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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-
maoglichkeiten, verlangerten Krankenhausaufenthalten und einer héheren Mortali-
tat eine zusatzliche Belastung fur 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, kénnen dazu beitragen, die Ausbreitung und Persistenz
von VREfm besser zu verstehen. Am Institut fir Hygiene und Umweltmedizin der
Charité - Universitdtsmedizin Berlin wurden im Zeitraum von 2017-2019 147
VREfm-Isolate im Rahmen von verschiedenen Ausbruchsanalysen mit der Ganz-
genomsequenzierung untersucht. Dabei wurde ein gehauftes Auftreten spezifi-
scher Ausbruchsisolate festgestellt. Infolgedessen haben wir eine retrospektive
Studie fur den Zeitraum von 2008-2018 durchgefiihrt, um die Entwicklung und das
Auftreten spezifischer Stamme tber einen langeren Zeitraum zu betrachten. Diese
Studie umfasste aus den Untersuchungsjahren 2008, 2013, 2015 und 2018 insge-
samt 120 Isolate, die ohne erkennbaren epidemiologischen Zusammenhang un-
abhangig voneinander aufgetreten waren. Fir alle Isolate wurde eine cgMLST-
Analyse durchgefihrt und Sequenztypen (ST) und Clustertypen (CT) bestimmit.
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). Fur 80% aller ST117-Isolate wurde
im Jahr 2008 der Genotyp vanA bestimmt und im Jahr 2018 lediglich fir 6%. Zu-
dem wurde im Jahr 2018 ein gehauftes 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 gehauftes Auftreten von
ST117 CT71 wider. Zusammenfassend zeigte diese Arbeit, dass es an der Charité
- Universitadtsmedizin 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 Veranderungen bei der Zusammensetzung
der betroffenen Patienten gefunden, die zur Erklarung der Zunahme von ST117-
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CT71 herangezogen werden konnen. Aufgrund der Erkenntnis, dass es sich bei
ST117-CT71 um einen endemischen Stamm handelt, sollten zuktinftige VREfm-
Ausbriche mit ST117-CT71 nur unter Berlcksichtigung der epidemiologischen
Zusammenhange 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 - Universitatsmedizin 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 - Universitatsmedizin
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 Einfluhrung

Enterokokken sind Teil des menschlichen Darmmikrobioms und somit nur fakulta-
tiv pathogen. Dennoch werden sie auch mit humanen Infektionen assoziiert und
konnen 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) erhthte 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) veroffentlichte 2018 eine Liste zur Einstufung der Prioritat derjenigen bak-
teriellen Krankheitserreger, fur die dringend neue Therapiemoglichkeiten entwi-
ckelt werden miussen, und stufte VRE mit einer hohen Prioritat ein (9). Dartber
hinaus klassifizierte die CDC - Centers for Disease Control and Prevention der
USA - VRE als ernsthafte Bedrohung (10). Demnach stellen VREfm ein gravieren-
des Problem fur Patienten und das Gesundheitssystem dar, und ausfuhrliche Ana-
lysen zum Verstandnis und zur EindAmmung der Verbreitung sind unerlasslich.

Ausbrtche von Erregern kénnen schwerwiegende Folgen fir die medizinische Ein-
richtung und den betroffenen Patienten haben. Neben der erhéhten Morbiditat des
Patienten kann es zu einer hoheren Beanspruchung von Zeit und Ressourcen des
Krankenhauses sowie zur psychischen Belastung der Patienten, Angehérigen und
des Personals kommen (11-13). Der Begriff ,Ausbruch® geméaf 8 6 Abs. 3 des
Infektionsschutzgesetzes beschreibt das gehaufte Auftreten nosokomialer Infekti-
onen, bei denen ein epidemiologischer Zusammenhang wahrscheinlich ist oder
vermutet wird. In dieser Arbeit umfasst der Begriff ,Ausbruch” eine Erregerhaufung
unabhangig von dem Auftreten nosokomialer Infektionen. Ein Ausbruch kann in

diesem Kontext Isolate reiner Kolonisation und nosokomialer Infektion umfassen.
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Ausbruchsanalysen kénnen Aufschluss tber die Ubertragungswege, Risikofakto-
ren, Eigenschaften und Pathogenitat des Erregers geben. Diese Erkenntnisse kon-
nen als Grundlage fur die Aufklarung weiterer Geschehnisse dienen und es er-
maoglichen, daraus abgeleitete MalRnahmen gezielter einzusetzen und die Folgen
zukinftiger Ausbriche zu mildern (13). Molekulargenetische Analysen kdnnen
dazu beitragen, die Hintergrinde der landesweiten Zunahme von VREfm aufzu-
decken. Schon seit mehreren Jahren wird die molekulare Epidemiologie als Werk-
zeug fur 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 Durchfihrungskosten und
eine hohe Reproduzierbarkeit aus. Jedoch ist diese Methode technisch sehr an-
spruchsvoll, zeitintensiv und ermdglicht keinen Vergleich der Ergebnisse auf regi-
onaler bzw. nationaler oder internationaler Ebene (14). Die Multilocus-Sequenz-
Typisierung (MLST), bei der sieben Genloci sequenziert werden, ermdglicht einen
Austausch von Daten mithilfe von Datenbanken mit einheitlicher Nomenklatur. Al-
lerdings ist diese Methode durch geringes Diskriminierungsvermoégen fur die Ana-
lyse lokaler Ausbriche schlecht geeignet (15). Im Gegensatz dazu kann die Ganz-
genomsequenzierung (engl. Whole Genome Sequencing (WGS)) diese Anforde-
rungen erfullen. Bei dieser Methode ist der Informationsgehalt deutlich groRer und
ermdglicht es dadurch verwandte Stamme mit einer hohen Auflésung zu verglei-
chen (14, 15).

Ganzgenomsequenzierung und bioinformatische Auswertung

Die Verringerung der Kosten und die Einfihrung von anwenderfreundlichen Se-
guenzierplattformen in den letzten Jahren macht die Nutzung der WGS sehr at-
traktiv und fuhrte 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
ermoglicht. Fur die Short-Read-Sequenzierung stehen verschiedene Sequenzier-
plattformen zur Verfigung, wobei sich in der Mikrobiologie vor allem die Sequen-
ziersysteme der Firma lllumina etabliert haben (16). Diese Sequenziersysteme
verwenden das ,sequencing-by-synthesis“-Verfahren. Dabei erfolgt die Detektion
der einzelnen Basen wahrend 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
Qualitatswerte. Zur Aufbereitung fur weitere Analysen kénnen diese Dateien ,ge-
trimmt* (zurechtgeschnitten) werden, um zum Beispiel Adaptersequenzen zu ent-
fernen oder generell Sequenzabschnitte mit niedriger Qualitat auszusortieren. An-
schlielRend werden die getrimmten Reads assembliert. Dabei werden die Reads
entsprechend der Vorgehensweise des Assemblers in der korrekten Reihenfolge
zu langeren Sequenzabschnitten, auch Contigs genannt, zusammengesetzt. Das
Assemblieren kann dabei als ,Mapping“ (Referenzgenom als Vorlage) oder ,de
novo“ (ohne Referenzgenom) erfolgen (14, 17). Fur die Auswertung dieser as-
semblierten Dateien gibt es verschiedene Ansatze. Fur 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:/Iwww.ridom.de/seqsphere/) durchgefuhrt werden. Mittels eines Referenz-
genoms wird auf Kerngenomebene ein Schema fir die Analyse eines Erregers
erstellt und dieses umfasst abhangig vom Erreger eine Vielzahl an Targets, die fur
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 offentlichen Datenbanken mit Nomenklatur zugrunde liegen (https://pub-
mist.org/ und https://www.cgmist.org/). Neben dem Allel-basierten Vergleich kann
fur die Analyse von Sequenzierdaten auch ein ,Single Nucleotide Polymorphism*
(SNP)-basierter Vergleich auf Kerngenomebene durchgefihrt 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 hangt sehr von der Wahl des Referenzgenoms ab (17).
Des Weiteren bieten diverse bioinformatische Tools die Moéglichkeit, Isolate auf
Resistenzgene, Virulenzfaktoren oder Plasmide und mobile Elemente zu untersu-
chen. Fir die Analyse von Resistenzgenen kann z.B. ResFinder (18), CARD (19)
oder ARG-ANNOT (20) genutzt werden. Untersuchungen auf Virulenzfaktoren
konnen mit VirulenceFinder (21) oder VFDB (22) erfolgen. Zudem ermdglichen 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 uber das Assemblieren, Annotieren und Align-
ment bis hin zur Berechnung von phylogenetischen Baumen und Visualisierung
viele Anwendungen, die je nach Fragestellung individuell vom Anwender genutzt
werden kdnnen (28). Die Nutzung von verschiedenen Analyseansétzen, 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 grofRe 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 kdnnen und die Gesamtergebnisse
in Form einer grafischen Benutzeroberflache prasentieren, sehr grof3. So eine Vor-
gehensweise bietet die ASA3P Analyse Pipeline (29). Diese ermdglicht es, mit dem
Input der FASTQ-Dateien eine automatisierte Analyse vom Trimmen der Reads,
Uber das Assemblieren, Annotieren und Berechnung der Phylogenie bis hin zur
Pangenomanalyse und Bestimmung von Resistenzgenen und Virulenzfaktoren,

durchzufuihren.

Zielsetzung dieser Arbeit

Am Institut fir Hygiene und Umweltmedizin der Charité - Universitatsmedizin Ber-
lin nutzen wir die Ganzgenomsequenzierung, um Erregerhaufungen auf moleku-
larbiologischer Ebene zu untersuchen. Im Zusammenhang mit der Zunahme von
VREfm an der Charité - Universitdtsmedizin Berlin wollen wir genauere Informati-
onen Uber das Auftreten und die Verbreitung von VREfm erhalten, um weitere
Mafl3nahmen und Strategien zur Pravention und Infektionskontrolle entwickeln zu
konnen. Im Zeitraum von 2017-2019 wurden mehrere Ausbriche mit VREfm mit-
tels Ganzgenomsequenzierung untersucht. Dabei wurde mit der Zeit aufféllig, dass
ein bestimmter Sequenztyp vermehrt auftrat und dieser Sequenztyp in wenige ver-
schiedene Clustertypen differenziert werden konnte. Besonders haufig traten
ST117 und CT71 in Erscheinung. Da das Institut fir 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-
briichen auftauchten oder, ob dieser Typ schon langer vorkommt und nur in den
letzten Jahren durch die Nutzung der neuen Technologie sichtbar wurde. Eine
Analyse der Entwicklung und Dynamik der VREfm Uber einen Zeitraum von zehn
Jahren sollte dazu beitragen, die Zunahme und Ausbreitung von VREfm besser zu
verstehen, um daraus evtl. PraventivmalRnahmen ableiten zu kdnnen. 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

Fur die Untersuchung der Isolate der retrospektiven Studie wurden die gleichen
molekularbiologischen und bioinformatischen Methoden wie fir 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 Durchfihrung der Methoden mit den Abweichungen in den
jeweiligen Jahren werden im Methodenteil zusammengefasst beschrieben. Dar-
Uber hinaus wird das Konzept der Studie (Design, Ein- und Ausschlusskriterien
sowie die statistische Analyse) erlautert.

Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden

Fur die mikrobiologische Untersuchung auf VRE wurden im Jahr 2008 die entspre-
chenden Patiententupfer auf BBL-Enterococcosel-Agarplatten (Becton Dickinson,
Artikelnr. 292234) ausgestrichen und fir 24 Stunden bei 37 °C bebritet. Bei posi-
tivem Wachstum dieser Screeningplatten wurde ein Agardiffusionstest mit 30 ug
Vancomycin-Testplattchen (Becton Dickinson, Artikelnr. 254858) und 30 ug Teico-
planin-Testplattchen (Becton Dickinson, Artikelnr. 291311) auf Mduller-Hinton-
Agarplatten (bioMérieux, Artikelnr. 43309) durchgefiihrt. Zur Speziesbestimmung
wurde eine ,Bunte Reihe® mit verschiedenen Substanzen (L-Arabinose, Sorbitol,
Pyruvat, Raffinose, a—Methyl-D-Gluco-Pyranosidase und 6,5% ige NaCl-Losung)
oder API STREP (bioMérieux, Artiekinr. 20600) verwendet. Fur 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 Agardiffusionsplattchen mit 5 uyg Vancomycin (Mast Group Ltd., Artikelnr.
112028) und 30 ug Teicoplanin (Mast Group Ltd., Artikelnr. 112022) genutzt. Dar-
Uber hinaus wurde das Vitek2 System mit den Vitek Karten GP (bioMérieux, Ar-
tiekinr. 21342) und AST-P592 (bioMérieux, Artikelnr. 22287) oder MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonics) zur Speziesbestimmung genutzt.

Fur die Next-Generation-Sequenzierung wurden alle VREfm-Isolate auf Blutagar-
platten (bioMérieux, Artikelnr. 413162) zunéchst Uber Nacht bei 37 °C inkubiert,
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und anschlieBend wurde die DNA mittels des UltraClean Microbial DNA Kit (Qi-
agen, Artikelnr. 12224-250) isoliert. Fur die DNA-Isolierung wurden nur Reinkultu-
ren mit mehreren Einzelkolonien verwendet. Zur Uberpriifung der Qualitat der DNA
wurden die Absorptionsverhaltnisse A260/A280 und A260/A230, die bei = 1,8 bzw.
2 2,0 liegen mussten, mit einem Biophotometer bestimmt. Die Library Préparation
fur 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 Fragmentgrof3en im Bereich von 500-700 bp sicher-
zustellen. Fur die Aufreinigung und GréRenselektion der PCR-Fragmente wurden
paramagnetische Beads (Agencourt AMPure XP, Beckman Coulter, Artikelnr.
A63881) genutzt und so eingesetzt, dass Fragmente mit einer ungeféahren Lange
kleiner 400 bp entfernt wurden. Fragmente grof3er als 700 bp wurden nicht selek-
tiert. Alle VREfm-Isolate wurden mit dem lllumina MiSeq System unter Verwen-
dung der V2 Reagenzien mit 500 Zyklen (lllumina, Artikelnr. MS-102-2003) se-

quenziert.

Bioinformatische Auswertung und Datenanalyse

Fur die Analyse und Auswertung wurde die SegSphere+ Software Version 4.1.9
von Ridom benutzt. Diese Software ermdglicht durch eine feste Auswahl von Ana-
lyseparametern eine schnelle und stabile Analyse auf Grundlage des Kerngenoms
durchzufuhren. Als Input wurden die fastg-Dateien verwendet und mit dem Velvet-
Assembler de novo assembliert. Fir den Allel-basierten Vergleich wurde das publi-
zierte cgMLST-Schema fir E. faecium mit Standardeinstellungen genutzt (Schwel-
lenwert flr die Alleldistanz von Isolaten innerhalb eines Clusters: < 20; E. faecium
Referenzgenom NC_017022.1 GenBank accession number: GCA_000250945.1)
(30). Fir alle VREfm-Isolate wurden ST und CT extrahiert sowie eine Distanz-
matrix fur 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. Fur 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 dartiber 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 durchgefuhrt. Die Resistenzgene wurden mittels CARD (19)
und ResFinder (http://www.genomicepidemiology.org) untersucht, fir die Detek-
tion von Virulenzfaktoren wurde die Datenbank VFDB (22) und VirulenceFinder
(http://www.genomicepidemiology.org) verwendet. Aul3erdem wurde mittels Roary
eine Pangenomanalyse (31) durchgefihrt.

Studiendesign

Die vorliegende Studie umfasst VREfm-Isolate von Patienten, die im Rahmen der
aktiven Routinetberwachung und Infektionspraventionskontrolle im Zeitraum von
2008 bis 2018 an der Charité - Universitadtsmedizin Berlin asserviert wurden. Dabei
wurden die Standorte Campus Benjamin Franklin, Campus Charité Mitte und Cam-
pus Virchow-Klinikum eingeschlossen. Zunéchst wurden nur Isolate aus den Jah-
ren 2008, 2013 und 2018 fur die Untersuchung ausgewahlt. Aufgrund der dabei
erzielten Ergebnisse (starker Anstieg von CT71 in 2018, siehe Ergebnisse Seite
17) wurden nachtraglich auch Isolate aus dem Jahr 2015 mit in die Studie einge-
schlossen, um die Veranderungen zeitlich enger einzugrenzen. Fuir jedes Unter-
suchungsjahr wurden die Isolate nach dem gleichen Schema ausgewahlt. Dafur
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 01.0Oktober ausgewahlt. Als
Nicht-Ausbruchsisolate wurden Isolate bezeichnet, fir welche weder raumlich
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 Kklinisch-diagnosti-
schem oder infektionspraventivem (Screeninguntersuchungen auf VRE) Anlass
durchgefuhrt worden war. Da die Isolate im Rahmen der Routinetberwachung und
Infektionspraventionskontrolle 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, unabhangig 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, Hamatologie/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 Durchfihrung der bereits beschriebenen Methode zur Auswabhl der Isolate
wurde im ersten Schritt nur das Abnahmedatum und im zweiten Schritt die Station
und der Patient berlcksichtigt. Weitere Auswahlkriterien wie z.B. Probenentnah-
mestelle oder Patienteninformationen wie Alter, Geschlecht, Art der Station und
Liegezeit wurden an dieser Stelle nicht berticksichtigt. 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-

sammenhange, z.B. einen Ausbruch, auszuschlief3en).

Statistische Analysen

Fokus der Untersuchung war das Auftreten und die Verteilung der Sequenz- und
Clustertypen der 120 VREfm-Stamme. Fir 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 fur das Auftreten spezifischer Sequenz- und Cluster-
typen abzuschéatzen, wurde das logistische Regressionsmodell fur eine multivari-
ate Analyse mit den potentiellen Storfaktoren 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 (SASiInstitut, Cary, USA)
durchgefuhrt.
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5 Ergebnisse

Ausbruchsanalysen von VREfm-Haufungen 2017-2019

Im Zeitraum von 2017-2019 wurden insgesamt 12 Ausbruchsanalysen mittels Ganz-
genomsequenzierung durchgefiihrt. Bei diesen Ausbriichen traten die Isolate der
einzelnen Untersuchungen zeitlich und rdumlich gehauft auf und zeigten damit ei-
nen epidemiologischen Zusammenhang. Insgesamt wurden 147 Ausbruchsisolate
mit einer durchschnittlichen Coverage von 45-119 x sequenziert und fir diese wur-
den Sequenz- und Clustertypen bestimmt. Dabei wurden verschiedene ST (u.a.
ST203,ST78,ST80und ST117) und CT (u.a. CT929, CT894, CT71,CT36,CT1612)
ermittelt, wobei der ST117 und CT71 besonders haufig auftraten. Fur 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-
haufungen betrafen alle 3 Standorte der Charité sowie ein externes Haus, das vom
Institut fur Hygiene und Umweltmedizin beraten wird. Bei den jeweiligen Stationen
handelte es sich um Fachrichtungen der Intensivmedizin, Anasthesiologie, allgemei-
nen Chirurgie sowie Hamatologie und Onkologie. Insgesamt wurde fir die Halfte
(74/147; 50,3%) aller Ausbruchsisolate ST117 bestimmt. Fir die weitere Differen-
zierung der ST117-Isolate wurden 47,3% (n=35) dem Subtyp CT71 zugeordnet. Fur
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 raumlich 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 grofte 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- | ST117- ST117-CT71-
isolate (n) | Isolate (n) 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) 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 1) 3 1 0
Gesamt 147 74 35

132 @

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

jeweiligen Ausbruchsanalysenummer, erstellt mit SeqSphere+ (Schwellenwert fiir Cluster Alleldistanz < 20).
Kreise symbolisieren VREfm-Isolate und GréRe 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 fur 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 gréf3ten Anteil der Isolate ausmachte. Dieser Antell
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-Stamme in Clustertypen
differenziert. Im Jahr 2008 reprasentierte CT190 mit 10% den grof3ten Anteil der
ST117-Isolate. Im Jahr 2013 war CT24 mit 16,6% der haufigste 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, reprasentierte er dort den gré3ten Anteil aller
ST117-Isolate. Fur 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 mdgliche Erklarung fur das gehéufte Auftreten
von ST177-Isolaten. Mittels der Resistenz- und Virulenzfaktorenanalyse wurde ein
Set von Faktoren fur CT71-Isolate bestimmt (Resistenzgene: Trimethoprim (dfrG),
Ciprofloxacin (gyrA, parC), Ampicillin (pbp5) und Aminoglykoside (aac(6)-li) sowie
Makrolide, Lincosamide und Streptogramin B (msrC, erm(B), efmA); Virulenzfakto-
ren: Enterokokken-Oberflachenprotein (esp), Kollagen-bindende Protein A (ecbA),
Kollagen-Adhé&sionsprotein (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)

durchgefiihrt, 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 ahnlich war. In Hin-
blick auf das akzessorische Genprofil der CT71-Isolate konnte eine Diversitat zu
den anderen CT-Isolaten beobachtet werden. Allerdings konnte keine spezifische
Gruppe von Genen ermittelt werden, die charakteristisch fiir alle CT71-Isolate war.
Insgesamt wurden in der Studie 13 CT71-vanB-Isolate erfasst. Fur 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 fur die Alleldistanz zur Clusterbildung von < 20.

VREEDSB,@L RS2018

Eg;glg V117, {17, 71, RS2018
VRES5538, 117. 71/ RS2018

RS2018
RS2018

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 fur 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 Haufungen im Zeitraum von 2017-
2019. Fur 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-
h&angig von epidemiologischen Zusammenhangen 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 groRe Aste 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. Dartber hinaus sind die Iso-
late der retrospektiven Studie aus dem Jahr 2018 im Baum Uber beide Aste 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 fur die Clusterbildung auf Basis von 1423 Targets.
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Abbildung 03. Neighbor Joining Tree mit 48 CT71-Isolaten, gefarbt und benannt nach Ausbruchsanalysennum-
mer und retrospektive Studie (RS) aus dem Untersuchungsjahr 2018, erstellt mit SeqSphere+ (MaRstabslange
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 VREfmM-ST117-Isolaten an der Charité - Universitatsmedizin Berlin gibt. ST117
umfasste 44% aller untersuchten Isolate und war in Ausbruchsanalysen der hau-
figste Sequenztyp. Deutschlandweit wurden in den letzten Jahren VREfm-Ausbri-
che im Zusammenhang mit dem Auftreten von ST117 beschrieben (32, 33). Vom
Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fur 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 erwahnt, aber Uber eine Auffalligkeit im Ver-
haltnis zu den anderen Sequenztypen, wie z.B. das dominante Vorkommen von
ST203 in den Jahren 2003 und 2004, wurde zunachst nicht berichtet (34, 35). Im
Report aller Einsendungen aus den Jahren 2011 und 2012 wurde der ST177 neben
ST203 und ST192 zu den haufigsten Typen gezahlt (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 europaischen Landern, z.B. in Italien,
Danemark, 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 Al zugeordnet.
Diese Klade Al umfasst epidemische Krankenhausstamme, die haufig in Zusam-
menhang mit humanen Infektionen stehen und u.a. eine héhere Mutationsrate als
andere VREfm-Isolate aufzeigen (46, 47). Mdglicherweise entwickelte sich diese Li-
nie vor mehreren Jahren aus der VREfm-Population aufgrund von Nischen, die
durch den menschlichen Einfluss begiinstigt wurden. Die aktuelle Studienlage zeigt,
dass neben ST117 die haufigsten ST in Deutschland ST80, ST203, ST78 und
ST192 sind. Laut einer grof3en Studie im Zeitraum von 1986-2012 und in 27 L&ndern
sind ST17, ST18 und ST78 weltweit die haufigsten VREfm-Linien, die in Zusam-

menhang mit Ausbriichen stehen (48).
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Daruiber 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 - Universitatsmedizin 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-
menhange, wie z.B. bei klassischen Ausbriichen, 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 erklaren. Die Pangenomanalyse aller ST117-Iso-
late, um Unterschiede zwischen den Genen der CT71-Isolate und Nicht-CT71-Iso-
late zu untersuchen, lieferte ebenfalls keine Erklarung fur das dominante Auftreten
von CT71. Auch in anderen Regionen von Deutschland wurde das gehaufte Auftre-
ten von CT71 (vanB) beschrieben, vor allem im Rahmen von Ausbrichen (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
haufigsten Clustertypen waren. Im Jahr 2018 stieg der Anteil von CT71 von allen
eingesendeten Blutkulturisolaten auf 39%. Diese Isolate stammten aus verschiede-
nen Bundesléandern, sowohl in Nord- als auch Studdeutschland (39). Daraus lasst
sich schlieRen, dass das Auftreten des CT71 keine lokale Haufung an der Charité
bzw. regionale Haufung in Berlin beschreibt, sondern ein tberregionales Gesche-
hen. In einer grof3en Studie zur Bewertung der Pravalenz von VREfm bei Aufnahme
der Patienten im Krankenhaus mittels Rektalabstrich oder Stuhlprobe wurde ge-
zeigt, dass die Pravalenz von 0,8% im Jahr 2014 auf 2,6% im Jahr 2018 stetig an-
gestiegen ist. Dartiber hinaus wurde festgestellt, dass von den untersuchten
VREfm-Isolaten von 6 geografisch getrennten Studienorten der ST117-CT71-vanB
der haufigste Typ bei Aufnahme ins Krankenhaus war (50). Moglicherweise ist also
die deutschlandweite Zunahme von VREfm in medizinischen Einrichtungen in den
letzten Jahren durch den erhdhten Eintrag von spezifischen VREfm-Stammen ins
Krankenhaus gepragt. Mit steigender Zahl an kolonisierten Patienten im Kranken-
haus geht ein erhdhtes Transmissionsrisiko einher. Eine erhdhte Pravalenz in einer

vulnerablen Patientengruppe kénnte vermehrt zu Infektionen fihren und sollte mit
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Maflinahmen 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 kdnnten. Neben den bekannten Fak-
toren fur virulente Enterokokken Stamme wie z.B. das Enterokokken-Oberflachen-
protein (esp) und Kollagen-bindende Protein A (ecbA), die auch in Nicht-CT71-Iso-
laten detektiert wurden, gab es keine Auffalligkeiten (52, 53). Nichtdestotrotz konnte
das Zusammenspiel eines Sets von Faktoren einen Vorteil fur 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 Krankenh&usern 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 Ausbrichen
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 Ausbrichen 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 flr eine Vielzahl von VREfm-Isolaten eine ausfihrliche Cha-
rakterisierung zur Untersuchung der molekularen Epidemiologie von VREfm an der
Charité - Universitatsmedizin durchgefuhrt, allerdings ist die retrospektive Studie
durch die geringe Anzahl an VREfm-Isolaten limitiert. 30 Isolate aus jedem Unter-
suchungsjahr reprasentieren nur einen kleinen Teil aller Isolate und kdnnen somit
das Bild und die statistischen Analysen verzerren. Dartber hinaus fehlen fur diese
Isolate ausfuihrliche Patienteninformationen, z.B. zum Krankheitsbild, Komorbidit&-
ten, Medikamenteneinnahme bzw. Antibiotikatherapie und Aufnahmen in anderen
medizinischen Einrichtungen. Daten zu Ausbruchsanalysen von VREfm-Haufungen
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mittels Ganzgenomsequenzierung aus den Jahren 2008-2016 liegen nicht vor. Eine
weitere Limitation stellen die verwendeten Datenbanken dar. Fir die Analyse der
Resistenzgene und Virulenzfaktoren kdnnen 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 kénnen nicht ausgeschlossen
werden. In dieser Arbeit wurde fur die cgMLST-Analyse das publizierte Schema fur
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 ahnlich sind, sollte der Schwellenwert je nach Aus-
bruchsuntersuchung méglicherweise angepasst werden. Falgenhauer und Kollegen
nutzen fir die cgMLST-Analyse ebenfalls das publizierte Schema, aber einen
Schwellenwert fir 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) wirden bei dem
kleineren Schwellenwert insgesamt 3 Isolate aus dem entsprechenden Cluster fal-
len. Daritiber hinaus konnen mit dem cgMLST-Schema fir 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 fur die Clusteranalyse nicht nur die No-

menklatur als Grundlage zur Bewertung genutzt werden.

Schlussfolgerungen und Ausblick

Mit den Erkenntnissen dieser Arbeit sind zuktinftige VREfm-Haufungen mit ST117-
CT71-vanB an der Charité - Universitatsmedizin Berlin unter genauer Berucksichti-
gung der epidemiologischen Zusammenhénge zu bewerten. Da der Stamm ende-
misch ist, kbnnen Patienten in einem Geschehen zufélligerweise ST117-CT71-Tra-
ger sein, aber es kénnten auch Transmissionsereignisse vorliegen und missen da-
her genau beurteilt werden. Eine Ausbruchsbewertung darf nicht alleine auf Grund-
lage der WGS-Ergebnisse erfolgen. Mit dieser Arbeit wurde bestatigt, dass die mo-
lekularbiologische Analyse von Erregerhaufungen bzw. Ausbriichen sehr wertvoll
fur die Einschétzung und die sich daraus ergebenden Mafinahmen ist. Durch die
hohe Diskriminierung der Ganzgenomsequenzierung konnen Haufungen naher be-

leuchtet werden. In einigen Fallen konnen monoklonale Ausbriiche in polyklonale
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Geschehnisse gegliedert werden, und folglich zielfihrendere Maf3nahmen fur ein-
zelne Patienten ermdoglichen und negative Folgen von Ausbriichen fir Patienten,
das Personal und die medizinische Einrichtungen abschwachen (54). Auch wenn
es schon einige Studien zur Beschreibung der molekularen Epidemiologie von
VREfm qibt, ist die stetige Zunahme von VREfm und das gehaufte Auftreten ver-
schiedener Linien, z.B. ST117-CT71-vanB noch nicht aufgeklart und muss weiter-
hin beobachtet und untersucht werden. Zukinftige Studien sollten vermehrt Plas-
mide und mobile Elemente untersuchen, da diese fur das Auftreten und der Per-
sistenz von Antibiotikaresistenzen relevant sein konnen. Dafur sollte das Potential

bioinformatischer Tools und Datenbanken ausgeschopft werden.
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Abstract

Background: In additicn t© an overall rise in vancomycin-resistant £nterococcus faecium (VREfm), an increase in
certain strain types marked by sequence type (ST) and cluster type (CT) has been reported in Germany over the
past few years. Qutbreak analyses at Charité - Universititsmedizin Berlin revealed the frequent occurrence of VREfm
ST117 CT71 isolates in 2017 and 2018, To investigate whether ST117 CT71 have emerged in recent years or whether
these strains have been circulating for a longer time, we retrospectively analyzed non-outbreak strains that
occurred between 2008 and 2018 to identify frequent 5Ts and Cls.

Methads: In total, 120 VREfm isclates obtained from clinical and surveillance cultures from the years 2008, 2013,
2015, and 2018 were analyzed. Thirty isclates per year comprising the first 7-8 non-cutbreak isclates of each
quarter of the respective year were sequenced using whole genome sequencing. MLST and cgMLST were
deterrmined as well as resistance genes and virulence factors. Risk factors for VREfm ST117 were analyzed in a
rultivariable analysis with patient characteristics as possible confounders.

Results: The percentage of VREfm of type ST117 increased from 17% in 2008 to 57% in 2018 (p = 0.012). In 2008,
vanA genotype accounted for 80% of all ST117 isclates compared to 6% in 2018. VanB CT71 first appeared in 2018
and predominated over all other ST117 at 43% (p < 0.0001}).

The set of resistance genes (msrC, efmA, ermiB), dirG, aac(6)-li, gyrA, parC and pbps) and virulence factors (aom, esp,
hyiffm, ecbA and sgrA) in CT71 was also found in other ST117 non-CT71 strains, mainly in CT36. The study
population did not differ among the different calendar years analyzed in terms of age, gender, length of stay, or
ward type (each p > 0.2).

Conclusion: This study revealed an increase in ST117 strains from 2008 to 2018, accompanied by a shift toward
CT71 strains with the vanB genotype in 2018. We did not detect resistance or virulence traits in CT71 that could
confer survival advantage compared to other CTs among ST117 strains. To date, it is not clear why ST117 and in
particular strain type ST117 CT71 predominates over other strains.

Keywords: Vancomycin-resistant Enterccoccus faecium, Whole genorne seqguencing, ST117, CT71, Virulence factors,
Resistance genes
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Background

In recent years, Vancomycin-resistant enterococci
(VRE) have been on the rise among hospitalized pa-
tients in Germany [1]. Infections with VRE may result
in an increased length of stay, higher mortality, and
greater costs of hospitalization [2]. Risk factors for
colonization or infection by VRE include long pericds
of hospitalization, increased antibiotic consumption,
co-morbidities, immunosuppression, and exposure to
patients colonized or infected with VRE [3]. Patients
colonized with VRE and the patient environment may
represent reservoirs for transmission because of the
tenacity of VRE and its long survival time on dry sur-
faces [3, 4]. Vancomycin resistance is mediated
through different genotypes of a gene cluster, vaxA to
vanN, which are located on plasmids or in the
chromosome [5, 6]. Vancomycin-resistant Enfero-
coccus faeciwm (VREfm) is able to acquire plasmids
and insertion elements rapidly. Consequently a variety
of resistance and virulence genotypes have emerged
[7].

In recent years, the German National Reference Centre
for Staphylococci and Enterococci has reported the fre-
quent occurrence of VREfm strains of sequence type
ST117 as determined by multi-locus sequence typing
(MLST). Of their collection of 91 isclates from blood
samples in 2016, more than half were ST117 [8]. Further
analysis of ST was based on core genome multi-locus se-
quence typing (cgMLST), which identified frequent sub-
clusters CT71 and CT36 [8].

Unpublished outbreak analyses at Charité - Universi-
titsmedizin Berlin (Charité) alsc revealed the frequent
occurrence of VREfm ST117 CT71 isolates in 2017 and
2018. In order to understand the local epidemiology and
strain characteristics, we investigated whether ST117
(and more specifically ST117 CT71) has only emerged in
recent years or whether these strains have instead been
circulating for a longer time and have been identified
more often through the broad use of molecular typing
methods.

Thus, we retrospectively analyzed trends in ST and CT
types among non-outbreak strains in the past decade.

Methods

Study population

We retrospectively analyzed VREfm cultures, clinical
and surveillance, routinely collected at Charité at five-
year intervals in 2008, 2013, and 2018. The first 7-8
consecutive non-outbreak isolates per quarter from all
Charité wards were included, comprising VRE positive
clinical or screening cultures from individual patients.
Because a recent publication suggested an increase in
CT71 in Germany between 2015 and 2016 [8], iso-
lates collected in 2015 were included according to the
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protocol mentioned above, resulting in 30 isolates per
year and a total number of 120 isclates. The Charité
is a 3000 bed, acute care facility and has three hos-
pital sites located in three different districts of the
city. The isolates in this study were obtained from all
three Charité screening protocols did not
change over the study period and required surveil-
lance cultures from previously known VRE carriers,
all patients admitted to hematology/oncology wards,
and patients that shared a room with a VRE carrier.

We retrieved epidemiological data from the patient data
management system and included patient age and sex,
date of sampling, ward, length of stay (LOS) at the time of
specimen collection, and specimen collection site.

In our analysis, we included both clinical and screen-
ing cultures. Due to Data Protection Regulations, we
lack the necessary data to diagnose associated infections.
VREfm samples comprised rectal swabs (# =76, 63%),
blood cultures (n =7, 6%), urine samples (# =15, 13%),
wound swabs (r =5, 4%), stool samples (n =9, 8%),
nasal- and throat swabs (1 =2, 2%), and other clinical
cultures (n=5, 4%). Rectal swabs, throat swabs, and
nasal swabs were considered screening specimens, all
others were considered clinical specimens. Wards were
divided into four categories: intensive care unit (ICU),
hematology/oncology, surgery, and others. The latter
category included standard care wards such as nephrol-
ogy, cardiology and gastroenterology. Multiple assign-
ment of one sample to different categories of ward type
was not allowed.

Determination of VRE was performed using chromID*
VRE agar plates (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France)
and disc diffusion method with 5ug vancomycin and
30 g teicoplanin from MASTDISCS® (Mast Group Ltd.,
Bottle, United Kingdom) as recommended by the Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). In addition, we tested for the presence of
van genes (vanA, vanB and vanC) using multiplex PCR
according to the study of Patel et al. [9]. Since 2017, we
have mainly been using the Amplex assay eazyplex® VRE
(Amplex Biosystems GmbH, Giessen, Germany) for the
detection of vanA and vanB. Vitek®2 System (bioMér-
ieux, Marcy»l’Etoile, France) or MALDI-TOF MS (Bru-
ker Daltonics, Bremen, Germany) were used for
identification and antimicrobial susceptibility testing
since 2013. Moreover, we performed an alcohol toler-
ance assay as described in Pidot et al. [10] for a specific
set of strains collected in this study against two different
concentrations of isopropanol (23 and 60%).

sites.

Whole genome sequencing and bioinformatic analyses
VREfm isolates were stored as cryocultures, subcultured
on blocd agar and incubated overnight at 37°C. DNA

extraction was performed using the UltraClean
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Micrebial DNA isolation kit following the manufac-
turer’s instructions (Qiagen, Hilden, Germany). The
quantity and purity of the DNA was measured by Quan-
tiFlucr ONE dsDNA System (Promega GmbH, Mann-
heim, Germany) and Eppendorf Biophotometer
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Short read se-
quencing libraries were generated frem genomic DNA
using the Nextera XT DNA library preparation kit (Illu-
mina Inc., San Diego, USA) and were sequenced on the
MiSeq system (Illumina Inc., San Diego, USA) with 250-
cycle paired-end chemistry according to the manufac-
turer’s instructions. Isolates were sequenced to reach
100-fold coverage. After sequencing quality-trimming,
de novo assembly with the Velvet assembler and gene-
by-gene comparison approach using the SeqSphere+
software version 4.1.9 (Ridom GmbH, Muenster,
Germany) were performed. For the gene-by-gene com-
parison, the Efaecium cgMLST task template with de-

fault parameters (suggested threshold: < 20 alleles
difference) and Efazecium reference genome NC_
017022.1 (GenBank accession number: GCA

000250945.1) was used to extract MLST and cgMLST
data as described previcusly [11]. The quality of the
samples and sequencing runs was checked using Fast
QC (https://github.com/s-andrews/FastQC), and Illu-
mina Analysis Viewer (http://emea.support.illumina.
com/sequencing/sequencing_software/sequencing ana-
lysis_viewer_sav/downloads.html). The ResFinder and
VirulenceFinder web server (http://www.genomicepide-
miology.org) was used to identify resistance genes and
virulence factors, using ResFinder3.2 with the setting
searching for acquired antimicrobial resistance genes as
well as chromosomal mutations associated with anti-
biotic resistance, and VirulenceFinder2.0 (respectively
threshold of 90% minimum sequence identity and 60%
minimum length identity cut-off).

In parallel, the recently published ASAZP analysis pipeline
was used [12]. Briefly, raw sequencing reads were quality
clipped with Trimmomatic [13] and de novo assembled with
SPAdes [14]. Contigs were rearranged using MeDuSa [15]
and annotated with Prokka [16]. The ST clade was deter-
mined using BLAST+ and the PubMLST.org database. Anti-
biotic resistance genes and virulence factors were analyzed
with the use of CARD database [17] and VFDB [18]. Add-
itionally, a phylogenetic approximately maximum-likelihood
tree via FastTreeMP [19] was created. The visualization of
the phylogenetic tree was performed using Microreact [20].
The Prokka-annotated coding sequences of each genome
were also used as input for Roary v3.12.0 with default settings
to perform a pangenome analysis [21]. The results were visu-
alized using the roary plots python script. The “Core” pan-
genome contains all genes commen to every isolate while
the “Accessory” pangenome contains all genes found in at
least one isclate.
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Statistical analysis

Either number and percent or median and interquartile
range were calculated for descriptive analysis. Differ-
ences were tested using the Chi-square test or Wilcoxon
rank-sum test. To analyze risk factors for the occurrence
of ST117, we used a logistic regression medel for multi-
variable analysis with patient age and sex, calendar year,
type of ward, length of stay (LOS) at the time of speci-
men collection, and specimen collection site as possible
confounders. Parameters with a significance of p < 0.05
were entered into the model. All tests of significance
were two-tailed, and p <0.05 was considered statistically
significant. All statistical analyses were performed using
SPSS (IBM SPSS statistics, Somer, USA) and SAS (SAS
Institute, Cary, USA).

Ethics

The bacterial isclates were collected in the course of rou-
tine active surveillance and infection prevention control
according to guidelines of National Healthcare Author-
ities. Personal data were anonymized and handled in com-
pliance with the General Data Protection Regulation and
medical-ethical guidelines of Charité - Universititsmedizin
Berlin for anonymized use of patient materials. Therefore,
ethical approval by an institutional board was not
necessary.

Results

Patient characteristics

All VREfm isolates from the years 2008, 2013, 2015 and
2018 were analyzed and came to a total of 120 cases. We
investigated patient and isolate details, including age,
sex, LOS, LOS at the time of specimen cellection, type
of ward, and site of specimen collection. In single quar-
ters of each year, a variety of different wards were repre-
sented. The VREfm cases did not differ among calendar
years with regard to age (in total median across all cal-
endar years 66 years, IQR 53-75, p = 0.839), gender (in
total male 52% and female 48%, p = 0.223), LOS (in total
median 33 days, IQR 14-64%, p = 0.209), or the above
mentioned ward type. Between 2008 and 2018, there was
no difference in intensive care unit, hematology/oncol-
ogy, surgery, or others (p =0945, p =0.825, p =0.867
and p = 0.729). In contrast, LOS at the time of specimen
collection and site of specimen collection differed in
various calendar years. In 2008, most of the samples
were obtained as clinical cultures (# =25, 83.3%), while
in 2013 (2 =4, 13.3%), 2015 (2 =6, 20%), and 2018 (z =
7, 23.3%) screening cultures were more frequent. Urine
accounted for the majority of clinical cultures. The LOS
at the time of specimen collection decreased from 2008
(18.5 days; IQR 4-40) to 2018 (1.5 days; IQR 0-21) and
is consequently of significance, p = 0.011.
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Characteristics of VREfm isolates

All 120 VREfm isolates were sequenced, with an average
coverage ranging from 41- to 121-fold. The percentage
of good targets based on the core genome ranged from
95.2 to 99.8% with an average of 99.0%. STs as well as
CTs were determined for all strains. Regarding classifica-
tion into ST, each consecutive year saw a higher per-
centage of isolates that were ST117, rising from 16.7% in
2008 to 56.7% in 2018 (p = 0.012). In total, 43 (35.8%) of
the 120 E. faecium isolates were classified as ST117. In
addition to 5T117 strains, we detected strains assigned
to ST203 (11.7%), ST80 (7.5%), ST78 (9.2%), ST192
(8.3%), ST17 (6.7%), and others (each <5%) (Fig. 1).
While §T117, ST203 and STS80 were identified in all
years, the number of isolates belonging to 5T203 and
ST80 increased until 2015 but decreased subsequently
from 2015 to 2018. Beside the increase in ST117, we also
observed a rise in isclates assigned to ST78 between
2015 and 2018 as well as a higher diversity of STs in
2008 than in 2018 (Fig. 1).

When classifying the strains with a higher resclution
into cgMLST, there was a clear shift of dominant CTs
from CT164 in 2008 to CT71 in 2018. We did not find
any CT71 isolates in 2008, 2013, or 2015 although there
was a variety of other CTs such as CT24, CT36 and
CT190 (Fig. 2). In contrast, 43% of isolates from 2018
were CT71 strains (13/30, p < 0.0001). Of all 120 isolates
of the years studied, CT71 (11%) was the most commen
CT, followed by CT36 and CT162 (both 8%), and CT164
and CT894 (both 6%).

Risk factors for the frequent occurrence of ST117 strains

Table 1 shows patient characteristics for ST117 and
non-5T117 carriers in each year. Non-5T117 comprised
all strains other than ST117, including those which
could not be assigned te a known ST. Regarding ward
type, 54% of all CT71 strains were collected in ICUs,
which comprised five different ICUs located in different
buildings across the city. Most samples were obtained
from rectal swabs (1 =76, 63%), urine samples (n = 14,
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12%) and stool samples (1 = 9, 7.5%). Regarding the rec-
tal swabs, there is a great increase from 2008 (1 =4) to
2013 (1 = 26), whereas the number remained approxi-
mately constant in the following years (2015 # = 24 and
2018 1 =22). Urine samples accounted for 12% of the
total number of samples, including 6 samples (20%) in
2008, 1 sample (3%) in 2013, 3 samples {(10%) in 2015,
and 4 samples (13%) in 2018. Stool samples only oc-
curred in 2008 (n =9) and no samples in 2013, 2015 or
2018. Most CT71 strains (n=9%; 70%) were obtained
from rectal swabs.

Multivariable risk factor analysis for ST117

The multivariable analysis supported a strong associ-
ation of §T117 with the calendar year (Additional file 1:
Table S1). Samples from 2018 were more than 9 times
more likely to be type ST117 than in 2008 (OR 9.4,
95%Cl 2.3-37.7, p =0.002). A similar association was
found for urine as specimen collection site and ST117
strains (OR 10.6, 95%CI 1.4-82.5, p = 0.024). CT71 was
not an independent risk factor for ST117. Because CT71
did not appear until 2018, the calendar year could not
be estimated in the model.

Antimicrobial resistance, virulence factors and
pangenome analysis of ST117 strains

Resistance genes and virulence factors for all 43 ST117
strains were identified using ResFinder, VirulenceFinder,
VFDB, and CARD, all of which indicated various resist-
ance genes and virulence factors (Additional file 2: Table
52). Resistance genes for macrolides, lincosamides, and
streptogramin B (msrC, erm(B) and e¢find) as well as for
trimethoprim (dfif and dfrG) and aminoglycosides
(aac(6 )-aph(2”), aph(3)-II, ani(6)-la and aac(6’)-Ii)
were detected in all ST117 strains. Moreover, genes for
ciprofloxacin resistance (gyrA, parC) and ampicillin re-
sistance (pbpS) were identified in all ST117 strains,
which are intrinsic genes and expected to be present in
all isolates. While almost all non-CT71 strains had sev-
eral genes conferring resistance to aminoglycosides, we
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Fig. 2 Increase in 5T117 strains in 2008, 2013, 2015 and 2018. Pie chart: percentage of 5T117 strains {marked in red) and non-5T117 strains (marked in
light blue) based on 30 isolates per year, occurrence of different CTs within ST117 (marked in red); bar chart: occurrence of varicus CTs (marked green)
within the non-5T117 group

found only cne such gene (aac(6)-fi) in CT71 strains,
which is also an intrinsic gene. Some non-CT71 iso-
lates featured resistances to chloramphenicol (caf)
and tetracycline (fez(M)) which were absent in CT71
strains. Among all ST117 strains, 74% (32/43 isolates)
displayed the vanmB genotype and the vanA in 26%

(11/43 isolates). There was a shift from vanA to vanB
between 2008 and 2018, with 80% (4/5 isclates) and
67% (6/9 isclates) vand in 2008 and 2013, to 100%
(11/11 isclates) and 94% (16/17 isolates) vanB in
2015 and 2018, respectively (Additional file 3: Figure
S1). All CT71 strains harbored vanB.

Table 1 Patient characteristics among non-ST117 and ST117 carriers per year (2008-2018); patient characteristics of CT71 strains in

2018 (IQR: interquartile range; LOS: length of stay)

Year 2008 2013 2015 2018
Tetal number of isolates N=30 N =30 N=30 N =30
Strain type Non-5T117  5T117 Nen-5T117 - 5T11 Non-5T117  5T117 Nen-5T117 - ST17 CT71
Mo (%) 25 {83] 5(17) 21 (70) 9 {30) 18 {60) 12 {40) 13 (43) 17 (57) 13 (43)
Age in years, Median ({QR) 62 (46-72) 69 (56-76) 68 (57-76) 68 (53-71) 725 (54-74) 64 147-72) 60{54-66) 69 (52-77) ©9(52-75)
Sex, No. {9)
Male 15 {60) 3(50) 9 43) 5 {56) 6 (33) 5 {(50) 6 {46) 13 (77) 10 (77)
Fernale 10 (40) 2 (40) 12(57) 4 {44) 12 (67) 6 {50) 7 (54) 4(23) 3(23)
LOS in days, Median (QR) 53 (26-76) 23 (4-74)  32(15-60) 47 (26-59) 31 {(16-52) 34 [15-48) 14 {5-66) 16 (8-55) 40 (16-60)
LOS specimen collection 19 {6-37) 4 (4-42) 11 (2-24) 19(11-26) 45(1-12) 5{1-185) 1 {0-42) 2{0-12) 5(1-21)
in days, Median (IQR)
Type ward, No. (%)
Intensive care unit 10 {40 2 {40) 9 {43) 5{(56) 10 {56) 3{(25) 4 (30) 8 (47) 7 (54)
Hematology/oncology 9 {(36) 1{20) 8 (38) 3(33) 422 7{59) 5 {40) 3(18) 3(23)
Surgery 302 1{20) 1(3) 101 1) 1{8) 4{30) 0@ 00
others 302 1(20) 304) 0 307 1{8) 0O 6(35) 3(23)
Site of specimen collection,
No. (%)
Screening cultures 4 {16) 1{20) 19 {90) 7 {78) 13{72) 11 (92) 12 {92) 11 (B5) 9 {r9)
Clinical cultures 21 {&4) 4 (80) 2 {10 2022 528) 1(8 1{8) 6 (35) 4 (31)
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All ST117 strains carried the virulence factor acm,
which encourages cell wall-anchored collagen adhesion
and has characteristics typical of a microbial surface com-
ponent recognizing adhesive matrix molecules (MSCR
AMM) and sgré to stimulate surface adhesion. Moreover,
nearly all ST117 strains were characterized by the pres-
ence of echA (98%, 42/43 isolates), the E. faecium collagen
binding protein A, as well as the enterococcal surface pro-
tein esp (95%, 41/43 isolates) to promote biofilm forma-
tion. The presence of a putative glycoside hydrolase
fylEfin was detected in more than half of the 5T117
strains (78%, 33/43 isolates). Qccasionally, the virulence
factor scm (14%, 6/43 isolates), the second collagen adhe-
sin of E. faecinm, occurred. All CT71 strains presented the
same set of virulence factors: acmi, esp, hylEfin, echA, and
sgrd (30%, 13/43 isolates). This set of virulence factors
was alsc detected in another 15 non-CT71 strains, a total
of 28 isolates out of 43 (65%). These 15 strains belonged
mainly to CT36 (21%, 9/43 isolates). The virulence factors
of non-5T117 strains showed no striking difference from
ST117 strains.

Regarding the alcchol tolerance assay, we tested five
CT71 strains and one VREfm ATCC strain (ATCC
700221). At an isopropanol concentration of 23 and 60%,
we could not detect any growth in any of the strains.

The phylogenetic tree with all ST117 strains revealed
that the CT71 strains were phylogenetically separated
from non-CT71 strains (Additional file 4: Figure S2).
Additicnally, a pangenome analysis was conducted with
all ST117 strains to study the differences in gene content
between CT71 strains and non-CT71 strains (z =43).
The isclates shared a core genome of 2166 genes (42 <=
strains <=43), a soft-core gencme of 130 genes (40 <=
strains <42), a shell genome of 1338 genes (6 < = strains
<40) and 1618 cloud genes (strains <6). In summary,
the core gencme comprises 42% of the pangenome
(5252 genes). The pangenome matrix (presence and ab-
sence of genes) revealed that the distribution of genes
among strains was relatively similar. With regard to the
accessory genome profile of the CT71 strains compared
to the other CT strains, there seemed to be a set of
genes more {requently present in CT71 strains than in
the other strains (Additional file 5: Figure $3). Addition-
ally, the hierarchical clustering based on presence and
absence of genes clustered CT71 isolates distinctly from
non-CT71 strains. The frequency chart shows that many
genes were present in all genomes and that many genes
were present only in single genomes, but we could not
detect peaks for a set of isclates indicative of CT71
strains (n = 13) (Additional file 5: Figure S3).

Discussion
This retrospective analysis revealed that the percentage
of VREfm S5T117 strains at Charité more than tripled
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between 2008 and 2018. When CT71 first appeared in
2018, it comprised more than 40% of all ST117 strains.
In comparison, VREfm prevalence at Charité rose from
1.2% in 2016 to 1.4% in 2018. Thus, an overall increase
of VRE may not be the enly explanation for the rise of
ST117/CT71.

Previcus publications have also reported a dramatic in-
crease of 5T117. Liese et al. reported the frequent occur-
rence of ST117, ST80, ST17, and ST192 strains in
outbreak analyses from a German university hospital be-
tween 2010 and 2016, with ST117 strains appearing fre-
quently only at the end of 2015 and 2016 [22]. The
German National Reference Centre for Staphylococci
and Enterococci reported the same STs as Liese etal. as
well as an increase in ST117 in Germany in recent years
[8]. An occurrence of ST117 strains was alsc observed in
other Eurcpean countries such as Denmark [23],
Switzerland [24], Norway [25], the Netherlands [26, 27],
and Spain [28].

In this study, different CTs of ST117 strains were
identified; in 2018, however, CT71 clearly predominated.
The analysis was comprised of non-outbreak isolates
only, which were collected in different wards. Recent
publications indicate the spread of CT71 throughout
Germany in hospitals in different geographical regions
without any presumed patient transfer [8, 29]. The re-
cent predominance of 5T117 CT71 both in outbreak
and non-outbreak strains leads to a question: What
could be facilitating the spread of this particular clonal
lineage? Compared to other CTs among ST117 strains,
we did not detect resistance or virulence traits in CT71
that could confer survival advantage. The detected re-
sistance genes (msrC, efind, erm(B), dfrG, and aac(6')-Ii)
and virulence factors (acm, esp, hylEfin, echA and sgrd)
of CT71 strains have already been reported in connec-
tion with high risk Enferececcus strains [23, 24, 30, 31].
The same set of virulence factors as in CT71 strains was
also found in 15 other ST117 non-CT71 strains, mainly
CT36, a CT frequently identified in 2015 (33%). So per-
haps it is not a single trait that is responsible for the
dominance and spread of specific strain types, but a
combination of particular virulence factors.

Lee et al. has also reported the detection of the virulence
factors acm and sgrd in connection with the predominance
of an outbreak strain type ST173 [32]. Swrprisingly, they
identified fewer virulence factors in that outbreak strain than
in the other strains. Falgenhauer et al. detected acr, hylEfin,
and esp as well as the efzAfin gene in CT71 strains, the latter
of which contributes to cell wall adherence [29]. CT71 strains
were phylogenetically separated from non-CT71 strains, but
the pangenome analysis did not reveal any explanation for
the dominance of CT71 strains. Future research should ad-
dress in-depth analysis of CT71-enriched pangenome genes,
but is beyond the scope of this work.
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The analysis of patient characteristics did not provide
an explanation for the predominance of either 5T117 or
CT71 strains. Only the year of specimen collection and
urine as the site of specimen collection increased the
chance of finding ST117.

Even though urine as sample collection site is gener-
ally regarded as a clinical culture, the sampling site itself
without any further clinical information did not neces-
sarily prove that the patients had a urinary tract
infection.

In contrast to most previous publications, we aimed to
investigate isolates outside of reported outbreaks. Even
though certain clones predominated in different years,
continuous outbreak scenarios seem unlikely because
the strains were found in three geographically distinct
hospital buildings without an apparent epidemiological
link between the patients. There may be ongoing inter-
hospital spread, which would corroborate recent findings
of Falgenhauer etal, who also detected near-identical
isolates (<10 cgMLST alleles) of ST117 CT71 vanB
clones in different hospitals across the Rhine-Main area
of Germany [29]. Raven et al. also discussed the com-
plexity of VREfm transmission chains, including both
within and inter-hospital spread [33]. Inter-hospital
spread would either require the direct movement of pa-
tients between the different hospitals or unrecognized
vectors linking the strains.

Horizontal gene transfer may facilitate the spread of
VREfm through the exchange of maobile genetic elements
such as transposons or plasmids, or a crossover between
chromesemal and plasmid DNA through insertion
elements [34]. Zhou et al. have demonstrated that the
detection of horizontal gene transfer is important in
order to understand the complex transmission routes
and outbreaks of VREfm [26]. Pinholt et al. have re-
ported a clonal expansion based on a vanA-plasmid that
was transferred via horizontal gene transfer to already
existing hospital-adapted vancomycin-susceptible E.fze-
cimm and, thus, generated new VREfm [23]. The ex-
change of genomic material between VRE and VSE may
be responsible for the dissemination of vanB resistance
in Germany [35].

Besides the ST117 strain type there are also reports of
other emerging dominant strains like ST796 [36] and
ST203 [37]. Maybe there is an underlying selection lead-
ing to convergent evolution in different STs and CTs in
different regions. Pidot et al. reported E. faecinm strains
with increased tolerance to handwash alcohols [10],
whereas we could not detect a higher alcohol tolerance
of CT71 strains.

Markwart et al. indicate specialist care hospitals and
prevention and rehabilitation care centres as risk factors
for a higher VRE proportion as well as patients clder
than 40 vyears [38]. These findings may be related to a
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larger number of patients with co-morbidities and clder
patients who are more frequently hospitalized and ex-
posed to antibiotics during their lives. Regarding this
study, nen-ST117 and ST117 strains were mainly
obtained from older patients (median> 60 years).
Colonization pressure is an important factor in the
spread of VRE by colonized patients [39], so it can be as-
sumed that a higher colonization pressure of CT71
strains also leads to an increased spread of CT71 strains.
Furthermore, the colonization peried could be a crucial
factor as VRE may colonize the gastrointestinal tract for
several months [39]. Risk factors for a prolonged car-
riage of VRE are surgical interventions, antibiotic use
during the hospitalization, dialysis and discharge to
other health facility [40]. Perhaps the CT71 strains favor
a longer colonization, due to a still unknown fact, and
thus contribute to the spread. In general, we could not
identify any specific risk factors for the acquisition of
CT71 strains in this study.

The general increase of VREfm in Germany was ac-
companied by an increase in vanB-type strains [8] and
by a shift from vanA to vanB genotype, which has been
reported since 2015/2016 [22, 35]. We saw the same ef-
fect in our study, with an increase in vanB CT36 in 2015
and vanB CT71 in 2018.

Limitations of the study are the relatively small num-
ber of samples and the lack of information on patient
factors both outside and inside of the hospital, such as
comorbidities, antibictic therapy, and admission to other
health care institutions. In addition, the change in the
numbers of active surveillance cultures for VRE and the
days of LOS at specimen collection between 2008 and
2018 may have resulted in a systematic selection bias.
The numbers of clinical and screening samples varied
between the study years. Clinical cultures dominated in
2008, including isclates from patients with suspected or
existing infection, and may therefore have more patho-
genic properties. In 2013, 2015 and 2018 most samples
were obtained from screening cultures. In general, there
has been an increase in screening cultures throughout
Germany. According to the German national nosocomial
infection surveillance system (Krankenhaus-Infekticns-
Surveillance-System, KISS, https://fwww.nrz-hygiene.de/
surveillance/kiss/) the percentage of ICUs with active
surveillance screening for VRE increased from 50% in
2013 to 86% in 2018. Surveillance cultures and early
screening (decreased LOS at specimen collection) as op-
posed to clinical cultures and screening later during the
patients’ stay on the ward may reveal different strains.

A further limitation could be the databases that were
used. Although we used two databases for the detection
of virulence factors, there may be virulence factors that
have not vyet been reported. For example, higher
colonization densities could be the result of additional



11 Publikation

43

Weber et al. Antimicrobial Resistance and Infection Control

genes encoding metabolic pathways in ST117 CT71
which are usually not listed in virulence databases.

Conclusion

In conclusion, this retrospective analysis reports frequen-
cies of specific VREfm strains in a German university hos-
pital over time. An increase in ST117 strains from 2008 to
2018 was accompanied by a shift to vasB CT71 strains in
2018. We found neither specific virulence factors nor al-
terations in the patient mix to explain the increase of
ST117 CT71. To date, it is not clear why ST117, and
strain type ST117 CT71 in particular, predominates over
other strains. In addition to epidemioclogical data, further
studies to understand the complex spread of VREfm strain
types need to take into account heorizontal gene transfer in
VREfm as well as potentially unrecognized vectors such as
VSEfm or other bacterial lineages, and interactions with
the intestinal microbiome.
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