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Einleitung

| Einleitung

Seit Beginn des neuen Jahrtausends ist das Vorkommen von Antibiotika-resistenten Entero-
bacteriaceae in der Humanmedizin vor allem im klinischen aber auch im ambulanten Bereich
stark angestiegen [1, 2].

Eine der wichtigsten Ursachen fir diese Problematik ist die Bildung von Extended-Spektrum-
B-Laktamasen (ESBL), die dazu fuhrt, dass fast alle B-Laktamantibiotika aufler der Ce-
phamycine und der Carbapeneme von dem Bakterium verstoffwechselt und deaktiviert wer-
den kénnen [3, 4]. Diese Enzyme werden am haufigsten in Klebsiella (K.) pneumoniae und
Escherichia (E.) coli nachgewiesen, die unter anderem durch den Erwerb einer Vielzahl an
virulenzassoziierten Genen (VAG) eine groe Bedeutung als Ursache von lokalen und sys-
temischen Infektionen bei Mensch und Tier haben [2, 5, 6]. Durch die Lokalisation der ESBL-
kodierenden Gene auf Plasmiden ergibt sich eine schnelle Verbreitungsméglichkeit dieser
Resistenzmechanismen innerhalb der Bakterienpopulationen und durch das oftmals zusétzli-
che Vorhandensein von Resistenzgenen anderer Antibiotikaklassen (z. B. Fluorchinolone
oder Aminoglykoside) auf dem ESBL-Plasmid kommt es h&ufig zu der Auspragung eines
multiresistenten Phanotyps [7, 8]. In diesem Fall kann bei Therapieversuchen nur noch auf
wenige Antibiotikaklassen ausgewichen werden. In der Humanmedizin ist die ESBL vom
CTX-M-15-Typ weltweit derzeit am weitesten verbreitet, was unter anderem in einem engen
Zusammenhang mit der rasanten klonalen Verbreitung eines extraintestinale Infektionen
auslésenden hochvirulenten E. coli vom Sequenztyp (ST) 131 steht [9, 10]. Als Reaktion auf
das erhohte Vorkommen von ESBL-Bildnern wurden vermehrt Carbapeneme zur Therapie
eingesetzt, was im Gegenzug zu einer Zunahme von Carbapenemase-bildenden Enterobac-
teriaceae fuhrte [11]. Besonders im klinischen aber auch im ambulanten Bereich sind sie als
Ausldser von nosokomialen Infektionen (NI) gefiirchtet und in den Fokus der Forschung ge-
rickt. Es kam bereits zu mehreren Ausbriichen mit hauptséchlich Carbapenemase-bildenen
K. pneumoniae-Isolaten sowohl in Kliniken in Deutschland als auch in anderen Landern, die
zum Teil aufgrund der fehlenden Therapieoptionen mit einer sehr hohen Mortalitat einhergin-
gen [11-14]. Der Anteil von Carbapenemase-Bildnern ist bei den Spezies K. pneumoniae und
E. coli besonders hoch [15].

Auch bei Tieren nimmt die Zahl von ESBL-bildenden E. coli und K. pneumoniae-Isolaten seit
dem erstmaligen Nachweis eines ESBL-bildenden E. coli-Isolats aus dem Urin eines Hundes
im Jahr 1998 kontinuierlich zu. Sie werden sowohl bei Hobby- als auch bei Nutztieren gleich-
ermafien gefunden und schrénken auch hier bei klinischen Infektionen die Therapieoptionen
zum Teil stark ein [4, 16, 17]. Es gibt Hinweise dafir, dass eine Ubertragung von ESBL-
bildenden Enterobacteriaceae vom Tier auf den Menschen stattfindet. Da sie bei Lebensmit-
tel-(LM)-liefernden Tieren haufig als Teil der physiologischen Darmmikrobiota nachgewiesen
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werden, besteht die Gefahr einer Kontamination von Lebensmitteln mit ESBL-Bildnern und
somit einer indirekten Ubertragung [18]. Besondere Bedeutung hat neben dem Ubergang
des gesamten Bakteriums die Ubertragung von einzelnen Resistenzplasmiden und/oder -
genen [19]. Dieser horizontale Gentransfer konnte bereits in einigen Studien gezeigt werden
[20, 21]. Welchen Anteil dieser Weg der Ubertragung an dem Vorkommen von ESBL-
Bildnern beim Menschen einnimmt, ist allerdings fraglich und kann derzeit noch nicht bezif-
fert werden. Auch Carbapenemase-Bildner wurden in den letzten Jahren vereinzelt sowohl
bei Nutz- als auch bei Hobbytieren nachgewiesen [22-25]. Diese Funde sind auch im Hin-
blick auf ein eventuell vorhandenes zoonotisches Potential alarmierend. Carbapeneme sind
aufgrund der Relevanz fir die Humanmedizin nicht zum therapeutischen Einsatz in der Vete-
rindrmedizin zugelassen, wodurch sich Fragen nach der Entstehung von Carbapenemasen
und auch zum Selektionsdruck ergeben.

Diese Arbeit soll einen Uberblick {ber die aktuelle Verbreitung ESBL- und Carbapenemase-
bildender E. coli und Klebsiella spp-Isolate in diagnostischem Untersuchungsmaterial von
Hobby- und Nutztieren geben. Zugleich soll durch die Typisierung von beteiligten Resistenz-
genen und -plasmiden und durch die Bestimmung der phylogenetischen Gruppen und der
Sequenztypen ein Vergleich zu der Humanmedizin ermdglicht und eventuell vorhandene
Parallelen aufgedeckt werden. AuRerdem soll geklart werden, inwieweit bekannte humane
Klone und im Falle von E. coli auch bestimmte Pathotypen an der Verbreitung von ESBL-
und Carbapenemase-bildenden Isolaten bei Tieren beteiligt sind. SchlieBlich soll geklart
werden, inwieweit Resistenzplasmide einen Einfluss auf die Biofilmbildung des Bakteriums
haben, um somit neben der Resistenz einen weiteren Selektionsvorteil von Resistenzplasmi-

den identifizieren zu kénnen.



Literaturtbersicht

Il Literaturiibersicht

1. B-Laktam-Antibiotika

Die Klasse der B-Laktam-Antibiotika umfasst vier Gruppen: die Penicilline, die Cephalospori-
ne und Cephamycine, die Carbapeneme und die Monobactame. Allen Gruppen gemeinsam
ist der B-Laktamring in der Grundstruktur, der das antibakteriell aktive Zentrum darstellt [26].
Der B-Laktamring acetyliert unter Freisetzung von Penicilloinsdure bakterielle Transpep-
tidasen und andere Enzyme (,Penicillin-bindende-Proteine” (PBPs)), die am letzten Schritt
der Peptidoglycansynthese beteiligt sind. Dadurch wird der Aufbau der Mureinschicht inner-
halb der bakteriellen Zellwand inhibiert, womit die Stabilitdt der Bakterienzelle nicht mehr
gegeben ist und es zu einem osmotisch bedingten Zelltod kommt [27]. Aufgrund der beson-
deren Relevanz fir diese Arbeit sollen in den folgenden Kapiteln die Cephalosporine und die

Carbapeneme naher erldutert werden.

Penicilline Monobactame
S_ _CH R,COHN R,
RCOHN 3
CH, N OH
N /N i
7 OH 0 5=0
1
(0] 0 0
Carbapeneme Cephalosporine
HO R,COHN s
SCH,CH,NH,
H,C
’ = 7NN onr
7 OH o 22
0O
0 07 0H

Abbildung 1 Grundgeriist der einzelnen B-Laktam-Antibiotika-Gruppen
Eigene Darstellung

1.1 Cephalosporine und Cephamycine

Cephalosporine kommen natirlicherweise im Schimmelpilz Acremonium chrysogenum als 7-
Aminocephalosporanséure, die als Ausgangssubstanz fir halbsynthetische Formen dient,
vor. Der B-Laktamring ist hierbei im Gegensatz zu dem der Penicilline anstatt an einen funf-
gliedrigen an einen sechsgliedrigen Dihydrothiazinring gebunden, was eine héhere Stabilitat
gegenlber bakteriellen B-Laktamasen bewirkt. Die Cephalosporine zeichnen sich zudem
durch ein im Vergleich zu den Penicillinen breiteres Wirkspektrum aus. Es umfasst neben

den grampositiven Bakterien in Abhangigkeit von der Substanz auch die gramnegativen Bak-
3
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terien, was hauptséchlich einem besseren Durchdringen der gramnegativen Zellwand zuzu-
schreiben ist [28].

Eine gangige wenn auch nicht einheitlich definierte Einteilung der Cephalosporine erfolgt in
Generationen. Bei der ersten Generation, zu der u. a. das Cefalexin gehért, handelt es sich
um eine Weiterentwicklung der Aminopenicilline im Hinblick auf das Erregerspektrum und vor
allem der B-Laktamase-Stabilitat [28]. Die zweite Generation, die in der Veterindrmedizin
keine Anwendung findet, weist eine stérkere Wirksamkeit im gramnegativen Bereich auf,
wohingegen die dritte Generation (u. a. Ceftiofur und Cefovecin) ein breites Spektrum sowohl
grampositiver als auch gramnegativer Erreger abdeckt. Die vierte Generation, zu der auch
das Cefquinom gehort, zeichnet sich zudem durch eine noch héhere B-Laktamase-Stabilitat
aus [27]. Die in der Veterindrmedizin zugelassenen Cephalosporine der neueren Generatio-
nen (Cefquinom, Ceftiofur, Cefovecin) besitzen keine Zulassung fur die Humanmedizin.
Gleichzeitig besitzen die neuesten Cephalosporine der 5. Generation (Ceftarolin,
Ceftobiprol), deren Wirkspektrum auch Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)
umfasst, eine ausschlieRliche Zulassung fiir die Humanmedizin [29].

Die Cephamycine stellen eine weitere Gruppe der B-Laktam-Antibiotika dar. Da sie den Ce-
phalosporinen sehr ahnlich sind, werden sie allerdings haufig als solche klassifiziert. Sie be-
sitzen ein ahnliches Substratspektrum wie die Cephalosporine der zweiten Generation, wer-
den jedoch im Unterschied urspriinglich von Streptomyces spp. gebildet und besitzen an der
siebten Position des Cephalosporingerists eine zusétzliche Methoxygruppe. Die f-

Laktamase-Stabilitat ist im Vergleich zu den Cephalosporinen deutlich héher [28].

1.2 Carbapeneme

Bei den Carbapenemen handelt es sich um Derivate von Streptomyces spp. Das Grundge-
rist ist dem der Penicilline sehr &hnlich- ein Kohlenstoffatom anstelle des Schwefelatoms in
dem dem B-Laktam-Ring angegliederten fuinfgliedrigen Dihydrothiazinring unterscheidet sie
voneinander und ist namensgebend (Abbildung 1). Die Carbapeneme, zu denen u. a. das in
Deutschland im Jahr 1985 zugelassene Imipenem, das 1995 zugelassene Meropenem und
das im Jahr 2002 zugelassene Ertapenem gehéren, besitzen eine hohe Wirksamkeit gegen-
Uber einer Vielzahl von grampositiven und gramnegativen Bakterien inklusive der Anaerobier
und sind zugleich gegen viele B-Laktamasen unempfindlich [28]. Sie sind von der World
Health Organization (WHO) als ,critically important” Antibiotika klassifiziert [30]. Das bedeu-
tet, dass ihr Einsatz zum einen haufig die einzige oder eine der wenigen therapeutischen
Optionen von schwerwiegenden Infektionskrankheiten beim Menschen darstellt und sie zum
anderen bei der Behandlung von Bakterien, die einen nicht-humanen Ursprung haben oder
deren Resistenzgene einen nicht-humanen Ursprung besitzen, eine essentielle Rolle ein-

nehmen [30]. Aus dieser Gruppe sind keine Substanzen fir den Gebrauch in der Veterinar-
4
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medizin zugelassen. Es kann jedoch bei Kleintieren und Pferden, die nicht als LM-liefernde
Tiere gelten, bei Therapienotstand eine Umwidmung nach AMG § 56a Absatz 2 erfolgen.

2. Mechanismen der Resistenz von Enterobacteriaceae gegeniiber
B-Laktam-Antibiotika

Die Familie der Enterobacteriaceae gehért zu den fakultativ anaeroben gramnegativen Stéb-
chenbakterien. Die einheitliche Grundstruktur ist gekennzeichnet durch das Vorhandensein
des typischen Lipopolysaccharids (LPS) in der duferen Membran, dessen Bestandteil Lipid
A als Endotoxin bezeichnet wird. Der Darm stellt das natirliche Habitat der Familie dar. Au-
Rerhalb dieses Habitats sind sie haufig an extraintestinalen Infektionen wie Wund- oder
Harnwegsinfektionen beteiligt. Dennoch kénnen einige Gattungen wie z. B. E. coli, Yersinia
spp. oder Salmonella spp. auch schwere intestinale Infektionen hervorrufen [31]. In den ver-
gangenen Jahrzehnten wurden innerhalb dieser Familie vermehrt Resistenzen, das heif’t
eine natirliche oder meist erworbene Nichtempfindlichkeit gegentber verschiedenen Antibio-
tikaklassen, bekannt. Es gibt drei wichtige Mechanismen, die bei Enterobacteriaceae zu ei-

ner Resistenz gegentiber -Laktam-Antibiotika fihren kénnen [28, 32]:

o Strukturelle Veranderungen der Penicillin-bindenden Proteine (PBPs)

Diese Veranderungen sind chromosomal bedingt und fihren dazu, dass PBPs gebildet
werden, die keine oder nur eine geringe Affinitdt zu den B-Laktam-Antibiotika besitzen. Die-
sen Resistenzmechanismus findet man vor allem bei grampositiven Bakterien und seltener
bei den Enterobacteriaceae.

o Strukturelle Veranderungen der Zellwand

Eine verminderte Produktion von Porinen und/oder eine vermehrte Ausschleusung der An-
tibiotika aus dem periplasmatischen Raum durch Efflux-Pumpen (v. a. bei Enterobacter
spp.) kénnen ebenfalls zu einer klinischen Resistenz fiihren. Da vor allem die Cephalospo-
rine die Porine nutzen, um die Zellwand gramnegativer Erreger zu durchdringen, bewirkt

dieser Resistenzmechanismus in erster Linie eine Resistenz gegentiber dieser Gruppe.

e Bildung von B-Laktamasen

Die Bildung von Enzymen, die den B-Laktamring spalten und somit je nach Art sowohl Pe-
nicilline, Cephalosporine als auch Carbapeneme inaktivieren kénnen, stellt den wichtigsten
und haufigsten Resistenzmechanismus gramnegativer Bakterien dar. Er unterliegt einer
stédndigen Anpassung an den u. a. durch Antibiotikagebrauch geschaffenen Selektions-
druck.
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21 B-Laktamasen mit schmalem Wirkspektrum

Viele gramnegative Bakterien besitzen von Natur aus chromosomal kodierte B-Laktamasen,
die in der Lage sind, Penicilline und Cephalosporine der 1. und 2. Generation zu verstoff-
wechseln [33]. Die Produktion erfolgt entweder konstitutiv, das heif3t, die Enzyme werden
unabhéngig von auBeren Einflissen jederzeit in bestimmten Mengen produziert, oder sie ist
induzierbar. In diesem Fall wird die Bildung der B-Laktamasen als Reaktion auf duRere Um-
welteinflisse (z. B. Einsatz antimikrobieller Substanzen) voruibergehend hochreguliert. Im
Allgemeinen ist die dabei produzierte Menge allerdings zu gering, als dass es zu einer thera-
peutischen Resistenz kommen kdnnte [34]. Kann ein Bakterium durch die normalerweise im
Gewebe maximal erreichbaren Konzentrationen eines antimikrobiell wirksamen Wirkstoffes
nicht mehr gehemmt werden, ist es therapeutisch resistent. ,Resistenz” wird in Anlehnung an
die von der CLSI oder EUCAST verfugbaren Grenzwerte definiert [35, 36].

Neben den chromosomal kodierten B-Laktamasen ist mittlerweile eine Vielzahl an plasmid-
kodierten Varianten bekannt. Sie wurden zum gréten Teil aus chromosomal kodierten (3-
Laktamasen mobilisiert [37] und erleichtern eine Verbreitung der Resistenz sowohl inter- als
auch intraspezifisch [38]. Die wichtigsten plasmidkodierten B-Laktamasen mit schmalem
Wirkspektrum bei Enterobacteriaceae sind neben der am haufigsten vorkommenden TEM-1
die Enzyme SHV-1, OXA-1 und TEM-2 [32, 39]. Neben den B-Laktamasen mit schmalem
Spektrum existieren auch solche mit einem breiten Spektrum, das die Cephalosporine der 3.

und 4. Generation mit einschlief3t (s. 2.3).

2.2 Einteilung der B-Laktamasen

Es gibt verschiedene Moglichkeiten B-Laktamasen einzuteilen. Zwei géngige Klassifizie-
rungssysteme sind dabei das molekulare Klassifizierungssystem nach Ambler [40] und das
funktionale Klassifizierungssystem nach Bush, Jacoby und Medeiros [41] (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Klassifikationsschema fiir bakterielle B-Laktamasen, modifiziert nach Bush

und Jacoby [42]
Bush- Ambler Bevorzugstes Sub- Hemmung durch Definition
Jacoby-  Gruppe strat
Gruppe  (1980) CSoder EDTA®
(2010) TZB
1 C Cephalosporine Nein Nein Bessere Hydrolyse von Cepha-
losporinen als von Benzylpenicilli-
nen; hydrolisieren Cephamycine
1e C Cephalosporine Nein Nein Erhéhte Hydrolyse von CTZ und
oftmals anderen Oxyimino-$3-
Laktamen
2a A Penicilline Ja Nein Bessere Hydrolyse von Benzyl-
penicillin als von Cephalosporinen
2b A Penicilline; Cepha- Ja Nein Ahnliche Hydrolyse von Benzyl-
losporine der 1.& 2. penicillin und Cephalosporinen
Generation
2be A ES-Cephalosporine, Ja Nein Erhéhte Hydrolyse von Oxyimino-
Monobactame B-Laktamen
2br A Penicilline Nein Nein Resistenz gegeniber CS, Sul-
bactam und TZB
2ber A ES-Cephalosporine,  Nein Nein Erhéhte Hydrolyse von Oxyimino-
Monobactame B-Laktamen, kombiniert mit Resis-
tenzen gegenuber CS, TZB, Sul-
bactam
2d D Cloxacillin Variabel Nein Erhéhte Hydrolyse von Oxacillin
oder Cloxacillin
2de D ES-Cephalosporine Variabel Nein Hydrolyse von Cloxacillin oder
Oxacillin und Oxyimino-@-
Laktamen
2df D Carbapeneme Variabel Nein Hydrolyse von Cloxacillin oder
Oxacillin und Carbapenemen
2e A ES-Cephalosporine Ja Nein Hydrolyse von Cephalosporinen,
Hemmung durch CS
2f A Carbapeneme Variabel Nein Erhéhte Hydrolyse von Carba-

penemen, Oxyimino-B-Laktamen,
Cephamycinen

3a B Carbapeneme Nein Ja Breitspektrum-Hydrolyse inklusive
der Carbapeneme, jedoch nicht
von Monobactamen

3b B Carbapeneme Nein Ja Bevorzugte Hydrolyse von
Carbapenemen

CS = Clavulansaure, EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure, ES = Extended-Spektrum, TZB = Tazobactam, CTZ=

Ceftazidim

Die Einteilung nach Ambler basiert auf den Ubereinstimmungen von Aminosaure (AS)- Se-
quenzen und teilt die B-Laktamasen in vier Gruppen (A-D) ein. Die Gruppen A, C und D um-
fassen die Serin-B-Laktamasen, wohingegen die Gruppe B die 3-Laktamasen beinhaltet, die
ein Zinkion in ihrem aktiven Zentrum besitzen. Bei der Einteilung nach Bush (Gruppen 1-4)
werden das Substratspektrum und die Hemmbarkeit der einzelnen B-Laktamasen, wie in
Tabelle 1 dargestellt, berticksichtigt [41].
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2.3 B-Laktamasen mit erweitertem Substratspektrum

2.3.1 Extended-Spektrum-B-Laktamasen (ESBL) und AmpC-B-Laktamasen
(AmpC)

2.3.1.1 Extended-Spektrum-B-Laktamasen (ESBL)

Als Reaktion auf das vermehrte Vorkommen von B-Laktamasen wurden in den 1980er Jah-
ren B-Laktam-Antibiotika mit einer erhdhten B-Laktamase-Stabilitat entwickelt. Dazu gehérten
u. a. die Cephalosporine [43]. Durch den haufigeren Einsatz dieser neuen antimikrobiellen
Substanzgruppe und dem damit verbundenen Selektionsdruck kam es zu der Entstehung
neuer Varianten der B-Laktamasen: den ESBL. DefinitionsgemaR handelt es sich bei den
ESBL um B-Laktamasen, die in der Lage sind, Oxyimino-Cephalosporine zu inaktivieren und
die zudem durch B-Laktamase-Hemmer wie Clavulanséaure inhibiert werden kénnen [33]. Sie
befinden sich in den Ambler-Gruppen A und D und wurden von Bush et al. (2010) der funkti-
onalen Gruppe 2be zugeordnet (Tabelle 1). Carbapeneme und Cephamycine gehdren nicht
zu ihrem Spektrum [44]. ESBL sind z. T. urspriinglich aus den plasmidkodierten Varianten
der B-Laktamasen TEM-1 oder TEM-2 und SHV-1 hervorgegangen. Durch Punktmutationen
an einer oder mehreren Stellen des kodierenden Genabschnitts kam es zu einem AS-
Austausch, der wiederum u. a. zu einer Vergréferung des aktiven Zentrums der Enzyme und
so zu einer Erweiterung des Substratspektrums gefiihrt hat [37]. Bei einem anderen Teil der
ESBL wie z. B. denen vom CTX-M-Typ handelt es sich um Enzyme, deren genetischer Ur-
sprung in der Umwelt (z. B. in Pilzen oder pflanzenpathogenen Keimen) liegt. Sie wurden
von verschiedenen Bakterienspezies wie E. coli und K. pneumoniae aufgenommen und ha-
ben sich v. a. durch Mutationen verandert [45].

ESBL werden aufgrund ihrer Ahnlichkeiten in der AS-Sequenz in verschiedene Familien ein-
geteilt. Die vier wichtigsten bei Enterobacteriaceae vorkommenden ESBL-Familien werden

im Folgenden néher erlautert.

e TEM

TEM-1 wurde erstmals 1965 bei einem E. coli-Isolat von einer griechischen Patientin na-
mens Temoneira nachgewiesen und ist genau wie TEM-2, die sich von TEM-1 in nur einer
AS unterscheidet, nur in der Lage, Penicilline zu hydrolysieren [46]. Mittlerweile sind Uber
220 (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, Stand November 2016).
verschiedene Enzyme aus dieser Familie bekannt. Bei der Mehrheit handelt es sich um
ESBL, die Derivate von TEM-1 und TEM-2 darstellen. Die erste ESBL aus dieser Familie
(TEM-3) wurde 1984 in Frankreich entdeckt [47]. Sie unterscheidet sich an zwei Stellen von
der AS-Sequenz von TEM-2 [48] und kann neben Cephalosporinen auch Monobactame
verstoffwechseln [49].
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e SHV

Der Name SHV steht fur ,sulfhydryl variable* und bezieht sich auf strukturelle Eigenschaf-
ten der Enzyme. Die B-Laktamase SHV-1 (non-ESBL), die Resistenzen gegen Breitband-
Penicilline vermittelt, wird haufig in K. pneumoniae-Isolaten nachgewiesen und kann hier
sowohl plasmid- als auch chromosomal kodiert vorliegen [33]. Sie diente als phylogeneti-
scher Ursprung fur die weiteren Enzyme aus dieser Gruppe. Durch eine Mutation, die an
der Position 238 zu einer Anderung der AS-Sequenz von SHV-1 fiihrte, entstand die ESBL
SHV-2, die erstmals 1983 in Deutschland in einem K. ozaenae-Isolat nachgewiesen wer-
den konnte [50]. Mittlerweile sind innerhalb dieser Familie mehr als 190 verschiedene Ty-
pen bekannt (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, Stand Novem-
ber 2016).

e CTX-M

Die Familie der CTX-M B-Laktamasen wird aufgrund ihrer schnellen globalen Verbreitung
und ihrer haufigen Beteiligung an NI seit mehr als zehn Jahren als die wichtigste ESBL-
Familie angesehen [51, 52]. Im Gegensatz zu den oben genannten Familien handelt es
sich bei allen Mitgliedern der CTX-M-Familie um ESBL [46]. Die Préferenz der Enzyme, Ce-
fotaxim zu hydrolysieren und der Ort des erstmaligen Nachweises (Minchen) waren hier
namensgebend (Cefotaximase-Munich) [53].

CTX-M B-Laktamasen kénnen anhand ihrer AS-Sequenz in funf Gruppen klassifiziert wer-
den. Die einzelnen Gruppen weisen dabei eine Ahnlichkeit von < 90 % zueinander auf,
wahrend sich die Mitglieder einer Gruppe zu 95 % oder mehr &hneln. Die natirlich in ver-
schiedenen Kluyvera spp. vorkommenden Enzyme vom CTX-M-Typ gelten als Vorlaufer fur
die Subgruppen CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 und CTX-M-25 [54]. Seit ihrer
Entdeckung Anfang der 1990er Jahre [53] ist diese Familie stetig gewachsen und beher-
bergt bis zum heutigen Stand 182 verschiedene Typen
(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, Stand November 2016), de-
ren Vorkommen sich Gber mehrere Kontinente verteilt.

e OXA

Die Familie der OXA B-Laktamasen, die der Ambler Gruppe D zuzuordnen ist, ist sehr hete-
rogen; sie stellt eher eine Zusammenfuhrung verschiedener Enzyme aufgrund phanotypi-
scher als auf genotypischer Ubereinstimmungen dar. Einzelne Mitglieder besitzen dabei in
ihrer AS-Sequenz nur eine Ahnlichkeit von 20 %. Sie weisen alle eine hohe Affinitat zu
Oxacillin und Cloxacillin auf, wodurch auch die Benennung erklarbar ist. Eine Hemmung
durch Clavulanséure ist zudem nur schwer erreichbar [33]. Aufgrund dieser Eigenschaften
ordneten Bush et al. (1995) die Mitglieder dieser Familie in die Subgruppe 2d ein (Tabelle

1) [41]. Nur bei wenigen Mitgliedern dieser Familie handelt es sich um ESBL

9
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(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, Stand November 2016). Sie
kommen vorwiegend bei nicht-Enterobacteriaceae wie zum Beispiel Pseudomonas (P.)
aeruginosa vor [33].

2.31.2 AmpC-B-Laktamasen (AmpC)
Funktionell unterscheiden sich die AmpC von den ESBL in zwei wesentlichen Punkten. Zum
einen schlielt das erweiterte Substratspektrum zusétzlich zu den Oxyimino-Cephalosporinen
auch die Cephamycine ein, zum anderen lassen sie sich nicht durch Inhibitoren wie Cla-
vulansdure oder Tazobactam hemmen. Aufgrund dieser Eigenschaft erfolgte eine Eingrup-
pierung von Bush et al. (1995) in die Gruppe 1 [41]. In dem molekularen Klassifizierungs-
schema nach Ambler finden sie sich in Gruppe C wieder (Tabelle 1) [40].
Viele Enterobacteriaceae wie Enterobacter (E.) cloacae, Citrobacter (C.) freundii und Ser-
ratia (S.) marcescens besitzen chromosomal kodierte AmpC, deren Expression induzierbar
ist und die zu einer B-Laktam-Antibiotika-Resistenz fuhren kann. Andere Spezies hingegen
wie z. B. E. coli besitzen eine konstitutiv produzierte chromosomal kodierte AmpC [55]. Hier
kann es durch Mutationen im Promotor zu einer Hyperproduktion und somit zu einer Resis-
tenz kommen. Klebsiella spp. und Proteus (P.) mirabilis sind Beispiele fur Vertreter der
Enterobacteriaceae, die kein chromosomales ampC-Gen besitzen [43].
Das erste plasmidkodierte ampC-Gen wurde in K. pneumoniae-Isolaten Anfang der 1990er
Jahre entdeckt [56]. Durch die Ahnlichkeit von 90 % zu dem chromosomalen ampC-Gen von
E. cloacae ist auch hier von einer Entstehung aus der chromosomalen Variante auszugehen.
In Kombination mit Porinverlusten kénnen plasmidkodierte AmpC sogar zu einer Resistenz
gegenlber Carbapenemen fiihren [43].
Mittlerweile gibt es verschiedene plasmidkodierte AmpC-Familien, die weltweit verbreitet sind
[43]. Die Familie der CMY (Cephamycinase)-f-Laktamasen stellt dabei die gréte Gruppe
mit derzeit 139 Mitgliedern dar gefolgt von ACT (,AmpC type“)-B-Laktamasen (39 Mitglieder),
DHA (Dharan hospital in Saudi Arabia)-B-Laktamasen (24 Mitglieder) und MIR (Miriam hospi-
tal in Providence)-B-Laktamasen (18 Mitglieder)
(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, Stand November 2016).

2313 ESBL/AmpC bei Enterobacteriaceae in der Humanmedizin
1983 wurde von Knothe et al. die Ubertragbarkeit der Resistenz gegentiiber neueren Cepha-
losporinen dreier K. pneumoniae-Isolate und eines S. marcescens-Isolats, die aus Patienten
eines Frankfurter Krankenhauses isoliert werden konnten, mittels Transkonjugationsversu-
chen nachgewiesen [57]. Kliebe et al. wiesen bei einem ebenfalls aus dem Frankfurter Kran-
kenhaus stammenden K. ozaenae-Isolat die ESBL SHV-2 nach [50]. 1984 folgte die Entde-
ckung der ersten ESBL aus der TEM-Familie (TEM-3) in Frankreich [47]. Weitere Berichte

10
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Uber Nachweise von ESBL vom SHV- und TEM-Typ bei Enterobacteriaceae folgten in den
darauffolgenden Jahren [58]. Mit Ausnahme von einem K. pneumoniae-lIsolat aus Chile, bei
dem die ESBL SHV-5 beschrieben wurde [59], beschrankten sich die Nachweise vorerst auf
Europa. Eine weltweite Verbreitung der ESBL begann Anfang der 1990er Jahre, als es zu
mehreren Ausbriichen mit ESBL-produzierenden Enterobacteriaceae in den USA kam [60,
61]. Auch hier waren nur ESBL vom SHV- oder TEM-Typ beteiligt. Berichte iber die erstmals
1989 entdeckte CTX-M-Familie [53] waren bis weit in die 1990er Jahre selten [51, 54]. Seit
der Jahrtausendwende hat sich dieses Verhéltnis jedoch deutlich zugunsten der CTX-M
ESBL sowohl in Europa als auch in Ostasien und Studamerika verschoben. Allein in Nord-
amerika sind die TEM- und SHV-Varianten unter den nachgewiesenen ESBL weiterhin vor-
herrschend, wobei auch hier eine steigende Anzahl von Berichten darauf hindeuten, dass
sich die CTX-M-bildenden Bakterien weiter verbreiten [62]. W&hrend ESBL vom SHV- und
TEM-Typ in den 1990er Jahren haufig mit an NI beteiligten K. pneumoniae-Isolaten assozi-
iert waren und seltener bei E. coli und anderen Enterobacteriaceae vorkamen, fand man die
ESBL vom CTX-M-Typ haufiger in E. coli-Isolaten und diese zunehmend auch bei nicht hos-
pitalisierten Personen [54].

Die Verbreitung und Haufigkeit der ESBL- und AmpC-Typen bei Menschen variiert in den
einzelnen Kontinenten. In Asien und Amerika dominiert die ESBL CTX-M-15 gefolgt von
CTX-M-14. Andere Typen wie z. B. CMY-2 oder CTX-M-27 und weitere machen insgesamt
nur rund ein Viertel der nachgewiesenen ESBL/AmpC aus. Auch in Europa stellen CTX-M-15
und CTX-M-14 mit rund der Halfte an den nachgewiesenen ESBL/AmpC die hé&ufigsten
ESBL-Typen dar. Die andere Halfte ist sehr heterogen, neben weiteren ESBL vom CTX-M-
Typ kénnen auch CMY-2, SHV-12 und TEM-52 haufiger nachgewiesen werden [4].

2314 ESBL/AmpC bei Enterobacteriaceae in der Veterindrmedizin

Hobbytiere

1988 berichteten Matsumoto et al. von einem Cefotaxim-resistenten E. coli-Stamm, der 1986
im Rahmen einer pharmakokinetischen Studie fiir B-Laktam-Antibiotika in Japan aus dem
Kot eines Laborhundes isoliert werden konnte. Die als Ursache identifizierte 3-Laktamase
wurde als FEC-1 (Fujisawa E. coli) bezeichnet; Ende der 1990er Jahre durchgefiihrte Se-
quenzanalysen des kodierenden Gens zeigten jedoch eine groRe Ahnlichkeit zu der 1996 in
Polen entdeckten ESBL CTX-M-3 [51].

Das erste klinische ESBL-produzierende Bakterium bei Tieren, ein SHV-12 bildender E. coli,
wurde 1998 in Spanien von einem Hund mit chronischer Zystitis isoliert [63]. Wenige Jahre
spéter folgten Berichte Giber ESBL/AmpC-produzierende E. coli aus Portugal, die sowohl von

gesunden als auch von Hunden mit Infektionen des Urogenitaltrakts stammten [64, 65]. Ne-
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ben weiteren Berichten aus Europa [66, 67] gab es auch mehrere Veréffentlichungen tber
Nachweise von ESBL-produzierenden Enterobacteriaceae bei Heimtieren aus anderen Kon-
tinenten wie Nordamerika [68, 69], Stidamerika [70], Asien [71, 72] und Australien [73]. Die
Verteilung der ESBL/AmpC ist eher heterogen; unter den hierbei nachgewiesenen ESBL
dominiert wie in der Humanmedizin die CTX-M-Familie. CTX-M-15 stellt dabei in Europa ne-
ben CTX-M-1 den am haufigsten nachgewiesenen Typ dar, in anderen Gebieten dominiert
CTX-M-14. Aber auch die ESBL TEM-52 und SHV-12 und die AmpC CMY-2 werden - wenn

auch deutlich seltener - beim Hobbytier nachgewiesen [4, 74].
Nutztiere

Aus dem Bereich der Nutztierhaltung gibt es zahlreiche Berichte tUber den Nachweis von
ESBL-/AmpC-produzierenden Enterobacteriaceae. Den Anfang machten im Jahr 2000 Fey
et al. in den USA mit einer Beschreibung von blacuy..-positiven Salmonellen aus dem Kot
von Rindern [75]. Die ersten ESBL-/AmpC-produzierenden E. coli bei Nutztieren wurden na-
hezu zeitgleich sowohl in einer spanischen Studie im Zeitraum von 2000-2001 als auch in
einer japanischen Studie zwischen 1999 und 2002 jeweils aus dem Kot von gesunden Huh-
nern isoliert [76, 77]. Beteiligte B-Laktamasen waren dabei CTX-M-14, CTX-M-2 und CMY-2.
In den darauffolgenden Jahren folgten weltweit weitere Berichte tber ESBL-/AmpC-
produzierende Bakterien (meist E. coli und Salmonella spp.) bei gesunden als auch bei kran-
ken LM-liefernden Tieren. Betroffen waren dabei neben Rindern und Gefligel auch Schwei-
ne, Pferde und Kaninchen [78]. Derzeit stellt CTX-M-1 die bei Nutztieren am haufigsten
nachgewiesene ESBL dar [4, 79], aber auch TEM-52 und SHV-12 sowie CMY-2 als haufigs-
te AmpC kommen haufiger beim Nutztier vor [80, 81].

2.3.2 Carbapenemasen

Seit Anfang der 2000er Jahre wurde als Reaktion auf das vermehrte Vorkommen von ESBL-/
AmpC-bildenden Bakterien der weltweite Einsatz der Carbapeneme in der Humanmedizin
stark erh6ht (von 2000 bis 2010 um 45 %) [82]. Auch in Deutschland ist der Einsatz von < 1 x
10° Standard units (single dose units) im Jahr 2000 auf > 1 x 10" im Jahr 2010 gestiegen
[82]. In einigen européischen Landern wie z. B. Ddnemark oder Luxemburg ist der Verbrauch
von Carbapenemen im Krankenhausbereich um mehr als 50 % gestiegen [83]. Auch im am-
bulanten Bereich hat sich der Einsatz von Carbapenemen in den letzten Jahren in einigen
europdischen Landern wie z. B. Deutschland oder Frankreich signifikant erhéht [84]. Vor al-
lem bei den Enterobacteriaceae kam es in den letzten Jahren vermehrt zu Resistenzen ge-
genliber Carbapenemen vermittelt durch Carbapenemasen. Dieses Phianomen kénnte auf-
grund der chronologischen Gegebenheiten als Antwort auf den gesteigerten Selektionsdruck
interpretiert werden [85]. Carbapenemasen unterscheiden sich von den ESBL/AmpC zum
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einen in dem Substratspektrum, das meist neben den namensgebenden Carbapenemen
auch alle anderen B-Laktam-Antibiotika einschlie3t, und zum anderen in der Hemmbarkeit
durch ausgewahlte 3-Laktamase-Inhibitoren [85]. Die Auspragung dieser beiden Faktoren ist
abhangig von der jeweiligen Eingruppierung der einzelnen Carbapenemase-Typen in das
Schema nach Ambler. Die Carbapenemasen stellen eine sehr heterogene Gruppe dar und

sind sowohl in den Ambler Gruppen A und B als auch in D zu finden (Tabelle 1).

e Carbapenemasen aus der Ambler Gruppe A

Die Carbapenemasen aus der Ambler Gruppe A besitzen ein breites Substratspektrum,
das alle B-Laktam-Antibiotikaklassen einschlief3t. Sie kdnnen in vitro durch Clavulansaure
und Tazobactam gehemmt werden und wurden somit von Bush et al. in die Gruppe 2f ein-
gruppiert [42]. Dazu z&hlen zum einen die meist chromosomal kodierten Carbapenemasen
NmcA (non-metallocarbapenemase A), IMI (imipenemase) und SME (S. marcescens en-
zyme), die sporadisch in Enterobacter spp.- und S. marcescens-Isolaten gefunden wurden,
und seltene Varianten aus der urspringlich als reine ESBL-Familie deklarierten GES (Gui-
ana extended-spectrum)-Familie [11]. Am meisten verbreitet und klinisch am bedeutends-
ten sind jedoch die plasmidkodierten KPC (K. pneumoniae carbapenemase)-Enzyme mit
aktuell 24 Varianten (ftp:/ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, Stand
November 2016), die jedoch nicht nur bei K. pneumoniae sondern z. B. auch bei P. aerugi-
nosa oder E. cloacae vorkommen kénnen [86]. Sie wurden 1996 erstmals in den USA ent-
deckt und sind mittlerweile weltweit verbreitet [11].

o Metallo-B-Laktamasen (MBL) aus der Ambler Gruppe B

Auch innerhalb der MBL gibt es chromosomal- und plasmidkodierte Varianten, wobei Ers-
tere aufgrund der Vielzahl an plasmidkodierten Varianten von geringerer Bedeutung sind.
Bei den weltweit verbreiteten Carbapenemase-Familien IMP (active on Imipenem), VIM
(Verona integron-encoded Metallo-B-lactamase) und NDM (New Delhi Metallo-B-
lactamase) handelt es sich i. d. R. um plasmidkodierte MBL [11]. Sie ahneln sich in ihrem
Substratspektrum, das alle B-Laktam-Antibiotika mit Ausnahme der Monobactame umfasst.
Die Mitglieder dieser Gruppe kénnen aufgrund des Zinkions in ihrem aktiven Zentrum nicht
durch bekannte B-Laktamase-Inhibitoren, dafiir jedoch durch EDTA gehemmt werden, was
eine Eingruppierung in die Gruppe 3a in dem Schema nach Bush bewirkte (Tabelle 1) [42].
Die Enzyme vom NDM-Typ konnten bisher haupts&chlich bei Enterobacteriaceae gefunden
werden, VIM-Enzyme kommen dahingegen neben Enterobacteriaceae vermehrt bei ande-

ren gramnegativen Erregern wie z. B. P. aeruginosa vor [11].
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e Carbapenemasen vom OXA-Typ (Ambler Gruppe D)

Bei ca. 130 der derzeit 518 Mitglieder der heterogenen OXA-Familie
(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab, Stand November 2016) han-
delt es sich gesichert um Carbapenemasen. Diese besitzen meist nur eine schwache Akti-
vitdt gegenuber Carbapenemen als auch gegentber Cephalosporinen der 3. und 4. Gene-
ration und kénnen weder durch Clavulansdure noch durch EDTA dafir aber durch NaCl
gehemmt werden [11]. Die Carbapenemasen vom OXA-Typ liegen haufig chromosomal
kodiert vor und werden auf der Basis ihrer AS-Sequenz in neun Untergruppen unterteilt.
Die einzelnen Gruppen sind sich zu 40-70 %, einzelne Gruppenmitglieder untereinander
mindestens zu 92,5 % in ihrer AS-Sequenz &hnlich.

Die Mehrheit der OXA-Typ-Carbapenemasen konnte bisher in Acinetobacter (A.) spp.
(hauptséchlich A. baumannii) gefunden werden. Dazu z&hlen die am haufigsten bei dieser
Gattung nachgewiesenen plasmidkodierten Enzyme OXA-23 und OXA-58, aber auch das
chromosomal kodierte OXA-51, das in Verbindung mit einem dem blaoxa.s1-Gen vorge-
schalteten Insertionselement eine gewisse hydrolytische Aktivitdt gegentber Carbapene-
men vermitteln kann [87].

OXA-48 und seine Derivate konnten dahingegen bisher nur bei Enterobacteriaceae nach-
gewiesen werden [11]. Es sind mittlerweile sechs Derivate (OXA-4, OXA-162, OXA-163,
OXA-181, OXA-204 und OXA-232) bekannt, die sich in héchstens vier AS von OXA-48 un-
terscheiden [88]. Bei den Carbapenemasen vom OXA-48-Typ, die ihren Ursprung im
Chromosom des nicht humanpathogenen Bakteriums Shewanella oneidensis haben [89],
handelt es sich neben OXA-23 und OXA-58 um eine der wenigen plasmidkodierten Varian-

ten der OXA-Carbapenemasen.

2.3.21 Carbapenemasen bei Enterobacteriaceae in der Humanmedizin
Noch bevor Carbapeneme fiir die Behandlung von bakteriellen Infektionskrankheiten zuge-
lassen wurden, konnten in den 1980er Jahren bereits vereinzelt chromosomal kodierte
Carbapenemasen wie z. B. IMI-1 bei Enterobacteriaceae sowohl in Europa als auch in den
USA nachgewiesen werden [90, 91]. 1995 erfolgte der erste Bericht tiber mehrere 1993 in
Japan isolierte klinische S. marcescens-Isolate, die eine erworbene Carbapenemase (IMP-1)
besallen [92]. Seitdem konnten MBL weltweit nicht nur in E. coli und Klebsiella spp. und in
anderen Enterobacteriaceae sondern z. B. auch in Pseudomonaden nachgewiesen werden
[93].

Das erste Mitglied der weltweit bei den Enterobacteriaceae am weitesten verbreiteten und
vorrangig im Zusammenhang mit systemischen Infektionen beschriebenen KPC-Familie
konnte 1996 in einem K. pneumoniae-Isolat im Osten der USA gefunden werden [94]. Nach

einer Ausbreitung Uber den ganzen nordamerikanischen Kontinent wurden Ausbriiche mit
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KPC-produzierenden Bakterien auch in vielen anderen Landern beobachtet. In Europa han-
delt es sich v. a. bei Italien und Griechenland um endemische Gebiete [85]. Im Jahre 2008 in
Deutschland erstmals nachgewiesen, handelt es sich bei KPC-2 um die nach OXA-48 am
zweithaufigsten bei uns nachgewiesene Carbapenemase bei Enterobacteriaceae, die bereits
mit mehreren nosokomomialen Ausbriichen assoziiert war [12, 15]. Auch KPC-3 wird in
Deutschland nachgewiesen. Bei beiden Carbapenemasen gibt es Hinweise auf ein endemi-
sches Vorkommen in Sachsen, das vermutlich mit einem Ausbruch KPC-2-produzierender
K. pneumoniae-Isolate im Universitatsklinikum Leipzig in den Jahren 2010-2013, bei dem
insgesamt 103 Patienten mit dem Erreger infiziert bzw. kolonisiert wurden, im Zusammen-
hang steht [95].

2003 wurde erstmals in der Turkei eine Carbapenemase vom OXA-48-Typ in einem
K. pneumoniae-Isolat nachgewiesen [89]. Von der Tirkei ausgehend hat seitdem eine Aus-
breitung dieser Carbapenemase lber den mediterranen Raum bis nach Westeuropa stattge-
funden, wobei neben vielen beschriebenen Einzelfallen auch mehrere Ausbriiche u. a. in
Frankreich, Belgien, den Niederlanden und Spanien zu verzeichnen sind [3, 13, 14, 96, 97].
In Deutschland werden Carbapenemasen vom OXA-48-Typ derzeit am haufigsten nachge-
wiesen. Von 2677 zur Untersuchung auf Carbapenemasen an das Nationale Referenzzen-
trum (NRZ) fur gramnegative Krankenhauserreger eingesandten Enterobacteriaceae-
Isolaten besafien 331 die Carbapenemase OXA-48. Bei 235 Isolaten handelte es sich dabei
um die Spezies K. pneumoniae. Insgesamt ist die Tendenz der Nachweise von OXA-48 seit
der Einrichtung des NRZ im Jahr 2009 stetig steigend [15]. Auch in einer Studie von Kaase
et al. wurde unter 45 Carbapenem-unempfindlichen E. coli- und K. pneumoniae-Isolaten am
haufigsten OXA-48 (n=14) nachgewiesen, wobei nur zwei Isolate denselben Multilokus-
Sequenztypisierungs (MLST)-Typ aufwiesen [98].

Seit ihrem erstmaligen Nachweis im Jahr 2008 stehen auch Carbapenemasen vom NDM-1-
Typ im Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Es liegt haufig eine Verbindung zum indi-
schen Subkontinent bei infizierten oder kolonisierten Patienten vor, was darauf hinweist,
dass dieser ein Reservoir fur blanpw-1 darstellt [11]. Eine weitere bedeutende Quelle wird der-
zeit im mittleren Osten und in den Balkanstaaten gesehen [93]. Seit der Entdeckung im Jahr
2008 hat eine schnelle und weltweite Verbreitung (mit Aussparung des stidamerikanischen
Kontinents) dieser Carbapenemase stattgefunden [88]. In Deutschland war NDM-1 im Jahr
2014 die am vierthaufigsten nachgewiesene Carbapenemase bei den Enterobacteriaceae.
Mit 162 im NRZ fur gramnegative Krankenhauserreger positiv fur NDM-1 getesteten Isolaten
konnte eine deutlich steigende Tendenz zum Vorjahr (2013: 110 positiv getestete Isolate)
beobachtet werden. Insgesamt handelt es sich bei NDM-1 um die derzeit in Europa am we-
nigsten verbreitete Carbapenemase. Aus dem Vereinigten Konigreich stammen bisher die

meisten Berichte Uber NDM-1-positive Bakterien. Am haufigsten Trager von NDM-1 ist die
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Spezies K. pneumoniae, insgesamt ist das Speziesspektrum jedoch weiter als bei anderen
Carbapenemasen und schlief3t auch P. aeruginosa und Acinetobacter spp. ein [15].
Verschiedene Studien belegen, dass das Vorkommen von Carbapenemase-bildenden
Enterobacteriaceae in den letzten Jahren deutlich angestiegen ist [99]. In Deutschland und
anderen mittel- bzw. westeuropédischen Léndern lag im Jahr 2014 die Préavalenz Carbape-
nem-unempfindlicher invasiver K. pneumoniae-lsolate noch unveréndert unter 1 % [100]. In
stdeuropéischen Landern wie Italien oder Griechenland lag der Anteil allerdings bereits bei
25 % - < 50 % (Vergleich 2010: 10 % - 25 %) bzw. > 50 % (Vergleich 2010: 25 % - 50 %).
Auch in Spanien und Portugal ist ein Anstieg in den letzten Jahren zu verzeichnen [100].

2.3.2.2 Carbapenemasen in der Veterindrmedizin

Bis zum Jahr 2011 lagen keinerlei Berichte uber den Nachweis von Bakterien mit einer er-
worbenen Carbapenemase-Resistenz bei Tieren vor. Mit der steigenden Prévalenz in der
Humanmedizin kam es aber auch bei Tieren in den vergangenen Jahren zu vermehrten
Nachweisen derartiger Erreger (Tabelle 2). Die erste Carbapenemase bei Tieren beschrie-
ben Poirel et al. bei Acinetobacter spp. aus dem Kot von Kihen [101]. Es folgten vereinzelte
Nachweise bei Acinetobacter spp. von LM-liefernden Tieren in China [102, 103] und im
Libanon, wo erstmalig das auf einem Plasmid lokalisierte blaoxa.ss-Gen gefunden werden
konnte [104]. Auch bei Hobbytieren gibt es Berichte Gber den Nachweis von Carbapenema-
se-bildenden Acinetobacter spp. [105, 106].

Auch zu dem Vorkommen von Carbapenemasen bei Enterobacteriaceae von Tieren gibt es
einige Berichte (Tabelle 2). In Deutschland konnten z. B. Fischer et al. zwei VIM-1 produzie-
rende E. coli in einem Schweinemastbetrieb und drei VIM-1 produzierende Salmonella ente-
rica ssp. enterica-1solate, die aus zwei unterschiedlichen Schweinemastbetrieben und einem
Broilermastbetrieb stammten, nachweisen [22, 25]. Im Libanon konnte bei Gefliigel im Jahr
2013 zudem ein OXA-48-bildendes E. coli-lsolat vom ST38 beschrieben werden [107]. In
den USA zeigten sechs E. coli-Isolate von Hunden und Katzen eine verminderte Empfind-
lichkeit gegentiber Meropenem und wiesen die Carbapenemase NDM-1 auf [23]. Auch in
einigen weiteren Landern wie Spanien, Agypten und Algerien konnten bisher Carbapenema-

sen bei von Hobbytieren stammenden Enterobacteriaceae gefunden werden (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Bisherige Nachweise von Carbapenemase-Genen bei Tieren

Spezies Carbapene- Anzahl positi- Tierart Land Referenz
mase veluntersuchte
Isolate
Acinetobacter spp. OXA-23 9/50 Rind Frankreich [101]
A. Iwoffii NDM-1 1/396 Huhn China [102]
Acinetobacter spp. OXA-23 1/20/ Pferd Niederlande  [105]
A. baumannii NDM-1 1/1293 Schwein China [103]
A. baumannii OXA-23 1 Katze Portugal [106]
P. aeruginosa IMP-45 1 Hund China [108]
P. aeruginosa VIM-2 9/115 Rind, Gefliugel Libanon [104]
A. baumannii OXA-23, -58 9/115 Schwein, Libanon [104]
Gefligel, Rind
Acinetobacter spp., NDM-1 6/334 Schwein China [109]
E. coli
A. baumannii OXA-23 1 Katze Deutschland  [110]
E. coli VIM-1 1/221 Schwein Deutschland  [22]
Salmonella enterica  VIM-1 3/221 Schwein, Deutschland  [25]
ssp. enterica Gefllgel
E. coli NDM-1 6/944 Hund, USA [23]
Katze
Salmonella Corvallis  NDM-1 1/184 Schwarzmilan  Deutschland  [111]
K. pneumoniae, OXA-48 19/178 Hund, Katze Deutschland  [112]
E. cloacae
E. coli OXA-48 1/40 Gefllgel Libanon [107]
E. coli OXA-48 13/2443 Hund, Katze USA [113]
E. coli OXA-48, 6/200 Hund, Katze Algerien [114]
NDM-1
E. coli IMP-4,-26,-38  120/504 Silberméwen Australien [115]
Salmonella Ty- IMP-4 4 Katze Australien [116]
phimurium
E. coli OXA-48, 5/114 Rind Agypten [117]
OXA-181
K. pneumoniae VIM-1 1/3 Hund Spanien [118]
K. pneumoniae OXA-48, KPC, 15/35 Huhn Agypten [119]
NDM

3. Plasmidtypen bei Carbapenemase-produzierenden Enterobacte-

riaceae

Ein gangiges Schema zur Klassifizierung von (Resistenz)-Plasmiden bei Enterobacteriaceae
stellt eine Einteilung in Inkompatibilitatsgruppen (Inc-Gruppen) dar, deren Grundlage die
Stabilitat zweier Plasmide wahrend einer Konjugation oder Transformation in einem Bakteri-
um bildet. Plasmide derselben Inc-Gruppe sind zueinander inkompatibel, das heilt, sie kén-
nen nicht stabil in einen Stamm Ubertragen werden, wohingegen dies bei Plasmiden unter-
schiedlicher Inc-Gruppen mdglich ist [120]. Derzeit sind 25 verschiedene Inc-Gruppen
innerhalb der Familie der Enterobaceriaceae bekannt [121]. Die IncFll-, IncN-, IncA/C-,
IncL/M- und Incl1-Plasmide, die derzeit am haufigsten unter den typisierten ESBL- und

AmpC-Gene tragenden Plasmiden vorkommen, werden auch als ,epidemisch” bezeichnet,
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da sie in verschiedenen geografischen Regionen und verschiedenen Bakterien unterschied-
licher Herkunft auftreten [122]. Sie werden gleichermafllen beim Menschen als auch beim
Tier nachgewiesen [123].

Insgesamt sind Resistenzplasmide sehr heterogen, das heilt, sie kénnen Trager einer Viel-
zahl von unterschiedlichen Resistenzgenen sowie von weiteren Genen sein. Als Beispiel
einer Co-Resistenz bei ESBL- und auch Carbapenemase-Bildnern ist die plasmidvermittelte
Chinolonresistenz (PMQR) zu nennen. Dabei existieren drei Proteine, die diese Resistenz
vermitteln: Qnr-Proteine, die Aminoglykosid-Acetyltransferase Aac(6’)-Ib-cr und die Efflux-
pumpen OgxAB und QepA [124]. Obwohl die genannten PMQR-Proteine in den meisten Fal-
len nur eine ,low-level“-Resistenz gegenliber den eingesetzten Fluorchinolonen (,Fluorquino-
lones®, [FQ]) vermitteln, haben sie dennoch aufgrund ihrer haufigen Lokalisation auf ESBL-
/AmpC- und auch auf Carbapenemase-Plasmiden eine wichtige Bedeutung bei der Proble-
matik der Co-Selektion. Dabei kann es allein durch die Gabe von FQ zu einer Selektion einer
B-Laktam-Resistenz kommen [123]. Es wird zudem vermutet, dass das Vorhandensein
plasmidkodierter Resistenzmechanismen und eine dadurch vorhandene verringerte Empfind-
lichkeit gegeniiber FQ eine Selektion chromosomaler Mutationen und somit die Ausbildung
einer ,high-level“-Resistenz erleichtert [124, 125].

In manchen Fallen scheint es eine Assoziation zwischen bestimmten Plasmiden und Resis-
tenzgenen zu geben. Auch zwei Plasmide aus derselben Inc-Familie, die das gleiche Resis-
tenzgen beherbergen, sind nicht zwangslaufig identisch und kénnen durch Tragen von z. B.
weiteren Resistenz- und/oder Virulenzgenen heterogen sein [122].

Bei der Verbreitung von Carbapenemasen spielen Plasmide eine entscheidende Rolle. So
sind auch die Gene der 2008 erstmals beschriebenen Carbapenemase NDM-1 neben selte-
nen Ausnahmen plasmidkodiert [126]. Verschiedene Plasmidtypen wie IncA/C, IncHI1, IncF
und IncL/M sind dabei an der Verbreitung des blanpw.1-Gens beteiligt, wobei die beiden erst-
genannten héaufiger nachgewiesen werden als die Ubrigen. Die IncA/C-Plasmide sind eben-
falls mit der Verbreitung des blacuy-2- Gens assoziiert. Man vermutet, dass zumindest ein Teil
der NDM-1-IncA/C-Plasmide aus den blacwyo- tragenden Plasmiden durch Erwerb eines
blanpw1-Gens hervorgegangen ist [127]. Auch das in Deutschland gefundene NDM-1-positive
Salmonella Corvallis-Isolat eines Schwarzmilans besall ein IncA/C-Plasmid, auf dem sich
zusétzlich zu dem blaypy.1-Gen ein blacwy-16-Gen befand [111]. CMY-16 unterscheidet sich
von CMY-2 in zwei AS und ist durch Punktmutation aus dieser hervorgegangen [128].
Carbapenemasen vom VIM-Typ werden im Gegensatz zu denen vom NDM-Typ vorwiegend
bei Non-Enterobacteriaceae nachgewiesen. Bei VIM-1 positiven E. coli- und Klebsiella spp.-
Isolaten aus endemischen Gebieten in Griechenland war das Gen auf IncN-Plasmiden loka-
lisiert. Bei anderen Isolaten aus Spanien konnten wiederum Plasmide der Incl1- und IncHI2-
Familie als Trager des Gens identifiziert werden, bei Isolaten aus Italien waren IncA/C-
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Plasmide an der Verbreitung des blaym4-Gens beteiligt [122]. IncHI2-Plasmide konnten auch
bei den in deutschen Schweine- und Geflugelbetrieben nachgewiesenen VIM-1 produzieren-
den E. coli- bzw. Salmonella spp.-Isolaten als Tréger des blay.1-Gens identifiziert werden
[22, 25].

Als dhnlich heterogen erweisen sich auch die blakec-Gene tragenden Plasmide. Neben IncF,
IncL/M und IncN sind auch sog. ,rolling circle replicating“-Plasmide, die bei ihrer Ubertragung
auf andere konjugierbare Plasmide angewiesen sind, mit der Ubertragung von blaypc-Genen
assoziiert. Letztgenannte werden aber hauptsachlich bei grampositiven Bakterien nachge-
wiesen und spielen bei gramnegativen Bakterien eine untergeordnete Rolle [129].

Plasmide, die das blaoxa4s-Gen tragen und bereits in verschiedenen L&ndern bei unter-
schiedlichen Spezies der Enterobacteriaceae und klonalen Gruppen gefunden werden konn-
ten, weisen beim Vergleich hohe Ahnlichkeiten zueinander auf. Sie besitzen meist eine Gré-
e von ca. 62 kb, sind transkonjugierbar, kdnnen mittels PCR-basierter Replikontypisierung
den IncL-Plasmiden zugeordnet werden und weisen keine zusétzlichen Resistenzgene auf.
Mittlerweile gibt es auch Beispiele von OXA-48-Plasmiden, die mit einer ungefahren GroRe
von 167 kb deutlich gréer sind [130]. Auch in Deutschland konnten Pfeifer et al. derartige
Plasmide in verschiedenen Enterobacteriaceae-Isolaten, die aus unterschiedlichen Kranken-
h&usern stammten, nachweisen [131]. Es wird aufgrund dieser Beobachtungen derzeit da-
von ausgegangen, dass als Ursprung fir OXA-48 ein einziges Plasmid, von dem die weitere
Verbreitung ausging, diente [132]. Die Derivate von OXA-48 kdnnen ebenfalls auf besagtem
oder auf anderen Plasmiden anderer Plasmidfamilien lokalisiert sein [131, 132].

4. E. coli und Klebsiella spp.: Haufige ESBL-/AmpC-Bildner

41 E. coli: Infektionsmedizinische Bedeutung und Einteilung in phylo-

genetische Gruppen und Pathotypen

Die weltweit am haufigsten ESBL-produzierende Spezies ist E. coli [133]. Als Kommensale
gehdren sie zu der physiologischen Darmmikrobiota warmblitiger Tiere und des Menschen.
Angesiedelt im Caecum und Colon stellt E. coli die groRte aerobe Bakterienpopulation inner-
halb des Darms dar und bewahrt den Wirt vor der Besiedlung durch pathogene Bakterien
z. B. durch die Bildung von Bakteriocinen [134]. Nur in seltenen Fallen, z. B. bei Immunsupp-
ression oder bei Zerstérung der Darmbarriere, kann es zu einer Infektion auch durch kom-
mensale E. coli kommen [135]. Einige E. coli sind durch den Erwerb von VAGs in der Lage
andere Bereiche wie den Diinndarm oder den Urogenitaltrakt zu besiedeln und dort eine
Vielzahl an Infektionen sowohl beim Menschen als auch bei Tieren zu verursachen. Syste-

mische Infektionen wie eine Sepsis aber auch nosokomiale Pneumonien und Peritonitis kén-
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nen ebenso durch pathogene E. coli hervorgerufen werden [5]. Die Klassifizierung von E. coli
beruht allgemein auf der Unterteilung in intestinal pathogene E. coli (INPEC) und extraintesti-
nal pathogene E. coli (EXPEC). In beiden Bereichen gibt es verschiedene Pathovare, die
anhand ihrer VAGs und z. T. auf Basis phanotypischer Eigenschaften definiert werden.
Innerhalb der Spezies E. coli existieren verschiedene genetische Substrukturen. 1984 verof-
fentlichten Ochman und Selander eine Sammlung von 72 E. coli-Isolaten (,ECOR®, E. coli
reference), die représentativ die Breite dieser Diversitdt auch unter Berticksichtigung der
geografischen Verbreitung und betroffener Wirtsspezies darstellen sollten [136]. Clermont et
al. entwickelten 2000 eine Triplex-PCR, in der durch Vorhandensein oder Abwesenheit von
drei Markergenen bzw. -gensequenzen eine einfache Zuordnung der E. coli-Isolate in die
vier wichtigsten phylogenetischen Gruppen (A, B1, B2 oder D) méglich war [137]. 2012 wur-
de das Gruppenspektrum aufgrund von MLST- und Genomdaten auf die derzeit acht phylo-
genetischen Gruppen (A, B1, B2, C, D, E, F, Escherichia cryptic clade |) erweitert, die mittels
zwei Multiplex-PCRs bestimmt werden kénnen [138]. Wahrend EXPEC meist zur Gruppe B2
oder seltener zur Gruppe D gehéren, werden kommensale E. coli meist der Gruppe A zuge-
teilt [5]. INPEC kommen in allen Gruppen vor [139, 140].

InPEC

Zu den InPEC gehéren STEC (Shigatoxin-bildende E. coli, darunter fallen EHEC (enterohé-
morrhagische E. coli) und EDEC (edema disease E. coli)), des Weiteren EPEC (enteropa-
thogene E. coli), ETEC (enterotoxische E. coli), EIEC (enteroinvasive E. coli), EAEC (entero-
aggregative E. coli) und DAEC (diffus adhéarente E. coli). STEC, EDEC und ETEC besitzen

eine Bedeutung in der Veterindrmedizin und werden im Folgenden genauer beschrieben.

1. STEC

Als STEC wird jedes E. coli-Isolat bezeichnet, das in der Lage ist Shigatoxin 1 oder 2 zu bil-
den [141]. Vom Shigatoxin 2 sind derzeit funf Subtypen bekannt (Stx2c-f und Stx2d-
activatable) [142]. Stx2e wird hauptsachlich von jenen STEC-Isolaten gebildet, die die
Odemkrankheit der Schweine auslésen. Sie bilden eine eigene Untereinheit der STEC und
werden als EDEC bezeichnet. F18-Fimbrien vermitteln die fur die Infektion nétige Adhasion
an die Darmepithelzellen [143].

Jene STEC-Isolate, die Ausléser einer hamorrhagischen Diarrhoe oder des hamolytisch-
urdmischen-Syndroms (HUS) beim Menschen sind, werden auch als EHEC bezeichnet. Als
Hauptreservoir fir EHEC gelten Wiederkauer, insbesondere gesunde Rinder, die im adulten
Alter haufig persistierend infiziert sind [142, 144]. Bei Kalbern kénnen STEC Durchfall und

Dysenterie auslésen [145].
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2. ETEC

Als ETEC werden solche E. coli-Stdmme bezeichnet, die in der Lage sind, mindestens ein
Toxin aus den beiden Gruppen der hitzelabilen und hitzestabilen Enterotoxine zu produzie-
ren [146]. Von den hitzelabilen Enterotoxinen (LT) sind bisher zwei Varianten (LT-l und LT-II)
bekannt, wovon allerdings nur LT-I sowohl beim Menschen als auch beim Tier mit Durchfal-
len assoziiert und fur die Charakterisierung von ETEC von Bedeutung ist [147]. Von den hit-
zestabilen Enterotoxinen (ST) existieren zwei voneinander unabhangige Klassen (STa und
STb), die sich in Struktur und Funktion voneinander unterscheiden. Das STb ist besonders
mit porcinen ETEC-Isolaten assoziiert [148]. Die Gene fiir beide Klassen sind vorwiegend auf
Plasmiden lokalisiert [147].

Neben den Toxinen sind Fimbrien, die die Adhasion an die Darmepithelzellen vermitteln,
weitere wichtige Virulenzfaktoren der ETEC. Darunter fallen u. a. die Fimbrien F4, F5, F6,
F17, F18 und F41, die nur bei den von Kélbern und Ferkeln isolierten ETEC-Isolaten, jedoch

nicht bei anderen Tieren vorzukommen scheinen [149].

3. EPEC

Als wichtigstes Merkmal der EPEC z&hlt die Produktion von A/E-L&sionen bei der gleichzeiti-
gen Abwesenheit von Shigatoxinen. Letzteres gilt dabei als wichtiges Unterscheidungskrite-
rium zu STEC-Isolaten, die ebenfalls durch die Bildung von A/E-L&sionen charakterisiert
sind. Die genetische Grundlage zur Bildung der A/E-L&sionen bildet eine Pathogenitétsinsel,
auf der unter anderem das Gen (eae) fur das Intimin liegt. Diese Pathogenitétsinsel ist bei
allen EPEC-Stammen vorhanden. Aufgrund der An- oder Abwesenheit eines zusatzlichen
Virulenzplasmids kann zwischen typischen und atypischen EPEC unterschieden werden.
Typische EPEC besitzen das sogenannte EPEC Adherence Factor (EAF)-Plasmid, das flr
die genetische Information fur die zu den Typ IV-Fimbrien gehérenden Bundle-Forming-Pili
(BFP) kodiert. Atypische EPEC hingegen, die Uberwiegend bei Tieren nachgewiesen wer-
den, besitzen dieses Plasmid nicht [150].

ExPEC

UPEC (uropathogene E. coli), NMEC (Neugeborenen-Meningitis-assoziierte E. coli), SEPEC
(Sepsis-assoziierte E. coli) und APEC (avidre pathogene E. coli) bilden die Gruppe der Ex-
PEC [147, 151, 152]. EXPEC sind fakultativ pathogene E. coli, deren natiirliches Habitat der
Darm darstellt. Sie sind gekennzeichnet durch ihre komplexe Phylogenie, die gro3e Varianz
an VAGs und ein stark variierendes klinisches Bild [153]. Nach Ubertreten der Darmschran-
ke, was i. d. R. eine Immunsuppression des Wirts voraussetzt, besitzen sie mit ihnrem vielfal-
tigen Spektrum an VAGs die Fahigkeit, sich in verschiedenen Geweben wie z. B. im zentra-
len Nervensystem, im Respirationstrakt, in Wunden oder im Harntrakt anzusiedeln und dort

Erkrankungen des jeweiligen Gewebes auszulésen [152, 154]. Es kénnen aber auch
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Infektionen im immunkompetenten Wirt auftreten. So sind unter den ExPEC die UPEC am
héaufigsten mit Erkrankungen in immunkompetenten Wirten assoziiert [155].

Obwohl zahlreiche VAGs fur bestimmte EXPEC als typisch beschrieben worden sind, exis-
tiert keine Definition wie bei den INPEC, die eine Abgrenzung zu kommensalen E. coli oder
eine eindeutige Identifzierung einzelner ExPEC-Pathotypen aufgrund der Anwesenheit be-
stimmter VAGs mdglich macht [154]. Zu den wichtigsten Virulenzdeterminanten zahlen ne-
ben Adhé&sinen und Toxinen auch Eisenaufnahmesysteme, Lipopolysaccharide, Polysaccha-
ridkapseln und Invasine [154, 156].

Auffallig ist, dass es bisher nur wenige Studien gibt, die Aufschluss dartiber geben, wie hau-
fig INPEC und auch EXPEC Trager von ESBL- oder auch AmpC-Genen sind. Systematische
Monitorungstudien (z. B. zusammengefasst von der Europaischen Behdérde fiir Lebensmittel-
sicherheit (EFSA)) basieren i. d. R. auf dem Screening von kommensalen E. coli, bei dem
eine Untersuchung auf VAGs nicht erfolgt [17]. Das nationale Monitoringprogramm GERM-
Vet, dessen Ergebnisse im GERMAP-Bericht veréffentlicht werden, untersucht zwar klinische
E. coli Isolate von unterschiedlichen Tierarten- jedoch fehlt auch hier eine weitere Untersu-
chung der Isolate u. a. auf VAGs [157]. Die bisher zu diesem Thema durchgefiihrten Studien
umfassen i. d. R. einen geringen Probenumfang und beziehen sich gréfitenteils auf den
Menschen. Aus Deutschland gibt es insbesondere zu der Verbreitung von ESBL-bildenden
InPEC und ExPEC-Isolaten bei Haussaugetieren nur wenige Informationen.

Bei INPEC befassen sich die meisten Studien vermutlich aufgrund der Relevanz fir die Hu-
manmedizin mit STEC-ESBL-produzierenden E. coli. Bisher konnten acht humane Isolate
identifiziert werden, die gleichzeitig Trager eines ESBL- und eines Shigatoxin-Gens waren,
den Ausbruchsstamm 0104:H4 aus Deutschland aus dem Jahre 2011 inkludiert (Tabelle
36). Zudem konnten bisher sechs ESBL-STEC-produzierende E. coli von Tieren beschrieben
werden, wobei drei von Rindern und ein Isolat vom Gefligel stammt. Auch zwei Stx2-
produzierende E. coli-Isolate von Schweinen mit Diarrhoe wurden kurzlich als Tréger von
blactx.m-15s beschrieben. Eine weitere Studie beschreibt das Vorkommen ESBL-bildender
ETEC- Isolate und eines ESBL-bildenden-EPEC-Isolats (Tabelle 36).

Auch EXPEC kénnen Trager von ESBL-/AmpC-Genen sein. CTX-M-produzierende E. coli
sind z. B. eine haufige Ursache von Infektionen des unteren Harnwegsapparates, Bakteria-
mien und intraabdominalen Infektionen [158]. Es scheinen jedoch nur einige weltweit vor-
kommende ExPEC-assoziierte ST (ST131, ST648, ST405, ST410, ST38) haufiger ein ESBL-
Plasmid zu tragen und eine Rolle bei der Verbreitung von ESBL zu spielen [159-161] (s.
auch 5.1). Verschiedenen Studien Uber E. coli zufolge sind das Vorkommen von VAGs bzw.
die Zugehorigkeit zur phylogenetischen Gruppe B2 und das Auftreten von Antibiotikaresis-
tenzen negativ assoziiert [162-165]. Das bedeutet, dass bei einer Infektion die Mechanismen
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der Antibiotikaresistenz bei vorhandenem Antibiotikaselektionsdruck einen deutlichen Fit-
nessvorteil gegenliber denen der VAGs darstellen [166]. Pathogene E. coli scheinen also
insgesamt seltener Trager von Resistenzgenen zu sein als kommensale E. coli. Dies zeigte
sich auch in einer Studie aus dem Jahr 2014, in der die phylogenetischen Gruppen von 15
empfindlichen und 18 als multiresistent bezeichneten E. coli-Isolaten, die aus Infektionen des
Harnwegsapparates von Hunden stammten, bestimmt wurden. Es zeigte sich, dass sich der
Uberwiegende Teil der empfindlichen Isolate (n=10) der Gruppe B2 zuordnen lieR3, wohinge-
gen nur zwei der 18 multiresistenten Isolate dieser Gruppe angehérte [167]. Auch in einer
weiteren Studie waren FQ-sensible E. coli aus Zystitiden von Frauen signifikant mit der phy-
logenetischen Gruppe B2 assoziiert, wohingegen FQ-resistente E. coli signifikant mit non-

B2-Gruppen assoziiert waren [168].

4.2 Klebsiella spp.: Infektionsmedizinische Bedeutung

Von den 15 derzeit existierenden Klebsiella-Spezies (http://www.bacterio.net/-
allnamesdl.html; Zugriff 13.11.16) werden in der Humanmedizin bei klinischen Infektionen
am haufigsten K. pneumoniae und - mit deutlichem Abstand - K. oxytoca isoliert. Auch in der
Veterindrmedizin ist K. pneumoniae die am h&ufigsten bei Erkankungen nachgewiesene
Klebsiella-Spezies [6, 169]. Es handelt sich dabei um einen opportunistischen Erreger, der
weltweit Verursacher insbesondere von nosokomialen aber auch von ambulant erworbenen
Infektionen ist. Laut des NRZ fur Surveillance von nosokomialen Infektionen lieRen sich
3,5 % der 2011 innerhalb der Deutschen Nationalen Punkt-Pravalenzstudie ermittelten NI auf
K. pneumoniae zurickfihren. Bei nosokomialen Harn- und Atemwegsinfektionen zahlt
K. pneumoniae zu den vier am haufigsten nachgewiesen Bakterien und ist bei Harnwegsin-
fektionen der zweithaufigste gramnegative Erreger nach E. coli [170]. Wie grof3 der Anteil an
K. pneumoniae-bedingten Infektionen bei Tieren ist, lasst sich nur schwer beurteilen, da es
an aussagekraftigen Studien mangelt. K. pneumoniae kommt im Gegensatz zu einigen ande-
ren Enterobacteriaceae in der Umwelt vor und ist zudem ein Saprophyt vieler Schleimhaute
verschiedener Sdugetierspezies einschliellich des Menschen [171]. Beim Menschen koloni-
siert K. pneumoniae die Schleimhaute des Nasopharynx und des Colons. Die Besiedlung der
Schleimhaute gilt daher neben der Kontamination der Hande des Krankenhauspersonals als
Hauptquelle fir eine NI [171]. Generell ist eine Infektion jeden Gewebes mit K. pneumoniae
mdoglich, am haufigsten betroffen sind jedoch die Lunge und die unteren Harnwege [6, 172].
Insgesamt sind eher immunsupprimierte oder durch andere Infektionen geschwachte Indivi-
duen betroffen [173]. Eine Ausnahme bilden die meist ambulant erworbenen durch
K. pneumoniae ausgelosten Leberabszesse, die in den letzten drei Jahrzehnten stark an
Bedeutung zugenommen haben. Anfénglich nur im asiatischen Raum beschrieben gibt es

mittlerweile Berichte iber das Vorkommen auf anderen Kontinenten [174-176]. Wie auch bei
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den meisten anderen K. pneumoniae-Infektionen wird der Gastrointestinaltrakt als Reservoir
angesehen [172, 175].

Die Bildung einer Polysaccharidkapsel, die dem Bakterium neben Schutz vor Phagozytose
auch eine Serumresistenz und vermutlich eine erhohte Tenazitat verschafft, wird als einer
der wichtigsten Virulenzfaktoren von K. pneumoniae angesehen [6]. Eine weitere wichtige
Rolle in der Pathogenese von K. pneumoniae spielen Fimbrien, die die erste Anheftung an
die Wirtszelle vermitteln. Bei K. pneumoniae kommen zwei (Typ 1 und Typ 3) der fir Entero-
bacteriaceae beschriebenen Fimbrientypen am haufigsten vor. Wahrend Typ 1-Fimbrien es-
sentiell fur die Pathogenese von Harnwegsinfektionen sind, sind Typ 3-Fimbrien u. a. wichtig
fur die Biofilmbildung [177].

5. Multilokus-Sequenztypen ESBL-/AmpC- und Carbapenemase-
bildender E. coli- und Klebsiella spp.-lsolate

5.1 Multilokus-Sequenztypen ESBL- und Carbapenemase-bildender

E. coli-lsolate

Die MLST stellt vor der zunehmenden Bedeutung der Ganzgenom-Analyse noch immer eine
Standardmethode zur Typisierung von Bakterien dar. Dabei werden sieben hochkonservierte
,Housekeeping-Gene*, die fir am Grundstoffwechsel des Bakteriums beteiligte Enzyme oder
Proteine kodieren, sequenzanalysiert. Unterschiedlichen Gensequenzen eines ,Housekee-
ping-Gens* werden bestimmte Allele zugeordnet. Die sieben Sequenz-Allele eines Isolats
ergeben das Allel-Profil bzw. den ST der in MLST-Datenbanken abgeglichen werden kann.
Es koénnen dadurch Aussagen Uber den Verwandtschaftsgrad einzelner Isolate innerhalb
einer Population und die globale Verbreitung einzelner Klone bzw. deren Beteiligung an en-
demischen Ausbriichen getroffen werden [178]. E. coli gilt als eine schwach klonale Spezies,
fur die derzeit 6875 ST definiert sind (http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli, Stand
29.10.16). Umso interessanter ist die aus zahlreichen Untersuchungen gewonnene Erkennt-
nis, dass unter ESBL/-AmpC-produzierenden Isolaten bestimmte ST (ST10, 38, 101, 131,
405, 410, 648) vermehrt nachgewiesen wurden [4, 123, 161, 179-183].

Bei der Verbreitung von ESBL und AmpC (insbesondere aber der CTX-M-Enzyme) spielt der
erstmals im Jahr 2008 beschriebene ST131 eine herausragende Rolle. Diese pandemische
klonale Gruppe besitzt haufig die ESBL CTX-M-15 und andere Resistenzmechanismen (z. B.
gegenuber Fluorchinolonen) und zudem oftmals viele Virulenzfaktoren, die auch plasmidko-
diert vorliegen kénnen [184, 185]. Beim Menschen sind E. coli vom ST131 Verursacher von

Septikdmien und Infektionen des Harnwegsapparates und konnten bereits auf allen Konti-
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nenten mit unterschiedlichen Haufigkeiten gefunden werden [9]. Sie gehéren zu der phylo-
genetischen Gruppe B2. Andere ST aus dieser Gruppe, die weltweit von Bedeutung sind
(zum Beispiel ST95 oder ST73), sind eher selten Trager von ESBL-/AmpC-Genen [4].

Auch bei Tieren konnten E. coli des ST131 sowohl mit als auch ohne ESBL-Plasmid in meh-
reren Studien bei kranken aber auch als Teil der Darmmikrobiota bei gesunden Hobby- und
Nutztieren nachgewiesen werden [186-190]. Die Haufigkeit liegt bei Hobbytieren héher als
bei Nutztieren, insgesamt jedoch im niedrigen Bereich. So lag sie z. B. bei Ewers et al. bei
5,6 % von 177 getesteten ESBL-bildenden E. coli-Isolaten von Hobbytieren [191] und bei
Mora et al. bei 1,5 % von 463 retrospektiv untersuchten E. coli-Isolaten von Geflugel [192]. In
derselben Studie erwiesen sich 7 % der in verpacktem Gefliigelfleisch gefundenen E. coli-
Isolate als dem ST131-Komplex zugehérig. Zudem konnte in einigen Studien eine Ahnlich-
keit zwischen tierischen und humanen ST131-Isolaten in Bezug auf Resistenzeigenschaften,
Virulenzgene und Genotyp aufgezeigt werden, was auf einen Inter-Spezies-Transfer hindeu-
ten konnte [4, 188, 193, 194]. Ein eindeutiger Beweis dafir fehlt jedoch bisher [185].

Neben zahlreichen weiteren ST sind an der weltweiten Verbreitung von ESBL und AmpC
und insbesondere der CTX-M-Enzyme in der Humanmedizin auch E. coli vom ST405, ST410
und vom ST38 beteiligt, die als EXPEC-Isolate der phylogenetischen Gruppe D zugeordnet
sind [5, 181, 182, 195-199]. Auch in der Veterindrmedizin konnten diese ST als Trager von
ESBL-Plasmiden gleichermalen bereits bei Klein- [74, 189, 200] bei Nutz- [201, 202] und
sogar bei Zoo- und Wildtieren [161, 203] gefunden werden. Schaufler et al. untersuchten in
einer Studie zehn ESBL-bildende E. coli-Isolate, die sowohl von Wildvégeln (3) vom Men-
schen (3) und von Hunden (4, davon ein klinisches Isolat) stammten, auf ihre Klonalitat. Mit-
tels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE), Analyse des Plasmidprofils und Genomsequenzie-
rung konnte gezeigt werden, dass die Isolate eine hohe genetische Ahnlichkeit aufwiesen,
sodass von einer Ubertragung zwischen den verschiedenen Spezies und der Umwelt ausge-
gangen werden muss [161]. Es scheinen also - auch unter Betrachtung der Verbreitung des
ST131- sowohl bei Nutz- als auch bei Hobbytieren, wenn auch in unterschiedlichen Haufig-
keiten, die gleichen Genotypen an der Verbreitung von ESBL-/AmpC beteiligt zu sein.

Der ST648, der nach dem neuen Clermont-Schema in Gruppe F (friher Gruppe D) einge-
ordnet wird, ist ebenfalls haufig mit einer ESBL (meist CTX-M-15) assoziiert. Er konnte in
dieser Kombination bisher bei Menschen, Haus- und Wildtieren sowie aus Umweltproben
isoliert werden [62, 160, 183, 188, 200, 204, 205]. Ewers et al. konnten bei 1152 untersuch-
ten ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten verschiedener Tierarten eine Haufigkeit von 3,5 %
fur den ST648 feststellen. Beim Vergleich mit ESBL-bildenden E. coli-Isolaten vom ST131,
deren Haufigkeit in dieser Studie bei 2,8 % lag, fiel auf, dass die F-ST648-Isolate deutlich
héhere MHK-Werte in allen untersuchten Antibiotikaklassen aufwiesen. B2-ST131 ESBL-

produzierende E. coli-Isolate besitzen hingegen oftmals mehr Virulenzgene, jedoch weisen
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auch einzelne F-ST648-Stamme ein dhnliches Virulenzgenmuster auf. Es handelt sich also
hierbei um einen weiteren ST, der Multiresistenz und Virulenz effektiv miteinander kombinie-
ren kann und an klinischer Relevanz dazugewinnen kénnte [183].

Die ST, die in Verbindung mit der Verbreitung von Carbapenemasen bei humanen Isolaten
stehen, unterscheiden sind gréRtenteils nicht von den oben genannten. So konnten E. coli
vom ST101, ST405, ST410, ST38 und auch vom ST131 bereits &fter als Trager eines blanpu-
;-oder auch eines blaoxa4s-Gens identifiziert werden [4, 206-211]. Auch die haufig in
K. pneumoniae vorkommende Carbapenemase KPC konnte bereits vereinzelt in E. coli vom
ST131 und ST405 nachgewiesen werden [212, 213]. In der Veterindrmedizin konnte bisher
ebenfalls ein E. coli vom ST38 als Trager einer Carbapenemase ausgemacht werden [107].
Weitere ST tierischer E. coli-Isolate, bei denen ein Carbapenemase-Gen nachgewiesen wer-
den konnte, sind ST88, ST216, ST58, ST354, ST167 und ST224 [22, 115]. Die ST ST131
und ST405 wurden in der Veterindrmedizin bisher nicht als Trager von Carbapenemase-

Genen identifiziert.

5.2 Multilokus-Sequenztypen ESBL- und Carbapenemase bildender

K. pneumoniae-lsolate

Far K. pneumoniae sind derzeit durch MLST 2421 ST definiert
(http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html, Stand 29.10.2016). Humane
K. pneumoniae-Isolate weisen eine hohe genetische Diversitat auf. So konnten Diancourt et
al. unter 67 untersuchten Isolaten 40 verschiedene ST identifizieren [214]. Brisse et al. konn-
ten 117 verschiedene ST bei 235 untersuchten Isolaten ausmachen. Die Isolate stammten
dabei sowohl vom Menschen als auch von Tieren und neben Afrika und Asien hauptséachlich
aus europdischen Landern. Die klonalen Komplexe (CCs) CC15, CC23 und CC258 schienen
dabei innerhalb der gesamten K. pneumoniae-Population haufiger vorzukommen als andere
klonale Gruppen [169]. Ahnlich wie bei E. coli scheinen aber auch hier einige phylogeneti-
schen Linien haufiger an der Verbreitung von -Laktamase-Genen beteiligt zu sein als ande-
re [215]. Dennoch ist die Verbreitung ESBL-/AmpC- und Carbapenemase-produzierender
K. pneumoniae-lsolate insgesamt multiklonal, da innerhalb dieser Population bisher tber
130 verschiedene ST ermittelt werden konnten. Ewers et. al. untersuchten in ihrer Studie
1519 Klebsiella spp.-Isolate auf ESBL-Produktion. 5,9 % der Isolate erwiesen sich als ESBL-
Bildner, 85,5 % lieRen sich davon dem ST15 zuordnen, unter diesen dominierte die ESBL
CTX-M-15. Zu beachten ist, dass es sich hierbei zum Teil um Isolate aus Ausbruchsgesche-
hen handelte, die tUber einen Zeitraum von 18 Monaten mehrmals aus derselben Kilinik iso-
liert wurden [215]. Insgesamt decken sich diese Beobachtungen mit Ergebnissen humanme-
dizinischer Studien. Auch hier war der ST15 mit am haufigsten vertreten [216, 217]. Zu
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davon abweichenden Ergebnissen kamen Poirel et al. in einer anderen veterindrmedizini-
schen Studie. Es wurden 205 Rektum- und Urinproben von Haus-und Wildtieren auf ESBL-
Bildner untersucht. Von 15 CTX-M-15-bildenden K. pneumoniae-Isolaten erwiesen sich 14
dem ST274 und nur eins dem ST15 zugehdrig. Die Mdglichkeit eines lokalen klonalen Ge-
schehens kann hier jedoch nicht ausgeschlossen werden, da alle Proben im unmittelbaren
oder zumindest im geografischen Zusammenhang mit derselben veterindrmedizinischen Kili-
nik standen [218].

K. pneumoniae- Isolate vom ST15 wurden zudem in der Humanmedizin bereits oftmals als
Tréger von Carbapenemasen beschrieben, so zum Beispiel von OXA-48 [219, 220], VIM-like
[221, 222] und NDM-1 [210, 223]. Ein wichtiger weltweiter klonaler ST, der mit der Verbrei-
tung der Carbapenemase KPC in Verbindung steht, ist der ST258. Er wurde erstmalig 2009
in den USA nachgewiesen und konnte bisher weltweit als Trager eines blaxpc-Gens detek-
tiert werden [224, 225]. Durch eine vergleichende Genomanalyse besteht derzeit der Ver-
dacht, dass es sich bei ST258 um einen Hybrid-Klon handelt. Achtzig Prozent des Genoms
sind identisch mit dem von ST11-Isolaten, 20 % mit dem von ST442-Isolaten [226]. Beim
ST11, der wiederum z. B. in China den vorherrschenden ST KPC-produzierender Klebsiellen
darstellt [227], handelt es sich um einen erfolgreichen epidemischen Klon, der sowohl in der
Human- als auch in der Veterindrmedizin als Trager von ESBL bekannt ist [216, 228, 229]. In
der Humanmedizin wurde er zudem haufig als Trager von Carbapenemasen wie zum Bei-
spiel OXA-48, NDM-1 oder VIM-1 beschrieben [230-233].
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Il Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien, Ndhrmedien, L6sungen und Puffer

Séamtliche in dieser Arbeit verwendeten und unter den Punkten 1.1 bis 1.4 genannten Gera-
te, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien sind unter Angabe von Herstellerfirma und Arti-
kelnummer im Anhang aufgelistet.

1.2 Verwendete Computerprogramme

Zur Bearbeitung der Fragestellungen wurden innerhalb dieser Arbeit die in Tabelle 3 genann-

ten Computerprogramme verwendet.

Tabelle 3: Verwendete Computerprogramme

Computerprogramm Firma Verwendung

BioNumerics Version 6.6- Applied Maths NV, Sint- Auswertung der PFGE-Bandenmuster
Software Martens-Latem, Belgien

IBM SPSS Statistics, IBM, Armonk, USA Statistische Auswertung des Kristallvio-
Version 22 lett-Mikrotiterplattentests

Ridom Seqsphere+- Ridom GmbH, Miinster Auswertung von Sequenzdaten mithilfe
Software, Version 1.0.1 hinterlegter Datenbanken

1.3 Herkunft der E. coli- und Klebsiella spp.-lsolate

Samtliche E. coli-Isolate aus klinischem Untersuchungsgut, das im Zeitraum vom 04.06.2012
bis zum 04.06.2013 im Rahmen der veterindrmedizinischen Routinediagnostik in das Institut
fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere (IHIT) gesendet wurde, wurden dieser Arbeit
zur Verfigung gestellt. So verhielt es sich auch mit den Klebsiella spp.-Isolaten, die im Zeit-
raum vom 04.06.2012 bis zum 04.02.2014 aus klinischem Untersuchungsgut gesammelt
wurden. Die Speziesdifferenzierung der Isolate erfolgte anhand der fur die jeweilige Spezies
typischen biochemischen Reaktionen [234]. Eine Vorauswahl der Isolate in Bezug auf klini-
sche Herkunft oder Tierart wurde nicht vorgenommen.

Diese Arbeit erhebt folglich keinen Anspruch auf eine epidemiologische Studie mit definier-
tem Probendesign. Einsender des Untersuchungsguts waren > 400 Tierarztpraxen und -
kliniken aus ganz Deutschland, darunter auch die verschiedenen Kliniken und Institute des

Fachbereichs Veterindrmedizin der JLU Giel3en.
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1.4 Verwendete Kontroll- und Referenzstamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Kontroll- bzw. Referenzstdmme sind unter Angabe ihrer
Originalnummer, Herkunft und Funktion in Tabelle 47, Tabelle 48 und Tabelle 49 im Anhang
aufgelistet.

2. Methoden

2.1 Phinotypische Charakterisierung

Sowohl der Nachweis von ESBL- als auch von Carbapenemase- bildenden E. coli- und
Klebsiella spp.-Isolaten erfolgte gemaR den CLSI-Richtlinien in einem zweistufigen Prozess,
der aus initialem Screening mit einer vorgeschriebenen Indikatorsubstanz und einem phano-

typischen Bestétigungstest, wie im Folgenden beschrieben, besteht [235, 236].

2.1.1 Screening von E. coli und Klebsiella spp. auf reduzierte Empfindlichkeit
gegeniiber Cephalosporinen

Als Screening-Agar wurde der sogenannte ,ESBL-Agar‘ (MacConkey-Agar + 1 pg/ml Ce-
fotaxim) verwendet. Dieser dient in erster Linie dem Nachweis von ESBL-Bildnern. Auch
AmpC-bildende Enterobacteriaceae, auf die in der vorliegenden Arbeit nicht gezielt unter-
sucht wurde, kénnen auf diesem Agar wachsen, jedoch handelt es sich bei Cefotaxim nicht
um die von der CLSI vorgeschriebene Indikatorsubstanz. So ist es mdglich, dass nicht alle
tatséchlich vorhandenen AmpC-Bildner mithilfe dieses Screenings nachgewiesen wurden.

Von jedem E. coli- und Klebsiella spp.-Isolat wurde eine Kolonie von der Blutagarplatte
(BAP) mit einer sterilen Ose abgenommen und auf dem Screening-Agar ausgestrichen. Die-
ser wurde anschlieBend uber Nacht bei 37T inkubiert. Als Positivkontrolle wurde
K. pneumoniae ATCC® 700603, als Negativkontrolle E. coli ATCC® 25922 mitgefiihrt.

2.1.2 Phanotypischer Bestatigungstest (ESBL-Bestatigungstest)

Mit allen im Screening nach 2.1.1 positiv getesteten Isolaten wurde ein phénotypischer Be-
statigungstest entsprechend des CLSI-Dokuments Vet01S durchgefiihrt [235]. Dafiir wurden
zwei bis drei Kolonien von der BAP mit einem sterilen Wattetupfer abgenommen, in 3 ml NB-
I-Medium suspendiert und auf eine Tribung von 0,5 McFarland Standard eingestellt. Das
nachfolgende Ausstreichen auf einer Mller-Hinton (MH)-Agar-Platte sowie das Aufbringen
der Testplattchen (Cefotaxim (30 pg), Ceftazidim (30 pg), Cefotaxim/Clavulanséure (30
ug/10 pg), Ceftazidim/Clavulanséure (30 pug/10 pg)) erfolgte geman der Richtlinie. Nach ei-
ner Inkubation bei 37<C fir 18 h wurden alle Hemmho fgréen gemessen und dokumentiert.
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Eine VergréRerung des Zonendurchmessers um = 5mm fir einen der beiden antimikrobiellen
Substanzen in Kombination mit Clavulanséure gegenuber der Hemmhofzone bei einer allei-
nigen Testung ohne Clavulansaure gilt als Bestatigung fiir eine ESBL-Bildung. Bei Vergrofie-
rung des Zonendurchmessers um < 5 mm besteht der Verdacht einer AmpC-Bildung. Das
Vorhandensein einer verminderten Empfindlichkeit der Isolate gegeniiber den getesteten
Antibiotika ohne Clavulansdure ist Grundvoraussetzung fir die Auswertung des Tests. Es
wurden wdchentlich die Stdmme E. coli ATCC® 25922 und K. pneumoniae ATCC® 700603

als Negativ- bzw. Positivkontrolle mitgefiihrt.

2.1.3 Screening von E. coli und Klebsiella spp. auf reduzierte Empfindlichkeit
gegeniiber Carbapenemen

Fir dieses Screening wurde in 1 ml NB-I-Medium jeweils mit einer sterilen Ose eine Kolonie
der zu testenden Isolate gegeben und ein Meropenem-Antibiotikatestplattchen (10 pg) hin-
zugefigt. Die Inkubation erfolgte bei 37C Uber Nac ht. Eine danach festzustellende Tribung
des Mediums wurde als positives Ergebnis gewertet. Als Positivkontrolle wurde wéchentlich
der Stamm K. pneumoniae ATCC® BAA-1705, als Negativkontrolle der Stamm E. coli
ATCC® 25922 mitgefihrt.

2.1.4 Modifizierter Hodge-Test

Mit allen nach 2.1.3 positiv getesteten Isolaten wurde als phénotypischer Bestatigungstest
der modifizierte Hodge-Test (MHT) gemal des CLSI-Dokuments M100S durchgefihrt [236].
Dafiir wurde von einem Carbapenemase-empfindlichen E. coli-Stamm (ATCC® 25922) wie
unter 2.1.2 beschrieben ein Inokulum hergestellt und dieses auf zwei MH-Platten ausgestri-
chen. In die Mitte der einen Platte wurde ein Meropenem-, in die Mitte der anderen Platte ein
Ertapenem-Antibiotikatestplattchen (jeweils 10 ug) gelegt. Drei bis funf Kolonien des zu tes-
tenden Bakterienisolates wurden dann strichférmig mithilfe einer sterilen Einmal-Ose vom
Antibiotikatestplattchen ausgehend Gber 20-25 mm in Richtung Plattenrand ausgestrichen. In
der gleichen Weise wurden jeweils auch die Negativ- und die Positivkontrolle (Tabelle 49)
auf die Platten aufgebracht. Die Inkubation erfolgte Uber 18 h bei 37C. Ein Hineinwachsen
des sensiblen Indikatorstamms in den Hemmhof am Kreuzungspunkt mit dem Impfstrich des

zu testenden Keimes galt als positiv.
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2.1.5 Antibiotikaempfindlichkeitspriifung

2.1.5.1 Agardiffusionstest bei ESBL-bildenden/AmpC-verdachtigen E. coli-

und Klebsiella spp.-Isolaten

Zur Empfindlichkeitspriifung der ESBL-bildenden bzw. der AmpC-verdachtigen Isolate ge-
genlber der in Tabelle 4 genannten Antibiotika wurde der Agardiffusionstest geméaR den
Standards der CLSI [235] durchgefihrt.

Von jedem lIsolat wurde ein Inokulum wie unter 2.1.2 beschrieben hergestellt. Das nachfol-
gende Ausstreichen auf einer MH-Platte erfolgte ebenfalls wie oben beschrieben. Die Antibi-
otikatestplattchen wurden danach mithilfe eines Dispensers in gleichm&Rigen Abstanden auf
die Platte aufgebracht. Die Bebriitung erfolgte Uber 18 h bei 37C. Danach wurden alle
Hemmbhofdurchmesser gemessen und dokumentiert. Eine Auswertung erfolgte nach Inter-
pretationsstandards der CLSI [235, 236]. Bei Fehlen spezifischer Angaben zur Interpretation
von Hemmhéfen bei Klebsiella spp. wurde sich an den gegebenen Werten flr E. coli orien-
tiert.

Tabelle 4: Verwendete Antibiotika und Standards zur Interpretation

Antibiotikum Konzentration Interpretation (Hemmhofdurchmesser in mm)
pro Plattchen Sensibel Intermediér Resistent
Ertapenem? 10 pg 222 19-21 <18
Imipenem’ 10 g 223 20-22 <19
Amoxicillin/Clavulansaure’ 20 ug/10 ug 218 14-17 <13
Cefotaxim? 30 ug 226 23-25 <22
Cefquinom3 30 ug 223 20-22 <19
Enrofloxacin’ 5 ug 223 17-22 <16
Ciprofloxacin? 5 ug 221 16-20 <15
Pradofloxacin’ 5 ug 224 20-23 <19

1= [235]; 2= [236]; 3= nach Rosco Diagnostica, Taastrup (DK): “Interpretation of the Antibiogramme with Neo-
Sensitabs”

21.5.2 MHK-Bestimmung mittels VITEK 2-System bei Carbapenemase-

bildenden Isolaten

Bei Carbapenemase-bildenden Isolaten wurde die Minimale Hemmkonzentration (MHK) fur
die in Tabelle 5 gelisteten Antibiotika mittels des VITEK 2-Systems bestimmt. Es wurde die
Testkarte AST-GN38 (bioMérieux, Nurtingen) fir gramnegative Bakterien verwendet.
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Tabelle 5: Uberblick iiber die auf der Testkarte AST-GN38 vorhandenen Antibiotika,
deren Konzentrationsbereiche und Interpretationsstandards

Klasse Antibiotikum Konzentrati- MHK-Interpretation (mg/L)
onsbereich in
mglL S 1 R
B-Laktam- Amoxicillin/Clavulans&ure 2/1-32/16 <8? 162 2322
Antibiotika Piperacillin 4-64 <16® | 32-64° | 21282
Ampicillin 4-32 <8? 162 232°
Cefalexin 8-64 <g® 16° 232°
Cefpirom 2-64 <4* g 216"
Cefpodoxim 0,5-4 <2’ 4! >g'
Ceftiofur 1-2 <2 4 28"
Imipenem 2-16 <1? 2? 242
Fluorchino- Enrofloxacin 0,25-4 <0,5' 1-2' 24"
lone Marbofloxacin 1-2 <1 2! 24!
Phenicole Chloramphenicol 4-32 <8? 16° 232?
Amino- Gentamicin 4-32 <2’ 4 >’
glykoside Amikacin 8-64 <16? 32? 264
Tobramycin 8-64 <4? 8’ 2162
Tetracycline | Tetracyclin 2-8 <4? 8’ 2167
Potenzierte Trime- 1/19-16/304 <40? >80?
Sulfonamide thoprim/Sulfamethoxazol
Polypeptid- Polymyxin B 0,25-16 <2° >2°
Antibiotika
Rifamycine Rifampicin 2-16 <4° 8° 216°
Nitrofurane Nitrofurantoin 16-64 <322 647 21282

1= [235]; 2= [236]; 3= It Herstellerangaben analog zu Cephalothin nach [236]; 4= It. Herstellerangaben analog zu
Ceftazidim nach [237]; 5= It. Herstellerangaben analog zu Colistin nach [36]; 6= It. Herstellerangaben CA-SFM
2013 Non-Enterobacteriaceae (Comité de |'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie 2013)

Die zu testenden Bakterienstdmme wurden auf BAP angeziichtet und UN bei 37<C bebritet.
Nach einer Subkultivierung auf BAP zur Herstellung einer gesicherten Reinkultur wurden in
ein vom Hersteller mitgelieferten Plastikrohrchen 3 ml einer 0,45 %igen NaCl-Losung gege-
ben und mithilfe eines Colorimeters eine Bakteriensuspension von 0,5 McFarland-Standard
eingestellt. Von dieser Suspension wurden 200 pl in ein frisches Réhrchen mit 3 ml NaCl-
Lésung gegeben. AnschlieRend wurden mit dieser Lésung die Testkarte bestlickt sowie
Reinheitskontrollen auf BAP angefertigt. Die Auswertung erfolgte nach Interpretationsstan-
dards der CLSI [235-237]. Auch hier wurden bei Fehlen von spezifischen MHK-Werten fir
Klebsiella spp. die entsprechenden Werte fur E. coli Gbernommen.

2153

Fir den Epsilometertest wurde von dem zu testenden Isolat ein Inokulum wie unter 2.1.2

MHK-Bestimmung von Imipenem mittels Epsilometertest (,,E-Test)

beschrieben hergestellt. Das nachfolgende Ausstreichen auf einer MH-Platte erfolgte eben-

falls wie dort beschrieben. Anschlieend wurde ein 15 Verdiunnungsstufen des Wirkstoffes
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Imipenem enthaltender E-Test-Streifen (bioMérieux, Nurtingen) mit einer sterilen Pinzette in
die Mitte der Platte gelegt. Nach einer sich anschliefenden Inkubation von 18 h bei 37C
konnte eine Auswertung erfolgen. Die Interpretation erfolgte anhand der in Tabelle 5 ange-

gebenen Interpretationsstandards.

2.2 Asservierung der Isolate

Von jedem ESBL-/Carbapenemase-bestatigten oder AmpC-verdachtigen Isolat wurde zur
Asservierung eine Kolonie mit einer sterilen Ose vom BAP aufgenommen und in 3 ml Brain-
Heart-Infusion (BHI)-Medium gegeben. Daran schloss sich eine Inkubation auf dem Schittler
(160 rpm) fir 4 h bei 37°C an. Mit dem Photometer w urde die OD gemessen. Lag diese bei
einer ODgy zwischen 0,6 und 1, wurden 500 pl der Suspension zusammen mit 500 pl BHI-
Medium + 60 % Glycerin in ein steriles Kryoréhrchen gegeben und gut vermischt. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die Isolate bei -70T al s Glycerinstocks aufbewahrt.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 DNA-Isolation

Fir die DNA-Isolation wurde das Master Pure DNA Blut Kit von der Firma Epicentre Biotech-
nologies verwendet. Nach Anzucht der Isolate auf BAP wurde eine UN-Kultur hergestellt,
indem 1 Kolonie mit einer sterilen Ose in 3 ml NB-I-Medium gegeben und auf dem Schittler
bei 37T inkubiert wurde. Ein Milliliter dieser GN- Kultur wurde dann in ein 1,5 ml safe lock-
Tube tberfiihrt und bei 9000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 600 pl Tissue & Cell Lysis Solution vollstédndig resuspendiert. Es folgte eine
Inkubation im Wasserbad bei 80 fuir 5 min. Nach ei ner 2-min(tigen Inkubation auf Eis wur-
den zu jeder Probe 3 pl Ribonuclease A (Konz. 2 ng/ml) gegeben. AnschlieRend erfolgte
eine Inkubation tUber 20-60 min bei 37°C. Danach wurde bis zum Erhalt des Pellets nach
Protokoll des Herstellers verfahren. Nach einer Trocknungszeit des Pellets von 2-3 h bei
Raumtemperatur (RT) konnte die gewonnene DNA in 200 yl Aqua bidest (A. bidest) resus-
pendiert werden. Die Konzentration wurde mithilfe des NanoDrops gemessen. Alle DNA-
Konzentrate wurden auf 50 ng/ul verdinnt. Diese Gebrauchslésungen wurden bei 4T, die
Konzentrate bei -20T aufbewahrt.

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion

Der Nachweis von B-Laktamase- und Fluorchinolonresistenz (FQR)- Genen erfolgte durch
Mono- und Multiplex (MP)-PCRs und wurde mit allen phanotypisch als ESBL-
/Carbapenemase-bildend bzw. AmpC-verdéchtig identifizierten Isolaten durchgefuhrt. Fir

alle PCRs wurde als Bestandteil des Mastermixes der sogenannte ,Mix 20“ eingesetzt. Die-
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ser bestand aus 1150 pl A. bidest, 150 pl 10x Dream Taq Green Buffer und 20 yl dNTPs (0,2
mM). Das sich daraus ergebende Gesamtvolumen lag bei 1320 pl.

Folgender Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 30 ul) wurde fir die Monoplex-PCRs (mit Aus-
nahme der blaren-PCR) und fur die AmpC-MP-PCR verwendet:

Tabelle 6: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Monoplex-PCRs

Reagenz Volumen Hersteller

Mix 20 28,85 pl s. 2.3.2 und Tabelle 37
Primer-F (10 pmol/ul) je 0,5l Eurofins Genomics
Primer-R (10 pmol/ul) je 0,5 ul Eurofins Genomics
DreamTaq Green Polymerase (5 U/ul) | 0,15 pl Fermentas GmbH

Alle in den PCRs verwendeten und in Tabelle 40 im Anhang gelisteten Primer wurden auf
eine Konzentration von 0,2 uM eingestellt. Folgender Reaktionsansatz wurde bei den MP-
PCRs (mit Ausnahme der AmpC-MP-PCR) und bei der blarem-Monoplex-PCR eingesetzt:

Tabelle 7: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Multiplex-PCRs

Reagenz Volumen Hersteller

Mix 20 15,60 pl s. 2.3.2 und Tabelle 37
Primermix (100 pmol/ul) 0,25 pl Eurofins Genomics
DreamTaq Green Polymerase (5 U/ul) | 0,15 pl Fermentas GmbH

Den Reaktionsansatzen wurden jeweils 5 ul Template-DNA (50 ng/ul) hinzugefugt (s. 2.3.1).
Im Anschluss wurden alle Anséatze kurz in einer Tischzentrifuge bei 9000 rpm anzentrifugiert.

Folgendes Standard-Temperaturprofil wurde fur die Durchfihrung der PCRs verwendet:

Phase Temperatur Dauer
Initialdenaturierung 94T 3 min
Denaturierung 94T 30 sec
Annealing s. Tabelle 8 30 sec
Elongation 72T 1 min
Endelongation 72T 10 min
Pause 10C o

Die Annealing-Temperaturen sowie die Anzahl der Zyklen werden aufgrund ihrer Unter-
schiede gesondert in Tabelle 8 aufgefiihrt.
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Tabelle 8: Angaben zu den Annealing-Temperaturen und der Anzahl der Zyklen der
Mono-und Multiplex-PCRs

Bezeichnung PCR Annealing-Temperatur (C)  Anzahl Zy klen
CTX-M-Gruppe 1-Seq-1 (,,CTX-M-kurz*) 52 30
CTX-M-Gruppe 1-Seq-2 (,,CTX-M-lang“) 50 30
CTX-M-Gruppe 1 55 25
CTX-M-Gruppe 2 66 25
CTX-M-Gruppe 9 62 25
CTX-M-Gruppe 8/25/26 58 25
CTX-M-Gruppe 9-Sequenzierung 59 30
SHV-Monoplex 59 30
TEM-Monoplex 53 25
OXA-Gruppen-Multiplex 58 25
PER/GES/VEB-Multiplex 60 30
AmpC-Multiplex 60 30
AmpC-Promotor-PCR 58 25
Carbapenemasen-Multiplex 56 30
Aac(6°)-lIb-Monoplex 56 30
QnrA/B/S-Multiplex 51 25
FQR-I-Multiplex 58 25
FQR-II-Multiplex 55 25
ParA/TraU/RepA-Monoplex 53 30
Bfp-Monoplex 62,5 30

Zur Bestimmung des CTX-M-Typs wurde bei phénotypisch als ESBL-Bildner identifizierten
Isolaten zuerst die PCR ,CTX-M-Gruppe 1-Seqg-1* durchgefiihrt. Ergab sich ein Amplifikat,
wurde auch die PCR ,CTX-M-Gruppe 1-Seq-2“ durchgefihrt, sodass das gesamte CTX-M-
Gen sequenziert werden konnte. Ergab sich jedoch kein Amplifikat, wurde das eventuelle
Vorhandensein der Ubrigen CTX-M-Gruppen mittels der CTX-M-Gruppen-PCRs Uberpruft.
Zusétzlich wurden alle Isolate auf das Vorhandensein einer SHV-ESBL und einer AmpC mit-
tels der 0.g. PCRs untersucht. Wies ein Isolat weder eine CTX-M- noch eine SHV-ESBL oder
eine AmpC auf, wurden zusatzlich die TEM-Monoplex- und die PER/GEB/VES-MP-PCR
durchgefuhrt. Bei AmpC-verdachtigen Isolaten wurde in vergleichbaren Féllen zusatzlich die
AmpC-Promotor-PCR durchgefihrt.

2.3.21 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Sichtbarmachung der PCR-Produkte wurde im Anschluss an die PCR
die Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt. Fur ein 1,5 %iges Gel wurden 0,9 g Agarose in
60 ml 1x TAE-Puffer solange in der Mikrowelle erhitzt, bis eine klare L&sung entstanden war.
Nach Abkuhlen der Lésung auf 55C wurden 0,6 pl Ethidiumbromid hinzugegeben. Im An-
schluss wurde die flissige Agarose in einen Gelgie3stand gegossen, in der sich ein Proben-
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taschenkamm mit 18 Kammern befand. Nach dem Ausharten wurde das Gel in die entspre-
chende Elektrophoresekammer, die zuvor mit 1x TAE-Puffer gefillt wurde, gelegt. In die ers-
te Tasche wurden 5 ul des Markers, in jede weitere Tasche jeweils 5 yl des PCR-Produkts
pipettiert. Danach wurde eine Spannung von 120 V fiir 45 - 50 min angelegt. Nach Ablauf der

Laufzeit erfolgte die Sichtbarmachung der DNA- Banden mittels Transilluminator.

2.3.2.2 Sequenzanalyse

Die genaue Typermittlung der B-Laktamase-Gene ist u. a. wichtig fur die Unterscheidung
ESBL/non-ESBL. Da mittels PCR oftmals eine exakte Bestimmung des ESBL-, aber auch
des AmpC- oder FQR-Typs nicht mdéglich ist, wurde das entsprechende PCR-Amplifikat zu
der Firma LGC Genomics, Berlin, zur Sequenzierung geschickt. Die erhaltenen Sequenzda-
ten wurden mithilfe des BLAST Algorithmus (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) mit vorhan-
denen Datenbankeintrdgen verglichen und ausgewertet. Bei CTX-M-Sequenzen erfolgte die
Auswertung mithilfe des Programms RidomSeqSphere®, in das die aktuell zur Verfligung
stehenden Nukleotidsequenzen der CTX-M-Typen zuvor als Referenz-Datenbank hinterlegt
wurden (ftp:/ftp.ncbi.nim.nih.gov/pathogen/betalactamases/Allele.tab).

2.3.2.3 Bestimmung der Ciprofloxacin-resistenten Variante von aac(6°)-lb

Die fur die aac(6)-Ib-PCR benutzten Primer amplifizieren eine Vielzahl von aac(6°)-Ib-
Varianten. Ob es sich um eine Variante handelt, die fir eine verringerte Sensibilitdt gegen-
Uber Ciprofloxacin kodiert (cr-Variante), kann durch den Verdau des PCR-Amplifikates mit
dem Restriktionsenzym BseGl bestimmt werden. Dazu wurde zundchst die PCR durchge-

fuhrt. Der Reaktionsansatz setzte sich wie in Tabelle 9 beschrieben zusammen.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die aac(6°)-Ib-PCR

Reagenz Volumen Hersteller

Mix 20 19 pl s. 2.3.2 und Tabelle 37
Primer-F (10 pmol/ul) je 0,5 ul Eurofins Genomics
Primer-R (10 pmol/ul) je 0,5l Eurofins Genomics
DreamTaq Green Polymerase (5 U/ul) | 0,15 pl Fermentas GmbH
DNA-Template (50 ng/pl) 5 ul

Die PCR lief nach dem unter 2.3.2. genannten Standard-Temperaturprofil ab; die Annealing-

Temperatur und die Zyklusanzahl sind in Tabelle 8 gelistet.

Nach Durchfthrung der PCR wurde das PCR-Amplifikat verdaut. Dazu wurden 10 pl des
PCR-Produkts mit 3 pl Tango-Puffer (10 x) und 0,075 pl der Restriktionsendonuklease BseGl
(10 U/ul) versetzt und auf ein Gesamtvolumen von 30 pl mit A. bidest aufgefillt. Nach Ablauf
einer 90-minltigen Inkubation bei 37C wurde wie un ter 2.3.2.1 beschrieben verfahren.
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2.3.24 AmpC-Promotor-PCR

Um bei E. coli-Isolaten, die im ESBL-Bestatigungstest einen AmpC-verdachtigen Phanotyp
zeigten, bei denen aber weder ein ESBL- noch ein AmpC-Gen gefunden werden konnte,
eine eventuelle Mutation im AmpC-Promotor nachzuweisen, wurde zunachst der AmpC-
Promotorbereich mittels PCR amplifiziert. Es wurde der Reaktionsansatz fiir Monoplex-PCRs
(s. Tabelle 6), ein Standard-Temperaturprofil (2.3.2) sowie die in Tabelle 40 gelisteten Primer
verwendet. Die PCR-Produkte wurden sowohl mit dem Vorwérts- als auch mit dem Rick-
wartsprimer sequenziert (LGC Genomics, Berlin). Die Sequenzanalyse wurde mithilfe des
Programms RidomSeqSphere® durchgefihrt. Als Referenzsequenz diente dabei die unter
Abbildung 2 genannte Sequenz der AmpC-Promotor-Region eines E. coli K-12-Stammes
(Accession-Nummer: AICK00000000).

GATCGTTCTGCCGCTGTGGTGTGGTTTACACCGTATGCACCACGCGATGCACGATC

-88  -82 -42
TGAAAATCCACGTACCTGCGGGCAAATGGGTTTTCTACGGTCTGGCTGCTATCCTG

-35 box -18 =10 box -1 +5
ACAGTTGTCACGCTGATTGGTGTCGTTACAATCTAACGCATCGCCAATGTAAATCC

+24 +58
GGCCCGCCTATGGCGGGCCGTTTTGTATGGAAACCAGACCCTATGTTCAAAACGAC

GCTCTGGCGCCTTATTAATTACCGCCTCTTGCTCCACATTTGCTGCCC

Abbildung 2: Sequenz der AmpC-Promotor-Region des E. coli K-12 [238]

2.3.3 PCR-Nachweis virulenzassoziierter Gene bei E. coli

2.3.3.1 Multiplex-PCRs zum Nachweis virulenzassoziierter Gene

Zehn unterschiedliche MP-PCRs dienten dem Nachweis von 59 verschiedenen VAGs bei
E. coli. Sie beinhalteten sowohl Virulenzgene intestinal pathogener E. coli (InPEC) als auch
extraintestinal pathogener E. coli (EXPEC). Die verwendeten Primer und die biologische
Funktion sind in der Tabelle 44 im Anhang gelistet. Die MP-PCRs wurden nach folgendem

Protokoll angesetzt:
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Reaktionsansatze fiir die Multiplex-PCRs I-IX

(Tabelle 44)
MP IV MPV MP VI MP VI MP VIl MP IX
(b+c)

A. bidest 14,06 yl 18,88yl 18,56 I 19,00 yI 18,95l 13,28pl
10x Dream Taq Green Buffer 2,0yl 2,50 pl 2,50 pl 2,50 pl 2,50 pl 2,0 yl
dNTPs (0,2 mM) 0,2 pl 0,2 pl 0,2 pl 0,2 pl 0,2 pl 0,2 pl
Primer-Mix (100 pmol/ul) 0,6 pl 0,3 pl 0,6 pl 0,2l 0,25 pl 0,4 pl
DreamTaq Green Polymerase 0,14 pl 0,12 pl 0,14 pl 0,10 pl 0,10 pl 0,12 pl
(5 Ulun)
DNA-Template (50 ng/ul) 3,0 pl 3,0 ul 3,0 pl 3,0 ul 3,0 pl 4,0 pl

Nach dem Anzentrifugieren der Proben erfolgte die Durchfiihrung der PCR nach folgenden
Temperaturprofilen:

Phase PCR Temperatur Dauer
Initialdenaturierung MP I-1X 94C 3 min
Denaturierung MP [-IX 94T 30 sec
Annealing MP I-IV 58C 30 sec
25x MP V-IX 57C 30 sec
Elongation MP [-IV 68C 3 min
MP V-VII+IX 68T 1,5 min
MP VI 72T 2 min
Endelongation MP [-IX 72T 10 min
Pause MP [-IX 10C L

Im Anschluss wurde die Agarose-Gelelektrophorese wie unter 2.3.2.1 beschrieben durchge-
fuhrt.

2.3.3.2 Modifizierte Bosworth-PCR

Die nach den Autoren benannte Bosworth-PCR dient dem Nachweis der Gene fir neun Viru-
lenzfaktoren, die mit schweinepathogenen E. coli- Isolaten assoziiert werden. Zu diesen Viru-
lenzfaktoren zahlen neben funf Fimbrientypen (F4, F5, F41, F18 und F6) auch vier Toxine
(hitzelabiles Enterotoxin LT-Ib, hitzestabiles Enterotoxin ST-la, hitzestabiles Enterotoxin ST-
I, Shigatoxin 2e) [239]. Barth et al. fugten ein Primerpaar hinzu, mit dem der Nachweis eines
weiteren wichtigen Adhéasins, dem Intimin, mdglich ist [240]. Die verwendeten Primer sind im
Anhang in Tabelle 45 gelistet. Um typische von atypischen EPEC unterscheiden zu kénnen,
wurde von allen Intimin-positiven E. coli-Isolaten zuséatzlich eine Monoplex-PCR (Protokoll s.
Tabelle 6) zum Nachweis von Bundle forming pili (bfp) durchgefiihrt. Die verwendeten Primer

sind ebenfalls in Tabelle 44 gelistet.
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Tabelle 11: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Bosworth-PCR modifi-
ziert nach Barth et al. [240]

Reagenz Volumen Hersteller

A. bidest 16,80 pl

10x Dream Taq Green Buffer 3,0l Fermentas GmbH
MultiPrimer-Mix 1" (je 5 pmol/ul) 3,0 pl Eurofins Genomics
MultiPrimer-Mix I1? (je 5 pmol/ul) 3,0 pl Eurofins Genomics
dNTPs (0,2 mM) 1,0 pl PAN-BIOTECH GmbH
DreamTaq Green Polymerase (5 U/pl) 0,2 pl Fermentas GmbH
DNA-Template (50 ng/pl) 3,0 pl

1) MultiPrimer-Mix-1: F5_f, F5_r, F18_f, elt_f, F6_f, F6_r, F4_f, F4_r, estb_f, F-EaeA_f
2) MultiPrimer-Mix II: estap_f, estap_r, F18_r, elt_r, F41_f, F41_r, Stx2e_f, Stx-2e_r, estb_r,
F-EaeA_r

Nach dem Anzentrifugieren der Proben erfolgte die Durchfiihrung der PCR nach folgendem

Temperaturprofil:
Phase Temperatur Dauer
Initialdenaturierung 94T 5 min
Denaturierung 94C 30 sec

35x Annealing 55T 30 sec
Elongation 72T 1 min
Endelongation 72C 5 min
Pause 10C L]

Im Anschluss wurde die Agarose-Gelelektrophorese wie unter 2.3.2.1 beschrieben durchge-
fuhrt.

2.3.3.3 PCR zum Nachweis virulenzassoziierter Gene bei E. coli-Isolaten von
Rindern

Die nach van Bost [241], Franck [242] und Nguyen [243] modifizierte PCR dient dem Nach-

weis der Gene firr neun Virulenzfaktoren, die mit den fiir Rinder pathogenen E. coli- Pathova-

ren ETEC, STEC und NTEC assoziiert werden. Dazu zahlen neben Adhasinen (F17-, F41

und P-Fimbrien) und Toxinen (Shigatoxin 1 und 2, hitzestabiles Enterotoxin ST-I) auch ein

Eisenaufnahmesystem (iucD) und der zytotoxisch nekrotisierende Faktor Typ 1 und Typ 2.

Die verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle 46 gelistet.
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Tabelle 12: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes der PCR zum Nachweis von
VAGs bei E. coli- Isolaten von Rindern modifiziert nach van Bost, Franck
und Nguyen [241-243]

Reagenz Volumen  Hersteller

A. bidest 19,80 pl

10x Dream Taq Green Buffer 3,0 ul Fermentas GmbH
MultiPrimer-Mix " 3,0 pl Eurofins Genomics
dNTPs (0,2 mM) 1,0 pl PAN-BIOTECH GmbH
DreamTaq Green Polymerase (5 U/ul) 0,2 l Fermentas GmbH
DNA-Template (50 ng/pl) 3,0 yl

1)  iucD-for, iucD-rev, F-Eae-1_f, F-Eae-2_f, F-F41-3_f, F-F41-4_r, F-STa-1_f, F-STa-2_r, f17A-
for, f17A-rev, papC-for, papC-rev, VT2-for, VT2-rev: je 2,5 pmol/pl
2)  cnf1/2-for, cnf1/2-rev, VT1-for, VT1-rev: je 5 pmol/pl

Nach dem Anzentrifugieren der Proben erfolgte die Durchfiihrung der PCR nach folgendem

Temperaturprofil:
Phase Temperatur Dauer
Initialdenaturierung 94C 5 min
Denaturierung 94C 30 sec

30x Annealing 57C 30 sec
Elongation 72T 1 min 30 sec
Endelongation 72C 5 min
Endphase 10C L

Im Anschluss wurde die Agarose-Gelelektrophorese wie unter 2.3.2.1 beschrieben durchge-
flhrt.

2.3.4 Phylogenetische Untersuchungen

2.3.4.1 Multilokus-Sequenz-Typisierung (MLST)

In dieser Arbeit wurde die E. coli-MLST nach Wirth et al. durchgefiihrt [244]. Sie basiert auf
der Analyse der Haushaltsgene adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA und recA. Eine Datenbank
mit allen bisher existierenden Allelen und ST wird von der University of Warwick
(http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli) gepflegt. Fir K. pneumoniae wurden die von Dian-
court et al. definierten Haushaltsgene rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, infB und tonB verwendet
[214]. Auch hier ermdglicht eine Online-Datenbank einen schnellen Abgleich der Analyseda-
ten (http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). Fir K. oxytoca wurde erst nach
dem Abschluss der praktischen Arbeiten ein MLST-Schema entwickelt, das in dieser Arbeit
keine Anwendung findet.

Sowohl fur die K. pneumoniae- als auch fir die E. coli- Isolate wurde der in Tabelle 13 ange-
gebene Mastermix mit einem Gesamtvolumen von 60 pl eingesetzt. Die Primer fir die jewei-
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lige MLST wurden den oben genannten Publikationen enthommen (s. Tabelle 41). Nachdem
der Mastermix zu jeweils 5 yl DNA gegeben wurde, erfolgte die Durchfiihrung der PCR nach

folgendem Temperaturprofil:

Phase Temperatur Dauer
Initialdenaturierung 94T 3 min
Denaturierung 94C 30 sec
35 XAnneaIing E. coli: 56C 30 sec
K. pneumoniae: 50C 30 sec
Elongation 72C 1 min
Endelongation 72T 10 min
Pause 10T 0

Tabelle 13: Ansatz Mastermix fiir die E. coli- und K. pneumoniae-MLST

Reagenz Volumen Hersteller

Mix 20 58,85 pl s. 2.3.2 und Tabelle 37
Primer-F (10 pmol/ul) je 0,5 ul Eurofins Genomics
Primer-R (10 pmol/ul) je 0,5 ul Eurofins Genomics
DreamTaq Green Polymerase (5 U/pl) | 0,15 pl Fermentas GmbH
DNA-Template (50 ng/pl) 5,0 pl

Nach Ablauf des PCR-Programms wurden die Proben auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufge-
tragen und bei 120 V fiir 45 min laufen gelassen. Die Banden wurden anschlieRend mittels
Transilluminator sichtbar gemacht und fotografiert. Die PCR-Produkte konnten danach zur
Sequenzierung an die Firma LGC Genomics, Berlin, geschickt werden. Die Sequenzdaten
wurden mithilfe des Programms Ridom SeqShere® (Version 1.0.1, Ridom® GmbH, Minster)

ausgewertet, um den ST zu erhalten.

2.3.4.2 Einteilung der E. coli-lsolate in phylogenetische Gruppen mittels PCR
Die fur die von Clermont et al. [138] entwickelte PCR zur Einteilung von E. coli- Isolaten in
phylogenetische Gruppen verwendeten Primer sind in Tabelle 42 im Anhang zu finden. Fol-

gender Reaktionsansatz wurde zur Durchfiihrung der Quadruplex-PCR benutzt:
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Tabelle 14: Mastermix Quadruplex-PCR zur Einteilung der E. coli-Isolate in phylogene-

tische Gruppen

Reagenz Volumen Hersteller

A. bidest 16,50 pl

10x Dream Taq Green Buffer 4,5 ul Fermentas GmbH
dNTPs (0,2 mM) 0,5 pl PAN-BIOTECH GmbH
Primer-F (10 pmol/ul) je 0,5l Eurofins Genomics
Primer-R (10 pmol/ul) je 0,5l Eurofins Genomics
DreamTaq Green Polymerase (5 U/pl) 0,15 pl Fermentas GmbH
DNA-Template (50 ng/pl) 5,0 pl

Die Durchfuhrung der PCR erfolgte nach dem unter 2.3.2 genannten Temperaturprofil bei
einer Annealing-Temperatur von 59C mit 25 Wiederholungen. Im Anschluss erfolgte die
Agarose-Gelelektrophorese wie unter 2.3.2.1 beschrieben. Folgendes Schema wurde zur
Auswertung der Quadruplex-PCR benutzt:

- -
| - mm =500 bp
DA et SR S S N S S N SR D N - -
CHUA ey SR TR —
VoA muy EEE mEE m - L -
Tsp.E4.C2—- - L] L] L1 - mmm =100 bp
A BIC T DT " B2 ¢ clodes _
S =
s 5
S 9
SRS
S w
[TH

Abbildung 3: Quadruplex-PCR-Profile der Phylo-Typisierungsmethode modifiziert
nach [138]

Die Genkombination arpA und yjaA kann sowohl fiir die Gruppe A als auch fur die Gruppe C
stehen. Auch die Genkombinationen arpA, chuA und TspE4.C2 und arpA und chuA ergeben
sowohl eine Zuordnungsmaéglichkeit zur Gruppe E als auch zur Gruppe D. In diesen Féllen
ist es nétig, eine weitere PCR zur endgliltigen Bestimmung der phylogenetischen Gruppe
durchzufiihren. Die benétigten Primer sind in Tabelle 42 im Anhang gelistet. Die Durchfiih-

rung der PCRs erfolgte nach folgendem Protokoll:
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Tabelle 15: Reaktionsansatz C- bzw. E-Detektions-PCR

Reagenz Volumen Hersteller

A. bidest 21,30 pl

10x Dream Taq Green Buffer 3,0 pl Fermentas GmbH
dNTPs (0,2 mM) 1,0 pl PAN-BIOTECH GmbH,
Primer-F (10 pmol/pl) je 0,5l Eurofins Genomics
Primer-R (10 pmol/ul) je 0,5l Eurofins Genomics
DreamTaq Green Polymerase (5 U/ul) 0,15 pl Fermentas GmbH
DNA-Template (50 ng/pl) 5,0 pl

Die Annealing-Temperatur betrug fir die Gruppe E-Detektions-PCR 57<C und fur die Gruppe
C-Detektions-PCR 59C. Die Agarose-Gelelektrophores e erfolgte wie unter 2.3.2.1 beschrie-
ben.

2.3.4.3 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Um die Klonalitat der Isolate, die aus gleichen Tierbestdnden stammten, zu tUberprifen und
um epidemiologische Zusammenhénge zwischen einzelnen Isolaten aufzudecken, wurde
eine PFGE durchgefiihrt. Dazu wird das Genom mit einer selten schneidenen Restriktions-
endonuklease verdaut und anschlieend mittels Elektrophorese aufgetrennt. Die PFGE wur-
de wie von Ewers et al. beschrieben durchgefuhrt [191]. Es wurde eine flissige GN-Kultur (s.
2.3.1) hergestellt, die am nachsten Tag auf eine ODggo von 1 eingestellt und fir die die bens-
tigte Verdlinnung rechnerisch bestimmt wurde. Nach mehreren Waschschritten mit PBS
wurden zu dem Endvolumen von 250 pl 375 pl 1,2 %ige Gold-Agarose hinzugegeben und
vermischt. Von dem Gemisch wurden 100 ul in Bléckchenschablonen gegeben und fir 15
min gekuhlt. Die erstarrten Blockchen wurden jeweils in ein 2 ml Reagiergefa® gegeben und
nach Zugabe von 0,9 mg Proteinase K und 500 ul ESP-Puffer Gber Nacht bei 56C im Was-
serbad inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Proteinase K-L&sung abpipettiert und durch
dreimaliges Waschen der Bléckchen in jeweils 1 ml 1x TE-Puffer fir 45 min im Oberkopf-
schuttler bei RT inaktiviert.

Die in den Blockchen enthaltene DNA wurde durch das Restriktionsenzym Xbal verdaut.
Dazu wurde zuerst jedes Blockchen halbiert und eine Halfte mit 150 yl Tango Puffer (1x)
durch eine 30-minltige Inkubation bei RT aquilibriert. Danach wurde der Puffer abpipettiert
und das halbe Bléckchen mit 150 pl Tango-Puffer (1x) und 2 pl Xbal versetzt. Nach einer
Inkubation von 4 h bei 37°C wurden das Enzym und de r Puffer abpipettiert und der Verdau
durch Hinzugeben von 0,5 ml 1x TE-Puffer gestoppt. Die Bléckchen wurden mithilfe eines
Spatels in die Taschen eines 1,2 %igen PFGE-Gels gegeben und jede Tasche anschlieend
mit flussiger Agarose verschlossen. Jeweils in die erste, in die mittlere und in die letzte Ta-
sche wurde der Midrange PFG-Marker gegeben und anschlieBend ebenfalls mit Agarose

verschlossen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte im BIO-RAD Chef- Mapper Il in
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0,5x TBE-Puffer nach folgenden Bedingungen: Laufzeit: 20,5 h; Temperatur: 14C; Pulszei-
ten: 5-50 sec.; Winkel: 120% Spannung: 6 Volt.

Nach Ablauf der Laufzeit wurde das Gel im Ethidiumbromid-Bad (4 mg/L) fur 30 min geférbt
und anschlieRend im Transilluminator visualisiert und fotografiert. Die Analyse der Banden-
muster erfolgte mit Hilfe des Programms BioNumerics (Software Package 6.6 Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgien).

Die Auswertung und die epidemiologische Einordnung der PFGE-Restriktionsmuster erfolg-
ten nach Tenover et al. [245]. Die Anwendung dieses Auswertungsschemas setzt voraus,
dass die Isolate, die miteinander verglichen werden sollen, in einem zeitlichen und raumli-
chen Zusammenhang stehen, wie es z. B. im Rahmen eines Ausbruchgeschehens der Fall
ist. Zeigen die Isolate dasselbe Restriktionsmuster und besitzen die gleiche Anzahl an Ban-
den derselben GréRe, sind sie identisch. Unterscheiden sie sich in zwei oder drei Banden,
gelten die Isolate mit einer hohen Wahrscheinlichkeit als nah verwandt und bilden eine Sub-
population. Bei zwei voneinander unabh&ngigen genetischen Vorféllen, was in der Regel
einer Variation von vier bis sechs Banden im Restriktionsmuster entspricht, sind sie méglich-
erweise verwandt. Bei einer noch héheren Abweichung gelten die Stdmme als nicht ver-

wandt.

2.3.5 Charakterisierung der Resistenzgen-tragenden Plasmide

2.3.5.1 S1-Nuclease-Verdau mit anschlieBender Pulsfeldgelelektrophorese
zur GréBenbestimmung von Resistenzplasmiden

Die Durchfiihrung dieser Methode dient der Gréenbestimmung von bakteriellen Plasmiden.
Durch die Behandlung mit S1-Nuclease werden die Plasmide zunéchst linearisiert und dann
zur Auftrennung einer PFGE wie unter 2.3.4.3 beschrieben unterzogen.

Von den auf BAP vorliegenden zu untersuchenden Stdmmen wurden 3-4 Kolonien in 1,5 ml
CSP-Puffer gegeben, die OD4so gemessen und auf einen Bereich von 0,25-0,35 eingestellt.
300 pl der Bakteriensuspension wurden anschlieRend mit 15 ul einer Proteinase K-L&sung
(Konz. 20 mg/ml) vermengt und kurz bei 37C im Ther mocycler erwarmt. 315 pl 1,0 %ige
Gold-Agarose wurden dazugegeben, gemischt und luftblasenfrei in Bléckchenschablonen
gefiillt. Nach einer Abkulhlzeit von 10-15 min wurden die Bléckchen einzeln in jeweils 5 ml
Lysepuffer versetzt mit 25 yl der Proteinase K-Losung gegeben und fur 3 h im Wasserbad
bei 56T inkubiert. AnschlieRend wurden die Bléckch en bei RT mit 200 pl S1-Puffer (Ver-
diinnung 1:10) fur 20 min aquilibriert. Der Puffer wurde danach abgenommen und durch mit
8 U der S1-Nuclease versetzten frischen Puffer (100 pl) ersetzt. Die Inkubation erfolgte fur
45 min bei 37C. Der Verdau wurde mit 10 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0) gestoppt. Die Bléckchen
und ein als Marker dienendes, zuvor mit Xbal verdautes Salmonella Braenderup-Isolat wur-
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den anschliefend vorsichtig mithilfe eines Spatels in die Taschen eines 1 %igen Pulsed
Field Certified-Agarosegels gegeben und jede Tasche anschlieRend mit flissiger Agarose
verschlossen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte im BIO-RAD Chef- Mapper Il in
0,5x TBE-Puffer nach folgenden Bedingungen: Laufzeit: 20 h; Temperatur: 14C; Pulszeiten:
1-25 sec.; Winkel: 1209 Spannung: 6 Volt.

Nach Ablauf der Laufzeit wurde das Gel im Ethidiumbromid-Bad (4 mg/L) fur 30 min gefarbt

und anschlieRend im Transilluminator visualisiert und fotografiert.

2.3.5.2 Plasmidpréaparation

Mithilfe der Plasmidpraparation kann Plasmid-DNA aus Bakterien extrahiert und im Agarose-
gel dargestellt werden. Dazu wurden von einer flussigen UN-Kultur (s. 2.3.1) 1,4 ml in ein
safe-lock-Eppendorfgefal® tberfihrt und fir 4 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde anschlieend in 20 yl TE-Puffer resuspendiert und mit 100 pyl Lysepuffer versetzt.
Durch 3-4-maliges Stiirzen des GefaRRes wurde eine gute Vermischung erreicht. Die Inkuba-
tion erfolgte im Anschluss im Wasserbad fir 25 min bei 58TC. Danach wurden zu dem Lysat
100 pl eines 1:1 Chloroform-/Phenolgemisches hinzugegeben und durch kréaftiges Stlrzen
des GefaRes (100 Wiederholungen) vermischt. Es folgte eine erneute Zentrifugation bei
13000 rpm fur 15 min. Aus der oberen Phase des sich ergebenden Zwei-Phasen-Gemischs,
in der sich die extrahierten Plasmide befinden, wurden 90 ul abgenommen und in ein fri-
sches Reagiergefal® tberfuhrt. Nachdem 20 pl Ladepuffer hinzugegeben wurden, konnte das
Produkt auf ein 0,5 %iges Agarosegel aufgetragen werden. Die als GréRenkontrolle dienen-
den Markerstdmme (Tabelle 49) wurden ebenfalls gemal dem Protokoll aufgearbeitet und
auf das Agarosegel aufgetragen. Anschlielend wurde eine Spannung von 70 Volt fir ca. 16
h angelegt und das Gel nach Ablauf der Laufzeit im Ethidiumbromid-Bad fur 30 min gefarbt.
Die Plasmidbanden wurden mithilfe des Transilluminators sichtbar gemacht und fotografiert.

2.3.5.3 Transkonjugation von ESBL- bzw. Carbapenemase-Plasmiden in
E. coliK-12

Um das Potential der Ubertragbarkeit der ESBL- bzw. Carbapenemase-Gene-tragenden
Plasmide zu demonstrieren und zur Charakterisierung der Plasmide wurden diese in vitro in
einen Rezipientenstamm Ubertragen. Als Rezipient fungierte der E. coli J53, ein Natriumazid-
resistenter und plasmidnegativer E. coli K-12-Stamm (Tabelle 49). Von diesem und dem je-
weiligen Donorstamm (Wildtyp (WT)-Stamm mit ESBL-/Carbapenemase-Plasmid) wurde
eine flussige UN-Kultur (s. 2.3.1) hergestellt. AnschlieRend wurden 100 ul beider GN-Kulturen
in jeweils 3 ml frisches NB-I-Medium gegeben und bei 37 auf dem Schuttler bis zu einer
ODgoo von 0,6 wachsen gelassen. Von diesen eingestellten Kulturen wurden 100 pl des Re-

zipientenstamms und 200 pl des Donorstamms auf ein ca. 6 x 6 cm groRes, steriles Filterpa-
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pier (Blotting-Papier) gegeben, das zuvor mithilfe einer sterilen Pinzette auf eine MH-Agar
Platte gelegt worden war. Die Platten wurden im Anschluss bei 37C UN inkubiert. Am
nachsten Tag wurde das Filterpapier mit einer sterilen Pinzette abgenommen und in 5-10 ml
PBS gewaschen. 100 pl der sich daraus ergebenden Suspension wurden mithilfe eines Ein-
malspatels auf Endoagar, der mit Natriumazid und entweder Cefotaxim (4 mg/l) im Fall von
ESBL-Bildnern oder Ampicillin (50 mg/l) im Fall von Carbapenemase-Bildnern versetzt war,
ausplattiert. Nach einer erneuten GN-Bebritung bei 37C konnten am darauffolgenden Tag
Einzelkolonien gepickt und mithilfe einer PCR auf das ESBL- bzw. Carbapenemase-Gen
Uiberprift werden. Im weiteren Verlauf wurde der Ubergang des Plasmids durch einen S1-
Nuclease-Verdau mit anschlieRender PFGE (s. 2.3.4.3) bestétigt und die MHK-Werte mittels
VITEK 2 Uberpruft (s. 2.1.5.2).

2.3.5.4 Herstellung Carbapenemase-Plasmid freier Varianten von E. coli- und
K. pneumoniae-Staimmen

Die Herstellung von Varianten ohne Carbapenemase-Plasmid erfolgte in zwei separaten An-
satzen nach dem Protokoll von Schaufler et al. [246]. In beiden Féllen wurden die jeweiligen
Isolate zuerst aus der Glycerinkultur auf BAP angeziichtet und GN bebriitet. Am nachsten
Tag wurden flissige (N-Kulturen hergestellt, indem je eine Kolonie mit einer sterilen Ose in
5 ml Lysogeny-Broth (LB)-Medium und in 5 ml BHI-Medium gegeben wurde. Nach einer In-
kubation von 24 h bei 37C wurden jeweils 100 pl der UN-Kulturen in frische 5 ml des ent-
sprechenden Mediums gegeben. Zu dem beimpften LB-Medium wurden zusétzlich 100 pl
einer replikationshemmenden Acridinorangelésung gegeben. Es erfolgte eine erneute Inku-
bation bei 37T fir 24 h. Um die Bakterien physiolo gischem Stress auszusetzen wurde das
beimpfte BHI-Medium fur 24 h bei 43T inkubiert [24 6]. Diese Vorgange wurden taglich tber
einen Zeitraum von 30 Tagen wiederholt.

Um den Verlust des Carbapenemase-Plasmids zu Uberprifen, wurden die Stdmme einmal
woéchentlich auf BAP angeziichtet und die unter 2.1.3 beschriebene Screeningmethode
durchgefuhrt. Wenn kein Wachstum erfolgte, wurde der Verlust des Plasmids mittels Plas-
midpraparation und PCR auf das entsprechende Gen laut Protokoll bestatigt. Um auszu-
schlieRen, dass es durch die wiederholten Passagen zu einer Kontamination des Mediums
gekommen ist, wurde mithilfe einer PFGE die klonale Identitdt der Carbapenemase-Plasmid
freien Variante und des WT-Stamms Uberpriift. War diese gegeben, konnte die Carbapene-

mase-Plasmid freie Variante fiir weitere Untersuchungen verwendet werden.
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2.3.5.5 Replikon-Typisierung

In dieser Arbeit wurde zur Eingruppierung der Plasmide in die Inc-Gruppen das ,PCR-based
replicon typing kit“ (PBRT) der Firma Diatheva verwendet [120]. Das Kit enthalt alle fur die
Durchftihrung notwendigen Losungen, Primer und Kontrollstdmme. Es basiert auf dem
Nachweis gruppenspezifischer Replikons mittels fiinf Multiplex- und drei Simplex-PCRs. Das

Kit wurde laut Herstellerangaben verwendet.

2.3.5.6 PCR zum Nachweis von Genregionen auf dem OXA-48-Plasmid

Das PBRT-Kit erwies sich zum Zeitpunkt der Untersuchungen als ungeeignet um OXA-48-
Plasmide, die i. d. R. dem IncL/M-Typ zugeordnet werden, zu klassifizieren. Poirel et al.
publizierten daraufhin drei Primerpaare (s.Tabelle 43), die Teile von konservierten Genregio-
nen (repA, traU, und parA) des OXA-48-Plasmids amplifizieren [132]. Die einzelnen Gene
wurden mittels Monoplex-PCRs wie unter 2.3.2 beschrieben nachgewiesen. Annealing-
Temperaturen und Zyklusanzahl sind in Tabelle 8 gelistet.

2.4 Untersuchungen zur Biofilmbildung bei Carbapenemase-
Bildnern

2.4.1 Kristallviolett-Mikrotiterplattentest

Ob die Fahigkeit zu einer Biofilmbildung bei den Carbapenemase-produzierenden Isolaten
vorhanden ist und inwieweit diese von dem Carbapenemase-Gen tragenden Plasmid beein-
flusst wird, wurde mithilfe eines Kristallviolett-Mikrotiterplattentests (KV-MTP-Test) unter-
sucht. Dazu wurden die zu untersuchenden Isolate von der Glycerinkultur auf BAP angeimpft
und UN bei 37T bebriutet. Am nachsten Tag wurden je weils einige Kolonien gepickt und
sowohl in 5 ml LB-Medium als auch in 5 ml M63-Minimalmedium gegeben. Es erfolgte eine
Inkubation GN bei 37CC auf dem Schuttelinkubator (150 rpm). Die UN-Kulturen wurden am
néchsten Tag je nach Anzuchtmedium in LB- oder in M63-Minimalmedium 1:10 verdiinnt und
die ODgooam Photometer bestimmt. Durch weitere Verdiinnungen wurde eine ODggo von 0,05
eingestellt. Jeweils 200 pl-Aliquots dieser Verdinnungen wurden in 6-facher Ausfiihrung in
zwei 96-well Rotilabo-Microtest-Platten gegeben und die Platten mit luftdurchlassiger Folie
verschlossen. Eine Platte wurde anschlieBend fur 24 h, die andere fiir 48 h bei 28C ohne
Schutteln inkubiert. Bei der 24-h-Platte wurde nach Ablauf der Inkubationszeit die ODsgs nm
bestimmt. Das Medium wurde abpipettiert und die Platte dreimal mit jeweils 300 pl destillier-
tem Wasser gewaschen, um planktonische Zellen zu entfernen. Nach einer Lufttrocknung
wurde in jede Vertiefung 250 pl 99 %iges Methanol, das der Fixierung der an der Oberflache
haftenden Bakterien dient, gegeben und 15 min bei RT stehengelassen. Anschlieend wurde

das Methanol abpipettiert und die Platte erneut luftgetrocknet. In jede Vertiefung wurden da-
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nach 250 pl 0,1 %iges KV gegeben und die Bakterien fiir 30 min geférbt. Nach Abnahme der
Farbelésung erfolgte ein erneutes dreimaliges Waschen mit jeweils 300 pl destilliertem Was-
ser mit anschlieBender Lufttrocknung. Nach Zugabe von 300 ul eines Ethanol-Aceton-
Gemischs (Verhéltnis 80:20) wurde die Platte fur 30-45 min auf einem Horizontalschittler bei
200 rpm geschuttelt, um die Farbung vollstandig in Lésung zu bringen. Die Absorption der
KV-Féarbung wurde bei der Wellenldnge 570 nm im Microplate-Reader gemessen.

Mit der 48-h-Platte wurde nach Ablauf der Inkubationszeit ebenso wie oben beschrieben ver-
fahren. Als Negativkontrolle wurde der Stamm AAEC189 (IHIT24620), der sowohl in LB- als
auch in M63-Medium keine Biofilmbidlung zeigt, und als Positivkontrollen die Stadmme
W3110 (IHIT24619) und IMT 12041 (IHIT26347) (Tabelle 49) mitgefiihrt.

Zur Auswertung der Daten wurde die Bildung von Biofilmen relativ zum Wachstum von Bak-

terien mithilfe folgender Formel berechnet [247]:

AB-CW

SBF=

SBF: specific biofilm formation
AB: OD570 nm der anhaftenden Bakterienzellen
CW: OD570 nm der nur Medium enthaltenden wells (=Leerwert)

G: OD595 nm des Bakterienwachstums nach Inkubation

2.4.2 Langzeitkolonien auf Spanagar

Mithilfe von Langzeitkolonien auf Spanagar kann die Fahigkeit von Bakterien zur Biofilmbil-
dung auf einem festen Nahrmedium beurteilt werden. Dafuir wurden flissige GN-Kulturen (s.
2.3.1) angelegt. Nach dem Trocknen der Spanagarplatten Uiber eine Stunde unter der Steril-
bank wurden je 2 ul der GN-Kulturen auf je zwei Spanagarplatten mit respektive ohne NaCl
getropft. Nach Einziehen der Tropfen wurden die Platten mit Parafiim verschlossen und je-
weils eine Spanagarplatte mit und eine ohne NaCl bei 28C bzw. bei 37T fiur 10 Tage inku-

biert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Auswertung durch Beurteilung der Mor-
phologie der Makrokolonien und die Dokumentation mittels Stereomikroskop. Das Auftreten
radidrer oder verzweigter Oberflachenstrukturen wurde als positives Ereignis gewertet, eine
glatte Oberflache hingegen wurde als negativ bewertet [248]. Als Positivkontrolle wurden die
Stdamme W3110 (IHIT 24619) und IMT26949 (IHIT24594) und als Negativkontrolle der
Stamm AAEC189 (IHIT24620) (Tabelle 49) mitgefiihrt.

2.5 Statistische Auswertungen

Statistische Berechnungen wurden mit dem Programm IBM SPSS Statistics, Version 22
(IBM, Armonk; USA) durchgefihrt. Zur statistischen Analyse des KV-MTP-Tests wurde eine

einfaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen verwendet: Zur statistischen Analyse
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des Vorkommens von VAGs bei den verschiedenen phylogenetischen Gruppen bei E. coli
wurde der Bonferroni-Test angewendet.

Die statistische Signifikanzgrenze fir die berechneten Irrtumswahrscheinlichkeiten ist mit
(p) < 0,005 definiert.

Bei der Angabe der Signifikanzen wurden folgende Bezeichnungen verwendet:

n.s. = nicht signifikant (p = 0,05); wird nicht dargestellt
* = schwach signifikant (p < 0,05)

** = signifikant (p < 0,01)

*** = hoch signifikant (p < 0,001)
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IV Ergebnisse
1. Herkunft der E. coli- und Klebsiella spp.-lsolate

1.1 Herkunft der E. coli-lsolate

Im genannten Zeitraum konnten 3582 E. coli-Isolate aus dem eingesandten klinischen Un-
tersuchungsmaterial isoliert werden. Einsender waren neben den Kliniken und Einrichtungen
des Fachbereichs Veterindrmedizin der JLU Giellen ca. 400 externe Tierarztpraxen und -
kliniken aus ganz Deutschland. Die Herkunft der Isolate in Bezug auf Tierarten und Proben-

herkunft ist in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Verteilung der im Zeitraum vom 04.06.2012 bis 04.06.2013 gesammelten
E. colilsolate (n=3582)

% an Gesamtanzahl

Probenherkunft Anzahl n Isolate (n=3582)
Probenmaterial

Genitaltrakt 529 14,8
Haut/Haare 78 2,2
Kot 1947 54,3
Magen-Darm-Trakt 246 6,9
Organe 266 7.4
Respirationstrakt 201 5,6
Urin 142 4
Wunden 104 2,9
Sonstiges Probenmaterial’ 69 1,9
Tierart

Hund 656 18,3
Katze 234 6,5
Schwein 1523 42,5
Pferd 540 15,1
Rind 340 9,5
Sonstige Tierarten? 289 8,1

1: Abdomen, Auge, Blutkulturen, Flosse, Gelenk, Gewebe, Knochen, Lymphknoten, Milch, Ohren, ZNS, Thorax
2: Esel, kleine Wiederkauer, Nagetiere, V6gel, Zoo-/Wildtiere, Reptilien

Die Verteilung des Probenmaterials richtete sich nach dem eingesandten Untersuchungsgut
und unterlag daher einem Bias, der bei der Konzeption der Arbeit einkalkuliert war.

Die Mehrzahl (1947/54,3 %) der E. coli-Isolate wurde aus Kotproben kultiviert, gefolgt von
529 E. coli-Isolaten aus dem Genitaltrakt (14,8 %). Niedrigere Zahlen ergaben sich fiir Isola-
te aus dem Wundbereich (104/2,9 %) und aus Haut- bzw. Haarproben (78/2,2 %). Die meis-
ten Isolate stammten von Schweinen (1523/42,5 %) und von Hunden (656/18,3 %). 540
(15,1 %) E. coli-Isolate lieRen sich in Probenmaterial von Pferden, 340 (9,5 %) in Untersu-
chungsmaterial von Rindern nachweisen. Die geringste Anzahl an E. coli- Isolaten stammte
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von Katzen (234/6,5 %) und sonstigen Tieren (289/8,1 %) (Tabelle 16). Die hohe Anzahl an
von Rindern und Schweinen und aus Kotproben stammenden E. coli-Isolaten ist der Tatsa-
che geschuldet, dass das IHIT eine PCR-basierte Typisierung von E. coli aus Durchfallprob-
lematiken bei diesen Tieren als diagnostische Dienstleistung anbietet und entsprechend viel
Untersuchungsmaterial mit dieser Fragestellung eingeschickt wird. Insgesamt 1091 E. coli-

Isolate stammten daher aus Kot von Schweinen, 175 E. coli-Isolate aus Kot von Rindern.

1.2 Herkunft der Klebsiella spp.- Isolate

Es konnten 457 K. pneumoniae- und 132 K. oxytoca-Isolate aus dem im genannten Zeitraum
eingesandten Untersuchungsmaterial isoliert werden. Die Herkunft der Isolate in Bezug auf

Tierarten und Probenmaterial ist in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Verteilung der im Zeitraum 04.06.2012 bis 04.02.2014 gesammelten
K. pneumoniae- und K. oxytoca-lsolate

K. pneumoniae K. oxytoca

Probenherkunft Anzahln e @nGesamtanzahl | , .~ % an Gesamtanzahl
Isolate (n=457) Isolate (n=132)

Probenmaterial
Genitaltrakt 41 9,0 28 21,2
Haut/Haare 21 4,6 12 9,1
Kot 165 36,1 32 24,2
Magen-Darm-Trakt 24 52 2 1,5
Organe 63 13,8 18 13,6
Respirationstrakt 64 14,0 29 22,0
Urin 26 5,7 3 2,3
Wunden 25 55 2 1,5
Sonstiges Probenmaterial’ 28 6,1 6 4,6
Tierart
Hund 112 24,5 21 15,9
Katze 13 29 16 12,1
Schwein 187 40,9 26 19,7
Pferd 68 14,9 32 243
Rind 38 8,3 4 3,0
Sonstige Tierarten? 39 8,5 33 25

1: Abdomen, Auge, Blutkulturen, Knochen, Lymphknoten, Milch, Ohren, ZNS, Pericard
2: Esel, kleine Wiederkauer, Nagetiere, V6gel, Zoo-/Wildtiere, Reptilien

Die Mehrzahl der Klebsiella spp.-Isolate (K. pneumoniae: 36,1 %, K. oxytoca: 24,2 %)
stammte aufgrund der bereits o0.g. im IHIT angebotenen Dienstleistung aus Kotproben, ge-
folgt von Isolaten aus Organmaterial (13,8 %/13,6 %), aus dem Respirationstrakt
(14,0 %/22,0 %) und aus dem Genitaltrakt (9,0 %/21,2 %). Deutlich weniger Isolate konnten
aus Haut- bzw. Haarproben (4,6 %/9,1 %), aus dem Magen-Darm-Trakt (5,2 %/1,5 %), aus
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Urin (5,7 %/2,3 %), aus Wunden (5,5 %/1,5 %) und aus sonstigen Proben (6,1 %/4,6 %) kul-
tiviert werden.

Im Fall von K. pneumoniae war wie bei E. coli die Tierart Schwein aufgrund der tberdurch-
schnittlich groBen Anzahl von Kotproben von Schweinen dominierend (40,9 %; K. oxytoca
19,7 %), die meisten K. oxytoca-Isolate (24,3 %; K. pneumoniae 14,9 %) konnten hingegen
von Pferden isoliert werden. Weniger Isolate stammten bei beiden Spezies von Katzen
(2,9 %/12,1 %) und Rindern (8,3 %/3,0 %). 25 % der isolierten K. oxytoca-Stamme stammten

von Tieren, die unter ,Sonstige Tierarten* zusammengefasst wurden.

2. ESBL- und AmpC-bildende E. coli- und Klebsiella spp.-Isolate

2.1 Phianotypische Charakterisierung

2.1.1 Screening von E. coli-Isolaten auf reduzierte Empfindlichkeit gegeniiber
Cephalosporinen
Alle 3582 E. coli-Isolate wurden mithilfe des ,ESBL-Agars“ auf eine eventuell vorliegende
reduzierte Empfindlichkeit gegenuber Cephalosporinen gescreent. 438 Isolate zeigten ein
Wachstum auf dem ,ESBL-Agar® und galten somit als ESBL-/AmpC-verdachtig. Ein an-
schlieRender phanotypischer Bestétigungstest (,confirmatory test‘) wies 299 dieser Isolate
als ESBL-Bildner aus, bei 45 Isolaten ergab sich ein Verdacht der AmpC-Bildung.
In einzelnen Fallen stammten mehrere ESBL-bildende bzw. AmpC-verdéchtige Isolate aus
demselben Tierbestand. Mittels PFGE wurden die entsprechenden Isolate auf Klonalitat
Uberprift. Auf diese Weise identifizierte ,copy“-Stdmme wurden von den nachfolgenden Un-
tersuchungen ausgeschlossen. Nach Abzug der ,copy“-Stdmme ergab sich eine Anzahl von
280 phanotypisch als ESBL-Bildner bestéatigten und 38 AmpC-verdéchtigen E. coli-Isolaten
(Abbildung 4).
Die meisten ESBL-bildenden E. coli-Isolate wurden unter den von Schweinen stammenden
Isolaten gefunden (n=111), gefolgt von den Rinder- (n=52), Hunde- (n=50), Pferde- (n=43)
und Katzenisolaten (n=14) sowie den Isolaten sonstiger Tierarten (n=10). Eine prozentuale
Betrachtung dieser Werte ist jedoch aufgrund des oben beschriebenen Bias des Probenma-
terials sinnvoller. So erwiesen sich die von Rindern isolierten E. coli-Isolate am haufigsten
als ESBL-Bildner (15,3 %). Bei den porcinen E. coli-Isolaten handelte es sich in nur 7,3 %
der Félle um ESBL-Bildner, bei den tbrigen Tierarten machten diese einen Anteil von 3,6 bis
8,7 % aus. Bei Hunden wurden sowohl absolut (n=23) als auch prozentual (3,5 %) die meis-

ten AmpC-verdachtigen E. coli-Isolate nachgewiesen. Bei Rindern erwiesen sich 2,0 % der
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Isolate als AmpC-verdéchtig, bei den anderen Tierarten machten diese Isolate 0,2-0,9 % der
Gesamtisolatanzahl aus.

100%
90% —
80% — —
70% — —
B
g 60% — —
2 5% — —
E]
o 40% (— —
t
L 30% —— —
20% —— —
n
0% :. || [ | | -
Hund Katze Schwein Pferd Rind Sonstige
n=656 n=234 n=1523 n=540 n=340 n=289
Non-ESBL 583 218 1409 496 281 277
= AmpC-verdachtig 23 2 3 1 7 2
mESBL 50 14 111 43 52 10

Abbildung 4: ESBL-bildende (n=280) und AmpC-verdachtige (n=38) E. coli-Isolate,
verteilt nach Tierarten

Absolut konnten am meisten ESBL-Bildner unter den aus Kot stammenden Isolaten nachge-
wiesen werden (n=131), was sicherlich auch der hohen Zahl an Proben aus dieser Herkunft
geschuldet ist. Prozentual gesehen erwiesen sich die Isolate aus dem Kot hingegen nach
den Isolaten aus dem Genitaltrakt (4,3 %) am seltensten als ESBL-Bildner (6,7 %). Am hau-
figsten konnten ESBL-bildende E. coli-Isolate unter den Isolaten aus Wunden nachgewiesen
werden (19,2 %), gefolgt von Isolaten aus Haut- und Haarproben (16,7 %) und aus dem Urin
(12,7 %) (Abbildung 5).

Eine ahnliche Verteilung lieR sich bei den AmpC-verdachtigen Isolaten beobachten. Absolut
konnten die meisten bei den aus dem Kot stammenden Isolaten gefunden werden (n=12),
gefolgt von denen aus Haut- und Haarproben (n=5) und aus dem Magen-Darm-Trakt (MDT)
(n=4). Prozentual gesehen beinhaltete die Gruppe der aus Haut- und Haarproben isolierten
E. coli-Stamme die meisten AmpC-verdachtigen Isolate (6,4 %), danach folgten die Isolate
aus den sonstigen Proben (4,3 %), aus Wunden (2,9 %) und aus Urin (2,1 %). Bei den ubri-
gen Proben machten die AmpC-verdachtigen Isolate nur einen Anteil von 0,6-1,6 % aus
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: ESBL-bildende (n=280) und AmpC-verdachtige (n=38) E. coli-Isolate,
verteilt nach ihrer klinischen Herkunft

GT: Genitaltrakt, H/H: Haut/Haare, MDT: Magen-Darm-Trakt, Org: Organe, RT: Respirationstrakt, Sonst.: Sons-
tiges Probenmaterial

2.1.2 Screening von Klebsiella spp. auf reduzierte Empfindlichkeit gegeniiber
Cephalosporinen

Sowohl die 457 K. pneumoniae als auch die 132 K. oxytoca-Isolate wurden mittels der unter
2.1.1 beschriebenen Screeningmethode auf eine reduzierte Empfindlichkeit gegeniiber Ce-
phalosporinen getestet. Es erwiesen sich 61 der K. pneumoniae- und acht der K. oxytoca-
Isolate als positiv. Nach der Durchfihrung des ESBL-Bestatigungstests konnten 44
K. pneumoniae- und 5 K. oxytoca- Isolate als ESBL-Bildner bestatigt werden. Hinzu kamen
10 bzw. ein AmpC-verdachtiges Isolat.

K. pneumoniae

Absolut konnten bei den von Hunden stammenden K. pneumoniae-Isolaten am meisten
ESBL-Bildner nachgewiesen werden (n=25). Bei der Katze waren es drei Isolate, was einem
Anteil von 23,1 % bei dieser Tierart entsprach. Bei Rindern und Schweinen war die Anzahl
der ESBL-Bildner unter den K. pneumoniae-lsolaten insgesamt geringer (Rinder: n=1; 2,6 %,
Schwein: n=3; 1,6 %).
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AmpC-verdachtige K. pneumoniae-Isolate konnten mit einem Anteil von 8,9 % nur bei den

von Hunden stammenden Isolaten gefunden werden.
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n=112 n=13 n=68 n=38 n=187 n=39
Non-ESBL/AmpC 77 10 60 37 184 35
= AmpC-verdachtig 10 0 0 0 0 0
mESBL 25 3 8 1 3 4

Abbildung 6: Verteilung ESBL-bildender (n=44) und AmpC-verdachtiger (n=10)
K. pneumoniae-solate, verteilt nach Tierarten

Die mit Abstand meisten ESBL-Bildner unter den K. pneumoniae-lsolaten lieRen sich sowohl
prozentual als auch absolut in Wunden (n=14; 56,1 %) und im Urin (n=9; 34,6 %) nachwei-
sen (Abbildung 7). Im Kot waren prozentual am wenigsten ESBL-Bildner (1,8 %) vorhanden.
AmpC-verdachtige K. pneumoniae-Isolate stammten nur aus dem Urin (n=5), aus einer
Wunde (n=1) und aus sonstigen Proben (n=4). Im Urin konnten prozentual am meisten
AmpC-verdachtige Isolate (19,2 %) gefunden werden (Abbildung 7).

Unter den aus dem Genitaltrakt stammenden K. pneumoniae-Isolaten befanden sich weder

ESBL-Bildner noch AmpC- verdéachtige Isolate.
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Abbildung 7: Verteilung ESBL-bildender (n=44) und AmpC-verdachtiger (n=10)
K. pneumoniae-solate, verteilt nach klinischer Herkunft
GT: Genitaltrakt, H/H: Haut/Haare, MDT: Magen-Darm-Trakt, Org: Organe, RT: Respirationstrakt, Sonst.: Sonsti-

ges Probenmaterial

K. oxytoca

Drei der funf ESBL-bildenden K. oxytoca-Isolate stammten von Pferden, die anderen zwei
von Katzen. Zwei Isolate konnten aus Kotproben und jeweils ein Isolat aus dem Respirati-
onstrakt, aus Haut-/Haarproben und aus dem Ohr kultiviert werden. Das AmpC-verdéachtige

Isolat wurde im Urin eines Hundes nachgewiesen.

2.1.3 Antibiotikaempfindlichkeit

Mittels Agardiffusionstest wurde bei allen ESBL-bildenden und AmpC-verdachtigen E. coli-
und Kilebsiella spp.-Isolaten die Empfindlichkeit gegentiber acht antimikrobiellen Substanzen
aus den Klassen der B-Laktam-Antibiotika und der Fluorchinolone Uberpriift (Tabelle 18).
Eine therapeutische Korrektur der Cephalosporine bei ESBL-bildenden E. coli und
K. pneumoniae ist laut CLSI nicht mehr notwendig und wurde somit nicht durchgefiihrt [236].
Am haufigsten konnte bei E. coli erwartungsgemal eine Resistenz gegentber Cephalospo-
rinen beobachtet werden, 50 % der Isolate verhielten sich zudem resistent gegeniiber min-
destens einem Fluorchinolon-Antibiotikum. 140 Isolate (44 %) wiesen eine kombinierte Re-
sistenz gegeniuiber mindestens einem der beiden getesteten Cephalosporine und einem der
getesteten Fluorchinolone auf. Alle E. coli-Isolate erwiesen sich als sensibel gegeniber

Imipenem, 2,2 % (n=7) zeigten eine intermediédre Empfindlichkeit gegenlber Ertapenem.
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Der Anteil der Ciprofloxacin-resistenten K. pneumoniae-lsolate lag bei 83,3 % und war damit
deutlich héher als bei den E. coli-Isolaten. Auch gegentiber Amoxicillin-Clavulansaure waren
mit 70,4 % ebenfalls deutlich mehr Isolate resistent im Vergleich zu E. coli (15,4 %). Eine
kombinierte Cephalosporin/Fluorchinolon-Resistenz war bei 37 K. pneumoniae-Isolaten
(68,5 %) nachzuweisen. Unter den K. pneumoniae-lIsolaten waren 48,1 % resistent gegen-
Uber Ertapenem, 5,6 % gegenuber Imipenem. Die K. oxytoca-Isolate zeigten insgesamt we-

niger Resistenzen als die K. pneumoniae-lsolate (Tabelle 18).

Tabelle 18: Ergebnis der Empfindlichkeitspriifung bei ESBL-bildenden/AmpC-
verdachtigen E. coli-und Klebsiella spp.-Isolaten mittels Agardiffusionstest

E. coli (n=318) K. pneumoniae (n=54) K. oxytoca (n=6)

Antimikrobielle I o — o - o
Substanz Empfindlichkeit in % Empfindlichkeit in % Empfindlichkeit in %

R | S R | S R | S
Cefotaxim® 890 75 35 | 815 74 11,1 333 66,7 0,0
Cefquinom’® 77,0 7,6 15,4 81,5 11,1 7.4 33,3 16,7 50,0
Amoxicillin- 15,4 19,5 65,1 70,4 7.4 22,2 50,0 16,7 33,3
Clavulansiure'
Imipenem’ 0,0 0,0 100,0 5,6 3,7 90,7 0,0 0,0 100,0
Ertapenem? 0,0 2,2 97,8 48,1 9,3 42,6 16,7 0,0 83,3
Ciprofloxacin® 45,9 57 48.4 83,3 1,9 14,8 16,7 0,0 83,3
Enrofloxacin’ 50,0 6,0 44,0 83,3 1,9 14,8 16,7 0,0 83,3
Pradofloxacin’ 50,0 1,9 48,1 61,1 24,1 14,8 16,7 16,7 66,6

1= nach [235], 2= nach [236], 3= nach Rosco Diagnostica, Taastrup (DK): “Interpretation of the Antibiogramme
with Neo-Sensitabs”

2.2 Genotypische Charakterisierung
2.2.1 Nachweis von ESBL-/erworbenen AmpC-Genen

2211 E.coli

Bei 272 der 280 phanotypisch als ESBL-Bildner bestétigten Isolate konnte ein ESBL-Gen
nachgewiesen werden, drei Isolate trugen ein erworbenes AmpC-Gen. Funf Isolate konnten
mithilfe der in dieser Arbeit durchgefuhrten Methoden genotypisch nicht als ESBL- oder
AmpC-Bildner bestétigt werden. Bei 25 der 38 AmpC-verdéachtigen Isolate konnte ein erwor-
benes AmpC-Gen nachgewiesen werden, die Ubrigen 13 Isolate wiesen weder ein ESBL-
noch ein erworbenes AmpC-Gen auf. Diese und die funf Isolate, die ph&notypisch, jedoch
nicht genotypisch als ESBL-Bildner bestatigt werden konnten, werden in Tabelle 19 und Ta-

belle 20 als ,nicht typisierbar” bezeichnet.
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Am haufigsten konnte das ESBL-Gen blacrx.m1 (n=165) nachgewiesen werden, gefolgt von
blactxm-1s (N=67) und blacmy-2 (n=29). Auch die SHV-ESBL konnten in Form von SHV-12
(n=17) und SHV-2 (n=1) gefunden werden. Neben drei Isolaten, die die ESBL TEM-52 auf-
wiesen, konnten bei weiteren Isolaten andere Gene aus der CTX-M-Familie und unterschied-
liche erworbene AmpC nachgewiesen werden. In einigen Fallen konnte der genaue Typ ei-
ner ESBL-/AmpC durch die Sequenzanalyse nicht ermittelt werden. Fir diese Isolate wurde
im Folgenden die Bezeichnung ,-like“ verwendet. Sechs E. coli-Isolate kombinierten in ihrem
Genotyp ein ESBL- mit einem AmpC-Gen (CMY-2/CTX-M-15, CMY-like/CTX-M-15, CMY-
like/CTX-M-1, ACC-4/CTX-M-1, CMY-2/SHV-12); acht Isolate zeigten eine Kombination aus
zwei ESBL-Genen (CTX-M-15/SHV-12, CTX-M-1/SHV-12).
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ESBL-/AmpC-Typen

Abbildung 8: Verteilung der ESBL-/AmpC-Typen bei E. coli

Etwas mehr als die Halfte der CTX-M-1-Enzyme (52,7 %) konnte beim Schwein nachgewie-
sen werden. Bei dieser Tierart machte dieser Typ auch den GroRteil der nachgewiesenen
ESBL-Gene aus (78,4 %), ebenso bei Rindern (53,8 %) und bei Pferden (58,1 %). Bei Hun-
den Uberwog dahingegen der CTX-M-15-Typ (50 %), welcher bei den GroRtieren im Ver-
gleich zu CTX-M-1 deutlich weniger vorkam (s. Tabelle 19). Hervorzuheben ist des Weiteren,
dass 72,4 % der CMY-2-Enzyme beim Hund nachgewiesen werden konnten. Auch die ESBL
vom SHV-12-Typ konnte mit Ausnahme vom Pferd hauptséchlich bei Hund und Katze ge-
funden werden, bei Rind und Schwein nur jeweils in einem Fall. Die Verteilung der ESBL-/

AmpC-Typen in Bezug auf Tierarten ist in Tabelle 19 dargestellt.
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Tabelle 19: ESBL-/AmpC-Typen bei E. coli, verteilt nach Tierarten

Hund Katze Pferd Rind Schwein Sonstige
ESBL-/ (n=73) (n=16) (n=44) (n=59) (n=114) (n=12)
AmpC-Typ
n positive Isolate

CTX-M-1 19 5 24 28 87 2
CTX-M-3 0 1 2 2 0
CTX-M-14 1 0 1 8 6 2
CTX-M-15 25 5 12 11 10 4
CTX-M-27 0 0 0 0 1 0
CTX-M-55 1 1 0 0 10 0
SHV-12 9 2 5 0 1 0
SHV-2 0 0 0 0 1 0
TEM-52 0 1 0 0 2 0
CMY-like 1 0 0 0 1 0
CMY-2 21 2 2 2 1 1
DHA-1 0 0 0 0 1
ACC-4 0 0 0 1 0 0
nicht typisierbar 7 0 7 1 1 2

Bezuglich der klinischen Herkunft konnten 60 % der CTX-M-1-Enzyme bei Isolaten aus Kot-
proben gefunden werden. Hier machten sie 70,2 % der insgesamt nachgewiesenen ESBL-
Gene aus. Die restlichen 40 % der CTX-M-1-Enzyme verteilten sich auf das tbrige klinische
Probenmaterial. Vor allem aber wies ein Grofteil der Isolate aus dem Respirationstrakt
(68,8 %), aus dem Genitaltrakt (43,5 %), aus dem MDT (52,0 %) und aus Wunden (55,0 %)
das blacrx.m-1-Gen auf. Mehr als die Hélfte der ESBL-bildenden E. coli-Isolate aus dem Urin
besall eine ESBL vom Typ CTX-M-15 (55,6 %), ebenso die Isolate aus den Organen
(44,4 %). Die Verteilung der ESBL-/AmpC-Typen in Bezug auf die klinische Herkunft ist in
Tabelle 20 dargestelit.
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2.21.2 Klebsiella pneumoniae

Von den 44 phanotypisch als ESBL-Bildner bestétigten K. pneumoniae-Isolaten konnten 35
auch genotypisch als solche bestéatigt werden. Sechs erwiesen sich als AmpC-Bildner, drei
Isolate konnten mit den Methoden dieser Arbeit genotypisch weder als ESBL- noch als
AmpC-Bildner bestatigt werden. Neun der 10 AmpC-verdédchtigen Isolate lieken sich auch
genotypisch als solche bestétigen, lediglich ein Isolat entzog sich der genaueren Genotypi-
sierung.

Unter den 35 ESBL-bildenden K. pneumoniae-Isolaten trugen 25 Isolate das blacrx.w.15-Gen,
acht Isolate blactx.m.1 und jeweils ein Isolat blacrx.miike UNd blasyy.27. Von den AmpC-Genen

trat am haufigsten blapya.1 auf, nur ein Isolat besal ein blacyy.-Gen (Abbildung 9).

30 -
25

N
(&)
L

N
o
L

14

Anzahl positive Isolate
N -
o [6,]
L L
[e-]

[é)]
L

0 - i . e 0 e .
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Abbildung 9: ESBL-/AmpC-Typen bei K. pneumoniae

Unter den 25 ESBL-K. pneumoniae-Isolaten vom CTX-M-15-Typ stammten 17 von Hunden.
Bei dieser Tierart machte CTX-M-15 nahezu die Halfte der gesamten ESBL-bildenden
K. pneumoniae-Isolate aus. Drei ESBL-bildende K. pneumoniae-lsolate stammten von der
Katze, auch sie besaflien alle die ESBL vom Typ CTX-M-15. Die blacrx.m.1-Gene konnten
hingegen tberwiegend bei den Grofitieren gefunden werden (n=6). Des Weiteren konnte die
AmpC DHA-1 tUberwiegend beim Hund nachgewiesen werden (n=13). Die genaue Verteilung
der ESBL-/AmpC-Typen in Bezug auf die Tierarten ist in Tabelle 21 dargestellt.
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Tabelle 21: ESBL-/AmpC-Typen bei K. pneumoniae, verteilt nach Tierarten

ESBL-/ Hund Katze Pferd Rind Schwein  Sonstige
(n=35) (n=3) (n=8) (n=1) (n=3) (n=4)

AmpC-Typ Anzahl positive Isolate

CTX-M-15 17 3 4 0 0 1
CTX-M-1 1 0 2 1 3 1
CTX-M-like 0 0 1 0 0 0
SHV-27 1 0 0 0 0 0
DHA-1 13 0 0 0 0 1
CMY-2 1 0 0 0 0 0
nicht typisierbar 2 0 1 0 0 1

Die CTX-M-15- Enzyme fanden sich Uberwiegend in Proben aus Wunden (n=10), aus dem
Respirationstrakt (n=5) und aus dem Urin (n=6). Auch der Nachweis der AmpC DHA-1 ge-
lang vermehrt bei Isolaten aus dem Urin (n=8). Die Verteilung der ESBL-/AmpC-Typen in
Bezug auf die klinische Herkunft ist in Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: ESBL-/AmpC-Typen bei K. pneumoniae, verteilt nach klinischer Herkunft

ESBL-/ H/H Kot MDT  Organe RT Urin Wunde Sonstiges
(n=3) (n=3) (n=2) (n=5) (n=7) (n=14) (n=15) (n=5)

AmpC-Typ Anzahl positive Isolate

CTX-M-15 1 1 1 0 5 6 10 1
CTX-M-1 1 1 1 3 1 0 1 0
CTX-M 0 0 0 0 0 0 1 0
SHV-27 1 0 0 0 0 0 0 0
DHA-1 0 1 0 0 0 8 2 3
CMY-2 0 0 0 0 0 0 1 0
nicht typisierbar 0 0 0 2 1 0 0 1

H/H: Haut/Haare, MDT: Magen-Darm-Trakt, RT: Respirationstrakt

2.21.3 K oxytoca

Alle phénotypisch als ESBL-Bildner bestatigten K. oxytoca-Isolate konnten auch genotypisch
als solche bestatigt werden. Drei Isolate besaflen eine ESBL vom Typ SHV-12 und jeweils
ein Isolat die ESBL-Typen CTX-M-1 und CTX-M-3. Das AmpC-verdachtige K. oxytoca-Isolat
konnte genotypisch weder als ESBL- noch als AmpC-Bildner bestatigt werden.

2.2.2 Nachweis von Mutationen bei E. coli in der AmpC-Promotor-Region

Durch Amplifikation und anschlieRender Sequenzierung des ampC-Gen-Promotors konnte
bei 12 der 13 E. coli-Isolate, die phanotypisch als AmpC-verdéachtig galten, bei denen jedoch
kein erworbenes AmpC-Gen mittels PCR nachgewiesen werden konnte, eine oder mehrere
Mutationen in der Region des ampC-Gen-Promotors gefunden werden. Dies deutet auf eine

Verstérkung des Promotors und eine damit einhergehende Hyperproduktion der konstitutiv
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gebildeten AmpC hin. Die Isolate 1 bis 9 (Tabelle 23) wiesen bei -18 einen Basenaustausch
von G > A, bei -1 und +42 jeweils einen Basenaustausch von C > T und bei +58 einen Ba-
senaustausch von C > T auf. Isolat-Nr. 10 besal’ keine Mutationen bei -18 und -1, daftr fehl-
te eine Base (A) bei +5. Isolat-Nr. 11 besaR® neben den o.g. Basenaustauschen zuséatzlich
bei +37 einen Basenaustausch von G > A. Darliber hinaus wies es bei der -35 -Box die Kon-
sensus-Sequenz TTGACA auf. Bei Isolat-Nr. 12 fehlte die Mutation an Position -42 (Tabelle
23).

Tabelle 23: Uberblick liber E. coli-Isolate mit Mutationen im ampC-Promotor, deren
Position und die dadurch vermittelten Resistenzen gegeniiber 3-Laktam-
Antibiotika im Agardiffusionstest (s. 2.1.5.1)

Isolat- IHIT-Nr. Position der Mutation im ampC- Resistenz/eingeschrankte

Nr. Promotor (in Bezug auf E. coli Empfindlichkeit gegeniiber
K-12, s. 2.3.2.4)

1 23214 -18, -1, -42, +58 CTX, CEF, AMC

2 23219 -18, -1, -42, +58 AMC (1)

3 23227 -18, -1, -42, +58 AMC

4 23228 -18, -1, -42, +58 AMC

5 23241 -18, -1, -42, +58 CTX (I), AMC

6 23242 -18, -1, -42, +58 CTX (l), AMC

7 23244 -18, -1, -42, +58 AMC

8 23247 -18, -1, -42, +58 AMC

9 23251 -18, -1, -42, +58 CTX (l), AMC

10 23236 -42, +58, +5 CTX (1), CEF (1)

11 23239 -18, -1, -42, +58,-35, +37 CTX (1), CEF (1), AMC

12 23245 -18, -1, +58 CTX (l), AMC

I=eingeschrankte Empfindlichkeit

2.2.3 Nachweis weiterer B-Laktamase-Gene

2.2.31 E. coli

Von den 318 im phéanotypischen Bestéatigungstest getesteten E. coli-Isolaten konnten 172
positiv fur blarem.ike getestet werden. Die TEM-Gene wurden nur sequenziert, wenn bei dem
entsprechenden Isolat keine andere ESBL/AmpC bestimmt werden konnte. In den anderen
Fallen wurde aufgrund des sehr haufigen Vorkommens von TEM-1 von einer Sequenzierung
abgesehen und der genaue TEM-Typ nicht bestimmt. Darlber hinaus besallen 27 Isolate
eine B-Laktamase aus der OXA-Gruppe-1, neun Isolate eine aus der OXA-Gruppe 2. Bei
zwei Isolaten konnte ein blasyy.ike-Gen nachgewiesen werden, von dem der genaue Typ mit-

tels Sequenzanalyse nicht ermittelt werden konnte.
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2.2.3.2 Kilebsiella spp.

Von 54 im phanotypischen Bestatigungstest Uberpriften K. pneumoniae-lsolaten besalien
47 ein SHV-Gen. Darunter befanden sich die Genvarianten blaspy.1, blasny.11 und blaspy.os.
Bei 36 Isolaten konnte eine B-Laktamase aus der OXA-Gruppe-1, bei drei Isolaten eine aus
der OXA-Gruppe 2 nachgewiesen werden. 32 K. pneumoniae-Isolate waren zudem positiv

fur blatem-ike- Auch bei vier K. oxytoca-Isolaten konnte blarenm.ike Nachgewiesen werden.
2.2.4 Nachweis plasmidkodierter Chinolon-Resistenz- (,,PMQR*“)-Gene

2241 E. coli

Von 318 phéanotypisch als ESBL-Bildner bestéatigten bzw. AmpC-verdachtigen E. coli-Isolaten
besalen 69 ein oder mehrere plasmidkodierte Chinolonresistenzgene. Bei der Halfte der
Isolate (50,7 %) konnte dabei das Gen fiir die Aminoglykosid-Acetyltransferase Aac(6°)-Ib-cr
nachgewiesen werden (Abbildung 10). Am zweithdufigsten kam das Qnr-Protein-Gen qnrS1
(40,6 %) vor, gefolgt von gnrB2 (10,1 %) und qnrB19 (5,8 %). Die Effluxpumpe OqgxB trat nur
in einem Fall auf. Sieben Isolate besalRen sowohl das qnrS1- als auch das aac(6°)-Ib-cr-Gen
(Abbildung 10).

Anzahl positive Isolate

qnrS1 qnrB2 qnrB19 qnrB4 qnrB-like aac(6°)-Ib-cr  ogxB

PMQR-Gene

Abbildung 10: PMQR-Gene bei ESBL-bildenden/AmpC-verdachtigen E. coli-lsolaten

2.24.2 Kilebsiella spp.

Von 54 phéanotypisch als ESBL-Bildner bestatigten bzw. als AmpC-verdachtig geltenden
K. pneumoniae-Isolaten besallen 53 eine oder mehrere PMQR-Gene. Das Gen fir die
Effluxpumpe OgxA besalen 53 der Isolate (98,1 %), 38 Isolate (70,3 %) das Gen fir die
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Effluxpumpe OgxB. Auch das Gen fur das Qnr-Protein QnrB4 war bei 14 (25,9 %) der
K. pneumoniae-Isolate vorhanden. Die Tendenz gleichzeitig mehrere PMQR-Mechanismen
zu besitzen, war bei K. pneumoniae deutlich héher als bei E. coli. Sechs (11,3 %) Isolate
wiesen einen, 16 (30,2 %) zwei, 24 (45,3 %) drei und 7 Isolate (13,2 %) sogar vier unter-
schiedliche PMQR-Mechanismen auf. Oftmals konnten dabei ogxA und aac(6’)-lb-cr ge-

meinsam in einem Isolat nachgewiesen werden (n=31) (Abbildung 11).
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Abbildung 11: PMQR-Gene bei ESBL-bildenden/AmpC-verdichtigen K. pneumoniae-
Isolaten

2.2.5 Kombinationen aus ESBL-/AmpC und PMQR

2.251 E.coli

Achtundzwanzig E. coli- Isolate kombinierten in ihrem Genom das ESBL-Gen blactx.m.15 it
aac(6°)-Ib-cr. Das entsprach 41,8 % der CTX-M-15 tragenden E. coli- Isolate. Des Weiteren
konnte eine Haufung fur die Kombination blasny.12-qnrS1 beobachtet werden. 64,7 % (n=11)
der SHV-12 tragenden E. coli-Isolate besaRRen zusatzlich das qnrS71-Gen. Sieben dieser Iso-
late besalRen zusatzlich ein aac(6’)-Ib-cr-Gen. Von den 165 CTX-M-1 tragenden E. coli-
Isolaten konnte bei 23 Isolaten (13,9 %) eine PMQR-Determinante nachgewiesen werden,
am haufigsten QnrS1 (n=11). Von den 29 E. coli-Isolaten, die die AmpC CMY-2 besafen,
wiesen 10 (34,7 %) eine PMQR-Determinante auf, sechs davon das Qnr-Protein QnrB2.
CTX-M-14, die dritthaufigste ESBL unter den E. coli-Isolaten, trat in allen Féllen ohne eine
zusatzliche PMQR-Determinante auf (Tabelle 24).
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Tabelle 24: Kombination von ESBL-/AmpC-Typen mit PMQR bei E. coli

PMQR-Determinante
ESBL-/ Qnrs1 QnrB2 QnrB19 QnrB4  QnrB-like Aac(6’)-lb- OqxB
AmpC-Typ (n=28) (n=7) (n=4) (n=1) (n=1) cr(n=35) (n=1)
Anzahl positive Isolate
CTX-M-15 (n=67) 8 0 0 0 0 28 0
CTX-M-1 (n=165) 11 1 4 1 0 7 1
CTX-M-14 (n=18) 0 0 0 0 0 0 0
CTX-M-27 (n=1) 0 0 0 0 0 0 0
CTX-M-3 (n=5) 2 0 0 0 0 0 0
CTX-M-55 (n=2) 0 0 0 0 0 0 0
SHV-12 (n=17) 11 1 0 0 0 6 0
SHV-2 (n=1) 0 0 0 0 0 0 0
TEM-52 (n=3) 0 0 0 0 0 0 0
CMY-like (n=2) 0 0 0 0 0 1 0
CMY-2 (n=29) 2 6 0 0 0 2 0
DHA-1 (n=1) 0 0 0 0 1 0 0

2.2.5.2 Kilebsiella spp.

Bei allen CTX-M-15-produzierenden K. pneumoniae-Isolaten liel} sich das PMQR-Gen ogxA
nachweisen, bei 23 zusétzlich aac(6')-Ib-cr. Das Gen fur die Effluxpumpe OgxA war bei allen
CTX-M-1 bildenden Isolaten vorhanden, ebenso wie bei 12 von 15 DHA-1- positiven Isola-
ten. Diese besallen zudem alle das Gen qnrB4 und groRtenteils zusétzlich ogxB, das auch
bei funf CTX-M-1-positiven K. pneumoniae-Isolaten nachgewiesen werden konnte (Tabelle
25).

Tabelle 25: Kombination von ESBL-/AmpC-Typen mit PMQR bei K. pneumoniae

PMQR-Determinanten
ESBL-/ OgxA OqgxB Aac(6")-lb- QnrB4 Qnrs1
AmpC-Typ (n=50) (n=17) cr (n=31) (n=14) (n=2)
Anzahl positive Isolate
CTX-M-15 (n=25) 25 1 23 0 0
CTX-M-1 (n=8) 8 5 1 1
DHA-1 (n=15) 12 12 8 15 0
SHV-27 (n=1) 1 0 0 0 1
CMY-2 (n=1) 0 0 0 0 0

2.2.6 Virulenzassoziierte Gene bei E. coli-lsolaten aus dem Magen-Darm-Trakt
von Schweinen und Rindern

Mittels der nach Barth et al. modifizierten Bosworth-PCR [240] konnten die 97 ESBL-

bildenden bzw. AmpC-verdachtigen E. coli-Isolate, die aus dem Kot bzw. MDT von Schwei-

nen stammten, auf neun fir beim Schwein mit Diarrhoe-assoziierte VAGs untersucht wer-

den. Ein GroRteil dieser Isolate (87,2 %) wies keines der untersuchten VAGs auf. Bei drei
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Isolaten konnte die Kombination der Gene flir das hitzelabile Enterotoxin, das hitzestabile
Enterotoxin | und fur die F4-Fimbrie nachgewiesen werden. Vier Isolate besalRen zusétzlich
das Gen fir das hitzestabile Enterotoxin Il. Zwei Isolate waren positiv fiir eae, bfp konnte
jedoch in beiden Fallen nicht nachgewiesen werden. Ein Isolat besal} das Shigatoxin 2e-Gen
(Tabelle 26).

Die 46 aus dem Kot bzw. aus dem MDT von Rindern stammenden ESBL-bildenden bzw.
AmpC-verdachtigen E. coli-Isolate wurden mittels der PCR zum Nachweis virulenzassoziier-
ter Gene bei E. coli-Isolaten von Rindern modifiziert nach van Bost, Franck und Nguyen un-
tersucht. Bei 14 Isolaten (30,4 %) konnte keines der gesuchten VAGs gefunden werden. Die
bei den ubrigen Isolaten nachgewiesenen Gene papC, iucD und f17 kommen auch bei nicht
von Rindern stammenden E. coli vor und ermdglichen keine Zurodnung zu einem bestimm-

ten Pathotyp.

Tabelle 26: Virulenzassoziierte Gene bei ESBL-/AmpC-bildenden E. coli aus dem Ma-
gen-Darm-Trakt von Schweinen und Rindern

E. coli-lsolate E. coli-lsolate

MDT Schwein (n=97) MDT Rind (n=46)

Virulenzassoziiertes Gen n/% Virulenzassoziiertes Gen n/%
estb+elt+f4 3/3,1 iucD 8/17,4
estb+estap+elt+f4 4/4,1 papC 8/17,4
estb+estap+elt 11,0 iucD+papC 11/23,9
estb+estap+f18 11,0 f17 3/6,5
eae 22,1 f17+iucD 12,2
stx2e 11,0 f17+iucD+papC 12,2
negativ 85/87,2 negativ 14/30,4

estb: hitzestabiles Enteroxin |, estap: hitzestabiles Enterotoxin Il, elt: hitzelabiles Enterotoxin, f4: F4-Fimbrie, f18:
F18-Fimbrie, eae: Intimin, stx2e: Shigatoxin 2e, iucD: Eisenaufnahmesystem, papC: P-Fimbrie, f17: F17-Fimbrie

2.3 Phylogenetische Untersuchungen

2.31 E.coli

Alle 318 E. coli-Isolate, die phanotypisch als ESBL-Bildner bestétigt werden konnten oder als
AmpC-verdéachtig galten, wurden mittels der Quadruplex-PCR nach Clermont [138] in phylo-
genetische Gruppen eingeteilt. Die Zuordnung der Isolate in die einzelnen Gruppen ist in
Abbildung 12 dargestellt. Der grote Teil konnte dabei den i. d. R. kommensale E. coli be-
herbergenden Gruppen A (n=132) und B1 (n=79) zugeordnet werden. Zwolf Isolate erwiesen
sich als der Gruppe B2 zugehorig, der meist extraintestinal pathogene E. coli angehéren.

Achtzehn bzw. 23 Isolate fielen in die ebenfalls oftmals EXPEC beinhaltenden Gruppen D
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und F. Sieben Isolate wurden in die Gruppe E eingeordnet, 39 in die Gruppe C. Sieben Isola-
te konnten mithilfe der PCR nicht typisiert werden (Abbildung 12).

140 132
120
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60
40
20 12 7

Anzahl E. coli-Isolate

Phylogenetische Gruppe &

Abbildung 12: Verteilung der phylogenetischen Gruppen bei phanotypisch bestéatigten
ESBL-bildenden und AmpC-verdachtigen E. coli

2.3.1.1 ESBL-/AmpC-bildende E. coli-Isolate aus den phylogenetischen
Gruppen B2, D und F

Da ExPEC-Isolate besonders haufig den Phylogruppen B2, D und F angehéren, wurden die

Isolate dieser Gruppen naher typisiert, um Rickschlisse auf das pathogenetische Potential

ziehen und Vergleiche mit humanen ExPEC-Isolaten diskutieren zu kénnen.

Multilokus-Sequenztypen

Von den 30 Isolaten, die den Phylogruppen B2 und D angehérten (Abbildung 12), wurde der
Sequenztyp ermittelt. Unter den Gruppe B2-Isolaten konnten sieben verschiedene ST nach-
gewiesen werden. Drei Isolate wurden dem ST131 zugeordnet, jeweils zwei Isolate gehorten
zu den ST ST141, ST372 und ST73.

Unter den Gruppe D-Isolaten konnten acht verschiedene ST nachgewiesen werden. Dem
ST973 gehorten dabei vier, den ST ST38, ST405, ST68 und ST69 jeweils zwei Isolate an.
Isolat IHIT23192 gehdrte einem bis dato unbekannten ST, dem ST1034, an (Tabelle 27).
Unter den Phylogruppe F E. coli- Isolaten erwiesen sich 14 als dem ST648 zugehdrig. Die
Ubrigen neun Isolate verteilten sich auf die ST ST117 (n=3), ST354 (n=2), ST42, ST1340,
ST1674 und ST967 (jeweils n=1) (Tabelle 28).
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Virulenzassoziierte Gene

Mit den MP-PCRs I-IX wurden die E. coli-Isolate aus den Phylogruppen B2 (n=12) und D
(n=18) auf das Vorhandensein von VAGs untersucht. Die B2-E. coli-Isolate besallen im Mit-
tel 23 (+7, -6) der 59 getesteten VAGs. Bei den Gruppe-D-E. coli waren es 12 VAGs (+ 5).

Hoch signifikant (p < 0,001) am haufigsten konnten bei den E. coli-Isolaten aus der Ecor-
Gruppe B2 die Gene fur Adhasine und Eisenaufnahmesysteme nachgewiesen werden. Im
Durchschnitt besaRen die Isolate sieben Adhdsin-Gene. Bei allen 12 Isolaten konnten das fir
Curli kodierende Gen c¢sgA und die fiir unterschiedliche Fimbrientypen kodierenden Gene
fimC und mat detektiert werden. Das Hitze-resistente Agglutinin-Gen hra kam bei 11 Isolaten
vor. Weitere haufiger nachgewiesene Adhasine waren S- und F1C-Fimbrien (sfa/foc) und
unterschiedliche Gene der P-Fimbrien (papAH, papEF, papGll, Ill). Zudem besalien sie im
Durchschnitt sieben Gene, die den Eisenaufnahmesystemen zugeordnet werden. Alle Isolate
wiesen die fur das Yersiniabaktin-System wichtigen Gene fyuA und irp2 auf, 10 Isolate be-
sallen darlber hinaus sitA und feoB und auch das fur den Salmochelin-Rezeptor kodierende
Gen iroN konnte bei acht Isolaten nachgewiesen werden. Sowohl von den den Invasi-
nen/Protektinen zugeordneten Genen als auch von den Uberpriiften Toxingenen besallen die
Gruppe B2- E. coli-Isolate im Durchschnitt drei Gene. Haufig nachgewiesene Toxingene wa-
ren dabei cnf1/2 und hlyA (Abbildung 13, Tabelle 27).

Auch die E. coli- Isolate aus der phylogenetischen Gruppe D besaflien hochsignifikant
(p < 0,001) am meisten VAGs aus den Gruppen der Eisenaufnahmesysteme und der Adha-
sine. Neben feoB, das bei allen 18 Isolaten nachgewiesen werden konnte, traten haufig die
in die Aerobaktin-Synthese involvierten Gene iucD und iutA sowie das Yersiniabaktin-
Synthese-Gen irp2 auf. Von den mit Adhasion assoziierten Genen konnten bei den Ecor D-
E. coli-Isolaten im Durchschnitt vier nachgwiesen werden. Bei allen Isolaten konnten, wie
auch schon bei den Ecor B2-E. coli-Isolaten, Gene fur Curli-Fimbrien (csgA), Typ 1-Fimbrien
(fimC) und MAT-Fimbrien (mat) nachgewiesen werden. Zudem kamen aber auch das Blut-
gruppen M-spezifische Adhasin (bmaE) und andere Adh&singene (iha, hra) mehrmals vor.
Bei einer Mehrzahl der Isolate konnte auRerdem das Outer membrane protein A-Gen (ompA)
nachgewiesen werden. Andere Invasin/Protektin- und auch Toxin-Gene waren nur vereinzelt
vertreten (Tabelle 27, Abbildung 13).

Die dem ST648 angehdérenden Isolate aus der phylogenetischen Gruppe F wurden aufgrund
seiner besonderen Bedeutung durch eine haufig vorkommende Kombination von Multiresis-
tenz und Virulenz ebenfalls auf das Vorhandensein von VAGs untersucht. Bei keinem der
Isolate konnte ein Toxingen gefunden werden. Bei allen Isolaten lieBen sich hingegen die
Adhésin-Gene fimC, mat und csgA und zusétzlich die fur Teile verschiedener Eisenaufnah-

mesysteme wichtigen Gene feoB und chuA nachweisen. Jedes Isolat besal® auBerdem das

69



Ergebnisse

fur einen Zuckertransporter kodierende und als Marker fur eine PAI fungierende Gen malX.
Die Gruppe F-ST648- E. coli-Isolate sind in Tabelle 28 gelistet.

m Ecor B2

mEcorD -

Ecor F (ST648)

Durchschnittliche Anzahl (n)
O AN W NGO O N ®

9
<® VAG-Kategorien (Anzahl der getesteten VAGs)

Abbildung 13: Durchschnittlicher Nachweis von VAGs aus unterschiedlichen Katego-

rien bei Ecor B2-, D- und F-E. coli-Isolaten
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2.3.2 K. pneumoniae
Unter den 54 phéanotypisch bestatigten ESBL-bildenden und AmpC-verddchtigen
K. pneumoniae-Isolaten wurden mittels MLST neun verschiedene ST ermittelt werden. Von
diesen Isolaten gehorten 57,4 % zu dem ST15, 18,5 % zum ST11. Jeweils 7,4 % der Isolate
enftfielen auf den ST132 und ST895 und fiinf Isolate erschienen als Singletons (Abbildung
14).

35

31
30 -
25 -

20 -

15

Anzahl poisitive Isolate

10
10 -
5 4 4
. . 1 1 1 1 1
0 - . . . I- . | . | . | . .

ST15 ST11  ST132 ST895 ST14 ST1731 ST234 ST29 ST873

Multilokus-Sequenztypen

Abbildung 14: Verteilung der Sequenztypen bei K. pneumoniae-lsolaten
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3. Carbapenemase-produzierende E. coli- und Klebsiella

spp.-Isolate

3.1  Phanotypische Charakterisierung

3.1.1 E.coli

Die 3582 unter 1.1 genannten E. coli-Isolate wurden auf eine reduzierte Empfindlichkeit ge-
genliber Carbapenemen gescreent. In dem Screeningmedium zeigten funf Isolate ein
Wachstum und konnten mittels MHT phanotypisch als Carbapenemase-Bildner bestatigt
werden. Zwei von ihnen (Isolat 2 und 3) konnten zudem als ESBL-Bildner phénotypisch be-
statigt werden, die anderen drei (Isolate 1, 4 und 5) verhielten sich im ,confirmatory test*
AmpC-verdachtig. Sie stammten alle aus verschiedenen Lokalisationen von Hunden, die in
derselben Abteilung einer Tierklinik behandelt wurden (Tabelle 29).

Fur alle funf Isolate wurde die MHK gegeniiber 18 verschiedenen Antibiotika mittels VITEK2-
System bestimmt. Sofern verfugbar wurden zur Auswertung klinische Grenzwerte nach
CLSI, wie unter 2.1.5.2 beschrieben, zugrunde gelegt.

Es konnte bei allen Isolaten eine Resistenz gegentber Ampicillin, Amoxicillin-Clavulanséure
und Piperacillin, Cefalexin und Ceftiofur festgestellt werden. Mit Ausnahme von Isolat
IHIT22714 waren alle Carbapenemase-bildenden E. coli-Isolate auBerdem resistent gegen-
Uber Cefpodoxim. Zusatzlich wiesen alle Isolate eine Resistenz gegenuber den Fluorchino-
lonen Enro- und Marbofloxacin auf. Mit Ausnahme von IHIT22064 trat bei allen Isolaten eine
Resistenz gegenlber Trimethoprim/Sulfamethoxazol auf, mit Ausnahme von IHIT22714 zu-
séatzlich gegeniiber Tetracyclin und Chloramphenicol. Fir Imipenem ergab sich fur alle finf
Isolate eine MHK von <1 mg/L, was einer vollstdndigen Empfindlichkeit gegenlber diesem
Wirkstoff entspricht (Tabelle 50). Die Sensibilitdt der Isolate gegenliber Imipenem wurde zu-
satzlich mittels eines Epsilometertests der Firma bioMérieux unter Berlicksichtigung der
CLSI-Grenzwerte [236] fur Imipenem bestatigt.
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3.1.2 Klebsiella spp.

Die unter 1.2 genannten 457 K. pneumoniae- und die 132 K. oxytoca-Isolate wurden auf eine
reduzierte Empfindlichkeit gegeniber Carbapenemen getestet. 36 Isolate (darunter ein
K. oxytoca-Isolat) zeigten ein Wachstum in der Screeningmethode und konnten anschlie-
Rend mittels des MHT als Carbapenemase-Bildner bestatigt werden.

Siebzehn K. pneumoniae-Isolate zeigten dariiber hinaus im ESBL- ,confirmatory test* einen
ESBL-, neun Isolate und das K. oxytoca-Isolat einen fur AmpC-Bildung verdachtigen Phano-
typ und 10 Isolate konnten weder als ESBL-Bildner noch als AmpC-verdachtig identifiziert
werden. Einen Uberblick tiber alle Carbapenemase-bildenden Klebsiella spp.-Isolate enthalt
Tabelle 30.

Far alle Carbapenemase-bildenden Klebsiella spp.-Isolate wurde mittels VITEK2-System die
MHK gegeniiber 18 verschiedenen Antibiotika bestimmt. Alle 35 Isolate erwiesen sich als
resistent gegentiber Ampicillin, Amoxicillin-Clavulanséure, Piperacillin, Cefalexin, Enro- und
Marbofloxacin. 74,3 % der Isolate zeigten eine Resistenz gegeniber Ceftiofur, 54,3 % bzw.
28,6 % eine Resistenz gegeniiber Cefpirom bzw. Cefpodoxim. Unempfindlichkeiten gegen-
Uber Gentamicin, Tobramycin, Trimethoprim/Sulfamethoxazol, Tetracyclin, Chloramphenicol,
Cefpirom und Nitrofurantoin konnten bei 25 bis 36,1 % der Isolate nachgewiesen werden
(Tabelle 50). Bei keinem Isolat konnte eine Resistenz gegentber Polymyxin B festgestellt
werden. Gegeniiber Imipenem erwiesen sich 20 Isolate (55,6 %) als resistent, 12 weitere
Isolate (33,3 %) zeichneten sich durch eine intermedidre Empfindlichkeit aus. Vier Carba-
penemase-produzierende Klebsiella spp.-Isolate (11,1 %) zeigten in der MHK-Testung eine
vollstdndige Empfindlichkeit gegenuber Imipenem (Tabelle 32). Die Sensibilitat dieser vier
Isolate gegentber Imipenem wurde zusétzlich mittels eines Epsilometertests der Firma bio-

Meérieux unter Berlicksichtigung der CLSI-Grenzwerte fiir Imipenem bestatigt [236].
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3.2 Genotypische Charakterisierung

3.2.1 Nachweis von B-Laktamase- und PMQR-Genen

3.211 E.coli

Alle funf phanotypisch als Carbapenemase-Bildner bestétigten E. coli-Isolate konnten mittels
PCR und Sequenzanalyse als OXA-48-Bildner identifiziert werden. Die Isolate 1 und 2
(Tabelle 31) wiesen zudem eine Kombination aus dem ESBL-Gen blasyy.12 und dem AmpC-
Gen blacyy.2 auf. Bei diesen Isolaten konnten des Weiteren die B-Laktamasen TEM-1 und
OXA-1 nachgewiesen werden. Isolat 3 verhielt sich ahnlich, hier fehlte jedoch die ESBL
SHV-12. Isolat 4 besal} die ESBL CTX-M-15 in Kombination mit TEM-1 und OXA-2 und bei
Isolat 5 konnten weder ein ESBL- noch ein AmpC-Gen, dafiir aber blatgy.s und blaspy.1
nachgewiesen werden (Tabelle 31).

Die Isolate 1-3 besaflen zudem das Qnr-Protein QnrB2 und das Isolat 4 die Effluxpumpe
OgxA. Bei Isolat 5 konnte kein PMQR-Mechanismus nachgewiesen werden.

3.21.2 Klebsiella spp.

Alle 36 phanotypisch als Carbapenemase-Bildner bestatigten Klebsiella spp.-Isolate konnten
mittels PCR und Sequenzanalyse ebenfalls als OXA-48-Bildner bestatigt werden. Eine
Gruppe von 10 K. pneumoniae- Isolaten besal® zusatzlich eine Kombination aus der ESBL
CTX-M-15 und den B-Laktamasen SHV-28, TEM-1 und OXA-1. Eine ahnliche Kombination
jedoch ohne TEM-1 und mit SHV-1 anstelle von SHV-28 konnte bei einer Gruppe von weite-
ren funf Isolaten nachgewiesen werden. Zehn lIsolate besafRen lediglich die B-Laktamase
SHV-28. Die Ubrigen 10 K. pneumoniae-lIsolate waren positiv fir blasyy.11 in Kombination mit
blapua-1 und zum Teil mit blagxa.1 (Tabelle 32).

Alle 35 OXA-48-bildenden K. pneumoniae-lsolate besallen mindestens einen PMQR-
Mechanismus. Bei sieben dieser Isolate konnte ogxA, bei 28 Isolaten sowohl ogxA als auch
ogxB detektiert werden. Zwolf Isolate besallen zudem die cr-Variante der Aminoglykosid-
Acetyltransferase Aac(6°)-Ib. Bei weiteren 11 Isolaten konnte das QnrB4-Gen nachgewiesen
werden (Tabelle 32).

Das OXA-48-bildende K. oxytoca-Isolat besall weder zusétzliche B-Laktamase- noch PMQR-
Gene.
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3.3 Untersuchungen zur Phylogenie und Klonalitat mittels Multilokus-

Sequenz-Typisierung und Pulsfeldgelelektrophorese

3.3.1 Multilokus-Sequenz-Typisierung (MLST)

3311 E. coli

Mittels MLST konnte festgestellt werden, dass die Isolate 1 bis 3 demselben ST angehérten
(ST1196), wohingegen Isolat 4 und 5 jeweils einem anderen ST zuzuordnen waren (ST1431
bzw. ST410) (Tabelle 31). Als Grundlage fir die Auswertung diente die E. coli-MLST-
Datenbank der University of Warwick, England (http://mlst.warwick.ac.uk/mist/dbs/Ecoli).

3.3.1.2 K. pneumoniae

Auch alle OXA-48-bildenden K. pneumoniae-Isolate wurden mittels MLST einem ST zuge-
ordnet. Dabei dominierte der ST15 mit 25 Isolaten, gefolgt von dem ST11 (n=9) und dem
ST895 (n=1) (Tabelle 32). Als Grundlage fir die Auswertung diente die K. pneumoniae-
MLST-Datenbank (http://bigsdb.web.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) des Institute Pas-
teur, Frankreich.

3.3.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

3.3.21 E.coli

Zur Bestimmung der klonalen Verwandtschaft der OXA-48-bildenden E. coli-Stamme wurde
eine PFGE (2.3.4.3) durchgefiihrt. Den einzelnen PFGE-Typen wurden in dieser Arbeit
GroRbuchstaben zugeordnet (A, B, C, D, usw.). Eventuelle PFGE-Subpopulationen wurden
durchnummeriert (z. B. A1, A2, A3, usw.) [245]. Innerhalb der fiinf OXA-48-positiven Isolate
konnten vier Restriktionsmuster ausgemacht werden. Das Auswertungsschema nach Teno-
ver [245] zugrunde gelegt, wiesen die Isolate IHIT22060 und IHIT22062 zu 100 % identische
Restriktionsmuster auf. Isolat IHIT22714 besal eine zusétzliche Bande und zeigte somit
96 % ldentitat mit den beiden genannten Isolaten (Abbildung 15). Die Zugehérigkeit aller
Isolate zum ST1196 unterstrich das Ergebnis. IHIT22064 und IHIT22718 wiesen unter-
schiedliche Restriktionsprofile mit > 6 unterschiedlichen Banden auf, sodass sie zueinander
nur zu 80 % und zu den Ubrigen Isolaten weniger als 80 % identisch waren (Abbildung 15).

Sie galten somit bei den gewahlten Kriterien als nicht verwandt.
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Ahnlichkeitin % Datum der
s g 8 IHIT-Nr.  Isolierung Abteilung ST  Tier PFGE-Typ
[T TTIE T 22084 092 A 1431 Hund05 EcB

410 Hund09 Ec-C
1196 Hund01 Ec-A
1196 Hund02 Ec-A
1196 Hund08 Ec-A

[T P ] 228 102
T | 22080 o8t
T[] 22082 osri2
WA 22r1a 112

> > >» >

Abbildung 15: Dendogramm zur Darstellung der Restriktionsprofile der OXA-48-
bildenden E. coli-Isolate

Erstellt mit BioNumerics®; Ahnlichkeiten kalkuliert mit Dice similarity index; Toleranz: 2 %,

Optimierung: 1,5 %. Abteilung A: Klinik fur Kleintiere, Bereich Innere Medizin, JLU GieRRen

3.3.2.2 K. pneumoniae

Auch die OXA-48-bildenden K. pneumoniae-Isolate wurden einer Makrorestriktionsanalyse
mittels PFGE unterzogen. Durch die Behandlung mit Xbal konnten 10 Restriktionsprofile
innerhalb der 35 Isolate identifiziert werden. Diese 10 Restriktionsprofile konnten in sieben
PFGE-Typen eingeteilt werden, wobei die einzelnen Mitglieder eines Typs zu mindestens
94 % identisch waren (Abbildung 16). Die PFGE-Typen A, B, C und G waren dem ST11 und
dem ST895 zugehdrig, die Typen D-F dem ST15.

Die Isolate IHIT23257, IHIT24178, IHIT24179, IHIT25323, IHIT25327 und IHIT25324 wiesen
das gleiche Restriktionsprofil auf und bildeten den PFGE-Typ A. Als dem ST11 zugehorig
wiesen sie neben den B-Laktamasen SHV-11 und der OXA-Gruppe-1 die AmpC DHA-1 und
die PMQR-Mechanismen OgxA, OgxB, QnrB4 und Aac(6°)-lb-cr auf.

Der PFGE-Typ B wurde von einem einzelnen ST895-Isolat dargestellt. Es exprimierte mit
Ausnahme der cr-Variante der Aminoglykosid-Acetyltransferase und der OXA-Gruppe-1 die

gleichen B-Laktamasen und PMQR-Mechanismen wie die Mitglieder des PFGE-Typs A.

Der PFGE-Typ C bestand aus zwei PFGE-gleichen Isolaten (IHIT22716 und IHIT22717,
Subpopulation C1) und einem Isolat (IHIT22715, Subpopulation C2), das sich in zwei Ban-
den von den anderen beiden Isolaten unterschied (97 % Ahnlichkeit). Sie besaRen alle die
Gene blagny-11, blapna-1, blaoxa1, qnrB4 und oqxA/B, die Isolate IHIT22716 und IHIT22717
zusatzlich noch das Gen blargy.1.
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Ahnlichkeitin %
Datum der
8 IHIT-Nr.  Isolierung Abteilung' ST  Tier PFGE-Typ

23257 0713 11 Hund18 A

4178 0713 B 11 Hund20 A

4179 0913 A 11 Hund24 A

4175 1113 B 895 Hund27 B

2716 0113 B 1 Hud14 1

217 0113 B " Hund14 C1

2715 1012 B 11 Hund07  C2

22061 06/12 A 15 Hund02 D1

22063 08/12 A 15 Hund03 D1

22065 0912 A 15 Hund04 D1

211 1012 A 15 Hund04 DI

22066 1012 A 15 Hund06 DI

209 1012 B 15 Hund07 DI

2122 0113 A 15 Hund12 DI

2723 0113 A 15 Hund13 D1

22059 06/12 A 15 Hund01 DI

2120 1212 B 15 Hundl D2

4171 1013 B 15 Hund26 E

4170 1013 B 15 Hund26 E

4172 113 B 15 KazeOl F1

4177 113 B 15 Kaze02 F1

25322 0114 B 15 Hund28  F1

23256 06/13 A 15 Hund15  F2

4181 0613 A 15 Hund16  F2

24183 06/13 A 15 Hund17 P2

| 4182 0713 B 15 Hund18 F2

| | 4184 0713 A 15 Hund19 F2
NI 24185 08/13 A 15 Hund2t  F2

I | 24186 08/13 A 15 Hund2 F2
T 24187 0813 A 15 Hund23  F2
I 4188 1013 A 15 Hund2 F2

FI TN | 2538 0114 B 15 Hunddt F2
I 1T T 533 0114 B 11 Hund29 A
I I T 25327 0114 B 11 Hund30 A
i e 25324 0114 B 11 Hund30 A

Abbildung 16: Dendogramm zur Darstellung der Restriktionsprofile der OXA-48-
bildenden K. pneumoniae-Isolate

Erstellt mit BioNumerics®; Ahnlichkeiten kalkuliert mit Dice similarity index; Toleranz: 4 %, Optimie-
rung: 1 %

1: Abteilung A: Klinik fir Kleintiere, Bereich Innere Medizin, JLU GiefRen; Abteilung B: Klinik fur Klein-
tiere, Bereich Chirurgie, JLU GieRen
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Der PFGE-Typ D umfasste neun lIsolate (IHIT22061, IHIT22063, IHIT22605, IHIT22721,
IHIT22066, I1HIT22719, IHIT22722, IHIT22723, IHIT22059), die in ihrem Restriktionsprofil
(D1) zu 100 % identisch waren. Isolat IHIT22720 zeigte in seinem Restriktionsprofil (D2) ei-
nen Unterschied in einer Bande und war zu 97 % identisch mit den uUbrigen Isolaten der
Gruppe. Die Isolate des PFGE-Typs D besaflen die ESBL CTX-M-15, die B-Laktamasen
TEM-1, SHV-28 und OXA-Gruppe-1 und die PMQR-Mechanismen OgxA/B und Aac(6°)-Ib-cr.

Der PFGE-Typ E wurde von zwei Stdmmen (IHIT24171 und 24170) reprasentiert, deren
Makrorestriktionsprofile zu 100 % identisch waren. Sie wiesen ein dhnliches Spektrum an B-
Laktamase- und PMQR-Genen auf wie der PFGE-Typ-D. Statt blasyy..s besallen sie aller-
dings blaspy.1 und blargm.1 konnte nicht nachgewiesen werden.

Dem PFGE-Typ F gehorten zwei Subpopulationen an. F1 wurde von drei Isolaten
(IHIT24172, IHIT24177, IHIT25322) gebildet. Sie wiesen ein 100 % identisches Restriktions-
profil auf. Bei diesen Isolaten konnten CTX-M-15, SHV-28 und OXA-Gruppe-1 sowie die
PMQR-Mechanismen OgxA/B und Aac(6’)-Ib-cr nachgewiesen werden. Zehn weitere, zu
100 % in ihrem Restriktionsprofil identische Isolate, bildeten die Subpopulation F2. Bei die-
sen konnte neben der B-Laktamase SHV-28 nur die Effluxpumpe OgxA/B nachgewiesen

werden. Die Gruppe F2 unterschied sich in zwei Banden von der Gruppe F1.
3.4 Charakterisierung des OXA-48-Plasmids

3.4.1 Ubertragbarkeit des Plasmids in Transkonjugationsversuchen

Bei allen flunf blapxa.4s-positiven E. coli- Isolaten konnte das OXA-48-Plasmid mittels Trans-
konjugation in vitro auf den Rezipientenstamm E. coli J53 tUbertragen werden. Bei den Isola-
ten IHIT22064 und IHIT22062 ist neben dem OXA-48-Plasmid ein weiteres, blargy.1-
tragendes Plasmid von dem Rezipientenstamm aufgenommen worden.

Bei den K. pneumoniae-Isolaten wurden stellvertretend fur jede Gruppe der ST15- und
ST11-Isolate je ein oder mehrere Isolate im Transkonjugationsversuch getestet. Nur bei dem
ST895-K. pneumoniae-Isolat war der Versuch auch nach der dritten Durchfihrung nicht er-
folgreich. Bei den uUbrigen Isolaten, so auch bei dem K. oxytoca-Isolat, gelang es, aus-
schlieRlich das OXA-48-Plasmid zu transkonjugieren, was mittels PCR, Plasmidpraparation
und MHK-Wert-Bestimmung uberprift wurde. Alle vorhandenen Transkonjuganten (TK) sind
in Tabelle 33 gelistet.

3.4.2 MHK-Wert-Bestimmung der OXA-48-TK
Alle TK wurden einer MHK-Bestimmung mittels VITEK unterzogen, um Resistenzen, die mit

dem OXA-48-Plasmid verknipft sind und auf den Empfangerstamm (bertragen wurden,
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nachzuweisen. Wahrend sich der Rezipientenstamm E. coli J53 nur dem Wirkstoff Cefalexin
gegeniber als eingeschrankt empfindlich erwies, waren alle TK resistent gegeniiber Amoxi-
cillin, Amoxicillin-Clavulansaure und Piperacillin. Ein Grofteil der TK (85,7%) zeigte eine Re-
sistenz gegentber Cefalexin, zwdlf der insgesamt 21 TK besaflen zudem eine Resistenz
gegenlber Ceftiofur. Mit Ausnahme der TK19 konnte bei keiner TK eine Resistenz gegen-
Uber Cefpodoxim festgestellt werden. Finfzehn TK waren sensibel gegeniiber Imipenem.
Die TK des E. coli- Isolats IHIT22064, die neben dem OXA-48-Plasmid auch das TEM-1-
Plasmid aufgenommen hat, wies zudem eine Resistenz gegeniber Tetracyclin und Trime-
thoprim/Sulfamethoxazol auf (Tabelle 33).

Tabelle 33: Ubersicht iiber alle vorhandenen OXA-48-TK und deren Resistenzen

Nr. TK  IHIT-Nr. Spezies ST iibertragene Resistenzen'
Wildtyp Wildtyp Wildtyp

TK1 22059 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT

TK2 22061 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFT

TK3 22063 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT

TK4 22065 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT, IMI

TK5 22721 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT

TK6 22066 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT, IMI

TK7 22715 K. pneumoniae ST11 AMP, AMC, PIP

TK8 22716 K. pneumoniae ST11 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT, IMI

TK9 22717 K. pneumoniae ST11 AMP, AMC, PIP, CFX

TK10 23256 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT

TK11 23257 K. pneumoniae ST11 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT

TK12 24171 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX, IMI

TK13 24177 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX

TK14 25327 K. pneumoniae ST11 AMP, AMC, PIP, CFX

TK15 25328 K. pneumoniae ST15 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT

TK16 25329 K. oxytoca nt AMP, AMC, PIP, CFX, IMI

TK17 22060 E. coli ST1196 AMP, AMC, PIP, CFX, CFT, IMI

TK18 22062 E. coli ST1196 AMP, AMC, PIP, TET, SXT

TK19 22064 E. coli ST1431 AMP, AMC, PIP, CFX, CFD, CFT, IMI

TK20 22714 E. coli ST1196 AMP, AMC, PIP, CFX

TK21 22718 E. coli ST410 AMP, AMC, PIP, CFX

1= ermittelt mittels VITEK-2-System (Auswertung erfolgt wie unter 2.1.5.2 beschrieben)

AMP: Ampicillin, AMC: Amoxicillin-Clavulanséure, PIP= Piperacillin, CFX= Cefalexin, CFD= Cefpodoxim, CFT=
Ceftiofur, IMI= Imipenem, TET= Tetracyclin, SXT= Trimethoprim/Sulfamethoxazol

in fetter Schrift: Resistenz, die nur bei der TK, nicht jedoch beim Wildtyp auftrat.

nt: nicht typisiert

3.4.3 S1-Nuclease-Verdau zur GroBenbestimmung des OXA-48-Plasmids
In Abbildung 17 sind beispielhaft sieben OXA-48-positive WT-Isolate und deren TK nach

einem S1-Nuclease-Verdau mit anschlieBender PFGE dargestellt.

92



Ergebnisse
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M= S. Braenderup Standard

1= HIT 22059 WT 6=HIT22063 TK 11=HIT 22061 WT
2=HIT 22059 TK 7=IHIT 22065 WT 12=HIT 22061 TK
3= IHIT 22060 WT 8=|HIT 22065 TK 13=IHIT 22062 WT
4= |HIT 22060 TK 9= |HIT 22066 WT 14=HIT 22062 TK
5= IHIT 22063 WT 10=HIT 22066 TK

T = TEM-1-Plasmid 1\ = OXA-48-Plasmid

Abbildung 17: S1-Nuclease-Verdau von sieben OXA-48-positiven WT und deren TK
Bild: Dr. Yvonne Pfeifer, RKI Wernigerode

Es wird deutlich, dass alle WT als auch die TK ein ca. 60 kb groRes Plasmid, das mittels
PCR als OXA-48-Plasmid identifiziert werden konnte, besaflen. Dieses ca. 60 kb grofle
Plasmid fand sich auch bei allen anderen hier nicht dargestellten OXA-48-positiven WT und
(wenn vorhanden) deren TK wieder. Das TEM-1-Plasmid, das im Fall der Isolate IHIT22062
und IHIT22064 ebenfalls von dem Rezipientenstamm aufgenommen wurde, zeigte eine Gro-
f3e von ca. 130 kb.

3.4.4 Bestimmung des Replikon-Typs und Nachweis konservierter Genregio-
nen auf dem OXA-48-Plasmid

Die TK, die nur das OXA-48-Plasmid aufgenommen hatten, wurden zur Bestimmung des
Plasmid-Replikontyps mit dem PBRT-Kit (2.3.5.5) untersucht. Es konnte hier allerdings keine
Zuordnung zu einem bestimmten Replikon-Typ erfolgen, da zum Zeitpunkt der Untersuchun-
gen die IncL/M-Gruppe noch nicht in dem Kit enthalten war. Es wurden jedoch bei allen TK
die auf dem OXA-48-Plasmid liegenden konservierten Gene repA, parU und fraT mittels
PCR nachgewiesen. In spateren Untersuchungen mit dem geeigneten PBRT-Kit, in das zwi-
schenzeitlich die IncL/M-Gruppe integriert wurde, konnte eine eindeutige Zuordnung zu der

IncL-Gruppe gezeigt werden.
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3.4.5 Generierung plasmidfreier Varianten von OXA-48-bildenden E. coli- und
K. pneumoniae-Stammen
Um von den OXA-48-bildenden E. coli- und K. pneumoniae-Stammen OXA-48-Plasmid-freie
Varianten (plasmid cured variant = PCV) zu generieren, wurden diese unterschiedlichen
Stressfaktoren ausgesetzt. Dazu wurde stellvertretend je ein Isolat jedes K. pneumoniae-
PFGE-Typs und je ein E. coli pro ST ausgewahlt und der Behandlung mit Acridinorange bzw.
einer wiederholten Inkubation bei 43C unterzogen. Bei zwei K. pneumoniae-Isolaten des
ST15 (PFGE-Typ D und F) und bei allen E. coli-Isolaten gelang die Erstellung einer PCV. Bei
den ubrigen K. pneumoniae-Isolaten gelang es auch nach 30 Subkultivierungen nicht, eine
plasmidfreie Variante des WT zu generieren.
Auf diese Weise konnten 5 ,Trios* (WT-TK-PCV, Tabelle 34) geschaffen werden, die die
Grundlage fiir die Durchfiihrung des Kristallviolett-Mikrotiterplattentests (KV-MTP-Test) bilde-
ten und die auch mittels Spanagar auf ihre Féhigkeit zur Biofilmbildung untersucht wurden (s.
3.5.2).

Tabelle 34: Ubersicht tiber die Isolate, von denen Transkonjugante und Plasmid-cured
variants (PCV) generiert werden konnten

IHIT-Nr. Spezies Sequenztyp Plasmidverlust bei
(PFGE-Typ) Passage

IHIT22059 K. pneumoniae ST15 (Kp-D) 13

IHIT24177 K. pneumoniae ST15 (Kp-F) 14

IHIT22714 E. coli ST1196 (Ec-A) 6

IHIT22718 E. coli ST410 (Ec-C) 8

IHIT22064 E. coli ST1431 (Ec-B) 9

3.5 Einfluss des OXA-48-Plasmids auf die Fahigkeit der Biofilm-
bildung

3.5.1 Kristallviolett-Mikrotiterplattentest (KV-MTP-Test)

In dem KV-MTP-Test wurden die in Tabelle 34 aufgelisteten Stdmme und deren zugehdérige
TK und PCV auf ihre Fahigkeit der Biofilmbildung untersucht. Alle Stdmme wurden bei der
Durchfuihrung des Versuchs sowohl in LB- als auch in M63-Medium in 6-facher Ausflihrung
eingesetzt. Einige Stdmme zeigten eine so starke Biofiimbildung, dass die Messung der
ODs7o nach KV-Férbung Werte oberhalb des Cutoff-Wertes 4 ergaben und eine genauere
Messung nicht méglich war. In diesem Fall ergab sich die Meldung ,Uberlauf‘. Um die Mes-
sungen dennoch in die Auswertungen einbeziehen zu kénnen, wurde die ODszo in diesen

Fallen gleich 4 gesetzt.
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3.5.1.1 Ergebnisse der Biofilmbildung im LB-Medium

Der Wert der spezifischen Biofilmbildung (SBF = specific biofilm formation) wurde mit der
unter 2.4.1 genannten Formel errechnet. Es wurden jeweils der Vergleich zwischen WT und
der PCV und der Vergleich zwischen TK und dem E. coli J53 statistisch ausgewertet.

Nach 24 h ergab sich so auBer fir das E. coli-Isolat IHIT22714 eine hochsignifikante Erho-
hung der Biofilmbildung der PCV im Vergleich zum WT. Dartiber hinaus konnte fir die
E. coli-Isolate IHIT22714 und IHIT22064 eine hochsignifikante Erniedrigung der SBF bei der
TK im Vergleich zum E. coli J53 beobachtet werden.

Nach 48 h konnte eine hochsignifikante Erhéhung der SBF des gecurten WT im Vergleich
zum WT bei dem E. coli-Isolat IHIT22718 und eine signifikante Erhéhung bei den
K. pneumoniae-Isolaten 1HIT24177 und IHIT22059 beobachtet werden. Zudem ergab sich
eine hochsignifikante Erniedrigung der SBF der TK von E. coli IHIT22714 im Vergleich zum
E. coli J53. Dem gegenuber stand eine hochsignifikante Erhéhung der SBF der TK von
E. coli IHIT22718 im Vergleich zum E. coli J53.

3.5.1.2 Ergebnisse der Biofilmbildung im M63-Medium

Fir die Isolate K. pneumoniae HIT24177, E. coli IHIT22718 und E. coli IHIT22064 ergab
sich sowohl fir die Inkubationszeit von 24 h als auch von 48 h eine hochsignifikante Ernied-
rigung der SBF der jeweiligen TK im Vergleich zum E. coli J53. Fur das Isolat E. coli
IHIT22718 konnte zudem bei einer Inkubationszeit von 24 h und von 48 h eine hochsignifi-
kante Erhéhung der SBF der PCV im Vergleich zum WT beobachtet werden. Bei dem Isolat
K. pneumoniae IHIT22059 hingegen war die SBF des WT gegeniber der PCV nach 24 h
Inkubationszeit hochsignifikant erhéht.

Zur besseren Darstellbarkeit wurde bei IHIT22714 (WT, 24h) und bei IHIT22718 (TK, 48h)
jeweils ein Ausreiler aus der Abbildungen 19 entfernt. Zur Berechnung der Signifikanzen
und der Boxplots wurden diese allerdings berticksichtigt.
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3.5.2 Langzeitkolonien auf Spanagar zur Bestimmung der Fahigkeit zur Bio-
filmbildung
Fur diesen Versuch wurde je ein OXA-48-produzierendes K. pneumoniae-lsolat mit der zu-
gehorigen TK stellvertretend aus funf der sechs verschiedenen PFGE-Gruppen und deren
Subgruppen ausgewahlt (Tabelle 33). Von dem ST895-Isolat, das allein die Gruppe B bilde-
te, konnte keine TK hergestellt werden. Dieses Isolat wurde in den folgenden Untersuchun-
gen daher nicht bertcksichtigt. Zudem wurde der Versuch mit allen funf OXA-48-bildenden
E. coli-Isolaten und mit dem K. oxytoca-Isolat plus deren TK durchgefiihrt. Wenn vorhanden,
wurden auch die PCV mit einbezogen, um eventuelle Unterschiede in der Biofilmbildung der
einzelnen Varianten und damit den Einfluss des OXA-48-Plasmids naher bestimmen zu kén-
nen. Neben Positiv- und Negativkontrollen wurde auch der E. coli J53 mitgefuhrt, um eine
eventuell schon bestehende Fahigkeit der Biofilmbildung bei diesem Stamm berucksichtigen
zu kénnen. Er bildete bei 28T sowohl bei den Platten mit und ohne NaCl-Zusatz wenige,
schwach verzweigte Oberflachenstrukturen (Abbildung 20).
Alle Klebsiella spp.-WT-Isolate zeigten sowohl bei 37T als auch b ei 28T keine Biofilmbil-
dung (Tabelle 35, Abbildung 20). Die dazugehérigen TK bildeten bei 28T auf den Spa-
nagarplatten mit NaCl-Zusatz in allen Fallen einen deutlichen Biofilm. Bei 37T zeigten auch
die TK keine auf eine Biofilmbildung hindeutende Oberflachenstruktur (Tabelle 35, Abbildung
20). Die von Isolat IHIT22059 und IHIT24177 generierten PCV zeigten sowohl bei 28T als
auch bei 37T keine radidren oder verzweigten Oberf Iachenstrukturen.
Anders verhielt es sich bei den OXA-48-bildenden E. coli- WT. Bei allen Isolaten konnte bei
28T sowohl auf den Platten mit NaCl-Zusatz als auc h auf den Platten ohne NaCl-Zusatz
eine deutliche Biofilmbildung beobachtet werden (Abbildung 20). Isolat IHIT22064 zeigte
dieses Verhalten auch bei den bei 37T inkubierten Platten ohne NaCl-Zusatz (Tabelle 35,
Abbildung 20). Die TK von Isolat IHIT22060 und IHIT22062 zeigten weder bei 28C noch bei
37T Oberflachenstrukturen, die TK der Isolate IHIT 22064 und IHIT22714 hingegen zeigten
eine schwache Auspréagung der radidren Verzweigung bei beiden bei 28T inkubierten Plat-
ten, die vergleichbar mit der des E. coli J53 war (Abbildung 20). Die TK des Isolats
IHIT22718 hingegen zeigte bei 28T eine ausgepragte radidre Oberflachenstruktur auf bei-
den Plattenvarianten (Tabelle 35, Abbildung 20). Die von den lIsolaten IHIT22714 und
IHIT22064 generierten PCV zeigten keine Oberflachenstrukturen, wohingegen die PCV des
Isolats IHIT22718 bei 28T eine deutlich verzweigte Struktur aufwies (Abbildung 21).
Eine erneute Durchfiihrung des Versuchs an einem anderen Tag erbrachte die gleichen Er-
gebnisse.
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B

Abbildung 20: Darstellung der Wachstumsformen auf Spanagar (A) und Ubersicht
liber die Formen des Wachstums eigener Isolate auf Spanagar (Aus-
wahl)

1= IHIT22059 WT, -/+NaCl, 28°C/37C
2= |HIT22059 TK, -NaCl, 28C

3= IHIT22059 TK, +NaCl, 28T
4=IHIT22060 WT, -/+ NaCl, 28C
6=IHIT22714 TK, -/+ NaCl, 28C
7=IHIT22718 TK, -/+NaCl, 28C

8= [HIT22718 PCV, -/+NaCl, 28C

9= E. coli J53, -/+NaCl, 28C
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Diskussion

V Diskussion

1. Aufbau der Studie

Ziel dieser Arbeit war es, einen Uberblick tber die Verbreitung ESBL- und Carbapenemase-
produzierender E. coli- und Klebsiella spp.-Isolate und die Verteilung beteiligter Enzymtypen
innerhalb des zur mikrobiologischen Untersuchung in das diagnostische Labor des IHIT der
JLU Giellen eingeschickten Probenmaterials von Tieren zu erhalten. Gleichzeitig sollten
durch Untersuchungen auf zusétzliche Resistenzmechanismen gegeniber anderen Antibio-
tikaklassen Isolate mit Multiresistenz erkannt, ndher typisiert und durch Verwandtschaftsana-
lysen in einen epidemiologischen Kontext gesetzt werden. Zuséatzlich sollte bei ESBL-
bildenden E. coli die Zugehdrigkeit zu bestimmten Pathotypen bestimmt werden.

Hierflr wurden in einem Zeitraum von 12 aufeinanderfolgenden Monaten alle aus dem ein-
gesandten Untersuchungsgut kultivierten E. coli- Isolate einem Screening auf eine ESBL-/
Carbapenemase-Produktion unterzogen. Durch die gewahlte Zeitspanne und vor dem Hin-
tergrund des durchschnittlichen Probenaufkommens in der diagnostischen Abteilung des
Instituts sollte eine reprasentative Anzahl an Isolaten sichergestellt und ein méglicher saiso-
naler Einfluss, der z. B. durch das vermehrte Vorkommen von zuchthygienischen Untersu-
chungen von Pferden im Frihjahr und Herbst zustande kommen kénnte, auf die Heterogeni-
tat des Probenmaterials minimiert werden. Aufgrund der insgesamt gegenulber E. coli
niedrigeren Nachweisrate von Klebsiella spp.-Isolaten aus klinischem Untersuchungsgut
wurden diese Uber einen Zeitraum von 18 Monaten gesammelt. Bei der vorliegenden Arbeit
wurde die relative Haufigkeit des Vorkommens von ESBL-/Carbapenemase-Bildnern erho-
ben. Einsender des Untersuchungsmaterials waren ca. 400 Tierarztpraxen und -kliniken aus
ganz Deutschland inklusive der Veterinarkliniken und der Veterinarpathologie des Fachbe-
reichs 10 der JLU GieRen. Aufgrund lickenhafter Vorberichte war es nicht mdéglich, jegliches
Probenmaterial einer bestimmten Altersgruppe oder im Falle von LM-liefernden Tieren einer
bestimmten Nutzungsrichtung zuzuordnen. Auch der Krankheitsstatus (akut oder chronisch
erkrankt) oder eine eventuelle Vorbehandlung mit antimikrobiellen Substanzen war nicht im-
mer bekannt. Das eingesandte Probenmaterial stammte laut Vorberichten groRtenteils von
kranken, und nur zu einem geringeren Teil von gesunden Tieren, wie z. B. im Falle von
zuchthygienischen Untersuchungen insbesondere bei Pferden. Diese Arbeit hebt sich also in
Bezug auf das Probenmaterial von anderen Studien, in denen meist gesunde LM-liefernde
Tiere mittels Untersuchungen von Kotproben auf das Vorhandensein von ESBL-
/Carbapenemase-Bildnern gescreent werden, ab. Da eine Zuordnung jedoch nicht immer
mdglich war, wurde in der gesamten Arbeit auf eine Unterteilung in kranke und gesunde Tie-

re verzichtet.
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Mit Ausnahme der Wahl des Zeitraums wurde keine weitere Vorselektion des Probenmateri-
als vorgenommen. Es gingen alle Isolate unabhéngig von ihrer klinischen Herkunft oder der
Tierart, von der sie isoliert wurden, mit in die Untersuchungen ein. So lasst sich die ungleiche
Verteilung der in die Arbeit eingeflossenen Isolate in Bezug auf Tierarten und klinisches Pro-

benmaterial erklaren.

2. ESBL-/AmpC-bildende E. coli- und Klebsiella spp.-Isolate

2.1 Relatives Vorkommen ESBL-/AmpC-bildender E. coli und Klebsiella

spp.-Isolate

Wie viele ESBL-Bildner innerhalb einer Studie nachgewiesen werden, hangt stark von der
Auswahl der Screeningmethodik ab. Der Selektivagar fir das Initialscreening auf ESBL wur-
de in Anlehnung an eine andere Studie gewahlt [249] und orientiert sich an den Vorgaben
der CLSI [235]. Auf dem Selektivagar wuchsen 438 E. coli- und 69 Klebsiella spp.-Isolate. Im
phénotypischen Bestatigungstest konnten davon 280 E. coli- und 49 Kilebsiella spp.-Isolate
als ESBL-Bildner bestatigt werden, hinzu kamen 38 bzw. 11 AmpC-verdachtige Isolate. Die
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen des Initialscreenings und des Bestatigungstests lasst
sich mit der niedrigen Spezifitdt des Selektivmediums erkléaren. Aufgrund der geringen Ce-
phalosporinkonzentration (1 mg/L) ist es manchen Isolaten mdéglich, ein Wachstum zu zei-
gen, obwohl sie keine ESBL- und/oder AmpC, sondern eventuell einen anderen Resistenz-
mechanismus (wie z. B. verminderte Produktion von Porinen oder erhéhte Anzahl von Efflux-
Pumpen) gegeniiber dem eingesetzten Cephalosporin besitzen [249]. Die Sensitivitat der
Screeningmethode, das heift, die Wahrscheinlichkeit, einen ESBL-/AmpC-Bildner als falsch
negativ zu werten, ist dadurch geringer. In der Studie von Wilson et al. (2007) wuchsen bei
630 untersuchten klinischen Proben 81 Enterobacteriaceae-Isolate auf dem Selektivagar.
Von diesen 81 Isolaten konnten letztendlich 12 mittels Bestatigungstest als ESBL-Bildner
identifiziert werden [249]. Das ergibt eine héhere Diskrepanz als in der vorliegenden Studie
beobachtet werden konnte, allerdings muss beriicksichtigt werden, dass bei Wilson et al.
neben E. coli und Klebsiella spp. auch andere Vertreter der Enterobacteriaceae wie z. B.
Proteus mirabilis oder S. liquefaciens, die haufig andere Resistenzmechanismen als (-

Laktamasen aufweisen, in die Untersuchungen mit einbezogen wurden [249].
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E.coli
Der Anteil von ESBL- und/oder AmpC-bildenden E. coli-Isolaten innerhalb des Untersu-
chungszeitraums gemessen an der Gesamtisolatanzahl lag bei 8,9 % (318/3582). Prozentual
am meisten ESBL-/AmpC-bildende E. coli konnten bei Rindern (17,3 %; 59/340) und bei
Hunden (12,5 %; 73/583) gefunden werden. Bei Katzen, Pferden und Schweinen lag die re-
lative Haufigkeit jeweils zwischen 7 % (16/218) und 9 % (44/496). In einer portugiesischen
Studie, in der von 2009-2013 598 E. coli-Isolate von LM-liefernden Tieren sowie von Hobby-
und Zootieren einer Empfindlichkeitsprifung unterzogen wurden, erwiesen sich 4,5 % der
Isolate als resistent gegentiber Cefotaxim, was zwar eine der Indikatorsubstanzen fur ESBL
darstellt, jedoch nicht mit dem Vorhandensein einer ESBL gleichzusetzen ist. Die Isolate
stammten dabei sowohl aus klinischen Proben als auch aus Screeningproben. Die Resis-
tenzrate lag bei Hobbytieren héher (10,6 %; 12/113) als bei LM-liefernden Tieren (3,7 %;
8/215). Bei Zootieren lag sie bei 2,6 % (7/270). In 23 Fallen konnte ein ESBL-/AmpC-Gen
nachgewiesen werden [250]. In der genannten Studie wurden fir die Auswertungen der
Empfindlichkeitspriifungen epidemiologische Cut-Off-Werte nach EUCAST verwendet. Die-
ser liegt fur Cefotaxim bei 0,25 mg/L (http://mic.eucast.org/Eucast2/regShow.jsp?1d=3217).
Der klinische Grenzwert nach CLSI liegt bei > 4 mg/L [236]. Aus diesem Grund sind die Er-
gebnisse nicht unmittelbar miteinander vergleichbar und die Haufigkeiten kdnnen voneinan-
der abweichen. Zudem wurde in oben genannter Studie kein Bestatigungtest fir ESBL-/
AmpC-Bildner durchgefuhrt.

Die meisten Studien, die sich mit Pravalenzen und relativen Haufigkeiten von ESBL- und
AmpC-Bildnern bei Tieren befassen, legen ihren Fokus auf eine Tierart oder eine bestimmte
Gruppe von Tieren. Obwohl bekannt ist, dass auch Hobbytiere einen Ursprung fir eine Infek-
tion mit ESBL-/AmpC-Bildnern beim Menschen darstellen kénnen, existieren hier im Ver-
gleich zu LM-liefernden Tieren, deren Bedeutung hinsichtlich Verbraucherschutz und &ffentli-
chem Interesse derzeit eindeutig Uberwiegt, deutlich weniger Studien [4, 251]. Bei den
Studien zum Vorkommen von ESBL-bildenden Bakterien bei LM-liefernden Tieren handelt es
sich jedoch oftmals um Haufigkeitsangaben auf Betriebs- und nicht auf Einzeltierebene. Ein
Vergleich verschiedener Studien untereinander und auch mit dieser Arbeit kann aufgrund der
bereits genannten Aspekte wie Unterschiede in Studiendesign, Auswahl der Screeningme-
thode und Probenanzahl nur unter Vorbehalt bzw. sehr differenziert erfolgen. Deutlich wird
dennoch, dass ESBL-/AmpC-bildende E. coli im Nutztierbereich in hohem MaR vertreten
sind. So konnten Garcia-Cobos et al. bei einer Studie aus dem Jahr 2015 in 18,8 % von 564
untersuchten Kot- und Staubproben aus 47 verschiedenen Schweinebetrieben in Nordwest-
Deutschland ESBL-bildende E. coli nachweisen [79]. Friese et al. wiesen zudem in 56,3 %

103



Diskussion

der untersuchten Schweineaufzuchtbetriebe und in 43,8 % der Schweinemastbetriebe ESBL-
bildende E. coli nach [252]. Im Rahmen eines nationalen Monitoringprogrammes im Vereinig-
ten Konigreich konnten bei 23,4 % der 637 gescreenten Kotproben ESBL-bildende E. coli
gefunden werden [253]. Eine Zusammenfassung ausgewahlter Studien aus dem Zeitraum
2003-2013, die sich mit Préavalenzen von ESBL-Bildnern bei Nutztieren befassten, zeigt eine
deutliche Heterogenitat der Ergebnisse der einzelnen Studien. Bei Schweinen lagen die Be-
triebspravalenzen zwischen 1% und 80 % und die Einzeltierprdvalenzen bei 15 % bis
100 %. Sie unterschieden sich z. T. deutlich in den jeweiligen Arten der Betriebe [254]. Mit
einem relativen Vorkommen von 9,6 % (105/1092) liegt die Haufigkeit von ESBL-bildenden
E. coli aus dem Kot von Schweinen in der vorliegenden Arbeit im unteren Bereich. Griinde
daftr kénnten zum einen die nicht durchgefiihrte Anreicherung des Probenmaterials in Se-
lektivndhrmedien (z. B. MacConkey-Bouillon mit 8 mg/L Ceftazidim) sein, die méglicherweise
in vielen Studien zu einem vermehrten Nachweis von ESBL-Bildnern gefiihrt hat [254]. Die
Anreicherung von Probenmaterial in Selektivndhrmedien stellt keine vorgeschriebene
Standardmethode zum Nachweis von ESBL-/AmpC-Bildnern dar. Es ware denkbar, dass
erst innerhalb des Ndhrmediums, in denen die im Probenmaterial vorhandenen Bakterien mit
der antibiotischen Substanz in Kontakt kommen, ein Austausch von ESBL-/AmpC-Plasmiden
erfolgt, so dass initial negative Isolate moglicherweise anschlie®Bend ESBL-/AmpC-positiv
getestet werden und die Nachweisrate steigt. Andererseits kénnen durch die fehlende
Anreicherung ESBL-/AmpC-Bildner, die nur in einem geringen MaR im Probenmaterial
enthalten sind, von Begleitkeimen Uberwuchert und somit dem Nachweis entzogen werden,
was zu einer niedrigeren Nachweisrate filhren kénnte. Ein weiterer Aspekt, der zu einem
geringeren Anteil von ESBL-/AmpC-bildenden E. coli in dieser Arbeit gefiihrt haben kénnte,
ist, dass nicht das gesamte Probenmaterial auf einem Selektivagar ausgestrichen wurde,
sondern nur die bereits kultivierten Isolate. So ist es méglich, dass ESBL-Bildner, die sich in
dem Ausgangsprobenmaterial befanden, nicht als solche identifiziert wurden. Wie groR3 die-
ser Anteil ist, kann jedoch nicht beziffert werden. Zum anderen kann die relative Haufigkeit
durch das Einbeziehen von Problembetrieben, das dortige Beproben mehrerer Tiere und
somit auch die Gewinnung eventuell identischer Isolate, erhéht werden. Um einen solchen
Bias in dieser Arbeit zu vermeiden, wurden identische Isolate aus einem Herkunftsbetrieb
mittels PFGE ermittelt und ,copy“-Isolate von den weiteren Untersuchungen ausgeschlos-
sen.

Mit 22,9 % (40/176) liegt der Anteil an ESBL-bildenden E. coli aus Kotproben von Rindern in
dieser Arbeit im mittleren Bereich im Vergleich mit den von Hille et al. ausgewerteten europa-
ischen Studien aus den Jahren 2003-2013. Hier lagen die Betriebspravalenzen zwischen
4 % und 87 %, die von Einzeltieren zwischen 0 %und 100 % [254]. Es ist jedoch die stark

variierende Anzahl an beprobten Tieren zu beachten, die einen Vergleich nur unter Vorbehalt
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zuldsst. In einer aktuellen Studie aus Israel, in der Kotproben von 1226 Rindern aus 40 Be-
trieben untersucht wurden, waren 23,4 % der Proben positiv fur ESBL-/AmpC-bildende
E. coli. Altere Rinder (> 25 Monate) waren am wenigsten betroffen, Kélber (< 4 Monate) zeig-
ten die héchste Rate an positiven Isolaten [255]. In einer niederlandischen Studie wurden
1000 Kotproben von Mastkélbern aus 100 Betrieben kurz nach der Schlachtung auf ESBL-/
AmpC-Bildner untersucht. 66 % der Betriebe erwiesen sich als positiv, wobei der Anteil posi-
tiver Tiere innerhalb der Betriebe zwischen 0 % und 100 % lag [256].

Die Pravalenzen, die sich aus verschiedenen standardisierten europaischen Monitoringpro-
grammen ergaben, lagen sowohl fiir Schweine als auch fur Rinder deutlich unter denen in
den o.g. Studien erhobenen Daten und auch unter den in dieser Arbeit ermittelten relativen
Haufigkeiten. Die von der EFSA durchgefiihrte Auswertung der Monitoringprogramme von 9
bzw. 10 Mitgliedsstaaten zur Uberwachung von Zoonoseerregern im Jahr 2013 ergab eine
durchschnittliche Haufigkeit fur Cefotaxim-resistente E. coli-Isolate von 1,2 % bei Rindern
und 1,3 % bei Schweinen [257]. Cefotaxim gilt zwar als eine der Indikatorsubstanzen fir den
Nachweis einer ESBL, allein das Wachstum von Isolaten auf Cefotaxim-haltigen Medien be-
weist jedoch nicht, dass tatséchlich ein ESBL-Enzym vorhanden ist. Somit ist ein direkter
Vergleich mit dieser Arbeit, in der ESBL-Bildner auch wirklich als solche identifiziert wurden,
nicht moglich. Die in den von der EFSA ausgewerteten Monitoringprogrammen bericksich-
tigten Isolate stammten zudem von gesunden Tieren und wurden mit epidemiologischen
Grenzwerten (Cut-Off-Wert fur Cefotaxim 0,25 mg/L) beurteilt. In den o.g. Pravalenz- und
Haufigkeitsstudien und auch in dieser Arbeit wurden hingegen klinische Grenzwerte (fur Ce-
fotaxim: S < 1 mg/L, I: 2-4 mg/L, R: 24 mg/L) verwendet, da zumindest in dieser Studie diag-
nostisches Probenmaterial untersucht wurde und somit Therapieoptionen bericksichtigt
werden mussten. AulRerdem ist die hohe Anzahl an getesteten Isolaten (Schweine: n=1239,
Rinder n=2294), die von Tieren aus vielen verschiedenen Betrieben stammten, zu beachten.
In den o.g. Nicht-Monitoringstudien wurden haufig mehrere positive Tiere aus einem Betrieb
mit in die Untersuchungen einbezogen, so dass ESBL-/AmpC-positive Betriebe die Pra-
valenzen erhdhen kénnen.

In dem GERMAP-Bericht, herausgegeben vom Bundesamt fur Verbraucherschutz und Le-
bensmittelsicherheit (BVL) und der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Chemotherapie e.V., wird
die Verbreitung von antimikrobiellen Resistenzen ausschlielilich bei erkrankten Tieren er-
fasst. Die Daten stammten Uberwiegend aus dem nationalen Resistenzmonitoring tierpatho-
gener Bakterien (GERM-Vet) des BVL. Es konnte ein vermehrtes Auftreten von ESBL-
bildenden E. coli bei an Enteritis erkrankten Kalbern in den letzten Jahren beobachtet wer-
den (2009: 18 %, 2011: 25 %, 2013: 29 %). Die Bewertung dieser Daten sollte allerdings vor
dem Hintergrund der z. T. geringen Probenzahl vorsichtig erfolgen (160/2009, 173/2011,
250/2013) [157, 258].
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In verschiedenen Studien wurde bereits das Vorkommen von ESBL-/AmpC-bildenden E. coli
sowohl bei gesunden als auch bei kranken Hobbytieren wie Hunden, Pferden und Katzen
beschrieben [204, 259-261]. Es ist jedoch schwierig, Angaben zu Prévalenzen oder relativen
Haufigkeiten innerhalb dieser Populationen zu machen, da Monitoringprogramme, wie sie im
Nutztierbereich bereits in zahlreichen Léndern etabliert sind, zum Zeitpunkt der Anfertigung
dieser Arbeit nicht existierten. Die bisher durchgefiihrten Studien unterscheiden sich stark in
ihrem Design und der Anzahl der untersuchten Proben. Die Praktikabilitdt der Probenent-
nahme, die im Bereich der LM-liefernden Tiere aufgrund der Bestandsgréfien und der Még-
lichkeit, auf dem Schlachthof am getéteten Tier Proben zu nehmen, deutlich besser ist als im
Hobbytierbereich, erklart den meist geringen Probenumfang bei Hobbytieren. Zudem existie-
ren laut Statistischem Bundesamt deutlich mehr LM-liefernde Tiere in Deutschland (Rinder
12,6 Mio., Schweine 271 Mio;
https://www.destatis.de/DE/ZahlenFakten/Wirtschaftsbereiche/LandForstwirtschaftFischerei/

TiereundtierischeErzeugung/TiereundtierischeErzeugung.html; letzter Zugriff Oktober 2016)
als Hobbytiere (Schatzung des Industrieverbands Heimtierbedarf 2014: Hunde 6,8 Mio., Kat-
zen 11,8 Mio.; http://www.ivh-online.de/de/der-verband/daten-fakten/archiv.html; letzter Zu-
griff Oktober 2016). In einigen Fallen wurde, &hnlich wie in der vorliegenden Arbeit, eine ge-
wisse Anzahl an Isolaten, die von diagnostischen Laboren zur Verfligung gestellt wurde,
untersucht, wodurch jedoch keine Pravalenzen dargestellt werden kénnen [112, 262].

In einer portugiesischen Studie von Belas et al., in der 131 E. coli-Isolate aus 151 Rektum-
tupfern von gesunden Hunden isoliert wurden, erwiesen sich 15 % als ESBL- und 20 % als
AmpC-Bildner [263]. Diese Angaben liegen deutlich Uber den Werten, die in dieser Arbeit
ermittelt werden konnten (Hunde: 8,6 % ESBL-, 3,8 % AmpC-Bildner). Eine mégliche Erkla-
rung hierfir wére die von Belas et al. durchgefiihrte Anreicherung des Probenmaterials tGber
Nacht in Peptonwasser. Ein deutlich h6heres Vorkommen konnten zudem in den Niederlan-
den Hordijk et al. in ihrer Studie, in der jeweils 20 Kotproben von gesunden und von an Diar-
rhoe leidenden Hunden und Katzen auf ESBL-/AmpC-bildende E. coli untersucht wurden,
ermitteln. Hier erwiesen sich 45 % der gesunden und 55 % der kranken Hunde als Trager
von ESBL-/AmpC-bildenden E. coli. Bei den Katzen waren es 0 % respektive 25 %. Zu be-
achten ist jedoch hier die geringe Probenanzahl in jeder Gruppe [261]. Zu &hnlichen Ergeb-
nissen kamen Sun et al., die 240 Proben von gesunden (n=106) und kranken (n=134) Hun-
den und Katzen aus China untersuchten und eine signifikant héhere Rate an ESBL-
bildenden E. coli bei den kranken Tieren finden konnten (54,5 % versus 24,5 %) [72]. In den
Ubrigen zu diesem Thema durchgefiihrten Studien lag das relative Vorkommen von ESBL-/
AmpC-bildenden E. coli zwischen 3,1 und 20 % [4].

Die wenigen Resistenz-Monitoringprogramme, in denen Hobbytiere bisher Beriicksichtigung

gefunden haben, kénnen aufgrund der dort oftmals nur geringen Probenanzahl, dem unter-

106



Diskussion

einander nicht-standardisierten Untersuchungsverfahren und in manchen Fallen der Be-
schrankung auf die Ermittlung von MHK-Werten von ausgewahlten Cephalosporinen nicht
als Referenz dienen [16, 157, 258, 264]. Aufgrund des immer engeren Kontakts zwischen
den Hobbytieren und ihren Besitzern und der Gefahr der Ubertragbarkeit von Resistenzge-
nen bzw. resistenten Bakterien auf den Menschen wére ein verbessertes Monitoring drin-
gend erforderlich. Diese Arbeit unterstitzt durch den Nachweis einer relativ hohen Anzahl
von ESBL-/AmpC-Bildnern bei Hobbytieren und zusétzlich durch den Nachweis von Genoty-
pen, die beim Menschen weit verbreitet sind, die Notwendigkeit einer solchen Malinahme.
Auch im Fall von MRSA konnte bereits gezeigt werden, dass bei Hobbytieren oftmals Se-
quenztypen gefunden werden, die bekannten Sequenztyp-Linien beim Menschen entspre-
chen, sodass Hobbytiere als Ursprung von Infektionen mit multiresistenten Erregern unbe-

dingt Beriicksichtigung finden miissen [251].

Klebsiella spp.

Uber die Verbreitung ESBL-/AmpC-bildender Klebsiella spp. bei Tieren ist deutlich weniger
bekannt als es fur E. coli der Fall ist. Meist handelt es sich um Studien mit einer geringen
Isolatezahl von z. T. weniger als zehn Isolaten [67, 218, 229] oder um Fallbeschreibungen
insbesondere von Mastitiden bei Rindern [265-267]. In einer aus Sicht der Probenanzahl
reprasentativeren Studie aus Deutschland konnten Ewers et al. unter 1519 klinischen Klebs-
iella spp.-Isolaten 89 (5,9 %) als ESBL-Bildner identifizieren. Von diesen Isolaten wurden 43,
die sdmtlich dem ST15 zugehorig waren, einem PFGE-Cluster zugeordnet. Die Herkunft
einzelner klonaler Isolate aus denselben Kliniken wies auf separate nosokomiale Geschehen
hin [215].

In dieser Arbeit war der Anteil von ESBL-/AmpC-bildenden Klebsiella spp.-Isolaten bei Hun-
den mit 32 % (36/113) und bei Katzen mit 33 % (5/15) sehr hoch. Grund hierfir ist zumindest
bei den Hunden die Herkunft mehrerer Isolate aus einer Tierklinik, in der es Hinweise auf die
Verbreitung verschiedener ESBL-Klone gibt. Bereinigt man diese Zahlen um die klonalen
Isolate ergeben sich Werte von 9,5 % (8/84) ESBL-bildender Klebsiella spp. bei Hunden. Bei
den Katzen muss zudem die geringe Anzahl (n=15) an getesteten Isolaten beachtet werden.
Bei Rindern und Schweinen lag die Haufigkeit bei 2,6 % respektive 1,6 % und damit in einem
niedrigen Bereich. Vergleichswerte existieren z. B. in dem GERMAP-Bericht nur fur aus
Mastitisgeschehen isolierte Klebsiella spp. Hier lag der Anteil an ESBL-Bildnern 2013 bei
rund 8 % (Anzahl untersuchter Isolate: 39) [157]. Trotz der groen Bedeutung von K. pneu-
moniae als Infektionserreger beim Menschen (s. 4.2) wurde diese Spezies bis dato nicht in
andere Studien oder Monitoringprogramme aufgenommen. Auch diese Arbeit zeigt, dass
ESBL-/AmpC-produzierende Klebsiella spp. bei Tieren und insbesondere bei den Hobbytie-

ren keine Raritat darstellen und zudem epidemiologische Zusammenhange zwischen huma-
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nen und tierischen Klebsiella spp.-Isolaten zu finden sind (vgl. Diskussion, Kapitel 3). Somit
sind weitergehende Untersuchungen bezuglich der Verbreitung mehrfachresistenter Klebsiel-

la spp.-Isolate und dem damit verbundenen Risiko fur den Menschen dringend notwendig.

Vergleich zur Humanmedizin

In der Humanmedizin gibt es neben zahlreichen Studien zu der Verbreitung von ESBL-/
AmpC-bildenden Enterobacteriaceae verschiedene Monitoringprogramme sowie auch Sur-
veillancesysteme zur Ermittlung von Daten zur aktuellen Resistenzlage. Die vom Robert
Koch-Institut (RKI) durchgefiihrte Antibiotika-Resistenz-Surveillance (ARS), die 2007 vom
Bundesministerium fur Gesundheit initiiert wurde und Resistenzdaten von bakteriellen Erre-
gern aus allen klinischen Herkiinften zusammentragt, ergab fur das Jahr 2013 eine Resis-
tenzrate gegenuber Cefotaxim fir E. coli von stationdren Patienten von 12,2 % und fir
K. pneumoniae von 15,0 %. Fur 2015 lag die Resistenzrate fiir E. coli bei 11,9 % und fur
K. pneumoniae bei 12,2 % (https://ars.rki.de/Content/Database/ResistanceOverview.aspx,
Stand 22.08.16). Laut des aktuellen Berichts des ,European Antimicrobial Resistance Sur-
veillance Network® (EARS-Net) des ,European Centre for Disease Prevention and Control*
(ECDC), das 1998 als Netzwerk nationaler Surveillance-Systeme gegriindet wurde, lag die
Zahl der invasiven E. coli-Isolate mit Resistenz gegenuber 3.-Generations-Cephalosporinen
in Deutschland im Jahr 2014 bei 10,5 % (Vergleich 2010: 8,4 %). Bei den invasiven
K. pneumoniae-Isolaten lag die Zahl mit 12,7 % gleichbleibend hoch (Vergleich 2010:
12,8 %) [1].

Ein Vergleich mit den in dieser Arbeit getesteten Isolaten von Tieren l&asst sich nicht direkt
ziehen, da es sich gréRtenteils um nicht invasive Isolate und auch um Isolate sowohl aus
dem ambulanten als auch aus dem stationéren Bereich handelt bzw. in einigen Fallen eine
Zuordnung nicht erfolgen konnte. Insgesamt lasst sich jedoch sowohl im human- als auch im
veterindrmedizinischen Bereich ein steigender Trend an ESBL-/AmpC-Bildnern erkennen.
Monitoringprogramme, die in der Humanmedizin und auch im Bereich der Nutztiere existie-
ren, ermdglichen eine Uberwachung des Vorkommens von ESBL-/AmpC-Bildnern und somit
méglicherweise ein frihes Ergreifen von MaRRnahmen, die einer weiteren Verbreitung vor-
beugen bzw. diese reduzieren. Als Reaktion auf das vermehrte Vorkommen von Resistenz-
genen im Nutztierbereich wurde z. B. eine fiir den Tierhalter verpflichtende Meldepflicht im
Zusammenhang mit dem Antibiotikaeinsatz eingefiihrt (16. Anderung des Arzneimittelge-
setzs). Zudem sind pharmazeutische Unternehmen seit 2011 verpflichtet, Angaben tber die
Mengen von Antibiotika, die sie an Tierarzte abgeben, an das Deutsche Institut fir Medizini-
sche Dokumentation und Information (DIMDI) zu melden. Seit Beginn der Erfassung im Jahr
2011 bis zum Jahr 2015 hat sich die Gesamtmenge von an Tierarzten abgegebenen Antibio-
tika
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(http://www.bvl.bund.de/DE/08_Presselnfothek/01_FuerJournalisten/01_Presse_und_Hinterg
rundinformatio-

nen/05_Tierarzneimittel/2016/2016_08_03_pi_Antibiotikaabgabemenge2015.html)  halbiert.
Daten zu der Auswirkung des verminderten Antibiotikaeinsatzes auf die Resistenzlage bei
Tieren gibt es derzeit noch nicht, sodass es weiterhin dringend notwendig ist, Daten zur Ver-
breitung von resistenten Erregern bei Tieren zu erheben und auch die Hobbytiere, die in den
vorhandenen Monitoringprogrammen bislang unzureichend bericksichtigt wurden, mehr in

aktuelle Studien einzubinden.

2.2 \Verteilung und Verbreitung der bla-Gene

E. coli

Der Mehrheit der in dieser Arbeit ph&notypisch als ESBL-Bildner bestatigten bzw. als AmpC-
verdachtig geltenden E. coli-Isolate konnten auch genotypisch als solche identifiziert werden.
Sechs Isolate entzogen sich der genaueren Differenzierung, hier ware die Existenz einer
eher selten vorkommenden ESBL/AmpC, wie z. B. ADC oder MIR, die mittels weiterer PCR-
Untersuchungen oder mittels Genomanalyse identifziert werden kénnte, denkbar. Zwolf Iso-
late besaRen eine oder auch mehrere Mutationen im Promotorbereich des bei E. coli chro-
mosomal kodierten AmpC-Gens, was zu einer Verstarkung des Promotors und dadurch zu
einer verstarkten Ablesung des Gens und Hyperproduktion der AmpC fiihren kann. Eine Mu-
tation bei -18, die eine besondere Rolle bei der Hyperproduktion durch Schaffung einer neu-
en -10 Box spielt, konnte bei 11 dieser Isolate gezeigt werden [238]. Die Tatsache, dass
gleiche Mutationen in der Vergangenheit bei humanen Isolaten nachgewiesen wurden, zeigt
einmal mehr, dass Uberschneidungspunkte zwischen humanen und tierischen Isolaten
vorhanden sind [268].

Unter den ubrigen Isolaten, bei denen ein bla-Gen nachgewiesen werden konnte, dominierte
blacrx.m1 mit einem Anteil von 55 % (165/300), gefolgt von blactxm-1s (22,3 %), blacmy-2
(9,7 %), blactxm-14 (6 %) und blasyy.12 (5,7 %). Diese Ergebnisse decken sich mit Beobach-
tungen aus anderen Studien. Valentin et al. untersuchten 1329 humane und von Tieren
stammende ESBL-produzierende E. coli-Isolate auf deren ESBL-Typ. CTX-M-1 war dabei
die dominierende ESBL bei den Tieren gefolgt von CTX-M-15. Letztere konnte am haufigs-
ten bei den humanen Isolaten gefunden werden [269]. Die Auswertung von friiheren, bis zum
Jahr 2011 durchgefuhrten Studien zur Verbreitung von ESBL-/AmpC-Bildnern ergab, dass
CTX-M-1, CTX-M-15, CTX-M-14, CMY-2 und SHV-12 die am haufigsten nachgewiesenen
Typen bei Tieren waren. CTX-M-1 stellte dabei die dominierende ESBL sowohl bei den LM-
liefernden als auch bei den Hobbytieren in Europa dar [4]. Bei Rindern und Schweinen konn-
te dieses Enzym jedoch noch wesentlich haufiger als bei den Hobbytieren nachgewiesen

werden (72 % resp. 28 %) [4]. Diese Beobachtung konnte auch in dieser Arbeit gemacht
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werden. Hier machte der Anteil blactx.m.1-tragender E. coli-Isolate bei Schweinen einen Anteil
von 76,3 %, bei Rindern von 47,5 % und bei den Hobbytieren von 36,4 % aus. Auch in vielen
anderen Studien aus Europa stellt sich CTX-M-1 als der am haufigsten nachgewiesene
ESBL-Typ bei Rind und Schwein dar [270, 271]. In der vorliegenden Arbeit wies die Mehrheit
der ESBL-/AmpC-bildenden E. coli von Hunden die ESBL CTX-M-15 auf. Wéhrend in alte-
ren, aber auch in aktuellen Studien oftmals CTX-M-1 am haufigsten bei Hund und Katze
nachgewiesen werden konnte [66, 190, 204, 261], werden in einigen neueren Studien immer
haufiger ESBL vom CTX-M-15-Typ identifiziert [112, 183]. Das entspricht dem am haufigsten
beim Menschen nachgewiesenen Typ [272] und wurde zunéchst u. a. auf die Verbreitung
von bestimmten klonalen Linien wie z. B dem ST131 zuriickgefiihrt, der neben CTX-M-15
aber auch Trager vieler anderer blacrx.y-Gene sein kann [183, 191]. CTX-M-15 wird aber
auch in vielen anderen ST nachgewiesen [182, 273, 274], sodass die Verbreitung
unabhéngig eines bestimmten ST verlauft.

CTX-M-55, das in dieser Arbeit bei 8,8 % der Isolate vom Schwein nachgewiesen werden
konnte, ist dominierend im asiatischen Raum und konnte bisher bei dieser Tierart auch nur
dort nachgewiesen werden [123, 275-277]. Auch bei Kleintieren konnte dieser CTX-M-Typ im
asiatischen Raum und in Europa vereinzelt gefunden werden [72, 278, 279]. Wahrend dieses
Enzym vor 2010 beim Menschen nicht nachgewiesen werden konnte, ist in den letzten
Jahren ein starker Anstieg zu beobachten, sodass es sich in China bei CTX-M-55
mittlerweile um die am zweithaufigsten nachgewiesene ESBL beim Menschen handelt [201,
277]. In anderen Kontinenten tritt dieser ESBL-Typ beim Menschen nach wie vor sehr selten
auf [280-282].

Bis 2012 konnte die ESBL CTX-M-14, die bei LM-liefernden Tieren relativ haufig vorkommt,
bei Hobbytieren nicht nachgewiesen werden [4]. Die beteiligten Sequenztypen sind dabei
sehr variabel, so konnten z. B. Liao et al. (2015) bei 14 CTX-M-14-produzierenden E. coli
von Nutztieren 11 verschiedene Sequenztypen ausmachen [283]. Die Tatsache, dass CTX-
M-14 in dieser Arbeit nur bei einem E. coli-Isolat von einem Hund gefunden wurde, deutet
gemeinsam mit anderen beschriebenen Einzelnachweisen auf eine weiterhin geringe Pra-
valenz in der Hobbytierpopulation hin [261, 284]. Auffallig ist zudem, dass in der vorliegen-
den Arbeit 72,4 % der nachgewiesenen CMY-2-Enzyme bei Hunden gefunden werden konn-
ten, was einem Anteil bei den Hundeisolaten von 28,8 % entsprach. Dieser AmpC-Typ wird
in Asien und Nordamerika bei LM-liefernden Tieren sehr haufig nachgewiesen, in Europa am
meisten bei Gefligel und seltener bei Schweinen und Rindern [21, 123, 188, 285, 286].
CMY-2-produzierende E. coli kommen durchaus auch bei Hunden und Katzen vor, der Anteil
ist in den meisten Studien jedoch deutlich geringer [66, 74, 204]. In einigen Studien ist der
Anteil jedoch vergleichend hoch bzw. héher [287, 288] und ging in einer Arbeit auch mit einer

hohen Diversitéat der blacuy->-tragenden Plasmide einher [287]. Diese Diversitat lasst sich
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z. T. auch bei den beteiligten Sequenztypen beobachten [274], was insgesamt die
Verbreitung von CMY-2 erleichtern und auch das vorwiegende Vorkommen von CMY-2 aus
der Familie der CMY-B-Laktamasen erkldren kénnte. Eine weitere Erkldrung kénnte der
héufige Einsatz von Cefalexin bei Hunden und Katzen darstellen, da in einer Studie der
Zusammenhang zwischen der Behandlung mit Cefalexin und dem erhéhten Nachweis von
CMY-2 bei Hunden hergestellt werden konnte [289]. Dabei konnte bei fiinf von acht
untersuchten Hunden ein Incl1/ST2-Plasmid als Trager des blacuy-o-Gens identifiziert
werden, was auch bei Haenni et al. (2014) bei 17 von 22 untersuchten CMY-2-
produzierenden E. coli-Isolaten gefunden werden konnte und auf eine vorwiegende Selektion
dieses Plasmids hindeuten kénnte [288]. In dieser Arbeit wurde ein Hund, bei dem CMY-2

nachgewiesen wurde, nachweislich mit Cefalexin vorbehandelt.

Klebsiella spp.
Von den phanotypisch als ESBL-Bildner bestéatigten oder als AmpC-verdachtig geltenden

Klebsiella spp.-Isolaten konnten finf genotypisch nicht ndher differenziert werden. Die Diver-
sitdt der ESBL-/AmpC-Typen bei den Ubrigen 60 Isolaten war deutlich geringer als bei
E. coli. CTX-M-15 konnte bei fast der Hélfte der Klebsiella spp.-Isolate nachgewiesen wer-
den (45,5 %), zwei Drittel stammten dabei von Hunden, von denen jedoch auch insgesamt
die meisten Klebsiella spp.-Isolate stammten. Etwa ein Viertel (25,5 %) der Klebsiella spp.-
Isolate trugen das AmpC-Gen blapua.1, 16,4 % das ESBL-Gen blactx.m-1-

In den wenigen bisher verfigbaren Studien zu der Verteilung von ESBL-/AmpC-Typen bei
Klebsiella spp. von Tieren konnte CTX-M-15 als die haufigste ESBL identifiziert werden [215,
218, 229]. Auch in der Humanmedizin handelt es sich um die am weitesten verbreitete ESBL
bei K. pneumoniae [215]. Oftmals konnte in veterindrmedizinischen Studien eine Zuordnung
der CTX-M-15-produzierenden K. pneumoniae-Isolate zum ST15 erfolgen, einem Klon, der
in der Humanmedizin weltweit verbreitet ist [216, 229, 290, 291]. Auch in dieser Arbeit waren
CTX-M-15 und ST15 stets miteinander assoziiert. Die CTX-M-15-ST15-K. pneumoniae-
Isolate stammten dabei aus vier verschiedenen Veterinarkliniken, wovon 19 Isolate einer
Klinik zuzuordnen waren. Sie konnten im Zeitraum von 10/2012 bis 01/2014 von 17 ver-
schiedenen Patienten isoliert werden und wiesen groRe Ahnlichkeiten im Resistenzgenprofil
auf, weswegen neben einem wiederholten Eintrag auch ein nosokomiales Geschehen ver-
mutet werden kann. Die zur Erhartung dieser Hypothese notwendigen weiterfuhrenden Un-
tersuchungen wurden im Hinblick auf den erstmaligen und wiederholten Nachweis von OXA-
48-Carbapenemasen bei Tieren in dieser Arbeit fir die 14 OXA-48-positiven CTX-M-15-
ST15-K. pneumoniae-Isolate durchgefiihrt. Tatsachlich konnte mittels Analyse von Mak-
rorestriktions- und Plasmidprofilen die Klonalitat dieser Isolate nachgewiesen werden und die

Hypothese einer nosokomialen Verbreitung erhartet werden.
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Elf der 15 DHA-1-produzierenden K. pneumoniae-Isolate, die allesamt von Kleintieren
stammten, konnten dem ST11 zugeordnet werden, eine Kombination, die schon in human-
medizinischen und veterindrmedizinischen Studien in Spanien, der Schweiz, Tschechien und
Korea beschrieben wurde [228, 292-294]. Hidalgo et al. konnten sieben klinische
K. pneumoniae-Isolate von Hunden und Katzen dem ST11 zuordnen und neben blapna.1 zu-
séatzlich das PMQR-Gen gnrB4 nachweisen, das in dieser Arbeit ebenfalls bei allen DHA-1-
positiven Isolaten gefunden werden konnte. Dahingegen besaRen in dieser Arbeit nur acht
ST11-DHA-1-Isolate die B-Laktamase SHV-11, die Hidalgo et al. ebenfalls bei allen Isolaten
nachweisen konnten [228]. Die Vermutung liegt nahe, dass es sich in der vorliegenden Arbeit
um einen weiteren epidemischen Klon, der mit der Verbreitung bestimmter Resistenzgene
verknupft ist, handelt. Vier weitere DHA-1-produzierende K. pneumoniae konnten dem
ST895, einer Single Locus-Variante des ST11, zugeordnet werden. Diese Isolate traten im
ahnlichen Zeitraum, jedoch zeitlich etwas versetzt zu den ST11-DHA-1-Varianten auf und
stammten groRtenteils (3 von 4 Isolaten) aus derselben Klinik. Ob der Nachweis dieser
ST11-Variante erste Selektions- und Anpassungsprozesse des urspriinglichen Klons wider-
spiegelt, kann nur in weiterfiihrenden Untersuchungen unter Einbeziehung chronologisch

gewonnener Isolate z. B. mittels Gesamtgenomanalysen geklért werden.

2.3 Pathotypen bei ESBL-/AmpC-bildenden E. coli

2.1.1 InPEC

In dieser Arbeit wurden alle aus dem MDT stammenden ESBL-/AmpC-bildenden E. coli-
Isolate von Rind und Schwein auf die fir die jeweiligen relevanten Pathovare (ETEC, EDEC,
EPEC, STEC) typischen VAGs untersucht (siehe dazu 4.1). Einige Berichte zu ESBL-/
AmpC-bildenden STEC sind sowohl aus der Human- als auch aus der Veterindrmedizin be-
kannt (Tabelle 36), insgesamt sind sie jedoch selten. Da EHEC-Infektionen, sofern sie sich
auf eine hamorrhagische Enteritis beschrénken, i. d. R. nicht mit Antibiotika behandelt wer-
den, kénnte der dadurch bedingte fehlende Selektionsdruck der Grund fir die eher seltenen
Funde in der Humanmedizin sein [295]. Im Gegensatz zum Menschen sind Rinder oftmals
symptomlos mit STEC infiziert bzw. kolonisiert. Hier kdnnte sich also jede Gabe von antimik-
robiellen Substanzen aufgrund anderer Erkrankungen auch auf die Resistenzentwicklung
von STEC auswirken. In dieser Arbeit konnte jedoch keiner der ESBL-/AmpC-bildenden
E. coli-Isolate aus dem MDT von Rindern als STEC identifiziert werden. Die E. coli-Isolate,
die aus anderen Proben von Rindern (n=6) stammten, wurden nicht auf VAGs untersucht.
Ob das insgesamt eher seltene Vorkommen von STEC in Probenmaterial oder die Annahme,

dass STEC nur in geringem MaRe ESBL-/AmpC-Plasmide aufnehmen, ursachlich fur die
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sporadischen Funde von STEC-ESBL bei Rindern sind, I&sst sich innerhalb dieser Arbeit
nicht bewerten.

Positiv fur das Shigatoxin 2e konnte hingegen ein CTX-M-1-produzierendes Isolat aus dem
Kot eines Schweins getestet werden. Das fedA-Gen, das fiir die F18-Fimbrien kodiert, konn-
te bei dem besagten Isolat jedoch nicht nachgewiesen werden, so dass es sich nicht um ein
porcines EDEC-Isolat im klassischen Sinne handelt. Der friihere Nachweis von stx2e*- und
fedA™-E. coli-Isolaten aus an Odemkrankheit erkrankten Ferkeln und aus 30 unter Diarrhoe
leidenden Ferkeln zeigt jedoch, dass eine klinische Bedeutung dieser Stdmme angenommen
werden muss [240]. Da an Durchfall erkrankte Ferkel oftmals mit antimikrobiellen
Substanzen wie B-Laktam-Antibiotika oder Tetracyclinen behandelt werden [296], kénnen
sich bei Vorhandensein einer ESBL in Kombination mit dem Phanomen der Co-Resistenz
Probleme hinsichtlich der Wirksamkeit der eingesetzten Substanzen und somit fir die
antibiotische Therapie ergeben. Beim Menschen kénnen Infektionen mit Stx2e-
produzierenden E. coli symptomlos verlaufen, sie werden aber auch mit Diarrhoe und sogar
mit der Ausbildung eines HUS in Verbindung gebracht [297, 298]. Ein zoonotisches Potential
dieser atypischen porcinen stx2e’-E. coli-Stdmme kann also nicht ausgeschlossen werden.
Bisher wurde erst einmal das Vorkommen porciner Shigatoxin-/ESBL-bildender E. coli be-
schrieben [299]. Jedoch erfolgte hier keine Bestimmung von eventuell vorhandenen Fimbri-
entypen, sodass auch hier nicht von einem EDEC im engeren Sinn gesprochen werden
kann.

Des Weiteren konnten in dieser Arbeit acht CTX-M-1-bildende E. coli-Isolate vom Schwein
aufgrund des Nachweises der Gene estb, estap, elt, f4 und f18 dem ETEC-Pathovar zuge-
ordnet werden. ETEC-assoziierte Durchfélle betreffen typischerweise Ferkel und gehen mit
einer hohen Morbiditat und Mortalitdt einher. Wahrend ETEC mit F4-Fimbrien v. a. bei neu-
geborenen und frisch abgesetzten Ferkeln Durchfélle und Todesfélle verursachen, fiihren
ETEC mit F18-Fimbrien eher bei bereits langer abgesetzten Ferkeln zu Durchféllen [300].
Beim Menschen sind ETEC besonders in Entwicklungslandern wichtige Verursacher von
Durchfall bei Kleinkindern und von Reisediarrhoe [147]. Die bei den ETEC-Stdmmen von
Rind und Schwein vorkommenden Adhéasionsfaktoren (F4-, F5-, F6-, F17-, F18- und F41-
Fimbrien) sind basierend auf der Expression bestimmter Rezeptoren im Zielgewebe tierspe-
zifisch. Man geht daher davon aus, dass sie gewohnlich keine Infektionen beim Menschen
auslésen kénnen und somit keine Zoonosegefahr darstellen [301]. Untersuchungen zu der
Verbreitung ESBL-bildender ETEC-Stamme bei Schweinen gibt es bisher nur wenige. Abra-
ham et al. konnten 2014 bei 70 untersuchten ETEC-Stammen von Schweinen in Australien
keine Resistenz gegenilber Cephalosporinen nachweisen [302]. In einer Studie aus Kanada
konnte bei 13 von 83 untersuchten porcinen ETEC-Isolaten eine Resistenz gegentber Cef-

tiofur nachgewiesen werden. Die Bestatigung einer ESBL-Bildung wurde allerdings nicht
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durchgefuhrt [303]. Kim et al. konnten unter 111 ETEC-Isolaten sieben als ESBL-Bildner
identifizieren und auch Wu et al. beschrieben drei CTX-M-1-produzierende ETEC-Isolate in
ihrer Studie [198, 304] (Tabelle 36). Zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, in der
von 97 ESBL-/AmpC-bildenden E. coli-Isolaten aus dem MDT von Schweinen acht (8,2%)
als ETEC identifiziert werden konnten, zeigen diese Studien, dass ESBL durchaus v. a. unter
den porcinen ETEC-Isolaten verbreitet sind. Unter den ESBL-bildenden E. coli vom Schwein
konnten auflerdem zwei atypische EPEC-Isolate, die durch das Vorhandensein von eae bei
Abwesenheit von bfp definiert sind, gefunden werden. Wu et al. wiesen in ihrer Studie eben-
falls atypische EPEC (n=37 von 295 untersuchten ESBL-bildenden E. coli von Tieren) nach.
Diese stammten aber ausschlieBlich von Wiederkdauern und vom Gefligel [198]. Typische
EPEC verursachen beim Menschen v. a. in Entwicklungslandern Durchfall bei Kleinkindern;
sie kdnnen aber auch beim erwachsenen, immunsupprimierten Menschen Erkrankungen
auslosen. Sie kommen beim Tier nur sporadisch vor [150, 305]. Atypische EPEC kommen in
erster Linie beim Tier vor und kénnen auch hier Durchfall auslésen. Die Bedeutung beim
Menschen wird kontrovers diskutiert [150, 305]. Es gibt aber mittlerweile mehrere Berichte, in
denen Durchfallgeschehen auch beim erwachsenen Menschen mit atypischen EPEC in Ver-
bindung gebracht werden [305]. In einigen Studien konnten atypische EPEC von Tieren iso-
liert werden, die Serogruppen, die in humane Durchfallgeschehen involviert waren, zugeord-
net werden konnten. Tiere kénnen also eventuell als Reservoir fur durch atypische EPEC
ausgeldste Durchfallerkrankungen beim Menschen fungieren [306]. Es muss also davon
ausgegangen werden, dass atypische EPEC ein zoonotisches Potential aufweisen, was bei
dem zuséatzlichen Vorkommen einer ESBL-/AmpC Auswirkungen auf die therapeutischen

Optionen hatte.

Tabelle 36: Ubersicht iiber bisher verdffentlichte Studien zu dem Vorkommen von
InPEC-ESBL/INPEC-AmpC

Patho- ESBL-/AmpC- ESBL-Typ Herkunft Land Referenz
typ positive/untersuchte
E. coli-Isolate

STEC 17 CTX-M-18 Mensch Japan [307]
STEC 17 CTX-M-3 Mensch Japan [308]
STEC 1/302 TEM-52 Mensch Belgien [309]
STEC 2/333 CTX-M-1 Mensch Indien [310]
STEC 1/k. A. CTX-M-28 Mensch Danemark [311]
STEC 17 CTX-M-15 Mensch Deutschland [312]
STEC 712167 CMY-2 Mensch Japan [313]
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Fortsetzung Tabelle 36

Patho- ESBL-/AmpC- ESBL-Typ Herkunft Land Referenz
typ positive/untersuchte
E. coli-Isolate
STEC 171 CTX-M-15 Kalb Frankreich [314]
STEC 2/149 CTX-M-1 Kalb Deutschland [295]
STEC 2/170 CTX-M-15 Schwein Indien [299]
STEC 11247 CTX-M-Gr.2  Geflugel Niederlande [315]
EHEC -/- CTX-M-15 Mensch Deutschland [316]
EHEC 17117 CMY-2 Mensch Japan [317]
EHEC 7 CTX-M-1 Rind Frankreich [318]
ETEC 3/629 CTX-M-1 Rind, Deutschland, [198]
Schwein Niederlande,
UK
ETEC 7111 CTX-M-12,-  Schwein Sudkorea [304]
14, -15
ETEC 8/97 CTX-M-1 Schwein Deutschland diese Arbeit
tEPEC+ 8/350 CTX-M-1 Mensch Iran [319]
aEPEC
EPEC 13/13 TEM-116, Mensch Uruguay [320]
(n.n.d.) PER-2
aEPEC  2/273 k. A. Mensch Norwegen [321]
aEPEC 1/1 CTX-M-15 Mensch China [322]
aEPEC  37/295 k. A. Wdk., Gefli-  Deutschland, [198]
gel Niederlande,
UK
EPEC 2/52 k. A. Kaninchen Portugal [323]
aEPEC  2/97 CTX-M-1, Schwein Deutschland diese Arbeit
TEM-52

k. A.: keine Angaben; n = Anzahl; Wdk.: Wiederkauer; UK: vereinigtes Koénigreich; aEPEC: atypische EPEC;
tEPEC: typische EPEC; n.n.d:. nicht naher differenziert

Jede orale Gabe von Antibiotika hat einen Einfluss auf die gesamte Mikrobiota des Darms,
der sich in erster Linie in der verminderten Ansiedlung von kommensalen Bakterien dulRert
[324]. Wird bei dem Vorhandensein von ESBL-/AmpC-bildenden InPEC-Isolaten oder bei
Vorliegen einer anderen Erkrankung eine orale Antibiotikagabe durchgefiihrt, besteht die
Méglichkeit einer Selektion von Virulenzgen-tragenden E. coli und einer vermehrten Verbrei-
tung der Virulenzgene in der E. coli-Population. Besteht bei den betroffenen INPEC ein zoo-
notisches Potential, ergibt sich dadurch ein héheres Risiko fur den Menschen, sich z. B.
durch direkten Kontakt oder durch kontaminierte Lebensmittel mit solchen Vertretern der
Spezies E. coli zu infizieren. Gleichzeitig wird die Therapie von Erkrankungen mit ESBL-
tragenden InPEC-Isolaten auch im Hinblick auf eine eventuell vorhandene Co-Resistenz in
den betroffenen Betrieben erschwert und es kann zu héheren wirtschaftlichen Verlusten
kommen. ESBL-bildende InPEC-Isolate von Tieren kdnnen zudem ein Reservoir fur ESBL-
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Gene darstellen und zu einer Verbreitung in beiden Populationen (Tier-Mensch) fuhren. Auf-
fallig ist, dass nur bei einem ESBL-bildenden InPEC-Isolat zusétzlich ein PMQR-Gen (qnrS17)
gefunden werden konnte. Diese Tatsache unterstiitzt zusammen mit der eher selten vorhan-
denen Kombination ESBL-Bildner/InPEC die Theorie, dass pathogene E. coli insgesamt sel-
tener Trager von Resistenzgenen zu sein scheinen als kommensale E. coli (siehe auch 4.1).

2.1.2 ExPEC

Zur Identifizierung von EXPEC-Isolaten unter den ESBL-/AmpC-Bildnern erfolgte zuerst eine
Einteilung der E. coli-Isolate in die von Clermont et al. definierten phylogenetischen Gruppen
[138]. Die Mehrheit der Isolate, zu denen auch 8 von 9 ESBL-positive INPEC-Isolate gehor-
ten, konnte den Gruppen A (n=132; 41,5 %) und B1 (n=79; 24,8 %) zugeordnet werden (s.
Abbildung 12). Die Phylogruppen A und B1 beinhalten hauptsachlich kommensale E. coli
bzw. im Hinblick auf extraintestinale Infektionen in der Regel nicht- oder schwach virulente
Stamme. Diese Beobachtung geht mit Ergebnissen anderer Studien einher, in denen als
multiresistent benannte E. coli eher den schwach virulenten Gruppen wie A und B1 zugeord-
net werden konnten. In der Gruppe A befinden sich laut der Autoren haufiger multiresistente
E. coli als in anderen Gruppen [168, 284], was bedeuten wirde, dass diese auch haufig
schwécher virulent sind als Antibiotika-sensible Stdmme [162, 165]. Dennoch konnten in
dieser Arbeit 12 Isolate der Gruppe B2, in der sich tiberwiegend hochvirulente ExPEC-Isolate
befinden, zugeordnet werden. Gleichzeitig wurden 18 bzw. 23 Isolate der Gruppe D und der
aus der Gruppe B2 hervorgegangenen Gruppe F, in denen sich ebenfalls hochvirulente
Stamme befinden kénnen, zugewiesen [138]. Diese als potentielle EXPEC eingestuften Isola-
te wurden mittels MLST und Virulenzgentypisierung naher untersucht.

Drei Isolate konnten dem ST131 zugeordnet werden, bei dem es sich um einen weltweit vor-
kommenden Klon handelt, der einen wesentlichen Teil zu der Verbreitung von FQ- und von
Cephalosporin-Resistenzen innerhalb der Spezies E. coli beigetragen hat [325]. Die FQ-
Resistenzen sind in den letzten Jahren bei E. coli vom ST131 stark angestiegen. Eine
Typisierung des Gens fur die Typ 1 Fimbrie (fimH) ermdglicht eine genauere Einteilung der
ST131-E. coli-Isolate in Subklone. So konnte die gestiegene Ciprofloxacin-Resistenz bei
E. coli vom ST131 mit einer Verlagerung von Ciprofloxacin-sensiblen Subklonen (fimH22) zu
Ciprofloxacin-resistenten Subklonen (fimH30) in Verbindung gebracht werden [325]. Auch
zwei der drei in dieser Arbeit nachgewiesenen ST131-E. coli-Isolate zeigten eine Resistenz
gegeniber Ciprofloxacin und auch Enrofloxacin- ein entsprechender PMQR konnte jedoch
bei allen drei Isolaten nicht nachgewiesen werden. Diese Ciprofloxacin-resistenten Isolate
wiesen die ESBL CTX-M-15 auf, ein Zusammenhang, der schon haufig beobachtet wurde
[325]. Das dritte ST131-Isolat besal die ESBL CTX-M-14. Diese Kombination ist seltener,
konnte aber bereits in der Humanmedizin im asiatischen Raum beschrieben werden [326].
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Auch bei Tieren konnten E. coli vom ST131 sowohl in Kombination mit als auch ohne ESBL-
Plasmide bereits haufiger nachgewiesen werden [74, 186, 187, 191, 192]. Die in dieser Ar-
beit gefundenen ST131-E. coli stammten aus dem Kot von zwei Schweinen unterschiedlicher
Herkunft und aus dem Urin einer Katze. Letzteres und eines der beiden porcinen Isolate be-
sallen 20 verschiedene VAGs, das andere porcine Isolat wies sogar 30 VAGs auf. Darunter
befanden sich u. a. fur B2-Stdamme typische VAGs wie sat (secreted autotransporter toxin),
fyuA (yersinsiabactin receptor) und malX (pathogenicity island marker) [154]. Der MDT von
Mensch und Tier wurde wiederholt als Reservoir fir ST131-E. coli beschrieben [327]. So
handelt es sich auch bei den beiden porcinen Isolaten vermutlich um symptomlose Besiedler
des Darms, die auRerhalb des Verdauungstrakts zu Infektionen fiihren kénnen, was auch bei
Schweinen schon beschrieben wurde [328]. In einigen Studien konnte eine hohe Ahnlichkeit
zwischen uropathogenen ST131-E. coli beim Menschen und Isolaten dieses ST von Tieren,
die zeitlich und geographisch im Zusammenhang standen, festgestellt werden [193, 329,
330]. Dies veranlasste Nordstrom et al. dazu fur die Art dieser Erkrankungen den Terminus
FUTI (Foodborne urinary tract infection) einzufihren [331]. Die Autoren diskutierten die
Méglichkeit, dass (iber kontaminiertes Fleisch (ibertragene Bakterien nach Ubertreten der
Darmschranke eine Infektion des unteren Harnwegsapparates verursachen kénnten [331].
Ein ahnliches Szenario ware fir das in dieser Arbeit nachgewiesene B2-ST131-CTX-M-15-
E. coli-Isolat aus dem Urin einer Katze denkbar. Eine primére Besiedlung des Darms der
betroffenen Katze hatte jedoch nur durch eine zusétzliche Kotuntersuchung nachgewiesen
werden kdénnen, die retrospektiv nicht mehr aussagekréftig ist. Da die Katze zum Zeitpunkt
der Isolierung stationar in einer Tierklinik behandelt wurde, wére aber auch eine dort erfolgte
Infektion mit dem ST131-E. coli denkbar.

Die Ubrigen ST, die unter den B2-ESBL-/AmpC-bildenden E. coli in dieser Arbeit nachgewie-
sen werden konnten (ST141, ST372, ST73), kommen vorwiegend beim Menschen und in
deutlich selteneren Féllen in Kombination mit einer ESBL/AmpC vor [4, 199, 332, 333].
E. coli vom ST73 werden haufig bei UPEC vom Menschen nachgewiesen, beim Tier hinge-
gen sind sie selten und werden eher bei Hobbytieren als bei LM-liefernden Tieren gefunden
[334-337], was erneut zeigt, dass Hobbytiere hinsichtlich der gefundenen Genotypen eher
eine Schnittmenge mit Menschen aufweisen als LM-liefernde Tiere. Der Nachweis eines
DHA-1-produzierenden B2-ST73-E. coli-Isolats in der Lunge eines wildlebenden Seehunds,
der im Marz 2012 auf Sylt tot aufgefunden wurde, ist zudem bisher einmalig. Es konnte an-
hand seines Transponders nachvollzogen werden, dass er sich im Jahr 2011 in stationarer
Behandlung in der Seehundstation Pieterburen in den Niederlanden befand und dort im Jahr
2011 mit Amoxicillin und Marbofloxacin behandelt worden ist, bevor er im Oktober 2012 wie-
der ausgesetzt wurde. Durch die erfolgte Antibiotika-Gabe ist die Selektion des DHA-1-

bildenden E. coli bei diesem Wildtier erklarbar. Fraglich ist allerdings, warum dieser auch
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nach einem halben Jahr ohne weiteren bekannten Selektionsdruck in dem Seehund nach-
gewiesen werden konnte. Es ist aber zudem auch eine Kolonisierung mit aus der Umwelt
stammenden E. coli mit antimikrobiellen Resistenzen in Betracht zu ziehen, da diese bereits
hé&ufig von anderen Wildtieren [160, 338] und auch aus Wasserproben inklusive Meerwasser
isoliert werden konnten [339, 340].

Der Nachweis ESBL-/AmpC-bildender E. coli-Isolate mit den Sequenztypen ST405, ST38
und ST69 aus der phylogenetischen Gruppe D, die allesamt bereits haufig aus Infektionsge-
schehen bei Menschen und Tieren auch in Kombination mit der Tragerschaft von ESBL-/
AmpC-Plasmiden isoliert werden konnten, unterstreicht die weite Verbreitung dieser Genoty-
pen bei Tieren [4, 74, 107, 199, 341]. Auch der erst kirzlich bei Hobbytieren und vielfach in
der Humanmedizin beschriebene ST648 aus der Phylogruppe F konnte in dieser Arbeit
nachgewiesen werden [183, 200, 342]. Diese Nachweise lassen Spekulationen Uber einen
direkten oder Uber die Umwelt erfolgenden Interspeziestransfer zu. Die F-ST648-E. coli-
Isolate, die entsprechend friiherer Studien und auch in dieser Arbeit dhnlich wie der ST131
héaufig mit der ESBL CTX-M-15 verknipft sind, kénnten ein Grund fur die zunehmende Pra-
valenz von der beim Menschen am haufigsten nachgewiesenen ESBL CTX-M-15 bei tieri-
schen Isolaten sein. Die zudem fiir den ST648 beschriebene Fahigkeit, Multiresistenz und
Virulenz erfolgreich zu verknupfen (s. 5.1) [183], trifft auch fir die ST648-Isolate aus dieser
Arbeit zu- im Schnitt trugen sie 11 VAGs und zeigten oftmals eine kombinierte Resistenz
gegeniliber Cephalosporinen und Fluorchinolonen.

24 Vorkommen plasmidkodierter Fluorchinolonresistenzgene
(,PMQR*) bei ESBL-bildenden/AmpC-verdiachtigen E. coli und

Klebsiella spp.-lsolaten

Bei 50 % der 318 in dieser Arbeit untersuchten ESBL-bildenden/AmpC-verdéachtigen E. coli-
Isolate konnte phéanotypisch mittels Agardiffusionstest eine FQ-Resistenz nachgewiesen
werden, 44 % zeigten eine kombinierte Cephalosporin-/FQ-Resistenz. Bei 21,6 % konnte
tatsachlich ein oder mehrere PMQR-Mechanismen auf genetischer Ebene nachgewiesen
werden. Am héaufigsten vertreten waren dabei Gene fur die Aminoglykosid-Acetyltransferase
Aac(6°)-Ib-cr und die Qnr-Proteine QnrS1 und QnrB2. Eine kombinierte Cephalosporin-/FQ-
Resistenz lag bei 68,5 % der 54 ESBL-bildenden/AmpC-verdéchtigen K. pneumoniae-
Isolaten vor, eine alleinige Resistenz gegenlber Ciprofloxacin trat bei 83,3 % auf. Bis auf ein
Isolat besalen alle untersuchten K. pneumoniae-lsolate tatséchlich mindestens einen
PMQR-Mechanismus. Die Effluxpumpen OgxA und OgxB sowie die Aminoglykosid-
Acetyltransferase Aac(6’)-lb-cr konnten dabei am haufigsten nachgewiesen werden. Die
K. pneumoniae-Isolate wiesen deutlich hdufiger als die Vertreter der Spezies E. coli mehrere
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PMQR-Mechanismen in Kombination auf. Das gleichzeitige Vorkommen einer phénotypi-
schen Resistenz gegeniber Fluorchinolonen und Cephalosporinen der 3. und 4. Generation
deutet auf das Vorliegen von multiresistenten Erregern hin. Bei der Definition von Multiresis-
tenz muss beachtet werden, dass das Vorhandensein einer ESBL/AmpC oder einer Carba-
penemase nicht mit dem Vorliegen einer Multiresistenz, das heif3t mit der Resistenz gegen-
Uber mehreren Antibiotika(gruppen) gleichzusetzen ist. So kénnen Bakterien, die z. B. eine
ESBL/AmpC besitzen allein gegen Cephalosporine resistent sein, womit die Voraussetzun-
gen einer Multiresistenz nicht erfillt sind. Die KRINKO (Kommission fiir Krankenhaushygiene
und Infektionspravention) definiert Multiresistenz bei gramnegativen Infektionserregern
(MRGN) anhand der fehlenden in vitro-Empfindlichkeit des untersuchten Isolats gegentiber
bestimmten Antibiotika(gruppen) (Piperacillin, Cephalosporine der 3. und 4. Generation,
Carbapeneme und Fluorchinolone). Diese Antibiotika(gruppen) stellen wichtige, zur Therapie
von durch gramnegativen Infektionserreger verursachten lebensbedrohlichen systemischen
Infektionen eingesetzte Wirkstoffe dar. Ein Isolat mit einer Resistenz gegentber 3 der 4 ge-
nannten Wirkstoffe wird als 3MRGN, ein Isolat mit einer Resistenz gegenuber allen 4 ge-
nannten Wirkstoffen als 4MRGN bezeichnet. Ist nur eine Resistenz gegenuber 2 Wirkstoffen
vorhanden, handelt es sich laut KRINKO nicht um einen multiresistenten gramnegativen Er-
reger [343]. Durch die fehlende Testung eines Acylureidopenicillins wie z. B. des Piperacillins
kann in dieser Arbeit nicht abschlieRend bewertet werden ob es sich bei den ESBL-/AmpC-
produzierenden E. coli- und Klebsiella spp.-Isolaten um 3MRGN im Sinne der KRINKO-
Definition handelt.

Auch Schmiedel et al. (2014) kamen zu ahnlichen Ergebnissen [112]. Sie konnten bei 126
untersuchten ESBL-bildenden E. coli 26 (20,6 %) Isolate identifizieren, die zusétzlich einen
oder mehrere PMQR-Mechanismen aufwiesen. Bei den K. pneumoniae-Isolaten waren es
61,8 %. Am haufigsten traten aac(6°)-Ib-cr gefolgt von gnrD und gnrB auf. Das Vorkommen
von ogxAB wurde allerdings nicht untersucht. Die Co-Existenz von ESBL- und PMQR-Genen
konnte zudem bei 31 von 202 untersuchten E. coli-Isolaten, die aus den Kloaken von Hiih-
nern stammten, in einer chinesischen Studie von Li et al. (2014) gezeigt werden [344]. Bei
Donati et al. (2014) wiesen 16 von 19 untersuchten Klebsiella spp.-Isolaten mindestens ein
PMQR-Gen auf, meistens jedoch gnr oder aac(6°)-lb-cr, auf ogxAB wurde nicht untersucht
[229]. Auch Ma et al. (2009) konnten bei sieben von neun Ceftiofur-resistenten
K. pneumoniae-Isolaten und bei 25 von 89 E. coli-lsolaten PMQR-Mechanismen finden.
Auch hier dominierte Aac(6°)-Ib-cr, das Vorkommen von OgxAB wurde ebenfalls nicht unter-
sucht [71].

In der Humanmedizin wurde das Phdnomen der Co-Resistenz bei ESBL-/AmpC-bildenden
Enterobacteriaceae bereits mehrfach beschrieben [7, 345]. Auch wenn in dieser Arbeit die
Co-Existenz der ESBL-/AmpC- und PMQR-Gene auf demselben Plasmid nicht tberprift
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wurde, so gibt es jedoch andere Studien, die diese haufige Verknipfung belegen [338, 346,
347]. Aus dieser Problematik ergeben sich Konsequenzen fir den Einsatz von antimikrobiel-
len Substanzen in der Therapie von Infektionskrankheiten. Zum einen besteht die Gefahr der
Resistenzbildung durch Co-Selektion durch die Gabe einer der antimikrobiellen Substanzen,
fur die Resistenzgene gemeinsam auf einem Plasmid lokalisiert sind. Die (Fluor-)chinolone
werden in deutschen Krankenhdusern nach den B-Laktam-Antibiotika am zweithaufigsten
eingesetzt [258]. Die jahrliche Abgabemenge ist in der Veterindrmedizin innerhalb von drei
Jahren um ca. 50 % gestiegen (2011: 8,2 t, 2014: 12,3 t) [348]. Im Jahr 2015 konnte jedoch
erstmals wieder ein Absinken der Fluorchinolon-Abgabe beobachtet werden (10,6 t)
(http://www.bvl.bund.de/DE/08_Presselnfothek/01_FuerJournalisten/01_Presse_und_Hinterg
rundinformatio-
nen/05_Tierarzneimittel/2016/2016_08_03_pi_Antibiotikaabgabemenge2015.html). Da eine
Selektion von ESBL-/AmpC-Genen allein durch die Gabe von Fluorchinolonen ohne den
Einsatz von Cephalosporinen méglich ist [123], wére der Anstieg und die Haufigkeit der Ver-
wendung von FQs als eine der mdglichen Ursachen der Haufigkeit von ESBL-/AmpC-
Bildnern zumindest bei den Tieren, bei denen Fluorchinolone zum Einsatz kommen, denk-
bar. Zum anderen ergibt sich durch das Vorliegen mehrerer Resistenzen die Gefahr eines
Therapienotstandes infolge von Einschrankungen in Bezug auf die zur Verfigung stehenden
Antibiotika. Ein Zurtickgreifen auf ,critically important substances” aus der Humanmedizin, zu
denen u. a. die Carbapeneme zahlen, ware zumindest in der Kleintiermedizin méglich, birgt
jedoch auch hier Risiken einer Resistenzbildung.

3. Carbapenemase-produzierende E. coli- und Klebsiella spp.-

Isolate

3.1 Nachweis von OXA-48-bildenden Enterobacteriaceae bei Tieren

Alle unter 1.3 genannten E. coli- und Klebsiella spp.-Isolate wurden auch auf eine verminder-
te Empfindlichkeit gegeniiber Carbapenemen (Meropenem) untersucht. Die im Initialscree-
ning positiv getesteten E. coli- (n=5) und Klebsiella spp.-Isolate (K. pneumoniae: n=35,
K. oxytoca: n=1) erwiesen sich auch im Bestatigungstest (Modified Hodge Test) als positiv.
Diese Isolate, die von 31 verschiedenen Hunden und zwei Katzen stammten, trugen die zum
Zeitpunkt der Untersuchung bei Tieren noch nicht beschriebene plasmidkodierte Carba-
penemase vom Typ OXA-48. In der Humanmedizin wurde Uber das Vorkommen OXA-48-
bildender Enterobacteriaceae erstmals 2003 in der Tirkei berichtet [349]. Nach vielen weite-
ren Berichten aus der Tirkei z. T. auch Uber nosokomiale Ausbriiche ist diese Carbapene-
mase mittlerweile zusatzlich im westlichen Teil von Europa nachzuweisen und hier ebenfalls
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Ursache flir nosokomiale Ausbriiche. Neben der Turkei, in der eine endemische Verbreitung
vorliegt, werden auch andere Staaten wie Agypten oder Libyen als ein Reservoir fiir OXA-48
angesehen [85]. Am haufigsten Trager dieser Carbapenemase ist die Spezies
K. pneumoniae, aber auch E. coli und seltener andere Enterobacteriaceae [13, 14, 97, 230,
350, 351] (s. 2.3.2.1). In Deutschland wurde OXA-48 erstmals im Jahr 2012 beschrieben. Die
OXA-48-positiven Isolate (1x E. coli, 4x K. pneumoniae und 1x E. cloacae) stammten dabei
aus den Jahren 2008-2010 von verschiedenen Patienten aus Berlin, Nordrhein-Westfalen
und Suddeutschland und konnten aus unterschiedlichen Lokalisationen wie z. B. Urin,
Wunden und Trachealaspiraten/-kantlen isoliert werden [350]. In Deutschland handelt es
sich mittlerweile um die am haufigsten nachgewiesene Carbapenemase [15].

Das Vorkommen dieser Carbapenemase bei Tieren wurde zum Zeitpunkt der
Untersuchungen noch nicht beschrieben. Mittlerweile gibt es jedoch Berichte Uber
Nachweise von OXA-48 ebenfalls bei Kleintieren aus Deutschland (2014) und Algerien
(2016) [112, 114] sowie beim Gefliigel im Libanon (2015) [107] und beim Rind in Agypten
(2016) [117]. Anders als in dieser Arbeit, in der wie in der Humanmedizin OXA-48
hauptsachlich bei K. pneumoniae nachgewiesen wurde, war in den meisten anderen Studien
E. coli (i. d. R. Einzelisolate) Trager der Carbapenemase [107, 114, 117]. AuRer in der Arbeit
von Schmiedel et al. (2014), in der Proben unterschiedlicher Herkiinfte untersucht wurden
und OXA-48 bei K. pneumoniae und E. cloacae nachgewiesen werden konnte [112], wurden
in den anderen Arbeiten Kotproben z. T. gezielt auf Carbapenemase-bildende E. coli
untersucht und auch nur bei dieser Spezies gefunden [107, 114, 117]. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurden Proben aus unterschiedlichen Herkiinften und neben E. coli
auch K. pneumoniae untersucht, was die Diskrepanz in den Berichten Uber OXA-48-
tragende Spezies erkldren kann. Trotz der vereinzelten Berichte Gber OXA-48-Nachweise in
der Veterindrmedizin scheint die Verbreitung insgesamt noch sehr gering zu sein, da in
mehreren Studien keine OXA-48-Bildner gefunden werden konnten [23, 118].

Bei zwei Hunden konnte jeweils ein OXA-48-bildendes E. coli- und ein OXA-48-bildendes
K. pneumoniae-Isolat zeitgleich aus dem Probenmaterial (Wunde, BAL) isoliert werden. Eine
in vivo Ubertragung des OXA-48-Gens im Darm der Tiere, wie in der Humanmedizin von
Gottig et al. (2015) beschrieben, wére auch hier denkbar. Die Autoren konnten in vivo und in
vitro zeigen, dass das Gen von K pneumoniae-Isolaten vom ST14 auf E. coli-Isolate vom
ST666 Ubertragen wurde [352].

Alle OXA-48-bildenden E. coli- und vier OXA-48-bildende K. pneumoniae-Isolate zeigten bei
der MHK-Bestimmung einen MHK-Wert fur Imipenem von < 1 mg/L, womit sie nach CLSI als
sensibel gegeniiber diesem Wirkstoff eingestuft wurden (Tabelle 50) [236]. Eine reine MHK-
Wert-Bestimmung von Imipenem wére also bei diesen Isolaten nicht ausreichend gewesen

um sie als Carbapenemase-Bildner zu identifizieren. Diese phénotypische Variabilitat von
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OXA-48 in Bezug auf die Empfindlichkeit und die im Allgemeinen geringe hydrolytische
Aktivitdt gegentber Carbapenemen, die auch in der Humanmedizin besonders fiir E. coli
beschrieben wurde, stellt eine Schwierigkeit in der Detektion dar und kann dazu fiihren, dass

OXA-48-Bildner bei rein phanotypischen Screenings unentdeckt bleiben [97, 353].

3.2 Hinweise auf eine nosokomiale Ausbreitung von Carbapenemase-

produzierenden E. coli- und Klebsiella spp.-Isolaten

Der wiederholte Nachweis von OXA-48-Isolaten aus derselben Klinik legte die Vermutung
nahe, dass es sich um eine NI handeln kénnte. Von einem nosokomialen Ausbruch kann
gemaRl §6 Abs. 3 des Infektionsschutzgesetzes (IfSG) dann gesprochen werden, wenn bei
zwei oder mehr Patienten Infektionen, bei denen ein epidemischer Zusammenhang vorhan-
den oder wahrscheinlich ist, auftreten (§6 Abs. 3 IFSG, RKI). Eine NI ist definiert als eine
Infektion mit lokalen oder systemischen Infektionsanzeichen als Reaktion auf das Vorhan-
densein von Erregern oder ihrer Toxine, die im zeitlichen Zusammenhang mit einer stationa-
ren oder ambulanten medizinischen MaRnahme steht und nicht bereits vor dem Beginn die-
ser MafRnahme bestanden hat (§2 IfSG, RKI). Diese Definition ist auch auf den Bereich der
Veterindrmedizin Ubertragbar, wo keine spezifische Definition existiert. Da fur die in dieser
Arbeit betroffenen Tiere aufgrund des fehlenden Screenings auf Carbapenemase-Bildner bei
Aufnahme in die Klinik die Besiedlung mit OXA-48-Bildnern vor Beginn der MaRnahmen
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann, handelt es sich bei der Vermutung, dass
eine NI vorliegt, um eine Hypothese. Diese begriindet sich groRtenteils darauf, dass die
OXA-48-positiven Isolate in einem zeitlichen und raumlichen Zusammenhang zueinander
standen (Abbildung 21). Sie konnten alle in einem definierten Zeitraum (Juni 2012-Februar
2014) aus Proben, die aus derselben Kilinik fir Kleintiere stammten, isoliert werden. In Abbil-
dung 21 ist das zeitliche Vorkommen (angegeben in Monat/Jahr) der OXA-48-bildenden Iso-

late dargestellt.
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- K. pneumoniae-ST895 schraffiert= Isolat stammt aus Abt. B

Abbildung 21: Zeitstrahl zu dem Vorkommen der OXA-48-bildenden Klebsiella spp.-
(n=36) und E. coli-Isolate (n=5)

Jedes abgebildete Kastchen steht fiir ein OXA-48-positives Isolat, die Einfarbung steht fir die ent-
sprechende Spezies und im Fall von K. pneumoniae fur den jeweiligen ST. Die Beschriftung entspricht
der jeweiligen Zuordnung des Isolats zum entsprechenden PFGE-Typ (s. dazu 3.3.2).

Die besagte Klinik ist in zwei Abteilungen, die unterschiedliche Schwerpunkte behandeln,
unterteilt. In der Abteilung A (Abt. A) befindet sich die Innere Medizin mit angegliederter In-
tensivtherapiestation (ITS), die Abt. B beinhaltet den chirurgischen Bereich mit angeglieder-
ter Bildgebung. Siebzehn OXA-48-positive Klebsiella spp.-Isolate stammten aus der Abt. A,
die Ubrigen neunzehn aus der Abt. B (in Abbildung 21 schraffiert dargestellt). Die funf OXA-
48-bildenden E. coli-Isolate konnten allesamt von Tieren, die sich in der Abt. A in Behand-

lung befanden, isoliert werden.

Die Zeitpunkte der Isolierungen lagen zum Teil sehr nah beieinander. So wurden die bereits
oben erwdhnten Proben von zwei unterschiedlichen Hunden, in denen jeweils ein OXA-48-
produzierendes E. coli- und ein K. pneumoniae-lsolat identifiziert werden konnten, an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen zur mikrobiologischen Untersuchung an das IHIT in Auftrag
gegeben. Auch andere OXA-48-positive Proben wurden im Abstand von wenigen Tagen
entnommen. Die langste Zeitspanne, in der innerhalb des oben angegebenen Zeitraums
keine OXA-48-Bildner nachgewiesen werden konnten, betrug vier Monate (Februar 2013-Mai
2013, Abbildung 21), obwohl die gleiche durchschnittliche Probenmenge und Probenart aus
der Tierklinik in das diagnostische Labor eingesendet wurde.

Aufgrund der rdumlichen und zeitlichen Néhe der isolierten OXA-48-Bildner lag die Vermu-
tung nahe, dass diese in einem epidemiologischen Zusammenhang stehen kénnten. Um
Aussagen Uber die genetische Verwandtschaft der Isolate treffen zu kénnen, wurde der ST

mittels MLST bestimmt. Die K. pneumoniae-Isolate konnten dem ST15 (n=25) und dem
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ST11 (n=9) zugeordnet werden. Ein Isolat erwies sich als dem ST895, einer SLV des ST11,
zugehorig. ST15-K. pneumoniae-Isolate sind weltweit bekannt als Trager von ESBL-Genen,
V. a. von blacrxm-15 [216, 290], konnten in der Humanmedizin aber auch bereits als Trager
von blaoxa4s Und als Verursacher von NI identifiziert werden [219, 351, 354] (s. 5.2). Funf-
zehn der 25 ST15-OXA-48-bildenden K. pneumoniae-Isolate aus dieser Arbeit besallen zu-
satzlich die ESBL CTX-M-15, eine Kombination, die auch aus der Humanmedizin bekannt ist
[14]. Der ST11 konnte bei Patienten mit OXA-48 aber auch mit anderen Carbapenemasen
wie z. B. KPC-2 und VIM-1 in Verbindung gebracht werden [231, 233, 354, 355] (s. 5.2).
Auch wenn sich alle OXA-48-E. coli- und vier (11,1 %) OXA-48-K. pneumoniae-Isolate in der
MHK-Testung als sensibel gegeniber Imipenem verhielten, werden alle OXA-48-Bildner laut
KRINKO-Empfehlung aufgrund des Nachweises der Carbapenemase als 4MRGN eingestuft
[343].

In der Humanmedizin wird vom RKI dringend empfohlen, Patienten mit 4AMRGN unabhéngig
von der Station, auf der sie untergebracht sind, zu isolieren [343]. Zudem wird empfohlen,
die Basishygiene z. B. auf das Tragen eines langarmeligen Kittels bei Kontakt mit dem
betroffenenen Patienten, das Tragen von Handschuhen schon bei einem mdéglichen Kontakt
zu Sekreten, Exkreten, Blut oder kontaminierten Oberflachen oder eine Zuordnung von
Geraten zum Patienten wahrend des Aufenthalts zu erweitern [343]. In der Veterindrmedizin
hat der Fund von 3MRGN und vor allem von 4MRGN keine weiteren Konsequenzen, da fir
diesen Bereich keine gesetzlichen Vorgaben oder Empfehlungen existieren und es an
Fachpersonal z. B. in Form eines Hygienebeauftragten, der die Malnahmen durchfiihren
und Uberwachen kann, mangelt. Zudem sind die bisherigen Funde zumindest von 4MRGN
zuféllig und selten, weswegen hier mdoglicherweise noch nicht die Notwendigkeit gesehen
wird, addquat zu reagieren.

Die zur weiteren Aufklarung eines eventuellen nosokomialen Geschehens durchgefiihrte
Makrorestriktionsanalyse zeigte, dass tatsachlich einige Isolate innerhalb der jeweiligen Se-
quenztypen identisch oder sehr nah miteinander verwandt waren (Auswertungskriterien nach
Tenover et al., s. 2.3.4.3). Die Verteilung der PFGE-Typen auf die beiden Klinikabteilungen
zeigt, dass acht der neun ST11-OXA-48-K. pneumoniae-lsolate und auch das ST895-OXA-
48-K. pneumoniae-lsolat der Abt. B entstammten, was auf eine Ausbreitung dieses Klons
v. a. in dieser Abteilung hindeutet. In retrospektiven Untersuchungen (s. dazu auch 3.3)
konnte gezeigt werden, dass der ST11 deutlich spéater auftrat als der ST15, was dafur spre-
chen koénnte, dass er sich bis zum Zeitpunkt der Untersuchungen noch nicht im gleichen
Ausmal in der Klinik ausbreiten konnte wie der ST15. Der Hund, von dem das einzige ST11-
OXA-48-Isolat aus der Abt. A stammt, hielt sich nachweislich an zwei Tagen zwecks bildge-
bender Verfahren in der Abt. B auf, was auf eine mégliche Infektionsquelle in diesem Bereich

hinweisen kénnte.
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Insgesamt gibt es viele Schnittpunkte zwischen den beiden Abteilungen der Klinik, was einen
Austausch und eine Verbreitung der Carbapenemase-produzierenden Enterobacteriaceae
beglnstigen kénnte. Operationen finden nur in der Abt. B statt, in der Abt. A befindet sich die
ITS, die auch firr die Versorgung und Uberwachung der chirurgischen Patienten aus der Abt.
B zustandig ist. Des Weiteren gehen Patienten aus der Abt. B zur dermatologischen und
kardiologischen Abklarung in die Abt. A, Patienten aus der Abt. A fiir die Durchfiihrung von
bildgebenden Verfahren in die Abt. B.

Fir die meisten Hunde und auch fiir die beiden Katzen, von denen OXA-48-Bildner isoliert
werden konnten, konnte nachweislich ein Uberschneidungspunkt mit der jeweils anderen
Abteilung festgestellt werden. Zum Teil befanden sich Patienten, die OXA-48-positiv getestet
wurden, zum gleichen Zeitpunkt in derselben Abteilung und R&umlichkeit. Eine Verbreitung
der OXA-48-Klone zwischen den beiden Abteilungen der Klinik ist also mdglich und auch
sehr wahrscheinlich. Da in der Humanmedizin in ITS eine hohe Rate von NI beobachtet wird
und auch in der Veterindrmedizin bereits Gber NI, die ihren Ursprung in ITS haben, berichtet
wurde, muss die ITS als eine der méglichen Quellen in Betracht gezogen werden [170, 356].
Zwolf der 31 betroffenen Hunde hielten sich wahrend ihres Klinikaufenthalts nachweislich
zumindest fur wenige Tage auf der ITS auf, einige wurden anschlieBend auf die Normalstati-
on verlegt, was mitunter fur die Verbreitung der OXA-48-Bildner verantwortlich sein kénnte.
Patienten aus der Abt. B, die chirurgisch versorgt wurden und zur Stabilisierung anschlie-
Rend auf die ITS verlegt wurden, kénnten den Ausgangspunkt fiir einen Transfer in die Abt.
B darstellen. Um das gesamte Ausmal der Verbreitung der OXA-48-Klone in den Raumlich-
keiten der beiden Abteilungen der Klinik zu tUberblicken und zu beurteilen, mussten Umge-
bungsproben aus jedem Raum und auch von jeder Person, die potentiell mit den Tieren in
Kontakt steht, genommen werden. So kénnten eventuelle Verbreitungswege besser nach-
vollzogen werden. Diese Untersuchungen waren nicht Teil dieser Arbeit, sie werden aber fir
einen Teilbereich der angesprochenen Klinikrdume im Rahmen einer weiteren Arbeit durch-
gefihrt.

Die in dieser Arbeit nachgewiesenen E. coli-Isolate konnten drei verschiedenen ST (ST1196,
ST410, ST1431) zugeordnet werden, die bisher nicht als Tréger von Carbapenemasen vom
OXA-48-Typ bei Menschen beschrieben wurden. Der ST410 wurde aber z. B. bereits mit der
Carbapenemase NDM-1 bei Patienten aus Kanada, die vorberichtlich groRtenteils einen Auf-
enthalt in Indien vorweisen konnten, assoziiert [357]. Besonders E. coli vom ST38 oder auch
vom ST405, ST131 und ST648 wurden bisher haufiger als Trager von OXA-48 beschrieben
[113, 209, 211] (s. 5.1). Insgesamt betrachtet scheint die Verbreitung von OXA-48 bei E. coli
nicht wie bei K. pneumoniae mit bestimmten Klonen assoziiert zu sein, sondern vielmehr mit
verschiedenen Genotypen. Diese Tatsache wiirde méglicherweise fir einen starken Transfer

des OXA-48-Plasmids innerhalb der E. coli-Population sprechen. Zudem wird E. coli insge-
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samt seltener als K. pneumoniae als Hospitalkeim beschrieben, was u. a. mit der Tenazitat
des Erregers in Verbindung gebracht wird. Faktoren wie die Kapsel, die vor Austrocknung
schitzen kann, oder Fimbrien, die eine Biofilmbildung méglich machen, kénnen das Uberle-
ben in der Klinikumgebung erleichtern und stellen wichtige Virulenzfaktoren bei
K. pneumoniae dar [6]. Darliber hinaus befindet sich das natlrliche Habitat von K. oxytoca
und K. pneumoniae neben der Schleimhaut von Saugetieren auch in der Umwelt. Im Unter-
schied dazu kommen Vertreter der Spezies E. coli Ublicherweise nicht bzw. nur sporadisch in
der Umwelt vor [31, 171]. An eine Existenz auRerhalb des Saugetierwirts ist E. coli méglich-
erweise nicht so gut angepasst wie Vertreter der Gattung Klebsiella. Die funf E. coli-Isolate
konnten im Zeitraum von Juni bis November 2012, jedoch nicht mehr in dem restlichen Un-
tersuchungszeitraum von Dezember 2012 bis Juni 2013 nachgewiesen werden. Die mdg-
licherweise schlechtere Anpassung von E. coli an die Klinikumgebung wére eine Erklarung
fur die kurze Zeitspanne des Nachweises der OXA-48-positiven E. coli-Isolate. Da auch in
der Humanmedizin die Ubertragbarkeit von K. pneumoniae bei invasiven MalRnahmen be-
schrieben wurde [358, 359], missten gezielte Beprobungen von z. B. Tuben, Instrumenten,
etc. durchgefiihrt werden, um zu zeigen, ob Klebsiella spp. in diesen Bereichen haufiger vor-
handen sind als E. coli. Insgesamt l&sst sich festhalten, dass K. pneumoniae, wie in der Hu-
manmedizin beschrieben [358], im Kleintierbereich mehr Tendenzen zur Ausbreitung in klini-

schen Einrichtungen aufweisen als E. coli.

3.3 Ursprung der OXA-48-Bildner — exogen vs. endogen

Die Entstehung einer Nl ist i. d. R. multifaktoriell bedingt. Es spielen nicht nur Faktoren wie
Alter, Erndhrungszustand des Patienten, Immunkompetenz und auch das Vorliegen von
(chronischen) Erkrankungen eine wichtige Rolle, sondern auch exogene Faktoren wie I&an-
gerfristige Antibiotikatherapie, das Vorhandensein von Dauerkathetern, die Gabe von Im-
munsuppressiva oder invasive Manipulationen wie Intubation oder Endoskopie [358]. Sowohl
die endogene als auch eine exogene Mikrobiota kénnen Ursache einer NI sein. Infolge von
Immunschwéche des Patienten und dem Selektionsdruck durch erfolgte Antibiotikagabe ist
es den sonst in harmloser Co-Existenz lebenden endogenen Bakterien mdglich, die naturli-
che Schutzbarriere des Patienten zu durchbrechen und Infektionen zu verursachen. Eine
Infektion mit exogenen Erregern kann h&ufig mit mangelnder Hygiene des behandelnden
Personals, das heit durch fehlende oder unzureichende DesinfektionsmalRnahmen der
Hande zwischen der Behandlung von zwei Patienten oder unzureichender Desinfektion von
Behandlungstischen, Instrumentarien, etc., in Verbindung gebracht werden [358]. Carba-
peneme sind nicht fur den Gebrauch in der Veterindrmedizin zugelassen und ein Einsatz darf
in der Kleintiermedizin nur unter bestimmten Voraussetzungen nach Umwidmung erfolgen.

Dennoch kann auch der Einsatz von Penicillinen oder Cephalosporinen OXA-48-Bildner se-
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lektieren, da diese in der Lage sind, Penicilline und z. T. auch Cephalosporine zu verstoff-
wechseln [352, 360]. Das bedeutet, dass auch nach der Gabe von Penicillinen oder Cepha-
losporinen die kommensale Mikrobiota durch den Einsatz der genannten Antibiotika entspre-
chende Resistenzmechanismen ausgebildet haben kénnte. Zudem wére es denkbar, dass
der Besitz des OXA-48-Plasmids dem Bakterium neben der Resistenz weitere Selektionsvor-
teile verschafft (s. 3.5). Aufgrund der Ergebnisse von anderen Studien, in denen von Infekti-
onen durch die eigene Mikrobiota vor allem bei immunsupprimierten Individuen berichtet
wurde, wére auch in diesem Fall eine Infektion der Tiere Uber ihre eigene endogene Mikrobi-
ota denkbar [361]. Uber eine bereits bestehende Besiedlung der betroffenen Tiere bei Auf-
nahme in die Klinik kann jedoch keine Aussage getroffen werden, da, wie bereits erwahnt,
kein Screening auf Carbapenemase-Bildner stattfindet. In einer unabhéngigen Arbeit, in der
Oberflachen und Geréte der ITS derselben o.g. Klinik beprobt und auf multiresistente Erreger
untersucht wurden, konnte ein identisches OXA-48-positives K. pneumoniae-Isolat vom
ST15 auf dem Boden des Kontrollraums der ITS gefunden werden (Bovermann et al., unver-
offentlicht). Auch der oben erwahnte Nachweis eines OXA-48-produzierenden E. coli-Isolats
im Kot eines Hundes im Rahmen einer medizinischen Nachkontrolle (E. coli-Isolat 3), bei
dem in anderen Proben kein OXA-48-Bildner gefunden wurde, spricht mehr fir die Méglich-
keit der Kolonisation und einer weiteren Verbreitung tUber dadurch kontaminierte Oberfla-
chen, Gegenstande oder auch Hande des Klinikpersonals als fir Infektionen durch die eige-
ne endogene Mikrobiota.

Bei nosokomialen Ausbriichen bei Tieren mit anderen multiresistenten Erregern wurden
Menschen als Ursache fir die Kolonisation bzw. Infektion in Betracht gezogen. So vermute-
ten Zordan et al., dass als Ursache fir ein endemisches Geschehen, bei dem lber einen
Zeitraum von 9 Jahren z. T. nah verwandte, multiresistente A. baumannii aus drei verschie-
denen Tierkliniken der JLU GieRen nachgewiesen werden konnten, neben einer Tier-Tier-
Ubertragung auch eine Ubertragung (iber kontaminierte Hande oder Equipment zu der Ver-
breitung des Klons in Frage kommen koénnte [362]. Bei einem nosokomialen Ausbruch mit
MRSA in einer Kleintierklinik, bei dem bei mehreren Hunden eine Kolonisation mit demsel-
ben Klon festgestellt werden konnte, wurden ebenfalls Menschen als Ubertrager diskutiert,
da die Hunde untereinander keinen oder nur minimalen Kontakt hatten und eine Ubertragung
auf diesem Weg nahezu ausgeschlossen werden konnte [356].

Am haufigsten konnten die OXA-48-Bildner in dieser Arbeit aus Urin (n=15) und Wunden
(n=11) isoliert werden. Die anderen Isolate stammten aus dem Abdomen (n=4), aus zentra-
len Venenkathetern (n=3), aus dem Respirationstrakt (n=3), von der Haut (n=2) und jeweils
ein OXA-48-bildendes Isolat stammte aus einer Blutkultur, Kot und einer Osophagussonde.
Diese Beobachtungen decken sich mit Berichten aus der Humanmedizin, in denen OXA-48-

Bildner ebenfalls haufig aus Urin, Wunden und Proben aus dem Respirationstrakt identifiziert
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werden konnten [13, 96, 351, 354]. Invasive Behandlungen wie das Legen eines Blasenka-
theters oder eines Trachealtubus begunstigen die Entstehung einer NI [363]. Sie stellen so-
mit einen Risikofaktor dar und sind eine mégliche Erklarung fur das gehaufte Auftreten multi-
resistenter Bakterien in den betroffenen Lokalisationen. Harnwegsinfektionen und Sepsis,
zwei der wichtigsten NI, werden in der Humanmedizin und auch in der Veterindrmedizin oft-
mals mit der Anwendung von Harnwegs- oder Venenkathetern assoziiert [363-365]. Es
existieren zudem mehrere Berichte aus der Humanmedizin, in denen ESBL- und
Carbapenemase-Bildner z. B. Uber eine endoskopische retrograde Cholangiopankreatiko-
graphie, eine Duodenoskopie oder eine Endoskopie Uibertragen wurden [359, 366-368]. Auch
in der Veterindrmedizin wurde bereits von einer Ubertragung einer NI bedingt durch ESBL-/
AmpC-Bildner tber kontaminierte Venenkatheter berichtet [369]. Auffallig ist, dass nur zwei
der 41 OXA-48-Bildner von Katzen isoliert werden konnten. Neben der Mdglichkeit, dass
insgesamt weniger Katzen als Hunde in der Klinik behandelt werden, kénnte eine weitere
Erklarung fur diese Diskrepanz die meist weniger invasive Behandlung von Katzen sein
[370]. Die beiden Katzen wurden aufgrund von Verletzungen mehrmals operiert, weswegen
davon auszugehen ist, dass beiden ein vendser Zugang gelegt wurde. Um zu Gberprifen, ob
Katheter méglicherweise an der Verbreitung der OXA-48-Bildner beteiligt sind, wird derzeit in
einer Folgestudie eine vermehrte Anzahl an Kathetern aus der besagten Klinik auf ESBL-/
Carbapenemase-Bildner untersucht.

Die Frage nach dem eigentlichen Ursprung der OXA-48-Bildner konnte in dieser Arbeit nicht
abschlieRend geklart werden. In der Humanmedizin hat sich der Einsatz von Carbapenemen
in den letzten Jahren stark erhoht, was bedeutet, dass Menschen sehr viel 6fter mit Carba-
penemen in Beriihrung kommen als Tiere [371]. Das bei allen Isolaten der vorliegenden Ar-
beit nachgewiesene OXA-48-Plasmid ist in Bezug auf Ubertragbarkeit, GroRe und Plas-
midreplikontyp den humanen OXA-48-Plasmiden sehr &hnlich. Somit kdme die Mdglichkeit
des humanen Eintrags dieses Plasmids, beispielsweise durch Mitarbeiter der Klinik oder
durch Patientenbesitzer, die mit blapxa4s-tragenden Enterobacteriaceae infiziert oder symp-
tomlos kolonisiert waren, in Betracht. Weiterfihrende Untersuchungen wie ein Screening des
angestellten Klinikpersonals auf eine Besiedlung mit OXA-48-bildenden Enterobacteriaceae
oder eine Befragung zu friiheren Krankenhausaufenthalten oder Infektionen waren innerhalb
dieser Arbeit nicht méglich. Aufgrund des teilweise sehr engen Kontakts zwischen Tierbesit-
zer und Haustier kommen auch Tierbesitzer als Infektionsquelle in Betracht. Die Ubertragung
kann mdoglicherweise bereits in der hauslichen Umgebung stattgefunden haben, ein folgen-
der Aufenthalt des Tieres in der Klinik kann dann zu einem Eintrag gefihrt haben. Diesen
Weg nachzuvollziehen bzw. den betroffenen Patienten/Tierbesitzer ausfindig zu machen,
war bei dem gewahlten Studiendesign nicht méglich.
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In einer im Anschluss an diese Arbeit durchgefiihrten retrospektiven Studie (unveréffentlichte
Daten) konnte das Vorkommen der ST15-OXA-48-bildenden K. pneumoniae-Isolate in der
betroffenen Tierklinik bis in das Jahr 2009 zuriickverfolgt werden. Die ST11-K. pneumoniae-
Isolate traten erstmals 2011 und die OXA-48-bildenden E. coli-Isolate im Méarz 2012 auf. Ein
Interspezies-Transfer eines OXA-Plasmids, wie auch in der Humanmedizin bereits beschrie-
ben, ware aufgrund des zeitlich versetzten Auftretens sowohl bei den OXA-48-bildenden
E. coli-Isolaten als auch bei den ST11-OXA-48-K. pneumoniae-Isolaten, die eventuell bereits
ohne OXA-48-Plasmid in der Klinik zirkulierten, denkbar [372]. Seit wann der ST15-OXA-48-
K. pneumoniae-Klon bereits in der Klinik zirkuliert, kann nicht ndher bestimmt werden, da aus
der Zeit vor August 2009 keine Isolate zur weiteren Untersuchung vorhanden waren.

Eine weitere Moglichkeit ware der im gesamten Zeitraum wiederholte Eintrag von OXA-48-
positiven Spezies und Sequenztypen von verschiedenen Patienten mit einer sich jeweils
anschlieRenden klonalen Verbreitung in der Klinik. Da es sich hier jedoch um den ersten
Bericht Uber den Nachweis OXA-48-positiver Enterobacteriaceae bei Hobbytieren handelt
und es insgesamt bisher nur wenige vereinzelte Berichte GUber OXA-48- Bildner bei Tieren
gibt, erscheint diese Mdglichkeit recht unwahrscheinlich.

3.4 OXA-48-Bildner bei Tieren — Infektion vs. Kolonisation

Wahrend bei den meisten Patienten in der Humanmedizin eine Infektion mit Carbapenema-
se-Bildnern auch aufgrund der fehlenden Therapieoptionen oftmals schwerwiegend verlauft,
ist ein Teil der Patienten oftmals nur kolonisiert, das bedeutet, die Erreger kénnen nachge-
wiesen werden, stehen aber nicht in einem Zusammenhang mit einer klinischen Symptoma-
tik [14, 97, 351]. Da humane Patienten Studien zufolge im Durchschnitt 278 Tage mit OXA-
48-bildenden K. pneumoniae- und 225 Tage mit OXA-48-bildenden E. coli-Isolaten koloni-
siert bleiben und diese Kolonisierung oft unbemerkt bleibt, tragen diese Patienten einen nicht
unerheblichen Teil zur Ausbreitung der OXA-48-Bildner sowohl in aber auch auferhalb der
Klinik im Anschluss an den Aufenthalt bei [353]. Auch in dieser Arbeit muss davon ausge-
gangen werden, dass einige der betroffenen Tiere lediglich mit OXA-48-Bildnern kolonisiert
waren. In vielen Fallen konnten neben den OXA-48-produzierenden Isolaten weitere (fakulta-
tiv) pathogene Erreger aus dem Probenmaterial isoliert werden (z. B. A. baumannii,
Enterococcus spp., Staphylococcus spp.), so dass die OXA-48-bildenden Bakterien nicht
eindeutig als Ursache der Infektion zu identifizieren waren. Zudem konnten OXA-48-positive
Isolate haufig in Spulproben oder Spitzen von zentralen Venenkathetern gefunden werden,
deren Untersuchung laut Angaben von Tierdrzten der Klinik in den meisten Fallen zur Uber-
prufung einer eventuell vorliegenden Kontamination und nicht aufgrund einer klinischen
Symptomatik in Auftrag gegeben wurde. In funf Féllen, in denen OXA-48-bildende

K. pneumoniae-Isolate im Urin in Reinkultur nachgewiesen werden konnten und vorbericht-
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lich eine klinische Symptomatik der Zystitis genannt wurde, die jedoch noch nicht bei Auf-
nahme in die Klinik bestanden hat, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um eine
NI im Sinne des §2 des IfSG handelt.

In anderen Féllen, in denen bisher Carbapenemasen bei Enterobacteriaceae von Tieren
nachgewiesen werden konnten, ist meist eher von einer Kolonisation als von einer Infektion
auszugehen, da der Nachweis in den meisten Féllen aus Kotproben gesunder LM-liefernder
Tiere im Rahmen von nationalen Screeningprogrammen erfolgte [22, 25, 107, 111] (s. auch
2.3.2.2). Die von Shaheen et al. in den USA beschriebenen blaypu-positiven E. coli-Isolate
von Hobbytieren wurden in klinischem Probenmaterial (4x Urin, jeweils 1x Nase und Wunde)
nachgewiesen. Allerdings wurden die eventuell zusétzlich nachgewiesenen Begleitkeime
ebenso wenig beschrieben wie die klinische Symptomatik, sodass die Frage nach einer Ko-
lonisation oder Infektion nicht beantwortet werden kann [23]. Auch fur die Carbapenemase-
produzierenden Acinetobacter spp., die bisher bei Tieren gefunden werden konnten, wurde
meistens kein Zusammenhang zu einer klinischen Erkrankung hergestellt [101-103, 105].
Nur in zwei Féllen konnte jeweils ein OXA-23-produzierendes A. baumannii-lsolat in Reinkul-
tur aus dem Urin von Katzen, die vorberichtlich an Zystitis litten, isoliert werden, womit dem
Erreger eine klinische Relevanz attestiert werden konnte [106, 110].

Nosokomiale Ausbriiche mit anderen Bakterien wie MRSA oder ESBL wurden in der Ver-
gangenheit bereits haufiger beobachtet. Auch hier konnte oftmals eine reine Kolonisation bei
allen betroffenen Tieren festgestellt werden, in einigen Fallen zeigten sich jedoch auch Infek-
tionen, fur die als Ursache die Kolonisation von Klinikpersonal und anderen stationar aufge-
nommenen Tieren in Frage kommen kénnte [356, 373]. Walther et al. konnten in ihrer Studie
Hinweise auf eine nosokomiale Verbreitung ESBL-bildender E. coli-Isolate in einer Pferdekli-
nik finden [374]. Drei Pferde, die innerhalb von 12 Tagen in derselben Klinik einer Kolik-
Operation unterzogen wurden, entwickelten eine Wundinfektion und konnten an dieser Loka-
lisation positiv fur ESBL-bildende E. coli des gleichen PFGE-Typs getestet werden [374].
Diese Beispiele zeigen, dass ESBL-/Carbapenemase-bildende Bakterien neben einer reinen
Kolonisation durchaus als Ursache fiir NI in der Tiermedizin in Frage kommen.

Auch wenn Carbapenemase-produzierende Bakterien bei Tieren bisher eher als Kolonisierer
aufzutreten scheinen und nur in einzelnen Féllen ein klarer Bezug zur Klinik gezogen werden
konnte (s. 2.3.2.2), zeigen diese und auch die Arbeiten von Pomba et al. und Ewers et al.,
dass derartige Erreger auch in der Veterindrmedizin an Bedeutung zunehmen kdénnten. Dies
ist neben fehlenden therapeutischen Optionen v. a. im Hinblick auf eine globale Verbreitung
dieser Erreger bzw. ihrer Resistenzdeterminanten sowie dem damit verbundenen Zoonoseri-

siko mdglicherweise von groRer Bedeutung fiir die ,Public Health®.
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3.5 Einfluss des OXA-48-Plasmids auf die Biofilmbildung von E. coli

und K. pneumoniae

In einer humanmedizinischen Studie, die den Ausbruch mit OXA-48-bildenden Enterobacte-
riacae in einem niederldndischen Krankenhaus zwischen 2009 und 2011 naher untersuchte,
konnte gezeigt werden, dass ein in der Klinik zirkulierender ESBL-produzierender
K. pneumoniae-Klon das OXA-48-Plasmid aufnehmen konnte, als es von extern in die Klinik
eingetragen wurde [97]. Dieser Vorgang wére auch fur die OXA-48-Bildner aus dieser Arbeit
denkbar. So besalen viele der OXA-48-positiven K. pneumoniae- und E. coli-Isolate zuséatz-
lich die ESBL CTX-M-15, die oftmals auch in Isolaten aus der o. g. Klinik ohne das zuséatzli-
che Vorhandensein eines OXA-Plasmids identifiziert werden konnte. Faktoren, die eine Auf-
nahme und den Verbleib des OXA-48-Plasmids begiinstigen, sind derzeit noch Gegenstand
der Forschung. Der Vorgang einer Co-Selektion kann nahezu ausgeschlossen werden, da
die Sequenzanalyse von OXA-48-Plasmiden mit gleicher Gr6RRe gezeigt hat, dass keine wei-
teren Resistenzgene auf dem Plasmid lokalisiert sind [375, 376]. Es wird allgemein ange-
nommen, dass ein verminderter Einsatz von Antibiotika zur Verringerung des Auftretens re-
sistenter Bakterien flilhren kann, da anzunehmen ist, dass das Vorhandensein einer
Resistenz in der Regel mit einem Fitnessverlust fiir das Bakterium einhergeht [377]. Durch
Wegfall des Selektionsdrucks héatten Antibiotika-sensible Stamme so im Vergleich zu resis-
tenten Stdmmen einen Fitnessvorteil und waren in der Lage, diese zu verdrangen. Es konnte
jedoch bereits in einigen Studien beschrieben werden, dass Resistenzgene (u. a. blacrx-m-14
und Tetracyclinresistenzgene) trotz fehlenden Antibiotikaselektionsdrucks in der Lage waren
in vitro und in vivo bis zu 2,5 Jahren zu persistieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Ubertragungsrate in vitro von Resistenzplasmiden zwischen Donor und Empféanger in Abwe-
senheit von Antibiotika héher war als in Anwesenheit [377, 378]. Deshalb besteht die Vermu-
tung, dass Resistenzplasmide und eventuell auch OXA-48-Plasmide den Bakterien einen
anderen Fitness- bzw. Selektionsvorteil verschaffen, der die Persistenz und Zirkulation in der
Klinik beglinstigt. Dazu kdénnen eine verbesserte Biofilmbildung, eine erhéhte Serumresis-
tenz oder eine verbesserte Invasionsféhigkeit zéhlen [379]. Da bekannt ist, dass besonders
Klebsiella spp. eine hohe Tenazitdt und die Tendenz zur Biofilimbildung besitzen (s. 4.2),
sollte in dieser Arbeit der mdogliche Einfluss des OXA-48-Plasmids auf die Biofilmbildung in
zwei verschiedenen Untersuchungsmethoden untersucht werden. Dabei zeigte sich, dass
auf dem Spanagar alle untersuchten WT-OXA-48-K. pneumoniae-Isolate im Gegensatz zu
ihren TK weder bei 28T noch bei 37<C eine Biofiimb ildung zeigten. Der E. coli-K-12-Stamm
J53, der bei der Transkonjugation als Empfangerstamm diente, zeigte ebenfalls eine Biofilm-
bildung auf dem Spanagar, die jedoch nicht so deutlich ausgepragt war, wie die der TK. Es
ist somit zumindest von einer deutlicheren Auspréagung des Vorgangs der Biofilmbildung
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durch Empfang des OXA-48-Plasmids auszugehen. Anders verhielt es sich hingegen bei den
OXA-48-bildenden E. coli-Isolaten. Alle WT zeigten eine Biofilmbildung auf dem Spanagar
bei 28C, wohingegen bei den TK sowohl eine Abschwa chung als auch eine Verstéarkung der
Biofilmbildung im Vergleich zu der schwachen Biofilmbildung des E. coli J53 zu beobachten
war. Der Verlust der Fahigkeit zur Biofilmbildung der PCV auf dem Spanagar unterstreicht
den méglichen Einfluss des Plasmids auf diesen Phanotyp. Die Beobachtungen decken sich
mit denen von Shin et al. (2015), nach denen die Resistenzplasmide auf verschiedene Spe-
zies einen unterschiedlichen Einfluss besitzen und zu anderen Ergebnissen fiihren kénnten
[380]. Die Autoren konnten nachweisen, dass K. pneumoniae-TK vom ST11, die ein CTX-M-
15-tragendes Plasmid aufgenommen haben, im Vergleich zu ihren ST11-CTX-M-15-WT eine
héhere Serumresistenz besitzen [381]. In einer sich anschlieRenden Studie, in der die Effek-
te von CTX-M-14- und CTX-M-15-Plasmiden auf die Virulenz und Fitness von ST131-E. coli-
Isolaten untersucht wurden, konnte hingegen festgestellt werden, dass wiederum Non-CTX-
M-Typ-E. coli eine héhere Serumresistenz und verbesserte Biofiimbildung besallen als die
Isolate mit einem CTX-M-14- oder CTX-M-15-Plasmid. Die Unterschiede zwischen den bei-
den Studien erkldren die Autoren mit einer méglichen unterschiedlichen Auswirkung der
ESBL-Plasmide auf die verschiedenen Bakterienspezies [380]. Mdglicherweise trifft das auch
fur verschiedene Sequenztypen innerhalb einer Spezies zu.

Die Ergebnisse des KV-MTP-Tests decken sich weitestgehend nicht mit den Ergebnissen
der Biofilmbildung auf dem Spanagar. Bis auf einzelne Abweichungen wird deutlich, dass im
KV-MTP-Test die PCV der OXA-48-Bildner eine verbesserte Biofilmbildung aufweisen als
ihre WT. Dazu passt, dass bei dem iberwiegenden Teil die TK im Vergleich zum Empfan-
gerstamm E. coli J53 eine deutlich geringere Biofilmbildung zeigten. Aufgrund dieser Ergeb-
nisse scheint das OXA-48-Plasmid die Biofilmbildung also eher zu hemmen als zu verstar-
ken. In einer anderen Studie wurden gegenteilige Ergebnisse genannt. So konnten bei CMY-
16- und TEM-92-bildenden P. mirabilis-lsolaten eine signifikant erhéhte Biofilmbildung beo-
bachtet werden. Es muss jedoch die geringe Anzahl getesteter Isolate beachtet werden und
die Tatsache, dass keine TK und PCV der entsprechenden Wildtypen generiert und zum
Vergleich untersucht wurden, sondern P. mirabilis-Stdmme, die keine der untersuchten -
Laktamase-Gene besallen, was die Aussagekraft dieser Studie erheblich mindert [382]. In
einer anderen Studie, in der unter Biofilm-bildenden K. pneumoniae-lsolaten vom Menschen
nach ESBL-Bildnern geschaut wurde, konnte ein signifikant héherer Anteil an ESBL-Bildnern
ausgemacht werden [383]. In einer Arbeit von Schaufler et al. (2016), in denen ESBL-
bildende WT-E. coli, deren TK und PCV ebenfalls dem KV-MTP-Test unterzogen wurden,
konnten zumindest fur die Biofiimbildung in LB-Medium &hnliche Ergebnisse wie in der
vorliegenden Arbeit erziehlt werden. Als Erklarung fir die Biofilmbildung der PCV bei

gleichzeitig fehlender Biofilmbildung der WT wurde vermutet, dass die planktonisch lebenden

132



Diskussion

WT in dem nahrstoffreichen LB-Medium nicht gezwungen waren, einen Biofilm zur
verbesserten Nahrstoffaufnahme zu bilden [384]. Anders als in der Arbeit von Schaufler et al.
konnte in dieser Arbeit jedoch auch im M63-Medium keine erhdhte Biofilimbildung des WT
gegenuber seiner PCV beobachtet werden.

Insgesamt konnten in dieser Arbeit keine Ubereinstimmenden Ergebnisse zum Einfluss des
OXA-48-Plasmids auf die Biofilmbildung gefunden werden. Eine Verbesserung der Fitness in
Bezug auf die Biofilmbildung durch das OXA-48-Plasmid konnte mit den gewahlten Metho-
den nicht bestatigt werden. Die unterschiedlichen Ergebnisse in den beiden Testverfahren
(Spanagar und KV-MTP-Test) lassen sich méglicherweise auf die unterschiedlichen Nahr-
medien und deren Beeinflussung auf die Biofilmbildung der einzelnen Bakterien zuriickfih-
ren. Zudem wurden zwei verschiedene Spezies und dabei jeweils verschiedene Sequenzty-
pen in die Untersuchungen mit einbezogen, was ebenfalls einen Einfluss auf die Ergebnisse
gehabt haben koénnte. Auch eignen sich die Untersuchungsmethoden nicht dafur, Rick-
schliisse auf die Vorgénge in vivo zu ziehen, die sich méglicherweise ganz anders darstellen
wurden. Schaufler et al. konnten in ihrer Arbeit (2016) zeigen, dass bei ESBL-bildenden WT-
E. coli-Isolaten und den dazugehérigen TK Gene, die fur Curli Fimbrien und Cellulose-
Bildung kodieren, im Vergleich zu ihren PCV hochreguliert sind [384]. In weiterfiihrenden
Untersuchungen missten also auch bei den Isolaten aus dieser Arbeit chromosomale Gene,
die an der Biofilmbildung beteiligt sind und deren Grad der Expression in den WT und PCV
vergleichend untersucht werden, um weiterfihrende Aussagen zum Einfluss des OXA-48-
Plasmids auf die Biofilmbildung treffen zu kénnen. Zugleich missten bei TK, die auf dem
Spanagar eine deutlich héhere Biofilmbildung als ihre WT zeigten, gepriift werden, welche
Gene, die ebenfalls auf dem Resistenzplasmid lokalisiert sind, fur die positive Beeinflussung
der Biofilmbildung verantwortlich sein kénnten.
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VI Zusammenfassung

Die weltweite Ausbreitung von Extended-Spektrum Beta-Laktamase (ESBL)- und Carba-
penemase (CP)-bildenden Enterobacteriaceae gilt derzeit als eine der gréf3ten Herausforde-
rungen fir das offentliche Gesundheitswesen. Tiere werden vielfach als Quelle von ESBL-
Bildnern beschrieben, wahrend ihre Bedeutung als Trager und Ubertréger von CP-bildenden
Bakterien weitestgehend unerforscht ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ESBL-/
CP-bildende Escherichia coli (Ec)- und Klebsiella (K.) spp.-Isolate von Hobby- und Nutztieren
(Rind/Schwein) zu charakterisieren. Fir einen Vergleich mit den bei Menschen beschriebe-
nen Resistenztypen und internationalen Klonen wurden die ESBL-/CP-Varianten und
Ec/K. pneumoniae (Kp)-Sequenztypen bestimmt. Die Analyse der bei extraintestinal patho-
genen Ec (ExPEC) und intestinal pathogenen Ec beschriebenen virulenzassoziierten Genen
(VAGs) diente der Zuordnung der Ec-Isolate zu Pathotypen. Schliellich wurde Uberprift,
inwieweit ein Resistenzplasmid die Biofilmbildung der Bakterien beeinflusst.

Im Zeitraum von Juni 2012 bis Februar 2014 wurden 3582 Ec-, 457 Kp- und 132 K. oxytoca
(Ko)-Isolate von Uberwiegend kranken Nutz- und Hobbytieren aus bakteriologischem Unter-
suchungsgut von > 400 Tierarztpraxen/-kliniken untersucht. Es konnten 280 Ec-, 44 Kp- und
5 Ko-Isolate als ESBL-Bildner bestatigt werden, zudem wurden 38 bzw. 11 AmpC-(-
Laktamase (AmpC)-bildende Ec- und Klebsiella spp.-Isolate identifiziert. ESBL-/AmpC-
bildende Ec-Isolate traten am hé&ufigsten bei Rindern (17,4 %) und Hunden (11,1 %) auf.
ESBL-bildende Klebsiella spp.-Isolate wurden am h&ufigsten bei Hunden (22,3 %) nachge-
wiesen, bei Nutztieren kamen sie deutlich seltener vor (Rind: 2,6 %, Schwein: 1,6 %). AmpC-
bildende Kilebsiella spp.-Isolate kamen nur beim Hund vor. Isolate aus Wunden, die aus-
nahmslos von Hobbytieren stammten, zeigten die héchste Rate an ESBL-/AmpC-Bildnern
(Ec: 22,1 %, Klebsiella spp.: 60,0 %), gefolgt von Isolaten aus Urin, Haut- und Haarproben
sowie Kot.

Der haufigste ESBL-Typ bei Ec war CTX-M-1 (58,9 %), gefolgt von CTX-M-15 (23,9 %),
CTX-M-14 (6,4 %) und weiteren Typen, wie SHV-12 (6,1 %) und CTX-M-3 (1,8 %). CTX-M-1
wurde vermehrt bei Nutztieren (Rind: 17 %, Schwein 52,7 %, Hund und Katze: 14,5 %), die
bei Menschen weit verbreitete ESBL CTX-M-15 hingegen vermehrt bei Hobbytieren (Hund
und Katze: 44,8 %, Rind: 16,4 %, Schwein: 14,9 %) nachgewiesen. SHV-12 trat fast aus-
schlieBlich bei Hobbytieren auf. Bei den ESBL-bildenden Klebsiella spp.-Isolaten dominierte
CTX-M-15 (71,4 %). Die haufigste AmpC bei den Ec-Isolaten war CMY-2 (n=29); DHA-1 und
ACC-4 konnten jeweils einmal nachgewiesen werden. Unter den Klebsiella spp.-Isolaten
dominierte die AmpC DHA-1 (28 %). Fiur 12 der 38 AmpC-bildenden Ec-Isolate konnte eine
Mutation im Bereich des AmpC-Promotors festgestellt werden, die eine Hyperproduktion von
AmpC bedingt. Nahezu alle ESBL-/AmpC-bildenden Klebsiella spp.-Isolate sowie 21,7 % der

134



Zusammenfassung

Ec-lsolate besallen mindestens eines der Fluorchinolonresistenzgene qnr, oqxA/B und
aac(6’)-1b-cr.

Acht (8,2 %, 8/97) ESBL-bildende intestinale Ec-Isolate von Schweinen wurden als enteroto-
xische Ec (ETEC), zwei als atypische enteropathogene Ec (aEPEC) identifiziert. Ein GroRteil
der ESBL-/AmpC-bildenden Ec-Isolate wurde den Phylogruppen A (41,5 %) und B1 (24,8 %)
zugeordnet. Eine Eingruppierung in die eher EXPEC enthaltenden Gruppen B2, D und F ge-
lang bei 43 (13,5 %) Isolaten. Diese konnten Sequenztypen zugeordnet werden (ST131,
ST405, ST648), die malgeblich an der globalen Ausbreitung von ESBL-Genen beim Men-
schen beteiligt sind. Der Nachweis zahlreicher ExXPEC-assoziierter VAGs lasst zudem auf ein
mdgliches pathogenes Potential dieser Isolate schlieRen. Auch bei den ESBL-bildenden Kp-
Isolaten dominierte mit dem ST15 eine in der Humanmedizin weit verbreitete klonale Linie
von grofer klinischer Relevanz.

In dieser Arbeit konnten erstmals CP-bildende Enterobacteriaceae bei Hobbytieren nachge-
wiesen werden. Finf Ec- und 35 Kp-Isolate sowie ein Ko-Isolat von zwei Katzen und 31
Hunden wiesen ein in der Humanmedizin weltweit verbreitetes, ca. 60 kDa grof3es, transkon-
jugierbares OXA-48-Plasmid vom Replikontyp IncL auf. Unter den OXA-48-bildenden Ec-
Isolaten besaRen 80 % zusatzlich ESBL-/AmpC- und PMQR-Gene, dies war bei 69,4 % res-
pektive 97,2 % der Klebsiella spp.-Isolate der Fall. Von den fiinf OXA-48-bildenden Ec-
Isolaten gehdérten drei zum ST1196 und jeweils ein Isolat zum ST1431 bzw. ST410. Unter
den OXA-48-bildenden Kp-Isolaten dominierten der ST15 (n=25; 71,4 %) und der ST11 (n=9;
25,7 %). Da alle CP-bildenden Isolate von Tieren aus einer Tierklinik stammten, die OXA-48-
Plasmide eine hohe Ahnlichkeit aufwiesen und jeweils identische Pulsfeldgelelektrophorese-
Typen unter den Ec-ST1196-, Kp-ST15- und Kp-ST11-Isolaten gefunden wurden, musste,
ahnlich wie bereits fir Krankenh&user in Deutschland und anderen L&andern beschrieben,
eine nosokomiale Ausbreitung des Plasmids bzw. seiner bakteriellen Trdger angenommen
werden. Aufgrund heterogener Untersuchungsergebnisse konnte ein Einfluss des OXA-48-
Plasmids auf die Biofilmbildung der Bakterien und somit auf die mogliche Ausbreitung der
tragenden Bakterien im klinischen Umfeld nicht abschlieRend bewertet werden.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass Tiere nicht nur Trager von ESBL/-AmpC- sondern auch von
CP-bildenden Enterobacteriaceae sind. Der Nachweis von Sequenz- und Plasmidtypen, die
in der Humanmedizin eine bedeutsame Rolle spielen, weist auf eine insbesondere zwischen
Hobbytier und Mensch zu vermutenden Ubertragung von multiresistenten Bakterien hin, de-
ren Ausmaf und Richtung dringend weiterer Untersuchungen im Sinne eines ,One-Health*-
Ansatzes bedarf. Gezielte Uberwachungsprogramme sind notwendig, um die nosokomiale
Ausbreitung multiresistenter Bakterien in Tierkliniken zu identifizieren und interventive Hygi-

enemalnahmen zu implementieren.
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VIl Summary

The global spread of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) and carbapenemase (CP)-
producing Enterobacteriaceae is currently one of the biggest challenges for public health.
Animals are often described as source of ESBL-producing bacteria, whereas their relevance
in carrying and transmitting CP-producing bacteria is largely unexplored. Therefore, the aim
of this work was to characterize ESBL/CP-producing Escherichia coli (Ec) and Klebsiella (K.)
spp.-isolates of companion and livestock (cattle/pig) animals. In order to compare resistance
types and international clones known to prevail in humans, ESBL/CP variants and
Ec/K. pneumoniae (Kp) sequence types were determined. The analysis of virulence-
associated genes (VAGs) linked with extraintestinal pathogenic Ec (ExPEC) and intestinal
pathogenic Ec was performed to assign Ec isolates to pathotypes. Finally, the extent to
which a resistance plasmid influences the bacterial biofilm formation was examined.

In the period from June 2012 to February 2014 3582 Ec-, 457 Kp- and 132 K. oxytoca (Ko)
isolates from bacteriological specimens mainly taken from diseased livestock and companion
animals and received from > 400 veterinary practices/clinics, were examined. A total of 280
Ec-, 44 Kp- and 5 Ko-isolates could be confirmed as ESBL-producers. In addition, 38 and 11
AmpC-B-lactamase (AmpC)-producing Ec- and Kilebsiella spp. isolates were identified.
ESBL-/AmpC-producing Ec isolates were most common in cattle (17.4 %) and dogs
(11.1 %). ESBL-producing Klebsiella spp. isolates were most frequently detected in dogs
(22.3 %), but they were significantly less frequent in livestock animals (cattle: 2.6 %, pig:
1.6 %). AmpC-producing Klebsiella spp. isolates were only present in dogs. The highest rate
of ESBL/AmpC carriage was present in wounds, which were exclusively derived from com-
panion animals (Ec: 22.1 %, Klebsiella spp., 60.0 %), followed by isolates from urine,
skin/hair samples, and from feces.

The most common ESBL type in Ec was CTX-M-1 (58.9 %), followed by CTX-M-15 (23.9 %),
CTX-M-14 (6.4 %), SHV-12 (6.1 %), and CTX-M-3 (1.8 %). CTX-M-1 was particularly present
in livestock (dog and cat: cattle: 17 %, pig 52.7 %, dog and cat: 14.5 %) whereas CTX-M-15,
which is widely distributed in humans, mainly occurred in companion animals (cattle: 16.4 %,
pig: 14.9 %, dog and cat: 44.8 %). SHV-12 appeared almost exclusively in companion ani-
mals. CTX-M-15 (71.4 %) predominated in the ESBL-producing Klebsiella spp. isolates. The
most common AmpC in the Ec isolates was CMY-2 (n = 29); DHA-1 and ACC-4 were detect-
ed only once. Among the Klebsiella spp. isolates, the AmpC DHA-1 (28 %) dominated. For
12 of the 38 AmpC-producing Ec isolates a mutation in the AmpC promoter region could be
detected, which typically causes hyperproduction of AmpC. Almost all ESBL-/AmpC-
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producing Klebsiella spp. isolates and 21.7 % of the Ec isolates harbored at least one of the

fluoroquinolone resistance genes gnr, ogxA/B, and aac (6') -Ib-cr.

Eight (8.2 %, 8/97) ESBL-producing intestinal Ec isolates of pigs were identified as entero-
toxic Ec (ETEC), two as atypical enteropathogenic Ec (aEPEC). A large proportion of the
ESBL-/AmpC-producing Ec isolates were assigned to phylogroups A (41.5 %) and B1
(24.8 %). Fourty-three (13.5 %) isolates were classified into groups B2, D and F, which typi-
cally represent EXPEC. These isolates could be assigned to sequence types (ST131, ST405,
ST648), which have been identified as major players in the global dissemination of ESBL
genes in humans. The detection of numerous ExPEC-associated VAGs also suggests a pos-
sible pathogenic potential of these isolates. Also in case of the ESBL-producing Kp isolates
identified in this study, a clonal lineage of high clinical relevance and wide distribution in hu-
man medicine, namely ST15, was predominant.

In this work CP-producing Enterobacteriaceae could be identified in companion animals for
the first time. Five Ec and 35 Kp isolates, derived from two cats and 31 dogs, possessed a
60 kDa, transconjugative OXA-48 plasmid of the Replicon type IncL, which is widely distrib-
uted in humans. Among the OXA-48-producing Ec isolates, 80 % additionally harbored
ESBL/AmpC and PMQR genes; this was also the case for 69.4 % and 97.2 % of the
Klebsiella spp. isolates, respectively. Three of the five OXA-48-producing Ec isolates be-
longed to ST1196 and one isolate to ST1431 and ST410, respectively. Among the OXA-48-
producing Kp isolates ST15 (n = 25; 71.4 %) and ST11 (n = 9; 25.7 %) were predominant.
Due to a common origin of the CP-producing isolates from animals in the same veterinary
clinic, the high similarity of OXA-48 plasmids and the presence of identical pulsed-field gel
electrophoresis types among the Ec-ST1196, Kp-ST15 and Kp-ST11 isolates, a nosocomial
spread of the plasmid or its bacterial hosts, similar to what has already been described for
hospitals in Germany and other countries, had to be supposed. As biofilm experiments yield-
ed quite heterogenous results, a definite influence of the OXA-48 plasmid on the biofilm

forming capacity of bacteria could not be conclusively clarified.

This work could show that animals are not only carriers of ESBL-/AmpC- but also of CP-
producing Enterobacteriaceae. The detection of sequence types and plasmid types that play
a significant role in human medicine, hints towards a possible transmission of multiresistant
bacteria, particularly between companion animals and humans. The extent of transfer and its
direction urgently requires further investigations in terms of the "One-Health" approach. Sys-
tematic monitoring programs are needed to identify the nosocomial spread of multiresistant

bacteria in animal clinics and to implement interventive hygiene measures.
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Anhang

IX Anhang

1 Ubersicht tiber verwendete Chemikalien, Gerite und Ver-

brauchsmaterialien

Tabelle 37: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller Artikelnummer
2-Propanol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 6752.1
Aceton Merck KGgA, Darmstadt 822251
Acridinorange Sigma-Aldrich Chemie B.V., Zwijndrecht, NL 318337
Agarose Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Olden- 11404

dorf
Ammoniumsulfat Merck KGgA, Darmstadt 1012170100
Amoxicillin/Clavulansaure Oxoid GmbH, Wesel CT0223B
(20 pg/10ug)
Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie B.V., Zwijndrecht, NL A9518
Bacto-Trypton Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 211705
Basisfuchsin Oxoid GmbH, Wesel BRO050A
Blutagar Merck KGgA, Darmstadt 1108860500
Borsdure Merck KGgA, Darmstadt 11001651000
Brain Heart Infusion Oxoid GmbH, Wesel CM1135
BseGl Fermentas GmbH, St. Leon-Rot ERO0872
Cefotaxim (30 ug) Oxoid GmbH, Wesel CT0166B
Cefotaxim (Pulver) Sigma-Aldrich Chemie B.V., Zwijndrecht, NL ~ C7912-1G
Cefotaxim/Clavulansaure Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 231752
(30 pg/10 pg)
Cefquinom (30 pg) Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 113154
Ceftazidim (30 pg) Oxoid GmbH, Wesel CT0412B
Ceftazidim/Clavulansiure Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 231754
(30 pg/10 pg)
Chloroform Merck KGgA, Darmstadt 1024451000
Ciprofloxacin (5 pg) Oxoid GmbH, Wesel CT0425B
Coomassie-Brillant-Blue G250 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 9598.1
Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 23262
DreamTaq Green DNA Poly- Fermentas GmbH, St. Leon-Rot EP0712
merase
EDTA Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 11278
Eisensulfat Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe P015.1
Essigsdure Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 3738.2
Endoagar Oxoid GmbH, Wesel CMO0479
Enrofloxacin (5 pg) Oxoid GmbH, Wesel CT0639B
Ertapenem (10 ug) Oxoid GmbH, Wesel CT1761B
Etest Imipenem BioMeriéux Deutschland GmbH, Nirtingen 412374
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Fortsetzung Tabelle 37

Chemikalien

Hersteller

Artikelnummer

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid 1 %ige Losung
Ficoll 400 BioChemica
Gassner-Agar

Gene RulerTM 100 bp DNA lad-
der

Glucose-Monohydrat
Glycerol

Gold Agarose

HCI

Hefe-Extrakt

Imipenem (10 pg)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kristallviolett
MacConkey-Agar
Magnesiumsulfat

Master Pure DNA Blut Kit

Meropenem (10 pg)
Methanol
Midrange PFG Marker |

Miiller-Hinton-Agar
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natrium-EDTA
Natriumhydroxid

Nucleotide, dNTP

PCR based replicon typing
(PBRT Kit)

Phenol

Pradofloxacin (5 pg)
Proteinase K

Pulse Field Certified Agarose
S$1 Nuclease

Schafblut, defibriniert
Sodium N-laurylsarcosinate
Spanagar

Standard | Nahrbouillon

Merck KGgA, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
PanReac AppliChem, Darmstadt

Oxoid GmbH, Wesel

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt

Oxoid GmbH, Wesel

Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt

Oxoid GmbH, Wesel

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Olden-
dorf

Oxoid GmbH, Wesel

Merck KGgA, Darmstadt

New England BioLabs GmbH, Frankfurt am
Main

Oxoid GmbH, Wesel

Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt

Merck KGgA, Darmstadt
PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach
Diatheva, Fano, IT

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld
Sigma-Aldrich Chemie B.V., Zwijndrecht, NL
BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Fiebig-Nahrstofftechnik, Idstein
Sigma-Aldrich Chemie B.V., Zwijndrecht, NL
Carroux (ORT)

Merck KGgA, Darmstadt

1009831011
21251
A2252.0052
GFGO01B
SM0241

1040741000
8187091000
850152
109060
1037530500
CT0455B
1048170250
51011000
1050331000
1014080025
CMO0007
0261.1
160571

CT0774B
1060096025
N35518

CM337
8223350100
116224500
63451000
159294
1064981000
PAN 739026
MBKO0038

38.2

P6556
1620137
ENO0321
10000500
61743
MAG861
1078820500
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Fortsetzung Tabelle 37

Chemikalien

Tango Buffer (10x)
Thioharnstoff

Tris

Tris ( Tris-Hydroxymethyl-
Aminomethan)

Xbal

Xylene Cyanol FF

Hersteller Artikelnummer
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot BY5

Fluka Biochemca, Zwijndrecht, NL 88810
Calbiochem, Darmstadt 648309

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 4855.2
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot ER0681

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 38505

Tabelle 38: Verwendete Gerdte und Softwareprogramme

Gerat/Modell

Firma

Bilddokumentationssystem E.A.S.Y B-1393-
347C

BioNumerics version 6.6-Software

BIO-RAD CHEF Mapper und Variable Speed
Pump

Brutschrinke

Bunsenbrenner
Disk Dispenser
Eismaschine Scotsman AF 80 AS

Elektrophoresekammer fiir Agarosegele
(60 ml)

Feinwaage AE 163

Feinwaage EW600-2M
Gefrierschrank -20C GSD2614/01
Gefrierschrank -70C HU 9-50 V-T-A

Gel-Electrophoresis Apparatus GNA-200
(Plasmidprap)

GelgieRstand und Kamm fiir PCR
GelgieRstand und Kamm fiir PFGE
Heiz- und Magnetriihrer
Horizontalschiittler Titramax 100

IBM SPSS Statistics, Version 22

Kiihlung Colora

Mehrkanalpipette Biohit elektrisch, 10-300 pl
Microplate-Reader Infinite® F50/Robotic
Mikrowellengerat

NanoDrop 2000c

Oberkopfschiittler

Photometer DU® 640

Herolab Laborgerate GmbH, Wiesloch

Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgien
BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen

Heraeus Instruments, Hanau; Binder GmbH, Tutt-
lingen

Schutt, Géttingen

Oxoid GmbH, Wesel

Uber MAGV GmbH, Rabenau-Lohndorf
HYBAID GmbH, Heidelberg

Mettler-Waagen, Gieflen

Kern, Albstadt

Bosch, Jungingen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, NL

HYBAID GmbH, Heidelberg
BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwab-
ach

IBM, Armonk, USA

Messtechnik Lorch

Biohit Deutschland GmbH, Rosbach v.d. Héhe
Tecan, Mannedorf, Schweiz

Durabrand

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Heidolph Instruments Labortechnik, Schwabach
Beckman Instruments, Miinchen
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Fortsetzung Tabelle 38

Gerat/Modell

Firma

Pipetten, Research, 0,5-10 pl, 2-20 pl,

10-100 pl, 100-1000 pl

Ridom SeqSphere+ Software, Version 1.0.1
Spannungsgerat Gene Power Supply GPS

200/400

SPSS

Stereomikroskop SZX2
Sterilbank Laminar HB 2472
Tischzentrifuge Mikro 20
TProfessional Trio Thermocycler
Uberkopfschiittler

Universalschiittler SM 30 A
VITEK 2-System
Vortex Type RFAX 1R

Wasserbad

Eppendorf AG, Hamburg

Ridom GmbH, Munster

IBM, Armonk; USA

Olympus, Hamburg
Heraeus Instruments, Hanau

Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, NL

Hettich, Uber MAGV, Rabenau-Lohndorf
Biometra Uber Analytik Jena AG, Jena
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwab-

ach

Edmund Buhler GmbH, Hechingen

BioMeriéux Deutschland GmbH, Nirtingen
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwab-

ach

Medizin und Labortechnik H. Kretschmer, GieRRen

Tabelle 39: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Artikel Bezugsquelle Artikel-
nummer

8er Deckelkette Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht 65989002

96-Well Multiply-PCR Plate Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht 72985

Blotting-Papier MN 218 B Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, 52313 Du- 742113
ren

Disposable Plug Mold BIO-RAD Laboratories GmbH, Minchen 170-3713

(GieRformchen)

Einmal-Kiivetten (1,5 ml, halbmik- Brand GmbH & Co. KG, Wertheim 759015

ro)

Einmal-Osen, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 731170

Folie als Abdichtung fiir Mikroti- Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe T093.1

terplatten

Gramnegative Resistenztestkarte BioMeriéux Deutschland GmbH, Nirtingen 22331

AST-GN38

Multiply-Pro GefaR Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht 72737002

Parafilm tUber MAGV, Rabenau 31011

Pipettenpitzen 1000 pl, blau Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht 70762

Pipettenspitze 200 ul, gelb Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht 70760002

Pipettenspitzen 10 pl, farblos Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Numbrecht 701116

Pipettenspitzen fiir Mehrkanalpi- Sartorius AG, Géttingen 790354

pette, 350 pl

Plattierungsspatel Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Numbrecht 861569005
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Fortsetzung Tabelle 39

Artikel Bezugsquelle Artikel-
nummer
ReagiergefaB 1,5 ml Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht 72690550
Reagiergefaf 2,0 ml Sarstedt Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht 72691
Rotilabo-Microtest-Platte, F-Profile Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 9293.1
Safe lock Tubes Eppendorf AG, Hamburg, tber MAGV GmbH, 30120086
Rabenau-Londorf
Sterile Kryoréhrchen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 122263
Wattetupfer, steril Applimed SA, Chatel-Saint-Denis, tber MAGV 1102257
GmbH, Rabenau-Londorf
2 Verwendete Puffer und Lésungen
Elektrophorese-Gebrauchsléosung (1xTAE)
Elektrophorese-Stammldsung (50x TAE) 200 ml
A. dest. 101
Elektrophorese-Stamml6sung (50xTAE)
1 M Tris-HCI 2429
Eisessig 5719
0,5 M Na,-EDTA x 2H,0 pH 8 100 ml
A. dest. ad 1000 ml
0,5 M Na,-EDTA-L6sung (pH 8,0)
Na,-EDTA 186,159
A. dest. ad 1000 ml
NaOH ad pH 8,0
Ethidiumbromid-Farbelésung
Ethidiumbromid 100 ul
A. dest. ad 1 ml
PBS (10x, pH 7,0)
NaCl 80g
KCl 29
Na2HPO4 14,49
KH2PO4 2449
A. dest. ad 1000 ml
HCI ad pH 7,0
PBS (1x)
10x PBS 100 ml
A.dest. ad 1000 ml
ESP-Puffer
500 mM EDTA 18,619
1 % Lauroylsarkosin 19
4 N NaOH ad pH 9,5
A. dest. ad 100 ml
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500 mM EDTA pH 8,0
EDTA

NaOH

A. dest.

TE-Puffer

10 mM Tris
10 mM EDTA
pH auf 7,5

A. dest.

TBE-Puffer (10x)
890 mM Tris

890 mM Borséure
A. dest.

TBE-Puffer (1x)
TBE (10x)
A. dest.

0,5x TBE + Thioharnstoff
TBE (10x)

Thioharnstoff

A. dest.

1 M Magnesiumsulfat
Magnesiumsulfat
A. dest.

Ethanol-Aceton-Gemisch (80:20)
Ethanol
Aceton

0,1 %ige Kristallviolettlésung
Kristallviolett
A. dest.

10 mM Eisensulfat
Eisensulfat
A. dest

Acridinorangelésung
Acridinorange

Ethanol

A. dest.

Cell Suspensions Puffer (CSP)
100 mM Tris

100 mM EDTA

A. dest.

Lysepuffer fiir S1-Nuclease-Verdau
1M Tris, pH 8,0
0,5M EDTA, pH 8,0
Sodium N-laurylsarcosinate
A. dest.
164

186,159
ad pH 8,0
ad 1000 ml

121g
3,72¢g

ad 1000 ml

107,815 ¢
40ml
ad 1000 ml

100 ml
ad 1000 ml

125 ml
18,75 mg
ad 2500 ml

6,029
ad 50 ml

400 ml
100 ml

0,59
ad 500 ml

139 mg
ad 50 ml

0,19
25 ml
75 ml

100 ml
200 ml
ad 1000 ml

25 ml

50 ml

5¢

ad 500 ml
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10 %ige Basisfuchsinlosung
Basisfuchsin
A. dest.

Lysepuffer fiir Plasmidpréparation
SDS, 10 %ig

250 mM Tris (ungepuffert)

5N NaOH

A. dest.

SDS, 10 %ig
SDS

A. dest.

0,1 N HCI

NaOH, 5N
NaOH
A. dest.

250 mM Tris, ungepuffert
Tris
A. dest.

6x Gel loading buffer
Xylene Cyanole FF
Ficoll

A. dest.

MIX 20
A. dest.
10x Dream Taq Green Buffer
dNTPs

3 Verwendete Ndhrmedien

Blutagar

Blutagar

Schafblut, defibriniert
A. dest.

Gassner-Agar
Gassner-Agar
A. dest.

»ESBL-Agar*
MacConkey-Agar
Cefotaxim

A. dest.

MH-Agar
Muller-Hinton-Agar
A. dest.

109
100 ml

1,5ml
1ml
0,75 ml
2,375 ml

100 g
900 ml
adpH 7,2

200 g
1000 ml

3,039
ad 100 ml

0,259
1,59
9,5 ml

1150 pl
150 pl
20 pl

509
50 ml
ad 1000 ml

7749
ad 1000 ml

52g
1mg
ad 1000 ml

38¢g
ad 1000 ml
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NB-I-Medium
Standard-I-Nahrbouillon
A. dest.

Endoagar mit Natriumazid und Cefotaxim
Endoagar

10 %ige Basisfuchsinlésung

Cefotaxim

Natrimazid

A. dest.

Endoagar mit Natriumazid und Ampicillin
Endoagar

10 %ige Basisfuchsinlésung

Ampicillin

Natrimazid

A. dest.

BHI-Medium
Brain Heart Infusion
A. dest.

BHI-Medium mit 60 % Glycerin
Brain Heart Infusion

Glycerol

A. dest.

LB-Medium
NaCl
Hefeextrakt
Bacto-Trypton
NaOH

A. dest.

M63-Medium

15 mM Ammoniumsulfat
100 mM Kaliumphosphat
1,7 uM Eisensulfat

1M Magnesiumsulfat

A. dest.

KOH

Spanagar ohne NaCl
Bacto-Trypton
Hefeextrakt
Spanagar

A.dest.

Spanagar mit NaCl
s.0. + NaCl

166

25¢g
ad 1000 ml

3649

5ml

4 mg

100 mg

ad 1000 ml

3649

5ml

50 mg

100 mg

ad 1000 ml

379
ad 1000 ml

379
600 ml
ad 1000 ml

59
59
109
4 ml
ad 1000 ml

29

1369
0,5mg
1ml

ad 1000 ml
pH 7,0

1049
59
18¢g
ad 1000 ml
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