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Abstract

Fresh produce is an important part of a balanced human diet and is often consumed raw to preserve
nutritionally valuable compounds such as vitamins, minerals and fiber. However, fresh produce can
also serve as a vehicle for pathogenic and/or antibiotic resistant bacteria. Antibiotic resistance is a
worldwide problem and by consuming fresh produce without a decontamination step, viable antibiotic
resistant bacteria can be consumed. Of particular concern are bacteria carrying conjugative resistance
plasmids, as they are potentially capable of transferring antibiotic resistance genes from bacteria of
the food matrix to bacteria of the gut microbiota. Therefore, in this study plasmids from 22 antibiotic
resistant enterobacteria from fresh produce were characterized by using Unicycler to combine whole
genome sequencing results of MiSeq and MinlON sequencing. Plasmid characterization allowed
selection of one Klebsiella (K.) pneumoniae and two Escherichia (E.) coli isolates as potential donor
strains for conjugation experiments with the plasmidless E. coli CV601 recipient strain. The
K. pneumoniae donor strain was used to evaluate the influence of mating agar (LB- or salad-agar) and
temperature (10 °C, 21 °C or 37 °C) on the transfer rate of the plasmid. In addition, mating assays were
conducted on sprouts and mixed salads at 10 °C and 37 °C using K. pneumoniae as donor strain. Lastly,
exogenous plasmid isolation was performed using E. coli CV601 to capture plasmids encoding a
tetracycline or cefotaxime resistant phenotype from sprouts. The transconjugants were phenotypically
tested for antibiotic resistance. After NextSeq and MinlON sequencing and subsequent hybrid
assembly (Unicycler) of the nucleotide sequences, the plasmids were genotypically characterized. For
the sprout samples utilized in exogenous plasmid isolation, 16S rRNA gene metagenomics was
performed by MinlON sequencing of the whole 16S rRNA region to show the genus richness and to
identify potential donor strains for the exogenously captured plasmids. Regarding the antibiotic
resistant enterobacteria isolated from fresh produce, a total of 40 plasmids were detected in 17 of the
isolates, while five strains possessed no plasmids. The plasmids were very diverse in terms of size
(2 kbp - 326 kbp), mobilization and amount of antibiotic resistance genes. IncF was the most abundant
replicon type in large plasmids (> 32 kbp), whereas small plasmids (< 7 kbp) were identified as Col-like
plasmids, if these were typeable by PlasmidFinder. Three donor strains were selected for conjugation
experiments harboring one potentially conjugative plasmid with a tetracycline resistance gene. Of
those, one E. coli and one K. pneumoniae successfully produced transconjugants. The resistance
plasmid of K. pneumoniae showed highest transfer rates on salad agar at 37 °C, but transfer was also
observed on LB- and salad-agar at all temperatures except 10 °C. Transfer at 10 °C was detected only
for conjugation on LB-agar after enrichment in selective medium. Transfer on sprouts and mixed salad
was detected at 37 °C after 22 h and, at very low frequencies also at 10 °C after 4 days. This result
emphasizes the importance of keeping fresh produce at low temperatures at all times to prevent
dissemination of antibiotic resistance genes. Exogeneous plasmid isolation successfully captured
plasmids conferring tetracycline, but not cefotaxime resistance phenotypes. Characterization of the
antibiotic resistance plasmids of the transconjugants showed mostly IncFll plasmids with tet(A) and
further resistance genes or IncFIB plasmids with tet(D) resistance gene. The phenotypic resistance of
the transconjugants was very low. Metagenomic analysis of the 16S rRNA gene revealed the very

diverse microbiota of sprouts, with Pseudomonas being the most abundant in all sprout samples.



Bacteria of the genera Enterobacter, Klebsiella and Citrobacter were also present and could be
potential donors of the tetracycline resistance plasmids captured by exogenous plasmid isolation. In
conclusion, fresh produce harbored antibiotic resistant bacteria and partly bacteria with conjugative
antibiotic resistance plasmids. Therefore, fresh produce can be one of probably several vehicles for

transferring antibiotic resistance plasmids to humans.



Zusammenfassung

Frisches Obst, Gemise und Salat sind wichtige Bestandteile einer ausgewogenen Erndhrung. Um
wertvolle Na&hrstoffe wie Vitamine, Mineralien und Ballaststoffe zu erhalten, werden diese
Lebensmittel oft roh verzehrt. Allerdings konnen pflanzliche Frischeprodukte auch als Transportvehikel
fur pathogene und antibiotikaresistente Bakterien dienen. Antibiotikaresistenz bei Bakterien ist ein
weltweites Problem, und durch den Verzehr von pflanzlichen Frischeprodukten ohne
Dekontaminierungsschritt kdnnen lebensfahige antibiotikaresistente Bakterien vom Menschen
aufgenommen werden. Besonders besorgniserregend sind Bakterien mit konjugativen
Antibiotikaresistenzplasmiden, die Antibiotikaresistenzgene zwischen Bakterien Ubertragen kdnnen.
Eine Ubertragung der Plasmide von den Bakterien der Lebensmittelmatrix auf Bakterien der
menschlichen Darmmikrobiota ist potenziell moéglich. Um das tatsachliche Gefahrenpotenzial besser
beurteilen zu konnen, wurden in der vorliegenden Studie zunachst die Plasmide von 22
antibiotikaresistenten Enterobakterien von pflanzlichen Frischeprodukten charakterisiert. Dabei
wurde Unicycler verwendet, um die Ergebnisse der MiSeg- und MinlON-Ganzgenomsequenzierung zu
kombinieren (Hybridassemblierung). Durch die Charakterisierung der Plasmide wurden ein Klebsiella
(K.) pneumoniae- und zwei Escherichia (E.) coli-lsolate als mogliche Spenderstimme flr
Konjugationsversuche mit dem plasmidfreien E. coli-Empfangerstamm CV601 ausgewahlt. Der
K. pneumoniae-Spenderstamm wurde verwendet, um den Einfluss des Agars (LB- bzw. Salat-Agar) und
der Temperatur (10 °C, 21 °C bzw. 37 °C) auf die Transferrate des Plasmids zu untersuchen. AuRerdem
wurden Konjugationsversuche auf Sprossen und Mischsalat bei 10 °C und 37 °C mit K. pneumoniae als
Spenderstamm vorgenommen. SchlieRlich wurde eine exogene Plasmid-Isolierung mit dem
Empfangerstamm E. coli CV601 durchgefiihrt, um Plasmide, die einen Tetracyclin- oder Cefotaxim-
resistenten Phdnotyp vermitteln, von Sprossenproben einzufangen. Die phanotypische
Antibiotikaresistenz der Transkonjuganten wurde mittels Agardiffusionstest ermittelt. Nach NextSeq-
und MinlON-Sequenzierung sowie anschlieBender Hybridassemblierung (Unicycler) wurden die
Plasmide genotypisch charakterisiert. Von den Sprossenproben wurde eine 16S rRNA-Gen
Metagenom-Sequenzierung der gesamten 16S rRNA-Genregion mittels MinlON durchgefiihrt, um die
Diversitat an Gattungen sowie potenzielle Spenderstamme fiir die exogen eingefangenen Plasmide zu
identifizieren. Bezlglich der antibiotikaresistenten Enterobakterien aus pflanzlichen Frischeprodukten
wurden insgesamt 40 Plasmide in 17 Isolaten nachgewiesen wahrend fiinf Stimme keine Plasmide
aufwiesen. Die Plasmide waren sehr unterschiedlich in Bezug auf ihre GroRe (2 kbp - 326 kbp),
Mobilitat und Anzahl an Antibiotikaresistenzgenen. IncF war der haufigste Replikon-Typ bei grofRen
Plasmiden (> 32 kbp), wahrend es sich bei kleinen Plasmiden (< 7 kbp), sofern sie mit PlasmidFinder
typisierbar waren, um Col-ahnliche Plasmide handelte. Fir die Konjugationsexperimente wurden drei
Spenderstimme ausgewahlt, die ein potenziell konjugatives Plasmid mit einem Tetracyclin-
Resistenzgen besallen. Von den drei potenziellen Spenderstdmmen produzierten ein E. coli- und ein
K. pneumoniae-Stamm erfolgreich Transkonjuganten. Das Resistenzplasmid von K. pneumoniae zeigte
die héchsten Transferraten auf Salat-Agar bei 37 °C, doch wurde der Transfer auch auf LB- und Salat-
Agar bei allen Temperaturen auller bei 10 °C beobachtet. Ein Transfer bei 10 °C wurde nur fiur die

Konjugation auf LB-Agar nach Anreicherung in Selektivmedium festgestellt. Eine Ubertragung auf



Sprossen und Mischsalat wurde bei 37 °C nach 22 Stunden und in sehr geringer Haufigkeit auch bei
10 °C nach vier Tagen festgestellt. Dieses Ergebnis unterstreicht die Wichtigkeit, pflanzliche
Frischeprodukte stets bei niedrigen Temperaturen aufzubewahren, um einen Austausch von
Resistenzgenen zwischen Bakterien von pflanzlichen Frischeprodukten zu verhindern. Bei der
exogenen Plasmid-Isolierung wurden erfolgreich Tetracyclin-Resistenz vermittelnde aber keine
Cefotaxim-Resistenz ~ vermittelnden  Plasmide  erworben. Die  Charakterisierung  der
Antibiotikaresistenzplasmide der Transkonjuganten ergab, dass es sich lberwiegend um IncFll-
Plasmide mit tet(A) und weiteren Resistenzgenen oder IncFIB-Plasmide mit tet(D)-Resistenzgen
handelte. Die phanotypische Resistenz der Transkonjuganten war sehr gering. Die 16S rRNA-Gen
Metagenom-Analyse ergab eine sehr vielfiltige Mikrobiota, wobei die Gattung Pseudomonas in allen
Sprossen am haufigsten vorkam. Bakterien der Gattungen Enterobacter, Klebsiella und Citrobacter
waren ebenfalls vorhanden und kénnten potenzielle Spender der Tetracyclin-Resistenzplasmide sein,
die bei der exogenen Plasmid-Isolierung eingefangen wurden. Zusammengefasst zeigen die
Ergebnisse, dass pflanzliche Frischeprodukte antibiotikaresistente Bakterien und teilweise Bakterien
mit konjugativen Antibiotikaresistenzplasmiden beherbergen. Somit stellen diese Frischeprodukte
eines von wahrscheinlich mehreren Vehikeln fiir die Ubertragung von Antibiotikaresistenzplasmiden

auf den Menschen dar.
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1 Einleitung

1.1 Antibiotika und die globale Resistenzproblematik

Antibiotika sind natiirliche oder synthetische Substanzen, die Bakterien abtoten (bakterizid) oder diese
in ihrem Wachstum hemmen (bakteriostatisch) (Pankey und Sabath, 2004; Davies und Davies, 2010).
Natirlich vorkommende Antibiotika werden von Bakterien (z. B. Streptomyces) bzw. Pilzen (z. B.
Penicillium) produziert und an die Umgebung abgegeben (Clardy et al., 2009; Chait et al., 2011;
Procopio et al., 2012; Spagnolo et al., 2021). Als erstes natirliches Antibiotikum wurde in den 1920er
Jahren Penicillin entdeckt und dessen Wirkung gegen Bakterien beschrieben (Fleming, 1929). Seit den
1940er Jahren wird Penicillin in der Humanmedizin eingesetzt, um bakterielle Infektionskrankheiten
zu behandeln (Hutchings et al., 2019). Zuvor wurde bereits synthetisch hergestelltes Sulfanilamid aus
der Stoffgruppe der Sulfonamide als antibakterielle Substanz bei Menschen angewendet (Levy, 1982).
Die goldene Ara des Antibiotikums, in der die meisten der heute verwendeten Antibiotikaklassen
entdeckt wurden, endete vor tiber 50 Jahren (Aminov, 2010; Hutchings et al., 2019). Heute stehen wir
vor dem Problem, dass die Entwicklung neuer Antibiotika recht lange dauert, wohingegen

Antibiotikaresistenzen sich relativ schnell entwickeln (Cook und Wright, 2022).

Antibiotika wirken durch Interaktion mit Bestandteilen und Prozessen, die fiir Bakterien essenziell sind.
Die Hauptwirkmechanismen therapeutisch eingesetzter Antibiotika sind: Stérung der
Zellwandsynthese (z.B. R-Laktam-, Glycopeptid-Antibiotika), Stérung der Proteinsynthese (z.B.
Tetracycline, Aminoglycoside, Amphenicole), Storung der DNA-/RNA-Synthese (z. B. Fluorchinolone,
Ansamycine), Storung des Folsdurestoffwechsels (z. B. Sulfonamide, Diaminopyrimidine) und Wirkung
an der Zellmembran (z. B. Lipopeptide) (Wright, 2010; Hutchings et al., 2019).

Die Entdeckung von Antibiotika und deren Einsatz beim Menschen gilt als Meilenstein der modernen
Medizin (Bennett, 2008). Durch den therapeutischen Einsatz von Antibiotika konnte die Mortalitat
durch Infektionserkrankungen bei Menschen gesenkt und die Lebenserwartung gesteigert werden
(Armstrong et al., 1999; Jayachandran et al., 2010; Hutchings et al., 2019). Allerdings zeigte sich die
Anpassungsfahigkeit der Bakterien schnell: Nach Einfihrung eines Antibiotikums wurden Bakterien
entdeckt, die gegen dieses Antibiotikum resistent waren (Ventola, 2015; Hutchings et al., 2019). Heute
gibt es gegen jedes therapeutisch eingesetzte Antibiotikum resistente Bakterien (Spagnolo et al.,
2021). Bereits in den 1950er Jahren wurde der erste multiresistente Stamm entdeckt (Akiba et al.,
1960; Levy, 1982). Ein Bakterium wird antibiotikaresistent, wenn das Antibiotikum, welches zuvor eine
antimikrobielle Wirkung gegen das Bakterium zeigte, diese Wirkung verliert (CDC, 2022). Dabei ist die
Resistenzbildung ein natirlicher evolutiondrer Vorgang, bei dem besser an die Umwelt angepasste
Bakterien selektiert werden (D'Costa et al., 2011; Cook und Wright, 2022). So wurden diverse
Antibiotikaresistenzgene in historischen Bakterienisolaten gefunden, die aus der Zeit vor dem
klinischen Einsatz stammten (D'Costa et al., 2011; Perron et al., 2015; Wand et al., 2015). Fevre et al.
(2005) schatzten beispielsweise, dass Klebsiella (K.) oxytoca und das Resistenzgen blaoxy seit
mindestens 84 Millionen Jahren gemeinsam evolvieren. Allerdings konnte der evolutionare Prozess
der Antibiotikaresistenzbildung nur durch anthropogenes Eingreifen in dieser Schnelligkeit zu einer

Resistenzproblematik flihren, wie sie heute vorherrscht (Davies und Davies, 2010).
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Die Pradvalenz von antibiotikaresistenten Bakterien ist stetig gestiegen (Levy, 1998; Knapp et al., 2010;
Cassini et al., 2019; Cook und Wright, 2022), wobei die Griinde fiir den Anstieg komplex sind. Unter
anderem tragen libermaRiger und teilweise falscher Einsatz von Antibiotika in der Human- und
Veterindarmedizin, sowie deren rezeptfreier Verkauf und deren Zugabe ins Futter von Masttieren (in
der Européischen Union mittlerweile verboten: Verordnung (EG) Nr. 1831/2003) zur heutigen
Antibiotikaresistenzproblematik bei (Holmes et al., 2016; Ronquillo und Hernandez, 2017; Auta et al.,
2019; Muurinen et al., 2021; Khojah, 2022). Die globale Verbreitung von antibiotikaresistenten
Bakterien wird zusatzlich durch internationalen Handel und weltweite Reisen verstarkt (Peirano et al.,
2011; Ruppé et al., 2014; Hawkey, 2015; Zurfluh et al., 2015; Liu und Kilonzo-Nthenge, 2017).

Die unvollsténdige Verstoffwechselung des Antibiotikums bei Behandlung und der hohe Eintrag in die
Umwelt bei gleichzeitig unterschiedlicher Abbaubarkeit der Antibiotika in der Umwelt fihren zu
héheren Antibiotika-Konzentrationen in der Umgebung (Sarmah et al., 2006; Le-Minh et al., 2010;
Jechalke et al., 2014; Polianciuc et al., 2020). Durch den so entstandenen Selektionsdruck haben
antibiotikaresistente Bakterien einen Vorteil in Nischen mit hohem Antibiotikaeinsatz (z. B. bei
Menschen und Nutztieren) und kénnen — im Gegensatz zu sensitiven Bakterien — iberleben (O'Brien,
2002; Wiedenbeck und Cohan, 2011).

Die Antibiotikaresistenz, auch ,stille Pandemie” genannt, ist eine der zentralen
Gesundheitsbedrohungen fir die Menschheit, fir deren Bekdmpfung eine globale Strategie notwendig
ist (Laxminarayan et al., 2013; WHO, 2014; Antimicrobial Resistance, 2022; BMG, 2022). Eine Infektion
mit antibiotikaresistenten Bakterien kann vielfdltige Auswirkungen individueller sowie
gesellschaftlicher Art haben: verlangerte Krankheitsdauer, Therapieversagen, limitierte
Behandlungsoptionen, hohere Mortalitdt und Produktivitatsverluste im Vergleich zu einer Infektion
mit sensitiven Erregern (Friedman et al., 2016; Antimicrobial Resistance, 2022; Larsson et al., 2022).
Ohne Gegenmallnahmen wiirden Infektionen mit antibiotikaresistenten Pathogenen weiter steigen
und so in Zukunft enormen menschlichen und wirtschaftlichen Schaden anrichten (O'Neill, 2016).
Derzeit gelten folgende antibiotikaresistente Bakterien fiir den Menschen als besonders kritisch:
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus, dritt-Generations-Cephalosporin-resistente Escherichia
(E.) coli und Klebsiella (K.) pneumoniae, Carbapenem-resistente Acinetobacter baumannii und

K. pneumoniae und fluorchinolonresistente E. coli (Antimicrobial Resistance, 2022).

Antibiotikaresistente Bakterien sind ubiquitdr vorhanden. Die Lebensbereiche von Mensch und Tier
sind so mit der Umwelt verwoben, dass es keine Grenzen fiir den Austausch von Mikroorganismen und
Genen gibt (Aminov, 2011). Der ,One-Health“-Ansatz sieht deshalb fir die Loésung der
Antibiotikaresistenzproblematik vor, dass die Umwelt sowie die Gesundheit von Menschen und Tieren
gemeinsam betrachtet werden sollte (WHO, 2015; McEwen und Collignon, 2018; Hernando-Amado et
al., 2019). Denn auch die Umwelt bietet ein Reservoir von diversen Antibiotikaresistenzgenen (Aminov,
2011). Dabei werden Resistenzgene gegen Antibiotika nicht nur bei krank machenden (pathogenen)
Bakterien gefunden, sondern auch bei opportunistisch pathogenen und kommensalen Bakterien
(Lamberte und van Schaik, 2022).
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Ein Bakterium kann durch unterschiedliche Strategien einen resistenten Phanotyp erlangen, durch
beispielsweise Inaktivierung des Antibiotikums (B-Laktam-Antibiotika, Aminoglycoside), Ausschleusen
des Antibiotikums mittels Effluxpumpen (z. B. Tetracycline, Aminoglycoside) oder Anderung bzw.
Umgehung der Antibiotika-Zielstruktur (Diaminopyrimidine, Fluorchinolone) (Wright, 2010; Munita
und Arias, 2016). Neben der natirlichen (intrinsischen) Resistenz, bei der eine komplette Bakterienart
bzw. -gattung aullerhalb des antibiotischen Wirkungsspektrums liegt, kdnnen Bakterien Resistenzen
auch neu erwerben (Woodford und Ellington, 2007; Martinez et al., 2009; Cook und Wright, 2022). Ein
Bakterium kann eine Resistenz durch Mutation im Chromosom oder durch Aufnahme fremder DNA
mittels horizontalem Gentransfer (HGT) erwerben (Cook und Wright, 2022). Eine Mutation im
Chromosom kann beispielsweise durch Antibiotika-Ausschleusung via Efflux-Pumpen, Anderung der
Antibiotika-Zielstruktur oder Anderung der Membranpermeabilitit zu einem antibiotikaresistenten
Phanotyp fuhren (Salmond und Welch, 2008; Cook und Wright, 2022). Den gréReren Anteil an der
heutigen Resistenzproblematik hat allerdings die Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen via

horizontalem Gentransfer (Sheppard et al., 2016; von Wintersdorff et al., 2016).

1.1.1 Horizontaler Gentransfer bei Bakterien — interzellulare Mobilitat

Anders als bei der Zellteilung, bei der das Erbgut entlang der Abstammungslinie an die Tochterzellen
weitergegeben wird, fasst der horizontale Gentransfer die Mechanismen zusammen, mit der Fremd-
DNA in die Zelle aufgenommen wird (Kelly et al., 2009) (Abbildung 1). Bakterien zeigen in ihrem
Chromosom unterschiedlich viel Anteil an durch HGT erworbenen Genen (Ochman et al., 2000; Pallen
und Wren, 2007). Der DNA-Austausch kann zwischen weit entfernt verwandten Bakterien stattfinden
— Uber Familien- und sogar Phyla-Grenzen hinweg (Sheinman et al., 2021). Die aufgenommene Fremd-
DNA kann nur dann stabil vererbt und exprimiert werden, wenn sie in das Chromosom bzw. in ein
Plasmid integriert wird, oder selbststandig in der Zelle repliziert (Thomas und Nielsen, 2005). Durch

Expression der neu erworbenen Gene erhilt die Bakterienzelle neue Funktionen (Rossi et al., 2014).

Die Aufnahme von nicht eigener DNA stellt einen zusatzlichen evolutiondren Vorgang dar, der fir die
Empfangerzelle einen Vorteil bedeutet und bei der Anpassung an Umweltveranderungen und Nischen
nitzlich sein kann (Ochman et al., 2000; Norman et al., 2009). Durch die mittels HGT neu erworbenen
Gene kann eine Bakterienzelle viele unterschiedliche Eigenschaften erwerben. Neben dem Transfer
von Genen fir den bakteriellen Stoffwechsel (Hehemann et al., 2010) werden auch Desinfektions-,
Metall- und Antibiotikaresistenzgene Ubertragen (Fang et al., 2016; Sheinman et al., 2021; Guzman-
Otazo et al., 2022). Auch Gene, die Virulenzfaktoren und Humantoxine kodieren, kénnen mittels HGT
Ubertragen werden. So kénnen aus einem kommensalen Bakterium durch Erwerb Shigatoxin-
kodierender Bakteriophagen oder Anthraxtoxin-kodierender Plasmide flir den Menschen pathogene
Bakterien entstehen (Scotland et al., 1983; Little und lvins, 1999; Frost et al., 2005).
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Eine gute Umgebung fir HGT bieten beispielsweise Biofilme (Sorensen et al., 2005; Aminov, 2011;
Madsen et al., 2012), der Darm von Tieren und Menschen (Netherwood et al., 1999; Huddleston, 2014;
Lerner et al., 2017; Singh et al., 2019) sowie die Rhizosphare von Pflanzen (Heuer und Smalla, 2012)
und Klaranlagen (von Wintersdorff et al., 2016; Che et al., 2019). Von den drei Hauptmechanismen des
HGT wird der Konjugation der groBRte Anteil an der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen

zugeschrieben (Davies und Davies, 2010; von Wintersdorff et al., 2016).

% Bakteriophage
Selbst tbertragbares Plasmid
? Chromosom
(@) O 3 2 / Der DNA-Rezipient erhalt DNA durch
% o 1. natdirliche Transformation: Aufnahme freier DNA
2. Transduktion: Bakteriophage injiziert DNA in die
DNA-Spender K Bakterienzelle

3. Konjugation: selbst Gbertragbares Plasmid durch

/ 7~ T\
Freie DNA K‘(% ) Zell-Zell-Kontakt

Lysiertes Bakterium

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Mechanismen des horizontalen Gentransfers bei Bakterien.

Natirliche Transformation bei Bakterien wurde erstmals 1928 beschrieben (Griffith, 1928) und

bezeichnet die aktive Aufnahme von freier DNA aus der Umgebung in die Bakterienzelle (Thomas und
Nielsen, 2005). Die aufgenommenen Gene werden exprimiert, nachdem die freie DNA entweder in das
Chromosom durch Rekombination integriert wurde oder als extrachromosomales Replikon vorliegt
(Thomas und Nielsen, 2005; Heuer und Smalla, 2007). Fiir die natiirliche Transformation muss eine
Bakterienzelle kompetent sein (Kelly et al., 2009). Natiirlich kompetente Bakterien gibt es bei Gram-
positiven und Gram-negativen Bakterien — Beispiele: Staphylococcus aureus, Acinetobacter baylyi,
Streptococcus pneumoniae und Pseudomonas fluorescens (Lorenz und Wackernagel, 1994; Johnsborg
et al., 2007; Morikawa et al., 2012; Johnston et al., 2014; Cooper et al., 2017).

Der Begriff Transduktion wurde mit der Entdeckung gepragt, dass DNA mittels Bakteriophagen (kurz:
Phagen) zwischen Bakterienzellen transportiert werden kann (Zinder und Lederberg, 1952). DNA-
Spender und -Empfanger missen sich flr die Transduktion nicht im selben Habitat befinden, wobei die
Verbreitung durch die Wirtsspezifitdt des Bakteriophagen beschrankt ist (Sorensen et al., 2005; Popa
et al., 2017). Durch die Verpackung von bakterieller DNA zusatzlich zur Phagen-DNA in den Phagenkopf
wird bei der Infektion einer Bakterienzelle die bakterielle DNA mit Gbertragen (Heuer und Smalla,
2007). Dabei kdnnen bis zu 100 kbp grofRe (Kilobasenpaar) DNA-Fragmente (ibertragen werden
(Ochman et al., 2000; Heuer und Smalla, 2007). Der Bakteriophage kann auch Antibiotikaresistenzgene
besitzen und diese in eine Bakterienzelle Gbertragen (Colomer-Lluch et al., 2011; Larranaga et al.,
2018).
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Konjugation bezeichnet die Ubertragung von DNA von einem Spenderstamm in einen
Empfangerstamm durch Zellkontakt (Novick et al., 1976) und wurde 1946 erstmals beschrieben
(Lederberg und Tatum, 1946). Die Gbertragene DNA liegt extrachromosomal als Plasmid vor und besitzt
alle fiir den eigenen Transfer notwendigen Gene (Lawley et al., 2004). Die Spenderzelle nimmt durch
einen Plasmid-kodierten Pilus Kontakt mit einer Bakterienzelle in der unmittelbaren Nahe auf (Virolle
et al., 2020). AnschlieBend wird der Abstand zwischen den Bakterien verringert, und der Plasmid-
Transfer erfolgt durch eine Pore (Lawley et al., 2004). Im Gegensatz zu den Fremd-DNA-Spenderzellen
der Transformation und Transduktion verendet die Spenderzelle bei der Konjugation nicht und behalt
eine Kopie des Plasmids. Die Konjugation ist der Hauptmechanismus fiir die Adaption und die Diversitat
von Bakterien und macht den grofSten Anteil an der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen aus
(Davies und Davies, 2010; Smalla et al., 2015; von Wintersdorff et al., 2016). Dabei existierten bereits
vor dem klinischen Einsatz von Antibiotika konjugative Plasmide, die keine Antibiotikaresistenzgene

trugen (Hughes und Datta, 1983).

1.1.2 DNA-Austausch zwischen Sequenzen innerhalb einer Zelle — intrazellulare Mobilitat

Neben dem HGT, gibt es auch Genaustausch innerhalb einer Bakterienzelle — die intrazelluldre
Mobilitat: z. B. zwischen Plasmiden sowie zwischen dem Chromosom und Plasmiden (Frost et al., 2005;
Partridge et al., 2018). In der Evolution von Bakterien spielt diese DNA-Rekombination eine groRe
Rolle, denn durch Duplikation, Transposition, Deletion und Co-Integration von DNA-Sequenzen
entsteht eine grolRe genetische Vielfalt (Kawasaki et al., 1985; Siguier et al., 2014; Partridge, 2015).
Auch Antibiotikaresistenzgene kénnen dadurch innerhalb einer Zelle zwischen DNA-Sequenzen
mobilisiert werden (Sheppard et al., 2016; Partridge et al., 2018). Ubertragbare Plasmide ohne
Antibiotikaresistenzgene waren bereits vor dem klinischen Einsatz von Antibiotika in Bakterien
vorhanden, die zur Familie der Enterobacteriaceae gehéren (Hughes und Datta, 1983). Durch
intrazelluldare Mobilitdt wurden Antibiotikaresistenzgene, die ihren Ursprung auf dem Chromosom
hatten, von dort auf Ubertragbare Plasmide transferiert, woraufhin deren rasche Verbreitung
stattfinden konnte (Datta und Hughes, 1983; Hall und Collis, 1998; Barlow und Hall, 2002). Der
Ubergang eines Antibiotikaresistenzgens von einem Chromosom bzw. von einem nicht-mobilen
Plasmid auf ein konjugatives Plasmid kann somit dessen Mobilitdit innerhalb der
Bakteriengemeinschaft erhohen (Frost et al., 2005). Dabei fordert Antibiotika-Selektionsdruck die
Transposition von Antibiotikaresistenzgenen vom Chromosom zu Plasmiden und fiihrt dadurch zur
Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen (Yao et al., 2022). Somit tragt das Zusammenspiel zwischen
intrazelluldarer Mobilitdt und HGT zur Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen bei (Sheppard et al.,
2016; Johansson et al., 2021). Fiir Plasmide scheint im Hinblick auf den Erwerb neuer Funktionen der
DNA-Austausch zwischen Plasmiden eine groRere Rolle zu spielen, als deren Austausch mit
Chromosomen bzw. Phagen (Bosi et al., 2011). Fiur die intrazelluldare Mobilitdt und somit fiir die
Umstrukturierung von Plasmiden und Chromosomen sind mobile genetische Elemente, wie
Transposons, Insertionssequenzen und Integrons verantwortlich (Partridge et al., 2018; Helinski,
2022):
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Insertionssequenz (IS): Die Insertionssequenz ist eine kompakte transponierbare Einheit, die meist aus

einer Transposase und angrenzenden Inverted Repeats (IR) besteht (Partridge, 2011; Johansson et al.,
2021). Die Transposase ist dabei fiir die eigene Relokation verantwortlich, wobei die meisten IS keine
zusatzlichen Gene besitzen (Partridge, 2011; Partridge et al., 2018). Je nach Transposase erfolgt die
Transposition durch einen Schneide- und Einflige- bzw. Kopieren- und Einflige-Mechanismus, wobei
die IR als Erkennungssequenz dienen (Partridge, 2011). Fir deren Integration haben die meisten IS
keine oder nur eine geringe Sequenzspezifitat (Siguier et al., 2014). Innerhalb einer DNA-Sequenz (z. B.
Plasmid) kann ein Composite Transposon (zusammengesetztes Transposon) von zwei nahe
verwandten IS-Genkopien gebildet werden, wodurch zusatzlich die dazwischen liegenden Gene
mobilisiert werden kénnen (Partridge, 2015; Partridge et al., 2018). Die 1S26, die auf Plasmiden und
Chromosomen von Gram-negativen Bakterien vorhanden sein kann, spielt im Zusammenhang mit der
Verbreitung von Multiresistenz eine besonders wichtige Rolle (Partridge, 2011; He et al., 2015;
Partridge et al., 2018). Dabei kann eine I1S26-Kopie fiir die Mobilisierung von Genabschnitten
ausreichen, indem eine Translocatable Unit (verlagerbare Einheit, TU) gebildet wird, die dann neben
einer anderen 1S26-Kopie eingebaut wird (Harmer et al., 2014; Partridge, 2015). Insertionssequenzen
sind dabei auf Plasmiden signifikant haufiger vertreten als auf den Chromosomen (Siguier et al., 2014).
Zudem sind diese auf Antibiotikaresistenzplasmiden haufiger vorhanden als auf Plasmiden ohne
Resistenzgene (Che et al., 2021). Dabei sind besonders 1S26, aber auch ISEcpl und IS6100, beim

Transfer vieler unterschiedlicher Antibiotikaresistenzgene beteiligt (Che et al., 2021).

Unit Transposons (Tn3-Familie): Ein Transposon (Tn) ist ein mobiles genetisches Element, welches

seine Position in einer Bakterienzelle innerhalb einer DNA-Sequenz oder zwischen DNA-Sequenzen
verandern kann (Bennett, 2008). Dabei kdnnen Bakteriophagen und Plasmide als Vektoren fir
Transposons dienen (Levy, 1982). Die durch IR begrenzten Transposons besitzen neben der
Transposase auch eine Resolvase und eine Resolutionsstelle (Partridge, 2011; Partridge et al., 2018).
Wahrend der Transposition erfolgt eine Duplizierung des Transposons (replikative Transposition)
(Nicolas et al., 2015). Verschiedene Antibiotikaresistenzgene (z. B. gegen B-Laktam-Antibiotika und
Tetracycline) und Metallresistenzgene (z. B. gegen Quecksilber) konnen Teil von Transposons sein und

somit intrazellular mobilisiert werden (Partridge, 2011; Nicolas et al., 2015).

Integrons: Ein Integron ist eine genetische Plattformen, die aus drei essenziellen Teilen und
Genkassetten besteht (Boucher et al., 2007; Gillings, 2014; Escudero et al., 2015): Wahrend die durch
das intl-Gen kodierte Integron-Integrase die Entfernung bzw. Integration der Genkassetten an der
Rekombinationsstelle att/ vermittelt, ist der Pc-Promotor fiir die Expression der Genkassetten
notwendig (Cambray et al., 2010; Partridge, 2011; Escudero et al., 2015). An der attl-Region kénnen
zirkulare Genkassetten eingebaut werden (Escudero et al., 2015). Dadurch kann es zur Akkumulation
multipler Antibiotikaresistenzgene kommen (Partridge, 2015). Integrons befinden sich bei vielen
Gram-negativen Umweltisolaten auf dem Chromosom und koénnen viele unterschiedliche
Genkassetten aufweisen (Cambray et al., 2010; Escudero et al., 2015). Durch die Integration von
Integrons in ein Transposon ist es moglich, die komplette Plattform intrazelluldar zu mobilisieren
(Boucher et al., 2007; Cambray et al., 2010). Anhand der Integrase werden Integron-Plattformen in

Klassen eingeteilt (Deng et al., 2015). Dabei sind Klasse-1-Integrons bei Gram-negativen Bakterien am
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weitesten verbreitet und meist auf konjugativen Plasmiden lokalisiert, wodurch sie zur Verbreitung
von Antibiotikaresistenzgenen beitragen kénnen (Cambray et al., 2010; Gillings, 2014; Kaushik et al.,
2018; Che et al., 2021). Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass die (iberwiegenden Resistenzgene
von Plasmiden — bis auf Sulfonamid-, Rifamycin- und Trimethoprim-Resistenzgene — nicht mit
Integrons assoziiert sind (Che et al., 2021). Die Expression der Integrase ist an die SOS-Antwort der
Zelle gekoppelt. Dadurch erfolgen Integrase-vermittelte Rekombinationen in Stresssituationen, wo

Anpassung besonders wichtig ist (Escudero et al., 2015).

Plasmide kénnen diese mobilen Elemente besitzen und durch Genaustausch mit dem Chromosom oder
anderen Plasmiden in der Zelle ihre Genzusammensetzung verdndern (Stokes und Gillings, 2011;
Pinilla-Redondo et al., 2018). Dabei kdnnen bei der Rekombination Teile einer Sequenz oder ein
komplettes Plasmid in ein anderes Plasmid integriert werden (He et al., 2015; Liu et al., 2021; Luo et
al., 2022; Shan et al., 2022). So zeigen viele IncF-Plasmide von Escherichia und Klebsiella eine mosaike
Struktur, die auf Rekombinationen in der Vergangenheit hinweist (Pesesky et al., 2019). Die
Umstrukturierung und Fusion von Plasmiden kann durch replikative Transposition oder homologe
Rekombination passieren (He et al., 2015; Sheppard et al., 2016; Liu et al., 2021; Luo et al., 2022; Shan
et al., 2022). Homologe Rekombination kann zwischen zwei Plasmiden oder zwischen Plasmid und
Chromosom durch eine Kreuzung zwischen Sequenzen mit groRer Homologie stattfinden (Thomas und
Nielsen, 2005). Besonders die durch die Insertionssequenz I1S26 vermittelte Rekombination scheint bei
Plasmiden von Enterobakterien eine wichtige Rolle zu spielen (He et al., 2015; Du et al., 2020; Liu et
al., 2021; Luo et al., 2022).

1.2  Enterobacteriaceae und deren Plasmide

Durch eine taxonomische Reklassifizierung wurde die Ordnung Enterobacteriales in mehrere Familien
eingeteilt, wobei Enterobacteriaceae die groRte darstellt (Adeolu et al., 2016). Bei Vertretern der
Enterobacteriaceae (folgend auch als Enterobakterien bezeichnet) handelt es sich um fakultativ
anaerobe, Gram-negative Stabchen aus dem Phylum Proteobacteria (Adeolu et al., 2016; Jenkins et al.,
2017). Der Name leitet sich vom altgriechischen Wort fiir Darm (enteron) ab (Farmer et al., 1980),
wobei die Vertreter der Familie ubiquitdir vorkommen. Sie kdénnen im Boden, im Wasser, in
Lebensmitteln, aber auch bei Mensch und Tier als Teil der normalen intestinalen Darmmikrobiota
vorhanden sein (Guentzel, 1996). Enterobakterien konnen als harmlose kommensale oder als
(opportunistische)  pathogene  Bakterien  Erkrankungen wie Darm-, Harnwegs- und
Lungenentziindungen sowie Wundinfektionen oder Sepsis auslosen (Guentzel, 1996; Jenkins et al.,
2017). Dabei fiihren Vertreter der Familie Enterobacteriaceae nicht nur beim Menschen zu
Infektionen, sondern auch bei Tieren (Brenner und Farmer, 2015). Personen mit Diabetes oder
supprimiertem Immunsystem sowie altere und untererndhrte Personen sind durch eine geschwachte
Immunabwehr anfillig fiir Infektionen mit opportunistischen Erregern (Brenner und Farmer, 2015).
Medizinisch relevante Gattungen umfassen unter anderem Citrobacter (C.), Enterobacter (En.),
Escherichia, Klebsiella, Salmonella und Shigella (Adeolu et al., 2016; Exner et al., 2017). Im Hinblick auf
Antibiotikaresistenz sind bei den Enterobakterien besonders die dritt-Generations-Cephalosporin-

resistenten E. coli und K. pneumoniae, die Carbapenem-resistenten K. pneumoniae und die
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Fluorchinolon-resistenten E. coli kritisch (Antimicrobial Resistance, 2022). Neben den intrinsischen
Resistenzen mancher Enterobacteriaceae-Spezies (CLSI, 2022), spielen bei der Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen innerhalb der Familie besonders deren konjugative Plasmide eine grol3e
Rolle (Canton und Coque, 2006; Carattoli, 2009, 2011).

1.2.1 Plasmid-Eigenschaften

Neben chromosomaler DNA kdnnen in einer Bakterienzelle weitere DNA-Fragmente aullerhalb des
Chromosoms (extrachromosomal) vorliegen. Diese extrachromosomale DNA wurde in den 1950er
Jahren erstmals als Plasmid bezeichnet (Lederberg, 1952). Dabei sind Plasmide eine diverse Gruppe an
DNA-Fragmenten, die doppelstrangig und meist ringformig vorliegen (Thomas und Summers, 2008).
Lineare Plasmide sind bei Vertretern der Enterobacteriaceae-Familie selten (Baker et al., 2007; Hawkey
et al., 2022a). Die GroRen der Plasmide von Enterobacteriaceae reichen von ca. 1 kbp bis zu mehreren
hundert kbp und kodieren dabei unterschiedlich viele Gene (Rozwandowicz et al., 2018; Balbuena-
Alonso et al., 2022). Kleine Plasmide, durch die die phanotypischen Eigenschaften des Wirts nicht
erkennbar verdndert werden, werden als kryptische Plasmide bezeichnet (Frost et al., 2005). Mit
zunehmender GrofSe steigt die Anzahl an Protein-kodierenden Sequenzen und die Komplexitat der
Plasmide, was auch Einfluss auf den Phanotyp der Wirtzelle haben kann (Frost et al., 2005). Nicht jedes
Bakterium besitzt Plasmide, allerdings kdnnen auch bis zu neun unterschiedliche Plasmide gleichzeitig

in einer Zelle vorliegen (Barry et al., 2019; Brolund et al., 2019).

Plasmide replizieren unabhangig vom Chromosom und autonom in der Zelle — werden deshalb auch
als Replikons bezeichnet — und kontrollieren ihre Replikation durch Plasmid-kodierte Systeme selbst
(del Solar et al., 1998; Filutowicz, 2009). Allerdings greifen Plasmide fiir ihre Replikation auf die
Chromosomal-kodierte Replikationsmaschinerie der Wirtszelle zurlick (del Solar et al., 1998; Bennett,
2008). Die minimale Erfordernis fiir ein Plasmid ist eine fiir die Replikation und deren Kontrolle
essenzielle Region, die aus einem Replikationsursprung (oriV), Genen zur Replikationskontrolle und
meist einem Replikationsprotein (Rep-Protein) besteht und fiir jeden Replikon-Typ charakteristisch ist
(del Solar et al.,, 1998; Filutowicz, 2009). Bei zirkuldren Plasmiden sind die bekanntesten
Replikationsmechanismen die Theta-Replikation (z. B. IncF-Plasmide), die Rolling-Circle-Replikation,
und die Strand-Displacement-Replikation (z. B. IncQ) (del Solar et al., 1998). Dabei sind die Rolling-
Circle-Replikation bei Plasmiden von Gram-positiven und die Theta-Replikation bei Plasmiden von

Gram-negativen Bakterien die Hauptreplikationsformen (Helinski, 2022).

Plasmide von Enterobakterien kénnen anhand von Inkompatibilitat klassifiziert werden. Plasmide der
gleichen Inkompatibilitats-Gruppe (Inc-Gruppe) kdnnen in einer Zelle nicht stabil coexistieren (Datta
und Hedges, 1971). Dies ist eine Folge der gemeinsamen Nutzung von Replikations- oder
Partitionierungssystemen, was zu einem Plasmid-Verlust liber mehrere Generationen fiihren kann
(Novick, 1987). Fir Enterobacteriaceae-Plasmide wurden insgesamt 28 Inc-Gruppen definiert
(Rozwandowicz et al., 2018). Anstelle aufwendiger Inkompatibilitdts-Testungen, sind heute PCR-
basierte Inc-/Rep-Typisierungen zur Identifizierung der Replikon-Typen etabliert (Carattoli et al., 2005;
Villa et al., 2010; Carloni et al., 2017). Obwohl die Inkompatibilitdt der Plasmide nicht mehr getestet

wird, wird die Bezeichnung der bestehenden Inc-Typen beibehalten. Die Replikon-ldentifizierung in
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Ganzgenomsequenzdaten basiert auf dem Abgleich der Sequenz mit in Datenbanken wie
PlasmidFinder hinterlegten Replikon-spezifischen Sequenzen (Carattoli et al., 2014). Dabei sind

Plasmide mit multiplen Replikon-Typen moglich (Villa et al., 2010; Douarre et al., 2020).

Ein charakteristisches Merkmal fiir ein Plasmid ist dessen Wirtsbereich. Ein Wirtsbereich beschreibt
dabei alle Organismen, in denen ein Plasmid replizieren kann (Suzuki et al., 2010). Plasmide mit engem
Wirtsspektrum, wie IncF- und Incl-Plasmide, kénnen nur in nahe verwandten Bakterien replizieren,
hingegen kénnen Plasmide mit breitem Wirtsspektrum, wie IncQ und IncP, in Bakterien verschiedener
Phyla replizieren (Suzuki et al., 2010; Rozwandowicz et al., 2018). Ein weiteres Plasmid-Merkmal ist die
Kopienzahl, die das Verhaltnis von Plasmid-Anzahl zu Chromosomenanzahl beschreibt. Ein Plasmid
besitzt dabei bei gleichbleibenden duBeren Einfliissen eine charakteristische Kopienzahl, die durch
Replikationskontrollen manifestiert ist (del Solar et al., 1998; Nordstrom, 2006). Kleine Plasmide (z. B.
ColE1-Plasmide) besitzen typischerweise hohe Kopienzahlen und grofRe Plasmide (z. B. IncF-Plasmide)

typischerweise niedrige (Thomas und Summers, 2008; Rozwandowicz et al., 2018).

Wahrend kleine Plasmide mit hoher Kopienzahl ihre Vererbung bei der Zellteilung durch zufalliges
Aufteilen der Kopien in die Tochterzellen passiv sicherstellen, konnen grof3e Plasmide mit niedriger
Kopienzahl ihre Vererbung durch Partitionierungssysteme sicherstellen (Hayes und Barilla, 2006;
Thomas und Summers, 2008). Plasmid-Partitionierungssysteme sind divers, bestehen typischerweise
aber aus zwei Proteinen — z. B. der ATPase ParA und dem Zentromer-Bindungsprotein ParB — und einer
Partitionierungsstelle z. B. parC (Baxter und Funnell, 2014). Zu einer stabilen Plasmid-Vererbung kann
weiterhin ein Plasmid-kodiertes Toxin-Antitoxin-System (TA-System) beitragen (Hayes, 2003; Carattoli,
2009). Hierbei kodiert ein Plasmid sowohl ein fiir das Bakterium toxisches Protein als auch dessen
Antitoxin (RNA oder Protein) (Hayes, 2003; Unterholzner et al., 2013). Nach der Zellteilung, bei der das
Plasmid nur in eine der beiden Tochterzellen verteilt wurde, fiihrt die Wirkung des Toxins zum Zelltod
der Tochterzelle, die keine Plasmid-Kopie besitzt (Unterholzner et al.,, 2013). Der Toxin-Antitoxin-
Komplex wird in beide Tochterzellen libertragen — das labilere Antitoxin wird dabei schneller abgebaut
als das Toxin, und da in dem Plasmid-freien Bakterium kein Antitoxin produziert werden kann, kann
das Toxin schlieBlich wirken (Hayes, 2003). Bekannte TA-Systeme sind beispielsweise Hok-Sok, ParE-
ParD, Doc-Phd (Unterholzner et al., 2013).

Plasmide tragen normalerweise keine fiir das Bakterium essenziellen Gene (Frost et al., 2005). Der
Erwerb von Genen, die fiir das Bakterium essenziell sind, kann sogar zur Destabilisierung und zum
Verlust des Plasmids flihren (Wein et al., 2021). Manche Plasmide besitzen allerdings neben den Genen
zum eigenen Erhalt auch akzessorische Gene (Bennett, 2008; Thomas und Summers, 2008). Daneben
kénnen Plasmide Gene besitzen, die dem Wirt phanotypisch vorteilhafte Eigenschaften verschaffen,
wie eine Resistenz gegen Antibiotika (Fang et al., 2016; Porse et al., 2016; Guzman-Otazo et al., 2022),
gegen Schwermetalle (Foster, 1983; Silver und Misra, 1988; Fang et al., 2016) oder gegen
Desinfektionsmittel (Sahin et al., 2022). Weitere Merkmale wie Bacteriocine (Calcuttawala et al., 2017)
und Virulenzfaktoren (Johnson und Nolan, 2009; Ramirez et al., 2014; Pilla und Tang, 2018) kann die
Bakterienzelle ebenfalls durch das Plasmid erlangen. Somit kénnen Plasmide dabei helfen, dass
Bakterienpopulationen sich an verandernde Umgebungen anpassen und Umweltnischen mit widrigen
Bedingungen besetzen (Heuer und Smalla, 2012; Orlek et al., 2017b).
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Neben nicht mobilen Plasmiden, gibt es Plasmide, die in andere Bakterienzellen Ubertragbar sind —
sogenannte mobilisierbare und konjugative Plasmide (Smillie et al., 2010). Konjugative Plasmide
besitzen alle fiir den Transfer notwendigen Transfergene (tra-Gene) und DNA-Regionen selbst, wobei
die essenziellen Module in einen Ubertragungsursprung (origin of transfer, oriT), eine Relaxase, ein
Typ IV Kopplungsprotein (TACP) und in das Typ IV Sekretionssystem (T4SS) unterteilt werden kénnen
(Shintani et al., 2015). Fir die Konjugation schneidet die Relaxase einen Strang des Plasmids in der
oriT-Region und bindet die einzelstrangige DNA zu einem Protein-DNA-Komplex (Smillie et al., 2010).
Der mit dem T4SS assoziierte Pilus, der eine filamentdse Struktur an der Bakterienoberflache
(extrazellular) bildet, nimmt Kontakt zu der Empfangerzelle in der Ndhe auf und verringert den Abstand
zwischen den Zellen (Partridge et al., 2018; Virolle et al., 2020). Der durch das T4CP an den T4SS
gebundene Protein-DNA-Komplex wird anschliefend durch die gebildete Pore in die Empfangerzelle
Ubertragen (Schréoder und Lanka, 2005; Partridge et al.,, 2018). In der Empféangerzelle ligiert die
Relaxase das einzelstrangige Plasmid, und durch Replikation wird daraus ein doppelstrangiges Plasmid
gebildet (Smillie et al., 2010; Virolle et al., 2020). Die Expression der tra-Gene kann bei IncF-
Transfersystemen dabei sowohl durch Plasmid-eigene Systeme, wie das Fertilititshemmungssystem
FinOP, als auch durch wirtskodierte Funktionen unterdriickt sein (Fernandez-Lopez et al., 2016; Virolle
et al., 2020). Mobilisierbare Plasmide besitzen kein T4SS und sind deshalb auf dessen Bereitstellung
durch ein konjugatives Plasmid angewiesen, um in ein Bakterium (ibertragen zu werden (Smillie et al.,
2010). Da mobilisierbare Plasmide die Gene fir das T4SS nicht selbst tragen, kénnen die Plasmide
wesentlich kleiner sein (Garcillan-Barcia et al., 2011). Der Apparat, der bei der Konjugation zu einer
Paarbildung benotigt wird (mating pair formation, MPF) und nur bei konjugativen Plasmiden
vorhanden ist, kann zur Klassifizierung verwendet werden (z. B. MPF¢, MPF,) (Smillie et al., 2010).
Weiterhin kdnnen mobilisierbare und konjugative Plasmide anhand der Relaxase typisiert werden
(z. B. MOBc, MOB¢, MOBg) (Garcillan-Barcia et al., 2009; Smillie et al., 2010; Alvarado et al., 2012).

1.2.2 Entschlisselung der Plasmid-Nukleotidsequenz durch Genomsequenzierung der
zweiten und dritten Generation

Die Ganzgenomsequenzierung (whole genome sequencing) ist ein wichtiger Bestandteil fir unser
Verstandnis von Mikroorganismen und deren Phanotyp (Goodwin et al.,, 2016). Ebenso ist fur die
vollstandige Charakterisierung eines Plasmids dessen Sequenzierung notwendig (Carattoli, 2009). Die
Sequenziertechnologie, die lllumina mit dem Gerat MiSeq nutzt ist eine Hochdurchsatzsequenzierung
und wird auch als Sequenzierung der zweiten oder ndchsten Generation (second / next generation
sequencing) bezeichnet (Loman und Pallen, 2015; Goodwin et al., 2016). Die MiSeg-Sequenzierung
nutzt die Methode der Sequenzierung durch Synthese (sequencing by synthesis), bei der kurze DNA-
Fragmente bis max. 300 bp sequenziert werden — deshalb auch Short-Read-Sequenzierung genannt
(Goodwin et al., 2016). Die kurzen Fragmente werden dabei mit sehr hoher Genauigkeit sequenziert
(Goodwin et al., 2016). Allerdings ist die vollstandige Entschliisselung von grofRen Plasmid-Sequenzen
(>50 kbp) mittels Short-Read-Sequenzierung wegen langer repetitiver Elemente schwierig
(Arredondo-Alonso et al., 2017). Deshalb liegen die Plasmid-Sequenzen nach der Assemblierung haufig

unvollstindig und auf mehrere Contigs verteilt vor (de Toro et al., 2014; Arredondo-Alonso et al.,
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2017). Mittels PlasmidFinder und ResFinder kénnen dann in den Contigs Replikon-Typen und
Antibiotikaresistenzgene identifiziert werden (Carattoli et al., 2014; Zankari et al., 2017). Allerdings
kann dabei oft nicht geklart werden, ob die Antibiotikaresistenzgene auf den Plasmiden liegen, wie
viele verschiedene Plasmide in einem Bakterium vorliegen, ob Plasmide mit Multireplikon-Typen

vorhanden sind und ob die Plasmide mobilisierbar bzw. konjugativ sind.

Die Sequenziertechnologie der dritten Generation (z. B. MinlON), bei der lange DNA-Molekiile am
Stick ohne Unterbrechung sequenziert werden, kann dabei eine Losung fiir das Problem der
repetitiven Elemente bieten (Schadt et al., 2010; Arredondo-Alonso et al., 2017; Wick et al., 2017b).
Fir die Entschlisselung der DNA nutzt das MinlON-Sequenziergerdt die Nanoporen-Technologie
(Clarke et al., 2009). Die Ablesegenauigkeit der Nukleotidbasen bei der Nanoporen-Technologie (lange
DNA-Fragmente) ist im Vergleich zu Sequenziermethoden kurzer Fragmente geringer (Kono und
Arakawa, 2019). Die Technologie hat sich allerdings stetig verbessert (Delahaye und Nicolas, 2021). Bei
der MinlON-Sequenzierung kann durch hohere Coverage die Prazision der Sequenzen verbessert
werden, allerdings kann dadurch nicht die Prazision der MiSeg-Sequenzierung erreicht werden
(George et al., 2017).

Eine Hybridassemblierung kann helfen, die Nachteile der beiden Sequenziertechnologien
auszugleichen. Denn durch das Kombinieren der MiSeg- und MinlON-Sequenzierdaten werden die
Vorteile der MinlON-Sequenzierung (lange, am Stiick sequenzierte DNA-Fragmente) und der MiSeq-
Sequenzierung (Prazision der Sequenzen) in einer de novo-Hybridassemblierung genutzt (Wick et al.,
2017b). Im ldealfall kann die Anordnung der sich wiederholenden Sequenzen im Genom und im
Plasmid gel6st werden, sodass die Plasmid-Nukleotidsequenzen letztendlich vollstéandig, d. h.

ununterbrochen vorliegen (z. B. Stein et al. (2020)).

1.3  Pflanzliche Frischeprodukte als Trager antibiotikaresistenter
Enterobakterien in der Humanernahrung

Aufgrund der Kombination aus Vitaminen, Antioxidantien und Mineralien sind Obst und Gemiise,
darunter auch Salate und Keimlinge, ein wichtiger Bestandteil einer gesunden und ausgewogenen
Ernahrung (Liu, 2013). Die Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung empfiehlt deshalb pro Tag mindestens
zwei Portionen Obst und drei Portionen Gemiise (DGE, 2017). Fiir eine erwachsene Person entspricht
das ungefahr einer Menge von 250 g Obst sowie 400 g Gemiise und Salat. Dabei sollen roh verzehrtes
Gemise und Salate einen Anteil von 100 g bis 200 g ausmachen (Oberritter et al., 2013). Der
tatsachliche Verzehr liegt in Deutschland allerdings weit unter den empfohlenen Mengen (Heuer et al.,
2015; Gose et al., 2016). Die Nahrungsmittelbilanz konnte fiir Deutschland zuletzt einen reduzierten
Verzehr an Friichten und einen gesteigerten Verzehr von Gemiuse feststellen (DGE, 2020). Um den
Verzehr von Obst und Gemiise zu steigern, sind minimal prozessierte Produkte, wie verzehrfertige
Mischsalate (gewaschen, zerkleinert, gemischt, verpackt) wegen der praktikablen Handhabung und
dem Erhalt der Produktfrische breit akzeptiert (Ragaert et al., 2004; Siddiqui et al., 2011). Denn die

Motivation hinter dem Verzehr von Obst und Gemiise ist neben dem Geschmack auch der damit
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verbundene Gesundheitsaspekt (BMEL, 2022). Ohnehin ist der Anteil der Verbraucherinnen und
Verbraucher, die sich vegetarisch oder rein pflanzlich ernahren, seit 2020 gestiegen (BMEL, 2022).

Wegen des Erhalts der Produkteigenschaften und der thermolabilen Nahrstoffverbindungen werden
pflanzliche Frischeprodukte oft nur minimal prozessiert oder roh verzehrt. Dies ist besonders dann ein
Problem, wenn Nahrungsmittel mit pathogenen Bakterien kontaminiert sind, die beim Menschen zu
lebensmittelassoziierten Infektionen fiihren kénnen (Berger et al., 2010; Callejon et al., 2015; Carstens
et al., 2019). Denn neben Fleisch als dem Trager pathogener Bakterien (Belongia et al., 1991; Omer et
al.,, 2018; Canning et al., 2023) wurden auch pflanzliche Produkte als Trager pathogener Erreger
identifiziert (Lynch et al., 2009; Callejon et al., 2015; Herman et al., 2015; Fiedler et al., 2019). So flihrte
der Verzehr von pflanzlichen Frischeprodukten, die mit E. coli 0157:H7, Salmonella
enterica spp. enterica Serovar Coeln bzw. mit Listeria monocytogenes kontaminiert waren, in der
Vergangenheit zu Infektionsausbriichen (Sharapov et al., 2016; Vestrheim et al., 2016; Self et al., 2019).
In Deutschland sind roh verzehrte Sprossen als Vehikel fiir pathogene Bakterien 2011 in den Fokus
gerickt. So starben in Norddeutschland 54 Menschen in Folge eines Sprossen-assoziierten Ausbruchs
mit Shigatoxin-produzierendem E. coli 0104:H4 (Buchholz et al., 2011; Frank et al., 2011). Aufgrund
der Belastung mit Humanpathogenen wird vulnerablen Personengruppen deshalb der Konsum von

Sprossen und verzehrfertigen Mischsalaten nicht empfohlen (BfR, 2020).

Viel haufiger als pathogene Bakterien werden auf pflanzlichen Frischeprodukten neben Hefen,
Schimmel und Viren auch opportunistisch pathogene und nicht pathogene Bakterien detektiert. Dabei
zeigen die pflanzlichen Frischeprodukte hohe Gesamt- und Enterobacteriaceae-Keimzahlen, wobei die
Belastung je nach Produktgruppe unterschiedlich stark ist (Abadias et al., 2008; Leff und Fierer, 2013;
Fiedler et al., 2017). Sprossen weisen dabei eine besonders hohe Belastung mit Enterobacteriaceae auf
(Abadias et al., 2008). Enterobakterien dienen auf den Produkten als Verderbniserreger, deren
Wachstum durch den austretenden Pflanzensaft geschnittener Salate noch geférdert wird (Ragaert et
al., 2007).

Seit Jahren werden pflanzliche Nahrungsmittel, wie Karotten, Gurken, Tomaten, Krauter, Salate,
Mischsalate und Sprossen, zudem auch als Trager antibiotikaresistenter Enterobakterien identifiziert
(Boehme et al., 2004; Schwaiger et al., 2011; Campos et al., 2013; Holvoet et al., 2013; Blau et al., 2018;
Iseppi et al., 2018; Al-Kharousi et al., 2019; Cho et al., 2021). Bei Konsumierenden steigt deshalb die
Sensibilitat fir das Thema ,antibiotikaresistente Bakterien”. So zeigte eine Umfrage, dass bei den
Verbraucherinnen und Verbrauchern in der Europdischen Union antibiotikaresistente Bakterien in
Lebensmitteln eines der Themen sind, die in Bezug auf Lebensmittel die grofSten Sorgen bereiten
(EFSA, 2022).

In europaischen Studien zu antibiotikaresistenten Enterobakterien auf pflanzlichen Frischeprodukten
liegt der Fokus meist auf der Detektion von Bakterien, die B-Laktamasen mit erweitertem Spektrum
(ESBL) produzieren, wobei die Prdvalenz meist gering ist (Nuesch-Inderbinen et al., 2015; van Hoek et
al., 2015; Zurfluh et al., 2015; Margot et al., 2016; Randall et al., 2017; Freitag et al., 2018; Huizinga et
al., 2018; Iseppi et al., 2018; Stoll et al., 2018; Kaesbohrer et al., 2019). Einzelne Studien zeigen

allerdings héhere Pravalenzen, wie eine niederlandische Studie, die in 19 % der untersuchten Sprossen
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ESBL-produzierende Enterobacteriaceae fand, und eine Schweizer Studie, die in 25 % von aus der
Dominikanischen Republik, Indien, Thailand und Vietnam importiertem Gemiuse ESBL-produzierende
Enterobacteriaceae detektierte (Zurfluh et al., 2015; Huizinga et al., 2018). Weitere Studien in
Deutschland fokussierten die Untersuchung auf Tetracyclin-resistente Enterobakterien auf
pflanzlichen Frischeprodukten (Blau et al., 2018; Reid et al., 2019; Cho et al., 2021). Insgesamt sind auf
pflanzlichen Frischeprodukten sowohl Bakterien mit geringer Resistenz aber auch Enterobakterien mit
mehrfacher Resistenz gegen Antibiotika unterschiedlicher Klassen vorhanden (Skockova et al., 2013;
Blau et al., 2018; Huizinga et al., 2018; Stoll et al., 2018; Colosi et al., 2020). Hingegen ist in Europa das
Vorkommen von Enterobakterien mit Resistenzen gegen Carbapeneme (B-Laktam-Subgruppe) und
gegen das Reserveantibiotikum Colistin auf pflanzlichen Produkten dufRerst gering (Jones-Dias et al.,
2016; Colosi et al., 2020).

Eine Kontamination von pflanzlichen Frischeprodukten mit pathogenen und antibiotikaresistenten
Bakterien kann entlang der kompletten Warenkette vom Feld bis zum Verbraucher stattfinden
(Olaimat und Holley, 2012; Jung et al., 2014; Rahman et al., 2021; Smalla et al., 2023). So kénnen
Pflanzen Uber einen mit antibiotikaresistenten Bakterien belasteten Boden kontaminiert werden
(D'Costa et al., 2006; Holzel et al., 2018; Guron et al., 2021). Weiterhin kann ein Eintrag vor der Ernte
Uber Bewasserungswasser, Luft, Ausscheidungen von Wildtieren oder organischen Diinger erfolgen
(Heuer et al., 2011; Laube et al., 2014; Njage und Buys, 2015; Jongman und Korsten, 2016; Gekenidis
et al., 2018; Cha et al., 2020; Plaza-Rodriguez et al., 2020; Hembach et al., 2022). Wahrend und nach
der Ernte der pflanzlichen Produkte sind Mitarbeitende, Schneidwerkzeuge oder das Waschwasser bei
kommerziellen Waschschritten mogliche Kontaminationsquellen (Espinoza-Medina et al., 2006;
Taormina et al., 2009; Fiedler, 2021; Rosberg et al., 2021).

Bei der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen sind besonders die (ibertragbaren
Antibiotikaresistenzplasmide zu berticksichtigen (Davies und Davies, 2010; von Wintersdorff et al.,
2016). Deshalb werden bei Untersuchungen antibiotikaresistenter Bakterien von pflanzlichen
Frischeprodukten auch vermehrt deren Plasmide untersucht. Dabei werden meist mittels PCR-
basierter Typisierungsmethoden aber auch mittels Short-Read-Sequenzierung Plasmide
unterschiedlicher Inc-Typen detektiert: IncFIA, IncFIB, IncFll, IncHI1, IncHI2, Incll, Incl2, IncK, IncL/M,
IncN, IncP, IncQl, IncR, IncU, IncX, IncY und Col-Replikon-Typen (Jones-Dias et al., 2016; Blau et al.,
2018; Freitag et al., 2018; Huizinga et al., 2018; Iseppi et al., 2018; Reid et al., 2019; Cho et al., 2021).
Eine Zuordnung der Resistenzgene zu den Plasmiden ist mit diesen Methoden meist nicht moglich. Mit
Konjugationsversuchen konnte bestatigt werden, dass sich tbertragbare Antibiotikaresistenzplasmide
auf Bakterien aus pflanzlichen Frischeprodukten befinden (Reuland et al., 2014; Blau et al., 2018;
Freitag et al.,, 2018; Iseppi et al., 2018). Weiterhin wurden IncF-, Incl- und IncP-
Antibiotikaresistenzplasmide mittels exogener Plasmid-Isolierung von angereicherten gemischten
Salat- und Koriander-Proben isoliert und charakterisiert (Blau et al., 2018). Pflanzliche Frischeprodukte
werden oft roh verzehrt und somit werden lebende Bakterien auf den Menschen lbertragen. Dabei
stellen diese Produkte ein Vehikel fiir antibiotikaresistente Bakterien und besonders fir
transferierbare Antibiotikaresistenzen auf den Menschen dar (Blau et al., 2018; Luo und Matthews,

2023). Deshalb sind weitere Untersuchungen notwendig, um die Plasmide von Bakterien zu
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charakterisieren, die sich auf pflanzlichen Frischeprodukten befinden. Besonders wichtig ist die
komplette Darstellung der Plasmide und der Transfer von Antibiotikaresistenzplasmiden zwischen

Enterobakterien.

1.4 Ziele dieser Arbeit

Pflanzliche Lebensmittel sind Teil einer ausgewogenen Ernahrung des Menschen. Dabei werden
Produkte wie Salat, Gemise (Paprika, Karotten, Gurken) und Sprossen oft roh und ohne
Dekontaminationsschritt verzehrt. Antibiotikaresistente Bakterien sind Uberall vorhanden und auch
Teil der Mikrobiota von zum Verzehr geeigneten pflanzlichen Frischeprodukten. Somit kdnnen diese
Lebensmittel als Vehikel antibiotikaresistenter Bakterien zwischen der Umwelt bzw. den
Erzeugerbetrieben und dem Menschen gesehen werden. Die mikrobielle Unbedenklichkeit bei zum
Verzehr geeigneten pflanzlichen Frischeprodukten muss gegeben sein. Allerdings ist eine regelmaRige
Kontrolle der pflanzlichen Produkte auf das Vorkommen von antibiotikaresistenten Bakterien vom
Gesetzgeber nicht vorgesehen und durch die herstellenden Betriebe auch nicht leistbar.
Antibiotikaresistenzen sind ein weltweites Problem und besonders die Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen zwischen unterschiedlichen Lebensbereichen ist noch nicht ausreichend
geklart. Aus diesem Grund ist auch die Analyse von Plasmiden wichtig, die von Bakterien auf
pflanzlichen Frischeprodukten stammen, denn diese kdnnen potenziell an der Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen zum Menschen mitwirken. In zuvor durchgefiihrten Studien wurden
antibiotikaresistente Bakterien der Familie Enterobacteriaceae von Frischeprodukten isoliert und
charakterisiert (Loop, 2019; Cho et al., 2021). Die MiSeg-Sequenzierergebnisse dieser Studien zeigten,
dass Antibiotikaresistenzgene und teilweise Plasmide in den Stammen nachweisbar waren. Allerdings
konnte anhand der Daten kein vollstandiges Bild tiber die Lage der Antibiotikaresistenzgene (auf dem
Chromosom oder Plasmid) und tGber Plasmid-Eigenschaften (GroRe, Mobilitat, etc.) gewonnen werden.
Deshalb zielte die vorliegende Studie darauf ab, die Plasmide dieser Enterobakterien zu
charakterisieren sowie den Transfer antibiotikaresistenter Plasmide in vitro und auf dem Lebensmittel

zu untersuchen. Hieraus ergaben sich folgende Forschungsfragen:

1. Welche Plasmide sind in Enterobakterien, die von pflanzlichen Frischeprodukten stammen,

vorhanden? Sind die Plasmide potenziell transferierbar und besitzen sie Antibiotikaresistenzgene?

2. Ist eine Ubertragung der zuvor charakterisierten Antibiotikaresistenzplasmide in einen E. coli-
Empfangerstamm in vitro moglich? Wie unterscheiden sich die Transferraten bei unterschiedlichen

Temperaturen und Nahrstoffangeboten?

3. Ist eine Ubertragung der zuvor charakterisierten Antibiotikaresistenzplasmide in einen E. coli-
Empfangerstamm auf dem Lebensmittel (Mischsalat, Sprossen) bei unterschiedlichen

Temperaturen moglich?

4. Koénnen Tetracyclin- bzw. Cefotaxim-Resistenz vermittelnde Plasmide von unbekannten
Spenderstimmen von Sprossenmixen mittels exogener Plasmid-Isolierung in einen E. coli-

Empfangerstamm transferiert werden?

14



Einleitung

Bei der Betrachtung von Plasmiden und ihrer Beteiligung an der Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen ist die vollstandige Aufklarung ihrer Nukleotidsequenzen besonders wichtig.
Dafilir wurde die komplette DNA der Isolate zuséatzlich zur MiSeq-Sequenzierung auch mit dem MinlON
sequenziert und die Sequenzierdaten in einer Hybridassemblierung kombiniert. Die Ubertragbarkeit
von Antibiotikaresistenzplasmiden wurde mittels Konjugationsversuchen in vitro (Filtermating:
Membranfilter auf Nadhragar) und auf dem Lebensmittel (auf Mischsalat bzw. Sprossen) getestet.
Ebenfalls wurden exogene Plasmid-Isolierungsexperimente mittels Filtermating und mittels Mating auf
Sprossenproben durchgefiihrt, um antibiotikaresistente Plasmide von Bakterien der Sprossen-

Mikrobiota einzufangen.

Die vorliegende Studie soll zum besseren Verstandnis beitragen, wie pflanzliche Frischeprodukte an

der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen von der Umwelt auf den Menschen beteiligt sind.

15



Materialien und Methoden

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

In diesem Kapitel werden alle Gerate, Nahrmedien, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien aufgelistet,
die fiir die Anfertigung dieser Arbeit verwendet wurden. AuBerdem werden die Zusammensetzungen

der Losungen und Puffer beschrieben.

2.1.1 Gerate

Die verwendeten Gerate sind im Anhang (Tabelle 45) aufgelistet.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Kits

Im Anhang sind die Verbrauchsmaterialien (Tabelle 46) und verwendeten Kits (Tabelle 47) aufgefihrt.

2.1.3 Chemikalien, Losungen und Puffer

Tabelle 48 im Anhang zeigt die Chemikalien, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. Die hier

folgende Tabelle 1 beschreibt die Zusammensetzung der Puffer und Lésungen.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Puffer und Losungen sowie die Hersteller der Chemikalien.

Losung und Puffer Zusammensetzung Hersteller
Ampicillin-Stocklésung 0,5 g Ampicillin Natriumsalz AppliChem, Darmstadt
[50 mg/ml]} ad 10 ml Nukleasefreies Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Cefotaxim-Stocklosung 0,1 g Cefotaxim Natriumsalz Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
[10 mg/mI]} Taufkirchen
ad 10 ml Nukleasefreies Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Chloramphenicol- 0,3 g Chloramphenicol PanReac AppliChem, Darmstadt
Stocklésung [30 mg/ml] ad 10 ml Ethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Ciprofloxacin- 0,1 g Ciprofloxacin Hydrochlorid- Thermo Fisher Scientific GmbH,
Stockldsung [10 mg/ml]* Monohydrat Bremen
ad 10 ml Nukleasefreies Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
EDTA [0,5 M] (pH 8,0)? 186,1 g EDTA Dinatriumsalz- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Dihydrat
bis pH 8,0 NaOH [10 N] PanReac AppliChem, Darmstadt
ad 11 Reinstwasser
Ethanol [80 %] 20 ml Reinstwasser
80 ml Ethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Gentamicin-Stocklosung 0,5 g Gentamicinsulfat AppliChem PanReac, Darmstadt
[50 mg/ml]* ad 10 ml Nukleasefreies Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Glucose-Losung [50 %] 100 g Glucose Merck KGaA, Darmstadt
ad 0,2 | Reinstwasser
Kanamycin-Stocklosung 0,1 g Kanamycinsulfat AppliChem PanReac, Darmstadt
[10 mg/mI]} ad 10 ml Nukleasefreies Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Loading dye [6x] 1,5 ml Glycerin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
0,0125 g Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt
0,0125 g Xylencyanol FF AppliChem, Darmstadt

Lysozym-Losung
[10 mg/ml]

10 mg

ad 1 ml

Lysozym

Reinstwasser

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen
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Losung und Puffer Zusammensetzung Hersteller

NaCl-Lésung [0,85 %)? 8,5g NaCl Merck KGaA, Darmstadt
ad 1| Reinstwasser

NaCl-Peptonldsung 8,5 g NaCl Merck KGaA, Darmstadt

(3 9 ml/ Réhrchen)?

1 g Pepton aus Casein
ad 1| Reinstwasser

Merck KGaA, Darmstadt

Primer [10 pmol/pul]

Primer-Stocklésungen wurden mit
nukleasefreiem Wasser (Ambion) auf
10 pmol/ul verdiinnt

Life Technologies Corporation, Austin,
USA

Proteinase K-Losung 10 mg Proteinase K Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
[10 mg/ml] ad 1 ml Reinstwasser

Rifampicin-Stocklosung 0,15 g Rifampicin AppliChem PanReac, Darmstadt

[15 mg/ml] ad 10 ml Methanol Merck KGaA, Darmstadt

Ringerlosung

1 Ringer Tablette

Merck KGaA, Darmstadt

(Viertelstark)? ad 0,51 Reinstwasser
Streptomycin- 0,1 g Streptomycinsulfat AppliChem, Darmstadt
Stockldsung [10 mg/ml]} ad 10 ml Nukleasefreies Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
TAE-Puffer [1-fach] 20 ml Rotiphorese 50x TAE-Puffer Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
ad 1| Reinstwasser
TBE-Puffer [0,5-fach] 6,06 g Tris Pufferan Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
3,09 g Borsaure ChemSolution GmbH, Neustadt
0,038 g EDTA Dinatriumsalz- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Dihydrat
ad 1| Reinstwasser
Tris/EDTA-Puffer [1-fach] 1,214 g Tris Pufferan Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(pH 8,0)? 0,372 g EDTA Dinatriumsalz- Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Dihydrat
bis pH 8,0 Salzsdure [1 N] Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
ad 1| Reinstwasser
Tetracyclin-Stocklosung 0,1 g Tetracyclin Hydrochlorid Sigma Chemie GmbH, Steinheim
[10 mg/mI]} ad 10 ml Nukleasefreies Wasser Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Tris [10 mM] (pH 8,0) 2 1,21 g Tris Pufferan Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
bis pH 8,0 Natriumhydroxid Platzchen Merck KGaA, Darmstadt
ad 1| Reinstwasser

! Sterilfiltriert mit 0,22 um Rotilabo®-Spritzenfilter.
2 Autoklaviert fiir 15 Minuten bei 121 °C.

2.1.4 N&hrmedien

Alle Fertigndhrmedien wurden entsprechend den Herstellerangaben zubereitet und autoklaviert

(Tabelle 2). Die Nahrmedien wurden in Reinstwasser geldst. Feste und flissige Nahrmedien wurden

bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2: Verwendete flissige und feste Nahrmedien und deren Hersteller.

Nahrmedium Beschreibung Hersteller
BHI-Bouillon Hirn-Herz-Infusions-Bouillon (BHI- Carl Roth GmbH & Co. KG,
Bouillon); nahrstoffreiches Karlsruhe

Wachstumsmedium

BHI-Glucose-Agar

BHI-Bouillon mit Agar-Agar (15 g/I) und
10 % zusatzlicher Glucose; Nahrgrundlage

flr Konjugationsvorversuche (Kapitel
2.3.3)

BHI: Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Glucose-Losung [50 %]: siehe
Tabelle 1
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Ndhrmedium

Beschreibung

Hersteller

BHI-Glucose-Bouillon

BHI-Bouillon 1:10 mit Reinstwasser
verdinnt und zusatzlich 1 % Glucose; fiir
Konjugationsvorversuche (Kapitel 2.3.3)

BHI: Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Glucose-Losung [50 %]: siehe
Tabelle 1

Brillantgriin-Galle-

Fiir Anreicherung von fakalcoliformen

Merck KGaA, Darmstadt

Laktose-Bouillon
Brilliance ESBL-Agar

Mikroorganismen

Detektion von Organismen, die ESBL
bilden

Casein-Soja-Pepton-Bouillon (CaSo-

Oxoid Ltd., Hampshire, UK

CaSo-Bouillon Carl Roth GmbH & Co. KG,

Bouillon) fiir Bakterienanzucht Karlsruhe

Gepuffertes Flr nicht selektive Anreicherung VWR International GmbH,

Peptonwasser Darmstadt

LB-Agar (Lennox) Lysogeny broth-Agar mit 5 g/l NaCl fir Carl Roth GmbH & Co. KG,
Bakterienanzucht Karlsruhe

LB-Bouillon (Lennox) Lysogeny broth mit 5 g/I NaCl fir Carl Roth GmbH & Co. KG,
Bakterienanzucht Karlsruhe

Miller-Hinton-Agar Flr den Agardiffusionstest zur Antibiotika- Carl Roth GmbH & Co. KG,
Resistenzbestimmung nach CLSI Karlsruhe

Miller-Hinton-Bouillon 2 Fiir die Bestimmung der minimalen Merck KGaA, Darmstadt
Antibiotika-Hemmkonzentration nach CLSI
Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar zur

Selektion von coliformen Keimen

VRBD Merck KGaA, Darmstadt

Weiterhin wurden folgende modifizierte Ndhrmedien verwendet:

Salat-Agar

Der Salat-Agar wurde bei den Konjugationsversuchen A (siehe Kapitel 2.3.4) neben LB-Agar als

Nahrstoffgrundlage flr das Filtermating verwendet.

Fiir den Salat-Agar wurde der Inhalt einer Packung Blattsalat-Mix, einer Packung Md&hrenstreifen und
einer Packung Pfllicksalat-Gemuise-Mischung (Tabelle 3) mit einem Fleischwolf zerkleinert und

anschlieRend die Flussigkeit mittels eines Kasetuchs von den festen Bestandteilen getrennt.

Tabelle 3: Zutaten flr die Herstellung des Salatsafts fiir den Salat-Agar.

Blattsalat-Mix Frisches Gemiise Pfliicksalat-Gemiise-Mischung

(wild und intensiv)

Hersteller Ja! (Tacken GmbH) Tacken GmbH Florette Deutschland GmbH

Zutaten Endivien, Frisée, Radicchio  M©&hrenstreifen Junge Blatter von griinem
Blattsalat, rotem Mangold, rotem
Blattsalat und Rucola

Fillmenge 150 g 200 g 100 g

Herkunft Deutschland Deutschland Deutschland

Um die FlUssigkeit von weiteren festen Bestandteilen zu trennen, wurde sie fiir 90 Minuten bei 14.000g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einem 0,45-um- und anschlieRend mit einem 0,2-pm-
Spritzenfilter filtriert. Agar-Agar wurde in doppelter Konzentration eingewogen, in Wasser gelost und
fiir 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Nach Abkihlung auf 50 °C wurde der filtrierte Salatsaft im
Verhaltnis 1:1 zum gel6ésten Agar-Agar dazugegeben und in 90-mm-Petrischalen gegossen — ca. 20 ml

pro Petrischale.
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Selektivagar: LB-Agar mit Antibiotika

Bei den Konjugationsversuchen wurden fiir die Selektion von Transkonjuganten sowie von Spender-
und Empfangerstammen Selektivagarplatten verwendet. Hierzu wurde LB-Agar mit unterschiedlichen

Antibiotikakombinationen und -konzentrationen versetzt.

Der LB-Agar wurde nach Herstellerangaben zubereitet und autoklaviert. Nachdem der LB-Agar auf ca.
50 °C abgekihlt war, wurden die Antibiotika-Stocklésungen aus Tabelle 1 so zugegeben, wie in

Tabelle 4 beschrieben.

Tabelle 4: LB-Agar mit Antibiotika fiir die Selektion von Transkonjuganten, Spender- und Empfangerstimmen im Rahmen von
Konjugationsversuchen. LB = Lysogeny broth; CTX = Cefotaxim; KA = Kanamycin; RD = Rifampicin; TE = Tetracyclin.

Selektivagar Eingesetzte Menge der  Antibiotika-Stocklosung Endkonzentration

Stocklosung im Selektivagar
LB+TE 5 ml/l Tetracyclin in Wasser [10 mg/ml] 50 pg/ml
LB+CTX 1ml/l Cefotaxim in Wasser [10 mg/ml] 10 pg/ml
LB+KA/RD 5 ml/l Kanamycin in Wasser [10 mg/ml] 50 pg/ml

3,3 ml/l Rifampicin in Methanol [15 mg/ml] 50 pg/ml
LB+KA/RD/TE 5ml/l Kanamycin in Wasser [10 mg/ml] 50 pg/ml

3,3 ml/l Rifampicin in Methanol [15 mg/ml] 50 pg/ml

5 ml/l Tetracyclin in Wasser [10 mg/ml] 50 pg/ml
LB+KA/RD/CTX 5 ml/l Kanamycin in Wasser [10 mg/ml] 50 pg/ml

3,3 ml/l Rifampicin in Methanol [15 mg/ml] 50 pg/ml

1ml/l Cefotaxim in Wasser [10 mg/ml] 10 pg/ml

2.1.5 Verwendete Bakterien- und Referenzstamme

In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 5 aufgelisteten Referenzstimme und der gentechnisch

veranderte Rezipient E. coli CV601 verwendet.

Tabelle 5: Empfangerstamm fir die Konjugation und Referenzstimme, deren Herkunft und Merkmale.
KanR = Kanamycinresistenz; Riff = Rifampicinresistenz; gfp = griin fluoreszierendes Protein; thr = Threonin; leu = Leucin;
thi = Thiamin; stx = Shigatoxin; eae = Intimin.

Stamm Herkunft Merkmale Verwendung
E. coli CV601 Julius Kithn-Institut Kan®, Rif?, gfp* Empfangerstamm fiir
(Smalla et al., 2000; thr, leu’, thi Konjugationsversuche
Heuer et al., 2002)
E. coli 0157:H7 Max Rubner-Institut stx1*, stx2*, eae* Positivkontrolle fir STEC real time
(EDL 933) PCR
ATCC®43895
E. coli 06:H1 Max Rubner-Institut Sensitiv gegentiber allen  Kontrollstamm nach CLSI (2022) fur
ATCC®25922 getesteten Antibiotika Antibiotikaresistenzversuche

Die 22 Enterobakterien, deren Plasmide in der vorliegenden Arbeit naher charakterisiert wurden,
wurden im Rahmen vorangegangener Arbeiten bereits von pflanzlichen Frischeprodukten isoliert
(Tabelle 6) (Loop, 2019; Cho et al., 2021). Alle Stamme, bis auf Kpneu28 und Kpneu34, wurden auf
Tetracyclin-haltigem Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar (VRBD-Agar) isoliert und mit dem MiSeq-

Sequenziergerat sequenziert. Im Rahmen einer taxonomischen Studie wurden die Ganzgenomdaten
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(MiSeq) von 17 der 20 Stamme — gemeinsam mit weiteren Enterobakterien-Stimmen — bereits
veroffentlicht (BioProject-Nummer bei NCBI: PRINA559804) (Cho et al., 2021). Die Stamme Cif11, Kva3
und Kpneu8 waren ebenfalls Teil der taxonomischen Studie, allerdings wurden diese nicht mit dem
MiSeq sequenziert (Cho et al., 2021). Die Klebsiella-Stamme Kpneu28 und Kpneu34 wurden in einer
Masterarbeit naher untersucht, die das Ziel hatte, ESBL-produzierende Klebsiella-Spezies von Sprossen
zu isolieren (Loop, 2019). Die Stamme Kpneu28 und Kpneu34 wurden von frischen Sprossen isoliert
(Loop, 2019): Hierzu wurden 25 g der frischen Sprossen aseptisch in einen sterilen Stomacherbeutel
Uberfuhrt und mit 225 g sterilem gepufferten Peptonwasser vermischt. Nach der Homogenisierung bei
200 rpm fiir zwei Minuten in einem Stomacher folgte ein Inkubationsschritt bei 41,5 °C flir 24 Stunden.
Nach einer erneuten Homogenisierung wurden 1 ml der 24-h-Kultur in 9 ml Brillantgriin-Galle-Laktose-
Bouillon gemischt und bei identischen Bedingungen inkubiert. Anschlieend wurden davon 10 ul auf
Brilliance ESBL-Agar verteilt und wieder bei den gleichen Bedingungen inkubiert. Da Klebsiella-Stamme
untersucht werden sollten, wurden einzelne griine Kolonien ausgewahlt und durch mehrfaches
Ausstreichen auf Brilliance ESBL-Agar aufgereinigt. Durch weitere Charakterisierung mit dem AmpC-
und ESBL-Test D68C wurden die Stamme Kpneu28 und Kpneu34 als ESBL-produzierende Bakterien

identifiziert.

Die MiSeg-Sequenzierung der Stamme Cifl1, Kva3, Kpneu8, Kpneu28 und Kpneu34 ist in Kapitel 2.2.2

beschrieben.
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Tabelle 6: Enterobakterien, die von pflanzlichen Lebensmitteln isoliert und im Rahmen der vorliegenden Arbeit ndher
charakterisiert wurden. Ebenfalls aufgelistet sind die Produktherkunft, das Jahr der Isolierung und die zugehérige

Veroffentlichung bzw. Masterarbeit.

Stammbezeichnung Produkt Herkunftsland Jahr der Veroffentlichung
(Bezeichnung in Isolierung  bzw.
vorherigen Arbeiten) Masterarbeit
Cigil (C1) Rucola Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Cipo4 (C4) Gemischter Salat (Karotten, Unbekanntes 2015 Cho et al. (2021)
Lauch, Sellerie) Ursprungsland
Ciw5.1 (C5.1) China-Rosensprossen, Niederlande 2015 Cho et al. (2021)
Rettichsprossen
Ciw5.2 (C5.2) China-Rosensprossen, Niederlande 2015 Cho et al. (2021)
Rettichsprossen
Cipa6.1 (C6.1) Mungosprossen Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Cipab.2 (C6.2) Mungosprossen Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Cif11 (C11) China-Rosensprossen, Niederlande 2015 Cho et al. (2021)
Rettichsprossen
Cipo13 (C13) Rucola Italien 2015 Cho et al. (2021)
Endyl (E1) Mungobohnensprossen Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Endy2 (E2) Mungobohnensprossen Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Enh11 (E11) Gurke Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Enb12 (E12) Kichererbsensprossen, Niederlande 2015 Cho et al. (2021)
Azukisprossen, Sojasprossen
Ec1115 Lollo Rosso, Lollo Biondo Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Ec1117 Oregano Niederlande 2015 Cho et al. (2021)
Ec1119 Karotten Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Ec1120 Lollo Rosso, Lollo Biondo Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Kgrl (K1) Karotten Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Kva3 (K3) Majoran Kenia 2015 Cho et al. (2021)
Kpneu4 (K4) Karotten Deutschland 2015 Cho et al. (2021)
Kpneu8 (K8) Zwiebelsprossen Niederlande 2015 Cho et al. (2021)
Kpneu28 (34) Bio-Sprossen von Luzerne, Deutschland 2017 Loop (2019)
Radieschen, Brokkoli
Kpneu34 (40) Bio-Sprossen aus Mini- Deutschland 2017 Loop (2019)

Mungobohnen, Kichererbsen,

Azukibohnen, griinen Erbsen,
Weizen

Cif = Citrobacter freundii; Cigi = Citrobacter gillenii; Cipo = Citrobacter portucalensis; Cipa = Citrobacter pasteurii;
Ciw = Citrobacter werkmanii; Enb = Enterobacter bugandensis; Endy = Enterobacter dykesii; Enh = Enterobacter
hormaechei; Ec = Escherichia coli; Kgr = Klebsiella grimontii; Kpneu = Klebsiella pneumoniae; Kva = Klebsiella
variicola.

2.1.6 Software und Online-Tools

In Tabelle 7 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Programme aufgelistet.

Tabelle 7: Software und bioinformatische Programme fiir die Datenverarbeitung.

Name Version Hersteller / Publikation

BioDocAnalyze 2.1 Biometra GmbH, Gottingen

Blast+ (Basic local alighnment 2.9.0 National Library of Medicine, Bethesda,
search tool) USA

Bowtie 2.41 Langmead und Salzberg (2012)
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Name Version Hersteller / Publikation

BV-BRC (Bacterial and Viral Olson et al. (2023)

Bioinformatics Resource

Center)

CFX Maestro 2.0 BioRad, Hercules, USA

CGview Stothard und Wishart (2005)

Clusters of Orthologous Genes- 0.1 Galperin et al. (2015)

Datenbank

Easyfig 2.2.2 Sullivan et al. (2011)

Geneious 9.1.8 Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand;
Kearse et al. (2012)

Geneious Prime® 2023.0.4 Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand;
Kearse et al. (2012)

Genome-to-Genome distance 3.0 Meier-Kolthoff et al. (2013), Meier-

calculator Kolthoff et al. (2022)

ggplot2 3.4.2 Wickham (2016)

GPU Guppy Basecalling 3.4.4;4.0.9;5.0.16; 6.1.2 https://community.nanoporetech.com/

Software downloads

IntegronFinder 2.0.2 Cury et al. (2016); Neron et al. (2022)

Java 1.8.0_101 Oracle Corporation, Austin, USA

JIMP 17.0.0 SAS Institute, Cary, North Carolina, USA

MegAlign Pro 17.0.2 DNASTAR, Inc., Madison, USA

MobileElementFinder

Software: v1.0.3 (2020-10-09),
Database: v1.0.2 (2020-06-09)

Johansson et al. (2021)

MOB-suite 3.0.3 Robertson und Nash (2018), Robertson
et al. (2020)

NanoCLUST 1.0dev Rodriguez-Perez et al. (2021)

NanoDrop 2000 Thermo Scientific, Waltham, USA

Nanofilt 2.2.0;2.5.0 De Coster et al. (2018)

Nextflow 21.10.6 Di Tommaso et al. (2017)

PATRIC (Phylogenetic Tree
Building Service)

Davis et al. (2020)

PGAP (Prokaryotic Genome
Annotation Pipeline)

6.4 (2022-12-13.build6494)

Li et al. (2021)

PHASTER (PHAge Search Tool
Enhanced Release)

Datenbank Bacteria;
Prophage/Virus: 22.12.2020

Zhou et al. (2011), Arndt et al. (2016)

Pilon

1.23

Walker et al. (2014)

PlasmidFinder 2.1

Software: 2.0.1 (2020-07-01);
Databank: 2023-01-18

Camacho et al. (2009); Carattoli et al.
(2014)

Porechop 0.2.4 Wick et al. (2017a)
PrimerBLAST Primer3 + BLAST Ye et al. (2012)

Racon 1.4.16 Vaser et al. (2017)
RColorBrewer (RStudio) 1.1-3 Neuwirth und Neuwirth (2014)
Readxl 1.4.2 https://readxl.tidyverse.org,

https://github.com/tidyverse/readxl

ResFinder 4.1

Software: 2022-08-08,
Datenbank: 2022-05-24

Camacho et al. (2009); Zankari et al.
(2017); Bortolaia et al. (2020)

RStudio 2023.03.0 Posit Software, PBC, Bosten, USA
SAMtools 1.9 Danecek et al. (2021)

SeqgBuilder Pro 17.0.2 DNASTAR, Inc., Madison, USA
SPAdes 3.13.2 Bankevich et al. (2012)
Trimmomatic 0.39 Bolger et al. (2014)

Unicycler 0.4.9b Wick et al. (2017b)
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2.2  Methoden zur Charakterisierung von Enterobakterien und ihrer Plasmide

Die Plasmide der 22 Stamme aus Tabelle 6 sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit charakterisiert
werden. Um die Plasmide besser darstellen zu kdnnen, wurde die genomische DNA der Isolate mit dem
MinlON-Sequenziergerat sequenziert (Kapitel 2.2.3). AnschlieBend wurden die MiSeq- und MinlON-
Sequenzierdaten in einer Hybridassemblierung mit dem Unicycler kombiniert, um komplette

Chromosom- und Plasmid-Sequenzen zu erhalten (Kapitel 2.2.4).

2.2.1 Minimaler Antibiotika-Hemmkonzentrationstest

Mit dem minimalen Hemmkonzentrationstest (MHK-Test) kann getestet werden, welche
Konzentration eines antimikrobiellen Stoffes (z. B. Antibiotikum) mindestens notwendig ist, um ein
Bakterienwachstum zu hemmen (Andrews, 2001). Fir die Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration kam die Mikrodilutionsmethode zum Einsatz, um die Stamme hinsichtlich ihrer
Resistenz gegen sieben verschiedene Antibiotika zu testen. Zusatzlich wurde fir die
Konjugationsversuche ermittelt, welche Antibiotika-Konzentrationen zur Selektion der

Transkonjuganten zu verwenden waren.

Die 22 Enterobakterien wurden auf ihre Resistenz gegen Ampicillin (AMP), Cefotaxim (CTX), Tetracyclin
(TE), Chloramphenicol (CHL), Ciprofloxacin (CIP), Streptomycin (S) und Gentamicin (CN) getestet
(Tabelle 8). Der MHK-Test wurde nach den Richtlinien des Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2022) durchgefiihrt. Die in Tabelle 1 aufgefiihrten Antibiotika-Stocklésungen wurden
entsprechend mit Miller-Hinton-Bouillon 2 (MHB2) verdiinnt, sodass in einer 96-Well-Mikrotiterplatte
eine zweifache Antibiotika-Verdiinnungsreihe von 0,5 pug/ml bis 256 ug/ml (Ausnahme: CIP mit
0,25 pg/ml bis 128 pug/ml) vorlag. Ubernachtkulturen (einprozentig in 20 ml LB-Bouillon; Inkubation
bei 37 °C, 130 rpm) wurden bis zu einer Triilbung von McFarland 0,5 verdiinnt, und davon wurden
jeweils 10 pl fur die Inokulation jedes Wells der Mikrotiterplatte verwendet. Eine Wachstumskontrolle
fir jeden Stamm (MHB2 + 10 ul Inokulum) und eine Reinheitskontrolle (MHB2) wurden mitgefihrt.
E. coli ATCC25922 ist sensitiv gegeniiber allen getesteten Antibiotika (Tabelle 5) und wurde als
Kontrollstamm bei allen Testungen verwendet. Die Platten inkubierten bei 35 °C fur 20 Stunden und
wurden anschlieBend anhand der Tribung ausgewertet. Die Resistenzerhebung erfolgte in
Doppelbestimmung. Die niedrigste Antibiotika-Konzentration, die zu einer Wachstumshemmung
flhrte, wurde nach den Referenzwerten von CLSI (2022) ausgewertet, um die Stamme in resistent,
intermediar oder sensitiv gegenliber dem getesteten Antibiotikum einzustufen. Da bei CLSI (2022)
keine Referenzwerte fiir Streptomycin vorhanden sind, wurden die Werte des National Antimicrobial

Resistance Monitoring System for Enteric Bacteria (NARMS, 2019) verwendet.

23



Materialien und Methoden

Tabelle 8: Fur den minimalen Hemmkonzentrationstest verwendete Antibiotika mit den zugehdrigen Abkiirzungen sowie die
Resistenzgrenzwerte nach CLSI (2022) und nach *NARMS (2019).

Antibiotikaklassen (Subklasse) Antibiotikum Kiirzel Grenzwert [ug/ml]
sensitiv resistent

B-Laktam-Antibiotika (Penicilline) Ampicillin AMP <8 >32
B-Laktam-Antibiotika (Cephalosporine) Cefotaxim CTX <1 >4
Tetracycline Tetracyclin TE <4 >16
Fenicole Chloramphenicol CHL <8 >32
Fluorchinolone Ciprofloxacin CIP <0,25 >1
Aminoglykoside Streptomycin* S <16 >32
Aminoglykoside Gentamicin CN <4 >16

Zusatzlich wurde der MHK-Test, wie beschrieben, mit ausgewahlten Konjugations-Spenderstammen

durchgefiihrt, um deren Resistenz gegen die Antibiotika Kanamycin und Rifampicin zu ermitteln.

2.2.2 Ganzgenomsequenzierung von Enterobakterien-Isolaten mittels MiSeq

Von den 22 in Tabelle 6 gelisteten Enterobakterien wurden 17 Isolate in einer vorangegangenen Studie
gemeinsam mit weiteren Enterobacteriaceae-lsolaten mittels MiSeq sequenziert, die Sequenzierung
beschrieben und die Sequenzdaten veroffentlicht (Cho et al., 2021). Die MiSeqg-Sequenzierung der
Stamme Cifll, Kva3, Kpneu8, Kpneu28 und Kpneu34 der vorangegangenen Arbeiten wird im

Folgenden zusammengefasst:

Genomische DNA wurde von Kpneu28 und Kpneu34 aus 1,8 ml Ubernachtkultur (CaSo-Bouillon; 37 °C)
mit dem Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit isoliert. Die genomische DNA von Cif11, Kva3 und

Kpneu8 wurde wie bei Cho et al. (2021) beschrieben isoliert.

Die Qualitat der DNA wurde zunachst photometrisch geprift. Dabei sollte der Absorptionskoeffizient
260/280 zwischen 1,7 und 1,9 liegen und der Koeffizient 260/230 gréRer als 1,2 sein. Bei nicht
ausreichender Qualitat wurde die DNA mit Magnetperlen aufgereinigt und die Qualitdt anschlieRend
erneut photometrisch tberprift. Die DNA-Konzentration wurde anschlieBend mittels Qubit dsDNA BR
Assay Kit am Qubit-Fluorometer oder mit dem gleichen Kit am Mikroplattenlesegerat gemessen. Die
Proben wurden mit dem fokussierten Ultraschallgerat auf ca. 450 bp fragmentiert. Zur Ermittlung der
durchschnittlichen FragmentgrofRe wurden zufallig Proben ausgewahlt und mittels Experion™ DNA 12K
Analysis Kit auf dem Experion™ gemessen. Die DNA wurde mit dem TrueSeq Nano DNA LT Library Prep
Kit nach Herstellerangaben fiir die Sequenzierung vorbereitet. Die fertige DNA-Bibliothek wurde auf

dem MiSeq mit dem Reagent Kit V2 mit 2 x 251 Zyklen paired-end sequenziert.

Die MiSeg-Sequenzierdaten lagen nach der Sequenzierung als FASTQ-Dateien vor. Eine
Qualitatskontrolle und eine Sortierung in gepaarte und ungepaarte Sequenzstiicke (paired und
unpaired reads) wurde mit Trimmomatic vorgenommen. Fiir die Hybridassemblierung wurden nur die

gepaarten Sequenzstiicke verwendet.
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2.2.3 Ganzgenomsequenzierung von Enterobakterien-Isolaten mittels MinION

Die 22 Enterobakterien-Isolate, die nach der MiSeqg-Sequenzierung weder geschlossene Chromosomen
noch Plasmide zeigten, wurden mit dem MinlON-Sequenziergerat sequenziert. Hierflir wurde zunachst
genomische DNA aus einer Ubernachtkultur gewonnen. Die Stimme wurden auf LB-Agar
ausgestrichen und fiir eine Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden jeweils 20 ml LB-Bouillon
in 100-ml-Erlenmeyerkolben mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und bei 130 rpm und 37 °C fiir eine
Nacht inkubiert. Aus 500 pl der Ubernachtkultur wurde genomische DNA mit dem Genomic Micro AX
Bacteria Gravity Kit nach Herstellerangaben isoliert. Die DNA wird in diesem Kit Uber eine Saule durch
Tropfen aufgereinigt und nicht durch Zentrifugation, wodurch nur geringe Scherkrafte wirken. Durch
die geringe Scherung werden lange DNA-Fragmente erzeugt, die flr die MinlON-Sequenzierung

gewdlinscht sind.

Fir die MinlON-Sequenzierung wurde die DNA-Qualitat photometrisch bestimmt. Bei geringer Qualitat
wurde die DNA mit Magnetperlen aufgereinigt um 260/280-Absorptionskoeffizienten zwischen 1,7
und 1,9 und 260/230-Koeffizienten gréRer als 1,5 zu erhalten. Die DNA-Konzentration wurde mittels
Qubit dsDNA BR Assay Kit am Qubit-Fluorometer oder mit dem gleichen Kit am Mikroplattenlesegerat
gemessen. Um zu Uberpriifen, wie stark die DNA fragmentiert oder degradiert war, wurden einzelne
Proben zufillig fiir die Bestimmung der FragmentgrofRen ausgewdahlt. Die Fragmentgrofle wurde
entweder mittels Experion™ DNA 12K Analysis Kit auf dem Experion™ gemessen, oder durch
Auftrennung einer 15-pl-Probe mit 3 pl loading dye [6 x] auf einem Agarosegel [1 %] mit TBE [0,5 x]
und 1 pul GelRed Nucleic Acid Stain fur finf Stunden bei 80 Volt und anschlielender visueller
Beurteilung der DNA-Qualitat unter UV-Strahlung ermittelt.

Fiir die Sequenzierung wurde pro Probe 1 pug DNA mit den in Tabelle 9 aufgelisteten Kits entsprechend
den Herstellerangaben aufgearbeitet. Die Sequenzierung erfolgte mit dem MinlON-Sequenziergerat
MK1B. Da die Stamme zu unterschiedlichen Zeitpunkten sequenziert wurden und sich sowohl das
Barcoding Kit als auch die Laufzeiten unterschieden, sind die Abweichungen in den jeweiligen

Sequenzierldaufen in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Fiir die Sequenzierung der Enterobakterien-Stamme mit dem MinlON verwendete Flowcell und Kits.

Stamme Ligationskit Barcoding Kit Flowcell Laufzeit

Endy2, Kgrl, Kva3, Kpneu8 SQK-LSK 109 Native Barcoding Expansion Kit ~ R9.4.1 16 h
(EXP-NBD 103)

Cigil, Cipo4, Ciw5.1, Ciw5.2, SQK-LSK 109 Native Barcoding Expansion Kit R9.4.1 48 h

Cipol3, Endy1, Enh11, (EXP-NBD 103)

Ec1115, Kpneu28, Kpneu34

Cipab6.1, Cipab6.2, Cif1l, SQK-LSK 109 Native Barcoding Expansion Kit ~ R9.4.1 48 h

Enb12, Ec1117, Ec1119, (EXP-NBD 103; EXP-NBD 114)

Ec1120, Kpneu4d
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Die elektronischen Rohsignale (FAST5-Format) des MinlON-Sequenziergerdts wurden durch die
Guppy-Software (v. 3.4.4) mit GPU-Einstellung in Basen Ubersetzt (base calling) und in einem FASTQ-
Format gespeichert. Mit Porechop oder der Guppy-Software (v. 3.4.4) wurden die Sequenzierdaten
entsprechend ihren Adapter sortiert (demultiplexed) und die Adapter von den Sequenzen entfernt.

Mit NanoFilt wurden die Daten gefiltert.

2.2.4 Hybridassemblierung durch Kombination der MiSeq- und MinlON-Sequenzierdaten

Die Sequenzierdaten der MiSeq- und MinlON-Sequenzierung wurden mit dem Programm Unicycler
bioinformatisch kombiniert. Die Assemblierung wurde mit konservativem Modus durchgefiihrt.
Unicycler enthélt die Software-Programme Pilon, SPAdes, Bowtie, SAMtools, Racon, Trimmomatic und
Blast+ (Versionen und Literatur: siehe Tabelle 7). Die Unicycler-Ergebnisse zeigen, wenn ein Contig
zirkular vorliegt (Wick et al., 2017b). Die kompletten, zirkuldren DNA-Sequenzen kénnen dann ohne
Informationsverlust gedreht werden (Wick et al., 2017b). Wenn Unicycler die Replikationsgene dnaA
oder repA in einem zirkularen Contig detektiert, wird die Sequenz so rotiert, dass die zirkuldare DNA-
Sequenz mit diesem Gen auf dem Leitstrang beginnt (Wick et al., 2017b). Nach der Assemblierung

wurden die Daten als FASTA-Dateien gespeichert und bioinformatisch ausgewertet.

2.2.5 Charakterisierung der Enterobakterien-Isolate und ihrer Plasmide — in silico

Fiir eine taxonomische Einordnung wurde eine digitale DNA:DNA-Hybridisierung (dDDH) mit den
assemblierten Sequenzdaten der 22 Isolate und mit relevanten Enterobacteriaceae-Typstammen
durchgefihrt. Hierfiir wurde der Genome-to-Genome distance calculator der Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) verwendet. Fir die Auswertung wurde das Ergebnis

der Formel 2 verwendet.

Die zirkularisierten Genom- und Plasmid-Sequenzen wurden mit unterschiedlichen Programmen
ausgewertet, um sie naher zu charakterisieren und ihr Potenzial als mogliche Spender fir
Konjugationsexperimente besser einschatzen zu koénnen. Die assemblierten chromosomalen
Sequenzen sowie Plasmid-Sequenzen wurden zunachst auf der Plattform Phylogenetic Tree Building
Service (PATRIC) und final mit der Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) annotiert. Die
Programme ResFinder, PlasmidFinder und MobileElementFinder des Center for Genomic Epidemiology
(http://www.genomicepidemiology.org/) wurden verwendet, um erworbene
Antibiotikaresistenzgene, Plasmid-Replikon-Typen und mobile genetische Elemente in den Sequenzen
nachzuweisen. ResFinder wurde mit den vorgegebenen Parametern genutzt, um
Antibiotikaresistenzgene zu detektieren. Bei PlasmidFinder wurde die Enterobacteriaceae-Datenbank
mit einer minimalen Identitat von 80 % und einem Mindestdeckungsgrad von 60 % verwendet. Fir
kleine Plasmide (< 20 kbp) werden strengere Parameter vorgeschlagen (> 80 % minimale Identitat und
> 96 % Mindestdeckungsgrad) (Carattoli et al., 2014), die bei der Auswertung beriicksichtigt wurden.
MobileElementFinder wurde verwendet, um Insertionssequenzen und Transposons zu detektieren, die
potenziell Antibiotikaresistenzgene zwischen Sequenzen mobilisieren kdnnen. Der IntegronFinder von

der Galaxy Pasteur-Plattform wurde mit Standardparametern verwendet, um in den Sequenzen
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ortsspezifische Integrons zu identifizieren. Mit MOB-suite wurde die Mobilitat der Plasmide
prognostiziert und das Wirtsspektrum der Plasmide (Gesamtrang) erfasst. Der Web-basierte Phagen-
Identifizierungsservice PHASTER (PHAge Search Tool Enhanced Release) wurde verwendet, um
Prophagensequenzen in extrachromosomalen DNA-Fragmenten zu identifizieren. Die
Ubereinstimmung zwischen zwei Plasmiden wurde mittels pairwise alignment (paarweisem Vergleich)

mit dem Needleman-Wunsch-Algorithmus im Programm Geneious Prime® durchgefihrt.

Fir die Darstellung der Antibiotikaresistenzplasmide wurden die PGAP-Annotationsdaten verwendet.
Anhand der Datenbank Clusters of Orthologous Genes wurden die Protein-kodierenden Sequenzen in
Proteinfamilien eingeteilt und mit einer Farbkodierung versehen. Die Farbkodierung wurde
anschliefend angepasst, um Plasmid-spezifische Eigenschaften hervorzuheben. Im Folgenden wurden
die Plasmide mit CGview visualisiert. Zusatzlich wurde eine 8.152 bp groRe Insertionssequenz und die
umgebende chromosomale Region des Stammes Ciw5.1 mit dem Stamm Ciw5.2 mit Hilfe des

Programms Easyfig verglichen und veranschaulicht.

2.2.6 Auswahl moglicher Spenderstamme fir Konjugationsversuche

Durch die Sequenzierung und die anschlieRende bioinformatische Auswertung konnten
Bakterienstimme identifiziert werden, die Plasmide besitzen. Bei diesen Stammen wurde anhand
festgelegter Kriterien gepriift, ob diese fiir Konjugationsversuche in Frage kommen. Dazu mussten

folgende Kriterien fir das Plasmid und den Stamm gegeben sein:

Potenziell konjugativ (Methode: MOB-suite; Kapitel 2.2.5)

Vorkommen von Antibiotikaresistenzgenen (Methode: ResFinder; Kapitel 2.2.5)
Identifizierung des IncF-Replikon-Typs (Methode: PlasmidFinder; Kapitel 2.2.5)
Identifizierung des Paarungsbildungssystems MPFg (Methode: MOB-suite; Kapitel 2.2.5)

AN

Kein Wachstum der Spenderstimme bei Rifampicin [50 ug/ml] und Kanamycin [50 pg/ml]
(Selektion fir den Empfangerstamm CV601) (Methode: MHK-Test; Kapitel 2.2.1)
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2.3 Konjugationsversuche mit dem Empfangerstamm E. coli CV601

Mit den Konjugationsversuchen sollte untersucht werden, ob und wie effektiv die charakterisierten
Antibiotikaresistenzplasmide in den Empfangerstamm E. coli CV601 transferieren kénnen. Dies wurde
sowohl im Rahmen eines Filtermatings in vitro getestet (Versuch A) als auch auf pflanzlichen
Lebensmitteln (Versuch B) (Abbildung 2). Fur das Filtermating wurden Spender- und
Empfangerstamme gemeinsam auf einem Membranfilter inkubiert, der auf einer Nahragarplatte
platziert war. Ein festes Medium wurde gewahlt, da Konjugation auch auf Lebensmitteln (Mischsalat

und Sprossen) getestet wurde, was einem festen Untergrund entspricht.

Das Nahrstoffangebot, die Konjugationszeit und -temperatur wurden variiert und entsprechende
Unterschiede in den Transferraten ermittelt (Kapitel 2.3.4). Die Konjugationstemperaturen wurden so
gewadhlt, dass die optimale Wachstumstemperatur der Enterobakterien (37 °C), die Raumtemperatur
(21°C) und die obere Grenze der Kihlschranktemperatur (10 °C) abgebildet wurden. Der
Empfangerstamm E. coli CV601 ist ein K12-Derivat und wurde gentechnisch verdndert (Tabelle 5)
(Heuer et al., 2002). Der Stamm ist resistent gegen Kanamycin und Rifampicin und besitzt das gfp-Gen
(Gen fiir griin fluoreszierendes Protein) der Qualle Aequorea victoria (Crameri et al., 1996; Suarez et
al., 1997). Bei Anregung des griin fluoreszierenden Proteins mit UV-Licht entsteht eine griine
Fluoreszenz, wodurch der Stamm gut zu identifizieren und von anderen Kolonien auf einer Agarplatte

zu unterscheiden ist.

Weiterhin wurde der Empfangerstamm E. coli CV601 in Konjugationsversuchen eingesetzt, um
Plasmide aus unbekannten Spenderstimmen von Sprossenproben aufzunehmen (exogene Plasmid-
Isolierung) (Blau et al., 2020). Die anschliefende Sequenzierung der Transkonjuganten sollte zeigen,

welche ibertragbaren Plasmide von dem Spenderstamm aufgenommen wurden.

Spender Empfanger Konjugations bedingungen
Ec1115, 4°C,21°C, 37°C

Konjugationsvorversuche Ec1117, CVe01 © Filtermating auf Kapitel 2.3.3
g Kpneu28 BH I-G lucos e-Agar
c
;& 10 °C, 21 °C, 37 °C
@ Konjugationsversuche A Kpneu28 CV601 © Filtermating auf Kapitel 2.3.4
s LB- und Salat-Agar
2
& e 10 °C, 37 °C

Konjugationsversuche B Kpneu28 CV601 Mating auf Salat Kapitel 2.3.5

%m bzw. Sprossen
g 10 °C, 37 °C
o] - 2
gv_ Konjugationsvers uche C Bakterien auf Ccve01 W Mating auf Kapitel 2.3.6
S Sprossen ) 2 S
prossen

g
Eu Von Sprossen 10 °C, 37 °C
@ Konjugationsversuche D angereicherte  CV601 © Filtermating auf Kapitel 2.3.6
5 Bakterien LB-Agar

Abbildung 2: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Konjugationsversuche.
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2.3.1 Nachweis von Shigatoxin-Genen mittels real time PCR

Da aus Grinden der Risikominimierung im Rahmen der Gentechnikarbeiten im Labor eine
Uberschreitung der Sicherheitsstufe S2 ausgeschlossen werden sollte, wurde eine real time PCR zur
Detektion von Shigatoxin-produzierenden Escherichia coli (STEC) durchgefiihrt. Mit der real time PCR
nach Pavlovic et al. (2010) kdnnen die STEC-spezifischen Virulenzgene Shigatoxin 1 (stx1), Shigatoxin 2

(stx2) sowie Intimin (eae) und ihre Genvarianten nachgewiesen werden.

Daflir wurden von jedem Frischeprodukt 25 g einer reprasentativen Mischung von allen in dem
Produkt enthaltenen Bestandteilen aseptisch in einen sterilen Stomacherbeutel gegeben.
AnschlieBend wurden 225 ml gepuffertes Peptonwasser hinzugegeben und die Probe in einem
Stomacher fiir zwei Minuten auf Stufe 3 homogenisiert. Nach einer 20- bis 24-stiindigen aeroben
Anreicherung bei 37°C im Stomacherbeutel und erneuter Homogenisierung bei identischen
Bedingungen, wurde 1 ml Probe entnommen. Die Probe wurde zentrifugiert (14.000g, 5 min) und das
Pellet mit 500 pl Tris [10 mM] gewaschen und anschlieRend mit 300 ul Tris/EDTA-Puffer geldst. Einer
thermischen Lyse bei 95 °C fiir 15 Minuten folgte eine weitere Zentrifugation bei 14.000g fiir drei

Minuten.

Fur die Detektion der stx1-, stx2- und eae-Gene sowie deren Varianten sind finf Sonden und sieben
Primerpaare notwendig. Aus den in Tabelle 10 aufgelisteten Primern und Sonden wurde fiir jedes
Zielgen (stx1, stx2, eae) jeweils ein Primermix vorbereitet. Hierzu wurden die zu einem Zielgen
gehorigen Primer und Sonden gemischt und mit nukleasefreiem Wasser bis zu einer Konzentration von

4 uM verdinnt.

Tabelle 10: Primersequenzen fir die real time PCR zur Detektion der Shigatoxin-Gene stx1 und stx2 und des Intimin
Virulenzgens eae (Sharma et al., 1999; Pavlovic et al., 2010). F = Forward; R = Reverse; SO = Sonde.

Zielgen Primer-/Sonden- Sequenz (5’-3’) Amplifikatlange
Bezeichnung

stxl VS1 (F) CATAGTGGAACCTCACGACGCAGT 87 bp
VS2 (R) TTTGCCGAAAACGTAAAGCTTCA
VS3 (SO) FAM-TGTGGCAAGAGCGATGTTACGGTTTG-BHQ1

stx2 stx2_ford (F) GTTTCCATGACAACGGACAGCAG 114 bp
stx2_rev2 (R) GTGACGACTGATTTGCATTCCGG
stx2_rev2f (R) ACGCCCAATCTGCATCCCT
stx2_t_p1(SO) Texas Red-CAACGTGTCGCAGCGCTGGAAC-BHQ2
stx2f_t_p2(S0O) Texas Red-ACAGCGAATCGCAGATCTGGAAC-BHQ2

eae eae_t_forl (F) TCGTGTCTGCTAAAACCGCGGAG 107 bp
eae_t_revl (R) TTGTCTTATCAGCCTTAATCTCAG
eae_t_p1 (SO) HEX-TTGTTGATCAAACCAAGGCCAGCA-BHQ1
eae_t_p2 (SO) HEX-TTGTTGATCAAAGCAAGGCTAGTA-BHQ1

Die STEC real time PCR wurde pro Produkt im technischen Triplikat durchgefiihrt, indem jeweils 5 pl
des Hitzelysats als Template in der PCR eingesetzt wurden (Tabelle 11). Negativkontrollen mit 5 pl
nukleasefreiem Wasser und eine Positivkontrolle mit 5 pul DNA des Stammes E. coli 0157:H7 (Tabelle

5) wurden stets mitgefihrt.
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Tabelle 11: PCR-Pipettierschema fir die real time PCR zum Nachweis von Shigatoxin-Genen.

Menge Bestandteil
12,5 ul Multiplex iQ Power Mix [2x]

1,25 pl Primermix stx1

1,25 pl Primermix stx2

1,25 pl Primermix eae

5ul Template

3,75 ul Nukleasefreies Wasser

Fir die real time PCR wurde das CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System unter den in

Tabelle 12 aufgefiihrten Bedingungen verwendet.

Tabelle 12: Amplifikationsbedingungen flir den Nachweis von Shigatoxin-Genen.

Temperatur Zeit Schritt

95 °C 7 min Initiale Denaturierung

95 °C 5s Denaturierung

58 °C 30s 40 Zyklen Annealing und Elongation

Fluoreszenzdetektion

Die Auswertung erfolgte mit der Software CFX Maestro. Bei Nachweis eines der Shigatoxin-Gene (stx1,

stx2) in einer Probe wurde das Lebensmittel nicht fir einen Konjugationsversuch verwendet.

2.3.2 Identitatsprufung der Transkonjuganten mittels PCR und Stammhaltung

Nach Beendigung der Konjugationen wurden Transkonjuganten auf antibiotikahaltigem Agar
selektiert. Um zu prifen, ob es sich bei den Kolonien auf dem Selektivagar um Transkonjuganten
handelt, wurde eine PCR durchgefiihrt. Fiir die Konjugationsversuche mit den Spendern Ec1115,
Ec1117 und Kpneu28 wurde fir die ldentifizierung der Transkonjuganten eine Multiplex-PCR mit
jeweils drei Primerpaaren durchgefiihrt, die das konjugative Plasmid sowie die Empfanger- und
Spenderchromosomen nachweist (Tabelle 13). Bei Konjugationen mit unbekannten Spendern
(exogene Plasmid-Isolierung) wurde eine Simplex-PCR durchgefiihrt, die das Empfangerchromosom

targetiert.

Zur Etablierung eines Detektionssystems fiir die Plasmide wurde in den annotierten Daten (PATRIC)
nach Genen gesucht, die Replikationsproteine kodieren. Fir pEC1115_1 und pEC1117_1 wurde die
IncFIB-Replikationsregion und fiir pKPNEU28 2 die IncFll-Replikationsregion als Zielregion fiir die
Primer gewahlt. Fiir den Empfangerstamm wurde die Genomsequenz von E. coli CV601 (Accession-
Number bei NCBI: CP043213.1) als Vorlage fir die Primer-Entwicklung genutzt und gfp als Zielregion
gewahlt. Fir die Chromosomen der Spenderstamme mussten Zielregionen gewahlt werden, die im
Empfangerstamm nicht vorkamen. Mauve in dem Programm MagAlign Pro wurde mit voreingestellten
Parametern verwendet, um Unterschiede zwischen Empfanger- und Spenderchromosomen zu
identifizieren. Die PATRIC-Annotation zeigte, dass bei Kpneu28 und Ec1115 das ,,Iron siderophore ABC
transporter“-kodierende Gen ybtP und bei Ec1117 das , Phosphomannomutase“-kodierende Gen als

mogliche differenzierende Zielregionen fiir die Primer dienen konnten. Primer-BLAST wurde
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verwendet, um Primerpaare in der gewilinschten Region und Amplifikatlange zu generieren.

AnschlieBend wurden die Primerpaare mit SeqBuilder Pro optimiert.

Anhand des Bandenmusters der etablierten Multiplex-PCR (drei Primerpaare) sollen somit
Transkonjuganten, Mischkolonien, Spender- und Empfanger-Stamme eindeutig identifiziert werden.
Bei den Spenderstammen Ec1115, Ec1117 und Kpneu28 waren somit zwei Banden (Plasmid-Bande und
Spenderchromosom-Bande) zu erwarten, bei dem Empfangerstamm E. coli CV601 hingegen nur eine
Bande (Empfangerchromosom-Bande). Bei einem Transkonjuganten sollte die Multiplex-PCR zwei

Banden (Plasmid-Bande und Empfangerchromosom-Bande) ergeben.

Tabelle 13: PCR-Primersequenzen fir die Identitatstiberprifung moéglicher Transkonjuganten. Primerpaare zur Detektion von
chromosomaler DNA des Empfangerstammes CV601, der Spenderstaimme Ec1115, Ec1117 und Kpneu28 sowie der
Plasmidsequenzen pEC1115_1, pEC1117_1 und pKPNEU28_2. F = Forward; R = Reverse.

Primerbezeichnung Zielregion / Zielgen Sequenz (5’-3’) Amplifikatlange
pKPNEU28_2 (F) IncFlI-Replikationsregion CGGACGCTTCAGGGGAGATA 248 bp
pKPNEU28 2 (R) GCCACGTTGACGCCAGGAA
pEC1115/7_1 (F) IncFIB-Replikationsregion CGCTGGATGACCTGGAAAAA 181 bp
pEC1115/7 1 (R) TAAGGGACAGGCAGATGGCA

Kpneu28 (F) ybtP GTCGTTTTTGGCGTCCGTAA 410 bp
Kpneu28 (R) CGCTGCCCATTTGCTGTAA

Ec1115 (F) ybtP AATTCTCAGAACGCCACCCT 434 bp
Ec1115 (R) CGCTGCCCATTTGCTGTAA

Ec1117 (F) Phosphomannomutase- CCGCTGGAAGTGCTGGAGAT 418 bp
Ec1117 (R) kodierendes Gen TTCATAGGATTGTGGCTCGCT

CVve601 (F) afp AGTGCCATGCCCGAAGGTTA 779 bp
CV601 (R) AGCCATCATGCCGTTCAAAGT

Die Transkonjuganten wurden auf LB-Agarplatten mit Antibiotika (LB+KA/RD/TE-Agarplatten)
selektiert. Mit einer 1-pl-Impfose wurden die Transkonjuganten von den Selektivplatten gepickt und
durch einen kurzen Ausstrich auf einer LB+KA/RD/TE-Agarplatte gesichert. Die Anzahl an Kolonien, die
pro Platte Uberprift wurden, ist den Kapiteln 2.3.3, 2.3.4 und 2.3.5 zu entnehmen. Nach einer
Inkubation bei 37 °C fir eine Nacht lagerten die gesicherten Transkonjuganten bei 4 °C, bis die

Multiplex-PCR-Ergebnisse bestatigten, dass es sich um Transkonjuganten handelte.

In 50 ul sterilem Reinstwasser wurde jeweils eine Kolonie der Transkonjuganten geldst und ein
Hitzeaufschluss durchgefiihrt (98 °C fur 10 min, gefolgt von -20°C fir 20 min). 2 ul des
Hitzeaufschlusses wurden als Matrize fir die PCR verwendet (Tabelle 14). Eingesetzt wurden
spezifische Primer flir den Empfangerstamm CV601, fir den jeweiligen Spenderstamm (Kpneu28,

Ec1115, Ec1117) und fir das konjugative Resistenzplasmid des jeweiligen Spenderstammes.
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Tabelle 14: PCR-Pipettierschema fir die Multiplex-PCR zur Identitatsprifung von Transkonjuganten. F = Forward; R = Reverse.

Menge Bestandteil Primerkombination zur Identifizierung von Transkonjuganten der Spender
Kpneu28 Ec1115 Ec1117

0,25 ul  Primer [10 pmol/ul] pKPNEU28_2 (F) pEC1115/7_1 (F) pEC1115/7_1 (F)

0,25l Primer [10 pmol/ul]  pKPNEU28_2 (R) pEC1115/7_1 (R) pEC1115/7_1 (R)

0,25 ul  Primer [10 pmol/ul]  Kpneu28 (F) Ec1115 (F) Ec1117 (F)

0,25 ul  Primer [10 pmol/ul]  Kpneu28 (R) Ec1115 (R) Ec1117 (R)

0,25 ul  Primer [10 pmol/ul]  CV601 (F) CVve01 (F) CVe601 (F)

0,25 I Primer [10 pmol/ul]  CV601 (R) CV601 (R) CV601 (R)

2 ul Hitze-Lysat

6,25 ul  iTag™ Universal
SYBR® Green

2,75 ul  Nukleasefreies
Wasser

Zusatzlich wurde bei jeder PCR eine Negativkontrolle mit 2 ul nukleasefreiem Wasser sowie eine
Positivkontrolle mit 1,5 ul nukleasefreiem Wasser und 0,25 ul Spender- und Empfanger-DNA
mitgefiihrt. Die PCR-Bedingungen sind in Tabelle 16 aufgefiihrt.

Bei der exogenen Plasmid-Isolierung (Versuche C und D; Kapitel 2.3.6) war fir die Selektion von
moglichen Transkonjuganten entscheidend, dass der Empfangerstamm gegen Kanamycin und
Rifampicin resistent ist und das gfp-Gen besitzt. Da bei diesen Versuchen die Spenderstamme und
Plasmide unbekannt waren, wurde mit einer Simplex-PCR lediglich Gberprift, ob es sich um den

Empfangerstamm handelte.

Wie in Kapitel 2.3.6 beschrieben, wurden bis zu 20 Kolonien pro Versuch gesichert und zweimal auf
Selektivagar (LB+KA/RD/CTX- bzw. LB+KA/RD/TE-Agarplatten) ausgestrichen, bis visuelle Reinkulturen
erreicht waren. Eine Kolonie wurde gepickt und in 50 pl sterilem Reinstwasser gelost. Nach dem
Hitzeaufschluss (98 °C fiir 10 min, gefolgt von -20 °C fiir 20 min) wurden 2 pl Lysat als Matrize fir die
PCR verwendet (Tabelle 15). Das Primerpaar fiir den Nachweis des gfp-Gens des Empfangerstammes
ist in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 15: PCR-Pipettierschema zur Identitatsprifung der durch exogene Plasmid-Isolierung erhaltenen Transkonjuganten.
F = Forward; R = Reverse.

Menge Bestandteil
0,25 ul Primer [10 pmol/ul] CV601 (F)
0,25 ul Primer [10 pmol/ul] CV601 (R)

2 ul Hitze-Lysat
5ul iTag™ Universal SYBR® Green
2,5 ul Nukleasefreies Wasser

Bei jeder PCR wurden eine Negativkontrolle mit 2 pl nukleasefreiem Wasser sowie eine
Positivkontrolle mit 0,25 pl DNA von E. coli CV601 und 1,75 pl nukleasefreiem Wasser mitgefiihrt. Das
PCR-Programm ist in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: PCR-Bedingungen fiir den Nachweis und die Identitatsprifung moglicher Transkonjuganten.

Temperatur Zeit Schritt

95 °C 10 min Initiale Denaturierung
95 °C 30s Denaturierung

60 °C 30s 34 Zyklen Anlagerung

72 °C 30s Elongation

72°C 5 min Finale Elongation

Zur Uberpriifung der PCR wurden 5 pl PCR-Produkt mit 1 pl loading dye [6 x] gemischt und auf ein
Agarosegel [1,5 %] mit TAE [1 x] und 1 pl GelRed Nucleic Acid Stain aufgetragen. Die PCR-Produkte
wurden mittels Gelelektrophorese bei 100 Volt fir 75 Minuten aufgetrennt. Der GeneRuler DNA
Ladder Mix wurde als GroRenstandard mitgefiihrt. AnschlieBend wurde die unter UV-Licht sichtbare

DNA fotodokumentiert.

Nach der Bestéatigung, dass es sich bei dem jeweiligen Isolat der exogenen Plasmid-Isolierung um den
E. coli-Stamm CV601 handelte, wurden bis zu zehn Transkonjuganten pro Versuch nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt und in die Stammsammlung aufgenommen. Die Transkonjuganten wurden
auf einer Selektivagarplatte (LB+KA/RD/TE-Agar) ausgestrichen und bei 37 °C fir eine Nacht inkubiert.
20 ml LB-Bouillon in einem 100-ml-Erlenmeyerkolben wurden mit einer Kolonie beimpft und fiir eine
weitere Nacht bei 37 °Cund 130 rpm inkubiert. In einem Cryordhrchen wurden 800 pl Ubernachtkultur
mit 200 pl Glycerin [98 %] gemischt und bei -80 °C eingefroren.

2.3.3 Konjugationsvorversuche

Die Konjugationsvorversuche dienten mehreren Zwecken. Zum einen, um festzustellen, ob
Konjugation mit den drei ausgewahlten Spenderstimmen Ec1115, Ec1117 und Kpneu28 moglich ist.
Zum anderen sollte getestet werden, welche Bedingungen bei den Hauptversuchen verwendet werden
konnen. SchlielRlich sollte festgestellt werden, ob der Identitdtsnachweis der Transkonjuganten mittels
Multiplex-PCR funktioniert.

Die Konjugationsversuche wurden dhnlich durchgefiihrt, wie bei Blau et al. (2018) beschrieben. Die
Spenderstaimme und der Empfangerstamm E. coli CV601 wurden jeweils in 20 ml LB-Bouillon
einprozentig angeimpft und bei 37 °C und 130 rpm fiir sieben Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde
aus der 7-h-Kultur der Spenderstimme einprozentig in 20 ml LB-Bouillon mit Tetracyclin [50 pg/ml]
Uberimpft. Ebenso wurde aus der 7-h-Kultur des Empfangerstammes E. coli CV601 einprozentig in
20 ml LB-Bouillon mit Kanamycin [50 ug/ml] und Rifampicin [50 ug/ml] Uberimpft. Die Kulturen
inkubierten flr eine Nacht bei 37 °C und 130 rpm. Die Zellen wurden durch Zentrifugation gewonnen,
das Zellpellet zweimal mit Tris [10 mM] gewaschen und das Pellet mit BHI-Glucose-Bouillon auf das
Ausgangsvolumen zuriickverdiinnt. Die gewaschenen Ubernachtkulturen wurden 1:10 mit BHI-
Glucose-Bouillon verdiinnt und jeweils 500 ul der verdiinnten Spender- und der Empfangerkultur
gemischt, sodass ein Volumenverhaltnis von 1:1 des Spenders und Empfangers erreicht wurde. Nach
einer Homogenisierung mit dem Vortex-Gerat wurden die Zellen zentrifugiert (5.000g, 5 min). Das
Pellet wurde mit 50 pl BHI-Glucose-Bouillon geldst und auf einen Membranfilter gegeben, welcher auf

einer BHI-Glucose-Agarplatte lag. Die Platten wurden bei verschiedenen Temperaturen
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unterschiedlich lange inkubiert (Tabelle 17). Alle verwendeten Selektivagarplatten wurden auf ihre
Selektivitat gepriift, indem je ein Tropfen der gewaschenen Ubernachtkultur der Spenderstimme und
des Empfangerstammes auf einem Drittel einer Selektivagarplatte pipettiert und grob mit einer 10-pl-

Impfose verteilt wurde. Die Platten inkubierten bei 37 °C fiir eine Nacht.

Tabelle 17: Inkubationszeiten und -temperaturen fir die Konjugationsvorversuche (Filtermating). Die fur die Sequenzierung
ausgewahlten Transkonjuganten sind ebenfalls aufgelistet. Die Spender sind in der Konjugationsbezeichnung wie folgt
verschlisselt: A = Kpneu28; C=Ec1115, D = Ec1117.

Konjugation Konjugationsbedingung Sequenzierte Transkonjuganten
A02 | 37°C,20h A02/3

A02 Il 37°C,20h A02/27

A02 11l 37°C,20h A02/50

A03 37°C,1h A03/1

A04 37°C,2h A04/1

AO5 37°C,3h A05/1

AO6 37°C,4h A06/2

A07 37°C,5h A07/1

A08 21°C, 10d A08/3; A08/9
A09 4°C,7d

C02 37°C,1h

C03 37°C,2h C03/1

Cco4 37°C,3h co4/1

C05 37°C,4h C05/1; C05/3
C06 37°C,5h Co6/1

Cco7 21°C,10d C07/1; C07/3
Cco8 | 37°C,20h C08/4; C08/5
Co8 Ii 37°C,20h C08/15; C08/21
cos Il 37°C,20h C08/47; C08/102
C09 4°C,7d

D03 37°C,1h

D04 37°C,2h

D05 37°C,3h

D06 37°C,4h

D07 37°C,5h

D08 21°C,10d

D09 37°C,20h

Um die Konjugation zu beenden, wurden die Membranfilter von der Agarplatte in eine 50-ml-
Schraubrohre liberfiihrt und die Bakterien mit 1 ml NaCl-Lésung [0,85 %] durch einminditiges Vortexen
gelost. Von den geldsten Bakterienzellen wurden Verdlinnungsreihen im Verhaltnis von 1:10 in
Ringerlosung (Viertelstark) fiir die Detektion der Transkonjuganten hergestellt. Fiir die Versuche mit
Inkubationszeiten von einer, zwei, drei, vier und fiinf Stunden sowie von zehn Tagen wurden jeweils
100 pl der unverdiinnten Probe und der entsprechenden Verdiinnung einfach (Unikat) auf
LB+KA/RD/TE-Agar verteilt. Fur die restlichen Konjugationsversuche wurden jeweils 100 pl von den
unverdiinnten Proben bzw. von den entsprechenden Verdiinnungen im Triplikat auf LB+KA/RD/TE-
Agar verteilt. Die Platten inkubierten bei 37 °C fir ein bis drei Tage. Alle Kolonien einer
Selektivagarplatte fiir die Detektion der Transkonjuganten wurden bis zu einer Gesamtkoloniezahl von
maximal 300 Kolonien pro Platte ausgezahlt. Da es sich um Vorversuche handelte, wurden auch Platten

mit weniger als zehn Kolonien gewertet. Von jedem Konjugationsversuch, bei dem Transkonjuganten
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detektiert wurden, wurde eine Platte eines Triplikats bzw. eine Platte eines Unikats fiir die
Uberpriifung der Identitit ausgewéhlt. Alle Transkonjuganten dieser Platte wurden gepickt, auf einer
LB+KA/RD/TE-Agarplatte gesichert und deren Identitit mittels Multiplex-PCR Gberpruft (Kapitel 2.3.2).

Bei Transkonjuganten mehrerer Konjugationsversuche mit dem Spender Ec1115 zeigte die Multiplex-
PCR teilweise keine Bande fiir das Plasmid pEC1115_1. Mit einer weiteren PCR wurde deshalb
Uberprift, ob das tet(A)-Gen, welches auf dem Plasmid pEC1115 1 lokalisiert ist und eine
phanotypische Tetracyclin-Resistenz vermittelt, in den Empfanger Gbertragen wurde. Hierflr wurden

Stdmme mit und ohne Plasmid-Bande bei der Multiplex-PCR ausgewahlt (Tabelle 18).

Tabelle 18: Transkonjuganten des Spenderstammes Ec1115, die fiir die tet(A)-PCR ausgewahlt wurden.

Konjugations- Transkonjugant ohne Plasmid-Bande bei der Transkonjugant mit Plasmid-Bande
versuche Multiplex-PCR bei der Multiplex-PCR

C05 C05/3

Cco7 C07/1

Cco8 | C08/1, C08/3, C08/5, C08/6, CO8/10

Co8 Ii C08/15, C08/19, C08/22, C08/31, CO8/37

cos I C08/42, C08/43, C08/45, C08/66, CO8/89, CO8/95, C08/49, C08/67, C08/69, C08/70

€08/102, C08/112

Der PCR-Ansatz, der fiir den Nachweis der Tetracyclin-Resistenz verwendet wurde, ist in Tabelle 19
gezeigt. Die verwendeten tet(A)-Primer (tet(A) (F) 5’-GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC; tet(A) (R) 5’-CAT
AGA TCG CCG TGA AGA GG) amplifizieren ein 210 bp langes Fragment von tet(A) (Ng et al., 2001).

Tabelle 19: PCR-Ansatz fur die Amplifikation des Tetracyclin-Resistenzgens tet(A). Als PCR-Template wurde jeweils eine
Kolonie eines Transkonjuganten verwendet. F = Forward; R = Reverse.

Menge Bestandteil

1,25 pl Primer [10 pmol/ul] tet(A) (F)

1,25 pl Primer [10 pmol/ul] tet(A) (R)

2,5 ul 10 x PCR-Buffer E mit (NH4)2S04 mit MgClz
3ul dNTP Mix

0,15 pl Taq DNA-Polymerase [5 U/ul]

16,85 ul Nukleasefreies Wasser

Fir die Amplifikation wurde jeweils eine Kolonie eines Transkonjuganten aus Tabelle 18, bzw. eine
Kolonie des Spenders E. coli Ec1115 und des Empfangers E.coli CV601 verwendet. Die PCR-
Bedingungen sind in Tabelle 20 gezeigt.

Tabelle 20: PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation des tet(A)-Resistenzgens.

Temperatur Zeit Schritt

95 °C 10 min Initiale Denaturierung
95 °C 30s Denaturierung

56 °C 30s 32 Zyklen Anlagerung

72 °C 30s Elongation

72 °C 5 min Finale Elongation

35



Materialien und Methoden

Der Erfolg der PCR wurde mittels Gelelektrophorese Gberpriift. Hierzu wurden 5 pl PCR-Produkt mit
1 ul loading dye [6 x] gemischt und auf ein Agarosegel [1,5 %] mit TAE [1 x] und 1 ul GelRed Nucleic
Acid Stain aufgetragen. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde als GroRenstandard mitgefiihrt. Die
PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese bei 100 Volt fiir 75 Minuten aufgetrennt. Die unter
UV-Licht sichtbare DNA wurde fotodokumentiert.

Da bei den Transkonjuganten des Spenderstammes Ec1115 die Multiplex-PCR nicht immer erfolgreich
war, wurden einige Isolate fir die Ganzgenomsequenzierung ausgewahlt. Daflr wurden
Transkonjuganten mit nachgewiesener und nicht nachgewiesener IncFIB-Replikationsregion des
Spenders Ec1115 und weitere zehn Transkonjuganten des Spenders Kpneu28 sequenziert (Tabelle 17).
Die Stamme C05/3, C07/1, C08/5, C08/15 und C08/102 sind Transkonjuganten, bei denen mit der
Multiplex-PCR kein Plasmid nachweisbar war. Die MiSeq- und MinlON-Sequenzierung und die

anschliefende bioinformatische Assemblierung der Sequenzierdaten ist in Kapitel 2.3.8 beschrieben.

2.3.4 Konjugationsversuche A: in vitro-Konjugation mit den Stammen Kpneu28 und CV601

Mit den Versuchen wurde der Einfluss unterschiedlicher Nahrstoffangebote sowie der
Konjugationsdauer und der -temperatur auf die Transferraten des Resistenzplasmids untersucht.

Hierflr wurde Filtermating mit dem Spender Kpneu28 und dem Empfanger CV601 genutzt.

Der Spender- und Empfangerstamm wurde jeweils einprozentig in 20 ml LB-Bouillon angeimpft und
bei 37 °C und 130 rpm fiir sieben Stunden inkubiert. Von der 7-h-Kultur von Kpneu28 wurde
einprozentig in LB-Bouillon mit Tetracyclin [50 pg/ml] und von der 7-h-Kultur von CV601 einprozentig
in 20 ml LB-Bouillon mit Kanamycin [50 pg/ml] und Rifampicin [50 ug/ml] Gberimpft. Die Kulturen
inkubierten bei 37 °C und 130 rpm fiir eine Nacht. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (5.000g fir
5 min) gewonnen, die Pellets zweimal mit Tris [10 mM] gewaschen und mit Ringerlésung (Viertelstark)

auf das Ausgangsvolumen verdiinnt.

Die gewaschenen Ubernachtkulturen wurden 1:10 mit Ringerldsung (Viertelstark) verdiinnt. Jeweils
500 ul der verdiinnten Proben von Kpenu28 und CV601 wurden durch Vortexen homogenisiert. Das
durch flinfminitige Zentrifugation bei 5.000g gewonnene Zellpellet wurde in 50 pl Ringerlésung
(Viertelstark) aufgenommen. In die Mitte der Agarplatte (LB- oder Salat-Agar) wurde ein steriler
Membranfilter platziert und die 50 pul Zellsuspension darauf verteilt. Die Inkubation der Platten

erfolgte bei unterschiedlicher Inkubationsdauer und -temperatur (Tabelle 21).

Die Keimzahlen der jeweiligen Ubernachtkulturen von Kpneu28 und CV601 wurden ermittelt, indem
von den gewaschenen Reinkulturen eine Verdiinnungsreihe im Verhaltnis von 1:10 in Ringerldsung
(Viertelstark) hergestellt wurde. Jeweils 10 pl der 10 bis 107-Verdinnungen wurden auf einem
Sechstel einer Selektivagarplatte im technischen Triplikat ausplattiert. Fiir Kpneu28 wurde LB+TE-Agar
und fir CV601 LB+KA/RD-Agar als Selektivagar verwendet. Die Platten inkubierten bei 37 °C fur
24 Stunden. AnschlieBend wurden die Kolonien auf den auswertbaren Sechsteln gezadhlt. Der
Mittelwert der auszdhlbaren Verdiinnungsstufen wurde errechnet und mit der entsprechenden
Verdinnungsstufe verrechnet, um "Koloniebildende Einheiten pro Milliliter" (KbE/ml) zu erhalten.
Jede Selektivagarplatte (LB+TE, LB+KA/RD, LB+KA/RD/TE) wurde auf ihre Selektivitdt gepruft, indem je

36



Materialien und Methoden

ein Tropfen unverdiinnter Ubernachtkultur von CV601 und von Kpneu28 auf je ein Drittel der
Agarplatte getropft und verteilt wurde. Um zu testen, ob die Agarplatte steril ist, blieb ein Drittel der
Agarplatte frei. Die Platten inkubierten bei 37 °C fiir 24 Stunden und wurden anschlieRend visuell

ausgewertet.

Tabelle 21: Konjugationsversuche mit Spender Kpneu28 (A) und Empfianger CV601 sowie die jeweiligen
Versuchsbedingungen. | und Il sind getrennte Konjugationen am selben Tag mit identischen Bedingungen. LB = Lysogeny
broth.

Konjugation Konjugations- Konjugations- Keimzahl der Ubernachtkulturen Selektive
bedingungen = medium Kpneu28 [KbE/mI] CV601 [KbE/mI] Anreicherung

A26 1, 11 37°C,22h LB-Agar 4,6%10° 4,1*%108 Keine Anreicherung
A65 1, I 37°C,22h LB-Agar 5,6*%10° 1,5*10° Keine Anreicherung
A271, 11 37°C,22h Salat-Agar 4,6%10° 4,1*%108 Keine Anreicherung
A64 1, Il 37°C,22h Salat-Agar 5,6*%10° 1,5*10° Keine Anreicherung
A28 1,11 21°C,4d LB-Agar 4,6%10° 4,1*108 Keine Anreicherung
Ad21,11 21°C,4d LB-Agar 2,9*%10° 1,8*10° Keine Anreicherung
A291, 11 21°C,4d Salat-Agar 4,6%10° 4,1*108 Keine Anreicherung
A601, 11 21°C,4d Salat-Agar 4,2%10° 3,6*10° Keine Anreicherung
A301,11 10°C, 4d LB-Agar 4,6%10° 4,1*108 Keine Anreicherung
Ad4 1l 10°C, 4d LB-Agar 2,9*%10° 1,8*10° Keine Anreicherung
A311,11 10°C, 4d Salat-Agar 4,6%10° 4,1*108 Keine Anreicherung
A451, 11 10°C, 4d Salat-Agar 2,9*%10° 1,8*10° Keine Anreicherung
A341,11 10°C, 4d LB-Agar 4,6%10° 4,1*108 Mit Anreicherung
Ad6 |, Il 10°C, 4d LB-Agar 2,9*10° 1,8*10° Mit Anreicherung
A54 1, I 10°C, 4d LB-Agar 5,2*%10° 3,0%10° Mit Anreicherung
AS56 1, I 10°C, 4d LB-Agar 3,1*10° 2,5%10° Mit Anreicherung
A58 1, Il 10°C, 4d LB-Agar 3,1*10° 2,5%10° Mit Anreicherung
A351, Il 10°C, 4d Salat-Agar 4,6%10° 4,1*%108 Mit Anreicherung
A47 1,11 10°C, 4d Salat-Agar 2,9*10° 1,8*10° Mit Anreicherung
AS55 1, Il 10°C, 4d Salat-Agar 5,2*%10° 3,0%10° Mit Anreicherung
A611, Il 10°C, 4d Salat-Agar 4,2*%10° 3,6*%10° Mit Anreicherung
A62 1, 11 10°C, 4d Salat-Agar 4,2*%10° 3,6*%10° Mit Anreicherung

Um die Konjugationen zu beenden, durchliefen alle Konjugationsversuche aus Tabelle 21, die nicht
selektiv angereichert wurden, das identische Aufarbeitungsprotokoll. Der Membranfilter wurde von
der Agarplatte in eine 50-ml-Schraubréhre gegeben und die Bakterien mit 1 ml NaCl-Lésung [0,85 %]
fir eine Minute durch Vortexen geldst. Von den geldsten Bakterienzellen wurde eine
Verdlinnungsreihe im Verhdltnis von 1:10 in Ringerlosung (Viertelstark) hergestellt und die
entsprechenden Verdiinnungen auf Selektivagarplatten ausgespatelt. Zur Bestimmung der Keimzahl
von CV601 am Ende der Konjugation wurden auf einem Sechstel einer LB+KA/RD-Agarplatte 10 pl je
entsprechender Verdiinnungsstufe im technischen Triplikat verteilt. Zur Detektion von
Transkonjuganten wurden 100pul der unverdiinnten Probe und der entsprechenden
Verdinnungsstufen im technischen Duplikat auf LB+KA/RD/TE-Agar verteilt. Die Platten inkubierten
bei 37 °C fiir ein bis drei Tage.
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Die Berechnung der Keimzahlen von CV601 am Ende der Konjugation erfolgte, indem der Mittelwert
der auszdhlbaren Verdiinnungsstufen errechnet wurde. Die Zahl wurde entsprechend mit der
Verdiinnungsstufe verrechnet, um "Koloniebildende Einheiten pro Milliliter" (KbE/ml) zu erhalten. Fur
die Detektion von Transkonjuganten wurden die Selektivagarplatten bericksichtigt, die zwischen 10
und 300 Kolonien pro Platte aufwiesen. Der Mittelwert der ausgezahlten Kolonien wurde ebenfalls mit
den Verdiinnungsstufen so verrechnet, dass die Einheit KbE/ml erreicht wurde. Die Transferrate
basiert auf der Populationsdichte der Empfanger und Transkonjuganten nach Beendigung der

Konjugation (Dahlberg et al., 1998):

Transkonjuganten (KbE /ml)

T te =
ransferrate Rezipient nach der Konjugation (KbE /ml)

Da die Konjugationsversuche bei 10 °C nach vier Tagen keine Transkonjuganten brachten, wurde ein
selektiver Anreicherungsschritt nach der Konjugation durchgefiihrt. Dadurch sollten seltene
Transferereignisse nachgewiesen werden. Nach der Konjugation bei 10 °C fiir vier Tage auf LB- bzw.
Salat-Agar wurde der Membranfilter von der Agarplatte in 100 ml LB-Bouillon mit Kanamycin
[50 pg/ml], Rifampicin [50 pug/ml] und Tetracyclin [50 pg/ml] gegeben. Der 500-ml-Erlenmeyerkolben
wurde mit Alufolie verschlossen und fiir eine Minute rotiert. Einer einstlindigen Inkubation bei 10 °C
folgte eine Anreicherungsinkubation bei 37 °C und 130 rpm fiir eine Nacht. AnschlieBend wurde 1 ml
der Anreicherung auf drei LB+KA/RD/TE-Agarplatten verteilt. Die Platten inkubierten bei 37 °C fir zwei
Tage. Alle ausgezihlten koloniebildenden Einheiten wurden addiert und der Wert in der Einheit KbE/ml
angegeben. Eine Transferrate konnte nicht errechnet werden, da der Empfangerstamm in dem

Selektivmedium nicht wachsen konnte und die Transkonjuganten aullerdem angereichert wurden.

Fir alle anderen Versuche wurde die Anzahl der Transkonjuganten im technischen Duplikat detektiert
und ausgewertet. Fiir die Uberpriifung der Transkonjuganten-ldentitit wurde die auswertbare
Selektivagarplatte (zwischen 10 und 300 Kolonien) des Duplikats mit der geringeren Koloniezahl
verwendet. Fiir jede Konjugation wurden bis zu 94 Kolonien einer auswertbaren Platte zufallig gewahlt,
mittels Multiplex-PCR Uberprift und eine Auswahl davon in die Stammsammlung aufgenommen
(Kapitel 2.3.2).
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2.3.5 Konjugationsversuche B: Konjugation auf pflanzlichen Lebensmitteln mit den
Stammen Kpneu28 und CV601

Bei diesen Versuchen wurde getestet, ob das Resistenzplasmid vom Spender Kpneu28 in den
Empfanger CV601 bei 37 °C und 10 °C auf dem Lebensmittel (ibertragen werden kann. Die Sprossen
(SP) und Mischsalate (MS) (Tabelle 22) wurden fiir die Konjugationsversuche B verwendet, nachdem

mittels real time PCR ausgeschlossen wurde, dass sich STEC in den Produkten befindet (Kapitel 2.3.1).

Tabelle 22. Mischsalat (MS) und Sprossen (SP), die fiir die Konjugationsversuche B verwendet wurden. Fir die Versuche
wurden je zwei Sprossen (SP2, SP6) und Mischsalate (MS4, MS12) verwendet, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten erworben
wurden.

Mischsalat (MS4 / MS12) Sprossen (SP2 / SP6)
Lebensmittelbezeichnung Mischsalat Sprossen
Zutaten Feldsalat und Rucola Alfalfa-, griine Radieschen-, rote
Radieschen-Sprossen
Bio / Konventionell Konventionell Bio
Fullmenge 100 g 100 g
Herkunft Deutschland Niederlande

Von den Stimmen CV601 und Kpneu28 wurden Ubernachtkulturen hergestellt und zentrifugiert, wie
in Kapitel 2.3.4 beschrieben. Nach zweimaligem Waschen mit Tris [10 mM] wurden die Pellets mit
Ringerlésung (Viertelstark) auf das Ausgangsvolumen verdiinnt. Jeweils 10 g einer reprasentativen
Probe der Sprossen und Mischsalate wurde in einer 50-ml-Schraubréhre abgewogen (Abbildung 3).
Jede Schraubrohre entspricht einem separaten Versuch. Pro Versuch wurden jeweils 500 pl der
gewaschenen Ubernachtkulturen von Kpneu28 und CV601 durch Vortexen homogenisiert und
anschliefend in die Schraubréhre gegeben. Durch einen Vortex-Schritt fiir eine Minute sollten die
Zellen auf der Oberflaiche der pflanzlichen Frischeprodukte verteilt werden. Der Deckel der
Schraubréohre wurde nicht komplett geschlossen, um ein aerobes Wachstum zu ermoglichen. Die

Inkubationszeiten und -temperaturen der jeweiligen Versuche sind Tabelle 23 zu entnehmen.

Abbildung 3: Konjugationsversuch B mit Spender Kpneu28 und Empfanger CV601 in einer 50-ml-Schraubréhre mit 10 g
Sprossen (links) und 10 g Mischsalat (rechts).

Die Ermittlung der Keimzahlen der Ubernachtkulturen von Kpneu28 und CV601 und das Testen der

Selektivagarplatten wurden durchgefiihrt, wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben.

39



Materialien und Methoden

Tabelle 23: Konjugationsversuche B mit Spender Kpneu28 und Empfanger CV601 sowie die jeweiligen Versuchsbedingungen.
| und Il sind separate Konjugationsversuche am selben Tag mit identischen Bedingungen.

Konjugation Konjugations- Konjugations- Keimzahl der Ubernachtkulturen
bedingungen medium Kpneu28 [KbE/ml] CV601 [KbE/ml]
A/SP2-B 1, I 37°C,22h Sprossen 4,9%10° 2,7%10°
A/SP6-B 1, 11 37°C,22h Sprossen 4,2%10° 3,6%10°
A/MS4-B 1,11 37°C,22h Mischsalat 4,9%10° 2,7*10°
A/MS12-B 1, 1 37°C,22h Mischsalat 4,2*%10° 3,6%10°
A/SP6-y |, Il 10°C, 4d Sprossen 4,2*%10° 3,6*10°
A/SP6-6 1, 11 10°C,4d Sprossen 4,2*%10° 3,6%10°
A/MS12-y |, Il 10°C,4d Mischsalat 4,2*%10° 3,6%10°
A/MS12-61, 11 10°C,4d Mischsalat 4,2*%10° 3,6%10°

Fir die Beendigung der Konjugation wurden 10 ml NaCl-Losung [0,85 %] in die Schraubréhren gegeben
und jeweils fir eine Minute auf hochster Stufe durch Vortexen homogenisiert. Mit einer Stabpipette
wurde anschlieend so viel Flissigkeit wie moglich entnommen (ca. 11 ml). Die Zellen wurden durch
Zentrifugieren sedimentiert (5.000g, 10 min). Das Zell-Pellet wurde dann mit 1 ml NaCl-Lésung
[0,85 %] gelost. Eine Verdinnungsreihe im Verhéltnis von 1:10 in Ringerlosung (Viertelstark) wurde
hergestellt, und die jeweiligen Verdinnungen wurden auf unterschiedliche Selektivagarplatten
verteilt, um den Empfanger und die Transkonjuganten zu selektieren. Zur Bestimmung der
Empfangerkeimzahl nach der Konjugation wurden im technischen Triplikat jeweils 10 pl einer
Verdinnungsstufe auf einem Sechstel einer LB+KA/RD-Agarplatte verteilt. Fiir die Bestimmung der
Transkonjuganten wurden von den entsprechenden Verdiinnungen jeweils 100 ul im Duplikat auf
90-mm-LB+KA/RD/TE-Agarplatten ausgespatelt. Fir die Konjugationsversuche bei 10 °C wurden
zusatzlich 100 pl bzw. 300 pl der unverdiinnten Probe auf LB+KA/RD/TE-Agarplatten mit 90 mm bzw.
145 mm Durchmesser verteilt. Da bei den 10-°C-Versuchen nur wenige Transkonjuganten zu erwarten
waren, sollte damit die Wahrscheinlichkeit fir die Detektion von Transkonjuganten erhéht werden.

Die Platten inkubierten anschliefSend bei 37 °C fiir ein bis drei Tage.

Die Ermittlung der Keimzahlen von CV601 am Ende der Konjugation erfolgte, indem der Mittelwert der
auszdhlbaren Verdiinnungsstufen errechnet wurde. Die Zahl wurde entsprechend mit der
Verdiinnungsstufe verrechnet, um die Einheit KbE/ml zu erhalten. Bei den 37-°C-
Konjugationsversuchen wurden Agarplatten mit einer Anzahl von Transkonjuganten-Kolonien
zwischen 10 und 300 ausgewertet und ein Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert wurde ebenfalls mit
den Verduinnungsstufen so verrechnet, dass die Einheit KbE/ml erreicht wurde. Die Transferrate wurde

errechnet, wie im Kapitel 2.3.4 beschrieben.

Jeweils von einer auswertbaren Platte einer Doppelbestimmung wurden bis zu 94 potenzielle
Transkonjuganten gepickt und mittels Multiplex-PCR Uberprift. Funf zufdllig ausgewahlte
Transkonjuganten pro Versuch wurden in die Stammsammlung Gberflihrt (siehe Kapitel 2.3.2). Die
Multiplex-PCR war bei diesen Versuchen besonders wichtig, da eine Vielfalt natiirlich vorkommender
Mikroorganismen auf dem Lebensmittel vorhanden war, aber nur Transkonjuganten gewertet werden

sollten.
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Da bei den Konjugationsversuchen bei 10 °C weniger als 10 Kolonien pro Platte detektiert wurden,
wurden alle Transkonjuganten der Doppelbestimmung der unverdiinnten Proben gepickt und mittels

Multiplex-PCR getestet. Fir diese Konjugationen wurden keine Transferraten errechnet.

2.3.6 Konjugationsversuche C und D: exogene Plasmid-Isolierung

Mit der exogenen Plasmid-Isolierungsmethode koénnen Antibiotikaresistenzplasmide aus
Spenderstammen, die Teil einer komplexen Mikrobiota sind, in einen Empfangerstamm eingefangen
werden (Heuer und Smalla, 2012). Mobilisierbare und konjugative Plasmide konnen so nachgewiesen
werden, allerdings sind die Spenderstamme unbekannt, da nur der Transkonjugant selektiert wird
(Smalla et al., 2015; Blau et al., 2020). Entscheidend dabei ist, dass die eingefangenen Plasmide in den
Empfangerstamm transferieren und dort replizieren kénnen (Heuer und Smalla, 2012). Selektiert
werden nur die Transkonjuganten, die eine phanotypische Resistenz gegen das zur Selektion

verwendete Antibiotikum vermitteln (Smalla et al., 2015).

Die Konjugationsversuche C und D wurden mit dem Empfangerstamm E. coli CV601 durchgefiihrt. Ziel
war es, unbekannte Plasmide aus unbekannten Spenderstimmen, die sich auf Sprossen befinden, mit
dem Empfangerstamm mittels Konjugation einzusammeln. Die exogene Plasmid-Isolierung von Blau et
al. (2018) diente als Grundlage fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche, allerdings wurden die
Versuche entsprechend angepasst. Selektiert wurde mit Tetracyclin bzw. mit Cefotaxim, um Plasmide

zu erhalten, die dem Stamm eine phanotypische Resistenz gegen eines dieser Antibiotika vermitteln.

Ein Sprossenmix wurde fir die Charakterisierung der (bertragbaren Antibiotikaresistenzplasmide
mittels exogener Plasmid-Isolierung ausgewadhlt (Tabelle 24). Dabei wurde der Sprossenmix des
gleichen Herstellers im Zeitraum vom 19.07.2022 bis 09.08.2022 erworben. Nach dem Kauf der
Produkte wurden diese zundchst auf STEC getestet (Kapitel 2.3.1) und lagerten bis zur weiteren

Verwendung bei 4 °C.

Tabelle 24: Fir die exogene Plasmid-Isolierung verwendeter Sprossenmix.

Sprossen (SP)
Abbildung des Produkts R\

Produkt Sprossen

Zutaten Alfalfa-Sprossen, griine und rote Radieschen-Sprossen
Bio / Konventionell Bio

Fullmenge 100 g

Herkunft Niederlande

Sonstige Hinweise auf dem Etikett Vor dem Verzehr bitte waschen; Eignet sich perfekt fiir Brot und Salat
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E. coli CV601 wurde einprozentig in 20 ml LB-Bouillon angeimpft und bei 37 °C und 130 rpm inkubiert.
AnschlieRend wurde aus der 7-h-Kultur einprozentig in 20 ml LB-Bouillon mit Kanamycin [50 pug/ml]
und Rifampicin [50 pg/ml] Giberimpft und bei gleichen Bedingungen fiir eine Nacht inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugieren gewonnen (5.000g, 5 min), das Pellet zweimal mit Tris [10 mM]
gewaschen und mit Ringerlosung (Viertelstark) auf das Ausgangsvolumen zuriickverdiinnt. Alle
verwendeten Selektivagarplatten wurden auf ihre Selektivitdt getestet, wie zuvor beschrieben
(Kapitel 2.3.4).

Versuch C

Fiir jeden Versuch C wurden 10 g Sprossenmix in einer 50-ml-Schraubréhre abgewogen. Pro Versuch
wurde 1 ml gewaschene Ubernachtkultur von CV601 zu den Sprossen in die Schraubréhre gegeben.
Ein Vortex-Schritt fir eine Minute auf hochster Stufe wurde durchgefiihrt, um den Empfangerstamm
moglichst gut auf dem pflanzlichen Frischeprodukt zu verteilen. Die Inkubationszeiten
und -temperaturen sind in Tabelle 25 gezeigt. Die Schraubréhren wurden fiir die Inkubation nicht
komplett verschlossen, damit ein aerobes Wachstum mdglich war. Nach der Konjugation wurden
jeweils 10 ml NaCl-Losung [0,85 %] in die Schraubrohre gegeben und die Zellen durch Vortexen geldst.
Mit der Pipette wurde so viel Fliissigkeit wie moglich entnommen und in eine Schraubréhre tberfiihrt.
Die Zellen wurden durch Zentrifugieren bei 5.000g fir zehn Minuten gewonnen und das Pellet mit 1 ml
NaCl-Lésung [0,85 %] gelost. Eine Verdiinnungsreihe im Verhéltnis von 1:10 in Ringerldsung
(Viertelstark) wurde hergestellt und die jeweiligen relevanten Verdinnungen auf die
Selektivagarplatten verteilt. Fir die Detektion von Transkonjuganten wurden im Duplikat 100 pl
entsprechender Verdiinnungsstufen und 100 ul bzw. 300 ul der unverdinnten Probe auf
antibiotikahaltige Agarplatten mit 90 mm bzw. 145 mm Durchmesser verteilt. Je nach Versuch
enthielten die Agarplatten neben Kanamycin [50 pg/ml] und Rifampicin [50 pg/ml] noch zusatzlich
Tetracyclin  [50 ug/ml] oder Cefotaxim [10 pg/ml]. Teilweise war nicht genug Volumen der
unverdlinnten Probe fiir ein Duplikat der 300-pl-Probe vorhanden. In diesen Fallen wurde nur eine

einfache Bestimmung erzielt. Die Selektivagarplatten inkubierten fiir ein bis drei Tage bei 37 °C.

Tabelle 25: Versuchsbedingungen fiir die Konjugationsversuche C mit dem Empfanger E. coli CV601 (exogene Plasmid-
Isolierung auf dem Lebensmittel). | und Il sind separate Konjugationsversuche am selben Tag mit identischen Bedingungen.

Konjugation Konjugationsbedingungen Konjugationsmedium Selektivagar

X/SP7-Ca. 1, Il 37°C; 22 h Sprossen SP7 LB+KA/RD/TE
X/SP7-CB I, Il 10°C;4d Sprossen SP7 LB+KA/RD/TE
X/SP7-Cy |, Il 37°C; 22 h Sprossen SP7 LB+KA/RD/CTX
X/SP7-Ce |, Il 10°C;4d Sprossen SP7 LB+KA/RD/CTX
X/SP8-Ca |, Il 37°C;22h Sprossen SP8 LB+KA/RD/TE
X/SP8-CB I, Il 10°C; 4d Sprossen SP8 LB+KA/RD/TE
X/SP8-Cy I, Il 37°C;22h Sprossen SP8 LB+KA/RD/CTX
X/SP8-Ce I, Il 10°C; 4d Sprossen SP8 LB+KA/RD/CTX
X/SP9-Ca 1, Il 37°C;22h Sprossen SP9 LB+KA/RD/TE
X/SP9-Cy I, Il 37°C;22h Sprossen SP9 LB+KA/RD/CTX
X/SP10-Ca 1, Il 37°C;22h Sprossen SP10 LB+KA/RD/TE
X/SP10-Cy I, Il 37°C;22h Sprossen SP10 LB+KA/RD/CTX
X/SP11-Cy I, Il 37°C;22h Sprossen SP11 LB+KA/RD/CTX
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Versuch D

Fiir den Nachweis von STEC wurden die Sprossen mit gepuffertem Peptonwasser im Verhaltnis 1:10
fiir 20 bis 24 Stunden angereichert (Kapitel 2.3.1). Die Anreicherung wurde nach negativer STEC-PCR
im Versuch D firr die Konjugation verwendet. Pro Versuch wurden 10 ml der Sprossenanreicherung
und 1 ml gewaschene Ubernachtkultur von CV601 in einer 50-ml-Schraubréhre zusammengegeben
und mit einem Vortex homogenisiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren bei 5.000g fiir zehn
Minuten gewonnen und das Pellet mit 200 pl Ringerlosung (Viertelstark) gelost. Die Suspension wurde
auf den Membranfilter gegeben, der sich auf einer LB-Agarplatte befand. Die Inkubationszeiten

und -temperaturen sind in Tabelle 26 aufgelistet.

Tabelle 26: Versuchsbedingungen fiir die Konjugationsversuche D: Filtermating auf LB-Agar mit dem Empfangerstamm E. coli
CV601 und Sprossenanreicherung (exogene Plasmid-Isolierung). | und Il sind getrennte Konjugationsversuche am selben Tag
mit identischen Bedingungen.

Konjugation Konjugations- Konjugations- Frischeprodukt Selektivagar
bedingungen medium

X/SP7-Da |, Il 37°C; 22 h LB-Agar Sprossen SP7 LB+KA/RD/TE

X/SP7-DB |, Il 10°C;4d LB-Agar Sprossen SP7 LB+KA/RD/TE

X/SP7-Dy |, Il 37°C; 22 h LB-Agar Sprossen SP7 LB+KA/RD/CTX

X/SP7-De |, Il 10°C;4d LB-Agar Sprossen SP7 LB+KA/RD/CTX

Nach der Konjugation wurde der Membranfilter von der Agarplatte in eine 50-ml-Schraubréhre
Uberfiihrt und mit 1 ml NaCl-Lésung [0,85 %] versetzt. Durch einen einminitigen Vortex-Schritt
wurden die Zellen gelost. Die Detektion der Transkonjuganten durch Selektivagarplatten wurde wie

bei Versuch C durchgefiihrt.

Auswertung der Transkonjuganten aus den Versuchen C und D

Fur die Selektion von Transkonjuganten wurden die LB+KA/RD/TE- und LB+KA/RD/CTX-Agarplatten der
Versuche C und D unter UV-Licht betrachtet. Die Transkonjuganten lieBen sich visuell durch das griin-
fluoreszierende Protein bei einer Wellenldnge von 365 nm von anderen Kolonien auf der
Selektivagarplatte unterscheiden. Von jeder Konjugation, bei der mogliche Transkonjuganten unter
UV-Licht detektiert werden konnten, wurden bis zu 20 Kolonien von unterschiedlichen Verdiinnungen
gepickt. Die Kolonien wurden auf Selektivagarplatten (LB+KA/RD/TE- bzw. LB+KA/RD/CTX-Agarplatten)
ausgestrichen und bei 37 °C fir eine Nacht inkubiert. Von diesen Platten wurde von jedem Ausstrich
eine Einzelkolonie gepickt und auf Selektivagar ausgestrichen. Nach einer Inkubation bei 37 °C fiir eine
Nacht wurde die Reinheit durch visuelle Auswertung betatigt. Mit einer PCR wurde Uberpriift, ob es
sich um den Empfangerstamm CV601 handelte. Anschliefend wurden pro Versuch letztendlich nur
flinf Transkonjuganten in die Stammsammlung Gberfihrt (Kapitel 2.3.2). In Tabelle 27 sind die
Transkonjuganten aufgelistet, die mittels NextSeq und MinlION sequenziert, mittels Unicycler
assembliert und bioinformatisch charakterisiert wurden (Kapitel 2.3.8). Ein Agardiffusionstest wurde

ebenfalls mit diesen Stammen durchgefiihrt (Kapitel 2.3.7).
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Tabelle 27: Transkonjuganten der Konjugationsversuche C, die fir die Ganzgenomsequenzierung und weitere
Untersuchungen ausgewahlt wurden.

Konjugationsversuche Fiinf zufillig ausgewahlte Transkonjuganten pro Versuch

X/SP7-Cal X/SP7-Cal/2, X/SP7-Cal/7, X/SP7-Cal/11, X/SP7-Cal/13, 1X/SP7-Cal/19
X/SP7-Call X/SP7-Call/2, X/SP7-Call/3, X/SP7-Call/5, X/SP7-Call/6, X/SP7-Call/7
X/SP8-Cal X/SP8-Cal/1, X/SP8-Cal/5, X/SP8-Cal/8, X/SP8-Cal/13, X/SP8-Cal/19
X/SP8-Call X/SP8-Call/1, X/SP8-Call/7, X/SP8-Call/13, X/SP8-Call/16, X/SP8-Call/19
X/SP9-Cal X/SP9-Cal/3, X/SP9-Cal/7, X/SP9-Cal/11, X/SP9-Cal/14, X/SP9-Cal/18
X/SP9-Call X/SP9-Call/1, X/SP9-Call/6, X/SP9-Call/13, X/SP9-Call/16, X/SP9-Call/20
X/SP10-Cal X/SP10-Cal/3, 1X/SP10-Cal/7, X/SP10-Cal/9, X/SP10-Cal/14, X/SP10-Cal/19
X/SP10-Call X/SP10-Call/2, X/SP10-Call/5, 1X/SP10-Call/9, X/SP10-Call/13, X/SP10-Call/17

2.3.7 Agardiffusionstest mit den Transkonjuganten der exogenen Plasmid-Isolierung

Mit der exogenen Plasmid-Isolierung der Konjugationsversuche C und D sollten unbekannte Plasmide,
die Resistenzen gegen Tetracyclin bzw. Cefotaxim vermitteln, in den Empfangerstamm CV601
eingefangen werden. Ausgewahlte Transkonjuganten wurden mittels Agardiffusionstest auf weitere

Plasmid-vermittelte phanotypische Antibiotikaresistenzen getestet.

Jeweils fiinf Transkonjuganten pro Versuch wurden fiir den Agardiffusionstest ausgewahlt (Tabelle 27).
Der Agardiffusionstest zur Antbiotikaresistenzbestimmung wurde nach dem Standard von CLSI (2022)
durchgefiihrt. Getestet wurden die Antibiotika Meropenem (MEM), Tetracyclin (TE), Chloramphenicol
(CHL), Streptomycin (S), Trimethoprim / Sulfamethoxazol (SXT) und Ciprofloxacin (CIP) (Tabelle 28).

Tabelle 28: Fir den Agardiffusionstest verwendete Antibiotika und Resistenzgrenzwerte nach CLSI (2022).

Antibiotikaklassen (Subklasse)  Antibiotikum Antibiotikakonzentration Grenzwert [mm]
[ug/Testblattchen] sensitiv resistent

B-Laktam-Antibiotika Meropenem 10 >23 <19

(Carbapeneme)

B-Laktam-Antibiotika Cefpodoxim 10 221 <17

(Cephalosporine)

Tetracycline Tetracyclin 30 >15 <11

Fenicole Chloramphenicol 30 >18 <12

Aminoglykoside Streptomycin 10 >15 <11

Diaminopyrimidine / Trimethoprim / 25 >16 <10

Sulfonamide Sulfamethoxazol

Fluorchinolone Ciprofloxacin 5 > 26 <21

Fir den Agardiffusionstest wurden die Stamme aus der Stammsammlung auf Miiller-Hinton-
Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C fiir eine Nacht inkubiert. In NaCl-Peptonlésung wurden
Einzelkolonien suspendiert, bis eine Tribung von 0,5 McFarland erreicht wurde. Mit einem Tupfer
wurde die Bakteriensuspension aufgenommen und in dreifacher Richtung auf einer Miiller-Hinton-
Agarplatte ausgestrichen. Die Antibiotika-Testblattchen wurden mit einem Dispenser auf die
Agarplatte aufgebracht. Die Platten inkubierten bei 35 + 2 °C fiir 18 Stunden. AnschlieBend wurde der
Hemmhof um die Antibiotika-Testblattchen mit einem Lineal gemessen und die Empfindlichkeit gegen
das jeweilige Antibiotikum durch Vergleich mit den Grenzwerten des CLSI (2022) bestimmt. Die

Bestimmung erfolgte im Duplikat und der Kontrollstamm E. coli ATCC25922 wurde stets mitgefihrt.
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2.3.8 Ganzgenomsequenzierung der Transkonjuganten, Hybridassemblierung und in silico-
Auswertung

Ausgewdhlte Transkonjuganten aus den Konjugationsvorversuchen (Tabelle 17) und der exogenen
Plasmid-Isolierung (Konjugationsversuche C, Tabelle 27) wurden mittels MiSeq-, bzw. NextSeq- und
MinlON-Sequenziergeraten sequenziert und die Sequenzierdaten anschlieRend in einer

Hybridassemblierung (Unicycler) kombiniert.

MiSeqg- bzw. NextSeq-Sequenzierung

Die Transkonjuganten wurden auf LB+KA/RD/TE-Agar ausgestrichen und fir eine Nacht bei 37 °C
inkubiert. Anschliefend wurden jeweils 20 ml LB-Bouillon in 100-ml-Erlenmeyerkolben mit einer
Kolonie angeimpft und bei 130 rpm und 37 °C liber Nacht inkubiert. Genomische DNA wurde aus 1,5 ml|
Ubernachtkultur mit dem PeqGold Bacterial DNA Kit nach Herstellerangaben isoliert. Die Uberpriifung
der DNA-Qualitdat und die MiSeqg-Sequenzierung der Transkonjuganten aus Tabelle 17 wurde

durchgefihrt wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben.

Die Transkonjuganten aus Tabelle 27 wurden mit dem Sequenziergerat NextSeq 550 sequenziert.
Hierfir wurden die Proben mit dem DNA-Prep Kit nach Herstellerangaben fir die Sequenzierung
vorbereitet. Die Fragmentierung der DNA erfolgte enzymatisch durch eine Transposase. Zur Ermittlung
der durchschnittlichen FragmentgrofSe wurden zufallig Proben ausgewahlt und mit dem ScreenTape
D1000 auf der TapeStation 4150 gemessen. Die fertige DNA-Bibliothek wurde auf dem NextSeq 550
mit dem NextSeq 500/550 Mid Output Kit mit 2 x 149 Zyklen paired-end sequenziert.

Die NextSeg-Daten liegen, wie die MiSeqg-Daten, als FASTQ-Dateien vor. Trimmomatic wurde fiir eine
Qualitatskontrolle und fir die Sortierung der gepaarten und ungepaarten Sequenzstiicke (paired und
unpaired reads) verwendet. Die gepaarten Sequenzstiicke wurden fir die Hybridassemblierung

verwendet.

MinlON-Sequenzierung

Von den auf LB+KA/RD/TE-Agar ausgestrichenen Transkonjuganten wurde eine Kolonie gepickt, um
damit 20 ml LB-Bouillon in einem 100-ml-Erlenmeyerkolben anzuimpfen. 500 ul Ubernachtkultur
wurden fir die Isolierung genomischer DNA mit dem Genomic Micro AX Bacteria Gravity Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Die DNA-Qualitatsprifung wurde, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben,
durchgefiihrt. Die FragmentgrofRe einzelner Proben wurde mit dem Genomic ScreenTape auf der
TapeStation 4150 oder durch Auftrennung von 15 ul Probe mit 3 pl loading dye [6 x] auf einem
Agarosegel [1 %] mit TBE [0,5x] und 1 pl GelRed Nucleic Acid Stain fiir finf Stunden bei 80 Volt
bestimmt. Die DNA der Proben wurde fiir die Sequenzierung nach dem jeweiligen Protokoll (Tabelle

29) nach Herstellerangaben aufgearbeitet.

45



Materialien und Methoden

Tabelle 29: Fir die Sequenzierung der Transkonjuganten mit dem MinION verwendeten Flowcells und Kits.

Stamme Protokoll DNA-Menge Ligationskit = Barcoding Kit  Flowcell Laufzeit
pro Probe
Transkonjuganten Native barcoding 270 ng - SQK-LSK 109  Native R9.4.1 72 h
aus Tabelle 17, genomic DNA (SQK- 500 ng Barcoding
auler: A0O5/1und  LSK109) Expansion Kit
A08/9 (EXP-NBD 103;
EXP-NBD 114)

Transkonjuganten NBA_9137_v112 re 500 ng SQK- SQK- R10.4 48,5 h
A05/1 und A08/9 vK_01Dec2021- NBD112.96 NBD112.96

minion
Trans- NBA_9137 v112 re 350ng- SQK- SQK- R10.4 48,5 h
konjuganten'? vK_01Dec2021- 500 ng NBD112.96 NBD112.96

minion
Trans- NBA_9137_v112_re 200ng- SQK- SQK- R10.4 72 h
konjuganten? vK_01Dec2021- 500 ng NBD112.96 NBD112.96

minion
L alle Transkonjuganten aus Tabelle 27 auBer: siehe 2
2 Transkonjuganten aus Tabelle 27: X/SP8-Cal/8, X/SP8-Call/19, X/SP9-Cal/11, X/SP10-Cal/3, X/SP10-Cal/7,
X/SP10-Cal/9, X/SP10-Cal/19, X/SP10-Call/2, X/SP10-Call/9, X/SP10-Call/13.

Die elektronischen Rohsignale (FAST5-Format) des MinlON-Sequenziergerdts wurden durch die
Guppy-Software mit GPU-Einstellung in Basen (ibersetzt und in einem FASTQ-Format gespeichert. Mit
der Guppy-Software (5.0.16 bzw. 6.1.2) wurden die Sequenzierdaten entsprechend ihren Adaptern

voneinander getrennt (demultiplexed) und die Adapter von den Sequenzen entfernt.

Assemblierung der MinlON- und MiSeqg-/NextSeqg-Sequenzierdaten und in silico-Charakterisierung

Die Sequenzierdaten der MinlON- und der MiSeq- bzw. NextSeqg-Sequenzierung wurden mit dem
Programm Unicycler, wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, bioinformatisch kombiniert. Die anschlieRende
in silico-Charakterisierung der Transkonjuganten wurde durchgefiihrt, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben.
Allerdings wurden die Transkonjuganten mittels dDDH (DSMZ) nicht mit aktuellen Typstammen
verglichen, sondern mit der Referenzsequenz des Empfangerstammes E. coli CV601 (Accession-
Number bei NCBI: ACP043213.1). Die Annotation erfolgte zunachst auf der Plattform Bacterial and
Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) und die finale Annotation wurde mit PGAP

durchgefihrt.

Plasmid-Vergleich und -Darstellung

Der Vergleich von Plasmiden der Transkonjuganten bekannter Spender mit den Plasmiden der
Spenderstamme erfolgte anhand der Annotationsdaten (PGAP) und mittels Vergleichsprogrammen
(Mauve, pairwise alignment) von Geneious Prime®. Um die Ubereinstimmung zwischen zwei
Plasmiden zu ermitteln, wurde mit ausgewahlten Plasmiden ein paarweiser Vergleich durchgefiihrt.
Hierfir wurde ein paarweiser Vergleich (pairwise alignment) mit dem Needleman-Wunsch-
Algorithmus  im Die
Antibiotikaresistenzplasmide X/SP7-Cal/2_3 und X/SP10-Call/9_2 erfolgte — wie in Kapitel 2.2.5

beschrieben — mit CGview.

Programm  Geneious Prime® durchgefihrt. Darstellung  der
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2.4 16S rRNA-Gen Metagenom-Analyse der Sprossenmikrobiota mittels
MinlON-Sequenzierung

Um herauszufinden, welche bakterielle Vielfalt sich auf den Sprossen befand, die fir die
Konjugationsexperimente verwendet wurden, wurde von jeder Handelsprobe (n = 4) eine 16S rRNA-
Gen Amplikon-Sequenzierung mittels MinlON-Sequenzierung durchgefiihrt. Zuséatzlich sollten
mogliche Spenderstamme fiir die eingefangenen Plasmide der Transkonjuganten identifiziert werden.
Untersucht wurden die Sprossenmixe, die fir die exogene Plasmid-Isolierung verwendet wurden
(Kapitel 2.3.6). Fiir die 16S rRNA-Gen Metagenom-Untersuchung wurden von jedem Produkt sowohl
die nicht angereicherten als auch die 20 bis 24 Stunden bei 37 °C in gepuffertem Peptonwasser
angereicherten Proben getestet. Die PCR-Primer wurden so gewahlt, dass fast die komplette Sequenz

amplifiziert wurde (ca. 1.500 bp) (Frank et al., 2008), inklusive aller variablen Regionen (V1 bis V9).

Von dem Sprossenmix wurden 25 g aseptisch in einen Stomacherbeutel gegeben und zusammen mit
225 ml gepuffertem Peptonwasser zwei Minuten lang bei Stufe 3 homogenisiert. Fir die nicht
angereicherte Probe wurde daraus jeweils eine 10-ml-Probe entnommen, zentrifugiert (5.000g fir
10 min) und das Pellet eingefroren. Die restliche Probe im Stomacherbeutel wurde fiir 20 bis
24 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschlieBend erneut bei identischen Bedingungen homogenisiert.
Fiir die angereicherte Probe wurde davon 1 ml entnommen, zentrifugiert (5.000g fiir 10 min) und
ebenfalls eingefroren. Von den eingefrorenen Pellets wurde mit dem NucleoSpin Microbial DNA Mini
Kit Gemeinschafts-DNA (community DNA) nach Herstellerangaben isoliert. Die Zellwand der Bakterien

wurde mit einem Zell-Disruptor flir zehn Minuten aufgeschlossen.

Die 16S rRNA-Gen-PCR wurde durchgefiihrt, wie bei Borges et al. (2023) beschrieben. Verwendet
wurden der Vorwartsprimer 27F.1 (5-AGR GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) und der Reverse-Primer
1492r (5’-TAC CTT GTT ACG ACT T-3’), an die fiir jede Probe spezifische Barcodes und
Abstandssequenzen angefiigt wurden (Kuske et al., 2006; Frank et al., 2008; Borges et al., 2023). Die
Barcodes sind mit der Oxford Nanopore Technologie kompatibel (Krych et al., 2019) — somit konnten
die PCR-Produkte direkt fiir die Sequenzierung mit dem MinlON verwendet werden. Durch die PCR-
Primer mit Barcodes war es moglich die 16S rRNA-Genfragmente eindeutig der jeweiligen Probe
zuzuordnen. Fir alle Proben wurde ein technisches Duplikat angefertigt. Das PCR-Protokoll fiir die

Amplifikation der 16S rRNA-Genregion ist in Tabelle 30 gezeigt.

Tabelle 30: Bestandteile fiir die 16S rRNA-Gen-PCR zur Amplifikation und Barcodierung fiir die Metagenom-Sequenzierung
mit dem MinlON. +X: Platzhalter fir individuelle Barcodes und Abstandssequenzen.

Menge Bestandteil

2,5 ul Primer 27F.1 +X [10 pmol/pl]

2,5 ul Primer 1492r +X [10 pmol/pl]

6 ul dNTP Mix

5ul DNA-Template

10l 5x Taq polymerase buffer

0,5 pl (1 Einheit) ~ Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
23,5 ul Nukleasefreies Wasser
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Als Negativkontrolle wurden 5 ul nukleasefreies Wasser anstatt der DNA verwendet. Die PCR-

Bedingungen sind in Tabelle 31 aufgefihrt.

Tabelle 31: Bedingungen fir die Amplifikation der 16S rRNA-Gensequenz.

Temperatur Zeit Schritt

94 °C 3 min Initiale Denaturierung
94 °C 30s Denaturierung

56 °C 30s 32 Zyklen  Annealing

72 °C 1min10s Elongation

72 °C 5 min Finale Elongation

Das PCR-Produkt wurde mittels Gelelektrophorese Uberprift. Auf einem Agarosegel [1,5 %] mit TAE
[1 x] und 1 pl GelRed Nucleic Acid Stain wurden 5 pl PCR-Produkt mit 1 ul loading dye [6 x] aufgetragen.
Nach einer Stunde bei 100 Volt wurde der Erfolg der PCR mit einer Bande bei ca. 1.500 bp bestatigt.
Die Zuordnung der Barcode-Nummern zu den PCR-Produkten der Sprossenproben ist in Tabelle 32

aufgefihrt. Die Qualitdt der PCR-Produkte wurde mit dem NanoDrop 2000c Uberprift.

Tabelle 32: Barcode-Zuordnung der 16S rRNA-Genfragmente nach der PCR-Amplifikation fiir die 16S rRNA-Gen Metagenom-
Sequenzierung der Sprossenmikrobiota mittels MinlON. Die Sequenzierung wurde in Doppelbestimmung durchgefiihrt,
weshalb jeder Probe zwei Barcode-Nummern zugewiesen sind. SP = Sprossen.

Sprossenprobe Barcode-Nummer Barcode-Nummer
SP7 (nicht angereichert) 4 18
SP8 (nicht angereichert) 5 19
SP9 (nicht angereichert) 6 20
SP10 (nicht angereichert) 7 22
SP7 (angereichert) 11 27
SP8 (angereichert) 12 30
SP9 (angereichert) 13 31
SP10 (angereichert) 14 32

Die FragmentgroBe der PCR-Produkte wurde zusatzlich mit dem ScreenTape D5000 auf der
TapeStation 4150 gemessen. Ein Aufreinigungsschritt wurde durchgefiihrt, der nicht gewlinschte DNA-
Fragmente durch GroéRenselektion eliminierte. Fir die Entfernung von kleinen DNA-Fragmenten
wurden zunachst 50 pul PCR-Produkt mit 22,5 ul Magnetperlen gemischt und fir zehn Minuten im
Uberkopfmischer im Modus C3 mit 20 rpm inkubiert. Die Magnetperlen wurden durch fiinfminitige
Inkubation auf dem Magnetstinder pelettiert, der Uberstand entfernt und die Magnetperlen fiir
30 Sekunden getrocknet. Das Pellet wurde in 50 pl nukleasefreiem Wasser suspendiert und zehn
Minuten im Uberkopfmischer bei gleichen Bedingungen inkubiert. Durch eine zweiminiitige Inkubation
auf dem Magnetstinder pelletierten die Magnetperlen, und 50 ul Uberstand wurde fiir die
Weiterverarbeitung entnommen. Fir die Entfernung von groRen DNA-Fragmenten wurden die 50 pl
Uberstand mit 17,5 pl Magnetperlen gemischt und fiir zehn Minuten im Uberkopfmischer (Modus C3
mit 20 rpm) inkubiert. AnschlieRend pelletierten die Magnetperlen durch flinfminttige Inkubation auf
dem Magnetstinder. 50 ul Uberstand wurden entnommen und die FragmentgréRen erneut mit dem

ScreenTape D5000 auf der TapeStation 4150 gemessen.
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Fiir die Proben mit den Barcodenummern 7, 18, 22 erfolgte ein weiterer Aufreinigungsschritt, um
100 bp groRe DNA-Fragmente zu entfernen. Hierzu wurden 50 ul des PCR-Produkts mit 50 pl
Magnetperlen gemischt und fiinf Minuten lang inkubiert. Das Pelletieren auf dem Magnetstander
erfolgte fir finf Minuten. Die Pellets wurden zweimal mit je 200 pl Ethanol [80 %] gewaschen und der
Uberstand entfernt. Nach der Trocknung der Pellets fiir eine Minute, wurde die DNA mit 50 pl
nukleasefreiem Wasser von den Magnetperlen geldst. Nach einer Inkubation von zwei Minuten und
dem Pelletieren fiir weitere zwei Minuten auf dem Magnetstiander wurden 50 pl Eluat entnommen.
Die FragmentgroRRen der drei Proben wurden mit dem ScreenTape D5000 erneut auf der TapeStation

4150 gemessen.

Die DNA-Konzentration der aufgereinigten PCR-Produkte wurde mit dem Qubit dsDNA BR Assay Kit auf
dem Multimode-Mikroplattenlesegerat gemessen. Vor dem Ligationsschritt wurden die Proben
aquimolar gepoolt, indem von jeder Probe 100 ng eingesetzt wurden. 200 ng DNA der gepoolten Probe
wurden mit dem Ligation Sequencing Kit V14 nach dem genomic-dna-by-ligation-sqk-Isk114-
GDE_9161 v114 revL_29Jun2022-minion-Protokoll nach Herstellerangaben fiir die Sequenzierung
vorbereitet. Der Schritt ,,Barcode-Ligation” wurde nicht durchgefiihrt, da die Proben bereits durch die

PCR Barcodes besaRen. Die Laufzeit der Sequenzierung auf der R10.4.1 Flowcell betrug 16,5 Stunden.

Basecalling der Rohdaten wurde mit der GPU Guppy Basecalling Software (6.1.2) durchgefiihrt. Die
FASTQ-Daten wurden mit Porechop (v. 0.2.4) entsprechend ihren Barcodes sortiert (demultiplexed).
Der Q-Score wurde mittels Geneious Prime® ermittelt. Einen Q-Score von mindestens Q20 erreichten
81,8 % bis 83,2 %, mindestens Q30 erreichten 58,6 % bis 62,2 % der generierten Reads. Die Daten
wurden anschliefend mit NanoCLUST (NCBI-Datenbank 16S ribosomal RNA 2023-04-04; NCBI-
Datenbank taxdb 2023-04-03) mit den Standardparametern in Cluster eingeteilt. Die Nanoclust-
Ergebnisse (nanoclust_out.txt) wurden in das Programm Excel Gberfiihrt und die relative Abundanz
der Gattungen anhand der gesamten geclusterten Reads errechnet. Die relative Abundanz der

Gattungen wurde anschlieRend mit RStudio und dem ggplot2-Paket graphisch dargestellt.

2.5 Statistische Auswertung

Mit Ausnahme der Konjugationsversuche bei 10 °C (mit und ohne Anreicherungsschritt) aus Kapitel
2.3.4 wurden die Transferraten aller Konjugationsversuche des Kapitels berechnet und statistisch
untersucht. Hierfiir wurden die Einflisse der Temperatur (21 °C, 37 °C) und des Nahrmediums (LB-,
Salat-Agar) auf die Transferrate auf signifikante Unterschiede gepriift. Die logarithmierten
Transferraten (logie) wurden zundchst mittels ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse) analysiert,
gefolgt von Tukey-HSD-Post-Hoc-Test (Mehrfachvergleiche). Ebenfalls wurden die Einflisse des
Mediums (Sprossen, Mischsalat) auf die logarithmierte Transferrate (logio) der Konjugationsversuche
bei 37 °C (Kapitel 2.3.5) mit dem Tukey-HSD-Post-Hoc-Test (Mehrfachvergleiche) auf signifikante
Unterschiede gepriift. Fur die statistische Auswertung wurde das Statistikprogramm JMP® verwendet.
Ein signifikantes Ergebnis lag vor bei einem p-Wert < 0,05 (*) und ein hoch signifikantes Ergebnis bei

einem p-Wert 0,01 (**).

49



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von Enterobakterien pflanzlicher Frischeprodukte

Von pflanzlichen Frischeprodukten isolierte Enterobakterien (n=22), die in vorangegangenen
Arbeiten bereits phanotypisch charakterisiert wurden und zu denen teilweise MiSeq-Sequenzierdaten
vorlagen, wurden in der vorliegenden Arbeit ndher charakterisiert. Dabei war ein Ziel, die Plasmide der
Isolate besser beschreiben und darstellen zu kénnen. Von besonderem Interesse waren die
konjugativen Antibiotikaresistenzplasmide, die an der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen
beteiligt sein konnen. Teilweise zeigte PlasmidFinder in den MiSeq-Daten der vorangegangenen
Arbeiten bereits Hinweise darauf, dass sich Plasmide in den Enterobakterien befinden (Loop, 2019;
Cho et al., 2021). Allerdings ist es mit den MiSeqg-Sequenzierdaten alleine bisher nicht gelungen, die
Plasmide vollstandig darzustellen. Somit konnte auch nicht festgestellt werden, ob bzw. welche
Antibiotikaresistenzgene sich auf den Plasmiden befinden. Um die Chromosomen und die Plasmide
vollstandig darstellen zu kénnen, wurden die 22 Enterobakterien mit einer weiteren
Sequenziermethode (MinlON) sequenziert. Ein weiteres Ziel der Charakterisierung der Plasmide war

es, geeignete Kandidaten fiir Ubertragungsexperimente zu identifizieren.

3.1.1 Genotypische Charakterisierung der 22 Enterobakterien und ihrer Plasmide

Mit einer de novo-Hybridassemblierung (Unicycler) wurden die MiSeq- und MinlON-Sequenzierdaten
kombiniert. Dabei konnten die Chromosomen und alle 41 extrachromosomalen Sequenzen zirkular
geschlossen werden (Accession-Number bei NCBI: Tabelle 49, aulRer fiir Kpneu28 und Kpneu34). Die
assemblierten Sequenzdaten wurden genutzt, um die Stimme mittels dDDH eindeutig zu identifizieren
(Tabelle 33). Die Stamme wurden als C. gillenii (n = 1), C. portucalensis (n = 2), C. werkmanii (n = 2),
C. pasteurii (n = 2) C. freundii (n = 1), En. dykesii (n = 2), En. hormaechei (n = 1), En. bugandensis (n = 1),
K. grimontii (n = 1), K. variicola (n = 1), K. pneumoniae (n = 4) und E. coli (n = 4) identifiziert. Tabelle 33
zeigt weiterhin die ChromosomgroRRen und die Resistenzgene, die auf den Chromosomen der Stimme

detektiert wurden.

Tabelle 33: Ergebnisse der Identifizierung der 22 Enterobakterien durch digitale DNA-DNA-Hybridisierung (dDDH) mit
Enterobacteriaceae-Typ-Stammen (7). Die ChromosomgroRen, die mol% GC-Gehalte und auf dem Chromosom liegende
Resistenzgene des jeweiligen Stammes sind aufgelistet. Alle Chromosomen waren zirkular.

Stamm dDDH-Ergebnis und Referenzgenom Sequenz- mol% GC-  Resistenzgene auf dem
mit der héchsten Ahnlichkeit lange [bp] Gehalt Chromosom des Stammes
Cigil 32,4% Citrobacter murliniae 5.035.347 52,50
POSOCCL™
Cipo4 80,2%  Citrobacter portucalensis 4909.244 51,88 qnrB9?, blacwy-2
A60"
Ciw5.1 70,1 % Citrobacter werkmanii 5.085.698 52,09 aadAl, blaoxa-1, dfrA19,
NBRC 1057217 sull, catB3, ant(2")-la,
catAl, tet(B), gnrB34,
blacmy-ss
Ciw5.2 70,1 % Citrobacter werkmanii 5.076.889 52,08 aadAl, blaoxa-1, catAl,
NBRC 1057217 tet(B), gnrB34, blacwv-9s
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Stamm dDDH-Ergebnis und Referenzgenom Sequenz- mol% GC-  Resistenzgene auf dem
mit der héchsten Ahnlichkeit lange [bp] Gehalt Chromosom des Stammes
Cipab6.1 94,3 % Citrobacter pasteurii CIP 4.696.996 51,63
55.137
Cipab6.2 94,3 % Citrobacter pasteurii CIP 4.695.525 51,63
55.137
Cifll 91,7 % Citrobacter freundii ATCC  4.921.369 51,74 blacwy-as
80907
Cipo13 78,7 % Citrobacter portucalensis 4.882.283 52,03 qnrB9?, qnrB73, blacmy-34
A60T
Endyl 100 % Enterobacter dykesiiDSM  4.554.876 55,85 blaact-s, fosA
1113477
Endy2 100 % Enterobacter dykesii DSM  4.554.873 55,84 blaacr-s, fosA
1113477
Enh11l 91,8 %  Enterobacter hormaechei  4.701.271 55,70 blaact-7, fosA
subsp. steigerwaltii
DSM166917
Enb12 84,3 % Enterobacter bugandensis  4.836.219 56,07 fosA
EB2477
Ec1115 75,1% Escherichia coli 4.859.272 50,88
DSM30083"
Ec1117 74,7 % Escherichia coli 4.933.597 50,80
DSM30083"
Ec1119 74,1 % Escherichia coli 4.750.609 50,79
DSM30083"
Ec1120 75,7 % Escherichia coli 4.577.716 50,88
DSM30083"
Kgrl 95,5%  Klebsiella grimontii 5.850.048 55,89 0gxB, blaoxv-6-4
06D0217
Kva3 92,7%  Klebsiella variicola DSM 5.517.735 57,33 0gxB, ogxA, blaien7, fosA
159687
Kpneu4 929%  Klebsiella pneumoniae 5.315.652 57,33 0gxB, 0gxA, blastv-26*, fosA
ATCC 138837
Kpneu8 93,8%  Klebsiella pneumoniae 5.349.345 57,38 0gxB, ogxA, blaswv-27°, fosA
ATCC 138837
Kpneu28 93,1%  Klebsiella pneumoniae 5.264.246 57,49 0gxB, ogxA, blastv-ac®, fosA
ATCC 138837
Kpneu34 92,9%  Klebsiella pneumoniae 5.262.405 57,48 0gxB, ogxA, blaswv-2s’, fosA

ATCC 13883"

! gleiche Identitit, Sequenzabdeckung und Position im Contig wie gnrB32;
2 Sequenzabdeckung von 38,44 %;
3 gleiche Identitat, Sequenzabdeckung und Position im Contig wie gnrB9 und gnrB78;

4 gleiche Identitit, Sequenzabdeckung und Position im Contig wie blastv-7s, blastv-es, blasnv-1as, blaskv-17s,

blasuv-195 und blaskv-199;

> gleiche Identitat, Sequenzabdeckung und Position im Contig wie blaskv-110 und blasnv-191;

6 gleiche Identitat, Sequenzabdeckung und Position im Contig wie blaswv-ss, blaskv-7s, blaskv-ss und blastv-ss;

7 gleiche Identitat, Sequenzabdeckung und Position im Contig wie blaskv-1o;

* die Genomsequenz des Citrobacter gillenii-Typstammes war nicht verfiigbar (letzte Priifung: 10.08.2023). Der
Stamm wurde allerdings zuvor von Cho et al. (2021) als Citrobacter gillenii identifiziert.
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Die GenomgroRen der untersuchten Stimme reichten von 4,55 Mbp bis 5,85 Mbp. Dabei waren die
Genome von Enterobacter die kleinsten (4,55 Mbp bis 4,83 Mbp) und die von Klebsiella die grofSten
(5,26 Mbp bis 5,85 Mbp) (Tabelle 33). Der chromosomale mol% GC-Gehalt variierte zwischen 50,79 %
(Ec1119) und 57,49 % (Kpneu28) und war innerhalb der Gattungen ahnlich. Escherichia und Citrobacter
zeigten niedrige mol% GC-Gehalte, die zwischen 50,79 % und 50,88 % bzw. 51,63 % und 52,50 %
variierten. Die mol% GC-Gehalte von Enterobacter (55,70 % bis 56,07 %) und Klebsiella (55,89 % bis
57,49 %) waren deutlich hoher.

Die Enterobacter-Stamme Endyl und Endy2 sowie die Citrobacter-Stamme Cipa6.1 und Cipa6.2 bzw.
Ciw5.1 und Ciw5.2 haben jeweils bereits in der vorangegangenen taxonomischen Studie eine hohe
Ahnlichkeit gezeigt (Cho et al., 2021). Durch die Sequenzierung mit dem MinlON konnten die
Chromosomen nun vervollstdndigt werden. Die Stammpaare wurden mittels dDDH miteinander
verglichen und zeigten untereinander jeweils eine Ubereinstimmung von 100 %. Interessant waren
besonders die Stamme Ciw5.1 und Ciw5.2. Diese zeigten phanotypische Resistenzunterschiede
(Gentamicin; Tabelle 36), und das Chromosom von Ciw5.1 war 8.809 bp grofRer als das von Ciw5.2. Eine
8.152 bp lange chromosomale Sequenz, die der Stamm Ciw5.1 — nicht aber Ciw5.2 — besal3, bestand
unter anderem aus einem zusatzlichen Integron (Abbildung 4). Die Stimme besaBen jeweils zwei
Plasmide ohne Antibiotikaresistenzgene. Deren Plasmide Ciw5.1_1 und Ciw5.2_1 bzw. Ciw5.1_2 und

Ciw5.2_2 zeigten jeweils eine Ubereinstimmung von 100 %.
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Abbildung 4: Vergleich der chromosomalen Sequenzabschnitte von Ciw5.1 (64.740 - 76.677) und Ciw5.2 (64.740 - 68.530)
mittels Easyfig. Die Abbildung basiert auf den PGAP-Annotationsdaten. Wenn keine Genbezeichnung vorhanden war, wurde
die Produktbezeichnung der kodierenden Sequenz gewabhlt.

52



Ergebnisse

Wie in Abbildung 4 gezeigt, wies der Stamm Ciw5.1 im Vergleich mit dem Stamm Ciw5.2 eine
zusatzliche Resistenzregion auf dem Chromosom auf. In dieser Region waren — neben Genen fir
hypothetische Proteine — ein Desinfektionsmittelresistenzgen (qacEA1l), Antibiotikaresistenzgene
(dfrA19, catB3, sull, ant(2")-1a) und zusétzliche Gene fiir eine Integrase und eine Insertionssequenz
vorhanden. Da das Resistenzgen ant(2'")-la eine Resistenz gegen Gentamicin vermittelt, kénnte dies
der Grund dafiir sein, dass Ciw5.1 resistent gegen dieses Antibiotikum war, wahrend Ciw5.2 sensitiv
war. Ein Unterschied in der Resistenzfahigkeit gegen Chloramphenicol wurde nicht festgestellt, denn

beide Stamme besalen ein catAl-Gen.

Die haufigsten Resistenzgene auf den Chromosomen waren B-Laktam- (14 Stamme) und Fosfomycin-
Antibiotikaresistenzgene (9 Stamme). Die E. coli-Stamme, Cigil, Cipa6.1 und Cipa6.2 zeigten keine
Resistenzgene auf ihren Chromosomen. Alle anderen Citrobacter-Stamme, trugen blacyy auf dem
Chromosom und vier der acht Citrobacter-Stamme besaRen das Chinolon-Resistenzgen gnrB auf dem
Chromosom. Der Stamm Ciw5.1 wies die meisten und diversesten Antibiotikaresistenzgene auf dem
Chromosom auf. Diese zehn Antibiotikaresistenzgene (aadAl, blaoxa-1, dfrA19, sull, catB3, ant(2")-la,
catAl, tet(B), gnrB34, blacuves) kénnen Resistenzen gegen Antibiotika sieben unterschiedlicher
Antibiotikaklassen  (Tetracycline,  B-Laktam-Antibiotika, = Sulfonamide, = Diaminopyrimidine,
Fluorchinolone, Fenicole, Aminoglykoside) vermitteln. Die vier Enterobacter-Stamme zeigten dhnliche
Resistenzgene auf ihrem Chromosom, denn alle besallen fosA und bis auf den Stamm Enb12 auch
blaacr. Die K. pneumoniae und K. variicola-Stamme wiesen auf ihren Chromosomen fosA, ogxA/ogxB

und das B-Laktam-Antibiotikaresistenzgen blasuv oder blaen auf.

Von den insgesamt 22 Stammen wiesen die fiinf Stamme Cipa6.1, Cipa6.2, Endy1, Endy2, Kva3 keine
extrachromosomalen Sequenzen auf. Die restlichen 17 Stamme enthielten zwischen einer und flinf
extrachromosomalen Sequenzen, wobei die meisten Stamme eine oder zwei besalRen (Tabelle 34).
Insgesamt wurden 41 extrachromosomale Sequenzen detektiert, die in ihrer GréRe zwischen 2.000 bp
und 326.000 bp variierten. Dabei zeigte die Annotation der kleineren extrachromosomalen Sequenz
des Stammes Enb12 (Contig 3 mit 45.550 bp) Gberwiegend Phagengene. Die Sequenz konnte mittels
PHASTER als Prophagensequenz identifiziert werden. Fast die komplette Sequenz (49 bp bis 45.026 bp)
wurde als intakte Prophage (score = 105) bewertet und kodierte 58 Proteine. Der Phage in der
Datenbank mit der héchsten Anzahl an homologen Proteinen war der Phage N15. Dieser liegt im
Wirtsbakterium extrachromosomal als linearer Plasmid-Prophage vor (Rybchin und Svarchevsky, 1999;
Ravin, 2011). Der Prophage MStein-2023a (Enb12, Contig 3; Accession-Number bei NCBI: CP115603)
wird in den folgenden Auswertungen nicht bericksichtigt, da in der vorliegenden Arbeit nur die
Plasmide der untersuchten Enterobakterien-Stamme charakterisiert werden sollten. Die
verbleibenden extrachromosomalen DNA-Fragmente zeigten keine intakten Prophagenregionen und
werden nachfolgend als Plasmide bezeichnet. Von den insgesamt 40 Plasmiden wurden 35 % als kleine
(< 7.000 bp) und 65 % als grolRe Plasmide (> 32.000 bp) eingestuft. Cipol3 war der einzige Stamm mit
flinf Plasmiden (Tabelle 34). Alle fiinf Plasmide wurden als grolRe Plasmide klassifiziert, sodass dieser
Stamm insgesamt ca. 0,6 Mbp an extrachromosomaler DNA aufwies. Bis auf E. coli Ec1115 besaRen
alle Enterobacter- und E. coli-Stamme ausschlieflich groRe Plasmide. Der Stamm Ec1115 wies neben

drei grolRen Plasmiden auch ein weiteres kleines Plasmid auf. Die vier K. pneumoniae-Stamme besaRen
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mindestens ein groRes und ein kleines Plasmid. Bis auf Ciw5.1 und Ciw5.2, die jeweils Gber zwei kleine

Plasmide verfligten, zeigten Citrobacter-Stamme nur groRe Plasmide (Tabelle 34).

Bis auf zwei Plasmide lag der mol% GC-Gehalt der Plasmide zwischen 41,49 % und 56,51 % (Tabelle
34). Die beiden 2.725 bp groBen Plasmide von Ciw5.1 und Ciw5.2 wiesen mit 32,41 % den niedrigsten
mol% GC-Gehalt auf. Ca. 83 % der Plasmide zeigten einen héheren mol% GC-Gehalt als das
Wirtschromosom. Bei vier grofRen (pCIGI1_1, pCIPO4_1, pCIPO13 3, pEC1115_3) und drei kleinen
Plasmiden (pCIW5.1_1, pCIW5.2_1, pEC1115_4) war der mol% GC-Gehalt geringer als der des

Wirtschromosoms.

Die Diversitat der Antibiotikaresistenzgene auf den Plasmiden der von pflanzlichen Frischeprodukten
isolierten Stamme war groR. Von den 40 Plasmiden, die in 17 Enterobakterien detektiert wurden,
besaen neun Stamme insgesamt elf Antibiotikaresistenzplasmide (Tabelle 34). Beide Plasmide des
Stammes Cipo4 trugen jeweils ein Tetracyclin-Resistenzgen (tet(A) und tet(D)). Bei dem Stamm
Kpneu34 wurden vier Plasmide detektiert, von denen zwei multiple Resistenzgene aufwiesen. Keines
der Plasmide unter 7 kbp besal} Antibiotikaresistenzgene, ebenso wenig wie die drei grofSten Plasmide.
Innerhalb der elf Antibiotikaresistenzplasmide lieR die Anzahl der Resistenzgene keinen
Zusammenhang mit der GroRe der Plasmide erkennen. Beispielsweise war das Plasmid mit den
meisten Antibiotikaresistenzgenen (pKPNEU34_2) nur 63.972 bp grof3, wahrend das Plasmid von
Ec1117 bei einer GroRe von 119.797 bp nur ein Resistenzgen zeigte (Tabelle 34). Keines der
Enterobacter-Plasmide (0/2), 25 % der Klebsiella-Plasmide (4/16), 27 % der Citrobacter-Plasmide
(4/15) und 43 % der Escherichia-Plasmide (3/7) zeigten Antibiotikaresistenzgene. Die Plasmide wiesen

entweder ein, zwei, drei, sechs oder zwolf Resistenzgene pro Plasmid auf (Tabelle 34).

Die am haufigsten vertretenen Antibiotikaresistenzgene auf den Plasmiden waren Resistenzgene
gegen Aminoglykoside (11 Gene), Tetracycline (10 Gene) und Sulfonamide (7 Gene). Bis auf ein
Resistenzplasmid besaRen alle ein Tetracyclin-Resistenzgen (tet(A), tet(D) und tet(Y)), wobei tet(A) am
haufigsten vertreten war. Das E. coli-Plasmid pEC1115_1 und die K. pneumoniae-Resistenzplasmide
wiesen sechs bzw. zwolf Resistenzgene auf, die Resistenzen gegen mindestens vier Antibiotikaklassen
vermitteln. Beide Resistenzplasmide des Stammes Kpneu34 hatten jeweils zwei Resistenzgene, die auf
keinem weiteren Plasmid der untersuchten Stamme detektiert wurden. Das Plasmid pKNEU34_1
besaB unter anderem das Makrolid-Resistenzgen mph(A) und ein Fenicol-Resistenzgen catAl. Das
Plasmid pKNEU34 2 wies insgesamt zwolf Antibiotikaresistenzgene auf, unter anderem das
Rifampicin-Resistenzgen arr-3 und das Gen aac(6')-lb-cr (Tabelle 34). Letzteres kodiert eine
Aminoglykosid-Acetyltransferase die Resistenzen gegen Fluorchinolon- und Aminoglykosid-Antibiotika
vermittelt (Vetting et al., 2008).
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Tabelle 34: Genotypische Charakterisierung von Enterobacteriaceae-Plasmiden. Die Ergebnisse von PlasmidFinder, ResFinder, MOB-suite werden gezeigt. Die Replikon-Typen und Resistenzgene
sind nach der Reihenfolge im Contig angeordnet. Alle Plasmide waren zirkular.

Plasmid Sequenzlange mol% GC- Inc- / Replikon-Typen Antibiotikaresistenzgene Prognostizierte Prognostizierte Wirts-
[bp] Gehalt (Metallresistenzgene) Mobilitdt (MPF-Typ) Reichweite
pCIGI1_1 119.408 54,22 tet(Y), aph(6)-Id, aph(3")-1b Konjugativ (MPFe) Enterobacteriaceae
pCIGI1_2 107.458 50,87 IncFIB(pHCM2) Nicht mobilisierbar Enterobacterales
pCIGI1_3 55.797 51,89 Mobilisierbar Enterobacterales
pCIPO4_1 91.909 52,06 tet(D) Mobilisierbar Enterobacteriaceae
pCIPO4_2 49.031 51,74 IncR tet(A) Mobilisierbar Enterobacterales
pCIW5.1_1 5.410 52,26 Col(pHAD28)?%, Col44011* Mobilisierbar Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria
pCIW5.1_2 2.715 32,41 Nicht mobilisierbar
pCIW5.2_1 5.410 52,26 Col440I1%, Col(pHAD28)* Mobilisierbar Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria
pCIW5.2 2 2.715 32,41 Nicht mobilisierbar
pCIF11 1 228.564 47,47 pKPC-CAV1321 (Quecksilberresistenzgene) Mobilisierbar Enterobacteriaceae
pCIPO13 1 326.286 47,14 IncHIZA(NDM-CIT), (Tellurresistenzgene) Konjugativ (MPFe) Enterobacterales
IncHI1B(pNDM-CIT)
pCIPO13_2 108.873 50,5 IncFIB(pHCM2) Nicht mobilisierbar Enterobacterales
pCIPO13_3 91.270 53,01 IncFIB(K), IncFII(Yp) sul2, tet(D) Konjugativ (MPFr) Enterobacterales
pCIPO13_4 39.641 48,54 Mobilisierbar Enterobacterales
pCIPO13_5 32.965 50,35 IncN2 Konjugativ (MPFr) Gammaproteobacteria
pENH11 1 158.457 52,42 IncFII(pECLA), IncFIB(pECLA) Konjugativ (MPFe) Enterobacterales
pENB12_1 82.766 46,89 Konjugativ (MPFe) Enterobacter
pEC1115_1 179.575 50,62 IncFIB(AP001918), IncQ1?, tet(A), dfrA5, blatem-1s, sul2, Konjugativ (MPF¢) Proteobacteria
IncFll aph(3")-lb, aph(6)-Id
(Quecksilberresistenzgene)
pEC1115 2 92.661 49,88 Incl1-I(Alpha) Konjugativ (MPF) Enterobacterales
pEC1115 3 68.264 51,81 IncFII(pHN7AS8) Konjugativ (MPFe) Enterobacterales
pEC1115 4 3.374 55,19 Mobilisierbar Enterobacteriaceae
pEC1117_1 119.797 50,64 IncFIB(AP001918) tet(A), dfrA5 Konjugativ (MPFe) Enterobacterales
pEC1119 1 34.007 48,71 Konjugativ (MPFr) Gammaproteobacteria
pEC1120 1 90.204 48,92 p0111 tet(A) Nicht mobilisierbar Enterobacterales
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Plasmid Sequenzlinge mol% GC- Inc- / Replikon-Typen Antibiotikaresistenzgene Prognostizierte Prognostizierte Wirts-
[bp] Gehalt (Metallresistenzgene) Mobilitdt (MPF-Typ) Reichweite
pKGR1_1 5.665 48,7 Col440I1%, Col(pHAD28)* Mobilisierbar Proteobacteria
pKGR1_2 4,721 52,09 Mobilisierbar Enterobacterales
pKGR1_3 4.096 55,52 Col44ol* Mobilisierbar Actinobacteria, Proteobacteria
pKGR1_4 3.173 48 Nicht mobilisierbar Proteobacteria
pKPNEU4 1 234.572 51,1 IncFIB(K)(pCAV1099-114), (Tellurresistenzgene) Nicht mobilisierbar Enterobacterales
IncFIA(pBK30683)
pKPNEU4 2 6.455 54,64 Col44ol1* Nicht mobilisierbar Actinobacteria, Proteobacteria
pKPNEU8_1 51.693 54,13 IncR dfrA14, qnrS3, qnrS1%, blawse-2, Nicht mobilisierbar Enterobacterales
tet(A), sul2
pKPNEU8_2 2.987 45,36 Col4401* Nicht mobilisierbar Enterobacteriaceae
pKPNEU28_1 139.211 51,66 IncFIB(K) (Kupfer-/Silberresistenzgene, Nicht mobilisierbar Enterobacterales
Arsenresistenzgene)
pKPNEU28_2 121.449 51,76 IncR, IncFlI(K) sull, dfrAl, tet(A), gnrS1, Konjugativ (MPFe) Enterobacterales
blatem-1s, blacrx-m-15
pKPNEU28_3 42.330 50,34 Konjugativ (MPFr) Gammaproteobacteria
pKPNEU28 4 4.686 44,15 Col4401* Nicht mobilisierbar Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria
pKPNEU34 1 209.900 53,29 IncFIB(K), IncFII(K) aph(3')-la, mph(A), sull, aadA2, Konjugativ (MPF) Enterobacterales
dfrA12, catAl
(Kupfer-/Silberresistenzgene,
Arsenresistenzgene)
pKPNEU34_2 63.972 52,71 IncFIA(HI1), IncR aac(3)-11d, blaskv-2, tet(D), sull, Mobilisierbar Enterobacterales
aadAl6, dfrA27, arr-3,
aac(6')-1b-cr, sul2, aph(3")-Ib,
aph(6)-1d, blatem-18
(Quecksilberresistenzgene)
pKPNEU34 3 4.167 41,49 Col(pHAD28)* Nicht mobilisierbar Actinobacteria, Proteobacteria
pKPNEU34_4 2.058 56,51 Nicht mobilisierbar Enterobacterales

1 |dentitit zwischen 83,57 % und 95,61 %;

2 Sequenzabdeckung von 66 %;

3 Sequenzabdeckung von 63 %; gleiche Identitit, Sequenzabdeckung und Position in Contig wie qnrS3, qnrS4, qnrS7, qnrS8, qnrS10, gnrS11, gnrS12, gnrS13;

4 Sequenzabdeckung von 38 %.
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Mit dem PlasmidFinder wurden insgesamt elf verschiedene Replikon-Typen identifiziert. Unter
anderem wurden IncFIB (n = 9), IncFll (n = 6), IncR (n = 4), IncFIA (n = 2), Incl (n = 1), IncHI1A/B (n = 1),
IncQ (n = 1), IncN (n = 1) und Col-Replikon-Typen (n = 11) detektiert (Tabelle 34). Fir insgesamt 13
komplette, zirkuldre Plasmide konnte keine Ubereinstimmung mit den Replikon-Typen in der
PlasmidFinder-Datenbank gefunden werden. In 16 Plasmiden wurde nur ein Replikon-Typ detektiert.
Plasmide mit multiplen Replikon-Typen wurden in insgesamt elf Plasmiden gefunden, wobei nur das
Plasmid pEC1115_1 drei Replikon-Typen aufwies. Der haufigste Replikon-Typ war IncFIB, gefolgt von
IncFll. Die beiden Replikon-Typen wurden teilweise gemeinsam gefunden, oder in Kombination mit
den Replikon-Typen IncQl oder IncR. In kleinen Plasmiden wurden nur die Col-Replikon-Typen Col440l,
Col440ll und Col(pHAD28) detektiert. Die Replikon-Typen Col440Il und Col(pHAD28) wurden fast
immer zusammen auf einem Plasmid identifiziert (Tabelle 34), wahrend Col440I ausschlielRlich allein

gefunden wurde.

Nicht auf jedem Plasmid, bei dem IncF als Replikon-Typ identifiziert wurde, wurden
Antibiotikaresistenzgene gefunden. Von den elf Antibiotikaresistenzplasmiden waren sechs IncF-
Replikon-Typen (Tabelle 34). Weiterhin war IncR mit Antibiotikaresistenz assoziiert, denn auf jedem
IncR-Plasmid (teilweise auch als Multireplikons), wurden Antibiotikaresistenzgene gefunden. Die
Plasmide mit den Replikon-Typen IncN oder Incl besalRen keine Resistenzgene gegen Antibiotika. Zwei

Plasmiden mit Antibiotikaresistenzgenen konnten keine Replikon-Typen zugewiesen werden.

Das Software-Tool MOB-suite trifft Vorhersagen Uber die Mobilitdit der Plasmide. Von den
untersuchten Plasmiden wurden 35 % als konjugativ, 30 % als mobilisierbar und 35 % als nicht
mobilisierbar eingestuft (Tabelle 34). Dabei war die Halfte der grofRen Plasmide konjugativ, wahrend

die restlichen grofRen Plasmide entweder mobilisierbar oder nicht mobilisierbar waren.

Neben Resistenzgenen gegen antimikrobielle Substanzen, wurden auf den Plasmiden auch
Resistenzgene gegen Metalle gefunden. Ahnlich wie Antibiotikaresistenzgene waren
Metallresistenzgene nur auf grofRen Plasmiden zu detektieren (Tabelle 34). Das kleinste Plasmid,
welches Resistenzgene gegen Metalle besaR, war 63.972 bp groR (pKPNEU34_2). In Enterobacter-
Stammen wurden keine Metallresistenzgene auf Plasmiden gefunden. Das E. coli-Plasmid pEC1115_1
besaR Resistenzgene gegen Quecksilber. Gene, die potenziell Resistenzen gegen Silber, Kupfer, Arsen
sowie Quecksilber und Tellur vermitteln, wurden auf manchen der Klebsiella-Plasmide gefunden.
Citrobacter-Plasmide zeigten Resistenzgene gegen Quecksilber und Tellur. Quecksilber-Resistenzgene

wurden am haufigsten auf den untersuchten Plasmiden detektiert.
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Mit dem Programm MobileElementFinder wurden mdégliche Composite und Unit Transposons auf den
Plasmiden identifiziert. Somit konnte auch herausgefunden werden, welche Antibiotikaresistenzgene
moglicherweise zwischen DNA-Sequenzen mobilisiert werden koénnen (Tabelle 35). Auf diesen
Transposons wurden aulRerdem Resistenzgene gegen Metalle (pCIF11_1, pKPNEU4_1, pKPNEU28_1,
pKPNEU34_1), Gene fiir Toxin-Antitoxin-Systeme (pCIPO4_2, pCIF11_1, pCIPO13_1, pCIPO13_3,
pKPNEU4_1, KPNEU28 1, Kpneu34_1) und Gene fir Replikationsproteine (pCIPO4_2 [IncR],
pEC1115_1 [IncQ], pKPNEU34_2 [IncFIA]) detektiert. Verschiedene Insertionssequenzen waren mit
Composite Transposons assoziiert. 1S26 wurde als Insertionssequenz bei fast allen Composite
Transposons identifiziert, die mit Antibiotikaresistenzgenen assoziiert waren. Die beiden Enterobacter-
Plasmide zeigten weder Composite noch Unit Transposons. In den hier untersuchten Plasmiden waren

50 % der Antibiotikaresistenzgene mit Composite oder Unit Transposons assoziiert.

Tabelle 35: Mittels MobileElementFinder identifizierte Composite und Unit Transposons der Plasmide, die potenziell
Antibiotikaresistenzgene innerhalb der Bakterienzelle mobilisieren konnen. IS = Insertionssequenz; Tn = Transposon.

Plasmid Transposon Typ (IS / Tn) Position im Plasmid Antibiotikaresistenzgene
pCIPO4_1 Composite Transposons (1S26) 7.798 - 12.964 tet(D)
pCIPO13_3 Composite Transposons (1S26) 14.640 - 48.044 sul2
Composite Transposons (IS5075) 40.843 - 53.719 sul2, tet(D)
Composite Transposons (1S26) 47.224 -52.387 tet(D)
pEC1115_1 Composite Transposons (1S26) 88.051 - 91.607 blatem-1s
Composite Transposons (IS26) 90.787 - 96.813 aph(6)-Id, aph(3")-Ib, sul2
pEC1120_1 Unit Transposon (Tn1721) 56.428 - 67.555 tet(A)
pKPNEU28_2 Composite Transposons (IS26) 3.452 - 15.375 tet(A), sull, dfrAl
pKPNEU34_2 Composite Transposons (IS26) 900 -7.267 aac(3)-Ild
Composite Transposons (1S26) 6.447 - 12.008 blasuv-2
Composite Transposons (IS26) 11.188 - 21.182 tet(D)
Composite Transposons (IS26) 20.362 - 32.258 sull, aadAl6, dfrA27, aar-3,
aac(6')-1b-cr
Composite Transposons (IS26) 31.438 - 40.709 sul2, aph(3")-lb, aph(6)-Id,
blatem-18

Mit dem IntegronFinder wurden Klasse-1-Integrons mit entsprechenden Genkassetten gefunden
(Abbildung 5). Die Plasmide pEC1115_1, pEC1117_1, pKPNEU34_1 und die Chromosomen der Stimme
Ciw5.1 und Ciw5.2 besallen Klasse-1-Integrons. In allen Genkassetten der Integrons wurden
Antibiotikaresistenzgene detektiert. Die Klasse-1-Integrons von pEC1115_1 und pEC1117_1 waren
identisch und schlossen eine Insertionssequenz IS26 mit ein. Die Chromosomen von Ciw5.1 und Ciw5.2
zeigten ein identisches Integron, jedoch besalR Ciw5.1 ein weiteres Integron, welches Ciw5.2 nicht
besal (Abbildung 4 und Abbildung 5).
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Abbildung 5: Klasse-1-Integrons, die mittels IntegronFinder auf den Chromosomen und den Plasmiden der untersuchten
Enterobakterien detektiert wurden. Das Integron von pKPNEU34_2 ist unvollstdndig, da eine Integron-Integrase fehlt.
*Pseudogen (PGAP).

Die Integrons von Ciw5.1, pKPNEU34_1 und pKPNEU34_2 zeigten das Desinfektionsmittelresistenzgen

gacEA1, welches auf das Antibiotikaresistenzgen sull folgte.

3.1.2 Phanotypische Antibiotikaresistenz der untersuchten Enterobakterien

Die 22 Enterobakterien wurden mit dem minimalen Hemmkonzentrationstest auf ihre phanotypische
Antibiotikaresistenz getestet. Somit konnte auBerdem ermittelt werden, welche Menge Antibiotikum
[ug/ml] in dem Selektivmedium eingesetzt werden kann, um das Resistenzplasmid in den
Konjugationsversuchen zu selektieren. Insgesamt zeigten die einzelnen Stamme unterschiedliche
phanotypische Antibiotikaresistenzen. Teilweise waren die Stamme nur gegen eines der getesteten
Antibiotika intermediar resistent bzw. resistent (Cipa6.1, Cipa6.2, Cifll, Enb12, Ec1119, Ec1120, Kva3
- Tabelle 36). Andererseits zeigte die Halfte der Stamme Resistenzen gegen Antibiotika von mindestens
drei Antibiotikaklassen. Insgesamt waren drei Stimme resistent gegen sechs (Ciw5.2) bzw. alle sieben

getesteten Antibiotika (Ciw5.1 und Kpneu34).

Fast alle Stimme (86 %) waren resistent gegen Ampicillin und zwei weitere Stamme (9 %) waren
intermediar resistent. Nur der Stamm Ec1120 war sensitiv gegenliber Ampicillin. Gegen Tetracyclin
waren mehr als die Halfte der Stdmme (55 %) resistent. Acht (36 %) bzw. sieben Stdamme (32 %) zeigten
eine Resistenz gegen die Antibiotika Streptomycin bzw. Ciprofloxacin und nur vier Stamme (18 %)
waren jeweils resistent gegen Chloramphenicol und Cefotaxim. Gegen Gentamicin waren nur die

Stdmme Ciw5.1 und Kpenu34 resistent (9 %).
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Tabelle 36: Ergebnisse des minimalen Hemmkonzentrationstests fir die 22 Enterobakterien. Die Richtgrenzwerte stammten
von CLSI (2022) und fir Streptomycin von NARMS (2019): Tetracyclin (TE; s <4 pg/ml; r > 16 pg/ml), Streptomycin (S;
s <16 pug/ml; r 232 ug/ml), Chloramphenicol (CHL; s <8 pg/ml; r > 32 pug/ml), Ampicillin (AMP; s <8 pg/ml; r > 32 pg/ml),
Ciprofloxacin (CIP; s<0,25 pg/ml; r=1 pg/ml), Gentamicin (CN; s <4 pg/ml; r>16 pg/ml), Cefotaxim (CTX; s<1 pg/ml;
r >4 ug/ml). Rot = resistent; gelb = intermediar; griin = sensitiv.

Stamm TE s CHL AMP cip CN CTX
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Cigil 256 > 256 16 32 <0,25 2 <0,5
Cipo4 256 64 8 32 <0,25 2 <0,5
s Ciw5.1 256 128 > 256 > 256 16 32 8
S Ciw5.2 256 128 > 256 > 256 8 1 32
§ Cipa6.1 2 4 8 64 <0,25 1 <0,5
S Cipa6.2 2 4 8 16 <0,25 <0,5 <0,5
Cif11 2 16 8 256 <0,25 1 1
Cipo13 256 32 8 64 <0,25 1 <0,5
b Endy1 4 8 8 256 0,5 1 <0,5
3 Endy2 4 4 4 128 0,5 1 <0,5
S Enh11 4 8 8 > 256 0,5 1 <05
s Enb12 4 8 8 > 256 <0,25 1 <0,5
o Ec1115 64 > 256 4 16 <0,25 4 <0,5
§ Ec1117 64 > 256 8 > 256 <0,25 1 <0,5
< Ec1119 4 16 8 > 256 <0,25 4 <0,5
& Ec1120 256 16 8 8 <0,25 2 <0,5
Kgrl 128 4 2 64 1 <0,5 <0,5
. Kva3 2 4 4 32 <0,25 1 <0,5
5 Kpneu4 2 8 32 256 1 1 <0,5
ﬁ Kpneus 128 2 16 256 32 1 <0,5
~  Kpneu2s 128 4 4 > 256 1 1 > 256
Kpneu34 = >256 > 256 > 256 > 256 64 256 4

3.1.3 Auswahl der potenziellen Spenderstamme fiir Konjugationsversuche

Insgesamt wurden neun Stamme identifiziert, die 14 konjugative Plasmide besallen. Mit der
zusatzlichen Information von ResFinder beziiglich der Resistenzgene auf den Plasmiden konnten sechs
Stamme mit jeweils einem konjugativen Antibiotikaresistenzplasmid gefunden werden. Da der IncF-
Replikationstyp am haufigsten detektiert wurde und aulRerdem bei der Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen innerhalb von Enterobacteriaceae eine wichtige Rolle spielt (Carattoli, 2009;
Villa et al., 2010), wurden Stamme mit einem IncF-Replikon-Typ und dem Paarbildungssystem MPF¢
fiir die Konjugationsversuche ausgewahlt. Insgesamt passten die Kriterien auf jeweils ein Plasmid der
vier moglichen Spenderstamme Ec1115, Ec1117, Kpneu28 und Kpneu34. Zudem wurde eine
phanotypische Ermittlung der minimalen Hemmkonzentration mit Kanamycin und Rifampicin —
Selektionsantibiotika flir den Empfangerstamm CV601 — durchgefiihrt. Flir Rifampicin ist bei CLSI
(2022) kein Referenzwert vorhanden. Die Selektion sollte mit 50 pg/ml Rifampicin durchgefiihrt
werden (Blau et al., 2018), weshalb die MHK weniger als 50 pug/ml betragen sollte. Kpneu34 war
resistent gegen Kanamycin und wurde durch 50 pg/ml Rifampicin nicht im Wachstum gehemmt

(Tabelle 37). Deshalb wurde Kpneu34 als Spenderstamm ausgeschlossen.
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Tabelle 37: Ergebnisse des minimalen Hemmkonzentrationstests fiir die moglichen Spenderstaimme flr

Konjugationsversuche. Richtgrenzwert fir Kanamycin-Resistenz: s <16 pug/ml; r > 64 ug/ml (CLSI, 2022). Eine Hemmung
durch Rifampicin sollte bei < 50 ug/ml erfolgen.

Rifampicin [pg/ml] Kanamycin [pug/ml]

Kpneu28 32 2
Kpneu34 > 256 > 256
Ec1115 32 16
Ec1117 32 8

Somit wurden die E. coli-Stamme Ec1115, Ec1117 und der Klebsiella-Stamm Kpneu28 mit den

Antibiotikaresistenzplasmiden pEC1115_1 (Abbildung 6), pEC1117_1 (Abbildung 7) und pKPNEU28_2
(Abbildung 8) fiir die Konjugationsversuche ausgewahlt.
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Abbildung 6: Plasmid-Karte des Antibiotikaresistenzplasmids pEC1115_1 des Konjugations-Spenderstammes Ec1115. Die
Abbildung wurde mit CGview anhand der PGAP-Annotationsdaten erstellt. Wenn keine Genbezeichnung vorhanden war,
wurde die Produktbezeichnung der kodierenden Sequenz gewahlt. HP = hypothetisches Protein. *Pseudogen (PGAP).
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Abbildung 7: Plasmid-Karte des Antibiotikaresistenzplasmids pEC1117_1 des Konjugations-Spenderstammes Ec1117. Die
Abbildung wurde mit CGview anhand der PGAP-Annotationsdaten erstellt. Wenn keine Genbezeichnung vorhanden war,
wurde die Produktbezeichnung der kodierenden Sequenz gewahlt. HP = hypothetisches Protein. ¥*Pseudogen (PGAP).
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Abbildung 8: Plasmid-Karte des Antibiotikaresistenzplasmids pKPNEU28_2 des Konjugations-Spenderstammes Kpneu28. Die
Abbildung wurde mit CGview anhand der PGAP-Annotationsdaten erstellt. Wenn keine Genbezeichnung vorhanden war,
wurde die Produktbezeichnung der kodierenden Sequenz gewahlt. HP = hypothetisches Protein. *Pseudogen (PGAP).
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3.2 Konjugationsversuche mit den Spenderstammen Ec1115, Ec1117 und
Kpneu28

Konjugationsversuche wurden mit den Spenderstammen Ec1115, Ec1117, Kpneu28 (Tabelle 38) und
dem Empfangerstamm CV601 durchgefiihrt. Zunachst sollte in den Konjugationsvorversuchen getestet
werden, ob Konjugation moglich ist. AnschlieRend sollte die Transferhdufigkeit der Plasmide bei
unterschiedlichen Nahrstoffangeboten und Inkubationszeiten mit einem etablierten Spender-

Empfanger-System getestet werden (Konjugationsversuche A und B).

Tabelle 38: Ubersicht iiber die Plasmide der Spenderstimme Ec1115, Ec1117 und Kpneu28, die fiir Konjugationsversuche
verwendet wurden. Die konjugativen Antibiotikaresistenzplasmide sind grau hinterlegt.

Stamm Plasmid Sequenz- Inc- / Replikon- Resistenzgene Prognostizierte
lange [bp] Typen Mobilitat (MPF-Typ)
pEC1115_1 179.575 IncFIB(AP001918), tet(A), dfrAS5, blatem-1g, Konjugativ (MPF)
1 IncQ1, IncFll sul2, aph(3")-1b, aph(6)-Id
e pEC1115 2 92.661 Incl1-1(Alpha) Konjugativ (MPF)
& pEC1115_3 68.264 IncFIl(pHN7AS) Konjugativ (MPF¢)
pEC1115 4 3.374 Mobilisierbar
~  PECI117_1  119.797  IncFIB(APO01918) tet(A), dfrAS Konjugativ (MPFe)
2
w
pKPNEU28 1  139.211 IncFIB(K) Nicht mobilisierbar
% pKPNEU28 2  121.449 IncR, IncFlI(K) sull, dfrA1l, tet(A), gnrS1,  Konjugativ (MPFe)
@ blatem-18, blacrx-m-15
S pKPNEU28 3  42.330 Konjugativ (MPFr)
pKPNEU28 4 4.686 Col440l Nicht mobilisierbar

3.2.1 Konjugationsvorversuche

Fir die Konjugationsvorversuche mit den Spenderstammen Kpneu28, Ec1115, Ec1117 und dem
Empfangerstamm CV601 wurde das Filtermating bei unterschiedlichen Bedingungen durchgefihrt.
AuBerdem sollte die Identitatspriifung von Transkonjuganten mittels Multiplex-PCR getestet werden.
Die Primerpaare fiir die Multiplex-PCR wurden zunachst in Simplex-PCRs mit den Spenderstammen
und dem Empfangerstamm getestet. Dabei konnten nach der PCR die gewiinschten Banden mit
erwarteter Fragmentgrofle detektiert werden, und auch die Sanger-Sequenzierung ergab die
Amplifikation der korrekten Zielregion. Die Primerpaare zur Detektion der Spenderstamme und ihrer
Plasmide erzeugten bei dem Empfangerstamm keine DNA-Banden auf dem Gel, wodurch die
Exklusivitat der Primerpaare bestatigt wurde. Weiterhin ergab auch die PCR zur Detektion des gfp-
Gens kein Signal, wenn Spenderstamme getestet wurden. Die jeweiligen Primerpaare waren auch
kompatibel untereinander und amplifizierten die gewiinschten Genabschnitte, wenn Spender- und
Empfanger-DNA gleichzeitig in dem PCR-Ansatz eingesetzt wurden (Positivkontrollen). Bei den
Konjugationsversuchen wurde die Identitat eines Stammes als Transkonjugant bestatigt, wenn die
Multiplex-PCR eine Bande fir den Empfangerstamm bei 779 bp, eine Bande fir das konjugative
Resistenzplasmid (181 bp bis 278 bp) und keine Bande fiir das Spenderchromosom (410 bp bis 520 bp)
zeigte (Beispiel: Abbildung 9).
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Asil/32 |
CV601 + Kpneu28
N=H,0
oM

p=

—
'-- <4—— Chromosomale Zielregion von CV601 (gfp-G en)

M <—— cChromosomale Zielregion von Kpneu28 (ybtP-Gen)
“ <4——— Plasmid-Zielregion von pKPNEU 28_2 (Replikationsgen)

L

Abbildung 9: Gelelektrophorese-Ergebnis einer Multiplex-PCR zur ldentifizierung des Transkonjuganten A46l11/32 des
Spenderstammes Kpneu28. N = Negativkontrolle; P = Positivkontrolle; M = GeneRuler DNA Ladder Mix.

Mit dem Spenderstamm Ec1117 wurden Filtermating-Experimente bei 37 °C fiir eine bis flinf Stunden
sowie fur 20 Stunden durchgefiihrt und zusatzlich bei 21 °C fir zehn Tage. Da bei keinem dieser
Versuche Transkonjuganten nachgewiesen wurden, wurde Ec1117 fir die Hauptversuche nicht

verwendet.

Andererseits waren die Konjugationsversuche mit den Spenderstdmmen Ec1115 und Kpneu28
erfolgreich, denn Transkonjuganten konnten auf den entsprechenden Selektivagarplatten
(LB+KA/RD/TE-Agar) detektiert werden. Die Transkonjuganten zeigten, wie erwartet, ein Wachstum
auf den Selektivagarplatten und ein griines Fluoreszenzsignal bei Betrachtung unter UV-Licht. Bei den
Ubertragungsversuchen mit dem Spender Kpneu28 konnten in allen Versuchen, bis auf die Versuche
bei 4 °C fur sieben Tage, Transkonjuganten detektiert werden. Bereits nach einer Stunde Konjugation
wurde eine Ubertragung nachgewiesen. Die Priifung der Identitat mittels Multiplex-PCR funktionierte
fir die Transkonjuganten des Kpneu28-Spenderstammes wie erwartet. In jedem Transkonjuganten
wurde das Antibiotikaresistenzplasmid mittels PCR nachgewiesen. Insgesamt wurden von jeder
erfolgreichen Konjugation ein bis zwei Stamme nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt (Tabelle 17) und
mit den Sequenziergeraten MiSeq und dem MinlON ganzgenomsequenziert. Mit der Sequenzierung

sollten die Transkonjuganten lUberpriift und bestatigt werden.

Bei den Ubertragungsversuchen mit dem Spenderstamm Ec1115 wurde weder nach einer Stunde bei
37 °C noch nach sieben Tagen bei 4 °C eine Ubertragung nachgewiesen. Bei allen anderen Versuchen
konnten Transkonjuganten detektiert werden. Die Transkonjuganten zeigten Wachstum auf dem
Selektivmedium (LB+KA/RD/TE-Agar), ein griines Fluoreszenzsignal unter UV-Licht, und ihre Identitat
wurde mittels Multiplex-PCR Uberprift. Hier zeigte sich allerdings, dass nicht bei allen Stammen, die
auf dem LB+KA/RD/TE-Agar wuchsen, das Ubertragbare Resistenzplasmid (PCR-Zielsequenz: IncFIB-
Replikationsregion) mit der Multiplex-PCR nachweisbar war. Die Bande fiir den Nachweis des gfp-Gens
war andererseits deutlich ausgepragt. Daraufhin wurden einige der Stdmme in einer weiteren PCR auf
die Anwesenheit des Resistenzgens tet(A) getestet. Da tet(A) eine Resistenz gegen das Antibiotikum
Tetracyclin vermittelt, mit dem das Resistenzplasmid selektiert wurde, sollte Gberprift werden, ob das

Resistenzgen in den Empfanger Gbergegangen war. Die PCR bestatigte, dass tet(A) in allen getesteten
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Transkonjuganten vorhanden war und somit Ubertragung stattgefunden haben musste. Um
herauszufinden, welche DNA-Fragmente in den Empfangerstamm {ibergegangen waren, wurden
Stamme fir die Ganzgenomsequenzierung mittels MiSeq und MinlON ausgewahlt. Dazu wurden
Transkonjuganten mit dem erfolgreich Ubertragenen tet(A)-Resistenzgen nach dem Zufallsprinzip
ausgewahlt. Bei den Experimenten, bei denen Transkonjuganten mit und ohne Plasmid-PCR-Nachweis
vorhanden waren, wurde jeweils ein Stamm mit und ein Stamm ohne Plasmid-Signal ausgewahlt. Das
Ziel war hierbei, die Transkonjuganten zu charakterisieren und vor allem herauszufinden, weshalb der

Nachweis des Ubertragbaren Resistenzplasmids nicht funktionierte.

Die ganze (genomische) DNA der ausgewahlten Transkonjuganten wurde mit MiSeq und MinlON
sequenziert und die Sequenzierdaten in einer Hybridassemblierung kombiniert. Das Chromosom der
Transkonjuganten konnte nicht immer als vollstdndige Sequenz dargestellt werden. Das auf dem
Chromosom des Empfangerstammes CV601 vorhandene Resistenzgen aph(3')-lll, welches die
Kanamycin-Resistenz vermittelt, war in jedem Transkonjuganten vorhanden. Die Transkonjuganten
zeigten mit der Referenzsequenz des Empfangerstammes E. coli CV601 (Accession-Number bei NCBI:
CP043213.1) eine Ubereinstimmung von 99,9 % oder 100 % (dDDH). Die Ubereinstimmung von CV601
mit den Spenderstammen Ec1115 und Kpneu28 andererseits war wesentlich geringer und ergab Werte
von 87,6 % bzw. 23,1 %. Da die chromosomale Sequenz zur Klarung der Fragestellung nicht relevant
war, wurden chromosomale Fragmente von der weiteren Analyse ausgeschlossen und nur Plasmid-

Sequenzen beriicksichtigt. Das gilt fr alle sequenzierten Transkonjuganten dieser Studie.

Die Plasmide der Transkonjuganten aus den Konjugationsvorversuchen mit dem Spender Kpneu28 und
dem Empfanger CV601 sind in Tabelle 39 dargestellt. Jeder sequenzierte Transkonjugant (n = 10) des
Spenders Kpneu28 besald ein zirkuldres Plasmid. Die ResFinder- und PlasmidFinder-Ergebnisse der
Transkonjuganten-Plasmide waren identisch mit dem Resistenzplasmid pKPNEU28_2 (Tabelle 38). Die
Multiplex-PCR konnte das Plasmid in jedem der Transkonjuganten nachweisen, und die IncFII-PCR-
Zielregion war in allen Transkonjuganten vorhanden. Allerdings zeigte sich, dass die GrofRen der
Plasmide teilweise von der des Resistenzplasmids pKPNEU28 2 abwichen. Die Plasmide der
Transkonjuganten A03/1, A04/1, A05/1 und A08/9 zeigten die gleiche GroRe, wie pKPNEU28 2. Der
paarweise Vergleich dieser vier Transkonjuganten-Plasmide mit pKPNEU28 2 zeigte jeweils 100 %

Ubereinstimmung.
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Tabelle 39: Ergebnisse der bioinformatischen Auswertung der Plasmid-Sequenzen der Transkonjuganten (TK) des
Spenderstammes Kpneu28.

Stamm TK_Contig Sequenz- mol% GC- Vollstandig- Inc- /Replikon- Antibiotikaresistenzgene
lange [bp] Gehalt keit Typen
A02/3 A02/3_2 164.607 51,39 Ja (zirkuldr)  IncR, IncFII(K) sull, dfrAl, tet(A), qnrS1,
blatem-18, blactx-m-15
A02/27 A02/27_2 164.607 51,40 Ja (zirkuldr)  IncR, IncFII(K) sull, dfrAl, tet(A), qnrS1,
blatem-18, blactx-m-15
A02/50 A02/50_3 163.294 51,39 Ja (zirkuldr)  IncR, IncFII(K) sull, dfrAl, tet(A), qnrS1,
blatem-18, blacrx-m-15
A03/1  A03/1 4 121.449 51,76 Ja (zirkuldr)  IncR, IncFlI(K) sull, dfrA1, tet(A), gnrS1,
blatem-18, blacrx-m-1s
A04/1 A04/1_2 121.449 51,76 Ja (zirkular)  IncR, IncFII(K) sull, dfrAl, tet(A), gnrS1,
blatem-18, blacrx-m-1s
A05/1 A05/1_2 121.449 51,76 Ja (zirkular)  IncR, IncFII(K) sull, dfrAl, tet(A), gnrS1,
blatem-18, blactx-m-15
A06/2 A06/2_2 164.606 51,40 Ja (zirkuldr)  IncR, IncFII(K) sull, dfrAl, tet(A), gnrS1,
blatem-18, blactx-m-15
A07/1 A07/1_2 124.527 51,67 Ja (zirkular)  IncR, IncFII(K) sull, dfrAl, tet(A), qnrS1,
blatem-18, blacrx-m-15
A08/3  A08/3_7 165.806 51,40 Ja (zirkuldr)  IncR, IncFlI(K) sull, dfrA1, tet(A), gnrS1,
blatem-18, blacrx-m-15
A08/9  A08/9 9 121.449 51,75 Ja (zirkuldr)  IncR, IncFlI(K) sull, dfrA1, tet(A), gnrS1,

blatem-18, blacrx-m-1s

Neben den Plasmiden der Transkonjuganten, die mit dem Originalplasmid pKPNEU28 2
Ubereinstimmten, gab es jeweils ein Plasmid in den restlichen sechs Transkonjuganten, die groRer
waren als das Originalplasmid. Bei ndherer Betrachtung dieser Plasmide zeigte sich, dass diese eine
Kombination der Originalplasmide pKPNEU28 2 und pKPNEU28 3 waren. Dabei war das Plasmid
pKPNEU28 2 komplett vorhanden und das Plasmid pKPNEU28 3 komplett oder nur teilweise
(A07/1_2) integriert (Abbildung 10). Die Rekombinationsereignisse erfolgten bei allen
Transkonjuganten-Plasmiden in derselben Region (siehe (B) in Abbildung 10). Die Plasmide A02/3_2,
A02/27_2 und A06/2_2 hatten dhnliche bzw. gleiche GroRen, allerdings zeigte sich, dass das Plasmid
pKPNEU28 3 an unterschiedlichen Stellen fiir die Integration gedffnet wurde. Bei den Plasmiden
A02/50_3 und A07/1_2 wurde nicht nur DNA eingebaut, sondern es kam auch an der Stelle der
Integration zu Deletion von Sequenzabschnitten des Plasmids pKPNEU28 2 (Abbildung 10). An der
Stelle, an der das komplette pKPNEU28 3 in pKPNEU28 2 integriert wurde, wurden stets eine 1S26-
Genkopie und teilweise weitere Sequenzabschnitte verdoppelt. Bei dem Plasmid A07/1_2, bei dem
nur ein Teil von pKPNEU28 3 in pKPNEU28_2 integriert wurde, wurde keine zusatzliche IS26-Genkopie
detektiert.

Von den Plasmiden pKPNEU28 1 und pKpneu28 4 wurden keine Sequenz-Fragmente in den

Transkonjuganten detektiert.

67



Ergebnisse
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(B) A08/3_7 = pKPNEU28_2 +(8)

PKPNEU28_2

A02/3_2 = pKPNEU28_2 +(3)
A02/27_2 = pKPNEU28_2 + (4)
A06/2_2 = pKPNEU28_2 + (6)

A02/50_3 = pKPNEU28_2 - (1) + (5)
A07/1_2 = pKPNEU28_2 - (2) +(7)

(C)

Abbildung 10: Schematische Veranschaulichung von Rekombinationen bei den Plasmiden, die in den Transkonjuganten
A02/3, A02/27, A02/50, A06/2, A07/1, A08/3 des Spenderstammes Kpneu28 detektiert wurden. Dabei handelte es sich um
Kombinationen der Plasmide pKPNEU28 2 und pKPNEU28 3 des Spenderstammes. Schwarz markiert sind fiir die
Rekombination relevanten IS26-Genkopien. (A) Originalplasmid pKPNEU28_2 des Spenderstammes Kpneu28. Die in (A) mit
der Klammer markierte Sequenz wird in (B) vergréRert dargestellt. (B) Sequenzabschnitt des Plasmids pKPNEU28_2, an der
Integration von pKPNEU28_3 stattfand. Pfeile: bei den angegebenen Plasmiden A02/3_2, A02/27_2, A06/2_2 und A08/3_7
lag an dieser Stelle von pKPNEU28_2 zusatzlich die jeweilige Sequenz aus (C) integriert vor. Klammern: bei den angegebenen
Plasmiden A02/50_3 und A07/1_2 lag anstatt dieser Sequenz von pKPNEU28 2 die entsprechende Sequenz aus (C) vor.
(C) Sequenzen der Transkonjuganten-Plasmide, die im Vergleich mit pKPNEU28 2 zusétzlich vorhanden waren. Diese
bestehen aus Sequenzen oder Sequenzanteilen (A07/1_2) von pKPNEU28_3 und teilweise Sequenzwiederholungen am
rechten Sequenzende (alle, auBer AO7/1_2). Zur Orientierung wurden in den Sequenzen (C) nur das Replikationsprotein und
die duplizierten Sequenzabschnitte farblich markiert.

Von den Transkonjuganten des Spenders Ec1115 wurden Transkonjuganten — mit und ohne PCR-
Nachweis des Plasmids (PCR-Zielsequenz: IncFIB-Replikationsregion) — sequenziert. In Tabelle 40 sind

die Ergebnisse der assemblierten Plasmide gezeigt.
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Tabelle 40: Ergebnisse der bioinformatischen Auswertung der Plasmid-Sequenzen der Transkonjuganten (TK) des
Spenderstammes Ec1115. Grau markiert sind die Stamme, bei denen mittels Multiplex-PCR die PCR-Zielsequenz (IncFIB-
Replikationsregion) nicht nachweisbar war.

Stamm TK_Contig Sequenz- mol% GC- Vollstindig- Inc- / Replikon- Antibiotikaresistenz-
lange [bp] Gehalt keit Typen gene

C03/1_2 239.645 50,55 Nein IncQ1?, IncFll, dfrA5, blatem-1s, sul2,
% IncFII(pHN7AS), aph(3")-lb, aph(6)-Id
3 IncFIB(AP001918)

C03/1_3 5.488 63,32 Ja (zirkular) tet(A)

Cco4/1_2 239.663 50,55 Nein IncQ1?, IncFll, dfrAS, blatem-1s, sul2,
g IncFIl(pHN7AS), aph(3")-1b, aph(6)-Id
S IncFIB(AP001918)

C04/1 3 5.488 63,32 Ja (zirkular) tet(A)

C05/1 2 239.663 50,55 Nein IncFIB(AP001918), aph(6)-Id, aph(3")-Ib,
§ IncFIl(pHN7A8), sul2, blarem-1s, dfrAS
S IncFll, IncQ1?!

C05/1_3 5.488 63,32 Ja (zirkul3r) tet(A)

m  C05/3 2 98.505 51,63 Nein IncFIl(pHN7AS)
& C05/3_4 5.488 63,32 Ja (zirkul3r) tet(A)
©  c05/3.8 585 44,44 Nein IncFll

Cco6/1_2 239.663 50,55 Nein IncFIB(AP001918), aph(6)-Id, aph(3")-lb,
§ IncFII(pHN7AS), sul2, blatem-1s, dfrAS
S IncFll, IncQ1?

C06/1_3 5.488 63,32 Ja (zirkular) tet(A)

Cc07/1_2 124.464 52,72 Ja (zirkular) IncQ1?, Incl1- aph(6)-1d, aph(3")-Ib,
S I(Alpha) sul2, blatem-1s, dfrA5,
S tet(A), tet(A)

C07/1_3 3.374 55,19 Ja (zirkular)

C07/3_2 239.663 50,55 Nein IncQ1?, IncFll, dfrA5, blatem-1s, sul2,
g IncFII(pHN7AS), aph(3")-lb, aph(6)-Id
3 IncFIB(AP001918)

€07/3_3 5.488 63,32 Ja (zirkular) tet(A)
< co8/4 2 171.399 50,05 Nein IncQ1?, IncFll, dfrAS, blatem-1s, sul2,
< IncFIB(AP001918)  aph(3")-Ib, aph(6)-Id
©  co8/4 3 5.488 63,32 Ja (zirkular) tet(A)

v Cc08/5_2 89.381 53,85 Ja (zirkular) IncFII(pHN7AS8) tet(A), dfrA5,
§ blatem-18, dfrAS
»  C08/15_2  89.381 53,85 Ja (zirkuldr)  IncFlI(pHN7AS8) tet(A), dfrA5,
g blatem-1s, dfrA5
S

C08/21_2 212.503 52,59 Ja (zirkular) IncFIB(AP001918), tet(A), tet(A), tet(A),
by IncQ1?, IncFll tet(A), tet(A), tet(A),
§ tet(A), dfrA5,

O blatem-1s, sul2,
aph(3")-lb, aph(6)-Id

5 C08/47_2 171.399 50,05 Nein IncQ1?, IncFll, dfrA5, blatem-1s, sul2,

3 IncFIB(AP001918)  aph(3")-Ib, aph(6)-Id

O C08/47_3  5.488 63,32 Ja (zirkular) tet(A)

~  C08/102_2 89.381 53,85 Ja (zirkuldr)  IncFlI(pHN7AS8) tet(A), dfrAS5,

g blatem-18, dfrA5

0]

S

1 Sequenzabdeckung von 66 %.
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Nicht alle Plasmide konnten vollstindig zirkular dargestellt werden (Tabelle 40). Kein Plasmid des
Spenderstammes Ec1115, mit Ausnahme von pEC1115_4 (3.374 bp), zeigte in den Transkonjuganten
die zuvor beschriebenen Plasmid-GroRRen (Tabelle 34). Die 3.374 bp groRe zirkuldre DNA-Sequenz
C07/1_3 war identisch mit dem Plasmid pEC1115_4 des Spenderstammes. Alle anderen Plasmide der
Transkonjuganten waren entweder groRer oder kleiner als die Originalplasmide von Ec1115 und somit

Rekombinationen der Originalplasmide (Abbildung 11).

In acht der 13 Transkonjuganten waren kleine, zirkuldre 5.488 bp grofle DNA-Sequenzen vorhanden,
die zu 100 % miteinander Ubereinstimmten und unter anderem das tet(A)-Resistenzgen und dessen
Repressor tetR(A) besalen. Zudem waren dort Gene vorhanden, die eine Relaxase, eine Tn3-like
element TnAsl family transposase, eine cysteine hydrolase und einen EamA family transporter
kodieren, wobei die Tn3-like element TnAs1 family transposase von PGAP als Pseudogen gewertet

wurde.

Die Contigs C07/1_2 (124.464 bp), C07/1_3 (3.374 bp), C08/5_2 (89.381 bp), C8/15_2 (89.381 bp),
C08/21_3 (212.503 bp) und C08/102_2 (89.381 bp) waren zirkuldr und wurden als Plasmide
identifiziert. Die drei zirkuldren 89.381 bp groRen Plasmide (C08/5_2, C8/15 2, C08/102_2) zeigten im
paarweisen Vergleich eine 100 %ige Ubereinstimmung. Der Replikon-Typ IncFIB wurde nicht
nachgewiesen, hingegen besalen die Plasmide den Replikon-Typ IncFll(pHN7A8) des Plasmids
pEC1115_3 und vier Resistenzgene des Plasmids pEC1115_ 1. Diese waren tet(A), blatem-1s und zwei
Kopien von dfrA5.

Bei dem Plasmid C07/1_3 handelte es sich, wie bereits erwdhnt, um das Plasmid pEC1115 4 des
Originalstammes. Das Plasmid C07/1_2 hingegen entsprach dem Plasmid pEC1115 2 mit dem
Replikon-Typen Incll-I(Alpha) und einer zusatzlichen Sequenz, die aus dem Plasmid pEC1115_1
stammte. Dabei waren neben dem IncQ1-Replikon-Typ auch alle Resistenzgene nachweisbar, wobei
tet(A) in zweifacher Kopie vorhanden war. C07/1 war der einzige Transkonjugant mit diesen beiden
Plasmiden. Die Multiplex-PCR konnte bei diesem Stamm das IncFIB nicht nachweisen und auch mit

PlasmidFinder wurde dieser Replikon-Typ nicht detektiert.

Das Plasmid C08/21_3 lag ebenfalls zirkular vor. Dieses Plasmid besaR die drei Replikon-Typen und alle
Resistenzgene von pEC1115 1. Die Analyse der Sequenz zeigte weiterhin, dass das tet(A)-

Resistenzgen, inklusive umliegender Sequenzabschnitte, insgesamt sieben Mal hintereinander vorlag.

Weiterhin wurden unvollstandige, nicht zirkuldare Contigs unterschiedlicher Grofle detektiert, die
Plasmid-Eigenschaften aufwiesen: C05/3_8 (585 bp), C05/3_8, (98.505 bp), C08/4_2 (171.399 bp),
C08/47_2 (171.399 bp), C03/1_2 (239.645 bp), C04/1_2 (239.663 bp), C05/1_2 (239.663 bp), CO6/1_2
(239.663 bp) und C07/3_2 (239.663 bp). Die Analyse der Sequenzen von den insgesamt fuinf Contigs
Uber 200 kbp erbrachte, dass es sich hierbei um Kombinationen der Plasmide pEC1115 1 und
pEC1115 3 handelte. Alle Replikon-Typen der beiden Originalplasmide waren vorhanden
(IncFIB(AP001918), IncFlI(pHN7AS8), IncFll, IncQl). Das Plasmid pEC1115_3 wurde vollstdandig in das
Plasmid pEC1115 1 integriert. Dabei wurde pEC1115 3 an derselben Stelle eingefiigt. Alle
Resistenzgene von pEC1115_1 waren vorhanden, auRer dem Resistenzgen tet(A), welches in diesen

Stammen als zirkuldres DNA-Fragment vorlag. Die Plasmide konnten an der Stelle, an der das tet(A)-
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Resistenzgen und die umliegende Sequenzregion im Originalplasmid vorlagen, nicht vervollstandigt
werden. Die 239.663 bp groBen Sequenzen zeigten im paarweisen Vergleich eine 100 %ige

Ubereinstimmung.

co4/1 -
Spenderstamm
E. coli Ec1115 "
cos/4
o )
‘I
=» C07/1
o
Empfangerstamm C08/5
E. coli CV601
C08/21
’0
--"’

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Konjugation zwischen dem Spender Ec1115 und dem Empfanger CV601 (links)
sowie den daraus resultierenden Transkonjuganten mit den detektierten Plasmiden (rechts). Die Plasmide im Spenderstamm
sind in unterschiedlichen Farben dargestellt: griin = pEC1115_1; braun = pEC1115_2; gelb = pC1115_3; blau = pEC1115_4.
Das Tetracyclin-Resistenzgen ist rot markiert. Bei den in den Transkonjuganten detektierten Plasmiden handelte es sich um
Rekombinationen der Plasmide des Spenderstammes. *nicht zirkulédr/nicht vollstandig.

Zwei weitere Transkonjuganten zeigten identische extrachromosomale DNA-Fragmente. Die Stimme
C08/4 und C08/47 besaRen jeweils ein DNA-Fragment, welches 171.399 bp groR war und nicht
zirkularisiert werden konnte. Die beiden DNA-Fragmente zeigten eine Ubereinstimmung von 100 %.
Die Sequenzanalyse ergab, dass es sich hierbei um das unvollstdndige Plasmid pEC1115_1 handelte.
Die Replikon-Typen IncFIB, IncFll, IncQl des Plasmids pEC1115_1 mit allen Resistenzgenen des
Originalplasmids mit Ausnahme von tet(A) waren vorhanden. Ahnlich wie die Plasmide mit einer
SequenzgrolRe von mehr als 200 kbp, waren diese Plasmide an der gleichen Stelle nicht zu schliefRen,

wahrend die 5.488 bp grolRe Sequenz mit dem Resistenzgen tet(A) zirkular vorlag.
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Der Transkonjugant C05/3 zeigte neben der zirkuldren 5.488 bp groBen DNA-Sequenz zwei weitere
unvollstindige Contigs. Das Contig C05/3_2 zeigte groRe Ubereinstimmung mit dem pEC1115_3-
Originalplasmid und zuséatzlich DNA-Abschnitte des Plasmids pEC1115_1. Auf dem 585 bp groRen
Contig wurde der IncFll-Replikon-Typ von pEC1115 1 detektiert. IncFIB wurde weder mittels

Multiplex-PCR noch mittels PlasmidFinder in den Sequenzdaten nachgewiesen.

Das 5.488 bp groRe Fragment, das in den Transkonjuganten teilweise extrachromosomal und zirkular
vorlag, war im Spenderstamm Ec1115 nicht als zirkuldres extrachromosomales DNA-Fragment
vorhanden, sondern war Teil des Plasmids pEC1115_1. Auch in den Plasmiden der Transkonjuganten
C07/1_2 und C08/21_3, die mehrere Kopien von tet(A) zeigten, war dieses identische 5.488 bp groRe

Fragment mehrfach hintereinander eingebaut.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Multiplex-PCR bei den Transkonjugaten die jeweiligen
Replikon-Typen (IncFll von pKPNEU28_2 bzw. IncFIB von pEC1115_1) iberall dort detektieren konnte,
wo auch bei der Sequenzierung das jeweilige Replikon nachgewiesen wurde. Bei den meisten
Transkonjuganten wurden Rekombinationen der in den Spenderstimmen Kpneu28 bzw. Ec1115
vorhandenen Plasmide festgestellt. Dabei zeigte sich bei den Transkonjuganten des Kpneu28-Spenders
jedoch weniger Rekombination und kein Co-Transfer von Plasmiden. Die Plasmide pKPNEU28 1 und
pKPNEU28 4 wurden weder im Ganzen noch als Kombination mit den anderen beiden Plasmiden
detektiert. Zwischen den Plasmiden pKPNEU28 2 und pKPNEU28 3 gab es allerdings
Rekombinationen. Dabei fanden die Rekombinationen in der gleichen Region im Plasmid statt. Die
Replikon-Typen und die Resistenzgene waren sowohl untereinander als auch verglichen mit dem
Plasmid pKPNEU28_2 identisch. Aufgrund dieser RegelmaRigkeit und der guten Detektion des Plasmids

mit der Multiplex-PCR wurde dieser Stamm fir die Hauptversuche ausgewahilt.

Bei den Transkonjuganten des Spenders Ec1115 waren die Rekombinationen vielfdltiger. Jedes der vier
Plasmide von Ec1115 wurde komplett oder teilweise in mindestens einem der Transkonjuganten
wiedergefunden. Zuséatzlich waren unterschiedlich viele Resistenzgene in die Transkonjuganten
Ubergegangen. In einem Transkonjuganten wurde nur tet(A) detektiert, in anderen waren blarem-1s,
dfrA5 und tet(A) oder alle Resistenzgene von pEC1115_1 Gbergangen. Einzelne Resistenzgene (tet(A),
dfrA5) wurden in den Plasmiden der Transkonjuganten mehrfach detektiert. Auch die GroRRen der
Plasmide lieen darauf schlieBen, dass Rekombination und Genaustausch stattgefunden hatten.
Resistenzgene, die im Spenderstamm auf pEC1115_1 mit den Replikon-Typen IncFIB/IncFll/IncQl
lagen, wurden in den Transkonjuganten auf Plasmiden mit den Replikon-Typen Incl1l/IncQl,
IncFlI(pHN7AS8), IncFIB/IncFll/IncQl oder IncFIB/IncFll/IncFlI(pHN7A8)/IncQl gefunden. Das tet(A)-
Resistenzgen wurde zusatzlich als zirkuldres extrachromosomales DNA-Fragment ohne einen Replikon-
Typ detektiert. Durch Rekombinationen entstanden unterschiedliche Plasmide, die das tet(A)-
Resistenzgen trugen und zu Tetracyclin-resistenten Transkonjuganten flhrten. Der Spenderstamm

Ec1115 wurde deshalb fir die Konjugationsversuche zum Vergleich der Transferraten nicht verwendet.
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3.2.2 Konjugationsversuche A

Ergebnisse

Bei den Konjugationsversuchen auf LB- und Salat-Agar bei 37 °C fiir 22 Stunden und bei 21 °C fiir vier

Tage war ein Plasmid-Transfer zwischen dem Spenderstamm Kpneu28 und dem Empfangerstamm

CV601 nachweisbar. Die Transferraten auf Salat-Agar waren sowohl bei 37 °C als auch bei 21 °C

signifikant hoher als bei gleichen Temperaturen auf LB-Agar (Tabelle 41, Abbildung 12). Allerdings

zeigten die Endkeimzahlen des Empfangerstammes, dass dessen Wachstum auf LB-Agar besser war als
auf Salat-Agar. Auf Salat-Agar waren die Transferraten bei 37 °C signifikant héher als bei 21 °C. Auf LB-

Agar gab es bei diesen Temperaturen hingegen keinen signifikanten Unterschied.

Tabelle 41: Transferraten der Konjugationsversuche mit dem Spender Kpneu28 und dem Empfanger CV601 auf Salat- und LB-

Agar. Transferraten = TK [KbE/mI]/CV601 [KbE/mI]. TK = Transkonjuganten.

Konjugation Konjugations- Konjugations- Keimzahl Transferraten
bedingungen  medium TK [KbE/mI]  CV601 [KbE/mI] (logio-transformiert)

A26 | 37°C,22h LB-Agar 1,19*10% 3,47*108 3,43*107 (-4,46)
A26 I 37°C,22h LB-Agar 1,15*10% 8,17*108 1,41*10° (-4,85)
A65 | 37°C,22h LB-Agar 1,20*10° 1,20*10° 1,00*10 (-4,00)
A65 I 37°C,22h LB-Agar 4,00*10* 8,90*108 4,49*10° (-4,35)
A27 | 37°C,22h Salat-Agar 1,69*10° 1,23*108 1,37*10° (-2,86)
A27 Il 37°C,22h Salat-Agar 6,75*10° 1,25%108 5,40*1073 (-2,27)
A64 | 37°C,22h Salat-Agar 3,00*106 2,40*108 1,25*102 (-1,90)
AB4 Il 37°C,22h Salat-Agar 4,00%10° 2,10*108 1,90*102 (-1,72)
A28 21°C, 4d LB-Agar 1,82*10% 6,40%108 2,84*10°5 (-4,55)
A28 I 21°C, 4d LB-Agar 1,00%10% 8,13*108 1,23*10° (-4,91)
Ad2 | 21°C,4d LB-Agar 5,95*103 1,04*10° 5,72*10° (-5,24)
Ad2 1l 21°C,4d LB-Agar 1,11*10* 1,09*10° 1,01*107 (-4,99)
A29 | 21°C,4d Salat-Agar 1,07*10* 9,19*107 1,16*10 (-3,94)
A29 1| 21°C,4d Salat-Agar 1,66*10% 9,59*10’ 1,73*104(-3,76)
A60 | 21°C,4d Salat-Agar 3,05*10* 3,27*108 9,34*10°° (-4,03)
A60 Il 21°C,4d Salat-Agar 3,70*10* 2,00*108 1,85*104(-3,73)
A301 10°C, 4d LB-Agar 0,00 2,70*10’

A30 1l 10°C, 4d LB-Agar 0,00 2,90*10’

Ad4 | 10°C, 4d LB-Agar 0,00 5,03*10’

Ad4 || 10°C, 4d LB-Agar 0,00 9,47*10’

A311 10°C, 4d Salat-Agar 0,00 1,77*107

A311l 10°C, 4d Salat-Agar 0,00 2,23*10’

A45 | 10°C, 4d Salat-Agar 0,00 6,13*10°

A45 11 10°C, 4d Salat-Agar 0,00 2,70%10°

Auf LB- und Salat-Agar wurde auBerdem getestet, ob der Transfer des Resistenzplasmids auch bei 10 °C

moglich war. Dies wurde jeweils zweimal in Doppelbestimmung getestet. Bei keinem der Versuche

wurden Transkonjuganten detektiert.
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Transferraten (Iogm)

* %k

LB-Agar, 21°C LB-Agar, 37 °C Salat-Agar, 21 °C Salat-Agar, 37 °C

Abbildung 12: Mittelwerte der logio-transformierten Transferraten der Konjugationsversuche mit dem Spender Kpneu28 und
dem Empfanger CV601 auf LB- und Salat-Agar bei 21 °C und 37 °C. Zusatzlich zum Mittelwert sind die Standardabweichungen
angegeben. **: hoch signifikante Unterschiede, p < 0,01 (Tukey-HSD-Post-Hoc-Test).

Um zu Uberpriifen, ob ein Transfer unterhalb der Nachweisgrenze stattfand, wurde der 10-°C-Versuch
mit anschlieRendem Anreicherungsschritt durchgefiihrt. Die Konjugation fand also bei 10 °C fir vier
Tage statt. AnschlieBend wurde der Membranfilter zur Anreicherung von Transkonjuganten in LB-
Bouillon mit Kanamycin [50 pg/ml], Rifampicin [50 pg/ml] und Tetracyclin [50 ug/ml] bei 37 °C fiir eine
Nacht bebriitet. Bei keinem der zehn Ubertragungsversuche auf Salat-Agar mit anschlieRender
Anreicherung wurden Transkonjuganten detektiert. Hingegen wurden bei dem Versuch auf LB-Agar
bei vier der zehn Versuche nach Anreicherung Transkonjuganten zwischen 10 KbE/ml und 265 KbE/ml
detektiert.
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3.2.3 Konjugationsversuche B

Ergebnisse

Die Transferraten waren bei 37 °C auf Sprossen signifikant héher als auf Mischsalat (Abbildung 13).

Allerdings zeigten die Ergebnisse auch, dass sich die Transferraten zwischen den Mischsalat-Proben

MS4 und MS12 starker unterschieden, als die Transferraten zwischen den Sprossen-Proben SP2 und
SP6. Die Transferraten der Versuche A/MS12-B | und A/MS12-B Il waren deutlich geringer als die
Transferraten der Versuche A/MS4-B | und A/MS4-B Il (Tabelle 42).

Tabelle 42: Transferraten der Konjugationsversuche B mit dem Spender Kpneu28 und dem Empfanger CV601 auf Sprossen
(SP) und Mischsalat (MS). Transferraten = TK [KbE/mI]/CV601 [KbE/mI]. TK = Transkonjuganten. ** Kolonien sichtbar, aber
< 10 Kolonien/Platte.

Konjugation  Konjugations- Konjugations- Keimzahl Transferraten
bedingungen  medium TK [KbE/mI] CV601[KbE/mI] (logio-transformiert)

A/SP2-B | 37°C,22h Sprossen 1,34*10° 9,84*108 1,36*1073 (-2,87)

A/SP2-B Il 37°C,22h Sprossen 7,00*%10° 8,03*108 8,71*10* (-3,06)

A/SP6-B | 37°C,22h Sprossen 1,75*10° 5,37*108 3,26*10* (-3,49)

A/SP6-B Il 37°C,22h Sprossen 4,40*10° 5,30*108 8,30*10* (-3,08)

A/MS4-B | 37°C,22h Mischsalat 3,50*10° 1,03*10° 3,40*10* (-3,47)

A/MS4-B 11 37°C,22h Mischsalat 7,80*10% 7,42%108 1,05*10%(-3,98)

A/MS12-B | 37°C,22h Mischsalat 1,75*103 4,57*10°8 3,83*10° (-5,42)

A/MS12-B Il 37°C,22h Mischsalat 1,00*103 1,30*10° 7,67*107 (-6,11)

A/SP6-y | 10°C,4d Sprossen 0,00 2,57*108 0,00

A/SP6-y Il 10°C,4d Sprossen 0,00 2,90%108 0,00

A/SP6-5 | 10°C, 4 d Sprossen 0,00%** 4,40*10°8

A/SP6-6 11 10°C, 4 d Sprossen 0,00%** 2,20%108

A/MS12-y | 10°C,4d Mischsalat 0,00 2,87%108 0,00

A/MS12-y Il 10°C,4d Mischsalat 0,00 2,47%108 0,00

A/MS12-6 | 10°C, 4 d Mischsalat 0,00%** 3,90%108

A/MS12-61l 10°C,4d Mischsalat 0,00%** 2,80%108

Bei den Konjugationsversuchen auf Sprossen und auf Mischsalat bei 10 °C fir vier Tage zeigten sich

jeweils in zweien der vier Versuche einige wenige Transkonjuganten, allerdings weniger als 10 Kolonien

pro Platte (Tabelle 42). Die PCR bestatigte, dass es sich dabei um Transkonjuganten handelte.
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Abbildung 13: Mittelwerte der logio-transformierten Transferraten der Konjugationsversuche mit dem Spender Kpneu28 und
dem Empfanger CV601 auf Mischsalat und Sprossen bei 37 °C. Zusatzlich zum Mittelwert sind die Standardabweichungen

angegeben. *: signifikante Unterschiede, p < 0,05 (Tukey-HSD-Post-Hoc-Test).
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3.3 Exogene Plasmid-Isolierung von Antibiotikaresistenzplasmiden
unbekannter Spender auf Sprossen

Tetracycline bzw. B-Laktam-Antibiotika sind in der Veterinar- bzw. Humanmedizin fiir die Behandlung
von Infektionen mit Enterobakterien von groRer Bedeutung (De Briyne et al., 2014; Collignon et al.,
2016; Velazquez-Meza et al., 2022). Bei der exogenen Plasmid-Isolierung sollten deshalb Plasmide
selektiert werden, die eine phanotypische Tetracyclin- bzw. Cefotaxim-Resistenz vermitteln. Mit der
exogenen Plasmid-Isolierung sollte getestet werden, ob Plasmide von Bakterien der

Sprossenmikrobiota in einen Rezipienten lbertragen werden kdnnen (Abbildung 14).

Um die Sprossenmixe fiir die Versuche verwenden zu kénnen, wurde eine real time PCR zur Detektion

von Shigatoxin-Genen durchgefiihrt. Dabei wurden keine Shigatoxin-Gene nachgewiesen.

Konjugationsversuche C

E. coli CV601

—

—

16S rRNA-Gen Selektion von Antibiotikaresistenztestung,
Metagenom- Transkonjuganten mit » Sequenzierung (MinlON,
Sequenzierung Konjugationsversuche D Resistenzen gegen MiSeq) und Plasmid-
(MinION) Tetracyclin bzw. Cefotaxim Charakterisierung
PR E. coli CV601
>
+ = > 1
Sprossen-
—— anreicherung
v (20-24 h, 37 °C)

real time PCR zum
Nachweis von
Shigatoxin-Genen

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs der exogenen Plasmid-Isolierung. Konjugation wurde mit dem
Empfangerstamm CV601 auf den Sprossen (Konjugationsversuche C) bzw. mit der Sprossenanreicherung
(Konjugationsversuche D) durchgefiihrt. Die Transkonjuganten wurden charakterisiert und die Sprossenmikrobiota mittels
16S rRNA-Gen Metagenom-Sequenzierung analysiert.
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Konjugationsversuche C

Fiir den Konjugationsversuch C wurde der Empfangerstamm gemeinsam mit den Sprossen inkubiert.
Die Versuche wurden bei 10 °C fur vier Tage und bei 37 °C flr 22 Stunden durchgefiihrt und insgesamt
wurden flnf Sprossenmixe getestet. Die Konjugationen bei 10 °C ergaben nach vier Tagen keine
Transkonjuganten. Ebenso wenig wurden Cefotaxim-resistente Transkonjuganten nach der
Konjugation bei 37 °C gefunden (SP7, SP8, SP9, SP10, SP11). Die Konjugationsversuche bei 37 °C
erbrachten Tetracyclin-resistente Transkonjuganten. Von den vier Sprossenmixen (SP7, SP8, SP9, SP10)
wurden insgesamt 40 Tetracyclin-resistente Transkonjuganten (5 pro Doppelbestimmung) nach dem
Zufallsprinzip fur die MiSeq- und MinlON-Sequenzierung ausgewahlt. Zuvor wurde das gfp-Gen mittels
Multiplex-PCR erfolgreich nachgewiesen. Weiterhin wurde mit dem Agardiffusionstest das

phanotypische Resistenzprofil der Transkonjuganten ermittelt.

Konjugationsversuche D

Fiir den Konjugationsversuch D wurde der Empfingerstamm gemeinsam mit dem Uberstand von in
Peptonwasser angereichertem Sprossenmix inkubiert. Die Versuche wurden in Doppelbestimmung mit
den Sprossen SP7 bei 10 °C fiir vier Tage und bei 37 °C fir 22 Stunden durchgefiihrt. Transkonjuganten
wurden auf Selektivagarplatten mit Kanamycin, Rifampicin und Tetracyclin bzw. Cefotaxim isoliert,
wobei bei keinem der Versuche Transkonjuganten detektiert wurden. Da die Konjugationsversuche C
mit dem gleichen Sprossenmix (SP7) Transkonjuganten ergaben, wurde der Versuchsaufbau D nicht

weiter durchgefiihrt.

3.3.1 Phanotypische Antibiotikaresistenzbestimmung der Transkonjuganten

Die 40 Transkonjuganten mit den unbekannten Plasmiden wurden mittels Agardiffusionstest auf ihre
phanotypische Resistenz gegen ausgewahlte Antibiotika getestet. Eine phanotypische Resistenz ergab
sich durch den Vergleich der gemessenen Hemmhofdurchmesser mit den Grenzwerten des CLSI
(2022).

Alle Transkonjuganten waren sensitiv gegeniliber den Antibiotika Meropenem, Ciprofloxacin,
Chloramphenicol, Cefpodoxim und Streptomycin. Die Ergebnisse des Agardiffusionstests mit
Tetracyclin und Trimethoprim / Sulfamethoxazol sind in Tabelle 43 gezeigt. Gegen Tetracyclin waren
alle Stamme entweder resistent oder intermediar resistent. Insgesamt 15 Transkonjuganten waren

sensitiv gegenuber Trimethoprim / Sulfamethoxazol, die restlichen Transkonjuganten waren resistent.
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Tabelle 43: Ergebnisse des Agardiffusionstests der Transkonjuganten der exogenen Plasmid-Isolierungsversuche. Alle Stamme
waren sensitiv gegenliber Meropenem, Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Cefpodoxim und Streptomycin. Die Referenzwerte
stammen von CLSI (2022): Tetracyclin (TE; r £ 11 mm; s 2 15 mm), Trimethoprim / Sulfamethoxazol (SXT; r £ 10 mm; s > 16
mm). Rot = resistent; gelb = intermediar; griin = sensitiv.

Stamm TE30 SXT25 Stamm TE30 SXT25
X/SP7-Cal/2 X/SP9-Cal/3
X/SP7-Cal/7 X/SP9-Cal/7
X/SP7-Cal/11 X/SP9-Cal/11
X/SP7-Cal/13 X/SP9-Cal/14
X/SP7-Cal/19 X/SP9-Cal/18
X/SP7-Call/2 X/SP9-Call/1
X/SP7-Call/3 X/SP9-Call/6
X/SP7-Call/5 X/SP9-Call/13
X/SP7-Call/6 X/SP9-Call/16
X/SP7-Call/7 X/SP9-Call/20
X/SP8-Cal/1 X/SP10-Cal/3
X/SP8-Cal/5 X/SP10-Cal/7
X/SP8-Cal/8 X/SP10-Cal/9
X/SP8-Cal/13 X/SP10-Cal/14
X/SP8-Cal/19 X/SP10-Cal/19
X/SP8-Call/1 X/SP10-Call/2
X/SP8-Call/7 X/SP10-Call/5
X/SP8-Call/13 X/SP10-Call/9
X/SP8-Call/16 X/SP10-Call/13
X/SP8-Call/19 X/SP10-Call/17

3.3.2 Genotypische Charakterisierung der von Sprossen exogen eingefangenen Plasmiden

Die 40 Transkonjuganten der exogenen Plasmid-Isolierung wurden sequenziert (MinlON, MiSeq), die
Sequenzierdaten mittels Unicycler kombiniert und die Daten bioinformatisch ausgewertet, um die

unbekannten Antibiotikaresistenzplasmide zu charakterisieren.

Wie schon in Kapitel 3.2.1 beschrieben, wurde die chromosomale DNA ebenfalls sequenziert und
assembliert. Die Chromosome konnten teilweise vollstandig und teilweise auf mehrere Contigs verteilt
dargestellt werden. Das Genom des Empfangerstammes ist bekannt und ist fir die Beantwortung der
Fragestellungen nicht relevant. Jedoch wurde mit dem ResFinder bestatigt, dass das Kanamycin-
Resistenzgen (aph(3')-Ill) vorhanden war. Mittels dDDH wurden die assemblierten Transkonjuganten
mit der Referenzsequenz des Empfangerstammes CV601 (Accession-Number bei NCBI: CP043213.1)

verglichen — die Ubereinstimmungen lagen bei 99,9 % bzw. 100 %.
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In allen Plasmiden der Transkonjuganten wurden mit PlasmidFinder bekannte R

detektiert. In 25 Transkonjuganten wurden Plasmide mit den GroRen 71.035 bp (n =

(n=1) und 71.155 bp (n = 23) nachgewiesen (Tabelle 44). Diese lagen alle zirkular vor,

Replikon-Typ IncFlI(pCRY) und identische Resistenzgene (qnrS1, sull, dfrAl, tet(A)). DaU

Ergebnisse

eplikon-Typen
1), 71.047 bp
besallen den

nicyclerin den

Plasmiden kein rep-Gen detektieren konnte, wurden die Plasmide nicht einheitlich rotiert, und die

Resistenzgene sind deshalb in unterschiedlicher Reihenfolge angeordnet (Tabelle 44). Durch paarweise

Vergleiche der 71.155 bp groBen Plasmide konnte gezeigt werden, dass diese zu 100 % miteinander

Ubereinstimmten. Das Antibiotikaresistenzplasmid X/SP7-Cal/2 ist als Beispiel in

Abbildung 15
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Abbildung 15: Plasmid-Karte des Antibiotikaresistenzplasmids des Transkonjuganten X/SP7-Cal/2, wel
unbekannten Spender des Sprossenmixes SP7 in den Empfangerstamm E. coli CV601 eingefangen wurd

protein
3 family protein

p\ofem
sferase

ches von einem
e. Die Abbildung

wurde mit CGview anhand der PGAP-Annotationsdaten erstellt. Wenn keine Genbezeichnung vorhanden war, wurde die

Produktbezeichnung der kodierenden Sequenz gewahlt. HP = hypothetisches Protein. *Pseudogen (PGAP).
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Weitere zwolf der 40 Transkonjuganten zeigten Plasmide mit dhnlichen Charakteristika. Diese zwdlf
Antibiotikaresistenzplasmide variierten in der Grofe: 179.751bp (n=2), 179.659bp (n=1),
180.007 bp (n = 8), 181.207 bp (n = 1). Alle zwdlf Antibiotikaresistenzplasmide zeigten den Replikon-
Typ IncFIB(K) und besaBen nur das Resistenzgen tet(D). Wahrend die Transkonjuganten X/SP10-Cal/19
und X/SP10-Call/17 nur ein Plasmid besaRen, wiesen die anderen zehn Transkonjuganten neben dem
Antibiotikaresistenzplasmid, auch Col-Plasmide auf. Diese waren entweder das 3.574 bp grole
Col(pHAD28)-Plasmid (X/SP8-Cal/8), oder das 4.624 bp groRe Col440I- und das 3.574 bp groRe
Col(pHAD28)-Plasmid (Tabelle 44). Das Antibiotikaresistenzplasmid X/SP10-Call/9 ist als Beispiel in
Abbildung 16 dargestellt.

Bei zwei der 40 Transkonjuganten, die ebenfalls die Col-Plasmide Col(pHAD28) und Col440I besalien
(X/SP9-Cal/11, X/SP10-Cal/9), konnten die Antibiotikaresistenzplasmide nicht zirkuldr in einem Contig
dargestellt werden. In den Sequenzen wurde ebenfalls der Replikon-Typ IncFIB(K) und das tet(D)-

Resistenzgen detektiert.

Das lIsolat X/SP8-Cal/13 besaR das groRte Plasmid (X/SP8-Cal/13_2, 192.360 bp) mit den
Resistenzgenen tet(D), sull und aadAl sowie das Col440II-Plasmid (X/SP8-Cal/13_5) mit einer GroRe
von 4.052 bp.

Durch paarweisen Vergleich konnte bestatigt werden, dass alle 3.574 bp (Col(pHAD28)) bzw. 4.624 bp
(Col440I) grolRen Plasmide jeweils zu 100 % Ubereinstimmten und die 180.007 bp groRen Plasmide zu
99,98 % bis 100 %.
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Abbildung 16: Plasmid-Karte des Antibiotikaresistenzplasmids des Transkonjuganten X/SP10-Call/9, welches von einem
unbekannten Spender des Sprossenmixes SP10 in den Empfangerstamm E. coli CV601 eingefangen wurde. Die Abbildung
wurde mit CGview anhand der PGAP-Annotationsdaten erstellt. Wenn keine Genbezeichnung vorhanden war, wurde die
Produktbezeichnung der kodierenden Sequenz gewahlt. HP = hypothetisches Protein. *Pseudogen (PGAP).

Die Plasmide mit einer GrofRe von ca. 71 kbp wurden als IncFll-Replikon-Typen identifiziert und hatten
das Paarungsbildungssystem MPF,. Die groBen Plasmide (ca. 180 kbp) wurden als IncFIB-Replikon-
Typen identifiziert und hatten das Paarungsbildungssystem MPFe. Alle kleinen Plasmide, bis auf das
Col440lI-Plasmid des Transkonjuganten X/SP8-Cal/13 wurden als nicht-mobilisierbar eingestuft.

Von Sprossen konnten keine Cefotaxim-resistenten Transkonjuganten isoliert werden, und auf den
Plasmiden wurden auch keine Resistenzgene gegen B-Laktam-Antibiotika detektiert. Resistenzgene
wurden in den Transkonjuganten gegen Tetracycline (tet(A), tet(D); n = 40), Sulfonamide (sul1; n = 26),
Diaminopyrimidine (dfrAl; n=25), Chinolone (gnrS1; n=25) und Aminoglycoside (aadAl; n=1)
gefunden (Tabelle 44).
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In dem zuerst untersuchten Sprossenmix (SP7) wurde ausschlieflich das 71.155 bp grofRe Plasmid
detektiert, in dem zuletzt untersuchten Sprossenmix (SP10) wurden nur die grofen Plasmide
(ca. 180 kbp) mit dem tet(D)-Resistenzgen, teilweise in Kombination mit den kleinen Col-Plasmiden,
nachgewiesen. In den Sprossenmixen SP8 und SP9 gab es sowohl Antibiotikaresistenzplasmide mit ca.
71 kbp als auch mit ca. 180 kbp.

Der Stamm X/SP7-Cal/13 zeigte neben dem 71.155bp groRen Plasmid ein weiteres
extrachromosomales DNA-Fragment (Contig 2). PHASTER identifizierte fast die komplette Sequenz
(147.585 bp von 149.450 bp) als intakte (score =141) Prophagenregion mit 281 Proteinen. Der
Prophage zeigte die hochste Ubereinstimmung mit dem Cronobacter Phagen CR8 (Accession-Number
bei NCBI: NC_024354.1).
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Tabelle 44: Genotypische Charakterisierung der Transkonjuganten-Plasmide der exogenen Plasmid-Isolierung. Die Replikon-Typen und Resistenzgene sind nach der Reihenfolge im Contig
angeordnet. MOB-suite prognostizierte fiir alle konjugativen Plasmide und Col(pHAG28) den Wirtsbereich Enterobacterales und fiir die restlichen Col-Plasmide den Wirtsbereich Actinobacteria,

Proteobacteria.
Stamm Contig Sequenzlidnge [bp] mol% GC-Gehalt Volistandigkeit Inc- / Replikon-Typ  Resistenzgene Prognostizierte Mobilitat
(MPF-Typ)
X/SP7-Cal/2 3 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP7-Cal/7 9 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP7-Cal/11 4 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrAl, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP7-Cal/13 3 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP7-Cal/19 10 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1i, tet(A), dfrAl, sull Konjugativ (MPF)
X/SP7-Call/2 16 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) dfrAl, sull, gnrS1, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP7-Call/3 19 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrAl, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP7-Call/5 3 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrAl, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP7-Call/6 9 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) sull, dfrA1l, tet(A), gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP7-Call/7 13 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP8-Cal/1 2 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) sull, dfrA1l, tet(A), gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP8-Cal/5 3 180.007 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPF)
6 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
7 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
X/SP8-Cal/8 2 179.751 52,02 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
3 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
X/SP8-Cal/13 2 192.360 52,78 Ja (zirkular) IncFIB(K), IncFlI(K) tet(D), sull, aadAl Konjugativ (MPFe)
5 4.052 53,65 Ja (zirkular) Col440ll Mobilisierbar
X/SP8-Cal/19 23 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP8-Call/1 19 71.035 53,72 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP8-Call/7 16 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) sull, gnrS1, tet(A), dfrAl Konjugativ (MPF)
X/SP8-Call/13 4 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) gnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP8-Call/16 22 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) gnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP8-Call/19 2 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrAl, sull, qnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP9-Cal/3 2 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFlI(pCRY) tet(A), dfrA1, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP9-Cal/7 6 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrA1, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP9-Cal/11 4 157.683 52,21 Nein tet(D) Konjugativ (MPFe)
7 10.102 46,27 Nein IncFIB(K) Nicht mobilisierbar
9 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
10 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
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Stamm Contig  Sequenzlidnge [bp] mol% GC-Gehalt  Volistandigkeit Inc- / Replikon-Typ  Resistenzgene Prognostizierte Mobilitat
(MPF-Typ)
X/SP9-Cal/14 2 180.007 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
4 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
5 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
X/SP9-Cal/18 19 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrAl, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP9-Call/1 10 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrAl, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP9-Call/6 5 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP9-Call/13 10 71.047 53,67 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrAl, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP9-Call/16 11 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) qgnrS1, sull, dfrAl, tet(A) Konjugativ (MPF)
X/SP9-Call/20 18 71.155 53,69 Ja (zirkular) IncFII(pCRY) tet(A), dfrAl, sull, gnrS1 Konjugativ (MPF)
X/SP10-Cal/3 2 180.007 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
5 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
6 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
X/SP10-Cal/7 2 179.659 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
3 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
4 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
X/SP10-Cal/9 2 168.248 51,89 Nein IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFs)
4 9.731 54,62 Ja (zirkular) Nicht mobilisierbar
5 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
X/SP10-Cal/14 2 179.751 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
3 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
4 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
X/SP10-Cal/19 2 180.007 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
X/SP10-Call/2 2 180.007 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
3 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
4 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
X/SP10-Call/5 2 180.007 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
3 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
4 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
X/SP10-Call/9 2 180.007 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
3 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
4 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar
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Stamm

Sequenzlinge [bp]

mol% GC-Gehalt

Vollstandigkeit

Inc- / Replikon-Typ

Resistenzgene

Prognostizierte Mobilitat
(MPF-Typ)

X/SP10-Call/13 2 180.007 52,04 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Konjugativ (MPFe)
3 4.624 43,73 Ja (zirkular) Col440l Nicht mobilisierbar
4 3.574 43,84 Ja (zirkular) Col(pHAD28) Nicht mobilisierbar

X/SP10-Call/17 2 181.207 52,01 Ja (zirkular) IncFIB(K) tet(D) Nonjugativ (MPF)
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Ergebnisse

3.4 16S rRNA-Gen Mikrobiom-Analyse von Sprossenproben

Von den nicht angereicherten und angereicherten Sprossenproben sollte deren Mikrobiotavielfalt
mittels 16S rRNA-Gen Metagenom-Analyse ermittelt werden. Da jedes Bakterium die 16S rRNA-
Gensequenzen besitzt, die aus konservierten und neun hoch-variablen Regionen besteht (Clarridge,
2004; Johnson et al., 2019), eignet sich diese Sequenz fir die Bestimmung der Vielfalt der bakteriellen
Mikrobiota (Matsuo et al., 2021). Mit der MiSeq-Sequenziertechnologie kann die 16S rRNA-Genregion
nicht am Stlick sequenziert werden, sondern maximal zwei der hoch-variablen Regionen (Johnson et
al., 2019). Deshalb wurde die MinlON-Sequenziertechnologie verwendet, um fast die komplette
16S rRNA-Gensequenz zu sequenzieren. Die erhaltenen Reads wurden mit Nanoclust in Cluster
eingeteilt und anschlieRend die relative Abundanz der Gattungen in den einzelnen Proben errechnet.
Neben der Entschliisselung der bakteriellen Vielfalt, sollten zudem mogliche Spenderstamme der
exogen isolierten Plasmide aus Kapitel 3.3 identifiziert werden. Von der Sprossenprobe SP11 wurde
keine 16S rRNA-Gen Metagenom-Analyse durchgefiihrt, da aus dieser Probe keine Transkonjuganten

hervorgingen.

Die nicht angereicherten Proben zeigen die Zusammensetzung der von Sprossen abgeldsten
mikrobiellen Fraktion direkt nach der Lagerung bei 4 °C. Abbildung 17 zeigt die hohe bakterielle
Diversitat, der auf den vier Sprossenproben (SP7 bis SP10) vorhandenen Bakteriengattungen. Dabei
zeigte sich, dass die technischen Replikate eine hohe Ahnlichkeit aufwiesen. Insgesamt wurden an die
100 verschiedenen Gattungen detektiert, wobei nicht jede Gattung in jeder Probe vorhanden war. In
allen Proben machte die Gattung Pseudomonas den hochsten Anteil aus. Bei der Probe SP9 war
Pseudomonas besonders prominent. Weiterhin waren die Gattungen Acinetobacter, Comamonas,
Chryseobacterium, Yokenella, Erwinia und Pantoea unter den am haufigsten vorkommenden

Bakteriengattungen. Salmonella-DNA wurde in allen Proben nachgewiesen.
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Sprossenmikrobiota (16S rRNA-Gen)
nicht angereicherte Proben
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Abbildung 17: Relative Abundanz der bakteriellen Vielfalt von nicht angereicherten Sprossenproben anhand der MinlON-
Sequenzierergebnisse der kompletten 16S rRNA-Gensequenz. Die Cluster wurden mittels Nanoclust erstellt und die relative
Abundanz anhand der verwendeten Reads errechnet. | und Il: technische Replikate der jeweiligen Probe. SP = Sprossen.

Die angereicherten Proben zeigen die Bakteriengattungen, die nach einer Anreicherung der
Sprossenproben in Peptonwasser fiir 20 bis 24 Stunden bei 37 °C vorhanden waren. Dafiir wurde die
relative Abundanz der vorhandenen Bakteriengattungen errechnet. Hierbei zeigte sich, dass nach
Anreicherung nur noch knapp 50 Gattungen nachweisbar waren (Abbildung 18). Auch hier waren nicht
alle Gattungen in allen Proben vorhanden. Bei den angereicherten Sprossen wurden Gattungen
detektiert, die bei den nicht angereicherten Proben unterhalb der Nachweisgrenze lagen,
unter anderem Bacillus, Bowmanella, Enterococcus, Scandinavium, Serratia und Vibrio. Die Gattung
mit der hochsten relativen Haufigkeit war in allen Proben Enterobacter. Nach Enterobacter waren

Citrobacter, Lactococcus und Klebsiella am haufigsten vertreten. Nur in der Probe SP8 Il wurde die
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Gattung Escherichia nachgewiesen (0,07 %). Die angereicherten Proben zeigten einen hohen Anteil an

Enterobacteriaceae, der sich zwischen den Sprossenproben nur geringfiigig unterschied. Auch die

technischen Replikate der angereicherten Proben zeigten hohe Ahnlichkeiten.
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Abbildung 18: Relative Abundanz der bakteriellen Vielfalt von angereicherten Sprossenproben anhand der MinlON-
Sequenzierergebnisse der kompletten 16S rRNA-Gensequenz. Die Cluster wurden mittels Nanoclust erstellt und die relative
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Diskussion

4 Diskussion

4.1 Charakterisierung der Plasmide von Enterobakterien aus pflanzlichen
Frischeprodukten

Zum Verstandnis der Ausbreitungswege von Antibiotikaresistenzen und um Losungen fiir das
weltweite Antibiotikaresistenzproblem zu finden, ist es wichtig die voneinander abhangigen
Lebensbereiche Mensch - Umwelt - Tier zu betrachten (WHO, 2015; McEwen und Collignon, 2018;
Hernando-Amado et al., 2019). Lebensmittel bilden dabei, bezogen auf Bakterien, eine Verbindung
zwischen Mensch, Landwirtschaft und Umwelt. Somit ist es nétig antibiotikaresistente Bakterien von
pflanzlichen Lebensmitteln zu untersuchen, um beurteilen zu kénnen, in wie weit pflanzliche
Lebensmittel an der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen entlang der Farm-to-Fork-Route

beteiligt sind.

Um die Wissensliicke im Bereich antibiotikaresitener Bakterien in Lebensmitteln zu schliefen, wurden
insgesamt 22 Enterobacteriaceae-lsolate mittels MinlON-Sequenziertechnologie sequenziert und
deren Plasmide charakterisiert. Die Stamme wurden im Rahmen vorangegangener Studien von
pflanzlichen Frischeprodukten, wie Sprossen, Salaten, Karotten, Gurken und Krautern isoliert (Loop,
2019; Cho et al., 2021). Die 22 Isolate setzten sich aus Citrobacter spp. (n = 8), Enterobacter spp. (n = 4),
Escherichia coli (n = 4) und Klebsiella spp. (n = 6) zusammen. Dabei sind besonders Escherichia spp. und
Klebsiella spp. als haufigste nosokomiale Infektionserreger bekannt (Weiner-Lastinger et al., 2020).
Deshalb liegt bei der Untersuchung von antibiotikaresistenten Bakterien auf pflanzlichen
Lebensmitteln der Fokus haufig auf diesen Gattungen, bzw. speziell auf E. coli und K. pneumoniae (Kim
et al., 2015; Jongman und Korsten, 2016; Blau et al., 2018; Reid et al., 2019). Allerdings ist es wichtig,
neben Vertretern dieser Gattungen weitere antibiotikaresistente und potenziell pathogene
Enterobakterien-Stamme zu untersuchen (Iseppi et al., 2018; Cho et al., 2021), um deren Reservoir an
Antibiotikaresistenzgenen nicht zu Gbersehen (Sheppard et al., 2016). Denn durch Konjugation von
unter anderem IncF-Plasmiden konnen Antibiotikaresistenzgene innerhalb der Enterobacteriaceae-

Familie verbreitet werden (Villa et al., 2010; Iseppi et al., 2018).

Die Isolate wurden anhand der Daten aus den vorangegangenen Studien ausgewahlt und stellen keine
reprasentative Stichprobe der Vielfalt an Enterobakterien auf den unterschiedlichen pflanzlichen
Frischeprodukten dar. Trotzdem wurde mit der Auswahl gezeigt, dass sich antibiotikaresistente
Enterobakterien auf zum Verzehr geeigneten pflanzlichen Frischeprodukten befinden. In Deutschland
sind roh verzehrte, pflanzliche Lebensmittel als Trager pathogener Bakterien durch den STEC-
Ausbruch, der auf kontaminierte Sprossen zurilickgefiihrt werden konnte, in den Fokus geriickt
(Buchholz et al., 2011; Frank et al., 2011). Auch weltweit werden pflanzliche Frischeprodukte immer
mehr als Trager antibiotikaresistenter Enterobacteriaceae mit unterschiedlicher phanotypischer
Antibiotikaresistenz wahrgenommen (Boehme et al., 2004; Schwaiger et al., 2011; Campos et al., 2013;
Kim et al., 2015; Jongman und Korsten, 2016; Blau et al., 2018; Iseppi et al., 2018; Al-Kharousi et al.,
2019; Richter et al., 2019; Cho et al., 2021). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass auf pflanzlichen

Frischeprodukten neben Bakterien mit geringer Resistenz auch Stdmme mit multipler phanotypischer
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Antibiotikaresistenz vorhanden sind. In der Studie von Blau et al. (2018) wurden von 24 pflanzlichen
Lebensmittelproben (Koriander, Rucola, gemischter Salat) aus deutschen Supermarkten, insgesamt 63
E. coli-lsolate auf Tetracyclin-haltigem Agar isoliert. Dabei zeigten die Isolate ebenfalls
unterschiedliche Antibiotikaresistenz-Phanotypen. Abgesehen von den Isolaten von Rucola, waren
neben einer Unempfindlichkeit gegeniliber Tetracyclin, die meisten Isolate resistent gegen Ampicillin
(Blau et al., 2018). In der vorliegenden Studie waren fast alle Isolate resistent gegen Ampicillin. Dabei
konnte die Resistenz der Stamme teilweise auf deren intrinsische Resistenz gegen Ampicillin
zuriickgefiihrt werden (CLSI, 2023). Die Kombination einer Tetracyclin- und Streptomycin-Resistenz
wurde in der Studie von Blau et al. (2018) dhnlich wie in der vorliegenden Studie beobachtet. Weiterhin
wurden bei Blau et al. (2018) Stamme mit einer Resistenz gegen nur zwei Antibiotika gefunden und
Isolate mit multipler Resistenz, dhnlich wie bei den Isolaten Ciw5.1, Ciw5.2 und Kpneu34 der
vorliegenden Studie. In einer weiteren Studie aus Deutschland wurden 109 Enterobacteriaceae-lsolate
von Sprossen, Misch- und ready-to-eat-Salaten nicht selektiv isoliert und hinsichtlich ihrer Resistenz
gegen B-Laktam-Antibiotika getestet (Stoll et al., 2018). Wahrend Resistenzen gegen unterschiedliche
B-Laktam-Antibiotika gefunden wurden, war keines der Isolate ESBL-positiv (Stoll et al., 2018). Deshalb
schlossen Stoll et al. (2018), dass diese Lebensmittel im Hinblick auf ESBL-produzierende
Enterobakterien als unauffallig und sicher gewertet werden konnen. Holvoet et al. (2013)
untersuchten Proben von Salat, Erde, Bewasserungswasser und Setzlings-Torfboden von
Salatproduktionsstatten auf das Vorhandensein von E. coli. Dabei war die Pravalenz an E. coli auf den
Salat-Proben gering, allerdings waren die Resistenzraten bei E. coli von Salat-Proben héher verglichen
mit anderen Proben (Holvoet et al.,, 2013). Allgemein waren nur wenige Isolate resistent gegen
mindestens ein Antibiotikum (11,4 %), mit der hochsten Resistenzrate gegen Ampicillin von 7 %
(Holvoet et al., 2013). Holvoet et al. (2013) folgerten aus den Ergebnissen, dass eine Kontamination
mit resistenten E. coli durch Vieh moglich ware, da das Resistenzmuster von E. coli-Isolaten von Vieh
dem von Salatproduktionsstatten &dhnelte. In der vorliegenden Studie handelte es sich um
Lebensmittelproben, die im Supermarkt erworben wurden und nicht direkt von der Produktionsstatte
stammten. Trotzdem konnten auch hier einige Isolate identifiziert werden, die nur eine geringe
phanotypische Antibiotikresistenz zeigten, wobei es sich auch um Umweltkeime handeln kénnte.
Weiterhin kénnte die Multiresistenz einiger Isolate auf eine Kontamination mit tierischem oder

menschlichem Ursprung hinweisen.

Sprossen weisen hohe Gesamt- und Enterobakterien-Keimzahlen auf (Boehme et al., 2004; Abadias et
al.,, 2008) und enthalten auch antibiotikaresistente Bakterien (Freitag et al., 2018; Huizinga et al.,
2018). Interessant an den vorliegenden Ergebnissen war, dass sowohl die phdnotypisch resistentesten
Stamme (Ciw5.1, Ciw5.2, Kpneu28, Kpneu34) als auch phanotypisch wenig resistente Isolate (Cipa6.1,
Cipa6.2, Enb12) von Sprossen isoliert wurden. Die Stimme Kpneu28 und Kpneu34 wurden auf ESBL-
Agar isoliert und deren ESBL-Produktion bestatigt (Loop, 2019). In der vorliegenden Studie wurde nicht
die Haufigkeit von Stammen mit einem bestimmten Resistenzphdnotyp einer Produktgruppe
bestimmt, was einen Vergleich der Pravalenz mit resistenten Stimmen anderer Studien schwierig
macht. Allerdings bestéatigten einige Studien, dass ESBL-positive Stamme auf Sprossen vorkommen. So

zeigten Freitag et al. (2018), dass in finf von 43 Sprossen-Proben ESBL-positive E. coli vorhanden
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waren, hingegen waren nur in zwei von 202 Salat-Proben ESBL-positive E. coli vorhanden. In den
Niederlanden besalRen von 131 Sprossenproben, die zwischen 2013 und 2016 gesammelt wurden,
insgesamt 19 % der Proben ESBL-produzierende Enterobacteriaceae (Huizinga et al., 2018). Eine Studie
von Nuesch-Inderbinen et al. (2015) zeigte hingegen, dass in keiner der 23 getesteten Sprossen-Proben
ESBL-positive Enterobacteriaceae vorhanden waren. Somit zeigen sich grofle Unterschiede in dem

Vorkommen von ESBL-positiven Enterobakterien auf Sprossenproben.

Der Eintrag resistenter Bakterien kann auf dem kompletten Weg von der Samenproduktion bis zur
Verpackung der Sprossen erfolgen. Dabei wurde eine Kontamination der Samen diskutiert (Mahon et
al.,, 1997; NACMCF, 1999; Kim et al., 2013), allerdings wére auch ein Eintrag innerhalb des Betriebs
wahrend der Verarbeitung, durch Bewdsserungswasser oder durch Mitarbeitende vorstellbar
(Boehme et al., 2004; Iseppi et al., 2018). Bei Produkten, die vor dem Verpacken industriell gewaschen
werden, wurde auBerdem nachgewiesen, dass Bakterien mittels des Waschwassers zwischen den
Produkten verteilt werden kdnnen (Fiedler, 2021; Rosberg et al., 2021). Somit kdnnten auch
antibiotikaresistente Bakterien, insbesondere solche mit Resistenzplasmiden, wahrend des Waschens
zwischen den Produkten verteilt werden. Das BfR weist deshalb auf die Wichtigkeit hin, durch gute
Praxis im Bereich der Ladwirtschaft und der herstellenden Betriebe, die Kontamination mit
pathogenen und antibiotikaresistenten Bakterien zu vermeiden (BfR, 2019). Somit ist es vorstellbar,
dass die Isolate mit multiplen Antibiotikaresistenzen entlang der Produktionskette auf die Produkte

gelangt sein konnten.

Besonders relevant bei der Verbreitung von Antibiotikaresistenz sind durch den horizontalen
Gentransfer Ubertragbare Antibiotikaresistenzgene (Sheppard et al., 2016; von Wintersdorff et al.,
2016). Aus diesem Grund wurde der Fokus in der vorliegenden Studie auf die in den lIsolaten
vorhandenen Plasmide und die transferierbaren Resistenzgene gelegt. Die MiSeqg-Sequenzierdaten
waren dabei flr die vollstandige Darstellung der Chromosomen und der Plasmide nicht ausreichend
(Loop, 2019; Cho et al.,, 2021). Dabei zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass die vollstandige
Darstellung wichtig ist, um abschatzen zu kdnnen, ob die Antibiotikaresistenzgene auf den Plasmiden
liegen und eventuell Gbertragen werden kénnen. Durch die Sequenzierung mit dem MinlON und der
bioinformatischen Kombination von kurzen und langen Sequenzierdaten mittels Unicycler ist es
gelungen, die Chromosomen und Plasmide der 22 Enterobakterien-Stamme vollstandig und in jeweils
einem Contig darzustellen. Der Hybridansatz zur Kombination von kurzen und langen Sequenzierdaten
mittels Unicycler wurde auch in anderen Studien bereits erfolgreich fiir die vollstindige
Sequenzaufklarung von Chromosomen und Plasmiden verwendet (Sun et al., 2019; Martins et al.,
2020; Stein et al., 2020; Amadesi et al., 2023). Dabei war erst durch die Hybridassemblierung moglich,
die Plasmide und deren Eigenschaften naher zu charakterisieren. Somit wurden Plasmide mit
Antibiotikaresistenzgenen identifiziert, die moglicherweise selbst Gbertragbar sind. Darliber hinaus
wurden in den Stammen Ec1119 und Enb12 Plasmide identifiziert, die in den MiSeqg-Daten nicht
aufgefallen waren bzw. als solche nicht identifiziert wurden. Der Grund hierfiir war, dass PlasmidFinder
in den Sequenzdaten keine Ubereinstimmung mit Replikon-Typen der Datenbank finden konnte. Die
Eregebnisse zeigen somit, wie wichtig eine vollstandige Darstellung der Sequenzen ist, um neue

Plasmide zu identifizieren, deren Replikon-Typen nicht in einer Datenbank hinterlegt sind.
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In den meisten Plasmiden von E. coli und K. pneumoniae wurde mit Hilfe von PlasmidFinder der
jeweilige Replikon-Typ identifiziert. Hingegen wurde bei 40 % der Citrobacter-Plasmide keine
Ubereinstimmung mit den Replikon-Typen in der PlasmidFinder-Datenbank gefunden. Fiir die initiale
PlasmidFinder-Datenbank wurden anhand von ca. 560 Plasmiden insgesamt 116 Sonden entwickelt
(Carattoli et al., 2014). Die Plasmide stammten lberwiegend aus E. coli, Salmonella enterica und
K. pneumoniae — Plasmide von Citrobacter waren kaum vertreten (Carattoli et al., 2014). Um die
Ubertragungswege von Plasmiden zu detektieren, ist es allerdings wichtig, Informationen zu den
verschiedenen Plasmid-Typen zu haben (Carattoli et al., 2014; Orlek et al., 2017b; Robertson et al.,
2020). Die Identifizierung anhand eines Datenbank-gestiitzten Abgleichs ist allerdings nur so gut, wie
die Datenbank selbst, weshalb die Identifizierung neuer bzw. nicht bekannter Plasmide schwierig ist
(Robertson und Nash, 2018). Im Sinne des One-Health-Ansatzes ware es deshalb wichtig, auch Plasmid-
Replikon-Typen von Enterobacteriaceae-Stammen in der Datenbank zu hinterlegen, die klinisch
weniger relevant sind. Dadurch konnten die Plasmide einfacher identifiziert und die

Verbreitungsrouten der Antibiotikaresistenzgene via HGT besser verfolgt werden.

Durch die vollstéandige Darstellung der Plasmide wurde gezeigt, wie unterschiedlich die Plasmide von
Bakterien sind, die mit pflanzlichen Lebensmitteln assoziiert sind. Von den 22 untersuchten
Enterobakterien besaRen folgende finf Isolate keine Plasmide: C. portucalensis (n = 2), En. dykesii
(n =2) und K. variicola (n = 1). In den restlichen 17 Isolaten wurden insgesamt 40 Plasmide detektiert,
die sich unter anderem in der Grol3e, der Mobilisierbarkeit, dem mol%-GC-Gehalt und der Ausstattung
mit Metall- und Antibiotikaresistenzgenen unterschieden. Die kleinen Plasmide waren dabei zwischen
2.058 bp bis 6.455 bp groR. Die groRen Plasmide erreichten GroRen zwischen 32.965 bp und
326.286 bp. Auch in Studien mit umfangreicheren Stichproben wurde eine mehrgipflige
GroRenverteilung von Enterobacteriaceae-Plasmiden festgestellt (de Toro et al., 2014; Orlek et al.,
2017a; Balbuena-Alonso et al., 2022). Die GroRenverteilung von 255 E. coli-Plasmiden zeigte dabei
mittlere GroBenhdhepunkte von 1,6 kbp, 5,1 kbp und 87 kbp mit wenigen Plasmiden mit GréRen
zwischen 10 kbp und 30 kbp (de Toro et al., 2014). Eine dhnliche GroRenverteilung zeigte sich auch bei
161 Plasmiden von 77 E. coli-Isolaten aus Lebensmittelproben und 1.624 Plasmiden von 649 klinischen
E. coli-Isoalten, wobei der mittlere Hohepunkt bei Plasmiden klinischer Isolate mit 110 kbp groRer war
als bei Plasmiden von Lebensmittelproben mit 93 kbp (Balbuena-Alonso et al., 2022). Die GrofRen der
Plasmide reichten von 1,1 kbp bis 404 kbp (Balbuena-Alonso et al., 2022), wobei die GroRen der

Plasmide in der vorliegenden Arbeit ebenfalls in diesem Bereich liegen.

Die haufigsten Inc-Typen der groRen Plasmide waren IncF-Plasmide (IncFIB und IncFll). Die kleinen
Plasmide zeigten, wenn mittels PlasmidFinder typisierbar, héchste Ahnlichkeit mit Col-Replikon-Typen.
In einer Studie von Reid et al. (2019) waren in 120 von pflanzlichen Frischeprodukten isolierten E. coli-
Isolaten ebenfalls IncFIB, IncFll und Col-ahnliche Replikon-Typen am haufigsten vertreten. Huizinga et
al. (2018) untersuchten Sprossen aus den Niederlanden mit dem Schwerpunkt auf ESBL-
produzierenden Isolaten, wobei 26 Stamme mittels MiSeq sequenziert und die Plasmide somit nicht
vollstandig dargestellt wurden. Ahnlich wie in der vorliegenden Studie waren Col- und IncF-Plasmide
die Pravalentesten, wobei auch mehrere IncF-Replikon-Typen in einem lIsolat detektiert wurden

(Huizinga et al., 2018). Allerdings kann mit den vorhandenen Daten nicht geklart werden, ob die IncF-
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Replikon-Typen auf den selben Contigs lagen und es sich somit um Multireplikon-Plasmide handelte
(Huizinga et al., 2018), wie dies in Plasmiden der vorliegenden Studie vorkam. Der Replikon-Typ IncU,
der bei Huizinga et al. (2018) gefunden wurde, war in der vorliegenden Studie nicht prasent, hingegen
wurde der IncN-Replikon-Typ, der ebenfalls bei Huizinga et al. (2018) vorkam, nur bei pCIPO13_5
detektiert. Neben den ESBL-Genen blacrx-m-1s und blasuy-2, die in der vorliegenden Studie nur in jeweils
einem Plasmid detektiert wurden (pKPNEU28_2, pKPNEU34_2), wurden bei Huizinga et al. (2018) noch
weitere ESBL-Gene (z.B. blacrx-m-3, blacrxm-27, blasuv.es) detektiert. Die Stdmme mit den ESBL-
kodierenden Plasmiden der vorliegenden Studie wurden auf ESBL-Agar isoliert (Loop, 2019), wéhrend
die restlichen Isolate auf Tetracyclin-haltigem Agar isoliert wurden (Cho et al.,, 2021). Neben den
Resistenzgenen gegen B-Laktam-Antibiotika wurden in der Studie von Huizinga et al. (2018) weitere
Gene detektiert, die Resistenzen gegen Fluorchinolone (gnrS1), Aminoglykoside (aph(3')-la,
aac(6')lb-cr, aadA16, aph(6)-1d, aph(3'")-1b), Sulfonamide (sull, sul2), Tetracycline (tet(A), tet(D)) sowie
Makrolid-Antibiotika (mph(A)) vermitteln. Diese Gene wurden ebenfalls auf den Plasmiden in der
vorliegenden Studie gefunden. Allerdings zeigten diese 26 ESBL-positiven Stamme allgemein ein
hoheres Antibiotikaresistenzgen-Niveau (Huizinga et al., 2018), verglichen mit den Isolaten der
vorliegenden Studie. Somit dhnelten die ebenfalls von Sprossen stammenden ESBL-positiven Stamme
Kpneu28 und Kpneu34 der vorliegenden Studie am ehesten den Stimmen in der Studie von Huizinga
et al. (2018). Eine Zuordnung der Resistenzgene zu Plasmiden oder Chromosomen war in der Studie
von Huizinga et al. (2018) hingegen nicht méglich. In der Studie von Darphorn et al. (2021) wurden
Plasmide von 28 E. coli-Isolaten von Hihner-, Truthahn- oder Rindfleisch mit einem resistenten
Phanotyp gegen Tetracyclin oder B-Laktam-Antibiotika untersucht. Dabei waren neben Incl- und IncX-
Replikon-Typen, auch IncF-Plasmide haufig zu finden (Darphorn et al.,, 2021). Auch Plasmide mit
multiplen Replikon-Typen, wie beispielweise IncFIB/IncFll/IncQl oder IncFIB/IncFll, dhnlich wie in der
vorliegenden Studie, wurden detektiert (Darphorn et al., 2021). Auch der pathogene Stamm E. coli
0104:H4, der zu einem Sprossen-assoziierten Infektionsausbruch fiihrte, besall ein IncF-Plasmid
(Brzuszkiewicz et al., 2011; Wibberg et al., 2013). Die Shigatoxin-Gene waren hingegen auf einem
Prophagen lokalisiert (Brzuszkiewicz et al., 2011). Bei einem Vergleich von E. coli-Plasmiden aus der
Klinik (n = 1.624) und von Lebensmitteln (n = 161) wurde gezeigt, dass Plasmide aus beiden Gruppen
Resistenzgene gegen die gleichen Antibiotikafamilien trugen (Balbuena-Alonso et al., 2022). In der
vorliegenden Studie wurden Resistenzgene, wie beispielsweise aph(6)-Id, aph(3")-lb, blatem-1s, blacrx-
m-15, gnrS, aac(6')-lb-cr, sull, sul2, tet(A) und tet(B) auf den Plasmiden detektiert, die in der Studie von
Balbuena-Alonso et al. (2022) sowohl auf Plasmiden klinischer als auch auf Lebensmittel-Isolaten
vorhanden waren. Dabei wurden Resistenzgene, die ausschliellich auf Plasmiden klinischer Isolate
detektiert wurden, wie Fosfomycinresistenzgene (fosA2, fosA3, fosA4) und Efflux-Pumpengene (adeF,
evgA, mdtM) (Balbuena-Alonso et al., 2022) auf den Plasmiden in der vorliegenden Studie nicht
gefunden. Dies zeigt, wie weit verbreitet Bakterien mit Plasmiden bestimmter Inc-Typen und
Antibiotikaresistenzgenen sind und gibt einen Hinweis darauf, dass es zwischen den unterschiedlichen

Lebensbereichen zu einem Austausch dieser Bakterien bzw. Plasmide kommt.

Von den 40 Plasmiden, die in 17 der 22 untersuchten Enterobakterien nachgewiesen wurden, besal}

die Uberwiegende Mehrheit keine Antibiotikaresistenzgene (73 %). Dabei wurden in 7.396 Plasmiden
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von Escherichia, Klebsiella und Salmonella nur in 38 % der Plasmide Antibiotikaresistenzgene gefunden
(Wang et al., 2022). Dies weist darauf hin, dass die Mehrheit der Plasmide nicht an der Verbreitung
von Antibiotikaresistezgenen beteiligt sein konnte. Obwohl Antibiotikaresistenzgene zuvor auf relativ
kleinen Plasmiden detektiert wurden (Handford et al., 2009; Both et al., 2016; Branger et al., 2018;
Branger et al., 2019), waren auf den 14 kleinen Plasmiden in der vorliegenden Studie keine
Antibiotikaresistenzgene vorhanden. Wein et al. (2020) zeigten, dass kleine Plasmide im Gegensatz zu
groRen in E. coli-lsolaten selten Antibiotikaresistenzgene trugen. Eine Unterbrechung essenzieller
Sequenzen bei Insertion neuer Gene ist bei kleinen Plasmiden wahrscheinlicher als bei groBeren, denn
die fliir den Erhalt und die Replikation wichtigen Sequenzen nehmen bei kleinen Plasmiden im
Verhaltnis einen groReren Teil der Plasmid-Sequenz ein (Wein et al., 2019; Wein et al., 2020). Dies
konnte ein Grund sein, weshalb in keinem der kleinen Plasmide in dieser Studie

Antibiotikaresistenzgene vorhanden waren.

Nicht alle IncF-Plasmide in der vorliegenden Arbeit wiesen Antibiotikaresistenzgene auf, allerdings
wurden sechs der elf Plasmide, die Antibiotikaresistenzgene trugen, als IncF-Replikon bzw. als
Multireplikon-Typen mit IncF-Replikon identifiziert. Finf dieser Plasmide wurden als potenziell
konjugativ eingestuft, was die Bedeutung von IncF-Plasmiden an der Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen zwischen Enterobakterien hervorhebt. IncF-Plasmide gehoéren zu den
pravalentesten Replikon-Typen in Enterobakterien und sind dafiir bekannt, bei der Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen innerhalb der Enterobacteriaceae-Familie eine wichtige Rolle zu spielen
(Villa et al., 2010; Rozwandowicz et al., 2018). Denn Antibiotikaresistenzgen-tragende IncF-Plasmide
werden weltweit in klinischen Isolaten (Bielaszewska et al., 2011; Rafai et al., 2015; Balbuena-Alonso
etal., 2022), bei Menschen (Johnson et al., 2007; Wang et al., 2013; Both et al., 2016; Benz et al., 2021),
in der Umwelt (Wibberg et al., 2013; Lyimo et al., 2016), in Lebensmitteln (Blau et al., 2018; Darphorn
et al., 2021; Balbuena-Alonso et al., 2022; Zhao et al., 2022) und bei Tieren (Johnson et al., 2007; Wang
et al., 2013) gefunden. Wegen des engen Wirtsspektrums der IncF-Plasmide ist die
Resistenzverbreitung auf Vertreter der Familie Enterobacteriaceae beschrankt (Villa et al., 2010;
Rozwandowicz et al., 2018). Trotzdem tragen IncF-Plasmide mit B-Laktamase-kodierenden Genen, wie
blacrx-m-15, zur rapiden, weltweiten Verbreitung der klinisch relevanten Antibiotikaresistenzgene bei
(Novais et al., 2007; Rafai et al., 2015; Wyres et al., 2019). Auch in der vorliegenden Studie wurde ein
konjugatives Plasmid mit einem ESBL-vermittelnden Phanotyp detektiert. Das Gen blacrx-m-1s War in
dem konjugativen Plasmid pKPNEU28 2 vorhanden und eine Ubertragung des Resistenzplasmids
wurde in Konjugationsversuchen nachgewiesen (siehe Kapitel 3.2). Somit bestatigen die Ergebnisse
der vorliegenden Studie, wie wichtig IncF-Plasmide fiir die Verbreitung von klinisch relevanten

Antibiotikaresistenzgenen sind.

Die kleinen Plasmide der mehrfach resistenten Stamme Ciw5.1 und Ciw5.2 besaBen keine
Antibiotikaresistenzgene. Alle Resistenzgene, bis auf blacwyv-ss und gnrB34, lagen vielmehr auf einer
hoch variablen Resistenzregion im Chromosom nahe beieinander. Da es sich dabei auch um
Antibiotikaresistenzgene wie tet(B), su/l und aadA handelte, die auch auf Plasmiden vorkommen
konnen (Wang et al., 2022), war es wichtig durch die vollstandige Darstellung aller DNA-Fragmente die

Position und die mogliche Mobilitat der Antibiotikaresistenzgene abschatzen zu kénnen. Diese Region
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enthielt neben den Antibiotikaresistenzgenen auch Insertionssequenzen und maogliche Transposons
und Integrons. Somit zeigt diese Region in den Chromosomen von Ciw5.1 und Ciw5.2 eine Region mit
hohem Potenzial fir unterschiedliche Rekombinationen und Insertion bzw. Deletion von
Resistenzgenen. Es ist denkbar, dass die Resistenzgene mittels mobiler Plasmide in die Bakterienzelle
gelangt sind und durch das Zusammenspiel zwischen den mobilen genetischen Elementen in das
Chromosom eingebaut wurden. Daraufhin kénnten die vermutlich urspriinglichen Tragerplasmide

verloren gegangen sein.

Besonders hinsichtlich der Antibiotikaresistenzgene war, neben den Citrobacter-Isolaten Ciw5.1 und
Ciw5.2, auch der Stamm Kpneu34. Dieser besalk gleich zwei Plasmide (konjugativ und mobilisierbar)
mit multiplen Antibiotikaresistenzgenen (sechs bzw. zwdlf je Plasmid). Im Vergleich mit den anderen
Stammen ist es hochst wahrscheinlich, dass dieser Stamm aus einem Umfeld mit hoher Antibiotika-
Konzentration und groRem Selektionsdruck, z. B. einem Krankenhaus stammt, und es hier entlang der
Produktionskette zur Verunreinigung mit diesem Stamm gekommen sein konnte. Die
Antibiotikaresistenzgene tet(D), aadA16, dfrA27, aar-3 wurden auf dem Plasmid pKPNEU34_2
gefunden. In der Studie von Balbuena-Alonso et al. (2022) zum Vergleich von E. coli-Isolaten aus Klinik
und Lebensmitteln waren diese Resistenzgene nur auf Plasmiden aus klinischen E. coli-Isolaten

vorhanden, nicht aber auf Plasmiden von Lebensmittel-assoziierten E. coli.

Die Mobilisierbarkeit der Plasmide wurde mittels MOB-suite abgeschatzt. Insgesamt wurden 35 % als
konjugativ und 30 % als mobilisierbar eingestuft. Die restlichen 35 % waren nicht mobilisierbar. Smillie
et al. (2010) zeigten, dass 54 % der Plasmide (n = 487) von Proteobacteria konjugativ bzw. mobilisierbar
waren und die restlichen 46 % nicht mobilisierbar. In einer Stichprobe von 255 E. coli-Plasmiden lag
der Anteil an nicht transferierbaren Plasmiden bei nur 27 % (de Toro et al., 2014). Der Anteil an nicht
mobilisierbaren Plasmiden in der vorliegenden Studie liegt somit in dem Bereich dieser Studien.
Allerdings handelt es sich bei der vorliegenden Stichprobe nicht um eine reprasentative Auswahl. Bei

den Antibiotikaresistenzplasmiden waren 82 % (9 von 11) entweder mobilisierbar oder konjugativ.

Mit der Charakterisierung der Bakterien wurde gezeigt, dass sich antibiotikaresistente Bakterien auf
pflanzlichen Frischeprodukten befinden. Untersuchungen zur Detektion von antibiotikaresistenten
Bakterien werden in den herstellenden Betrieben nicht durchgefiihrt. Deshalb sind Studien wie die
vorliegende, die das Vorkommen von antibiotikaresistenten Bakterien und besonders von Bakterien
mit konjugativen Antibiotikaresistenzplasmiden untersuchen, wichtig. Dies zeigt beispielhaft auch eine
Studie, die in Salat aus Portugal einen multiresistenten E. coli-Stamm mit einem mcr-1-Resistenzgen-
tragenden Plasmid isolierten, welches mittels Konjugation tbertragbar war (Jones-Dias et al., 2016;
Manageiro et al., 2020). Das Gen mcr-1 vermittelt eine Resistenz gegen Colistin, welches ein
Reserveantibiotikum fiir die Behandlung von resistenten Gram-negativen Bakterien ist (Paterson und
Harris, 2016). Allerdings wurde nur ein E. coli mit diesem Resistenzgen detektiert, somit scheint die

Pravalenz sehr gering zu sein (Jones-Dias et al., 2016).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass pflanzliche Frischeprodukte Bakterien mit
Antibiotikaresistenzplasmiden  besitzen, die an einer moglichen Verbreitung von

Antibiotikaresistenzgenen vom Lebensmittel auf den Menschen beitragen kénnen.
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4.2  Transfer von Antibiotikaresistenzplasmiden zwischen Bakterien — in vitro
und auf dem Lebensmittel

Mit Konjugationsversuchen kann die Ubertragung phanotypischer Eigenschaften zwischen einem
Spender und einem Empfanger qualitativ nachgewiesen werden. Durch die Quantifizierung kann
zusatzlich herausgefunden werden, welche Faktoren die Plasmid-Ubertragung beeinflussen (Sheppard
et al., 2020). In der vorliegenden Studie wurde deshalb zunichst getestet, ob die Ubertragung von
Resistenzgen-tragenden Plasmiden zwischen zwei E. coli- bzw. einem K. pneumoniae-Spender und
einem E. coli-Empfanger moglich ist. Dabei wurde bei zwei von drei Spenderstdmmen eine
phanotypische Tetracyclin-Resistenz auf den Empfangerstamm Gbertragen. Zuvor wurde mit MOB-
suite die Mobilisierbarkeit der Plasmide prognostiziert. Dabei stuft MOB-suite ein Plasmid als
konjugativ ein, wenn eine Relaxase und ein Paarbildungssystem (MPF) vorhanden sind (Robertson und
Nash, 2018). Ein Plasmid wird als mobilisierbar identifiziert, wenn eine Relaxase oder ein
Transferursprung (oriT) vorhanden ist (Robertson und Nash, 2018). Fir die von MOB-suite als
konjugativ eingestuften Plasmide pKPNEU28 2, pEC1115 1, pEC1115 2, pEC1115_3 und fiir das als
mobilisierbar eingestufte Plasmid pEC1115_4, wurde deren Mobilitdt durch die Konjugationsversuche
bestatigt. Hingegen erbrachten mehrere Konjugationsversuche bei unterschiedlichen Bedingungen
mit dem Spenderstamm Ec1117 keine Transkonjuganten, obwohl MOB-suite das Plasmid pEC1117_1
als konjugativ prognostizierte. Fir die Konjugation sind bestimmte Transfergene essenziell (Fernandez-
Lopez et al., 2016). Die Analyse der Annotationsdaten des Plasmids ergab, dass alle fiir die IncF-
Konjugation essenziellen Gene vorhanden waren. Allerdings wurde das tral-Gen von PGAP als
Pseudogen eingestuft, da der hintere 3'-Teil des tral-Gens nicht vollstandig war. Ein vollstandiges tral-
Gen von IncF-Plasmiden kodiert 1.756 Aminosauren (Matson und Ragonese, 2005). Das unvollstandige
tral-Gen von pEC1117_1 kodierte nur 1.208 Aminosauren. Das tral-kodierende Protein besitzt
Relaxase- und Helikase-Aktivitat, wodurch der Einzelstrang an der Schnittstelle (nic site) geschnitten
und der DNA-Strang entwunden wird, der in den Empfangerstamm Ubertragen wird (Wong et al.,
2012). Das durch tral-kodierte intakte Protein ist deshalb essenziell fiir eine erfolgreiche Konjugation
(Matson und Ragonese, 2005). Der hintere Teil des Gens kodiert den Teil des Proteins, der die Helikase-
Funktion vermittelt (Matson und Ragonese, 2005). Dieser Teil ist bei pEC1117_1 nicht vollstindig,
weshalb davon auszugehen ist, dass dies der Grund dafiir ist, weshalb keine Transkonjuganten
detektiert wurden. MOB-suite erwies sich somit als geeignetes Programm, um einen schnellen
Uberblick Giber die Mobilitit der Plasmide zu erhalten, wenn komplette Sequenzdaten vorliegen. So
werden neben der Mobilisierbarkeit auch der mogliche Wirtsbereich und das Paarbildungssystem
angegeben (Robertson und Nash, 2018; Robertson et al., 2020). Allerdings ist es wichtig, die an der
Konjugation beteiligten Gene in den Annotationsdaten zu Uberprifen und zusatzlich mit

Konjugationsversuchen die in silico-Daten zu bestatigen.

Wie oben beschrieben waren zwei Stamme (K. pneumoniae Kpneu28 und E. coli Ec1115) fir
Konjugationsversuche geeignet, da diese konjugative Antibiotikaresistenzplasmide (pKPNEU28 2 und
pEC1115_1) besaRen. Sowohl die Ubertragung der phanotypischen Tetracyclin-Resistenz als auch der
Ubergang des tet(A)-Resistenzgens konnte bei beiden Stimmen erfolgreich nachgewiesen werden. Fiir

die Konjugationsversuche zur Ermittlung der Transferraten wurde jedoch nur der Spenderstamm
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Kpneu28 verwendet. Ec1115 wurde als Spenderstamm nicht verwendet, da die Multiplex-PCR das
targetierte Plasmid in den Transkonjuganten nicht immer nachweisen konnte. Dies lag daran, dass
tet(A) durch drei konjugative Plasmide in den Empfangerstamm Ubertragen wurde und die mit der PCR
targetierte Replikationsregion nicht immer vorhanden war. Das tet(A)-Resistenzgen wurde somit
mittels zwei unterschiedlichen Transfersystemen (MPFg, MPF)) Gbertragen. Da allerdings nicht klar war,
wie die intrazelluldre Mobilitdt die Transferraten zusatzlich beeinflusst, wurde der Spenderstamm

Ec1115 nicht fir weitere Konjugationsversuche verwendet.

Auch die Transkonjuganten des Spenderstammes Kpneu28 zeigten Rekombinationen. Allerdings war
in diesem Fall die PCR zum Nachweis des Plasmids stets erfolgreich. Weiterhin zeigte die
Sequenzierung, dass bei Konjugationsversuchen mit diesem Stamm immer mindestens das konjugative
Plasmid pKPNEU28 2 libertragen wurde. In manchen Plasmiden wurden zusatzlich Anteile oder das
komplette Plasmid pKPNEU28 3 in das Plasmid pKPNEU28 2 integriert. Folglich bezieht sich die
Diskussion auf Konjugationsversuche zwischen dem Spenderstamm Kpneu28 und dem

Empfangerstamm CV601.

Fiir das etablierte Spender-Empfanger-System wurde im weiteren Verlauf der Konjugationsversuche
getestet, wie sich unterschiedliche Temperaturen sowie in vitro-Bedingungen und Bedingungen auf
dem Lebensmittel auf die Transferraten auswirken. Dabei wurden als Konjugationsmatrix neben LB-
und Salat-Agar auch Sprossen und Mischsalat getestet. Ein Vergleich der Transferraten mit anderen
Studien ist aufgrund der Unterschiede in den gewahlten Bedingungen schwierig. Denn neben der
Temperatur und dem Nahrstoffangebot kann Konjugation von vielen weiteren biotischen und
abiotischen Bedingungen beeinflusst werden (Sheppard et al., 2020). GroRRen Einfluss scheinen die
Wahl des Empfangerstammes, das Medium (z. B. flissig, fest) und Plasmid-eigene Systeme zur
Unterdrickung des Transferapparates zu haben (Sheppard et al., 2020). Weiterhin ist die Transferrate
sowohl abhdngig von dem verwendeten Spenderstamm und dem Plasmid als auch vom
Empfangerstamm (Benz et al., 2021). Somit ist ein Vergleich mit anderen Studien schwierig, da sich die
genannten Faktoren zwischen den meisten Studien unterscheiden. Desweiteren ist ein Vergleich
schwierig, weil meist keine Informationen zu dem Transfersystem (MPF¢, MPF, etc.) des Plasmids
bekannt sind und die Transferraten unterschiedlich berechnet werden. Schlielich gibt es fiir die
Bestimmung der Transferraten keine als allgemeingiiltig akzeptierte Formel, vielmehr gibt es
verschiedene Formeln, die zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren konnen (Huisman et al., 2022). Der
in dieser Studie verwendete Ansatz, der auf dem Verhiltnis der Populationsdichten von
Transkonjugant zu Empfanger basiert (Dahlberg et al., 1998), unterscheidet dabei nicht zwischen
Plasmid-Transfer und Transkonjugantenwachstum (Sorensen et al., 2005). Ein Vergleich der internen
Ergebnisse in dieser Studie ist dennoch moglich, da die Versuchsabldufe, bis auf einzelne Parameter
identisch waren. Zudem wurde stets das gleiche Spender-Empfanger-System verwendet, weshalb
unterschiedliche Spender-, Plasmid-, und Rezipienten-Kombinationen — wie in der Studie von Benz et
al. (2021) — hier keinen Einfluss haben.

Die Konjugationsversuche (Filtermating) bei 10°C fiir vier Tage ohne anschlieBenden
Anreicherungsschritt erbrachten weder auf Salat- noch auf LB-Agar Transkonjuganten. Bei den

Konjugationsversuchen bei 10 °C auf LB-Agar mit anschlieBender Anreicherung wurde jedoch in vier
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von zehn Versuchen eine geringe Menge von Transkonjuganten (< 300 KbE/ml) ermittelt. Auf Salat-
Agar war auch nach Anreicherung kein Transfer nachweisbar. Bei den Konjugationsversuchen bei 10 °C
fir vier Tage auf Mischsalat- und Sprossenproben wurden in jeweils zwei der vier Versuche
Transkonjuganten detektiert, allerdings weniger als zehn Kolonien pro Platte. Bei den Versuchen auf
Sprossen und Mischsalat muss berticksichtigt werden, dass die 10-fache Menge des Spenders und
Empfangers hinzugegeben wurde, verglichen mit den Filtermating-Versuchen. Die Ergebnisse zeigen,
dass bei kiihler Lagerung von Mischsalaten und Sprossen innerhalb der kurzen Haltbarkeit (hier
angenommen vier Tage), die Ubertragung von Antibiotikaresistenzplasmiden zwischen Bakterien auf
den Produkten als sehr gering einzuschitzen ist. Die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung bei
geringeren Temperaturen, wie 4 °C (untere Kiihlschranktemperatur), kénnte somit noch geringer sein.
Weiterhin wurden in den Versuchen Empfanger- und Spenderstimme mit Keimzahlen in einer Hohe
eingesetzt, welche die Abundanz an potenziellen Spendern und Empfangern auf den Produkten
wahrscheinlich (ibersteigt. Denn bei der exogenen Plasmid-Isolierung mit dem Empfangerstamm
CV601 wurden bei 10 °C keine Transkonjuganten detektiert (Kapitel 3.3), was dafiir spricht, dass die
Menge an moglichen Spenderstammen mit Antibiotikaresistenzplasmiden auf Sprossen niedriger ist.
Dies schmalert zusatzlich die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung bei niedrigen Temperaturen. In
der Studie von Luo und Matthews (2023) zur Ubertragung von einem Colistin-Resistenz vermittelnden
Plasmid, von einem E. coli-Spender- in pathogene E. coli-Empfangerstamme, wurden
Konjugationsversuche in Fliissigmedium bei 4 °C, 24 °C und 37 °C durchgefiihrt. Ubertragung wurde
bei 24 °C und 37 °C festgestellt, allerdings nicht bei 4 °C. Angaben (iber das Plasmid wurden allerdings
nicht gemacht (Luo und Matthews, 2023). In der Studie von Jung und Matthews (2016) wurde der
Plasmid-Transfer zwischen K. pneumoniae-Stammen untersucht. Wahrend Plasmid-Transfer bei 15 °C,
24 °C und 37 °C in Flussigmedium (Trypton-Soja-Bouillon) und auf geschnittenem Romersalat
detektiert wurde, war bei 4°C kein Transfer nachweisbar (Jung und Matthews, 2016). Auf
Hahnchenfleisch hingegen wurde Plasmid-Transfer auch bei niedrigen Temperaturen nachgewiesen.
Bei Konjugationsversuchen zwischen flinf Saimonella-Spendern und einem E. coli-Empfanger bei 4 °C,
25 °C und 37 °C auf Hahnchenfleisch wurde sogar bei 4 °C bereits nach 24 Stunden Plasmid-Transfer
der IncHI-, IncX- bzw. Incl2-Plasmide nachgewiesen (Li et al., 2022). Die Transferraten zwischen den
Donor- und Empfangerkombinationen dhnelten sich, allerdings waren die Transferraten nicht
angegeben (Li et al., 2022). Wahrend bei 37 °C hohere Transferraten festgestellt wurden als bei 25 °C,

wurden zu den Transferraten bei 4 °C keine Angaben gemacht (Li et al., 2022).

Der verzogerte Verderb durch eine Kihllagerung flihrt zum langeren Erhalt der Produkteigenschaften
von pflanzlichen Frischeprodukten (Tournas, 2005). Aulerdem minimiert bzw. verhindert die
Kihllagerung das Wachstum pathogener Bakterien, wie Salmonella, STEC und Listeria monocytogenes
(Carrasco et al., 2008; Posada-lzquierdo et al., 2013; Tarlak et al., 2020). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass die richtige Lagerung der pflanzlichen Produkte auch
deshalb wichtig ist, um die Ubertragung von Antibiotikaresistenzplasmiden auf dem Produkt zu
minimieren. Dies unterstreicht, wie wichtig die Einhaltung der Kiihlkette bei pflanzlichen
Frischeprodukten ist, um neben dem Wachstum von pathogenen Bakterien auch die Ubertragung von

Resistenzplasmiden zu minimieren.
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In der vorliegenden Studie wurde Salat- und LB-Agar fiir die Konjugationsversuche verwendet. Die
Zusammensetzung an Mikro- und Makronadhrstoffen des Salat-Agars wurde nicht bestimmt. Der
Pflanzensaft des Salat-Agars bestand aus den flissigen und gel6sten Bestandteilen von Karotten,
Endivien, Frisée, Radicchio, griinem Blattsalat, rotem Mangold, rotem Blattsalat und Rucola. Dies sollte
den Pflanzensaft reprasentieren, der bei dem industriellen Schneiden von verzehrfertigen
Frischeprodukten austritt. SchlielRlich ist bekannt, dass dieser austretende Pflanzensaft das
Bakterienwachstum fordert (Tournas, 2005; Koukkidis et al., 2017). Die Pflanzen enthalten neben
einem hohen Wasseranteil auch Mineralstoffe wie Calcium, Eisen und Magnesium sowie Vitamine und
geringe Mengen an Fetten, Kohlenhydraten und Proteinen (USDA, 2018; Das und Bhattacharjee, 2020;
Nagraj et al., 2020). Somit sind Nahrstoffe vorhanden, die fiir das Bakterienwachstum wichtig sind.
Dabei kann davon ausgegangen werden, dass die Nahrstoffdichte in dem Salat-Agar gegeniber dem
komplexen LB-Ndahrmedium geringer war. Transfer kann jedoch auch unter nahrstoffarmen
Bedingungen stattfinden. So nutzten Darphorn et al. (2022b) fiir Konjugationsversuche zwischen
E. coli-Stdmmen bei 37 °C ein Minimalmedium ohne Glucose. Dabei konnten nach einer Stunde fiir 14
der 17 Spenderstamme Transkonjuganten detektiert werden, die sich allerdings in ihren Transferraten

sehr unterschieden (Darphorn et al., 2022b).

Jung und Matthews (2016) untersuchten Transferraten zwischen K. pneumoniae-Stammen auf
unterschiedlichen Nahrmedien bei 24 °C. Dabei zeigte sich, dass die Transferraten auf Alfalfa-Sprossen
(Inokulum der Sprossensamen) und geschnittenem Rémersalat hoher waren als in Trypton-Soja-
Bouillon (Jung und Matthews, 2016). Daraus ergab sich die Schlussfolgerung, dass Transferversuche
nicht nur bei Laborbedingungen, sondern auch unter realen Bedingungen durchgefiihrt werden sollten
(Jung und Matthews, 2016). Ebenso war in der vorliegenden Studie die Transferrate auf Salat-Agar
héher, verglichen mit LB-Medium (21 °C und 37 °C). Transfer findet somit statt und das pflanzliche

Material reicht als Nihrstoffgrundlage fiir Plasmid-Ubertragung aus.

Bei Betrachtung der Ergebnisse auf LB- und Salat-Agar zeigte sich, dass die Transferraten bei 37 °C
héher waren, verglichen mit 21 °C. Wobei der Einfluss der Temperatur auf LB-Agar nicht signifikant
war. Auch Sheppard et al. (2020) fanden héhere Transferraten bei hoheren Konjugationstemperaturen
und vermuteten eine Steigerung der Transferrate bis zur optimalen Wachstumstemperatur der
Stamme. Bei Transferversuchen zwischen einem E. coli-Spenderstamm und drei E. coli-
Empfangerstimmen waren bei 37 °C die Transferraten am hochsten (Pallares-Vega et al., 2021). Bei
niedrigerer Konjugationstemperatur waren die Transferraten geringer, allerdings war der Einfluss je
nach Spender-Empfanger-Kombination unterschiedlich stark (Pallares-Vega et al., 2021). Um Szenarien
in der Lebensmittelkette abzubilden, untersuchten Alvarez-Molina et al. (2023), welchen Einfluss
unterschiedliche Faktoren (Temperatur, pH-Wert, Biozide) auf den Plasmid-Transfer zwischen zwei
E. coli-Isolaten hatten. Dabei zeigte sich, dass Transfer nach 18 Stunden nur bei 37 °C nachweisbar war,
nicht aber bei 30 °C oder 20 °C (Alvarez-Molina et al., 2023). In der vorliegenden Studie wurde bei 21 °C
Transfer nachgewiesen, allerdings war hier auch die Konjugationszeit auf vier Tage erhoht worden,
was darauf hindeutet, dass bei niedrigeren Temperaturen ein langerer Inkubationszeitraum notwendig

ist, um Konjugation nachzuweisen.
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Die Endkeimzahl des Empfangerstammes war auf Salat-Agar geringer als auf LB-Agar. Die
Endkeimzahlen des Spenderstammes Kpneu28 wurden allerdings nicht ermittelt. Dabei muss
bericksichtigt werden, dass E. coli CV601 ein K12-Derivat ist, das als Labor-Sicherheitsstamm ein
Aminosaure-Biosynthese-Defizit (Threonin, Leucin) und ein Thiamin-Biosynthese-Defizit aufweist
(Smalla et al., 2000). Dies bedeutet, dass dieser E. coli-Stamm, im Gegensatz zu einem Wildtyp, die
Aminosauren und das Vitamin Thiamin in die Zelle aufnehmen muss und nicht selbst produzieren kann.
Somit ist davon auszugehen, dass der K. pneumoniae-Spenderstamm einen Wachstumsvorteil auf dem
Salat-Agar gegeniiber dem Empfangerstamm hatte. Pearce et al. (2000) zeigten, dass eine héhere
Anzahl an Spenderstammen (hohere Populationsdichte des Spenders) zu einer héheren Anzahl an
Transkonjuganten fiihrte. Somit kdnnte zumindest ein Teil des Unterschieds, den es zwischen den
Transferraten auf LB- und Salat-Agar gab, darauf zuriickgefiihrt werden, dass sich wahrend der
Konjugation auf Salat-Agar das Verhaltnis zugunsten des Spenderstammes veranderte und somit mehr
Transfer stattgefunden haben kdnnte. Eine Bestimmung der Endkeimzahl des Spenderstammes hatte
zeigen kdnnen, ob die unterschiedlichen Agar-Typen das Wachstum von K. pneumoniae beeinflussten.
Dies wurde nicht durchgefiihrt, konnte allerdings bei kiinftigen Versuchen helfen herauszufinden, ob
sich das Verhaltnis von Spender zu Empfanger wahrend des Versuchs dandert und ob die Unterschiede

in den Transferraten zumindest teilweise darauf zurtickzufiihren sind.

Neben den Konjugationsversuchen auf LB- und Salat-Agar (Filtermating) wurde auch bei
Konjugationsversuchen auf Sprossen und Mischsalat Transfer des Antibiotikaresistenzplasmids
zwischen Kpneu28 und CV601 bei 37 °C nachgewiesen. Auch andere Studien haben Transfer auf
Lebensmitteln untersucht. So wurde Ubertragung beispielsweise in Milch (Walsh et al., 2008; Jung und
Matthews, 2016; Alvarez-Molina et al., 2023), auf Fleisch (Walsh et al., 2008; Li et al., 2022; Ojha et al.,
2022), auf Salat (Jung und Matthews, 2016) und wéahrend der Sprossenanzucht (Molbak et al., 2003;
Toomey et al., 2009; Jung und Matthews, 2016; Ojha et al., 2022; Luo und Matthews, 2023) erfolgreich
nachgewiesen. Auch wenn sich der Versuchsaufbau in der vorliegenden Studie von den Versuchen von
Jung und Matthews (2016) und Luo und Matthews (2023) unterscheidet, zeigten alle drei Studien, dass
der Transfer von Antibiotikaresistenzplasmiden zwischen Enterobakterien auf pflanzlichen
Frischeprodukten moglich ist. Dabei wurde Transfer wahrend der Sprossenanzucht und auf Romersalat

nachgewiesen (Jung und Matthews, 2016; Luo und Matthews, 2023).

Wihrend der Sprossenanzucht (Keimung, Sprossung) wurde Ubertragung von Resistenzplasmiden
nachgewiesen. Die Bedingungen scheinen somit wahrend der Sprossenanzucht fiir den Transfer
glinstig zu sein — dabei muss beachtet werden, dass die Versuche, im Vergleich mit der vorliegenden
Studie, GUber mehrere Tage hinweg und bei niedrigeren Temperaturen (< 37 °C) durchgefiihrt wurden
(Molbak et al., 2003; Toomey et al., 2009; Jung und Matthews, 2016; Ojha et al., 2022; Luo und
Matthews, 2023). In der vorliegenden Studie wurden Konjugationsversuche bei 37 °C auf Sprossen und
Mischsalat durchgefiihrt, die zuvor im Supermarkt erworben wurden. Somit hatten die

Produktverdanderungen wahrend der Keimung und Sprossung keinen Einfluss auf den Plasmid-Transfer.

Der Transfer war auf Sprossen héher als auf Mischsalat, was darauf hindeutet, dass die Sprossen eine
fir den Transfer vorteilhaftere Matrix bieten. Die Samen und kleinen Wurzeln waren bei dem

Sprossenmix teilweise noch vorhanden. Dabei sind diese Bereiche der Sprossen der bevorzugte Teil flr
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Plasmid-Transfer (Molbak et al., 2003). Da bei dem Mischsalat keine Wurzeln vorhanden waren,
kdénnte dies zu einem Unterschied in der Transferrate geflihrt haben. Im Rahmen dieser Studie wurden
weder die Gesamtkeimzahlen noch die Mikrobiota der Produkte analysiert. In kiinftigen Studien
konnten diese Parameter ermittelt werden, um den Einfluss der Begleitmikrobiota auf die

Transferraten der Antibiotikaresistenzplasmide zu ermitteln.

Bei dem Empfangerstamm handelte es sich in der vorliegenden Studie um einen E. coli-Laborstamm,
wobei eine Ubertragung auf pathogene Enterobakterien auf dem Produkt vorstellbar wire.
Beispielsweise wurde die Ubertragung eines Plasmids mit dem mcr-1-Resistenzgen auf pathogene
E. coli-Empfanger wahrend des Wachstums von Mungobohnen-Sprossen bei 25 °C nachgewiesen (Luo
und Matthews, 2023). Eine Infektion mit einem antibiotikaresistenten Erreger kann zu verlangerter
Krankheitsdauer bis zu Therapieversagen und erhohter Mortalitdt fihren (Friedman et al., 2016;
Antimicrobial Resistance, 2022; Larsson et al., 2022). Das Vorkommen pathogener Bakterien auf
pflanzlichen Frischeprodukten in Norddeutschland ist allerdings gering (Fiedler et al., 2017), weshalb

auch das Risiko fiir Verbraucherinnen und Verbraucher als gering einzuschatzen ist.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Antibiotikaresistenzplasmide von Ec1115 und von
Kpneu28 auf den Empfanger E. coli CV601 Ubertragen werden. Weiterhin fand Transfer auf LB- und
Salat-Agar bei 21 °C und 37 °C sowie auf Salat und Sprossen bei 37 °C statt. Eine Ubertragung von
Antibiotikaresistenzplasmiden zwischen Bakterien auf pflanzlichen Lebensmitteln ist somit
grundsatzlich moglich. Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit eines Transfers bei kurzer Lagerzeit
(4 Tage) und kiihlen Temperaturen (< 10 °C) als gering einzuschatzen, weshalb eine ununterbrochene

Kihlkette notwendig ist.

4.3 Rekombinationen bei Antibiotikaresistenzplasmiden

Plasmide kdnnen mosaike (zusammengesetzte) Strukturen aufweisen, bei denen es Hinweise auf eine
Kombination mehrerer Plasmide gibt (Liu et al., 2021; Luo et al., 2022). Dabei kdnnen Teile oder das
komplette Plasmid in ein anderes Plasmid integrieren (He et al., 2015; Xie et al., 2018; Du et al., 2020;
Luo et al., 2022). Auch das Vorkommen von multiplen Replikon-Typen auf einem Plasmid kdénnte ein
Hinweis auf Rekombination in der Vergangenheit sein (Douarre et al., 2020). Beispielsweise weist eine
auf dem Plasmid pEC1115_1 detektierte Resistenzregion auf Rekombination in der Vergangenheit hin.
Diese von zwei 1S26-Kopien eingeschlossene Sequenz besitzt neben einer unvollstindigen IncQ-
Replikationsregion auch noch die Resistenzgene blarem-1s, Sul2, aph(3'")-1b, aph(6)-1d. Diese Region
wurde so — oder in abgewandelter Zusammensetzung (Tn6029, Tn6029B/C/E) — bereits in
Chromosomen und Plasmiden detektiert (Cain et al., 2010; Bailey et al., 2011; Reid et al., 2015;
McKinnon et al., 2018) und weist Teile des IncQ-Plasmids RSF1010 auf (Yau et al., 2010; Reid et al.,
2015). Auch die mittels MobileElementFinder identifizierten Unit und Composite Transposons deuten
darauf hin, dass die darauf befindlichen Resistenzgene innerhalb der Zelle transportiert werden
kénnen. Dabei wurde IS26 bei den meisten Composite Transposons als die fiir die Mobilisierung
verantwortliche Insertionssequenz identifiziert (Tabelle 35). Dies stimmt mit den Ergebnissen von Che

et al. (2021) Uberein, die zeigten, dass 1S26 auf Plasmiden angereichert und mit vielen
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unterschiedlichen Antibiotikaresistenzgenen assoziiert sind. Weiterhin wurden 1S26-Kopien in
Gattungen von sieben Bakterienfamilien detektiert, was darauf hindeutet, dass diese bei der
Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen eine wichtige Rolle spielen (Che et al., 2021). Luo et al.
(2022) zeigten, dass Rekombination zwischen den Plasmiden in einem Klebsiella-Stamm Uber funf
Jahre hinweg stattgefunden hat. Die durch 1S26 vermittelte Rekombination spielte bei der
Neuanordnung der Plasmide eine wichtige Rolle und fiihrte zu einem Hybridplasmid bestehend aus
Teilen von drei Originalplasmiden — allerdings unter Verlust von Antibiotikaresistenzgenen (Luo et al.,
2022). Auch in der vorliegenden Studie kdnnte die Insertionssequenz 1S26 bei dem Erwerb von

Antibiotikaresistenzgenen bei den Plasmiden eine wichtige Rolle gespielt haben.

Auch bei Chromosomen kann Rekombination stattfinden. So deuten auch die sehr dhnlichen
Chromosomen der Stamme Ciw5.1 und Ciw5.2 darauf hin, dass diese einen gemeinsamen Vorfahren
besitzen. Die beiden Isolate stammten dabei von dem selben Sprossenmix. In dem Zusammenhang
deuten die Sequenzierergebnisse darauf hin, dass eine Deletion bzw. Integration innerhalb der
Resistenzregion fir den Unterschied in der genotypischen Resistenzgenausstattung und der

phanotypischen Resistenz verantworlich sein kénnten.

Im Gegensatz zu den aufgefiihrten Beispielen, bei denen in der entfernten Vergangenheit
moglicherweise Rekombination stattgefunden hat, zeigten die Plasmide der Transkonjuganten, dass
zwischen den Plasmiden der Originalstimme Kpneu28 und Ec1115 auch rezente, versuchsassoziierte
Rekombinationen stattgefunden hatten. Die Plasmide der Transkonjuganten, die nur teilweise
vollstandig dargestellt werden konnten, zeigten eine unterschiedliche Zusammensetzung verglichen
mit den Plasmiden der Spenderstimme. Auch in anderen Studien wurden Plasmide nach der
Konjugation in den Transkonjuganten detektiert, die durch Rekombination zwischen den Plasmiden im

Spenderstamm entstanden waren (Xie et al., 2018; Barry et al., 2019; Du et al., 2020).

Die Plasmide der Transkonjuganten, die durch die Konjugation mit dem Spender Kpneu28 entstanden
sind, zeigten teilweise Rekombinationen. Dabei war das urspriingliche Plasmid pKPNEU28 2 stets
vollstandig vorhanden. In manchen Plasmiden der Transkonjuganten war in das Plasmid pKPNEU28 2
zusatzlich das komplette oder Teile des Plasmids pKPNEU28 3 integriert worden. Dabei wurde gezeigt,
dass wenn Integration stattgefunden hatte, diese in einer bestimmten Region im Plasmid pKPNEU28_2
erfolgte (siehe Abbildung 10). Bei all diesen Transkonjuganten-Plasmiden, bei denen Rekombination
stattfand, mit Ausnahme von A07/1_2, wurden bei der Integration eine IS26-Genkopie und teilweise
weitere Sequenzabschnitte eingefligt. Das Plasmid pKPNEU28_3 wurde fiir die Integration nicht immer
an derselben Stelle gedffnet. Wie auch zuvor bei Luo et al. (2022) beschrieben, kénnte der zugrunde
liegende Mechanismus eine Transposition sein, die durch 1S26 vermittelt wurde. He et al. (2015)
zeigten, dass bei Plasmiden von klinischen Enterobacteriaceae-lsolaten die Insertionssequenz 1IS26 eine
wichtige Rolle bei DNA-Deletion, -Inversion und Plasmid-Kombination spielt. Weiterhin zeigten Du et
al. (2020), dass ein nicht libertragbares Resistenzplasmid mittels Konjugation in einen Empfanger
Ubertragen wurde, indem dieses durch eine 1S26-vermittelte-Integration in ein konjugatives Plasmid
integriert wurde. Durch die Kombination der Plasmide ergab sich somit ein grofRes Plasmid mit
multiplen Resistenzgenen, wobei sich die Mobilitat des nicht (ibertragbaren Plasmids und seiner

Resistenzgene erhoht hat (Du et al., 2020). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigen somit,
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dass die Insertionssequenz 1S26 eine wichtige Rolle bei der Rekombination von

Antibiotikaresistenzplasmiden hat.

Fir die Transkonjuganten des Spenderstammes Ec1115 wurde festgestellt, dass mit der Multiplex-PCR
nicht bei jedem Transkonjuganten die targetierte Plasmid-Sequenz nachgewiesen wurde. Die PCR zum
Nachweis des tet(A)-Resistenzgens war allerdings auch bei den Plasmiden erfolgreich, bei denen das
Plasmid nicht nachweisbar war. Durch die Sequenzierung der Transkonjuganten wurde gezeigt, dass
die von der PCR targetierte Plasmid-Region bei den Transkonjuganten-Plasmiden fehlte, bei denen die
PCR keine Plasmid-Bande zeigte. Dies zeigte, dass die PCR gut funktionierte, um das targetierte
Plasmid-Fragment nachzuweisen. Allerdings war dieses Fragment nicht in alle Transkonjuganten
Ubergegangen, weshalb die PCR in diesen Fallen keine Bande zeigte. Durch die Sequenzdaten wurde
deutlich, dass das tet(A)-Resistenzgen und weitere Regionen des Originalplasmids pEC1115_1 durch
Transposition sowohl auf das Plasmid pEC1115_2 als auch auf das Plasmid pEC1115_3 lbergegangen
waren. Somit wurde das tet(A)-Resistenzgen von allen drei in dem E. coli-Stamm vorhandenen
konjugativen Plasmiden in einen Empfangerstamm transferiert. Dies zeigt, wie das Zusammenspiel von
intra- und interzellularer Mobilitdt zu einer erfolgreichen Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen
durch unterschiedliche Plasmide fiihrt. Dabei muss bericksichtigt werden, dass es sich hierbei nur um
eine kleine Stichprobe an Transkonjuganten (n = 13) handelte. Bei einer grolReren Stichprobe kénnten
eventuell noch weitere Rekombinationen zwischen den Plasmiden detektiert werden. Neben der
Transposition wurde auch noch die Integration des Plasmids pEC1115 3 in das Plasmid pEC1115 1
nachgewiesen sowie unterschiedliche Duplikationen von DNA-Fragmenten. Barry et al. (2019)
untersuchten den Plasmid-Transfer von Spenderstimmen mit multiplen Plasmiden und nutzten fir
deren Detektion in den Transkonjuganten ebenfalls Plasmid-spezifische Primer. Dabei wurde in acht
von 59 Transkonjuganten zwar eine Ubertragung des Resistenzgens blac hachgewiesen, das
Originalplasmid wurde allerdings nicht mit den spezifischen Primern detektiert (Barry et al., 2019).
Barry et al. (2019) schlossen daraus, dass es zu einer Transposition des Resistenzgens auf ein anderes
Plasmid innerhalb des Spenderstammes gekommen sein musste, dhnlich wie in der vorliegenden
Studie.

Die Rekombinationen im Spenderstamm Ec1115 waren wesentlich komplexer und unregelmaRiger als
bei Kpneu28. Weiterhin weisen die Daten darauf hin, dass 1S26 bei der Transposition zwischen den
Plasmiden keine Rolle spielte, sondern vielmehr die mit tet(A) assoziierte Transposase (Tn3-like
element TnAs1 family transposase). Darphorn et al. (2022a) zeigten, dass das tet(A)-Resistenzgen und
die umliegende Region, die sehr groRe Ahnlichkeit zu der tet(A)-Region in der vorliegenden Studie
aufwies (Vergleich der Plasmidsequenzen pEC1115_1 und pESBL3301-IncX1 (Accession-Number:
NZ_MW390542) mittels Mauve (Geneious Prime®): 99,9 % Ubereinstimmung des 5.488 bp langen
Sequenzabschnitts), innerhalb der Spenderzelle auf ein anderes Plasmid und anschlieRend mittels
Konjugation in einen Empfinger tibertragen wurde. Ahnlich wie bei Darphorn et al. (2022a) wurde
tet(A) in der vorliegenden Studie auf andere in der Zelle vorhandene Plasmide Ubertragen. Allerdings
zeigten die Unicycler-Ergebnisse in der vorliegenden Studie, dass diese tet(A)-Region, einfach oder
mehrfach hintereinander (2-fach, 7-fach) und gemeinsam mit angrenzenden Sequenzen mobilisiert

wurde bzw. als geschlossenes, zirkuldres Fragment in der Zelle vorlag. Um die fiir die Rekombination
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verantwortlichen Mechanismen besser verstehen zu kénnen, sind weitere Untersuchungen nétig, die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht moglich waren. Denn in der vorliegenden Studie sollten
Spender-Empfanger-Systeme gefunden werden, mit denen im Anschluss der Einfluss von Nahrstoffen
und Temperatur auf die Transferraten bestimmt werden sollte. Da tet(A) durch unterschiedliche

Plasmide mobilisiert wurde, wurde der Stamm von weiteren Versuchen ausgeschlossen.

In der vorliegenden Studie wurde nachgewiesen, dass tet(A) von dem IncF-Plasmid auf das Incl-Plasmid
mobilisiert und anschlieBend in den Empfangerstamm Ubertragen wurde. Somit zeigen die Ergebnisse
nicht nur, wie mobil die Resistenzgene innerhalb einer Bakterienzelle sein kdnnen, sondern auch, dass
dadurch das Wirtsspektrum der Resistenzgene erweitert werden kdnnte. Bei IncF- und Incl-Plasmiden
handelt es sich um Plasmide mit engem Wirtsspektrum (Rozwandowicz et al., 2018). Allerdings ist es
vorstellbar, dass tet(A) mittels Transposition auf ein coresidierendes Plasmid Ubertragen wird, welches
ein breites Wirtsspektrum besitzt. IncP, IncU oder IncN sind beispielsweise Plasmide mit breitem
Wirtsspektrum mit denen die Resistenzgene in Bakterien unterschiedlicher Familien {bertragen
werden koénnen (Rozwandowicz et al.,, 2018). Somit ist fir die Verbreitung von
Antibiotikaresistenzgenen nicht nur die Mobilisierbarkeit der Plasmide entscheidend, sondern auch

die Mobilisierbarkeit von Resistenzgenabschnitten innerhalb einer Bakterienzelle.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es nicht moglich alle Plasmide der Transkonjuganten des
Spenderstammes Ec1115 vollsténdig darzustellen. Interessant war allerdings, dass bei den 239 kbp und
den 171 kbp grofRen Plasmiden die Sequenz von dem Programm Unicycler an der Stelle nicht
geschlossen wurde, an der im Originalplasmid die 5.488 bp groRe tet(A)-Region lokalisiert ist. Von
Unicycler wurde die tet(A)-Region in diesen Transkonjuganten als eigenes Contig dargestellt. Bei den
Transkonjuganten, bei denen die Plasmide vollstdndig geschlossen wurden, war die tet(A)-Region
entweder einfach oder mehrfach hintereinander eingebaut. Um herauszufinden, wie die Plasmide in
den jeweiligen Transkonjuganten vorliegen, ob die 5.488 bp grolle Region als eigenstandige Sequenz
in dem Stamm vorliegt und um die vollstdndige Struktur der Plasmide zu klaren, sind weitere

Untersuchungen notwendig.

Auch wenn die Struktur der Plasmide der Transkonjuganten nicht immer vollstandig geklart wurde,
kénnen trotzdem interessante Schliisse aus den Ergebnissen gezogen werden. Zunachst zeigen die
Ergebnisse, wie wichtig Konjugationsversuche mit gut charakterisierten Spenderstdmmen sind. Denn
erst dadurch wurde die Rekombination zwischen den Plasmiden detektiert. Ein de novo-
Assemblierungsansatz sollte selbst dann bevorzugt werden, wenn Transkonjuganten von gut
charakterisierten Spenderstimmen sequenziert werden. Denn mit einer Referenz-basierten Methode
wirden die rekombinierten Plasmid-Sequenzen nicht immer richtig abgebildet werden (Sheppard et
al., 2016). Weiterhin ist davon auszugehen, dass Rekombinationen, die im Zusammenhang mit
Konjugationsversuchen auftreten meist (ibersehen werden. Denn in den meisten
Konjugationsversuchen ist die phanotypische Resistenziibertragung in einen Empfangerstamm als
Nachweis fiir eine gelungene Konjugation ausreichend (z. B. Iseppi et al. (2018)). In der vorliegenden
Studie wurde mit zwei von drei Spenderstimmen erfolgreich Plasmid-Transfer nachgewiesen. Dabei
zeigte sich eine Rekombination der Plasmide in beiden Spenderstaimmen. Rekombination im

Zusammenhang mit Konjugation kénnte somit bei der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen eine
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groBere Rolle spielen als bisher vermutet. Besonders die interne Transposition des tet(A)-
Resistenzgens auf andere konjugative Plasmide und die anschlieBende Ubertragung zeigen, dass sich
dadurch dessen Wirtsspektrum verandern kann. Fiir Untersuchungen von kurzfristigen evolutionaren
Prozessen, auch im Hinblick auf Antibiotikaresistenz, ware eine genauere Betrachtung der hinter dem

intrazellularen Austausch liegenden Mechanismen sinnvoll.

Zusammenfassend wurde nachgewiesen, dass Rekombination zwischen Plasmiden stattfindet. Dabei
konnen Teile oder ein komplettes Plasmid in ein anderes integrieren. Durch die Assoziation von
Antibiotikaresistenzgenen mit mobilen genetischen Elementen kann deren Mobilitdt innerhalb der
Zelle erhoht werden. Zudem kann durch Transposition eines Antibiotikaresistenzgens auf ein
coresidierendes Plasmid dessen Wirtsspektrum verandert werden. Somit sollte das Zusammenspiel
zwischen Plasmiden und weiteren mobilen genetischen Elementen im Hinblick auf die Verbreitung von

Antibiotikaresistenzgenen weiter untersucht werden.

4.4  Charakterisierung der von Bakterien der Sprossenmikrobiota
eingefangenen Plasmide

In der vorliegenden Studie wurden Sprossen fiir die Konjugationsversuche herangezogen, da diese
stark mit Bakterien besiedelt sind (Boehme et al., 2004; Abadias et al., 2008; Berthold-Pluta et al.,
2017; Keshri et al., 2019). Sprossen kénnen als Ubertrager von pathogenen Enterobakterien-Stammen
auf den Menschen dienen (Taormina et al., 1999; Buchholz et al.,, 2011). Das Vorkommen von
antibiotikaresistenten Enterobakterien auf Sprossen wurde ebenfalls nachgewiesen (Boehme et al.,
2004; Freitag et al., 2018; Huizinga et al., 2018), womit Sprossen als Vehikel auch fiir die Ubertragung
von antibiotikaresistenten Bakterien auf den Menschen dienen kdnnten. Mittels exogener Plasmid-
Isolierung wurde in der vorliegenden Studie gezeigt, dass bei Optimaltemperaturen Ubertragung von
Antibiotikaresistenzplasmiden zwischen Enterobakterien auf Sprossenprodukten stattfindet. Auch
wiahrend der Sprossung der Samen und dem anschlieBenden Wachstum wurde die Ubertragung von
Antibiotikaresistenzplasmiden nachgewiesen (Molbak et al., 2003; Luo und Matthews, 2023). Dabei
wurde einerseits eine Plasmid-Ubertragung nach Zugabe eines Spender-Empfinger-Systems
nachgewiesen (Luo und Matthews, 2023) und andererseits eine Ubertragung von Resistenzplasmiden
von zugegebenen Spenderstimmen auf Bakterien der Sprossenmikrobiota (Molbak et al., 2003). Fir
die Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen entlang der Farm-to-Fork-Route ist die Ermittlung von
konjugativen Resistenzplasmiden, die sich auf pflanzlichen Frischeprodukten befinden, wie dies bei
Blau et al. (2018) mit Salat, Rucola und Koriander durchgefiihrt wurde, besonders wichtig. Dabei
wurden die von den Produkten angereicherten Bakterien als Spenderstamme fiir die exogene Plasmid-
Isolierung mittels Filtermating verwendet (Blau et al., 2018). Mit dieser Methode wurden Tetracyclin-
resistente Transkonjuganten mit einer Transferrate zwischen 10 (gemischter Salat) und 10° (Rucola)
erreicht (Blau et al., 2018). In der vorliegenden Studie wurde die exogene Plasmid-Isolierung dhnlich
durchgefiihrt, wie bei Blau et al. (2018) beschrieben, brachte allerdings keine Transkonjuganten. Im
Vergleich zur Studie von Blau et al. (2018) wurde in der vorliegenden Studie ein Verhéltnis von
Empfangerstamm zu angereicherter Probe von 1:10 statt 1:40, und eine Konjugationstemperatur von

37 °Canstatt 28 °Cverwendet. Die 16S rRNA-Gen Metagenom-Daten der Sprossenproben zeigten, dass
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in den angereicherten Sprossenproben die Gattungen Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter und
Escherichia einen relativen Anteil zwischen 43% und 49 % ausmachten. Der Anteil aller
Enterobacteriaceae lag bei Gber 50 %. Somit waren theoretisch viele potenzielle Enterobacteriaceae-
Spenderstamme vorhanden. Da keine Isolierung einzelner Tetracyclin-resistenter Enterobakterien von
Sprossen stattfand, kann keine Aussage darliber getroffen werden, welche Stamme
Antibiotikaresistenzplasmide enthielten. Die Ergebnisse deuten allerdings darauf hin, dass der Anteil

an mittels Empfangerstamm einfangbaren Antibiotikaresistenzplasmiden gering gewesen sein konnte.

Zusatzlich zu dem Filtermating, wurde der Empfangerstamm gemeinsam mit den Sprossen inkubiert.
Mit den Ergebnissen wurde nachgewiesen, dass konjugative Antibiotikaresistenzplasmide direkt von
auf Sprossen vorhandenen Bakterien ohne Anreicherungsschritt in einen E. coli-Empfangerstamm
eingefangen werden kénnen. Die exogene Plasmid-Isolierung wurde gewahlt, um Plasmide, die einen
bestimmten Resistenzphanotyp vermitteln, in einen Empfangerstamm einzufangen. Der eingesetzte
E. coli CV601-Empfangerstamm  wurde bereits in anderen  Studien erfolgreich  fir
Konjugationsversuche und fiir die exogene Plasmid-Isolierung aus Umwelt- und Lebensmittelproben
verwendet (Heuer et al., 2012; Wolters et al., 2014; Blau et al., 2018; Marathe et al., 2021). Mit dem
E. coli-Empfangerstamm konnten Plasmide von unbekannten Spenderstdammen exogen eingefangen
und transferierbare Resistenzplasmide betrachtet werden. Allerdings muss bericksichtigt werden,
dass der Empfiangerstamm ebenfalls einen Einfluss auf die Ubertragbarkeit der Plasmide hat (Sheppard
et al., 2020; Benz et al., 2021) und wahrscheinlich nicht die gesamten mobilen Resistenzplasmide der
auf den Sprossen befindlichen Bakterien abgebildet werden konnten. Die detektierten Plasmide
weisen darauf hin, dass die Spender wahrscheinlich zu der Familie der Enterobacteriaceae gehoérten.
Denn bei IncF-Plasmiden handelt es sich um Plasmide mit engem Wirtsspektrum (Villa et al., 2010;
Rozwandowicz et al., 2018). Dies zeigten weiterhin auch die von MOB-suite prognostizierten
Wirtsreichweiten. Die Arbeit beschrankte sich somit auf transferierbare Antibiotikaresistenzplasmide
von Bakterien der Familie Enterobacteriaceae. Die 16S rRNA-Gen Metagenom-Daten der nicht
angereicherten Sprossenproben zeigten, dass Pseudomonas die dominierende Gattung war. Um deren
Plasmide einfangen zu konnen, hatte zusatzlich ein Pseudomonas-Empfangerstamm, wie z. B.

Pseudomonas putida UWCL1 eingesetzt werden kénnen (Smalla et al., 2000).

Interessant war, dass von den Sprossen nur Transkonjuganten mit einem Tetracyclin-resistenten,
allerdings nicht mit Cefotaxim-resistenten Phanotypen selektiert wurden. Mit Cefotaxim sollten dabei
Plasmide mit ESBL-Genen selektiert werden. B-Laktamasen mit erweitertem Spektrum sind ein
wichtiger Antibiotikaresistenz-Mechanismus bei Enterobakterien und werden oft von Genen auf
Plasmiden kodiert (z. B. blacrx), die dann potenziell via HGT weiter verbreitet werden (Wang et al.,
2013; Branger et al., 2018; Li et al., 2019; Hawkey et al., 2022b; Wang et al., 2022). Dabei sind ESBL-
produzierende Enterobakterien — besonders die dritt-Generations-Cephalosporin-resistenten E. coli
und K. pneumoniae — weltweit ein Problem (Antimicrobial Resistance, 2022). Auch auf pflanzlichen
Frischeprodukten wurden ESBL-produzierende Bakterien bereits nachgewiesen (Nuesch-Inderbinen et
al., 2015; Zurfluh et al., 2015; Blau et al., 2018; Freitag et al., 2018). Im Speziellen kénnen auch Sprossen
mit Enterobakterien kontaminiert sein, die klinisch relevante ESBL-Gene wie blacrx-m und blasyy tragen
(Reuland et al., 2014; Margot et al., 2016; Huizinga et al., 2018). Die ESBL-produzierenden Stamme
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Kpneu28 und Kpneu34, deren Plasmide in dieser Studie ndaher charakterisiert wurden, stammten —
gemeinsam mit weiteren ESBL-produzierenden K. pneumoniae-Stammen — ebenfalls von Sprossen
(Loop, 2019). Deshalb wurde Cefotaxim als Selektivantibiotikum verwendet, um mogliche ESBL-
kodierende Plasmide von Bakterien auf Sprossen einzufangen. Uberraschend war, dass in den
durchgefuhrten Konjugationsexperimenten keine Transkonjuganten mit ESBL-kodierenden Plasmiden
detektiert wurden. Auf Sprossen wurden zuvor ESBL-produzierende Bakterien nachgewiesen,
allerdings war die Pravalenz sehr unterschiedlich. Bei einer Studie in der Schweiz wurden nur in 2,9 %
(insg. 102 Proben) der Sprossen ESBL-produzierende Bakterien detektiert (Margot et al., 2016). In einer
weiteren Schweizer Studie wurden auf keiner der 23 getesteten Sprossenproben ESBL-produzierende
Bakterien nachgewiesen (Nuesch-Inderbinen et al., 2015). Eine Studie aus den Niederlanden fand
hingegen in 19 % der 131 Proben (Zeitraum: 2013 bis 2016) ESBL-produzierende Enterobacteriaceae
(Huizinga et al., 2018). Bei einer Studie aus Deutschland war keines der 109 Enterobacteriaceae-Isolate
von Sprossen, Misch- und Fertigsalaten phanotypisch ESBL-positiv (Stoll et al., 2018). In einer Studie
mit 2.256 Lebensmittelproben aus Deutschland, wurden in 17,7 % der Proben Cefotaxim-resistente
E. coli-Isolate gefunden, wobei der Anteil an ESBL-positiven Isolaten zwischen den Produktgruppen
stark schwankte (Gemiise: 0,3 % bis Hahnchen: 74,9 %) (Kaesbohrer et al., 2019). Somit kann davon
ausgegangen werden, dass aufgrund des kurzen Beprobungszeitraums und der meist geringen
Pravalenz von ESBL-produzierenden Enterobakterien auf pflanzlichen Produkten, keine Cefotaxim-
resistenten  Transkonjuganten detektiert wurden. In kinftigen Versuchen kdnnten
Konjugationsversuche, die Gber einen langeren Zeitraum hinweg durchgefiihrt werden, zu ESBL-

produzierenden Transkonjuganten fiihren.

In ihrer Studie erhielten Blau et al. (2018) mittels exogener Plasmid-Isolierung insgesamt 91
Transkonjuganten mit Tetracyclin-resistentem Phanotyp nach der Inkubation des Empfangerstammes
mit den angereicherten Proben von Koriander, Rucola und gemischtem Salat. Insgesamt wurden 15
reprasentative Transkonjuganten fiir die weitere Charakterisierung ausgewahlt. Die Plasmide besaRen
die Replikon-Typen IncFIB, IncFll, IncP und Incl, wobei IncFIB und IncFll am haufigsten vertreten waren
(Blau et al.,, 2018). Bei der exogenen Plasmid-Isolierung in der vorliegenden Studie wurden die
Antibiotikaresistenzplasmide als IncFIB- und IncFll-Replikon-Typen identifiziert. Incl-Plasmide mit
engem und IncP-Plasmide mit breitem Wirtsspektrum wurden hingegen nicht detektiert. Weiterhin
wurden mobilisierbare Col-Plasmide gemeinsam mit IncFIB(K)-Plasmiden bzw. dem Multireplikon
IncFIB/IncFlI(K)-Plasmid gefunden. Col-Plasmide wurden bei Blau et al. (2018) nicht als cotransferierte
Plasmide nachgewiesen. Dies konnte daran liegen, dass bei der PCR-basierten Methode zum Nachweis
der Plasmid-Replikons keine Primer fiir Col-Replikon-Typen vorhanden sind (Carattoli et al., 2005; Blau
et al., 2018). Die Col-Plasmide besaRen jedoch keine Antibiotikaresistenzgene, wie auch schon die Col-
Plasmide aus den zuvor charakterisierten Enterobakterien (Kapitel 3.1.1). Eine Studie von Barry et al.
(2019) zeigte, dass kryptische, mobilisierbare Plasmide (Col440l) mit hohen Raten von groRen
Antibiotikaresistenzplasmiden cotransferiert werden kénnen. Dies bestatigt auch die vorliegende
Studie. Denn der Co-Transfer der kleinen, teilweise identischen Plasmide war bei den Versuchen mit

den Produkten SP8, SP9 und SP10 zu finden. Hierbei handelte es sich jeweils um einen Co-Transfer von
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kleinen, kryptischen Plasmiden gemeinsam mit dem Antibiotikaresistenzplasmid. In den meisten Fallen

wurden die 4.624 bp und 3.574 bp groRen Plasmide gleichzeitig gefunden.

Die Col-Plasmide Col440Il und Col(pHAD28) wurden von MOB-suite als nicht mobilisierbar eingestuft.
Da die Kombination dieser beiden kleinen Plasmide in Kombination mit dem IncFIB(K) h&ufig in den
Transkonjuganten der Sprossenproben SP8, SP9 und SP10 detektiert wurde, ist davon auszugehen,

dass diese durch den Konjugationsapparat des IncFIB(K)-Plasmids mobilisiert werden kénnen.

In einer Studie aus den Niederlanden zu ESBL-produzierenden Enterobacteriaceae auf Bohnensprossen
wurden ESBL-produzierende K. pneumoniae, K. oxytoca, K. variicola und En. cloacae detektiert
(Huizinga et al., 2018). Dabei wurden sowohl nah verwandte Klebsiella-Isolate als auch weit entfernt
verwandte Isolate mit ESBL-Phdnotyp nachgewiesen (Huizinga et al., 2018). In einem Zeitraum von
zwei Wochen wurde eine Chargenkontaminierung lber finf Proben hinweg festgestellt, wofir eine
klonale Kontamination mit einem K. pneumoniae-Stamm verantwortlich zu sein schien (Huizinga et al.,
2018). Huizinga et al. (2018) schlussfolgerten daraus, dass neue ESBL-produzierende Stamme in den
Betrieb eingetragen wurden, was zu der Chargenkontamination fiihrte und die ESBL-produzierenden
Klebsiella-Stamme nicht im herstellenden Betrieb persistierten. Jedoch wurden die Plasmide der ESBL-
produzierenden Isolate nicht vollstdndig dargestellt und miteinander verglichen (Huizinga et al., 2018).
Dabei ist dies wichtig, um herauszufinden, ob es neben der klonalen K. pneumoniae-Kontamination
auch mittels HGT Ubertragene ESBL-kodierende Plasmide auf Sprossen gab. In der vorliegenden Studie
wurden Uber einen kurzen Zeitraum hinweg identische, bzw. sehr &dhnliche
Antibiotikaresistenzplasmide mittels exogener Plasmid-Isolierung eingefangen. Wahrend in der
Sprossenprobe SP7 nur kleinere (ca. 71 kbp) und in SP10 nur groRe Antibiotikaresistenzplasmide
(ca. 180 kbp) gefunden wurden, waren auf SP8 und SP9 beide Antibiotikaresistenzplasmide (ca. 71 kbp
und ca. 180 kbp) vorhanden. Allerdings war das kleinere Antibiotikaresistenzplasmid dominierend.
Dieses kleinere Plasmid (ca. 71 kbp) zeigte eine 100 %ige Ubereinstimmung {iber die Sprossenproben
hinweg, wahrend die groRen Resistenzplasmide (ca. 180 kbp) kleinere und groRere (z. B. X/SP8-Cal/13)
Abweichungen voneinander zeigten. Dabei kdnnte es sich ebenfalls, wie bei Huizinga et al. (2018)
geschlussfolgert, um eine Chargenkontamination eines klonalen Stammes handeln. Andererseits
konnte nachgewiesen werden, dass wihrend des Vorgangs des Sprossens auch Ubertragung von
Antibiotikaresistenzplasmiden stattfinden kann (Luo und Matthews, 2023), womit die Persistenz gut
angepasster Plasmide innerhalb des Herstellerbetriebs nicht ausgeschlossen werden kann. Allerdings
waren hierflir weitere Konjugationversuche mit dem gleichen Produkt (iber einen langeren

Beprobungszeitraum notwendig.

Da es sich bei IncF-Plasmiden um Replikon-Typen mit dem Wirtsbereich der Enterobacteriaceae
handelt (Villa et al., 2010; Rozwandowicz et al., 2018), ist davon auszugehen, dass es sich bei den
Spenderstimmen um Enterobakterien handelte. Bei der in dieser Studie verwendeten Methode der
exogenen Plasmid-Isolierung wurden nur Transkonjuganten mit bestimmtem Resistenzphdnotyp
betrachtet, wobei die Spenderstamme unbekannt sind. Die 16S rRNA-Gen Mikrobiom-Analyse der
angereicherten Spossenproben zeigte, dass Enterobacter, Citrobacter und Klebsiella zu den
pravalentesten Gattungen zahlten. Bakterien dieser Gattungen kdnnten Spenderstimme der exogen

eingefangenen Plasmide darstellen. Allerdings konnte im Rahmen der Studie nicht geklart werden, ob
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die ca. 71 kbp bzw. ca. 180 kbp groRen Plasmide jeweils aus einem klonalen Spenderstamm Ubertragen
wurden, oder ob diese in unterschiedlichen Enterobakterien-Stammen vorlagen und von diesen
Ubertragen wurden. Hierflr ware eine parallele Selektion von Tetracyclin-resistenten Enterobakterien
von den jeweiligen Sprossenproben mit anschliefender Charakterisierung der Plasmide nétig, wie bei
Blau et al. (2018) beschrieben.

Mit der vorliegenden Studie stellte sich heraus, dass Konjugation auf dem Lebensmittel ohne
Nahrstoffzugabe stattfinden kann. Dabei wurden erstmals mittels exogener Plasmid-Isolierung
Tetracyclin-resistente Plasmide direkt von auf den Sprossenproben befindlichen Bakterien in einen
E. coli-Empfangerstamm eingefangen. Die beschriebene Methode eignet sich somit gut,
transferierbare Resistenzplasmide von Enterobakterien direkt auf dem pflanzlichen Produkt in einen

Empfangerstamm einzufangen, um diese naher zu untersuchen.

Die nicht angereicherten Sprossenproben reprasentieren die von den Sprossen abgeldste mikrobielle
Fraktion direkt nach dem Kauf, bzw. nach einer kurzen Kihllagerung bei 4 °C. Dabei wurde eine groRRe
Diversitat in der Sprossenmikrobiota festgestellt, wie auch in der Studie von Keshri et al. (2019). Die
untersuchten Alfalfa- und Mungobohnen-Sprossen von zwei unterschiedlichen Herstellern zeigten
nach dem Kauf in den nicht angereicherten Proben zwischen 53 und 107 Gattungen (Alfalfa-Sprossen)
bzw. zwischen 36 und 61 Gattungen (Mungobohnen-Sprossen) (16S rRNA-Gen Metagenom, lllumina)
(Keshri et al., 2019). Pseudomonas war dabei die pravalenteste Gattung und auch Vertreter der Familie
Enterobacteriaceae waren in hoher Abundanz vertreten (Keshri et al., 2019). Auch auf Radieschen-
Sprossen waren Pseudomonas die dominierende Gattung (Asakura et al.,, 2016). Die Ergebnisse
stimmen mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie Uberein. Dabei werden Pseudomonaden nicht
nur auf Sprossen detektiert, sondern auch auf Salaten (ready-to-eat) und Gemiise (Matos et al., 2002;
Caldera et al., 2016; Soderqvist et al., 2017; Ruiz-Roldan et al., 2021). Pseudomonas sind Gram-
negative, obligat aerobe Bakterien und sind mesophil sowie psychrotroph (Caldera et al., 2016). Zudem
konnen Pseudomonaden pflanzliche Lebensmittel zersetzen und sind daher als psychrotrophe
Verderbniserreger bekannt (Caldera et al., 2016; Raposo et al., 2016). Die Kaltetoleranz der
Pseudomonaden kdnnte deren hohe Abundanz in diesen nicht angereicherten Sprossenproben im
Vergleich zu weniger kaltetoleranten Bakterien erkldren. In der vorliegenden Studie wurde ein
Sprossenmix aus Alfalfa- und Radieschen-Sprossen untersucht. Die groBe Anteil an Pseudomonas im
untersuchten Sprossenmix kdnnte teilweise dadurch erklart werden, dass Radieschen-Sprossen
generell einen hohen Anteil an Pseudomonas besitzen (Asakura et al., 2016; Young Kim et al., 2022).
Hingegen dominieren auf Alfalfa-Sprossen Vertreter der Enterobacteriaceae (Jang et al., 2021; Young
Kim et al., 2022). Eine Verzerrung der Gattungshaufigkeiten durch die Probenentnahme kann dabei
nicht ausgeschlossen werden. Escherichia wurde in der vorliegenden Studie nur in einer Probe nach
Anreicherung in geringer Menge detektiert. Die geringe Pravalenz an Escherichia spp. stimmte mit
Ergebnissen von Keshri et al. (2019) (Gberein, die in keiner von 30 Mungobohnen- und nur in einer von

30 Alfalfa-Sprossenproben E. coli nachweisen konnte.

In der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 ist festgelegt, dass Lebensmittel grundsatzlich fiir den Menschen
unbedenklich sein missen und unsichere Lebensmittel nicht verkauft werden dirfen. Demnach

dirften, wie in der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 vorgeschrieben, in keiner Probe von finf
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Probeeinheiten einer Stichprobe (4 25 g) Salmonella vorhanden sein. Ein qualitativer Nachweis zur
Bestimmung von Salmonella, nach I1ISO 6579 wurde im Rahmen der Arbeit nicht durchgefiihrt. Mittels
16S rRNA-Gen Metagenom-Analyse wurden in allen nicht angereicherten Sprossenproben Salmonella-
DNA in relativer Haufigkeit zwischen 0,1 % und 0,5 % detektiert. Bei einer vergleichbaren Studie wurde
Salmonella-DNA ebenfalls in Sprossen gefunden, allerdings erst nach einer Lagerzeit von drei Wochen
bei 4 °C und mit niedriger Abundanz von 0,004 % (Keshri et al., 2019). Da kein qualitativer Nachweis
der Salmonellen nach ISO 6579 stattfand kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob diese

lebendig und somit virulent waren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine diverse Sprossenmikrobiota mit Pseudomonaden und
Vertretern der Enterobacteriaceae-Familie. Von diesen auf Sprossen befindlichen Bakterien kénnen
Antibiotikaresistenzplasmide direkt in einen Empfangerstamm eingefangen werden, wobei das enge

Wirtsspektrum der eingefangenen Plasmide auf Enterobakterien-Spenderstamme hinweist.

4.5 Antibiotikaresistente Bakterien auf pflanzlichen Lebensmitteln —
Bedeutung fir den Menschen

Als Teil der vollwertigen Humanernahrung empfiehlt die DGE taglich den Verzehr von mindestes drei
Portionen Gemiise und Salat (Oberritter et al., 2013; DGE, 2017). Pflanzliche Lebensmittel sind dabei
verglichen mit dem niedrigen Energiegehalt reich an Nahrstoffen (Darmon et al., 2005). Zudem kann
eine pflanzenreiche Ernahrung die humane Darmmikrobiota — und damit auch die Gesundheit — positiv
beeinflussen (David et al., 2014). Der Gesundheitsaspekt ist flir Verbraucherinnen und Verbraucher ein
wichtiger Grund, Obst und Gemise zu verzehren (BMEL, 2022). Allerdings kann der Verzehr von nicht
erhitzten pflanzlichen Lebensmitteln auch negative Auswirkungen auf die Gesundheit haben, wenn
diese mit pathogenen Erregern besiedelt sind. So sind pflanzliche Lebensmittel nicht steril, sondern
vielmehr mit den verschiedensten Mikroorganismen besiedelt (Abadias et al., 2008; Campos et al.,
2013; Leff und Fierer, 2013; Fiedler et al., 2017). Der Verzehr von pflanzlichen Frischeprodukten mit
pathogenen Bakterien kann somit zu lebensmittelbedingten Infektionsausbriichen fiihren (Buchholz
et al., 2011; Callejon et al., 2015; Sharapov et al., 2016; Vestrheim et al., 2016). Auch wenn die
Pravalenz von Humanpathogenen auf pflanzlichen Lebensmitteln in Deutschland gering ist (Fiedler et
al., 2017), wird vulnerablen Personen (Kindern bis zu flinf Jahren, Schwangeren, immunsupprimierten
Menschen und Senioren) der Verzehr von rohen Sprossen und ready-to-eat-Salaten nicht empfohlen
(BfR, 2020, 2021).

Neben pathogenen werden auch antibiotikaresistente Bakterien auf pflanzlichen Frischeprodukten
gefunden (Boehme et al., 2004; Schwaiger et al., 2011; Reuland et al., 2014; Kim et al., 2015; Jongman
und Korsten, 2016; Blau et al., 2018; Iseppi et al., 2018; Al-Kharousi et al., 2019; Richter et al., 2019;
Cho et al., 2021). Damit riicken diese als Ubertrager von Antibiotikaresistenzgenen weiter in den Fokus.
Die vorliegende Studie sowie die Studie von Blau et al. (2018) zeigen, dass auf den pflanzlichen
Frischeprodukten Bakterien mit konjugativen Antibiotikaresistenzplasmiden vorhanden sind, die
Resistenzgene zwischen Bakterien transferieren kdnnen. Wenn lebende Bakterien im Darmtrakt

ankommen, kann dort ein Austausch von Antibiotikaresistenzplasmiden auf Bakterien der
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Darmmikrobiota stattfinden (Duval-Iflah et al., 1980; Lester et al., 2006; Leon-Sampedro et al., 2021;
Liet al., 2022). da Silva et al. (2021) zeigten, dass Gene, die auch auf den Plasmiden in der vorliegenden
Studie detektiert wurden (sull, sul2, blaww, blasywy, tet(A), tet(B), gnrB) im Darm der
Ernahrungsgruppen Omnivor, Ovolactovegetarier und Veganer vorhanden waren. Somit ist ein
Antibiotikaresistenzgen-Austausch zwischen mit der Nahrung aufgenommenen Bakterien und
Darmbakterien vorstellbar. Dabei gilt die Besiedelung mit antibiotikaresistenten Bakterien als
Risikofaktor fiir eine Folgeinfektion (BfR, 2019; Prado et al., 2022).

Im humanen Darmmikrobiom sind Antibiotikaresistenzgene vorhanden und aufgrund der Dichte sogar
angereichert verglichen mit Umweltproben (Hu et al., 2013). Dabei stellen Lebensmittel eine der
Routen dar, mit der antibiotikaresistente Bakterien auf den Menschen tbertragen werden kénnen. Bei
den Lebensmitteln ist zwischen pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln zu unterscheiden. Wahrend
bei pflanzlichen Lebensmitteln die Pravalenz von antibiotikaresistenten Bakterien gering ist (van Hoek
et al., 2015; Stoll et al., 2018; Kaesbohrer et al., 2019), ist Fleisch starker mit antibiotikaresistenten
Bakterien belastet (BVL, 2017; Kaesbohrer et al., 2019). Das Zoonosemonitoring zeigte, dass die
Pravalenz von ESBL/AmpC-bildenden E. coli auf Fleisch — besonders bei Hihnchen und Pute — héher
war als bei pflanzlichen Frischeprodukten (BVL, 2022). Jedoch wird Fleisch meist vor dem Verzehr
durch Erhitzen dekontaminiert, wodurch es zu einer drastischen Reduktion der antibiotikaresistenten
Bakterien kommt. Andererseits muss wiederum beachtet werden, dass es bei der Zubereitung zu einer
Kreuzkontamination zwischen den unterschiedlichen Lebensmittelgruppen kommen kann
(Ravishankar et al., 2010). Auch eine Kontamination bei der Speisenzubereitung durch verunreinigtes
Klchengerat ist moglich (Pletz et al., 2018). Neben Lebensmitteln als moéglicher Eintragsquelle gibt es
weitere Routen, Uber die Antibiotikaresistenzgene auf den Menschen lbertragen werden kénnen. So
kann eine Ubertragung auch zwischen Menschen (Valenza et al., 2017; Leon-Sampedro et al., 2021;
Martak et al., 2022) oder zwischen Tieren und Menschen (Spoor et al.,, 2013; Naziri et al., 2022)
stattfinden. Somit gibt es mehrere Eintragswege fiir Antibiotikaresistenzgene auf den Menschen,
wobei pflanzliche Frischeprodukte einer dieser moglichen Wege sind. Noch nicht geklart ist, welchen
Anteil die unterschiedlichen Eintragswege an der Prdvalenz antibiotikaresistenter Bakterien (inkl.

Plasmiden) im Darmtrakt des Menschen haben.

Ein erhohtes Gefahrenpotenzial fiir gesunde Menschen durch Konsum von pflanzlichen
Frischeprodukten mit Ubertragbaren Antibiotikaresistenzplasmiden sieht das Bundesinstitut fur
Risikobewertung nicht (BfR, 2019). Den Vorschlag fiir vulnerable Personengruppen, auf den Verzehr
von geschnittenen und verarbeiteten pflanzlichen Lebensmitteln zu verzichten, erweitert das BfR

allerdings um Menschen die Antibiotika konsumieren (BfR, 2019).

Fir die Plasmid-Ubertragung ist ein Zell-Zell-Kontakt notwendig. Fiir die in der vorliegenden Studie
detektierten IncF-Plasmide beschrankt sich der Wirtsbereich auf Enterobacteriaceae, die dem Phylum
Proteobacteria angehoren. Die Mikrobiota des Darms ist komplex, denn dort befinden sich Hefen,
Viren und Bakterien (Rinninella et al., 2019). Die Bakteriendichte im menschlichen Verdauungstrakt ist
im Dickdarm am hochsten (O'Hara und Shanahan, 2006; Sekirov et al., 2010). Dabei befinden sich
neben den dominierenden Phyla Firmicutes und Bacteroidetes auch weniger pravalente Phyla wie

Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria und Verrucomicrobia (Eckburg et al., 2005; Arumugam et
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al., 2011). Allerdings gibt es eine groRe Variabilitdit in der Zusammensetzung der bakteriellen
Darmmikrobiota. Bei einer Studie zur Bestimmung der intestinalen Darmmikrobiota von &lteren
Menschen lag der durchschnittliche Anteil an Proteobacteria bei 2 %, jedoch gab es auch Individuen
mit 11% bis 23 % Proteobacteria (Claesson et al.,, 2011). Auch Erkrankungen, wie das
Reizdarmsyndrom mit Uberwiegendem Durchfall, kbnnen mit einer erhéhten Proteobacteria- und
Firmicutes-Haufigkeit im Vergleich mit gesunden Personen verbunden sein (Krogius-Kurikka et al.,
2009). Mit einer erhéhten Anzahl an Proteobacteria als potenziellen Empfangerstammen, kdnnte
Konjugation mit den konjugativen IncF-Plasmiden, die in dieser Studie gefunden wurden, innerhalb
des Dickdarms potenziell vermehrt stattfinden. Auch fiir diese Personen sollte Rohverzehr von
pflanzlichen Frischeprodukten, die mit pathogenen oder antibiotikaresistenten Bakterien belastet sein

kénnen, abgeraten werden.

Somit kann geschlussfolgert werden, dass pflanzliche Frischeprodukte wie Mischsalate und Sprossen
flir gesunde Menschen keinen gesundheitlichen Nachteil bringen. Allerdings sollten vulnerable
Personen, Personen die Antibiotika einnehmen und Personen, die aufgrund einer Erkrankung eine
erhohte Abundanz von Enterobakterien in ihrem Darmtrakt aufweisen, diese Produkte nicht

konsumieren.

4.6  Schlussfolgerung und Ausblick

Mit der gewahlten de novo-Assemblierungsmethode ist es gelungen, die Chromosomen und Plasmide
der 22 Enterobakterien vollstandig darzustellen. Dabei wurden in 17 Stammen insgesamt 40 Plasmide
detektiert, die sich sehr unterschieden. Neben kleinen, kryptischen gab es auch groRe Plasmide. Auf
den groRen Plasmiden wurden teilweise Gene fiir Transfersysteme, Metall- und Antibiotikaresistenz
gefunden. Etwa 28 % der Plasmide besalRen Antibiotikaresistenzgene und insgesamt sechs Plasmide
(15 %) besallen zusatzlich ein Transfersystem fiir Konjugation. Drei Stamme wurden daraufhin fir
Ubertragungsversuche ausgewihlt. In kiinftigen Studien sollten mehr pflanzliche Frischeprodukte und
besonders verzehrfertige Mischsalate und Sprossen untersucht werden, um ein vollstandigeres Bild
Uber die libertragbaren Antibiotikaresistenzplasmide zu erhalten. Dabei ware eine quantitative und
qualitative Untersuchung der Produkte hinsichtlich des Vorkommens von

Antibiotikaresistenzplasmiden wichtig.

Bei zwei der drei getesteten Spenderstimme konnte der Transfer des Resistenzplasmids nachgewiesen
werden. Mit den Ergebnissen wurde gezeigt, wie wichtig Konjugationsversuche mit nattrlichen und
gut charakterisierten Spenderstammen sind, um die Mechanismen der
Antibiotikaresistenzverbreitung besser verstehen zu kénnen. So zeigte sich durch die Sequenzierung
der Transkonjuganten, dass zwischen den Plasmiden der Spenderstdmme Rekombinationen
stattgefunden hatten. Das tet(A)-Resistenzgen des Spenderstammes Ec1115 wurde sogar durch alle
drei konjugativen Plasmide in den Empfangerstamm Ubertragen. Das Zusammenspiel zwischen den
Plasmiden durch mobile genetische Elemente kdnnte somit groRer sein, als bisher vermutet. Deshalb
ist es wichtig, in kiinftigen Untersuchungen die intrazelluldare Mobilitdt bei Konjugationsversuchen zu

berilcksichtigen.
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Plasmid-Transfer kann nicht nur auf komplexen Nahrmedien stattfinden, sondern auch auf dem aus
geschnittenem Salat austretenden Pflanzensaft, der in der vorliegenden Studie durch Salat-Agar
reprasentiert wurde. Auch in der komplexen Mikrobiota von Sprossen und Mischsalaten war die
Ubertragung zwischen Spender- und Empfingerstamm méglich. Allerdings ist der Transfer
temperaturabhangig. Bei 10 °C war kaum bzw. kein Transfer nachzuweisen. Bei Temperaturenvon 4 °C
oder 6 °C ist eine Ubertragung als noch geringer einzuschitzen. Dagegen waren die Transferraten bei
héheren Temperaturen erhoht. Insofern zeigen die Ergebnisse, dass die Einhaltung der Kiihlkette vom
herstellenden Betrieb bis zum Verbraucher nicht nur wichtig ist, um den Produktverderb und das
Wachstum pathogener Bakterien zu minimieren, sondern auch, um die Ubertragung von
Antibiotikaresistenzplasmiden zu vermeiden. Da ein Empfangerstamm mit Aminosaure- und Thiamin-
Synthesedefizit verwendet wurde ist nicht klar, ob die Unterschiede in der Transferrate zwischen LB-
und Salat-Agar (21 °C und 37 °C) auch auf ein verdndertes Verhaltnis zwischen Spender und Empféanger
zurickzufiihren sind. Deshalb sollten in kiinftigen Versuchen die Keimzahlen der Spender- und
Empfangerstamme ermittelt werden, um Einflisse unterschiedlicher Wachstumsraten in die

Auswertung einschliefen zu kdnnen.

Durch exogene Plasmid-Isolierung wurden Antibiotikaresistenzplasmide direkt von Sprossen in einen
E. coli-Empfangerstamm eingefangen. Dabei wurden Tetracyclin-resistente Transkonjuganten
detektiert, wohingegen in dem Beprobungszeitraum keine Cefotaxim-Resistenz vermittelnden
Plasmide gefunden wurden. Durch die Sequenzierergebnisse wurden in einem kurzen
Beprobungszeitraum adhnliche bzw. identische Transkonjuganten identifiziert. Dies wirft die Frage auf,
ob esin dem herstellenden Betrieb persistierende, konjugative Antibiotikaresistenzplasmide gibt, oder
ob die detektierten Plasmide in den Betrieb von aullen eingetragen werden. Huizinga et al. (2018)
fanden in ihren Untersuchungen von Sprossenprodukten eine Chargenkontamination mit einem
Klebsiella-Stamm. Deshalb sollte in kiinftigen Studien untersucht werden, ob es neben klonaler
Verbreitung von antibiotikaresistenten Bakterien auch eine Kontamination mit Plasmiden gibt, die
mittels HGT in unterschiedliche Enterobakterien-Stamme transferieren und somit im Betrieb
persistieren. Dies konnte — wie in der vorliegenden Studie — durch exogene Plasmid-Isolierung
erforscht werden, allerdings miisste ein langerer Beprobungszeitraum gewahlt werden. Ebenfalls ware
eine Beprobung des Sprossen-herstellenden Betriebs denkbar, um Nischen (Biofilme) zu identifizieren,
in denen Bakterien persistieren kdnnen und gilinstige Bedingungen fiir HGT vorherrschen. Die
feuchtwarmen Bedingungen fordern das Bakterienwachstum von Enterobakterien und ermdglichen

auBerdem Konjugation.

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die pflanzlichen Frischeprodukte Bakterien mit
Ubertragbaren Antibiotikaresistenzplasmiden besitzen. Somit weisen die Ergebnisse darauf hin, dass
diese Produkte im Sinne des One-Health-Ansatzes als Vehikel fiir die Verbreitung antibiotikaresistenter
Bakterien vom Erzeuger bis zum Menschen berlicksichtigt und weiter untersucht werden sollten. Der
Nachweis konjugativer Antibiotikaresistenzplasmide auf pflanzlichen Frischeprodukten alleine lasst
keine vollstindige Abschitzung fiir die Ubertragung und damit keine Risikobewertung fiir den
Menschen zu (BfR, 2019). Weiterhin ist nicht klar, welchen Anteil pflanzliche Frischeprodukte bei der

Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen auf den Menschen spielen (BfR, 2019). Deshalb sind
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weitere Untersuchungen notwendig, um herauszufinden, welchen Anteil die Aufnahme von Bakterien
mit Antibiotikaresistenzplasmiden durch den taglichen Verzehr von pflanzlichen Frischeprodukten an
der Ubertragung dieser auf Bakterien der menschlichen Darmikrobiota haben. Dazu kdénnten

beispielsweise in vitro-Darmmodelle, Faeces- oder Mausmodelle eingesetzt werden.

Anhand der 16S rRNA-Gen Metagenom-Analyse der Sprossenproben konnte insgesamt eine grol3e
Gattungsvielfalt und eine hohe Abundanz an Vertretern der Familien Pseudomonadaceae und
Enterobacteriaceae gezeigt werden. Um herauszufinden, wie stabil die Mikrobiota der Produkte liber
einen langeren Zeitraum ist und ob es sich dabei um eine spezifische Betriebs-Mikrobiota handelt,

kénnten weitere Beprobungen und 16S rRNA-Gen Metagenom-Analysen durchgefiihrt werden.
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Anhang

Tabelle 45: Modelle und Hersteller der verwendeten Geréte.

Anhang

Gerat

Modell / Typ

Hersteller

Agarose Gelelektrophorese Power
Supply

EV231

Cleaver Scientific Ltd.,
Warwickshire, UK

Agarose-Gelelektrophorese-
Kammer + Zubehor

Mini-Sub® Cell GT; Sub Cell® GT;
Wide Mini-Sub®

BioRad, Hercules, USA

Autoclav und Petrischalenabfiiller

Mediaclave und Tecnomat

INTEGRA Biosciences AG, Zizers,
Schweiz

Brutschrank B12 Heraeus Holding GmbH, Hanau
Dispenser fir Antibiotika- ST6090 / ST8090 Oxoid Ltd., Hampshire, UK
Testblattchen

Erlenmeyerkolben 100 ml, 500 ml DKW Like Sciences GmbH und

Duran Produktions GmbH & Co.
KG, Mainz

Experion™

Electrophoresis station

Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Minchen

Fluorometer Qubit 3.0 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Fokussiertes Ultraschallgerat M220 Covaris, Woburn, USA

Fotodokumentation

BioDoc Analyze

Biometra GmbH, Gottingen

Glasflasche

50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml,
1000 ml

Schott AG, Mainz

Heizschittler

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Kolbenheizschittler 3032 GFL Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH, Burgwedel

Magnetstdander 96 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Magnetstander PCR Strip MagStand Zymo Research Europe GmbH,

Freiburg

Messzylinder

20 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml

VWR International S.A.S.,
Fontenay-sous-Bois, Frankreich

Mikroplattenlesegerat Spark Tecan Trading AG, Mannedorf,
Schweiz
Mikrowelle Privileg 8019 Quelle GmbH, Salzburg,

Osterreich

Minizentrifuge

Sprout mit Strip Rotor

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Multimode-Mikroplattenlesegerat

Synergy LX

BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, USA

Netzteil Power Supply Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Miinchen

PCR-Cycler T100 Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Miinchen

PCR-Power Supply Power Pac Basic Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Miinchen

Pinzetten

Verschiedene GroRen

Unterschiedliche Hersteller

Pipettensatz

0,1-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-
200 i, 100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe

Accu-Jet pro

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Proben-Homogenisator Stomacher Interscience, Saint Nom la
Breteche, Frankreich
Proben-Homogenisator Stomacher Seward, West Sussex, UK
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Gerit Modell / Typ Hersteller

Reagenzglaser 15 ml VWR International S.A.S.,
Fontenay-sous-Bois, Frankreich

Reagenzglaser 15 ml Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Reinstwasseranalage PURELAB flex ELGA LabWater, High Wycombe,
UK

Rotor JA10-Rotor Beckman Coulter, Maryfort,
O'Callaghansmills, Irland

Scheren Verschiedene GroRen Unterschiedliche Hersteller

Schittelinkubator

Thermomixer C

Eppendorf AG, Hamburg

Sequenziergerat MiSeq lllumina Inc., San Diego, USA
NextSeq 550
Sequenziergerat MinlON MK1B Oxford Nanopore Technologies

Ltd., Oxford, UK

Sicherheitswerkbank

Claire pro B-2-160; Claire pro B-2-
190; B-[MaxPro]?-130

BERNER International
GmbH, Elmshorn

Spektrometer

NanoDrop 2000c

Peqlab GmbH, VWR, Darmstadt

TapeStation

4150

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Thermal Cycler

CFR96 Touch Real-Time PCR
Detection System

Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Minchen

Thermomixer

Comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Tiefkhlschrank

Premium NoFrost (-20 °C)

Liebherr, Bulle FR, Schweiz

Uberkopfmischer

Intelli-Mixer RM-2M

Neolab Migge GmbH, Heidelberg

Vortex Vortex 2 genie Scientific Industries Inc., Bohemia,
USA

Vortex MS3 B (Agilent) IKA Werke GmbH & Co. KG,
Staufen im Breisgau

Waage Entris 2202-1S; BCE 224I-1S Sartorius AG, Gottingen

Waage OL 3100-P Omnilab, Bremen

Zell-Disruptor

Disruptor Genie

Scientific Industries Inc., Bohemia,
USA

Zentrifuge 5424; 5430R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge Multifuge 1 S-R Heraeus Holding GmbH, Hanau
Zentrifuge Avanti J-26 XPI Beckman Coulter, Krefeld

Tabelle 46: Verbrauchsmaterialien.

Material Modell / Typ Hersteller
Abdeckfolie 96 well Microseal® 'C' PCR Plate Bio-Rad Laboratories GmbH,
Sealing Film Miinchen

Antibiotika-Testblattchen

Kartuschen a 50 Sttick flr
Stempelanwendung
(Entsprechend den CLSI-, DIN-,
BSAC-, EUCAST- und SFM-
Richtlinien)

Oxoid Ltd., Hampshire, UK

Covaris-Probenréhrchen

microTUBE AFA Fiber Screw Cap

Covaris, Woburn, USA

Drigalski-Spatel

Plattierungsspatel

Lab Logistics Group GmbH,
Meckenheim

Einmalspritze

20 ml

Henke-Sass, Wolf GmbH,
Tullingen

Filter-Pipettenspitzen

0,1-10 pl, 1 - 20 pl, 200 pl, 100 -
1250 pl

Nerbe plus GmbH

Flowcell (Durchflusszelle)

R9.4.1; R10.4; R10.4.1

Oxford Nanopore Technologies
Ltd., Oxford, UK
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Material Modell / Typ Hersteller

Handschuhe Labsolute Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen

Impfschlinge 1, 10 pl Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Cryokonservierung

ROTI®Store-Cryoréhrchen, 2 ml

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Loading Tips

10x112

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Magnetperlen

AMPure XP Beads

New England Biolabs,
Massachusetts, USA

Magnetperlen

Mag-Bind® TotalPure NGS

Omega Bio-Tek, Inc., Norcross,
USA

Membranfilter

MF-Millipore Membrane Filter,
0.45 um pore size

Merck KGaA, Darmstadt

Mikroplatten

96 well, PS, F-Boden, schwarz,
non-binding

Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsminster, Osterreich

Mikrotiterplatten

Nunc 96-Well microplates, flacher
Boden

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

NextSeq 500/550 Mid Output Kit

v2.5; Flowcell und Kartusche

Illumina Inc., San Diego, USA

Optical Tube und Optical Cap

8x Strips

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

PCR-Platte

96 well

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

PCR-ReaktionsgefaR (0,2 ml)

PCR SoftTubes; PCR SingleCap
8er-SoftStrips; 96 Well 8-
TubeStrip Platte

Biozym scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Petrischalen

94 x 16 mm, 145 x 20 mm

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Pipettenspitzen

0,1-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-
200 wl, 100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Qubit-Assay-Rdhrchen

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Reagent Kit V2

Flowcell und Kartusche

Illumina Inc., San Diego, USA

Reaktionsgefall Safe-Lock Centrifuge Tubes: 1,5 Ependorf AG, Hamburg
ml; 2,0 ml
Schraubrdhre 15 ml, 50 ml VWR International, Radnor, USA

ScreenTape und Reagenz

D1000, D5000, Genomic DNA

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Serologische Pipetten

5ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Spritzenfilter

Rotilabo-Spitzenfitler, PVDF, 0,22
um; CA, 0,2 um; CA, 0,45 um

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Stomacherbeutel Steril, seitlicher Filter Interscience, Saint Nom la
Breteche, Frankreich

Tupfer Applimed SA, Chatel-Saint-Denis,
Schweiz

Well-Platten Hard-Shell 96-well PCR Plates Bio-Rad Laboratories, Inc.,

Minchen
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Tabelle 47: Verwendete Kits.

Anhang

Kit Modell / Typ

Hersteller

DNA-Prep Kit

lllumina Inc., San Diego, USA

Experion DNA 12K Analysis Kit

Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Miinchen

Fluorometer Reagenzien

Qubit dsDNA HS Assay Kit, Qubit
dsDNA BR Assay Kit

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Genomic Micro AX Bacteria
Gravity

A&A Biotechnology, Gdynia, Polen

Ligation sequencing Kit V14

Oxford Nanopore Technologies
Ltd., Oxford, UK

Ligationskit

SQK-LSK 109; SQK-NBD112.96

Oxford Nanopore Technologies
Ltd., Oxford, UK

Native Barcoding Expansion Kit

EXP-NBD 103; EXP-NBD 114

Oxford Nanopore Technologies
Ltd., Oxford, UK

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel GmbH & Co KG,
Diren

NucleoSpin® Microbial DNA Mini kit for DNA from Macherey-Nagel GmbH & Co.KG,
microorganisms Duren

PeqGold Bacterial DNA Kit

VWR International, Radnor, USA

Quick-DNA Fungal/Bacterial

Zymo Research, Irvine, USA

Miniprep Kit

Reagent Kit V2 Illumina Inc., San Diego, USA
TrueSeq Nano DNA LT Library lllumina Inc., San Diego, USA
Prep Kit

Tabelle 48: Verwendete Chemikalien und deren Hersteller.

Chemikalien

Hersteller

10 x PCR-Puffer E mit (NH4)2S04 mit MgCl»

Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm

Agar-Agar, bakteriologisch

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Agarose Basic

AppliChem GmbH, Darmstadt

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol [99 %]

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

GelRed Nucleic Acid Stain 10000x in DMSO

Biotium Inc., Hayward, USA

Gene Ruler DNA Ladder Mix low range

Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen

Glycerin [98 %]

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

iQ Multiplex Powermix

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Isopropanol

VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, Frankreich

iTag™ Universal SYBR® Green Supermix

Bio-Rad Laboratories, Inc., Miinchen

Nukleasefreies Wasser

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Nukleasefreies Wasser (Ambion)

Life Technologies Corporation, Austin, USA

Nukleasefreies Wasser (HyClone HyPure Water)

Cytiva, Logan, USA

Primer / Sonden (HPLC grade) [100 nmol/ml]

Microsynth Seqglab GmbH, Goéttingen

Q5°® High-Fidelity DNA Polymerase

New England Biolabs, Massachusetts, United States

Q5® Reaktionspuffer [5x]

New England Biolabs, Massachusetts, United States

RNase

VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, Frankreich

Tag DNA-Polymerase [5 U/ul]

Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm
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Tabelle 49: Accession Number der Sequenzen von Enterobakterien-Stammen und ihren Plasmiden in der NCBI-Datenbank.

Stamm Accession-Nummer bei NCBI Plasmid Accession-Nummer bei NCBI
Cigil CP115035 pCIGI1_1 CP115036
pCIGI1_2 CP115037
pCIGI1_3 CP115038
Cipo4 CP126611 pCIPO4_1 CP126612
pCIPO4_2 CP126613
Ciw5.1 CP126605 pCIW5.1_1 CP126606
pCIW5.1_2 CP126607
Ciw5.2 CP115032 pCIW5.2_1 CP115033
pCIW5.2_2 CP115034
Cipab.1 CP115031
Cipab.2 CP115030
Cif11 CP126623 pCIF11_1 CP126624
Cipo13 CP115024 pCIPO13_1 CP115025
pCIPO13 2 CP115026
pCIPO13_3 CP115027
pCIPO13_4 CP115028
pCIPO13_5 CP115029
Endyl CP126604
Endy2 CP126610
Enh11 CP126608 pENH11 1 CP126609
Enb12 CP115601 pENB12_1 CP115602
Ec1115 CP126614 pEC1115 1 CP126615
pEC1115 2 CP126616
pEC1115 3 CP126617
pEC1115 4 CP126618
Ec1117 CP126602 pEC1117_1 CP126603
Ec1119 CP126600 pEC1119_1 CP126601
Ec1120 CP126598 pEC1120_1 CP126599
Kgrl CP126593 pKGR1_1 CP126594
pKGR1_2 CP126595
pKGR1_3 CP126596
pKGR1_4 CP126597
Kva3 CP126619
Kpneud CP115021 pKPNEU4 1 CP115022
pKPNEU4 2 CP115023
Kpneu8 CP126622 pKPNEUS8 1 CP126620
pKPNEU8_2 CP126621
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