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1 Zusammenfassung 

In Deutschland ist in den letzten Jahren eine stetige Zunahme von Vancomycin-

resistenten E. faecium (VREfm) in medizinischen Einrichtungen zu beobachten. 

Durch VREfm verursachte Infektionen sind aufgrund eingegrenzter Behandlungs-

möglichkeiten, verlängerten Krankenhausaufenthalten und einer höheren Mortali-

tät eine zusätzliche Belastung für Patienten, Personal und medizinische Einrich-

tungen. Auch auf globaler Ebene stellt die Zunahme von VREfm ein gravierendes 

Problem dar. Untersuchungen der molekularen Epidemiologie, z.B. mittels Ganz-

genomsequenzierung, können dazu beitragen, die Ausbreitung und Persistenz 

von VREfm besser zu verstehen. Am Institut für Hygiene und Umweltmedizin der 

Charité - Universitätsmedizin Berlin wurden im Zeitraum von 2017-2019 147 

VREfm-Isolate im Rahmen von verschiedenen Ausbruchsanalysen mit der Ganz-

genomsequenzierung untersucht. Dabei wurde ein gehäuftes Auftreten spezifi-

scher Ausbruchsisolate festgestellt. Infolgedessen haben wir eine retrospektive 

Studie für den Zeitraum von 2008-2018 durchgeführt, um die Entwicklung und das 

Auftreten spezifischer Stämme über einen längeren Zeitraum zu betrachten. Diese 

Studie umfasste aus den Untersuchungsjahren 2008, 2013, 2015 und 2018 insge-

samt 120 Isolate, die ohne erkennbaren epidemiologischen Zusammenhang un-

abhängig voneinander aufgetreten waren. Für alle Isolate wurde eine cgMLST-

Analyse durchgeführt und Sequenztypen (ST) und Clustertypen (CT) bestimmt. 

Die Studie zeigte, dass es einen Anstieg von VREfm mit ST117 von 17% im Jahr 

2008 auf 57% im Jahr 2018 gab (p = 0,012). Für 80% aller ST117-Isolate wurde 

im Jahr 2008 der Genotyp vanA bestimmt und im Jahr 2018 lediglich für 6%. Zu-

dem wurde im Jahr 2018 ein gehäuftes Vorkommen des Subtyps ST117 CT71 

(43%) mit dem Genotyp vanB im Vergleich zu den anderen CT beobachtet. Die 

Studie spiegelte, wie auch die Ausbruchsanalysen, ein gehäuftes Auftreten von 

ST117 CT71 wider. Zusammenfassend zeigte diese Arbeit, dass es an der Charité 

- Universitätsmedizin Berlin einen Anstieg von VREfm ST117 gibt und dieser An-

stieg besonders in den letzten Jahren von einer Verschiebung unter den ST117-

Subtypen in Richtung CT71 mit dem Genotyp vanB begleitet wird. Es wurden we-

der spezifische Virulenzfaktoren noch Veränderungen bei der Zusammensetzung 

der betroffenen Patienten gefunden, die zur Erklärung der Zunahme von ST117-
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CT71 herangezogen werden können. Aufgrund der Erkenntnis, dass es sich bei 

ST117-CT71 um einen endemischen Stamm handelt, sollten zukünftige VREfm-

Ausbrüche mit ST117-CT71 nur unter Berücksichtigung der epidemiologischen 

Zusammenhänge und nicht allein auf Grundlage der Ergebnisse der Ganzge-

nomsequenzierung betrachtet werden.   
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2 Abstract 

In Germany, a steady increase of vancomycin-resistant E. faecium (VREfm) has 

been observed in medical facilities in recent years. Infections caused by VREfm 

are a burden on patients, staff and hospitals because of the limited treatment op-

tions, prolonged hospital stays, and high mortality. The increase in VREfm is a 

serious problem on a global level. Research in molecular epidemiology, e.g. by 

whole genome sequencing, is contributing to a better understanding of the spread 

and persistence of VREfm. At the Institute for Hygiene and Environmental Medi-

cine of Charité - Universitätsmedizin Berlin between 2017 and 2019, 147 VREfm 

isolates were studied in various outbreak analyses using whole genome sequenc-

ing. A high occurrence of specific outbreak isolates was observed. Consequently, 

we conducted a retrospective study for the period 2008-2018 to examine the oc-

currence and development of specific strains over a longer period. This study in-

cluded 120 isolates from the years 2008, 2013, 2015 and 2018 which occurred 

independently of each other without any apparent epidemiological link. A cgMLST 

analysis was performed on all isolates. Sequence types (ST) and cluster types 

(CT) were determined. The study revealed that there was an increase in VREfm 

with ST117 from 17% in 2008 to 57% in 2018 (p = 0.012). The genotype vanA was 

found in 80% of all ST117 isolates in 2008 and in 6% in 2018. In addition, in 2018 

we observed an increased occurrence of the subtype ST117 CT71 (43%) with the 

genotype vanB compared to the other CT. As in the outbreak analyses, the study 

reflected an increased incidence of ST117 CT71. In summary, this work has shown 

that there has been an increase of VREfm ST117 at Charité - Universitätsmedizin 

Berlin and that–particularly in recent years–this increase has been accompanied 

by a shift among ST117 subtypes towards CT71 with the genotype vanB. Neither 

specific virulence factors nor changes in the composition of the group of patients 

affected could be identified that would explain the increase of ST117 CT71. Based 

on the finding that ST117 CT71 is an endemic strain, future VREfm outbreaks with 

ST117 CT71 should only be evaluated in an epidemiological context, not merely 

based on the results of whole genome sequencing. 
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3 Einführung 

Enterokokken sind Teil des menschlichen Darmmikrobioms und somit nur fakulta-

tiv pathogen. Dennoch werden sie auch mit humanen Infektionen assoziiert und 

können bei speziellen Patientengruppen erhebliche Folgen haben. Von klinischer 

Bedeutsamkeit ist die Enterokokkenspezies Enterococcus (E.) faecium (1-4). In 

den letzten Jahren ist eine Zunahme Vancomycin-resistenter E. faecium 

(VREfm)-Isolate in Zusammenhang mit nosokomialen Infektionen in Deutschland 

zu erkennen (5). Vancomycin-Resistenz kann durch verschiedene Genotypen ei-

nes Gen-Clusters vermittelt werden, wobei es sich meistens um das vanA- oder 

vanB-Operon handelt. Dieses kann chromosomal kodiert werden oder extra-chro-

mosomal auf Plasmiden vorliegen (6). Entsprechend der Zahlen des deutschen 

nationalen Netzwerks „Antibiotika-Resistenz-Surveillance“ (ARS) erhöhte sich der 

Anteil der VREfm-Isolate in Deutschland von 11% in 2014 auf 26% in 2017 (7). Die 

steigende Tendenz von VREfm spiegeln auch die Daten aus dem Krankenhaus-

Infektions-Surveillance-System (KISS) wider (8). Die Weltgesundheitsorganisation 

(WHO) veröffentlichte 2018 eine Liste zur Einstufung der Priorität derjenigen bak-

teriellen Krankheitserreger, für die dringend neue Therapiemöglichkeiten entwi-

ckelt werden müssen, und stufte VRE mit einer hohen Priorität ein (9). Darüber 

hinaus klassifizierte die CDC - Centers for Disease Control and Prevention der 

USA - VRE als ernsthafte Bedrohung (10). Demnach stellen VREfm ein gravieren-

des Problem für Patienten und das Gesundheitssystem dar, und ausführliche Ana-

lysen zum Verständnis und zur Eindämmung der Verbreitung sind unerlässlich. 

Ausbrüche von Erregern können schwerwiegende Folgen für die medizinische Ein-

richtung und den betroffenen Patienten haben. Neben der erhöhten Morbidität des 

Patienten kann es zu einer höheren Beanspruchung von Zeit und Ressourcen des 

Krankenhauses sowie zur psychischen Belastung der Patienten, Angehörigen und 

des Personals kommen (11-13). Der Begriff „Ausbruch“ gemäß § 6 Abs. 3 des 

Infektionsschutzgesetzes beschreibt das gehäufte Auftreten nosokomialer Infekti-

onen, bei denen ein epidemiologischer Zusammenhang wahrscheinlich ist oder 

vermutet wird. In dieser Arbeit umfasst der Begriff „Ausbruch“ eine Erregerhäufung 

unabhängig von dem Auftreten nosokomialer Infektionen. Ein Ausbruch kann in 

diesem Kontext Isolate reiner Kolonisation und nosokomialer Infektion umfassen. 
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Ausbruchsanalysen können Aufschluss über die Übertragungswege, Risikofakto-

ren, Eigenschaften und Pathogenität des Erregers geben. Diese Erkenntnisse kön-

nen als Grundlage für die Aufklärung weiterer Geschehnisse dienen und es er-

möglichen, daraus abgeleitete Maßnahmen gezielter einzusetzen und die Folgen 

zukünftiger Ausbrüche zu mildern (13). Molekulargenetische Analysen können 

dazu beitragen, die Hintergründe der landesweiten Zunahme von VREfm aufzu-

decken. Schon seit mehreren Jahren wird die molekulare Epidemiologie als Werk-

zeug für Ausbruchsanalysen genutzt. Dabei ist die Pulsfeld-Gelelektropherese 

(PFGE) die klassische Typisierungsmethode und wurde lange Zeit als Goldstan-

dard angesehen. Die PFGE zeichnet sich durch geringe Durchführungskosten und 

eine hohe Reproduzierbarkeit aus. Jedoch ist diese Methode technisch sehr an-

spruchsvoll, zeitintensiv und ermöglicht keinen Vergleich der Ergebnisse auf regi-

onaler bzw. nationaler oder internationaler Ebene (14). Die Multilocus-Sequenz-

Typisierung (MLST), bei der sieben Genloci sequenziert werden, ermöglicht einen 

Austausch von Daten mithilfe von Datenbanken mit einheitlicher Nomenklatur. Al-

lerdings ist diese Methode durch geringes Diskriminierungsvermögen für die Ana-

lyse lokaler Ausbrüche schlecht geeignet (15). Im Gegensatz dazu kann die Ganz-

genomsequenzierung (engl. Whole Genome Sequencing (WGS)) diese Anforde-

rungen erfüllen. Bei dieser Methode ist der Informationsgehalt deutlich größer und 

ermöglicht es dadurch verwandte Stämme mit einer hohen Auflösung zu verglei-

chen (14, 15).  

Ganzgenomsequenzierung und bioinformatische Auswertung 

Die Verringerung der Kosten und die Einführung von anwenderfreundlichen Se-

quenzierplattformen in den letzten Jahren macht die Nutzung der WGS sehr at-

traktiv und führte zu einer weltweiten Etablierung. Die WGS basiert auf der „Next 

Generation Sequencing“-Technologie, die parallele Analysen von kurzen DNA-Ab-

schnitten, den sogenannten „short reads“, mit einem hohen Durchsatz an Daten 

ermöglicht. Für die Short-Read-Sequenzierung stehen verschiedene Sequenzier-

plattformen zur Verfügung, wobei sich in der Mikrobiologie vor allem die Sequen-

ziersysteme der Firma Illumina etabliert haben (16). Diese Sequenziersysteme 

verwenden das „sequencing-by-synthesis“-Verfahren. Dabei erfolgt die Detektion 

der einzelnen Basen während des Einbaus in den wachsenden DNA-Strang. Nach 
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der Sequenzierung werden die Rohdaten im FASTQ-Format ausgegeben. Diese 

Dateien umfassen die Fragmentsequenzen („Reads“) und die entsprechenden 

Qualitätswerte. Zur Aufbereitung für weitere Analysen können diese Dateien „ge-

trimmt“ (zurechtgeschnitten) werden, um zum Beispiel Adaptersequenzen zu ent-

fernen oder generell Sequenzabschnitte mit niedriger Qualität auszusortieren. An-

schließend werden die getrimmten Reads assembliert. Dabei werden die Reads 

entsprechend der Vorgehensweise des Assemblers in der korrekten Reihenfolge 

zu längeren Sequenzabschnitten, auch Contigs genannt, zusammengesetzt. Das 

Assemblieren kann dabei als „Mapping“ (Referenzgenom als Vorlage) oder „de 

novo“ (ohne Referenzgenom) erfolgen (14, 17). Für die Auswertung dieser as-

semblierten Dateien gibt es verschiedene Ansätze. Für Ausbruchsanalysen wer-

den in der Routine oft Allel-basierte Vergleiche verwendet. Dabei werden auf 

Grundlage des Kerngenoms weitaus mehr Gene („Targets“) als bei der klassi-

schen MLST untersucht und als „core genome“ MLST (cgMLST) bezeichnet. Diese 

Analyse kann z.B. mit der SeqSphere+ Software von Ridom 

(https://www.ridom.de/seqsphere/) durchgeführt werden. Mittels eines Referenz-

genoms wird auf Kerngenomebene ein Schema für die Analyse eines Erregers 

erstellt und dieses umfasst abhängig vom Erreger eine Vielzahl an Targets, die für 

den Vergleich der Isolate genutzt werden. Zudem werden in der Software die Se-

quenztypen (ST) und die Clustertypen (CT) der einzelnen Isolate angegeben, die 

den öffentlichen Datenbanken mit Nomenklatur zugrunde liegen (https://pub-

mlst.org/ und https://www.cgmlst.org/). Neben dem Allel-basierten Vergleich kann 

für die Analyse von Sequenzierdaten auch ein „Single Nucleotide Polymorphism“ 

(SNP)-basierter Vergleich auf Kerngenomebene durchgeführt werden. Dabei wer-

den nicht die Allele, sondern einzelne Unterschiede in der Sequenz miteinander 

verglichen. Der SNP-Ansatz ist folglich sehr diskriminativ, aber erfordert hohe 

Rechnerleistungen und hängt sehr von der Wahl des Referenzgenoms ab (17). 

Des Weiteren bieten diverse bioinformatische Tools die Möglichkeit, Isolate auf 

Resistenzgene, Virulenzfaktoren oder Plasmide und mobile Elemente zu untersu-

chen. Für die Analyse von Resistenzgenen kann z.B. ResFinder (18), CARD (19) 

oder ARG-ANNOT (20) genutzt werden. Untersuchungen auf Virulenzfaktoren 

können mit VirulenceFinder (21) oder VFDB (22) erfolgen. Zudem ermöglichen es 

PlasmidFinder (23), Platon (24), ICEberg (25), TETyper (26) oder RFPlasmid (27) 

Plasmide und mobile Elemente zu identifizieren. Das Feld der Bioinformatik bietet 

https://www.ridom.de/seqsphere/
https://pubmlst.org/
https://pubmlst.org/
https://www.cgmlst.org/ncs
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von der Vorbereitung der Reads über das Assemblieren, Annotieren und Align-

ment bis hin zur Berechnung von phylogenetischen Bäumen und Visualisierung 

viele Anwendungen, die je nach Fragestellung individuell vom Anwender genutzt 

werden können (28). Die Nutzung von verschiedenen Analyseansätzen, diversen 

Tools und Abfragen von Datenbanken erfordert meistens Erfahrung mit Linux bzw. 

Kommandozeilenbefehle und kann sehr arbeits- bzw. zeitintensiv sein. Oft stellt 

das in der Routine eine große Herausforderung dar und limitiert infolgedessen die 

Anwendbarkeit. Daher ist der Bedarf an einem automatisierten Ablauf von ver-

schiedenen Hilfsmitteln in Form von Analyseskripten, die von Anwendern ohne bi-

oinformatischem Hintergrund genutzt werden können und die Gesamtergebnisse 

in Form einer grafischen Benutzeroberfläche präsentieren, sehr groß. So eine Vor-

gehensweise bietet die ASA3P Analyse Pipeline (29). Diese ermöglicht es, mit dem 

Input der FASTQ-Dateien eine automatisierte Analyse vom Trimmen der Reads, 

über das Assemblieren, Annotieren und Berechnung der Phylogenie bis hin zur 

Pangenomanalyse und Bestimmung von Resistenzgenen und Virulenzfaktoren, 

durchzuführen. 

Zielsetzung dieser Arbeit  

Am Institut für Hygiene und Umweltmedizin der Charité - Universitätsmedizin Ber-

lin nutzen wir die Ganzgenomsequenzierung, um Erregerhäufungen auf moleku-

larbiologischer Ebene zu untersuchen. Im Zusammenhang mit der Zunahme von 

VREfm an der Charité - Universitätsmedizin Berlin wollen wir genauere Informati-

onen über das Auftreten und die Verbreitung von VREfm erhalten, um weitere 

Maßnahmen und Strategien zur Prävention und Infektionskontrolle entwickeln zu 

können. Im Zeitraum von 2017-2019 wurden mehrere Ausbrüche mit VREfm mit-

tels Ganzgenomsequenzierung untersucht. Dabei wurde mit der Zeit auffällig, dass 

ein bestimmter Sequenztyp vermehrt auftrat und dieser Sequenztyp in wenige ver-

schiedene Clustertypen differenziert werden konnte. Besonders häufig traten 

ST117 und CT71 in Erscheinung. Da das Institut für Hygiene und Umweltmedizin 

eine umfangreiche Keimstammsammlung besitzt, die VREfm-Isolate ab dem Jahr 

2008 umfasst, wollten wir retrospektiv einige VREfm-Isolate aus dieser Sammlung 

mittels Ganzgenomsequenzierung untersuchen. Dabei stellte sich die Frage, ob 
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VREfm-Isolate mit ST117 CT71 nur im Zusammenhang mit den untersuchten Aus-

brüchen auftauchten oder, ob dieser Typ schon länger vorkommt und nur in den 

letzten Jahren durch die Nutzung der neuen Technologie sichtbar wurde. Eine 

Analyse der Entwicklung und Dynamik der VREfm über einen Zeitraum von zehn 

Jahren sollte dazu beitragen, die Zunahme und Ausbreitung von VREfm besser zu 

verstehen, um daraus evtl. Präventivmaßnahmen ableiten zu können. Infolgedes-

sen wurde in dieser Arbeit die molekulare Epidemiologie von Nicht-Ausbruchsiso-

laten in Form einer retrospektiven Studie von 2008-2018 untersucht, und diese 

Ergebnisse mit den Erkenntnissen der vorangegangen Ausbruchsanalysen vergli-

chen.  
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4  Methodik 

Für die Untersuchung der Isolate der retrospektiven Studie wurden die gleichen 

molekularbiologischen und bioinformatischen Methoden wie für die Ausbruchsiso-

late von 2017-2019 genutzt. Die mikrobiologische Untersuchung der Isolate der 

retrospektiven Studie erfolgte in dem entsprechenden Jahr und weicht zwischen 

den Jahren ab. Die Durchführung der Methoden mit den Abweichungen in den 

jeweiligen Jahren werden im Methodenteil zusammengefasst beschrieben. Dar-

über hinaus wird das Konzept der Studie (Design, Ein- und Ausschlusskriterien 

sowie die statistische Analyse) erläutert. 

Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden 

Für die mikrobiologische Untersuchung auf VRE wurden im Jahr 2008 die entspre-

chenden Patiententupfer auf BBL-Enterococcosel-Agarplatten (Becton Dickinson, 

Artikelnr. 292234) ausgestrichen und für 24 Stunden bei 37 °C bebrütet. Bei posi-

tivem Wachstum dieser Screeningplatten wurde ein Agardiffusionstest mit 30 μg 

Vancomycin-Testplättchen (Becton Dickinson, Artikelnr. 254858) und 30 μg Teico-

planin-Testplättchen (Becton Dickinson, Artikelnr. 291311) auf Müller-Hinton-

Agarplatten (bioMérieux, Artikelnr. 43309) durchgeführt. Zur Speziesbestimmung 

wurde eine „Bunte Reihe“ mit verschiedenen Substanzen (L-Arabinose, Sorbitol, 

Pyruvat, Raffinose, α–Methyl-D-Gluco-Pyranosidase und 6,5% ige NaCl-Lösung) 

oder API STREP (bioMérieux, Artieklnr. 20600) verwendet. Für die Identifizierung 

und Resistenztestung ab 2013 wurden chromID VRE Agarplatten (bioMérieux, Ar-

tikelnr. 43002) mit einer Inkubationszeit von 48 Stunden bei 37 °C und MAST-

DISCS Agardiffusionsplättchen mit 5 μg Vancomycin (Mast Group Ltd., Artikelnr. 

112028) und 30 μg Teicoplanin (Mast Group Ltd., Artikelnr. 112022) genutzt. Dar-

über hinaus wurde das Vitek2 System mit den Vitek Karten GP (bioMérieux, Ar-

tieklnr. 21342) und AST-P592 (bioMérieux, Artikelnr. 22287) oder MALDI-TOF MS 

(Bruker Daltonics) zur Speziesbestimmung genutzt. 

Für die Next-Generation-Sequenzierung wurden alle VREfm-Isolate auf Blutagar-

platten (bioMérieux, Artikelnr. 413162) zunächst über Nacht bei 37 °C inkubiert, 
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und anschließend wurde die DNA mittels des UltraClean Microbial DNA Kit (Qi-

agen, Artikelnr. 12224-250) isoliert. Für die DNA-Isolierung wurden nur Reinkultu-

ren mit mehreren Einzelkolonien verwendet. Zur Überprüfung der Qualität der DNA 

wurden die Absorptionsverhältnisse A260/A280 und A260/A230, die bei ≥ 1,8 bzw. 

≥ 2,0 liegen mussten, mit einem Biophotometer bestimmt. Die Library Präparation 

für die Sequenzierung erfolgte mit dem Nextera XT Library Preperation Kit (Illu-

mina, Artikelnr. FC-131-1024). Zur Kontrolle der Library wurden die PCR-Frag-

mente mit dem BioAnalyzer unter Verwendung des High Sensitivity Chips (Agilent 

Technologies, Artikelnr. 5067-4626) untersucht, um eine erfolgreiche Fragmentie-

rung und eine Verteilung der Fragmentgrößen im Bereich von 500-700 bp sicher-

zustellen. Für die Aufreinigung und Größenselektion der PCR-Fragmente wurden 

paramagnetische Beads (Agencourt AMPure XP, Beckman Coulter, Artikelnr. 

A63881) genutzt und so eingesetzt, dass Fragmente mit einer ungefähren Länge 

kleiner 400 bp entfernt wurden. Fragmente größer als 700 bp wurden nicht selek-

tiert. Alle VREfm-Isolate wurden mit dem Illumina MiSeq System unter Verwen-

dung der V2 Reagenzien mit 500 Zyklen (Illumina, Artikelnr. MS-102-2003) se-

quenziert. 

Bioinformatische Auswertung und Datenanalyse 

Für die Analyse und Auswertung wurde die SeqSphere+ Software Version 4.1.9 

von Ridom benutzt. Diese Software ermöglicht durch eine feste Auswahl von Ana-

lyseparametern eine schnelle und stabile Analyse auf Grundlage des Kerngenoms 

durchzuführen. Als Input wurden die fastq-Dateien verwendet und mit dem Velvet-

Assembler de novo assembliert. Für den Allel-basierten Vergleich wurde das publi-

zierte cgMLST-Schema für E. faecium mit Standardeinstellungen genutzt (Schwel-

lenwert für die Alleldistanz von Isolaten innerhalb eines Clusters: ≤ 20; E. faecium 

Referenzgenom NC_017022.1 GenBank accession number: GCA_000250945.1) 

(30). Für alle VREfm-Isolate wurden ST und CT extrahiert sowie eine Distanz-

matrix für den paarweisen Vergleich basierend auf 1423 Targets (cgMLST) be-

rechnet. Zur grafischen Darstellung der Ergebnisse wurde der Minimum Spanning 

Tree und der Neighbor Joining Tree jeweils mit der Einstellung „Pairwise ignore 

missing values“ benutzt. Für die Sequenzierung wurde pro Probe eine durch-

schnittliche Coverage von 100 x angestrebt. Proben, die eine durchschnittliche 
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Coverage < 40 x aufwiesen oder nicht mindestens 95% der cgMLST-Targets er-

zielten, wurden erneut sequenziert. 

Die Isolate der Studie wurden darüber hinaus mittels der ASA3P Analyse Pipeline 

untersucht. Dabei erfolgte die Assemblierung mittels SPAdes, und auf Kerngeno-

mebene wurde ein SNP-Vergleich unter Verwendung des E. faecium Referenzge-

noms NC_017022.1 durchgeführt. Die Resistenzgene wurden mittels CARD (19) 

und ResFinder (http://www.genomicepidemiology.org) untersucht, für die Detek-

tion von Virulenzfaktoren wurde die Datenbank VFDB (22) und VirulenceFinder 

(http://www.genomicepidemiology.org) verwendet. Außerdem wurde mittels Roary 

eine Pangenomanalyse (31) durchgeführt. 

Studiendesign 

Die vorliegende Studie umfasst VREfm-Isolate von Patienten, die im Rahmen der 

aktiven Routineüberwachung und Infektionspräventionskontrolle im Zeitraum von 

2008 bis 2018 an der Charité - Universitätsmedizin Berlin asserviert wurden. Dabei 

wurden die Standorte Campus Benjamin Franklin, Campus Charité Mitte und Cam-

pus Virchow-Klinikum eingeschlossen. Zunächst wurden nur Isolate aus den Jah-

ren 2008, 2013 und 2018 für die Untersuchung ausgewählt. Aufgrund der dabei 

erzielten Ergebnisse (starker Anstieg von CT71 in 2018, siehe Ergebnisse Seite 

17) wurden nachträglich auch Isolate aus dem Jahr 2015 mit in die Studie einge-

schlossen, um die Veränderungen zeitlich enger einzugrenzen. Für jedes Unter-

suchungsjahr wurden die Isolate nach dem gleichen Schema ausgewählt. Dafür 

wurden jeweils die ersten 7-8 Nicht-Ausbruchsisolate aus jedem Quartal des je-

weiligen Jahres entsprechend des Abnahmedatums und der Station ermittelt, um 

insgesamt 30 Isolate pro Jahr als Probenpool zu erfassen. Es wurden demzufolge 

die ersten 7 auftretenden Isolate im ersten Quartal beginnend am 01.Januar, die 

ersten 8 auftretenden Isolate im zweiten Quartal beginnend am 01.April, die ersten 

7 auftretenden Isolate im dritten Quartal beginnend am 01.Juli und die ersten 8 

auftretenden Isolate im vierten Quartal beginnend am 01.Oktober ausgewählt. Als 

Nicht-Ausbruchsisolate wurden Isolate bezeichnet, für welche weder räumlich 

noch zeitlich ein epidemiologischer Zusammenhang zu erkennen war. Bei diesen 

insgesamt 120 VREfm-Isolaten wurden Alter, Geschlecht, Liegezeit, Liegezeit der 
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Patienten bei Probenentnahme, die Probenentnahmestelle sowie die Art der Sta-

tion aus dem Laborinformationssystem erfasst. Anhand der Probenentnahmestelle 

wurde definiert, ob die mikrobiologische Untersuchung aus klinisch-diagnosti-

schem oder infektionspräventivem (Screeninguntersuchungen auf VRE) Anlass 

durchgeführt worden war. Da die Isolate im Rahmen der Routineüberwachung und 

Infektionspräventionskontrolle entnommen wurden, lagen keine Informationen vor, 

ob die klinischen Kulturen von Patienten mit Infektionen oder mit Verdacht auf In-

fektionen gesammelt wurden. In dieser Studie wurden alle positiven VRE-Nach-

weise eingeschlossen, unabhängig davon, um welches Material es sich handelte 

(Screening oder klinisch-diagnostisch). Rektal-, Nasen- und Rachenabstriche wur-

den als Screening-Material klassifiziert. Alle anderen, wie z.B. Blutkulturen, Wund-

abstriche, Urinproben oder Stuhlproben, wurden als klinisch-diagnostisches Mate-

rial eingeordnet. Die verschiedenen Stationen wurden in 4 Bereiche zusammen-

gefasst: Intensivstation, Hämatologie/Onkologie, Chirurgie und „andere“. Letzteres 

umfasst Normalstationen wie zum Beispiel Nephrologie, Kardiologie und Gastro-

enterologie. Jedes Isolat wurde nur einem Bereich bzw. einer Stationsart zugeord-

net. 

Ein- und Ausschlusskriterien der Studie 

Bei der Durchführung der bereits beschriebenen Methode zur Auswahl der Isolate 

wurde im ersten Schritt nur das Abnahmedatum und im zweiten Schritt die Station 

und der Patient berücksichtigt. Weitere Auswahlkriterien wie z.B. Probenentnah-

mestelle oder Patienteninformationen wie Alter, Geschlecht, Art der Station und 

Liegezeit wurden an dieser Stelle nicht berücksichtigt. Isolate wurden aus der Stu-

die ausgeschlossen, wenn es von dem Patienten bereits ein Isolat im Probenpool 

gab oder die Station in einem Quartal mehrfach vorkam (um epidemiologische Zu-

sammenhänge, z.B. einen Ausbruch, auszuschließen). 

Statistische Analysen 

Fokus der Untersuchung war das Auftreten und die Verteilung der Sequenz- und 

Clustertypen der 120 VREfm-Stämme. Für die deskriptive Statistik wurden Anzahl 

und Prozent oder Median und Interquartilabstand (IQR) berechnet. Unterschiede 
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wurden mittels Chi-Quadrat-Test oder Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test unter-

sucht. Um die Risikofaktoren für das Auftreten spezifischer Sequenz- und Cluster-

typen abzuschätzen, wurde das logistische Regressionsmodell für eine multivari-

ate Analyse mit den potentiellen Störfaktoren Alter, Geschlecht, Kalenderjahr, Art 

der Station, Liegezeit bei Probenentnahme und Probenentnahme-Stelle genutzt. 

Parameter wurden in das Modell eingeschlossen, wenn eine Signifikanz von p 

≤0.05 vorlag. Die Berechnung der Signifikanztests erfolgte two-tailed, und p<0,05 

wurde als statistisch signifikant angesehen. Die statistischen Analysen wurden mit 

SPSS (IBM SPSS-Statistik, Somer, USA) und SAS (SASInstitut, Cary, USA) 

durchgeführt. 
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5 Ergebnisse 

Ausbruchsanalysen von VREfm-Häufungen 2017-2019 

Im Zeitraum von 2017-2019 wurden insgesamt 12 Ausbruchsanalysen mittels Ganz-

genomsequenzierung durchgeführt. Bei diesen Ausbrüchen traten die Isolate der 

einzelnen Untersuchungen zeitlich und räumlich gehäuft auf und zeigten damit ei-

nen epidemiologischen Zusammenhang. Insgesamt wurden 147 Ausbruchsisolate 

mit einer durchschnittlichen Coverage von 45-119 x sequenziert und für diese wur-

den Sequenz- und Clustertypen bestimmt. Dabei wurden verschiedene ST (u.a. 

ST203, ST78, ST80 und ST117) und CT (u.a. CT929, CT894, CT71, CT36, CT1612) 

ermittelt, wobei der ST117 und CT71 besonders häufig auftraten. Für die jeweilige 

Ausbruchsanalyse wurde die Anzahl der Gesamtisolate, Anzahl der Isolate mit 

ST117 und Anzahl der Isolate mit ST117 CT71 erfasst (Tabelle 01). Die Erreger-

häufungen betrafen alle 3 Standorte der Charité sowie ein externes Haus, das vom 

Institut für Hygiene und Umweltmedizin beraten wird. Bei den jeweiligen Stationen 

handelte es sich um Fachrichtungen der Intensivmedizin, Anästhesiologie, allgemei-

nen Chirurgie sowie Hämatologie und Onkologie. Insgesamt wurde für die Hälfte 

(74/147; 50,3%) aller Ausbruchsisolate ST117 bestimmt. Für die weitere Differen-

zierung der ST117-Isolate wurden 47,3% (n=35) dem Subtyp CT71 zugeordnet. Für 

alle CT71-Isolate wurde der Genotyp vanB bestimmt. Neben CT71 wurden mehrere 

Isolate mit CT36 (n=10), CT929 (n=7) und CT1612 (n=6) erfasst (andere CT n≤2). 

Eine Analyse der Verwandtschaftsbeziehung im paarweisen Vergleich aller ST117-

Isolate mittels Minimum Spanning Tree zeigte, dass Isolate verschiedener Aus-

bruchsanalysen, die räumlich und zeitlich voneinander verschieden waren, dem 

gleichen Cluster zugeordnet wurden und insgesamt 7 verschiedene ST117-Cluster 

bildeten (Abbildung 01). Lediglich Cluster ST117-CT117 umfasste Isolate einer ein-

zigen Ausbruchsuntersuchung. Das größte Cluster bildete ST117-CT71 und um-

fasste Isolate aus 11 Ausbruchsanalysen (4 verschiedene Standorte und 9 verschie-

dene Stationen). Basierend auf der Distanzmatrix der Isolate zueinander, unter Ver-

wendung von 1423 cgMLST-Targets, belaufen sich die Allelunterschiede im Cluster 

ST117-CT71 der einzelnen Isolate auf ≤ 5. 
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Tabelle 01. VREfm-Ausbruchsanalysen im Zeitraum von 2017-2019 nummeriert aufgelistet nach Anzahl Ge-

samtisolate, Anzahl ST117-Isolate und ST117-CT71-Isolate (Krankhaus und Stationen pseudonymisiert) 

Ausbruchsanalysen Gesamt-

isolate (n) 

ST117-  

Isolate (n) 

ST117-CT71- 

Isolate (n) 

Nr. 1 (2017-07, Standort 2, Station A) 28 3 2 

Nr. 2 (2017-10, Standort 3, Station B)  24 16 10 

Nr. 3 (2018-04, Standort 3, Station C)  2 2 2 

Nr. 4 (2018-04, Standort 4, Station D) 38 24 9 

Nr. 5 (2018-05, Standort 3, Station E) 8 5 3 

Nr. 6 (2018-07, Standort 3, Station C) 10 9 1 

Nr. 7 (2019-06, Standort 1, Station F) 5 3 2 

Nr. 8 (2019-06, Standort 2, Station A) 3 2 2 

Nr. 9 (2019-06, Standort 3, Station G) 10 8 4 

Nr. 10 (2019-09, Standort 4, Station J) 10 1 0 

Nr. 11 (2019-10, Standort 3, Station H) 6 0 0 

Nr. 12 (2019-11, Standort 1, Station I) 3 1 0 

Gesamt 147 74 35 

 

 

Abbildung 01. Minimum Spanning Tree der ST117-Isolate aller Ausbruchsanalysen (n=74) benannt mit der 

jeweiligen Ausbruchsanalysenummer, erstellt mit SeqSphere+ (Schwellenwert für Cluster Alleldistanz ≤ 20). 

Kreise symbolisieren VREfm-Isolate und Größe korreliert mit der Isolatanzahl, bei denen kein Allelunterschied 

vorliegt. Zahl auf den Verbindungslinien der Kreise beschreibt die Anzahl der Allelunterschiede zwischen den 

Isolaten, Clusterisolate sind farblich unterlegt, Clusterbezeichnung nach ST und CT (n.d.: nicht definiert). 
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Retrospektive Studie 2008-2018 

In der Studie wurden mittels Ganzgenomsequenzierung für 120 VREfm-Isolate 

(Nicht-Ausbruchsisolate) im Zeitraum von 2008-2018 Sequenz- und Clustertypen 

bestimmt und nach Jahr gruppiert. Es konnte ebenfalls eine Vielzahl verschiedener 

ST (u.a. ST117, ST203, ST80, ST78, ST192 und ST17) ermittelt werden, wobei der 

ST117 mit 35,8% insgesamt den größten Anteil der Isolate ausmachte. Dieser Anteil 

stieg im Zeitraum von 2008 bis 2018 stetig an. Im Jahr 2008 betrug der Anteil der 

ST117-Isolate 16,7%, im Jahr 2013 30%, im Jahr 2015 40% und im Jahr 2018 

56,7% (p=0,012). Auf cgMLST-Ebene wurden die ST117-Stämme in Clustertypen 

differenziert. Im Jahr 2008 repräsentierte CT190 mit 10% den größten Anteil der 

ST117-Isolate. Im Jahr 2013 war CT24 mit 16,6% der häufigste Typ. Im Jahr 2015 

machte CT36 33,3% aller ST117-Isolate aus und 2018 dominierte CT71 mit 43,3%. 

Einige CT (CT24, CT36 und CT153) traten in mehreren Jahren auf, aber obwohl 

CT71 nur im Jahr 2018 erfasst wurde, repräsentierte er dort den größten Anteil aller 

ST117-Isolate. Für 74% aller ST117-Isolate wurde der vanB Genotyp identifiziert. 

Isolate mit vanA-Genotyp traten vorrangig in den Jahren 2008 und 2015 auf. Alle 

CT71-Isolate waren vanB positiv. Die Patientencharakteristika der verschiedenen 

VREfm-Isolate zeigten, gruppiert nach den Untersuchungsjahren (2008, 2013, 2015 

und 2018), keine Unterschiede in Bezug auf Alter, Geschlecht, Liegezeit und Art der 

Station. Die Dauer der Liegezeit bei Probenentnahme der jeweiligen Patienten hatte 

in den Jahren von 2008 bis 2018 abgenommen, und im Hinblick auf die Probenent-

nahmestelle gab es eine Verschiebung von vorrangig klinischen Entnahmeorten in 

2008 zu vorrangig Screening-Material in den Jahren 2013, 2015 und 2018. Die Ri-

sikofaktorenanalyse lieferte keine mögliche Erklärung für das gehäufte Auftreten 

von ST177-Isolaten. Mittels der Resistenz- und Virulenzfaktorenanalyse wurde ein 

Set von Faktoren für CT71-Isolate bestimmt (Resistenzgene: Trimethoprim (dfrG), 

Ciprofloxacin (gyrA, parC), Ampicillin (pbp5) und Aminoglykoside (aac(6)-Ii) sowie 

Makrolide, Lincosamide und Streptogramin B (msrC, erm(B), efmA); Virulenzfakto-

ren: Enterokokken-Oberflächenprotein (esp), Kollagen-bindende Protein A (ecbA), 

Kollagen-Adhäsionsprotein (acm), Zellwand-assoziiertes Protein (sgrA) und Gly-

kosid-Hydrolase (hylEfm)). Diese Faktoren wurden auch in anderen ST117-Isola-

ten gefunden. Die Pangenomanalyse wurde mit allen ST117-Isolaten (n=43) 

durchgeführt, um Unterschiede zwischen den Genen der CT71-Isolate und der 
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Nicht-CT71-Isolate zu ermitteln. Dabei kam heraus, dass die Isolate ein Kernge-

nom mit 2166 Genen bildeten und dieses Kerngenom 42% des Pangenoms aus-

machte (5252 Gene). Die Pangenom-Matrix (An- und Abwesenheit von Genen) 

ergab, dass die Verteilung der Gene unter den Isolaten relativ ähnlich war. In Hin-

blick auf das akzessorische Genprofil der CT71-Isolate konnte eine Diversität zu 

den anderen CT-Isolaten beobachtet werden. Allerdings konnte keine spezifische 

Gruppe von Genen ermittelt werden, die charakteristisch für alle CT71-Isolate war. 

Insgesamt wurden in der Studie 13 CT71-vanB-Isolate erfasst. Für diese CT71 gab 

es keinen Hinweis auf einen epidemiologischen Zusammenhang. Im Maximum 

Spanning Tree, basierend auf 1423 Kerngenomgenen (cgMLST-Targets), bildeten 

diese 13 Isolate ein Cluster und unterschieden sich im paarweisen Vergleich in 1-4 

Allelen (Abbildung 02) und damit deutlich unter dem in SeqSphere veranschlagten 

Schwellenwert für die Alleldistanz zur Clusterbildung von ≤ 20. 

 

Abbildung 02. Minimum Spanning Tree der 13 ST117-CT71-Isolate der retrospektiven Studie benannt mit Pro-

bennummer, ST, CT und Studie, erstellt mit SeqSphere+ (Schwellenwert für Cluster Alleldistanz ≤ 20). Kreise 

symbolisieren VREfm-Isolate. Mehrere Isolate in einem Kreis zeigen keine Allelunterschiede. Zahl auf den Ver-

bindungslinien der Kreise beschreibt die Anzahl der Allelunterschiede zwischen den Isolaten, Cluster farblich 

unterlegt. 
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Vergleich der ST117-CT71-Isolate 

In dieser Arbeit wurden insgesamt 267 VREfm-Isolate sequenziert; 120 Nicht-Aus-

bruchsisolate im Zeitraum von 2008-2018 im Rahmen der retrospektiven Studie und 

147 Ausbruchsisolate im Zusammenhang von Häufungen im Zeitraum von 2017-

2019. Für 117 Isolate wurde ST117 bestimmt (43,8%). Zudem wurden 41% der 

ST117-Isolate (48/117) in den Subtyp CT71 differenziert, davon 35 Isolate der Aus-

bruchsanalysen 2017-2019 und 13 Nicht-Ausbruchsisolate aus der retrospektiven 

Studie. Alle CT71-Isolate traten nach 2017 auf und waren alle vanB positiv. Unab-

hängig von epidemiologischen Zusammenhängen bildeten alle CT71-Isolate im Ma-

ximum Spanning Tree ein Cluster mit einer Alleldistanz von jeweils ≤4 (paarweiser 

Vergleich zwischen den einzelnen Isolaten). Der Neighbor Joining Tree aller CT71-

Isolate (n=48), der der Kombination der Distanzmatrix mit einem Sequenzevoluti-

onsmodell zugrunde liegt, zeigt, dass die CT71-Isolate zwei große Äste mit jeweili-

gen weiteren Abzweigungen bilden (Abbildung 03). Es ist ersichtlich, dass sich ei-

nige Isolate der verschiedenen Ausbruchsanalysen zusammen gruppieren und 

keine Targetunterschiede zeigen und andere Isolate davon verschieden sind. So 

sind z.B. zwei Isolate der Ausbruchsanalyse Nr. 2 in keinem Target verschieden, 

aber die anderen Isolate von Nr. 2 einem anderen Ast im Baum zuzuordnen und 

einige davon ebenfalls in keinem Target verschieden. Darüber hinaus sind die Iso-

late der retrospektiven Studie aus dem Jahr 2018 im Baum über beide Äste und 

deren Abzweigungen verteilt. Nichtsdestotrotz unterscheiden sich die Isolate maxi-

mal in 12-13 Targets und liegen damit deutlich unter dem Schwellenwert von 20 

Targets Unterschied für die Clusterbildung auf Basis von 1423 Targets. 



5 Ergebnisse 20 

 

  

Abbildung 03. Neighbor Joining Tree mit 48 CT71-Isolaten, gefärbt und benannt nach Ausbruchsanalysennum-

mer und retrospektive Studie (RS) aus dem Untersuchungsjahr 2018, erstellt mit SeqSphere+ (Maßstabslänge 

0,001entspricht 1,4 cgMLST-Targets Unterschied, E.faecium Schema 1423 Targets).  
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6 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es seit 2008 eine stetige Zunahme 

von VREfm-ST117-Isolaten an der Charité - Universitätsmedizin Berlin gibt. ST117 

umfasste 44% aller untersuchten Isolate und war in Ausbruchsanalysen der häu-

figste Sequenztyp. Deutschlandweit wurden in den letzten Jahren VREfm-Ausbrü-

che im Zusammenhang mit dem Auftreten von ST117 beschrieben (32, 33). Vom 

Nationalen Referenzzentrum (NRZ) für Staphylokokken und Enterokokken wurden 

bereits in den Jahren 1998 und 1999 ST117-Isolate von verschiedenen Einsendern 

aus Deutschland mittels MLST erfasst. In den darauffolgenden Jahren wurde ver-

einzelnd das Vorkommen von ST117 erwähnt, aber über eine Auffälligkeit im Ver-

hältnis zu den anderen Sequenztypen, wie z.B. das dominante Vorkommen von 

ST203 in den Jahren 2003 und 2004, wurde zunächst nicht berichtet (34, 35). Im 

Report aller Einsendungen aus den Jahren 2011 und 2012 wurde der ST177 neben 

ST203 und ST192 zu den häufigsten Typen gezählt (36). In den weiteren Jahren 

kam es zu einem Anstieg des ST117 und im Jahr 2018 berichtete das NRZ, dass 

der ST117 58% aller Einsendungen deutschlandweit ausmachte (37-39). Das Vor-

kommen von ST117 wurde auch in anderen europäischen Ländern, z.B. in Italien, 

Dänemark, Norwegen und den Niederlanden geschildert (40-43). Berichten zufolge 

ist der ST117 in der Schweiz und in Spanien endemisch geworden (44, 45). Der 

Sequenztyp 117 wird der Krankenhaus-assoziierten VREfm-Klade A1 zugeordnet. 

Diese Klade A1 umfasst epidemische Krankenhausstämme, die häufig in Zusam-

menhang mit humanen Infektionen stehen und u.a. eine höhere Mutationsrate als 

andere VREfm-Isolate aufzeigen (46, 47). Möglicherweise entwickelte sich diese Li-

nie vor mehreren Jahren aus der VREfm-Population aufgrund von Nischen, die 

durch den menschlichen Einfluss begünstigt wurden. Die aktuelle Studienlage zeigt, 

dass neben ST117 die häufigsten ST in Deutschland ST80, ST203, ST78 und 

ST192 sind. Laut einer großen Studie im Zeitraum von 1986-2012 und in 27 Ländern 

sind ST17, ST18 und ST78 weltweit die häufigsten VREfm-Linien, die in Zusam-

menhang mit Ausbrüchen stehen (48).  
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Darüber hinaus wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass in den Jahren von 2017 bis 

2019 ein spezifischer VREfm-ST117-Stamm, ST117-CT71-vanB, vermehrt vorge-

kommen ist. Unsere Daten zeigen, dass es sich nicht um ein lokales Geschehen in 

einem Haus der Charité - Universitätsmedizin Berlin handelt, sondern eher um ein 

regionales Geschehen, da alle 3 Standorte betroffen sind und diese geografisch 

entfernt von einander liegen. Dabei lassen sich keine epidemiologischen Zusam-

menhänge, wie z.B. bei klassischen Ausbrüchen, zwischen den entsprechenden 

Isolaten erkennen. Trotz intensiver Analyse der Genome der CT71-Isolate im Ver-

gleich zu den anderen ST117-Isolaten konnten keine charakteristischen Merkmale 

(Patientencharakteristika, Resistenzgene oder Virulenzfaktoren) ermittelt werden, 

die die Dominanz dieses Subtyps erklären. Die Pangenomanalyse aller ST117-Iso-

late, um Unterschiede zwischen den Genen der CT71-Isolate und Nicht-CT71-Iso-

late zu untersuchen, lieferte ebenfalls keine Erklärung für das dominante Auftreten 

von CT71. Auch in anderen Regionen von Deutschland wurde das gehäufte Auftre-

ten von CT71 (vanB) beschrieben, vor allem im Rahmen von Ausbrüchen (32, 33, 

49). Das NRZ berichtete, dass von den deutschlandweit eingesendeten Isolaten aus 

Blutkulturen in den Jahren 2015 und 2016 CT36 (15%), CT71 (13%) und CT469 die 

häufigsten Clustertypen waren. Im Jahr 2018 stieg der Anteil von CT71 von allen 

eingesendeten Blutkulturisolaten auf 39%. Diese Isolate stammten aus verschiede-

nen Bundesländern, sowohl in Nord- als auch Süddeutschland (39). Daraus lässt 

sich schließen, dass das Auftreten des CT71 keine lokale Häufung an der Charité 

bzw. regionale Häufung in Berlin beschreibt, sondern ein überregionales Gesche-

hen. In einer großen Studie zur Bewertung der Prävalenz von VREfm bei Aufnahme 

der Patienten im Krankenhaus mittels Rektalabstrich oder Stuhlprobe wurde ge-

zeigt, dass die Prävalenz von 0,8% im Jahr 2014 auf 2,6% im Jahr 2018 stetig an-

gestiegen ist. Darüber hinaus wurde festgestellt, dass von den untersuchten 

VREfm-Isolaten von 6 geografisch getrennten Studienorten der ST117-CT71-vanB 

der häufigste Typ bei Aufnahme ins Krankenhaus war (50). Möglicherweise ist also 

die deutschlandweite Zunahme von VREfm in medizinischen Einrichtungen in den 

letzten Jahren durch den erhöhten Eintrag von spezifischen VREfm-Stämmen ins 

Krankenhaus geprägt. Mit steigender Zahl an kolonisierten Patienten im Kranken-

haus geht ein erhöhtes Transmissionsrisiko einher. Eine erhöhte Prävalenz in einer 

vulnerablen Patientengruppe könnte vermehrt zu Infektionen führen und sollte mit 
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Maßnahmen zur Infektionskontrolle vermieden werden (50, 51). Andere Studien ha-

ben ebenfalls CT71-Isolate in Bezug auf Virulenzfaktoren untersucht, die einen Vor-

teil im Vergleich zu anderen Isolaten darstellen könnten. Neben den bekannten Fak-

toren für virulente Enterokokken Stämme wie z.B. das Enterokokken-Oberflächen-

protein (esp) und Kollagen-bindende Protein A (ecbA), die auch in Nicht-CT71-Iso-

laten detektiert wurden, gab es keine Auffälligkeiten (52, 53). Nichtdestotrotz könnte 

das Zusammenspiel eines Sets von Faktoren einen Vorteil für ST117-CT71-vanB-

Klone darstellen (33, 49). ST117-CT71 ist mittlerweile bundesweit verbreitet und an-

dere CT sind eher lokal bzw. regional vertreten, z.B. CT36, CT469 und CT929 (33, 

38, 39, 49, 50). In verschiedenen Krankenhäusern in Bayern wurde neben ST117-

CT71-vanB auch ein endemisches Auftreten von Klonen der Linie ST80-CT1065-

vanB und ST78-CT894*-vanA in Zusammenhang mit nosokomialen Ausbrüchen 

geschildert (CT894*-Cluster: Gruppe von CT894, CT2055, CT2480 und CT2477) 

(49). Weiterhin sollte beobachtet werden, welche Linien sich neben ST117-CT71-

vanB in Deutschland abbilden.  

Die Ergebnisse der retrospektiven Studie verdeutlichen, dass Isolate mit ST117-

CT71 nicht nur im Zusammenhang mit den untersuchten Ausbrüchen auftraten. Der 

ST117 kam bereits im Jahr 2008 vor und stieg im Zeitraum von 2008 bis 2018 an. 

VREfm mit ST117-CT71 wurden erst im Zeitraum von 2017-2019 erfasst. Dabei 

handelte es sich sowohl um Ausbruchsisolate als auch um Nicht-Ausbruchsisolate. 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der Stamm ST117-CT71 endemisch 

ist. 

Limitationen 

In dieser Arbeit wurde für eine Vielzahl von VREfm-Isolaten eine ausführliche Cha-

rakterisierung zur Untersuchung der molekularen Epidemiologie von VREfm an der 

Charité - Universitätsmedizin durchgeführt, allerdings ist die retrospektive Studie 

durch die geringe Anzahl an VREfm-Isolaten limitiert. 30 Isolate aus jedem Unter-

suchungsjahr repräsentieren nur einen kleinen Teil aller Isolate und können somit 

das Bild und die statistischen Analysen verzerren. Darüber hinaus fehlen für diese 

Isolate ausführliche Patienteninformationen, z.B. zum Krankheitsbild, Komorbiditä-

ten, Medikamenteneinnahme bzw. Antibiotikatherapie und Aufnahmen in anderen 

medizinischen Einrichtungen. Daten zu Ausbruchsanalysen von VREfm-Häufungen 
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mittels Ganzgenomsequenzierung aus den Jahren 2008-2016 liegen nicht vor. Eine 

weitere Limitation stellen die verwendeten Datenbanken dar. Für die Analyse der 

Resistenzgene und Virulenzfaktoren können nur bereits bekannte Informationen er-

fasst werden. Faktoren, die bis jetzt noch nicht beschrieben und daher nicht in der 

Datenbank vorhanden sind, bleiben unerkannt und können nicht ausgeschlossen 

werden. In dieser Arbeit wurde für die cgMLST-Analyse das publizierte Schema für 

E.faecium in der SeqSphere+ Software mit dem empfohlenen Schwellenwert der 

Alleldistanz von ≤ 20 Unterschied zur Clusterbestimmung genutzt (30). Da die 

ST177-Isolate genetisch sehr ähnlich sind, sollte der Schwellenwert je nach Aus-

bruchsuntersuchung möglicherweise angepasst werden. Falgenhauer und Kollegen 

nutzen für die cgMLST-Analyse ebenfalls das publizierte Schema, aber einen 

Schwellenwert für die Alleldistanz von ≤ 10. Unsere Ergebnisse weichen in Bezug 

auf das CT71-Cluster unter Verwendung einer Alleldistanz von ≤ 10 nicht ab. In Be-

zug auf die ST117-Isolate der Ausbruchsanalysen (Abbildung 01) würden bei dem 

kleineren Schwellenwert insgesamt 3 Isolate aus dem entsprechenden Cluster fal-

len. Darüber hinaus können mit dem cgMLST-Schema für E. faecium auch verschie-

dene CT ein Cluster bilden, wie eine Studie bereits gezeigt hat (49). CT894*-Cluster 

umfasste 4 verschiedene CT, die innerhalb der definierten Grenze von ≤ 20 Unter-

schiede in den Allelen liegen. Daher sollte für die Clusteranalyse nicht nur die No-

menklatur als Grundlage zur Bewertung genutzt werden. 

Schlussfolgerungen und Ausblick 

Mit den Erkenntnissen dieser Arbeit sind zukünftige VREfm-Häufungen mit ST117-

CT71-vanB an der Charité - Universitätsmedizin Berlin unter genauer Berücksichti-

gung der epidemiologischen Zusammenhänge zu bewerten. Da der Stamm ende-

misch ist, können Patienten in einem Geschehen zufälligerweise ST117-CT71-Trä-

ger sein, aber es könnten auch Transmissionsereignisse vorliegen und müssen da-

her genau beurteilt werden. Eine Ausbruchsbewertung darf nicht alleine auf Grund-

lage der WGS-Ergebnisse erfolgen. Mit dieser Arbeit wurde bestätigt, dass die mo-

lekularbiologische Analyse von Erregerhäufungen bzw. Ausbrüchen sehr wertvoll 

für die Einschätzung und die sich daraus ergebenden Maßnahmen ist. Durch die 

hohe Diskriminierung der Ganzgenomsequenzierung können Häufungen näher be-

leuchtet werden. In einigen Fällen können monoklonale Ausbrüche in polyklonale 
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Geschehnisse gegliedert werden, und folglich zielführendere Maßnahmen für ein-

zelne Patienten ermöglichen und negative Folgen von Ausbrüchen für Patienten, 

das Personal und die medizinische Einrichtungen abschwächen (54). Auch wenn 

es schon einige Studien zur Beschreibung der molekularen Epidemiologie von 

VREfm gibt, ist die stetige Zunahme von VREfm und das gehäufte Auftreten ver-

schiedener Linien, z.B. ST117-CT71-vanB noch nicht aufgeklärt und muss weiter-

hin beobachtet und untersucht werden. Zukünftige Studien sollten vermehrt Plas-

mide und mobile Elemente untersuchen, da diese für das Auftreten und der Per-

sistenz von Antibiotikaresistenzen relevant sein können. Dafür sollte das Potential 

bioinformatischer Tools und Datenbanken ausgeschöpft werden.  
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