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Einleitung

Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) geho-
ren zu den in Deutschland gemif §23 Abs. 4 Infek-
tionsschutzgesetz (IfSG) zu erfassenden Erregern
und werden mittlerweile in vielen Kliniken hiufig
beobachtet. Der vermehrte Nachweis von VRE ist
auch am Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fiir
Staphylokokken und Enterokokken bemerkbar.
Dies ist z. B. an (i) steigenden VRE-Einsendezahlen
ab 2015 und (ii) einem hohen Bedarf an Typisierun-
gen (ca. 60% der Einsendungen an das NRZ) er-
sichtlich; letzteres ist gleichbedeutend mit einem
Verdacht auf Transmissionen/Clustern von Infek-
tionen und Besiedlungen in betroffenen Einrich-
tungen (,Ausbriiche®). Das NRZ war bestrebt, die
steigenden Einsendungszahlen, auch mit hohem
Typisierwunsch, auf ein beherrschbares Mafl zu re-
duzieren. So konnte die Anzahl an eingesandten
Proben nahezu halbiert werden, ohne dass sich dies
negativ auf die Qualitit des Probenmaterials oder
die Aussagefihigkeit der Stichprobe (vergleichbare
geografische Abdeckung, stabile Anzahl an einsen-
denden Einrichtungen) ausgewirkt hat. Die Konso-
lidierung der Probenanzahl ermdéglichte die zeitglei-
che Umstellung von zeit- und personalintensiver
Fragmentmusteranalyse (PFGE-Typisierung) auf
Genom-basierte Typisierung mittels Ganzgenomda-
ten (whole-genome sequencing; WGS) und Analysen
des Kerngenoms (cgMLST Analyse; s.ff.). Durch
diese und weitere Mafnahmen konnten die Bear-
beitungszeiten aller Proben im NRZ deutlich ver-
kiirzt werden.

VRE-Resistenzanteile

Fiir die Diagnostik von VRE stehen in Deutschland
in den mikrobiologischen Laboren standardisierte
Verfahren zur Verfiigung. Die in der Routinediag-
nostik gewonnenen Resistenzdaten flieen zu ei-

nem relevanten Anteil in die Antibiotika-Resistenz-

ein. Longitudinale Daten zu VRE aus ARS wurden
2019 fiir den Zeitraum 2012 —2017 ausgewertet und
verdffentlicht.! Die Daten zeigten, dass seit 2014 der
Anteil von VREF (Vancomycin-resistenten Entero-
coccus faecium) von 11,2% (95% Konfidenzintervall
(KI): 9,4—13,3%) auf 26,1% (95% KI 23,1-29,4%)
im Jahr 2017 angestiegen war. Eine aktuelle Aus-
wertung in ARS fiir den Zeitraum 2017-2019 ba-
sierend auf Blutkulturnachweisen aus kontinuier-
lich teilnehmenden Einrichtungen zeigt bis auf die
Region Siidwest, die 2017 die hochsten Resistenz-
anteile hatte, in den tibrigen Regionen einen An-
stieg. Im Jahr 2017 war der VRE-Anteil in Blutkul-
turen fiir kontinuierlich teilnehmende Kranken-
hiuser bei 17,4% (95% KI 16,0-18,8%) mit einem
Anstieg auf 23,4% (95% KI 21,9—25,0%) im Jahr
2018 und 25,1% im Jahr 2019 (23,6-26,7%). Im
Jahr 2019 lagen die Resistenzanteile in allen Regio-
teil der Teicoplaninresistenz bei E. faecium-Isolaten
aus Blutkulturen betrug im Jahr 2018 8,6% (KI
7,6-9,8%) und 2019 10,5% (95% KI 9,4—11,8%)
und deutet an, dass die Mehrzahl der VRE in
Deutschland dem VanB-Typ zuzuordnen ist.

Anwendung und der bakteriellen Resistenzen auf
Intensivstationen beinhaltet u. a. die Erfassung von
Antibiotikaresistenzhiufigkeiten klinisch wichtiger
Erreger auf Intensivstationen deutscher Kranken-
hiuser. In SARI liegen u.a. Resistenzdaten von
E. faecalis-und E. faecium-Isolaten der zuriickliegen-
den 20 Jahre vor. Die Daten zeigen einen steten An-
stieg der Vancomycinresistenzraten fiir E. faecium-
Isolate mit nochmals deutlicher Steigerung ab 2015

beide Glycopeptide (Vancomycin, Teicoplanin)


https://ars.rki.de
https://ars.rki.de
http://sari.eu-burden.info/
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Abb. 1| Anteile von Vancomycin-resistenten E. faecium-Isolaten (VREF) aus Blutkulturen nach
Regionen in Deutschland, kontinuierlich teilnehmende Krankenhauser 2017—-2019

lagen bei unter 1% im gesamten Beobachtungszeit-
raum.

Die europiische EARS-Net Resistenzsurveillance
(EARS-Net — European Antimicrobial Resistance Sur-
veillance Network) erfasst u. a. die Vancomycinresis-
tenz bei E. faecium-Blutkulturisolaten. Fiir Deutsch-
land werden Daten aus ARS an EARS-Net {ibermit-
telt. Fiir den Zeitraum 2016-2019 zeigt sich ein
signifikant ansteigender Trend der Vancomycin-
resistenz bei invasiven E. faecium-Isolaten (2016:
11,9%; 2017: 16,5%; 2018: 23,8%; 2019: 26,3%), der
seit 2017 hoher als der europidische Durchschnitt
war (2019: 18,3%).? Hierbei ist allerdings zu beach-
ten, dass im Vergleich zu den oben dargestellten
Auswertungen aus ARS keine Beschrinkung auf
kontinuierlich iiber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum Daten liefernde Einrichtungen erfolgt (so-
mit kann fiir EARS-Net Daten eine gewisse Einsen-
der-/Teilnehmerverzerrung nicht ausgeschlossen
werden).

ebenfalls VRE-Raten, haben allerdings gemif ihres
3-Jahresrhythmus nur 3 Messzeitrdume zwischen

2010 und 2019. Die Zahlen fiir 2019 liegen noch
nicht abschliefend vor (s. frithere Berichte).

Resistenzen gegen Reserveantibiotika

Die meisten Resistenz-Surveillancesysteme und Re-
Niedersachsen) nehmen derzeit keinen generellen
Trend der Resistenzen bei wichtigen Reserve-
substanzen wie Linezolid, Tigecyclin und/oder Dap-
tomycin bei VRE oder E. faecium wahr. Die Resis-
tenzstudien der PEG deuten bei der Linezolidresis-
tenz von E. faecium-Isolaten zwischen 2013 (0,3 %)
und 2016 (1,3 %) einen Anstieg an (Daten fiir 2019
liegen noch nicht vor). Daptomycin und Tigecyclin
werden in der Routinediagnostik nur sequentiell
getestet, was bei Auswertungen beispielsweise bei
Daten aus ARS bertiicksichtigt werden muss. Bei
Linezolid und Tigecyclin ist der Anteil an resistent
getesteten E. faecium-Isolaten aus Blutkulturen im
zeitlichen Verlauf weiterhin auf niedrigem Niveau
(Linezolidresistenz =<o,7%; Tigecyclinresistenz
0,4 %;). Linezolid-resistente Stimme waren im
SARI-Projekt hiufiger zu finden, als dies in den
ARS-Daten abgebildet ist, wenn auch auf (noch)
niedrigem Niveau.


https://ars.rki.de
http://www.p-e-g.de/econtext/resistenzdaten
http://www.p-e-g.de/econtext/resistenzdaten
https://www.nlga.niedersachsen.de/infektionsschutz/armin_resistenzentwicklung/armin_interaktiv/
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Abb. 2 | Vancomycin-Resistenzraten von E. faecium aus Intensivstationen deutscher Krankenhauser im Rahmen des SARI-
Projekts in den Jahren 2001-2020. Auf der X-Achse ist der Anteil von VRE pro 100 E. faecium-Isolaten in Prozent dargestellt.
Die schwarze Linie stellt den Mittelwert dar. Die obere und untere Begrenzung des blauen Bereichs stellt die 75% bzw. die

Bei der European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) wird zudem fiir
Enterokokken kein klinischer Grenzwert fiir Dapto-
mycin angegeben, so dass man sich hier im Be-
darfsfall nur am Epidemiological Cut-off Value

Der ECOFF fiir Daptomycin wiederum wurde 2019
Spezies-spezifisch angepasst (E. faecium: 8 mg/L;
E. faecalis: 4 mg/L), was Auswirkungen auf die ,S“-
Kategorisierung bzw. ,Nicht-Empfindlichkeit“ hat.
Eine Auswertung der EARS-Net Daten fiir Europa
hat ergeben, dass zwischen 2014 und 2018 bei Dap-
tomycin und Linezolid und VRE/E. faecium kein
temporirer Trend erkennbar war.?

Mikrobiologische Analysen von Einsen-
dungen an das NRZ fiir Enterokokken

Im NRZ wurden im Jahr 2019 insgesamt 1.057 und
2020 insgesamt 769 Enterokokken-Isolate bearbei-
tet. Diese wurden uns von 125 (2019) bzw. 16 Ein-
sendern (2020) aus Deutschland zur Bearbeitung
zugesandt. Dies entspricht einer Konsolidierung
der Einsendezahlen auf ein Niveau des Zeitraums
von 2014/2015 bei nahezu gleichbleibender Anzahl
an einsendenden Laboren. Die geringeren Zahlen

im Jahr 2020 resultieren aus einem deutlichen
Riickgang der Einsendezahlen wihrend des
COVID-19-pandemiebedingten Lockdowns im
April und Mai.

Die hiufigsten diagnostischen Anfragen zu den an
das NRZ eingesandten Isolaten waren: (i) eine Be-
stitigung der Glykopeptidresistenz bzw. des Glyko-
peptid-Resistenztyps (vanA, vanB; ggf. weitere Gly-
copeptid-Resistenzgene); (ii) eine Bestimmung und/
oder Bestitigung von Resistenzen gegen Reservean-
tibiotika (Linezolid, Tigecyclin, z. T. auch Daptomy-
cin) sowie (iii) eine Anfrage nach klonaler Verwandt-
schaft mehrerer Isolate. Stammtypisierung wird
aufgrund des Verdachts eines gehduften Auftretens
verwandter Isolate (,Ausbruch“) von zumeist VREF-
Isolaten, z.T. aber auch Linezolid-resistenten
Enterokokken (LRE) oder VRE (LVRE), in etwas we-
niger als der Hilfte der Einsendungen angefragt.
Seit Oktober 2019 erfolgt die Stammtypisierung am
NRZ nur noch auf der Basis eines Vergleichs von
Ganzgenomdaten bzw. einer Bestimmung eines
Kerngenom MLST (cgMLST; s. fI.). Bei einigen we-
nigen Einsendungen stand die Klirung der genauen
Enterokokken-Spezies im Vordergrund.


https://mic.eucast.org/Eucast2/SearchController/search.jsp?action=init
https://mic.eucast.org/Eucast2/SearchController/search.jsp?action=init
https://eu-burden.info/sari/auswertung/pages/vre.php
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Im NRZ werden routinemifig alle Enterokokken-
Isolate bis zur Speziesebene differenziert. Seit eini-
gen Jahren erfolgt dies mittels Spezies-spezifischer
PCR bzw. durch eine Sequenzermittlung des sodA
2019 und 2020 im NRZ erhaltenen Enterokokken-
Einsendungen und den damit durchgefiihrten phi-
notypischen und molekularen Untersuchungen vor.
Die iiberwiegende Zahl der eingesandten Isolate
sind E. faecium (94—95%) gefolgt von E. faecalis
(4—5%) und je anteilig <1% von VanC-Typ-Entero-
kokken (E. gallinarum, E. casseliflavus) und Vertre-
tern anderer Spezies (E. avium, E. silesiacus u.a.).

Klinische Disziplinen und Materialien,

in bzw. aus denen Enterokokken-Stamme
isoliert wurden

Die in den Jahren 2019 und 2020 eingesandten
E. faecium- und E. faecalis-Isolate wurden vor allem
aus Infektionen und Besiedlungen von Patientin-
nen und Patienten aus der Inneren Medizin sowie
den intensivmedizinischen Stationen (besonders

Enterokokken-Einsendungen und 2019 2020
durchgefiihrte Untersuchungen

Anzahl aller bearbeiteten Isolate 1.057 769

Anzahl der durchgefiihrten Untersuchungen

Genotypische Identifizierung (PCR) 1.057 769
zur Speziesbestitigung

Speziesbestimmung mittels sodA- 2 6
Sequenzierung

Resistenzbestimmung mittels 1.052 763
Mikrobouillonverdiinnung

Resistenzbestimmung mittels Etest® 214 204
(Bestatigungstest)?

Multiplex-PCR fiir vanA, vanB 1.075 775
(und zusitzliche van-Gene)

PCR filr ¢fr(B) /optrA/poxtA 248 2259
Genotypisierung mittels NGS-Sequenzierung 573 367

zwecks Ausbruchverdachts oder i.R.d.
Blutkultursurveillance®

Tab. 1| Ubersicht der Enterokokken-Einsendungen und der
durchgefiihrten Untersuchungen

2 Bei Enterokokken-Isolaten mit Verdacht auf Resistenzen
gegen Tigecyclin bzw. Daptomycin erfolgte immer eine
zusitzliche MHK-Ermittlung mittels Etest®; » Es wurden u.a.
alle E. faecium-Isolate aus invasiven Infektionen mittels NGS
sequenziert und u.a. der MLST-Typ abgeleitet (s. auch ff.);

9 Multiplex-PCR fiir mobile Gene fiir Linezolidresistenz.*
(NGS: next generation sequencing, MHK: minimale Hemm-
konzentration, MLST: Multi-Locus-Sequenztypisierung)

2019 2020
Klinische Disziplin
n % n %

Allgemeine Chirurgie (ITS) 218 20,62 122 15,86
Internistische ITS 144 13,62 115 14,95
Innere Medizin 133 12,58 114 14,82
Intensivtherapie 92 8,70 39 5,07
Hamatologie/Onkologie 53 5,01 46 5,98
Urologie 45 4,26 31 4,03
Neonatologie 26 2,45 29 3,77
Neurochirurgie/Neurologie 37 3,50 20 2,60
Chirurgie 34 3,22 23 2,99
unbekannt 80 7,57 87 11,31
andere 195 18,44 143 18,60
Summe 1.057 100 769 100

Tab. 2 | Herkunft der Enterokokken-Isolate (zumeist VRE)
aus Infektionen und Besiedlungen bei Patientinnen und
Patienten aus Einsendungen an das NRZ, aufgeschliisselt
nach klinischen Disziplinen

ITS = Intensivstation; Einsendungen mit Hiufigkeiten <1%
sind unter ,,andere enthalten.

der Inneren Medizin und der Chirurgie) als den
hauptsichlichen Risikobereichen fiir VRE isoliert
VRE bestehenden Einsendungen auch von Patien-
tinnen und Patienten der Chirurgie, Himatologie/
Onkologie, Nephrologie/Urologie, Neurochirurgie/
Neurologie, Neonatologie/Pidiatrie, jedoch weniger
aus Bereichen wie Reha-Kliniken, Geriatrie oder
Ambulanz.

Die 2019/2020 erhaltenen Enterokokken/VRE
stammten vor allem aus Rektalabstrichen und
Stuhlproben, gefolgt von Isolaten aus Blutkulturen
Probenmaterials fithrte zu einer prozentualen An-
reicherung von VRE aus klinisch-relevanten Mate-
rialien und einer Reduktion des Anteils von Abstri-
chen bzw. Rektalabstrichen, obwohl die beiden letz-
teren nach wie vor die hiufigsten Einsendungen
darstellen.

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

In den Jahren 2019 und 2020 wurden trotz Konso-
lidierung der Probenanzahl eine dhnliche Vertei-
lung von mehr vanB-positiven E. faecium (57%) als
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2019 2020
Materialart
n % n %

Rektalabstrich/Stuhlprobe 338 31,98 223 29,00
Blutkultur 174 16,46 150 19,51
Abstrich 135 12,77 73 9,49
(ohne nihere Bezeichnung)

Urin (Mittelstrahlurin) 118 11,16 125 16,25
Wundabstrich 106 10,03 70 9,10
Urin (Katheterurin) 59 5,58 25 3,25
Punktat 34 3,22 73 9,49
unbekannt 16 1,51 31 4,03
andere 77 7,28 46 5,98
Summe 1.057 100 769 100

Tab. 3 | Klinische Materialien, aus denen Enterokokken
(meist VRE) bei Krankenhaus-Patientinnen und -Patienten
isoliert wurden

Einsendungen mit Hiufigkeiten <1% sind unter ,andere*
enthalten.

vanA-positiven E. faecium (30%) an das NRZ ermit-
telt; 2018 war dieser Unterschied in den Hiufigkei-
ten vanB- (68%) versus vanA-positiver (19%) E. fae-
seit einigen Jahren zu beobachtenden, vor allem
deutschlandweiten Anstiegs von nosokomialen
vanB-VRE sind unklar, wurden und werden jedoch
am NRZ untersucht (NRZ, unpubl. Daten). 2019
enthielten wir 4 E. faecium-Isolate (<1%), die vanA-
UND vanB-positiv waren; 2020 waren es 3 E. fae-
cium-Isolate (<1%), die beide van-Gencluster besa-
Ren. E. faecalis-Isolate mit vanA oder vanB werden

, o 2019 2020
Spezies (Glycopeptid-Resistenztyp) " %) o 4)

E. faecium (vanA) 164 (15,52) | 145 (18,86)
E. faecium (vanB) 632 (59,79) | 423 (55,01)
E. faecium (vanA + vanB) 4 (0,38) 3 (0,39)
E. faecium (Glycopeptid-sensibel) 135 (12,77) | 126 (16,38)
E. faecalis (vanA) 1 (0,09) 0 (0,00)
E. faecalis (vanB) 8 (0,76) 5 (0,65)
E. faecalis (Glycopeptid-sensibel) 101 (9,56) 62 (8,06)
andere 12 (1,14) 5 (0,65)
Summe 1.057 (100) | 769 (100)

Tab. 4 | Spezies-Identifizierung und Glycopeptid-Resistenz-
typen der Enterokokken-Einsendungen

Antibiotikaresistenzen vanA- bzw.
vanB-positiver E. faecium
Antibiotikaresistenzen bei VRE: Innerhalb der
VREF waren in den Jahren 2019/2020 164/802
(20,5%) bzw. 145/571 vanA-positiv (25,4 %) und
632/802 (78,8 %) bzw. 423 /571 vanB-positiv (74,1 %).
Isolate mit beiden Determinanten blieben die Aus-
nahme (2019; n=4, 0,5 %; 2020; n=3, 0,5 %). 2019
waren 2 Isolate van D-positiv (0,2 %). Das Verhiltnis
vanA zu vanB hat sich auf dem Niveau der Vorjahre
stabilisiert. Ob die Daten 2020 eine Trendumkehr
hin zu mehr VanA-VRE bedeuten, muss in den Fol-
gejahren beobachtet werden (ggf. Verzerrung durch
Lockdown?). Resistenzen gegen verschiedene Anti-
biotika bei vanB-positiven E. faecium-Isolaten von
2016-2020 sind exemplarisch in Tabelle 5 darge-
stellt. Die Resistenzhdufigkeiten sind eher riickliu-
fig, z.B. fur Aminoglykoside (Hochresistenz). Im
Gegensatz dazu sind die Einsendungen an
Linezolid-resistenten E. faecium in den zuriicklie-
ter Abschnitt), wodurch ihr Anteil bei den VanB-
Isolaten auch prozentual anstieg (Einsende-Verzer-
rung). Tigecyclin- bzw. Daptomycin-resistente
Enterokokken (E. faecalis/E. faecium) wurden 2019
und 2020 nach wie vor sehr selten an das NRZ ein-
gesandt. Vancomycinresistenz ist nach wie vor selten
in E. faecalis und stets bei Einzeleinsendungen nach-
weisbar. Wir erhielten 2020 keine Kenntnis von
Hiufungen mit Vancomycin-resistenten E. faecalis.

Antibiotikaempfindlichkeiten gegen
Linezolid, Tigecyclin und Daptomycin
Linezolid. Die Resistenzraten gegen Linezolid bei
E. faecium-Einsendungen im Zeitraum 2016—2020
sind in Tabelle 6 dargestellt. Die Daten zeigen einen
weiterhin ansteigenden Trend der Anzahl an Ein-
sendungen von Linezolid-resistenten Enterokokken
(LRE) bzw. VRE (LVRE) in den Jahren 2019 und
2020. Der Anstieg ist in reinen Einsendezahlen er-
kennbar, macht sich aber vor allem in der prozen-
tualen Darstellung bemerkbar, welche u.a. aus der
Konsolidierung des Probenmaterials resultiert. Die
Mehrzahl der LRE sind auch Vancomycin-resistent
(= LVRE). Aufgrund der Empfehlungen der Kom-
mission fiir Krankenhaushygiene und Infektions-
privention (KRINKO) zu LRE® bearbeiten wir Ein-
zeleinsendungen und Hiufungen mit LRE oder

NEIRE
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Antibiotikum® 2016 2017 2018 2019 2020
(n=871) (n=1091) (n=1210) (n=632) (n=423)
Ampicillin 100,0 100,0 99,8 99,4 99,3
Gentamicin 15,3 6,9 6,8 6,5 4,7
Streptomycin 339 26,4 13,4 4,0 7,8
Vancomycin® 99,4 98,6 99,5 98,6 96,4
Teicoplanin® 4,7 3,8 2,6 0,5 0,7
Daptomycin 0,9 1,2 0,6 0,3 0,2
Erythromycin 97,1 97,7 97,5 94,0 96,0
Ciprofloxacin? 100,0 100,0 99,8 99,5 99,8
Linezolid 51 52 6,9 18,2 25,1
Tetracyclin 14,0 14,0 53 3,5 57
Tigecyclin 0,9 2,7 0,3 0,8 1,4
Rifampicin 91,5 36,8 91,7 47,6 62,2

Tab. 5 | Resistenzen (%) der 2016—2020 an das NRZ eingesandten vanB-positiven E. faecium-Isolate?

3 Es sind alle vanB-positiven E. faecium-Isolate aufgefiihrt, unabhingig von ihrem VRE-Phinotyp; Y Alle Angaben entsprechend klinischer
Grenzwerte bzw. ECOFF nach EUCAST v6.0 bis v10.; bei STR und GEN sind high-level Resistenzen angegeben; © Einzelne Isolate besitzen vanB
und vanA (2020: n=3; hier nicht eingeschlossen); sehr selten sind VanB-Isolate TEIl-r (2019: n=3; 2020: n=6) bzw. VAN-s (2019: n=8; 2020:

n=14); 9 CIP Hochresistenz MHK >16 mg/L.

Resistent % Empfindlich % Gesamt
2020 196 28,12 499 71,59 697
2019 207 22,09 729 77,80 937
2018 172 10,4 1477 89,6 1649
2017 143 8,1 1628 91,9 1771
2016 116 6,9 1564 93,1 1680

Tab. 6 | Resistenz von E. faecium gegen Linezolid bei NRZ-
Einsendungen aus Deutschland, 2016—2020

LVRE, auch wenn es sich um reine Besiedlungen
handelt. In zuriickliegenden Jahren sind Hiufun-
gen mit LRE oder LVRE in deutschen Kliniken keine
Seltenheit mehr (s. ff.).

Fir E. faecalis leiten wir auch fiir 2019 und 2020 kei-
ne Resistenzhiufigkeiten und Trends bei ,Reserve-
antibiotika“ ab, da die Einsendezahlen insgesamt
sehr niedrig sind. Ungefihr ein Drittel der E. faecalis-
Isolate im Jahr 2019 resultierte aus Einsendungen
von Linezolid-resistenten Isolaten, 2020 waren dies
etwas weniger als die Hilfte (n=29; 43%; s. auch f1.).

Genotypisierung von Enterokokken-
Isolaten mittels PFGE und WGS

Das NRZ unterstiitzt neben den einsendenden La-
boren der Krankenhiuser und ambulanten Praxen

auch direkt die Institutionen des Offentlichen Ge-
sundheitsdienstes (OGD) auf Landes- und Land-
kreisebene bei der Aufklirung von (nosokomialen)
Ausbruchsgeschehen und Infektionsketten. Im Jahr
2019 wurden 244 Enterokokken-Isolate (zumeist
VREF), die von Patientinnen und Patienten aus
43 Krankenhiusern/Kliniken stammten, mittels
Smal-Makrorestriktionsanalyse (PFGE) genoty-
pisiert. Routineeinsendungen ab Oktober 2019
(n=207) oder welche, die im Zusammenhang mit
speziellen Settings bearbeitet wurden, sind mittels
WGS analysiert worden. Im Jahr 2020 wurden 367
Enterokokken-Isolate (zumeist VREF), die von Pati-
entinnen und Patienten aus 78 Krankenhiusern/
Kliniken stammten, mittels WGS und cgMLST
genotypisiert. Im Folgenden sind ausgewihlte Bei-
spiele aufgefiihrt, die die fiir viele VRE-Hiufungen
typischen, heterogenen Situationen darstellen
(gleichzeitiges Auftreten mehrerer VRE-Stimme),
welche eine Interpretation ausschliefllich anhand
der Typisier- bzw. Genomdaten hiufig schwierig
machen (s. auch Neumann et al.%):

Hiufung von VRE in der Neonatologie eines Uni-
versititskrankenhauses. Im Januar 2020 erhielt das
NRZ insgesamt 15 E. faecium-Isolate aus einem
Krankenhaus der Maximalversorgung. Die Isolate
stammten aus einer neonatologischen Intensiv-
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station. Es wurde eine Ausbruchsuntersuchung mit-
tels Ganzgenomsequenzierung initiiert. Zusitzlich
bestand ein Verdacht des epidemiologischen Zusam-
menhangs mit sechs weiteren E. faecium-Isolaten
aus dem Jahr 2019. Die durchgefiihrten NGS-Analy-
sen verdeutlichten, dass trotz eines sehr heteroge-
nen Gesamtbildes, die Ausbildung von vier distink-
ten Clustern beobachtet werden konnte (Cluster 1:
CT2903/ST80 (n=4) und CT1798/ST80 (n=2);
Cluster 2: CTi473/STuy (n=2); Cluster 3: CT2904/
ST721 (n=1) und unbekannter CT (n=2), Cluster 4:
halb der Cluster sind nach Interpretation der durch-
gefiihrten Analysen als nahe verwandt zu betrach-
ten; sie zeigen in der cgMLST nur wenige
Allelunterschiede (<16) und besitzen einen identi-
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pretation der Situation nur auf Grundlage von zu-
sitzlich erhobenen epidemiologischen Daten erfol-
gen sollte, war eine Ubertragung in diesen Fillen als
wahrscheinlich einzustufen. Vier Isolate (UW20052,
UW20676, UW20354 und UW20388) zeigten
keine nidhere Verwandtschaft in der Ganzgenom-
analyse.

Gehiuftes Auftreten von Linezolid-resistenten VRE
an einem Klinikum in Siiddeutschland. Im Juli 2019
erhielt das NRZ insgesamt acht vanB-positive und
VREF-Isolate, die mit dem Verdacht auf Linezolid-
resistenz eingesandt wurden. Fiir fiinf dieser Isolate
wurde mittels Mikrobouillonverdiinnung eine Re-
sistenz gegentiber Linezolid bestitigt. Anschlieflen-

3 ‘.
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Sem 1
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Abb. 3 | Minimum Spanning Tree (MST) basierend auf cgMLST von 21 E. faecium-Isolaten. Die Anzahl der variierenden Allele ist
neben den schwarzen Linien gezeigt. Die Kolorierung erfolgte anhand der cgMLST Typisierung (Analyse von 1.367 Genen).

ST = sequence type (MLST), CT = complex type (cgMLST). Grau schattierte Bereiche verbinden Isolate, die anhand der Definitionen
von SeqSphere+ zu einem Cluster gehéren (Grenzwert der maximalen Allelunterschiede in einem Cluster: 15). Isolate, die mit
unterbrochenen Linien gekennzeichnet sind, stammen aus dem Jahr 2019.
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de NGS-Analysen zeigten, dass alle eingesandten
Isolate dem Genotyp STiy/CT71 und einem ge-
meinsamen Cluster zugeordnet werden konnten; in
der cgMLST-Analyse unterschieden sich die Isolate
im paarweisen Vergleich in maximal acht Allelen
voneinander. Die Analyse des putativ zugrunde-
liegenden Resistenzmechanismus mit Hilfe der

sein von Mutationen in der 23S rDNA. Ubertragba-
re Gene, welche eine Linezolidresistenz vermitteln
konnen (cfr, poxtA und optrA) oder Mutationen in
ribosomalen Strukturgenen (rplC und rplD) konn-
ten nicht nachgewiesen werden. Die drei Linezolid-
sensiblen Isolate wiesen keinerlei Mutationen oder
uibertragbare Gene auf. Zusitzliche Verwandt-
schaftsanalysen zeigten, dass Isolate des STuy/CT71
einen deutschland- und europaweit verbreiteten
Stammtyp reprisentieren, bei welchem sich auch
vollig unabhingige Isolate durch nur wenige Allele
voneinander unterscheiden kénnen (NRZ, unpubl.
Daten). Eine Interpretation von Hiufungsgesche-
hen, die mit dem STu7/CTy1 assoziiert sind, sollte
folglich nur auf Grundlage von zusitzlich und sorg-
filtig erhobenen epidemiologischen Daten erfolgen
(s. auch folgender Abschnitt).

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

Aus den Jahren 2019 und 2020 wurden insgesamt
169 bzw. 141 E. faecium-Isolate aus invasiven Infek-
tionen (Sepsis, Katheter-Sepsis) mittels WGS analy-
siert. Fuinfundfiinfzig der insgesamt 310 Isolate wa-
ren vanA-positiv (17,7 %), wihrend 208 Isolate dem
vanB-Typ zugeordnet werden konnten (67 %).

Im Jahr 2019 waren 14 verschiedene MLST-Typen
bei Blutkulturisolaten nachweisbar. STuy blieb wie
in den Vorjahren mit 66 % der hiufigste Sequenz-
typ. Der ab 2015 erstmals aufgetretene ST80 ist seit
2017 der zweithdufigste Typ. 2019 ist er mit einer
Hiufigkeit von 18 % vertreten, gefolgt von ST78
(5,3 %), ST262 (2,9 %) und ST1352 (2,4 %). 2020 er-
gab die Typisierung mittels MLST 10 ST. Obwohl
STuy wie in den Vorjahren zum hiufigsten MLST-
Typ zidhlte (53 %), zeigten Isolate des ST80 einen
deutlichen prozentualen Anstieg im Vergleich zum

nanten ST wurden gefolgt von ST78 (5%), ST1299
(4 %) und ST203 (3 %). Vormals und in anderen eu-
ropiischen Lindern prominente MLST-Typen wie
ST18 oder ST192 traten 2020 mit einer nur sehr ge-
ringen Frequenz auf (0—2 %).

Aufgrund des geringen Auflésungsvermdégens von
klassischen MLST-Analysen (Analyse von 7 Haus-
haltsgenen) werden seit einigen Jahren sogenannte
Complextypen (CT) auf Grundlage einer Kern-
genom-MLST abgeleitet. Diese Methodik erreicht
eine deutlich hohere Auflésung durch den Vergleich
von insgesamt 1.423 Genen des Kerngenoms. Im
Jahr 2019 waren 55 verschiedene CT nachweisbar.
Uberproportional hiufig (n>5) erschienen hier nur
Isolate des CT*1 (ST, vanB) mit 44 % und CT1065
(ST80, vanB) mit'7,6 %. Alle anderen CT waren sel-
tener als 3%. 2020 waren 41 verschiedene CT in
141 Blutkulturisolaten nachweisbar. Uberproportio-
nal hiufig (n>5) erschienen hier die Isolate mit dem
CTn (37%, STuy), CT2406 (6%, ST80), CTi470
(4%, ST80), CT2858 (4%, ST80) und CT929 (4 %,
STiy). In diesem Zusammenhang ist auffillig, dass
der Anstieg von ST8o-Isolaten insgesamt auf eine
diverse Bandbreite von CT zuriickgeht (18 CT).
Gleichsam ist der Trend bei dominanten CT wie des
CT1065 innerhalb des ST80 bereits wieder riickliu-
fig (2019: 8 %, 2020: 3,5 %).

Etablierung eines Kerngenom MLST
Schemas fiir E. faecalis

Gemeinsam mit Kooperationspartnern haben wir
im Rahmen eines Forschungsprojekts ein Kernge-
nom MLST Schema fiir E. faecalis entwickelt, um
ein Typisierschema auch fur die klinisch bedeutsa-
me Spezies bzw. entsprechende Vancomycin-resis-
tente Varianten anbieten zu kénnen. Das Schema
wurde unter Berticksichtigung mehrerer Stammsit-
ze entwickelt und validiert und steht seit 2019 als
Teil der Ridom SeqSphere+ Software als cgMLST
Paket fiir E. faecalis zur Verfiigung.’

Mikrobiologische Charakterisierung

von Linezolid-resistenten E. faecium-

und E. faecalis-Isolaten

Linezolidresistenz wird in Enterokokken durch
Punktmutationen in der 23S rDNA vermittelt (in

NEINE
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Abb. 4 | Prozentualer Anteil der hiufigsten Stammtypen nach MLST bei invasiven E. faecium-Isolaten von 2011-2020
(Daten des NRZ). Farbig markierte Linien beschreiben die Verteilung der entsprechenden Sequenztypen (ST) liber die Zeit.

E. faecium in 6 Kopien, u.a. meist durch G2576T
Mutationen) sowie durch Mutationen in ribosoma-
len Proteinen (rplC, rplD) und/oder durch die
transferablen Resistenzgene cfr, optrA und/oder
poxtA. Alle Linezolid-resistenten Isolate werden
mittels einer am NRZ entwickelten und validierten
Multiplex-PCR auf transferable Linezolid-Resistenz-
gene untersucht.*

2019 wurde in nur einem Linezolid-resistenten
E. faecium-Isolat das cfr-Gen nachgewiesen (2020;
n=o0), dessen Bedeutung in E. faecium grundsitz-
lich fraglich ist.® Jeweils sechs E. faecium-Isolate be-
saflen 2019 und 2020 poxtA (z.T. VRE). Jeweils sie-
ben E. faecium-Isolate in beiden Jahren besaflen
optrA. Im Jahr 2020 besalen zwei E. faecium-Isolate
optrA UND poxtA. Im Gegensatz zu den Vorjahren
haben wir nicht mehr die Anzahl der mutierten 23S
rDNA Allele in LRE erfasst, da die meisten LRE ver-
schiedene Anteile an G2576T Mutationen ausweisen
und die Aussagekraft der Erkenntnisse aus Public
Health-Sicht begrenzt ist.

Insgesamt 44 von 62 (71%) Linezolid-resistenten
E. faecalis-Isolaten besafen optrA und bestitigen so-

mit die vergleichsweise weite Verbreitung dieses
Linezolid-Resistenzgens in dieser Spezies.’

Analyse einer Haufung von Tigecyclin-
resistenten E. faecium an einem
Universitatskrankenhaus

In einer Studie zusammen mit dem Frankfurter
Universititsklinikum wurden 76 Tigecyclin-resis-
tente VRE- bzw. E. faecium-Isolate mit einer Kontroll-
gruppe aus VRE verglichen.” Der Einfluss des Ein-
satzes von Tigecyclin auf die Resistenzentstehung
und -verbreitung wurde untersucht. Am NRZ wur-
den die Resistenzphinotypen der TVRE-Isolate be-
stitigt und eine Auswahl an TVRE mittels WGS und
cgMLST hinsichtlich Klonalitit, d.h. vermuteter
Transmissionen, analysiert. Es konnten kleine
Transmissionscluster als auch de novo generierte
TVRE nachgewiesen werden. Zudem war ein Zu-
sammenhang eines gehiuften Auftretens von TRE/
TVRE mit einem gesteigerten Einsatz von Tigecyclin
nachweisbar.”
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Fazit und Ausblick

Die Mafinahmen zur Konsolidierung der Menge an
eingesandtem Probenmaterial zeigten ab 2019 ers-
te Auswirkungen. Im Jahr 2020 schreibt das NRZ
die riickldufigen Einsendezahlen, vor allem ab dem
2.Quartal, dem COVID-19-pandemiebedingten
Lockdown zu. Die nahezu Halbierung der am NRZ
zu analysierenden Proben an Enterokokken hatte
verschiedene positive Auswirkungen und fiithrte
u.a. zu einer prozentualen Anreicherung von Iso-
laten aus klinisch-relevantem Material bei gleichzei-
tiger und gleichwertiger geografischer Abdeckung.
Die Typisierung wurde mit einer Ubergangsphase
Ende 2019 komplett auf WGS-basierte Auswerte-
verfahren umgestellt. Beim Einsatz von WGS-
basierten Typisierverfahren werden die Anforde-
rungen der Hygieneempfehlungen zugrunde ge-
legt, d.h. es konnen aus Kapazititsgriinden keine
reinen Besiedlungsausbriiche analysiert werden.
Durch diese und weitere Mafdnahmen konnten die
Bearbeitungszeiten aller Proben am NRZ, auch die
fur Typisierung, deutlich reduziert werden. Das
Stammmaterial des NRZ ist somit aufgrund der
Vielzahl der einsendenden Labore, der Reprisen-
tation aller Bundeslinder und der Diversitit der
Fragestellungen sehr gut geeignet, allgemeine
Trends frithzeitig abzubilden und zu erkennen.
Dariiber hinaus nimmt das NRZ eine wichtige
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