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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Enterokokken

Bakterien der Gattung Enterokokken wurden erstmals 1899 durch Thiercelin
beschrieben' und als Teil des tierischen wie menschlichen gastrointestinalen
Mikrobioms lange Zeit fiir medizinisch unbedeutend gehalten.? Enterokokken sind Gram-
positive, Katalase und Oxidase negative, fakultativ anaerobe und fakultativ pathogene,
kugelférmige und nicht sporenbildende Kettenkokken der Familie Enterococcaceae.!

Von mittlerweile tber 35 bekannten Spezies® sind die fir den Menschen medizinisch
bedeutsamen hierbei E. faecium sowie E. faecalis. Zu Infektionen durch Enterokokken
gehdren Kklinisch relevante Endokarditiden, Sepsen, Harnwegsinfekte und
fremdkorperassoziierten Infektionen.* Dies betrifft insbesondere Patientinnen und
Patienten, die Risikogruppen angehotren, wie Immunsupprimierte, Multimorbide,

Transplantierte und Intensivpatienten.
1.2 Antibiotikaresistenzen und van Gene

Enterokokken besitzen eine natlrliche Resistenz gegen Antibiotika der Wirkstoffgruppen
Cephalosporine,  Aminoglykoside, Lincosamide, Polymyxine  und  einige

semisynthetische Penicilline wie Oxacillin und das Monobactam Aztreonam.

Hinzu kénnen erworbene Resistenzen kommen. Beschrieben wurden diesbeziiglich

bisher Resistenzen gegen Ampicilin, Fluorchinolone, Carbapeneme und Glykopeptide.®

Die zunehmende Resistenz gegen wirksame Antibiotika der Glykopeptid Gruppe, wie
Vancomycin und Teicoplanin, war namensgebend fur Vancomycin-resistente
Enterokokken (VRE). Die zunehmende Resistenz gegen Antibiotika dieser Gruppe stellt
jedoch eine besondere therapeutische Herausforderung dar, da diese die weiteren
therapeutischen Optionen stark limitieren®. Letzte Alternativen stellen dann Daptomycin,

Linezolid und Tigecyclin dar.®

1990 wurde von ersten Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) Fallen in
Deutschland berichtet.® Seitdem ist eine Zunahme des Anteils von VRE an
nosokomialen Infektionen und damit einhergehenden schweren Enterokokken
assoziierten Infektionen zu verzeichnen,” sodass VRE nach 823 Abs. 4. des
Infektionsschutzgesetzes (IfSG) zu den zu beobachtenden Erregern von nosokomialen
Infektionen gehoren. Die Zunahme der nosokomialen VRE Infektionen ist dabei
vornehmlich auf resistente E. faecium (VREfm) zuriickzufiihren und wird durch das

klinisch gehaufte Auftreten einiger Strangvarianten mit Antibiotikaresistenzen begleitet.®
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Hinsichtlich der Resistenzsituation gibt es jedoch Unterschiede zwischen den Spezies
E. faecium und E. faecalis. Die Zahl der natlrlichen Antibiotika-Resistenzen ist bei
E. faecium hoher als bei E. faecalis.®

Erschwerend kommt ein groRerer Anteil erworbener Glykopeptid Resistenzen bei
E. faecium (>26,1 %)® hinzu, sodass die Surveillance der fir VRE Kklinisch
bedeutsamsten bertragbaren Resistenzgene bzw. van Gene wie vanA, Vancomycin
Resistenz mit Teicoplanin Kreuzresistenz und vanB, reine Vancomycin-Resistenz, eine

besondere Bedeutung zu Teil wird.>°

Im Hinblick auf die van Gene als unterscheidendes genotypisches Merkmal der
Vancomycin-resistenten Enterokokken sind die 8 Gene vanA, vanB, vanD, vanE, vanG,
vanL, vanM und vanN bekannt, wovon lediglich vanA und vanB eine klinische Rolle
spielen, wie bereits angefiihrt.’® Glycopeptid-Antibiotika, wie Vancomycin und
Teicoplanin entfalten ihren hemmenden Wirkmechanismus an einer Stufe der
bakteriellen Zellwand-Peptidoglykan-Synthese.!* Hierbei kommt es zur Hemmung der
Transglykosylierungsreaktion, die zur Quervernetzung von Mureinvorstufen notwendig
ist, dadurch wird die Zellwand instabil und es kommt zur Lyse des Bakterium.?
Die angefuihrten van Resistenzgene kodieren nun verschiedene Ligasen, welche die
Peptidoglykan-Zielstruktur so verandern, dass Vancomycin bzw. Teicoplanin an diese
nicht mehr binden kdnnen. Der Unterschied liegt hier auf molekularer Ebene: D-Lactat-

D-Alanin wird modifiziert zu D-Alanin-D-Alanin. 1°

Seit Ende der 2000er Jahre veranderte sich die Verteilung der Glykopeptid
Resistenztypen bzw. van Gen Verhaltnisse (vanA:vanB) jedoch von 4:1 hin zu 1:4
deutlich, deren Ursache weiterhin unklar und am Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fir
Staphylokokken und Enterokokken des RKI Gegenstand aktueller molekulargenetischer

Untersuchungen ist.®*3
1.3 Methoden zur genombasierten Surveillance

Um die Zunahme, epidemiologische Veranderungen, Transmissionswege, und
Ausbruchsdynamiken von VREfm Uberwachen, aufdecken, verstehen und vergleichen
zu konnen, bedarf es hochauflésender genombasierter molekulargenetischer

Analysetools.

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) stellt als DNA-Fragment-Analyse-Methode seit
den 1990er Jahren den Goldstandard zur molekularen Typisierung von bakteriellen
Erregern dar. Im Rahmen dieser Methoden wird hochmolekulare DNA nach Verdau mit
Restriktionsenzymen unter periodischen elektrischen Wechselfeldern in einem

Agarosegel aufgetrennt.
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Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgt die Farbung zur Visualisierung der
DNA-Banden und Analyse der DNA-Bandenmuster zur Detektion von mdglichen

genetischen Gemeinsamkeiten oder Unterschieden.®®

Sie ist zwar eine kostenglnstige, etablierte und innerhalb eines Labors gut
reproduzierbare Methode, zeigt  jedoch Schwéchen hinsichtlich  des
Durchfiihrungsaufwands und der Vergleichbarkeit zwischen den Institutionen.®

Die 1998 erstmals vorgeschlagene Multilocus sequence typing Methode (MLST)
verbesserte die Vergleichbarkeit der molekularen Typisierung von Bakterien zwischen
den Laboren und Institutionen.” Grundlage der klassischen MLST-Schemata sind 7
Haushaltsgene, bei der fir jeden Gen-Lokus eine Allelnummer indexiert wird.
Die Zahlenkombination liefert dann ein Allel-Profil und folglich einen standardisierten
Sequenztyp.t’

Aufgrund der geringen Aufldsung und Diskriminierung von MLST-Typisierungen, was
insbesondere bei lokalen Ausbruchsgeschehen ein Problem darstellt, werden jedoch
durch Fortschritte in der Ganzgenomsequenzierung immer haufiger Kerngenom-MLST-
Analysen (cgMLST) durchgefuihrt und daraus Complextypen (CT) generiert. Im Falle von
Enterococcus faecium werden so z.B. Uber 1423 Gene des Kerngenoms fir die
molekulargenetische Typisierung und den genom- bzw. allelbasierten Vergleich

bertcksichtigt.?

Die angefiuihrten erweiterten  Mdoglichkeiten der letzten Jahre in  der
Ganzgenomsequenzierung (engl. Whole-Genome Sequencing, [WGS]) ful3en
malgeblich auf Fortschritte in der Next-Generation Sequencing (NGS) Technologie, die
es ermdglicht das gesamte Genom eines Organismus schnell und kosteneffizient zu
sequenzieren.’® Es existieren eine Vielzahl von kommerziellen NGS-Plattformen, die

unterschiedliche Methoden zur Sequenzierung der DNA nutzen.*®

All diesen Methoden gemein ist jedoch, dass sie im Gegensatz zu Vorlaufermethoden
nach Sanger?’, Sequenzierungs-Methode der ersten Generation aus den 1970er Jahren
zur Detektion der Abfolge von einzelnen kurzen DNA-Molekilen, die Sequenzierung von

Millionen DNA-Fragmenten parallel durchfiihren konnen.%2

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete NGS-Plattform der Firma Illumina Inc. basiert
auf dem proprietaren Sequencing by Synthesis (SBS) Verfahren. Abbildung 1 illustriert
den Ablauf der Sequenzierung der gesamten Basenabfolge eines Genoms auf Basis der

NGS-Plattform von Illumina Inc.
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Abbildung 1: Schema zur DNA-Sequenzierung auf Basis der NGS-Plattform der Firma lllumina Inc.

In einem ersten Schritt (Abbildung 1, 1) werden an beide Enden der DNA-Fragmente
Primer-komplementare Adapter ligiert. Daraufhin werden die ligierten Fragmente an
einer Flow Cell gebunden (Abbildung 1, 1), auf deren Oberflache sich zu den Adaptern
der DNA-Fragmente komplementéare Primer befinden. Das andere Ende der ligierten
DNA-Fragmente bindet ebenso an einen freien komplementaren Primer auf der Flow
Cell, sodass durch die beidseitige Bindung der Adapter an den beiden Enden der DNA-
Fragmente sich briickenartige Gebilde formen (Abbildung 1, I1).

Es erfolgt anschlieRend (Abbildung 1, lll) auf der Flow Cell bei Durchlaufen von
Erhitzungs- und Abklhlungsphasen unter Inkubation die Amplifikation bzw. Briicken-
PCR eines komplementaren Stranges durch Polymerasen und zugehorige Reagenzien.
Die so synthetisierten DNA-Doppelstrang Molekille werden durch Denaturierung

(Abbildung 1, IV) in komplementére Vorwarts- und Rickwarts-Strange getrennt.

Durch die repetitive Amplifikation auf der Flow Cell entstehen diskrete Bereiche mit

identischer Basenabfolge, sogenannte sequenzgleiche Cluster (Abbildung 1, V).

Im Anschluss (Abbildung 1, VI) werden jedem Cluster Polymerase und markierte

fluoreszierende Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) zugefiihrt.
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Die dNTPs sind chemisch derart inaktiviert, dass immer nur eine Base pro Zyklus
hinzugeflgt wird. Das hat zur Folge, dass fur jeden Baseneinbau ein sich anschlieRender
lasergestitzter Bildgebungsschritt zur Detektion spezifischer Emissionsmuster fiir die
Identifizierung des eingebauten Nukleotids in jedem Cluster intermittierend folgen kann.
Ist der Laser gestiitzte Leseprozess abgeschlossen, das fluoreszierende Nukleotid des
Clusters identifiziert und die Daten gespeichert, wird die fluoreszierende Gruppe wieder
entfernt und der nachste folgende dNTP-Zyklus gestartet, bis das Fragment komplett
synthetisiert ist. Die Ablaufe in Schritt VI der Abbildung 1 werden unter dem Begriff
Sequencing by Synthesis (SBS) subsummiert und zeichnen die NGS-Plattform der

Firma Illlumina Inc. aus, da sukzessive die Sequenzierung wahrend der Synthese ablauft.

Am Ende der Sequenzierung wird dann die Sequenz jedes Clusters berechnet und einer
Qualitatskontrolle unterzogen, um qualitativ minderwertige Lesevorgange zu eliminieren
(Abbildung 1, VI).

1.4 Aktuelle molekulare Epidemiologie von VREfm in Deutschland

Seit 2014 ist in der Mitte Deutschlands, darunter die Bundeslander NRW, Hessen,
Thiringen und Sachsen, ein im bundesweiten Vergleich Uberdurchschnittlicher
kontinuierlicher Anstieg an VREfm zu verzeichnen. Der regionale Anstieg dieser VREfm-
Pravalenz fuihrte daher zur Einflihrung des Begriffs ,VRE-Gurtel“ bzw. ,VRE-belt*.”

Die Geschwindigkeit der Zunahme der VREfm-Pravalenz im VRE-Gurtel lasst daher

vermuten, dass ein besonders erfolgreicher Klon sich durchgesetzt haben muss.

Seit 2018 wurden deshalb Studien begonnen, um diesen VREfm-Klon mittels WGS zu
identifizieren, genetische Fingerabdriicke zu erstellen und diese zu vergleichen.
Ergebnis der Untersuchung von Isolaten aus 17 Kliniken im Rhein-Main-Gebiet aus den
Jahren 2017 und 2018 durch Falgenhauer et al.??> war, dass ein ST117/CT71 Klon mit

vanB Resistenzgen im Rhein-Main-Gebiet pradominiert.

Aber auch bundesweit blieb 2019 und 2020 der ST117 Typ sowie die Isolate des
ST117/CT71-vanB Typs, wie in den Jahren zuvor, mit einem Anteil von 66 % (ST117)
und 44 % (ST117/CT71-vanB) der haufigste Sequenztyp unter den Einsendungen an
das NRZ fur Staphylokokken und Enterokokken.*3

Im Jahr 2019 veréffentlichten Liese et al. die Ergebnisse einer gro3 angelegten
Ganzgenom-Sequenzierungs-Analyse zur Typisierung eines VREfm Ausbruchs an
einem Universitatsklinikum in Sud-West-Deutschland. Die Isolate der Untersuchung
reichten vom Jahr 2016 bis in das Jahr 2010 zuriick. Der Anstieg von VREfm konnte
hauptséachlich auf den Sequenztyp ST117 zurtickgefuhrt werden.®
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Aus Berlin berichtete 2020 Weber et al. im Rahmen einer retrospektiven Analyse von
Isolaten aus den Jahren 2008 bis 2018 uber die Verdreifachung des Anteils an ST117
bei einem Anteil von 40 % des Typs ST117/CT71, wobei die Gesamt-Pravalenz von
VREfm an der Charité lediglich um 0,2 % anstieg, was die Dominanz des ST117/CT71
nicht erklarte.?*

Die Ergebnisse einer der umfassendsten bundesweiten Untersuchungen zur
molekularen Epidemiologie von VREfm wurden 2020 durch Xanthopoulou et al.
publiziert. Dabei wurden an 6 Universitatskliniken VREfm-Isolate der Jahre 2014 bis
2018 analysiert. ST117 war hierbei mit einem Anteil von 56,7 % an 5 von 6 Kliniken der
dominante VREfm-Typ mit steigender Pravalenz Uber den Beobachtungszeitraum.
Weitere cgMLST Untersuchungen zur Analyse einer standortiibergreifenden Verbreitung
ergaben die Existenz eines Clusters eng verwandter Isolate, wovon ST117/CT71 den
groRten Anteil mit 88,5 % hatte.?®

2020 meldeten Neumann et al. die Pradominanz des ST117 VREfm-Stamms in Proben
der Jahre 2014 und 2015 aus Suddeutschland, statt des CT71 typisierte man den Stamm
jedoch auf CT469.% Im selben Jahr berichteten Eichel et al. ebenso von der Dominanz
des ST117/CT469 in WGS-Analysen von Isolaten des Jahres 2016 aus Heidelberg.?’

Weiterhin berichtete 2020 Eisenberger et al. aus Bayern vom Auftreten dreier
endemischer klonaler VREfm Linien im Rahmen einer Untersuchung von Isolaten der
Jahre 2018 und 2019 aus 8 bayerischen Kliniken. Dies waren der lokal pradominante
ST80/CT1065, erneut der bundesweit in Erscheinung getretene ST117/CT71 und der
ST78/CT894.%8

2021 berichtete Falgenhauer et al. dann erneut aus der Rhein-Main-Metropolregion von
einer Verschiebung der Populationsstruktur von VREfm mit dem pradominanten Klon
ST117/CT71, dazu wurden Isolate der Jahre 2016 bis 2018 aus einer neurologischen

Klinik mit Patienten Einzug aus dem gesamten Rhein-Main-Gebiet analysiert.?
1.5 Ziele der Arbeit

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit existierten nach Recherche noch keine umfassenderen
Untersuchungen und veréffentlichten WGS-Daten zur Populationsstruktur von VREfm-
Typen im Rhein-Main-Gebiet von vor 2016. Es stellte sich daher die Frage, welche
VREfm-Typen vor 2016 im Rhein-Main-Gebiet aufgetreten sind und ob der im Rhein-
Main-Gebiet dominierende VREfm-Typ ST117/CT71-vanB vor 2016 bereits vorzufinden
war. Ziel dieser Arbeit war daher zunéchst die Generierung genetischer Fingerabdriicke

von VREfm-Isolaten aus den Jahren vor 2016.
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Dazu wurden Isolate der Jahre 2005 bis 2007 aus einer der grof3ten hessischen Kliniken
der Maximalversorgung im Rhein-Main-Gebiet sequenziert. Anhand der dadurch
gewonnen Ganzgenomsequenzdaten sollte eine molekulare Typisierung der 2005 bis
2007 akquirierten Isolate erfolgen.

Auf Basis der molekularen Typisierung sollte zuné&chst eine allelbasierte komparative
Analyse, mit den von Falgenhauer et al. aus 20192 und 2021%° publizierten genetischen
Fingerabdriicken im Rhein-Main-Gebiet durchgefihrt werden. Im Anschluss wurde diese
komparative Analyse auf alle aus Deutschland verfligbaren relevanten WGS-
Fingerabdriicke von VREfm ausgeweitet, um die Verbreitung und Entwicklung der
Verwandtschaftsbeziehungen von VREfm molekulargenetisch und epidemiologisch

besser zu verstehen.

2 Material

2.1 Klinische Proben und Patientendaten

237 Isolate von VRE-Verdachtsfallen wurden in den Jahren 2005 bis 2007 an einem der
5 grofiten hessischen Kliniken der Maximalversorgung im Rhein-Main-Gebiet, im

Rahmen von angeforderten Routineuntersuchungen bzw. Routine-Screening-

Maflnahmen gewonnen, auf 1 i]_% Vancomycin angelegt und in Store-Cryoréhrchen bei

-80°C im Ultratiefktihlgerat am Institut fir Hygiene und Umweltmedizin der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en eingelagert. Es handelte sich hierbei um Erreger, die nach 823 des
Infektionsschutzgesetzes spezifische Resistenzen aufwiesen und fir wissenschaftliche

Analysen asserviert wurden.

Fur jede laufende Isolate-Nummer lagen die anonymisiert und routinemafig im Rahmen
der Krankenversorgung erhobenen Patienten-Basisdaten vor: Datum der Isolation des
VREfm Isolats, Labornummer, Stationsnummer. Zusétzliche Daten wurden nicht

erhoben.

Die Ethik-Kommission des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen
konnte nach ausfuhrlicher Diskussion und Begutachtung keine wissenschaftlichen oder
formalen Kritikpunkte bzw. Einwénde gegen die Durchflihrung dieser Arbeit feststellen
(Aktenzeichen AZ 24/22).
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2.2 Gerate

Tabelle 1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Labor-/Datenverarbeitungs-Gerate sowie Hersteller.

Gerat

Hersteller

Dell Optiplex 5000 Workstation

Dell Technologies, Inc.

Dell Precision Tower 3620

Dell Technologies, Inc.

Fresco™ 21 Mikrozentrifuge

Thermo Fisher Scientific Inc.

Heratherm™ Mikrobiologischer Inkubator

Thermo Fisher Scientific Inc.

IKA Schiittler KS 4000 i control

IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Kombi-GroRraum-Mikrowellengeréat R-939(IN)-A

Sharp Electronics GmbH

Liebherr Unterbau-Gefrierschrank/Kiihlschrank

Liebherr AG

Magnetrihrer AREX Digital Heating Magnetic Stirrer

VELP Scientifica Srl

Mechanische Pipetten research plus

Eppendorf SE

MSC-Advantage™ Sicherheitswerkbank der Klasse I

Thermo Fisher Scientific Inc.

NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer

NanoDrop Technologies, Inc.

OLS Aqua Pro Shaking Water Bath

Grant Instruments

TSX 60086V Ultratiefkiihlgerat

Thermo Fisher Scientific Inc.

Vortex-Genie™ 2 vortex mixer

Scientific Industries, Inc.

Waage Traveler TA3001

OHAUS Europe GmbH
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2.3 Verbrauchsmaterialien und Kits

Tabelle 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterial sowie Hersteller.

Material

Hersteller

Erlenmeyerkolben DURAN® 500 ml, 1000 ml

DWK Life Sciences GmbH

Impfschlinge 10pl blau steril

SARSTEDT AG & Co. KG

Labor-Gewindeflasche DURAN® 100 ml, 500 ml

DWK Life Sciences GmbH

Nextera XT DNA Library Preparation Kit

lllumina, Inc.

NextSeq 500/550 High-Output v2.5 Kit (300 cycles)

lllumina, Inc.

Petrischalen 92x16mm mit Nocken

SARSTEDT AG & Co. KG

PureLink® Genomic DNA Mini Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.

Reagiergefal3, PP, 1,5 ml

SARSTEDT AG & Co. KG

Rohrchen, PP, 12 ml, runder Boden, steril

Greiner Bio-One GmbH

Roéhrchen, PP, 50 ml, konischer Boden, steril

Greiner Bio-One GmbH

ROTI®Store-Cryoréhrchen

Carl Roth GmbH + Co. KG

2.4 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Reagenzien sowie Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

Agar-Agar, Kobe |

Carl Roth GmbH + Co. KG

Aqua ad injectabilia 50 ml, Injektionsflasche

B. Braun SE

Bacto™ Brain Heart Infusion

Becton, Dickinson and Company

Ethanol absolute 100 %

VWR International S.A.S.

Lysozym

Carl Roth GmbH

Vancomycin-HCI-Losung (100 ~Fin DMSO)

Merck KGaA
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2.5 Herstellung der Nahrmedien

Zur Herstellung der Brain-Heart-Infusion (BHI) Nahrmedien fiir die Kultivierung der
Isolate wurde dehydriertes Bacto™ Brain Heart Infusion von Becton, Dickinson and

Company verwendet.

Zunachst wurden nach Herstellervorgabe (37 gT ) 12,95 g des BHI-Pulvers in 350 ml

vollentsalzten Wasser (VE-Wasser) unter Verwendung eines Magnetriihrers in einer
500 mL DURAN® Gewindeflasche suspendiert und bei 100 °C fur 1 min gekocht.

Fur die Nahrmedien zum Giel3en von Agar-Agar-Platten wurden nach Herstellervorgabe

(15 gT) 5,25 g Agar-Agar (Kobe 1) in die 350 ml BHI-Ansatze hinzugegeben. Dieser Schritt

entfiel bei den Flissigndhrmedien.

Die Nahrmedien wurden daraufhin im Kihlraum Uber Nacht eingelagert und am

nachsten Morgen der Zentral-Autoklavierung zugefuhrt.

Vor dem GielRen der Platten unter einer Sicherheitswerkbank der Klasse Il wurden die
autoklavierten flissigen BHI-Agar-Agar Nahrmedien in einem Mikrowellengerét fir 5 min
hitzebehandelt, bis sie vollstandig verflissigt waren. Danach wurden sie in einem auf

55 °C temperierten Wasserbad auf Arbeitstemperatur abgekinhlt.

Nach dem Giel3en der Platten wurden diese in Originalverpackung und unter Angabe
des Herstellungsdatums versiegelt und im Kdhlraum bis zum Ausstreichen der Isolate

gelagert.
2.6 Bioinformatische Software

Zur mikrobiellen genombasierten Datenverarbeitung, Analyse und Typisierung der
VREfm Genom-Sequenzdaten kamen die ASA®P Pipeline® und die Ridom SeqSphere+
Software in der Version 8.4.1 (2022) der Ridom GmbH?3! zum Einsatz.

Weiterhin wurde zur graphischen Aufarbeitung der genetischen Beziehungen das
Vektorgrafikprogramm Inkscape® verwendet, ITOL®® zum Annotieren der genom-
basierten Stammbdume und Microsoft Excel 2019 zur Datenanalyse und fir die
statistische Auswertung die Software BiAS. in der Version 11 (2022)3,
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3 Methoden
Kultivierung DNA DNA Ganzgenom
der Isolate Isolierung Quantifizierung Sequenzierung

Abbildung 2: Workflow zur Generierung genomischer Fingerabdriicke

3.1 Kultivierung der Isolate

In Abbildung 2 ist der gesamte Workflow dieser Arbeit zur Generierung genomischer
Fingerabdriicke zu sehen. Insgesamt wurden 237 lIsolate aus Store-Cryordhrchen

zunachst bei Raumtemperatur aufgetaut und anschlieRend auf Brain-Heart-Infusion

(BHI) Agar-Agar-Platten mit 2 % Vancomycin ausgestrichen und darauffolgend bei

37 °C fur 24h inkubiert. Von 237 Isolaten konnten 233 erfolgreich kultiviert werden.

Die 4 Isolate ohne Wachstum unter diesen Bedingungen wurden in BHI-Medium ohne

Vancomycin Uber Nacht im Schittelinkubator bei 37 °C inkubiert und anschlieend in
BHI-Medium mit 2 ;—‘c”l Vancomycin Uberimpft und fur 24 h inkubiert, wonach alle 4 Isolate
Wachstum  zeigten. AnschlieBend wurden zur DNA-Isolierung alle 237
Ubernachtkulturen in 3 ml BHI-Medium mit 2 r% Vancomycin beimpft und im

Schuttelinkubator bei 37 °C fur 24 h inkubiert.
3.2 Isolierung und Quantifizierung der DNA

Die Arbeitsschritte zur Isolierung und Extraktion der genomischen DNA aus den 237
Ubernachtkulturen erfolgte mit Hilfe des PureLink® Genomic DNA Mini Kits, nach
Protokoll bzw. Vorgabe des Herstellers Fisher Scientific fir Gram-positive Bakterien in
der Reihenfolge Vorbereitung, DNA-Bindung, Waschen und Elution, jedoch mit Wasser,
siehe Abbildung 3.

Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation

=

——
\ 4 ) 4
| 1. Probenvorbereitung | II. DNA-Bindung | 111. DNA-Waschen | | IV.DNA-Elution |

Abbildung 3: Ubersicht der Arbeitsschritte zur DNA-Aufreinigung nach der PureLink® Spin Column Mini Kit
basierten Methode (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific Inc., 2007).

|
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Zur Vorbereitung der Lysate wurden je 1,4 ml der Ubernachtkultur in ein 1,5 mi
Reaktionsgefal’ pipettiert und fur 3 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Die Zell-Pellets
wurden daraufhin in 180 puL frisch prapariertem Lysozym-Digestionpuffer (25 mM Tris-

HCI, 2,5 mM EDTA, 1 % Triton X-100) mit einer Lysozym-Konzentration von 20 %

resuspendiert, gevortext und bei 37 °C fur 30 min im Heizblock inkubiert. Nach Zugabe
und Vortex von 20 pL Proteinase K und 200 pL PureLink® Genomic Lysis/Binding Puffer,
wurden die Lysate bei 55 °C im Heizblock fiir 30 min inkubiert. Nach dieser Inkubation

wurden 200 pL 100 % Ethanol hinzugefligt und gevortext.

Im Anschluss erfolgte die Bindung der DNA. Dazu wurden je 640 pL der Losung in
PureLink® Spin Columns pipettiert und bei 10.000 x g fir 1 min bei Raumtemperatur

zentrifugiert.

Zum Waschen der DNA wurden die Saulen mit je 500 uL PureLink® Wash Buffer 1
versetzt mit 100 % Ethanol auf die PureLink® Spin Columns pipettiert und fur 1 min bei
10.000 x g zentrifugiert. Daraufhin wurden je 500 uL PureLink® Wash Buffer 2 auf die
PureLink® Spin Columns pipettiert und bei 20.000 x g fir 3 min bei Raumtemperatur

zentrifugiert.

Fur die Elution der DNA wurden die PureLink® Spin Columns in sterile 1,5 ml
Reaktionsgefalie platziert und je 100 uL steriles Braun Aqua auf den Filter der Séulen
pipettiert. Nach Inkubation fir 1 min bei Raumtemperatur, wurde bei 20.000 x ¢

zentrifugiert und die PureLink® Spin Columns verworfen.

Zuletzt wurde die isolierte DNA mittels NanoDrop™ Fluoreszenzspektrometer
guantifiziert und der Absorptions-Quotient 260 nm / 280 nm bestimmt, um etwaige
Proteinverunreinigungen auszuschlie3en. Die aufgereinigte genomische DNA der 237
VRE-Isolate wurden dann bei -20 °C im Gefrierschrank bis zur Sequenzierung

eingefroren.
3.3 Ganzgenom (WGS-)Sequenzierung

Die Library Praparation fur die Ganzgenom Sequenzierung wurde mit Hilfe des Nextera
XT Library Preperation Kit durchgeftihrt und die Sequenzierung erfolgte auf einem

lllumina NextSeq 500 System mit Highoutput Kit (300 cycles).

3.4 Workflow zur Verarbeitung der Ganzgenomsequenzdaten und

genombasierten Analyse

In Abbildung 4 ist der gesamte Workflow zur genombasierten Datenanalyse dargestellt.
Die Ganzgenomsequenzierung lieferte genetische Rohdateien im komprimierten

FASTQ-Format, die zunachst zusammengefihrt werden mussten (Merging).

12
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Im Anschluss erfolgten Qualitatskontrolle und die Assemblierung der genetischen
Information zu sogenannten Contigs, letztlich dann die Typisierung mittels MLST und
cgMLST sowie die Bestimmung von Virulenzfaktoren und Antibiotikaresistenzgenen.

[l
II. Merging Qualitats
-kontrolle

V. \%

I. Ganzgenom .
Assemblierung Typisierung

Sequenzierung

Abbildung 4: Workflow zur genombasierten Analyse und Verarbeitung der Ganzgenomsequenzdaten

3.4.1 Merging, Qualitatskontrolle und Assemblierung

Die Ganzgenomsequenzierung auf einem lllumina NextSeq 500 System liefert 8

FASTQ-Dateien pro Isolat, die die komprimierte rohe genetische Information enthielten.

In der Anzahl 8 FASTQ-Dateien pro Isolat, da fur jedes Isolat und jede Lane, darunter
wird ein spezifischer Sequenzierungsbereich auf der Durchflusszelle (flow-cell)
verstanden, ein R1-Read und ein R2-Read in FASTQ-Dateien erstellt wurde.
Die FASTQ-Dateien setzten sich folglich zusammen aus der Leserichtung entlang des
Vorwarts-DNA-Strangs (R1) in 5°-3"Richtung und der umgekehrten Leserichtung entlang
des Reverse-DNA-Strangs (R2), ebenso in 5-3"Richtung, siehe hierzu Abbildung 5.

Dies wird als paired-end reads bezeichnet.

— ¢
N TCAG l
R2: Read 2

— I e——
Referenzgenom [ rereaT I rereaT

Abbildung 5: Paired-End Sequenzierung (linke Halfte) in Vorwarts- und Rickwarts- Leserichtung entlang
des DNA-Strangs und Alignment (rechte Halfte) zur Zusammenfiihrung sich wiederholender Regionen bei
bekanntem R1-R2-Abstand.

Da die hier verwendete Durchflusszelle der Illlumina NextSeq mit 4 Lanes arbeitete,
lieferte diese 4 FASTQ Dateien pro Leserichtung, bei 2 wie zuvor beschriebenen
Leserichtung (R1, R2) also 4 x 2 FASTQ Dateien. Die insgesamt 8 FASTQ Dateien pro
Isolat mussten daher zunédchst aus den 4 FASTQ Dateien pro Leserichtung

zusammengefihrt werden (Merging), schematisch dargestellt in Abbildung 6.

Das Merging erfolgte mit Hilfe des Skripts merge_lanes.sh nach Telatin.**
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AN AN
L0O01_R1 001.fastq LO01_R2_001.fastq
A A
| L001_R1_001.fastq | L001_R2_001.fastq
| L002_R1_001.fastq | L002_R2 001.fastq
| L003_R1_001.fastq | L003_R2_001.fastq
o L004_R1_001.fastq o L004_R2_001.fastq

Abbildung 6: Merging-Schema zur Zusammenfihrung der 8 FASTQ-Dateien pro Isolat mit 4 FASTQ-
Dateien pro Leserichtung (R1 und R2) zur weiteren Datenanalyse.

Bei 237 Isolaten ergab dies in dieser Arbeit eine Gesamtzahl von 1896 FASTQ-Dateien
(8 x 237) mit einer Gesamtdatenmenge von 82 Gb. Im Anschluss wurden die 237x2 (R1,
R2) FASTQ Dateien der ASA3P3° Pipeline zugefihrt und zunachst einer

Qualitatskontrolle unterzogen.

Die Pipeline lieferte Qualitatsberichte Uber alle sequenzierten Reads, darunter werden
kurze DNA-Abschnitte verstanden, die durch Sequenzierung gewonnen wurden.

Die ungeeignete Reads wurden fiir die nachfolgenden Analyseschritte herausgefiltert.

Die Qualitat der sequenzierten Reads wurde (ber das in ASASP inkludierte
Qualitatskontroll-Tool FastQC* gemessen. Eine Uberprufung auf mogliche

Kontaminationen erfolgt dann durch das ebenso inkludierte Tool FastQ Screen.

Reads, die auf einer lllumina-Plattform sequenziert wurden, wie im Rahmen dieser
Arbeit, wurden dann mit Trimmomatic®® beschnitten. Reads, die die Qualitatskontrolle
bestanden, wurden durch den ebenso in der Pipeline inkludierten Assembler SPAdes*®

assembliert.
3.4.2 Molekulare allelbasierte Typisierung der Isolate

Zur molekularen allelbasierten Typisierung mittels MLST wurde das fiir Enterococcus
faecium (E. faecium) erstmals 2002 von Homan et al. vorgeschlagene

Typisierungsschema*® verwendet und mittels ASA3P3° der Sequenztyp (ST) bestimmt.
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Es inkludiert die 7 Haushaltsgene bzw. Loci gdh, purK, pstS, aptA, gyd, adk, ddl. Da die
MLST Typisierung anhand von 7 Haushaltsgenen nur uber ein eingeschranktes
Auflosungsvermogen zur lokalen allelbasierten Analyse verfligt, wurde das von de Been
2015 publizierte Kerngenom MLST-Schema (cgMLST) erganzend herangezogen,
welches 1423 Loci inkludiert und ein &hnlich hohes Auflésungsvermégen verfigt wie ein
SNP gestltzter phylogenetischer Vergleich.*!

Die Generierung der Complextypen (CT) nach cgMLST Schema fir Enterococcus
faecium erfolgte mittels der Ridom Seqsphere+ Software.3*

Abbildung 7 visualisiert die grundlegende Vorgehensweise der Ridom Seqsphere+3!
Software im Sinne einer bioinformatischen Verarbeitungs-Abgleich-Pipeline zur
Zielgenauen Suche (Target Scan) nach Zielgenen (Targets), welche in den jeweiligen
Spezies spezifischen cgMLST Schemata definiert sind. Letztlich erfolgte die
Genotypisierung bzw. Generierung eines fir jeden Isolats charakteristischen Allel-Profils
(Target-Allel-Calling) nach  Abgleich mit dem cgMLST-Nomenklatur-Server
(https://cgmlst.org/).

| Z.fastg-Dateien IF l Z.fasta-Dateien

.ATTCAAGCTTGA.. TARGET SCAN b+ 4—'

Gefunden v | Nicht gefundenx

.ATTCAAGCTTGA..
| | |

..ATGAAAGCCTGA..
TARGET QC Genetische Zielsuche (Target Scan),

L Qualitatskontrolle (Target QC),
ATGAAAGCCTGA. Nicht gefunden X Typisierungnach Allel-Profil
oder } (Allele calling) durch
:I Schlechts Ziele X Ridom Segsphere+ Software
Schlechte Zielex || ..CTTCCGGGTTAT.. | Good Targets v

‘ Allel-Typ neu? |A| Allel-Typ alt? |
v

—_— cgMLST.org
= Nomenklatur-Server

Abbildung 7: Allgemeine Vorgehensweise bzw. Pipeline der Seqsphere+ Software (Ridom GmbH, 2022,
erstellt und bearbeitet nach URL: https://www.ridom.de/u/General_Procedure.html)3?

Dieser Server kontrolliert die allelbasierte Nomenklartur der Kerngenom Schemata und
Uberprift, ob fur ein Gbermitteltes Allel Profil bereits ein Complextyp (CT) und damit eine
Untergruppe genetisch eng verwandter Isolate besteht oder ein neuer zur eindeutigen

Identifizierung zugeordnet werden muss.

Die vorangestellte Assemblierung der genetischen Rohinformation erfolgte wie in
Abbildung 7 dargestellt fur die Isolate dieser Arbeit durch den in der ASA®P*° Pipeline
inkludierten Assembler SPAdes®®, um die Rechenlast auf mehrere Computer-Systeme
aufzuteilen und um einen schnellen Analyse-Vor-Report hinsichtlich der Typisierung und

Taxonomie der Isolate durch ASA3P* zu erhalten.
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Die graphische Aufarbeitung in Form einer phylogenetischen Darstellung aller typisierten
Isolate erfolgte mittels eines Neighbor-Joining-Trees nach Saitou“?.

Diese Neighbor-Joining-Trees wurden als .nwk-Dateien (Newick-Tree-Format) aus
Ridom Seqsphere+3! exportiert und konnten dann in ITOL*® Version 6.6 graphisch
verarbeitet. Mittels ITOL*® wurden die Merkmale van Gen und Probenjahr der Isolate der
Darstellung zum Stammbaum hinzugefiigt und mit Inkscape®? graphisch aufbereitet.

3.4.3 Arbeitsschritte zur Bestimmung der van Gene, Antibiotika-Resistenzgene
und Virulenzfaktoren der VREfm-Isolate

Die Bestimmung der van Gene und die Untersuchung auf weitere Antibiotika-
Resistenzgene und Mutationen fur E. faecium der Isolate dieser Arbeit, wurde mittels
Ridom Seqgsphere+% und des darin enthaltenen Taskmoduls NCBI AMRFinderPlus*
durchgefuhrt. Die Analyse der 4 wichtigsten E. faecium bezogenen Virulenzfaktoren
acm, scm, ecbA, sgrA erfolgte mittels der in Ridom Seqgsphere+3®! integrierten Virulenz-
Datenbank VFDB**. Hierzu wurde der VFDB-Task in Ridom Seqsphere+3! fur E. faecium
verwendet. Die Ergebnisse beider Analysen wurden mittels Microsoft Excel 2019 in einer

Heatmap und Balken- sowie Liniendiagrammen graphisch aufbereitet.

3.4.4 Gewinnung von weiteren Ganzgenomseguenzdaten anderer relevanter

Publikationen zur komparativen genombasierten Analyse

Zur Durchfiihrung einer komparativen genombasierten Analyse mussten Ganzgenom
Sequenzdaten der fur diese Analyse relevanten Publikationen, siehe Tabelle 4, bezogen
werden. Dazu wurden die Accession Numbers in den Gber PubMed* recherchierten
Publikationen tlbernommen und mittels des Tools SRA-Explorer*® heruntergeladen, dies

waren insgesamt tUber 600 GB.

Im Anschluss wurden die genetischen Rohdaten der ASA3P-Pipeline® zugefiihrt und
ebenso mittels SPAdes®® assembliert sowie nach MLST* und cgMLST# in Ridom
Segsphere+3 typisiert und nach den Arbeitsschritten aus Kapitel 3.4.3 der lokalen

Analyse gleichermal3en prozessiert.

Lediglich die vorhandenen WGS-Daten zu 13 VREfm Isolaten der im Einleitungsteil
beschriebenen Untersuchung von Weber et al.?* enthielten nur den ST117/CT71 und
wurden daher von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Alle anderen prozessierten
WGS-Daten der relevanten 8 Publikationen aus Tabelle 4 wurden der komparativen

genombasierten Analyse zugefihrt.
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Isolate mit einem cgMLST-Good-Targets-Score <90 % wurden von der Analyse
ausgeschlossen, da die Ganzgenomsequenzdaten den Qualitatskriterien zur
Typisierung nicht entsprachen. Daher unterscheidet sich die angegebene Anzahl der
Isolate aus Tabelle 4 dieses Kapitel von jener Anzahl aus Kapitel 4.3 Tabelle 13.

Tabelle 4: Ubersicht der Ganzgenom-Sequenzdaten fir VREfm in Deutschland aus relevanten
Veroffentlichungen, die zur komparativen genombasierten Analyse herangezogen wurden.

Autoren Ort Jahr Anzahl Accession Referenz

(publ. Jahr) (Proben) (Isolate) (Number)

Mellmann et al. Miinster 2013-2015 198 PRJEB8084 47

(2016)

Liese et al. Baden- 2010-2016 773 PRJEB30772 23
Wiirttemberg

(2019)

Falgenhauer et al. Hessen 2017-2018 95 PRJIEB29744 22

(2019) Rhein-Main

Xanthopoulou et al. Deutschland 2014-2018 247 PRJEB28593 25

(2020)

Neumann et al. Sud- 2014-2015 111 PRJINA524489 26
Deutschland

(2020)

Eisenberger et al. Bayern 2018-2019 99 PRJEB34664 28

(2020)

Eichel et al. Baden- 2016 73 PRJINA604888 27
Wiirttemberg

(2020)

Falgenhauer et al. Hessen 2016-2018 55 PRJINA631114 29

(2021) Rhein-Main

3.4.5 Vorgehensweise zur phylogenetischen allelbasierten Analyse

Nach der Typisierung mittels MLST*® und cgMLST** wurden zunachst fur alle Isolate
dieser Arbeit und im Anschluss fir andere Studien in Ridom Segsphere+3!
Vergleichstabellen (comparison tables) erstellt, welche die Spalten Isolate ID zur
Identifikation, Study zur Zuordnung der Studie, Sequenztyp (ST), Complextyp (CT) und
7 Loci fur MLST#® bzw. 1423 Loci fiir cgMLST*! der E. faecium Typisierungs Schemata
inkludierten. Die Kolorierung der einzelnen Isolate erfolgte fir die lokale Rhein-Main
bezogene phylogenetische Analyse der Isolate dieser Arbeit und der von Falgenhauer
et al.?>?° nach Sequenztyp (ST) und fir die deutschlandweite komparative Analyse nach
Studie. Auf Basis dieser einzelnen Vergleichstabellen wurde dann flir den
deutschlandweiten Vergleich in Microsoft Excel eine Gesamt-Vergleichstabelle erstellt,
um zu ermitteln, welche Sequenz- bzw. Complextypen dieser Arbeit auch in anderen

Studien vorzufinden waren.
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Aus dieser komparativen Analyse heraus, hinsichtlich des Auftretens von Sequenz- bzw.
Complextypen in dieser und anderen Studien, wurden dann in Microsoft Excel
Heatmaps, visuelle Darstellungen bei denen Datenwerte in einer Matrix koloriert werden,
generiert und auf Basis dieser Heatmaps konnten dann in der Ridom Seqsphere+
Software®' minimum spanning trees (MST) zur komparativen phylogenetischen Analyse

gezeichnet werden.

Zur Berechnung der Cluster in minimum spanning trees (MST) wurde zun&chst ein
Schwellenwert von 10 cgMLST Allelen in Anlehnung an die Arbeiten von Falgenhauer et
al.?>?® und eine minimale Anzahl an Isolaten zur Bildung eines Clusters von 2 definiert.
Dieser Schwellenwert wurde dann auf die Standardeinstellung von 20 cgMLST Allelen

erhoht und die Veranderungen verglichen.

Die so erzeugten minimum spanning trees (MST) dienten zur Visualisierung von Allel
basierten  Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Isolaten nach vorheriger
genombasierter Typisierung, die mittels des Vektorgrafikprogramms Inkscape®

graphisch aufbereitet wurden.
3.4.6 Statistische Auswertung

Das Vorkommen, Auftreten und die Entwicklung der kategorialen bzw. nominalen
Merkmale Sequenz-/Complextyp (ST/CT), van Gene, Antibiotika-Resistenzgene und
Virulenzfaktoren der Isolate als Merkmalstrager wurden mittels absoluter und relativer

Haufigkeiten deskriptiv statistisch in dieser Arbeit beschrieben.

Darlber hinaus wurde der Einfluss des zusatzlichen Merkmals Probenjahr der Isolate
auf das Auftreten der jeweiligen haufigsten und am starksten ansteigenden Sequenz-
/Complextypen, im Sinne abhangiger dichotomer Merkmale, mittels einer logistischen
Regression abgeschatzt. Die Berechnung erfolgte mittels der Software BiAS® bei einem

konfigurierten Signifikanzniveau von < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Ganzgenombasierte Ergebnisse dieser lokalen Analyse
4.1.1 Ubersicht der Ergebnisse der Ganzgenomsequenzierung/-analyse

Alle 237 Isolate aus den Jahren 2005 bis 2007 konnten sequenziert werden. Von diesen
237 Ganzgenomsequenzdaten konnten 234 erfolgreich assembliert werden.
Die Assemblierung der Isolate VRE WI 326, 348, 523 schlug fehl. Von diesen 234
Isolaten wurden alle der allelbasierten Typisierung zugefihrt.

Dies erfolgte zum einen mittels ASA3P* fir das MLST* zur Bestimmung der
Sequenztypen (ST) und zum anderen mittels Ridom Seqgsphere+°! fir das cgMLST*! zur
Bestimmung der Complextypen (CT). Von 234 Isolaten erreichten 187 Isolate einen
cgMLST-Good-Targets-Score von = 90 % und konnten weiter analysiert werden, 47
Isolate erreichten keinen Score von = 90 % und wurden von der weiteren Analyse daher
ausgeschlossen, siehe Abbildung 8.

Unter den 47 Isolaten mit einem Targets-Score von < 90 % waren 14 Isolate mit einer
GenomgréRRe von <50 kbp, die lUbrigen 33 Isolate bzw. deren FASTQ Dateien wurden
mittels des Type (Strain) Genome Server (TYGS)® zur Ermittlung der Spezies
untersucht. Die Isolate konnten den Spezies Acinetobacter baumannii, Enterococcus

thailandicus, Enterococcus malodoratus und Enterococcus faecalis zugeordnet werden.

20 %
(n=47/234)

6 % (n=14/234)

BOcgMLST Good Targets 2 95 % OcgMLST Good Targets 2 90 % und <95 %
BcgMLST Good Targets < 90 %

Abbildung 8: Anteile der cgMLST Good Targets (= 95 % griin, = 90 % und <95 % gelb, < 90 % rot)
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4.1.2 Sequenztypen (ST) der VREfm Isolate aus 2005 bis 2007 nach MLST

Insgesamt konnten fir 184 von 187 Isolaten bereits bekannte Sequenztypen (ST) mittels
MLST-Schemas fiir E. faecium nach Homann 20024° bestimmt werden, siehe Abbildung

s eniurg 20 ;

—
4,3 %

1,6 %
2,7%

= ST192 = ST202 = ST18 = S5T262 = ST17 NEW
= ST279 = ST780 = ST203 = ST306 = ST317 = ST721

Abbildung 9: Gesamtanteile der Sequenztypen (ST) der Isolate (n=187) in Prozent von 2005 bis 2007.
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Abbildung 10: Ubersicht der absoluten Anzahl der ST (Sequenztypen, n=187) in den Jahren 2005 bis 2007.
Uber alle Jahre hinweg dominierte der ST192 (67,9 %), mit groRem Abstand folgend und

ebenso in allen Jahren auftretend der ST202 (11,2 %), in den Jahren 2005 und 2006 der
ST18 (7 %) sowie der ST262 (5,3 %) und im Jahr 2006 der ST17 (2,7 %).

In geringerer Anzahl und vereinzelt traten weiterhin die Typen ST279, ST780, ST203,
ST306, ST317 und ST721 auf.
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Fir 3 Isolate konnte kein bereits bekannter MLST-Typ identifiziert werden, diese wurden
in der Darstellung unter NEW kategorisiert und der cgMLST Typisierung zur weiteren
Charakterisierung unterzogen, siehe Kapitel 4.1.3.

Die Entwicklung des prozentualen Anteils der Sequenztypen in den Jahren 2005 bis
2007 ist in Abbildung 11 dargestellt und zeigte den grof3ten Anstieg fir den ST192.
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Abbildung 11: Entwicklung des Anteils der Sequenztypen (ST) in Prozent in den Jahren 2005, 2006, 2007.
Im Jahr 2005 stieg der Anteil von 50 % Uber 63,4 % im Jahr 2006 auf 77,6 % im Jahr
2007 (p=0,011).

Direkt nach dem ST192 verzeichnete der ST202 den zweitgroRten Anstieg von 5,6 % im
Jahr 2005 uber 8,6 % im Jahr 2006 und bis auf 15,8 % im Jahr 2007.

Dem ST192 folgte im Jahr 2005 der ST262 mit 22,2 %, der 2006 auf einen Anteil von
6,5 % fiel und 2007 verschwand.

An dritter Stelle im Jahr 2005 folgte der ST18 mit 16,7 %, dessen Anteil sich im Jahr
2006 auf 10,8 % verringerte und 2007 ebenso verschwand.
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4.1.3 Complextypen (CT) der VREfm Isolate aus 2005 bis 2007 nach cgMLST

Zur weiteren Sub-Differenzierung der Sequenztypen in Complextypen (CT), wurde
mittels cgMLST Schema fir E. faecium nach de Been,* unter Berticksichtigung von
1423 Genen, flir 154 von 187 Isolaten ein bereits bekannter Complextyp (CT) bestimmt,
siehe Abbildung 12.

CZ?ZQ?%

CT1246
Abbildung 12: Gesamtanteile der Sequenztypen (ST) und zugehoérigen Complextypen (CT) der Isolate
(n=187) in Prozent von 2005 bis 2007.

Uber alle Jahre dominierte der ST192/CT171 (28,3 %) wie in Abbildung 13 zu sehen.

Diesem folgten die Complextypen ST192/CT3 (23,5 %) und mit grélerem Abstand und
unter <5 %: ST18/CT5 (4,8 %), ST192/CT164 (4,3 %), ST202/CT2762 (3,2 %),
ST202/CT2665 (2,7 %), ST192/CT10 und ST192/CT26 (je 2,1 %), ST17/CT3259,
ST202/CT172, ST202/CT5885 und ST192/CT294 (je 1,6 %) sowie ST192/CT1246
(1,1 %).

Vereinzelt (jeweils 0,5 %) konnten Isolate als STNEW/CT171, ST17/CT3256,
ST192/CT2665, ST203/CT1194, ST192/CT1217, STNEW/CT2665, STNEW/CT3
typisiert werden.
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Abbildung 13: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen
(ST/CT, n=187) in den Jahren 2005 bis 2007. Legende sortiert nach Haufigkeit.

Fur die 3 Isolate ohne identifizierbaren ST, konnten jedoch mittels cgMLST Typisierung
CTs bestimmt werden. Darunter (jeweils 0,5 %) die Typen STNEW/CT171,
STNEW/CT2665 sowie STNEW/CTS3.

Fur 33 Isolate konnte kein bereits bekannter cgMLST-Typ identifiziert werden, welche in

der Darstellung unter CTNEW kategorisiert wurden.

Dies waren in absteigender Reihenfolge die Complextypen ST262/CTNEW (5,3 %),
ST192/CTNEW (3,7 %), ST18/CTNEW (2,1 %), ST202/CTNEW (2,1 %), ST279/CTNEW
(1,1 %), ST780/CTNEW (1,1 %) und (jeweils 0,5 %) ST17/CTNEW, ST306/CTNEW,
ST317/CTNEW, ST721/CTNEW.
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Die Entwicklung des prozentualen Anteils der ST/CT-Kombinationen in den Jahren 2005
bis 2007 ist in Abbildung 14 dargestellt und zeigte fir den ST192/CT3 den gréf3ten
Anstieg. Der Anteil stieg von 0 % im Jahr 2005 auf 19,4 % im Jahr 2006 und auf 34,2 %
im Jahr 2007 (p=0,001).

Der ST192/CT171 stieg zunachst von 27,8 % im Jahr 2005 auf 30,1 % im Jahr 2006, um
dann auf 26,3 % im Jahr 2007 zu fallen.
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Abbildung 14: Ubersicht der Sequenz-/Complextypen (ST/CT) der Isolate (n=187) in den Jahren 2005,
2006, 2007 bestimmt mittels cgMLST-Schemas fur E. faecium nach 1423 Kerngenen, siehe de Been 2015.4*

24



Ergebnisse

Andere dem ST192 zuzuordnende Complextypen (CT) wie der ST192/CT10 traten erst
in den Jahren 2006 mit 2,2 % und 2007 mit 2,6 % auf und stiegen dabei leicht im Anteil.
Weitere Complextypen (CT) wie der ST192/CT164 sanken von 5,6 % Anteil im Jahr 2005
auf 1,3 % im Jahr 2007. Andere Sequenztypen mit geringerer Dynamik wie der
ST18/CT5 fielen von 2005 mit 16,7 % auf 6,5 % in 2006 und verschwanden im Jahr
2007. Der Anteil des im Jahr 2005 nicht aufgetretenen ST202/CT2762 stieg von 2,2 %
in 2006 auf 5,3 % in 2007, wohingegen der Anteil des ST202/CT2665 von 4,3 % in 2006
auf 1,3 % in 2007 fiel.

4.1.4 Vancomycin-Resistenz-Gene

Die van Gene konnten in 184 von 187 Isolaten bestimmt werden, siehe Abbildung 15.
Fir 3 Isolate schlug die Bestimmung fehl, diese zeigten jedoch im Labor Wachstum auf

Vancomycin Nahrmedien.

Das Verhdltnis der vanA zu vanB Gene blieb mit 1:5 Uber die Jahr 2005 bis 2007
anndhernd konstant. 2005 lag der vanA Anteil bei 17,4 % (n=3/18), der vanB Anteil bei
77,8 %. Zusatzlich trat einmalig eine vanA+vanB Kombination mit 5,6 % auf.

2006 lag der vanA Anteil bei 18,7 %, der vanB Anteil bei 81,3 %. Im Jahr 2007 lag der
vanA Anteil bei 16 %, der vanB Anteil bei 84 %.
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Abbildung 15: Verhaltnisse der vanA/vanB VREfm Gene (ber die Jahre 2005 bis 2007.
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Die Anteile der Sequenztypen (ST) bzw. Complextypen (CT) an den jeweiligen
vanA/vanB VREfm Genotypen, ist in Abbildung 16 in einem Sunburst-Diagramm
hinterlegt.

vanA+B
(0,5%)

O vanA EHvanA+B W vanB

Abbildung 16: Anteile der ST/CT Typen an den vanA/vanB VREfm Genotypen in den Jahren 2005 bis 2007.

Far vanA nahm Uber alle Jahre der ST202 mit 43,8 % den gré3ten Anteil ein, darunter
war der ST202/CT2762 mit 42,9 % fuhrend, gefolgt vom ST202/CT5885 mit 21,4 % und
ST202/CT172 mit ebenso 21,4 %. Dem ST202 folgte der ST18 mit 40,6 %, unter diesem
war der ST18/CT5 mit 69,2 % fihrend. Diesem folgte mit groRem Abstand der
ST192/CT294 mit 6,3 % und mit je 3,1 % ST721, ST317, ST17/CT3259.

Die im Jahr 2005 einmalig detektierten vanA+vanB Gene wurden in ST192/CTNEW
gefunden.
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Den grof3ten Anteil an vanB konnte dem ST192 mit 80,8 % zugeschrieben werden.
Darunter fihrend war der ST192/CT171 mit 43,4 %, dem folgend der ST192/CT3 mit
35,2 %. Weiterhin die Typen ST192/CT64 mit 6,6 %, mit je 3,3 % der ST192/CT26 und
ST192/CT10, mit 1,6 % der ST192/CT1246, mit je 0,8 % der ST192/CT2665 und
ST192/CT1217. Dem ST192 folgten fur vanB mit grol3em Abstand der ST262 mit 6,6%,
der ST202 mit 4,6 %, der ST17 mit 2,6 %, der STNEW mit 2 %, mit je 1,3 % der ST279
und ST780 sowie der ST306 mit 0,7 %.

Die van Gen Verhdltnisse der jeweiligen Sequenztypen (ST) sind Abbildung 17 zu
entnehmen und unterschieden sich je nach Sequenztyp.

Fur den haufigsten Sequenztyp dieser Studie (ST192) lag das vanA/vanB Verhaltnis bei
1:61. Von 125 Isolaten des ST192 wurden in 122 das vanB Resistenzgen (97,6 %), in 2
(1,6 %) das vanA Resistenzgen und in einem Isolat (0,5 %) das vanA und vanB
Resistenzgen gefunden.
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Abbildung 17: Anteile der vanA/vanB Gene an den Sequenztypen (ST) dieser Arbeit.
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4.1.5 Antibiotika-Resistenzgene

Die 187 Isolate wurden mittels Ridom Seqgsphere+3! und des Taskmoduls NCBI
AMRFinderPlus*® auf Antibiotika-Resistenzgene fir E. faecium analysiert.

Tabelle 22 im Anhang liefert einen Uberblick hinsichtlich der gefundenen Antibiotika-
Resistenzgene eines jeden Isolats und des zugehdrigen ST/CT.

Es konnten bei allen (n=187) Isolaten kodierende Gene fiir eine Aminoglykosidresistenz
gefunden werden, darunter aac(6)-1 (100 %), aph(3')-llla (79,7 %), ant(6)-la (79,7 %),
aac(6"-le (4,8%), aph(2")-la (4,8 %) und aph(2")-lla (1,1 %).

Weiterhin konnten bei allen Isolaten kodierende Gene fir eine Makrolidresistenz

detektiert werden, dies waren msr(C) (100 %) sowie erm(B) (89,8 %).

Auch fur die Antibiotikaklasse der Chinolone konnte bei allen Isolaten eine oder mehrere
mit Fluorchinolon-Resistenz in Verbindung gebrachte chromosomale Mutation gefunden
werden, dies waren GyrA_S83l (90,4 %), ParC_S80R (82,9 %), ParC_S80I (17,1 %),
GyrA_S83Y (7,5 %), GyrA_E87G (1,6 %), GyrA_E87K (1,1 %), GyrA_S83R (0,5 %).

Fir die Klasse der Lincosamide konnte bei 74,3 % der Isolate ein kodierendes

Resistenzgen entdeckt werden, dies waren Inu(B) (73,8 %) sowie Isa(E) (67,4 %).

In 74,9 % der Isolate fand sich ein kodierendes Gen flr eine Tetracyclin-Resistenz, dies
waren tet(L) (74,3 %) und tet(M) (0,5 %).

Das fiir eine Pleuromutilin-Resistenz kodierende Gen eat(A) trugen 99,5 % der Isolate.

Der Anteil des flr eine Trimethoprim-Resistenz kodierenden Gens dfrG lag bei 12,8 %

und der Anteil des flr eine Streptothricin-Resistenz kodierenden Gens sat4 bei 6,4 %.
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Die Entwicklung der prozentualen Anteile der fur die Antibiotikaklassen spezifischen
Resistenzgene in den Jahren 2005, 2006 und 2007 ist in Abbildung 18 dargestellit.
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Abbildung 18: Entwicklung der prozentualen Anteile der Antibiotikaklassen spezifischen Resistenzgene der
Isolate in den Jahren 2005, 2006, 2007.
Es zeigte sich, dass alle Isolate Gene flr Resistenzen der Klassen Aminoglykoside,

Chinolone und Makrolide Uber alle Jahre besaf3en.

Das kodierende Gen eat(A) fiur eine Pleuromutilin-Resistenz lag 2005 bei 94,4 %
(n=17/18) der Isolate vor, 2006 (n=93/93) und 2007 (n=76/76) jeweils bei 100 % der

Isolate.

Der Anteil der Isolate mit einem Gen flr eine Tetracyclin-Resistenz lag 2005 bei 77,8 %
(n=14/18), sank 2006 auf 66,7 % (n=62/93) und stieg 2007 wieder an, auf 84,2 %
(n=64/76). Ein ahnliches Bild zeigte sich hinsichtlich des Anteils der Isolate mit einem
Gen fir eine Lincosamid-Resistenz. 2005 lag der Anteil bei 83,3 % (n=15/18), fiel 2006
auf 67,7 % (n=63/93) und stieg 2007 wieder an auf 80,3 % (n=61/76).

Der Anteil der Isolate mit dem Gen dfrG, kodierend fur eine Trimethoprim-Resistenz, lag
2005 bei 11,1 % (n=2/18), stieg 2006 auf 15,1 % (n=14/93) und fiel 2007 wieder auf
10,5 % (n=8/76).

Ein &hnliches Bild zeigte sich fur die Anteile des Streptothiricin-Resistenzgens sat4. 2005
lag dieses bei 0 % (n=0/18), stieg 2006 auf 10,8 % (n=10/93), um 2007 auf 2,6 %
(n=2/76) zu fallen.
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4.1.6 Wichtige E. faecium Virulenzfaktoren

Die Ergebnisse der Virulenzfaktoren Analyse sind in Abbildung 19 und Tabelle 23 im
Anhang dargestellt. Mittels Ridom Seqsphere+3! und des Taskmoduls VFDB* wurde
nach den 4 wichtigsten E. faecium bezogenen Virulenzfaktoren in allen Isolaten gesucht.

Bei den Faktoren acm, scm, ecbA handelt es sich um MSCRAMMSs, microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules, welche die Adhasion bzw. Bindung
an Liganden wie Fibrinogen und Kollagen der Zellen und Gewebe des Wirtes fordern
und dadurch invasive Infektion erleichtern.*® Im Falle von nosokomialen Infektionen mit
E. faecium waren dies im Detail acm,* ein Kollagen | und IV bindendes Adhasin und
ecbA,®! ebenso ein Adhasin das an Nidogen und Fibrinogen der Extrazellularmatrix
bindet sowie scm?®?, das an Kollagen V und Fibrinogen bindet. Dem Virulenzfaktor sgrA>:
wird dagegen eine fordernde Beteiligung an der E. faecium Biofilmbildung

zugeschrieben.

Bei 97,9 % (n=183/187) der Isolate konnte der Faktor sgrA, bei 86,1 % der Faktor acm
(n=161/187) und bei 17,6 % der Faktor ecbA (n=33/187) gefunden werden.

Der Virulenzfaktor scm trat bei keinem der Isolate auf.

Im Jahr 2005 lag der Anteil von sgrA an den Isolaten bei 100 % (n=18/18), ebenso 2006
(n=93/93) und fiel 2007 auf 94,7 % (n=72/76). Der Anteil des Virulenzfaktor acm an den
Isolaten lag 2005 bei 88,9 % (n=16/18), fiel 2006 (n=76/93) auf 81,7 % um 2007 wieder
auf 90,8 % (n=69/76) zu steigen. ecbA trat 2005 bei keinem der Isolate auf, 2006 stieg
der Anteil dann auf 20,4 % (n=19/93) und fiel 2007 auf 18,4 % (n=14/76).
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Abbildung 19: Entwicklung der prozentualen Anteile der spezifischen E. faecium Virulenzfaktoren acm,
ecbA, scm, sgrA der Isolate in den Jahren 2005, 2006, 2007.
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4.1.7 Phylogenetische Analyse der 187 VREfm Isolate aus 2005 bis 2007

In Abbildung 20 ist die phylogenetische zirkulare Ubersichts-Darstellung aller 187 im
Rahmen dieser Arbeit typisierten Isolate zu sehen. Eine vergréRerte Darstellung im
Querformat findet sich im Anhang, siehe Abbildung 67.
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Abbildung 20: Phylogenetische zirkulare Ubersichts-Darstellung aller 187 typisierten Isolate auf Basis eines
Neighbor-Joining-Trees.

Die Darstellung erfolgte auf Basis eines Neighbor-Joining-Trees nach Saitou*? unter
Angabe (innen nach auf3en) der Isolaten-Nummer, des Proben-Jahres, des MLST-

Sequenztyps (ST), des cgMLST-Complextyps (CT) sowie der van Gene.

Die inneren Linien bilden die phylogenetischen Beziehungen der Isolate zueinander ab
und entsprechen den kirzesten Evolutionspfaden zwischen den Isolaten. Die

Knotenpunkte stellen die letzten gemeinsamen Vorfahren der verbundenen Isolate dar.

In Abbildung 20 kénnen mehrere Cluster lokalisiert werden. Im grof3ten Teil clustern eng
Verwandte Isolate vom Typ ST192, die sich in Subcluster CT171 und CT3
untergruppieren lassen. Als gemeinsames genetische Merkmal konnte hier das vanB

Gen identifiziert werden.
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Die phylogenetische Analyse zur Untersuchung und Visualisierung der
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den 187 Isolaten wurde mit Hilfe von minimum

spanning trees (MST) durchgefihrt, wie in Abbildung 21 zu sehen.

Cluster distance threshold: 10 Cluster 1
ST192/CT171

Q1w ST192/CT164 A
ST192/CT1246 Rt

Qs & g
Q192 . |
Q202
Q203
Q262
Oz ‘
@30s v 4 e “e
Qs

Q72 Cluster 8
O $T192/CT294
780

(O) no group assigned Cluster 9
Y ST192/CT10

[ Cluster 2
e - ST192/CT3
n y ST192/CT26

Cluster 3 ViR .
ST202/CT2762 > —— %

ST202/CT5885 X F c'S?lsgtze[ETEO
ST202/CT172 25 =

Cluster 5 < e =y
FELSE) A Cluster 6
B ST202/CT2665

=gl R ! « = Cluster 7
FU I ! ST17/CT3259
ST17/CT3256

Cluster 4
ST262/CT?

Cluster 11
ST279/CT?

Abbildung 21: Minimum spanning tree (MST) der 187 Isolate auf Basis von MLST/cgMLST Typisierung.
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 10 cgMLST Allelen in Anlehnung an die Arbeiten
von Falgenhauer et al.?22° definiert. Die Farben der Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links.
Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise und Clusterbeschriftungen symbolisieren die
zugehorigen Cluster. Die GroRe der Kreise spiegelt die Anzahl der zugehorigen Isolate ohne
Allelunterschiede wider. Die Léange der Linien und die zugehorige Zahl definieren die Allelunterschiede
zwischen den Isolaten. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Miinster, Deutschland3! und Inkscape, Inkscape
Project®.

Die Analyse ergab, dass Isolate desselben Sequenz- und Complextyps aus

unterschiedlichen Probenjahren (2005, 2006 und 2007) Teil desselben Clusters waren.

Diese Erkenntnis war Grundlage fiir eine detaillierte Cluster Analyse im Folgenden.
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Bei einer Schwelle von 10 Allelen Unterschied, unter Bericksichtigung von 1423
cgMLST-Kerngenomgenen und 7 MLST-Haushaltsgenen zwischen den Isolaten,
konnten insgesamt 11 Cluster generiert werden, siehe Tabelle 5.

Tabelle 5: Ubersicht der 162 von 187 Isolaten, die einem Cluster auf Basis von MLST/cgMLST
Genotypisierung zugeordnet wurden. Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 10 cgMLST
Allelen und eine Mindestzahl von 2 Isolaten pro Cluster nach Standardeinstellungen definiert.

Cluster Anzahl der Isolate ST CT
CT171
Cluster 1 65 ST192 CT164
CT1246
Cluster 2 48 ST192 cT3
CT26
Cluster 3 CT2762
12 ST202 CT5885
CT172
Cluster 4 10 ST262 CTNEW
Cluster 5 8 ST18 CT5
Cluster 6 5 ST202 CT2665
Cluster 7 CT3259
4 ST17
CT3256
Cluster 8 3 ST192 CT294
Cluster 9 3 ST192 CT10
Cluster 10 2 ST192 CTNEW
Cluster 11 2 ST279 CTNEW
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Das grof3te Cluster bildete das Cluster 1, welches aus Abbildung 21 in Abbildung 22
vergroRRert ausgeschnitten und dargestellt ist. Dieses bestand vornehmlich aus Isolaten
des Typs ST192/CT171. Die Allelunterschiede innerhalb dieses Clusters lagen bei <9.
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Abbildung 22: Minimum spanning tree (MST) des Clusters 1 der Gesamtibersicht aus Abbildung 21
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 10 cgMLST Allelen definiert. Die Farben der
Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise
und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehdrigen Cluster. Die Grof3e der Kreise spiegelt die Anzahl
der zugehorigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehérigen Zahlen definieren die
Allelunterschiede zwischen den Isolaten. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Munster, Deutschland®! und
Inkscape, Inkscape Project®2.
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Das Cluster 2, welches aus Abbildung 21 in Abbildung 23 vergro3ert ausgeschnitten und
dargestellt ist, wurde vornehmlich durch den ST192/CT3 und ST192/CT26 formiert.
Hier lagen die Allelunterschiede innerhalb des Clusters bei <7.
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Abbildung 23: Minimum spanning tree (MST) des Clusters 2 der Gesamtiibersicht aus Abbildung 20.
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 10 cgMLST Allelen definiert. Die Farben der
Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise
und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehdrigen Cluster. Die Grof3e der Kreise spiegelt die Anzahl
der zugehorigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehérigen Zahlen definieren die
Allelunterschiede zwischen den Isolaten. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Munster, Deutschland®! und
Inkscape, Inkscape Project®2.

Es konnte zwischen Cluster 1 und 2, beides ST192, eine geringste Allel-Differenz zweier
Isolate unterschiedlichen CT-Subtyps von 20 ausgemacht werden. Dies legte eine
engere Verwandtschaftsbeziehung zwischen dem ST192/CT171 und ST192/CT3 nahe.
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Andere dem Cluster 1 nahe liegende Cluster waren das Cluster 8, Abbildung 24 zu
entnehmen. Diese wurde vornehmlich durch Isolate des Typs ST192/CT294 gebildet,
jedoch lag hier die minimale Zahl der Allelunterschiede zweier Isolate des jeweiligen
Clusters bereits bei 44. Weitere ST192 Cluster mit weiter entfernter Verwandtschaft zum
Cluster 1, waren das Cluster 9 (ST192/CT10) und das Cluster 10 mit ST192
unbekannten Complextyps. Letzteres unterhielt eine engere Beziehung zum Cluster 8
(ST192/CT294) bei einer Alleldifferenz von 38.
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Abbildung 24: Minimum spanning tree (MST) des Clusters 8, 9 und 10 der Gesamtlibersicht aus Abbildung
21. Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 10 cgMLST Allelen definiert. Die Farben der
Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise
und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehdrigen Cluster. Die Grof3e der Kreise spiegelt die Anzahl
der zugehdorigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehérigen Zahlen definieren die
Allelunterschiede zwischen den Isolaten. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland3! und
Inkscape, Inkscape Project®?.

Ein weiteres grolReres Cluster war das Cluster 3, vornehmlich Isolate des Typs
ST202/CT2762. Dieses unterhielt zum Cluster 6 eine Beziehung, ebenso enthielt dieses
Isolate des Typs ST202, jedoch CT2665 Subtyp. Die Allelunterschiede zwischen Cluster

3 und Cluster 6 lagen bei 2 Isolaten des jeweiligen Clusters jedoch bei 92.

Letztlich bildeten noch der ST18/CT5 das Cluster 5, der ST262 unbekannten CT-Typs
das Cluster 4, der ST17/CT3259 und ST17/CT3256 das Cluster 7 sowie 2 Isolate des
ST279 unbekannten CT-Typs das Cluster 11. Die Zahl der maximalen Allelunterschiede
zwischen den Isolaten innerhalb der Cluster lag bei <7 (Cluster 5), <10 (Cluster 4), <2
(Cluster 7) und <1 (Cluster 11).
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Der Schwellenwert fir die Distanz der Allele zur Bildung der cgMLST Cluster wurde flr
eine weitere phylogenetische Analyse von 10 auf den durch die Ridom Seqsphere+
Software® empfohlenen Wert von 20 erhoht. Hierbei konnten einige Veranderungen
hinsichtlich der Clusterbildung beobachtet werden, wie in Tabelle 6 und Abbildung 25 im
Vergleich zu erkennen ist. Insgesamt verringerte sich die Anzahl der Cluster von 11 auf
10, da mehr Isolate einzelnen Clustern zugeordnet wurden.

Tabelle 6: Ubersicht der 173 von 187 Isolaten, die einem Cluster auf Basis von MLST/cgMLST

Genotypisierung zugeordnet wurden. Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST
Allelen und eine Mindestzahl von 2 Isolaten pro Cluster nach Standardeinstellungen definiert.

Cluster Anzahl der Isolate ST CT
CT171
CT3
Cluster 1 116 ST192 CT164
CT1246
CT26
CT2762
Cluster 2 13 ST202 CT5885
CT172
Cluster 3 10 ST262 CTNEW
Cluster 4 9 ST18 CT5
Cluster 5 8 ST192 CT2665
ST202
Cluster 6 7 ST192 CT10
ST192 CT294
Cluster 7 5 ST17 CT3259
CT3256
Cluster 8 3 ST192 CTNEW
Cluster 9 2 ST18 CTNEW
Cluster 10 2 ST279 CTNEW
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Cluster distance threshold: 20
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Abbildung 25: Minimum spanning tree (MST) der 187 Isolate auf Basis von MLST/cgMLST Typisierung.
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen nach Standardeinstellungen
definiert. Die Farben der Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten
Farben der Linien, Kreise und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehérigen Cluster. Die Grof3e der
Kreise spiegelt die Anzahl der zugehdrigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehdrigen
Zahlen reprasentieren die Allelunterschiede zwischen Isolaten. Ridom Seqgsphere+, Ridom GmbH,
Minster®! und Inkscape, Inkscape Project®2,

Die urspringlich getrennten Cluster 1 und Cluster 2 in Abbildung 21 formierten in
Abbildung 25 ein Cluster 1, siehe im Detail in Abbildung 26.

Das Cluster 1 umfasste dabei Isolate des ST192/CT171 sowie des ST192/CT3. Hierbei
lag die Zahl der unterschiedlichen Allele zwischen 2 Isolaten des ST192/CT171 und
ST192/CT3 bei 20, was eine engere Verwandtschaftsbeziehung zwischen beiden

nahelegte.
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Abbildung 26: Minimum spanning tree (MST) des Clusters 1 der Gesamtiibersicht aus Abbildung 25.
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen definiert. Die Farben der
Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise
und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehérigen Cluster. Die Grof3e der Kreise spiegelt die Anzahl
der zugehdorigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehérigen Zahlen definieren die
Allelunterschiede zwischen den Isolaten. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland®' und

Inkscape, Inkscape Project®2.
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Ein weiteres grol3eres Cluster war das Cluster 2, siehe Abbildung 27. Dieses enthielt
Isolate des Typs ST202/CT2762, ST202/CT5885 sowie ST202/CT172 und war verwandt
mit Cluster 5, ebenso enthielt dieses Isolate des Typs ST202, jedoch CT2665 Subtyp.
Die Allelunterschiede zwischen Cluster 2 und Cluster 5 lagen bei 2 Isolaten des
jeweiligen Clusters jedoch bei 92. Der ST262 unbekannten CT-Typs formierte das
Cluster 3, siehe ebenso Abbildung 27. Bei einer Alleldifferenz der Isolate innerhalb des
Clusters von <10. Die Allelunterschiede zwischen Cluster 3 und Cluster 5 lagen bei 2

Isolaten des jeweiligen Clusters bei 89.
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Abbildung 27: Minimum spanning tree (MST) des Clusters 2 und 3 der Gesamtiibersicht aus Abbildung 25.
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen definiert. Die Farben der
Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise
und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehdrigen Cluster. Die Grof3e der Kreise spiegelt die Anzahl
der zugehdorigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehérigen Zahlen definieren die
Allelunterschiede zwischen den Isolaten. Ridom Seqgsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland®! und
Inkscape, Inkscape Project®2.
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Das Cluster 4, siehe Abbildung 28, enthielt Isolate des Typs ST18/CT5 bei einer
Alleldifferenz der Isolate innerhalb des Clusters von <15. Cluster 4 war verwandt mit
Cluster 9. Cluster 9 enthielt ebenso Isolate vom ST18 Typ, jedoch unbekannten CT-
Subtyps. Die Allelunterschiede zwischen Cluster 4 und Cluster 9 lagen bei 2 Isolaten des

jeweiligen Clusters bei 93.

Das Cluster 5 in Abbildung 28 umfasste neben dem ST202/CT2665, nun auch den
benachbarten ST192/CT2665, unterschiedlichen ST-Typ bei identischem CT-Typ, bei

einer Alleldifferenz zwischen Isolaten des jeweiligen Subtyps von 16.

In Abbildung 21 stand der ST192/CT2665 bei einer Alleldifferenz von 16 und damit >10
noch auf3erhalb des Clusters. Die Allelunterschiede zwischen dem benachbarten Cluster
3 und 5 lagen bei 2 Isolaten des jeweiligen Clusters bei 89.
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Abbildung 28: Minimum spanning tree (MST) des Clusters 4 und 5 der Gesamtiibersicht aus Abbildung 25.
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen definiert. Die Farben der
Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise
und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehdrigen Cluster. Die Grofe der Kreise spiegelt die Anzahl
der zugehdorigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehérigen Zahlen definieren die
Allelunterschiede zwischen den Isolaten. Ridom Seqgsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland®! und
Inkscape, Inkscape Project®2.
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Auch das Cluster 9 mit Isolaten des ST192/CT10 sowie das Cluster 8 mit Isolaten des
ST192/CT294, formierten fir eine erhdhte Schwelle zur Clusterbildung als ein Cluster 6
in Abbildung 24 bzw. im Detail in Abbildung 29. Die Alleldifferenz zwischen ST192/CT10
und ST192/CT294 lag fur 2 Isolate des jeweiligen CTs innerhalb des Clusters bei minimal
19 Allelen Unterschied, was ebenso eine engere Verwandtschaftsbeziehung nahelegte.
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Abbildung 29: Minimum spanning tree (MST) des Clusters 6 und 8 der Gesamtubersicht aus Abbildung 25.
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen definiert. Die Farben der
Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise
und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehdrigen Cluster. Die Grof3e der Kreise spiegelt die Anzahl
der zugehdorigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehérigen Zahlen definieren die
Allelunterschiede zwischen den Isolaten. Ridom Seqgsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland3! und
Inkscape, Inkscape Project®2.
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Das Cluster 7, siehe Abbildung 30, enthielt Isolate des gleichen Sequenztyps, aber
unterschiedlichen Complextyps. Der ST17/CT3259 und ST17/CT3256 bei einer
Alleldifferenz der Isolate innerhalb des Clusters von <11. Cluster 7 war verwandt mit
Cluster 5. Die Allelunterschiede zwischen Cluster 7 und Cluster 5 lagen bei 2 Isolaten
des jeweiligen Clusters bei 79.
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ST17/CT3259
ST17/CT3256 ..

17/3259/2006 >

2 17/8259/2006

Cluster distance threshold: 20

O 17

Abbildung 30: Minimum spanning tree (MST) des Clusters 7 der Gesamtlbersicht aus Abbildung 25.
Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen definiert. Die Farben der
Kreise entsprechen den ST-Typen nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise
und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehorigen Cluster. Die GroéRe der Kreise spiegelt die Anzahl
der zugehdorigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die der Linien zugehdrigen Zahlen definieren die
Allelunterschiede zwischen den Isolaten. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland3 und
Inkscape, Inkscape Project®2.
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Letztlich bildeten noch einige Isolate kleinere Cluster, die bei einer Alleldifferenzschwelle
von >10 wie in Abbildung 21 nicht auftraten. Dies war das Cluster 9 mit Isolaten des
ST18 unbekannten CT-Subtyps bei einer Alleldifferenz der Isolate innerhalb des Clusters
von <13 und war verwandt mit Cluster 4, ebenso ST18, jedoch CT5 Subtyp.
Die Allelunterschiede zwischen Cluster 9 und Cluster 4 lagen bei 2 Isolaten des
jeweiligen Clusters bei 93. Ein weiteres kleineres Cluster war das Cluster 10 mit 2
Isolaten des ST279 unbekannten CT-Subtyps bei einer Alleldifferenz der Isolate

innerhalb des Clusters von <1, siehe Gesamtibersicht in Abbildung 25.

Durch die Erhéhung des Schwellenwerts der Alleldistanz zur Clusterbildung von 10, wie
bei Falgenhauer et al.?%?°, auf den durch die Ridom Segsphere+3! Software empfohlenen
Wert von 20, wurden mehr Isolate einzelnen Cluster zugeordnet. Weber et al.®®
berichteten hier von keinen Anderungen hinsichtlich der minimum spanning trees.
Dadurch verringerte sich insgesamt die Anzahl der Cluster, was sich fur die
nachfolgenden komparativen genombasierten Analysen, mit einer deutlich hdheren
Anzahl an VREfm aus dem Rhein-Main Gebiet und Deutschland, mit einem

Schwellenwert von 20, zu Nutze gemacht wurde.
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4.2 Ganzgenombasierte Ergebnisse relevanter Studien fur die Analyse
4.2.1 Genotypisierung der 198 VREfm Isolate von Mellmann et al. (2016)

Von 198 VREfm Isolaten der Studie von Mellmann et al.#’ (2016), konnten 195 Isolate
13 bereits bekannten Sequenztypen (ST) zugeordnet werden, siehe Abbildung 31 und
Tabelle 7.

Die Isolate stammten aus den Jahren 2013-2015. Die Typisierung erfolgte mittels MLST-
Schema fur E. faecium nach Homan et al.®® unter Berlicksichtigung von 7
Haushaltsgenen. Von 195 Isolaten wurden 18 in der Gruppe Sonstige subsummiert, da
ihr jeweiliger Anteil an allen aufgetretenen Sequenztypen (ST) bei <1 % lag.

In der Studie von Mellmann et al.*” dominierte der ST203 (54,5 %), gefolgt vom ST192
(21,7 %) und in geringerer Anzahl auftretend die Sequenztypen ST117 (5,6 %), ST80
(5,1 %), ST17 (2,0 %) und ST555 (2,0 %). Weiterhin konnten 3 Isolate (1,5 %) nicht
einem bereits bekannten Sequenztyp (ST) zugeordnet werden.

Die genaue Aufschliisselung der Gruppe Sonstige mit 18 Isolaten (9,1 %), findet sich in

Tabelle 7 unter Angabe der Sequenztypen (ST), ihrer absoluten Anzahl und ihres Anteils.

Sonstige
9,1%
n=18

Abbildung 31: Gesamtanteile der ST der Isolate (=198, Probenjahre: 2013-2015) von Mellmann et al.*”
(2016) in Prozent.
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Tabelle 7: Ubersicht der 18 Isolate der Gruppe Sonstige der Studie von Mellmann et al.*” unter Angabe der
Sequenztypen (ST), der absoluten Anzahl und Gesamtanteile. Absteigend sortiert nach Anzahl.

Sonstige
ST Anzahl Gesamtanteil ST Anzahl Gesamtanteil
ST262 1.5% 3 STNEW 1,5% 3
STr2l 1.5% 3 ST1185 0,5 % 1
ST78 1.5% 3 ST1186 0,5 % 1
ST925 1.5% 3 ST769 0,5 % 1

Zur genaueren Auflésung und als Bedingung fiir die komparative phylogenetische
Analyse, wurden alle Isolate der Studie von Mellmann et al.*” der cgMLST basierten
Typisierung fur E. faecium nach de Been*! zugefihrt.

Fur 197 von 198 VREfm Isolaten konnte so ein bereits bekannter Complextyp (CT)
bestimmt werden, siehe Abbildung 32.
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Abbildung 32: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen
(STICT, n=198, Probenjahre: 2013-2015) der Studie von Mellmann et al.*” (2016).
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Von 198 Isolaten wurden 20 (10,1 %) in der Gruppe Sonstige subsummiert, da ihr
jeweiliger Anteil an allen aufgetretenen ST/CT Typen bei <1,5 % lag.

Die genaue Aufschliisselung der Gruppe Sonstige unter Angabe des ST/CT Typs, der
absoluten Anzahl und des prozentualen Anteils findet sich in Tabelle 8.

Tabelle 8: Ubersicht der 198 Isolate der Gruppe Sonstige der Studie von Mellmann et al.*” unter Angabe
der ST/CT Typen, der absoluten Anzahl und Gesamtanteile. Absteigend sortiert nach Anzahl.

STICT Anzahl Gesamtanteil ST/ICT Anzahl Gesamtanteil
ST117/CT30 2 1,0 % ST17/CT29 1 0,5%
ST192/CT3 2 1,0 % ST203/CT39 1 0,5%
ST78/CT55 2 1,0 % ST203/CT56 1 0,5%
ST80/CT16 2 1,0 % ST203/CTNEW 1 0,5%
ST925/CT61 2 1,0 % ST769/CT25 1 0,5%
STNEW/CT20 2 1,0 % ST78/CT59 1 0,5%
ST117/CT37 1 0,5% ST80/CT32 1 0,5%
ST117/CT41 1 0,5% ST80/CT66 1 0,5%
ST1185/CT43 1 0,5% ST925/CT65 1 0,5%
ST1186/CT32 1 0,5% STNEW/CT25 1 0,5%

Der ST203/CT20 (47 %) hatte den groRten Anteil an allen Isolaten bzw. ST/CT Typen.
Diesem folgten mit gréRerem Abstand die Sequenz-/Complextypen ST192/CT22 mit
11,6 %, der ST192/CT26 mit 7,6 %, der ST203/CT28 mit 6,1 %, der ST117/CT24 mit
2,0 %, der ST555/CT31 mit 2,0 % und mit je 1,5 % der ST117/CT35, ST117/CT57,
ST192/CT64, ST262/CT60, ST721/CT44, ST80/CT49 und ST80/CT67.
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Abbildung 33: Anteile der vanA/vanB Gene an den Sequenztypen (ST) der Studie von Mellmann et al.#’
(2016). Die Isolate stammten aus den Jahren 2013-2015.

In 195 von 198 Isolaten (98,5 %) konnten van Gene bestimmt werden, sieche Abbildung
33. Das vanA Gen wurde in 71,3 % der Isolate detektiert, das vanB Gen in 28,2 % aller
Isolate. Lediglich 1 Isolat (0,5 %), der ST192, trug sowohl vanA als auch vanB. Das

Verhdltnis von vanA zu vanB lag damit bei 1:0,4.

Die van Gen Verhéltnisse der jeweiligen Sequenztypen (ST) sind ebenso Abbildung 33

zu entnehmen und unterschieden sich je nach Sequenztyp (ST).

Nur vanA trugen ST203, ST262, ST721, ST1186 und ST769. Dagegen trugen ST555,
ST78, ST925, ST1185 nur vanB.

FUr den haufigsten Sequenztyp (ST) dieser Arbeit, der ST192, lag das vanA/vanB
Verhéaltnis bei Mellmann et al.*” bei 1:13. 90,7 % der Isolate des ST192 trugen vanB und
7 % vanA.
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4.2.2 Genotypisierung der 772 VREfm Isolate von Liese et al. (2019)

Von 772 VREfm Isolaten der Studie von Liese et al.? (2019), konnten 741 Isolate 27
bereits bekannten Sequenztypen (ST) zugeordnet werden, siehe hierzu Abbildung 34.

Abbildung 34: Gesamtanteile der Sequenztypen (ST) der Isolate (n=772, Probenjahre: 2010-2016) von
Liese et al.?® (2019) in Prozent.

Die Isolate stammten aus den Jahren 2010-2016. Die Typisierung erfolgte mittels MLST-
Schema fur E. faecium nach Homan et al*® unter Berticksichtigung von 7
Haushaltsgenen. Von 772 Isolaten wurden 39 in der Gruppe Sonstige subsummiert, da

ihr jeweiliger Anteil an allen aufgetretenen Sequenztypen (ST) bei <1 % lag.

In der Studie von Liese et al.?® dominierte der ST80 (45,1 %), gefolgt vom ST117 (26 %)
und in geringerer Anzahl auftretend die Sequenztypen ST17 (7,0 %) und ST192 (4,9 %).

Weiterhin konnten 31 Isolate (4,0 %) nicht einem bereits bekannten Sequenztyp (ST)

zugeordnet werden.
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Die genaue Aufschliisselung der Gruppe Sonstige mit 39 Isolaten (5,1 %), findet sich in

Tabelle 9 unter Angabe der Sequenztypen (ST), absoluten Anzahl und ihres Anteils.

Tabelle 9: Ubersicht der 39 Isolate der Gruppe Sonstige der Studie von Liese et al. unter Angabe der
Sequenztypen (ST), der absoluten Anzahl und Gesamtanteile. Absteigend sortiert nach Anzahl.

Sonstige
ST Anzahl Gesamtanteil ST Anzahl Gesamtanteil ST Anzahl Gesamtanteil

ST925 7 0,9% ST64 2 0,3% ST612 1 0,1%
ST132 5 0,6 % ST104 1 0,1% ST721 1 0,1 %

ST78 4 0,5% ST1201 1 0,1% ST780 1 0,1%
ST1595 3 0,4 % ST1299 1 0,1% ST83 1 0,1%
ST125 2 0,3% ST262 1 0,1% ST885 1 0,1%
ST280 2 0,3% ST412 1 0,1% ST89 1 0,1%
ST323 2 0,3% ST427 1 0,1 %

Zur genaueren Auflésung und als Bedingung fir die komparative phylogenetische

Analyse, wurden alle Isolate der Studie von Liese et al.? der cgMLST basierten

Typisierung fur E. faecium nach de Been* zugefihrt. Fiir 762 von 772 VREfm-Isolaten

konnte so ein bereits bekannter Complextyp bestimmt werden, siehe Abbildung 35.
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Abbildung 35: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen

(ST/CT, n=772, Probenjahre: 2010-2016) der Studie von Liese et al. (2019)%.
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Von 772 Isolaten wurden 180 (23,3 %) in der Gruppe Sonstige subsummiert, da ihr
jeweiliger Anteil an allen aufgetretenen ST/CT Typen bei <1 % lag.

Die genaue Aufschlisselung der Gruppe Sonstige unter Angabe des
Sequenztyps/Complextyps (ST/CT), der absoluten Anzahl und des Anteils findet sich in
Tabelle 24 im Anhang.

Der ST80/CT1065 (28,2 %) hatte den grof3ten Anteil an allen Isolaten bzw. ST/CT Typen.
Diesem folgten mit groRerem Abstand die Sequenz-/Complextypen ST117/CT469 mit
14,9 %, der ST80/CT1013 mit 7,9 %, der ST117/CT24 mit 6,3 %, der ST17/CT900 mit
4,9 %, der ST80/CT1066 mit 4,1 %, der ST192/CT26 mit 3,4 %, der ST203/CT20 mit 2,6
%, der ST202/CT2763 mit 1,9 %, der ST117/CT71 mit 1,3 % und letztlich der
ST18/CT281 mit 1,0 %.
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Abbildung 36: Anteile der vanA/vanB Gene an den Sequenztypen (ST) der Studie von Liese et al.?3 (2019).
Die Isolate stammten aus den Jahren 2010-2016.

In 734 von 772 Isolaten (95,1%) konnten van Gene detektiert werden, siehe Abbildung

36. 79,2 % der Isolate trugen das vanB Gen und 21,1 % der Isolate das vanA Gen.
Lediglich 1 Isolat (0,1 %), der ST17, trug sowohl das vanA als auch vanB Gen.
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Das Verhaltnis von vanA zu vanB lag damit bei 1:3,8. Die vanA/vanB Gen Verhéltnisse
der jeweiligen Sequenztypen (ST) sind ebenso Abbildung 36 zu entnehmen und
unterschieden sich je nach Sequenztyp (ST). Nur vanA trugen ST18, ST323, ST64,
ST104, ST1299, ST262, ST412, ST427, ST780, ST885 und ST89. Dagegen trugen
ST925, ST1595, ST1201, ST612 und ST721 nur vanB.

Fur den haufigsten ST der Studie von Liese et al.?, der ST80, lag das vanA/vanB
Verhéltnis bei 1:14. In 93,4 % der Isolate des ST80 wurde vanB, in 6,6 % vanA und bei
1 (0,1 %) Isolat sowohl vanA als auch vanB detektiert. Flr den haufigsten Sequenztyp
(ST) dieser Arbeit, der ST192, lag das vanA/vanB Verhaltnis bei Liese et al.?® bei 1:5,3.
84,2 % der Isolate des ST192 trugen vanB und 15,8 % vanA.

4.2.3 Genotypisierung der 42 VREfm Isolate von Eichel et al. (2020)

Von 42 VREfm Isolaten der Studie von Eichel et al.?” (2020), konnten 41 Isolate 4 bereits
bekannten Sequenztypen (ST) zugeordnet werden, siehe hierzu Abbildung 37.

Die Isolate stammten aus dem Jahr 2016. Die Typisierung erfolgte mittels MLST-
Schema fur E. faecium nach Homan et al*® unter Berticksichtigung von 7
Haushaltsgenen. In der Studie von Eichel et al.?” dominierte der ST117 (73,8 %), gefolgt
vom ST80 (16,7 %) und in geringerer Anzahl auftretend die Sequenztypen ST262 (4,8
%) und ST1352 (2,4 %). Weiterhin konnte 1 Isolat (2,4 %) nicht einem bereits bekannten

Sequenztyp (ST) zugeordnet werden.

STNEW ST1352
2,4% 24%
’ 1

n=1 n=

Abbildung 37: Gesamtanteile der (ST) Sequenztypen der Isolate (n=42, Probenjahr: 2016) von Eichel et
al.?” (2020) in Prozent.
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Zur genaueren Aufldsung und als Bedingung fir die komparative phylogenetische
Analyse, wurden alle Isolate der Studie von Eichel et al.?” der cgMLST basierten
Typisierung fur E. faecium nach de Been*' zugefihrt.

Fur alle 42 VREfm Isolate konnte so ein bereits bekannter CT bestimmt werden, siehe
Abbildung 38.
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Abbildung 38: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen
(ST/CT, n=42, Probenjahr: 2016) der Studie von Eichel et al.?” (2020).

Der ST117/CT171 (50 %) hatte den grofiten Anteil an allen Isolaten bzw. ST/CT Typen.
Diesem folgten mit grélRerem Abstand die Sequenz-/Complextypen ST117/CT36 und
ST80/CT1065 mit je 14,3 %, der ST117/CT1775 mit 7,1 %, der ST262/CT2841 mit 4,8
% und mit je 2,4 % der STNEW/CT36, ST117/CT469, ST1352/CT71 und ST80/CT3006.
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Abbildung 39: Anteile der vanAl/vanB Gene an den (ST) Sequenztypen der Studie von Eichel et al. (2020).
Die Isolate stammten aus dem Jahr 2016.

In 41 von 42 |Isolaten konnten van Gene bestimmt werden, siehe Abbildung 39.
Das vanA Gen wurde in 2,4 % der Isolate detektiert, das vanB Gen in 97,6 % aller Isolate.

Das Verhéltnis von vanA zu vanB lag damit bei 1:40. Die van Gen Verhdltnisse der
jeweiligen Sequenztypen (ST) sind ebenso Abbildung 39 zu enthehmen und

unterschieden sich je nach Sequenztyp (ST). Nur vanB trugen ST262 und ST1352.

Im Falle des haufigsten ST der Studie von Eichel et al.?’, ST117, trugen ebenso alle
Isolate vanB. In der Studie trug lediglich 1 Isolat des ST80 (14,3 %) das vanA Gen.
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4.2.4 Genotypisierung der 111 VREfm Isolate von Neumann et al. (2020)

Von 111 VREfm Isolaten der Studie von Neumann et al.?® (2020), konnten alle Isolate

12 bereits bekannten Sequenztypen (ST) zugeordnet werden, siehe Abbildung 40.

Die Isolate stammten aus den Jahren 2014-2015. Die Typisierung erfolgte mittels MLST-
Schema fur E. faecium nach Homan et al®® unter Berlicksichtigung von 7

Haushaltsgenen.

Von 111 Isolaten wurden 9 in der Gruppe Sonstige subsummiert, da ihr jeweiliger Anteil
an allen aufgetretenen Sequenztypen (ST) bei <1 % lag.

In der Studie von Neumann et al.?® dominierte der ST117 (74,8 %), gefolgt vom ST192
(9,9 %) und in geringerer Anzahl auftretend die Sequenztypen ST80 (5,4 %) und ST564
(1,8 %).

Weiterhin konnte 1 Isolat (0,9 %) nicht einem bereits bekannten Sequenztyp (ST)
zugeordnet werden.

Sonstige
8,1%
n=9

Abbildung 40: Gesamtanteile der Sequenztypen (ST) der Isolate (n=111, Probenjahre: 2014-2015) von
Neumann et al.6 (2020) in Prozent.
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Die genaue Aufschlisselung der Gruppe Sonstige mit 9 Isolaten (8,1 %), findet sich in

Tabelle 10 unter Angabe der ST, ihrer absoluten Anzahl und ihres Anteils.

Tabelle 10: Ubersicht der 9 Isolate der Gruppe Sonstige der Studie von Neumann et al. unter Angabe der
(ST) Sequenztypen, der absoluten Anzahl und Gesamtanteile. Absteigend sortiert nach Anzahl.

Sonstige
ST Anzahl Gesamtanteil ST Anzahl Gesamtanteil
ST17 0,9 % 1 ST78 0,9 % 1
ST18 0,9 % 1 ST780 0,9 % 1
ST203 0,9 % 1 ST89 0,9 % 1
ST280 0,9 % 1 STNEW 0,9 % 1
ST6 0,9 % 1

Zur genaueren Auflosung und als Bedingung fir die komparative phylogenetische

Analyse, wurden alle Isolate der Studie von Neumann et al.?® der cgMLST basierten

Typisierung fur E. faecium nach de Been*! zugefiihrt.

Fir alle 111 VREfm Isolate konnte so ein bereits bekannter CT bestimmt werden, siehe

Abbildung 41.
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Abbildung 41: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen
(ST/CT, n=111, Probenjahre: 2014-2015) der Studie von Neumann et al.?® (2020).
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Von 111 Isolaten wurden 19 (17,1 %) in der Gruppe Sonstige subsummiert, da ihr
jeweiliger Anteil an allen aufgetretenen ST/CT Typen bei <1 % lag.

Die genaue Aufschlisselung der Gruppe Sonstige unter Angabe des
Sequenztyps/Complextyps (ST/CT), der absoluten Anzahl und des Anteils findet sich in
Tabelle 11.

Tabelle 11: Ubersicht zu Kapitel 4.8.4 der 111 Isolate der Gruppe Sonstige der Studie von Neumann et al.
unter Angabe der ST/CT Typen, der absoluten Anzahl und Gesamtanteile. Absteigend sortiert nach Anzahl.

STICT Anzahl Gesamtanteil ST/ICT Anzahl Gesamtanteil

ST117/CT895 1 0,9 % ST80/CT896 1 0,9 %
ST17/CT900 1 0,9 % ST80/CT315 1 0,9 %
ST18/CT253 1 0,9 % ST80/CT847 1 0,9 %

ST192/CT3 1 0,9 % ST80/CT888 1 0,9 %
ST203/CT39 1 0,9 % ST80/CT890 1 0,9 %
ST280/CT893 1 0,9 % ST80/CT891 1 0,9 %
ST564/CT901 1 0,9 % ST80/CT899 1 0,9 %
ST564/CT898 1 0,9 % ST89/CT301 1 0,9 %

ST6/CT889 1 0,9 % STNEW/CT892 1 0,9 %
ST78/CT894 1 0,9 %

Der ST117/CT469 (61,3 %) hatte den grof3ten Anteil an allen Isolaten bzw. ST/CT Typen.
Diesem folgten mit gréRerem Abstand die Sequenz-/Complextypen ST192/CT26 mit
7,2 %, der ST117/CT178 mit 6,3 %, der ST117/CT36 mit 2,7 % und mit je 1,8 % der
ST117/CT24, ST117/CT887 und ST192/CT897.
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Abbildung 42: Anteile der vanA/vanB Gene an den (ST) Sequenztypen der Studie von Neumann et al.?8
(2020). Die Isolate stammten aus dem Jahr 2014-2015.

In 110 von 111 Isolaten (99,1 %) konnten van Gene bestimmt werden, siehe Abbildung
42. Das vanA Gen wurde in 9,1 % der Isolate detektiert und das vanB Gen in 90,9 %

aller Isolate.

Das Verhéltnis von vanA zu vanB lag damit bei 1:10. Die van Gen Verhdltnisse der
jeweiligen Sequenztypen (ST) sind ebenso Abbildung 42 zu enthehmen und

unterschieden sich je nach Sequenztyp (ST).

Nur vanA trugen ST18, ST203, ST6, ST78 und ST89. Dagegen trugen nur vanB ST192,
ST564, ST17, ST280, ST780 und STNEW.

Fur den haufigsten ST der Studie von Neumann et al.?6, der ST117, lag das vanA/vanB
Verhaltnis bei 1:40,5. 97,6 % der Isolate des ST117 trugen vanB und 2,4 % vanA.

Fir den haufigsten Sequenztyp dieser Arbeit, ST192, lag das vanA/vanB Verhaltnis bei
Neumann et al.? bei 0:1. Von 11 Isolaten des ST192 trugen alle vanB.
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4.2.5 Genotypisierung der 97 VREfm Isolate von Eisenberger et al. (2020)

Von 97 VREfm Isolaten der Studie von Eisenberger et al.?® (2020), konnten 94 Isolate
5 bereits bekannten Sequenztypen (ST) zugeordnet werden, siehe hierzu Abbildung 43.
Die Isolate stammten aus den Jahren 2018-2019. Die Typisierung erfolgte mittels MLST-
Schema fur E. faecium nach Homan et al.®® unter Berlicksichtigung von 7
Haushaltsgenen.

In der Studie von Eisenberger et al.?® dominierte der ST80 (55,7 %), gefolgt vom ST117
(20,6 %) und ST78 (18,6 %) und je einmal auftretend die Sequenztypen ST552 (1,0 %)
und ST612 (1,0 %).

Weiterhin konnten 3 Isolate (3,1 %) nicht einem bereits bekannten Sequenztyp
zugeordnet werden.

Abbildung 43: Gesamtanteile der Sequenztypen (ST) der Isolate (n=97, Probenjahre: 2018-2019) von
Eisenberger et al.?® (2020) in Prozent.
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Zur genaueren Aufldsung und als Bedingung fir die komparative phylogenetische
Analyse, wurden alle Isolate der Studie von Eisenberger et al.?® der cgMLST basierten
Typisierung fir E. faecium nach de Been*' zugefiihrt. Fiir 96 VREfm Isolate konnte so
ein bereits bekannter Complextyp (CT) bestimmt werden, siehe Abbildung 44.
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Abbildung 44: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen
(ST/CT, n=97, Probenjahre: 2018-2019) der Studie von Eisenberger et al.?® (2020).

Der ST80/CT1065 (43,3 %) hatte den gré3ten Anteil an allen Isolaten bzw. ST/CT Typen.
Diesem folgten mit groRerem Abstand die Sequenz-/Complextypen ST117/CT71 mit
11,3 %, der ST78/CT2055 mit 10,3 %, der ST117/CT469 mit 8,2 %, der ST78/CT894
mit 7,2 %, mit je 3,1 % der ST80/CT2478 und der ST80/CT2543, der ST80/CT2051 mit
21 % und mit je 1 % der ST117/CTNEW, ST552/CT2511, ST612/CT2510,
ST78/CT2447, ST80/CT1791, ST80/CT2318 und ST80/CT3110.
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Abbildung 45: Anteile der vanA/vanB Gene an den (ST) Sequenztypen der Studie von
Eisenberger et al.?8 (2020). Die Isolate stammten aus den Jahren 2018-2019.

In 96 von 97 Isolaten (99 %) konnten van Gene bestimmt werden, siehe Abbildung 45.
Das vanA Gen wurde in 28,1 % der Isolate detektiert, das vanB Gen in 69,8 % aller

Isolate. Das Verhaltnis von vanA zu vanB lag damit bei 1:2,5.

Die van Gen Verhéltnisse der jeweiligen Sequenztypen (ST) sind ebenso Abbildung 45
zu entnehmen und unterschieden sich je nach Sequenztyp (ST). Nur vanA trugen ST552

und ST612. Dagegen trug ausschlie3lich ST117 nur vanB.

Fur den haufigsten ST der Studie von Eisenberger et al.28, der ST80, lag das vanA/vanB
Verhdltnis bei 1:6,6. 13,0 % der Isolate des ST80 trugen vanB und 85,2% vanA. 1 Isolat

(1,8%) trug sowohl vanA als auch vanB.
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4.2.6 Genotypisierung der 94 VREfm Isolate von Falgenhauer et al. (2019)

Von 94 VREfm Isolaten der Studie von Falgenhauer et al.?? (2019), konnten alle Isolate
5 bereits bekannten Sequenztypen (ST) zugeordnet werden, siehe hierzu Abbildung 46.
Die Isolate stammten aus den Jahren 2017-2018. Die Typisierung erfolgte mittels MLST-
Schema fur E. faecium nach Homan et al.®® unter Berlicksichtigung von 7
Haushaltsgenen.

In der Studie von Falgenhauer et al.?? (2019) dominierte der ST117 (94,7 %), mit groRem
Abstand gefolgt vom ST80 (2,1 %) und nur je einmal (je 1,1 %) auftretend die
Sequenztypen ST1428, ST192 und ST262.

ST80
2,1%

ST262
1,1%
ST192 n=1
1,1%
n=1

Abbildung 46: Gesamtanteile der Sequenztypen (ST) der Isolate Isolate (n=94, Probenjahre: 2017-2018)
von Falgenhauer et al.?? (2019) in Prozent.
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Zur genaueren Aufldsung und als Bedingung fir die komparative phylogenetische
Analyse, wurden alle Isolate der Studie von Falgenhauer et al.?? (2019) der cgMLST
basierten Typisierung fiir E. faecium nach de Been*' zugefihrt. Fir alle 94 VREfm
Isolate konnte so ein bereits bekannter Complextyp (CT) bestimmt werden, siehe
Abbildung 47.

81 78

80 - (83,0%)
75 A
70 -
65
60 -
55 -
50 o
45 A
40 A
35

Anzahl der Isolate

30 -
25 -
20
15 -+

10 - 4 4

(4,3%)  (4,3%) 1 1 1 1 1

(1,1%) (1,1%) (1,1%) (1,1%) (1,1%)

Sequenz-/Clustertypen (ST/CT)

mST117TCT71 mST117/CT36 HST117/CT469 ST117/CT1473
mST117/CT2614 EST117/CT2615 mST1428/CT2616 mST192/CT10

Abbildung 47: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen
(ST/CT, n=94, Probenjahre: 2017-2018) der Studie von Falgenhauer et al.?? (2019).

Der ST117/CT71 (83 %) hatte den groRten Anteil an allen Isolaten bzw. ST/CT Typen.
Diesem folgten mit grélRerem Abstand die Sequenz-/Complextypen ST117/CT36 und
ST117/CT469 mit je 4,3 % und je einmal auftretend der ST117/CT1473, ST117/CT2614,
ST117/CT2615, ST1428/CT2616 und ST192/CT10 mitje 1,1 %
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Abbildung 48: Anteile der vanA/vanB Gene an den Sequenztypen (ST) der Studie von Falgenhauer et al.??
(2019). Die Isolate stammten aus den Jahren 2017-2018.

In 92 von 94 Isolaten (97,9 %) konnten van Gene bestimmt werden, siehe Abbildung 48.
Das vanA Gen wurde lediglich bei 1,1 % der Isolate detektiert, das vanB Gen in 98,9 %

aller Isolate.

Das Verhéltnis von vanA zu vanB lag damit bei 1:91. Die van Gen Verhaltnisse der
jeweiligen Sequenztypen (ST) sind ebenso Abbildung 48 zu enthehmen und
unterschieden sich je nach Sequenztyp (ST). AusschlieR3lich der ST262 trug nur vanA,
dagegen trugen der ST117, ST1428 und ST192 nur vanB.

Im Falle des haufigsten ST der Studie von Falgenhauer et al.?? (2019), ST117, lies sich
fur alle Isolate das vanB Gen detektieren. Der haufigste Sequenztyp (ST) dieser Arbeit,

ST192, trat lediglich einmal in Erscheinung und trug vanB.
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4.2.7 Genotypisierung der 55 VREfm Isolate von Falgenhauer et al. (2021)

Von 55 VREfm lIsolate der Studie von Falgenhauer et al.?° (2021), konnten 54 Isolate 3
bereits bekannten Sequenztypen (ST) zugeordnet werden, siehe hierzu Abbildung 49.
Die Isolate stammten aus den Jahren 2016-2018. Die Typisierung erfolgte mittels MLST-
Schema fur E. faecium nach Homan et al.®® unter Berlicksichtigung von 7
Haushaltsgenen.

In der Studie von Falgenhauer et al.?® dominierte der ST117 (92,7 %), mit groRerem
Abstand gefolgt vom ST18 (3,6 %) und nur einmal auftretend der Sequenztyp ST262
(1,8 %). Weiterhin konnte 1 Isolat (1,8 %) nicht einem bereits bekannten Sequenztyp
(ST) zugeordnet werden.

Abbildung 49: Gesamtanteile der Sequenztypen (ST) der Isolate (n=55, Probenjahre: 2016-2018) von
Falgenhauer et al.?® (2021) in Prozent.
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Zur genaueren Aufldsung und als Bedingung fir die komparative phylogenetische
Analyse, wurden alle Isolate der Studie von Falgenhauer et al.?° (2021) der cgMLST
basierten Typisierung fur E. faecium nach de Been*' zugefiihrt, dies erfolgte unter
Berticksichtigung von 1423 Genen. Fir 49 von 55 VREfm Isolaten konnte so ein bereits
bekannter Complextyp (CT) bestimmt werden, siehe Abbildung 50.

50 - 45
(81,8%)

45
40 1
35 A
30 A
25 A
20 A

Anzahl der Isolate

15 A
10 -

3 3

2
(5,5%) (5,5%) (3,6%) (1,2%) (1;%)

(ST/CT) Sequenz-/Clustertypen

mST117/CT71 mST117/CT36 m ST117/CTNEW
ST18/CTNEW m ST262/CT1815 m STNEW/CTNEW
Abbildung 50: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen
(ST/CT, n=55, Probenjahre: 2016-2018) der Studie von Falgenhauer et al.?® (2021).

Der ST117/CT71 (81,8 %) hatte den grof3ten Anteil an allen Isolaten bzw. ST/CT Typen.
Diesem folgten mit groBerem Abstand die Sequenz-/Complextypen ST117/CT36 und
der ST117/CTNEW mi je 5,5 %, der ST18/CTNEW mit 3,6 % und je einmal der
ST262/CT1815 und STNEW/CTNEW mit je 1,8 %.

100% A
90% -
80% A
70% -
60% -
50% - 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Anteile der vanA/vanB Gene

40% A
30% A
20% -
10% -
0% -
Gesamtanteil (n=54) ST117 (n=51) ST18 (n=2) ST262 (n=1)
mvanB

Abbildung 51: Anteile der vanA/vanB Gene an den Sequenztypen (ST) der Studie von Falgenhauer et al.?®
(2021). Die Isolate stammten aus den Jahren 2016-2018.

In 54 von 55 Isolaten konnten van Gene bestimmt werden, davon trugen alle das vanB
Gen, siehe Abbildung 51.
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4.2.8 Genotypisierung der 636 VREfm Isolate von Xanthopoulou et al. (2020)

Von 636 VREfm Isolaten der Studie von Xanthopoulou et et al.?® (2020), konnten 631
Isolate 30 bereits bekannten Sequenztypen (ST) zugeordnet werden, siehe hierzu
Abbildung 52. Die Isolate stammten aus den Jahren 2014-2018. Die Typisierung erfolgte
mittels MLST-Schema fiir E. faecium nach Homan et al.*° unter Berticksichtigung von 7
Haushaltsgenen. Von 636 Isolaten wurden 37 in der Gruppe Sonstige subsummiert, da
ihr jeweiliger Anteil an allen aufgetretenen Sequenztypen (ST) bei <1 % lag.

In der Studie von Xanthopoulou et al.?® dominierte der ST117 (50,5 %), gefolgt vom ST80
(19,7 %) und in geringerer Anzahl auftretend die Sequenztypen ST203 (8,0 %), ST78
(4,6 %), ST17 (3,3 %), ST262 (2,8 %), ST192 (1,6 %), ST18 (1,4 %), ST323 (1,3 %) und
ST721 (1,1 %). Weiterhin konnten 5 Isolate (0,8 %) nicht einem bereits bekannten
Sequenztyp (ST) zugeordnet werden.

Abbildung 52: Gesamtanteile der Sequenztypen (ST) der Isolate (n=636, Probenjahre: 2014-2018) von
Xanthopoulou et al.?> (2020) in Prozent.

Die genaue Aufschlisselung der Gruppe Sonstige mit 37 Isolaten (5,8 %), findet sich in

Tabelle 12 unter Angabe der Sequenztypen (ST), ihrer absoluten Anzahl und ihres

Anteils.
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Tabelle 12: Ubersicht der 37 Isolate der Gruppe Sonstige der Studie von Xanthopoulou et al.?5 unter Angabe
der Sequenztypen (ST), der absoluten Anzahl und Gesamtanteile. Absteigend sortiert nach Anzahl.

Sonstige
ST Anzahl Gesamtanteil ST Anzahl Gesamtanteil

ST1595 0,9 % 6 ST2363 0,2% 1
ST612 0,8 % 5 ST253 0,2% 1
STNEW 0,8% 5 ST280 0,2% 1
ST1478 0,3% 2 ST296 0,2% 1

ST32 0,3% 2 ST329 0,2% 1
ST361 0,3% 2 ST5 0,2% 1
ST1055 0,2 % 1 ST535 0,2% 1
ST1186 0,2 % 1 ST56 0,2% 1
ST1489 0,2 % 1 ST89 0,2% 1
ST154 0,2 % 1 ST992 0,2% 1
ST2170 0,2% 1

Zur genaueren Auflésung und als Bedingung fir die komparative phylogenetische
Analyse, wurden alle Isolate der Studie von Xanthopoulou et al.?® der cgMLST basierten

Typisierung fur E. faecium nach de Been*' zugefihrt.

Fur 629 von 636 VREfm Isolaten konnte so ein bereits bekannter Complextyp (CT)
bestimmt werden, siehe Abbildung 52. Von 636 Isolaten wurden 293 (46,1 %) in der
Gruppe Sonstige subsummiert, da ihr jeweiliger Anteil an allen aufgetretenen ST/CT

Typen bei <1 % lag.

Die genaue Aufschlisselung der Gruppe Sonstige unter Angabe des
Sequenztyps/Complextyps (ST/CT), der absoluten Anzahl und des Anteils findet sich in
Tabelle 25 im Anhang.
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mST117/CT24 mST203/CT1614 mST203/CT28 ST323/CT1014 ST721/CT1573

Abbildung 53: Ubersicht der absoluten Anzahl der MLST/cgMLST Typen bzw. Sequenz-/Complextypen
(ST/CT, n=636, Probenjahre: 2014-2018) der Studie von Xanthopoulouet al.?> (2020).

Der ST117/CT71 (27,5 %) hatte den grof3ten Anteil an allen Isolaten bzw. ST/CT Typen.
Diesem folgten mit groBerem Abstand die Sequenz-/Complextypen ST80/CT1065 mit
27,5 %, der ST117/CT469 mit 3,6 %, der ST117/CT929 mit 2,7 %, der ST117/CT36 mit
2,4 %, der ST117/CT478 und ST78/CT894 mit je 2,0 %, der ST203/CT20 und
ST80/CT16 mit je 1,6 % und Isolate des ST117/CT24, ST203/CT1614, ST203/CT28,
ST323/CT1014 und ST721/CT1573 mit je 1,1 %.
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Abbildung 54: Anteile der vanA/vanB Gene an den Sequenztypen (ST) der Studie von Xanthopoulou et
al.?® (2020). Die Isolate stammten aus den Jahren 2014-2018.

In 491 von 636 Isolaten konnten van Gene bestimmt werden, siehe Abbildung 54.

Das vanA Gen wurde in 21,8 % der Isolate detektiert, das vanB Gen in 77,2 % aller

Isolate. Weiterhin trugen 1 % der Isolate sowohl vanA als auch vanB.

Das Verhdltnis von vanA zu vanB lag damit bei 1:3,5. Die van Verhéltnisse der jeweiligen
Sequenztypen (ST) sind ebenso Abbildung 54 zu enthehmen und unterschieden sich je
nach Sequenztyp (ST). Nur vanA trugen der ST262, ST612, ST1186, ST1489, ST280,
ST89 und ST992. Dagegen trugen ST17, ST18, ST323, ST1595, ST1478 und ST535

ausschlieRlich vanB.

Fur den haufigsten ST der Studie von Xanthopoulou et al.?®, der ST117, lag das
vanA/vanB Verhaltnis bei 1:9,4. 88,9 % des ST117 trugen vanB, 9,4 % vanA und 1,7 %
vanA und vanB. Fir den haufigsten Sequenztyp (ST) dieser Arbeit, ST192, lag das
vanA/vanB Verhaltnis bei Xanthopoulou et al.? bei 1:1,3. 57,1 % der Isolaten des ST192
trugen vanB und 42,9 % vanA.
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4.3 Komparative genombasierte Analyse der VREfm Isolate dieser Arbeit
gegenuber genetischen Fingerabdricken von VREfm Isolaten aus
dem Rhein-Main Gebiet und anderen Studien aus Deutschland

Die 187 VREfm Isolate dieser Arbeit wurden zunachst mit verfiigbaren genetischen
Fingerabdriicken von VREfm Isolaten?®2° aus dem Rhein-Main-Gebiet der Jahre 2016
bis 2018 verglichen, siehe hierzu Abbildung 55 in Kapitel 4.3.1.

Dann erfolgte die Ausweitung der komparativen Analyse der Isolate dieser Arbeit
(n=187) auf einen Vergleich mit Isolaten aus Deutschland (n=2005) der Studien in
Tabelle 13. Innerhalb dieses deutschlandweiten Vergleichs wurde initial das Vorkommen
der in dieser Arbeit aufgetretenen Sequenztypen (ST) mit dem Vorkommen in den
anderen Studien verglichen. Das Ergebnis dieses Vergleichs ist in Kapitel 4.3.2 als
Diagramm in Abbildung 57 und Tabelle 14 visualisiert. Daraufhin wurde der Vergleich
auch auf die Complextypen (CT) ausgeweitet, siehe hierzu Tabelle 15 und Abbildung 58
in Kapitel 4.3.3. Die vorhandenen WGS-Daten zu 13 VREfm Isolaten von Weber et al.>?
enthielten nur den ST117/CT71 und wurden daher von der komparativen Analyse

ausgeschlossen.

Tabelle 13: Ubersicht der Isolate aus Veroffentlichungen, die zur komparativen genombasierten Analyse
herangezogen wurden.

Autoren Jahr Ort Jahr Anzahl Referenz
(Accession-Number) (Publikation) (Proben) (lsolate) (Publikation)
Mellmann et al. 2016 Munster 2013- 198 47
(PRJEB8084) 2015
Liese et al. 2019 Baden- 2010- 772 23
(PRJEB30772) Warttemberg 2016
Falgenhauer et al. 2019 Hessen/Rhein- 2017- 94 22
(PRIEB29744) Main 2018
Xanthopoulou et al. 2020 Deutschland 2014- 636 25
(PRJEB28593) 2018
Neumann et al. 2020 Sliddeutschland 2014- 111 26
(PRINAS524489) 2015
Eisenberger et al. 2020 Bayern 2018- 97 28
(PRJIEB34664) 2019
Eichel et al. 2020 Baden- 2016 42 27
(PRINA604888) Wirttemberg
Falgenhauer et al. 2021 Hessen/Rhein- 2016- 55 29
(PRINA631114) Main 2018
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4.3.1 Komparative Analyse der 187 VREfm Isolate dieser Arbeit gegeniber
verfugbaren genetischen Fingerabdricken von VREfm Isolaten aus dem
Rhein-Main-Gebiet der Jahre 2016 bis 2018

Die 187 VREfm Isolate dieser Arbeit wurden mittels Clusteranalyse mit den Isolaten
(PRINA631114: 55, PRIEB29744: 94, n=149) aus dem Rhein-Main-Gebiet der Jahre
2016-2018 der Untersuchung von Falgenhauer et al.,***° publiziert in den Jahren 2019
und 2021, verglichen und vor deren Hintergrund analysiert.

Die Grundlage dieser komparativen Analyse war ein allelbasierter Vergleich fur das
Kerngenom von E. faecium nach cgMLST Schema von de Been*! fir 1423 Gene und
MLST Schema fiir 7 Haushaltsgene nach Homan.*

Die Schwelle zur Clusterbildung nach cgMLST wurde auf 20 festgelegt. Das Ergebnis
der komparativen Analyse aller 336 Isolate und deren genetischer Beziehung ist in

Abbildung 55 der nachfolgenden Seite dargestellit.

Diese ergab die Bildung von 13 Clustern, davon wurden die Cluster 1, 8, 10, 12 aus
Isolaten von Falgenhauer et al.?#2° und die Cluster 2, 3, 5, 6, 7, 9, 11, 13, 14 aus Isolaten

dieser Untersuchung gebildet.

Die komparative Analyse ergab zwischen den in der Untersuchung von Falgenhauer et
al.?>?% dominierenden ST117/CT71 Isolaten des Clusters 1 und einem ST192/CT2665

des Clusters 7 dieser Arbeit, eine minimale Zahl an Allelunterschieden von 149.

Weiterhin konnte eine Beziehung zwischen ST18 Isolaten dieser Untersuchung und
ST262 Isolaten der Untersuchungen von Falgenhauer et al. ?22° ausfindig gemacht

werden, wenn auch mit gro3er Alleldifferenz.

Dies waren im Detail ein Isolat des ST18/CTNEW des Clusters 14 dieser Arbeit, das zu
einem Isolat des ST262/CT2613 bei einer Alleldifferenz von 241 in Beziehung stand.
Ein Isolat des Typs ST18/CT5 des Clusters 5 dieser Arbeit stand bei einer Alleldifferenz
von 319 zu einem Isolat des ST18/CTNEW in Verbindung.

71



Ergebnisse
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Abbildung 55: Minimum spanning tree (MST) der 187 Isolate dieser Arbeit aus 2005-2007 auf Basis von
MLST/cgMLST Typisierung im Vergleich zu den Isolaten aus 2016-2018 von Falgenhauer et al.?22°,
gestrichelter Rahmen. Zur Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen nach
Standardeinstellungen von Ridom Segsphere+ definiert. Die Farben der Kreise entsprechen den ST-Typen
nach Legende links. Die coloriert schattierten Farben der Linien, Kreise und Clusterbeschriftungen
symbolisieren die zugehorigen Cluster. Die GroRRe der Kreise spiegelt die Anzahl der zugehdrigen Isolate
ohne Allelunterschiede wider. Die Lange der Linien und die zugehérige Zahl definieren die Allelunterschiede
zwischen den Isolaten. Allelunterschiede zwischen dieser und der Analyse von Falgenhauer et al. unter
Angabe der Alleldifferenz in rot. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Munster, Deutschland 3! und Inkscape,
Inkscape Project®2,
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Lediglich das Cluster 6 enthielt sowohl Isolate dieser Arbeit als auch ein Isolat der Arbeit
von Falgenhauer et al. 2019 (PRJEB29744).%

Hierbei handelte es sich um ein Isolat des Typs ST192/CT10, das bei einer Alleldifferenz
von 9, in Abbildung 56 rot dargestellt, zu einem ST192/CT10 Isolat dieser Arbeit eine
Verwandtschaftsbeziehung unterhielt, obwohl 10 Jahre zwischen der Probennahme der
Isolate dieser Arbeit und dem Isolat von Falgenhauer et al. lagen.

Cluster 6
ST192/CT10

ST192/CT294

Cluster distance threshold: 20

O 192

Abbildung 56: VergroRerte Darstellung des Clusters 6 aus der Gesamtdarstellung in Abbildung 55 in Form
eines minimum spanning tree (MST) mit ST192/CT10 und ST192/CT294 Isolaten dieser Arbeit aus 2006-
2007 im Vergleich zu den Isolaten aus 2017-2018 von Falgenhauer et al.??, gestrichelter Rahmen. Zur
Berechnung der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen nach Standardeinstellungen von
Ridom Seqsphere+ definiert. Die Lange der Linien und die zugehdrige Zahl definieren die Allelunterschiede
zwischen den Isolaten. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland 3* und Inkscape, Inkscape
Project®.
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4.3.2 Vergleich des Vorkommens der in dieser Arbeit aufgetretenen
Sequenztypen (ST) mit anderen Studien aus Deutschland

In Tabelle 14 ist zu sehen, dass in keiner Studie alle Sequenztypen dieser Arbeit (n=11)
vorkamen. In der Studie von Liese et al. kamen die meisten Sequenztypen dieser Arbeit
vor (n=8/11), am geringsten war diese Zahl bei Eisenberger et al. (n=0/11).

In den fur diese Studie im Hinblick auf die Regionalitdt besonders relevanten Rhein-
Main-Studien von Falgenhauer et al. aus 2019 und 2021 waren dies je 2 Sequenztypen
(ST), zum einen ST192 und ST262 der Studie aus 2019 sowie ST18 und ST262 der
Studie aus 2021.

Tabelle 14: Ubersicht der in dieser Studie aufgetretenen Sequenztypen (ST) im Vergleich zu anderen
Studien. Ein schwarzes Kastchen symbolisiert das Vorhandensein eines Sequenztyps in einer Studie.

Studie
Mellmann Falgenhauer Liese Eichel Xanthopoulou Neumann Eisenberger Falgenhauer
Diese et al. etal. etal. etal. etal. etal. etal. etal.
Arbeit (2016)47 (2019)22 (2019)22  (2020)27 (2020)25 (2020)28 (2020)28 (2021)20

ST317

ST721
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Abbildung 57: Vergleich der in dieser Studie aufgetretenen Sequenztypen (ST) mit anderen Studien unter
Angabe des Publikationsjahrs in Klammern und Probenjahre der Isolate nach Doppelpunkt.

Das Diagramm in Abbildung 57 zeigt, dass der ST192 Sequenztyp in dieser Arbeit bei
67,9% (n=127/187) der Isolate, bei Mellmann et al. (2016) bei 21,7 % (n=43/198) der
Isolate, bei Liese et al. (2019) bei 4,9 % (n=38/773) der Isolate, bei Neumann et al.
(2020) bei 9,9 % (n=11/111) der Isolate, bei Xanthopoulou et al. (2020) bei 4,1 %
(n=10/247) Isolate und bei Falgenhauer et al. (2019) bei 1,1 % (n=1/95) der Isolate
typisiert werden konnte. In den Studien von Eichel et al. (2020), Eisenberger et al. (2020)
und Falgenhauer et al. (2021) trat der ST192 Sequenztyp nicht auf.

In dieser Arbeit konnten 11,2 % der Isolate als ST202 typisiert werden. Ansonsten trat
dieser ST nur in der Studie von Liese et al. (2019) bei 2,2 % der Isolate auf. In allen
anderen Arbeiten wurden keine Isolate als ST202 typisiert.
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Als Sequenztyp ST18 wurden in dieser Arbeit 7 % der Isolate typisiert. In der Studie von
Falgenhauer et al. (2021) betrug der Anteil 3,6 %, bei Liese et al. (2019) 2,3 %, bei
Xanthopoulou et al. (2020) 1,4 % und bei Neumann et al. (2020) 0,9 %. In den Studien
von Falgenhauer et al. (2019) und Eichel et al. (2020) trat dieser Sequenztyp nicht auf.

Der Sequenztyp ST262 wurde in dieser Arbeit bei 5,3 % der Isolate nachgewiesen.
In der Studie von Eichel et al. (2020) wurde er bei 4,8 % der Isolate festgestellt, bei
Xanthopoulou et al. (2020) bei 2,8 %, bei Falgenhauer et al. (2021) bei 1,8 %, bei
Mellmann et al. (2016) bei 1,5 %, bei Falgenhauer et al. (2019) bei 1,1 % und bei Liese
et al. (2019) bei 0,1 %. In der Studie von Neumann et al. (2020) trat der ST262 nicht auf.

Der ST17 Sequenztyp trat in dieser Arbeit bei 2,7 % Isolate in Erscheinung. Bei Liese et
al. (2019) lag der Anteil bei 7 %, bei Xanthopoulou et al. (2020) bei 3,3 %, bei Mellmann
et al. (2016) bei 2 % und bei Neumann et al. (2020) bei 0,9 %. In den Studien von
Falgenhauer et al. (2019), Eichel et al. (2020) und Falgenhauer et al. (2021) wurde kein
Isolat als ST17 typisiert.

Der ST780 wurde in dieser Arbeit bei 1,1 % der Isolate identifiziert, ebenso bei 0,9 % der
Isolate in der Studie von Neumann et al. (2020) und bei 0,1 % der Isolate in der Studie
von Liese et al. (2019).

Der Sequenztyp ST203 trat in dieser Arbeit bei 0,5 % der Isolate auf. In der Studie von
Mellmann et al. (2016) wurde er jedoch bei 54,5 % der Isolate nachgewiesen, bei
Xanthopoulou et al. (2020) bei 8 %, bei Liese et al. (2019) bei 3,4 % und bei Neumann
et al. (2020) bei 0,9 %.

Der Sequenztyp ST279 wurde ausschlief3lich in dieser Arbeit bei 1,1 % der Isolate
typisiert. Der ST306 und ST317 traten mit je 0,5 % Anteil ebenso nur in dieser Arbeit auf.

Der ST721 wurde im Rahmen dieser Arbeit bei 0,5 % der Isolate vorgefunden. In der
Studie von Mellmann et al. (2016) wurde er bei 1,5 % der Isolate nachgewiesen, bei
Xanthopoulou et al. (2020) bei 1,1 % und bei Liese et al. (2019) bei 0,1 %.

76



Ergebnisse

4.3.3 Vergleich des Vorkommens der in dieser Arbeit aufgetretenen

Complextypen (CT) mit anderen Studien aus Deutschland

In Tabelle 15 ist ein Vergleich des Vorkommens der in Complextypen (CT)
subdifferenzierten Sequenztypen (ST) zu sehen, die in dieser Arbeit und anderen
Studien auftraten. Kein Complextyp dieser Arbeit kam in allen anderen Studien vor.

In der Studie von Liese et al. kamen die meisten (n=3) Complextypen dieser Arbeit vor.
Dies waren 2 Complextypen des ST192 (CT13 und CT10) sowie 1 Complextyp des
Sequenztyps ST202 (CT2762). In den Studien von Eichel et al. (2020) und Falgenhauer
et al. (2021) gab es keinerlei Ubereinstimmungen im Hinblick auf die Complextypen

dieser Arbeit.

In der fir diese Arbeit im Hinblick auf die Regionalitat relevanten Rhein-Main-Studie von
Falgenhauer et al. aus 2019, trat der ST192/CT10 auf.

Tabelle 15: Ubersicht der in dieser Studie und anderen Studien aufgetretenen Complextypen (CT) der
jeweiligen Sequenztypen (ST). Ein schwarzes Kastchen symbolisiert das Vorhandensein eines ST/CT in
einer Studie. Nicht vorgekommene ST bzw. deren CT wurden exkludiert.

Studie
Mellmann Falgenhauer Liese Eichel Xanthopoulou Neumann Falgenhauer
Diese etal. etal. etal. etal. etal. etal. Eisenberger etal.
Arbeit cT (2016)"7 (2019)? (2019)2  (2020)7  (2020)*° (2020)%° etal. (2020)®  (2021)%°

ST192

CT294

CT1246

CT2665

CT1217

CT2665

ST202

CT172

CT5885
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Anzahl der Isolate

[ - ST202 CT5885

el Y A
-
e o, ST202 CT2762
- ™/ ST192 CT1217
“ /" ST192 CT2665
ST192 CT1246
ST192 CT294
o ST192 CT26
ST192 CT10

.' ST192 CT164
ST192 CT3
ST192 CT171

Sequenz-/Complextypen

Abbildung 58: Vergleich der in dieser Studie und anderen Studien aufgetretenen Complextypen (CT) des
jeweiligen Sequenztyps (ST).

Abbildung 58 zeigt, dass der ST192/CT171 als haufigster Complextyp in dieser Arbeit
mit einem Anteil von 28,3 % typisiert werden konnte, bei Xanthopoulou et al. (2020)

waren dies 0,2 % der Isolate.

Der zweithaufigste Complextyp dieser Arbeit, ST192/CT3, wurde in 23,5 % der Isolate
identifiziert. Im Vergleich trat dieser Typ in der Studie von Liese et al. (2019) in 0,3 % der
Falle auf, bei Mellmann et al. (2016) in 1 % und in der Untersuchung von Neumann et

al. (2020) wurde er bei 0,9 % der Isolate nachgewiesen.
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Der ST192/CT10 wurde in dieser Arbeit bei 2,1 % der Isolate typisiert, dagegen in den
Studien von Falgenhauer et al. (2019) bei 1,1 % und Liese et al. (2019) bei 0,1 %.

Der ST192/CT26 wurde in dieser Untersuchung in 2,1 % der Isolate bestimmt und wurde
ebenso durch Mellmann et al. (2016) in 7,6 %, durch Neumann et al. (2020) in 7,2 % und
durch Xanthopoulou et al. (2020) in 0,3 % der Félle typisiert.

Der ST202/CT2762 trat mit einem Anteil von 3,2 % in dieser Arbeit, nur bei Liese et al.
(2019) mit 0,1 % auf.

Der ST192/CT164, ST192/CT294, ST192/CT1246, ST192/2665, ST192/CT1217 trat in

keiner der anderen Studien in Erscheinung.

4.3.4 Phylogenetischer allelbasierter Vergleich aller genotypisierten VREfm

Isolate, die in dieser Arbeit als auch in Studien aus Deutschland auftraten

Die Grundlage dieser deutschlandweiten komparativen Analyse war ein allelbasierter
Vergleich fur das Kerngenom von E. faecium nach cgMLST Schema*! fir 1423 Gene

zur ldentifizierung von phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen.

Bei einer Schwelle von 20 Allel Unterschieden zwischen den Isolaten, konnten
insgesamt 104 Cluster generiert werden. Von diesen 104 Clustern wurden die ersten 64
Cluster mit einer Anzahl an Isolaten von = 3 in Tabelle 16 aufgelistet, alle Gbrigen Cluster

mit Isolaten <3 sind in Tabelle 26 im Anhang zu finden.

Die Cluster wurden absteigend indexiert nach GroR3e bzw. Isolaten Anzahl. Weiterhin
wurden die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen mittels eines minimum
spanning trees (MST) in Abbildung 59 visualisiert. In diesem wurden die Isolate, heben

der Angabe des Sequenz- und Complextyps, nach Herkunfts-Publikation eingeféarbt.

Die Schattierung der Allel-Verbindungslinien zur Visualisierung der Allel Differenzen
zwischen den Isolaten wurde fir die Hervorhebung der Cluster ebenso vorgenommen.
Tabelle 16 veranschaulicht, dass einzelne Cluster aus genetisch ahnlichen Isolaten, also
bei Vorliegen einer geringen Alleldifferenz, aber unterschiedlichen Veroffentlichungen

gebildet wurden.
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Tabelle 16: Ubersicht der Cluster des deutschlandweiten allelbasierten Vergleichs der VREfm Isolate unter
Angabe der Clusternummer, Anzahl der Isolate n, Sequenztyp/Complextyp (ST/CT) und Vorkommen in den
beriicksichtigten Studien, in der Tabelle schwarz markiert.

Cluster

n

Studie

ST/ICT

Diese
Arbeit

Eisen-

berger

etal.
2020

Xantho-

poulou

etal.
2020

Falgen-

hauer

etal.
2019

Falgen-

hauer

etal.
2021

Eichel
etal.
2020

Neumann
etal.
2020

Mellmann
etal.
(2016)

Liese
et al. 2019

Cluster 1

574

ST117/CT469

ST1201/CT469

ST117/CT1522

ST117/CT2794

ST117/CT71

ST117/CT1566

STNEW/CT1566

ST1352/CT71

ST117/CT2907

ST117/CT2615

ST1478/CT71

ST117/CT1795

Cluster 2

301

ST80/CT1065

ST80/CT7188

STNEW/CT1065

Cluster 3

186

ST192/CT171
ST192/CT164
ST192/CT897
ST192/CT1246
ST192/CT3

ST192/CT26
ST192/CT1617

ST192/CT2824

ST1595/CT26

Cluster 4

129

ST203/CT20

STNEW/CT20

Cluster 5

82

ST117/CT24

ST117/CT2773

ST117/CT2798

STNEW/CT2780

ST117/CT41

ST117/CT178

ST117/CT2768

Cluster 6

67

ST80/CT1013

Cluster 7

a4

ST17/CT900

Cluster 8

a1

ST117/CT36

ST117/CT991

STNEW/CT36

ST117/CT1526

Cluster 9

37

ST80/CT1066

Cluster 10

35

ST78/CT2055

ST78/CT894

ST78/CT1187

ST78/CT2447

Cluster 11

29

ST202/CT2763
ST202/CT2762
ST202/CT172

ST202/CT5885

Cluster 12

28

ST80/CT315

ST80/CT2077

ST80/CT3085

ST80/CT1008
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Studie
Falgen- Xantho- Eisen- Falgen-
Mellmann  hauer Eichel poulou Neumann  berger hauer
Diese etal. etal. Liese etal. etal. etal. etal. etal.
Cluster n ST/ICT Arbeit (2016) 2019 etal. 2019 (2020) (2020) (2020) (2020) (2021)
ST80/CT1017 h—
ST80/CT2844
ST80/CT2843
ST80/CT2845
ST80/CT2638
ST80/CT475
ST80/CT2331
ST80/CT202
ST117/CT929
Cluster 13 | 23 | ST117/CT2505
ST117/CT2690
Cluster 14 | 23 | ST192/CT22
Cluster 15 | 20 | ST203/CT28
Cluster 16 | 14 STL17/CT4T8
ST118/CT1683
Cluster 17 | 12 | ST80/CT16
ST192/CT2771
Cluster 18 [ 12 | ST192/CT10
ST192/CT294
Cluster 19 [ 10 | ST262/CTNEW
Cluster 20 | 9 ST18/CT5
ST202/CT2665
Cluster 21 | 8 STNEW/CT2665
ST192/CT2665
Cluster 22 ST18/CT281
Cluster 23 ST262/CT1016
Cluster 24 ST117/CT35
Cluster 25 | 7 ST78/CT1121
ST78/CT2885
Cluster 26 | 7 ST203/CT1010
ST203/CT2801
Cluster 27 | 7 ST203/CT1614
Cluster 28 | 7 ST323/CT1014
Cluster 29 | 7 ST721/CT1573
Cluster 30 | 7 STNEW/CT2808
ST80/CT1046
Cluster 31 | 6 ST80/CT1083
ST80/CT1755
Cluster 32 ST17/CT1482
Cluster 33 ST17/CT29
Cluster 34 | 5 STB0/CT32
ST1186/CT32
ST17/CT3256
Cluster 35 | 5 ST17/CT3259
ST1186/CT32
Cluster 36 | 5 ST18/CT163
Cluster 37 | 5 ST262/CT1561
Cluster 38 | 5 ST192/CT46
Cluster 39 | 4 ST262/CT2841
Cluster 40 | 4 ST18/CT253
Cluster 41 | 4 ST117/CT1177
Cluster 42 | 4 ST262/CT2841
Cluster 43 | 4 ST555/CT31
Cluster 44 | 4 STNEW/CT892
Cluster 45 | 4 ST117/CT1612
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Studie
Falgen- Xantho- Eisen- Falgen-
Mellmann  hauer Eichel poulou Neumann  berger hauer
Diese etal. etal. Liese etal. etal. etal. etal. etal.

Cluster n ST/ICT Arbeit (2016) (2019) etal. 2019 (2020) (2020) (2020) (2020) (2021)
Cluster 46 | 3 ST17/CT2779
Cluster 47 | 3 ST80/CT467
Cluster 48 | 3 ST80/CT1128
Cluster 49 | 3 ST80/CT2543
Cluster 50 | 3 ST80/899
Cluster 51 | 3 ST80/CT106
Cluster 52 | 3 ST80/CT1791
Cluster 53 | 3 ST80/CT1495
Cluster 54 | 3 ST117/CT1169
Cluster 55 | 3 ST117/CT1062
Cluster 56 | 3 ST78/CT2116
Cluster 57 | 3 ST203/CT1028

ST203/CT474
Cluster 58 | 3 ST203/CT1689
Cluster 59 | 3 ST18/CT222
Clutser 60 | 3 ST925/CT2816
Cluster 61 | 3 ST925/CT2785
Cluster 60 | 3 ST117/CT1686
Cluster 61 | 3 ST89/CT301
Cluster 62 | 3 ST192/CTNEW?
Cluster 63 | 3 ST17/CT57
Cluster 64 | 3 ST117/CT1686
Cluster 65 | 3 ST89/CT301
Cluster 63 | 3 ST17/CT1490
Cluster 64 | 3 ST925/CT61
Cluster 65 | 3 ST192/CT155
Cluster 66 | 3 ST80/CT2804
Cluster 67 | 3 ST612/CT2688
Cluster 68 | 3 ST80/CT67
Cluster 69 | 3 ST80/CT2478 !I:
Cluster 70 | 3 ST262/CT60
Cluster 71 | 3 ST721/CT44
Cluster 72 | 3 ST17/CT1490
Cluster 73 | 3 ST925/CT61
Cluster 74 | 3 ST192/CT155
Cluster 75 | 3 ST117/CT2775
Cluster 76 | 3 ST80/CT49
Cluster 77 | 3 ST132/CT1493
Cluster 78 | 3 ST117/CT1775

Auf Basis von Tabelle 14 und Tabelle 15 wurden Isolate mit Sequenztypen (ST) und
Complextypen (CT), die in dieser Arbeit und anderen Studien auftraten, aber auch
Isolate unterschiedlichen Genotyps aus dieser Arbeit und anderen Studien, die jedoch
bei einer Alleldifferenz von < 20 gemeinsame Cluster bildeten, mittels vergroRerter
minimum spanning trees (MST) aus Abbildung 59 naher untersucht und in Abbildung 60,
Abbildung 61, Abbildung 62 sowie Abbildung 63 im Detail abgebildet.
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Ridom SeqSphere+ MST for 2192 Samples
Nodes colored by column: Study
Cluster distance threshold: 20
(O Eichel et al.

(O Eisenberger et al.

O Falgenhauer et al. 2019

(O Falgenhauer et al. 2021

(O Liese et al.

(O Mellmann et al.

O Neumann et al.

(O Diese Arbeit

(O Xanthopoulou et al.

Abbildung 59: Gesamtdarstellung des minimum spanning trees (MST) mit 2192 |solaten. 187 Isolate dieser
Arbeit aus 2005-2007 und 2005 Isolaten aus Deutschland auf Basis von MLST/cgMLST. Zur Berechnung
der Cluster wurde ein Schwellenwert von 20 cgMLST Allelen nach Standardeinstellungen von Ridom
Seqsphere+ definiert. Die Farben der Kreise entsprechen den Studien nach Legende links. Die coloriert
schattierten Farben der Linien, Kreise und Clusterbeschriftungen symbolisieren die zugehdrigen Cluster.
Die GroRRe der Kreise spiegelt die Anzahl der zugehdrigen Isolate ohne Allelunterschiede wider. Die Lange
der Linien und die zugehtrige Zahl definieren die Allelunterschiede zwischen den Isolaten. ST und CT in
den Kreisen angegeben, jedoch nicht sichtbar. Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Miinster, Deutschland 3*
und Inkscape, Inkscape Project®?.
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In Abbildung 60 ist ein vergrof3erter Ausschnitt der Cluster aus der Gesamtdarstellung
Abbildung 59 dargestellt, die sowohl aus Isolaten dieser Arbeit als auch aus Isolaten
anderer Untersuchungen gebildet wurden. Dies waren die Cluster 3, Cluster 11 und
Cluster 18, welche in Abbildung 61, Abbildung 62 und Abbildung 63 weiter vergréRRert
dargestellt sind, um Isolate und Allel Differenzen des minimum spanning trees (MST)

entnehmen zu kénnen.

s ® Nodes colored by column: Study
Cluster distance threshold: 20

? =\ @ Eichel et al.
’\ \_ 5 (O Eisenberger et al.
L‘*’]‘”‘ <% (O Falgenhauer et al. 2019
Vg : O Falgenhauer et al. 2021
N * ﬂ.‘rm‘l Cluster 11 (O Liese et al.
.- {/w =) O Mellmann et al.
= NN © Neumann et al.
1 : o e (| O Diese Arbeit
N O)(anthopoulou et al.

Abbildung 60: VergroRRerte Darstellung eines Ausschnitts des minimus spanning trees (MST) von
Abbildung 59 mit jenen Clustern 3, 11 und 18 (umrahmt in gestrichelter Linie), die sowohl durch Isolate
dieser Arbeit als auch durch Isolate anderer Arbeiten formiert wurden. Dazu Angabe der Sequenz- und
Complextypen des jeweiligen Clusters mit farbiger Markierung der Publikation nach Legende rechts. Ridom
Seqgsphere+, Ridom GmbH, Munster, Deutschland 3! und Inkscape, Inkscape Project®2.
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Das Cluster 3 wurde als grofRtes Cluster durch Isolate des ST192 unterschiedlicher
Complextypen (CT) gebildet wie in Abbildung 61 vergrol3ert zu sehen, unter Angabe der
Studien und vorkommenden ST/CT Typen in Tabelle 17.

Cluster distance threshold: 20

Color grouped by column "Study": &
O Liese et al. [ SN
MeIImann et al. o' ® e 'W ™ - s
O Neumann et al. o ) o
e L)
O Diese Arbeit
(O Xanthopoulou et al. .. . ®
» a - 1
e @
2 o &
e B ¢ :

]
LY

"
uuuuu

Abbildung 61: VergroRRerte Darstellung eines Ausschnitts des minimus spanning trees (MST) von
Abbildung 59 mit Cluster 3, das sowohl durch Isolate dieser Arbeit als auch durch Isolate anderer Arbeiten
formiert wurde. Dazu Angabe der Sequenz- und Complextypen des jeweiligen Clusters mit farbiger
Markierung der Publikation nach Legende links. Angabe der Alleldifferenz auf den Verbindungslinien. Ridom
Seqgsphere+, Ridom GmbH, Munster, Deutschland 3! und Inkscape, Inkscape Project®2.

Der ST192 Sequenztyp lie’ sich in weitere Complextypen (CT) differenzieren, dies
waren zum einen der ST192/CT171 aus dieser Veroffentlichung und der Arbeit von
Xanthopoulou et al., die Alleldifferenz lag hier bei 11. Die Isolate des ST192 von
Xanthopoulou et al. stammten dabei aus den Jahren 2014, 2015, 2016 und 2018,

wohingegen die Isolate dieser Arbeit 10 Jahre zuvor gewonnen wurden.
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Tabelle 17: Ubersicht des Clusters 3 des deutschlandweiten allelbasierten Vergleichs unter Angabe des
Sequenztyp/Complextyp und Vorkommen in den beruicksichtigten Studien, in der Tabelle schwarz markiert.

Studie
Falgen- Falgen-
Mellmann  hauer Liese Eichel Xanthopoulou  Neumann  hauer
Diese etal. et al. et al. et al. et al. et al. et al.
Cluster n ST/ICT Arbeit  (2016) (2019) 2019  (2020) (2021)

ST192/CT171
ST192/CT164
ST192/CT897
ST192/CT1246
ST192/CT3
ST192/CT26
ST192/CT1617
ST192/CT2824
ST1595/CT26

Cluster 3 | 186

Zum anderen waren Isolate des Subtyps ST192/CT3, die bereits in dieser Arbeit 2006
und 2007 detektiert wurden, in Cluster 3 zu finden. Diese traten jedoch auch in Arbeiten

von Mellmann et al., Liese et al. und Neumann et al. auf.

Die Alleldifferenz lag zwischen Isolaten dieser und Isolaten von Mellmann et al. bei 3,
bei Liese et al. sowie jenen von Neumann et al. minimal bei 4. Obwohl die Isolate von
Mellmann et al. der Jahre 2013 bis 2015 aus Minster, die von Neumann et al. aus dem
Jahr 2014 einer Klinik in Siddeutschland und von Liese et al. aus den Jahren 2010 bis
2015 aus der Universitatsklinik Tubingen stammten, legte dies ebenso eine enge

Verwandtschaftsbeziehung nahe.

Isolate des Typs ST192/CT26 traten sowohl bei Mellmann et al. aus 2013-2015, also
auch bei Xanthopoulou et al. aus den Jahren 2014-2018, Neumann et al. aus 2015 und
Liese et al. auf und unterhielten eine enge Verwandtschaftsbeziehung zum ST192/CT26
und ST192/CT3 der Jahre 2006 und 2007 dieser Arbeit. Die Alleldifferenz lag minimal
bei 2 zwischen Isolaten des Typs ST192/CT3 dieser Arbeit und Isolaten des Typs
ST192/CT26 von Neumann et al., zu Isolaten des Typs ST192/CT26 von Mellmann et
al. bei 7.

Differenzen von 3 Allelen zu Isolaten des ST192/CT26 von Liese et al. und 8 Allele zu

Isolaten des Typs ST192/CT26 von Xanthopoulou et al. wurden ermittelt.

Isolate des Typs ST1595 von Xanthopoulou et al. und Liese et al. wurden ebenso dem
Cluster 3 zugeordnet, da sie wie die Isolate des ST192/CT26 den CT26 aufwiesen, was
damit eine enge Verwandtschaftsbeziehung nahelegte. Die Alleldifferenz von Isolaten
des Typs ST1595/CT26 lag minimal bei 7 zum Typ ST192/CT3 dieser Arbeit.

86



Ergebnisse

Daneben traten Isolate der Typen ST192/CT164 und ST192/CT1246 nur in dieser Arbeit,
Isolate des Typs ST192/CT897 nur in der Arbeit von Neumann et al., Isolate des Typs
ST192/CT2824 nur bei Liese et al. und Isolate des Typs ST192/CT1617 nur in der Arbeit
von Xanthopoulou et al. auf.

Das Cluster 11, vergrof3ert in Abbildung 62 dargestellt unter Angabe der Studien und
vorkommenden ST/CT Typen in Tabelle 18, setzte sich aus Isolaten des ST202 dieser
Arbeit und der von Liese et al. zusammen. Die Isolate des Typs ST202/CT2762 traten
in beiden Arbeiten auf. Der Typ ST202/CT172 und ST202/CT5885 kamen nur in dieser
Arbeit sowie der ST202/CT2763 nur in der Arbeit von Liese et al. vor. Der ST202/CT172
dieser Arbeit unterhielt bei einer Alleldifferenz von 10 eine enge Beziehung zum
ST202/CT2762 von Liese et al. Ebenso der ST202/CT2762 bei einer Alleldifferenz von
12 zum ST202/CT2763 von Liese et al. Die Alleldifferenz zwischen Isolaten des Typs
ST202/CT2762 und ST202/CT172, beide aus dieser Arbeit, lag bei 3.

Tabelle 18: Ubersicht des Clusters 10 des deutschlandweiten allelbasierten Vergleichs unter Angabe des
Sequenztyp/Complextyp und Vorkommen in den berlcksichtigten Studien, in der Tabelle schwarz markiert.

Studie
Falgen- Falgen-
Mellmann  hauer Liese Eichel Xanthopoulou  Neumann  hauer
Diese etal. etal. etal. etal. etal. etal. etal.
Cluster n ST/CT Arbeit  (2016) (2019) 2019 (2020) (2020) (2020) (2021)

ST202/CT2763
ST202/CT2762
ST202/CT172

ST202/CT5885

Cluster 11 | 29
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202
CTS885—2__ 408
CT2762

crssss Cluster distance threshold: 20
| Color grouped by column "Study":

w (O Liese et al.
202 (O Diese Arbeit

Abbildung 62: VergroRRerte Darstellung eines Ausschnitts des minimus spanning trees (MST) von
Abbildung 59 mit Cluster 11, das sowohl durch Isolate dieser Arbeit als auch durch Isolate anderer Arbeiten
formiert wurde. Dazu Angabe der Sequenz- und Complextypen des jeweiligen Clusters mit farbiger
Markierung der Publikation nach Legende rechts. Angabe der Alleldifferenz auf den Verbindungslinien.
Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland 3! und Inkscape, Inkscape Project®2.
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Das Cluster 18 wurde durch Isolate des ST192 formiert. Es enthielt Isolate des
ST192/CT10 aus dieser Arbeit, eines von Liese et al. sowie eines von Falgenhauer et
al. 2019. Die Alleldifferenz lag zum Isolat von Liese et al. bei 15, zu Falgenhauer et al.
bei 9. Der ST192/CT2771 trat nur bei Liese et al. auf, unterhielt jedoch eine enge
Beziehung zum ST192/CT10 dieser Arbeit bei einer Alleldifferenz von 20.

Der Typ ST192/CT294 trat nur in dieser Arbeit auf.

Tabelle 19: Ubersicht des Clusters 18 des deutschlandweiten allelbasierten Vergleichs unter Angabe des
Sequenztyp/Complextyp und Vorkommen in den bertcksichtigten Studien, in der Tabelle schwarz markiert.

Studie

Falgen- Falgen-

Mellmann  hauer Liese Eichel Xanthopoulou  Neumann  hauer

Diese etal. etal. etal. etal. etal. etal. etal.

Cluster n STI/ICT Arbeit  (2016) (2019) 2019 (2020)  (2020) (2020) (2021)
ST192/CT2771
Cluster 18 | 12 | ST192/CT10
ST192/CT294

Cluster 18 122

Cluster distance threshold: 20
Color grouped by column "Study":

O Falgenhauer et al. 2019
O Liese et al.
L2 O Diese Arbeit

Abbildung 63: VergroRRerte Darstellung eines Ausschnitts des minimus spanning trees (MST) von
Abbildung 59 mit Cluster 18, das sowohl durch Isolate dieser Arbeit als auch durch Isolate anderer Arbeiten
formiert wurde. Dazu Angabe der Sequenz- und Complextypen des jeweiligen Clusters mit farbiger
Markierung der Publikation nach Legende rechts. Angabe der Alleldifferenz auf den Verbindungslinien.
Ridom Segsphere+, Ridom GmbH, Minster, Deutschland 3! und Inkscape, Inkscape Project®2.
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4.3.5 Vergleich der van Gene dieser Arbeit mit Studien aus Deutschland

Die vom jeweiligen dominierenden Sequenztyp (ST) der Studien abhangigen vanA/vanB
Gen Verhaltnisse lagen, mit Ausnahme der Untersuchung von Mellmann et al.*’, auf
Seiten des vanB Genotyps, siehe hierzu Tabelle 20 und Abbildung 64.

In der Studie von Mellmann et al.*” war der ST203, von dem alle Isolate das vanA Gen

trugen, am haufigsten.

Studien mit einer Dominanz des ST117, wie von Falgenhauer et al. (2019 und 2021)2%%,
Xanthopoulou et al.?®, Neumann et al.?® und Eichel et al.?’ zeigten ein vanA/vanB
Verhaltnis zu Gunsten des vanB Genotyps. Im Hinblick auf den ST80 der Untersuchung

von Liese et al.?® und den ST80 von Eisenberger et al.?® war dies ebenso der Fall.

Tabelle 20: Ubersicht der vanA/vanB Gesamtverhaltnisse, dominierenden Sequenztypen (ST) und deren
vanA/vanB Verhdltnisse nach Studie im Vergleich.

vanA/vanB Haufigster vanA/vanB
Gesamt- Sequenztyp (ST) Verhaltnis des
Autoren Ort Probenjahr  Verhaltnis und dessen Anteil  haufigsten ST
Diese Arbeit Diese Arbeit 2005-2007 1:5 ST192 (68 %) 1:61
Mellmann et al.
Minster 2013-2015 1:.0,4 ST203 (54,5 %) 1:.0
(2016)
Liese et al. Baden-
2010-2016 1:3,8 ST80 (45,1 %) 1:14
(2019) Wirttemberg
Falgenhauer et al. Hessen
. . 2017-2018 1:91 ST117 (94,7 %) 0:1
(2019) Rhein-Main
Xanthopoulou et al.
Deutschland 2014-2018 1:3,5 ST117 (50,5 %) 1:9,4
(2020)
Neumann et al.
Suddeutschland  2014-2015 1:10 ST117 (74,8 %) 1:40,5
(2020)
Eisenberger et al.
Bayern 2018-2019 1:2,5 ST80 (55,7 %) 1:6,6
(2020)
Eichel et al. Baden-
2016 1:10 ST117 (73,8 %) 0:1
(2020) Wirttemberg
Falgenhauer et al. Hessen
. . 2016-2018 1:3,5 ST117 (92,7 %) 0:1
(2021) Rhein-Main
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Abbildung 64: Ubersicht der vanA/vanB Gesamtanteile nach Studie im Vergleich
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Abbildung 65: Ubersicht der vanA/vanB Anteile des ST192 nach Studien im Vergleich
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Abbildung 65 und Tabelle 21 veranschaulichen im Detail die vanA/vanB Verhaltnisse
des ST192 als haufigsten Sequenztyp dieser Arbeit, der bereits in den Jahren 2005-
2007 fur eine vanB Dominanz im Rahmen dieser Analyse verantwortlich war, vor dem
Hintergrund anderer relevanter Studien aus Deutschland, die ebenso Isolate als ST192
typisierten.

Fir alle Isolate des ST192 aus allen berucksichtigten Studien zeigte sich eine vanB
Dominanz unterschiedlicher Auspragung. Lag das vanA/vanB Verhaltnis bei
Xanthopolou et al.?® fir den ST192 bei 1:1,3 in den Jahren 2014-2018, fanden sich im
Rahmen der Untersuchung von Neumann et al.?® mit Isolaten der Jahre 2014-2015 nur
vanB Trager und weiter zurtickreichend im Hinblick auf Isolate dieser Arbeit aus den
Jahren 2005-2007 ein vanA/vanB Verhaltnis von 1:61.

Das einzelne ST192 Isolat von Falgenhauer et al.?? (2019) trug vanB und zeigte dabei
eine enge Verwandtschaft zu Cluster bildenden Isolaten des ST192 dieser Arbeit wie im

vorangegangen Kapitel beschrieben.

Tabelle 21: Ubersicht der Anteile der vanA/vanB Gene des ST192 nach Studie im Vergleich

Autoren Ort Probenjahr Anteil ST192 vanA/vanB Verhéltnis
. . Hessen
Diese Arbeit . . 2005-2007 68 % 1:61
Rhein-Main
Mellmann et al.
Munster 2013-2015 21,7 % 1:13
(2016)
Liese et al. Baden-
2010-2016 4,9 % 1:5,3
(2019) Wirttemberg
Falgenhauer et al. Hessen
. . 2017-2018 1,1% nur vanB
(2019) Rhein-Main
Xanthopoulou et al.
Deutschland 2014-2018 1,6 % 1:1,3
(2020)
Neumann et al.
Suddeutschland 2014-2015 9,9 % nur vanB

(2020)
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5 Diskussion

5.1 Aufgetretene und erwartete VREfm Sequenztypen

Der im Einfuhrungsteil beschriebene und aktuell im Rhein-Main Gebiet?>?° wie
bundesweit®?* dominierende Klon ST117/CT71 war nicht unter den untersuchten
Isolaten dieser Arbeit. Im Rahmen dieser Untersuchung dominierte dagegen der ST192
(68 %, n=127/187) Uber alle Jahre.

Die in der umfassenden Abhandlung von Werner et. al.® in dem Untersuchungszeitraum
dieser Arbeit von 2005 bis 2007 zu erwartenden dominierenden Sequenztypen ST202
(11,2 %, n=21/187), ST18 (7,0 %, n=13/187), ST17 (2,7 %, n=5/187), ST203 (0,5 %,

n=1/187) traten in geringerer Anzahl, in Klammern angegeben, in Erscheinung.

5.2 Einordnung des dominierenden Auftretens des ST192 dieser Arbeit in
die Populationsstruktur von VREfm in Deutschland

Im Rahmen dieser Analyse dominierte der ST192 in den Jahren 2005 bis 2007, dessen
gehauftes Auftreten sowie Dominanz erst flr das Ende der 2000er Dekade im Rahmen
eines Ausbruchs an einer Klinik in Stidwest-Deutschland durch Werner et al.>* und die
Jahre nach 2010 beschrieben und von diesem Sequenztyp aufgrund der begrenzten

Zahl der veroffentlichten Ausbruchsuntersuchungen nur vereinzelt berichtet wurde. 5556

Dartber hinaus berichtete Bayerl® und Meier®® 2018 und 2020 aus dem
Universitatsklinikum Regensburg und insbesondere  aus benachbarten
Lehrkrankenh&usern vom dominierenden Auftreten des ST192 in Isolaten der Jahre
2005 bis 2011. Der H6henpunkt des Anteils des ST192 an allen Isolaten lag 2007 bis
2008 bei 50 %, der ab 2009 jedoch wieder deutlich fiel.

Bereits bekannt war das vereinzelte Auftreten des ST192 in einigen Kliniken auch durch
eine Untersuchung von Klare et al.®® aus 2005. Weiterhin berichtete diese von
Ausbriichen aus Baden-Wiurttemberg der Jahre 2003 sowie 2004 und einer weiten
Verteilung des ST203, der auch in dieser Arbeit, jedoch in geringere Anzahl s.o. in

Erscheinung getreten ist.

Diese Arbeit konnte daher zeigen, dass der ST192 auch an gréfReren lokalen
Ausbruchsgeschehen eines Hauses der Maximalversorgung als dominierender

Sequenztyp in den Jahren vor 2016 im Rhein-Main-Gebiet vorzufinden war.

Abseits der vanB Dominanz des ST192 dieser Arbeit, konnten keine weiteren
Beobachtungen wie besondere Virulenzfaktoren oder andere Antibiotika-Resistenzgene

fur das gehéaufte Auftreten dieses Sequenztyps als Ursache ausfindig gemacht werden.
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5.3 Vergleich der van Gene des ST192 und Einordnung der Dominanz von

vanB in dieser Arbeit

Entgegen der in den Jahren vor 2010 zu erwartenden vanA Dominanz (vanA/vanB, 4:1),
siehe Abbildung 66 des RKI und der Abhandlung , Thirty years of VRE in Germany —
“expect the unexpected” von Werner et al.®°, trat in dieser Arbeit eine vanB Dominanz
in Erscheinung. Der Wechsel vanA zu vanB (vanA/vanB shift, 1:4)° sollte sich eigentlich
erst Mitte der 2010er Jahre vollziehen, siehe hierzu Abbildung 66, die diesen vanA/vanB
shift ber die Jahre 2006 bis 2019 veranschaulicht.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

2006|2007|2008|2009|2010|2011|2012|2013|2014|2015|2016|2017|2018|2019

BvanB| 53 | 65 | 95 | 160 | 146 | 292 | 371 | 426 | 394 | 511 | 847 |1057|1188| 630
mvanA| 246 | 185 | 214 | 141 | 144 | 392 | 453 | 418 | 391 | 594 | 690 | 562 | 330 | 164

Abbildung 66: ,,Ratio of vanA-type to vanB-type E. faecium submitted to the National Reference Centre for
Staphylococci and Enterococci between 2006 and 2019. The ratio as percentage is given by the color code
(light blue = vanB; dark blue = vanA); the exact numbers of corresponding isolates are shown below. vanA
and vanB positive (n<5/year) E. faecium are not included.” (Werner et al., 2020, S.5)®

Diese fir den Zeitraum vor 2010 unerwartete Dominanz des vanB Gens war zwar auch
auf das gehaufte Auftreten des ST192 (vanB: n=122/125, 97,6 %) in dieser Arbeit
zurtckzufuhren, jedoch zeigten auch Sequenztypen bzw. Isolate dieser Arbeit mit

geringerem Anteil eine vanB Dominanz.

Dies waren z.B. der ST262 (vanB: n=10/10, 100 %), der ST17 (vanB: n=4/5, 80 %) und
geringer in Erscheinung getretene Sequenztypen. Lediglich der ST202 (vanA: n=14/21,
66,7 %) und ST18 (vanA: n=13/13, 100 %) zeigten eine Dominanz im Hinblick auf das

vanA Gen.

Auch Bayerl*’ berichtete aus dem Universitatsklinikum Regensburg und umliegenden
Krankenhausern fiir den Zeitraum 2004 bis 2006 von einer Dominanz des vanB Gens.

Weiterhin setzte sich dieser Trend aus unveroffentlichten Daten von 2004 bis 2010 fort.
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Werner et al.>** und Bender et al. berichteten weiterhin 2012 und 2016 von einer
breiteren bundesweiten Verteilung des ST192 und einer klonalen vanB Verbreitung fur
den Beginn der 2010er Jahre, die bis zum Ende der 2010er Dekade wieder fiel.

Ob auch in der hier vorliegenden Arbeit von einer reinen vererbten bzw. klonalen vanB
Ubertragung im Sinne eines vertikalen Gentransfer (VGT) bezuglich der vanB
Verbreitung ausgegangen werden kann, ist nicht ganzlich sicher, da auch Isolate
anderen Sequenztyps mit nicht unerheblichem Anteil vanB trugen, wie weiter oben
beschrieben.

Des Weiteren sind Vancomycin-Resistenzgene auf mobilen genetischen Elementen
(Plasmiden) lokalisiert und damit hatte auch ein mdglicher horizontaler Gentransfer

(HGT) ursachlich sein kdnnen®:.

Sowohl der vanA als auch der vanB Genotyp sind auf Chromosomen und Plasmiden zu

finden'®, jedoch unterscheidet sich die Ubertragung zwischen vanA und vanB.®62

Fir vanB ist bekannt, dass dieses eher auf Chromosomen und vanA eher auf Plasmiden
lokalisiert ist, beide Gene sind jedoch mobil Ubertragbar, siehe Werner et al.®? und

Freitas et al.®®

Aus den Niederlanden berichtete 2021 Arredondo-Alonso et al.®! von verwandten VRE-
Fallen und der Verbreitung des vanA Gens auf Basis einer klonalen Ausbreitung in
Kliniken. Dort identifizierte man allerdings auch Ausbriche mit hoher Verbreitung von
Plasmiden, bei denen die Ausbreitung des van Gens hauptséachlich durch horizontalen

Gentransfer (HGT) vorangetrieben wurde.

Ein mdglicher horizontaler Gentransfer (HGT) des van Gens kdnnte daher ebenso
ursachlich sein und wurde bereits im Jahr 1999 durch Suppola et al.%* im Rahmen einer
Untersuchung in Finnland flr die Integration des vanA und vanB Gens in endemische

Vancomycin sensible Enterokokken erwogen.

Weitere ganzgenombasierte Studien zum horizontalen Gentransfer (HGT) von
Virulenzfaktoren und Resistenzgenen von Enterokokken der darauffolgenden Jahre wie
von Palmet et al.®® zeigten, dass viele der besonders pathogenen nosokomialen
Eigenschaften von E. faecium mittels Konjugation Ubertragen werden und damit tber

Plasmide.

94



Diskussion

Die plasmidbasierte Konjugation vermittelt so die effiziente Ubertragung von Antibiotika-
Resistenzen, aber auch Virulenzfaktoren. So wurde gar 1992 durch Noble et al.®® von
der konjugativen Ubertragung einer Vancomycin-Resistenz von Enterokokken auf
Staphylokokken berichtet (Vancomycin resistenter Staphylococcus aureus (VRSA)).

Der Erklarungsansatz durfte daher fur die van Verbreitung und unerwartete Dominanz in
dieser Arbeit gegentiber Vergleichsdaten desselben Zeitraums, sowohl im horizontalen
als auch im vertikalen Gentransfer liegen und trotz der Dominanz des ST192-vanB in
dieser Arbeit, muss nicht unbedingt ein rein klonaler Ausbruch urséchlich sein, obwohl

dies auf den ersten Blick naheliegen mag.

Zu bericksichtigen ist auch eine mogliche Untererfassung des vanB Gens in dieser Zeit.
Die direkte selektive Sammlung von Proben auf Nahrmedien mit hoher Vancomycin-
Konzentration konnte eine Untererfassung von VREfm Stammen beglnstigt haben, die
nur eine geringe Resistenz-Expression aufwiesen, wie das fur vanB im Vergleich zu

vanA auch typisch ist, siehe hierzu Courvalin et al.?°.

In den Isolaten dieser Arbeit erfolgte die klinische Sammlung 2005 bis 2007 auf BHI-

Platten mit einer Vancomycin-Konzentration von 1 r% und die Kultivierung nach

Kryokonservierung auf Agar-Agar Platten im Labor mit einer Vancomycin-Konzentration

von 2 X8,
ml

Werner et al.®® berichtete 2008 in einer bereits angefiihrten Untersuchung der Jahre
2004 bis 2006 von einer horizontalen Verbreitung und Dominanz an VREfm Isolaten mit
vanA. Eine Beobachtung, die der umfassenen Untersuchung® desselben Autors aus der

Abbildung 66 weiter oben stammt, entsprach.

In besagter Studie aus 2008 wurde eine Vorselektion von Isolaten mit einer
Empfindlichkeitstestung bei einer Vancomycin-Konzentration von = 16 ;—‘c”] vorgenommen.
Daher ist es durchaus moglich, dass in der Zeit aus der die Isolate dieser Arbeit

stammten, ein nicht unwesentlicher Teil der Isolate mit vanB Gen nicht in der Statistik

aus Abbildung 66 erfasst wurden.

Dies hatte eine Verzerrung der vanA/vanB Gen Verhaltnisse begtinstigt bzw. begriindet,
den Werner et al.>* durch eine Untersuchung aus 2012 mit Isolaten der Jahre 2008 und

2009 einer neonatologischen Intensivstation auch selbst erwéhnte.

Bayerl fiihrte diese Beobachtung einer Studie des Universitatsklinikums Regensburg zur

lokalen VREfm Epidemiologie als moglichen Grund ebenso aus.®’
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5.4 Einordnung des Auftretens des ST202 dieser Arbeit in die

Populationsstruktur von VREfm in Deutschland

Der im Rahmen dieser Analyse am zweithaufigsten aufgetretene ST202 (11,2 %,
n=21/187) verzeichnete von 2005 bis 2007 einen kontinuierlichen Anstieg und dessen
Auftreten wurde durch Werner et al. in Berlin dominierend als vanA beschrieben.®®’

Dieser trat bereits in einer Untersuchung aus 2009 gewonnenen Isolaten einer Klinik in
Sudwestdeutschland in Erscheinung.®* Von allen 21 ST202 Isolaten dieser Arbeit trugen
66,7 % (n=14/21) vanA und 33,3 % (n=7/21) vanB.

Das Auftreten des ST202 im Jahr 2008 wurde auch durch einer Untersuchung von
Bayerl®” und Meier® in 2018 und 2020 des Universitatsklinikums Regensburg

beschrieben.
5.5 Dynamische Populationsstruktur von VREfm in Deutschland

Bereits 2019 wurde keines der Blutstrom-Infektions-Isolate am NRZ fir Enterokokken
des RKI mehr als ST192 typisiert. Dagegen stieg der Anteil des ST117/CT71,
ST80/CT1065 und ST78 an den eingesendeten Isolaten an das NRZ des RKI
kontinuierlich in der 2010er Dekade.® Diesen Anstieg zeigten auch die jingsten
regionalen Untersuchungen von Falgenhauer et al.?>? im Rhein-Main-Gebiet und

Weber et al.?* aus Berlin.

Die stetige Zunahme der VRE Pravalenz in Deutschland lasst sich sowohl auf Basis der
Ergebnisse dieser Arbeit als auch vor dem Hintergrund des Vergleichs mit anderen
bundesweiten Studien® als auRergewohnlich charakterisieren. Es war bundesweit
zunéachst durch das Auftreten und Verschwinden, wie des dominierenden Sequenztyps
ST192 dieser Arbeit, von spezifischen Sequenztypen und Complextypen in
verschiedenen Jahren bzw. Quinquennien und Dekaden als Zeitrdumen auszugehen,
was fir eine lebhafte Dynamik im Hinblick auf die genomische Populationsstruktur von

VREfm in Deutschland sprach.

Es zeigt sich heute eine Dominanz des vanB Gens Uber das vanA Gen und dazu eine

Verbreitung und Dominanz einer klonalen VREfm Linie, namlich die des ST117/CT71.

Die Fortschritte in der WGS-Technologie bieten nun die Mdoglichkeit mittels
genombasierter Surveillance und genetischen Fingerabdriicken die Persistenz, die sich
weiter entwickelnde Pravalenz dieses Sequenztyps, aber auch die Grinde fir sein
dominierendes Auftreten weiter in zukinftigen Studien und Untersuchungen im Blick zu

behalten.
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5.6 Limitationen

Als grof3te Limitation fur dieser Arbeit zur Ganzgenomsequenzierung und Typisierung
von VREfm lIsolaten, miussen fehlende klinische Informationen zu Patienten wie Alter,
Geschlecht, Diagnosen, (medikamentdse) Therapie, insbesondere
Antibiotika(-vor-)Behandlung,  Station und Fachbereich, Liegedauer sowie
vorbehandelnde  medizinische Kliniken betont werden, um das lokale
Ausbruchsgeschehen besser beurteilen zu kénnen.

Die Isolate wurden zwar aus einem bedeutenden Haus der Maximalversorgung mit
grolRem Einzugsgebiet im Rhein-Main Gebiet kollektiert, ein umfassenderes Bild hatten

jedoch Isolate aus mehreren Kliniken der damaligen Zeit geliefert.

Weiterhin stammten die in dieser Arbeit untersuchten Isolate aus den Jahren 2005 bis
2007, also aus einer Zeit, in der die WGS gestiutzte cgMLST Typisierung noch nicht
Standard war und daher keine bzw. kaum Vergleichsarbeiten und ganzgenombasierte
Vergleichsdaten in Form von genetischen Fingerabdriicken zur komparativen Analyse

vorlagen.

Daher musste im Hinblick auf die allelbasierte bzw. genomische komparative
Clusteranalyse bei grofRerem zeitlichem Abstand auf Arbeiten und Daten der spaten
2010er und frihen 2020er Dekaden zurlickgegriffen werden, in denen andere ST/CT
Typen dominierten. Dies schrankte die Aussagekraft hinsichtlich der Einordnung der

Isolate dieser Arbeit in die damalige VREfm Populationsstruktur ein.

Fur die Jahre 2005 bis 2007 konnte zur Einordnung und Beurteilung der damaligen
Populationsstruktur daher lediglich auf Arbeiten zuriickgegriffen werden, die sich der
PCR gestlutzten MLST bedienten und daher im Vergleich deutlich weniger diskriminativ

waren.

Nichtsdestotrotz konnte die komparative ganzgenombasierte cgMLST Analyse von
Isolaten dieser Arbeit mit Isolaten aus Arbeiten mit gré3erem zeitlichem Abstand zeigen,
dass auch Uber grél3ere Zeitraume und unterschiedliche Complextypen hinweg, enge
genomische Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Isolaten bei wenigen Allelen
Unterschied bestehen, was die angeflihrte Dynamik der Populationsstruktur und

Relevanz der WGS unterstreicht.
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5.7 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Analyse zur breiteren Sub-Differenzierung von
Sequenztypen (MLST) in Complextypen (cgMLST), unter anderem des in dieser Arbeit
dominierenden ST192, stellte anhand eines lokalen Ausbruchsgeschehens unter
Beweis, dass hochauflosende ganzgenombasierte Typisierungsmethoden mittels
cgMLST eine umfassende Diskriminierung in CT-Subtypen erlaubten.

Die so generierten genetischen Fingerabdriicke konnen dazu dienen, Ausbriiche
insbesondere auf lokaler Ebene besser zu analysieren, zu verstehen und tberregional
einzuordnen und dartber hinaus vermeintliche Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen

MLST-Typen auszuschliel3en.

Trotzdem sind zur eindeutigen patientenbezogenen Zuordnung von nosokomialen
Infektionen einer Klinik weitere Fortschritte in der ganzgenombasierten Typisierung
erforderlich, um die cgMLST allelbasierte Typisierung von 1423 Genen*' im Fall von

E. faecium auf das gesamte Genom auszuweiten.

Nichtsdestotrotz bringt dies das Potential der hochauflésenden cgMLST Typisierung auf
WGS-Basis auch fur ortlich und zeitlich auseinander liegende bzw. Uberregionale

Ausbruchsgeschehen zum Ausdruck.

Klare et al. warnte bereits 2017 vor dem bekannten und begrenzten MLST
Auflésungsvermdgen und dem Risiko von daraus falsch abgeleiteten Rickschliissen auf
die Populationsstruktur und Verwandtschaftsverhaltnisse von Sequenztypen und

Isolaten in und zwischen Ausbriichen im Epidemiologischen Bulletin des RKI.58

In Folge wurde auch am Nationalen Referenzzentrum flir Enterokokken am RKI 2017
angekundigt, fur zukinftige phylogenetische Vergleichsanalysen auf Whole-Genome-
Sequencing Technologien (WGS) und deren Datenverarbeitung mittels cgMLST
vermehrt zu setzen.%® Ab 2015 wurden bereits alle E. faecium Blutkulturisolate aus

invasiven Infektionen mittels WGS analysiert.®®

Diese Arbeit verdeutlichte dartber hinaus, dass es perspektivisch auch lohnend sein
kann, altere kryokonservierte Isolate von Ausbriichen, wie am Beispiel der limitierten
Zahl an Vertffentlichungen und Daten zu VREfm Ausbriichen zu Beginn der 2000er,
retrospektiv der Ganzgenomsequenzierung zuzufihren und mittels moderner

bioinformatischer Tools wie der cgMLST Typisierung nachtraglich zu untersuchen.

Dies brachte unerwartete Ergebnisse im Hinblick auf die van Gen Verhaltnisse zum

Vorschein, wie auch diese Arbeit zeigte.
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Eine nachtragliche Untersuchung von Isolaten kann auch dabei helfen, die ZeitrGume im
Hinblick auf das Auftreten und Verschwinden von Sequenz- bzw. Complextypen besser

zu verstehen, um daraus magliche Prognose fir die Zukunft abzuleiten.

Die Generierung von genomischen Fingerabdriicken kann so riickblickend einen Beitrag
zum besseren Verstandnis von Populationsstruktur, Epidemiologie sowie Entwicklung
von Sequenztypen respektive Complextypen leisten.

Fortschritte sind, auch und insbesondere auf ganzgenombasierten Analysen abseits der
allelbasierten Typisierung, noch beziglich der Ursachenforschung fir das Auftreten und
die Dominanz spezifischer Sequenz-/Complextypen wie des aktuell dominierenden
ST117/CT71/vanB erforderlich. Eine kontinuierliche genombasierte Surveillance ist
daher unabdingbar, um die VREfm Epidemiologie neben der Ursachenforschung und

damit auch den Erfolg lokaler HygienemalRnahmen im Blick zu behalten.

.Expect the unexpected (Werner et al.®) im Hinblick auf VREfm, dem reiht sich das
Ergebnis dieser Untersuchung zu einer friheren Etappe einer epidemiologischen Reise

ein, deren Ziel weiterhin ungewiss ist.
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6 Zusammenfassung

Seit 1990 von ersten Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) Fallen in
Deutschland berichtet wurde, ist eine stetige Zunahme des Anteils von Vancomycin-
resistenter Enterococcus faecium (VREfm) an nosokomialen Infektionen und damit

einhergehenden schweren Enterokokken-assoziierten Infektionen zu verzeichnen.

Der ganzgenombasierten Surveillance der Populationsstruktur wird dabei eine wichtige
Rolle im Hinblick auf die Beobachtung der Ausbruchsdynamiken, aber auch beziiglich

der geschichtlichen Populationsstruktur auf molekularer Ebene zu Teil.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte fir 187 VREfm Isolate aus dem Rhein-Main-Gebiet
genetische Fingerabdricke bestimmt werden. Die Isolate stammten aus den Jahren
2005, 2006 sowie 2007 und damit aus einer Zeit, Uber die bisher wenig im Hinblick auf
die lokal dominierenden Sequenz- sowie Complextypen bekannt war. Durch diese Arbeit
konnte damit eine regionale episodische Licke beziglich der genombasierten
Surveillance von VREfm geschlossen werden. Ergebnis war die Dominanz des ST192
Sequenztyps (68 %) Uber alle Jahre (2005-2007), dessen gehauftes Auftreten erst fur
das Ende der 2000er Dekade und die Jahre nach 2010 beschrieben wurde.

Dies lag vornehmlich an der begrenzten Zahl an ganzgenombasierten verétffentlichten
Ausbruchsuntersuchungen aus dem Rhein-Main Gebiet. Der Vergleich der gewonnen
genomischen Fingerabdriicke aus 2005-2007 mit aktuellen Ganzgenomdaten zeigte
jedoch, dass teilweise nur wenige Allele Unterschied zwischen Isolaten des gleichen
ST192 Sequenztyp-/Complextyps, trotz groReren zeitlichen Abstands zwischen den
Probenjahren, bestand. Ein weiteres unerwartetes Ergebnis dieser Arbeit war eine vanB
Dominanz entgegen der eigentlich in den Jahren vor 2010 zu erwartenden vanA

Dominanz (vanA/vanB, 4:1).

Bereits 2019 wurde keines der Blutstrom-Infektions-Isolate am NRZ fur Enterokokken
des RKI mehr als ST192 typisiert. Es ist bundesweit daher durch das Auftreten und
Verschwinden von spezifischen Sequenztypen und Complextypen in verschiedenen
Jahren bzw. Quinquennien und Dekaden als Zeitraumen auszugehen, was fir eine
lebhafte Dynamik im Hinblick auf die genomische Populationsstruktur von VREfm in

Deutschland spricht.

Der aktuell im Fokus stehende und im Rhein-Main Gebiet wie bundesweit dominierende
Klon ST117/CT71, war nicht unter den untersuchten Isolaten dieser Arbeit. Die in dem
Untersuchungszeitraum dieser Arbeit 2005 bis 2007 zu erwartenden dominierenden

Sequenztypen ST202, ST18, ST17, ST203, traten in geringerer Anzahl in Erscheinung.
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Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit erfolgte Sub-Differenzierung von Sequenztypen (MLST) in
Complextypen (cgMLST), dies waren mit den grofRten Anteilen die Complextypen
ST192/CT171 wund ST192/CT3, stellte unter Beweis, dass hochauflosende
Typisierungsmethoden mittels cgMLST eine umfassende Diskriminierung in CT-
Subtypen erlaubten.

Die generierten genomischen Fingerabdriicke kdnnen dazu dienen Ausbriche,
insbesondere auf lokaler Ebene, besser zu diskriminieren sowie Uberregional
einzuordnen und dartber hinaus vermeintliche Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen
MLST-Typen auszuschliel3en. Dies bringt das Potential der hochauflosenden cgMLST
Typisierung auch fur Ortlich und zeitlich auseinander liegende bzw. Uberregionale

Ausbruchsgeschehen zum Ausdruck.

Diese Arbeit zeigte zudem, dass es auch lohnend sein kann, &ltere Isolate von
Ausbriichen, wie am Beispiel der limitierten Zahl an Verdffentlichungen und Daten zu
VREfm Ausbriichen zu Beginn der 2000er, der Ganzgenomsequenzierung zuzufiihren

und mittels moderner bioinformatischer Methoden nachtraglich zu untersuchen.

Die Generierung von genomischen Fingerabdriicken kann so retrospektiv einen Beitrag

zum besseren Verstandnis von Populationsstruktur und Epidemiologie leisten.

101



Abstract

7 Abstract

Since the first cases of vancomycin-resistant enterococci (VRE) were reported in
Germany in 1990, there has been a steady increase in the proportion of vancomycin-
resistant Enterococcus faecium (VREfm) in nosocomial infections and the associated
severe enterococci infections. The whole genome-based surveillance of the population
structure plays an important role with regard to the observation of the outbreak dynamics
and the historical population structure at the molecular level.

In the course of this work, genetic fingerprints for 187 VREfm isolates from the Rhine-
Main area were determined. The isolates came from the years 2005, 2006 and 2007 and
thus from a time about which little was known about the locally dominant multilocus
sequence and complex types. This work closed a regional episodic gap in genome-

based surveillance of VREfm.

The result was the dominance of the ST192 sequence type (68%) over all years (2005-
2007), whose frequent occurrence was only described for the end of the 2000s decade
and the years after 2010. This was primarily due to the limited number of whole-genome-

based published outbreak investigations from the Rhine-Main area.

However, the comparison of the obtained genomic fingerprints from 2005-2007 with
current whole genome data showed that in some cases only a few alleles differed
between isolates of the same ST192 sequence type/complex type, despite a larger time
interval between the sample years. Contrary to the vanA dominance (vanA/vanB, 4:1) to

be expected in the years before 2010, a vanB dominance appeared in this work.

As early as 2019, none of the bloodstream infection isolates at the NRZ for enterococci
from the RKI were typed more than ST192. It can therefore be assumed that specific
sequence types and complex types appear and disappear in different years or
guinquennia and decades as periods of time nationwide, which speaks for a lively

dynamic regarding the genomic population structure of VREfm in Germany.

The clone ST117/CT71, which is currently in focus and dominates in the Rhein-Main
area as well as nationwide, was not among the isolates examined in this work. The
dominating sequence types ST202, ST18, ST17, ST203 to be expected in the

investigation period of this work from 2005 to 2007 appeared in smaller numbers.
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Abstract

The sub-differentiation of sequence types (MLST) into complex types (cgMLST) carried
out in this work, these being the complex types ST192/CT171 and ST192/CT3 with the
largest proportion, proved that high-resolution typing methods using cgMLST can
provide comprehensive discrimination in CT subtypes.

The generated genomic fingerprints can be used to better discriminate outbreaks,
especially at the local level, to classify them supra-regionally and to rule out supposed
relationships between isolates of identical MLST types. This also expresses the potential
of high-resolution cgMLST typing for outbreaks that are different in terms of location and

time or are supra-regional.

This work also made it clear that it can also be worthwhile to retrospectively analyze
older isolates from outbreaks by whole-genome sequencing, such as the limited number
of publications and data on VREfm outbreaks at the beginning of the 2000s and using

modern bioinformatic tools such as the cgMLST typing to examine types afterwards.

In retrospect, the generation of genomic fingerprints can contribute to a better
understanding of the population structure, the epidemiology and the development of

VREfm sequence types and complex types.
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8 Abkulrzungsverzeichnis

BHI Brain heart infusion
CgMLST Core genom Multilocus sequence typing
CT Complextypen generiert nach cgMLST Schema
DNA Desoxyribonukleinséure
EDTA Ethylendiamintetraacetat
HGT Horizontaler Gentransfer
MLST Multilocus sequence typing
NGS Next-Generation Sequencing
NRZ Nationales Referenzzentrum fur Staphylokokken und Enterokokken
PFGE Pulsed-Field-Gel-Elektrophorese
RKI Robert Koch-Institut
ST Sequenztyp generiert nach MLST Schema
vanA Glykopeptid-Resistenz-Typ A:

Vancomycin Resistenz mit Teicoplanin Kreuzresistenz
vanB Glykopeptid-Resistenz-Typ B:

Vancomycin Resistenz
VGT Vertikaler Gentransfer
VRE Vancomycin-resistente Enterokokken
VREfm Vancomycin-resistenter Enterococcus faecium
VRSA Vancomycin-resistenter Staphylococcus aureus
WGS Whole-Genome Segquencing
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Anhang

12 Anhang

Tabelle 22: Ubersicht der Antibiotika-Resistenzgene der Isolate mit Nr., Jahr, ST/CT Typ und unter Angabe
der zugehdrigen Antibiotikaklassen. Ein schwarzes Kastchen symbolisiert das Vorhandensein eines Gens.

g s |£ 5| g |E
= = = S Q
Aminoglykoside § g g Chinolone :Eg % §
S| 2 |3 g 5 |E
] o & = =
e s 22 || |52 K3 &8 <
o WL ol gl d o d o Flg2 e
o 5T = 8 0 = =1 @ g " T | | O | < | | 8 @ = 5
§ § £ £ £ E|E 2|5 2(8|¢g ¢ & ¢ £ 9 ¢ g 3
© s & & &S 5 35 & 38 & 3
Nr. Jahr ST CT __van =
307 2005 NEW 171 | vanB
518 2007 NEW 3 | vanB
541 2007 NEW 2665 | vanB
516 2007 780 NEW | vanB
522 2007 780 NEW | vanB -
423 2006 721 NEW | vanA
407 2006 317 NEW | vanA
350 2006 306 NEW | vanB
349 2006 279 NEW | vanB
469 2007 279 NEW | vanB
311 2005 262 NEW | vanB
322 2005 262 NEW | vanB
323 2005 262 NEW | vanB
324 2005 262 NEW | vanB
334 2006 262 NEW | vanB
340 2006 262 NEW | vanB
341 2006 262 NEW | vanB
343 2006 262 NEW | vanB
356 2006 262 NEW | vanB
359 2006 262 NEW | vanB
406 2006 203 1194 | n.b.
329 2005 202 NEW | vanB
486 2007 202 NEW | vanA
543 2007 202 NEW | vanA -
451 2006 202 5885 | vanA
474 2007 202 5885 | vanA
481 2007 202 5885 | vanA
435 2006 202 2762 | vanA
462 2006 202 2762 | vanA
471 2007 202 2762 | vanA
494 2007 202 2762 | vanA
525 2007 202 2762 | vanA
561 2007 202 2762 | vanA
347 2006 202 2665 | vanB
367 2006 202 2665 | vanB
436 2006 202 2665 | vanB
463 2006 202 2665 | vanB
488 2007 202 2665 | vanB
426 2006 202 172 | vanA
545 2007 202 172 | vanA
564 2007 202 172 | vanA
508 2007 202 NEW | vanB
309 2005 192 NEW | vanB
312 2005 192 NEW | vanB
318 2005 192 NEW | A+B
363 2006 192 NEW | vanB
504 2007 192 NEW | vanB
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g | g % s| g |E
. . & 2 |2 . £l ¢ |8
Aminoglykoside @ g S Chinolone I g g
£ g |3 s| 5 | &
| o ] ~ =
s e s 2 g o | | lezstz gk _
C o L L S slB O LR B 08 0 8 3|22 S0
T 5T T 8 0 = 3 © 1S o | & I o I < | Nels B 5
§ § £z £ E|2 8|5 g|8|¢g ¢ ¢ ¢ ¢ o< g g
=& ¥R EC 535 & 335 & 5
Nr. Jahr ST CT __van =
557 2007 192 NEW | vanB
558 2007 192 NEW | vanB
422 2006 192 2665 | vanB
432 2006 192 1246 | vanB
500 2007 192 1246 | vanB
519 2007 192 1217 | vanB
505 2007 192 294 n.b.
528 2007 192 294 vanA
529 2007 192 294 vanA
305 2005 192 171 | vanB
308 2005 192 171 | vanB
313 2005 192 171 vanB
315 2005 192 171 vanB -
327 2005 192 171 vanB
333 2006 192 171 | vanB
338 2006 192 171 | vanB
344 2006 192 171 vanB -
346 2006 192 171 | vanB
352 2006 192 171 | vanB .
357 2006 192 171 | vanB
362 2006 192 171 | vanB
368 2006 192 171 | vanB -
375 2006 192 171 | vanB
380 2006 192 171 | vanB
383 2006 192 171 | vanB
387 2006 192 171 | vanB
390 2006 192 171 | vanB
391 2006 192 171 | vanB
394 2006 192 171 | vanB
397 2006 192 171 | vanB
403 2006 192 171 | vanB
412 2006 192 171 | vanB
414 2006 192 171 | vanB
415 2006 192 171 | vanB
419 2006 192 171 | vanB
424 2006 192 171 | vanB -
428 2006 192 171 | vanB
437 2006 192 171 | vanB
438 2006 192 171 | vanB
439 2006 192 171 | vanB
441 2006 192 171 | vanB
444 2006 192 171 | vanB .
468 2007 192 171 | vanB
472 2007 192 171 | vanB
475 2007 192 171 | vanB
477 2007 192 171 | vanB
478 2007 192 171 | vanB
480 2007 192 171 | vanB
485 2007 192 171 | vanB
489 2007 192 171 | vanB
491 2007 192 171 | vanB
497 2007 192 171 | vanB
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g | g % s| g |E
. . 5| § |2 . £l 3 |§
Aminoglykoside @ g S Chinolone I g g
£ g |3 5| 5 |E
3 [ & [ E
s e s s 2o || |QFEs fad s _
o L L aglEB e LR S o d o 3 B2 S|
T g S ¥ 2 |3 SB|IE a|l®| ) L0 LY LT E|s
§ § £ £ £ E|2 2|5 2|8|]¢g € 2 ¢ € o ¢ g g
© s T § & ° 5 3 & 3 8 & 3
Nr. Jahr ST CT__ van <
498 2007 192 171 vanB
520 2007 192 171 vanB
521 2007 192 171 vanB
530 2007 192 171 vanB
535 2007 192 171 vanB
539 2007 192 171 vanB
540 2007 192 171 vanB
548 2007 192 171 vanB
551 2007 192 171 vanB
556 2007 192 171 vanB
325 2005 192 164 vanB
332 2006 192 164 vanB
337 2006 192 164 vanB
339 2006 192 164 | vanB
342 2006 192 164 vanB
358 2006 192 164 | vanB
374 2006 192 164 vanB
470 2007 192 164 | vanB
400 2006 192 26 | vanB
408 2006 192 26 | vanB
527 2007 192 26 | vanB
534 2007 192 26 | vanB
376 2006 192 10 | vanB
395 2006 192 10 | vanB
476 2007 192 10 | vanB
553 2007 192 10 | vanB
388 2006 192 3 | vanB
392 2006 192 3 | vanB
393 2006 192 3 | vanB
402 2006 192 3 | vanB
404 2006 192 3 | vanB
405 2006 192 3 | vanB
411 2006 192 3 | vanB
417 2006 192 3 | vanB
418 2006 192 3 | vanB
421 2006 192 3 | vanB
425 2006 192 3 | vanB
429 2006 192 3 | vanB
443 2006 192 3 | vanB
445 2006 192 3 | vanB
456 2006 192 3 nb.
457 2006 192 3 | vanB
458 2006 192 3 | vanB
460 2006 192 3 | vanB
482 2007 192 3 | vanB
483 2007 192 3 | vanB
487 2007 192 3 | vanB
490 2007 192 3 | vanB
492 2007 192 3 | vanB
493 2007 192 3 | vanB
495 2007 192 3 | vanB
501 2007 192 3 | vanB
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g | g % s| g |E
. . & 2 |2 . £l ¢ |8
Aminoglykoside @ g S Chinolone I g %
£ g |3 s| 5 | &
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§ 3 E £ E Z|2 8|5 £|8|¢g € @ ¢ ¢ o g g 5
° %8 ' 5 RS 55 & 535 8 3
Nr. Jahr ST CT __van =
502 2007 192 3 | vanB
509 2007 192 3 | vanB
512 2007 192 3 | vanB
513 2007 192 3 | vanB
514 2007 192 3 | vanB
517 2007 192 3 | vanB
526 2007 192 3 | vanB
537 2007 192 3 | vanB
542 2007 192 3 | vanB
546 2007 192 3 vanB
547 2007 192 3 | vanB
549 2007 192 3 vanB
552 2007 192 3 vanB
554 2007 192 3 vanB
555 2007 192 3 | vanB
559 2007 192 3 | vanB
560 2007 192 3 | vanB
562 2007 192 3 | vanB
336 2006 18  NEW | vanA
384 2006 18  NEW | vanA
386 2006 18  NEW | vanA
416 2006 18 NEW | vanA
310 2005 18 5 | vanA
314 2005 18 5 | vanA
328 2005 18 5 | vanA
335 2006 18 5 | vanA
351 2006 18 5 | vanA
364 2006 18 5 | vanA
401 2006 18 5 | vanA
446 2006 18 5 | vanA
448 2006 18 5 | vanA
389 2006 17 NEW | vanB
385 2006 17 3259 | vanA
399 2006 17 3259 | vanB
413 2006 17 3259 | vanB
379 2006 17 3256 | vanB
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Tabelle 23: Ubersicht der Virulenzfaktoren/-gene acm, ecbA, scm, sgrA fiir E. faecium nach VFDB* der Isolate mit
Angabe der Nr., Jahr, ST/CT Typ. Ein schwarzes Kastchen symbolisiert das Vorhandensein eines Gens.

E. faecium Virulenzfaktoren E. faecium Virulenzfaktoren
Nr Jahr ST CT acm echA SgrA Nr Jahr ST CT acm
307 2005 NEW 171 558 2007 192
518 2007 NEW 3 422 2006 192 2665
541 2007 NEW 2665 432 2006 192 1246
516 2007 780 NEW 500 2007 192 1246
522 2007 780 NEW 519 2007 192 1217
423 2006 721 NEW 505 2007 192 294
407 2006 317 NEW 528 2007 192 294
350 2006 306 NEW 529 2007 192 294
349 2006 279 NEW 305 2005 192 171
469 2007 279 NEW 308 2005 192 171
311 2005 262 NEW 313 2005 192 171
322 2005 262 NEW 315 2005 192 171
323 2005 262 NEW 327 2005 192 171
324 2005 262 NEW 333 2006 192 171
334 2006 262 NEW 338 2006 192 171
340 2006 262 NEW 344 2006 192 171
341 2006 262 NEW 346 2006 192 171
343 2006 262 NEW 352 2006 192 171
356 2006 262 NEW 357 2006 192 171
359 2006 262 NEW 362 2006 192 171
406 2006 203 1194 368 2006 192 171
329 2005 202 NEW 375 2006 192 171
486 2007 202 NEW 380 2006 192 171
543 2007 202 NEW 383 2006 192 171
451 2006 202 5885 387 2006 192 171
474 2007 202 5885 390 2006 192 171
481 2007 202 5885 391 2006 192 171
435 2006 202 2762 394 2006 192 171
462 2006 202 2762 397 2006 192 171
471 2007 202 2762 403 2006 192 171
494 2007 202 2762 412 2006 192 171
525 2007 202 2762 414 2006 192 171
561 2007 202 2762 415 2006 192 171
347 2006 202 2665 419 2006 192 171
367 2006 202 2665 424 2006 192 171
436 2006 202 2665 428 2006 192 171
463 2006 202 2665 437 2006 192 171
488 2007 202 2665 438 2006 192 171
426 2006 202 172 439 2006 192 171
545 2007 202 172 441 2006 192 171
564 2007 202 172 444 2006 192 171
508 2007 202 NEW 468 2007 192 171
309 2005 192 NEW 472 2007 192 171
312 2005 192 NEW 475 2007 192 171
318 2005 192 NEW 477 2007 192 171
363 2006 192 NEW 478 2007 192 171
504 2007 192 NEW 480 2007 192 171
557 2007 192 NEW 485 2007 192 171
489 2007 192 171 490 2007 192 3
491 2007 192 171 492 2007 192 3
497 2007 192 171 493 2007 192 3
498 2007 192 171 495 2007 192 3
520 2007 192 171 501 2007 192 3
521 2007 192 171 502 2007 192 3
530 2007 192 171 509 2007 192 3
535 2007 192 171 512 2007 192 3
539 2007 192 171 513 2007 192 3
540 2007 192 171 514 2007 192 3
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E. faecium Virulenzfaktoren

Nr Jahr ST CT
548 2007 192 171
551 2007 192 171
556 2007 192 171
325 2005 192 164
332 2006 192 164
337 2006 192 164
339 2006 192 164
342 2006 192 164
358 2006 192 164
374 2006 192 164
470 2007 192 164
400 2006 192 26
408 2006 192 26
527 2007 192 26
534 2007 192 26
376 2006 192 10
395 2006 192 10
476 2007 192 10
563 2007 192 10
388 2006 192 3
392 2006 192 3
393 2006 192 3
402 2006 192 3
404 2006 192 3
405 2006 192 3
411 2006 192 3
417 2006 192 3
418 2006 192 3
421 2006 192 3
425 2006 192 3
429 2006 192 3
443 2006 192 3
445 2006 192 3
456 2006 192 3
457 2006 192 3
458 2006 192 3
460 2006 192 3
482 2007 192 3
483 2007 192 3
487 2007 192 3

acm echbA SgrA

Nr Jahr ST CT
517 2007 192 3
526 2007 192 3
537 2007 192 3
542 2007 192 3
546 2007 192 3
547 2007 192 3
549 2007 192 3
552 2007 192 3
554 2007 192 3
555 2007 192 3
559 2007 192 3
560 2007 192 3
562 2007 192 3
336 2006 18 NEW
384 2006 18 NEW
386 2006 18 NEW
416 2006 18 NEW
310 2005 18 5
314 2005 18 5
328 2005 18 5
335 2006 18 5
351 2006 18 5
364 2006 18 5
401 2006 18 5
446 2006 18 5
448 2006 18 5
389 2006 17 NEW
385 2006 17 3259
399 2006 17 3259
413 2006 17 3259
379 2006 17 3256

E. faecium Virulenzfaktoren

acm echA sgrA
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Tabelle 24: Ubersicht zu Kapitel 4.2.2 der 180 Isolate der Gruppe Sonstige der Studie von Liese et al.?3
unter Angabe der ST/CT Typen, der absoluten Anzahl und Gesamtanteile. Absteigend sortiert nach Anzahl.

STICT Anzahl Gesamtanteil ST/ICT Anzahl Gesamtanteil

STNEW/CT2808 7 0,9 % ST17/CT2802 2 0,3%
ST80/CT315 6 0,8 % ST17/CT2805 2 0,3 %
ST117/CT2768 5 0,6 % ST18/CT1492 2 0,3%
ST117/CT2773 3 0,4 % ST18/CT2818 2 0,3%
ST117/CT2775 3 0,4 % ST192/CT3 2 0,3%
ST132/CT1493 3 0,4 % ST203/CT2561 2 0,3%
ST17/CT1490 3 0,4 % ST203/CT2801 2 0,3%
ST18/CT253 3 0,4 % ST64/CT2774 2 0,3%
ST192/CT155 3 0,4 % ST78/CT894 2 0,3%
ST192/CT2771 3 0,4 % ST80/CT1570 2 0,3%
ST80/CTNEW 3 0,4 % ST80/CT2610 2 0,3%
ST80/CT1495 3 0,4 % STNEW/CT469 2 0,3%
ST80/CT2077 3 0,4 % STNEW/CT1065 2 0,3%
ST80/CT2804 3 0,4 % STNEW/CT2803 2 0,3%
ST925/CT2785 3 0,4 % STNEW/CT2797 2 0,3%
ST925/CT2816 3 0,4 % ST104/CT2778 1 0,1%
STNEW/CT892 3 0,4 % ST117/CT1522 1 0,1%
STNEW/CTNEW 3 0,4 % ST117/CT2606 1 0,1%
ST117/CTNEW 2 0,3% ST117/CT2777 1 0,1%
ST117/CT1020 2 0,3% ST117/CT2794 1 0,1%
ST117/CT35 2 0,3% ST117/CT2798 1 0,1%
ST117/CT36 2 0,3 % ST117/CT2823 1 0,1%
ST117/CT929 2 0,3 % ST1201/CT469 1 0,1%
ST132/CT2810 2 0,3 % ST125/CT2772 1 0,1%
ST1595/CT26 2 0,3 % ST125/CT2788 1 0,1%
ST17/CT2799 2 0,3 % ST1299/CT1146 1 0,1%
ST1595/CTNEW 1 0,1% ST78/CT2827 1 0,1%
ST17/CT2779 1 0,1% ST780/CT2790 1 0,1%
ST17/CT2792 1 0,1% ST80/CT2781 1 0,1%
ST17/CT2809 1 0,1% ST80/CT2789 1 0,1%
ST17/CT2814 1 0,1% ST80/CT2791 1 0,1%
ST17/CT2815 1 0,1% ST80/CT2796 1 0,1%
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STICT Anzahl Gesamtanteil ST/ICT Anzahl Gesamtanteil
ST17/CT2817 1 0,1% ST80/CT2807 1 0,1%
ST17/CT3031 1 0,1% ST80/CT2811 1 0,1%
ST18/CT222 1 0,1% ST80/CT2813 1 0,1%
ST18/CT2787 1 0,1% ST80/CT2822 1 0,1%
ST18/CT2820 1 0,1% ST80/CT2825 1 0,1%

ST192/CTNEW 1 0,1% ST80/CT847 1 0,1%

ST192/CT10 1 0,1% ST80/CT888 1 0,1%
ST192/CT2806 1 0,1% ST83/CT2812 1 0,1%
ST192/CT2824 1 0,1% ST885/CT2821 1 0,1%
ST202/CT2762 1 0,1% ST89/CT301 1 0,1 %
ST202/CT2770 1 0,1% ST925/CT61 1 0,1%

ST203/CT28 1 0,1% STNEW/CT20 1 0,1%

ST203/CT58 1 0,1% STNEW/CT43 1 0,1%
ST262/CT2784 1 0,1% STNEW/CT1134 1 0,1 %
ST280/CT2764 1 0,1% STNEW/CT2780 1 0,1%
ST280/CT2793 1 0,1% STNEW/CT2783 1 0,1%

ST323/CT45 1 0,1% STNEW/CT2795 1 0,1%
ST323/CT1494 1 0,1% STNEW/CT2819 1 0,1%
ST412/CTNEW 1 0,1% STNEW/CT2765 1 0,1%
ST427/CT2800 1 0,1% STNEW/CT2766 1 0,1%
ST612/CT2786 1 0,1% STNEW/CT2776 1 0,1%
ST721/CT2769 1 0,1% STNEW/CT2826 1 0,1%
ST78/CT2767 1 0,1%

ST80/CT106 1 0,1%

ST80/CT14 1 0,1%
ST80/CT1497 1 0,1%

ST80/CT202 1 0,1%
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Tabelle 25: Ubersicht zu Kapitel 4.2.7 der 293 Isolate der Gruppe Sonstige der Studie von Xanthopoulou et
al.?® unter Angabe der ST/CT Typen, der absoluten Anzahl und Gesamtanteile. Absteigend sortiert nach
Anzahl.

STICT Anzahl Gesamtanteil ST/ICT Anzahl Gesamtanteil

ST17/CT1482 6 0,9 % ST117/CT2080 2 0,3%
ST262/CT1016 6 0,9 % ST117/CT2270 2 0,3%
ST1595/CT26 5 0,8 % ST117/CT2649 2 0,3 %

ST17/CT29 5 0,8 % ST117/CT2650 2 0,3%

ST17/CT900 5 0,8 % ST117/CT35 2 0,3%

ST18/CT163 5 0,8 % ST117/CTNEW 2 0,3%
ST203/CT1010 5 0,8 % ST17/CT53 2 0,3%
ST262/CT1561 5 0,8 % ST18/CT222 2 0,3%
ST78/CT1121 5 0,8 % ST192/CT26 2 0,3%
ST80/CT1013 5 0,8 % ST192/CT46 2 0,3%
ST80/CT1066 5 0,8 % ST203/CT1015 2 0,3%
ST117/CT1177 4 0,6 % ST203/CT1028 2 0,3%
ST117/CT1526 4 0,6 % ST203/CT1609 2 0,3%
ST117/CT1612 4 0,6 % ST203/CT859 2 0,3%
ST80/CT1128 4 0,6 % ST262/CT2646 2 0,3%

ST80/CT315 4 0,6 % ST262/CT2841 2 0,3%
ST117/CT1062 3 0,5% ST361/CT1901 2 0,3%
ST117/CT1169 3 0,5% ST80/CT1008 2 0,3%
ST117/CT1686 3 0,5% ST80/CT106 2 0,3%
ST117/CT2690 3 0,5 % ST80/CT1083 2 0,3%
ST117/CT991 3 0,5% ST80/CT1565 2 0,3%
ST203/CT1689 3 0,5 % ST80/CT2632 2 0,3 %
ST612/CT2688 3 0,5 % ST80/CT2687 2 0,3 %
ST78/CT2116 3 0,5 % ST80/CT2944 2 0,3 %
ST80/CT1046 3 0,5 % ST80/CT32 2 0,3 %
ST80/CT2077 3 0,5 % ST80/CTNEW 2 0,3 %

ST80/CT467 3 0,5 % STNEW/CT2842 2 0,3 %
ST117/CT1682 2 0,3 % ST1055/CT2839 1 0,2 %
ST117/CT1047 1 0,2 % ST1478/CT1153 1 0,2 %
ST117/CT118 1 0,2 % ST1478/CT71 1 0,2 %
ST117/CT1528 1 0,2 % ST1489/CT20 1 0,2 %
ST117/CT1566 1 0,2 % ST154/CT2115 1 0,2 %
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STICT Anzahl Gesamtanteil ST/ICT Anzahl Gesamtanteil
ST117/CT1567 1 0,2 % ST1595/CT2651 1 0,2 %
ST117/CT1615 1 0,2 % ST17/CT154 1 0,2 %
ST117/CT1683 1 0,2 % ST17/CT2584 1 0,2 %
ST117/CT1769 1 0,2 % ST17/CT3093 1 0,2%
ST117/CT1771 1 0,2 % ST18/CT194 1 0,2%
ST117/CT178 1 0,2 % ST18/CT2307 1 0,2%
ST117/CT1785 1 0,2 % ST192/CT1079 1 0,2%
ST117/CT1786 1 0,2 % ST192/CT1529 1 0,2%
ST117/CT1795 1 0,2 % ST192/CT1617 1 0,2 %
ST117/CT1905 1 0,2 % ST192/CT171 1 0,2 %
ST117/CT2094 1 0,2 % ST192/CT2546 1 0,2%
ST117/CT2308 1 0,2 % ST192/CT54 1 0,2%
ST117/CT2333 1 0,2 % ST203/CT1035 1 0,2 %
ST117/CT2490 1 0,2 % ST203/CT1077 1 0,2%
ST117/CT2505 1 0,2 % ST203/CT1611 1 0,2 %
ST117/CT2509 1 0,2 % ST203/CT1800 1 0,2 %
ST117/CT2517 1 0,2 % ST203/CT2322 1 0,2 %
ST117/CT2538 1 0,2 % ST203/CT2586 1 0,2 %
ST117/CT2583 1 0,2 % ST203/CT2733 1 0,2 %
ST117/CT2637 1 0,2 % ST203/CT2735 1 0,2 %
ST117/CT2640 1 0,2 % ST203/CT2750 1 0,2 %
ST117/CT2647 1 0,2 % ST203/CT474 1 0,2 %
ST117/CT2734 1 0,2 % ST203/CTNEW 1 0,2 %
ST117/CT2831 1 0,2 % ST2170/CT2113 1 0,2 %
ST117/CT2846 1 0,2 % ST2363/CT2112 1 0,2 %
ST117/CT2907 1 0,2 % ST253/CT2114 1 0,2 %
ST1186/CT32 1 0,2 % ST262/CT1007 1 0,2 %
ST262/CT2892 1 0,2 % ST80/CT2298 1 0,2 %
ST262/CTNEW 1 0,2 % ST80/CT2323 1 0,2 %
ST280/CT2585 1 0,2 % ST80/CT2324 1 0,2 %
ST296/CT2886 1 0,2 % ST80/CT2331 1 0,2 %
ST32/CT1068 1 0,2 % ST80/CT2406 1 0,2 %
ST32/CT2874 1 0,2 % ST80/CT2491 1 0,2 %
ST323/CT561 1 0,2 % ST80/CT2638 1 0,2 %
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STICT Anzahl Gesamtanteil ST/ICT Anzahl Gesamtanteil

ST329/CT3101 1 0,2 % ST80/CT2645 1 0,2 %
ST5/CT92 1 0,2 % ST80/CT2682 1 0,2 %
ST535/CT2639 1 0,2 % ST80/CT2691 1 0,2 %
ST56/CT3094 1 0,2 % ST80/CT2696 1 0,2 %
ST612/CT1026 1 0,2 % ST80/CT2700 1 0,2%
ST612/CT2332 1 0,2 % ST80/CT2752 1 0,2%
ST78/CT1187 1 0,2 % ST80/CT2843 1 0,2 %
ST78/CT1754 1 0,2 % ST80/CT2844 1 0,2 %
ST78/CT1761 1 0,2 % ST80/CT2845 1 0,2 %
ST78/CT2297 1 0,2 % ST80/CT2869 1 0,2 %
ST78/CT2652 1 0,2 % ST80/CT2873 1 0,2 %
ST78/CT2669 1 0,2 % ST80/CT2875 1 0,2 %
ST78/CT2885 1 0,2 % ST80/CT2876 1 0,2 %
ST78/CTNEW 1 0,2 % ST80/CT2879 1 0,2 %
ST80/CT1152 1 0,2 % ST80/CT2881 1 0,2 %
ST80/CT1185 1 0,2 % ST80/CT2906 1 0,2 %
ST80/CT1527 1 0,2 % ST80/CT3085 1 0,2 %
ST80/CT1588 1 0,2 % ST80/CT3095 1 0,2 %
ST80/CT1616 1 0,2 % ST80/CT3102 1 0,2 %
ST80/CT1755 1 0,2 % ST80/CT475 1 0,2 %
ST80/CT1762 1 0,2 % ST80/CT899 1 0,2 %
ST80/CT1770 1 0,2 % ST89/CT301 1 0,2 %
ST80/CT1798 1 0,2 % ST992/CT2751 1 0,2 %
ST80/CT1888 1 0,2 % STNEW/CT1566 1 0,2 %
STNEW/CT2112 1 0,2 % STNEW/CT2868 1 0,2 %
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Tabelle 26: Ubersicht zu Kapitel 4.3.4 der Ubrigen Cluster mit <3 Isolaten des deutschlandweiten
allelbasierten Vergleichs der VREfm Isolate unter Angabe der Clusternummer, Anzahl der Isolate n,
Sequenztyp/Compelxtyp und Vorkommen in den bertcksichtigten Studien, in der Tabelle schwarz markiert.

Studie

Eisen-
berger
etal.
(2020)

Falgen-
hauer
etal.
(2021)

Neumann
etal.
(2020)

Xanthopoulou
etal.
(2020)

Falgen-
Mellmann hauer Liese Eichel
Diese etal. etal. etal. etal.
Cluster n ST/CT Arbeit (2016) (2019) 2019 (2020)
Cluster 79 | 2 | ST80/CT1570
Cluster 80 |2 | ST132/CT2810
Cluster 81 |2 | STNEW/CT2803
Cluster 82 |2 | STNEW/CT2792
Cluster 83 |2 | ST80/CT1185
Cluster 84 |2 | ST80/CT2610
Cluster 85 | 2 | ST80/CT2687
Cluster 86 |2 | STNEW/CT2842
Cluster 87 |2 | ST80/CT2632
Cluster 88 |2 | ST80/CT847
Cluster 89 |2 | ST80/CT2944
Cluster 90 |2 | ST262/CT2646
Cluster 91 |2 | ST18/CT2818
Cluster 92 |2 | ST18/CT1492
Cluster 93 |2 | ST80/CT888
Cluster 94 |2 | ST117/CT1682
Cluster 95 |2 | ST117/CT2650
Cluster 96 |2 | ST117/CT1020
Cluster 97 |2 | ST117/CTNEW
ST117/CT118
Cluster 98 |2
ST117/CT2846
Cluster 99 | 2 | ST203/CT39 |
Cluster 100 | 2 | ST203/CT859
Cluster 101 | 2 | ST203/CT1609
Cluster 102 | 2 | ST203/CT1015
Cluster 103 | 2 | ST78/CT55
Cluster 104 | 2 | ST18/CTNEW
Cluster 105 | 2 | ST117/CT2649
Cluster 106 | 2 | ST80/CT1565
Cluster 107 | 2 | ST17/CT53
Cluster 108 | 2 | ST279/CTNEW
Cluster 109 | 2 | ST117/CT2080
Cluster 110 | 2 | ST361/CT1901
Cluster 111 | 2 | ST117/CT30 |
Cluster 112 | 2 | ST117/CT887
Cluster 113 | 2 | ST117/CT2270
Cluster 114 | 2 | ST203/CT2561
Cluster 115 | 2 | ST64/CT2774
Cluster 116 | 2 | ST18/CTNEW
ST769/CT25 -
Cluster 117 | 2
STNEW/CT25
Cluster 118 | 2 ST2363/CT2112
STNEW/CT2112
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Abbildung 67: Hochauflésende phylogenetische zirkuldre Darstellung aller 187 typisierten Isolate auf Basis

eines Neighbor-Joining-Trees unter Angabe Angabe (innen nach auf3en) der Isolatenummer, des Jahres,

des Sequenztyps (ST), des Complextyps (CT) sowie der vanA/vanB Gene.
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@ the Rhine-Main area reveals an unexpected vanA/vanB ratio
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Introduction and Purpose

Rhein Main area. However, no comprehensive studies and published whole-genome sequencing (WGS) data on the population structure of vancomycin-resistant
Enterococcus faecium (VREfm) types in the Rhine-Main area before 2016 are available. The question therefore arose as to which VREfm types occurred in the
Rhine-Main area before 2016 and if the ST117/CT71 type previously reported (1,2) as currently dominant in the Rhine-Main area already appeared in this timeframe.

During the last decades vancomycin-resistant Enterococci (VRE) have established as relevant pathogen in the

Materials and Methods 237 cryo-stored VREfm isolated from 2005 to 2007 in a tertiary care hospital in the Rhine-Main area were subjected to WGS.
All identified VREfm isolates underwent in silico analyses using Ridom Segsphere+ to determine antibiotic resistance genes, the multilocus sequence types (ST)
and the core-genome multilocus sequence (cgMLST) types (CT). In addition, cgMLST-allele-based phylogenetic relationships between isolates from this study and
nationwide studies with WGS data available at the time of the study were examined.

Step 1: In vitro Step 2: In vitro Step 3: In vitro Step 4: In silico
Cultivation DNA Isolation WGS Analysis and Typing
R e . . - ’ Ridom o o s:'.‘lgﬂ
o Seqspheres |
Lo I ASA3P = cm
[ [Eowksmins] L oA Waschen [rowess ] ) 2 -
> Unfree; tored VREfm isolat > Isolation of DNA of overnight cultures using » Whole genome sequencing > Analysis of WGS data using ASA%P
> ireik tivo-stored bactaiia bnis Braln PureLink® Genomic DNA Minl Kits (3) and (WGS) on lilumina NextSeq e Seqsphere+ to
Heart Infusion (BHI) Agar plates with quantification using Nanodrop® generate genomic fingerprints

Vancomyecin, transfer to BHI broth with
vancomycin and incubation

1) Sequence types (ST) of the isolates according to MLST 2) Comparison of VREfm vanA/vanB genotypes

The ST117/CT71 clone currently predominant in the Rhine-Main area did not Contrary to results reported by the National reference Center for Staphylococci
appear in our study. Instead, ST192 dominated wnth 68% in the investigation and Enterococci claiming that vanA dominated in VREfm in the time before
period. Other STs to be exp d during the i ion period of this study, 2010 with a vanA/vanB ratio of 4:1 (Figure 4)* we observed an unexpected

such as ST202, ST18, ST17, ST203, occurred in smaller numbers (Figure 1+2).  vanB dominance with a vanA/vanB ratio of 1:5 in our study.

— mvanA =vanB wvanA+vanB
100% |0:5%| 08%

= 90%

TS
2l
FRERI

Development of the STs in percent by year
Proportions of vanA/vanB genotypes in
percent by sequence type (ST)

=ST192 = ST202 = ST18 ST262
“ST17 » NEW uST279 » ST780 0%
= ST203 ST306 wST317 ST721 2005 (n=18) 2006 (n=93) 2007 (n=76)

Figure 1: Proportions of sequence types (ST) Figure 2: Percentage of ST by year Figure 3: of the in the types (ST)

The comparison of the obtained genomic fingerprints with current WGS data RKUNRZ: vanA — vant shift (4) 'x
showed in some cases only a few cgMLST alleles difference between ST192 Figure 4: ,Ratio of vanA-type to vanB-type E.
isolates, despite a larger time between the sampling years. faecium submitted to the National Reference "“

Centre for Staphylococci and Enterococci m‘

Apart from the high vanB proportion in ST192 (vanA/vanB ratio: 1:61) in this :::::{;:: ?: :,3:,‘2:;?,;: 2;,:?‘,:: tght

work, no further observations such as special virulence factors or other blue = vanB; dark blue = vanA); the exact 20
antibiotic resistance genes for the frequent occurrence of this ST could be found ~ numbers of coresponding isolates are shown 17

= = below. vanA and vanB positive (n<5/year) E. 1008[ 2009] 2010] 2011 2012[2013]2014] 2015 2016] 2017 2018201
as a possible cause for the dominance of ST192. faecium are not included.” 9 | 160 19| 2| 371|436 | 394 511 | W47 1057 1188 630
(Werner et al., 2020, S.5) (4) e | 206 | 15 214 141 | 184|392 453|438 | 990 | 04| 690 52 | 330 | 164

The predominance of ST192 in this study mirrors the reported nationwide (clonal) distribution of ST192 and vanB in the
early 2010s. It is not clear whether in the present work a purely clonal vanB transmission regarding the unexpected vanB dominance can be assumed, as other STs
in this study also harbored vanB. Despite the dominance of ST192-vanB in this work, a purely clonal outbreak does not nec ily have to be the cause, although
this may seem obvious at first glance. Continuous genome-based surveillance is essential to keep an eye on the unexp d VREfm epi iology in addition to
research into the causes and thus also the success of local hygiene measures.
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by grants from the Bundesministerium fuer Bildung und Forschung (BMBF, Germany) within the German Center for Infection research.
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