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Einleitung

* R&D wird weltweit als wichtigste MalRnahme zur Infektkettenunterbrechung
in der Primarpoduktion aber auch in der Lebensmittelverarbeitung gesehen.

» neben klassischen Zoonose-Erregern sind zunehmend auch kommensale,
antibiotikaresistente Erreger (z.B. MRSA & ESBL) ein Problem in der
Nutztierhaltung, dem Lebensmittelsektor und der Humanmedizin.

» deutlich verbresserte Hygiene-Malinahmen gelten hier als Mittel der Wahl
* R&D
* Isolation (Humanmedizin)

» Es gibt ein standig wachsende Zahl von Berichten uber Desinfektionsmittel-
Resistenzen, auch mit co-Induction von Antibiotika-Resistenzen
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Wirkprinzip vs. Desinfektionsmittelresistenz:

Wirkmechanismus Stoffgruppe Besonderheiten
Chemische Reaktion/kovalente Bindung

«Oxidation/Oxidierung, insb. von Hypochlorite, O,-Abspalter

thiolhaltigen Proteinen und Enzymen

+Alkylierungsreaktionen von Amino-, Aldehyde (Glutaraldehyd, Weitgehend
Imino-, Amid-, Carboxyl- und Formaldehyd) Konzentrations-
Thiolgruppen unabhangig

«Zerstorung von Zytoplasma-membranen  Laugen, Org. Sauren
und Denaturierung von Proteinen und
DNA

Ionische Interaktion/Bindung

Elektrostatische Interaktion mit QAVs, Chlorhexidin,

Phospholipiden der Zellmembran Biguanide Stark
Konzentrations-

Physikalische Interaktion abhangig

*Trennung/Auflésung der Phospholipid- Alkohole, Phenole, Tenside
doppelschicht
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Intrinsische Resistenz:

» naturliche, chromosomal codierte Resistenz
* determiniert das prinzipelle Wirkungsspektrum eines Desinfektionsmittels
» Spezialform: “Phanotypische Resistenz” zB in Biofilmen

Erworbene (extrinsische) Resistenz:

 durch Mutation
» durch Aufnahme mobiler genetischer Elemente (= horizontaler Gentransfer)
— sehr leicht ubertragbar (Plasmide)
— oft gemeinsam mit Antibiotika- und Metall-Resistenzen
» Maogliche wechselseitige Co-Selektion
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Co-Selektion
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Resistenz/Co-Selektion: Penicilline, Cephalosporine, Streptomycin/Spektinomycin,

T,
Freie Universitat %@% Berlin
s

florfenicol (30 wg), amikacin (30 pg), gentarnicin (10 pg), kana-
mmycin (30 pg), streptomycin (10 pg), spectinomycin (100 pg),
nalidizic acid (30 pq), ciprofloxacin (5 pg), tetracycine (30 pg), tri-
methoprim (5 pal, sulfomethoxazole (300 pg), trimethoprim/
sulfamethorazole (1.25/23.75 pg) and colistin (10 pg). The
results were interpreted using both CLST clinical breakpoints
(M100-521) and, when available, the EUCAST epiderniological
cut-off values (ECOFFs), which consider isolates with an acquired
or mutational resistance mechanism to the drug in question as
the non-wild-type population {www.eucast.org). In all isolates,
the chamcterization of the B-lactamase-encoding genes bloro,
blaga, blacags, blacr, blasw, bloace, blacr, blapia, blagse, blosax
and blawqy, additional resistance genes, and class 1 integrons
waos conducted as previously described® The phylogenetic
group, and for selected isolates the muitilocus sequence type
(MLST; http:fmist.uce.iefmist/dbs/Ecoli), was also determined
One of the Escherichio cali isolates tested, R178, showed
resistance to all penicilins, cephamycins, cephalosporing and
amoxicillinfclavulanic acid, but was susceptible to aztreonarm.
R178 ako showed a zone diameter of 22 mm for imipenem
(interrnediate by the CLSI clinical breakpoint and non-wild-type
by the EUCAST ECOFF], 24 mm for ertopenern (susceptible by
the CLSI clinical breakpoint and non-wild-type by the EUCAST
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Sulphonamide, Carpapeneme, QAVs
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Drei prinzipielle Mechanismen:

» Enzymatische Inaktivierung (der Desinfektionsmittel & Antibiotika)
— chemische Modifikation der Wirkstoffe
— enzymatische Spaltung der Wirkstoffe

* Verminderte Intrazellulare Konzentration (der Desinfektionsmittel & Antibiotika)
— verminderter Influx der Wirkstoffe (modifizierte Zellwande, downregulierte Porine)
— gesteigerter Eflux der Wirkstoffe (durch spezifische Transporter oder “Multidrug Transporter”)

* Modifizierte Zielstrukturen (fiir Desinfektionsmittel & Antibiotika)
— chemische Modifikation der Zielstruktur (oft durch Punktmutationen)
—  Schutz der Zielstruktur (zB. Kapselbildung, Biofilme)
—  “Ersatz” der Zielstruktur durch funktionelles, “resistentes” Analogon
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Examples of mechanisms of antibiotic resistance bacterial csll

inactivation of ﬂgi

& antibiotic
cell wall
activation of @ ~_
drug efflux pumps '
QoKX :
o9 - modified drug target
effiux alteration of drug target
pump -

inhibition of
drug uptake 'ﬂ
ﬂ ‘ i ) 2009 Encyelopaedia Britannica, Inc.
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Antibiotika- vs. Desinfektionsmittelresistenz:

« Antibiotika haben meist nur eine spez. Targetstruktur
=» einzelne Mutation kann bereits Resistenz hervorrufen (z.B. PbP2b bei MRSA)
=» Co-Induktion von Desinfektionsmittelresistenzen unwahrscheinlich/selten

» Desinfektionsmittel haben meist mehrere Targetstrukturen
= mehrere Mutationen fur Resistenzbildung erforderlich (Mehrschrittresistenz)
=» Co-Induktion von Antibiotikaresistenzen haufig
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Resistenzen bei folgenden Stoffklassen:

* Triclosan
= Uberexpression von Multidrug-Effluxpumpen
=>» Starke Co-Induktion von AB-Resistenzen,

* QAYV, insbesondere Benzalkoniumchlorid
= Inaktivierung/down-Regulation von Porinen, Uberexpression von Effluxpumpen
=»Haufige Co-Induktion von Antibiotikaresistenzen

* Chlorhexidin

= Inaktivierung/Modifikation von Porinen, Uberexpression von Effluxpumpen
=>» Co-Induktion von Desinfektionsmittelresistenzen

» selten auch Aldehyde und Sauerstoffabspalter
= Formaldehyd = Formaldehyddehydrogenase
=» Sauerstoffabspalter = Proteine mit antioxidativer Wirkung plus Endonuklease IV zur
Resparatur radikalinduzierter DNA-Schaden

&“‘E"BE"".

Freie Universitat i'k ABerh‘n Institut fiir Tier- und Umwelthygiene Seite 9
T



Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Was bedeutet das praktisch?

Table |  Increases in MIC of CHX seen in P aeruginosa
and E. coli exposed to grodually incregsing concentrations

Table IY MICs of P aeruginosa cuftures following rebeated exposure
to CHX (5 ugiml)

of CHX

MNumber of subcuftures MIC {pg/ml) of CHX vs.
{at 48 h intervals) yp——— E cob
0 8104 0.2
I =14 05
2 2 0.7
3 28 02
4 = 40 -}
5 == S -t
& T -t

Culture Original MIC {pg/mlL CHX) MIC {pg'ml CHX)

nurmiber before multiple exposure after five subcultures
to CHX (Spg/mlL) in CHX (5pgiml)

|* 210 = U

2 28+ U

3 = L =0

4 = 50 U

5 704 =0

*These cultures were found to be stable after 15
subcultures in CHX -free nutrient broth and used for
further experimentation;

1 Crriginal MIC;

i Mot done (see text).

Thomas et al. (2000): J Hosp Inf, 46, 297-303

Freie Universit: Berlin

*Standard parent strain;

T Cultures from step-wise training method, orained to higher MIC
than standard parent strain;

1 These cultures were found to be stable after 15 subcultwres in
CHX-free nutrient broth.
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Was bedeutet das?
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Braoudaki et al. (2004): J Clin Microb, 42, 73-78
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Was bedeutet das?
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Braoudaki et al. (2004): J Clin Microb, 42, 73-78
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Benzalkoniumchlorid

S. hyicus hyicus

S. intermedius group

MSSA

MRSA

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Number of strains

@ induced resistance m stable resistance
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Benzalkoniumchlorid

S. intermedius

strain
»
1 ' 1 1 1 |

T T T T
0 0,5 1 1,5 2 25 3 3,5 4
Benzalkoniumchloride mg/l
‘l MIC, initial B MIC, induced O MIC, stable

\
4,5
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Was bedeutet das praktisch?

Table 1. Identification and level of resistance found in bacterial samples from three commercial hatcheries,

Sample Disinfectant type
uarter
Origin Bacteria species Glutaraldehyde Phenol Qmmcr?;y

Hatchery 1

Tray rinse Prewdomonas stuizer -- Moderate* —
Hatchery 2

Pull room Enterobacter agglomerans _ — Moderate

Hartcher Bacillus badius High High —_

Eggshell Bacillus cereus High High —

Eggshell Bacillus cereus High — —

Eggshell Bacillus thuringiensis High High —

Wash room Serratia marcescens —_ —_ Moderate

Harcher Serratia marcescens — —_ Moderate
Hatchery 3

Chick trachea Enterococcus faecalis High — —

Egg wuck Bacillus cereus High High —

Harcher Bacillus cereus High Moderate —_

Chick bus Bacillus cereus High — —

Egg rack Bacillus thuringiensis High Moderate —

Pull room Enterococeus fascalis Muoderate . —

Wash room Enterococcus faccalis Moderate —_ —_

Egg wruck Enterococcus faecalis Low< — —

Chick bus Enterococcus faecalis Low - —

Wash room Enterococens faecalis Low — —

Egg wruck Enterococeus fascium Low _ —

*Resistance at the manufacturer’s recommended dilution for up to 15 min.
PResistance above the manufacturer’s recommended dilution for up to 15 min,
“Resistance after less than 15 min of exposure at levels below the manufacturer’s recommended dilution.

Willinghan et al. (1996): Avian Diseases, 40, 510-515.
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Kreuzresistenzen zu Antibiotika?

 Triclosan
=» Beta-Laktame, Chloramphenicol, Tetracykline, Fluorochinolone, Imipenem

 QAYV, insbesondere Benzalkoniumchlorid

= Beta-Laktame, Chloramphenicol, Tetracyclin, Imipenem

* Chlorhexidin

=» Beta-Laktame, Polymyxin B, Gentamycin, Fluorochinolone
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Resistenzen gegen Desinfektionsmittel

Kreuzresistenzen zu Antibiotika
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Fig 2. Mean increase in MIC to antibiotics observed after exposure to benzalkonium chloride (BC), didecyl dimethyl ammaonium chloride (DDAC), dioctyl
dimethyl ammonium chloride {OCDAC) and o culture broth without disinfectant { control) in 10 E coli strains. MIC tests were done twice, Letters ( A-E) over

each group of tested QACs (excluding the control) indicate a statistically significant difference among antibiotics (p < 0.05). Error bars represent standard
deviation.

Buffet et al. (2012): Vet Mic, ahead of print.
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Konsequenzen/Schlussfolgerungen

» Quaternare Amoniumverbindungen, Chlorhexidin und Triclosan sind teilweise
problematische Desinfektionsmittel:
— Eingeschranktes Wirkungspektrum
— Teils starke Resistenzbildung
— Teils Co-Induktion von Antibiotikaresistenzen
— Problem: mehr als 2/3 der Desinfektionsmittel im Lebensmittelbereich sind QAVs
(z.B. DVG-Liste)
» Alternativen?: Chlor- und Sauerstoffabspalter, EtOH, Sauren

— Frage: Anteil an der AB-Resitstenzproblematik in KH und der Tierhaltung?

» Unsachgemaler einsatz kann ebenso wie bei Antibiotika ein sich
ausbreitendes Resistenzproblem verursachen.

= I . .
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Konsequenzen/Schlussfolgerungen

» Nur Einsatz geprufter/gelisteter Desinfektionsmittel (DVG) mit den
vorgeschriebenen Konzentrationen und Einwirkzeiten!!!

* Routinemalige MHK-Bestimmungen und Praparatewechsel?

 Festlegung von MIC-Werten zur Desinfektionsmittel-Resistenztestung
(epidem. Cutoff, “hygienischer” Cutoff)
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