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Kurzreferat:

Enterokokken konnen eine Vielzahl von Infektionen auslosen. Diese sind ein
zunehmendes Problem, da sich immer mehr Resistenzen gegenuber Antibiotika
entwickeln. Vor allem das vermehrte Vorkommen von Vancomycin-Resistenzen in
einigen Landern spielt dabei eine grol3e Rolle.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Resistenzlage und das Vorkommen einzelner
Virulenzgene bei E. faecium und E. faecalis am Universitatsklinikum Magdeburg
untersucht. Dabei wurden die Antibiotika Tetrazyklin, Erythromycin, Gentamicin HLR
und Streptomycin HLR genauer betrachtet.

Weiterhin wurde nach einer Korrelation zwischen diesen beiden Faktoren gesucht.
Es konnte fur E. faecium-Isolate gezeigt werden, dass bei signifikant mehr
resistenten Isolaten gegenuber Gentamicin HLR, Streptomycin HLR oder deren
Kombination keines der Virulenzgene detektiert wurde. Fur E. faecalis-Isolate war
das Auftreten von asa? (gesamt) signifikant haufiger bei resistenten Isolaten
nachzuweisen. Des Weiteren wurde das Profil ,gelE + asa1“ signifikant haufiger bei
Resistenzen gegenuber Erythromycin, Gentamicin HLR, Streptomycin HLR, sowie
den Kombinationen aus Tetrazyklin + Erythromycin und Gentamicin HLR +
Streptomycin HLR detektiert. Das Profil ,gelE + esp® wurde hingegen signifikant
haufiger bei E. faecalis-Isolaten nachgewiesen, die entweder gegenuber

Erythromycin oder dessen Kombination mit Tetrazyklin sensibel waren.

Schliisselworter:
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1 Einleitunq

1.1 Enterokokken

Enterokokken sind grampositive, kokkoide, unbewegliche, fakultativ anaerobe, nicht-
sporenbildende Bakterien und ordnen sich in Paaren oder kurzen Ketten an. Sie
produzieren keine Katalase, konnen Askulin hydrolysieren und verwerten
Kohlenhydrate fermentativ. Enterokokken sind auch bei hohen Temperaturen (45°C),
hohem pH (9,6) und hohen Salzkonzentrationen (6,5 % NaCl) vermehrungsfahig und
resistent gegenuber Gallenflissigkeit und Austrocknung [99, 124].

Enterokokken sind Bestandteil der Dickdarmflora von zahlreichen Saugetieren,
Végeln und Menschen. Sie sind ebenfalls im Vaginaltrakt und in der Mundhoéhle des
Menschen nachweisbar [140]. Deren Vorkommen in tierischen Lebensmitteln, wie
z.B. in Milch- und Wurstprodukten, wurde von mehreren Arbeitsgruppen berichtet
[47, 81, 133].

1.2 Taxonomie

Domane Bacteria
Stamm Firmicutes
Klasse Bacilli
Ordnung Lactobacillales
Familie Enterococcaceae

Gattung Enterococcus

Bisher konnten insgesamt 48 Spezies differenziert werden [43]. Auf der Grundlage
von Analysen der 16S rRNA-Gensequenzen wurden diese in Gruppen eingeteilt
(sieche Tab. 1.2-1). Innerhalb einer Gruppe haben die Spezies ahnliche

physiologische, biochemische und Wachstumseigenschaften [31, 132, 133].
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Untergruppe Spezies
E. faecium E. faecium E. canis E. durans
E. hirae E. mundtii E. ratti
E. villorum E. thailandicus
E. faecalis E. faecalis E. caccae E. haemoperoxidus
E. moraviensis E. silesiacus E. termitis
E. avium E. avium E. raffinosus E. devriesei
E. gilvus E. malodoratus E. pseudoavium
E. gallinarum E. gallinarum E. casseliflavus
E. cecorum E. cecorum E. columbae
E.italicus E. italicus E. camelliae
phylogenetisch E. aquimarinus E. asini E. canintestini
verschiedene E. dispar E. hermanniensis E. pallens
E. phoeniculicola E. saccharolyticus E. sulfureus

Tab. 1.2-1 Taxonomie der Enterokokken
Zuordnung ausgewahlter Spezies zu Untergruppen; modifiziert nach [31, 58, 132, 133]

1.3 E. faecium und E. faecalis

Zur Gattung der Enterokokken gehéren zwei medizinisch relevante Spezies,
Enterococcus (E.) faecium und E. faecalis. Dabei kann E. faecalis haufiger aus dem
Verdauungstrakt isoliert werden. E. faecium kommt nur bei wenigen Menschen vor,
was vermutlich vom Alter, von der Ernahrung oder der physischen Verfassung des
Organismus abhangig ist [30].

Die genetische Information liegt als zirkulare DNA vor und umfasst bei E. faecalis
3000-3250 kb, bei E. faecium 2550-2995 kb. Enterokokken besitzen eine Vielfalt von
Plasmiden und Transposons, die in den Austausch von Antibiotikaresistenzen und
Virulenzfaktor-Determinanten involviert sind. So sind Pheromon-aktivierte Plasmide
typisch fur E. faecalis [133].

Der Peptidoglycan-Typ der Zellwand ist bei vielen Enterokokken, so auch bei
E. faecium, Lysin-D-Asparagin. E. faecalis hingegen weist einen Lysin-Alanin,3-Typ
auf. Den Hauptanteil an Fettsauren in der Zellwand von E. faecium und E. faecalis
haben Hexadecansaure, Octadecansaure und cis-11,12-Methylenoctadecansaure.

Beide Spezies bilden das Gruppe-D-Antigen nach Lancefield [133].
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Viele spezifische physiologische und biochemische Eigenschaften wurden fur die
einzelnen Enterokokken-Spezies beschrieben [133]. E. faecalis bildet eine
Pseudokatalase auf bluthaltigen Medien, zeigt aber keine Hamolyse (siehe Abb.
1.3-1 A). Die Spezies reduziert Tetrazolium zu Formazan und bildet rote Kolonien auf
Tetrazolium-haltigen Selektivagar (z. B. nach Slanetz und Bartley, siehe Abb. 1.3-1
B). E. faecalis wachst auch bei Anwesenheit von Natriumazid. Malat, Serin, Citrat,
Pyruvat, Gluconat und Arginin werden als Energiequelle verwertet [133]. Einige
E. faecium-Stamme zeigen eine a-Hamolyse und wachsen bei pH 9,6. Allerdings
kann diese Spezies Citrat, Malat und Serin nicht verwerten, sowie Tellurit und - im
Gegensatz zu E. faecalis -Tetrazolium nicht reduzieren [133].

Far E. faecalis wurde beschrieben, dass Gluconat zu 6-Phosphogluconat
phosphoryliert und anschlieBend in Lactat und Kohlensaure gespalten wird. In
aerobem, glycerolhaltigem Medium produziert E. faecalis hauptsachlich Acetat und
Kohlensaure mit Spuren von Acetylmethylcarbinol. E. faecium oxidiert Glycerol zu
Acetat, Kohlensaure und geringen Mengen Wasserstoffperoxid [133].

E. faecium und E. faecalis konnen Askulin hydrolysieren und bilden S&ure u. a. aus
Ribose, D-Fruktose, Galaktose, D-Glukose, Laktose und Maltose [133].

Beide Spezies wachsen sowohl bei 10 °C als auch bei 45 °C und uberleben eine
Temperatur von 60 °C fur 30 Minuten. Sie sind auch bei einer Salzkonzentration von
6,5 % NaCl kultivierbar [133].

Abb. 1.3-1 Enterokokkenkulturen
A: Enterokokkenkolonien auf Columbia-Blutagar-Platte, modifiziert nach [105]
B: Enterokokken-Agar nach Slanetz und Bartley, rote Enterokokkenkulturen,
modifiziert nach [66]
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1.4 Virulenzfaktoren

Zu den verschiedenen von Enterokokken exprimierten Virulenzfaktoren gehoéren
unter anderem Lipoteichonsaure [41], Lipase und Hamagglutinin [42]. Einige
Virulenzfaktoren, deren Funktionen sehr gut charakterisiert wurden, sind die
Aggregationssubstanz, Cytolysin, Gelatinase, das ,Enterococcal Surface Protein®
und Hyaluronidase.

Die Aggregationssubstanz ist ein Oberflachenprotein der Enterokokken. Es dient der
Zusammenlagerung der Bakterien und erleichtert so den Austausch von Plasmiden
wahrend der Konjugation [35]. Das Akzeptor-Bakterium sezerniert dabei spezifische
Pheromone. Diese aktivieren Gene auf einem Plasmid des Donor-Bakteriums,
welches dem Akzeptor-Bakterium fehlt. Die Aggregationssubstanz wird auf der
Bakterienoberflache exprimiert. Mit Hilfe der ,Binding Substance® kommt es zur
Aneinanderlagerung der Bakterien. Diese ist auf der Oberflache von fast allen
E. faecalis nachzuweisen [22, 23, 50]. Des Weiteren kdnnen Enterokokken durch die
Aggregationssubstanz auch an eukaryotische Zellen, wie intestinale und renale
Zellen, adharieren. Dabei sind Integrine auf den eukaryotischen Zellen die
vermeintlichen Rezeptoren. Dies wird als Voraussetzung fir Infektionen durch
Enterokokken angesehen [82, 107].

Cytolysin, auch als Hamolysin bezeichnet, scheint bei Infektionen synergistisch mit
der Aggregationssubstanz zu wirken [21]. Es ist ein Protein mit zytotoxischer Aktivitat
gegenuber grampositiven Bakterien und eukaryotischen Zellen [24] und kann
entzundliche Prozesse induzieren [64]. Fur Cytolysin sind zwei Komponenten
definiert; L fur Lysin und A fur Aktivator. Die Benennung basiert auf der
Wechselwirkungskinetik der beiden Komponenten [56]. Erlangen Cytolysin-
empfindliche E. faecalis die genetische Information fur die Aktivator-Komponente
cylA, werden diese resistent gegentber Cytolysin [121]. Des Weiteren wird die
Cytolysin-Aktivitat bei gleichzeitigem Vorliegen der Aktivator-Komponente in der
Probe vermindert [56, 62]. Die zytolytische Aktivitat geht bei Bestrahlung einiger
E. faecalis-Stamme mit UV-Licht verloren [16].

Gelatinase ist eine Metalloendopeptidase und hydrolysiert Kollagen, Casein,
Hamoglobin, humanes Endothelin und kleinere biologisch aktive Peptide
[22, 64, 82, 96]. Diese Eigenschaft ermoglicht den Enterokokken den Durchtritt durch
die Kolonwand [151].
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Das ,Enterococcal Surface Protein® fordert zusammen mit speziellen Pili bei
E. faecalis die Bildung von Biofilmen. Dies wurde insbesondere bei kardialen
Vegetationen nachgewiesen [102, 134]. Es erhoht die Haufigkeit des
Transposonaustausches und verbessert die Adhasion an Kunststoffoberflachen [90].
Des Weiteren steigert dieses Oberflachenprotein die Persistenz von E. faecalis in der
Blase, indem es die Adhasion an eukaryotische Zellen wie Urothelzellen fordert
[15, 123]. Es wird vermutet, dass es beim Umgehen des wirtseigenen Immunsystems
hilft und eine Rolle bei der Resistenzentwicklung gegen bestimmte Antibiotika spielt
[47].

Hyaluronidase lysiert Hyaluronsaure und ist bei Anwesenheit dieser induzierbar.
Ebenso wird die Aktivitat des Enzyms herunter reguliert, wenn das Bakterium einem
Medium ohne Hyaluronsaure ausgesetzt wird. Die Aktivitat kann allerdings wieder
hochreguliert werden, wenn man dem Medium das Substrat zusetzt [118].
Hyaluronidase ist bei der Zerstorung von Geweben beteiligt, indem
Mukopolysaccharide im intakten Gewebe depolymerisiert werden und so die
Ausbreitung der Enterokokken erleichtert wird [68].

Einige Gene, die flir Virulenzfaktoren von E. faecalis kodieren, kommen auch in
klinisch weniger signifikanten E. faecalis-Stammen, in Isolaten aus Nahrungsmitteln
und bei gesunden Sauglingen vor. So koénnen in diesem Zusammenhang unter
anderen die Gene flir Aggregationssubstanz (asa), Cytolysin (cyl), Gelatinase (gel)
und Enterococcal Surface Protein (esp) nachgewiesen werden. Die Beobachtung
zeigt, dass diese Gene bis jetzt nicht bekannte Funktionen bei der Kolonisation
Gesunder zu haben scheinen. Das alleinige Vorhandensein dieser Virulenzgene

scheint unzureichend fir ein infektioses Auftreten zu sein [3].

1.5 Antibiotikaresistenz

Fur einige Antibiotika sind Resistenzen bei Enterokokken bekannt. Diese kdnnen
natdrlichen Ursprungs (intrinsisch) oder erworben sein. Dabei sind fur E. faecium
wesentlich mehr erworbene Resistenzen bekannt als fur E. faecalis. Dies begunstigt
deren Verbreitung unter hohem Antibiotika-Selektionsdruck [19, 75, 101].

Eine naturliche Resistenz besitzen Enterokokken gegeniber Cephalosporinen,
semisynthetischen Beta-Lactamen wie Isoxazolylpenicilline und Monobactamen [99].
Des Weiteren sind sie gegen Aminoglykoside wie Gentamicin, Kanamycin und

Streptomycin auf niedrigem Niveau intrinsisch resistent. Fur diese wurde eine

Seite 5



verminderte Aufnahme durch die Bakterienzelle beschrieben. Bei E. faecium
vermittelt ein modifiziertes Enzym, eine Acetyltransferase vom AAC(6°)-I-Typ, die
Resistenz gegenuber Tobramycin, Kanamycin und Netilmicin [28].

Penicilline sind gegen Enterokokken weniger aktiv als gegen die eng verwandten
Streptokokken [99]. Es werden von den meisten Enterokokken-Spezies Penicillin-
Bindungsproteine (PBP) mit geringerer Affinitdt gegenuber Penicillinen exprimiert. So
entsteht auch eine Resistenz gegen weitere Beta-Lactamantibiotika [57, 99]. Nur
selten wird die zusatzliche Bildung von Beta-Lactamasen beobachtet [137]. Dies
erlangt bei E. faecium aber zunehmend an Bedeutung [116].

In vivo zeigte Trimethoprim/Sulfamethoxazol eine deutlich geringere Aktivitat gegen
Enterokokken als in vitro, da in vivo keine bakterizide Wirkung nachgewiesen werden
konnte [99].

Fluorchinolone sind nur eingeschrankt wirksam [94], da E. faecalis gnr-verwandte
Resistenzgene besitzt. Die dadurch exprimierten Proteine schitzen die DNA-Gyrase
vor einer Inhibition durch Chinolone [4].

E. faecalis exprimiert des Weiteren den ABC-Transporter LSA (lincosamide and
streptogramin A resistence). Damit ist das Bakterium intrinsisch resistent gegenuber
Lincosamiden wie Clindamycin und Streptograminen [97, 126].

Die erworbenen Resistenzen der Enterokokken weiten sich immer mehr aus. Eine
erworbene Penicillinresistenz wird durch die gesteigerte Expression des PBP 5 oder
dessen verminderte Affinitat zu Penicillin vermittelt [45, 46, 77]. Weiterhin wurde in
einigen E. faecalis-Isolaten die Produktion von Beta-Lactamasen beobachtet, die von
Staphylococcus aureus stammen [152].

Im Gegensatz zu E. faecalis sind nosokomiale Stamme von E. faecium resistent
gegenuber Ampicillin. Dies resultiert ebenfalls aus Veranderungen im PBP 5 [45, 67].
Die wohl bedeutendste erworbene Resistenz ist die zunehmende Unempfindlichkeit
gegen Glycopeptide, da diese als wichtige Reserveantibiotika gegen multiresistente
grampositive Bakterien gelten. In Frankreich und England wurden 1988 erstmals
Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) beschrieben [125, 138]. Mittlerweile
werden immer haufiger VRE isoliert [19, 61, 78, 100]. Vor allem flr E. faecium-Isolate
ist eine Haufigkeitszunahme der Vancomycin-Resistenz zu verzeichnen [80, 146]. Es
sind verschiedene Phanotypen des Resistenzmechanismus bekannt. Diese
unterscheiden sich in ihren Transfereigenschaften, im Resistenzlevel und im
Spektrum der Glykopeptide, gegen die sie den Enterokokken-Spezies Resistenz

vermitteln. So zeigen Enterokokken mit dem vanA-Typ eine Hochresistenz
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gegenuber Vancomycin und Teicoplanin, jene mit vanB-Typ eine Resistenz gegen
variable Konzentrationen von Vancomycin, allerdings nicht gegenuber Teicoplanin
[5]. Beide Typen wurden vorwiegend in E. faecium- und E. faecalis-Isolaten
detektiert. Enterokokken mit vanC-Typ sind resistent gegen geringe Vancomycin-
Konzentrationen. Diese Resistenz ist eine intrinsische Eigenschaft der Spezies
E. gallinarum, E. casseliflavus und E. flavescens [89, 104]. Die Typen vanD und
vanE kommen seltener vor. Der vanD-Typ vermittelt eine Resistenz gegen variable
Konzentrationen von Vancomycin und Teicoplanin [112], der vanE-Typ gegen
geringe Konzentrationen von Vancomycin. Der vanE-Typ konnte in E. faecalis-
Isolaten nachgewiesen werden [44]. Der generelle Mechanismus der Vancomycin-
Resistenz beruht auf dem Austausch des endstandigen D-Alanins. Bei Enterokokken
mit den Typen vanA, vanB und vanD wird dieses durch D-Lactat ersetzt, bei den
Typen vanC und vanE durch D-Serin. Dadurch wird die Affinitat des Antibiotikums
reduziert und die Bindung Vancomycins an die Zellwandvorlaufer erschwert [6, 111].
Zur Behandlung Glycopeptid-resistenter Enterokokken wurde unter anderen die
semisynthetische  Antibiotika-Kombination  Quinupristin/Dalfopristin  entwickelt.
Jedoch wurden auch gegen diese Kombination schon Resistenzgene wie das
ermB-Gencluster identifiziert [79, 136]. Weiterhin kann Linezolid als
Reserveantibiotikum verwendet werden, wogegen aber ebenfalls Resistenzen
bekannt sind [55]. E. faecium hat im Gegensatz zu E. faecalis eine High-Level-
Resistenz (HLR) gegenuber Fluorchinolonen entwickelt. Es wurden Mutationen in
den Genen, die fur die DNA-Gyrase und die DNA-Topoisomerase IV exprimieren,
nachgewiesen [87].

Es existiert ebenfalls eine High-Level-Resistenz gegenitiber Aminoglykoside. Diese
sind durch den Erwerb von modifizierenden Enzymen zu erklaren. Es sind Gene fur
eine Aminoglykosid-Nukleotidyl-Transferase, eine Aminoglykosid-Acetyltransferase
und eine Aminoglykosid-Phosphotransferase in der Literatur beschrieben. Darlber
hinaus wird durch ein Fusionsprotein mit 2“-Aminoglykosid-Phosphatase und
6'-Aminoglykosid-Acetyltransferase-Aktivitdt eine High-Level-Resistenz gegeniber
weiteren Aminoglykosiden aufier Streptomycin vermittelt. Dieses Antibiotikum kann
durch eine Aminoglykosid-Nucleotidyl-Transferase enzymatisch verandert sein oder
die Unempfindlichkeit basiert auf einer ribosomalen Resistenz der Bakterienzelle
[63, 110].
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Andere erworbene Hochresistenzen sind fur Makrolide, Lincosamide, Tetrazyklin und
Chloramphenicol bekannt. Chromosomale Mutationen kénnen die Resistenz gegen

Rifampicin und Fusidinsaure bedingen [52, 79].

1.6 Infektionen

Enterokokken koénnen eine Vielzahl von Infektionskrankheiten auslésen. Verglichen
mit E. faecium gilt E. faecalis in Studien als die hoher virulente Spezies. E. faecalis
ist ursachlich fir 80 % bis 90 % aller Enterokokken-Infektionen, E. faecium fir 10 %
bis 20 %. Die anderen Spezies (siehe Tab. 1.2-1) sind beim Menschen nur selten
Ausléser einer Infektion [98, 99, 119].

Enterokokken, meist E. faecalis, sind in 5 bis 15 % der Falle Erreger einer
Endokarditis [69]. Die Infektion geht haufig vom Urogenitaltrakt aus [95]. Es sind oft
altere Manner mit Erkrankungen der Prostata oder jungere Frauen mit
Schwangerschafts-assoziierten Beschwerden betroffen [69]. Die zugrundeliegenden
Harnwegsinfekte sind dabei oft asymptomatisch [60] und haufig mit der Anwendung
von Kathetern verbunden [99].

Des Weiteren werden Enterokokken bei bakterieller Meningitis nachgewiesen [113]
und gelten als Erreger von Wundinfektionen und intraabdominellen Infektionen [99].
Da die Bakterien auf Kunststoffoberflachen von Kathetern adharieren konnen, sind
sie mogliche Erreger einer Sepsis bei liegendem zentralen Venenkatheter oder einer
Ventrikulitis bei einem ventrikuloperitonealen Shunt [9, 20, 33, 99, 120].
Weichgewebsinfektionen [60], Infektionen der Nasennebenhdhlen [34], der Augen
[130] und des Parodontalgewebes [54] sind selten durch Enterokokken verursacht.
Als sekundare Infektionen sind eine Cholecystitis oder Pyelonephritis mdglich
[93, 148].

Oft ist bei Infektionen durch Enterokokken der Abwehrmechanismus des Wirts durch
andere Erkrankungen geschwacht [99, 142]. Eine Enterokokkensepsis wird durch
Splenektomie [128], hamorrhagischen Schock [8], Hypoxie der Darmzellen [144],
Immunsuppression [10, 142] oder Veranderung der gastrointestinalen Mikroflora
[11, 12] beglnstigt, da dabei das Risiko fir die Translokation der Bakterien erhoht
wird. AuRerdem gelten maschinelle Beatmung, ein liegender Blasenkatheter [17],
Verbrennungen [92], chirurgische Eingriffe, lange Krankenhausaufenthalte und
parenterale Ernahrung als Risikofaktoren. Die Enterokokken werden z.B. Uber die

Darmepithelzellen oder intraepitheliale Makrophagen aufgenommen und gelangen in
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die Lymphknoten. Dort konnen sie sich vermehren und spater tber die Lymphgefalle
in die Blutbahn gelangen [140, 143].

Enterokokken-Bakteriamien verlaufen zu 33 - 68 % tddlich. Sind die Isolate
Vancomycin-resistent (VRE), wird eine Letalitat zwischen 17 % und 100 % vermutet
[39]. Werden Grunderkrankungen und andere Faktoren mit berlcksichtigt, liegt die
Letalitat der Sepsis bei 31 %; fur VRE bei 37 % [40, 85].

Als Erreger nosokomialer Infektionen erlangen Enterokokken zunehmend an
Bedeutung [86, 135]. Enterokokken sind die zweithaufigsten Erreger nosokomialer
Harnwegsinfekte [29]. Zwischen 1989 und 1998 wurden Informationen im
amerikanischen ,National Nosocominal Infections Surveillance System® gesammelt.
Diese zeigen, dass Enterokokken zu den haufigsten Erregern postoperativer
Wundinfektionen auf Intensivstationen gehoren. Des Weiteren zahlen sie zu den drei
haufigsten Isolaten bei Intensivpatienten, die aus Blutkulturen und bei
Harnwegsinfekten nachgewiesen werden konnten [48].

Im ,Krankenhaus Informations Surveillance System® (KISS) wurden von 1997 bis
1999 entsprechende Daten Uber nosokomiale Erreger in deutschen Krankenhausern
erhoben. Diese belegen, dass 10 % der nosokomialen Infektionen durch
Enterokokken verursacht wurden. Am haufigsten waren diese Ausléser von
Harnwegsinfekten (23 %) und Katheter-assoziierter Sepsis (12 %) [129]. Neuere
Daten von 2007 bis 2011 belegten eine Beteiligung von 16,4 % an chirurgischen
Wundinfektionen. Betrachtete man nur abdominalchirurgische Patienten, stieg der
Anteil auf 25,5 %. Enterokokken als einziges Isolat wurden bei 10,9 % der Katheter-
assoziierten Harnwegsinfekte und bei 12,9 % Katheter-assoziierter Sepsis
nachgewiesen. In Kombination mit anderen Erregern stieg die Nachweisrate auf
27,9 % der Harnwegsinfekte und 17,4 % der Katheter-assoziierten Sepsis. Im
Vergleich zu den gesammelten Daten aus den Vorjahren stiegen oben genannte
Infektionsraten mit Enterokokken somit gering an [103].
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2 Fragestellung und Zielsetzunq

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Antibiotikaresistenz sowie die
Detektion von Virulenzgenen klinischer E. faecium- und E. faecalis-Isolate. Es
wurden Isolate aus Urinproben unterschiedlicher Patienten des Universitatsklinikums
Magdeburg analysiert.

Die phanotypische Antibiotikaresistenz wurde routinemafig untersucht. Daraus
konnte die derzeitige Resistenzlage ermittelt werden. Es wurden Unterschiede im
Resistenzprofil verschiedener Altersgruppen und im Bezug auf das Geschlecht
analysiert.

Des Weiteren wurden alle Isolate auf das Vorhandensein der Virulenzgene fur die
Aggregationssubstanz, Cytolysin, Gelatinase, Enterococcal Surface Protein und
Hyaluronidase untersucht.

Die Fragestellung der Arbeit beschaftigt sich mit den Zusammenhangen zwischen
Resistenzmerkmalen und dem Vorkommen der oben genannten Virulenzgene. Dabei
wurden insbesondere die Antibiotika Tetrazyklin, Erythromycin, Gentamicin und

Streptomycin naher betrachtet.
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3 Material und Methoden

3.1Geréate

Drucker ,Copy Processor P91D"

Elektrophoresekammer

PCR-Cycler (Tetrad PTC-225 Thermo
Cycler)

Reagenzglasschuttler REAX top

Spannungsgerat (Electrophoresis Power

Supply PHERO-stab 500)
Sterilwerkbank (HERAguard)

Thermomixer® comfort

UV-Transilluminator (Gel Logic 100
Imaging System)

VITEK® 2
Zentrifuge (Multifuge 1 S-R)

3.2 Plastikmaterialien und Zubehor

Pipetten (Eppendorf Research)

Pipettenspitzen (MultiGuard Barrier Tips)

Safe Lock Reaktionsgefalle

3.3 kommerzielle Kits

QIAmp DNA - Mini Kit
Taqg DNA Polymerase Kit

Mitsubishi Electronic Europe B.V.,
Ratingen, Deutschland

BioRad, Munchen, Deutschland
MJ Research Inc., St. Bruno, Kanada

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

BIOTEC FISCHER GmbH, Reiskirchen,
Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland
Kodak GmbH, Stuttgart, Deutschland

bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Frankreich

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Sorenson BioScience, Salt Lake City,
Utah

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

3.4 Chemikalien, Enzyme, Reagenzien, Puffer und L6sungen

Agarose (Biozym LE Agarose)
DNA Loading Dye

GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland
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dNTP Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen

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

Lysozym Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Proteinase K Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen
Primer Eurofins MWG Operon, Ebersberg,
Deutschland
TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
- 100mM Tris-Base (Ultra) Deutschland
- 100mM Borsaure
- 2,5mM EDTA

3.5 Probenmaterial

Untersucht wurden Enterokokken aus Urinkulturen von Patienten verschiedener
Stationen des Universitatsklinikums Magdeburg. Diese wurden aus Mittelstrahlurin,
Katheterurin und Urin perkutaner Nephrostomie gewonnen. Die Proben wurden
zwischen Marz und September 2010 gesammelt. Dabei stammt jede einzelne Probe
von unterschiedlichen Patienten. Alle personenbezogenen Daten wurden gemalf} den
Datenschutzbestimmungen des Universitatsklinikums und der Medizinischen Fakultat
behandelt und zur statistischen Auswertung anonymisiert.

Der Urin wurde fiir die quantitative Analyse mit einer kalibrierten Ose (1 pl) aus dem
Urinréhrchen entnommen und auf einer Columbia-Blutagar-Platte ausgestrichen. Die
Platte wurde flr 16-24 Stunden bei 36 £ 1°C inkubiert. Nun konnte die Keimzahl

bestimmt und die gewachsenen Kulturen weiter analysiert werden.

3.6 Phanotypische Identifizierung und Resistenztestung mittels VITEK® 2

Das VITEK® 2-System (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Frankreich) diente der
automatischen Identifizierung der Bakterien. Mit den GP-ldentifizierungskarten
kénnen grampositive Bakterien bestimmt werden. Fur die Identifizierung der
Enterokokken wurden GPS-544-Karten eingesetzt. Die Bestimmung basiert auf
etablierten biochemischen Methoden und beinhaltet 43 verschiedene biochemische
Tests, die unter anderem die Verwertung von Kohlenstoff, enzymatische Aktivitaten

und Resistenzen bestimmen.
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Die Messungen werden mit einer Datenbank abgeglichen, die Spezies-typische
Reaktionen auf eine Auswahl biochemischer Substrate enthalt. Anhand des erstellten
Reaktionsprofils gibt eine prozentuale Wahrscheinlichkeit an, wie gut die ermittelten
Reaktionen mit den erwarteten, typischen Reaktionen der einzelnen Keime
ubereinstimmen.

Zur Verarbeitung wurden von einer Primarplatte isolierte Kolonien einer Reinkultur
abgenommen. Die Bakterien wurden in 3,0 ml sterile Kochsalzlésung (0,45 % bis
0,50 % NaCl, pH 4,5 bis 7,0) gegeben und eine homogene Keimsuspension wurde
hergestellt. Entsprach die Dichte der Suspension dem McFarland-Standard 0,50 bis
0,63, konnte sie dem Identifizierungsprozess mittels VITEK® 2-System unterzogen
werden.

Mittels VITEK® 2-Resistenzkarte (AST-P534-Karte) wurde die Empfindlichkeit der
Enterokokken fur ausgewahlte Antibiotika bestimmt. Die automatische Testmethode
basierte auf der Technik der minimalen Hemmkonzentration (MHK) nach DIN-Norm
[51, 91]. Auf jeder Karte befanden sich neben einer Wachstumskontrolle genau
abgemessene Mengen spezifischer Antibiotika und Kulturmedium. Die
Keimsuspension wurde wie zur Identifizierung oben beschrieben aufgearbeitet und
bis zu 18 Stunden inkubiert. Wahrenddessen verglich das System das
Wachstumsprofil der einzelnen Kolonien in Abhangigkeit vom Antibiotikum mit dem
Wachstum der Wachstumskontrolle. Am Ende der Inkubationszeit wurden die MHK-
Werte fur jedes auf der Karte enthaltene Antibiotikum ermittelt.

Beim Nachweis einer Vancomycin-Resistenz wurde diese mittels E-Test
phanotypisch bestatigt. Dazu wurde in der Enterokokkenkultur die MHK mit Hilfe

eines Vancomycin-Gradienten auf einem Papierteststreifen ermittelt.

3.7 Grundlagen der molekularbiologischen Untersuchungen

Um die Enterokokken auf das Vorhandensein der Virulenzgene zu untersuchen,
wurde eine Polymerasekettenreaktion nach folgendem Schema durchgefuhrt (siehe
Tab. 3.7-1).

Im Verfahren der Multiplex-PCR konnten mehrere DNA- Sequenzen nebeneinander
amplifiziert werden.

Im Anschluss wurden die DNA-Fragmente in einer Gelelektrophorese nach ihrer
Grole getrennt. Da die DNA aufgrund der negativen Ladung der Phosphatreste ein

Polyanion ist, wandert sie im elektrischen Feld zur Anode. Dabei wandern die
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kleineren Fragmente schneller und sind nach 20 Minuten bei 180 V naher an der

Anode lokalisiert als die grofkeren Fragmente.

initiales Denaturieren 95°C 15 min
Denaturieren 94°C 1 min

Annealing 56°C 1 min 30x
Elongation 72°C 1 min

finale Elongation 72°C 10 min

Kahlen 4°C o0

Tab. 3.7-1 PCR-Zyklus mit Einzelschritten, Inkubationstemperatur und —zeit [139]

Gen  Produktgrofde (bp) Primer-Sequenz (5° - 3) Referenz

asaf 375 GCACGCTATTACGAACTATGA [49, 139]
TAAGAAAGAACATCACCACGA

cylA 688 ACTCGGGGATTGATAGGC [25, 139]
GCTGCTAAAGCTGCGCTT

gelE 213 TATGACAATGCTTTTTGGGAT [131, 139]
AGATGCACCCGAAATAATATA

esp 510 AATTGATTCTTTAGCATCTGG [139, 149]
AGATTTCATCTTTGATTCTTGG

hyl 276 GACTGACGTCCAAGTTTCCAA [117,139]
ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG

Tab. 3.7-2 Oligodesoxyribonukleotide zur Amplifikation der Virulenzgene
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase
A-Adenin, C-Cytosin, G-Guanin, T-Thymin

3.8 DNA - Extraktion

Die Bakterienkulturen wurden mit Hilfe eines QIAmp DNA - Mini Kits (Qiagen, Hilden,
Deutschland) aufgearbeitet, um die DNA zu extrahieren (siehe Abb. 3.8-1).

Dazu wurden einige Kolonien einer Kulturplatte mit 160 uyl ATL-Puffer und 20 pl
Lysozym in einer Konzentration von 100 mg/ml resuspendiert. Nach dem
Durchmischen mittels Reagenzglasschuttler wurde der Ansatz 30 Minuten bei 37°C

inkubiert. Nun wurden 20 pl Proteinase K und 200 pl Lysepuffer (AL-Puffer)
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zugegeben, erneut durchmischt, nochmals 30 Minuten bei 70°C und weitere 15
Minuten bei 95°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pyl 100 %-igem Ethanol zum
Ausfallen und nochmaligem Mixen wurde der Ansatz auf eine Zentrifugensaule
,QIAamp Mini Spin Column® gegeben und bei 8000 rotations per minute (rpm) eine
Minute zentrifugiert. Nun wurden nach Abkippen des Uberstandes 500 pl des ersten
Waschpuffers AW1 hinzugegeben und eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Nach
Abkippen des Uberstandes und Zugabe von 500 pl des zweiten Waschpuffers AW2
wurde der Ansatz nochmals 10 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Filter mit
dem Rest des Ansatzes, der die DNA enthalt, wurde nun in ein 1,5 ml - Eppendorf-
Gefald gestellt, 100 ul Elutionspuffer AE hinzugegeben und eine Minute bei
Raumtemperatur belassen, bevor nochmals eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert
wurde. Somit wurde die DNA in das Eppendorf-Gefald uberfuhrt und konnte

weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert werden.

Wash Wash Pure genomic
(Buffer AWT) (Buffer AW?2) DNA

Abb. 3.8-1 Schrittreihenfolge der DNA-Extraktion mit QIAmp DNA - Mini Kit
modifiziert nach [114]

3.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Aus jeder Probe wurden mittels Multiplex-PCR [139] die codierenden Regionen, falls
vorhanden, der zu untersuchenden Virulenzfaktoren amplifiziert (Tag DNA
Polymerase Kit, Qiagen). Zu 5 pl 10x Puffer wurden 1,5 pyl MgCl2, je 0,5 ul der
Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland; siehe Tab. 3.7-2), 3 pl
dNTP (Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen), 30,25 pl Aqua dest.
und 0,25 ul HotStar Tag-Polymerase zugegeben. Nach Durchmischen wurden 5 ul
DNA der zu untersuchenden Probe hinzugegeben und nochmals gemischt.
Anschlielend wurde der Ansatz fir 15 Minuten bei 95°C im PCR-Cycler (Tetrad
PTC-225 Thermo Cycler, MJ Research Inc., St. Bruno, Kanada) inkubiert. Weiter
wurde je eine Minute bei 94°C, 56°C und 72°C inkubiert. Die letzten drei Schritte
wurden 30-mal wiederholt, bevor letztlich 10 Minuten bei 72°C inkubiert wurde. Dann
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wurde die Temperatur auf 4°C abgesenkt, bis die Probe zur Weiterverarbeitung

entnommen wurde (siehe Tab. 3.7-1).

3.10 Elektrophorese

Fiar die Elektrophorese wurde ein Agarosegel (1,5 %) hergestellt. Es wurden 6 g
Agarosepulver mit 400 ml 1x TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE) angesetzt und in der
Mikrowelle erwarmt, bis sich das Pulver komplett I6ste. Dann wurden 25 pl
Ethidiumbromid hinzu pipettiert. Der Ansatz wurde vermischt und in einem 70°C
heiRem Wasserbad flissig gehalten. Zur Verwendung wurde diese FlUssigkeit in eine
spezielle Form gegossen, mit einem Kamm als Platzhalter flir die Geltaschen
versehen und polymerisierte durch Abkuhlung auf Raumtemperatur. Das
entstandene Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gelegt, welche mit TBE
aufgefullt wurde.

In die erste Tasche des Gels wurden 5 ul DNA Ladder (Fermentas GmbH, St. Leon-
Rot, Deutschland) gegeben, welcher als Malstab fir die Basenlange der
amplifizierten DNA-Fragmente diente.

Je 6 uyl des PCR-Produktes, welches die amplifizierten DNA-Sequenzen enthalt,
wurden mit 4 ul Loading Dye (Fermentas GmbH) vermischt und in die restlichen
Taschen des Agarosegels gegeben.

Die Elektrophorese wurde 20 Minuten bei 180 V durchgefuhrt. Nach Ablauf des
Vorgangs wurde von dem Gel unter UV-Beleuchtung ein Bild angefertigt.

Die Intensitatssteigerung der Ethidiumbromid-Fluoreszenz nach DNA-Interkalation

wurde ausgenutzt, um die Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen.

3.11 Statistische Methodik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mittels IBM SPSS Statistics 19
vorgenommen. Es wurden die Korrelationen von Antibiotikaresistenz und
Virulenzgenvorkommen mittels Chi-Quadrat (x?)-Tests verglichen. Des Weiteren
wurden die Durchschnittsalter der Patienten mit resistenten und sensiblen Isolaten
mittels t-Test verglichen.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Es wurden Urinproben von 240 Patienten untersucht, in denen E. faecium oder
E. faecalis nachweisbar waren. Diese wurden von verschiedenen Stationen des
Universitatsklinikums Magdeburg zur mikrobiologischen Diagnostik eingesandt (siehe
Abb. 4.1-1A).

Die zu einer Klinik gehdrenden Stationen wurden im Folgenden zusammengefasst.

Haufigkeitsverteilung von
E. faecium + E. faecalis (n = 240)

HAU
1%

/UG
1%

SRT
<1%
PNE

Xﬁ/o
\ DR

psy <1%
A <1%
Haufigkeitsverteilung Haufigkeitsverteilung
E. faecium (n = 69) E. faecalis (n =171)
B

Abb. 4.1-1 Haufigkeit der Materialeinsendungen mit E. faecium und E. faecalis
von verschiedenen Stationen des Universitatsklinikums Magdeburg; unterteilt in
Gesamtmaterial (A) und getrennt nach Spezies (B und C);
als ,Andere” wurden Stationen zusammengefasst, von denen weniger als 10 (A) bzw.
weniger als 4 (B und C) Isolate vorlagen;
AIT-Anasthesiologie/ITS; AUG-Augenheilkunde; CH-Chirurgie; DR-Radiologie;
END-Endokrinologie; GHI-Gastroenterologie; GYN-Gynéakologie; H60-Tagesklinik;
HAE-Hamatologie; HAU-Dermatologie; KAR-Kardiologie; NEP-Nephrologie;
NEU-Neurologie; PAE-Padiatrie; PNE-Pneumologie; PSY-Psychiatrie;
SRT-Strahlentherapie; URO-Urologie; ZNA-Zentrale Notaufnahme
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Der grofte Anteil an Isolaten stammte aus der Klinik fur Urologie (26 %). Isolate der
anasthesiologischen ITS machten 13 % an der Gesamtanzahl aus; die der
Gastroenterologie 12 %. Alle anderen Kliniken trugen jeweils weniger als 10 % bei.
Die Einsendehaufigkeit unterschied sich flur E. faecium und E. faecalis
(siehe Abb. 4.1-1 B und C).

Die E. faecium-lsolate der Patienten der anasthesiologischen ITS betrugen 1/3 aller
E. faecium-Isolate. Die Proben der Patienten aus den Kliniken fur Gastroenterologie
(17 %), Chirurgie (12 %), Urologie (10 %), Nephrologie (9 %) und Hamatologie (6 %)
machten zusammen die Halfte der identifizierten E. faecium- Isolate aus. Der
fehlende Anteil von 14 % setzte sich aus Proben aus anderen Kliniken zusammen
(siehe Abb. 4.1-1B).

E. faecalis wurde am haufigsten in Proben von urologischen Patienten
nachgewiesen. Sie betrugen 1/3 aller E. faecalis-Isolate. Die klinischen Proben mit
E. faecalis-Isolaten aus allen anderen Kliniken machten jeweils weniger als 10 % aus
(siehe Abb. 4.1-1 C).

Das Patientenkollektiv wurde in Altersgruppen unterteilt, um zwischen diesen
vergleichen zu konnen und eine Abhangigkeit des Auftretens von Antibiotika-
resistenzen vom Alter zu erfassen. Die insgesamt flnf Altersgruppen umfassten
Patienten von 0O bis einschliel3lich 18 Jahren, 19- bis 50-Jahrige, 51- bis 65-Jahrige,
66- bis 79-Jahrige und uber 79-Jahrige.

Dabei fiel die Gruppe der bis 18-Jahrigen fur E. faecium (n = 1) und E. faecalis
(n = 10) aus der Betrachtung, da die Stichproben zu klein waren. In der Gruppe der
19- bis 50-Jahrigen konnte nur einmal E. faecium, aber 26-mal E. faecalis
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund fiel flr E. faecium diese Gruppe ebenfalls
aus der Betrachtung. In den Ubrigen Altersgruppen konnte annahernd jeweils doppelt
so haufig E. faecalis- wie E. faecium-Isolate detektiert werden. Die meisten Patienten

waren der Altersgruppe zwischen 66 und 79 Jahren zuzuordnen.

Die untersuchten Proben stammten von insgesamt 123 mannlichen und 117
weiblichen Patienten. Bei den Proben, in denen E. faecium nachgewiesen wurde,
waren doppelt so viele weibliche (n = 45) wie mannliche Patienten (n = 24) zu
verzeichnen. Weiterhin fiel auf, dass E. faecalis-Isolate im Alter zwischen 20 und 30
Jahren (n = 12) fast ausschliel3lich bei weiblichen Patienten (n = 10) nachgewiesen

wurden. Insgesamt wurde E. faecalis bei 99 mannlichen und 72 weiblichen Patienten
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detektiert. In den restlichen Altersgruppen war die Verteilung von mannlichen und

weiblichen Patienten relativ ausgeglichen.

4.2 Antibiotikaresistenz

Die Antibiotikaresistenz der 69 untersuchten E. faecium- Isolate (sieche Abb. 4.2-1)
wies ein anderes Resistenzprofil verglichen mit den 171 getesteten E. faecalis-
Isolaten auf (siehe Abb. 4.2-2). Insgesamt wurden bei E. faecium phanotypisch mehr
Resistenzen nachgewiesen als bei E. faecalis. Fiur einige Antibiotika wurde eine
intermediare Resistenz ermittelt. Die MHK lag dabei zwischen den Grenzwerten, die
eine eindeutige Sensibilitat bzw. Resistenz definieren.

Da E. faecium eine intrinsische Resistenz gegenuber Imipenem [108] und E. faecalis
gegenuber Quinupristin/Dalfopristin [79] aufweist, sind diese Antibiotika in den
Diagrammen bei den jeweiligen Isolaten nicht aufgefuhrt.

Beide Spezies zeigten hohe Resistenzraten gegenlber Penicillin, Clindamycin und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol. Gegenulber Linezolid und Teicoplanin war sowohl bei
E. faecium- als auch bei E. faecalis-Isolaten nur eine geringe Resistenzrate (<5 %)
zu verzeichnen; gegenuber Tigecyclin wurde keine Resistenz nachgewiesen.

E. faecium-lsolate wiesen hohe Resistenzraten gegenuber Ampicillin +/- Sulbactam,
Levofloxacin und Moxifloxacin auf. Die E. faecalis-Isolate waren sensibel gegenlber
Ampicillin +/- Sulbactam und nur ca. die Halfte der Isolate waren resistent gegentber

Levofloxacin und Moxifloxacin.

E. faecium (n = 69)
Antibiotikaresistenz

100%
80%
Ointermediar
60% resistent
40% —— Mresistent
20% —

0%

SEL PP S LIS OGS

Abb. 4.2-1 E. faecium — Resistenzprofil
AMP-Ampicillin; AMS-Ampicillin / Sulbactam; PEN-Benzylpenicillin; CLI-Clindamycin;
ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR; LNZ-Linezolid;
QUD-Quinupristin/Dalfopristin; TEI-Teicoplanin; TET-Tetrazyklin; SXT-Trimethoprim/
Sulfamethoxazol; VAN-Vancomycin; LEV-Levofloxacin; MOX-Moxifloxacin;
NIT-Nitrofurantoin; TIG-Tigecyclin
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E. faecalis (n = 171)
Antibiotikaresistenz

100%
80%
Ointermediar
60% resistent
40% M resistent
20%

0%
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Abb. 4.2-2 E. faecalis — Resistenzprofil
AMP-Ampicillin; AMS-Ampicillin / Sulbactam; PEN-Benzylpenicillin; CLI-Clindamycin;
ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR; IMI-Imipenem;
LNZ-Linezolid; TEI-Teicoplanin; TET-Tetrazyklin; SXT-Trimethoprim/Sulfamethoxazol;
VAN-Vancomycin; LEV-Levofloxacin; MOX-Moxifloxacin; NIT-Nitrofurantoin; TIG-Tigecyclin

Gegen Nitrofurantoin wurde bei beiden Spezies nur eine intermedidre Resistenz
ermittelt, welche bei E. faecium 49,3 % der Isolate umfasste, bei E. faecalis hingegen
nur 1,8 %.

Vancomycin-resistente Isolate wurden nur bei E. faecium detektiert. Allerdings waren
bei 69 getesteten E. faecium-lsolaten nur drei VRE und ein Isolat mit intermediarem

Ergebnis zu verzeichnen.

Besonderes Augenmerk wurde auf die Antibiotika Tetrazyklin, Erythromycin,
Gentamicin mit High-Level-Resistenz (HLR) und Streptomycin HLR gelegt.
Gegenulber Tetrazyklin zeigten 30,4 % der getesteten E. faecium-Isolate und 82,5 %
der E. faecalis-Isolate eine Resistenz. Bei Erythromycin drehte sich das Verhaltnis
um. Es waren 97,1 % der E. faecium- und 52,6 % der E. faecalis-Isolate
Erythromycin-resistent und 15,8 % der E. faecalis-Isolate waren intermediar
resistent.

Die HLR gegenuber Gentamicin war mit 38,2 % fur E. faecium- und 39,0 % fur
E. faecalis-Isolate vergleichbar. Dagegen zeigten 66,2 % der E. faecium- und 44,0 %

der E. faecalis-Isolate eine HLR gegenlber Streptomycin (siehe Tab. 4.2-1).
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TET ERY GNH STR

E. faecium
resistent 30,4 % 97,1 % 38,2 % 66,2 %
intermediar resistent - - - -

E. faecalis
resistent 82,5 % 52,6 % 39,0 % 44 .0 %
intermediar resistent - 15,8 % - -

Tab. 4.2-1 E. faecium und E. faecalis — Resistenzprofil
TET-Tetrazyklin, ERY-Erythromycin, GNH-Gentamicin HLR, STR-Streptomycin HLR

4.2.1 Antibiotikaresistenz in verschiedenen Kliniken

Fir Tetrazyklin, Erythromycin, Gentamicin HLR und Streptomycin HLR zeigte sich fir
beide Spezies bezogen auf die einzelnen Kliniken (siehe Abb. 4.2-3) ein ahnliches
Resistenzprofil, wie fur das Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.2-1).

Es wurden nur Kliniken betrachtet und in den Diagrammen dargestellt, von denen
mindestens vier Patientenisolate vorlagen.

Die Tetrazyklin-Resistenzrate der E. faecium-Isolate lag bei 30 %. Fur Isolate aus der
Klinik fur Hamatologie war sie jedoch hoher (50 %). Bei E. faecalis-Isolaten betrug
die Resistenz meist etwa 80 %. Abweichungen nach oben waren bei
endokrinologischen (100 %), gastroenterologischen (94 %) und neurologischen
Patientenisolaten (90 %) zu verzeichnen. Abweichungen nach unten gab es bei
Isolaten aus der kardiologischen Klinik (70 %).

Die Erythromycin-Resistenzrate der E. faecium-lsolate war bei Patienten aller
Kliniken sehr hoch. Fur E. faecalis zeigte sie grole Schwankungen. Bei
endokrinologischen (75 %), neurologischen (73 %) und urologischen Patienten-
isolaten (63 %) war sie relativ hoch, wohingegen sie bei Isolaten der Nephrologie mit
30 % und der Kardiologie mit 20 % niedriger war.

Die Gentamicin HLR bewegte sich fur E. faecium-Isolate bei fast allen betrachteten
Kliniken um den Durchschnitt von 38 %. Einzig Isolate nephrologischer Patienten
zeigten eine geringere Resistenzrate von 17 %. Die Gentamicin HLR der E. faecalis-
Isolate war sehr heterogen verteilt und bei Isolaten von neurologischen Patienten mit
64 % am hochsten. In einigen Kliniken bewegte sich die Resistenzrate um 50 % und
war mit 25 % bei Isolaten von endokrinologischen Patienten bzw. 20 % bei

padiatrischen, nephrologischen und kardiologischen Patienten relativ niedrig. In der
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Tagesklinik, der Gynakologie und der anasthesiologischen ITS lag die Gentamicin
HLR der zuzuordnenden E. faecalis-Isolate sogar unter 20 %.

Gegenuber Streptomycin zeigten 83 % der E. faecium-lsolate der Nephrologie eine
HLR. Bei Patientenisolaten der Ubrigen Kliniken sank diese Resistenzrate nicht unter
50 %. Fur E. faecalis-Isolate lag die Resistenzrate gegenuber Streptomycin HLR

zwischen 60 % bei chirurgischen Patienten und 17 % bei Patienten der Tagesklinik.

E. faecium E. faecium
Antibiotikaresistenzen der Kliniken Antibiotikaresistenzen der Kliniken
oTET BERY BTET + ERY OGNH @STR EGNH + STR

100% 100%
80% -+ 80% ]
60% +— 60% +—— |
40% +— 40% -
- “7 H ﬁ - 4‘7
0% ; ; ; ; ; 0% . . . ’7 I
N N © ~ © ke S ~ ) - © s
€ i ¢ ¢ & ¢ & i £ & ¢ ¢
< = T o o o =2 < T o o w0
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E. faecalis E. faecalis
Antibiotikaresistenzen der Kliniken Antibiotikaresistenzen der Kliniken
aOTET OERY BTET + ERY OGNH OSTR BGNH + STR
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Abb. 4.2-3 E. faecium und E. faecalis - Antibiotikaresistenzprofile der Kliniken
E. faecium (A) Tetrazyklin und Erythromycin; (B) Gentamicin HLR und Streptomycin HLR
E. faecalis (C) Tetrazyklin und Erythromycin; (D) Gentamicin HLR und Streptomycin HLR
getrennt betrachtet fur die Kliniken mit mindestens vier Materialeinsendungen
AIT-Anasthesiologie/ITS; CH-Chirurgie; END-Endokrinologie; GHI-Gastroenterologie;
GYN-Gynakologie; H60-Tagesklinik; HAE-Hamatologie; KAR-Kardiologie; NEP-
Nephrologie; NEU-Neurologie; PAE-Padiatrie; URO-Urologie; ZNA-Zentrale Notaufnahme;
TET-Tetrazyklin; ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR
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Um diese Resistenzprofile fur die einzelnen Patientengruppen von verschiedenen
Kliniken miteinander vergleichen zu konnen, wurde jeweils fur E. faecium und
E. faecalis die durchschnittliche Resistenz fur ein bestimmtes Antibiotikum
(siehe Tab. 4.2-1) als Ausgangswert festgelegt. In Bezug auf diesen Wert wurde die
Differenz zur Resistenz gegen das jeweilige Antibiotikum fur Patienten in den

einzelnen Kliniken errechnet.

4.21.1 E. faecium

Von 69 untersuchten E. faecium-Isolaten waren 30,4 % gegenuber Tetrazyklin und
97,1 % gegenuber Erythromycin resistent. Gegen die Kombination der Antibiotika
waren 30,4 % resistent (siehe Tab. 4.2-1). GroRere Abweichungen von dieser
durchschnittlichen Resistenz liel3en sich in der Hamatologie feststellen. Hier war die
Resistenz gegenuber Tetrazyklin und die Kombination aus Tetrazyklin und
Erythromycin um 20 % hoher. Bei chirurgischen Patienten waren 10 % weniger
Erythromycin-resistente E. faecium-lsolate nachweisbar als im Durchschnitt. Bei
Patienten der Ubrigen Kliniken, die in die Betrachtung mit einbezogen wurden,
betrugen die Abweichungen von der durchschnittlichen Resistenz nur bis zu 5 %
(siehe Abb. 4.2-4 A).

Gegenlber Gentamicin zeigten 38,2 %, gegenlber Streptomycin 66,2 % und gegen
die Kombination aus beiden Antibiotika 35,3 % der E. faecium-Isolate eine HLR
(siehe Tab. 4.2-1). Abweichungen von dieser durchschnittlichen Resistenzrate waren
bei Patientengruppen verschiedener Kliniken zZu detektieren. Bei
gastroenterologischen Patienten und denen der Hamatologie war die Resistenzrate
der lIsolate fur alle drei Betrachtungen um 10 % bis 27 % niedriger als der
Durchschnitt. Die HLR gegenuber Streptomycin war bei chirurgischen Patienten um
16 % niedriger, gegenuber Gentamicin allerdings um 12 % hdher und gegen die
Kombination aus beiden um 15 % hdher als im Durchschnitt. Bei nephrologischen
Patientenisolaten zeigte sich ein umgekehrtes Resistenzprofil. Hier war die HLR
gegenuber Gentamicin 22 % und gegen die Kombination aus Gentamicin und
Streptomycin 19 % niedriger als der Durchschnitt. Fur Streptomycin HLR waren die

Resistenzraten allerdings um 17 % hdher als im Durchschnitt (siehe Abb. 4.2-4 B).
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E. faecium - Resistenz gegen Tetrazyklin und Erythromycin
Abweichungen von der Gesamtresistenzrate
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E. faecium - High-Level-Resistenz gegen Gentamicin und Streptomycin
Abweichungen von der Gesamtresistenzrate
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Abb. 4.2-4 E. faecium - Abweichung von der Gesamtresistenzrate

Resistenzraten fur (A) Tetrazyklin und Erythromycin sowie (B) Gentamicin HLR und
Streptomycin HLR; betrachtet fur Kliniken mit mindestens vier Materialeinsendungen;
AIT-Anésthesiologie/ITS; CH-Chirurgie; GHI-Gastroenterologie; HAE-Hamatologie;
NEP-Nephrologie; URO-Urologie;

TET-Tetrazyklin; ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR

4.2.1.2 E. faecalis

Von den 171 untersuchten E. faecalis-Isolaten waren 82,5 % resistent gegenuber
Tetrazyklin, 52,6 % gegenuber Erythromycin und 50,9 % gegen die Kombination aus
beiden Antibiotika (siehe Tab. 4.2-1). Bei den Isolaten der meisten Kliniken wich die
Resistenzrate um weniger als 10 % von diesem Durchschnitt ab. Allerdings lag sie
bei Patienten aus einigen Kliniken auch unter dem durchschnittlichen Wert, vor allem

fur Erythromycin und die Kombination aus Tetrazyklin und Erythromycin. Bei

Seite 24




kardiologischen Patienten konnten 33 % weniger Erythromycin-Resistenzen und
31 % weniger Resistenzen gegen die Antibotikakombination detektiert werden. Bei
Patientenisolaten der Nephrologie, Gynakologie und Tagesklinik wich die
Resistenzrate gegen Erythromycin und die Kombination mit Tetrazyklin um ca. 20 %

nach unten ab.

E. faecalis - Resistenz gegen Tetrazyklin und Erythromycin

Abweichungen von der Gesamtresistenzrate
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E. faecalis - High Level-Resistenz gegen Gentamicin und Streptomycin
Abweichungen von der Gesamtresistenzrate
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Abb. 4.2-5 E. faecalis - Abweichung von der Gesamtresistenzrate
Resistenzraten fur (A) Tetrazyklin und Erythromycin sowie (B) Gentamicin HLR und
Streptomycin HLR; betrachtet fiir Kliniken mit mindestens vier Materialeinsendungen;
AIT-Anasthesiologie/ITS; CH-Chirurgie; END-Endokrinologie; GHI-Gastroenterologie;
GYN-Gynakologie; H60-Tagesklinik; HAE-Hamatologie; KAR-Kardiologie; NEP-
Nephrologie; NEU-Neurologie; PAE-Padiatrie; URO-Urologie; ZNA-Zentrale Notaufnahme;
TET-Tetrazyklin; ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR
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Eine hohere Resistenzrate als durchschnittlich wurde hingegen bei Isolaten von
endokrinologischen Patienten nachgewiesen. Hier war die Resistenzrate gegenuber
Tetrazyklin um 18 %, gegenlber Erythromycin um 22 % und gegen die Kombination
aus beiden Antibiotika um 24 % hoher als der Durchschnitt (siehe Abb. 4.2-5 A).

Bei den getesteten E. faecalis-Isolaten betrug die Resistenzrate gegenuber
Gentamicin HLR 39 %, gegenuber Streptomycin HLR 44 % und gegen die
Kombination aus beiden Antibiotika 32,1 % (siehe Tab. 4.2-1). Bei den
Patientenisolaten aus einigen Kliniken war die Resistenzrate gegen diese Antibiotika
niedriger als der Durchschnitt. Bei Gentamicin HLR war sie bei Isolaten von
Patienten der anasthesiologischen ITS um 28 % niedriger und bei Isolaten der
gynakologischen Patienten um 25 % niedriger als durchschnittlich. Die Resistenzrate
gegenuber Streptomycin HLR war fur Patientenisolate aus der Padiatrie um 24 %
niedriger und aus der Tagesklinik um 27 % niedriger als der Durchschnitt. Fir
padiatrische und gynakologische Patientenisolate war die Resistenz gegen die
Kombination aus beiden Antibiotika 32 % niedriger als durchschnittlich. Bei
E. faecalis-Isolaten aus einigen Kliniken war die Resistenz hoéher als der
Durchschnitt. Bei neurologischen Patientenisolaten war die Resistenzrate gegenuber
Gentamicin HLR um 25 % hdher und gegeniber dessen Kombination mit
Streptomycin HLR um 22 % hoher als durchschnittlich. Bei Isolaten aus den
chirurgischen Kliniken war die Resistenzrate gegenuber Streptomycin HLR 16 %
héher als der Durchschnitt (siehe Abb. 4.2-5 B).

4.2.2 Antibiotikaresistenz nach Alter

Anhand der Daten der Patienten, von denen die untersuchten Proben stammen,
wurde eine Altersverteilung aufgestellt (siehe Abb. 4.2-6). Dabei wurden E. faecium

und E. faecalis getrennt betrachtet.

4.2.2.1 E. faecium

Bei E. faecium unterschieden sich die Resistenzraten am deutlichsten fur Tetrazyklin,
Gentamicin HLR, Streptomycin HLR, Vancomycin und Quinupristin/Dalfopristin
innerhalb der Altersgruppen.
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Gegenuber Tetrazyklin waren jeweils 20 % der E. faecium-lsolate der 51- bis
65-Jahrigen und 66- bis 79-Jahrigen resistent. Die Resistenz stieg bei Patienten, die
alter als 79 Jahre waren, auf 64,7 % an.

Die Erythromycin-Resistenz der E. faecium-lsolate zeigte sich keine deutliche
Abweichung innerhalb der Altersgruppen. In der Gruppe der 51- bis 65-Jahrigen
konnte fur 95 % und in den Gruppen der 66- bis 79-Jahrigen sowie den Uber
79-Jahrigen fur 100 % der E. faecium-lsolate Resistenzen nachgewiesen werden.
Gegenlber Gentamicin zeigten 35 % der E. faecium-Isolate der 51- bis 65-Jahrigen
und 27,6 % der 66- bis 79-Jahrigen eine HLR. Auch hier stieg diese bei den Uber
79-Jahrigen auf 58,8 % an.

Die HLR gegenuber Streptomycin bei den E. faecium-Isolaten bei 51- bis
65-Jahrigen betrug 75 %. Sie war mit 51,7 % in der Patientengruppe der 66- bis
79-Jahrigen immer noch hoch und stieg bei den tber 79-Jahrigen auf 82,4 % an.
Eine Resistenz gegenuber Vancomycin wurde nur in Isolaten alterer
Patientengruppen nachgewiesen. Dabei wurden zwei Isolate (0,07 %) bei den 66- bis
79-Jahrigen und ein Isolat (0,06 %) bei den Uber 79-Jahrigen detektiert.

FUr Quinupristin/Dalfopristin bestand eine steigende Tendenz der Resistenzrate der
E. faecium-Isolate von 5 % in der Gruppe der 51- bis 65-Jahrigen auf 20,7 % in der
Gruppe der 66- bis 79-Jahrigen. Jedoch wurde in keinem Isolat in der

Patientengruppe der Uber 79-Jahrigen eine Resistenz nachgewiesen werden.

4.2.2.2 E. faecalis

Bei E. faecalis-Isolaten zeigte sich der Trend zu hoheren Resistenzraten bei alteren
Patienten ebenfalls fir Gentamicin HLR und Streptomycin HLR, sowie flr
Levofloxacin und Moxifloxacin.

In der Patientengruppe der 19- bis 50-Jahrigen lag die HLR gegenuber Gentamicin
bei 15,4 % und gegenuber Streptomycin bei 19,2 %.

Bei Patienten im Alter von 66 bis 79 Jahren wurde fur 51,6 % der E. faecalis-Isolate
eine HLR gegenuber Gentamicin und flr 59,7 % gegenuber Streptomycin
nachgewiesen. Die HLR fiel bei den Uber 79-Jahrigen fur Gentamicin auf 37,8 % und
fur Streptomycin auf 44,4 % wieder ab.

Gegenuber Levofloxacin und Moxifloxacin waren bei den 19- bis 50-Jahrigen 19,2 %
und bei 66- bis 79-Jahrigen 58,7 % der E. faecalis-Isolate resistent.
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E. faecium - Altersverteilung E. faecalis - Altersverteilung
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Abb. 4.2-6 E. faecium (A) und E. faecalis (B) - vergleichende Altersverteilung der Antibiotika-
resistenzen beider Spezies
AMP-Ampicillin; AMS-Ampicillin / Sulbactam; PEN-Benzylpenicillin; CLI-Clindamycin;
ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR; IMI-Imipenem;
LNZ-Linezolid; QUD-Quinupristin/Dalfopristin; TEI-Teicoplanin; TET-Tetrazyklin;
SXT-Trimethoprim/Sulfamethoxazol; VAN-Vancomycin; LEV-Levofloxacin;
MOX-Moxifloxacin; NIT-Nitrofurantoin; TIG-Tigecyclin
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4.2.2.3 Statistische Betrachtung der Altersdarstellung

FUr beide Spezies wurde ein statistischer Vergleich des Durchschnittsalters der
Patienten durchgeflhrt. Dabei wurde das Verhalten auf die Antibiotika Tetrazyklin,
Erythromycin, Gentamicin HLR und Streptomycin HLR betrachtet. Die
Durchschnittsalter wurden fur die einzelnen Antibiotika mittels t-Test verglichen um
signifikante Unterschiede zwischen resistenten und sensiblen Isolaten festzustellen
(siehe Tab. 4.2-2).

Da nur ein E. faecium-lsolat sensibel gegenuber Erythromycin war, konnte aufgrund
der zu kleinen Referenzgruppe keine statistische Auswertung fur die Erythromycin-
Resistenz durchgefuhrt werden. Somit war auch eine Betrachtung der Kombination

von Tetrazyklin- und Erythromycin-Resistenz nicht moglich.

TET ERY TET + GNH STR GNH +
ERY STR
E. faecium
p 0,009 (**) # # 0,487 0,905 0,587
E. faecalis

p 0,896 0,069 0,297 0,016 (*) 0,002 (**) 0,001 (**)
Tab. 4.2-2 E. faecium und E. faecalis — Statistischer Vergleich der Durchschnittsalter
verglichen wurden resistente und sensible Isolate folgender Antibiotika:
TET-Tetrazyklin; ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR
# statistische Auswertung nicht méglich; * p<0,05; ** p<0,01

Far E. faecium-Isolate zeigte sich nur fur Tetrazyklin ein signifikanter Unterschied
der Durchschnittsalter. Patienten mit Tetrazyklin-resistenten Isolaten sind

durchschnittlich alter als Patienten mit sensiblen Isolaten (siehe Abb. 4.2-7).

E. faecium

Alter Durchschnittsalter der Patienten in Abhangigkeit von
[Jahre] der Antibiotikaresistenz

80 -

60 - H resistent

40 4 sensibel

20 -

O i
GNH+STR

Abb. 4.2-7 E. faecium — Durchschnittsalter in Abhangigkeit von der Antibiotikaresistenz
Angaben in Mittelwert +/- Standardfehler
TET-Tetrazyklin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR
** p<0,01
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Fir E. faecalis-Isolate galt dies in gleicher Weise bei einer HLR gegen Gentamicin,
Streptomycin und die Kombination aus beiden Antibiotika (siehe Abb. 4.2-8).
Somit ist der in Abb. 4.2-6 vermutete Trend zu hdheren Resistenzraten bei alteren

Patienten in einigen Beispielen statistisch nachweisbar.

E. faecalis
Alter  Durchschnittsalter der Patienten in Abhédngigkeit von der
[Jahre] Ant|b|ot|kareS|stenz

80 -

M
60
40

Hresistent
sensibel
0 i

20
ERY TET+ERY GNH STR GNH+STR

Abb. 4.2-8 E. faecalis — Durchschnittsalter in Abhangigkeit von der Antibiotikaresistenz
Angaben in Mittelwert +/- Standardfehler
TET-Tetrazyklin; ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR
* p<0,05; ** p<0,01

4.2.3 Antibiotikaresistenz nach Geschlecht

Bezogen auf das Geschlecht liel} sich bei den E. faecium-lsolaten kaum ein
Unterschied fur die Antibiotikaresistenz feststellen. Lediglich fur Quinupristin/
Dalfopristin wurden haufiger resistente Isolate bei weiblichen als bei mannlichen
Patienten detektiert.

Bei den E. faecalis-Isolaten gab es fur Gentamicin HLR, Streptomycin HLR,
Levofloxacin und Moxifloxacin wesentlich mehr resistente Isolate bei mannlichen als
bei weiblichen Patienten. Das Resistenzprofil der anderen Antibiotika unterschied
sich hingegen kaum im Bezug auf die Herkunft der Isolate.

4.3 Virulenzgene

Die amplifizierten Gensequenzen der Virulenzgene wurden mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt. Fir jedes E. faecium- und E. faecalis-Isolat wurde somit das Auftreten
der Gene ermittelt (siehe Abb. 4.3-1).
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A

B

Abb. 4.3-1 reprasentative Gelabbildungen der Elektrophorese
Darstellung der Virulenzgene:
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase

4.3.1 E. faecium

Fir jedes Enterokokken-lsolat wurde das Vorkommen der funf Virulenzgene

molekularbiologisch untersucht.

E. faecium (n = 69)
Einzelhaufigkeiten der Virulenzgene
100%
80% OgelE
0% = _ Ohyl
M Basat
40%
20% R
° |—| I HcylA
0%
) » D ) AN ) >
&L & & ¢
X A N
A N
)

Abb. 4.3-2 E. faecium - Einzelhaufigkeiten der Virulenzgene
betrachtet fir Kliniken mit mindestens vier Materialeinsendungen;
AIT-Anasthesiologie/ITS; CH-Chirurgie; GHI-Gastroenterologie; HAE-Hamatologie;
NEP-Nephrologie; URO-Urologie
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase
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Uber die Halfte der E. faecium-Isolate besaRen die Gene hyl oder esp und bei 2,9 %
der Isolate wurden die Gene gelE oder asa detektiert. Allerdings konnte bei keinem
der getesteten Isolate cy/A nachgewiesen werden.

Im Durchschnitt wurden bei 50 % der Isolate aus den verschiedenen Kliniken die
Gene hyl und esp detektiert. Das Virulenzgen hyl wurde nur in E. faecium-lsolaten
chirurgischer (12,5 %) und hamatologischer Patienten (25,0 %) deutlich seltener
nachgewiesen. Das Gen esp wurde bei Isolaten gastroenterologischer Patienten
haufiger (75,0 %) und bei Isolaten nephrologischer Patienten seltener (16,7 %)
detektiert als im Durchschnitt. AuBer in E. faecium-Isolaten nephrologischer
Patienten (33,3 %) wurde in keinem anderen Isolat gelE detektiert (siehe Abb. 4.3-2).

4.3.2 E. faecalis

In 84,2 % der getesteten E. faecalis-Isolate wurde das Gen gelE, in 38 % asa1, in
24,6 % esp und in 8,2 % cylA detektiert. Allerdings konnte bei keinem E. faecalis-

Isolat hyl nachgewiesen werden.

E. faecalis (n =171)
Einzelhaufigkeiten der Virulenzgene

100%
- n I I T m|
80% | - gelE
- 1 Ohyl
60%
masal
40% Hesp
20% i t EcylA
0% U - - - - - - -

o N

¢ ¢ ¢ ¢

’\\\ ’\Q\ //’\Q\ //\® /'\Q\ //® \//O"\ /;\\ /;\\
¢ & & o
F ot v F &

Z 7\

NIRNIENEENEPS
SIS AR
T ¢ T

Abb. 4.3-3 E. faecalis - Einzelhaufigkeiten der Virulenzgene
betrachtet fir Kliniken mit mindestens vier Materialeinsendungen
AIT-Anasthesiologie/ITS; CH-Chirurgie; END-Endokrinologie; GHI-Gastroenterologie;
GYN-Gynakologie; H60-Tagesklinik; HAE-Hamatologie; KAR-Kardiologie;
NEP-Nephrologie; NEU-Neurologie; PAE-Padiatrie; URO-Urologie; ZNA-Zentrale
Notaufnahme
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase
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Dieses Verteilungsprofil spiegelte sich bei Proben fast aller Kliniken wider. Bei einem
Groldteil (60 — 100 %) der E. faecalis-Isolate konnte gelE und bei 25 % bis 50 % asa1
nachgewiesen werden. Verglichen mit Patienten aus den ubrigen Kliniken konnten in
der Endokrinologie und Padiatrie bei relativ vielen E. faecalis-Isolaten esp (50 %
bzw. 60 %) und cylA (75 % bzw. 30 %) detektiert werden (siehe Abb. 4.3-3).

4.4 Zusammenhange zwischen Antibiotikaresistenz und Virulenzgenen

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Antibiotikaresistenz und dem
Vorliegen bestimmter Virulenzgene festzustellen, wurde die Haufigkeit des Auftretens
der einzelnen Gene untersucht. Dabei wurde fur E. faecium- und E. faecalis-Isolate
getrennt betrachtet, wie oft das jeweilige Virulenzgen bei einer bestimmten
Antibiotikaresistenz auftrat. Es wurden insbesondere die Antibiotika Tetrazyklin,
Erythromycin, Gentamicin HLR und Streptomycin HLR sowie die haufiger
auftretenden Virulenzgenprofile naher betrachtet. Als Virulenzgenprofile wurden im
Folgenden die verschiedenen Kombinationen der Virulenzgene bezeichnet. Dabei
wurden nur die Profile berlcksichtigt, die mindestens zu 5 % bei der jeweiligen
Enterokokken-Spezies bzw. bei einer bestimmten Antibiotikaresistenz auftraten.

Bei E. faecium-Isolaten konnten die Virulenzgene esp oder hyl am haufigsten
detektiert werden (siehe Tab. 4.4-1).

Bei E. faecalis-Isolaten hingegen wurden alle der funf betrachteten Virulenzgene
aulRer hyl in unterschiedlichen Kombinationen detektiert (siehe Tab. 4.4-2).

Mittels Chi-Quadrat (x?)-Tests wurde ermittelt, ob die detektierten Virulenzgenprofile
bei einer bestimmten Antibiotikaresistenz signifikant haufiger auftraten als bei
sensiblen Isolaten oder umgekehrt (siehe Tab. 4.4-3 und Tab. 4.4-4). Das
Signifikanzniveau wurde auf eine Irtumswahrscheinlichkeit von 5 % festgesetzt.

Es wurden nur die Profile aufgefihrt, die einen signifikanten Unterscheid (p<0,05)
oder eine Tendenz (0,05 < p < 0,15) zu einem signifikanten Unterschied zeigten. Fur
letztere ware eine Signifikanz bei Betrachtung gréflRerer Stichproben erreichbar.
Dargestellt wurde, wie haufig ein Virulenzgen insgesamt unabhangig von den
anderen Genen bzw. wie haufig eine bestimmte Kombination von Virulenzgenen
unter den resistenten und den sensiblen Enterokokken-Isolaten auftrat. Die
Virulenzgenprofile sind jeweils in den Zeilen der Tabellen Tab. 4.4-1 und Tab. 4.4-2

abgebildet. Die Summe eines einzelnen Virulenzgens unabhangig von anderen
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Genen wird als ,gesamt” bezeichnet und ist in den Spalten der Tabellen Tab. 4.4-1

und Tab. 4.4-2 zusammengefasst.

gelE | hyl |asal| esp | cylA absolute relative
Haufigkeit Haufigkeit (%)

X 19 27,5

X 17 24,6

X X 16 23,2

13 18,8
X 2 2,9
X X 1 1,4
X X X 1 1,4

Summe: 69

Tab. 4.4-1 E. faecium — Virulenzgenprofile mit absoluten und relativen Haufigkeiten
dabei sind haufigere Profile (>5 %) schwarz und seltenere Profile grau
dargestellt; absteigend nach den Haufigkeiten geordnet;
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase

gelE | hyl |asa1| esp | cylA absolute relative
Haufigkeit Haufigkeit (%)

X 74 43,3

X X 46 26,9

X X X 13 7,6

X X 10 5,8

X X 9 5,3

7 4.1

X 4 2,3

X X 3 1,8

X X X 3 1,8

X 1 0,6

X X 1 0,6

Summe: 171

Tab. 4.4-2 E. faecalis — Virulenzgenprofile mit absoluten und relativen Haufigkeiten
dabei sind haufigere Profile (>5 %) schwarz und seltenere Profile grau
dargestellt; absteigend nach den Haufigkeiten geordnet;
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase
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4.4.1 E. faecium

Bei E. faecium-Isolaten wurden die Virulenzgene hyl und esp am haufigsten

detektiert und bestimmten somit die Kombination in den Profilen (siehe Tab. 4.4-3).

Virulenzgen Haufigkeit
resistente sensible Signifikanz
Wil _ | 5| al| I Isolate Isolate
S| 2| & | § | S absolut (relativ) |absolut (relativ) p
TET esp gesamt 14/21  (66,67%) | 22/48 (45,83%) | 0,126
X 9/21 (42,86%) | 10/48 (20,83%) | 0,081
GNH 10/26  (38,46%) | 3/42  (7,14%) | 0,003 | **
X 3/26  (11,54%) | 13/42  (30,95%) | 0,083
STR 12/45 (26,67%) | 1/23  (4,35%) |0,047 | *
X 8/45  (17,78%) | 8/23  (34,78%) | 0,139
GNH+ 10/24  (41,67%) | 1/21 (4,76%) | 0,005 | **
STR X 2/24  (8,33%) 7/21 (33,33%) | 0,061

Tab. 4.4-3 E. faecium — Virulenzgenprofile im Bezug auf Antibiotikaresistenz
dargestellt sind nur die haufigen Profile (>5 %) fiir die einzelnen Antibiotika mit absoluter
und relativer Haufigkeit fiir resistente und sensible Isolate; Aufgliederung, ob die Profile
signifikant sind bzw. Tendenz zur Signifikanz zeigen ,gesamt” bedeutet: summiertes
Auftreten des Virulenzgens in allen Profilen, unabhangig vom Vorhandensein anderer
Virulenzgene; TET-Tetrazyklin; GNH-Gentamicin HLR; STR-Streptomycin HLR;
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins; esp-Enterococcal
Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase
* p<0,05; ** p<0,01

Da nur ein E. faecium-lsolat sensibel gegenuber Erythromycin war, konnte aufgrund
der zu kleinen Referenzgruppe keine statistische Auswertung fur Erythromycin-
Resistenz durchgefuhrt werden. Somit war auch eine Betrachtung der Kombination
von Tetrazyklin- und Erythromycin-Resistenz ungeeignet.

Hinsichtlich der Tetrazyklin-Empfindlichkeit zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen resistenten und sensiblen Isolaten in Bezug auf die Detektion
bestimmter Virulenzgene, obwohl Tendenzen zur Signifikanz festgestellt werden
konnten. Diese Tendenzen zeigten sich bei der Detektion des Virulenzgens esp.
Wurde das Vorkommen von esp unabhangig von einem Virulenzgenprofil
(esp gesamt) betrachtet, konnte bei Tetrazyklin-resistenten Isolaten haufiger esp
nachgewiesen werden, als bei Tetrazyklin-sensiblen Isolaten. Gleiches war fur die
Detektion von esp in Abhangigkeit vom Auftreten der anderen Virulenzgene
festzustellen. Das Virulenzgenprofil ,nur esp“ findet sich bei Tetrazyklin-resistenten

Isolaten haufiger.
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E. faecium
Virulenzgene bei Tetrazyklinresistenz

0,

100% Eresistent (n=21)
50% sensibel (n=48)
60%

40%

| 1_
0% l

gelE | hyl | asaf | esp | cylA |keine| hyl | esp |hylesp|

gesamt Profil

Abb. 4.4-1 E. faecium — Virulenzgenprofile fir Tetrazyklin
~.gesamt’ bedeutet: summiertes Auftreten eines Virulenzgens in allen Profilen, unabhangig
vom Vorhandensein anderer Virulenzgene; ,Profil“ bedeutet: Auftreten eines Virulenzgens
unter Bertcksichtigung der anderen Virulenzgene
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase

Das Vorkommen der Virulenzgene hyl und esp bei E. faecium-lsolaten im Bezug auf
die HLR gegenuber Gentamicin und Streptomycin war ebenfalls relativ hoch.
Allerdings lie3 sich zwischen resistenten und sensiblen Isolaten kein signifikanter
Unterschied fur das Auftreten bestimmter Virulenzgene feststellen. Dies traf sowohl
fur das alleinige Auftreten der Gene als auch flir Kombination mit den anderen
Virulenzgenen zu. Das Virulenzgenprofil ,nur hyl* zeigte allerdings eine Tendenz zum
signifikanten Unterschied zwischen resistenten und sensiblen E. faecium-lsolaten.
Diese Tendenz ist sowohl fur die Einzelbetrachtungen als auch fur die Kombination
der Antibiotika Gentamicin und Streptomycin erkennbar.

Es zeigte sich nur ein einziger signifikanter Unterschied zwischen resistenten und
sensiblen Isolaten. Fast 40 % der resistenten E. faecium-lsolate trugen keines der
untersuchten Virulenzgene. Dieser Unterschied ist hochsignifikant fur die Isolate, die
eine HLR gegenuber Gentamicin oder gegen die Kombination aus Gentamicin und

Streptomycin zeigten (siehe Abb. 4.4-2).
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E. faecium
Virulenzgene bei High-Level-Gentamicin-Resistenz

0,

100% N resistent (n=26)
80% sensibel (n=42)
60%

40% f_\
20% I
0% l
gelE | hyl | asat | esp cylA keine hyl esp hyl esp |
A gesamt Profil
E. faecium
100% Virulenzgene bei High-Level-Streptomycin-Resistenz
° mresistent (n=45)
80% sensibel (n=23)
60%
40% *
0% - — I
gelE hyl | asaf esp cylA | keine hyl esp | hyl esp |
B gesamt Profil |
E. faecium
Virulenzgene bei High-Level-Gentamicin- und -Streptomycin-Resistenz
0,

100% mresistent (n=24)

80% sensibel (n=21)

(o]
60%

rﬁ\
40%
20% I
0% I
gelE | hyl | asafl | esp | cylA | keine hyl esp | hyl esp |

C gesamt Profil

Abb. 4.4-2 E. faecium — Virulenzgenprofile fliir Gentamicin und Streptomycin

(A) Gentamicin HLR; (B) Streptomycin HLR; (C) Kombination aus beiden

~-gesamt‘ bedeutet: summiertes Auftreten eines Virulenzgens in allen Profilen,
unabhangig vom Vorhandensein anderer Virulenzgene; ,Profil“ bedeutet: Auftreten eines
Virulenzgens unter Berticksichtigung der anderen Virulenzgene
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase

* p<0,05; ** p<0,01
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4.4.2 E. faecalis

Bei den E. faecalis-Isolaten wurde am haufigsten das Virulenzgen gelE detektiert,

aber es konnte bei keinem der getesteten Isolate das Gen hyl nachgewiesen werden.

Bei jeder betrachteten Antibiotikaresistenz wurde das Virulenzgen asa? (gesamt)

unabhangig vom Vorkommen anderer Gene detektiert (siehe Tab. 4.4-4).

Virulenzgen Haufigkeit
resistente sensible Signifikanz
W - | 8| al I Isolate Isolate
S | & & 8| S absolut (relativ) | absolut (relativ) p
TET asal gesamt 59/141 (41,84%)| 6/29  (20,69%) | 0,037 | *
cylA gesamt 14/141  (9,93%) 029  (0%) 0,131
x | | | x 6/141 (4,26%) | 4/29  (13,79%) | 0,069
ERY asal gesamt 45/90  (50%) 15/54  (27,78%) | 0,009 | **
cylA gesamt 13/90 (14,44%)| 1/54 (1,85%) | 0,017 | *
X | X 9/90 (10%) 0/54  (0%) 0,014 | *
X X 2/90 (2,22%) 7/54  (12,96%) | 0,027 | *
X X 33/90 (36,67%) | 10/54 (18,52%)| 0,024 | *
X 29/90 (32,22%) | 26/54 (48,15%) | 0,076
TET+ asal gesamt 43/87 (49,43%) | 4/23 (17,39%) | 0,008 | **
ERY X X 2187  (2,3%) 4/23  (17,39%) | 0,017 | *
X X 31/87 (35,63%)| 3/23 (13,04%) | 0,044 | *
cylA gesamt 13/87 (14,94%) | 0/23  (0%) 0,066
GNH asal gesamt 33/66  (50%) 31/103 (30,1%) | 0,014 | *
X X 29/66  (43,94%) | 16/103 (15,53%) | <0,001 | ***
X X | X 166  (1,52%) | 12/103 (11,65%) | 0,017 | *
esp gesamt 11/66  (16,67%) | 31/103 (30,1%) | 0,067
STR asal gesamt 39/74  (52,7%) 25/94  (26,6%) | <0,001 | ***
x | I x] ] 31/74  (41,89%) | 14/94 (14,89%) | <0,001 | ***
gelE gesamt 67/74 (90,54%) | 75/94 (79,79%) | 0,084
X | | | 27/74 (36,49%) | 46/94 (48,54%) | 0,119
GNH+ asal gesamt 29/54  (53,7%) 21/82  (25,61%) | 0,001 | **
STR X | | x | | 27/54  (50%) 12/82  (14,63%) | <0,001 | ***
esp gesamt 7/54  (12,96%) | 23/82 (28,05%) | 0,056
Tab. 4.4-4 E. faecalis — Virulenzgenprofile im Bezug auf Antibiotikaresistenz

dargestellt sind nur die haufigen Profile (>5 %) fur die einzelnen Antibiotika mit absoluter

und relativer Haufigkeit fir resistente und sensible Isolate; Aufgliederung, ob die Profile

signifikant sind bzw. Tendenz zur Signifikanz zeigen ,gesamt® bedeutet: summiertes

Auftreten des Virulenzgens in allen Profilen, unabhangig vom Vorhandensein anderer

Virulenzgene; TET-Tetrazyklin; ERY-Erythromycin; GNH-Gentamicin HLR; STR-
Streptomycin HLR; asa7-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des
Cytolysins; esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Es konnte gezeigt werden, dass bei Tetrazyklin-resistenten E. faecalis-Isolaten

signifikant haufiger als bei Tetrazyklin-sensiblen Isolaten das Virulenzgen asaf

detektiert wurde. Eine Tendenz zur Signifikanz zeigte sich in gleicher Weise fur die

Detektion von cylA. Des Weiteren wurde das Virulenzgenprofil ,gelE + esp”
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tendenziell  haufiger bei  Tetrazyklin-sensiblen Isolaten  nachgewiesen
(siehe Abb. 4.4-3 A).

Far die Erythromycin-Empfindlichkeit der E. faecalis-Isolate wurden mehrere
signifikante Unterschiede zwischen resistenten und sensiblen Isolaten festgestellt.
Bei resistenten Isolaten wurden asa7 (gesamt) und cylA (gesamt) signifikant haufiger
detektiert als bei sensiblen Isolaten. Dies traf auch fir die Virulenzgenprofile
,gelE + asa1“ und ,esp + cylA® zu. Die Kombination ,gelE + esp® war signifikant
haufiger bei den sensiblen Isolaten nachweisbar. Flr das Virulenzgenprofil ,nur gelE"
konnte eine Tendenz zur Signifikanz bei Erythromycin-sensiblen Isolaten festgestellt
werden (siehe Abb. 4.4-3 B).

FUr die Tetrazyklin- und Erythromycin-resistenten E. faecalis-Isolate wurde asa1
(gesamt) haufiger detektiert. Dieser Unterschied war hochsignifikant. Das
Virulenzgenprofil ,gelE + asa1“ wurde bei den resistenten Isolaten ebenfalls
signifikant haufiger nachgewiesen. Bei E. faecalis-Isolaten, die fur diese
Antibiotikakombination sensibel waren, konnte hingegen signifikant haufiger das
Virulenzgenprofil ,gelE + esp“ nachgewiesen werden. Eine Tendenz zur signifikant
haufigeren Detektionsrate von cylA (gesamt) war fur die resistenten Isolate zu
erkennen (siehe Abb. 4.4-3 C).

Im Zusammenhang mit der HLR von E. faecalis-Isolaten gegenliber Gentamicin und
Streptomycin wurde das Virulenzgen asa1 signifikant haufiger bei resistenten als bei
sensiblen Isolaten detektiert. Dies traf sowohl fUr die Einzelresistenzen als auch flr
die kombinierte Resistenz der beiden Antibiotika zu.

Des Weiteren wurde ein hochsignifikanter Unterschied in der Detektion des
Virulenzgenprofils ,gelE + asa1“ nachgewiesen, da dieses Profil haufiger bei den
resistenten E. faecalis-lsolaten auftrat.

Das Virulenzgenprofil ,gelE + asal + esp” wurde signifikant haufiger in E. faecalis-
Isolaten detektiert, die sensibel gegentber Gentamicin waren.

Hinsichtlich der Empfindlichkeit der E. faecalis-Isolate gegenliber Gentamicin bzw.
dessen Kombination mit Streptomycin konnte eine Tendenz zum signifikant
haufigeren Vorkommen von esp (gesamt) bei sensiblen Isolaten gezeigt werden. Fur
Streptomycin-sensible E. faecalis-Isolate konnte eine Tendenz zum signifikant
hoéheren Vorkommen des Virulenzgenprofils ,nur gelE* nachgewiesen werden. Bei
resistenten Isolate hingegen wurde gelE (gesamt) tendenziell haufiger nachgewiesen
(siehe Abb. 4.4-4).
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E. faecalis
. Virulenzgene bei Tetrazyklinresistenz
100% = resistent (n=141)
80% - sensibel (n=29)
60% - *
M
40% -
20% - 1
0% - . - | ||
gelE hyl asaf esp cylA gelE | gelE | gelE | gelE esp
asaf esp | asal | cylA
esp
A gesamt | Profil
E. faecalis
. Virulenzgene bei Erythromycinresistenz
100% m resistent (n=90)
80% 4 sensibel (n=54)
60% - =
(I .
40% - [
*
20% - 1 ﬂ
0% | 0
gelE hyl asaf esp cylA | gelE gelE
asaft esp
B gesamt | Profil
E. faecalis
Virulenzgene bei Tetrazyklin- und Erythromycinresistenz
0,
100% Hresistent (n=87)
80% sensibel (n=23)
*%
60% - m .
40% - M
*
20% - I I -
0% [ - m= N
gelE hyl asaf esp cylA gelE | gelE | gelE | gelE esp
asaf esp asal | cylA
esp
C gesamt | Profil |

Abb. 4.4-3 E. faecalis — Virulenzgenprofile fir Tetrazyklin und Erythromycin

(A) Tetrazyklinresistenz; (B) Erythromycinresistenz und (C) Kombination aus beiden
,gesamt® bedeutet: summiertes Auftreten eines Virulenzgens in allen Profilen, unabhangig
vom Vorhandensein anderer Virulenzgene; ,Profil“ bedeutet: Auftreten eines Virulenzgens
unter Bertcksichtigung der anderen Virulenzgene

asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase

* p<0,05; ** p<0,01
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E. faecalis
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0,
100% Hresistent (n=54)
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o
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gelE hyl asaft esp cylA | keine | gelE | gelE | gelE esp
asat esp cylA
c gesamt Profil

Abb. 4.4-4 E. faecalis — Virulenzgenprofile fir Gentamicin und Streptomycin

(A) Gentamicin HLR; (B) Streptomycin HLR und (C) Kombination aus beiden

~-gesamt‘ bedeutet: summiertes Auftreten eines Virulenzgens in allen Profilen,
unabhangig vom Vorhandensein anderer Virulenzgene; ,Profil“ bedeutet: Auftreten eines
Virulenzgens unter Berticksichtigung der anderen Virulenzgene
asa1-Aggregationssubstanz; cylA-Aktivator-Komponente des Cytolysins;
esp-Enterococcal Surface Protein; gelE-Gelatinase; hyl-Hyaluronidase

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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5 Diskussion

Von den insgesamt 240 untersuchten Isolaten wurden 69 als E. faecium und 171 als
E. faecalis identifiziert. Auch in anderen Untersuchungen wurde E. faecalis als die
haufigste nachgewiesene Spezies bei Infektionen durch Enterokokken identifiziert
[74]. Das Auftreten beider Spezies hangt von mehreren Faktoren ab. Zum einen hat
die Art des Krankenhauses (Maximalversorgung oder Primarversorgung
ausgewahlter Patientengruppen) und dessen verschiedene Kliniken mit einem
unterschiedlichen Patientenspektrum Einfluss darauf. So sind altere und
immunsupprimierte Patienten haufiger mit diesen Spezies infiziert. Des Weiteren hat
die Auswahl der Antibiotika Auswirkungen auf den Selektionsdruck der Bakterien.
Dies betrifft vor allem Antibiotika, die gegen eine Vielzahl von Bakterien wirksam
sind, gegen die Enterokokken allerdings eine naturliche oder erworbene Resistenz
aufweisen. Durch den Einsatz von Cephalosporinen oder Fluorchinolonen kdnnen
Enterokokken somit selektiert werden, insbesondere bei oraler Gabe der Antibiotika.
Es besteht bei zusatzlicher Applikation von Glykopeptiden aullerdem die Gefahr,

Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) zu selektieren [78, 80].

5.1 Antibiotikaresistenz

Die E. faecium-Isolate wiesen insgesamt hohere Antibiotika-Resistenzraten auf als
die E. faecalis-Isolate. Dies konnte auch in anderen Arbeiten belegt werden
[1, 18]. Beide Spezies waren aber auf die Reserveantibiotika wie Linezolid und
Tigecyclin sowie Vancomycin und Teicoplanin sensibel. In Ubereinstimmung mit dem
Phanotyp der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Isolate wurden von Hidron
et al. bei E. faecium gehauft Resistenzgene gegen klinisch relevante Antibiotika wie
Ampicillin und Vancomycin nachgewiesen. Bei E. faecalis blieb die Resistenz gegen
diese Antibiotika relativ gering [59].

Gegenlber den vier genauer betrachteten Antibiotika Tetrazyklin, Erythromycin,
Gentamicin HLR und Streptomycin HLR bestanden insgesamt hohe Resistenzraten
fur beide Spezies. Lediglich gegenlber Tetrazyklin waren nur weniger als ein Drittel
der E. faecium-Isolate resistent.

In einer australischen Studie konnte fur ca. 15 % der E. faecium-lsolate eine
Tetrazyklin-Resistenz nachgewiesen werden. Die Resistenz der E. faecalis-Isolate

gegenuber Tetrazyklin ist mit 72,9 % bedeutend hoher [115]. Cariolato et al. wiesen
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diese Resistenz bei ca. 20 % der untersuchten E. faecium-Isolate und bei 65,8 % der
E. faecalis-Isolate nach [18]. Dicuonzo et al. detektierten eine Tetrazyklin-Resistenz
bei 67 % der E. faecalis-Isolate [32]. Aarestrup et al. wiesen diese bei 12 % der
untersuchten E. faecium-Isolate nach [1]. Diese Ergebnisse waren mit denen der
vorliegenden Arbeit vergleichbar. Eine Abweichung ergibt sich aus den
Untersuchungen von Dicuonzo et al., in denen mit 61 % eine hohere Resistenzrate
bei E. faecium-lsolaten nachgewiesen wurde [32]. Weiterhin detektierten Aarestrup
et al. bei E. faecalis-Isolaten mit 37 % eine geringere Tetrazyklin-Resistenzrate als in
der vorliegenden Arbeit und den anderen aufgefuhrten Arbeiten [1].

In der vorliegenden Arbeit lagen die Resistenzraten gegenuber Erythromycin bei
97 % fur E. faecium- und 52,6 % (+ 15,8 % intermediare Resistenz) fur E. faecalis-
Isolate. Aarestrup et al. detektierten diese Resistenz bei 20 % der E. faecium- und
bei 22 % der E. faecalis-lsolate und damit seltener als in der vorliegenden Arbeit [1].
Cariolato et al. beobachteten bei ca. 40 % der E. faecium- und bei 28,9 % der
E. faecalis-Isolate eine Resistenz gegenuber Erythromycin [18]. Die Resistenzrate
war damit bedeutend geringer als in der vorliegenden Arbeit. Allerdings wurden in die
Betrachtung von Cariolato et al. auch Isolate aus Milchprodukten mit einbezogen. Die
Enterokokken-lsolate aus klinischen Proben wiesen eine signifikant hohere
Antibiotika-Resistenzrate auf als die Isolate aus nicht-klinischen Proben. Zwischen
diesen beiden Gruppen wurde in der Darstellung der Resistenzraten fur E. faecium
und E. faecalis getrennt betrachtet allerdings nicht unterschieden [18].

Eine Streptomycin HLR wurde in der vorliegenden Arbeit bei 66 % der E. faecium-
und bei 44 % der E. faecalis-Isolate detektiert. Cariolato et al. konnten diese
Resistenz bei ca. 45 % der E. faecium- und bei 42,1 % der E. faecalis-Isolate
nachweisen [18]. Dicuonzo et al. detektierten bei 31 % der E. faecium- und bei 39 %
der E. faecalis-Isolate eine Resistenz gegenlber Streptomycin [32]. Die in der
vorliegenden Arbeit detektierten Resistenzraten stimmen damit in etwa mit diesen
Ergebnissen Uberein.

Eine HLR gegenuber Gentamicin wiesen 38 % der E. faecium- und 39 % der
E. faecalis-Isolate auf. In der Literatur sind grof3e Abweichungen der angegebenen
Resistenzraten zu finden. Cariolato et al. beobachteten bei ca. 28 % der E. faecium-
und bei 10,5 % der E. faecalis-Isolate aus Norditalien eine Gentamicin-Resistenz
[18]. Eine italienische Gruppe um Dicuonzo et al. detektierte diese Resistenz bei
15 % der E. faecium- und bei 39 % der E. faecalis-Isolate [32]. Eine australische

Gruppe um Rathnayake et al. wies bei 70,4 % der E. faecium- und bei 77,9 % der
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E. faecalis-Isolate eine Resistenz gegenuber Gentamicin nach  [115]. Eine
schwedische Gruppe um Billstrom et al. detektierte eine HLR gegenuber Gentamicin
nur bei 2 % der E. faecium-lsolate [13]. Die Resistenzraten der in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Isolate liegen damit in der Mitte der in der Literatur gefunden
Spanne. Die schwankenden Resistenzraten kdnnten mit den unterschiedlich starken
Gebrauch von Gentamicin in der Behandlung von Infektionen durch Enterokokken in

den unterschiedlichen Landern erklart werden.

Antibiotikaresistenzen kdnnen durch verschiedene Mechanismen verbreitet werden.
Zum einen steigert die prophylaktische Gabe von Antibiotika den Selektionsdruck,
sodass resistente Enterokokken dominieren. Des Weiteren verbreiten sich
Resistenzen durch unzureichende Isolierungs- und Hygienemalinahmen von
hospitalisierten Patienten, die bereits Trager resistenter Stamme sind [75].
Enterokokken, vor allem E. faecium und E. faecalis, kommen gehauft in
Lebensmitteln vor. E. faecium wurde am haufigsten aus Huhner- und
Schweinefleisch isoliert [72]. Antibiotika werden auflerdem in subtherapeutischer
Dosierung als Futterzusatz in der Tierhaltung eingesetzt. Dadurch kdnnen resistente
Stamme selektiert werden [75]. Die Verunreinigung der Lebensmittel durch die
intestinale Flora der Tiere kann trotz hoher Hygienestandards bei der Schlachtung oft
nicht vermieden werden [72]. Da Enterokokken somit in Milch- und Wurstprodukten
vorkommen, konnen Antibiotikaresistenzen Uber diese weiter verbreitet werden
[47, 81, 133]. Aarestrup et al. konnten bei E. faecalis-lsolaten ein vermehrtes
Vorkommen von Antibiotikaresistenzen bei Tieren (Huhner und Schweine) im
Vergleich zum Menschen nachweisen [1].

In der Tierhaltung wurde bis 1997 Avoparcin, welches eine Kreuzresistenz
gegenuber Vancomycin und Teicoplanin vermittelt, zur Wachstumsférderung
eingesetzt. In den Stuhlproben so behandelter Tiere wurden vermehrt vanA-Typ
E. faecium-Stamme nachgewiesen [72, 73]. Uber die Nahrungskette konnten diese
Enterokokken somit auf den Menschen Ubertragen werden. Klare et al. konnten in
diesem Zusammenhang in Stuhlproben ambulant untersuchter Patienten VRE
nachweisen [72, 75]. Andererseits wurden in Landern wie den USA, in denen
Avoparcin nicht verwendet wurde, keine VRE in Fleischprodukten oder beim
Menschen detektiert [26]. Durch das Verbot dieser Futterzusatze konnte ein
Ruckgang der Vancomycin-Resistenzen von Enterokokken bei Tieren, in tierischen

Produkten und beim Menschen verzeichnet werden [2, 7, 14, 71, 109].
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5.1.1 Vancomycin-resistente Enterokokken

Eine Vancomycin-Resistenz wurde in der vorliegenden Arbeit lediglich bei
E. faecium-Isolaten beobachtet. E. faecium ist als Hauptreservoir fir diese Resistenz
bekannt [18, 74, 145]. Bei E. faecalis sind Glycopeptid-Resistenzen weltweit jedoch
selten mit Ausnahme von Australien und Neuseeland [80].

Es wurden unter 69 E. faecium-Isolaten insgesamt nur drei VRE (4 %)
nachgewiesen. Dies korreliert mit alteren Untersuchungen aus europaischen
Landern (2001: 2,7 % [83]; 2000-2005: 5 % [13]) und speziell auch in deutschen
Krankenhausern (1994: 1,8 % [141]; 2003: 2-4 % [75]). Bei neueren Untersuchungen
wurde allerdings von hoheren Resistenzraten (2007: 10,8 % [84]; 2011-2012: 8-15 %
[78]) berichtet. Eine Erklarung fur ein niedrigeres Vorkommen von VRE in
Deutschland im Vergleich zu den USA konnte der begrenztere Einsatz von
Vancomycin bei Infektionen mit Enterokokken sein [70, 75]. Aarestrup et al.
detektierten unter den klinischen E. faecium-Isolaten keine Vancomycin-Resistenz.
Es konnte in diesem Zusammenhang ein signifikanter Unterschied zu tierischen
Isolaten ermittelt werden. In den Isolaten aus Hahnchen waren 10 %, in denen aus
Schweinen 17 % Vancomycin-resistent. Eine Begrindung daflr sei, dass
Vancomycin in Danemark selten zur Behandlung eingesetzt wirde [1].

Die Glycopeptid-Resistenz wird durch verschiedene van-Genotypen vermittelt.
Danach werden unterschiedliche Typen einer erworbenen Resistenz beschrieben
(siehe Abschnitt 1.5).

Der vanA-Typ wurde bei den VRE in mehreren Studien am haufigsten detektiert
[74, 75]. Allerdings konnte bei Untersuchungen an deutschen Krankenhausern von
2006 zu 2009 ein signifikanter Anstieg von Vancomycin-resistenten E. faecium-
Isolaten mit vanB-Typ beobachtet werden [145]. Im Jahre 2008 detektierten Klare
et al. den vanB-Typ bei 28 % der untersuchten E. faecium-Isolate und bei 0,8 % der
E. faecalis-Isolate; im Jahre 2009 bei 41,5 % der E. faecium-Isolate und bei 2,4 %
der E. faecalis-Isolate [80]. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen
europaischen Staaten wie Schweden ermittelt [127, 145].

E. faecium gilt sowohl fur den vanA-Typ als auch flur den vanB-Typ als
Hauptreservoir [80]. Inzwischen wird der vanB-Typ fast genau so haufig bei
E. faecium-Isolaten detektiert, wie der vanA-Typ [78]. Die anderen Resistenztypen

treten seltener auf und sind klinisch weniger relevant [106].

Seite 45



Unter den VRE wurde die Haufigkeit des Vorkommens der Virulenzgene ermittelt.
Das Virulenzgen esp wurde in allen drei VRE-Isolaten bestimmt (100 %). Der
signifikant erhohte Nachweis von esp unter den VRE konnte auch in anderen
Arbeiten belegt werden. So detektierte die Gruppe um Rice et al. unter VRE-Isolaten
aus verschiedenen Landern (USA, Argentinien, Belgien, Frankreich, Deutschland,
Norwegen, Saudi-Arabien, Spanien, GroRbritannien) bei 81 % das Gen esp [117].
Die Gruppe um Vankerckhoven analysierten Proben aus Australien, Belgien,
Frankreich, Deutschland, Italien, den Niederlanden, Spanien und GroRbritannien.
Dabei wiesen sie bei 77 % der untersuchten VRE-Isolate esp nach [139]. Weitere
Studien zwischen 2001 und 2003 zeigten sowohl gegenteilige Ergebnisse
[27, 36, 88] als auch eine gleiche Verteilung von esp unter Vancomycin-resistenten
und -sensiblen Isolaten [117, 150]. Werner et al. [147] konnten in Untersuchungen
von 2004 bis 2006 unter 51 VRE 26 Isolate nachweisen, die das Gen esp trugen.
Zusammen mit den 8 Isolaten, bei denen beide Gene (esp und hyl) detektiert
wurden, konnten also bei 34 von 51 (66,7 %) der VRE esp nachgewiesen werden. Im
Vergleich zu den Isolaten der vorliegenden Arbeit wurden von Werner et al. weniger
esp-positive VRE detektiert. Allerdings traf dies immerhin auf zwei Drittel zu. Die
Anzahl der von Werner et al. untersuchten Isolate war bedeutend groR3er, als in der
vorliegenden Arbeit, da hier unter 240 Enterokokken nur 3 VRE nachgewiesen
wurden.

Weiterhin konnten Werner et al. bei 12 Isolaten hyl detektieren. Zusammen mit den 8
oben genannten Isolaten, die beide Gene trugen, konnte hyl bei 20 von 51 (39,2 %)
der VRE nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Gen hyl bei
einem VRE-Isolat detektiert (33,3 %). Die Anteile sind also vergleichbar. Ein
selteneres Auftreten von hyl wurde von Vankerckhoven et al. nachgewiesen. Hier
wurde das Gen nur bei 16 % der VRE detektiert [139].

Wie oben erwahnt, konnten Werner et al. in 8 Isolaten (15,7 %) esp und hyl
nachweisen. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Kombination bei einem VRE
detektiert (33,3 %). Werner et al. konnten bei den Uberbleibenden 5 Isolaten keins
der beiden Gene nachweisen. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch mindestens
eins der beiden Gene bei jedem VRE detektiert. Allerdings wurden weniger Isolate
untersucht, wodurch sich die abweichenden Ergebnisse erklaren lassen konnten.
Vankerckhoven et al. [139] konnten auRerdem ein signifikant haufigeres Vorkommen
von esp (85 %) bei Ampicillin-resistenten VRE im Vergleich zu Ampicillin-sensiblen
(42 %) VRE detektieren. Gleiches wurde fur das Gen hyl beobachtet. Es wurde bei
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15 % der Ampicillin-resistenten VRE, aber nur bei 2 % der Ampicillin-sensiblen VRE
nachgewiesen. Beide Korrelationen von esp und hyl mit Ampicillin-resistenten VRE
konnten auch in anderen Studien aus verschiedenen europaischen Landern
(darunter Portugal, Deutschland, Grol3britannien, Frankreich, Spanien, Italien,

Osterreich, Tirkei, Schweiz, Griechenland und Polen) gezeigt werden [27, 88].

5.2 Korrelation von Antibiotikaresistenz und Virulenzgenprofil

5.2.1 E. faecium

Bei keinem der untersuchten E. faecium-lsolate wurde das Virulenzgen cylA
detektiert. Dies stimmt mit dem Ergebnis von anderen Gruppen Uberein
[13, 122, 139].

Weiterhin konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Resistenz gegen
ein bestimmtes Antibiotikum und der Detektion bestimmter Virulenzgene festgestellt
werden. Allerdings wurde ein signifikanter Zusammenhang fur E. faecium-lsolate
festgestellt, bei denen keines der getesteten Virulenzgene nachgewiesen wurde.
Diese Isolate wiesen eine HLR entweder gegenuber Streptomycin, Gentamicin oder
die Kombination aus beiden Antibiotika auf.

In anderen Arbeiten konnten Korrelationen zwischen Resistenzen gegen andere
Antibiotika und dem Vorkommen von Virulenzgenen festgestellt werden. So belegte
eine australische Gruppe um Rathnayake einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein bestimmter Virulenzgene (z.B. cylA,
esp, gelE) und einigen Antibiotikaresistenzen (Tetrazyklin, Ciprofloxacin, Gentamicin,
Ampicillin, Vancomycin, Linezolid) bei E. faecium-Isolaten [115].

Billstrom et al. [13] zeigten, dass E. faecium-lIsolate einer schwedischen Kiinik, die
das Gen esp trugen, eine hohere Resistenz gegenuber Ampicillin, Ciprofloxacin und
Imipenem aufwiesen als Isolate, bei denen dieses Gen nicht nachgewiesen wurde.
Diese Korrelation zwischen der Detektion von esp und den oben genannten
Antibiotika-Resistenzen war hochsignifikant. Dies koénnte durch die hdhere
Konjugationsrate der esp-positiven Isolate erklart werden [90].

Insgesamt konnten Billstrom et al. esp bei 56 % der untersuchten E. faecium-Isolate
nachweisen. Das Gen hyl wurde bei 4 % detektiert; alle weiteren getesteten

Virulenzgene waren nur sporadisch nachweisbar (<1 %) [13].
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In der vorliegenden Arbeit wurde esp bei 52,2 % und hyl bei 50,7 % der E. faecium-
Isolate nachgewiesen. Ein vermehrtes Vorkommen von esp konnte auch in anderen
Untersuchungen gezeigt werden (70,4 % [115], 78 % [37], 68 % [38], 65 % [139]).
Das erhéhte Vorkommen von hyl im Gegensatz zu den Ergebnissen von Billstrom et
al. korrelierte mit den Daten anderen Arbeitsgruppen (Westeuropa: 17 % [139],
Deutschland: 10/19 (53 %) [76]).

5.2.2 E. faecalis

Im Allgemeinen besitzen E. faecalis-Isolate ein breiteres Spektrum an
Virulenzfaktoren als E. faecium-Isolate [115].

In der vorliegenden Arbeit konnte bei keinem der untersuchten E. faecalis-Isolate das
Virulenzgen hyl nachgewiesen werden, allerdings wurde gelE bei den meisten
Isolaten (84,2 %) detektiert. Dies traf fur resistente sowie sensible Isolate
gleichermallen zu. Die Australier Rathnayake et al. konnten das Gen bei 64,4 % der
klinischen E. faecalis-Isolate nachweisen [115]. Jankoska et al. detektierten gelE bei
68 % der Isolate [63]. Damit sind die Inzidenzen zwar geringer, als bei den Isolaten
der vorliegenden Arbeit, aber trotzdem relativ hoch. Eine weitere Arbeit von
Johansson et al. zeigte ebenfalls ein hohes Vorkommen von gelE. Hier konnte das
Gen bei 80 % der klinischen, Endokarditis verursachenden E. faecalis-Isolate und bei
75 % der Isolate aus der Normalflora nachgewiesen werden [65]. Die Haufigkeiten
gleichen somit denen der vorliegenden Arbeit.

Das Gen esp wurde in der vorliegenden Arbeit bei 24,6 % der untersuchten
E. faecalis-Isolate nachgewiesen. Rathnayake et al. konnten esp bei 67,8 % der
Isolate und damit wesentlich haufiger detektieren [115]. In einer britischen Studie
wurde esp ebenfalls haufiger (44 %) nachgewiesen [37]. Jankoska et al. wiesen esp
bei 76 % der E. faecalis-lIsolate nach [63]. In der Arbeit von Johansson et al. ist die
Haufigkeit in klinischen Isolaten und denen aus der Normalflora jeweils mit 48 %
beschrieben [65]. Insgesamt schwanken die Inzidenzen von esp in der Literatur.
Meist waren sie jedoch hoher als in den Untersuchungen dieser Arbeit.

Die Haufigkeit von asa lag bei den E. faecalis-Isolaten bei 38 %. Johansson et al.
wiesen asal bei 80 % der klinischen Isolate und bei 72 % der Isolate aus der
Normalflora und damit weitaus haufiger nach [65]. In einer Arbeit von Coque et al.
wurde asa bei 54 % der klinischen Isolate detektiert und damit ebenfalls haufiger als

in den Isolaten der vorliegenden Arbeit [25].
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Das Gen asa1 wurde signifikant haufiger in E. faecalis-Isolaten nachgewiesen, die
resistent gegen Tetrazyklin, Erythromycin, Gentamicin HLR oder Streptomycin HLR
waren. Weiterhin trat das Virulenzgenprofil ,gelE + esp® signifikant haufiger bei den
E. faecalis-lsolaten auf, die sowohl sensibel gegenuber Erythromycin als auch gegen
die Kombination von Erythromycin mit Tetrazyklin waren. Bei Isolaten, die nur auf
Tetrazyklin sensibel reagierten, konnte dieses Virulenzgenprofil ebenfalls haufiger
detektiert werden. Allerdings wurde hierbei kein signifikanter Unterschied zu
Tetrazyklin- resistenten Isolaten nachgewiesen.

Das Virulenzgenprofil ,gelE + asa1“ wurde signifikant haufiger bei E. faecalis-Isolaten
detektiert, die resistent gegenuber Erythromycin und dessen Kombination mit
Tetrazyklin waren. Dieser Unterschied war fur Isolate, die gegen Streptomycin oder
Gentamicin sowie gegen die Kombination beider Antibiotika eine HLR zeigten, sogar
hochsignifikant.

Die Australier Rathnayake et al. konnten ebenfalls einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein bestimmter Virulenzgene und
Antibiotikaresistenzen bei E. faecalis-Isolaten nachweisen [115].

Jankoska et al. konnten einen solchen Zusammenhang bei einer Resistenz

gegentber Ampicillin, Ceftriaxon und Ciprofloxacin nicht bestatigen [63].

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Resistenzlage der untersuchten Enterokokken-Isolate des Universitatsklinikums
in Magdeburg ist mit anderen Daten vergleichbar. Es wurden hohe Resistenzraten
gegen klinisch haufig eingesetzte Antibiotika-Gruppen wie Penicilline und
Aminoglykoside detektiert. AuRerdem waren die in den Urinkulturen nachgewiesenen
Enterokokken-lsolate haufig resistent gegen die bei Harnwegsinfekten eingesetzte
kalkulierte Antibiotika-Therapie (z.B. Trimethoprim/Sulfamethoxazol). Auch gegen die
vier naher untersuchten Antibiotika waren — vor allem bei alteren Patienten — hohe
Resistenzraten detektierbar. Diese haben meist einen reduzierten Gesundheits-
sowie Immunstatus und wurden eventuell schon haufiger im Krankenhaus bzw.
schon ofter mit Antibiotika behandelt. Der resultierende Selektionsprozess kdnnte
den vermehrten Nachweis von Enterokokken mit hoheren Resistenzraten erklaren.
Vancomycin  als  Reserveantibiotikum  stellt allerdings  weiterhin  eine

Therapiealternative dar.
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Des Weiteren konnten Unterschiede bei den Resistenzraten der Patientenisolate
einzelner Stationen nachgewiesen werden. Dies lasst vermuten, dass es hier einen
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Krankheitsspektren und dem daher
eingesetzten Antibiotika-Regime gibt. Fur den Nachweis hierfur sind retrospektive
Studien denkbar, die die verwendeten Antibiotika-Schemata der Fachdisziplinen

Uberprufen.

Das Vorkommen der Virulenzgene ist ebenfalls mit anderen Arbeitsgruppen
vergleichbar. Allein das Gen asa? wurde in der vorliegenden Arbeit unter den
E. faecalis-Isolaten seltener nachgewiesen als in anderen Arbeiten. Allerdings wurde
dieses Virulenzgen signifikant haufiger bei E. faecalis-Isolaten detektiert, die resistent
gegen die genauer untersuchten Antibiotika waren. Die Aggregationssubstanz, die
durch das Gen asa? kodiert wird, beeinflusst den Austausch von Plasmiden unter
den Enterokokken. Da sich auf den Plasmiden auch Resistenzgene befinden
konnen, ware dies eine mogliche Erklarung flir das gehaufte Vorkommen von asa?
bei bestimmten Antibiotika-Resistenzen.

FiUr E. faecium-Isolate ist das Fehlen der untersuchten Virulenzgene bei HLR gegen
Gentamicin, Streptomycin und der Kombination beider Antibiotika haufiger.
Womdglich beeinflusst das Vorhandensein der exprimierten Virulenzfaktoren den
Selektionsprozess der Enterokokken. Um diesen Prozess genauer untersuchen zu

konnen, waren allerdings weitere Studien erforderlich.
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6 Zusammenfassunq

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Resistenzlage und dem Vorkommen
bestimmter Virulenzgene bei Enterokokken-Spezies am Universitatsklinikum
Magdeburg im Zeitraum von Marz bis September 2010. Es wurden 171 E. faecium-
und 69 E. faecalis-Isolate untersucht, die routinemalflig aus Urinproben von Patienten
der verschiedenen Kliniken des Universitatsklinikums angezichtet wurden.

Fir E. faecium wurden mittels VITEK® 2-System phanotypisch mehr Resistenzen
nachgewiesen als fur E. faecalis. VRE wurden nur bei E. faecium detektiert.

Die Antibiotika-Resistenzen gegenuber Tetrazyklin, Erythromycin, Gentamicin HLR
und Streptomycin HLR wurden genauer betrachtet. Bei den E. faecium-Isolaten
wiesen 30,4 % eine Resistenz gegenuber Tetrazyklin, 97,1 % gegenuber
Erythromycin, 38,2 % eine HLR gegenlber Gentamicin und 66,2 % gegeniber
Streptomycin auf. Fur E. faecalis-Isolate wurden die Resistenzraten in gleicher Weise
detektiert: 82,5 %, 52,6 %, 39 % und 44 %. Fur die Isolate der Patienten aus den
verschiedenen Kliniken gab es kaum Abweichungen von diesen durchschnittlichen
Resistenzraten.

Weiterhin wurde die Haufigkeit des Auftretens der Gene asa1, cylA, gelE, esp und
hyl mittels PCR untersucht. Fur E. faecium-lsolate wurden folgende Haufigkeiten
detektiert: esp: 52,2 %, hyl: 50,7 %, gelE: 2,9 %, asal: 2,9 %, cylA: 0 %. Die
Haufigkeiten der E. faecalis-Isolate unterscheiden sich meist deutlich: esp: 24,6 %,
hyl: 0 %, gelE: 84,2 %, asa1: 38 %, cylA: 8,2 %. Das Vorkommen dieser Gene wurde
ebenfalls fur Isolate von Patienten aus den einzelnen Kliniken miteinander
verglichen.

Letztendlich wurde nach einem moglichen Zusammenhang der Antibiotika-
resistenzen und dem Virulenzgenvorkommen gesucht. Fur E. faecium-lsolate wurde
gezeigt, dass bei signifikant mehr resistenten Isolaten gegenuber Gentamicin HLR,
Streptomycin HLR oder deren Kombination keines der Virulenzgene detektiert wurde.
Flr E. faecalis-Isolate war das Auftreten von asa? (gesamt) signifikant haufiger bei
resistenten Isolaten nachzuweisen. Des Weiteren wurde das Profil ,gelE + asaf1”
signifikant haufiger bei Resistenzen gegenuber Erythromycin, Gentamicin HLR,
Streptomycin HLR und den Kombinationen aus Tetrazyklin + Erythromycin und
Gentamicin HLR + Streptomycin HLR detektiert. Das Profil ,gelE + esp“ wurde
hingegen signifikant haufiger bei E. faecalis-Isolaten nachgewiesen, die entweder

gegenuber Erythromycin oder dessen Kombination mit Tetrazyklin sensibel waren.
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11 Anhang

11.1 SPSS-Tabellen fur signifikante Unterschiede bei E. faecium-lsolaten

Virulenzgenprofil ,keine“ * GNH

Kreuztabelle Sl
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 10 3 13
% der Gesamtzahl 14,7% 4,4% 19,1%
nein Anzahl 16 39 55
% der Gesamtzahl 23,5% 57,4% 80,9%
Gesamt Anzahl 26 42 68
% der Gesamtzahl 38,2% 61,8% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 10,187° 1 ,001
Kontinuitétskorrektur® 8,262 1 ,004
Likelihood-Quotient 10,096 1 ,001
Exakter Test nach Fisher ,003 ,002
Anzahl der giiltigen Félle 68

a. 1 Zellen (25,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Virulenzg_;enprofil »keine“ * STR

erwartete Haufigkeit ist 4,97.

Kreuztabelle STR
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 12 1 13
% der Gesamtzahl 17,6% 1,5% 19,1%
nein Anzahl 33 22 55
% der Gesamtzahl 48,5% 32,4% 80,9%
Gesamt Anzahl 45 23 68
% der Gesamtzahl 66,2% 33,8% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 4,903% 1 ,027
Kontinuitétskorrektur® 3,566 1 ,059
Likelihood-Quotient 5,938 1 ,015
Exakter Test nach Fisher ,047 ,023
Anzahl der giiltigen Falle 68

a. 1 Zellen (25,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 4,40.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
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Virulenzgenprofil rkeine“ * GNH+STR

Kreuztabelle GNH+STR
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 10 1 11
% der Gesamtzahl 22,2% 2,2% 24,4%
nein Anzahl 14 20 34
% der Gesamtzahl 31,1% 44,4% 75,6%
Gesamt Anzahl 24 21 45
% der Gesamtzahl 53,3% 46,7% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 8,259% 1 ,004
Kontinuitétskorrektur® 6,382 1 ,012
Likelihood-Quotient 9,411 1 ,002
Exakter Test nach Fisher ,005 ,004
Anzahl der giiltigen Félle 45

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 5,13.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

11.2 SPSS-Tabellen fiir signifikante Unterschiede bei E. faecalis-Isolaten

Virulenzgenprofil ,asal gesamt“ *TET

Kreuztabelle asat
n p Gesamt
TET R 82 59 141
23 6 29
Gesamt 105 65 170
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 4,558 1 ,033
Kontinuitétskorrektur® 3,706 1 ,054
Likelihood-Quotient 4,901 1 ,027
Exakter Test nach Fisher ,037 ,024
Anzahl der gliltigen Falle 170

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

Seite

69

Die minimale erwartete Haufigkeit ist 11,09.




Virulenzgenprofil »asal gesamt“ * ERY

Kreuztabelle asai
n p Gesamt

ERY R 45 45 90

39 15 54
Gesamt 84 60 144

Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson 6,857° 1 ,009
Kontinuitétskorrektur® 5,973 1 015
Likelihood-Quotient 7,030 1 ,008
Exakter Test nach Fisher ,009 ,007
Anzahl der giiltigen Félle 144

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

Virulenzgenprofil ,,CYIA gesamt“ * ERY

Die minimale erwartete Haufigkeit ist 22,50.

Kreuztabelle cylA
n p Gesamt
ERY R 77 13 90
53 1 54
Gesamt 130 14 144
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 6,098° 1 ,014
Kontinuitétskorrektur® 4,747 1 ,029
Likelihood-Quotient 7,563 1 ,006
Exakter Test nach Fisher ,017 ,010
Anzahl der giiltigen Falle 144

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet
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Virulenzgenprofil ,,geIE + asa1“ * ERY

Kreuztabelle ERY
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 33 10 43
% der Gesamtzahl 22,9% 6,9% 29,9%
nein Anzahl 57 44 101
% der Gesamtzahl 39,6% 30,6% 70,1%
Gesamt Anzahl 90 54 144
% der Gesamtzahl 62,5% 37,5% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 5,307% 1 ,021
Kontinuitatskorrektur® 4,476 1 ,034
Likelihood-Quotient 5,550 1 ,018
Exakter Test nach Fisher ,024 ,016
Anzahl der giiltigen Félle 144

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 16,13.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Virulenzgenprofil ,,geIE + esp“ * ERY

Kreuztabelle ERY
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 2 7 9
% der Gesamtzahl 1,4% 4,9% 6,3%
nein Anzahl 88 47 135
% der Gesamtzahl 61,1% 32,6% 93,8%
Gesamt Anzahl 90 54 144
% der Gesamtzahl 62,5% 37,5% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 6,645° 1 ,010
Kontinuitatskorrektur® 4,938 1 ,026
Likelihood-Quotient 6,496 1 ,011
Exakter Test nach Fisher ,027 ,014
Anzahl der gultigen Falle 144

a. 1 Zellen (25,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 3,38.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
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Virulenzg_jenprofil »esp + cylA“ * ERY

Kreuztabelle ERY
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 9 0 9
% der Gesamtzahl 6,3% ,0% 6,3%
nein Anzahl 81 54 135
% der Gesamtzahl 56,3% 37,5% 93,8%
Gesamt Anzahl 90 54 144
% der Gesamtzahl 62,5% 37,5% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 5,760° 1 ,016
Kontinuitatskorrektur® 4,180 1 ,041
Likelihood-Quotient 8,817 1 ,003
Exakter Test nach Fisher ,014 ,012
Anzahl der giiltigen Félle 144

a. 1 Zellen (25,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 3,38.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

Virulenzgenprofil ,asal gesamt“ *TET + ERY

Kreuztabelle asat
n p Gesamt
TET+ R 44 43 87
ERY s 19 4 23
Gesamt 63 47 110
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 7,628° 1 ,006
Kontinuitétskorrektur® 6,375 1 012
Likelihood-Quotient 8,307 1 ,004
Exakter Test nach Fisher ,008 ,005
Anzahl der giiltigen Falle 110

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 9,83.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet
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Virulenzgenprofil ,,geIE + asa1“ * TET+ERY

Kreuztabelle TET-ERY
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 31 3 34
% der Gesamtzahl 28,2% 2,7% 30,9%
nein Anzahl 56 20 76
% der Gesamtzahl 50,9% 18,2% 69,1%
Gesamt Anzahl 87 23 110
% der Gesamtzahl 79,1% 20,9% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 4,346° 1 ,037
Kontinuitétskorrektur® 3,353 1 ,067
Likelihood-Quotient 4,909 1 ,027
Exakter Test nach Fisher ,044 ,029
Anzahl der giiltigen Félle 110

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 7,11.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Virulenzg_;enprofil ,,geIE + esp“ * TET+ERY

Kreuztabelle TETERY
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 2 4 6
% der Gesamtzahl 1,8% 3,6% 5,5%
nein Anzahl 85 19 104
% der Gesamtzahl 77,3% 17,3% 94,5%
Gesamt Anzahl 87 23 110
% der Gesamtzahl 79,1% 20,9% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 8,035° 1 ,005
Kontinuitatskorrektur® 5,375 1 ,020
Likelihood-Quotient 6,273 1 ,012
Exakter Test nach Fisher ,017 ,017
Anzahl der gultigen Falle 110

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,25.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
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Virulenzgenprofil »asal gesamt“ *GNH

Kreuztabelle asai
n p Gesamt

GNH R 33 33 66

72 31 103
Gesamt 105 64 169

Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson 6,772° 1 ,009
Kontinuitatskorrektur® 5,953 1 015
Likelihood-Quotient 6,735 1 ,009
Exakter Test nach Fisher ,014 ,007
Anzahl der giiltigen Félle 169

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 24,99.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Virulenzgenprofil ,,geIE + asa?1“ * GNH

Kreuztabelle Shla
R S Gesamt
Profil ja Anzanhl 29 16 45
% der Gesamtzahl 17,2% 9,5% 26,6%
nein Anzahl 37 87 124
% der Gesamtzahl 21,9% 51,5% 73,4%
Gesamt Anzahl 66 103 169
% der Gesamtzahl 39,1% 60,9% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 16,613° 1 ,000
Kontinuitétskorrektur® 15,190 1 ,000
Likelihood-Quotient 16,390 1 ,000
Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Anzahl der giiltigen Falle 169

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 17,57.

b. Wird nur fur eine 2x2-Tabelle berechnet
genauer Wert: 7.1421231678091E-5
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Virulenzgenprofil ,,geIE + asal + esp“ * GNH

Kreuztabelle Sl
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 1 12 13
% der Gesamtzahl ,6% 7,1% 7,7%
nein Anzahl 65 91 156
% der Gesamtzahl 38,5% 53,8% 92,3%
Gesamt Anzahl 66 103 169
% der Gesamtzahl 39,1% 60,9% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 5,819% 1 ,016
Kontinuitatskorrektur® 4,480 1 ,034
Likelihood-Quotient 7,158 1 ,007
Exakter Test nach Fisher ,017 ,012
Anzahl der giiltigen Félle 169

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 5,08.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Virulenzgenprofil ,asal gesamt“ *STR

Kreuztabelle asat
n p Gesamt
STR R 35 39 74
69 25 94
Gesamt 104 64 168
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 11,9672 1 ,001
Kontinuitétskorrektur® 10,885 1 ,001
Likelihood-Quotient 12,023 1 ,001
Exakter Test nach Fisher ,001 ,000
Anzahl der giiltigen Falle 168

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 28,19.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet
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Virulenzgenprofil ,,geIE + asa1“ * STR

Kreuztabelle STR
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 31 14 45
% der Gesamtzahl 18,5% 8,3% 26,8%
nein Anzahl 43 80 123
% der Gesamtzahl 25,6% 47,6% 73,2%
Gesamt Anzahl 74 94 168
% der Gesamtzahl 44,0% 56,0% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 15,389° 1 ,000
Kontinuitatskorrektur® 14,044 1 ,000
Likelihood-Quotient 15,502 1 ,000
Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Anzahl der giiltigen Félle 168

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 19,82.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
genauer Wert: 1.0644760668963351E-4

Virulenzgenprofil ,,asa? gesamt“ * GNH + STR

Kreuztabelle asat
n p Gesamt
GNH+ R 25 29 54
STR s 61 21 82
Gesamt 86 50 136
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 11,054° 1 ,001
Kontinuitétskorrektur® 9,878 1 ,002
Likelihood-Quotient 11,023 1 ,001
Exakter Test nach Fisher ,001 ,001
Anzahl der giiltigen Falle 136

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 19,85.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet
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Virulenzg_;enprofil ,,geIE + asa1“ * GNH + STR

Kreuztabelle GNH+STR
R S Gesamt
Profil ja Anzahl 27 12 39
% der Gesamtzahl 19,9% 8,8% 28,7%
nein Anzahl 27 70 97
% der Gesamtzahl 19,9% 51,5% 71,3%
Gesamt Anzahl 54 82 136
% der Gesamtzahl 39,7% 60,3% 100,0%
Asymptotische Exakte Exakte
Chi-Quadrat-Tests Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (2-seitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 19,910° 1 ,000
Kontinuitatskorrektur® 18,219 1 ,000
Likelihood-Quotient 19,856 1 ,000
Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Anzahl der giiltigen Félle 136

a. 0 Zellen (,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
genauer Wert: 1.3625353115953225E-5
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11.3 Rohdaten von E. faecium und E. faecalis
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