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Vorwort

Sehr geehrte Leiterinnen und Leiter der Nationalen Referenzzentren (NRZ) und Konsiliarlabore (KL)
in Deutschland, sehr geehrte Giste,

in den Jahren der COVID-19 Pandemie traten Treffen der NRZ und KL sowie Forschungsaktivititen
zu anderen Infektionskrankheiten zu Gunsten der Bewiltigung der pandemischen Lage vielfach in
den Hintergrund. Ein direkter Austausch zwischen den Akteuren in den Laboren und den epidemio-
logischen Fachgebieten des RKI konnte in dieser Zeit nur eingeschrinkt stattfinden. Nun riicken
Fragestellungen zu anderen Public Health-relevanten Infektionserregern als SARS-CoV-2 und den
durch sie verursachten Erkrankungen wieder stirker in den Vordergrund. Klimawandel und die Mi-
gration stellen neue und altbekannte Herausforderungen dar.

Um den Austausch und die Vernetzung der Partner im Bereich der Identifizierung der Erreger
(Diagnostik), der Ermittlung therapeutischer Optionen (Therapie), der Pravention, Surveillance und
Forschung (Infektionsepidemiologie) sowie der Umsetzung der Erkenntnisse auf dem Feld der 6f-
fentlichen Gesundheitspflege (OGD) zu férdern, haben wir mit dem heutigen Treffen ein Forum
geschaffen.

Dieses Netzwerktreffen soll die personlichen Beziige stirken und einen aktuellen Gedankenaus-
tausch der Ansprechpersonen aufseiten der NRZ /KL und der jeweiligen epidemiologischen Fachge-
biete der Abteilung fiir Infektionsepidemiologie des RKI erméglichen. Es wird viel Raum fiir Diskus-
sionen geben, so dass gemeinsame Herausforderungen und Potenziale erkannt und Losungen sowie
neue Forschungsansitze in der Diagnostik und Surveillance von Infektionserregern erarbeitet wer-
den konnen.

Das Thnen vorliegende Booklet zum Treffen beinhaltet die Vorstellung aller beteiligten Akteure und
die Abstracts zu den Vortragen, die im Rahmen des Netzwerktreffens gehalten werden.

Wir freuen uns auf einen interessanten Austausch miteinander!

O. Hamouda, M. Mielke, U. Wieland, V. Kempf, J. Seifried, H. Buck, N. Litzba
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Adresse Adresse

Seestr.10, 13353 Berlin Seestr.10, 13353 Berlin

E-Mail E-Mail

rexrothu@rki.de alpersk@rki.de, anderheidenma@rki.de

Telefon

+49 30 18754-3259

Das Fachgebiet ist zustindig fiir infektionsepidemiologisches Krisenmanagement, Ausbruchsunter-
suchungen und Trainingsprogramme und enthilt die Geschiftsstelle der OGD-Kontaktstelle.

Als OGD-Kontaktstelle ist das Fachgebiet Ansprechpartner fiir Themen der Infektionsepidemiologie
tiir Gesundheitsbehérden auf Bundeslandebene in Deutschland sowie fiir die internationalen Ge-
sundheitsbehorden der Europiischen Union (EU) und der Weltgesundheitsorganisation (WHO).

Das Fachgebiet unterstiitzt den OGD bei Krisenplanung und -management im Bereich der Infek-
tionsepidemiologie und ist fiir das RKI-Lagezentrum verantwortlich. Es entsendet Ausbruchsteams
in den OGD und trigt auch auferhalb von Krisen zum besseren Erkennen und Bewerten (Interna-
tionale Meldungen, Epidemic Intelligence) und Bewiltigen (Krisenplanung, Krisenmanagement) bei.
Dabei liegen besondere Schwerpunkte auf dem Infektionsschutz im Reiseverkehr und im Bereich
Migration und sozial vulnerabler Gruppen.


mailto:alpersk@rki.de
mailto:anderheidenma@rki.de
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Diverse Lehraktivititen férdern die Vernetzung und den Erfahrungsaustausch und tragen gewonnene
wissenschaftliche Erkenntnisse in die Breite. In der Postgraduiertenausbildung fiir angewandte Epi-
demiologie (PAE) werden Wissenschaftler/-innen im Bereich der Infektionsepidemiologie ausgebil-
det, um epidemiologische Methoden fiir den Infektionsschutz im Offentlichen Gesundheitsdienst
(OGD) einzusetzen. Das Programm besteht seit 1996.

Das Fachgebiet bringt seine Expertise im Rahmen zahlreicher durch Auswirtiges Amt, BMG und
WHO-geforderter Projekte fiir internationale Partnerldnder ein.

Wichtige Publikationen

Kuehne A, Gillesberg Raiser S, Dérre A, Mertens E, Charles T, Siffczyk C, Aktuna G, Zunk J,
Alpers K: , Trainingsprogramme in angewandter Epidemiologie fiir den &ffentlichen Gesundheits-
dienst in Deutschland — Bestandsaufnahme und Ausblick“ Public Health Forum, vol. 31, no. 4,
2023, pp. 362-366. https://doi.org/10.1515/pubhef-2023-0128

Milde-Busch A, Zeitlmann N, Miicke I, Gilsdorf A, Rexroth U, An der Heiden M; EpiLag-Working
Group. Ten years of weekly epidemiological teleconference, (EpiLag) — an effective and time-
efficient tool for infectious disease event information, Germany, 2009-2018. Epidemiol Infect.
2021 Apr 12;149:e115. doi: 10.1017/S095026882100073X. PMID: 33843539; PMCID: PMC8161418.

Halm A, Grote U, An der Heiden M, Hamouda O, Schaade L, Rexroth U; RKI-Lagezentrums-Gruppe.
Das Lagemanagement des Robert Koch-Instituts wahrend der COVID-19-Pandemie und der Aus-
tausch zwischen Bund und Lindern. Bundesgesundheitsblatt Gesundheitsforschung Gesund-
heitsschutz. 2021 Apr;64(4):418-425. German. doi: 10.1007/300103-021-03294-0. Epub 2021 Mar 5.
PMID: 33666683; PMCID: PMC7933910.
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Das Fachgebiet Surveillance ist vor allem zustindig fiir die Umsetzung des Meldewesens nach dem
Infektionsschutzgesetz (IfSG). Ebenfalls koordiniert es die Neu- und Weiterentwicklung von Sur-
veillance-Methoden und -Instrumenten und ist fiir die Organisation des RKI-Lagezentrums verant-
wortlich. Das Fachgebiet ist Ansprechpartner fiir den 6ffentlichen Gesundheitsdienst (OGD) auf
Kreis- und Bundeslandebene in Deutschland sowie fiir die internationalen Gesundheitsbehérden der
Europdischen Union (EU) und der Weltgesundheitsorganisation (WHO).
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Aufgaben

Meldewesen nach IfSG und (Weiter-)Entwicklung von Surveillancesystemen

Deutsches Elektronisches Melde- und Informationssystem fiir den Infektionsschutz (DEMIS),
seit 2016 (www.rki.de/demis)

Qualititsmanagement und Evaluation der Surveillance meldepflichtiger Sachverhalte
Fortlaufende epidemiologische Analyse der Meldedaten

Fritherkennung und Verhinderung der Weiterverbreitung von Infektionen

Weiterentwicklung der Falldefinitionen, Ubermittlungs- und Auswertungskriterien
(www.rki.de/falldefinitionen)

Berichterstattung (z. B. Infektionsepidemiologisches Jahrbuch meldepflichtiger Krankheiten,
Epidemiologisches Bulletin, SurvStat@RKI) und wissenschaftliche Veréffentlichungen

Neu- und Weiterentwicklung von Surveillancemethoden und -werkzeugen, z. B. syndromische
Surveillance in Notaufnahmen, Mortalistitssurveillance

Empfehlungen zur Surveillance von Infektionskrankheiten

Nationale Kooperation im Rahmen der OGD-Kontaktstelle

Ansprechpartner fiir den OGD auf Kreis- und Bundeslandebene in Deutschland, Bereitstellung
von Informationsmaterialien (z. B. Infobriefe, Musterbelehrungsbogen)

Koordinierung der Bund-Linder-Arbeitsgruppe Surveillance fiir Infektionskrankheiten und der
Bund-Linder-Informationsverfahren

OGD-Feedbackgruppe mit Vertretern aus der Kreis- und Bundeslandebene fiir einen besseren
Austausch aller Ebenen des OGD und die Anpassung von RKI-Veréffentlichungen (z. B. Ratge-
ber) an die Bediirfnisse der Gesundheitsimter

Internationale Netzwerke und Frithwarnsysteme

National Focal Point Surveillance

Internationale Kooperation im Rahmen des Europiischen Netzes fiir die epidemiologische
Uberwachung (TESSy) des ECDC

Laufende Projekte
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Kollaborationsplattform Agora fiir den Offentlichen Gesundheitsdienst (OGD)
(www.rki.de/agora)

European monitoring of excess mortality for public health action (Euro-Momo), fortlaufend
(www.euromomo.eu)

Routinedaten aus dem Gesundheitswesen in Echtzeit (SUMO), seit 2018 (www.rki.de/sumo)
Abwassersurveillance (www.rki.de/abwassersurveillance)

Joint Action Union and National Capacity Building 4 IntegraTED Surveillance
(UNITED4Surveillance), 2023 bis 2025 (https://united4surveillance.eu/)
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Wichtige Publikationen

Koppe U, Schilling J, Stecher M, Ruthrich MM, Marquis A, Diercke M, et al. Disease severity in hospi-
talized COVID-19 patients: comparing routine surveillance with cohort data from the LEOSS study
in 2020 in Germany. BMC Infect Dis. 2023;23(1):89.

Heese H, Marquis A, Diercke M, Markus I, Bohm S, Metz J, et al. Results of the enhanced COVID-19
surveillance during UEFA EURO 2020 in Germany. Epidemiol Infect. 2022;150:118.

Sievers C, Zacher B, Ullrich A, Huska M, Fuchs S, Buda S, et al. SARS-CoV-2 Omicron variants BA.1
and BA.2 both show similarly reduced disease severity of COVID-19 compared to Delta, Germany,
2021 to 2022. Euro Surveill. 2022;27(22).

Schlump C, Thom J, Boender TS, Wagner B, Diercke M, Kocher T, et al. [Using emergency depart-
ment routine data for the surveillance of suicide attempts and psychiatric emergencies]. Bundesge-
sundheitsblatt Gesundheitsforschung Gesundheitsschutz. 2022;65(1):30-9.

Ullrich A, Schranz M, Rexroth U, Hamouda O, Schaade L, Diercke M, et al. Impact of the COVID-19
pandemic and associated non-pharmaceutical interventions on other notifiable infectious diseases
in Germany: An analysis of national surveillance data during week 1-2016 — week 32-2020. Lancet
Reg Health Eur. 2021;6:100103.

ABSTRACT

Implementierung der integrierten genomischen Surveillance
am Robert Koch-Institut

Diercke M, Kremer K, Tittmann B, Sievers C

Die integrierte genomische Surveillance (IGS) wird benétigt, um 6ffentliche Gesundheitssysteme zu
unterstiitzen, die Risiken von Krankheitserregern besser erkennen, charakterisieren und bewerten zu
konnen. Fiir die Umsetzung der IGS muss die Meldung von Surveillancedaten sowie genomischen
Daten vereinheitlicht werden, damit diese miteinander verkniipft werden kénnen. Mit DEMIS kon-
nen in Zukunft Genomsequenzdaten an das RKI direkt iibermittelt werden, um sie im Folgenden
mit den nach IfSG tibermittelten Falldaten zu verkniipfen. Des Weiteren ist es notwendig, Analyseer-
gebnisse der IGS mit dem 6ffentlichen Gesundheitsdienst (OGD) zu teilen, um zum Beispiel Unter-
stiitzung bei Ausbruchuntersuchungen oder Mafnahmen im Rahmen des Infektionsschutzes zu er-
moglichen. Dies schlief3t die Nationalen Referenzzentren und Konsiliarlabore, die Landessstellen und
die Gesundheitsimter mit ein.
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Das Fachgebiet 33 ist am RKI zustindig fiir die Uberwachung und Kontrolle von impfpriventablen
Krankheiten in Deutschland, die entsprechende weitergehende (epidemiologische) Forschung zu
impfpriventablen Erkrankungen und Impfeffekten sowie die Kommunikation bzw. Information der
Fachoffentlichkeit zu den aktuellen Impfempfehlungen und zum Nutzen von Impfungen generell.
Im Fachgebiet ist dartiber hinaus die Geschiftsstelle der Stindigen Impfkommission (STIKO) sowie
die Geschiftsstelle der Nationalen Verifizierungskommission zur Masern- und Rételnelimination in
Deutschland (NAVKO) angesiedelt. Die Aufgaben des Fachgebietes umfassen daher mehrere wich-
tige Schwerpunkte:

— Analyse und Bewertung von Surveillance- und anderer Daten zu impfpriventablen Erkrankun-
gen mit gemeinsamer Analyse von Daten der genomischen und der epidemiologischen Sur-
veillance zur Einschitzung von Transmissionsketten und der Ausbreitung von spezifischen
Sero- oder Genotypen (z. B. Meningokokken, Masern, Rételn)

— Konstante Evaluierung und Optimierung der Surveillance impfpraventabler Erkrankungen in
Zusammenarbeit mit den anderen Fachgebieten des RKI und den FachkollegInnen der Bundes-
linder (z. B. Mitarbeit bei der Uberarbeitung von Falldefinitionen und Ratgebern)
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Beratung und Unterstiitzung bei der Durchfiihrung von Untersuchungen zur Eindimmung von
Infektionsgeschehen (z. B. Ausbruchsuntersuchungen) und Erarbeitung von Empfehlungen hin-
sichtlich der Surveillance von impfpriventablen Erkrankungen (z. B. Mafdnahmenkataloge, SOPs)
Untersuchung der Effekte von Impfungen auf die Epidemiologie und Krankheitslast der impf-
priventablen Erkrankungen und mogliche Effekte verschiedener Sero- oder Genotypen impfpra-
ventabler Erreger auf die Wirksamkeit von Impfungen

Erhebung, Analyse und Interpretation von Daten zur Inanspruchnahme von Impfungen in der
Bevolkerung und in speziellen Zielgruppen (z. B. Schwangere oder Personen mit chronischen
Grundleiden). Hierzu werden Daten der jahrlichen Schuleingangsuntersuchungen der Bundes-
linder sowie Daten der Kassenirztlichen Vereinigungen aufbereitet und ausgewertet und die
Ergebnisse in jahrlichen Berichten vorgestellt und verglichen.

Analyse und Bewertung von Daten zur Seroprivalenz bzw. zum Immunstatus in der Bevélke-
rung in Bezug auf impfpriventable Erreger

Koordination bzw. Teilnahme an wissenschaftlichen Projekten im Bereich der Impfprivention,
insb. epidemiologische Studien zur Erfassung der Impfeffektivitit, Krankheitslast oder Risiko-
faktoren als Grundlage oder Evaluation von STIKO-Empfehlungen

Mathematische Modellierungen zur Abschitzung der voraussichtlichen epidemiologischen und
gesundheitsokonomischen Effekte neuer Impfungen bzw. unterschiedlicher Impfstrategien als
Grundlage fiir STIKO-Entscheidung

Unterstiitzung der Stindigen Impfkommission (Geschiftsstelle) bei der Entwicklung von evidenz-
basierten Impfempfehlungen und entsprechenden Priventionsstrategien unter Berticksichtigung
der Standardvorgehendweise (SOP), zum Beispiel durch die Erststellung von Systematischen Re-
views zur Wirksamkeit und Sicherheit von Impfungen sowie durch die Zusammentragung von
Daten zu diversen anderen fiir die Entscheidungsfindung relevanten Fragenstellungen
Weiterentwicklung von Methoden der Evidenzbasierten Medizin zur Anwendung im Impfbe-
reich bzw. durch die STIKO, insb. im Bereich Leitlinien-Entwicklung und Decision-Making
Begleitkommunikation der STIKO-Impfempfehlungen u. a. mittels Kernbotschaften, Pressemit-
teilungen und Hintergrundgesprichen mit Journalistinnen

Beantwortung von Anfragen aus dem OGD und der Fachéffentlichkeit rund um die Kommissi-
onsarbeit der STIKO bzw. Auslegung von den STIKO-Empfehlungen

Erarbeitung und regelmifiige Aktualisierungen von Informations- und Aufklirungsmaterialien
fur die Fachoffentlichkeit (z. B. FAQ, Faktenblitter, Aufklirungsvideos, Faktensandwiches fiir
die Aufklirung von Impfmythen, Poster, Pocket-Book der STIKO-Empfehlungen) sowie Koordi-
nation, Weiterentwicklung und Pflege der STIKO-App (aktuell > 600.000 NutzerInnen)
Erarbeitung von Strategien zur Verbesserung der Impfprivention und Unterstiitzung der Impf-
aktivititen der Bundesldnder sowie Verbesserung des Informationsstandes der Fachoffentlich-
keit und der Biirgerinnen und Biirger iiber Nutzen und Risiko von Schutzimpfungen
Koordination der jahrlichen Influenzaimpfkampagne in Kooperation mit der BZgA
Durchfithrung der jahrlichen Onlinebefragung von Klinikpersonal zur Influenza- und
COVID-19-Impfung (OKaPII)

Evaluation von Impfpflichten und anderen Mafinahmen zur Steigerung von Impfquoten in
Deutschland (z. B. Masernschutzgesetz)

Durchfiithrung, Koordination und Beratung von wissenschaftlichen Projekten im Bereich der
Impfakzeptanz und Behavioral Insights, aktuell zum Beispiel Durchfithrung einer Interven-
tionsstudie zur Steigerung der HPV-Impfquoten in Deutschland (InveST-HPV)
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— Unterstiitzung der Nationalen Verifizierungskommission (Geschiftsstelle der NAVKO) bei der
Erstellung von Berichten an die Europdischen WHO-Region zum Status der Elimination der
Masern und Rételn in Deutschland

— Unterstiitzung von anderen nationalen Impfkommissionen in der WHO EURO Region (insb. in
Lindern mit mittleren Einkommen, MICs) bei der Durchfithrung systematischer Reviews und
Erarbeitung von evidenzbasierten Impfempfehlungen in der Europiischen WHO-Region
(SENSE) und Erarbeitung eines globalen Registers fiir systematische Ubersichtsarbeiten zur
Starkung nationaler Impfprogramme und —entscheidungsprozessen (SYSVAC)

— Koordinierende Ansprechpartner fiir internationale Organisationen wie ECDC und WHO zu
impfpriventablen Erkrankungen und Impfquoten in Deutschland sowie zur nationalen Impf-
strategie. Regelmiflige internationale Berichterstattung an WHO/Unicef. Vertretung in interna-
tionalen Netzwerken (z. B. EU Netzwerk Nationaler Impfkommissionen) und Gremien

Wichtige Publikationen

Stindige Impfkommission: Empfehlungen der Stindigen Impfkommission (STIKO) beim Robert
Koch-Institut 2023. Epid Bull 2023;4:3- 68 | DOI 10.25646/10829.4
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effectiveness against severe COVID-19 during the Omicron wave in Germany: results from the
COViK study. Infection. 2023 Aug;51(4):1093-1102. doi: 10.1007/515010-023-02012-Z.
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ABSTRACT

Vorstellung des Fachgebietes Impfprivention am RKI

Matysiak-Klose D, Ole Wichmann O

Das Fachgebiet Impfprivention am RKI ist zustindig fiir die Uberwachung und Kontrolle von impf-
praventablen Krankheiten in Deutschland, die epidemiologische Forschung zu impfpraventablen Er-
krankungen und Impfeffekten sowie die Information der Fachoffentlichkeit zu den aktuellen Impf-
empfehlungen und zum Nutzen von Impfungen generell. Im Fachgebiet ist dartiber hinaus die Ge-
schiftsstelle der Stindigen Impfkommission (STIKO) sowie die Geschiftsstelle der Nationalen Veri-
fizierungskommission zur Masern- und Rotelnelimination in Deutschland (NAVKO) angesiedelt.
Das Fachgebiet Impfpravention wird von PD Dr. med. Ole Wichmann geleitet und gliedert sich in
funf Teams: (i) Surveillance und Impfquotenmonitoring, (ii) Forschung und Methoden, (iii) Impf-
Modellierung (iv) STIKO-Geschiftsstelle, und (v) Kommunikation und Impfakzeptanz.

Zu den Kern-Aufgaben bzw. Aktivititen des Fachgebietes gehéren unter anderem die Analyse und Be-
wertung von Surveillance- und anderer Daten zum Auftreten impfpriventabler Erkrankungen und der
Effekte von Impfungen in Deutschland. Hierzu werden unter anderem die Daten der genomischen
sowie der epidemiologischen Surveillance zur Einschitzung der Ausbreitung von spezifischen Sero-
oder Genotypen analysiert und Empfehlungen (z. B. Mafinahmenkataloge, SOPs) fiir den 6ffentlichen
Gesundheitsdienst erarbeitet. Aber auch Abrechnungsdaten aus der ambulanten Versorgung werden
durch die Kassenirztlichen Vereinigungen (KVen) zur Verfiigung gestellt und zur Abschitzung von
Krankheitslast und Impfeffekten genutzt. Weitere wichtige Schwerpunkte stellen die Erhebung, Ana-
lyse und Interpretation von Daten zur Inanspruchnahme von Impfungen in der Allgemeinbevélkerung
und in speziellen Zielgruppen unter Nutzung von KV- und Schuleingangsuntersuchungs-Daten sowie
die Analysen und Bewertung von Seropravalenzdaten aus der Bevolkerung dar.

Durch die im Fachgebiet angesiedelte Geschiftsstelle wird die STIKO bei der Entwicklung von evi-
denzbasierten Impfempfehlungen koordiniert und wissenschaftlich unterstiitzt. So werden Team-
uibergreifend zum Beispiel Systematische Reviews zur Wirksamkeit und Sicherheit von Impfungen
erstellt, die moglichen epidemiologischen und ggf. gesundheitsokonomischen Effekte einer neue
Impfempfehlung mittels Modellierung abgeschitzt, die Weiterentwicklung von Methoden der Evi-
denzbasierten Medizin zur Anwendung im Impfbereich und eine Begleitkommunikation iiber neue
und bestehende STIKO-Impfempfehlungen sichergestellt.

Wissenschaftliche Projekte des Fachgebietes zur Krankheitslast oder zu Risikofaktoren der impfpra-
ventablen Erreger, zur Impfeffektivitit bzw. zum Impact von Impfungen auf die Krankheitslast auf
Bevilkerungsebene, aber auch zur Akzeptanz von Impfungen oder Empfehlungen dienen als Grund-
lage fiir oder zur Evaluation von STIKO-Empfehlungen. In Kooperation mit der Weltgesundheitsor-
ganisation und anderen internationalen Partnern werden in gemeinsamen Projekten nationale Impf-
kommissionen bei der Durchfithrung systematischer Reviews und Erarbeitung von evidenzbasierten
Impfempfehlungen unterstiitzt.

Die im Fachgebiet erarbeiteten und regelmiflig aktualisierten Informations-Materialien bzw. -Platt-
formen (z. B. FAQ, Faktenblitter, Faktensandwiches, Aufklirungsvideos, STIKO-App) sind Strate-
gien zur Verbesserung des Informationsstandes und zur Unterstiitzung der Impfaktivititen der imp-
fenden Arzteschaft.

Die inhaltlichen Schwerpunkte des Fachgebietes sollen auf der Veranstaltung kurz vorgestellt werden.
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Die Arbeit des Fachgebiet 34 besteht unter anderem darin, umfassende epidemiologische Daten zu
HIV/AIDS, sexuell tibertragbaren Infektionen (STI), viralen Hepatitiden und Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit zu gewinnen, um die Epidemiologie dieser Infektionen besser zu verstehen. Diese Daten
werden genutzt, um Praventionsstrategien zu formulieren, diese anzupassen und zu evaluieren, so-
wie um Empfehlungen fiir die Diagnostik und Krankenversorgung zu erstellen.

16
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Surveillance

Daten zu Infektionen mit HIV und Syphilis sowie zu Infektionen mit Gonokokken mit verminderter
Empfindlichkeit gegeniiber Azithromycin, Cefixim und Ceftriaxon werden gemifs Infektionsschutz-
gesetz {7 Abs. 3 nichtnamentlich direkt an das RKI gemeldet. Mit Anderung des Infektionsschutz-
gesetzes (IfSG) vom 16.09.2022 sind alle Nachweise von Neisseria (N.) gonorrhoeae sowie Lympho-
granuloma venereum meldepflichtig. Das elektronische Melde- und Informationssystem (DEMIS)
des RKI wird aktuell um die elektronische Meldung von Erregernachweisen gemifd § 7 Abs. 3 IfSG
erweitert.

Meldungen zu Labornachweisen und Infektionen mit Hepatitis B, C und D sowie Mpox und Creutz-
feldt-Jakob-Krankheit werden gemifd Infektionsschutzgesetz § 6 und § 7 Abs. 1 iiber Gesundheits-
amter und Landesgesundheitsbehorden an das RKI {ibermittelt, analysiert und publiziert. Zudem ist
das FG 34 zustindig fiir die Analyse und Bewertung der Daten zu Infektionsmarkern (HIV, Syphilis,
Hepatitis B und C, Hepatitis E und Westnil-Fieber) bei Blutspendern nach § 22 Transfusionsgesetz
(TFG).

Neben der Routinesurveillance wurden von FG 34 zusitzliche Surveillance-Systeme aufgebaut. So
werden seit iiber 20 Jahren in zwei multizentrischen prospektiven HIV Langzeitbeobachtungsstudien
longitudinale Daten zum klinischen Verlauf und Therapie der HIV-Infektion erhoben. Im Rahmen
der erweiterten HIV-Surveillance werden gemeinsam mit dem Fachgebiet FG 18 aus Meldelaboren
Blutproben gesammelt, die am RKI sequenziert und genotypisiert werden und hinsichtlich {ibertra-
gener resistenzassoziierter Mutationen untersucht werden. In Zusammenarbeit mit dem am RKI an-
sassigen Konsiliarlabor fiir Gonokokken werden im Rahmen der molekularen Surveillance Isolate zu
resistenten Gonokokken-Infektionen gesammelt, nachgetestet und sequenziert.

In Zusammenarbeit mit anderen Fachgebieten des RKI werden zudem Blutspendeproben fiir ergin-
zende Surveillance-Untersuchungen genutzt, wie z. B. fiir wiederholte Querschnittsuntersuchungen
von SARS-CoV-2- Antikérpern wihrend der Corona-Pandemie oder zur Untersuchung von seltenen
oder neu auftretenden Pathogenen wie West-Nil-Virus oder Bornavirus.

Zudem werden Sekundirdaten der medizinischen Versorgung (z. B. Daten der Krankenkassen, Apo-
thekenabrechnungen) genutzt, um die Anzahl und Art der Therapien von HIV- und Hepatitis B und
C regelmifig zu bestimmen. Aktuell wird die Zahl der auf Hepatitis B und C getesteten und diag-
nostizierten Versicherten aus Krankenkassendaten bestimmt. Auflerdem wurde die Einfithrung der
HIV-Priexpositionsprophylaxe (PrEP) als Leistung der Gesetzlichen Krankenversicherung wissen-
schaftlich begleitet und evaluiert (EVE-PrEP). Gegenwirtig wird eine nationale PrEP-Surveillance
(PrEP-Surv) aufgebaut, um die Inanspruchnahme der PrEP kontinuierlich zu erfassen. Ein wichtiger
Aspekt des Projekts PrEP-Surv ist die Stairkung der Digitalisierung im Gesundheitswesen.

Fiir die alljihrliche Schitzung der Inzidenz der HIV-Neuinfektionen sowie der Privalenz der ge-
schitzt in Deutschland mit HIV lebenden Personen werden die HIV-Meldedaten zusammen mit den
Daten aus den Langzeitbeobachtungsstudien zu HIV, den Apothekenabrechnungsdaten sowie Todes-
fallmeldungen genutzt. Diese Analyse dient der Erstellung der sog. HIV Behandlungskaskade, um
eine Aussage iiber das Erreichen der UNAIDS Ziele 95-95-95 fiir Deutschland treffen zu kénnen. So
kénnen bestehende Liicken bei der Pravention und Testung von HIV, dem Zugangs zur antiretrovi-
ralen Therapie nach Diagnosestellung und der nachhaltigen Gewihrleistung eines Therapieerfolgs
identifiziert werden.
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HIV/AIDS und andere sexuell oder durch Blut tibertragbare Infektionen (Fachgebiet 34)

Ausbruchsuntersuchungen

In FG 34 werden regelmiflig Ausbruchsuntersuchungen durchgefiihrt. So hat FG 34 gemeinsam mit
FG 34 und ZBS 1 die Aktivititen im Rahmen des Mpox-Ausbruchs im Jahr 2022 koordiniert. Dazu
gehorten der Aufbau einer Surveillance, die Kommunikation mit verschiedenen nationalen und In-
ternationalen Akteuren, die Koordination der Risikokommunikation und die Vorbereitung verschie-
dener Studien. Wihrend des Hepatitis-A Ausbruchs bei Minnern, die Sex mit Minnern haben
(MSM) 2016-18 in Berlin wurde eng mit HIV-Schwerpunktpraxen und Szene-Clubs kooperiert, um
die Impfabdeckung unter MSM zu erhohen. Bei einem nosokomialen Ausbruch von Hepatitis C in
einer Klinik in Bayern 2017/18 wurde von den lokalen Behorden und der betroffenen Klinik eine um-
fangreiche Fallsuche initiiert, die Proben im NRZ HCV genotypisiert und dem RKI zur weiteren mo-
lekularen Diagnostik zugesendet. Aufgrund der hohen homologen Ubereinstimmung der sequen-
zierten Proben konnte von einer einzigen gemeinsamen Ansteckungsquelle ausgegangen werden.
Im Jahr 2022 hat das FG 34 zusammen mit FG 35 und in Kooperation mit Klinikern eine mégliche
Hiufung von Fillen schwerer Hepatitiden bei Kindern unbekannter Atiologie im Rahmen eines eu-
ropdischen Ausbruchsgeschehens untersucht, und konnte durch eine intensivierte Surveillance und
Fallsuche ausschlieffen, dass Deutschland von diesem Geschehen betroffen ist.

Studien

Ein wichtiger Schwerpunkt des FG 34 ist die Durchfiihrung von infektionsepidemiologischen Stu-
dien, insbesondere unter vulnerablen Populationen. Abb. 1 gibt einen Uberblick iiber die Populatio-
nen, die potentiell ein hoheres Risiko haben, sich mit HIV, Hepatitis B und C oder STI zu infizieren,
sowie zu den jeweils laufenden oder vor kurzen abgeschlossenen Studien in diesen Populationen.
Studien zur sog. integrierten biologischen und Verhaltenssurveillance verbinden Angaben hinsicht-
lich der Privalenz bestimmter Infektionserkrankungen in einer Population mit Daten zum sexuellen
Verhalten.
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EMIS-2023
PrEP-Surv

TASG-Studie

Wohnungs Drogenge- DRUCK 2.0
PoInT - lose brauchende DRUCK-Surv

Migrant

HepMig *Innen

Allgemein-
population spenden

Abb. 1: Vulnerable Populationen fiir die Infektion mit HIV, Hepatitis B und C oder STI, sowie Namen
von ausgewihlten derzeit laufenden oder vor kurzem abgeschlossenen Studien (Stand Oktober 2023)

Durch die Studien kénnen Informationen zu Indikatoren geliefert werden, die fiir die nationale und
internationale Berichterstattung benétigt werden. Anhand dieser Indikatoren kann festgestellt wer-
den, wie weit Deutschland bzgl. der Eliminierung von HIV, Hepatitis B und C und STT fortgeschritten
ist. Als Beispiele fiir die Studien seien die DRUCK 2.0 und die DRUCK-Surv Studien genannt. Ziel
von DRUCK 2.0 war es, ein Design zu entwickeln, anhand dessen regelmiflig die Privalenz von He-
patitis B, C und HIV sowie assoziierte Risiko- und Priventionsverhaltensweisen bei Menschen mit
injizierendem Drogenkonsum erfasst werden konnen. Mit DRUCK-Surv soll dieses Design auf Sen-
tinelstiddte in verschiedenen Bundeslindern ausgerollt werden, um zukiinftig wiederkehrend die Si-
tuation beurteilen und Anpassungen vornehmen zu konnen. Diese Daten werden auch genutzt, um
die HIV- und HCV-Versorgungskaskade bei Menschen mit injizierendem Drogenkonsum zu bestim-
men, Versorgungsliicken aufzudecken und internationale Indikatoren zu berichten. Ein weiterer
wichtiger Indikator der Privention bei dieser Gruppe ist die Ausgabe von sterilen Drogenkonsumu-
tensilien, der in der saferKONSUM-Studie wiederkehrend bestimmt wird. Die TASG- und EMIS
2023-Studien sind dagegen reine Befragungsstudien unter trans und nicht-bindren Personen bezie-
hungsweise MSM. Die aktuell laufende HepMig-Vorstudie zur Versorgung von Hepatitis B und C bei
Menschen in Deutschland mit Migration aus ausgewihlten Lindern pilotiert Methoden zur Erreich-
barkeit von bestimmten MigrantInnengruppen. Diese sind aufgrund ihrer Herkunft aus Lindern mit
hoherer Pravalenz von Hepatitis B und C besonders von diesen Infektionen betroffen. Eine Datener-
hebung bei diesen Gruppen erfordert besondere Zugangswege, die sich je nach Population unter-
scheiden konnen. Ein Fokus von HepMig ist auch die Erfassung der Versorgung dieser Infektionen,
um gezielt Anpassungen empfehlen zu kénnen.
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Im Bereich Blutspende sind Untersuchungen zu sexuellen Infektionsrisiken von Blutspendenden
durchgefiihrt worden, gepaart mit der Entwicklung und Evaluation eines bundeseinheitlichen Spen-
defragebogens.

International laufen Projekte zum Monitoring von Hepatitis B und C mit dem European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC) (Arbeit in der European Hepatitis B & C Monitoring Advisory
Group) und mit der European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA): Upda-
ting the EMCDDA drug-related infectious diseases protocol to meet the monitoring needs of the sus-
tainable development goals for people who inject drugs in the Member States of the EMCDDA (DRID
protocol update).

WHO-Kollaborationszentrum fiir virale Hepatitis und HIV

FG 34 wurde am 3. Mirz 2021 von der Weltgesundheitsorganisation zum WHO Collaborating Centre
for viral hepatitis and HIV ernannt. Als WHO-Kooperationszentrum unterstiitzt das RKI gemeinsam
mit nationalen und internationalen Partnern die WHO bei der Bekimpfung der viralen Hepatitis und
Eliminierung von Hepatitis B und C sowie der Eindimmung von HIV in Europidischem Region der
WHO. Als WHO Collaborating Centre for viral hepatitis and HIV hat das RKI folgende Aufgabenbe-
reiche:

— Fachliche Unterstiitzung der WHO, um Mitgliedstaaten bei der methodischen Entwicklung,
Planung, Durchfithrung und Analyse epidemiologischer Untersuchungen zu Hepatitis B und C
sowie HIV in verschiedenen Bevolkerungsgruppen zu unterstiitzen.

— Unterstiitzung der WHO bei der Bewertung von Monitoring, Bekimpfung und Eliminierung
von Virushepatitis B und C sowie HIV/AIDS in den Lindern der Europiischen Region der
WHO.
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Das Fachgebiet 35 beschiftigt sich mit einem breiten Spektrum von gastrointestinalen, zoonotischen
und tropischen Infektionserregern. Zu den Aufgaben zdhlt die Analyse und Bewertung von Sur-
veillancedaten zur Krankheitsiiberwachung, Feststellung von bundeslandiibergreifenden Ausbrii-
chen sowie von Eintragungen seltener und hochpathogener Infektionskrankheiten (auch anhand von
Daten und Kontakten zu Nationalen Referenzzentren und Konsiliarlaboren). Hieraus ergeben sich
evidenzbasierte epidemiologische Lage- und Risikobewertungen.

Wir koordinieren und unterstiitzen Ausbruchsuntersuchungen zu Art, Ursache, Ansteckungsquelle
und Ausbreitung von bundeslandiibergreifenden Krankheitsausbriichen in Kooperation mit Laboren
(NRZ, KL), Landesbehérden, Gesundheitsimtern und Veterindr- und Umweltbehorden (One Health
Ansatz). Wir sind beteiligt an der integrierten genomischen Surveillance von Infektionserregern zur
Ausbruchserkennung und zum Ausbruchsmanagement.
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Ein weiterer Schwerpunkt ist die Durchfithrung von epidemiologischen Studien zu Risikofaktoren
und anderen Fragestellungen bei lebensmittelbedingten Krankheiten, Zoonosen, vektoriibertragenen
und tropischen Krankheiten. Hier fokussieren wir auch auf die Themenfelder neu und verstarkt auf-
tretende Infektionskrankheiten und Einfluss des Klimawandels. Entsprechende Drittmittel werden
eingeworben.

Bei den Aktivititen in den Bereichen Surveillance, Ausbruchsuntersuchung, Forschung arbeiten wir
sehr eng und gut mit den entsprechenden NRZ und KL.

Wir erarbeiten Empfehlungen und Konzepte zur Vorbeugung und Eindimmung von Lebensmittelin-
fektionen und Infektionen durch Zoonoseerreger, in Zusammenarbeit mit NRZ und KL, dem Bun-
desamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL), dem Bundesinstitut fiir Risikobe-
wertung (BfR), dem Friedrich-Loeffler-Institut (FLI).

Wir arbeiten in diversen nationalen und internationalen Netzwerken und Kommissionen mit und
sind auch stark aktiv in der Fortbildung und Lehre (z. B. fiir OGD oder Charité).

Wichtige Publikationen

Portner K, Wilking H, Frank C, Bchmer MM, Stark K, Tappe D. Risk factors for Borna disease virus 1
encephalitis in Germany — a case-control study. Emerg Microbes Infect. 2023 Dec;12(1):e2174778.
doi: 10.1080/22221751.2023.2174778.

Bohm S, Woudenberg T, Stark K, Bchmer MM, Katz K, Kuhnert R, Schlaud M, Wilking H, Fingerle
V. Seroprevalence, seroconversion and seroreversion of Borrelia burgdorferi-specific IgG antibod-
ies in two population-based studies in children and adolescents, Germany, 2003 to 2006 and 2014
to 2017. Euro Surveill. 2023 Aug;28(34):2200855. doi: 10.2807/1560-7917.ES.2023.28.34.2200855.

Lachmann R, Halbedel S, Liith S, Holzer A, Adler M, Pietzka A, Al Dahouk S, Stark K, Flieger A, Kleta
S, Wilking H. Invasive listeriosis outbreaks and salmon products: a genomic, epidemiological
study. Emerg Microbes Infect. 2022 Dec;11(1):1308-1315. doi: 10.1080/22221751.2022.2063075.

Ruscher C, Faber M, Werber D, Stark K, Bitzegeio ], Michaelis K, Sagebiel D, Wenzel JJ, Enkelmann J.
Resurgence of an international hepatitis A outbreak linked to imported frozen strawberries, Ger-
many, 2018 to 2020. Euro Surveill. 2020 Sep;25(37):1900670. doi: 10.2807/1560-
7917.ES.2020.25.37.1900670.

Meinen A, Simon S, Banerji S, Szabo I, Malorny B, Borowiak M, Hadziabdic S, Becker N, Luber P,
Lohr D, Harms C, Plenge-Bonig A, Mellou K, Mandilara G, Mossong J, Ragimbeau C, Weicher-
ding P, Hau P, Dédi¢ova D, Safaiikové L, Nair S, Dallman TJ, Larkin L, McCormick J, De Pinna E,
Severi E, Kotila S, Niskanen T, Rizzi V, Deserio D, Flieger A, Stark K. Salmonellosis outbreak with
novel Salmonella enterica subspecies enterica serotype (11:z41:e,n,z15) attributable to sesame
products in five European countries, 2016 to 2017. Euro Surveill. 2019 Sep;24(36):1800543.
doi: 10.2807/1560-7917.ES.2019.24.36.1800543.
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Das Fachgebiet ist verantwortlich fiir die Uberwachung, Kontrolle, epidemiologische Forschung mit
dem Ziel der Beratung und Entwicklung von Praventionskonzepten fiir respiratorisch tibertragbare
Krankheiten in Deutschland. Besonderer Fokus liegt auf Legionellose, Tuberkulose und akuten vira-
len Atemwegserkrankungen, insbesondere COVID-19, Influenza und RSV-Infektionen.

Zur Uberwachung dieser Krankheiten werden Daten analysiert, die aus verschiedenen Surveillance-
systemen stammen. Die in unserem Fachgebiet entwickelten und betreuten syndromischen Sur-
veillancesysteme sind eine zentrale Datenquelle fiir die Analyse und Bewertung der epidemiologi-
schen Situation akuter viraler Erkrankungen. Sie bilden die Grundlage fiir wissenschaftliche Studien
zur Krankheitslast und -schwere akuter viraler Atemwegsinfektionen sowie zur Effektivitit von
Schutzimpfungen in Zusammenarbeit mit nationalen und internationalen Partnerinstitutionen (u. a.
dem Europiischen Zentrum fiir Krankheitsprivention und -kontrolle [ECDC], Weltgesundheitsorga-
nisation [WHO)]). Dies geschieht unter Berticksichtigung erregerspezifischer, molekularbiologischer
und genomischer Daten in enger Kooperation mit dem NRZ fiir Influenzaviren, dem NRZ fiir
Coronaviren und dem Konsiliarlabor fiir RSV. Fiir Legionellose und Tuberkulose bildet die (IfSG-
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basierte Surveillance — das sogenannte Meldesystem- die primire Datenquelle fiir die Analyse der
Epidemiologie der Erkrankungen. Aber auch die Unterstiitzung und Beratung der Gesundheitsimter
bei Ausbruchsuntersuchungen sind ein wesentlicher Bestandteil der Tatigkeiten des Fachgebiets. Bei
Legionellose steht die Quellensuche im Vordergrund, um das Infektionsgeschehen schnell einzu-
dimmen. Fir die Tuberkulose liegt ein Tatigkeitsschwerpunkt des Fachgebiets zusammen mit dem
NRZ fiir Mykobakterien auf der Entwicklung einer effektiven Transmissionsiiberwachung durch die
Integration von genomische Erregerinformationen und klinisch-epidemiologischen Surveillance-
daten im Rahmen der integrierten genomische Surveillance.

Die internationale Zusammenarbeit ist ein weiterer Schwerpunkt unserer Tatigkeit, insbesondere bei
der Erkennung und Bewiltigung von Infektionsgeschehen. Im Rahmen des europiischen Sur-
veillance-Netzwerks (ELDSNet) fiir reise-assoziierte Erkrankungen mit Legiondrskrankheit koordi-
niert das Fachgebiet die Informationsweitergabe an Gesundheitsimter in Deutschland, die Umset-
zung von Priventionsstrategien und den Austausch von Informationen mit dem europdischen Netz-
werk. Analoge Aktivititen finden auch im Beriech der Tuberkulose und akuten viralen Erkrankungen
statt. Sie sind eng mit weiteren grundsitzlichen Aufgaben des Fachgebiets, wie der Beratung des
OGD, der Erstellung von Ratgebern, der Beantwortung von Anfragen aus der Fachéffentlichkeit und
der direkten Beratung des Gesundheitsministeriums, verbunden.

Die gewonnenen Erkenntnisse aus wissenschaftlichen Studien flieRen in die Fachkommunikation,
die Erstellung von Leitlinien, die Beratung von Kommissionen und die Arbeit in internationalen und
nationalen Gremien ein. Dabei arbeiten wir eng mit Expertinnen und Experten nationaler Institutio-
nen, Universititen und Organisationen (wie z. B. dem Deutschen Zentrum Infektionsforschung) zu-
sammen. Die Fortbildung der Fachéffentlichkeit und des OGD zu fachgebietsspezifischen Themen
ist eine weitere Aufgabe, die durch Kurse, die Organisation und Durchfithrung von Konferenzen
(z. B. jdhrliche Tagung zum Welttuberkulosetag) und andere Mafdnahmen begleitet wird. Die zentrale
Kommunikation und Informationsweitergabe erfolgt durch Berichtsformate, die ganzjihrig wochent-
lich fiir akute virale Erkrankungen sowie jihrlich und anlassbezogen fiir alle Erkrankungen erstellt
werden. Die erhobenen Daten werden fiir weitergehende Analysen auf internationaler Ebene dem
ECDC sowie der WHO zur Verfiigung gestellt und als Open Data auf GitHub/Zenodo publiziert.

Im Bereich der akuten viralen Atemwegserkrankungen ist auflerdem die Geschiftsstelle des Exper-
tenrat fiir pandemische Atemwegsinfektionen und das Monitoring von zoonotischen Influenza- und
Coronaviren mit pandemischem Potenzial angesiedelt. Vertreter des Fachgebiets sind an den erkran-
kungsspezifischen Expertennetzwerken auf europdischer Ebene, dem DNCC, beteiligt.
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Wichtige Publikationen

Meldedatenanalyse zu TB bei Patientlnnen mit Geburtsland Ukraine in Deutschland 2022
https://www.eurosurveillance.org/content/10.2807/1560-7917.ES.2023.28.24.2300284

Paper zu Mundhygiene und Legionirskrankheit ,Could oral hygiene prevent cases of at-home-
acquired Legionnaires’ disease? — Results of a comprehensive case—control study on infection
sources, risk, and protective behaviors“ https://www.frontiersin.org/arti-
cles/10.3389/fmicb.2023.1199572/full

LAtemwegsinfektionen bei Kindern und Jugendlichen wihrend der COVID-19-Pandemie“

https://www.rki.de/DE/Content/Gesundheitsmonitoring/Gesundheitsberichterstattung/ GBEDown-
loads]/JHealthMonit_2023_o2_Kinder_und_Jugendgesundheit.pdf?__blob=publicationFile

Teirlinck A. C., Johannesen C. K., Broberg E. K., Penttinen P., Campbell H., Nair H., Reeves R. M.,
Bgias H., Brytting M., Cai W., et al. (2023). New perspectives on respiratory syncytial virus surveil-
lance at the national level: lessons from the COVID-19 pandemic. Eur Respir |, 61(4).
https://doi.org/10.183/13993003.01569-2022
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EckmannsT@rki.de Abu-SinM@rki.de HallerS@rki.de
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+49 30 18754-3485 +49 30 18754-3806 +49 30 187543240

Das Fachgebiet 37 ist zustidndig fiir die Gewinnung epidemiologischer Daten zu Antibiotikaresistenz
und Antibiotikaverbrauch sowie nosokomialen Infektionen und entsprechenden Ausbriichen aus
Meldungen und zusitzlichen Surveillancesystemen. Weiter werden lokale, regionale und nationale
Ausbriiche von resistenten Erregern vom Fachgebiet untersucht und Mafinahmen abgeleitet. Diese
Daten werden genutzt, um Praventionsstrategien zu formulieren, diese anzupassen und zu evaluie-
ren, sowie um Empfehlungen fir die Diagnostik und Krankenversorgung zu erstellen.

Das Fachgebiet 377 besetzt die Geschiftsstelle und unterstiitzt die Arbeit der Kommission Antiinfek-
tiva, Resistenz und Therapie (Kommission ART).
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Aufgaben

Surveillance und Forschung

Im Rahmen der Surveillance werden die [fSG-Meldedaten folgender Erreger bzw. Erkrankungen ana-
lysiert, bewertet und publiziert:

schwere Verliufe von C. difficile Infektionen,

— Acinetobacter und Enterobacterales bei Nachweis einer Carbapenemase-Determinante oder mit
verminderter Empfindlichkeit gegentiber Carbapenemen aufier bei natiirlicher Resistenz (Infek-
tionen und Kolonisationen),

— Methicillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) in Blut und Liquor,

— Adenoviren

Meldungen zu gehiuftem Auftreten nosokomialer Infektionen auch nicht meldepflichtiger Erreger
(nosokomiale Ausbriiche) werden beobachtet und in Kommunikation mit den Landesgesundheitsbe-
hérden und Referenz- bzw. Konsiliarlaboren bewertet. Wir unterstiitzen bei Ausbruchsuntersuchun-
gen und kliren regionale, nationale und internationale Ausbriiche auf.

Das Fachgebiet 37 ist maRgeblich beteiligt an der (Weiter-)Entwicklung der Falldefinitionen, Uber-
mittlungs- und Auswertungskriterien zu meldepflichtigen multiresistenten Erregern, Projekten und
Empfehlungen im Bereich Antibiotikaresistenz und nosokomialen Infektionen in Deutschland und
international.

Die Surveillance von Antibiotikaresistenz und Antibiotikaverbrauch werden insbesondere {iber die
Antibiotika-Resistenz-Surveillance (ARS) und die Antibiotika-Verbrauchs-Surveillance (AVS) gewihr-
leistet. Anhand dieser Datenbanken werden Antibiotika-Resistenz- und Antibiotika-Verbrauchsstatis-
tiken fiir die Teilnehmer der Surveillance-Systeme zur Verfiigung gestellt und Referenzdaten fiir die
Fachoffentlichkeit generiert sowie international Surveillancesysteme wie European Antimicrobial Re-
sistance Surveillance Network (EARS-Net) und Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance
System (GLASS) bedient. Uber ARVIA , Antibiotika-Resistenz und -Verbrauch — Integrierte Analyse®
werden auf Krankenhausebene Daten zu Antibiotika-Resistenz und -Verbrauch aus den beiden Sur-
veillance-Systemen ARS und AVS in Bezug zueinander ausgewertet und die Ergebnisse den teilneh-
menden Krankenhiusern zur Verfiigung gestellt. Mit dem Projekt SAMBA wird zudem die Antibio-
tikaverbrauchssurveillance im ambulanten Bereich etabliert. Mittels integrierter genomischer Sur-
veillance, also durch Zusammenfiithrung epidemiologischer Daten und Genomdaten von Infektions-
erregern, vertiefen wir die Untersuchung von Ausbreitungsmustern und verbessern die Erkennung
von Ausbriichen von antibiotikaresistenten Erregern. Durch seine Aktivititen trigt das Fachgebiet
entscheidend zur Umsetzung der Deutschen Antibiotikaresistenz-Strategie bei (DART2020 und
2030).

Das Fachgebiet ist WHO Collaborating Centre fiir Antibiotikaresistenz, -verbrauch und nosokomiale
Infektionen und leitet seit 2019 das Netzwerk WHO AMR Surveillance and Quality Assessment Col-
laborating Centres. Das Fachgebiet arbeitet in Projekten mit dem WHO Hub for Pandemic and Epi-
demic Intelligence und unterstiitzt die Arbeitsgruppe zu Antibiotikaresistenzen der schnell einsetz-
baren ExpertInnengruppe Gesundheit (SEEG).

Wir arbeiten in verschiedenen Lindern mit niedrigem und mittlerem Einkommen im Bereich Anti-
biotikaresistenz-Surveillance und nosokomiale Infektionen (s. Projekte international).
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Forschungsaufgaben umfassen auch Bereiche der Krankheitslastanalyse, Entwicklung verbesserter
Methoden zur Ausbruchserkennnung (early warning), genetische und digitale Surveillance und
kuinstliche Intelligenz sowie die Untersuchung des Zusammenhangs von Klima und Antibiotikare-
sistenz. Die Ergebnisse werden regelmiflig Fachartikeln veroffentlicht (s. Projekte und Publikatio-
nen).

Wichtige Publikationen

Bender JK, Haller S, Pfeifer Y, Hogardt M, Hunfeld KP, Thiirmer A, Zanuzdana A, Werner M, Kunz
B, Eisenberger D, Pfennigwerth N, Kempf VA], Werner G, Eckmanns T., Combined Clinical,
Epidemiological, and Genome-Based Analysis Identified a Nationwide Outbreak of Burkholderia
cepacia Complex Infections Caused by Contaminated Mouthwash Solutions. Open Forum Infect
Dis. 2022 Mar 9;9(5):ofaci4. doi: 10.1093/ofid/ofaci4.

Antimicrobial Resistance Collaborators, Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019: a
systematic analysis. Lancet. 2022 Feb 12;399(10325):629-655. doi: 10.1016/S0140-6736(21)02724-0.
Epub 2022 Jan 19.

Brandl M, Hoffmann A, Willrich N, Reuss A, Reichert F, Walter J, Eckmanns T, Haller S. Bugs That
Can Resist Antibiotics but Not Men: Gender-Specific Differences in Notified Infections and Colo-
nisations in Germany, 2010-2019. Microorganisms. 2021 Apr 22;9(5):894. doi: 10.3390/microor-
ganisms9o50894.

Haller S, Kramer R, Becker K, Bohnert JA, Eckmanns T, Hans JB, Hecht ], Heidecke CD, Hiibner NO,
Kramer A, Klaper K, Littmann M, Marlinghaus L, Neumann B, Pfeifer Y, Pfennigwerth N, Rogge
S, Schaufler K, Thiirmer A, Werner G, Gatermann S. Extensively drug-resistant Klebsiella pneu-
moniae ST307 outbreak, north-eastern Germany, June to October 2019. Euro Surveill. 2019
Dec;24(50):1900734. doi: 10.2807/1560-7917.ES.2019.24.50.1900734. PMID: 31847948

Cassini A, Hogberg LD, Plachouras D, Quattrocchi A, Hoxha A, Simonsen GS, et al. Attributable
deaths and disability-adjusted life-years caused by infections with antibiotic-resistant bacteria in
the EU and the European Economic Area in 2015: a population-level modelling analysis. The
Lancet Infectious diseases. 2019;19(1):56-606.
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+49 30 18754-4385 +49 30 18754-2727

Die Geschiftsstelle des Wissenschaftlichen Beirats Public Health Mikrobiologie (WBPHM) bildet die
Schnittstelle zwischen NRZ, KL, RKI und BMG. Sie ist in der Abteilung fiir Infektionsepidemiologie
des RKI angesiedelt und koordiniert die Bewerbungs- und Berufungsverfahren fiir NRZ und KL, die
Begutachtung der Titigkeitsberichte und die Evaluationen der NRZ und KL durch den WBPHM, die
infektionsepidemiologischen Fachgebiete des RKI und durch weitere ausgewihlte Fachgutachter-
innen.

Die ehrenamtlichen Mitglieder des WBPHM sind ausgewiesene Personlichkeiten auf unterschiedli-
chen Gebieten der Mikrobiologie, Virologie, Hygiene, Klinik, Mykologie, Parasitologie, Epidemiologie
und des 6ffentlichen Gesundheitsdiensts. Sie werden in der Regel fiir die Dauer von 3 Jahren vom
Prasidenten des RKI mit Zustimmung des BMG berufen. Der WBPHM berit das RKI, indem er nach
dem Stand der Wissenschaft und unter Beriicksichtigung europdischer und internationaler
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Referenzstrukturen Kriterien und Aufgabenfelder fiir die NRZ und KL vorschlagt, Empfehlungen zur
Berufung und Evaluation der Aktivititen der NRZ und KL ausspricht sowie bei Beratungsbedarf des
RKI Stellungnahmen zu aktuellen Fragen im Bereich Public Health Mikrobiologie und Infektions-
epidemiologie erarbeitet. Die Geschiftsstelle des WBPHM unterstiitzt ihn bei der Erfiillung seiner
Aufgaben. Die Koordination der Projekte fiir den Aufbau der Integrierten Genomischen Surveillance
(IGS) erfolgt innerhalb der Geschiftsstelle; sie ist zudem Ansprechpartnerin fiir Anliegen der NRZ
und KL in Deutschland.
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Das NRZ Borrelien wurde von Frau Prof. Wilske als Leiterin (Stellvertreter Dr. Fingerle) am Max von
Pettenkofer-Institut der LMU Miinchen seit 2001 aufgebaut und bis 2007 diagnostisch und wissen-
schaftlich betreut. 2008 Ubersiedlung des NRZ an das Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit (LGL) in Oberschleiftheim unter Leitung von Dr. Fingerle und Stellvertreter
Prof. Dr. Dr. Sing. Aktuelle Mitarbeiter sind Frau Dr. rer. nat. G. Margos und Frau S. Hepner die mit
erstaunlichem Erfolg Fragen um das Borreliengenom bearbeiten und Frau C. Hartberger, Frau C.
Hizo-Teufel, Frau S. Stockmeier und Frau W. Strehle die sich mit groRem Einsatz um die alltigliche
Laborarbeit kiitmmern wie Diagnostik, Testvalidierung, PCR-Entwicklung, Stamm- und Material-
sammlung oder QSA’s. Letztlich als Ausdruck der erfolgreichen Arbeit des gesamten Teams wurden
seit 2008 mehr als 160 PubMed gelistete Publikationen und 20 Buchkapitel mit unserer Beteiligung
ver6ffentlicht.

Eine zentrale Aufgabe des NRZ fiir Borrelien ist die Offentlichkeitsarbeit mit Beratung von Fachkrei-
sen, interessierten Biirgern und Betroffenen zum Thema Lyme-Borreliose in Form von telefonischer
Beratung und e-mail (ca. 1500 Kontakte pro Jahr), allgemeinen und wissenschaftlichen Beitrigen und
Informationen {iber unsere Homepage. Als wissenschaftliche Beitrige, Symposien, Fortbildungs-
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aktivititen und Offentlichkeitsarbeit (Interviews und Hintergrundinformationen fiir Fernseh-, Rund-
funk- und Zeitungsberichte) werden vom NRZ durchschnittlich mehr als 50 Beitrige jahrlich er-
bracht. Schwerpunkte der Beratungstitigkeit sind sinnvolles diagnostisches und therapeutisches Vor-
gehen, medizinisch nicht indizierte Untersuchungen, sowie nicht ausreichend evaluierte Teste und
Therapieformen. Hier besteht weiterhin hoher Aufklirungs-, aber auch Forschungsbedarf.

Ein weiterer Schwerpunkt unserer Arbeit ist das ungewohnliche Genom von Borrelia burgdorferi s.l.,
das aus einem linearen Chromosom (ca. gookbp) und bis zu mehr als 20 linearen und zirkuliren
Plasmiden (ca. 6ookbp) besteht. Speziell zur Darstellung der zahlreichen Plasmide — Triager wichtiger
Gene fiir die Pathogenese sowie den Vektor-Wirt-Zyklus — haben wir Studien initiiert, u. a.:

— Netzwerk mit 14 Forschungsgruppen aus Australien, Asien (Japan, Russland), Nord- und Sud-
amerika, Kanada und mehreren europiischen Lindern.

— Entwicklung und internationale Etablierung des multi locus sequence typings (MLST) fiir
Borrelien

— Borrelien-MLST Datenbank (Oxford; http://pubmlst.org/borrelia/) wird vom NRZ kuratiert

—  Erstbeschreibung von neuen Borrelia Spezies (B. kurtenbachii, B. bavariensis, B. lanei, B. mari-
tima, Candidatus B. aligera, Candidatus B. kalaharica), sowie Vorschlag eines neuen Genus —
Entomospira gen. nov. — mit drei neuen Spirochiten-Spezies.

— Entwicklung und Etablierung einer Sequenzier-Pipeline fiir Borrelia burgdorferi

— Erstmals die Genomdiversitit von Borrelia garinii in marinen Transmissionszyklen untersucht.

— Die Populationsstruktur von Borrelia lusitaniae in Europa und Nordafrika sowie Borrelia turcica
in Griechenland vs. Tiirkei untersucht.

— Vergleichende Untersuchung europdischer und asiatischer Borrelia bavariensis Genome.

Arbeiten im Bereich Epidemiologie

— Basierend auf Seren aus dem Bundes-Gesundheitssurvey BGS 1998, der , Studie zur Gesund-
heit Erwachsener in Deutschland“ (DEGS) sowie der , Studie zur Gesundheit von Kindern und
Jugendlichen in Deutschland“ (KiGGS) konnten in Zusammenarbeit mit dem RKI wichtige Da-
ten zur Seroprivalenz, Serokonversion und Seroreversion fiir Deutschland reprisentativ erho-
ben und publiziert werden.

— Fiir die Validierung der mit unserer Beteiligung in 2013 eingefiihrten Meldepflicht fiir die Lyme
Borreliose in Bayern wurde das LYDI-Sentinel (Sentinel on the Incidence of LYme DIsease in
Bavaria) mit mehr als 200 teilnehmenden Arztpraxen in Bayern durchgefiihrt.

— Imvom NRZ geleiteten interdiszipliniren Verbundprojekt ,Vector-borne infectious diseases in
climate change investigations (VICCI)“ unter Beteiligung der Universitit Bayreuth, der LMU
Miinchen, des Universititsklinikums Erlangen und des Instituts fiir Mikrobiologie der Bundes-
wehr Miinchen wurden von uns Einflussfaktoren auf das Vorkommen von Ixodes ricinus unter-
sucht.

— Unterstiitzung zahlreicher Studien, u. a. zu Borrelienprivalenz in Zecken, Vorkommen von
Ixodes ricinus, Borrelia-Antikorperpravalenz bei Risikopopulationen, Auswertung der bayeri-
schen- und RKI- Daten zur Meldepflicht.


https://lpsn.dsmz.de/species/borrelia-kalaharica
https://de.wikipedia.org/wiki/Studie_zur_Gesundheit_Erwachsener_in_Deutschland
https://de.wikipedia.org/wiki/Studie_zur_Gesundheit_Erwachsener_in_Deutschland
https://de.wikipedia.org/wiki/Studie_zur_Gesundheit_von_Kindern_und_Jugendlichen_in_Deutschland
https://de.wikipedia.org/wiki/Studie_zur_Gesundheit_von_Kindern_und_Jugendlichen_in_Deutschland
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Arbeiten im Bereich Diagnostik

Entwicklung bzw. Verbesserung neuer Anzuchtmedien fiir Riickfallfieber Borrelien

Studien und Etablierung des Chemokins CXCL13, dass sich nach derzeitiger Studienlage als
sensitiver und spezifischer Marker fiir die Diagnostik der frithen Neuroborreliose eignet.
Eignung des MALDI-TOF fiir die Spezies- Identifikation

Fur diagnostische Methoden werden regelmifig Beratungen zur Entwicklung neuer und
Verbesserung etablierter Teste durchgefiihrt sowie Borrelienstimme (u. a. fiir die aktuelle
Impfstoffentwicklung), monoklonale Antikérper und rekombinante Proteine fiir Forschung und
Diagnostik zur Verfligung gestellt.

Arbeiten im Bereich Qualitdtssicherung

Ein internationaler Ringversuch ,Borrelien PCR“ wird in Kooperation mit der QCMD (Quality
Control for Molecular Diagnostics), Glasgow mit von uns zur Verfiigung gestellten Materialien
jahrlich durchgefiihrt.

Stellvertretende Leitung und Referenzmaterial fiir INSTAND Borrelien Serologie- und PCR-
Ringversuche.

Ein eigener europaweiter Borrelien PCR Ringversuch (je Teilnehmer 92 Proben) mit 35 Laboren
aus 1 Landern zeigte erhebliche Unterschiede im Vergleich der Labore aber auch fiir einzelne
Methoden bezogen auf unterschiedliche Borrelien-Spezies.

Initiierung von und Mitarbeit bei Leitlinien: Neuroborreliose Leitlinie der European Federation
of Neurological Societies (EFNS), S3 Leitlinie Neuroborreliose der DGN und Sz2k Leitlinie der
DDG

Neufassung der ,MiQ 12 Lyme Borreliose*

Mitarbeit bei den ,,consensus recommendations“ zu Zecken iibertragenen Erkrankungen fur
das EU-Projekt NorthTick.

Mitarbeit bei , Lyme borreliosis: Clinical case definitions for diagnosis and management in
Europe“

Dariiber hinaus ist das NRZ auch beratend fiir das RKI und das European Centre for Disease Preven-
tion and Control (ECDC) titig, ist Mitglied des Lenkungsausschuss und Vorsitz bei ESGBOR
(ESCMID Study Group for Lyme Borreliosis) sowie Mitglied des scientific advisory board zur Lyme
Borreliose Impfstoffentwicklung und bei Global Lyme Alliance.

37



Nationales Referenzzentrum fiir Borrelien

Anzahl LB-Fille
Anzahl der LB-Fille
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Links: Zeitlicher Verlauf der Lyme Borreliose Fille im LYDI-Sentinel 2013-2016 nach Monat des Symptombeginns. Rechts: Zeitlicher Verlauf der Lyme
Borreliose Fille nach Meldemonat, die nach der bayerischen Meldepflichtverordnung zwischen 2013 und 2016 iibermittelt wurden.
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ABSTRACT 1

PCR fiir die grofle Untereinheit der Phagen-Terminase —
ein geeignetes Instrument fiir die Borrelien-Diagnose?

Hartberger C, Margos G, Fingerle V

Im Mirz 2021 wurde eine Arbeit verdffentlicht, in der vorgeschlagen wurde, dass eine real-time PCR,
die auf die zahlreichen Kopien der groflen Untereinheit der Phagen-Terminase (terL) auf dem Plas-
mid cp32 in Borrelien abzielt, den Nachweis dieser Spirochiten im Blut verbessert. Obwohl dies eine
interessante Idee ist, wurden bei einer weiteren Versffentlichung schwerwiegende methodische Min-
gel festgestellt. Trotzdem wird diese PCR zunehmend in verschiedenen , Speziallaboratorien fiir die
Diagnostik der Borreliose eingesetzt. Wir haben diese real-time-PCR etabliert und zur Analyse von
angeziichteten Borrelien, sowie fiir Serum- und Gewebeproben, die alle von Patienten mit einer gesi-
cherten aktiven Borrelia burgdorferi-Infektion stammten, eingesetzt. Alle fiinf bisher getesteten Se-
rumproben von Patienten mit aktiver 2

Erkrankung blieben in der ter[-PCR negativ. Von den 15 Proben (Punktate, Liquor), die bei der Rou-
tine-PCR mit flaB und dem 5S-23S-Locus positiv waren, waren sieben mit der Phagen-Terminase-
PCR negativ (kein Ct-Wert). Die Speziesbestimmung ergab, dass sechs der negativen Proben zur Spe-
zies B. afzelii gehorten, wihrend es sich bei einer um B. burgdorferi sensu stricto handelte. Weitere
DNA-Analysen mit kultivierten Isolaten verschiedener Borrelienarten, darunter B. afzelii, B. burg-
dorferi sensu stricto, B. bavariensis, B. garinii, zeigten, dass speziell einige Isolate von B. garinii und
B. afzelii in der ter[-PCR nicht nachweisbar waren. Da B. afzelii und B. garinii die Hauptverursacher
der Lyme-Borreliose in Europa sind, haben wir die Genome dieser Isolate mit Illumina-Technologie
sequenziert und konnten jeweils cp32 incl. terLl nachweisen. Derzeit wird daran gearbeitet, die Ampli-
fikationsprobleme zu l6sen. Auflerdem werden wir weitere Daten zu Seren von gut definierten Pati-
enten zeigen, einschliefllich Daten zur Spezifitit.

ABSTRACT 2

EU-weite externe Qualititssicherungsstudie zur Sensitivitit und
Spezifitit verschiedener Amplifikationsprotokolle fiir den Nachweis
von Borrelia burgdorferi sensu lato

B Streibl, M Faller, G Margos, C Hizo-Teufel, W Strehle, S Stockmeier, A Sing, V Fingerle

Die Lyme-Borreliose, eine durch Borrelia (B.) burgdorferi verursachte Multisystemerkrankung, ist
nach wie vor die wichtigste vektorassoziierte Krankheit in der nérdlichen Hemisphire. Derzeit wird
die Diagnose der Lyme-Borreliose auf Grundlage klinischer, epidemiologischer und serologischer Be-
funde gestellt. Zunehmend wird der Nachweis von Borrelien mit molekularbiologischen Methoden,
insbesondere der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), durchgefiihrt. Dies erméglicht prinzipiell einen
sehr empfindlichen Nachweis und eine zuverlissige Differenzierung der verschiedenen Genospezies.
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Ein grofles Problem ist die fehlende Standardisierung des gesamten Verfahrens — welches Material,
Transport, Lagerung, DNA-Extraktion, Amplifikation. Die Ziele dieser Studie sind daher (i) die Ent-
wicklung einer Methode zur vergleichenden Priifung der analytischen Sensitivitit und Spezifitit ver-
schiedener kommerzieller und in-house PCR-Amplifikationsprotokolle und (ii) die Priifung der Leis-
tungsdaten verschiedener Amplifikationsprotokolle in einer europaweiten Studie.

Dazu wurden 200 identische DNA-Panels zusammengestellt, die jeweils 95 DNA-Proben zu je 50 pl
enthielten, bestehend aus isolierter DNA von 15 B. burdorferi s.l.-Stimmen (jeweils 10-fache Verdiin-
nung 104 — 10-1 Genomaiquivalente (GE)/5pl), zwei Riickfallfieber-Borrelia-Spezies, Treponema phage-
denis und zwei humanpathogenen Leptospira-Spezies (jeweils 104 GE/5 pl). Diese wurden verblindet
an verschiedene Labors zur Analyse mit einem Fragebogen gesandt. Die Teilnehmer (n =35, n=757
Amplifikationsprotokolle) analysierten die Proben mit ihren PCR-Amplifikationsprotokollen und
stellten ihre Ergebnisse zur Verfligung. Zur Auswertung und Archivierung der Ergebnisse wurde im
Nationalen Referenzzentrum fiir Borrelien eine Datenbank entwickelt. Die Ergebnisse zeigen eine
iiberraschende Variabilitit der Sensitivitit (0,1 GE bis > 104 GE/PCR-Ansatz) fiir einzelne PCR-Pro-
tokolle in Bezug auf verschiedene Borrelienarten sowie fiir verschiedene PCRs in Bezug auf einzelne
Borrelienarten. Spezifititsprobleme bestehen vor allem bei Riickfallfieber-Borrelien. Das Panel wird
weiterhin an interessierte Labors und Testentwickler in der EU verschickt.

ABSTRACT 3

Manche mogen’s heif} -
Temperaturresistenz von Borrelia burgdorferi s.1.

Fingerle V, Stockmeier S, Hizo-Teufel C, Hartberger C, Sing A, Margos G

In den letzten Jahren wurde die Hyperthermie-Therapie fuir die so genannte ,chronische Lyme-Bor-
reliose” eingefiihrt. Die Befiirworter dieser Methode behaupten, dass alle B. burgdorferi sensu lato
Spezies in vitro und in vivo bei 41,6° C abgetétet wiirden, einer Temperatur, die nach Angaben der
Befiirworter durch die Hyperthermie-Methode zwei Stunden lang im menschlichen Kérper erreicht
werden kann. Diese Behauptungen stiitzen sich auf eine Studie, in der das Uberleben von drei Bor-
relienstimmen (zwei B. burgdorferi sensu stricto Zeckenisolate, ein B. afzelii Humanisolat) untersucht
wurde, wenn vier Tage lang bei Temperaturen von 36° C — 42° C kultiviert wurde (Reisinger, Wende-
lin et al. Scand ] Infect Dis1996). In-vitro- oder in-vivo-Daten zum Uberleben von Borrelien bei nur
kurzzeitiger Einwirkung hoherer Temperaturen sind praktisch nicht vorhanden. Ziel der Studie war
es deshalb, die Vorstellung zu bestitigen oder zu widerlegen, dass Borrelia burgdorferi-Stimme zuver-
lissig abgetotet werden, wenn sie nur kurzzeitig Temperaturen von bis zu 42° C ausgesetzt werden.
Material/Methoden: Fiinf Stimme, die zu B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. bavariensis, B. garinii und
B. spielmanii gehoren, wurden parallel fiir 2h bei 33°C, 41° C und 42° C oder fiir 6 Stunden bei 33° C
und 42° C inkubiert. Alle Stimme wurden dann fiir mindestens 6 Tage bei 33° C im Doppelansatz
kultiviert. In regelmifigen Abstinden wurde die Motilitit und das Wachstum der Borrelien mittels
Dunkelfeld beurteilt. Ergebnisse: Inkubationsexperimente fiir 2 Stunden zeigten, dass es bei 41° C
keinen signifikanten Effekt auf einen der Stimme gab, wihrend bei 42° C B. bavariensis abgetotet
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wurde. Eine Inkubation von 6 Stunden bei 42° C fithrte zur Abtétung von B. bavariensis und B. spiel-
manii, wihrend alle anderen iiberlebten. Schlussfolgerung: Nach unseren in-vitro Ergebnissen lassen
sich humanpathogene B. burgdorferi Stimme nicht zuverlassig bei 42° C abtéten. Es ist deshalb davon
auszugehen, dass die Hyperthermie bei 41,6° C fiir 2h keine zuverlissige Methode zur Therapie einer
(chronischen) Lyme Borreliose darstellt, da die meisten Borrelienstimme nicht relevant von dieser
Temperatur beeinflusst werden. Diese Studie unterstreicht erneut, wie wichtig eine unabhingige Va-
lidierung ist, bevor neue diagnostische oder therapeutische Mafinahmen eingefiihrt werden.
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Das Nationale Referenzzentrum fiir Clostridium (Clostridioides) difficile hat am 01.09.2017 seine Funk-
tion als NRZ mit mehreren Standorten (Homburg/Saar, Miinster, Coesfeld) aufgenommen und wird
als Team geleitet.

Zu den Hauptaufgaben gehort die Analyse von Ausbriichen und die Surveillance von C. difficile Stim-
men, die historisch im Wesentlich als Ribotypisierung erfolgte, aktuell aber von Ganzgenomsequen-
zierung abgeldst wird. Am NRZ verfiigen wir tiber alle aktuellen genotypischen und phinotypischen
Testmethoden zur Charakterisierung von C. difficile sowohl bei den Nachweisverfahren (incl. Zytoto-
xizititsassays) wie auch den Typisierungsverfahren und der Antibiotikatestung. In der Resistenztes-
tung werden nicht nur Substanzen getestet, die zur Therapie eingesetzt werden (Vancomycin, Fidaxo-
micin, Metronidazol), sondern auch Resistenzen erfasst gegen Substanzen, die bei der Selektion
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unter Antibiose eine wichtige Rolle spielen (z. B. Rifampicin, Moxifloxacin). Daneben spielt die Bera-
tung bei Diagnostik, Therapie und in Hygienefragen eine wichtige Rolle.

Aktuelle Entwicklungen bei Clostridioides difficile

Die Epidemiologie von C. difficile hat sich in letzter Zeit deutlich verindert. Die Meldezahlen schwe-
rer Infektionen sind in den letzten Jahren deutlich zuriickgegangen und haben sich in etwas halbiert.

Treibende Faktoren konnten dabei der verinderte Gebrauch von Antibiotika (ABS Mafdnahmen, Re-
duktion des Verbrauchs an Flourchinolonen), die verbesserten Hygienemaffnahmen im Kranken-
haus bei Ausbriichen und die allgemeinen Verinderungen unter der Coronavirus-Pandemie sein.
Daneben sind auch Verdnderungen in den Erndhrungsgewohnheiten und in der Tierhaltung mogli-
che Faktoren fiir einen Riickgang. Auch ist ein Einfluss auf die Krankheitslast iiber die verinderte
Epidemiologie einzelner Ribotypen (RTs) denkbar. Uber die letzten Jahre hat beispielsweise die Pri-
valenz von RTo27 (der als Prototyp sog. ,hypervirulenter” Stimme gilt) abgenommen und liegt aktu-
ell bei etwa 5 %, wie aktuelle Surveillancedaten aus dem NRZ zeigen.

Im Rahmen der im Jahre 2019 ins Leben gerufenen Studie zur C. difficile Pravalenz in Deutschland
werden entsprechende Daten systematisch erfasst. In Kooperation mit 35 Einrichtungen konnten seit
2019 zweimal jahrlich ca. 250 Stimme typisiert werden. Etwa 50 % der Stimme setzten sich aus den
sieben RT 001, 002, 020, 014, 020, 027 und 078 zusammen. Der Anteil der beiden ,hypervirulenten“
Stimme (RTo27 und RTo78) betrug dabei ca. 10 — 15 %. Zukiinftig werden diese Daten auch im Rah-
men der molekularen Surveillance mittels Gesamtgenomanalysen charakterisiert werden.

Resistenzen spielen bei C. difficile eine wichtige Rolle. Es konnte kiirzlich auch eine Resistenztestung
gegen Fidaxomicin etabliert werden. Resistenzen gegen die zur Therapie eingesetzten Substanzen
Vancomycin und Fidaxomycin sind noch immer extreme Rarititen. Resistenzen gegen andere Anti-
biotika, die zur Selektion beitragen kénnen, hingegen nicht. Eine wichtige Rolle kénnte dabei die
Resistenz gegen Rifampicin spielen, (die sich hiufig bei RTo27 und RT78 findet) und Resistenzen
gegen Makrolide.

Wichtige Publikationen

Abdrabou AMM, Sy I, Bischoff M, Arroyo M], Becker SL, Mellmann A, von Miiller L, Girtner B, Ber-
ger FK. Discrimination between hypervirulent and non- hypervirulent ribotypes of Clostridioides
difficile by MALDI-TOF mass spectrometry and machine learning. Eur ] Clin Microbiol Infect Dis.
2023 Sep 18. doi: 10.1007/510096-023-04665-y. Epub ahead of print. PMID: 37721704.

Abdrabou AMM, Ul Habib Bajwa Z, Halfmann A, Mellmann A, Nimmesgern A, Margardt L, Bischoff
M, von Miiller L, Girtner B, Berger FK. Molecular epidemiology and antimicrobial resistance of
Clostridioides difficile in Germany, 2014-2019. Int ] Med Microbiol. 2021 May;311(4):151507. doi:
10.1016/j.ijmm.2021.151507. Epub 2021 Apr 19. PMID: 33915347.

Abdrabou AMM, Bischoftf M, Mellmann A, von Miiller L, Margardt L, Gartner BC, Berger FK; German
C. difficile surveillance group. Implementation of a Clostridioides difficile sentinel surveillance
system in Germany: First insights for 2019-2021. Anaerobe. 2022 Oct;77:1025438. doi: 10.1016/j.an-
aerobe.2022.102548. Epub 2022 Mar 18. PMID: 35307546.
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Berger FK, Mellmann A, von Miiller L, Bischoftf M, Girtner BC; German speaking C. difficile labora-
tory study group. Quality assurance for genotyping and resistance testing of Clostridium (Clostri-
dioides) difficile isolates — Experiences from the first inter-laboratory ring trial in four German
speaking countries. Anaerobe. 2020 Feb;61:102093. doi: 10.1016/j.anaerobe.2019.102093. Epub
2019 Sep 5. PMID: 31494260.

Berger FK, Gfrorer S, Becker SL, Baldan R, Cirillo DM, Frentrup M, Steglich M, Engling P, Niibel U,
Mellmann A, Bischoff M, Girtner B, von Miiller L. Hospital outbreak due to Clostridium difficile
ribotype 018 (RT018) in Southern Germany. Int ] Med Microbiol. 2019 May-Jun;309(3-4):189-193.
doi: 10.1016 /j.ijmm.2019.03.001. Epub 2019 Mar 5. PMID: 30879971

ABSTRACT

Phinotypische und genotypische Charakterisierung von
Clostridioides (C.) difficile

von Miiller L, Mellmann A, Girtner B

C. difficile ist der hiufigste Erreger nosokomialer Durchfallerkrankungen. Problematisch sind Infek-
tionen mit besonders schwerem Verlauf (meldepflichtig nach § 6 IfSG) und Rezidive. Die Pathoge-
nese und damit die Schwere der Erkrankung ist abhingig von Virulenzfaktoren und Wirtsfaktoren.

Die molekulare Charakterisierung von C. difficile im NRZ wurde methodisch in den vergangenen
Jahren an die technischen Entwicklungen angepasst und immer weiter verfeinert. Ausgehend von
single locus sequence typing (slpAST) und PCR-Ribotypisierung in Kombination mit multiple locus
variable number of tandem repeats (MLVA) konnte die Ganzgenomsequenzierung (WGS) mit core-
genome multiple locus sequence typing (cgMLST) als neue Goldstandard fiir die genotypische Sur-
veillance und fiir Ausbruchuntersuchungen etabliert und international vernetzt werden.

Die genetische Information der WGS soll in Zukunft auch als Grundlage der genotypischen Resis-
tenztestung und zur Charakterisierung von Virulenzfaktoren genutzt werden (z. B. hypervirulente
Stimme). Dafiir werden vergleichend die Ergebnisse der phinotypischen Resistenztestung herange-
zogen, die zfiir relevante Antibiotika (z. B. Fidaxomicin) von uns neu entwickelt werden mussten. Mit
Ringversuchen zur phinotypischen Resistenztestung von C. difficile wurde die externe Qualititssiche-
rung fiir Labore im deutschsprachigen Raum unterstiitzt und die Zusammenarbeit der Labore gefor-
dert. Auch wenn nach wie vor die meisten C. difficile Stimme empfindlich gegeniiber therapeutisch
relevanten Antibiotika sind (Vancomycin, Fidaxomicin, Metronidazol), so gibt es Hinweise fiir zuneh-
mende Resistenzentwicklung gegen Standardantibiotika (z. B. Rifampicin) bzw. einen graduellen An-
stieg von Minimalen Hemmbkonzentrationen (,MIC creep®).

Die kommenden Jahre werden fiir C. difficile mit neuen Impfstoffen, immunmodulatorischen Thera-
pien und der Weiterentwicklungen der Mikrobiomtherapie (next-generation probiotics) eine zuneh-
mend differenziertere Spezialdiagnostik, Infektionssurveillance und Infektionsberatung durch das
NRZ erfordern.
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Bereits seit 2013 bestand unter der Leitung von Prof. Christian Drosten und Dr. Victor Corman ein
Konsiliarlabor (KL) fiir Coronaviren im humanmedizinischen Bereich, zuerst an der Universitit Bonn
und seit 2017 am Institut fiir Virologie der Charité — Universititsmedizin Berlin. Besonders durch die
SARS-CoV-2 Pandemie und die zunehmende Bedeutung von Coronaviren fiir die 6ffentliche Gesund-
heit wurde das Institut fiir Virologie der Charité — Universititsmedizin Berlin im Jahr 2023 zum na-
tionalen Referenzzentrum (NRZ) fiir Coronaviren berufen.

Das Institut verfiigt {iber komplett ausgestattete Labore aller virologisch relevanter Arbeitsbereiche
einschliefllich eines Labors der gentechnischen Sicherheitsstufe 3 und eigener apparativer Ressour-
cen fir Hochdurchsatzsequenzierung sowie Ausstattung fiir Single Cell Sequencing und Live Cell
Imaging auch unter S3-Bedingungen.

Am NRZ etablierte Methoden

Spezifische Labormethoden umfassen neben einer breiten Palette an kommerziellen molekularbio-
logischen PCR-Systemen auch in-House real-time RT-PCR (fiir alle sieben humanpathogenen CoVs)
fir RNA-Nachweis und Virusquantifizierung. Hochdurchsatz-Sequenzierung (inkl. spezifischer Se-
quenzanreicherung) z. B. zur Bestimmung von Viruslinien sind ebenfalls am Referenzlabor etabliert
und verfiigbar.

Die etablierten serologischen Testsysteme umfassen kommerzielle Systeme (u. a. Elektrochemilumi-
neszenz-Immunoassay, Enzyme-linked Immunosorbent Assay, Surrogat Neutralisationstest) und in-
house Methoden (u. a. Plaque-Reduktions-Neutralisationstest (NT), ,offener” Neutralisationstest, Im-
munfluoreszenztests fiir alle CoV-Varianten, Vesikulires Stomatitis-Virus- und Lentivirus-basierte
Pseudovirus-NT, Interferon-Gamma-Release Assays).

Verschiedene Zellkultursystem fiir alle hCoVs inkl. Air-liquid interface Zellkulturmodell sind etab-
liert und werden alltiglich verwendet. Weiterhin werden reverse Genetik-Systeme fiir Sarbeco-,
MERS- und NL63-Coronaviren in unseren Forschungsarbeiten angewendet.
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Aktuelle Aufgabenschwerpunkte

Das NRZ fiir Coronaviren stellt sich den Aufgaben, die sich fiir den 6ffentlichen Gesundheitsschutz
bei der Diagnostik und Beratung fiir humane Coronaviren ergeben. Dabei wird aktuell ein besonderes
Augenmerk auf die weitere Entwicklung der COVID-19 Pandemie gelegt. Neben der Beschiftigung
mit SARS-CoV-2 werden aber auch die diagnostischen Verfahren fiir die vier in Deutschland ende-
mischen humanpathogenen CoVs (HCoV-229E, -OC43, -NL63 und -HKU1) weiterentwickelt und das
Angebot zur Beratung, Qualititssicherung und Diagnostik aller humane CoVs ausgebaut.

Zusitzlich steht auch das MERS-CoV weiter in Fokus der Aktivititen, da die Wahrscheinlichkeit fur
das Auftreten von importierten Einzelinfektionen in Deutschland weiterhin existent ist.

Als NRZ nimmt das Institut fiir Virologie humane Proben bei Verdacht auf Infektionen mit Corona-
viren und differentialdiagnostisch relevanten viralen Erreger entgegen. Neben der Untersuchung po-
tentiell positiver Proben mittels molekularer Charakterisierung, serologischer Untersuchung sowie
Quantifizierung der Coronavirus-RNA, wirkt das NRZ fiir Coronaviren bei der Koordination der Stan-
dardisierung und Verbreitung allgemein giiltiger Testverfahren mit. Auch die Initiierung von Unter-
suchungen zur Qualititssicherung sowie die Entwicklung weiterer diagnostischer Verfahren und de-
ren Verbesserung ist Teil unseres Aufgabenbildes. Hierbei kann zukiinftig an die Arbeiten der letzten
Jahre zu MERS-CoV und SARS-CoV-2 angekniipft werden und diese weiter ausgebaut werden, da
sich insgesamt der Bedarf nach Materialien fiir solche Validierung in den letzten 5 Jahren deutlich
erhoht hat. Weitere Aufgabe des Instituts fiir Virologie als NRZ ist die Breitstellung von Standards
und Referenzproben, wie RNA oder isolierte Viren (aktiv oder inaktiviert) bei Vorliegen entsprechen-
der Voraussetzungen nach Biostoffverordnung und Infektionsschutzgesetz. Geeignete Materialien
werden dabei in eine institutseigene Biobank aufgenommen und damit entsprechend qualititsgesi-
cherten Lagerbedingungen unterworfen. Durch prospektive Virusisolationsversuche von endemi-
schen CoVs (neben SARS-CoV-2) wird die Stammsammlung dieser Erreger stitig weiter ausgebaut.
Besonders bei SARS-CoV-2 stellt sich hierbei die Herausforderung, geeignete und den aktuell zirku-
lierenden Linien angepasste Virusstimme vorzuhalten und entsprechend biologisch sicher, d.h. in-
aktiviert und prozesskompatibel zur Verfiigung zu stellen. Hierbei legen wir ein besonderes Augen-
merk auf die zunehmend verbreiteten random-access Gerite zur Panel-Testung von respiratorischen
Erregern.

Genomische Surveillance

Bei SARS-CoV-2 war durch die bisherige breite genomische Surveillance eine relativ gute Erfassung
der Sequenzverinderungen gegeben, die durch zusitzliche Spezialuntersuchungen am NRZ gut er-
ginzt werden konnte. Eine Fortfithrung der genomische Surveillance fiir SARS-CoV-2 ist eine kom-
mende Herausforderung der nichsten Jahre an der das NRZ sich aktiv beteiligt.

Ausbruchsuntersuchungen, die wir bereits in den letzten Jahren der COVID-19 Pandemie zusammen
mit dem RKI und lokalen Behérden durchgefiihrt haben, ist nach wie vor Teil unserer Arbeit als NRZ.
Bei Ausbruchsuntersuchungen wird Sequenzierung auf Vollgenomebene durchgefiihrt, da die ver-
gleichsweise geringe Substitutionsrate der CoV bei Sequenzierung von PCR-Fragmenten keine Ver-
folgung von Infektionsketten erméglicht. Hierbei geht die Methodik tiber die in der Routine etablier-
ten Sequenzieransitze hinaus (z. B. kommerzieller Ansitze, wie sie von vielen Laboren im Rahmen
der SARS-CoV-2 Surveillance-Verordnung eingesetzt wurden). Die Herausforderung ist es, auch Pro-
ben mit geringer Virus-RNA-Menge vollstindig auf Genomebene zu sequenzieren, damit ausrei-
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chend Sequenzinformation zur Rekonstruktion von Ubertragungsketten vorhanden ist. Teil unserer
Arbeit ist hierbei sequenzspezifische Anreicherungsmethoden, welche wir in den letzten Jahren fiir
Coronaviren etabliert haben, auf zirkulierende Varianten anzupassen und technisch weiter zu opti-
mieren.

Bei der genomischen Surveillance von MERS-CoV stellt sich weiter die Herausforderung, dass die
zirkulierende Diversitit von Viren im Tierreservoir und beim Menschen ungeniigend erfasst ist, so-
dass neuere Sequenzen auch aus dem Tierreservoir beziiglich ihrer Detektierbarkeit durch diagnos-
tische RT-PCR Assays iiberpriift werden miissen. Dieser Arbeit kommt zugute, dass unser Institut
im Rahmen mehrerer Forschungsprojekte zu MERS-CoV in Dromedaren und Menschen in Afrika
und auf der Arabischen Halbinsel einen unmittelbaren Zugang zu Originalproben und teilweise noch
nicht 6ffentlich verfiigbaren Sequenzinformationen hat.

Internationale Vernetzung

Im Rahmen der Funktion als nationaler Kontaktpunkt der WHO erbringt das Institut weiterhin un-
entgeltliche Hilfestellungen in der SARS-CoV-2-Sequenzierung fiir die WHO, die uns einen Zugang
zu Sequenzen und klinischem Material aus Landern Osteuropas und Zentralasiens erméglicht.
Durch die Vernetzung in weiteren internationalen Projekten in Lateinamerika und Afrika ist auch ein
Zugrift auf Proben und zugehorige CoV-Sequenzen aus diesen Regionen méglich. Damit werden die
Voraussetzungen geschaffen, auch zukiinftig Arbeiten zur Taxonomie und Evolution, z. B. von SARS-
CoV-2 Varianten, durchzufithren. Eine Betrachtung der Virusevolution auf globaler Ebene ist fiir
SARS-CoV-2 essentiell.

Im Rahmen eines neu erteilten ECDC-Forschungsauftrags (“Support to microbiology-related activi-
ties and capacity building focusing on COVID-19 and influenza in the EU/EEA, the Western Balkans
and Turkey; Laboratory support, training, and standardisation”) sind wir in ko-koordinierender Rolle
fiir die Arbeitspakete zur diagnostischen Qualititssicherung und Virus-Phéanotypisierung verantwort-
lich. Ferner sind wir Partner im COVID-19-spezifischen klinischen EU-Forschungsverbund ReCoVer
und Partner im Projekt DURABLE (Delivering a Unified Research Alliance of Biomedical and public
health Laboratories against Epidemics). Gemeinsam mit der Universitit Rotterdam und der Univer-
sitit Cambridge arbeiten wir dariiber hinaus in einem vom US-NIH geférderten Projekt, welches sich
mit der Entwicklung und dem Vergleich von Typisierungsmethoden der SARS-CoV-2 Antigendrift
iiber Antigenkartographie befasst.

Wichtige Publikationen

Jones TC, Biele G, Miihlemann B, Veith T, Schneider J, Beheim-Schwarzbach J, Bleicker T, Tesch J,
Schmidt ML, Sander LE, Kurth F, Menzel P, Schwarzer R, Zuchowski M, Hofmann ], Krumbholz
A, Stein A, Edelmann A, Corman VM, Drosten C. Estimating infectiousness throughout SARS-
CoV-2 infection course. Science. 2021 Jul 9;373(6551):eabi5273. doi: 10.1126/science.abis2773. Epub
2021 May 25.

Corman VM, Haage VC, Bleicker T, Schmidt ML, Mithlemann B, Zuchowski M, Jo WK, Tscheak P,
Moncke-Buchner E, Miiller MA, Krumbholz A, Drexler JF, Drosten C. Comparison of seven com-
mercial SARS-CoV-2 rapid point-of-care antigen tests: a single-centre laboratory evaluation study.
Lancet Microbe. 2021 Jul;2(7):e311-e319. doi: 10.1016/S2666-5247(21)00056-2. Epub 2021 Apr 7.
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Corman VM, Landt O, Kaiser M, Molenkamp R, Meijer A, Chu DK, Bleicker T, Briinink S, Schneider
J, Schmidt ML, Mulders DG, Haagmans BL, van der Veer B, van den Brink S, Wijsman L,
Goderski G, Romette JL, Ellis J, Zambon M, Peiris M, Goossens H, Reusken C, Koopmans MP,
Drosten C. Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR. Euro Surveill.
2020 Jan;25(3):2000045. doi: 10.2807/1560-7917.ES.2020.25.3.2000045.

Wolfel R, Corman VM, Guggemos W, Seilmaier M, Zange S, Miiller MA, Niemeyer D, Jones TC,
Vollmar P, Rothe C, Hoelscher M, Bleicker T, Briinink S, Schneider J, Ehmann R, Zwirglmaier K,
Drosten C, Wendtner C. Virological assessment of hospitalized patients with COVID-2019.
Nature. 2020 May;581(7809):465-469. doi: 10.1038 /541586-020-2196-x. Epub 2020 Apr 1.

Corman VM, Miiller MA, Costabel U, Timm ], Binger T, Meyer B, Kreher P, Lattwein E, Eschbach-
Bludau M, Nitsche A, Bleicker T, Landt O, Schweiger B, Drexler JF, Osterhaus AD, Haagmans BL,
Dittmer U, Bonin F, Wolff T, Drosten C. Assays for laboratory confirmation of novel human coro-
navirus (hCoV-EMC) infections. Euro Surveill. 2012 Dec 6;17(49):20334. doi:
10.2807/ese.17.49.20334-€en.

ABSTRACT 1

Isolation of human coronaviruses using air-liquid interface
cell culture models

Heimsch KC', Corman VM?, Drosten C

1 Institute of Virology, Campus Charité Mitte, Charité — Universititsmedizin Berlin, Berlin, Germany

Seven pathogenic human coronaviruses (HCoVs) are known to date, namely HCoV-NL63, HCoV-
229E, HCoV-HKU1, HCoV-OC43, severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV), Mid-
dle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV), and SARS-CoV-2. HCoV-229E and HCoV-
NLG63 are alphacoronaviruses, while HCoV-OC43, HCoV-HKU1, SARS, SARS-COV2, and MERS-CoV
are betacoronaviruses. Four CoVs (HCoV-NLG63, -229E, -OC43, -HKU) typically cause mild respira-
tory disease of the upper respiratory tract. SARS-CoV and MERS-CoV cause more severe infections,
also affecting the lower respiratory tract. Finally, SARS-CoV-2, first detected in humans in late 2019,
resulted in a pandemic with approximately 20 million deaths worldwide. SARS-CoV-2 replicates in
the upper respiratory tract, but can also cause severe pneumonia and can affect multiple organ sys-
tems through a wide range of mechanisms.

For some HCoVs (e.g., 0C43 and HKU1), there are no or only insufficient in vitro replication models
available, limiting further investigations of these viruses. Furthermore, most of the HCoVs have a cell
tropism for ciliated cells, which cannot be mimicked with normal cell culture lines.

To improve isolation of HCoVs from positive clinical specimens and to compare the replication of all
human HCoVs, we established different air-liquid interface (ALI) systems. To represent different
parts of the respiratory tract we use a human nasal epithelial cell (hNEC) model and a human bron-
chial epithelial cell (hBEC) model, both based on primary cells. To mimic cells of the deep lung we
use a clonal immortalized human alveolar epithelial cell line called Arlo, showing an Alveolar Type 2
like phenotype.
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We successfully isolated and stocked all seasonal HCoVs from positive clinical specimens. We then
compared the replication of all HCoVs using different ALI models.

ABSTRACT 2

Antigenic cartography using variant-specific hamster sera reveals
substantial antigenic variation among Omicron subvariants

Miihlemann B, Corman VM, Drosten C'

1 Institute of Virology, Campus Charité Mitte, Charité — Universititsmedizin Berlin, Berlin, Germany

SARS-CoV-2 has developed substantial antigenic variability. As the majority of the population now
has pre-existing immunity due to infection or vaccination, the use of experimentally generated animal
immune sera can be valuable for measuring antigenic differences between virus variants. Here, we
immunized Syrian hamsters by two successive infections with one of eight SARS-CoV-2 variants.
Their sera were titrated against 14 SARS-CoV-2 variants and the resulting titers visualized using anti-
genic cartography. The antigenic map shows a condensed cluster containing all pre-Omicron variants
(D614G, Alpha, Delta, Beta, Mu, and an engineered B.1+E484K variant), and a considerably more
distributed positioning among a selected panel of Omicron subvariants (BA.1, BA.2, BA.4/5, the BA 5
descendants BF.7 and BQ.1.18; the BA.2.75 descendant BN.1.3.1; and the BA.2-derived recombinant
XBB.2). Some Omicron subvariants were as antigenically distinct from each other as the wildtype is
from the Omicron BA.1 variant. The results highlight the potential of using variant-specifically in-
tected hamster sera for the continued antigenic characterization of SARS-CoV-2.
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Die WHO prognostiziert, dass bis zum Jahr 2050 jihrlich tiber 1,3 Millionen Menschen durch antibi-
otikaresistente Keime sterben werden. Entsprechend stellt die weltweite Ausbreitung multiresistente
Keime eine ernsthafte Gefahr fiir die 6ffentliche Gesundheit dar. Dabei sind Carbapenemase-produ-
zierenden gramnegativen Bakterien von besonderer Relevanz, weil sie eine Resistenz gegen Carba-
peneme, eine Gruppe von Reserveantibiotika, aufweisen.

Seit 2009 steht das NRZ fiir gramnegative Krankenhauserreger medizinischen Laboratorien in
Deutschland und dem deutschsprachigen Ausland zur detaillierten Untersuchung von Bakterieniso-
laten mit besonderen Antibiotikaresistenzen zur Verfiigung. Hierzu werden phinotypische und mo-
lekulare Techniken zur Bestitigung oder Ausschluss besonders wichtiger Resistenzmechanismen,
insbesondere von Carbapenemasen, durchgefiihrt. Da die Bestimmungen einen Einfluss auf die The-
rapie der betroffenen Patienten haben konnen, ist die kurze Reaktionszeit von 2 Tagen hervorzuhe-
ben. Fiir die Therapie relevante Untersuchungen zur Empfindlichkeit gegeniiber schwer zu testenden
Substanzen (z. B. Colistin, Cefiderocol) und anderen Reserveantibiotika i.S. des G-BA-Beschlusses
runden den Befund ab.

Dadurch, dass das NRZ viele Bakterienisolate erhilt, kénnen Hinweise auf lokale oder weiter grei-
fende Ausbriiche gewonnen werden, die mit molekularen Verfahren im NRZ sowie in Zusammenar-
beit mit dem RKI oder dem ECDC detailliert untersucht werden. Das NRZ war u. a. bei der Analyse
des KPC-Ausbruches in SO-Deutschland, eines Ausbruches KPC-Multispezies-Ausbruch in Hessen,
der Hiufung von NDM-1 in Greifswald, der Untersuchung der internationalen Ausbriiche von OXA-
244 und NDM-5 sowie der aktuellen Hiufung von Bakterienisolaten mit NDM-1- und OXA-48-Carba-
penemasen in Zusammenhang mit dem Ukrainekrieg mafigeblich beteiligt. Aus letzterer Untersu-
chung resultiert auch eine Therapieempfehlung fiir diese, auch gegen die derzeit verfiigbaren Reser-
veantibiotika resistenten Erreger.

Weiterhin berit das NRZ das RKI bei der Ausgestaltung der Meldepflicht und ihrer Falldefinitionen
sowie die am RKI angesiedelte KRINKO bei Ausgestaltung der Richtlinien, insbesondere fiir multi-
resistente Gramnegative (MRGN). Weitere Stellen des OGD werden bei der Analyse von lokalen Aus-
briichen unterstiitzt und beraten.
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Die einsendenden Laboratorien haben groflen Beratungsbedarf zur schnellen und richtigen Erken-
nung von Carbapenemasen sowie zu Konsequenzen des Nachweises bestimmter Enzyme fiir die The-
rapie. Entsprechend ist der Aufwand fiir telefonische Beratungen.

Obwohl fiir mache Carbapenemasen kommerzielle Tests zu Verfiigung stehen, muss das NRZ die
Bakterienisolate analysieren, einerseits, um den genauen Typ der Carbapenemase zu bestimmen,
denn die kommerziellen Verfahren unterscheiden z. B. nicht zwischen OXA-48, OXA-181 und OXA-
244 oder NDM-1 und NDM-5, andererseits, um eine molekulare epidemiologische Untersuchung zu
ermoglichen.

Die Einsendungen an das NRZ sind von 798 in 2010 auf 7500 in 2023 (bis 30.09.2023) angestiegen.
Gleichzeitig nahm der Anteil der nachgewiesenen Carbapenemasen zu. Der Zuwachs zeigt nicht nur
den Bedarf der Laboratorien, sondern insbesondere die ungebremste Zunahme des Problems dieser
Resistenz auf. Gleichzeitig stellt sie eine Herausforderung an den Umgang mit den begrenzten Res-
sourcen des Institutes dar und fithrt dazu, dass manche sinnvolle Untersuchungen nicht méglich
sind.

Sofern moglich, soll zukiinftig die molekulare Epidemiologie durch unmittelbare Sequenzierung aller
Isolate mit Carbapenemase so gestirkt werden, dass es moglich wird, aus den Ergebnissen auch Hin-
weise fiir Eingriffe durch den OGD zu geben, um eine weitere Ausbreitung der Stimme zu vermei-
den. Nebenprodukt dieser Untersuchungen wire ein Uberblick iiber Resistenz- und Virulenzgene
der in Deutschland privalenten Isolate. Abgerundet werden konnten diese Untersuchungen durch
eine Surveillance des Resistenzverhaltens auch gegeniiber neuen und noch neu zuzulassenden Re-
serveantibiotika. Diese Informationen sind fiir einen effektives Management der stillen Pandemie der
multiresistenten bakteriellen Erreger essentiell.

Wichtige Publikationen
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M, Hendrickx AP, Samuelsen &, Pontinen AK, Cani¢a M, Manageiro V, Oteo-Iglesias |, Pérez-
Vazquez M, Westmo K, Mikitalo B, Palm D, Monnet DL, Kohlenberg A. Rapid cross-border
emergence of NDM-5-producing <i>Escherichia coli</i> in the European Union/European Econo-
mic Area, 2012 to June 2022. Euro Surveill. 2023 May;28(19):2300209. doi: 10.2807/1560-
7917.ES.2023.28.19.2300209. PMID: 37166762; PMCID: PMCio176832.
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36892470; PMCID: PMC9999457.
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ABSTRACT 1

Die molekulare Surveillance zeigt Auftreten und Verbreitung
von NDM-5 produzierenden Escherichia coli Hochrisiko-Klonen
in Deutschland, 2013 bis 2019

Hans )B, Pfennigwerth N, Neumann B, Pfeifer Y, Fischer MA, Eisfeld J, Schauer J, Haller S, Eckmanns T, Gatermann S,
Werner G

Carbapenemase-produzierende Enterobacterales (CPE) nehmen weltweit rapide zu, auch in Europa.
Obwohl die Privalenz von CPE in Deutschland vergleichsweise gering ist, stellte das Nationale Refe-
renzzentrum fiir gramnegative Krankenhauserreger (NRZ) jahrlich steigende Zahlen von NDM-5-
produzierenden Escherichia-coli-Isolaten fest. Im Rahmen unseres laufenden Uberwachungspro-
gramms wurden NDM-5-produzierende E- coli-Isolate, welche zwischen 2013 und 2019 an das NRZ
iibermittelt wurden, mittels Ganzgenomsequenzierung charakterisiert. Von den insgesamt 329
NDM-5-produzierenden E. coli wurden 224 Isolate aus bekannten geografischen Gebieten einer Illu-
mina Ganzgenomsequenzierung unterzogen. Die Ergebnisse der cgMLST zeigten diverse genetische
Cluster fur viele der 43 verschiedenen Sequenztypen (ST), von welchen ST167, ST410, ST405 und
ST361 vorherrschten. Die SNP-basierten phylogenetischen Analysen in Verbindung mit geografi-
schen Informationen ergaben sporadische Fille von nosokomialer Ubertragung auf kleiner rdumli-
cher Ebene. Jedoch identifizierten wir ebenfalls grofle genetische Cluster, die einer klonalen Verbrei-
tung von ST167-, ST410-, ST405- und ST361-Stimmen in aufeinanderfolgenden Jahren in verschiede-
nen Regionen Deutschlands entsprechen. Unsere Ergebnisse der molekularen Surveillance verdeut-
lichen somit die Zunahme von NDM-5-produzierenden E. coli in Deutschland, welche zu einem gro-
Ben Teil auf die erhdhte Pravalenz von Isolaten zuriickzufiihren ist, die den internationalen Hochri-
sikoklonen ST167, ST410, ST405 und ST361 angehoren. Besonders besorgniserregend ist die iiberre-
gionale Ausbreitung dieser epidemischen Klone, was auf eine Verbreitung von NDM-5 pro-
duzierenden E. coli in der Community hindeutet und eine weiterfithrende integrierten Surveillance
notwendig macht.
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ABSTRACT 2

Zunahme von NDM-1 und NDM-1/0XA-48 produzierenden
Klebsiella pneumoniae in Deutschland im Zusammenhang mit dem
Krieg in der Ukraine, 2022

Sandfort M, Hans |B, Fischer MA, Reichert F, Cremanns M, Eisfeld |, Pfeifer Y, Heck A, Eckmanns T, Werner G,
Gatermann S, Haller S, Pfennigwerth N

Im Jahr 2022 beobachteten sowohl das Nationale Referenzzentrum fiir gramnegative Krankenhauss-
erreger als auch das Robert Koch-Institut im Rahmen ihrer gemeinschaftlichen Surveillance-Aktivi-
titen eine rasch steigende Zahl von NDM-1- und NDM-1/OXA-48-produzierenden Klebsiella pneumo-
niae Auffillig war bei vielen Fillen eine Auslandsexposition in der Ukraine. Die Ganzgenomsequen-
zierung von 200 K.-pneumoniae-Isolaten zeigte eine hohe Privalenz der Sequenztypen (ST)i47,
ST307, ST395 und ST23, einschlieflich genetischer Cluster, die einer klonalen Verbreitung entspre-
chen und eben auch auf eine Weitertibertragung innerhalb Deutschlands hindeuten. Somit lassen
unsere Ergebnisse einen erhohten Anteil von NDM-1- und NDM-1/OXA-48-produzierenden K. pneu-
moniae unter Fliichtlingen bzw. evakuierten Patienten aus der Ukraine vermuten, welche zum einen
zu einer erhdhten Ausgangsinzidenz in Deutschland fithren und zum anderen eine weiterfithrende
Surveillance notwendig macht, um potentielle nationale Ubertragungen frithzeitig zu erkennen und
zu unterbinden.
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Helicobacter pylori ist ein Gram-negatives Stibchenbakterium. Es infiziert bei mehr als der Hilfte der
Weltbevolkerung die Schleimhaut des Magens und gehort daher zu den hiufigsten bakteriellen In-
fektionserregern iiberhaupt. Die Infektion wird in der Regel in der Kindheit erworben und bleibt tiber
Jahrzehnte bestehen, wenn sie nicht aktiv behandelt wird.

Die Infektion mit H. pylori ruft immer eine Entziindungsreaktion der Magenschleimhaut hervor, die
man bei einer feingeweblichen Untersuchung des Magens nachweisen kann. Sie muss aber keine
Symptome verursachen, mehr als 8o % der Infizierten bleiben symptomlos. Auf dem Boden der
H. pylori-Gastritis konnen sich jedoch Folgeerkrankungen entwickeln. Die wichtigsten Folgeerkran-
kungen sind:
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— Magengeschwiir

— Zwolffingerdarmgeschwiir

— Magenkrebs (Adenokarzinom)

— Lymphome des Magens (MALT-Lymphom)

Der diagnostische Nachweis einer H. pylori-Infektion erfolgt meistens im Verlauf einer Magenspie-
gelung, bei der Proben (Biopsien) entnommen und auf H. pylori untersucht werden. Ebenfalls mog-
lich ist der Nachweis einer H. pylori-Infektion durch einen Atemtest oder durch einen Stuhltest.

Eine Impfung gegen H. pylori steht aktuell nicht zur Verfiigung.

Die Therapie erfolgt durch eine Kombination aus Antibiotika und Sduresekretionshemmern. Ziel der
Therapie ist die vollstindige Beseitigung der Erreger aus dem Korper des Patienten (Eradikation). Da
das Infektionsrisiko von Erwachsenen in Deutschland gering ist, ist auch das Risiko, nach einer er-
folgreichen Eradikationstherapie erneut eine H. pylori-Infektion zu erwerben, sehr gering (unter 1 %
pro Jahr).

Helicobacter pylori und Krebs

Eine bestehende Infektion mit H. pylori erhoht das Magenkrebsrisiko um das 4-6 fache. H. pylori ist
seit 1994 offziell als Krebsausloser eingestuft, diese Bewertung wurde im Jahr 2009 bestitigt.

Wie auch bei vielen anderen Karzinogenen, fithrt die H. pylori-Infektion nur bei einem kleinen Teil
der Infizierten zum Krebs, und zwischen Infektion und Auftreten der Krebserkrankungen liegen
meist Jahrzehnte. Dies macht es schwierig, den Effekt einer Therapie auf die Krebshiufigkeit nach-
zuweisen. Mittlerweile liegen aber mehrere Studien aus Lindern mit hoher H. pylori-Infektionsrate
und hoher Magenkrebshiufigkeit vor, die nachweisen, dass in solchen Lindern eine konsequente
Behandlung von H. pylori-Infektionen die Magenkrebssterblichkeit senken kann. In vielen Lindern
wird daher mittlerweile die Behandlung jeder H. pylori-Infektion zur Krebsprophylaxe empfohlen. In
Deutschland empfiehlt die aktuelle Leitlinie der DGVS, auch bei asymptomatischer H. pylori-Infek-
tion den Patienten eine Eradikationstherapie anzubieten.

Das NRZ fiir H. pylori am Max von Pettenkofer-Institut der LMU Miinchen

Seit dem o1.o1.2017 ist das NRZ fiir Helicobacter pylori unter Leitung von Prof. Dr. Sebastian Suer-
baum am Max von Pettenkofer-Institut der LMU Miinchen beheimatet. Bei Fragen zur Diagnostik,
Therapie und Epidemiologie von H. pylori ist das NRZ der Ansprechpartner fiir mikrobiologische
Labore und behandelnde Arztinnen und Arzte aus ganz Deutschland.

Das NRZ stellt dariiber hinaus auch auf seinen Webseiten Informationen fiir Patientinnen und Pati-
enten sowie andere Interessierte zur Verfiigung. Neben der Beratung bietet das NRZ auch mikrobio-
logische Spezialdiagnostik fiir H. pylori an. Eine weitere wichtige Aktivitit, die das NRZ in Zusam-
menarbeit mit dem Deutschen Zentrum fiir Infektionsforschung (DZIF) betreibt, ist die grofse pros-
pektive Studie HelicoPTER, die an 20000 Probanden die Privalenz und Resistenz bei Helicobacter
pylori in Deutschland untersucht. Teil der Studie ist eine am NRZ/MvPI angesiedelte Biobank mit
forschungsrelevanten Biomaterialien.
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ABSTRACT

NRZ fiir Helicobacter pylori 2017 —2023

Suerbaum S, SpieRRberger B

Das NRZ fiir Helicobacter pylori ist seit 2017 am Max von Pettenkofer-Institut der LMU Miinchen
beheimatet. H. pylori ist ein Gram-negatives Stibchenbakterium. Es infiziert bei mehr als der Hilfte
der Weltbevolkerung die Schleimhaut des Magens und gehort daher zu den haufigsten bakteriellen
Infektionserregern tiberhaupt. Die Infektion wird in der Regel in der Kindheit erworben und bleibt
uiber Jahrzehnte bestehen, wenn sie nicht aktiv behandelt wird. Die Infektion mit H. pylori ruft immer
eine Entziindungsreaktion der Magenschleimhaut hervor, die man bei einer histologischen Untersu-
chung des Magens nachweisen kann. Sie muss aber keine Symptome verursachen, mehr als 8o %
der Infizierten bleiben symptomlos. Auf dem Boden der H. pylori-Gastritis konnen sich jedoch Fol-
geerkrankungen entwickeln. Die wichtigsten Folgeerkrankungen sind Magen- und Duodenalge-
schwiir, Magenkrebs (Adenokarzinom) und das malighe MALT-Lymphom des Magens. Wir geben
einen Uberblick iiber die Titigkeiten unseres NRZ im Rahmen des Aufgabenkatalogs fiir NRZ und
prasentieren ,Highlights“ aus der Diagnostik und den in Zusammenarbeit mit dem NRZ entstande-
nen Forschungsprojekten.
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Das Nationale Referenzzentrum (NRZ) fiir Hepatitis-B-Virus (HBV) und Hepatitis-D-Virus (HDV) ist
seit 2011 am Institut fiir Medizinische Virologie (Leiter: Prof. Dr. med. John Ziebuhr) der Justus-
Liebig-Universitit in Gieflen beheimatet. Das Referenzzentrum widmet sich der Erforschung von
HBYV und HDV sowie der Validierung und Entwicklung von Diagnoseverfahren und Biomarkern zu
HBV- und HDV-Infektionen. Das Institut fiir Medizinische Virologie war bereits seit 1995 Standort
des damaligen Konsiliarlabors fiir Hepatitis-B- und Hepatitis-D-Viren, geleitet von Prof. Dr. phil. nat.
Dr. h.c. Wolfram H. Gerlich bis zu seiner Pensionierung im Jahr 2010.

HBV- und HDV-Infektionen sind weltweit verbreitet und stellen eine erhebliche globale Bedrohung
der Gesundheit des Menschen dar.
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Eine HBV-Infektion kann einen akuten, als auch einen chronischen Verlauf nehmen. Insbesondere
chronische HBV-Infektionen sind weltweit mit einer hohen Sterblichkeit (820.000 Todestille/Jahr)
durch das HBV-assoziierte Auftreten von Leberzirrhose und des primiren hepatozelluliren Karzi-
noms (HCC) verbunden. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schitzt, dass weltweit etwa 296
Mio. Menschen serologische Anzeichen einer aktiven HBV-Infektion (HBsAg-Nachweis) zeigen.
Trotz der globalen Verfiigbarkeit eines schiitzenden Impfstoffs infizieren sich weltweit etwa 1,5 Mio.
Menschen jihrlich neu mit HBV. Antivirale Medikamente sind verfiigbar, fithren jedoch selten zur
Heilung einer chronischen HBV-Infektion.

Akute oder chronischen Infektionen mit dem Hepatitis-D-Virus (HDV) treten nur zusammen mit
einer aktiven HBV-Infektion auf. Nach WHO-Angaben zeigen ca. 5 % der chronisch HBV-infizierten
Patienten serologische Anzeichen einer Ko-Infektion mit HDV. Die HDV/HBV Ko-Infektion gilt all-
gemein als die schwerste Form der chronischen Virushepatitis, da sie wesentlich schneller zu Leber-
versagen und zum Leberzellkarzinom fiithren kann, als eine HBV-Monoinfektion. Eine erfolgreiche
Impfung gegen HBV schiitzt zuverldssig auch gegen eine HDV-Infektion. Die Erfolgsaussichten ei-
ner Therapie der chronischen HDV/HBV-Infektion sind jedoch momentan noch gering.

Das Referenzzentrum arbeitet eng mit nationalen und internationalen Gesundheitsbehérden, For-
schungseinrichtungen und medizinischen Zentren zusammen, um umfassende Daten {iber diese
Viren zu erstellen und aktuelle Informationen zur Diagnostik dieser Viren bereitzustellen.

Ein wichtiger Schwerpunkt des Referenzzentrums ist die Entwicklung und Validierung von diagnos-
tischen Tests fiir HBV und HDV. Diese Tests sind entscheidend fiir die exakte Diagnose und die
genaue Bestimmung der Viruslast bei infizierten Personen. Dadurch kénnen rechtzeitige Behand-
lungen eingeleitet und die Verbreitung der Viren eingedimmt werden. Das Referenzzentrum spielt
eine fithrende Rolle bei der Validierung von Testmethoden und der Bereitstellung von Referenzma-
terialien fiir Labore im ganzen Land.

Das NRZ fiithrt auf Anfrage Genotypisierungen von speziellen HBV/HDV-Isolaten durch und besitzt
eine grofle Stamm-Sammlung an gut charakterisiertem HBV/HDV-haltigen Probenmaterial. Weiter-
hin verfiigt es tiber ein kloniertes Panel der weltweit wichtigsten HBV/HDV-Virusstimme (Genoty-
pen) und spezieller klinisch-relevanter viraler Varianten.

Dariiber hinaus erbringt das Referenzzentrum grundlegende Beitridge auf internationaler Ebene zur
Erforschung von HBV und HDV. Es fithrt grundlegende Studien zur Infektiositit, zur Replikation,
zur Interaktion mit dem menschlichen Immunsystem und dem Auftreten von Immun-Escape-Muta-
tionen und anderen Varianten dieser Viren durch. Es gelang sogar die Funktionsfihigkeit von HBV-
Genomen zu belegen, die aus Jahrtausende alten archiologischen Proben in mehreren Regionen Eu-
rasiens isoliert wurden. Diese Forschung ist von hohem wissenschaftlichem Interesse und zugleich
von entscheidender Bedeutung fiir die Entwicklung neuer antiviraler Medikamente und Impfstoffe.

Das NRZ beteiligt sich wesentlich an der Erstellung von aktuellen nationalen und internationalen
Leitlinien, Empfehlungen und Stellungnahmen zur Pravention, Diagnostik und Therapie der HBV-
und HDV-Infektionen.

Ein weiteres wichtiges Anliegen des Referenzzentrums ist die Ausbildung von Fachleuten im Bereich
der Hepatologie und Virologie. Es bietet Schulungen und Fortbildungsprogramme fiir Arzte und
Wissenschaftler, um das Wissen iiber HBV und HDV zu vertiefen und die Qualitit der Diagnostik
zu verbessern. Der drztliche Leiter besitzt eine Weiterbildungsermichtigung der Landesarztekammer
Hessen zum Facharzt fiir Mikrobiologie, Virologie und Infektionsepidemiologie.
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Das Nationale Referenzzentrum fiir HBV und HDV in Gieflen ist auch in die internationale Zusam-
menarbeit eingebunden. Es arbeitet mit anderen nationalen Referenzzentren und Forschungsein-
richtungen weltweit zusammen, um Informationen auszutauschen, bewdhrte diagnostische Verfah-
ren zu teilen und gemeinsame Forschungsprojekte zu initiieren. Dies ist entscheidend, um die glo-
balen Herausforderungen im Zusammenhang mit HBV und HDV anzugehen.

Die Bedeutung des Referenzzentrums zeigt sich auch in seiner Rolle bei der Bewiltigung von Aus-
briichen und Epidemien. Im Falle von Hepatitis-B- oder -D-Ausbriichen kann das Referenzzentrum
in enger Zusammenarbeit mit dem Robert-Koch Institut schnell reagieren, um Infektionsquellen so-
wie Infektionsketten zu ermitteln, die Verbreitung zu stoppen und gezielte MafRnahmen zur Priven-
tion zu empfehlen.

Zusammenfassend ist das Nationale Referenzzentrum fiir HBV und HDV in Gieflen eine hochspe-
zialisierte Einrichtung, die eine zentrale Rolle in der Erforschung, Diagnose und Bekimpfung von
Hepatitis-B- und -D-Viren in Deutschland und dariiber hinaus spielt. Mit seinen umfassenden For-
schungsaktivititen, seiner wichtigen Rolle in der Ausbildung von Experten und seiner internationalen
Zusammenarbeit leistet das Referenzzentrum einen entscheidenden Beitrag zur Verbesserung der
Diagnostik und zur Reduzierung der Auswirkungen dieser lebensbedrohlichen Virusinfektionen.

Weitere Beteiligte des NRZ:

Prof. i. R. Dr. phil. nat. Dr. h. c. Wolfram H. Gerlich (beratende Titigkeit) und
Dr. Nora Goldmann (wiss. Mitarbeiterin)

Wichtige Publikationen

Miihlemann B, Jones TC, Damgaard PB, Allentoft ME, Shevnina I, Logvin A, Usmanova E, Panyush-
kina IP, Boldgiv B, Bazartseren T, Tashbaeva K, Merz V, Lau N, Smr¢ka V, Voyakin D, Kitov E,
Epimakhov A, Pokutta D, Vicze M, Price TD, Moiseyev V, Hansen AJ, Orlando L, Rasmussen S,
Sikora M, Vinner L, Osterhaus ADME, Smith DJ, Glebe D, Fouchier RAM, Drosten C, Sjogren
KG, Kristiansen K, Willerslev E. 2018. Ancient hepatitis B viruses from the Bronze Age to the Medieval
period. Nature 557:418-423. doi: 10.1038/s41586-018-0097-z
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ABSTRACT1

Detektion und Evaluation von diagnostischen und Immune-
Escape-Varianten des Hepatitis-B-Virus (HBV) aus klinischem
Probenmaterial.

Glebe D, Lehmann F, Slanina H, Goldmann N, Schittler CG

Hintergrund: Die Hepatitis-B-Virus (HBV)-Infektion stellt weltweit ein erhebliches Gesundheitsprob-
lem dar. Trotz verfiigbarer Impfung und antiviraler Therapieoptionen bleibt die HBV-Privalenz welt-
weit hoch. Eine Herausforderung in der Diagnostik der HBV-Infektion besteht unter anderem in der
Identifikation und Charakterisierung von Virusvarianten, insbesondere von diagnostischen und Im-
mune-Escape-Varianten, die die Diagnose und Therapie beeinflussen kénnen.

Methoden: In dieser Studie wurden klinische Proben von HBV-positiven Patienten gesammelt und
mittels molekularer Methoden auf HBV-DNA untersucht. Die Sequenzierung des viralen Genoms
ermoglichte die Identifikation von Varianten, insbesondere solchen, die potenziell diagnostische
Tests beeinflussen oder der Erkennung durch das Immunsystem entkommen kénnen (Immune-
Escape-Varianten). Die Charakterisierung dieser Varianten erfolgte durch bioinformatische Analysen
und in vitro-Funktionstests.

Ergebnisse: Unsere Ergebnisse zeigen, dass in den untersuchten klinischen Proben eine bemerkens-
werte Vielfalt von HBV-Varianten vorhanden ist. Einige dieser Varianten wiesen Mutationen in Regi-
onen auf, die fiir diagnostische Antikérperbindungsstellen entscheidend sind. Dies fiihrte vereinzelt
zu falsch-negativen Diagnosen. Dariiber hinaus identifizierten wir Varianten mit Mutationen in
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Genabschnitten, die fiir die Erkennung durch das Immunsystem von Bedeutung sind. Diese Im-
mune-Escape-Varianten koénnten die Wirksamkeit der Immunantwort gegen das Virus beeintrach-
tigen.

Schlussfolgerung: Die Identifikation und Charakterisierung von diagnostischen und Immun-Escape-
Varianten des HBV aus klinischem Probenmaterial tragt zur Verbesserung der Diagnosegenauigkeit
der verwendeten diagnostischen Tests und zur Entwicklung verbesserter Impfstoffe bei. Dies hat das
Potenzial, die Diagnostik der HBV-Infektion weiter zu verbessern. Weitere Studien sind erforderlich,
um die klinische Relevanz dieser Varianten vollstindig zu verstehen und ihre Ausbreitungsmoglich-
keiten zu bewerten.

Referenzen
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10.3390/v15040838.
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Gieflen: Tatigkeiten und Erfahrungen. Bundesgesundheitsblatt Gesundheitsforschung Gesund-
heitsschutz. 2022 Feb;65(2):220-227. doi: 10.1007/500103-021-03479-7.

ABSTRACT 2

Die Bedeutung der HDV-Genotypen fiir Diagnostik und
antivirale Therapie der HDV-Infektion.

Glebe D, Goldmann N, Lehmann F, Slanina H, Schiittler CG

Hintergrund: Die Infektion mit dem Hepatitis-D-Virus (HDV) ist ein weltweites Gesundheitsprob-
lem. Akute und chronische HDV-Infektionen treten stets zusammen mit einer HBV-Infektion auf.
Die chronische HDV-Infektion hat ein hohes Risiko fiir die Entstehung einer Leberzirrhose und eines
hepatozelluliren Karzinoms. Es bestehen nur eingeschrinkte Therapieméglichkeiten (Interferon,
neuartige Virusaufnahme-Inhibitoren), die geringe Ansprechraten und hohe virale Durchbruchsra-
ten haben. HDV besitzt ein zirkulires RNA-Genom, das sehr hohe genetische Variabilitit aufweist,
mit einer groflen Zahl an genetischen Varianten. Weltweit wurden mindestens 8 Genotypen und eine
Vielzahl an Subgenotypen nachgewiesen, die einen entscheidenden Einfluss auf die verlissliche
Diagnostik des HDV-RNA-Genomnachweis und das Therapieansprechen der HDV-Infektion haben
konnen.

Methoden: Zur Etablierung und Validierung einer qRT-PCR-Methodik zur quantitativen Bestim-
mung der HDV-RNA-Genome aus humanem Serum und des Ansprechens einzelner HDV-Isolate
auf eine Interferon-Behandlung wurde in Zusammenarbeit mit dem Zentrum fiir Diagnostik des
Instituts fiir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene des Universititsklinikums Ham-
burg-Eppendorf durchgefithrt. Am NRZ wurden virale Prototypen aller acht weltweit vorkommenden
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HDV-Genotypen kloniert und auf ihre Funktionalitit (Infektiositit/Replikation/Sekretion) in der
Zellkultur iiberpriift. Die quantitative Bestimmung der HDV-RNA-Genome aus sekretiertem Zellkul-
tur-HDV der acht Genotypen erfolgte mit einem vollautomatisierten QRT-PCR-System. Das Anspre-
chen der HDV-Replikation auf Interferon-Gabe wurde in der Zellkultur getestet.

Ergebnisse: Mit Hilfe der klonierten HDV-Prototypen aller acht HDV-Genotypen konnte die automa-
tisierte qRT-PCR fiir HDV-RNA erfolgreich validiert werden. Das System zeichnete sich durch Spezi-
fitit und Sensitivitit in der Detektion der HDV-RNA aus. Das untere Detektionslimit der Quantifizie-
rung lag fiir alle acht HDV-Genotypen bei 10 IU/mL HDV-RNA mit einem linearen Bereich von 10
bis 108 IU/mL. Das Ansprechen von zwei unterschiedlichen klinischen HDV-Isolaten des Genotyp-1
auf Interferon alpha (IFNa)-Gabe zeigte klare Unterschiede in vitro. Wihrend ein Isolat (HDV-1p)
unter 14-tigiger IFNa-Gabe eine Reduktion der intrazelluliren HDV-RNA um 1,6 log (98 %) erzielte,
war die HDV-RNA-Replikation des zweiten Isolats (HDV-1a) resistent gegeniiber IFNa.

Schlussfolgerung: Der Genotyp von HDV ist von entscheidender Bedeutung fiir eine verlissliche
Diagnostik und Behandlung der chronischen HDV-Infektion. Die Auswahl der antiviralen Therapie
sollte moglichst unter Beriicksichtigung des HDV-Genotyps erfolgen, um die bestméglichen Ergeb-
nisse fiir die Patienten zu erzielen. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die genauen Aus-
wirkungen der HDV-Genotypen und -Subgenotypen auf Diagnose und Therapie besser zu verstehen.

Referenzen

(1) Pfliiger et al., Clinical establishment of a laboratory developed quantitative HDV PCR assay on the
cobas68o0 high-throughput system. JHEP Rep. 2021 Aug 28;3(6):100356. doi:
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(2) Giersch et al., Strain-specific responsiveness of hepatitis D virus to interferon-alpha treatment.
JHEP Rep. 2023 Jan 24;5(4):100673. doi: 10.1016/j.jhepr.2023.100673.
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Das nationale Referenzzentrum fiir Hepatitis C-Viren unterstiitzt bei Fragestellungen zur Diagnostik,
Genotypisierung und Resistenztestung. Dabei bieten wir zum einen Beratung per Telefon und E-Mail
an, zum anderen kénnen Proben zur Feindiagnostik eingesandt werden. Dabei charakterisieren wir
beispielsweise HCV-Isolate, die mit den tiblichen Methoden zur HCV-Genotypisierung nicht einge-
ordnet werden konnen, oder die keine {ibliche Immunantwort zeigen. Das NRZ-HCV ist im Resis-
tenznetzwerk Geno2Pheno aktiv und ist fiir die Aktualisierung des Resistenzalgorithmus fiir die Vor-
hersageplattform Geno2Pheno[HCV] (https:// hcv.genozpheno.org) zustindig. In dieser Funktion
unterstiitzt das NRZ-HCV auch bei der Untersuchung von Resistenzmutationen gegen antivirale
Substanzen und berdt zum Thema Therapie und Therapieversagen. Auflerdem bieten wir Spezial-
diagnostik fiir die Unterscheidung eines Relapse (im Sinne eines Therapieversagens) von einer Rein-
fektion nach Therapieende an.

Das NRZ-HCV beteiligt sich an der Validierung neuer Testverfahren zur Quantifizierung von Hepa-
titis C und an der Durchfithrung von Ringversuchen. Dazu erweitern wir bestindig die Stammsamm-
lung um seltene HCV Genotypen sowie resistente Varianten. Diese Proben stellen wir auch als Refe-
renzstimme fiir die diagnostische Validierung zur Verfiigung.
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Am NRZ-HCV konnte die Ganzgenomsequenzierung fiir HCV etabliert werden. Dies ermdglicht die
Bestimmung von Infektionsquellen durch Sequenzvergleiche und Untersuchungen zur molekularen
Epidemiologie von HCV. In enger Absprache mit dem RKI entwickelt das NRZ-HCV Infrastrukturen
zur Etablierung einer deutschlandweiten molekularen Surveillance fiir HCV. Ziel ist es, aus Riick-
stellproben von méglichst vielen HCV-RNA positiven Erstdiagnosen das komplette Virusgenom zu
sequenzieren und gemeinsam mit dem OGD die molekulare Epidemiologie von HCV genauer zu
charakterisieren.

Teamfoto: Mitarbeitende des NRZ fiir Hepatitis-C-Viren
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Transcriptional Pattern Analysis of Virus-Specific CD8+ T Cells in Hepatitis C Infection: Increased
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NH, Walker A, Brauneck F, Ditt V, Peine S, Huber S, Haag F, Beisel C, Timm ], Schulze Zur
Wiesch J. Front Immunol. 2022 Jun 6;13:886646.

Peripheral blood iNKT cell activation correlates with liver damage during acute hepatitis C. Senff T,
Menne C, Cosmovici C, Lewis-Ximenez LL, Aneja ], Broering R, Kim AY, Westendorf AM,
Dittmer U, Scherbaum N, Lauer GM, Timm J. JCI Insight. 2022 Jan 25;7(2):e155432.

Multicenter Performance Evaluation of Elecsys Anti-HBc II, Anti-HCV II, HIV combi PT, HBsAg II,
and Syphilis Immunoassays. Hottentriger B, Hagedorn HJ, Bicker E, Bleekmann B, Gessner A,
Liibke N, Wenzel J], Widera M, Pabinger S, Ramge P, Timm J. Clin Lab. 2021 Nov 1;,67(1).

A pan-genotypic Hepatitis C Virus NS5A amplification method for reliable genotyping and resistance
testing. Walker A, Ennker KS, Kaiser R, Liibke N, Timm J. J Clin Virol. 2019 Apr;113:8-13.
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Differential escape of HCV from CD8+ T cell selection pressure between China and Germany de-
pends on the presenting HLA class I molecule. Xia Y, Pan W, Ke X, Skibbe K, Walker A, Hoff-
mann D, Lu Y, Yang X, Feng X, Tong Q, Timm J, Yang D. J Viral Hepat. 2019 Jan;26(1):73-82.

ABSTRACT

Etablierung einer HCV ganz Genom Sequenzierung und
Aufbau einer molekularen Surveillance fiir Hepatitis C Viren

Walker A, Libke N, Fréhlich Y, Camdereli ), Paluschinski M, Obermeier M, Zimmermann R, Timm )

Obwohl die Hepatitis C mittlerweile gut behandelbar ist, sind chronische Infektionen insbesondere
in Risikogruppen wie intravenésen Drogengebrauchern weiterhin weit verbreitet. Insbesondere zur
Inzidenz von Neuinfektionen in dieser Gruppe fehlen Daten. Der Aufbau einer integrierten moleku-
laren Surveillance (IMS) fiir HCV erméglicht es, Ubertragungsnetzwerke von HCV in Deutschland
besser zu charakterisieren und ist fiir das Erreichen der Eliminationsziele 2030 von entscheidender
Bedeutung. Eine erfolgreich etablierte HCV-IMS erlaubt eine wirkungsvolle Transmissions-Sur-
veillance bei der durch das frithere Erkennen und Analysieren von Ubertragungsnetzwerken Risiko-
gruppen besser adressiert werden kénnen. Des Weiteren ermoglicht eine IMS die Detektion von
Migrationsbewegungen/Import von Fillen, die Uberwachung von Resistenzprofile sowie die Erken-
nung von Ausbriichen ohne eine offensichtliche epidemiologische Verbindung tiber grofle geogra-
phische und zeitliche Distanzen.

Ein Workflow fiir die Sequenzierung aller neu diagnostizierten HCV-Infektionen wurde durch das
NRZ-HCV erarbeitet. Diese wurden bereits durch die Ethikkommission, Datenschutzkommission
sowie durch die Rechtsabteilung gepriift und positiv votiert. Der Aufbau eines Labornetzwerkes fiir
die Durchfithrung einer Pilotphase wurde initiiert. Das ganze HCV Genom wird mittels einer Geno-
typ-spezifischen , Tiling-PCR*“ amplifiziert und anschlieffend mit der Oxford Nanopore Technologie
sequenziert.

Der genehmigte Workflow sieht die Einsendung neudiagnostizierter HCV Infektionen, pseudonymi-
siert tiber die DEMIS-Melde ID, an das NRZ-HCV vor. Die Virussequenzen kénnen dann iiber die
Melde-ID zuriick an die Labore gesendet werden. Sobald eine Sequenziibermittlung mittels DEMIS
moglich ist, kénnen die Virussequenzen auch iiber DEMIS dem o6ffentlichen Gesundheitsdienst zur
Verfiigung gestellt werden. Nach erfolgreicher Etablierung der Ganzgenom Sequenzierung fiir die
Genotypen 1, 3a und 4 wurde die Methode in 216 Patienten aus einer Hochrisiko-Gruppe von intrave-
nosen Drogengebrauchern validiert. Die mediane Viruslast in dieser Kohorte betrug 1.1x106 TU/ml
(2242-51x106 1U/ml) und die mediane Genomabdeckung betrug 95— 45 % (12.6 — 99.5 %). Dabei
zeigte sich eine klare Korrelation zwischen Viruslast und der erreichten Genomabdeckung, wobei
jedoch auch bei niedrig virimischen Proben (< 100.000 IU/ml) in 20 von 32 Proben (62.5 %) noch
eine Genomabdeckung von 9o % erreicht werden konnte.
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Die regulatorischen Grundlagen fiir die molekulare Surveillance wurden erarbeitet und eine HCV
Ganzgenom Sequenzierung konnte erfolgreich etabliert werden. Im nichsten Schritt soll eine
Pilotphase in NRW und Berlin erfolgen. Nach Abschluss dieser Pilotphase kann, nach gesicherter
Finanzierung, eine bundesweite molekulare HCV-Surveillance erfolgen.
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Das NRZ fiir Influenzaviren am Robert Koch-Institut ist an der nationalen und internationalen Uber-
wachung der Influenzaviren sowie weiterer Atemwegsviren beteiligt. Im Rahmen der Arbeitsgemein-
schaft Influenza (AGI) wird eine ganzjihrige Surveillance der zirkulierenden Viren durchgefiihrt, de-
ren Schwerpunkt auf den Influenzaviren sowie SARS-CoV-2 und RSV liegt. Die in der Bevolkerung
zirkulierenden Influenzaviren werden in unserem Labor (sub)typisiert sowie ihr genetisches und an-
tigenes Profil bestimmt. Weiterhin werden Untersuchungen im Hinblick auf ihre Empfindlichkeit
gegen antivirale Substanzen vorgenommen.

Die erhobenen Daten werden an das European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
sowie an die WHO tibermittelt und flieRen damit in die globalen Empfehlungen der WHO zur Impf-
stoffzusammensetzung ein. In diesem Zusammenhang werden dem WHO Collaborating Centre in
London kontinuierlich reprisentative Influenzavirusstimme aus Deutschland fiir die europaweiten
Analysen zu Verfiigung gestellt.

Das NRZ fiir Influenzaviren ist nach den Normen DIN EN ISO 17025 und DIN EN ISO 15189 fiir
Prifungen in den Bereichen ,Medizinische Laboratoriumsuntersuchungen im Rahmen klinischer
und epidemiologischer Studien“ und ,Medizinische Laboratoriumsdiagnostik“ akkreditiert. Die
durch die Deutsche Akkreditierungsstelle GmbH (DAkkS) akkreditierten Priifverfahren umfassen die
Virusidentifizierung/-typisierung, Amplifikationsverfahren, die Empfindlichkeitstestung von Viren
und Ligandenassays.

Fotoserie zur Diagnostik und Teamfoto sind abrufbar unter

https://www.rki.de/SharedDocs/Bilder/InfAZ /Influenza/NRZ_Bilderstrecke/NRZ_Influenza_Diag-
nostik.html
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ABSTRACT

Ungewohnliche Zirkulation von Influenzaviren im Jahr 2022

Duwe S, Oh DY, Wedde M, Reiche |, Kéndgen S, Biere B, Wolff T, Duirrwald R

Wihrend der COVID-19-Pandemie fiithrten nicht-pharmazeutische Interventionen zu einem Riick-
gang der Influenza-Aktivitit in den Saisons 2020/21 und 2021/22. Influenzaviren wurden nach der
Aufthebung zahlreicher Schutzmafnahmen im Jahr 2022 wieder nachgewiesen und zeigten unge-
wohnliche Zirkulationsmuster. Nach einer anfinglichen Friihjahrswelle zirkulierten A(H3N2)-In-
fluenzaviren den ganzen Sommer {iber auf niedrigem Niveau und stiegen im Dezember zu einer
starken und frithen Herbstwelle an, von der die 10- bis 12-Jahrigen am hiufigsten betroffen waren.
Beide Wellen endeten abrupt mit den bundesweiten Schulferien. Bemerkenswert ist, dass die Posi-
tivraten in anderen Altersgruppen stark zuriickgingen, und zwar praktisch zur gleichen Zeit wie bei
den Kindern. Dies unterstreicht die Bedeutung von Schulkindern fiir die Ubertragung von In-
fluenzavirusinfektionen und verdeutlicht die Notwendigkeit von Priventivmafinahmen zum Schutz
der Bevilkerung durch Impfung in dieser Altersgruppe.
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Invasiver Pilzinfektionen haben seit der Jahrtausendwende erheblich an Bedeutung gewonnen.
Griinde hierfiir sind unter anderem (i) die Zunahme an Antimykotika-Resistenzen, (ii) die weltweite
Ausbreitung neuer pathogener Pilze wie Candida auris und (iii) die Zunahme von Risikopatienten fiir
invasive Pilzinfektionen beispielsweise durch die COVID-19 Pandemie oder durch neue immunmo-
dulatorische Therapien.

Das NRZMyk ist der zentrale Ansprechpartner fiir die drztliche Beratung zu invasiven Pilzinfektionen
in Deutschland. Die Zahl der eingesandten Proben steigt seit Etablierung des NRZMyk in Jena im
Jahr 2014 kontinuierlich an und liegt aktuell bei etwa 1100 pro Jahr. In etwa 8o % der Fille werden
dem NRZMyk Pilzisolate zugesandt, in den restlichen Fillen erfolgt am NRZMyk ein Erregernach-
weis aus eingesendetem klinischem Untersuchungsmaterial mittels molekularer Diagnostik. In vie-
len Fillen umfasst die Arbeit des NRZMyk neben der Bearbeitung der Probe eine individuelle Bera-
tung zum klinischen Management.
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Einzigartig unter allen NRZ ist die Bandbreite der am NRZMyk bearbeiteten Erreger. Die dem NRZ-
Myk zugesandten Pilzkulturen umfassen neben den hiufigen pathogenen Pilzen der Gattungen
Aspergillus und Candida eine Vielzahl seltener und seltenster Pathogene. Im Jahr 2022 wurden am
NRZMyk 142 unterschiedliche Arten, die zu 7o verschiedenen Gattungen gehoren, nachgewiesen.
Die Stammsammlung des NRZMyk umfasst alle seit Etablierung des Referenzlabors eingesendeten
klinische Isolate. Diese werden in Kooperation mit diversen Partnern zur Verbesserung diagnosti-
scher Verfahren genutzt.

Wichtige Arbeitsschwerpunkte des NRZMyk sind:

Monitoring von Candida auris in Deutschland

Candida auris ist eine 2009 erstmals beschriebene Art, die zahlreiche Resistenzen gegen Antimyko-
tika aufweisen kann und effizient im Rahmen nosokomialer Ausbriiche von Patient zu Patient iiber-
tragen wird. Die globale Ausbreitung von C. auris hat zu Warnungen relevanter Public Health Insti-
tutionen (CDC, ECDC, WHO) gefiithrt. Das NRZMyk ist seit Auftreten des ersten Falls von C. auris
in Deutschland mafdgeblich an der Aufklirung und der Definition geeigneter Schutzmafinahmen
beteiligt. 2021 wurde erstmals in Deutschland eine nosokomiale Ubertragung von C. auris dokumen-
tiert. Empfehlungen zum fallspezifische Hygienemanagement sowie allgemeingiiltige Empfehlun-
gen fiir den Umgang mit C. auris in deutschen Krankenhiusern wurden gemeinsam mit dem NRZ
Surveillance nosokomialer Infektionen erstellt (Aldejohann et al., Mycoses 2022). 2023 wurde auf-
grund steigender Fallzahlen auf Empfehlung des NRZMyk eine gesetzliche Labormeldepflicht fiir C.
auris eingefiihrt (Aldejohann et al., Dt. Arzteblatt 2023).

Epidemiologische Surveillance von invasiven Pilzinfektionen

— Pilzkeratitis: Die mykotische Keratitis ist ein seltenes ophthalmologisches Krankheitsbild mit
visus- oder gar bulbusbedrohendem Verlauf. Gemeinsam haben NRZMyk und Universititsau-
genklinik Diisseldorf 2015 das Deutsche Pilz-Keratitis Register ins Leben gerufen. In diesem Re-
gister werden klinische Daten von Patientinnen und Patienten mit mittels PCR, Kultur, Histolo-
gie oder konfokaler Mikroskopie gesicherter mykotischer Keratitis gesammelt. Parallel erfolgt
eine Asservierung der Erreger am NRZMyk. Auf Basis dieser Daten konnte erstmals eine syste-
matische Analyse der Erreger von Schimmelpilzkeratitis in Deutschland erstellt werden
(Walther et al., F Fungi 2021).

— Blutstrominfektionen/Sepsis durch Pilze: Innerhalb der Kooperation ,Sentinel — Labornetzwerk
Invasive Pilzinfektionen“ werden seit 2021 systematisch Candida spp. aus Blutkulturen sowie
basale epidemiologische Daten fiir 12 diagnostische Laboratorien erfasst und archiviert. Eben-
falls werden Resistenzdaten durch ein online Erfassungssystem zentral gesammelt. Damit exis-
tiert seit 2021 eine aktiven Surveillance der Dynamik invasiver Candiddmien in Deutschland.

— COVID-19 assoziierte Pilzinfektionen: COVID-19 infizierte Patienten mit schwerem Verlauf und
intensivmedizinischer Behandlung haben ein deutlich erhohtes Risiko fiir die Entwicklung inva-
siver Pilzinfektionen. Das NRZMyk hat in Zusammenarbeit mit dem FungiScope Register
(Prof. O. Cornely, Kéln und MitarbeiterInnen) COVID-19 assoziierte Mucormykosen und Asper-
gillus-Tracheobronchitiden aufgearbeitet. Die erste in Deutschland dokumentierte Transmission
von C. auris ereignete sich auf einer COVID-19 Intensivstation.
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Systematische Analysen zur Resistenzentwicklung bei pathogenen Pilzen

Seit der Jahrtausendwende spielen erworbene Resistenzen auch bei invasiven Pilzinfektionen eine
zunehmende Rolle. Von besonderer Bedeutung sind die Azol-Resistenz bei Aspergillus fumigatus
(ARAF) und die Echinocandinresistenz bei Candida spp. Zur Entstehung der ARAF wurden umfang-
reiche Studien durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Anwendung von Azolen in der
Landwirtschaft zum Adaptationsprozessen innerhalb der Umweltpopulation von A. fumigatus fithrt
(Barber et al., 2022 und 2021). Systematische Analysen der Entwicklung von Echinocandin-Resistenz
bei Candida glabrata wurden ebenfalls publiziert.

Das NRZMyk kooperiert eng mit RKI und ECDC sowie mit anderen europiischen Referenzlaborato-
rien, z. B. in Osterreich (Innsbruck, Wien), Dinemark (Kopenhagen), Frankreich (Paris), Spanien
(Madrid) und den Niederlanden (Nijmegen). Wir wirken im Nationalen Antibiotika-Sensitivititstest
Komitee (NAK), sowie dem EUCAST Subkomitee Antimykotikatestung mit und sind an der Erstel-
lung nationaler und internationaler Leitlinien und Empfehlungen beteiligt.

Fur die Identifizierung seltener Schimmelpilze ist eine Kombination phinotypi-
scher und molekularer Methoden erforderlich (hier: Rhizopus microsporus).

Die Resistenztestung solcher Erreger am NRZMyk erméglicht rationale Therapie-
entscheidungen. (Bild: Dr. Grit Walther, NRZMyk)
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ABSTRACT

Zunehmende Verbreitung resistenter Hefepilze der Arten
Candida auris und Candida parapsilosis in Deutschland

Kurzai O

Candida auris ist ein 2009 erstmals beschriebener, humanpathogener Hefepilz, der durch direkte
und indirekte Ubertragung nosokomiale Ausbriiche verursachen kann. Mehrere Linder berichten
derzeit iiber eine erhebliche Zunahme der Fallzahlen, zum Teil kommt es nicht nur in Indien, Siid-
afrika und den USA sondern auch in Europa bereits zu einer endemischen Ausbreitung. Die Therapie
von Infektionen durch C. auris wird durch primire und sekundire Resistenzen gegen Antimykotika
erheblich erschwert. In 2023 wurde erstmals fiir eine Pilzinfektion eine Meldepflicht nach IfSG ein-
gefiihrt. fiir Nachweise von C. auris aus Blut oder anderen normalerweise sterilen Substraten einge-
tithrt. Fluconazol-resistente Candida parapsilosis Stimme weisen aus bisher unklarer Ursache Viru-
lenzeigenschaften auf, die sie von ,normalen® C. parapsilosis Stimmen unterscheiden. In mehreren
Lindern weltweit haben solche Stimme bereits schwer zu kontrollierende Krankenhausausbriiche
verursacht.

Sporadische erste Fille von C. auris in D traten mit der Einschleppung des Erregers durch Patienten,
die aus auslidndischen Gesundheitseinrichtungen in deutsche Krankenhiuser verlegt wurden, auf.
Wihrend zwischen 2015 und 2020 nicht mehr als 6 Fille pro Jahr an das NRZMyk gemeldet wurden,
stieg diese Zahl auf 12 in den Jahren 2021/22. 2023 wurden zum Stichtag 1.9. bereits 34 Fille erfasst.
In der Mehrzahl der Isolationen handelt es sich um eine Kolonisation, die Meldepflicht fiir den Nach-
weis aus primir sterilen Materialien ist damit nicht geeignet, die Epidemiologie suffizient zu erfassen.
In 2023 wurde erstmals in D ein Ausbruch mit > 10 Fillen dokumentiert. Epidemiologische Daten,
die in Kooperation mit dem RKI erhoben wurden, deuten auf wahrscheinliche Ubertragungsereig-
nisse zusitzlich zu den durch das NRZMyk dokumentierten hin. Fiir FluR C. parapsilosis wurde in
Berlin ein grofes Ausbruchsgeschehen identifiziert, das mehrere Krankenhiuser betrifft. Die epide-
miologische Aufarbeitung zeigt eine klonale Ausbreitung eines FluR C. parapsilosis Stammes, der
bisher ausschliefllich im Grofiraum Berlin identifiziert wurde.

Die Daten des NRZMyk zeigen eine erhebliche Zunahme der Bedeutung von Candida spp. als Erreger
nosokomialer Infektionen und Ausbruchsgeschehen.
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ABSTRACT
Aktuelle Entwicklungen in der Titigkeit des NRZMyk
Kurzai O

Das NRZMyk fungiert in enger Kooperation mit dem Konsiliarlabor fiir Kryptokokkose und seltene
Systemmykosen am RKI (Leitung V. Rickerts) als zentraler Ansprechpartner fiir invasive Pilzinfekti-
onen in Deutschland. Die Zahl der eingesandten Proben steigt seit 2014 (~ 8o Einsendungen) konti-
nuierlich in erheblichem Umfang an und lag 2022 mit insgesamt 1057 untersuchten Materialien er-
neut tiber der Probenzahl des Vorjahres (2021: 1000). In 2023 wurden zum Stichtag 1.9. bereits iiber
800 Proben untersucht. In etwa 8o % der Fille wurden dem NRZMyk Pilzisolate zugesandt, in den
restlichen Fillen erfolgte ein Erregernachweis aus klinischem Untersuchungsmaterial. Hierbei waren
insbesondere Materialien relevant, die spezifisch fiir eine molekulare Diagnostik gewonnen wurden.
Dariiber wurden wie in den Vorjahren Erregernachweise aus histopathologischen Priparaten durch-
gefithrt. Die dem NRZMyk 2022 zugesandten Pilzkulturen gehorten zu 142 unterschiedlichen Pilz-
arten aus 70 Gattungen. Das NRZMyk ist aktiv an der Erstellung von Leitlinien und Empfehlungen
europdischer Gremien (EUCAST, NAK) mitgewirkt. Gemeinsam mit dem NRZ fiir Surveillance
nosokomialer Infektionen (Berlin) wurden Handlungsempfehlungen fiir den Umgang mit Candida
auris erstellt und publiziert. In den letzten Jahren wurde ein Sentinel-Netzwerk fiir Invasive Pilzin-
fektionen (Candiddmie) etabliert und ausgebaut, das aktuell 12 mikrobiologische Laboratorien um-
fasst. Mit Hilfe dieses Netzwerks ist erstmals eine kontinuierliche populationsbezogene Erhebung
epidemiologischer Daten und einer eventuellen Resistenzentwicklung in D mdoglich. Die finanzielle
Situation des NRZMyk ist aufgrund einer fehlenden Anpassung der Férdermittel prekir. Aktuell de-
cken die Fordermittel des RKI/BMG deutlich weniger als 20 % der Realkosten des NRZMyk. Auf-
grund der deutlich steigenden Fallzahlen und der steigenden Kosten fiir Verbrauchsmittel und Per-
sonal ist bereits in diesem Jahr eine weitere, potenziell existenzgefihrdende Verschlechterung der
Situation zu erwarten.
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Masern, Mumps und Rételn sind virale Erkrankungen des Kinder- und Jugendalters, die auch unge-
schiitzte Erwachsene betreffen kénnen. Schutz wird durch Impfung mit dem MMR-Kombina-
tionsimpfstoff entsprechend der STIKO-Empfehlung aufgebaut. Mit der Impfung wird auch Kompli-
kationen wie Enzephalitis und SSPE nach Masern, Ertaubung nach Mumps oder den schwerwiegen-
den Fehlbildungen bei Neugeborenen infolge einer Rételninfektion in der Schwangerschaft vorge-
beugt.

Aufgrund der klinischen Bedeutung dieser Erkrankungen hat sich die WHO-Region Europa dem Ziel
verpflichtet, die Elimination der Masern und Rételn zu erreichen und dauerhaft aufrechtzuerhalten.
Die wichtigste Mafinahme auf dem Weg zur Elimination ist die Erhéhung der Impfquoten fiir die
erste und zweite Dosis der MMR -Impfung bei Kindern im Alter bis zu 2 Jahren auf jeweils iiber 95 %
und das Schliefen von Impfliicken in den hoheren Altersgruppen. Mit der Umsetzung dieser Maf-
nahme konnte die jahrliche Inzidenz auf unter 1 Fall pro 1 Million Einwohner gesenkt werden. Im
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vorpandemischen Jahr 2019 wurden in Deutschland iiber 500 Masernfille gemeldet, die iiberwiegend
ungeimpfte Menschen betrafen. Seit 2020 ist die Zahl der Masernerkrankungen deutlich zuriickge-
gangen. Ursichlich fiir diesen Riickgang sind vermutlich zwei Faktoren; zum einen die Mafdnahmen,
die wihrend der Coronapandemie ergriffen wurden, um der Ubertragung von Infektionen entgegen-
zuwirken und das Inkrafttreten des Masernschutzgesetzes. Das Masernschutzgesetz verlangt einen
Immunititsnachweis fiir Menschen, die eine Gemeinschaftseinrichtung besuchen oder dort arbeiten.

Das NRZ MMR iibernimmt im WHO-Eliminationsprogramm fiir Masern und Rételn die Rolle der
laborgestiitzten Surveillance. Aktuell zirkulierende Masern-, Mumps- und Rételnviren werden gene-
tisch charakterisiert, um Transmissionswege aufzukliren bzw. zur Untersuchung von Ausbriichen
beizutragen. Mit dem Nachweis der Virusvarianten werden diese einzelnen Transmissionsketten zu-
geordnet. Die zeitliche Linge der Transmissionsketten stellt den Schliisselfaktor fiir die Beurteilung
des Fortschritts in Bezug auf das Eliminationsziel dar, denn der Status der unterbrochenen Trans-
mission wird nur dann zuerkannt, wenn eine Virusvariante iiber einen Zeitraum von <12 Monate
nachgewiesen wird.

Fiir die Rételn wird Deutschland durch die Regionale Verifizierungskommission der WHO-Region
Europa seit 2017 der Status der erfolgreichen Elimination zuerkannt. Fiir Masern wurde die Anerken-
nung der Elimination trotz eines historischen Tiefstands der gemeldeten Fille nicht erreicht. Lang-
fristig ist damit zu rechnen, dass die Zahl der Masernerkrankungen wieder steigen wird, da weiterhin
Immunititsliicken in Deutschland bestehen und die Mobilitit bei gleichzeitig zuriickgenommenen
Infektionsschutzmafinahmen wieder zunimmt. Auch die vielen Krisenherde auf der Welt fithren zur
Storung von Impfprogrammen und tragen zum Wiederaufflammen der Masernzirkulation bei.

Um Aussagen zum Anteil von Ungeschiitzten in der Bevolkerung machen zu konnen, fithren wir
Seroprivalenzstudien und Untersuchungen zur Wirksamkeit der Impfung durch. Das NRZ MMR
beteiligt sich an nationalen und internationalen Ringversuchen zur Qualititssicherung und trigt zu
deren Weiterentwicklung bei. Neben der Labordiagnostik bei Verdachtsfillen fithren wir spezielle
diagnostische Verfahren durch, wie die Diagnostik von Rételninfektionen in der Frithschwanger-
schaft, die Differenzierung von Impf- und Wildviren und die Genotypi-sierung von Viren. Wir beraten
Arzte in Praxis, Klinik und Labor und den OGD bei Fragen zur Diagnostik von Masern-, Mumps- und
Rételninfektionen. Das NRZ MMR ist in nationale infektionsepidemiologische Projekte eingebunden
(z. B. KiGGS und DEGS). Wir waren am Erstellen einer AWMF-Leitlinie zur Virusdiagnostik in der
Schwangerschaft beteiligt. Dariiber hinaus fungieren wir auf europiischer Ebene als Regionales Re-
ferenzlabor der WHO und koordinieren insbesondere die qualititssichernden Aktivititen der Ma-
sern- und Rételnlabore in 19 Lindern Mittel- und Westeuropas. Das NRZ MMR iibermittelt die zur
Primdrdiagnostik und molekularen Surveillance erhobenen Daten an die WHO und ist in globale
Projekte zur Molekularen Surveillance der Masern und Rételn eingebunden.

Wir verfolgen als methodischen Ansitze die Serologie, den Virusgenomnachweis in Rachenabstrich
und Urin bei Verdacht auf Masern-, Mumps- und Rételn per Polymerasekettenreaktion (PCR) und
zellkulturbasierte Methoden.

Serologie

IgM- und IgG-Antikoérper werden mit einem ELISA bestimmt. Daneben fithren wir in Einzelfillen
(z. B. starke Immunsuppression) einen Neutralisationstest zur Bestimmung von Virus-neutralisie-
renden Antikorpern durch. Weiterhin fithren wir zu Rételn und Masern Avidititsbestimmungen der
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IgG-Antikorper durch, um zwischen akuter und zuriickliegender Infektion zu unterscheiden. Diesen
Untersuchungen kommt zusammen mit dem Western Blot als Feindiagnostik bei Verdacht auf R6-
telninfektion in der Frithschwangerschaft eine grofde Bedeutung zu.

PCR-Nachweis: Die Genome von Masern-, Mumps- und Rotelnviren werden mit einer quantitativen
PCR nachgewiesen. Fillt diese positiv aus und ist die Viruslast ausreichend hoch, werden die Proben
in einer weiteren PCR mit anschliefender Sequenzierung und phylogenetischer Analyse genotypi-
siert. Wir fithren weiterhin eine PCR zur Differenzierung von Masernimpfviren und Wildviren durch.
Treten bei kiirzlich Geimpften Masern-typische Symptome auf, kann das Impfvirus mit dieser Me-
thode differenziell nachgewiesen werden. Die vorliufigen Ergebnisse konnen innerhalb weniger Tage
iibermittelt werden. Die anschliefRende Genotypisierung bestitigt die vorldufige Einordnung als Impf-
virus oder Wildvirus und liegt nach ca. 2-3 Wochen vor.

Zellkultur: Die Anzucht von Virus in Zellkultur wird bei dafiir geeigneten Einsendungen durchge-
fihrt, um die Stammsammlung des NRZ MMR zu erweitern.

Folgende Fragestellungen werden bearbeitet

— Untersuchung bei Auftreten von Symptomen in einem unmittelbaren zeitlichen Zusammen-
hang mit der Impfung (< 21 Tage). Ziel ist die Klarung der Frage, ob eine akute Erkrankung oder
eine Impfreaktion vorliegt (Differenzierung Impfvirusgenom/Wildtypvirusgenom)

— Untersuchung bei Auftreten von Symptomen nach linger zurtickliegender Impfung zum Aus-
schluss eines Impfversagens (Differenzierung von primirem und sekundirem Impfversagen)

— genetische Charakterisierung von Viren, die in Zusammenhang mit einem Ausbruch oder bei
Einzelfillen auftreten

— Nachweis von neutralisierenden Antikérpern bei Schwer-Immunsupprimierten (telefonische
Kontaktaufnahme vorher dringend erbeten)

— Anzucht von Masern-, Mumps- und Rételnviren

— Abgabe von Virusstimmen, Kontrollmaterialien fiir die PCR und Referenz- bzw. Standardseren
(nach unseren Moglichkeiten)

— Beratung der Fachoffentlichkeit zu Fragen der Diagnostik sowie zur Interpretation der diagnos-
tischen Ergebnisse und der molekular-epidemiologischen Analyse.

Die Arbeit des NRZ MMR wird alle 3 Jahre vom Wissenschaftlichen Beirat Public Health Mikrobio-
logie begutachtet. Wir veréffentlichen einen jahrlichen Bericht auf unserer Webseite. Wir bilden aus,
fithren Lehre durch und betreuen akademische Arbeiten. Unsere Forschungsinteressen fokussieren
sich auf die Analyse der virusinduzierten Pathogenese und Virulenz sowie die Erzeugung von Anti-
korpern, die als Therapiealternative fiir Menschen eingesetzt werden sollen, fiir die die Impfung kont-
raindiziert ist.
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ABSTRACT

Der Stand der Eliminationsbemiithungen zu Masern und Rételn
in Deutschland

Mankertz A, Friedrich N, Zimmermann C, Schmid B, Santibanez S

Fir die impfpraventablen Erkrankungen Masern und Rételn besteht ein Eliminationsziel der WHO,
in dessen Rahmen das NRZ MMR die laborgestiitzte Surveillance tibernimmt: Klinische Verdachts-
fille werden untersucht und aktuell zirkulierende Masern-, Mumps- und Rételnviren genetisch cha-
rakterisiert. Diese Daten tragen entscheidend zur Beschreibung von Ausbriichen und des Standes der
Eliminationsbemithungen bei. Die erhobenen Daten werden der Nationalen Verifizierungskommis-
sion Masern/Rételn (NAVKO) zur Verfiigung gestellt und der Regionalen Verifizierungskommission
(RVC) der WHO-Region Europa berichtet. In unserem Beitrag werden wir erliutern, inwieweit
Deutschland Fortschritte im Hinblick auf das Erreichen dieses Ziel gemacht hat.
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Das Nationale Referenzzentrum fiir Meningokokken und Haemophilus influenzae (NRZMHi) ent-
stand aus der Fusion des NRZ fiir Meningokokken (NRZM) und des Konsiliarlabors fiir H. influenzae
(KLHi) im Jahr 2014. Es fithrt im Auftrag des Robert Koch-Instituts (RKI) die Laborsurveillance inva-
siver Meningokokken- und H. influenzae-Infektionen durch. Hierbei bestitigt es die Speziesidentifi-
kation der eingesandten Erreger aus Blut und Liquor sowie im Falle von Meningokokken auch aus
anderen primir sterilen Materialien mittels phinotypischer und molekularer Methoden. Bei bestitig-
ter Spezies fiihrt das NRZMHi Typisierungen und Resistenztestungen durch. Beim Verdacht auf eine
invasive Meningokokken-Infektion ohne kulturellen Nachweis kann das NRZMHi die Erreger auch
aus klinischem Material mittels PCR nachweisen und typisieren. Zudem bestimmt das NRZMHi
bakterizide Antikorper (sogenannter Serumbakterizidie-Test) zum Immunititsnachweis bei geimpf-
ten Personen gegen die Serogruppen A, B, C, W und Y.

Wihrend die Fallzahlen invasiver Meningokokken-Infektionen in Deutschland seit Jahren einen ab-
nehmenden Trend aufweisen, nehmen invasive H. influenzae-Infektionen zu. Diese Entwicklung
wurde durch die COVID-19-Pandemie unterbrochen. So wurden 2020 bis 2022 deutlich weniger
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invasive Meningokokken- und H. influenzae-Fille registriert als in den Vorjahren. Seit 2023 erreichen
bzw. tibertreffen die invasiven Fille beider Erreger jedoch wieder die pripandemischen Zahlen.

Ein Riickgang invasiver Meningokokken-Infektionen ist seit den 2000er Jahren in Deutschland zu
verzeichnen. Diese Entwicklung ist dhnlich auch in anderen europiischen Lindern zu beobachten.
Der Riickgang von Serogruppe C-Erkrankungen lisst sich zum Teil auf die seit 2006 vorhandene
Impfempfehlung zurtickfithren. Die Inzidenz invasiver Meningokokken-Infektionen betrug 2019
0,31/100.000 Einwohner. Sie sank in den Jahren der COVID-19-Pandemie 2020 (0,17/100.000 Ein-
wohner) und 2021 (0,09/100.000 Einwohner) ab und stieg 2022 allmahlich wieder an (0,17/100.000
Einwohner). Das NRZMHi erhielt im Jahr 2022 insgesamt 205 Proben von 182 Patienten. Hierbei
konnten Meningokokken bei 122 Patienten mit invasiver Infektion nachgewiesen werden. Die Mehr-
heit der Isolate gehorte der Serogruppe B (75 Isolate, 62 %) an, gefolgt von den Serogruppen Y (29
Isolate, 24 %), W (7 Isolate, 6 %), und C (5 Isolate, 4 %). Insgesamt war der Anteil der Serogruppe B
in den letzten Jahren konstant, wihrend die Anteile der Serogruppen W und Y zunahmen, parallel
zur Abnahme der Serogruppe C.

Die Epidemiologie invasiver H. influenzae-Infektionen war bis in die 199oer-Jahre von Serotyp b
(Hib)-Infektionen bei Kindern dominiert. Seit der Einfithrung der Hib-Impfung sind Hib-Erkran-
kung selten geworden. Invasive Infektionen durch unbekapselte H. influenzae-Stimme (sog. nicht
typisierbare, NTHi) vor allem bei erwachsenen Patienten im Senium fiithrten jedoch seit den 2000er
Jahren in Deutschland zu einer Inzidenzzunahme. Die Inzidenz invasiver H. influenzae-Infektionen
betrug 2019 1,15/100.000 Einwohner. Sie sank 2020 (0,63/100.000 Einwohner) und 2021 (0,44/
100.000 Einwohner) ab und stieg 2022 auf 1,2/100.000 Einwohner. Im Jahr 2022 untersuchte das
NRZMHi insgesamt 952 Einsendungen. Die Diagnose von H. influenzae wurde in 803 invasiven Fil-
len bestidtigt, von denen Isolate eingesendet wurden. Wie in fritheren Jahren gehorte die Mehrheit
der Blut- und Liquor-Isolate zu NTHi (647 Isolate, 81 %), gefolgt von Hif als dem haufigsten Kapseltyp
(88 Fille, 11 %). Hib stellte den dritthdufigsten bekapselten Serotyp dar (27 Fille, 3 %).

Das NRZMHIi hat verschiedene Forschungsvorhaben zur Diagnostik und Epidemiologie von Menin-
gokokken und H. influenzae durchgefiihrt und ist an nationalen und internationalen Surveillance-
Projekten beteiligt.

Im Rahmen des vom RKI geforderten nationalen Netzwerks zu Invasiven Bakteriellen Infektionen
(IBI) war das NRZMHi federfiihrend in einer multizentrischen Privalenzstudie zum bakteriellen Tra-
gertum im Rachen von ilteren Menschen aus Aachen, Wiirzburg und Oberschleifheim. Es ist aktuell
beteiligt an einem internationalen Konsortium von Referenzlaboratorien aus 30 Landern weltweit zur
Erforschung der Auswirkungen der COVID-19-Pandemie auf invasive Infektionen von Bakterien, die
respiratorisch tibertragen werden.

Im NRZMHi wurden zahlreiche Untersuchungen zur Genetik der Kapselsynthese von Meningokok-
ken durchgefiihrt, bei denen u. a. die Bedeutung einer einzigen Aminoséiure fiir die Expression der
Serogruppe W bzw. Y nachgewiesen wurde. Im Rahmen der Entwicklung des Protein-basierten Se-
rogruppe B-Impfstoffs war das NRZMHi an einer Pilotstudie zur Abdeckung der in Europa zirkulie-
renden Stimme beteiligt. Die retrospektive Charakterisierung rezidivierender invasiver Meningokok-
ken-Erkrankungen ergab ein 50-fach hoheres (Wieder-) Erkrankungsrisiko der Patienten im Vergleich
zur Normalbevolkerung, was fiir eine Impfung der Patienten nach einer Infektion spricht.

Das NRZMHi hat in mehreren Arbeiten die Genetik des Kapselgenlokus von H. influenzae erforscht
und hierbei auch die diagnostische PCR zum Nachweis des Serotyps e weiterentwickelt. In ver-
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schiedenen Studien untersuchte es zudem die Epidemiologie der Antibiotikaresistenz von H. influen-
zae in Deutschland und arbeitet derzeit mit der Paul Ehrlich-Gesellschaft fiir Infektionstherapie an
der Analyse der Antibiotikaresistenz bei H. influenzae aus nicht-invasiven HNO-Infektionen.

Das NRZM ist seit 2002 am Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie der Universitit Wiirzburg ange-
siedelt. Mit dem Wechsel des NRZ von der Universitit Heidelberg wurden molekulare Subtypisie-
rungen etabliert, zum einen die DNA-Sequenztypisierung der Auflenmembranproteine PorA, als Er-
satz fiir die oft ergebnislose serologische Typisierung, und FetA, die zur Differenzierung von Stim-
men mit gleicher Serogruppe dienen und bis 2018 die Basis fiir spatio-temporale Analysen des NRZ
zur Ermittlung von molekularen Erkrankungsclustern war. Des Weiteren wurde die 1998 publizierte
Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) zur Erfassung der globalen Epidemiologie durchgefiihrt. Seit
2019 werden alle invasiven Meningokokken genom-sequenziert. Die Analyse der Sequenzen erfolgt
mittels core genome MLST (cgMLST), auf deren Basis genetische Cluster ermittelt werden.

Das KLHi wechselte 2008 von der Universitit Mainz an das Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie
der Universitit Wiirzburg. Der Schwerpunkt auf padiatrische Isolate wurde auf eine Laborsur-
veillance aller Isolate aus Blut und Liquor im Sinne des IfSG erweitert. Seither wird die Spezies alle
invasiven Isolate anhand phanotypischer Merkmale und dem Nachweis der speziesspezifischen Gene
fucK bzw. ompP2 sowie ggf. der Sequenzierung des ompP06-Gens nachgewiesen. Die Serotypisierung
mittels Objekttrageragglutination wird durch den Nachweis des Kapselgens bexA und ggf. serotyp-
spezifischer Gene verifiziert. Dariiber hinaus kénnen zur Aufklirung méglicher Ubertragungen und
fiir vertiefte epidemiologische Analysen die Stimme durch MLST und Genomsequenzierung gene-
tisch charakterisiert werden. Das NRZMH]i hat hierfiir eigens ein cgMLST-Schema etabliert.

Durch den tragischen Verlust des langjidhrigen Leiters des NRZMHi Ulrich Vogel im Jahr 2022 wurde
die Leitung kommissarisch von Heike Claus tibernommen. Das Institut fiir Hygiene und Mikrobio-
logie der Universitit Wiirzburg strebt eine Bewerbung als Nationales Referenzzentrum fiir die neue
Berufungsperiode unter der gemeinsamen Leitung von Heike Claus und Thién-Tri Lim an. Mit den
langjdhrigen Mitarbeitern wird angestrebt, die Laborsurveillance und die wissenschaftliche Arbeit in
ihrer bestehenden Qualitit konsequent fortzufithren bzw. weiter auszubauen
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Einsendungen von Neisseria meningitidis- und Haemophilus influenzae-Isolaten aus invasiven Erkrankungsfallen und Abdeckung
der Laborsurveillance durch das Nationale Referenzzentrum fiir Meningokokken und Haemophilus influenzae (NRZMHj).

Die Abdeckung wurde aus der Anzahl eingesandter Isolate im Verhiltnis zu der Anzahl der beim Robert Koch-Institut registrierten
invasiven Infektionen errechnet.
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ABSTRACT 1

Laborsurveillance invasiver Meningokokkeninfektionen
in Deutschland

Claus H, Krone M, LAm T-T

Am Nationalen Referenzzentrum fiir Meningokokken und Haemophilus influenzae (NRZMHi) wer-
den invasive Meningokokkenisolate sowie klinische Proben von Patienten mit Verdacht auf eine Me-
ningokokkeninfektion untersucht. Neben der Speziesidentifizierung, Serogruppenbestimmung und
Resistenztestung wurde seit 2002 eine molekulare Typisierung zweier Auflenmembranproteine
durchgefiihrt. Diese Typisierungsmethode erméglichte es, die hoch-variablen Meningokokken tiber
die Serogruppenbestimmung hinaus zu unterscheiden und genetische spatio-temporale Cluster zu
identifizieren, welche den zustindigen Gesundheitsimtern mitgeteilt wurden. Seit der Implementie-
rung der Genomsequenzierung aller Isolate im Jahr 2019 werden genetische Cluster retrospektiv auf
der Basis des core genome multilocus sequence typing ermittelt. Im Rahmen der integrierten geno-
mischen Surveillance werden die Genomsequenzen zukiinftig an das RKI und deren Auswertung an
die Primdrlabore und Gesundheitsimter tibermittelt.

Wihrend der COVID-19-Pandemie ging die Anzahl invasiver Meningokokkeninfektionen deutlich
zuriick. In einer gemeinsamen Untersuchung von Referenzlaboren aus 26 Landern konnte gezeigt
werden, dass die Abnahme der Infektionsfille mit den Lock-down-Mafinahmen der jeweiligen Staa-
ten korrelierte. Ab dem 4. Quartal 2023 war wieder ein Anstieg der Fallzahlen zu verzeichnen, der
fast ausschliefllich und zu gleichen Teilen durch die Serogruppen B und Y hervorgerufen wurde.
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Aufler den routinemifiigen Titigkeiten werden Projekte zu verschiedenen Fragestellungen bearbei-
tet. Aufgrund der Zunahme von Serogruppe W (MenW)-Infektionen, beginnend 2010 im Vereinigten
Konigreich, wurde unter Federfithrung des NRZMHi eine retrospektive Erfassung der Meningokok-
ken-Epidemiologie mit Schwerpunkt MenW in 13 europiischen Lindern durchgefiihrt.

In Erginzung zu Rifampicin, Ciprofloxacin und Ceftriaxon wird in vielen Lindern Azithromycin zur
Postexpositionsprophylaxe (PEP) bei Kontaktpersonen von Patienten mit einer invasiven Meningo-
kokkeninfektion empfohlen. Bei der Untersuchung einer Auswahl von 200 Meningokokkenstim-
men des NRZMHi wurde keine Azithromycin-Resistenz nachgewiesen, sodass Azithromycin seit
2021in die STIKO-Empfehlungen zur PEP aufgenommen wurde.

In seltenen Fillen treten bei Patienten rezidivierende Infektionen auf. Die Auswertung der am NRZ-
MHi bearbeiteten Fille ergab ein 5o-fach hoheres Risiko fiir eine Meningokokkeninfektion bei Pati-
enten, die bereits eine Infektion durchgemacht hatten, im Vergleich zur Normalbevélkerung.

Aufgrund des Nachweises Ciprofloxacin-resistenter unbekapselter Meningokokkenstimme des klo-
nalen Komplexes (cc) 175 im NRZMHi und weiterer Fille in vier europdischen Lindern wurde unter
Federfithrung des englischen NRZ eine umfassende genomische Analyse weltweiter cci75 Isolate
durchgefiihrt.

Aufgrund der wechselnden Epidemiologie der Meningokokkeninfektionen ist insbesondere die Sur-
veillance der zirkulierenden Serogruppen von Bedeutung fiir angepasste Impfempfehlungen.

ABSTRACT 2

Tatigkeiten und Projekte des NRZMHi zu Haemophilus influenzae

Lam T-T, Krone M, Claus H

Die Aufgaben des Nationalen Referenzzentrums fiir Meningokokken und Haemophilus influenzae
(NRZMHi) umfassen u. a. die Bestitigung der Speziesdiagnose von H. influenzae aus Liquor und
Blut, deren Typisierung und Resistenztestung. Die Fallzahlen invasiver H. influenzae-Infektionen in
Deutschland nahmen bis 2019 stetig zu. Betrug die Inzidenz 2010 noch 0,26 Fille/100.000 Einwoh-
ner, so lag sie 2019 bei 1,15. Analysen des NRZMHi zusammen mit dem Robert Koch-Institut besti-
tigten fiir Deutschland die globale Beobachtung, dass in Lindern mit allgemeiner H. influenzae Sero-
typ b (Hib)-Impfung invasive Infektionen durch unbekapselte Isolate (NTHi) eine zunehmende Rolle
spielen.

Die COVID-19-Pandemie fiithrte zu einer drastischen Reduktion invasiver Hi-Infektionen. In einer
gemeinsamen Untersuchung von Referenzlaboren aus 26 Lindern der ganzen Welt konnte gezeigt
werden, dass die Abnahme der Infektionsfille mit den Lock-down-Mafinahmen der jeweiligen Staa-
ten korrelierte. Mit dem Ende der Pandemie zeigte sich 2023 eine auffillige Zunahme der Einsen-
dungen an das NRZMHi (bis 31.08. 1194 Untersuchungsauftrige, darunter 991 aus invasiver Infek-
tion), die pripandemische Raten bereits tibertreffen (2019: 865 Einsendungen, darunter Isolate von
737 Patienten mit invasiven Infektionen).
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Neben Projekten zur Weiterentwicklung und Validierung diagnostischer Untersuchungsmethoden
und zur Epidemiologie liegt ein Forschungsschwerpunkt des NRZMHi auf der Resistenzsurveillance
von H. influenzae. Langzeituntersuchungen des NRZMHi weisen auf eine Zunahme der Resistenz
invasiver Isolate gegen Aminopenicilline hin. So stieg die Resistenz gegen Ampicillin von 9 % (2010)
auf 21 % (2022). Hingegen zeigten ausfiihrliche Analysen unter kombinierter Anwendung unter-
schiedlicher Testmethoden eine geringe Privalenz (jeweils <1 %) von Resistenzen gegen Cefotaxim,
Piperacillin/Tazobactam und Ciprofloxacin. Untersuchungen zu Imipenem zeigten eine iiberra-
schend hohe Privalenz von 13,5 %, welche aber nicht mit einer verminderten Empfindlichkeit gegen
Meropenem einherging. Das NRZMHi konnte mit einer Kombination aus Mikrodilution, Gradien-
tenagardiffusion und molekularer Analyse nachweisen, dass die Imipenem-Resistenz vermutlich auf-
grund mehrerer Mechanismen zustande kommt. Wegen moglicher heterogener Expression scheint
die eigentlich als Goldstandard geltende Mikrodilution die Imipenem-Resistenzen weniger sensitiv
nachzuweisen als die Gradientenagardiffusion.

Aufgrund drastisch steigender Fallzahlen und zunehmender Resistenzentwicklung ist die Sur-
veillance invasiver H. influenzae-Infektionen weiterhin wichtig. Insbesondere besitzt sie einen beson-
deren Stellenwert hinsichtlich der zunehmenden epidemiologischen Bedeutung von invasiven Infek-
tionen durch NTHi und einer méglichen ergdnzenden Impfung zu Hib.
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Das Nationale Referenzzentrum fiir Mykobakterien (NRZMyk) gehorte zu den ersten Referenzzen-
tren in Deutschland und hat seit jeher seinen Sitz im Forschungszentrum Borstel. Schon vor der
offiziellen Berufung durch das Bundesministerium fiir Gesundheit im Jahr 1992 lag der wissen-
schaftliche Fokus auf Mykobakterien-Diagnostik und Tuberkulose, bereits seit den 1940er Jahren, als
das Forschungszentrum Borstel ins Leben gerufen wurde. Seit 1996 trigt es zusatzlich die Auszeich-
nung als ,Supranationales Referenzzentrum® (SRL) der Weltgesundheitsorganisation. Neben der Di-
agnostik steht die Forschung im Mittelpunkt, insbesondere die Entwicklung, Verbesserung und Be-
wertung neuer Techniken zur schnelleren Diagnose von Tuberkulose (TB) sowie die Untersuchung
von Antibiotikaresistenzen, die Entwicklung neuer Wirkstoffe und die Ubertragung von TB in Linder
mit niedriger und hoher Inzidenz.

Jahrlich werden am NRZ etwa 12.000 Proben zur Identifizierung von Mykobakterien und zur Emp-
findlichkeitspriifung untersucht, und das Zentrum bietet Schulungen fiir tiber hundert Giste pro
Jahr in verschiedenen Bereichen der TB-Diagnostik an. Das NRZ bietet zudem umfassende Bera-
tungsdienste fiir Diagnostiklabore und Arzte an und beantwortet Fragen zur Epidemiologie, Diagnos-
tik und Therapie von TB.
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Das NRZ konzipiert und leitet den INSTAND-Ringversuchs , Tuberkulose“, der kontinuierlich erwei-
tert wird und etwa 300 internationale und nationale Teilnehmer umfasst. Es arbeitet auch als Berater
fiir verschiedene internationale NGOs, darunter die WHO, Médecins Sans Frontiéres (MSF), das In-
ternationale Komitee vom Roten Kreuz (ICRC), die Foundation for Innovative New Diagnostics
(FIND), die Kreditanstalt fiir Wiederaufbau (KfW) und die KNCV Tuberculosis Foundation, und tragt
so zur internationalen EndTB-Partnership bei.

Trotz verschiedener Herausforderungen, wie der Bezug und die Inbetriebnahme des neuen NRZ-
Laborgebidudes, wurden in den letzten Jahren wichtige Meilensteine erreicht und modernste Diag-
nostik auf internationalem Standard durchgefiihrt. So wurde z. B. die neue EUCAST-Referenzme-
thode zur Empfindlichkeitspriifung von Mycobacterium tuberculosis Komplex (MTBK)-Stimmen im-
plementiert und in verschiedenen Studien eingesetzt. Derzeit laufen am NRZ drei wichtige Studien
zur Entwicklung neuer TB-Medikamente und zur Festlegung von klinischen Grenzwerten unter Ver-
wendung dieser EUCAST-Referenzmethode.

Im Rahmen des Aufbaus einer Integrierten Genomischen Surveillance (IGS) mit dem Teilprojekt TB
(IMS-TB) wurden die Abldufe fiir Datenaustausch, Datenanalyse und Ergebniskommunikation in Zu-
sammenarbeit mit den Teams am Robert Koch-Institut (RKI) kontinuierlich verbessert. Das PHIMS-
Projekt wurde erfolgreich abgeschlossen und in das Nachfolgeprojekt IMS-TB tiiberfithrt, das am
01.01.2023 begonnen hat. Das Ziel dieses neuen Projekts ist die Sequenzierung aller in Deutschland
isolierten MTBK-Stimme. Bisher wurden die Genome von insgesamt 4104 MTBK-Stimmen sequen-
ziert, davon allein 1439 im Jahr 2022, und vorldufig analysier. Dies entspricht mehr als 30 % aller im
Jahr 2022 gemeldeten kulturell positiven Tuberkuloseerkrankungen. 2023 wurden bereits die Ge-
nome von 1163 MTBK-Stimmen sequenziert. Im Rahmen dieses wurde mit allen sequenzierten
MTBK-Stimmen, die am NRZ in den Jahren 2020, 2021 und 2022 eingegangen oder angezogen
wurden, eine Clusteranalyse durchgefiihrt. Die Clusterdaten werden dem RKI iibermittelt und flieflen
in die IGS-TB ein. Relevante Cluster werden tiber das RKI den Gesundheitsimtern iibermittelt, die
cgMLST Datenbank am NRZ stellt zurzeit die Grundlage fiir eine prospektive IGS dar und erméglicht
einen sofortigen Abgleich der Genomdaten neuer MTBK-Stimme mit in der Datenbank gespeicher-
ten Datensitzen. Die vorhandenen Daten konnten in 2021 und 2022 bereits fiir gezielte Anfragen von
Gesundheitsimtern zu einzelnen Isolaten herangezogen werden.

Es konnten bedeutende Fortschritte in verschiedenen Projekten zur Vorhersage von Resistenzen ba-
sierend auf den Genomen klinischer MTBK-Stimme erzielt werden. Die Entwicklung von Interpre-
tationsdatenbanken wurde in internationalen Konsortien vorangetrieben, auch in enger Zusammen-
arbeit mit der WHO. In verschiedenen Studien wurde die molekulare Resistenzvorhersage insbeson-
dere fiir neuere MDR-TB-Medikamente wie Bedaquilin weiter verbessert, wodurch genombasierte
Resistenzberichte mit hoher Prizision erstellt und individualisierte Therapieschemata fiir Patienten
mit multiresistenter TB abgeleitet werden konnen. Es wurde auch gezeigt, dass mit der sogenannten
stargeted sequencing” Technologie ein umfassendes Resistenzprofil aus Primirproben innerhalb ei-
ner Woche erstellt werden kann. Diese Technologie wird derzeit intensiv validiert.

Ein weiteres Highlight im letzten Jahr war die behordliche Zulassung und der reibungslose Umzug
in das neue NRZ-Gebidude. Nach fiinf Jahren Bauzeit und Gesamtkosten von 14,8 Millionen Euro,
finanziert vom Bund und dem Land Schleswig-Holstein, konnte das NRZ 2022 in eines der moderns-
ten TB-Labors weltweit umziehen. Es erfiillt nicht nur die hochsten technischen und arbeitsschutz-
rechtlichen Anforderungen eines modernen BSL3-Labors, sondern stellt auch sicher, dass der Stand-
ort fiir viele Jahre zukunftsfihig ist.
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Zu den Highlights gehéren unter anderem:
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Die Genomsequenzierung von 1163 M. tuberculosis Komplex-Stimmen im Jahr 2023 (Stand
18.08.2023) und 1439 Stimmen im Jahr 2022 im Rahmen des Pilotprojekts zur Implementie-
rung einer integrierten nationalen Erregersurveillance (IMS-TB).

Die Anwendung der neuen EUCAST-Referenzmethode zur Validierung neuer Methoden zur
Empfindlichkeitstestung von Tuberkulosebakterien.

Die Leitung des Workpackages Qualititskontrolle der Referenzlaboratorien Europas im Rahmen
des ERLN-TB-Netzwerkes (ECDC).

Die Zulassung und der Bezug des NRZ-Neubaus im Dezember 2022.

Die Ermittlung der Resistenzprofile neuer Antibiotika im Rahmen des ERA4TB-Konsortiums
zur Entwicklung neuer Tuberkulosemedikamente.

Die Evaluierung mehrerer neuer diagnostischer Tests, darunter targeted next-generation se-
quencing, molbio Truenat, BD Max und Hain FluoroType.

Der Aufbau von targeted next-generation sequencing in Namibia, Eswatini und Mosambik im
Rahmen des BMG SubSaharanSeqnet-Projekts unter der Leitung des NRZ im Global Health
Protection Programm.

Der Start des EDCTP ,PanGenS“ (Pan-Africa Network for Genomic Surveillance of Poverty-
Related Diseases and Emerging Pathogens) unter der Leitung des NRZ zur Etablierung einer
molekularen Surveillance mit 12 afrikanischen Lindern in Zusammenarbeit mit der , African
CDC*, der Gates Foundation und anderen Stakeholdern.

Die Mitwirkung an der Erstellung der S2K-Behandlungslinie zur Infektionspravention bei
Tuberkulose, des Leitlinien Amendments zur MDR-TB und der S3-Leitlinie zur Privention von
Tuberkulose bei MigrantInnen.

Die Beteiligung am NTP-Review fiir die Ukraine durch das Regional Oftfice for Europe der
WHO.

Die Schulung von fiinf Monteillet-Musiolik-Fellows zur Ausbildung in klinischer und laborme-
dizinischer Mykobakteriologie sowie von externen Hospitanten und Hospitantinnen.

Die Mitarbeit von Prof. Niemann in der , European Laboratory Initiative“ der WHO.

Die Veréftentlichung des ersten , Catalogue of mutations in Mycobacterium tuberculosis com-
plex and their association with drug resistance“ der WHO.

Umfassende Studien zu Resistenzmechanismen, Populationsstruktur und Ausbreitung von
tuberkulésen und nicht tuberkulosen Mykobakterien wie M. abscessus (CronoClone, DZIF
Clinical Leave).

Die Ermittlung der Resistenzprofile neuer Tuberkulosemedikamente im Rahmen des ERA4TB-
Konsortiums.



Nationales Referenzzentrum fiir Mykobakterien

Teamfoto: Mitarbeitende des NRZ fiir Mykobakterien

Wichtige Publikationen
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ABSTRACT 1

Whole genome sequencing based diagnostics and transmission
analysis of Mycobacteria tuberculosis complex strains

Friesen |, Kuhns M, Kohl T, Niemann S
(National Reference Laboratory for Mycobacteria, Research Center Borstel, Borstel, Germany)

For the first time in a decade, there has been a notable increase in the number of people infected with
tuberculosis (TB) and TB related deaths. This increase can be attributed to a reduced access and pro-
vision of essential TB services during the COVID-19 pandemic. In 2021, more than 10.5 million people
fell ill with TB worldwide, and 1.6 million people died from the disease. The TB pandemic is exacer-
bated by the emergence of drug resistant (DR), multidrug-resistant (MDR), and extensively drug re-
sistant (XDR) TB. These data underline the urgent need to better define underlying mechanisms e.g.,
factors driving tuberculosis (TB) transmission in a particular setting, and to develop new interven-
tions.

Hence, next Generation Sequencing (NGS) based pathogenomics allows for rapid analysis of nearly
complete genomes of clinical Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) strains. NGS based whole
genome sequencing (WGS) analysis goes far beyond conventional molecular tests e.g., for drug sus-
ceptibility testing by detection of variants in virtually all target genes involved in resistance develop-
ment (resistome analysis). Simultaneously, it allows for high-resolution strain comparison e.g., for
outbreak analysis or even longitudinal genome based molecular epidemiological studies.

At the National Reference Laboratory (NRL) for Mycobacteria, we develop and use WGS based ap-
proaches for diagnostics and strains comparison in molecular epidemiological studies in low and high
incidence setting. Workflows have been developed that allow WGS based diagnostics of clinical iso-
lates in few days and at low costs. Interpretation databases esp. for newer MDR TB treatment drugs
such as bedaquiline are constantly developed. Currently, large scale geno-to-phenotype correlation
studies are ongoing to validate WGS based diagnostic procedures.

Also, WGS is used for molecular epidemiological studies in Germany (e.g., Frankfurt, Hannover,
Hamburg) to get in depth information about current TB transmission dynamics in the country. To-
gether with the RKI, we are building up prospective Integrated Molecular Surveillance of Tuberculosis
(IMS-TB), which aims at significantly enhancing outbreak monitoring, transmission chain detection,
and molecular cluster identification. Additionally, IMS-TB prioritizes continuous monitoring of es-
sential pathogen characteristics, including antibiotic resistance and virulence, based on genome
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sequences. IMS-TB strives to contribute to an improved understanding and continuous monitoring
of TB in Germany, further supporting the public health service (OGD).

ABSTRACT 2

EUCAST Reference Method for Antimicrobial Susceptibility Testing
of Mycobacteria tuberculosis complex to Antimicrobial Agents

Andres S, Kuhns M, Niemann S, Friesen |
(National Reference Laboratory for Mycobacteria, Research Center Borstel, Borstel, Germany)

Phenotypic susceptibility testing (pDST) for Mycobacterium tuberculosis has traditionally used a binary
method in liquid cultures, classifying outcomes as susceptible or resistant. This method, often relying
on limited databases for cutoff values, do not meet the standards set for antibiotic susceptibility testing
(AST) in other bacterial diseases. While genome-based resistance testing gains popularity in MTBC
diagnostics, accurate pDST remains essential for correlating mutations with phenotypic expression,
especially when dealing with new anti-TB agents lacking known resistance mutations.

In 2019, the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) subcommittee
for antimycobacterial susceptibility testing (AMST) introduced a novel protocol using broth microdi-
lution (BMD) in Middlebrook 7Hg as a reference, with a carefully standardized inoculum. This inno-
vative approach, based on measuring MIC distributions in both wildtype and potentially resistant
strains, aims to establish Epidemiological Cut-off Values (ECOFFs) for existing and new drugs, deep-
ening our understanding of resistance mechanisms.

The National Reference Laboratory (NRL) for Mycobacteria, working with six international sites, in-
cluding reference laboratories in France, Sweden, and South Africa, is pioneering this method for
antibiotics without established phenotypic testing protocols. Currently, surrogate methods are cali-
brated against the EUCAST reference method for bedaquiline, clofazimine, levofloxacin, and line-
zolid. The study assesses culture media from three manufacturers and establishes quality control (QC)
ranges and targets for drugs, using both the reference method and BMD dry microtiter plates (Thermo
Fisher). MTB H37Rv ATCC 27294 is tested at seven labs over ten days using various media. Addition-
ally, each lab evaluates 30 clinical isolates using the reference method, BMD dry plates, and BACTEC
MGIT 960 AST (Becton Dickinson, BDQ only), including up to 20 significant, resistant isolates.

In the initial phase, consistent H37Rv MIC results were obtained across labs. Deviations occurred
when controlling CFU targets for individual test methods. Following consultation with EUCAST-
AMST, one medium was chosen, and QC ranges for bedaquiline and clofazimine were adjusted for
the EUCAST method.

This standardized protocol not only improves our ability to assess MTBC drug susceptibility but also
offers insights into TB resistance patterns, combined with genomic data. It equips us with a robust
toolkit for customizing effective treatments and holds promise in addressing tuberculosis, a global
health challenge.
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Das Nationale Referenzzentrum (NRZ) fiir Papillom- und Polyomaviren ist seit 2009 am Institut fiir
Virologie der Uniklinik K6ln lokalisiert. Humane Papillomviren (HPV) verursachen sowohl gutartige
als auch bosartige Lisionen von Haut und Schleimhaut wie Warzen, Kondylome, oder Larynxpapil-
lome bzw. Zervix-, Anal-, Vulva-, Vaginal-, Penis- und Oropharynx-Karzinome. Das Merkelzell-
Polyomavirus kann das aggressive Merkelzellkarzinom verursachen, andere Humane Polyomaviren
(HPyV) konnen bei immunsupprimierten Patienten schwere Erkrankungen der Niere und der harn-
ableitenden Wege (BK-Polyomavirus) oder des Gehirns (JC-Polyomavirus) auslosen. Unser NRZ be-
schiftigt sich mit der Etablierung von Protokollen und der Verbesserung diagnostischer Pfade zum
Nachweis von Krankheiten, die durch HPV oder HPyV verursacht werden. Wir sind an der Erstellung
zahlreicher Leitlinien beteiligt (z. B. S3-Leitlinien ,Analkarzinom®, ,Vulvakarzinom®, ,Impfpriven-
tion HPV-assoziierter Neoplasien), unterstiitzten nationale und internationale Ringversuche im Rah-
men der Qualititssicherung und fithren eine Stammsammlung mit Referenzstimmen, die wir
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kontinuierlich erweitern. Fiir HPV und HPyV bieten wir zahlreiche iiber die Routine-Diagnostik hin-
ausgehende Spezialuntersuchungen an, unterstiitzen und beraten Labore und anfragende Arztinnen
und Arzte bei komplexen Fillen und halten verschiedene Fortbildungsveranstaltungen zu HPV oder
HPyV ab. Auflerdem fithren wir Studien zur Epidemiologie von HPV- und HPyV-Infektionen durch,
evaluieren diagnostische Testsysteme fiir diese Viren, und untersuchen die Wirksamkeit von Desin-
fektionsmittel gegen HPV.
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ABSTRACT 1

Langzeit-Nachweis intraanaler HPV16-Infektionen:
Persistenz oder Reinfektion?
Bopp L2, Silling S, Dilthey A3, Kreuter A4, Wieland U’
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Witten/Herdecke

Persistierende Infektionen mit Hochrisiko-HPV-Typen wie HPV16 konnen hochgradige anale Dys-
plasien (Krebsvorstufen) und Analkarzinome verursachen. Das Ziel dieser retrospektiven Studie war
es, zu untersuchen, ob der wiederholte und lang anhaltende Nachweis von HPV16 in intraanalen
Abstrichen von Minner, die mit HIV leben und Sex mit Mdnnern haben (HIV+MSM), eine persistie-
rende Infektion mit dem selben HPV16 Isolat oder wiederholte, neue Infektionen mit verschiedenen
HPV16 Isolaten darstellt.

Aus iiber 600 HIV+MSM die zwischen 2003 und 2019 an einem strukturierten Analkarzinom-Scree-
ning teilnahmen wurden 54 Patienten identifiziert, bei denen ein wiederholter Nachweis von intra-
analem HPV16 vorlag. Die mediane Follow-Up Zeit lag bei 6,8 Jahren (<1 bis > 13 Jahre). Die 54 Pati-
enten lieflen sich in zwei Gruppen einteilen, solche mit einem kontinuierlichen Nachweis von HPV16
(Gruppe 1: alle Abstiche HPV16+; n = 26) und solche mit intermittierendem Nachweis von HPV16
unterbrochen von HPV16-negativen Intervallen (Gruppe 2; n = 28). Zwei variable nicht-kodierende
Regionen des HPV16-Genoms (long-control region, LCR und non-coding region, NCR) wurden aus
156 HPV16-positiven Intraanal-Abstrichen der 54 Patienten mittels Sanger-Sequenzierung analysiert.
Die erhaltenen Ergebnisse wurden bei einzelnen Patienten mittels Whole-Genome Sequencing mit
NGS-Techniken bestitigt.

150 LCR- und 151 NCR-Sequenzen der 54 HPV1i6-positiven HIV+MSM konnten ausgewertet werden.
Die grofle Mehrheit der Patienten — 92 % (24/26) aus Gruppe 1 und 75 % (21/28) aus Gruppe 2 —
hatten jeweils absolut identische intra-individuelle NCR- und LCR-Sequenzen iiber Zeitriume von
mehreren Jahren. Nur wenige Patienten (8 % in Gruppe 1, 25 % in Gruppe 2) hatten wahrscheinliche
de-novo Infektionen mit verschiedenen HPV16-Varianten in ihren aufeinanderfolgenden Abstrichen.

Der wiederholte Nachweis von HPV16 in Intraanal-Abstrichen HIV+MSM stellt wahrscheinlich die
Langzeit-Persistenz des jeweils identischen HPV16-Isolats dar. Die Patienten sind vermutlich nicht
in der Lage die einmal erworbenen HPVi6-Infektionen zu eliminieren oder zu supprimieren und
haben deshalb ein stark erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von Analkarzinomen und deren Vorstu-
fen. Unsere Ergebnisse erklaren auch die schlechte Effektivitit der HPV-Impfung bei HIV+MSM be-
zliglich der Verhinderung analer Dysplasien und unterstiitzen die aktuellen STIKO-Empfehlungen
zur Impfung junger, HPV-naiver Kinder und Jugendlicher aller Geschlechter.
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ABSTRACT 2

Humaner Papillomvirus Onkogen (EG/E7)-mRNA-Test zum Nach-
weis hochgradiger analer Dysplasien bei HIV-positiven Minnern
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N W

Anale HPV-Infektionen und HPV-bedingte Dysplasien sind bei Mdnnern, die mit HIV leben und Sex
mit Miannern haben (HIV+MSM), sehr hdufig und die Progression von niedrig- (LSIL) zu hochgradi-
gen Dysplasien (HSIL) erfolgt schneller als bei HIV-negativen Personen.

Die vergleichende Evaluation von Hochrisiko (HR)-HPV-Onkogen (E6/E7)-mRNA- und HR-HPV-
DNA-Testen zum Nachweis hochgradiger analer Dysplasien bei HIV+MSM (“Diagnostic Accuracy“-
Studie). Dariiber hinaus haben wir die Zeit des HSIL-freien Uberlebens im Langzeitverlauf in Abhin-
gigkeit vom (HR)-HPV-Onkogen (E6/E7)-mRNA-Resultat bei Studieneintritt analysiert.

3.299 intraanale Abstriche von 882 HIV+MSM, die an einem Analkarzinom-Vorsorge-Programm mit
analer Zytologie/Histologie, hochauflésender Anoskopie und HPV-DNA-Nachweis teilnahmen, wur-
den zwischen Mai 2010 und November 2021 alle 6 bis 12 Monate gesammelt. Die Proben der Erstun-
tersuchung wurden HPV-genotypisiert sowie ein HPV-Onkogen (E6/E7)-mRNA-Nachweis von 14
HR-HPV-Typen (APTIMA® HPV-Assay) durchgefiihrt. Folgeuntersuchungen mit Zytologie/Histo-
logie sowie weitere HPV-DNA-Genotypisierungen wurden bei 669 Patienten bis zu 10 Jahre nach
Studieneintritt durchgefiihrt.

Bisher wurden 659 Baseline-Abstriche ausgewertet. Die Genotypisierung ergab die hochste Privalenz
fiir die HR-Typen HPV16 (37 %), HPV18 (15 %) und HPV58 (14 %), sowie fiir den Niedrig-Risiko Typ
HPVG (15 %). Fiir den Nachweis von HSIL betrugen Sensitivitit, Spezifitit, negativer und positiver
Vorhersagewert 95,5 %, 19,5 %, 95,5 % und 19,4 % fiir den HR-HPV-DNA-Test und 91,0 %, 37,4 %,
95,3 % und 22,7 % fiir den E6/E7-mRNA-Test. Die Auswertung der Langzeitdaten zeigte, dass 46 von
206 (22,3 %) Patienten mit einem positiven Onkogen (E6/E7)-mRNA Ergebnis und einer Zytologie
< LSIL bei Studienbeginn innerhalb der nichsten 36 Monate HSIL entwickelten, verglichen mit 7 von
16 (6,0 %) der Patienten, die bei Studienbeginn Onkogen (E6/E7)-mRNA-negativ waren. Fiinf Jahre
nach Studienbeginn lag der kumulative Anteil an Patienten ohne HSIL nach einem negativen Onko-
gen (EG/E7)-mRNA Testresultat bei 76 %, im Vergleich zu 38 % bei Patienten mit einem positiven
Testergebnis.

Im Vergleich zum HR-HPV-DNA-Nachweis, hat der HPV-Onkogen (E6/E7)-mRNA Nachweis eine
(fast 2-fach) erhohte Spezifitit sowie eine leicht verringerte Sensitivitit beziiglich der Erkennung
hochgradiger analen Dysplasien bei HIV+MSM. Dariiber hinaus besteht bei einem negativen Onko-
gen (EG/E7)-mRNA Test zu Beginn des Untersuchungsintervalls ein iiber 5 Jahre vermindertes Risiko
fur die Entwicklung von HSIL. Der HPV-Onkogen (EG/E7)-mRNA-Nachweis konnte ein geeigneter
Marker fiir die Verbesserung des Analkarzinom-Screenings bei Patienten, die mit HIV leben, sein.
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Als Teil des WHO-Netzwerkes Nationaler Poliolabore ist das NRZ PE in das Programm der globalen
Polioeradikationsinitiative (GPEI) integriert, welches neben der konsequenten Durchfithrung der
Impfungen auch eine Uberwachung der Poliovirus-Zirkulation (Surveillance) sowie das Laborcon-
tainment beinhaltet. Auch wenn inzwischen fast alle Regionen der Welt als poliofrei gelten, sind nach
wie vor Einschleppungen aus den verbliebenen Endemiegebieten (derzeit Pakistan und Afghanistan)
moglich. Wie die Erfahrungen der letzten Jahre gezeigt haben, kénnen auch vom oralen Polioimpf-
stoff (OPV) stammende Viren (Vakzineassoziierte Polioviren, VDPV) bei nicht ausreichender Popu-
lationsimmunitit in der Bevélkerung zirkulieren (cVDPV) und Polioepidemien hervorrufen. Aber
auch Personen mit Immundefizienz kénnen Polioviren iiber viele Jahre ausscheiden (iVDPV). Polio-
viren und deren mogliche Zirkulation miissen moglichst schnell nachgewiesen werden, um ggf. Maf2-
nahmen einleiten zu kénnen (Impfkampagnen, intensivierte Surveillance). Vorrangig kommt dabei
die syndromische Surveillance (bei Patienten mit akuten schlaffen Paresen (AFP) oder anderen po-
liokompatiblen Symtomen) zum Einsatz. Zusitzlich wird in der Endphase der GPEI auch die Unter-
suchung von Abwasserproben immer wichtiger.
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Zur Dokumentation der Poliovirusfreiheit Deutschlands gegentiber der WHO wird seit 2010 die
Enterovirussurveillance (EVSurv, www.evsurv.rki.de) durchgefiihrt. Dabei wird allen pidiatrischen
und neurologischen Kliniken eine kostenlose Untersuchung von Stuhl- und Liquorproben auf Entero-
viren bei Patienten mit Verdacht auf Meningitis/Enzephalitis oder eine akute schlaffe Lihmung (AFP)
angeboten. Die Untersuchungen mittels PCR/Sequenzierung, Anzucht und Typisierung werden in
einem vom NRZ PE koordinierten bundesweiten Labornetzwerk (LaNED) durchgefiihrt. Regelmi-
Rige Ringversuche, die in Zusammenarbeit mit INSTAND e.V. durchgefiihrt werden, dienen dabei
der Qualititssicherung. Im NRZ PE werden vorrangig positiv vorgetestete Proben untersucht, bei
denen eine Typisierung in den LaNED Laboren nicht gelungen ist. Ziel ist es, in allen Proben u. a.
durch Sequenzanalysen in verschiedenen Genombereichen Polioviren auszuschlieRen bzw. deren
Ursprung (Impf-/ VDPV /Wildviren) zu ermitteln. Hier ist das NRZ PE zudem auch als Regionales
WHO-Referenzlabor fiir Poliomyelitis international titig.

Pro Jahr werden im Rahmen der EVSurv ca. 2000 Proben untersucht, von denen ca. 25 % Enterovirus
positiv sind. Polioviren wurden bisher nicht nachgewiesen. Die Ergebnisse werden pseudonymisiert
an die Geschiftsstelle der Nationalen Poliokommission am RKI tibermittelt und an die WHO gemel-

det.

Zusitzlich zur syndromischen erfolgt der Poliovirusausschluss auch in Enterovirus positiv vorgetes-
teten (vorwiegend respiratorischen) Proben unabhingig von der zugrundeliegenden Symptomatik.

Fiir ein besseres Verstindnis der Epidemiologie enteroviraler Infektionen ist auch eine Uberwachung
zirkulierender Nicht-Polio Enteroviren (NPEV) von grofler Bedeutung. Da es sich bei Enterovirusin-
fektionen nicht um bundesweit meldepflichtige Erkrankungen bzw. Erreger nach Infektionsschutz-
gesetz (IfSG) handelt (auler Poliomyelitis), ist das NRZ PE auf die Unterstiitzung der Gesundheits-
dmter sowie der einsendenden Arzteschaft angewiesen. Durch molekulare Untersuchungen kénnen
Ausbriiche (z. B. Echovirus Typ 30) und schwer verlaufende Infektionen durch Enteroviren (z. B.
Enterovirus Ayi, Echovirus 1) besser charakterisiert werden.

Zu diesem Zweck wurde vor einigen Jahren das Europdische Netzwerk fiir Nicht-Polio-Enteroviren
(ENPEN) unter der Schirmherrschaft der Europdischen Gesellschaft fiir klinische Virologie (ESCV)
eingerichtet. ENPEN bringt Fachleute aus verschiedenen klinischen Fachbereichen (Pidiatrie, Neu-
rologie, Virologie), aus Einrichtungen des 6ffentlichen Gesundheitswesens, nationalen Referenzlabo-
ratorien und Hochschulen aus iiber 20 europiischen Lindern zusammen. Das NRZ PE beteiligt sich
seit Beginn aktiv an diesem Netzwerk, dessen Hauptziel die Sensibilisierung fiir eine wirksamere
Erkennung von Erkrankungen durch Enteroviren, Austausch von Daten zu Ausbriichen und neu auf-
tretende Enteroviren sowie die Verbesserung entsprechender Surveillancemafnahmen ist.

Das NZR PE verwendet zum Nachweis von Enteroviren parallel sowohl virologische als auch mole-
kulare Methoden. Die Virusanzucht auf verschiedenen Zelllinien (primar RD-A und CaCo-2, die die
Vermehrung aller Enteroviren erlauben, aber auch die poliospezifische L20B-Zelle) erméglicht wei-
terfiihrende Untersuchung der Isolate. Das NRZ PE verfiigt inzwischen tiber eine umfangreiche
Stammsammlung aus Isolaten der letzten 6o Jahre. Auf molekularer Ebene erfolgt der primére Nach-
weis von Enteroviren durch nested PCR mit Primern aus der hochkonservierten nicht-kodierenden
Region (5'NCR). Positive Proben werden anschliefSend mittels gruppenspezifischer PCR (fiir die
Gruppen A-D) getestet. Durch Sequenzierung erfolgt die Typ-/Genogruppenzuordnung. So kénnen
Aussagen zur Erregervariabilitit, insbesondere zur antigenen Drift innerhalb eines Enterovirustyps
getroffen werden. Als Beispiel dient hier die molekulare Untersuchung von Enterovirus 771 (EV-A71).
Dieser Virustyp verursacht vor allem in Sudostasien immer wieder grofe Hand-Fuf3-Mund-
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Epidemien mit teilweise fatalen Krankheitsverldufen. In Deutschland wird EV-A71 vorrangig bei asep-
tischen Meningitiden/Enzephalitiden nachgewiesen, aber auch bei Patienten mit akuten schlaffen
Paresen. Vor einigen Jahren konnte im NRZ PE eine neue rekombinante Variante innerhalb der Ge-
nogruppe C1 nachgewiesen werden, welche spiter in vielen Lindern detektiert wurde und auch Aus-
briiche verursachte (z. B. Hirnstammenzephalitiden in Spanien).

Da in Lindern, die ausschlieflich den inaktivierten Polioimpfstoff (IPV) verwenden (der vor Erkran-
kung, aber nicht vor Infektion schiitzt), die syndromische Surveillance an ihre Grenzen st63t, konnte
zusitzlich auch die virologische Untersuchung von Abwasserproben als Frithwarnsystem immer
wichtiger werden. Bei einer ausreichend hohen Sensitivitit sind zirkulierende Polioviren aufgrund
der geringen Manifestationsrate bereits mehrere Monate vor dem Auftreten eines klinischen Falls
nachweisbar. Um auf die perspektivischen Verinderungen der WHO-Anforderungen zu Sur-
veillancestrategien reagieren zu kénnen, wird am NRZ PE in enger Kooperation mit dem Umwelt-
bundesamt (UBA) im Rahmen eines BMG-geférderten Projektes an diesem Thema gearbeitet. Dazu
wurde zunichst eine Methode zum sicheren Nachweis von Polioviren aus Abwasserproben etabliert
und durch Untersuchung von Proben aus mehreren Klirwerken auf Praxistauglichkeit getestet.
Polioviren wurden aus Abwasserproben aller drei Klirwerke nachgewiesen, wobei es sich nicht um
Wildviren handelte. Neben der Virusanzucht, die derzeit im Vergleich zum direkten Nachweis mittels
PCR wesentlich sensitivere Ergebnisse liefert, wird auch an der Etablierung molekularer Methoden
gearbeitet. So wird der Mehrwert molekularbiologischer Methoden fiir den Nachweis bzw. die Typi-
sierung von Polioviren direkt aus Abwasserproben unter Umgehung der Zellkultur durch Testung
und Vergleich verschiedener Gesamtgenomsequenzierungsverfahren (z. B. Illumina, Nanopore,
baits- und capture Ansitze) sowie verschiedener PCR-Verfahren (z. B. qPCR, dPCR) ermittelt.
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ABSTRACT

Vorstellung des Nationalen Referenzzentrums
fiir Poliomyelitis und Enteroviren

Diedrich S, Béttcher S

Zu den Hauptaufgaben des NRZ Poliomyelitis und Enteroviren gehért neben der Uberwachung der
Zirkulation und molekularen Charakterisierung verschiedener Enterovirustypen auch die Bereitstel-
lung von Daten zur Dokumentation der Poliovirusfreiheit Deutschlands gegentiber der WHO. Hier-
fiir konnen verschiedene Surveillance-Ansitze verfolgt werden. Seit 2010 wird in Deutschland die
Enterovirussurveillance (EVSurv, www.evsurv.rki.de) durchgefiihrt, die vor allem pidiatrischen und
neurologischen Kliniken eine kostenlose Untersuchung von Stuhl- und Liquorproben auf Enteroviren
bei Patienten mit Verdacht auf eine enterovirusbedingte Meningitis/Enzephalitis oder eine akute
schlaffe Lihmung (AFP) anbietet. Im qualititsgepriiften Labornetzwerk (LaNED) werden die Proben
in insgesamt 13 Landes-, universitiren und Privatlaboren untersucht und die Ergebnisse an das RKI
an die Geschiftsstelle der Nationalen Poliokommission iibermittelt. Jihrlich werden zwischen 2000
und 3000 Proben untersucht, der Positivenanteil betrug in den Jahren vor der Pandemie zwischen
20 % und 35 %, Polioviren wurden nicht nachgewiesen.

Da eine Poliovirusinfektion in den meisten Fillen subklinisch oder mit unspezifischen Symptomen
wie Fieber und/oder Kopfschmerzen verlduft, kann der Polioausschluss auch in Enterovirus positiv
vorgetesteten Proben unabhingig von der zugrundeliegenden Symptomatik erfolgen (laborbasierte
Surveillance). Hierfiir wurden in einer ersten Pilotrunde Mitglieder eines medizinischen Laborver-
bandes gebeten, Enterovirus vorgetestete Proben zur Typisierung einzusenden. Insgesamt wurden
ca. 500 Proben typisiert, Polioviren konnten in allen Proben ausgeschlossen werden.

Im Rahmen des globalen Polioeradikationsprogramms wird es mit fortschreitendem Erreichen des
Eradikationsziels zunehmend schwieriger, eine unerkannte Zirkulation von Polioviren in der Bevol-
kerung mittels einer syndromischen Surveillance zu erkennen. Da Polioviren sehr umweltstabil sind
und effizient mit dem Stuhl ausgeschieden werden, kann eine Testung von Abwasserproben hier
wertvolle erginzende Daten liefern. Bei einer ausreichend hohen Sensitivitit sind zirkulierende Po-
lioviren bereits mehrere Monate vor dem Auftreten eines klinischen Falls nachweisbar. Somit kann
dieses System als Fritherkennungssystem genutzt werden, um entsprechende Public Health rele-
vante Maflnahmen (Impfkampagnen, intensivierte AFP-Surveillance) rechtzeitig einzuleiten. In einer
Machbarkeitsstudie wurde im NRZ PE der Workflow fiir einen sensitiven Poliovirusnachweis aus
Abwasserproben etabliert und mittels einer regelmifiigen Testung von Abwasserproben in der Praxis
getestet.

Des Weiteren erfiillt das NRZ PE auch die Aufgaben eines WHO Regionalen Referenzlabors fiir Polio,
beteiligt sich an den Initiativen des ECDC im Rahmen des ENPEN-Netzwerkes und steht dem OGD
fiir Riickfragen und der Untersuchung von Ausbruchsgeschehen zur Verfiigung.
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Das Nationale Referenzzentrums (NRZ) fiir Retroviren ist eingebettet in die klinische-diagnostische
Virologie (Akkreditierte und validierte virologische Diagnostik, GMP-zertifiziert nach EU-Standard,
Priflabor nach § 14 Abs.4 Nr.3 und § 20b AMG) sowie unterstiitzt durch mehrere HIV-Forschungs-
gruppen am Max von Pettenkofer-Institut der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen.

Unser Leistungsangebot im Bereich der Retrovirologie umfasst u. a. eine umfangreiche retrovirologi-
sche Spezial-Diagnostik, drztliche Beratung bei der Abklirung unklarer retrovirologischer Fille oder
einer eventuellen HIV-Transmission, sowie Offentlichkeitsarbeit und nationale Qualititssicherung
im Bereich der Diagnostik und die Erstellung von Leitlinien.

Die Aktivititen des NRZ fiir Retroviren werden durch grundlagenorientierte, translationale und kli-
nische Forschungsprojekte zu HIV in unserem Miinchner Institut komplementiert. Als offizielles
Publikationsorgan des NRZ fiir Retroviren veréffentlichen wir ein ,Retroviren Bulletin“. Hierin wer-
den aktuelle wissenschaftliche und klinische Themen aus dem gesamten Spektrum der Retrovirologie
fiir ein breites (Fach-) Publikum dargestellt.
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Teamfoto: Mitarbeitende des NRZ fiir Retroviren (© Stephanie Schmidt)

Wichtige Publikationen

Rapid, efficient and activation-neutral gene editing of polyclonal primary human resting CD4+ T cells
allows complex functional analyses. Albanese M, Ruhle A, Mittermaier J, Mejias-Pérez E, Gapp M,
Linder A, Schmacke NA, Hofmann K, Hennrich AA, Levy DN, Humpe A, Conzelmann KK, Hor-
nung V, Fackler OT, Keppler OT. Nat. Methods. 2022 Jan;19(1):81-89. doi: 10.1038 /s41592-021-
01328-8. Epub 2021 Dec 23. PMID: 34949807Free PMC article.

Severe underquantification of HIV-1 group O isolates by major commercial PCR-based assays. Berger
A, Muenchhoft M, Hourfar K, Kortenbusch M, Ambiel I, Stegmann L, Heim A, Sarrazin C, Ehret
R, Daniel V, Wasner M, Plantier J-C, Eberle J, Giirtler L, Haberl AE, Stiirmer M, Keppler OT. Clin
Microbiol Infect. 2020 Dec;26(12):1688.e1-1688.e7. doi: 10.1016/j.cmi.2020.03.004. Epub 2020
Mar 14. PMID: 32184172.

Comparative multi-assay evaluation of Determine™ HIV-1/2 Ag/Ab Combo rapid diagnostic tests in
acute and chronic HIV infection. Wratil PR, Rabenau HF, Eberle J, Stern M, Miinchhoff M, Fried-
richs I, Stiirmer M, Berger A, Kuttner-May S, Miinstermann D, Lucht A, Meixenberger K, Bannert
N, Keppler OT. Med Microbiol Immunol. 2020 Apr;209(2):139-150. doi: 10.1007/s00430-019-
000655-0. Epub 2020 Feb 8. PMID: 32036450.

Drug Resistance Spread in 6 Metropolitan Regions, Germany, 2001 — 2018. Stecher M, Chaillon A,
Stephan C, Knops E, Kohmer N, Lehmann C, Eberle ], Bogner J, Spinner CD, Eis-Huibinger AM,
Wasmuth JC, Schifer G, Behrens G, Mehta SR, Vehreschild JJ, Hoenigl M. Emerg Infect Dis.
2020 Oct;26(10):2439-2443. doi: 10.3201/eid2610.191506. PMID: 32946725,

Impact of raltegravir on HIV-1 RNA and DNA forms following initiation of antiretroviral therapy in
treatment-naive patients. Stephan C, Baldauf HM, Barry J, Giordano FA, Bartholomae CC, Haberl
A, Bickel M, Schmidt M, Laufs S, Kaderali L, Keppler OT. ] Antimicrob Chemother. 2014
Oct;69(10):2809-18. doi: 10.1093/jac/dku213. Epub 2014 Jun 23. PMID: 24962031.
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ABSTRACT 1

Basic characterization of Squirrel Monkey Retrovirus infection
of human cells

Stern M, Nagl D, Xiao Q, Hauser A, Kuut G, Mejias Pérez E, Mairhofer H, Nitschko H, Hornung V, Keppler OT

Squirrel monkey retrovirus (SMRV) is a type D betaretrovirus that was first isolated in 19777 from
tissues of Saimiri sciureus monkeys. Little is known about basic characteristics of SMRYV infection.
Here, we report the persistent infection of the human B cell lymphoma cell line BLaER: with SMRV
and describe fundamental aspects of the biology of SMRV replication in human cells. BLaER1 cells
carry multiple integrated copies of the SMRV DNA genome and culture supernatants contain high
levels of SMRV RNA and reverse transcriptase activity. Supernatants of BLaER1 cells can initiate a
titratable, spreading, non-cytopathic infection in several human cell lines of hematopoietic and epi-
thelial origin. In contrast, primary human CD4 T cells and monocyte-derived macrophages cannot be
productively infected. SMRYV virions can be pelleted by sucrose gradient ultracentrifugation and are
rendered non-infectious by conventional retrovirus inactivation procedures. Effective control of SMRV
infection is achieved by target cell treatment with interferon-alpha or specific nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitors and integrase inhibitors. BLaER1 cells display several insertions of the SMRV pro-
virus within exonic regions and knockout of the SMRV reverse transcriptase gene abolishes shedding
of infectious particles. Of note, despite persistent productive SMRYV infection BLaER1 cells apparently
do not mount an innate immune response hinting at an undefined retroviral stealth mechanism.
Taken together, this study establishes basic characteristics of SMRV biology and demonstrates a broad
cellular tropism of this retrovirus with a replication restriction in primary hematopoietic cells.

ABSTRACT 2

Quantification of the intact HIV-1 proviral reservoir using
digital PCR

Muenchhoff M, Brommer A, Jocham L, Kombak L, Keppler OT

Persistent latent reservoirs of intact HIV-1 proviruses, capable of rebounding despite suppressive ART,
hinder efforts towards an HIV-1 cure. Hence, assays specifically quantifying intact proviruses are cru-
cial to assess the impact of curative interventions. Recent advances in this field leveraged digital PCR
technology to quantify intact proviruses by targeting multiple regions in the HIV-1 genome. However,
the currently available protocols such as the Intact Proviral DNA Assays (IPDA) were developed based
on HIV-1 Subtype B isolates and are problematic in detecting other HIV subtypes. We performed in
depth in silico analyses of the currently available protocols using alignments of all major circulating
HIV-1 subtypes and detected high predicted failure rates for non-subtype B isolates as expected. We
carefully designed four improved PCR assays in highly conserved regions of the HIV genome that can
be multiplexed in one digital PCR reaction to quantify genetically intact proviruses. We assessed this
assay in silico and in vitro with standard material and clinical samples from donors infected with
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diverse HIV-1 subtypes. In comparison to the previously available tests, our assay showed improved
target recognition across all analysed subtypes. We are aiming to further refine this assay to then apply
for regulatory approval as an accredited in house-assay meeting the specifications set out in the in vitro
diagnostic regulations (IVDR) imposed by the EU.
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Das Nationale Referenzzentrum fiir Salmonellen und andere bakterielle Enteritiserreger (NRZ-Salm)
ist am RKI-Fachgebiet ,Bakterielle darmpathogene Erreger und Legionellen (FG 11) angesiedelt. Im
NRZ-Salm werden wichtige, durch Lebensmittel und Wasser iibertragene humanpathogene bakteri-
elle Erreger wie Salmonella enterica (inkl. S. Paratyphi und S. Typhi), intestinal pathogene E. coli ins-
besondere EHEC, Campylobacter spp., Yersinia spp. und Shigella spp. bearbeitet. Infektionen durch
darmpathogene bakterielle Erreger besitzen mit ca. 60.000 gemeldeten Fillen pro Jahr in Deutsch-
land und dartiber hinaus eine grofle Bedeutung. Dabei spielen als Krankheitsbild die Diarrh6 aber
auch invasive Infektionen z. B. bei Salmonellen, das Himolytisch Urdmische Syndrom (HUS) bei
EHEC und Postinfektionssyndrome, wie das Gullain-Barré Syndrom bei einer Campylobacter Infek-
tion, eine Rolle.

Das NRZ-Salm beschiftigt sich mit der laborgestiitzten epidemiologischen Uberwachung dieser
darmpathogenen Erreger, der molekularen Analyse des Erregerwandels und -wechsels, der
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Charakterisierung epidemischer Klone und der Antibiotika-Resistenzentwicklung. Die bei der Erre-
ger-typisierung gewonnenen Daten wurden fiir die Analyse von Trends in den Erregerpopulationen
herangezogen, z. B. zur Einschitzung der Antibiotikaresistenz-Situation bei den bearbeiteten Enteri-
tis-Erregern (Beteiligung an GERMAP). Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Arbeit ist die Erfor-
schung von Virulenz-, Resistenz- und Persistenzstrategien. Beispiele hierfiir sind die Arbeiten zu
neuen Antibiotikaresistenzplasmiden bei Salmonellen und auch der Wandel von O-Antigenen bei
besonders virulenten EHEC Typen (Pietsch et al. Microbial Genomics 2021, Lang et al. Microbiology
Spectrum 2023).

In den letzten Jahren erfolgte die Umstellung der komplexen Typisierung der am NRZ-Salm bearbei-
teten Erreger auf molekulare und genombasierte Methoden (Schnelltests/PCR und NGS) mit dem
Ziel der Etablierung einer integrierten genomischen Surveillance (IGS). Die klassische Basistypisie-
rung (Phanotypisierung) der Erregerisolate zur initialen Charakterisierung, auf deren Grundlage die
Auswahl zur weiterfithrenden Typisierung (molekulare Methoden und NGS) erfolgte, wurde fiir diese
Erreger entsprechend reduziert. Die Analyse der Vielzahl an Infektionsclustern der o.g. Erreger er-
folgt in enger Zusammenarbeit mit dem Fachgebiet 35 der RKI-Abteilung fiir Infektionsepidemiolo-
gie, sowie den Nationalen Referenzlaboren (NRL) des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung (BfR),
dem Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) und dem Konsiliarlabor
(KL) HUS der Westfilischen Universitit Miinster. Das NRZ-Salm ist nach DIN/EN (ISO) 15189 und
17025 akkreditiert und die Verfahren im akkreditierten Bereich wurden dementsprechend auf diese
Situation angepasst. Im Rahmen von BMG geforderten Projekten und Programmen (GenoSalmSurv,
IGS-Zoo, 9-Punkte-Plan und IMS-RKI) sowie im Projekt MiGenomeSurv wurden Verfahren und Vor-
gehensweisen zur Erregeriiberwachung und Clusteranalyse etabliert und getestet. Alle Reinkulturen
der bearbeiteten Erregerisolate werden der Stammsammlung des NRZ Salm hinzugefiigt. Im Rah-
men der Beratungstitigkeit werden unter Beteiligung des NRZ Salm mehrere RKI-Ratgeber zu In-
fektionskrankheiten und die S2k-Leitlinien zu Gastrointestinalen Infektionen tiberarbeitet.

Teamfoto: Die Aufgaben des NRZ Salmonellen und andere bakterielle Enteritiserreger werden neben einer Reihe von weiteren Aufgaben im RKI-Fachgebiet fiir
Darmpathogene bakterielle Erreger und Legionellen wahrgenommen (Fotonachweis: Isabell Ramming)
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novel <i>Salmonella enterica</i> subspecies <i>enterica</i> serotype (11:z41:e,n,z15) attributable to
sesame products in five European countries, 2016 to 201y. Euro Surveill. 2019 Sep;24(36):1800543.
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ABSTRACT 1

O-Antigen Diversification Masks Identification of
Highly Pathogenic Shiga
Toxin-Producing Escherichia coli O104:H4-Like Strains

Lang C, Fruth A, Campbell IW 2, Jenkins C 3, Smith P 4, Strockbine N 4, Weill FX 5, Niibel U 78, Grad YH9, Waldor MK 2910,
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Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) can give rise to a range of clinical outcomes from diar-
rhea to the life-threatening systemic condition hemolytic-uremic syndrome (HUS). Although STEC
O157:H7 is the serotype most frequently associated with HUS, a major outbreak of HUS occurred in
201 in Germany and was caused by a rare serotype, STEC O104:H4. Prior to 2011 and since the out-
break, STEC O104:H4 strains have only rarely been associated with human infections. From 2012 to
2020, intensified STEC surveillance was performed in Germany where the subtyping of ~ 8,000 clin-
ical isolates by molecular methods, including whole-genome sequencing, was carried out. A rare STEC
serotype, O181:H4, associated with HUS was identified, and like the STEC O104:H4 outbreak strain,
this strain belongs to sequence type 678 (ST678). Genomic and virulence comparisons revealed that
the two strains are phylogenetically related and differ principally in the gene cluster encoding their
respective lipopolysaccharide O-antigens but exhibit similar virulence phenotypes. In addition, five
other serotypes belonging to ST678 from human clinical infection, such as OX13:Hy4, O1277:H4, OgN-
RKIg:Hy4, O131:Hy4, and O69:H4, were identified from diverse locations worldwide. IMPORTANCE
Our data suggest that the high-virulence ensemble of the STEC O104:H4 outbreak strain remains a
global threat because genomically similar strains cause disease worldwide but that the horizontal ac-
quisition of O-antigen gene clusters has diversified the O-antigens of strains belonging to ST678.
Thus, the identification of these highly pathogenic strains is masked by diverse and rare O-antigens,
thereby confounding the interpretation of their potential risk.
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ABSTRACT 2

Cluster dynamics of S. Typhimurium in Germany
over 3 years of genome-based surveillance.

Pietsch M, Simon S, Trost E', Lamparter M2, Marina C?, Fischer J?, Flieger A’

1 Robert Koch-Institute, Unit of Enteropathogenic Bacteria and Legionella (Unit 11), Wernigerode, Germany
2 German Federal Institute for Risk Assessment, Department Biological Safety, Berlin, Germany

Introduction: In Germany, Salmonellosis is the second most frequently reported bacterial diarrheal
disease. Zoonotic Salmonella spp. cause many regional and multinational food-borne outbreaks,
which are of great concern for public health and an economic risk factor for the food industry. Among
the reported Salmonella serovars in Germany, S. Typhimurium is the 2”4 most common next to
S. Enteritidis, with around 20 — 25 % of cases each year.

Whole Genome Sequencing (WGS) is a high-throughput method with excellent resolution for rapid
and accurate pathogen monitoring, infection source analysis, and has become the technology of choice
for outbreak analysis and surveillance. The intensified sequencing of isolates, due to lower costs and
establishment of the technology, results in more identified clusters compared to previous technologies
and additionally gives detailed insights into the cluster dynamics.

Material: The National Reference Center for Salmonella (NRC) received in the years 2020, 2021 and
2022 3,449 respective 3,115 and 3,861 Salmonella isolates, of which 975 respective 885 and 1,054 were
S. Typhimurium. The proportion of sequenced S. Typhimurium isolates was, in accordance with the
RKI molecular surveillance strategy, steadily increased. Since 2022 all S. Typhimurium isolates un-
dergo genome analysis at the NRC. Bioinformatic analysis of raw sequencing data and subsequent
cgMLST were performed using Ridom SeqSphere* applying the Enterobase derived cgMLST scheme.

Results: From 2020-2022, 2,302 S. Typhimurium isolates were sequenced, covering 61 % of received
isolates in 2020 up to 97.5 % in 2022. From these, 1,054 isolates were automatically attributed into
110 clusters (>=4 isolates). In contrast to that, 711 isolates were manually assigned to clusters, resulting
in 48 curated clusters of variable size (4 to 94 isolates per cluster) with epidemiological plausibility.
17 clusters showed activity longer than 6 months, while 21 clusters were active only for up to 2 months.
For 23 of the 48 curated clusters, matching isolates of non-human origin could be identified.

Conclusion: As expected, intensified genome-based surveillance of S. Typhimurium led to more and
larger cluster observations. The number of clusters, their growth kinetics and regional distribution
varied between different years of analysis and were depended on the ratio of sequenced/received iso-
lates.
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Wesentliche Aufgabe des Referenzzentrums ist die epidemiologische Uberwachung von Staphylo-
kokken- und Enterokokkeninfektionen sowohl innerhalb als auch auf3erhalb von Krankenhiusern so-
wie des Auftretens und der Verbreitung von Staphylokokken- und Enterokokkenstimmen mit wich-
tigen Resistenz- und Virulenzeigenschaften bzw. entsprechenden genetischen Determinanten.

Aufgaben

Neben der Analyse fiir den Einsender erfolgt eine Bearbeitung fiir die Gewinnung verallgemeinern-
der Schlussfolgerungen. Das in diesem Sinne bereits bestehende Netzwerk der Zusammenarbeit mit
Untersuchungsamtern, Einrichtungen des offentlichen Gesundheitswesens, Universititsinstituten
und -kliniken, Krankenhdusern und privaten Laboratorien soll auch zukiinftig durch gezielte Studien
mit Spezifitit fiir relevante klinische Facher erginzt werden.
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In Zusammenarbeit mit einer Reihe von Universititsinstituten fiir Medizinische Mikrobiologie und
Einrichtungen klinischer Fachdisziplinen werden ausgewihlte Fragen der Atiologie und Infektiologie
von Staphylokokken- und Enterokokkeninfektionen bearbeitet. Dabei liegt bei den Enterokokken ein
spezielles Augenmerk auf der Analyse von Resistenzen gegen Reserveantibiotika (Linezolid, Tigecyc-
lin, Daptomycin), weswegen wir unsere Einsender explizit bitten, dem NRZ entsprechende Isolate
mit Verdacht (oder bestitigt) zukommen zu lassen.

Teil Staphylokokken

Ausgehend von Kenntnissen iiber die klonalen Strukturen bei Staphylococcus aureus (S. aureus) und
koagulase-negativen Staphylokokkenspezies (KNS) werden Staphylokokken-Isolate, die lokal als Ver-
ursacher von Ausbriichen auftreten, mit konventionellen Verfahren und molekularen Methoden (first
line: spa-Typisierung; fiir ausgewihlte Fragestellungen: Whole Genome Sequencing (WGS)) typisiert.
Als konventionelle Verfahren dienen validierte Methoden der Empfindlichkeitstestung tiber Mikro-
bouillonverdiinnungsverfahren und der Speziesbestimmung mittels MALDI TOF MS und molekula-
rer Verfahren. Die Isolate werden weiterhin im Hinblick auf relevante Resistenz- und Virulenzeigen-
schaften (phinotypische Resistenz- und Toxinbestimmung sowie Gen-Nachweis mittels PCR oder
Ableitung aus WGS Daten) charakterisiert. Fuir die Auswertung wurden Datenbanksysteme fiir mo-
lekulare Typisiermethoden aufgebaut. Diese Datenbanksysteme sind Ausgangspunkt eines Netzwer-
kes mit Einrichtungen in Deutschland, in denen selbst eine molekulare Typisierung erfolgt, sowie fiir
Aufbau und Mitwirkung in einem Netzwerk der europiischen Referenzlaboratorien fiir Staphylokok-
ken.

Durch die Verordnung zur Anpassung der Meldepflicht gemifl § 7 Infektionsschutzgesetz (IfSG)
wurde die Meldepflicht auf den direkten Nachweis von Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) aus
Blut oder Liquor ausgedehnt. Seit dem o01.07.2009 besteht damit fiir die Labore eine namentliche
Meldepflicht fiir den Nachweis von MRSA aus Blut oder Liquor. Wir bitten alle Labore, die gemelde-
ten MRSA Isolate aus Blut und Liquor an das NRZ fiir eine detaillierte Analyse zu schicken.

Teil Enterokokken

Ausgehend von Kenntnissen tiber die klonalen Strukturen bei Enterococcus faecium und E. faecalis, die
lokal als Verursacher von Ausbriichen auftreten, werden Enterokokken-Isolate mit konventionellen
Verfahren und molekularen Methoden typisiert. Als konventionelle Verfahren dienen Methoden der
Empfindlichkeitstestung tiber Mikrobouillonverdiinnungsverfahren und der Speziesbestimmung
mittels MALDI TOF MS und molekularer Verfahren. Molekulare Methoden schlieffen die Erfassung
von ausgewihlten Resistenzgenen (vanA, vanB, cfr, optrA, poxtA) ein. Bei Bedarf stehen weitere Tests
sowie Referenzisolate zur Verfiigung (z. B. auf weitere Resistenzgene vanD bis vanG). Bei Verdacht
auf klonale Hiufungen wird eine Typisierung auf der Basis eines Vergleichs von WGS Daten durch-
gefiithrt (coregenomeMLST Vergleich).

Wir bitten alle Labore, VRE Isolate aus Blut und Liquor an das NRZ fiir eine detaillierte Analyse zu
schicken.
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ABSTRACT 1

Results of the German multicenter study using
CHROMagar LIN-R to detect linezolid-resistant enterococci

Bender JK, Fischer MA, Werner G and the German LRE multicenter study group

Background: In recent years, an increasing number of linezolid-resistant enterococci (LRE) was
recognized at the German National Reference Centre (NRC) for Enterococci. National guidelines on
infection prevention recommend screening for LRE in epidemiologically linked hospital settings with-
out referring to a reliable and rapid diagnostic method. Since 2020, CHROMAgar™ provide a chro-
mogenic linezolid screening agar, LIN-R, suitable to simultaneously screen for linezolid-resistant
staphylococci and enterococci. We tested application and performance of this agar with 12 German
partner sites, mainly university hospitals, during a 3 months period at the end of 2021.

Methods: An expanded risk-based screening for multidrug-resistant bacteria was performed in hospi-
tal wards that previously experienced VRE and LRE infections or colonizations. During the 3-month
study period, clinical samples were plated on CHROMAgar™ LIN-R. Antimicrobial susceptibility test-
ing was performed using VITEK2 or disc diffusion. At the NRC, linezolid resistance was determined
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by broth microdilution, multiplex-PCR for cfr/optrA/poxtA and by a restriction-based assay for 23S
rDNA mutations.

Results: The 12 participating study sites used 13,963 CHROMAgar™ LIN-R plates during the study
period. Of 442 presumptive LRE, 192 were confirmed by phenotypic methods. Of these, 161 were re-
ceived by the NRC and 121 (75 %) were verified as LRE. Most of LR-E. faecium 53/81 (65 %) exhibited a
23S rRNA gene mutation as the sole resistance-mediating mechanism, whereas optrA constituted the
dominant resistance trait in LR-E. faecalis [39/40 (98 %)]. Prevalence of LRE across sites was estimated
as 1% (ranging 0.18 % — 3.7 % between sites).

Conclusion: CHROMAgar™ LIN-R represents a simple and efficient LRE screening tool in hospital
settings. A high proportion of false-positive results demands validation of linezolid resistance by a
reference method.

ABSTRACT 2

MRSA on the decline —
tasks and duties of a National Reference Centre 2.0

Strommenger B, Layer F, Cuny C, Werner G

Background: The recent years showed a continuous decrease in MRSA rates in hospitals, but also in
outpatient settings. This is not only a trend in Germany, but also all-over large parts of Europe and
beyond. At the same time, the NRC encounters an increasing number of isolates of S. aureus and
other staphylococcal species with multi-resistance or resistance to antibiotics of the last resort submit-
ted for detailed analyses to the NRC.

Materials: Since the beginning of the 2000s, the NRC for Staphylococci has been analysing between
2500 and 4500 staphylococcal isolates annually from submissions of local laboratories and from a
wide variety of studies. All incoming isolates are phenotypically characterized and subjected to re-
sistance testing using broth microdilution according to EUCAST. In addition, all S. aureus isolates are
typed using spa-typing. Since 2015, WGS has been increasingly used for molecular characterization of
isolates. For S. aureus and S. capitis, core genome MLST (cgMLST) schemes are available for molecular
typing. For other species, we use in-house ad hoc cgMLST schemes to analyse strain relatedness (e.g.,
S. epidermidis). Since 2020, all MRSA from blood cultures have been subjected to WGS.

Results: Concurrently with the decline of MRSA rates, MRSA submissions have decreased over time,
whereas all submissions to the NRC remained constant. Frequent requests were still related to out-
break analyses, but also to classical surveillance tasks, which can be processed with much higher res-
olution using NGS. On the other hand, submissions of MSSA with “unusual” resistance phenotypes
(MRLM, “methicillin resistance lacking mec”) or resistances to antibiotics of the last resort (daptomy-
cin) are increasing. We also recognize an increase in submissions of coagulase-negative staphylococci
associated multi-resistance phenotypes and resistances to last resort antibiotics (linezolid).

Conclusion: In recent years, we have noticed a significant change in the requests addressed to the
NRC for staphylococci. Infections with MRSA and S. aureus still pose a significant burden to patients
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and infection prevention and control in general. Aspects of community- and livestock-associated
MRSA are constantly surveyed, resistances to last resort antibiotics were on the rise (cave: voluntary
submission).
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Aktuell nicht besetzt.
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Das NRZ fiir Surveillance nosokomialer Infektionen entwickelt fiir Einrichtungen der medizinischen
Versorgung jeweils an unterschiedliche Einrichtungsarten angepasste Surveillance-Methoden der Er-
hebung, Dokumentation, Auswertung, Analyse und Interpretation von nosokomialen Infektionen,
aber auch von Patienten mit multiresistenten Erregern, Antibiotikaanwendungen und Hindedesin-
fektionsparametern. Das entsprechende Projekt trigt den Namen Krankenhaus-Infektions-Sur-
veillance-System (KISS) und besteht bereits seit 1997. Die Methode wird fortlaufend evaluiert und
ggf. modifiziert.

An einer Surveillance interessierte medizinische Einrichtungen erhalten die Moglichkeit nach der
vom KISS vorgegeben und veréffentlichten Methode eine Surveillance eigenverantwortlich durchzu-
fithren. Dabei kann entweder die KISS-Methode ohne eigene Teilnahme am KISS genutzt werden,
oder eine Einrichtung kann sich auch aktivam KISS beteiligen und erhilt dann nach der Anmeldung
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kostenfreien Zugang zu einem webbasierten Datenmanagement-System (webKess). In webKess wer-
den die einrichtungsspezifisch erhobenen Daten von den Teilnehmern dokumentiert und kénnen
jederzeit vom Teilnehmer selbst auch ausgewertet werden. Durch die Standardisierung der Methode
ist es moglich die Surveillance-Daten aus verschiedenen am KISS beteiligten Einrichtungen zusam-
men zu fithren und anonymisiert als Orientierungswerte fiir Vergleiche zu nutzen. Die so gewonne-
nen Daten fungieren als Referenzwerte fiir Deutschland und werden regelmiflig veréffentlicht. Ein
Vergleich der eigenen Daten einer Einrichtung mit den Daten der KISS-Referenzwerte hilft bei der
Einordnung der eigenen Daten und ist eine Voraussetzung fiir die Analyse und Interpretation von
Surveillance-Daten zur Nutzung im Rahmen der internen Qualititssicherung. Das KISS unterstiitzt
die unterschiedlichen medizinischen Einrichtungen so bei der Durchfithrung der gesetzlich einge-
forderten Surveillance von nosokomialen Infektionen (inkl. Clostridioides difficile Infektionen —
CDI), der Surveillance von Erregern mit besonderen Resistenzen sowie der Antibiotikaanwendung
bei Frithgeborenen, bei denen die sonst geforderte Methode zur Antibiotika-Verbrauchs-Surveillance
uiber die Erhebung definierter Tagesdosen, nicht zur Anwendung kommen kann. Das KISS ist mo-
dular aufgebaut und medizinische Einrichtungen kénnen den Umfang ihrer Beteiligung an die ei-
gene Struktur und Erfordernisse anpassen. Aktuell beteiligen sich tiber 1.000 Akutkrankenhiduser an
mind. einem Modul des KISS und geben ihre Daten in webKess ein.

Zur Sicherstellung der Datenqualitit ist eine Teilnahme am KISS fiir die Infektions-Surveillance erst
nach Absolvierung eines Einfithrungskurses moglich. Zudem findet auf Eingabeebene bereits eine
Plausibilitatstiberpriifung mit ggf. einer Warnmeldung statt. Regelmifiges Training an Kasuistiken
erlaubt den Abgleich der Definitionsanwendung von Teilnehmern mit einer Musterlésung. Hier-
durch kénnen Sensitivitit und Spezifitit der Teilnehmer in regelmifligen Abstinden bestimmt wer-
den. Neben den schriftlichen Festlegungen zur Methodik bietet das NRZ einen telefonischen und
schriftlichen Support fiir administrative, technische und inhaltliche Fragestellungen an. Einmal jahr-
lich wird zudem ein Treffen mit den KISS-Teilnehmern vom NRZ organisiert. An diesen Treffen
nehmen regelmiflig iiber 8oo Personen aus den beteiligten Einrichtungen teil. Die Treffen dienen
in erster Linie dem Informationsaustausch zwischen NRZ und KISS-Teilnehmern. Die aktuellen Da-
ten der einzelnen Module werden vorgestellt, Modifikationen bei der Methodik werden hier kommu-
niziert, es gibt aber auch ein Training zur Auffrischung bzw. zur Selbstkontrolle der Methodenkennt-
nis. Seit der Pandemie finden diese Treffen als Online-Veranstaltung statt. Im Folgenden werden die
aktuell im KISS angebotenen Module kurz vorgestellt.

ITS-KISS-Infektionssurveillance

Erfassung nosokomialer Indikatorinfektionen auf Intensivstationen (ITS). Ermittlung einer Device-
assoziierten Infektionsrate pro Infektionsart pro ITS.

STATIONS-KISS-Infektionssurveillance

Erfassung nosokomialer Indikatorinfektionen auf Normalpflegestationen. Ermittlung einer Device-
assoziierten Infektionsrate pro Infektionsart pro Station.
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ITS-KISS-Erregersurveillance

Erfassung von Patienten mit Nachweis von multiresistenten Erregern (MRE — MRSA, VRE,
3/4MRGN) bzw. CDI auf Intensivstationen (ITS). Ermittlung von Nachweisraten pro Erreger und ITS.

STATIONS-KISS-Erregersurveillance

Erfassung von Patienten mit Nachweis von multiresistenten Erregern (MRE — MRSA, VRE,
3/4MRGN) bzw. CDI auf Normalpflegestationen. Ermittlung von Nachweisraten pro Erreger und
Station.

OP-KISS

Erfassung postoperativer Wundinfektionen und optional von Atemwegsinfektionen nach Indikator-
eingriffen bei stationir operierten Patienten. Ermittlung von Infektionsraten pro Indikator-OP-Art
und Abteilung.

NEO-KISS

Erfassung von nosokomialen Indikatorinfektionen, MRE und Antibiotikaanwendungen bei Frithge-
boren mit einem Geburtsgewicht unter 1.500g. Ermittlung von Infektionsraten, MRE-Raten und
Antibiotikaanwendungsdichten pro Abteilung.

CDI-KISS

Krankenhausweite Erfassung von CDI. Ermittlung von Infektionsraten pro Krankenhaus pro Jahr.

MRSA-KISS

Krankenhausweite Erfassung von Patienten mit MRSA. Ermittlung von Nachweisraten pro Kranken-
haus pro Jahr.

HAND-KISS

Ermittlung des Hindedesinfektionsmittelverbrauchs und ggf. der Compliance bei der Hindedesin-
fektion und ggf. der Hindedesinfektionsmittelspender-Ausstattung pro Station bzw. Funktionsbe-
reich bzw. Ambulante Medizin- bzw. in Alten- und Pflegeheimen.

Eine Teilnahme am KISS gilt inzwischen als ein Qualititsmerkmal, dass der OGD bei der Uberprii-
fung von medizinischen Einrichtungen daher hiufig mit abfragt. Und auch in den KRINKO Empfeh-
lungen zur Surveillance von nosokomialen Infektionen wird die Anwendung der KISS-Methode emp-
fohlen.
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ABSTRACT

Surveillance von nosokomialen Infektionen, multiresistenten
Erregern und hygienerelevanten Prozessparametern

in Deutschland mit KISS — Aktueller Stand und Ausblick

Geffers C, Gastmeier P, Aghdassi S, Piening B, Maechler F, Brodzinski A, Bunte K, Behnke M

Aktueller Stand

Die Verianderungen der Belegungszahlen in den Krankenhdusern, aber auch die Belastungen des
Klinikpersonals wihrend der Pandemie zeigt sich auch in den Daten des KISS. So sind die Teilneh-
merzahlen und auch die unter Surveillance stehenden Patientenzahlen in einigen KISS-Modulen
wahrend der Pandemie zuriickgegangen und erreichen nur langsam wieder ihre Ausgangswerte.
Trotz der teilweise schwierigen Situation beteiligten sich in 2022 aber immer noch 11077 Krankenhiu-
ser mit z. B. auch iiber 880 Intensivstationen (ITS) am KISS. An den vom NRZ digital organisierten
KISS-Treffen zum Erfahrungsaustausch nahmen beispielsweise in 2022 iiber 450 Mitarbeiter aus
den am KISS beteiligten Einrichtungen teil.
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Im Vortrag wird ein Uberblick iiber den aktuellen Stand der KISS-Datenbank gegeben und einzelne
interessante Aspekte werden gesondert dargestellt werden.

Ausblick

Wihrend eine hohe Zahl von Intensivstationen und operativen Abteilungen am KISS teilnehmen, ist
die Anzahl teilnehmender peripherer Stationen deutlich geringer. Ein Grund hierfiir kann sein, dass
das Aufwand-Nutzen-Verhiltnis bei einer manuellen Surveillance hier ungiinstiger ist. Das Auffin-
den von Infektionsereignissen wird auf Normalstationen im Vergleich zu ITS durch unterschiedliche
Faktoren erschwert (z. B. geringerer Anteil an Risikopatienten, Papierakten, geringerer Diagnosti-
kumfang). Es wird daher an der Entwicklung einer automatisierten Erhebung eines neuen Qualitits-
indikators fiir infektiose Komplikationen gearbeitet, der es erlauben wiirde im gesamten Kranken-
haus Aussagen zum Auftreten schwerwiegender infektioser Komplikationen zu treffen, um diese
dann fiir die Beurteilung der Effizienz bereits etablierter Infektionspriaventionsmafinahmen im Nor-
malpflegebereich zu nutzen.

Bei der traditionellen manuellen Infektionssurveillance hingt die Qualitit der KISS-Daten in erster
Linie davon ab, wie gut die Sensitivitit und Spezifitit der teilnehmenden Surveillance-Personen (SP)
bei der Diagnostik nosokomialer Infektionen ist. In der Vergangenheit wurden im Rahmen der Ein-
fithrungskurse die notwendigen Kenntnisse vermittelt und die Anwendung der KISS-Definitionen
trainiert. Dariiber hinaus wurden jihrlich Trainings-Kasuistiken an alle SP verschickt, und die Ergeb-
nisse der Teilnehmer wurden bei den jihrlichen Erfahrungsaustauschen besprochen. Das Ergebnis
der Diagnostikgenauigkeit der SP blieb jedoch ohne Konsequenz hinsichtlich der Moglichkeit der
Dateneingabe. Durch die Einfiihrung eines sogenannten KISS-Fiihrerscheins wird diese Limitation
nun iiberwunden. Es werden zukiinftig nur noch Surveillancedaten eines Krankenhauses berticksich-
tigt werden, wenn die SP den KISS-Fiithrerschein erfolgreich absolviert haben. Die Wissensvermitt-
lung und die Priifungen zum Erwerb des KISS-Fiithrerscheins sollen als Online-Format angeboten
werden.
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Das NRZ in Zahlen — ein Uberblick

1993 Beginn der Prionforschung an der Universititsmedizin Gottingen, 2006 Nationales Referenz-
zentrum fiir die Surveillance Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien, mehr als 500 Ver-
dachtsfallmeldungen der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) pro Jahr, 160 bis 180 gesicherte und
wahrscheinliche CJK-Fille in Deutschland pro Jahr, 30 Jahre Beratung der Kliniken und diagnosti-
scher Laboratorien.

Das Nationale Referenzzentrum fiir die Surveillance Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien
(NRZ TSE), welches in der Universititsklinik Géttingen lokalisiert ist, wird von Frau Prof. Dr. med.
Inga Zerr geleitet, die zugleich Oberirztin in der Klinik fiir Neurologie der Universitatsklinik Géttin-
gen ist. Zusitzlich sind in unserem Referenzzentrum weitere drztliche Mitarbeiter*innen, Studien-
assistent*innen, Neuropsycholog*innen sowie in unserem Labor Biolog*innen und medizinisch-
technische Assistent*innen titig.

Seit dem 1. Juni 1993 werden durch die CJK-Surveillance-Unit Gottingen CJK-Verdachtsfille in
Deutschland prospektiv in den jeweiligen Kliniken vor Ort untersucht. Die Ergebnisse der im NRZ
durchgefiihrten Untersuchungen des Liquor cerebrospinalis (14-3-3 Proteine) gehen in die Beurtei-
lung mit ein. Durch regelmifige Nachuntersuchungen werden Katamnesen erhoben und so eine
abschlieflende Diagnose erreicht. Seit dem Januar 2006 wird diese Arbeit im Rahmen des Nationalen
Referenzzentrumes fiir die Surveillance Transmissibler Spongiformer Enzephalopathien fortgefiihrt.
Unsere Tatigkeit fokussiert sich vor allem auf die Entwicklung und Verbesserung diagnostischer Ver-
fahren zur frithzeitigen Diagnose humaner spongiformer Enzephalopathien.

Unsere Aufgaben umfassen die irztliche Untersuchung und Beurteilung der Verdachtsfille ein-
schlieRlich einer konsiliarischen Mitbeurteilung und Erhebung von Katamnesen, die Beratung zu
Fragen der Diagnostik, Therapie und Hygieneaspekte humaner spongiformer Enzephalopathien, die
konsiliarische Mitbeurteilung von EEG- und MRT-Untersuchungen, die Differentialdiagnostik
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atypischer Demenzen, die Durchfithrung epidemiologischer Untersuchungen und Beratung von Arz-
tInnen, Krankenhiusern und 6ffentlichen Gesundheitsdiensten in der Aufklirung epidemiologischer
Zusammenhinge, das Fiihren einer Referenzdatenbank fiir humane spongiforme Enzephalopathien
einschlieflich Erfassung potenzieller Risikofaktoren, die Auswertung und Interpretation der verfiig-
baren Daten nach epidemiologischen Gesichtspunkten in Abstimmung mit dem Robert-Koch Insti-
tut, die Initilerung von und Mitarbeit bei Surveillanceprojekten sowie Schulungen und allgemeine
Fort- und Weiterbildungen auf dem Gebiet humaner spongiformer Enzephalopathien. Unser Labor
bietet dariiber hinaus Liquoruntersuchungen bei Verdacht auf Prionerkrankungen und differential-
diagnostisch in Abgrenzung zu anderen dementiellen Erkrankungen an. In regelmifligen Abstinden
informieren wir kooperierende Kliniken und einsendende Labore tiber die aktuellen Entwicklungen
in Rundschreiben.

Des Weiteren zihlen die Entwicklung von diagnostischen Verfahren, die Koordination bei der Stan-
dardisierung und Verbreitung allgemeingiiltiger Testverfahren, die Initiilerung und Durchfiihrung
von nationalen und internationalen Ringversuchen, die Diagnostik und Feintypisierung von Erregern
einschliellich molekularbiologischer Untersuchungen zur Aufklirung epidemiologischer Zusam-
menhinge, das Fiithren einer Probenbank und Abgabe von Referenzproben bzw. diagnostikspezifi-
schen Referenzpriparaten fiir diagnostische und wissenschaftliche Zwecke, die Beratung diagnosti-
scher Laboratorien, die epidemiologische Analyse und Bewertung der Resistenz- und Virulenzent-
wicklung sowie die Meldung der CJK-Verdachtsfille an die zustindigen Gesundheitsimter zu unse-
ren Tiatigkeiten.

Das Nationale Referenzzentrum forscht an der Entwicklung von frithen diagnostischen und thera-
peutischen Moglichkeiten bei Prionerkrankungen, insbesondere in den Bereichen Biomarker, Epide-
miologie und Therapie. Die Expertise des NRZ in der klinischen Diagnostik von Prionerkrankungen
und anderen rapid-progressiven demenziellen Erkrankungen sowie in den dazugehérigen Laborver-
fahren wird u. a. im Rahmen regelmifiger Publikationen der internationalen Fachgemeinschaft pra-
sentiert.

Die Hauptaufgabe unseres Labors stellt der Nachweis neuronaler Schadensmarker-Proteine im Li-
quor cerebrospinalis dar, der die klinische Verdachtsdiagnose der CJK unterstiitzt. Insbesondere
wichtig ist dabei die Untersuchung der Proteine 14-3-3.

Dartiber hinaus bieten wir in unserem Labor die Méglichkeit an, erginzend zum 14-3-3 ELISA/Wes-
ternblot Liquoruntersuchungen zum Nachweis einer erhthten Aggregationsneigung des Prionpro-
teins durchfiihren zu lassen. Mit dieser neuentwickelten Methode (Real-Time Quaking-Induced Con-
version, RT-QulC) gelingt es, die selbstreplizierenden Eigenschaften des pathologischen Prionpro-
teins nachzuahmen. Durch mehrere Amplifikationsschritte wird so die Menge des pathologischen
Prionproteins bis zur Detektionsgrenze angereichert. Publikationen in dem Bereich beschreiben eine
Sensitivitit fiir die sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit von ca. 9o Prozent bei einer nahezu 100-
prozentigen Spezifitit (Prion 2011 5: 150-3; Ann Neurol 2012; 72: 278-85). Unsere eigenen Daten er-
geben eine Sensitivitit von ca. 89 % und eine Spezifitit von > 99 % (Neurology 2018; 91:e331-€338)
sowie eine Sensitivitit von fast 100 % in Kombination mit anderen Biomarkern (MRT, Proteine 14-3-
3). Diese Methode erlaubt den Nachweis geringster Mengen des pathologischen Prionproteins (PrPs¢)
im Liquor cerebrospinalis. Die RT-QuIC-Methode bildet im NRZ einen wichtigen Baustein in der
Diagnostik von Prionerkrankungen und wird derzeit durch kein anderes Labor in Deutschland ange-
boten.
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Seit 2014 bietet unser Referenzzentrum auch eine Prion-Diagnostik bei Verdacht auf hereditire Pri-
onerkrankungen mittels Mutationsanalyse des Prionprotein-kodierenden Gens (PRNP) an. Fiir diese
Analyse wird DNA aus EDTA-Blut isoliert, bevor der fiir das Prionprotein-kodierende DNA-Abschnitt
in einer Polymerasekettenreaktion (PCR) unter Verwendung spezifischer Primer amplifiziert wird.
Das entstandene, aufgereinigte PCR-Produkt wird nach der Sanger-Methode sequenziert. Mehr als 17
verschiedene PRNP-Mutationen wurden seitdem in unserem Labor getestet und bestitigt.

Die Akquise von Probenmaterial von PatientInnen mit rasch progredienten dementiellen Erkrankun-
gen ist eine der wichtigen Aufgabe seit Beginn der Tdtigkeit des NRZ. Diese Proben werden nicht nur
fiir unsere eigene Forschungstitigkeit verwendet, sondern auch im Rahmen anderer Studien, teils
weltweit, zur Verfiigung gestellt. Nach einem standardisierten Protokoll werden Blut-, Urin- und Li-
quor-Proben und Trinenfluissigkeit asserviert. Zusitzlich wird autoptisches Material asserviert. Seit
2013 haben wir begonnen eine Gehirnprobenbank aufzubauen. Insgesamt wurden in den letzten Jah-
ren Proben aus verschiedenen Gehirnregionen von mehr als 258 Patienten in unserer Probenbank
asserviert.

Unser Referenzzentrum arbeitet eng mit Mitgliedern anderer europiischer Referenzzentren zur
Diagnostik und Epidemiologie spongiformer Enzephalopathien zusammen. Dies bezieht sich auf die
Erfassung aller Formen der CJK, deren deskriptive Epidemiologie und Erfassung von Risikofaktoren
sowie auf die gemeinsame Entwicklung von diagnostischen Parametern im Liquor im Rahmen von
Forschungsprojekten. Es bestehen enge Kontakte mit international anerkannten WHO-Referenz-
zentren flir Prionerkrankungen. Der kontinuierliche Abgleich der Daten mit anderen Lindern er-
laubt, die epidemiologische Situation in Deutschland vor dem Hintergrund der Zahlen anderer Lin-
der zu bewerten und einzuordnen.

AbschlieRend setzt sich unser NRZ zum Ziel, eine kontinuierliche Uberwachung des Auftretens von
Prionerkrankungen in Deutschland sicher zu stellen. Die hohe Meldebereitschaft von CJK-Verdachts-
fillen durch arztliche Kolleg*innen in Deutschland, die unverindert hohe Anzahl analysierter Liquor-
proben in unserem Labor sowie die kontinuierliche Meldung dieser Verdachtsfille an die 6ffentlichen
Gesundheitsimter spiegeln eine sehr gute Mitarbeit der neurologischen und psychiatrischen Klini-
ken mit unserem Referenzzentrum wieder und bilden auch in Zukunft eine solide Basis fiir die CJK-
Surveillance in Deutschland.
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ABSTRACT

Vorstellung des Nationalen Referenzzentrum
fiir humane spongiforme Enzephalopathien

Zerr |, Hermann P, Schmitz M

Das Nationale Referenzzentrum fiir humane spongiforme Enzephalopathien iibernimmt wesentliche
Aufgaben in der Diagnostik, Beratung und Surveillance der Erkrankung in Deutschland. Die Verbes-
serung der diagnostischen Mdglichkeiten, wie die Entwicklung der neuartigen Aggregationsassays,
tragt mafigeblich dazu bei, auch die Erfassung der neu auftretenden Fille in Deutschland zu verbes-
sern. Ein formaler Anstieg der CJK-Fille zeigte sich durch die Einfithrung der verbesserten diagnos-
tischen Kriterien seit 2018. Die ermittelte Inzidenz bleibt jedoch seit 2019 stabil. Die Implementie-
rung der PrP RT QulC in die klinische Diagnostik fithrte zur Verbesserung der diagnostischen Krite-
rien mit inzwischen einem internationalen Konsens. In den vergangenen Jahren konnte die Methode
weiter verbessert werden und erreicht jetzt eine Sensitivitit von mehr als 9o % bei einer 100 % Spe-
zifitit. Die Reproduzierbarkeit wurde in regelméassigen internationalen Ringversuchen validiert. Eine
Weiterentwicklung in den vergangenen zwei Jahren erlaubt uns unter Verwendung eines neuen Sub-
strats und Anpassung der Detektionsbedingungen den Nachweis der aggregierten Prionproteinform
in Tranenfliissigkeiten. Damit erdffnet sich die Moglichkeit einer frithzeitigen klinischen Diagnose
in leicht zugdnglichen nichtinvasiven Biofltissigkeiten und moglicherweise auch eines Monitorings
von Patienten in einem sehr frithen Stadium bzw mit einem erhohten Risiko, die Erkrankung zu
entwickeln. Eine weitere Entwicklung betrifft die Therapie. Nach vielen Jahren des therapeutischen
Nihilismus werden inzwischen Studien mit neuen therapeutischen Ansitzen geplant.
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Das NRZ fiir tropische Infektionserreger ist schon seit vielen Jahren am Bernhard-Nocht-Institut fiir
Tropenmedizin in Hamburg angesiedelt. Es entwickelt und nutzt besondere diagnostische Verfahren
fiir tropentypische und ungewohnliche Krankheitserreger und leistet eine hochspezialisierte serolo-
gische, molekularbiologische, mikroskopische und zellkulturbasierte Diagnostik. Schwerpunkte sind
neben der Diagnostik parasitirer Infektionen (Protozoen-, Helminthen-, Pentastomiden-Erkrankun-
gen, Myiasis), Arthropoden-iibertragene bakterielle Infektionen (u. a. Rickettsiosen, Scrub typhus),
Arbovirosen (u. a. Dengue-Fieber, Zika-Fieber, Westnil-Fieber) und hamorrhagische Fieber durch
Filo- und Lassaviren.

Des Weiteren werden entsprechende Erreger in Arthropoden untersucht und menschliche Gewebe
mikroskopisch-histologisch untersucht, so dass in Einzelfillen und Ausbriichen eine ganze Palette
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von Untersuchungsmethoden vom Vektor/Reservoir bis hin zum menschlichen Gewebe zur Verfii-
gung stehen. Hierbei werden auch Feintypisierungen von Pathogenen mittels PCR und/oder NGS
durchgefiithrt und regionale Cluster-Zuordnungen angestrebt. Das NRZ ist entsprechend aktiv in Sur-
veillance-Projekte und in Ausbruchsuntersuchungen eingebunden. Viele unserer Tests sind selbst
hergestellte Verfahren (Serologie, PCR), die auf im Hause kultivierten Erregern und der Erfahrung
vieler Arbeitsgruppen beruhen.

Da wir eine sehr grofde Bandbreite an Diagnostik fiir die verschiedensten Erreger anbieten, sind fiir
Differenzialdiagnosen moglichst genaue Angaben zu Herkunftsland, Reiseroute, Symptomatik, Be-
gleiterkrankungen, Vorbefunde incl. Impfungen, etc. erforderlich. Gerade in Zeiten verstirkter Mig-
ration und des immer offensichtlicher werdenden Klimawandels zeigen sich importierte Infektionen,
die Klinikern und Diagnostikern immer neue Herausforderungen bieten. Invasive Arten, so z. B.
Steckmiicken und Zecken, stellen zudem ein zunehmendes Risiko fiir die Etablierung lokaler Infek-
tionsherde durch Arboviren und —Bakterien in Deutschland dar.
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ABSTRACT

Importierte tropische Infektionserreger im Klimawandel

Tappe D

Das NRZ fiir Tropische Infektionserreger hat exotische zoonotische und ungewohnliche Pathogene
im Fokus. Eine breite Palette von viralen, bakteriellen und parasitiren Erregern wird serologisch
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und/oder molekularbiologisch abgedeckt, einige auch histologisch. Bedingt durch Migration, ver-
mehrte Reisetitigkeit und den nicht mehr zu tibersehenden Klimawandel werden verstirkt unge-
wohnliche Krankheitserreger in Deutschland eingeschleppt, einige von ihnen mit dem Potenzial, sich
hierzulande auch lokal zu etablieren. Dies trifft insbesondere auf Arthropoden-iibertragene Erreger
zu, so einige Arboviren (z. B. das West Nil—Virus; WNV), aber auch Zecken-iibertragene Viren und
Bakterien sowie Miicken-assoziierte Helminthen, wie die Dirofilarien. Zudem werden seit kurzem
wieder sog. Flughafen-Malariafille diagnostiziert. Anhand von entsprechenden Beispielen wird die
Arbeit des NRZ Tropen kurz illustriert.
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Das Adenovirus Konsiliarlabor verwendet seit vielen Jahren fast ausschlie8lich molekulare Methoden
zum Nachweis und zur Typisierung von humanen (Mast-)Adenoviren (HAdV) zum Zweck Infektio-
nen eindeutig nachzuweisen, Infektketten aufzukliren und genetische Pathogenititsmarker von ein-
zelnen Adenoviren zu entdecken. Die Methoden wurden zum Teil im Labor entwickelt und sind ein-
heitlich fiir die vielfiltigen klinischen Manifestationen von Adenovirusinfektionen einsetzbar.

Dabei geht es primdr um den Nachweis und die Quantfizierung von Adenovirus DNA bei Verdacht
auf eine Adenovirusinfektion. Diese kénnen sich an verschiedenen Organsystemen manifestieren,
am hiufigsten im oberen und unteren Respirationstrakt, Gastrointestinaltrakt, Auge und Urogenital-
trakt. Bei immunsupprimierten Patienten haben zusitzlich disseminierte Adenovirusinfektionen, die
meist aus gastrointestinalen Reaktivierungen von Adenorviuslatenzen hervorgehen, eine grofie Be-
deutung. Hierbei ist die Quantifzierung der Adenovirus DNAimie (,Viruslast®) diagnostisch und
prognostisch von herausragender Bedeutung, fiir die das Adenovirus KL grundlegende Arbeiten ge-
leistet hat durch die Entwicklung der ersten generischen real time PCR vor iiber 20 Jahren. Mehrere
Arbeiten haben sich mit der Adenovirusinfektion nach Knochenmarkstransplantation beschiftigt,
wobei nicht nur klinische Verldufe und Viruslasten charakterisiert wurde, sondern auch in spiteren
Arbeiten (siehe unten), die Genetik der assoziierten Adenovirustypen analysiert wurde. Durch die
(Semi-)Quantifizierung von Adenovirus DNA kann auch beim Immungesunden zuverlissig die
Adenoviruslatenz von der akuten, klinisch relevanten Infektion unterschieden werden, z. B. in Stuhl-
proben und in Proben aus dem Respirationstrakt.

Die nichste Hauptaufgabe des Adenovirus KL war es ohne zeitaufwindige Virusisolation Adenoviren
typisieren zu konnen, wobei die Ergebnisse dem klassichen Referenzverfahren, der Virusneutralisa-
tion, entsprechen sollten. Hierfiir wurden klassische (d.h. PCR/Sanger)-Sequenzierungsprotokolle
entwickelt und validiert. Auch wenn das gesetzte Ziel erreicht wurde und dieses Verfahren auch heute
noch zur priméren Typisierung bei Adenovirusinfektionen verwendet wird, so zeigte sich doch nur
kurz spiter, dass viele zirkulierende Adenoviren multipel rekombinante Genome aufweisen. Dies be-
deutet, dass die klassische serologische Typisierung nicht zu Ergebnissen fiihrt, die diese Viren in
Bezug auf ihren Tropismus, ihre Virulenz und klinische Bedeutung beschreiben.
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Deshalb wurde frithzeitig begonnen, Adenoviren komplett genomisch zu sequenzieren und phyloge-
netisch, insbesondere auch in Bezug auf Rekombinationen zu analysieren. Diese Vorgehensweise
wurde auch durch die ,Adenovirus Working Group“ unterstiitzt, die es ermdoglicht rekombinanten
humanen Adenoviren neue Typnummern zuzuordnen. Durch diese Vorgehensweise konnte eine
ganze Reihe von neuen (Geno-)Typen identifiziert werden, groflere Epidemien untersucht werden
und auch systematische Untersuchungen zur Genetik der einzelnen humanen Adenovirus Spezies
durchgefiihrt werden.

Konkret stellt das Adenovirus KL bei klinisch und/oder epidemiologisch begriindeten Anfragen den
Adenovirusnachweis mit real time PCR zur Verfligung, ebenso die oben genannten Typsierungs- und
Sequenzierungstechniken. Der Fokus dabei ist auf klinisch schwere Manifestationen (epidemische
Keratokonjunktivitis, Pneumonien, andere Organinfektionen und disseminierte Infektionen bei im-
munsupprimierten Patienten) gerichtet.
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ABSTRACT

Nach der Pandemie: Eine ,, Welle“ von schweren
respiratorischen Adenovirusinfektionen mit Typ 7, Typ 66
und rekombinanten Typ 3 Abkommlingen

Heim A

Humane Adenoviren der Spezies B (HAdV-B) und E (HAdV-E) kénnen schwere tiefe Atemwegsin-
tektionen (LRTI) verursachen, die sich klinisch als Pneumonien oder ARDS prasentieren. Da keine
Meldepflicht besteht, gibt es keine zuverldssigen Inzidenzdaten, allerdings bieten wir fiir solche Fille
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als einzige in Deutschland gratis eine molekulare Typisierung an. Aus der Zahl solcher Einsendungen
kann deshalb indirekt auf das epidemiologische Geschehen geschlossen werden. In den letzten
20 Jahren gab es jahrlich weniger als fiinf solcher Einsendungen, in den sechs Monaten von Oktober
2022 bis April 2023 aber 18 Einsendungen aus mehreren Bundeslindern

Bei ungewohnlichen Typisierungsergebnissen in Bezug auf das klinische Bild oder bei Hiufungen
wird eine komplett genomische Sequenzierung (Illumina MiSeq) und phylogenetische Analyse
durchgefiihrt.

Alle 18 Einsendungen waren der Spezies HAdV-B zuzuordnen. Bei zwolf der Einsendungen wurde
primir HAdV-B3 nachgewiesen, bei sechs HAdV-B7. Durch komplett genomische Sequenzierung
konnte eines der primir als HAdV-B7 typisierten Viren dem Typ HAdV-B66 zugeordnet werden.
Dieser Typ wurde erstmals in Deutschland nachgewiesen, er ist eine Rekombinante mit einem Hexon
und Penton des Typ 77 aber einer Fibersequenz aus Typ 3. Auflerdem waren alle zwolf HAdV-B3 Ein-
sendungen rekombinant mit einer Pentonsequenz aus Typ 7. Dieses rekombinante Virus kann als
neuer Genotyp angesehen werden. Es wurde allerdings schon in Nordamerika und China hiufiger
nachgewiesen (publizierte Genome), die rekombinante Pentonsequenz allerdings nicht als solche er-
kannt.

Die beobachtete Welle von schweren Adenovirus-LRTI Fillen war keine monophyletische Epidemie.
Interessant ist allerdings, dass alle nachgewiesenen Viren eine Pentonsequenz von Typ 77 hatten, die
wahrscheinlich mit héherer Virulenz oder Tropismus fiir die tiefen Atemwege assoziiert ist. Dies ist
in Ubereinstimmung mit ilteren Publikationen, die Typ 7 und Typ 66 mit eher schweren Verliufen
assoziieren. Wahrscheinlich kam es nach Beendigung der pandemiebedingten Hygienenmafinah-
men zu einer vermehrten Zirkulation von Adenoviren, darunter evtl. auch erstmalig von HAdV-B66
und des rekombinanten HAdV-B3 Genotyps (fiir den eine neue Typnummer beantragt wurde). Zur
Abklarung dieser Fragestellung ist es geplant, historische HAdV-B3 Fille noch komplett genomisch
Zu sequenzieren
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Bacillus anthracis ist der weltweit verbreitete Erreger von Milzbrand (Anthrax), einer Zoonose, die in
Industrielindern wie Deutschland nur sehr selten vorkommt. Gerade darum ist es notwendig, diag-
nostische Kapazititen und Beratung bei Verdachtsfillen anzubieten, da Milzbrand bei zu spiter Di-
agnose todlich verlaufen kann. Die letzten humanen Fille in Deutschland traten in den Jahren 2009 —
2012 bei Drogenkonsumenten auf und waren hochstwahrscheinlich auf kontaminiertes Heroin zu-
riickzuftihren. Nicht nur seit den Milzbrand-Anschligen in den USA 2001 ist B. anthracis als Erreger
mit hochster bioterroristischer Relevanz gefiirchtet. Immer noch werden Briefe mit ,,weiflem Pulver*
verschickt, bei denen eine schnelle und gesicherte Anthrax-Diagnostik wichtig ist, um eine Gefihr-
dung der exponierten Personen auszuschliefen und Panik in der Bevélkerung zu vermeiden.

Das KL bietet Anthrax-Diagnostik aus klinischen Proben und Umweltmaterialien einschlieflich An-
zucht, molekulargenetischem Nachweis und Typisierung mittels Genomsequenzierung an. Die Ver-
fahren der Kultivierung, Real-Time PCR und Serologie sind nach DIN EN ISO 15189:2014 und DIN
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EN ISO/IEC r7025:2018 flexibel akkreditiert. Obwohl Proben mit Verdacht auf B. anthracis auch unter
S2-Bedingungen untersucht werden diirfen, bevorzugen viele Labore aus Sicherheitsgriinden den
Versand von Primérproben an das KL. Weiterfithrende Untersuchungen wie die Antibiotikaresistenz-
bestimmung miissen nach Bestitigung von B. anthracis unter S3-Bedingungen erfolgen. Das KL war
an der Resistenztestung einer Vielzahl von B. anthracis-Stimmen mittels Mikrodilution im Rahmen
einer Arbeitsgruppe des EU-Projektes SHARP (Strengthened International Health Regulations and
Preparedness in the EU) beteiligt. Dabei wurden ECOFF-Werte (Epidemiological Cut-Off Value) er-
mittelt, die nach Abstimmung mit EUCAST demnichst als Breakpoints gelten sollen.

Die umfangreiche Stammsammlung des KL beinhaltet derzeit mehr als 500 Isolate von Anthraxerre-
gern, die teilweise bereits genomsequenziert wurden. Die Sequenzierung erlaubt eine schnelle Iden-
tifizierung von Virulenz- und Resistenzgenen sowie die Kldrung forensischer Fragestellungen im Fall
von Ausbriichen. Das KL befasst sich auch mit Fragen der Dekontamination und Desinfektion, be-
sonders im Hinblick auf die sehr resistenten Anthraxsporen. In verschiedenen Projekten zur Dekon-
tamination von PSA, Laboren, Gebduden und Umwelt wurde auch eine Aerosolkammer eingesetzt.

Der Forschungsschwerpunkt des KL liegt im Vergleich von klassischem B. anthracis mit Bacillus cereus
biovar anthracis, einem untypischen Milzbranderreger aus Regenwaldregionen Afrikas. Hier wurden
Untersuchungen zu Pathogenese, Virulenz und Genregulation, sowie Transkriptom- und Proteom-
analysen durchgefiihrt. In Seroprivalenzstudien konnte eine Exposition der Bevolkerung in den be-
troffenen Regionen nachgewiesen werden.
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Das Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene des Universititsklinikums
Frankfurt am Main beherbergt seit dem Jahre 2009 das ,Konsiliarlaboratorium fiir Bartonellen“. Die
Aufgaben des Konsiliarlaboratoriums beinhalten die Untersuchung externer Proben aus Deutschland
und den angrenzenden Lindern, die diagnostische und therapeutische Beratung von Arzten zum
Thema ,Bartonellen/Bartonellose” sowie die Weiterentwicklung diagnostischer Verfahren und thera-
peutischer Moglichkeiten von Bartonella-Infektionen. Dartiber hinaus wird grundlagenorientierte In-
fektionsforschung betrieben.

Das Leistungsangebot umfasst Untersuchungen zum Nachweis von spezifischen Antikérpern durch
serologische Untersuchungsmethoden (z. B. Immunfluoreszenztest, ELISA, experimentell: Western
Blot) sowie konventionelle (Fest- und Fliissigndhrmedien) und molekulargenetische (PCR-basierte)
Erregernachweise. Die mikrobiologische Diagnostik erfolgt unter der Einhaltung hochster Qualitits-
standards (Laborakkreditierung nach DIN ISO 15189:2014 liegt seit dem Jahre 2010 durchgehend vor).
Fur infektionsserologische Untersuchungen wird Serum als Probenmaterial verwendet, fiir moleku-
larbiologische Nachweise vorzugsweise Biopsate, Punktate, Liquor, ggf. auch EDTA-Blut. In der
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Infektionsdiagnostik kommen sowohl kommerziell verfiigbare als auch selbstentwickelte Testverfah-
ren, die allesamt in internationalen Journalen nach einem peer review Verfahren publiziert worden
sind, zum Einatz. Aus den wissenschaftlichen Projekten des Konsiliarlaboratoriums sind in der Ver-
gangenheit mehrere Patentanmeldungen sowie Produktentwicklungen hervorgegangen, die entwe-
der kommerziell erhiltlich oder deren Details in open access-Publikationen verfiigbar sind, oder die
sich kurz vor Markteinfithrung befinden. Angaben zu klinischen Bildern von Bartonella-Infektionen,
zur Labordiagnostik, Therapie und Prophylaxe wurden in zahlreichen (Lehr-)buchbeitrigen publi-
ziert, ein Werk ,Mikrobiologische Qualititsstandards (MiQ 33): Zoonosen“ wurde im Jahre 2014 pu-
bliziert und gibt in einer strukturierten Form eine Ubersicht iiber die Erreger.

Zahlreiche epidemiologische Studien wurden durch das Konsiliarlabor ebenfalls initiiert, hier insbe-
sondere Untersuchungen zur Verbreitung von B. henselae in Zecken und Hirschlausfliegen (unter
Einsatz klassischer infektionsdiagnotischer Methoden kombiniert mit modernsten molekularbiolo-
gisch-bioinformatischen Analysen). Hierzu werden enge Kollaborationen mit wissenschaftlichen
Gruppen aus der Veterindrmedizin eingegangen, um den Gedanken des ,one health“ — Ansatzes zu
térdern. Mehrere seroepidemiologsiche Studien wurden in Kollaboration durchgefiihrt, das Konsili-
arlabor steht fiir interessante Projekte als Kooperationspartner gerne zur Verfiigung. Gegenwirtige
Arbeiten beschiftigen sich mit der Seroprivalenz von anti-B. schoenbuchensis-Antikorpern bei Risiko-
kohorten (Waldarbeitern).

Wissenschaftlich beschiftigt sich das Konsiliarlabor mit der Pathogenitit der Erreger. Hierbei wurden
in der Vergangenheit im wesentlichen folgende Erkenntnisse gewonnen:

— Das sog. Bartonella Adhisin A (BadA) von Bartonella henselae und dessen Homologe stellen we-
sentliche und konservierte Pathogenititsfaktoren fiir die Pathogenitit der Erreger dar. BadA als
trimeres Adhisin (3.600 Aminosduren als Monomer) ist nach wie vor eines der gréfiten funkti-
onell charakterisierten Proteine iiberhaupt und besteht aus zahlreichen konservierten Unterdo-
minen, deren exakten Interaktionen mit menschlichen Proteinen (Fibronektin) auf Aminosiu-
reebene aufgeklirt wurde (Vaca et al., 2022). Dies ist von besonderer Relevanz, da diese Klasse
der Adhisine auch bei zahlreichen anderen humanpathogenen Erregern (z. B. Acinetobacter
baumannii) vorkommen und sich ganz neue Ansatzpunkte fiir antimikrobielle Therapien (sog.
yanti-Liganden®) ergeben.
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Bartonella henselae mit Expression des langen trimeren Autotrans- Mit B. henselae (blau) infizierte Endothelzellen (rot, Rasterelektronenmikroskopie).
porteradhisins BadA Entnommen aus: [Kaiser PO, Riess T, O'Rourke F, Entnommen aus: [van Belkum A, Almeida C, Bardiaux B, Barrass SV, Butcher SJ,
Linke D, Kempf VA. Bartonella spp.: throwing light on uncommon human  Caykara T, Chowdhury S, Datar R, Eastwood I, Goldman A, Goyal M, Happonen L,
infections. Int | Med Microbiol. 2011 Jan;301(1):7-15. Izadi-Pruneyre N, Jacobsen T, Johnson PH, Kempf VA, Kiessling A, Bueno JL,

doi: 10.1016/j.ijmm.2010.06.004. Epub 2010 Sep 15. PMID: 20833105.]. Malik A, Malmstrém ), Meuskens |, Milner PA, Nilges M, Pamme N, Peyman SA,

Rodrigues LR, Rodriguez-Mateos P, Sande MG, Silva CJ, Stasiak AC, Stehle T,
Thibau A, Vaca DJ, Linke D. Host-Pathogen Adhesion as the Basis of Innovative
Diagnostics for Emerging Pathogens. Diagnostics (Basel). 2021 Jul 14;11(7):1259.
doi: 10.3390/diagnostics11071259. PMID: 34359341; PMCID: PMC8305138.]

Infektionen mit Bartonellen fiithren zu einer zelluliren Wirtszellantwort, die der zelluliren Re-
aktion unter Hypoxie gleicht. Diese wird durch den sog. , hypoxia-inducible factor 1“ reguliert und
nimmt direkten Einfluss auf die angiogenetische Reprogrammierung der infizierten Zellen.
Hier stellte sich in der Zwischenzeit heraus, dafs es sich um einen konservierten Mechanismus
einer Wirtszellantwort handelt, der in nahezu jeder Infektion mit krankmachenden Erregern
nachgeweisbar ist.

Seit dem Jahre 2017 beforscht das Konsiliarlabor auch die krankmachenden Eigenschaften von
Bartonella bacilliformis, einer sog. ,neglected tropical disease“. In Zusammenarbeit mit Partnern
aus Lima/Peru und nach zwei Expeditionen ins Hochland Amazoniens wurden einerseits zahl-
reiche Patientenseren gesammelt und Teste zu deren Analyse entwickelt, andererseits werden
die molekularen Grundlagen der Pathogenitit dieses hochgradig todlichen Erregers untersucht.

Blut eines Patienten, der am durch Verruga peruana, die chronische vas- B. bacilliformis Mit B. bacilliformis experimentell
B. bacilliformis hervorgerufenen Oroya-Fieber  kuloproliferative Form der Erkrankung.  (Elektronenmikroskopie). infizierter menschlicher Erythrozyt
erkrankt ist. (Scanning-Elektronenmikroskopie).

Entnommen aus [Garcia-
Quintanilla M, Dichter AA,
Guerra H, Kempf VAJ. Carrion’s
disease: more than a neglected
disease. Parasit Vectors. 2019 Mar
26;12(1):141. doi: 10.1186/513071-
019-3390-2. PMID: 30909982;
PMCID: PMC6434794.]-
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Riess T, Andersson SG, Lupas A, Schaller M, Schifer A, Kyme P, Martin J, Wilzlein JH, Ehehalt U,
Lindroos H, Schirle M, Nordheim A, Autenrieth 1B, Kempf VA. Bartonella adhesin A mediates a
proangiogenic host cell response. | Exp Med. 2004 Nov 15;200(10):1267-78. doi:
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ABSTRACT 1

Identification of hemolysis-related pathogenicity factors
of Bartonella bacilliformis

Dichter AA, Ballhorn W, KempfV (Institute for Medical Microbiology and Infection Control, University Hospital,
Goethe University, Frankfurt am Main, Germany)

Background: Bartonella bacilliformis is the causative agent of Carrion’s disease, a vector-borne biphasic
illness restricted to the South American Andes. In the acute phase, bacteria infect erythrocytes causing
a severe hemolytic anemia with case-fatality rates as high as 9o % in untreated patients. Erythrocyte
invasion is the most important step in the pathogenesis of Carrion’s disease and results in the de-
struction of erythrocytes (hemolysis) which is contributing to the high mortality rate in humans. Exact
knowledge of these processes is crucial for a therapeutic drug development.

Material & Methods: To identify genes involved in hemolysis, a Tnj transposon library was generated
and screened for hemolytic activity. Hemolysis knock-out mutants were isolated, the affected genes
identified and systematically analyzed by loss of function/gain of function experiments. For this,
markerless deletion technology was established for B. bacilliformis and the generated deletion and
complementation mutants were tested for their hemolytic activity in a novel in vitro based hemolysis
assay using human erythrocytes. Mechanisms of B. bacilliformis hemolysis were further elucidated by
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testing bacterial culture supernatants and cell lysates. A two-chamber infection model was established
to analyze whether direct cell contact is needed to cause hemolysis. Furthermore, a library of active
compounds was systematically screened for anti-hemolytic activity.

Results: Two genes were identified that are involved in the process of hemolysis. These mutants
demonstrated that the loss of one of the two hemolysis-related genes leads to the complete inhibition
of hemolysis whereas the hemolytic activity was restored by plasmid-based complementation. Fur-
thermore, it was demonstrated that hemolysis is a contact-depended process and no extracellular or
secreted compounds are involved. Screening of an inhibitor-library revealed first anti-hemolytic com-
pounds.

Conclusion: Two hemolysis-related genes/proteins have been identified and were functionally char-
acterized. These findings indicate that both factors are essential for the hemolytic activity of B. bacilli-
formis. The identification of an inhibitor would represent an anti-virulence strategy that prevents a key
process in the pathogenicity of B. bacilliformis.
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ABSTRACT 2

Immunofluorescence analysis reveals no increased
seroprevalence of anti- Bartonella schoenbuchensis-IgG antibodies
in German forest workers

Buntrock KN, Ballhorn W', Podlich H', Malmstrém )2, Chowdhury S, Hipp K3, Schaller M4, Jurke As, Kempf V'

1 Institute for Medical Microbiology and Infection Control, University Hospital, Goethe University, Frankfurt am Main,
Germany

Division of Infection Medicine, Lund University, Lund, Sweden

Electron Microscopy Facility, Max Planck Institute for Developmental Biology, Tiibingen, Germany

Department of Dermatology, Eberhard Karl University of Tiibingen, Tuibingen, Germany

Landeszentrum Gesundheit Nordrhein-Westfalen (LZG.NRW), Bochum, Germany

vl N W N

Backround: Bartonella schoenbuchensis is suspected to cause deer ked dermatitis and febrile diseases
in humans. Deer keds (Lipoptena cervi) which infest cervids (e.g., roe deer, fallow deer) have been
demonstrated to harbour B. schoenbuchensis DNA. In terms of a one health perspective, deer keds are
discussed as potential vectors for B. schoenbuchensis.

Material & Methods: We analysed the seroprevalence of anti-B. schoenbuchensis-IgG antibodies in sera
of forest workers (FW; n = 82) compared to control sera of non-forest workers (NFW; n = u8) from
North Rhine-Westphalia, Germany. For this purpose, an immunofluorescence assay (IFA) using Vero
EG cells infected with B. schoenbuchensis was established, and serum titres were assessed. Immunob-
lotting using B. schoenbuchensis whole cell lysates was performed to identify potential immunodomi-
nant target proteins.

Results: Using polyclonal rabbit anti-B. schoenbuchensis-1gG, the herein established IFA antigen was
technically evaluated. When using human sera, 54.9 % (n = 45/82) of FW were tested positive at a
titre = 320 whereas IFA reactivity was 66.1 % (n =78/u8) in NFW. When the cut-off titre was set to
= 640, then 18,3 % (n=15/82) and 20,3 % (n = 24/18) displayed seroreactivity, respectively. In im-
munoblot analysis, IFA-positive sera reacted with 18 different bands ranging from ca. 40-300 kDa.

Conclusion: Our data do not demonstrate elevated seroprevalence of anti- B. schoenbuchensis-1gG titres
in FW which are regularly exposed to deer keds. Therefore, FW do not seem to have a higher risk to
suffer from B. schoenbuchensis infections.
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Infektionen durch Bordetellen

Keuchhusten ist eine durch Tropfchen tibertragene, hochkontagicse Infektion des Respirationstrak-
tes, die durch das strikt humanpathogene Bakterium Bordetella pertussis hervorgerufen wird. Nach
anfinglichen erkiltungsihnlichen Symptomen kommt es zu den charakteristischen Hustenanfillen,
die tiber mehrere Wochen anhalten kénnen und dann langsam abklingen. Bei kleinen Kindern sind
Pneumonien, Krampfanfille und Enzephalopathien gefiirchtete Komplikationen. Infektionen kén-
nen in jedem Alter vorkommen, wobei insbesondere Siuglinge und Kleinkinder ein héheres Risiko
fiir einen schweren, potentiell tédlichen, Krankheitsverlauf haben. Aufgrund fehlender Auffri-
schungsimpfungen sind in den letzten Jahren auch vermehrt Infektionen mit B. pertussis bei Jugend-
lichen und Erwachsenen beobachtet worden. Hier kann der klinische Verlauf in Abhingigkeit des
Immunstatus sehr unterschiedlich und nicht charakteristisch sein. Dies macht eine Labordiagnostik
im Verdachtsfall unabdingbar, um gegebenenfalls gezielt therapieren zu kénnen und Priventivmaf-
nahmen fiir Kontaktpersonen zu ergreifen. Man muss davon ausgehen, dass in Europa, aber auch
weltweit, und insbesondere in ressourcenarmen Lindern, Keuchhusten unterdiagnostiziert ist.
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Neben dem klassischen Keuchhustenerreger B. pertussis kann auch die Spezies Bordetella parapertussis
ein keuchhustenihnliches Krankheitsbild hervorrufen. Auch Bordetella bronchiseptica kann, wenn
auch seltener, zu Infektionen des Respirationstraktes beim Menschen fithren. Sowohl B. parapertussis
als auch B. bronchiseptica haben dariiber hinaus Bedeutung in der Veterinirmedizin. Die humanme-
dizinische Bedeutung weiterer Bordetella-Spezies wie z. B. B. holmesii und der primir gefliigelpatho-
genen Spezies wie B. hinzii und B. avium ist hingegen noch unklar.

Standort und Umfeld des Konsiliarlabors

Das Konsiliarlabor fiir Bordetellen befindet sich am D&F Institut fiir Hygiene, Mikrobiologie und
Umweltmedizin der Medizinischen Universitit Graz und hat im Frithjahr 2020 seine Arbeit aufge-
nommen. Das Institut hat > 130 Mitarbeiter*innen, darunter > 30 wissenschaftliche Mitarbeiter*in-
nen (Arzte*innen und Naturwissenschaftler*innen). Am Institut wird die komplette mikrobiologi-
sche Labordiagnostik fiir Patient*innen bei Infektionen durch Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten
durchgefiihrt. Der Bereich Infektionsprivention umfasst hygienische Beratungen und die Analyse
von Wasser- und Umweltproben sowie eine Impfambulanz. Die Forschungsaktivititen des Instituts
reichen von der Grundlagenforschung im Bereich der Wirt-Pathogen-Interaktion iiber Analysen des
humanen Mikrobioms und der Okologie von humanpathogenen Erregern bis hin zur Entwicklung
von innovativen diagnostischen Verfahren.

Unser Konsiliarlabor ist in dieses Forschungs- und Diagnostikumfeld mit einem umfassenden Qua-
lititsmanagementsystem integriert und hat Zugang zu einem breiten Spektrum an aktuellen mole-
kularbiologischen, mikrobiologischen und serologischen Methoden sowie zu hochmodernen Auto-
matisierungstechniken wie der Total Lab Automation (TLA) fiir kulturelle Verfahren. Forschungs-
schwerpunkte des Konsiliarlabors sind die Entwicklung von Verfahren zur molekularen Typisierung
von Bordetella spp. mit Hilfe von neuen Sequenzierungstechnologien, die Weiterentwicklung von kul-
turbasierten Methoden und die Analyse der Antikérperantwort bei Erkrankung und nach Impfung.

Wir méchten dazu beitragen, den Nachweis von Infektionen im ambulanten und stationdren Bereich
sowohl durch eine erhshte Sensibilisierung der behandelnden Arzt*innen als auch durch einen kon-
sequenten Nachweis des Keuchhustenerregers und anderer Bordetella-Spezies weiter zu verbessern.
In diesem Kontext fithren wir u. a. nach Zusendung von Bordetella-PCR-positiven klinischen Materi-
alien die Isolierung der Bakterienstimme mit anschlieRender Resistenztestung sowie eine Gesamt-
genomsequenzierung durch. Wir mochten damit zeitnah mégliche Verinderungen bei Virulenzfak-
toren und der Antibiotikaresistenz analysieren und das mogliche Auftreten von Immune Escape-
Mutanten frithzeitig erkennen.
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ABSTRACT

Nanopore-Sequencing-basierte molekulare Typisierung von
Bordetella pertussis-Stimmen und deren optimierte Isolierung
aus klinischen Proben

Wagner G, Klugherz |, Luxner |, Lipp M, Kleinhappl B, Leitner E, Steinmetz |

Fiir ein hochauflésendes molekulares Monitoring bakterieller Krankheitserreger ist die Sequenzie-
rung des gesamten Genoms mittels Next-Generation-Sequencing-Methoden unerlisslich. Es bildet
die Grundlage, um die Diversitit und Evolution der zirkulierenden Stimme zu erfassen und damit
Einblicke in deren (biologische) Eigenschaften, aber auch Ubertragungswege und Verbreitung zu er-
halten. Im Falle des hochinfektiésen Keuchhustenerregers Bordetella pertussis dient es der schnellen
Aufklirung von Ausbriichen bzw. der Analyse von Resistenzmarkern und Varianten, die den Impf-
schutz umgehen, da in letzter Zeit vermehrt tiber Makrolidresistenzen und Vakzinefluchtmutationen
berichtet wird.

Die derzeitigen Engpisse im Bereich der Sequenzierungskapazititen und Bioinformatik sowie die
lange Laufzeit zum Ergebnis bei Standardmethoden fiir Sequenzierungen erfordern jedoch neue An-
sdtze. Die Nanopore-Sequenzierung mit ihren Vorteilen wie geringe Anschaffungskosten, kleine Ge-
ritegrofie, Mobilitit und Echtzeitverfiigbarkeit der Daten eréffnet hier ungeahnte Moglichkeiten. Im
Rahmen einer Studie haben wir untersucht, ob sich Nanopore-Sequenzierung aufgrund der kiirzlich
veroffentlichten Q20-Chemie und der damit verbundenen drastischen Reduktion von Sequenzierfeh-
lern in Kombination mit der Kerngenom-Multilocus-Sequenztypisierung (cgMLST) als standardi-
sierte und leicht zugingliche hochauflosende Typisierungsmethode eignet.

Unsere Ergebnisse mit B. pertussis zeigen, dass die erhohte Genauigkeit der Rohdaten die Beschrei-
bung epidemiologischer Szenarien, das Variantenmonitoring (Impfstoffantigene, Resistenzgene und
Virulenzfaktoren) und phylogenetische Analysen auf Goldstandard Short-Read-Level erméglicht. Der-
zeit evaluieren wir in einem Ringversuch mit 4 verschiedenen bakteriellen Spezies, ob diese Beobach-
tungen umfassend bestitigt werden kénnen und in welchem Umfang Reproduzierbarkeit und Stabi-
litit gegeben sind. Die Ergebnisse werden zeigen, ob die Nanopore-Sequenzierung ein legitimes Kon-
kurrenzverfahren im Bereich der hochauflésenden bakteriellen Typisierung (NGS) ist.

Um die Sequenzierung durchfithren zu kénnen, ist zunichst die Kultivierung des Erregers notwen-
dig. Die in der Routinediagnostik des Keuchhustens im Vergleich zur Kultur deutlich héhere Sensi-
tivitdit von PCR-Verfahren hat jedoch dazu gefiihrt, dass in diagnostischen Laboren hiufig keine An-
strengungen mehr unternommen werden, Bordetella-Stimme zu isolieren bzw. Kulturverfahren gar
nicht mehr vorgehalten werden. Dies hat zur Folge, dass immer weniger Isolate fiir eine molekulare
Typisierung zur Verfiigung. stehen. Wir haben daher begonnen, zum Teil Jahrzehnte alte Kulturme-
thoden weiterzuentwickeln und setzen solche Verfahren erfolgreich fiir die Isolierung von Bordetella-
Stimmen aus PCR-positiven Primirproben ein.
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Das NRZ fiir tropische Infektionserreger ist schon seit vielen Jahren am Bernhard-Nocht-Institut fir
Tropenmedizin in Hamburg angesiedelt. Es entwickelt und nutzt besondere diagnostische Verfahren
fiir tropentypische und ungewohnliche Krankheitserreger und leistet eine hochspezialisierte serolo-
gische, molekularbiologische, mikroskopische und zellkulturbasierte Diagnostik. Schwerpunkte sind
neben der Diagnostik parasitirer Infektionen (Protozoen-, Helminthen-, Pentastomiden-Erkrankun-
gen, Myiasis), Arthropoden-iibertragene bakterielle Infektionen (u. a. Rickettsiosen, Scrub typhus),
Arbovirosen (u. a. Dengue-Fieber, Zika-Fieber, Westnil-Fieber) und hamorrhagische Fieber durch
Filo- und Lassaviren.

Des Weiteren werden entsprechende Erreger in Arthropoden untersucht und menschliche Gewebe
mikroskopisch-histologisch untersucht, so dass in Einzelfillen und Ausbriichen eine ganze Palette
von Untersuchungsmethoden vom Vektor/Reservoir bis hin zum menschlichen Gewebe zur Verfii-
gung stehen. Hierbei werden auch Feintypisierungen von Pathogenen mittels PCR und/oder NGS
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durchgefiihrt und regionale Cluster-Zuordnungen angestrebt. Das NRZ ist entsprechend aktiv in Sur-
veillance-Projekte und in Ausbruchsuntersuchungen eingebunden. Viele unserer Tests sind selbst
hergestellte Verfahren (Serologie, PCR), die auf im Hause kultivierten Erregern und der Erfahrung
vieler Arbeitsgruppen beruhen.

Da wir eine sehr grofle Bandbreite an Diagnostik fiir die verschiedensten Erreger anbieten, sind fiir
Differenzialdiagnosen moglichst genaue Angaben zu Herkunftsland, Reiseroute, Symptomatik, Be-
gleiterkrankungen, Vorbefunde incl. Impfungen, etc. erforderlich. Gerade in Zeiten verstirkter Mig-
ration und des immer offensichtlicher werdenden Klimawandels zeigen sich importierte Infektionen,
die Klinikern und Diagnostikern immer neue Herausforderungen bieten. Invasive Arten, so z. B.
Steckmiicken und Zecken, stellen zudem ein zunehmendes Risiko fiir die Etablierung lokaler Infek-
tionsherde durch Arboviren und —Bakterien in Deutschland dar.
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ABSTRACT

Bornaviren in Deutschland — Erreger schwerster Enzephalitiden

Tappe D

Das 2023 neu etablierte KL fiir Bornaviren widmet sich den zoonotischen Erregern schwerster und
meist letal verlaufender Gehirnentziindungen — dem mit importierten exotischen Baumhornchen as-
soziierten ,Variegated Squirrel Bornavirus 1“ (VSBV-1) und dem lokal in Deutschland vorkommenden
und von Spitzmiusen ausgeschiedenen ,Borna Disease Virus 1“ (BoDV-1). Beide Viren sind nah
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verwandt und verursachen ein klinisch, laborchemisch, radiologisch und histopathologisch sehr dhn-
liches und mittlerweile z.T. gut charakterisiertes Krankheitsbild, fiir welches es keine etablierte The-
rapie oder Prophylaxe gibt. Wihrend in Deutschland nur 5 gesicherte und 2 wahrscheinliche mensch-
liche VSBV-1-Infektionen bekannt sind, belduft sich die Zahl an BoDV-1-Fillen auf fast 50. Seit weni-
gen Jahren besteht eine Meldepflicht. Beide Viren haben entsprechend ihres natiirlichen Reservoirs
eine andere Epidemiologie, die Ubertragungswege sind jedoch nicht gesichert. Risikofaktoren sind
Kontakt zu exotischen Hornchen fiir VSBV-1- und Leben in lindlichen Endemiegebieten am Rande
einer Siedlung oder inmitten von Feldern fiir BoDV-1-Enzephalitiden. Der Vortrag gibt einen kurzen
Uberblick iiber den derzeitigen Kenntnisstand.
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Das Konsiliarlabor fiir Brucella am Institut fiir Mikrobiologie
der Bundeswehr

Zange S, Mantel E, Antwerpen M, Dematheis F, Wolfel R

Das Konsiliarlabor (KL) fiir Brucella befindet sich seit 2010 am Institut fiir Mikrobiologie der Bun-
deswehr, der fiir den Medizinischen B-Schutz zustindigen Ressortforschungseinrichtung der Bun-
deswehr. Die Brucella-spezifische Diagnostik und Beratung wird im Zentralbereich Diagnostik ange-
boten, einer nach DIN EN ISO 15189 akkreditierten Abteilung fiir die Spezialdiagnostik von hochpa-
thogenen bakteriellen und viralen Infektionserregern. Der Zentralbereich Diagnostik arbeitet auf
dem Gebiet der Brucellose interdisziplinir eng mit dem Funktionsbereich Mikrobielle Genomik und
Bioinformatik und der Fachgruppe Brucellose des Institutes zusammen.

Das Institut verfligt iiber eine alle derzeit beschriebenen Brucella spp. bzw. deren Biovare umfassende
Stammsammlung mit klinischen Isolaten aus aller Welt. Die kontinuierliche Genomsequenzierung
aller klinischen Isolate erfolgt mit Vollgenom-basierten Typisierungsdatenbanken unter akkreditier-
ten Bedingungen.

Unter der neuen Leitung des KL-Labors wurden seit 2022 in der Weiterentwicklung von Diagnostik-
verfahren neue Schwerpunkte gesetzt ausgerichtet sowie neue Forschungsprojekte initiiert:

— Aufnahme von Brucella melitensis in die EUCAST Grenzwerttabellen,

— Entwicklung von Therapierichtlinien (z. B. bei Prothesen-Infektionen),

— Anpassung der IfSG {7 Meldepflicht bei Nachweis von Ochrobactrum vs. Brucella spp.,
—  Weiterentwicklung der molekularen Diagnostik aller klinisch relevanten Brucella spp.,
— Charakterisierung der verschiedenen Brucella spp. mittels Proteomanalyse.

Die langjdhrige internationale Vernetzung in nationalen und EU-geférderten Forschungsnetzwerken,
wird durch die neue KL-Leitung fortgefiihrt. Hierbei stehen der Erfahrungsaustausch sowie Transfer
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von Methoden und Expertise zwischen den Speziallaboratorien fiir hochpathogene Infektionserreger
im Vordergrund.

Mit seinen Kompetenzen dient das Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr als erster Ansprech-
partner in der Laborlandschaft in Deutschland zur Bestitigung einer Brucellose. Neben der Therapie-
beratung gehort zu jedem bestitigten Brucellose-Fall auch eine Beratung der Einsender, der zustin-
digen Betriebsirzte bzw. des OGD zu Fragen der Hygiene und des Umgangs mit Personal nach Ex-
position gegentiber Brucella spp., zur Probennahme, zum Probentransport und zu Versandbedingun-
gen fiir Einsendungen von Diagnostikproben.

Das Diagnostikteam des KL fiir Brucella bei der Arbeit im Labor der Schutzstufe 3.
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Prof. Dr. med. Roman Wolfel
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Eine schematische Darstellung der Zusammenarbeit zwischen den Fachgebieten.
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ABSTRACT

Europiische Multicenter-Studie zur Bestimmung von
Epidemiological Cut-Off Values (ECOFFs) fiir Brucella melitensis
unter Leitung des Konsiliarlabors fiir Brucella

Zange S', Papaparaskevas )2, Matuschek E3, Wahab T4, Fréding 14, Mori M5, Klausmark Jensen V®, Johansen TB®, Solheim
M6, Melzer F7, Elschner MC7, Manzulli V&, Galante D8, Mantel E', Grunow R9, Kahlmeter G3, Jacob D9, Dematheis F’

1 Institut fir Mikrobiologie der Bundeswehr, Konsiliarlabor fiir Brucella, Miinchen, Deutschland

2 National and Kapodistrian University of Athens, Medical School, Microbiology Department, Athen, Griechenland

3 EUCAST Development Laboratory, Vixjé, Schweden

4 Public Health Agency of Sweden, Stockholm, Schweden

5 Belgian institute for health, Sciensano, Bacterial zoonoses unit, Veterinary bacteriology, Briissel, Belgien

6 Norwegian Institute of Public Health, Oslo, Norwegen

7 Institut fiir bakterielle Infektionen und Zoonosen, Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit,
Jena, Germany

8 Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Puglia e della Basilicata, Foggia, Italien

9 Robert Koch Institut, Zentrum fuir Biologische Gefahren & Spezielle Pathogene, Hochpathogene mikrobielle Erreger
(ZBS 2), Berlin, Deutschland

Einleitung: Brucella (B.) melitensis, der Erreger der Brucellose, ist ein Zoonoseerreger, der jahrlich
weltweit etwa 500.000 Erkrankungen beim Menschen verursacht. B. melitensis ist endemisch im Mit-
telmeerraum, im Nahen Osten, in Teilen Mittel- und Stidamerikas, Afrikas und Asiens. Nach
Deutschland werden ca. 30 — 35 Fille pro Jahr importiert. Die Brucellose ist mit einem hohen Chro-
nifizierungs- und Riickfallrisiko verbunden und erfordert daher eine langwierige antimikrobielle
Kombinationstherapie. Antibiotikaresistenzen bei B. melitensis sind selten. Es sind jedoch Resistenz-
vermittelnde Mutationen beschrieben; z. B. im rpoB, welche zu einer phinotypischen Resistenz gegen
Rifampicin fithren. Fiir die antimikrobielle Empfindlichkeitspriifung von B. melitensis liegen bisher
keine Standards vor und der Erreger ist nicht in den EUCAST-Breakpoint-Tabellen aufgefiihrt. Das
Ziel einer von der EU geférderten Multicenter-Studie war daher die minimale Hemmbkonzentratio-
nen (MHK) und die Hemmhofdurchmesser-Verteilungen von Wildtypstimmen (WT) unterschiedli-
cher Herkunft mit einer Referenzmethode zu ermitteln und Epidemiological Cut-Off Values
(ECOFFs) fur B. melitensis festzulegen. Das Konsiliarlabor (KL) fiir Brucella hat dabei die Leitung der
Studie tibernommen.

Materialien/Methoden: Im Rahmen der von der EU finanzierten Joint Action Stregthened Internati-
onal Health Regulations & Preparedness in the EU (SHARP) wurden 499 B. melitensis Isolate (20 bis
247 pro Zentrum) humanen und tierischen Ursprungs gegeniiber neun antimikrobiellen Substanzen
mittels Agardiffusion (AD) und Bouillon-Mikrodilution (BMD) getestet. Jedes Zentrum (n = 6) hat
die Methoden zuvor mit Referenzstimmen validiert und die Ergebnisse mit den EUCAST-QC-Tabel-
len abgeglichen. Die BMD wurde gemifd ISO 20776-1 durchgefiihrt, jedoch mit verlingerter Inkuba-
tion, wie fiir B. melitensis beschrieben (Tscherne et al. 2022). Fiir die AD wurde EUCAST Mueller-
Hinton-Fastidious-Agar verwendet. Die Daten wurden tiber das KL fiir Brucella an EUCAST tibermit-
telt und die aggregierten Ergebnisse gemdfs EUCAST SOP 10.2 ausgewertet.

Materialien/Methoden: Fiir jede der untersuchten Substanzen konnten ECOFFs definiert werden.
Der Grof3teil der Isolate zeigte einen Wildtyp-Phinotyp. Bei fiinf Substanzen traten vereinzelt leicht
erhohte MHK-Werte auf.
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Schlussfolgerungen: Die ermittelten ECOFFs konnen nun zur Unterscheidung zwischen B. melitensis
WT- und Nicht-WT-Stimmen verwendet werden. Zusammen mit klinischen Daten dienen sie als
Grundlage zur Festlegung der klinischen Grenzwerte (Breakpoints) und deren Hemmbhofdurchmes-

ser-Korrelaten.
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Das Institut fiir Medizinische Mikrobiologie am Universititsklinikums Jena hilt fiir das angeschlos-
sene Klinikum und zahlreiche externe Einsender ein modernes methodisches Spektrum fiir die ge-
samte Breite der mikrobiologischen Diagnostik bereit. Es werden am Institut Proben im Rahmen der
bakteriologischen, virologischen, mykologischen, parasitologischen, serologischen und krankenhaus-
hygienischen Akutdiagnostik fiir die unmittelbare Krankenversorgung sowie zur Privention von In-
fektionen und nosokomialen Ausbriichen bearbeitet. Das Institut verfiigt mit insgesamt ca. 7o aka-
demischen und technischen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern {iber hochqualifiziertes und moti-
viertes Personal zur Bewiltigung der Aufgaben in Routinediagnostik, Forschung und Lehre. Dem
Institut steht in einem 2008 bezogenen interdisziplindren Laborneubau eine moderne Infrastruktur
und eine zeitgemafle technische Geriteausstattung zur Verfiigung. Neben den Standardlaboratorien
und den Forschungsflichen auf S2-Niveau wird auch ein Sicherheitslabor der Stufe L3 fiir die Bear-
beitung hochkontagioser Erreger benutzt. Das Institut ist durch die Deutsche Akkreditierungsstelle
(DAKkS) nach ISO 15189 und ISO 17025 akkreditiert.
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Am Institut sind zahlreiche Arbeitsgruppen auf diversen Forschungsfeldern z. B. zu Grundlagen bak-
terieller Pathogenese, zu Modellen fiir virale Infektionen und zu klinisch-diagnostisch orientierter
Forschung aktiv. Das Institut ist eingebunden in diverse regionale und tiberregionale Forschungs-
netzwerke und Verbiinde.

Dariiber hinaus beteiligt sich das Institut aktiv an der universitiren Lehre fiir Studierende der Hu-
manmedizin, Zahnmedizin und Biologie sowie an weiteren an der Universitit, Fachhochschule und
von anderen lokalen Partnern angebotenen technischen und akademischen Ausbildungsgingen.

Das Institut nimmt bereits seit vielen Jahre die Funktion eines vom RKI bestellten Konsiliarlabors fiir
Chlamydieninfektionen des Menschen wahr. Das Labor verfiigt damit iiber langjahrige diagnostische
Erfahrungen im Nachweis von Chlamydien in diversem Patientenmaterial und beherrscht ein reiches
Spektrum an direkten und indirekten Nachweismethoden (z. B. NAAT, Anzucht in Zellkultursyste-
men, Typisierung, weiterhin serologische Methoden zum Nachweis spezifischer Antikérper der Klas-
sen IgG, IgA und IgM mittels Mikroimmunfluoreszenz und Immunoblot).

Zu den Aufgaben des Konsiliarlabors gehort zum einen die landesweite Beratung von Fachkollegin-
nen und —kollegen in Kliniken, Praxen, Laboren und Institutionen zu Diagnostik und Therapie von
Infektionen mit C. trachomatis, C. pneumoniae und C. psittaci. Einen breiten Raum nimmt in diesem
Zusammenhang auch die Beantwortung von Anfragen betroffener Patientinnen und Patienten ein.
Weiterhin realisiert das Labor die Typisierung eingesandter klinischer Isolate von C. trachomatis u. a.
zum Aufdecken von Infektketten. Das Institut ist an der Herstellung und dem Vertrieb von Chlamy-
dien-Antigenen, auch zur Anwendung bei nationalen Ringversuchen, beteiligt und nimmt selbst an
Ringversuchen als Sollwertlabor fiir die Erstellung von Referenzwerten im Rahmen der externen Qua-
litdtskontrolle fiir die Chlamydiendiagnostik teil. Dariiber hinaus werden mit diversen Laboren im
Bundesgebiet individuelle Programme zur externen Qualititssicherung im Sinne von Laborverglei-
chen insbesondere fiir den direkten und indirekten Nachweis von C. psittaci und C. trachomatis durch-
gefiihrt. Das Konsiliarlabor organisiert die Durchfiithrung klinischer Studien fiir serologische bzw.
molekularbiologische Assays kommerzieller Anbieter und begleitet die Produktentwicklung von di-
agnostischen Systemen. Das Konsiliarlabor ist an der Ausarbeitung zu Empfehlungen und Leitlinien
beteiligt. Die am Institut vorhandene Stammsammlung und die Serumbank wird durch klinisch de-
finierte Serum- und Nativproben kontinuierlich weiter ausgebaut.
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ABSTRACT

Vorstellung des Konsiliarlabors fiir Chlamydien

Baier M, Haschke B, Léffler B

Am Konsiliarlabor fiir Chlamydien am Institut fiir Medizinische Mikrobiologie am Universititsklini-
kum Jena wurden in den letzten 6 Jahren insgesamt 14.644 Proben bearbeitet. Fiir den Nachweis von
spezifischen Genomsequenzen von C. trachomatis, C. pneumoniae und C. psittaci und zur Typisierung
von C. trachomatis-Isolaten kommen NAAT-Methoden und Sequenzierungstechniken zur Anwen-
dung. Spezifische Antikorper der Klassen IgG, IgA und IgM werden mittels Mikroimmunfluoreszenz
(MIF) bzw. Immunoblot speziesspezifisch bestimmt. Dieses Verfahren sichert das Erkennen und
addquate Bewerten von Kreuzreaktivititen innerhalb der Gattung. Seit 2017 wurden 77.412 Seren un-
tersucht, davon 876 im MIF-Verfahren. Molekularbiologische Nachweise fiir C. trachomatis wurden
in 5.343 Proben realisiert und 168 Genotypisierungen vorgenommen. 1.649 insbesondere respiratori-
sche Proben wurden auf C. pneumoniae untersucht, weitere 722 auf C. psittaci. Die am Konsiliarlabor
bearbeiteten Materialien stammen von Kliniken, Praxen und Institutionen des 6ffentlichen Gesund-
heitsdienstes — insgesamt 220 externe Einsender — aus dem gesamten Bundesgebiet.

Im Rahmen der externen Qualititssicherung (QS) beteiligt sich das Konsiliarlabor fiir Chlamydien
an der Herstellung, Konfektionierung und Priifung von Referenzproben fiir die u. a. vom Instand
e.V. vertriebenen Kontrollmaterialien und organisiert individuelle Programme der externen QS im
Sinne von Laborvergleichen. Auflerdem werden definierte Referenzproben fiir Kalibrierungen und
Validierungen mit deklariertem IFU-Gehalt von z. B. bestimmten Genotypen von C. trachomatis auf
Anfrage bereitgestellt. Klinisch definierte Serum- und Nativproben dienen dem weiteren Ausbau der
am Konsiliarlabor fiir Chlamydien bestehenden Stammsammlung und der Serumbank.

Die vom Konsiliarlabor angebotene Beratung wird von Fachkolleginnen und —kollegen in den Klini-
ken und Niederlassungen, von Partnerlaboren, Institutionen und insbesondere Patientinnen und Pa-
tienten intensiv genutzt.

Im Forschungskontext legt das Konsiliarlabor fiir Chlamydien einen Schwerpunkt auf die Verbesse-
rung der Aussagekraft diagnostischer Methoden, um das klinische Management von urogenitalen
Chlamydieninfektionen zu optimieren. In Kooperation mit Herstellern wird an der Qualifizierung
und Weiterentwicklung von insbesondere serologischen Testsystemen bzw. von einfachen Methoden
zur Genotypisierung von C. trachomatis gearbeitet. Das Konsiliarlabor beteiligt sich an der Ausarbei-
tung von Leitlinien und Empfehlungen.
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Das Konsiliarlabor fiir Coxiella burnetii bietet ein breites Spektrum an diagnostischen Untersuchun-
gen und medizinischen Beratungen bei Q-Fieber-Erkrankungen an. Durch die Konsiliartitigkeiten,
Beteiligung an Seroprivalenzstudien und die Aufklirung zahlreicher Q-Fieber-Ausbriiche/Haufun-
gen in Deutschland werden zahlreiche Proben labordiagnostisch aufgearbeitet und weitere Kontroll-
untersuchungen angeboten. Sowohl bei epidemiologischen Fragestellungen als auch bei diagnosti-
schen Untersuchungen unterstiitzt das Konsiliarlabor fiir Coxiella burnetii den 6ffentlichen Gesund-
heitsdienst. Bei Ausbruchsgeschehen hervorgerufen durch Coxiella burnetii wird das Konsiliarlabor
national einbezogen und kooperiert eng mit dem 6ffentlichen Gesundheitsdienst. Ein weiterer Fokus
des Konsiliarlabors fiir Coxiella burnetii ist es, neue molekularbiologische und serologische Methoden
auf Coxiella burnetii zu etablieren, zu validieren und zu prisentieren. Auch die Qualititssicherung
dieser Diagnostikmethoden stellt einen wesentlichen Fokus unserer Arbeit dar: im Rahmen der Qua-
litatssicherung werden Leitfiden fiir die Coxiella burnetii-Diagnostik erstellt und die Befundinterpre-
tation und Therapieempfehlungen weiterentwickelt. Des Weiteren werden andere diagnostische Ein-
richtungen bei Anfragen im Hinblick auf die Coxiella burnetii-Diagnostik beraten und unterstiitzt.
Gegebenenfalls werden diesen Referenzmaterial zur Verfiigung gestellt. Zusitzlich sollen Testsys-
teme gemeinsam mit der Veterindrmedizin fiir das Tier ausgebaut werden.

Folgende Untersuchungen werden derzeit im Konsiliarlabor fiir Coxiella burnetii bereitgestellt und
weiterentwickelt:

Klinik und Diagnostik

— Abklirung akuter und chronischer Q-Fieber-Infektionen durch Antikérpernachweis (IgG, IgM,
IgA) gegen Phase I- und Phase II-Antigene mittels serologischer Verfahren (ELISA und indirek-
ter Immunfloureszenztest) aus humanen Seren.

— Molekularbiologischer Nachweis von Coxiella burnetii aus humanen Untersuchungsproben mit-
tels PCR (Serum, native und paraffinierte Gewebeproben).

— Serologische Verlaufskontrollen bei einer chronischen Q-Fieber-Infektion.

— Moglichkeit der Anzucht klinischer Isolate von Coxiella burnetii.
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Beratung und Infektionsprivention

— Telefonische Beratung bei Q-Fieber in Bezug auf Klinik, Diagnostik und Therapie.

— Hinweise zu Anforderungen an das Untersuchungsmaterial.

— Mafinahmen bei hygienischen Fragestellungen bei Q-Fieber-Patienten.

— Unterstiitzung bei Q-Fieber-Ausbriichen in Zusammenarbeit mit der Veterindrmedizin.

—  Erstellung eines Q-Fieber-Leitfadens in Zusammenarbeit: Informationen und Handlungsemp-
fehlungen fiir das 6ffentliche Gesundheits- und Veterindrwesen zu Infektionen mit Coxiella
burnetii bei Menschen und Hauswiederkiduern.
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Die Universititsinstitute fiir Virologie der Universititen Tiibingen und Ulm erfiillen seit 2014 ge-
meinsam die Aufgaben des Konsiliarlabors (KL) fiir Cytomegalievirus (CMV). Tiibingen betreut dabei
uiberwiegend den Bereich congenitale/postnatale CMV-Infektionen; Schwerpunkt in Ulm sind CM V-
Infektionen bei immunsupprimierten Patienten. Trotz intensiver Forschungsarbeiten der letzten
Jahrzehnte existieren immer noch viele offene Fragen zur Epidemiologie, Pathogenese, Diagnostik,
Prophylaxe und Therapie von CMV-Infektionen. CMV gilt aktuell als haufigster Erreger von congeni-
talen Infektionen. Die genaue Inzidenz der congenitalen CMV-Infektion (cCMV) ist fiir die BRD bis-
lang immer noch unklar. Beziiglich der Diagnostik sowie moglicher therapeutischer Optionen besteht
bei der cCMV-Infektion ein zunehmender Beratungsbedarf fiir Gynikologen/Prinatalmediziner, La-
borirzte, Mikrobiologen, Betriebsirzte sowie betroffene Schwangere. Dies manifestiert sich in einer
hohen Anzahl von Anfragen an das KL CMV zu dieser Thematik, die priferentiell am Standort Tii-
bingen bearbeitet werden. Eine der dringlichsten Fragen ist sicherlich, inwieweit bei nachgewiesener
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CMV-Primirinfektion durch die Gabe von Hyperimmunglobulinpriparaten (HIG) eine fetale Infek-
tion verhindert werden kann. Offen ist auch, ob moglicherweise durch Antikérper mit besonders ho-
her und breiter Neutralisationskapazitit gegen CMV die Effektivitit der antikérperbasierenden Pro-
phylaxe/Therapie verbessert werden kann. Zu dieser Fragestellung leitet Herr Prof. Sinzger am
Standort Ulm ein Projekt, in dem Blutspender mit auflergewohnlicher Neutralisationskapazitit gegen
CMYV (sogenannte Elite-Neutralisierer) identifiziert werden sollen. Im weiteren Verlauf des Projekts
sollen B-Zellen von Elite-Neutralisierern kloniert werden, so dass aus diesen Arbeiten moglicherweise
neue Antikorperpriparate resultieren, die auch zur Prophylaxe der materno-fetalen Transmission ein-
gesetzt werden konnen. Ein weiterer Fokus der Arbeiten am Standort Tiibingen ist die Transmission
von CMV durch Muttermilch. Auch zur Thematik ,Pravention der CMV-Transmission wahrend des
Stillen“ hat die Zahl der Beratungs-Anfragen an das KL im Lauf des letzten Jahres deutlich zugenom-
men (Holderpasteurisierung versus Kryoinaktivierung und Kurzzeitpasteurisierung). Es hdufen sich
auch Fragen, ob symptomatisch congenital CMV infizierte Neugeborene, die antiviral behandelt wer-
den, gestillt werden sollen.

Fokus des KL-Standorts Ulm sind CMV-Infektionen bei immunsupprimierten Patienten, bei denen
CMV-Primirinfektionen sehr schwer verlaufen und auch mit hoher Frequenz Reaktivierungsereig-
nisse auftreten, so dass ein enges diagnostisches Monitoring von Immunsupprimierten durch DNA-
Nachweis aus Blut schon seit langerer Zeit zur Routineiiberwachung zihlt. Neben Beratungsgespra-
chen zu dieser speziellen Problematik der Diagnostik und Therapie von CMV-Infektionen bei Im-
munsupprimierten werden am Standort Ulm auch vermehrt Beratungsgespriche beziiglich der Prob-
lematik beruflich exponierter seronegativer Schwangeren durchgefiihrt. Das Spektrum der bisher ver-
tilgbaren Medikamente gegen CMV (Ganciclovir, Valganciclovir, Foscarnet, Cidofovir) umfasst seit
Anfang des Jahres 2018 zusitzlich den Terminase-Inhibitor Letermovir, der aufgrund seines giinsti-
geren Nebenwirkungsprofils zur Prophylaxe der CMV-Infektion nach Stammzelltransplantation zu-
gelassen ist. Insgesamt kann in den letzten Jahren ein zunehmender Trend hin zur medikamentosen
Prophylaxe der CMV-Infektion bei Transplantierten festgestellt werden, der aber mit neuen offenen
Fragen und Problemen assoziiert ist: zum einen werden nach Absetzen der Prophylaxe hiufiger ,late
onset“-Infektionen beobachtet; zum zweiten birgt die langandauernde Medikamentenexposition
moglicherweise ein hoheres Risiko der Selektion von resistenten CMV-Stimmen in sich. Ein Schwer-
punkt des KL-Standorts Ulm beschiftigt sich mit der Analyse solcher Resistenzmutationen. Dieses
diagnostische Angebot steht iberregional zur Verfiigung und wird bundesweit von unterschiedlichen
Kliniken und Laboratorien angefragt. Neben genotypischen Nachweisverfahren ist am Standort Ulm
auch ein phinotypisches System der Resistenztestung etabliert. Unter Leitung von Prof. Michel opti-
mieren wir am Standort Ulm die Methodik der Resistenztestung. Dies umfasst auch die Validierung
neuer Resistenzmutationen durch Marker-Transfer unter Verwendung der sogenannten ,en pas-
sant“-Mutagenese von Cytomegalovirus-Genomen sowie die stindige Pflege und Weiterentwicklung
einer national und international intensiv genutzten Datenbank zur Analyse von CMV Resistenzmu-
tationen (MRA — mutation resistance analyzer; https://dna.informatik.uni-ulm.de/software/mra/).
Aufgrund unserer bisherigen Erfahrungen ist davon auszugehen, dass auch mit Einfithrung von Le-
termovir nicht alle Probleme der CMV-Therapie gelost sind. Aus diesem Grund sollen am Standort
Ulm verschiedene Projekte forciert weitergefithrt werden, die die Entwicklung zusitzlicher therapeu-
tischer Ansitze und Medikamente zum Ziel haben. Prof. Sinzger leitet ein Projekt, in dem neuartige
Inhibitoren des CMV entry entwickelt werden, die auf Derivaten des CMV-Rezeptors PDGF-alpha
beruhen. Prof. Stamminger verfolgt in einem DFG-geforderten Projekt eine Strategie, um basierend
auf der Kristallstruktur des Proteins, Inhibitoren des CMV-Immunevasins IE1 zu identifizieren. Dar-
iiber hinaus wird in einem weiteren Projekt untersucht, inwieweit dieses virale Protein
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moglicherweise zur Destabilisierung des zelluldren Genoms beitridgt und damit ursichlich ist fiir den
in der Literatur vielfach hergestellten Zusammenhang zwischen CMV und Glioblastomen. Diese pri-
mair grundlagenorientierten Projekte erginzen die Hauptaufgaben des KL CMV und werden zur wei-
teren Aufklirung pathogenetischer Zusammenhinge bei CMV-Infektionen beitragen. Mit der Exper-
tise von Frau Dr. Ganzenmiiller zum NGS von CMV-Genomen kénnen sowohl molekularbiologische
Assays fiir die Diagnostik (z. B. Resistenztestung, genotypische Analyse von Infektionsketten) weiter-
entwickelt werden, als auch diese Technologie fiir Grundlagenstudien (z. B. Rolle der genetischen
CMV-Diversitit fiir die Pathogenese) nutzbringend eingesetzt werden.
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Die kongenitale CMV-Infektion ist weltweit die hdufigste angeborene Virusinfektion. Sie beruht in
Deutschland in den meisten Fillen auf einer Primirinfektion mit dem Cytomegalovirus in der
Schwangerschaft. Das infizierte Neugeborene kann in etwa 10 % der Fille eine schwere Symptomatik
aufweisen. Etwa 10-15 % der bei Geburt klinisch unauffilligen infizierten Neugeborenen kénnen im
Laufe des Kleinkindalters ein- und beidseitige Horstérungen bis hin zur Taubheit entwickeln.

Der hiufigste Mutter-Kind-Ubertragungsweg von CMV ist das Stillen. Die iiber die Muttermilch er-
worbene CMV-Primirinfektion des reifen Neugeborenen ist in aller Regel asymptomatisch. Bei man-
chen Frithgeborenen jedoch kann die CMV-Infektion mit klinischer Symptomatik assoziiert sein. Na-
hezu jede seropositive Mutter reaktiviert CMV wihrend des Stillens.

Das Konsiliarlabor fiir kongenitale und postnatale CMV-Infektionen am Standort Tiibingen wurde
bereits 1997 am Institut fiir Medizinische Virologie des Universititsklinikum Tiibingen eingerichtet
und seitdem in regelmifligen Abstinden nach externer Evaluierung in dieser Funktion bestitigt. Das
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Konsiliarlabor fiihrt fachliche Beratung, Diagnostik sowie klinisch-virologische Studien im Zusam-
menhang mit Fragestellungen zu Infektionen mit CMV in der Schwangerschaft sowie bei kongenital
oder postnatal infizierten Kindern durch. Hierfiir steht ein umfangreiches Spektrum an diagnosti-
schen Methoden zur Verfiigung. Es besteht enge Kooperation mit klinischen Partnern, wie z. B. der
Prinatalmedizin der Universititsfrauenklinik und der Neonatologie der Universititskinderklinik.
Das Tiibinger Konsiliarlabor ist Mitglied im Zentrum fiir seltene Erkrankungen (ZSE) des Universi-
tatsklinikum Tiibingen.
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ABSTRACT

Vorstellung des Konsiliarlabors Cytomegalievirus

Stamminger T, Michel D

Das Konsiliarlabor fiir HCMYV besitzt zwei Standorte. Die Ansprechpartner beider Standorte vertreten
sich wechselseitig bei klinisch-virologischen Fragen. Beide Standorte verfiigen iiber vergleichbare di-
agnostische Moglichkeiten. In Spezialfillen werden Materialien und Anfragen ausgetauscht.



Konsiliarlabor fiir Cytomegalievirus (CMV)

Schwerpunkt: HCMV-Infektionen bei immunsupprimierten Personen, Institut fiir Virologie, Univer-
sitdtsklinikum Ulm

Schwerpunkt: kongenitale/postnatale HCMV-Infektionen, Institut fiir Medizinische Virologie und
Epidemiologie der Viruskrankheiten, Universititsklinikum Tiibingen

Im Rahmen der konsiliarischen Titigkeit und Diagnostik fiir HCMV sind in unserer Einrichtung
folgende klinische Fragestellungen abgedeckt: Seropositivitit; Differenzierung zwischen Primirin-
fektion und Reaktivierung (in der Schwangerschaft und bei Immunsuppression, systemisch oder lo-
kal); Infektiositidt sowie quantitative Aussagen zur Viruslast in verschiedenen klinischen Materialien;
Therapieindikation und Therapiekontrolle; Fritherkennung der Selektion und Charakterisierung re-
sistenter HCMV-Varianten.

In Ulm wurde ein Schwerpunkt in die Entwicklung von Methoden zur genotypischen Resistenzbe-
stimmung gegeniiber antiviralen Substanzen gesetzt. Die Sequenzierungen des HCMV umfassen die
ORF UL2y, ULs4, UL56 und ULgy. Damit sind alle zurzeit gingigen antiviralen Substanzen gegen
HCMYV abgedeckt.

Diese Untersuchungen werden vielfach von therapeutischen und diagnostischen Einrichtungen im
In- und Ausland angefordert. Pro Jahr werden ca. 150 bis 250 Patienten einer genotypischen HCMV-
Resistenzbestimmungen unterzogen. Unsere Ergebnisse (Stand 2022) bei vermuteter viraler Resis-
tenz (n = 2700 Patienten) zeigten ca. 10 % PCR Negativitit, 55 % Wildtyp und 35 % virologische Re-
sistenz, mit nachgewiesenen Mutationen in wenigstens einem der ORF.

Durch die Lock-down-Mafinahmen waren die Einsendungen zahlenmiflig etwas zuriickgegangen.
Bei Lockerungen der Mafnahmen stiegen die Einsendungen wieder an. Nach Einfithrung des Ter-
minase-Inhibitors Letermovir (Prevymis) beobachteten wir, dass der Einsatz dieses Medikaments bei
bereits bestehender hoher Viruslast rasch zur Selektion von Resistenzmutationen fiihrt. Anfragen
zum Nachweis von Letermovir-Resistenzen sind aktuell auf einem niedrigen Niveau angekommen.
Dies ist moglicherweise auf die konsequentere Beschrinkung des Einsatzes von Leteromvir auf die
Prophylaxe der HCMV-Infektion zuriickzufithren. Die Anforderungen zur neu zugelassenen Sub-
stanz Maribavir (Livtencity), dass die virale Proteinkinase ULg7 hemmt und bei refraktirer und/oder
resistenter HCMV-Infektion eingesetzt wird, sind leicht steigend.
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Leistungsiibersicht des nationalen Konsiliarlabors fiir Dermatophyten

— Molekulare Differenzierung von Dermatophyten bis zur Speziesebene aus Kulturmaterial und

klinischem Material

— Neu- und Weiterentwicklung molekularer Identifizierungs- und Typisierungsverfahren ausge-

wihlter Erreger auf Stamm- und Speziesebene

— Beratung zu Fragen der Therapie

— Mitarbeit bei Studien und Leitlinien (S1 Leitlinie ,Onychomykose“ und , Tinea capitis*)

— Durchfithrung von Ringversuchen in Zusammenarbeit mit Instand e.V. zur externen Qualitéts-
kontrolle von med.-mikrobiologischen Laboratorien (RV 491 und 492)

— Epidemiologische Bewertung der Situation spezieller Erreger

— Beratung zum Management von Ausbriichen

— Empfindlichkeitstestung von Dermatophyten nach EUCAST Def. 1.0 und genetische Resistenz-

testung auf Terbinafin
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Aufgrund der Mitte der 199oer Jahre grassierenden Diphtherie-Epidemie wurde im Jahr 1997 das
KLD gegriindet. Dieses war 10 Jahre am Max von Pettenkofer-Institut der Ludwig-Maximilians-Uni-
versitit angesiedelt und wurde seit dieser Zeit vom gegenwirtigen Leiter des Konsiliarlabors diagnos-
tisch und wissenschaftlich betreut. In dieser Zeit wurden jihrlich 5 bis 20 Proben bzw. Bakterien-
stimme zur weiteren Differenzierung und zum Nachweis von Diphtherietoxin (DT) mittels tox-PCR
und ggf. per Elek-Test eingesandt.

Seit 2007 ist das KLD am Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL)
in Oberschleifheim angesiedelt. Inzwischen ist die Anzahl jihrlicher Untersuchungen drastisch
auf mittlerweile tiber 500 Proben angestiegen.
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In den 26 Jahren seines Bestehens war das KLD an zahlreichen Meilensteinen der Diphtherie-Diag-
nostik und —epidemiologie beteiligt:

—  Erstbeschreibung der Gensequenz des Diphtherietoxins von C. ulcerans (entscheidender Viru-
lenzfaktor und fiir die Diphtherie-Symptomatik verantwortlich) (2003; 2005)

— Etablierung eines Multi Locus Sequence Typing (MLST)-Schemas zur molekulargenetischen
Feintypisierung von C. diphtheriae (beteiligt; 2010) und C. ulcerans (federfithrend; 2014)

— Evaluierung eines Lateral Flow Immune Assays zum Nachweis von Diphtherietoxin
(2020 —2022)

— Beteiligung am WHO Laboratory Manual Diagnosis of Diphtheria and other related Infections
(2021) (https://apps.who.int/iris/handle/10665/352275)

— Erstmalige Nachweise einer zoonotischen Haustier-Mensch-Ubertragung von C. ulcerans mittels
MLST bzw. Gesamtgenomsequenzierung (Next Generation Sequencing, NGS), seither mehrere
andere Fallberichte von Tier-zu-Mensch-Ubertragungen (2009, 2011, 2014, 2015)

—  Erster Nachweis einer Diphtherie-Ubertragung durch Bissverletzung seit fast 400 (!) Jahren
(20m), die letzte Beschreibung stammte vom Luis de Mercado, Leibarzt der spanischen Konige
Philipp II. und III.

— Erster Nachweis eines Diphtherie-Ausbruchs in Deutschland seit fast 40 Jahren (2019)

— Erstnachweise von C. ulcerans in zahlreichen Tierarten, z. B. Schweinen, Igeln oder Wasser-
ratten (2014, 2015, 2019, 2021)

—  Erstnachweis einer moglichen Mensch-zu-Mensch-Ubertragung von C. ulcerans (2015)

— Erstnachweis einer C. diphtherige-Infektion in einem Wildtier (Rotfuchs) (2016)

— Erste NGS-basierte Ausbruchsuntersuchungen von Hautdiphtherie weltweit (2016, 2018)

—  Erstbeschreibung von C. silvaticum, einer von vier neuen Spezies des C. diphtheriae-Komplex
(2020)

— Beteiligung an einer multizentrischen EUCAST MHK-Studie zur erstmaligen Generierung C.
diphtheriae und C. ulcerans spezifischer MHK-Grenzwerte fiir zahlreiche Antibiotika
(2021—-2022)

— Entwicklung eines Lateral Flow Immunoassay zum Nachweis von Diphtherietoxin aus Kultur-
iiberstinden (2020-2023)

— Aufdeckung des paneuropdischen Diphtherieausbruchs unter Gefliichteten (2022/2023)

Auch der Umfang des angebotenen Methodenspektrums im KLD wurde in den letzten Jahren massiv
ausgeweitet und umfasst neben der Empfindlichkeitspriifung klinisch relevanter first line Antibiotika
und neu entwickelter real time PCR-Verfahren auch modernste molekulare Typisierungsverfahren
wie das am und mit dem KL etablierte Multi Locus Sequencing Typing (MLST) fiir Corynebacterium
diphtheriae und C. ulcerans oder cgMLST und Next Generation Sequencing (NGS).

Im Jahr 2022 wurden mehr als 500 humane und veterinirmedizinische Proben zur Untersuchung
auf potentiell toxigene Corynebakterien (mit deutlicher Zunahme zoonotischer tox-positiver C. ulcer-
ans, tox-negativer, zum Teil auch invasiver C. diphtheriae bei Risikopersonen sowie zahlreicher Um-
gebungsuntersuchungen aus dem veterinirmedizinischen Bereich) am KLD untersucht.

Dariiber hinaus ist das KLD auch beratend fiir einsendende Arztpraxen, Gesundheitsimter, diagnos-
tische Laboratorien, das Robert Koch-Institut (RKI), das European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) und die WHO titig. Im Rahmen des European Diphtheria Surveillance Networks der
ECDC fungiert das KLD als National Focal Point fiir Diphtherie.
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Teamfoto (v.l.n.r.): Prof. Dr. Dr. Sing, Dr. Anja Berger, Dr. Bernhard Hobmaier,
Wolfgang Schmidt, Cengit Dedeoglu, Dagmar Meitzler, Dragana Krejic sowie
Dr. Slava Melnikov, Peggy Zill (vorne)

600

500

400

300

200

0__--..-_----.IIII
SN0 OO d N M g 1N O DO A AN MG W O~ O O — N M
QO ) O O O O 0O 0 000 0 ™ ™ v ™ o o vof A = o O O O N
a0 0O O OO0 O 0O 0O 0O 00 00 000000000 oo o o
A A AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN NN NN AN NN NN NN NN

Gesamtzahl eingesandter Proben (human und veterindr) an das KL Diphtherie 1997-2023 (Stand 29.09.2023)

171



Konsiliarlabor fiir Diphtherie

250
200
150
100

50

0 . —m —-- - - — = - 1 il - 1 = 1 -I [ | II -I I
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Proben ohne Nachweis von C. diphtheriae und C. ulcerans
B tox+ Corynebacterium diphtheriae Stamme

tox- Corynebacterium diphtheriae Stamme
B tox+ Corynebacterium ulcerans Stamme

Konsiliarlabor fiir Diphtherie Probeneingang (humane Isolate, Anteil tox+ und tox-Stimme)

Wichtige Publikationen

Sing A, Badenschier F, Dangel A, Sprenger A, Hobmaier B, Kiilper-Schiek W, Prins H, Martin-
Sanchez M, Wagner-Wiening C, Berger A. Clustering of Diphtheria Cases in Refugees That Arri-
ved in Germany in 2022. Dtsch Arztebl Int. 2023;120(33-34):557-558

Marosevic DV, Berger A, Kahlmeter G, Payer SK, Hérmansdorfer S, Sing A. Antimicrobial susceptibil-
ity of Corynebacterium diphtheriae and Corynebacterium ulcerans in Germany 2011-17. ] Antimi-
crob Chemother. 2020;75(10):2885-2893

Dangel A, Berger A, Rau ], Eisenberg T, Kimpfer P, Margos G, Contzen M, Busse HJ, Konrad R,
Peters M, Sting R, Sing A. Corynebacterium silvaticum sp. nov., a unique group of NTTB coryne-
bacteria in wild boar and roe deer. Int J Syst Evol Microbiol. 2020;70(6):3614-3624

Dangel A, Berger A, Konrad R, Sing A. NGS-based phylogeny of diphtheria-related pathogenicity fac-
tors in different Corynebacterium spp. implies species-specific virulence transmission. BMC Mi-
crobiol. 2019;19(1):28

Berger A, Dangel A, Schober T, Schmidbauer B, Konrad R, Marosevic D, Schubert S, Hérmansdorfer
S, Ackermann N, Hiibner ], Sing A. Whole genome sequencing suggests transmission of Coryne-
bacterium diphtheriae-caused cutaneous diphtheria in two siblings, Germany, 2018. Euro Surveill.
2019;24(2):18000683

172



Konsiliarlabor fiir Diphtherie

ABSTRACT

Experiences from 25 years of lab-based diphtheria surveillance

by the German National Consiliary Laboratory of Diphtheria
(GNCLD): an unprecedented rise in toxigenic Corynebacterium
diphtheriae isolates reveals a recent outbreak of imported diphtheria
among migrants arriving in Germany, 2022

Berger A, Dangel A, Sprenger A, Bengs K, Konrad R, Sing A

Introduction: Diphtheria is a vaccine-preventable disease caused by diphtheria toxin (DT) producing,
i.e. toxigenic Corynebacterium (C. spp.) of the three species C. diphtheriae, C. ulcerans and — very rarely
— C. pseudotuberculosis. In 1997, the German National Consiliary Laboratory of Diphtheria (GNCLD)
was founded to assist diphtheria surveillance in Germany and to serve as a reference laboratory sup-
porting laboratories in the diagnosis of diphtheria by offering cost-free testing (incl. PCR- and Elek-
test-based toxigenicity testing and molecular typing). Most human-derived isolates of the three poten-
tially toxigenic C. spp. are sent to the GNCLD.

Methods: We report the results of lab-based diphtheria diagnosis performed at the GNCLD within the
25 years of its existence.

Results: Between 1997 and November 2022, 1603 human-derived C. diphtheriae or C. ulcerans isolates
were sent to the GNCLD. Prior to 2022, toxigenicity was higher for C. ulcerans as compared to
C. diphtheriae both in absolute numbers (174 vs. 74) and in positivity rate (82.1 % vs. 7.2 %). This
changed dramatically in 2022 with a sharp increase both in absolute numbers of toxigenic C. diphthe-
rige strains (129 vs. 30 toxigenic C. ulcerans) and in C. diphtheriae toxigenicity (39.4 % vs. 4.8 % in
2019 — 2021). This changing pattern allowed to detect very early an outbreak of imported diphtheria
among migrants arriving in Germany, which was later also described in other European countries.
Since July 2022, increased cases of cutaneous and, less commonly, respiratory diphtheria caused by
toxigenic C. diphtheriae among migrants have been diagnostically confirmed by the GNCLD (n =129
isolates; data as of 11/30/2022). Whole genome sequencing (WGS) revealed three main clusters of
ST-377 (n = 35), ST-384 (n = 21), and ST-574 (n = 25), which have also been observed among refugees
in other European countries, as well as an additional cluster of ST-377 with erythromycin- and
clindamycin-resistant strains (n = 7). In addition, two isolates belong to ST-466. None of the clusters
can be clearly assigned to a country of origin or to a specific escape route or a specific location (e.g. a
community shelter). Tox-negative strains detected so far belonged to other sequence types (ST-480
and ST-585).

Conclusion: Lab-based diphtheria surveillance incl. WGS-based typing on a national scale is an im-
portant tool for supporting rapid outbreak detection both on the local, regional and national level.
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Die Alveoldre Echinokokkose (AE) wird durch krebsartig infiltrierendes Wachstum des Metazestoden-
Larvenstadiums des Fuchsbandwurms Echinococcus multilocularis in den inneren Organen des Wirts
(z. B. Mensch) verursacht, ist die tédlichste Parasitose der Noérdlichen Hemisphdre und duflerst
schwierig zu therapieren. Zusammen mit der weltweit vorkommenden Zystischen Echinokokkose
(ZE), ausgelost durch den Hundebandwurm E. granulosus, welche in Entwicklungslindern Hunderte
Millionen Menschen bedroht und auch veterinirmedizinisch von Bedeutung ist, fithrt die AE zu einer
ernstzunehmenden Belastung des Gesundheitssystems und, besonders in drmeren Lindern, der
Nahrungsmittelproduktion. Zentraler Ansatz unserer Arbeitsgruppe ist es, zunichst die Biologie der
entsprechenden Parasiten und deren molekulare Interaktion mit dem Wirt zu verstehen, um darauf
aufbauend neue Strategien der Therapie und des diagnostischen Nachweises zu etablieren. Zu die-
sem Zweck entwickelten wir anspruchsvolle Methoden der Laborkultivierung von Parasiten-Larven
und -Zellen (Koziol et al., 2014), entschliisselten das Genom der Erreger (Tsai et al., 2013), charakteri-
sierten den molekularen Mechanismus, welcher dem krebsartigen Wachstum der Parasitenlarven zu-
grunde liegt (Koziol et al., 2016) und identifizierten einen pluripotenten Stammzelltypus der
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Parasiten als treibende Kraft des unkontrollierten Wachstums der Parasiten in den Organen des Wirts
(Koziol et al., 2014; Kaethner et al., 2023). Neben einer Weiterentwicklung diagnostischer Nachweis-
methoden (z. B. Grimm et al., 2021) fithrten diese Untersuchungen kiirzlich zu medizinisch hoch
relevanten Daten hinsichtlich der Therapie der Echinokokkose (Koike et al., Manuskript in Vorberei-
tung). Wir konnen zeigen, dass die verminderte Wirksambkeit derzeit gegen Echinococcus-Larven ver-
wendeter Chemotherapeutika darauf zurtickzufithren ist, dass die Stammzellen der Parasiten inhi-
rent resistent gegen diese Medikamente sind. Aufbauend auf dem zugrunde liegenden, molekularen
Mechanismus der Medikamentenwirkung, konnten wir alternative Wirkstoffe identifizieren, die der-
zeit bereits als Medikamente gegen andere Parasitosen verwendet werden, und spezifisch die Stamm-
zellen von Echinokokken eliminieren (drug repurposing). Basierend auf diesen Daten konzentrieren
sich unsere derzeitig Arbeiten darauf, eine Kombinationstherapie zur vollstindigen Eliminierung der
Parasiten im Wirt zu etablieren, das Parasiten-Stammzellsystem niher zu charakterisieren und Me-
chanismen der Wirt-Parasit-Interaktion (beispielsweise tiber extrazellulire Vesikel; Cucher et al.,
2023) iiber moderne Genomik/Transkriptomik fiir eine Verfeinerung der diagnostischen Methoden
zu nutzen.
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ABSTRACT

Die Rolle von Parasiten-Stammzellen bei der Therapie der
Alveoliren Echinokokkose

Brehm K

Das Metazestoden-Larvenstadium des Fuchsbandwurms Echinococcus multilocularis ist der Erreger
der Alveoliren Echinokokkose (AE), einer todlich verlaufenden Zoonose der Nordlichen Hemisphire.
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Derzeitige chemotherapeutische Behandlungsansitze gegen die AE wirken nicht parasitozid, miissen
oftmals lebenslang verabreicht werden und sind mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden. Meine
Arbeitsgruppe zeigte in den letzten Jahren, dass das tumorartig-infiltrierende Wachstum des Me-
tazestoden im Wirt auf eine Population totipotenter somatischer Echinococcus-Stammzellen zuriick-
zufithren ist, welche die einzigen proliferativen Zellen des Parasiten sind und welche als Quelle aller
differenzierter Zellen des Parasiten (Muskelzellen, Nervenzellen, Oberflichentegument) dienen. An-
sitze zur erfolgreichen (parasitoziden) chemotherapeutischen Therapie der AE miissen sich daher
zwingend gegen die Stammzellen des Parasiten richten. Wir kénnen zeigen, dass die Parasiten-
Stammpzellen gegen die derzeitige Therapie mit Albendazol/Mebendazol inhirent resistent sind, was
auf die Stammzell-spezifische Expression eines beta-Tubulins zuriickzufithren ist, zu dem Albenda-
zol keine Bindungsaffinitit besitzt. Ausgehend von diesen Erkenntnissen konnten wir das derzeit
bereits gegen Leberegel verwendete Medikament Triclabendazol als geeigneten Wirkstoft zur Elimi-
nierung von Echinococcus-Stammzellen identifizieren. In Kombination mit Albendazol fiihrt
Triclabendazol zur kompletten Abtétung der Parasiten-Stammzellen und aller differenzierter Zellen
bei Konzentrationen, die von Patienten toleriert werden. Diese von uns erarbeiteten Daten werden in
naher Zukunft signifikante Auswirkungen auf chemotherapeutische Behandlungsstrategien der AE
und der verwandten Zystischen Echinokokkose beim Menschen haben.
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Die diagnostische Elektronenmikroskopie (EM) ermdéglicht das Erkennen von Erregern in biomedizi-
nischen Proben anhand ihrer charakteristischen Strukturmerkmale. Obwohl die Erreger-Typisierung
auf dieser Basis nur oberhalb der Spezies/Stammebene moglich ist, unterstiitzt die diagnostische EM
in speziellen Fillen die Diagnose einer Erkrankung und die Erforschung ihrer Pathologie. Eine wich-
tige Rolle spielt die diagnostische EM bei der schnellen Einordnung von Erkrankungen mit mutmaf3-
lich hochpathogenen bzw. hochkontagiésen Erregern. Mit dem ,offenen Blick“ der hochauflésenden
Mikroskopie lassen sich alle in einer Probe vorhandenen Erreger in kurzer Zeit visualisieren, be-
schreiben und einer morphologisch-taxonomischen Gruppe zuordnen. Damit lisst sich eine erste
Hypothese zur Ursache einer Erkrankung erstellen, priifen oder verwerfen. Im besten Fall ermdglicht
der rasche orientierende Erregernachweis, zusammen mit einer symptomatischen Diagnose, eine va-
lide Diagnose, mit der weitere Mafnahmen eingeleitet werden kénnen. Neben dieser , Pfadfinder-
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Funktion, wird die diagnostische EM als unabhingige Kontrolle fiir Ergebnisse der molekularen Di-
agnostik verwendet, um beispielsweise herauszufinden, ob die infektiése Einheit noch in der Probe
prasent ist, oder nur seine Bestandteile. Diese Information ist von besonderem Interesse, wenn die
Pathologie einer Erkrankung untersucht werden soll. Die diagnostische EM ist in der Lage die Asso-
ziation der infektiosen Einheit mit den Zellen des Patienten darzustellen und zu analysieren. Damit
erweitert sie die klassische Histopathologie und erméglicht als einzige Methode die direkte Visuali-
sierung von Viren in Patientenmaterial.

Das Leistungsspektrum umfasst die Negativkontrastierungs- und die Ultradiinnschnitt-Technik (inkl.
Schnellschnittmethoden) an praktisch allen Probenklassen. Im Rahmen unserer Dienstaufgaben am
Robert Koch-Institut (RKI) untersuchen wir auch Umweltproben auf Erreger und sind Teil des Not-
fall-Diagnostikmethodenpanels des Zentrums fiir biologische Gefahren und spezielle Pathogene
(ZBS) am RKI. Wir versuchen kontinuierlich unsere Methoden zu verbessern und teilen unsere Ex-
pertise im Rahmen von Laborkursen. Das KL fiihrt weltweit den einzigen Ringversuch zur diagnosti-
schen EM von Viren durch und stellt umfassendes Referenzmaterial zur Verfiigung (z. B. Virusbild-
katalog https://zenodo.org/record/4900042).

Transmissions-Elektronenmikroskopie eines Schnittes durch Affenpockenviren
(Monkeypox virus, MPXV) im Darmepithel eines Patienten. Neben unreifen, runden
Viruspartikeln, sind die oval-rechteckigen Schnittprofile der reifen Pockenviren
erkennbar, die gelegentlich das hantelférmige Profil ihres Nucleocapsids zeigen.
MafRstab = 200 nm.
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Das Institut fiir Virologie der Philipps-Universitit Marburg erforscht zoonotische und vektoriibertra-
gene Infektionskrankheiten, die durch neue oder wiederauftretende Viren (emerging viruses) verur-
sacht werden. Diese Arbeiten, die mit der Entdeckung des Marburgvirus im Jahr 1967 ihren Anfang
nahmen, wurden auf weitere hochpathogene Erreger wie z. B. Ebola-, Lassa-, Nipah-, Influenza-, Flavi-
und Coronaviren ausgeweitet. Das Institut betreibt eines der vier Hochsicherheitslaboratorien der
Sicherheitsstufe 4 in Deutschland und stellt damit ein Kompetenzzentrum mit einem einzigartigen
Profil in der Diagnostik und Erforschung von neu auftretenden Viren und/ oder Viren mit pandemi-
schem Potenzial. Die schnelle Identifikation und Charakterisierung solcher Viren sind entscheidend,
um frithzeitig geeignete MafRnahmen zur Einddmmung zu ergreifen. Das Hochsicherheitslabor ist
unerlisslich, um auf neue virale Herausforderungen effizient und sicher reagieren zu konnen.

Die Forschung am Institut fiir Virologie in Marburg erfolgt auf hchstem wissenschaftlichem Niveau.
Die Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler arbeiten interdisziplinir und setzen modernste Tech-
nologien ein, um die Komplexitit der Viren zu entschliisseln. Dabei werden sowohl Grundlagenfor-
schung als auch angewandte Forschung auf dem Gebiet der Impfstoff- und Medikamenten-
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entwicklung betrieben, um einen umfassenden Beitrag zum Verstindnis und zur Bekimpfung von
Viren zu leisten.

Das Institut versorgt das Universititsklinikum Gieflen und Marburg (UKGM), Standort Marburg, mit
schnellen virusdiagnostischen Untersuchungen im Bereich Erregernachweis und Serologie.

Das Konsiliarlabor fiir Filoviren am Marburger Institut fiir Virologie fiithrt die Diagnostik von Filovi-
ren sowie den Nachweis von anderen hochpathogenen Viren durch, die fiir eine Differentialdiagnos-
tik von hamorrhagischen Fiebererkrankungen erforderlich sind. Dariiber hinaus ist es Ansprechpart-
ner fiir das Bundesland Hessen und alle an Hessen angrenzenden Bundeslidnder bei dem Verdacht
auf virale himorrhagische Fieber. Es wird rund um die Uhr eine Notfallberatung und die Diagnostik
von hochpathogenen Viren angeboten und durchgefiihrt.

Das Konsiliarlabor fiir Filoviren ist Teil des Kompetenzzentrums fiir hochpathogene Infektionserre-
ger (KHPI) zusammen mit dem Gesundheitsamt Frankfurt und dem internationalen Flughafen
Frankfurt. Aulerdem berit das Konsiliarlabor fiir Filoviren den Stindigen Arbeitskreis der Kompe-
tenz- und Behandlungszentren fiir Krankheiten durch hochpathogene Erreger STAKOB am RKI und
arbeitet eng mit nationalen und internationalen Partnern zusammen, um den Wissensaustausch zur
Diagnostik und Pravention von hochpathogenen viralen Erregern zu férdern und gemeinsame For-
schungsprojekte durchzufithren. Diese Kooperationen tragen dazu bei, die globale Zusammenarbeit
zu stirken und die gemeinsamen Anstrengungen zur Pravention und Kontrolle von Virusausbriichen
zu intensivieren.

Besonders in den frithen Phasen von Virusausbriichen, wenn eine Sicherheitseinstufung der neuen
Viren noch nicht erfolgt ist, ist das Konsiliarlabor fiir Filoviren durch die Verfiigbarkeit des Hochsi-
cherheitslabors oft eine der ersten Institutionen in Deutschland, die eine sichere Diagnostik anbieten
kénnen. Auch die vertiefende Diagnostik von hochpathogenen Viren kann durch die Moglichkeit der
Anzucht und biologischen Charakterisierung in dem Hochsicherheitslabor durchgefiihrt werden.
Hier werden auch neue Methoden, wie Next Generation Sequencing zur genauen Charakterisierung
von Virusisolaten angewandt und mit phylogenetischen Analysen kombiniert, um die Herkunft der
Viren molekularepidemiologisch einzuordnen. Die gewonnenen Forschungsergebnisse tragen direkt
zur Entwicklung von Diagnosemethoden bei, die eine schnelle Identifizierung von Viren in klini-
schen Proben erméglichen. Diese Fihigkeit ist von entscheidender Bedeutung, um im Falle von Aus-
briichen oder Pandemien zeitnah geeignete Mafinahmen ergreifen zu kénnen und die Verbreitung
von Viren einzudimmen.
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Krihling, Verena; Erbar, Stephanie; Kupke, Alexandra; Nogueira, Sara S.; Walzer, Kerstin C.; Berger,
Hendrik; Dietzel, Erik; Halwe, Sandro; Rohde, Cornelius; Sauerhering, Lucie; Aragdo-Santiago,
Leticia; Moreno Herrero, Jorge; Witzel, Sonja; Haas, Heinrich; Becker, Stephan; Sahin, Ugur
(2023): Self-amplifying RNA vaccine protects mice against lethal Ebola virus infection. In: Molecu-
lar therapy : the journal of the American Society of Gene Therapy 31 (2), S. 374—-386. DOI:
10.1016/j.ymthe.2022.10.011.
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ABSTRACT

Mehr als nur Filoviren

Eickmann M, Kowalski K, Becker S

Das Institut fiir Virologie an der Philipps-Universitit in Marburg blickt auf eine mehr als 50-jdhrige
Expertise in der Erforschung und Diagnostik von Filoviren und anderen hochpathogenen Viren zu-
riick. Als bedeutende Einrichtung ist es zudem fiir die virologische Diagnostik des Universititsklini-
kums verantwortlich. In den letzten Jahren hat das Konsiliarlabor des Instituts einen signifikanten
Beitrag zur virologischen Diagnostik von Filoviren, hochpathogenen Viren sowie neu auftretenden
viralen Infektionskrankheiten geleistet, was einen entscheidenden Dienst fiir das 6ffentliche Gesund-
heitswesen darstellt.

Die herausragende Rolle des Instituts zeigt sich insbesondere in der Anwendung zeitgemifder Nach-
weismethoden, die kontinuierlich weiterentwickelt werden. Dies ermdglicht eine stetige Erweiterung
des Spektrums diagnostischer Moglichkeiten, um den steigenden Anforderungen gerecht zu werden.
Die Forschungsschwerpunkte des Instituts erstrecken sich tiber die gesamte Bandbreite virologischer
Fragestellungen, wobei ein besonderer Fokus auf Filoviren und anderen hochpathogenen Erregern
liegt.

Die enge Verkniipfung mit angewandten Forschungsschwerpunkten unterstreicht nicht nur die wis-
senschaftliche Exzellenz, sondern auch die praktische Anwendbarkeit der Forschungsergebnisse im
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klinischen/ diagnostischen Kontext. Die interdisziplinire Zusammenarbeit innerhalb des Instituts
ermoglicht eine effiziente und umfassende Betrachtung virologischer Herausforderungen.

Durch die kontinuierliche Anpassung an aktuelle Entwicklungen in der Virologie und den Einsatz
modernster Diagnostikverfahren positioniert sich das Institut als wichtige Einrichtung im Kampf ge-
gen hochpathogene Viren. Die erworbenen Erkenntnisse fliefen nicht nur in die wissenschaftliche
Gemeinschaft ein, sondern tragen mafdgeblich zur Gesundheit und Sicherheit der Bevilkerung bei.
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Francisella tularensis ist der Erreger der Tulardmie, u. a. auch als Hasenpest, Lemming- oder Hirsch-
fliegenfieber bekannt. Wie die Namen schon erkennen lassen, handelt es sich bei der Tularimie um
eine Zoonose, die unter anderem von erkrankten Tieren auf den Menschen iibertragen werden kann.
Es konnen sehr viele verschiedene Tierarten, bekannt sind iiber 200, an Tularimie erkranken oder
Trager von F. tularensis sein. Eine Erkrankung beim Menschen kann durch direkten Kontakt mit in-
fizierten Tieren (Blut, Biss, Ausscheidungen), aber auch durch infizierte, blutsaugende Vektoren
(Stechfliegen, Zecken, Miicken, Bremsen) ausgelést werden. Zu einer Ubertragung auf den Men-
schen kann es aber auch tiber den Verzehr kontaminierten Trinkwassers, infizierter Tiere bzw. Tier-
materialien oder anderer kontaminierter Lebensmittel, sowie durch das Einatmen infektioser Aero-
sole (z. B. Stiube von Exkrementen infizierter Tiere) kommen. Eine Mensch-zu-Mensch Ubertragung
ist bisher nicht bekannt. Beim Menschen tritt die Tulardmie saisonal gehduft im Sommer und Friih-
herbst auf, aber auch im Winter werden viele Fille gemeldet. Dies liegt unter anderem daran, daf} das
Vorliegen einer Tularimie-Infektion meist erst nach Ausschluf anderer Infektionskrankheiten
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differentialdiagnostisch analysiert wird, was zur Verzogerung der Erkennung der Infektion fiihrt. Die
Tulardmie ist in Deutschland eher eine seltenere Erkrankung mit 6519 Fillen im Jahr (Abbil-
dung 1), allerdings liegt die Seroprivalenzrate in Deutschland in der Allgemeinbevilkerung bei
0,2 — 2,3 %. Die hiufigsten klinischen Formen der Tulardmie in Deutschland sind glanduldre und
ulzero-glandulire Tularimie, gefolgt von der pulmonalen und der oropharyngealen Form.

Das Konsiliarlabor bietet fiir den Nachweis von F. tularensis eine akkreditierte Diagnostik an
(http://www.rki.de/DE/Content/Infekt/Diagnostik_Speziallabore/Bakterien/Begleitschein_Proben-
einsendung.pdf?__blob=publicationFileg). Nach DIN EN ISO 15189:2014 wurde die Kompetenz zur
Durchfithrung von Untersuchungen zur ,Medizinischen Laboratoriumsdiagnostik® fiir Tularamie
und nach DIN EN ISO/IEC 17025:2018 die Kompetenz zur Durchfithrung von Priifungen im Bereich
»,Medizinische Laboratoriumsuntersuchungen im Rahmen klinischer und epidemiologischer Stu-
dien“, die auch Umweltprobenanalytik einschlief3t, von der Deutschen Akkreditierungsstelle (DAKkS)
bescheinigt.

Bei den akkreditierten ,kulturellen Verfahren“ handelt es sich um die Anzucht aus komplexen Proben
auf nicht-selektiven und selektiven Nihrboden zum Zweck der Isolierung von F. tularensis und dessen
weiterer Identifizierung und Charakterisierung. Das schlief$t auch grundsitzlich die Erstellung von
Antibiogrammen ein, die allerdings bisher nicht akkreditiert sind, da es hierzu von der European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) keine Richtlinien gibt. Die Anzucht
und weitere Charakterisierung von F. tularensis sollte Speziallaboren vorbehalten bleiben, da der Er-
reger besondere Anspriiche an die Nahrmedien sowie Kulturbedingungen stellt, hochinfektios ist und
damit besondere Anforderungen an den Schutz des Personals stellt.

Als molekulare Diagnostik wurde eine Multiplex-Real-Time-PCR (qPCR) zum Nachweis der beiden
Marker tul4 und fopA zur Identifizierung der Francisella Spezies sowie die RD1-PCR zur Differenzie-
rung der F. tularensis Subspezies akkreditiert. Die qPCR erlaubt einen molekulargenetischen Nach-
weis des Erregers auch aus Proben aus denen eine Kultivierung nicht méglich ist.

Weiterhin konnen fixierte, z. B. in Paraffin gebettete Proben mittels Fluoreszenz in situ Hybridisie-
rung (FISH) mit einer spezifischen Sonde fiir F. tularensis untersucht werden (nicht akkreditierter
Bereich).

Zum Nachweis von Antikérpern gegen das Lipopolysaccharid (LPS) von F. tularensis wurde als
,Ligandentest in-house ELISA und Westernblot validiert und akkreditiert. Mit dem ELISA konnen
die Isotypen IgG, IgM und IgA nachgewiesen werden. Die in-house Tests sind dem kommerziellen
Testen durch den Nachweis der Isotypen (ELISA) iiberlegen und erweisen sich als eine besonders
kostengiinstige Variante bei der Durchfiihrung gréfierer epidemiologischer Studien.

Beratung zur Therapie und Prophylaxe

Grundsitzlich kénnen zur Therapie und Prophylaxe nur Hinweise, basierend auf der Fachliteratur
und der Verdffentlichung zu ,Hinweise zur Therapie der Tularamie“ (https://www.rki.de/DE/Con-
tent/Kommissionen/Stakob/Stellungnahmen/Stellungnahme_Tularaemie.pdf?__blob=publication-

File) des Stindigen Arbeitskreises der Kompetenz- und Behandlungszentren fiir hochkontagiose und
lebensbedrohliche Erkrankungen (StAKoB) gegeben werden, da die Erfahrungen dazu in Deutsch-
land sehr begrenzt sind. Fiir die rechtzeitige Behandlung der akuten Tularimie stehen wirksame
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Antibiotika zur Verfligung. Fiir die Prophylaxe der Tulardmie gibt es derzeit weltweit keinen zugelas-
senen Impfstoff.

Das Leistungsangebot von dem Konsiliarlabor fiir Francisella tularensis:

Durchfithrung von akkreditierter Labordiagnostik (Anzucht, PCR, Antikérpernachweis) in klini-

schen und tierischen Untersuchungsmaterialien sowie Erregernachweis in Umweltproben.

Beratung zu Untersuchungsproben und deren Versand.

Unterstiitzung bei der Identifizierung von Infektionsquellen und Ausbruchsuntersuchungen.

— Anzucht und Charakterisierung von F. tularensis, einschliellich Resistenzbestimmung, unter
besonderen Schutzbedingungen bis zur Schutzstufe S3.

Typisierung von F. tularensis und Abgrenzung der verschiedenen Subspezies und Francisella-

Spezies mit molekulargenetischen Methoden.

Identifizierung und Charakterisierung neuartiger Francisella-Spezies.

Beratung zu den Untersuchungen von Proben mit Verdacht auf Bioterrorismus.

Unterstiitzung von Qualititssicherungsmafinahmen in der Diagnostik
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ABSTRACT

Tulardmie in Deutschland - Eine seltene Erkrankung?

Jacob D, Heuner K

Francisella tularensis ist ein fakultativ intrazelluliares Bakterium und Ausloser der zoonotischen Er-
krankung Tulardmie bei Mensch und Tier. Deutschland ist ein niedrig Inzidenz-Land hinsichtlich

der

Tularimie, zwischen 65 und 119 humanen Fillen wurden seit 2019 jihrlich gemeldet. Trotz der

Steigerung der Fallzahlen tiber die letzten 10 Jahre hinweg, scheint die Tulardmie in Deutschland
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immer noch unterdiagnostiziert zu sein. Die hdufigsten klinischen Formen der Tulardmie in
Deutschland sind glandulidre und ulzero-glanduldre Tulardmie (45 — 85 %), gefolgt von der pulmona-
len Form (12 %) und der oropharyngealen Form (5 %).

Taxonomisch gehort F. tularensis zur Familie der Francisellaceae. Zur Gattung Francisella gehtren ne-
ben F. tularensis noch einige opportunistische Arten wie F. novicida, F. philomiragia, und F. hispanien-
sis. Klinisch relevant und die Tulardmie in Deutschland auslosend, ist F. tularensis subspezies holarc-
tica. F. tularensis ssp. holarctica unterteilt sich in drei Biovare: Biovar 1 (Erythromycin-sensitiv), Biovar
2 (Erythromycin-resistent) und Biovar japonica (fermentiert Glycerol). In Deutschland werden haupt-
sichlich F. tularensis ssp. holarctica Stimme in an Tularimie erkrankten Tieren und Menschen der
Kladen B.6 (Biovar 1) und B.12 (Biovar 2) zugeordnet, nachgewiesen.

In der Prisentation werden wir einige ausgewdhlten Tularimiefille (Jagd-assoziierter Ausbruch, Eich-
hérnchen-Bif3, die pulmonale Form der Tularimie) vorstellen.
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Das Konsiliarlabor fiir FSME versteht sich als Stelle, an der Patienten, Krankenhiuser, Arzte und alle
Ebenen des OGD Auskunft zu Fragen aller Art zur FSME und zu den FSME-Virus iibertragenden
Zecken erhalten kénnen. Das Labor ist am Institut fiir Mikrobiologie der Bundeswehr angesiedelt
und es werden umfangreiche Forschungsaktivititen auf allen Gebieten zur FSME durchgefiihrt.
Schwerpunkte bilden die Epidemiologie und Naturherd-Forschung sowie die Entwicklung neuer di-
agnostischer Verfahren um komplexe Verlaufsformen und Fragestellungen, wie z. B. Impfversager
eindeutig diagnostizieren zu kénnen. Das Institut verfiigt tiber eine der grofiten bekannten FSME-
Virus-Stammsammlungen weltweit. Diese Stimme werden u. a. fiir die Evaluierung und Etablierung
neuer diagnostischer Verfahren genutzt. Am Institut existiert auch eine umfangreiche Sammlung
von mit dem FSME-Virus verwandten Flaviviren (u.a. Gelbfieber-Virus, Dengue-Viren, West Nil-
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Virus, Zika-Virus). Diese dienen dazu um die bei vielen Patienten vorhandenen Flavivirus-Antikérper
serologisch eindeutig (u. a. im Neutralisationstest mit lebenden Viren) differenzieren zu kénnen.
Durch den am Institut entwickelten, bisher weltweit einmaligen Test zum Nachweis von Nichtstruk-
tur-Antikorpern gegen FSME-Virus ist es moglich geworden Antikérper von FSME-Infektionen und
nach FSME-Impfung zu unterscheiden. Dieser Test ist damit eine wichtige Hilfe zur Diagnose von
Imptversagern. Weiterhin ist es erstmalig seit Einfithrung der Impfung wieder mdéglich Inzidenz-
und Pravalenz-Untersuchungen zur Haufigkeit von FSME-infektionen in der Bevolkerung durchzu-
fithren. Durch die Anwendung des Neutralisationstests lassen sich protektive Antikérper nachweisen
und damit die Angaben der Krankenkassen zur Durchimpfung mit dem FSME-Impfstoff verifizieren.

Ein weiterer Schwerpunkt ist die FSME-Feldforschung. Hier werden die Areale, in den FSME-Virus
in der Naturzirkuliert und zu Infektionen beim Menschen fiihrt (sog. Naturherde) identifiziert, genau
kartographiert und geographisch analysiert. Die aus den Zecken isolierten Viren werden genetisch
und phinotypisch untersucht. Durch phylogenetische Analysen ist es moglich die Verbreitungswege
und Arten der Verbreitung nachzuvollziehen und damit mégliche Ausbreitungstendenzen frithzeitig
zu erkennen. Neben der umfangreichen Beratungstitigkeit, v.a. zu Infektionsverliufen, zu Impfun-
gen, zur Durchfiihrung und Auswertung diagnostischer Testungen fithrt das Konsiliarlabor fiir
FSME eine umfassende diagnostische Labortitigkeit (> 250 FSME-Spezialbestimmungen pro Jahr
mit teilweise umfangreicher Methodik incl. Differenzierung von anderen Flavivirus-Infektionen)
durch und leistet damit einen einzigartigen Beitrag zur eindeutigen Diagnostik, zum Verstindnis der
Epidemiologie und zur besseren Priavention der FSME in Deutschland und Europa.
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ABSTRACT 1
Was bedeutet der Begriff , Risikogebiet“ fiir die FSME?
Dobler G

Die FSME ist die wichtigste durch Zecken tibertragene Virusinfektion in Europa. Das FSME-Virus
zirkuliert in sog. Naturherden in der Natur. In Deutschland wird die FSME aktuell iberwiegend in
den stidlichen Bundeslindern diagnostiziert. Risiko-Landkreise konzentrieren sich hauptsichlich in
den Bundeslindern siidlich der Mittelgebirgsschwelle. Dabei werden Land-/Stadtkreise mit einer In-
zidenz >1/100.000 in einem Fiinfjahres-Zeitraum vom RKI als Risikogebiete eingestuft, Land-/Stadt-
kreise mit einer Inzidenz < 1/100.000 als Nicht-Risikogebiete. Diese beiden Begrifflichkeiten fithren
zunehmend zu Missverstindnissen in der Arzteschaft. Dies fiihrt in Zeiten knapper finanzieller Mit-
tel dazu, dass in Nicht-Risikogebieten eine FSME-Diagnostik nicht durchgefiihrt wird, da sie nach
dem Verstindnis der Arzteschaft ja nicht in einem Nicht-Risikogebiet vorkommen kann. Entspre-
chende Situationen, in denen eine FSME-Erkrankung nur durch die personliche Kontaktaufnahme
und Initiative von Patienten am NKL fiir FSME diagnostiziert wurden, werden vorgestellt. Diese Ent-
wicklung fiihrt schlussendlich in niedrig-endemischen Regionen (,Nicht-Risikogebieten nach RKI-
Definition) dazu, dass bei Patienten die FSME-Erkrankung nicht diagnostiziert wird und damit, ne-
ben so mancher persénlichen Odyssee von Patienten die tatsichliche Inzidenz der FSME deutlich
unterschitzt wird. Aufgrund dieser Erfahrungen wird dringend eine Verdnderung der Begrifflichkeit
»Nicht-Risikogebiet“ empfohlen, basierend auf den epidemiologischen Meldezahlen und Daten zur
Verbreitung des FSME-Virus des NKL

ABSTRACT 2

Wertigkeit alter und neuer Nachweis-Verfahren
in der Diagnostik der FSME

Dobler G

Die FSME ist die wichtigste durch Zecken iibertragene Virusinfektion in Europa. Fiir ihre Diagnostik
ist neben allgemeinen Untersuchungen (Anamnese, Symptomatik, Blut-, Liquorwerte) insbesondere
der Nachweis von kommerziell erhiltlichen und mehr oder weniger spezifischen IgM- und IgG-
ELISA-Testen unabdingbar. Aktuelle Untersuchungen, insbesondere bei Patienten mit anamnesti-
scher FSME-Impfung (,Impfdurchbriiche“) zeigen, dass diese Teste hier hiufig falsche Ergebnisse
liefern. Weiterhin fiithrt die Etablierung und Zirkulation eines weiteren Flavivirus, des West Nil-Virus,
in Teilen Ostdeutschlands durch serologische Kreuzreaktionen zunehmend zu Problemen in der
Routine-Diagnostik der FSME (und West Nil-Virusinfektion). Durch die Neu-Entwicklung des Nach-
weises von IgG-Antikoérpern gegen das Nichtstruktur-Protein NS1 des FSME-Virus konnte am NKL
ein Test etabliert werden, der eindeutig zwischen Impfung und Infektion unterscheiden kann und
daneben eine sehr hohe Spezifitit fiir FSME-Virus gegen andere Flaviviren aufweist. Die hiufig an-
geforderte PCR aus Liquor hilft dagegen nicht in der bestitigenden Diagnostik weiter. Der Nachweis
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einer Immunitit kann im individuellen Fall nicht iber den kommerziellen FSME-IgG-ELISA durch-
gefiihrt werden, da hier deutliche Kreuzreaktionen mit anderen Flaviviren auftreten kénnen und so-
mit in diesen Fillen eine Immunitit bescheinigt wird, die jedoch nicht vorhanden ist. Hier ist nach
wie vor alleinig der Neutralisationstest aussagekriftig. Zusitzlich wird die Diagnostik von auf Reisen
erworbenen FSME-Infektionen mit dem sibirischen oder fernéstlichen Subtyp kompliziert, da hier
teilweise IgM nicht oder nur verzogert in europdischen ELISA-Systemen nachweisbar ist. Entspre-
chende Patienten (v. a. aus Finnland, Baltikum, Russland, China) miissen individuell diagnostiziert
und bewertet werden.
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AW N o

Einleitung: Infektionen mit Neisseria gonorrhoeae (NG) sind in den letzten Jahren wegen zunehmend
erschwerter Behandelbarkeit in den Focus geriickt. Deshalb ist man international bemiiht diesem
Trend zu begegnen. Ziel ist es, Therapieoptionen festzulegen, die eine sichere Therapiekontrolle er-
moglichen und weiteren Resistenzentwicklungen entgegenwirken.

Methoden: Es werden aktuelle Therapieempfehlungen miteinander verglichen: AMWEF (2019),
BASHH (2018), IUSTI (2020), CDC (2020), WHO (2016). Diese werden in den Kontext moderner
pharmakologischer Entwicklungen gestellt, welche Weiter- und Neuentwicklungen, wie das Sidero-
phorantibiotikum Cefiderocol oder Zoliflodazin, ein Spiro-Pyrimidin-Trion, beriicksichtigen. Weitere
Ansitze, wie Chemo-Postexpositionsprophylaxe und Impfstoffentwicklungen werden kritisch reflek-
tiert.

Ergebnisse: Die Entwicklung von Therapieleitlinien fiir die Gonorrhoe erfolgt auf der Basis der derzeit
bestehenden lokalen und globalen Resistenzsituation sowie der Pharmakodynamik und -kinetik der
verfiigbaren Therapeutika und beriicksichtigt auch die individuelle Patientensituation. Daher sind die
meisten internationalen Therapieempfehlungen aktualisiert worden. Die Leitlinien empfehlen unein-
geschrinkt Ceftriaxon als first-line Therapeutikum. Unterschiede bestehen in der Dosierung (zwi-
schen 250 mg — 2 g), wobei alle jlingst aktualisierten Leitlinien die Dosisempfehlungen zu Gunsten
héherer Dosierung verdndert haben. Ein besonderer Focus liegt auf Azithromycin. Fiir dieses Antibi-
otikum wurde bei NG weltweit eine steigende Resistenzrate beobachtet, in einigen Lindern sogar
vermehrtes Auftreten von high-level Azithromycin-Resistenz. Beriicksichtigung findet auch die Loka-
lisation der Infektion, da z.T. unterschiedliche Bioverfiigbarkeiten der Antibiotika bekannt sind. Da-
her sollte in weiteren Lokalisationen (pharyngeal, urethral, anal) nach Infektionen gesucht und die
Therapie entsprechend ausgestaltet werden.

Angesichts der schwierigen therapeutischen Situation ist die Suche nach neuen Behandlungsansit-
zen wichtig. Die potenzielle Wirksamkeit moderner antimikrobieller Substanzen, welche neue Ziel-
strukturen ansprechen (z. B. Zoliflodazin als Spiro-Pyrimidin-Trion, Pleuromutilin-Antibiotika, small
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molecule antibiotics), wird derzeit untersucht und charakterisiert einige vielversprechende Wirk-
stoffe. Andere Therapieansitze greifen auf Therapeutika zuriick, welche fiir andere Indikationen be-
reits zur Verfiigung stehen.

Interessante neue Aspekte ergeben sich derzeit bei der Entwicklung von Impfstoffen. Untersuchun-
gen von Impfstoffkandidaten, insbesondere gegen N. gonorrhoeae auf der Basis von Impfstoffen gegen
N. meningitidis, sind vielversprechend.

Diskussion: Die Therapie der Gonorrhoe stellt behandelnde Arzte weltweit vor eine Herausforderung.
Der verantwortungsbewusste Umgang mit den wenigen verbleibenden antibiotischen Therapiemog-
lichkeiten steht hierbei im Focus. Aktuelle Leitlinien auf der Basis verlisslicher Resistenzdaten wer-
den benotigt, um die Therapie sicher und erfolgreich zu gestalten. Die Entwicklung neuer Therapie-
ansitze bleibt abzuwarten.
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ABSTRACT

Umsetzung und Erfahrung aus der Nutzung von
Long-Read-Sequenzierungsdaten am KL fiir Himolytisch-
Urdamisches-Syndrom (HUY)

Middendorf B, Schwierzeck V, Mellmann A

Enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC) zdhlen zu den intestinal-pathogenen E. coli und kon-
nen neben wissrigen und blutigen Diarrhéen auch das hamolytisch-urdimische Syndrom (HUS) ver-
ursachen. Der Hauptvirulenzfaktor von EHEC sind Shiga Toxine (Stx), die in verschiedenen Varian-
ten und Kombinationen im Erregergenom kodiert sein konnen. Es ist bekannt, dass nicht alle Stx-
Varianten mit der Entwicklung eines HUS assoziiert sind, sodass der Differenzierung der Stx-
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Varianten eine wichtige prognostische Bedeutung zukommt. Bereits seit knapp 10 Jahren werden am
Konsiliarlaboratoium fiir HUS alle EHEC mittels Gesamtgenomsequenzierung charakterisiert, wobei
aus dem Datensatz neben reinen Typisierungsinformationen zur Detektion moglicher Ubertragun-
gen auch die Extraktion der verschiedenen Virulenzmarker auf Allelebene zunehmend wichtiger ge-
worden ist. Die Probleme von Short-Read-Sequenzierungsansitzen, redundante oder sehr dhnliche
DNA-Abschnitte inklusive der eindeutig zuzuordnenden Grenzregionen bei der Assemblierung von
Sequenzdaten sauber abzubilden, betrifft u. a. auch die Shiga Toxin-Subtypen stx2a, stx2c und stx2d,
die sich auf DNA-Ebene um weniger als 2 % unterscheiden. Diese Subtypen sind mit einem erhchten
Risiko fiir die Entwicklung eines HUS assoziiert und fithren laut gingiger Empfehlungen selbst bei
Ausscheidern mit milder bis keiner Symptomatik zu einem voriibergehenden Ausschluss aus Ge-
meinschaftseinrichtungen. Aus diesem Grund ist es besonders wichtig, diese Varianten moglichst
eindeutig zu identifizieren. Zudem hat die Tatsache, dass in einer Zelle generell mehrere Shiga Toxin-
kodierende Phagen gleichzeitig vorkommen kénnen, die unterschiedliche oder auch identische Sub-
typen kodieren, in der Vergangenheit bei Short Read-Ansitzen immer wieder zu nicht eindeutigen
Typisierungsergebnissen gefiihrt. Durch die Umstellung auf die Long-Read-Technologie konnten
diese Probleme beseitigt werden, da nun neben einer eindeutigen Identifizierung des stx-Subtyps
auch eine in silico Vorhersage der Shiga Toxin-kodierenden Phagen zur Absicherung der Ergebnisse
moglich ist. Insgesamt ist davon auszugehen, dass Long Read-Sequenzierungsansitze zu einer ver-
besserten Risikoabschitzung anhand wichtiger genetischer Marker fiir die genomische Surveillance
dieses Erregers fithren werden.
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Die Hantavirus-Erkrankung ist eine hochfieberhafte Infektionskrankheit, die zu Schock und Nieren-
versagen fithren kann. Hantaviren werden von kleinen Siugetieren auf den Menschen iibertragen;
im Sinne eines One-Health-Ansatzes kann also die Epidemiologie der menschlichen Erkrankung
nicht von der Virusepidemiologie in den tierischen Reservoiren (Miuse, Ratten) losgeldst betrachtet
werden. Seit 2001 ist die Erkrankung meldepflichtig, jahrlich werden im Durchschnitt ca. 7oo Er-
krankungsfille (in sog. ,Ausbruchsjahren bis zu 3,000 Fille) dem RKI gemeldet. Bei der , Priorisie-
rung iibertragbarer Infektionserreger unter dem Aspekt der Surveillance und epidemiologischen For-
schung“ durch das RKI gehoren Hantaviren zur Gruppe der Erreger mit hochster Prioritit.

Das KL fiir Hantaviren hat in den vergangenen Jahren eine umfassende serologische und molekulare
Diagnostik fiir den Nachweis und die Typisierung von Hantavirus-Infektionen etabliert und entwi-
ckelt diese stindig weiter. Zur serologischen Primirdiagnostik stehen ELISAs (IgM, IgG) auf der Ba-
sis der relevanten Nukleokapsidproteine der autochthonen Hantavirus-Species (Puumala, Dobrava-
Belgrad und weitere, s. u.) sowie wichtiger Virusspecies aus Afrika, Amerika und Asien (Sangassou,
Sin Nombre, Andes, Hantaan), die zum Nachweis importierter Infektionen relevant sind, zur Verfii-
gung. Fiir Bestitigungstests wurden Immunoblots und Immunfluoreszenztests auf der Basis dieser
Virusantigene etabliert. Zur molekularen Diagnostik und Virustypisierung wurden eine Reihe von
molekularen Suchtests (von uns entwickelte ,Pan-Hanta-PCR“ — die inzwischen international als
Goldstandard angesehen wird — und verschiedene virusspezifische PCRs) aufgebaut, die auch zur
molekularepidemiologischen Analyse von Ausbruchsstimmen genutzt werden.

Das Angebot der spezifischen serologischen und molekularen Diagnostikleistungen wird tiberregio-
nal durch Labore und Kliniken intensiv genutzt, wobei die meisten Anforderungen wahrend der alle
2 bis 3 Jahre auftretenden Ausbruchssituationen in Deutschland erfolgen. Die Anforderungen, die
vor allem aus Gesundheitsimtern und dem ambulanten Bereich kommen, betreffen vor allem die
Bestitigung serologischer Primirbefunde, die Typisierung der fiir die jeweilige Infektion ursichli-
chen Hantaviren sowie die Identifizierung moglicher Infektionsorte und -quellen. Fiir die von den
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Routinelaboren standardmifiig eingesetzten Seroassays (hauptsichlich zum Nachweis von Infektio-
nen mit dem Puumala- und dem Dobrava-Belgrad-Virus) wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut
fiir Standardisierung (INSTAND e.V.) ein erfolgreiches Ringversuchsprogramm eingefiihrt, an dem
inzwischen fast 100 in- und auslidndische Labore zweimal jihrlich teilnehmen. Im Netzwerk der Re-
ferenz- und Konsiliarlaboratorien fiir zoonotische Infektionen haben wir zur Unterstiitzung der ex-
ternen Qualititssicherung den Band ,Zoonosen“ im Rahmen der Reihe ,MiQ: Qualititsstandards in
der mikrobiologisch-infektiologischen Diagnostik“ (Band 33, Elsevier) erarbeitet.

Gegenwirtig laufende Entwicklungen betreffen

— die Etablierung von Luminex-basierten Multiplex-Assays zur Automatisierung der Antikoérper-
diagnostik,

— das Next Generation Sequencing (NGS) nach spezifischer Anreicherung der Virus-Nukleinsiure
aus dem Patientenmaterial durch Hybrid-Capture- Verfahren, wodurch die Chance auf eine
erfolgreiche Sequenzanalyse signifikant erhoht wird, sowie

— die Etablierung von sog. Pseudotyp-Hantaviren zur Durchfiithrung von Neutralisationstesten zur
serologischen Typisierung der jeweiligen Virusspecies. Der Neutralisationstest ist von Bedeu-
tung, da die PCR aus Patientenmaterial nur innerhalb weniger Tage nach Krankheitsausbruch
moglich ist, neutralisierende Antikérper aber lingere Zeit persistieren. Das Pseudotyp-Verfah-
ren kann den bisher bei uns durchgefiithrten Fokusneutralisationstest, der aufwendig unter
Hochsicherheitsbedingungen (BSL-3) ausgefiihrt werden muss, unter weitaus giinstigeren
Sicherheitsanforderungen ablosen.

Einen Schwerpunkt der Untersuchungen bildet die Epidemiologie der Hantavirus-Infektion in
Deutschland, fiir die wir 2 Haupterreger charakterisiert haben. Der Grofiteil der Infektionen (> 95 %)
wird durch Hantaviren des Typs Puumala-Virus (Ubertriger auf den Menschen: Rételmaus) hervor-
gerufen. Diese Infektionen treten vor allem im Stiden und Westen Deutschlands auf; wir haben hier
verschiedene Ausbruchsgebiete (Schwibische Alb, Miinsterland, Teutoburger Wald, Unterfranken,
Odenwald, Oberschwaben, Frinkische Alb, Bayerischer Wald, Ost-Hessen und West- Thiiringen) de-
finiert, in dem es zu konzentrierten Infektionen kommt. Molekularphylogenetische Analysen zeigen,
dass sich die Puumalavirus-Stimme der Ausbruchsgebiete voneinander unterscheiden, es handelt
sich also um parallele Ausbriiche, die nicht aus derselben Infektionsquelle stammen. — Infektionen
mit dem Dobrava-Belgrad-Virus (Genotyp Kurkino, Ubertriger: Brandmaus) treten in Nordost-
Deutschland auf; hier gibt es keine expliziten Ausbruchsgebiete, sondern eine eher zufillige Vertei-
lung der endemischen Infektionen.

Die Datengenerierung zur Epidemiologie der Hantavirus-Infektionen in Deutschland verfolgt das
Ziel, Risikogebiete exakter und der epidemiologischen Situation entsprechend aktueller zu kartieren.
Mit diesen Informationen sollen Gesundheitsimter immer besser in die Lage versetzt werden, auch
kleinere Ausbruchsgebiete eingrenzen zu kénnen und die Bevolkerung in diesen Gebieten fiir infek-
tionsprophylaktische Verhaltensweisen zu sensibilisieren. Bei der Bewertung der epidemiologischen
Situation existiert eine enge Zusammenarbeit mit dem Fachgebiet 35 des RKI, die auch durch ge-
meinsame Publikationen belegt ist. Mit dem RKI besteht zudem eine kontinuierliche Kooperation bei
der Erarbeitung wissenschaftlicher Materialien fiir den Infektionsschutz in Deutschland. Im ,RKI-
Ratgeber” wird das Kapitel Hantavirus-Erkrankung durch uns regelmiflig aktualisiert
(https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/EpidBull/Merkblaetter/Ratgeber_Hantaviren.html).
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Eine produktive Zusammenarbeit besteht gleichzeitig mit dem veterindirmedizinischen Referenzla-
bor fiir Hantaviren am Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) Greifswald. Dieses beschiftigt sich u. a. mit
der Auffindung von Infektions-Hotspots in den Populationen kleiner Sidugetiere und mit Modellen
zur Vorhersage von Virusausbriichen bei diesen Tieren, die dann auch auf den Menschen iibergehen
kénnen. Wir konnten zeigen, dass neben der Rételmaus und der Brandmaus (Ubertriger der in
Deutschland dominanten Puumala- bzw. Dobrava-Belgrad-Viren) weitere Ubertriger von Hantaviren
in Deutschland vorkommen: Hantavirus-Erkrankungen werden auch ausgelost durch das Seoul-
Virus, das in den untersuchten Fillen in Norddeutschland durch infizierte Spielratten (!) auf den
Menschen iibertragen wurde. Zum zweiten konnten wir die Human-Pathogenitit des ebenfalls in
Deutschland vorkommenden Tulavirus (Ubertriger: Feldmaus) nachweisen. Diese Untersuchungen
erweitern die Risikoabschitzung der Gefihrdung der Bevolkerung durch Zoonosen und fordern eine
engere Kontrolle der Infektionsquellen, z. B. des unkontrollierten Handels mit Spielratten.

Die Zusammenarbeit mit dem FLI und weiteren Einrichtungen schlédgt sich auch in Aktivititen des
interdiszipliniren ,RoBoPub“-Verbundvorhabens im Rahmen der Nationale Forschungsplattform
fiir Zoonosen nieder. Ziel ist die Verbesserung der Offentlichen Gesundheit durch ein besseres Ver-
stindnis der Epidemiologie nagetiertibertragener Krankheiten. Ein Merkblatt ,Informationen zur
Vermeidung von Hantavirus-Infektionen®, das auf den Homepages des RKI, des FLI und der Charité
Berlin zu finden ist (https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/H/Hantavirus/Merkblatt_PDF.pdf?),
wird von uns regelmiflig aktualisiert.

Das Konsiliarlabor realisiert ausgedehnte Beratungsleistungen fiir den OGD, Kliniken, niedergelas-
sene Arzte, Labore, Patienten und deren Angehdorige sowie die Medien. Neben Fragen zum klinischen
Bild und der Diagnostik der Hantavirus-Erkrankung betreffen die Anfragen vor allem Risikoeinschit-
zungen auf der Basis der epidemiologischen Situationen in den verschiedenen Regionen der Bundes-
republik, die Vermeidung von Infektionen und das Vorgehen bei Verdachtsfillen auf Infektion. Ziel
ist ein weitgehender Schutz der Bevolkerung vor Hantavirus-Infektionen, der wegen eines bisher feh-
lenden Impfstoffes fiir Risikogruppen (z. B. Waldarbeiter) ausschliefllich auf Mafdnahmen der Expo-
sitionsprophylaxe beruht.
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Die Hantavirus-Erkrankung ist eine Zoonose; humanpathogene Hantaviren werden durch die Aus-
scheidungen infizierter Nagetiere auf den Menschen tibertragen. In Deutschland werden jahrlich
zwischen 100 und 3.000 labordiagnostisch bestitigte Fille an das RKI gemeldet. Der grofite Anteil
entfillt auf Infektionen mit Puumala Virus (PUUV), vornehmlich im Siiden und Westen Deutsch-
lands, ein deutlich geringerer Anteil resultiert aus Infektionen mit Dobrava-Belgrad Virus (DOBV),
hauptsichlich in Nord- und Ostdeutschland. Das Seoul Virus (SEOV) ist eine Hantavirus-Spezies mit
Ratten als natiirlichen Wirtstieren. Beim Menschen verursacht es Erkrankungen mit Fieber, akuter
Nierenschidigung, hiufig Hepatitis und Gastroenteritis, verbunden mit voriibergehender Throm-
bozytopenie und Proteinurie.

Der erste importierte SEOV-Fall wurde 2018 und der erste autochthone Fall 2020 in unserem Konsi-
liarlabor diagnostiziert. Als Infektionsquelle wurden als Heimtiere gehaltene Farbratten identifiziert.
Weitere Fille traten Ende 2021 in Familien in Nordrhein-Westfalen und Niedersachsen auf. Insge-
samt wurden 5 der 6 akut infizierten Personen hospitalisiert. Nach 1 — 3 Wochen Klinikaufenthalt sind
alle Patienten*Innen geheilt entlassen worden.

Eine Serumprobe eines Patienten (2 Monate nach der akuten Infektion gewonnen) wurde an 8 euro-
péische Labore mit Erfahrungen in der Hantavirus-Diagnostik versendet. In diesen Laboren wurden
unterschiedliche serologische Screeningteste und zur Bestitigung ein Immunblot durchgefiihrt. Die
Auswertung der Ergebnisse zeigte, dass kein einziger kommerziell zugelassener Assay und kein se-
rologisches In-Haus-Verfahren die Probe richtig als eine SEOV-Infektion detektiert hat. Das SEOV-
Nukleokapsidprotein wird zwar erkannt, aber die Banden der heterologen Proteine von DOBV und
Hantaan Virus (HTNV) sind ebenfalls positiv und erlauben daher keine sichere Unterscheidung zu
SEOV. Im IgM-Blot sieht man hiufig auch zusitzliche Reaktivititen mit den Nukleokapsidproteinen
von PUUV und Sin Nombre Virus. Die sichere Typisierung kann derzeit nur molekulardiagnostisch
erfolgen (RT-PCR im L-Segment und Sequenzierung).
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Hinweise auf das Vorliegen einer SEOV-Infektion kénnen durch unplausible Blot-Ergebnisse (z. B.
DOBV/HTNV-Reaktivitit in Endemiegebieten fiir PUUV) geliefert werden. Wenn anamnestisch ein
Verdacht auf eine Hantavirus-Infektion besteht, sollte der Arzt*In einen méglichen Kontakt zu Heim-
ratten erfragen. Bei positiven IgM-Ergebnissen sollte unbedingt zeitnah eine Molekulardiagnostik
inkl. Typisierung veranlasst werden.

Da die SEOV-Infektion in Deutschland noch nicht im Bewusstsein der Arzte*Innen angekommen
ist, sollte ein Surveillance-Programm etabliert werden mit dem Ziel, genauere Informationen tiber
die Verbreitung dieses Virus zu erhalten. Da die Verbreitung an den Handel mit infizierten Ratten
gebunden ist, miissen veterinirmedizinische Einrichtungen und Amter eingebunden werden.
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Die Hepatitis A (infektiose Gelbsucht) ist eine klassische, fikal-oral tibertragene Infektionskrankheit.
Deutschland zéhlt zu den Landern, in denen diese Erkrankung relativ selten vorkommt (ca. 700 ge-
meldete Fille im Jahr 2022). In den letzten Jahren wurden jedoch im Rahmen von Ausbriichen einige
neue und unerwartete Infektionsursachen identifiziert — darunter kontaminierte Tiefkithlbeeren, Dat-
teln und direkte HAV-Ubertragungen bei MSM. Diese Entwicklungen rechtfertigen eine nach wie vor
hohe Aufmerksambkeit bei allen Akteuren des OGD und Gesundheitswesens hinsichtlich HAV.

Die Hepatitis E ist in Deutschland als eine Infektionserkrankung, die vom Tier auf den Menschen
iibertragen wird, weit verbreitet. Im Jahr 2022 wurden ca. 3.500 Infektionen beim Menschen gemel-
det. Aufgrund epidemiologischer Studien muss jedoch von einer deutlich h6heren Dunkelziffer aus-
gegangen werden. Statistischen Modellierungen zu Folge infizieren sich jihrlich ca. 400.000 Men-
schen — vermutlich durch den Verzehr unzureichend erhitzter Lebensmittel tierischen Ursprungs.
Das Virusreservoir stellen dabei Haus- und Wildschweine dar. Anders als frither angenommen, spie-
len importierte HEV-Infektionen hingegen kaum eine Rolle (<1 %). Die sehr hohe HEV-Inzidenz
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wird durch das kiirzlich verpflichtend eingefiihrte allgemeine HEV-Blutspenderscreening bestitigt.
In ca. 1von 1.000 Blutspenden wird derzeit HEV-RNA gefunden.

Das nationale Konsiliarlabor fiir HAV und HEV ist am Universititsklinikum Regensburg am Institut
tir klinische Mikrobiologie und Hygiene angesiedelt. Das Institut versorgt als leistungsfihige infek-
tionsdiagnostische Einheit mehrere Krankenhiuser der Maximalversorgung mit labordiagnostischen
Dienstleistungen. Die Akkreditierung nach DIN EN ISO 15189:2014 sowie DIN EN ISO/IEC
17025:2018 liegt vor (www.imhr.de, DakkS Nr. D-ML-13084-03-00 und D-PL-13084-01-00). Das Labor
verfiigt tiber ein Qualititsmanagementsystem, arbeitet nach den Kriterien der Good Laboratory Prac-
tice (GLP) und nimmt regelmiflig an nationalen und internationalen Labor-Ringversuchen zur Qua-
litatskontrolle teil.

Das Leistungsspektrum des Konsiliarlabors fiir HAV und HEV umfasst:

— Hepatitis-A-Virus: IgG- und IgM-Antikérperbestimmung gegen HAV mittels Immunoassay
(CMIA, EIA)

— Bestimmung von HAV-RNA mittels quantitativer RT-PCR aus Serum, Plasma, Stuhl, Biopsien,
evtl. Nahrungsmitteln

— Identifizierung von Virusvarianten mittels RT-PCR, Sequenzierung und phylogentischer Ana-
lyse; HAV-Genotypisierung und -Subgenotypisierung

— Hepatitis-E-Virus: IgG- und IgM-Antikoérperbestimmung gegen HEV mittels EIA und Immuno-
blot; ggf. Antikorper-Avidititsbestimmung

— Bestimmung von HEV-RNA mittels quantitativer RT-PCR aus Serum, Plasma, Stuhl, Biopsien,
evtl. Nahrungsmitteln

— Identifizierung von Virusvarianten mittels RT-PCR, Sequenzierung und phylogentischer Ana-
lyse; HEV- Genotypisierung und ggf.-Subgenotypisierung

— Beratung zu Anforderungen an das Untersuchungsmaterial und Versandbedingungen

Die Leistungen des Konsiliarlabors fiir HAV und HEV werden aus ganz Deutschland in Anspruch
genommen. Abbildung 1 zeigt die Menge und Verteilung der Einsendungen aus dem Bundesgebiet
im Jahr 2022. Im Vergleich zum Zeitraum 2013 — 2015 war in den vergangenen Jahren eine deutliche
Zunahme der Analysen zu verzeichnen. Dies ging tiberwiegend auf externe Einsendungen durch Ge-
sundheitsimter (OGD) zuriick. In den Jahren 2017 — 2022 blieben die erbrachten Leistungen auf die-
sem sehr hohen Niveau stabil (Abbildung 2).

Das Konsiliarlabor unterstiitzt die Einsender durch Abklirung unklarer serologischer HAV- und
HEV-Befunde, die Untersuchung von Proben von Patienten und Kontaktpersonen mittels Antikor-
pertests und molekularer Diagnostik (NAT/PCR). Dariiber hinaus dient die HAV- und HEV-Genoty-
pisierung der Charakterisierung von in Deutschland zirkulierenden Virustypen sowie der Abklirung
von Infektionsquellen und Infektionsketten (sog. ,molekularer Fingerabdruck der Viren®).

Zu den weiteren Aufgaben zihlt die Untersuchung von Hepatitis-A-Ausbriichen mit molekularbiolo-
gischen Methoden in Zusammenarbeit mit dem Robert Koch-Institut, dem ECDC, dem BfR und den
lokalen Gesundheitsimtern und Landesbehorden (Stichworte: Hepatitis-A-Ausbruch durch Tiefkiih-
lerdbeeren, HAV in Import-Datteln, Hepatitis A unter MSM). Hierbei arbeiten das KL und das RKI
eng mit den Behorden anderer (v.a. europdischer) Linder und der iibergeordneten europiischen Ge-
sundheitsbehérde ECDC in Stockholm zusammen.

Diese molekularen Untersuchungsmethoden werden auch zur Untersuchung von vermuteten Hepa-
titis-E-Fallhdufungen aus verschiedenen Bundeslindern angewendet. Kiirzlich hat das KL in
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Kooperation mit dem RKI eine Ubersicht iiber die in Deutschland vorkommenden HEV-Varianten
verffentlicht (,HEV-Gentoyp-Atlas“, Schemmerer et al., 2022). In dieser Arbeit wurde auch gezeigt,
dass bestimmte HEV-Varianten ein schwereres Krankheitsbild bei den infizierten Personen verursa-
chen als andere.

Das KL fiir HAV und HEYV fiihrt mit nationalen und internationalen Kooperationspartnern Studien
zur Etablierung von HAV- und HEV-Laborstandards durch (z. B. PEI, CDC, WHO). Es unterstiitzt
Ringversuchsveranstalter durch die Bereitstellung von Untersuchungsmaterialien und berdt bzgl. der
Organisation und Durchfithrung von Ringversuchen.

Neben den kurz geschilderten labordiagnostischen Spezialleistungen berit das Konsiliarlabor viele
Akteure im OGD und Gesundheitswesen zur Diagnose, Prophylaxe und Therapie von HAV- und
HEV-Infektionen. Im Jahr 2022 wurden ca. 300 Anfragen telefonisch oder per E-Mail beantwortet.

HAV- und HEV-Analysen
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Abbildung 1 (links): Herkunft der untersuchten Proben, Konsiliarlabor fiir HAV und HEV, 2022
Abbildung 2 (rechts): Entwicklung der Einsendezahlen an das Konsiliarlabor fiir HAV und HEV, 2013—2022
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ABSTRACT

Aktuelle lebensmittelassoziierte Hepatitis-A-Virus-Infektionen

Wenzel |', Schemmerer M, Erl M, Faber M2, Stark K2, Enkelmann |2

1 Universititsklinikum Regensburg, Institut fiir Klinische Mikrobiologie und Hygiene, Konsiliarlabor fiir HAV und HEV
2 Robert Koch-Institute, Department for Infectious Disease Epidemiology, Berlin

Hepatitis-A-Viren (Hepatovirus A, HAV) werden durch direkten Kontakt mit infektisen Ausschei-
dungen von Person zu Person tibertragen (,fikal-oral“). Der Mensch ist der einzige bekannte Wirt,
ein tierisches Reservoir existiert nicht. Weniger bekannt ist, dass die Infektion hiufig auch tiber ver-
schiedene kontaminierte Lebensmittel und — im globalen Rahmen — tiber fikal verunreinigtes Trink-
wasser erfolgt. In Westeuropa besitzt nur ein recht geringer Anteil der Bevolkerung Immunitit gegen
Hepatitis A (< 40 % der 20 — 40 J. Erwachsenen, < 5 % der Kinder unter 7 J.). Vor diesem Hinter-
grund treten auch hier immer wieder kleinere und mittelgrofde Hepatitis-A-Ausbriiche auf.

Seit Einfithrung der gesetzlichen Meldepflicht nach IfSG im Jahr 2001 wurden in Deutschland jihr-
lich im Mittel 1.060 Hepatitis-A-Fille gemeldet. Insgesamt ist in den letzten Jahren ein leicht riick-
laufiger Trend zu verzeichnen. Die meisten HAV-Infektionen (64 %) werden in Deutschland erwor-
ben. Hierbei spielen importierte, kontaminierte Lebensmittel als Infektionsquelle eine zunehmend
wichtige Rolle. Dieser Vortrag stellt aktuelle und zuriickliegende, lebensmittelassoziierte Hepatitis-A-
Ausbriiche in Deutschland vor (z. B. verursacht durch importierte Beeren und Beerenmix, beerenhal-
tige Kuchen, Gebick und Datteln). Anhand von zwei Beispielen wird die Problematik HAV-infizierter
Mitarbeiter im Lebensmittelgewerbe behandelt.

Bei der Erkennung, Aufklirung und Riickverfolgung von Fillen und Ausbriichen hat sich die mole-
kulare Surveillance durch HAV-Typisierung in den letzten Jahren als ein wichtiges Werkzeug erwie-
sen. Mittels PCR und Sequenzierung wurden seit 2010 am Konsiliarlabor mehr als 850 HAV-Proben
typisiert, deren Einsendung durch den OGD veranlasst wurde. Ganz iiberwiegend kursierte in dieser
Zeit HAV-Genotyp I (96 %), gefolgt von Genotyp III (4 %). Die Subtypen waren in abnehmender
Hiufigkeit folgendermafien verteilt: HAV-IA (58 %), IB (38 %) und IIIA (4 %). Durch die Sequenzie-
rung in der variablen VP1/P2a-Region des HAV-Genoms kann den Viren jeweils ein , molekularer
Fingerabdruck zugeordnet werden. Dies ermdglicht die Identifikation und Zuordnung zu oft iiber-
regionalen Ausbriichen und kann als Information fiir die klassische epidemiologische Arbeit niitzlich
sein. Aus diesem Grund streben das Konsiliarlabor fiir HAV und das RKI eine Ausweitung und Wei-
terentwicklung der molekularen HAV-Surveillance an.
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Seit dem 1.7.2017 besteht das Konsiliarlabor fiir die humanpathogenen Alpha-Herpesviren HSV-1,
HSV-2 und VZV am Institut fiir Virologie des Universititsklinikums in Freiburg. HSV-1 und VZV
sind in der Bevolkerung traditionell sehr weit verbreitet und weisen Seropravalenzraten von 8o —
97 % in der erwachsenen Bevolkerung auf. Beide Herpesviren haben einen dhnlichen Zelltropismus
fiir neuronales Gewebe, Haut- und Schleimhaut sowie fiir Lymphozyten und eine dhnliche Empfind-
lichkeit gegentiiber antiviralen Medikamenten, z. B. Aciclovir. Wie alle Herpesviren persistieren sie
lebenslang in abwechselnden Latenz- und Reaktivierungsphasen. HSV und VZV verursachen dabei
eine grofle Krankheitslast mit einer Vielzahl von klinischen Syndromen, insbesondere bei vulnerab-
len Patientengruppen. Die Einfithrung von bevilkerungsweiten Impfprogrammen gegen die Varizel-
len und den Zoster fiihrt zu einer sich rasch wandelnden infektionsepidemiologischen Landschaft in
Deutschland und einer hohen Bedeutung fiir den Public Health. Auch bei den nicht-impfpriven-
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tablen Erregern HSV-1und HSV-2 zeichnen sich epidemiologische Verinderungen vor allem bei jiin-
geren Erwachsenen ab, die moglicherweise zu grofleren Krankheitsrisiken fithren. Trotz der klassi-
schen, pathognomonischen Syndrome wie Varizellen, Giirtelrose oder Herpes genitalis fithren mo-
difizierte Krankheitsverldufe und dhnliche klinische Manifestationsformen von HSV-1 und VZV in
der klinischen Praxis immer hiufiger zu Verwechslungen, klinischen Fehldiagnosen und problema-
tischen Therapieentscheidungen. Infolgedessen erfordern viele klinische Situationen eine differen-
zierte labordiagnostische Abklirung mit innovativen Methoden und ein therapeutisches Stewardship
durch den klinischen Virologen bzw. die klinische Virologin.

In der tiglichen Praxis stehen die Anfragen von Arztinnen und Arzten bzw. Patientinnen und Pati-
enten an das Konsiliarlabor in einem dhnlich umfangreichen Verhiltnis. Vor dem Hintergrund der
klinischen Beratungsarbeit hat das Konsiliarlabor damit begonnen, einige Forschungsprojekte zu den
dringendsten Problemstellungen zu initiieren, die durch private und 6ffentliche Forschungsférderer
finanziert werden:

— Aufbau einer geno--> phinotypischen Testplattform fiir HSV-1 und HSV-2 zur antiviralen Emp-
findlichkeitspriifung von Patientenisolaten bei Verdacht auf Aciclovirresistenz unter Anwen-
dung von NGS-Sequenzierverfahren;

— Klinische Studien zum Sicherheits- und Wirksamkeitsprofils des inaktivierten Zoster-Impfstoffs
(Shingrix®) bei vulnerablen Patienten;

— Validierung serologischer Untersuchungsverfahren zur Unterscheidung von HSV-1 und HSV-2,
um aktuelle epidemiologische Trends bei bestimmten Alters- und Bevilkerungsgruppen in
Deutschland zu erkennen;

— Erfassung kritischer Krankheitsverliufe, die sich aus epidemiologischen Verschiebungen erge-
ben (z. B. fulminante HSV-Hepatitis);

— Differentialdiagnostische Auflésung von grenzwertigen VZV-Antikorperreaktivititen im Kontext
der Indikationsstellung fiir die Impfungen gegen Varizellen und Zoster;

— Implementierung eines antiviralen Stewardship Programms
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ABSTRACT

Advancing diagnostics and clinical counselling
by the National Consulting Laboratory for herpes simplex virus
and varicella zoster virus, Germany

Bierbaum S, Dihne T', Falcone V', Fuchs |2, Full F', Jaki L', Panning M"2, Ruzsics Z', Huzly D', Hengel H'

1 National Consulting Laboratory for HSV and VZV, Institute of Virology, Medical Center and Faculty of Medicine,
University of Freiburg, 79104 Freiburg, Germany

2 Section Clinical Virus Genomics, Institute of Virology, Medical Center and Faculty of Medicine, University of Freiburg,
79104 Freiburg, Germany

The human pathogenic alpha herpes viruses HSV-1 and VZV are widespread in the population. The
viruses share a similar cell tropism and sensitivity to antiviral drugs, they persist throughout life dur-
ing alternate phases of latency and reactivation, and they cause a large burden of disease with a variety
of clinical syndromes, especially in vulnerable patient groups. Despite some pathognomonic syn-
dromes, the similarities of HSV-1 and VZV in clinical practice commonly lead to confusion, which is
further complicated by the presence of the less widespread HSV-2 virus in the German population.
As aresult, many clinical situations require diagnostic confirmation as well as therapeutic stewardship
by the clinical virologist.

The Consulting Laboratory has started to pursue several focused research activities on the most urgent
issues including

— antiviral susceptibility testing for HSV-1 and HSV-2 (set up of a geno- to phenotypic testing plat-
form),

— assessment of the safety and efficacy profile of the inactivated zoster vaccine (Shingrix®) in
particularly vulnerable patients,

— validation of serological approaches for the discrimination of HSV-1 and HSV-2 to monitor
current epidemiological trends between age and social groups in Germany,

— the resulting clinical risks (e.g. HSV hepatitis) from such shifts,

— detection and validation of borderline VZV antibody reactivities in the context of indication for
VZV vaccinations,

— implementation of an antiviral stewardship programme.
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Vibrionen umfassen eine Vielzahl verschiedener Spezies, von denen zwo6lf nach dem heutigen Stand
der Wissenschaft als humanpathogen bekannt sind und zu denen auch der Erreger der Cholera, Vibrio
(V.) cholerae, gehort. Choleratoxin-bildende V. cholerae der Serogruppen O:1 und O:139 sind die Aus-
loser der endemischen und epidemischen Cholera, die heute ausschlieflich in Lindern mit Mangel
an sauberem Trinkwasser vorkommt und von dort als importierte Infektionen von Reisenden auch
Deutschland erreichen. V. cholerae aller weiterer Serogruppen (aufler O:1 und O:139), sowie andere
humanpathogene Spezies der Gattung Vibrio werden auch als Nicht-Cholera-Vibrionen (NCV) be-
zeichnet. Diese kommen in salzhaltigen Gewissern Deutschlands und Europas vor und gewinnen
zunehmend an Bedeutung als Verursacher teils schwer verlaufender Wundinfektionen. Die Erreger
konnen dabei bei Kontakt von Hautverletzungen mit Wasser in den Kérper eindringen. Ausgehend
von Wunden, bzw. Verletzungen der Hautbarriere, konnen sich invasive, grenziiberschreitende In-
fektionen entwickeln, die obligat chirurgisch versorgt werden mdiissen. Vereinzelt verlaufen
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Infektionen mit V. vulnificus bei Immunsupprimierten oder Personen mit Vorerkrankungen sogar
todlich. Sowohl Wundinfektionen, als auch durch Vibrionen verursachte Gastroenteritiden konnen
zu Sepsis fithren, welche mit einer signifikanten Letalitit verbunden ist. Vor allem bei Kindern
kommt es auflerdem hiufig zu Ohrinfektionen, z. B. durch Schwimmen oder das Baden im Flach-
wasser. In Deutschland treten Infektionen mit NCV vermehrt wihrend der Sommermonate in Ver-
bindung mit Wassertemperaturen iiber 20° C auf. Betroffen sind vor allem die Ostsee, aber auch
leicht salzhaltige Binnengewisser. In den kommenden Jahren ist aufgrund der globalen Erwirmung
weltweit mit einem vom Klimawandel verursachten erheblichen Anstieg der Temperaturen der Ober-
flichengewisser zu rechnen. Dies wird sich auch auf das Vorkommen von Vibrionen auswirken.

Nur wenige mikrobiologische Labore sind in Deutschland in der Lage, eine komplexe Diagnostik und
Typisierung von Vibrionen jenseits der Anzucht durchzufithren. Aus diesem Grund wurde die Abtei-
lung ZBS2 am Robert Koch-Institut (RKI), verantwortlich fiir hochpathogene bakterielle Erreger, be-
reits lange vor der Ernennung zum neu gegriindeten KL fiir humanpathogene Vibrionen kontinuier-
lich zur Unterstiitzung bei der Bestitigungsdiagnostik und Beratung von Kliniken, niedergelassenen
Arzten, Laboren, vor allem aber von Gesundheitsbehérden angefragt. ZBS2 betreibt am RKI Labore,
die fiir die Bearbeitung von hochpathogenen bakteriellen Erregern aus verschiedenen Probenmateri-
alien geeignet und zugelassen sind. Nach DIN EN ISO 15189:2014 wurde die Kompetenz zur Durch-
fithrung von Untersuchungen zur ,Medizinischen Laboratoriumsdiagnostik® fiir Vibrio und nach
DIN EN ISO/IEC 17025:2018 die Kompetenz zur Durchfithrung von Priifungen im Bereich ,Medizi-
nische Laboratoriumsuntersuchungen im Rahmen klinischer und epidemiologischer Studien®, die
auch Umweltprobenanalytik einschlief3t, von der Deutschen Akkreditierungsstelle (DAkkS) beschei-
nigt. ZBS2 konnte die Akkreditierung weiter konsolidieren und wurde zudem als Anbieter fiir Eig-
nungspriifungen im Bereich Mikrobiologie nach DIN EN ISO/IEC 17043:2010 akkreditiert.

Neben akkreditierten kulturellen Verfahren sind zur molekularen Diagnostik Multiplex-Real-Time-
PCRs zum Nachweis der Spezies V. cholerae und des Choleratoxin-Gens, zum Nachweis der fiir Cho-
lera-verursachende V. cholerae spezifischen Marker der Serovare O:1 und O:139, sowie die Biovartypi-
sierung mittels konventioneller PCR, einschliefllich der Probenvorbereitung und notwendiger Amp-
lifikationskontrollen akkreditiert. Dies gilt ebenso fiir den Nachweis der chromosomalen Marker fiir
V. vulnificus und V. parahaemolyticus. Der serologische Nachweis der Toxinproduktion toxigener
V. cholerae liegt auflerhalb des akkreditierten Bereichs. Einen wichtigen Bestandteil unseres differen-
tialdiagnostischen Ansatzes zur Unterscheidung unterschiedlicher Vibrio spp. stellt die Sequenzie-
rung eines Spezies-spezifischen Abschnittes des rpoB-Gens (nach Tarr et al., 2007 und Diekmann
et al., 2010) sowie das MALDI-TOF Verfahren dar, welches in Kooperation mit unserer Schwesterab-
teilung ZBSG6 (Proteomik und Spektroskopie) am RKI angeboten wird. Neben der verfiigbaren Bru-
ker-Datenbank konnte durch die in ZBS2 vorhandene Stammsammlung von tiber 1300 Vibrio spp.
eine hervorragende in-house Datenbank zum parallelen Ergebnisabgleich aufgebaut werden.

Bei Vibrionen handelt es sich um klassische Zoonoseerreger, die bei Kontakt von Tieren vor allem
bei der Nahrungsaufnahme auf den Menschen iibertragen werden kénnen. Deshalb steht ZBS2 seit
Jahren mit dem Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) in engem Kontakt, insbesondere zur Qua-
litatssicherung von diagnostischen Ansitzen und dem Austausch von Bakterienisolaten. Im BfR ist
seit 2020 das DVG-KL ,, Vibrio spp. in Lebensmitteln“ angesiedelt. Des weiteren steht ZBS2 bundes-
weit mit verschiedenen klinischen Einrichtungen und Landesuntersuchungsimtern, insbesondere
mit dem Klinikum Hamburg-Eppendorf sowohl hinsichtlich der wissenschaftlichen Zusammenar-
beit als auch in der Qualititssicherung von diagnostischen Ansitzen in engem Kontakt und ist Teil
eines deutschlandweiten Netzwerkes von Laboren und Kliniken, das 2021 eine Publikation zu Hitze-
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assoziierten humanen Vibrio-Infektionen der Jahre 2018 und 2019 in Nord- und Ostsee veréffentlich
hat (Brehm et al., 2021). Zudem besteht seit Jahresbeginn 2022 eine enge Kooperation mit dem Leib-
niz Institut fir Ostseeforschung Warnemiinde (IOW). Durch den engen wissenschaftlichen Aus-
tausch konnte ein Pilotprojekt zur systematischen Uberwachung von Vibrio-Keimzahlen an verschie-
denen Badestellen der Ostsee wihrend der Sommermonate initiiert werden, welches aktuell noch
andauert. Neben der umfassenden klinischen Diagnostik und Untersuchungen von Umweltproben
finden unter der Beteiligung des KL auch breit angelegte Forschungsaktivititen zu humanpathoge-
nen Vibrionen im ZBS2 statt. Hier laufen aktuell Projekte zur Grundlagenforschung von Pathogeni-
titsmechanismen (z. B. mittels ex-vivo Hautmodells in Kooperation mit unserer Schwesterabteilung
ZBS4 (Spezielle Licht- und Elektronenmikroskopie) am RKI, sowie der Charité Universititsmedizin
Berlin), sowie zur Biofilmbildung von vor allem V. vulnificus und V. cholerae.

Leistungsangebot von ZBS2 zur Bestitigungsdiagnostik und Typisierung von V. cholerae und
verwandten humanpathogenen Vibrionen

— Durchfithrung von akkreditierter Labordiagnostik (Anzucht, PCR) von V. cholerae, V. vulnificus
und V. parahaemolyticus

— Nachweis des Choleratoxins (Toxingen mittels Real-Time PCR (akkreditiert) und Toxinproduk-
tion mittels capture-ELISA)

— Subtypisierung von Choleratoxin-bildenden V. cholerae mit molekulargenetischen Methoden
(Real-Time PCR, konventionelle PCR, Agglutination), Nachweis von O:1- und O:139-Serovaren

— Auf Anfrage: Exakte Erregertypisierung auf Isolat-Ebene und molekular-epidemiologische Aus-
bruchsanalysen mittels core-genom-basierter MLST

— Unterstiitzung von Qualititssicherungsmafinahmen in der Diagnostik

— Beratung zu Untersuchungsproben und deren Versand
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ABSTRACT

Das neue Konsiliarlabor fiir humanpathogene Vibrionen

Dupke S, Jacob D

Die Familie der Vibrionaceae umfasst eine grofde Anzahl verschiedener Spezies, von denen zwolf als
humanpathogen bekannt sind, darunter der Erreger der Cholera, Vibrio (V.) cholerae. Die Cholera wird
durch Choleratoxin-produzierende V. cholerae der Serogruppen O:1 und O:139 verursacht und tritt in
Deutschland ausschlieRlich als importierte Erkrankung durch Reisende auf. Im Jahr 2022 wurden
insgesamt sechs Choleratoxin-produzierende Isolate von V. cholerae O:1, Biovar El Tor, zur Bestiti-
gung und weiteren Charakterisierung an unser Labor geschickt. V. cholerae aller anderen Serogruppen
sowie andere humanpathogene Spezies der Gattung Vibrio werden auch als Nicht-Cholera-Vibrionen
(NCV) bezeichnet, diese kommen in salzhaltigen Gewdssern in Deutschland und Europa. In Deutsch-
land werden Infektionen mit NCV vermehrt in den Sommermonaten mit Gewissertemperaturen
iiber 20° C gemeldet. Ausgehend von Wunden oder Verletzungen der Hautbarriere kann es zu inva-
siven grenziiberschreitenden Infektionen kommen. Gelegentlich verlaufen Infektionen mit V. vulni-
ficus bei immungeschwiachten Personen sogar tédlich.

Da es in Deutschland bis Mirz 2020 keine Meldepflicht fiir NCV gab, muss von einer hohen Dun-
kelziffer an Infektionen des Menschen in den letzten Jahren ausgegangen werden. Auch ein umfas-
sendes NCV-spezifisches Umweltmonitoring gibt es bisher nicht, so dass die tatsichliche Gefihrdung
der offentlichen Gesundheit durch NCV derzeit nur unzureichend abgeschitzt werden kann. Hier
wird das neu eingerichtete Konsiliarlabor fiir humanpathogene Vibrio-Spezies vorgestellt, das zu Be-
ginn dieses Jahres offiziell seine Arbeit aufgenommen hat. Dazu gehoren die diagnostischen Verfah-
ren zur Typisierung und Charakterisierung von klinischen Isolaten und Umweltisolaten, sowie die
aktuellen Forschungsaktivititen zu verschiedenen Vibrio spp. in Deutschland.
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Zahlreiche Pilze kénnen lebensbedrohliche Infektionen innerer Organe hervorrufen. Aufgrund nur
unspezifischer klinischer Symptomatik kommt dem mikrobiologischen Nachweis dieser Mykoseer-
reger eine entscheidende Rolle in der Diagnostik, der Auswahl wirksamer Therapien und einem Ver-
stindnis fiir die Epidemiologie dieser Mykosen als Grundlage praventiver MafRnahmen zu.

Im Konsiliarlabor stehen spezifische diagnostische Tests fiir seltene Mykoseerreger, insbesondere fiir
die Kryptokokkose, die Scedosporiose und die sog. importierten Systemmykosen (Histoplasmose,
Coccidioido-, Blasto-, Paracoccidioidomykose) zur Verfiigung. Bei Letzteren sind Aufenthalte in au-
Rereuropidischen Endemiegebieten oft ein entscheidender Trigger fiir den Einsatz methodisch diver-
ser diagnostischer Nachweis-verfahren. Daneben stehen Plattformen fiir den Nachweis eines breiten
Spektrums pathogener Pilze mit mikroskopischen- (Licht-, Fluoreszenzmikrokopie), kulturellen- (S2-
S3) und molekularen Nachweismethoden (insbesondere aus Gewebeproben) sowie der in vitro Resis-
tenztestung mit Referenzmethodologie zur Verfiigung.

Einsender klinischer Proben und Arzte werden hinsichtlich geeigneter Untersuchungsmaterialien,
der sinnvollen Auswahl diagnostischer Tests sowie zur Therapie dieser Mykosen beraten. Anhand
dokumentierter Infektionen bewerten wir die Epidemiologie dieser Mykosen in Deutschland.

Fiir viele der genannten Mykosen sind keine kommerziellen Testverfahren verfiigbar. Die Diagnostik
findet daher tiberwiegend mit in house Tests qualititsgesichert statt. Das Labor ist akkreditiert (DIN
EN ISO 15189 und DIN EN ISO/IEC 17025). Wir beteiligen uns an der Organisation externer Quali-
tatskontrolle medizinischer Laboratorien durch Gestaltung eines Ringversuches zum Nachweis von
Cryptococcus-Antigen (instand-ev; mykoserologie-02) sowie molekulare Pilznachweise mit anderen
Referenzlaboratorien in einem europdischen Netzwerk.

Ausgewihlte paradigmatisch Pilze (Cryptococcus, Histoplasma) werden eingehender analysiert (Nach-
weis in veterindr-, und Umweltproben, molekulare Typisierung, Virulenz in Infektionsmodellen) um
ihre Okologie und Anderungen von Erregereigenschaften in einer sich indernden Umwelt zu verste-
hen und die Public Health Relevanz neu auftretender Varianten abzuschitzen.
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Teamfoto: Mitarbeitende des KL fiir Kryptokokkose und seltene Systemmykosen
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ABSTRACT

Molekulare Epidemiologie der Kryptokokkose in Deutschland

Rickerts V

Die Kryptokokkose ist weltweit die hdufigste Pilzinfektion des zentralen Nerven-systems. Die meisten
Infektionen werden in Lindern mit hoher AIDS Privalenz als Meningitis diagnostiziert. In Deutsch-
land werden laut Angaben des statistischen Bundesamts pro Jahr 50 — 70 stationdre Aufenthalte auf-
grund von Kryptokokkose dokumentiert.

Das Konsiliarlabor (KL) bietet die Identifizierung von Isolaten, eine in vitro Resistenztestung mit
Mikrodilution, molekulare Typisierung von C. neoformans mit MLST an und wertet Angaben zu Pati-
enten und Erkrankungen aus. Die Virulenz von ausgesuchten Isolaten wird in heterologen Host-Mo-
dellen untersucht.

Eine retrospektive Auswertung (2017 — 2022) zeigt das pro Jahr 19-33 Stimme eingesendet werden,
in 80 % von disseminierten Infektionen bei Patienten mit AIDS (31 %), Krebs (16 %), Organtrans-
plantation (3 %), ohne Grunderkrankung (13 %) oder sonstigen Erkrankungen (12 %).

Die am hiufigsten identifizierten Pilze sind C. neoformans var. grubii (8o %), C. neoformans var. neo-
formans (15 %), Hybride (5 %) und C. gattii (1 %). Die molekulare Typisierung von var. grubii belegt
eine klonale Ausbreitung weniger, nahe verwandter, weltweit zirkulierender Sequenztypen. Fiir var.
neoformans zeigen sich diverse Sequenztypen mit Signaturen sexueller Replikation. Diese Isolate
werden von lokalisierten bis disseminierten Infektionen angeziichtet. Sie unterscheiden sich deutlich
in der Virulenz im Galleria mellonella Infektionsmodell.

Klinische Grenzwerte bei Kryptokokkose sind nicht definiert. MHKs iiber den epidemiolo-gischen
Grenzwerten werden selten fiir die Standard Antimykotika Amphotericin B (o %), Fluconazol (2 %)
und 5FC (2 %) mit Mikrodilution nachgewiesen.

Eine Pilotstudie zum Uberleben nach Kryptokokkose (n = 57) zeigt, dass 14 % infizierter nach s
(1—120) Tagen versterben, was auf eine spite Diagnose mit dann schlechtem Therapie-ansprechen
hinweisen kénnte.

Fazit: Das KL untersucht bis zu 50 % der Isolate schwerer Infektionen. C. gattii wird selten bei huma-
nen Infektionen nachgewiesen. Es werden iiberwiegend Infektionen bei Patienten ohne HIV-Infek-
tion diagnostiziert. Bei den beiden Varietiten von C. neoformans zeigen sich Unterschiede in der mo-
lekularen Epidemiologie. Arbeiten an Infektionsmodellen und genombasierter Typisierung sollen
kiinftig bessere Korrelationen zwischen Geno-, und Phinotyp einschliefRlich Virulenz erméglichen.
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Legionellen sind gramnegative, aerobe Bakterien, die zur Familie der Legionellaceae, Gattung Legio-
nella gehoren. Derzeit sind tiber 60 Arten bekannt, die mindestens 79 verschiedene Serogruppen
umfassen. Legionellen kommen in jeglichen (Sti-)Wasserreservoiren vor und leben dort vor allem
im Zellinneren von freilebenden Amében aber auch im Biofilm. Einziger Ubertragungsweg auf den
Menschen ist das legionellenhaltige Wasseraerosol, welches aus wasserfithrenden Systemen verne-
belt wird (Riickkiithlwerke, Duschen, Whirlpool) (Liick and Petzold, 2020).

Nach der Inhalation legionellenhaltiger Aerosole konnen die Bakterien den unteren Atemtrakt errei-
chen, wo sie dhnlich, wie in Amében, sich im Zellinneren von Makrophagen vermehren. Dies kann
zu einer Entziindung fithren und eine Pneumonie hervorrufen (Legionirskrankheit) oder kurzweilige
grippeihnliche Symptome ausldsen (Pontiac Fieber). Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch ist
bisher nicht valide beschrieben. Als Risikofaktoren sind ein hoheres Alter (> 6o Jahre), kérperliche
Grundleiden, immunsuppressive Therapien oder Rauchen beschrieben. Ebenfalls sind Mdnner 2- bis
3-mal hiufiger betroffen.
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Legionelleninfektionen sind nach {7 Infektionsschutzgesetz (IfSG) meldepflichtige Erreger, sofern
der Nachweis mit einer akuten Erkrankung einhergeht. Die Fallzahlen steigen jdhrlich an und haben
sich in den vergangenen 10 Jahren verdoppelt und Ende September 2023 bereits die Fallzahlen der
vorhergehenden Jahre {iberschritten (Stand 10/2023). Es wird angenommen, dass vier Prozent aller
ambulant erworbenen Pneumonien durch Legionellen verursacht werden. Damit bereits im Vorfeld
mogliche Infektionsquellen erkannt werden, miissen nach der Trinkwasserverordnung (TrinkwV)
und der 42. Verordnung zur Durchfithrung des Bundes-Immissionsschutzgesetzes (42. BImSchV)
groflere wasserfithrende Analgen (Trinkwasseranalgen, Riickkiihlwerke) regelmiflig auf Legionellen
untersucht werden. Dadurch soll frithzeitig eine Kontamination erkannt und mit technischen Maf-
nahmen entgegengegangen werden. Somit hat die Legionelleniiberwachung, ob klinisch oder um-
welthygienisch, mehrere integrierte Akteure, die sich fiir den Offentlichen Gesundheitsdienst (OGD)
im Sinne des Bevolkerungsschutzes vom Klinikum zum Gesundheitsamt iiber Landesimter zum Ro-
bert Koch-Institut (RKI) erstrecken. Im Bereich der Wasserkontrolle kommunizieren Gesundheits-
/Umweltimter mit Umweltlaboren hin zum Umweltbundesamt (UBA). Als weiteres Schwerpunktla-
bor steht das Konsiliarlabor (KL) fiir Legionellen in der Schnittfliche aller Akteure.

Das KL bearbeitet Themenfelder ganz unterschiedlicher Ausrichtung. Das Kerngebiet umfasst dabei
die Unterstiitzung von (Landes-)Gesundheitsimtern im Rahmen der Infektionsquellensuche bei ge-
meldeten Legionellosefillen. Hierbei unterstiitzt das KL sowohl beratend (bspw. Quellenidentifika-
tion, Probenahme) als auch analytisch (bspw. Detektion, Typisierung) und erlangte iiber Jahre Exper-
tise im Bereich der technischen (Umwelt-)Hygiene sowie der mikro- und molekularbiologischen Di-
agnostik.

Legionellen sind anspruchsvolle Bakterien und passen sich optimal an ihre Umgebung an. Thr Ge-
nom ist spickt mit Genen anderer Bakterien und Wirtsarten. Ein Ergebnis jahrtausendlanger Co-Evo-
lution. Die klassische mikrobiologische Anzucht ist langwierig und nur selten (20 — 50 %) erfolgreich.
Gelingt sie dennoch, kann die Typisierung der Bakterien erfolgen. Die Typisierung erméglicht Legi-
onellenstimme von bspw. Patient und Wasser miteinander zu vergleichen, wodurch Infektionsquel-
len ermittelt werden konnen. Die Methoden reichen von einer antikérperbasierten phinotypischen
Charakterisierung iiber die Bestimmung des Sequenztyps mittels der sequenzbasierten Typisierung
von sieben Genen hin zur Ganzgenomanalyse.

Die beschriebene geringe Anzuchtrate der Legionellen erforderte den Einsatz sogenannter indirekter
Typisierungsmethoden. Dabei werden bspw. neue molekulare und biochemische Methode am KL
erarbeitet und eingesetzt, um aus primdren Patienten- und Umweltmaterial moglichst umfangreiche
Informationen tiber den pathogenen Bakterienstamm zu erhalten.

Neben der Analyse einzelner sporadischer Legionelloseerkrankungen unterstiitzt das KL auch bei
grofleren Erkrankungsclustern und Ausbriichen. So geschehen wurde der bisher grofste Legionellen-
ausbruch Deutschlands in Warstein 2013 sowie in Bremen 2016 laborseitig unterstiitzt, um schnellst-
moglich Infektionsquellen zu identifizieren (Petzold et al., 2017).

Eine weitere Aufgabe des KL ist die epidemiologische Surveillance der Legionellosen, welche feder-
fithrend von der am RKI ansissigen FG 36: ,Respiratorisch iibertragbare Erkrankungen’ durchgefiihrt
wird. Laborseitig befasst sich das KL hierbei vor allem mit der molekularen oder genomischen Sur-
veillance, sprich basierend auf Genomdaten. Durch die lange Inkubationszeit der Legionellose von
bis zu zehn Tagen sind in Deutschland diagnostizierte Fille oft mit Reisen assoziiert (Lehfeld et al.,
2023). Die genomische Surveillance ist daher seit mehr als 20 Jahren international abgestimmt, um
eine reiseassoziierte Erkrankung standardisiert zu ermitteln und Bakterienstimme weltweit
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einheitlich abzugleichen. Somit kann ein Fall klar einer Infektionsquelle, ob im eigenen Haushalt
oder im Urlaubshotel zugeordnet werden. Das KL fiir Legionellen war hier 2012 ebenfalls federfiih-
rend bei der Erarbeitung und Implementierung eines verbesserten genombasierten Typisierungs-
schemas (cgMLST) (Moran-Gilad et al., 2015). Diese Arbeiten werden in enger Zusammenarbeit mit
dem RKI im Rahmen der integrierten molekularen Surveillance weiter ausgebaut.

Seit iiber 25 Jahren ist das KL international vernetzt, kommuniziert mit europiischen Referenzzen-
tren und ist aktives Mitglied der europiischen Arbeitsgruppe fiir Legionellen (ESGLI). In diesem Rah-
men wurden und werden Methoden etabliert und validiert. Multizentrale Studien fiir die Erprobung
neuer Methoden oder kommerzieller Tests werden so in Threr Testgiite analysiert, wodurch eine Qua-
litatskontrolle im Bereich der Infektionsdiagnostik und des Umweltmonitorings etabliert wurde.

Neben den genannten Forschungsaufgaben im Bereich der Methodenentwicklung befasst sich das
KL auch mit neuen Herausforderungen. So fithrt das erklirte Ziel den Energieverbrauch zu senken
zu einem veridnderten Verhalten bei Anlagenbetreiber hin zu bspw. geringeren Temperaturen in
Trinkwasserinstallationen. Wie wirkt sich dies auf die Mikrobiologie und damit auf die Legionellen
innerhalb dieser Systeme au? Hat der Bau von neuen wasseraerosolverteilenden Klimageriten oder
Riickkithlwerken als Reaktion auf steigende Lufttemperaturen einen Einfluss auf die Erkrankungs-
rate? Werden Umweltreservoire wie Fliisse oder Seen aber auch Wasserverteilungsnetze oder Abwas-
serreinigungsanlagen wirmer und bieten Legionellen neue oder bessere Vermehrungsbedingungen?
Wird der demografische Wandel hin zu einer ilteren und medikamentierten Gesellschaft auch zu
einer hoheren Infektionsrate fithren?

Je mehr {iber Legionellen bekannt wird, je mehr iiber die Umweltstabilitit, die Ubertragung, die Pa-
thogenitit und Immunantwort erforscht wird, desto besser kénnen wir diesen Fragen entgegenwir-
ken.
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Die Listeriose ist eine durch Lebensmittel {ibertragene Infektionskrankheit mit auflerordentlich ho-
her Fallsterblichkeit. Die Erkrankung tritt hdufig in Form von langandauernden Ausbriichen auf, die
durch den Verzehr von mit dem Bakterium Listeria monocytogenes kontaminierten Lebensmitteln her-
vorgerufen werden. Daher sammelt das Konsiliarlabor fiir Listerien (KL Listeria), welches am Fach-
gebiet fiir Darmpathogene bakterielle Erreger und Legionellen (Fgu1) des Robert Koch-Instituts ange-
siedelt ist, L. monocytogenes-Isolate aus humanem Probenmaterial aus ganz Deutschland. Pro Jahr
erreichen ca. 450 klinische L. monocytogenes-Isolate das KL Listeria. Alle Isolate werden einer Multi-
plex-PCR unterworfen, welche die Bestitigung der Spezies und die Einteilung in molekulare Sero-
gruppen erlaubt. Seit 2018 werden die Genome aller Isolate sequenziert. Aus diesen Genomsequenz-
daten werden mit Hilfe von Ridom SeqSphere+ molekulare Serogruppen, auf multi locus sequence
typing (MLST) basierende Sequenztypen (ST) und auf 1701 locus core genome MLST (cgMLST) basie-
rende Clustertypen (CT) ermittelt. Anhand dieser Information werden Cluster von phylogenetisch
sehr nah verwandten L. monocytogenes-Isolaten identifiziert und nach einer RKI-internen Nomenkla-
turregel eindeutig benannt. Bislang wurden mehr als 300 solcher Cluster identifiziert (Stand Oktober
2023). Diese Cluster gehen i. d. R. auf weiter verifizierte Listerioseausbriiche zuriick und stellen die
Basis fiir Ausbruchsuntersuchungen infektionsepidemiologischer Struktureinheiten des RKI und
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anderer Einrichtungen dar, welche gemeinsam durch Patientenbefragungen Hypothesen zum ur-
sachlichen Lebensmittel generieren. Informationen zu Ausbruchsclustern und genomischer Refe-
renzdaten werden durch das KL Listeria der Fachoffentlichkeit tiber verschiedene Kanile fiir Abglei-
che von Patientenisolaten und Isolaten aus Lebensmitteln bereitgestellt. Dazu gehoren die Epidemic
Intelligence Information System (EPIS)-Plattform des European Centre for Disease Control (ECDC),
das Nationale Referenzzentrum fiir L. monocytogenes am Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR)
und das Microbial Genomic Surveillance-Netzwerk (miGenomeSurv), in dem sequenzierende Labo-
ratorien der Lebensmittelseite und des klinischen Sektors mit dem KL Listeria verbunden sind. Re-
gelmiflig versftentlicht das KL Listeria Ergebnisse von Ausbruchsuntersuchungen, Genomsequen-
zen privalenter Subtypen sowie deren infektionsbiologischer Charakterisierung in einschligigen
Fachjournalen und stellt im Zuge der Veréffentlichung umfangreiche genomische Datensitze klini-
scher L. monocytogenes-Isolate in Sequenzrepositorien zur Verfiigung. Die Arbeit des KL Listeria
wird erginzt um drittmittelfinanzierte Begleitforschung zu Fragen der Antibiotika- und Desinfekti-
onsmittelresistenz von L. monocytogenes-Subtypen sowie der Virulenz und Physiologie von L. mono-
cytogenes im Allgemeinen. Das KL Listeria nimmt regelmiflig an Ringversuchen zur Qualititskon-
trolle von Genomsequenzierungen des ECDC teil.

Die Aufgaben des KL Listeria werden im Rahmen des RKI Fachgebietes fiir Darmpathogene
bakterielle Erreger und Legionellen wahrgenommen. Vorrangig betraut mit den Arbeiten sind
(v.l.n.r): Antje Flieger, Sven Halbedel, Simone Dumschat.
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tag C, Espenhain L, Stephan R, Pietzka A, Schjerring S, Bloemberg G, Wenning M, Al Dahouk S,
Wilking H, Flieger A*. (2023) Large Multicountry Outbreak of Invasive Listeriosis by a Listeria
monocytogenes ST394 Clone Linked to Smoked Rainbow Trout, 2020 to 2021. Microbiol Spectr.
2023 Jun 15;11(3):0352022. doi: 10.1128 /spectrum.o3520-22. Epub 2023 Apr 10. (*equal contribu-
tion, # corresponding authors).

Lachmann R*, Halbedel S*, Liith S*, Holzer A, Adler M, Pietzka A, Al Dahouk S, Stark K, Flieger A,
Kleta S*#, Wilking H¥. (2022) Invasive listeriosis outbreaks and salmon products: a genomic, epide-
miological study. Emerg Microbes Infect. 2022 Dec;11(1):1308-1315. doi:
10.1080/22221751.2022.2063075 (¥, # equal contribution).
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guided profiling of antibiotic resistance patterns in clinical Listeria monocytogenes isolates from
Germany identifies pbp B3 alleles associated with low levels of cephalosporin resistance. Emerg
Microbes Infect. 2020 Dec;9(1):1804-1813. doi: 10.1080/22221751.2020.179972.2.
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M, Kraemer IB, Al Dahouk S, Allerberger F, Stark K*, Flieger A*# (2020): Large nationwide out-
break of invasive listeriosis associated with blood sausage, Germany, 2018—2019. Emerg. Infect. Dis.
26 (7): 1456-1464. Epub Jun 10. doi: 10.3201/eid2607.200225. (*equal contribution, # correspond-
ing authors).

Halbedel S, Prager R, Fuchs S, Trost E, Werner G, Flieger A. (2018) Whole-Genome Sequencing of
Recent Listeria monocytogenes Isolates from Germany Reveals Population Structure and Disease
Clusters. J Clin Microbiol. 2018 May 25;56(6):ec0119-18. doi: 10.1128 /JCM.0019-18.

ABSTRACT

High density genomic surveillance for risk profiling of
clinical Listeria monocytogenes subtypes in Germany, 2018—-2021

Halbedel S™2, Wamp S, Lachmann R3, Holzer A3, Pietzka A4, Ruppitsch W5, Wilking H3, Flieger A"

1 FG 11 Division of Enteropathogenic bacteria and Legionella, Consultant Laboratory for Listeria, Robert Koch Institute,
Burgstrasse 37, 38855 Wernigerode, Germany;

2 Institute for Medical Microbiology and Hospital Hygiene, Otto von Guericke University Magdeburg, 39120 Magdeburg,
Germany;

3 FG 35— Division for Gastrointestinal Infections, Zoonoses and Tropical Infections, Robert Koch Institute, Berlin,
Germany;

4 Austrian Agency for Health and Food Safety, Institute for Medical Microbiology and Hygiene, Graz, Austria;

5 Austrian Agency for Health and Food Safety, Institute for Medical Microbiology and Hygiene, Vienna, Austria

Foodborne infections represent a significant public health concern, particularly when outbreaks affect
many individuals over prolonged time. Systematic collection of pathogen isolates from infected pa-
tients, whole genome sequencing and phylogenetic analyses allow recognition and termination of
outbreaks as well as risk profiling of abundant lineages. We here present a multi-dimensional analysis
of > 1800 genome sequences from clinical L. monocytogenes isolates collected in Germany between
2018-2021 from invasive human listeriosis cases. These isolates covered 62 % of all notified cases and
belonged to 188 core genome multi locus sequence typing clusters reflecting listeriosis outbreaks.
42 % of the clusters were protracted, 60 % generated cases cross-regionally, but multinational clusters
were also identified. For several large clusters we provide more detailed epidemiological and genetic
information. Risk profiling for development of materno-fetal and brain infections based on clinical
data allowed discrimination of hyper- and hypo-virulent sequence types with global importance and
these virulence differences could largely be confirmed in in vitro infections. Naturally occurring loss
of function mutations were identified in several virulence and house-keeping genes, particularly in
less virulent subtypes. Their further analysis showed that the importance of these genes for physiology
and virulence of L. monocytogenes originally established in reference strains cannot be generalized.
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Das Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene des Universititsklinikums
Frankfurt am Main beherbergt seit dem Jahre 2017 das ,Konsiliarlabor fiir Mukoviszidose-Bakterio-
logie“. Die Aufgaben des Konsiliarlaboratoriums beinhalten innerhalb Deutschlands die Untersu-
chung externer (respiratorischer) Proben, von Stammisolaten oder Serumproben von Personen mit
Mukoviszidose (Cystische Fibrose; CF), die diagnostische und therapeutische Beratung von Arzten
und Arztinnen zum Thema ,Atemwegsinfektionen bei Mukoviszidose’ sowie die Weiterentwicklung
diagnostischer Verfahren zum Nachweis Mukoviszidose-relevanter bakterieller Infektionserreger. Zu
den Aufgaben gehort weiter die Mitarbeit an der Erstellung von Leitlinien und Empfehlungen zur
mikrobiologischen Diagnostik und antimikrobiellen Therapie. Dariiber hinaus wird klinisch-
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mikrobiologische bzw. grundlagenorientierte Forschung zur Erregerepidemiologie, Antibiotikaresis-
tenz und Infektionsbiologie Mukoviszidose-relevanter Erreger betrieben.

Die Mukoviszidose ist eine hdufige angeborene und immer noch lebensverkiirzende Stoffwechsel-
und Multisystemerkrankung. Die Erkrankung beruht auf Mutationen im sog. ,cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator" (CFTR) und dem resultierenden gestorten transepithelialen Elektro-
lyttransport. Das komplexe Erkrankungsbild wird im Wesentlichen durch die (chronische) Infektion
des Respirationstraktes mit einem polymikrobiellen Erregerspektrum bestimmt, weshalb verschie-
dene bakterielle Infektionserreger (z. B. P. aeruginosa, Burkholderia cepacia-Komplex, Achromobacter
xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia) in das Aufgabenspektrum des Konsiliarlabors fallen.

Das Leistungsangebot umfasst Untersuchungen zum Nachweis von Pseudomonas aeruginosa-spezifi-
schen Antikérpern durch serologische Untersuchungsmethoden (ELISA), den konventionellen kul-
turellen Nachweis, die antimikrobielle Resistenztestung und ggf. die Typisierung von Mukoviszidose
-Erregen. Die mikrobiologische Diagnostik erfolgt unter der Einhaltung hochster Qualititsstandards
(Laborakkreditierung nach DIN ISO 15189:2014 liegt seit dem Jahre 2010 durchgehend vor) und ent-
sprechend den fiir die Mukoviszidose spezifischen mikrobiologischen Standards. Die Austestung von
Antibiotika-Kombinationen kann in begriindeten Einzelfillen erfolgen.

Der Stand des Wissens zur klinischen Relevanz von Mukoviszidose-Erregern, zu deren Labordiag-
nostik, Therapie und Prophylaxe wurden in zahlreichen Buchbeitrigen und Leitlinienempfehlungen
publiziert. Die Mikrobiologischen Qualititsstandards (MiQ 24): ,Atemwegsinfektionen bei Mukovis-
zidose’ wurden im Jahre 2019 unter Federfithrung des Konsiliarlabors in {iberarbeiteter Version pu-
bliziert und geben eine strukturierte Ubersicht iiber alle relevanten Mukoviszidose-Erreger und die
zugehorigen mikrobiologisch-diagnostischen Methoden.

Fiir infektionsserologische Untersuchungen wird Serum als Probenmaterial verwendet, fiir den kul-
turellen Erregernachweis werden alle respiratorischen Sekrete akzeptiert. Fiir eine Speziesidentifizie-
rung, die gezielte Empfindlichkeitspriifung von Antibiotika bzw. eine Erregertypisierung werden
Stammisolate untersucht. Am haufigsten wird MIQ24-konform die Spezifizierung innerhalb des
mindestens 22 Spezies umfassenden B.-cepacia-Komplex durchgefiihrt.

Links: Pseudomonas aeruginosa Kulturisolat mit mukoidem Phinotyp
Rechts: CF-Sputum mit multiplen Pseudomonas aeruginosa-Phanotypen
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ABSTRACT 1

Molecular epidemiology and resistance patterns of
multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa

Weber C', Schultze T', Géttig S, Schréder A2, Besier S':2, Burbach T, Haussler S3, Kempf V', Hogardt M2

1 Institute for Medical Microbiology and Infection Control, University Hospital Frankfurt, Goethe University,
Frankfurt am Main, Germany

2 German National Consiliary Laboratory on Cystic Fibrosis Bacteriology, Frankfurt am Main, Germany

3 Department of Clinical Microbiology, Copenhagen University Hospital — Rigshospitalet, Copenhagen, Denmark

Multidrug-resistant (MDR) Pseudomonas aeruginosa increasingly causes health care-associated infec-
tions. Herein, we determined the activity of ceftolozane/tazobactam, ceftazidime/avibactam, and
cefiderocol against so far 223 MDR P. aeruginosa clinical isolates recovered at the University Hospital
Frankfurt. Furthermore, we evaluated the presence of genes encoding major B-lactamases, such as
VIM, IMP, NDM, GIM, SPM, and KPC; the extended spectrum b-lactamase (ESBL)-carbapenemase
GES; and the virulence-associated traits ExoS and ExoU, as in particular ExoU is thought to be associ-
ated with poor clinical outcome. Cefiderocol showed the highest susceptibility rate (97.3 %) followed
by ceftazidime/avibactam (48.4 %) and ceftolozane/tazobactam (46.6 %). In 36.3 % of isolates, car-
bapenemase gene blavim was detected, and in 2.2 % isolates blaces was detected (with a positive
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association of exoU and blaVIM). The most prevalent sequence type was ST235 (24.7 %), followed by
ST244, ST175, and ST233, with all belonging to the top 10 P. aeruginosa high-risk clones with world-
wide distribution. Our data indicate that during surveillance studies special attention should be paid
to the MDR and highly virulent VIM- and ExoU-producing variant of ST235. Furthermore, in the case
of infections caused by carbapenemase-producing MDR P. aeruginosa cefiderocol seems to be the pre-
ferred treatment option. In addition, we found that outcomes of a few patient cases with complicated
urinary tract infections and hospital-acquired pneumonia treated with cefiderocol were favorable.

ABSTRACT 2

Comparative antimicrobial activity of ceftazidime-avibactam,
ceftolozane/tazobac-tam cefiderocol against Burkholderia cepacia
complex species isolated from cystic fibrosis patients

Brofiner K, Besier S:2, Schréder A'2, Burbach T', Schubert S3, Kempf V', Hogardt M2

1 Institute of Medical Microbiology and Infection Control, University Hospital, Goethe University of Frankfurt, Frankfurt —
Germany

2 National Consiliary laboratory for Cystic fibrosis Bacteriology, University Hospital Frankfurt, Goethe University Germany

3 Max von Pettenkofer-Institute for Hygiene und Medical Microbiology, LMU Munich, Munich — Germany

Chronic lung infection with the Burkholderia cepacia complex (BCC) in people with cystic fibrosis is
associated with increased morbidity and mortality and therefore represents a significant challenge in
the treatment of these patients. The BCC includes over 20 species of gram-negative typically multi-
drug-resistant environmental bacteria while B. multivorans and B. cenocepacia typically beeing the
most prevalent species in pwCF. BCC lung infection is associated with poor clinical outcome, acceler-
ated lung function decline and increased mortality after lung transplantation. So far, no objective ther-
apeutic guidelines exist neither for eradication therapy nor for the antibiotic treatment of exacerba-
tions or chronic BCC lung infection. Trimethoprim-sulfmethoxazol, meropenem, ceftazidime and
minocycline are considered the most active antimicrobial agents. However, antimicrobial susceptibil-
ity testing of BCC is notoriously problematic as so far, no clinical breakpoints for BCC organisms have
been established by EUCAST and only microdilution is requested for testing (goldstandard). The aim
of this study was to assess the susceptibility of BCC to ceftazidime/avibactam, ceftolozane-tazobactam
and cefiderocol. BCC isolates (n = 100) from individual CF patients (about 30 % B. multivorans, 30 %
B. cenocepacia and 30 % other BCC species) were tested by broth microdilution (BMD) and MIC gra-
dient strips (for evaluation). Briefly, relative susceptibility rates were: cefiderocol > ceftazidime/avi-
bactam > ceftazidime (for evaluation of the avibactam effect) > ceftolozane/ tazobactam, indicating
that in particular cefiderocol and ceftazidime/avibactam are relevant options for the treatment of in-
fections due to BCC. Further, whole genome sequencing and evaluation of MIC gradients strips as
well as agar diffusion tests of our BCC isolate set is in progress.

228



Konsiliarlabor fiir Mykoplasmen

i
! b )
I

Dr. Roger Dumke

Leitung
Dr. Roger Dumke

Institut
Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Virologie, TU Dresden

Adresse
Fetscherstrasse 74, 01307 Dresden

E-Mail
roger.dumke@tu-dresden.de

Telefon
+49 351 458 6577

Vertreter der Mykoplasmen/Ureaplasmen sind zellwandlose Bakterien, die aufgrund ihres relativ
kleinen Genoms nur reduzierte Stoffwechselleistungen aufweisen. Diese besonderen Charakteristika
sind die Ursache fiir eine eingeschrinkte Antibiotikaempfindlichkeit (intrinsische Resistenz gegen-
iiber Betalaktamantibiotika) und z. T. erhebliche Schwierigkeiten bei der kulturellen Anzucht einiger
Arten (Mycoplasma pneumoniae, M. genitalium). Inzwischen sind 17 verschiedene Spezies aus dem
Menschen nachgewiesen worden, die nach gegenwirtigem Kenntnisstand {iberwiegend als apatho-
gen einzustufen sind oder nur im Zusammenhang mit einer Immunsuppression des Patienten kli-
nisch bedeutsam werden konnen. Die medizinisch relevanten Vertreter zeigen eine ausgeprigte Af-
finitit zur humanen Mukosa und kénnen Symptome des Respirations- (Mycoplasma pneumoniae)
oder des Urogenitaltraktes (M. genitalium, M. hominis, Ureaplasma parvum, Ureaplasma urealyticum)
hervorrufen. Die Infektionen werden nur selten systemisch und der Mensch stellt das einzige Reser-
voir dar. In vielen Fillen verliuft die Kolonisation asymptomatisch und die Mikroorganismen werden
oft ungezielt nachgewiesen (z. B. nach Einsatz einer Panel-Diagnostik). Die Lokalisation der Infek-
tionen bedingt unterschiedliche Ubertragungswege. Dabei ist zu beachten, dass die Bakterien durch
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das Fehlen der Zellwand empfindlich auf Umwelteinfliisse reagieren und somit ein enger Mensch zu
Mensch-Kontakt fiir die Transmission erforderlich ist.

M. pneumoniae wird durch Inhalation erregerhaltiger Aerosole tibertragen und kann eine Vielzahl von
Infektionen der oberen und unteren Atemwege hervorrufen. Von klinischer Bedeutung ist vor allem
das Auslosen atypischer Pneumonien, die vorwiegend bei Schulkindern auftreten, prinzipiell aber
alle Altersgruppen betreffen konnen. Obwohl meist milde und selbstlimitierend, sind in ca. 10 % der
Fille schwere Verldufe dokumentiert, die eine addquate Diagnostik und Therapie erfordern. Neben
dem ausgeprigt saisonalen Vorkommen (Herbst/Winter) fallen Inzidenzhdufungen auf, die alle 4 — 7
Jahre vorkommen und z.T. weltweit zu registrieren sind. In diesen Perioden kénnen bis zu 50 % der
ambulant erworbenen Pneumonien durch M. pneumoniae verursacht sein. Als Griinde dieses epide-
miologischen Musters werden die zeitliche Abnahme spezifischer Immunglobuline und ein Wechsel
der in der Population zirkulierenden Subtypen diskutiert. Fuir diesbeziigliche Untersuchungen hilt
das KL das komplette Spektrum der derzeit verfiigbaren Typisierungsverfahren (P1-, VNTR-, MLST-
und SNP-Typisierung) vor, um bei Bedarf Stimme in positiv getesteten Materialien molekular cha-
rakterisieren zu konnen. Neben der Atemwegssymptomatik werden bei einem kleinen Teil der Pati-
enten im spiteren Infektionsverlauf extra-pulmonale Manifestationen (z. B. Haut, ZNS) beschrieben.
Aufgrund der langen Kultivierungszeiten wird die Infektion in der Praxis durch real-time PCR und
serologische Verfahren nachgewiesen, wobei die mitunter speziellen IgM/IgG-Konstellationen wei-
terhin ein Thema in der Beratung des KL darstellen. Der bei therapierefraktiren Verldufen angezeigte
molekulare Nachweis einer Makrolidresistenz (derzeitige Rate in Deutschland: ca. 3 %) wird vom La-
bor angeboten.

M. genitalium wird dagegen sexuell ibertragen und ist fiir viele Urethritisfille bei Mannern ursichlich
verantwortlich, bei denen weder Gonokokken noch Chlamydien nachgewiesen werden. Die iiberwie-
gende Zahl der Patientinnen und Patienten ist jedoch asymptomatisch kolonisiert. Die Assoziation
zu weiteren Krankheitsbildern bei Frauen (Zervizitis, PID, Schwangerschaftsprobleme) und Min-
nern (Proktitis, Epididymitis, Prostatitis) wird seit lingerem diskutiert, ist aber nicht abschliefdend
geklart. Die Privalenz bewegt sich in der Normalbevélkerung zwischen 1 — 6 %, kann aber in Risiko-
gruppen (z. B. MSM, HIV-Positive) auf tiber 20 % ansteigen. Trotz begrenzter epidemiologischer Re-
levanz wird M. genitalium als ausgesprochener Problemerreger angesehen, da er zur schnellen Resis-
tenzentwicklung einschliefSlich einer Multiresistenz neigt. Eigene Untersuchungen im KL ergaben,
dass mit Resistenzraten von bis zu 8o % (Makrolide; Azithromycin ist nach den Leitlinien Erstran-
gantibiotikum) und 15 % (Chinolone) zu rechnen ist. Diese Entwicklung betrifft nicht nur Risikopati-
enten. Das Labor ist dariiber hinaus in der Lage, Stimme molekular zu typisieren (MgpB- und
MG_309-Typisierung) und konnte nachweisen, dass unterschiedliche Typen in der MSM- und Non-
MSM-Population zirkulieren, die differierende Resistenzmuster aufweisen. Auch die Ursachen posi-
tiver Kontrollbefunde nach einer Antibiose lassen sich auf diese Weise eingrenzen.

Ureaplasmen mit den beiden Spezies U. parvum und U. urealyticum werden sehr hiufig (bis > 50 %
der untersuchten Patientinnen und Patienten) vorwiegend bei Frauen nachgewiesen und sind iiber-
wiegend sexuell iibertragen. Aufgrund der in den meisten Fillen symptomlosen Kolonisation lassen
sich die Bakterien als fakultativ pathogen einordnen. Ein ursichlicher epidemiologischer Zusammen-
hang zu einer urogenitalen Symptomatik lisst sich nur in wenigen Fillen herstellen. Hinzu kommt
eine geringe Erfolgsrate antibiotischer Therapien (auch ohne eine Resistenz des Stammes), die eine
Behandlung nur nach sorgfiltiger Abwigung sinnvoll erscheinen lassen. Dies betrifft insbesondere
auch den Nachweis in der Schwangerschaft. Im Einzelfall und bei Auftreten besonderer Bedingungen
kann U. wrealyticum bei fehlendem Nachweis anderer Erreger ursichlich fiir Urethritiden bei
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Minnern sein (ca. 5—10 % der Fille). Unbestritten ist die Bedeutung von Ureaplasma spec. fiir sel-
tene, aber z.T. schwer verlaufende respiratorische Infektionen bei Frithgeborenen (bronchopulmo-
nale Dysplasie). Die Resistenzsituation ist im mitteleuropiischen Raum als noch relativ unproblema-
tisch einzuschitzen. So lag die Resistenz von im Universitatsklinikum Dresden isolierten Stimmen
gegeniiber den primir eingesetzten Makroliden bei o %.

M. hominis fillt in den letzten Jahren zunehmend als Ausléser vielfiltiger extra-urogenitaler Infekti-
onen auf. Ein epidemiologischer Zusammenhang zu urogenitalen Symptomen und Komplikationen
in der Schwangerschaft ist dagegen nicht gesichert. Die Therapieoptionen sind durch eine zusitzliche
intrinsische Resistenz gegeniiber Makroliden weiter eingeschrinkt. Analog zu den Ureaplasmen ist
M. hominis auf/in festen und fliissigen Spezialmedien relativ gut anziichtbar (24 — 48h).

Fur alle Mykoplasmenspezies ist die Testung der Antibiotikaempfindlichkeit, nicht zuletzt aufgrund
abrechnungstechnischer Defizite, fiir viele Labore ein Problem. Das KL hat es sich in der Vergangen-
heit insbesondere zur Aufgabe gemacht, die Resistenzbestimmung fiir die genannten Spezies anzu-
bieten. Dabei kommen sowohl phinotypische (nur fiir Ureaplasma spec., M. hominis) wie auch mole-
kulare Verfahren zum Einsatz. Letztere sind vor allem zur Aufklirung der Mechanismen, die zur
Verinderung der Empfindlichkeit fithren, von Bedeutung. Fiir alle klinisch relevanten Vertreter der
Gruppe liegen aktuelle Ergebnisse zur Resistenz vor, die in die Beratungstitigkeit des Labors einflie-
Ren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Mykoplasmen/Ureaplasmen aufgrund ihrer besonderen Ei-
genschaften und der schwierigen epidemiologischen Bewertung ihres Nachweises weiterhin eine
Herausforderung fiir das Labor und den behandelnden Arzt sein kénnen.
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ABSTRACT

Mycoplasma genitalium — Resistenzentwicklung
bei einem primir unkomplizierten Erreger

Dumke R

Mycoplasma genitalium (Mg) ist Ursache fiir Urethritiden bei Mannern und wird als beteiligt bei PID,
Zervizitis und Schwangerschaftskomplikationen diskutiert. In der Normalbevolkerung ist mit einer
Pravalenz von ca. 3 % zu rechnen, die in Risikopopulationen (z. B. MSM) auf tiber 20 % steigen kann.
Aufgrund des Fehlens einer Zellwand bei diesen Erregern sind die therapeutischen Optionen einge-
schriankt und die phinotypische Resistenzbestimmung ist durch die extrem aufwindige Kultivierung
der Bakterien erschwert. Dartiber hinaus fithrt, unabhingig von einer Resistenzentwicklung, eine
empirische Therapie mit Doxycyclin nur in ca. 35 % der Patienten zu einer langfristigen Eradikation.
Nach internationalen Leitlinien werden Azithromycin und Moxifloxacin als Erst- bzw. Zweitrangan-
tibiotika empfohlen. In den vergangenen Jahren stiegen die Resistenzraten gegen beide Antibiotika-
klassen nicht nur in Stimmen aus Risikogruppen weltweit an. Die reduzierte Empfindlichkeit basiert
nach gegenwirtigem Kenntnisstand ausschlieflich auf Punktmutationen der 23S rRNA (Makrolide)
bzw. der Topoisomerase IV parC (Chinolone). Wihrend die klinischen Auswirkungen der Veridnde-
rungen der 23S rRNA bekannt sind, besteht bei einigen Mutationen des parC-Gens derzeit noch Un-
klarheit hinsichtlich eines Einflusses auf den Therapieerfolg. Im KL wurden seit 2020 aus bundesweit
eingesandten Proben 336 Stimme auf das Vorliegen Resistenz-assoziierter Mutationen untersucht.
Mit Raten von 83.6 % (Makrolide) und 28.0 % (Chinolone) sind Resistenzen weit verbreitet. Eine
isolierte Chinolonresistenz ist bei lediglich 2 % der Bakterien zu finden. Doppelresistenzen liegen bei
29 % der Stimme vor, was die Auswahl auf zwei empfohlene Antibiotika reduziert (Pristinamycin,
Minocyclin). Da ein Grofdteil der untersuchten Stimme aus Risikogruppen stammt (MSM und/oder
HIV-Positive), wurden in Kooperation mit einer Berliner Schwerpunktpraxis gezielt Non-MSM in die
Analyse einbezogen. In dieser Kohorte (n = 64) sind die Resistenzraten mit 43.5 % (Makrolide) bzw.
14.1 % (Chinolone) deutlich geringer, befinden sich jedoch ebenfalls auf einem besorgniserregenden
Niveau. Ergebnisse der molekularen Typisierung der Stimme (MgpB-typing) zeigen Unterschiede
der in den sexuell differierenden Populationen (MSM vs. Non-MSM) zirkulierenden Bakterien. Ein
Zusammenhang zwischen Resistenz und Sequenztyp ist jedoch nicht nachzuweisen. Die Resultate
machen deutlich, dass eine erfolgreiche Therapie von Infektionen mit Mg auf der Basis nationaler
und internationaler Empfehlungen ohne Untersuchung eines Vorliegens Resistenz-assoziierter Mu-
tationen inzwischen auch in Deutschland kaum mehr méoglich ist.
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Das Fachgebiet ,Biologische Toxine“ im RKI beschiftigt sich seit seiner Griindung 2003 mit hoch-
molekularen Proteintoxinen, die im Zusammenhang mit Bioterrorismus relevant sind, darunter die
bakteriellen Botulinum Neurotoxine, Staphylokokken Enterotoxine sowie die Pflanzentoxine Rizin
und Abrin und differentialdiagnostisch relevante Proteintoxine aus C. perfringens, C. difficile und
E. coli. In diesem Zusammenhang entwickelte die Arbeitsgruppe ein umfassendes Spektrum mole-
kularbiologischer, immunologischer, spektrometrischer und funktioneller Verfahren zum Nachweis
der clostridialen Neurotoxine und den produzierenden Erregern. Aufgrund dieser Expertise wurde
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die Gruppe 2014 zunichst als ,Konsiliarlabor fiir Clostridium botulinum und 2017 als ,Konsiliarlabor
fiir Neurotoxin-produzierende Clostridien (Botulismus, Tetanus)‘ berufen. Sowohl Botulismus als
auch Tetanus sind als Erkrankungen fiir Mensch und Tier gleichermaflen relevant. Daher war die
Ernennung zum ,DVG-Konsiliarlabor fiir Clostridium botulinum/Botulinum Toxin in Lebensmitteln’
im Jahr 2017 durch die Deutsche Veterinirmedizinische Gesellschaft konsequent und ermdoglicht
seitdem auch die Konsiliartitigkeit bei der Untersuchung von Lebensmitteln, die in einem Aus-
bruchsgeschehen relevant sind. Die gleichzeitige Tatigkeit als Konsiliarlabor im humanen Bereich
sowie im Veterinir- und Lebensmittelbereich ist ungewohnlich, liefert aber entscheidende Synergie-
effekte bei so seltenen Erkrankungen wie Botulismus und Tetanus, ganz im Sinne des One-Health-
Konzepts.

Im Rahmen der KL-Titigkeit analysiert die Arbeitsgruppe human- und veterinirmedizinische Pro-
ben, Lebensmittel, Umweltproben sowie pharmazeutische Priparate (z. B. ,Fake-Botox“). Neben der
Interaktion mit Klinikern, Tierirzten, dem OGD und Veterinirimtern arbeitet die Gruppe eng mit
den Sicherheitsbehérden zusammen und unterstiitzt aufgrund seiner in Deutschland einzigartigen
Expertise bei gerichtsmedizinischen und kriminaltechnischen Analysen. Neben anaerober Mikrobio-
logie und molekularbiologischer Diagnostik mittels PCR und Sequenzierung zum Nachweis und zur
Isolation der Erreger werden zur Charakterisierung der Toxine moderne immunologische, massen-
spektrometrische und funktionelle Verfahren eingesetzt. Diverse Methoden sind entsprechend ISO
15189 sowie ISO 17025 fiir klinische Proben, Lebensmittel und Umweltproben akkreditiert.

Die Botulinum und Tetanus Neurotoxine (BoNTs, TeNT) sind hochmolekulare Endopeptidasen, wel-
che Proteine des sogenannten SNARE-Komplexes (VAMP, SNAP-25 und Syntaxin) an ganz spezifi-
schen Positionen schneiden und damit die Assemblierung des SNARE-Komplexes verhindern, so
dass die Ausschiittung Neurotransmitter-beladener Vesikel in der Synapse unterbunden wird. Die
Neurotoxine blockieren so die Signaliibertragung zwischen inhibitorischen Neuronen und Motoneu-
ronen (TeNT, Wirkung im ZNS) bzw. zwischen Motoneuronen und dem Muskel (BoNTs, Wirkung
in der Peripherie) und es kommt entweder zur spastischen/rigiden (Tetanus) oder flachen Lihmung
(Botulismus). Im Unterschied zum TeNT, das als einzelnes Molekiil vorkommt, bilden die BoNTSs
eine grofle Proteinfamilie mit aktuell 8 Serotypen (BoNT/A, B, C, D, E, F, G und H) mit mehr als
40 Subtypen und Mosaik-Formen (s. Abbildung). Jeder Serotyp schneidet nicht nur sein Ziel-SNARE-
Protein an einer distinkten Stelle, sondern nutzt zur Aufnahme in die Neuronen eine spezielle Kom-
bination aus Gangliosiden und glykosylierten Proteinrezeptoren. Fiir einzelne Serotypen spielt auch
die Interaktion mit der Lipidmembran eine zentrale Rolle fiir die hochaffine Toxin-Rezeptor-Bindung
(Stern et al., PLoS Pathog. 2018). Verinderungen in der Aminosiuresequenz der Neurotoxine konnen
sich sowohl auf die Rezeptorbindung, als auch die katalytische Aktivitit auswirken und damit die
Toxizitat und Pharmakokinetik beeinflussen.

Wihrend TeNT ausschliefRlich von Clostridium tetani gebildet wird, kénnen sieben verschiedene Clos-
tridium Spezies (C. botulinum Gruppe I-1V, C. baratii, C. butyricum und C. sporogenes) BoNTs produ-
zieren. Diese anaeroben, Sporen-bildenden Bakterien kommen ubiquitir in Béden und Sedimenten
von Gewdssern vor. [hre Sporen zeigen z.T. eine auflerordentliche Hitzebestindigkeit, aufgrund des-
sen sie insbesondere bei hitzesterilisierten Produkten, z. B. hausgemachten Konserven, ein Risiko
darstellen. Die BoNTs werden — im Unterschied zum TeNT — nicht als freie Neurotoxine gebildet,
sondern von den BoNT-produzierenden Clostridien in Form von hochmolekularen Komplexen pro-
duziert, bei denen das BoNT an nicht-toxische, akzessorische Proteine gebunden ist (s. Abbildung).
Durch die akzessorischen Proteine wird zum einem die Degradation der BoNTs im Magen-Darm-
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Trakt reduziert, zum anderen wird der Transport durch das Darmepithel potenziert — es resultiert
eine deutlich gesteigerte orale Toxizitit.

Botulismus kann in vier Hauptformen unterschieden werden:

— Lebensmittel-bedingter Botulismus, eine klassische Vergiftung durch das im Lebensmittel
gebildete BoNT (Hendrickx et al. Front. Public Health 2023).

— Siuglingsbotulismus als Folge einer Besiedelung des Darms mit BoNT-produzierenden
Clostridien im ersten Lebensjahr aufgrund der noch nicht voll ausgebildeten kompetitiven
Darmflora.

— Wundbotulismus (analog zum Tetanus) hervorgerufen durch den Eintrag von Sporen in
Wunden und Toxin-Produktion unter geeigneten Bedingungen in der Wunde.

— Iatrogener Botulismus als Nebenwirkung bei der Anwendung BoNT-haltiger Pharmazeutika,
die zur Therapie von mehr als 20 neurologischen und nicht-neurologischen Erkrankungen
sowie in der dsthetischen Medizin eingesetzt werden (Dorner et al. Euro Survell. 2023).

In Deutschland gab es in den letzten 10 Jahren 59 Botulismus-Fille, die zu 75 % Lebensmittel-bedingt
waren, ca. 20 % waren Siuglingsbotulismus-Fille, und der Rest Wundbotulismus-Fille. Im Frithjahr
2023 kam es zu einem spektakulidren Ausbruch von Reise-assoziierten iatrogenem Botulismus nach
intra-gastraler Injektion von BoNT/A zur Gewichtsreduktion in der Tiirkei. Hier traten in zwei Wo-
chen so viele Fille auf wie sonst in drei Jahren: allein 30 Fille nur in Deutschland (Dorner et al. Euro
Survell. 2023).

Aufgrund fehlender Meldepflicht liegen keine verldsslichen Angaben zum Botulismus im Tierbereich
vor. Jedoch kommt es in Deutschland wie auch in anderen europiischen Lindern immer wieder zu
Ausbriichen bei Wasservogeln, Gefliigel oder Rindern; andere Tiere, z. B. Pferde und Hunde, sind
sporadisch betroffen. Fiir Tetanus besteht seit 2001 keine Meldepflicht nach IfSG mehr, das Konsili-
arlabor untersucht hier ca. 8 — 10 humane Fille sowie einzelne veterindrmedizinisch relevante Fille
pro Jahr.

Neben der einzigartigen Toxizitit — die Botulinum und Tetanus Neurotoxine sind die giftigsten be-
kannten Substanzen auf diesem Planeten — stellt die molekulare Vielfalt der BoNTs die grofdte Her-
ausforderung an die Diagnostik. Es werden hochsensitive diagnostische Verfahren benétigt, die alle
molekularen Varianten der BoNTs erfassen. Kommerziell gibt es keine geeigneten Verfahren bzw.
Reagenzien. Zum Aufbau entsprechend sensitiver Verfahren stellt das Konsiliarlabor selbst eigene
monoklonale Antikérper her und nutzt rekombinante Antikorpertechnologien. Diese Antikorper wer-
den zur Entwicklung immunologischer, massenspektometrischer und funktioneller Methoden ver-
wendet (Dorner et al. Euro Surveill. 2023, von Berg et al. Sci. Rep. 2019). Wichtiges Ziel ist es, mittel-
fristig den klassischen Maus-Bioassay zum Nachweis der Neurotoxine zu ersetzen und eine routine-
tihige Tierversuchsersatzmethode im Feld zu etablieren (Stern et al. Berl. Munch. Tierarztl. Wochen-
schr. 2018).
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Struktur und Diversitit der clostridialen Neurotoxine: Molekulare Diversitit und Verwandtschaft von Tetanus Neurotoxin (TeNT) und den Botulinum
Neurotoxinen (BoNT) mit den 8 Sero- und mehr als 40 Subtypen sowie Mosaikformen (links). Struktur des freien BoNT (rechts oben), des M-Komplexes
bestehend aus BoNT und dem nicht-toxischen nicht-Hamagglutinin (NTNH; rechts Mitte) und des assemblierten L-Komplexes (rechts unten). Beim L-Kom-
plex liegt der M-Komplex an 12 Himagglutinine (3x HA70, 3x HA17 und 6x HA33) assoziiert vor. Mit steigendem Molekulargewicht steigt die orale Toxizitat
der BoNTs um mehrere Potenzen an.
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ABSTRACT

Vorstellung des Konsiliarlabor fiir Neurotoxin-produzierende
Clostridien (Botulismus, Tetanus)

Dorner MB, Worbs S, Kriiger M, Dorner BG

The division Biological Toxins (ZBS3) within the Centre for Biological Threats and Special Pathogens
at the Robert Koch Institute hosts the Consultant Laboratory for Neurotoxin-producing Clostridia
(Botulism, Tetanus) and the Consultant Laboratory for Clostridium botulinum/Botulinum Toxins in
Food appointed by the German Veterinary Medical Society (DVG). Over the last two decades, ZBS3
developed a range of innovative immunological, functional, mass spectrometric and DNA-based
methods for the detection of biological protein toxins, e.g. botulinum and tetanus neurotoxins, Clos-
tridium perfringens toxins, staphylococcal enterotoxins and plant toxins such as ricin and abrin for the
detection in clinical, food and environmental matrices. A number of assays are accredited under ISO
15189 and ISO 17025 and have been shared internationally in the framework of ZBS3-coordinated EU
networks (EuroBioTox, EQuATox, 2012-2023). ZBS3 routinely performs laboratory diagnostics for hu-
man and veterinary botulism, tetanus and other toxin-mediated diseases. As integral part of the Centre
for Biological Threats and Special Pathogens, the group supports German security authorities in real
and suspected incidents related to the mentioned protein toxins.

Botulism and tetanus are caused by clostridial neurotoxins (botulinum neurotoxins, BoNT, and teta-
nus neurotoxin, TeNT, respectively) produced by eight different species. Unlike TeNT, the BoNTs
show a high degree of molecular diversity with eight serotypes, more than 40 subtypes and up to 36 %
sequence differences at amino acid levels. Each toxin type cleaves one of the three SNARE proteins
(SNAP-25, VAMP and syntaxin) at a distinct position, thereby enabling SNARE complex formation
and neurotransmitter release. Since the NTs are the most toxic substances on earth, their detection
demands for highly sensitive detection methods, especially in serum samples (LODs in the low
pg/mL-range). Based on own monoclonal antibodies (mAbs), ZBS3 developed e.g. multiplex suspen-
sion arrays to detect, differentiate and quantify the BoNTs and TeNT. Specifically, for BoNTSs, an ani-
mal replacement method was established based on immunoenrichment, on-bead substrate cleavage
and detection using neoepitope-specific mAbs in a functional suspension array format. The assay was
awarded with a 3Rs award in 2021 and is now — after extensive internal validation — ready for transfer
into interested national and international laboratories. Exemplarily, this novel assay format was in-
strumental in the detection of minute amounts of toxin in the recent outbreak of iatrogenic botulism
after intra-gastric BONT/A injection to treat obesity in 2023, affecting 30 patients in Germany and
even more internationally.
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Infektionen mit Noroviren sind weltweit die hiufigste Ursache fiir eine virale akute Gastroenteritis.
Sie verursachen mehr als 200.000 Todesfillen jahrlich, insbesondere in Entwicklungslindern mit
unzureichenden Hygienestandards und eingeschrinkter medizinischer Versorgung. Die Ubertra-
gung von Noroviren erfolgt fikal-oral hauptsichlich durch den Kontakt mit infizierten Patienten, die
Aufnahme von kontaminierten Lebensmitteln oder kontaminiertes Wasser, oder iiber kontaminierte
Oberflichen. Noroviren werden von infizierten Personen hauptsichlich iiber den Stuhl und tiber das
Erbrochene ausgeschieden. Sie sind hoch infektios und zeichnen sich durch eine hohe Umweltresis-
tenz aus. Obwohl Norovirus-Infektionen besonders bei Kindern und ilteren Menschen beschrieben
werden, kommen Infektionen in allen Altersgruppen vor. Infektionen mit Noroviren kénnen das
ganze Jahr auftreten, werden aber hauptsichlich in den Wintermonaten registriert. In diesem Zeit-
raum fithren sie zu grofleren Ausbriichen in Gemeinschaftseinrichtungen, wie z. B. Kindergirten,
Schulen, Pflegeheimen und Krankenhiusern.
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Fiir den Nachweis und die Charakterisierung von Noroviren stehen im Konsiliarlabor verschiedene
molekularbiologische Methoden zur Verfiigung. Die Hauptaufgabe des Konsiliarlabors besteht in der
Genotypisierung von Ausbruchsgeschehen und dem Nachweis von molekular epidemiologischen Zu-
sammenhingen, den so genannten Infektketten [1]. Seit 2001 fithrt das Konsiliarlabor eine molekulare
Surveillance der zirkulierenden Noroviren in Deutschland durch. Hierfiir werden die eingesendeten
Norovirus-positiven Proben genotypisiert und charakterisiert. Dadurch kénnen Verinderungen der
Diversitit der Population der zirkulierenden Noroviren frithzeitig erkannt werden. Die so gewonne-
nen Daten werden auf globaler Ebene ausgetauscht [2], wodurch, falls notwendig, diagnostische Nach-
weissysteme angepasst werden konnen oder Impfstoffentwicklungen beeinflusst werden konnen.

Neben der molekularen Surveillance der Noroviren in Deutschland iiberwacht das Konsiliarlabor fiir
Noroviren auch die Zirkulation anderer nicht meldepflichtiger Erreger von viralen Gastroenteritiden
in Deutschland, wie z. B. die Sapoviren und Astroviren [3]. Dafiir hilt das Konsiliarlabor fiir Noroviren
verschiedene Methoden zum Nachweis und zur Genotypisierung von diesen differenzialdiagnostisch
relevanten Erregern bereit.

Das Konsiliarlabor fiir Noroviren kooperiert mit einer Vielzahl von verschiedenen internationalen
Partnern, insbesondere in afrikanischen Lindern, wobei der Wissenstransfer und der Aufbau der
Infrastruktur fiir die molekulare Surveillance von viralen Gastroenteritiserregern im Mittelpunkt ste-
hen [4].

Zoonotische Infektionen mit viralen Gastroenteritiserregern sind moglich [4;5]. In verschiedenen Pro-
jekten wird das zoonotische Potential dieser Erreger im Konsiliarlabor untersucht.

Zum Leistungsangebot des Konsiliarlabors fiir Noroviren gehéren:

— Nachweis von Norovirus-RNA mittels real-time RT-PCR (semi-quantitativ)

— Genotypisierung von Noroviren mittels RT-PCR und anschieflender Sequenzierung in zwei ver-
schiedenen Genomregionen

— Untersuchung méglicher Infektketten fiir die Ausbruchsanalyse

— Vollgenom-Sequenzierung mittels NGS

— Differentialdiagnostische Untersuchungen von Proben mit diskrepanten Vorergebnissen: Noro-
virus, Rotavirus, Sapovirus, Astrovirus

— Genotypisierung von Astroviren und Sapoviren in Ausbruchsgeschehen und in sporadischen
Fillen mittels RT-PCR und anschliefRender Sequenzierung in verschiedenen Genomregionen

— Bereitstellung von Referenzmaterial

— Beratung und Unterstiitzung zur Diagnostik von Noroviren

— Beratung und Unterstiitzung zur Diagnostik weiterer viraler Gastroenteritis-Erreger
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ABSTRACT

Surveillance und Ausbruchsanalysen am
Konsiliarlabor fiir Noroviren zwischen 2010 und 2020

Niendorf S, Mas Marques A, Jacobsen S

Die Hauptaufgabe des Konsiliarlabors fiir Noroviren besteht in der Surveillance der zirkulierenden
Noroviren in Deutschland. Hierfiir werden Proben aus Ausbruchsgeschehen genotypisiert und mo-
lekular-epidemiologische Zusammenhinge, die so genannten Infektketten, untersucht. Zusitzlich
werden auch sporadische Proben, bei denen kein epidemiologischer Zusammenhang bekannt ist,
genotypisiert und charakterisiert. Im Zeitraum von 2010 bis zur Covid-19 Pandemie wurden im Kon-
siliarlabor fiir Noroviren knapp 4.500 Proben analysiert, die mit mehr als 1700 Ausbriichen assoziiert
waren. Zusitzlich wurden mehr als 1.100 Proben charakterisiert, bei denen kein epidemiologischer
Zusammenhang bekannt war. Knapp zwei Drittel aller untersuchten Ausbruchsproben stammt aus
Kindereinrichtungen oder aus Alten- und Pflegeheimen. Insgesamt wurden in diesem Zeitraum 55
verschiedene Genotypen und Genotypvarianten identifiziert. Die hdufigsten Genotypen waren dabei
die beiden erst seit 2016 in Deutschland zirkulierenden Rekombinanten GII.P16-GII.4 Sydney und
GIIL.P16-GII.2 mit einem Anteil von 40 % an allen analysierten Proben im gesamten Untersuchungs-
zeitraum. Durch die Kenntnis der Verinderungen der Diversitit der zirkulierenden Noroviren ist es
moglich, diagnostische Nachweissysteme anzupassen und Impfstoffe fiir Noroviren gezielt zu entwi-
ckeln.

Mit Hilfe der am Konsiliarlabor fiir Noroviren etablierten Methoden zur Infektkettenanalyse konnte
eine Vielzahl von diversen Ausbriichen in verschiedenen Einrichtungen und mehrere Lebensmittel-
assoziierte Ausbriiche analysiert und aufgeklirt werden. Mit Hilfe der so gewonnenen Daten kénnen
unter anderem Hygiene-assoziierte Abldufe in den betroffenen Einrichtungen optimiert werden, um
zukiinftige Ausbriiche besser verhindern zu kénnen.
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Prof. Dr. med. Martin Enders Dr. med. Robert Beck

Institut Institut

Labor Prof. Dr. G. Enders MVZ GbR Labor Prof. Dr. G. Enders MVZ GbR
Adresse Adresse

Rosenbergstr. 85, 70193 Stuttgart Rosenbergstr. 85, 70193 Stuttgart
E-Mail E-Mail

m.enders@labor-enders.de r.beck@labor-enders.de

Telefon Telefon

+49 711 6357-120 +49 711 6357-120

Das Labor Prof. Dr. G. Enders bietet als medizinisches Versorgungszentrum (MVZ) mit iiber 200
MitarbeiterInnen im Zentrum von Stuttgart ein umfassendes Untersuchungsspektrum der laborme-
dizinischen, mikrobiologischen und virologischen Diagnostik. Es wurde 19779 von Frau Prof. Dr. med.
habil. Gisela Enders gegriindet. Schwerpunkte des Labors sind Diagnose, Priavention und Therapie
von Infektionen in der Schwangerschaft und der Neugeborenenperiode.

Die Qualitit unserer Diagnostik beruht auf einer engen Zusammenarbeit der einzelnen Fachbereiche
(Bakteriologie, Parasitologie, Klinische Chemie und Endokrinologie, Toxikologie, Himatologie, Zel-
luldre Immunologie, Infektionsserologie, Virologie und Molekularbiologie) und der individuellen Be-
fundung unter Einbeziehung von Anamnese und klinischen Angaben. Unser Labor ist fiir Arztinnen
und Arzte aus den verschiedensten medizinischen Institutionen sowie hiufig auch fiir viele be-
troffene Eltern Anlaufstelle fiir Fragen zu schwangerschaftsrelevanten Infektionen.
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Seit dem Jahr 2020 ist das ,Konsiliarlabor fiir Parvoviren“ im Labor Enders angesiedelt. Fragestel-
lungen, die regelmiflig an das Konsiliarlabor herangetragen werden, sind z. B.:

— Vorgehen bei Kontakt zu Patienten mit Ringelroteln in der Arztpraxis

— Beratung von Schwangeren, deren Kinder Betreuungseinrichtungen besuchen, in welchen Rin-
gelrételn ausgebrochen sind

— Risikoeinschitzung fiir mogliche klinische Folgen wie Abort oder Hydrops fetalis beim ungebo-
renen Kind nach Diagnose einer Parvovirus Big-Infektion in der Schwangerschaft

— Management von akuten BigV-Infektionen in der Schwangerschaft in Kooperation mit Schwer-
punktpraxen fiir fetale Medizin

— Spezialdiagnostik zur Eingrenzung des Infektionszeitpunktes bzw. Bestitigung/Ausschluss ei-
ner akuten Infektion

Wir arbeiten bestindig an der Weiterentwicklung und Evaluierung neuer und bestehender labordiag-
nostischer Teste. Um die Zuverlissigkeit von prognostischen Aussagen zu moglichen Komplikatio-
nen nach miitterlicher Parvovirus Big-Infektion weiter zu verbessern, planen wir aktuell eine Studie
zum Mutter-Kind Ubertragungsrisiko, Risiken fiir den Feten und potentiellen Risikomarkern im Blut
der Schwangeren. Ein weiterer wichtiger Aspekt der Studie ist die Beobachtung der neurologischen
Entwicklung betroffener Kinder nach schwerwiegender intrauteriner Andmie.

Forschung auf diesem Gebiet ist auch insbesondere im Hinblick auf die deutliche Zunahme von
akuten BigV-Infektionen in der Schwangerschaft von Relevanz, die wir aktuell im Vergleich zu den
Jahren der SARS-CoV2-Pandemie beobachten.

Wichtige Publikationen

Enders M, Kagan KO. Infektionen in der Schwangerschaft und bei Geburt, In: von Kaisenberg C,
Klarisch P, Hosli-Rias I, editors. Die Geburtshilfe. 6. Auflage. Berlin, Heidelberg, Springer 2024
(in press)

Enders M, Bartelt U, Weidner A, Exler S, Beck R. Evaluation of an in-house competitive IgG avidity
assay for timing of primary Parvovirus Big infection in pregnancy [Poster]. In: 32nd Annual Meet-
ing of the Society for Virology. Abstracts. 28. — 31. Mirz, Ulm 2023: p. 366.

Russcher A, Enders A, Brouwer CS de, Oepkes D, Hahn R, Enders M, Kroes ACM, Vossen ACTM.
Diagnosis of intrauterine parvovirus Big infection at birth — Value of DNA detection in neonatal
blood and dried blood spots. | Clin Virol 2020; 129:104482. DOI: 10.1016/j.jcv.2020.104482.

Weiffenbach |, Bald R, Gloning KP, Minderer S, Girtner BC, Weidner A, Hanke M, Enders M. Sero-
logical and virological analysis of maternal and fetal blood samples in prenatal human parvovirus
Big infection. ] Infect Dis 2012; 205(5):782—8. DOI: 10.1093 /infdis/jir&ss.

Enders M, Klingel K, Weidner A, Baisch C, Kandolf R, Schalasta G, Enders G. Risk of fetal hydrops
and non-hydropic late intrauterine fetal death after gestational parvovirus Big infection. ] Clin
Virol 2010; 49(3):163-8. DOI: 10.1016/}.jcv.2010.07.014.
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pathogene Viren, Robert Koch-Institut  pathogene Viren, Robert Koch-Institut ~ pathogene Viren, Robert Koch-Institut
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Im Konsiliarlabor fiir Pockenviren werden verschiedene diagnostische Methoden verwendet, um eine
Infektion mit Pockenviren nachzuweisen. Zu den Pockenviren gehéren neben den Menschenpocken
(Variola/Smallpox) auch andere humanpathogene Vertreter wie Affenpocken-, Kuhpocken-, und Pa-
rapockenviren. Zu deren Nachweis werden klassische virologische Verfahren eingesetzt und moderne
molekulare Methoden weiterentwickelt, um eine schnelle, verldssliche Erkennung und Typisierung
von Pockenviren, auch neuartigen Pockenviren, zu erméglichen.

Infektionen mit Pockenviren werden neben der klassischen klinischen Diagnostik in der Regel auf
molekularer Ebene durch die real-time PCR diagnostiziert, was spezifisch fiir Orthopockenviren, Af-
fenpockenviren, Kuhpockenviren, Parapockenviren und Molluscipockenviren nach DIN EN ISO 15189
und DIN EN ISO/IEC 17025 im KL Pockenviren akkreditiert ist. Fiir den Nachweis von Variolaviren
wurden PCR Verfahren am CDC evaluiert. Eine detailliertere Typisierung von Ortho- und Parapo-
ckenviren erfolgt akkreditiert mit Hilfe konventioneller PCRs und anschliefender Sequenzierung der
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PCR-Produkte. Fiir den Nachweis von anti-Orthopockenvirus-Antikérpern ist ein Immunfluoreszenz-
test akkreditiert.

Uber das Spektrum der akkreditierten Verfahren hinaus kénnen Virusanzuchten in verschiedenen
Systemen, Serologie fiir Parapockenviren, die quantitative Bestimmung von neutralisierenden Anti-
korpern sowie die schnelle Genomsequenzierung durchgefiithrt werden. Fiir weitere Pockenviren und
andere Erreger mit Haut-Symptomatik liegen PCR-Systeme vor und kénnen bei Bedarf fiir die Diffe-
rentialdiagnostik eingesetzt werden.

Eine Next-Generation-Sequencing-basierte Methode zur Voramplifikation und simultanen Detektion
von verschiedenen Pockenviren, neuartigen Pockenviren und differenzialdiagnostisch relevanten Vi-
ren wurde aufgebaut, an der Stammsammlung validiert und wird im laufenden Betrieb verwendet.

Das KL Pockenviren stellt das deutsche Mitglied des Advisory Committee on Variola Virus Research
bei der WHO und unterstiitzt WHO Partnerldnder bei der Diagnostik. Auflerdem stellt das KL Po-
ckenviren national und international Referenzmaterial (DNA und Virusisolate) und Proben fiir Ring-
versuche fiir die PCR-Diagnostik zur Verfiigung. Das KL hat fiir die WHO kommerzielle PCR-Testkits
zum Nachweis von MPXV evaluiert.

Im Rahmen des aktuellen, weltweiten Ausbruchs mit Affenpockenviren wurden im KL fiir Pockenvi-
ren bis Januar 2023 mehr als 5.500 Proben von ca. 2.800 Patienten per PCR auf Affenpockenviren
und ca. 1300 Blut/Serumproben serologisch auf OPV untersucht. Es wurden verschiedene serologi-
sche Methoden (IFA, ELISA, NT) weiterentwickelt und mit verschiedenen Orthopockenviren (VACV,
CPXV und MPXV) gezeigt, dass der Einsatz dieser Methoden in Laboren verschiedener Sicherheits-
stufen moglich ist. Weiterhin haben wir RKI-intern zusammen mit ZBS3 ein Bead-basiertes Multiplex
Serologie Assay entwickelt mit Hilfe dessen zwischen natiirlicher Infektion und Impfung unterschie-
den werden kann. Der Assay wird bereits in verschiedenen Studien eingesetzt.

Neben der Diagnostik und Begleitung von klinischen Infektionen werden im KL Pocken Forschungs-
projekte bearbeitet, beispielsweise wurde eine Kooperation mit Pockenvirusexperten (José Esparza,
Clarissa Damaso) aufgebaut, die den Ursprung des Vacciniavirus, des zur Eradikation der Menschen-
pocken zuletzt eingesetzten Virus, aufkliren mochte. Am RKI wurde bereits ein Impfstoff aus dem
Jahre 1902 sequenziert, der die hochste Verwandtschaft zu Pferdepockenviren aufweist. Dies unter-
stiitzt die Hypothese, dass Pferdepockenviren ein Vorliufer von Vacciniaviren sein kénnten (Schrick
etal. N Engl ] Med. 2017). Im Rahmen dieser Kooperation wurden bereits weitere Vacciniavirus-Impf-
stoffe gefunden und sequenziert.

Wichtige Publikationen

Serological methods for the detection of antibodies against Monkeypox virus applicable for laboratories
with different biosafety levels. Grossegesse M, Stern D, Hofmann N, Kohl C, Michel ], Nitsche A.
Authorea. June 20, 2023. DOI: 10.22541/au.168724470.01249438 /v1.

Extensive I'TR expansion of the 2022 Mpox virus genome through gene duplication and gene loss.
Brinkmann A, Kohl C, Pape K, Bourquain D, Thiirmer A, Michel ], Schaade L, Nitsche A. Virus
Genes. 2023 Aug;59(4):532-540. doi: 10.1007/s11262-023-02002-1. Epub 2023 May 31. PMID:
37250469 Free PMC article.

245



Konsiliarlabor fiir Pockenviren

Evaluation of 1 commercially available PCR kits for the detection of monkeypox virus DNA, Berlin,
July to September 2022. Michel ], Targosz A, Rinner T, Bourquain D, Brinkmann A, Sacks JA,
Schaade L, Nitsche A (2022): Euro Surveill. 27 (45): 2200816. doi: 10.2807/1560-
7917.ES.2022.27.45.2200816.

Generalized cowpox virus infection in an immunosuppressed patient. Wendt R, Tittelbach J, Schrick
L, Kellner N, Kalbitz , Ruehe B, Michel J, Schliemann S, Elsner P, Liubbert C, Nitsche A (2021): Int.
J. Infect. Dis. 106 (May): 276—278. Epub Mar 29. doi: 10.1016/j.ijid.2021.03.070.

An early American smallpox vaccine based on horsepox. Schrick L, Tausch SH, Dabrowski PW,
Damaso CR, Esparza ], Nitsche A (2017): N. Engl. ]. Med. 377 (15): 1491-1492. Epub Oct 12. doi:
10.1056/NEJMcry07600.

ABSTRACT

Vergleich von Viruslast und Infektiositit von Mpox-Viren
in verschiedenen klinischen Proben

Michel M, Grossegesse M', Kohl C', Krause E', Puyskens A', Hofmann N, Brinkmann A 1, Bodenstein C', Bourquain D,
Stocker H2, Jessen H3, Schrick L', Schaade L', Nitsche A’

1 ZBS1, RKI
2 St )oseph Krankenhaus
3 Praxis Jessen

Im Rahmen des Mpox Ausbruchs wurden in der Primirdiagnostik im KL Pockenviren verschiedene
Probenarten auf die Anwesenheit von MPXV DNA semi-quantitativ untersucht und fiir eine Auswahl
der Proben jeweils die Virusanzucht in Zellkultur durchgefiihrt. Ziel der Studie war es fiir die Diag-
nostik geeignetes Probenmaterial zu identifizieren und Schliisse iiber die Kontagiositit von Mpox-
Erkrankten zu ziehen.

DNA wurde nach Standardverfahren mittels QiaCube extrahiert und eine OPXV-spezifische PCR mit
einer Inhibitionskontrolle in duplex durchgefiihrt, dariiber hinaus wurde eine MPXV spezifische
PCR, eine MPXV clade II spezifische PCR und eine DNA-Kontrolle in der PCR gemessen. Positive
Proben wurden in die Studie eingeschlossen. Untersucht wurden Abstriche von Haut-Lisionen (n =
1222), Krusten (n = 24), pharyngale Abstriche (n = 2779), rektale Abstriche (n = 391), Sperma (n = 37),
Urin (n = 88) und Serum (n = 58).

Die Anzucht in Zellkultur wurde im BSL3 Labor nach Standardprotokollen durchgefiihrt. Dazu wur-
den Vero Ci008 (ECACC #85020200) mit drei Verdiinnungen der Originalprobe inokuliert (1:10, 1:50,
1:250) und an Tag 3,7 und 10 p.i. nach zytopathischen Effekten untersucht. MPXV-Replikation wurde
mit einer MPXV spezifischen PCR gezeigt.

Die DNA Lasten waren in den Haut-Lisionen und in Krusten am hochsten, in Sperma und Serum
am niedrigsten, wobei die Quantifizierung in fliissigen Proben verlisslichere Vergleiche erlaubte, da
die Gesamt-DNA Menge in den Proben stark schwanken kann. Die Anzucht von MPXV war aus allen
Probenarten aufler Serum moglich, teilweise bis zu CT-Werten von > 35. Details werden im Vortrag
prisentiert.
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Das Konsiliarlabor (KL) fiir respiratorische Syncytialviren (RSV), humane Parainfluenzaviren (PIV)
und humane Metapneumoviren (HMPV) beteiligt sich an der Surveillance akuter respiratorischer
Erkrankungen aus dem ambulanten und hospitalisierten Bereich. Dariiber hinaus ist das KL Koope-
rationspartner bei national oder international durchgefithrten Studien bei Patienten mit respiratori-
scher Symptomatik und beteiligt sich am Aufbau bzw. Umsetzung einer RSV-Surveillance in Europa.

Im KL erfolgen epidemiologische Analysen zur Hiufigkeit des Auftretens dieser Erreger in verschie-
denen Altersgruppen und Patientenkollektiven oder auch zur zeitlichen Zirkulation. Phylogenetische
und molekulare Charakterisierungen ermoglichen Aussagen zum Auftreten und der Diversitit von
Virusvarianten, ggf. auch in Assoziation mit klinischen Verldufen. Informationen tiber die Variabilitit
der Erreger konnen dariiber hinaus die Impfstoffentwicklung unterstiitzen.

Fir die Erreger RSV, PIV und HMPV wird im Rahmen der KL-T4dtigkeit an der Entwicklung bzw.
Verbesserung diagnostischer Verfahren gearbeitet. Basierend auf der Sequenzierung und weiterfiih-
renden molekularen Analysen konnen Aussagen zum Genotyp/genetischen Linie (Typisierung), zur
Genomverinderung oder genetischen Variabilitit getroffen werden. Epidemiologische Analysen tra-
gen zum Verstindnis von Verinderungen in der Erregerpopulation oder zur Aufklirung von epide-
mischen Prozessen bei. Das Fiithren einer Stammsammlung ermoglicht die Abgabe von Referenz-
stammen.

Wichtige Publikationen

Cai W, Kéndgen S, Tolksdorf K, Duirrwald R, Schuler E, Biere B, Schweiger B, Goerlitz L, Haas W,
Wolft T, Buda S, Reiche J (2023, under review). Atypical age distribution and high severity of RSV
infections in children during two irregular epidemic seasons throughout the COVID-19 pandemic,
2021-2023, Germany,
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Cai W, Diirrwald R, Biere B, Schweiger B, Haas W, Wolff T, Buda S, Reiche | (2022). Determination
of respiratory syncytial virus epidemic seasons by using 95 % confidence interval of positivity
rates, 201—2021, Germany
Influenza Other Respi Viruses, 16 (5): 854-857. doi: 10.1111/i1v.12996

Oh DY, Biere B, Grenz M, Wolft T, Schweiger B, Diirrwald R, Reiche | (2021): Virological surveillance
and molecular characterization of human parainfluenzavirus infection in children with acute
respiratory illness: Germany, 2015—2019. Microorganisms 9 (7): 1508. Epub Jul 14. doi: 10.3390/mi-
croorganismsgoyi;08.

Teirlinck AC, Broberg EK, Stuwitz Berg A, et al. (for Germany Reiche J, Buda S) (2021): Recommenda-
tions for respiratory syncytial virus surveillance at the national level.

Eur Respir ] 2021; 58: 2003766. doi: 10.1183/13993003.03766-2020.

Obodai E, Odoom JK, Adiku T, Goka B, Wolft T, Biere B, Schweiger B, Reiche J (2018): The signifi-
cance of human respiratory syncytial virus (HRSV) in children from Ghana with acute lower res-
piratory tract infection: A molecular epidemiological analysis, 2006 and 2013—2014
PLoS One 13 (9): €0203788. Epub Sep 10. doi: 10.1371/journal.pone.0203788.

ABSTRACT

RSV - ein bedeutender Erreger von Atemwegsinfektionen
bei Kindern

Reiche J, Durrwald R, Kéndgen S, Wolff T

Das respiratorische Syncytialvirus (RSV) ist einer der bedeutendsten Erreger von schwer verlaufenden
Atemwegsinfektionen bei Kleinkindern, insbesondere Frithgeborenen und Siuglingen. In Deutsch-
land tritt RSV in der Regel von November/Dezember bis Mirz/April auf.

Mit Beginn der COVID-19-Pandemie im Mirz 2020 und der damit eingefiithrten nicht pharmazeuti-
schen Interventionen (NPI) zur Begrenzung der Ubertragung von SARS-CoV-2 wurde ebenso die
Ausbreitung von RSV in der Bevolkerung beeinflusst. So war die reguldre RSV-Saison im Winter
2020/21 ausgeblieben und mit Aufthebung der NPI im Mai 2021 kam es zum Beginn einer aufler-
saisonalen RSV-Welle im Sommer 2021 und einer ebenso verfrithten RSV-Welle in der darauffolgen-
den Saison 2022/23.

Beide RSV-Saisons waren jeweils durch eine starke RSV-Aktivitit geprigt, die vorrangig auf RSV-A
bzw. -B-Viren in den Saisons 2021 bzw. 2022/23 zuriickzufithren waren. Dariiber hinaus waren im
Vergleich zu vorpandemischen RSV-Saisons bedeutend mehr ein- bis vier-jahrige Kinder von einer
Infektion mit RSV betroffen und in der Saison 2022/23 verliefen RSV-Erkrankungen deutlich schwe-
rer. Molekularbiologische Untersuchungen von RSV aus den beiden Saisons geben bislang keinen
Hinweis darauf, dass neu auftretende Virusvarianten fiir die atypische RSV-Aktivitit verantwortlich
sind. Vielmehr scheint diese auf einen unzureichenden Immunschutz bei den betroffenen Kleinkin-
dern zurtickzufiihren sein.
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Rotavirus-Infektionen stehen weltweit im Zusammenhang mit einem Viertel aller Gastroenteritis-
assoziierten Hospitalisierungen von Siuglingen und Kleinkindern. Rotaviren der Gruppe A (RVA)
verursachen tiber 200 Millionen Gastroenteritis-Episoden, mehr als 1 Million Hospitalisierungen und
tiber 100.000 Todesfille bei Kindern unter 5 Jahren, vor allem in afrikanischen und asiatischen Lin-
dern mit eingeschrankter medizinischer Versorgung. In Deutschland tragen Rotaviren in erhebli-
chem Mafle zur Morbiditit von Siuglingen und Kleinkindern bei, Todesfille sind jedoch selten.
Rotavirus-Infektionen treten vor allem im Friihjahr auf, die Ubertragung erfolgt fiikal-oral, insbeson-
dere durch Schmierinfektionen, jedoch auch iiber kontaminierte Lebensmittel oder Wasser. Dartiber
hinaus sind zoonotische Ubertragungen von diversen Tierarten (z. B. Rinder, Schweine) auf Men-
schen moglich, insbesondere in afrikanischen und asiatischen Lindern, wo Menschen oft im engen
Kontakt mit Nutztieren leben.

Seit 20006 sind in Europa zwei Impfstoffe gegen RVA zugelassen. Zur Erfassung von Verdnderungen
der Genotyp-Verteilungen, die einen Bezug zur Impfprivention haben konnten, wird seit 2005 im
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Konsiliarlabor ein Monitoring der zirkulierenden RVA-Typen in Deutschland durchgefiihrt (G/P-
Typing). Dariiber hinaus kénnen die Typisierungsdaten auch Aufschluss iiber das zoonotische
Potential verschiedener Rotavirus-Typen geben.

Zum Nachweis und zur Genotypdifferenzierung von RVA wurden im Konsiliarlabor molekularbiolo-
gische Methoden entwickelt, etabliert und fortlaufend aktualisiert. Nukleinsdureamplifikation, Se-
quenzierung und phylogenetische Analyse erlauben Aussagen zur Antigendrift (Mutationen). Mit
Hilfe spezifischer PCR-Methoden kann eine Differenzierung zwischen Wild- und Impfviren vorge-
nommen werden [1].

Zum Leistungsangebot des Konsiliarlabors fiir Rotaviren gehéren:

— Nachweis von RVA-Genom mittels real-time RT-PCR (semi-quantitativ)

— Differenzierung von G-Typen und P-Typen aller beim Menschen relevanten Rotaviren,
ggf. Typisierung aller Genomsegmente

— Differenzierung zwischen Wild- und Impfvirus (inkl. Mischinfektionen)

— Untersuchung méglicher Infektketten

— Vollgenom-Sequenzierung

— Bereitstellung von Referenzmaterial

— Beratung zu Rotavirus-Nachweis und -Differenzierung, Anforderungen an das Untersuchungs-
material und Versandbedingungen

Neben der Aufklirung akuter Verldufe, unterstiitzt das Konsiliarlabor fiir Rotaviren auch die Unter-
suchung von RVA-Dauerausscheidern, die insbesondere im Zusammenhang mit schweren Immun-
defizienzen auftreten konnen [2].

Das Konsiliarlabor fiir Rotaviren tauscht seit 2006 mit den europiischen Partnern im EuroRotaNet
Daten zu zirkulierenden RVA-Genotypen in Deutschland aus [3]. Es bestehen mit verschiedenen af-
rikanischen Lindern Kooperationen, wobei vor allem der Wissenstransfer und der Aufbau von Infra-
struktur fiir die molekulare Surveillance von Rotaviren im Mittelpunkt stehen [4].

Seit der Empfehlung der RVA-Impfung durch die STIKO 2013 [5] haben sich die Impfraten erhcht
und gemeldeten Fille reduziert. Seitdem kann ein Trend bei den zirkulierenden RVA-Genotypen be-
obachtet werden. Zur Untersuchung der Stimme ist das tibliche G/P-Typing (Genomsegmente 4 und
9) mittels PCR und Sanger-Sequenzierung nicht mehr hinreichend, da es gehauft auch Verdnderun-
gen in der Genombkonstellation gibt, die die iibrigen Genomsegmente betreffen. Daher wird im Kon-
siliarlabor fiir Rotaviren zunehmend eine Vollgenomsequenzierung (NGS) eingesetzt, die ebenfalls
bei der Charakterisierung seltener RVA-Stimme mit ungewohnlichen Genotypen Anwendung findet.
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Differentiation between Wild-Type Group A Rotaviruses and Vaccine Strains in Cases of Suspected
Horizontal Transmission and Adverse Events Following Vaccination. Jacobsen S, Niendorf S,
Lorenz R, Bock CT, Mas Marques A. Viruses. 2022 Jul 29;14(8):16770. doi: 10.3390/v14081670.
PMID: 36016292

Life-threatening systemic rotavirus infection after vaccination in severe combined immunodeficiency
(SCID). Rosenfeld L, Mas Marques A, Niendorf S, Hofmann ], Gratopp A, Kiihl JS, Schulte JH,
von Bernuth H, Voigt S. Pediatr Allergy Immunol. 2017 Dec;28(8):841-843. doi: 10.111/pai.12771.
PMID: 28815852

Rotavirus genotypes co-circulating in Europe between 2006 and 2009 as determined by EuroRotaNet,
a pan-European collaborative strain surveillance network. Iturriza-Gémara M, Dallman T, Banyai
K, Béttiger B, Buesa J, Diedrich S, Fiore L, Johansen K, Koopmans M, Korsun N, Koukou D,
Kroneman A, Laszl6 B, Lappalainen M, Maunula L, Marques AM, Matthijnssens J, Midgley S,
Mladenova Z, Nawaz S, Poljsak-Prijatelj M, Pothier P, Ruggeri FM, Sanchez-Fauquier A, Steyer A,
Sidaraviciute-Ivaskeviciene I, Syriopoulou V, Tran AN, Usonis V, VAN Ranst M, DE Rougemont
A, Gray J. Epidemiol Infect. 2011 Jun;139(6):895-909. doi: 10.1017/S0950268810001810. PMID:
20707941

Viral gastroenteritis among children of o-5 years in Nigeria: Characterization of the first Nigerian
aichivirus, recombinant noroviruses and detection of a zoonotic astrovirus. Japhet MO, Famurewa
O, Adesina OA, Opaleye OO, Wang B, Hohne M, Bock CT, Mas Marques A, Niendorf S. J Clin
Virol. 2019 Feb;u:4-11. doi: 10.1016 /j.jcv.2018.12.004. PMID: 30580015
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Background paper to the recommendation for routine rotavirus vaccination of infants in Germany.
] Koch, M Wiese-Posselt, C Remschmidt, O Wichmann, H Bertelsmann, E Garbe, H Hengel,
J ] Meerpohl, A Mas Marques, H Oppermann, E Hummers-Pradier, R von Kries, T Mertens.
Bundesgesundheitsblatt Gesundheitsforschung Gesundheitsschutz. 2013 Jul;56(7):957-84. doi:
10.1007/800103-013-1777-3.PMID: 23807405

ABSTRACT

Surveillance und Charakterisierung von Rotaviren:
Einfluss der Impfung

Mas Marques A, Jacobsen S, Niendorf S

Seit dem Jahr 2006 sind in Deutschland zwei Impfstoffe gegen Gruppe A Rotaviren (RVA) mit un-
terschiedlichen attenuierten RVA-Stimmen zur Impfung von Siuglingen zugelassen. Diese RVA-
Impfstoffe werden oral in Form von 2 oder 3 Dosen gegeben, die Impfung muss bis zur 32. Lebens-
woche abgeschlossen sein. Sie enthalten nur einen Teil der zirkulierenden humanen RVA-Geno-
typen, induzieren aber eine breite heterotypische Immunitit. Trotz Impfung sind Durchbruch-Infek-
tionen moglich, wobei die Symptome, wie nach vorangegangen natiirlichen RVA-Infektionen, in der
Regel schwicher sind.
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Die Titigkeit des Konsiliarlaboratoriums fiir Tollwut in der Humanmedizin umfasst vor allem fol-
gende Bereiche:

Beratungsservice

Jahrlich erreichen uns neben spezifisch wissenschaftlichen rund 1.000 Anfragen allgemeinen Inhalts
aus dem gesamten Bundesgebiet sowie dem deutschsprachigen Ausland. Ca. 7o % dieser Ersuchen
gehen auf niedergelassene Arzte und Arztinnen sowie Beschiftigte in Kliniken zuriick. Rund 25 %
entstammen dem 6ffentlichen Gesundheitsdienst und die verbleibenden 5 % entfallen auf Mitarbei-
terinnen und Mitarbeiter in diagnostischen Laboratorien.

Die am hiufigsten gestellten Fragen betreffen

— Die Indikationsstellung zur pri- und postexpositionellen Tollwut-Prophylaxe sowie deren kon-
krete Durchfiihrung.
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— Das Vorgehen in Problemsituationen, beispielsweise bei Abweichungen von etablierten Impf-
schemata, bei verspitetem Beginn der postexpositionellen Wutschutz-Behandlung oder nach
anfinglicher Applikation eines Impfstoffs mit zweifelhafter Wertigkeit.

— Das weltweite Vorkommen der Tollwut und eine eventuelle Persistenz von Vektoren in Deutsch-
land, nachdem das nationale Territorium offiziell seit 2008 gemifl den OIE-Kriterien als frei
von ,terrestrischer Tollwut“ gilt.

Diagnostische Arbeiten

— Das KL Tollwut“ ist unseres Wissens nach deutschlandweit das einzige Laboratorium in der
Humanmedizin, das die Konzentration neutralisierender anti-Tollwutvirus-Antikérper mittels
eines Neutralisationstests (Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test [RFFIT]) durchfiihrt und
den Getesteten daher Immunitit gegeniiber dieser Zoonose bescheinigen kann, was beispiels-
weise im Rahmen arbeitsmedizinischer Untersuchungen zwingend notwenig ist. Wohl auch
dieses Alleinstellungsmerkmals wegen erreicht uns jihrlich eine vierstellige Zahl von entspre-
chenden Untersuchungsauftrigen, die ganz iiberwiegend aus Deutschland, zu einem kleineren
Teil aber auch dem benachbarten Ausland stammen.

— Im Zuge der in intra vitam, aber auch der post mortem Diagnostik werden vor allem bei Patien-
ten mit unklaren Enzephalitiden auf Anfrage verschiede PCR-Nachweise durchgefiihrt, durch
die gliicklicherweise seit 2007 kein Fall einer Tollwutinfektion mehr nachgewiesen werden
konnte.

Arbeiten im Rahmen der externen Qualititssicherung

Seit dem Jahr 20014 werden in Kooperation mit INSTAND Ringversuche sowohl zur serologischen
wie auch molekularbiologischen , Tollwut-Diagnostik“ angeboten. Die dabei an die teilnehmenden
Laboratorien versandten Materialien stellen wir INSTAND zur Verfiigung, nachdem wir sie analy-
tisch ausfiihrlich charakterisiert haben. Im Ringversuch des Jahres 2021 beispielsweise gelang der
Nachweis tollwut-spezifischer Antikoérper zu 100 %, was einerseits die Expertise der Teilnehmer be-
wies, andererseits aber auch darauf hindeutete, dass die Antikorper-Konzentration der positiven
Probe (4,4 IU/m) zukiinftig gesenkt und somit der ,Immunititsgrenze“ von > 0,5 IU/ml angenihert
werden sollte. Auch die Detektion der Rabiesvirus-RNA verlief problemlos und durchgehend erfolg-
reich. Da die positiven Proben bei der Untersuchung in unserem Institut Ci-Werte zwischen 26,3 und
33,7 aufwiesen, wire bei zukiinftigen Ringversuchen zur ,Schirfung“ der Analytik das Augenmerk
sicherlich nicht zuerst auf eine weitere Verringerung der Viruskonzentration, sondern vielmehr auf
die Einbeziehung von Virusisolaten zu legen, die nicht der klassischen Spezis ,Rabiesvirus“ entstam-
men.

Wichtige Publikationen

Ross RS, Wolters B, Hoffmann B, Geue L, Viazov S, Griiner N, Roggendorf M, Miiller T. Instructive
even after a decade: Complete results of initial virological diagnostics and re-evaluation of molecu-
lar data in the German rabies virus "outbreak" caused by transplantations. Int ] Med Microbiol
2015; 305: 636 — 643. doi: 10.1016 /j.ijmm.2015.08.013.
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Ross RS, Freuling CM, Deleré Y, Miiller T. Assessment of the human medical significance of the
rabies zoonosis in Germany--analysis of available data and desiderata. Berl Miinch Tierdrztl
Wochenschr 2012; 125: 272 — 277.

Maier T, Schwarting A, Mauer D, Ross RS, Martens A, Kliem V, Wahl J, Panning M, Baumgarte S,
Miiller T, Pfefferle S, Ebel H, Schmidt J, Tenner-Racz K, Racz P, Schmid M, Stritber M, Wolters B,
Gotthardt D, Bitz F, Frisch L, Pfeiffer N, Fickenscher H, Sauer P, Rupprecht CE, Roggendorf M,
Haverich A, Galle P, Hoyer ], Drosten C. Management and outcomes after multiple corneal and
solid organ transplantations from a donor infected with rabies virus. Clin Infect Dis 2010; 50:
112 — 1119. doi: 10.1086/651267.

Ross RS, Wolters B, Viazov SO, Roggendorf M. Awareness of rabies risks and knowledge about pre-
ventive measures among experienced German travel health advisors. ] Travel Med 2006; 13:
261-267. doi: 10.1111/j.1708-8305.2006.00058 X.

ABSTRACT

Konsiliarlabor fiir Toxoplasma — Ubersicht der Arbeiten

Grof} U, Dudakova A, Eisele M, Peter E, Resa M

Das KL Toxoplasma ist seit ca. 20 Jahren an der Universititsmedizin Géttingen angesiedelt. Die Ta-
tigkeit des KL Toxoplasma ruht vor allem auf vier Sdulen: Im Vordergrund stehen einerseits die Bera-
tung zur Diagnostik und Therapie der Toxoplasmose in der Schwangerschaft und bei Neugeborenen,
sowie Fragen zur Augentoxoplasmose. Fragen zur Toxoplasmose bei Immunsupprimierten werden
hingegen nur noch selten an das KL herangetragen. Andererseits kann das KL durch die Weiter- und
Neuentwicklung diagnostischer Testsysteme und der zur Verfiigung stehenden kommerziellen Tests
die Aufklirung bisher unklarer Konstellationen erméglichen. Die dritte wichtige Siule der regelmai-
Rigen Titigkeit besteht in Weiterbildungsangeboten (Vortrige und Ubersichtspublikationen) und der
Mitwirkung bei der Erstellung von Leitlinien. Schliellich hat das KL Toxoplasma in Kooperation mit
zahlreichen Partnern — einschliefRlich dem RKI — epidemiologische Daten zur Privalenz der Toxo-
plasmose in verschiedenen Regionen Deutschlands, sowie zur Typisierung des Parasiten gewonnen.
Diese Daten werden regelmiRig in internationalen Fachzeitschriften der Offentlichkeit zur Verfii-
gung gestellt.
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Das Labor Krone

Das Labor Krone ist ein national und international titiges medizinisches Labor mit Sitz in Nordrhein-
Westfalen und bearbeitet tiglich 15 — 20.000 Humanproben aus allen Bereichen der medizinischen
Versorgung.

Die Labor Krone-Gruppe beschiftigt rund 580 qualifizierte Mitarbeitende in der Probenanalytik (La-
bor Krone und LABCON-OWL), der Probenlogistik (labcar-owl) und dem medizinischen Datenma-
nagement (IMEDAC). So bieten wir umfassende Lésungen fiir die diagnostische Routine in Praxis
oder Klinik und fiir Studien oder Forschungsvorhaben. In Erginzung zu einer effizienten und quali-
tatsgesicherten Befunderstellung bieten wir die Moglichkeit der fachirztlichen Beratung in den Be-
reichen: Mikrobiologie Virologie und Infektionsepidemiologie, Umweltmedizin und Hygiene, Innere
Medizin, Immunologie, Endokrinologie, Neurologie, Humangenetik und natiirlich Labormedizin.
Weiterhin ist das gesamte Labor von der Deutschen Akkreditierungsstelle (DAkkS) nach DIN EN ISO
15189 (Medizinische Laboratoriumsdiagnostik) akkreditiert.
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Die Themen Forschung und Entwicklung haben im Labor Krone einen hohen Stellenwert, sowohl im
Rahmen verschiedener Kooperationen als auch durch wissenschaftliche Studien und Arbeiten. Durch
das etablierte Studienzentrum werden alle Aufgaben bearbeitet, die nicht in die Laborroutine fallen.
Die Mitarbeitenden des Studienzentrums sind geschult und zertifiziert nach ICH-GCP. Weiterhin ist
das gesamte Labor auch nach DIN EN ISO 17025 als Priiflabor (Medizinische Laboratoriumsdiagnos-
tik im Rahmen klinischer Studien) akkreditiert. Auflerdem liegt die Genehmigung fiir die zur Gewin-
nung von Gewebe erforderlichen Laboruntersuchungen nach dem Deutschen Medizinrecht (§ 20b
des Gesetzes iiber den Verkehr mit Arzneimitteln (Arzneimittelgesetz — AMG)) im Labor Krone vor.

Das Konsiliarlabor fiir Treponema ist seit 01.01.2002 in der Medizinal-Untersuchungsstelle Labor
Krone unter der Leitung von Dr. Dr. Miinstermann und Prof. Dr. Hagedorn angesiedelt.

Im Jahr 2020 iibernahm Dr. med. Dr. rer. nat. Miinstermann die Leitung von Prof. Dr. med. Hage-
dorn. Professor Hagedorn fungiert seitdem als stellvertretender Leiter und wissenschaftlicher Bera-
ter. Dr. med. Neifde und Dr. rer. nat. Fazio unterstiitzen die Leitenden bei Beratungen zu Diagnostik
und Therapie der Treponematosen.

Wichtige Publikationen

Hagedorn HJ et al.: Screening in the context of syphilis diagnostics: threshold ranges for automated
Syphilis immunoassays, 74. Jahrestagung DGHM 2022.

Guttmann S et al.: Comparative performance measurement of agglutination assays for antibody detec-
tion against Treponema pallidum, 74. Jahrestagung DGHM 2022.

Fazio | et al.: Four polyvalent screening assays in comparison to the TPPA. STI & HIV World congress
2023.

Fazio ] et al.: Comparison of monovalent Enzymimmunoassays (EIAs) with the gold standard 19s-
FTA-ABS-IgM7s. Jahrestagung DGHM 2023.

ABSTRACT

Aktuelle Probleme der serologischen Syphilisdiagnostik

Fazio |, Hoppner MC, Hagedorn H), Meyer-Schlinkmann K, Neifse T, Miinstermann D

Da der TPPA-Test nicht mehr verfiigbar ist, ergibt sich die Frage nach der Leistungsfihigkeit alterna-
tiver Screeningtests. TPHA-Tests mit Vogelerythrozyten als Antigentriger zeigen eine unzureichende
Sensitivitit fiir die Detektion der Syphilis im Frithstadium und bei Restbefunden nach abgelaufener
Infektion. Gleiches gilt auch fiir polyvalente Immunoassays bei Anwendung der herstellerseits defi-
nierten Bewertungskriterien. Beim CMIA (Abbott), ECLIA (Roche) und CLIA (Diasorin) kann jedoch
durch Einfithrung eines zusatzlichen Grenzwertbereiches und Nachtestung entsprechender Proben
mittels IgG- und 19S-IgM-FTA-ABS-Test eine weitgehende Angleichung an die Sensitivitit des TPPA-
Tests bei nur geringfiigiger Verschlechterung der Spezifitit erreicht werden. Ein polyvalenter EIA
(Euroimmun) zeigte ebenfalls Sensitivititsprobleme. Der Test wird derzeit herstellerseits iiberarbei-
tet.
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Als Bestitigungstest und zum Nachweis von IgM-Antikérpern werden wegen des im Vergleich zur
Immunfluoreszenztechnik geringeren Arbeitsaufwandes in den meisten Laboratorien in Deutsch-
land Enzymimmunoassays und Immunoblots eingesetzt. In unserer aktuellen Studie betrug die Sen-
sitivitit von drei IgG-EIA’s im Vergleich zum IgG-FTA-ABS-Test 89,5 % (Demeditec), 91,1 % (Euro-
immun) und 94,4 % (Mikrogen). IgG-Immunoblots wurden aktuell nicht durchgefiihrt. In fritheren
Studien konnte bereits gezeigt werden, dass z. B. bei Seronarben falsch negative IgG-Blotbefunde
nicht selten sind. Deutlich groflere Diskrepanzen fanden sich fiir den Vergleich der IgM-EIA-Werte
mit dem 19S-IgM-FTA-ABS-Test. Die IgM-EIA-Tests reagieren in der Regel erst ab IgM-FTA-Titern
=1:160. Bezogen auf den 19S-IgM-FTA-ABS-Test als Goldstandard ergaben sich Sensitivititswerte von
28,5 % (Demeditec), 62,2 % (Euroimmun) und 60,6 % (Mikrogen). Der IgM-Immunoblot verhilt
sich dhnlich wie die IgM-EIA-Tests. Ein negativer IgM-Blotbefund schliefit eine aktive Friihsyphilis
nicht aus. Von 21 Fillen war der IgM-Blot in 7 Fillen negativ, dreimal grenzwertig und nur elfmal
positiv.

Aus unseren Untersuchungsergebnissen ergibt sich als Konsequenz, dass aktuell fiir das Screening
auf Treponemenantikorper z. B. bei Blutspendern, in der MUVO, bei Organspendern aber auch in
der Infektionsdiagnostik nur die Immunoassays mit modifizierten Grenzwerten eine ausreichende
diagnostische Sicherheit beinhalten, dass z. Zt. der IgG-FTA-ABS-Test der optimale Bestitigungstest
ist, und auch fiir den quantitativen IgM-Antikérpernachweis die Immunfluoreszenz die Methode der
Wabhl bleibt.

Bei Verdacht auf Neurosyphilis bleibt die Frage offen, welche Methoden fiir die Untersuchung des
Liquor cerebrospinalis geeignet sind.
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