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1 Einleitung
1.1 Enterokokken

Die Gattung Enterococcus gehort zur Familie der Enterococcaceae (Zhong et al., 2017).
Enterokokken sind grampositive, katalasenegative, kokkenformige Bakterien, die als
opportunistische Pathogene gelten (Bourdon et al., 2011a; Klare et al., 2012; Zhong et
al., 2017). Sie sind fakultativ anaerob und als Besiedler des Intestinaltrakts in der
normalen Flora des Menschen zu finden (Arias and Murray, 2012; Bourdon et al., 2011a;
Kramer et al., 2018). Auch in der Natur sind sie weit verbreitet und kommen sowohl in
einer Vielzahl von Tieren als auch in Boden und Wasser vor (Sparo et al., 2018; Zhong
etal., 2017). Sie besitzen die Fahigkeit, auch unter schwierigen Umweltbedingungen wie
extremen Temperaturen und groRen pH-Schwankungen zu Uberleben (Klare et al., 2012;
Lee et al., 2019; Sparo et al., 2018). Des Weiteren zeigen Enterokokken intrinsische

Resistenzen gegenuber verschiedenen Antibiotikaklassen (Brandt et al., 2018).

1.2 Klinische Bedeutung

1.2.1 Klinische Bedeutung der Enterokokken

Durch Enterokokken ausgeldste Infektionen treten vor allem bei immungeschwéchten
Patienten auf (Murray, 1990). Zu diesen Infektionen gehdren Endokarditis,
Blutstrominfektionen, Harnwegsinfektionen, neonatale Infektionen, Infektionen des
zentralen Nervensystems und intraabdominale Infektionen (Murray, 1990). Der GroRteil
der in Deutschland dem Robert-Koch-Institut (RKI) zugeschickten Vancomycin-
resistenten Enterokokken (VRE)-Isolate stammte dabei 2016 aus
Stuhlproben/Rektalabstrichen (43,5%), Urinproben (16,5%), Wund- und anderen nicht
néher bezeichneten Abstrichen (7,4% und 13,4%) sowie Blutkulturen (5,1%) (Klare et
al., 2017). Die entsprechenden Patienten lagen auf Stationen der Chirurgie, der inneren
Medizin, der Hamatologie/ Onkologie und dabei insgesamt vor allem auf den
intensivmedizinischen Stationen (Klare et al., 2017). Insgesamt machten Enterokokken-
Infektionen laut einer deutschen nationalen Punkt-Prévalenzerhebung im Jahr 2016 zu
nosokomialen Infektionen und Antibiotika-Anwendung des nationalen Referenzzentrums
fir die Surveillance von Nosokomialen Infektionen 12,6% aller einbezogenen

nosokomialen Infektionen aus (Aghdassi et al., 2017). Wundinfektionen waren sogar zu



19,9% durch Enterokokken ausgelost, Harnwegsinfektionen zu 16,9% und primare
Septitiden zu 11,6% (Aghdassi et al., 2017).

Inwieweit die Infektionen mit Enterokokken die Letalitét signifikant erhéhen, ist fraglich
(Frickmann et al., 2017). Eine Enterokokken-Bakteridmie scheint im Vergleich zu durch
Escherichia coli und Staphylococcus aureus ausgeldste Bakteriamien einen Risikofaktor
fiir einen vorzeitigen Tod darzustellen (Frickmann et al., 2017). Durch die im Vergleich
relativ geringe Pathogenitét der Enterokkokken sind sie jedoch moglicherweise nicht als
Haupttodesursache, sondern eher als Begleiterscheinung einzustufen (Frickmann et al.,
2017).

Enterokokken sind intrinsisch resistent gegeniiber verschiedenen Antibiotika wie
Cephalosporinen (Kristich et al., 2014; Pallares et al., 1993), Aminoglykosiden
(Moellering and Weinberg, 1971), semisynthetischen Penicillinen, Monobactamen,
Lincosamiden und Polymyxinen (Brandt et al., 2018). Auch der Anteil der Enterokokken,
die eine Resistenz gegen Glykopeptide wie Vancomycin entwickeln, nimmt seit Jahren
immer weiter zu (Aghdassi et al., 2017). Ob die Infektion mit VRE tatséchlich die
Letalitat fir betroffene Patienten erhoht, scheint aber ebenfalls unklar (Prematunge et al.,
2016). Prematunge et al. verglichen 2016 die Letalitdt von Patienten mit
VRE-Bakteriamie mit Patienten, die mit Vancomycin-sensiblen Enterokokken (VSE)
infiziert waren. Dabei ging die Infektion mit VRE im Vergleich zur Infektion mit VSE
mit einer erhohten Letalitat einher (Prematunge et al., 2016). Dies kdnnte allerdings auch
darauf zurlickzufuhren sein, dass Patienten mit VRE ernstere Grunderkrankungen und

Komorbiditaten aufwiesen (Prematunge et al., 2016).

1.2.2 Klinische Bedeutung von Enterococcus faecium

Die grofite klinische Bedeutung unter den Enterokokken haben die Spezies Enterococcus
faecalis (E. faecalis) und Enterococcus faecium (E. faecium) (Klare et al., 2012; Sparo et
al., 2018). Wahrend zwischen 1970 und 1990 E. faecalis den Grofteil der aus klinischem
Material isolierten Enterokokken ausmachte, verschob sich ab dem Zeitpunkt langsam
das Verhéltnis zwischen E. faecalis und E. faecium (Arias and Murray, 2012). Heutzutage

ist E. faecium deutlich haufiger Ausléser nosokomialer Infektionen (Klare et al., 2017)



und ist im Vergleich zu E. faecalis mit einer héheren Krankenhausterblichkeit bei

Blutstrominfektionen assoziiert (Kramer et al., 2018).

E. faecium gehdrt zu den sogenannten ESKAPE-Pathogenen, einer Gruppe von Keimen,
die fir einen GroRteil der nosokomialen Infektionen verantwortlich sind und durch ihre
Antibiotikaresistenzen ein therapeutisches Problem darstellen (Rice, 2008). Vancomycin-
resistente E. faecium wurden von der World Health Organization (WHO) auf der ,,Global
priority list of antibiotic-resistant bacteria“ als ,,high priority” Pathogene gelistet
(Tacconelli and Magrini, 2017). Die grolRe Plastizitdt ihres Genoms, fiur die
Rekombination eine wichtige Rolle spielt, macht sie besonders anpassungsféhig und tragt
zu ihrem erfolgreichen Uberleben in Krankenhausern bei (de Been et al., 2013; Schaik et
al., 2013).

1.3 Therapie

Zur Therapie der Enterokokken-Infektionen werden verschiedene Antibiotika-Klassen
eingesetzt (Linden, 2007). Da Enterokokken Teil der normalen Darmflora sind, muss bei
ihrem Nachweis die Notwendigkeit einer antimikrobiellen Therapie kritisch abgewogen
werden, um den unnétigen Einsatz von Antibiotika zu vermeiden (O'Driscoll and Crank,
2015). Fir die Wahl des geeigneten Therapeutikums ist bei der kalkulierten Therapie
wichtig zu Uberlegen, mit welcher Wahrscheinlichkeit die infektionsauslésenden
Enterokokken eine Vancomycin-Resistenz aufweisen (Linden, 2007). Risikofaktoren flr
eine VRE-Infektion sind unter anderem langere Krankenhausaufenthalte (>7 d), der
Wechsel zwischen verschiedenen Stationen eines Krankenhauses und die VVorbehandlung
mit Antibiotika (z. B. Vancomycin, Cephalosporine der 3. Generation) (Tornieporth et

al., 1996). Diese Kriterien dlrften allerdings sehr viele Patienten erfillen.

Das typische Vorgehen bei Infektionen mit Ampicillin- und Glykopeptid-sensiblen
Enterokokken stellt die Therapie mit einem Zellwand-aktiven Penicillin-Derivat, bei
endovaskularen Infektionen maoglicherweise in Kombination mit einem Aminoglykosid-
Antibiotikum wie Gentamycin, dar (Linden, 2007; O'Driscoll and Crank, 2015). Als
Alternative fiir Patienten mit einer Penicillin-Intoleranz kann Vancomycin eingesetzt

werden (Linden, 2007). Allerdings ist der Grof3teil von E. faecium mittlerweile resistent



gegenuber Penicillin und Ampicillin, die einst eine effektive Therapie darstellten (Klare
etal., 1992; Kramer et al., 2018).

Bei Vorliegen einer Infektion mit VRE ist als Reserveantibiotikum bislang in
Deutschland nur das Oxazolidinon Linezolid zugelassen (Brandt et al., 2018). Aber auch
gegen Linezolid zeigen Enterokokken mittlerweile Resistenzen, was die
Therapiemoglichkeiten weiter einschrankt (Linden, 2007; Remschmidt et al., 2017). Der
Einsatz des Tetracyclins Tigecyclin und des Lipopeptids Daptomycin ist nur bedingt
wirksam und wird nur sehr eingeschréankt empfohlen (Brandt et al., 2018). Das Préparat
Quinupristin/Dalfopristin ist eine Kombination aus 70% des Streptogramins Typ A
(Dalfopristin) und 30% des Streptogramins Typ B (Quinupristin) (O'Driscoll and Crank,
2015). Es wirkt bakterizid auf E. faecium, verlor die Zulassung fiir die Behandlung von
VRE-Infektionen jedoch wieder aufgrund eines fehlenden Nachweises der klinischen
Wirksamkeit (O'Driscoll and Crank, 2015). In Deutschland ist diese Substanz auch seit

langerem nicht mehr verfligbar (Klare et al., 2017).

1.3.1 Vancomycin

Vancomycin gehort wie Teicoplanin zu den Glykopeptid-Antibiotika (Kristich et al.,
2014). Diese werden vor allem zur Behandlung schwererer Infektionen mit gram-
positiven Bakterien eingesetzt (Kristich et al., 2014). Gegen gram-negative Keime zeigen
sie keine Wirkung, da diese durch ihre duf’ere Membran geschutzt sind (Arthur and
Courvalin, 1993).

1.3.1.1 Wirkung

Die Wirkung der Glykopeptide beruht auf der Stérung der Zellwandsynthese (Miller et
al., 2014). Im Cytoplasma wandelt eine Racemase L-Alanin in D-Alanin (D-Ala) um,
eine D-Alanin-D-Alanin-Ligase (Ddl) fiigt zwei Molekiile D-Ala zu einem Dipeptid (D-
Ala-D-Ala) zusammen, bevor es an Uracildiphosphat-N-Acetylmuramyl-Tripeptid
gebunden wird (Abbildung 1) (Courvalin, 2005). Das entstehende Pentapeptid bindet N-
Acetyl-D-Glucosamin, bevor ein Undecaprenol-Lipidtransporter die Vorldaufermolekile
durch die Zellmembran nach auRen transportiert (Courvalin, 2005). Dort wird N-



Acetylmuramyl-Pentapeptid  durch  Transglykosylierung in  die  wachsende

Peptidoglykan-Kette eingebaut und quervernetzt (Walsh et al., 1996).

Die Glykopeptide binden an den D-Ala-D-Ala Terminus des Peptidoglykan-Vorlaufers
und verhindern so das Fortfiihren der Peptidoglykan-Kette durch Transglykosylierung an
dieser Stelle (Kristich et al., 2014), was die Zellwand schwdacht und das Bakterium
anfalliger fir osmotischen Stress macht (Walsh et al., 1996).

Zellwand Membran Zytoplasma
Carboxypeptidase L-Ala
Transpeptidase o l
Transglykosylase
A D-Ala
H+ N
x D-Ala-D-Ala-Ligase l
D-Ala-D-Ala
—a
L— UDP-@HEHEHE
MurE Tripeptid

L-Ala-D-Glu-L-Lys

(o oo,

MurG | — @—UDP

NW\/W\g-D-D-D-“"—

Pentapeptid

Glykopeptide

MWW Lipid-Carrier () N-Acetylmuraminsaure © N-Acetylglucosamin

Abbildung 1: Peptidoglykan-Synthese und Wirkweise der Glykopeptid-Antibiotika in Enterokokken.
Abkirzungen: Ala: Alanin, UDP: Uracildiphosphat, MurF/MurG: Synthasen, Glu: Glukose, Lys: Lysin.
Abbildung aus: (Werner et al., 2008b)

1.3.1.2 Vancomycin-Resistenz
Die Resistenz der Enterokokken gegentiber Glykopeptiden wird durch die sogenannten
van-Gene vermittelt (Lee et al., 2019). Mittlerweile sind neun verschiedene van-Gen-

Cluster identifiziert worden, die nach den zentralen Ligasen, fir die sie kodieren, benannt
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sind (vanA —vanN) (Bender et al., 2016). Dabei haben die vanA- und vanB-Resistenz die
hochste klinische Relevanz, da Isolate mit diesen Resistenz-Typen fur einen Grof3teil der
Infektionen mit VRE verantwortlich sind (Bender et al., 2016). Wahrend die vanA-Typ-
Resistenz durch hohe Dosen an Vancomycin und Teicoplanin induziert wird, wird die
Resistenz vom Typ vanB nur durch Vancomycin ausgelost (Arthur et al., 1996). Der in
Deutschland mittlerweile seit 2010 am haufigsten isolierte Typ ist vanB (Klare et al.,
2017).

Die van-Operons kodieren fir 3 wichtige Funktionen: Die erste Funktion beinhaltet die
Regulation der Enzymsynthese (Arthur et al., 1992; Kristich et al., 2014). Die zweite
Funktion ist die Synthese von Enzymen, die die Peptidoglykan-Vorlaufer so verandern,
dass sie nicht mehr in D-Ala-D-Ala enden, sondern in D-Ala-D-Laktat (D-Lac) oder D-
Ala-D-Serin, was die Affinitat der Glykopeptide fiir die Substrate um ein Vielfaches
verringert (Kristich et al., 2014). Als drittes codieren van-Operons fur Enzyme, die die
Vorléufer, die noch auf D-Ala-D-Ala enden und fiir die die Glykopeptide eine hohe
Affinitat haben, eliminieren (Courvalin, 2005; Kristich et al., 2014).

Die vanA-Resistenz wird durch das Transposon Tn1546 vermittelt, welches sowohl auf
Plasmiden als auch auf Chromosomen vorkommt (Kristich et al.,, 2014). Die
Resistenzgene konnen (ber diese mobilen Elemente zwischen den Bakterien (ibertragen
werden (Arthur and Courvalin, 1993). Patrice Courvalin und seiner Arbeitsgruppe gelang
es 1993, die sieben offenen Leserahmen (vanR, vanS, vanA, vanH, vanX, vanY, vanZ)
(Abbildung 2b) des Operons zu identifizieren, von denen die ersten fiinf notwendig fiir

die Vancomycin-Resistenz sind (Arthur and Courvalin, 1993).

Die vanS- und vanR-Komponente des Clusters ist flr die Synthese-Regulation der fir die
Resistenz verantwortlichen Enzyme zustandig (Abbildung 2) (Arthur et al., 1992). Eine
von vanH kodierte gleichnamige Dehydrogenase reduziert Pyruvat zu D-Lac (Arthur et
al., 1996; Bugg et al., 1991). Die Ligase VanA bindet dann D-Lac mit einer Esterbindung
an D-Ala (Bugg et al., 1991). Das resultierende D-Ala-D-Lac Depsipeptid kann dann statt
D-Ala-D-Ala an das Uracil-Diphosphat-N-Acetylmuramyl-Tripeptid angehéngt und an
der ZellauRenseite in die Peptidoglykan-Kette eingebaut werden (Bugg et al., 1991). Die
entstehenden Vorldaufer-Molekiile, die auf D-Ala-D-Lac enden, erlauben eine Fortsetzung

der Zellwandsynthese (Reynolds et al., 1994), binden aber Vancomycin mit deutlich
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geringerer Affinitat als die auf D-Ala-D-Ala endenden Molekule (Arthur et al., 1996).
Solange diese VVancomycin-sensiblen Vorlaufer-Molekule aber noch simultan gebildet
werden, kommt es nicht zu einer effektiven Glykopeptid-Resistenz (Arthur et al., 1996).
Dafur bedarf es eines weiteren Enzyms: VanX (Reynolds et al., 1994). Wie in Abbildung
2a zu sehen, hydrolysiert diese durch das vanX-Gen codierte D-Alanin-D-Alanin-
Dipeptidase (D,D-Dipeptidase) die D-Ala-D-Ala-Dipeptide und verhindert so die
Synthese der Vancomycin-sensiblen Vorlaufermolekile (Reynolds et al., 1994). Die D-
Alanin-D-Alanin-Carboxypeptidase (D,D-Carboxypeptidase) vanY entfernt die danach
noch Ubrig gebliebenen D-Ala-Reste vom C-Terminus der Peptidoglykan-Kette (Arthur
et al., 1998). Neben VanY gibt es mit VanZ ein weiteres zusatzliches Protein, das nicht
fiir die Glykopeptid-Resistenz notwendig ist (Arthur and Courvalin, 1993). Die Funktion
dieses Proteins ist noch nicht genau bekannt (Kristich et al., 2014), auch wenn Arthur et
al. 1995 zeigten, dass das VVanZ-Protein eine separate Resistenz gegen geringe Dosen von
Teicoplanin vermittelt (Arthur et al., 1995).
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Ddl

N

L-Ala — D-Ala D-Ala-D-Ala Penta <:Penta
Race_ v
mase W VanY Tetra
VanX _ Adding
Tri
Enzyme

VanH VanA

Pyruvat » D-lac » D-Ala-D-Lac Pentadepsi ——— Pentadepsi
b
Regulation Fiir Glykopeptid-Resistenz essenziell Hilfsfunktionen
P P
R H

—{ vanR > vansS >—{ vanH >vanA >{ vanX >—{ vanY >—{ vanZ>
Regu-  Sensor Dehydro-  Ligase D,D-Di- D,D-Car- Unbe-
lator genase peptidase  boxypep- kannt

tidase TeR

Abbildung 2: Glykopeptid-Resistenz vom vanA-Typ. a) Mechanismus der Synthese von Peptidoglykan-
Vorlaufer-Molekillen bei Enterokokken mit vanA-Resistenz. b) Aufbau des vanA-Operons. Abkiirzungen:
Ala: Alanin, Ddl: D-Alanin-D-Alanin-Ligase, Lac: Laktat, Pr/PH: Promotoren. Abbildung aus: (Werner et
al., 2008b)

Die vanB-Resistenz wird durch die Transposons Tn5382/Tn1549 vermittelt, welche wie
das vanA-Operon sowohl auf Plasmiden als auch auf Chromosomen vorkommen
(Kristich et al., 2014). Es wurden drei verschiedene Subtypen des vanB-Clusters
gefunden: vanB1, vanB2 und vanB3 (Dahl et al., 1999). Diese haben jedoch keinen Bezug
zur Starke der Vancomycin-Resistenz (Dahl et al., 1999). Sowohl der Aufbau des vanB-
Operons als auch der Resistenzmechanismus ist dem des vanA-Typs sehr &hnlich (Evers
et al., 1994). Auch das vanB-Cluster enthalt Gene, die fir eine Dehydrogenase (vanHg),
eine Ligase (vanB) und eine D,D-Dipeptidase (vanXg) codieren, welche eine hohe
strukturelle Ahnlichkeit mit den entsprechenden Proteinen des vanA-Operons aufweisen
(Evers and Courvalin, 1996). Hingegen sind die vanSg- und vanRg-Gene, die fur ein 2-
Komponenten Regulationssystem codieren, nur entfernt mit den vanS- und vanR-Genen
des vanA-Clusters verwandt (Arthur et al., 1996). Die durch vanY und vanYg codierten
D,D-Carboxypeptidasen sind ebenfalls nicht eng verwandt (Arthur et al., 1996). Statt des

akzessorischen vanZ-Gens gibt es im vanB-Operon das offene Leseraster vanW, dessen
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Funktion gleichermal’en noch nicht verstanden wird (Arthur et al., 1996; Kristich et al.,
2014).

1.3.1.3 Pravalenz der Vancomycin-Resistenz

Enterokokken, die eine hochgradige Resistenz gegeniiber Glykopeptid-Antibiotika
zeigen, wurden in Europa das erste Mal 1986 gefunden (Leclercq et al., 1988). Dies wurde
auf den Gebrauch des VVancomycin-ahnlichen Glykopeptid-Antibiotikums Avoparcin in
der Tierzucht zurtickgefuhrt (Bonten et al., 2001). Die Prévalenz an VRE hat sowohl in
Europa als auch in Deutschland in den letzten Jahren signifikant zugenommen (Aghdassi
et al., 2017; ECDC, 2018). Dieser Anstieg ist vor allem auf die Zunahme der
Vancomycin-Resistenz in E. faecium zuruckzufuhren; Vancomycin-resistente E. faecalis
sind dagegen selten (ECDC, 2018; Werner et al., 2008a).

Der Jahresbericht des European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-
Net) zeigte fur Europa eine durchschnittliche Zunahme der Vancomycin-Resistenz in
invasiven E. faecium - Isolaten von 10,4% im Jahr 2014 auf 14,9% im Jahr 2017 (ECDC,
2018). Fur Deutschland lag dabei die Pravalenz an invasiven E. faecium-Isolaten mit
Vancomycin-Resistenz 2017 bei 10-25% (ECDC, 2018).

Dies deckt sich weitestgehend mit anderen Studien: In einer deutschen nationalen Punkt-
Prévalenzerhebung zu nosokomialen Infektionen und Antibiotika-Anwendung des
nationalen Referenzzentrums flr die Surveillance von Nosokomialen Infektionen im Jahr
2016 waren 23,1% der untersuchten E. faecium-lsolate Vancomycin-resistent (Aghdassi
etal., 2017). Dies entspricht einer Zunahme von tber 126% im Vergleich zum Jahr 2011
(10,2%) (Behnke et al., 2013).

Auch in anderen Studien wurde eine Zunahme der VRE-Inzidenz beobachtet:
Remschmidt et al. zeigten zwischen 2007/2008 und 2015/2016 eine Zunahme von 1,4%
auf 10% (Remschmidt et al., 2018). Bei den aus Blutkulturen isolierten Enterokokken
war die Zunahme an VRE mit einer Steigerung von 5,9% auf 16,7% noch deutlicher
(Remschmidt et al., 2018).

In der sogenannten SARI-Studie (Surveillance of Antibiotic Use and Resistance in

Intensive Care Units) zeigte sich zwischen 2001 und 2015 eine Zunahme der
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Vancomycin-Resistenz in E. faecium auf Intensivstationen von 2,3% auf 13,3%
(Remschmidt et al., 2017). Im Jahr 2015 waren damit 75% aller eingeschlossenen
Intensivstationen von VRE betroffen (Remschmidt et al., 2017). Diese Zunahme von
VRE fiihrten Remschmidt et al. auf einen gleichzeitig steigenden Gebrauch von
Glykopeptid-Antibiotika und Piperacillin/Tazobactam (Penicillin + [3-Laktamase-
Inhibitor) zurlick (Remschmidt et al., 2017).

Der Anteil des vanA- und vanB-Typs an der Vancomycin-Resistenz in E. faecium hat
sich dabei in den letzten Jahren umgekehrt, wobei nun die vanB-Resistenz in E. faecium
dominiert (Klare et al., 2017). Wahrend vor 2016 mehr E. faecium-Isolate vanA-positiv
waren, berichtete das RKI 2016 zum ersten Mal tber einen deutlich h6heren Anteil an
eingesendeten vanB-VRE (45%) im Vergleich zu vanA (37%) (Klare et al., 2017).

Zu der VRE-Préavalenz aullerhalb von Krankenh&usern in Europa gibt es nur wenige
aktuelle Studien, die teilweise sehr verschiedene Ergebnisse aufweisen. Insgesamt lag die
Prévalenz in verschiedenen Studien zwischen 1992 und 2013 bei 0-12% (Balzereit-
Scheuerlein and Stephan, 2001; Endtz et al., 1997; Gambarotto et al., 2000; Jordens et
al., 1994; Kaarme et al., 2015; Klare et al., 1995; Kolar et al., 2004; Kolar et al., 2006;
Trajkovska-Dokic et al., 2015; Wendt et al., 1999). Zwei altere Studien aus den 1990er
Jahren zeigten sehr unterschiedliche Ergebnisse in zwei Gebieten in Deutschland: Klare
et al. fanden 1995 VRE in 12% der getesteten Stuhlproben von l&ndlichen Bewohnern
Sachsen-Anhalts (Klare et al., 1995). 1999 wurden in einer anderen deutschen Studie aus
Berlin  Analabstriche  verschiedener  Bevolkerungsgruppen  untersucht.  Bei
Medizinstudenten lag die VRE-Pravalenz dabei bei 0,95%, bei ambulanten Patienten bei
1,54% und bei Bewohnern eines Pflegeheims bei 4,26% (Wendt et al., 1999).

In Oxford waren im Jahr 1992 2% der Patienten aus allgemeinmedizinischen Praxen mit
VRE kolonisiert (Jordens et al., 1994). In den Niederlanden beschrieben Endtz et al. 1997
eine VRE-Prdavalenz von 2% bei Personen, die sich wegen Durchfall in einer
Krankenhausambulanz vorstellten (Endtz et al., 1997). Bei der Untersuchung von
Analabstrichen von Mitarbeitern in nicht-klinischen Bereichen eines Krankenhauses in
Frankreich zeigte sich 1997 eine VRE-Pravalenz von 11,8% (Gambarotto et al., 2000).
In der Schweiz fand sich 1998 und 1999 in 4,9% der Stuhlproben von Angestellten in der
Nahrungsmittelindustrie VRE (Balzereit-Scheuerlein and Stephan, 2001). Bei einer
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tschechischen Studie wurden zwischen 2002 und 2003 etwa 3.000 Analabstriche aus der
gesunden Bevolkerung eines Kreises auf VRE untersucht, wobei die Pravalenz bei 0,4%
lag (Kolar et al., 2006). Dies bestatigte eine andere Studie, die 2003 in ber 5.000
Analabstrichen aus der gesunden Bevolkerung einer tschechischen Stadt nur in neun
Proben (0,17%) VRE fand (Kolar et al., 2004). Bei einer Untersuchung von Stuhlproben
von 313 Kindern aus 46 verschiedenen Vorschulen in Uppsala, Schweden konnte 2010
kein VRE nachgewiesen werden (Kaarme et al., 2015). In einer weiteren européischen
Studie lieR sich 2013 in Mazedonien in 7,7% der getesteten Stuhlproben von nicht-
hospitalisierten Patienten aus der Bevolkerung VRE nachweisen (Trajkovska-Dokic et
al., 2015).

1.4 Molekulargenetische Typisierungsverfahren

Fur die Aufklarung nosokomialer Ausbriiche ist es hilfreich, die infektionsauslésenden
Erreger zu typisieren (Wichelhaus et al., 2000). So lasst sich bestimmen, ob
epidemiologisch verwandte Isolate auch genetisch verwandt sind, die mdgliche
Ausbreitung klonaler Isolate nachverfolgen und es lassen sich idealerweise weitere
Infektionen verhindern (Wichelhaus et al., 2000).

Magliche Methoden zur Typisierung von Enterokokken umfassen unter anderem Genom
Sequenzierung (Raven et al., 2017), Ribotypisierung, Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-
basierte Typisierung, Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE), Amplifizierter Fragment-
Langen-Polymorphismus (AFLP), Multiple locus variable number of tandem repeat
Analyse (MLVA) und Multilocus-Sequenztypisierung (MLST) (Werner, 2013). Die
PFGE und MLST wurden in dieser Arbeit zur molekulargenetischen Typisierung der

VRE-Isolate verwendet und werden deshalb hier kurz beschrieben.

1.4.1 Multilocus-Sequenztypisierung (MLST)

Die MLST ist eine auf DNA-Sequenzierung basierende Methode, bei der die
Nukleotidsequenzen interner Fragmente von sieben Haushaltsgenen (Housekeeping
genes) bestimmt werden (Feil et al., 2004). Haushaltsgene haben den Vorteil, dass sie in

allen Isolaten einer Spezies vorkommen und der auf ihnen lastende Selektionsdruck
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relativ gering ist (Ranjbar et al., 2014). Deshalb wird davon ausgegangen, dass die
genetischen Unterschiede innerhalb dieser Loci durch Mutationen (und nicht durch
Rekombination) entstanden sind und die entsprechende Mutationsrate proportional zur
Zeit ist (Francisco et al., 2009). Den unterschiedlichen Allelen der Haushaltsgene kdnnen
uber eine Online-Datenbank Nummern und jeder Kombination von Allelen ein
Sequenztyp (ST) zugeordnet werden (Francisco et al., 2009). Uber die Datenbank konnen
Isolate der gleichen Spezies weltweit miteinander verglichen werden (de Been et al.,
2015). Fur die Typisierung von E. faecium wurde 2002 ein MLST-Schema verdffentlicht
(Homan et al., 2002).

Die Ergebnisse der MLST koénnen anschlielend mithilfe des enhanced Based Upon
Related Sequence Types (eBURST)-Algorithmus phylogenetisch ausgewertet werden
(Feil et al., 2004). Dieser teilt die Isolate nach Verwandtschaftsgrad in Gruppen,
sogenannte Clonal Complexes (CC), ein und bestimmt die wahrscheinlichen
Ursprungsisolate, von denen die anderen Isolate des CC abstammen (Feil et al., 2004).
Die Verwandtschaftsgrade konnen dann als Baum-Diagramm dargestellt werden
(Francisco et al., 2009). Eine Weiterentwicklung des eBURST-Algorithmus stellt global
optimal eBURST (goeBURST) dar, der fiir eine globale Verwendung optimiert wurde
(Francisco et al., 2009).

Die MLST st durch ihre Mdoglichkeit der eindeutigen Zuordnung von lIsolaten zu
definierten ST besonders geeignet fiir Uberregionale und weltweite epidemiologische
Studien, die die Ausbreitung multiresistenter Keime verfolgen und analysieren (Homan
etal., 2002).

Die weltweit fur nosokomiale Infektionen verantwortlichen VRE-Isolate gehdren
grofRtenteils zu CC 17 (Willems et al., 2005). Diese offensichtlich speziell an
Krankenh&user adaptierte Subpopulation zeichnet sich durch eine besonders hohe
Pathogenitét aus (Kramer et al., 2018). CC 17 angehdrende VRE-Stamme sind zusétzlich
gegen Ampicillin resistent (Willems et al., 2005), weisen das purK-Allel 1 auf (Willems
et al., 2001) und besitzen eine spezielle Pathogenitétsinsel, die das Virulenz-Gen esp
enthalt (Leavis et al., 2004). Die Entwicklung dieser Subpopulation wurde
wahrscheinlich durch den hohen in Krankenh&usern herrschenden Selektionsdruck
gefordert (Willems et al., 2005).
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In Deutschland sind einige ST besonders verbreitet. Zwischen 2011 und 2014 war ST 192
mit 33% der vom Nationalen Referenzzentrum fir Staphylokokken und Enterokokken
des RKI in Deutschland am hdufigsten nachgewiesene ST von E. faecium, vor ST 117
(25%) und ST 17 (16%) (Bender et al., 2016). Im Jahr 2015 sah diese Verteilung anders
aus: ST 117 war der haufigste ST vor ST 203 und ST 80 (Klare et al., 2017). Dieser Trend
bestétigte sich 2016: Mit 53% war mehr als die Hélfte der E. faecium-Einsendungen vom
ST 117 (Klare et al., 2017). ST 203 machte 14% und ST 80 11% aus (Klare et al., 2017).

1.4.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

PFGE gilt als der Goldstandard fiir die Genotypisierung von VRE (Brandt et al., 2018;
Lytsy et al., 2017). Durch ihre hohe Diskiminierungsfahigkeit und Reproduzierbarkeit
wird sie zu epidemiologischen Untersuchungen bei Ausbriichen verschiedenster Erreger

eingesetzt (Ranjbar et al., 2014).

Die Methode basiert auf der Auftrennung besonders grolier DNA-Molekdle bis hin zu
einer GroRe von 10 Megabasenpaaren (Mbp) (Herschleb et al., 2007). Das gesamte
bakterielle Genom wird mit einem selten schneidenden Restriktionsenzym verdaut und
die entstehenden Fragmente mithilfe eines elektrischen Felds aufgetrennt (Ranjbar et al.,
2014). Die Richtung dieses elektrischen Felds wird dabei periodisch alterniert, sodass
sich die Molekule immer wieder neu ausrichten mussen (Herschleb et al., 2007). Die
Lange der Pulszeiten korreliert dabei mit der Grél3e der ideal aufgetrennten Molekdile: Je
kiirzer die Pulszeiten, desto groRer ist der Vorteil kiirzerer DNA-Molekiile, die dann
besser aufgetrennt werden und damit auf dem Gel deutlicher voneinander zu
unterscheiden sind (Herschleb et al., 2007). Die entstehenden Bandenprofile kdnnen
anschlieBend mithilfe verschiedener Computersysteme ausgewertet werden (Ranjbar et
al., 2014). Durch die geringe Anzahl an Banden (in der Regel 10-25) ist ein Vergleich der
Profile mehrerer Isolate relativ einfach méglich (Miranda et al., 1991). Miranda et al.
verwendeten diese Methode 1991 das erste Mal erfolgreich zu Typisierung von

E. faecium-Isolaten (Miranda et al., 1991).
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2 Fragestellung

Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben, macht E. faecium mittlerweile den gro3ten Anteil der
isolierten VRE aus. Dabei ist seit wenigen Jahren die vanB-Resistenz in E. faecium
deutlicher haufiger als die vanA-Resistenz. VanB-positive E. faecium haben damit groRte
Klinische Relevanz und stellen durch immer neue Antibiotika-Resistenzen ein grof3es
therapeutisches Problem dar (Kapitel 1.2.1). Um die Verbreitung dieser Pathogene
nachverfolgen, dieser entgegenwirken und Ausbriiche friihzeitig einddmmen zu kdnnen,
sind Typisierungen der Bakterien im Zuge von epidemiologischen Studien von grofRer
Bedeutung (Wichelhaus et al., 2000).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll eine epidemiologische Typisierung von vanB-
positiven E. faecium-Isolaten von zwei deutschen Kliniken, dem Universitatsklinikum
(UK) Essen und dem Klinikum Nurnberg, durchgefiihrt werden. Dabei werden alle
Isolate mithilfe der bereits etablierten molekularbiologischen Methoden Multilocus-
Sequenztypisierung (MLST) und Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) charakterisiert und
maogliche genotypische Ahnlichkeiten und Verwandtschaftsgrade, Abstammungen und

maogliche Ausbreitungswege bestimmt.

Mithilfe der MLST wird die Frage beantwortet, welche Sequenztypen in den beiden
Krankenh&usern zu finden sind und wie die Isolate genotypisch miteinander in Beziehung
stehen. Uber die Sequenztypen werden die Isolate in Clonal Complexes eingeteilt und
diskutiert, welches die mdoglichen Ursprungsisolate sein konnten. Es wird auBerdem
analysiert, wie sich die gefundenen Ergebnisse der MLST in die aktuell in Deutschland

herrschende Situation einordnen lassen.

Mithilfe der PFGE wird untersucht, welche PFGE-Typen die Isolate aufweisen und ob

sich durch die PFGE monoklonale Ausbriiche bestatigen lassen.

Die Ergebnisse der MLST und PFGE werden miteinander in Beziehung gesetzt und die

sich ergebenden Ubereinstimmungen und Diskrepanzen analysiert.

Zusétzlich soll anhand der Ergebnisse diskutiert werden, inwieweit die beiden Methoden
sich flr die hier vorliegende Arbeit eignen und welche Vor- und Nachteile die beiden

Methoden in dem Bezug mit sich bringen.
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3 Material und Methoden

Im Folgenden werden die verwendeten Materialien tabellarisch dargestellt und die in

dieser Arbeit angewendeten Methoden beschrieben.

3.1 Materialien
3.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien mit Hersteller, dessen Standort und Chargen-Nummer des Produkts.

Produktname Hersteller | Standort CAS-Nummer
Elutionspuffer: RNA-Lysis Promega Fitchburg 0000307303
Buffer (USA)
Nuklease-freies Wasser Promega Fitchburg 0000334315
(Nuclease free water) (USA)
Primer Enterokokken PCR TIB Berlin

e ddIE. faecium Molbiol ® vorwarts: 1900060

rickwarts: 1900061

[ ] ddIE faecalis VOI‘W&I‘tS 1900062
rickwarts: 1900063

e VanA vorwarts: 1900064
rickwarts: 1900065

e vanB vorwarts: 1900066
rackwarts: 1900067
Taq PCR Core Kit Qiagen Hilden 1600413224

e QIAGEN PCR-Puffer
10-fach konzentriert

e Desoxyribonukleosidt
riphosphate (ANTP-
Mix)

20



Produktname Hersteller | Standort CAS-Nummer
e Tag DNA Polymerase
(5 Units/pul)
Agarose
e Biozym LE Agarose | Biozym Potsdam 0000520836
e Low-Melting-Point- BioRad Muinchen BRMO00004
Agarose
e Pulse Field Certified | BioRad Minchen 64115665
Agarose
TRIS-Borat-EDTA-Puffer BioRad Minchen 64123600
10-fach konzentriert
TRIS-Borat-EDTA-Puffer
0,5-fach konzentriert
(verdunnt mit VE-Wasser)
PeqGreen peglab Erlangen 105123600
Grolkenmarker: DNA Ladder | Carl Roth Karlsruhe 805
short-run 50 pg GmbH
Primer MLST TIB Berlin
1) atpA Molbiol ® 1) 1: 1909189 /
2: 1909190
2) ddI 2) 1: 1909191/
2: 1909192
3) gdh 3) 1: 1909193/
2: 1909194
4) purK 4) 1: 1909195/
2: 1909196
5) gyd 5) 1: 1909197 /
2: 1909198
6) pstS 6) 1: 1909199 /
2: 1909200
7) adk 7) 1: 1909201 /
2: 1909202
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Produktname

Hersteller

Standort

CAS-Nummer

DNA-Aufreinigung: ExS-
Pure™ Enzymatic PCR

cleanup kit

NimaGen
BV

Nijmegen,

Niederlande

NG170818K

Zell-Suspensions-Puffer: Cell
Suspension Buffer (500 ml)
-0,6 g Tris

- 0,55 g NaCl

-9,3g EDTA

- pH 7,2 mit HCI

BioRad

Minchen

64096367

Lysozym Puffer: Lysozyme
Solution Buffer (500 ml)
-0,6 g Tris

-1,459 EDTA

- 1 g Natrium-Desoxycholat
- pH 7,2 mit HCI

- nach Autoklavieren + 2,5 g

Natrium- Lauroylsarcosin

BioRad

Miinchen

64035566

Proteinase K-Puffer (500 ml)
- 18,61 g EDTA

-2 g NaOH

- 1 g Natrium-Desoycholat

- pH 8,0 mit HCI/ NaOH

- nach Autoklavieren +5 g

Natrium- Lauroylsarcosin

BioRad

Minchen

64084311

Wasch Puffer 10-fach
konzentriert (500 ml)
-12,1g Tris

-93,05g EDTA

- 10 g NaOH

- pH 8,0 mit HCI/NaOH

BioRad

Minchen

64089340

22




Produktname

Hersteller

Standort

CAS-Nummer

Wasch Puffer 1-fach
konzentriert (verdinnt mit

Aqua B. Braun)

Wasch Puffer 0,1-fach
konzentriert (verdlinnt mit

Aqua B. Braun)

Lysozym

Roth

Karlsruhe

437264302

Lysostaphin
- 1 mg= 250 Units
- in 1 ml 50% Glycerin

aufldsen

Sigma

Steinheim

108M4041V

Proteinase K

Roth

Karlsruhe

261166601

Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) (1000 mM)

-174,2 mg

- in 10 ml 2-Propanol

aufldsen

Sigma

Steinheim

80H5023

Restriktionspuffer 10-fach
konzentriert

- 33 mM Tris

-10 mM Mg

- 66 mM K-Acetat

- 0,5 mM Dithiothreitol
(DTT)

Restriktionspuffer 1-fach
konzentriert (verdunnt mit

Agua B. Braun)

Restriktionskit
e Restriktionspuffer
10-fach konzentriert

Roche

Mannheim

25712900

27722820
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Produktname Hersteller | Standort CAS-Nummer
e Restriktionsenzym
Smal
Bovines Serumalbumin Sigma Steinheim 57H1089
(BSA) 0,1%
PFGE GroRenmarker Lambda | Roth Karlsruhe 0041712
PFG Ladder
Ethidiumbromid 10 mg/ml Roth Karlsruhe 38722975

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Hersteller und dessen Standort.

Produktname Hersteller Standort
INNUSPEED Lysis Tube B Analytik Jena Jena
automatische Pipetten 10-1000 pl Eppendorf Hamburg
Pipettenspitzen 10-1000 pl STARLAB GmbH Hamburg
Impfésen 1 pl + 10 pl Sarstedt Nrnbrecht
Maxwell® 16 Tissue LEV Total RNA Promega Fitchburg, USA
Purification Kit
e Kartuschen
e Spatel
e Elutionsgefalie (0,5 ml)
ReaktionsgefalRe 1,5 ml Eppendorf Hamburg
Schraubgefaie Sarstedt Nurnbrecht
o 2ml
e 13ml
e 50ml
PCR-Gefélle: PCR Tubes 0,2 ml Kisker Biotech GmbH | Steinfurt
& Co. KG
Pergamin Papier Whatman - Schleicher | Dassel
& Schuell
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Produktname Hersteller Standort
Messzylinder 100 DWK Life Sciences - | Wertheim
Duran
Messzylinder 1000 Kartell Labware Noviglio, Italy
Erlenmeyerkolben Bohemia Cristal — Selb (Bayern)
e 250ml Simax
e 3000 ml
96-Well ELISA Mikrotiterplatten Greiner Bio-One Kremsmiinster,
Austria
Untersuchungshandschuhe Nitril Blau Remesco - Dermagrip | Wien, Austria
PCR-GefaR-Streifen: PCR-Tube-Caps Kisker Biotech GmbH | Steinfurt
(8er-Streifen) & Co. KG
Versandmaterialien fir MLST LGC Genomics Berlin
e Barcode-Etiketten
e Briefumschléage
Klebeband tesa Norderstedt
MicroScan GefaRe: MicroScan-Tubes Beckman Coulter Krefeld
3 ml (B1015-2, Inoculation Water)
CELLSTAR Serologische Pipetten Greiner Bio One Kremsmdnster,
10 ml Osterreich
Glasflasche 5000 ml Schott Mainz
Alufolie Roth Obergerlafingen
Agarplatten mit Schafsblut Oxoid Deutschland Wesel
GmbH
3.1.3 Gerate
Tabelle 3: Verwendete Gerate mit Hersteller und dessen Standort.
Produktname Hersteller Standort
Brutschrank KB 720 Binder Tuttlingen
Kuhlschranke 4°C Liebherr Bulle FR,
Schweiz
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Produktname

Hersteller

Standort

-20°C Gastro-Gefrierschrank-Profi-

Line Ventiliert

Liebherr-International
Deutschland GmbH

Biberach an der
RiR

Rittler: MagNA Lyser Roche Diagnostics Mannheim
Deutschland GmbH
Zentrifugen:
e 5415C Eppendorf Hamburg
e Tischzentrifuge Biozym Hessisch
Oldendorf
DNA-Aufreiniger: Maxwell16 MDx Promega Madison, USA
Thermocycler
e TOne Biometra Gottingen
e Modell PTC-100TM MJ Research, Inc Watertown
Programmable Thermal Massachusetts,
Controller USA
Gelkammer mit Probenkamm Roth Obergerlafingen
Elektrophoresekammer Roth Obergerlafingen
Photodokumentierer BioVision Vilter Cudahy, USA

Spektrophotometer: NanoDrop
1000™ UV/VIS Spectrophoto-meter

Thermo Fisher
Scientific

Wilmington, USA

Vortex-Mischer

Oehmen

Essen

Agarosebldckchen-Form (Plug-
Molds)

Bio-Rad Laboratories,

Inc.

Hercules, USA

Densitometer: DENSILAMETER 11

Erba Lachema s.r.o.

Brno,

Tschechische

Republik
Wasserbad Koéttermann GmbH & Uetze
Co. KG
Thermoblocks
e Thermomixer Comfort Eppendorf Hamburg
e Mixing Block Bioer Hangzhou, China
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Produktname

Hersteller

Standort

Gelkammer PFGE

Bio-Rad Laboratories,

Inc.

Hercules, USA

Rahmen fir Elektrophoresekammer
PFGE

Bio-Rad Laboratories,

Inc.

Hercules, USA

Elektrophoresegerat PFGE
e Kammer
e Steuereinheit
e Pumpe
e Kihlmodul

e Schlauche

Bio-Rad Laboratories,

Inc.

Hercules, USA

Mikrowelle

Sharp

Osaka, Japan

3.1.4 Datenbanken und Software

Tabelle 4: Verwendete Datenbanken und Softwares mit Internetadresse/ Hersteller und Standort.

Pro 1.3.063

Name Website/ Hersteller Standort
pubMed https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ Bethesda MD,
USA

LGC https://shop.lgcgenomics.com/ Berlin

Genomics

Shop

pubMLST https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_efaecium | Oxford, England
_isolates

CLIQS 1D TotalLab Newcastle upon

Tyne, England

PHYLOVIZ | http://www.phyloviz.net/
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3.2 Methoden

3.2.1 Isolate

Die 128 untersuchten VRE-Isolate wurden zwischen 2011 und 2013 sowie 2017 und 2018
im UK Essen und 2018 im Klinikum Nirnberg gesammelt. 81 der Isolate stammen aus
Essen, 47 aus Nurnberg, die dankenswerterweise von Herrn Prof. Dr. med Jérg Steinmann
zur Verfuigung gestellt wurden. Die Isolate stammen aus verschiedenen Materialien, die
in Tabelle 13 (Kapitel 4.3) dargestellt sind. Zum grof3ten Teil wurden die Isolate aus
Analabstrichen, Blutkulturen und Urin isoliert. Es wurden nur patientenbereinigte Isolate
verwendet, die zu der Spezies E.faecium gehdren und vanB-positiv sind. Fir eine
einfache Handhabung wurden diese mit den Zahlen 1-128 kodiert. Zu
Forschungszwecken fur diese Arbeit wurden die Isolate in Kryorohrchen im
Tiefkthlschrank bei -20°C konserviert.

3.2.2 DNA Extraktion fur PCR

Sowohl fur die folgende Enterokokken-PCR als auch fir die MLST wurde die DNA der
Isolate extrahiert. Daflr wurde der Maxwell16 nach VVorgaben des Herstellers verwendet
(Schagat et al., 2007).

20 bis 30 Isolate wurden tiber Nacht auf Agarplatten mit Schafsblut im Brutschrank bei
36°C kultiviert. Pro Isolat wurden 500 pl Elutionspuffer in ein innuSPEED Lysis Tube B
pipettiert und drei Mal mit 1 pl Impfésen Kulturmaterial eingerieben. Die Tubes wurden
dann 2x90 s bei 5000 rpm im MagNa Lyser geschuttelt, um die Zellwénde aufzubrechen
und die DNA freizusetzen und anschlieRend 30 s bei 140000 rpm zentrifugiert (Chen et
al., 2005). Die Kartuschen wurden in den vorgegebenen Rahmen des Maxwell16
eingeklinkt und die Spatel und ElutionsgefaBe in die entsprechenden Offnungen
eingesetzt. 50 pl Nuklease-freies Wasser wurde in die Elutionsgeféalie gegeben. 300 pl
des DNA-haltigen Uberstands wurde aus den Lysis Tubes in die entsprechende
Vertiefung der Kartuschen tberfuhrt. Das Programm zur DNA-Extraktion wurde nach
Herstellerangaben gestartet und nach 39 Minuten konnten die ElutionsgefaRe mit der in

50 pl Nuklease-freiem Wasser eluierten DNA entnommen werden.
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AnschlieBend wurde mittels NanoDrop 1000™ UV/VIS Spectrophotometer die DNA-
Konzentration bestimmt. Eine minimale Konzentration von 30 ng/ul wurde zur

Weiterverarbeitung benétigt.

3.2.3 Enterokokken-PCR

Da in dieser Arbeit nur Isolate der Spezies E. faecium und mit dem Resistenz-Typ vanB
verwendet wurden, mussten zunéchst die Isolate herausgefiltert werden, die einer anderen
Art zugeordnet werden konnten oder einen anderen van-Status besalRen. Es wurde eine
PCR durchgefiihrt, die gleichzeitig den Nachweis des Genotyps der Glykopeptid-
Resistenz und die Identifikation der Spezies der Isolate erlaubt (Dutka-Malen et al.,
1995). Dafur wurden vier Primer-Paare eingesetzt. Die zur ldentifizierung des Stamms
bendtigten Sequenzen befinden sich auf den sogenannten ddI-Genen, die fir die D-
Alanin-D-Alanin-Ligasen codieren und jeweils spezifisch flr die Arten E. faecalis und
E. faecium sind (Dutka-Malen et al., 1995). Um den Genotyp der Glykopeptid-Resistenz
zu ermitteln, wurden Teile der vanA- und vanB-Gene amplifiziert (Dutka-Malen et al.,
1995).

Tabelle 5: Primer fir die Enterokokken-PCR.

Name Richtung | Sequenz

ddle. faecium Vorwaérts 5-ATC AAG TAC AGT TAG TCT T (19 mer)
Ruckwarts | 5--ACG ATT CAA AGC TAA CTG (18 mer)

ddle. faecalis Vorwaérts 5-GCA AGG CTT CTT AGA GA (17 mer)
Ruckwarts | 5--CAT CGT GTAAGC TAACTT C (19 mer)

vanA Vorwarts 5-GGG AAA ACG ACA ATT GC (17 mer)
Ruckwarts | 5-“GTA CAATGC GGC CGT TA (17 mer)

vanB Vorwarts 5-ATG GGA AGC CGA TAG TC (17 mer)
Ruckwarts | 5--GAT TTC GTT CCT CGA CC (17 mer)

Firr den Reaktionsansatz der PCR wurde die eluierte DNA zunachst mit Nuklease-freiem

Wasser auf 1 ng/pl verdinnt. Dann wurde der Master-Mix angesetzt.
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Tabelle 6: Master-Mix fir die Enterokokken-PCR (Menge flir 5 Ansétze).

Reagenz Menge [ul]
QIAGEN PCR-Puffer 10-fach konzentriert 10
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP-Mix) | 2
Taq DNA Polymerase (5 Units/pl) 0,5
Nuklease-freies Wasser 69,5
8 Primer (100 uM) jel

90

Pro PCR-Ansatz wurden 18 pul Master-Mix und 2 ul DNA (1 ng/ul) in ein 0,2 ml
PCR-Gefal pipettiert und zur Amplifizierung in den TOne Thermocycler von Biometra
gegeben.

Tabelle 7: PCR-Zyklen fiir die Enterokokken-PCR.

Schritt Zyklenzahl | Zeit[s] | Temperatur [°C]
1 Denaturierung 1 120 94
2 Denaturierung 45 94
Primerhybridisierung | 19 45 50
Elongation 45 72
3 Elongation 1 300 72

AnschlieRend wurden die Amplifikate mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Fir ein
1%iges Gel wurden 0,3 g Agarose mit 30 ml 0,5-fach konzentriertem TRIS-Borat-
EDTA-Puffer (0,5x TBE-Puffer) aufgekocht, nach dem Abkuhlen mit 3 pl PeqGreen
versetzt und in die Gelkammer gegossen. Nach dem Erhdrten wurde das Gel in die mit
300 ml 0,5x TBE-Puffer gefillte Elektrophoresekammer gesetzt und 3 pl GroRenmarker
(DNA Ladder short-run 50 pg) in die erste und letzte Geltasche sowie 7 pl der auf einer
Mikrotiterplatte mit 3 pul blauem Probenpuffer gemischten PCR-Amplifikate in die
restlichen Geltaschen aufgetragen. Das Gel wurde bei 100 V fur 30-45 min laufen

gelassen und anschlieBend mit dem BioVision photodokumentiert.
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Als Kontrollen wurden drei Isolate bekannter Spezies und mit bekanntem van-Status
verwendet: Ein Isolat der Art E. faecalis ohne van-Gen (K1) und zwei der Art E. faecium
jeweils vanA- (K2) oder vanB-positiv (K3). Deren DNA wurde bei jedem PCR-Durchlauf
mit amplifiziert und die Amplifikate mit auf die Gele aufgetragen. Durch Vergleich der
Bandengrolien konnten so die Spezies und der van-Status der Test-Isolate identifiziert

werden.

3.2.4 Multilocus-Sequenztypisierung (MLST)

Als erste Methode zur Charakterisierung der Isolate wurde die MLST eingesetzt. Dabei
werden Gen-Sequenzen von sieben Haushaltsgenen amplifiziert, aufgereinigt und
sequenziert (Homan et al., 2002). So kénnen die Allele der jeweiligen Loci bestimmt und

die Allel-Kombinationen ST zugeordnet werden (Ranjbar et al., 2014).

3.24.1 MLST-PCR

Fur die Amplifikation der Loci wurden sieben Primer-Paare verwendet. Die
entsprechenden Loci befinden sich auf den folgenden sieben Haushaltsgenen: adk
(Adenylat-Kinase), atpA (Adenosintriphosphat-Synthase, alpha Subunit), ddl (D-Alanin-
D-Alanin-Ligase), gyd (Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase), gdh (Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase), purK (Phosphoribosylaminoimidazol-Carboxylase, ATPase
Subunit) und pstS (Phosphat- ATP-bindende Kassette Transporter) (Homan et al., 2002).
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Tabelle 8: Primer fir die MLST-PCR.

Name Richtung Sequenz
vorwarts 5-TAT GAA CCT CAT TTT AAT GGG (21 mer)
adk rickwarts 5-GTT GAC TGC CAA ACG ATT TT (20 mer)
vorwarts 5-CGGTTC ATA CGG AAT GGC ACA (21 mer)
pA rickwarts 5-AAG TTC ACG ATA AGC CAC GG (20 mer)
vorwarts 5‘-GAG ACA TTG AAT ATG CCT TAT G (22 mer)
ad! rickwarts 5-AAA AAG AAA TCG CAC CG (17 mer)
adh VOrwarts 5‘-GGC GCA CTA AAAGAT ATG GT (20 mer)
rickwaérts 5‘-CCA AGATTG GGC AAC TTC GTC CCA (24 mer)
vorwarts 5-CAA ACT GCT TAG CTC CAA TGG C (22 mer)
ayd rickwarts 5¢-CAT TTC GTT GTC ATA CCA AGC (21 mer)
vorwarts 5‘-GCA GAT TGG CAC ATT GAA AGT (21 mer)
purk rickwarts 5-“TAC ATA AAT CCCGCC TGT TTY (21 mer)
vorwarts 5¢-TTG AGC CAA GTC GAA GCT GGA G (22 mer)
PstS rickwaérts 5‘-CGT GAT CAC GTT CTACTT CC (20 mer)

Die DNA der Isolate wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf 1 ng/pl verdinnt. Fir jeden

Locus wurde ein Master-Mix angesetzt, der das entsprechende Primer-Paar enthielt, also

sowohl das Vorwarts- als auch das Riickwaérts-Oligonukleotid.

Tabelle 9: Master-Mix fir die MLST-PCR (Menge fiir 4 Ansétze).

Reagenz Menge [ul]
QIAGEN PCR-Puffer 10-fach konzentriert 10
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP-Mix) | 2
Tag DNA Polymerase (5 Units/ul) 0,5
Nuklease-freies Wasser 65,5
Vorwarts-Primer (25 uM) 1
Rickwarts-Primer (25 uM) 1

80
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Pro Isolat wurden sieben PCR-Ansétze in einem PCR-GefaR-Streifen (8er-Streifen)
vorbereitet. In je ein PCR-Gefal wurden 5 pl DNA (1 ng/ul) des Isolats und 20 pl von
einem der sieben Master-Mixe pipettiert. Die Amplifikation im TOne Thermocycler von

Biometra fand unter den in Tabelle 10 aufgefiihrten Bedingungen statt.

Tabelle 10: PCR-Zyklus fr die MLST-PCR.

Schritt Zyklenzahl | Zeit[s] | Temperatur [°C]
1 Denaturierung 1 900 95
2 Denaturierung 30 94
Primerhybridisierung | 34 30 50
Elongation 30 72
3 Elongation 1 300 72

Bei den ersten Versuchen wurde nach Beendigung der PCR eine Gelelektrophorese zur
Kontrolle der Amplifikate durchgefiihrt, bevor mit der Aufreinigung der Amplifikate
fortgefahren wurde.

3.2.4.2 Aufreinigung der Amplifikate

Bevor mit der Sequenzierung fortgefahren wurde, wurden die Amplifikate aufgereinigt.
Dazu wurde das NimaGen’s ExS-Pure™ Enzymatic PCR cleanup kit nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die beiden darin enthaltenen hydrolytischen Enzyme
Exonuklease-1 and Shrimp-Alkaline-Phosphatase entfernen die Oligonukleotide und
eliminieren alle tbrigen dNTPs, welche die Sequenzierung beeintrachtigen wirden
(Nimagen, 2012).

Von den Amplifikaten wurden je 5 pul mit 2 ul Ex‘s Pure in PCR-GefaR-Streifen
(8er-Streifen) gemischt und in den Thermocycler PTC-100 von MJ Research, Inc gegeben
(4 min bei 37°C und 1 min bei 90°C).
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3.2.4.3 Sequenzierung

Die aufgereinigten Amplifikate wurden zunéchst 1:4 verdiinnt. Dazu wurde zu den 7
Amplifikat 28 pl destilliertes Wasser hinzu pipettiert. Dann wurden die
Sequenzierungsansatze vorbereitet: Pro Isolat wurden 14 1,5ml Reaktionsgefalie
bereitgestellt. In je zwei dieser Gefalle kamen 10 pl des gleichen aufgereinigten und
verdunnten Amplifikats von einem der sieben Loci und 4 pl des entsprechenden Primers
(5 uM): zu dem ersten Amplifikat 4 pl des Vorwaérts-Primers und zu dem zweiten 4 pl
des Ruckwarts-Primers. Pro Isolat erhielt man also 14 Sequenzierungsansétze, von denen

immer zwei die Amplifikate eines der sieben Haushaltsgene enthielten.

Fur die Sequenzierung wurden die Ansétze zu der Firma LGC Genomics nach Berlin
geschickt. Dafur konnte auf der Internetseite von LGC Genomics (Link siehe Tabelle 4)
eine Bestellung generiert werden. Die Reaktionsgefalie wurden dann mit den zugehdrigen

Barcode-Etiketten beklebt und in die Briefumschlage verpackt.

3.2.4.4 Ergebnisse

Die Ergebnisse konnten nach etwa ein bis zwei Tagen auf der Internetseite des LGC
Genomics Shops (Link siehe Tabelle 4) eingesehen und heruntergeladen und die
Sequenzen fur die sieben Gene auf PUbMLST (Link siehe Tabelle 4) eingegeben werden.
So lieRen sich die Allele flr die sieben Haushaltsgene bestimmen und den einzelnen

Isolaten Uber die Allele ein ST zuordnen.

Mithilfe der Software PHYLOViZ, die den goeBurst Algorithmus verwendet, konnte eine
phylogenetische Analyse der Ergebnisse durchgefihrt und ein Baum erstellt werden, der
die ST bildlich miteinander in Verbindung setzt (Francisco et al., 2009).

3.2.5 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Nach der MLST wurde mit allen Isolaten die PFGE durchgefiihrt. Dabei wurde das
gesamte Bakteriengenom mithilfe des Restriktionsenzyms Smal (Erkennungssequenz
CCCGGG) in wenige groBe DNA-Fragmente geschnitten, die dann mithilfe einer

Gelelektrophorese in einem alternierenden elektrischen Feld aufgetrennt wurden
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(Miranda et al., 1991). Ein Lauf der PFGE inklusive Praparation und Restriktionsverdau

dauerte vier Tage.

3.2.5.1 Vorbereitung und Praparation (1. Tag)
Pro Durchlauf der PFGE konnten bis zu 13 Isolate charakterisiert werden. Als Kontrolle
wurde das bereits bei der Enterokokken-PCR erwéhnte Isolat K3 vom Stamm E. faecium

und positivem vanB-Status verwendet.

Die Isolate wurden vor Beginn der Praparation auf Agarplatten mit Schafsblut zwei bis
vier Tage im Brutschrank bei 36°C kultiviert. Pro Isolat wurde ein 3 ml MicroScan-Tube
(B1015-2, Inoculation Water) mit etwa vier bis sieben vollen 1 ul Impfésen eingerieben,
die optische Dichte gemessen und so auf OD 600 = 0,8-0,85 eingestellt. 1 ml dieser
Suspensionen wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal pipettiert, 2 min bei 14.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Das Pellet wurde dann in 250 pl Zell-

Suspensions-Puffer resuspendiert.

Bevor mit der Lyse der Zellwande fortgefahren wurde, wurden die Bakterien in
Agarosebldockchen eingebettet, um die freigesetzte DNA vor Scherkréaften und damit
verbundenen mechanischen Schéden zu schitzen (Schwartz and Cantor, 1984;
Wichelhaus et al., 2000). Pro Isolat wurden dazu 4 mg Lysozym (-20°C) in ein 1,5 ml
ReaktionsgefalR eingewogen und mit je 50 pl Zell-Suspensions-Puffer pro Isolat
aufgeldst. Das Lysostaphin (-20°C) wurde 5 min vor Gebrauch aus dem Tiefkihlschrank
entnommen. Dann wurden 0,5g Low-Melting-Point (LMP) Agarose in ein 50 ml
Reaktionsgefal eingewogen und mit 25 ml Zell-Suspensions-Puffer vorsichtig in der
Mikrowelle bei 400 W aufgekocht, bis sie vollstandig aufgeldst war. Zu den 250 pl
Bakteriensuspension wurden nun 10 gl Lysostaphin (250 U/ml), 50 pl Lysozym
(4 mg/Ansatz) und 350 ul 2%ige LMP-Agarose (56°C) hinzugegeben, durch Pipettieren
vorsichtig gemischt, bis keine Schlieren mehr zu sehen waren und die Suspension
luftblasenfrei in die abgeklebten Agarosebléckchen-Formen (Plug-Molds) pipettiert. Pro
Isolat erhielt man drei bis funf Blockchen, die 15-20 min im Kuhlschrank bei 4-8°C

ausharteten.
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In der Zwischenzeit wurde pro Ansatz 1 ml Lysozym Puffer in ein 2 ml Schraubgefald
pipettiert und bei 37°C im Thermoblock vorgewdrmt. Die in den erhérteten
Agaroseblockchen enthaltenen Bakterien wurden dann in dem vorgewédrmten Lysozym
Puffer 1,5 h bei 37°C im Thermoblock lysiert.

Pro Ansatz (+ 1x zusétzlich) wurden 2 mg Proteinase K in ein 1,5 ml Schraubgefal
eingewogen und mit 50 pl Proteinase K Puffer aufgeldst. Nachdem der Lysozym Puffer
mit einer Pipette entfernt wurde, wurden 950 pl vorgewarmter (56°C) Proteinase K Puffer
und 50 pl Proteinase K (aus dem vorbereiteten SchraubgefaR) auf die Bléckchen pipettiert
und diese im Wasserbad bei 56°C inkubiert, bis sie vollstandig durchsichtig wurden (etwa
1h).

Anschliefend wurden die Agarosebldckchen zundchst 2x30 min mit 1 ml Waschpuffer
1-fach konzentriert und 10 pl Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (0,1 M) und
anschlieBend 2x30 min ohne PMSF bei 37°C im Thermoblock gewaschen. Die
Schraubgefale mit den Bléckchen und dem Waschpuffer wurden dann iber Nacht bei
4-8°C im Kihlschrank aufbewahrt.

3.2.5.2 Restriktionsverdau (2. Tag)

Je ein Agaroseblockchen wurde aus den 2ml SchraubgeféaBen mithilfe einer
umgebogenen 1 pl Impfése in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? geschoben und 3x15 min mit
1 ml Waschpuffer 0,1-fach konzentriert bei 25°C und 30 rpm im Thermoblock
gewaschen. Anschliefend wurden die Blockchen 15 min in 500 pl Restriktionspuffer
1-fach konzentriert bei 25°C und 300 rpm im Thermoblock inkubiert. Fir den
Restriktionsverdau wurden in einem 13 ml Schraubgefal? pro Isolat 117 pl destilliertes
Wasser, 15 pl Bovines Serumalbumin (BSA) (0,1%), 15 pl Restriktionspuffer 10-fach
konzentriert, und 3 pl Restriktionsenzym Smal gemischt und die Agarosebléckchen in
150 pl des Restriktionsgemisches tiber Nacht bei 25°C im Thermoblock inkubiert. Da die
Blockchen zerbrechlich und nicht leicht von den 150 pl zu bedecken waren, ohne sie zu
beschédigen, wurden ab dem vierten Durchlauf der PFGE die Bléckchen bereits vor dem
Restriktionsverdau mithilfe von zwei Deckglaschen halbiert und nicht erst wie bei den

ersten Versuchen direkt vor dem Auftragen auf das Gel.
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3.2.5.3 Gelelektrophorese (3. Tag)

Nach dem Restriktionsverdau wurde das Restriktionsgemisch entfernt und die Blockchen
3x15 min mit 1 ml Waschpuffer 0,1-fach konzentriert bei 25°C und 300 rpm im
Thermoblock gewaschen. Dann wurden die Blockchen mindestens 15 min in 0,5 ml 0,5x
TBE-Puffer bei Raumtemperatur inkubiert.

Fur die Gelelektrophorese wurden 2,21 0,5x TBE-Puffer in der 51 Glasflasche
vorbereitet, in die Elektrophoresekammer geftllt und die in Tabelle 11 aufgeflhrten

Parameter eingestellt.

Tabelle 11: Einstellungen fur die PFGE zur Charakterisierung der Enterkokken-Isolate.

Gerat Einstellung
Kihlmodul 10 °C
Pumpe 70
Steuereinheit
e Spannung 6V
o Winkel 120°
e Pulszeiten:
= Block 1 5sfur 4h
= Block 2 10 s fiir 10 h
» Block 3 25sfurl10h

Die Luftblasen konnten durch Dricken auf den Schlauch aus dem System entfernt
werden. Der Puffer wurde mindestens 45 min vor Beginn der Gelelektrophorese zum
Vorkuhlen in die Kammer gegeben. In der Zwischenzeit wurde das Gel vorbereitet: Fur
ein 1%iges Gel wurden 1g PFGE-Agarose in einen 250 ml Erlenmeyerkolben
eingewogen und mit 100 ml 0,5x TBE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. Die Agarose
wurde dann 10 min im Wasserbad (56 °C) abgekuhlt und anschlieBend in den Rahmen
gegossen. Nachdem das Gel erhartet war, konnte der Kamm entfernt werden. Mithilfe
einer 1 pl Impfdse wurde immer ein Bléckchen auf ein Deckgléschen geschoben, die
uberschussige Flussigkeit mit einer 200 pl Pipette abgesaugt und das Gelblockchen mit
einem zweiten Deckgléschen halbiert (ab dem vierten Durchlauf der PFGE waren die

Blockchen zu diesem Zeitpunkt bereits halbiert). Jeweils ein halbes Blockchen wurde nun
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in den Geltaschen platziert, die andere Hélfte konnte in dem mit 0,5x TBE-Puffer
gefillten Reaktionsgefal im Kuhlschrank aufbewahrt werden. Als GroRenmarker wurde
der Lambda PFG Ladder verwendet, von dem mit dem Deckglaschen zwei 1 mm
Scheiben abgeschnitten und in den beiden dulReren Taschen aufgetragen wurden.
AnschlieBend wurden alle Taschen mit 1%iger LMP-Agarose Uberschichtet und nach
kurzem Erhadrten das Gel mit der Bodenplatte in den passenden Rahmen in die
Elektrophoresekammer eingesetzt. Das Programm wurde gestartet und nach 24 h war die

Elektrophorese beendet.

3.2.5.4 Farbung des Gels (4. Tag)
Fir die Farbung des Gels wurde Ethidiumbromid (10 mg/ml) verwendet. Das Gel wurde
in eine Glasschale gelegt, mit Ethidiumbromid bedeckt und 30-45 min mit einer

Metallschale abgedeckt unter einem Abzug gefarbt.

AnschlieBend wurde das Gel mit dem Gerét BioVision photodokumentiert.

3.2.5.5 Auswertung

Die photodokumentierten Gele wurden mit dem Programm CLIQS 1D Pro 1.3.063 von
TotalLab ausgewertet. Dafuir wurden die Banden der Gele markiert und dann alle Reihen
miteinander verglichen. Die Einstellungen wurden folgendermafen festgelegt: Rf Vector:
0,05; Minimum Rf: 0; Maximum Rf: 1; Similarity Koeffizient: Jaccard. Das
Dendrogramm wurde nach dem Weighted Pair Group Method with Arithmetic mean
(WPGMA)-Algorithmus erstellt. Die Cut-off Linie wurde bei 90% gesetzt, was bedeutet,
dass die Isolate, deren Bandenprofil zu mindestens 90% und somit bis auf 1-2 Banden
ubereinstimmten, als zu einem Stamm gehdrig angesehen wurden. Dabei wurde sich an
den Interpretationskriterien von Tenover et al. orientiert, die 1995 mithilfe von
Staphylococcus aureus fur die Interpretation von Ausbrichen aufgestellt wurden
(Tenover et al., 1995). Demnach sind Isolate mit identischem Bandenmuster nicht
unterscheidbar und Isolate mit hochstens drei Bandenunterschieden eng verwandt und zu
einem Ausbruch gehorend (Tenover et al., 1995).
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4 Ergebnisse

4.1 Selektion der Isolate mithilfe der Enterokokken-PCR

Die Enterokokken-PCR wurde mit 146 Isolaten durchgefiihrt. Davon wurden 18 Isolate,
15 aus Essen und drei aus Nirnberg, aufgrund der Nichterfullung der Einschlusskriterien
(Spezies: E. faecium + van-Status: B) aussortiert und daraufhin mit den Gbrigen 128

Isolaten weitergearbeitet (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Beispiel von PCR-Amplifikaten der Enterokokken-PCR aufgetrennt durch ein 1%iges
Agarose-Gel. Die GroRe der PCR-Produkte in Basenpaaren ist links angegeben, die Bedeutung der Bande
rechts (Dutka-Malen et al., 1995). Die Kontrolle K1 gehdrt dem Stamm Enterococcus faecalis an, die
Kontrollen K2 und K3 dem Stamm Enterococcus faecium. K2 ist vanA-, K3 vanB-positiv. Von den elf
gezeigten Isolaten erfiillen zehn die Einschlusskriterien, wahrend das Isolat 38/1 aufgrund des fehlenden

vanB-Status aus der Arbeit ausgeschlossen wurde.

Vier der aussortierten Isolate waren vanA-positiv, drei sowohl vanA- als auch vanB-
positiv und bei elf Isolaten konnte kein vanA-bzw. vanB-Status festgestellt werden,
wovon ein Isolat zusétzlich der Spezies E. faecalis angehorte und ein weiteres Isolat

keiner der beiden Arten zugeordnet werden konnte.
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So blieben fur die Charakterisierung mittels MLST und PFGE 81 Isolate aus Essen und

47 lIsolate aus Nirnberg Ubrig.

4.2 Charakterisierung mittels Multilocus-Sequenztypisierung

Die 128 Isolate lieRen sich mittels Kombination der sieben Allele jeweils einem ST
zuordnen. Fir einige Allel-Kombinationen war in der Datenbank pubMLST (Link siehe
Tabelle 4) (Abrufdatum: 15.02.2019) noch kein passender ST hinterlegt und bei
Berucksichtigung von nur sechs Allelen konnten die Isolate einer Vielzahl von ST
zugeordnet werden. Um diese Isolate trotzdem mit in die Ergebnisse aufnehmen zu
konnen, wurden sie nach einem ST benannt, von dem sie nur in einem Allel abweichen,
und dieser mit einem Strich versehen (ST 117¢, ST 80°, ST 17¢). Funf Isolate lieRRen sich
zwei verschiedenen ST zuordnen. Das kam dadurch zustande, dass die beiden Allele eines
Gens nicht immer tbereinstimmten, sondern zwei verschiedene Allele angegeben waren.
Dadurch kamen auch zwei verschiedene Allel-Kombinationen zustande. Wenn beide
Allel-Kombinationen in der Datenbank hinterlegt waren, wurden die entsprechenden
Isolate nach beiden benannt (z.B. ST 1301/80).

4.2.1 Verteilung der Sequenz-Typen

Wie in Tabelle 12 dargestellt, lieRen sich insgesamt 15 verschiedene ST finden: ST 117,
ST 192, ST 80, ST 78, ST 1301/80, ST 1039/192, ST 925, ST 551, ST 17, ST 1180,
ST 203, ST 539, ST 117¢, ST 80°, ST 17°. Im UK Essen waren es sieben verschiedene
(ST 117, ST 192, ST 80, ST 78, ST 1039/192, ST 925, ST 1180) und in Nirnberg zehn
verschiedene ST (ST 117, ST 80, ST 1301/80, ST 551, ST 17, ST 203, ST 539, ST 117¢,
ST 80, ST 17°).
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Tabelle 12: Zusammenfassung der Multilocus-Sequenztypisierungs-Ergebnisse und Verteilung der
Sequenz-Typen (ST). Der Strich bei einigen ST (z. B. ST 117°) bedeutet, dass fiir diese Allel-Kombination
noch kein ST in der Datenbank hinterlegt war und dieser deshalb nach dem ST benannt wurde, von dem er

in nur einem Allel abweicht.

ST Gesamt Essen Niirnberg

Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl Anteil
117 56 43,8% 39 48,2% 17 36,2%
192 32 25,0% 32 39,5% 0 0,0%
80 12 9,4% 1 1,2% 11 23,4%
78 4 3,1% 4 4,9% 0 0,0%
1301/80 |4 3,1% 0 0,0% 4 8,5%
1039/192 |2 1,6% 2 2,5% 0 0,0%
925 2 1,6% 2 2,5% 0 0,0%
551 2 1,6% 0 0,0% 2 4,3%
17 2 1,6% 0 0,0% 2 4,3%
1180/117 1 0,8% 1 1,2% 0 0,0%
203 1 0,8% 0 0,0% 1 2,1%
539 1 0,8% 0 0,0% 1 2,1%
117' 7 5,5% 0 0,0% 7 14,9%
80' 1 0,8% 0 0,0% 1 2,1%
17' 1 0,8% 0 0,0% 1 2,1%

128 81 47

Der sowohl insgesamt als auch separat in Essen und Nurnberg am hdaufigsten
vorkommende ST war ST 117. Ihm lieRen sich insgesamt 56 Isolate (43,8%) zuordnen.
Im UK Essen waren es mit 39 Isolaten 48,2%, im Klinikum Nirnberg 17 Isolate (36,2%).

Der insgesamt zweithdufigste und in den Jahren 2011 und 2012 in Essen dominierende
ST war mit 32 zugehdrigen Isolaten ST 192. Dieser machte prozentual 25% aller Isolate
und 39,5% der Essener Isolate aus. Zwei weitere Isolate aus Essen lieRen sich aufgrund
ihrer Allele sowohl dem ST 192 als auch ST 1039 zuordnen und wurden deshalb separat
aufgefihrt (ST 1039/192). Da zwischen 2012 und 2017 keine Isolate vorliegen, konnte
Uber diesen Zeitraum keine Aussage getroffen werden. Ab 2017 trat der ST 192 jedoch
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nicht mehr auf. Aus dem Klinikum Nirnberg lagen nur Isolate aus dem Jahr 2018 vor;

auch hier konnte ST 192 nicht gefunden werden.

Der dritthaufigste gefundene ST war mit insgesamt zwolf Isolaten ST 80 (9,4%). Im UK
Essen fand sich nur ein einziges Isolat mit diesem ST, im Klinikum Niirnberg elf (23,4%).
Vier weitere Isolate aus Nurnberg lieRen sich wie oben bereits einmal beschrieben nicht
definitiv einem der beiden ST 80 und ST 1301 zuordnen und wurden deshalb ebenfalls
separat bezeichnet (ST 1301/80).

Der ST 78 fand sich insgesamt vier Mal (3,1%). Alle vier Isolate stammten aus dem UK
Essen (4,9%) aus den Jahren 2011 und 2012,

Die sieben Isolate, die dem ST 117° zugeordnet wurden, lieBen sich mithilfe der
Datenbank keinem bekannten ST zuordnen. Da sie jedoch nur in einem Allel von dem
ST 117 abwichen, wurden sie nach diesem ST 117° genannt. Diese sieben Isolate
machten insgesamt 5,5% aller Isolate aus und stammten aus dem Klinikum Nurnberg
(14,9%).

Auch die beiden einzelnen Isolate ST 80° und ST 17° stammten aus Niirnberg.

Von ST 925 wurden zwei Isolate, von ST 1180 ein lIsolat (alle drei im UK Essen)

gefunden.

Jeweils zwei Isolate konnten ST 551 und ST 17 zugeordnet werden. Nur jeweils ein Isolat

fand sich von ST 203 und ST 539. Alle sechs Isolate stammten aus Nurnberg.

Werden die Isolate aus den Jahren 2011 und 2012 einmal in der Berechnung nicht
beriicksichtigt und so die aktuelle Verteilung der ST betrachtet, wird die Dominanz des
ST 117 noch deutlicher. Mit 62,4% macht er mehr als die Halfte und mit deutlichem
Abstand den GroRteil aller Isolate aus, gefolgt von ST 80 mit 14,1% und ST 117° mit
8,2%.

4.2.2 Phylogenetische Analyse der Ergebnisse
Nach phylogenetischer Analyse der MLST-Ergebnisse mit der Software PHYLOVIZ,
erstellte das Programm mit den vorhandenen ST einen Baum. Um auch die Isolate, deren

ST noch nicht in der Datenbank hinterlegt waren und selbst benannt wurden (ST 117¢,
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ST 80°. ST 17°) mit in die bildliche Analyse aufnehmen zu kdnnen, wurde der Baum

nachgestellt und erganzt (Abbildung 4).

Abbildung 4: Darstellung der Allelunterschiede der verschiedenen Sequenz-Typen (ST) nach goeBURST
Analyse (PHYLQViZ). Die Zahlen innerhalb der Kreise entsprechen den ST. Die ST 117 und 78 sind hier
die beiden Ausgangsisolate (rote Kreise). Eine blaue Verbindungslinie zwischen den ST bedeutet eine
Alleldifferenz (blaue Kreise), zwei Verbindungslinien zwei Alleldifferenzen (griine Kreise) zu dem
jeweiligen Ausgangstyp. ST 117 und ST 78 unterscheiden sich ebenfalls in einem Locus. Die schwarze Zahl
neben den Kreisen entspricht der Anzahl der Isolate, die insgesamt in Essen und Niirnberg von diesem ST

gefunden wurden. Die GroRe der Kreise entspricht dabei ebenfalls der gefundenen Anzahl an Isolaten.

Wie in Abbildung 4 zu sehen ist, bilden die ST der 128 Isolate eine grofle Gruppe mit
zwei unterscheidbaren Untergruppen. Sie clustern um die ST 117 und ST 78 herum und

unterscheiden sich von diesen in maximal zwei der sieben Haushaltsgene.

In dieser Gruppe lasst sich ein Essener- und ein Nirnberger MLST-Pool unterscheiden.
Nur die ST 117 und ST 80 fanden sich in beiden Kliniken (siehe Kapitel 4.2.1). Dem
ST 80 lieB sich dabei in Essen aber nur ein einziges Isolat zuordnen. Ansonsten fanden
sich die ST alle entweder in Essen (ST 192, ST 78, ST 1039/192, ST 925, ST 1180/117)
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oder in Nirnberg (ST 1301/80, ST 551, ST 17, ST 203, ST 539, ST 117¢, ST 17¢, ST 80°)
(siehe Tabelle 12).

4.3 Charakterisierung mittels Pulsfeldgelelektrophorese

In Abbildung 5 ist das Ergebnis der Auswertung aller Gele mithilfe des Programms
CLIQS 1D Pro 1.3.063 als Dendrogramm dargestellt. Es wird der Kklonale
Verwandtschaftsgrad aller 128 untersuchten Isolate basierend auf der Restriktion mit
Smal und anschlieRender phylogenetischer Analyse gezeigt. Die graue Linie als Cut-off
liegt bei 90% und unterteilt die Isolate in 68 PFGE-Typen (Abbildung 5). Alle Isolate,
deren Verbindungslinien sich rechts von der grauen Linie treffen, bilden einen Genotyp.
Alle anderen Isolate stellen unterschiedliche Genotypen dar und gehdren damit zu
unterschiedlichen PFGE-Typen. Es fanden sich bei den Isolaten zwischen neun und 16
Banden, im Durchschnitt waren es elf bis zw6lf Banden. Das heift, in einem PFGE-Typ
unterscheiden sich die Isolate in maximal einer Bande. Wie an Abbildung 5 dargestellt,

clustern viele Isolate in gréReren Gruppen.
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Abbildung 5: Dendrogramm der untersuchten 128 E. faecium-Isolate nach Pulsfeldgelelektrophorese mit
Smal-Restriktionsverdau. Der MaRstab links oben zeigt die Ahnlichkeit der Isolate an. Je kleiner die
Distanz, desto néher verwandt sind die Isolate. Bei 90% ist eine graue Linie gezogen: die sich rechts davon
aufspaltenden Zweige gehdren zu einer Gruppe, also zu einem PFGE-Typ. PFGE-Typen mit mehr als zwei
Isolaten sind farblich markiert.

Wie man Abbildung 5 entnehmen kann, stellt PFGE-Typ 2 den groRten PFGE-Typ mit
15 Isolaten dar. In Tabelle 13 lasst sich erkennen, dass alle 15 Isolate des PFGE-Typs 2
zwischen Mai und Juli 2011 auf kardiologischen Stationen (HZ) des UK Essen gefunden

wurden, zwolf davon auf den zwei Intensivstationen (HZI).

Der zweitgrofite PFGE-Typ ist mit 14 Isolaten der PFGE-Typ 38. Drei dieser Isolate
wurden im Juni und Juli 2018 im UK Essen gefunden, die anderen elf Isolate zwischen
August und Dezember 2018 auf unterschiedlichen Stationen im Klinikum Nirnberg. Von
den elf Isolaten aus Nurnberg fanden sich drei in der Allgemein-, Viszeral-,
Thoraxchirurgie (AC/VC/TC) und zwei in der Urologie (U3).

Der PFGE-Typ 33 wurde bei zehn Isolaten gefunden und stellt damit den drittgroten
PFGE-Typ dar. Neun lIsolate des PFGE-Typs 33 wurden im Dezember 2017 auf der
Intensivstation (PZ) und der Normalstation (K4) der Neonatologie im UK Essen durch
Analabstriche nachgewiesen (Tabelle 13). Das zehnte Isolat dieses PFGE-Typs stammt
aus dem Westdeutschen Tumorzentrum (WTZ1) des UK Essen, wo es sieben Monate

spater ebenfalls in einem Analabstrich gefunden wurde.

Von den beiden PFGE-Typen 42 und 44 fanden sich jeweils sechs Isolate. Zwei der
Isolate des PFGE-Typs 42 stammten aus dem UK Essen von Juni und Juli 2018, die
restlichen vier aus dem Klinikum Nurnberg zwischen August und November 2018. Zu
dem PFGE-Typ 44 gehdrte ein Isolat aus Essen von Juli 2018 und funf Nurnberger

Isolate, die zwischen April und Juli isoliert worden waren.

Zu den PFGE-Typen 34 und 47 gehoren jeweils vier Isolate. PFGE-Typ 34 enthélt zwei
Essener Isolate von Juli 2018 und zwei Nurnberger Isolate von November und Dezember
2018. Die vier Isolate der Gruppe 47 fanden sich im Juli und August 2018 im UK Essen,

davon zwei auf der Neurochirurgischen Intensivstation (NCIT).

Von PFGE-Typ 66 fanden sich drei Isolate im August und Oktober 2018 im Klinikum
Nurnberg.
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Den folgenden PFGE-Typen liel3en sich jeweils zwei Isolate zuordnen: PFGE-Typ 7 (UK
Essen), PFGE-Typ 23 (UK Essen, Internistisch-neurologische Intensivstation (INTK)),
Gruppe 35 (UK Essen), PFGE-Typ 29 (Klinikum Nurnberg), PFGE-Typ 40 (UK Essen
und Klinikum Nurnberg) und PFGE-Typ 53 (Klinikum Nurnberg).

Alle anderen PFGE-Typen waren nur ein Mal vertreten.

Zum grolien Teil lieRen sich also auch bei der PFGE wieder Essener und Nurnberger
Cluster unterscheiden; nur finf der 68 PFGE-Typen waren klinikumsubergreifend:
PFGE-Typ 34, PFGE-Typ 38, PFGE-Typ 40, PFGE-Typ 42 und PFGE-Typ 44. Alle

anderen Gruppen waren auf einen der beiden Standorte beschrankt.

Tabelle 13:  Ubersicht der Ergebnisse der  Multilocus-Sequenztypisierung  und  der
Pulsfeldgelelektrophorese. Legende: Die Essener Isolat-Nummern sind blau (1-81), die Niirnberger Isolat-
Nummern schwarz markiert (82-128). Ubereinstimmende Sequenz-Typen der Multilocus-
Sequenztypisierung und PFGE-Typen der Pulsfeldgelelektrophorese sind jeweils farbig hinterlegt. Das
Datum des Probeneingangs, das jeweilige Material und die Station, auf der der Patient lag, sind ebenfalls
angegeben. Abkirzungen: MLST-ST: Multilocus-Sequenztypisierung-Sequenz-Typen, PFGE-Typen:
Pulsfeldgelelektrophorese-Typen, AB NRR: Abstrich Nasenrachenraum, gyn: gynékologischer, intraabd:
intraabdomineller, intraop: intraoperativer, transgastr: transgastrale, HZ: Herzzentrum, HZI:
Herzzentrum-Intensivstation, KMT: Knochenmarkstransplantation, INTK: Internistisch-neurologische
Intensivstation, AC: Allgemeinchirurgie, M: Medizinisches Zentrum, TC: Thoraxchirurgie, PZ:
Perinatalzentrum, KIK: Kinderklinik, WTZ: Westdeutsches Tumorzentrum, NCIT: Neurochirurgische
Intensivstation, IT: Intensivstation, MIMC: Medizinisches Zentrum- intermediate care unit, U: Urologie,
W: Pneumologie, UC: Unfallchirurgie, Gastro: Gastroenterologie, O/UC: Orthopé&die/Unfallchirurgie,
IM: Innere Medizin, Nephro: Nephrologie, AC/VC/TC: Allgemein-, Viszeral-, Thoraxchirurgie, CIT:
chirurgische Intensivstation, A3: unbekannt, 1IT: innere Intensivstation, C/A/U/HNO: Chirurgie,
Augenheilkunde, Urologie, Hals-Nasenohren-Heilkunde, GC: Gefél3chirurgie, Psych: Psychiatrie, KIT:
kardiologische Intensivstation, AU: urologische Ambulanz, U: Urologie, L3: unbekannt, Onko: Onkologie,
NIT: nephrologische Intensivstation, Nephro: Nephrologie, NeTrans: Nephrologie (Transplantation),
IM/C Wahl: Station Wahlleistungen Innere Medizin + Chirurgie, Pneu: Pneumologie, Neuro SU:

Neurologie Stroke Unit, Onko/Ham: Onkologie/Hamatologie, Priv: interdisziplinare Privatstation.

Isolat | Eingang | Material Station MLST-ST | PFGE-Typen
1 23.05.2011 | Atemwege HZI1 1039/192

2 19.06.2011 | Blutkultur HZI1 192

3 30.05.2011 | Blutkultur HZI1 192

4 26.05.2011 | Atemwege HZI1 192
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Isolat | Eingang | Material Station MLST-ST | PFGE-Typen
5 20.06.2011 | Blutkultur HZI1 192

6 27.06.2011 | Atemwege HZI1 192

7 20.06.2011 | Atemwege HZI1 192
8 29.06.2011 | Analabstrich HZI1 192

9 04.07.2011 | Analabstrich HZI1 192

10 04.07.2011 | Analabstrich HZ14 192

11 04.07.2011 | Analabstrich HZI1 192

12 05.07.2011 | Analabstrich HZ3 192

13 29.06.2011 | Analabstrich HZ2 192

14 04.07.2011 | Analabstrich HZI2 192

15 07.07.2011 | Analabstrich HZI2 192

16 08.07.2011 | Analabstrich HZI1 78 12

17 06.07.2011 | Analabstrich HZI1 192 19

18 11.07.2011 | Analabstrich INTK 192 15

19 13.07.2011 | Blutkultur HZI1 192 5

20 12.07.2011 | Analabstrich HZI2 192 17

21 10.08.2011 | Analabstrich HZ2 192 4

22 |16.06.2011 | Analabstrich HZ2 192 _
23 16.08.2011 | Analabstrich HZ3 192 16

24 22.08.2011 | Urin NTP 925 18

25 29.08.2011 | Hautabstrich KMT3 117 24

26 05.09.2011 | Analabstrich INTK 192 23

27 04.08.2011 | Analabstrich INTK 117 9

28 12.09.2011 | Analabstrich INTK 192 23

29 [12.09.2011 | Analabstrich INTK 192 _
30 12.09.2011 | Analabstrich INTK 192 67

31 16.09.2011 | Analabstrich HZ3 192 62

32 26.09.2011 | AB NRR AC34 925 27

33 26.10.2011 | Blutkultur KMT1 117 1

34 04.11.2011 | Urin M6/M7 1039/192 |8
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Isolat | Eingang | Material Station MLST-ST | PFGE-Typen
35 04.11.2011 | Analabstrich M9 192 21

36 04.11.2011 | Analabstrich INTK 78 13

37 |28.11.2011] Atemwege KMT2 192 !
38 28.11.2011 | Analabstrich TC 192 6

39 30.11.2011 | Analabstrich HZI2 78 14

40 05.12.2011 | Analabstrich KMT1 192

41 12.03.2012 | Analabstrich INTK 192

42 15.11.2012 | Analabstrich INTK 78

43 15.11.2012 | Analabstrich INTK 192

44 11.12.2017 | Liquor PZ 117

45 04.12.2017 | Atemwege PZ 117

46 11.12.2017 | Analabstrich PZ 117

47 11.12.2017 | Analabstrich PZ 117

48 11.12.2017 | Analabstrich PZ 117

49 11.12.2017 | Analabstrich KIK4 117

50 15.12.2017 | Analabstrich KIKAF 117

51 12.12.2017 | Analabstrich KIK4 117

52 11.12.2017 | Analabstrich KIK4 117

53 18.12.2017 | Analabstrich KIKAF 117

54 31.01.2018 | Blutkultur WTZ3 117 48

55  [20.02.2018 | Blutkultur HZI1 117 _
56 09.03.2018 | Blutkultur T2 117 25

57 15.03.2018 | Blutkultur T2 117 35

58 22.03.2018 | Blutkultur T2 80 61

59 05.03.2018 | Blutkultur HZI1 117 55

60 08.04.2018 | Blutkultur IT2 117 65

61 30.04.2018 | Blutkultur HZI1 1180/117 |35

62 05.06.2018 | Blutkultur MIMC 117 38

63 [14.06.2018 | Blutkultur M2B 117 _
64 10.06.2018 | Blutkultur AC1I 117 46
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Isolat | Eingang | Material Station MLST-ST | PFGE-Typen
65  |04.06.2018 | Blutkultur WTZ2 117

66  |21.07.2018 | Blutkultur HZI1 117

67 |28.07.2018 | Blutkultur WTZ2 117

68  |30.07.2018 | Analabstrich WTZ1 117

69 31.07.2018 | Analabstrich U2 117

70 ]30.07.2018 | Analabstrich HZ1 117

71 |30.07.2018 | Analabstrich NCIT 117

72 31.07.2018 | Analabstrich WTZ1 117

73 |31.07.2018 | Analabstrich w1 117

74 06.08.2018 | Analabstrich UC1lI 117

75  |06.08.2018 | Analabstrich AC34 117

76 |07.08.2018 | Analabstrich KMT 117

77 06.07.2018 | Analabstrich WTZ1 117

78 09.08.2018 | Analabstrich MIMC 117

79 109.08.2018 | Analabstrich MIMC 117

80 10.08.2018 | Analabstrich WTZ3 117

81  |12.08.2018 | Analabstrich NCIT 117

82  [12.02.2018 | Darmbiopsie Gastro7 117

83  |16.04.2018|gyn. Abstrich o/uc 80

84  |18.04.2018|Urin IM 80

85 |08.05.2018 | gyn. Abstrich o/ucC 80

86  |07.06.2018 | intraabd. Abstrich | IT 117

87 |05.07.2018| Urin Nephro2 80

88  |05.07.2018 |intraop. Abstrich AC/VCITCZ| 117 53
89  |08.07.2018 | Abszessabstrich CITS 117" 64
90 |11.07.2018 | Darmbiopsie A3 551 63
91  |23.07.2018 | Urin T 117 26
92 |13.07.2018 | Galle C/AJUIHNO | 203 56
93  |13.07.2018| Urin 1172 117 29
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Isolat | Eingang | Material Station MLST-ST | PFGE-Typen
94  |19.07.2018 | Wundabstrich GC 80 44
95  |03.08.2018 | Galle Gastrod 117 54
96 |17.08.2018 |intraabd. Fliissigkeit |CITS 17 66
97  |15.08.2018 | Hautabstrich Psych4 17 66
98 |12.08.2018 | Wundabstrich KIT 117 38
99  |15.08.2018 | Wundabstrich AC/VCITC3 |80 41
100 |17.08.2018 | Aszites CITS 2 117 38
101 |16.08.2018 | Urin AU 80 42
102 |16.08.2018 | Wundabstrich AC/VCITC3|117 38
103 |01.09.2018 | Urin U3 117 38
104 |04.09.2018 | Pleurapunktat L3 551 50
105 [17.09.2018 | Urin U3 117 38
106 | 23.09.2018 | Wundabstrich AC/VCITCZ| 117 38
107 |30.09.2018] Urin Gastro7  |go -
108 | 06.10.2018 | Urin Onko2 1301/80 |42
109 [29.09.2018 | Aszites 172 80 42
110 |09.10.2018 | transgastr. Fliissigkeit | 11T2 17" 66
111 |07.10.2018 | Katheterspitze NIT 117" 38
112 |10.10.2018 | Urin 172 117" 45
113 |15.10.2018 | Wundabstrich O/uC 117" 36
114 |18.10.2018 | Galle Gastro6 117 38
115 | 24.10.2018 | Wundabstrich Nephro 117 59
116 |30.10.2018 | Galle L3 117" 68
117 ]02.11.2018 | Urin Nephro 1301/80 |42
118 [05.11.2018 | Blutkultur 172 117 51
119 |03.11.2018 | Urin NeTrans 80 34
120 |04.11.2018 | Urin IM/C Wahl | g0 43
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Isolat | Eingang | Material Station MLST-ST | PFGE-Typen
121 |14.11.2018 | Urin Pneud 117 38
122 |08.12.2018 | Urin Neuro SU | 117 57
123 |10.12.2018 | Urin Onko/Ham2 | 539 34
124 |12.12.2018 | Urin NeTrans  |1301/80 -
125 [17.12.2018 | Thoraxgewebe AC/VC/TC2|1301/80 |38
126 |17.12.2018 | Wundabstrich iPriva 80 40
127 |23.12.2018 | Wundabstrich Nephro 117 38
128 | 23.12.2018 | Wundabstrich Onko/Ham2 | 117 32

4.4 Vergleich der Ergebnisse

Wenn die Einteilung der Isolate in ST durch die MLST und in PFGE-Typen durch die
PFGE miteinander verglichen wird, passen diese zum gréf3ten Teil zusammen (Tabelle
13). So lassen sich die meisten Isolate eines ST in viele unterschiedliche PFGE-Typen
einteilen. Tatsachlich gibt es aber auch Ausnahmen. Einige PFGE-Typen enthalten nicht
nur Isolate eines ST, sondern mehrerer verschiedener. 14 Isolate des PFGE-Typs 2 haben
den ST 192 und ein Isolat den ST 1039/192. Die Isolate des PFGE-Typs 34 gehdren drei
verschiedenen ST an: Zwei Isolate sind von ST 117, ein Isolat von ST 80 und eins von
ST 539. Bei PFGE-Typ 35 hat ein Isolat den ST 117, das andere ST 1180/117. Die 14
Isolate des PFGE-Typs 38 sind auf drei verschiedene ST verteilt: Zehn Isolate haben den
ST 117, drei den ST 117° und eins den ST 1301/80. Zu PFGE-Typ 39 gehort ein Isolat
mit ST 80 und eins mit ST 1301/80. Bei PFGE-Typ 42 befinden sich vier Isolate, davon
zwei mit ST 80, eins mit ST 1301/80 und eins mit ST 117. Die sechs Isolate des PFGE-
Typs 44 lassen sich bis auf ein Isolat dem ST 80 zuordnen; dieses gehort zu dem ST 117.
PFGE-Typ 66 lasst sich auf zwei ST aufteilen: Zwei Isolate haben den ST 17 und ein
Isolat den ST 17°.
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5 Diskussion

5.1 Interpretation der Ergebnisse der Multilocus-Sequenztypisierung

Wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, lieRRen sich die 128 Isolate aus Essen und Nirnberg 15
verschiedenen ST zuordnen. Alle Isolate mit demselben ST bilden der Definition nach
einen Stamm (Francisco et al., 2009). Die einzelnen Stdmme unterscheiden sich in
maximal zwei Allelen und bilden eine grofRe Gruppe. Dies deutet auf einen engen
Verwandtschaftsgrad auch unter den Stammen und auf eine gemeinsame Abstammung
hin. Durch die phylogenetische Analyse mit dem goeBURST-Algorithmus wurden die
beiden Ursprungs-ST ST 117 und ST 78 bestimmt. Es wird angenommen, dass die
Ursprungsisolate einen Uberlebensvorteil in der jeweiligen Umgebung hatten und sich
deshalb gut ausbreiten und vermehren konnten (Francisco et al., 2009). Mit der Zeit
verénderten sich einzelne der sieben Haushaltsgene durch Mutationen, was zu neuen, aber

dennoch der gleichen Gruppe zugehoérigen ST flihrte (Francisco et al., 2009).

Wie in Kapitel 4.2.2 erldutert wird, unterscheiden sich die Essener und Ntirnberger Isolate
zum grofiten Teil inihren ST und damit auch in ihrem genetischen Profil. Dies l&sst darauf
schlieRen, dass sich die Isolate durch die unterschiedliche geographische Lage auch

unterschiedlich entwickelt und angepasst haben.

5.2 Einordnung der Ergebnisse der Multilocus-Sequenztypisierung

Die 15 in dieser Arbeit identifizierten ST gehoren alle dem CC 17 an (Francisco et al.,
2009). Wie in Kapitel 1.4.1 beschrieben, besitzen die zu CC 17 gehdrenden Stamme eine
hohe Pathogenitét, sind optimal an Krankenhduser adaptiert und weltweit verbreitet. Es
ist also nicht tberraschend, dass dieser CC auch in den beiden Krankenh&usern in Essen

und Nurnberg gefunden wurde.

Von den 43 zwischen 2011 und 2012 im UK Essen gesammelten Isolaten, gehdrten wie
in Kapitel 4.2.1 beschrieben 32 dem ST 192 an (Tabelle 13). Dies deckt sich mit den fr
diesen Zeitraum von dem RKI fir Deutschland beschriebenen Daten, bei denen ST 192

zwischen 2011 und 2014 der hdufigste nachgewiesene ST war (Kapitel 1.4.1).

ST 117 machte in dieser Arbeit mit Abstand den groRten Teil aller sowohl in Essen als

auch in Nuarnberg gefundenen VRE-Isolate aus, vor allem ab 2017 (Kapitel 4.2.1). Dies
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bestatigt ebenfalls die vom RKI in den letzten Jahren aufgezeigte Situation in
Deutschland (Kapitel 1.4.1). 2015 und 2016 war ST 117 der am hdufigsten eingesendete
und vom RKI nachgewiesene ST in Deutschland, gefolgt von ST 203 und ST 80 (Kapitel
1.4.1). ST 80 war auch in dieser Arbeit mit zwolf Isolaten sehr hdufig und insgesamt der
dritt- und in Nirnberg sogar der zweithdufigste ST (Tabelle 12). Der ST 203 wurde in
dieser Studie dagegen nur ein Mal in Nirnberg gefunden (Tabelle 12).

Die ST ST 117, ST 192, ST 17, ST 78 und ST 203 wurden von Willems et al. bereits
2011 als besonders erfolgreiche und weltweit verbreitete hoch-Risiko-Klone beschrieben,
die fir einen Grof3teil der E. faecium-Infektionen verantwortlich waren (Willems et al.,
2011).

5.3 Interpretation der Ergebnisse der Pulsfeldgelelektrophorese

Die 128 Isolate wurden wie in Kapitel 4.3 beschrieben durch ihre Banden-Profile in 68
PFGE-Typen sehr unterschiedlicher GroRe eingeteilt. Da Bandenunterschiede von
weniger als zwei Banden mit hoher Wahrscheinlichkeit durch ein einzelnes genetisches
Event entstanden sind, werden die Isolate eines PFGE-Typs als mindestens eng verwandt
definiert und entsprechen demnach einem Stamm beziehungsweise Klon (Tenover et al.,
1995) (Kapitel 3.2.5.5).

Die 15 Isolate des PFGE-Typs 2 und die neun von zehn Isolate des PFGE-Typs 33 wurden
uber einen kurzen zeitlichen und rdumlichen Abstand im Uniklinikum in Essen
nachgewiesen (Kapitel 4.3). Damit lassen sich die zwei VRE-Ausbrichen in der

Kardiologie 2011 und im Perinatalzenztrum 2017 molekulargenetisch bestétigen.

Wie in Kapitel 4.3 erwahnt, findet sich ein Isolat des PFGE-Typs 33, der 2017 fiir den
Ausbruch im Perinatalzentrum verantwortlich war, sieben Monate spéater im
Westdeutschen Tumorzentrum. Wie genau dieser spezielle VRE-Klon dorthin gekommen
ist, lasst sich nicht sicher sagen; in einer Uniklinik herrscht jedoch reger Austausch
zwischen den einzelnen Kliniken und Stationen, sowohl durch Patienten und Arzte als
auch durch Angehdérige und Besucher. AuRBerdem zeichnen sich Enterokokken durch die
Fahigkeit aus, auch auf trockenen Oberflachen monatelang tberleben zu kdnnen (Kramer

et al., 2006). Diese Uberlegungen machen eine Ubertragung zwischen weiter entfernten
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Stationen und uber diesen zeitlichen Abstand hinweg durchaus mdglich. Die komplexen
Ubertragungswege von VRE zwischen verschiedenen Stationen wurden bereits in einer

Studie von Raven et al. beschrieben (Raven et al., 2017).

Auch lielRen sich wie in Kapitel 4.3 beschrieben einige PFGE-Typen sowohl im UK Essen
als auch im Klinikum Nurnberg nachweisen. Dafur gibt es verschiedene
Erklarungsmdglichkeiten. Zum einen ist es denkbar, dass ein Klon sich auch (ber diese
sehr groRRe Distanz durch Patienten, die von einem Krankenhaus in ein anderes verlegt
wurden, Arzte, Pflegepersonal oder auch verschiedenste Materialien, verbreitet hat. Da
keine Isolate von anderen umliegenden Krankenhdusern vorlagen, kann nicht beurteilt
werden, welche PFGE-Typen dort vorliegen und ob die jeweiligen PFGE-Typen
maoglicherweise auch dort zu finden sind. So eine Uberregionale Verbreitung bestimmter
PFGE-Typen wurde jedoch auch schon in anderen Studien beobachtet (Bourdon et al.,
2011a; Klare et al., 2017)

Es zeigte sich auch eine grole Vielfalt an PFGE-Typen innerhalb einzelner Zentren und
auf den verschiedenen Stationen (Tabelle 12). Dies deutet daraufhin, dass viele Patienten
den Erreger nicht durch Ubertragung innerhalb des Krankenhauses erworben haben,

sondern ihren eigenen PFGE-Typ bereits von auRerhalb mitgebracht haben.

5.4 Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen

Wenn man die Ergebnisse beider Methoden miteinander in Beziehung setzt, lassen sich
viele Ubereinstimmungen finden aber auch Unterschiede (Kapitel 4.4). Die PFGE lieferte
mit 68 verschiedenen PFGE-Typen ein deutlich genaueres Ergebnis als die MLST mit 15
unterschiedlichen ST. Damit liel? sich die in der Literatur bereits beschriebene Aussage
bestatigen, dass die PFGE eine hohere Diskriminierungskapazitat als die MLST hat
(Bourdon et al., 2011b; Lytsy et al., 2017).

Wie in Kapitel 4.4 beschrieben, stimmen nicht alle Zuordnungen von ST und PFGE-
Typen Uberein. Es lassen sich auch einige PFGE-Typen finden, die Isolate mit
verschiedenen ST enthalten. Viele dieser Diskrepanzen sind aber darauf zurtickzuftihren,
dass die Isolate, die durch zwei verschiedene Allele eines Gens auch zwei verschiedenen

ST zuzuordnen waren, nach beiden ST benannt und diese Isolate nicht einfach dem
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h&ufigeren ST zugeordnet wurden. Schaut man sich zum Beispiel PFGE-Typ 2 an, enthalt
auch der ST 1039/192 den ST 192 und somit alle Isolate dieser beiden ST den gleichen
ST 192. Aber auch so lassen sich einige der Unterschiede nicht erklaren. Eine andere
Erklarungsmdglichkeit ist die Limitation der Unterscheidungsfahigkeit der PFGE (Klare
et al., 2017). In dieser Arbeit wurde die PFGE nur mit einem Restriktionsenzym
durchgefiihrt. Dabei werden nur genetische Unterschiede identifiziert, die die
Restriktionsstellen von Smal betreffen oder die Lange der Fragmente verandern (Ranjbar
et al., 2014). Mit einem anderen Restriktionsenzym wirden moglicherweise andere

Ergebnisse und Ubereinstimmungen erfasst werden.

Aullerdem sind bei beiden Methoden natlrlich auch Fehler moglich. Bei der
Sequenzierung der MLST koénnte es theoretisch zu Verwechselungen von Proben
gekommen sein oder zu Fehlern bei der Sequenzierung selbst. Beim Restriktionsverdau
der PFGE ist es moglich, dass das Enzym trotz des langen Verdaus tber Nacht nicht
immer an allen Stellen mit der Erkennungssequenz tatsachlich geschnitten hat, was zu
Veranderungen im Bandenmuster geflihrt hatte. Auch die Qualitat der Gele schwankte,
wodurch es durchaus zu fehlerhaften Interpretationen von Banden gekommen sein
kdnnte. Das Auswertungsprogramm CLIQS 1D Pro 1.3.063 war komplex zu bedienen
und es waren zahlreiche manuelle Schritte durch den Nutzer durchzufihren. Die Banden
mussten teilweise per Hand markiert, verglichen und ausgewertet werden, was bei 128

Bandenprofilen eine mdgliche Fehlerquelle darstellte.

5.5 Vergleich der Methoden in Bezug auf diese Studie

Wahrend die PFGE den Goldstandard flr die Untersuchungen von lokalen Ausbriichen
nosokomialer Erreger darstellt, wird die MLST als standardmafige Methode fir
krankenhaustbergreifende epidemiologische Beobachtungen und Vergleiche angesehen
(Sivertsen et al., 2014).

Dies lieR sich in dieser Studie weitestgehend bestétigen. Wie in Kapitel 4.2 erldutert,
unterteilte die MLST die 128 Isolate in 15 ST, was sowohl einen sehr einfachen Vergleich
zwischen den beiden Kliniken als auch mit der aktuellen Literatur zulie3. Sie ist damit
aber nicht besonders aussagekréftig, was die genotypischen Unterschiede der Isolate

betrifft und tduscht teilweise eine enge epidemiologische Verwandtschaft vor, die
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tatsachlich nicht vorhanden ist. Dies lieB sich mithilfe der PFGE zeigen, die die 128
Isolate in 68 Gruppen unterteilte und damit eine deutlich héhere Trennschérfe besal3
(Kapitel 4.3). Dies ist hilfreich, wenn man Isolate eines Ausbruchs oder zeitlich und
raumlich eng beieinander auftretende Isolate miteinander vergleichen will. Dafir
erschwert die PFGE aufgrund fehlender Standardisierungsmoglichkeiten einen Vergleich
zwischen verschiedenen Laboren (Lytsy et al., 2017; Morrison et al., 1999) und die
Ergebnisse lassen sich so nicht in einen nationalen oder globalen Kontext einordnen. Da
alle Isolate aus Essen und Nurnberg aber in einem Labor typisiert wurden, lieRen sie sich
sowohl innerhalb eines Krankenhauses als auch zwischen den beiden Kliniken mithilfe
der PFGE sehr gut vergleichen. So war es méglich, sowohl vergangene Ausbriiche auf
einen einzelnen Klon zurtickzufiihren, als auch groRe Unterschiede zwischen regional

aufgetretenen Isolaten zu zeigen.

Somit haben beide Methoden ihre Vorteile in Bezug auf diese Arbeit und lieRen vor allem
in ihrer Kombination eine aussagekréftige und gut einzuordnende genotypische

Charakterisierung der untersuchten vanB-positiven E. faecium-Isolate zu.

57



6 Fazit

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die in dieser Arbeit mithilfe der MLST
erhobenen Daten die bereits in anderen Studien beschriebene genotypische Verteilung
von VRE in Deutschland bestatigen. Die mithilfe der PFGE gesammelten Ergebnisse
lieen eine hohere Diskriminierung der Isolate zu und zeigten eine extrem diverse
Epidemiologie auf, sowohl zwischen den beiden geographisch sehr unterschiedlich
gelegenen Kliniken in Essen und Nirnberg, als auch innerhalb der beiden Krankenhauser.
Zwei VRE-Ausbriche im Uniklinikum Essen lieRen sich durch die PFGE
molekulargenetisch bestatigen.

Die lokale Epidemiologie im UK Essen und Klinikum Nirnberg spiegelt damit die
uberregional bereits beschriebene Situation wider. Die gesammelten Ergebnisse sind
wichtig in Bezug auf weitere epidemiologische Studien, um die Entwicklung der
genotypischen Populationen in Deutschland und Europa zu beobachten und die intra- und

interhospitale Verbreitung bestimmter VRE-Stdmme besser zu verstehen.
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7 Zusammenfassung

Vancomycin-resistente Enterococcus faecium machen etwa 10-23% der nosokomialen
Enterokokken-Infektionen aus und stellen durch die eingeschrankte Sensibilitét
gegeniber Antibiotika ein groRes therapeutisches Problem dar. Im Rahmen dieser Studie
wurde eine epidemiologische Typisierung von 128 Enterococcus faecium-Isolaten mit
vanB-Resistenz von dem Universitatsklinikum Essen und dem Klinikum Nurnberg

durchgefiihrt.

Die Isolate wurden mittels der bereits etablierten molekularbiologischen Methoden
Multilocus-Sequenztypisierung (MLST) und Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)
charakterisiert und hinsichtlich ihrer genotypischen Ahnlichkeit sowohl untereinander als

auch mit bereits publizierten Daten aus Deutschland verglichen.

Die in dieser Studie mithilfe der MLST gesammelten Ergebnisse bestatigten die von
anderen Studien fur Deutschland beschriebene Situation der genotypischen Verteilung
von einzelnen Sequenztypen. Die PFGE teilte die untersuchten Isolate in eine Vielzahl
von PFGE-Typen ein und zeigte eine groRRe epidemiologische Diversitat sowohl zwischen

den Kliniken als auch innerhalb der beiden Krankenhauser.

Weitere epidemiologische Studien sind notwendig, um die genotypische Verbreitung
bestimmter Genotypen von Vancomycin-resistenten Enterokokken weiterzuverfolgen

und zu vergleichen.
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7 Abstract

Vancomycin-resistant Enterococcus faecium account for around 10-23% of nosocomial
enterococcal infections and constitute a big therapeutic problem due to their limited
susceptibility to antibiotics. In the context of this study, an epidemiological typing of 128
Enterococcus faecium-isolates with vanB-type resistance from two German hospitals in

Essen and Nuremberg was conducted.

The isolates were characterized with the well-established microbiological methods
multilocus sequence typing (MLST) and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). The
results of their genotypic similarity were also compared to collected data from other

studies in Germany.

The results obtained by MLST confirmed the previously described allocation of sequence
types in Germany. The PFGE divided the isolates from this study into a variety of PFGE
types and showed a broad genetic diversity between the two hospitals and also within

them.

More epidemiological studies are necessary to track and compare the genotypical spread

of vancomycin-resistant enterococci.
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9 Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis

adk Adenylat-Kinase

AFLP Amplifizierter Fragment-Langen-Polymorphismus
ATP Adenosintriphosphat

atpA Adenosintriphosphat-Synthase, alpha Subunit

BSA Bovines Serumalbumin

CC Clonal Complex

D,D-Carboxypeptidase D-Alanin-D-Alanin-Carboxypeptidase
D,D-Dipeptidase D-Alanin-D-Alanin

D-Ala D-Alanin

ddl D-Alanin-D-Alanin

D-Lac D-Laktat

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

DTT Dithiothreitol

E. faecalis Enterococcus faecalis

E. faecium Enterococcus faecium

eBURST Enhanced Based Upon Related Sequence Types
EDTA Ethidiumbromid

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

gdh Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

goeBURST global optimal enhanced Based Upon Related Sequence Types
gyd Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

HCI Chlorwasserstoff

K Kalium

LE low electroendosmosis

LEV Low Elution Volume

LMP Low-Melting-Point

Mbp Megabasenpaare

Mg Magnesium

MLST Multilocus-Sequenztypisierung

MLVA Multiple locus variable number of tandem repeat Analyse
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NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PeqGreen peglab Green

PFGE Pulsfeldgelelektrophorese

pH potentia Hydrogenii

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

pstS Phosphat-ATP-bindende Kassette Transporter
purK Phosphoribosylaminoimidazol-Carboxylase, ATPase Subunit
RKI Robert-Koch-Institut

RNA Ribonukleinsaure

rpm rounds per minute

ST Sequenztyp

Tag Thermophilus aquatus

TRIS Trishydroxymethylaminomethan

UK Uniklinik

VE-Wasser vollentsalztes Wasser

VRE Vancomycin-resistente Enterokokken

VSE Vancomycin-sensible Enterokokken
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