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1. Einleitung 

Acinetobacter (A.) spezies sind Gram–negative (GN), kokkoide Stäbchenbakterien [30]. Viele 

Arten der Gattung Acinetobacter wurden bereits als Teil der Mikrobiota, u.a. der Haut oder 

Schleimhäute von Mensch und Tier [410], aber auch aus der Umwelt oder von Nahrungsmitteln 

beschrieben [97]. A. baumannii (Ab) gilt als wichtigster klinischer Vertreter, welcher als 

opportunistischer Krankheitserreger häufig bei nosokomialen Infektionsgeschehen, aber auch 

sogenannten community-acquired Infektionen isoliert wird [7, 66, 301]. Neben Ab werden 

zunehmend auch non-baumannii Acinetobacter-Spezies wie z.B. A pittii (Ap), A. calcoaceticus 

oder A. lwoffii (Al) als Ursache für Infektionen beim Menschen identifiziert [7, 92, 301]. Ab ist 

weltweit verbreitet, kommt aber im Gegensatz zu anderen Vertretern seiner Gattung nicht 

ubiquitär vor [92, 393], sondern wird vorwiegend in Krankenhäusern, insbesondere im Rahmen 

von Ausbruchsgeschehen, isoliert [301]. Krankenhausassoziierte bzw. nosokomiale 

Infektionen treten vor allem bei intensivmedizinisch betreuten Patienten auf, wohingegen der 

Erreger bei gesunden Menschen in der Regel keine Erkrankungen hervorruft [209]. Das 

klinische Bild ist größtenteils von beatmungsassoziierten Pneumonien, Blutstrom-Infektionen, 

Meningitiden, Wundinfektionen und Infektionen des Urogenitaltrakts geprägt [92]. Als 

prädisponierende Faktoren für eine Ab-Infektion gelten schwere Grunderkrankungen, schwere 

Traumata wie Verbrennungen, langwierige Krankenhausaufenthalte oder antimikrobielle 

Therapien nach operativen Eingriffen [30, 133]. In der Veterinärmedizin wurde erstmals im 

Jahr 2000 über Ab-Infektionen im Zusammenhang mit dem Aufenthalt von Kleintieren 

(Hunde/Katzen) und Pferden in Kliniken berichtet [36, 127, 402].  

Meist weisen Ab-Isolate, die im Rahmen von Ausbruchsgeschehen bei Menschen, seltener bei 

Tieren isoliert wurden, Resistenzen gegenüber einer Vielzahl von Antibiotika auf, darunter 

auch die von der WHO als critically important antimicrobials eingestufte Gruppe der 

Carbapeneme [92, 221, 291]. Die Eigenschaft der Multiresistenz in Verbindung mit der 

Etablierung erfolgreicher klonaler Linien wird als Grund für die weltweite Verbreitung von Ab 

als Erreger nosokomialer Infektionen angesehen [381]. Ebenfalls bedingt durch die 

Multiresistenz sind die Therapieoptionen bei Ab-Infektionen oft stark eingeschränkt. Patienten 

mit schwerwiegenden Infektionen können häufig nicht mehr adäquat therapiert werden [424]. 

Aufgrund dessen stufte die WHO auf ihrer „WHO Priority Pathogens List“ aus dem Jahr 2018 

Carbapenem-resistenten (CR) Ab oberste Priorität für die Erforschung und Entwicklung neuer 

Antibiotika ein [381]. 
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Trotz der zunehmenden Bedeutung von Ab ist hinsichtlich des natürlichen Reservoirs und des 

zooanthroponotischen sowie des anthropozoonotischen Potentials des Erregers erst wenig 

bekannt [301].  

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis und die Charakterisierung von multiresistenten, 

insbesondere von CR Ab-Isolaten aus dem klinischen Untersuchungsgut von Kleintieren. Da 

Tiere, ähnlich wie Menschen, auch symptomlos mit dem Erreger besiedelt sein können [162, 

162, 307, 369], ist es denkbar, dass Haustiere, insbesondere Hund und Katze, eine Quelle für 

Ab und andere klinisch relevante Acinetobacter spp. darstellen. Um die Relevanz von Ab von 

Hunden und Katzen einschätzen zu können, wurden die Isolate hinsichtlich ihrer 

Resistenzgene, ihrer Virulenz und bakteriellen Fitness sowie ihrer Fähigkeit zur Biofilmbildung 

analysiert und mit ausgewählten humanen Isolaten verglichen.  

Die erhobenen Daten sollen zur Einschätzung von epidemiologischen Zusammenhängen, 

gemeinsamen Eigenschaften humaner und tierischer Ab und zur Bewertung wirtsübergreifender 

Pathogenität sowie potenzieller wechselseitiger Transmission zwischen Mensch und Tier 

beitragen.  
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2. Literaturübersicht 

2.1. Taxonomie 

In den vergangenen Jahrzehnten unterlag die taxonomische Einordnung der Gattung 

Acinetobacter (A.) stetigen Veränderungen. Insbesondere in den vergangenen 30 Jahren 

entwickelte sich die Taxonomie angesichts der zunehmenden Bedeutung von Acinetobacter 

spp. mithilfe der Weiterentwicklung diagnostischer Methoden, insbesondere von DNS-

Sequenz-basierten Technologien weiter [422]. Acinetobacter sind aerobe, Oxidase-negative, 

Katalase-positive, kokkoide Stäbchenbakterien, die der Familie der Moraxellaceae und der 

Ordnung Pseudomonadales innerhalb der Klasse der γ-Proteobakterien zugeordnet werden 

[30]. Im Jahr 1911 wurde durch Beijernick, einem niederländischen Mikrobiologen, das erste 

Acinetobacter spp.-Isolat als Micrococcus calcoaceticus aus einer Bodenprobe isoliert [27]. 

Der Name Acinetobacter, welcher erstmals fast 40 Jahre später von Brisou und Prévôt 

beschrieben wurde [48], wurde 1984 im „Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology“ 

etabliert. Zu diesem Zeitpunkt war die Gattung mit nur einer Spezies, A. calcoaceticus, die in 

die zwei Subspezies A. calcoaceticus var. anitratus und A. calcoaceticus var. lwoffii unterteilt 

wurde, vertreten [30]. 1986 gelang es Bouvet und Grimont (1986) erstmals mittels DNS-DNS-

Hybridisierung zwölf verschiedene Hybridisierungsgruppen zu unterscheiden, darunter auch 

die als A. baumannii (Ab) bezeichnete Gruppe [43]. Durch die stetige Weiterentwicklung 

taxonomischer Verfahren, wie die Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ADRA), die 

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)-Analyse, rpoB- oder 16S-rDNS-

Sequenzierung sowie letztlich die Ganzgenomsequenzierung konnte die Gattung immer 

differenzierter beschrieben werden [440]. Unter den derzeit (Stand 01/2023) 76 valide 

beschriebenen Acinetobacter spp. (http://www.bacterio.net/acinetobacter.html) ist Ab, neben 

Ap und A. nosocomialis, der wichtigste klinische Vertreter [361]. 1991 fasste Gerner-Smidt die 

umweltassoziierte Spezies A. calcoaceticus sowie die human-pathogenen Spezies Ab, 

Acinetobacter Genom-Spezies 3 (Ap [282]) und Acinetobacter Genom-Spezies 13TU 

(A. nosocomialis [282]) aufgrund hoher DNS-Sequenzhomologien sowie großer 

phänotypischer Ähnlichkeiten zum A. calcoaceticus–Ab-Komplex (Acb-Komplex) zusammen 

[141]. Innerhalb der letzten Jahre wurde der Acb-Komplex um zwei weitere Spezies, A. seifertii 

[283] und A. dijkshoorniae (heute A. lactucae) [75] erweitert, welche bereits 1993 in Dänemark 

von Gerner-Smidt und Tjernberg (1993) als Genomspezies „between 1 and 3“ 

(A. dijkshoorniae) und Genomspezies „close to 13TU“ (A. seifertii) beschrieben wurden [142]. 
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2.2. Differenzierung von Acinetobacter spp.  

2.2.1. Phänotypische Eigenschaften von Acinetobacter spp. 

Die meisten Acinetobacter spp. zeigen zwischen 20 °C und 37 °C ein Wachstum. Klinisch 

relevante Spezies zeigen meist ein Wachstumsoptimum zwischen 37 °C und 42 °C [97]. Ab, Ap 

und A. nosocomialis sind die einzigen Vertreter, die auch bei 44 °C wachsen können [30]. Auf 

Blutagar zeigen Isolate des Acb-Komplexes nach 18-24 h Inkubation bei 37 °C 1-2 mm große, 

nicht-pigmentierte, grauweiße oder leicht gelbliche, opake, glatte, erhabene, zum Teil 

schleimige Kolonien [30]. Die meisten anderen Acinetobacter spp. bilden kleinere 

(Durchmesser <1 mm), durchscheinende Kolonien aus [43, 389]. Einige Spezies, wie 

A. haemolyticus oder A. beijerinckii zeigen auf Schafblutagar eine vollständige Hämolyse [43, 

282].  

In der mikroskopischen Untersuchung zeigen sich Acinetobacter als gramnegative, teils 

gramlabile, kokkoide Stäbchen mit einer Länge von 1,5-2,5 μm und einer Breite von 1,0-1,5 μm 

in der exponentiellen Wachstumsphase [30]. Häufig liegen sie gruppiert oder in Ketten 

unterschiedlicher Länge vor [97].  

Acinetobacter sind strikt aerobe Bakterien, die zu den Nonfermentern zählen, d.h. sie können 

Glucose nur oxidativ abbauen. Sie bilden das Enzym Katalase, welches Wasserstoffperoxid 

spaltet, während das Enzym Cytochromoxidase fehlt [30, 440].  

Die Vertreter des Acb-Komplexes lassen sich aufgrund großer phänotypischer Ähnlichkeit nur 

anhand spezieller Methoden, wie z.B. der Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS, Kapitel 

2.2.3), unterscheiden. Daher werden im Rahmen dieser Arbeit nur ausgewählte Methoden, die 

sich in den vergangenen Jahren hinsichtlich der Differenzierung von Acinetobacter spp. 

bewährt haben, beschrieben.  

2.2.2. Genotypische Differenzierung von Acinetobacter spp.  

Im Folgenden werden die wichtigsten Methoden zur genotypischen Differenzierung von 

Acinetobacter spp. erläutert. Auf die Beschreibung früher angewendeter Methoden, wie 

ARDRA, AFLP- und RAPD-Analyse, wird an dieser Stelle verzichtet, da sie mittlerweile kaum 

noch Anwendung in der Speziesdifferenzierung von Acinetobacter spp. finden. 

2.2.2.1. S1-Nuklease-Hybridisierung 

1986 gelang Bouvet und Grimont erstmals die Differenzierung von zwölf Acinetobacter spp., 

darunter Ab, A. calcoaceticus und Aj, mit Hilfe des S1-Nuklease Verdau und anschließender 
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DNS-DNS-Hybridisierung [43]. Die S1-Nuclease ist eine aus dem Schimmelpilz Aspergillus 

oryzae isolierte Endonuklease, welche einzelsträngige DNS und RNS zu Oligo- oder 

Mononukleotiden enzymatisch abbaut [77]. Unter anderem können so einzel- von 

doppelsträngiger DNS unterschieden sowie DNS-Homologien bestimmt werden [77, 440]. 

Dies legte die Grundlage für die derzeitige Taxonomie der Gattung Acinetobacter. Heute dient 

diese Methode nicht mehr der Speziesidentifizierung sondern wird vielmehr zur Anlayse von 

Plasmiden bei Acinetobacter und anderen Bakteriengattungen genutzt [23].  

2.2.2.2. Sequenzierung des 16S-rRNS-Gens 

Das 16S-rRNS-Gen von Bakterien beinhaltet neun hypervariable Regionen, die sich zur 

Speziesdifferenzierung eignen, da sie sich zwischen einzelnen Bakterienspezies unterscheiden 

[67]. Mit 21 weiteren Proteinen bildet die 16S-rRNS die 30S-Untereinheit, welche mit der 50S-

Untereinheit das bakterielle Ribosom darstellt [67, 396]. Die genetische Stabilität sowie die 

Präsenz in nahezu allen Bakterien begründen die Verwendung der 16S-rRNS Sequenzierung 

als meist genutzte Methode zur Speziesdifferenzierung [194]. Das 16S-rRNS-Gen wird mittels 

PCR partiell amplifiziert, sequenziert und anschließend mit der Sequenz publizierter 

Referenzstämme verglichen. Jedoch ist das 16S-rRNS-Gen zwischen verschiedenen 

Acinetobacter-Spezies nicht polymorph genug (zu sehr konserviert), sodass es keine 

verlässliche Unterscheidung sämtlicher Acinetobacter spp. zulässt [10, 194, 211]. 

2.2.2.3. Sequenzierung des RNS Polymerase Untereinheit B-Gens (rpoB)  

Das rpoB-Gen kodiert die β-Untereinheit der bakteriellen RNS-Polymerase und eignet sich 

aufgrund seiner genetischen Stabilität (sogenanntes housekeeping gene) als molekularer 

Marker [4]. Wie bereits bei der 16S-rRNS-Gen-Sequenzierung werden auch hier partielle 

Regionen des rpoB-Gens amplifiziert, sequenziert und anschließend mit Referenzstämmen 

verglichen, um so die Spezies zu identifizieren [225]. Im Unterschied zur Analyse des 16S-

rRNS-Gens erwies sich die rpoB-Gen Sequenzierung als verlässlicher zum Nachweis von 

Acinetobacter spp. [155]. Neben der Speziesidentifizierung kann auch eine Differenzierung des 

Acb-Komplexes erfolgen, sodass diese Methode auch heute noch Anwendung findet [228]. 

2.2.2.4. GyrB Multiplex-PCR 

Das gyrB-Gen kodiert die Untereinheit B der DNS Gyrase, einem prokayotischen Enzym, dass 

an der Raumorientierung doppelsträngiger DNS beteiligt ist [138]. Aufgrund der hohen 

Spezifität bzw. des Unterschiedes der gyrB-Gensequenz zwischen Acinetobacter-Spezies des 
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Acb-Komplexes eignet sich diese Methode zur sicheren Differenzierung von vier (Ab, Ap, 

A. nosocomialis und A. calcoaceticus) der sechs Vertreter [178, 182]. In einer Multiplex-PCR 

werden die Sequenzunterschiede des gyrB-Gens der vier Spezies des Acb-Komplexes 

amplifiziert und anschließend in einer Gelelektrophorese dargestellt, sodass eine 

Speziesdifferenzierung ohne eine Sequenzanalyse möglich ist [178]. Weitere Acinetobacter-

Spezies, wie z.B. A. dijkshoorniae oder A. seifertii können nicht differenziert werden. Hierfür 

müssen andere Methoden, wie z.B. die Massenspektrometrie genutzt werden [75, 247]. 

2.2.2.5. Sequenzierung des blaOXA-51-like-Gens 

Die β-Laktamase OXA-51 wurde erstmals von Brown et al. (2005) bei mehreren, genetisch 

nicht verwandten Ab charakterisiert [50]. In der folgenden Zeit wurden immer mehr eng 

verwandte Varianten dieser Oxacillinase bei verschiedenen Ab beschrieben [49, 50, 170]. Eine 

phänotypische Carbapenem-Resistenz (CR) tritt auf, wenn aufwärts (upstream) des blaOXA-51-

like-Gens das IS-Element ISAba1 vorliegt, welches zu einer gesteigerten Expression der 

Oxacillinase führt [395]. Zur genotypischen Differenzierung wird das blaOXA-51-like-Gen in einer 

PCR amplifiziert, sequenziert und mit Referenzsequenzen verglichen. In der Beta-Lactamase 

Database (http://www.bldb.eu) sind 373 (Stand 01/2023) OXA-51-Varianten beschrieben 

[277]. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Varianten der OXA-51-Laktamase mit 

klonalen Linien (Kapitel 2.3.1) von Ab korrelieren. So kann z.B. blaOXA-69 dem internationalen 

Klon (international clone) IC1 oder blaOXA-66 dem IC2 zugeordnet werden [161]. Folglich 

eignet sich die Sequenz des blaOXA-51-like-Gens als Marker sowohl in diagnostischen als auch in 

epidemiologischen Untersuchungen [161, 433]. 

2.2.3. Massenspektrometrie  

Bei der in den 1980er Jahren entwickelten Matrix-Assisted Laser Desorption-Ionization Time-

of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)-Analyse wird das Massenspektrum, d.h. das 

Profil ribosomaler Proteine von Bakterien und Pilzen bestimmt [68]. Die Bakterien werden 

direkt oder infolge eines Extraktionsverfahrens mit einer Matrix auf einem Träger fixiert und 

anschließend durch einen Laser desorbiert, ionisiert und im elektrischen Feld beschleunigt [68]. 

Hier trennen sich die Moleküle entsprechend ihrer Ladung und Masse auf, wodurch individuelle 

Spektren erzeugt werden. Diese speziesspezifischen Spektren werden mit Referenzprofilen 

einer kontinuierlich aktualisierten Datenbank zur Identifikation relevanter Mikroorganismen 

abgeglichen [206, 372]. Neben anderen genotypischen Methoden der Acinetobacter spp.-

Identifikation hat sich die MALDI-TOF MS-Analyse in den letzten Jahren in der 
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mikrobiologischen Routinediagnostik zunehmend etabliert und bewährt [284]. MALDI-TOF 

MS erwies sich als eine robuste, schnelle und verlässliche Methode zur Identifikation 

verschiedener Bakterien, wie auch von Vertretern des Acb-Komplexes [113, 425]. Auch können 

A. seifertii und A. lactucae (früher A. dijkshoorniae) aufgrund der Ergänzung neuer Spektren 

zuverlässig identifiziert werden [247]. Jedoch ist die Anwendung auf die ständige 

Weiterentwicklung der Datenbank angewiesen. Je nach verfügbaren Referenzspektren kann es 

daher notwendig sein, die Differenzierung einzelner Acinetobacter spp., insbesondere auch 

innerhalb des Acb-Komplexes, mit einer weiteren genotypischen Methode, wie z.B. der gyrB-

PCR (Kapitel 2.2.2.4) oder der Ganzgenomsequenz-Analyse zu verifizieren [247]. 

2.3. Molekulare Epidemiologie von Acinetobacter baumannii 

2.3.1. Phylogenetische Gruppen von Acinetobacter baumannii 

Acinetobacter baumannii (Ab) kommt im Gegensatz zu anderen Vertretern der Spezies, wie 

z.B. A. calcoaceticus, nicht ubiquitär vor [92], führt jedoch weltweit zu nosokomialen 

Infektionen. Um die globale Epidemiologie von Ab besser verstehen zu können, wurden Ab-

Isolate mittels unterschiedlicher Methoden in phylogenetische Gruppen eingeteilt. 

Untersuchungen zeigten, dass viele der weltweit vorkommenden Stämme auf wenige klonale 

Linien mit großer phäno- und genotypischer Ähnlichkeit zurückzuführen sind [356]. Diese 

klonalen Linien, welche auf gemeinsamen phylogenetischen Vorläufern beruhen und nicht als 

eigentliche Klone zu verstehen sind, zeichnen sich oftmals durch eine Multiresistenz, u.a. 

gegenüber Carbapenemen sowie durch eine hohe Tenazität, u.a. gegenüber Austrocknung und 

eine hohe genetische Stabilität aus. Bereits 1996 beschrieben Dijkshoorn et al. (1996) das 

Auftreten von phäno- und genotypisch ähnlichen Ab bei verschiedenen Ausbruchsgeschehen in 

Europa, was einen gemeinsamen klonalen Ursprung der Isolate vermuten ließ. So gelang 

erstmals anhand einer AFLP-Analyse die Beschreibung der sogenannten europäischen Klone 

(EU) I und II [90]. Der EUIII wurde acht Jahre später von van Dessel et al. (2004) beschrieben 

[400]. Higgins et al. (2010) konnten zeigen, dass die Verbreitung der EUs nicht auf Europa 

beschränkt ist: sie ersetzten daher die Bezeichnung der EUs durch den Begriff der weltweiten 

(worldwide - WW) Klone [174]. Die Autoren konnten anhand der rep-PCR (Kapitel 2.3.2.2) 

fünf neue klonale Linien (WWIV-WWVIII) benennen [174]. Im gleichen Jahr prägten 

Diancourt et al. (2010) den Begriff der Internationalen Klone (international clones – IC1-IC3), 

welcher sich zunehmend durchsetzte [88]. Bis heute sind weltweit sechs weitere Internationale 

Klone IC5-IC9 von Ab beschrieben [174, 276]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die ICs auf 
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Grundlage der MLST (Kapitel 2.3.2.4) bestimmten Sequenztypen zugeordnet werden können. 

Die Autoren vermuteten, dass die antimikrobielle Resistenz einer der Hauptgründe für den 

Erfolg der klonalen Linien sein könnte [88]. Insbesondere Ab des IC1, IC2 und IC7 kommen 

eine besondere Bedeutung zu, da sie am häufigsten im Rahmen nosokomialer 

Infektionsgeschehen nachgewiesen werden. Oft sind solche Stämme mit einer CR assoziiert 

[174, 348, 399]. 

2.3.2. Molekularbiologische Methoden zur Typisierung von Acinetobacter baumannii 

2.3.2.1. Pulsfeldgelelektrophorese 

Bei der Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) wird die bakterielle genomische DNS mit einem 

Restriktionsenzym (bei Acinetobacter spp. z.B. ApaI) restringiert [150]. Je nach Genomsequenz 

entstehen hierbei unterschiedlich große Fragmente (Längenpolymorphismus), welche 

anschließend in einem alternierenden elektrischen Feld aufgetrennt werden [9, 150]. Es entsteht 

ein stammspezifisches Bandenmuster, welches eine Zuordnung von zeitlich zusammen-

hängenden Isolaten zu Klonen ermöglicht [9]. Die PFGE galt lange als der Goldstandard in der 

epidemiologischen Untersuchung nosokomialer Ausbruchsgeschehen [24], jedoch wird sie 

zunehmend durch sequenzbasierte Methoden, wie der core genome MLST (cgMLST) (Kapitel 

2.3.2.5) abgelöst. DNS-Sequenz-basierte Verfahren sind gegenüber der PFGE besser 

standardisierbar und liefern reproduzierbare Daten für einen internationalen Vergleich [24].  

2.3.2.2. Repetitive Extragenetische Palindromische PCR und DiversiLab 

Die Repetitive Extragenetische Palindromische (rep)-PCR beruht auf der REP-Sequenz, ein 

35 bp langer Genomabschnitt, der erstmals bei E. coli und Salmonella Typhimurium 

nachgewiesen wurde [376]. Die REP-Sequenz ist hochkonserviert und kann aufgrund mehrerer 

Kopien bis zu 1 % des Gesamtgenoms ausmachen [376]. Auch wenn die Sequenz im Reich der 

Eubakterien weit verbreitet ist, ist die Verteilung im Genom stammspezifisch [404]. Mittels 

spezifischer Primer kommt es nach einer PCR so zu einer stammspezifischen Anzahl und Länge 

von Amplifikaten, was zur Typisierung von u.a. Acinetobacter spp. genutzt werden kann [404]. 

So können Ab den ICs zugeordnet werden [177]. Heute wird häufig das automatisierte 

Verfahren DiversiLab von bioMériuex (Nürtingen, Deutschland) genutzt, welches die DNS-

Isolation und die rep-PCR sowie einen anschließenden Vergleich der Muster mit 

Referenzmustern einer rep-PCR Datenbank umfasst. Auch wenn weder das Ergebnis der rep-
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PCR noch des DiversiLab-Verfahrens zwischen Laboren identisch ist, kann eine 

Gruppenbildung der jeweiligen Cluster reproduziert werden [176].  

2.3.2.3. Multiplex-PCR zur Typisierung von A. baumannii 

Turton et al. (2007) etablierten eine Multiplex-PCR zur Identifizierung klonaler Linien bei Ab 

im Rahmen von Ausbruchsgeschehen. In zwei unterschiedlichen PCRs werden die drei 

konservierten Gene ompA, csuE und blaOXA51-like partiell amplifiziert und mittels einer 

Gelelektrophorese dargestellt [394]. Die Typisierung von Ab anhand der drei Gene wird auch 

als 3-locus-sequence typing (3-LST) bezeichnet [320]. Das spezifische Bandenmuster der 

Stämme in den separaten PCRs erlaubt eine Einteilung von Ab in drei Gruppen (SGI-SGIII), 

die mit den IC1-IC3 korrelieren [394]. Ein Vorteil dieser Methode liegt darin, dass so Isolate 

auch ohne Sequenzierung, also sehr schnell, klonalen Linien zugeordnet werden können [252]. 

Jedoch können nicht alle Stämme einer klonalen Linie zugeordnet werden, was zum einen in 

der geringen Anzahl an definierten Gruppen (SGI-SGIII vs. IC1-IC9) und zum anderen in der 

Variabilität der Zielgene und der damit verbunden niedrigen Spezifität der Primer begründet ist 

[252]. Pournas et al. (2014) zeigten außerdem, dass aufgrund des csuE-Gens eine falsche 

Zuordnung möglich ist, da csuE auch von Ab anderer klonaler Linien erworben werden kann. 

So konnte bei zwei Ab des klonalen Komplex (clonal complexes - CC) CC1 das für Stämme 

des CC2 charakteristische csuE Gen nachgewiesen werden [320]. Demnach sollten die 

Ergebnisse mit weiteren Methoden, wie z.B. einer MLST (Kapitel 2.3.2.4) überprüft werden.  

2.3.2.4. Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) 

Bei der Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) werden mehrere verschiedene Loci des 

bakteriellen Genoms amplifiziert und sequenziert [244]. Diese Loci sind hochkonservierte 

Gene (housekeeping genes), welche konstitutiv, unabhängig von äußeren Einflüssen exprimiert 

werden [220]. Hierbei wird den unterschiedlichen Sequenzen eines Gens ein bestimmtes Allel 

zugewiesen, sodass ein stammspezifisches Allel-Profil entsteht [244]. Dieses Profil kann mit 

einer internationalen Datenbank (https://pubmlst.org/databases/) abgeglichen und so einem 

Sequenztyp (ST) zugeordnet werden. Im Jahr 2005 wurde erstmals von Bartual et al. (2005) 

ein MLST-Schema, das „Oxford“-Schema (Ox), für Ab beschrieben [24, 202]. Dieses basiert 

auf der Sequenzierung der 305 bis 513 bp großen Regionen der Gene cpn60, gdhB, gltA, gpi, 

gyrB, recA und rpoD. Fünf Jahre später etablierten Diancourt et al. (2010) ein weiteres Schema 

zur Typisierung: das „Pasteur“-Schema (Past) [88]. Beide Schemata werden heute parallel 

angewendet und ermöglichen einen weltweiten, Laboratorien übergreifenden Vergleich von 
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Ab-Stämmen (https://pubmlst.org/abaumannii/). Während das Ox-Schema Ab auf Grundlage 

der Sequenzunterschiede der bereits o.g. sieben Haushaltsgene typisiert, verwendet das Past-

Schema folgende Gene: cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB und rpoB [88]. Das Ox-Schema 

hat eine differenziertere Auflösung und bildet mehr STs ab als das Past-Schema. So werden 

z.B. dem ST2Past mehrere STs des Ox-Schemas zugeordnet. Das Past-Schema hingegen 

korreliert besser mit der Einteilung von Ab in die ICs. So können STs bestimmten ICs 

zugeordnet werden (z.B. ST1Past dem IC1 oder ST25Past dem IC7) [391]. Derzeit umfasst das 

MLST Ox-Schema 2.836 und das Past-Schema 2.249 verschiedene STs (Stand 01/2023). Beide 

Schemata eignen sich zur Durchführung weltweiter phylogenetischer Studien von Ab, jedoch 

sind sie aufgrund ihrer begrenzten Anzahl an verwendeten Genloci zur Analyse von 

Ausbruchsgeschehen nur bedingt anwendbar [391]. Hier eignet sich die cgMLST eher, da sie 

sich auf eine deutlich höhere Anzahl an Loci bezieht (Kapitel 2.3.2.5).  

2.3.2.5. Core genome MLST  

Die core genome MLST (cgMLST) ist eine Erweiterung der MLST, da sie nicht nur auf der 

Analyse der Allele von sieben Haushaltsgenen, sondern aller Allele der Gene des Kerngenoms 

beruht. Als Grundlage dient eine Ganzgenomsequenzierung (whole genome sequencing - 

WGS) der inkludierten Stämme. Das Kerngenom kann auf zwei unterschiedliche Arten 

definiert werden: (i) es werden möglichst viele Genome einer Spezies miteinander verglichen 

und Gene, welche unter Anwendung eines Grenzwertes (z.B. >95 % Ähnlichkeiten der Gene 

in Länge und Nukleotidsequenz), in möglichst vielen Genomen vorhanden sind, als Kerngenom 

definiert [203] oder (ii) es werden auf Grundlage einer repräsentativen Anzahl an 

Referenzgenomen einer Spezies Gene, die bei allen ausgewählten Stämmen vorkommen, als 

Grundlage für das Kerngenom genutzt [258]. Higgins et al. (2017) etablierten ein cgMLST-

Schema für Ab auf Grundlage der Genome von 53 humanen Ab-Isolaten aus diversen 

nosokomialen Ausbruchsgeschehen innerhalb deutscher Kliniken [181]. Sie definierten ein 

Kerngenom, basierend auf 2.390 Genen, welches in weiteren Analysen bei 98,4 % von 1.339 

öffentlich verfügbaren Ab-Genomen nachgewiesen werden konnte [181]. In den letzten Jahren 

nimmt die Zahl an standardisierten cgMLST–Schemata für verschiedene Bakterienspezies 

stetig zu (https://www.cgmlst.org/ncs). Die Größe des Kerngenoms variiert derzeit zwischen 

425 Genen bei Mycoplasma gallisepticum bis zu 3.152 Genen bei E. coli. Durch die deutlich 

höhere Anzahl an Zielgenen, im Vergleich zur rep-PCR oder MLST, die benutzerfreundliche 

Analyse der WGS-Daten über verschiedene öffentlich zugängliche Softwareprogramme sowie 
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die Reproduzier- und Transferierbarkeit zwischen Laboren ist anhand der cgMLST-Analyse 

eine deutlich bessere Aufarbeitung von Ausbrüchen möglich als über herkömmliche Methoden. 

2.3.2.6. Maximum Common Genome (MCG) 

Die Analyse des Maximum Common Genomes (MCG) ähnelt der cgMLST. Beide Verfahren 

beruhen auf dem Vergleich von repräsentativen Genen auf Grundlage von WGS-Daten. Bei der 

MCG-Analyse werden orthologe Gene innerhalb der Vergleichsgruppe von Stämmen 

bestimmt. Als orthologe Gene gelten Gene, die sich bis zu einem bestimmten Grenzwert (z.B. 

>70 %) in ihrer Nukleinsäuresequenz ähneln und in jedem der inkludierten Genome präsent 

sind [260]. Die Auflösung der MCG-Analyse ist im Vergleich zur cgMLST deutlich erhöht, da 

die Genome nicht anhand der Allele, sondern anhand von Einzelnukleotid-Polymorphismen 

(single-nucleotid polymorphism – SNP) verglichen werden. Dies erlaubt eine detailliertere 

verwandtschaftliche Untersuchung der Genome. Die biomathematische Auswertung der MCG-

Analyse ist jedoch deutlich komplexer als die der cgMLST.  

2.4. Antimikrobielle Empfindlichkeit von Acinetobacter spp. 

Die weltweit zunehmende Resistenz von Bakterien gegenüber einer Vielzahl von 

antimikrobiellen Wirkstoffen stellt sowohl die Human- als auch die Veterinärmedizin vor eine 

große Herausforderung [330]. Neben Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) und Extended-

Spektrum Beta-Laktamase (ESBL)-bildenden Enterobacteriaceae gehören Ab zu den 

bedeutsamsten Erregern, die in der Lage sind, in hohem Maße Resistenzen zu erwerben [330, 

381]. Insbesondere der zunehmende Wirkverlust von Carbapenemen gegenüber Ab schränkt 

adäquate Therapieoptionen stark ein [92, 221, 291]. Bakterielle Resistenzen gegenüber 

antimikrobiellen Wirkstoffen können intrinsisch, von anderen Bakterien erworben sein oder auf 

DNS-Mutationen zurückgehen [301]. Multiresistente, insbesondere CR Ab werden zunehmend 

im Zusammenhang mit nosokomialen Infektionen nachgewiesen [335].  

Der Begriff der Multiresistenz ist nicht einheitlich definiert. Magiorakos et al. (2012) legten 

eine Definition von multiresistent (multidrug resistant - MDR) für das Resistenzprofil von 

S. aureus, Enterococcus spp., Enterobacteriaceae, P. aeruginosa und Acinetobacter spp. fest, 

die sich in drei Gruppen unterteilt [242]: 

I Pandrug resistant (PDR) als Unempfindlichkeit gegenüber allen antimikrobiellen 

Wirkstoffen aus allen Antibiotikaklassen 
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II Extensivly drug resistant (XDR) als Unempfindlichkeit gegenüber mindestens einem 

antimikrobiellen Wirkstoff aus allen bis auf zwei oder weniger Antibiotikaklassen 

III Multidrug resistant (MDR) als Unempfindlichkeit gegenüber mindestens einem 

antimikrobiellen Wirkstoff aus drei oder mehr Antibiotikaklassen 

Zur Definition von multiresistenten Ab werden von diesen Autoren die Klassen bzw. 

Substanzen der Aminoglykoside, Carbapeneme, Fluorchinolone, Penicilline + β-Laktamase-

Inhibitoren, Extended-Spektrum Cephalosporine, Trimethoprim/Sulfamethoxazol, Polymyxine 

und Tetrazykline herangezogen [242]. 

Im Rahmen der „Empfehlung der Kommission für Krankenhaushygiene und Infektions-

prävention“ (KRINKO) vom Robert Koch-Institut (RKI) wurde eine weitere Definition 

multiresistenter Ab etabliert [333, 334]: 

I 3MRGN als Multiresistente gramnegative Stäbchen mit einer Resistenz gegen 3 der 4 

Antibiotikaklassen 

II 4MRGN Multiresistente gramnegative Stäbchen mit einer Resistenz gegen 4 der 4 

Antibiotikaklassen, bzw. für Ab und Enterobakterien mit einer CR 

Die Grundlage der Definition stellen die vier in der Humanmedizin therapeutisch relevanten 

Antibiotikaklassen der Acylureidopenicilline, 3./4. Generations-Cephalosporine, Carbapeneme 

und Fluorchinolone dar. 

Des Weiteren veröffentlichen Schwarz et al. (2010) folgende Definition für Multiresistenz in 

der Veterinärmedizin: Multiresistenz ist die erworbene Resistenz gegenüber mindestens einem 

Antibiotikum aus drei oder mehr Antibiotikaklassen bzw. auf molekularer Ebene das 

Vorhandensein von mindestens drei Resistenzgenen, die mit phänotypischer Resistenz in drei 

oder mehr Antibiotikaklassen assoziiert sind, innerhalb eines Isolats [357]. Da der Ausdruck 

der Multiresistenz weder in der Human- noch in der Veterinärmedizin eindeutig definiert ist, 

sollte ein Vergleich von Daten aus unterschiedlichen Studien stets unter Berücksichtigung der 

angewendeten Definition erfolgen [242].  

Weltweit gibt es zwei Kommissionen, die die mikrobielle Empfindlichkeitsprüfung zu Normen 

standardisieren. Zum einen das European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST), ein Netzwerk unter der Schirmherrschaft des European Centre for Disease 

Prevention and Control (ECDC), und zum anderen das US-amerikanische Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI). Neben der Festlegung von sogenannten Breakpoints 

(Grenzwerten), der Minimalen-Hemmstoffkonzentration (MHK) von antimikrobiellen 
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Wirkstoffen in Abhängigkeit von dem jeweiligen Bakterium und der Wirkstoffkonzentration 

legen beide Komitees auch eine Reihe an intrinsischen Resistenzen fest [71, 115]. Bei der MHK 

handelt es sich um die geringste Wirkstoffkonzentration einer antimikrobiellen Substanz, die 

eine Erregervermehrung in der Kultur noch verhindert [14].  

Von der CLSI gibt es seit mehr als zehn Jahren für den veterinärmedizinischen Bereich das 

Komitee Veterinary Antimicrobial Susceptibility Testing (VAST) [70]. Seit 2015 bildet 

EUCAST ebenfalls ein Komitee: The EUCAST Veterinary Subcommittee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (VetCAST) zur Veröffentlichung von Leitlinien für die Tiermedizin 

[392]. Dennoch ist die Interpretation der Ergebnisse der antimikrobiellen Resistenztestung in 

der Tiermedizin oft eingeschränkt, da für viele Wirkstoffe sowie Erreger und Indikationen bis 

heute keine oder keine einheitlichen MHK-Werte festgelegt sind.  

2.4.1. Intrinsische Resistenzen  

Intrinsische Resistenzen sind stabile genetische Eigenschaften, die in allen Genomen einer 

Bakterienspezies, so auch in Spezies aus dem Acb-Komplex zu finden sind (Tabelle 1). 

Intrinsische Resistenzen sind in der Regel unabhängig von äußeren Einflüssen, wie Antibiotika-

Selektionsdruck und werden nicht mittels horizontalem Gentransfer (HGT) verbreitet [76]. Ein 

Beispiel für Ab ist die chromosomal kodierte CP blaOXA-51-like, die jedoch nur in Kombination 

mit ISAba1, welches die Expression der β-Laktamase erhöht, zu einer phänotypischen und 

somit klinisch relevanten CR führt (Kapitel 2.2.2.5).  
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Tabelle 1. Intrinsische Resistenzen des Acb-Komplexes nach EUCAST [121] und CLSI [74]. 

Antibiotika EUCAST CLSI  Antibiotika EUCAST CLSI  

Penicilline Lincosamide 
Ampicillin R R Clindamycin R R 

Amoxicillin  k.A. R Zyklische Lipopeptide 

Amoxicillin-Clavulansäure R R Daptomycin k.A. R 

Penicillin R R Steroid-Antibiotika 

Cephalosporine Fusidinsäure R R 
Cefalotin, Cefazolin  R R Glykopeptide 

Cefotaxim R k.A. Vancomycin R R 

Cefotetan  k.A. R Teicoplanin R R 

Cefoxitin  k.A. R Oxazolidinon-Antibiotika 

Ceftriaxon R k.A. Linezolid R R 

Cefuroxim  k.A. R Streptogramin-Antibiotika 

Carbapeneme Quinupristin- 
Dalfopristin 

R R 
Ertapenem R R 

Monobactam-Antibiotika Ansamycine 
Aztreonam R R Rifampicin R R 

Tetrazykline Sonstige 

Tetrazyklin R k.A. Chloramphenicol k.A. R 

Doxyzyklin R k.A. Erythromycin R R 

Makrolid-Antibiotika Fosfomycin R R 
Azithromycin R R Trimethoprim R R 

Clarithromycin R R  

R: Resistent; k.A.: keine Angabe 

 

2.4.1.1. Intrinsische Resistenzmechanismen 

2.4.1.1.1. Multidrug-Efflux-Pumpen 

Die Überexpression von sogenannten Multidrug-Efflux-Pumpen gehört zu den unspezifischen 

bakteriellen Abwehrmechanismen, da undifferenziert Substanzen, wie antimikrobielle 

Wirkstoffe, aus der Bakterienzelle geschleust werden [243]. Entweder sind Gene für Efflux-

Pumpen chromosomal kodiert, wie für z.B. AdeABC bei Ab [246], oder sie werden via HGT, 

wie z.B. tet-Gene, die auf Transposons (Kapitel 2.4.3.2) oder Plasmiden (Kapitel 2.4.3.3) 

lokalisiert sind, erworben. Die Klasse der Multidrug-Efflux-Pumpen kann in sechs Gruppen 

unterteilt werden: ATP binding Cassette (ABC) Familie, Resistance-nodulation-division 

(RND) Superfamilie, Multidrug-and-toxic-compound-extrusion (MATE) Familie, Small-

multidrug-resistance (SMR) Familie, Major-Facilitator (MF) Superfamilie und die 
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Drug/Metabolite Transporter (DMT) Superfamilie [243, 406]. Bei Ab sind v.a. Efflux-Pumpen 

der RND- und MF-Superfamilie vertreten [406]. So vermitteln die zur RND-Superfamilie 

zugeordneten Pumpen AdeABC, AdeIJK und AdeFGH Unempfindlichkeiten gegenüber einer 

Vielzahl von Antibiotika wie Aminoglykosiden, Chloramphenicol, Tetrazyklinen oder 

Fluorchinolonen [85, 243]. Das Produkt des tetA-Gens führt zu einer Resistenz gegenüber 

Tetrazyklinen während das tetB-Gen mit einer Resistenz gegenüber Tetrazyklinen und 

Minozyklinen assoziiert ist [249]. Beide Efflux-Pumpen werden der MF-Superfamilie 

zugeordnet [405]. Martí et al. (2006) konnten im Rahmen ihrer Studie zeigen, dass von 79 Ab-

Isolaten 66 % tetB und 13,6 % tetA trugen, jedoch kein Isolat beide Gene gleichzeitig aufwies 

[249]. Die unspezifischen Transporter AbeS bzw. AbeM der SMR-Familie bzw. der MF-

Superfamilie sind mit einer Vielzahl an Resistenzen assoziiert [374, 378]. Die Expression des 

cmlA-Gens führt zu einer Resistenz gegenüber Chloramphenicol, bedingt durch eine Efflux 

Pumpe der MF-Superfamilie [126]. 

2.4.1.1.2. Änderung der Permeabilität der äußeren Membran  

Die Veränderung der Membranpermeabilität von Bakterien, z.B. durch eine geringe Anzahl 

von Porinen, kann die antimikrobielle Empfindlichkeit stark beeinflussen [227]. Da Porine aber 

nicht nur Einfluss auf die antimikrobielle Resistenz haben, sondern auch andere Moleküle durch 

die äußere Membran transportieren können, spielen sie auch in der Virulenz von Ab eine 

bedeutsame Rolle [406]. Ab weist im Vergleich z.B. mit E. coli deutlich weniger Porine auf, 

dies kann u.a. für das breite Spektrum intrinsischer Resistenzen verantwortlich sein [406]. 

Unter der Vielzahl an Porinen in der äußeren Membran von GN Bakterien ist das äußere 

Membranprotein OmpA am häufigsten vertreten [367]. OmpA, das bei Ab u.a. an der Apoptose 

von Wirtszellen beteiligt ist [63], spielt eine große Rolle in der Virulenz [227], ist jedoch 

aufgrund der Beeinflussung der Permeabilität auch bei der antimikrobiellen Resistenz von 

Bedeutung [367]. So zeigten Smani et al. (2014), dass die Deletion des ompA-Gens bei dem 

Ab-Referenzstamm ATCC 17978 zu einer gesteigerten Empfindlichkeit gegenüber u.a. 

Chloramphenicol oder Aztreonam, führte. Dies ließ vermuten, dass OmpA an der 

Ausschleußung verschiedener Wirkstoffe aus der bakteriellen Zelle beteiligt ist [367]. Des 

Weiteren führt eine verminderte Expression der äußeren Membranproteine CarO oder Omp37 

zu einer Resistenz von Ab gegenüber Carbapenemen [227, 315].  
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2.4.1.1.3. Enzyme 

Ab verfügt über die intrinsische β-Laktamase OXA-51-like mit ihren derzeit 373 Varianten 

[49]. Diese wird jedoch nur sehr gering exprimiert, sodass erst die Kombination mit ISAba1 

(Kapitel 2.4.3.1) upstream des OXA-51 kodierenden Gens die Ausbildung einer 

phänotypischen Resistenz gegenüber Carbapenemen bewirkt [395]. Wie bereits in Kapitel 

2.2.2.5 erläutert, eignet sich der Nachweis dieser Oxacillinase zur Speziesidentifizierung von 

Ab. Eine weitere intrinsische β-Laktamase von Ab ist die chromosomal kodierte 

Cephalosporinase AmpC [304]. Auch hier ist eine Insertionssequenz wie ISAba1-like upstream 

in der Promotorregion des blaAmpC-Gens mit nachfolgend vermehrter Expression notwendig, 

damit es zu einer klinisch und somit therapeutisch relevanten Resistenz kommt [73, 172].  

2.4.2. Erworbene Resistenzen  

Eine erworbene Resistenz liegt vor, wenn ein Bakterium gegenüber einem bestimmten 

antimikrobiellen Wirkstoff eine Resistenz aufweist, gegen den die Wildtyppopulation 

ursprünglich empfindlich war (Kapitel 2.4.3). Im Unterschied zu intrinsischen Resistenzen 

treten erworbene Resistenzmechanismen nicht bei allen Vertretern einer Spezies auf. Neben 

den in Kapitel 2.4.1 beschriebenen intrinsischen Resistenzen kann Ab eine Vielzahl an 

erworbenen Resistenzmechanismen, wie z.B. β–Laktamasen aufweisen [30]. 

2.4.2.1. Resistenz gegenüber β-Laktam-Antibiotika 

Zur Klasse der β-Laktam-Antibiotika zählen eine Reihe von bakteriziden Wirkstoffen wie 

Penicilline, Cephalosporine oder Carbapeneme. Diese hemmen die Peptidoglykansynthese bei 

der Zellteilung und führen so zu einem Absterben der Bakterienzelle. Insbesondere die immer 

häufiger anzutreffende CR von Ab ist besorgniserregend, da Carbapeneme lange Zeit als 

wichtigstes Therapeutikum bei Infektionen mit multiresistenten Ab galten [92, 102]. Über 95 % 

der CR sind enzymatisch durch die zu den β-Laktamasen gehörenden CPs bedingt [1, 335]. 

Diese enzymatischen Resistenzmechanismen führen jedoch häufig erst in Kombination mit 

Efflux-Pumpen (Kapitel 2.4.1.1.1) oder Porinen (Kapitel 2.4.1.1.2) zu einer klinisch relevanten 

antimikrobiellen Resistenz [406]. Βeta-Laktamasen sind eine große Gruppe von Enzymen, die 

den β-Laktam-Ring hydrolysieren und so die Wirksamkeit des Antibiotikums verhindern [1]. 

Anhand ihrer Aminosäuresequenz können β-Laktamasen in vier molekulare Klassen (Ambler 

Klasse A-D) eingeteilt werden [11].  
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2.4.2.1.1. Enzyme der Ambler Klasse A 

Enzyme der Ambler Klasse A zählen zu den Serin-β-Laktamasen und hydrolysieren 

Cephalosporine und Penicilline effektiver als Carbapeneme. Sie können, mit Ausnahme von 

wenigen KPC-like-Enzymen, durch Clavulansäure gehemmt werden [196]. Zu der Ambler 

Klasse A zählen u.a. TEM (Temoneira; v.a. E. coli), GES (Guiana Extended-Spektrum β-

Laktamase), KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase), IMI (Imipenem-hydrolysierende 

β-Laktamase) und SHV (Sulfhydryl-variabel; v.a. Klebsiella pneumoniae) [227, 414]. Bei Ab 

werden vereinzelt β-Laktamasen der Ambler Klasse A nachgewiesen [3, 39, 251, 301, 308, 

309].  

2.4.2.1.2. Enzyme der Ambler Klasse B 

Im Unterschied zu den Serin-abhängigen β-Laktamasen sind Enzyme der Ambler Klasse B von 

der Anwesenheit von Zink oder anderen Metallen abhängig [196]. Daher werden sie auch als 

Metallo-β-Laktamasen (MBLs) bezeichnet. MBLs weisen eine höhere hydrolytische Aktivität 

gegenüber β-Laktamen, exklusive Monobaktam-Antibiotika, als z.B. Vertreter der Ambler 

Klasse D (Oxacillinasen) auf [315]. Chelatkomplexbildner wie EDTA (Ethylendiamin-

tetraessigsäure) können im Gegensatz zu Clavulansäure, Sulbactam oder Tazobactam MBLs 

inaktivieren [98]. Bei Ab konnten bisher die MBLs IMP (Imipenem-resistente Pseudomonas), 

VIM (Verona integron-encoded Metallo-β-Laktamase), NDM (Neu Delhi Metallo-β-

Laktamase) und SIM (Seoul Imipenemase) nachgewiesen werden [309].  

2.4.2.1.3. Enzyme der Ambler Klasse C 

Beta-Laktamasen der Ambler Klasse C können Resistenzen gegenüber verschiedenen β-

Laktam-Antibiotika wie Penicillinen oder Cephalosporinen vermitteln [227]. Der wichtigste 

Vertreter ist die bei Ab intrinsische chromosomal kodierte Cephalosporinase AmpC (Kapitel 

2.4.1.1.3). Bisher gibt es keine Berichte über erworbene β-Laktamasen der Ambler Klasse C 

bei Ab. 

2.4.2.1.4. Enzyme der Ambler Klasse D (Oxacillinasen) 

Enzyme der Ambler Klasse D, sogenannte Oxacillinasen (OXA) werden am häufigsten bei β-

Laktam-resistenten Ab nachgewiesen [301]. Bereits vor 38 Jahren wurde die erste 

plasmidkodierte Oxacillinase OXA-23 (damals ARI-1) in Schottland bei Ab nachgewiesen 

[354]. Weltweit spielen bei CR Ab neben OXA-23 insbesondere OXA-24/40 und OXA-58 eine 

bedeutende Rolle [315]. OXA-24/40 wurde erstmals 1997 bei einem Patienten in Spanien in 
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einem Ab-Isolat chromosomal nachgewiesen [42]. Sechs Jahre später wurde OXA-58 bei einem 

humanen CR Ab-Isolat in Frankreich gefunden [313]. Diesen drei Oxacillinase-Familien 

werden aufgrund von Homologien der Aminosäuresequenzen weitere blaOXA-Gene zugeordnet, 

welche entsprechend als blaOXA-23-like, blaOXA-24/40-like und blaOXA-58-like bezeichnet werden. 

Stämme, die diese blaOXA-Gene tragen, exprimieren Enzyme, die Carbapeneme hydrolysieren 

und somit inaktivieren können [117]. Häufig kommt es zu einer verstärkten Expression dieser 

Gene aufgrund von IS-Elementen upstream der entsprechenden Promotersequenzen (z.B. 

ISAba1 oder ISAba3) wie auch bei der intrinsischen blaOXA-51-like Oxacillinase [301, 315]. 

Higgins et al. (2009 und 2013) konnten zwei neue Oxacillinasen bei Ab nachweisen: blaOXA-143 

wurde 2004 in Brasilien bei einem CR Ab-Isolat aus dem Blut eines Patienten isoliert; blaOXA-

235 konnte bei acht multiresistenten Ab humanen Ursprungs zwischen 2005 und 2009 in Mexiko 

und den USA nachgewiesen werden [179, 180]. 

2.4.2.2. Resistenz gegenüber Aminoglykosiden 

Aminoglykoside binden an die 30S-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen und hemmen so 

eine korrekte Proteinbiosynthese, was letztlich zu einem Absterben der Bakterienzelle führt. 

Die Resistenz gegenüber Aminoglykosid-Wirkstoffen ist bei Ab häufig durch Aminoglykosid-

modifizierende Enzyme vermittelt, welche in die drei Klassen Acetyl-, Adenyl- und 

Phosphotransferasen eingeteilt werden [227, 301]. Diese werden von einer Vielzahl an Genen, 

u.a. aph, aac oder aad und ihren Varianten kodiert (z.B. aac(3)-Ia, strA [aph(3‘‘)-Ib], strB 

[aph(6)-I]) [147]. Die chromosomal- oder plasmidkodierten Gene sind mit Resistenzen 

gegenüber unterschiedlichen Aminoglykosiden assoziiert. So vermitteln z.B. aadB und aphA6 

eine Unempfindlichkeit gegenüber Amikacin, Kanamycin und Neomycin, oder aacC1 

gegenüber Gentamicin [289, 319]. Des Weiteren können plasmidkodierte RNS-Methylasen wie 

ArmA durch eine Methylierung der 16S-rRNS zu einer Aminglykosid-Resistenz führen [95, 

309]. Neben Enzymen können, wie bei den meisten antimikrobiellen Wirkstoffen auch, Efflux-

Pumpen (Kapitel 2.4.1.1.1) und Porine (Kapitel 2.4.1.1.2) zu einer Resistenz gegenüber 

Aminoglykosiden führen [243, 378]. 

2.4.2.3. Resistenz gegenüber Cephalosporinen 

Cephalosporine, die die Zellwandsynthese von Bakterien hemmen, können von CPs sowie von 

β-Laktamasen der Ambler Klasse A inaktiviert werden (Kapitel 2.4.2.1.1). Zur Ambler Klasse 

A gehören ESBL, wie z.B. TEM, SHV oder CTX-M, die Oxyimino-β-Laktam- Antibiotika 

spalten [51]. Sie können durch sogenannte site-spezifische β-Laktamase-Inhibitoren 
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(Clavulansäure, Sulbactam, Tazobactam) gehemmt werden [196]. Insbesondere bei 

Enterobacterales wie E. coli, Proteus spp. und Klebsiella spp. sind plasmidkodierte ESBL weit 

verbreitet [309]. Aber auch bei Ab konnten bereits verschiedene ESBLs wie TEM-92 [109] 

oder PER-1 [311] nachgewiesen werden. Die bei Ab intrinsisch vorkommende AmpC-

Cephalosporinase (Kapitel 2.4.1.1.3) vermittelt ebenfalls, in Kombination mit einem IS-

Elements upstream des blaAmpC-Gens, eine phänotypische Resistenz gegenüber 

Cephalosporinen [301]. 

2.4.2.4. Resistenz gegenüber Fluorchinolonen 

Die Zielmoleküle von bakteriziden Fluorchinolonen, eine Gruppe der Chinolon-Antibiotika, 

sind die bakterielle DNS-Gyrase und die Topoisomerase IV [309]. Die Unempfindlichkeit 

gegenüber Fluorchinolonen ist bei den meisten Bakterien durch die Mutation der DNS-Gyrase 

bzw. Topoisomerase IV kodierenden Gene gyrA bzw. parC bedingt [407, 408]. Diese führen 

zu einer Veränderung der Zielstruktur, sodass das Antibiotikum nicht mehr an die DNS-Gyrase 

bzw. Topoisomerase IV binden kann. Diese Mutationen wurden bereits zahlreich in Ab 

beschrieben [301]. Neben Aminoglykosiden stellen auch Fluorchinolone geeignete Substrate 

für Multidrug-Efflux-Pumpen wie AdeABC oder AbeM dar [243, 378]. Alle genannten 

Resistenzmechanismen sind chromosomal kodiert. Bis heute wurde noch kein plasmidkodierter 

Fluorchinolon-Resistenzmechanismus bei Ab nachgewiesen [309]. 

2.4.2.5. Resistenz gegenüber Colistin  

Colistin (auch Polymyxin E), ein Polymyxin Antibiotikum, welches aufgrund starker 

Nebenwirkungen seit Jahrzehnten in der Humanmedizin nicht mehr eingesetzt wurde, stellt 

inzwischen bei Infektionen mit CR Bakterien oft die letzte therapeutische Option dar. Es ist 

besorgniserregend, dass bereits Colistin-resistente Ab bei Patienten nachgewiesen werden 

konnten [149]. Bei Ab können Mutationen in den chromosomalen Genen lpxA, lpxC und lpxD 

[265] sowie in pmrA und pmrB [21, 195], die an der Synthese bzw. Modifikation von Lipid A, 

einer Komponente des Lipopolysaccharids (LPS) beteiligt sind, zu einer Colistin-Resistenz 

führen [195, 386]. Neben Mutationen chromosomaler Gene werden seit 2015 insbesondere bei 

Enterobacteriaceae plasmidkodierte und damit horizontal übertragbare Colistinresistenzgene 

(mobilized colistin resistance; mcr-1–mcr-10) beschrieben. Die durch diese Gene kodierten 

Phosphoethanolamintransferasen katalysieren den Transfer von Phosphoethanolamin auf Lipid 

A [54]. Bei Ab gibt es bisher nur vereinzelt Berichte über plasmidkodierte mcr-Gene: so wurden 

in 2019 ein mcr-4.3-positiver Ab aus porzinen Fäzes in China, ein mcr-1 tragender humaner Ab 
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in Pakistan, sowie ein Ab-Isolat von einer Pute als Träger von mcr-4 identifiziert [137, 156, 

241]. 

2.4.2.6. Resistenz gegenüber Sulfonamiden und Trimethoprim 

Sulfonamide sind bakteriostatische Wirkstoffe, die häufig in Kombination mit Trimethoprim 

zur Erweiterung des Wirkspektrums eingesetzt werden. Die Wirkstoffe hemmen die Enzyme 

Dihydropteroat-Synthase bzw. -Reduktase. Dies führt zu einer Behinderung der 

Folsäuresynthese und somit zu einer Störung der DNS-Synthese der Bakterienzelle. Bakterien 

können die Affinität für Sulfonamide/Trimethoprim senken, indem sie mittels der 

weitverbreiteten Gene sul1, sul2 und sul3 alternative Dihydropteroat-Enzyme synthetisieren. 

Alle drei Gene sind häufig plasmidkodiert und konnten in vielen Studien bei Acinetobacter spp. 

nachgewiesen werden [52].  

2.4.2.7. Resistenz gegenüber Tetrazyklinen  

Die Gruppe der Tetrazykline sind natürlich antibiotisch wirksame Substanzen, die erstmals 

1948 von Benjamin Minge Duggar aus Bakterien der Gattung Streptomyces isoliert wurden 

[99]. Als wichtiger Vertreter ist das Tetracyclin-Antibiotikum der dritten Generation, 

Tigezyklin, ein bedeutsames (last resort) Therapeutikum bei Infektionen mit multiresistenten 

Ab zu nennen [59, 429]. Tetrazykline hemmen, wie z.B. auch Aminoglykoside, die 

Proteinbiosynthese an den bakteriellen Ribosomen. Zwei wichtige bakterielle 

Resistenzmechanismen gegenüber Tetrazyklinen sind spezifische Efflux-Pumpen sowie 

Schutzproteine, die die Bindung des Antibiotikums an die Ribosomen verhindern [406]. Beide 

Mechanismen sind bereits bei Acinetobacter spp. nachgewiesen worden. Die häufig auf 

Transposons (Kapitel 2.4.3.2) lokalisierten Gene tetA und tetB, welche bei Acinetobacter spp. 

weitverbreitet sind, kodieren Efflux-Pumpen, die Tetrazykline aus der bakteriellen Zelle 

schleusen [153, 328, 337]. TetM hingegen kodiert ein ribosomales Schutzprotein und ist 

ebenfalls ein weitverbreiteter Mechanismus bei Tetrazyklin-resistenten Acinetobacter spp. 

[329]. Als weiterer Mechanismus ist der sauerstoffabhängige Abbau der Gruppe der 

Tetrazykline durch das Enzym TetX zu nennen [429]. Insbesondere bei Tigezyklin-resistenten 

Ab wird tetX sowie seine Varianten oft auf Plasmiden lokalisiert nachgewiesen [59]. 

2.4.3. Übertragung von Resistenzen 

Neben den intrinsischen Resistenzen, die bei allen Vertretern einer Spezies vorhanden sind, 

können erworbene Resistenzen über zwei Wege zwischen Bakterien verbreitet werden: den 
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vertikalen Gentransfer (VGT) und den HGT. Beim VGT werden Gene, u.a. Resistenzgene, 

abhängig von der Zellteilung an Tochterzellen weitergegeben. Beim HGT hingegen können 

Gene unabhängig von der Zellteilung zwischen Bakterien, die nicht zwingend der gleichen 

Spezies angehören, ausgetauscht werden [233]. Insbesondere der HGT spielt bei der 

Verbreitung von Resistenzgenen bei Acinetobacter spp. eine bedeutende Rolle [80]. So sind die 

am weitesten verbreiteten CPs OXA-23-like, OXA-24/40-like und OXA-58-like oft auf 

mobilen genetischen Elementen kodiert, die via HGT verbreitet werden können [92]. Bereits 

bei der erstmalig entdeckten β-Laktamase OXA-23 (Kapitel 2.4.2.1.4) wurde eine Plasmid-

Lokalisation nachgewiesen [354]. Die Spezies A. radioresistens, die als ursprüngliche Quelle 

von OXA-23 gilt, trägt jedoch nur Teile der Transposon-Strukturen, in denen man blaOXA-23-like 

oft bei Ab eingebettet findet [287, 312]. OXA-24/40 wurde ebenfalls bereits chromosomal [42] 

und auf einem Plasmid [2] beschrieben [42]. Auch blaOXA-58-like konnte bei Ab bereits auf 

Plasmiden beschrieben werden [248, 313].  

Wenn mehrere Resistenzgene auf dem gleichen mobilen genetischen Element liegen, können 

auch Resistenzen gegen verschiedene antimikrobielle Wirkstoffe mittels HGT zwischen 

Bakterien ausgetauscht werden [159, 288]. Die Möglichkeit des Austausches mobiler Elemente 

zwischen Bakterien stellt eine besondere Gefahr hinsichtlich der Akkumulation von 

Resistenzgenen und der damit einhergehenden pandrug-resistance (Kapitel 2.4) von Bakterien 

gegenüber allen therapeutisch verfügbaren Antibiotika dar [92, 303]. 

2.4.3.1. Insertions-Elemente 

Insertions-Elemente oder -Sequenzen (IS) sind kurze (<2.5 kb), mobile genetische Elemente, 

die zu einer unabhängigen Transposition im Genom von Bakterien fähig sind [285]. Damit sind 

sie an der Verbreitung von Virulenz- und Resistenzgenen zwischen Bakterien beteiligt [275]. 

Zudem können IS-Elemente zu einer verstärkten Expression nachgeschalteter Gene führen 

(Kapitel 2.2.2.5). IS-Elemente werden von sich gegenläufig wiederholenden Sequenzen (direct 

oder inverted repeats) flankiert, die als Erkennungssequenz für die Transposase dienen. Bei Ab 

sind ISAba1, welches oft mit blaOXA-23-like , blaOXA-51-like sowie blaAmpC assoziiert ist [73, 74, 172, 

395], das mit blaOXA-58 assoziierte ISAba3 oder ISAba125 [118, 311] sowie ISAba2 und ISAba4 

[315] die am häufigsten gefundenen IS-Sequenzen.  

2.4.3.2. Transposons 

Transposons können autonom ihre Position im Genom verändern [233]. Wie auch IS-Elemente 

sind sie von direct oder inverted repeats umgeben, die als Erkennungssequenzen für die 
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Transposase dienen. Bei Ab sind bestimmte Transposons mit Oxacillinasen assoziiert [292]. So 

konnten für blaOXA-23-like bisher fünf verschiedene Transposons beschrieben werden: Tn2006, 

Tn2007, Tn2008, Tn2008B und Tn2009. Diese weisen strukturelle Ähnlichkeiten mit der 

chromosomalen genetischen Region der CP OXA-23 in A. radioresistens auf. In vier der fünf 

Transposons, Tn2006, Tn2008, Tn2008B und Tn2009 wird die β-Laktamase upstream des 

Startcodons von ISAba1 flankiert, während bei Tn2007 hier ein ISAba4 zu finden ist [287]. Bei 

Tn2007 sind 23 bp, bei Tn2008 27 bp und bei Tn2006, Tn2008B sowie Tn2009 34 bp zwischen 

dem IS-Element und blaOXA-23. Downstream der CP ist bei allen fünf Transposons eine ATPase, 

die auch bei A. radioresistens gefunden werden kann, vorhanden. Bei Tn2008 und Tn2008B 

wird blaOXA-23-like von nur einem ISAba1 flankiert, während bei Tn2006 und Tn2009 die CP 

beidseits flankiert wird. Dabei sind je nach Transposon unterschiedliche Gene 

zwischengeschaltet. Tn2006, welches neben Tn2008 und Tn2008B weltweit verbreitet ist, wird 

in humanen OXA-23-positiven Acinetobacter spp. am häufigsten nachgewiesen [74, 287]. Bei 

blaOXA-23-like-positiven Acinetobacter spp. von Tieren wurden neben Tn2006 [45, 56, 140, 317] 

auch Tn2008 [121, 215, 231, 307, 369] und Tn2008B nachgewiesen [239].  

Die Metallo-β-Laktamase NDM-1 ist sowohl bei humanen als auch bei tierischen Acinetobacter 

spp. häufig mit Tn125 assoziiert. Tn125 wurde erstmals 2007 in dem klinischen Ab-Isolat 

161/07, das bei einem Patienten, der aus einem serbischen in ein deutsches Krankenhaus verlegt 

wurde, beschrieben [306]. Seitdem wurde Tn125 als Teil des Chromosoms sowie von 

Plasmiden in verschiedenen Acinetobacter spp. weltweit nachgewiesen [40, 58, 310, 443]. 

Tn125 ist ein 10.099 bp großes mobiles Element, dass sich aus blaNDM-1 und vier weiteren, z.T. 

verkürzten Genen (ΔtrpF, ΔgroS, groL und insE), die von zwei ISAba125-Elementen flankiert 

werden, zusammensetzt [306]. Bei Acinetobacter spp. sind für weitere bereits nachgewiesene 

CPs, wie z.B. blaOXA-58-like oder blaOXA-24/40-like keine Transposons beschrieben [292]. 

2.4.3.3. Plasmide 

Plasmide sind extrachromosomale, meist zirkuläre, autonom replizierende DNS-Moleküle, die 

u.a. bei Bakterien vorkommen und die in der Regel keine essentiellen Gene tragen [364]. 

Plasmide können eine Reihe an Genen aufweisen, die einen Vorteil zur Anpassung an ein neues 

Lebensumfeld darstellen, wie z.B. Antibiotikaresistenz-, Fitness- oder Virulenzgene [396]. Bei 

Acinetobacter spp. konnten bereits eine Vielzahl an Antibiotikaresistenzgenen, wie 

Aminoglykosid-Resistenzgene oder Oxacillinasen auf Plasmiden lokalisiert werden [288, 301, 

315]. Neben Antibiotika-Resistenzgenen sind häufig auch weitere Mechanismen wie 

Resistenzen gegenüber Schwermetallen oder Desinfektionsmitteln genetisch auf Plasmiden 
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kodiert [253]. So tragen Acinetobacter spp. einen sehr diversen Pool an Plasmiden 

unterschiedlicher Gene und Größe (1.000 bp - >100 kb), die via HGT an andere Bakterien 

weitergegeben werden können [126, 144, 349]. Oftmals lassen sich bei Acinetobacter 

Plasmiden ähnliche Kerngenome, bestehend aus Genen, die funktionelle Prozesse, wie 

Mobilisierung oder Replikation kodieren, nachweisen, während sich das akzessorische Genom 

variabel zeigt. Verschiedene Resistenzgene, wie auch CP-kodierende Gene, oftmals eingebettet 

in Transposons, sind meist Teil des akzessorischen Genoms [253, 287, 349]. 

2.5. Pathogenese und Virulenz von Acinetobacter spp. 

Unter dem Begriff der Pathogenese versteht man den Verlauf einer Infektion sowie sämtliche 

Vorgänge, die zur Entstehung einer Krankheit beitragen. Die Pathogenese ist sowohl von 

Faktoren des Erregers (z.B. Invasionsfähigkeit des Erregers) als auch des Wirtes (z.B. 

Eigenschaften des Immunsystems) abhängig [208]. Die Virulenz beschreibt den 

Ausprägungsgrad der pathogenen Fähigkeit von Isolaten einer Erregerspezies, also in welchem 

Ausmaß ein Bakterium fähig ist, den Wirt zu schädigen. Im Unterschied hierzu ist die 

Pathogenität zu nennen, die sich allgemein auf die Fähigkeit einer Spezies von 

Mikroorganismen bezieht, im Wirtsorganismus eine Erkrankung zu verursachen. Im 

Englischen werden die beiden Begriffe der Pathogenität und Virulenz meist synonym 

verwendet [379]. Über die genaue Pathogenese ist, im Vergleich zu anderen GN Bakterien wie 

E. coli-Pathovaren oder P. aeruginosa, bei Ab bisher nur wenig bekannt [97, 230]. 

Insbesondere die Fähigkeit von Ab, dem Komplementsystem und der Phagozytose des Wirtes 

zu entgehen, bedingt v.a. durch kapsuläre Polysaccharide, wird als wichtiger Schritt in der 

Pathogenese vermutet. Die Kapsel ermöglicht eine effektive Evasion des Immunsystems des 

Wirtes und trägt maßgeblich zur Virulenz des Erregers bei [230, 345, 423]. Es gibt zahlreiche 

Studien zum Thema Virulenzfaktoren (VFs) von Ab. Im Folgenden werden die wichtigsten VFs 

von Ab beschrieben. 

2.5.1. Virulenzeigenschaften von Acinetobacter spp. 

Genomanalysen humaner Ab-Isolate im Zusammenhang mit funktionellen Studien haben in den 

vergangenen Jahren Einblicke in die Mechanismen der Virulenz und Pathogenität des 

Infektionserregers geliefert. Zu den bis heute bedeutsamsten Virulenzdeterminanten von Ab 

zählen das äußere Membranprotein OmpA (früher Omp38), Phospholipasen, Polysaccharide, 

Metall-Akquisitionssysteme sowie die Fähigkeit zur Motilität [227, 256, 273]. Indirekt spielt 
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auch die antimikrobielle Resistenz von Ab eine Rolle, da sie den Therapieerfolg bestimmt und 

so einen direkten Einfluss auf die durch Ab-Infektionen bedingte Todesraten hat [423]. 

OmpA 

OmpA ist ein Porin, welches die zelluläre Permeabilität modifiziert. So ist OmpA maßgeblich 

an der Adhäsion und Invasion von Epithelzellen des Wirtes [64], Induktion der Apoptose [62, 

63], Serumresistenz [212] und Biofilmbildung [132, 256] beteiligt. OmpA ist zudem an der 

antimikrobiellen Resistenz von Ab beteiligt (Kapitel 2.4.1.1.2) [367]. Neben OmpA sind 

weitere äußere Membranproteine wie Omp33 oder Omp22 als VFs beschrieben [188, 366].  

Phospholipasen 

Phospholipasen sind lipolytische Enzyme, die u.a. Phospholipide in Fettsäuren spalten und als 

VF in verschiedenen Bakterien bekannt sind [227]. Je nach Substrat werden vier Klassen an 

Phospholipasen (Phospholipase A-D) unterschieden. Phospholipide können die Stabilität der 

Wirtszelle beeinflussen und so die Immunantwort des Wirtes modulieren [125, 373]. Bei Ab 

wurden bereits Phospholipasen der Klassen C und D, die u.a. von den Genen plc1, plc2 bzw. 

pld1, pld2 und pld3 kodiert werden, beschrieben [53, 193, 375]. So konnten Studien zeigen, 

dass Phospholipasen einen Einfluss auf den zytotoxischen Effekt [53] und die Serumresistenz 

von Ab haben [193] und an der Invasion von Wirtszellen beteiligt sind [375]. 

Polysaccharide  

Bei Ab zählen kapsuläre Exopolysaccharide und Lipopolysaccharide (LPS) zu bedeutsamen 

Pathogenitätsfaktoren [227]. Kapsuläre Exopolysaccharide, die v.a. bei Patienten mit Ab-

Infektionen nachgewiesen werden können [136, 219], haben Einfluss auf u.a. die 

Serumresistenz [345] sowie die antimikrobielle Resistenz [136]. Die Gene epsA und ptk spielen 

bei der Polymerisation und Bildung der Kapsel eine bedeutsame Rolle [345]. LPS bildet bei 

GN Bakterien die äußere Schicht der äußeren Zellmembran [419] und ist an der Serumresistenz 

sowie dem Überleben von Ab beteiligt [238, 256]. Ebenfalls kann eine Modifikation des 

Moleküls zu einer verminderten Empfindlichkeit von Ab gegenüber verschiedenen Antibiotika, 

wie z.B. Colistin (Kapitel 2.4.2.5), führen [265].  

Metall-Akquisitionssysteme 

Die Bindung wichtiger essentieller Nährstoffe für den bakteriellen Stoffwechsel, wie z.B. Eisen 

oder Zink, spielt eine wichtige Rolle im Abwehrmechanismus des Wirtes [227, 273]. So 

verhindert der Wirtsorganismus durch Eisen-bindende Proteine wie Lactoferrin oder 
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Transferrin die Verfügbarkeit von Eisen für den Erreger [326, 347]. Um diesem 

Abwehrmechanismus des Wirtes zu entgehen produzieren viele Bakterien eisenbindende 

Chelatoren, sogenannte Siderophoren [347]. Die bekannteste Siderophore von Ab ist das von 

bauA kodierte Acinetobactin [256]. Es konnte gezeigt werden, dass bei gestörter Synthese von 

Acinetobactin die Persistenz von Ab in Epithelzellen, die Zellschädigung von Wirtszellen sowie 

die Virulenz im Galleria mellonella-Modell stark reduziert ist [131, 302].  

Motilität 

Faktoren, die eine Motilität von Ab und somit möglicherweise die Ausbreitung des Bakteriums 

im Wirtsorganismus oder die Überwindung von Wirtsbarrieren ermöglichen, werden als 

Virulenzfaktoren diskutiert [405]. Lange galt Ab als unbeweglich, da es, wie auch die anderen 

Vertreter von Acinetobacter spp., keine Flagellen besitzt [25, 301]. Mittlerweile sind jedoch 

zwei Arten der Fortbewegung, die twitching motility [226] und die surface associated motility 

[169] beschrieben. Die twitching motility wird durch Extension und Retraktion von Typ IV Pili, 

kodiert von pilA, ermöglicht [166, 255] Über die surface associated motility ist bisher erst 

wenig bekannt: so identifizierten Blaschke et al. (2021) 30 Gene u.a. a1s0806 (kodiert eine 

Aminotransferase) und purH (kodiert ein Purin-Biosyntheseprotein), deren knock out zu einer 

verminderten surface associated motility bei Ab führt [35]. 

2.5.2. Biofilmbildung von Acinetobacter spp. 

Biofilme sind Gemeinschaften von Bakterien einer oder verschiedener Spezies. Angesiedelt an 

einer Grenzfläche werden sie von extrazellulärer polymerer Matrix (EPS) umgeben und 

abgeschirmt. So bestehen Biofilme aus bis zu 90 % Wasser, Mikroorganismen und EPS [124, 

273]. Die Biofilmbildung ist eine der bedeutsamsten Eigenschaften von Ab und kann wesentlich 

zur Persistenz des Erregers im klinischen Umfeld beitragen [250, 415, 440]. So können Ab im 

Verbund eines Biofilms monatelang auf Oberflächen, auch in Krankenhäusern, überleben 

[436]. Neben der Persistenz in der Umwelt ist es Ab so nicht nur möglich, Angriffen des Wirts-

Immunsystems sondern auch antimikrobieller Therapeutika zu entgehen [96, 124]. Ab ist fähig, 

sowohl auf abiotischen Oberflächen, wie Glas, als auch auf biotischen Oberflächen, wie 

Epithelzellen, Biofilme zu bilden [130]. Die Biofilmbildung wird von mehreren Faktoren 

beeinflusst: der Verfügbarkeit von Nährstoffen und freien Kationen, der Präsenz von Pili und 

äußeren Membranproteinen sowie dem Quorum sensing, einem bei GN Bakterien 

weitverbreiteten Mechanismus der chemischen Kommunikation [130, 148, 183]. Wichtige 
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Gene, die einen Einfluss auf die Biofilmbildung von Ab haben, sind u.a. bap [234], csuA-csuE 

[390] sowie blp1 und blp2 [151].  

2.5.3. Methoden zur Untersuchung der Virulenz 

2.5.3.1. In vitro-Untersuchungen 

Zur in vitro-Untersuchung der Virulenz von Ab wurden in der Vergangenheit u.a. 

Zellkulturversuche genutzt. Diese eignen sich zur Abschätzung der Zytotoxizität des Erregers 

und zum besseren Verständnis zellulärer Prozesse im Laufe einer Ab-Infektion. Es werden u.a. 

humane Lungenepithel- (A549), Larynxepithel- (Hep-2) sowie Zervixkarzinomzellen (HeLa) 

genutzt [64, 368]. Zur Untersuchung der Zytotoxizität eignet sich der Laktat-Dehydrogenase 

(LDH)-Zytotoxizitätsassay. Durch den zytotoxischen Effekt von Ab wird LDH freigesetzt, 

welche gemessen und als Parameter für Zellschäden herangezogen werden kann [368, 383]. 

Zur Bestimmung der Fähigkeit des Erregers zur Adhäsion und/oder Invasion wird hingegen die 

Fluoreszenz- oder Elektronenmikroskopie genutzt [12, 64, 368]. So gibt es bereits mehrere 

Studien, die sich mit der in vitro-Virulenz von Ab, insbesondere von antibiotikaresistenten 

Stämmen, beschäftigen. Smani et al. (2012) konnten mittels eines humanen Lungenepithelzell-

Modells zeigen, dass die Ausbildung eines Ciprofloxacin-resistenten Phänotyps bei Ab die 

Virulenz des Erregers herabsetzt [368].  

2.5.3.2. In vivo-Untersuchungen 

Neben den in vitro-Untersuchungen gibt es eine Reihe von in vivo-Modellen zur Untersuchung 

der Virulenz von Ab. Die wichtigsten Studien dazu werden im Folgenden erläutert. 

Maus und Ratte 

Die Maus sowie die Ratte stellen, wie in den meisten in vivo-Forschungen, auch bei der 

Untersuchung von Ab-Infektionen die wichtigsten Tiermodelle dar. So wurden bereits Studien 

zur Untersuchung von durch Ab verursachte Pneumonien, Weichteilinfektionen oder 

Septikämien im Maus- oder Ratten-Modell durchgeführt [256]. Anhand eines Maus- 

Pneumoniemodells konnten Jacobs et al. (2010) zeigen, dass die Phospholipase D vermutlich 

einen Einfluss auf die Ausbreitung von Ab im Blut sowie auf die Persistenz des Erregers in 

verschiedenen Organen hat [193]. Dijkshoorn et al. (2004) beschreiben, dass das humane 

Laktoferrin bei einer Weichteilinfektion der Maus mit multiresistenten Ab eine dosis- und 

zeitabhängig bakterizide Wirkung gegenüber dem Bakterium aufzeigt [91]. Anhand des früher 

oft eingesetzten Sepsis-Mausmodells untersuchten López-Rojas et al. (2011) den Einfluss der 
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Colistin-Resistenz auf die Virulenz und Fitness von Ab. Die Autoren nahmen an, dass die 

Colistin-Resistenz mit einer Verminderung der bakteriellen Virulenz einherging [236]. Auf 

Grundlage des gleichen Modells vermuteten Gaddy et al. (2012), dass Acinetobactin hingegen 

keinen Einfluss auf die Virulenz von Ab hat [131]. 

Caenorhabditis elegans 

Bei Caenorhabditis (C.) elegans handelt es sich um einen Fadenwurm, der bereits in den 1960er 

Jahren durch den Entwicklungsbiologen Sydney Brenner als Modellorganismus in die 

Forschung eingeführt wurde [46]. Die Erdnematode ernährt sich v.a. von Bakterien und wurde 

bereits zur Untersuchung der Virulenz von Ab eingesetzt [397]. So wird das Überleben von 

C. elegans oder die Anzahl der abgelegten Eier zur Einschätzung der Virulenz herangezogen. 

Die Ergebnisse einer Studie von Smith et al. (2007) gaben erste Rückschlüsse auf die 

Bedeutung beispielsweise des Typ IV-Sekretionssystems oder des Eisenakquirierungssystems 

in der Virulenz von Ab [371]. Espinal et al. (2019) konnten zeigen, dass bei den untersuchten 

Ab die durch Oxacillinasen oder NDM bedingte CR keinen Einfluss auf die Virulenz der 

Stämme im C. elegans-Modell hatte. Während der Verlust von LPS, der eine Colistin-Resistenz 

verursacht, sowie der äußeren Membranproteine Omp33-36 zu einer Abnahme der Virulenz 

der untersuchten Ab-Isolate führte [112]. 

Galleria mellonella 

Das Infektionsmodell der großen Wachsmotte (Galleria (G.) mellonella) ist ein weiteres 

Modell zur Untersuchung der bakteriellen Virulenz. Gegenüber anderen nicht-Vertebraten-

Modellen hat das Wachsmottenmodell große Vorteile. Zum einen überleben die Larven bei 

37 °C, was der Körpertemperatur von Mensch, Hund und Katze entspricht. Zum anderen kann 

aufgrund der Anatomie der Raupen eine genau lokalisierte Infektion erfolgen [300]. 

Verschiedene Konzentrationen einer Bakteriensuspension werden in das Coelom der Raupen 

injiziert, sodass anhand der Überlebensdauer sowie der Melanin-Einlagerungen, einer 

Immunreaktion der Wachsmotte, Rückschlüsse auf die Virulenz des Erregers gezogen werden 

können. Im Jahr 2009 nutzten Peleg et al. (2009) erstmals das G. mellonella-Infektionsmodell 

und konnten zeigen, dass Ab eine signifikant höhere Virulenz als Al und A. baylyi aufwies, da 

Ab in einem kürzeren Zeitraum mehr Larven tötete als die anderen beiden Spezies [300]. Sechs 

Jahre später untersuchten Stahl et al. (2015) den Einfluss von drei Phospholipasen D auf die 

Ab-Virulenz. Die Ergebnisse ließen die Autoren darauf schließen, dass zur Ausbildung der 
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vollen Virulenz des Ab-Referenzstammes ATCC 19606 alle drei intakten pld-Gene notwendig 

sind [375].  

2.6. Vorkommen von Acinetobacter spp.  

Im Jahr 1986 gelang es Bouvet und Grimont erstmals Ab als Spezies zu identifizieren und zu 

benennen [43]. Jedoch ist auch danach die Speziesdifferenzierung nicht immer verlässlich 

(Kapitel 2.2), sodass Speziesbezeichnungen vor der Jahrtausendwende nur mit Vorsicht 

interpretiert werden dürfen [301]. 

2.6.1. Acinetobacter spp. in der Umwelt 

Im Gegensatz zu den meisten Vertretern der Gattung Acinetobacter, die ubiquitär in der 

Umwelt zu finden sind, ist das natürliche Reservoir von Ab nur unzureichend bekannt [97]. 

Nachdem 1911 Beijerinck erstmals den A. calcoaceticus-Typstamm aus einer Bodenprobe 

isolieren konnte, wurden 1968 verschiedene Acinetobacter spp. in mehreren Boden- und 

Wasserproben nachgewiesen [25, 27]. Weitere Studien über den Nachweis unterschiedlicher 

Acinetobacter spp. aus Gewässern, Abwasser, Pflanzen und dem Boden, darunter auch Ap oder 

Aj, deren klinische Relevanz zunehmend steigt, folgten [7, 97, 301, 323]. Bisher wurden jedoch 

keine systematischen Studien durchgeführt, um das natürliche Vorkommen verschiedener 

Acinetobacter spp. zu untersuchen. Ab hingegen wird nur sporadisch aus Umweltproben 

isoliert, was darauf schließen lässt, dass es sich um keinen typischen Umwelterreger handelt 

[301]. Allerdings konnten bereits multiresistente Ab, speziell CR Isolate, aus der Umwelt 

isoliert werden. Girlich et al. (2009) gelang erstmals der Nachweis eines blaOXA-23-positiven 

Ab-Isolats aus der Seine [145]. Zehn Jahre später wiesen Hrenovic et al. (2019) CR Ab und 

andere Acinetobacter spp. in Bodenproben, die mit einer illegalen Müllentsorgung assoziiert 

waren, nach [185]. Ähnliche Funde machten Higgins et al. (2018), die CR OXA-23- und OXA-

72-positive Ab der ICs 1 und 2 aus einer Kläranlage isolieren konnten [175]. Diese Berichte 

lassen jedoch vermuten, dass der Nachweis von Ab aus der Umwelt häufig im Zusammenhang 

mit menschlichem Handeln steht, das möglicherweise die Verbreitung CR Bakterien begünstigt 

[185].  

2.6.2. Acinetobacter spp. beim Menschen 

Acinetobacter spp. gehören beim Menschen zur Mikrobiota der Haut und Schleimhäute [97, 

301]. So konnten bei bis zu 42,5 % gesunder, nicht-hospitalisierter Menschen und bei 75 % 

hospitalisierter Patienten Acinetobacter spp. nachgewiesen werden. Am häufigsten wurden Al, 
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Aj und A. radioresistens u.a. von Stirn, Ohr, Nase, Rachen oder Achsel isoliert [359]. Ähnliche 

Ergebnisse lieferte eine Studie von Berlau et al. (1999), in der bei bis zu 40 % der gesunden 

Testpersonen Acinetobacter spp., insbesondere Al und A. radioresistens, nachgewiesen werden 

konnten [31]. Die klinisch relevanten Acinetobacter spp. wie Ab, A. nosocomialis oder Ap 

wurden hingegen nur selten auf der Haut gesunder Menschen gefunden [30, 92, 359]. Als 

wichtigster klinischer Vertreter kann Ab insbesondere bei hospitalisierten Patienten und auf 

Oberflächen in Kliniken nachgewiesen werden [72, 92, 342]. Ob der Intestinaltrakt ein 

Reservoir für Ab darstellt, ist unklar. So konnten Corbella et al. (1996) bei 41 % der Patienten 

einer Intensivstation eine fäkale Kolonisation mit multiresistenten Ab nachweisen, während 

Dijkshoorn et al. (2005) nur <1 % gesunder Menschen mit Ab kolonisiert fanden [72, 93]. Dies 

stützt die Vermutung, dass Krankenhäuser ein mögliches Reservoir für Ab darstellen [435]. 

Sowohl die hohe Tenazität als auch die Fähigkeit Biofilme zu bilden begünstigen das vermehrte 

Auftreten von Ab im klinischen Umfeld und die Entstehung von nosokomialen Ab-Infektionen 

[256]. Davon abzugrenzen sind die sogenannten community acquired-Infektionen, welche in 

keinem zeitlichen Zusammenhang mit einem Krankenhausaufenthalt stehen [30, 92, 97, 301]. 

Insbesondere bei immungeschwächten Patienten führt Ab zu Erkrankungen [92, 209]. Selten 

werden ähnliche Infektionen auch von weiteren Acinetobacter spp., wie zum Beispiel von Al 

oder Aj, verursacht [393]. Als prädisponierende Faktoren sind u.a. schwere 

Grunderkrankungen, Traumata, wiederholte Krankenhausaufenthalte oder antimikrobielle 

Therapien nach Operationen zu nennen [30, 133]. Am häufigsten manifestiert sich eine 

nosokomiale Ab-Infektion im Respirationstrakt [301]. Bei intubierten Patienten können schwer 

therapierbare Pneumonien mit hoher Sterblichkeit auftreten [134]. Weitere klinische 

Erscheinungsformen sind Wund-, Urogenitaltrakt- und Blutstrom-Infektionen oder 

Meningitiden [18, 92]. Die Mortalitätsrate beträgt v.a. bei intensivmedizinisch betreuten 

Patienten bis zu 30 % [183, 303]. Solche Infektionen werden meist von multiresistenten Ab, die 

zunehmend auch Resistenzen gegenüber Reserveantibiotika wie Colistin oder Carbapenemen 

aufweisen, verursacht [101, 335]. So bewegt sich der Nachweis von CR Acinetobacter in 

Deutschland um die 5 % aller invasiven Acinetobacter spp. In südeuropäischen Ländern wie 

Italien, Griechenland und Spanien ist der Anteil von CR Isolaten mit >50 % deutlich höher 

[103]. Seltener treten auch Acinetobacter spp.-Infektionen, vorwiegend Pneumonien, bei nicht-

hospitalisierten Patienten auf. Meist treten diese im Zusammenhang mit zusätzlichen 

Risikofaktoren wie Alkoholmissbrauch, Rauchen, Diabetes mellitus und/oder chronischen 

obstruktiven Lungenerkrankungen auf [92]. Die oft mit Mortalitätsraten von 40-64 % 

einhergehenden Infektionen spielen v.a. in sub-/tropischen Regionen wie Südostasien oder 
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Australien eine bedeutsame Rolle [16, 61, 87, 92]. Durch Ab verursachte Pneumonien können 

jedoch auch in gemäßigten Breiten auftreten. So berichten Serota et al. (2018) von community 

acquired-Ab-Pneumonien in Nordamerika [362]. 

2.6.3. Acinetobacter spp. beim Tier 

2.6.3.1. Kleintiere 

Im Jahr 1976 berichteten Saphier et al. (1976) erstmalig von A. calcoaceticus (var. anitratus 

und lwoffii) aus der Gingiva von gesunden Hunden (10 %) in Amerika [352]. Kurze Zeit später 

berichteten Krogh et al. (1981) über Acinetobacter spp. aus Hautproben gesunder sowie an 

Pyodermie erkrankter Hunde in Dänemark. Vermutlich kommt es aufgrund der Läsionen zu 

einem Versagen der lokalen Immunabwehr, sodass die Anzahl GN Erreger zunimmt. Die 

Autoren mutmaßten, dass es sich bei Acinetobacter spp. um opportunistische Krankheitserreger 

handelt [223]. Ein Jahr später berichteten Mathewson und Simpson (1982) über A. calcoacetius 

aus veterinärmedizinischem Probenmaterial. Unter 3.474 Proben wurden bei 10 % 

Nonfermenter, davon 50 A. calcoaceticus (14,5 %), nachgewiesen [254]. In einer weiteren 

Studie konnten in 52 von 53 vaginalen sowie in zwei von 29 Uterustupferproben von gesunden 

Katzen aerobe Bakterien wie Koagulase-negative-Staphylokokken (56 %), Streptococcus canis 

(52 %), E. coli (44 %) und vereinzelt Acinetobacter spp. nachgewiesen werden [69]. Leider 

wird in keiner der o.g. Studien die antimikrobielle Empfindlichkeit der Acinetobacter spp.-

Isolate beschrieben.  

 

Im Jahre 2000 wurde erstmals über Ab als möglicher nosokomialer Infektionserreger in der 

Veterinärmedizin diskutiert. Francey et al. (2000) berichteten über CS Ab aus klinischem 

Untersuchungsgut von Hunden und Katzen, die während zwei saisonalen Ausbruchsgeschehen 

in einer Tierklinik isoliert wurden. Die Autoren konnten mittels Ribotypisierung die Persistenz 

einzelner Ab in der klinischen Umgebung und die Isolation identischer Stämme von 

verschiedenen Tieren während der zwei Ausbrüche zeigen, sodass sie den nosokomialen 

Charakter von Ab annahmen [127]. Hier ist jedoch zu beachten, dass die Ribotypisierung eine 

geringere Auflösung im Vergleich zur später etablierten PFGE aufweist und somit die 

Möglichkeit besteht, dass die Stämme entgegen der damaligen Annahme nicht identisch sind 

und es sich nicht um ein nosokomiales Geschehen handelt [360]. Boerlin et al. (2001) kamen 

zu ähnlichen Ergebnissen als sie über nosokomiale bakterielle Infektionen in einer 

Kleintierklinik berichteten. Beide beschriebenen Ausbrüche ereigneten sich in den warmen 
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Sommermonaten, was auf eine Saisonalität von Ab hindeutet [36]. In den folgenden Jahren wird 

immer wieder über Ab-Infektionen bei Kleintieren berichtet (Tabelle 2). Im Jahr 2011 

veröffentlichen Endimiani et al. (2011) erstmals eine Studie, in der tierische Ab mit den 

molekularen Charakteristika humaner Stämme verglichen wurden. Es konnte gezeigt werden, 

dass Ab von Hunden, Katzen und Pferden ebenfalls den in der Humanmedizin weltweit 

verbreiteten klonalen Linien IC1 und IC2 zugeordnet werden konnten. Drei der 19 Ab zeigten 

eine CR, die durch eine gesteigerte Expression der intrinsischen Oxacillinase blaOXA-51-like 

aufgrund eines vorgeschalteten IS-Element bedingt war (Tabelle 2) [108]. Zordan et al. (2011) 

konnten neben dem nosokomialen Charakter auch das vermehrte Auftreten von IC1- und IC2-

Ab bei Hunden und Katzen bestätigen. Eins der Ab-Isolate zeigte eine Resistenz gegenüber 

Imipenem [441]. Es folgten weitere Studien, über phylogenetische Verwandtschaften 

veterinärmedizinischer Ab, sowie der Zuordnung tierischer Ab-Isolate zu in der Humanmedizin 

weltweit erfolgreichen ICs/STs, u.a. IC1/ST1Past und IC2/ST2Past (Tabelle 2 und Tabelle 3).  

 

Im Jahr 2014 wurde erstmals über eine Oxacillinase-vermittelte CR bei Ab tierischer Herkunft 

berichtet. Pomba et al. (2014) wiesen einen OXA-23-positiven Ab des IC2/ST2Past bei einer an 

einem Harnwegsinfekt erkrankten Katze nach [317]. Ewers et al. (2016) wiesen ebenfalls einen 

felinen OXA-23-positiven Ab aus einem Harnwegsinfekt nach, der jedoch dem IC1/ST1Past 

zugeordnet wurde. Bei der Analyse des MCG konnte eine große Ähnlichkeit des tierischen mit 

dem humanen Ab AYE, der von einem Patienten mit Pneumonie und Harnwegsinfekt in 2001 

in Frankreich isoliert wurde, nachgewiesen werden [120, 314]. Im folgenden Jahr berichteten 

die Autoren über die nosokomiale Verbreitung von CS IC2-Ab-Isolaten in der Tiermedizin. 

Allerdings konnten bei drei caninen Ab des ST1Past sowie des ST10Past blaOXA-23 nachgewiesen 

werden. 58 weitere Ab trugen zudem ISAba1 vor der intrinsischen β-Laktamase blaOXA-51-like. 

Jedoch zeigten lediglich zwei OXA-23-positive ST10Past Ab, die von zwei Hunden in 

Mischkultur isoliert wurden, auch eine phänotypische CR [121]. In einer weiteren Studie wurde 

erstmals die klonale Verbreitung von blaOXA-23-Ab des ST25Past bei Tieren in Frankreich 

beschrieben. Die Isolate wiesen zueinander Ähnlichkeiten von ≥98,8 % auf und wurden aus 

Harnwegsinfektionen von Hunden und Katzen in fünf verschiedenen Kliniken aus zwei 

Regionen Frankreichs isoliert [239]. In Serbien konnten Misic et al. (2018) einen blaOXA-72-

positiven Ab aus dem Urin eines Hundes isolieren und dem ST1Past zuordnen. Das Isolat wies 

neben einer CR auch eine Resistenz gegenüber Colistin, bedingt durch Mutationen des 

pmrCAB-Operons, auf [263]. Ebenfalls aus dem Urin eines hospitalisierten Hundes gelang 

Chanchaithong et al. (2018) der Nachweis eines blaOXA-23-positiven Ab, des ST2Past. Das 
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lediglich gegenüber Colistin sensible Isolat zeigte u.a. phänotypische Resistenzen gegenüber 

Carbapenemen, Gentamicin und Ciprofloxacin [56]. Zwei Jahre später konnten Taj et al. (2020) 

ebenfalls einen CR OXA-23-positiven Ab des IC2/ST2Past bei einem Harnwegsinfekt 

nachweisen, jedoch von einer Katze. Der XDR Ab zeigte einzig gegenüber Colistin und 

Tigezyklin einen sensiblen Phänotyp [382]. Dass das Auftreten von CR Ab bei Tieren nicht 

immer in einem nosokomialen Zusammenhang steht, zeigten Hérivaeux et al. (2016) in einer 

Untersuchung von nicht-hospitalisierten Hunden und Katzen in Frankreich. Bei 2,7 % der 

Hunde konnte Ab, darunter CR OXA-23-positive ST25Past sowie CS Ab des ST250Past und 

ST753Past, nachgewiesen werden. In der PFGE-Analyse ergab sich eine 100 % Homologie der 

beiden CR Isolate, was auf einen klonalen Ursprung schließen lässt [173]. Die niedrigere 

Prävalenz von Ab in nicht-hospitalisierten Tieren im Vergleich zu der Studie von Belmonte et 

al. (2014) und Pailhoriès et al. (2015) führten die Autoren auf das gemäßigte Klima zurück, da 

Ab-Infektionen v.a. in tropischen Klimazonen beschrieben wurden [28, 92, 173, 295]. Entgegen 

der Annahme der Verbreitung von Ab in nicht-hospitalisierten Tieren konnten Gentilini et al. 

(2018) bei der Untersuchung von hospitalisierten und nicht-hospitalisierten Hunden und Katzen 

nur bei Tieren, die stationär aufgenommen waren, CR Acinetobacter spp. nachweisen. Ab des 

ST2Past waren Träger der Oxacillinase blaOXA-23 während bei A. radioresistens die Metallo-β-

Laktamase NDM-1 nachgewiesen wurde. Die multiresistenten Ab-Isolate zeigten in der PGFE-

Analyse das gleiche Bandenmuster und wiesen nur gegenüber Colistin einen empfindlichen 

Phänotyp auf [140].  

Der Nachweis von β-Laktamasen in der Veterinärmedizin ist nicht nur auf Ab beschränkt. So 

konnten Klotz et al. (2017) bei 2,5 % klinischer Ap von Hunden und Katzen blaOXA-58 

nachweisen (Publikation 3). Die Isolate stammten aus zwei unterschiedlichen deutschen 

Kliniken, was sich in der PFGE in zwei Klonen widerspiegelte. Anhand einer MCG-Analyse 

wurden Ähnlichkeiten zu humanen Stämmen, die von Patienten in Deutschland und den USA 

isoliert wurden, aufgezeigt. Trotz der erworbenen CP wies keines der fünf Ap-Isolate einen 

resistenten Phänotyp gegenüber Carbapenemen auf [217]. 

Kimura et al. (2017) konnten zeigen, dass der CR Phänotyp tierischer Acinetobacter spp. auch 

durch andere β-Laktamasen bedingt sein kann. Bei einem Hund mit Zystitis und einer Katze 

mit Konjunktivitis konnte ein IMP-1-positiver A. radioresistens isoliert werden. Beide Tiere 

waren nicht-hospitalisiert und beide Stämme wiesen unterschiedliche Resistenzprofile sowie 

3.569 single nucleotide polymorphisms (SNPs) auf, was gegen einen klonalen Ursprung spricht 

[213].  
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2.6.3.2. Pferde 

Immer wieder wurden, neben GP Erregern, Acinetobacter spp. als häufigster GN Vertreter der 

Mikrobiota von Pferdeaugen beschrieben [139, 199, 269–271]. A. calcoaceticus, wurde in 

mehreren Veröffentlichungen wiederholt mit klinischen Infektionen, u.a. Aborten oder 

Infektionen des Respirationstraktes, in Verbindung gebracht [89, 325]. Leider liefern die ersten 

Berichte keine Hinweise über eine verlässliche Speziesidentifizierung sowie die Resistenzlage 

der Isolate. Im Jahr 2000 berichten Vaneechoutte et al. (2000) erstmals über nosokomiale Ab-

Infektionen bei Pferden. In der Universitätsklinik in Gent wurden Ab, deren Resistenzlage 

gegenüber Carbapenemen nicht erläutert wurde, aus zentralen Venenkathetern bei 

hospitalisierten Pferden isoliert. Drei Pferde zeigten lokale Infektionen [402]. Entgegen dieser 

milden Verlaufsform berichteten Bentz et al. (2002) von einer Thrombozytopenie bei zwei 

Vollblutfohlen mit Sepsis und neonataler Enzephalopathie [29]. Im gleichen Jahr berichteten 

Blanchard et al. (2002) über den hochgradigen Nachweis von A. calcoaceticus im Ejakulat 

eines Quarter Horse. Das Isolat wies Resistenzen gegenüber Gentamicin und 

Trimethoprim/Sulfamethoxazol auf, während die Empfindlichkeit gegen Carbapeneme nicht 

erläutert wurde [34]. Auch in 2002 beschrieben Boguta et al. (2002) das Vorkommen von 

Acinetobacter spp. bei Fohlen mit Infektionen des oberen Respirationstraktes. Von 80 

erkrankten Fohlen konnten bei 45 % Acinetobacter spp. nachgewiesen werden, während die 

Kontrollgruppe mit 20 gesunden Fohlen negativ war [37]. Im Gegensatz dazu stellten Newton 

et al. (2003) eine negative Korrelation zwischen einer apparenten Infektion des 

Respirationstrakts und dem Nachweis von Acinetobacter spp. fest [286]. Im Jahr 2010 wurde 

erstmals von einer Bronchopneumonie, verursacht durch einen multiresistenten Ab, berichtet. 

Das Isolat war nur noch gegenüber Fluorchinolonen und Trimethoprim/Sulfamethoxazol 

sensibel [201]. Smet et al. (2012) berichteten erstmalig über CR Acinetobacter spp. (heute 

A. gandensis), die Träger der β-Laktamase OXA-23 waren, aus Kotproben hospitalisierter 

Pferde (Tabelle 4). Die Isolate wiesen identische PFGE-Pulsotypen auf, was ein nosokomiales 

Geschehen vermuten lässt [369]. In der Studie von Rafei et al. (2015) konnten bei Pferden Ab, 

Ap, A. bereziniae sowie eine potenziell neue Acinetobacter Spezies nachgewiesen werden. Ein 

Ab konnte dem ST294Past zugeordnet werden und war Träger von OXA-143, zeigte aber keine 

phänotypische CR [323]. Im Jahr 2016 beschrieben Poppel et al. (2016) die neue Acinetobacter-

Spezies A. equi, die aus equinem Kot isoliert wurde und eine hohe Ähnlichkeit zu Al (98,3 %) 

aufweist. Die Autoren geben keine Informationen bezüglich des Resistenzprofils der Stämme 

[318]. Eine retrospektive Studie der Universität Zürich beschäftigte sich mit der 
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antimikrobiellen Resistenz bakterieller Erreger bei hospitalisierten Pferden. Als multiresistent 

wurden Isolate mit Resistenzen gegen drei oder mehr Antibiotikaklassen definiert [242, 401]. 

96 % der getesteten Ab wiesen einen multiresistenten, aber CS Phänotyp auf, während ein Ab 

auch eine Resistenz gegenüber Imipenem zeigte [401]. Zwei Jahre später wurde über 

Imipenem-sensible Ab (0,9 %) aus Nasentupfern und Kotproben von Pferden berichtet [413]. 

Leider wurden in keiner der o.g. Studien die STs der Isolate untersucht. Das Wissen über die 

Verteilung von Ab-Sequenztypen bei Pferden ist insgesamt unzureichend.  

In zwei Studien wurde ein speziesübergreifendes Infektionsgeschehen mit Ab beschrieben. 

Boerlin et al. (2001) berichteten über Ab, die nach einem Ausbruch in einer Kleintierklinik ein 

Jahr später ein erneutes Ausbruchsgeschehen verursachten, dass sich auf die benachbarte 

Pferdeklinik erstreckte [36]. In der zweiten Studie wurden tierische mit humanen Ab verglichen 

und Ab des ST12Past (IC2) und ST15Past (IC1) bei Pferden nachgewiesen [108]. 

2.6.3.3. Rinder 

Der erste Bericht über Acinetobacter spp., genauer A. calcoaceticus, bei Rindern stammt aus 

dem Jahr 1982 [254]. In den nächsten Jahren wurde A. calcoaceticus aus Proben einer Mastitis 

und einer Metritis isoliert [324]. Hamouda et al. (2008 und 2011) untersuchten diverse Proben 

von Rindern auf Ab und P. aeruginosa. CS Ab wurden aus Kotproben sowie Nasentupfern 

isoliert, wohingegen kein Nachweis aus Ohr- oder Hauttupfern sowie Milch- und 

Fleischprodukten möglich war [162, 163]. Im Gegensatz dazu konnten Ercolini et al. (2009) in 

gefrorenem Fleisch Ab nachweisen [110]. Nam et al. (2009) untersuchten Proben klinischer 

Mastitiden und konnten in 6 % der Proben Al und A. junii nachweisen. Leider wurde keine 

Aussage über die Resistenzlage gegenüber Carbapenemen getroffen [278]. Im Jahr 2012 

berichteten Poirel et al. (2012) erstmals über CP-produzierende Acinetobacter Genomspezies 

15TU (heute A. variabilis) bei Rindern in Frankreich (Tabelle 4). Unter 50 beprobten Rindern 

konnten neun genetisch unterschiedliche OXA-23-positive CR A. variabilis-Stämme isoliert 

werden. In nur einem Isolat war blaOXA-23 Teil des Tn2008 mit einem unterbrochenen ISAba1 

[307]. Lupo et al. (2014) berichteten über Ab-Prävalenzen von 18 % bzw. 6 % in Schweizer 

Kalbs- bzw. Rindfleisch. In der MLST-Analyse wurde eine große Diversität der CS Ab-Isolate 

mit zum Teil neuen STs festgestellt [240]. Acinetobacter gandensis, der bereits bei Pferden 

isoliert wurde [369], konnte auch bei einem Rektaltupfer eines Rindes im Libanon 

nachgewiesen werden [370]. Ebenfalls bei einem Rind aus dem Libanon wurde erstmals ein 

CR ST2Past-Ab-Isolat, das Träger des Gens blaOXA-23 war nachgewiesen [8]. In einer weiteren 

Studie aus dem Libanon konnten Rafei et al. (2015) bei Rindern in Milch- sowie 
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Rindfleischproben Ab, Ap, A. calcoaceticus, A. beijerinckii, A. bereziniae, A. variabilis sowie 

mehrere potenziell neue Acinetobacter spp. nachweisen. Ab zeichneten sich erneut durch eine 

hohe Variabilität der STs aus [323]. Bei einer Untersuchung von tierassoziierten 

Umweltproben, wie Oberflächenwasser und Gülle von Rinderbetrieben in Kanada, konnten 

sowohl CS Ab als auch CS Ai nachgewiesen werden [123]. Im Jahr 2016 wurde von einem 

blaOXA-24/40-positiven CR Ab-Isolat des neuen ST587Past aus dem Maul eines Rindes berichtet. 

Bei fünf von sechs beprobten Tieren wurden Ab des ST278Past sowie vier neuen STs (ST479Past, 

ST480Past, ST482Past und ST587Past) isoliert [294]. Im gleichen Jahr berichteten Webb et al. 

(2016) von dem Nachweis eines Ab aus Kotproben von Milchrindern. Die Autoren wiesen die 

neue intrinsische OXA-51-like β-Laktamase OXA-497 nach und konnten das Isolat dem neuen 

ST742Past bzw. ST1133OX zuordnen [418]. Neben Ab spielt auch Ai als CR Erreger bei Rindern 

eine Rolle. So konnten CR Ai-Stämme aus Nasentupfern von Kälbern isoliert werden (Tabelle 

4). Die Stämme wiesen phänotypische Resistenzen gegenüber Carbapenemen, bedingt durch 

OXA-23 als Teil eines unvollständigen Tn2008, Gentamicin und Fluorchinolonen auf [215]. In 

einer weiteren Studie der Autoren wurde die Saisonalität boviner Ab in Deutschland untersucht. 

Bei 15,6 % der Rinder wurden CS Ab mit erhöhten Prävalenzen zwischen Mai und August 

nachgewiesen. Die Isolate wurden 83 verschiedenen STs zugeordnet, darunter 67 neue STs. 

Neun dieser STs wurden bereits bei Infektionen von Menschen beschrieben [216]. NDM-1 und 

OXA-58 konnten 2020 bei Ai -Isolaten von Milchkühen in China nachgewiesen werden [167].  

2.6.3.4. Schweine  

Im Jahr 2008 wurde erstmalig über Acinetobacter spp. bei der Untersuchung von Nasen-, Ohr- 

und Hauttupfern sowie Kotproben von Schweinen in Schottland berichtet. Aus Kotproben 

wurden CS Ab, mit Ähnlichkeiten von >85 % untereinander, aber phylogenetischer Diversität 

im Vergleich zu humanen Stämmen, isoliert [163]. In einer Studie über Sulfonamid-resistente 

bakterielle Erreger wurden in 35,7 % der Bodenproben, von mit Schweinegülle behandelten 

Feldern, Sulfonamid-resistente Acinetobacter spp. nachgewiesen [52]. 2013 wurde erstmals 

über ein porcines CR Ab-Isolat berichtet (Tabelle 4). Zhang et al. (2013) konnten aus der Lunge 

eines an Pneumonie und Sepsis erkrankten Schweines postmortal einen NDM-1-positiven Ab 

isolieren [437]. In 6 % von Schweinefleischproben aus der Schweiz wurden CS Ab 

nachgewiesen. Eines der Isolate wurde weiter charakterisiert und dem ST273Past zugeordnet 

[240]. 2015 wurde ein blaOXA-23-positiver Ab, des neuen ST491Past, aus einer porcinen Kotprobe 

im Libanon nachgewiesen [8]. McLellan et al. (2018) beprobten ebenfalls 

Schweinefleischproben in Australien und wiesen CS Isolate des Acb-Komplexes und 
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A. ursingii-Isolate nach. Ab wies am häufigsten Resistenzen gegenüber Cephalosporinen der 3. 

Generation auf [257]. In 2019 berichten Hrenovic et al. (2019) über CR OXA-23-positive Ab 

des IC2 bzw. ST195Ox aus Schweinegülle [186]. 

2.6.3.5. Geflügel  

Im Jahr 1988 wurde erstmals über Fälle von Hühnern mit Septikämien, bedingt durch 

A. calcoaceticus, berichtet [111]. Ein Jahr später beschrieben Kaya et al. (1989) den Nachweis 

von Al aus der Lunge von zwei Hennen, ebenfalls mit Septikämien [207]. Erst Jahre später 

wurde über ein CR NDM-1-positives Al-Isolat aus der Kloake eines Huhnes in China berichtet 

(Tabelle 4) [416]. Lupo et al. (2014) konnten mit einer Prävalenz von 45,7 % bzw. 100 % Ab 

in Hühner- bzw. Putenfleischproben aus der Schweiz nachweisen. Die CS Isolate zeigten in der 

MLST-Analyse ein sehr diverses Bild, wobei ST348Past und ST353Past dominierten [240]. Al 

Bayssari et al. (2015) konnten ebenfalls in Geflügelproben CR Ab nachweisen. Zwei Ab des 

neuen STs ST492Past bzw. ST493Past waren Träger von OXA-23, während ein ST20Past Isolat 

neben blaOXA-23 auch blaOXA-58 trug [8]. In China wurde 2016 von einem hochvirulenten CR Ab 

berichtet, der zu seuchenhaften Erkrankungen bei 100.000 sechs Tage alten Küken führte, 

wovon 3.000 an der Infektion starben. Leider gibt es keine Informationen über den 

Mechanismus der CR [232]. Ein Jahr später untersuchten Wilharm et al. (2017) Tracheal- und 

Rektaltupfer von Hühnern, Gänsen und Störchen in Deutschland. Bei 3 % bzw. 8 % der Proben 

von Hühnern bzw. Gänsen wurde Ab isoliert. Keines der CS Isolate konnte dem IC1-IC8 (IC9 

war zu dem Zeitpunkt noch nicht definiert) zugeordnet werden [421]. In Australien wiesen 

McLellan et al. (2018) in Hühnerfleischproben CS Ab nach. Ab war erneut die häufigste 

Spezies, die Resistenzen gegenüber Cephalosporinen der 3. Generation aufwies [257]. Bei der 

Untersuchung von Wasserproben eines Geflügelschlachthofes in Deutschland konnten 

Acinetobacter ssp. des Acb-Komplexes (32,4 %) nach E. coli (39,4 %) als zweithäufigste 

ESKAPE-Erreger nachgewiesen werden. Eine phänotypische Colistin- bzw. Meropenem-

Resistenz wiesen 5,5 % bzw. 1,3 % der Acb-Stämme auf. Leider wird weder die weitere 

Speziesdifferenzierung noch der Mechanismus der CR weiter erläutert [353]. 2021 gelang Tang 

et al. der Nachweis eines CR Ai-Isolats bei Beprobung einer Entenfarm. Neben der 

chromosomal lokalisierten β-Laktamase NDM-3, welche von einem ISAba125 flankiert wurde, 

war das Isolat ebenfalls Träger eines Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens [384]. 
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2.6.3.6. Weitere Tierarten 

Die ersten Berichte über Acinetobacter spp. bei Zoo- und Wildtieren stammen aus dem Jahr 

1981. Iverson und Connelly (1981) berichteten über einen Orang-Utan, der an einer 

chronischen Infektion der Atemwege verstarb. In beiden Lungenflügeln wurde postmortal 

hochgradig A. calcoaceticus var. lwoffii nachgewiesen [190]. Fünf Jahre später wurde der 

Nachweis von A. calcoaceticus aus Abortmaterial von Wasserbüffeln beschrieben [86]. Ahmed 

et al. (2007) konnten ein aviäres CS Ab-Isolat in einem Zoo in Japan nachweisen [5]. Dahiru 

und Enabulele (2015) untersuchten die auf Feldern von zwei Betrieben gesammelten aviären 

Kotproben auf Ab. Hier lagen die Ab-Prävalenzen bei 20,8 % bzw. 41,7 %. Die CR wurde nicht 

untersucht [83]. In der bereits mehrfach erwähnten Studie von Rafei et al. (2015) wurden 

Acinetobacter spp. bei einer Reihe weiterer Tierarten gefunden. So wurden bei (i) Kaninchen 

Ab, ein CR OXA-24/40-positiver Ap und Aj, bei (ii) Ziegen Ab, Ap und A. calcoaceticus, bei 

(iii) einem Affen ein Ab, bei (iv) einem Maultier ein Ab, bei (v) Schafen Ap und zwei potentiell 

neue Acinetobacter Spezies sowie bei einer (vi) Taube ein A. bereziniae nachgewiesen [323]. 

2016 wurden CR blaOXA-23-positive Ab (0,7 %) bei Achselfleckbrassen aus dem Mittelmeer 

nahe Algerien beschrieben (Tabelle 4). Die Stämme zeigten phylogenetische Ähnlichkeiten 

(>95 %) zu humanen Isolaten aus Frankreich und Algerien [45]. Narciso et al. (2017) wiesen 

ein CR A. seifertii-Isolat aus einem Kloakentupfer bei einem Schwarzhalsschwan in São Paulo 

nach. Das OXA-58-positive Isolat zeigte in der PFGE einen identischen Pulsotypen zu OXA-

58-positiven A. seifertii, die bereits in den frühen 90er Jahren bei hospitalisierten Menschen in 

São Paulo isoliert wurden [280]. Neben Geflügelproben untersuchten Wilharm et al. (2017) 

auch Tracheal- und Rektaltupfer von Störchen in Polen. Die Prävalenz von Ab (non-IC1-IC8) 

lag bei 25 %, wobei sie regional zwischen 3 % und 48 % schwankte. [421]. Klotz et al. (2017) 

berichteten über einen CR OXA-72-ST294Past-Ab von einem Graupapagei mit respiratorischer 

Symptomatik aus Luxemburg [218]. Kurze Zeit später veröffentlichten Linz et al. (2018) eine 

Studie über eine seuchenhafte respiratorische Erkrankung bei Schafen in Pakistan, die durch 

Ab verursacht wurde. Das Isolat des ST452Past war Träger von blaPER-1 und drei blaOXA-23-Genen 

[231]. Bei der Beprobung von Wasservögeln sowie deren Umgebung konnten Cui et al. (2020) 

Acinetobacter spp. Isolate, die neben blaNDM-1 auch tetX, welches eine Resistenz gegenüber 

Tigezyklin vermittelt, trugen nachweisen. Bei 33,3 % der Stämme konnten beide Resistenzgene 

auf dem gleichen Plasmid nachgewiesen werden. Obwohl die Plasmide von unterschiedlichen 

Acinetobacter spp. (Ai, A. schindleri, Al) isoliert wurden, wiesen sie eine hohe 

Sequenzähnlichkeit auf [78]. Im gleichen Jahr wurden CR Ab, die Träger des CP-Gens blaOXA-
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72 waren, bei Gänsen und Schwänen eines brasilianischen Zoos beschrieben. Die Stämme 

zeigten Ähnlichkeiten zu humanen CR Ab und konnten dem in Brasilien weitverbreiteten Hoch-

Risiko-Klon CC79 zugeordnet werden. Dies deutet auf eine Beteiligung von Vögeln an der 

Verbreitung von multiresistenten Ab, die Hoch-Risiko-Klonen zugeordnet werden können, hin 

[279]. 
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3. Ziele der Dissertation 

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis und die Charakterisierung von multiresistenten 

Acinetobacter baumannii-Isolaten aus klinischem Probenmaterial von Kleintieren. Folgende 

Fragestellungen sollten bearbeitet werden: 

� Welche epidemiologischen Zusammenhänge bestehen zwischen humanen und 

tierischen Acinetobacter spp.-Isolaten? 

� Welche antimikrobiellen Resistenzen weisen Acinetobacter spp. aus klinischem 

Untersuchungsgut von Kleintieren auf und wie ist deren genetische Grundlage? 

� Wie ist das Vorkommen von Carbapenem-resistenten (CR) Acinetobacter spp. aus 

klinischem Untersuchungsgut von Kleintieren und inwieweit gleichen sich CR Isolate 

von Kleintieren und Menschen hinsichtlich Resistenzmechanismen, genetischer 

Struktur und Resistenzgen-Lokalisation?  

� Hat die CR einen Einfluss auf die in vitro-Fitness, Biofilmbildung und Virulenz im 

Galleria mellonella-Modell von A. baumannii und wie unterscheiden sich humane und 

tierische CR Isolate in dieser Hinsicht? 

4. Publikationen 

4.1. 1. Publikation  

“Genomic analysis of Acinetobacter baumannii isolates carrying OXA-23 and OXA-58 genes 

from animals reveals ST1 and ST25 as major clonal lineages” 

Genomische Analysen von OXA-23- und OXA-58-positiven tierischen Acinetobacter 

baumannii-Isolaten weisen ST1 und ST25 als dominierende klonale Linien nach. 

Publiziert in Antibiotics (Basel), August 2022, Volume 3. 

DOI: 10.3390/antibiotics11081045. 

 

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung multiresistenter, insbesondere CR Ab aus dem 

klinischen Untersuchungsgut von Kleintieren. Ein Großteil der Ergebnisse dieser 

Untersuchungen, mit Ausnahme der Daten aus den funktionellen Assays (Kapitel 5.1.4, 5.1.5 

und 5.1.7), wurde in der 1. Publikation veröffentlicht. Die Originalpublikation befindet sich im 

Anhang [191].  
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4.1.1. Zusammenfassung (Übersetzt aus Originalpublikation) 

Acinetobacter baumannii (Ab) wird zunehmend als relevanter Krankheitserreger in der 

Veterinärmedizin, mit vermeintlich zoonotischem Potential, beschrieben. Insbesondere das 

Auftreten von Carbapenem-resistenten (CR) Ab ist besorgniserregend, da Carbapeneme zu den 

wichtigsten Therapeutika bei Ab-Infektionen zählen. Im Rahmen dieser Studie wurden 

Carbapenemase-produzierende Ab tierischen Ursprungs identifiziert und charakterisiert. Von 

502 Ab, die zwischen 2013 und 2018 vor allem von Hunden und Katzen (75,7 %) isoliert 

wurden, konnten bei 42 Isolaten aus 22 verschiedenen Tierkliniken (TKs) die Carbapenemase-

Gene blaOXA-58 (n=29) oder blaOXA-23 (n=13) nachgewiesen werden. Das blaOXA-58-Gen konnte 

auf Plasmiden (n=4; 11,4-21,1 kb), in unterschiedlichen genetischen Umgebungen eingebettet, 

lokalisiert werden. BlaOXA-23 hingegen war entweder als Teil des Transposons Tn2006 auf dem 

Chromosom (n=4) oder innerhalb des Transposons Tn2008 auf Plasmiden (n=9; 41,2-71,3 kb) 

lokalisiert. Der dominierende Klon IC1-ST1Past-OXA-58 (66,7 %; darunter 96,4 % vom 

cgMLST-Typ-1808) wurde in elf verschiedenen TKs in Deutschland nachgewiesen. Innerhalb 

aller ST1Past-Ab-Isolate konnten seit 2016 die Resistenzinseln AbaR3-like (n=15) und AbaR10 

(n=1) identifiziert werden. Ab-Isolate des Typs IC7-ST25Past-OXA-23 (21,4 %) wurden in 

sieben TKs in Deutschland, Frankreich und Italien nachgewiesen und zeigten andere 

Resistenzgenmuster als OXA-58-Isolate. Weitere nachgewiesene STs waren ST10Past, 

ST578Past und ST602Past. Folglich konnten OXA-23- und OXA-58-positive Ab tierischen 

Ursprungs, den auch in der Humanmedizin weltweit erfolgreichen klonalen Linien ST1Past und 

ST25Past zugeordnet werden. Die genetische Umgebung des in die Transposonstrukturen 

Tn2006 bzw. Tn2008 eingebetteten blaOXA-23-Gens sowie des blaOXA-58-Gene in einen zuvor 

bereits beschriebenen genetischen Kontext deuten auf einen Transfer erworbener 

Carbapenemasen zwischen humanen und tierischen multiresistenten Ab hin. Ebenso weisen die 

Ergebnisse auf eine erfolgreiche Verbreitung von multiresistenten Stämmen in der klinischen 

Umgebung in der Tiermedizin hin. 

4.2. 2. Publikation 

„First report of NDM-1 in an Acinetobacter baumannii strain from a pet animal in Europe“ 

Erster Bericht eines NDM-1-positiven Acinetobacter baumannii tierischen Ursprungs in 

Europa.  

Publiziert in Journal of Global Antimicrobial Resistance, September 2021, Volume 26. 

DOI: 10.1016/j.jgar.2021.05.003. 
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In dieser Arbeit konnte ein Ab-Isolat, das Träger der bei Tieren noch sehr selten vorkommenden 

Neu-Delhi Metallo-β-Laktamase (NDM-1) war, von einem Hund aus Italien isoliert werden. 

Eine detaillierte Analyse des NDM-1-positiven Isolats ist Teil der 2. Veröffentlichung. Die 

Originalpublikation befindet sich im Anhang [192]. 

4.2.1. Zusammenfassung (Übersetzt aus Originalpublikation) 

Multiresistente Acinetobacter baumannii (Ab), einschließlich Neu-Delhi-Metallo-β-Lactamase 

1 (NDM-1)-positive, Carbapenem-resistente (CR) Isolate zählen weltweit zu den wichtigsten 

Ursachen nosokomialer Infektionen. 2018 konnte der NDM-1-positive Ab IHIT38008 aus dem 

Urin eines Hundes aus Italien mit Harnwegsinfektion isoliert werden. Das blaNDM-1-positive 

Isolat zeigte gegenüber allen getesteten β-Laktam-Antibiotika sowie Enro-/Marbofloxacin und 

Nitrofurantoin einen resistenten Phänotyp und war Träger der intrinsischen β-Laktamase-Gene 

blaOXA-64 and blaADC-25-like. NDM-1 war, als Teil des Transposons Tn125, chromosomal 

lokalisiert. Die ca. 10,1 kb große Transposonstruktur von IHIT38008 wies >99.9 % Identität 

mit dem Transposon des humanen Ab-Isolats 161/07, sowie Ähnlichkeiten mit den NDM-1-

Regionen des humanen Ab-Isolat JH, des felinen Al Iz4b und des blaNDM-1-positiven 

A. radioresistens eines Hundes aus Italien auf, während weitere Al-Isolate tierischen Ursprungs 

nur Teile des Tn125 trugen. IHIT38008 konnte dem IC7/ST25Past zugeordnet werden und zeigte 

in vergleichenden genomischen Analysen Ähnlichkeiten zu humanen Isolaten, u.a. aus den 

USA, während humane Isolate aus Europa weniger verwandt waren. Erstmals konnte ein NDM-

1-positiver Ab tierischer Herkunft, der dem weltweit verbreiteten ST25Past zugeordnet werden 

konnte, in Europa isoliert werden. Insbesondere die Lokalisation von blaNDM-1 innerhalb des 

Tn125 liefert Hinweise auf einen möglichen sporadischen Transfer humaner Ab-Isolate auf 

Tiere. 

4.3. 3. Publikation 

“Acinetobacter pittii from companion animals co-harbouring blaOXA-58, the tet39 region and 

other resistance genes on a single plasmid”. 

Acinetobacter pittii von Haustieren, die gleichzeitig blaOXA-58, die tet39-Region und weitere 

Resistenzgene auf einem Plasmid tragen. 

Publiziert in Antimicrobial Agents Chemotherapy, January 2018, Volume 62 Issue 1. 

DOI: 10.1128/AAC.01993-17. 
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Neben Ab konnten im Laufe der Untersuchungen auch CR Acinetobacter spp., wie Ap aus dem 

klinischen Untersuchungsgut von Tieren isoliert werden. Die Charakterisierung der blaOXA-58-

positiven Ap sind Teil der 3. Publikation. Die Originalpublikation befindet sich im Anhang 

[217]. 

4.3.1. Zusammenfassung (Übersetzt aus Originalpublikation) 

Neben Ab stellt Ap einen bedeutsamen Erreger nosokomialer Infektionen dar. Carbapeneme 

gelten als Antibiotikum der Wahl bei Infektionen mit multiresistenten Acinetobacter spp. 

Besorgniserregend ist in diesem Zusammenhang der zunehmende Nachweis von CR 

Acinetobacter spp., deren Resistenzmechanismus meist auf erworbenen Oxacillinasen oder 

Metallo-β-Laktamasen basiert. Im Rahmen dieser Studie wurden CR Ap-Isolate tierischer 

Herkunft untersucht. Hierzu wurden 200 Ap-Isolate von Hunden (n=110), Katzen (n=48), 

Kaninchen (n=13), Pferden (n=10) und weiteren Tieren (n=19) mittels PCR auf erworbene β-

Laktamasen untersucht. Bei fünf Isolaten (2,5 %), die von zwei Hunden, zwei Katzen und 

einem Kaninchen aus zwei Veterinärkliniken isoliert wurden, konnte blaOXA-58 nachgewiesen 

werden. Die Isolate konnten dem ST93Past zugeordnet werden und zeigten in der PFGE-Analyse 

zwei unterschiedliche Pulsotypen, die sich den zwei Veterinärkliniken zuordnen ließen. In einer 

phylogenetischen Analyse konnte eine große Ähnlichkeit zwischen einem der felinen OXA-58-

positiven und einem humanen GIM-1-positiven, 2011 in Deutschland detektierten Ap-Isolat 

dargestellt werden. Dies weist darauf hin, dass Mensch und Tier mit den gleichen Ap-

Genotypen infiziert werden können. Neben OXA-58 wurden weitere Resistenzgene (aacC2, 

aph(3‘)-Ic, strA, strB, sul2 und tet39) auf dem 53.802 bp großen Plasmid, das in allen tierischen 

Ap-Isolaten nachgewiesen wurde, gefunden. Die Stämme zeigten phänotypisch Resistenzen 

gegenüber einer Vielzahl von Antibiotika, einschließlich Gentamicin und Fluorchinolonen, 

jedoch nicht gegenüber Imipenem. Auch bei Anwesenheit eines IS-Elements führt OXA-58 bei 

Ap nicht immer zu einer phänotypischen CR. In allen tierischen Isolaten befand sich blaOXA-58, 

flankiert von ISAba3, araC und lysE, d.h. im gleichen genetischen Kontext, der auch bei einem 

humanen CS Ap-Isolat aus China gefunden wurde. Auf diese Weise kann die Co-Lokalisation 

von blaOXA-58 mit weiteren Resistenzgenen auf einem Plasmid zur Verbreitung von CP-Genen 

beitragen, auch wenn Carbapeneme in der Veterinärmedizin kaum eingesetzt werden. Des 

Weiteren verdeutlicht die phylogenetische Verwandtschaft mit humanen klinischen Isolaten die 

Gefahr eines zoonotischen Potentials tierischer Ap-Isolate. 
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5. Ergänzungen und unveröffentlichte Daten 

In den dieser Arbeit zugrundeliegenden Publikationen war der Fokus jeweils auf einen 

bestimmten Aspekt gerichtet (Charakterisierung CR Ab- und Ap-Isolaten bei Kleintieren), 

sodass nicht alle erfassten Daten und Ergebnisse der Arbeit veröffentlicht und diskutiert 

wurden. Diese werden im Folgenden als zusätzliche Informationen präsentiert.  

5.1. Unveröffentlichte Methoden 

Die im Folgenden erläuterten Methoden wurden zusätzlich zu den Methoden der Publikationen 

durchgeführt um weitere Erkenntnisse des Einflusses der CR auf die bakterielle Fitness, die 

Biofilmbildung und die Virulenz von Ab-Isolaten zu erhalten. Hierzu wurden Stamm-Tripletts, 

bestehend aus Wildtyp, Transformante und plasmidfreier Variante vergleichend in 

funktionellen Assays untersucht.  

 

Methoden, die den Publikationen entnommen werden können:  

� Identifizierung von Acinetobacter spp. und DNS-Isolation 

� PCR-Screening auf erworbene CP-Gene 

� Testung der antimikrobiellen Empfindlichkeit (VITEK, E-Test, MICRONAUT) 

� Ganzgenomsequenzierung 

� Identifizierung antimikrobieller Resistenzgene und -inseln 

� Untersuchung der Umgebung der Resistenzgene 

� in silico-Analyse der Resistenzplasmide 

� Phylogenetische Untersuchungen (MLST, MCG-Analyse, cgMLST) 

� Southern Blot und Hybridisierung zur Bestimmung der Lokalisation der Resistenzgene 

� Transkonjugation und Transformation der Resistenzplasmide 

5.1.1. Acinetobacter spp.-Sammlung aus veterinärmedizinischem Probenmaterial und 

antimikrobielle Empfindlichkeitsprüfung 

Neben den in der 1. und 2. Publikation beschriebenen 503 Ab-Isolaten sowie den 5 Ap-Isolaten 

der 3. Publikation von Kleintieren aus Deutschland, Frankreich, Italien, Holland und Polen, 

wurden für vergleichende Untersuchungen weitere Acinetobacter spp. von Großtieren (Rind, 

Schwein, Schaf, Ziege), Heimtieren (Kaninchen, Maus, Ratte) sowie von Wild- und Zootieren 

mit in die Untersuchungen aufgenommen (Tabelle 5). Ebenfalls sind die bereits früher 
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publizierten Isolate IHIT7853 [120], IHIT17886 und IHIT17966 [121] Teil der Studie. 

Zusätzlich wurden 49 Isolate von einem externen veterinärdiagnostischen Labor (Dr. Ivonne 

Stamm, IDEXX GmbH, Ludwigsburg) auf CR vorselektierte, sowie 57 humane Isolate (Dr. 

Yvonne Pfeifer, Robert-Koch-Institut, Wernigerode; Dr. Stephan Göttig, Klinikum der Goethe-

Universität Frankfurt; Dr. Alexandr Nemec, Centre for Epidemiology and Microbiology, 

National Institute of Public Health, Prag) zur Verfügung gestellt. Insgesamt wurden in den 

Untersuchungen 1.540 Acinetobacter spp.-Isolate berücksichtigt.  

 

Da nicht alle Acinetobacter spp. ein Wachstum bei 37 °C zeigen und für die antimikrobielle 

Empfindlichkeitsprüfung mittel VITEK2 geeignet sind, wurden für Aj und Al, welche ihr 

Temperaturoptimum bei 28 °C haben, die minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) zusätzlich 

mit dem Micronaut (Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim-Hersel) bestimmt. Die Ergebnisse 

der antimikrobiellen Empfindlichkeitsprüfung wurden anhand der humanen Grenzwerte für 

Acinetobacter spp. von CLSI und EUCAST interpretiert [71, 116]. Falls kein Grenzwert für 

den Wirkstoff definiert wurde, wurden Grenzwerte von Antibiotika der gleichen Klasse (z.B. 

Ciprofloxacin für Enro- und Marbofloxacin) oder von Enterobactericaeae (z.B. Tigezyklin) 

zur Interpretation herangezogen.  
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Tabelle 5. Übersicht der Acinetobacter spp.-Isolate dieser Arbeit. 

Acinetobacter 
Spezies 

Klein-
tiere 

Groß-
tiere 

Heim-
tiere 

Wild-/ 
Zoo-
tiere 

Vögel 

weitere 
Tier- 
arten/ 
Umwelt 

Mensch Ge-
samt 

A. baumannii 594* 129 22 15 10 1 50 821 

A. pittii 239** 37 38 25 9 0 3 351 

A. nosocomialis 2 3 0 1 0 0 0 6 

A. calcoaceticus 16 34 2 6 0 0 0 58 

A. johnsonii 31 47 9 7 0 0 0 94 

A. lwoffii 12 26 5 2 0 0 0 45 

A. indicus 0 8 0 0 0 2 2 12 

A. radioresistens 12 4 12 1 0 0 1 30 

weitere Spezies***  21 79 9 7 6 0 1 123 

*inklusive der Ab-Isolate (n=503) aus der 1. [191] und 2. Publikation [192] sowie IHIT7853, IHIT17886 

und IHIT17966 aus früheren Publikationen [120, 121] 

 ** inklusive der Ap-Isolate aus der 3. Publikation [217]. 

*** weitere Spezies: A. baylyi, A. bereziniae, A. bohemicus-like, A. equi-like, A. gerneri, A. guillouiae, 
A. haemolyticus, A. junii, A. oleivorans-like, A. parvus, A. rhizosphaerae, A. schindleri, A. schindleri-
like, A. species (nicht differenzierbar), A. tjernbergiae, A. towneri und A. ursingii. 

5.1.2. Untersuchungen zum Vorkommen von Virulenz-assoziierten Genen bei Acinetobacter 

baumannii-Isolaten von Tieren 

Die CR Acinetobacter spp.-Isolate von Tieren wurden mittels des Online-Service des Center 

for genomic Epidemiology (CGE) (https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/) und einer 

hausinternen Datenbank auf die wichtigsten Virulenz-assoziierten Gene (VAGs) von 

Acinetobacter spp. untersucht (Tabelle 6) [214]. Dazu zählen, wie bereits in früheren Studien 

gezeigt wurde, Gene, die im Zusammenhang mit der Biofilmbildung (blp1, blp2, csuABCDE), 

Kapselbiosynthese (epsA), Zink-Akquisition (znuABCDE), Motilität (pilA) sowie Interaktion 

mit dem Immunsystem (lipA1, epsA) zur Virulenz von Acinetobacter beitragen. Als Grenzwerte 

wurde, wie in der CGE-Datenbank hinterlegt, eine Nukleinsäuren-Sequenzähnlichkeit von 

≥90 % sowie eine Längenübereinstimmung von ≥60 % zur Referenzsequenz gewählt [214]. 
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Tabelle 6. Übersicht über die Virulenz-assoziierten Gene von Acinetobacter spp., die in dieser 

Arbeit berücksichtigt wurden. 

Gen Produkt Funktion Referenz 

adeAB Protein Effluxpumpe Antibiotikaresistenz [331] 

adeRS Regulatorprotein Effluxpumpe Genregulation [331] 

arpA Protein Effluxpumpe Phasenvariation [388] 

arpB Protein Effluxpumpe Phasenvariation [388] 

ata Autotransporter Adhäsin Adhäsion [420] 

bap Biofilm-assoziiertes Protein Biofilmbildung [234] 

bauA Acinetobactin, Membranprotein Eisenaufnahme [131] 

blp1 Bap-ähnliches Protein Biofilmbildung [151] 

blp2 Bap-ähnliches Protein Biofilmbildung [151] 

cpaA Metalloprotease Immunevasion [387] 

csuA Csu Pilus Untereinheit A Biofilmbildung [390] 

csuB Csu Pilus Untereinheit B Biofilmbildung [390] 

csuC Csu Pilus Untereinheit C Biofilmbildung [390] 

csuD Csu Pilus Untereinheit D Biofilmbildung [390] 

csuE Csu Pilus Untereinheit E Biofilmbildung [390] 

epsA Kapselprotein Immunevasion [345] 

lipA1 Lipase Lipidhydrolyse [200] 

omp33 Äußeres Membranprotein 33 Adhäsion, Zytotoxizität [366] 

ompA Äußeres Membranprotein A Adhäsion, Zytotoxizität [358] 

pilA Typ 4 Pilus Untereinheit A Motilität, Adhäsion [106] 

plc1 Phospholipase C1 Zytotoxizität [193, 375] 

plc2 Phospholipase C2 Zytotoxizität [193, 375] 

pld1 Phospholipase D1 Zytotoxizität [193, 375]  

pld2 Phospholipase D2 Zytotoxizität [193, 375] 

pld3 Phospholipase D3 Zytotoxizität [193, 375] 

ptk Kapselprotein Immunevasion [345] 

sod2343 Superoxid-Dismutase B Abwehr oxidativer Stress [168] 

surA1 Oberflächenantigen 1 unbekannt [237] 

tssM Typ 6 Sekretionsprotein Interspezies Kompetenz [327] 

znuA Zink Akquisitions-System A Zinkaufnahme [135] 

znuB Zink Akquisitions-System B Zinkaufnahme [135] 

znuC Zink Akquisitions-System C Zinkaufnahme [135] 
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5.1.3. Generierung Resistenzplasmid-freier Varianten und Transformanten, sowie Auswahl 

von Tripletts für funktionelle Assays 

Für weitere Untersuchungen wurden 30 der 43 CR Ab auf Grundlage ihres STs, tierartlichen 

und klinischen Herkunft sowie Lokalisation der Carbapenemase-Gene ausgewählt. Durch 

verschiedene in vitro-Kultivierungsverfahren und Stressfaktoren (Farbstoff Acridinorange, 

Inkubation bei 43 °C) wurde die Abgabe (Curen) der Resistenzplasmide, die Carbapenemase-

Gene trugen, provoziert. Ebenso wurden die Resistenzplasmide von CR Isolaten auf den CS 

Ab-Laborstamm ATCC 17978 (Mensch, Frankreich, 1951 [371]) transformiert. Hier wurde 

nach Isolierung der Plasmid-DNS die Zellmembran des Empfängerstamms mittels 

Elektroporation permeabel gemacht, um die Resistenzplasmide einzuschleusen [65]. Auf diese 

Weise wurde von ausgewählten Ab-Isolaten ein Triplett von Wildtyp (WT), plasmidfreier 

Variante des WTs und Transformante (ATCC 17978 + WT-Plasmid) generiert [84, 355].  

Für den Vorgang des Curens wurden die WT-Isolate aus Übernachtkulturen (NBI-Medium) in 

Brain Heart Infusion (BHI)-Flüssigmedium zur Inkubation bei 43 °C und in Lysogeny Broth 

(LB)-Flüssigmedium mit Acridinorange zur Inkubation bei 37 °C überimpft. Mit maximal 100 

Passagen wurden die Isolate täglich überimpft und alle fünf Tage auf Blutagar und Mueller-

Hinton + 8 μl/ml Meropenem (Oxoid GmbH, Wesel) als Selektivmedium ausgestrichen. Im 

Falle eines Wachstums der Kolonien auf dem Antibiotika-haltigen Medium wurden die Isolate 

weiter überimpft. Bei ausbleibendem Wachstum auf dem Selektivmedium wurden die Isolate 

mittels OXA-Multiplex-PCR und S1-Nuclease-Verdau mit anschließendem Southern Blot auf 

den Verlust des Oxacillinase-Gens und per VITEK2 auf die phänotypische Carbapenem-

Empfindlichkeit untersucht. Wenn das negative Ergebnis der PCR, des S1-Nuclease-Verdaus 

sowie ein Carbapenem-sensibler Phänotyp einen Verlust des Plasmids bestätigten, wurden die 

klonale Identität des Wildtyps mit der plasmidfreien Variante im ApaI-Verdau überprüft. Wenn 

nach 100 Passagen keine plasmidfreie Variante generiert werden konnte, wurde der Versuch 

des Curens eingestellt. 
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Im Rahmen der Transformationsversuche wurden die WT-Isolate aus üN-Kulturen mit LB-

Flüssigmedium in das QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) überführt 

und die Plasmid-DNS gemäß Herstellerangaben isoliert. Parallel wurde der Ab-Referenzstamm 

ATCC 17978 in üN-Kulturen mit LB-Flüssigmedium bei 37 °C angezüchtet. Anschließend 

wurde die Zellmembran des Empfängerstamm ATCC 17978 mittels elektrischem Strom in 

einem Elektroporator (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) vorrübergehend permeabel gemacht 

und schließlich die Plasmid-DNS transformiert [65]. Um die erfolgreiche Transformation zu 

überprüfen, wurde die Zellsuspension auf LB-Agar + 8 μl/ml Meropenem ausplattiert und bei 

37 °C 24 h inkubiert. Im Falle eines Wachstums wurden die Stämme mittels OXA-Multiplex-

PCR auf die Transformation des Oxacillinase-Gens und per VITEK2 auf die phänotypische 

Carbapenem-Empfindlichkeit untersucht. Deutete alles auf eine erfolgreiche Transformation 

des Resistenzplasmids hin, wurde die klonale Identität der Transformante mit dem 

Referenzstamm ATCC 17978 im ApaI-Verdau überprüft. Konnte nach drei Versuchen keine 

erfolgreiche Transformation durchgeführt werden, wurden die Versuche eingestellt. 

5.1.4. In vitro-Fitness Assay 

Die Untersuchungen zur kompetitiven Fitness erfolgten angelehnt an die Methode von Kaiser 

et al. (2017) [205]. Ab-WT-Isolate und genetisch modifizierte Stämme wurden in LB-

Flüssigmedium für 4 h bei 37 °C inkubiert und anschließend im flüssigen Mangelmedium M63 

[107] auf einen McFarland von 0,5 (1–1.5 × 108 CFU) eingestellt. Im nächsten Schritt wurden 

folgende Stammkombinationen zu gleichen Teilen gemischt und für 24 h bei 37 °C inkubiert: 

 

- Ab-Wildtyp + plasmidfreie Variante Wildtyp  

- Ab-Wildtyp + Ab-Referenzstamm ATCC 17978 

- Plasmidfreie Variante Wildtyp + Transformante 

- Ab-Referenzstamm ATCC 17978 + Transformante 

 

Gleiche Verdünnungsstufen wurden am nächsten Tag im Doppelansatz auf Blutagar sowie 

Mueller-Hinton + 8 μl/ml Meropenem ausplattiert und bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h wurden 

die koloniebildenden Einheiten (KbE) ausgezählt. Die in vitro-Fitness wurde als Quotient aus 

den Kolonien auf Mueller-Hinton + 8 μl/ml Meropenem und den Kolonien auf Blutagar 

definiert:  
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in vitro-Fitness Index = 
KbE Mueller-Hinton + 8 μl  Meropenem 

KbE Blutagar
 

 

Die Versuche wurden in dreifacher Wiederholung durchgeführt und der Berechnung der in 

vitro-Fitness liegt der Median-Wert der drei Auszählungen zugrunde.  

 

Bei einem in vitro-Fitness-Index von 0,5 wurde die in vitro-Fitness der Stammkombination als 

gleichwertig beurteilt. Bei einem Index <0,5 wurde der auf Blutagar wachsenden 

Stammvariante (plasmidfreie Variante des Wildtyps oder Referenzstamm) eine höhere in vitro-

Fitness zugesprochen, während ein Index von >0,5 eine höhere Fitness der auf 

antibiotikahaltigem Agar wachsenden Stammvariante (Wildtyp oder Transformante) indizierte. 

5.1.5. Biofilm-Assay 

Die Biofilmbildung wurde mithilfe des Kristallviolett-Mikrotiter-Assays untersucht [33]. 

Hierzu wurden Übernachkulturen in LB- und M63-Medium photometrisch auf eine OD600nm 

von 0,05 eingestellt und im Dreifachansatz je 200 μl in vier 96-well-Mikrotiterplatten 

aufgebracht. Diese wurden im Anschluss statisch bei 28 °C und 37 °C je für 24 h bzw. 48 h 

inkubiert. Danach wurde das Wachstum der Bakterien photometrisch bei OD595nm bestimmt. 

Der Überstand wurde abgenommen, die adhärenten Bakterien mittels Methanol fixiert und mit 

Kristallviolett gefärbt. Nach drei Waschschritten wurde der Biofilm mit Ethanol-Aceton 

(80:20) in Lösung gebracht und anschließend photometrisch bei OD540nm gemessen. Als 

Positivkontrollen wurden die Stämme Ab ATCC 19606 sowie E. coli W3110 (IHIT24619) 

[377] mitgeführt. Als Negativkontrolle diente der E. coli-Stamm AAEC189 (IHIT24620) [17], 

der sowohl in LB- als auch in M63-Medium keine Biofilmbildung zeigt. Ebenfalls wurde die 

potenzielle Lokalisation der Biofilm-Gene (Tabelle 15) auf den Resistenzplasmiden des 

jeweiligen Acinetobacter-Isolats untersucht.  

5.1.6. Statistische Auswertung der Ergebnisse des Biofilm-Assays 

Zur statistischen Auswertung wurde der Specific Biofilm Formation (SBF)-Wert herangezogen 

[290], der sich als Quotient aus der OD540nm des Biofilms abzüglich des Leerwertes und der 

OD595nm des bakteriellen Wachstums nach der Inkubation errechnet: 

 

SBF = 
Biofilm - Leerwert

Wachstum
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Bei dem Leerwert handelt es sich um die Menge an Kristallviolett, die aufgrund abiotischer 

Faktoren an den Wänden des Mikrotiterplatten-Wells haftet. Die anschließende statistische 

Auswertung erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics 26 (IBM, Armonk, USA). Die 

Daten wurden anhand einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) unter Verwendung des 

Bonferroni-Posthoc- und Kruskal-Wallis-Tests analysiert. Es wurde eine Signifikanzgrenze 

von p≤0,05 festgelegt. 

5.1.7. Galleria mellonella-Infektionsmodell 

Die Virulenz ausgewählter Ab-Isolate (unterschiedliche STs, Tier vs. Mensch) wurde anhand 

eines Infektionsmodells von Larven der großen Wachsmotte (Galleria mellonella) bestimmt 

(Kapitel 2.5.3.2) [300]. Übernachtkulturen der Ab-Tripletts wurden auf eine OD600nm von 1 

eingestellt. Nach mehreren Waschschritten wurden Verdünnungsreihen von 10-1 bis 10-7 der 

Stämme hergestellt. Die Verdünnungsstufen 10-6 und 10-7 wurden im Doppelansatz ausplattiert 

und die Keimzahl nach 24 h Inkubation bestimmt. Die Verdünnungsstufen 10-1 bis 10-4 wurden 

für die Infektion der Larven genutzt. Hierzu wurden die Larven in 10er Gruppen anhand des 

Zufalls einem Isolat zugeordnet. Jede Larve wurde mit 10 μl der entsprechenden Verdünnung 

per Injektion ins Coelom infiziert. Als Kontrolle diente eine Gruppe ohne Injektion sowie eine 

Gruppe, der PBS injiziert wurde. Die infizierten Raupen wurden bei 37 °C inkubiert. Über 6 

Tage wurde alle 24 h die Anzahl der überlebenden Individuen bestimmt. Anhand der 

Überlebensdauer kann ein Rückschluss auf die relative Virulenz der Stammvarianten gezogen 

werden. 

5.1.8. Statistische Auswertung der Ergebnisse des Galleria mellonella-Infektionsmodells 

Die statistische Auswertung der Daten aus den Galleria mellonella-Infektionsversuchen wurde 

in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung unter 

Leitung von Dr. rer. nat. Dipl.-Math. Klaus Failing des Fachbereichs 10 der Justus-Liebig-

Universität durchgeführt. Zur statistischen Analyse der Daten wurde das Programmpaket 

BMDP, Release 8.1 (BMDP Statistical Software, Inc., Statistical Solutions, USA) verwendet 

[94]. Die Überlebenszeitanalyse und paarweise Vergleiche wurden mit Hilfe einer Cox-

Regression und dem Programm 2L sowie eine Regressionsanalyse mit dem Programm 6D 

durchgeführt. Es wurde eine Signifikanzgrenze von p≤0,05 festgelegt. 
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5.2. Unveröffentlichte Ergebnisse 

5.2.1. Weitere Carbapenem-resistente Acinetobacter spp. aus veterinärmedizinischem 

Probenmaterial und deren Resistenz gegenüber antimikrobiellen Wirkstoffen 

Neben den in Publikationen 1 bis 3 erwähnten CP-bildenden Acinetobacter spp. konnten in 

dieser Arbeit CP-Bildner bei zwei weiteren Ab des ST1Past (IHIT33917) und ST37Past 

(IHIT36139) sowie bei anderen Acinetobacter spp. (n=21) von verschiedenen Tierarten 

gefunden werden (Tabelle 7 und 8). Des Weiteren wurden CP-Gene bei den zu 

Vergleichszwecken inkludierten humanen Ab-Isolaten (n=48) nachgewiesen.  

Tabelle 7. Herkunft der Acinetobacter spp.-Isolate mit Carbapenemasen. 

CPs Herkunft# 
Acinetobacter 

baumannii pittii lwoffii  johnsonii indicus species 

OXA-23 (n=52) 

Kleintiere 17* 0 2 0 0 0 

Heimtiere 0 0 1 0 0 0 

Großtiere 1 0 1 0 2 0 

Mensch 27 1 0 0 0 0 

OXA-58 (n=58) 

Kleintiere 28* 5** 1 1 0 0 

Heimtiere 0 1 0 2 0 0 

Großtiere 0 0 3 2 1 2 

Mensch 9 0 0 0 1 0 

Klimaanlage 1 0 0 0 0 0 

OXA-72 (n=12) 
Kleintier 0 1 0 0 0 0 

Vogel 0 0 0 0 0 0 

Mensch 10 0 0 0 0 0 

OXA-143 (n=1) Kleintier 0 1 0 0 0 0 

NDM-1 (n=1) Kleintier 1** 0 0 0 0 0 

Gesamt  94 9 8 5 4 2 
* inklusive der Carbapenemase-bildenden Ab-Isolate (n=42) aus der 1. Publikation [191] sowie 

IHIT7853/IHIT17886/IHIT17966 aus früheren Publikationen [120, 121] 

** inklusive des NDM-1 positiven Ab-Isolat IHIT38008 aus der 2. Publikation [192]. 

*** inklusive der OXA-58-positiven Ap-Isolate aus der 3. Publikation [217]. 

CP: Carbapenemasen; # Kleintiere: Hund und Katze; Heimtiere: Kaninchen, Maus, Meerschweinchen, 

Ratte; Großtiere: Pferd, Rind, Schaf, Schwein, Ziege; Vogel: Graupapagei. 

 

Ergänzend zu der 1. und 2. Publikation zeigte eines der blaOXA-23-positiven Ab-Isolate 

(IHIT36139) einen intermediären Phänotyp gegenüber Imipenem (MHK 6 mg/L), sowie Dori- 

und Meropenem (MHK 4 mg/L), während das zweite Isolat (IHIT33917) einen sensiblen 

Phänotyp (MHK ≤1 mg/L) gegenüber Carbapenemen im E-Test zeigte. Beide Isolate waren 
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gegenüber Colistin, Amikacin, Enrofloxacin, Gentamicin, Tetrazyklin und Trimetho-

prim/Sulfamethoxazol sensibel.  

 

Sieben (33,3 %) der CP-Gene tragenden non-Ab (n=21) wiesen eine phänotypische Resistenz 

gegenüber Imipenem auf (MHK 8 mg/L bis ≥16 mg/L). Ein (4,8 %) Isolat war intermediär und 

die verbleibenden 13 (61,9 %) Isolate waren trotz vorhandener CP-Gene phänotypisch sensibel 

(Tabelle 8). Zwei der phänotypischen Resistenzen mit der Analyse des VITEK2 konnten im E-

Test nicht bestätigt werden (IHIT35582 und IHIT38006). Gegenüber dem Carbapenem 

Meropenem zeigten fünf (23,8 %) Isolate einen intermediären (MHK 3 mg/L-6 mg/L) und 16 

(76,2 %) einen sensiblen Phänotyp, während gegen Doripenem je drei (14,3 %) einen 

resistenten (MHK 8 mg/L) bzw. intermediären (MHK 3 mg/L-6 mg/L) und 15 (71,4 %) einen 

sensiblen Phänotyp im E-Test zeigten (Tabelle 8). Alle 21 Isolate waren gegenüber Colistin 

und Amikacin sensibel. Drei (14,3 %) Isolate waren gegen Gentamicin (MHK ≥16 mg/L) und 

ein Isolat (4,8 %) gegen Enrofloxacin (MHK ≥4 mg/L) resistent, während eines der Isolate 

(4,8 %) gegen Gentamicin (MHK 8 mg/L) und eines (4,8 %) gegen Enrofloxacin (MHK 

1 mg/L) einen intermediären Phänotyp zeigte. Die restlichen Isolate waren gegenüber 

Gentamicin (n=17; 81 %) und Enrofloxacin (n=19; 90,4 %) sensibel. Das gegen Enrofloxacin 

resistente Ap-Isolat zeigte Mutationen in der quinolon resistanc-determing region (QRDR) der 

DNS-Gyrase (gyrA, S81L) und Topoisomerase IV (parC, S84L). Des Weiteren zeigten je sechs 

Isolate (28,6 %) gegen Tetrazyklin (MHK ≥16 mg/L) sowie sechs Isolate (28,6 %) gegen 

Trimethoprim/Sulfamethoxazol (MHK 40 mg/L bis ≥320 mg/L) einen resistenten Phänotyp. 

Ein OXA-58-positives Aj-Isolat war Tetrazyklin-resistent (MHK ≥16 mg/L) und 

Trimethoprim/Sulfamethoxazol-sensibel (MHK ≤20 mg/L). Ein weiteres OXA-58-positives 

Aj-Isolat war Trimethoprim/Sulfamethoxazol-resistent (MHK ≥80 mg/L) und Tetrazyklin-

sensibel (MHK ≤4 mg/L). Die restlichen Isolate (n=15; 71,4 %) waren gegenüber beiden 

Wirkstoffen sensibel. Jedoch ist zu beachten, dass für Acinetobacter spp. keine Grenzwerte in 

der Veterinärmedizin vorliegen und die oben genannte Einteilung, die auf Grenzwerten von 

Antibiotika der gleichen Klasse oder von Enterobactericaeae basiert, somit keine Aussage über 

die therapeutische Wirksamkeit der genannten antimikrobiellen Wirkstoffe zulässt.  

 

Bei den humanen Isolaten waren 45 CP-Bildner Imipenem-resistent (MHK 8 mg/L bis 

>32 mg/L) während drei Isolate einen intermediären Phänotyp (MHK 6 mg/L), zeigten. Dies 

lässt sich in der selektiven Auswahl auf CR Isolate erklären. 
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5.2.2. Ganzgenomsequenzierung und phylogenetischer Hintergrund Carbapenem-resistenter 

Acinetobacter spp.  

Neben den 48 CP-Gen tragenden tierischen Ab und Ap aus den drei Publikationen wurden 

weitere zwei Oxacillinase-positive Ab und 21 Acinetobacter spp. (Tabelle 8) von Tieren 

Ganzgenom sequenziert.  

Zusätzlich zu den CP-Genen konnten bei den tierischen CR Ab (n=2) und non-Ab-Isolaten 

(n=21) Gene, die Resistenzen gegenüber Aminoglykosiden (u.a. aac(3)-Ia, aadA1, strA 

[aph(3‘‘)-Ib], strB [aph(6)-I]), Sulfonamiden (sul1, sul2) oder Tetrazyklinen (tet39, tetH, tetY) 

vermitteln, nachgewiesen werden (Tabelle 8). Die Nachweise der Resistenzgene tet, sul2, floR, 

sowie mrsE und mphE korrelierten mit den phänotypischen Resistenzen gegenüber Tetrazyklin 

(MHK >8 mg/L) Trimethoprim/Sulfamethoxazol (MHK ≥38 mg/L), Chloramphenicol (MHK 

>16 mg/L) bzw. Erythromycin (MHK >4 mg/L). Im Gegensatz dazu vermitteln die 

Aminoglykosid-Resistenzgene aac, aad und aph sowie deren Varianten allein nicht immer eine 

Resistenz gegen bestimmte Aminoglykosid-Antibiotika [147, 363]. So zeigten die meisten CP-

positiven A. lwoffii (Al), A. johnsonii (Aj), A. indicus (Ai) und A. species (As)-Isolate trotz der 

bei ihnen nachgewiesenen und nachfolgend in Klammern genannten Aminoglykosid-

Resistenzgene einen sensiblen Phänotyp gegenüber Gentamicin und Tobramycin (aac(3)-IIa, 

aac(3)-IId, aac(3)-IV) bzw. Amikacin (aac(6)-Ib3). Die Gene aac(3)-IIa und aac(3)-IId 

begründeten jedoch bei einem Ap- (IHIT35280) und einem Ai-Isolat (IHIT37103) eine 

Resistenz gegenüber Gentamicin, während zwei Aj-Isolate (IHIT30696 und IHIT37774), die 

kein Träger der getesteten Aminoglykosid-Resistenzgene waren, ebenfalls eine Resistenz 

gegenüber Gentamicin aufwiesen (Tabelle 8). Keines der nachgewiesenen und im Folgenden 

in Klammern genannten Aminoglykosid-Resistenzgene vermittelte eine phänotypische 

Resistenz gegenüber Tobramycin (aac(3)-II, aac(3)-IV, aac(6´)-I) und Amikacin (aac(6´)-I) 

Tabelle 8) [363]. Die Korrelation zwischen dem Genotyp aph, strA/strB und phänotypischer 

Resistenz gegenüber den Aminoglykosiden Streptomycin, Kanamycin und Neomycin wurde 

nicht untersucht. 

Die β-Laktamase OXA-23 war bei beiden Ab-Isolaten (IHIT33917 und IHIT36139), zwei Ai-

Isolaten (IHIT35582 und IHIT37103) sowie einem As-Isolat (IHIT36139) chromosomal 

lokalisiert, während blaOXA-23 bei den restlichen As- sowie bei den Al-Isolaten plasmidkodiert 

vorlag (Abbildung 1-4). Mit Ausnahme des Ab IHIT33917 befanden sich alle OXA-23-Gene 
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innerhalb eines Tn2008-Kontextes. Bei den Ai-Isolaten waren jeweils das ISAba1 und somit 

auch das Transposon Tn2008 von einem ISAcsp2 und einem hypothetischen Protein 

unterbrochen. Die genetische Umgebung der plasmidlokalisierten blaOXA-23-Gene war identisch 

(Abbildung 4). Der genetische Kontext der chromosomalen blaOXA-23-Gene unterschied sich 

zwischen den Ai- und den Ab-Isolaten (Abbildung 1-3). Ab IHIT33917 war trotz des 

Vorhandenseins von OXA-23 Imipenem (IMP)-sensibel. Dies ließ sich mit dem Fehlen des 

ISAba1 und der damit fehlenden gesteigerten Expression der CP begründen. Jedoch zeigt das 

zweite Ab-Isolat IHIT36139 trotz eines vollständigen ISAba1 nur einen intermediären Phänotyp 

gegenüber IMP. Bei den Isolaten IHIT35582 und IHIT37103, die trotz chromosomal kodiertem 

CP-Gen keine IMP-Resistenz zeigten, waren ISAba1 und Tn2008 unterbrochen (Abbildung 3). 

Bei IMP-resistenten Isolaten dagegen lagen Tn2008 inklusive ISAba1 auf dem jeweiligen 

Plasmid vollständig vor (Abbildung 4). 

Bei drei Isolaten (Ai IHIT34477, Aj IHIT37774 und Al IHIT36316) wurde OXA-58 auf dem 

Chromosom, bei den restlichen zehn Acinetobacter spp.-Isolaten auf dem Plasmid lokalisiert 

nachgewiesen (Abbildung 5-14). Innerhalb der 13 blaOXA-58-positiven Isolate lagen zehn 

unterschiedliche genetische Kontexte vor. Bei sieben Isolaten (Abbildung 8-11) waren 

upstream des CP-Gens ISAba3 das Gen araC, welches ein Regulationsprotein der 

Transkription kodiert sowie das für einen Lysin-Transporter kodierende Gen lysE lokalisiert, 

welches bei einem Isolat verkürzt war (Abbildung 7). Das Aj-Isolat IHIT37774 wies ein 

verkürztes araC-Gen auf, während es bei dem Ap-Isolat IHIT35280 von einer IS5-Familie-

Transpoase und einem hypothetischen Protein unterbrochen war (Abbildung 5 und 12). Bei drei 

Acinetobacter spp.-Isolaten (Abbildung 6, 13 und 14) konnte upstream von ISAba3 kein araC1-

Gen nachgewiesen werden. Zwei der drei araC1-negativen Isolate wiesen ein unvollständiges 

IS-Element ISAba3 upstream der β-Laktamase auf (Abbildung 6 und 13). IHIT32300 zeigte als 

einziges OXA-58-positives Isolate einen resistenten und IHIT30696 einen intermediären 

Phänotyp gegenüber IMP auf, während die restlichen Stämme, unabhängig des genetischen 

Kontextes des blaOXA-58-Gens, IMP-sensibel waren. Bei dem Aj-Isolat IHIT30696 konnte ein 

11.388 bp großes Plasmid nachgewiesen werden, welches ebenfalls bei zehn Ab-Isolaten aus 

der 1. Publikation gefunden wurde. Des Weiteren trug das Ap-Isolat IHIT35280 das gleiche 

Plasmid, das die fünf Ap-Isolate aus der 3. Publikation trugen. Bei IHIT33472 und IHIT33552 

konnte ein 60.058 bp sowie bei IHIT33561 und IHIT36460 ein 17.318 bp großes Plasmid 

nachgewiesen werden. Die restlichen Isolate (n=6) trugen unterschiedliche Plasmide, welche 

zwischen 45.935 bp und 63.410 bp groß waren.  
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Weder die β-Laktamase OXA-72 noch OXA-143 wiesen ein Insertionselement in ihrer direkten 

genetischen Umgebung auf. Beide Isolate zeigten einen sensiblen Phänotyp gegenüber IMP im 

E-Test.  

Im Folgenden sind die Abbildungen zu den genetischen Kontexten der im vorherigen Text 

beschriebenen CP-Gen tragenden (n=21) Acinetobacter spp. dargestellt. In jeder Abbildung 

(Abbildung 1-16) stellen weiße Pfeile hypothetische Proteine dar, ein Delta (Δ) vor einem Gen 

bedeutet, dass die entsprechende Gensequenz unterbrochen ist. Im Anschluss an die 

Abbildungen findet sich eine Übersicht über alle in der CP-Gen Region gefunden IS-Elemente 

sowie Gene samt ihrer Funktion (Tabelle 9). 

 

 
Abbildung 1. Genetische Umgebung (10.497 bp) des chromosomal kodierten blaOXA-23 -Gens 

des Ab-Isolats IHIT33917 (Hund, Wunde, 2017).  

 

 

Abbildung 2. Genetische Umgebung (10.803 bp) des chromosomal kodierten blaOXA-23-Gens 

des Ab-Isolats IHIT36139 (Rind, Harn, 2018).  

 

 

Abbildung 3. Genetische Umgebung (11.332 bp) des chromosomal kodierten blaOXA-23-Gens 

der Ai-Isolate IHIT35582 (Schaf, Milz, 2017) und IHIT37103 (Kalb, Nase, 2018). 
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Abbildung 4. Genetische Umgebung (10.897 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-23-Gens der 

Al-Isolate IHIT28445 (Meerschweinchen, Organe, 2014), IHIT29999 (Pferd, Uterus, 2015), 

IHIT32294 (Hund, Urin, 2016) und IHIT33541 (Katze, Auge, 2016). 

 

 

Abbildung 5. Genetische Umgebung (6.578 bp) des chromosomal kodierten blaOXA-58-Gens 

des Aj-Isolats IHIT37774 (Kaninchen, Niere, 2018).  

 

 

Abbildung 6. Genetische Umgebung (6.525 bp) des chromosomal kodierten blaOXA-58-Gens 

des Al-Isolats IHIT36316 (Luftsack, Pferd, 2018). 

 

 

Abbildung 7. Genetische Umgebung (10.281 bp) des chromosomal kodierten blaOXA-58-Gens 

des Ai-Isolats IHIT34477 (Rind, Nase, 2017). 

 

 
Abbildung 8. Genetische Umgebung (10.348 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens des 

Aj-Isolats IHIT30696 (Hund, Wunde, 2015). 
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Abbildung 9. Genetische Umgebung (11.034 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens des 

Aj-Isolats IHIT32300 (Kaninchen, Urin, 2015). 

 

  

 

Abbildung 10. Genetische Umgebung (10.186 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens 

des Al-Isolats IHIT33561 (Rind, Organe, 2017) und des As-Isolats IHIT36460 (Schaf, Organe, 

2018). 

 

 

 

Abbildung 11. Genetische Umgebung (8.837 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens der 

Aj-Isolate IHIT33472 (Schaf, Milz, 2017) und IHIT33552 (Rind, Lunge, 2017) sowie des Al-

Isolats IHIT37305 (Schwein, Lunge, 2018). 

 

 

Abbildung 12. Genetische Umgebung (10.768 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens 

des Ap-Isolats IHIT35280. 
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Abbildung 13. Genetische Umgebung (10.769 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens 

des As-Isolats IHIT36143 (Rind, Harn, 2018). 

 

 

 

Abbildung 14. Genetische Umgebung (14.785 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens 

des Al-Isolats IHIT37764 (Hund, Lunge, 2018). 

 

 

 

Abbildung 15. Genetische Umgebung (11.859 bp) des chromosomal kodierten blaOXA-143-Gens 

des Ap-Isolats IHIT27359 (Hund, Ohr 2014). 

 

 

 

Abbildung 16. Genetische Umgebung (7.897 bp) des Plasmid-lokalisierten blaOXA-72-Gens des 

Ap-Isolats IHIT38006 (Hund, Gingiva, 2018). 
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Tabelle 9. Überblick über IS-Elemente und Gene innerhalb der CP-Region der Acinetobacter 

spp.-Isolate von Tieren. 

Gen-Name/ 
IS-Element Funktion  

ackA2 Gen für eine Acetat-Kinase 

adh2 Gen für eine Alkoholdehydrogenase 

ampC Gen für β-Laktamase für Cephalosporin-Resistenz 

araC Gen für ein Transkriptionsregulationsprotein 

czcD Gen für ein Metallkationen-Efflux-Systemprotein 

esiB3 Sekretorisches Immunglobulin A-bindendes Protein 

fcuA Gen für ein Ferrichromrezeptor 

folP2 Gen für eine Dihydropteroatsynthase 

gatB Gen für eine Transamidase 

glmM2 Gen für eine Phosphoglucosaminmutase 

HAGH2 Gen für eine Hydroxyacylgluthathionhydrolase 

higA1 Gen für ein Antitoxin 

higA2 Gen für ein putatives Antitoxin 

higB2 Gen für ein putatives Toxin 

hin4 Gen für eine DNS-Invertase 

hpxO3 Gen für eine FAD-abhängige Urathydroxylase 

IS256 Insertionselement 256 

IS3 Insertionselement 3 

IS5 Insertionselement 5 

IS6 Insertionselement 6 

IS66 Insertionselement 66 

ISAba1 Insertionselemente Acinetobacter baumannii 1 

ISAba34 Insertionselement Acinetobacter baumannii 34 

ISAcsp2 Insertionselemente Acinetobacter species 2 

lysE Gen für ein Lysin Transporter 

merR Gen für ein Regulatorisches Protein des Quecksilberresistenzoperons 

mobA1-2 Gen für ein Mobilisierungsprotein 

mshB Gen für eine Deacetylase 

otsA2 Gen für eine Trehalose-Phosphat-Synthase 

parA und parB Gene für Proteine der Plasmidpartitionierung 

pta2 Gen für eine Phosphotransacetylase 

purD Gen für eine Phosphoribosylaminglycinligase 

rapA Gen für ein RNS-Polymerase-assoziiertes Protein 

relB Gen für einen Transkriptionsfaktor 

Tabelle 9. Fortsetzung nächste Seite.  
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Tabelle 9. Fortsetzung: Überblick über IS-Elemente und Gene innerhalb der CP-Region der 

Acinetobacter spp.-Isolate von Tieren. 

Gen-Name/ 
IS-Element Funktion  

relE Gen für ein mRNS Interferasetoxin 

repE1-5 Gene für Replikationsinitiationsproteine 

rpsU Gen für ein ribosomales Protein; 

sasA6 Gen für eine Kinase 

smvA Gen für eine Effluxpumpe 

strA und strB Gene für Aminoglykosid Resistenzproteine 

tetA39 und tetR39 Gene für Tetrazyklin Resistenzproteine 

traI Gen für ein multifunktionales Konjugationsprotein 

traJ Gen für ein Protein zur Assemblierung des konjugalen Transferpilus 

trbB und trbC Gene für Konjugationsproteine 

tsaD Gen für eine tRNS N6-adenosine Threonylcarbamoyltransferase 

ubiG2 Gen für eine O-Methyltransferase 

vapB und vapC Gene für Vesikel-assoziierte Membranprotein-assoziierte Proteine 

virD4 Gen für ein Typ-IV Sekretionssystemprotein 

 

5.2.3. Analyse Virulenz-assoziierter Gene Carbapenem-resistenter Acinetobacter spp. 

Die Genome der 48 Ab-Isolate aus den in dieser Arbeit gezeigten drei Publikationen sowie die 

23 zusätzlich nachgewiesenen OXA-positiven Acinetobacter spp.-Isolate wurden auf VAGs 

untersucht (Tabelle 10-12). Zusätzlich wurden die VAGs der Ab-Isolate IHIT7853, IHIT17886, 

IHIT17966 [120, 121] und IHIT32296 [218] sowie der humanen Isolate aus früheren 

Publikationen zu Vergleichszwecken analysiert.  

 

Alle 48 untersuchten OXA-positiven Ab-Isolate waren Träger der VAGs bauA, pld123, plc12, 

sod2343, arpAB, lipA1 sowie znuABC die, wie in früheren Publikationen beschrieben, im 

Zusammenhang mit der Biofilmbildung, Zytotoxizität und der Zinkaufnahme die Virulenz von 

Ab maßgeblich beeinflussen (Tabelle 10-12). Mit wenigen Ausnahmen waren alle Stämme des 

gleichen STs auch Träger der gleichen VAGs. So wiesen alle ST25Past-Ab-Isolate von Tieren 

das gleiche VAG-Profil wie der humane ST25Past-NDM-1-positive Stamm 161/07 auf (Tabelle 

11). Ausschließlich Ab-Isolate des ST1Past waren Träger eines Kapselproteins (epsA), das an 

der Immunevasion beteiligt ist. Blp1, ein Gen der Biofilmbildung, konnte bei 50 % der Ab-

Isolate des ST1Past nachgewiesen werden, während keine Ab-Isolate anderer STs Träger dieses 
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Gens waren (Tabelle 13). Das äußere Membranprotein 33 (omp33) konnte außer bei ST1Past-Ab 

bei allen Ab-Isolaten weiterer STsPast nachgewiesen werden. Das weitere getestete äußere 

Membranprotein OmpA konnte bei allen STs, außer bei Ab-Isolaten des ST25Past und ST294Past 

nachgewiesen werden. Das Gen cpaA, welches eine Metalloprotease kodiert, konnte hingegen 

nur bei Ab-Isolaten des ST10Past, ST25Past und ST294Past gefunden werden. Das Operon 

csuABCDE, dessen Produkte ebenfalls an der Biofilmbildung beteiligt sind, konnte bei nahezu 

allen Ab-Isolaten, mit Ausnahme von Isolaten des ST10Past, nachgewiesen werden. Die 

ebenfalls an der Biofilmbildung beteiligten Gene blp1 und blp2 konnten bei 15 ST1Past-Ab bzw. 

44 Ab-Isolaten nachgewiesen werden. Kein tierisches Ab-Isolat des ST10Past und ST37Past war 

Träger des blp2 Gens. Das Gen bap, welches ebenfalls an der Biofilmbildung bei Ab beteiligt 

ist, konnte bei keinem der tierischen CR Isolate nachgewiesen werden. Die für Protein-Efflux-

Pumpen kodierenden Gene adeRS und adeAB konnten bei 45 bzw. 46 der Isolate nachgewiesen 

werden. Während das getestete ST37Past-Isolat keines der Gene trug, konnte abeAB nur bei 

einem Ab-Isolat des ST10Past nachgewiesen werden (Tabelle 13). Die VAGs ataA, ptk und pilA, 

welche an der Immunevasion sowie der Motilität von Acinetobacter spp. beteiligt sind, konnten 

bei keinem tierischen CR Isolat nachgewiesen werden. Bei keinem der Stämme konnten auf 

dem Plasmid, welches das Gen der β-Laktamase trug, eines der getesteten VAGs nachgewiesen 

werden. 

 

Die fünf Ap-Stämme der 3. Publikation sowie drei weitere Ap-Isolate wiesen die VAGs plc2, 

sod2343, omp33, cpaA und lipA1 auf, welche u.a. in Zusammenhang mit der Zytotoxizität, 

Immunevasion bzw. der Abwehr von oxidativem Stress eine bedeutende Rolle spielen. Die 

Gene surA1 und ompA konnten bei sieben der acht Ap-Isolate (87,5 %) nachgewiesen werden, 

während sechs Isolate csuC (75 %), fünf csuD (62,5 %) und zwei bauA (25 %) trugen (Tabelle 

12). Keines der gestesteten VAGs konnte auf dem Plasmid, welches blaOXA-58 trug, 

nachgewiesen werden.  

Keines der Al-, Aj- oder Ai-Isolate wies eines der getesteten VAGs auf.
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Tabelle 12. Vorkommen von 32 Virulenz-assoziierten Genen bei OXA-positiven Ap-Isolaten. 

   Kleintiere  H 

VAG Funktion Referenzstamm *I
H

IT
24

94
4 

  I
H

IT
27

35
9 

*I
H

IT
29

46
9 

*I
H

IT
29

59
2 

*I
H

IT
32

47
3 

  I
H

IT
35

28
0 

  I
H

IT
38

00
6 

 *I
H

IT
32

68
5 

adeAB Efflux-System ATCC 17978          
adeRS Zwei-Komponentensystem ATCC 17978          
arpA Phasenvariation ATCC 17978          
arpB Phasenvariation ATCC 17978          
ata Adhäsion ATCC 17978          
bauA Eisenaufnahme ATCC 17978          
blp1 Biofilmbildung AYE          
blp2 Biofilmbildung AYE          
comEC DNS-Aufnahme ATCC 17978          
cpaA Immunevasion AB031          
csuA Biofilmbildung ATCC 17978          
csuB Biofilmbildung ATCC 17978          
csuC Biofilmbildung ATCC 17978          
csuD Biofilmbildung ATCC 17978          
csuE Biofilmbildung ATCC 17978          
epsA Immunevasion AB307-0294          
lipA1 Lipidhydrolyse AB5075-UW          
ompA Adhäsion, Zytotoxizität ATCC 17978          
omp33 Adhäsion, Zytotoxizität ATCC 17978          
pilA Adhäsion, Motilität ATCC 19606          
plc1 Zytotoxizität ATCC 17978          
plc2 Zytotoxizität ATCC 17978          
pld1 Zytotoxizität ATCC 19606          
pld2 Zytotoxizität ATCC 17978          
pld3 Zytotoxizität ATCC 17978          
ptk Immunevasion AB5075-UW          
sod2343 Schutz oxidativer Stress ATCC 17978          
surA1 unbekannt ATCC 17978          
tssM Interspezies-Kompetenz ATCC 17978          
znuA Zinkaufnahme AB5075-UW          
znuB Zinkaufnahme AB5075-UW          
znuC Zinkaufnahme AB5075-UW          

* Ap-Isolate aus 3. Publikation [217]; Ap: A. pittii; H: Human; Accession-Nummern: ATCC 17978: 

CP012004.1; ATCC 19606: ACQB01000015.1 und GG704576.1; AB307-0294: CP001172.2 und 

EU117203.1; AB031: CP009256.1 und KJ461713.1; AYE: CU459141.1; AB5075-UW: 

NZ_CP008706.1; grau: Gen vorhanden (Nukleinsäure-Sequenzähnlichkeit zur Referenz ≥90 %; 

Längenübereinstimmung ≥60 %); weiß: Gen nicht vorhanden. 
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Tabelle 13. Prozentuales Vorkommen der 32 untersuchten VAGs bei CR Ab nach Sequenztyp 

(Pasteur-Schema). 

VAG ST1  
(n=30) 

ST25  
(n=9) 

ST10  
(n=3) 

ST602  
(n=3) 

adeAB 100 100 33,3 100 

adeRS 100 100 0 100 

arpA 100 100 100 100 

arpB 100 100 100 100 

ata 0 0 0 0 

bauA 100 100 100 100 

blp1 50 0 0 0 

blp2 100 100 0 100 

comEC 96,7 100 100 100 

cpaA 0 100 100 0 

csuA 96,7 100 0 100 

csuB 96,7 100 0 100 

csuC 100 100 0 100 

csuD 100 100 0 66,7 

csuE 100 100 0 100 

epsA 100 0 0 0 

lipA1 100 100 100 100 

ompA 100 0 100 100 

omp33 0 100 100 100 

pilA 0 0 0 0 

plc1 100 100 100 100 

plc2 100 100 100 100 

pld1 100 100 100 100 

pld2 100 100 100 100 

pld3 100 100 100 100 

ptk 0 0 0 0 

sod2343 100 100 100 100 

surA1 100 100 100 100 

tssM 100 100 100 100 

znuA 100 100 100 100 

znuB 100 100 100 100 

znuC 100 100 100 100 
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5.2.4. Generierung Resistenzplasmid-freier Varianten und Transformanten, sowie Auswahl 

von Tripletts für funktionelle Assays 

Für die Generierung plasmidfreier Varianten wurden 30 CR Ab-Isolate von Tieren sowie drei 

humane CR Ab-Isolate ausgewählt. Dabei wurden das CP-Gen, eine gleichmäßige Verteilung 

von STs, Tierart sowie die geographische und klinische Herkunft berücksichtigt. Tatsächlich 

konnten von 29 Isolaten von Tieren und von zwei humanen Isolaten die Resistenzplasmide 

gecurt werden. Bei zwei Isolaten gelang dies auch nach 100 Passagen nicht.  

 

Des Weiteren wurden im Rahmen von Transformationsversuchen 20 CR Ab-Isolate von 

Hunden sowie elf CR Ab-Isolate von Katzen weitergehend untersucht. Hier galten dieselben 

Auswahlkriterien wie bereits oben genannt. Insgesamt konnten von 22 Ab-Isolaten das 

jeweilige Resistenzplasmid auf den Referenzstamm ATCC 17978 transformiert werden. Bei 

neun Isolaten konnte auch nach drei Versuchen keine Transformante generiert werden.  

 

Für die funktionellen Assays (Kapitel 5.1.4, 5.1.5 und 5.1.7) sollten nach den oben genannten 

Kriterien acht Tripletts zur Verfügung stehen (Tabelle 14). Neben den so generierten Tripletts 

wurde im Biofilm-Assay und im Galleria mellonella-Infektionsmodell ein humanes OXA-72-

Ab-Isolat (IHIT34203) sowie ein humanes NDM-1-Ab-Isolat, die humanen Ab-

Referenzstämme ATCC 17978 und ATCC 19606 sowie das tierische NDM-1 tragende Ab-

Isolat IHIT38008 (2. Publikation [192]) zu Vergleichszwecken in die Untersuchungen mit 

aufgenommen.
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5.2.5. In vitro-Fitness Assay 

Zur Untersuchung der in vitro-Fitness von CR und CS Ab wurden Stamm-Tripletts (Wildtyp, 

WT; Transformante, TF, Plasmid-freier Wildtyp, WT-Cure) der in Tabelle 14 aufgeführten Ab-

Isolate tierischen Ursprungs vergleichend untersucht. Als Referenz diente der Ab-Stamm 

ATCC 17978. Bei sechs der acht getesteten Stamm-Tripletts wiesen der WT-Cure sowie der 

Referenzstamm ATCC 17978 einen höheren in vitro-Fitness Index (Werte zwischen 0 und 0,46) 

im kompetitiven Wachstum, als der WT der jeweiligen Stammkombination auf. Während bei 

zwei Stämmen, IHIT29027 und IHIT34486, der WT eine höhere in vitro-Fitness (0,66 bzw. 

0,63) im Vergleich zu dem Referenzstamm ATCC 17978 aufwies. Bei drei der 

Stammkombinationen (IHIT29997, IHIT31820 und IHIT32295) konnte kein Wachstum der 

Stämme, die Träger von CP-Genen auf Plasmiden waren (WT bzw. TF) auf dem 

antibiotikahaltigen Nährmedium (Mueller-Hinton + 8 μl/ml Meropenem) nachgewiesen 

werden. Diese wurden nahezu vollständig durch die sensiblen Varianten (WT-Cure bzw. 

Referenzstamm) verdrängt. Bei den restlichen drei Tripletts (IHIT7853, IHIT32292 und 

IHIT32297) zeigten die CR Varianten (WT bzw. TF) zwar ein Wachstum auf dem Meropenem-

haltigen Agar, jedoch wiesen sie im Verhältnis zu den sensiblen Varianten einen geringeren in 

vitro-Fitness Index auf. 

 

Abbildung 17. In vitro-Fitness Assay ausgewählter Ab-Tripletts. 

WT: Wildtyp; PL: Resistenzplasmid-freie Variante des Wildtyps; TF: Transformante (Referenzstamm 

ATCC 17978 + Resistenz-Plasmid des entsprechenden Isolats); RS: Referenzstamm ATCC 17978.
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5.2.6. Biofilm-Assay 

Zur Bestimmung der Biofilmbildung wurden acht Ab Stamm-Tripletts (Träger von OXA-23 

und OXA-58, 1. Publikation), ein NDM-1-positives Ab-Isolat (2. Publikation), zwei humane 

Ab-Isolate (OXA-72 und NDM-1) sowie die CP-negativen Ab-Referenzstämme ATCC 17978 

und ATCC 19606 untersucht (Tabelle 14). Die Biofilmbildung der einzelnen Stamm-Triplett-

Varianten im Vergleich erwies sich als Isolat-abhängig. Allen Varianten gemein war eine 

stärkere Biofilmbildung im Mangelmedium M63, während weder die Inkubationstemperatur 

(28 °C vs. 37 °C) noch die Inkubationsdauer (24 h vs. 48 h) einen Einfluss auf die 

Biofilmbildung hatten (Abbildung 18). Bei der Mehrzahl der Isolate zeigte der WT-Cure eine 

stärkere Biofilmbildung als der WT und die TF. Es wurde keines der Biofilm-assoziierten Gene 

auf den Resistenzplasmiden nachgewiesen (Tabelle 15). 

 

Bei der vergleichenden Betrachtung aller Ab-Varianten zeigten die WT-Cure-Varianten bei fast 

allen Bedingungen der Inkubation eine signifikant höhere Biofilmbildung als die TFs (p ≤0,000 

bis ≤0,001). Ebenfalls zeigten die WTs bei 28 °C im M63-Medium eine signifikant höhere 

Biofilmbildung (p ≤0,000) als die TFs (Abbildung 18). 

 

Der statistische Vergleich der Biofilmbildung der eingesetzten WTs miteinander zeigte, dass 

einzelne Stämme abhängig von Inkubationstemperatur, -dauer sowie dem Medium eine 

signifikant höhere Biofilmbildung zeigten als andere WTs (Abbildung 21-29). Hier ließen sich 

jedoch keine Regelmäßigkeiten hinsichtlich der Auswahlkriterien, wie Tierart, ST oder CP-Typ 

ziehen, was für einen stammspezifischen Effekt spricht. Es zeigte sich zudem, dass nach 24 h 

Inkubation im M63-Medium sowohl bei 28 °C (p ≤0,000) als auch bei 37 °C (p≤0,001) die Ab-

Isolate von Tieren signifikant mehr Biofilm bildeten als humane Isolate. Das gleiche Phänomen 

zeigte sich nach 24 h bei 28 °C (p ≤0,019) im LB-Medium (Abbildung 19). Die Analyse der 

spezifischen Biofilmbildung der WTs, gruppiert nach Sequenztyp, ergab eine zum Teil hoch 

signifikant stärkere Biofilmbildung der Isolate des ST1Past, ST25Past und ST52Past (p ≤0,000 bis 

≤0,046) im Vergleich zu Isolaten des ST2Past, ST10Past, ST437Past und ST578Past. Dies ließ sich 

sowohl im M63- als auch im LB-Medium bei 28 °C bzw. 37 °C sowie 24 h bzw. 48 h 

Inkubationsdauer beobachten (Abbildung 20).  

 

Bei der vergleichenden Biofilmuntersuchung des NDM-1-positiven Isolats IHIT38008 mit dem 

humanen NDM-1-Isolat 161/07 zeigte sich ein ähnliches Ergebnis wie bei den OXA-positiven 
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Ab-Isolaten von Tieren. Die Biofilmbildung war im Mangelmedium M63 stärker, während 

weder Inkubationsdauer noch -temperatur einen Einfluss auf die Biofilmbildung hatten. 

Insgesamt zeigte das NDM-1-Isolat von dem Hund eine signifikant höhere Biofilmbildung als 

das vergleichende humane NDM-1-Isolat (p≤0,01 bis ≤0,046) (Abbildung 30).  
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Abbildung 18. Vergleichende Betrachtung der spezifischen Biofilmbildung der Tripletts von 

acht Ab-Isolaten von Tieren in M63- (oben) und LB-Medium (unten), Triplettvergleich. 
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Abbildung 19. Vergleichende Betrachtung der spezifischen Biofilmbildung der WTs von vier 

humanen und acht Ab-Isolaten von Tieren in M63- (oben) und LB-Medium (unten), 

Wirtsvergleich. 

Mensch 

Tier 

Mensch 

Tier 
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Abbildung 20. Vergleichende Betrachtung der spezifischen Biofilmbildung der WTs von vier 

humanen und acht Ab-Isolaten von Tieren in M63- (oben) und LB-Medium (unten), Multilokus-

Sequenztypen-Vergleich. 
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Abbildung 21. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT7853. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 22. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT29027. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 23. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT29997. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 24. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT31605. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 25. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT31820. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 26. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT32292. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 27. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT32295. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 28. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT32297. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 29. Spezifische Biofilmbildung des Stamm-Tripletts des Ab-Isolats IHIT34486. 

Vergleichende Betrachtung von WT, WT-Cure und TF in Abhängigkeit vom Inkubations-

medium. 
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Abbildung 30. Vergleichende Betrachtung der spezifischen Biofilmbildung des tierischen 

(IHIT38008) und humanen (161/07) NDM-1-positiven Ab-Isolats in Abhängigkeit vom 

Inkubationsmedium.
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5.2.7. Galleria mellonella-Infektion 

Um den Einfluss der CR auf die Virulenz von Ab zu untersuchen, wurden acht Ab Stamm-

Tripletts von Tieren (Träger von OXA-23 und OXA-58, 1. Publikation), ein tierisches NDM-

1-positives Ab-Isolat (2. Publikation), zwei humane Ab-Stämme (OXA-72- und NDM-1-

positiv) sowie der Ab-Referenzstamm ATCC 17978 ausgewählt (Tabelle 14). Von allen 

Stämmen waren Ganzgenom-Sequenzen generiert worden. Die Infektion der Galleria 

mellonella-Larven erfolgte in vier Verdünnungsstufen mit Keimzahlen von 5,5 x 101 bis 4 x 

105 koloniebildende Einheiten (KbE). Bei allen Isolaten zeigte die Keimzahl einen 

signifikanten Einfluss auf die Larvensterblichkeit (p≤0,0000). Ebenfalls zeigten beim 

statistischen Vergleich der Tripletts sowohl WT (p≤0,0000) als auch TF (p ≤0,0000) eine 

signifikant höhere Sterblichkeit als die plasmidfreie Variante des entsprechenden Isolats, 

während es zwischen WT und TF keine signifikanten Unterschiede der Sterblichkeit gab 

(Abbildung 31).  

Die Infektion mit dem humanen NDM-1-positiven-Ab 161/07 zeigte eine signifikant höhere 

Sterblichkeit als die Infektion mit dem tierischen NDM-1-Isolat IHIT38008 (p=0,0114) 

(Abbildung 32). Das humane blaOXA-72 tragende Isolat IHIT34203, der tierische NDM-1-

positive-Ab IHIT38008 sowie drei weitere blaOXA-23-positive Isolate von Tieren zeigten eine 

signifikant höhere Sterblichkeit (p≤0,0000) der Larven als der Ab-Referenzstamm ATCC 

17978, während die restlichen Stämme eine geringere Sterblichkeit aufwiesen.  

Beim Vergleich der Sterblichkeit abhängig vom Sequenztyp der Stämme zeigte sich eine 

signifikant niedrigere Sterblichkeit des ST2Past-Ab-Isolats gegenüber den anderen STs. Die 

ST10Past- und ST578Past- Ab-Isolate zeigten signifikant die höchste Sterblichkeit der Larven im 

Vergleich zu Isolaten der Sequenztypen ST2Past, ST1Past, ST25Past und ST437Past (p≤0,0000). 
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Abbildung 31. Vergleichende Darstellung der Überlebenswahrscheinlichkeit der Galleria 

mellonella-Larven für WT, WT-Cure und TF nach Infektion mit der Verdünnungsstufe 10-1. 

Es wurde die Überlebenszeit aller untersuchten Isolate (Tabelle 14) im Mittel bestimmt und 

rechnerisch für eine Infektion mit der Verdünnungsstufe 10-1 angegeben. 

 

 

Abbildung 32. Vergleichende Darstellung der Überlebenswahrscheinlichkeit der Galleria 

mellonella-Larven des tierischen (IHIT38008) und humanen (161/07) NDM-1-positiven Ab-

Isolats nach Infektion mit der Verdünnungsstufe 10-1.
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6. Diskussion 

Das weltweite Auftreten von CR Acinetobacter spp., insbesondere von Ab, als Erreger 

nosokomialer Infektionen wird in der Humanmedizin seit vielen Jahren als eine große 

Bedrohung für das öffentliche Gesundheitssystem wahrgenommen [92, 174]. In jüngster Zeit 

mehren sich auch Berichte über Nachweise von CR Acinetobacter spp. aus klinischem 

Untersuchungsgut von Tieren, die u.a. Fragen nach der Relevanz dieser Erreger in der 

Tiermedizin sowie nach ihrer potentiellen Übertragbarkeit auf den Menschen aufwerfen [322, 

399]. Das Ziel dieser Dissertation war es, einen Einblick in das Vorkommen von CP-

produzierenden Ab bei Tieren, speziell bei Hund und Katze, zu erhalten. Um einen 

umfassenderen Überblick über die Verbreitung von CR innerhalb der gesamten Gattung 

Acinetobacter bei Tieren zu erhalten, wurden auch weitere Acinetobacter spp. von Hunden und 

Katzen sowie von anderen Tierarten, wie Rind, Pferd und Schwein in die Untersuchungen 

aufgenommen. Hierzu wurden alle seit dem Jahr 2000 im Rahmen der mikrobiologischen 

Diagnostik am IHIT isolierten und asservierten Acinetobacter spp. auf eine phänotypische CR 

untersucht. Vor Beginn der Dissertation wurden die am Institut vorliegenden Acinetobacter 

spp.-Isolate standardmäßig auf einem Carbapenem-Agar (Müller-Hinton mit 2 bzw. 4 mg/L 

Meropenem) vorselektiert. Um auch phänotypisch CS Isolate erfassen zu können, die 

möglicherweise dennoch Träger von CP-Genen sind, wurden mit Beginn der Dissertation alle 

auf Standardmedien isolierten Acinetobacter spp. mittels PCR auf CP-Gene untersucht. Auf 

diese Weise konnten unter insgesamt 1.483 tierischen Acinetobacter spp.-Isolaten sowie bei 

einem Ab-Isolat einer Klimaanlage einer Kleintierklinik 74 CP-bildende Isolate nachgewiesen 

werden. Hierzu zählten neben Ab auch Ap, Al, Aj, Ai sowie bisher nicht beschriebene und in 

dieser Arbeit nicht weiter differenzierte Acinetobacter species (As). Zusätzlich konnten 27 

OXA-23-like tragende A. radioresistens-Isolate tierischer Herkunft gefunden werden. Auch in 

retrospektiven MALDI-TOF MS und Ganzgenom-Untersuchungen konnten keine CR As-

Isolate der neuen Spezies A. equi [318] sowie den erst 2015 und 2016 benannten Vertretern des 

Acb-Komplexes A. seifertii und A. dijkshoorniae (heute als A. lactucae bezeichnet) zugeordnet 

werden [247]. Alle Stämme, die Träger von CP-Genen waren, wurden hinsichtlich ihrer 

Empfindlichkeit gegenüber veterinär- und humanmedizinisch relevanten antimikrobiellen 

Wirkstoffen sowie des Vorkommens von erworbenen Resistenzgenen und chromosomalen 

Mutationen, die zu einer verminderten Empfindlichkeit gegenüber Antibiotika führen 

analysiert. Außerdem wurde die Zugehörigkeit der Isolate zu klonalen Linien überprüft, um 

mögliche Parallelen zur Humanmedizin zu identifizieren. Schließlich wurde bei ausgewählten 
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Stämmen der Einfluss der CR auf die bakterielle Fitness, Virulenz und Biofilmbildung 

untersucht. 

6.1. Carbapenem-resistente Acinetobacter baumannii tierischer Herkunft 

In der Humanmedizin isolierte Ab-Isolate zeichnen sich meist durch einen multiresistenten 

Phänotyp, darunter meist auch eine Resistenz gegenüber Antibiotika aus der Gruppe der 

Carbapeneme aus [92, 417]. Im Vergleich dazu sind die Funde von CR Ab bei Tieren selten 

[399]. Zum Zeitpunkt des Verfassens der vorliegenden Dissertationsschrift gab es lediglich 

zwölf Publikationen, die über das Auftreten von CR Ab-Isolaten bei Kleintieren, insbesondere 

Hund und Katze berichteten [56, 108, 120, 121, 140, 173, 192, 239, 263, 317, 382, 399, 440]. 

Es gibt weitere Studien, die non-Ab bei Kleintieren, seltener bei lebensmittelliefernden Tieren 

beschreiben [399]. In Publikation 1, die dieser kumulativen Arbeit zugrunde liegt, wurden 502 

Ab-Isolate, die zwischen 2013 und 2018 in Deutschland, Frankreich und Italien bei Tieren, v.a. 

Hund und Katze, isoliert wurden, auf CP-Gene untersucht. Im Rahmen dieser Studie konnten 

42 CR Ab-Isolate aus klinischem Probenmaterial und veterinärmedizinischem Equipment, wie 

z.B. aus zentralen Venenkathetern nachgewiesen werden. Diese konnten den ebenfalls in der 

Humanmedizin weltweit verbreiteten klonalen Linien ST1Past und ST25Past sowie dem ST10Past, 

ST578Past und ST602Past zugeordnet werden (Kapitel 4.1). Diese sowie zwei weitere OXA-23-

positive Ab-Isolate (ST1Past und ST37Past), die während fortlaufender Untersuchungen 

nachgewiesen werden konnten, wurden im Rahmen der Studie näher charakterisiert. In 

Publikation 2 wird über den erstmaligen Nachweis des blaNDM-1-Gens bei einem Ab-Isolat 

tierischer Herkunft in Europa berichtet (Kapitel 4.2). Neben der Verbreitung, der 

Empfindlichkeit gegenüber antimikrobiellen Wirkstoffen sowie Untersuchungen der 

Resistenzdeterminanten wurde auch der Einfluss der CR auf die bakterielle Fitness, die 

Fähigkeit zur Biofilmbildung und der Virulenz charakterisiert.  

 

Die drei CPs OXA-23, OXA-58 und NDM-1 (Kapitel 2.4.2.1), welche bereits weltweit in der 

Humanmedizin beschrieben wurden [103, 117, 417], konnten ebenfalls bei Ab-Isolaten von 

Tieren nachgewiesen werden. Die Prävalenzen betrugen für OXA-23 2,3 % (18/771 Isolaten) 

und 3,8 % (29/771 Isolaten) für OXA-58. Das geringe Vorkommen dieser CPs sowie der nur 

einmalige Nachweis der Metallo-β-Laktamase NDM-1 (0,1 %), sprechen eher für ein 

sporadisches Auftreten von CR Ab-Isolaten in der Veterinärmedizin. Weiterhin konnten im 

Rahmen der Publikation 1 nahezu alle OXA-58-Isolate (96,6 %) bei Kleinieren in Deutschland 

isoliert werden, während die Mehrheit der OXA-23-Isolate (76,9 %) von Kleintieren in 
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Frankreich und Italien stammte, was auf eine länderspezifische Verteilung hindeutet. Hier ist 

jedoch zu erwähnen, dass die untersuchten Stämme aus unterschiedlichen Quellen stammten, 

was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse einschränkt. 

 

Während in der Humanmedizin weltweit OXA-23 als die am häufigsten nachgewiesene CP bei 

Ab gilt [239, 335], überwog bei den Tier-Isolaten OXA-58. Auch in Deutschland gilt OXA-23, 

gefolgt von OXA-72 als dominierende CP bei multiresistenten Ab in der Humanmedizin. 

Dagegen konnte OXA-58 in 2021 bei multiresistenten Ab in Deutschland nicht nachgewiesen 

werden [336]. Dies deutet zunächst auf ein separates epidemiologisches Geschehen bei Mensch 

und Tier hin. Da aber wenig über die Verbreitung von CR Ab bei gesunden Tieren, die 

möglicherweise asymptomatische Träger sind, bekannt ist, müssen zu diesem Aspekt weitere 

Untersuchungen folgen. Die Tatsache, dass humane und tierische Patienten zum Teil die 

gleichen, weltweit verbreiteten klonalen Linien tragen, ist ein weiterer Aspekt, der zukünftig 

weiter beleuchtet werden sollte [322, 399]. Hier war interessant, dass 61,7 % der CR Isolate 

dem ST1Past und 21,3 % dem ST25Past, jedoch kein CR Ab dem in der Humanmedizin am 

häufigsten mit nosokomialen Infektionen in Verbindung gebrachten ST2Past angehörten [174, 

391]. Im Laufe der Jahre häufen sich auch in der Humanmedizin Berichte über nosokomiale 

Infektionen durch ST25Past-Ab. Diese Infektionen werden häufig mit einer hohen Mortalität, 

insbesondere von intensivmedizinisch betreuten Patienten, beschrieben [82]. Bisher wurden 

blaOXA-23 tragende Ab tierischer Herkunft meist dem ST1Past oder dem ST2Past zugeordnet [8, 

56, 120, 317, 382], während in der vorgelegten Studie Stämme, die OXA-23-Träger waren, v.a. 

dem ST25Past angehörten. Die blaOXA-23 tragenden ST25Past-Ab von Tieren stammten aus 

Frankreich, Deutschland und Italien. Dies stärkt die Annahme von Lupo et al. (2017), dass es 

möglicherweise eine endemische Verbreitung von OXA-23-ST25Past-Ab bei Tieren in Europa 

gibt [173, 239]. Püntener-Simmen et al. (2019) zeigten ebenfalls, dass die meisten Ab-Isolate, 

die bei hospitalisierten Tieren in der Schweiz gefunden wurden, den global verbreiteten ST1Past 

und ST25Past zugeordnet werden konnten [322]. Dies lässt vermuten, dass Ab-Isolate und/oder 

Resistenzdeterminanten zwischen Menschen und Kleintieren übertragen werden. Schleicher et 

al. (2013) konnten in einer Studie aus Deutschland zeigen, dass die Populationsstruktur von CS 

Ab aus der Humanmedizin sehr divers ist, während CR Ab sich deutlich klonaler darstellen und 

überwiegend mit dem IC1/ST1Past und dem IC2/ST2Past assoziiert sind [356]. 

Die Mehrzahl der blaOXA-23-Gene aus dieser Studie waren Teil der Transposons Tn2006 oder 

Tn2008. Beide Strukturen, die die Mobilisation der Gene ermöglichen, wurden bereits bei 

humanen CR Isolaten beschrieben [149, 287, 343]. Der genetische Kontext der β-Laktamase 
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OXA-58, eingebettet zwischen dem Insertionselement ISAba3, dem Transkriptionsregulations-

Gen araC und dem Lysin-Transportergen lysE ist in der Humanmedizin ähnlich weit verbreitet 

wie das blaNDM-1-Gen als Teil des mobilen Elements Tn125 [118, 198, 306, 315]. Die weitere 

Umgebung der Resistenzgene variierte, was auf unterschiedliche Ursprünge und 

Entwicklungen der Plasmide bzw. genetischer Fragmente hinweist. Die in Publikation 1 

beschriebenen OXA-58-Plasmide wiesen große Ähnlichkeiten mit Plasmiden humaner 

Patienten wie z.B. pAba3207a, welches in Mexiko isoliert wurde, auf [55]. Auch wiesen die 

Transposonstrukturen der OXA-23-Isolate aus Publikation 1 große Ähnlichkeiten mit der 

genetischen Umgebung von blaOXA-23 aus humanen Ab-Isolaten, wie z.B. mit Ab Du202 eines 

Patienten aus Korea, auf [229]. Neben den Isolaten aus den Publikationen 1 und 2 konnten 

diese genetischen Strukturen auch bei anderen in dieser Arbeit nachgewiesenen Acinetobacter 

spp. von u.a. Katze, Hunden oder Schafen gefunden werden (Kapitel 5.2.2). Dies stützt die 

Annahme des HGT von CR-Genen/-Plasmiden zwischen Acinetobacter-Isolaten. Alle Ab-

Isolate dieser Arbeit wiesen einen resistenten Phänotyp gegenüber den getesteten 

Carbapenemen Imipenem, Meropenem und Doripenem auf, was auf das Vorliegen von intakten 

IS-Elementen zurückgeht: ISAba1 bei den OXA-23- sowie ISAba3 bei den OXA-58-positiven 

Isolaten. Die IS-Elemente führen durch ihre Promotor-ähnliche Funktion zu einer Verstärkung 

der Expression des nachfolgenden Gens, in diesem Falle der Oxacillinase-Gene, und somit zu 

einer Carbapenem-Resistenz [19, 74].  

 

Neben den erworbenen CPs konnten weitere erworbene Resistenzgene, wie aac(3)-Ia, strA und 

strB, sul1 und sul2, tetA und tetB, teilweise als Teil von Resistenzinseln, bei den Ab-Isolaten 

aus dieser Studie nachgewiesen werden. Diese Co-Resistenzen bei CR Ab wurden bereits 

mehrfach, auch in der Humanmedizin, beschrieben [399]. Während zwischen 2016 und 2018 

isolierte Stämme Träger der Ab-Resistenzinsel (AbaR) AbaR3-like (n=10) oder AbaR10 (n=1) 

waren, trugen zwischen 2014 und 2015 isolierte ST1Past-Ab (n=10) neben blaOXA-58 lediglich 

das Cephalosporinase-Gen blaADC-11. Insbesondere in den Tierkliniken 1 und 4 könnte es zu 

einem Eintrag der AbaR3 gekommen sein, da sowohl non-AbaR3-like Ab-Isolate, als auch Ab, 

die Träger dieser Resistenzinsel waren, nachgewiesen wurden. Die Isolate erwarben mit 

Aufnahme der Resistenzinsel zusätzlich die Resistenzgene tetA, tetR, sul1 und catA1 sowie die 

Gene aacC1 und aadA1, die Teil der Genkassette der AbaR3-like sind. Während das Ab-Isolat 

IHIT36988, das Träger von AbaR10 war, das Resistenzgen sul1 trug. Auch humane Ab-Isolate 

sind oftmals Träger von Resistenzinseln, insbesondere von AbaR0, AbaR3 sowie von deren 

Varianten [158, 222]. Sowohl bei menschlichen als auch bei tierischen Isolaten können diese 
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Resistenzinseln zu einer verminderten Effektivität einer Therapie mit verschiedenen 

Antibiotika führen [146]. Der Nachweis der gleichen Resistenzgenprofile innerhalb der AbaR3-

like-Inseln bei ST1Past-Ab-Isolaten aus den Jahren 2016 bis 2018 weist auf eine klonale 

Verbreitung dieser Isolate hin. Ähnliches konnten auch Püntener-Simmen et al. (2019) bei Ab-

Isolaten des ST1Past von Tieren aus der Schweiz aus den Jahren 2007, 2012, 2014 und 2015 

zeigen, die alle die Gene aac(3)-Ia, aadA1 und sul1 trugen. Ob die erworbenen Resistenzgene 

auch hier Teil von Resistenzinseln waren, ist nicht bekannt [325].  

 

Bei der Analyse der Virulenz-assoziierten Gene (VAGs) zeigten sich überwiegend 

Überschneidungen des VAG-Profils bei Ab-Isolaten des gleichen STs. Diese deutet auf eine 

klonale Verbreitung der STs mit jeweiligem chromosomalen VAG-Profil hin. Ähnliches wurde 

bei der Analyse erworbener Resistenzgene beobachtet. Neben den Tier-Isolaten wiesen auch 

die humanen Ab-Isolate des ST1Past, AYE [398], und des ST25Past, 161/07 [306], die gleichen 

VAGs auf. So wiesen 14 tierische ST1Past-Ab das gleiche VAG-Profil (n=23 VAGs) wie das 

humane Ab-Isolat AYE auf. Die restlichen untersuchten ST1-Ab von Kleintieren unterschieden 

sich zwischen einem (n=14) bis maximal drei (n=1) VAGs vom Referenzstamm AYE (Tabelle 

10). Noch deutlicher zeichnete sich ein gemeinsames VAG-Profil für die ST25Past-Isolate 

tierischer Herkunft ab. So wiesen alle CP-Isolate das gleiche VAG-Profil (n=26 VAGs) wie 

das humane NDM-1-Ab-Isolat 161/07 auf (Tabelle 11). Gemeinsam mit identischen STs und 

Resistenzgenprofilen deuten die Überschneidungen bei den VAG-Profilen einmal mehr darauf 

hin, dass sich Ab-Isolate von Mensch und Tier auf Basis dieser Kriterien nicht unterscheiden.  

 

Mittels einer in silico core-genome MLST (cgMLST)-Analyse der tierischen CR Isolate konnte 

gezeigt werden, dass ST1Past-Ab-Isolate des Clusters CT-1808 zum einen in unterschiedlichen 

Veterinärkliniken isoliert werden konnten, andererseitsüber mehrere Jahre innerhalb einer 

Klinik kursierten. Zwischen 2014 und 2018 wurden CT-1808-Ab in elf unterschiedlichen 

deutschen Tierkliniken isoliert. Insbesondere der wiederholte Nachweis dieser klonalen Linie 

in Klinik 1 (n=6, 2014-2017) und Klinik 4 (n=9, 2015-2018) über einen längeren Zeitraum 

deutet auf eine Persistenz des Erregers sowie ein nosokomiales Geschehen in diesen 

Tierkliniken hin. Zudem verdeutlicht der Nachweis von ST1Past-Ab-Isolaten des gleichen 

Clusters in verschiedenen deutschen Veterinärkliniken, die erfolgreiche Verbreitung einer 

klonalen Linie auch zwischen Kliniken. Jedoch wurden in sieben dieser Kliniken nur einmalig 

ST1Past-Ab-Isolate des Clusters CT-1808 isoliert. Dies könnte u.a. in einer mangelnden 

systematischen Beprobung der Kliniken oder einem erfolgreichen Hygienemanagement 
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begründet sein. Weiterhin unterstreicht der Nachweis eines ST1Past-OXA-58-Ab des CT-1808 

aus der Klimaanlage einer Kleintierklinik die Relevanz des klinischen Umfelds als Quelle für 

multiresistente Ab. Brilhante et al. (2021) kamen zu ähnlichen Ergebnissen. Sie zeigten, dass 

in einer Schweizer Tierklinik die klinischen CR Klebsiella pneumoniae-Isolate stark mit der 

die Umgebung kontaminierenden Stämmen verwandt waren [47]. Des Weiteren wurden 

innerhalb der gleichen Klinik unterschiedliche Klone nachgewiesen, was für eine Etablierung 

verschiedener OXA-58-positiver Ab des ST1Past spricht. Ähnliches beschreiben Lupo et al. 

(2017), die ein endemisches Geschehen für blaOXA-23-Ab des ST25Past innerhalb der 

Haustierpopulation Frankreichs vermuteten [239]. Ebenfalls konnten Ab-Isolate des ST25Past, 

die Träger der β-Laktamase OXA-23 waren, auch in Deutschland, Italien und der Schweiz 

nachgewiesen werden, was eine möglicherweise europäische Verbreitung dieses CR Klons in 

Haustieren unterstreicht [239, 322, 399].  

 

In phylogenetischen Untersuchungen im Rahmen einer maximum common genome (MCG)-

Analyse wurden in silico tierische und humane Ab-Isolate der gleichen STs miteinander 

verglichen. Bei ST1Past-, ST10Past- und ST25Past-Isolaten zeigte sich, dass die Tier-Isolate aus 

dieser Arbeit eine eigene Gruppe darstellen, die jedoch mit Genomen von Isolaten von 

Patienten in Australien, Südkorea, Thailand, Tschechien und den USA clustern. Humane Ab-

Isolate aus Europa zeigten dagegen nur geringe Ähnlichkeiten zu den Tier-Isolaten. Dies deutet 

auf eine Etablierung erfolgreicher Klone in der Veterinärmedizin, ähnlich, jedoch unabhängig 

wie in der Humanmedizin, hin. Bekräftigt wird dies damit, dass bisher noch über keinen 

eindeutigen Fall der Übertragung von Ab zwischen Mensch und Tier berichtet wurde, sodass 

die Frage nach dem Zoonosepotential von Ab allein auf der Grundlage der Extrapolation von 

epidemiologischen Daten nicht als gesichert gelten kann [105]. Auch wenn die Übertragung 

von CR Ab bzw. von Resistenzgenen von vielen Autoren als Gefahr für die öffentliche 

Gesundheit angesehen wird, wird die Richtung der Übertragung derzeit eher als ein spill-over 

aus der Humanmedizin angesehen [154, 240, 307, 369, 399]. Gemäß des Europäischen 

Durchführungsbeschlusses 2020/7894/EU ist für alle Mitgliedsstaaten eine Untersuchung von 

Salmonella spp. und E. coli auf ESBL-, AmpC- und CP-Bildner verpflichtend [100, 104]. 

Demzufolge gibt es bis heute weder bei Klein- noch bei lebensmittelliefernden Tieren eine 

verpflichtende Untersuchung von Ab auf CP-Bildner. Jedoch gibt es in Deutschland die 

Möglichkeit bei dem Nationalen Referenzzentrum (NRZ) für GN-Krankenhauserreger der 

Ruhr-Universität Bochum eine kostenlose Untersuchung zur Abklärung bei Verdacht auf CR 

Ab, Enterobacterales und P. aeruginosa durchführen zu lassen (Stand 01/2023). 
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6.2. Carbapenem-resistente Acinetobacter pittii tierischer Herkunft 

In Publikation 3 wird der Nachweis der β-Laktamase OXA-58 bei CR Ap-Isolaten tierischer 

Herkunft beschrieben. Neben Ab werden zunehmend weitere Acinetobacter spp., wie Ap im 

Zusammenhang mit nosokomialen Infektionen bei Menschen beschrieben [7, 299, 339, 409, 

432]. Auch konnten CPs bei Ap, insbesondere NDM-1 oder OXA-58, die im Rahmen 

nosokomialer Infektionsgeschehen isoliert wurden, nachgewiesen werden. So berichteten Yang 

et al. (2012) über Ap-Isolate, die Träger der Metallo-β-Laktamase NDM-1 waren, bei 

intensivmedizinisch betreuten Patienten in China [428]. Es folgten weltweit weitere 

Publikationen über CR Ap, u.a. aus Europa, Asien, Südamerika oder dem Libanon [6, 15, 160, 

189, 204, 293, 296, 297, 305, 332, 338, 380, 432, 438]. Neben NDM-1 wurden auch OXA-23, 

OXA-58, OXA72, OXA-143 sowie die β-Laktamase GIM-1 bei Ap gefunden [6, 15, 431, 438]. 

In der Humanmedizin werden OXA-58-Ap v.a. im asiatischen Raum identifiziert und häufig 

wird von einer Co-Existenz mit NDM-1 bei Ap-Isolaten berichtet [15, 60, 128, 129, 432, 438]. 

Hingegen sind Berichte über CR Ap-Isolate tierischen Ursprungs selten [272, 323].  

Um das Vorkommen von CPs bei Ap zu untersuchen, wurden 200 Ap-Isolate, die zwischen 

2008 und 2017 aus tierischem Untersuchungsgut im Rahmen der institutseigenen 

mikrobiologischen Diagnostik isoliert wurden, mittels PCR auf CP-Gene untersucht. Bei fünf 

(2,5 %) Isolaten wurde die β-Laktamase OXA-58, lokalisiert auf einem Plasmid, nachgewiesen. 

Im Rahmen der Dissertation konnte ein weiteres OXA-58-positives Ap-Isolat aus der Wunde 

eines Hundes aus Deutschland isoliert werden. Neben den Berichten über ein OXA-58-

positives Ap-Isolat aus dem Kot einer Taube in Frankreich [272] gibt es keine weiteren Berichte 

über blaOXA-58 bei Ap tierischer Herkunft. Weitere Publikationen über CR Ap bei Tieren 

beschränken sich auf einen Bericht von Rafei et al. (2015), die OXA-40 bei einem Ap-Isolat 

von einem Kaninchen nachwiesen. Das Isolat war Imipenem-, Meropenem- und Doripenem-

resistent. Die Lokalisation des Resistenzgens wurde nicht untersucht [323].  

 

Der Nachweis des erworbenen, Plasmid-lokalisierten blaOXA-58-Gens in der vorliegenden Studie 

könnte ein erster Hinweis sein, dass OXA-58 sich nicht nur, wie in den Publikationen 1 und 

2 beschrieben, bei tierischen Ab-Isolaten verbreitet, sondern auch auf Tier-Isolate der Spezies 

Ap übertragen wurde und sich dort möglicherweise ausbreitet.  
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Die sechs OXA-58-positiven Ap konnten dem ST93 zugeordnet werden. Dieser Sequenztyp ist 

bereits in der Humanmedizin beschrieben. Nemec et al. (2011) berichteten erstmals über ein 

Ap-Isolat des ST93 aus der Achsel eines Menschen in Deutschland [282]. Ebenfalls bei einem 

Menschen aus Deutschland konnten Kaase et al. (2014) ein ST93-Ap-Isolat, das Träger der 

Metallo-β-Laktamase GIM-1 war, isolieren [204]. In Portugal gelang Silva et al. (2018) der 

Nachweis eines gleichfalls blaOXA-58 tragenden ST93-Ap-Isolats bei einem Menschen [365].  

 

OXA-58 zeigt in der Regel eine niedrige hydrolytische Aktivität, sodass es meist nur in 

Kombination mit IS-Elementen, die zu einer gesteigerten Expression der CP führen, zur 

Ausbildung einer phänotypischen CP-Resistenz kommt [117]. Bei Ap kann es aber trotz 

vorhandener IS-Elemente bei einer Empfindlichkeit gegenüber Carbapenemen bleiben [432]. 

Die Ap-Isolate dieser Arbeit zeigten, nach mehreren Passagen in Meropenem-haltigem 

Medium, eine achtfache Steigerung der MHKs gegenüber Imipenem. Ähnliches beobachteten 

auch Silva et al. (2018): ein OXA-58-positives Ap-Isolat zeigte ebenfalls, wie die Tier-Isolate 

aus Publikation 3, keine phänotypische CR. Nach einer Transformation des OXA-58 Plasmids 

des Ap-Isolats in ein Ab-Isolat kam es jedoch bei Letzterem zu einer MHK-Steigerung 

gegenüber Imipenem [365]. Demzufolge könnten OXA-58-positive Ap als „Vehikel“ für 

Plasmide, die Träger von CP-Genen sind, für andere Acinetobacter spp., wie Ab, dienen.  

 

Der genetische Kontext des blaOXA-58-Gens ist bereits mehrfach in der Literatur beschrieben. 

Häufig sind downstream von blaOXA-58 das IS-Element ISAba3, der Transkriptionsfaktor araC 

sowie das Efflux-Protein lysE lokalisiert, während upstream meist ein unvollständiges ISAba3 

kodiert ist [118, 316, 365]. Diese direkte genetische Umgebung von blaOXA-58 konnte ebenfalls 

in den Tier-Isolaten nachgewiesen werden, allerdings war das araC-Gen unterbrochen. Auch 

das OXA-58-positive Ab-Isolat WH8144 von einem Menschen in China zeigt ein 

unvollständiges araC-Gen, ist jedoch im Gegensatz zu den Tier-Isolaten Carbapenem-resistent 

[129]. Während in einer Studie von Silva et al. (2018) keine weiteren Resistenzgene auf dem 

OXA-58 Plasmid gefunden wurden, trugen die Plasmide der tierischen OXA-58-Ap weitere 

Gene, die Resistenzen gegenüber Tetrazyklinen (tetA39/tetR39), Aminoglykosiden (aac, strA 

[aph(3‘‘)-Ib], strB [aph(6)-I]) und Sulfonamiden (sul2) vermittelten [365]. Diese Co-Existenz 

von Resistenzgenen auf einem Plasmid könnte, trotz des in der Regel fehlenden Einsatzes von 

Carbapenemen in der Tiermedizin, zu einer Verbreitung von Oxacillinasen aufgrund des 

Einsatzes anderer antimikrobieller Wirkstoffe führen. Dies unterstreicht die Notwendigkeit des 

verantwortungsvollen und restriktiven Einsatzes von Antibiotika in der Tiermedizin.  
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In einer MCG-Analyse wurden die blaOXA-58-positiven Ap-Isolate dieser Studie und OXA-58-

Ap von Menschen vergleichend untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die drei bzw. zwei 

tierischen Ap-Isolate, die innerhalb der Klinik A bzw. B isoliert wurden, auch zusammen 

clusterten. Dies stützt die Annahme der Etablierung erfolgreicher Klone innerhalb 

veterinärmedizinischer Kliniken, wie es in der Humanmedizin bekannt ist. Die Analyse zeigt 

ebenfalls, dass eine Ähnlichkeit der tierischen Stämme der Klinik B zu humanen Ap-Isolaten 

aus Deutschland und den USA besteht. Dies unterstreicht die Möglichkeit einer 

speziesübergreifenden Infektion mit Ap des gleichen Genotyps bei Mensch und Tier. Gestützt 

wird diese Annahme weiterhin dadurch, dass zwischen einem OXA-58-positiven Ap-Isolat, das 

in der vorliegenen Studie von einer Katze isoliert wurde und dem humanen GIM-1-positiven 

Ap-Isolat UKK-0555 (GenBank Nummer: NZ_MDIT00000000.2) aus Deutschland nur 88 

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs – Single Nucleotide Polymorphism) gefunden wurden 

[217].  

 

Neben OXA-58 wurden bei zwei weiteren Ap-Isolaten von zwei Hunden aus Deutschland die 

β-Laktamasen OXA-72 (OXA-40-like) bzw. OXA-255 (OXA-143-like) nachgewiesen. In der 

Humanmedizin wurde bereits über Ap-Isolate mit diesen Enzymen berichtet, während in der 

Tiermedizin bis dato nur ein OXA-40 tragendes Ap-Isolat von einem Kaninchen bekannt war 

[323]. Nach der ersten Beschreibung der OXA-40-like CP aus dem Blut eines Patienten in 

Kolumbien in 2012 [268] folgten Berichte von OXA-72-positiven Ap aus Frankreich [38], 

Südamerika [298, 346, 403], dem Libanon [6] und China [60, 344]. Die Stämme zeigten alle 

eine phänotypische CR sowie eine Plasmid-Lokalisation der erworbenen CP, jedoch variierte 

die Größe der Plasmide zwischen ~10 kb und ~20 kb. Ruan et al. (2017) ordneten das 

entsprechende Ap-Isolat dem ST950 und Pavoni Gomes Chagas et al. (2017) dem ST947 zu 

[298, 344]. Anders als bei OXA-58 sind OXA-72 tragende Ap unterschiedlichen STs zugehörig. 

So konnte das OXA-72-positive Isolat unserer Studie keinem bisher bekannten ST zugeordnet 

werden. Trotz der Verbreitung von OXA-72 in Ap-Isolaten unterschiedlicher STs könnte diese 

Acinetobacter- Spezies eine Quelle für OXA-72 darstellen. Das entsprechende Gen ist oftmals, 

wie auch bei dem tierischen Isolat aus dieser Studie, innerhalb des sogenannten XerC/XerD-

like Kontextes, der für die Mobilisation des Oxacillinase- Gens ursächlich ist, lokalisiert [261, 

268, 321]. Über OXA-143-like tragende Ap gibt es bis dato nur drei Publikationen, die alle aus 

der Humanmedizin stammen. Zander et al. (2014) beschrieben erstmals eine OXA-143-like CP 

bei einem Ap-Isolat aus den USA. Das Isolat trägt, wie auch unser tierisches Isolat, das blaOXA-

255-Gen auf dem Chromosom und ist Carbapenem-sensibel [431]. Ebenfalls in 2014 berichteten 
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Ji et al. (2014) über ein OXA-143-like-positives Ap-Isolat aus China während D’Souza et al. 

(2017) drei Jahre später OXA-499 bei einem humanen ST1385-Ap-Isolat aus Südkorea 

nachwiesen [79, 197]. Ob Ap-Isolate von Tieren eine Quelle für blaOXA-143-like Gene darstellen, 

kann anhand der derzeitigen Datenlage nicht valide abgeschätzt werden. 

6.3. Carbapenem-resistente Acinetobacter spp. tierischer Herkunft 

Neben Ab und Ap (Publikationen 1-3) konnten im Rahmen dieser Arbeit CP-Gene bei weiteren 

Acinetobacter spp., wie Aj, Al, Ai und As nachgewiesen werden (Kapitel 5.2.1). Neben Ab 

stellen auch non-baumannii Acinetobacter spp., insbesondere CR Isolate, als opportunistische 

Infektionserreger sowohl die Human- als auch die Tiermedizin vor therapeutische 

Herausforderungen [92, 423]. Besonders besorgniserregend ist in diesem Zusammenhang, dass 

bei allen tierischen CR Acinetobacter spp. mit OXA-23 und OXA-58 die gleichen erworbenen 

CPs wie in der Humanmedizin, meist eingebettet in den gleichen genetischen Kontext und die 

gleichen Transposon-Strukturen, nachgewiesen werden konnten. Die β-Laktamasen sind meist 

auf Plasmiden lokalisiert, die zusätzlich Aminoglykosid- oder Tetrazyklin-Resistenzgene 

tragen. Dies birgt die Gefahr, dass es bei der Anwendung von z.B. Tetrazyklinen zu einem 

Selektionsdruck und somit zu einer Co-Transmission von Tetrazyklin- und Carbapenem-

Resistenzgenen kommen kann. Im Folgenden werden die einzelnen Funde von Oxacillinasen 

bei den verschiedenen Acinetobacter spp. genauer betrachtet.  

6.3.1. Acinetobacter lwoffii 

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es erstmals, die bei der klinisch relevantesten Spezies Ab weit 

verbreiteten β-Laktamasen OXA-23 sowie OXA-58 bei Al-Isolaten tierischer Herkunft 

nachzuweisen. Bis dato gibt es vier human- und zwei veterinärmedizinische Publikationen, die 

v.a. blaNDM-like bei Al beschreiben. In 2012 wiesen zwei Studien NDM-1-positive Al aus dem 

Urin [187] sowie dem Blut [128] bei Patienten in zwei unterschiedlichen Kliniken in China 

nach. Während Hu et al. (2012) die Lokalisation der CP innerhalb eines Tn125 [306] 

beschrieben, konnten Fu et al. (2012) kein ISAba125, und somit die Lokalisation des CP-Gens 

auf einem unvollständigen Transposon nachweisen [128, 187]. Es folgten weitere Berichte 

blaNDM-like-positiver Al aus Indien und China. Zou et al. (2015) wiesen blaNDM-14 auf einem 

~40 kb großen Plasmid eines Imipenem- und Meropenem-resistenten Al-Isolats nach [442]. 

Ebenfalls Plasmid-lokalisiert fanden fünf Jahre später Khalid et al. (2020) das Gen blaNDM-1 bei 

einem Al-Isolat eines Patienten auf einer neonatalen Intensivstation in Indien [210]. Auch zwei 

Studien über CR Al tierischer Herkunft berichteten von NDM-positiven Isolaten. Wang et al. 
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(2012) beschrieben ein Imipenem-resistentes Al-Isolat von einem Huhn [416]. Cui et al. (2020) 

veröffentlichten acht Jahre später einen Bericht über den Nachweis eines Meropenem-

resistenten NDM-1-Al-Isolats von einer Gans [78]. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse 

dieser Arbeit, in der insbesondere OXA-23-like- und OXA-58-like-Al bei Klein-, Heim- und 

Großtieren isoliert werden konnten. Ähnlich wie bei Wang et al. (2012) und Cui et al. (2020) 

gezeigt, sind auch diese Oxacillinasen, mit Ausnahme der OXA-58-CP des Isolats IHIT36316 

(Pferd, Luftsack, 2018) auf Plasmiden lokalisiert. Dies ermöglicht die Verbreitung der Gene im 

Rahmen von horizontalem und vertikalem Gentransfer, nicht nur innerhalb der Spezies, sondern 

auch über die Speziesgrenze hinweg [78, 416]. Wie bereits bei Ab berichtet, sind auch die Al-

Isolate, die OXA-23 innerhalb eines Tn2008-Kontextes tragen, Imipenem-resistent [287].  

 

Ein ähnliches Bild zeichnete sich bei blaOXA-58-tragenden Al ab. Bei zwei Al-Isolaten von 

lebensmittelliefernden Tieren konnte, der von Evans et al. (2012) bei humanen Isolaten 

beschriebene genetische Kontext des Oxacillinase-Gens gefunden werden. Diese könnte auf 

einen Austausch dieser genetischen Region zwischen humanen und tierischen Isolaten oder auf 

gemeinsame Infektionsquellen in der Umwelt hindeuten. Bei zwei weiteren Al-Isolaten konnten 

hingegen nur Teile dieses genetischen Kontextes nachgewiesen werden [119]. Wie von Héritier 

et al. (2005) beschrieben wiesen blaOXA-58-tragende Ab-Isolate nur in Kombination mit einer 

Überexpression der Efflux-Pumpe AdeABC eine phänotypische Carbapenem-Resistenz auf 

[171]. Dies lässt sich bei den Al-Isolaten dieser Studie ebenfalls beobachten: keines der Isolate 

ist Träger der für Protein-Efflux-Pumpen kodierenden Gene adeRS und adeAB (Kapitel 

2.4.1.1.1), was einen sensiblen Phänotyp gegenüber Carbapenemen erklären könnte [119, 171].  

 

Wie von Cui et al. (2020) beschrieben, konnten auch in unseren Untersuchungen weitere 

Resistenzgene, wie strA und strB, sul, floR, msrE und mphE bei Acinetobacter spp. 

nachgewiesen werden [78]. Ob der Genotyp von strA/strB und aph die in der Literatur 

beschriebene Resistenz gegenüber Strepto-, Kana-, bzw. Neomycin vermittelt, kann nicht 

geklärt werden, da der entsprechende Phänotyp nicht getestet wurde [147, 157, 363]. Trotz des 

Nachweises der Resistenzgene aac(3)-Ic, aac(3)-IIa, aac(3)-IId, aac(3)-IV bei den tierischen 

Al-Isolaten, wurde keine phänotypische Resistenz gegenüber den getesteten Aminoglykosiden 

Gentamicin, Amikacin bzw. Tobramycin detektiert, was in weiteren Studien untersucht werden 

muss. Im Gegensatz dazu korrelierten die Nachweise der erworbenen Resistenzgene sul2, floR, 

sowie mrsE und mphE mit einer Trimethoprim/Sulfamethoxazol-, Chloramphenicol- bzw. 

Erythromycin-Resistenz. Mit Ausnahme eines Isolats, das trotz des Nachweises von tet39 keine 
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Tetrazyklin-Resistenz zeigte (möglicherweise begründet in einem Aminosäureaustausch im 

Bereich der Tetrazyklin-Effluxpumpe), korrelierte der Nachweis der Gene tet39 sowie tetY bei 

den restlichen Al-Isolaten mit dem Phänotyp. Die gemeinsame Lokalisation der 

Aminoglykosid-Resistenzgene strA und strB auf den jeweils gleichen Plasmiden wie die CP-

Gene blaOXA-23 und blaOXA-58 konnte ebenfalls bereits bei tierischen CR Ab- und Ap-Isolaten 

gezeigt werden, was auf einen Austausch von Plasmiden zwischen verschiedenen 

Acinetobacter-Spezies hindeutet [45, 120, 140, 217].  

6.3.2. Acinetobacter johnsonii 

Die bereits 1986 von Bouvet et al. im Rahmen einer Taxonomiestudie beschriebene 

Acinetobacter-Spezies Aj wird selten im Rahmen von Infektionsgeschehen beim Menschen 

isoliert [43, 267]. Während mehrere Berichte über Aj-Isolate, die in der Regel einen sensiblen 

Phänotyp gegenüber den meisten Antibiotika aufweisen, aus Umwelt- und humanen Haut- 

sowie tierischen Proben existieren [57, 152, 359, 411], gibt es bisher wenige Nachweise von 

CR Aj-Stämmen aus der Humanmedizin und keine Berichte über solche Isolate aus der 

Veterinärmedizin. Die wenigen Berichte aus der Humanmedizin liefern v.a. Nachweise von 

OXA-58 sowie NDM-1-positiven Aj-Isolaten. Dies überschneidet sich mit den Ergebnissen 

unserer Untersuchungen, in denen einzig die β-Laktamase OXA-58 bei tierischen Aj-Isolaten 

gefunden wurde. In 2014 berichteten Rodríguez et al. (2014) erstmals über ein OXA-58- sowie 

PER-2-positives Aj-Isolat, das aus der Peritonealflüssigkeit eines Patienten in Argentinien 

isoliert wurde [340]. Zwei Jahre später beschrieben Montaña et al. (2016) die genetische 

Umgebung der Resistenzgene [267]. Ähnliche Berichte gibt es über humane Aj-Isolate aus 

China. Zong et al. (2013) wiesen NDM-1 bei zwei CS Aj-Isolaten aus dem Abwasser einer 

Klinik nach, während Feng et al. (2016) bei einem der beiden Stämme drei Jahre später neben 

blaNDM-1 auf einem weiteren Plasmid blaOXA-58 nachweisen konnten [122, 439]. Ebenfalls über 

ein NDM-1- und OXA-58-positives Isolat berichteten Tang et al. (2020), welches aus 

kommunalem Abwasser in China isoliert wurde. Im Gegensatz zu den vorherigen Funden aus 

China war dieses Isolat Carbapenemen-resistent [385].  

 

Alle vier tierischen Aj-Isolate, die blaOXA-58 auf einem Plasmid trugen, wiesen den gleichen 

genetischen Kontext um das Gen auf, der bereits mehrfach bei Ab und den humanen Aj-Isolaten 

aus Argentinien und China beschrieben wurde [119, 122, 267]. Im Gegensatz zu den humanen 

Isolaten waren die Tier-Isolate mit Plasmid-lokalisierter CP Imipenem-resistent. Einzig ein 

Isolat, das blaOXA-58 chromosomal trug, war nicht resistent gegenüber Imipenem. Zur 
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Ausbildung einer klinisch relevanten CR, die in der Hydrolyse des Antibiotikums durch OXA-

58 begründet ist, kommt es nur, wenn es durch einen starken Promoter, wie ISAba3, zu einer 

gesteigerten Expression der nachgeschalteten β-Laktamase kommt [315] oder weitere 

Resistenzmechanismen, wie Efflux-Pumpen (z.B. AdeABC), synergistisch wirken [246, 430]. 

Bei dem CS Isolat konnten weder die spezifische Promoterregion noch weitere Efflux-Pumpen 

gefunden werden, was den sensiblen Phänotyp gegenüber Imipenem trotz vorhandener 

Oxacillinase erklärt.  

 

Das canine Aj-Isolat IHIT30696 aus Luxemburg zeigte eine phänotypische Resistenz 

gegenüber Tetrazyklin und Gentamicin, obwohl keine weiteren Resistenzdeterminanten 

nachgewiesen werden konnten. Auch Aj IHIT37774 von einem Kaninchen zeigte eine 

Gentamicin-Resistenz, obwohl kein korrespondierendes Resistenzgen nachgewiesen wurde. 

Die restlichen Aj-Isolate waren trotz des Vorhandenseins von aac(3)-IIa Gentamicin-sensibel. 

Die Nachweise weiterer erworbener Resistenzgene, u.a. tet39, tetH, tetY und sul2 bei den 

anderen Aj-Isolaten korrelierten hingegen mit den phänotypischen Resistenzen. Die Nachweise 

der Resistenzgene überschneiden sich teilweise mit den Beobachtungen aus der 

Humanmedizin. So konnten bei allen CR Aj-Isolaten ebenfalls die Streptomycin-Resistenz 

vermittelnden Gene strA und strB sowie Sulfonamid-Resistenzgene sul1 oder sul2 

nachgewiesen werden [122, 267, 385]. Das bei 80 % der tierischen Isolate vertretene 

Tetrazyklin-Resistenzgen tet sowie Varianten dieses Gens konnte jedoch nur bei dem humanen 

NDM-1 und OXA-58-positiven Isolat aus China nachgewiesen werden [122]. Sowohl bei dem 

humanen als auch bei den tierischen Isolaten ist das tet-Gen auf dem gleichen Plasmid wie das 

blaOXA-Gen lokalisiert, was eine wirtsunabhängige Verbreitung von Resistenzplasmiden 

unterstreicht. Die humanen Aj-Isolate waren zudem Träger weiterer Resistenzgene wie floR, 

msrE, mphE oder ereA [122, 267, 385]. Die gemeinsame Lokalisation von Tetrazyklin- und 

CP-Resistenzgenen auf dem gleichen Plasmid wurde ebenfalls schon bei anderen Acinetobacter 

spp. tierischer Herkunft beschrieben [78, 217]. Ebenso wie bei Al kommt auch bei Aj eine Co-

Transmission dieser Resistenzgene in Betracht. 

 

Zwei weitere Publikationen berichten von CR Aj-Isolaten, die von Patienten auf den Philippinen 

sowie aus Japan isoliert wurden. Beide Isolate waren Träger der Metallo-β-Laktamase IMP-19 

bzw. IMP-4 [259, 426]. Derzeit gibt es keine Berichte über Acinetobacter spp. von Tieren, die 

Träger von CP-Genen aus der IMP-Familie sind.  
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6.3.3. Acinetobacter indicus 

Zwei Jahre nach der erstmaligen Beschreibung von A. indicus (Ai) als umweltassoziierte 

Spezies, isoliert in einer Hexachlorcyclohexan-Deponie in Indien im Jahr 2012, berichteten 

Bonnin et al. (2014) von einem CR Ai-Isolat, das Träger der β-Laktamase OXA-23 war [41, 

245]. Das Oxacillinase-Gen war auf einem Plasmid lokalisiert und in das Transposon Tn2007 

eingebettet [41]. Die ersten Berichte über CP-tragende Ai tierischer Herkunft stammen von 

Klotz et al. (2017). Im Rahmen einer Beprobung von 45 Kälbern konnten zwei blaOXA-23 -

positive CR Ai-Stämme aus Nasentupfern isoliert werden [215]. Im Rahmen weiterer Studien 

der Arbeitsgruppe wurden sieben weitere OXA-23- sowie zwei OXA-58-positive Ai-Isolate aus 

Nasen- und Rektaltupfern sowie Sammelkotproben von Rindern nachgewiesen [214]. Ähnliche 

Beobachtungen konnten in der vorgelegten Arbeit gemacht werden: zwei der drei CP-positiven 

Ai-Isolate, die aus der Nase eines Rindes und der Milz eines Schafes isoliert wurden, waren 

Träger des Gens blaOXA-23 und ein weiteres Isolat aus dem Nasentupfer eines Kalbes trug 

blaOXA-58. Während bei allen CR Ai-Isolaten die CP-Gene chromosomal als Teil eines 

vollständigen oder unvollständigen Tn2008 Kontexts vorlagen, zeigte das von Bonnin et al. 

(2014) beschriebene humane Isolat blaOXA-23 eingebettet in Tn2007 auf einem Plasmid [41, 

214]. Diese Ergebnisse liefern erste Hinweise auf eine unabhängige Verbreitung der 

Oxacillinase-Gene innerhalb tierischer und humaner Ai-Stämme. Jedoch ist zu bedenken, dass 

die erst seit 2012 beschriebene Spezies aufgrund der schwierigen Differenzierung sowie der 

unbekannten klinischen Relevanz unentdeckt bzw. falsch zugeordnet werden kann, wenn keine 

MALDI-TOF MS-Analyse mit entsprechenden Spektren oder eine genetische Spezies-

Differenzierung erfolgt [41, 113, 214, 215].  

 

Des Weiteren berichteten Bonnin et al. (2014) von zwei Ai-Isolaten aus Rinderkot, die kein CP-

Gen trugen und Carbapenem-sensibel waren. Dies weist, zusammen mit den Ergebnissen von 

Klotz et al. (2019) und unseren Untersuchungen auf eine weite Verbreitung der Acinetobacter 

Spezies Ai bei Rindern hin. So werden in hessischen Rinderpopulationen Prävalenzen von bis 

zu 12,6 % von Ai beschrieben, die nach Ab die am häufigsten isolierte Acinetobacter Spezies 

ist [214]. 

 

Darüber hinaus konnten bei allen tierischen Ai-Isolaten weitere erworbene Resistenzgene 

nachgewiesen werden. So sind alle OXA-23 und OXA-58 dieser Studie sowie sechs der neun 

blaOXA-23 und beide blaOXA-58-positiven Ai-Isolate der Studien von Klotz et al. (2017 und 2019) 
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Träger der Streptomycin-Resistenzgene strA und strB [214, 215]. Ebenfalls wurden 

Resistenzgene sowie Varianten dieser, die Resistenzen gegenüber Aminoklykosiden, 

Tetrazyklinen, der Sulfonamid-Trimethoprim-Kombination sowie Phenicolen vermitteln, wie 

aac, aad, aph, tetA, tetX, tetY, floR und dfrA1, in den tierischen Ai-Isolaten gefunden. Wie 

bereits bei Al erwähnt, kann keine Aussage darüber getroffen werden, ob strA/strB und aph eine 

phänotypische Resistenz gegenüber Strepto-, Kana- bzw. Neomycin vermitteln, da diese 

Wirkstoffe nicht getestet wurden. Streptomycin wird in der Regel in der Tiermedizin bei 

lebensmittelliefernden Tieren wie Rindern, Schweinen und Schafen angewendet 

(https://www.ema.europa.eu/en). In Deutschland gibt es jedoch derzeit kein zugelassenes 

Präparat (https://vetidata.de/). Kana- und Neomycin hingegen werden neben der Rinder- auch 

in der Kleintiermedizin, insbesondere bei Infektionen des Magen-Darm-Traktes eingesetzt. Es 

wäre also denkbar, dass es aufgrund der Anwendung dieser Antibiotika zu einer durch aph bzw. 

strA/B bedingten Co-Selektion von CP-Genen kommen kann. 

 

Wie bereits bei Ai-Isolaten von Tieren beschrieben, waren auch die blaOXA-23-Gene dieser 

Studie in einen Tn2008-Kontext im Chromosom eingebettet. Keiner der Stämme, die ein durch 

das IS-Element ISAcsp2 unterbrochene Tn2008-Struktur aufwiesen, waren Carbapenem-

resistent. Einzig drei Isolate der Studien von Klotz et al. (2017 und 2019), die ein intaktes 

Tn2008 aufwiesen, waren Imipenem-resistent [214, 215]. Das Transposon Tn2008, welches 

weltweit maßgeblich an der Verbreitung von blaOXA-23 bei Ab beteiligt ist [287], wurde bereits 

bei weiteren Acinetobacter spp. von Tieren, wie A. variabilis [307], A. gandensis [370] und Al 

(diese Arbeit, Kapitel 6.3.1) beschrieben. Poirel et al. (2012) berichteten ebenfalls über die 

Unterbrechung von Tn2008 durch ISAcsp2 [307]. Ein Ai-Isolat (IHIT34477; 2017) dieser 

Studie zeigte den gleichen genetischen Kontext des blaOXA-58-Gens, wie ein im Jahr 2016 

isoliertes OXA-58-positives Ai-Isolat aus den Studien von Klotz et al. (2019). Das OXA-58-

Gen war bei beiden Isolaten von einer unvollständigen sowie vollständigen Kopie von ISAba3, 

dem Gen araC für ein Transkriptionsregulationsprotein sowie einer unvollständigen Kopie des 

Lysin-Transportergens lysE umgeben (Kapitel 5.2.2) [214]. Trotz der IS-Elemente und der 

Promoter-Sequenz innerhalb des ISAba3 vermittelte der Genotyp, wie bereits bei humanen und 

tierischen Ap-Isolaten gezeigt, keine phänotypische CR (Kapitel 6.2) [118]. Hingegen waren 

bei OXA-58-positiven und Carpbapenem-resistenten Acinetobacter spp.-weitere IS-Elemente 

in die Umgebung des CP-Gens integriert [129, 280].  
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6.3.4. Acinetobacter species 

Im Zuge der Arbeit konnten zwei weitere OXA-58-positive Acinetobacter species (As) bei 

einem Rind und einem Schaf nachgewiesen werden, die keine Carbapenem-Resistenz 

aufwiesen. Die MALDI-TOF MS-Analyse identifizierte beide Isolate (IHIT36143 und 

IHIT36460) als Al, jedoch mit einem geringen Score von 1,706 bzw. 1,701 (gelber Score). Es 

wurde versucht, die Spezies mittels Tetra Correlation Search (TCS)-Analyse 

(http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/), bei der das jeweilige Genom mit einer Datenbank an 

Referenzgenomen verglichen wird, zu identifizieren. Als sichere Zuordnung gilt ein Score von 

>0,999 während Ergebnisse von <0,989 als unsicher gelten. Das Isolat IHIT36143 zeigte eine 

hohe Ähnlichkeit mit dem Al-Referenzstamm NCTC 5866 und dessen Derivat CIP 64.10 

(Accession-Nr. NZ_CAADHN000000000; Score 0,99842), mit As NIPH 713 (Accession-Nr. 

N8TW14; Score 0,99814) sowie zu weiteren Al- und As-Isolaten. Nemec et al. (2019) zeigten 

in einer Studie, dass mehrere von Bouvet und Grimont als Al identifizierte Stämme, darunter 

auch der Al-Typstamm NCTC 5866 sowie dessen Derivat CIP 64.10 in zwei unterschiedlichen 

Gruppen clustern, sodass die Autoren eine Aufteilung in Al und A. pseudolwoffii empfahlen 

[281]. Die Autoren ordneten den Stamm CIP 64.10 der Spezies A. pseudolwoffii zu, der 

möglicherweise auch unser bovines Isolat IHIT36143 angehört. Die TCS-Ergebnisse für das 

ovine Isolat IHIT36460 zeigten ein noch unklareres Ergebnis. Dieses As-Isolat wies 

Ähnlichkeiten zu A. idrijaensis MII (Score 0,93901), verschiedenen Al-Isolaten (Score 

zwischen 0,93426 und 0.93087) und verschiedenen As-Isolaten (Score zwischen 0,93434 und 

0.93179) auf. Eine eindeutige Spezieszuordnung war nicht möglich. Das Isolat IHIT36460 wies 

den gleichen genetischen blaOXA-58-Kontext wie das tierische Al-Isolat IHIT33561 dieser Studie 

auf, der u.a. bereits bei der klinisch relevantesten Spezies Ab beschrieben wurde (Kapitel 6.3.1) 

[118]. Im Gegensatz dazu ist das OXA-58-Gen bei dem Isolat IHIT36143 in zwei 

unvollständige Elemente von ISAba3 eingebettet (Kapitel 5.2.2). IHIT36143 trug die 

Resistenzgene mphE, msrE und tet39, und IHIT36460 aac(3)-IIa, mphE, msrE, floR, sul2 und 

tet39, die mit Ausnahme von Gentamicin mit der phänotypischen Resistenz der Isolate 

korrelierten. IHIT36460 trug ebenfalls die Gene strAB und aph(3‘)-Ia. Keines dieser 

Resistenzgene wurde auf dem blaOXA-58-Plasmid nachgewiesen. Die Isolate der unbekannten 

As zeigen somit die gleichen erworbenen Resistenzmechanismen wie die tierischen, CP-

positiven Al-, Aj- und Ai-Isolate (Kapitel 5.2.1).  
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Um die klinische Relevanz sowie die Verbreitung dieser Isolate in der Tiermedizin und die 

mögliche Bedeutung für die Humanmedizin abschätzen zu können, bedarf es weiterer 

Untersuchungen zur Spezieszugehörigkeit und zur Transferierbarkeit der CP-Gene. 

6.3.5. Zusammenfassung OXA-23- und OXA-58-positive Acinetobacter spp. tierischer 

Herkunft 

Insbesondere bei Ab-Isolaten von Kleintieren gibt es große phylogenetische Ähnlichkeiten 

sowie Überschneidungen hinsichtlich der Resistenzgenausstattung zu humanen Isolaten. Die 

Nachweise erworbener CR-Gene, die in Typ, genetischer Organisation und Lokalisation auf 

dem Chromosom oder Plasmiden häufig den in der Humanmedizin klinisch relevanten Spezies, 

wie Ab, Ap oder A. nosocomialis gleichen, sind von großer epidemiologischer Bedeutung [118, 

129, 287]. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die verschiedenen 

Resistenzdeterminanten zwischen Acinetobacter species von Menschen und Tieren übertragen 

werden. Umso wichtiger ist es zu verstehen, wo die ursprüngliche Quelle dieser 

Resistenzdeterminanten liegt und welche äußeren Faktoren deren Übertragung möglicherweise 

begünstigen. Der gleichzeitige Nachweis von weiteren, z.T. auf Plasmiden mit den CP-Genen 

co-lokalisierten Resistenzgenen indiziert einmal mehr, dass nicht nur die Gabe von 

Carbapenem-Antibiotika, deren Einsatz mittlerweile in der Veterinärmedizin gemäß 

Durchführungsverordnung (EU) 2022/1255 verboten ist, co-selektierend auf die Verbreitung 

von CR-Resistenzdeterminanten wirken kann. Neben dem verantwortungsvollen Einsatz von 

Antibiotika ist auch auf eine Einhaltung einer guten Hygienepraxis sowohl in der Veterinär- als 

auch in der Humanmedizin zu achten, um die Verbreitung von resistenten Acinetobacter spp. 

zu vermeiden. Auch wenn die Pathogenität dieser non-baumannii Acinetobacter nach heutigem 

Kenntnisstand gering ist, so können sie maßgeblich an der Verbreitung der CP-Gene blaOXA-23 

und blaOXA-58 beteiligt sein und unter bestimmten Umständen auch als opportunistische Erreger 

Infektionen hervorrufen.  

6.4. Einfluss der Resistenz auf bakterielle Fitness, Biofilmbildung und Virulenz 

Zusätzlich zu den Untersuchungen zur Verbreitung von CP-Genen bei Acinetobacter spp., 

insbesondere Ab, aus klinischem Untersuchungsgut von Tieren, sollte die vorliegende Arbeit 

Hinweise darauf liefern, welchen Einfluss die CR auf die (i) bakterielle Fitness im Rahmen 

eines kompetitiven Wachstums, (ii) Biofilmbildung und (iii) Virulenz von Ab-Isolaten hat. 

Dazu wurden acht Ab Stamm-Tripletts (Wildtyp, plasmidfreie Variante und Transformante) in 

den entsprechenden Assays (Kapitel 5.2.5, 5.2.6 und 5.2.7) untersucht.  
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6.4.1. Einfluss der CR auf die bakterielle Fitness von Acinetobacter baumannii 

Zur Überprüfung des Einflusses der CR auf die bakterielle Fitness wurden kompetitiv die 

gleichen Konzentrationen eines CR und eines CS Ab angezüchtet, ausplattiert und die KbE 

bestimmt (Kapitel 5.1.4). Anschließend wurden anhand der Wachstumsraten Rückschlüsse auf 

die bakterielle Fitness der CR Ab und somit des Resistenz-Plasmids gezogen. Mit Ausnahme 

von zwei Ergebnissen zeigt das CS Isolat im Vergleich zum CR Isolat eine deutlich höhere in 

vitro-Fitness. Dies deckt sich mit Studien, dass antimikrobielle Resistenz mit einem Verlust der 

Fitness einhergehen kann, wie bereits für Colistin- und Ciprofloxacin-resistente Ab in mehreren 

Studien gezeigt wurde [13, 81, 274, 366, 412]. Neben chromosomalen Mutationen, die zu einer 

antimikrobiellen Resistenz führen, scheinen auch Plasmid-vermittelte Resistenzen einen 

Einfluss auf die bakterielle Fitness zu haben. Die Ursachen für den mit dem Erwerb von 

Resistenzplasmiden einhergehenden Fitness-Verlust oder -Vorteil ist multifaktoriell und von 

dem jeweiligen Plasmid abhängig. Deutlich häufiger wird durch die Aufnahme eines Plasmids, 

das Träger von Resistenzgenen sein kann, von einem Verlust der bakteriellen Fitness berichtet 

[350, 412]. Für den Fitness-Verlust werden verschiedene Ursachen, wie eine verstärkte 

Expression erworbener Plasmidgene und einer damit einhergehenden verminderten Expression 

oder Translationseffizienz chromosomaler Gene aufgeführt. Hingegen kann es durch 

kompensatorische Mutationen zu einer Steigerung der in vitro-Fitness kommen [81, 351]. 

Smani et al. (2012) konnten zeigen, dass Ciprofloxacin-resistente Ab-Isolate in einem 

kompetitiven Wachstum mit sensiblen Stämmen eine geringere Wachstumsrate zeigten. Diese 

Beobachtungen stützen sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie, jedoch war die 

Ciprofloxacin-Resistenz in der gesteigerten Expression einer Efflux-Pumpe begründet und 

nicht in erworbenen Resistenzgenen [368]. In einer weiteren Studie von 2013 zeigten die 

Autoren, dass ein Verlust des äußeren Membranproteins Omp33, welches mit CR bei Ab 

assoziiert ist, auch mit einem Verlust der bakteriellen Fitness einhergeht [366]. San Millan et 

al. (2017) berichteten, dass die Aufnahme von Plasmiden grundsätzlich mit einem negativen 

Effekt auf die Fitness einhergeht, der jedoch durch kompensatorische Mutationen nach 

mehreren Generationen ausgeglichen werden kann [350]. Ob die Fitnessverluste der Ab-Isolate 

dieser Studie durch entsprechende Mutationen kompensiert werden könnten, bedarf weiterer 

Untersuchungen. Ebenfalls müssen, um die Gründe der verminderten Fitness der CR Ab-Isolate 

zu eruieren, weitere Untersuchungen zum Einfluss der Aufnahme von Resistenz-Plasmiden auf 

die Expression, insbesondere chromosomaler Stoffwechsel-Gene durchgeführt werden [81]. 

Jedoch gab es vereinzelt auch einen Fitness-Vorteil bei Aufnahme des Resistenz-Plasmids. So 
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zeigten bei der kompetitiven Anzucht der Wildtypen der Ab-Isolate IHIT29027 und IHIT34486 

mit dem Ab-Referenzstamm ATCC 17978 die CR Isolat eine höhere in vitro-Fitness als der 

sensible Referenzstamm. Dies stützt die Aussagen vorheriger Studien, dass der Einfluss der 

antimikrobiellen Resistenz auf die bakterielle Fitness von vielen Faktoren wie u.a. vom Ab-

Isolat (Sequenztyp, klonale Linie) und/oder dem Resistenz-Plasmid abhängt [81, 351]. Bis dato 

gibt es lediglich Studien, die den Einfluss chromosomaler Mutationen, die antimikriobielle 

Resistenzen vermitteln, auf die Fitness von Ab-Isolaten untersuchen und die meist einen durch 

die Resistenz bedingten Verlust der Fitness beschreiben [26, 81, 184, 236, 274, 366]. Zur 

Klärung, ob die Aufnahme von Plasmiden, die Träger anderer CR-Gene (z.B.: Metallo-β-

Laktamasen) sind, sich negativ auf die Fitness von Ab auswirkt, bedarf es weiterer Studien.  

6.4.2. Einfluss der CR auf die Biofilmbildung von Acinterobacter baumannii 

Die Bildung von Biofilmen auf sowohl abiotischen wie auch biotischen Oberflächen zählt bei 

Ab zu einer der effizientesten Virulenzstrategien und begründet wesentlich den Erfolg von Ab 

als Erreger nosokomialer Infektionen. Der Biofilm ermöglicht Ab z.B. ein Überleben innerhalb 

eines Endotracheltubus oder bietet dem Bakterium Schutz vor der Abtötung durch 

Desinfektionsmaßnahmen [164, 235]. Um die Fähigkeit zur Biofilmbildung der tierischen 

Isolate einschätzen zu können und den Einfluss der CR auf die Biofilmbildung einzuordnen, 

wurden tierische und humane Ab-Isolate sowie die Ab-Referenzstämme ATCC 17978 und 

ATCC 19606 vergleichend untersucht (Kapitel 5.2.6). Alle getesteten Stämme zeigten eine 

höhere Biofilmbildung im Mangelmedium M63, was die in der Literatur beschriebene 

Fähigkeit der Persistenz von Ab auch bei schwierigen Bedingungen, so auch bei Trockenheit 

und Temperaturschwankungen, wiederspiegelt [235]. Wie bereits in Kapitel 6.4.1 erläutert, 

wird in Zusammenhang mit dem Erwerb antimikriobieller Resistenzen oft von einem Verlust 

der bakteriellen Fitness berichtet [13]. Tatsächlich zeigten auch bei uns die plasmidfreien 

Varianten eine signifikant höhere Biofilmbildung als die isogenen Wildtypstämme. Dies kann 

bedeuten, dass die Antibiotika-Resistenz einen negativen Einfluss auf die Biofilmbildung der 

Isolate hat. Rodríguez-Baño et al. (2007) berichteten, dass Ab-Isolate mit stärkerer 

Biofilmbildung seltener Imipenem-resistent waren [341]. Möglicherweise sind Imipenem-

resistente gegenüber sensiblen Stämmen weniger auf die Fähigkeit zur Biofilmbildung 

angewiesen, um damit im Krankenhausumfeld überleben zu können. Im Gegensatz dazu 

beschrieben Studien immer wieder einen Zusammenhang zwischen antimikrobieller Resistenz 

und Ausmaß der Biofilmbildung. So zeigten Ab, die in hohem Maße Biofilm bildeten, meist 

auch einen multiresistenten Phänotyp [22, 130]. Yang et al. (2019) berichteten über eine 
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vermehrte Biofilmbildung bei Aminoglykosid-resistenten Ab. Im Gegensatz zu den 

vorliegenden Untersuchungen wurde in der zitierten Literatur die Biofilmbildung von 

multiresistenten und non-multiresistenten Isolaten verglichen, ohne deren Zugehörigkeit zu ICs 

oder Sequenztypen zu berücksichtigen. Auch bezog man sich häufig auf einen multiresistenten 

Phänotyp, der jedoch keine Carbapenem-Resistenz umfasste [427]. Der Zusammenhang 

zwischen Multiresistenz und Biofilmbildung kann demnach auch in unseren Isolaten existieren, 

jedoch zeigen die isogenen CS Isolate (plasmidfreie Variante) eine noch stärkere 

Biofilmbildung als die resistenten Isolate (Wildtyp und Transformante). Um diesen möglichen 

Zusammenhang zu verifizieren, bedarf es zukünftiger Untersuchungen an einer größeren 

Anzahl von Ab-Isolaten mit unterschiedlichen Resistenzprofilen, auch unter Einbeziehung von 

Gen-Expressionsstudien. 

 

In der Literatur werden bei Ab verschiedene Gene, darunter ompA, bap, blp1/2, oder csuABCDE 

mit der Biofilmbildung in Verbindung gebracht [235]. Um die Korrelation zwischen Geno- und 

Phänotyp der tierischen Ab-Isolate zu bestimmen, wurden die Genome auf diese Gene 

untersucht (Kapitel 5.2.3). Bap, ein Gen, dass in vielen Bakterien mit der Biofilmbildung 

korreliert und auch bei Ab nachgewiesen wurde, konnte in keinem der tierischen Isolate 

nachgewiesen werden. Mit Ausnahme des Isolats IHIT29027 trugen alle Isolate blp2 [151] 

sowie Gene des Pilussystems csuABCDE [235, 390]. Dies begründet die sehr geringe 

Biofilmbildung des Isolats IHIT29027, wirft jedoch die Frage nach weiteren möglichen Genen, 

die die Biofilmbildung beeinflussen, auf. Des Weiteren war keines der biofilmassoziierten Gene 

blp1/2 und csuABCDE auf den gleichen Plasmiden wie die CR-Gene lokalisiert. Somit wird die 

Annahme, dass der Erwerb antimikrobieller Resistenzen mit einem Verlust der Biofilmbildung, 

u.a. durch eine verminderte Expression chromosomaler Gene einhergeht, gestützt [350, 412].  

6.4.3. Einfluss der CR auf die in vivo-Virulenz von Acinetobacter baumannii 

Ab ist ein opportunistischer Infektionserreger, der insbesondere bei Menschen mit 

Grunderkrankungen und immunsupprimierten Patienten zu Infektionen führt. Damit es jedoch 

zu einer Infektion dieser Patienten kommt, muss der Erreger eine gewisse (Rest-) Virulenz 

besitzen [262]. Als Alternative zu Säugetiermodellen hat sich in den letzten Jahren das 

Infektionsmodell der großen Wachsmotte Galleria (G.) mellonella etabliert, um Rückschlüsse 

auf die Virulenz verschiedener Bakterienspezies, so auch von Ab, für den Menschen zu ziehen 

[20, 300]. Um den Einfluss der CR auf die Virulenz tierischer Ab-Isolate bestimmen zu können, 

wurden tierische und humane CR Ab-Isolate sowie der CS Ab-Referenzstamm ATCC 17978 in 
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diesem Modell vergleichend untersucht (Kapitel 5.2.7 und Tabelle 14). Wir konnten zeigen, 

dass Isolate, die Träger eines Oxacillinase-Gens auf einem Plasmid waren (Wildtyp), eine 

höhere Virulenz zeigten als das entsprechende CS Isolat (plasmidfreie Variante), auch wenn 

auf den jeweiligen Plasmiden keine VAGs lokalisert waren. Ebenfalls zeigten die Larven der 

Wachsmotte nach der Infektion mit ATCC 17978 + Resistenz-Plasmid (Transformante) eine 

höhere Sterblichkeit als mit dem isogenen Isolat ohne Plasmid. Dies weist auf eine Steigerung 

der Virulenz, bedingt durch den Erwerb eines Plasmids und/oder von antimikrobiellen 

Resistenzgenen, hin. Im Gegensatz dazu berichteten Esterly et al. (2014) über eine höhere 

Virulenz von CS Ab-Isolaten im Mottenmodell. Sie verglichen die Sterberaten von OXA-24/40-

-positiven und -negativen Ab-Isolaten, die zum Teil mit Ausbruchsgeschehen assoziiert waren. 

Die OXA-24/40-negativen nicht-Ausbruchsisolate zeigten eine höhere Sterblichkeit als die 

OXA-24/40-positiven Ausbruchsisolate [114]. Die Unterschiede lassen sich möglicherweise 

darin begründen, dass die Isolate in der Studie von Esterly et al. (2014) zufällig aus einer 

Stichprobe von Ab-Isolaten des Northwestern Memorial Krankenhauses in Chicago ausgewählt 

wurden und die Virulenz nicht für das isogene Isolat, das nicht Träger des Resistenz-Plasmids 

war, vergleichend untersucht wurde. In einer weiteren Studie von 2019 zeigten Espinal et al. 

(2019), dass die durch Oxacillinasen bedingte CR bei Ab keinen Einfluss auf die Virulenz hat. 

Sie untersuchten u.a. den Einfluss von OXA-23, OXA-24/40 und NDM-2, indem sie die CS 

Ab-Isolaten, die vor einer Impipenem-Therapie isoliert wurden mit den isogenen CR Isolate im 

Caenorhabditis elegans-Infektionsmodell [112]. Im gleichen Jahre zeigen Chusri et al. (2019) 

ebenfalls, dass die CR keinen Einfluss auf die Virulenz von Ab im G. mellonella-Modell hat. 

Jedoch wurden die der CR zugrunde liegenden Mechanismen nicht weiter bestimmt [66]. Als 

mögliche Ursachen für die unterschiedlichen Ergebnisse der Studien kommen (i) die 

unterschiedlichen Infektionsmodelle (Fadenwurm vs. Wachsmotte), (ii) die Unterschiede in 

den eingesetzten Isolaten (prä-/posttherapeutisch Imipenem vs. Curing/Transformation) sowie 

(iii) neben den Resistenzgenen weitere Gene, die mit der Virulenz von Ab assoziiert sind, in 

Betracht. Die bakterielle Virulenz wird durch Gene, die Virulenzfaktoren kodieren, bestimmt. 

Dies kann einzelne Gene umfassen, die z.B. für ein Toxin kodieren und so maßgeblich die 

Virulenz eines Erregers bestimmen. Oder es ist ein Zusammenspiel mehrere Gene, wie es nach 

aktuellem Stand bei Acinetobacter der Fall ist. Die Virulenz von Ab liegt vermutlich in einer 

persist and resist-Strategie. Der Erreger zeichnet sich durch die exzellente Fähigkeit zur 

Anpassung an und Persistenz in unterschiedlichen Umweltsituationen aus, was aufgrund eines 

Zusammenspiels mehrerer Virulenzfaktoren möglich ist [164].  
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Um die Ergebnisse aus den G. mellonella-Infektionen mit den genetischen Determinanten zu 

vergleichen, wurden die VAGs der getesteten Ab-Isolate analysiert. Da alle tierischen Ab-

Isolate ein ähnliches VAG-Profil aufwiesen und keines der Gene auf den jeweiligen Resistenz-

Plasmiden lokalisiert war, konnten keine Rückschlüsse auf die unterschiedliche Virulenz 

getroffen werden. So konnten bei allen Isolaten die Gene bauA, pld123 sowie znuABC 

nachgewiesen werden, die bereits in der Literatur mit der Sterblichkeit im G. mellonella-

Infektionsmodell in Verbindung gebracht werden konnten [131, 135, 375]. Um andere Gene, 

die die Virulenz der Ab-Isolate beeinflussen, zu identifizieren, bedarf es weiterer Studien, die 

beispielsweise auf Basis definierter Gen-Mutationen Rückschlüsse erlauben. So konnten 

Gerson et al. (2019) in einer Studie in 2019 zeigen, dass Colistin-resistente Ab-Isolate, die eine 

Mutation im pmrB Gen aufwiesen, eine höhere Virulenz im Mottenmodell zeigten, als isogene 

Colistin-sensible Isolate [143]. PmrB ist Teil des PmrA/PmrB Zweikomponentensystems, das 

bei verschiedenen Gram-negativen Bakterien als Hauptregulator der LPS-Modifikation gilt. 

6.5. Limitationen 

Die Ergebnisse sowie deren Diskussion sind, wie bei jeder wissenschaftlichen Arbeit, unter der 

Berücksichtigung einiger Limitationen zu betrachten. Die Untersuchungen ermöglichen 

lediglich einen Hinweis auf die Prävalenz von CR Acinetobacter spp. aus dem klinischen 

Untersuchungsgut von Tieren. In die Untersuchung aufgenommen wurden alle Acinetobacter-

Isolate, die seit 2000 in der Routinediagnostik des IHIT in Gießen isoliert wurden. Es wurde 

weder ein Probenstichplan hinsichtlich der Wirtsspezies, des Probenmaterials oder der 

geographischen Herkunft befolgt. Die Ergebnisse können also stark von den Einsendern und 

der Art des eingesandten Probenmaterials abhängen. Des Weiteren wurden CR Acinetobacter-

Isolate aus einem kommerziellen veterinärmedizinischen Labor mit in die Untersuchungen 

aufgenommen, während von dort keine sensiblen Isolate inkludiert wurden. Ebenfalls wurden 

nicht alle Isolate phylogenetisch untersucht, sodass mögliche unentdeckte klonale Geschehen 

die Prävalenz verzerrt haben könnten.  

 

Bei der Interpretation der Ergebnisse der funktionellen Assays ist zu beachten, dass die 

Stichprobe zu klein ist, um in Hinblick z.B. des Sequenztyps eine abschließende Aussage 

treffen zu können und einen möglichen stammspezifischen Effekt auszuschließen. Bei 

ähnlichen zukünftigen Studien muss die Stichprobe vergrößert werden, um eine detailliertere 

Gruppierung nach identischen phäno- und genotypischen Eigenschaften vornehmen zu können. 

So unterscheiden sich in der vorliegenden Studie die Ab-Isolate des ST1Past in der klinischen 
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Herkunft, dem Wirt und der erworbenen Oxacillinase, sodass man keine generalisierte Aussage 

über Eigenschaften von Isolaten dieses ST treffen kann.  

 

Nicht außer Acht zu lassen ist, dass bei den Laborversuchen zur Abgabe der Resistenz-Plasmide 

(Curing) die Isolate lediglich mittels Makrorestriktionsanalyse und anschließender PFGE auf 

Klonalität untersucht wurden. Unter anderem aus Kostengründen konnte keine 

Ganzgenomsequenzierung der Stamm-Tripletts erfolgen. Es ist somit nicht auszuschließen, 

dass neben der Abgabe des Resistenz-Plasmids weitere chromosomale Veränderungen z.B. in 

Form von Mutationen stattgefunden haben, die ebenfalls einen Einfluss auf die bakterielle 

Fitness, Biofilmbildung und/oder Virulenz haben könnten. Dies sollte in ähnlichen Studien 

durch Vergleiche der Ganzgenom-Daten, wenn möglich, ausgeschlossen werden. 

 

Die zur Abschätzung der Virulenz von Ab genutzten Galleria mellonella-Larven stammten 

nicht aus standardisierten spezifisch-pathogen freien (SPF) Züchtungen, sondern von einem 

kommerziellen Futterhandel. Es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass die Larven, wie 

bereits bekannt ist, mit anderen GN Keimen, wie z.B. Proteus spp., infiziert waren. Um diesen 

Einflussfaktor möglichst zu minimieren wurde bei jeder Larvencharge eine Kontrollgruppe in 

den Versuchen mitgeführt. Wenn mehr als 80 % aus dieser Charge verstarben, wurde der 

Versuch wiederholt und die Daten nicht verwendet. Die Reproduzierbarkeit der Daten wurde 

außerdem durch das dreifache Wiederholen der Versuche geprüft.  

 

Zur Beurteilung der VAGs für die hier getesteten Phänotypen ist nicht allein das Vorhandensein 

dieser Gene, sondern auch die Expression von Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

die Acinetobacter spp.-Isolate auf Virulenz-Determinanten, die im Zusammenhang mit der 

Virulenz und Biofilmbildung bei Acinetobacter spp. beschrieben werden, untersucht. Derartige 

Assoziationsstudien werden gleichermaßen in der aktuellen Literatur beschrieben und liefern 

wertvolle Hinweise zur Virulenz von Acinetobacter spp. Bei Anwesenheit von Genen könnten 

zusätzlich vergeleichende Expressionstudien einen gesicherten Rückschluss auf eine Genotyp-

Phänotyp Korrelation liefern.  
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7. Zusammenfassung 

Auch wenn A. baumannii (Ab) als einer der wichtigsten Erreger nosokomialer Infektionen in 

der Humanmedizin gilt, ist nur wenig über das potenzielle Reservoir sowie die Rolle von Tieren 

als Träger und Überträger dieser Spezies bekannt. Anhand dieser Arbeit sollten Informationen 

über das Vorkommen multiresistenter, insbesondere Carbapenem-resistenter (CR) 

Acinetobacter spp. aus dem klinischem Untersuchungsmaterial von Tieren gesammelt werden. 

Ziel war es, tierische Acinetobacter spp.-Isolate genotypisch und phänotypisch zu 

charakterisieren. Hierzu wurde neben dem phylogenetischen Hintergrund, dem 

antimikrobiellen Resistenzprofil und erworbenen Resistenz-Determinanten auch der Einfluss 

der Carbapenem-Resistenz auf die bakterielle Fitness, Biofilmbildung und Virulenz untersucht. 

Im Zeitraum von November 2000 bis September 2018 wurden insgesamt 1.540 Acinetobacter 

spp., darunter 821 A. baumannii, die am Institut für Hygiene und Infektionskrankheiten der 

Tiere im Rahmen der Routinediagnostik aus klinischem Probenmaterial, v.a. von Kleintieren, 

isoliert wurden, sowie Carbapenem-resistente Acinetobacter spp. eines kommerziellen 

veterinärmedizinischen Labors und zu Vergleichszwecken inkludierte humane CR 

Acinetobacter spp. untersucht. Die Speziesidentifikation erfolgte mithilfe der MALDI-TOF 

MS-Analyse und PCR, die antimikrobielle Empfindlichkeit wurde per VITEK2 und für 

Carbapenem-Antibiotika per E-Test bestimmt. Der Nachweis von Carbapenemase-Genen 

erfolgte mittels PCR. Unter 1.483 Acinetobacter spp. von Tieren konnten 74 (5 %) Isolate, 

darunter 48 (3,2 %) Ab, acht (0,5 %) A. pittii, acht (0,5 %) A. lwoffi, fünf (0,3 %) A. johnsonii, 

drei (0,2 %) A. indicus und zwei (0,1 %) A. species, als Träger von Carbapenemase-Genen 

identifiziert werden. OXA-58 trat als häufigste Carbapenemase auf (n=47 Isolate), gefolgt von 

OXA-23 (n=24) sowie OXA-72, OXA-143 und NDM-1 (je 1 Isolat). Die CR Isolate konnten 

von Hunden (n=39; 52,7 %) und Katzen (n=18; 24,3 %), lebensmittelliefernden Tieren (n=10; 

13,5 %), Heimtieren (n=4; 5,4 %) und Pferden (n=2; 2,7 %) sowie von einer Klimaanlage einer 

Kleintierklinik (1,4 %) u.a. aus dem Urin (n=19; 25,7 %), dem Respirationstrakt (n=17; 23 %) 

und Wunden (n=10; 1,4 %) isoliert werden. Die meisten Carbapenemase-positiven 

Acinetobacter spp. waren Träger weiterer erworbener Resistenzgene, wie str, aac oder aad, tet, 

sul1/2 und ihren Varianten. Bei CR Ab-Isolaten konnten diese erworbenen Resistenzgene 

teilweise innerhalb von Resistenzinseln nachgewiesen werden. So trugen zehn der zwischen 

2016 und 2018 isolierten ST1Past-OXA-58-positiven Ab-Isolate AbaR3-like bzw. ein Isolat eine 

AbaR10-like Insel.Vor 2016 isolierte Ab trugen dagegen keine Resistenzinseln. Der Erwerb der 

Resistengene spiegelte sich meist in einem multiresistenten Phänotyp wider. Jedoch zeigten 
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nicht alle Isolate, die Träger eines Carbapenemase-Gens waren auch eine phänotypische 

Resistenz gegenüber den getesteten Carbapenemen. Dies war (i) in dem Fehlen von 

expressionssteigernden Insertionselementen, (ii) partiellen Deletionen in relevanten 

genetischen Strukturen oder (iii) in dem Fehlen von synergistischen Resistenzmechanismen, 

wie Efflux-Pumpen, begründet.  

Anhand einer MLST-Analyse (Pasteur-Schema) konnten die tierischen Ab-Isolate sechs 

unterschiedlichen Sequenztypen (STs), darunter den weltweit in der Humanmedizin 

verbreiteten Klonen ST1Past und ST25Past, zugeordnet werden. Des Weiteren korrelierte sowohl 

die Verteilung der erworbenen Resistenzgene als auch die der Virulenz-assoziierten Gene mit 

den jeweilig zugeordneten STs. Mittels einer core genome MLST (cgMLST) konnten die CR 

Ab zwölf unterschiedlichen Clustern (CTs) zugeordnet werden. Der Großteil der ST1Past-OXA-

58-positiven Ab (93,1%) wurde dem CT-1808 zugeordnet. In Isolaten aus Deutschland 

dominierte bei OXA-23-Ab der CT-2177, während Isolate auf Frankreich und Italien acht 

unterschiedlichen CTs angehörten. Dies deutet auf eine klonale Verbreitung des CT-1808 bzw. 

CT-2177 bei Haustieren in Deutschland hin, wohingegen die Verbreitung von OXA-positiven 

Ab in Frankreich und Italien unabhängig von diesem Geschehen zu sein scheint.  

Der genetische Kontext der Carbapenemase-Gene, sowohl bei Ab als auch bei non-baumannii 

Acinetobacter zeigte Überschneidungen mit der Struktur von CR Isolaten, die bei nosokomialen 

Infektionen beim Menschen auftreten. Besonders die Einbettung innerhalb mobiler genetischer 

Elemente wie blaOXA-23 in die Transposonstruktur Tn2008 sowie blaNDM-1 in Tn125 liefern 

Hinweise auf einen möglichen Austausch entsprechender Resistenzgene zwischen 

Acinetobacter spp. tierischer sowie humaner Herkunft.  

Im Rahmen der vergleichenden Untersuchung des Einflusses der CR auf die bakterielle Fitness 

zeigte das Tragen des Resistenz-Plasmids einen negativen Einfluss auf die Fitness von Ab. 

Gleiches lässt sich bei der Biofilmbildung beobachten: so zeigten CR Ab eine signifikant 

niedrigere Biofilmbildung als die jeweils isogenen plasmidfreien Varianten. Im Gegensatz dazu 

zeigten die CR Ab-Isolate im Galleria mellonella-Infektionsmodell einen deutlich virulenteren 

Phänotyp als die entsprechenden Carbapenem-sensiblen Varianten. Der Erwerb von 

Carbapenemase-Genen hat nach den vorliegenden Daten einen negativen Einfluss auf die 

bakterielle Fitness und Biofilmbildung, nicht jedoch auf die Virulenz der Isolate.  

Anhand phylogenetischer Analysen konnte gezeigt werden, dass die tierischen Isolate dieser 

Arbeit vermutlich eine eigene Gruppe repräsentieren, die jedoch mit humanen Isolaten aus 

Australien, Südkorea, Thailand, Tschechien und den USA, clustern. Die für die Analysen 

verfügbaren Genome humaner Ab aus Europa wiesen dagegen nur geringe Ähnlichkeiten zu 
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den veterinärmedizinischen Isolaten auf. Ähnlich wie in der Humanmedizin haben sich 

offenbar auch in der Tiermedizin erfolgreiche Klone etabliert, die sich nosokomial im 

veterinärklinischen Umfeld verbreiten. Es muss angenommen werden, dass Ab-Isolate und/oder 

deren Resistenzdeterminanten zwischen Tieren und Menschen übertragen werden. Während 

Tiere intitial als Empfänger fungierten, ist inzwischen eine gegenseitige Übertragung nicht 

auszuschließen. Eine gezielte Überwachung und Charakterisierung multiresistenter Ab, 

insbesondere von CR Isolaten, in der Veterinärmedizin sollte daher in Betracht gezogen 

werden. Dies ist zudem unerlässlich, um in Veterinärkliniken effektive 

Interventionsmaßnahmen zur Reduzierung von Infektionen mit diesem nosokomialen Erreger 

zu implementieren. Schließlich ist eine gemeinsame Betrachtung von humanen und tierischen 

Isolaten mit zeitlichem und regionalem Zusammenhang zwingend erforderlich, um die 

Ausbreitung und Übertragung von CR Ab-Isolaten im One-Health-Kontext besser beurteilen zu 

können.  

8. Summary 

Although A. baumannii (Ab) is considered as one of the most important pathogens of 

nosocomial infections in human medicine, little is known about the potential reservoir and the 

role of animals as carriers and vectors of this species. Based on this work, information on the 

occurrence of multidrug-resistant, in particular carbapenem-resistant (CR) Acinetobacter spp., 

should be observed from clinical animal samples. The aim was the genotypically and 

phenotypically characterization of animal Acinetobacter spp. isolates. For this purpose, the 

influence of CR on bacterial fitness, biofilm formation and virulence was investigated in 

addition to the phylogenetic background, antimicrobial resistance profile and acquired 

resistance determinants. A total of 1,540 Acinetobacter spp., including 821 Ab, were collected 

between November 2000 and September 2018. The collection was based on isolates from the 

Institute of Hygiene and Infectious Diseases of Animals as part of routine diagnostics as well as 

CR Acinetobacter spp. of a commercial veterinary laboratory and human CR Acinetobacter. 

Species identification was performed using MALDI-TOF MS analysis and PCR. Antimicrobial 

susceptibility was determined by VITEK2 and for carbapenem antibiotics by E-test. Acquired 

carbapenemase genes were detected using PCR. Among 1,483 Acinetobacter spp. from 

animals, 74 (5 %) isolates, including 48 (3.2 %) Ab, eight (0.5 %) A. pittii, eight (0.5 %) 

A. lwoffi, five (0.3 %) A. johnsonii, three (0.2 %) A. indicus, and two (0.1 %) A. species, were 

identified as carriers of carbapenemase genes. OXA-58 occurred as the most frequent 

carbapenemase (n=47), followed by OXA-23 (n=24), and OXA-72, OXA-143, and NDM-1 (1 



Zusammenfassung 

122 

isolate each). CR isolates were obtained from dogs (n=39; 52.7 %) and cats (n=18; 24.3 %), 

livestock (n=10; 13.5 %), pets (n=4; 5.4 %), horses (n=2; 2.7 %), and from an air conditioner 

of a veterinary clinic (1.4 %). The Acinetobacter strains were isolated from urine (n=19; 

25.7 %), the respiratory tract (n=17; 23 %), wounds (n=10; 1.4 %) and other clinical sites 

(n=28; 37.8 %). Most carbapenemase-positive Acinetobacter spp. were carriers of other 

acquired resistance genes, such as str, aac or aad, tet, sul1/2 and their variants. 

In CR Ab isolates, these acquired resistance genes were partially detected within resistance 

islands. Thus, ten of the ST1Past-OXA-58-positive Ab isolated between 2016 and 2018 carried 

AbaR3-like and one isolate carried an AbaR10-like island. In contrast, Ab isolated before 2016 

did not carry resistance islands. Acquisition of resistance genes was mostly reflected in a 

multidrug-resistant phenotype. However, not all isolates, which carried a carbapenemase gene 

showed a phenotypic resistance to the tested carbapenem antibiotics. This was due to (i) the 

absence of expression-enhancing insertion elements, (ii) partial deletions in relevant genetic 

structures, or (iii) the absence of synergistic resistance mechanisms, such as efflux pumps.  

Using MLST analysis (Pasteur scheme), the animal Ab isolates could be assigned to six 

different sequence types (STs), including ST1Past and ST25Past, which are distributed worldwide 

in human medicine. Furthermore, the distribution of acquired resistance genes and virulence-

associated genes correlated with the respectively assigned STs. Using core genome MLST 

(cgMLST), the CR Ab could be assigned to twelve different clusters (CTs). The majority of 

ST1Past-OXA-58-positive Ab (93.1%) were assigned to CT-1808. In Germany OXA-23-Ab 

isolates CT-2177 dominated, whereas isolates from France and Italy belonged to eight different 

CTs. This suggests a clonal spread of CT-1808 respectively CT-2177 in companion animals in 

Germany, whereas the spread of OXA-positive Ab in France and Italy seems to be independent.  

The genetic context of carbapenemase genes, both Ab and non-baumannii Acinetobacter 

overlapped with the structure of CR isolates occurring in human nosocomial infections. In 

particular, the embedding within mobile genetic elements such as blaOXA-23 in the transposon 

structure Tn2008 as well as blaNDM-1 in Tn125 provides evidence for a possible transmission of 

resistance genes between Acinetobacter spp. of animal and human origin.  

The examination of the influence of CR on bacterial fitness, carrying the resistance plasmid 

showed a negative influence on the fitness of Ab. The same can be observed in biofilm 

formation: CR Ab showed significantly lower biofilm formation than the isogenic plasmid-free 

variants. In contrast, the CR Ab isolates showed a significantly more virulent phenotype than 

the corresponding carbapenem-sensitive variant in the Galleria mellonella infection model. 
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According to the available data, the acquisition of carbapenemase genes has a negative impact 

on bacterial fitness and biofilm formation, but not on the virulence of the isolates. 

Based on phylogenetic analyses of this study, it could be shown that the animal isolates from 

this work potentially represent a separate group, which clusters with human isolates from 

Australia, South Korea, Thailand, the Czech Republic and the USA. While human Ab from 

Europe were less similar to the veterinary isolates. Related to human medicine, successful 

clones have become established in veterinary medicine. These clones spread nosocomially in 

the veterinary clinical setting. It must be assumed that Ab isolates and/or their resistance 

determinants are transferred between animals and humans. Whereas animals intitially acted as 

recipients, mutual transmission cannot be ruled out. Accordingly, targeted monitoring of 

multidrug-resistant Ab, in particular CR isolates, in veterinary medicine should be considered. 

This is mandatory to implement effective intervention measures in veterinary hospitals to 

reduce infections with this pathogen. After all, a common consideration of human and animal 

isolates is required to assess the spread and transmission of CR Ab isolates within a One Health 

context. 
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Abstract: Acinetobacter baumannii is increasingly being recognized as a relevant pathogen for animals
with a putative zoonotic impact. This study aimed at identifying and characterizing carbapenemase-
producing A. baumannii from animals. Among 503 A. baumannii, mainly isolated from dogs/cats (75.7%)
between 2013 and 2018, 42 isolates from 22 veterinary clinics (VCs) harboured blaOXA-58 (n = 29) or
blaOXA-23 (n = 13). The blaOXA-58 gene was located on plasmids (11.4–21.1 kb) within different genetic
surroundings (patterns A–D). BlaOXA-23 was embedded in Tn2006 on the chromosome (n = 4; pattern a)
or Tn2008 on plasmids (n = 9; 41.2–71.3 kb; patterns b–e). The predominant IC1-ST1P-OXA-58 (66.7%;
96.4% cgMLST complex type (CT)-1808) was disseminated among 11 VCs in Germany. Resistance
islands AbaR3-like (n = 15) and AbaR10 (n = 1) have emerged among ST1-isolates since 2016. IC7-
ST25P-OXA-23 isolates (21.4%) occurred in seven VCs in Germany, France and Italy and differed
in their resistance gene patterns from those of OXA-58 isolates. They were separated into six CTs,
basically according to their regional origin. Other STs observed were ST10, ST578 and ST602. In
conclusion, OXA-23 and OXA-58 were linked with ST1 and ST25, two globally distributed lineages in
humans. The suggested transmission of certain lineages within and among VCs together with the
acquisition of AbaR islands hints at a successful dissemination of multidrug-resistant strains in the
VC environment.

Keywords: companion animal; carbapanemase; OXA; international clone; resistance island; veterinary

1. Introduction

Acinetobacter baumannii is an opportunistic Gram-negative bacterium that is respon-
sible for a wide range of healthcare-associated infections such as ventilator-associated
pneumonia, wound infections or catheter-associated bloodstream infections, especially
in intensive care units (ICU) [1]. The majority of hospital-acquired infections are caused
by A. baumannii strains belonging to international clones IC1, IC2 and, more recently, to
IC7, corresponding to clonal complexes CC1, CC2, and CC25 and to sequence types ST1,
ST2 and ST25 (Pasteur scheme) [1–4]. In the case of infections with multidrug-resistant A.
baumannii, therapeutic options are generally limited. Of particular concern is the emergence
of A. baumannii with resistance to carbapenems, as these are the cornerstone of treatment for
A. baumannii infections [5]. Carbapenem-resistant (CR) A. baumannii are among the critical-
priority pathogens on the WHO priority list of antibiotic-resistant bacteria for effective
drug development [6]. In addition to the presence of chromosomally located blaOXA-51-like
genes that confer carbapenem-resistance when overexpressed due to insertion sequences
upstream of the genes, the acquisition of plasmid-located carbapenemases, predominantly
oxacillinases OXA-23, OXA-58 and NDM-like β-lactamases, represent the most common
mechanisms of CR in A. baumannii [1,7]. Carbapenemase (CP)-producing A. baumannii
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are on a global rise in humans, and in the last decade, a growing number of studies
also confirmed their dissemination in companion [8–13] and livestock animals including
horses [14–18]. Previous reports gave evidence that A. baumannii from companion animals
revealed the same clonal lineages and resistance determinants as human strains, indicating
a spill-over of such strains from humans to animals [8,11,19].

The aim of this study was to determine the presence of CP-producing A. baumannii
isolates among clinical isolates from animals. CP producers were assessed for their antimi-
crobial susceptibility and their genomes were sequenced to identify resistance genes and
their genetic surroundings and to determine the phylogenetic background of the isolates
by multilocus sequence typing (MLST) and core genome MLST analysis.

2. Results

2.1. Presence and Type of Carbapenemase Genes

We identified 42 isolates that carried a carbapenemase gene. Among the first collection
of 473 randomly collected A. baumannii isolates, 15 (3.2%) isolates carried a CP gene:
blaOXA-58 in all cases (Table 1). Nine of these isolates were from clinical specimens that had
been taken from six dogs (one dog was sampled twice at an interval of five days) and two
cats. Five isolates were cultivated from medical devices, i.e., from central venous catheters,
that were used along with the treatment of another three dogs and two cats. Finally,
one isolate was cultivated from an air conditioner in a university clinic for small animals
by pure chance. Among the second collection (n = 29) of pre-selected carbapenem non-
susceptible A. baumannii isolates from dogs and cats, 27 (93.1%) isolates carried acquired
CP genes, namely blaOXA-58 (n = 14/48.37%) and blaOXA-23 (n = 13/44.8%). For reasons
of clarity, we will refer to the CP-positive A. baumannii isolates from the first and second
sample collection as one group of 42 isolates. The 42 CP positive strains of this study were
obtained from 22 veterinary clinics and practices (referred to as clinic-1 to clinic-22) in
Germany (31 isolates; 13 clinics), France (9 isolates; 7 clinics), and Italy (2 isolates; 2 clinics).
with a maximum of nine CR A. baumannii isolates obtained from one institution, namely
clinic 4 (JLU university clinic). The NDM-1-producing isolate has recently been published
by our group and will not be further considered in the Results section [13].

Table 1. Distribution of carbapenemase genes among A. baumannii isolates from animal sources.

Sample

Collection *

blaOXA-23 blaOXA-58

Carbapenemase Positive Ab Isolates

Host/Origin Country IC STPa

n (%) n (%) (n Isolates)

1 (n = 473
Ab Isolates) 0 15 (3.2) dog (10), cat (4), air

con-ditioner (1) GER (15) IC1 (15) ST1 (15)

2 (n = 30
Ab Isolates) 13 14 dog/cat (18/10) GER (16), FRA

(9), ITA (3)
IC1 (13), IC7 (10),
IC10 (1), n.a. (4)

ST1 (13), ST10 (1), ST25
(10), ST578 (1), ST602 (3)

* Sample collection 1: isolates not pre-selected for susceptibility to carbapenems or any other antibiotic class;
sample collection 2: isolates pre-selected for carbapenem non-susceptibility by VITEK 2 (MICs ≥ 2 mg/L for
imipenem). Abbreviations: Ab, A. baumannii n, number; n.a., not assigned; GER, Germany; FRA, France; ITA,
Italy; STPa, multilocus sequence type according to the Pasteur scheme (https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_
abaumannii_pasteur_seqdef; access on 20 May 2022).

2.2. MLST and Phylogenetic Analysis

The majority of CP-producing A. baumannii isolates belonged to the worldwide dis-
tributed sequence types ST1P/ST231Ox (66.7%; isolated from dogs and cats in Germany)
and ST25P/ST229Ox (21.4%; isolated from dogs and cats in Germany, France, and Italy),
representing international clones IC1 and IC7 (Table 2). Other STs determined were
ST602P/ST732Ox (7.1%; isolated from three cats in France), ST10P/ST447Ox (2.4%; iso-
lated from a dog in Italy), and ST578P/ST799Ox (2.4%; isolated from a dog in France).
While ST10P belongs to IC8, the other two STs could not be grouped to IC1-IC9 based on a
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comparison of the genome of companion animal A. baumannii isolates with the genomes of
representative members of international clones 1 to 9 (Supplementary Materials Figure S1).

Table 2. Characteristics of 42 carbapanemase-producing Acinetobacter baumannii isolates, sorted by STPa.

Strain ID Host Source
Date of

Isolation
Country IC STPa STOx

cgMLST
VC a Acquired

OXA b
OXA-Flanking

Pattern c
OXA-51

TypeCT Cluster

IHIT28446 Cat Urine 12/2014 DE 1 1 231 1808 1 1 58PL B 69
IHIT29418 Dog Wound 06/2015 DE 1 1 231 1808 1 3 58PL C 69
IHIT29480 Cat CVC 06/2015 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL C 69
IHIT29548 Env. Air cond. 06/2015 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL C 69
IHIT29580 Cat Phlegmon 06/2015 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL C 69
IHIT29983 Cat Nose 06/2015 DE 1 1 231 1808 1 6 58PL D 69
IHIT29985 Dog Abdomen 03/2015 DE 1 1 231 1808 1 1 58PL D 69
IHIT30000 Dog Nose 05/2015 DE 1 1 231 1808 1 1 58PL B 69
IHIT33215 Dog Urine 11/2015 DE 1 1 231 1808 1 6 58PL C 69
IHIT32291 Dog Wound 12/2015 DE 1 1 231 1808 1 1 58PL B 69
IHIT31605 Dog Wound 05/2016 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL A 69
IHIT31634 Dog CVC 06/2016 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL A 69
IHIT31820 Dog CVC 06/2016 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL A 69
IHIT32293 Dog Wound 01/2016 DE 1 1 231 1808 1 13 58PL A 69
IHIT32295 Dog Urine 03/2016 DE 1 1 231 1808 1 14 58PL A 69
IHIT32298 Cat Urine 05/2016 DE 1 1 231 1808 1 1 58PL A 69
IHIT32299 Cat Wound 06/2016 DE 1 1 231 1808 1 15 58PL A 69
IHIT33967 Cat CVC 02/2017 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL A 69
IHIT34210 Dog Throat 04/2017 DE 1 1 231 1808 1 17 58PL B 69
IHIT34211 Dog Nose 04/2017 DE 1 1 231 2175 S 17 58PL B 69
IHIT34212 Dog BAL 04/2017 DE 1 1 231 1808 1 17 58PL B 69
IHIT34531 Dog Wound 05/2017 DE 1 1 231 1808 1 1 58PL A 69
IHIT34607 Dog Abdomen 05/2017 DE 1 1 231 1808 1 17 58PL B 69
IHIT35448 Cat Skin 10/2017 DE 1 1 231 1808 1 20 58PL B 69
IHIT36934 Dog CVC 04/2018 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL A 69
IHIT36988 Dog Wound 03/2018 DE 1 1 231 1808 1 21 58PL B 69
IHIT37071 Dog BAL 05/2018 DE 1 1 231 1808 1 4 58PL A 69
IHIT38001 Dog Skin 08/2018 DE 1 1 231 1808 1 22 58PL B 69
IHIT29027 Dog Urine 07/2015 IT 8 10 447 2190 S 2 23PL b 68
IHIT29982 Dog Urine 07/2015 FR 7 25 229 2184 3 5 23CH a 64
IHIT29995 Dog Ear 07/2015 FR 7 25 229 2185 S 7 23CH a 64
IHIT30557 Dog Urine 09/2015 FR 7 25 229 2184 3 5 23CH a 64
IHIT32250 Cat Urine 08/2016 FR 7 25 229 2186 3 10 23CH a 64
IHIT32292 Dog Paw 01/2016 DE 7 25 229 2177 4 12 23PL b 64
IHIT32297 Dog Trachea 04/2016 DE 7 25 229 2177 4 12 23PL b 64
IHIT32362 Dog Urine 10/2016 DE 7 25 229 2177 4 16 23PL b 64
IHIT34486 Cat Wound 05/2017 IT 7 25 229 2182 S 18 23PL c 64
IHIT34502 Cat Urine 05/2017 FR 7 25 229 2181 S 19 23PL d 64
IHIT29997 Dog BAL 08/2015 FR n.t. 578 799 2189 S 9 58PL E 65
IHIT29996 Cat Tissue 06/2015 FR n.t. 602 732 1368 2 8 23PL e 378
IHIT30558 Cat Urine 09/2015 FR n.t. 602 732 2191 2 8 23PL e 378
IHIT32289 Cat Urine 01/2016 FR n.t. 602 732 2191 2 11 23PL e 378

a VC = veterinary clinic; different veterinary clinics are indicated by numbers 1–22. b Location of gene on plasmid
(PL) or chromosome (CH) is indicated. c: as illustrated in Figures 3 and 4. Abbreviations: n.t., not typeable;
Air cond., Air conditioner; BAL, bronchoalveolar lavage; CVC, central venous catheter; Env, environment; DE,
Germany; IT, Italy; FR, France; IC, international clone; STPa, multilocus sequence type according to the Pasteur
scheme; STOx, MLST type according to the Oxford scheme. CT, cluster type; S, singleton.

A minimum spanning tree based on cgMLST complex types (CT) of 42 CP-producing
isolates was created (Figure 1). The cgMLST clustering was based on 2390 genes and
broadly followed the grouping of the isolates into STs. As expected, cgMLST analysis
revealed a higher resolution compared to the results from the seven-gene MLST. Twelve
different cgMLST CTs were determined. Eight CTs were unique, the remaining four types
were assigned to four clusters. With the exception of ST1 isolate IHIT34211 (CT-2175), that
was cultivated from the nose of a dog from veterinary clinic-17 in Germany in 2017, the
remaining 27 ST1 isolates belonged to the predominant complex-type CT-1808, given the
species-specific threshold of ≤10 alleles differences. Accordingly, all these isolates belonged
to a single cluster (cluster 1). They were restricted to Germany and were obtained from
twelve veterinary clinics between December 2014 and August 2018 (Figure 1B, Table 2).
Cluster 2 included three ST602 isolates (CT-1368 and CT-2191) from two veterinary clinics
in France, and cluster 3 comprised three ST25 isolates (CT-2184 and CT-2186), also from
two clinics in France. Finally, cluster 4 was made up of three ST-25 isolates (CT-2177) from
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two clinics in Germany. Overall, the ST25 isolates were assigned to six different CTs that
differed by 2 to 132 alleles.

�

Figure 1. Minimum spanning tree based on cgMLST allelic profiles of 42 CP-producing A. baumannii
isolates. (A) Distribution of cgMLST clusters with respect to the source of isolates regarding veterinary
clinic and country (Germany = DE, France = F, and Italy = IT); (B) multilocus sequence type and
presence of A. baumannii resistance islands. Each circle represents an allelic profile, i.e., complex
type (CT), based on sequence analysis of 2390 target genes (pairwise ignoring missing values).
The numbers inside the circles represent isolate designation. The numbers on the connecting lines
illustrate the number of target genes with different alleles. Clonally related CTs (≤10 allele differences)
are grey shaded and numbers of clusters are indicated. The presence of CPs OXA-23 and OXA-58 and
their location (P = plasmid; CH = chromosomal) as well as the year of strain isolation are indicated.
Patterns of flanking regions of the blaOXA-58 (A–D) and blaOXA-23 regions (a–e) are given above the
strain names in part B of the figure.
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A phylogenomic tree of all strains sequenced in the present study including relevant
metadata is provided in the following figure (Figure 2).

Figure 2. Maximum-likelihood tree of 42 genomes of carbapenemase-producing A. baumannii isolates.
The phylogeny is based on 2,646 orthologous genes and was calculated by RAxML v8. Graphical
visualization was achieved by iTOL v5. Colored rings represent (from inner to outer ring the (i) year
of isolation, (ii) veterinary clinic, (iii) country of isolation, (iv) multilocus sequence type (Pasteur
scheme), (v) international clone, (vi) core genome MLST complex type, (vii) core genome MLST
cluster, (viii) OXA-51-like type, (ix) acquired oxacillinase type, and (x) A. baumannni resistance
island type. Color of strain numbers indicates the origin of the isolates (green = cats; black = dogs;
red = environment).

2.3. Genomic Location of Carbapenemase Genes and Ttransformation Assays

Southern blot hybridization of S1-Nuclease digested whole-cell DNA together with
whole-genome sequence data analysis revealed the location of blaOXA-23 and blaOXA-58
on plasmids for 38 A. baumannii isolates. The remaining four isolates, all ST25 (CT-2184,
CT-2185, and CT-2186) and all from one veterinary clinic in France, carried their blaOXA-23
gene on the chromosome (Figure 3, pattern a). Data from bridging PCRs and amplicon
sequencing revealed the presence of four different OXA-23 plasmids, varying from 41.2 kb
(plasmid type d, 1 isolate) to 48.4 kb (b, 4 isolates), 55.8 kb (c, 1 isolate) and 71.3 kb (e,
3 isolates) in size. OXA-58 plasmids appeared in four different types with 21.1 kb (plasmid
type A, 11 isolates), 11.3 kb (B, 10 isolates), 12.6 kb (C, 7 isolates), and 13.9 kb (D, 1 isolate) in
size. None of the plasmids carried other antimicrobial resistance genes. The direct genetic
environment of blaOXA-23 and blaOXA-58 genes in the different plasmid types is illustrated in
Figures 3 and 4, and the assignment of isolates to plasmid types is provided in Table 2.
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�

Figure 3. Genetic environment of blaOXA-23 genes in 13 A. baumannii from dogs and cats. (a): Chromo-
somally located blaOXA-23; (b–e): blaOXA-23 located on plasmids (partially shown).

�

Figure 4. Genetic environment of blaOXA-58 genes in 29 A. baumannii isolates from dogs and cats.
(A–D) blaOXA-58 located on different plasmids. Extent and orientation of genes and open reading
frames (orf ) are shown by a horizontal arrow with the gene names below. The blaOXA-58 gene is shown
in red, araC1 in yellow, lysE in blue, orfs in grey and other genes in light green. Insertion sequence
(IS) elements are represented by a black framed box with the orientation of the transposase genes
shown within. Primer pairs used for bridging PCRs are shown as numbers (forward primer in black,
reverse primer in red) above the respective genes (Supplementary Materials Table S3). Numbers to
the right indicate the size of the genetic regions displayed in the figure and the estimated total size of
the plasmids (shown in brackets).

Distinct plasmid types were basically linked with a certain ST and CT, but distinct STs
and CTs could also reveal the presence of different plasmid types. For example, OXA-58
plasmid type A appeared solely in ST1/CT-1808 isolates. However, ST1/CT-1808 isolates
carried not only OXA-58 plasmids of type A, but also of types B, C, and D. In contrast,
OXA-23 plasmids were not detected among ST1/CT-1808 isolates but were distributed
among ST10, ST25 and ST602 isolates in Germany, Italy and France. Notably, OXA-23
plasmid type b was detected in three ST25 isolates from Germany and in one ST10 isolate
from Italy. Regarding this exception, OXA-23 and OXA-58 plasmid types differed according
to STs and country of origin. Veterinary clinics where at least two CP-producing isolates
were obtained mostly revealed more than one plasmid type, i.e., clinic 1 (OXA-58 plasmid
type A, B and D), clinic 4 (type A and C) and clinic 6 (group C and D) (Table 2).

A total of 24 of the 38 CR-A. baumannii with plasmid-located OXA-23 (n = 8) and
OXA-58 (n = 16) CP genes, representing different MLST types, animal hosts and isolation
dates, were included in transformation assays. Except for three OXA-23 plasmids, the OXA-
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23/OXA-58 plasmids of the remaining 21 isolates were transformable. Compared with
the A. baumannii recipient strain ATCC 17978, the transformants showed increased MICs
for piperacillin (≥128 mg/L; 100% resistant) and imipenem (2–≥16 mg/L; 63% resistant)
(Supplementary Materials Table S1).

2.4. Resistance Phenotype and Genotype

All 42 CP-producing isolates were resistant to imipenem (MIC ≥ 8 mg/L) (Supplementary
Materials Table S2). According to the results from E-Test, 27 isolates were resistant to
meropenem (MIC from 8 to ≥32 mg/L) and 21 isolates were resistant to doripenem
(MIC from 6 to ≥32 mg/L). All isolates showed resistance (either acquired or intrinsic)
to ampicillin, piperacillin, piperacillin/tazobactam, amoxicillin/clavulanate, cephalotin,
cephalexin, chloramphenicol, tetracycline, and nitrofurantoin. In addition, a different
number of strains was resistant to cefpirom (23.8%), gentamicin (54.8%), ciprofloxacin
(90.5%), moxifloxacin (88.1%), enrofloxacin (90.5%), marbofloxacin (90.5%), and to the
sulfamethoxazole–trimethoprim combination (59.5%). Colistin MICs ranged from 0.5 to
2.0 mg/L (all susceptible), while low MICs were observed for tigecycline (S MIC ≤ 0.5–1 mg/L,
100%), amikacin (S ≤ 2 mg/L, n = 40, 95.2%; I = 32mg/L, n = 2, 4.8%) and tobramycin
(S ≤ 1 mg/L, n = 41; 97.6%; I = 8 mg/L, n = 1, 2.4%).

Multiple antimicrobial-resistance (AMR) genes and profiles were detected in the CP-
producing A. baumannii isolates. We identified β-lactamase genes blaADC-2-like (2.4%),
blaADC-11 (66.7%), blaADC-26 (21.4%), blaADC-32 (7.1%), blaADC-76 (2.4%), and blaTEM-1 (42.9%),
aminoglycoside modifying enzymes aac(3)-Ia (40.5%), aac(3)-IIa (11.9%), aad(3‘)-IVa (2.4%),
aac(6‘)-Ian (11.9%), aadA1 (40.5%), aph(3‘)-Ia (2.4%), aph(3‘)-VIa (4.8%), aph(3“)-Ib (21.4%),
and aph(6)-Id (21.4%), tetracycline genes tet(A) (40.5%), tet(B) (14.3%) and tet(R) (54.8%),
sulphonamide-resistance genes sul1 (42.9%) and sul2 (14.3%), chloramphenicol acetyltrans-
ferase gene catA1 (40.5%), and trimethoprim-resistance gene dfrA1 (2.4%). In addition, the
distribution of antibiotic efflux pump genes was as follows: abeS, abaF, abaQ, amvA, adeF,
adeJ, adeK, and adeL (100% each), adeC (69.0%), adeG (73.8%), adeH (69.0%), adeI (78.6%),
adeN (88.1%), and adeR (97.6%). The disinfectant efflux pump gene qacEΔ1 was present
in 40.5% of the isolates. Acinetobacter baumannii antibiotic resistance islands (AbaR) were
detected in 64.3% of the 28 ST1 isolates, whereas isolates belonging to ST10, ST25, ST578
and ST602 were AbaR-negative. Notably, ST1 isolates from earlier than 2016 were also
AbaR-negative, while all isolates obtained since 2016 carried either an AbaR3-like structure
(n = 17) or AbaR10 (n = 1; isolate from 2018) (Supplementary Table S2; Figure 1B). As origi-
nally described, the AbaR3-like island consisted of a Tn6019 backbone, was embedded in the
chromosomal ATPase gene comM [20,21] and carried a multiple antibiotic resistance region
(MARR) in the center in transposon Tn6018 containing blaTEM-1, aacC1, aadA1, tet(A), tet(R),
sul1 and catA1. In contrast to the original AbaR3 island, which is 63 kb in size in the human
IC1-A baumannii strain A85 [22], the AbaR3-like island lacked the Tn6020-related gene aphA1
and revealed a disruption in the ISAba1 sequences that are usually flanking both sides of
the kanamycin gene. As previously described for strainAB058, the AbaR10 island was 31 kb
in size and carried only sul1 in the MARR of Tn6018 [23]. OXA-58 A. baumannii strains
assigned to cgMLST CT-1808 showed a very similar profile of efflux systems. All CT-1808
isolates that carried the AbaR3-like island also carried efflux genes of the major facilitator
superfamily MFS (abaF, abaQ, amvA and qacEΔ1), the resistance-nodulation-cell-division
(RND) family (adeC, adeF, adeG, adeH, adeI, adeJ, adeK, adeL, adeN and adeR) and the small
multidrug resistance (SMR) family (abeS). The AbaR10 positive strain and AbaR-negative
strains of CT-1808 revealed the same efflux gene profile but lacked qacEΔ1. Only one
blaOXA-58 strain assigned to ST578/CT-2189 showed a unique efflux gene profile (abeS, abaF,
abaQ, amvA, adeF, adeH, adeI, adeJ, adeK, adeL, adeN and adeR). None of the blaOXA-23 isolates
carried either qacEΔ1 or adeH. Strains of the same ST also showed a similar efflux gene
profile, except for one ST25 strain, that did not possess adeN (Supplementary Materials
Table S2).
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All 42 isolates carried intrinsic oxacillinases that correlated well with the sequence
types of the isolates: ST1P - OXA-69, ST25P - OXA-64, ST10P - OXA-68, ST578P - OXA-65,
and ST602P - OXA-378. Only one ST25 strain, which was isolated from the urine of a cat
from France (IHIT34502), revealed the presence of insertion sequence ISAba1 upstream of
the oxacillinase gene blaOXA-64 and also upstream of its blaADC-26 gene.

2.5. Flanking Region of Carbapenemase Genes

To characterize the blaOXA-23 genomic region in the different strains, WGS contigs of
175 bp to 57,862 bp in size were used to create primer pairs for PCR mapping. In the case
of blaOXA-58 plasmids, one to ten contigs between 74 bp and 21,069 bp per isolate were
concatenated in silico based on PCR mapping results.

The transposons Tn2008 and Tn2006 were identified as genetic structures harbouring
the blaOXA-23 gene (Figure 3). In Tn2008, the blaOXA-23 gene was flanked by the insertion
sequence ISAba1 27 bp upstream, and by a putative ATPase gene downstream. Tn2006 is
similar to Tn2008, but here, the blaOXA-23 gene is flanked by two copies of ISAba1, which
are located in opposite orientations. In our isolates, the transposon structures Tn2008 and
Tn2006 were embedded in different genomic regions (a–e), as shown in Figures 3 and 1B.
The blaOXA-58 genes were located on four different plasmid structures (A–D), as shown in
Figure 4 and indicated in Figure 1B.

The extent and orientation of genes and open reading frames (orf ) are shown by a
horizontal arrow with the gene names below. The blaOXA-23 gene is shown in red, the
ATPase gene in blue, orfs in grey, and other genes in light green. Insertion sequence (IS)
elements are represented by a black framed box with the orientation of the transposase
genes shown within. Transposons Tn2006 and Tn2008 are shown above with an arrow
indicating their location. Sequences below the transposon labels indicate the distance
between ISAba1 and the blaOXA-23 start codon. Primer pairs used for bridging PCRs are
shown as numbers (forward primer in black, reverse primer in red) above the respective
genes (Supplementary Materials Table S3). Numbers to the right indicate the size of the
genetic regions displayed in the figure and the estimated total size of the plasmids (shown
in brackets).

3. Discussion

A. baumannii is a globally distributed pathogen associated with clinical infections
in both humans and animals. The emergence of multidrug-resistant isolates drastically
limits antibiotic treatment options, particularly in intensive-care medicine [24]. Data
on the antimicrobial resistance and phylogenetic background of A. baumannii isolates
from diseased animals are quite limited. Only a few studies systematically screened a
representative number of A. baumannii isolates for carbapenemases that are most common
among humans, and even less made use of whole genome sequence analysis to provide a
detailed characterization of the isolates [8,9,13,16,19,25].

In this study, we provide a comprehensive analysis of CP-producing A. baumannii
isolates from animals that were either hospitalized or treated in veterinary clinics in Ger-
many (n = 13 clinics), France (n = 7) and Italy (n = 2) during the years 2014 and 2018. We
could show that OXA-23 and OXA-58, which are globally distributed CPs in humans, are
frequently present in A. baumannii isolates obtained from clinical samples of cats and dogs
and from medical devices used for the treatment of these animals. In contrast, none of the
A. baumannii isolates from livestock animals (n = 50 isolates), horses (n = 46), small animals
(n = 15), and other animals (n = 10) harboured a carbapenemase. To date, to the best of our
knowledge, merely 12 studies described the occurrence of CPs, predominantly OXA-23,
but also OXA-72 and NDM-1, in Acinetobacter baumannii from cats and dogs in Germany,
France, Portugal, Italy, Serbia, Pakistan and Thailand [8–13,19,25–28] (Table 3).
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Table 3. Carbapenemase-positive A. baumannii from small animals according to the current literature.

Host Country Year Source CP Type
CR Isolates/Total

No. of Isolates

Localization

of CP

Carbapenem

Resistance
IC STPa/Ox Ref.

Cat DE 2000 Ur n.s. 1/52 n.s. IMP n.s. n.s. [29]
Cat DE 2000 Ur OXA-23 1/1 P, Tn2008 IMP 1 1/231 [9]

Cat, dog CH 2005, 2009 Ur, Wo,
Bl

ISAba1-
OXA-51 2/19 C IMP, MER 1, 2 12Ox

& 15Ox [10]

Cat PT 2009 Ur OXA-23 1/1 C, Tn2006 IMP, MER 2 2Past [11]
Dog DE 2011 Ur, Sk OXA-23 3/223 P, Tn2008 IMP, MER 1, 8 10/585 [8]

Cat, dog FR 2011–2015 Ur OXA-23 7/41 C IMP, MER 7 25Past [19]
Cat, dog IT 2014, 2015 Fe NDM-1 5/5 C, Tn125 IMP, MER 2 2Past [25]

Dog FR 2015 Or, Re OXA-23 2/4 CR n.s. IMP, MER, DOR 7 25Past [12]
Dog RS 2016 Ur OXA-72 1/1 P IMP, MER 1 1Past [27]
Dog TH 2017 Ur OXA-23 1/1 Tn2006 IMP, MER 2 2Past [26]
Grey

Parrot LUX 2016 Cho OXA-72 1/1 P IMP, MER n.s. 294Past [30]

Cat PK 2020 Ur OXA-23 1/1 n.s. IMP, MER 2 2Past [28]
Cat IT 2021 Ur NDM-1 1/1 C none 7 25Past [13]

CP: carbapenemase; CR: carbapenem-resistant; IC: international clone, ST: sequence type. CH: Switzerland, DE:
Germany, FR: France, IT: Italy, PK: Pakistan, PT: Portugal, RS: Serbia, TH: Thailand. UR: urine, Wo: wound, Bl:
blood, Sk: skin, Fe: feces, Or, oral, Re, rectal, Cho, Choane. P: plasmid, C: chromosome, Tn: Transposon. DOR:
doripenem, IMP: imipenem, MER: meropenem, n.s.: not specified, Ref.: reference. Multilocus sequence types are
provided according to the schemes used in the original publications (Past = Pasteur; Ox = Oxford).

Infrequent findings of CP-producing isolates that were clearly assigned to the species
A. baumannii have been reported from livestock animals, i.e., from cattle [15,31], sheep [18]
swine [14,15,32], and poultry [15] from France, Croatia, Lebanon, Pakistan, and Canada.
OXA-23 was the most frequently found CP in these studies while OXA-40, OXA-58, NDM-1
and PER-1 were single findings.

We determined OXA-58 as the predominant CP type (69.1%), while about one third
of the CP-producing isolates in our study carried the blaOXA-23 gene. Of note, nearly all
OXA-58 isolates (96.6%) were from companion animals in Germany, while the majority
of OXA-23 isolates (76.9%) were from companion animals in France and Italy, indicating
a country-specific distribution. On the other hand, more than two thirds (69.2%) of the
OXA-23 isolates were assigned to ST25, whereas OXA-58 was almost (96.6%) restricted to
ST1 isolates.

In Europe and also worldwide, OXA-23 is by far the most common β-lactamase
among A. baumannii strains from human patients, including those involved in hospital
outbreaks [7,33–37]. In Germany, the National Reference Laboratory for multidrug-resistant
Gram-negative bacteria rated OXA-23 as predominant and OXA-72 as the second most
common CP among A. baumannii isolates that were sent by nationwide microbiology
laboratories for clarification of phenotypic carbapenem-resistance over the last years [38].
In contrast, OXA-58 was found in significantly lower numbers ranking between the third
and tenth position between 2015 and 2020 but was not detected in 2021. The fact that 11 of
13 German veterinary clinics revealed the presence of OXA-58-producing isolates suggests
a different distribution of this CP type in companion animals compared to what is going on
in the medical field in our country. While this could indicate different sources of infections
in humans and animals, a spillover of OXA-58 plasmids from humans to animals can still
not entirely be ruled out.

As the predominant ST among CP-producing A. baumannii in humans is ST2Pa and our
OXA-58 isolates all belonged to ST1 and almost always to cgMLST cluster type CT-1808,
a transmission of isolates from humans to animals is less likely than an initial transfer of
an OXA-58 plasmid by horizontal gene transfer and a subsequent clonal dissemination of
CT-1808 among companion animals in Germany.

The random finding of an OXA-58-producing A. baumannii isolate from an air condi-
tioner in one of the veterinary clinics underlines the relevance of the clinical environment
as a putative source of MDR bacteria. This has recently been shown for high-risk clone
ST11 of CP-producing Klebsiella pneumoniae in a veterinary referral hospital in Switzerland.
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Brilhante et al. (2021) showed that clinical CP K. pneumoniae strains were highly related
to those contaminating the clinical environment [39]. The strain from an air conditioner
in the present study belonged to the most common cgMLST type 1808 and carried the
same blaOXA-58 plasmid group C as the clinical strains detected in the same veterinary
clinic. These results highlight the probability that MDR A. baumannii survive in the clinical
environment and may be further dispersed and transferred to animals and humans.

Regarding France and Italy, where isolates from dogs and cats nearly always carried
OXA-23, the situation appeared much more similar to that in humans in those coun-
tries. In a cross-sectional countrywide survey on the distribution of carbapenem-resistant
A. baumannii in Italy, Principe et al. (2014) reported that among 25 centers, OXA-23 was the
predominant CP (81.6%) followed by OXA-58 (4.5%), indicating an epidemic diffusion of
OXA-23 [34]. Jeannot et al. (2014) determined blaOXA-23 in 82% of the samples that were
collected along with 37 outbreaks in France, while blaOXA-58 was only present in 7% of the
isolates [40]. Our group previously detected OXA-23 from an ST1P isolate originating from
a cat with urinary tract infection treated in clinic 4 of the present study in the year 2000 [8,9].
This isolate belonged to cgMLST type CT-720 and revealed up to 84 different alleles to
CT-1808, suggesting that it is not a direct ancestor of this epidemic lineage. In addition, we
recently described OXA-23 strains isolated from two dogs treated in veterinary clinics that
are not included in the current study [8]. The two isolates belonged to ST10P/585Ox and
thus to the same ST that has been observed for one OXA-23 isolate of the present study,
which originated from a dog in Italy (IHIT29027; ST10P/447Ox). However, the strain from
Italy (CT-2190) and previous isolates from Germany (CT-717) differed in their cgMLST
types by 425 alleles, indicating only moderate relatedness from a whole genome sequence
perspective. As the fraction of animal isolates from France and Italy was quite low in the
present study, conclusions should be considered with caution.

The majority of our OXA-23 isolates (69.2%) belonged to ST25, which is a globally
distributed clone that has been associated with infections and outbreaks in humans, partic-
ularly in the ICUs, in Europe, South America, and Asia [3,41,42]. Nine ST25 isolates were
separated into six CTs and revealed three antimicrobial resistance patterns, underlining
the phylogenetic and genomic diversity of the ST25 lineage as previously shown for hu-
man clinical isolates [3]. In Germany, CT-2177 seems to be established in the veterinary
environment, while the strains from France showed from 2 to 94 allele differences, indi-
cating an independent spread of different CTs. In 2017, Lupo and co-workers reported
that OXA-23-ST25 A. baumannii might be endemically distributed in companion animals
in France [19]. They investigated 41 A. baumannii isolates from diseased pets from 2011 to
2015 and determined seven OXA-23-producing A. baumannii that belonged to ST25. As
the seven isolates originated in five departments in two regions, the authors suggested a
clonal dissemination among companion animals in France. In support of this, Herivaux
and co-workers identified a high rate of asymptomatic dog carriers of ST25-OXA-23-A.
baumannii isolates (2.7%) in France in 2015 and suggested that pets could serve as a possible
reservoir of community acquired infections [12]. Notably, in Switzerland, ST25 and ST1 are
also the predominant A. baumannii lineages in hospitalized animals, although OXA-23 and
OXA-58-producing isolates have not been described [43].

In a previous survey on A. baumannii isolates obtained from diseased companion
animals in Germany between 2000 and 2013, we could show that ST2 was the major lin-
eage among carbapenem-susceptible isolates. A very recent report from the Netherlands
described two unrelated ST2 lineages of carbapenem non-resistant A. baumannii as a cause
of two outbreaks in a companion animal ICU that occurred in 2012 and 2014. This, to-
gether with sporadic findings of carbapenemase-producing ST2-A. baumannii isolates in
companion animals in Portugal [11], Italy [25], Thailand [26] and Pakistan [28], under-
lines that, with ST2, ST1 and ST25, three of the most relevant sequence types globally
distributed in the human domain are also disseminated among companion animals. In a
recent study from Germany, Schleicher et al. demonstrated that the population structure of
carbapenem-susceptible A. baumannii from humans is highly diverse, whereas imipenem
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non-susceptibility was strongly linked with the clonal lineages IC2 and IC1, suggesting a
high clonality of carbapenem-resistant isolates [44].

According to cgMLST analysis, the 42 carbapenem-resistant A. baumannii isolates were
assigned to 12 cluster types. Five of these CTs were assigned to four clusters (cluster 1–4),
while the remaining seven CTs were unique. As already mentioned, CT-1808 was pre-
dominant in Germany, where it occurred in 11 veterinary clinics. The repeated finding
of this type over longer periods in VCs 1 (n = 6; 2014–2017) and 6 (n = 9; 2015–2018)
underlines a putative nosocomial spread within these clinics. Most notably, earlier ST1/CT-
1808 isolates from 2014 and 2015 (n = 10) only possessed cephalosporinase gene blaADC-11
in addition to their blaOXA-58 gene. Later isolates collected between 2016 and 2018 have
acquired either an AbaR3-like island (n = 16) or AbaR10 (n = 1) (Figure 1B). At least for
clinic 1 and clinic 4, which yielded carbapenem-resistant ST1 isolates in both time periods,
the emergence of AbaR3-like positive isolates could have occurred within the clinics, while
the original entry of this resistance island into the population remains unsolved. Along
with the uptake of the AbaR3-like island, the isolates gained resistance genes tet(A), tet(R),
sul1 and catA1, and the cassette-associated aacC1 and aadA1 genes (Supplementary Ma-
terials Table S2). Accordingly, they showed phenotypic resistance to gentamicin and to
the trimethoprim–sulfamethoxazole combination and higher MICs (≥16 mg/L) to tetra-
cycline as compared to the earlier ST1 isolates. Additionally, AbaR10, which was first
described by Adams et al. (2010), rendered isolate IHIT36988 additional resistance to the
trimethoprim-sulfamethoxazole combination as it encodes the sul1 gene [23].

To date, the majority of human clinical IC1 isolates carry either AbaR0 or its derivative
AbaR3, which arose around 1990, or a variant from one of them, that has evolved since
then [22,45]. AbaR3 is a large genomic-resistance island within a complex transposon that
is located at a specific position in the ATPase-encoding comM gene, which is involved
in natural transformation of A. baumannii [21,46,47]. Previous variants arose by differ-
ent mechanisms, including recombination events, gene cassette addition or replacement,
and what also happened in our isolates: deletions caused by one of three internal IS26
sequences [22,45]. We could show that complex A. baumannii resistance islands are not only
globally distributed in IC1-A. baumannii isolates from humans but that they occur frequently
among veterinary isolates and may undergo evolutionary changes. By that, the isolates
might gain a selective advantage towards a certain antimicrobial selective environment
in a VC, similar to what has happened in the medical field. Here, the selective advantage
provided by AbaR3 or its variants could have played a role in the spread of IC1 in European
hospitals in the 1980s, as the resistance mechanisms encoded by AbaR3 were effective
against many antibiotics used at that time [46]. Most notably, a number of other variants of
the A. baumannii resistance island arisen since then confer resistance to critical important
antibiotics including fluoroquinolones, cephalosporins, and aminoglycosides [22,45] and
thus contribute to the emergence of multi-drug-resistant strains [21,22,45].

All 29 OXA-58 positive isolates carried blaOXA-58 on a plasmid, almost always em-
bedded in a previously described genetic context in human isolates with ISAba3, araC
and lysE [48,49]. However, when determining the wider environment, we identified four
different patterns (A–D) around the blaOXA-58 gene, indicating different origins and evolu-
tions of plasmids or genetic fragments. The patterns were always identical among isolates
of the same complex-type but were not restricted to one CT. This could suggest both a
clonal distribution of plasmids but also a spread by horizontal gene transfer. The genetic
contexts of blaOXA-58 genes in our isolates shared high similarity with plasmids from hu-
man patients, such as pAba3207a of A. baumannii 3207 that was detected in Mexico [50],
pWA3 of A. baumannii WA3 isolated in China [51], and pABIR of A. baumannii ABIR found
in a patient in the Lebanon [52]. Tn2008 of the OXA-23-positive A. baumannii isolates
from our study shared high similarity (99.96%) with the same genetic region that was
determined in A. baumannii isolate IHIT7853 (ST1, CT-720), which was isolated from a
cat treated in VC4 in 2010 [8]. Furthermore, A. baumannii DU202, detected in a patient
in Korea [52] and A. baumannii K50 that was isolated from a wound in a human patient
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in Kuwait, showed 99.9% identity with the transposon structure of our blaOXA-23-positive
A. baumannii isolates [53]. This, together with the sharing of clonal lineages of A. baumannii
isolates maintaining the OXA-23 and OXA-58 plasmids, suggests at least partial overlaps
between certain groups of carbapenemase-producing A. baumannii isolates from humans
and animals. High-resolution genomic and plasmidomic analysis including combined
short- and long-read sequencing techniques will help to further elucidate the similarities
and differences between these bacteria in the different populations. It may also help to
infer whether transmission events could have occurred between humans and animals and
in which direction they have taken place.

4. Materials and Methods

4.1. Bacterial Strains and DNA Isolation

Acinetobacter baumannii strains were collected during routine microbiology investiga-
tions in two veterinary diagnostic laboratories in Germany. The first collection of 473 strains
was isolated from clinical specimens (n = 398) or from different organs during necropsy
(n = 40) obtained from dogs/cats (n = 351), livestock animals (n = 50), horses (n = 46), pets
(n = 15), zoo animals (n = 7), and birds (n = 3) (Table 4). The samples were provided by
85 veterinary clinics and practices and by a university Institute of Veterinary Pathology in
Germany between January 2013 and August 2018. Another 34 isolates of this first collection
were obtained from clinical devices, such as catheter, tubes, and implants, used during
therapeutic or surgical treatment of dogs and cats in three veterinary clinics; one strain was
isolated from an air conditioner in a veterinary hospital. The 398 A. baumannii strains (all
from Germany) from clinical specimens were isolated from wounds and abscesses (31.4%),
respiratory tract and nasopharynx (21.1%), skin and hair (13.1%), the urinary tract (10.6%),
and from various other body sites, as detailed in Supplementary Table S1.

Table 4. Sample collection of A. baumannii isolates investigated in this study.

Collection 1 *

(n = 473)

Collection 2 *

(n = 29)Host/Source

Dog and cat 351 ** 29
Horse 46 0

Rabbit, guinea pig, mouse 15 0
Livestock 50 0

Wild and zoo animals 7 0
Birds 3 0

Environment 1 0

Sample Source

Wound, abscess, fistula 125 7
Respiratory tract, nasopharynx 83 4

Skin, hair 52 3
Urinary tract 42 14

Eye, ear 25 1
Faeces, gastrointestinal tract 18 0

Genital tract 17 0
Other clinical sites 36 0

Organ (after necropsy) 40 0
Catheter, implant, tube 34 0

Air conditioner 1 0

Country

Germany 473 18
France 0 9
Italy 0 2

* Sample collection 1: isolates not pre-selected for susceptibility to carbapenems or any other antibiotic class;
sample collection 2: isolates pre-selected for carbapenem non-susceptibility by VITEK 2 (MICs ≥ 2 mg/L for
imipenem). ** 34 of 351 isolates were obtained from catheters, implants and tubes.

The second collection included carbapenem non-susceptible (imipenem MIC ≥ 2 mg/L)
A. baumannii (n = 29) strains provided by an external veterinary diagnostic laboratory in
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Germany (Table 4). These isolates were collected from the urinary tract (n = 14), wounds
(n = 7), and from other clinical sites from dogs (n = 19) and cats (n = 10) in veterinary clinics
in Germany (n = 18), France (n = 9), and Italy (n = 2).

All samples were initially cultivated on blood agar plates without antibiotics. Species
identification was performed with MALDI-TOF MS using a Microflex LT/SH mass spec-
trometer and the biotyper database (Maldi Biotyper 3.0, V. 7.0) (both from Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) and by performing gyrB multiplex PCR [53].

To extract genomic DNA, late log-phase cells were harvested and lysed with EDTA,
lysozyme, and detergent treatment, followed by proteinase K and RNase digestion using
the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
recommendation. The DNA was stored at −20 ◦C until further use.

4.2. Detection of Carbapenemase Genes

Acinetobacter baumannii strains were screened for β-lactamase genes coding for CPs
of the families OXA-23/-40/-58/-143/-235, VIM, NDM, KPC, OXA-48, GES, GIM, and
IMP by PCR [54–59] using previously published primers and protocols (Supplementary
Materials Table S4). The genomes of strains that possessed an acquired CP gene were
further sequenced.

4.3. Antimicrobial Susceptibility Testing

A. baumannii strains that carried an acquired CP gene were tested for their antimicrobial
susceptibility to 27 antimicrobial agents by using the VITEK 2 system (bioMérieux→,
Nuertingen, Germany; AST cards GN38 and GN238). Antibiotic gradient strips (Liofilchem®,
Roseto degli Abruzzi, Italy) were additionally used to test the susceptibility of the strains
to imipenem, meropenem and doripenem. Susceptibility to colistin was determined by
using the E1-102-040 plate of the MICRONAUT system (Merlin Diagnostics, Bornheim-
Hersel, Germany). MICs were interpreted according to breakpoints defined for human
Acinetobacter spp. by CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing. 29th ed. Document M100S.Wayne, PA:
CLSI; 2019). For antibiotics without a defined breakpoint for Acinetobacter spp., breakpoints
of agents belonging to the same antibiotic class or breakpoints for Enterobacterales were
used for interpretation.

4.4. Genome Sequencing and Annotation

Sequencing of A. baumannii genomes was performed using Illumina MiSeq 300 bp
paired-end sequencing with an obtained coverage > 90×. After quality control using the
NGS tool kit13 (70% of bases with a phred score > 20), high-quality filtered reads were used
for de novo assembly into contiguous sequences (contigs) and subsequently into scaffolds
using SPAdes v3.9 (http://bioinf.spbau.ru/spades, accessed on 8 February 2022) [26].
Assembled draft genomes were annotated using Prodigal [27].

4.5. MLST, cgMLST and Phylogenetic Comparison

Multilocus sequence types were deduced from whole genome sequence data using
MLST 2.0 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/, accessed on 10 February 2022) and
the MLST scheme developed by the Pasteur Institute [60]. To determine the clonal rela-
tionship of CR-A. baumannii strains, core genome MLST (cgMLST) implemented in Ridom
SeqSphere + version 7.7.0 (Ridom GmbH, Germany) was performed [61]. Allelic profiles
were compared by using the “pairwise ignoring missing values” parameter during distance
calculation. The cluster definition threshold was set at a maximum difference of 10 alleles
in a pairwise comparison.

Phylogenetic relationships were determined by applying a gene-by-gene approach
on the dataset to generate a core genome alignment and subsequently a phylogenetic tree.
The core genome alignment was assembled by a gene-wise alignment with Mafft v7.407
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/, accessed on 2 June 2022) of 2646 core genes
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that were present in at least 99% of the strains (sequence similarity min. 70%, sequence
coverage min. 90%) and were concatenated afterwards. The resulting alignment was
used to infer a phylogeny with 100 bootstrap replicates using RAxML v.8.2.10 (https:
//github.com/stamatak/standard-RAxML, accessed on 2 June 2022) with a general time-
reversible model and gamma correction for site rate variation. iTOL v5 (https://itol.embl.
de/, accessed on 2 June 2022) was used to visualize the population structure in the context
of available metadata.

4.6. Identification of Antimicrobial Resistance Genes and Islands and of Genetic Regions Flanking
Carbapenemase Genes

Services provided by the Center of Genomic Epidemiology (https://cge.cbs.dtu.dk/
services/, accessed on 10 February 2022) were used to identify resistance genes (ResFinder
v4.1). To investigate the genetic region surrounding CP genes, contigs that contained such
genes were first compared with public sequences by BLASTn analysis, using Geneious
v. R8.1 (Biomatters Ldt, Auckland, New Zealand). The same contigs and all remaining
contigs of an isolate were then mapped to the identified reference sequences using the
“Map to reference tool” of Geneious v R8.1. In silico mapped contigs were ordered and
oriented relative to one another with bridging PCRs and amplicon sequencing by using
different primer pairs designed in the present study or previously published (Supplemen-
tary Materials Table S3) [62,63]. Insertion sequences (IS) were detected using ISfinder
(http://www-is.biotoul.fr, France, accessed on 10 February 2022). A. baumannii resistance
(AbaR) islands were initially identified based on the presence of antimicrobial resistance
genes in the genome sequences by using ResFinder. PCR mapping was performed to
confirm the genetic arrangements of AbaR in case the genome contigs did not comprise the
entire island structure. Primers and expected amplicon sequences of mapping PCRs are
given in Supplementary Materials Table S5).

4.7. Southern Blot Hybridization Analysis

The genomic location of CP genes was verified by S1-Nuclease digestion of whole-
cell DNA, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and Southern hybridisation with DNA
probes consisting of a 642-bp internal PCR fragment specific for the blaOXA-23 gene (primers
OXA23-FWD/OXA23-REV), a 456-bp internal PCR fragment specific for the blaOXA-58 gene
(primers OXA58-FWD/OXA58-REV) [13,54] (Supplementary Materials Table S4).

4.8. Transformation of Plasmids Carrying Carbapenemase Genes

For transformation of blaOXA-23 and blaOXA-58 encoding plasmids of A. baumannii iso-
lates electrocompetent cells of A. baumannii strain ATCC 17978 were prepared as described
previously [62]. Plasmid DNA of donor strains was isolated using the QIAprep Mini-spin
kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Electroporation was carried out with the Eppendorf
Eporator® (Eppendorf, Hamburg, Germany) using the adjustments of 25 μF, 200 Ω and
2.5 kV. The transformants were selected on Mueller–Hinton agar plates containing 4 μg/mL
meropenem [62]. The identity of transformants was tested by PCR targeting the CP genes,
by PFGE of ApaI-restricted genomes and by phenotypic susceptibility testing using the
VITEK 2 system (bioMérieux, Nuertingen, Germany; AST cards GN38 and GN238).

5. Conclusions

Here, we describe the occurrence and molecular characteristics of OXA-23- and OXA-
58-producing A. baumannii isolates obtained from clinical samples of companion animals
belonging to the international successful clonal lineages ST1 and ST25. Together with the
findings that blaOXA-23 was integrated into the transposon structures Tn2006 and Tn2008
as well as blaOXA-58 embedded in a previously described genetic context, our data suggest
a transfer of acquired carbapenemases and multidrug-resistant A. baumannii lineages
between humans and companion animals. These findings warrant further investigations
on the epidemiology and underlying genetic mechanisms of carbapenem resistance in
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Acinetobacter spp. strains from animals and on the processes that may favour the emergence
and spread of such bacteria in veterinary settings.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
10.3390/antibiotics11081045/s1, Figure S1: Neighbor Joining Tree of 28 Acinetobacter baumannii
isolates based on 2.390 genes included in the cgMLST scheme of Ridom SeqSphere+. Table S1:
MICs (mg/L) of A. baumannii recipient strain ATCC 17978 after transformation of blaOXA plasmids
from A. baumannii. Table S2: Antimicrobial resistance genes and antimicrobial susceptibility of
carbapenemase-producing A. baumannii isolates from cats and dogs. Table S3: Primers used for the
determination of genetic regions flanking the blaOXA-23 and blaOXA-58 genes in Acinetobacter baumannii.
Table S4: Oligonucleotide primers used for single and multiplex PCRs to detect β-lactamase genes
in Acinetobacter baumannii isolates. Table S5: Oligonucleotide primers used for PCR mapping of
A. baumannii resistance island AbaR3.
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First report of NDM-1 in an Acinetobacter baumannii 

strain from a pet animal in Europe 

Editor: Dr J. Hobman 

Sir, 

Multidrug-resistant Acinetobacter baumannii , including 

carbapenem-resistant strains carrying New Delhi metallo- 

β-lactamase 1 (NDM-1), have emerged as a major cause 

of healthcare-associated infections worldwide [1] . Although 

carbapenem-resistant Acinetobacter spp. strains have been reported 

from animals, NDM-1-producing strains are still rare. They mainly 

occurred in livestock animals in China and were often identified in 

non- baumannii strains [2–4] . 

Here we report an NDM-1-positive, carbapenem-resistant A. 

baumannii strain belonging to a globally distributed clonal lin- 

eage isolated from a dog suffering from a urinary tract infection 

in Europe. Strain IHIT38008, identified as A. baumannii by matrix- 

assisted laser desorption/ionisation time-of-flight mass spectrom- 

etry (MALDI-TOF/MS) (Bruker Daltonik, Bremen, Germany), was 

isolated from the urine of a dog from Italy during routine di- 

agnostics in a veterinary microbiology laboratory in Germany in 

2018. Antimicrobial susceptibility was determined using VITEK®2 

(bioMérieux, Nürtingen, Germany; cards AST-GN38 and AST-N248), 

antibiotic gradient strips in the case of carbapenems (Liofilchem, 

Roseto degli Abruzzi, Italy) and a MICRONAUT system (Merlin Diag- 

nostika GmbH, Bornheim-Hersel, Germany) for colistin. According 

to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) breakpoints, 

the isolate was resistant to all β-lactams, including the carbapen- 

ems imipenem [minimum inhibitory concentration (MIC) = 8 

mg/L], doripenem (MIC > 32 mg/L) and meropenem (MIC = 8 

mg/L). It was also resistant to enrofloxacin (MIC ≥ 4 mg/L), mar- 

bofloxacin (MIC ≥ 4 mg/L) and nitrofurantoin (MIC ≥ 512 mg/L) 

but showed susceptibility to amikacin, gentamicin, tobramycin, 

trimethoprim/sulfamethoxazole and colistin. The genome was se- 

quenced using MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) (Se- 

quence Read Archive no. SDSK0 0 0 0 0 0 0 0.1 ), and de novo assem- 

bly and annotation of sequences were performed with SPAdes 

v.3.15.1 ( http://cab.spbu.ru/software/spades/ ) and RAST v.2.0 ( http: 

//rast.nmpdr.org/ ), respectively. Using ResFinder 4.1 ( https://cge. 

cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ ), we identified the carbapenemase 

gene bla NDM-1 and the intrinsic β-lactamase genes bla OXA-64 and 

bla ADC-25-like. In accordance with the resistance observed for fluo- 

roquinolones, we identified mutations in the quinolone resistance- 

determining region of DNA gyrase (GyrA; S83L) and topoisomerase 

IV (ParC; E84K). Other known resistance genes or mechanisms 

were not present. 

NDM-producing Acinetobacter spp. strains have been frequently 

reported from humans [ 1 , 5 ], but there are much fewer findings 

in animals [ 2–4 , 6 ]. In China, the bla NDM-1 gene was identified in 

A. baumannii and Acinetobacter calcoaceticus isolated from pigs, in 

Acinetobacter lwoffii from chicken and cat, and recently in Acineto- 

bacter indicus, Acinetobacter schindleri and A. lwoffii from waterfowl 

[ 2 , 4 ]. So far, there is only one report regarding an NDM-1-positive 

Acinetobacter sp. strain in Europe, namely an Acinetobacter radiore- 

sistens strain isolated from a rectal swab of a hospitalised dog in 

Italy in 2014 [6] . 

The bla NDM-1 gene in strain IHIT38008 was identified on a 

whole-genome sequencing contig of 345 993 bp in size. This, 

together with the results from mlplasmids ( https://sarredondo. 

shinyapps.io/mlplasmids/ ) analysis, indicated the chromosomal lo- 

cation of the gene, which was confirmed by S1 nuclease diges- 

tion and subsequent pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and 

Southern blot hybridisation. By analysing the genetic environment 

of bla NDM-1 using Geneious v.R8.1 (Biomatters Ltd., Auckland, New 

Zealand), we could locate the gene inside the composite transpo- 

son Tn 125 ( Fig. 1 ). This transposon structure was first described 

in a clinical A. baumannii strain (161/07) from a hospitalised pa- 

tient in Germany with travel history to Serbia in 2007 [5] . Of note, 

the ~10.1-kb transposon structure of IHIT38008 (GenBank acces- 

sion no. MK467522.1 ) revealed > 99.9% sequenctie identity with 

that of the human strain 161/07. In addition, it was also almost 

similar to transposon sequences previously identified in A. bau- 

mannii strain JH from Switzerland and on plasmid pNDM-Iz4b of 

feline A. lwoffii strain Iz4b [ 1 , 3 , 5 ]. In addition, the NDM-1-positive 

A. radioresistens strain from a hospitalised dog in Italy shows this 

genetic environment [6] . In contrast, plasmids pNDM-AB and pAL- 

1, both identified in Acinetobacter spp. from livestock animals in 

China, differed from the previous ones by carrying a partial Tn 125 

( Fig. 1 ). In strain IHIT38008, Tn 125 was inserted into a gene en- 

coding a protein of unknown function (GenBank no. MK467522.1 , 

locus_id QBQ02716.1). This insertion site differs from those previ- 

ously published ( Fig. 1 ) . These data further confirm that indepen- 

dent transposition events targeted the chromosomes and plasmids 

of different Acinetobacter spp. strains and that the Tn 125 transpo- 

son likely contributes to the global spread of NDM-1 [ 1 , 2 ]. 

Our strain was assigned to ST25 Pasteur ( https://cge.cbs.dtu.dk/ 

services/MLST/ ) and international clone VII, an emerging genotype 

that has been associated with epidemics in humans worldwide. 

A core genome comparison of 39 A. baumannii ST25 strains 

(Supplementary Table S1) revealed that IHIT38008 clustered 

closely [maximum of 568 single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

among 2,222 orthologous genes] to strains previously isolated from 

human patients (Supplementary Fig. S1). Only 179 SNPs distin- 

guished IHIT38008 from strain 1429530 obtained from a perirectal 

swab of a human in the USA. Strains from Europe were less re- 

lated, as exemplified by 161/07 (Germany; 1,861 SNPs), RUH1486 

(The Netherlands; 2,882 SNPs) and 4190 (Italy; 5,708 SNPs). 

In summary, we describe the first case of an NDM-1-producing 

A. baumannii belonging to the successful clonal ST25 lineage from 

a pet in Europe. Together with the finding that bla NDM-1 was inte- 

grated into transposon Tn 125 , which is a major vehicle for NDM- 

https://doi.org/10.1016/j.jgar.2021.05.003 
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Fig. 1. Genetic environment of the bla NDM-1 gene in canine Acinetobacter baumannii strain IHIT38008 (GenBank assession no. MK467522.1 ) and comparison with the corre- 

sponding genetic regions in strains of human origin [ A. baumannii 161/07 ( HQ857107 and JZCA0 0 0 0 0 0 0 0.1 ); A. baumannii JH, Switzerland ( JN872329.1 )] and animal origin 

[ Acinetobacter lwoffii SGC-H79 plasmid pAL-1 ( JN616388.1 ); A. lwoffii Iz4b plasmid pNDM-Iz4b ( KJ547696.1 ); A. baumannii GF216 plasmid pNDM-AB ( KC503911.1 )]. Genes and 

their transcription orientations are presented by arrows. Resistance genes are indicated by red arrowed boxes and insertion sequences by grey and black arrowed boxes. In 

the four Tn 125 -carrying strains, the transposon is bracketed by a 3-bp target site duplication (transposon signature; underlined and uppercase). IRR and IRL indicate inverted 

repeats left and right, respectively. Tn 125 was inserted into different genes in these strains, encoding a protein of unknown function (IHIT38008), a transfer protein ( traD ; 

JH) and a putative major facilitator superfamily metabolite/H 

+ symporter ( mfs ; 161/07), or an intergenic region (pNDM-Iz4b) located between aphA6 and IS Aba125 on the 

left site and between two copies of IS Aba125 . Map generation was performed with Easyfig v.2.2.2 ( http://mjsull.github.io/Easyfig/ ). 

1 in human Acinetobacter spp. and Enterobacterales , our data sug- 

gest that companion animals may incidentally acquire NDM-1- 

producing strains from humans. These findings warrant further in- 

vestigation of the epidemiology of carbapenem resistance in Acine- 

tobacter spp. strains from animals and the processes that may 

favour the emergence and spread of such bacteria in veterinary 

settings. 
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Supplementary Fig. S1. Core genome-based phylogeny of Acinetobacter baumannii strain 

IHIT38008 and publicly available genomes of A. baumannii belonging to the ST25 lineage. 

To create a core genome-based alignment, open reading frames of the A. baumannii genomes 

were predicted by Prokka and were used as input for Roary v.3.12.0 (https://sanger-

pathogens.github.io/Roary/) to calculate the core genome with a sequence identity threshold 

of 95% for similarity. Orthologous genes (n = 2222) were individually aligned with MAFFT 

v.7.407 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/) and subsequently concatenated. This core 

gene alignment was used as input for the calculation of a maximum likelihood-based 

phylogeny with RAxML v.8.2.10 (https://github.com/stamatak/standard-RAxML) using a 

general time reversible model and gamma correction for among site rate variation. 

Carbapenemase genes of each genome were determined using ResFinder 4.2 

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) and are indicated in the figure. Metadata 

associated with the ST25 isolates are provided in Supplementary Table S1. 
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Besides Acinetobacter baumannii, Acinetobacter pittii is an important nosocomial

pathogen (1, 2). Carbapenems are the antimicrobial agents of choice for the

treatment of infections with multidrug-resistant Acinetobacter spp. However, the inci-

dence of carbapenem-resistant strains has risen over the last decade, mainly because

of the acquisition of oxacillinases (OXA-23, -40, -58, -143, and -235) and less frequently

of metallo-beta-lactamases (e.g., NDM, GIM, IMP) and the overexpression of the intrinsic

OXA-51-like oxacillinase (2, 3). Also for human A. pittii isolates, different carbapenemase

genes have been determined, including blaOXA-58 and blaNDM-1 (4–12). However, in

animals, there is only one report of a carbapenem-resistant A. pittii isolate, namely, an

OXA-40-positive strain from a rabbit in Lebanon (13).

In the present study, a PCR-based screening of 200 clinical A. pittii isolates from dogs

(n � 110), cats (n � 48), rabbits (n � 13), horses (n � 10), and other animals (n � 19)

collected between 2008 and 2017 for �-lactamase genes blaOXA-23-like, blaOXA-40-like,

blaOXA-58-like, blaVIM-like, blaNDM-like, and blaIMP-like (14, 15) revealed five (2.5%) blaOXA-58-

positive strains (Table 1). All of the carriers had different owners and had been admitted

to two epidemiologically unlinked veterinary clinics in Germany between February

2014 and September 2016. Pulsed-field gel electrophoresis (15) divided the strains into

pulsotypes A and B according to their origin from veterinary clinics A and B, respec-

tively. This suggests the maintenance of pulsotype A strains in clinic A for �2 years and

pulsotype B strains in clinic B for about 1 month.

On the basis of whole-genome sequencing data and the use of MLST (multilocus

sequence type) Finder 1.8 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/), all isolates were assigned

to sequence type 93 (ST93) according to the Pasteur scheme (http://pubmlst.org/

abaumannii). A maximum common genome (MCG) analysis based on 2,770 ortholo-

gous genes of 17 publicly available genomes of ST93 and OXA-58-positive A. pittii
isolates from humans and our isolates was performed (16, 17). Pulsotype A isolates

clustered separately from pulsotype B isolates but together with strains isolated from

human patients in Germany and the United States (Fig. 1). The high relatedness (88

single nucleotide polymorphisms in the MCG) of feline OXA-58 strain IHIT29469 to

GIM-1-positive clinical strain UKK-0555, which was isolated in 2011 in Germany, indi-

cates that humans and companion animals may be infected by similar A. pittii geno-

types, which has already been reported for other bacteria, including methicillin-

resistant Staphylococcus aureus, extended-spectrum beta-lactamase producers, and

multidrug-resistant A. baumannii (15, 18, 19).

We detected aacC2, aph(3=)-Ic, strA, strB, sul2, and tet(39) as additional resistance

genes in our A. pittii isolates (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/). They all
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showed resistance to ampicillin, amoxicillin-clavulanate, piperacillin, cephalexin, ceftiofur,

gentamicin, enrofloxacin, marbofloxacin, tetracycline, nitrofurantoin, and sulfamethoxazole-

trimethoprim but were susceptible to imipenem (VITEK2, bioMérieux, AST-card GN38), as

interpreted according to breakpoints defined for human Acinetobacter spp. by either

EUCAST or CLSI (20, 21). The hydrolytic activity of oxacillinases is normally low, and

OXA-58 only confers a resistance phenotype when its expression is enhanced via

insertion elements (22). Nevertheless, in A. pittii, OXA-58 does not always confer

resistance, even when associated with insertion elements (9). We reassessed the MIC of

imipenem after serial passages in broth containing increasing concentrations of mero-

penem (Sigma-Aldrich, Munich, Germany). The imipenem MICs for the OXA-58 isolates

increased �8-fold (from �1 to 8 mg/liter), while this was not the case for an A. pittii
isolate without an acquired oxacillinase gene, which served as a control.

Only one kind of genetic context of blaOXA-58, containing ISAba3, araC, and lysE, was

present among the A. pittii isolates (Fig. 2). The direct surroundings of blaOXA-58 in strain

IHIT24944 resemble those of carbapenem-susceptible A. pittii AG304 (23) but differ

from those of carbapenem-resistant A. baumannii strain WH8144 (Fig. 2). In strain

IHIT24944, blaOXA-58 was localized on a 53-kb contig that could be circularized by PCR

(see Table S1 in the supplemental material) and sequencing. Plasmid pAP24944

(GenBank accession no. KY888886.1) was 53,802 bp in size, was non-self-transmissible,

and additionally harbored genes for streptomycin (strA and strB), aminoglycoside

(aacC2), sulfonamide (sul2), and tetracycline [tetA(39)/tetR(39)] resistance. We could

determine OXA-58 plasmids similar in size and structure in all of the strains, and they

FIG 1 (A) Maximum-likelihood tree (based on 2,770 orthologous genes) of 17 publicly available genomes of ST93 and/or OXA-58-positive A. pittii isolates from

humans (lightface) and five animal isolates (bold) from this study. (B) Excerpt of the tree in panel A providing higher resolution of closely related animal and

human strains. The host, isolation date, and country are shown with the strain number. Scales indicate the numbers of nucleotide substitutions per site.

Bootstrap values are based on 1,000 iterations. Ger, Germany.

Letter to the Editor Antimicrobial Agents and Chemotherapy

January 2018 Volume 62 Issue 1 e01993-17 aac.asm.org 3

 on January 8, 2018 by guest
http://aac.asm

.org/
D

ow
nloaded from

 

187



only partially overlapped published Acinetobacter sp. plasmid sequences, as identified

by a BLAST search (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Fig. S1).

This study provides the first evidence of the presence of OXA-58 plasmids in

carbapenem-susceptible A. pittii isolates from pets. Colocalization of various resistance

genes on these plasmids might enable their spread despite the rare use of carbapen-

ems in these animals.

Accession number(s). The whole genome sequences of A. pittii strains have been

assigned accession numbers NWWC01000000 (IHIT24944), NWWB01000000 (IHIT29469),

NWWA01000000 (IHIT29592), NWVZ01000000 (IHIT32473), and NWVY01000000

(IHIT32685). The complete sequence of pAP24944-OXA-58 is available from the

GenBank database under accession number KY888886.

SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental material for this article may be found at https://doi.org/10.1128/AAC

.01993-17.

SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 0.3 MB.
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