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Gliederung

Einleitung

= Genom-basierte Erregersurveillance am Bsp. VRE
= NGS und Ausbruchsanalyse (VRE)

"= Neue Resistenzmechanismen und NGS

= Sektor-iibergreifende Verbreitung von Resistenzplasmiden am Bsp. CMY-2

Guido Werner
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Arbeiten mit Genomfragmenten X

3"9Gen. Sequencing/
Single Molecule Sequencing

Guido Werner Bildquellen: fotopuzzle.de; 123rf.com; eurofinns.de; illumina.de
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Verbreitungswege von Antibiotikaresistenzen

clonal spread of resistant isolates

Spread of resistance genes /
plasmids between different bacteria

4
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Surv VRE VRE Ausbr. m CMY-2

Typisierung basierend auf Genen bei Bakterien

3&717

MLST (7 loci)
cgMLST (1423 loci) -

%
7 A\

= Typisierung anhand von 7 housekeeping Genen = MLST (Multi-Locus-Sequence Typing)

= WGS erlaubt die Nutzung aller verfligbaren Gene eines , Kerngenoms®“=
1423 Genes des sogenannten Kerngenoms = cgMLST

= Kommerzielle Software existiert, die cgMLST Typen aus WGS Daten ableiten
(Ridom SeqgSphere+, BioNumerics/Applied Maths)

Guido Werner \ 5 |
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Surv VRE VRE Ausbr. m CMY-2

E. faecium/VRE-Blutkulturisolate NRZ 2011- 2017 (n= 416)
= 31 MLST Typen (n=9 mit >3x)

5 MLST Typen mit >5% und einer Haufigkeit von >85%:
ST117 (43%)
ST203 (15%)
ST080 (11%)
ST017 (9%)
ST192 (9%)

W ST117

W ST203

m ST80

W ST17
mST192
mST78
Hn.d./new

mST18
vanA und vanB

assoziiert mit
bestimmten MLST:

ST203 (vanA)
ST192 (vanB)

W ST262
m ST780
mST83

W ST926
m ST202
mST378
mST168

W ST22
mST224
W ST233

Guido Werner Klare et al., 2015, Epid. Bulletin und unpubl. Daten \ 6 |
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VRE Blutkulturisolate, 2016 und 2017
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VRE Blutkulturisolate, 2016 und 2017
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Surv VRE VRE Ausbr. m CMY-2

VRE Blutkulturisolate, 2016 und 2017
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Surv VRE VRE Ausbr. m CMY-2

VRE Blutkulturisolate, 2016 und 2017
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Norddeutschland 1 (MV, SH, BS, NS) - $T262/CT1016

cgMLST Vergleiche von NGS-Daten:

Uberregionale Verbreitung (10 Bundesldnder) — ST117/CT71
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Auftreten eines neuen VRE-
Epidemiestamms als Vergleich gegen
eine Datenbank von 100x Genomen
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VRE Haufungsgeschehen analysiert mit NGS and cgMLST

on
@469
O 900

929 -
O1o13 n— 321

O 1065

O 1066 ! IIp ead of resistant isolates
O 1517 @

O 1518

O 1520

O 1522
O 1531
O 1532
@ 1534
O 1535
@ 1536
O 1537
© 1538
O 1539
© 1540 \
O no group assigned

ST80

CT1066

= 1 dominantes Cluster ST80-CT1013 = ,Hauptklon®

= 2 zusitzliche ST80-Cluster: CT1065, CT1066 - 2 abtrennbare Cluster
= Das CT1013 Cluster vereint Mehrzahl der nosokomial-erworbenen VRE Fille

‘JenniferBender ‘Benderetal.,unpubl.data \ 11 ‘
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Linezolid und Gram-positive MRE

Linezolid = wichtige Reservesubstanz bei VRE, MRSA und MRSE

* LZD Resistenz durch (i) Mutationen in 23S rRNS Bindungsstelle

= LZD Resistenz durch (ii) Mutationen

in ribosomalen Proteinen L3, L4, L22

= LZD Resistenz durch (iii) Target-modifizierende
Enzyme/Gene wie z.B. Cfr/cfr (PHLOPS,)

Chloramphenicol Clindamycin Dalfopristin

Long et al., 2010, AAC 2010; Long & Vester, 2012, ACC; Long et al., 2006. AAC; Locke et al., 2010 AAC

Guido Werner
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Linezolidresistenz in klinischen Staphylokokken

1 S. hominis

49 ‘ W S. epidermidis

S. aureus

w S. haemolyticus Linezolid-resistente Staphylokokken,
W S. sciuri 2006 - 2017

S. caprae

W S. saprophyticus

w s. epidermidis Vorkommen des cfr Gens in
S. aureus klinischen Staphylokokken,
m S. haemolyticus 2006 _ 2017
| S. sciuri
S. caprae

13
Guido Werner
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Linezolidresistenz in S. epidermidis deutscher Patienten

MIC of
No. of PFGE linezolid

isolates Hospital ST  type (mg/l) cfr = 8 Krankenhiuser ausgewéhlt

8 A 2 IV 16-256 — . )
= Multiple resistente Isolate

2 A 2 v =256 +
= 4 Genotypen nachgewiesen

1 C 2 IV 8 + _ _ . o

1 c 2 v »me 4 (klassische nosokomiale S. epidermidis Typen)

1 B 5 I 8 — y

3 F 5 1 16-32 - = Uberwiegend Mutationen in 23S rDNA

1 c 2 1 16 N und ribosomalen Proteinen nachweisbar

14 D 22 | =256 -

2 E 2 1 »2% - " 6X cfr-positive Stamme

1 E 22 | =256 -

1 H 22 | =256 —

1 23 I11 8 +

Guido Werner Bender et al., 2015; Layer et al., 2018a und 2018b
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Linezolidresistenz in S. epidermidis deutscher Patienten

CMY-2
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Kategorie C1

(pSK41/pGO1 Familie)

cfr Plasmide: bekannte und neue Strukturen
(a)

) Isa(B)
cfrits\og““ 22 {ao
1S257-like transposase~4 »

Kategorie C2
(pSCFS3-verwandt)
(b) NAD(P)H oxidoreductase
/ 1S257-like transposase 27, 500
\\/' R ‘4 \e\ '% .
s et fexA \@é
traM \
trraal.—ﬁ- res “ tcaA/ h
L8 %
g !-traK p12-00322 A2 |Gk protin extracellutar pmtei"—gﬂ p12-02300 ’F‘DNA-invertase
T 38,864 bp m
L]~ phage proteln-:!l ’ I
%% £
plasmid partition proteln-'("\ ,~ SsaA-like protein l £
9 ‘ a%'\% A,
: 1y : & e N -ift ' dg’
, o " N o
tra!aoas uoail \4THpc?cl;main protein g, = oogL ﬂoﬁ '
tra artA/traN
LRSE ST2, ST22, ST23 aus einem LRSE ST2 aus verschiedenen
Krankenhaus [, Krankenhdausern
L)

Guido Werner

clon: Ipreadi istant isolat

|
Plasmide ahnlich Plasmiden aus Nutztier-assoziierten Staphylokokken mit Linezolidresistenz

Bender et al., 2015; Cuny et al., 2017; Layer et al., 2018a und 2018b

1 5
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Linezolidresistenz in S. epidermidis gesunder Probanden X

= 4/171 (2,3%) der Tierarzte und 3/263 (1,1%) der Familienmitglieder trugen cfr-
positive KNS

= Linezolidresistenz war ubertragbar mittels Konjugation

= Das cfr-fexA tragende Fragment war dhnlich zu Plasmiden klinischer LRSE

Spezies Resistenzphanotypen von

Konjuganten

S. epidermidis  fm + + - 5 CLI, FLO, LNZ

(4) vt + + - 10 CLI, FLO, LNZ

vt - + - 2 CLI, FLO, LNZ

vt - + : 19 CLI, FLO, LNZ

S. saprophyticus fm T + - CLI, FLO, LNZ
(2)

S. saprophyticus vt + + - CLI, FLO, LNZ
(1)

Guido Werner Cuny et al., 2017, Vet Microbiol
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Vorkommen von Laktamasen in E. coli von Mensch und Tier &

Mensch Geflugel
'i' !
. mCTX-M-15
ESBL-Typ - MCTX-M-1

Bw Do feeoend
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Analyse von AmpC-prod. E. coli verschiedener Herkunft

=  WGS Analyse von 170 CMY-2 prod. E. coli Isolate von
Nutztieren, aus Lebensmitteln und vom Menschen

(Besiedlung und Infektion [amb./stationar])

= Phylogenetische Analyse mittels Multilocus
SequenceTyping (MLST) and core-genomeMLST
(cgMLST)

= Analyse der Plasmide (Replikon und Struktur)

Guido Werner Pietsch et al., 2018, BMC Genomics

clonal spread of re ttlt

®

Al

Spread of resistance genes /
plasmids between different bacteria




Typisierung durch WGS
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= Ad hoc cgMLST Schema anhand von
2547 Genen

= Humane E.coli clustern verschieden
von E.coli aus Tieren und
Lebensmitteln .
(ST1196, ST38)
= Eng verwandte Isolate vom
Mensch und Tier:
ST131, ST1463

B ruman
W food
[ animal

‘ Guido Werner ‘ Pietsch et al., 2018, BMC Genomics
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Plasmidbesitz

= Gleiche Plasmidtypen in E.coli
verschiedener Herkunft
(duBerer Ring: Inck, Incl)

= Eng verwandte Incl Plasmide
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‘ Pietsch et al., 2018, BMC Genomics
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Zusammenfassung

Genombasierte Surveillance von MRE und deren Resistenzgenen hilft u.a. bei

= Detaillierten Ausbruchsanalysen und der Quellensuche (Bsp. VRE)

= Rekonstruktion von Ausbreitungswegen von MRE und deren Genen (Bsp.

VRE und bla,,,,.,)

= Erkennen und Verfolgen des Auftretens und der Verbreitung neuer

Resistenzgene mit ,,One Health” Dimension (Bsp. cfr)

Guido Werner
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