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ABSTRACT

Objectives: Vancomycin-resistant Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis (VRE) are a common
cause of healthcare-associated infections. Whole genome sequencing-based typing methods yield the
highest discriminatory power for outbreak surveillance in the hospital. We analysed the clonal compo-
sition of enteric VRE populations of at-risk patients over several weeks to characterise VRE population
diversity and dynamics.
Methods: Five bone marrow transplant recipients (three colonised with vanA-positive isolates, two
colonised with vanB-positive isolates) contributed three rectal swabs over a course of several weeks.
Fourteen VRE colonies per swab were analysed by core genome multi locus sequence typing (cgMLST)
and typing of the van-element.
Results: VRE populations were clonally diverse in three of five patients, and population composition
changed dynamically over the time of observation. Besides new acquisition of VRE isolates, shared van-
elements localised on nearly identical plasmids between clonally different isolates indicate horizontal
gene transfer as a mechanism behind VRE population diversity within single patients.
Conclusion: Outbreak detection relies on typing of isolates, usually by analysing one isolate per patient.
We here show that this approach is insufficient for outbreak surveillance of VRE in highly vulnerable
patients, as it does not take into account VRE population heterogeneity and horizontal gene transfer of
the resistance element.
© 2022 The Author(s). Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Antimicrobial
Chemotherapy.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)

1. Introduction

clindamycin and cotrimoxazol. Especially in hospital-adapted iso-
lates of E. faecium, acquired resistance to penicillin and ampicillin

Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis are commensals
of the human gut but also constitute major nosocomial pathogens
especially in vulnerable patient groups. Haematology and inten-
sive care patients belong to the most at-risk group for enterococcal
infection, and bloodstream and intra-abdominal infection are the
predominant sites [1].

Antibiotic therapy of E. faecium and E. faecalis is complicated
by their wide range of intrinsic resistance against cephalosporins,
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is widespread, making glycopeptides the agents of choice in an-
tibiotic therapy. Unfortunately, in recent years an increase in in-
fections caused by vancomycin-resistant enterococci, mostly E. fae-
cium (VREfm), has been noted. In Europe the percentage of van-
comycin resistance in invasive E. faecium isolates increased from
10.5% in 2015 to 17.3% in 2018. However, important regional differ-
ences apply, with percentages ranging from under 2% in Scandina-
vian and Benelux countries to 59% in Cyprus [2,3].

vanA and vanB are the two most common determinants of gly-
copeptide resistance in E. faecium and E. faecalis. Glycopeptides act
by binding to the terminal D-Ala-D-Ala pentapeptide chain of the
peptidoglycan precursor, thereby blocking cell wall synthesis. vanA
and vanB are ligases encoded on larger transposable elements that
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confer vancomycin resistance by modifying the pentapeptide chain
to a terminal D-Ala-D-Lac with decreased affinity to the drug.
vanA is carried on Tn1546-type transposons and mostly encoded
on plasmids [4,5]. It confers high-level resistance to vancomycin
and additionally to teicoplanin. vanB is mostly encoded on Tn1549
and is usually inserted in the chromosome, but it can also be car-
ried on plasmids [6].

Infection with VRE is usually preceded by intestinal colonisa-
tion. Reduced microbial diversity in the gut caused by preventive
or therapeutic administration of antibiotics may facilitate an over-
representation of certain species, such as enterococci, which in
turn can increase the risk of sepsis [7,8]. At present, nosocomial
spread appears to be the most relevant mode of VRE transmis-
sion and subsequent gut colonization [9,10]. Horizontal gene trans-
fer (HGT) of the glycopeptide resistance determinant from VRE
or other Gram-positive enteric anaerobes, such as Eggerthella sp,
Clostridium sp. or Ruminococcus sp., to vancomycin-susceptible en-
terococci is another possible mode of resistance acquisition, which
may play an underestimated role in VRE outbreaks [11-13]. An-
tibiotic pressure is known to increase the frequency of HGT, which
may complicate the identification of VRE outbreaks, especially in
high-risk settings where antibiotic consumption is high [14]. We
here set out to investigate VRE populations in enterically colonised
high-risk patients. We hypothesised that high antibiotic pressure,
as in prophylactic regimen employed in the stem cell transplant
unit, may regularly lead to HGT between van-element-carrying
bacteria and VSE, limiting the practicality of outbreak analysis
based on core genome comparisons of single VRE clones in these
settings.

2. Material and methods
2.1. Patient sample collection

The study was approved by the Hamburg Ethics Committee
(PV4460). Five bone marrow transplant (BMT) patients were in-
cluded in the study between July 2014 and February 2015. Pa-
tients provided written informed consent for study participation.
Three rectal swabs were collected in one- to two-week intervals
during patients’ hospitalisation. Basic patient data and data on an-
tibiotic therapy were collected from the electronic patient man-
agement system Soarian (Siemens AG Medical Solutions, Erlangen,
Germany).

Rectal swabs from five patients admitted to cardiac intensive
care unit (ICU) were also included into the study. Rectal swabs
were collected as routine admittance screening in September and
October 2018. No patient data were collected, and specimens were
treated anonymously.

2.2. Microbiological analysis

Rectal swab specimens were directly inoculated onto VRE
screening agar (ChromlID, Biomérieux, Marcy I'Etoile, France). Plates
were incubated for 48 h at 37°C in ambient air. Fourteen colonies
displaying typical morphology for VRE were picked and identified
as E. faecium by Maldi-TOF (Bruker, Billerica, MA, USA) in BMT pa-
tients. This number was initially chosen for practical reasons, as
PFGE was initially conducted to quickly test if any heterogeneity
occurred in these patients (14 isolates per PFGE gel). Ten isolates
were analysed in ICU patients. Isolates were then subjected to au-
tomated susceptibility testing (Vitek2, Biomérieux, Marcy I'Etoile,
France) and vanAB realtime PCR [15]. Confirmed VREfm strains
were conserved at -80°C until further use.
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2.3. Whole genome sequencing

[llumina short read sequencing was performed for 14 VREfm
isolates per BMT patient per time point and 10 VREfm isolates
per ICU patient. DNA extraction and library preparation were con-
ducted as described previously [16].

Libraries were sequenced on an Illumina NextSeq 500 system
with a mid-output 2 x 150 flow cell. Bases less than Q30 as well
as adapter sequences were trimmed, and any reads shorter than
35nt were removed using Trimmomatic v0.39 [17]. Retained high-
quality NextSeq reads were used as input for the SPAdes assembler
v3.13.1 [18], resulting in a mean depth of 123.6 (max: 264, min: 17)
and an N50 contig length of 39.4 kb.

Long-read Nanopore sequencing (Oxford Nanopore Technolo-
gies, Oxford, UK) was performed for one isolate per clonal type
(CT) per patient (n = 19). High-molecular weight DNA was ex-
tracted with the QIAamp Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Na-
tive barcoding for multiplexing and polymerase chain reaction
(PCR)-free ligation based Oxford Nanopore Technologies (ONT) li-
brary preparation were conducted according to manufacturer’s in-
structions (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK). Sequenc-
ing was performed on ONT GridION X5 R9.4.1 flow cells. Base-
calling was done with guppy v3.3.0 (Oxford Nanopore Technolo-
gies, Oxford, UK). Adapter sequences and sequences with a score
of less than Q30 of the short-reads were trimmed, as described
earlier. The resulting high-quality paired-end short-reads together
with Nanopore long-reads were de novo assembled with the hy-
brid assembler Unicycler v0.4.7 [19]. All chromosomes and 82 of
101 plasmid candidates were confirmed as circular by manual in-
spection of Nanopore read mapping and NextSeq mate-pair read
mapping. In addition, the tool BRIG [20] was used for visualiza-
tion and for comparing the plasmids that carry the identical van-
elements. In BRIG, genome alignments were performed by the
BLAST program [21]. All genomes were submitted to National Cen-
ter for Biotechnology Information (NCBI) Genbank (accession num-
bers Supplementary Table S1). Annotation of all genomes was con-
ducted with the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
(PGAP) [22,23]. Isolates from BMT patients are named according
to patient pseudonym, time point of sampling and isolate number
(1-14); for example, isolate BMT-1-2-3 was isolated from a rectal
swab of patient BMT-1 at the second sampling time point, and the
isolate is number 3 of 14. In ICU patients only one rectal swab
was analysed; thus isolate names consist of patient pseudonym
and isolate number (1-10).

2.4. Phylogenetic analysis

For core genome multilocus sequence typing (cgMLST), genome
assemblies were analysed with Ridom SeqSphere™ v7.2.3 (Ridom
GmbH, Miinster, Germany) [24]. When isolates had >95% extracted
cgMLST targets (96.5% of strains), clonal types (CT) were assigned.
Previously, a threshold of <20 alleles for clonal relatedness has
been suggested [25]. Based on the allele distance matrix, assigned
CTs differing by less than 20 alleles were grouped together (CT
1485/CT 3335 3-5 alleles difference; CT 1529/CT 3329 2-6 alleles
difference; CT 2419/CT 3330 3-9 alleles difference; CT 420/ CT 1007
2-4 alleles difference).

2.5. Analysis of van-elements

For the analysis of van-elements, long-read and short-read hy-
brid assemblies were aligned to references Tn1546 (Genbank Ac-
cession number M97297) for vanA and Tn1549 (Genbank Acces-
sion number AF192329) for vanB in CLC main workbench v8.1
(Qiagen, Hilden, Germany). Sequences that did not align to the
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Fig. 1. Timeline of patients one month before to one month after study inclu-
sion. Time points of specimen collection are marked with blue triangles. First
vancomycin-resistant enterococci (VRE) positive rectal swab is marked with an
orange triangle. Antibiotic therapy over the time course marked below. CIP,
ciprofloxacin; SXT, co-trimoxazole biweekly; DAP, daptomycin; MET, metronidazole;
MER, meropenem; LIN, linezolid; CAZ, ceftazidime; CXM, cefuroxime; VAN, van-
comycin.

references were annotated with NCBI BLAST [21]. Van-element-
carrying plasmids were checked for circularity. Plasmids carrying
the same van-element were then aligned to test for identity and
thus to provide indication for inter-strain transfer of the whole
plasmid.

3. Results

Between June 2014 and February 2015, five patients who were
positive for VRE in their rectal screening at admission to the BMT
unit were recruited. Four were male, and the mean age was 61.6
years (range 59-64). All patients received prophylactic and thera-
peutic antibiotic regimens during the study period (Fig. 1). Three
rectal swabs were collected from each patient over 3 to 5 weeks
with a minimum distance of 1 week. Swabs were cultured on VRE
selective media, and 14 VRE colonies per specimen were selected
for VRE population analysis.

3.1. VRE population structure in haematology patients

All VRE isolates were identified as E. faecium (VREfm). Three pa-
tients were colonised with vanA-VREfm, and two were colonised
with vanB-VREfm. All isolates were subjected to short-read se-
quencing (sequencing failed in 1, total n = 209). Multi-locus se-
quence types (MLST) and core genome MLST clonal types (CT)
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were assigned. According to published recommendations [25], a
threshold for genetic relatedness of 20 alleles was employed; thus
isolates with less than 20 alleles difference were grouped together.

In three out of five patients, VRE populations sampled at any
time-point consisted of more than one strain as determined by
cgMLST with a minimum distance of 20 alleles. Interestingly, the
composition of these populations also changed over time in three
patients (BMT-1, -2 and -4), whereas clonal composition was stable
in two remaining individuals BMT-3 and BMT-5 (Fig. 2). In patient
BMT-1, vanB-VRE belonging to four different STs were identified
(ST78 [CT 3328], ST117 [CT 1485], ST192 [CT 3329] and ST280 [CT
16]) and were isolated over the course of three weeks. In patient
BMT-2 three different vanB-VREfm strains were isolated over the
course of three weeks (ST78 [CT 3328], ST117 [CT 2419] and ST192
[CT 1529/3329, allele difference below threshold]). Patient BMT-4
was colonised with vanA-VREfm belonging to two STs (ST78 [CT
3332] and ST262 [CT 420 and 3331]) over a sampling time of four
weeks. In stably colonised patients BMT-3 and -5, a vanA-VREfm
ST203 (CT 3334) and a vanB-VREfm ST889 (CT 2419/3330, allele dif-
ference below threshold) were identified over a period of four and
three weeks, respectively.

3.1.1. Patient-to-patient transmission events

VRE are known to spread by nosocomial transmissions from
patient to patient along direct or indirect routes, that is, from
fomites or via healthcare personnel. To identify evidence for poten-
tial transmission events, isolates were compared based on whole
genome analysis. Here, cgMLST-based typing showed that three
strains were shared between patients BMT-1 and BMT-2 (ST 117/CT
1485/3335; ST 192/CT 1529/3329; ST78/CT 3328), who were hospi-
talised at the same time in the bone marrow transplant unit.

Comparison of clonal population structure in patient BMT-2 re-
vealed in-hospital acquisition of a VREfm that was assigned to CT
2419/3330. A VREfm belonging to the same CT was also isolated
from patient BMT-3, who was hospitalised 5 months earlier. In-
terestingly these isolates from BMT-2 and BMT-3 were classified
into different STs (ST 117 and ST 889, respectively), although they
belonged to the same CT and revealed identical PFGE patterns.
Thus, an MLST-based approach would have falsely classified these
isolates as unrelated. It is possible that those isolates represent
descendants from a VREfm strain continuously circulating on the
bone marrow transplant ward.

In summary, genomic analysis of colonising VREfm popula-
tions provides evidence that within-host genetic heterogeneity
of colonising populations at least in part emerges from ongoing
patient-to-patient transmissions occurring during hospitalisation.

3.2. Horizontal gene transfer of van-elements

Apart from patient-to-patient transmissions, population diver-
sity of VRE could also emerge from horizontal gene transfer (HGT)
events, resulting in the exchange of van-elements between VRE
and genetically independent, vancomycin-susceptible E. faecium
from the host gut microbiota. Typing of the van-determinants re-
vealed four vanA variants (all plasmid localised) and three vanB
variants (one chromosome localised, two plasmid localised) (Figs. 3
and 4). Of note, in three of five patients, independent VRE iso-
lates, assigned to different lineages, carried identical van-elements
(Fig. 2). For example, in patient BMT-1 the plasmid-coded vanA-
element A2p was identified in isolates assigned to three distinct
clonal lineages, whereas the respective element did not occur in
any isolate from independent patients. In patient BMT-2 the A4p
element was found in two distinct strains, and the plasmid-coded
vanB-element B2p from patient BMT-4 was also recovered from
two distinct VRE strains. All of these shared van-elements were
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Clonal lineages of VRE in hematology patients
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Fig. 2. Clonal lineages of VRE isolated from haematology patients BMT-1, BMT-2, BMT-3, BMT-4 and BMT-5. Three rectal swabs per patient were collected with an interval
of 1-2 weeks, which were then directly inoculated on a VRE screening agar. Fourteen VREfim isolates per patient were picked and short-read sequenced. One isolate per
CT and patient was long-read sequenced for reconstruction of the van-element. Bar colours denote CT (grass green: CT 1485/3335, purple: CT 1529/3329, orange: CT 3328,
yellow: CT 16, turquoise: CT 2419/3330, pink: CT 3331, dark blue: CT 3332, dark orange: CT 420/1007, light blue: CT 3334). Van-elements are abbreviated as follows: vanA:
A, vanB: B, numbering according to Figs. 3 and 4, chromosomal localisation: c, plasmid localisation: p.

plasmid coded, so sequences of the plasmids were compared. Plas-
mids carrying A2p (approximate plasmid size 124.3 kbp), A4p (ap-
proximate plasmid size 140.9 kbp) and B2p (approximate plasmid
size 308.2 kbp) were nearly identical, but with minor gaps in the
alignment of plasmid sequences as circularity of these plasmid se-
quences could not be confirmed, these sequences are likely not
complete (Supplementary Figure S1). These findings collectively
provide evidence that within-host HGT events are an additional
driving force underlying the rapid appearance and parallel exis-
tence of genetically unrelated VREfm strains in individual BMT pa-
tients.

3.3. VRE populations in non-haematological patients

In order to test whether the observed heterogeneity within
VRE populations apparent in BMT patients also applied to non-
immunosuppressed patients, we anonymously analysed enteric
VRE populations of five patients admitted to the cardiac ICU from
October 2018 to November 2018. Following institutional standards,
all patients admitted to this ward received a VRE screening upon
admission. From five randomly selected, VRE-colonised patients, 10
VREfm isolates were picked from screening plates and subjected to
WGS.

Interestingly, as has been previously described by others [26],
vanB-carrying E. faecium belonging to ST 117 dominated the pop-
ulation (4/5 cardiac ICU patients; CT 71, n = 2, CT 1686, n = 1;
CT 1473, n = 1). One patient exclusively was colonised with vanB-
VREfm of ST262 (CT 1016). Only in 1/5 patients, a second colonising
vanA-VREfm strain (ST80 (CT 3336)) was identified (Fig. 5). Thus,
VRE population heterogeneity was low in patients admitted to car-
diac ICU. Of note, the vanB-element as determined by long-read
sequencing was identical in all vanB-VRE from cardiac ICU patients
(B3c).
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4. Discussion

In this study, VRE populations in five individuals with the great-
est risk of enterococcal infection were analysed. Remarkably, we
found high heterogeneity of VRE populations in three of five anal-
ysed patients, and population composition changed significantly
over the course of merely weeks. Despite increased hygiene mea-
sures in the clinic for bone marrow transplantation, our data
demonstrated that repeated acquisition of VRE strains most likely
from the hospital environment is an evident reason for the rapidly
changing clonal composition of colonising VRE populations. Im-
portantly, VRE colonisation is enhanced by the administration of
antibiotics, as has been shown for glycopeptides and agents with
broad anaerobic activity [9,27,28].

Moreover, comparative genomic analysis found that within an
individual patient, van-elements from different VREfm strains were
identical. Comparison of van-carrying plasmids identified in inde-
pendent patients indicate that HGT between VREfm and VSEfm
strains within the gut may be a source for VRE population het-
erogeneity. In fact, HGT has previously been shown to play a role
in VRE epidemiology. A recent epidemiological study including
VRE isolates from 27 countries collected over the course of three
decades show the emergence of chimeric van-coding plasmids [29],
indicating HGT and recombination, as well as HGT in smaller out-
breaks [12]. In extension to these findings, our data support the
idea that at least in high-risk BMT patients, HGT is also of con-
cern for the within-host spread of van-elements and the subse-
quent emergence of novel VRE clones with potentially novel traits.

In addition to implications for the general understanding of VRE
population dynamics, our findings have immediate implications for
molecular VRE surveillance as part of infection control programs.
With the purpose to assign or exclude patients from potential
ongoing outbreak events, VRE typing is conventionally based on
the analysis of one single isolate per patient at one time point.
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Tn1546 (M97297)
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vanA element 5, plasmid coded

5 kb

Fig. 3. Gene map of vanA-element variants identified in this study. The upper panel represents the reference sequence Tn1546 (Genbank M97297). Elements were typed by

performing long-read sequencing on one isolate per CT per patient.

Consequently, given the apparent clonal heterogeneity of VRE pop-
ulations within individual patients at any given time point, as well
as over time, is appears that potentially, by choosing the wrong
colony for genomic analysis, outbreaks may remain undetected.
This is of obvious concern, as implementation of rigorous infec-
tion control measures based on sensitive and specific surveillance
data are of major importance to prevent spread of VRE in high-risk
patient populations such as BMT recipients.

BMT recipients represent a very small group of patients charac-
terised by significant immune impairment and thus the need for
prophylactic and/or therapeutic antibiotic treatment. These charac-
teristics clearly may pave the way for the rapid uptake and suc-
cessful colonisation with VRE clones from exogenous sources. In
addition, it is well described that at subinhibitory concentrations,
antibiotics (e.g., betalactams, quinolones and aminoglycosides) in-
duce the bacterial SOS response, which in turn promotes the mo-
bilisation of mobile genetic elements [30]. Thus, the prophylactic
antibiotics given during phases of severe leukopenia may also pro-
mote HGT and recombination events between E. faecium clones
from individual host microbiota. Importantly, though widely as-
sumed, the effect of antibiotic treatment on HGT in enterococci has
never been experimentally assessed [31].
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An additional line of evidence indicating that BMT patients po-
tentially represent an exceptional population regarding VRE coloni-
sation dynamics comes from investigation of VRE populations in
five patients admitted to the cardiology ICU. Here, predominance
of a single ST was the rule, and colonisation with additional clonal
lineages was observed in only one patient. Thus, it is plausi-
ble that severe exposure to antibiotics and disruption of com-
mensal microbiota are necessary for rapidly evolving VRE popu-
lation heterogeneity to occur. Of note, the sample size in ICU pa-
tients was lower with only 10 colonies of VRE per patient; thus
small minorities might have gone undetected. A significant lim-
itation of our study arises from sampling of BMT recipient VRE
isolates in 2014 to 2015. Since then, the epidemiology of VREfm
has changed in Germany. Although vanA remains the predomi-
nant van-determinant in many countries, Germany saw a shift to-
wards vanB-VREfm [32]. ST192, ST117 and ST17 have been iden-
tified by the German reference centre as the predominant clonal
lineages in this change in epidemiology [26,33]. At present, it can-
not be excluded that the observed changes in VREfm populations
are restricted to the clonal lineages observed in 2014 to 2015 or,
more likely, to populations carrying plasmid-coded van-elements.
Also, though the number of sequenced isolates exceeds 250, the
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Fig. 5. Clonal lineages of VRE isolated from cardiac intensive care unit (ICU) patients who were screened with a rectal swab upon admission (adm.), which was then directly
inoculated on a VRE screening agar. Ten VREfin isolates per patient were picked and short-read sequenced. One isolate per CT and patient was long-read sequenced for
reconstruction of the van-element. Bar colour denote CT (green: CT 71, apricot: CT 3336, purple: CT 1016, red: CT1686, dark red: CT 1473). Van-elements are abbreviated as
follows: vanA: A, vanB: B, numbering according to Figs. 3 and 4, chromosomal localisation: c, plasmid localisation: p.

number of patients both in BMT and ICU is rather small, and
larger studies need to be conducted to better understand the scale
and contributing host and bacterial factors for the here-described
phenomenon.

In conclusion, this study shows that the dynamics of van-
comycin resistance transmission depend on the epidemiological
setting and analysed patient collective. HGT plays a so far un-
derestimated role in VRE epidemiology, and reconstruction of the
van-element should always be attempted when assessing VRE epi-
demiology. Importantly, special care should be taken in identifying

272

patient groups where outbreak surveillance must include multiple
enteric isolates.
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3 Zusammenfassende Darstellung der Publikation

3.1 Vorwort

Die vorliegende Arbeit dient der zusammenfassenden Darstellung der im Januar 2022 in
Journal of Global Antimicrobial Resistance* veroffentlichten Publikation mit dem Titel
~Population dynamics in colonizing vancomycin-resistant E. faecium isolated from
immunosuppressed patients*. Die Struktur dieser Dissertation orientiert sich am Aufbau
des Originalartikels; detaillierte weiterfiihrende Informationen kénnen der Publikation

entnommen werden (Both et al., 2022; DOI: 10.1016/j.jgar.2022.01.027).

3.2 Einleitung

3.2.1 Die Gattung Enterococcus — Eigenschaften und Taxonomie

Taxonomisch gehoren Enterokokken zur Familie der Enterococcaceae in der Ordnung der
Milchsdurebakterien (Lactobacillales) (Ludwig et al., 2009). Es handelt sich um
grampositive, Katalase-negative und fakultativ anaerobe Diplo- oder Kettenkokken.
Urspriinglich  wurden sie aufgrund des Vorhandseins von Lipoteichonsiure
beziehungsweise dem Gruppe-D-Antigen nach Lancefield den Streptokokken der
Gruppe D zugeordnet. Vergleichende genetische Analysen fiihrten dann jedoch dazu, dass
die Enterokokken als eigenstéindige Gattung anerkannt wurden (Schleifer & Kilpper-Balz,
1984).

Enterokokken sind &uflerst resistent gegen extreme duflere Einfliisse; sie widerstehen
beispielsweise hohen Temperaturen und konnen in einem Intervall zwischen 10°C und
45°C fberleben. Thr Wachstumsoptimum entspricht 35°C — 37°C. Ferner tolerieren sie
hohe Salz- (6,5% Natriumchlorid-Losung) und niedrigen Protonenkonzentrationen (pH
9,6) sowie die Gegenwart hoher Gallesdurenkonzentrationen, was sie von den
Streptokokken abgrenzt.

In der Umwelt kommen Enterokokken weltweit ubiquitdr vor. Bei Menschen, Sdugetieren

und Vogeln sind sie Teil der physiologischen Dickdarmflora (Devriese et al., 2006).
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3.2.2 Bedeutung als humanpathogene Erreger

Aktuell sind mehr als 60 verschiedene Enterokokken-Arten beschrieben (Parte, et al., 2020
,Bacterial Nomenclature Up-To-Date*, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH; Stand: 03/2022).

Zu den primir medizinisch relevanten Spezies gehdren jedoch nur E. faecalis und
E. faecium (Murray et al., 1990; Witte et al., 1999). Diese stellen nach Escherichia coli den
zweithdufigsten Erreger fiir nosokomiale Infektionen in Deutschland dar (NRZ
Abschlussbericht 2016; WHO 2022).

Da Enterokokken eine vergleichsweise geringe Virulenz aufweisen, treten sie
hauptséchlich bei immunkompromittierten Patienten als Humanpathogene in Erscheinung
(Arias & Murray, 2012). Dieses Patientenkollektiv ist hdufig einem hohen
prophylaktischen und therapeutischen Gebrauch von Antibiotika ausgesetzt. Hierzu zidhlen
zum einen hdmatologische Patienten nach Stammzelltransplantation, aber zum anderen
auch Patienten in intensivmedizinischer Behandlung. Klinisch imponieren vor allem
endogene Infektionen wie komplizierte Harnwegsinfektionen, Peritonitis (vor allem bei
Patienten mit Peritonealdialyse), postoperative Weichteilinfektionen, Sepsis, Meningitis
und die Endocarditis lenta (Padadimitriou-Olivgeris ef al., 2014; Ubeda et al., 2010).
Infektionen durch E. faecalis sind insgesamt deutlich hdufiger als Infektionen durch
E. faecium, hochstwahrscheinlich durch eine hohere Virulenz von E. faecalis (Werner et
al., 2008). Jedoch besitzen E. faecium-Isolate signifikant hdufiger Multiresistenzen (Klare
etal., 2012).

Enterokokken zeichnen sich durch intrinsische Resistenzen gegeniiber Cephalosporinen,
Cotrimoxazol und Aminoglykosiden aus. Aus diesem Grund sind Amino- und
Ureidopenicilline Mittel der Wahl in empirischen und gezielten therapeutischen Settings.
Jedoch haben durch die unkritische Verwendung von Antiinfektiva viele vor allem
Krankenhaus-assoziierte ~ Stimme  mittlerweile ebenfalls  Resistenzmechanismen
ausgebildet, so dass aktuell vor allem das bakterizid-wirkende Glykopeptidantibiotikum
Vancomycin bei Enterokokkeninfektionen eingesetzt wird. Durch den gesteigerten Einsatz
dieser Substanzklasse sind in den letzten Jahren wiederum vermehrt invasive Vancomycin-
resistente Enterokokken (VRE) vor allem E. faecium (VREfm) beschrieben worden (RKI,
2015).

Glykopeptide, wie Vancomycin und Teicoplanin binden an C-terminale D-Alanin-D-
Alanin-Enden von Pentapetidseitenketten von Mureinvorstufen. Diese werden bei der

Peptidoglykansynthese bendtigt und im Verlauf quervernetzt. Durch Bindung von
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Vancomycin kann die fiir die Quervernetzung essentielle Transglykosylierungsreaktion
nicht stattfinden. Bei Ausbleiben der Quervernetzung ist die Integritit der Zellwand somit
beeintrichtigt und die Zellen lysieren.

Aktuell sind sechs verschiedene Genotypen fiir eine erworbene Vancomycin-Resistenz
charakterisiert worden, wobei wvand und vanB die mit Abstand héufigsten
Resistenzgenotypen darstellen, die gleichzeitig eine klinische Relevanz haben (Courvalin,
2006).

Beide Gene kodieren fiir eine Ligase, die fiir eine Verdnderung der Zielstruktur sorgen (ein
modifiziertes D-Alanin-D-Laktat) und auf diese Weise die Bindungsaffinitit von
Vancomycin und Teicoplanin um den Faktor 1000 reduziert. vanA4 befindet sich auf einem
mobilen genetischen Element, dem Transposon Tn1546, welches auf einem konjugativen
Plasmid kodiert ist (Faron et at., 2016; Arthur et al., 1993). vanB befindet sich meist auf
dem Transposon Tnl549, meist in integrierter Form im bakteriellen Chromosom
vorliegend. Jedoch ist auch eine Plasmid-kodierte Variante mdglich (Garnier et al., 2000).

Eine Kreuzresistenz fiir Teicoplanin liegt bei vanB nicht vor.

Einer Infektion durch Enterokokken liegt meist eine enterale Besiedelung mit dem Erreger
zu Grunde. Diese ist bei gesunden Menschen in physiologischem Zustand vergleichsweise
gering. Repetitive Therapien mit Antibiotika mit einer Enterokokken-Liicke (zum Beispiel
Cephalosporine, Fluorchinolone) konnen dieses Gleichgewicht einer mikrobiellen
Diversitdt zugunsten von Enterokokken verschieben. Vor allem Menschen mit
vorrausgegangen Krankhausaufenthalten, multiplen Antibiotikatherapien, Hémodialyse
und Nachweis anderer multiresistenter Erreger haben ein erhohtes Risiko fiir eine VRE-
Besiedelung (Vehreschild ez al., 2019).

Insgesamt lassen sich seit den spdten 1980er Jahren weltweit vermehrt resistente
Enterokokken nachweisen. Die ersten Ausbriiche durch VRE in Europa waren 1988 in
England und Frankreich zu verzeichnen (Bonten et al., 2001). Seitdem ist eine stetig
ansteigende Tendenz auch in Deutschland und vielen anderen Lidndern in Europa zu
beobachten. Jedoch schwanken die regionalen Resistenzraten bei einem ausgeprigten
Nord-Siidgefille in Europa stark, mit teilweise hohen Raten im Mittelmeerraum (WHO,
2022; ECDC, 2019). In Deutschland stieg der Anteil der invasiven VRE beispielsweise
zwischen 2016 von 11,9% auf 22,3% im Jahr 2020 (WHO, 2022).
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Die nosokomiale Verbreitung von Mensch zu Mensch stellt weiterhin die wichtigste
Quelle fiir die Transmission und nachfolgende Besiedelung durch VRE dar (Klare ef al.,
2012).

Eine weitere Moglichkeit zur Weitergabe von Resistenzgenen stellt der horizontale
Gentransfer zwischen Bakterienspezies dar. VRE oder weitere grampositive Anaerobier
konnen Gene iiber Plasmide auf VSE iibertragen und somit zur Verbreitung beitragen
(Ballard et al., 2005; Zhou et al., 2018; Nijhuis et al., 2021). Ein hoher antiinfektiver
Selektionsdruck kann bei Bakterien Stressantworten auslosen, welche wiederum zu einer
Induktion von horizontalem Gentransfer fiihren kdnnen (Blazquez ef al., 2018). Inwieweit
dieses Phidnomen bei VRE-Ausbriichen eine Relevanz hat, ist bisher nur unzureichend

untersucht.

3.2.3 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Populationsanalyse kolonialisierender
Vancomycin-resistenter Enterokokken bei enteral besiedelten Hochrisiko-Patienten einer
Abteilung fiir Stammzelltransplantation. Dieses immunsupprimierte Patientenkollektiv ist
im Rahmen der Therapie hdufig wiederkehrenden prophylaktischen und therapeutischen
antiinfektiven Therapien ausgesetzt, so dass auf das Mikrobiom ein hoher antibiotischer
Selektionsdruck wirkt.

Wir nehmen an, dass dieser Druck zu einem vermehrten horizontalen Gentransfer von van-
Element-tragenden Bakterien auf Vancomycin-sensible Enterkokken (VSE) fiihrt, welches
wiederum eine hohe intraindividuelle Heterogenitéit der VRE-Population zur Folge haben
wiirde.

Die standardmifBige Ausbruchsdiagnostik basierend auf der Sequenzierungen von Core-
Genen bei Einzelklonen konnte somit nicht ausreichend sein und Ausbriiche konnten

folglich nicht addquat diagnostiziert werden.

14



3.3 Material und Methoden

3.3.1 Gewinnung von Patientenproben

Die primidre Sammlung der VRE erfolgte aus Rektalabstrichen bei fiinf Patienten der
Klinik fiir Stammzelltransplantation zwischen Juli 2014 und Februar 2015 im Rahmen der
wochentlichen Routine-Screenings auf multiresistente Erreger. Bei allen Patienten konnten
mindestens drei Abstriche im wochentlichen Intervall untersucht werden.

Von allen Patienten wurde vorweg eine schriftliche Einverstandniserkldrung fiir die
Verwendung des diagnostischen Materials zu wissenschaftlichen Zwecken eingeholt. Die
Studie wurde von der Hamburger Ethikkommission (PV4460) genehmigt.

Die Sammlung von Rektalabstrichen bei weiteren fiinf Patienten einer kardiologischen
Intensivstation (ITS) wurde zwischen September und Oktober 2018 durchgefiihrt. Diese

wurden anonymisiert behandelt; Patienten-spezifische Daten wurden nicht erhoben.

3.3.2 Mikrobiologische Analyse der Isolate

Alle Isolate wurden auf VRE-Selektivagar (ChromID, Biomérieux, Frankreich) fiir
maximal 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Jeweils vierzehn Kolonien wurden
(beziehungsweise zehn Kolonien bei Patienten der kardiologischen ITS) weiterverwendet
und im Verlauf mittels MALDI-TOF auf Spezies-Ebene korrekterweise als E. faecium
identifziert. Ferner erfolgte im Rahmen der mikrobiologischen Routinetestung eine
Antibiotika-Empfindlichkeitstestung mittels eines semi-automatischen Kartensystems
(Vitek 2, Biomérieux, Frankreich) und eine quantitative real-time PCR zum Nachweis
eines vanAB-Resistenzgenes (Fang et al., 2011). Bestitigte Vancomycin-resistente

E. faecium (VREfm) wurden bei -80°C zur weiteren Verwendung gelagert.

3.3.3 Vollgenomsequenzierung

Zur Herstellung der Bibliotheken fiir das whole genome sequencing (WGS) der 14
bestitigten VREfmn-Isolate (jeweils 5 Patienten mit je 3 Zeitpunkten) und der 10 VREfm-
Isolate der ITS-Patienten wurde zunédchst die DNA der Enterokokken extrahiert. Dafiir
wurden die Isolate fiir 4-6h bei 37°C bebriitet und anschlieend geerntet. Nach einmaligem
Waschen erfolgte eine mechanische Lyse mit Glaskugeln auf einem
Gewebshomogenisierer (Precellys 12, Bertin, Frankreich). Die eigentliche DNA Extraktion
wurde mittels QIAamp mini kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) analog der
Herstellerangaben durchgefiihrt.
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Die DNA wurde im Anschluss auf einem Bioruptor (Diagenode, Seraing, Belgien) auf eine
Fragmentlinge von ca. 300-400 Nukleotide zerkleinert. Die eigentlichen Bibliotheken
wurden dann unter Verwendung des NEB Next Ultra DNA library prep kit for Illumina
(NEB, Ipswich, USA) hergestellt und auf einem Illumina NextSeq500 System (Illumina,
San Diego, USA) mit einer FlieBzelle mit mittlerer Leistung (short read - Read-Lingen
von 2x150 bp) paired-end sequenziert. Die so gewonnenen Daten wurden mittels
Trimmomatic v.0.39 und SPAdes assembler v3.13.1 weiter prozessiert (Bolger et al., 2014;
Bankevich et al., 2012).

Zur relativen Zuordnung der Contigs aller short reads zueinander wurden von jedem Isolat
mit einem eigenstindigen klonalen Typen (CT; insgesamt 19 verschiedene) eine long
read - Nanopore Sequenzierung durchgefiihrt. Dazu wurde zunéchst erneut DNA mit
hoher Konzentration mit Hilfe des QIAamp midi kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
generiert. Die Herstellung der Bibliothek erfolgte anhand der Herstellerangaben des Kits.
AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente auf ONT GridION X5 R9.4.1 FlieB3zellen
sequenziert und die Daten wiederrum analog derer der short reads prozessiert.

Beide Datensitze wurden de novo mit Hilfe von Unicycler v.0.4.7 assembliert (Wick et al.,
2017). Alle Enterokokken Chromosomen sowie 82 von 101 potenziellen Plasmiden
wurden als zirkulédr identifiziert. Zur Visualisierung der Plasmide wurde das Programm
»BLAST ring image generator BRIG verwendet (Altschul et al., 1990; Alikhan et al.,
2011). Alle sequenzierten Genome wurden analog der ,,NCBI Prokaryotic Genome
Annotation Pipeline* (PGAP) annotiert und an die NCBI Genbank iibermittelt (Le et al.,
2021; Haft et al., 2018).

3.3.4 Phylogenetische Analyse

Zur Populationsanalyse mittels core genome multi-locus sequence typing (cgMLST) wurde
die Software Ridom SeqSphere v7.2.3 verwendet (Jiinemann et al., 2013). Beim cgMLST
werden Allele von Housekeeping-Genen analysiert, wobei spezifische Allelkombinationen
jeweils fiir einen sog. Sequenztypen stehen. Dieser Sequenztyp kann wiederum einem
klonalen Typen (CT) zugeordnet werden. Per Definition werden Isolate, die sich in

weniger als 20 Allelen unterscheiden, zusammen gruppiert (De Been et al., 2015).
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3.3.5 Analyse der van-Elemente

Zur Charakterisierung der van-Elemente wurden die Sequenzdaten der short read und long
read-Sequenzierungen mit dem Referenzdatensatz fiir das Transposon Tnl1546 (Genbank
Nr. M97297) fiir vanA und dem fiir das Transposon Tn1549 (Genbank Nr. AF192329) fiir
vanB mit Hilfe der Software CLC main workbench v8.1 verglichen.

Sequenzdaten, die nicht mit dem Referenzdatensatz in Ubereinstimmung gebracht werden
konnten, wurden mittels NCBI Blast annotiert (Altschul et al., 1990).
van-Element-tragende Plasmide wurden auf Zirkularitdt gepriift. Weiterhin wurden alle
Plasmide mit identischen van-Elementen auf Ubereinstimmung und mdglichem

horizontalem Gentransfer zwischen einzelnen Isolaten analysiert.

3.4 Ergebnisse

Im Zeitraum von Juni 2014 und Februar 2015 wurden 5 VRE kolonialisierte Patienten
einer Abteilung fiir Stammzelltransplantation (im Folgenden als BMT-1 — BMT-5
annotiert) fiir diese Studie rekrutiert. Vier davon waren ménnlich, das mittlere Alter betrug
61,6 Jahre. Alle Patienten haben sowohl prophylaktische als auch therapeutische Gaben
von Antibiotika im Rahmen ihres stationdren Aufenthaltes erhalten.

Von jedem Patienten wurden im Verlauf von drei bis fiinf Wochen jeweils mindestens drei
rektale Abstriche gesammelt. Diese wurden auf VRE-selektierenden Nidhrmedien bebriitet.

Fiir die Populationsanalyse wurden jeweils 14 VRE Kolonien pro Zeitpunkt gewahlt.

3.4.1 Populationsstruktur von VRE bei himatologischen Patienten

Alle Isolate (n=210) wurden korrekt als VRE E. faecium (VREfm) identifiziert. Drei der
fiinf Patienten waren mit vand-VREfm besiedelt, zwei mit vanB-VREfm. Konsekutiv
wurden alle Isolate sequenziert, wobei bei einem Isolat die Sequenzierung scheiterte. Mit
Hilfe von cgMLST wurde der klonale Typ (CT) bestimmt, wobei der Verwandtschaftsgrad
analog vorheriger Analysen auf einen Grenzwert von 20 Allelen festgelegt wurde (De
Been et al., 2015). Somit wurden Isolate, die einen Unterschied von weniger als 20 Allelen
aufwiesen, als genetisch nah verwandt eingestuft und zusammen gruppiert.

Bei drei von fiinf Patienten (BMT-1; -2 und -4) konnte gezeigt werden, dass diese initial
mit unterschiedlichen Staimmen besiedelt waren. Interessanterweise dnderte sich diese
Zusammensetzung im zeitlichen Verlauf. Bei den anderen beiden Patienten (BMT- 3 &
BMT - 5) war die Populationszusammensetzung iiber das beobachtete Intervall hingegen

konstant.
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Patient BMT-1 war in den beobachteten drei Wochen mit vier verschiedenen vanB-VREfm
Sequenztypen (ST78 [CT3328]; ST117 [CT1485]; ST192 [CT3329] und ST280 [CT16])
kolonialisiert.

Fiir Patient BMT-2 konnten im 3-wochigen Intervall eine Besiedelung mit folgenden
vanB-VREfm  Sequenztypen  (ST78 [CT3328]; ST117[CT2419] wund STI192
[CT1529/CT3329 Allelunterschied unterhalb des Grenzwertes] nachgewiesen werden.
Patient BMT-4 war im 4-wdchigen Beobachtungsintervall mit vand-VREfm besiedelt, die
zur den beiden Sequenztypen ST78 [CT3332] und ST262 [CT420/CT3331] gehoren.

Bei den Patienten BMT-3 und BMT-5 konnte im 3- bezichungsweise 4-wochigen Intervall
eine stabile Besiedelung mit dem vanA-VREfm ST203 (CT3334) beziehungsweise vanB-
VREfm ST889 (CT2419/CT3330) gezeigt werden.

3.4.2 Einfluss von Patient-zu-Patient Transmissionen auf die VRE-Heterogenit:it

VRE konnen als nosokomiale Infektionen von Patient zu Patient {ibertragen werden.
Dieses geschieht entweder durch direkten Kontakt besiedelter Patienten oder indirekt
durch medizinisches Personal (Teixeira et al., 2011). Mittels Vollgenomanalyse der
sequenzierten Isolate konnte fiir die Patienten BMT-1 und BMT-2, deren stationdrer
Aufenthalt im gleichen zeitlichen Rahmen erfolgte, eine inter-Patienten Transmission
gezeigt werden. Die cgMLST-basierte Typisierung offenbarte ein Austausch der Isolate
(ST117 [CT1485/CT3335]; ST192 [CT1529/CT3329] und ST78 [CT3328] zwischen

beiden Individuen.

Bei Vergleich der klonalen Populationsstruktur der Isolate von Patient BMT-2 konnte
eindeutige Indizien fiir eine nosokomiale Transmission erhalten werden. Der VREfm mit
dem klonalen Typus CT2419 /CT3330 wurde schon bei Patient BMT-3 nachgewiesen.
Dieser wurde fiinf Monate vor Patient BMT-2 auf der Stammzelltransplantationsabteilung
behandelt. Interessanterweise wurden die Isolate von beiden Patienten durch cgMLST in
unterschiedliche Sequenztypen (ST117 & ST889) eingeteilt, obwohl beide dem gleichen
klonalen =~ Komplex angehoren und ebenfalls identische Muster in  der
Pulsfeldgelelektrophorese aufweisen. Somit konnte ein rein cgMLST-basierter Ansatz zur
Verwandtschaftsanalyse bei Ausbriichen die beiden Isolate félschlicherweise als
unverwandt klassifizieren. Weiterhin ist denkbar, dass beide Isolate Nachfahren ecines
VREfm-Stammes  reprdsentieren, der kontinuierlich in der Abteilung fiir

Stammzelltransplantation kursiert.
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Zusammenfassend ldsst sich durch die genomische Analyse von VREfm Populationen
feststellen, dass die intraindividuelle genetische Heterogenitidt der kursierenden VRE-
Populationen, zumindest in Teilen, durch anhaltende Transmissionsphinomene zwischen

Patienten wéhrend einer stationdren Behandlung auftreten kann.

3.4.3 Horizontaler Gentransfer von van-Elementen

Neben Transmissionen von VRE von Patient zu Patient kann eine Populationsheterogenitit
auch durch horizontalen Gentransfer entstehen. Hierbei konnen genetisch unabhingige
VSE Plasmid-kodierte van-Elemente entweder von anderen VRE-Stimmen oder gram-
positiven Darmbakterien erhalten.

Die long read-Sequenzdaten der jeweiligen Sequenztypen erlaubte eine genaue

Typisierung der korrespondierenden van-Elemente. In dieser Studie konnten vier

A2p-carrying o B2p-carrying
plasmids G plasmids

Adp-carrying
plasmids

Abbildung 1: Sequenzvergleiche van-Element tragender Plasmide

Die Lokalisation des van-Operons ist in dunkelblau dargestellt

A: Plasmidgrofle ~124,3 kbp: A2p-tragendes Plasmid von Patient BMT-1 CT3329 (in violett); CT3328
(rot) und CT16 (hellgriin); B: Plasmidgrofe ~140,9 kbp: Adp-tragendes Plasmid von Patient BMT-2
CT1529 (violett) und CT3328 (rot); C: PlasmidgroBle ~308,2 kbp: B2p-tragendes Plasmid von Patient
BMT-4 CT420 (violett) und CT3331 (rot)
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unterschiedliche vanA4-Varianten (ausschlielich Plasmid-kodiert) und drei vanB-Varianten
(eine chromosomal lokalisiert; zwei Plasmid-kodiert) identifiziert werden.

Bei drei von fiinf Patienten, deren Isolate als genetisch unabhéngige klonale Linien
identifiziert wurden, zeigten sich jedoch ausschlieBlich identische van-Elemente.

Drei genetisch unabhédngige Isolate (ST78; ST192 und ST280) von Patient BMT-1 trugen
jeweils das identische Plasmid-kodierte van4-Element A2p; in Isolaten anderer Patienten
konnte dieses Element nicht nachgewiesen werden.

Fiir Patient BMT-2 wurde das Element A4p in zwei verschiedenen Stammen (ST192 und
ST78) nachgewiesen. Ferner wurde bei Patient BMT-4 das Plasmid-kodierte vanB-
Element B2p in zwei unabhingigen Isolaten gefunden (ST262 [CT3331 wund
CT420/1007]).

Da sich sdmtliche van-Elemente auf Plasmiden befinden, wurden die Sequenzen der
Plasmide verglichen. Dabei sind die jeweiligen Plasmide auf denen sich A2p, A4p und
B2p befinden, genetisch nahezu identisch.

Zusammenfassend ldsst sich der horizontale Gentransfer innerhalb eines Wirtes als
zusétzlicher Impulsgeber fiir das rasche und vermehrte Auftreten von parallel existierenden

genetisch unabhéngigen VREfn Stimme in immunsupprimierten Patienten identifizieren.

3.4.4 VRE Populationen bei Patienten mit nicht-himatologischen Erkrankungen

Um die Frage ndher zu erortern, ob sich die beobachtete intra-Wirts Heterogenitit der VRE
Populationen ausschlieBlich bei Patienten der Stammzelltransplantation auch bei nicht-
immunkompromittierten Individuen nachweisen ldsst, wurden zusitzlich fiinf Patienten
einer kardiologischen Intensivstation zwischen Oktober und November 2018 im Rahmen
dieser Studie rekrutiert. Diese Patienten erhielten routinemifige VRE-Testungen bei der
Aufnahme. Bei fiinf zufillig ausgewéhlten Individuen (ICU-1 — ICU-5) wurden je zehn
VREfm Isolate vom Selektivagar gewonnen und ebenfalls der Vollgenomsequenzierung
zugefiihrt (n=30).

Interessanterweise dominierte bei 4 von 5 Patienten der vanB-VREfm, der dem Sequenztyp
ST117 (2x CT71; CT 1686 und CT1473) zuzuordnen ist. Diese Beobachtung ist in
Ubereinstimmung mit weiteren kiirzlich publizierten Daten fiir Deutschland (Werner et al.,
2020). Lediglich der Patient ICU-2 war kolonisiert mit vanB-VREfm mit dem Sequenztyp
ST262 (CT1016). Ferner konnte fiir Patient ICU-1 eine zusétzliche Besiedelung mit dem
vanA-VREfm-Isolat ST80 (CT3336) gezeigt werden.
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Zusammenfassend ist die Heterogenitdt der VRE-Population bei Patienten -einer
kardiologischen Intensivstation im Vergleich zu hédmatologischen Patienten einer
Stammzelltransplantation eher gering. Hierbei zeigte sich bei allen 5 Patienten der

Intensivstation ein identisches chromosomal kodiertes vanB-VRE-Element.

3.5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden VRE Populationen bei fiinf Patienten eines Hochrisiko-
Kollektivs fiir eine Enterokokken-Infektion untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass
eine hohe Heterogenitét fiir die VRE Population bei drei der fiinf untersuchten Patienten
vorlag und sich die Zusammensetzung der Population mit genetisch unterschiedlichen
Isolaten signifikant {iber einen kurzen Zeitraum von 3 bis 4 Wochen dnderte. Trotz
vermehrter  Anstrengungen und  gesteigerter Hygienemaflnahmen in  einem
Hochrisikobereich wie einer Abteilung fiir Stammzelltransplantation deuten diese Daten
auf sich wiederholende Transmissionen von VRE Stimmen im Rahmen einer
Hospitalisierung hin und konnten als Erklarung fiir die sich rasch dndernde klonale
Zusammensetzung der kolonialisierenden VRE Populationen dienen. Vor allem die
Kolonialisierung mit VRE steht in einem direkten Zusammenhang mit dem vermehrten
Gebrauch von Glykopeptid-Antibiotika (Remschmidt et al., 2017; Banerjee et al., 2015;
Al-Nassir et al., 2008).

Mit Hilfe von vergleichenden Genomanalysen konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
van-Elemente von unterschiedlichen VREfm-Stdmmen bei demselben Patienten identisch
waren. Ein Grund fiir die Heterogenitit der VRE Population konnte der horizontale
Gentransfer von van-tragenden Plasmiden innerhalb des Darmtraktes zwischen VREfm
und VSEfm Stidmmen sein. Diese Hypothese wird gestiitzt durch Beobachtungen einer
kiirzlich publizierten epidemiologischen Studie, die VRE Isolate zwischen 1986 und 2012
in 27 Staaten gesammelt hat. Hierbei konnten chimere van-kodierende Plasmide
nachgewiesen werden, was auf eine stetige Konjugation und Rekombination dieser
Elemente hindeutet (Freitas et al., 2016). Bei kleineren VRE-Ausbruchsereignissen konnte
dieses fiir den horizontalen Gentransfer ebenfalls belegt werden (Zhou et al., 2018). Die
Beobachtung steht im FEinklang mit den vorliegenden Daten, dass zumindest bei
Hochrisikopatienten im Rahmen einer Stammezelltransplantation der horizontale
Gentransfer grundlegend fiir die Weitergabe von van-Elementen verantwortlich ist. Es
kommt dabei zur Ausbildung neuartiger VRE-Klone, die mdglicherweise neue

mikrobiellen Charakteristika aufweisen.
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Zusitzlich zu den neuen Erkenntnissen zur Populationsdynamik bei VRE haben die
vorliegenden Daten eine Bedeutung hinsichtlich der molekularen Uberwachungsstrategien
bei der Infektions- und Ausbruchskontrolle. Zur Bestimmung von VRE-Isotypen eines
Patienten in einem potenziellen Ausbruchsgeschehen wird standardmdfig nur ein
Einzelisolat pro Patient und korrespondierenden Zeitpunkt analysiert. In Hinblick auf die
klonale Heterogenitdt von VRE Populationen eines enteral besiedelten Patienten an einem
bestimmten Zeitpunkt und der dynamischen Zusammensetzung innerhalb eines kurzen
Zeitraum, ist es somit durchaus moglich etwaige Ausbriiche durch zufillige falsche
Auswahl einer Kolonie zu iibersehen. Dies hitte schwerwiegende Folgen, da gerade in
einem Hochrisikobereich die Kontrollmechanismen zur Uberwachung von VRE-
Ausbriichen sensitiv und spezifisch genug sein miissen, um eine weitere Verbreitung
schnellmoglich zu unterbinden und geeignete Mallnahmen einzuleiten.

Patienten, die eine allogene Stammzelltransplantation erhalten haben, sind im Rahmen der
Aplasie per se durch eine ausgeprigte Einschrinkung ihres Immunsystems
gekennzeichnet. Daher ist es essentiell dieses Kollektiv mit prophylaktischen und
therapeutischen Gaben mit Antibiotika vor potentiell todlichen Infektionen zu schiitzen.
Eine erfolgreiche Kolonisation mit VRE ist gerade bei diesen immunsupprimierten
Patienten durch exogene Quellen mdglich. Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass
subinhibitorische Antibiotikakonzentrationen (vor allem bei Betalaktamen, Quinolonen
und Aminoglykosiden) die bakterielle SOS-Antwort induzieren kann. Diese bakterielle
Anpassungsstrategie auf exone Stressoren fiihrt zur Mobilisation von mobilen genetischen
Elementen wie beispielsweise Transposons (Andersson ef al., 2014). Eine prophylaktische
antiinfektive Therapie im Rahmen einer Neutropenie kdnnte also ihrerseits zu vermehrtem
horizontalem Gentransfer und Rekombination zwischen E. faecium und dem jeweiligen
individuellen Mikrobiom beitragen. Jedoch konnte der direkte Effekt einer antiinfektiven
Behandlung auf den horizontalem Gentransfer bei Enterokokken bisher nicht experimentell
nachgewiesen werden (Lopatkin et al., 2016).

Die besondere Stellung von stammzelltransplantierten Patienten hinsichtlich der
Populationsdynamik von VRE konnte im Vergleich mit fiinf Patienten -einer
kardiologischen Intensivstation gezeigt werden. Bei diesen ebenfalls mit VRE
kolonialisierten Patienten zeigte sich nur eine Besiedelung mit einem Sequenztypen.
Lediglich ein Patient war mit einem weiteren klonalen Typen besiedelt.

Daher ist es durchaus mdglich, dass die vermehrte therapeutische Verwendung von

Antiinfektiva, sowie die dadurch bedingte Reduktion der kommensalen Darmflora, fiir eine
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sich schnell entwickelnde VRE Populationsheterogenitit verantwortlich ist. Einschrinkend
ist jedoch anzumerken, dass fiir die fiinf Patienten der ITS jeweils nur zehn Kolonien pro
Patient sequenziert wurden und somit Minderheiten unbemerkt bleiben konnten.

Eine weitere Limitation dieser Studie ist durch die Probensammlung zu erkléren, die in der
Zeit zwischen von 2014 — 2015 in Abteilung fiir Stammzelltransplantation erfolgte. Seit
diesem Zeitraum hat sich die epidemiologische Zusammensetzung von VREfmn in
Deutschland gewandelt. Im Gegensatz zu vielen anderen europdischen Lindern, in denen
weiterhin ein prddominantes Auftreten von vanA-VREfm zu verzeichnen ist, konnte fiir
Deutschland eine signifikante Verlagerung zu vanB-VREfm beobachtet werden (Werner et
al., 2012). Die vorherrschenden Sequenztypen, die durch das Deutsche Referenzzentrum
fiir Staphylokokken und Enterokokken identifiziert wurden sind ST192, ST117 und ST17
(Bender et al., 2016; Werner et al., 2020). Daher ist nicht ginzlich auszuschlieBen, dass
die hier beobachteten Verdnderungen in den VREfm-Populationen auf die 2014-2015
vorherrschenden klonalen Typen beschrankt sind. Wahrscheinlicher sind jedoch
Populationen, die ein Plasmid-kodiertes van-Element aufweisen.

Trotz der hohen Anzahl von mehr als 250 sequenzierten Isolaten ist die Anzahl der
beobachteten Patienten vergleichsweise gering. Fiir ein tiefer gehendes Verstéindnis der in
dieser Studie beschriebenen Phinomene braucht es zukiinftig weitere Studien in groBBerem
Ansatz, um das genaue Ausmaf} zwischen Umwelt, dem Individuum und den einwirkenden
bakteriellen Faktoren zu verstehen.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass die Dynamik der Ubertragung von
Vancomycin-Resistenzen sowohl vom epidemiologischen Umfeld als auch vom
beobachteten Patientenkollektiv abhéngt. Dabei spielt vor allem der horizontale
Gentransfer eine bisher unterschitzte Rolle in der Epidemiologie von VRE.

Besondere Patientengruppen in Hochrisikobereichen miissen besonders sorgfiltig in
Hinsicht auf ein mogliches Ausbruchsgeschehens iiberwacht werden. Aufgrund der
Populationsheterogenitit bei diesen Patienten ist es notwendig zur Ausbruchsiiberwachung

mehr als nur ein Einzelisolat zu analysieren.
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4 Zusammenfassung deutsch

Vancomycin-resistente Enterococcus faecium sind von zunehmender klinischer Relevanz
als humanpathogene Erreger vor allem im Rahmen nosokomialer Infektionen. Zur
Ausbruchsdiagnostik und Uberwachung im stationiren Bereich findet vor allem die
Vollgenomsequenzierung zur Stammcharakterisierung und Typisierung Verwendung.
Diese hoch sensitive Methode wurde in der vorliegenden Arbeit zur Analyse der klonalen
Zusammensetzung von enteralen VRE Populationen bei Hochrisikopatienten genutzt. Es
wurden flinf Patienten einer Abteilung fiir Knochenmarktransplantation {iiber einen
Zeitraum von drei Wochen beobachtet. Dabei wurden zu jedem Zeitpunkt 14 Kolonien
sequenziert und die Daten fiir das core genome multi locus sequence typing sowie zur
Typisierung des van-Elementes genutzt. Es zeigte sich bei 3 der 5 Patienten eine klonale
Diversitit der VRE Populationen, die iliber den beobachteten Zeitraum mit einer
dynamischen Verdnderung einherging. Neben dem Auftauchen von neuen VRE Isolaten
konnte gezeigt werden, dass genetisch nahezu identische van-tragende Plasmide in klonal
unterschiedlichen Isolaten nachzuweisen waren. Diese - hdochstwahrscheinlich durch
horizontalen Gentransfer ausgetauscht - tragen somit zu Populationsheterogenitét innerhalb
eines Individuums bei.

Zur Ausbruchsdiagnostik wird standardmifig jeweils ein Einzelklon eines kolonialisierten
Patienten analysiert. Die vorliegenden Daten zeigten jedoch auch eine Unzulidnglichkeit
dieses Ansatzes, da die gezeigte Populationsheterogenitdt nicht ausreichend beriicksichtig

wird und ein Ausbruchsgeschehen moglicherweise unerkannt bleibt.

24



5 Zusammenfassung englisch

Vancomycin-resistant Enterococcus faecium are of increasing clinical relevance as human
pathogens, especially in the context of nosocomial infections. Used for outbreak diagnosis
and monitoring in the inpatient setting, whole genome sequencing is the main method for
strain characterization and typing with high sensitivity. This method was used in this work
to analyze the clonal composition of enteric VRE populations in high-risk patients. Five
patients from a bone marrow transplant department were followed over a three-week
period. This involved sequencing 14 colonies at each point in time and using the data for
core genome multi locus sequence typing and van-element typing. Clonal diversity of VRE
populations was evident in 3 out of 5 patients, with dynamic change over the observed
period. In addition to the emergence of new VRE isolates, it was shown that nearly
genetically identical van-bearing plasmids were detectable in clonally diverse isolates.
These - most likely exchanged by horizontal gene transfer - thus contribute to population
heterogeneity within an individual.

For outbreak diagnosis, a single clone of each colonized patient is analyzed. However, the
present data demonstrated a shortcoming of this approach, as the population heterogeneity
shown is not adequately accounted for during analysis and an outbreak event may thus go

undetected.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

BMT
cgMLST

CT

DNA

ECDC

E. faecalis

E. faecium
ITS

ICU
MALDI-TOF

NGS
pH
RKI
ST
Tn
vanA
vanB
VRE
VREfm
VSE
WGS

engl. ,,bone marrow transplant* — Knochenmarktransplantation
engl. ,,core genome multi-locus sequence typing*

klonaler Typ / klonaler Komplex

Desoxyribonukleinsiure

European Center for Disease Prevention and Control
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Intensivstation

engl. ,,intensive care unit* - Intensivstation

Matrix—assistierte Laser—Desorption—lonisierung (MALDI) mit
Flugzeitanalyse (engl. time of flight, TOF)

engl. ,,next generation sequencing®

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Robert-Koch-Institut

Sequenztyp

Transposon

Genotyp der Vancomycin-Resistenz

Genotyp der Vancomycin-Resistenz

Vancomycin-resistente Enterokokken

Vancomycin-resistente E. faecium

Vancomycin-sensible Enterokokken

engl. ,,whole genome sequencing* — Vollgenomsequenzierung

7 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Sequenzvergleiche van-Element tragender Plasmide
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