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Verdacht: Todliche Keime durch
iIndische Pharma-Abwasser

Tausendfach Uberhdhte Werte
(Zeit 4.5.2017)

Todliche Supererreger aus
Pharmafabriken

Berlin (dpa) - Grofl3e Antibiotika-Fabriken in Indien kdnnten durch mangelnde
Abwasserreinigung mit zur Entstehung multi-resistenter Bakterien beitragen.

Das haben Recherchen von NDR, WDR und Suddeutscher Zeitung am indischen
Pharmastandort Hyderabad ergeben.

 “... moxifloxacin, voriconazole, and fluconazole (up to 694.1, 2500, and
236,950 pg/L, respectively) as well as increased concentrations of eight other
antibiotics were found in sewers in the Patancheru-Bollaram industrial area.

« Corresponding microbiological analyses revealed an extensive presence of
extended-spectrum beta-lactamase and carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae and non-fermenters (carrying mainly bla OXA-48, bla
NDM, and bla KPC) in more than 95% of the samples.”

e . . » "
Libbert et. al. Infection, April 28th, 2017 Eriedsich-Schiller-UniversititJena — IINEASTATS
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CDC: Weekly / January 13, 2017 / 66(1);33
Notes from the Field: Pan-Resistant New Delhi Metallo-Beta-
Lactamase-Producing Klebsiella pneumoniae Washoe County, Nevada

August 25, 2016:

* Notification of a female patient and Washoe County resident at an acute care
hospital with carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) that was
resistant to all available antimicrobial drugs.

 The specific CRE, Klebsiella pneumoniae, was isolated from a wound specimen

 The patient was placed in a single room under contact precautions.

 The arrived in the United States in early August 2016 after an extended visit to
India.

 She was admitted to the acute care hospital on August 18 with a primary
diagnosis of SIRS , likely resulting from an infected right hip seroma.

« The patient developed septic shock and died in early September.

* During the 2 years preceding this U.S. hospitalization, the patient had multiple
hospitalizations in India related to a right femur fracture and subsequent
osteomyelitis

 The most recent hospitalization in India had been in June 2016.

 The isolate was sent to CDC, which confirmed the presence of

« New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM).
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EinfUhrungszeitpunkt des Antibiotikums

Tetracycline
Chloramphenicol Vancomycin
Streptomycin Ampicillin
Sulfonamides Erythromycin | Cephalosporins Daptomycin
A icillin MEW Linezolid
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Daptomycin
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Cephalosporins

Zeitpunkt von ersten klinisch relevanten, resistenten Isolaten
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Bakterielle Resistenz-Strategien

Reduziertes Beschleunigtes . . Modifikation von
. - Inaktivierung des i N
Eindringen in die Ausschleusen durch e Zielmolekiilen des
Antibiotikums .
Zelle Effluxpumpen Antibiotikums

modified
drug
target

modified
cell wall
protein

drug-inactivating
enzyme

plasmid with antibiotic-

resistant genes #

Dantas und Sommer 2012 Friedrich-Schiller-Universitit Jena y'l(lII:IIwIEKRuSrll:erTS
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Arten der Resistenz

Naturliche, intrinsische Resistenz:

Mikroorganismen sind von Beginn an resistent gegen die
Chemotherapeutika

Strukturelle oder funktionelle Eigenschaften von
Mikroorganismen, die die Antibiotikawirkung inaktivieren:

 Impermeabilitat der Zellwand fur das Antibiotikum
o Zielstruktur der Antibiotikawirkung nicht vorhanden

 angeborene Produktion von Enzymen, die das
Antibiotikum inaktivieren

o aktive Exporter, die das Antibiotikum aus der Zelle
schleusen
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Erworbene vertikale und horizontale Resistenz
(Veranderung des Genoms):
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Vertikal: Mutation im eigenen Genom

vertical transmission

resistance
6  Mutationen im Genom von Bakterien
/ \ finden mit einer Rate von 104 -10-1° pro
| Zellteilung statt
e inca. 1.1 Milliarde bildet sich ein
wirksames Resistenzgen aus
e EXxposition mit Antibiotikum flhrt zu einem
Selektionsvortell

« die ganze Population kann dann resistent
IEARARAY e

» Single large-step Mutation - Starker
éééeéééé Anstieg der MIC

« Multistep Mutation - gradueller Anstieg

Y Y Y YV YV YV VY YV ¥ Y N
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Horizontaler Gentransfer

Transduktion:

* Phagen kénnen durch ihren Vermehrungszyklus
Resistenzgene auf nichtresistente Zellen Ubertragen
(z. B. Resistenzgene von Penicillin-resistenten
Staphylokokken)

bacterial transduction

release of phage

Konjugation:

« Ubertragung von Resistenzplasmiden tiber
Zytoplasma-Bricken

» dieser Vorgang wird von Plasmiden selbst kodiert

« grol3e Effizienz

« vorwiegend bei gramnegativen Bakterien
(Enterobacteriaceae)

bacterial conjugation

horizontal transmission Transformation:
bacterial transformation Lésliche DNA-Stiicke werden aufgenommen

‘ﬂ N (eher unbedeutend)

release of DNA

Dantas G, Sommers M, www.spektrum.de Eriedrich-Schiller-Universitit Jena ’:L(:nmsKnus.Hm
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MRSA ein Erreger — ein Resistenzmechanismus

Austausch der genetischen Information zwischen S. aureus Stammen

ESBL und Carbapenemasen =

Oberbegriff fir eine Gruppe von ca. 200 Enzymen

Diese kdnnen von ca. 10 verschiednen Bakterien gebildet werden
Die genetische Information kann zwischen Bakterien ausgetauscht werden

MRSA gramnegative MRSA gramnegative
Bakterien Bakterien
CTX-M-1
E. coli OXA204 \Mp-1a OXA-23
C. freundii ' KPC-2 crems ..
K. pneumoniae Gim-1 SPWT remess
S. aureus P P. mirabilis mecA CTX-M-14
GES-1 AlM-1
A. pittii FIM-1 IMP-8
S. marcescens  E. aerogenes| VIM-2 sHv=2 o:ii;
. SME-1
P. aeruginosa
K. oxytoca OXA-72 KPC-3 PER-1
NDM-1
E. cloacae mect S OXA-58
. IMI-1
A. baumannii SHV-12 ctxnn1s VIMT
Abbildung M. Kaase, NRZ fiir gramnegative Krankenhauserreger, Bochum
y
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MRSA und Penicillin-Bindungsprotein

e B-Lactam-Antibiotika binden an das Penicillin-Bindungsprotein (PBP)

« PBP = bakterielle Transpeptidase, die Bausteine der Zellwand verknUpft
o Zielmolekdl der B-Lactam-Antibiotika

» [(-Lactam-Antibiotika binden irreversibel an die Transpeptidase, welche dadurch
dauerhaft inaktiviert wird

* keine neuen Verknupfungen und somit Erliegen der Zellwandsynthese

Teichoic acid

Erworbenes *’O — —'O OJ]O OO QO jO 2?%4 Peptidoglycan

chromosomales "O

MecA Gen -PBP2a

Penicillin

S.aureus
B-lactamase
(penicillinase)

* Resistenzgen MecA kodiert flir ein modifiziertes PBP (PBP2a, syn. PBP2") mit
einer deutlich verringerten Affinitat zu B-Lactam-Antibiotika

»
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Extended-Spectrum-B-Lactamasen (ESBL)

Antibiotikaresistenz-Eigenschaft gramnegativer Infektionserreger

Zwei madgliche Arten der Entstehung:

* Punktmutation einer gewohnlichen (-Lactamase

« HGT von Umweltkeimen zwischen verschiedenen Bakterienspezies

Erweitertes Spektrum der beta-Laktamasen
- Penicilline

- Cephalosporine 1.-3. Generation

- Monobactame

Inhibierbar durch 3-Lactamase-Inhibitoren

Haufigste Typen
TEM
SHV

CTX-M (Ubertragen von Umweltbakterien - Kluvera spez.)

Haufigste Bakterienspezies: E. coli und Klebsiella

Hawkey P, Journal of hospital Infection 2015 Eriedrich-Schiller-Universitit Jena ,:L(III:II“IIE(RUSIII'_IMTS
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Carbapenem-resistente Enterobacteriaceae (CRE)

Carbapenemase-produzierende CRE (CP-CRE)
Resistenzmechanismus: Enzyme, die von Bakterien
produziert werden, die Carbapeneme direkt inaktivieren

Carbapenemasen mit globaler Bedeutung sind:

o Klebsiella pneumoniae Carbapenemasen (KPC)
 New Delhi metallo-B-lactamase-type 1 (NDM-1)

* Verona integron encodedmetallo-B-lactamase (VIM)
* Imipenemase metallo-B-lactamase (IMP)

o Oxacillinase-48 (OXA-48)

CR-CRE sind priméar verantwortlich flr den weltweiten
Verbreitung der CRE
Sie sind oft lokalisiert auf Plasmiden

»
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Mogliche Ubertragungswege im Krankenhaus:

De novo Mutation in den kdrpereigenen Mikrobiota

« Antibiotikagabe verstarkt die Genomische Plastizitat und die
Mutationsrate

 Aber: Carbamapenasen entstehen i.d.R. nicht durch de novo
Synthese

Anreicherung resistenten Bakterien durch Antibiotikagabe

Horizontaler Gentransfer auf die kérpereigenen Mikrobiota

* Anreicherung von mobilen genetischen Elementen mit
unterschiedlichen ARG

» Austausch zwischen verschiedenen Spezies moglich

 Mikrobiota als Resistenzgenreservoir

Ubertragung resistenter Bakterien

Goodman KE, Expert Review of Anti-infective Therapy, 2016 Erierich Schillor Universicit g UTIVERSITATS
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Woher kommen Antibiotikaresistenzgene (ARG) ?

Unkritischer Einsatz von Antibiotika
Zu hoher Verbrauch
Zu haufige Verschreibung

In den Entwicklungslandern:

Oft: Selbstmedikation

Medikamente sind noch in vielen Landern frei verkauflich
Tabletten werden oft einzeln verkauft

Aul3erhalb des Gesundheitsbereichs:

Einsatz von Antibiotika als Mastverbesserer und als
Infektionsprophylaxe in der Tierzucht

In Aqua-Kulturen (Fischzucht)

MOdI S' et al' ‘J Clln InVESt' 2014 Friedrich-Schiller-Universitit Jena gl':llll!lllEKRUsl'll:'lers
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Woher kommen Antibiotikaresistenzgene (ARG) ??

Die Umgebung als Reservoir fur ARG

o Weltweit: 5 x 1030 Bakterien

« die grol3e Mehrheit ist nicht human-pathogen

ARG sind in jeder Bakterienpopulation vorhanden

* Mikroorganismen kdnnen Antibiotika synthetisieren, die flr andere
Bakterien toxisch sind

« parallel: Entwicklung von Strategien, diesen Antibiotika zu entgehen

» Bakterien der Umgebung, deren Ursprung sich auf Milliarden von
Jahren zurlickdatieren lassen, tragen Antibiotikaresistenzgene gegen
Substanzen, die heute in der Medizin eingesetzt werden

Competition - Communication
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,Sampling the Antibiotic Resistome®

Antibiotikaresistente Umweltbakterien
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Exkursion: Nachweis von Antibiotikaresistenzen |

Kultur-basierter Nachweis

Vorausetzung: Bakterien mussen kultivierbar sein
nur bestimmte Bakterien kdnnen untersucht werden

Isolation erfolgt auf Agarplatten mit Zusatzen von
Selektionsmedien

die Resistenz wird als MIK bestimmt
Analyse der Resistenzmechanismen

»
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Exkursion: Nachweis von Antibiotikaresistenzen I

Gen-basierte Analyse

Sequence-based Metagenomics

— Nachweis von nicht-kultivierbaren
Bakterien

— Keine ldentifikation der Bakterien
Populations-abhangig als Resistom

DNA Extraktion aus Proben
Detektion der Gene mittels PCR
Vorherige Informationen tiber ARG
Seqguenzen notwendig

Vergleich anhand von Datenbanken

Functional Metagenomics

— Klonieren der DNA in E. coli
— Selektionsmedium

— Sequenzierung

Environmental samples

Create sequencing
library

Sequence DNA
fragments

AACTGCAGTTGACCTTGACATGACCAGTGCA
ATGACGTAACGTTCAACTTGGAT
TGCGCGCGTGACGTEGACACGTACACGTGE
Metagenome

Map to known
resistance genes

and/or

Identify mutations

Resistance potential

: 2ne
Sequence-based metagenomics Functional metagenomics

Source: Future M

Friedrich-Schiller-Universitat Jena

Clone fragments
into vector

known to Erythromycin Vancomycm Nc antibiotic
cause resistance

Future Medicin

,UnIVERSIT.'I-\'TS

KLINIKUM
jena
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Das Resistom

« Gesamtheit aller nachweisbaren Gene einer
Bakterienpopulation, die fur einen funktionell wirksamen
Phanotyp einer Antibiotikaresistenz kodieren

o Datenbanken umfassen bisher tiber 30.000 beschriebene
Resistenzgene

» jede bakterielle Population verfligt Uber Resistenzgene

Mobile genetische Elemente

« transportieren DNA zwischen verschiedenen Genomen:
 Plasmide
e Transposons
e |Integrons

o Diversitat der prokaryotischen Genome

* ihre Gesamtheit pro Bakterienpopulation wird als Mobilom
bezeichnet

»
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/- Global Microbiome -\

Panproteome

Mobilome

,

Clinically important  Clinically important
resistance genes antibiotic molecules

- S . >
Gillings M. et al. Frontiers in Microbiology 2013 Friedrich-Schiller-Universitit Jena }L"e[:%lﬁ"ﬁ‘lt’s'%‘mm
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~Antibiotic resistance is ancient”

 Metagenomische Analyse

e DNA aus 30.000 Jahre alten
Permafrost Sedimenten

 Nachweis von Resistenzgenen
- Betalaktam Antibiotika
- Tetrazykline
- Glykopeptid Antibiotika
 Nachweis eines Vancomycin
Resistenz Elementes VanA, welches
den heutigen ARG der Klinik &hnelt
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“These results show conclusively that antibiotic
resistance is a natural phenomenon that predates the
modern selective pressure of clinical antibiotic use.”

D’'Costa et al., Nature 2011
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Antibiotic resistance genes across a wide

variety of metagenomes
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Menschliche
Darmmikrobiota
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Mikrobiota als virtuelles Organ des Menschen

Anzahl der menschlichen Zellen: 30 Billionen
Anzahl der uns besiedelnden Mikroben: 30 Billionen

Verhaltnis: 1:1

Mehr als 2.000 verschiedene Spezies
Und 7.000 Stamme

Unser Darm ist das am dichtesten besiedelte
mikrobielle Okosystem unseres Planeten!

Anteil an der humanen Korpermasse:
1-3% (0,7-2,1kg/70kg)

Wir sind als Mensch ein besonderes Biotop fur
an uns adaptierte Mikroorganismen

>

https://www.google.de/search?g=mikrobiom&source=Inms&tbms=isch&sa=X&ved=0ahUKEwidwJHZ5bDUARVLWhQKHFAIBCKQ_
AUIBygC&biw=1536&bih=746#tbm=isch&q=microbiom&imgrc=hq8g0Sje7JpjOM:&spf=1497012382640 UNIVERSITATS
KLINIKUM
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Ein isolierter Amazonasstamm der Yanomami Indianer in Venezuela
besitzt bereits Antibiotikaresistenzen im oralen und Darmmikrobiom

' 2
Venezuela & & &
o o

AR

Bolivien

Funktionell wirksame ARG gegen:
* Piperacillin

» Piperacillin-tazobactam
 Aztreonam

e Chloramphenicol

» Tetracycline

Conclusion: “These results suggest that (...) functional AR genes
appear to be a feature of the human microbiome even in the
absence of exposure to commercial antibiotics.”

,UI'IIVERSITNTS

Clemente J, Sci Adv. 2015 _— : R
Friedrich-Schiller-Universitit Jena KLINIKUM
Jena
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Auswirkungen von Antibiotika |r‘1‘ der Umwelt
Uberleben

Einbringung von Antibiotika-bzw.

resistenten Keimen mit humanen
Fakalien, Tierkot, Giille, etc.
Gentransfer von
ARG auf
Umweltbakterien

Mobilisierung von Entstehung neuer Selektion von
ARG in ARG durch ARG-tragenden
Bodenbakterien Mutationen Bakterien

Anreicherung von ARG in Umweltkeimen
Veranderungen des Mikrobioms/ Resistoms
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Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen

® 8
@“ : ":ﬂg& ™
® ¥ e aﬁ KPC au > % o’“ 7

ool
QNR

o

Resistance ®
determinant

e MCR1
o NDM1 o
e KPC
@ ONR

O First observed
© Subsequent reports

Willmann et al. Journal of Molecular Medicine 2017,
Theuretzbacher U, Curr Op in Microbiol 2017

Prevalence of carbapenem resistance in

Klebsiella

Pseudomonag

Acinetobacter

pneumoniae | aeruginosa baumanii
275 [ [ ] [ ]
50-<75 (] o [
25%<50 | @ ® L
5<25 L] L L]
<6% . .

Current Opinion in Microbiology

Resistance rates of carbapenem-resistant Gram-negative pathogens globally, see Figure 1.
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15.11.2017

Antibiotika-Resistenzen bedrohen den medizinischen Fortschritt® ="
Ergebnis einer Onlinebefragung von 375 Experten bestatigt das Risiko

durch den zu hohen Einsatz von Antibiotika.

Studienleiter Markus Lehmkuhl vom Institut fur Germanistik des KIT

MalRnahmen

Anteil der Experten, die eine Malnahme
fur sinnvoll bis sehr sinnvoll erachten

‘ 86 % ’ ' 82% ' 72% '

Reduzierung von Reduzierung von Entwicklung von
Antibiotika in der Antibiotika in der neuen Antibiotika
Humanmedizin Nutztierhaltung

o INFECT

Verbesserung der Entwicklung von
Hygiene in Kranken- Impfstoffen
hausern

Quelle: RAl — Rationaler Antibiotikaeinsatz durch Information und Kommunikation

http://www.kit.edu/Kit

Grafik: INFOGRAFIK PRO

»
Friedrich-Schiller-Universitit Jena Eﬂmﬁ&fﬁmrs

jena



https://www.facebook.com/KIT.Karlsruhe.Official/?hc_ref=ARQoOrVbYjqCc5lu_laGbGzX-zLBkiqUXVbqJXiP8N0AABJlEPOyYwD2hureUR_Dbj0&fref=nf
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Danke fur die Aufmerksamkeit

/)

ANTIBIOTIC

AWARENESS WEEK
2017 13-19 NOVEMBER 2017

Antibiotics: Handle nith Care.

XN World Health
®/ Organization
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