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ResistenzKrelslauf

Feldfrichte — Lebensmittel <«—»

Antibiotikazyklus
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m Resistenzen RESET
bei Tier und Mensch—  erBUND

gemeinsame Forschung in Deutschland

RESET

= ExtendeeSpektrumBetalLaktam(ESBL) und-(uorg-Quinolon
Regstenzin Enterobacteriaceae

www.resetverbund.de

A 10 Verbundpartner + 5 assoziierte Partaeis der Human
und Veterindrmedizin

A Zustandig fur Grundlagenforschung
Angewandte Forschung
Epidemiologie

JUSTUS-LIEBIG- i

UNIVERSITAT 7 ﬁ .QZ! F

GIESSEN




JUSTUS-LIEBIG- 0 em
UNIVERSITAT ﬂ J
GIESSEN o

TABELLE

Resistenzsituation in Deutschland im europdischen Vergleich (EARS-Net Report)
Anteil resistenter (R) bzw. nicht-empfindlicher (RI) Isolate an allen getesteten Isolaten (in Prozent)

Mikroorganismus x EARS-Net Ergebnisse Deutschland EARS-Net-Teilnehmerstaaten
Antibiotikum/
Antibiotikaklasse Trend Median mMw Trend
I S
Escherichia coli
Fluorchinolone R 22,1 20,6 19,5 197 21,0
" Gephalosporine 3 Gen R | 107 10,5 10,4 15 BRRTY 124 |+
_Aminog lykoside R 7.0 6.9 T2 TA I 10,5 104 _+—_
kombinierte Resistenz ™" 2.7 3,0 3.0 35 + 54 4.8 +
Klebsiella pneumoniae
Fluorchinolone R 15,1 12,7 96 12,2 308 24 6 =
. Cephalosporine 3. Gen. R 16,1 12,7 10,1 127 298 o
Aminoglykoside R 55 7.8 226 19,0 e
. Calbapeneme. R . _ “ — 6,1 .
 kombinierte Resistenz 3.1 54 | 17,8 15,8 -
FPseudomonas asmuginosa
Piperacillin/TAZ R 18,8 174 17,7 177 154 16,3
Fluorchinolone R 16,4 13,0 144 12,5 16,4 15,0 —
Ceftazidim R 10,2 9.9 9.1 10,5 11,1 13.0 +
Aminoglykoside R 7.6 5,9 7.3 6,9 11,3 10,0 —
Carbapeneme R 15.4 17.0 15,0 15,0 15,9 15,0 —
kombinierte Resistenz ** 92 89 82 79 9.7 10,3 —
Acinetobacter spp.
Aminoglykeoside R 6,1 4.1 55 29 nb
Fluorchinolone R a7 6,0 86 57 nb
Carbapeneme R B89 55 6.6 49 nb
kombinierte Resistenz ** 5.2 2.1 3.7 22 nb
Staphylococcus aureus
Oxacillin/Methicillin R 12.8 129 1,2 10,3 _— 13,0 13,7 —
Enterococcus faecalis
HL Gentamicin R 336 31.3 —
Enterococcus faecium
Vancomycin R 14,6 9.1 10,2 121 8.1 11.8
Streptococcus pneumoniae
Penicillin RI 6.9 44 6,2 4,0 10.3 nb
Macrolide RI 10,6 71 8,1 7.8 13.6 nb

MW 2016" bevalkerungsgewichteter Mittelwert aller EARS-Net-Teilnehmerstaaten 2016; nb = nicht berechnet

Farbkodierung
m <1%
1% -<5%
5% —<10 %
10% -<25%
B 25%-<50%
W -50%

Trends
+ signifikanter Anstieq auf Basis der Gesamidaten/Jahr

— signifikanter Riickgang auf Basis der Gesamlidaten/Jahr

Basis fur die Trendberechnungen sind die Daten jener Labore, die
iiber den 4-Jahres-Zeitraum kontinuierich Daten abermittelt haben

kombinierte Resistenz **:

E. coli: Ressstenz gegenober Fluorchinolonen UMD Cephalosponnen der 3. Generation UND Aminoglykosiden; K. pneumoniae: Resistenz gegentber Fluorchinolonen
UMD Cephalosporinen der 3. Generation UND Aminoglykosiden; P. aeruginosa: Resistenz gegeniber mindestens 3 der 5 Antibiotika(klassen) unter Surveillance;
Acinetobacter spp.: Resistenz gegenuber Fluorchinolonen UND Carbapenemen UND Aminoglykosiden

Quelle: ECDC: Annual report of the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net), 2016, Stockholm 2017, Bearbeitung: RKIFARS




EinOneHealthAnsatz

ADeutschland

AExtendedSpektrumBetaLaktam
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Carbapenemesistente(CRE)
Enterobacteriaceae

A Zeitraumder Isolatnahme 20162016
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Frage 1.

KOonnenESBL tragende
Enterobacteriaceasa’om Boden auf
Nahrungsmittel Ubertragen
werden?




ResistenzKrelslauf

Ubertragung von Bakterien
auf Nutzpflanzen

Feldfrichte — Lebensmitte

Antibiotikazyklus

T Ubertragungswege
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A
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Verandert nach: Garcia-Alvarez L et al. J. Antimicrob. Chemother. 2012;67:i37-i49
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\Vorgehen

Weizen WeiRkohl Porree
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tieferliegende Bodenschichten

A Boden diingen mit Diinger, der ESBiterobacteriaceaenthalt
A Probennahme bei Ernte, Test auf ESBL:

A Boden
A Pflanzenteile
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Ergebnisse

A Nachweisron ESBEscherichi@oliin Porree(in den jungen
Blattern)

A Nachweis von ESHEscherichia coiin Boden
A Bakterien kdnnen die Wachstumsperiode (iberleben

A Bei Konsum (Mensch/ Nutztier)von Gemiuse und Getreide
kann es zur Aufnahme von MRE (ESBLS) kommen!

A (Nebenergebnisse: (bisher unbekannte aber) antibiotisch
aktive Metabolite von in der Tiermast verwendeten
Antibiotika sind Uber Monate bis Jahre im Boden
nachweisbaf Bodenmikrobiom?)
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Sublethal Exposure to Commercial Formulations of the Herbicides
Dicamba, 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid, and Glyphosate Cause
Changes in Antibiotic Susceptibility in Escherichia coli and Salmonella

enterica serovar Typhimurium

Brigitta Kurenbach, @ Delphine Marjoshi,® Carlos F. Amabile-Cuevas,® Gayle C. Ferguson,® William Godsoe,® Paddy Gibson,®
Jack A. Heinemann®
School of Biological Sdencas, University of Cantesbury, Christchurch, Mew Zealand®; Fundacion Lusara, Mexico City, Mexioo®, Institute of Matwal and Mathematical

IMPORTANCE ~ Increasingly common chemicals used in agriculture, domestic gardens, and public places can induce a multiple-
antiblotic resistance phenotype in potential pathogens. The effect occurs upon simultaneous exposure to antiblotics and is faster

than the lethal effect of antibiotics, The magnitude of the Induced response may undermine antibiotic therapy and substantially
Increasé the probability of spontaneous mutation to higher levels of resistance. The combination of high use of both herbicides

and antibiotics in proximity to farm animals and important insects, such as honeybees, might also compromise their therapeutic
effects and drive greater use of antibiotics., To address the crisis of antibiotic reslstance requires broadening our view of environ-
mental contributors to the evolution of reslstance.

JUSTUS-

increase the probability of spontaneous mutation to higher levels of resistance. The combination of high use of both herbicides
and antibiotics in proximity to farm animals and important insects, such as honeybees, might also compromise their therapeutic
effects and drive greater use of antibiotics. To address the crisis of antibiotic resistance requires broadening our view of environ-
mental contributors to the evolution of resistance.

Recedwed 11 January 2015 Accephed 5 February 2015 Published 24 March 2015
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Frage 2 A:
Sind ESBLENterobacteriaceae

IN Nutztierbetrieben
anzufinden?




Untersuchte Betriebe
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Verandert nach: Garcia-Alvarez L et al. J. Antimicrob. Chemother. 2012;67:i37-i49



\Vorgehen

A Sammelkotprobenuntersuchen auf ESHildner:
A Kultur-basiertes Screening
A ESBIBestatigungstest

H Uberprifen der Isolate auf:
A Spezies
A Resistenzdeterminanten
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Ergebnis

A Schweinemast
A 43,8% ESBbositiv

A Schweinezucht
A 56,3 ESBhositiv

A Milchrind
A 60%ESBIpositiv

A Hahnchenmast
A 100% ESBhositiv
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Frage 3: Wie hoch ist die Pravalenz
von ESBLENnterobacteriacea@
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\Vorgehen

A Untersuchen von individuellen Proben auf ES8Béner
A Kultur-basiertes Screening
A ESBIBestatigungstest

A Isolate auf Resistenzdeterminanten untersuchen
A ESBiGene
A Fluorchinolonresistenzgene
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Ergebnis

A HumanAllgemeinbevolkerungvalenzaet al. AAC 2014)
A 6,3% positiv

A erkrankte Tiere (Schwein, Gefliigel, Rinder, Kalber) Isolate vo
nationalenResistenzmonitoringERMVet

1400 - 1297

A 2011: 4,5% positiv
A 2014: 10,9% pOSitiV = 1027 082
% 1000 - 013 s
i _ _ S 800 - 730
AHéahnchenfrischfleiscts =
Berlin und Greifswald ( ~
400 -
A 43’8% pOSItIV | 4.5% 6.6% 4.3% 4.5% 59% 8.2% 10.9%
M e s s 60 6
0 [ || [— || -I || l

2008 2009 2010 2011 2012 2013, 2014,

investigated isolates m ESBL-producing isolates
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Frage3 B:.
Sind ESBLENterobacteriaceae

In welteren Nahrungsmitteln
anzufinden?




Vorgehen und Ergebnis

A 2256 Nahrungsmittel Proben (Gefliigel, Schwein, Rind, Milch,
Kase und Gemuse) auf EgBEcreent(BfR

A 404 ESBL od@AmpC positiveE. colgefunden
A 212 CTM@M-1, viele verschieden8erotypen

CTX-M-1 producing E. coli from food samples Selection of isolates for further characterization
(n=212) (n=90)

A: Food matrices

<1% (n=1) 3% (n=6)

1% (n=2) 1% (n=1) I—l% (n=1)

\

Poultry
M Pork

I Milk

46% (n=97) 44% (n=40)

12% (n=25) M Beef
W Cheese
Vegetables

W Pork/Beef
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Frage 4A:
Gibt es eine Ubertragung von
Plasmiden?




Antibiotikaresistenzen bei gramnegativen Erregern
sind transferierbar

E. coli

| s Q l () =Plasmid
\

KlonaleVerbreitung O O Horizontale Verbreitung

\

0| %0 $0 &0 &O

E.coli  E. coli E. coli Klebsiella ~ Salmonella
pneumoniae  enterica

A Bewegliche Ziele
A Hochvariable Populationen
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ESBLPlasmide tragen zusatzliche Resistenzen

Antibiotikaresistenz

43,8

40,0 - Detergenz

250

€ 20,0 -

3 Schwermetalle

g 15,0 - , .
10,0 - 7,5
o I I o
0,0 - — -
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Beispiel VIM1 Plasmid

Gen-Funktion

B Transfer

I Replikation
Schwermetallresistenz

Desinfektionsmittelresistenz
B Antibiotika-Resistenz

160 kbp 140 kbp
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Resistenzdeterminanten
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Schwermetallresistenz
Desinfektionsmittelresistenz
B Antibiotika-Resistenz
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Plasmidubertragung

Kgbenhavn
Danmark

ldentischedPlasmidwvurde in Tier Tt e g 7
und Mensch gefunden R o~y

Kj}el Rostock
. 0S1OCi
A lsolierung aus N,
Nn(d%'sledt Kronwald
A R 1 d ; stade O Hamburg Pasewalko iz‘me
I n Gron&ngsn Br: ”12008 : Szczecin
' Gorzg
A H u m an n OSO ko m i al Rind »delch:mterland Wielkg;
ani Spandaud o Berlin
gg;ﬁgg ielefeld Braunsochweig oMagdeburg

4
a Mittlere Elbe

\ DuleurgOOEs n

A unterschiedlichen Stamme e S
et Kélino (s 5 6 T Od ny) Chemnitz oDresqzrb:\‘

(klonaleUbertragung (LA RN o e o

—

in| Mensch
m) am Mam Praha
ausgeschlossen) b e 2
Lux rg) b5 Nimberg preicCeska re
Saarbriicken o ‘(CzeCh Re

Karlsrahe o
H PO ) (G e (DI BB |, T s
0 Strasbourg J
o
B X j Tibingen Augsoburg Aocking oo
Freiburg ifh Grindlenried o) Brdunau W
A - Rt spemom Munchen an Inn :

Bressgau ;
sterreich

o2
on Baie_l.}”"“"‘jlf_'" RN)“\WW (Rustita),

Schweiz Liechtenstein

‘DZIF chweiz  fenun ,c;

JUSTUS-LIEBIG-

' UNIVERSITAT 7 %

GIESSEN




Das Problem der Plasmide

Colistinresistenz

O/ plasmid

5EMRGN?
Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae

Behandlung mit Behandlung mit Limitierte Moglichkeiten
Carbapenem Colistin der Behandlung

O

3MRGN 4AMRGN

[20])
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JUSTUS-LIEBIG-

mcr-1 vermittelte mobile Colistin
Resistenz in Deutschland

ESBiproduzierendek. coli

A In Nutztier Nahrungsmittel
A In derUmgebung

A InHaustieren

A In Fliegen

A In Menschen

Carbapenemasgroduzierende .

E. coli

A In Menschen
A KP@-Produzent

O]
%@

&/

Falgenhau et Infect Dis. 2016 N
Falgenhauer rginfect Dis. 2016 Sep;22(9):168%
Falgenhaueet al. 2017 doi:10.1128/AAC.023%8

DZI F Guenther et al . AntimicrobChemother 2017 Jan 2! ii: dkw585
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Die Populationsstruktur dencr1-produzierenden Isolate igi Deutschianc

sehr unterschiedlich

09
0%000 o
o " A Keine Uberlappung von STs von humanen und
() tierischen Isolaten
? A Verschiedenste STs
Q\e ?
(o @ @ human
a /@@ @ food
@,0 ° /@ @ environment
e@ é@f@ © @ livestock
é @ e companion animal
° 3 é\@/@ o insect
°e ©
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Hohe Diversitat der Wirte, aber
einheitlich Plasmide

o N\ (@8 (O o
Nutztier . Umwelt
mittel
49 3 4

A 59 unterschiedliche Sequenztypen
A 2 hochkonservierte Plasmide
A 3 unterschiedliche Phanotypen:

A Antibiotika-resistent

A MDR

A XDR (NRZ14408)
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Ubertragbare Colistin Resistenz mctr-

IncHI2 IncX4 Incl2

e e
- [y ", 0

e

Sl
5 2
s § e
'/ . - N

PHNSHP4S  gaf =}

§  6a105bp . <

] »
i X

“a DS

“aa

A

-~

» mppyust ¥

30000

Liu et al. LancenfectDis. 2016 Feb;16(2):14L

DiPilatoet al. AntimicrobAgentsChemother 2016 Aug 22;60(9):5612
Lu et al AntimictobAgentsChemother 2017 Mar 6pii: AAC.026326
Yang et alAntimicrobAgentsChemother 2017 Feb 27pii: AAC.012046.
Xavier et al. EurBurveill 2016 Jul 7;21(27).
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Spitze.des Eisberges

of{ UAf t SaamcrlRadlicieider dolend 2 v

aGenomiclandscap@ derR S NJ
Enterobacteriaceaén der Urologie

Interpretation of findings and calls for action

Sammlungller Enterobacteriaceae
Isolate die einen Harnwegsinfekt
ausgelost haben fiB Monate

A Bleibt unentdeckt,weil kein Routirgcreenin

1/168 E.coli-Isolaten wamcr-1 positiv
fur ColistinResistenz durchgefiihrtiwird

Fritzenwankeet al. ClinMicrobiol Infect. 20
Nov;22(11):95855
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Frage 4B:
Gibt es eine Ubertragung von

Isolaten?
Vorgehen:
A Gesamtes Genom sequenziert von Isolaten aus Mensch, Tie
und Umwelt

A Escherichia coli
A Nur CTXM-15

A Findet eine Ubertragung vdsolatenstatt?
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Genomebasierte Analyse von CNkpositiven Isolaten

3958gesammeltesolate

CTXM-1 o ©
CTXM-14
M CTXV-15 ® ee o

1405 sequenzierte Isolate

http://microreact.org/

0.13
A ExtendedSpektrumi -LactamaserfESBLS)ydrolysieren
Breitband-Cephalosporingwie Cefotaxim Ceftriaxon
Ceftazidimoder Cefepimg und Monobactame

A CTXM-Enzyme sind weltweit verbreitet

A Uber 150 Varianten bekannt EEE n ¢
Ub Tt DZIP




PanCompartmentKlone?

o t NRKdrslidatfir blacry,.s produzierenderESBL Klon:

EXPEE. coliST131 ST131
GlobalerPandemieKlon mit HarnwegsinfektionetJ{T'|)
Fluorochinolonaresistent

40-80% aller ESBKIoneweltweit
SehrerfolgreicheUntergruppen/Subclade$G-H30RXx)

Gelegentlichisoliertbei Haustieren &

To o Do Do o

A GemeinsamekKlonin allen Kempartimenter?

Herkunft

B Mensch

O Companioranimals
H Essen

B Nutztiere

B ymwelt
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Multilocus Sequenztypen (MLST)

14
B Mensch @ Haustier
12
W Nutztier m Umwelt
10
o B Lebensmittel
©
2 8 _
g
N 6
<
4 — _
Bl (| Ml I o ol
ST131 ST410 ST224 ST648 ST167 ST361 ST10 ST88 ST617 minor
Sequenztyp
A ST410 ist in allen vier Populationen zu finden [ 38}
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Verwandtschaftsanalyse

{ Tsolate 1 b
Isolate 2 " A 13 S N PS
. Human Isolate 3 ;
Haustier Tsolate 4
Isolate §
B Nahrungsmittel Lsolate 6
- Nutztier Isolate 7
Isolate 8
Umwelt Isolate 9
Isolate 10
Isolate 11 [ B 75 S N PS
SNP = Isolate 12
Einzelnukleotid Tsolate 13
Austausch lIsolate 14
Tsolate 15
[ Tsolate 16
Isolate 17
Tsolate 18

Isolate 19
Isolate 20
Isolate 21
1 Isolate 22 L C 62 S N PS
Isolate 23
Isolate 24
Isolate 25
Isolate 26
Tsolate 27
Isolate 28

Isolate 29 [ D 78 S N PS
Tsolate 30

- ] E 56 SNPs

Reference
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Analyse

[l Human

Haustier
B Nahrungsmittel
Il Nutztier

Umwelt

SNP =
Einzelnukleotid
Austausch

derAntibiotikaresistenzen

Isolate 1
Isolate 2
Isolate 3
Tsolate 4
Isolate §
Isolate 6
Isolate 7
Isolate 8
Isolate 9

Isolate 10
Isolate 11
Isolate 12
Isolate 13
Isolate 14
Isolate 15
Isolate 16
Isolate 17
Isolate 18
Isolate 19
Isolate 20
Isolate 21

| Isolate 22
Isolate 23
Isolate 24
Isolate 25
Isolate 26

Isolate 27
Isolate 28
Isolate 29
Isolate 30
{ Isolate 31 b

Isolate 32
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A 13 SNPs @ @
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Unterschiedliche
Insertionsstellen
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KlonaleE. coliST-410 sind in ganz Deutschland zu
finden (stabil Gber Jahre)

ldentische Isolate In
Mensch und Tier zu
finden!

A Definitive
Ubertragungswege?
A Risikobewertung

Legende

l:l Human
O Nutztier
A Haustier

{:{ Biogasanlage

-Klon A

-KlonB
-KlonC [ 41 }
[]xilonD

B xionE
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Epidemiologie von ST410
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A Repréasentieren'>5% aller
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ConMLST PG C

ConcatenatedMulti locussequenceyping (ConMLSY

ConMLSPG C

x Im klassischen Schema als
PhylogruppeA/B1 klassifiziert
(Besiedle)

x Hohelarvizide Aktivitat in Nicht-
Vertebraten Modell

x TragenGene, fUrSerumresistenz
sowieeineverbesserteEisen

Gewinnung
- Sequence type (ST) - ConMLST phylogenetic group (conMLST PG)

43 Justus-Liebig-Universitat GieRen



ConMLST PG C

x NeueKrankheitsassoziierteSubgruppemit besseremUberleben
Im Blutstrom

x ConMLSPG (ZzeigthoheWachstumsratemn HumanSerum

x Retrospektiklassifiziertereitsoft in derLiteraturbel
Ausbrucherbeschrieben

x Auftreten der Erregerbel kompliziertenHarnwegsinfektionen
korreliert mit hoherenCRPNerten, Testungvon
blutkulturisolatenlauft
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Drel epidemiologische 3enario
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Zusammenfassung |

A ESBLs kénnen vom Boden auf Pflanzen ibertragen werden

A ESBLs sind tiberall zu finden
A Human: Allgemeinbevélkerung, klinische Proben
A Haustiere
A Lebensmittel
A Nutztiere: Tierzucht (Betriebe) + Endprodukt (Frischfleisch)
A Umwelt
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Zusammenfassung ||

A Tier und Mensch besitzen identiscR&asmide
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horizontal

A Tier und Mensch tragen identische ES®Bane

klonal

HHinweis auf Ubertragungon ESBlsolatenoder Plasmidenvo
Tier auf Mensch bzwiceversd
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Offene Fragen

A Richtung der Ubertragung?

A2 AS tFy3aS 11 yySy tftlFaYARS 2
A Risikobewertung der Lebensmittel (keine Infektionsdosis im
eigentlichen Sinn)

AWelche Rolle spielen andere Kompartimente in der
Verbreitung von Resistenzen?

A Wasser

A Klaranlage

A Umwelt

A Naturlicher Dunger / Klarschlamm
A Bodenmikrobiom

JUSTUS-LIEBIG- ‘.
UNIVERSITAT [7ite ¥
ﬁ GIESSEN




Andere Kompartimente?
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The KP Outbreakin Southern Hesse2014

Cases: 132
Isolates: 160
GNSpecies 10

W Citrobacter freundii

m Citrobacter amalonaticus, brakii, koseri

| E. coli
35 W Klebsiella oxytoca
=M morganii Klebsiella pnemoniae
; W Enterobacter
30 K. pneumoniae |
m Morganella morganii
mE. coli
(]
c_"u' 25 ® Enterobacter spp.
8 ® C. amalonaticus
— 20 = K. oxytoca
(¢b)
o) m C. freundii
— 15 1
o
S
g 10 WGS I{lumina+ PacBi:
I I 25 Isolates from 20 Patients
5 12  Hospitalenvironmentlisolates
AL A
o J A | I nn___ RARRARARE RACHAR l.I. Al
414345474951 1 3 5 7 9 111315171921 232527 293133353739
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ThePerpetrator. A KPE2 IncN
Plasmid (S11.5)
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Where does it com from? or: Boil it, peel it, cook it or forget it ! 'DZ|F

Hospital/ KitchenEnvironment Patients

Citrobacter Enterobacter
freundii cloacae
Enterobacter
C aerogenes

Citrobacter ]
Citrobacter ]

freundii

Citrobacter
freundii

Citrobacter ] O

spp

Klebsiella O
pneumoniae

Citrobacter ] S w
freundiiQ i Enterobacter O
aerogenes | ()

J

)
Klebsiella] Escherichia CC)>

> coli
J

oxytocOJ

Klebsiella
oxytoca

Klebsiell

Escherichia
coli L oxytoca

oxytoca
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Klebsiella ]




