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Einleitung

Vancomycin-resistente-Enterokokken (VRE) gehoren zu den in Deutschland ge-
mifR § 23 Abs. 4 zu erfassenden Bakterien und werden in vielen Kliniken in
Deutschland mittlerweile hiufig beobachtet. Dies kann zunichst als Zeichen
erhohter Wachsambkeit (awareness) und eine Herausforderung fiir das Hygiene-
management gedeutet werden. Weniger klar ist Umfang und Art des klinischen
Problems, das sich hinter dieser Beobachtung verbirgt. Der vermehrte Nachweis
von VRE in den Einrichtungen ist auch am Nationalen Referenzzentrum (NRZ)
fur Staphylokokken und Enterokokken zu bemerken, wie z.B. an (i) bestindig
steigenden VRE-Einsendezahlen und (ii) einem hohen Bedarf an Typisierungen
(ca. 60% der Einsendungen an das NRZ); letzteres ist nahezu gleichbedeutend
mit einem Verdacht auf Transmissionen/Cluster von Infektionen und Besied-
lungen in betroffenen Einrichtungen (gehiuftes Auftreten/,Ausbriiche). In
den Einsendungen an das NRZ beobachten wir zudem einen Anstieg an Iso-
laten mit Resistenzen gegen Reserveantibiotika wie Linezolid, Tigecyclin und/
oder Daptomycin, z.T. auch aus lokalen Hiufungen.

VRE-Resistenzraten
Fiir die Diagnostik von VRE stehen in Deutschland standardisierte Verfahren
zur Verfiigung. Die so gewonnenen Daten flieflen zu einem relevanten Anteil in
die Antibiotika-Resistenz-Surveillance (ARS) am Robert Koch-Institut (RKI) ein
(https://ars.rki.de).

In einer Analyse dieser Daten fiir diesen Bericht, liegt der Anteil Vancomycin-
resistenter Enterococcus(E.)-faecium-Isolate aus Krankenhidusern bei 12,9 %
(95 % Konfidenzintervall [KI]: 11,6 —14,4 %). Hierbei muss beachtet werden, dass
Enterococcus-spp.-Isolate (spp.; Spezies) in diesem Erfassungssystem oft nur bei
Vorliegen klinisch bedeutsamer Erkrankungen ausdifferenziert werden (z. B. bei
Sepsisverdacht). Diese selektive Differenzierung kénnte zu einer Uberschitzung
des Anteils der vorhandenen Resistenz vor allem gegen Vancomycin fiithren.
Eine Beschrinkung der Analyse auf Labore, die > 95% aller Enterococcus-spp.-
Isolate differenzieren, ergibt allerdings ebenfalls einen Vancomycin-Resistenz-
anteil von 12,5% (95% KI: 10,5-14,8 %). Eine Analyse aller Isolate aus Blutkul-
turen, die generell weiter differenziert werden, zeigt ein vergleichbares Ergeb-
nis (1,9 %, 95% KI: 9,7—14,6 %). Eine Aufschliisselung der Blutkulturen nach
regionaler Verteilung ergab keine gleichmifliige Verbreitung, sondern zeigte
regionale Unterschiede mit hoheren Resistenzanteilen im Stiden von Deutsch-
land sowie zeitliche und raumliche Hiufungen von VRE-Blutstrominfektionen
in einzelnen Kliniken.

Da sich die Zahl der in ARS erfassten Krankenhiuser von Jahr zu Jahr dndert,
miissen longitudinale Untersuchungen auf Krankenhiuser beschrinkt werden,
fur die innerhalb des Beobachtungszeitraums fortlaufend Daten vorhanden
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sind. Enterococcus-faecium-Isolate aus 137 Krankenhiu-
sern, fiir die von 2012—-2016 kontinuierlich Daten vorhan-
den waren, zeigten bei 14,2% (95% KI: 11,0-16,9 %) eine
Vancomycin-Resistenz. Bei der Betrachtung aller Isolate
lasst sich von 2014 —2016 ein leicht ansteigender Trend des
prozentualen Anteiles erkennen, der jedoch nicht in den
beiden in Tabelle 1 dargestellten Subgruppen (Blutkulturen
und ausgewihlte Labore) auftritt. Dies muss in den nichs-
ten Jahren weiter verfolgt werden. Insgesamt hat allerdings
die Zahl der E.-faecium-Isolate von 2012 —2016 um fast 50 %
zugenommen, so dass auch ohne Anderung der Resistenz-
rate fiir Vancomycin im klinischen Alltag hiufiger mit dem
Nachweis von VRE zu rechnen ist. Dies entspricht auch der
landesweiten Wahrnehmung vieler Fachleute und Daten
anderer Erhebungsinstrumente wie SARI (Surveillance der
Antibiotikaanwendung und Resistenzen auf Intensivstatio-
nen — SARIL: http://sari.eu-burden.info/rr.php).

In SARI werden u.a. VRE-Raten auf deutschen Intensivsta-
tionen erfasst. Hier zeigt sich fiir VRE ein kontinuierlicher
Anstieg seit einigen Jahren. Gerechnet auf eine andere Be-
zugsgrofle — VRE/1.000 Patiententage — belegen die SARI-
Daten fiir VRE in diesem Zeitraum eine steigende Hiufig-
keit mit einer signifikant erhohten Pravalenz von VRE auf
Intensivstationen von Kliniken aus der Mitte Deutschlands,
insbesondere in den Bundeslindern Nordrhein-Westfalen,
Hessen, Thiringen und Sachsen.!

Die europiische EARS-Net Resistenzsurveillance (EARS-
Net = European Antimicrobial Resistance Surveillance Net-
work) erfasst u.a. die Vancomycin-Resistenz bei E.-fae-
cium-Blutkulturisolaten. Fiir Deutschland zeigt sich in
den zu EARS-Net tibermittelten Daten fiir den Zeitraum
2012—-2015 eine Abnahme der Resistenzrate; der Anteil lag
zuletzt mit ca. 10 % allerdings weiterhin tiber dem europi-
ischen Durchschnitt (2012: 16,2 %; 2013: 14,5%; 2014: 9,1%;
2015: 10,2 %). Hierbei ist allerdings zu beachten, dass im
Vergleich zu den oben dargestellten Auswertungen nur Da-
ten bis 2015 einfliefen und keine Beschrinkung auf fiir den
Beobachtungszeitraum kontinuierlich Daten liefernde Ein-
richtungen erfolgt. Resistenzerhebungen wie jene der Paul-
Ehrlich-Gesellschaft fiir Chemotherapie e. V., PEG (www.p-
e-g.de/econtext/resistenzdaten) liefern ebenfalls VRE-

Raten, haben allerdings gemifs ihres Dreijahresrhythmus
fiir die Zeit nach 2013 noch keine aktuellen Zahlen aus zu-
riickliegenden Jahren. Im Jahr 2013 waren bei der Vanco-
mycin-Resistenz von E. faecium ansteigende Raten (16,6 %)
verglichen mit den Zahlen aus 2010 (12,6 %) zu beobachten.

Resistenz gegen Reserveantibiotika

Weder Resistenzsurveillance-Systeme noch -Studien in
Deutschland (ARS, PEG-Studien, Antibiotika-Resistenz-
Monitoring [ARMIN] in Niedersachsen: www.nlga.nieder-
sachsen.de/infektionsschutz/armin_resistenzentwicklung/
armin_interaktiv/) nehmen derzeit einen Trend der Re-
sistenzen bei wichtigen Reservesubstanzen wie Linezolid,
Tigecyclin und/oder Daptomycin bei VRE oder E. faecium
wahr. Zu bemerken ist hierbei, dass Daptomycin nicht in
der Routine getestet wird, so dass die ARS-Daten hierzu kei-
ne Aussage zulassen. Auf diesen Punkt wird weiter unten
eingegangen. Bei der European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) wird zudem fiir Enterokok-
ken kein klinischer Grenzwert fiir Daptomycin angegeben,
so dass man sich hier im Bedarfsfall nur am epidemiological
cut-off value (ECOFF) orientieren kann (https://mic.eucast.
org/Eucast2/SearchController/search.jsp?action=init).

Im NRZ wurden in den Jahren 2015 und 2016 insgesamt
3.137 Enterokokken-Isolate bearbeitet (2015: 1.281; 2016:
1.850), die uns von 123 Einsendern aus Deutschland zur Be-
arbeitung zugesandt wurden (2016; plus 3 Einsendungen
aus dem europdischen Ausland). Dies entspricht einer Ver-
doppelung der Einsendezahlen zwischen 2014 (n = 970)
und 2016 (n =1.8506).

Die hiufigsten diagnostischen Anfragen zu den an das
NRZ eingesandten Isolaten waren: (i) eine Bestitigung der
Glycopeptid-Resistenz bzw. des Glycopeptid-Resistenztyps
(vanA, vanB; ggf. weitere Glycopeptid-Resistenzgene);
(ii) eine Bestimmung und/oder Bestitigung von Resis-
tenzen gegen Reserveantibiotika (Linezolid, Tigecyclin, z.T.
auch Daptomycin) sowie (ii) eine Anfrage nach klonaler
Verwandtschaft mehrerer Isolate. Genotypisierung wird
hierbei aufgrund eines Verdachts eines méglichen gehiuf-
ten Auftretens verwandter Isolate von zumeist E.-faecium-
VRE-Isolaten (,Ausbruch) in einem steigenden Mafie in

gesamt nur Blutkulturen Ausgewihlte Labore”
(137 Krankenhiuser) (114 Krankenhéuser) (18 Krankenhéuser)
n (Isolate) VAN-R n (Isolate) VAN-R n (Isolate) VAN-R
15,0% 15,2% 14,3%
2012 4.387 (11,7219,1%) s (10,6-21,3%) = (7,9-24,5%)
14,1% 14,4% 10,2%
2013 5.400 (1,1-17,7%) LR (9,2-21,8%) LAY (7,2-14,3%)
12,1% 12,2% 15,6%
Ak £ (10,1-14,3%) ey (8,2-17,7%) e (10,8-22,0%)
13,2% 14,5% 15,1%
Al e (10,0-17,3%) 339 (8,4-23,8%) LS (7,4-28,4%)
18,8% 13,4% 18,0%
b 6430 (15,3-23,0%) 206 (8.9-19,9%) 1158 (8,6-34,1%)

Tab. 1: Vancomycin-Resistenz bei E.-faecium-Isolaten von stationidr aufgenommenen Patienten in deutschen Krankenhiusern (Isolate von 2012-2016

durchgehend an ARS teilnehmenden Krankenhausern)

* nur Isolate aus Laboren, die > 95% der Enterococcus-spp.-Isolate ausdifferenzieren. VAN-R, Vancomycinresistenz
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Enterokokken-Einsendungen und durchgefiihrte 2015 2016
Untersuchungen
Anzahl aller bearbeiteten Isolate 1.281 1.856
Anzahl der durchgefiihrten Untersuchungen
Phinotypische Identifizierung als 1.280 1.856
Speziesbestitigung
Genotypische Identifizierung (PCR) zur 162 1.856
Speziesbestitigung
Resistenzbestimmung mittels Mikrobouillon- 1.281 1.856
verdiinnungstest
Resistenzbestimmung mittels Etest® 308 173
(Bestatigungstest)
Multiplex-PCR fiir vanA, vanB 1.305 1.938
(und zusitzliche van-Gene)
PCR fiir cfr 134 119
Multiplex-PCR fiir esp, hyl (Virulenzmarker) 1.281 1.856
und IS76
Genotypisierung mittels Makrorestriktions- 527 1.080
analyse (PFGE)
Multilocus-Sequenztypisierung 49 110

Tab. 2: Ubersicht der Enterokokken-Einsendungen und der durchgefiihrten
Untersuchungen (2015-2016)

Anspruch genommen. Bei wenigen Einsendungen stand
die Klirung der genauen Enterokokken-spp. im Vorder-
grund, die gegebenenfalls bei unklarem, biochemischem
Ergebnis mittels rDNS-Sequenzierung ermittelt wurde. Im
NRZ werden routinemifig alle Enterokokken-Isolate bis
zur Speziesebene differenziert, bis Ende 2015 erfolgte dies
biochemisch, ab 2016 mittels Spezies-spezifischer PCR
(s. Tab. 2). Tabelle 2 stellt eine Ubersicht zu den 2015 und

2016 im NRZ erhaltenen Enterokokken-Einsendungen
und den damit durchgefithrten phianotypischen und mole-
kularen Untersuchungen vor.

Die tuiberwiegende Zahl der Stimme sind E. faecium
(93—95%) gefolgt von E. faecalis (4—7 %) und je anteilig
<1% von VanC-Typ-Enterokokken (E. gallinarum, E. casseli-
flavus) und Vertretern anderer Spezies (E. avium/pseudoavi-
um, E. hirae, E. durans, E. gilvus, u.a.). Die meisten Einsen-
dungen waren VRE (87 %; n = 2.735), die in erster Linie der
Spezies E. faecium (n = 2.674; 98 %) zuzuordnen waren.

Aufbau und Pflege eines Netzwerkes einsendender
diagnostischer Einrichtungen

Das NRZ bekam 2015 und 2016 von 123 klinisch-mikrobio-
logischen Laboren aus allen Bundeslindern Stimme ein-
gesandt. Aus weiteren Laboren aus dem Ausland erhielten
wir Referenzstimme bzw. einzelne Isolate zur Bestitigung.

Klinische Disziplinen und Materialien, in bzw. aus denen
Enterokokken-Stimme isoliert wurden

In den Jahren 2015 und 2016 wurden 3.137 Enterokokken,
darunter 2.735 Einsendungen als VRE eingesandt. Diese
VRE-Isolate waren zumeist (> 95%) E. faecium und wur-
den bei Infektionen und Besiedlungen von Patienten vor
allem aus den intensivmedizinischen Stationen (beson-
ders der Chirurgie), aus der Inneren Medizin und aus der
Himatologie/Onkologie als den hauptsichlichen Risikobe-
reichen fiir VRE isoliert (s. Tab. 3).

Klinische Disziplin 2015 (n/%) 2016 (n/%)
Ambulanter Bereich 27 2,1 54 2,91
Anisthesie 28 2,2 18 0,97
Chirurgie 46 3,6 159 8,57
Dermatologie 1 0,1 1 0,05
Dialyse 3 0,2 2 0,11
Geriatrie 39 3,0 47 2,53
Gynikologie 3 0,2 7 0,38
Hamatologie/Onkologie 64 5,0 143 7,70
Herzchirurgie 30 2,3 15 0,81
HNO 1 0,1 3 0,16
Innere Medizin 163 12,7 219 11,80
ITS, interdisziplindre 171 13,4 126 6,79
ITS, Chirurgie 191 14,9 232 12,50
ITS, Innere Medizin 112 8,7 224 12,07
ITS, Transplant.-Chirurgie 9 0,7 4 0,22
Neonatologie 32 2,5 7 0,38
Nephrologie/Urologie 39 3,1 63 3,39
Neurochirurgie/Neurologie 55 43 77 4,15
Orthopédie 13 1,0 37 1,99
Pidiatrie 5 0,4 8 0,43
Psychiatrie 2 0,2 1 0,05
Rehabilitation 91 7,1 58 3,13
Unfallchirurgie 17 1,3 6 0,32
Andere 139 10,9 345 18,59
Summe 1.281 100,0 1.856 100,00

Tab. 3: Auftreten von 3.137 Einsendungen von Enterokokken (zumeist E. faecium/VRE) aus Infektionen und Besiedlungen bei Patienten in Gesundheitsein-

richtungen, aufgeschliisselt alphabetisch nach klinischen Disziplinen
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Materialart 2015 (n/%) 2016 (n/%)
Abstrich (alle) 119 9,3 248 13,4
Biopsie 8 0,6 15 0,8
Blutkultur 862 6,7 95 5,1
Bronchiallavage (BAL) 9 0,7 9 0,5
Drainage 16 1,2 15 0,8
Hautabstrich 2 0,2 8 0,4
Katheter (Harnweg) 1 0,1 11 0,6
Katheterspitze (ZVK) 17 1,3 17 0,9
Punktat 27 2,1 31 1,7
Rektalabstrich/Stuhl 529 413 308 43,5
Sekret (alle) 4 0,3 11 0,6
Trachealsekret 12 0,9 15 0,8
Urin (Katheterurin) 56 4,4 78 4,2
Urin (MSU) 193 15,1 228 12,3
Wundabstrich 118 9,2 138 7,4
andere/unbekannt 84 6,6 129 7,0
Summe 1.281 100,0 1.856 100,0

Tab. 4: Klinische Materialien, aus denen Enterokokken (zumeist E. faecium/VRE) bei infizierten /besiedelten Krankenhaus-Patienten 2015 und 2016 isoliert

wurden

2 Zehn E. faecium aus Blutkulturen 2015 resultierten aus einer Kooperation mit dem St.-Vincents-Krankenhaus, Dublin, Irland.

Als Bestandteil der natiirlichen Flora des Darmes stamm-
ten die Einsendungen von Enterokokken bzw. VRE vor
allem aus Stuhlproben/Rektalabstrichen (42,6 %), gefolgt
von Isolaten aus Urin (Mittelstrahlurin [MSU], Katheter-
Urin) und Abstrichen (ohne nihere Bezeichnung seitens
der Einsender). Isolate aus Blutkulturen und Wundabstri-
chen machten (5,8%) bzw. (8,1%) aus (s. Tab. 4).

Spezies und Glycopeptid-Resistenztypen der im NRZ
bearbeiteten Enterokokken-Einsendungen

In den Jahren 2015 und 2016 haben sich innerhalb der
Enterokokken-Einsendungen an das NRZ die prozentualen
Anteile von vanA- bzw. vanB-positiven E.-faecium-Isolaten
umgekehrt; 2016 sind erstmals deutlich mehr VanB-VRE
(n = 836, 45%) als VanA-VRE (n = 682, 37%) eingesandt
worden (s. Tab. 5). Dies bedeutet, dass bei gleichzeitig stei-

genden VRE-Zahlen insgesamt in den letzten Jahren der
allgemeine Anstieg grofitenteils durch ein erhdhtes Auftre-
ten von vanB-Typ-VRE begriindet ist. Die Ursache dieses
vermehrten Aufiretens vanB-positiver E.faecium-Stimme
in deutschen (und anderen europiischen) Kliniken ist
noch unklar, und wird am NRZ weiter untersucht. Unter
anderen ist erkennbar, dass bestimmte Stammlinien von
VanB-VRE hier iiberproportional erfolgreich verbreitet sind
(s. MLST-Typisierung von Blutkulturisolaten).

Einsendungen anderer VRE, die seltene Spezies oder die
sehr seltene, andere van-Varianten betreffen, bleiben nach
wie vor die Ausnahme. E.-gallinarum- oder E.-casseliflavus-
Stimme werden uns meist nur eingesandt, wenn sie wi-
derspriichliche diagnostische Resultate liefern, die hiufig
mit dem zusitzlichen Erwerb uibertragbarer Resistenz-

Spezies (Glycopeptid-Resistenztyp) 2015 (n/%) 2016 (n/%)
E. faecium (vanA) 594 (46,4) 682 (36,8)
E. faecium (vanB) 511 (39,9) 836 (45,1)
E. faecium (vanA + vanB) 15 (1,1) 36 (1,9)
E. faecium (van-neg.) 96 (7,5) 170 (9,2)
E. faecalis (vanA) 5 (0,4) 7 (0,4)
E. faecalis (vanB) 20 (1,5) 10 (0,5)
E. faecalis (van-neg.) 31(2,4) 101 (5,4)
E. gallinarum (vanCT) 2 (0,2) 7 (0,4)
E. gallinarum (vanCT + vanA/vanB)? 1(0,1) 1(0,1)
E. casseliflavus (vanC2) 4 (0,3) 1(0,1)
E. casseliflavus (vanC2 + vanA/vanB)? 0 (0,0) 1(0,1)
andere 2 (0,2) 4(0,2)
Summe 1.281 (100) 1.856 (100)

Tab. 5: Spezies-Identifizierung und Glycopeptid-Resistenztypen der Enterokokken-Einsendungen (2015-2016)

2Seltene Isolate von E. gallinarum/casseliflavus, die neben ihrer natiirlichen vanC1- bzw. vanCa-kodierten low-level Vancomycin-Resistenz zusitzlich ein
vanA- bzw. ein vanB-Gencluster erworben haben und dadurch (hoch)resistent gegen Vancomycin und Teicoplanin (bei vanA-Erwerb) bzw. nur gegen Van-

comycin (bei vanB-Erwerb) sind.
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gene vom vanA- oder vanB-Typ assoziiert waren und dann
hochresistent gegen Vancomycin (vanA und vanB) und
Teicoplanin (vanA) erscheinen (s. Tab. 5, S. 522). Dariiber
hinaus erhielten wir 2015 ein Isolat mit dem Verdacht auf
Linezolid-Resistenz aus einem deutschen Krankenhaus,
welches sich im MALDI TOF MS und in der Sequenzie-
rung iiber die 16S rDNA als Enterococcus gilvus erwies. Die
Linezolid-Resistenz lief sich nicht bestitigen. Im Jahr 2016
erhielten wir von zwei unterschiedlichen Einsendern je ein
Vancomycin-resistentes Isolat mit nachweisbarer VanD-
Resistenz, wobei es sich um je einen E. faecalis und einen
Enterococcus avium handelte.

Antibiotikaresistenzen vanA- bzw. vanB-positiver E. faecium
Ko-Resistenzen bei vanA- bzw. vanB-positiven E.-faecium-
Isolaten aus den Einsendungen an das NRZ in den Jahren
2015 und 2016 gegen 17 verschiedene Antibiotika sind in
Tabelle 6 dargestellt (Einschitzung nach EUCAST-Grenz-
werten bzw. ECOFF-Werten; s. www.eucast.org/). Nahezu
alle E.-faecium VRE sind ebenso Ampicillin-/Penicillin-
resistent und ,hochresistent gegen Ciprofloxacin (mini-
male Hemmstoftkonzentration; MHK > 16 mg/1). Auffillig
sind vor allem die in den letzten Jahren gestiegenen Resis-
tenzraten gegen die Reserveantibiotika Linezolid (4-7 %)
und Tigecyclin (ca. 1%). Mehr als die Hilfte der Einsen-
dungen an Linezolid-resistenten E.-faecium-Isolaten war

2016 erstmalig Vancomycin-resistent (s. ff.). Daptomycin-
Nichtempfindlichkeit bleibt bei VRE-Einsendungen an das
NRZ selten, obwohl bekannt ist, dass diese Stimme auch
in Deutschland auftreten.? Seit 2016 testen wir nicht mehr
Quinupristin/Dalfopristin (die Substanz ist seit lingerem
in Deutschland nicht mehr verfiigbar).

Antibiotikaempfindlichkeiten von E. faecium gegen
Linezolid, Tigecyclin und Daptomycin

Neben deutlich gestiegenen Einsendezahlen von Ente-
rokokken (zumeist VRE) allgemein nimmt auch die Ein-
sendung von Enterokokken-Isolaten mit Verdacht auf
Resistenzen gegen Linezolid und Tigecyclin sowie Dap-
tomycin-Unempfindlichkeit seit einigen Jahren zu. MHK
fiir Linezolid, Tigecyclin und Daptomycin werden jeweils
in zwei unabhingigen Verfahren am NRZ untersucht (Mi-
krobouillonverdiinnungstest/Mikrodilution und Ftest®:
wenn moglich auch genotypisch). Dabei bestitigt sich der
Anfangsverdacht nicht immer (oder nur in einem Verfah-
ren) und speziell bei Verdacht auf Daptomycin-Unempfin-
dichkeit ist die Rate der Bestitigung relativ niedrig. Dies
kann sowohl mikrobiologische Ursachen haben (instabiler
Resistenzphinotyp) oder an der Varianz der Messverfahren
bei gemessenen Werten um den MHK-Grenzwert liegen.
So sind bei Mikrobouillonverdiinnungsverfahren natiirli-
che Schwankungen um 1-2 MHK-Stufen methodisch be-

Antibiotikum E. faecium (2015) E. faecium (2016)

vanA vanB vanA vanB

(n =594) (n=511) (n = 682) (n = 836)

Penicillin 100,0 100,0 100,0 100,0
Ampicillin 100,0 100,0 100,0 100,0
Gentamicin? 30,3 35,8 34,6 15,4
Streptomycin? 55,9 64,8 83,7 32,4
Vancomycin 99,5° 98,8¢ 100,0 99,6¢
Teicoplanin 98,8 1,24 100,0 0,54
Daptomycin © 0,7 0,2 1,2 1,0
Quinupristin/Dalfopristin 13 2,5 n.d. n.d.
Clindamycin 97,5 95,5 97,7 97,5
Erythromycin 99,2 97,7 97,5 97,6
Ciproﬂoxacinf 100,0 100,0 99,6 100,0
Moxifloxacin 100,0 100,0 99,7 100,0
Linezolid 7,9 7,2 4,4 4,5
Tetracyclin 62,1 20,9 55,6 13,8
Tigecyclin® 1,7 0,2 0,7 1,0
Rifampicin 90,1 91,8 88,9 91,4
Trimethoprim/Sulfamethoxazol 56,7 53,2 49,9 45,6

Tab. 6: Antibiotika-Resistenzraten (%) der an das NRZ eingesandten vanA- bzw. vanB-positiven E.-faecium-Isolate aus 2015 und 2016. Die Einschitzung
erfolgt anhand klinischer EUCAST-Grenzwerte bzw. den angegebenen EUCAST-ECOFF-Werten (Ausnahmen s. Legende).

2 Angabe der prozentualen Hiufigkeiten von High-level-Aminoglycosid-Resistenzen, die entsprechend der klinischen MHK-Grenzwerte von EUCAST

ausgewertet wurden.

b Vereinzelte E.-faecium-Staimme besaRen das vanA-Gencluster, zeigten aber weder im Mikrobouillonverdiinnungstest, noch im Etest® Resistenz gegen
Vancomycin und Teicoplanin (Ursache kann in der fehlenden Expression des vanA-Genclusters liegen).

¢ Bei VanB-Stimmen kann das vanB-Gencluster unterschiedlich stark exprimiert sein: in der Literatur sind MHK-Werte von 1-1000 mg/L angegeben,
daher kénnen seltene Isolate in vitro bei der MHK-Ermittlung ,sensibel“ gegen Vancomycin erscheinen; sie sollten aber bei Nachweis des vanB-Gens als

potentiell Vancomycin-resistent angegeben werden.

4 Manche Stamme besitzen ein konstitutiv exprimiertes vanB-Gencluster; solche seltenen Stimme sind dann auch gegen Teicoplanin resistent.
¢ Dargestellt sind jeweils nur die Ergebnisse der Mikrodilutions-MHK. Fiir Daptomycin konnten im Etest® 2015 nur 3 vanA-VRE und ein vanB-VRE, 2016
g ) g ptomy 5 3

kein VRE bestatigt werden.

f Wir bestimmen eine Hochresistenz gegen Ciprofloxacin (MHK > 16 mg/L) als Merkmal von Hospital-assoziierten Stimmen.
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dingt (und akzeptiert) und die meisten Einsendungen mit
Verdacht auf Daptomycin-Unempfindlichkeit wiesen einen
MHK von 8 mg/L bei einem CLSI(Clinical & Laboratory
Standards Institute)-MHK-Grenzwert (S < 4 mg/L) und ei-
nem EUCAST-ECOFF im direkt angrenzenden MHK-Be-
reich auf (4 mg/L; s. ff.).

Die Resistenzrate (gesamt) gegen Linezolid lag bei allen an
das NRZ eingesandten E.-faecium-Isolaten (VRE und VSE
[Vancomycin-sensible-Enterokokken]) 2015 bei 11,2% und
2016 bei 6,9 %, wobei die Anzahl der Einsendungen ver-
gleichsweise stabil blieb (2015: 136; 2016: 116; s. Tab. 7). Im
Gegensatz zu den Vorjahren waren 2016 die Mehrheit der
Linezolid-resistenten E.-faecium-Isolate auch VRE: Von den
aus deutschen Krankenhiusern an uns gesandten insge-
samt 16 Linezolid-resistenten E.-faecium-Isolaten waren 41
Glycopeptid-sensibel (35%), 31 vanA-positiv (277 %), 41 vanB-
positiv (35%) und 3 vanA+vanB-resistent (3%). Die paral-
lele Testung von allen Linezolid-resistenten Enterokokken
(n > 600) im NRZ mittels Mikrobouillonverdiinnungstest
(MBVT) und Etest® fiir Linezolid hat in zuriickliegenden
Jahren kongruente Resultate ergeben. Daher wurde der
Etest® fiir Linezolid ab Mitte 2016 nur noch dann durch-
gefiihrt, wenn im Labor des Einsenders und im NRZ-Labor
widerspriichliche Ergebnisse entstanden sind. Wir fithren
keine unabhingige Messung mittels Etest® mehr durch,
wenn anhand zweier unabhingiger Verfahren im Labor
des Einsenders und im NRZ-Labor (MBVT) ein identisches
Ergebnis ermittelt wurde.

Tigecyclin-Resistenz kam bei 1,7 % (2015) bzw. 0,7% (20106)
der vanA-positiven E. faecium und 0,2% (2015) und 1,0%
(2016) bei vanB-positiven E. faecium vor (Ergebnis des
MBVT). Im Gegensatz zu den Vorjahren waren auch Ti-
gecyclin-resistente E. faecium 2016 hiufiger Vancomycin-
resistent als Vancomycin-sensibel.

Daptomycin-Unempfindlichkeit war auch 2015 und 2016
in den E.-faecium-Einsendungen eher selten: Mit beiden,
unabhingigen MHK-Verfahren (MBVT und Etest®) wur-
den 2015 fiir 5 Isolate und 2016 bei nur einem Isolat die
Daptomycin-Unempfindlichkeit bestitigt (MBVT und
Etest® = 832 mg/L). Alle mehrfach-bestitigten Daptomy-
cin-unempfindlichen Isolate waren VRE (5-mal vanA; 1-mal
vanB; s. Tab. 6). Im MBVT allein zeigten mehr Isolate eine
Daptomycin-MHK von > 4 mg/L (s. Tab. 6), die sich aber
z.T. nicht mittels Etest® bestitigen lieRen. Im Jahr 2015

erhielten wir eine Einsendung eines Linezolid- und Dapto-
mycin-resistenten VRE (vanA), der neben Ampicillin auch
hoch-resistent gegen Streptomycin und Gentamicin und
lediglich noch gegeniiber Tigecyclin sensibel war.

Fir E. faecalis leiten wir auch fiir 2015/2016 keine Resis-
tenzhiufigkeiten und/oder Trends bei ,Reserveantibioti-
ka“ ab, da die Einsendezahlen insgesamt zu niedrig sind.
Innerhalb der insgesamt 101 eingesandten, Glycopeptid-
sensiblen E.-faecalis-Isolate im Jahr 2016 waren u Isolate
Linezolid-resistent, 10 Isolate Tigecyclin-resistent und ein
Stamm Daptomycin-unempfindlich.

Das rechtzeitige Erkennen von Resistenz-Trends gegen
Reserveantibiotika ist eine wichtige Aufgabe eines NRZ
(Frithwarnfunktion); die Daten des Resistenz-Surveillance-
Systems ARS am Robert Koch-Institut (RKI), der PEG-
Resistenzstudien sowie regionaler Systeme wie ARMIN
zeigen flir Linezolid und die anderen Reserveantibiotika
bei Enterokokken keinen Trend (< 1% bei allen klinischen
E.-faecium- bzw. E.-faecalis-Isolaten; https://ars.rki.de/).

Das verstirkte Auftreten von Einsendungen mit Linezolid-
resistenten Enterokokken seit 2010 veranlasste uns, auch
retrospektiv auf {ibertragbare Gene fiir Linezolid-Resistenz
zu priifen.

Linezolid-Resistenz wird in Enterokokken iiblicher-
weise durch eine Punktmutation G2576T in der 23S
rDNA vermittelt (in E. faecium in 6 Kopien). Es kon-
nen aber auch Mutationen in ribosomalen Proteinen
(rplC, rplD) und/oder die Aufnahme von Resistenzge-
nen wie cfr und optrA auftreten.*® Linezolid-resistente
Isolate zeigten iiblicherweise eine Mischung aus Wild-
typ- und Mutanten-Allelvarianten der 23S rDNA, wofiir
wir ein Testsystem unter Verwendung eines Gelchip-
Arrays nutzen.® In der iiberwiegenden Mehrzahl (9o %) der
untersuchten E.-faecium-Isolate konnten wir die bekannten
23S-Punktmutationen nachweisen; die anderen E.-faecium-
Isolate besaflen z. T. Mutationen in rplC und/oder rplD oder
bisher unbekannte Mechanismen. Alle Linezolid-resisten-
ten Isolate werden auf transferable Linezolid-Resistenzge-
ne cfr und optrA mittels PCR gepriift. Das ¢fr-Gen wurde
in insgesamt 10 Linezolid-resistenten Enterokokken aus
den zuriickliegenden Jahren mittels PCR nachgewiesen.
Molekulare Analysen an 5 dieser Isolate zeigten, dass die-
ses cfr-Allel (i) 100% Ubereinstimmung mit dem cfr aus

Resistent % Empfindlich % Gesamt
2016 116 6,9 1564 93,1 1.688
2015 136 11,2 1080 88,8 1.216
2014 74 9,4 714 90,6 788
2013 78 8,7 823 91,3 901
2012 39 4,0 933 96,0 972
2011 45 5,7 740 94,3 785
2010 10 3,0 327 97,0 337

Tab. 7: Resistenz von E. faecium gegen Linezolid bei NRZ-Einsendungen aus Deutschland, 2010-2016
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Clostridium spp. aufweist (und weniger als 80 % mit dem
¢fr aus Staphylococcus); (ii) in Clostridien Linezolid-Resis-
tenz vermittelt; (iii) in den vorliegenden E.-faecium-Isolaten
in einer den Clostridien dhnlichen Transposonstruktur vor-
liegt, aber (iv) in Enterokokken keine Linezolid-Resistenz
vermittelt.

In den Jahren 2015 und 2016 konnten insgesamt 14 optrA-
positive Enterokokken detektiert werden. Hiervon trugen 12
E. faecalis und 2 E. faecium das Resistenzgen, was auf eine
Spezies-spezifische Ausbildung des Linezolid-Resistenzme-
chanismus schlielen lisst (im Vergleich: 23S rDNA Mutati-
on vor allem bei E. faecium, s.0.). Ganzgenomanalysen aller
optrA-tragender Enterokokken zeigten in den meisten Fillen
keine nihere Verwandtschaft und somit keine klonale Ver-
breitung der Isolate. Jedoch konnten identische und/oder
dhnliche optrA-tragende Plasmide und mobile genetische
Elemente in nicht-verwandten Stimmen nachgewiesen wet-
den. Dementsprechend muss hier vor allem von einer Ver-
breitung der Resistenz durch horizontalen Gentransfer aus-
gegangen werden (Bender et al., Manuskript eingereicht).
Die festgestellten 9 Nukleotidvarianten von optrA und de-
ren vielfiltige genetische Hintergriinde konnten auf ein
enormes Verbreitungspotenzial der Resistenzdeterminante
hinweisen. Aufgrund dessen wird eine Testung auf das Vor-
handensein von optrA mittels PCR in Linezolid-resistenten
Isolaten in unserem NRZ routinemifig durchgeftihrt.

Das RKI hat im Rahmen eines Dissertationsprojekts Unter-
suchungen der molekularen Mechanismen der Tigecyclin-
Resistenz in Enterokokken am Beispiel von E. faecium ge-
fordert. Im Rahmen dieses Projekts konnten wir folgende
Erkenntnisse gewinnen: Bestimmte Effluxpumpenhemmer
senken die MHK fiir Tigecyclin, woraus wir eine Beteili-
gung von Effluxpumpen bestitigen konnten. Durch gezielte
Langzeitexperimente lielen sich zum einen die MHK fiir
Tigecyclin in resistenten Isolaten noch steigern und zum
anderen in weiteren Versuchsreihen ein Verlust der Tigecy-
clin-Resistenz herbeifiithren. Eine erh6hte MHK von Tigecy-
clin korreliert mit einer gesteigerten Expression von Tetra-
cyclin-Resistenzgenen wie tet(M) und tet(L) (Effluxpumpe).
Isolate mit einem Spontanverlust der Tigecyclin-Resistenz
zeigten den Verlust eines Plasmidfragmentes, welches
tet(M) und tet(L) trug.® Mutationsbedingter Resistenzerwerb
durch Veranderung der Gene tet(M) oder rps] konnte eben-
falls nachgewiesen werden (Fiedler et al., unpubl. Daten).

Genotypisierung von Enterokokken-lIsolaten mittels PFGE
Im Jahr 2015 wurden 527 Enterokokken-Isolate (zumeist
VRE der Spezies E. faecium), die von 39 Einsendern
stammten, mittels Smal-Makrorestriktionsanalyse (PFGE)
genotypisiert. Diese VRE-Isolate stammten von Patienten
aus bis zu 54 Krankenhiusern/Kliniken. Dabei wurden
bei 19 Einsendern (klinisch-mikrobiologische Labore von
Krankenhiusern/Kliniken bzw. Privatlaboren) mit = 10
Enterokokken-Isolaten je Einsender entsprechend ein ge-
hiuftes Auftreten verwandter oder identischer Isolate in-
nerhalb des jeweiligen Krankenhauses nachgewiesen. Im

Jahr 2016 wurden 1.080 Enterokokken-Isolate (zumeist
VRE der Spezies E. faecium) mittels Smal-Makrorestrik-
tionsanalyse (PFGE) genotypisiert, die von Patienten aus
91 Krankenhiusern/Kliniken stammten. Der steigende
Bedarf an Genotypisierung im Zusammenhang mit an-
steigendem Auftreten von VRE fiihrt zu einer erheblichen
Mehrbeanspruchung der NRZ-Ressourcen. Dieser kénnte
durch moderne Typisierverfahren (NGS) bedient werden;
eine Finanzierung aus dem NRZ-Budget ist aber nur sehr
begrenzt moglich.

Trotz der nachweisbaren Limitationen hinsichtlich Diskri-
minierungsfihigkeit und Reproduzierbarkeit sind Stamm-
vergleiche anhand von PFGE-Mustern von einer grofien
Anzahl von VRE-Isolaten bzw. aus mehreren PFGE-Gelen
bei gut standardisierter Methodik und harmonisierten
Auswertekriterien durchaus moglich. Wir haben einen
Vergleich aller Fragmentmuster der VRE-Einsendungen
durchgefiithrt, welche in den Jahren 2015 und 2016 zur
PFGE-Typisierung an das NRZ geschickt wurden. Dabei
hatten wir auch dhnliche, reproduzierbare Makrorestrik-
tionsmuster bei Einsendungen verschiedener Kliniken,
Regionen und Jahre gefunden. Als Grenzwert wird ein
Verwandtschaftsgrad von = 82 % angesetzt, welches einem
harmonisierten Richtwert entspricht.® Daraus resultieren
Verwandtschaftscluster von Isolaten aus verschiedenen
Kliniken und Bundeslindern, was fiir eine {iberregionale
Verbreitung bestimmter Stammvarianten spricht. Die iiber-
regionale Verbreitung von VRE-Epidemieklonen lief sich
auch mit stirker diskriminierenden Methoden wie NGS
an ausgewihlten Beispielen bestitigen.® So zeigten z.B.
vanB-VRE Isolate aus Hessen, Baden-Wiirttemberg, Bran-
denburg und Thiiringen neben verwandten PFGE-Mustern,
einen identischen MLST-Typ (STuy) und auch einen hohen
Verwandtschaftsgrad ihrer Genome (gleicher Kerngenom-
MLST-Typ CTy1 innerhalb von STuy; s. nichstes Kapitel).

Typisierung von VRE-/E.-faecium-Einsendungen aus
Blutkulturen

Seit 2016 werden von allen eingesandten E.-faecium-
Isolaten aus invasiven Infektionen (Sepsis, Kathetersepsis)
Ganzgenomdaten generiert (mittels NGS; Next Generation
Sequencing). Es wurden o1 E.-faecium-Isolate mittels illumi-
na Miseq sequenziert. Insgesamt 27 Isolate (30 %) waren
vanA-positiv und 56 (61%) waren vanB-positiv; ein Isolat
war vanA- und vanB-positiv sowie 7 Isolate Vancomycin-
sensibel. Aus den NGS-Daten wurde u.a. der MLST-Typ
abgeleitet, um eine Vergleichbarkeit mit Daten aus den
Vorjahren zu erméglichen. Hierbei zeigte sich, dass der
Trend der letzten Jahre anhilt (s. Abb. 1): STuy ist der hiu-
figste Typ und stellte 2016 mehr als die Hilfte aller Ein-
sendungen (53 %; n = 48), gefolgt von ST203 (14 %; n =13).
ST8o stellt wie auch im Vorjahr den dritthdufigsten Typ
(1%, n = 10). Somit ist das erstmalige, verstirkte Auftre-
ten dieses MLST-Typs im Jahr 2015 nicht zufillig. Wihrend
ST8o-Blutkulturisolate 2015 meist Vancomycin-sensibel
waren, sind 2016 insgesamt 4 vanA-positiv (40 %), 3 vanB-
positiv (30 %) und 3 Vancomycin-sensibel (30 %). Bestimm-
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Abb. 1: MLST-Typen (im Jahr 2016 abgeleitet aus NGS-Daten) von E.-faecium-Einsendungen aus Blutkulturen mit klinischer Diagnose Bakteriimie/Sepsis

aus 2015 (dunkelblau; n = 71) und 2016 (hellblau; n = 91).

te MLST-Stammtypen, die in zuriickliegenden Jahren in
Deutschland verbreitet waren und/oder derzeit in anderen
europdischen Lindern prisent sind, werden in unserer
Sammlung fiir 2015 und 2016 nicht (mehr) nachgewiesen,
z.B. Isolate des ST18 bzw. ST202.

NGS-Daten erlauben die Ableitung von Kerngenom-
MLST-Typen (cgMLST-Typ = CT; Ridom SeqSphere+, Ri-
dom GmbH), wobei die héhere Auflésung im Vergleich
zum klassischen MLST durch einen Vergleich von 1.423
Genen des Kerngenoms (anstelle von 7 MLST-Genen)
erreicht wird. cgMLST ermoglichte innerhalb der hiu-
figsten ST (z.B. STuy, ST203) eine Sub-Differenzierung;
12 MLST-Typen (s. Abb. 1) stehen hier 46 cgMLST(CT)-
Typen gegentiber (nicht gezeigt ). Nur 4 CT treten hiufiger
als dreimal auf. Die hiufigsten Clustertypen traten alle in-
nerhalb von STuy auf und waren CT36 (n =14; 15%), CT71
(n = 12; 13%) und CT469 (n = &; 9%). Die Verbreitung
der hiufigeren CT erstreckt sich iiber ganz Deutschland,
so dass keine geografisch begrenzte Zuordnung méglich
war. Die bessere Diskriminierungsfihigkeit der Blutkul-
tureinsendungen mittels NGS verdeutlicht, dass eine
Interpretation nur anhand von MLST-Daten zu falschen
Riickschliissen fithren kann; ein gleicher ST simuliert eine
vermeintliche Verwandtschaft, welche anhand von Ganzge-
nomvergleichen ausgeschlossen werden kann (ein gleicher
MLST-Typ wie STuy muss also nicht zwangsliufig auf eng
verwandte Stimme und somit auf einen epidemiologi-
schen Zusammenhang hinweisen). Diese mangelnde Auf-
16sungsschirfe ist fiir MLST bekannt, kommt bei diesem
Vergleich aber noch einmal sehr deutlich zum Ausdruck.
Aus diesen Griinden setzen wir fiir solche und dhnliche
phylogenetische Vergleiche in Zukunft verstirkt auf Ana-
lysen mit NGS-Daten. Referenzinstitutionen in Nachbar-
lindern setzen auch seit Kurzem auf diese Technologien,
wodurch Linder-tibergreifende Analysen méglich werden
und eine vermeintliche, iiberregionale Verbreitung von
Epidemiestimmen, dhnlich wie bei MRSA, angezeigt wer-
den kann (z.B. ist STuy/CT71 in den Niederlanden auch
der hiufigste VRE-MLST/cgMLST-Typ).

Zur Verbesserung der Aussagefihigkeit der Stichprobe von
Isolaten aus Blutstrominfektionen bitten wir alle interes-
sierten Labore und Kooperationspartner, uns insbesondere
VRE aus invasiven Infektionen (Blutkulturen) zur weiteren
Analyse zuzuschicken.

Akkreditierung des NRZ-Teil Enterokokken und QM/EQA
Im Jahr 2014 wurde mit der Erstellung einer normenkon-
formen Dokumentation der Untersuchungsmethoden sowie
erweiterten Validierungs- und Verifizierungsexperimenten
fiir den NRZ-Teil Enterokokken — die Akkreditierung dieses
Bereiches im Mai 2015 erfolgreich durchgefithrt. Somit ist
das gesamte NRZ fiir Staphylokokken und Enterokokken im
Robert Koch-Institut Wernigerode als Priiflabor nach DIN
EN ISO/IEC 17025 sowie als medizinisches Laboratorium
nach DIN EN ISO 15189 zugelassen.

Fazit und Ausblick

Das NRZ - Teil Enterokokken — ist mit einer zunehmen-
den Anzahl an Einsendungen, bei gleichzeitig erh6htem
Bedarf an analytischer Tiefe (Typisierung: PFGE, MLST)
und angeforderten Spezialuntersuchungen (Bestitigung
von Resistenzen gegen Reserveantibiotika) konfrontiert.
Das Stammmaterial des NRZ ist aufgrund der Vielzahl der
einsendenden Labore, z.B. sind alle Bundeslinder repri-
sentiert, und der Diversitit der Fragestellungen sehr gut
geeignet, allgemeine Trends abzubilden. Dariiber hinaus
nimmt das NRZ eine wichtige Funktion in der frithzeitigen
Erkennung von neuen Trends, wie z.B. die Verbreitung
neuer Stammvarianten und/oder Resistenz-Entwicklungen
gegen Reserveantibiotika wahr, die in Surveillance-Daten
aus Routinelaboren oder in Studien nicht bzw. erst deut-
lich verspitet auffillig werden. Die Stammtypisierung bei
VRE bleibt mit der Smal-Makrorestriktion und Auflésung
im PFGE vergleichsweise aufwendig; Ganzgenomverglei-
che anhand von NGS-Daten konnten hier bei steigendem
Automatisierungsgrad Entlastung erméglichen; zu kliren
gilt es, wie die nach wie vor erheblichen Kosten fiir die Se-
quenzierung aufzufangen sind.
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Aufgrund des hohen Bedarfs an Entscheidungshilfen zum
Umgang mit Patienten, die mit VRE besiedelt oder infiziert
sind, erarbeitet die Kommission fiir Krankenhaushygiene
und Infektionsprivention (KRINKO) aktuell eine Empfeh-
lung zu HygienemafRnahmen bei Infektionen oder Besied-
lungen mit VRE. Behandlungsoptionen bei VRE gehen
z.B. aus aktuellen Ubersichtsartikeln hervor.'""12
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(mittels biochemischer Merkmalsprofile und Fragmentmuster der
genomischen DNS);

» Resistenztestung mittels Mikrobouillon-MHK fiir ein breites Spek-
trum relevanter Antibiotika;

» Fiihren einer Stammsammlung von Staphylokokken- und Enterokok-
ken-Stimmen mit wichtigen Resistenz- und Virulenzeigenschaften.
Abgabe von Referenzstimmen auf Anfrage.

Zusitzliches Angebot

» Bestitigung der Speziesdiagnostik fiir Staphylokokken und Entero-
kokken in Fillen widerspriichlicher oder unklarer Ergebnisse im Labo-
ratorium des Einsenders;

» Genotypische Nachweise bei begriindeter klinischer Fragestellung ftr
wichtige Pathogenititsdeterminanten bei S. aureus mittels PCR, z.B.
fiir exfoliative Toxine (eta und etb), Staphylokokken-Enterotoxine (sea-
see, seg-ser), Toxisch-Schock-Syndrom-Toxin (tst), luk-PV und andere
Merkmale von CA-MRSA; Markergene von LA-MRSA;

» Genotypische Nachweise wichtiger Markergene von E. faecium (En-
terococcal surface protein, Hyaluronidase);

» Nachweis von Resistenzphinotypen sowie -genen bei Staphylokokken
und Enterokokken mittels PCR bei begriindeter klinischer Fragestellung;

» Analysen zur Uberpriifung des Verdachts auf Resistenzen gegen Re-
serveantibiotika (Linezolid, Daptomycin, Tigecyclin, Ceftarolin) mit-
tels phinotypischer und genotypischer Verfahren bei Staphylokokken
und/oder Enterokokken;

» Phinotypische Nachweise aus dem Kulturiiberstand mittels Latex-
Agglutinationstests fiir die Staphylokokken-Enterotoxine A—D und
das Toxisch-Schock-Syndrom-Toxin, als Verursacher von

» S.-aureus-bedingten Lebensmittelintoxikationen bzw. dem Toxisch-
Schock-Syndrom.



