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Eine mogliche Situation

LJAUf Station XXX wurden 4MRGN Escherichia coli-Isolate in einem
Abstand von 1 Woche bei zwei Patienten detektiert. Sie tragen beide eine
KPC-2-Carbapenemase. Sind diese Isolate identisch?”

-

E. coli A E. coli B
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Mogliche Erklarungen fur diese Situation:

& = Chromosom . = Resistenzplasmid

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Dr. Judith Schmiedel, Medizinische Mikrobiologie JLU GieRen
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Jl Plasmide
H

g ° Konnen schnell und
auch Uber Spezies-
Grenzen hinweg
Ubertragen werden

* Tragen haufig
Antibiotikaresistenz-
oder Virulenz-Gene

Dienstag, 19.11.2024
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Il Formation of type IV pilus
Il Transfer associated

[ Plasmid stability

Il Plasmid replication

Il Insertion sequence

I Antimicrobial resistance
3 Hypothetical protein
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Escherichia coli

Quelle: Liu et al. Lancet Infect Dis. 2016;16(2):161-8, Dr. Judith Schmiedel, Medizinische Mikrobiologie JLU GieBen 4
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Besonderheit Plasmide bei Enterobacterales

Sensibles Multi- Extrem- Pan-
Bakterium resistentes Plasmid- resistentes Plasmid- resistentes
Bakterium erwerb Bakterium STWerd Bakterium
(MDR) (XDR) (PDR)
Behandlung gut Behandlung mit Behandlung mit Kaum
moglich Carbapenem Colistin Behandlungsmaoglichkeit

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Dr. Judith Schmiedel, Medizinische Mikrobiologie JLU GieRen 5
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Plasmid-Phanomen 2: Multiresistenz

| Sulfonamid
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Carbapenem
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B Andere
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Streptomycin

. 160 kbp 140 kbp -

Arsen

|| Schwermetallresistenz

HESSEN

B

a;%;;t;“-g-?/!ﬁ
=) ]
==\ /|

B Konjugationsmaschinerie

- Ubertragung von Resistenz

gegen 4 Antibiotika-Klassen und 3

Schwermetallen!
Dienstag, 19.11.2024

Falgenhauer L et al. 2015. Vet. Microbiol. 200, 114-117 6
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Methoden zur Typisierung von Bakterien

Antibiotika-Resistenz- Genomsequenzierung
Bestimmung = Dechiffrierung der gesamten
DNA-Sequenz
Antibiotikum Bakterium A|Bakterium B Chromosom
Piperacillin R R
Piperacillin + Tazobactam R R
Cefotaxim R R P
Imipenem R R
Aztreonam R R
Ciprofloxaxin R R
Gentamicin R R .
Trimethoprim + Sulfamethoxazol S s

Plasmid

Dienstag, 19.11.2024 7
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] Genomsequenzierung Ablauf

. 1. DNA isolieren 2. Sequenzierbibliothek erstellen 3. Sequenzieren
. A
1. A 1. A
I éio .I B 2. T 2. T
B 3.C 3 C
4. G 4. G
5. T 6. T
6. T 6. T
7. T 7. T
Adapter 8. T 8. T
éi’) . ligieren 9. A 9. A
10.T 10.T
11.C 11.C
12.G 12.G
[ @ —  Adapter oo 137
O O
B O

Dienstag, 19.11.2024 8
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Nanopore — Echtzeit-Sequenzierung

MinION3

Dienstag, 19.11.2024

,,Flowcell*

2048 Poren

Quelle: Bleidorn C. 2015. Systematics and Biodiversity, 14:1-8, Linda Falgenhauer 9
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Nanopore-Sequenzierung - Funktionsweise iﬁ

A

-

- ,long read sequencing® _
(1 Million Basenpaare
moglich) Ll

- Methode geeignet fur
Plasmidsequenzanalyse

current

Lo

A 44

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Oxford Nanopore Technologies 10
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i Beispiele moglicher Analysen E&
Il

H
Bakterien-Spezies
H

Verwandtschaft
A.A, _

Ganzgenom- Plasmide

. sequen2|erung
Bakterium > ' > Antibiotika-

Analysen .
. Resistenzgene
' ' Virulenzgene

Serotyp

Dienstag, 19.11.2024 12
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Beispiel eines genetischen Fingerabdruckes

Resistenz gegen
Colistin (RESERVE-
ANTIBIOTIKUM)

<—

Resistenz gegen o
Fluorchinolone

Plasmid IncX4 <=

Féhigkeit, Eisen g—_
aus Blut zu
extrahieren

Dienstag, 19.11.2024

Bakterium

Hemmt andere Bakterien
am Wachstum

—p Resistenz gegen Dritt-
Generation-Cephalosporine

L—» Resistenz gegen
Carbapeneme (RESERVE-
ANTIBIOTIKUM])

HC GGGCCCCTGA,
ACTGCTAGS

E. coli ST131

® Linda Falgenhauer/German Network
for Bioinformatics Infrastructure - de.NBI

Legende

- \/erwandtschaft

Virulenz-
Eigenschaften

Resistenz-
Eigenschaften

= Plasmide

13



Hessisches Landesamt flir Gesundheit und Pflege
Abteilung II, Dezernat 1

Genetische Fingerabdrucke konnen verglichen
werden

—> Handlungsbedarf -, Kein“ Handlungsbedarf

Dienstag, 19.11.2024 14
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Fall 1: ESBL-Produzenten im One Health Kontext

0

o

Dienstag, 19.11.2024

g

DZIF

Chmatsifort Lot Vs Wbyt b saPasred

Interdisziplinare Partner

Humanmedizin
Umweltmedizin
Veterinarmedizin
Lebensmittel

Quelle: Stokes HW, Gillings MR. 2011. FEMS Microbiol Rev 35:790-819.
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Jl Ergebnisse RESET
il

. Gesundheitswesen Isolate aus
ESBL-kodierende E. coli

o unterschiedlichen
. sind in allen Quellen
Quellen tragen
vorhanden . ]
identische ESBL-Gene
Reisende Lebensumfeld Landwirtschaft
8% der
Allgemeinbevoélkerung in
Deutschland tragen ESBL-
kodierende E. coli
Dienstag, 19.11.2024 Schmiedel J et al. 2014. BMC Microbiol 14:187; Valentin L et al. 2014. Int ] Med Microbiol 304: 805-16; 16

Valenza G et al. 2014. Antimicrob Agents Chemother 58:1228-30.


http://www.antibiotika-wissen.de/
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Genauere Untersuchung der E. coli
CTX-M-15-Produzenten

14 -

12 1 Quelle
B Human
10 O Haustiere
B Nutztiere
B Umwelt

[o2]
L

B Lebensmittel

) | [Lﬂﬁ |

§T131 ST410 §T224 §Te48 ST167 S5T361 ST10 §T88 ST617 minor

Anzahl Isolate

Sequenztyp

- Sequenztyp ST410 in allen funf Kompartimenten beobachtet
- Genomsequenzierung zur Uberpriifung der Klonalitat

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Falgenhauer L et al. 2016. Int J Antimicrob Agents 47:457—-46; Irrgang A et al. 2017. Front 17
Microbiol 8:2318; Falgenhauer L et al. 2016. Emerg Infect Dis 22:1689-1691.
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Vergleich der genetischen Fingerabdrucke der E&
ST410-Isolate

r
ol @

NN

Funf
Klone

Ein Klon in allen funf
Kompartimenten zu
N beobachten

- Klonale Ubertragung eines ESBL-Produzenten zwischen
unterschiedlichen Kompartimenten
- Offene Frage: Welche Richtung?

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Stokes, HW & Gillings MR. 2011. FEMS Microbiol. Rev. 35:790-819 18
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Fall 2: KPC-2-Ausbruch in Sudhessen (2014) EE:

30 -
B Klebsiella aerogenes
25 4 ® Morganella morganii
H Klebsiella pneumoniae
W Escherichia coli
20 A m Enterobacter spp.
Citrobacter amalonaticus I
° ® Klebsiella oxytoca
r_cau 15 A m Citrobacter freundii
»n
=
©
N
c
<
10 A I
: |
0 +—A | — LEEN N S EEESENNEENEEREEENEE ”l —AL

4142434445464748495051521 2 3 4 5 6 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637383940

2013 2014
Jahr/Woche

- Sehr viele unterschiedliche Gram-negative Spezies
—>Alle tragen identische Carbapenemase (KPC-2)
—>Plasmidubertragung?

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Carstens, HAEBL 04/15 19
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Vergleich der genetischen Fingerabdrucke von E&
KPC-2-Ausbruch in Sudhessen

o O

Plasmid 3 Plasmid 1
(3%) (86%)

O

Plasmid 2
(11%)

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Yao et al. 2024. Microbiol Spectr. 12:e0256423. 20
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Genauere Plasmidanalyse
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- Plasmide weisen unterschiedliche Resistenzmuster auf, aber
identischen Plasmid-MLST-Typ (IncN/ST15)

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Yao et al. 2024. Microbiol Spectr. 12:e0256423. 21
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Variabilitat des IncN/ST15-KPC-2 -Plasmides
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Spezifischer Bereich «
= PCR-Primer

Muster 3

Muster 2

Muster 1

Dienstag, 19.11.2024 Quelle: Yao et al. 2024. Microbiol Spectr. 12:e0256423. 22
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INcN/ST15/KPC-2 in Deutschland

 PCR-Primer auf spezifischen
Bereich des Plasmides

* NRZ fur gramnegative
Krankenhauserreger (Bochum)
analysiert Isolate aus
Stammsammliung

- Weitere Isolate mit

IncN/ST15/KPC-2-Plasmiden in

Deutschland gefunden

Dienstag, 19.11.2024

HESSEN
== ||
L /|
——————|
Hamburg
2x E. coli
K. pneumoniae
Brandenburg
K. oxytoca
°e
Berlin .
K. oxytoca,
K. pneumoniae
Q
Hesse Sy S
® FEM i
e K. pneumoniae ./
Mainz

“-&.-pneumoniae

Quelle: Yao et al. 2024. Microbiol Spectr. 12:e0256423. 23
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E. coliNRZ14408

Beispiel eines Extrem-resistenten Bakteriums

Antibiogramm:

J

f

Aminoglykoside Sensitiv gegen Amikacin
) Tetrazyklin Sensitiv gegen Tigecyclin
Fosfomycin S

3 Plasmide tragen 35 Antibiotika-Resistenzgene gegen

9 Antibiotikaklassen

Dienstag, 19.11.2024

Quelle: Falgenhauer L et al 2017. Antimicrob. Agents Chemother. 61, e02359-16. 24
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Projekt ,,SurvCARE" EE:

Genombasierte Charakterisierung Carbapenemase-
Produzenten in Hessen (2017-2019)

» |nitilert von Koordinator der hessischen MRE-Netzwerke

Dr. Michael Frowein (HLfGP, damals HLPUG)
« Koordiniert durch MRE-Netzwerk Mittelhessen
* Anzahl untersuchter 4AMRGN-Isolate: 567

SurvCARE

A Hessen

Beteiligte:

« HLfGP (damals HLPUG)
e MRE-Netzwerke Hessen

* Hessische Krankenhauser (n=61) und Praxen (n=15)
« Medizinische Mikrobiologie JLU Giel3en

Dienstag, 19.11.2024 25
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INcN/ST15/KPC-2-Plasmid in SurvCARE-Studie

* 88% aller KPC-2-positiven
Isolate in Hessen tragen
Plasmid bzw. Varianten

* 10 unterschiedliche
Enterobacterales-Spezies

 Inallen
Versorgungsgebieten

* Auch aus Umweltproben
(Oberflachengewasser)
isoliert

* Auch in anderen

europaische Landern
(Tschechien)

Dienstag, 19.11.2024

A
KPC-2 ' IncN pMLST-15 (KPC-2)
KPC-3 v IncF[K2:A-:B-] (KPC-3) oo P
v IncF[K1:A-:B-] (KPC-3}
MDA v IncFII[F2:A-:B-] (NDM-5)
IncN pMLST-7 or pMLST-7-like
o ' VIM-1)
oxa4ag | inct/M(poxa-48), (Oxa-a8) ;E,E‘;;”“' Yhm
OXA-48-like v [ M
||
- Oxacillinase Acinetobacter U7
VG Wiesbaden -
Limbur
8114 v iy - enbach,
<Y m
e
VG Darmstadt
v [
B
Plasmid Carbapenemase  No. of isolates Bacterial host No. of Health care area [VG)
and (%) Kpn Eco Cfr Cko Cpo Exi Ecl Kva Ron Rpl Kmi Sma Cbr Hospitals  yaz /B GM FO WL DA
IncN pMLST-15 KPC-2 74 (86) ] 1 HEEEEN
IncN pMLST-7 VIM-1 10 (22) = = . 5 W
IncN pMLST-7-like  VIM-1 17 (38) [ ] [ ] [ ] 1 [ ]
IncL/M (pOXA-48) OXA-48 43 (56) HEE H B HE 20 H EEEE
IncF [K2:A-:B-] KPC-3 15 (32) B ¢, st101andsT307 7 H EEE
IncF [K1:A-:B-] KPC-3 9 (19) B 7 sTS12andsTad0 3 ]
IncFIl [F2:A-B-] NDM-5 5 (18) B -+ 571474, 51361 4 H =

Quelle: Yao et al. 2024. Microbiol Spectr. 12:e0256423. 26
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Zusammenfassung

« Resistenzubertragung kann klonal oder uber horizontalen
Gentransfer stattfinden
« ESBL-Klon (E. coli ST410/CTX-M-15) in unterschiedlichen One
Health Kompartimenten detektiert
* IncN/ST15/KPC-2-Plasmid in Hessen weit verbreitet

« Genomsequenzierung bietet hohe Auflosungskraft
» Auflosung auf Einzelnukleotid-Ebene (SNPs)
» Long read Sequenzierung fur Detektion Plasmid-basierter
Ausbriche geeignet

Dienstag, 19.11.2024 27
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