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Q Linezolidresistenz
'\\cuca T A.:‘: ‘auA I
m Linezolid bindet an das Ribosom ZEZZZEZZAZEUA 4

m Mutationen in der 23S rRNA Bindungsstelle sowie in o

den ribosomalen Proteinen rplC und rpID vermitteln

Resistenz

cfr kodiert fur eine Methylase, die das Ribosom

methyliert
m vermittelt Kreuzresistenzen > PHLOPS
m Ursprung und Reservoir in KNS vom Nutztier

m Mdgliche Selektion tber Veterinar-Therapeutika

(Phenicole, Tiamulin)

m zumeist Plasmid-vermittelt und z.T. Gbertragbar

-'Chl'oramp'hehioﬁ Gllndamyl;rn ' _ﬁamu'l\ih ' Dalfopristin

Gu et al., 2013, JAC; Locke et al., 2010 AAC; Long et al., 2006, AAC
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Linezolidresistenz in Einsendungen an das NRZ

MRSA E. faecium
Antibiotikum 2012 (%) 2013 (%) 2014 (%) Resistent Emp findlich
2014 74 9,4 714 90,6 788
Ciprofloxacin 86,6 81,8 80,0 2013 78 8,7 823 91,3 901
. . 2012 39 4,0 933 96,0 972
Moxifloxacin 86,1 80,8 79,3 2011 45 5,7 740 94,3 785
2009 3 0,8 352 99,2 355
Clindamycin 58,8 50,6 50,3 2008 2 06 321 99,4 323
Gentamicin oY 50 6,6
Tetracyc‘in 714 712 816 100% -
Rifampicin 1,4 0,8 1,5 90% -
. 80% -
Cotrimoxazol 0,5 04 0,8
70% -
Fusidinsdure-Natrium [EXE 4,0 4,7 60% -
Fosfomycin 0,4 0,2 0,5 50% - mLNZR %
Linezolid 0 0,1 0,03 40% WLNZS%
30% -
Tigecyclin 0,13 0,04 0,23 ot
Daptomycin 10 2,7 2,9 10% -
Mupirocin 6,7* 6,2* 1:5,8/R: 1,2 0% - . . . . . .
Vancomycin 02 004 0.03 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014*

Teicoplanin 0,3 0,3 0,13

Mehrzahl der Linezolid-R E. faecium sind
Verstirkte Einsendungen von LR-KNS (MRSE) Vancomycin-sensibel!

Guido Werner 3
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Linezolidresistenz durch cfr in Staphylokokken

m Vorkommen in S.aureus, S. epidermidis, S. sciuri, S. lentus, S. cohnii, S. arlettae, S. rostri,

S. haemolyticus, S. simulans, ..... [1]

m Verbreitet auch in anderen Bakterien vom Tier/Lebensmittel:

E. coli, Streptococcus suis, Bacillus, Macrococcus caseolyticus, Proteus vulgaris, etc. [2]
m Stdmme tragen haufig auch andere LNZ-Mutationen (23S rDNS, rpIC/D)

m Bestimmte Plasmidtypen und —subtypen, z.B.

BstEIl pg
P“‘Hpu I

m pSCFS1* (Abb.) [3]

Psrl

m pSS-01 bis pSS-04 [1,4]

m z.T. konjugativ; mobiles cfr Element (z.B. 1S256 / ISEnfa)

‘ Vergleich der genetischen Elemente Ml

Clal
Hpal

BamHI

Clal Pyl Xbal
Figure 1. Circular map of plasmid pSCFSI. The reading frames are num-
bered with reference to Table 1: grey-shaded reading frames are involved in

antimicrobial resistance.

[1] He et al., 2013 und 2014, UIMM; [2] Wang et al., 2011/2012/2013, JAC; [3] Kehrenberg et al., 2004, JAC; [4] Cui et al., 2013 PLoS One




cfr positive KNS in China

ROBERT KOCH INSTITUT

m Nutztiere [1]

m 3/401 Schweine,15/305 Huhner, 3/78

Enten aus 31 Farmen

m in Geflugelfleisch [2]

m 22/118 Gefligelproben positiv

S. aureus pMSA16 from bovine in China (JQ246438)

S. cohnii pSS-03 from pig in China (JQ219851)

S. sciuri pHINLKIC2 (KF751701) (This study)

S. sciuri pSCFS] from bovine in Germany (AJ579365)

m aus Infektionen beim Menschen [3,4]

1kb

S aureus pSCFS7 (FR675942 )

S haemolyticus pSS-02-like plasmid
(IX827253)and S. saprophyticus pSS-02

Py ] el
I 5. aureus pSCFS: 6
| m S, aureus pSCFS3 (AM086211)
AmpATIS21-558 o Pl 0T3S et
~¢
Tnsss

1kb

fexA aacA-aphD  1S257-1 aadD ble  1S21

-558 cfr

]

orf138

AIS256

aacA-aphD 1S257-1 aadD ble

1821-558 cfr

s

o

AIS256

1789 bp

aacA-aphD 1S256 cfr

6223 bp

18256 aacA-aphD 18256  cfr

res tnp hp

res tp

18256

18256

e

il

Tn558 (AJ715531)

g

hemY

ACA

Tn4001 (CP002120)

GGTCAAT

4447 bp

(]

18256 cfr

GGTCAATE
18256

1713 bp

ISEnfa5 cfr

ISEnfas

GAT

5001 bp
ISEnfas cir

ISEnfa5 El

M fnudike
5" end

opS
Inu-like °
3'end

8. aureus plasmid pTZ2162 (AB304512 )

fosD  tnp

Plasmid pJP2 from S. rostri GT-5 (KC989517)

pJP1-like plasmid from S. fentus LQQ47 (KF129408)

Plasmid pSS-04 from 8. sciuri GN5-1 (KF129410)

Tn4G01-clr-1S256
Chromosomal cfr-containing fragment from S. fentus
LQWS (KF129407)

1S256-cfr-15256
Chromasomal cfi-containing fragment from S.
lentus LQQ24-1 (KF029594)

ISEnfaS-cfr-ISEnfa5
Chromosomal cfr-containing fragment from
S. lentus LQQY (KF049005)

S. suls plasmid pStrcfr (KC844836)

[1] He et al., 2013 und 2014, IIMM;

[2] Zeng et al., 2014; BMC Microbiology;

[3] Cui et al., 2013, PLoS One ;

[4] Yang et al., 2013, JMM
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Linezolid-resistente S. epidermidis in Griechenland

m Ansteigende Zahlen von LRSE zwischen 2011 — 2013 (6 Krankenh&user)
m Einzelne LRSE zeigen ,Linezolid-Abhangigkeit*

m Assoziiert mit bestimmten ,Epidemieklonen” (ST22)

Table 1. Resistance rates to linezolid among S. epidermidis isolates in the study hospitals

Number of linezolid-resistant S. epidermidis isolates (%)

2011 2012 2013
Hospital ICU non-1CU ICU non-1CU ICU non-I1CU
1 6(23.9) 78 (6.4) 9(27.1) 58 (12.2) 9(32.6) 9 (8.5)
2 121 (8.3) 430 (2.1) 128 (20.3) 437 (3.0) 155 (18.7) 535 (2.1)
3 OO (3.0) 411 (1.7) 83 (18.6) 465 (2.6) 69 (18.9) 502 (1.6)
4 1(35.3) 571 (6.7) 3(18.1) 501 (9.4) 8 (31.7) 312 (9.6)
5 134 (17.9) 78 (1.3) 140 (12.2) 109 (0.9) 156 (16.7) 158 (4.4)
6 182 (23.1) 302 (3) 234 (24.0) 380 (4.0) 186 (22.6) 317 (6.0)
Total 734 (15.1) 1870 (3.7) 777 (20.0) 1950 (4.9) 753 (20.9) 1883 (4.2)

Karavassilis et al., 2015, JAC 6
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A Linezolid-resistente Staphylococcus epidermidis <

NRZ 2012

24 multiresistente S. epidermidis aus 6 KH (Ausbriche in 3 KH vermutet)

PEN, OXA, GEN, ERY, CLI, TET, CIP, SXT, RAM, FUS, MUP, LNZ, MFL, OxaSu

6 Isolate cfr-positiv

Bender et al., 2015, JAC 7



Linezolid-resistente Staphylococcus epidermidis

\[e}
23SrRNA V region rplC (L3) rplD (L4) rplV (L22)

12-00333 C2161T; G2576T C301G / Leu101Val wildtype wildtype
12-00408 C2161T; G2576T C301G / Leul01Val wildtype wildtype
12-01787 C2161T; G2576T C301G / Leul01Val Pos 138 His Insertion (ACC) wildtype
12-02300 C2161T; G2576T C301G / Leul01Val Pos 138 His Insertion (ACC) wildtype
12-02355 C2161T; G2576T C301G / Leu101Val Pos 138 His Insertion (ACC) wildtype
12-02762 C2161T; G2576T C301G / Leul01Val wildtype wildtype
12-00389 C2161T C301G / Leul01Val; T438G / His146GlIn; C456T / -; G460T / Vall54Leu; G469A, C470G / Alal57Arg wildtype A138G / -; C141T / -; G166A / -
12-00322 C2161T C301G / Leul01Val; C456T / -; G469A, C470G / Alal57Arg wildtype A138G / -; C141T/ -; G166A / -
12-02178 C2161T C301G / Leu101Val wildtype wildtype
12-02179 C2161T C301G / Leul01Val; C456T / - T150C / -; A383 / Glu128Ala; A521G / GIn174Arg; G545A / Arg182GIn A138G / -; C141T/ -; G166A / -
12-01569  C2161T; T2502A; C2532T C301G / Leul01Val; G455A, C456T / Gly152Asp; A474T / -; GA75T / Asp159Tyr T150C/ -; A383 / Glu128Ala; A521G / GIn174Arg; G545A / Arg182GIn A138G / -; C141T/ -; G166A / -
12-02585  C2161T; T2502A; C2532T C301G / Leul01Val; G455A, C456T / Gly152Asp; A474T / -; GA75T / Asp159Tyr T150C / -; A383 / Glu128Ala; A521G / GIn174Arg; G545A / Arg182GIn A138G / -; C141T/ -; G166A / -
PFGE PFGE

= PFGE Profile (Smal-Restriktion)

0.00
0.00

R 8 % FiEE R
lﬁ 12-00333  H1
12-00408 H1

o07e7 wi W in Krankenhausern H1, H3 und H4
1202300 w1 % wurden Ausbriiche vermutet

12-02355 H1

12-02762 H1

12:02178 3 m H1: cfr-positive/-negative Isolate
12-01631 H7
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Analyse der cfr Plasmide

» Transfer der Plasmide in S. aureus » S1 Nuclease-PFGE (+ Southern blot
RN4220 hybridisiert mit einer cfr-Sonde)
)
%"-’qf)

AR =NE Nt
I BB FFC
. CLi(>2)

MIC [pg/mi]
asas
L 1 L (]
—|
o Gl |
—

80 kb

40 kb <«—— cfr* Plasmid

~ 40 kb

Bender et al., 2015, JAC
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Bekannte und neue cfr Plasmide

pGO1-Typ (MUP, tra)

IS257-like transposase istB
traM

tral \0_*,_(‘ %o

/ /ISZST -like transposase

trak Isa
p12-00322 ll:—-—- mobile element protein
36,754 bp X
/ traC i
/ par I
/ \ LtrC-like protein
P e
artA/traN % nes

rep parR, HTH domain protein

C1l: p12-00322 of C1 shows cfr (red) framed by 1S257-like
transposases and a putative conjugation machinery (purple) and
nickase gene nes (green) of vector pGOL1.

1 Krankenhaus

Bender et al., 2015, JAC

Bekannte Struktur:
fexA-tnpC-cfr-tnpA

extracellular protein

phage proteln

tnpA

plasmid partition proteln\ * : A | “’ tnpC
17 ra /@/ NAD(P)H oxidoreductase
|n
e\ssaA like protein 1
§- p12-02300 A~ ¥
V. 38,864 bp y 8
‘ { §
tcaA
Y DNA-invertase \f
%% \
"9 B N
S  — .’er%q
98'8e

C2: p12-02300 and homologs of C2 display cfr (red) and the
additional phenicol exporter fexA (green) amongst mainly
unknown open reading frames as defined by RAST (gray).

Mehrere Krankenhauser

10
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Linezolidresistenz in E. faecium (NRZ)

Resistent Empfindlich Gesamt

2014 74 9,4 714 90,6 788

2013 78 8,7 823 91,3 901

2012 39 4,0 933 96,0 972

2011 45 5,7 740 94,3 785

2010 10 3,0 327 97,0 337

2009 3 0,8 352 99,2 355

2008 2 0,6 321 99,4 323 EUCAST breakpoints
100% -
90% -
80% - Selektion stammspezifisch —
70% - ribosomale Mutationen
60% -
50% - W LNZR %

BLNZS %
40% -
30% -
20% - H
° Mehrzahl der LNZ-R E. faecium
10% - sind Vanco-sensibel!
0% m T T T T T T
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014*

Klare et al., 2015, JGAR 11
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cfr in Enterokokken

m in E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus , E. thailandicus (z.T. vom Tier) [1,2]
m Stdmme tragen andere Linezolid-R Mutationen

m Ahnlichkeiten mit cfr Plasmiden von Staphylokokken (pSS-01) oder Plasmiden von E.
faecalis (pPAMRB1-Typ, pEF-01) [3,4]

m Molekulare Analysen belegen keinen Resistenzphanotyp von Cfr in E. faecalis [5]

1kb

Replication
1S256-like | ofr 15256-like

Replication-associated — : pHOU-cfi E. faecalis
Transposable elements g i (JQ660368)

Hypothetical (conserved) proteins

Recombination-associated TGATTCTA TGATTCTA

. N ISEnfad ISEnfas,
Resistance mobA/mobl. i o

Stable inheritance ’ e T 8 I pW9-2 £ faccalis
(JQO11741)

AM!5  ss DNA binding protein

(J QAR R B B QN

Energy metabolism

AAMIG AAMI6
Atopo TCAATTTC TCAATT IC|
—— pW3/p3-38 E. thailandicus
, R u el f I (JQ911739/JQ911740 )
AMisl AN

152561 ISEnfad  ofr ol 1SEnfad

S s pSS-01 8. cohnii
@ ’{;ﬁ?&fé’g‘ ><:K h!l!?' ooet _M%'- (JQU041372)
aacA-aphD) mpd mpB  mpC orfi38  fexA
|TGTTCGAG TGTTCGAG| - ~ -

Tnisg

[1] Liu et al., 2014 Vet Microbiol; [2] Diaz et al., 2012, AAC; [3] Liu et al., 2012 AAC; [4] Liu et al., 2014, AAC; [5] Liu et al., 2014, JAC
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cfr-positive Enterokokken — NRZ

Untersuchung Linezolid-resistenter E. faecium (n= 251)

e Hauptsachlich 23S rDNA Mutationen
* Wenige Mutationen/Insertionen in rp/C/rplD

* 5 cfr-positive E. faecium

cfr nur zu 70% identisch zu cfr aus KNS, aber zu 100% identisch zu cfr aus C. difficile
cfr Tn6218, in bestimmte C. difficile chromosomal kodiert
cfr-positive C. difficile zeigen erhohte LNZ MHK

Klonierung der cfr-Gene aus C. difficile und E. faecium

vV V V V VY

Expression in Efm/Efs: Expression, aber KEINE Resistenzvermittlung

Dingle et al., 2013, Genome Biol 13
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Fazit

Linezolidresistenz
m Surveillance Systeme zeigen keinen Trend bei Linezolidresistenz in Gram-positiven Erregern
m NRZ erkennt einen Anstieg an Einsendungen mit LNZ-resistenten KNS und E.faecium
m Isolate aus Haufungen in mehreren Kliniken (Ausbrtiche)
m Haufungen von LNZ-resistenten Bakterien korrelieren mit verstarktem Einsatz von LNZ
cfr
m Ubertragbare LNZ Resistenz cfr hat ihr Reservoir in KNS vom Tier/Nutztier
m weit verbreitet in verschiedenen Bakterien im Tier
m Transfer Uber verwandte Plasmide und mobile genetische Elemente
m NRZ: cfr-positive KNS aus Infektionen und Besiedlungen beim Menschen
m Gefahr der Ubertragung auf klinische S. aureus/MRSA, Enterokokken u.a.

m NRZ: cfr-positive E. faecium zeigen cfr aus C. difficile — vermittelt keine Resistenz in Enterok.

Guido Werner 14
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