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III Einleitung 

Bakterien des Genus Acinetobacter (A.) stellen sich als strikt aerobe, gramnegative, 

kokkobazilläre Stäbchenbakterien dar, die sich durch eine hohe metabolische Diversität bei 

der Verwertung von Kohlenstoff- und Energiequellen auszeichnen [10, 64, 110]. Mit 

Ausnahme der Spezies A. baumannii und der Genomospezies (Genomosp.) 13TU 

(A. nosocomialis sp. nov., [157]), können die Vertreter dieser Gattung u. a. aus Böden, 

Trinkwasser, Oberflächengewässern aber auch aus verschiedenen Nahrungsmitteln isoliert 

werden. Bei 25 % der Bevölkerung sind Acinetobacter-Spezies (spp.) Bestandteil der 

Hautflora, insbesondere im Bereich der Achselhöhlen, der Inguinalregion und im 

Interdigitalbereich der Füße [41, 203]. 

Zu aktueller Bedeutung gelangten Acinetobacter spp., als sich in der Humanmedizin Fälle von 

nosokomialen Infektionen verbunden mit dem Auftreten zunehmend resistenter Stämme 

häuften [64]. Die Spezies A. baumannii besitzt von allen Arten das größte pathogene 

Potential, wobei das Wissen über mögliche Pathogenitätsmechanismen noch relativ gering ist. 

Auch das natürliche Reservoir dieses fakultativ pathogenen Erregers ist bislang noch nicht 

ausfindig gemacht worden [203]. 

In Krankenhäusern treten A. baumannii-Infektionen v. a. in Intensivstationen auf. Besonders 

empfänglich sind Patienten nach der Intubation, bei denen sich meist Acinetobacter bedingte 

Pneumonien entwickeln. Des Weiteren werden bei Patienten Zystitis, Urethritis, Peritonitis, 

Endocarditis, Meningitis, Osteomyelitis, Arthritis und Entzündungen der Kornea im 

Zusammenhang mit A. baumannii-Isolierungen beschrieben [110]. Zu den Risiken, die eine 

A. baumannii-Infektion begünstigen, zählen neben fortgeschrittenem Alter und einem 

geschwächten Immunsystem v. a. längere Krankenhausaufenthalte sowie langwierige 

Antibiotika-Therapien nach vorangegangenen chirurgischen Eingriffen [23, 182]. 

Die Krankheiten entstehen entweder endogen oder exogen primär nach dem Kontakt mit 

bereits infizierten Patienten oder Mitarbeitern des Krankenhauses. Neben den Händen spielen 

kontaminierte medizinische Geräte eine wichtige Rolle bei der Übertragung [201].  

Auf Grund stetig zunehmender Berichte über A. baumannii-Ausbrüche in Krankenhäusern gilt 

der Keim neben den Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA)-Stämmen 

gegenwärtig als einer der alarmierendsten nosokomialen Erreger [9, 83], da Therapieoptionen 

wegen multipler Resistenzen begrenzt sind und der Einsatz von Reserveantibiotika häufig 

unumgänglich ist [224].  
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Nach ersten Berichten über A. baumannii-Erkrankungen in der Humanmedizin, folgten 

Fallberichte über die Isolierung dieser Bakterien in schweizerischen und holländischen 

Tierkliniken [14, 78, 231]. 

Seit 1998 stieg auch in der institutseigenen Diagnostik die Nachweisrate multiresistenter 

Acinetobacter-Isolate aus deutschen Kleintierkliniken und Tierarztpraxen an. A. baumannii-

Stämme werden vor allem aus Proben des Urogenital- und Respirationstrakts sowie aus Kot 

und Abklatschproben der Behandlungsräume und Zwinger isoliert.  

Auf Grund der hohen Nachweisraten in einzelnen Kliniken und Praxen stellte sich die Frage, 

ob es sich auch in deutschen Tierkliniken und -praxen um ein Hospitalismusgeschehen 

handelt und ob es eine Verwandtschaft zwischen den animalen und eventuell zu humanen 

Acinetobacter-Isolaten gibt. 

Zur Beantwortung der Fragen wurden in der vorliegenden Arbeit Acinetobacter-Keime aus 

Patientenproben einer universitären Kleintierklinik und von anderen Tierkliniken isoliert und 

folgenden Untersuchungen unterzogen: 

 

1) Phänotypische Charakterisierung und Antibiotikaempfindlichkeitsprüfung, 

2) Genotypische Speziesdifferenzierung und Ermittlung klonaler Verwandtschafts-

grade, 

3) Analyse des klonalen Verwandtschaftsgrads zwischen Veterinär- und  Human-

isolaten.  

Außerdem erfolgte eine Datenrecherche bei den betroffenen Patienten in den 

Tierkliniken, um festzustellen, welche klinische Bedeutung der Erreger bei Tieren 

hat. 
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IV Literaturübersicht 

1 Acinetobactertaxonomie 

Die Taxonomie des Genus Acinetobacter basiert auf einer komplexen Historie. 

In Anlehnung an die stetig zunehmende Bedeutung einiger Vertreter dieser Gattung als 

nosokomiale Erreger entwickelte sich auch die Taxonomie v. a. in den letzten drei 

Jahrzehnten weiter. Diese Entwicklung wurde zum einen durch die hohe Anzahl eng 

verwandter Spezies, die phänotypisch nicht zu unterscheiden sind, erschwert. Zum anderen 

wurden identischen Arten auf Grund von zeitgleich durchgeführten Untersuchungen 

verschiedener Arbeitsgruppen jeweils unterschiedliche Namen zugeteilt. [215]. 

Innerhalb der γ-Proteobakterien gehört die Gattung Acinetobacter zur Ordnung der 

Pseudomonadales und zur Familie der Moraxellaceae [73, 189]. Der Name Acinetobacter 

stammt aus dem Griechischen (ακινετοσ = unbeweglich) und wurde erstmals von BRISOU 

und PRÉVÔT (1954) beschrieben [9, 24]. Diese Benennung wurde von JUNI und JANIK 

[115] übernommen und 1984 im „Bergey`s Manual of Systematic Bacteriology“ etabliert. Zu 

diesem Zeitpunkt beinhaltete das Genus Acinetobacter lediglich eine Spezies (A. calcoa-

ceticus), die in die beiden Varietäten (var.) anitratus (ehemals Herella vaginicola) und (var.) 

lwoffii (ehemals Mima polymorpha) unterteilt war [9].  

Als Beginn der modernen Taxonomie gilt eine Studie von BOUVET und GRIMONT (1986), 

denen es mittels DNS-Hybridisierung gelang, erstmalig zwölf verschiedene Hybridisierungs-

gruppen zu unterscheiden. Von diesen wurden sechs benannt (A. calcoaceticus, A. baumannii, 

A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii und A. lwoffii) und sechs als sog. Genomospezies (3, 6, 

9, 10, 11 und 12) beschrieben. Hintergrund für die Bildung von Genomosp. ist das Fehlen 

phänotypischer Identifizierungsmethoden und/oder eine zu geringe Anzahl an Stämmen 

innerhalb der jeweiligen Gruppe [18]. Um eine phänotypische Unterscheidung der zwölf 

Spezies zu ermöglichen, etablierten BOUVET und GRIMONT 1987 ein System zur 

Biotypisierung von Acinetobacter-Stämmen. Dieses System umfasste 16 Tests basierend auf  

der Säureproduktion aus Glucose, der Hydrolyse von Gelatine sowie der Verwertung von 

14 Carbonsäuren. Darüber hinaus wurde die Wachstumsfähigkeit der Isolate bei 37 °C, 41 °C 

und 44 °C ausgewertet [19].   

Kurze Zeit später (1988) berichteten NISHIMURA et al. von einer neuen aus Baumwolle 

isolierten Spezies, A. radioresistens, die allerdings ein Jahr später von TJERNBERG und 

URSING als die bereits 1986 beschriebene Genomosp. 12 identifiziert werden konnte [160, 
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215]. Außerdem wurde eine sehr hohe Sequenzhomologie zwischen den Referenzstämmen 

von A. lwoffii (DNS-Gruppe 8) und der Genomosp. 9 festgestellt. Daraus resultierend wurde 

letztere als eigenständige Genomosp. gestrichen [215]. JANSSEN et al. (1997) bestätigten die 

enge Verwandtschaft dieser beiden Spezies mittels „Amplified Fragment Length Polymor-

phism“ (AFLP)-Analyse [113]. 

Im Jahr 1989 kam es zu zwei unabhängig voneinander durchgeführten Hybridisierungs-

studien. TJERNBERG und URSING etablierten drei neue Genomosp.  

(13, 14 und 15), BOUVET und JEANJEAN sogar fünf (13, 14, 15, 16 und 17). Infolge der 

überlappenden Nummerierung einiger dieser Spezies, erfolgte die Identifizierung derselben 

mit Hilfe der Endsilben „BJ“ bzw. „TU“ [20, 215, 233]. VANEECHOUTTE  

et al. gelang es darüber hinaus zu beweisen, dass die Genomosp. 13BJ und die 

Genomosp. 14TU identisch sind. Aus diesem Grund erfolgte die Bezeichnung als 

Genomosp. 13BJ/14TU [233]. 

Zwei der benannten Spezies, A. baumannii und A. calcoaceticus, sowie A. genomosp. 3 

(A. pittii sp. nov., [157]) und 13TU (A. nosocomialis sp. nov., [157]) können auf Grund ihrer 

DNS-Sequenzhomologie von ca. 70 % phänotypisch nicht unterschieden werden. Sie werden 

im sog. A. calcoaceticus-A. baumannii-Komplex (Acb-Komplex) zusammengefasst [64, 84, 

92]. Erschwerend kommt hinzu, dass 1993 zwei weitere Genomospezies anerkannt wurden, 

die schon durch ihre Benennung als Genomosp. „between 1 and 3“ und Genomosp. „close to 

13TU“ die Verwandtschaft zu A. calcoaceticus und Genomospezies 3 (A. pittii sp. nov., 

[157]) bzw. Genomospezies 13TU (A. nosocomialis sp. nov., [157]) nahelegen [85]. 

Aufbauend auf mehreren genotypischen Charakterisierungsmethoden wie z. B. „Amplified 

Ribosomal DNA Restriction Analysis“ (ARDRA), AFLP-Analyse, rpoB-Sequenzierung und 

16S rDNS-Sequenzierung, gelang es zu Beginn dieses Jahrzehnts fünf weitere Acinetobacter-

Spezies zu identifizieren (A. ursingii, A. schindleri, A. parvus, A. beijerinckii und 

A. gyllenbergii) [151, 152, 158].  

CARR et al. beschrieben 2003 im Rahmen von Milieuuntersuchungen sieben neue Spezies 

(A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A. tjernbergiae, A. towneri, A. tandoii und A. gerneri) aus 

Aktivschlamm. Für deren Identifizierung wurde ein genetischer Fingerabdruck der 16S-23S 

rDNA „intergenic spacer regions“ erstellt [34]. 

VANEECHOUTTE et al. führten 2008 verschiedene molekulare Klassifizierungsmethoden 

mit den beiden A. grimontii-Stämmen CCM 7198T und DSMZ 14968T sowie mehreren 

A. junii-Stämmen durch. Dabei wiesen sie einen hohen genetischen Verwandtschaftsgrad 

dieser Stämme nach. Trotz dieser Ähnlichkeit auf Genebene wurde die Spezies A. grimontii 
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als eigenständige Spezies beibehalten und wird derzeit als sogenannte heterologe „Junior-

Spezies“ von A. junii angesehen [230].  

2008 erfolgte die Beschreibung einer weiteren Spezies, A. soli, durch KIM et al.. Der als 

B1(T) deklarierte Typstamm wurde aus einer Waldboden-Probe der Volksrepublik Korea 

isoliert [116].  

Die Spezies A. venetianus erwies sich als identisch mit dem biochemisch detailliert 

analysierten Acinetobacter-Stamm RAG1, welcher auf Grund der Produktion des 

Bioemulgators „emulsan“ von industrieller Bedeutung ist [61, 62, 235]. 

Parallel zur Entwicklung der Taxonomie und den vorgenommenen Modifikationen wurden 

fortlaufend neue Charakterisierungsmethoden etabliert und beschrieben, die es ermöglichen 

sollten, Acinetobacter-Stämme den verschiedenen Spezies zuzuordnen, da die bis dato 

kommerziell erwerblichen Testsysteme (API 20 NE) keine zuverlässige Unterscheidung der 

Spezies anhand ihres Phänotyps ermöglichen [64, 110]. 

Das Missverhältnis zwischen zunehmender klinischer Relevanz des Erregers und bislang 

nicht zufriedenstellender, diagnostischer Identifizierungsmethoden macht die Notwendigkeit 

zur Entwicklung ergänzender genotypischer Untersuchungen deutlich. 
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Tabelle 1: Zusammenstellung der bekannten Acinetobacter-Arten und -Genomospezies. 

Gattung Spezies Genomosp. Synonym Literaturquelle 

Acinetobacter calcoaceticus 1  [18] 

 baumannii 2  [18] 

 haemolyticus 4  [18] 

 junii 5  [18] 

 grimontii 5  [34] 

 johnsonii 7  [18] 

 lwoffii  8, 9  [24] 

 bereziniae 10  [159] 

 guillouiae 11  [159] 

 radioresistens 12  [160] 

 ursingii  „A. septicus“ [151] 

 schindleri   [151] 

 parvus   [152] 

 beijerinckii   [158] 

 gyllenbergii   [158] 

 baylyi  BD413 [34] 

 bouvetii   [34] 

 towneri   [34] 

 tandoii   [34] 

 tjernbergiae   [34] 

 gerneri   [34] 

  venetianus  RAG-1 [234] 

 soli   [116] 

Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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Fortsetzung der Tabelle 

Gattung Spezies Genomosp. Literaturquelle 

Acinetobacter nicht benannt 3 (A. pittii sp. nov.) [18, 157, 215] 

                               6 [18, 215] 

  13BJ/14TU [20, 215] 

                                           14BJ [20] 

                                           15BJ [20] 

                                           16 [20] 

                                           17 [20] 

  13TU (A. nosocomialis sp. nov.) [157, 215] 

                15TU [215] 

  „between 1 and 3“ [85] 

   „close to 13TU“ [85] 

Erläuterung:  BJ = Bouvet und Jeanjean; TU = Tjernberg und Ursing 
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2 Vorkommen beim Mensch 

Acinetobacter spp. sind in der Umwelt ubiquitär verbreitet. Sie können in Boden- und 

Süsswasserproben ebenso wie in diversen Lebensmitteln nachgewiesen werden  

[8, 11, 64, 92].  

Bei ca. 40 % der nicht-hospitalisierten Menschen stellen v. a. A. lwoffii, A. johnsonii, A. junii, 

A. radioresistens, A. genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157]) und A. genomosp. 15BJ einen 

Bestandteil der normalen Hautflora dar, wobei sie bevorzugt feuchte Areale, wie z. B. die 

Achselhöhlen, die Inguinalregion und Interdigitalbereiche in niedriger Keimdichte besiedeln 

[79, 199, 203]. Bei hospitalisierten Menschen jedoch liegen die Nachweisraten bei bis zu 

75 % [199]. 

In den Sommermonaten kommt es auf Grund höherer Luftfeuchtigkeit und Temperaturen zu 

einer verstärkten Kolonisation sowohl von nicht-hospitalisierten Menschen als auch von 

Patienten und medizinischem Personal in Krankenhäusern [138]. 

Die klinisch relevanten Spezies A. baumannii und A. genomosp. 13TU (A. nosoco-

mialis sp. nov., [157]) werden nur äußerst selten auf der Haut gesunder Menschen oder in 

Umweltproben gefunden [9, 11, 64, 199]. Das natürliche Reservoir dieser Spezies konnte bis 

dato nicht eindeutig identifiziert werden [9, 64]. Speziell A. baumannii ist in der Lage, über 

einen längeren Zeitraum auf unbelebten Gegenständen zu überleben. In Krankenhäusern 

kommt somit jegliche medizinische Ausrüstung als Infektionsquelle für den Menschen in 

Frage, was zu der Hypothese führte, dass das Krankenhausgebäude selbst mit allen 

Einrichtungen das Reservoir für A. baumannii ist [257]. Die hohe Keimbelastung und die 

zusätzliche Fähigkeit dieses Bakteriums, sich unterschiedliche Antibiotika-

resistenzmechanismen anzueignen, führen zu gehäuften Infektionen bei hospitalisierten 

Patienten. Von diesen sogenannten nosokomialen (im Krankenhaus erworbenen) Infektionen 

sind die „community-aquired“-Infektionen abzugrenzen, welche nicht im Zusammenhang mit 

einer Hospitalisierung stehen [9, 64]. 

 

2.1 Nosokomiale Acinetobacter-Infektionen 

Pneumonien 

Bei der klinisch apparenten Acinetobacter-Infektion ist am häufigsten der Respirationstrakt 

betroffen. In den Jahren 1976 bis 1990 erhöhte sich die Inzidenz nosokomial erworbener 

Acinetobacter-Pneumonien von ca. 1 % auf 6 % [9, 138]. Unterschiedliche Risikofaktoren 
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wie z. B. hohes Alter, andere Infektionen sowie Kolonisierung mit Acinetobacter spp. fördern 

das Entstehen von Acinetobacter bedingten Erkrankungen des Respirationstrakts [9, 110]. Im 

Krankenhaus kommen als Faktoren, die das Risiko einer Exposition mit dem Organismus 

begünstigen, noch die Länge des Krankenhausaufenthalts, der Kontakt mit kontaminierter 

Ausrüstung, invasive Behandlungsmethoden, mechanische Beatmung, Katheterisierung sowie 

eine vorausgegangene Antibiotikatherapie hinzu [81, 253]. Neben kontaminierten 

medizinischen Geräten stellen der Kontakt mit bereits infizierten Patienten oder 

Krankenhauspersonal sowie die Übertragung über die Luft, insbesondere über spezielle 

Belüftungssysteme, eine wichtige Infektionsquelle dar [64, 110]. Kontaminierte 

Beatmungssysteme nehmen bei Infektionen von schwerkranken Patienten mit 

Acinetobacter spp. eine zentrale Stellung ein. Angaben für die Mortalitätsraten bei diesen 

Patienten schwanken zwischen 30 % und 75 % [9, 81].  

 

Sepsis 

Ausgehend von lokalen Infektionsherden, wie z. B. Pneumonien oder Abszessen nach 

permanenten Gefäßzugängen oder Wunden [253], entstehen Septikämien am häufigsten bei 

immunsupprimierten Patienten [81]. Je nach Vorliegen von Risikofaktoren zeigen sich 

unterschiedliche Verläufe, von der gutartigen transitorischen Septikämie bis zum septischen 

Schock. Eine besondere Risikogruppe sind Neugeborene auf neonatologischen 

Intensivstationen, bei denen sowohl in Japan wie auch in Israel Septikämien beschrieben 

wurden [110]. In einer von der „Health protection agency“ in London durchgeführten Studie 

waren die betroffenen Patienten älter als 50 Jahre und vorwiegend männlichen Geschlechts. 

Häufig konnten im Rahmen von Acinetobacter-Septikämien zusätzlich andere Bakterien 

nachgewiesen werden, so dass den Septikämien auch Mischinfektionen zu Grunde liegen 

könnten [9, 79]. 

 

Erkrankungen des Urogenitaltrakts 

Die in früheren Studien beschriebene hohe Inzidenz an Harnwegsinfektionen hat in den 

letzten Jahren vermutlich auf Grund einer verbesserten Hygiene im Umgang mit 

Urinkathetern abgenommen [241]. Diese Infektionen äußern sich i. d. R. in Form von 

Zystitiden oder Pyelonephritiden in Folge der Dauerkatheterisierung oder einer 

Nephrolithiasis. Sie kommen vor allem häufig in Nachsorgeeinrichtungen vor [64, 110]. 

Patienten männlichen Geschlechts, die im Rahmen von Prostataerkrankungen katheterisiert 

werden müssen, sind besonders betroffen [10].  
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Meningitiden 

Bei neurochirurgischen Eingriffen wird über ein Auftreten von Acinetobacter spp. bedingten 

Meningitiden berichtet [43]. Spezielle Risikofaktoren sind dabei eine andauernde 

Verbindungen zwischen den Ventrikeln und der Außenwelt, Ventrikulostomie, 

Ventrikulografien, Carotis-Sinus cavernosus-Fisteln sowie ventrikuläre Dauerkatheter [9, 

139]. Das klinische Bild der Erkrankung variiert von Fieberschüben ohne schwere 

Symptomatik bis hin zu Verbrauchskoagulopathien (Waterhouse-Friderichsen-Syndrom) mit 

Todesfolge [110]. 

 

Endokarditiden 

Endokarditiden, die durch A. baumannii-Stämme verursacht werden, sind selten und treten 

hauptsächlich bei bereits bestehenden Herzerkrankungen auf, wobei sie mit einer hohen 

Mortalität einhergehen [225]. Als Ursachen von prothetischer Klappen-Endokarditis werden 

A. baumannii und A. lwoffii beschrieben [163].  

 

2.2 „Community-acquired“-Acinetobacter-Infektionen 

Neben den nosokomialen Infektionen spielt A. baumannii auch mit steigender Tendenz bei 

Pneumonien nicht hospitalisierter Patienten eine Rolle [64]. Meist sind bei diesen Patienten 

zusätzliche Risikofaktoren wie Alkoholabusus, Rauchen, Diabetes, Krebs und/oder eine 

bronchopulmonäre Grunderkrankung vorhanden. Der Krankheitsverlauf ist fulminant, in 30 % 

der Fälle entwickelt sich ein septischer Schock und die Mortalitätsrate liegt zwischen 40 % 

und 64 % [9, 64]. Multiresistente Stämme sowie andere klinische Manifestationen 

(Urogenitaltraktinfektionen, Meningitiden, Endokarditiden, Wundinfektionen) wurden nur 

selten beschrieben [42, 64]. Über „community-acquired“-Acinetobacter-Infektionen wurde 

hauptsächlich in tropischen Regionen, wie z. B. Südostasien oder Nord-Australien v. a. in 

warmen und trockenen Monaten berichtet [4, 42, 138, 248]. Der Nachweis von 

Acinetobacter spp. bei Läusen, Flöhen und Zecken führte zu der Annahme, dass diese als 

Vektoren in Frage kommen [120]. 

 

2.3 Acinetobacter-Infektionen nach Naturkatastrophen oder Kriegen 

Das Marmara-Erdbeben von 1999 im Nordwesten der Türkei forderte mehr als 20000 

Verletzte, viele davon mit multiplen Traumata. Bei 31,2 % der Verletzten konnten 
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nosokomial erworbene A. baumannii-Stämme isoliert werden. Zwei dieser Isolate erwiesen 

sich als resistent gegenüber allen Antibiotika, einschließlich der Carbapeneme [164]. Nach 

dem Tsunami in Südostasien 2004 wurden neben anderen bekannten Erregern 

(Staphylococcus aureus, Pseudomonas-Spezies) auch multiresistente Acinetobacter-Stämme 

sowohl aus infizierten Wunden als auch aus dem Respirationstrakt von Verunglückten isoliert 

[133].  

Während des Vietnam-, Irak- und Golfkrieges ließ sich bei verletzten Soldaten eine erhöhte 

Acinetobacter-Infektionsrate nachweisen [141, 217]. Die Isolate waren i. d. R. multiresistent. 

Als Ursache kommt vermutlich die Erhöhung der Patientendichte in den Krankenhäusern 

bzw. den lokalen Erstversorgungszentren und die damit verbundene Vernachlässigung von 

Hygienemaßnahmen in Frage [59, 197].  

 

3 Vorkommen beim Tier 

Über das Vorkommen von Acinetobacter spp. bei Tieren gibt es bis dato nur wenige Berichte 

[14, 21, 48, 78, 119, 120, 194, 231]. 1976 gelang der Nachweis von A. calcoaceticus-

Stämmen (var. anitratus und lwoffii) aus gingivalen Tupferproben von gesunden Hunden 

eines US-amerikanischen Versuchslabors. Die Prävalenz Acinetobacter-positiver Hunde lag 

bei 10 % [194]. Anfang der achtziger Jahre berichteten KROGH und KRISTENSEN über die 

Isolierung von Acinetobacter-Keimen von Hautproben gesunder Hunde aus Dänemark. 

Darüber hinaus konnten Acinetobacter spp. neben anderen gramnegativen Organismen auch 

in ekzematösen und pyodermatischen Hautarealen nachgewiesen werden. Die Autoren 

mutmaßten, dass es bei Pyodermie-Patienten im Bereich der Läsionen zu einem 

Zusammenbruch der lokalen Abwehrbarrieren kommt. Infolgedessen nimmt die Anzahl 

gramnegativer Keime zu. Wahrscheinlich handelt es sich deshalb bei Acinetobacter-Keimen 

um opportunistische Erreger [119]. 

Acinetobacter spp. sind ferner Bestandteile der Mikrofloren des Genitaltrakts bei gesunden 

Katzen. Im Falle einer Immunsuppression können sie aber auch bei Katzen zu Erkrankungen 

der Reproduktionsorgane führen [48]. 

Hinweise auf eine mögliche Bedeutung als Krankheitserreger bei Tieren ergaben sich durch 

den Nachweis multiresistenter A. baumannii-Stämme aus Jugularvenenkathetern von sieben 

Pferden in der Universitätsklinik Ghent im Jahr 2000. Die Virulenz der Isolate wurde aber als 

gering eingestuft, da nur drei der betroffenen Pferde Anzeichen einer lokalen 

Infektionskrankheit aufwiesen [231].  
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Als nosokomialer Erreger wurde A. baumannii im selben Jahr in einer retrospektiven Studie 

in der Klinik für kleine Haustiere der Universität Bern beschrieben [78]. Dort gelang der 

Nachweis multiresistenter A. baumannii-Stämme bei 17 Hunden und zwei Katzen. Bei den 

Tieren wurde der Erreger hauptsächlich aus Wunden, Proben des Urogenital- und 

Respirationstrakts sowie vereinzelt aus dem Blut isoliert. Bei sieben der betroffenen Hunde 

handelte es sich um eine systemische Infektion. Dabei wurde A. baumannii entweder aus einer 

Blutkultur oder aus Proben verschiedener Lokalisationen nachgewiesen. Die restlichen zwölf 

Tiere wiesen eine lokale Infektion auf. Die Diagnose einer lokalen Urogenitaltraktinfektion 

wurde durch die mikroskopische Untersuchung des Urinsediments sowie eine A. baumannii-

positive Urinkultur gestellt. Die systemische Infektion führte bei allen betroffenen Tieren 

entweder zum Tod oder machte eine Euthanasie erforderlich. Im Gegensatz dazu starben nur 

zwei Tiere mit einer lokalen Infektion. Sowohl die Ergebnisse der Antibiogramme als auch 

die anschließende Ribotypisierung wiesen darauf hin, dass unterschiedliche A. baumannii-

Stämme in der betroffenen Intensivstation vorhanden waren. Die Autoren der Studie zogen 

für die Einschleppung des Erregers A. baumannii-positive Tiere in Betracht. Innerhalb der 

Intensivstation wurde A. baumannii indirekt durch kontaminierte Gegenstände, über das 

Pflegepersonal und/oder Tierärzte sowie direkt von Patient zu Patient übertragen [78]. 

Zusätzlich wurde in der Kleintierklinik der Universität Bern erstmalig das Auftreten einer 

nekrotisierenden Fasziitis mit anschließendem letalen septischen Schock nach A. baumannii-

Infektion bei einer stationär aufgenommenen Katze beschrieben [21]. Kutane Läsionen 

entstanden hauptsächlich im Bereich des intravenösen Katheters, welcher vermutlich die 

Quelle der Infektion war. Sowohl aus den Hautveränderungen als auch aus Leber, Milz und 

Niere gelang post mortem die Isolation eines multiresistenten A. baumannii-Stamms [21].  

Insgesamt gesehen gibt es somit einige Hinweise auf die klinische Bedeutung von 

A. baumannii-Infektionen beim Tier, eine endgültige Beurteilung der Pathogenität dieser 

Erreger steht jedoch noch aus [231].  

 

4 Phänotypische Eigenschaften von Acinetobacter 

In einer grundlegenden Studie, die bis heute als Standard für die phänotypische 

Charakterisierung gilt, beschrieben BOUVET und GRIMONT 1986 zwölf genomische 

Spezies, die anhand von 28 Methoden identifiziert wurden [9, 18]. Das beschriebene System 

wurde ein Jahr später soweit vereinfacht, dass eine Unterscheidung anhand der Beurteilung 

des Wachstums bei verschiedenen Temperaturen, der Säureproduktion aus Glucose, der 



IV Literaturübersicht 

 13 

Gelatinhydrolyse sowie der Assimilation von 14 Carbonsäuren möglich war [19]. Allerdings 

ist dieses System immer noch sehr aufwendig und für die Routinediagnostik nicht geeignet. 

Nach wie vor sind weder dieses Schema noch die bis dato entwickelten kommerziellen 

Identifizierungssysteme (z. B. API 20NE, VITEK 2) in der Lage, alle 34 beschriebenen 

Acinetobacter-Spezies eindeutig zu differenzieren [9]. 

 

4.1 Bebrütungstemperatur 

Die Beurteilung des Wachstums bei unterschiedlichen Bebrütungstemperaturen stellt ein 

wichtiges Unterscheidungsmerkmal für die Identifizierung von Acinetobacter-Spezies dar. 

Alle Spezies wachsen bei 20-37 °C, mit einem Optimum bei 33-35 °C [9, 18]. Nur 

A. baumannii- und A. genomosp. 13TU (A. nosocomialis sp. nov., [157])-Stämme sind in der 

Lage auch bei 44 °C zu wachsen [18, 215]. 

 

4.2 Kulturmorphologie 

Auf bluthaltigen Nährböden zeigen Acinetobacter-Isolate nach 24 h Bebrütung bei 37 °C ein 

glattes, teilweise schleimiges Wachstum [9]. Spezies des Acb-Komplexes wachsen als opake 

Kolonien mit einem Durchmesser von 1,5-3 mm, wohingegen die meisten anderen Arten 

kleinere durchscheinende Kolonien ausbilden [9, 110].  

A. beijerinckii, A. gyllenbergii, A. haemolyticus, A. genomosp. 6, 13BJ/14TU, 14BJ, 15BJ, 16 

und 17 zeigen eine Hämolysezone auf schafblut- oder pferdebluthaltigen Nährböden [18, 83, 

158]. 

 

4.3 Keimmorphologie 

Bakterien des Genus Acinetobacter stellen sich mikroskopisch als kleine, unbewegliche 

kokkoide Stäbchenbakterien mit einer Größe von 1-1,5 µm auf 1,5-2,5 µm dar [110, 203]. 

In der Gramfärbung erweisen sich Acinetobacter-Isolate als gramnegativ oder auch häufig als 

gramlabil [10, 11, 182]. 
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4.4 Biochemische Eigenschaften 

Bei Acinetobacter-Isolaten kann das Enzym Cytochromoxidase nicht nachgewiesen werden 

[110, 242]. Bakterien der Gattung Acinetobacter bilden das eisenhaltige Enzym Katalase 

[242], welches Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff spaltet [128]. Acinetobacter-

Isolate zeigen ausschließlich eine oxidative Glucoseverstoffwechslung [110]. Dieser Zucker 

dient den Bakterien neben weiteren Kohlenhydraten zur Energiegewinnung. Keime des Acb-

Komplexes, mit Ausnahme der meisten A. genomosp. 13TU (A. nosocomialis sp. nov., 

[157])-Stämme, sind nicht in der Lage Gelatine, ein geschmacksneutrales Eiweiß, zu 

hydrolysieren, da ihnen das Enzym Gelatinase fehlt [18, 215]. 

 

 

 

 



IV Literaturübersicht 

 15 

Tabelle 2: Phänotypische Eigenschaften von Vertretern des Acb-Komplexes [18, 157, 215,  
  218]. 

Acinetobacter
 

Charakteristikum bau-

mannii 

calcoa- 

ceticus 

genomo- 

sp. 3 

genomo- 

sp. 13TU 

genomosp. 

„between 1 and 3“ 

genomosp. 

„close to 13TU“ 

Wachstum bei 37 °C + + + + + + 

Wachstum bei 41 °C + - + + + + 

Wachstum bei 44 °C + - - 50 - - 

Gelatinhydrolyse - - - - (+) - - 

Hämolyse - - - - - - 

Glutamyltransferase 99 + + k. A. k. A. k. A. 

Citrat +1 + + + + + 

Glucoseabbau 95 + + + + + 

ß-Xylosidase 95 - + k. A. k. A. k. A. 

Verstoffwechslung von:       

DL-Lactat + + + + + + 

Glutarat + + + 95 + + 

L-Phenylalanin 87 + + 85 + + 

Phenylacetat 87 + 66 85 + + 

Malonat 98 + 87 20 + + 

L-Histidin 98 + 94 + + + 

Azelat 90 + + 95 + 50 

D-Malat 98 - + + + + 

L-Aspartat + + + + + + 

L-Leucin 97 38 94 95 + 50 

Histamin - - - - - - 

L-Tyrosin + + + k. A. k. A. k. A. 

ß-Alanin 95 + 94 85 + 50 

Ethanol +1 + + + + + 

2, 3-Butanediol + + + 90 + + 

Trans-Aconitat 99 + + 60 + + 

L-Arginin 98 + + + + + 

L-Ornithin 93 + + 95 + 50 

DL-4-Aminobutyrat + + + + + + 

Erläuterung:  +, alle Stämme positiv; -, alle Stämme negativ; die Zahlen entsprechen dem Prozentsatz 
positiver Stämme  
 1 alle Stämme positiv mit Ausnahme von zwei auxotrophen Stämmen 
 k. A. = keine Angaben 
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4.5 Antibiotikaresistenz 

Die stetige Weiterentwicklung der Taxonomie lief parallel zu der Entwicklung verschiedener 

Resistenzmechanismen bei einigen Vertretern des Genus Acinetobacter. Waren 

Acinetobacter-Stämme vor zwanzig Jahren noch gegenüber vielen Breitspektrumantibiotika 

empfänglich, können sie heute i. d. R. nur noch mit Reserveantibiotika bekämpft werden. 

Besonders der zunehmende Wirkverlust von Carbapenemen schränkt mögliche Erfolge bei 

der Therapie von Acinetobacter-Infektionen ein [110, 180]. 

 

4.5.1 Resistenz gegenüber ß-Lactam-Antibiotika 

A. baumannii-Stämme besitzen natürlicherweise eine AmpC-Cephalosporinase. Diese wird 

auf einem basalen Level exprimiert, so dass keine Wirkminderung von Breitspektrum-

Cephalosporinen zu erwarten ist [16]. Kommt es jedoch vor dem blaAmpC-Gen zur Insertion 

eines spezifischen Insertionselements (IS) der IS4-Familie, ISAba1, wird die Expression der 

AmpC-Cephalosporinase mit Hilfe zusätzlicher Promotorsequenzen gefördert. Daraus 

resultierend erhöht sich die Resistenz gegenüber Ceftazidim. Es läßt sich jedoch nur ein 

geringer Einfluss der Cephalosporinase auf die Wirkung von Carbapenemen nachweisen  

[16, 56, 101].  

Des Weiteren wird von mehreren Schmalspektrum-ß-Lactamasen in A. baumannii-Stämmen 

berichtet, die im Laufe der Zeit erworben wurden. Die Penicillinasen TEM-1, TEM-2,  

CARB-5 sowie die Oxacillinasen OXA-20 und OXA-21 lassen sich dabei durch den  

ß-Lactamaseinhibitor Clavulansäure hemmen. Die plasmidkodierte Penicillinase TEM-1 

wurde erstmals 1963 aus einem E. coli-Stamm isoliert. TEM-2 unterscheidet sich von dem 

Ausgangsenzym TEM-1 in einigen Aminosäurepositionen, es besteht jedoch keine 

verbesserte katalytische Effektivität des Enzyms [251]. Die Penicillinase SCO-1 ist trotz des 

Hemmstoffs Clavulansäure in der Lage Penicilline, und in geringem Maße Cephalotin, 

Ceftazidim und Cefepim, zu hydrolysieren [174, 180]. Die Produktion dieses Enzyms konnte 

bisher bei A. baumannii, A. junii, A. baylyi und A. johnsonii nachgewiesen werden [174]. 

Extended-Spectrum-Beta-Lactamasen (ESBLs) kommen nicht nur bei Enterobakterien und in 

Pseudomonas aeruginosa-Stämmen, sondern auch bei A. baumannii-Isolaten vor. Bei diesen 

wurde als erste ESBL PER-1 beschrieben [146, 147, 161, 211, 255]. Eine türkische 

Multicenter-Studie konnte in 46 % der A. baumannii-Stämme PER-1-Enzyme nachweisen 

[251]. In einer Untersuchung mit multiresistenten A. baumannii-Stämmen von 

Kriegspatienten konnten 3 % der Isolate als PER-1-Produzenten identifiziert werden. Die 
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Sequenzanalyse des blaPER-1-Gens sowie seiner Umgebung führte zu der Annahme, dass es 

sich bei dem Gen ursprünglich um den Bereich eines Tn1213 Transposons gehandelt hat 

[173]. 

Eine weitere ESBL, PER-2, ist nur gering verwandt mit PER-1 und konnte bisher 

ausschließlich in A. baumannii-Stämmen aus Südamerika nachgewiesen werden [171]. Eine 

Studie in vier bolivianischen Krankenhäusern zeigte, dass 9 % der isolierten A. baumannii-

Stämme PER-2-Produzenten sind [38].  

Die dritte und bedeutendste ESBL von A. baumannii ist VEB-1. Sie wurde zunächst nur bei 

einem einzelnen Isolat in einem französischen Krankenhaus nachgewiesen. Allerdings zeigten 

Folgeuntersuchungen, dass sich VEB-1 auch in Isolaten aus Nordfrankreich sowie aus dem 

Süden Belgiens nachweisen läßt [145, 146, 179]. Das blaVEB-1-Gen konnte als eine Integron-

Klasse-1 assoziierte Genkassette identifiziert werden [145, 146]. 

A. baumannii besitzt zudem ESBLs, die bekanntermaßen von Bakterien aus der Familie 

Enterobacteriaceae produziert werden. CTX-M-2, eine „Cefotaximase“, wurde erstmals in 

Japan nachgewiesen [150, 251]. Ein Interspeziestransfer des blaCTX-M-2-Gens von 

Proteus mirabilis zu A. baumannii wurde von den Autoren angenommen [150]. Darüber 

hinaus wurde von CELENZA et al. (2006) die ESBL CTX-M-43 nachgewiesen [38]. Die bei 

den Enterobactericeae bekannten ß-Lactamasen des TEM- und SHV-Typs wurden bislang bei 

A. baumannii nur in Einzelfällen identifiziert. Einige Autoren berichten von blaSHV- und 

blaTEM-Genen, die entweder chromosomal- (SHV-5) oder plasmidkodiert (SHV-12, TEM-

116, TEM-92) sind [72, 149, 176, 205]. 

Nachteilig für therapeutische Maßnahmen wirkt sich v. a. die Entwicklung von Resistenzen 

gegenüber der Gruppe der Carbapeneme aus. Diese Resistenzen entstehen durch die 

Produktion von natürlich vorkommenden ß-Lactamasen vom Oxacillinase-Typ (OXA-51-

ähnliche Varianten), die eine schwache Carbapenemase-Aktivität aufweisen [27, 28, 97]. 

TURTON et al. (2006) mutmaßten, dass das in der Promotorregion lokalisierte 

Insertionselement ISAba1 verschiedene OXA-Gene reguliert und für die Carbapenemresistenz 

verantwortlich ist [222].  

Neben diesen natürlich vorkommenden Enzymen konnten des Weiteren mehrere erworbene 

ß-Lactamasen der Klasse B (Metallo-ß-Lactamasen) sowie Klasse D (Oxacillinasen) 

nachgewiesen werden. Letztere kommen typischerweise bei Acinetobacter spp. vor und 

bilden eine sehr heterogene ß-Lactamase-Gruppe mit Aminosäurehomologien von 20 % bis 

30 % [251]. In vitro hydrolysieren sie Carbapeneme sehr langsam. Die teilweise sehr hohen 

MIC (Minimal Inhibitory Concentration)-Werte bei Isolaten von erkrankten Personen weisen 
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auf sekundäre Resistenzmechanismen, wie z. B. eine erhöhte Expression von Effluxpumpen, 

hin [96, 180]. 

Die erste Carbapenem-hydrolysierende Oxacillinase (ChO) OXA-23 (=ARI-1) gilt zusammen 

mit OXA-27 und OXA-49 als Repräsentant für ChOs der ersten Generation [68]. Beide 

Enzyme sind in der Lage, in geringem Umfang Imipenem, ein humanmedizinisches 

Reserveantibiotikum, zu hydrolysieren [251]. Mit ihrer Verbreitung in Rumänien, Brasilien, 

Südkorea, China, Russland und Frankreich stellen OXA-23-ähnliche Enzyme heutzutage die 

weltweit am häufigsten vorkommenden ChOs dar [2, 28, 57, 114, 148]. Die blaOXA-23-Gene 

konnten als Bestandteile von Transposonstrukturen identifiziert werden [51]. 

A. radioresistens scheint als natürlicher Produzent ein Reservoir für diese Gene zu sein [175]. 

Eine weitere Gruppe ChOs (OXA-25, OXA-26 und OXA-40) konnte in A. baumannii 

erstmals in Spanien (OXA-25 und OXA-40) bzw. Belgien (OXA-26) nachgewiesen werden. 

Sie weist eine Homologie von 60 % zu OXA-23/27 auf [17, 28, 56, 98, 251]. Alle drei 

Enzyme können sowohl chromosomal- als auch plasmidkodiert vorkommen [56, 129, 131]. 

Die dritte Gruppe bildet die ChO OXA-58. Die für dieses Enzym kodierenden blaOXA-58-Gene 

wurden u. a. in Carbapenem-resistenten A. baumannii-Isolaten aus einem französischen 

Universitätskrankenhaus mittels PCR und anschließender Gensequenzierung nachgewiesen. 

Die Autoren dieser Studie konnten auch zeigen, dass die sieben Carbapenem-resistenten 

Isolate gemäß den Tenover-Kriterien zu zwei unterschiedlichen Stämmen gehörten. Obwohl 

die Isolate sich in ihrem Genotyp voneinander unterschieden, wurde bei allen das gleiche 

blaOXA-58-tragende Plasmid nachgewiesen [97, 178]. Eine weitere Oxacillinase, OXA-97, 

wurde 2008 von POIREL et al. in multresistenten A. baumannii-Isolaten aus Tunesien 

nachgewiesen. OXA-97 unterscheidet sich von OXA-58 lediglich durch den Austausch einer 

Aminosäure. Das Resistenzprofil hinsichtlich der in dieser Studie getesteten ß-Lactam-

Antibiotika war identisch. Auf Grund dieser Ähnlichkeit bilden OXA-58 und OXA-97 

zusammen eine Gruppe innerhalb der Carbapenem-hydrolysierenden Oxacillinasen [177]. 

Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die für diese beiden Enzyme kodierenden Gene auf 

Plasmiden lokalisiert sind. Die Expression von blaOXA-58 korreliert mit dem Vorhandensein 

von Insertionssequenzen wie IS18, ISAba1, ISAba2 und ISAba3-ähnlichen Elementen [181]. 

Metallo-ß-Lactamasen (MBLs) wird laut Literatur eine starke Carbapenemase-Aktivität 

zugeschrieben. Gegenüber den ß-Lactamase-Inhibitoren Clavulansäure, Tazobactam und 

Sulbactam sind sie unempfindlich. In A. baumannii können drei Gruppen unterschieden 

werden: IMP-ähnliche, VIM- ähnliche und SIM- ähnliche Enzyme [33, 180]. Innerhalb der 

IMP-ähnlichen Enzyme differenziert man sechs Varianten, die drei verschiedenen 
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phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden. 1988 wurde IMP-1 in Japan als übertragbare 

Metallo-Carbapenemase mit einem breiten hydrolytischen Spektrum nachgewiesen [251]. 

IMP-2 fand man in Italien und Japan, IMP-4 in Hong Kong und Australien, IMP-5 in 

Portugal, IMP-6 in Brasilien und IMP-11 in Japan [46, 50, 56, 80, 123, 126, 186, 195, 246, 

256]. Demgegenüber beschränken sich die Nachweise von VIM-Enzymen (VIM-1, VIM-4) 

aus A. baumannii-Isolaten auf Griechenland [76, 220] sowie VIM-2 auf Stämme aus 

Südkorea [123]. 

SIM-1 Enzyme wurden ausnahmslos bei A. baumannii-Stämmen in Südkorea nachgewiesen, 

wo diese Determinante weit verbreitet zu sein scheint. Genetische Analysen bzgl. der MBL-

kodierenden Gene zeigten, dass blaIMP, blaVIM und blaSIM Bestandteile von Klasse-1-

Integronen sind.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der Resistenz gegenüber Carbapenemen 

verschiedene Mechanismen zu Grunde liegen. Zu diesen zählen neben der Bildung von  

ß-Lactamasen z. B. der Rückgang von Porinen und/oder die Modifikation Penicillin-

bindender Proteine [52, 82]. Auch die Veränderungen des 29-kD CarO „Outer Membrane 

Proteins“ (OMP) sind für die Resistenzentwicklung von Bedeutung. Dieses Protein ist u. a. 

essentiell für die Aufnahme von L-Ornithin in die Bakterienzelle. Bei Stämmen, die dieses 

äußere Membranprotein nicht mehr besitzen, konnte neben einer reduzierten L-Ornithin-

Aufnahme auch eine verminderte Empfindlichkeit der Bakterien gegenüber Carbapenemen 

beobachtet werden [143, 144, 206]. 



IV Literaturübersicht 

 20 

Tabelle 3: Klassifizierung und Eigenschaften der ß-Lactamasen von Acinetobacter spp.. 

Klassifizierung nach 

BJM Ambler MI 

Genetische 

Lokalisation 

Hemmung 

durch CA 
Beispiele Literaturquelle 

1 C C.ase Chromosom, 

(Plasmid) 

- Nicht induzierbare 

AmpC-

Cephalosporinase  

[16, 56, 101, 213, 

214, 251] 

2a A P.aseV Plasmid + 1) [213, 214, 251] 

2b A P.aseI Plasmid, 

(Chromosom) 

+ TEM-1, TEM-2 [180, 213, 214, 251] 

2be A CX.ase Plasmid, 

(Chromosom) 

+ TEM-92, TEM-

116, SHV-5, SHV-

12, PER-1, PER-2,  

CTX-M-2, CTX-

M-43, VEB-1 

[38, 72, 145-147, 

149, 161, 171, 176, 

205, 211, 213, 214, 

251, 255] 

2br A - Plasmid (+) 1) [213, 214, 251] 

2c A P.aseIV Plasmid, 

(Chromosom) 

+ CARB-5, SCO-1 [169, 174, 213, 214, 

251] 

2d D P.aseII/P.aseIII Plasmid ± OXA-51-ähnliche 

Varianten 

OXA-20, OXA-21, 

OXA-23 (ARI-1), 

OXA-24, OXA-25, 

OXA-26, OXA-27, 

OXA-40, OXA-49, 

OXA-58, OXA-97 

[2, 17, 27-29, 51, 

57, 68, 97-100, 114, 

129, 131, 148, 175, 

177, 178, 181, 213, 

214, 222, 251] 

2e A CX.ase Chromosom + 1) [213, 214, 251] 

2f A - Chromosom, 

(Plasmid) 

± 
1) [213, 214, 251] 

3a, b, 

c 

B Metallo-

enzyme 

Chromosom, 

(Plasmid) 

- IMP-1, IMP-2, 

IMP-4, IMP-5,  

IMP-6,IMP-11,  

VIM-1, VIM-2, 

VIM-4, SIM-1 

[33, 46, 50, 56, 76, 

80, 123, 126, 127, 

180, 186, 195, 213, 

214, 220, 246, 251, 

256] 

4 D - Chromosom, 

(Plasmid) 

- 1) [213, 214, 251] 

Erläuterung:  BJM = Bush, Jacoby und Medeiros; CA = Clavulansäure; C.ase = Cephalosporinase; 
CX.ase = Cefuroximase; MI = Mitsuhashi und Inoue; P.ase = Penicillinase 
1) kein Nachweis in Acinetobacter spp. 
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4.5.2 Effluxpumpen 

Die Hochregulation der Expression von Effluxpumpen gehört zu den Antibiotika-

unspezifischen Abwehrmechanismen [9, 187]. Die dafür zuständigen Gene befinden sich 

entweder bereits im Chromosom oder wurden durch horizontalen Gentransfer erworben [170]. 

Basierend auf Sequenzhomologien werden die Transporter in verschiedene Familien 

eingeteilt: „ATP Binding Cassette Superfamily”, „Small Multidrug Resistance Family”, 

„Multidrug And Toxic Compound Extrusion (MATE) Superfamiliy”, „Major Facilitator (MF) 

Superfamily” und die „Resistance Nodulation-Cell Division (RND) Superfamily”. In 

A. baumannii wurden bisher Transporter der RND-, MATE- und MF-Superfamilie 

nachgewiesen [134, 135]. Innerhalb der RND-Superfamilie kommt den Effluxpumpen 

AdeABC (Abbildung 1), AdeDE und AdeXY besondere Bedeutung zu [9, 134]. Eine 

Überexpression einer AdeABC-Pumpe konnte in mehreren Studien mit multiresistenten 

A. baumannii-Isolaten in Verbindung gebracht werden [104, 166, 191]. Erstmalig identifiziert 

aus dem A. baumannii-Stamm BM4454, wird dieser Effluxpumpe eine Beteiligung an der 

Aminoglykosidresistenz zugeschrieben. Der dreiteilige Aufbau der Effluxpumpe ist für die 

Funktion essentiell [130]. AdeB verfügt über zwölf transmembranäre Segmente, AdeA ist 

homolog zum Membranfusionsprotein AcrA von Escherichia coli und AdeC ist zu 69 % 

identisch mit dem OMP OprM von Pseudomonas aeruginosa [134]. Die Kontrolle der 

AdeABC-Pumpe erfolgt mittels eines AdeRS-Zweikomponenten-Regulationssystems, dessen 

Transkription von den adeABC-Genen ausgeht, wobei das Umschreiben von adeC 

unabhängig von der Transkription von adeAB erfolgt [135].  
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RND Transporter 
Protein (AdeB)
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Abbildung 1: Aufbau einer RND-Effluxpumpe (AdeABC-Pumpe), aus [9]. 
   MFP = Membranfusionsprotein 
   OMP = „Outer Membrane Protein“ 
   RND = „Resistance Nodulation-Cell Division” 

 

Im Falle einer Inaktivierung des adeB-Gens geht der multiresistente Phänotyp verloren. Im 

Gegensatz dazu führt derselbe Vorgang bei adeC-Genen nicht zum Verschwinden des 

multiresistenten Phänotyps [135]. Dem Isolat A. baumannii ATCC 17978 fehlt das adeC-Gen, 

so dass dieser Stamm vermutlich alternative OMPs benutzen muss, um die Funktionalität der 

Pumpe aufrechtzuerhalten [9]. 

Generell lassen sich zwei Typen von Effluxsystemen definieren: Zum einen Systeme, die zur 

Resistenz gegenüber einem einzelnen antibiotischen Wirkstoff führen und zum anderen 

solche, die mit einer Multiresistenz einhergehen [9, 31]. 

Ein Beispiel für erstere sind Effluxpumpen, die zu einer Chloramphenicol- bzw. 

Tetracyclinresistenz führen. Sie gehören zur MF-Superfamilie und schleusen den Tetracyclin-

Kationen-Komplex im Austausch mit einem Proton aus der Bakterienzelle hinaus [188]. Die 

dafür verantwortlichen Gene sind auf transferierbaren Plasmiden und/oder Transposons 

lokalisiert und kodieren für membranassoziierte Effluxpumpen [9, 184]. Im Falle einer 

Expression führen tet (A)-Gene zu einer Resistenz gegenüber Tetracyclinen und tet (B)-Gene 

inhibieren die Empfindlichkeit gegenüber Tetracyclinen und Minocyclinen. Im Rahmen einer 

Prävalenzstudie konnte gezeigt werden, dass keiner der untersuchten A. baumannii-Stämme 
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beide Gene gleichzeitig aufwies. Das tet (B)-Gen zeigte eine Prävalenz von 66 %, 

wohingegen beim tet (A)-Gen die Prävalenz nur 13,6 % betrug [9, 136]. 

Die Resistenz gegenüber Fluorchinolonen wird nicht nur durch Mutationen im gyrA- und 

gyrB-Gen hervorgerufen, sondern zusätzlich auch durch eine reduzierte Akkumulation dieser 

Wirkstoffe in der Bakterienzelle. Ursache hierfür ist zum einen eine Abnahme der 

Permeabilität, zum anderen kommt einer Überexpression der beiden Effluxpumpen AdeABC 

und AbeM eine entscheidende Bedeutung bzgl. der ansteigenden Resistenz klinischer 

A. baumannii-Isolate gegenüber Fluorchinolonen sowie erhöhten MIC-Werten zu  

[9, 104, 134]. 

Auch im Zusammenhang mit einer reduzierten Empfindlichkeit gegenüber Chloramphenicol 

werden Effluxsysteme beschrieben. Dabei wurde das cmlA-Gen in einer 86 kb großen 

Resistenzinsel lokalisiert [9, 77]. Der ursprünglich bei Vertretern der Familie der 

Enterobacteriaceae nachgewiesene Transporter Mdfa führte neben einem Verlust der 

Wirksamkeit von Chloramphenicol darüber hinaus zu einer Resistenz gegenüber 

Ciprofloxacin [9]. 

 

4.5.3 Zusätzliche Resistenzmechanismen 

Aminoglykosidresistenzen können durch mehrere unterschiedliche Mechanismen entstehen. 

Neben Alterationen des ribosomalen Zielproteins, einem ineffektiven Transport des 

Antibiotikums in das Innere des Bakteriums und der Überexpression von Effluxpumpen  

(z. B. AdeABC-Effluxpumpe) ist die Modifikation des antibiotischen Wirkstoffes durch 

Aminoglykosid-inaktivierende Enzyme von größter Bedeutung. Das Vorkommen von drei 

unterschiedlichen Enzymtypen (Acetyl-, Nukleotidyl- und Phosphotransferasen, Tabelle 4) 

wurde bei klinischen A. baumannii-Isolaten beschrieben. Oft konnten bei einem Isolat 

mindestens zwei Enzymtypen gleichzeitig nachgewiesen werden [9, 155]. 

Die häufigste Phosphotransferase von Acinetobacter spp. ist APH(3’)VI, welche Amikacin 

inaktiviert. Die für dieses Enzym kodierenden Gene sind vermutlich auf einem Transposon 

lokalisiert, wodurch deren Ausbreitung gefördert wird. Das Auftreten von Resistenzen 

gegenüber Amikacin korreliert mit der Häufigkeit der Anwendung dieses antibiotischen 

Wirkstoffes [9, 30]. 
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Tabelle 4: Aminoglycosid-modifizierende Enzyme in A. baumannii, aus [9]. 

Enzym Substrat 

Acetyltranferasen  

AAC(2’)I Gent, Dib, Net, Tob 
AAC(3)I Gent, Sis 
AAC(3)II Gent, Dib, Net, Sis, Tob 
AAC(3)IV Pra, Gent, Dib, Net, Sis, Tob 
AAC(6’)I Ami, Dib, Net, Sis, Tob 
Nukleotidyltransferasen  
ANT(3’’)I Strep, Spec 
ANT(3’’)(9) Strep, Spec 
ANT(2’’)I Gent, Dip, Kan, Sis, Tob 
Phosphotransferase  
APH(3’)I Kan, Liv, Neo, Paro 
APH(3’)II But, Kan, Neo, Paro 
APH(3’)III Ami, But, Kan, Liv, Neo, Paro 
APH(3’)VI Ami, But, Kan, Neo, Paro 

Erläuterung:  Ami = Amikacin; Dib = Dibekacin; Gent = Gentamicin; Liv = Lividomycin; Net = 
Netilmicin; Paro = Paromycin; Pra = Pramycin; Sis = Sisomicin; Spec = Spectinomycin; 
Strep = Streptomycin; Tob = Tobramycin 

 

Resistenzen gegenüber Tetracyclinen basieren ebenfalls auf mehreren Mechanismen [9]. 

Neben den bereits beschriebenen Effluxpumpen, nehmen verschiedene ribosomale 

Schutzproteine (rSPs) entscheidenden Einfluss auf die Empfindlichkeit von Acinetobacter-

Stämmen gegenüber Tetracyclinen. Diese wirken bakteriostatisch, indem sie die 

Akkomodierung der Aminoacyl-tRNS an die A (Aminoacyl)-Stelle des Ribosoms und somit 

das Entstehen einer neuen Peptidkette inhibieren. Das Antibiotikum zeigt dabei eine hohe 

Affinität zu verschiedenen Stellen der ribosomalen 30S-Untereinheit [49]. BRODERSEN 

et al. (2000) berichteten von zwei Bindungsstellen, einer sog. Haupt- und einer Nebenstelle 

(primary and secondary site) [26, 49], wohingegen PIOLETTI et al. (2001) sechs 

unterschiedliche Stellen differenzieren konnten (Tet-1 bis Tet-6) [49, 172]. Auf Grund der 

Vielzahl möglicher Ansatzstellen für das Antibiotikum, konnte bis dato nicht eindeutig 

geklärt werden, welche der acht Stellen biologische Relevanz im Bezug auf die Hemmung der 

Proteinbiosynthese besitzt. Hauptsächlich von Bedeutung ist vermutlich die Haupt- bzw. Tet-

1-Stelle, da diese in unmittelbarer Nachbarschaft der A-Stelle liegt, wo Tetracycline an die 

Eindrehung der Helix 34 sowie die Schleife der Helix 31 der 16S rRNS binden. Alternativ 

müssen jedoch auch die Nebenstelle bzw. die Tet-5-Stelle in Betracht gezogen werden, die 

beide mit der sog. Sprunghelix der 16S rRNS assoziiert sind [49]. 

Die Bedeutung und Funktionalität der rSPs Tet(O) und Tet(M) im Bezug auf die 

Tetracyclinresistenz wurde 2003 von CONNELL et al. erläutert. Tet(O) konnte erstmalig aus 
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dem transferierbaren Plasmid pUA466 eines Campylobacter jejuni-Isolats geklont werden 

[49]. Man geht davon aus, dass Tet(O), wie auch die meisten anderen rSPs, ursprünglich von 

dem natürlichen Oxytetracyclin-Produzenten Streptomyces rimosus stammt [49, 121]. Des 

Weiteren konnte gezeigt werden, dass rSPs eine hohe Sequenzhomologie zu den ribosomalen 

Elongationsfaktoren EF-G und EF-Tu aufweisen und demzufolge in die Translationsfaktor-

Superfamilie der GTPasen eingruppiert werden [125, 193]. Diese Ähnlichlichkeit führte zu 

der Annahme, dass die rSPs evolutionär von den Elongationsfaktoren abstammen und im 

Laufe der Zeit zu Tetracyclin-resistenten Proteinen modifiziert wurden [193]. Durch diese 

Anpassung sind rSPs in der Lage, Tetracycline in Gegenwart von GTP von deren ribosomaler 

Bindungsstelle zu entfernen [32, 49, 219]. 

Resistenzen gegenüber Fluorchinolonen in Acinetobacter spp. nehmen stetig zu. Zielproteine 

der Fluorchinolone sind die Topoisomerasen II und IV, deren Modifikation für die 

Chinolonresistenz verantwortlich ist. Die Gene gyrA und gyrB kodieren für die DNS-Gyrase, 

die aus den beiden Untereinheiten A und B besteht. Dementsprechend kodieren parC und 

parE für die Topoisomerase IV. Mutationen im gyrA- und parC-Gen haben eine 

entscheidende Bedeutung für die Ausprägung von Resistenzen [9, 240]. Die Mutationen 

führen zu Modifikationen im Aminosäure-Kodon Ser-83, Ser-80 und/oder Glu-84. Im 

Gegensatz dazu sind Mutationen im gyrB- und parE-Gen von klinischen E. coli-Isolaten nicht 

immer mit einer reduzierten Empfindlichkeit gegenüber Fluorchinolonen assoziiert [9].  

Innerhalb der A. baumannii-Population gibt es Stämme, die eine Resistenz gegenüber 

Chloramphenicol aufweisen. DEVAUD et al. (1982) stellten die Hypothese auf, dass dieser 

Eigenschaft die Produktion einer Chloramphenicol-spezifischen Acetyltransferase zu Grunde 

liegt [9, 60]. ELISHA und STEIN (1991) lokalisierten das dazugehörige Gen sowohl auf dem 

Chromosom als auch auf einem Plasmid eines klinischen A. baumannii-Isolats. Diese 

Tatsache legte die Vermutung nahe, dass es sich um ein Transposon handelt [9]. Im 

Gegensatz dazu konnte in einer späteren Studie in keinem der 54 untersuchten A. baumannii-

Stämme das Gen für eine Chloramphenicol-spezifische Acetyltransferase nachgewiesen 

werden [9, 239].  
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5 Genotypische Charakterisierung von Acinetobacter 

5.1 16S rRNS-Gen-Analyse 

Das 16S rRNS-Gen dient der Identifizierung und phylogenetischen Klassifizierung von 

Bakterien. Es kodiert für die 16S rRNS, die in Verbindung mit 21 bakteriellen Proteinen  

(S1-S21) die ribosomale 30S-Untereinheit bildet. Dieser Komplex ist für die mRNS-

Erkennung verantwortlich und formiert zusammen mit der 50S-Untereinheit das 

prokaryontische Ribosom [117]. Eine Sequenzierung des 16S rRNS-Gens erwies sich auch im 

Rahmen von Acinetobacter-Taxonomiestudien als nützlich [237]. Allerdings wiesen DNS-

DNS-Hybridisierungsstudien z. T. abweichende Ergebnisse auf [83]. Die sechs Spezies des 

Acb-Komplexes wurden beispielsweise auf Grund niedriger 16S rRNS-Gen-Verwandtschaft 

in zwei unterschiedliche Gruppen eingeteilt, eine beinhaltete A. baumannii und A. genomo-

sp. 13TU (A. nosocomialis sp. nov., [157]), die andere A. calcoaceticus, A. genomosp. 3 

(A. pittii sp. nov., [157]), A. genomosp. „close to 13TU“ und A. genomosp. „between 1 and 

3“. Die Standardmethode zur Acinetobacter-Spezies-identifizierung, die DNS-DNS-Hybridi-

sierung, wies dagegen einen hohen Verwandtschaftgrad aller sechs Spezies von 65 % bis 

70 % nach [18, 215]. Um eine stringente Speziesidentifikation zu ermöglichen, wurde 

festgelegt, dass eine 16S rRNS-Sequenzierung mindestens 1300 bp des Gens umfassen muss. 

Entscheidend für die Zugehörigkeit zu einer Spezies ist eine Übereinstimmung der Sequenzen 

von mindestens 99,7 %, gleichbedeutend mit einer Abweichung von höchstens 4 bp. 

Unterscheiden sich die 16S rRNS-Gene von zwei Acinetobacter-Stämmen in mehr als 4 bp, 

wird zusätzlich die Klassifizierung mittels DNS-DNS-Hybridisierung empfohlen [83]. 

 

5.2 S1-Nuclease-Hybridisierungsmethode 

Die S1-Nuclease ist ein einzelstrangspezifisches Enzym aus dem Schimmelpilz 

Aspergillus oryzae. Unter geeigneten Bedingungen baut sie einzelsträngige DNS- und RNS-

Polynukleotide ab [53]. Die S1-Hybridisierung wird genutzt, um die Menge einer 

spezifischen mRNS zu quantifizieren, die Startstelle der Transkription zu bestimmen, 

Integrongrenzen festzulegen oder um DNS-Homologien zu bestimmen [53, 209].  

BOUVET und GRIMONT (1986) legten mit der Identifizierung von zwölf Acinetobacter-

Spezies mittels der S1-Hybridisierungsmethode den Grundstein für die heutige Taxonomie. 

Die Analyse des Verwandtschaftsgrades erfolgte zunächst durch die Bestimmung der 

Hitzestabilität (TM) der hybridisierten DNS. TM ist definiert als die Temperatur, bei der 50 % 
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der reassoziierten DNS für die S1-Nuclease hydrolysierbar werden [18, 53, 91]. Die 

Temperaturdifferenz (∆TM) zwischen der TM homologer DNS und der TM heterologer DNS 

wird gleichgesetzt mit der Basenpaar-Divergenz zwischen zwei DNS-Strängen [18]. Liegt der 

Wert unter 5° C ∆TM und beträgt die DNS-DNS-Reassoziation mindestens 70 %, geht man 

davon aus, dass es sich bei zwei Stämmen um dieselbe Spezies handelt [250].  

 

5.3 Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis  

Die ARDRA gehört in die Gruppe der PCR-Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus 

(PCR-RFLP)-Analysen, die dem Nachweis von Sequenzunterschieden dienen [9]. Zunächst 

erfolgt eine Amplifikation der 16S rDNS mit nachfolgender Verdauung durch fünf (sieben) 

Restriktionsenzyme: CfoI, AluI, MboI, MspI und RsaI (BfaI, BsmaI) [9, 39, 65]. Die 

Restriktionsfragmente werden in einem Agarosegel separiert und anschließend visualisiert. 

Die so erhaltenen Fragmentmuster können mit bereits veröffentlichten Profilen von Referenz- 

und Feldstämmen verglichen werden und ermöglichen somit eine Spezieseinteilung von 

Acinetobacter-Isolaten [65, 232, 233]. Acinetobacter-Spezies besitzen zwischen fünf und 

zehn Kopien des 16S rRNS-Gens in ihrem Genom [67, 84]. Abweichungen bzgl. der Länge 

sowie Sequenz dieses DNS-Abschnitts bei Vertretern einer Art führten dazu, dass für die 

Spezies A. baumannii bis dato fünf verschiedene Restriktionsprofile beschrieben wurden [65]. 

Eine erweiterte Restriktion mit BfaI erlaubt die Abgrenzung der DNS-Gruppe 7 von den 

DNS-Gruppen 4 und 13BJ/14TU. Ebenso können durch Einsatz dieses Enzyms die DNS-

Gruppen 5 und 17 differenziert werden. BsmaI erlaubt eine Unterscheidung der DNS-

Gruppen 10 und 11. Lediglich die Spezies A. haemolyticus und die DNS-Gruppe 13BJ/14TU 

können anhand dieser Methode nicht differenziert werden [65]. Zahlreiche Untersuchungen 

mittels ARDRA zeigten, dass zum einen innerhalb einer Acinetobacter-Spezies mehrere 

Profile auftreten können, zum anderen, dass ein spezifisches Profil bei unterschiedlichen 

Spezies vorkommen kann [83]. Um Isolate auf Speziesebene exakt differenzieren zu können, 

sind somit ergänzende phäno- oder genotypische Tests notwendig [103, 153]. In Bezug auf 

die eng verwandten Arten des Acb-Komplexes ist jedoch allein die Untersuchung mittels 

ARDRA für eine Unterscheidung ausreichend [65].  
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5.4 Pulsfeldgelelektrophorese  

Die Makrorestriktionsanalyse bakterieller Genome mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese 

(PFGE) gilt als Goldstandard für die Typisierung von Bakterien [200]. Im Rahmen dieser 

Methode wird genomische DNS mit selten schneidenden Restriktionsenzymen hydrolysiert. 

Die daraufhin entstehenden relativ großen Fragmente (bis über 1000 kb) werden in einem 

alternierenden elektrischen Feld aufgetrennt [3, 9, 44, 45, 162, 196, 252]. Von den 

verschiedenen existierenden Techniken wird die sog. „Contour-clamped homogeneous 

electric field“ (CHEF)-Methode am häufigsten angewendet. Die multiplen Elektroden sind 

hier hexagonal um das Gel angeordnet und die beiden sich jeweils gegenüberliegenden Seiten 

des Sechsecks werden abwechselnd aktiviert. Der Reorientierungswinkel beträgt 120 °C, so 

dass die DNS-Moleküle in Abhängigkeit von ihrer Größe in einem Zick-Zack-Kurs durch das 

Gel wandern [9, 83]. Um eine Zerstörung der DNS durch Scherkräfte zu verhindern, werden 

die Bakterienzellen vor der weiteren Behandlung in Agaroseblöckchen gegossen. Im 

Anschluss an die Zelllyse erfolgt bei A. baumannii-Stämmen die Restriktion mit ApaI (SmaI). 

Die resultierenden ca. 20-30 (20-40) Fragmente weisen eine Größe zwischen 10 und 300  

(5-300) kb auf [90, 212]. Für die Analyse der Restriktionsmuster und die nachfolgende 

Kategorisierung der typisierten Isolate in vier Gruppen, dienen die Thesen von TENOVER 

et al. (1995) als Grundlage. Dabei wird zunächst der Stamm definiert, der für den jeweiligen 

Ausbruch verantwortlich ist („outbreak strain“). Anhand von stattgefundenen Punktmuta-

tionen, Insertionen und/oder Deletionen kann dann die epidemiologische Verwandtschaft der 

übrigen Isolate bestimmt werden [212]. 

BOERLIN et al. (2001) gelang die Typisierung von Acinetobacter-Isolaten aus einer 

Kleintierklinik in Bern. Die erhaltenen Restriktionsmuster ließen den Schluss zu, dass es sich 

um zwei unterschiedliche Ausbrüche innerhalb einer Klinik gehandelt hat. Einer der 

multiresistenten A. baumannii-Stämme aus der Kleintierklinik konnte zusätzlich bei einem 

Patienten der nahe gelegenen Pferdeklinik nachgewiesen werden. Obwohl der Ursprung der 

A. baumannii-Stämme nicht exakt festgelegt werden konnte, war es dennoch möglich, die 

Verbreitung und den Verwandtschaftgrad der einzelnen Isolate zu eruieren [14].  

SEIFERT et al. (2005) etablierten in einer Studie ein PFGE-Standardprotokoll für die 

Untersuchung von Acinetobacter-Isolaten, mit einer laborinternen Reproduzierbarkeit von 

95 % sowie einer laborübergreifenden Wiederholbarkeit von 87 %. Die Ergebnisse eröffneten 

die Möglichkeit zur Errichtung einer elektronischen Datenbank für das Monitoring 

epidemischer Stämme [200].  
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5.5 Amplified Fragment Length Polymorphism-Analyse 

Die hoch sensitive AFLP-Methode basiert auf der Analyse des gesamten bakteriellen Genoms 

[64] und wurde 1990 speziell für die Charakterisierung von Acinetobacter-Spezies in den 

Niederlanden und Belgien entwickelt [9, 63, 112, 113, 118, 151]. Für die Analyse wird 

zelluläre DNS mit zwei Enzymen geschnitten. Anschließend erfolgt eine Ligation der 

Restriktionsfragmente mit kurzen Doppelstrang-DNS-Sequenzen (Adapter). Die ligierten 

Fragmente werden nur dann mittels selektiver Primer amplifiziert, wenn die Nukleotide der 

Primer komplementär zu denen des Zielmoleküls sind. Einer der beiden Primer wird zudem 

markiert, was eine automatische Fragmentseparation sowie eine Detektion mit Hilfe eines 

Sequenzierungsgeräts ermöglicht [9, 112, 113, 118]. Diese Form des genomischen 

Fingerprintings erwies sich als verlässliche und relativ robuste Methode für die 

Differenzierung von Acinetobacter-Isolaten bis auf Subspezies-Ebene sowie für den 

Nachweis epidemiologischer Zusammenhänge [9, 66, 112, 228, 254]. Durch den Einsatz eines 

vereinfachten Protokolls der Universität Leiden unter Verwendung der Restriktionsenzyme 

EcoRI und MseI gelang erstmalig die Beschreibung der sog. Europäischen (EU) Klone I-III 

[9, 154, 155, 228]. Bei diesen handelt es sich um multiresistente und genetisch stabile 

Stämme. Darüber hinaus zeichnen sich diese Stämme durch eine hohe Tenazität aus. Bis dato 

konnte jedoch nicht abschließend geklärt werden, ob bestimmte Virulenzeigenschaften oder 

eine erhöhte Fähigkeit zur Kolonisation immungeschwächter Patienten als Ursache für das 

beobachtete gehäufte Auftreten in Frage kommen [64]. Die Ausbreitung der Europäischen 

Klone I und II schien zunächst auf den Nordwesten Europas beschränkt zu sein, allerdings 

findet man seit einigen Jahren auch Stämme in Südeuropa sowie Afrika. Demnach muss von 

einer weltweiten Verbreitung der ersten beiden Klone ausgegangen werden [25, 156, 167, 

168]. Der EU-Klon III erwies sich in den bislang durchgeführten Studien homogener als die 

anderen beiden Klone. Klon III konnte jedoch auch bereits in Spanien, Frankreich und den 

Niederlanden nachgewiesen werden [63, 64, 154, 228]. 

Obwohl die AFLP-Analyse eine Trennung von mehr als 50 Banden zulässt und somit zu den 

hochauflösenden Typisierungsverfahren zählt, hat sie den Nachteil, dass die Ergebnisse 

unterschiedlicher Laboratorien nicht miteinander verglichen werden können [63, 64].  

 

5.6 Repetitive Extragenic Palindromic-PCR  

Die „Repetitive Extragenic Palindromic (REP)”-PCR zählt neben der „Randomly amplified 

polymorphic DNA”-Analyse und der „Enterobacterial repetitive intergenic consensus”-
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Analyse zu den PCR basierten Fingerprinting-Methoden [9]. Die aus 35 bp bestehende  

REP-Sequenz konnte erstmals bei E. coli und Salmonella Typhimurium nachgewiesen 

werden. Ihr Anteil am Gesamtgenom kann bis zu 1 % betragen, da sie in mehreren Kopien 

(500-1000) vorkommt [86, 207]. Die REP-Sequenz ist im Reich der Eubakterien weit 

verbreitet, die Konsensussequenzen der einzelnen Bakterien können sich jedoch voneinander 

unterscheiden. Sie sind vorzugsweise in extragenischen, nicht kodierenden Regionen 

lokalisiert [207]. LUPSKI et al. (1992) beschrieben ihre Beteiligung an der Genregulation 

sowie der Strukturierung und Umgestaltung von Chromosomen [132]. Die REP-Sequenzen 

sind zwar hochkonserviert, ihre Verteilung innerhalb des Genoms ist allerdings 

stammspezifisch und führt daher bei geeigneter Primerauswahl zu einer stammabhängigen 

Anzahl und Länge von PCR-Amplifikaten [238].  

Mittels REP-PCR können A. baumannii-Isolate den in Europa vorkommenden Klonen I-III 

zugeordnet werden, so dass sie als schnelle und kostengünstige Alternative zur AFLP-

Analyse Verwendung finden könnte [35, 108]. 

 

5.7 Multilocus Sequence Typing  

Die MLST-Analyse ist eine relativ neue Methode der vergleichenden Sequenzanalyse von 

sieben „Housekeeping“-Genen zur Analyse von Populationsstrukturen [9, 74, 83]. Dabei 

werden unterschiedlichen Gensequenzen bestimmte Allele zugewiesen. Die sieben Sequenz-

Allele eines Isolats ergeben dann das sog. Allel-Profil bzw. den Sequenztyp. Die Vorteile 

dieses Systems bestehen darin, dass die Daten zwischen verschiedenen Laboratorien 

vergleichbar sind und dass eine internationale Datenbank zur Verfügung steht 

(http://www.mlst.net/) [9]. Auch für die Spezies A. baumannii wurde ein MLST-System 

(http://pubmlst.org/abaumannii/) etabliert [7, 9]. Dieses basiert auf der Sequenzvielfalt von 

305 bis 513 bp großen konservierten Regionen der Gene gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi 

und rpoD. Die Ergebnisse der Sequenzierung von 40 klinischen A. baumannii-Isolaten sowie 

Referenzstämmen korrelierten dabei mit denen der PFGE. Allerdings wurde bis dato lediglich 

eine begrenzte Anzahl an Stämmen mit Hilfe dieser Methode typisiert [7, 9]. Auch stellt sich 

die Frage, warum die Diskriminierung von A. baumannii- und A. genomosp. 13TU (A. noso-

comialis sp. nov., [157])-Stämmen mittels MLST deutlich stärker ausgeprägt ist als bei 

anderen Organismen. Es ist deshalb verfrüht, die Sequenzierung mehrerer Gen-Loci für eine 

Populationsanalyse von Acinetobacter-Isolaten zu empfehlen [9]. 
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V Material und Methoden 

1 Materialien 

1.1 Verbrauchsmaterialien und Puffer 

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien, Puffer und Medien sind im Anhang aufgelistet. 

1.2 Herkunft der Acinetobacter-Isolate 

Für die Durchführung der retrospektiven Studie wurden im Labor über einen Zeitraum von 

acht Jahren (2000-2008) 137 Acinetobacter-Isolate isoliert und konserviert. Von diesen 

Isolaten wurden für die vorliegende Arbeit 56 ausgewählt, die aus Probenmaterialien mit 

einem möglichst hohen Acinetobacter-Keimgehalt sowie einer geringgradigen Begleitflora 

stammten. Darüber hinaus wurde darauf geachtet, dass es sich nicht nur um Isolate aus 

verschiedenen Jahren sondern auch aus unterschiedlichen Lokalisationen handelte. 

 

Tabelle 5: Überblick über die Acinetobacter-Feldisolate. 

    Isolat-Nr. Tagebuch-Nr. Isolierungsdatum Patient Probenmaterial Herkunft 

1 5880 22.11.2000 Hund Kot MVK1 

2 5877 22.11.2000 Katze Urin MVK1 

3 5966 24.11.2000 Katze Urin CVK 

4 6020 28.11.2000 Katze Urin MVK1 

5 6377 13.12.2000 Katze Urin CVK 

6 132 09.01.2001 Hund Pericardpunktat MVK1 

7 1237 12.03.2001 Hund Urin CVK 

8 1765 05.04.2001 Katze Urin CVK 

9 2740 31.05.2001 Katze Urin CVK 

10 3906 16.08.2001 Hund Urin CVK 

11 4255 28.08.2001 Hund Abszess CVK 

12 5074 03.10.2001 Hund Wunde MVK1 

13 3204 01.02.2002 Pferd Sehnenscheidentupfer CVK 

14 P1697 07.03.2002 Pferd Uterus auT 

15 1508 02.04.2002 Katze Urin AGVK 

16 1626 09.04.2002 Katze Urin CVK 

17 1782 16.04.2002 Katze Urin CVK 

18 1778 16.04.2002 Katze Urin CVK 

19 P3385 30.04.2002 Hund Bronchialtupfer auT 

20 2258 14.05.2002 Katze Urin CVK 

Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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Fortsetzung der Tabelle 

    Isolat-Nr. Tagebuch-Nr. Isolierungsdatum Patient Probenmaterial Herkunft 

21 2274 15.05.2002 Katze Urin CVK 

22 2378 17.05.2002 Hund Unterhautpunktat CVK 

23 2881 12.06.2002 Katze Urin CVK 

24 2954 14.06.2002 Katze Urin CVK 

25 3081 24.06.2002 Katze Urin CVK 

26 3240 03.07.2002 Hund Kot MVK1 

27 3349 10.07.2002 Hund Duodenumtupfer MVK1 

28 3472 18.07.2002 Hund Vaginaltupfer AGVK 

29 P5930 18.08.2002 Hund Serumtupfer auT 

30 P81 08.01.2003 Hund Nasentupfer auT 

31 172 14.01.2003 Hund Urin CVK 

32 P872 08.02.2003 Hund Nasentupfer auT 

33 848 26.02.2003 Hund Bronchiallavage MVK1 

34 2130 19.03.2003 Katze Urin IfVP 

35 P1959 20.03.2003 Katze Thoraxerguss auT 

36 2677 26.05.2003 Hund Urin MVK1 

37 4297 15.12.2005 Hund Wunde CVK 

38 196-1 19.01.2006 Katze Urin MVK1 

39 196-2 19.01.2006 Katze Urin MVK1 

40 437 31.01.2006 Katze Ohr CVK 

41 462 01.02.2006 - Inventar MVK1 

42 P698 04.02.2006 Katze Urin auT 

43 580 09.02.2006 Hund Nase CVK 

44 1231a 24.03.2006 Katze Urin MVK1 

45 1316 03.04.2006 Katze Urin CVK 

46 P869 01.02.2008 Stute Cervixtupfer auT 

47 760 02.02.2008 Hund Blutkultur MVK 

48 1173 13.02.2008 Hund Wunde CVK 

49 1227 18.02.2008 Hund Vagina AGVK 

50 1356 21.02.2008 Hund Fistel CVK 

51 P2134-1 20.03.2008 Wellensittich Rachenabstrich auT 

52 P2347 29.03.2008 Meerschweinchen Lippentupfer auT 

53 1936 29.03.2008 Hund ZVK-Spülprobe MVK1 

54 2006 03.04.2008 Hund ZVK-Spülprobe MVK1 

55 3061 12.06.2008 Rind Eutertuch AGVK 

56 4199 15.08.2008 Hund Vaginaltupfer CVK 

Erläuterung:  AGVK = Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und Andrologie, JLU Gießen; CVK = 
Klinik für Kleintiere, Chirurgie, JLU Gießen; IfVP = Institut für Veterinär-Pathologie, JLU 
Gießen; MVK = Klinik für Kleintiere, Innere Medizin, JLU Gießen; auT = außeruni-
versitäre Tierklinik/private Tierarztpraxis; ZVK = Zentraler Venenkatheter 
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Des Weiteren wurden die in Tabelle 6 aufgelisteten Referenzstämme in allen phäno- und 

genotypischen Untersuchungen als Kontrollstämme eingesetzt. Der Referenzstamm 

COL 20820 wurde als externer Referenzstandard für die Normalisierung der Gele im Rahmen 

der Pulsfeldgelelektrophorese verwendet und zu diesem Zweck vom „Institute for Infectious 

Diseases, Leiden University Medical Center“, Niederlande (NL) zur Verfügung gestellt. 

 

Tabelle 6:  Überblick über die Acinetobacter-Referenzstämme. 

Spezies Probenmaterial Stamm-Nr. Herkunft 

A. baumannii Urin 19606T ATCC 
A. baumannii  Blut COL 20820 Köln 
A. calcoaceticus Boden 23055 ATCC 
A. calcoaceticus Cetananreicherung 1139 DSMZ 
A. genomosp. 3 Cerebrospinale Flüssigkeit 19004 ATCC 
A. genomosp. 3 Endotrachealaspirat 9308 DSMZ 
A. genomosp. 13TU k. A. 17903 ATCC 

Erläuterung:  ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Maryland; DSMZ = Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig; T = type strain;  
 k. A. = keine Angaben 

 

2 Methoden 

2.1 Konservierung der Isolate 

Alle Isolate wurden zur Aufbewahrung mit einem sterilen Tupfer von Blutagarplatten 

abgenommen, in ein steriles Kryoröhrchen mit 2 ml Rinderserum und 6 % Glucose überführt 

und bis zur Verwendung bei - 70 °C gelagert. Parallel dazu wurden die Kulturen lyophilisiert 

und bei + 4 °C aufbewahrt.  

 

2.2 Phänotypische Untersuchungen zur Identifizierung und Differenzierung von 
Acinetobacter-Isolaten 

2.2.1 Kulturelle und mikroskopische Untersuchung 

Zur Beurteilung der Koloniemorphologie erfolgte die Anzucht der Isolate auf Blutagarplatten. 

Die Bebrütungstemperatur betrug 37 °C, 41 °C und 44 °C über einen Zeitraum von 18-24 h. 

Für die mikroskopische Untersuchung wurden die Acinetobacter-verdächtigen Isolate nach 

GRAM gefärbt. 
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2.2.2 Biochemische Untersuchungen 

Zur Überprüfung, ob die untersuchten Isolate das Enzym Katalase besitzen, wurden auf einem 

Objektträger 4-5 Kolonien des jeweiligen Acinetobacter-Isolats in 50 µl einer 3 %igen H2O2-

Lösung verrieben. Die Reaktion wurde als positiv bewertet, wenn nach einigen Sekunden eine 

Gasbildung sichtbar wurde. 

Zum Nachweis des Enzyms Cytochromoxidase wurde Filterpapier mit Oxidasereagenz 

benetzt. Eine unmittelbar nach dem Verreiben von 2-3 Bakterienkolonien auf dem Papier 

einsetzende Blaufärbung wurde als positive Reaktion interpretiert.  

Zur Prüfung des oxidativen und fermentativen Glucoseabbaus wurden die Isolate im 

Parallelansatz in zwei Kulturröhrchen mit halbfestem OF-Medium überimpft. Der Einstich 

erfolgte bis zum Boden. Eines der beiden Röhrchen wurde mit Paraffin überschichtet. Nach 

einer Bebrütung bei 37 °C für mindestens 24 h wurde ein Farbumschlag nach Gelb (infolge 

der Säurebildung) als positiv bewertet.  

Der Nachweis der Citratverstoffwechslung erfolgte durch Beimpfen eines Citrat-Schrägagars. 

Dieser enthält als einzige Kohlenstoffquelle Citrat, so dass nur Citrat-verstoffwechselnden 

Bakterien ein Wachstum ermöglicht wird. Ein Farbumschlag nach Tiefblau zeigte eine 

positive Reaktion an.  

Zur Überprüfung der Gelatinolyse wurde ein Röhrchen mit Gelatine mit den zu 

untersuchenden Isolaten beimpft. Nach einer 24-stündigen Bebrütung bei 37 °C wurde eine 

Verflüssigung des Eiweißes als positiv gewertet.  

 

2.2.3 Antibiotikaempfindlichkeitsprüfung 

Zur Empfindlichkeitsprüfung von Bakterienisolaten gegenüber ausgewählten Antibiotika 

wurden der Agardiffusions- sowie Mikrobouillondilutionstest gemäß den 

„Durchführungsvorschriften für antimikrobielle Empfindlichkeitsprüfungen mittels 

Agardiffusions- und Dilutionstest von Bakterien tierischer Herkunft“ der CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute), Dokumente M31-A2 sowie M31-S1, 2. Ausgabe 2002, 

angewendet. Diese Vorschriften wurden den Methoden aus dem „National Committee for 

Clinical Laboratory Standards“ - Dokument M2- Durchführungsvorschriften für 

antimikrobielle Agardiffusions- und Dilutionsempfindlichkeitsprüfungen - angepasst.  
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2.2.3.1 Agardiffusionstest 

Nach Anzucht der Isolate auf Blutagar erfolgte die Beimpfung von  

1 ml Standard I-Nährmedium (NBI) mit zwei Bakterienkolonien. Die Trübung entsprach 

dabei einem McFarland-Trübungsstandard von 0,5. Im Anschluss wurden 45 µl der 

Bakteriensuspension auf DST-Agarplatten ausgespatelt und die ausgewählten Antibiotika in 

Form von Testplättchen auf die Agarplatten aufgelegt. 

Die Empfindlichkeitsbeurteilung erfolgte durch Messung der durch Unterdrückung des 

Bakterienwachstums im Bereich der Testplättchen entstandenen Hemmhöfe. Eine Einteilung 

der Acinetobacter-Isolate in sensibel, intermediär oder resistent wurde in Anlehnung an die 

Vorgaben aus Tabelle 2 der CLSI-Interpretationskriterien für MHK und Hemmhofgröße 

(M31-A2, M100-S16) vorgenommen. Die Empfindlichkeit gegenüber Antibiotika, für die das 

Institut keine Angaben bereithält, wurde anhand der Standards aus der DIN-Norm 58940 bzw. 

mit Hilfe der Herstellerangaben zu einem bestimmten Wirkstoff ermittelt. 

 

Tabelle 7: Standards zur Interpretation der Hemmhofdurchmesser. 

Interpretation 

 (Hemmhofdurchmesser in mm) Antibiotikum 

Menge der 

Wirksubstanz  

pro Plättchen sensibel intermediär resistent 

Amikacin1 30 µg ≥ 17 15-16 ≤ 14 

Amoxicillin2 

10 µg ≥ 23 16-22 ≤ 15 

Amoxicillin/Clavulansäure1  20/10 µg ≥ 18 14-17 ≤ 13 

Cefovecin3 

30 µg ≥ 24 21-23 ≤ 20 

Cephalexin4 

30 µg ≥ 21 19-20 ≤ 18 

Chloramphenicol1 

30 µg ≥ 18 13-17 ≤ 12 

Clindamycin4 15 µg ≥ 26  ≤ 19 

Colistin4 50 µg ≥ 15  ≤ 14 

Doxycyclin1 30 µg ≥ 16 13-15 ≤ 12 

Enrofloxacin1 5 µg ≥ 23 17-22 ≤ 16 

Fusidinsäure4 10 µg ≥ 22 16-21 ≤ 15 

Gentamicin1 10 µg ≥ 15 13-14 ≤ 12 

Oxacillin2 5 µg ≥ 16  ≤ 15 

Lincomycin4 2 µg ≥ 21 15-20 ≤ 14 

Marbofloxacin1 5 µg ≥ 20 15-19 ≤ 14 

Penicillin G2 10 Units ≥ 24 13-23 ≤ 12 

Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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Fortsetzung der Tabelle 

Interpretation  

(Hemmhofdurchmesser in mm) Antibiotikum 

Menge der 

Wirksubstanz  

pro Plättchen sensibel intermediär resistent 

Polymyxin B4 300 µg ≥ 12 9-11 ≤ 8 

Rifampicin1 5 µg ≥ 20 17-19 ≤ 16 

Sulfamethoxazol/Trimethoprim1  23,75/1,25 µg ≥ 16 11-15 ≤ 10 

Tetracyclin1 30 µg ≥ 19 15-18 ≤ 14 

Erläuterung:  1 nach CLSI 
 2 nach DIN 58940-3, Beiblatt 1 
3 nach Pfizer Animal Health 
 4 nach Mast Diagnostica 

 

2.2.3.2 Mikrobouillondilutionsverfahren 

Die Durchführung der Mikrobouillondilutionsmethode erfolgte mit Hilfe sog. Micronaut-S-

Kleintiertitrationsplatten, die speziell für die Empfindlichkeitsprüfung von Bakterien im 

veterinärmedizinischen Bereich hergestellt wurden. Die Platten sind bereits mit 17 Antibiotika 

aus neun verschiedenen Antibiotikaklassen beschichtet. Um die minimale Hemmstoff-

konzentration (MHK) der Keime gegenüber den Antbiotika zu ermitteln, wurden die 

Wirkstoffe in den dafür notwendigen Konzentrationen aufgetragen. Zudem weisen die 

Titrationsplatten drei Kavitäten für die Wachstumskontrollen des zu untersuchenden 

Bakterienisolats auf.  

Um das Spektrum getesteter Antibiotika sowie -klassen zu erweitern, wurden zudem drei 

weitere Antibiotika mittels der beschriebenen Methode auf ihre in vitro-Aktivität getestet, die 

nicht in den Micronaut-S-Kleintiertitrationsplatten enthalten waren. Dafür wurden 96-well 

Mikrotitrationsplatten jeweils mit Imipenem, Colistin und Amikacin in verschiedenen 

Konzentrationen beschichtet.  
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Tabelle 8: Überblick über die im Mikrobouillondilutionstest verwendeten Antibiotika und  
  ihre Konzentrationsbereiche. 

Klasse Antibiotikum 

Konzen-

trationsbereich 

[µg/ml] 

ß-Lactame Amoxicillin/Clavulansäure 0,5/0,25-32/16 

 Ampicillin 0,125-32 

 Oxacillin 0,25-4 

 Penicillin G 0,125-16 

Cephalosporine Cefovecin 0,25-8 

 Cephalotin 4-32 

Phenicole Chloramphenicol 2-16 

Lincosamide Clindamycin 0,25-4 

Fluorchinolone Difloxacin 0,125-2 

 Enrofloxacin 0,0625-2 

 Marbofloxacin 0,125-2 

 Orbifloxacin 0,25-4 

Makrolide Erythromycin 0,0625-2 

Aminoglykoside Gentamicin 1-8 

 Kanamycin 8-32 

 Amikacin 2-256 

Tetracycline Tetracyclin 1-16 

Potenzierte Sulfonamide     Trimethoprim/Sulfamethoxazol 1/19-4/76 

Polypeptide Colistin 0,125-16 

Carbapeneme Imipenem 0,5-64 

 

Die Anzucht der einzelnen Acinetobacter-Isolate erfolgte auf Blutagarplatten über einen 

Zeitraum von 18-24 h bei 35 °C. Für die Herstellung des Inokulums wurden fünf Bakterien-

kolonien von der Blutagarplatte abgenommen und in 5 ml sterile physiologische NaCl-

Lösung überführt. Im Anschluss wurde die Suspension „gevortext“ und auf einen McFarland-

Standard von 0,5 eingestellt, so dass eine Dichte von 5 x 105 KbE/ml vorlag. 50 µl dieser 

Bakterienlösung wurden daraufhin in 11 ml Mueller-Hinton-Bouillon gegeben und auf Em-

pfehlung der Fa. Merlin in einer 1:100 Verdünnung mit Kationen (Ca2+, Mg2+) supplemen-

tiert. Zur Beschickung der Mikrotitrationsplatten wurden jeweils 100 µl des Inokulums in alle 
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96 Kavitäten pipettiert. Die Kavitäten für die Wachstumskontrollen wurden dabei immer zu-

erst belegt, um eine Verfälschung der Ergebnisse durch verschleppte Antibiotika zu verhin-

dern. Jedes Inokulum wurde auf Reinheit und korrekte Keimdichte (5 x 105 KbE/ml) über-

prüft. Dazu wurden 10 µl des Inokulums auf Blutagar ausgestrichen und außerdem weitere 

10 µl in 10 ml sterile physiologische NaCl-Lösung gegeben. Nach Durchmischen dieses 

Ansatzes wurden 100 µl auf eine frische Blutagarplatte ausgespatelt.  

Die Bebrütung der beimpften Testplatten sowie der Einsaat und Wachstumskontrolle erfolgte 

für 18-24 h bei 35 °C. Um die Bildung von Kondenswasser an der Innen- bzw. Unterseite der 

Mikrotitrationsplatten zu vermeiden, wurden sie entweder in einer feuchten Kammer bebrütet 

oder mit Parafilm verschlossen.  

Zur Qualitätskontrolle des Testsystems wurden an 30 aufeinanderfolgenden Tagen vier 

Kontrollstämme mitgeführt. Nach diesem Zeitraum wurde die Häufigkeit der Kontrollen auf 

eine wöchentliche Wiederholung reduziert.  

 

Tabelle 9: Art und Herkunft der Kontrollstämme. 

Spezies Probenmaterial 
ATCC-

Bezeichnung 
DSMZ-

Bezeichnung 
Staphylococcus aureus Wunde 29213 2569 
Enterococcus faecalis Urin 29212 2570 
Escherichia coli k. A. 25922 1103 
Pseudomonas aeruginosa Blutkultur 27853 1117 
Erläuterung:  ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Maryland; DSMZ = Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig; k. A. = keine 
Angaben 

 

Die minimale Hemmstoffkonzentration wird definiert als die niedrigste Konzentration eines 

antibiotischen Wirkstoffes, bei der mit bloßem Auge eine Wachstumshemmung der Bakterien 

erkennbar ist. Nach Ende der Bebrütungsdauer erfolgte die Bestimmung der MHK durch visu-

elle Auswertung unter Zuhilfenahme eines Mikrotitrationsplatten-Spiegels. Zuerst wurden die 

getrübten Kavitäten mit den Wachstumskontrollen ohne Antibiotika-Lösung kontrolliert. An-

schließend wurde für jedes Isolat und jedes Antibiotikum die Kavität bestimmt, in der gerade 

keine Trübung des Wirkstoff-Inokulum-Gemischs mehr erkennbar war. Die Wirkstoffkonzen-

tration dieser Spalte entsprach der MHK des Isolats. Dabei wurde jedes Isolat mit seiner 

Wachstumskontrolle verglichen. 

Die Kontrolle der Einsaat erfolgte durch Zählung der Einzelkolonien. Dabei entsprach eine 

Anzahl von ca. 50 Kolonien einer gewünschten Inokulationsdichte von 5 x 105 KbE/ml. 
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Abschließend wurde die Reinheits- und Wachstumskontrolle auf eventuelle Begleitkeime 

überprüft.  
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2.3 Molekulargenetische Untersuchungen zur Identifizierung und Differenzierung von 
Acinetobacter-Isolaten 

2.3.1 Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis  

2.3.1.1 DNS-Extraktion 

Nach Inkubation der Acinetobacter-Isolate auf Blutagar unter aeroben Bedingungen für  

18-24 h bei 37 °C erfolgte die Überführung von 3-5 Einzelkolonien in 300 µl destilliertes 

Wasser. Die Bakteriensuspension wurde „gevortext“ und in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß für 

10 min im Wasserbad gekocht. 

 

2.3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion  

Die in der PCR verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von der Fa. Eurofins 

mwg/operon synthetisiert und auf eine Endkonzentration von 0,2 µM eingestellt.  

 

Tabelle 10: Verwendete Oligonukleotid-Primer. 

Bezeichnung Sequenz (5’-3’) 
Länge des  

Amplifikats [bp] 
SK 16S for TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC 
SK 16S rev TACCTTGTTACGACTTCACCCCA 

1483 
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Zur Herstellung der Reaktionsansätze für n + 1 Testansätze wurden folgende Reagenzien 

verwendet: 

 

Tabelle 11: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes (50 µl) für die PCR. 

Reagenz Menge/Testansatz Stammkonzentration Endkonzentration 

A. dest. 36 µl - - 

Reaktionspuffer 5 µl 10 x 1 x 

MgCl2 1,5 µl 50 mM 1,5 mM 

dNTPs 1,25 µl 4 mM 100 µM 

Primer je 0,5 µl  20 µM 0,2 µM 
Platinum®Taq DNA 
Polymerase 

0,25 µl 5 U/µl 1,25 U 

 

Die Template-DNS (5 µl) wurde zuletzt und außerhalb des PCR-Raums zugegeben. 

Die Amplifikation des 16S rRNS-Gens erfolgte im Thermocycler 1. 

 

Tabelle 12: Cyclerprogramm für die PCR. 

Zyklus Denaturierung Annealing Extension 

1. 95 °C- 5 min - - 
2.-36. 95 °C- 45 sek 50 °C- 45 sek 72 °C- 60 sek 

37. - - 72 °C- 7 min 
 

2.3.1.3 Agarosegelelektrophorese 1 

Die Auftrennung bzw. Darstellung von PCR-Amplifikaten erfolgte in horizontalen 

Flachbettgelen mit 1 %iger Agarose mit einer angelegten Spannung von ca. 6 V pro cm 

Elektrodenabstand über 1,5 h. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet. Zur Darstellung der 

PCR-Produkte wurden die Gele mit 0,1 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Der Probenauftrag 

erfolgte nach Mischen von 1 µl PCR-Ansatz mit 3 µl 6 x Loading-Puffer und 14 µl 1 x TAE. 

Zur Bestimmung der molekularen Masse wurde der Größenstandard λ Hind III/EcoRI 

mitgeführt. 
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2.3.1.4 Restriktion des 16S rRNS Gens 

Jedes Amplifikat wurde in getrennten Ansätzen mit fünf Restriktionsenzymen verdaut.  

 

Tabelle 13: Für die Restriktion verwendete Restriktionsenzyme. 

Enzym Isoschizomere Schnittstelle Puffer 

5’…GCG↓C…3’ 
CfoI Hin6I 

3’…C↑GCG…5’ 
1 x Tango 100 % 

 5’…AG↓CT…3’ 
AluI 

 3’…TC↑GA…5’ 
1 x Tango 100 % 

 5’…↓GATC…3’ 
MboI 

 3’…CTAG↑…5’ 
1 x Tango 100 % 

 5’…GT↓AC…3’ 
RsaI 

 3’…CA↑TG…5’ 
1 x Tango 100 % 

 5’…C↓CGG…3’ 
MspI 

 3’…GGC↑C…5’ 
1 x Tango 100 % 

 

Tabelle 14: Zusammensetzung des Testansatzes (20 µl) für die Restriktion. 

Reagenz Menge/Testansatz Stammkonzentration Endkonzentration 
A. dest.  12,5 µl - - 
1 x Tango 100 % 2,0 µl 10 x 1 x 
Restriktionsenzym 0,5 µl 10U/µl 5 U 
PCR-Probe 5 µl   
Volumen/Ansatz 20 µl   
 

Nachdem die Reagenzien alle in ein 1,5 µl Reaktionsgefäß pipettiert worden waren, wurden 

sie „gevortext“ und für 18-24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.  

 

2.3.1.5 Agarosegelelektrophorese 2 

In Analogie zu 2.3.1.3 erfolgte die Darstellung der entstandenen Restriktionsfragmente nach 

Mischen von 10 µl Restriktionsansatz mit 1,5 µl 6 x Loading-Puffer und 6,5 µl 1 x TAE. Für 

die Separation der Restriktionsfragmente wurde ein 2,5 %iges Agarosegel benutzt. Zur 

Bestimmung der molekularen Masse wurde der Größenstandard GeneRulerTM 100 bp DNA-

ladder mitgeführt. Bei einer angelegten Spannung von ca. 6 V pro cm Elektrodenabstand 

betrug die Laufzeit 1,75 h. 
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2.3.1.6 Auswertung 

Die Interpretation der Restriktionsprofile und daraus resultierend die Spezieszuordnung 

erfolgte in Anlehnung an die Ergebnisse von DIJKSHOORN et al. 1998 [65].  

 

2.3.2 Pulsfeldgelelektrophorese  

Die Durchführung der Pulsfeldgelelektrophorese erfolgte nach der modifizierten Methode von 

SEIFERT et al. (2005) [200]. 

 

2.3.2.1 Präparation der Isolate 

2.3.2.1.1 Anzucht 

Die Anzucht der Acinetobacter-Isolate erfolgte auf Iso-Sensitest-Agar unter aeroben 

Bedingungen für 18-24 h bei 30 ± 1 °C. 

 

2.3.2.1.2 Herstellung der Agaroseblöckchen 

Einstellung der optischen Dichte. Zur Einbettung der Bakterienzellen in sog. 

Agaroseblöckchen wurden zunächst mehrere Einzelkolonien mit einer sterilen Plastiköse vom 

Nährboden abgenommen und in 2 ml Zellsuspensionspuffer überführt. Die optische Dichte 

der Keimsuspensionen wurde in einem Photometer bei 540 nm bestimmt. Dazu wurden 0,5 ml 

der zu bestimmenden Keimsuspension eingesetzt. Um sicher zu stellen, dass in jedem 

Agaroseblöckchen 109 KbE/ml vorliegen, wurde das einzusetzende Volumen nach folgender 

Formel berechnet: 

 

x = 2,6991/OD540nm 

x =    Volumen in ml, das der gewünschten Bakterienmenge entspricht 

 OD540 nm =   mittels Photometer gemessene OD bei 540 nm 

2,6991 =   mittels Tropfplattenverfahren ermittelte OD540 nm bei 109 KbE/ml. 

 

Tropfplattenverfahren. Die Keimzahlbestimmung im Tropfplattenverfahren erfolgt in 

Anlehnung an die „Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 

§ 35 LMGB L06.00-18 und -19”. Nach Anzucht der Bakterien auf Blutagar erfolgte die 
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Überführung von ca. 5 Einzelkolonien in 1 ml sterile, physiologische NaCl-Lösung. Nach 

Homogenisieren der Bakteriensuspension wurde die OD bei einer Wellenlänge von 540 nm 

ermittelt. Im Anschluss erfolgte das Anlegen einer log10-Verdünnungsreihe in steriler, 

physiologischer NaCl-Lösung. Je Verdünnungsstufe wurden zweimal 10 µl auf eine  

Blutagarplatte aufgetropft und über die Platte verteilt. Die Bebrütung der Platten erfolgte für 

18 h bei 37 °C. Anschließend wurden diejenigen Platten ausgewertet, bei denen ca. 10 bis 300 

Kolonien gut abgrenzbar waren. Die Keimzahl in der Ausgangsbouillon wurde nach der 

folgenden Formel errechnet: 

 

 Keimzahl [KbE/ml] = (ausgezählte Kolonien x 100) x Verdünnungsstufe 

 

Herstellung eines Zellpellets. Die berechnete Menge x wurde in ein 2 ml 

Mikrozentrifugenröhrchen überführt und bei 13.000 x g für 1 min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet mit 1 ml 

Zellsuspensionspuffer resuspendiert. Anschließend wurden 300 µl der eingestellten 

Zellsuspension in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen pipettiert und im Wasserbad für 

10 min bei 55 °C inkubiert. 

 

Proteinase K-Vorverdau. Für den Proteinase K-Vorverdau wurden der Zellsuspension 15 µl 

Proteinase K (20 mg/ml Stocklösung, 500 µg/ml Endkonzentration) zugesetzt. Das Mischen 

des Röhrcheninhalts erfolgte durch mehrmaliges Schwenken.  

 

Giessen der Agaroseblöckchen. Zum Giessen der Agaroseblöckchen wurde eine 

1 %ige SeaKem Gold Agarose verwendet, welche nach dem Aufkochen bis zur weiteren 

Verwendung in einem 56 °C warmen Wasserbad flüssig gehalten wurde. 300 µl der 

Bakteriensuspension und 300 µl der flüssigen Agarose wurden vermengt und je 100 µl der 

Mischung umgehend in die Giessförmchen (Plug Molds) gefüllt. Die Förmchen wurden zum 

Abkühlen für 10 min auf Eis gelagert.  

 

2.3.2.2 Bakterienlyse 

Die erstarrten Agaroseblöckchen wurden anschließend in ein Mehrzweckgefäß mit 

Schnappdeckel überführt und mit 1,5 ml Lysepuffer sowie 7,5 ml Proteinase K (20 mg/ml 
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Stocklösung, 100 µg/ml Endkonzentration) inkubiert. Nach der Inkubation im 

Schüttelwasserbad für 2 h bei 55 °C, wurde der Puffer vorsichtig abpipettiert. 

Die Waschlösungen wurden vor dem Waschen auf ca. 55 °C vorgeheizt. Daraufhin wurden 

die Blöckchen zweimal mit jeweils 1,5 ml autoklaviertem, deionisiertem Wasser für 10 min 

bei 55 °C gewaschen. Im Anschluss folgten drei Waschschritte mit jeweils 1,5 ml TE-Puffer 

für 15 min bei 55 °C. Um die Effizienz dieser Schritte zu erhöhen, wurde ein Schüttelwasser-

bad verwendet. In frischem TE-Puffer können die Blöckchen mehrere Wochen bei 4 bis 8 °C 

aufbewahrt werden.  

 

2.3.2.3 Restriktion 

Für den Verdau der Zellen wurde die Restriktionsendonuclease ApaI verwendet.  

Je ein Blöckchen wurde in ein 15 ml PS-Plastikgefäß überführt und zur Äquilibrierung mit 

200 µl 1 x ApaI-Puffer (inklusive 100 µg/ml Bovines Serumalbumin) für 15 min bei 25 °C 

inkubiert. Anschließend wurde der Puffer abgenommen und durch Zugabe von 200 µl 

frischem 1 x ApaI-Puffer (inklusive 100 µg/ml Bovines Serumalbumin) + ApaI (30 U) ersetzt. 

Es folgte die Inkubation des Verdaus für 2 h bei 25 °C im Brutschrank. 

 

2.3.2.4 Gelelektrophorese 

Die Enzym-Puffer-Lösung wurde vorsichtig abgenommen und die verdauten Blöckchen bis 

zur Elektrophorese in autoklaviertem TBE-Puffer gelagert. 

Zur Durchführung der CHEF-Pulsfeldgelelektrophorese wurden 120 ml einer 1 %igen 

Agarose (SeaKem Gold Agarose, in 0,5 x TBE-Puffer) hergestellt. 2 ml der noch flüssigen 

Agarose wurden abgenommen und im Wasserbad bei 50 °C flüssig gehalten. Die restliche 

Agarose wurde zum Giessen eines horizontalen Gels mit 15 Probentaschen à 1,5 mm Breite 

verwendet, welches für 60 min bei RT aushärtete. 

Die PFGE-Kammer wurde mit 2 Liter 0,5 x TBE-Puffer befüllt und auf 14 °C vorgekühlt. 

Das Laden der Proben erfolgte durch Präparation von 3-4 mm langen Blöckchenabschnitten. 

Diese wurden vorsichtig und ohne Lufteinschlüsse an die Vorderwand der Probentaschen 

verbracht. Außerdem wurden 1 mm breite Stücke eines Molekülgrößenstandards (Lambda- 

Ladder-PFG-Marker) in gleicher Weise in die Probentaschen eingesetzt. Anschließend 

erfolgte das Verschließen aller Probentaschen mit der flüssig gehaltenen Agarose. Nach etwa 
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15-minütigem Aushärten der Probentaschen konnte das Gel in die vorgekühlte PFGE-

Kammer überführt werden. Die Elektrophorese wurde anschließend unter folgenden 

Laufbedingungen im CHEF-Mapper durchgeführt. 

 

 

 

 

Abbildung 2: Gellayout bei der PFGE. 

Spur 1: Lambda Ladder Spur   9: Feldisolat  
Spur 2: COL 20820  Spur 10: Feldisolat  
Spur 3: Feldisolat  Spur 11: COL 20820 
Spur 4: Feldisolat  Spur 12: Feldisolat  
Spur 5: Feldisolat  Spur 13: Feldisolat  

   Spur 6: COL 20820  Spur 14: Feldisolat 
   Spur 7: Feldisolat  Spur 15: COL 20820 
   Spur 8: Feldisolat 
 

Tabelle 15: Elektrophorese-Parameter für die Auftrennung der ApaI-Restriktionsfragmente. 

Parameter Laufbedingung 

Laufzeit 19 h 
Spannung 6 Volt/cm 
Winkel des elektrischen Feldes 120° 
Pulszeiten 5 bis 20 sek 
Temperatur 14 °C 
Laufpuffer 0,5 x TBE-Puffer 
 

Nach Beendigung der Laufzeit wurde das Gel für 20 min in Ethidiumbromid-Lösung 

(4 mg/Liter) bei RT unter ständigem Wippen gefärbt. Anschließend erfolgte die Entfärbung 

für dreimal 15 min mit insgesamt 2 Liter autoklaviertem A. dest. bei RT auf einer Wippe. 

Die Makrorestriktionsmuster der Isolate wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht und 

dokumentiert. 

Bei jeder Elektrophorese wurde der Stamm COL 20820 (Tabelle 6), von dem je vier DNS-

Proben auf jedem Gel angeordnet wurden, als externer Referenzstandard für die 

Normalisierung der Gele mitgeführt. Die Anzucht dieses Stamms sowie die Aufbereitung der 

DNS bis zur Elektrophorese erfolgten wie beschrieben. 

Konnte auf Grund von Autodigestion der DNS während der Elektrophorese kein Makro-

restriktionsmuster des entsprechenden Stamms erstellt werden, wurde die PFGE für die 

entsprechenden Stämme wiederholt. Alle Schritte wurden wie beschrieben durchgeführt. 

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 154Slot-Nr. 1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1541 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1541 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 154Slot-Nr.
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2.3.2.5 Auswertung 

Die Auswertung der Muster erfolgte mit Hilfe des Programms BioNumerics (Software 

Package 5.10 Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien) und wurde im „Institute for 

Infectious Diseases, Leiden University Medical Center“, NL durchgeführt.  

 

2.3.3 Amplified Fragment Length Polymorphism-Analyse  

2.3.3.1 Kriterien zur Auswahl der Acinetobacter-Isolate 

Die AFLP-Analyse wurde mit 27 (Nr. 2-4, 9, 13-14, 17, 20, 30, 31, 35-36, 38, 40, 41, 43, 44-

49, 51-53 und 55-56) der insgesamt 56 A. baumannii-Feldisolate durchgeführt. Die Stämme 

wurden so ausgewählt, dass alle nachgewiesenen PFGE-Typen mindestens einmal vertreten 

waren. Die nötige Ausrüstung zur Durchführung sowie eine geeignete Software für die 

Analyse der Ergebnisse befinden sich im „Institute for Infectious Diseases, Leiden University 

Medical Center“, NL. Die praktische Durchführung der AFLP-Analyse erfolgte in den 

dortigen Laboratorien. 

 

2.3.3.2 DNS-Isolation 

Die Präparation der bakteriellen DNS erfolgte nach BOOM et al. (1990) [15].  

Am Anfang der DNS-Isolation stand die Herstellung einer frischen Übernachtkultur auf  

Iso-Sensitest-Agar bei 30 °C. Am darauf folgenden Tag wurde eine sterile Plastiköse mit 

Bakterienkolonien in 100 µl 1 x TE-Puffer in einem 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen 

suspendiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1 ml Lysepuffer sowie 40 µl Kieselgur. 

Damit die Nukleinsäuren an die Trägermoleküle binden können, wurden die Reagenzien für 

ca. 1 min vorsichtig gemischt. Durch die nachfolgende Zentrifugation bei 14.000 x g für 

20 sek bei Raumtemperatur kommt es zur Sedimentation der Komplexe, so dass der 

Überstand vorsichtig abgenommen werden konnte. Um die Entstehung von Cyanidgasen zu 

vermeiden, wurde der Überstand unverzüglich in einen Behälter mit 5 N NaOH überführt. 

Das Waschen des Pellets erfolgte zweimal mit jeweils 900 µl Waschpuffer, zweimal mit 

900 µl 70 %igem unvergälltem Ethanol und einmal mit 900 µl Aceton, wobei das Pellet bei 

jedem Schritt vollständig homogenisiert wurde. Zwischen den einzelnen Waschschritten 

erfolgte eine Zentrifugation bei 14.000 x g für 20 sek bei Raumtemperatur. Der 
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abgenommene Überstand wurde nach der Behandlung mit Waschpuffer ebenfalls in den 

5 N NaOH-Lösung enthaltenden Behälter entsorgt. Nach dem letzten Waschschritt wurde das 

Pellet für ca. 10 min bei 56 °C getrocknet, bis der Acetongeruch vollständig verschwunden 

war. Als Rehydratationspuffer für das Pellet dienten 100 µl 1 x TE-Puffer. Nach Homo-

genisierung verweilten die Mikrozentrifugenröhrchen für 10 min bei 56 °C in einem 

Schüttelwasserbad. Durch nachfolgende Zentrifugation bei 14.000 x g für 5 min bei 

Raumtemperatur konnte der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt werden. 

Abschließend wurden 25 µl RNAse (0,25 mg/ml) zum Überstand pipettiert und für 15 min bei 

37 °C inkubiert, so dass im Anschluss die Menge aufgereinigter DNS ermittelt werden konnte. 

 

2.3.3.3 Restriktion und Ligation 

Die in der PCR verwendeten MseI- und EcoRI-Adapter wurden von der Fa. Isogen Life 

Science, NL synthetisiert. Die Endsequenzen der Adapter entsprechen nicht exakt der 

jeweiligen Restriktionsschnittstelle, sondern sind in einer Base verändert. Auf Grund dessen 

können die Restriktion sowie die Ligation simultan erfolgen, ohne dass die ligierten Adapter 

durch die Restriktionsenzyme wieder entfernt werden. 

 

Tabelle 16: Überblick über die Restriktionsenzyme. 

Enzym Schnittstelle Puffer 

5’…G↓AATTC…3’ 
EcoRI 

3’…CTTAA↑G…5’ 
Buffer H 100 % 

5’…T↓TAA…3’ 
MseI 

3’…AAT↑T…5’ 
1 x NEBuffer 100 % 

 

Tabelle 17: Verwendete Adaptersequenzen. 

Adapter Sequenz (5’-3’) 

EcoRI-Adapter 1 CTCGTAGACTGCGTACC 

EcoRI-Adapter 2 AATTGGTACGCAGTCTAC 

MseI-Adapter 1 GACGATGAGTCCTGAG 

MseI-Adapter 2 TACTCAGGACTCATC 
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Zur Herstellung eines Reaktionsansatzes für n + 1 Testansätze wurden folgende Reagenzien 

verwendet: 

Tabelle 18: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes (10 µl) für die Restriktion/Ligation. 

Reagenz Menge/Testansatz Stammkonzentration Endkonzentration 

T4-Ligasepuffer 1 µl 10 x 1 x 

NaCl 0,5 µl 1 M 50 mM 

BSA 0,5 µl 1 mg/ml 50 µg/ml 

EcoRI 0,083 µl 12 U/µl 1 U/Reaktion 

MseI 0,1 µl  10 U/µl 1 U/Reaktion  

T4-Ligase 0,4 µl 10 U/µl 4 U/Reaktion  

EcoRI-Adapter 1/2 0,4 µl 5 pmol/µl 2 pmol/µl 

MseI-Adapter 1/2 0,4 µl 50 pmol/µl 20 pmol/µl 

A. dest. 1,617 µl - - 

 

Die Template-DNS (5 µl) wurde zuletzt zum Testansatz gegeben. 

Die Restriktion der aufgereinigten DNS sowie die Ligation erfolgten für 3 h bei 37 °C. Um 

eine Kondensation am Deckel des Reaktionsgefäßes zu verhindern, wurde der Mastermix im 

Abstand von 60 sek zentrifugiert. Nach Beendigung der Inkubation erfolgte eine Verdünnung 

des Reaktionsansatzes mit 0,1 M TE-Puffer im Verhältnis 1:20. Bis zur weiteren Verwendung 

wurden die Templates bei - 20 °C gelagert. 

 

2.3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion  

Der in der PCR verwendete Mse+C-Oligonukleotid-Primer wurde von der Fa. Isogen Life 

Science, NL synthetisiert. Der Cy5-fluoreszenzmarkierte EcoRI+A-Primer stammt von der 

Fa. Eurogentec, Maastricht, NL.  

 

Tabelle 19: Verwendete Oligonukleotid-Primer. 

Bezeichnung Sequenz (5’-3’) 
MseI+C-Primer1 GATGAGTCCTGAGTAAc 
Cy5-EcoRI+A-Primer2 Cy5-GACTGCGTACCAATTCa 
Erläuterungen: 1 enthält als selektive Base Cytosin 
   2 enthält als selektive Base Adenin, Cy5-markiert 
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Zur Herstellung eines Reaktionsansatzes für n + 1 Testansätze wurden folgende Reagenzien 

verwendet: 

Tabelle 20: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes (10 µl) für die PCR. 

Reagenz Menge/Testansatz Stammkonzentration Endkonzentration 

PCR-Puffer 1 µl 10 x 1 x 

MgCl2 0,6 µl 25 mM 1,5 mM 

EcoRI-A-Primer 0,4 µl 50 ng/µl 2 ng/µl 

MseI+C-Primer 1,2 µl 50 ng/µl 6 ng/µl 

dNTPs 0,1 µl  20 mM 0,2 mM  
Goldstar® Taq DNA 
Polymerase 

0,2 µl 5 U/µl 1 U/Reaktion  

A. dest. 1,5 µl - - 

 

Abschließend wurden dem PCR-Ansatz 5 µl des verdünnten Templates hinzugefügt.  

 

Tabelle 21: Cyclerprogramm für die PCR. 

Zyklus Denaturierung Annealing Extension 
1. 72 °C- 2 min - - 
2. 94 °C- 2 min - - 

3.-15. 94 °C- 30 sek 65-0,7 °C- 30 sek 72 °C- 60 sek 
16.-38. 94 °C- 30 sek 56 °C- 30 sek 72 °C- 60 sek 

39.   72 °C- 10 min 
 

2.3.3.5 Express-Gel 

Zur Bedienung des ALFexpress II DNA Analyse Systems diente das ALFexpress 

Benuzterhandbuch, Kapitel 5.  

Vor der Beladung des Polyacrylamidgels wurden 10 µl der jeweiligen PCR-Produkte mit 3 µl 

Ladepuffer gemischt und für 5 min bei 94 °C denaturiert. Nach Entnahme der Proben aus dem 

Thermocycler, wurden sie bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.  

Die Beladung des AFLP-Gels erfolgte mit 2,5 µl einer jeden Probe in den Spuren 1-40 sowie 

einer entsprechenden Anzahl Kontrollen zur späteren Normalisierung der Gele mittels 

geeigneter Software. Zudem wurden in den Spuren 0 und 41 Negativkontrollen (Ladepuffer) 

mitgeführt. 

Als Laufpuffer dienten 2 Liter 0,5 x TBE-Puffer.  
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Tabelle 22: Parameter und Laufbedingungen für die Auftrennung der EcoRI/MseI- 
   Restriktionsfragmente. 

Parameter Laufbedingung 

Laufzeit 500 min 
Temperatur 50 °C 
Leistung 30 Watt 
Pulszeiten 2 sek 
Laufpuffer 0,5 x TBE-Puffer 
 

2.3.3.6 Auswertung 

Die Auswertung der Muster erfolgte mit Hilfe des Programms BioNumerics (Software 

Package 5.10 Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien) und wurde im „Institute for 

Infectious Diseases, Leiden University Medical Center“, NL durchgeführt.  

 

2.4 Untersuchungen zur klinischen Relevanz von A. baumannii-Isolaten bei Tieren 

Zunächst wurde die Anzahl der Patienten ermittelt, bei denen in den Jahren 2007 und 2008 

A. baumannii nachgewiesen werden konnte. Zu diesem Zweck wurden Proben berücksichtigt, 

die von Patienten der Kleintier- und Pferdeklinik, der Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie 

und Andrologie, der Klinik für Wiederkäuer und Schweine sowie von Sektionsmaterial des 

Instituts für Veterinär-Pathologie der JLU Gießen gewonnen wurden. 

In einem zweiten Schritt wurden nur die Proben der Kleintierklinik der JLU Gießen weiter 

berücksichtigt, in denen A. baumannii entweder als Reinkultur oder Mischkultur mit einer 

Begleitflora isoliert werden konnte.  
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VI Ergebnisse 

1 Phänotypische Charakterisierung 

1.1 Morphologie und kulturelle Eigenschaften 

Die primäre Anzucht von 56 verdächtigen Bakterienisolaten gelang nach 18-24-stündiger 

aerober Bebrütung bei 37 °C. Die Isolate wuchsen auf Blutagarplatten zu kleinen bis 

mittelgroßen, runden, glatten, teils schleimigen, opaken, nicht hämolysierenden Kolonien 

heran. Bei 44 °C wiesen die Isolate Nr. 30 und 51 ein eingeschränktes Wachstum auf, für die 

Isolate Nr. 43 und 52 war kein Wachstum nachweisbar. Die übrigen 52 Isolate zeigten bei 

44 °C ein Wachstum auf Blutagar.  

Alle 56 kultivierten Acinetobacter-Isolate erwiesen sich in den nach GRAM gefärbten 

Präparaten mikromorphologisch als gramnegative bis gramlabile kokkoide Stäbchenbakterien.  

 

1.2 Biochemische Eigenschaften 

Für alle Isolate konnte eine Katalaseaktivität ermittelt werden. Der Nachweis der Enzyme 

Cytochromoxidase und Gelatinase verlief in allen Fällen negativ. Alle Isolate bauten Glucose 

oxidativ ab und verstoffwechselten Citrat.  

Anhand der phänotypischen Merkmale konnten 52 der 56 Feldisolate als A. baumannii 

identifiziert werden. Vier Stämme erwiesen sich auf Grund des eingeschränkten bzw. 

fehlenden Wachstums bei 44 °C als non-A. baumannii-Spezies. 

 

1.3 Antibiotikaempfindlichkeit 

1.3.1 Agardiffusionstest 

Insgesamt wurde die Empfindlichkeit der Acinetobacter-Feldisolate sowie die in dieser Studie 

mitgeführten Referenzstämme gegenüber 20 in der Tiermedizin verwendete Antibiotika 

getestet. Alle 56 getesteten Acinetobacter-Isolate waren gegenüber Cephalexin, Clindamycin, 

Fusidinsäure, Lincomycin, Oxacillin, Penicillin G und Rifampicin resistent. Mit Ausnahme 

von jeweils einem bzw. zwei Isolaten erwiesen sich zudem alle gegenüber Cefovecin (außer 

Nr. 52), Chloramphenicol (außer Nr. 22) und Colistin (außer Nr. 21 und 38) resistent. 
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Unempfindlichkeiten gegenüber Amoxicillin, Amoxicillin/Clavulansäure, Doxycyclin, 

Enrofloxacin, Gentamicin, Marbofloxacin, Tetracyclin sowie Trimethoprim/Sulfamethoxazol  

konnten bei 64 % bis 93 % der Isolate nachgewiesen werden. Am geringsten ausgeprägt 

waren die Resistenzen gegenüber Amikacin und Polymyxin B. Polymyxin B zeigte eine 

in vitro-Aktivität bei 54 der Isolate, nur die beiden Feldisolate Nr. 50 und Nr. 10 zeichneten 

sich durch eine intermediäre Empfindlichkeit bzw. Resistenz gegenüber dem Wirkstoff aus. 

Sechs Isolate (Nr. 1, 2, 32, 39, 46 und 50) erwiesen sich als resistent gegenüber Amikacin, die 

restlichen zeigten eine intermediäre (n = 16) bzw. eine vollständige (n =34) Empfindlichkeit.  

In Tabelle 23 sind die Ergebnisse der Antibiotikaempfindlichkeitsprüfung mittels Agar-

diffusionstest der 56 Feldisolate sowie der Referenzstämme zusammenfassend dargestellt. 

 

Tabelle 23: Antibiotikaempfindlichkeit der 56 Acinetobacter-Feldisolate sowie der 
  6 Referenzstämme gegen 20 verschiedene Antibiotika (Agardiffusion). 

 

Die Ergebnisse der Empfindlichkeitsprüfung für die einzelenen Acinetobacter-Feldisolate 

sind im Anhang (Tabelle 33) aufgelistet. 

Feldisolate (n = 56) Referenzstämme (n = 6) 

Empfindlichkeit [%] Empfindlichkeit [%] Antibiotikum 

resistent intermediär sensibel resistent intermediär sensibel 

Amikacin 11 29 61 0 17 83 

Amoxicillin 93 7 0 33 50 17 

Amoxicillin/Clavulansäure  68 20 13 0 0 100 

Cefovecin 98 2 0 66 17 17 

Cephalexin 100 0 0 83 0 17 

Chloramphenicol 98 2 0 50 17 33 

Clindamycin 100 0 0 83 17 0 

Colistin 96 0 4 17 0 83 

Doxycyclin 79 4 18 83 17 0 

Enrofloxacin 84 4 13 0 0 100 

Fusidinsäure 100 0 0 83 17 0 

Gentamicin 66 4 30 0 17 83 

Lincomycin 100 0 0 83 17 0 

Marbofloxacin 84 0 16 0 0 100 

Oxacillin 100 0 0 83 0 17 

Penicillin G 100 0 0 83 0 17 

Polymyxin B 2 2 96 0 0 100 

Rifampicin 100 0 0 67 0 33 

Tetracyclin 88 9 4 0 17 83 

Trimethoprim/Sulfamethoxazol 64 0 36 17 0 83 
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1.3.2 Mikrobouillondilutionsverfahren 

Mittels Mikrobouillondilution wurde die Empfindlichkeit der Feldisolate sowie der 

Referenzstämme gegenüber 20 Antibiotika evaluiert. Alle Isolate zeigten eine Resistenz 

gegenüber Cephalotin, Chloramphenicol, Clindamycin, Erythromycin, Oxacillin und 

Penicillin G. Resistenzraten im Bereich von 66 % bis 95 % ergaben sich gegenüber 

Amoxicillin/Clavulansäure, Ampicillin, Cefovecin, Colisitin, Difloxacin, Enrofloxacin, 

Gentamicin, Kanamycin, Marbofloxacin, Orbifloxacin, Tetracyclin und Trimethoprim/Sulfa-

methoxazol. Nur jeweils ein Isolat war resistent gegenüber Amikacin (Nr. 46) und Imipenem 

(Nr. 4).  

In Tabelle 24 sind die Ergebnisse der Antibiotikaempfindlichkeitsprüfung mittels Mikro-

bouillondilutionsverfahren der 56 Feldisolate sowie der Referenzstämme zusammenfassend 

dargestellt. 

 

Tabelle 24: Antibiotikaempfindlichkeit der 56 Acinetobacter-Feldisolate sowie der   
        6 Referenzstämme gegen 20 verschiedene Antibiotika (Mikrobouillondilution). 

 

Feldisolate (n = 56) Referenzstämme (n = 6) 

Empfindlichkeit [%] Empfindlichkeit [%] Antibiotikum 

resistent intermediär sensibel resistent intermediär sensibel 

Amikacin 2 0 98 0 0 100 

Amoxicillin/Clavulansäure  73 16 11 17 50 33 

Ampicillin  79 14 7 50 17 33 

Cefovecin 89 11 0 33 50 17 

Cephalotin 100 0 0 100 0 0 

Chloramphenicol 100 0 0 67 33 0 

Clindamycin 100 0 0 100 0 0 

Colistin 95 0 5 33 0 67 

Difloxacin 84 0 16 0 0 100 

Enrofloxacin 84 0 16 0 17 83 

Erythromycin 100 0 0 83 0 17 

Gentamicin 66 0 34 33 17 50 

Imipenem 2 0 98 0 0 100 

Kanamycin 75 2 23 0 0 100 

Marbofloxacin 82 2 16 0 0 100 

Orbifloxacin 82 2 16 0 0 100 

Oxacillin 100 0 0 100 0 0 

Penicillin G 100 0 0 100 0 0 

Tetracyclin 79 7 14 0 0 100 

Trimethoprim/Sulfamethoxazol 68 0 32 33 0 67 
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Die Ergebnisse der Empfindlichkeitsprüfung für die einzelenen Acinetobacter-Feldisolate 

sind im Anhang (Tabelle 33) aufgelistet. 

 

1.3.3 Vergleich der beiden Resistenzanalysen 

Die Empfindlichkeit der Acinetobacter-Feldisolate gegenüber 13 der insgesamt 27 getesteten 

Antibiotika wurde sowohl mittels Agardiffusion als auch Mikrobouillondilution ermittelt 

(Abbildung 3). Bei den Antibiotika Cefovecin, Chloramphenicol, Clindamycin, Oxacillin 

und Penicillin G ergaben sich übereinstimmende Ergebnisse. Beide Tests detektierten eine 

intermediäre Empfindlichkeit bzw. eine Resistenz gegenüber den genannten fünf Wirkstoffen 

bei allen Isolaten. Des Weiteren konnte ein einheitliches Ergebnis für die Antibiotika 

Enrofloxacin und Marbofloxacin nachgewiesen werden. In beiden Verfahren wiesen die 

beiden Fluorchinolone eine in vitro-Aktivität gegenüber 16 % der Acinetobacter-Isolate auf. 

Für die Antibiotika Amoxicillin/Clavulansäure, Colistin, Gentamicin, Tetracyclin und Tri-

methoprim/Sulfamethoxazol ergaben sich hinsichtlich der Anzahl empfindlicher Isolate 

Abweichungen im Bereich von 1 % bis 10 %. Die größte Diskrepanz konnte für das 

Antibiotikum Amikacin aufgezeigt werden. Während mittels Mikrobouillondilution 98 % der 

Feldisolate eine Empfindlichkeit aufwiesen, waren es im Agardiffusionstest nur 59 %. 
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2 Molekulargenetische Charakterisierung 

Eine weiterführende Differenzierung der 56 animalen Acinetobacter-Isolate erfolgte anhand 

molekulargenetischer Untersuchungen der 16S rRNS-Gene sowie der Erstellung genetischer 

Fingerabdrücke mit Hilfe von zwei verschiedenen Typisierungsmethoden. 

 

2.1 Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis 

2.1.1 Nachweis der Acinetobacter-spezifischen 16S rRNS-Gene 

Mittels PCR konnte bei allen 56 Acinetobacter-Feldisolaten ein 16S rRNS-Gen mit einer 

Größe von 1483 bp nachgewiesen werden. In Abbildung 4 und Abbildung 5 sind die 

Amplifikate des Gens von vier Referenzstämmen (ATCC 19606T, ATCC 23055, 

ATCC 19004 und ATCC 17903) bzw. zehn Feldisolaten exemplarisch dargestellt.  
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Abbildung 4: PCR-Elektropherogramm (1 %iges Agarosegel nach 
Ethidiumbromidfärbung) zum Nachweis des 16S rRNS-Gens bei 
Acinetobacter-Referenzstämmen. 

   Spur 2: A. dest. (Negativkontrolle) 
Spur 3: A. baumannii-Referenzstamm, ATCC 19606T 
Spur 4: A. calcoaceticus-Referenzstamm, ATCC 23055 
Spur 5: A. genomosp. 3-Referenzstamm, ATCC 19004 
Spur 6: A. genomosp. 13TU-Referenzstamm, ATCC 17903 
MM = Molekularmassenmarker λ Hind III/EcoRI 
bp = Basenpaare 
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Abbildung 5:  PCR-Elektropherogramm (1 %iges Agarosegel nach 
Ethidiumbromidfärbung) zum Nachweis des 16S rRNS-Gens bei 
Acinetobacter-Feldisolaten. 

   Spur 2: A. dest. (Negativkontrolle)   Spur   9: Acinetobacter-Isolat Nr. 6 
 Spur 3: A. baumannii-Referenzstamm,   Spur 10: Acinetobacter-Isolat Nr. 7 
             ATCC 19606T (Positivkontrolle)  Spur 11: Acinetobacter-Isolat Nr. 8 
 Spur 4: Acinetobacter-Isolat Nr. 1   Spur 12: Acinetobacter-Isolat Nr. 9 
 Spur 5: Acinetobacter-Isolat Nr. 2   Spur 13: Acinetobacter-Isolat Nr. 10 
 Spur 6: Acinetobacter-Isolat Nr. 3   MM = Molekularmassenmarker  
 Spur 7: Acinetobacter-Isolat Nr. 4         λ Hind III/EcoRI 
 Spur 8: Acinetobacter-Isolat Nr. 5   bp = Basenpaare 

 

2.1.2 Restriktionsanalyse 

Durch die Restriktion des 16S rRNS-Gens mit fünf verschiedenen Restriktionsendonucleasen 

(CfoI, AluI, MboI, RsaI und MspI) konnten für die untersuchten Acinetobacter-Isolate 

insgesamt elf unterschiedliche Restriktionsmuster nachgewiesen werden (Abbildung 6). Es 

ergaben sich jeweils zwei Muster für den Verdau mit den Restriktionsenzymen CfoI, AluI, 

MboI und RsaI sowie drei für die Restriktion mit MspI. Das MspI-Muster 1+3 stellt dabei eine 

Kombination der Muster 1 und 3 dar [84]. Für die Speziesidentifizierung der Acinetobacter-

Isolate erfolgte die Nummerierung der einzelnen Restriktionsmuster nach DIJKSHOORN 

et al. 1998 [65]. 
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Abbildung 6: Restriktionsmuster der 56 animalen Acinetobacter-Feldisolate bei 
Verwendung von 5 Restriktionsenzymen in 2,5 %igem Agarosegel nach 
Ethidiumbromidfärbung. 

   MM = Molekularmassenmarker 100 bp ladder 
bp = Basenpaare 

 

Die Restriktionsanalyse führte zur Identifizierung von fünf unterschiedlichen 

Restriktionsprofilen. Deren Interpretation erfolgte durch den Vergleich mit bereits beschriebe-

nen Profilen aller bis dato bekannten Acinetobacter-Spezies [232].  

Die Restriktionsprofile sowie deren Spezieszuordnung sind in Tabelle 25 aufgeführt. 
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Tabelle 25: Überblick über das Gesamtergebnis der Restriktionsanalyse von 56 Acineto-

bacter-Feldisolaten. 

Restriktionsmuster mit Anzahl der 
Isolate pro 

Restriktions-
profil 

CfoI AluI MboI RsaI MspI 
Spezies 

Identität mit 
Referenz-
stamm 

11 1 1 1 2 1 A. baumannii ATCC 19606T 
4 1 1 1 2 3 A. baumannii ATCC 17904 

37 1 1 1 2 1+3 A. baumannii LMD 82,54 
3 2 1 3 2 3 A. genomosp. 3 ATCC 19004 
1 2 5 1 1 3 unklassifiziert - 

Erläuterung: ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Maryland; LMD = LMD Culture 
Collection, Netherlands; T = type strain  

 

Insgesamt konnten 52 der 56 Acinetobacter-Feldisolate der Spezies A. baumannii zugeordnet 

werden. Innerhalb dieser Spezies zeigten sich allerdings Variationen im MspI-Muster. Für elf 

Isolate konnte das Muster Nr. 1 nachgewiesen werden, vier Isolate zeigten das Muster Nr. 3 

und für 37 der untersuchten Isolate konnte eine Kombination der beiden ersten Muster 

ermittelt werden. Die Speziesidentifikation der Feldisolate Nr. 30, 51 und 52 erfolgte durch 

den Vergleich der erhaltenen Restriktionsprofile mit dem des A. genomosp. 3 

(A. pittii sp. nov., [157])-Referenzstamms (ATCC 19004). Alle drei zeigten ein analoges 

Profil. Das Acinetobacter-Isolat Nr. 43 wies ein Profil auf, das keiner der bislang bekannten 

Spezies zugeordnet werden konnte. 

Alle phänotypisch als A. baumannii charakterisierten Isolate konnten mittels PCR-RFLP-

Analyse als solche bestätigt werden. Die vier non-A. baumannii-Isolate erwiesen sich auf 

Grund abweichender Restriktionsprofile entweder als A. genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157]) 

(Nr. 30, 51 und 52) oder wurden als nicht klassifiziert (Nr. 43) definiert.  

 

2.2 Typisierungsergebnisse mittels PFGE 

Um die Klonalität der animalen Acinetobacter-Isolate zu bestimmen, wurden sie zunächst 

einer Makrorestriktionsmuster-Analyse mittels CHEF-PFGE unterzogen. Diese Methode gilt 

bis heute als Goldstandard für die Typisierung von Bakterien. Für die Restriktion von 

Vertretern des Genus Acinetobacter erwies sich dabei die Restriktionsendonuclease ApaI, die 

6 bp GC-reiche Sequenzen erkennt, als geeignet. Durch den Verdau des gesamten Genoms 

konnten zwischen 20 und 30 Restriktionsfragmente mit einer Größe von 10 bis 400 kb 

dargestellt werden. Die Restriktionsmuster von drei Acinetobacter-Feldisolaten (Nr. 14, 43 



VI Ergebnisse 

 62 

und 51) konnten auf Grund von Selbstverdau der DNS nicht beurteilt werden. Abbildung 7 

zeigt exemplarisch das Ergebnis für 10 der 56 untersuchten Feldisolate.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Pulsfeldgelelektrophorese von 10 animalen Acinetobacter-Isolaten nach 
Restriktion mit ApaI in 1 %igem Agarosegel nach Ethidiumbromidfärbung. 

   Spur   3: Acinetobacter-Isolat Nr. 43  Spur 13: Acinetobacter-Isolat Nr. 2 
 Spur   4: Acinetobacter-Isolat Nr. 44   Spur 14: Acinetobacter-Isolat Nr. 3 
 Spur   5: Acinetobacter-Isolat Nr. 45  MM = Molekularmassenmarker 
 Spur   7: Acinetobacter-Isolat Nr. 46              Lambda Ladder PFG Marker 
 Spur   8: Acinetobacter-Isolat Nr. 47  COL = COL 20820,  
 Spur   9: Acinetobacter-Isolat Nr. 49                 externer Referenzstandard 
 Spur 10: Acinetobacter-Isolat Nr. 50  kb = Kilobasenpaare 
 Spur 12: Acinetobacter-Isolat Nr. 1   

 

Für die vergleichende Untersuchung der Isolate wurde insbesondere das Bandenmuster im 

Bereich zwischen 45 kb und 400 kb herangezogen mit, je nach Isolat, 14-20 Fragmenten. Als 

externer Referenzstandard diente der Stamm COL 20820. Dieser wurde mehrfach auf jedem 

Gel mitgeführt. Unter Verwendung von ApaI konnten auf diese Weise 20 verschiedene 

Restriktionsprofile (A-T) innerhalb der 52 A. baumannii-Isolate identifiziert werden sowie 

zwei (U+V) innerhalb der A. genomosp. 3-Isolate (Abbildung 8).  
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Abbildung 8: Dendrogramm zur Darstellung der Restriktionsprofile von 52 A. baumannii- 
und zwei A. genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157])-Feldisolaten (Nr. 30 und 
52). 
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Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte in Anlehnung an eine Studie von SEIFERT et al. 

(2005), in der für die Zugehörigkeit der Isolate zu einem (Ausbruchs-) Klon ein Cut-off von 

87 % bzgl. der Bandenidentität definiert wurde. Auf dieser Basis konnten drei Cluster mit 

insgesamt 44 A. baumannii-Isolaten sowie neun einzelne PFGE-Typen (Nr. 30-31, 38, 44, 48-

49, 52, 55 und 56) nachgewiesen werden (Abbildung 10).  

Das erste Cluster umfasste dabei vier Isolate (Nr. 37, 39, 46 und 50) mit einer molekularen 

Ähnlichkeit von 97 %. Innerhalb dieser Gruppe konnten zwei Subcluster (1a und 1b) 

differenziert werden, deren jeweilige Vertreter einen zu 100 % identischen genetischen 

Fingerabdruck aufwiesen. Allen vier Isolaten wurde das Restriktionsprofil A zugeordnet. Die 

Vertreter dieser Gruppe stammten aus den Jahren 2005 (Nr. 37), 2006 (Nr. Nr. 39) sowie 

2008 (Nr. 46 und 50) und wurden aus Proben der Kleintierklinik der JLU Gießen bzw. einer 

außeruniversitären Kleintierklinik isoliert.  

Im Cluster 2 gruppierte sich mit einer Ähnlichkeit von 89 % die größte Anzahl an Isolaten (Nr. 

1-3, 5, 7-13, 15-29, 32-36, 40-42, 45, 47 und 53-54). Diese 38 Isolate zeigten insgesamt zehn 

Restriktionsprofile (D-M), wobei die Profile D, H und M mit neun, elf und sechs Vertretern 

am häufigsten auftraten. Innerhalb des zweiten Clusters konnten zudem sieben Subcluster (2a-

2g) differenziert werden. Die Isolate stammten aus den Jahren 2000-2003, 2006 und 2008 aus 

vier Kliniken und dem Institut für Veterinär-Pathologie der JLU Gießen. Insgesamt stellte 

sich diese Gruppe sehr heterogen dar.  

Die Isolate Nr. 4 und 6 clusterten bei 97 % und bildeten somit das dritte Cluster. Beide Isolate 

wiesen ein eigenständiges Profil auf (P+Q) und wurden in den Jahren 2000 und 2001 aus 

Proben der Kleintierklinik, Innere Medizin, der JLU Gießen isoliert.  

Die neun einzelnen PFGE-Typen clusterten weit unterhalb des Cut-offs von 87 % und zeigten 

daher nur eine geringe genetische Verwandtschaft mit den Isolaten der drei Cluster. 

Abbildung 9 zeigt die 13 Profile, die innerhalb der Cluster 1-3 auftraten. 
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Abbildung 9: Darstellung der 13 Restriktionsprofile innerhalb der drei Cluster nach dem 
Verdau mit ApaI (1 %iges Agarosegel nach Ethidiumbromidfärbung). 

   Spur   2: A. baumannii-Referenzstamm,  Spur 10: Acinetobacter-Isolat Nr. 17 
      ATCC 19606T    Spur 11: Acinetobacter-Isolat Nr. 40 
 Spur   3: Acinetobacter-Isolat Nr. 37   Spur 12: Acinetobacter-Isolat Nr. 45 
 Spur   4: Acinetobacter-Isolat Nr. 13  Spur 13: Acinetobacter-Isolat Nr. 27 
 Spur   5: Acinetobacter-Isolat Nr. 2  Spur 14: Acinetobacter-Isolat Nr. 4 
 Spur   6: Acinetobacter-Isolat Nr. 3  Spur 15: Acinetobacter-Isolat Nr. 6  
 Spur   7: Acinetobacter-Isolat Nr. 35  MM = Molekularmassenmarker 
 Spur   8: Acinetobacter-Isolat Nr. 15                 Lambda Ladder PFG Marker 
Spur   9: Acinetobacter-Isolat Nr. 53  kb = Kilobasenpaare 
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Abbildung 10: Dendrogramm zur Darstellung der Cluster und Subcluster von 52 A. bau-

mannii- und zwei A. genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157])-Feldisolaten 
(Nr. 30 und 52). Cut-off für Cluster = 87 %; Cut-off für Subcluster = 100 % 
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Neben einem Schwellenwert von 87 % für die Klonalität von Isolaten bzw. die Zugehörigkeit 

zu einem bestimmten epidemischen Stamm, konnten SEIFERT et al. (2005) [200] im ersten 

Teil ihrer Studie darüber hinaus zeigen, dass die Reproduzierbarkeit des Typisierungsmusters 

ein und desselben A. baumannii-Stamms bei ≥ 95 % liegt. Daraus resultierend konnten Isolate, 

die zwischen 95 % und 100 % clustern, als Repräsentanten eines Stamms betrachtet werden. 

Bezogen auf die 56 untersuchten animalen Acinetobacter-Isolate ergaben sich insgesamt 11 

unterschiedliche (Ausbruchs-)Stämme innerhalb der drei Cluster sowie neun weitere, die den 

einzelnen PFGE-Typen entsprachen (Abbildung 11). Im Bereich des ersten Clusters zeigte 

sich, dass alle Isolate einem Stamm angehörten. Cluster 2 umfasste neun verschiedene 

Stämme, die durch ein bis 13 Isolate repräsentiert wurden. Die beiden Isolate des dritten 

Clusters wiesen zwar unterschiedliche Restriktionsprofile auf, allerdings konnten sie 

demselben Stamm zugeordnet werden. 
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Abbildung 11: Dendrogramm zur Darstellung der Cluster und epidemischen Stämme von 
52 A. baumannii- und zwei A. genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157])-Feldisolaten (Nr. 30 und 
52). Cut-off für Cluster = 87 %; Cut-off für Stämme = 95 % 
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In Tabelle 26 sind die PFGE-Ergebnisse der untersuchten animalen Acinetobacter-Isolate 

dargestellt. 

 

Tabelle 26: Gegenüberstellung der PFGE-Ergebnisse von 56 animalen Acinetobacter-
Isolaten unterschiedlicher Herkunft. 

Isolat-
Nr. 

Spezies Cluster Stamm Profil 
Sub- 

cluster 
Isolierungs- 

datum 
Herkunft 

    46 A. baumannii 1 1.1 A 1a 2008 auT 

    50 A. baumannii 1 1.1 A 1a 2008 CVK 

    37 A. baumannii 1 1.1 A 1b 2005 CVK 

    39 A. baumannii 1 1.1 A 1b 2006 MVK1 

      1 A. baumannii 2 2.1 D 2a 2000 MVK1 

      5 A. baumannii 2 2.1 D 2a 2000 CVK 

      7 A. baumannii 2 2.1 D 2a 2001 CVK 

      8 A. baumannii 2 2.1 D 2a 2001 CVK 

      9 A. baumannii 2 2.1 D 2a 2001 CVK 

    10 A. baumannii 2 2.1 D 2a 2001 CVK 

    13 A. baumannii 2 2.1 D 2a 2002 CVK 

    25 A. baumannii 2 2.1 D 2a 2002 CVK 

      2 A. baumannii 2 2.1 E 2b 2000 MVK1 

    11 A. baumannii 2 2.1 E 2b 2001 CVK 

    15 A. baumannii 2 2.4 H 2c 2002 AGVK 

    21 A. baumannii 2 2.4 H 2c 2002 CVK 

    16 A. baumannii 2 2.4 H 2d 2002 CVK 

    18 A. baumannii 2 2.4 H 2d 2002 CVK 

    19 A. baumannii 2 2.4 H 2d 2002 auT 

    20 A. baumannii 2 2.4 H 2d 2002 CVK 

    24 A. baumannii 2 2.4 H 2d 2002 CVK 

    28 A. baumannii 2 2.4 H 2d 2002 AGVK 

    32 A. baumannii 2 2.4 H 2d 2003 auT 

    34 A. baumannii 2 2.4 H 2d 2003 IfVP 

    53 A. baumannii 2 2.4 I 2e 2008 MVK1 

    54 A. baumannii 2 2.4 I 2e 2008 MVK1 

    33 A. baumannii 2 2.7 H 2f 2003 MVK1 

    42 A. baumannii 2 2.7 H 2f 2006 auT 

    22 A. baumannii 2 2.9 M 2g 2002 CVK 

Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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Fortsetzung der Tabelle 

Isolat-
Nr. 

Spezies Cluster Stamm Profil 
Sub-

cluster 
Isolierungs- 

datum 
Herkunft 

    23 A. baumannii 2 2.9 M 2g 2002 CVK 

    26 A. baumannii 2 2.9 M 2g 2002 MVK1 

    27 A. baumannii 2 2.9 M 2g 2002 MVK1 

    29 A. baumannii 2 2.9 M 2g 2002 auT 

    47 A. baumannii 2 2.9 M 2g 2008 MVK1 

    12 A. baumannii 2 2.1 D  2001 MVK1 

      3 A. baumannii 2 2.2 F  2000 CVK 

    35 A. baumannii 2 2.3 G  2003 auT 

    36 A. baumannii 2 2.4 H  2003 MVK1 

    17 A. baumannii 2 2.5 J  2002 CVK 

    40 A. baumannii 2 2.6 K  2006 CVK 

    45 A. baumannii 2 2.6 L  2006 CVK 

    41 A. baumannii 2 2.8 L  2006 MVK1 

      4 A. baumannii 3 3.1 P  2000 MVK1 

      6 A. baumannii 3 3.1 Q  2001 MVK1 

    31 A. baumannii T  N  2003 CVK 

    38 A. baumannii T  B  2006 MVK1 

    44 A. baumannii T  R  2006 MVK1 

    48 A. baumannii T  O  2006 CVK 

    49   A. baumannii T  S  2008 AGVK 

    55 A. baumannii T  C  2008 AGVK 

    56 A. baumannii T  T  2008 CVK 

    30 A. genomosp. 3 T  U  2003 auT 

    52 A. genomosp. 3 T  V  2008 auT 

    14 A. baumannii n.t.    2002 auT 

    51 A. genomosp. 3 n.t.    2008 auT 

    43 unklassifiziert n.t.    2006 CVK 

Erläuterung: AGVK = Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und Andrologie, JLU Gießen; CVK = 
Klinik für Kleintiere, Chirurgie, JLU Gießen; IfVP = Institut für Veterinär-Pathologie, JLU 
Gießen; MVK = Klinik für Kleintiere, Innere Medizin, JLU Gießen; n.t. = Isolat nicht 
typisierbar; auT = außeruniversitäre Tierklinik/private Tierarztpraxis; T = einzelner PFGE-
Typ 
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2.3 Ergebnisse der Amplified Fragment Length Polymorphism-Analyse 

In Abhängigkeit von ihren PFGE-Profilen wurden 27 der 56 Acinetobacter-Isolate ausgewählt, 

um mittels AFLP-Analyse typisiert zu werden. Die Typisierbarkeit dieser zweiten Finger-

printing-Methode lag bei 100 %. Die Restriktionsprofile umfassten dabei durchschnittlich 50 

Banden.  

 

2.3.1 Bestätigung der Spezieszuordnung 

Nachdem 55 der 56 untersuchten Acinetobacter-Isolate bereits mittels ARDRA den Spezies 

A. baumannii bzw. A. genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157]) zugeordnet worden waren 

(Abbildung 6 und Tabelle 25), konnten diese Ergebnisse mit Hilfe der AFLP-Analyse 

bestätigt werden. Ein Cut-off von 50 % Ähnlichkeit mit den Restriktionsprofilen der 

entsprechenden Referenzstämme diente dabei als Basis für die Identifizierung von Isolaten 

auf Speziesebene.  

Die Typisierung der Feldisolate sowie der sechs Referenzstämme des Acb-Komplexes ergab 

fünf verschiedene Cluster (Abbildung 12). Drei Isolate (Nr. 30, 51 und 52) clusterten mit den 

beiden A. genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157])-Referenzstämmen bei 51 % und konnten 

somit eindeutig der Genomosp. 3 zugeordnet werden. Das größte Cluster wurde aus 23 

Isolaten und dem A. baumannii-Referenzstamm gebildet. Für die Vertreter dieses Clusters 

konnte eine Ähnlichkeit von 57 % nachgewiesen werden. Das Isolat Nr. 43, welches bereits in 

der PCR-RFLP-Analyse als nicht klassifizierbar definiert wurde, konnte in der AFLP-Analyse 

als einzelner Typ (17) dargestellt werden. Dieses Isolat wies keine Übereinstimmung des 

Bandenmusters mit denen der restlichen Isolate auf (Abbildung 13). Jeweils ein AFLP-Typ 

bzw. -Cluster wurde durch den Referenzstamm der Genomosp. 13TU (A. nosocomi-

alis sp. nov., [157]) sowie durch die beiden A. calcoaceticus-Referenzstämme gebildet. 

Keines der untersuchten Feldisolate zeigte eine Zugehörigkeit zu diesen beiden Spezies des 

Acb-Komplexes.  
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Abbildung 12: Dendrogramm zur Darstellung der Speziesidentifikation mittels AFLP-
Analyse.  
Cut-off für Spezies = 50 %; DNS-Gruppe 1 = A. calcoaceticus;  
DNS-Gruppe 2 = A. baumannii; DNS-Gruppe 3 = A. genomosp. 3 
(A. pittii sp. nov., [157]); DNS-Gruppe 13 = A. genomosp. 13TU 
(A. nosocomialis sp. nov., [157]); UK = unklassifiertes Isolat 
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2.3.2 Stammidentifikation 

Auf der Basis eines Schwellenwerts von 90 % für die Stammidentifikation konnten 17 

unterschiedliche AFLP-Typen ermittelt werden (Abbildung 13). Die A. genomosp. 3 

(A. pittii sp. nov., [157])-Isolate (Nr. 30, 51 und 52) repräsentierten dabei die Stämme 1-3. 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die 23 A. baumannii-Isolate den Stämmen 4-16 

angehörten und dass das nicht klassifizierbare Isolat Nr. 43 den Stamm 17 repräsentierte.  

 

2.3.3 Nachweis der Europäischen Klone I-III  

Isolate, die bei einem Schwellenwert von mindestens 80 % mit dem jeweiligen 

Referenzstamm clustern, werden als Europäische Klone definiert. 

Insgesamt konnten 19 (83%) der 23 A. baumannii-Isolate als EU-Klone charakterisiert 

werden (Abbildung 14). Die Isolate Nr. 4 und 44 clusterten bei 81,5 % mit den 

Referenzstämmen für den EU-Klon I (LUH 06015, RUH 0875 und RUH 3282). Das größte 

Cluster wurde gebildet aus 15 A. baumannii-Feldisolaten sowie den Referenzstämmen des 

zweiten EU-Klons (LUH 04578, RUH 0134 und RUH 3245). Für diese Gruppe konnte eine 

Ähnlichkeit von 82 % ermittelt werden. Das dritte Cluster basierte auf den Isolaten Nr. 38 und 

46 sowie den Referenzstämmen LUH 05875, LUH 06030 und LUH 10879, die den dritten 

EU-Klon repräsentierten.  

Vier A. baumannii-Isolate (Nr. 14, 49, 55 und 56) wiesen auf Grund einer zu geringen 

molekularen Ähnlichkeit keine Zugehörigkeit zu den EU-Klonen auf. 

 

2.4 Vergleich der PFGE- und AFLP-Ergebnisse 

Es fiel auf, dass die Stammzugehörigkeit, die mittels AFLP eruiert werden konnte, nicht in 

allen Teilen mit den Ergebnissen der PFGE übereinstimmte. Sieben Feldisolate (13 %) 

(Nr.  30, 35, 48, 49, 52, 55 und 56) wurden in beiden Methoden jeweils einem einzelnen 

Stamm zugeordnet. Während die Isolate Nr. 14, 43 und 51 mittels PFGE nicht typisiert 

werden konnten, repräsentierten sie in der AFLP-Analyse drei unterschiedliche Stämme.  

In mehreren Fällen zeigte sich, dass die AFLP-Analyse eine geringere diskriminatorische 

Stärke aufwies als die PFGE. Während die beiden Isolate Nr. 38 und 46 in der AFLP-Analyse 

Vertreter ein und desselben Stamms (6) darstellten, wurden sie in der PFGE als Abkömmlinge 

zweier unterschiedlicher Stämme charakterisiert. Eine entsprechende Diskrepanz konnte für 

die Isolate Nr. 4 und 44 gezeigt werden. Darüber hinaus wurde deutlich, dass die 
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Abbildung 13: Dendrogramm zur Darstellung der AFLP-Typen.  
Cut-off für Stämme = 90 %; DNS-Gruppe 1 = A. calcoaceticus;  
DNS-Gruppe 2 = A. baumannii; DNS-Gruppe 3 = A. genomosp. 3 
(A. pittii sp. nov., [157]); DNS-Gruppe 13 = A. genomosp. 13TU 
(A. nosocomialis sp. nov., [157]); UK = unklassifiertes Isolat 
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Abbildung 14: Dendrogramm zur Darstellung der EU-Klonzugehörigkeit (n = 27). 
Cut-off für Klone = 80 %; LUH = Leiden University Hospital;  
RUH = Rotterdam University Hospital 
 

Untersuchung mittels PFGE die Isolate Nr. 2, 3, 9 und 17 insgesamt drei verschiedenen 

Stämmen zuordnete, wohingegen sie in der AFLP-Analyse alle als Angehörige eines 

einzelnen Stamms (9) identifiziert wurden. Bei den Isolaten Nr. 20, 31, 40, 41, 45 und 47 

zeigte sich eine Zugehörigkeit zu fünf unterschiedlichen Stämmen in der PFGE, in der AFLP-

Analyse repräsentierten sie den Stamm 12. 

Umgekehrt verhielt es sich mit den Isolaten Nr. 36 und 53. Während die AFLP-Analyse sie 

als zwei unterschiedliche Stämme definierte, stellten sie in der PFGE Vertreter eines Stamms 

dar.  

 

3 Gegenüberstellung von Phänotyp und Genotyp 

Ein detaillierter Überblick über die Ergebnisse der phänotypischen sowie der genotypischen 

Untersuchungen findet sich in Tabelle 27.  
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Tabelle 27: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse aus der phänotypischen und  
   genotypischen Charakterisierung von 56 Acinetobacter-Isolaten. 

Phänotypische Eigenschaften  Genotyp 

Antibiotika-Empfindlichkeit Isolat-Nr. Wachstum  
bei 44 °C Agardiffusions- 

test 
Mikrobouillon- 

dilutionstest 

ARDRA 
(Spezies) 

PFGE 
(Cluster) 

AFLP-
Analyse 

(EU-Klon) 

37 + B b A. baumannii 1 n.g.  

39 + B b A. baumannii 1 n.g.  

46 + B b A. baumannii 1 III 

50 + A b A. baumannii 1 n.g.  

13 + B b A. baumannii 2 II 

19 + B b A. baumannii 2 n.g.  

20 + B b A. baumannii 2 II 

21 + B b A. baumannii 2 n.g.  

22 + B b A. baumannii 2 n.g.  

23 + B b A. baumannii 2 n.g.  

24 + B b A. baumannii 2 n.g.  

25 + B b A. baumannii 2 n.g.  

26 + B b A. baumannii 2 n.g.  

27 + B b A. baumannii 2 n.g.  

28 + B b A. baumannii 2 n.g.  

29 + B b A. baumannii 2 n.g.  

32 + B b A. baumannii 2 n.g.  

40 + B b A. baumannii 2 II 

41 + B b A. baumannii 2 II 

45 + B b A. baumannii 2 II 

47 + B b A. baumannii 2 II 

  1 + B b A. baumannii 2 n.g.  

  2 + B b A. baumannii 2 II 

  3 + B b A. baumannii 2 II 

  5 + B b A. baumannii 2 n.g.  

  7 + B b A. baumannii 2 n.g.  

  8 + B b A. baumannii 2 n.g.  

  9 + B b A. baumannii 2 II 

10 + B b A. baumannii 2 n.g.  

11 + B b A. baumannii 2 n.g.  

12 + B b A. baumannii 2 n.g.  

15 + B b A. baumannii 2 n.g.  

16 + B b A. baumannii 2 n.g.  

17 + B b A. baumannii 2 II 

18 + B b A. baumannii 2 n.g.  

33 + B b A. baumannii 2 n.g.  

34 + B b A. baumannii 2 n.g.  

35 + B b A. baumannii 2 II 

Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite 
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Fortsetzung der Tabelle 

Phänotypische Eigenschaften Genotyp 

Antibiotika-Empfindlichkeit 
Isolat-Nr. Wachstum  

bei 44 °C 
Agardiffusions- 

test 

Mikrobouillon- 

dilutionstest 

ARDRA 

(Spezies) 

PFGE 

(Cluster) 

AFLP-

Analyse 

(EU-Klon) 

36 + B b A. baumannii 2 II 

42 + B b A. baumannii 2 n.g.  

53 + B b A. baumannii 2 II 

54 + B b A. baumannii 2 n.g.  

  4 + B b A. baumannii 3 I 

  6 + B c A. baumannii 3 n.g.  

31 + B b A. baumannii T II 

38 + B b A. baumannii T III 

44 + B b A. baumannii T I 

49 + C c A. baumannii T kein Klon 

48 + B b A. baumannii T II 

55 + C c A. baumannii T kein Klon 

56 + C c A. baumannii T kein Klon 

52 - C c A. genomosp. 3 T kein Klon 

30 (+) C c A. genomosp. 3 T kein Klon 

14 + C c A. baumannii n.t. kein Klon 

51 (+) C c A. genomosp. 3 n.t. kein Klon 

43 - C c unklassifiziert n.t. kein Klon 

Erläuterung: (+) = eingeschränktes Wachstum; - = kein Wachstum; A = Isolat empfindlich gegenüber 
keinem der getesteten Antibiotika; B/b = Isolat empfindlich gegenüber ≤ 5 der getesteten 
Antibiotika; C/c = Isolat empfindlich gegenüber > 5 der getesteten Antibiotika; n.t. = Isolat 
nicht typisierbar; n.g. = Isolat nicht getestet mittels AFLP-Analyse; T = einzelner PFGE-
Typ 

 
Die Gegenüberstellung von Phänotyp und Genotyp ergab, dass alle Acinetobacter-Isolate, die  

ein Wachstum bei 44 °C zeigten und somit phänotypisch als A. baumannii identifiert wurden, 

auch in der genotypischen Analyse als solche bestätigt werden konnten. Für Feldisolate mit 

einem eingeschränkten oder fehlenden Wachstum (non-A. baumannii-Spezies) erfolgte die 

endgültige Spezieszuordnung als Genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157]) bzw. nicht 

klassifizierbar mittels ARDRA und AFLP-Analyse. Des Weiteren fiel auf, dass die Isolate, 

die einem der drei EU-Klone zugeordnet werden konnten, eine verminderte Empfindlichkeit 

gegenüber den in der Veterinärmedizin eingesetzten Antibiotika aufwiesen.  
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4 Untersuchungen zur klinischen Relevanz von A. baumannii-
Isolaten bei Tieren 

Im Jahr 2007 wurden insgesamt 5571 und in 2008 6615 Proben von Patienten der Kleintier- 

und Pferdeklinik, der Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und Andrologie, der Klinik für 

Wiederkäuer und Schweine sowie des Instituts für Veterinär-Pathologie im Institut für 

Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Gießen untersucht. In 168 (122) Proben 

konnte die Spezies A. baumannii nachgewiesen werden. 

 

4.1 Hunde 

2007 und 2008 konnte bei 32 Hunden, die in der Kleintierklinik der JLU Gießen vorstellig 

bzw. stationär aufgenommen wurden, A. baumannii entweder als Reinkultur oder Mischkultur 

mit einer Begleitflora nachgewiesen werden. Das Alter der Tiere variierte dabei zwischen 

zwei Monaten und 13 Jahren. Das Geschlechterverhältnis der Hunde lag bei 3,6 Rüden zu 

1 Hündin. Bei den vertretenen Rassen dominierten Golden Retriever (15,6 %) und Deutscher 

Schäferhund (9,4 %). 12,5 % der betroffenen Hunde waren Mischlinge. Für jeweils 28 der 32 

Hunde konnte zum Zeitpunkt der Probenentnahme ein stationärer Aufenthalt und eine 

Behandlung mit antibiotischen Wirkstoffen belegt werden. Hinsichtlich der Krankheitsbilder 

erfolgte eine Einteilung in solche, die eine chirurgische Intervention erforderten (68,6 %) und 

solche mit Grunderkrankungen (31,4 %). Im Anschluss an die Behandlung konnte der 

Großteil der Tiere (87,5 %) entlassen werden. Jeweils zwei Hunde wurden euthanasiert bzw. 

sind gestorben.   

In Tabelle 28 sind die Ergebnisse der Datenrecherche für A. baumannii-positive Hunde aus 

den Jahren 2007 und 2008, die in der universitären Kleintierklinik behandelt wurden, 

zusammenfassend dargestellt. 
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4.2 Katzen 

Bei insgesamt sechs Katzen der Kleintierklinik der JLU Gießen konnte die Spezies 

A. baumannii in den Jahren 2007 und 2008 nachgewiesen werden. Das Alter der Tiere 

variierte zwischen einem Jahr und acht Jahren. Dabei waren doppelt so viele Kater wie 

Kätzinnen betroffen. Hinsichtlich der Rassen dominierte Europäisches Kurzhaar (50 %) 

gegenüber Persern (33,3 %) und Ragdoll (16,7 %). Alle Tiere befanden sich zum Zeitpunkt 

der Probenentnahme in stationärer Behandlung und wurden mit Antibiotika therapiert. Als 

Krankheitsbilder traten bei drei Katzen Erkrankungen der unteren Harnwege und bei drei 

weiteren Katzen ein Lebershunt in Erscheinung. Alle Tiere wurden im Anschluss an ihre 

Behandlung aus der Klinik entlassen. 

In Tabelle 29 sind die Ergebnisse der Datenrecherche für A. baumannii-positive Katzen aus 

den Jahren 2007 und 2008 zusammenfassend dargestellt. 
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VII Diskussion 

Zahlreiche Publikationen weisen Acinetobacter spp., insbesondere A. baumannii, als 

nosokomialen Erreger in der Humanmedizin aus [9, 64]. Auch in der Veterinärmedizin gelang 

die Isolierung von Acinetobacter spp. aus klinischem Probenmaterial, so dass sich die Frage 

nach der tiermedizinischen Relevanz dieser Erreger sowie dem Verwandtschaftsgrad zu 

humanen Isolaten stellte. Für die Klärung dieser Fragen wurden 56 animale Acinetobacter-

Feldisolate aus den Jahren 2000-2008 phäno- und genotypisch analysiert. Die Charakteri-

sierung der animalen Acinetobacter-Isolate mittels phänotypischer Methoden ergab ein 

vergleichsweise einheitliches Bild. Nach Gramfärbung erwiesen sich alle Isolate 

mikroskopisch als gramnegative bis gramlabile kokkoide Stäbchenbakterien, wodurch ihre 

Zugehörigkeit zur Gattung Acinetobacter bestätigt wurde [10, 110, 138]. Hinsichtlich ihrer 

Enzymausstattung, ihres Substratprofils sowie der Wachstumsfähigkeit bei 37 °C und 41 °C 

unterschieden sich die 56 Feldisolate nicht. Bei der Fähigkeit, sich bei 44 °C zu vermehren, 

teilten sich die Isolate in zwei Gruppen. Laut Literatur ist diese Eigenschaft der Spezies 

A. baumannii sowie einem Teil der Genomosp. 13TU (A. nosocomialis sp. nov., [157])-

Stämme vorbehalten [18, 215, 218]. Dass es sich nicht um letztere handelt, wurde anhand der 

fehlenden Gelatinhydrolyse festgestellt, die von TOWNER et. al. (1991) für diese Genomosp. 

als charakteristisch beschrieben wurde [218]. Vier Isolate mit eingeschränktem bzw. keinem 

Wachstum bei 44 °C wurden als non-A. baumannii-Spezies bestimmt. Kommerzielle Identifi-

kationssysteme sind bislang nicht in der Lage alle 34 Acinetobacter-Spezies zu unterscheiden. 

Folglich können auch Stämme des Acb-Komplexes, welcher drei der klinisch relevanten 

Spezies sowie eine Umweltspezies umfasst, nicht voneinander abgegrenzt werden. Neben der 

ausgeprägten phänotypischen Ähnlichkeit wird die Spezieszuordnung auch dadurch erschwert, 

dass das biochemische Verhalten von Stämmen innerhalb der einzelnen Acinetobacter-

Spezies z. T. sehr inhomogen ist [18, 215, 218]. Demzufolge sind für eine exakte Spezies-

diagnose weiterführende molekulargenetische Untersuchungen unentbehrlich [105, 110, 113].  

 

Humane Stämme der Spezies A. baumannii zeichnen sich u. a. durch ihre Multiresistenz 

gegenüber z. T. allen im Handel verfügbaren Antibiotika aus. Die Untersuchung der animalen 

Feldisolate hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegenüber antibiotischen Wirkstoffen zeigte, 

dass die Mehrzahl der Isolate ebenfalls über multiple Resistenzen verfügt. Diese Ergebnisse 

entsprechen damit weitgehend denen aus bislang veröffentlichten Studien sowohl aus der 

Human- als auch aus der Veterinärmedizin [14, 77, 78, 126, 231]. Alle 56 Isolate waren 
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gegenüber den ß-Lactam-Antibiotika Cephalexin, Cephalotin, Oxacillin und Penicillin G 

resistent. Gegenüber anderen Vertretern dieser Substanzklasse (Amoxicillin, Amoxi-

cillin/Clavulansäure, Ampicillin und Cefovecin) wiesen 68 % bis 98 % der Isolate 

Resistenzen auf. Verschiedene Mechanismen induzieren diese Unempfindlichkeit der 

Bakterien gegenüber ß-Lactam-Antibiotika [96]. Es kann davon ausgegangen werden, dass 

v. a. „Extended-Spectrum-Beta-Lactamasen“ in diesem Zusammenhang eine entscheidende 

Rolle spielen. Die Gene für diese Enzyme sind vorrangig im Genom von Bakterien der 

Familie Enterobactericeae lokalisiert, können allerdings über horizontalen Gentransfer auf 

A. baumannii-Stämme übertragen werden [38, 150, 251]. Bei der in vitro-Testung der 

Feldisolate gegenüber Imipenem, einem Wirkstoff, der als Vertreter der Carbapeneme 

ebenfalls in die Gruppe der ß-Lactame gehört, erwies sich lediglich ein Isolat (Nr. 4) als 

resistent. In der Humanmedizin darf Imipenem nur angewendet werden, wenn keine 

alternativen Antibiotika wirksam sind. Als Indikation gilt die kalkulierte Initialtherapie 

schwerer Infektionen [94, 165, 245]. 1986 konnten noch keine Imipenem-resistenten Isolate 

nachgewiesen werden [137], inzwischen häufen sich jedoch die Berichte über Acinetobacter-

Isolate, die auf Grund von natürlich vorkommenden Oxacillinasen (OXA-51-ähnliche 

Varianten) sowie den erworbenen Carbapenemasen OXA-23, OXA-40 oder OXA-58 resistent 

gegenüber allen ß-Lactam-Antibiotika sind [102]. Infolgedessen kommen diese speziellen 

Oxacillinasen und Carbapenemasen auch als Ursache für die Imipenem-Resistenz des 

Feldisolats Nr. 4 in Frage. Aber auch das Fehlen des äußeren Membranproteins CarO wird als 

möglicher Grund für eine Carbapenem-Unempfindlichkeit von A. baumannii-Isolaten in 

Betracht gezogen. Für dieses 29 kDa große Protein konnten Poren-bildende Eigenschaften, 

jedoch keine spezifische Bindungsstelle für Imipenem nachgewiesen werden. Man geht davon 

aus, dass CarO als unspezifischer, monomerer Kanal fungiert [206, 210].  

Resistenzen gegenüber anderen Antibiotikaklassen, namentlich der Aminoglykoside, 

Tetracycline und Fluorchinolone traten bei 66 % bis 100 % der Isolate auf. Diese Daten 

decken sich weitgehend mit den Angaben aus der Literatur [9, 26, 32, 49, 60, 125, 172, 193, 

219, 239]. Eine Ausnahme hinsichtlich des Resistenzspektrums stellte das Aminoglycosid-

Antibiotikum Amikacin dar. Es zeigte eine in vitro-Aktivität gegenüber 98 % der Isolate im 

Mikrobouillondilutionsverfahren sowie gegenüber 61 % der Isolate im Agardiffusionstest. Da 

die Gene für die Amikacin-inaktivierende Phosphotransferase (APH(3’)VI) vermutlich auf 

einem Transposon lokalisiert sind [30], scheint die Verbreitung dieses mobilen Elements 

unter animalen A. baumannii-Stämmen bislang noch nicht sehr ausgeprägt zu sein. Darüber 

hinaus korrelieren Resistenzraten mit dem Einsatz eines Wirkstoffes [9, 30]. Derzeit sind in 
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Deutschland keine Tierarzneimittel verfügbar, in denen Amikacin als wirksamer Bestandteil 

enthalten ist. Demzufolge bleibt die Verwendung auf die Fälle beschränkt, in denen humane 

Fertigarzneimittel infolge eines Therapienotstands (§ 56a Abs. (2) Nr. 2 bzw. Nr. 3 AMG) 

umgewidmet und eingesetzt werden können.  

Aus der Gruppe der Polymyxine wurden in dieser Arbeit die beiden Substanzen Colistin 

(Polymyxin E) und Polymyxin B getestet. Die Ergebnisse der in vitro-Aktivität beider Wirk-

stoffe wiesen deutliche Differenzen auf. Während lediglich zwei Isolate (Nr. 10 und 50) eine 

Unempfindlichkeit gegenüber Polymyxin B zeigten, waren 96 % der Isolate resistent gegen-

über Colistin. Die Ursache für diese Resistenz könnte eine verminderte Expression des äu-

ßeren Membranproteins OmpW sein, was zu einer reduzierten Aufnahme dieses Wirkstoffes 

in die Bakterienzelle führt [9, 210]. FRANCEY et al. (2000) berichteten von 19 animalen 

Acinetobacter-Stämmen, die im Gegensatz zu denen aus der vorliegenden Studie alle em-

pfindlich gegenüber Colistin waren. Ursächlich für diese Diskrepanz könnte der frühere Iso-

lierungszeitpunkt (1995-1997) der Stämme sein. Resistenzeigenschaften gegen Colistin, wel-

ches bereits seit den 60iger Jahren in der Veterinärmedizin eingesetzt wird, waren zu diesem 

Zeitpunkt möglicherweise noch nicht soweit verbreitet. In der Humanmedizin war der Einsatz 

von Polymyxinen auf Grund ihrer Nephro- bzw. Neurotoxizität lange Zeit auf ein Minimum 

reduziert worden. Aktuell kommt es allerdings zu einer Wiederbelebung des Polymyxin-

Einsatzes [93, 244], da für Colistin eine hohe in vitro-Aktivität, auch gegen panresistente 

A. baumannii-Stämme, nachgewiesen werden konnte [106, 192]. Ähnliche Daten wurden von 

RAMASUBBAN et al. (2008) für das Antibiotikum Polymyxin B publiziert [183].  

Rifampicin, ein bakterizides Antibiotikum aus der Gruppe der Ansamycine, zeigte in der 

vorliegenden Arbeit keinerlei in vitro-Aktivität gegenüber den getesteten Feldisolaten. Laut 

Literatur lassen sich trotz in vitro-Resistenzen jedoch gute Erfolge bei der Therapie 

bakterieller Infektionen dadurch erzielen, dass man Rifampicin mit weiteren antibiotischen 

Wirkstoffen (Polymyxin B, Imipenem) kombiniert [244]. Im Rahmen einer Resistenzstudie 

von APPLEMAN et al. (2000) zeigte sich, dass humane A. baumannii-Stämme 

unterschiedliche Empfindlichkeiten gegenüber Rifampicin aufweisen [5].   

Alle getesteten Acinetobacter-Isolate waren überdies resistent gegenüber Chloramphenicol. 

Diese Daten stimmen mit den Angaben von FRANCEY et al. (2000) überein [78]. Der 

Produktion einer Chloramphenicol-spezifischen Acetyltransferase wird dabei die entschei-

dende Bedeutung zugeschrieben [60]. Allerdings konnten die für dieses Enzym kodierenden 

Gene bisher nicht bei allen Chloramphenicol-resistenten A. baumannii-Stämmen nachge-

wiesen werden [239]. Es ist deshalb anzunehmen, dass weitere Mechanismen existieren, die 
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zu dieser Unempfindlichkeit führen. Diskutiert werden eine erhöhte Permeabilität, ein 

vermehrter Efflux des Antibiotikums oder eine Veränderung des Zielproteins [239]. 

Das Lincosamid Lincomycin und dessen Derivat Clindamycin, das Makrolidantibiotikum 

Erythromycin sowie Fusidinsäure (terpenoide Carbonsäure) zeigten keine in vitro-Aktivität 

gegenüber den animalen Acinetobacter-Isolaten. Diese Wirkstoffe wurden getestet, da sie 

häufig in der Veterinärmedizin zum Einsatz kommen. Allerdings werden sie i. d. R. für 

andere Anwendungsgebiete als A. baumannii-Infektionen eingesetzt. Aus diesem Grund 

existieren in der Literatur kaum Beschreibungen über spezifische Resistenzmechanismen 

gegenüber diesen Substanzen. Einige Autoren berichten von Effluxpumpen (AdeABC, 

AdeIJK, AbeM), die zu den Antibiotika-unspezifischen Abwehrmechanismen gehören und in 

der Lage sind, u. a. Erythromycin und Fusidinsäure aus der Bakterienzelle zu schleusen [58, 

134, 208]. Makrolide und Lincosamide wirken bakteriostatisch, indem sie an die 50-S-

Untereinheit bakterieller Ribosomen binden. Auf Grund einer ähnlichen Wirkungsweise 

dieser beiden Antibiotika-Klassen kann es zum Auftreten von Kreuzresistenzen kommen. 

Angesichts dieser Tatsache liegt die Vermutung nahe, dass Effluxpumpen auch an der 

Resistenz gegenüber Lincosamiden beteiligt sein könnten.   

Die Kombination aus Trimethoprim/Sulfamethoxazol wies keine in vitro-Aktivität gegenüber 

zwei Drittel der untersuchten Acinetobacter-Isolate auf. Studien aus der Humanmedizin 

beschreiben Resistenzen gegenüber den Einzelsubstanzen Trimethoprim und Sulfonamiden 

[107, 239]. Auf Grund einer niedrigen Affinität der Dihydrofolatreduktase zu dem Wirkstoff 

Trimethoprim geht man von einer intrinsischen Resistenz aus. Daneben existieren mehrere 

erworbene Resistenzmechanismen. Hierzu zählen Mutationen im Dihydrofolatreduktasegen 

oder Änderungen, die zu einer verminderten Permeabilität der äußeren Bakterienmembran für 

das Antibiotikum führen [9]. Darüber hinaus kodiert das von einigen Stämmen über 

horizontalen Gentransfer erworbene dhfr-Gen für eine niedrigaffine Dihydrofolatreduktase. 

Trotz einiger Berichte über humane Trimethoprim-resistente Acinetobacter-Stämme konnte 

der molekulare Hintergrund bislang nicht detailliert aufgeklärt werden [9, 88, 239]. 

Die Sulfonamidresistenz ist im Gegensatz zur Trimethoprimresistenz ausschließlich Plasmid-

gebunden. In gramnegativen Bakterien existieren die beiden Gene sulI und sulII, welche für 

alternative Formen der Dihydropteroat-Synthase kodieren [9, 107]. Diese sind in der Lage, 

selektiv zwischen dem natürlichen Substrat p-Aminobenzoesäure und dem antibiotischen 

Wirkstoff Sulfonamid zu differenzieren. Studien zeigten, dass zwischen 28 % und 44 % der 

untersuchten humanen A. baumannii-Stämme das sulI-Gen besitzen [9, 56, 89, 124, 155, 185, 

190, 221]. 
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Für eine weitergehende Differenzierung der 56 Acinetobacter-Isolate wurde der 

Polymorphismus der 16S rRNS-Gene mittels ARDRA untersucht. Bei diesen Genen handelt 

es sich um hochkonservierte Regionen, die universell verbreitet sind und in mehreren Kopien 

im Genom vorkommen. Auf Grund der Stabilität dieser Regionen ist ihre Sequenzierung 

heutzutage ein wichtiger Bestandteil im Rahmen der Klassifizierung von Bakterien und 

Eukaryonten [95]. Bei der Spezieszuordnung von Acinetobacter-Isolaten erwies sich die 

Methode zwar als nützlich [140], jedoch ergaben sich z. T. abweichende Ergebnisse zu DNS-

DNS-Hybridisierungsstudien, welche bis heute als Goldstandard für die Spezieseinteilung von 

Acinetobacter-Isolaten gelten [83]. Obwohl die Sequenzierung der 16S rRNS-Gene bei 

Acinetobacter spp. in den Hintergrund gerückt ist, gelang es mehreren Arbeitsgruppen eine 

Methode (ARDRA) zu etablieren, die auf der Basis von Restriktionsfragment-

längenpolymorphismen der rRNS-Gene eine Speziesidentifizierung von Acinetobacter-

Isolaten erlaubt [65, 233]. In diesem Fall liegen der Analyse nicht alle Mutationen des Gens 

zugrunde, sondern nur diejenigen, welche zu Veränderungen im Schnittmuster der 

Restriktionsenzyme führen. 

Die PCR-RFLP-Analyse zeigte, dass die Größe des 16S rDNS-Amplifikats bei den isolierten 

Acinetobacter-Spezies nahezu gleich war und mit einer Länge von ca. 1500 bp den Angaben 

aus der Literatur entsprach [117]. Die nachfolgend durchgeführte Restriktion der Amplifikate 

ergab fünf verschiedene Restriktionsprofile. Insgesamt konnten 52 Feldisolate der Spezies 

A. baumannii zugeordnet werden. Sie unterschieden sich untereinander lediglich in ihrem 

MspI-Muster, das in drei unterschiedlichen Varianten (Nr. 1, 3 und 1+3) auftrat. Auffallend 

war, dass das dritte MspI-Muster eine Kombination aus den ersten beiden darstellt. Ursache 

hierfür ist das Vorhandensein mehrerer Kopien der 16S rDNS innerhalb des bakteriellen 

Genoms. VANEECHOUTTE et al. (1995) publizierten die Kombination zunächst als 

eigenständiges Muster (Nr. 5) [233]. DIJKSHOORN et al. (1998) konnten nachweisen, dass 

das MspI-Muster 5 alle Banden des MspI-Musters 1 und des MspI-Musters 3 umfasst. 

Folglich benannten sie das Muster 5 in das Muster 1+3 um [65].  

Drei der phänotypisch als non-A. baumannii-Spezies charakterisierten Isolate wurden mittels 

ARDRA der Genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157]) zugeordnet. In der Literatur wurden für 

diese Genomospezies zwei verschiedene CfoI-Restriktionsmuster (Nr. 2 und 2+3) beschrieben 

[65]. Bei den drei animalen Feldisolaten trat nur das Muster Nr. 2 auf.  

Ein Feldisolat (Nr. 43) konnte keiner der bislang bekannten DNS-Gruppen zugeordnet werden 

und wurde demzufolge vorerst als nicht klassifizierbar definiert. Isolate mit gleichem 

Restriktionsprofil wurden bereits von NEMEC et al. isoliert. Er prägte für diese Isolate den 
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Begriff „Phenon 5“, welcher analoge biochemische Eigenschaften impliziert. Derzeit wird 

davon ausgegangen, dass Vertreter dieser Gruppe einer neuen Spezies angehören, deren 

endgültige taxonomische Zuordnung jedoch weiterführender Untersuchungen bedarf. 

Die Ergebnisse der PCR-RFLP-Analyse stimmen mit den Daten der phänotypischen 

Charakterisierung überein. Die anhand ihres eingeschränkten bzw. fehlenden Wachstums bei 

44 °C identifizierten non-A. baumannii-Spezies konnten mittels ARDRA weiter differenziert 

und der Genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157]) bzw. dem Phenon 5 zugeordnet werden. Dieses 

Ergebnis unterstreicht die Aussagen zahlreicher Publikationen, die auf ein mangelndes 

diskriminatorisches Potential phänotypischer Tests im Bezug auf die Vertreter des Acb-

Komplexes bzw. den non-A. baumannii-Spezies hinweisen [40, 67, 84, 110]. Sowohl das 

Phenon 5-Isolat als auch die Genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157])-Isolate wiesen deutlich 

weniger Resistenzen gegenüber den getesteten Antibiotika auf. Sie waren gegenüber 

mindestens fünf von 27 antibiotischen Wirkstoffen empfindlich. Im Gegensatz dazu konnten 

bei A. baumannii-Feldisolaten Empfindlichkeiten gegenüber höchstens vier Antibiotika 

nachgewiesen werden. Das Auftreten multipler Resistenzen, v. a. bei A. baumannii-Stämmen 

im Gegensatz zu non-A. baumannii-Stämmen, wurde bereits beschrieben [229]. Diese 

Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Resistenzprofil eines Acinetobacter-Isolats eventuell 

erste Hinweise auf dessen Spezieszugehörigkeit geben könnte. 

Insgesamt ließ sich die Mehrzahl der animalen Feldisolate der Spezies A. baumannii 

zuordnen, welcher in der Humanmedizin die größte klinische Bedeutung zugesprochen wird 

[64, 110]. Ähnliche Beobachtungen konnten bei der Analyse von humanmedizinischem Pro-

benmaterial auch von CHANDRA et al. (2002) bzw. LEE et al. (2007) gemacht werden [39, 

122]. Untersuchungen im Hinblick auf eine eventuelle klinische Bedeutung der Genomosp. 3 

(A. pittii sp. nov., [157]) bei Menschen sowie deren Anteil an klinischen Acinetobacter-Isola-

ten führten zu unterschiedlichen Ergebnissen [109, 227]. In der vorliegenden Studie stammten 

Proben, aus denen diese Genomosp. isoliert werden konnte, ausschließlich von Tieren aus 

außeruniversitären Kliniken und privaten Tierarztpraxen. Da keine Berichte diesbezüglich in 

der Veterinärmedizin existieren, kann über die klinische Bedeutung der Genomosp. 3 

(A. pittii sp. nov., [157]) in deutschen Tierkliniken derzeit keine Aussage getroffen werden. 

 

Die Makrorestriktionsanalyse bakterieller Genome mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese 

gilt als Goldstandard für die Feintypisierung von Bakterien. Sie bietet die Möglichkeit, 

Ausbrüche sowie Erregerübertragungen innerhalb von Institutionen zu erfassen [200]. 

Darüber hinaus kann die Makrorestriktionsanalyse auch dazu genutzt werden, den Verlauf 
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einer Infektion zu analysieren, indem Keime der transienten physiologischen Flora von den 

pathogenen Keimen unterschieden werden können [226]. Trotz standardisierter PFGE-

Protokolle für die meisten nosokomialen Erreger und einer guten laborinternen 

Reproduzierbarkeit erwies sich ein Vergleich von Fragmentmustern, die in verschiedenen 

Laboratorien erzeugt wurden, lange Zeit als schwierig [200]. Zu diesem Zweck wurde eine 

zentrale Datenbank (http://www.cdc.gov/pulsenet/) eingerichtet, über die PFGE-Profile 

mittlerweile weltweit verglichen werden können. Für die vergleichende Analyse von 

Fragmentmustern dienen v. a. die von TENOVER et al. (1995) publizierten Kriterien:  

a) Isolate, die den Ausbruchsstamm repräsentieren, sind die jüngsten Nachkommen eines 

gemeinsamen Vorfahren, b) solche Isolate besitzen denselben Genotyp und c) 

epidemiologisch nicht verwandte Isolate weisen einen separaten Genotyp auf [212].  

In der vorliegenden Studie wurden 56 Feldisolate aus den Jahren 2000 bis 2008 untersucht. 

Für Studien mit einer so großen Anzahl an Stämmen, die über einen Zeitraum von mehr als 

einem Jahr isoliert wurden, sind die von TENOVER beschriebenen Kriterien nicht 

anwendbar. Die Auswertung der Verwandtschaftsverhältnisse in dieser Arbeit basiert deshalb 

auf den von SEIFERT et al. (2005) speziell für die Gattung Acinetobacter etablierten PFGE-

Kriterien. Eine Ähnlichkeit zweier Fragmentmuster von mindestens 87 % definiert dabei die 

Isolate, die zum selben epidemischen Stamm gehören [200]. Die dementsprechend interpre-

tierten Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass der größte Teil der über acht Jahre 

aus mehreren Veterinärkliniken der JLU Gießen sowie außeruniversitären Kliniken kulti-

vierten Acinetobacter-Isolate einem von drei Klonen zugeordnet werden kann. Daraus folgt, 

dass es in dem Zeitraum von 2000 bis 2008 innerhalb der universitären Kleintierklinik min-

destens drei verschiedene A. baumannii-Ausbrüche gegeben haben muss. Der Schwellenwert 

für die Zugehörigkeit zweier Isolate zu einem Acinetobacter-Stamm wurde von SEIFERT 

et al. (2005) durch eine Ähnlichkeit von mindestens 95 % definiert [200]. Demzufolge kann 

es sich wie im Falle des zweiten Clusters auch um einen Ausbruch handeln, der von mehreren 

verschiedenen Stämmen verursacht wurde. Neun Isolate, zu denen u. a. auch die non-A. bau-

mannii-Spezies gehören, clusterten weit unterhalb des Schwellenwerts. Das weist darauf hin, 

dass lediglich eine marginale Verwandtschaft zu den epidemischen Stämmen besteht.  

Der Spezies A. baumannii wird seit langem ein Potential zur endemischen Verbreitung 

nachgesagt. Ursächlich hierfür ist zum einen die Multiresistenz vieler Stämme. Diese 

Eigenschaft konnte auch für die Isolate dieser Studie nachgewiesen werden. Zum anderen 

zeichnen sich endemische Stämme durch eine hohe Tenazität innerhalb des klinischen 

Umfelds aus [200]. Dass die Makrorestriktionsmuster der sieben A. baumannii-Isolate aus 
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Einsendungen von außeruniversitären Tierkliniken keine abweichenden PFGE-Profile 

aufweisen, deutet auf einen hohen Verwandtschaftgrad hin. Obwohl kein epidemiologischer 

Zusammenhang zu den Isolaten aus der Veterinärklinik der JLU Gießen erkennbar war, 

konnten sie z. T. identischen Genotypen zugeordnet werden. Demzufolge liegt die Vermutung 

nahe, dass die genetische Diversität innerhalb der Spezies A. baumannii begrenzt ist [154]. 

Ähnliche Ergebnisse wurden für MRSA-Stämme beschrieben. Man geht davon aus, dass 

MRSA-Stämme mit geringer genetischer Diversität von einer geringen Anzahl an Vorfahren 

abstammen. Auf Grund dieser geringen genetischen Diversität können endemische Stämme 

häufig nicht von Stämmen unterschieden werden, die für einen Ausbruch innerhalb einer 

Klinik verantwortlich sind [212]. Eine komplette Übereinstimmung der Bandenmuster wurde 

v. a. zwischen den Isolaten aus der Chirurgischen und der Inneren Kleintierklinik der JLU 

Gießen festgestellt. In diesem Fall kann eine Ausbreitung der Stämme aus klonalen Linien 

vermutet werden. Aufgrund der epidemiologischen Gegebenheiten besteht die Möglichkeit, 

dass sowohl die Patienten selbst, aber auch die Tierbesitzer oder das Klinikpersonal an einer 

Verbreitung endemischer A. baumannii-Stämme beteiligt sein könnten. BOERLIN et al. 

beschrieben bereits 2001 die Übertragung eines multiresistenten Acinetobacter-Isolats aus 

einer schweizerischen Kleintierklinik auf einen Patienten der nahe gelegenen Pferdeklinik. 

Eine häufige Händedesinfektion von Seiten des Klinikpersonals hatte keinen präventiven 

Effekt im Hinblick auf die Verbreitung von A. baumannii-Stämmen [14]. Diese Ergebnisse 

stehen im Gegensatz zu MRSA-Studien, bei denen der Übertragung über kontaminierte 

Hände eine herausragende Bedeutung zugesprochen wird [198].  

Abgesehen von der Möglichkeit einer Übertragung der A. baumannii-Isolate innerhalb der  

universitären Kleintierklinik, muss auch daran gedacht werden, dass die Patienten sich nicht 

während ihres Aufenthalts sondern bereits vor der Aufnahme in die Klinik infiziert hatten. Für 

diese Annahme spricht die Tatsache, dass der zweite PFGE-Klon über acht Jahre durchgehend 

aus dem Patientenmaterial der universitären Kleintierklinik isoliert werden konnte. Selbst 

unter Brücksichtigung der hohen Tenazität multiresistenter A. baumannii-Stämme in der 

klinischen Umgebung, ist der Nachweis über einen so langen Zeitraum fraglich. Es ist deshalb 

eher anzunehmen, dass regelmäßig Tiere aufgenommen wurden, die Keime dieser klonalen 

Linie wiederholt in die Klinik eingeschleppt haben. Obwohl die Spezies A. baumannii bislang 

nicht als Keim der physiologischen Flora von Tieren beschrieben wurde [48, 119], stellt sich 

in diesem Zusammenhang die Frage, ob Tiere eventuell das natürliche Habitat sind. Eine 

abschließende Beurteilung diesbezüglich ist anhand der vorliegenden Ergebnisse noch nicht 

möglich und bedarf weiterführender Untersuchungen. Es muss auch geklärt werden, ob es 
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sich tatsächlich um ein akutes Ausbruchsgeschehen innerhalb der universitären Kleintierklinik 

gehandelt hat oder ob den Ergebnissen ein endemisches Geschehen zugrunde liegt. Ein 

Ausbruch ist laut Infektionsschutzgesetz (§ 6 Abs. 3) als „Häufung von Infektionen, bei denen 

ein epidemiologischer Zusammenhang vermutet wird“ definiert. Bis dato konnte jedoch nicht 

nachgewiesen werden, ob A. baumannii-Stämme Tiere infizieren oder nur die Schleimhäute 

und die Haut der Tiere besiedeln. Da die Acinetobacter-Isolate der vorliegenden Studie über 

einen Zeitraum von acht Jahren isoliert wurden, ist es sehr schwierig einen epidemiologischen 

Zusammenhang herzustellen. Aus diesem Grund ist es fraglich, ob die Definition eines 

Ausbruchs laut Infektionsschutzgesetz für die Situation in der universitären Kleintierklinik 

angewendet werden kann. Außerdem ist keine erhöhte Inzidenz von A. baumannii bedingten 

Erkrankungen innerhalb eines bestimmten Zeitrahmens sowie Zeitraums zu erkennen. Im 

Rahmen der Routinediagnostik fiel jedoch auf, dass die Isolierung multiresistenter 

A. baumannii-Stämme aus Proben der Kleintierklinik der JLU Gießen seit 1998 bis heute 

kontinuierlich zunimmt. Eine Ausnahme stellten die Jahre 2004 und 2005 dar. In diesem 

Zeitraum sank vorübergehend die Anzahl isolierter A. baumannii-Stämme. Laut einer Studie 

von SEIFERT et al. (2005) handelt es sich um einen Ausbruch, wenn das PFGE-Profil der 

beteiligten Bakterienisolate zu mindestens 87 % übereinstimmt [200]. Nach dieser Definition 

hat es in der universitären Kleintierklinik in den letzten acht Jahren mindestens drei 

verschiedene Ausbrüche mit Acinetobacter-Stämmen gegeben. Eine abschließende 

Beurteilung, ob es sich bei dem Nachweis von A. baumannii aus Proben der Kleintierklinik 

um einen bzw. mehrere Ausbrüche gehandelt hat, ist auf Grund unterschiedlicher Definitionen 

und dem großen Untersuchungszeitraum nicht möglich. In der Humanmedizin sind Berichte 

hinsichtlich der Bewertung von Endemien oder Epidemien in Krankenhäusern ebenfalls 

widersprüchlich. Verschiedene Autoren berichteten von Epidemien mit multiresistenten 

A. baumannii-Stämmen in Krankenhäusern weltweit. Besonders betroffen waren Intensiv-

stationen und dort v. a. mechanisch beatmete Patienten [6, 30, 36, 37, 55, 57, 87, 97]. Eine 

andere Bewertung ergab sich in einer niederländischen, humanmedizinischen Universitäts-

klinik. Dort konnte im Rahmen einer retrospektiven Studie (1999-2006) gezeigt werden, dass 

die Inzidenz zwischen 1,7 und 3,7 Acinetobacter-Isolaten pro 10000 Patienten jährlich betrug. 

Diese Ergebnisse ließen darauf schließen, dass es sich in der niederländischen 

Universitätsklinik eher um eine endemische Situation gehandelt hat als um verschiedene 

A. baumannii-Epidemien [227].   

Die hochauflösende AFLP-Technik ist neben der Ribotypisierung und der PCR/ESI-MS eine 

von drei Methoden, die gleichzeitig sowohl eine Speziesidentifizierung als auch eine 
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Typisierung von Bakterien-Isolaten ermöglicht [112, 243]. Ein weiterer Vorteil der AFLP-

Analyse besteht darin, dass für die Interpretation der AFLP-Profile definierte Cut-offs in der 

Literatur beschrieben werden. Demnach weisen Stämme derselben Spezies eine Überein-

stimmung der AFLP-Profile von mindestens 50 % auf. Der Prozentsatz für die Klon- bzw. 

Stammidentifikation liegt bei 80 % bzw. 90 % [226]. In der vorliegenden Arbeit stellte sie 

eine Ergänzung sowohl zu den ARDRA- als auch zu den PFGE-Ergebnissen dar.  

Die Speziesidentifikation der A. baumannii-Feldstämme mit Hilfe der AFLP-Analyse führte 

zu denselben Ergebnissen wie die Zuordnung mittels ARDRA. Für beide Methoden konnte 

ein hohes diskriminatorisches Potential hinsichtlich der Speziesdifferenzierung nachgewiesen 

werden [65, 233]. Es muss allerdings berücksichtigt werden, dass die AFLP-Analyse und die 

ARDRA zwei unterschiedliche Methoden darstellen, denen unterschiedliche Techniken 

zugrunde liegen. Bei der ARDRA handelt es sich um eine schnelle und kostengünstige 

Methode, die darauf abzielt intraspezifische Unterschiede anhand abweichender Restriktions-

muster aufzudecken. Die AFLP-Analyse hingegen ist eine zeit- und kostenaufwendige 

Technik, die bislang noch nicht in der Routinediagnostik eingesetzt wird [236]. Obwohl die 

ARDRA von einem Großteil der Autoren [39, 65, 233] als eine für die Differenzierung von 

Acinetobacter-Spezies zuverlässige Methode beschrieben wird, stellten KOELEMAN et al. in 

ihrer Studie lediglich ein geringes diskriminatorisches Potential fest [118]. 

Im Gegensatz zur PFGE (94,6 %) lag die Typisierbarkeit mittels AFLP-Analyse bei 100 %. 

Somit konnten auch die Isolate (Nr. 14, 43 und 51) typisiert werden, für die sich mittels PFGE 

keine Fragmentmuster erzeugen ließen. Ursächlich für das Versagen der Typisierung mittels 

PFGE sind vermutlich die von den Keimen sezernierten DNAsen. Ferner gibt es Stämme, 

deren DNS auf Grund modifizierter Restriktionsschnittstellen durch die im Allgemeinen 

verwendeten Restriktionsenzyme nicht gespaltet werden kann [249]. Die Ergebnisse der 

Typisierung stimmten bei beiden Methoden größtenteils überein. Diese Feststellung deckt 

sich mit Daten aus der Literatur [54, 204, 228]. Laut D`AGATA et al. (2001) sind die 

Typisierungsergebnisse von PFGE und AFLP-Analyse für die Spezies A. baumannii und 

Pseudomonas aeruginosa vergleichbar. Im Gegensatz dazu bleibt für die Typisierung von 

Vancomycin-resistenten Enterokokken die Pulsfeldgelelektrophorese auf Grund eines höheren 

diskriminatorischen Potentials das Mittel der Wahl [54]. In der vorliegenden Arbeit wies die 

PFGE im Rahmen der Stammdifferenzierung in einigen Fällen ein größeres 

diskriminatorisches Potential auf als die AFLP-Analyse. Diese Beobachtung wurde bereits 

2005 von SHAALY et al. gemacht [202].  



VII Diskussion 

 93 

Mit Hilfe der AFLP-Analyse wurde erstmalig die Zugehörigkeit animaler A. baumannii-

Stämme zu den bislang ausschließlich in der Humanmedizin beschriebenen Europäischen 

Klone I-III nachgewiesen. Erste Aufmerksamkeit schenkte man diesen Klonen Mitte der 

90iger Jahre [63]. Diese Stämme zeichnen sich neben der Multiresistenz gegenüber den 

meisten Antibiotika überdies durch eine hohe genetische Stabilität sowie eine rasche 

Adaptation an äußere Einflüsse aus [64]. Anhand vergleichender Untersuchungen konnte eine 

intraklonale Variabilität beim Ribo-, Sero- und Biotyp festgestellt werden, welche eine 

fortlaufende Veränderung der Klone über einen längeren Zeitraum bewirkt [154, 156, 167]. 

Auf Grund dieser Variabilität und einer weltweiten Verbreitung der EU-Klone ist davon 

auszugehen, dass es sich bei diesen Stämmen um evolutionsgeschichtlich alte klonale Linien 

handelt [154]. Es bleibt zu klären, ob die Stämme der EU-Klone spezielle Virulenzattribute 

aufweisen, die ihre Verbreitung begünstigen. Man geht davon aus, dass die Ausbreitung 

entweder auf dem Patientenaustausch zwischen den Krankenhäusern basiert oder dass diese 

Klone innerhalb der Gesellschaft kursieren und der antibiotische Selektionsdruck in den 

Kliniken zur Anhäufung dieser Stämme führte [63].  

In der vorliegenden Arbeit konnten 19 (82,6 %) der 23 mittels AFLP-Analyse als 

A. baumannii identifizierten Feldisolate einem der drei Klone zugeordnet werden. NEMEC 

et al. (2004) berichteten von der Existenz der EU-Klone I und II bei Menschen in Tschechien. 

Der Anteil multiresistenter A. baumannii-Isolate, für die eine Zugehörigkeit zu den beiden 

Klonen nachgewiesen werden konnte, betrug 88,6 %. VAN DESSEL et al. (2004) 

beschrieben neben dem Vorkommen der ersten beiden Klone bei humanmedizinschen 

Patienten in den Niederlanden eine weitere PFGE-Gruppe von Isolaten, die er als EU-Klon III 

bezeichnete [154, 228].  

Auffallend war, dass die vier A. baumannii-Isolate, die keinem der drei EU-Klone 

entsprachen, aus dem Genitaltrakt von Tieren stammten, so dass sich die Frage stellt, ob diese 

A. baumannii-Isolate der physiologischen Flora der Genitalschleimhäute zuzurechnen sind. 

Laut CLEMETSON et al. (1990) gehören Acinetobacter spp. zwar zur physiologischen Flora 

der Vagina und des Uterus gesunder Katzen, allerdings erfolgte in dieser Studie keine weitere 

Speziesdifferenzierung der Acinetobacter-Isolate [48]. 

Aus dem zoonotischen Aspekt ergibt sich weiterhin ein nicht einschätzbares Risiko der 

animalen A. baumannii-Stämme. Bislang ist keine Übertragung zwischen Menschen und 

Tieren beschrieben worden. Allerdings konnten Stämme der EU-Klone parallel bei Mensch 

und Tier nachgewiesen werden. Demgemäß kann nicht ausgeschlossen werden, dass es zu 
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einer Übertragung dieser Stämme von Tieren z. B. auf immunsupprimierte Personen kommen 

könnte. 

Für Folgeuntersuchungen bietet sich u. a. eine MLST-Analyse humaner und animaler 

A. baumannii-Stämme an. Sie gilt als Goldstandard für phylogenetische Untersuchungen 

pathogener Bakterien [223].   

 

Infolge steigender Nachweisraten multiresistenter A. baumannii-Stämme aus veterinärmedi-

zinischem Probenmaterial, stellt sich darüber hinaus die Frage nach möglichen prä-

disponierenden Faktoren für eine Besiedlung bzw. Infektion mit A. baumannii. Als 

Risikofaktoren in der Humanmedizin gelten die Entwicklung der Notfallmedizin, die 

Einrichtung von Intensivstationen, die immer komplexer werdenden Behandlungen sowie die 

daraus resultierenden verlängerten Klinikaufenthalte [14]. Auf Grund der erhöhten Dichte 

infizierter Tiere innerhalb der Klinik für Kleintiere der JLU Gießen muss man davon 

ausgehen, dass dieselben Faktoren auch für die Tiermedizin gelten und es sich hierbei um ein 

Hospitalismusgeschehen handelt. 

Die retrospektive Datenrecherche zeigte, dass A. baumannii-positive Proben bei Hunden aller 

Altersklassen (<1 bis 13 Jahre) isoliert werden konnten. Dieses Ergebnis deckt sich mit den 

Angaben aus der Literatur [78, 142]. Im Gegensatz dazu treten in der Humanmedizin 

A. baumannii-Infektionen vorrangig bei Neugeborenen sowie Patienten hohen Alters auf [105, 

110]. Die Tatsache, dass in der vorliegenden Recherche überwiegend Hunde männlichen 

Geschlechts (78 %) betroffen waren, gibt Anlass zu Spekulationen. Das 

Geschlechterverhältnis der in die universitäre Kleintierklinik eingelieferten Hunde in den 

Jahren 2007 und 2008 lag bei 1,16 Rüden : 1 Hündin. In Anbetracht dieser Verteilung ist 

anzunehmen, dass andere Faktoren für das häufige Auftreten von A. baumannii-Stämmen bei 

Rüden eine Rolle spielen. Eine mögliche Ursache hierfür könnte die verhältnismäßig hohe 

Anzahl an Patienten mit Wundinfektionen sein, wenn man davon ausgeht, dass v. a. 

unkastrierte Rüden häufiger in Auseinandersetzungen mit Artgenossen involviert sind. 

Ähnliche Beobachtungen konnten auch von FRANCEY et al. (2000) gemacht werden. Zehn 

der 17 Hunde, aus denen A. baumannii isoliert werden konnte, waren männlichen Geschlechts 

[78]. Die Datenerhebung bei A. baumannii-positiven Katzen besitzt auf Grund der geringen 

Anzahl von lediglich sechs Tieren keine zufriedenstellende Aussagekraft und bleibt daher für 

die vorliegende Studie unberücksichtigt.  

Im Rahmen einer retrospektiven Studie aus der Humanmedizin berichten VAN DEN BROEK 

et al. (2009) ebenfalls von einer Ungleichverteilung der Geschlechter. Obwohl über den 
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Untersuchungszeitraum von neun Jahren mehr Frauen als Männer (1 : 0,91) in das 

niederländische Universitätsklinikum eingeliefert wurden, lag der Anteil Acinetobacter-

positiver Männer durchschnittlich bei 1,6 [227]. 

In der Humanmedizin gelten Patienten mit einer vorausgegangenen Antibiotikatherapie als 

besonders anfällig für eine Infektion mit Acinetobacter-Spezies [47, 81, 253]. Hierzu passend 

erscheint die Beobachtung, dass 88 % der betroffenen Hunde sowie alle Katzen aus der   

Kleintierklinik der JLU Gießen zum Zeitpunkt des A. baumannii-Nachweises mit Wirkstoffen 

aus den Gruppen der ß-Lactame, Fluorchinolone, Aminoglykoside und/oder der 

Nitroimidazole behandelt wurden. Eine häufige oder langfristige Antibiotika-Therapie fördert 

die Ausbildung von Resistenzen. Diese können von den Erregern untereinander ausgetauscht 

werden und auch auf opportunistische Keime wie z. B. Acinetobacter spp. übertragen werden. 

Folglich kommt es zu einer Unempfindlichkeit gegenüber den in der Veterinärmedizin zur 

Verfügung stehenden antiinfektiven Wirkstoffen [13, 247].  

Ein zusätzlicher Risikofaktor in der Humanmedizin stellt die Dauer des 

Krankenhausaufenthalts dar [81, 110]. A. baumannii ist in der Lage, auf belebten sowie 

unbelebten Oberflächen tage- bzw. wochenlang zu überleben, da er u. a. die Fähigkeit besitzt 

Biofilme zu bilden und sich unter eisenarmen Bedingungen zu vermehren [1, 69-71, 216]. In 

der vorliegenden Studie variierte der Aufenthalt A. baumannii-positiver Hunde zwischen 2 

und 33 Tagen. Bei den Katzen betrug der stationäre Aufenthalt zwischen 5 und 19  Tagen. Es 

konnte jedoch nicht festgestellt werden, ob sich diese Tiere schon im Vorfeld mit 

A. baumannii-Stämmen infizierten bzw. besiedelt waren oder erst innerhalb der Klinik mit 

diesen in Kontakt gekommen sind. Daher ist eine Aussage, ob die Dauer des stationären 

Aufenthalts der Tiere (ähnlich wie in der Humanmedizin) einen Risikofaktor für die Infektion 

mit A. baumannii darstellt, nicht möglich.  

Hinsichtlich der Erkrankungen, die bei den infizierten Hunden und Katzen diagnostiziert 

wurden, konnten zwei Gruppen unterschieden werden. In der ersten Gruppe lagen 

Erkrankungen vor (Tabelle 28, Tabelle 29), die eine chirurgische Intervention erforderlich 

machten. In diesen Fällen wurden die Tiere z. T. äußerst schwierigen operativen Methoden 

unterzogen. Zur gezielten Narkoseeinleitung sowie einer optimalen medikamentellen 

Versorgung inter und post operationem wurden bei diesen Tieren venöse Gefäßzugänge 

gelegt. Über Gefäßkatheter-assoziierte A. baumannii-Infektionen in der Humanmedizin wurde 

bereits berichtet [111]. VANEECHOUTTE et al. (2000) beschrieben die Isolierung 

multiresistenter A. baumannii-Stämme aus Jugularkathetern bei Pferden [231]. Demgemäß 
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könnten die Gefäßzugänge bei den Hunden und Katzen dieser Studie als Eintrittspforte für 

den Erreger fungiert haben.  

Die zweite Gruppe bildeten Hunde, die in der Kleintierklinik der JLU Gießen auf Grund 

diverser Grunderkrankungen, wie z. B. einer Niereninsuffizienz oder einer Endocarditis 

valvularis thromboticans, vorgestellt wurden. Man kann davon ausgehen, dass diese 

Erkrankungen zu einer Immunsuppression bei den Patienten geführt haben, woraus letztlich 

eine erhöhte Anfälligkeit für opportunistische A. baumannii-Stämme resultierte. 

In der vorliegenden Studie wurden ausschließlich Proben von Kleintieren ausgewertet, aus 

denen A. baumannii entweder als Reinkultur oder zusammen mit Kommensalen isoliert 

werden konnte. Diese Vorselektion sollte eine Aussage über die Bedeutung dieses Erregers in 

klinischer Hinsicht erleichtern. 88 % der Hunde und alle sechs Katzen konnten nach 

erfolgtem chirurgischen Eingriff bzw. internistischer Therapie wieder aus der universitären 

Kleintierklinik entlassen werden. Diese Rekonvaleszenzrate steht im Einklang mit den 

Beobachtungen von VANEECHOUTTE et al. (2000), in deren Studie alle betroffenen Pferde 

ebenfalls nach Behandlung ihrer Grunderkrankung entlassen wurden [231]. Im Gegensatz 

dazu lag die Mortalitätsrate A. baumannii-positiver Hunde und Katzen, die in einer 

schweizerischen Universitätsklinik behandelt wurden, bei 59 % [78]. BRACHELENTE et al. 

(2007) schilderten den tödlichen Verlauf infolge einer durch A. baumannii verursachten 

nekrotisierenden Fasziitis bei einer Katze, MOHRI et al. (2008) infolge einer A. baumannii- 

Pericarditis bei einem Hund [21, 142]. Widersprüchliche Mortalitätsraten bei Patienten mit 

A. baumannii-Infektionen stehen auch im Fokus einer aktuellen Disussion in der 

Humanmedizin. Hier berichten zahlreiche Autoren von einer ca. 40 %igen Mortalität bei 

Patienten mit A. baumannii-Pneumonie oder -Septikämien [22, 42, 47]. Da A. baumannii-

Infektionen allerdings ausschließlich bei immunsupprimierten Menschen mit schweren 

Grunderkrankungen auftreten [81], stellt sich die Frage, ob diese Patienten tatsächlich wegen 

oder lediglich mit der bestehenden A. baumannii-Infektion sterben. Zur Klärung dieser Frage 

wurde in verschiedenen Studien die sog. „attributable mortality“ (Mortalität bei Patienten mit 

A. baumannii-Infektion minus Mortalität bei Patienten ohne A. baumannii-Infektion) erfasst. 

Weder bei BLOT et al. (2003) noch bei FALAGAS et al. (2006) zeigte sich eine statistische 

Signifikanz für die erhöhte Mortalität A. baumannii-positiver Patienten, so dass beide 

Arbeitsgruppen eine Mitwirkung dieser Spezies am Tod der Patienten ausschlossen [12, 75]. 

Die Beurteilung der klinischen Bedeutung dieses Erregers sowohl für die Humanmedizin als 

auch für die Veterinärmedizin muss Gegenstand zukünftiger Untersuchungen bleiben.  
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VIII Zusammenfassung 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klassifizierung und Charakterisierung Acinetobacter-

Isolate, die von Patienten aus deutschen Tierkliniken stammten. Der Schwerpunkt lag dabei 

auf der Analyse des Verwandtschaftsgrads der animalen Isolate untereinander sowie des 

Verwandtschaftsgrads zu humanen Stämmen. Für die Untersuchungen standen 56 

Acinetobacter-Feldisolate, die zwischen 2000 und 2008 aus unterschiedlichen Proben von 

Hunden, Katzen, Pferden, Rindern, einem Meerschweinchen, einem Wellensittich und einer 

Umgebungsprobe kultiviert werden konnten, zur Verfügung. Den Abschluss dieser Studie 

bildete eine retrospektiv durchgeführte Datenrecherche zur Ermittlung des Vorkommens von 

A. baumannii in veterinärmedizinischem Probenmaterial sowie einer etwaigen klinischen 

Bedeutung des Erregers. 

Hinsichtlich des Phänotyps unterschieden sich die Isolate lediglich in ihrer 

Wachstumsfähigkeit bei 44 °C. Dadurch war eine Einteilung in A. baumannii (n = 52) bzw. 

non-A. baumannii-Spezies (n = 4) möglich. Die animalen Acinetobacter-Isolate wiesen 

Mehrfachresistenzen auf. Mit Ausnahme der Antibiotika Amikacin, Imipenem und 

Polymyxin B waren die getesteten Chemotherapeutika bei der Mehrzahl der untersuchten 

Feldisolate  unwirksam.  

Die molekulare Charakterisierung der 56 Acinetobacter-Feldisolate erfolgte durch Analyse 

der 16S rDNS und DNS-Fingerprinting. 

Mittels der „Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis“ der 16S rRNS-Gene mit fünf 

Restriktionsenzymen wurde die phänotypische Klassifizierung von 52 der 56 Feldisolate als 

Angehörige der klinisch bedeutsamsten Spezies A. baumannii bestätigt. Für drei der 

phänotypisch als non-A. baumannii deklarierten Isolate konnte ein dem A. genomosp. 3 

(A. pittii sp. nov., [157]) ATCC 19004-Referenzstamm entsprechendes Restriktionsprofil 

nachgewiesen werden. Ein Isolat (Nr. 43) wies ein bislang nicht klassifizierbares Profil auf.  

Durch die Makrorestriktion genomischer DNS mit der Endonuclease ApaI und der sich 

anschließenden Pulsfeldgelelektrophorese wurde ein genetischer Fingerabdruck erstellt. Die 

Acinetobacter-Isolate aus deutschen Tierkliniken zeigten hierbei einen hohen, bis zu 

100 %igen Verwandtschaftsgrad. Auch die zehn Isolate aus außeruniversitären Tierkliniken 

und privaten Tierarztpraxen wiesen z. T. identische Bandenmuster auf. Insgesamt konnten 

drei Cluster sowie neun einzelne PFGE-Typen differenziert werden. Die Ergebnisse lassen 

darauf schließen, dass mehrere epidemische A. baumannii-Klone in deutschen Tierkliniken 
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und Tierarztpraxen kursieren. Die genetische Diversität innerhalb dieser Spezies scheint 

darüber hinaus begrenzt zu sein. 

Eine weitere hochauflösende Fingerprinting-Methode, die sog. AFLP-Analyse, ermöglicht 

zeitgleich eine Speziesidentifikation sowie eine Typisierung von Acinetobacter-Feldisolaten. 

Die Ergebnisse der AFLP-Analysen stimmten weitgehend mit denen der PFGE überein. 

Darüber hinaus konnte die Zugehörigkeit von 19 Isolaten zu humanen Stämmen, den EU-

Klonen I, II oder III, nachgewiesen werden.  

Nach diesen Ergebnissen ist A. baumannii die vorherrschende Acinetobacter-Spezies in 

Probenmaterial von Patienten deutscher Tierkliniken. Das Vorkommen von Isolaten des 

PFGE-Clusters 2 bei verschiedenen Tieren in einer Kleintierklinik über einen Zeitraum von 

acht Jahren weist auf ein endemisches Geschehen hin. Der Nachweis der Europäischen Klone 

I, II und III in kranken, hospitalisierten Tieren lässt darauf schließen, dass es sich bei der 

Spezies A. baumannii, ähnlich wie in der Humanmedizin, um einen ernst zunehmenden 

nosokomialen Erreger in der Veterinärmedizin handelt. Auf Grund der Verwandtschaft 

animaler und humaner Stämme ist nicht auszuschließen, dass es zu einer wechselseitigen 

Übertragung der A. baumannii-Stämme zwischen Mensch und Tier kommt. 
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IX Summary 

The aim of the present study was to classify and characterize Acinetobacter isolates from 

German veterinary clinic patients. Analysing the degree of relationship among the animal 

isolates themselves as well as comparison with human strains has been the main focus. 

Altogether, 56 Acinetobacter isolates gaining from samples taken from dogs, cats, horses, 

cattle, one guinea pig, one budgerigar and one environmental swab in between 2000 and 2008 

were examined thoroughly. Finally, a retrospective data investigation was performed to 

determine the frequency of A. baumannii in veterinary samples and a possible clinical impact 

of this organism. 

Regarding the phenotype, isolates only differed in their ability to grow at 44 degrees. Based 

on this result, they were either identified as A. baumannii (n = 52) or non-A. baumannii 

species (n = 4). Animal Acinetobacter isolates featured multiple drug resistances. Except 

amikacin, imipenem and polymyxin B, tested chemotherapeutics were ineffective against the 

majority of the field isolates.  

Molecular characterization of the 56 Acinetobacter field isolates was performed by 16S rDNA 

analysis and DNA fingerprinting.  

The 16S rRNA gene sequences have been the target of PCR-RFLP studies by use of five 

restriction endonucleases resulting in the classification of 52 from 56 field isolates as 

members of the clinically most important species A. baumannii. Three phenotypically 

assigned to non-A. baumannii isolates yielded the same restriction profile like the 

A. genomosp. 3 (A. pittii sp. nov., [157]) ATCC reference strain 19004. One isolate (no. 43) 

revealed a not yet classified profile. 

DNA fingerprints were produced by macrorestriction of genomic DNA with the endonuclease 

ApaI and subsequent pulsed-field gel electrophoresis. Acinetobacter isolates from different 

German veterinary clinics showed a high degree of molecular relatedness of up to 100 %. 

Even the ten isolates from non-university hospitals featured in part identical band patterns. In 

general, three clusters and nine unique PFGE types could be detected. These results imply 

circulating of several epidemic A. baumannii clones in German veterinary clinics as well as 

animal veterinary practices and that the genetic diversity within this species seems to be 

limited.  

Another high resolution fingerprinting method called AFLP analysis was performed. Thereby 

species identification and typing of the Acinetobacter field isolates can be carried out 

simultaneously. The AFLP results showed a correlation with those obtained by PFGE. In 
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addition, membership of 19 isolates to human strains, the European clones I, II or III, could be 

detected.  

Within the genus Acinetobacter, A. baumannii is the predominant species in specimens from 

patients of German veterinary clinics. The occurrence of PFGE cluster 2 isolates in different 

animals of a small animal clinic over eight years might indicate endemic occurrence of these 

organisms. Occurrence of the European clones I, II and III in ill, hospitalized animals might 

indicate that, like in human medicine, A. baumannii is an upcoming nosocomial pathogen in 

veterinary medicine. Due to the relationship of animal and human strains, it cannot be ruled 

out that it comes to a mutual transmission of A. baumannii strains between humans and 

animals.  
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XI Anhang 

1 Übersicht über verwendete Geräte, Chemikalien und 
Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 30: Verwendete Geräte 

Gerät/Modell Firma 

ALFexpress Sizer 50-500 Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, 
NL 

Autoklav FVS/2 Fa. FEDEGARI, ORT, Italien 

Bilddokumentationssystem E.A.S.Y. 429K Fa. Herolab Laborgeräte GmbH, Wiesloch 

BioNumerics version 5.10-Software Applied Maths NV, Gent, Belgien 

BIO-RAD CHEF Mapper und Variable Speed 
Pump 

Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH, 
München 

Brutschränke  Fa. Heraeus Instruments, Hanau, Binder 
GmbH, Tuttlingen 

Bunsenbrenner Fa. Schütt, Göttingen 

Leica DMRB Durchlichtmikroskop Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, 
Wetzlar 

Eismaschine Scotsman AF 80 AS Über MAGV GmbH, Rabenau-Londorf 

Eismaschine UBE-50-35 Fa. Ziegra, Isernhagen 

Elektrophoresekammer für Agarosegele (100 ml) 
(Electro 4) 

Fa. HYBAID GmbH, Heidelberg 

Feinwaage AE 163 Fa. Mettler-Waagen, Gießen 

Feinwaage EW600-2M Fa. Kern, Albstadt 

Gefrierschrank -20 °C GSD2614/01 Fa. Bosch, Jungingen 

Gefrierschrank -70 °C HU 9-50 V-T-A Fa. Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Gelgießstand und Kamm für PFGE Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH, 
München 

Hybridisierungsofen Fa. Hybaid/MWG, Ebersberg 

Kühlung Colora Fa. Messtechnik Lorch 

Magnetrührer IKA COMBIMAG RED Fa. Janke & Kunkel GmbH &Co.KG, 
Staufen 

Mehrkanalpipette Biohit elektrisch, 10-300 µl Fa. Biohit Deutschland GmbH, Rosbach  
v. d. Höhe 

Microprocessor pH-Meter pH537 Fa. Wissenschaftlich-Technische 
Werkstätten GmbH, Weilheim 

Mikrowellengerät Fa. Durabrand 

Photometer DU® 640 Fa. Beckman Instruments, München 

Pipetten, Research, 0,5-10 µl, 2-20 µl, 10-100 µl, 
100-1000 µl 

Fa. Eppendorf AG, Hamburg 
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Gerät/Modell Firma 

ReproGel High Resolution Fa. Amersham Pharmacia Biotech, 
Roosendaal, NL 

Schüttelwasserbad GFL 1083 Fa. Gesellschaft für Labortechnik mbH, 
Burgwedel 

Sicherheitswerkbank Microflow S1424/1 Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 

Sorvall Zentrifuge RC 5B Plus Fa. Sorval-Dupont, Bad Homburg 

Spannungsgerät 250/2.5 Power Supply Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH, 
München 

Sterilbank Laminar HB 2472 Fa. Heraeus Instruments, Hanau 

Stromgeber 3000 Xi Electrophoresis Power 
Supply 

Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH, 
München 

Thermocycler 1, GeneAmp PCR Systems 9600 Fa. PERKIN ELMER, Norwalk, U.S.A. 

Tischzentrifuge Mikro 20 Fa. Hettich, über MAGV, Rabenau-Londorf 

UV-Bildanalyse-Tisch, UV-T Fa. Herolab 

Vortex Type RFAX 1R Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 
Schwabach, über MAGV GmbH, Rabenau-
Londorf 

Wasserbad Fa. Gesellschaft für Labortechnik mbH, 
Burgwedel 

 

Tabelle 31: Verwendete Chemikalien 

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr. 

Aceton Fa. Merck KGaA, Darmstadt 822251 

Agarose Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 

11404 

Amikacin Fresenius Kabi Deutschland GmbH,  
Bad Homburg v. d. Höhe 

M0896317/01 

Antibiotika-Testplättchen:   

     Amikacin 
Fa. Becton Dickinson GmbH, 
Braunschweig 

231596 

     Amoxicillin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 110135 

     Amoxicillin/Clavulansäure Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 110116 

     Cefovecin Fa. Pfizer Pharma GmbH, Berlin CT18488 

     Cephalexin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 113132 

     Chloramphenicol Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 113016 

     Clindamycin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 113033 

     Colistin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 113113 
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr. 

     Doxycyclin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 111412 

     Enrofloxacin Fa. Bayer AG, Leverkusen 3800669 

     Fusidinsäure Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 110617 

     Gentamicin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 110712 

     Lincomycin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 111212 

     Marbofloxacin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 111355 

     Oxacillin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 111532 

     Penicillin G Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 111614 

     Polymyxin B Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 111632 

     Rifampicin Fa. Oxoid, Wesel CT0078B 

     Sulfamethoxazol/Trimethoprim Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 113122 

     Tetracyclin Fa. Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 112010 

Blue Dextran 2000 
Amersham Pharmacia Biotech, 
Roosendaal, NL 

17-0360-01 

Blutagar (Basis) Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.10886 

Bovines Serumalbumin Fa. Sigma-Aldrich Chemie B.V., 
Zwijndrecht, NL 

A2153-10G 

Citratagar nach Simmons Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.02501.0500 

Colistinsulfat Fa. Carl Roth GmbH & Co KG, 
Karlsruhe 

CN31.1 

Cytochromoxidasereagenz  
(N, N, N`, N`-Tetramethyl-1,4-
phenylendiammoniumdichlorid) 

Fa. Merck KgaA, Darmstadt 40600645 

EDTA-Disodium Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 

 

Ethanol Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.00983 

Ethanol 99 % Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.00983.1011 

Ethidiumbromid Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 

21251 

Ethidiumbromid 1%-ige Lösung Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 

21251 

Formamid Amersham Pharmacia Biotech, 
Roosendaal, NL 

17-1320-01 

Gassneragar (Basis) Fa. Oxoid, Wesel GFG01B 
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr. 

GeneRuler™ 100 bp DNA ladder Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot SM0241 

Glucose-Monohydrat Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.04074.1000 

Goldstar® Taq DNA Polymerase Fa. Eurogentec, Maastricht, NL ME-0064-1ML 

GuSCN (Guanidinisothiocyanat) Fa. Fluka Biochemica, Zwijndrecht, NL 50990 

Harnstoff Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.08487.1000 

Harnstoffagar nach Christensen (Basis) Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.08492.0500 

HCl Fa. Merck KgaA, Darmstadt 109060 

InCert Agarose Fa. Cambrex Bio Science Rockland, Inc. 50123 

Iso-Sensitest-Agar (Basis) Fa. Oxoid, Wesel CM0473 

Isopropanol Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.09634.2511 

Kieselgur (Celite) Fa. Acros Organics, Geel, Belgien 173460250 

Lambda Ladder PFG Marker Fa. New England BioLabs GmbH, 
Frankfurt am Main 

N0340S 

Lambda DNA/EcoRΙ+HindΙΙΙ Marker Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot SM0191 

MgCl2 (50mM) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach MB-1101000 

Mueller-Hinton-Agar/Bouillon (Basis) Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.10293.0500 

NaCl Fa Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

3957.2 

NaCl Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.06404 

NaOH Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1064981000 

Natrium EDTA Fa. Merck KgaA, Darmstadt 159294 

NEBuffer Pack Fa. New England BioLabs GmbH, 
Frankfurt am Main 

B7004S 

Nucleotide, dNTP  Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach PAN 739026 

Nucleotide, dNTP Set Fa. Gibco BRL Life Technologies,  
Breda, NL 

10297-117 

Nutrient Gelatin Fa. Oxoid, Wesel CM0635 

Platinum® Taq DNA Polymerase Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe 10966-034 

Proteinase K Fa. New England BioLabs GmbH, 
Frankfurt am Main 

P8102S 

Restriktionsenzyme:   

     AluI Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot ER0011 
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr. 

     ApaI Fa. New England BioLabs GmbH, 
Frankfurt am Main 

R0114S 

     CfoI Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot ER0801 

     EcoRI Fa. Promega Corporation, USA R6011 

     MboI Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot ER0811 

     MseI Fa. New England BioLabs GmbH, 
Leusden, NL 

R0525S 

     MspI Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot ER0541 

     RsaI Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot ER1121 

Rinderserum Fa. PAA Laboratories GmbH, Cölbe B15-O11 

RNAse Fa. Sigma-Aldrich Chemie B.V., 
Zwijndrecht, NL 

R5503 

Schafblut Institutseigene Gewinnung  

Seakem Gold Agarose Fa. Cambrex Bio Science Rockland, 
Inc., über Biozym Scientific GmbH, 
Hess. Oldendorf 

850152 

StandardI-Nährbouillon Fa. Merck KgaA, Darmstadt 1.07882.0500 

T4 DNA Ligase Fa. Amersham Pharmacia Biotech, 
Roosendaal, NL 

9015-85-4 

Tris Fa. Calbiochem, Darmstadt 648309 

Tris (Tris-Hydroxymethyl-
Aminomethan) 

Fa Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

4855.2 

Triton X-100 Fa. BDH, Amsterdam, NL 437002A 

Wasserstoffperoxid 30 % Fa. Merck KgaA, Darmstadt 8.22287.1000 

Zienam® 500 Fa. MSD Sharp & Dohme GmbH, 
Haar/Salmdorf 

2786418 

 

Tabelle 32: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Artikel Bezugsquelle Artikel-Nr. 

Ausstreichspatel PS Fa. Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe 12.541.5101 

Deckgläschen 60 x 22 mm Fa. MAGV GmbH, Rabenau-Londorf SON0049404 

Einmal-Küvette (1,5 ml, halbmikro) Fa. Brand GmbH & Co. KG, Wertheim 759015 

Einmal-Ösen, steril Fa. Greiner Bio-One GmbH, 731170 
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Artikel Bezugsquelle Artikel-Nr. 

Frickenhausen 

Erlenmeyerkolben, 250 ml Fa. Schott AG, Mainz, über MAGV 
GmbH, Rabenau-Londorf 

112121636 

Meditip Holzwatteträger, steril Fa. Applimed SA, Châtel-St-Denis, CH, 
über MAGV GmbH, Rabenau-Londorf 

G8112400 

Mehrzweckgefäße, Schnappdeckel Fa. Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 

203170 

Micronaut-S-Kleintiertitrationsplatten Fa. Genzyme Virotech GmbH M/E1-954-100 

Multipipettenspitzen 5-200µl  Fa Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe  

8156.1 

Objektträger, geschnitten Fa. IDL, Nidderau, über MAGV GmbH, 
Rabenau-Londorf 

3872872 

Parafilm Fa. MAGV, Rabenau 31011 

PCR-Gefäße Fa. Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe 04.022.1100 

Petrischalen, steril Fa. Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe 090310000 

Pipettenspitzen blau (100-1000 µl) Fa. Ratiolab GmbH, Dreieich 2100611 

Pipettenspitzen gelb (10-100 µl) Fa. Ratiolab GmbH, Dreieich 2100601 

Pipettenspitzen kristall (0,5-10 µl) Fa. Nerbe Plus, über MAGV GmbH, 
Rabenau-Londorf 

07.812.0000 

Plug-Mold (Gießförmchen) Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH, 
München 

170-3706 

PS-Röhrchen, 6 ml Fa. Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 

175161 

PS-Röhrchen, Schnappdeckel 6, 15 ml  Fa. Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 

203170 

PS-Rührspatel Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 

4893.2 

Reaktionsgefäß 1,5/2,0 ml Fa. Eppendorf AG, Hamburg, über 
MAGV GmbH, Rabenau-Londorf 

0030120.086 

Sterile Kryoröhrchen Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 368632 

TC Microwell 96-U Platten Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 163320 
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2 Verwendete Puffer, Lösungen und Medien 

2.1 Puffer und Lösungen für die Resistenzbestimmung 

Ca2+-Stammlösung  

CaCl2 • 2 H2O 3,68 g 

A. dest. ad 100 ml 

Kationen-adjustierte Mueller-Hinton-Bouillon  

Mg2+-Stammlösung 100 µl 

Ca2+-Stammlösung 100 µl 

Mueller-Hinton-Bouillon ad 1000 ml 

  

Mg2+-Stammlösung  

MgCl2 • 6 H2O 8,36 g 

A. dest. ad 100 ml 

  

Mueller-Hinton-Bouillon  

Mueller-Hinton-Bouillon 21 g 

A. dest. ad 1000 ml 

  

NaCl-Lösung (0,89 %)  

NaCl 8,9 g 

A. dest. ad 1000 ml 

 

2.2 Puffer und Lösungen für ARDRA  

Elektrophoresepuffer-Gebrauchslösung (1 x TAE)  

Elektrophoresepuffer-Stammlösung (50 x TAE) 200 ml 

A. dest. ad 10 l 

  

Elektrophoresepuffer-Stammlösung (50 x TAE)  

1 M Tris-HCl 242 g 

Eisessig 57,1 g 

0,5 M Na2-EDTA x 2H2O pH 8.0 100 ml 

A. dest. ad 1000 ml 

  

Ethidiumbromid-Färbelösung  

Ethidiumbromid 100 µl 

A. dest. ad 1 ml 
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Ladepuffer (10 x )  

Bromphenolblau (Na-Salz) 0,25 g 

Xylene Cyanole FF 0,25 g 

Glycerin 30,0 g 

autoklaviertes A. dest. 100 ml 

aliquotiert (1 ml), Lagerung bei -20 °C  

  

2.3 Puffer und Lösungen für PFGE 

Ethidiumbromid-Färbelösung  

Ethidiumbromid 100 µl 

A. dest. ad 1 ml 

  

Lysepuffer   

1 M Tris-HCl 5 ml 

0,5 M Na2-EDTA x 2H2O pH 8.0 10 ml 

1 % N-Laurylsarcosine 1 g 

A. dest. ad 100 ml 

  

0,5 M Na2-EDTA-Lösung (pH 8,0)  

Na2-EDTA  186,15 g 

A. dest. ad 1000 ml 

NaOH ad 8,0 

  

TBE-Puffer (10 x)  

1 M Tris-HCl 108 g 

0,5 M Na2-EDTA x 2H2O pH 8.0 40 ml 

Borsäure 55 g 

A. dest. ad 1000 ml 

  

TBE-Puffer (0,5 x)  

TBE-Puffer (10 x) 100 ml 

A. dest. ad 2000 ml 

  

TE-Puffer (pH 8,0)  

1 M Tris-HCl 5 ml 

0,5 M Na2-EDTA-Lösung 1 ml 

A. dest. ad 500 ml 
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1 M Tris-HCl-Lösung (pH 8,0)  

Tris 121,14 g 

A. dest. ad 1000 ml 

HCl ad 8,0 

  

Zellsuspensionspuffer (pH 8,0)  

1 M Tris-HCl 5 ml 

0,5 M Na2-EDTA-Lösung 10 ml 

A. dest. ad 50 ml 

 

2.4 Puffer und Lösungen für AFLP-Analyse 

70 %ige Ethanol-Lösung  

100 %ige Ethanol-Lösung 70 ml 

A. dest. 30 ml 

  

Kieselgur-Suspension  

Kieselgur 10 g 

A. dest. 50 ml 

35 %ige HCl-Lösung 500 µl 

  

Lysepuffer  

Guanidinisothiocyanant 120 g 

0,1 M Tris-HCl 100 ml 

0,2 M Na2-EDTA 22 ml 

Triton X-100 2,6 g 

  

0,2 M Na2-EDTA-Lösung (pH 8,0)  

Na2-EDTA  74,44 g 

A. dest. ad 1000 ml 

NaOH ad 8,0 

  

TBE-Puffer (10 x)  

1 M Tris-HCl 108 g 

0,5 M Na2-EDTA x 2H2O pH 8.0 40 ml 

Borsäure 55 g 

A. dest. ad 1000 ml 

  

  



XI Anhang 

 127 

TBE-Puffer (0,5 x)  

TBE-Puffer (10 x) 100 ml 

A. dest. ad 2000 ml 

  

0,1 M TE-Puffer (pH 8,0)  

1 M TE-Puffer 100 ml 

A. dest. ad 1000 ml 

  

1 M TE-Puffer (pH 8,0)  

1 M Tris-HCl 1 ml 

0,5 M Na2-EDTA-Lösung 200 µl 

A. dest. ad 100 ml 

  

1 M Tris-HCl-Lösung (pH 8,0)  

Tris 121,1 g 

A. dest. ad 1000 ml 

HCl ad 8,0 

  

1 M Tris-HCl-Lösung (pH 6,4)  

Tris 121,2 g 

A. dest. ad 1000 ml 

HCl ad 6,4 

  

0,1 M Tris-HCl-Lösung (pH 6,4)  

1 M Tris-HCl-Lösung 100 ml 

A. dest. ad 900 ml 

  

Waschpuffer  

Guanidinisothiocyanant 120 g 

0,1 M Tris-HCl 100 ml 

 

2.5 Kulturmedien für die Bakterienanzucht 

Gassneragar  

Gassneragar 77 g 

A. dest. ad 1000 ml 
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Iso-Sensitest-Agar  

Iso-Sensitest-Agar 23,4 g 

A. dest. ad 1000 ml 

  

Schafblutagar   

Blut-Agar (Basis) 50 g 

defibriniertes Schafblut 50 ml 

A. dest. ad 1000 ml 

  

Serumbouillon  

StandardI-Nährbouillon 25 g 

Rinderserum 100 ml 

A. dest. ad 1000 ml 

 

2.6 Medien zur phänotypischen Differenzierung 

Citratagar nach Simmons  

Citratagar nach Simmons 22,5 g 

A. dest. ad 1000 ml 

  

Nutrient Gelatin-Agar  

Nutrient Gelatin 128 g 

A. dest. ad 1000 ml 

 

2.7 Medien zur Resistenzbestimmung 

DST-Agar  

Mueller-Hinton-Agar 40 g 

defibriniertes Schafblut 50 ml 

A. dest. ad 1000 ml 

  

NBI-Bouillon  

StandardI-Nährbouillon 25 g 

A. dest. ad 1000 ml 
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Amikacin 

Amoxicillin 

Amox./Clav. 

Cefovecin 

Cephalexin 

Chloram. 

Clindamycin 

Colistin 

Doxycyclin 

Enrofloxacin 

Fusidinsäure 

Gentamicin 

Lincomycin 

Marbofloxacin 

Oxacillin 

Penicillin G 

Polymycin B 

Rifampicin 

Tetracyclin 

Trim./Sulfa. 

Isolat-Nr. 

Amikacin 

Amox./Clav. 

Ampicillin 

Cefovecin 

Cephalotin 

Chloram. 

Clindamycin 

Colistin 

Difloxacin 

Enrofloxacin 

Erythromycin 

Gentamicin 

Imipenem 

Kanamycin 

Marbofloxacin 

Orbifloxacin 

Oxacillin 

Penicillin G 

Tetracyclin 

Trim./Sulfa. 
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I R I R R R R R R R R S R R R R S R R S 29 S I I R R R R R R R R S S S R R R R R S 
S I S R R R R R S S R S R S R R S R S S 30 S S S I R R R R S S R S S S S S R R S S 
S R I R R R R R R R R R R R R R S R R R 31 S I R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
R R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 32 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
S R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 33 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
S R I R R R R R R R R R R R R R S R R R 34 S I R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
I R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 35 S R R R R R R R R R R R S S R R R R R R 
S R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 36 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
I R R R R R R R S R R S R R R R S R R S 37 S R R R R R R R R R R S S R R R R R I S 
I R R R R R R I S R R S R R R R S R R S 38 S R R R R R R R R R R S S R R R R R I R 
R R R R R R R R I R R S R R R R S R R S 39 S R R R R R R S R R R S S R R R R R R S 
I R R R R R R R R R R S R R R R S R R S 40 S R R R R R R R R R R S S R R R R R R S 
S R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 41 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
I R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 42 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
S R S R R R R R S S R S R S R R S R I S 43 S I I R R R R R S S R S S S S S R R S S 
S R I R R R R R R R R R R R R R S R R R 44 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
I R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 45 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
R R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 46 R R R R R R R R R R R R S R R R R R I R 
I R R R R R R R R R R I R R R R S R R S 47 S R R R R R R R R R R S S R R R R R R S 
I R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 48 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
S R I R R R R R S S R S R S R R S R R S 49 S S S R R R R R S S R S S S S S R R S S 
R R R R R R R R R R R R R R R R I R R R 50 S R R R R R R R R R R R S R R R R R I R 
S I S R R R R R S I R S R S R R S R I S 51 S S S I R R R S S S R S S S S S R R S S 
S I S I R R R R S S R S R S R R S R S S 52 S S I I R R R R S S R S S S S S R R S S 
S R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 53 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
S R R R R R R R R R R R R R R R S R R R 54 S R R R R R R R R R R R S R R R R R R R 
S R S R R R R R S S R S R S R R S R I S 55 S S S R R R R S S S R S S S S S R R S S 
S R S R R R R R S I R S R S R R S R I S 56 S I I R R R R R S S R S S S S S R R S S 
Erläuterung: A/C = Amoxicillin/Clavulansäure; Chloram. = Chloramphenicol; I = Intermediär; R = Resistent; S = Sensibel; T/S = Trimethoprim/Sulfamethoxazol 
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