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1. EINLEITUNG

Der Einsatz von Antibiotika bei bakteriellen Infektionen von Mensch und Tier ist derzeit
Gegenstand intensiver Diskussionen, da die Entwicklung bakterieller Resistenzen, zu
denen auch die Bildung von Extended-Spectrum Beta-Lactamasen (ESBL) zShlt, in
kausalem Zusammenhang mit der Anwendung von Antibiotika in der Human- und
Tiermedizin gesehen wird (VAN DEN BOGAARD & STOBBERINGH 2000,
MARSHALL & LEVY 2011, KROKER et al 2002, VALENTIN-WEIGAND 2011). Aus
diesem Grund wird aktuell nicht nur der Antibiotikaeinsatz kritisch hinterfragt, sondern
auch weitere tberwachungs- und Monitoring-Programme zur Anwendung und zum
Verbrauch von Antibiotika und dem Vorkommen bakterieller Erreger bei Menschen und
Tieren gefordert (PFEIFER et al 2010, CARATTOLI 2008, M ELLER AERESTRUP
1999).

ESBL-bildende Bakterien der Familie Enterobacteriaceae, insbesondere Escherichia
coli, Salmonella spp. und Klebsiella pneumoniae, fYhren wegen ihrer Resistenz
gegenYber Penizilinen und Cephalosporinen der dritten und vierten Generation
weltweit zu ernsthaften, da schwer zu behandelnden Erkrankungen bei Mensch (RKI
2007) und Tier (WIELER et al 2011). Bei diesen Bakterien ist die ESBL-Bildung hSufig
mit der Resistenz gegenYber anderen Antibiotika verbunden, und dies verstSkt noch
die Probleme bei der Therapie (RKI 2007, SMET et al 2010).

Escherichia coli sind Teil der normalen Darmflora bei Menschen und Tieren, sie sind
aber auch der hSufigste Verursacher von Harnwegs- und Niereninfektionen. Ebenso ist
eine Verbindung mit Meningitis bei Neugeborenen nachgewiesen. Laut WHO
AAntimicrobial Resistance Global Report on Surveillance 20140 zShlerEscherichia coli
mit Resistenz gegen Cephalosporine der 3. Generation zu jenen Krankheitserregern,
die Auswirkung auf die Sffentliche Gesundheit haben und deshalb von internationalem
Interesse sind (WHO 2014).

ESBLs sind hSufig Plasmid-kodiert, und diese Plasmide werden horizontal zwischen
Bakterien, und dabei auch zwischen Bakterien unterschiedlicher Arten Ybertragen
(WITTE & MIELKE 2003, RKI 2007). Resistenzen kSnnen sich daher sehr rasch
ausbreiten. In den frYhen 1980er Jahren wurden ESBL-bildende Bakterien erstmals
beschrieben (KNOTHE et al 1983), und damals wurden vor allem Resistenzgene der

Temoniera (TEM)- und aSulfhydryl VariableQUSHV)-Typen nachgewiesen. Mittlerweile
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dominieren jedoch die sogenannten Cefotaximase (CTX)-M-Typen, die durch eine
hohe genetische VariabilitSt gekennzeichnet sind (LIVERMORE et al 2007, BONNET
2004, CANTON et al 2008). So wurden bislang mehr als 140 Varianten beschrieben

(www.lahey.org/studies/). In den letzten Jahren wurden CTX-M-Enzyme produzierende

E. coli, nicht nur beim Menschen, sondern auch bei landwirtschaftlichen Nutztieren
(BTCHTER 2010), in Lebensmitteln (KOLA et al 2012) und bei Haustieren
nachgewiesen (EWERS et al 2010, EWERS et al 2012, EWERS et al 2014a).

Wildtiere spielen mSglicherweise nicht nur als Vektoren oder Reservoire ESBL-
produzierender E. coli, sondern auch von E. coli mit Resistenzen gegenYber anderen
Antibiotika eine wichtige Rolle (RADHOUANI et al 2014, GUENTHER et al 2011). Vor
allem WildvSgel kSnnten in diesem Zusammenhang eine gro8e Bedeutung besitzen
und infolge ihrer hohen MobilitSt und ihres hSufigen Kontaktes mit menschlichen
Siedlungen solche Erreger verbreiten und auf den Menschen oder seine Haustiere
Ybertragen (LITERAK et al 2010b, GUENTHER et al 2011, GUENTHER 2010a,
GUENTHER et al 2012b). Wildvigel k3nnten darYber hinaus als Bioindikatoren fYr das
Vorkommen von Antibiotikaresistenzen und ESBL-Bildung bei Bakterien in der Umwelt
dienen. Die PrSvalenz von solchen Bakterien bei Wildvsgeln ist aber weitgehend
unbekannt, und insbesondere in Deutschland gibt es nur wenige Studien (GUENTHER
et al 2010a, GUENTHER et al 2010b, GUENTHER et al 2012b). Deshalb fehlen
fundierte Kenntnisse, die aber notwendig sind, um ein von Wildv3geln ausgehendes
Risiko abzuschStzen. FYr die Tiermedizin ist ein Wissen Yber vorkommende
Antibiotikaresistenzen bei Bakterien aus Wildvigeln zusStzlich fYr die Behandlung von
erkrankt aufgefundenen V3geln von gro8er Relevanz, da in der Vogelmedizin hSufig
eine schnelle antibiotische Therapie lebensrettend ist (BERGS & KORBEL 2012,
GERLACH 1990).

In der vorliegenden Arbeit sollte das Vorkommen von ESBL-Bildung und weiterer
Antibiotikaresistenzen bei E. coli-Isolaten aus WildvSgeln untersucht werden. Um ein
von diesen V3geln ausgehendes Risiko der tbertragung dieser Bakterien auf Mensch
und Haustier abzuschStzen, wurden Wildvsgel untersucht, die tatsSchlich in Kontakt
mit dem Menschen gekommen sind. Es wurden daher WildvSgel, die von Menschen
aus unterschiedlichen GrYnden aufgefunden und an die Klinik fYr V3gel, Reptilien,
Amphibien und Zierfische der LMU MYnchen gebracht wurden, auf das Vorkommen

von E. coli mit Resistenzen gegenYber gSngigen Antibiotika urd ESBL-Bildung



1. Einleitung 3

untersucht. In die Studie wurden WildvSgel der Ordnungen Passeriformes,
Columbiformes, Accipitriformes, Falconiformes, Strigiformes sowie Anseri- und
Gruiformes unterschiedlicher Spezies- und Altersgruppen, und zwar Amseln, Tauben,
verschiedene Wasservsgel, Falken sowie andere tag- und nachtaktive Greifvsgel
einbezogen. Nachgewiesene ESBL-Bildner wurden zudem mittels serologischer und

molekularbiologischer Methoden weiter charakterisiert.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Escherichia coli als Krankheitserreger

E. coli wurde erstmals im Jahr 1885 von Theodor Escherich im Stuhl von SSuglingen
beschrieben. Heute werden viele StSmme mit unterschiedlichen Eigenschaften
differenziert, die sowohl als harmlose Kommensalen Bestandteil der physiologischen
Darmflora als auch wichtige Krankheitserreger bei Mensch und Tier sein k3nnen
(SELBITZ 2002).

Bei E. coli handelt es sich um gram-negative, fakultativ anaerobe StSbchenbakterien
von 1,1 B 1,5 Im Breite und 2,0 D 6,0 !Im LSnge. Viele StSmme bilden Kapseln oder
Mikrokapseln aus, sind durch Flagellen beweglich oder bilden Enterotoxine oder
andere Virulenzfaktoren. Die optimale Temperatur fYr Wachstum und Teilung liegt bei
37;C. Der Nachweis von E. coli basiert auf dem Vorliegen bestimmter biochemischer
Eigenschaften. So werden D-Glucose und andere Kohlenhydrate unter SSure- und
Gasbildung abgebaut. Bakterien der Art E. coli sind Oxidase-negativ, Katalase-positiv
und reduzieren Nitrat. Sie kSnnen Natriumthiosulfat nicht zu H,S umbilden und
Harnstoff nicht hydrolysieren (HOLT et al 1994). Zur eindeutigen Identifizierung von E.
coli und Abgrenzung von nahe verwandten Taxa wie Shigella spp. sind Analysen
weiterer Stoffwechselreaktionen nstig (EWING 1986). So verwendet ein kommerziell
erhSltliches TestKit (API" 20E?, bioMZrieux) zur Identifikation von E. coli ein
standardisiertes System, das auf 20 biochemischen Reaktionen basiert, die Yber eine

Identifikationssoftware und Vergleich mit einer Datenbank ausgewertet werden.

2.1.1. Serotypen

Die Art E. coli umfasst sowohl apathogene, kommensalische StSmme als auch
Varianten mit unterschiedlichem pathogenem Potential. Bedeutend fYr die
Differenzierung von E. coli-StSmmen ist eine Charakterisierung der wichtigsten
Antigene, insbesondere der O- und H-Antigene (SELBITZ 2002). O (OberflSchen)-
Antigene sind hitzestabile, somatische Antigene, die Bestandteile des Lipopolysaccarid
(LPS)-Komplexes der Zellwand bilden. H (flagellar)-Antigene sind Proteine, die nur von
den GeiSeln beweglicher Zellen exprimiert werden. HSufig werden auch K-Antigene

charakterisiert (SELBITZ 2002). K (capsular)-Antigene sind Kapselantigene,
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Polysaccharide, die je nach Hitzeempfindlichkeit in A- und B-Antigene unterschieden
werden kdnnen. ZusStzlich k3nnen F (Fimbrien)-Antigene, das sind hitzelabile Proteine
der Fimbrien, und M (mucoid)-Antigene, von den Makrokapseln mukoider Coli-StSmme
gebildete Antigene, bestimmt werden (SELBITZ 2002).

Eine Serotypisierung eines Stamms beinhaltet die Identifikation der detektierbaren
Antigene Yber spezifische Antiseren. Dabei werden in der Regel die O- und H-Antigene
angegeben. Gelegentlich werden aber auch die K-Antigene und weitere Antigen-
Komponenten ermittelt (RSKOV & RSKOV 1984). Insbesondere zur Bestimmung

der H-Antigene werden auch molekularbiologische Methoden (PCR und
Sequenzierung) eingesetzt (FIELDS et al 1997). Ein 1977 versffentlichtes Schema
beinhaltete bereits Yber 160 verschiedene E. coli O-Antigene, die in verschiedenen
Kombinationen mit H- und/ oder K-Antigenen schon annShernd 250 E. coli-Serotypen
bezeichneten (RSKOV et al 1977). Inzwischen gibt es Hunderte von Serotypen,

wobei laufend neue Kombinationen identifiziert werden.

Insbesondere der Nachweis eines bestimmten O-Antigens oder eines Serovars bzw.
Serotyps erlaubt oft RYckschlYsse auf die Virulenz eines Stammes, da einzelne O-
Gruppen hSufig mit bestimmten Virulenzmerkmalen assoziiert auftreten (SELBITZ
2002). Beispielsweise gehsren Erreger der ColiseptikSmie bei KYken und adulten
HYhnern hSufig den Serovaren O1, 02, 0111 und O78 an, wShrend Erreger der
Coligranulomatose gewshnlich den Serovaren O8 und O9 zuzuordnen sind (HOOP &
GLTNDER 2012). Die vermutlich bekanntesten Serotypen, die weltweit fYr gro§e
AusbrYche beim Menschen mit TodesfSllen verantwortlich gemacht werden, sind
0O157:H7 und 0O104:H4. Der letztgenannte Serotyp war fYr das bisher gr3&te
Ausbruchsgeschehen von hSmorrhagischer Gastroenteritis und  hSmolytisch
urSmischem Syndrom (HUS) in Deutschland im Jahr 2011 verantwortlich (BfR 2011a,
FRANK et al 2011). Als Reservoir fYr 0157:H7 werden gesunde Rinder und andere
WiederkSuer gesehen (PIERARD et al 2012, NGUYEN & SPERANDIO 2012).
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2.1.2. Pathotypen

Die pathogenen Wirkungen von E. coli beruhen vor allem auf der Bildung von Endo-,
Entero- und Cytotoxinen (v. a. HSmolysine und Shigatoxine (Stx1, Stx2)) sowie
AdhSsionsfaktoren (SELBITZ 2002). Verschiedene Varianten von E. coli unterscheiden
sich sehr deutlich in ihrer FShigkeit zur Bildung dieser Substanzen. So kommen diese
Virulenzfaktoren bei kommensalischen StSmmen von E. coli im Allgemeinen nicht vor,
wShrend sich die pathogenen Varianten je nach Ausstattung mit einzelnen
Virulenzfaktoren verschiedenen intestinalen (IPEC) und extraintestinalen (ExPEC)
Pathotypen zuordnen lassen (K...HLER & DOBRINTH 2011). Genetische Elemente wie
zum Beispiel Plasmide oder Bakteriophagen, die diese Faktoren tragen, wurden durch
horizontalen Gentransfer bei einigen E. coli-Varianten verbreitet. Diese Pathotypen
lassen sich also durch molekularen Nachweis der unterschiedlichen Virulenzgene
identifizieren (TSCH£PE et al 2009).

Sieben E. coli-Pathotypen sind als Erreger verschiedener intestinaler und
extraintestinaler Infektionskrankheiten bei Menschen und verschiedenen Tierarten
bekannt (WIELER & EWERS 2011). Innerhalb der Gruppe der intestinal pathogenen E.
coli (IPEC bzw. InPEC) lassen sich Enterotoxische E. coli (ETEC), Enteropathogene E.
coli (EPEC), Enterohaemorrhagische E. coli (EHEC) und Enteroinvasive E. coli (EIEC)
unterscheiden. In der Gruppe der extraintestinal pathogenen E. coli (EXPEC) werden
uropathogene E. coli (UPEC) und Sepsis verursachende E. coli (SEPEC) voneinander
abgegrenzt. ZusStzlich werden bei V3geln noch fYr systemische Infektionen
verantwortliche avian pathogenic E. coli (APEC) differenziert (K...HLER & DOBRINTH
2011).

Durch extraintestinal pathogene E. coli (EXPEC) hervorgerufene relevante
Erkrankungen spielen in der Tiermedizin eine gro8e Rolle. Hier sind zum Beispiel
Harnwegsinfektionen durch uropathogene E. coli (UPEC) bei Hund und Katze sowie
FruchtbarkeitsstSrungen und Vaginitis bei Pferden, die coliforme Mastitis (Synonym:
Metritis-Mastitis-Agalaktie (MMA)-Syndrom) und die ...demkrankheit bei Schweinen,
die E. coli SeptikSmie bei Rind und Lamm sowie Mastitis beim Rind von Bedeutung
(SELBITZ 2002, WIELER & EWERS 2011).
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Beispiele fYr durch intestinal pathogene E. coli (InPEC) hervorgerufene
Infektionskrankheiten bei SSugetieren sind die E. coli-Diarrhoe der KSIber sowie der
Saug- und Absetzferkel, die durch Enterotoxische E. coli (ETEC) hervorgerufen
werden (WIELER & EWERS 2011). Als EPEC (Enteropathogene E. coli) bezeichnete
Varianten der InPEC verursachen durch VerSnderungen des Darmepithels,
insbesondere dem Verlust der Mikrovilli, Durchfallerkrankungen bei Kaninchen. NTEC
(Nekrotoxische E. coli), charakterisiert durch die Bildung von Zytonekrosefaktoren
(CNF), wurden bei KSIbern mit DurchfSllen und SeptikSmien nachgewiesen (SELBITZ
2002).

Die bei V3geln pathogenen E. coli-StSmme (APEC) sind nicht nur als Ausl3ser von
ColiseptikSmien und Coligranulomatosen relevant, sie verursachen auch
EileiterentzYndungen, Arthritiden und LuftsackentzYndungen (SELBITZ 2002) und
besitzen deshalb insbesondere beim WirtschaftsgeflYgel gro8e wirtschaftliche

Bedeutung.

2.1.3. Tenazitit

Verschiedene Studien belegen eine hohe TenazitSt von E. coli. So blieb bei Schutz vor
UV-Licht und einer Temperatur von 20 jC die VermehrungsfShigkeit eines E. coli-
Wildtyps nach Aufbringung auf Glas Yber 40 Tage und auf Holz mehr als ein Jahr
erhalten. Shigatoxine von EHEC-StSmmen waren mittels ELISA und/oder PCR bis zu
430 Tage auf Holz nachweisbar (ROTH 2004). Praktisch relevant sind diese
Untersuchungen vor allem, weil E. coli zusStzlich zu ihrer Umweltresistenz eine
ausgeprSgte FShigkeit zur Resistenzentwicklung besitzen und daher wie auch
Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa typische Hospitalismuskeime
darstellen (TSCHEPE et al 2009). Daraus ergibt sich die Notwendigkeit eines
adSquaten Hygienemanagements insbesondere im Praxis- und Klinikalltag, damit
diese Bakterien nicht durch unbeabsichtigte und unbemerkte Schmierinfektionen von

einem Patienten auf einen anderen Ybertragen werden.
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2.1.4. Pylogenetische Gruppen

PathogenitSt und Virulenz der verschiedenen E. coli-Infektionen stehen im
Zusammenhang mit der phylogenetischen Gruppe. Momentan werden die Erreger in
vier phylogenetische Hauptgruppen (A, B1, B2, D) (CLERMONT et al 2000, GORDON
et al 2008) und weitere Subgruppen (AO, Al, B1, B2,, B2; D1, D2) (ESCOBAR-
PARAMO et al 2004) eingeteilt, die sich nicht nur durch die Tendenz, verschiedene
Krankheiten zu verursachen, sondern auch in anderen phSnotypischen Eigenschaften
wie z. B. dem Temperaturoptimum fYr Wachstum und im Antibiotikaresistenzprofil
unterscheiden. Virulente StSmme, unter anderem die Verursacher von ExPEC-
Infektionen bei Menschen, gehsren vor allem den Gruppen B2 und D an, wShrend die
meisten kommensalischen E. coli-StSmme den Gruppen A und B1 zuzuordnen sind
(PICARD et al 1999, GORDON et al 2008, CLERMONT et al 2000, CARLOS et al
2010). Die phylogenetische Gruppe kann durch Multi-Locus Sequenz-Typisierung
(MLST) ermittelt werden. Dabei werden die Sequenzen von einer ganzen Reihe von
Genen bestimmt, und zwar in einem sogenannten deutschen System von sieben
Genen, nSmlich adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA und recA, und in einem sogenannte
franzSsischen System von sechs Genen, und zwar icd, pabB, polB, putB, troA und
troB. Die Gensequenzen werden mit Datenbanken verglichen und so die
phylogenetische Gruppe bestimmt. Je nachdem, welches Schema benutzt wird,
k3nnen zusStzlich weitere phylogenetische Gruppen (D1, D2, B1-1, B1-2, E1 und E2)
bestimmt werden (GORDON et al 2008). Eine vereinfachte Methode, die von Clermont
et al (2000) entwickelt wurde, stYtzt sich auf eine Triplex-PCR. Diese basiert auf dem
PCR-basierten Nachweis des Vorhandenseins oder Fehlens von zwei Genfragmenten
(chuA, yjaA) und einem weiteren DNA-Fragment eines nichtcodierenden Genes
(TSPE4.C2) unter Anwendung einer einfachen Agarosegel-Elektrophorese. Durch die
verschieden Kombinationen von Vorhandensein oder Fehlen von chuA, yjaA und
TSPE4.C2 wird die pylogenetische Hauptgruppe bestimmt. Hierbei ist das Gen chuA in
allen B2- und D-StSmmen nachweisbar, yjaA in B2- und TSPE4.C2 in B1-StSmmen
(CLERMONT et al 2000, GORDON et al 2008, HIGGINS et al 2007). In einem
umfangreichen Methodenvergleich zeigte sich, dass mit der Methode von Clermont et
al (2000), die phylogenetischen Gruppen Bl und B2 in 95 % der FSlle korrekt
identifziert wurden. Insgesamt wurden mit beiden Methoden in 80-85 % der FSlle die
identische Gruppe ermittelt (GORDON et al. 2008).
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2.2, Antibiotika zur Bekampfung von E. coli

2.2.1. Antibiotikaeinsatz bei Mensch und Tier

2.2.1.1. Antibiotikaverbrauch in der Humanmedizin

Im Rahmen einer Initiative des Bundesamtes fYr Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL), der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fYr Chemotherapie und der
Abteilung fYr Infektiologie an der Medizinischen UniversitStsklinik Freiburg wurde eine
Arbeitsgruppe (GERMAP) zur Erfassung des Antibiotikaverbrauchs und der
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der Humanmedizin und Tiermedizin in
Deutschland gegrYndet. In diesem Zusammenhang wurden bislang drei Berichte
publiziert, und zwar in den Jahren 2008 und 2011 und zuletzt im Jahr 2014. Demnach
wurden in der Humanmedizin im Jahr 2009 im ambulanten Bereich fast 40 Millionen
Antibiotika-Verordnungen registriert. Die Verordnungsdichte gibt den
Antibiotikaverbrauch im ambulanten Bereich an, sie bezieht sich auf die
Antibiotikaverordnungen pro 1000 Versicherte pro Tag und wird in DDD (defined daily
doses)/1000 Versicherte angegeben. Nach Angaben der gesetzlichen Krankenkassen
wurden im Jahr 2009 14,9 DDD/1000 Versicherte erreicht. Allerdings wurden in
Deutschland gro8e regionale Unterschiede mit einem niedrigen Verbrauch in den
stlichen BundesISndern (z.B. 10,1 DDD im Jahr 2008 in Brandenburg), und einem
hohen Verbrauch in den westlichen BundesiSndern (z.B. 17 DDD im Jahr 2008 im
Saarland und in Nordrhein-Westfahlen) registriert (GERMAP 2011).

Die 2008 in Deutschland am hSufigsten verordneten Antibiotika waren Basispenicilline
(105,3 Mio. DDD), Tetracycline (82,5 Mio. DDD) sowie Oralcephalosporine,
Aminopenicillin mit Beta-Lactamase-Inhibitor und Flucloxacillin (56,3 Mio. DDD). Dabei
stieg der Anteil der eingesetzten sogenannten &ReserveantibiotikaO Im Zeitraum von
2003 bis 2008 war bei Cephalosporinen eine Zunahme von 62 % und bei Chinolonen
von 34 % festzustellen. Deutschland liegt mit einer Verordnungsdichte im ambulanten
Bereich von knapp 15 DDD/1000 Versicherte im Vergleich zu anderen LSndern im
unteren Drittel. Griechenland, Zypern, Frankreich, Italien, Belgien und Luxemburg
lagen 2006 und 2008 mit fast doppelt so vielen DDD in der Spitzengruppe, die
Niederlande und die Schweiz wiesen die niedrigste Verordnungsdichte (ca. 10
DDD/1000 Versicherte) auf (GERMAP 2011). Nach Angaben des aktuellen Reports,



2. LiteraturYbersicht 10

GERMAP 2012, der momentan noch in einer Korrekturversion vorliegt, ist die
Verordnungsdichte (defined daily doses DDD/1000 Versicherte) im ambulanten
Bereich geringfYgig gesunken und lag fYr das Jahr 2011 bei 14,1 DDD, allerdings hat
auch 2011 der Anteil der sogenannten &ReserveantibiotikaO weiter zugenommen

(GERMAP 2014).

Der Antibiotikaverbrauch im stationSren Bereich ist schwieriger einzuschStzen. Die
durchschnittliche Verweildauer im Krankenhaus hat sich in den letzten Jahren deutlich
reduziert, da die Zahl der KrankenhSuser und Betten sinkt, wShrend die Zahl der
stationSren Aufnahmen zunimmt. Laut GERMAP 2010 war alleine deshalb ein Anstieg
der Verbrauchsdichte im stationSren Bereich zu erkiSren. Im stationSren Bereich wird
die (Antibiotika)-Verbrauchsdichte in DDD (defined daily doses)/100 Pflegetage oder
DDD/Krankenhausfall angegeben (GERMAP 2011). Die Verbrauchsdichte fYr
Krankenhauspatienten in deutschen KrankenhSusern lag fYr das Jahr 2004 bei
durchschnittlichen 50 DDD/100 Pflegetage bzw. 3,5 DDD/Krankenhausfall, wobei die
(Antibiotika-) Verbrauchsdichte mit der Bettenzahl und der Gr§8e des Krankenhauses
anstieg. Eine Analyse der Daten fYr 2004 zeigte, dass unabhSngig von der
Krankenhausgrs8e auch hier Beta-Lactame (30-36 DDD/100) und Fluorchinolone (6-8
DDD/100) die am hSufigsten verwendeten Antibiotika waren. (GERMAP 2011). Nach
dem Vorliegen aktueller Daten aus dem GERMAP 2012 Bericht lag die
Verbrauchsdichte in deutschen KrankenhSusern in der Akutversorgung im Jahr 2011

bei durchschnittlich 57 DDD/100 (GERMAP 2014).

Bei dem MABUSE (Medical Antibiotic Use Surveillance and Evaluation)-Netzwerk
handelt es sich um ein Projekt der Infektiologie Freiburg (iF) und des Bundesverbands
Deutscher Krankenhausapotheker (ADKA), das einen Modellversuch zur Sammlung
von Antibiotikaverbrauchsdaten in KrankenhSusern (stationSr) darstellt. Das
Pilotprojekt MABUSE wurde 2010 als ADKA-iF-RKI-Projekt mit UnterstYtzung des
Robert-Koch-Institutes fortgefYhrt. SARI (Surveillance der Antibiotika-Anwendung und
der bakteriellen Resistenzen auf Intensivstationen) sammelt seit dem Jahr 2000 Daten
zur Antibiotikaanwendung und zur Resistenzsituation auf inzwischen 60
Intensivstationen. Auf deutschen Intensivstationen blieben die Verbrauchszahlen
insgesamt Yber 2001 B 2008 nahezu konstant. Allerdings verdoppelte sich die
Verwendung von Carbapenem, vermutlich verursacht durch einen Anstieg der gegen

Cephalosporine der 3. Generation resistenten E. coli (1,2 % im Jahr 2001 und 19,7 %
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im Jahr 2008) und Klebsiella pneumoniae (3,8 % vs. 25,5 %). FYr das Jahr 2008 wurde
ebenfalls ein starker Anstieg der Verbrauchsdichte bei Chinolonen (163/1000
Patienten-Tage) und Cephalosporinen der 3. und 4. Generation (117/1000 Patienten-
Tage) festgestellt (MEYER et al 2006, MEYER et al 2010).

Seit 2007 wurden in Deutschland weitere Projekte zu tberwachung der Antibiotika -
Anwendung und des Antibiotika-Verbrauchs insbesondere in KrankenhSusern initiiert.
Beispiele sind das ARS-(Antibiotika Resistenz Surveillance) Projekt, das 2007
gestartet und bis 2010 durch das Bundesministerium fYr Gesundheit gefSrdert wurde.
Seit 2010 wird ARS als eigenstSndiges Projekt des RobertKoch-Instituts
https://ars.rki.de/ weitergefYhrt und sammelt aktuelle Daten zur Resistenzlage und zum
Antibiotikaverbrauch. Das ADKA-if-RKI (Bundesverband Deutscher

Krankenhausapotheker e.V. - Infektiologie Freibung - Robert-Koch-Institut)-Projekt

http://www.antiinfektiva-surveillance.de/ sammelt seit 2010 Antibiotikaverbrauchsdaten

aus KrankenhSusern.

Nach dem = 23 Abs. 3 des Infektionsschutzgesetzes von 2000 mYssen Leiter von

KrankenhSusern und ambulanten Operationseinrichtungen Magnahmen einleiten, um

nosokomiale Infektionen und die Verbreitung von Resistenzen zu verhindern. In & 23

Abs. 4 wird gefordert, den Antibiotika-Verbrauch zu Yberwachen und aufzuzeichnen.

Art und Umfang der zu erhebenden Daten werden durch das Robert-Koch-Institut

festgelegt (ANONYMUS 2000). Bei der DurchfYhrung dieser Antibiotika-Verbrauchs-

Surveillance soll die Verbrauchsanalyse mindestens einmal jShrlich durchgefYhrt
werden und im Idealfall in Form einer Zusammenarbeit von behandelnden €rzten und

Vertretern der Bereiche Infektiologie, Mikrobiologie, Hygiene, dAntibiotic StewardshipO
und Apotheke erfolgen. Durch kontinuierliche tberwachung des Antibiotikaverbrauchs,

Auswertung der Surveillance-Daten, Identifikation problematischer Bereiche und ggf.

Ma8nahmen zur Verbesserung soll ein wichtiger Beitrag zur EindSmmung der
Resistenzproblematik und Verbesserung der Behandlung geleistet werden

(SCHWEIKERT et al 2013).
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2.2.1.2. Antibiotikaverbrauch in der Tiermedizin

Der Antibiotikaverbrauch in der Tiermedizin wurde im Gegensatz zur Humanmedizin
vor 2007 in Deutschland nicht kontinuierlich und Sffentlich dokumentiert. Nachdem in
den letzten Jahren Antibiotikaresistenzen und multiresistente Keime auch bei Tieren
deutlich zugenommen haben und weiter zunehmen, wie zahlreiche Nachweise,
insbesondere bei lebensmittelliefernden Tieren zeigen, wird nicht nur von der
...ffentlichkeit, sondern auch von Seiten der Regierung eine stSrkere tberwachung des
Antibiotikaverbrauchs auch fYr die Nutztierhaltung gefordert (DART 2011).

Die Zoonoserichtlinie 2003/99/EG impliziert die tberwachung von
Antibiotikaresistenzen bei Zoonoseerregern in den MitgliedsISndern in Kapitel IlI,
Artikel 7 (ANONYMUS 2003). DART (Deutsche Antibiotika Resistenzstrategie), ein
Projekt des Bundesministerium fYr Gesundheit, des Bundesministeriums fYr
ErnShrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz und des Bundesministeriums fYr
Bildung und Forschung, mit dem Ziel, antimikrobielle Resistenzen zu bekSmpfen,
forderte  als  zukYnftige nationale Ma8nahme zur  Minimierung  von
Antibiotikaresistenzen u. a. eine Antibiotika-Abgabemengenerfassung und eine
Antibiotika-Verbrauchsmengenerfassung in Deutschland (DART 2011).
Dementsprechend wurden erste Erhebungen zum Antibiotikaverbrauch in Deutschland
durch das Bundesamt fYr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL)
http://www.bvl.bund.de/DE/08 Presselnfothek/01 FuerJournalisten/01 Presse_und_Hi
ntergrundinformationen/05_Tierarzneimittel/2013/2013 07 _30_hi_Antibiotikaabgabe.ht
ml?nn=1401276

http://www.bvl.bund.de/DE/08 Presselnfothek/01 FuerJournalisten/01 Presse_und_Hi

ntergrundinformationen/05 Tierarzneimittel/2013/2013 11 11 pi Abgabemengen.html

und eine Antibiotikaverbrauchsstudie VetCAb (Veterinary Consumption of Antibiotics)

http://www.vetcab.de/fachinformation_vetcab_20130709.pdf durchgefYhrt Von beiden

Studien sind inzwischen erste Ergebnisse verfYgbar. Die Auswertung der durch das
BVL erstmals im Jahr 2011 Yber die Pharmaunternehmen erhobenen und
ausgewerteten Daten zur Abgabemengenerfassung antimikrobiell wirksamer Stoffe
ergab eine Menge von insgesamt rund 1706 Tonnen Antibiotika, die an TierSrzte in
Deutschland abgegeben wurden, wobei der Hauptanteil auf Tetracycline (564 Tonnen)
und Penicilline (527,5 Tonnen) entfiel. Von den 5,5 Tonnen abgegebenen

Cephalosporinen entfielen 3,5 Tonnen auf Cephalosporine der 3. und 4. Generation.
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Die zweite Datenerhebung aus dem Jahr 2012 ergab zwar insgesamt eine Senkung
der Antibiotikaabgabe um 87 Tonnen auf 1619 Tonnen, hier entfielen aber 4 Tonnen (+
0,5 Tonnen) auf Cephalosporine der 3. und 4. Generation, sowie 10 Tonnen (+ 2
Tonnen) auf Fluorchinolone, die &ReserveantibiotikaO der Humanmedizin. Eine
Zuordnung zu Tierarten war bei diesen Erhebungen nicht mSglich, da die Mehrzahl der
Wirkstoffe fYr verschiedene Tierarten zugelassen ist (WALLMANN et al 2014).

Eine AMachbarkeitsstudie VetCAbO im Auftrag de®Bundesinstituts fYr Risikobewertung
(BfR) sollte kISren, ob die in der Zoonoserichtlinie 2003/99/EG und vom BVL
(Bundesamt  fYr  Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit) geforderte
Verbrauchsmengenerfassung an Nutztiere in Deutschland verabreichter Antibiotika
durchfYhrbar ist. In den Jahren 2007/2008 stellten fYr die Studie 24 tierSrztliche Praxen
und 66 landwirtschaftliche Betriebe freiwillig ihre Aufzeichnungen zur VerfYgung,
welche dann in eine Datenbank eingegeben und ausgewertet wurden. Die jeweiligen
Mengen der Wirkstoffe (kg) und die Zahl der Einzelgaben (Tierzahl,
Behandlungsdauer) wurden analysiert und den Wirkstoffgruppen zugeordnet. Die
Studie zeigte, dass Tetracycline die hSufigsten bei Schwein und Rind eingesetzten
Wirkstoffe waren, gefolgt von Beta-Lactamen bei Schweinen und Sulfonamid-
Trimethoprim-Kombinationen bei Rindern. Die Auswertung der Daten kann auch nach
Altersgruppen oder Nutzungsrichtung der Tierarten durchgefYhrt oder z. B. die
Therapiedichte (Einzelgaben/Anzahl betreuter Tiere) ermittelt werden. Diese
AMachbarkeitsstudieO kam zu dem Fazit, dass Daten zu den Verbrauchsmengen in
Deutschland mit wenig zusStzlichem Aufwand zuverlSssig erfasst werden k3nnen
(HAJEK et al 2010).

Basierend auf den Erfahrungen der &Machbarkeitsstudie VeCAbO wurde eine
Folgestudie mit dem Namen &VetCAbPilotO durchgefYhrt, fYr die erste Ergebnisse seit
Juli 2013 verfYgbar sind. Die Teilnahme an dieser Studie war freiwillig. Je nach Tierart
wurden bis zu 3,8 % aller Nutztiere in Deutschland erfasst. Dabei ergab sich, dass im
Jahr 2011 von den teilnehmenden Betrieben 25,6 Tonnen Antibiotika eingesetzt
wurden, die sich auf 3,6 Tonnen bei Broilern, 1,6 Tonnen bei Rindern und 20,4 Tonnen
bei Schweinen verteilten. Insgesamt entfielen die gr§8ten Mengen auf Beta-Lactame
und Tetracycline. Die verwendeten Substanzgruppen unterschieden sich jedoch bei
den Tierarten. Beim Broiler wurden mengenmS8ig am hSufigsten Polypeptide, gefolgt

von Beta-Lactamen, verwendet. Dies bezieht sich auch auf Einzelgaben, also die
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Anwendung eines Wirkstoffes an einem Tag und bei einem Tier. Bei Schweinen waren
Tetracycline die am hSufigsten verwendeten Antibiotika, gefolgt von Beta-Lactamen
und potenzierten Sulfonamiden. Bezogen auf die Einzelgaben standen Beta-Lactame
an erster Stelle. Bei Rindern wurden mengenmS8ig am hSufigsten BetaLactame

eingesetzt, auch als Einzelgaben. Hier folgen Tetracycline und Sulfonamide.

Die Berechnung der TherapiehSufigkeit (durchschnittliche Antibiotika-Behandlungstage
pro Tier in einem Bestand) stellt eine MSglichkeit dar, den Antibiotikaeinsatz zwischen
Betrieben oder Regionen zu vergleichen. Die standardisierte TherapiehSufigkeit (z. B.
bezogen auf 100 (Tier-) Tage) erlaubt zudem einen Vergleich zwischen den Tierarten.
Dabei bezieht sich die TherapiehSufigkeit stets auf Einzelwirkstoffe, bei
KombinationsprSparaten wurde in dieser Studie die Anzahl der Wirkstoffe als Faktor in
die Berechnung mit einbezogen (z. B. 1 Wirkstoff Yber 4 Tage verabreicht ist
gleichwertig mit der Verabreichung eines KombinationsprSparates aus 2 Wirkstoffen
Yber 2 Tage). Bei der Auswertung der Daten zeigte sich, dass ein Mastschwein
wShrend der Mastdauer (115 Tage) durchschnittlich an 4,2 Tagen und ein Broiler
wShrend der Mastdauer (39 Tage) durchschnittlich an 10,1 Tagen mit Antibiotika
behandelt wurden. Bei der Berechnung der standardisierten TherapiehSufigkeit fYr den
Zeitraum von 100 Tagen ergab sich fYr die in dieser Studie erfassten Betriebe eine
TherapiehSufigkeit antibiotischer Behandlungen fYr Broiler von 25,8 Tagen, fYr
Mastschweine von 3,7 Tagen, fYr KSIber von 0,3 Tagen und fYr MilchkYhe von 1 Tag
(VAN RENNINGS et al 2013).

In der 16. Novelle des Arzneimittelgesetzes, die im FrYhjahr 2014 in Kraft getreten ist,
wurden in den ®©m 56, 57 und 58 ErmSchtigungen zur Minimierung des
Antibiotikaverbrauchs in der Tiermedizin ausgesprochen. Bestimmte Antibiotika, und
zwar Cephalosporine der 3. und 4. Generation, Fluorchinolone (Gyrasehemmer), die in
der Humanmedizin als Reserveantibiotika gelten, und ihre Anwendung bei Tieren
wurden stSrker berYcksichtigt. So sollte z. B. die Zulassungsbestimmung
(Applikationsart und Tierart) berYcksichtigt und ein Antibiogramm bei Umwidmung oder
Wechsel des Antibiotikums verpflichtend werden. Weiter wurde festgelegt, dass
Tierhalter lebensmittelliefernder Tiere halbjShrlich ihre Bestandszahlen, den
Antibiotikaverbrauch ihrer Betriebe und die TherapiehSufigkeit in Datenbanken
eingeben und diesen mit nationalen Kennzahlen zum Antibiotikaeinsatz vergleichen

mYssen. Bei tbherschreiten dieser Kennzahlen, also einem erhdhten Einsatz, wurden
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die Landwirte dazu verpflichtet, zusammen mit ihrem Tierarzt Ma8nahmen zur
Antibiotikaminimierung ergreifen. Bei Nichtbeachtung wurden Strafen bis zum
Haltungsverbot festgelegt (ANONYMUS 2005).

2.2.2. Antibiotika

Antibiotika im engeren Sinne sind von Pilzen oder Bakterien produzierte Stoffe, die
entweder das Wachstum von Bakterien hemmen (bakteriostatische Wirkung) oder
diese abtSten (bakterizide Wirkung). Chemotherapeutika sind synthetisch hergestellte
Stoffe vergleichbarer Wirkung (KROKER 2006). Der Begriff Antibiotika wird mittlerweile
aber weiter gefasst und umfasst sowohl die Antibiotika sensu stricto als auch die

Chemotherapeutika.

Paul Ehrlich (1854 D 1915) und sein Mitarbeiter Sahachiro Hata (1873 D 1938) legten
durch die Entdeckung des Salvarsans 1910 den wissenschaftlichen Grundstein fYr die
gezielte Chemotherapie und erreichten einen Durchbruch fYr die gezielte Therapie von
Infektionskrankheiten. Die Entdeckung des ersten Antibiotikums Penicillin durch Sir
Alexander Fleming (1881 B 1955) und dessen spStere EinfYhrung in die Therapie
erlaubten eine erfolgreiche Kontrolle von gram-positiven Erregern wie Streptokokken
und Clostridien. (VALENTIN-WEIGAND 2011).

Die verschiedenen Antibiotika besitzen bei ihrer Wirkung gegen Bakterien spezifische
Angriffspunkte, wobei entweder das Wachstum der Bakterien gehemmt
(bakteriostatische Wirkung) oder die Bakterienzellen durch SchSdigung essentieller
Strukturen abgetStet (bakterizide Wirkung) werden. Die Wirkungsmechanismen der

Antibiotika kSnnen nach Kroker (2006) in acht Kategorien eingeteilt werden:

Bakterizide Wirkungen:

1. Lysis der Bakterienzelle durch direkte Interaktion mit Lipidregionen der Zellmembran
(Vorkommen z. B. bei Polypeptidantibiotika)

2. Lysis der Bakterienzelle durch SynthesestSrung des PeptidoglykangerYstes der
Bakterienzelle (Vorkommen z. B. bei Beta-Lactamen)

3. Angriff reaktiver IntermediSrprodukte auf zellulSre MakromolekYle (Vorkommen z. B.

bei Nitroimidazolen)
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4. Hemmung der DNA-abhSngigen RNA-Polymerase, (Vorkommen z. B. bei
Asamycinen) oder durch Hemmung der Gyrase, des DNA-Supercoiling oder der DNA-

Synthese (Vorkommen z. B. bei Chinolonen)

Bakteriostatische Wirkungen:

5. Angriff auf die 30 S-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen mit der Folge einer
Hemmung des Andockens des t-RNA-AminosSurenkomplexes (Vorkommen z. B. bei
Tetracyclinen)

6. Interaktion mit der 30 S-Untereinheit mit Ablesefehlern an der m-RNA und Bildung
von @Nonsense€Proteinen (Vorkommen z. B. bei Aminoglykosiden)

7. Interferenz mit Peptidyltransferase und ihren Substraten und Translokation eines
neugebildeten AminosSure-t-RNA-Komplexes (Vorkommen z. B. bei Makroliden)

8. Beeinflussung des Bakterienstoffwechsels bei der FolsSure- oder Purin-Bildung
(Vorkommen z. B. bei Sulfonamiden) (KROKER 2006)

2.2.2.1. Beta-Lactam-Antibiotika

Die Entdeckung von Penicillin durch Alexander Fleming 1929 aus Penicillium notatum
gab den Ansto§ zu weiteren Forschungen auf dem Gebiet der Antibiotika. Florey und
Chain entwickelten im folgenden Jahrzehnt Methoden zur Penicillingewinnung aus
Penicillium-Kulturen, dies erlaubte den breiten Einsatz von Penicillin im 2. Weltkrieg
(KROKER et al 2002).

Die Gruppe der Beta-Lactam-Antibiotika setzt sich aus den Penicillinen, also den
Abkdmmlingen der 6-AminopenicillansSure, und den Cephalosporinen, Cephamycinen
und Oxacephemen, die Abkdmmlinge der 7-AminocephalosporansSure sind,
zusammen (KROKER et al 2002). Sie besitzen einen viergliedrigen Lactam-Ring
(siehe Abbildung 1 und 2). Carbapeneme und Monobactame als weitere
Substanzgruppen der Beta-Lactame werden nur in der Humanmedizin eingesetzt und
spielen in der Tiermedizin keine Rolle (KROKER 2006).
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2.2.2.1.1. Grundstrukturen der Beta-Lactam-Antibiotika

6 - AminopenicillansSure
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Abbildung 1: Grundstruktur der Penicilline

7 B AminocephalosporansSure
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Abbildung 2: Grundstruktur der Cephalosporine

2.2.2.1.2. Wirkmechanismus der Beta-Lactam-Antibiotika

Die Wirkungsweise aller Beta-Lactam-Antibiotika beruht auf zwei Mechanismen.
Erstens wird die Synthese des Peptidoglykans gehemmt, eines Bestandteils der
Zellwand von Bakterien. Transpeptidasen, die am letzten Syntheseschritt des
Peptidoglykans beteiligt sind, werden nach Spaltung des Beta-Lactamringes der
Antibiotika acetyliert und damit inaktiviert. Dadurch wird die Entstehung des Mureins,
das der Bakterienzelle physikalische StabilitSt gibt, gestdrt. Zweitens gehen Beta-
Lactame kovalente Bindungen mit sogenannten &Penicillinbindenden ProteinenO ein.

Diese haben verschiedene enzymatische Eigenschaften und sind an
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ZellteilungsvorgSngen beteiligt. So k3nnen sie auch zur Lysis der Bakterienzelle fYhren
(KROKER 2006). Trotz der zunehmenden Resistenzbildung sind Beta-Lactam-
Antibiotika aufgrund ihrer bakteriziden Wirksamkeit und geringer ToxizitSt bei sensiblen
Erregern immer noch Mittel der Wahl (KROKER 2006).

2.2.2.1.3. Penicilline

Die Penicilline sind eine Gruppe natYrlicher (von verschiedenen Penicillium spp.
produzierter) und halbsynthetischer Antibiotika, die 6-AminopenicillansSure als
chemischen Kern enthalten. Dieser besteht aus einem Beta-Lactam- und einem
Thiazolidinring. Die Penicilline unterscheiden sich durch verschiedene Substitutionen
an Position 6, dadurch bedingte unterschiedliche Pharmakokinetiken und
unterschiedliche antibakterielle Eigenschaften (YAO & MOELLERING 2007).

Benzylpenicillin (Penicillin G) als erstes Antibiotikum Yberhaupt ist sSurelabil, wird also
nach oraler Applikation im sauren Magenmilieu zerstSrt und kann somit bei
SSugetieren nur parenteral verabreicht werden. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit (z.
B. Pferd 0,6 Stunden) sind parenterale Applikationen alle 4 B 6 Stunden nstig. Das
Wirkungsspektrum richtet sich Yberwiegend gegen grampositive Erreger. Bei E. coli
kommen hSufig durch Penicillinase-Bildung bedingte Resistenzen vor (KROKER
2006).

Phenoxypenicilline sind Oralpenicilline, gut wasserl3slich und relativ sSurestabil. Nach
parenteral  eingeleiteter  Penicillintherapie  k3nnen diese  PrSparate  zur
Weiterbehandlung eingesetzt werden. MonoprSparate sind fYr de Tiermedizin
allerdings nicht verfYgbar (KROKER 2006).

Penicillinase-feste Penicilline sind gegenYber Staphylokokken-Beta-Lactamase um 50
b 250 b fach stabiler als Benzylpenicillin. In der Tiermedizin werden Cloxa- und
Oxacillin in der Mastitistherapie eingesetzt (KROKER 2006).

Die Aminopenicilline als Breitspektrumpenicilline mit den in der Tiermedizin wichtigsten
Vertretern Ampicillin und Amoxicillin sind oral anwendbar und besonders gut

vertrSglich, dadurch haben sie gro§e Bedeutung in der Tiermedizin, insbesondere bei
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der Behandlung von Erkrankungen des Respirations-, Gastrointestinal- und
Urogenitaltraktes. Die Wirksamkeit gegenYber gram-negativen Bakterien wie E. coli ist
4 D10 mal stSrker als die von Benzylpenicillin (KROKER 2006).

Carboxylpenicilline wurden frYher in der Humanmedizin zur Behandlung von
Pseudomonasinfektionen eingesetzt. Tiermedizinische Anwendungsgebiete sind
Pseudomonas- und Proteusinfektionen bei Hunden. Hier wird parenterale Anwendung
4 D6 mal tSglich empfohlen (KROKER 2006).

Ureidopenicilline, bzw. Acylaminopenicilline mit den Vertretern Piperacillin und
Azlozillin haben keine Beta-LactamasenstabilitSt, wirken aber auch gegen
Pseudomonas aeruginosa, Enterobakterien und Bkokken. Tiermedizinische PrSparate
sind nicht verfYgbar (KROKER 2006).

Penicillin  und Beta-Lactamase-Inhibitor-Kkombinationen, z. B. Amoxicillin-
ClavulansSure, erm3glichen eine Behandlung von Infektionen mit Beta-Lactamasen
bildenden Bakterien. Der Beta-Lactamasen-Hemmer ClavulansSure enthSlt selbst
einen Beta-Lactam-Ring und blockt durch direkte Bindung an deren aktive Zentren die
Wirkung der Beta-Lactamasen (KROKER 2006).

Beispiele fYr momentan in der Tiermedizin zugelassene Penicilline sind laut VETIDATA
(Stand: Juli 2014) das fYr Schweine, HYhner und Puen zugelassene Aviapen 250mg/g
Pulver” und das fYr Pferde, Rinder, Schafe, Ziegen, Hund e und Katzen zugelassene
Procain Penicillin Susp. 300mg/ml", die Benzylpenicillin enthalten. FYr HYhner
zugelassen ist BayCubis 325 mg/g Pulver’” und Phenoxipen WSP”, ein

Phenoxymethylpenicillin. Vetoscon 166,6 mg/g”, mit Cloxacillin als Wirkstoff, ist als

Augensalbe fYr Pferde, Rinder, Schafe, Hunde und Katzen zugelassen. Ampicillin und
Amoxicillin sind in vielen PrSparaten fYr verschiedene Tierarten in Deutschland
verfYgbar. Beispiele sind das fYr Hunde und Katzen zugelassene Amoxicillin 40 mg
Tabletten” und das fYr HYhner zugelassene Octacillin 800 mg/g Pulver'. PrSparate

mit Ampicillin als Wirkstoff sind das fYr Hunde und Katzen zugelassene Ampicillin-125
mg Tabletten” und das fYr Rinder, Schweine, HYhner, Brieftauben und Hunde
zugelassene  Ampicillin P 1000 mg/g Pulver’. Amoxicillin -ClavulansSure-
Kombinationen sind als Amoxiclav 40/10 mg Tabletten” fYr Hund e und Katzen, und als

Synulox RTU 140/35 mg/ml Injektionssuspension” fYr Rinder, Schweine, Hunde und
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Katzen verfYgbar (VETIDATA 2014). Im Folgenden sind die Penicilline in einer
tbersicht dargestellt (Tabelle 1).

Tabelle 1: tbersicht Yber die Penicilline (mod. nach YAO & MOELLERING 2007)

1. NatYrliche Penicilline:

1.1. Benzylpenicillin (Penicillin G)
1.2. Phenoxymethyl Penicillin (Penicillin V)

2. Halbsynthetische Penicilline

2.1. Penicillinase resistente Penicilline
2.1.1. Methicillin

2.1.2. Nafcillin

2.1.3. Cloxacillin

2.1.4. Dicloxacillin

2.1.5. Oxacillin

2.2. Extended-Spectrum Penicilline
2.2.1. Aminopenicilline

2.2.1.1. Ampicillin

2.2.1.2. Amoxicillin

2.2.1.3. Bacampicillin

2.2.1.4. Pivampicillin

2.2.2. Carboxypenicilline

2.2.2.1. Carbenicillin

2.2.2.2. Ticarcillin

2.2.3. Ureidopenicilline

2.2.3.1. Azlocillin

2.2.3.2. Mezlocillin

2.2.3.3. Piperacillin

3. Penicillin und Beta-Lactamase Inhibitor-Kombinationen

3.1. Ampicillin-Sulbactam
3.2. Ticarcillin-ClavulansSure
3.3. Amoxicillin-ClavulansSure

3.4. Piperacillin-Tazobactam
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2.2.2.1.4. Cephalosporine

Cephalosporine sind Derivate der Fermentationsprodukte von Cephalosporium
acremonium (auch als Acremonium chrysogenum bezeichnet). Sie enthalten 7-
AminocephalosporansSure, welche aus einem BetaLactam- und einem
Dihydrothiazinring besteht. Verschiedene Substitutionen an den Positionen 3 und 7
verSndern die Pharmakokinetik und die antibakteriellen Eigenschaften (YAO &
MOELLERING 2007).

Der Wirkungsmechanismus der Cephalosporine ist fast identisch mit dem der
Penicilline. Das Wirkungsspektrum ist abhSngig von der verwendeten Substanz,
allerdings unterscheiden sich die Cephalosporine von den Penicillinen durch
nephrotoxisches Potential. Insbesondere Kombinationen mit Aminoglykosiden und
Diuretika wie Furosemid sollten nur nach strenger Nutzen-Risiko-AbwSgung eingesetzt
werden (KROKER 2006).

Meist werden die Cephalosporine nach ihrem Wirkungsspektrum und ihrer StabilitSt
gegenYber Beta-Lactamasen in Substanzen der 1. B 4. Generation eingeteilt. Kroker
(2006) erscheint eine zusStzliche BerYcksichtigung der Darreichungsform sinnvoller, er
teilt die Cephalosporine in parenteral anwendbare Stoffe mit geringer oder mit

stSrkerer Beta-LactamasenstabilitSt und oral anwendbare Stoffe ein (KROKER 2006).

Zu den parenteral anwendbaren Cephalosporinen mit geringer Beta-
LactamasenstabilitSt zShlen z. B. Cefalotin und Cefazolin. Das Wirkungsspektrum ist
vergleichbar, allerdings soll Cefalotin gegenYber E. coli weniger wirksam sein
(KROKER 2006). MSgliche Anwendungsgebiete dieser Stoffe sind

Harnwegsinfektionen und SeptikSmien bei Hund und Katze.

Als erstes oral anwendbares Cephalosporin war Cefalexin, das auch fYr die
Tiermedizin zugelassen ist, kommerziell verfYgbar. Es wird oral sehr gut resorbiert,
kaum metabolisiert und zu 90 % Yber die Nieren ausgeschieden. SpSter wurden
Cefaclor, Cefradin und Cefadroxil auf den Markt eingefYhrt. Die Wirksamkeit ist bei oral
anzuwendenden Stoffen allerdings weniger gut als bei parenteral zu verabreichenden
Cephalosporinen. Empfohlene Dosierungen von 20 mg/kg sind gegenYber den meisten

Streptokokken und Staphylokokken wirksam. Verschiedene E. coli-StSmme benstigen
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allerdings hShere Wirkstoffkonzentrationen. Cefalexin zeigt eine gute Wirksamkeit bei
bakteriellen Hauterkrankungen wie z. B. Follikulitis und Furunkulose beim Hund. Ein
weiteres Anwendungsgebiet fYr Cefalexin stellt die Behandlung klinischer Mastitiden in
Form einer Eutersuspension beim Rind dar (KROKER 2006).

Die Hauptvertreter der Gruppe parenteral anwendbarer Cephalosporine mit erhShter
Beta-LactamasenstabilitSt sind Cefotaxim und Cefoxitin. Durch diese Substanzen wird
eine Vielzahl von Enterobakterien, darunter auch E. coli, Klebsiellen und Proteus
erfasst. Cefotaxim ist zusStzlich begrenzt gegenYber Pseudomonas aktiv. Das in der
Tiermedizin als MastitisprSparat zugelassene Cefaperazon wird bei Infektionen mit
Strepto- und Staphylokokken und mit E. coli wShrend der Laktation verwendet.
Ceftiofur, ein Cephalosporin der 3. Generation, ist u. a. zur Behandlung von

Atemwegserkrankungen bei KSIbern und Schweinen zugelassen (KROKER 2006).

Ein Vertreter der 4. Generation, Cefquinom, weist ein breites Wirkungsspektrum und
eine sichere Beta-LactamasenstabilitSt auf. Cefquinom wirkt sehr gut gegen
Pasteurellen und ist u. a. zur Behandlung bakterieller Infektionen der Lunge und der

Atemwege bei Rindern und Schweinen zugelassen (KROKER 2006).

Laut VETIDATA ist momentan (Stand: Juli 2014) fYr die Tiermedizin Cefalexin als
Wirkstoff der 1. Generation beispielsweise fYr Hunde und Katzen als Rilexine 75 mg
Tabletten” und fYr Rinder als Rilexine 200 LC" zug elassen. Auch die Wirkstoffe
Cefalonium (Cepravin Dry Cow 250 mg’), Cefapirin (Masti -Safe 300 mg”) und
Cefazolin (Celidocin L") sind fYr Rinder verfYgbar. Wirkstoffe der 2. Generation sind in
Deutschland nicht im Handel. Als Cephalosporine der 3. Generation werden
Cefoperazon als Pathozone 250 mg"™ bei Rindern und Ceftiofur als Actionis 50
mg/ml” bei Rindern und Schweinen eingesetzt. Cefovecin ist unter dem
Handelsnamen Convenia 80 mg/ml” fYr Hunde und Katzen zugelassen. Cefquinom
(Cobactan 2,5% w/v und 4,5% w/v") als einziger Vertreter der 4. Generation ist fYr
Pferde, Rinder und Schweine verfYgbar. FYr GeflYgel sind in Deutschland momentan
keine Cephalosporine im Handel (VETIDATA 2014). Im Folgenden sind die

Cephalosporine in einer tbersicht dargestellt (Tabelle 2).
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Tabelle 2: tbersicht Yber die Cephalosporine (mod. nach YAO & MOELLERING 2007,
VETIDATA 2014)

1. Erste Generation (eingeschrSnktes Spektrum)
1.1. Cefadroxil
1.2. Cefazolin

1.3. Cephalexin

1.4. Cephaloridine

1.5. Cephalotin

1.6. Cephapirin

1.7. Cephradine

2. Zweite Generation (OExpanded SpectrumO)
2.1. Cefaclor

2.2. Cefamandole
2.3. Cefuroxime
2.4. Cefprozil

2.5. Loracarbef
2.6. Cefmetazole
2.7. Cefotetan
2.8. Cefoxitin

3. Dritte Generation (Breitspektrum)
3.1. Cefdinir

3.2. Cefditoren
3.3. Cefixime

3.4. Cefoperazone
3.5. Cefotaxime
3.6. Ceftibuten
3.7. Ceftizoxime
3.8. Ceftriaxone
3.9. Ceftiofur
3.10. Cefovecin

4. Vierte Generation (3Extended SpectrumO)

4.1. Cefepime
4.2. Cefpirome
4.3. Cefquinom
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2.3. Antibiotikaresistenzmechanismen bei E. coli

Die Entwicklung von Resistenzen gegenYber Antibiotika bei bakteriellen
Krankheitserregern wird in der Human- und in der Tiermedizin als ein wachsendes
Problem angesehen. In den letzten Jahren wird dabei zunehmend der
Antibiotikaeinsatz in der Tiermedizin, insbesondere in der Nutztierhaltung, fYr die sich
verschlechternde Resistenzsituation verantwortlich gemacht (MARSHALL & LEVY
2011, BUNDESTIERERZTEKAMMER 2012).

Antibiotikaresistenzen entwickeln sich, wenn entweder bestimmte Gene natYrlich in der
Bakterien-DNA vorhanden sind, die eine Resistenzsteigerung ermsglichen, oder wenn
entsprechende Fremdgene neu aufgenommen und dann exprimiert werden. Unter dem
Selektionsdruck von Chemotherapeutika besitzen diese resistenten Krankheitserreger
Wachstumsvorteile und k3nnen sich verstSrkt vermehren und ausbreiten. Somit f&rdert
jede Antibiotikabehandlung die Resistenzentwicklung. Bei der Ausbreitung resistenter
Keime ksnnen Mensch und Tier, Lebensmittel und AbwSsser als belebte oder
unbelebte Vektoren fungieren (KROKER et al 2002).

BezYglich der Antibiotikaresistenzen lassen sich zwei Typen unterscheiden (KROKER
et al 2002). Die sogenannte natYrliche Resistenz ist eine spezifische Eigenschaft eines
bestimmten Erregers, der dadurch vom Chemotherapeutikum nicht angegriffen werden
kann. So passiert beispielsweise Benzylpenicillin die SuSere Zellmembran gram-
negativer Bakterien nicht und ist dadurch kaum wirksam (KROKER et al 2002). Ein
weiteres Beispiel ist die natYrliche Resistenz einiger Enterococcus- und Lactobacillus-
StSmme gegen Sulfonamide. Sulfonamide blockieren Stoffwechselwege der
bakteriellen FolsSuresynthese, die zur DNA- und RNA-Synthese benstigt wird. Diese
Bakterien haben die FShigkeit, exogene FolsSure zu verwerten und sind deshalb nicht

auf eine eigene FolsSureproduktion angewiesen (KEHRENBERG 2002).

Eine sogenannte erworbene Resistenz beruht auf VerSnderung des genetischen
Materials ehemals sensibler Bakterien, wobei auch Spontanmutation bei der Zellteilung
ohne Einwirkung eines Chemotherapeutikums msglich ist. Unter dem Selektionsdruck
einer antimikrobiellen Therapie kann sich diese durch Mutation erworbene Resistenz
ausbreiten (KROKER et al 2002).
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Ein besonderes Problem wird in der &Ybertragbaren ResistenzO gesehen, die auf dem
Erwerb zusStzlicher Erbinformation beruht, die au8erhalb des bakteriellen
Chromosoms auf Plasmiden lokalisiert ist. Diese Plasmide tragen hSufig mehrere
Resistenzgene und k3nnen direkt von einem Bakterium auf ein anderes Ybertragen
werden, und zwar durch Konjugation (Zell-Zell-Kontakt), Transduktion (durch
Bakteriophagen), Transformation (DNA-Transfer nach AuflSsung der Zelle) und
Transposons (Aspringende GeneO). Plasmide mit Resistenzgenen k3nnen auch
zwischen Bakterien unterschiedlicher Arten ausgetauscht werden, und ein Gentransfer
von Bakterien aus Haus- und Nutztieren auf humanpathogene Erreger und umgekehrt
ist mSglich (KROKER 2006).

2.3.1. Beta-Lactamasen und Extended-Spectrum Beta-Lactamasen (ESBL)

Die Bildung von Beta-Lactamasen ist einer der am weitesten verbreiteten
Resistenzmechanismen bei Bakterien. Bei einigen Bakterienarten handelt es sich um
eine natYrliche Resistenz, das hei§t, diese Bakterien bilden die Beta-Lactamasen und
sind dadurch in der Lage, den Beta-Lactamring, der die Grundstruktur aller Penicilline
und Cephalosporine darstellt, zu hydrolysieren und das Antibiotikum dadurch zu
inaktivieren. So kS8nnen chromosomal verankerte Beta-Lactamasen unter anderem von
Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa bei Bedarf exprimiert werden
(LIVERMORE 1995). Weit verbreitet ist die FShigkeit zur Bildung von Beta-Lactamasen
jedoch als eine Form der erworbenen Resistenz, bei der Gene fYr die Bildung dieser
Enzyme erworben wurden. Neben Penicillinasen, die durch ClavulansSure hemmbar
sind, wurden inzwischen auch Cephalosporinasen, Carbenicillinasen und
Carbepenemasen als Resistenzfaktoren bei Bakterien identifiziert (KROKER et al
2002).

Extended-Spectrum Beta-Lactamasen (ESBL) sind Beta-Lactamasen, die durch
Substitution von AminosSuren ihr Substratprofil erweitert oder verSndert haben.
Mutationen der Enzyme wurden schon 1989 als Ursache fYr einen Wechsel des
Substratspektrums bei Beta-Lactamasen angenommen (PHILLIPON et al 1989). So ist
beispielsweise der Austausch von Glycin (Gly) zu Serin (Ser), Alanin (Ala) oder
AsparaginsSure (Asp) an Position 238 eine hSufige Mutation in den Temoniera (TEM)
und &ulfhydryl VariableO (SHWESBL (RICE & BONOMO 2007). Aus
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Sequenzierungen der TEM- und SHV-Gene ist inzwischen bekannt, dass wichtige
Mutationen, die zur Erweiterung der Beta-Lactam-Bindungsstelle fYhren und damit das
Substratspektrum erweitern, fYr TEM an der Position 164 und fYr SHV an der Position
179 liegen (WITTE & MIELKE 2003). Bei den CTX-M-Enzymen werden
AminosSuresubstitutionen an den Positionen 240 und 167 fYr eine verstSrkte
HydrolyseaktivitSt gegenYber Ceftazidim verantwortlich gemacht. CTXM-15, CTX-M-
16 und CTX-M-27 besitzen eine Gly240Asp Substitution (BONNET 2004). So
ermsglichen Mutationen bestimmter AminosSuren die Hydrolyse von Extended-
Spectrum-Cephalosporinen, extrem potenten Beta-Lactam-Antibiotika (RICE &
BONOMO 2007). Plasmid-kodierte Extended-Spectrum Beta-Lactamasen, die in der
Lage sind, Breitspektrum-Cephalosporine zu hydrolisieren, wurden dabei erstmals bei
bakteriellen Isolaten von Klebsiella pneumoniae und Serratia marcescens in
Deutschland entdeckt (KNOTHE et al 1983).

Nach den damals schon bekannten ESBLs, den SHV (Sulfhydryl Variable)-Enzymen,
die nach ihrer strukturellen Eigenschaft so benannt wurden (BTCHTER 2010) und den
TEM (Temoniera)-Enzymen, die den Namen des ersten Patienten, Temoniera,
erhielten, bei dem diese Enzyme isoliert wurden (HERITAGE et al 1999), wurde 1990
die erste CTX-M (Cefotaximase), so genannt aufgrund ihrer verstSrkten AktivitSt
gegenYber Cefotaxim, ebenfalls in Deutschland, aus dem Ohrexsudat eines
Neugeborenen isoliert (BAUERNFEIND et al 1990).

Die CTX-M-Enzyme sind gewsShnlich auf Plasmiden von 7 kb bis 160 kb lokalisiert, die
leicht durch Konjugation auf andere Enterobacteriaceae Ybertragbar sind. ZusStzlich
werden oft TEM-1 und verschiedene andere Antibiotikaresistenzgene auf dem gleichen
Plasmid gefunden. Basierend auf phylogenetischen Studien wurden die CTX-M-
Enzyme in fYnf Hauptgruppen, und zwar in die Gruppen 1, 2, 8, 9 und 25/26, eingeteilt.
Aufgrund einer €hnlichkeit in der der AminosSurensequenz zu natYrlichen,
chromosomal-kodierten Beta-Lactamasen einiger Kluyvera spp. wird angenommen,
dass sie aus diesen Bakterien stammen (BONNET 2004). Die CTX-M-Enzyme sind
inzwischen die meist verbreiteten ESBLs in Europa (LIVERMORE et al 2007, BONNET
2004, CANTON et al 2008, COQUE et al 2008).



2. LiteraturYbersicht 27

2.3.1.1. Einteilung der Beta-Lactamasen und ESBL

Inzwischen sind Yber 800 verschiedene Beta-Lactamasen bekannt

(www.lahey.org/studies), die sich in verschiedene Gruppen (TEM, SHV, CTX-M, und

weitere) und Untergruppen einteilen lassen.

2.3.1.1.1. Gruppeneinteilung nach Ambler

Die erste Einteilung der Beta-Lactamasen wurde 1980 durch R. P. Ambler
vorgenommen. Diese Einteilung in Molekular-Klassen A B D basierte auf der
AminosSuresequenz der bis 1980 bekannten Beta-Lactamasen (AMBLER 1980). Eine
tbersicht findet sich in Tabelle 3.

2.3.1.1.2. Gruppeneinteilung nach Bush, Jacoby & Medeiros

Eine weitere Einteilung der Beta-Lactamasen nach dem Substrat-Spektrum der
Enzyme in die Gruppen 1 B 4 und verschiedene Untergruppen erfolgte 1995 durch
Bush, Jacoby und Medeiros (BUSH et al 1995). Diese Untergliederung wurde 2010
noch einmal modifiziert, (BUSH & JACOBY 2010), wobei die ursprYngliche Gruppe 4

auf die anderen Gruppen aufgeteilt wurde (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Einteilung der Beta-Lactamasen (nach BUSH & JACOBY 2010, modifiziert)

Bush- Molekular | Hemmung durch Bevorzugtes Charakteristische Beispiele
Jacoby | Klasse Clavulansiue Substrat- Eigenschaften
Gruppe | nach und Tazobactam spektum
Ambler (CAITZB)
oder EDTA
1 Cc Keine Hemmung Cephalosporine H3here HydrolysefShigkeit von | AmpC (E. coli),
Cephalosporinen und CMY-2
Cephamycin als von
Benzylpenicillin
le C Keine Hemmung Cephalosporine Gesteigerte Hydrolyse von CMY-10, CMY-37
Ceftazidim und oft Oximino-8- | (Extended-
Lactamen Spectrum AmpC
Enzyme)
2a A Hemmung durch Penicilline Hshere HydrolysefShigkeit von | PC1
CA/TZB, nicht Benzylpenicillin als von (chromosomal-
durch EDTA Cephalosporinen kodiert in gram-
positiven Kokken)
2b A Hemmung durch Penicilline, frYhe | Gleiche HydrolyseaktivitSt TEM-1, TEM-2,
CA/TZB, nicht Cephalosporine gegen Benzylpenicillin und SHV-1 (meist
durch EDTA wie Cefalotin Cephalosporine Plasmid-kodiert)
2be A Hemmung durch Extended- Gesteigerte Hydrolyse von TEM-3, SHV-2,
CA/TZB, nicht Spectrum Oximino-Beta-Lactamen CTX-M-15
durch EDTA Cephalosporine, (ESBL-Enzyme)
Monobactame
2br A Keine Hemmung Penicilline Resistenz gegen CA/TZB und TEM-30, TEM-31,
Sulbactam SHV-10
2ber A Keine Hemmung Extended- Gesteigerte Hydrolyse von TEM-50
Spectrum Oximino-Beta-Lactamen
Cephalosporine, | Kombiniert mit Resistenz
Monobactame gegen CA/TZB und Sulbactam
2c A Hemmung durch Carbenicillin Gesteigerte Hydrolyse von PSE-1
CA/TZB, nicht Carbenicillin
durch EDTA
2ce A CA/TZB, nicht Carbenicillin, Gesteigerte Hydrolyse von RTG-4 (CARB-10)
durch EDTA Cefepim Carbenicillin, Cefepim,
Cefpirom
2d D Hemmung durch Cloxacillin Gesteigerte Hydrolyse von OXA-1, OXA-10
CA/TZB variabel, Oxacillin und Cloxacillin
nicht durch EDTA
2de D Hemmung durch Extended- Hydrolyse von Oxacillin/ OXA-11, OXA-15
CA/TZB variabel, Spectrum Cloxacillin und Oximino-Beta- (oftin
nicht durch EDTA Cephalosporine Lactamen P. aeruginosa)
2df D Hemmung durch Carbapeneme Hydrolyse von Oxacillin/ OXA-23, OXA-48
CA/TZB variabel, Cloxacillin und Carbapeneme (oftin
nicht durch EDTA Acinetobacter
baumannii)
2e A Hemmung durch Extended- Hydrolyse von CepA
CA/TZB, nicht Spectrum Cephalosporinen, Resistenz (chromosomal
durch EDTA Cephalosporine gegen Aztreonam kodiert in Protea
sp.)
2f A Hemmung durch Carbapeneme Gesteigerte Hydrolyse von NMC-1, KPC-2,
CA/TZB variabel, Oximino-§-Lactamen, IMI-1
nicht durch EDTA Carbapenemen, Cefamycin
3a B (B1/3) Hemmung durch Carbapeneme Breit-Spekrum Hydrolyse IMP1-26, VIM1-23
EDTA, nicht durch einschlie§lich Carbapeneme, (chromosomal
CAITZB nicht Monobactame kodiert in
Bacteroides
fragilis)
3b B (B3) Hemmung durch Carbapeneme Bevorzugte Hydrolyse von IND-1, IND-2,
EDTA, nicht durch Carbapenemen CphA

CAITZB

Die im Schema von Bush, Jacoby & Medeiros (1995) aufgefYhrte Gruppe 4 wurde 2010 nicht mehr abgregrenzt, die
ursprYnglichen dort gelisteten Enzyme wurden auf die anderen Gruppen aufgeteilt
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2.3.1.2. Nachweisverfahren fiir die Bildung von Beta-Lactamasen und ESBL

Ein erster Verdacht auf das Vorliegen eines ESBL-bildenden Keimes zeigt sich bei
Resistenz gegen Beta-Lactam-Antibiotika im klinischen Routine-Resistenztest (CLSI
2006, CLSI 2008, CLSI 2010). Ein phSnotypischer Nachweis der ESBL-Bildung ist
durch verschiedene, auch kommerziell erhSltliche Systeme msglich (z.B. MAST
Diagnostica, Reinfeld). Alle diese Tests verwenden eine Kombination verschiedener
Cephalosporine mit und ohne ClavulansSure, um einen ersten Verdacht auf ESBL zu
bestStigen. Richtlinien und Breakpoints fYr phSnotypische ESBL-Screening- und
BestStigungstests sind sowohl vom amerikanischen &Clinical and Laboratory Standard
InstituteO (CLSI 2008), als auch vom &European Committee on Antimicrobial

Susceptibility TestingO (EUCAST 20.2) herausgegeben worden.

Dabei zeigte sich bei der DurchfYhrung der Screening-Tests, dass die Verwendung
eines einzigen Antibiotikums zum tberprYfen auf ESBL zwar relativ sensitiv, aber nur
wenig spezifisch ist. So wurden bei Anwendung der Screening-Breakpoints nach CLSI-
Kriterien und bei alleiniger Verwendung von Cefotaxim (CTX) zur ESBL-Detektion bei
Enterobacteriaceae eine SensitivitSt von 99,2 % und eine SpezifitSt von nur 40,7 %
erreicht. Die alleinige Anwendung von Ceftazidim (CAZ) erreichte eine SensitivitSt von
65,3 % und eine SpezifitSt von 55,9 % (POLSFUSS et al 2011). Bei einer Auswertung
nach EUCAST-Kriterien, welche fYr beide Antibiotika jeweils niedrigere
Wirkstoffkonzentrationen und geringere Hemmhof-Grenzwerte vorschreiben, sowie bei
Auswertung der resistenten und intermediSren Isolate, erreichte die SensitivitSt bei der
Verwendung von Cefotaxim (CTX) ebenfalls 99,2 %, die SpezifitSt war mit 44,9 %
geringfYgig h3her als nach CLSI-Kriterien. Bei der Anwendung von Ceftazidim (CAZ)
wurden lediglich eine SensitivitSt von 77,1 % und eine SpezifitSt von 44,1 % erreicht
(POLSFUSS et al 2011). Durch Kombination von Cefotaxim (CTX) mit Ceftazidim
(CAZ) im Kombinations-PISttchen-Diffusionstest nach CLSI-Kriterien wurde die
SpezifitSt auf 86 % verbessert, bei einer SensitivitSt von 97 % (GARREC et al 2011).

FYr ESBL-BestStigungstests wird neben Cefotaxim (CTX) und Ceftazidim (CAZ), bzw.
anderen Antibiotikakombinationen, zusStzlich ClavulansSure eingesetzt. Ein gSngiges
Verfahren, das auch in dieser Arbeit verwendet wurde, ist der phSnotypische ESBL-
BestStigungstest nach CLSIKKriterien (ESBL Confirmatory Test), der verlangt,
AntibiotikablSttchen mit Cefotaxim (CTX) (30 !g pro BISttchen) und Ceftazidim (CAZ)
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(30 !g pro BIStichen) sowie AntibiotikablSttchen beider Wirkstoffe jeweils in
Kombination mit ClavulansSure (30 !g CTX oder CAZ und zusStzlich 10 !g
ClavulansSure pro BISttchen) auf einer mit dem Erreger bestrichenen MYllerHinton-
Agarplatte aufzulegen und nach Herstellerangaben zu bebrYten. Der Test ist positiv,
wenn der Hemmhof eines der verwendeten Antibiotika in Kombination mit
ClavulansSure um mindestens 5 mm gr38er im Durchmesser ist als der des
entsprechenden Wirkstoffes alleine (CLSI 2008).

Auch bei Vorliegen eines positiven ESBL-BestStigungstests ist es sinnvoll, das
Ergebnis mittels genotypischer Untersuchung zu bestStigen, da die SpezifitSt des Tests
nicht 100 % betrSgt. Ebenfalls kann nur mit molekularbiologischen Methoden das
vorliegende bla-Gen identifiziert werden. Dies kann zum Beispiel durch Amplifizierung
von DNA-Fragmenten der verschiedenen Resistenzgene mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) und Sequenzierung erfolgen (XU et al 2005, COQUE
et al 2002, GRIMM et al 2004).
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2.4. Nachweise von Antibiotikaresistenzen und ESBL bei E. coli aus

Mensch, Tier und Umwelt

2.4.1. Nachweise und Bedeutung in der Humanmedizin

Extended-Spectrum Beta-Lactamasen werden seit Jahren fast weltweit, meist in E. coli
oder Klebsiella pneumoniae gefunden. Allerdings sind die PrSvalenzen je nach
Kontinent sehr unterschiedlich. Eine erste Auswertung von SMART (Study for
Monitoring Antimicrobial Resistance Trends)-Daten aus dem Jahr 2003, damals unter
Einbeziehung von 23 LSndern, zeigte ESBL-PrSvalenzen bei klinischen E. coli-Isolaten
von Patienten mit abdominalen Infektionen von 3 % (USA) bis 17 % (Region Asien/
Pazifik). In Europa lag die ESBL-PrSvalenz fYr E. coli im Jahr 2003 bei 5 % und fYr
Klebsiella bei 11 %. Im SMART Projekt wurden auch Resistenzen gegen andere
Antibiotika analysiert. Hier zeigten sich grundsStzlich h3here Resistenzraten bei ESBL-
bildenden Bakterien als bei gram-negativen Bakterien ohne ESBL-Bildung
(PATERSON et al 2005).

Eine Auswertung der SMART-Daten der Jahre 2008 - 2010, inzwischen von 39
LSndern, bei Patienten mit BlinddarmentzYndungen, ergab eine globale ESBL-Rate bei
E. colivon 16,6 %. Dabei wurden Unterschiede zwischen verschiedenen Altersgruppen
deutlich (18,2 % der adulten und 11,6 % der juvenilen Patienten) (LOB et al 2013).

Antibiotika-Resistenzen bei Enterobacteriaceae bei nosokomialen Infektionen,
insbesondere die Resistenzen gegen Cephalosporine der 3. und 4. Generation, haben
in den letzten 15 Jahren deutlich zugenommen und sind weltweit zu einem ernsten
Problem geworden. Ein Resistenz-Monitoring und molekulare Analysen gram-negativer
Pathogene werden deshalb dringend gefordert (PFEIFER et al 2010).

Das &European Centre for Disease Prevention and ControlO (ECDC) sammelt durch
das aEuropean Antimicrobial Resistance Surveillance NetworkO (EARNet), fr¥her
dEuropean Antimicobial Resistance Surveillance SystemO (EARSS), seit 1998
Antibiotikaresistenz-Daten aus 30 Mitgliedsstaaten der EuropSischen Union (EU) und
der &European Economic AreaO (EEA). Diese Daten basieren auf der Untersuchung
von Kklinischen Isolaten aus Blut oder CerebrospinalflYssigkeit verschiedener

Laboratorien, Kliniken, Institute und Organisationen. EARS-Net Yberwacht die
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Antibiotikaresistenz bei acht fYr die 3ffentliche Gesundheit wichtigen bakteriellen
Mikroorganismen (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Acinetobacter spp.
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis und E.
faecium). Die Untersuchungen werden je nach Land oder Labor durch Disk-Diffusions-
Test oder Mikrodilutions-Verfahren (Erfassung der Minimalen Inhibitorischen
Konzentration; MIC) nach CLSI- oder EUCAST-Kriterien durchgefYhrt. Bei der

Auswertung werden die Isolate in sensitiv, intermediSr oder resistent eingestuft.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Antibiotikaresistenzen nach ECDC fYr E. coli
fYr das Jahr 2012 zusammengefasst. Dabei lag der europaweite Durchschnitt
Aminopenicillin-resistenter E. coli bei 57,4 % und variierte von 39,7 % (Finnland) bis
71,0 % (Bulgarien), wobei Deutschland mit 49,6 % im Mittelfeld lag. Bei den
Fluorchinolonen lagen die Resistenzraten durchschnittlich bei 22,3 %, mit einer
Variationsbreite von 9,7 % (Island) bis 42,0 % (Zypern und ltalien). In Deutschland
wurde eine Resistenzrate von 21,1 % festgestellt. FYr Aminoglycoside wurden
Resistenzraten zwischen 3,6 % (Island) und 26,5 % (Bulgarien) und fYr Deutschland
7,1 % ermittelt (Durchschnitt 10,3 %). Die durchschnittliche europaweite Resistenzrate
gegen Cephalosporine der 3. Generation lag bei 11,8 % und reichte von 4,4 %
(Schweden) bis 38,1 % (Bulgarien). Deutschland lag hier mit 8,8 % im unteren Drittel.
Je nach Land waren zwischen 85 % und 100 % dieser Isolate ESBL-positiv. Der Anteil
an multiresistenten Isolaten (Resistenz gegen mindestens drei Antibiotikagruppen) lag
durchschnittlich bei 4,4 % der E. coli-Isolate, er variierte von 0,7 % (Island) bis 16,1 %
(Bulgarien). Insbesondere der Anstieg der Resistenzen gegen Cephalosporine und
Aminoglycoside und der Anteil multiresistenter Isolate wurden mit Besorgnis gesehen
(ECDC 2012, ECDC 2013).

Antibiotikaresistenzen spielen insbesondere im klinischen Bereich, also bei
Vorkommen in Erregern in Kliniken oder Arztpraxen eine wichtige Rolle. So wurde
nachgewiesen, dass bei Patienten, die an einer Sepsis, die durch gegen
Cephalosporine der dritten Generation resistente E. coli verursacht wurde, im Vergleich
zu Sepsispatienten mit entsprechend sensiblen E. coli die 30-Tage-MortalitSt deutlich
(32 % zu 17 %) erhsht war. Ebenso verlSngerte sich der Krankenhausaufenthalt (DE
KRAKER et al 2011). Daher befassen sich einige tberwachungsprogramme in
Deutschland gezielt mit dieser Problematik der Resistenzen bei Bakterien im

Krankenhausbereich.
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In den Berichten GERMAP 2008, GERMAP 2010 und einem aktuellen, momentan nur
in einer Korrekturversion vorliegendem Bericht GERMAP 2012, wurden Daten aus
verschiedenen Studien Yber Antibiotikaresistenzen und Antibiotikaverbrauch in
Deutschland fYr die Humanmedizin zusammengefasst. Dort einbezogen wurden unter
anderem Resistenzdaten aus der PEG-Resistenzstudie (Paul Ehrlich Gesellschaft),
dem SARI-Projekt (Surveillance der Antibiotikaanwendung und bakteriellen
Resistenzentwicklung auf deutschen Intensivstationen) und dem GENARS (German
network for antimicrobial resistance surveillance)-/ARS (Antibiotika Resistenz
Surveillance)-Projekt. Die Resistenzdaten fYr E. coli stammten aus dem
Hospitalbereich von UPEC (Urinkulturen) und lIsolaten aus Blutkulturen (GERMAP
2008, GERMAP 2011, GERMAP 2014). In der PEG-Resistenzstudie wurde ein Anstieg
der Resistenz gegen Ampicillin von 50,7 % (2004) auf 54,9 % (2007) und gegen
Fluorchinolone von 22,3 % (2004) auf 26,4 % (2007) festgestellt. Der Anteil ESBL-
bildender E. coli-Isolate stieg von 5,1 % (2004) auf 10,3 % (2007) (KRESKEN et al
2009). Im SARI-Projekt wurde bereits in den ersten 4 Projektjahren ein signifikanter
Anstieg der Cephalosporin- und Ciprofloxacinresistenz bei E. coli-Isolaten festgestellt
(MEYER et al 2006). Dieser Anstieg setzte sich weiter fort mit E. coli-Resistenzraten
fYr Cephalosporine der 3. Generation von 1,2 % (2001) auf 10,5 % (2008) (MEYER et
al 2010). Im Bericht GERMAP 2010 wurde zusammenfassend gefolgert, dass
insbesondere eine Zunahme der Resistenzen im Hospitalbereich gegen Breitspektrum-
Antibiotika  (Breitspektrum-Penicilline, Cephalosporine, Fluorchinolone und
Trimethoprim-Sulfamethoxazol) festzustellen ist (GERMAP 2008, GERMAP 2011).
ZusStzlich stieg der Anteil der ESBL-bildenden E. coli-Isolate im Hospitalbereich von
1,0 % in 1995 auf 17,4 % in 2010 (GERMAP 2014).

Das Robert-Koch-Institut (RKI) erfasst seit 2007 im Rahmen eines Projektes zur
AntibiotikabResistenz-Surveillance (ARS) Daten Yber Antibiotikaresistenzen aus dem
stationSren und ambulanten Bereich und wertet sie aus. Inzwischen sind
Resistenzdaten fYr die Jahre 2008 bis 2011 verfYgbar. Im ARSProjekt wurden Yber
diese 4 Jahre in allen Bereichen stetige Zunahmen der ResistenzhSufigkeit gegen
Cefotaxim verzeichnet. So stieg die E. coli-Resistenzrate (einschlie§lich intermediSrer
Isolate) im stationSren Bereich von 7,0 % (2008) auf 9,8 % (2011) und auf
Intensivstationen von 10,8 % (2008) auf 14,0 % (2011). E. coli-Isolate aus Blutkulturen

zeigten Resistenzzunahmen von 8,1 % (2008) auf 10,3 % (2011) und im ambulanten
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Bereich stieg die Cefotaxim-Resistenzrate von 3,0 % (2008) auf 4,9 % (2011) (NOLL et
al 2012).

Eine Untersuchung von 366 ESBL-produzierenden bakteriellen Isolaten, darunter 200
E. coli, aus dem Zeitraum 2003 B 2007 von verschiedenen, nicht selektierten Patienten
eines TYbinger Krankenhauses (Deutschland) zeigten trotz einer insgesamt geringen
ESBL-PrSvalenzrate (1,6 %) einen deutichen Anstieg ESBL-bildender E. coli von
0,5 % in 2003 auf 3,8 % in 2007 (GR...BNER et al 2009).

Neben Klinikpatienten, deren Immunsystem oft durch invasive Eingriffe, ISngeren
Krankenhausaufenthalt und multiple Erkrankungen beeintrSchtigt ist, gelten auch Sltere
und pflegebedYrftige Menschen als Risikogruppen fYr Infektionen mit ESBL-bildenden
Bakterien. So wurden in der Vergangenheit in Pflegeheimen hSufig ESBL-bildende
Enterobacteriaceae detektiert. Bei Patienten aus 5 Rehabilitationszentren in 4 LSndern
(Frankreich, Italien, Spanien und Israel) wurden AmpC- und ESBL-Enzyme, meist vom
Typ CTX-M-15, in gegen Breitspektrum-Cephalosporine resistenten E. coli
nachgewiesen (IZEDEBSKI et al 2013). Auch bei Patienten eines Pflegeheimes in
Belfast (UK) konnten Fluorchinolon-resistente und CTX-M-ESBL-bildende E. coli
festgestellt werden (DHANJI et al 2011a).

In Hessen in Deutschland wurden bei einer Untersuchung von Stuhlproben von 240
Bewohnern aus 11 verschiedenen Pflegeheimen 9,6 % (23/240) gegen
Cephalosporine der 3. Generation resistente E. coli oder Klebsiella pneumoniae
nachgewiesen, wobei bei drei Bewohnern sogar zwei unterschiedliche ESBL-positive
E. coli detektiert wurden. Bei 24 der 25 E. coli wurden CTX-M-Beta-Lactamasen
nachgewiesen, und dabei am hSufigsten Typ-CTX-M-15 (62,5 %) (ARVAND et al
2013).

Generell ist die PrSvalenz multiresistenter Bakterien in Kliniken aber deutlich hsher. In
Frankfurt am Main (Deutschland) wurden mehrfachresistente Bakterien wie
methicillinresistente ~ Staphylococcus  aureus  (MRSA), vancomycinresistente
Enterokokken (VRE) und ESBL-bildende Enterobacteriaceae bei 32,6 % der Patienten
von zwei geriatrischen Kliniken, bei 18,5 % der Bewohner aus acht Pflegeheimen und

bei 15,6 % der Patienten aus zwei ambulanten Betreuungseinrichtungen gefunden,
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wShrend bei gesundem Personal der oben genannten Einrichtungen lediglich eine

PrSvalenz von 6,3 % nachzuweisen war (GRUBER et al 2013).

ESBL-bildende Bakterien spielen aber nicht nur bei Krankenhauspatienten oder im
ambulanten Bereich eine Rolle, sondern werden auch bei gesunden Menschen ohne
klinische Symptome oder vorherige Antibiotikabehandlung gefunden. So wurde in
mehreren  Studien Yber eine steigende PrSvalenz ESBL-produzierender
Enterobacteriaceae in Europa berichtet (CANTON et al 2008, COQUE et al 2008). Bei
sogenannten ACommunity-acquiredO, also au§erhalb von KrankenhSusern erworbenen
Infektionen wurden hSufig ESBL-bildende E. coli, insbesondere mit CTX-M-Enzymen,
nachgewiesen. Oft besa8en diese Bakterien zusStzlich weitere Antibiotikaresistenzen
(COQUE et al 2008).

In  Portugal wurden bei gesunden Erwachsenen ESBL-produzierende
Enterobacteriaceae in einer PrSvalenz von 1,8 % (2/113) detektiert (MACHADO et al
2013). In Paris (Frankreich) wurde von 2006 bis 2010 ein 10-facher Anstieg der
Nachweise von ESBL-produzierenden E. coli von 0,6 % auf 6 % bei gesunden
Erwachsenen nachgewiesen. Auch hier dominierte mit 86 % der Typ CTX-M
(NICOLAS-CHANOINE et al 2013). Auch in Bayern wurde in Stuhlproben gesunder
Menschen ESBL-E. coli nachgewiesen. Die PrSvalenz betrug 6,7 % (175/2609). tber
90 % der molekularbiologisch charakterisierten ESBL-bildenden E. coli exprimierten
ein blactx.m-Gen (VALENZA et al 2012). Auch bei gesunden Kindern wurden ESBL-
bildende E. coli gefunden. Eine Untersuchung von 112 Stuhlproben gesunder Kinder
zwischen 1 und 14 Jahren aus Portugal zeigte ESBL-bildende E. coli in 2,7 % der
Proben (3/112) (GUIMARAES et al 2009).
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2.4.2. Nachweise und Bedeutung in der Tiermedizin

Der Antibiotikaeinsatz in der Tiermedizin, und hier insbesondere in der Nutztierhaltung,
wurde in der Vergangenheit hSufig fYr die allgemein zunehmende
Antibiotikaresistenzentwicklung bei Bakterien verantwortlich gemacht (MARSHALL &
LEVY 2011, BUNDESTIERERZTEKAMMER 2012). Die Zoonose-Richtlinie
2003/99/EG des EuropSischen Parlaments verlangt seit 2003 in Kapitel 1ll, Artikel 7
eine tberwachung von Antibiotikaresistenzen in den Mitgliedsstaaten. Die in Kapitel V,
Artikel 9 geforderte Bewertung der Entwicklungstendenzen und Quellen von Zoonosen,
Zoonoseerregern und Antibiotikaresistenzen, sowie der tbermittlung dieser Bewertung
an die Kommission, impliziert auch die Erfassung der Antibiotika-Abgabemengen
(ANONYMUS 2003).

Bereits im Vorfeld, im Jahr 2000, wurde von der BundestierSrztekammer in
Deutschland die erste Fassung der &Leitlinien fYr den sorgfSltigen Umgang mit
antibakteriell wirksamen TierarzneimittelnO herausgegeben. Diese Leitlinien liegen
mittlerweile in einer zweiten Fassung vor. Die Leitlinien fordern von TierSrzten u. a.
neben einer exakten Diagnosestellung eine strenge Nutzen- und RisikoabwSgung fYr
Mensch, Tier und Umwelt vor dem Einsatz von Antibiotika bei Einzeltieren und
Tiergruppen. Wichtig ist die richtige Auswahl und gerechtfertigte Anwendung des
geeigneten Antibiotikums unter BerYcksichtigung der Erregersituation und der
Resistenzlage. So soll ein ungerechtfertigter und ungezielter Einsatz von Antibiotika bei
Tieren verhindert und dadurch weiterer Resistenzentwicklung entgegenwirkt werden
(BUNDESTIERERZTEKAMMER 2010).

Im Jahr 2008 wurde vom Bundesministerium fYr Gesundheit, dem Bundesministerium
fYr ErnShrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz und dem Bundesministerium fYr
Bildung und Forschung die Deutsche Antibiotika Resistenzstrategie (DART) in Leben
gerufen, um in Human- und Tiermedizin geplante und koordinierte Aktionen zur

BekSmpfung der Entwicklung antimikrobieller Resistenzen zu entwickeln (DART 2011).

Seit im Jahr 1988 die erste Plasmid-kodierte Oxyimino-Cephalosporinase (CTX-M) bei
einem E. coli-Isolat aus einem Tier, einem Laborhund in Japan, nachgewiesen wurde
(MATSUMOTO et al 1988), gibt es nahezu weltweit Studien Yber das Vorkommen von
multiresistenten Keimen und ESBL-Bildnern bei Tieren (SMET et al 2010, CARATTOLI
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2008). In vielen LSndern, auch in Deutschland, sind daraufhin Resistenz-Monitoring-
Projekte bei Haus- und Nutztieren entstanden. Im Folgenden wird nur auf nationale

Monitoring-Programme und Studien aus Deutschland und Europa eingegangen.

2.4.2.1 Lebensmittelliefernde Tiere inklusive Wirtschaftsgefliigel

Dass Bakterien mit Plasmid-kodierten Resistenzgenen von Nutztieren auf Menschen
Ybergehen k3nnen, wurde erstmalig 1976 nachgewiesen (LEVY et al 1976). SpSter
wurden in vielen weiteren Studien bei Menschen und Nutztieren Bakterien mit gleichen
Resistenzgenen und ESBL-Typen gefunden (MORA et al 2010, LEVERSTEIN VAN
HALL et al 2011, MADEC et al 2012).

Lebensmittelliefernde Tiere werden derzeit als Hauptreservoir fYr Pathogene mit
zoonotischem Potential gesehen und die Nachweisraten ESBL-produzierender E. coli
und Salmonella spp. bei Nutztieren steigen seit Jahren an (CARATTOLI 2008).
Insbesondere seit dem Aufkommen der ersten blactx.u-Gene (BAUERNFEIND et al
1990) verbreiten sich diese Yber Europa, Asien und Amerika bei Menschen und Tieren.
Einige CTX-M-Typen wie z. B. CTX-M-15 werden auf jedem dieser Kontinente bei
Menschen und Tieren in unterschiedlicher PrSvalenz gefunden, andere wie CTX-M-1
Yberwiegend bei Tieren in Europa (EWERS et al 2012).

In Deutschland wurden im Rahmen eines nationalen Resistenzmonitoring-Programmes
(BfT-GermVet) Antibiotikaresistenzen bei von erkrankten Nutztieren stammenden
Bakterien analysiert. E. coli-Isolate von Schweinen (87), die im BfT-GermVet-
Programm von 2004 bis 2006 untersucht wurden, stammten von Infektionen des
Urogenitaltrakts incl. Mastitis-Metritis-Agalaktie-Komplex von Tieren verschiedener
Altersstufen. Dabei wurden die h3chsten Resistenzraten fYr Sulfamethoxazol (59 %),
Tetracyclin (54 %), potenzierte Sulfonamide (Trimethoprim-Sulfamethoxazol) (41 %)
und Ampicillin (38 %) nachgewiesen. Die Resistenzrate fYr Cephalotin lag bei 14 %,
die fYr Cefazolin bei 2 %. Die equinen E. coli-lsolate (102) stammten aus dem
Genitaltrakt, hier wurden die h3chsten Resistenzraten mit annShernd 28 % fYr
Sulfamethoxazol und Cephalotin detektiert. Mittlere Resistenzraten lagen fYr Ampicillin

(18 %), Tetracyclin (17 %) und potenzierte Sulfonamide (16 %) vor. Bei Pferden war
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zusStzlich ein hoher Anteil intermediSrer Isolate gegen Cephalotin (40 %) feststellbar

(GROBBEL et al 2007).

Inzwischen sind auch neuere Daten aus dem BfT-GermVet-Programm verfYgbar, die
Yber den Zeitraum von 2006 bis 2007 erhoben wurden. Bei einer Untersuchung von
1378 E. coli-lsolaten auf ESBL-Produktion wurde bei 27 (1,96 %) der Isolate eine
ESBL-Bildung nachgewiesen, (12 Isolate aus Schweinen, 12 aus Rindern/KSlbern, 2
aus GeflYgel, 1 aus einem Pferd). Die am hSufigsten detektierten ESBL-Gene waren
blactx-w-1, aber es wurde auch ein blactx-w-15 bei einem E. coli von einem Kalb mit einer

Infektion des Gastrointestinaltraktes nachgewiesen (SCHINK et al 2013).

In einem nationalen Resistenz-Monitoring des Bundesinstitut fYr Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (BVL) aus den Jahren 2004/2005 wurden Resistenzraten
fYr verschiedene Bakterien, darunter auch fYrE. coli, bei erkranktem NutzgeflYgel, und
zwar beim Huhn (Indikation: DottersackentzYndung und SeptikSmie) und Truthuhn
(Indikation: SeptikSmie), jeweils KYken und adulte Tiere, ermittelt. Die Auswertung der
Ergebnisse zeigte bei E. coli aus BroilerkYken hohe Resistenzraten fYr Tetracyclin
(34,8 %), Ampicillin (38,3 %), Doxycyclin (23,5 %) und Trimethoprim-Sulfamethoxazol
(15,6 %). Die Resistenzrate fYr Cephalotin lag bei 27,7 %, zusStzlich zeigten bei
Cephalotin 42,5 % der Isolate intermediSre Ergebnisse. Die Resistenzlage von E. coli
aus adulten Broilern war vergleichbar, dort wurden ebenfalls hohe Resistenzraten fYr
Tetracyclin (34,9 %), Ampicillin (39,5 %), Doxycyclin (37,0 %) und Trimethoprim-
Sulfamethoxazol (18,6 %) festgestellt. Die Resistenzrate fYr Cephalotin lag bei 26,7 %,
mit 41,9 % der Isolate im intermediSren Bereich. Die Antibiotikaresistenzen bei E. coli
aus TruthYhnern lagen generell hher, mit deutlichen Unterschieden zwischen KYken
und adulten Tieren. Die Resistenzraten fYr Tetracyclin (66,7 % vs. 75,3 %), Ampicillin
(47,6 % vs. 59,8 %), Trimethoprim-Sulfamethoxazol (4,8 % vs. 34,0 %) und Cephalotin
(28,6 % vs. 48,5 %) lagen bei allen getesteten Wirkstoffen bei den E. coli aus adulten
Tieren Yber denen der aus KYken (WALLMANN et al 2007).

Im Forschungsverbund &RESET: ESBL und (fluoro)quinolone resistance in
EnterobacteriaceaeO (Stand: 25.01.2012) werden Resistenzdaten aus mehreren noch
laufenden Querschnitts- und Longitudinalstudien ausgewertet. Dort wurden
beispielsweise bei 23 einbezogenen ZuchtschweinbestSnden 65 %, und bei 8

untersuchten GeflYgelbestSnden 100 % ESBL-verdSchtige, in diesem Fall Cefotaxim-
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resistente E. coli nachgewiesen. Eine Untersuchung von Einzeltierkotproben in vier
HShnchenmastbestSnden zu verschiedenen Zeiten der Mastperiode ergab 76 %
(152/200) ESBL-verdSchtige E. coli. Eine weitere Charakterisierung von bisher 58 E.
coli-lsolaten konnte den ESBL-Verdacht bestStigen und verschiedene, auch bei
Menschen vorkommende ESBL- oder AmpC-Gene nachweisen (RESET 2012).

Es existieren zahlreiche Publikationen in wissenschaftlichen Zeitschriften Yber
Antibiotikaresistenzen und ESBL-bildende Enterobacteriaceae bei Nutztieren mit dem
Hintergrund, dass einer Besiedelung des Gastrointestinaltraktes des Menschen durch
Verzehr kontaminierter Lebensmittel oder durch Kontakt mit infizierten Tieren eine
Bedeutung zukommt (BfR 2011b). GestYtzt wird diese Annahme durch den Nachweis
von Bakterien mit gleichen ESBL-Genen aus dem Menschen und HYhnchenfleisch
(OVERDEVEST et al 2011) sowie in gesunden HYhnern und in deren Haltern
(DIERIKX et al 2013). Multiple Antibiotikaresistenzen wurden in E. coli-Isolaten bei
krankem GeflYgel in Amerika (BASS et al 1999), Antibiotikaresistenzen und ESBL-
Bildung bei E. coli aus Enten in China (MA et al 2012) und bei gesundem GeflYgel in
Nigeria (CHAH & OBOEGBULEM 2007) detektiert.

Zahlreiche Publikationen belegen eine Bedeutung auch in Europa. ESBL-bildende
Bakterien wurden bei gesunden lebensmittelliefernden Tieren in England (HORTON et
al 2011) und in der Schweiz (WANG et al 2013), bei GeflYgel in DSnemark
(BORTOLAIA et al 2011), KSlbern in den Niederlanden (HORDJIK et al 2013a),
Schweinen in Portugal (RODRIGUEZ et al 2013) und bei Schweinen und HYhnern in
Portugal (MACHADO et al 2008) und Spanien (CORTEZ et al 2010) gefunden.

In Deutschland stammen erste Nachweise von Bakterien mit Antibiotikaresistenzen bei
lebensmittelliefernden Tieren aus den Jahren 1993-1999, und zwar von E. coli- und
Salmonella-Isolaten aus erkranktem GeflYgel (JODAS & HAFEZ 2003). In den Jahren
1999 bis 2001 wurden E. coli-Isolate von GeflYgel, Rindern und Schweinen untersucht
und bei 32,0 % der Isolate Multiresistenz nachgewiesen (GUERRA et al 2003).

Das Vorkommen von ESBL-bildenden E. coli bei erkrankten HYhnern, Schweinen und
Rindern (SCHINK et al 2013) sowie ESBL- und zusStzliche Shiga-Toxin-Produktion bei
E. coli-Isolaten von an Diarrhoe erkrankten KSlbern (EWERS et al 2014b) wurde auch

in neueren Publikationen belegt.
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Insbesondere viele aktuelle Arbeiten dokumentieren die Bedeutung von GeflYgel und
GeflYgelfleisch als TrSger von Bakterien mit Antibiotikaresistenzen. So wurden
antibiotikaresistente E. coli und Salmonellen in Schlachthofproben von HYhnern und
Schweinen (SCHWAIGER et al 2012), und ESBL-bildende E. coli bei
HShnchenfleischproben (KOLA et al 2012) detektiert. Eine Untersuchung der
Schlachtkrper deutscher Broiler aus vier verschiedenen GeflYgelherden zeigte ESBL-
bildende Enterobacteriaceae in 88,6 % der Tiere (REICH et al 2013). Aber auch bei
lebenden Tieren im Bestand wurden hohe Nachweisraten publiziert. Die Untersuchung
von Kotproben von GeflYgel aus verschiedenen Betrieben in Deutschland, genommen
zu drei verschiedenen Zeiten der Mastperiode und beginnend bei den EintagskYken,
ergab steigende ESBL- und AmpC-PrSvalenzen im Laufe der Mastperiode. In dieser
Studie wurden bei durchschnittlich 51 %, 75 % und 76 % der Tiere ESBL- und/ oder
AmpC-bildende Bakterien festgestellt. (LAUBE et al 2013). Bei einer Untersuchung
gesunder Nutztierherden in Deutschland wurde ESBL-/AmpC-Produktion in E. coli-
Isolaten aus allen einbezogenen Broiler-Farmen (8/8), 56,3% (9/16)
Zuchtschweinbetrieben, 43,8 % (7/16) Mastschweinehaltungen und 60,0 % (6/10) der
Milchkuhherden detektiert (FRIESE et al 2013).

Eine bundesweite Untersuchung unter Einbeziehung von insgesamt 2352
lebensmittelliefernden  Tieren (Rind, Schwein, GeflYgel) ergab fYr das
Untersuchungsjahr 2005/2006 eine E. coli-ESBL-PrSvalenz von 1,7 % bei erkrankten
Nutztieren. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden 40 ESBL-bildende E. coli isoliert,
die hauptsSchlich von Tieren mit Enteritis (Rind, Schwein), Mastitis (Rind) und Sepsis
(GeflYgel, Rind) stammten. Einzelne Isolate wurden auch bei Pneumonie (Rind),
Arthritis (Rind) und Polyserositis (Schwein) festgestellt. Bei GeflYgel, Schweinen und
adulten Rindern wurde ausschlie§lich CTX-M-1 nachgewiesen, bei KSlbern CTX-M-1
und CTX-M-15 (BTCHTER 2010).

Bei insgesamt 1325 E. coli-Isolaten, die aus Kot- und Tupferproben von HYhnern,
Puten, Peking- und Moschusenten stammten, wurden Resistenzen gegen eine ganze
Reihe von Antibiotika nachgewiesen. Diese Proben waren in den Jahren 2006 bis 2008
zur bakteriellen Diagnostik an ein Labor eingesandt worden und stammten aus
verschiedenen GeflYgelbestSnden vor allem aus Bayern und wurden mittels
Agardiffusionstest und Bouillon-Mikrodilutionstest untersucht. Von den 1325 durch

Agardiffusionstest untersuchten E. coli-Isolaten zeigten 49,4 % (654/1325) Resistenz
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gegen Ampicillin, 6,7 % (89/1325) Resistenz gegen Enrofloxacin und 39,9 %
(529/1325) Resistenz gegen Tetracyclin. Die Untersuchung von 212 E. coli-Isolaten
mittels Mikrodilutionstest zeigte Shnliche Resistenzraten mit Ausnahme der
Resistenzrate fYr Tetracyclin, die bei 47,6 %, und damit deutlich hdher (101/212) lag
(KRONTHALER 2009).

Unversffentlichte Daten aus der Klinik fYr V3gel, Reptilien, Amphibien und Zierfische
der LMU MYnchen aus dem Jahr 2013 zeigten fYr 82 untersuchte E. coli-Isolate von
WirtschaftsgeflYgel (HYhner, Puten) Resistenzraten von 39,0 % (32/82) fYr Ampicillin,
7,3 % (6/82) fYr Enrofloxacin, 13,4 % (11/82) fYr SulfamethoxazokTrimethoprim und
29,3 % (24/82) fYr Tetracyclin (KORBEL & STEIN, unversffentlicht).

Eine Studie aus SYdbayern belegt, dass ESBL-Bildung bei E. coli in bayerischen
RinderbestSnden weit verbreitet ist und KSlber, vermutlich aufgund hSufiger
Antibiotikabehandlungen, ein Reservoir fYr ESBL-bildende E. coli darstellen (SCHMID
et al 2012). So wurden in 32,8 % von 598 Umgebungs- und Kotproben bayerischer
Rinder ESBL-bildende E. coli nachgewiesen, wobei in 93,4 % (183/196) der ESBL-
positiven Proben CTX-M-Enzyme, meist CTX-M-1 gefunden wurde (SCHMID et al
2013).

2.4.2.2. Begleittiere inklusive Ziervogel

Im Rahmen des oben fYr die Nutztiere bereits erwShnten nationalen BfT-GermVet-
Programmes 2004/2006 und 2006/2007 wurden auch Antibiotikaresistenzen bei
Bakterien aus Hunden und Katzen untersucht und u. a. im GERMAP 2010 Report
versffentlicht. Die HSufigkeit von Resistenzen tierpathogener Bakterien bei Hunden
und Katzen gegen 22 Antibiotika lag deutlich unter der bei lebensmittelliefernden
Tieren (GERMAP 2011). Alle Bakterien stammten dabei aus der Routinediagnostik von
akut erkrankten Tieren und waren nur von Tieren genommen worden, die seit
mindestens 4 Wochen keine antibakteriellen Wirkstoffe erhalten hatten (SCHWARZ et
al 2007). Von Hunden und Katzen mit Infektionen des Respirationstrakts wurden in den
Jahren 2004 - 2006 lediglich 28 E. coli-lsolate untersucht. Hier waren die
Resistenzraten am h3chsten fYr Sulfamethoxazol (43 %), Ampicillin (39 %) und

Cephalotin (21 %). Die Cefalozin-Resistenzrate lag bei 11 %. Allerdings zeigten eine
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hohe Zahl der Isolate intermediSre Ergebnisse fYr Cephalotin (46 %) und Amoxicillin
ClavulansSure (7 %) (GROBBEL et al 2007). Von Infektionen des Urogenital- und
Genitaltraktes entstammten 100 E. coli-Isolate. Die hichste Resistenzrate wurde fYr
Ampicillin (24 %) ermittelt, gefolgt von Sulfamethoxazol (18 %), Tetracyclin (16 %),
Cephalotin (11 %) und potenzierten Sulfonamiden (11 %). Die Resistenzrate gegen
Enrofloxacin lag bei 7 %. Auch hier zeigte ein hoher Anteil der Isolate intermediSre
Ergebnisse gegen Cephalotin (39 %). Weitere 100 untersuchte Isolate stammten von
Gastrointestinaltrakt-Infektionen und zeigten Resistenzraten fYr Tetracyclin von 18 %,
fYr Sulfamethoxazol von 15 %, fYr Ampicillin von 14 % und fYr Cephalotin von 9 %.
Auch hier wurden viele intermediSre Ergebnisse gegen Cephalotin (43 %) festgestellt.
Da fYr E. coli bei den untersuchten Indikationen keine CLSI-Grenzwerte fYr
Cephalosporine der 3. Generation (Cefoperazon) und 4. Generation (Ceftiofur und
Cefquinom) verfYgbar waren, erfolgte bezYglich einer Resistenz gegen diese
Antibiotika keine Beurteilung (GROBBEL et al 2007).

Im GERMAP 2010 Report wurden zudem die Resistenzdaten aus den BfT-GermVet-
Programmen von 2004 bis 2006 mit denen von 2006 bis 2007 verglichen und ein
Anstieg der Antibiotikaresistenzen festgestellt. FYr E. coli, den hSufigsten bei
Urogenitaltrakt-Infektionen von Hunden und Katzen isolierten Erreger, lag die
Resistenzrate gegen Ampicillin 2004/2006 bei 24 % und 2006/2007 bei 27 %. €hnliche
Ergebnisse wurden fYr Tetracyclin (17 % in den Jahren 2004/06 vs. 21 % in den
Jahren 2006/07) und Trimethoprim-Sulfamethoxazol (11 % in 2004/06 vs. 16 % in
2006/07) dokumentiert. Ein deutlicher Anstieg der Resistenzrate war bei Cephalotin (1.
Generation Cephalosporin) zu verzeichnen. Dort verdoppelte sich die Resistenzrate
von 11 % (2004/06) auf 22 % (2006/07) (GERMAP 2011).

Der zunehmend engere Kontakt zwischen Menschen und ihren Haustieren zeigt sich
unter anderem an einer intensiveren medizinischen Betreuung von Begleittieren wie
Hunden und Katzen und einer wachsenden Zahl von Intensivpatienten in Tierkliniken
(WIELER et al 2011). Bestimmte, hSufig ESBL-produzierende E. coli-Varianten wie
ST131 und ST648 werden bei Menschen und Begleittieren gefunden (WIELER et al
2011, EWERS et al 2010, VAN DER BIJ et al 2011). Der enge Kontakt von Mensch
und Tier ermSglicht neue Infektionswege dieser Bakterien und wird als Gefahr
gesehen, die konsequente Hygienema8nahmen, effektive InfektionsverhYtung und

Kontroll-Strategien, insbesondere in UniversitStstierkliniken nstig macht (WIELER et al
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2011). Vor dem Hintergrund des zunehmenden Auftretens Extended-Spectrum Beta-

Lactamasen bildender Enterobacteriaceae bei Haustieren (WIELER et al 2011,

EWERS et al 2011) und dem Nachweis, dass das Halten von Haustieren fYr Menschen

ein 7-fach h3Sheres Risiko birgt, eine Besiedelung mit ESBL-produzierenden

Enterobacteriaceae, in diesem Fall E. coli, zu erlangen (MEYER et al 2012), wird

dringend die EinfYhrung eines &Antibiotic StewardshipO und neuer Strategien zur
tbherwachung multiresistenter Erreger, insbesondere hinsichtlich neuer, mutmaslicher

Infektionswege zwischen Menschen und ihren Haustieren gefordert (EWERS et al

2011).

Zahlreiche Untersuchungen belegen das Vorkommen von ESBL-bildenden Bakterien
bei Begleittieren. So wurden 2700 Isolate von Enterobacteriaceae, die in den Jahren
2007 bis 2009 bei klinisch manifesten Infektionen von Haustieren gesammelt wurden,
auf ESBL- und/oder AmpC-Vorkommen untersucht. Die Proben stammten aus 37
Tierkliniken aus 11 Gebieten der Niederlande. Dabei wurden 29 ESBL-bildende E. coli,
22 AmpC-bildende E. coli, E. cloacae und C. freundii sowie 6 ESBL- und AmpC-
bildende E. cloacae detektiert. 74 % dieser Isolate zeigten Multiresistenz gegen
mindestens drei Antibiotika (DIRIKX et al 2012). In ...sterreich wurden ESBL-bildende
E. coli bei Hunden und Katzen, und zwar in 12 (5,3 %) von 228 Kotproben, gefunden
(FRANIEK et al 2012).

Insgesamt scheinen erkrankte Tiere eine h3here ESBL- E. coli-PrSvalenz aufzuweisen
als gesunde, wie es auch bei Menschen festgestellt wurde. Eine Untersuchung
gesunder und an Diarrhoe erkrankter Haustiere aus verschiedenen Gegenden der
Niederlande auf das Vorkommen von ESBL- und/oder AmpC-bildender
Enterobacteriaceae zeigte bei 55 % der erkrankten Hunde und 25 % der erkrankten
Katzen ESBL-/AmpC-bildende E. coli, aber lediglich bei 45 % der gesunden Hunde und
0 % der gesunden Katzen. Die am hSufigsten detektierten ESBL-Gene waren blactx-m-1,
es wurde aber auch ein blacrx.m.15 hachgewiesen (HORDIJK et al 2013b). Zwischen
2006 und 2010 wurden ESBL-bildende E. coli bei erkrankten Begleittieren (Hund,
Katze, Ziege, Pferd) in Frankreich detektiert, einige der Isolate exprimierten zusStzlich
Zu blactx.m.1 Weitere Resistenzgene wie blargm.: oder blaoxa.1. Alle diese Isolate zeigten
Multiresistenz gegen verschiedene Antibiotika, wobei die Resistenz gegen Tetracyclin

und Sulfonamide immer vertreten war (DAHMEN et al 2012).
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In humanen ESBL-bildenden Bakterien-Isolaten aus deutschen Kliniken ist momentan
CTX-M-15 der am hSufigsten detektierte ESBL-Typ. Die Ausbreitung von CTX-M-15
wird in enger Relation zur weiten Verbreitung von StSmmen der klonalen Linie O25b-
ST131 gesehen (GERMAP 2014). So wurde 0O25b-ST131 mit CTX-M-15-Bildung
hSufig bei ExPEC-Infektionen des Menschen nachgewiesen (ROGERS et al 2011). In
neueren Publikationen wurde dieser Klon auch in E. coli-lsolaten von Begleittieren
nachgewiesen. In 177 ESBL-bildenden Isolaten von erkrankten Haustieren (v. a.
Hunde mit Harntrakt- und Wundinfektionen) konnten 5,6 % (10/177) der E. coli-1solate
als B2-025b-ST131 identifiziert werden. Durch Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)-
Profil wurde eine tbereinstimmung mit einem humanen Kontrollstamm von Yber 85 %
nachgewiesen (EWERS et al 2010).

Auch bei Begleittieren sind Kombinationen einzelner E. coli-Pathotypen wie EXPEC mit
zusStzlicher ESBL-Bildung nachgewiesen worden. Dabei wurde insbesondere den
Sequenztypen ST131 und ST648, die den Phylogruppen B2 und D angehsren,
Bedeutung zugemessen. ST648 wird ebenso wie ST131 in Blutkulturen bei
Sepsispatienten gefunden (VAN DER BJI et al 2011). In einer aktuellen Untersuchung
wurden bei 1152 ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten von klinisch erkrankten
Hunden, Katzen und Pferden aus 11 europSischen LSndern 2,8 % der Isolate als B2
ST131 und 3,5 % der Isolate als D-ST648 determiniert. Die Verbindung mit CTX-M-15
war dabei am hSufigsten vertreten. Bei beiden Typen wurden eine Vielzahl von
extraintestinalen Resistenzfaktorgenen nachgewiesen, so dass nicht nur ST131,
sondern auch ST648 Multiresistenz, extraintestinale Virulenz und zoonotisches
Potential kombiniert (EWERS et al 2014a).

tbher Antibiotikaresistenzen bei Bakterien aus Ziervigeln liegen bislang nur wenige
Publikationen vor. Keines der nationalen Resistenz-Monitoring-Programme schlie§t
Ziervgel mit ein. Lediglich in einigen Studien, die sich primSr mit der Untersuchung
von Vogelpatienten in Tierkliniken befassen, wurden Resistenzdaten fYr verschiedene
Erreger, hSufig fYr Zier und Wildvigel sowie WirtschaftsgeflYgel gemeinsam,

ausgewertet.

Wissenschaftler aus Japan beschSftigen sich schon seit Yber 30 Jahren mit
Antibiotikaresistenz und Ybertragbaren Resistenz-Plasmiden bei Bakterien von

Ziervigeln sowie Zier- und RassegeflYgel. Bei einer zwischen 1975 und 1977
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durchgefYhrten Untersuchung von Haustauben (und anderen V3geln) wurden bei 23 %
(20/87) der domestizierten Tauben Antibiotika-resistente E. coli nachgewiesen (SATO
et al 1978). Etwa zur gleichen Zeit wurden Antibiotikaresistenzen und konjugative
Resistenz-Plasmide bei E. coli von nach Japan importierten Ziervgeln (WildfSngen)
untersucht. Von 309 E. coli-Isolaten zeigten 232 (75,1 %) Resistenzen gegen
mindestens ein Antibiotikum, und 63,8 % der resistenten Isolate (148/232) trugen
konjugative Resistenz-Plasmide. Die Autoren sahen als Ursache fYr die hohe, bei E.
coli-lsolaten gefundene Resistenzrate den prophylaktischen Antibiotikaeinsatz bei
ImportvSgeln (NAKAMURA et al 1980).

FYr Deutschland liegen bisher nur wenige Publikationen zur Antibiotikaresistenz bei
Bakterien unter Einbeziehung von Ziervsgeln vor. Bei einer Untersuchung von 846
Bakterienisolaten aus Organ- und Tupferproben von verschiedenen Vogelspezies,
darunter auch Isolate von 289 Papageien in den Jahren 1996 bis 1998 auf das
Vorliegen von Resistenzen gegen verschiedene Antibiotika wurden insgesamt 140 E.
coli-lsolate detektiert. Von diesen zeigten 57,6 % (80/139) Resistenzen gegen
Doxycyclin, 63,3 % (57/90) Resistenzen gegen Amoxicillin und 7,1 % (10/140)
Resistenzen gegen Enrofloxacin. Dabei wurde bei der Auswertung der Daten nicht
zwischen unterschiedlichen Vogelspezies differenziert (RAVELHOFER-ROTHENEDER
1999). Eine aktuelle Untersuchung aus dem Jahr 2012 zeigte bei verschiedenen
Enterobacteriaceae-Isolaten aus Vogelpatienten, darunter 104 Psittaziden, eine
SensitivitStsrate fYr Colistin von Yber 99 % (BERGS & KORBEL 2012).

Bisher unversffentlichte Daten aus der Klinik fYr V3gel, Reptilien, Amphibien und
Zierfische, LMU, Oberschlei§heim, aus dem Jahr 2013 zeigten bei E. coli-Isolaten von
Ziervigeln, hauptsSchlich von Psittaziden, am hSufigsten Resistenzen gegen Ampicillin
mit 17,4 % und Amoxicillin-ClavulansSure mit 87 %. Die Resistenzraten gegen
Doxycyclin, Enro- und Marbofloxacin sowie Sulfamethoxazol-Trimethoprim lagen unter
5 %. Dies zeigte, dass das Ausma8 der Antibiotikaresistenzen bei E. coli aus
Ziervigeln zwar deutlich geringer als bei WirtschaftsgeflYgel war, aber trotzdem zu
Problemen bei der Therapie fYhren kann (KORBEL & STEIN, unversffentlicht). Diese
Zahlen belegen die Bedeutung der Kenntnis der aktuellen bakteriellen Resistenzlage
bei Vogelpatienten, und die hier ermittelten Daten zur aktuellen Resistenzsituation

kSnnen auch als Entscheidungshilfe dienen, wenn Ziervogelpatienten im Notfall
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antibiotisch versorgt werden mYssen, bevor die Ergebnisse eines Antibiogramms
vorliegen (BERGS & KORBEL 2012).

2.4.2.3. Wildsaugetiere

Im Zusammenhang mit der zunehmenden Detektion multiresistenter und ESBL-
bildender Keime bei Menschen, Haus- und Nutztieren stellt sich die Frage nach
Quellen und Reservoiren dieser Bakterien, die mSglicherweise in der Umwelt und in
Wildtieren zu finden sind. Eine erste Publikation Yber das Vorkommen
antibiotikaresistenter gram-negativer Bakterien in unberYhrter, antibiotikafreier Umwelt
stammt aus dem Jahr 1968. In dieser Studie wurden Wildtiere und BuschmSnner aus
dem Kruger Nationalpark (SYdafrika) und aus dem Pohwe-River-Valley (Rhodesien)
untersucht. 8 % der Bakterien von Wildtieren aus dem Pohwe-River-Valley, und 19 %
der Bakterien aus BuschmSnnern zeigten Resistenz gegen Ampicillin. Bei 9 % der
Bakterien von Wildtieren aus dem Kruger Nationalpark wurden Resistenzen gegen
mindestens ein Antibiotikum nachgewiesen. Resistenz-Plasmide, fYr deren Erhalt der
Selektionsdruck durch Antibiotika eine wichtige Rolle spielt, wurden nicht gefunden
(MARE 1968). Fast 20 Jahre spSter wurden, ebenfalls in Afrika, wilde Primaten, und
zwar Steppenpaviane (Papio cynocephalus) in Kenia mit und ohne Menschenkontakt
auf das Vorkommen Antibiotika-resistenter Bakterien untersucht. Dabei wurden
erheblich weniger Resistenzen bei der Population, die vsllig abgeschieden ohne
Kontakt zu Touristen und deren AbfSllen lebten, detektiert (ROLLAND et al 1985).

FYr Europa liegen bisher einzelne Untersuchungen zu ESBL-bildenden Bakterien bei
Wildtieren vor. So wurden in Kotproben von Schwarzwild aus Portugal ESBL-bildende
E. coli bei 10,4 % (8/77) der Tiere detektiert, alle vom CTX-M-1-Typ, alleine oder in
Kombination mit blatem.1, (POETA et al 2009). In einer anderen Studie aus Portugal
wurden bei 5,5 % von 237 Iberischen WSlfen ESBL-produzierende E. coli festgestellt
(GON,ALVES et al 2012). Auch in Tschechien und in der Slowakei wurden
antibiotikaresistente und ESBL-bildende E. coli in Kotproben verschiedener Wildtiere
gefunden. Resistente E. coli wurden bei 2 % der Nagetiere und Insektenfresser, 12 %
der WildwiederkSuer und FYchse, 0 % der BraunbSren und 6 % des Schwarzwildes
nachgewiesen. FYnf (2 %) der 293 E. coli-Isolate aus Schwarzwild wiesen ESBL der
Typen CTX-M-1 und TEM-52b auf (LITERAK et al 2010a).
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Wildtiere, die nahe bei menschlichen Siedlungen leben, scheinen ein erhShtes Risiko
fYr einen Erwerb von antibiotikaresistenten Keimen zu besitzen. Eine Untersuchung
von Ratten aus Berlin (Deutschland) auf das Vorkommen von multiresistenten
Bakterien und ESBL zeigte einen hohen Resistenzlevel gegenYber den in der
Humanmedizin als Reserveantibiotika geltenden Fluorchinolonen und Beta-Lactamen.
Bei 13,6 % der 236 untersuchten Isolate, wobei drei Isolate pro Tier beurteilt wurden,
wurden Multiresistenzen gefunden, davon ein ESBL-CTX-M-9-bildender E. coli
(GUENTHER et al 2012a).

2.4.2.4. Wildvégel

Auf der Suche nach m3glichen Quellen und Reservoiren Ybertragbarer Pathogene mit
zoonotischem Potential und Antibiotikaresistenzen wurden, insbesondere in den letzten
Jahren, auch Studien bei Wildv3geln verschiedener Spezies durchgefYhrt. Es ist
anzunehmen, dass VS3gel, die durch ihren teilweise erheblichen Aktionsradius
Bakterien Yber weite Strecken verbreiten k3nnen, als Reservoire agieren und bei der

Ausbreitung von antibiotikaresistenten Bakterien eine wichtige Rolle spielen.

Eine erste Publikation Yber Antibiotikaresistenz bei Bakterien aus wildlebenden V3geln
kommt aus Japan. Dort wurden von 1975 B 1977 Stra8entauben (Columba livia) und
KrShen (Corvus spp.) auf antibiotikaresistente E. coli und das Vorkommen von
Resistenz-Plasmiden untersucht. Antibiotikaresistenzen, und dabei am hSufigsten
Resistenzen gegen Chloramphenicol, wurden bei 21,2 % (39/184) der Stra8entauben
und der HSlfte der KrShen gefunden. 73,3 %aller multiresistenten E. coli-Isolate trugen
konjugative Resistenz-Plasmide (SATO et al 1978). Ebenfalls in Japan wurden einige
Jahre spSter 30 Wildvigel aus sechs verschiedenen Spezies auf E. coli mit
Antibiotikaresistenzen untersucht. Bei 18,7 % der 230 untersuchten E. coli aus drei
verschiedenen Spezies (Corvus marcrorhynchos japonensis, Sturnus cineraceus,
Bamusicola thoracica) wurden Resistenzen gegen mindestens ein Antibiotikum
festgestellt. Resistenz-Plasmide wurden in 5 (14,7 %) der 34 resistenten Isolate aus
DschungelkrShen (Corvus marorhynchos japonensis) gefunden (NAKAMURA et al
1982). Im Zeitraum zwischen 1983 und 1986 wurden 1819 Kotproben von
verschiedenen Wasserv3geln aus Japan untersucht und 554 E. coli von 121 V3geln

isoliert. Alle Isolate waren gegen Sulfadimethoxine resistent. In dieser Studie wurden
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Resistenz-Plasmide in 128 (55 %) der 233 antibiotikaresistenten Isolate gefunden
(TSUBOKURA et al 1995).

In den letzten 5 Jahren wurden, verstSrkt in Europa, aber auch in anderen Kontinenten
Wildvsgel, insbesondere Wasservigel und GreifvSgel, auf das Vorkommen
multiresistenter- und ESBL-bildender Bakterien untersucht. Antibiotikaresistente und
ESBL-bildende E. coli wurden bei Wasservsgeln in Frankreich (BONNEDAHL et al
2009), Polen (LITERAK et al 2010b), Tschechien (TAUSOVA et al 2012), Schweden
(BONNEDAHL et al 2010, WALLENSTEN et al 2011), Russland (HERNANDEZ et al
2010), und Portugal (POETA et al 2008, SIMOES et al 2010) gefunden. Auch in kaum
bewohnten Gegenden, wie den im pazifischen Ozean liegenden Oster-Inseln, konnten
bei Wasservsgeln verschiedene ESBL-bildende Bakterien, darunter auch E. coli,
nachgewiesen werden (ARDILES-VILLEGAS et al 2011). Insbesondere Zugvsgel wie
WildgSnse wurden trotz geringer PrSvalenzen ESBL-bildender E. coli wegen ihres
gro8en Aktionsradius als Risikofaktor bei der Verbreitung angesehen (GARMYN et al
2011).

Dennoch scheint auch bei V3geln die rSumliche Entfernung des Aufenthaltsortes zu
menschlichen Siedlungen oder Nutztierhaltungen einen Einfluss auf die
Wahrscheinlichkeit zu haben, TrSger antibiotikaresistenter Bakterien zu sein.
KanadagSnse (Branta canadensis) aus zwei verschiedenen Gegenden in den USA
wiesen deutlich unterschiedliche Resistenzraten auf. VSgel aus Regionen ohne
Vorkommen von Nutztierfarmen trugen Bakterien mit geringeren Resistenzraten als
V3gel, die sich in der NShe von Nutztierhaltungen aufhielten (19 % vs. 72 %) (COLE et
al 2005).

In Portugal wurden bei verschiedenen Greifvogelspezies ESBL-bildende E. coli
gefunden (PINTO et al 2010, COSTA et al 2006, COSTA et al 2008). Bei
MSusebussarden (Buteo buteo) aus Portugal wurde, allerdings unter Einbeziehung von
nur 33 Kotproben, eine hohe Rate von 15,2 % (5/33) ESBL-bildender E. coli
nachgewiesen (RADHOUANI et al 2010). Dieses Ergebnis konnte aber in einer
Folgestudie der gleichen Autoren zwei Jahre spSter nicht bestStigt werden. Es wurden
zwar hohe PrSvalenzen (97,2 %) resistenter Bakterien in 36 E. coli-Isolaten aus 42

Kotproben nachgewiesen, aber keine ESBL-Bildner. Insbesondere Resistenzen gegen
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Tetracyclin (75,0 %) und Ampicillin (61,1 %) wurden hSufig detektiert (RADHOUANI et
al 2012).

Stra8entauben (verwilderte Haustauben, Columba livia f. domestica) wurden wegen
des engen Kontakts zu Menschen in ihrem Lebensraum ebenfalls als bedeutendes
Reservoir antibiotikaresistenter Bakterien angesehen. Bei 12,1 % von in Brasilien
untersuchten Stra8entauben wurden pathogene, Diarrhoe verursachende E. coli-
StSmme unterschiedlicher Pathotypen wie EIEC, STEC. EPEC und ETEC entdeckt.
37,9 % der Isolate waren gegen mindestens ein Antibiotikum resistent (SILVA et al
2009). Dagegen wurde bei Tauben in Tschechien eine sehr geringe E. coli-
Resistenzrate von nur 1,5 % (3/203) detektiert. ESBL-bildende E. coli wurden nicht
gefunden (RADIMERSKY et al 2010).

Auch bei der Untersuchung Kkleiner SingvSgel wurden unterschiedliche
Antibiotikaresistenz- und ESBL-Raten ihrer Bakterien festgestellt. So wurde bei einer
von 220 Kotproben (0,5 %) von verschiedenen WildvSgeln (verschiedene
Sperlingsvigel und WildgeflYgel) auf den Azoren ESBL-bildende E. coli entdeckt. Das
CTX-M-14- und SHV-12-bildende E. coli-Isolat stammte von einer M3nchsgrasmYcke
(Silvia atricapilla) (SILVA et al 2011). Dagegen konnten bei 300 untersuchten
HalsbandschnSppern (Ficedula albicollis) aus Schweden keine ESBL-bildenden
Bakterien nachgewiesen werden (JEHRHULT et al 2013).

Die Ursache fYr diese unterschiedlichen Resistenzraten von E. coli aus gleichen oder
Shnlichen Vogelspezies aus verschiedenen LSnden wurde bislang nicht gekISrt. Als
Ursache ist neben einem unzureichenden Stichprobenumfang und damit ungenauen
Befallsraten auch anzunehmen, dass die Resistenz- und ESBL-Rate der E. coli der
Wildvigel Shnlich wie die bei Menschen und Nutztieren geographisch variiert. GestYtzt
wird diese Annahme durch eine aktuelle Studie, bei der 3159 Kotproben von brYtenden
M3wen (Larus fuscus, L. argentatus, L. michaellis) aus 9 europSischen LSndern auf
antibiotikaresistente E. coli untersucht wurden. Bei 31,5 % der E. coli-Isolate der VSgel
wurden Resistenzen gegen mindestens ein Antibiotikum festgestellt, wobei die
Resistenzraten sich zwischen den LSndern unterschieden und die h3chste
Resistenzrate in Spanien (61,2 %) und die niedrigste Resistenzrate in DSnemark
(8,3 %) ermittelt wurde (STEDT et al 2014). In Deutschland sind bisher nur wenige

Publikationen Yber die Verbreitung multiresistenter- und ESBL-produzierender
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Bakterien in der Wildvogelpopulation verfYgbar. In einer im Jahr 2010 versffentlichten
Studie wurden WildvSgel aus 55 gesunden und erkrankten Wildvogelspezies aus
Deutschland einbezogen. Dabei wurden aus 40 Spezies E. coli isoliert. 4,8 % (9/187)
der Isolate zeigten Multiresistenzen. Da Wildvigel durch ihren Kot Yber Wasser und
Umwelt antibiotikaresistente Bakterien verbreiten kSnnen, folgerten die Autoren eine
von diesen V3geln ausgehende GesundheitsgefShrdung fYr Menschen und Tiere
(GUENTHER et al 2010a). In einer zweiten Publikation dieser Arbeitsgruppe aus dem
selben Jahr wurden in 2,3 % der E. coli-lsolate (4/172) aus 172 WildvSgeln (99
Sperlingsvsgel, 10 Wasservsgel, 63 GreifvSgel) CTX-M-15-ESBL nachgewiesen. Die
bislang hauptsSchlich beim Menschen nachgewiesenen CTX-M-15 stammten von zwei
Amseln (Turdus merula), einer Felsentaube (Columba livia) und einer Blessgans
(Anser albifrons) (GUENTHER et al 2010b).

WShrend in vielen Studien ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
Antibiotikaresistenzen und der Herkunft sowie dem Lebensraum der VSgel erkennbar
war (COLE et al 2005, STEDT et al 2014), scheint in anderen Studien dieser
Zusammenhang unklar. Eine Untersuchung verschiedener Greifvigel aus Deutschland
und der Mongolei auf das Vorkommen ESBL-bildender E. coli detektierte nahezu
gleiche PrSvalenzen (13,8 % vs. 10,8 %) trotz gro§en Unterschieden im Lebensraum,
auch in Bezug auf die offensichtiche NShe zu menschlichen Siedlungen oder
Nutztieren. WShrend es sich bei den in der Mongolei nachgewiesenen ESBL meist um
CTX-M-9 handelte, bildeten alle aus Deutschland stammenden E. coli-Isolate CTX-M-
1-Enzyme (GUENTHER et al 2012hb).

Antibiotikaresistenzen und ESBL wurden bei Wildtieren, und dabei auch bei Wildvsgeln
gefunden. ESBL-bildende E. coli scheinen insbesondere bei WassergeflYgel,
GreifvSgeln und bei Nagetieren verbreitet zu sein. Diese kSnnten als potentielles
Reservoir und Schmelztiegel fYr resistente Bakterien dienen, die den Menschen
infizieren (GUENTHER et al 2011). So wurde gefolgert, dass Wildtierpopulationen als
potentielles Reservoir und Sammelbecken fYr resistente Bakterien fungieren und so
Einfluss auf die menschliche Gesundheit und Umwelt haben (RADHOUANI et al 2014).
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2.4.3. Nachweise und Bedeutung in der Umwelt

Da Antibiotikaresistenzen und ESBL-bildende Bakterien immer hSufiger auch in
unbewohnten Gegenden und bei Wildtieren ohne offensichtlichen direkten Kontakt zu
Menschen und Antibiotika gefunden werden, liegt der Verdacht nahe, dass diese
Bakterien durch Menschen, Nutz- und Haustiere oder durch unbelebte Vektoren in die
Umwelt gelangen, sich aufgrund ihrer beachtlichen TenazitSt weiter verbreiten k3nnen,

und ihre Resistenzgene auch auf andere Umweltkeime Ybertragen k3nnen.

Untersuchungen der AbwSsser in KlSranlagen einiger groSer europSischer StSdte
stYtzen die Auffassung des Vorkommens antibiotikaresistenter Bakterien in der
Umwelt. So wurden ESBL-bildende Enterobacteriaceae in teilweiser hoher PrSvalenz
in  AbwSssern nachgewiesen. In Barcelona (Spanien) wurden in 5 von 5
Abwasserproben ESBL-produzierende E. coli detektiert. Diese AbwSsser stammten
aus zwei verschiedenen KlSranlagen und wurden vor der Aufbereitung durch die
Anlagen entnommen (MESA et al 2006). In Graz (...sterreich) wurden ESBL-bildende
E. coli, meist Typ CTX-M-15 und Typ CTX-M-1, in unbehandeltem KISrschlamm
nachgewiesen. Die Autoren vermuteten den Eintrag dieser Bakterien durch Menschen
und Tiere und sahen eine Nutzung unbehandelter AbwasserschiSmme ohne effektive
E. coli-Elimination kritisch (ZARFEL et al 2013).

Nicht nur in unbehandelten AbwSssern wurden pathogene Bakterien gefunden, CTX-
M-15-produzierende E. coli wurden in Wasserproben einer KISranlage in Tschechien
nach der Behandlung nachgewiesen, dies bewies deutlich einen ungenYgenden
Aufbereitungsprozess (DOLEJESKA et al 2011). Auch in Irland wurden in Abwasser
unterschiedlicher Herkunft, darunter auch in AbwSssern einer Klinik, ESBL-bildende
und  Fluorchinolon-resistente  E. coli an  verschiedenen  Stufen des
Aufbereitungsprozesses nachgewiesen (GAVIN et al 2010). In Studien wurde belegt,
dass E. coli einige der in KlISranlagen Yblichen Prozeduren der Aufbereitung uner
Erhalt der InfektiositSt Yberstehen kann (REINTHALER et al 2010).

Gro8e Relevanz hinsichtlich der Ausbreitung antibiotikaresistenter Keime besitzen
auch Nachweise ESBL-bildender Enterobacteriaceae in OberflSchengewSssern wie
FlYssen und Badeseen. Im Wasser der Themse in London (UK) wurden gegen
Fluorchinolone resistente E. coli der 025b:H4-ST131-Linie mit CTX-M-14-Beta-
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Lactamase Bildung nachgewiesen. Der in humanen, klinischen Isolaten hSufigste CTX-
M-Typ, CTX-M-15, wurde allerdings nicht detektiert (DHANJI et al 2011b). Auch in
36,2 % der Wasserproben (21/58) von verschiedenen FlYssen und Seen der Schweiz
wurden ESBL-bildende Enterobacteriaceae gefunden (ZURFUH et al 2013). Studien
belegen, dass verschiedene E. coli-StSmme in unbehandeltem OberflSchenwasser 7
bis 47 Tage Yberleben konnten (ROTH 2004).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Patienten

Zur Untersuchung von Antibiotikaresistenzen bei E. coli wurden im Zeitraum Mai 2012
bis Mai 2013 insgesamt 257 WildvSgel einbezogen. Diese WildvSgel wurden aus
unterschiedlichen GrYnden von Privatpersonen, Polizei, Feuerwehr oder Institutionen
wie der MYnchner Tierrettung in die Klinik fYr V3Sgel, Reptilien, Amphibien und
Zierfische der LMU MYnchen gebracht. Wie in Tabelle 5 detailliert aufgelistet ist,
gehSrten die VSgel insgesamt 23 Arten aus sieben verschiedenen Ordnungen an. Aus
der Ordnung der Passeriformes (Sperlingsvsgel) wurden 39 Amseln (Turdus merula)
einbezogen. Die Bakterien stammten au8erdem von 73 Tauben der Arten Columba
livia f. domestica (verwilderte Haustauben) und Streptopelia decaocto (TYrkentauben).
Aus den beiden Ordnungen Anseriformes und Gruiformes (GSnsevsgel, Kraniche und
Rallen) stammten 46 Wasserv3gel der neun Arten Blesshuhn (Fulica atra), Stockente
(Anas platyrhynchos), Graugans (Anser anser), H3ckerschwan (Cygnus olor),
Zwergtaucher (Tachybaptus ruficollis), Brautente (Aix sponsa), Teichhuhn (Gallinula
chloropus), Kanadagans (Branta canadensis) und Reiherente (Aythya fuligula). Von
den Falconiformes (Falkenvigel) wurden 33 V3gel, nSmlich Turmfalken (Falco
tinnunculus) und Wanderfalken (Falco peregrinus) beprobt. Aus der Ordnung
Accipitriformes (Habichtartige) wurden 51 V3gel der Arten Wespenbussard (Pernis
apivorus), MSusebussard (Buteo buteo), Sperber (Accipiter nisus), Habicht (Accipiter
gentilis) und Rohrweihe (Circus aeruginosus) untersucht. Weitere 15 Proben stammten
von VSgeln der Ordnung Strigiformes (Eulenv3gel), dort wurden die Arten Waldkauz
(Strix aluco), Waldohreule (Asio otus), Schleiereule (Tyto alba) und Steinkauz (Athene

noctua) in die Untersuchung einbezogen.

Von jedem Vogel wurde sofort bei der Einlieferung in die Klinik fYr V3gel, Reptilien,
Amphibien und Zierfische der LMU MYnchen in Oberschlei§heim, Deutschland, noch
vor einer eventuellen antibiotischen Therapie, mit einem sterilen Tupfer aus der Kloake

eine Abstrichprobe entnommen.
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3.2. Isolation und phanotypische Differenzierung von E. coli

Die Tupfer wurden auf kommerziell erhSltliche und industriell gefertigte Eosin-
Methylenblau Agarplatten (EMB-Agar, Oxoid, Wesel, Deutschland) ausgestrichen.
Dabei handelt es sich um einen Selektivagar zur Isolation von Enterobacteriaceae. Die
weitere Bearbeitung der Platten erfolgte in der Abteilung Bakteriologie der Klinik fYr
Vsgel, Reptilien, Amphibien und Zierfische unter sterilen Bedingungen an einer
Sicherheitswerkbank (LaminAir HB2472, Hereus Instruments, Hanau, Deutschland).
Zur Erzeugung von Einzelkolonien wurde ein DreiSsenausstrich angefertigt. Die
beimpften Platten wurden Yber Nacht (fYr 18 bis 24 Stunden) im Brutschrank
(Memmert Typ: BM600, Schwabach, Deutschland) bei 37 jC bebrYtet, bevor eine
Auswertung der Platten am nSchsten Tag erfolgte. Wenn auf den Platten bakterielles
Wachstum zu erkennen war, erfolgte eine erste visuelle Einstufung msglicher E. coli
nach Farbe, Form und HSmolyse. Viele E. coli sind auf EMB-Agarplatten als gr¥n-

metallisch schimmernde Kolonien gut zu erkennen.

Abbildung 3: Darstellung von typischen metallisch-grYnen Kolonien von E. coli nach
DurchfYhrung eines Drei§senausstriches und Wachstum Yber Nacht bei 37 jC auf auf
EMB-Agar.
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GrundsStzlich wurde aber nicht nur bei Wachstum von Bakterien mit typischer E. coli-
Morphologie, sondern auch bei zweifelhaftem Ergebnis immer eine biochemische

Spezies-Differenzierung der isolierten Bakterien durchgefYhrt.

Dazu wurde zunSchst eine Vereinzelung der gewachsenen Keime mit sterilen ...sen im
DreiSsenausstrich auf Columbia Agar mit Schafblut (COL-Agar, Oxoid, Wesel,
Deutschland) vorgenommen, um reine Subkulturen anzuzYchten. Diese Agarplatten
wurden anschlie8end ebenfalls im Brutschrank bei 37 jC fYr 18 bis 24 Stunden

inkubiert.

Abbildung 4: Darstellung des Wachstums von E. coli auf COL-Agar. Dieses Vorgehen
ist nstig, um einzelne E. coli-Kolonien ohne Kontamination durch andere

Enterobacteriaceae zu erhalten.
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Die endgYltige ldentifikation der Bakterienspezies wurde mit einem biochemischen
Standardtest nach den Angaben und mit den Materialien des Herstellers (API" 20E?

System, bioMZrieux, Nuerthingen, Deutschland), sowie einer anschlie§enden
Auswertung der Ergebnisse mit dem Computerprogramm ApiWeb (bioMZrieux,

Nuerthingen, Deutschland) durchgefYhrt. Nur eindeutig als Escherichia coli

differenzierte Bakterien wurden in die weiteren Tests einbezogen.

Abbildung 5: Darstellung eines E. coli im API" 20E2 nach der Inkubationszeit. Der
Teststreifen enthSlt in 20 ReaktionsgefS§en verschiedene Reagenzien, die mit E. col,
die in einer Suspension zugegeben werden, verschiedene biochemische Reaktionen

eingehen und diese durch Farbumschlag kenntlich machen.
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3.3. Phanotypische Bestimmung der Empfindlichkeit von E. coli

gegeniber verschiedenen Antibiotika

Alle bestStigten E. coli-Isolate wurden auf ihre Empfindlichkeit gegenYber acht
verschiedenen, in der Tiermedizin verwendeten Antibiotika getestet. Alle
Empfindlichkeitstests erfolgten mit standardisierten BISttchendiffusionsmethoden-
(Agardiffussionstest) auf Mueller-Hinton-Agar (MH-Agar, Oxoid, Wesel, Deutschland)
nach CLSI- und DIN-Vorgaben (CLSI 2006, 2008, DIN 2000). Bei den verwendeten
Antibiotika handelte es sich um Ampicillin (AMP), Amoxicillin-ClavulansSure (AMC),
Ceftazidim (CAZ), Piperacillin-Tazobactam (PIT), Doxycyclin (DOX), Enro (ENR)- und
Marbofloxacin (MAR), sowie Sulfamethoxazol-Trimethoprim (SXT) (Oxoid, Wesel,
Deutschland und Bayer, Leverkusen, Deutschland). Die verwendeten Antibiotika und

deren Konzentrationen finden sich im Anhang, Tabelle Al.

Ab Januar 2013 wurden zur Auswertung der Ceftazidim (CAZ)-Resistenz aktualisierte
Hemmhof-Grenzwerte fYr Cephalosporine aus dem aktuellen CLSI Dokument M100-
S20 (2010) herangezogen. In diesem Dokument werden CAZ-Hemmhsfe von Yber 21
mm als sensibel, Werte zwischen 18 und 20 mm als intermediSr, und Werte unter 17

mm als resistent gewertet (CLSI 2010).

Zuerst wurde die Vorbereitung und Herstellung einer Suspension bakterieller Kolonien
als Inokulum fYr die DurchfYhrung des Empfindlichkeitstestes vorgenommen. Dazu
wurden von der 18 bis 24 Stunden alten Bakterienreinkultur (Subkultur) einige Kolonien
mit einer sterilen ...se enthommen und in 5 ml einer 0,9 %igen, sterilen
Kochsalzlssung suspendiert. Nach mehrmaligem vollstSndigen Durchmischen der
Bakteriensuspension wurde visuell mit Hilfe geeichter StandardrShrchen (McFarland
Standard, Artikel Nr. 70900, bioMZrieux, Nuerthingen, Deutschland) eine TrYbung

entsprechend dem McFarland-Standard 0,5 eingestellt.

SpStestens nach 15 Minuten wurden 100 !l der Suspension mit einer Pipette
(pipetman X 65502C, Gilson, Frankreich) auf eine Mueller-Hinton-Agarplatte (Oxoid,
Wesel, Deutschland) aufgebracht und mit einem sterilen Drigalskispatel gleichmS8ig
verstrichen. Nach etwa 5 Minuten Antrocknungszeit wurden alle acht
AntibiotikablSttchen gleichzeitig mit Hilfe eines Handandruckdispensers (Disc

dispenser 20117728, Oxoid, Wesel, Deutschland) in gleichmS8igem Abstand auf die
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Agarplatte aufgebracht. Die mit AntibiotikablSttchen bestYckten Platten wurden
innerhalb von 15 Minuten in den Brutschrank verbracht und bei 37i{C 18 bis 24
Stunden bebrYtet.

Abbildung 6: DurchfYhrung des Empfindlichkeitstests auf MYllerHinton-Agar mit acht
AntibiotikablSttchen, die in gleichmS8igem Abstand mit dem Disc dispenser (Oxoid) auf
die Agarplatte gestempelt wurden.

Wenn nach der Inkubation ein konfluierender (oder fast konfluierender) Bakterienrasen
vorlag, wurden die Durchmesser der um die AntibiotikablSttchen entstandenen
Hemmhsfe mit Hilfe einer Schublehre ermittelt und die E. coli nach CLSI- und DIN-
Kriterien (CLSI 2006, 2008, 2010, DIN 2000) in sensibel, intermediSr und resistent
eingeteilt. Als Hemmhof bezeichnet man eine klare Zone um das AntibiotikablSttchen,
in dem durch die Hemmwirkung der in den Agar diffundierten antibiotischen Substanz
kein Bakterienwachstum stattfindet. Bei ungleichmS8igem Bakterienrasen um die
AntibiotikablSttchen oder Verunreinigung der Agarplatte durch andere Bakterien oder
Pilze wurde der Test wiederholt. Ein Kontrollstamm, E. coli DSM 1103, wurde einmal
pro Woche als QualitStstest mitgefYhrt. Alle bei der Auswertung der Hemmbhsfe
verwendeten Grenzwerte sind im Anhang, Tabelle Al, aufgelistet.
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3.4. Phanotypische Untersuchung der E. coli auf ESBL-Produktion

Alle E. coli Isolate mit resistenten oder intermediSren Ergebnissen gegenYber einem
der im Empfindlichkeitstest verwendeten Penicilline oder Cephalosporine wurden auf
die Produktion von aExtendedSpectrum Beta-LactamasenO untersuchtVorgabe hierfYr
war der AESBL Phenotypic Confirmatory TestO aus dem CLSI Dokument M34A3
(2008) unter Verwendung von TestbISttchen mit Cefotaxim (30 !g) und Ceftazidim (30

Ig) sowie mit beiden Wirkstoffen jeweils in Kombination mit Clav ulansSure (10 !g).

Die Vorbereitung der Bakteriensuspension fYr diesen Test geschah analog der
Vorbereitung zur Empfindlichkeitstestung. Dazu wurde zuvor noch einmal eine frische
Subkultur des zu bestimmenden E. coli auf COL-Agarplatten hergestellt. Nach dem
Aufbringen und Verteilen der vorbereiteten Bakteriensuspension auf Mueller-Hinton-
Agarplatten wurden jeweils zwei AntibiotikablSttchen (CTX und CTX/CV; CAZ und
CAZ/CV) in gleichmS8igem, genYgend gro8em Abstand mit einer sterilen Pinzette
unter leichtem Druck auf die Platten aufgebracht und nach kurzer Antrocknungsphase
bei 37 {C im Brutschrank 18 - 24 Stunden inkubiert.

Die Verteilung der AntibiotikablSttchen auf zwei verschiedene Agarplatten wurde
deshalb gewShlt, da der gr$8ere Abstand der BISttchen voneinander eine bessere
Auswertbarkeit gewShrleistete. Der Test wurde positiv bewertet, wenn der Hemmbhof
eines der AntibiotikablSttchen in Kombination mit ClavulansSure mindestens 5 mm
grS8er war als der des jeweiligen Wirkstoffes alleine. Die Auswertung der Hemmhsfe
erfolgte visuell mit Hilfe einer Schublehre. Ein ESBL-positiver E. coli Stamm, DSM

22664, wurde einmal wichentlich zur Kontrolle mitgefYhrt.
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Abbildung 7: DurchfYhrung des 4ESBL Phenotypic Confirmatory TestO nach CLSI
(2008). CephalosporinblSttchen (hier CTX und CAZ) mit und ohne ClavulansSure (CV)

wurden auf MYllerHinton-Agar mit Bakteriensuspension aufgebracht und im

Brutschrank bei 37;C bebrYtet.

3.4.1. Aufbewahrung und Konservierung von Bakterien

Drei bis fYnf Kolonien von E. coli-Isolaten mit positivem (oder intermediSrem) Ergebnis
im AESBL Phenotypic Confirmatory TestO wurden mit einer sterilen ...se von der
Agarplatte abgenommen und durch vorsichtiges EinrYhren in ein Cryobank-R3hrchen
(Cryobank System, MAST Diagnostica, Reinfeld, Deutschland) mit KeramikkYgelchen
und Medium YberfYhrt (entsprechend McFarland Standard 3 D 4). Nach vorsichtigem
SchYtteln und zwei Minuten Wartezeit wurde das flYssige Medium mit Hilfe einer
sterilen Pipette entfernt und das Cryobank-R3hrchen bis zur weiteren Differenzierung

bei B80 jC tiefgefroren (Herafreeze Basic, Thermo Fisher Scientific, Deutschland).
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3.5. Genotypische Differenzierung der ESBL-produzierenden E. coli

Zur genauen Differenzierung aufgefundener ESBL-E. coli wurden mehrere
Polymeraseketten-Reaktionen (PCRs) durchgefYhrt. Dabei wurde zunSchst ermittelt,
welche Resistenzgene vorliegen und anschlie§end der vorliegende Typ Yber die
Nukleotidsequenz des Gens mittels PCR und Sequenzierung bestimmt (XU et al 2005,
COQUE et al 2002, GRIMM et al 2004, JOUINI et al 2007). AuS8erdem wurden die auf
dem Resistenzplasmid benachbart liegenden Regionen (dgenetic environmentO) mittels
PCR und Sequenzierung charakterisiert (DHANJI et al 2011c, SALADIN et al 2002).

Weitere molekularbiologische Untersuchungen bezogen sich auf die Charakterisierung
der beteiligten E. coli. So wurde die phylogenetische Gruppe mittels Triplex-PCR
(CLERMONT et al 2000, HIGGINS et al 2007, GORDON et al 2008) bestimmt und das
vorliegende H-OberflSchenantigen durch Sequenzierung eines Fragments des fliC-
Gens ermittelt (FIELDS et al 1997).

3.5.1. DNA-Extraktion

Um die Bakterien-DNA aus den bei £80 iC tiefgefrorenen Proben zu isolieren, musste
zuerst erneut eine Subkultur der E. coli auf Blutplatten (COL) hergestellt werden. Dazu
wurde eines der KeramikkYgelchen aus dem Cryobank-R3hrchen mit einer sterilen
Pinzette entnommen und in ein steriles, mit 7 ml Herz-Boullion (Heart-Infusion (HI)-
Broth) gefYlltes R3hrchen (Oxoid, Wesel, Deutschland oder Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) gegeben. Die ...ffnung des HFRShrchens wurde steril
verschlossen und danach fYr 24 Stunden im Brutschrank bei 37 jC bebrYtet, bevor am
nSchsten Tag mit einer sterilen ...se etwas Medium entnommen und eine Subkultur auf
Blutplatten (COL) analog der oben genannten Vorgehensweise hergestellt und

bebrYtet werden konnte.

Die Isolierung der bakteriellen DNA erfolgte mit einem kommerziell erhSltlichen
System, dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben
des Herstellers. Dazu wurden einige Bakterienkulturen der COL-Agarplatte entnommen
und in 180 !l ATL -Puffer (Lyse-Puffer) suspendiert. Nach Zugabe von 20 !l Proteinase

K wurden die Bakterien bei 56 jC mindestens 10 Minuten inkubiert, um die DNA
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freizusetzen. Zellreste wurden abzentrifugiert und danach wurde durch Zugabe von
200 ! 96 % -igem Ethanol die LSslichkeit der DNA herabgesetzt und anschlie§end die
DNA an eine sich in SSulchen befindende Silikamembran gebunden. Nach mehreren
Waschschritten unter Zugabe verschiedener Puffer (AW1, AW2) und Zentrifugation
(8000 B 13000 rpm) wurde die DNA durch Zugabe von 200 !l AE -Puffer und
nochmaligem Zentrifugieren bei 8000 rpm aus den SSulchen eluiert.

Als Extraktionskontrolle (Negativkontrolle) wurde eine PufferlSsung ohne Zugabe von

Bakterienkulturen mitgefYhrt.

3.5.2. PCR

Die PCR ist ein etabliertes Verfahren zur gezielten Vermehrung ausgewShlter DNA-
Fragmente mittels spezifischer Primer und einer hitzestabilen DNA-Polymerase (Taq-
Polymerase). Bei einer Temperatur von circa 95 iC schmelzen (denaturieren) die
vorliegenden DNA-DoppelstrSnge, bei danach erniedrigter Temperatur von circa 50-
64 iC, die je nach verwendeten Primern gewShlt wird, lagern sich die im Gemisch
vorliegenden, fYr das zu vervielfSltigende DNAFragment spezifischen Primer, an die
EinzelstrSnge an (Annealing). Bei Erhdhung der Temperatur auf circa 72 jC beginnt die
hitzestabile Tag-DNA-Polymerase, Nukleotide an das 3'- Ende der Primer anzulagern
und bildet dadurch Kopien der vorliegenden DNA (Elongation). Bei jedem Vorgang
verdoppelt sich theoretisch die Menge der amplifizierten DNA, so dass nach 30-45
Wiederholungen (Zyklen) Hunderte von Millionen Kopien des DNA-Fragments

vorliegen, die danach z. B. durch Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden kSnnen.

3.5.2.1. PCRs zur Charakterisierung der Resistenzgene

Die fYr die verschiedenen ESBL-Enzyme kodierenden Resistenzgene lassen sich in
Gruppen (CTX-M, TEM, SHV und weitere) und Untergruppen einteilen (siehe Tabelle
3). Daher wurden zur ldentifizierung der Gruppe zunSchst mehrere PCRs mit
gruppenspezifischen Primern durchgefYhrt (XU et al 2005, COQUE et al 2002, GRIMM
et al 2004). Mit fYr die CTX-M-Gruppe-1 spezifischen Primern (siehe Tabelle 4) wurde
dann ein PCR-Produkt amplifiziert, das durch Sequenzanalyse nicht eindeutig einem

CTX-M-Typ zugeordnet werden konnte. Deshalb wurde anschlie8end eine weitere
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PCR zur Amplifikation eines gr38eren StYcks des ESBL-Gens, das 1041 bp umfasst,
durchgefYhrt (JOUINI et al 2007).

Um die Umgebung des fYr CTX-M-15-kodierenden Gens auf dem Plasmid (dgenetic
environmentO) weiter zu charakterisieren, wurde eine PCR zur Determination der
Insertionssequenz (IS, siehe Abbildung 15) und des offenen Leserahmens (ORF), die
vor (AupstreamO) und hinter (AdownstreamO) debfacrx.v-Gen liegen, durchgefYhrt. Auf
diese Weise sollte das ESBL-kodierende Gen einem der sog. Gen-Umfeld-Typen nach
Dhaniji et al (2011c) zugeordnet werden (DHANJI et al 2011c, SALADIN et al 2002).

3.5.2.2. PCRs zur Charakterisierung der E. coli

E. coli Bakterien kSnnen verschiedenen phylogenetischen Gruppen (A, B1, B2, D)
(CLERMONT et al 2000, HIGGINS et al 2007) und weiteren Untergruppen (ESCOBAR-
PCcRAMO et al 2004) zugeordnet werden. Die vorliegende phylogenetische Gruppe
wurde in einer Triplex-PCR nach Clermont et al (2000) durch Amplifikation von zwei
Genen (chuA, yjaA) und eines DNA-Fragmentes (TSPE4.C2) bestimmt (CLERMONT
et al 2000, GORDON et al 2008, HIGGINS et al 2007).

Die bei E. coli vorliegenden O- und H-Antigene werden Yblicherweise mit spezifischen
Antiseren serologisch bestimmt. Diese Untersuchung wurde durch das Bundesinstitut
fYr Risikobewertung (BfR, Berlin, Deutschland) nach von Ewing (1986) und Trskow et
al (1977, 1984) beschriebenen Methoden durchgefYhrt. Das H-Antigen, das nur von
beweglichen E. coli exprimiert wird (SELBITZ 2002), konnte serologisch nicht ermittelt
werden, deshalb wurde eine weitere PCR zur partiellen Amplifikation des fYr das H-
Antigen-kodierenden fliC-Gens nach Fields et al (1997) durchgefYhrt.

Die verwendeten Primer fYr alle durchgefYhrten PCRs finden sich in Tabelle 4 D 4b.
Alle Primer wurden von Metabion International AG, Martinsried, Deutschland,
angefertigt. Eine Auflistung der PCR-Thermalprofile befindet sich im Anhang in Tabelle
A3 und die Pipettierschemata mit den Mengen der einzelnen AnsStze in Tabelle A4 P
Ade im Anhang. Die dort aufgefYhrten Mengenangaben (Tabelle A4 D Ade) der

einzelnen PCRs entsprechen jeweils den Ansatzmengen fYr einen Ansatz. Wenn z. B.
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fYr die Determination der ESBL-Gruppe oder des genetischen Umfelds des blactx.m-1s-

Gens verschiedene Primer nstig waren, wurden jeweils mehrere PCRs durchgefYhrt.

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Primer fYr den Nachweis der ESBL-kodierenden
Gene (TEM, SHV, CTX-M) und fYr den Nachweis des kompletten blacrx.v.1s-Genes.

ESBL-Gen Primer Referenz

blatem 5«ATGAGTATTCAACATTTCCG-3« Grimm et al. 2004
5« TTAATCAGTGAGGCACCTAT-3

blashy 5«GGGTTATTCTTATTTGTCGC-3« Coque et al 2002

5«TTAGCGTTGCCAGTGCTC-3

CTX-M group 1 5-GCGTGATACCACTTCACCTC-3« Xu et al 2005
(CTX-M 7/8) 5«TGAAGTAAGTGACCAGAATC-3

CTX-M group 2 5«TGATACCACCACGCCGCTC-3« Xu et al 2005
(CTX-M 17/18) 5«TATTGCATCAGAAACCGTGGG-3

CTX-M group 9 5«ATCAAGCCTGCCGATCTGGTTA-3« Xu et al 2005
(CTX-M 11/12) 5«GTAAGCTGACGCAACGTCTGC-3

CTX-M group 5«CAATCTGACGTTGGGCAATG-3« Xu et al 2005
8/25/26 5«ATAACCGTCGGTGACAATT-3

(CTX-M 19/20)

CTX-M group 1
complete gene,
1041 bp)

F: 5-GTTACAATGTGTGAGAAGCAG-3’

R: 5-CCGTTTCCGCTATTACAAAC-3'

Jouini et al 2007
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Tabelle 4a: In dieser Arbeit verwendete Primer fYr den Nachweis des genetischen
Umfelds des blactxm15-Genes (S: Gor C; Y: CorT; R: Aor G).

Zielsequenz Primer Referenz
ISEcplu2 5«AATACTACCTTGCTTTCTGA -3' Saladin et al 2002
MA3; CTX-M 5«ACYTTACTGGTRCTGCACAT-3'

CONSensus rev.

IS26b 5«ATGAACCCATTCAAAGGCCG-3' Dhaniji et al 2011c
MA3; CTX-M 5«ACYTTACTGGTRCTGCACAT-3' Saladin et al 2002
CONSEensus rev.

ISE26U 5«AGCGGTAAATCGTGGAGTGA-3' Saladin et al 2002
MA3; CTX-M 5«ACYTTACTGGTRCTGCACAT-3'

consensus rev.

Tabelle 4b: In dieser Arbeit verwendete Primer zur Bestimmung der phylogenetischen

Gruppe und des fYr das H-Antigen kodierenden fliC-Gens

Zielsequenz Primer Referenz
ChuA.l 5«GACGAACCAACGGTCAGGAT-3' Clermont et al 2000
ChuA.2 5« TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3' Gordon et al 2008
Higgins et al 2007
YjaA.l 5« TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3« Clermont et al 2000
YjaA.2 5«ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3' Gordon et al 2008
Higgins et al 2007
TspE4C2.1 5«GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3« Clermont et al 2000
TspE4C2.2 5«CGCGCCAACAAAGTATTACG-3' Gordon et al 2008
Higgins et al 2007
F-FLIC1 5«ATGGCACAAGTCATTAATACCCAAAC-3« Fields et al1997
R-FLIC2 5«CTAACCCTGCAGCAGAGACA-3

Als Positivkontrollen wurden E. coli DSM 22664 (fYr CTX-M-15), E. coli NCTC 13351
(TEM-3), und Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (SHV-18), die uns von Frau Dr. N.
Drees, LMU MYnchen, sowie E. coli ref. 42032, E. coli ref. 0516, E. coli ref.
H042680216 und Enterobacter sp. ref. E395 (BIRKETT et al 2007), die uns von Frau
Dr. U. MesselhSuser, LGL, Oberschlei§heim zur VerfYgung gestellt wurden, fYr die

verschiedenen PCRs verwendet.
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3.5.3. Herstellung eines Master-Mix und Vorbereiten der einzelnen Proben nach
PCR-Protokoll

Alle benstigten Materialien fYr den Master-Mix wurden bei B20 jC aufbewahrt und erst
zur Verarbeitung aus dem Gefrierschrank (Arctis Electronic, AEG, Deutschland),
genommen und aufgetaut. Die Herstellung des Master-Mix laut Protokoll wurde in
rSumlicher Trennung von der DurchfYhrung der PCR und Gelelektrophorese an einer
Werkbank (TL 2448, Hereus Instruments, Hanau, Deutschland) durchgefYhrt, um
msSgliche Kontaminationen zu vermeiden. Alle im jeweiligen Pipettier-Protokoll
(Tabellen A4 B Ade im Anhang) aufgefYhrten Reagenzien (Primer siehe Tabelle 4 B 4b,
Metabion, Martinsried, Deutschland; HotStar Tag-Polymerase, Qiagen, Hilden,
Deutschland; peq GOLD dNTP-Set, Peglab, Erlangen, Deutschland) mit Ausnahme der
DNA wurden zunSchst als Mastermix in ein Eppendorf-ReaktionsgefS§ pipettiert,
gemischt und anzentrifugiert und dann Aliquots in PCR-ReaktionsgefS§e YberfYhrt
(PCR-Tubes, Kisker Biotech GmbH, Steinfurt, Deutschland).

Die aus Bakterien extrahierte DNA, die Extraktionskontrollen und die zu verwendenden
PCR-Positivkontrollen, die in einem zweiten Laborraum in einem anderen £20 C
Gefrierschrank (Bosch, MYnchen, Deutschland) gelagert worden waren, wurden dort
an einem zweiten Arbeitsplatz (LaminAir HB 2448, Hereus Instruments, Hanau,
Deutschland) nach dem Auftauen den vorbereiteten PCR-Tubes zugegeben. Nach
beendeter Vorbereitung aller PCR-Tubes wurden diese nochmals durchgemischt,
anzentrifugiert und in einem Thermocycler (SensoQuest Labcycler, SensoQuest
GmbH, GSsttingen, Deutschland) nach Einstellen der jeweiligen PCR-Bedingungen

(Thermalprofile siehe Tabelle A3 im Anhang), den verschiedenen PCRs unterzogen.

Danach wurden die PCR-Tubes dem Thermocycler entnommen und zum

Sichtbarmachen einer erfolgten Amplifikation einer Gelelektrophorese unterzogen.
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3.5.4. Agarose-Gelelektrophorese

Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, bei dem DNA-Fragmente in einem
elektrischen Feld nach ihrer Gr§8e aufgetrennt werden. Zuvor durch PCR amplifizierte
DNA-Fragmente wandern aufgrund negativ geladener Phosphatgruppen zur Anode.
Hierbei k3nnen sich kleinere MolekYle schneller durch das Gel, das wie ein Sieb wirkt,
bewegen. Die DNA-Fragmente kSnnen anschlie§end mittels Ethidiumbromid, das sich

in doppelstrSngige DNA einlagert, im UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Zur Herstellung des Agarosegels wurde 1 g Agarose mit 70 ml TBE-Puffer (Tris-Borat
EDTA) in einem Erlenmeyerkolben in einer Mikrowelle (Intellowave, LG, Ratingen,
Deutschland) unter vorsichtigem, mehrmaligem Schwenken bis zur KISrung erhitzt.
Nach AbkYhlung auf ca. 50 jC wurde der noch flYssigen Agarose 1 !l (0,1 !g/ml)
Ethidiumbromid (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) zugegeben und der Kolben
nochmals vorsichtig geschwenkt. Anschlie§end wurde das noch flYssige Gel vorsichtig
blasenfrei in eine Gelkammer (Perfect Blue Mini Gel System Mini M, Peglab, Erlangen,
Deutschland) gegossen und ein Probentaschenkamm mit 14 Taschen eingesetzt. Nach
vollstSndiger AbkYhlung und AushSrtung wurde das Gelin der Elektrophoresekammer
mit TBE-Puffer Yberschichtet und die ProbenkSmme entfernt. Danach wurden 10 !l der
PCR-Produkte nach Zugabe von 2 !l 6x Gel -Ladepuffer (Roti(R)-Load DNA, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) vorsichtig in die Taschen pipettiert und ein elektrisches Feld
von 100 Volt, 100 mA, 15 Watt fYr eine Stunde angelegt. Ein 100 bp Marker

(Invitrogen, Kiefersfelden, Deutschland) wurde als Gri§enstandard mitgefYhrt.

Anschlie8end wurde das Gel aus der Kammer entnommen, die DNA-Banden unter UV-
Licht sichtbar gemacht und fotografiert. Dazu wurde der Gel-Jet-Imager 2000/2003 der
Firma Intas UV-Systeme, GSsttingen, Deutschland genutzt. Ethidiumbromid lagert sich
an doppelstrSngige DNA an, deshalb k3nnen die entstandenen Banden im UV-Licht

durch die zugehsrige Computersoftware &lntasO detektiert und fotografiert werden.

Zur Sequenzierung wurden PCR-Produkte der erwarteten Gr§8e aus dem Agarosegel

ausgeschnitten und bis zur weiteren Verwendung bei -20 jC gelagert.
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3.5.5. Extraktion der DNA, Sequenzierung und Sequenzanalyse

Zur Extraktion der DNA der PCR-Produkte aus dem Gel wurde das QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers verwendet.
Das ausgeschnittene Gel-StYck wurde abgewogen und nach Zugabe von QG-Puffer 10
Minuten bei 50 {C aufgelSst. Nach der Zugabe von Isopropanol wurde die DNA durch
Zentrifugation (10000 rpm) an eine sich in SSulchen befindende QIAquick-
Silikamembran gebunden. Nach zweimaligem Waschen unter Pufferzugabe (QG, PE)
und Zentrifugation wurden 35 !l Elutions -Puffer zugegeben, nochmals 1 min. bei
10000 rpm zentrifugiert und das Eluat mit der DNA und den entsprechenden PCR-
Primern zur Sequenzierung eingeschickt (GATC Biotech, Konstanz, Deutschland). Die
IdentitSt der erhaltenen Sequenzen wurde durch BLAST Analyse bestimmt

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Die fYr das CTX-M-15-Gen und das auf dem Plasmid benachbarte genetisch Umfeld
ermittelte Nucleotid-Sequenz wurde unter der Zugangsnummer KF891471 und die
partielle Sequenz des fYr das H-Antigen kodierende fliC-Gen wurde unter der
Zugangsnummer KF807830 bei der NCBI-GenBank hinterlegt

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).




3. Material und Methoden 69

3.6. Serologische Bestimmung des O-Serotyps und Untersuchung auf
Virulenzfaktoren bei E. coli

Die Bestimmung des Serotyps (O- und H-Antigen) wurde vom Bundesinstitut fYr
Risikobewertung (BfR, Berlin, Deutschland) mit serologischen Methoden nach Ewing
(1986) und “rskow (1 977, 1984) durchgefYhrt. ZusStzlich wurde durch serologische
und genotypische Methoden nach ASU © 64, LMFG nach dem Vorhandensein
verschiedener Virulenzfaktoren (Shigatoxine Stx1 und Stx2, EHEC EnterohSmolysin

(e-hly), eae/nleB Gene (Intimin)) gesucht.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Antibiotikaresistenzen bei E. coli aus Wildvogeln

Bei der Untersuchung von insgesamt 257 Kloakentupferproben von 257 WildvSgeln wurden
aus 193 (75,1 %) V3geln E. coli isoliert, deren artliche IdentitSt mittels biochemischer
Reaktionen bestStigt wurde. Von jedem Wildvogel wurde nur eine Kolonie weiter analysiert.
Bei insgesamt 33 (17,1 %) dieser E. coli-Isolate wurde Resistenz gegenYber mindestens
einem der verwendeten antibiotischen Wirkstoffe festgestellt, bei 23 (11,9 %) der Isolate
ergaben sich intermediSre Ergebnisse. Volle SensibilitSt gegenYber allen verwendeten
Antibiotika zeigten 137 (71,0 %) der E. coli-Isolate.

18 (9,3 %) Isolate besaSen Resistenz gegenYber einem antibiotischen Wirkstoff und 15
Isolate (7,8 %) gegenYber zwei oder mehreren der verwendeten Wirkstoffe, wobei bei einem
E. coli-Isolat aus einem Blesshuhn (Fulica atra) Resistenzen gegen sieben und bei einem E.
coli-lsolat aus einer Stockente (Anas plathyrhynchos) gegen sechs Antibiotika festgestellt

wurden.

Die hSufigsten Resistenzen von E. coli aus Wildvigeln wurden gegen Sulfamethoxazol-
Trimethoprim (23 Isolate, 11,9 %) festgestellt, darauf folgten Resistenzen gegen Ampicillin
(14 I1solate, 7,3 %) und Doxycyclin (13 Isolate, 6,7 %). Die niedrigsten E-coli Resistenzraten
wurden fYr Amoxicillin-ClavulansSure (2 Isolate, 1,0 %), Cephalosporin (1 Isolat, 0,5 %) und

Piperacillin-Tazobactam (0 Isolate) detektiert.

Enro- und Marbofloxacin-Resistenz wurde nur in E. coli vom WassergeflYgel gefunden (4
Isolate), damit entspricht die Resistenzrate bezogen auf alle E. coli-Isolate aus Wildvsgeln
2,1 % (n=193) und bezogen auf E. coli-Isolate aus WassergeflYgel 10,3 % (n=39).

In Tabelle 5 sowie den Tabellen A2 und A5 im Anhang findet sich eine Zusammenfassung
aller bei Wildvigeln genommenen Kloakentupferproben, der aufgefundenen E. coli und der

detektierten Resistenzen.
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Tabelle 5: Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung einschlie§lich
Resistenztests von Kloakentupferproben der in dieser Arbeit einbezogenen Wildvsgel
(n=257)
Ordnung Spezies Anzahl | Anzahl | Anzahl Phanotypische Phénotypisch
der der E. der Resistenz (Anzahl der intermediar
Vogel coli - sensiblen | Isolate) (Anzahl der
Isolate | Isolate Isolate)
Passeriformes Total 39 22 17 3 (13,6%) 2 (9,1%)
(77,3%)
Amsel (Turdus | 39 22 17 SXT (3) -
merula) - AMP (2)
Columbiformes | Total 73 52 35 10 (19,2%) 7 (13,5%)
(67,3%)
Verwilderte 70 49 34 AMP (1) -
Haustaube SXT (2) -
(Columba livia AMP, DOX (2) -
f. domestica) AMP, DOX, SXT (1) AMC
AMP, DOX, SXT (1) ENR
AMP, DOX, SXT (1) AMC, ENR, PIT
- AMP (5)
- SXT (1)
- AMP, SXT (1)
TYrkentaube 3 3 1 SXT (1) -
(Streptopelia SXT (1) AMP, AMC
decaocto)
Anseriformes Total 46 39 27 9 (23,1%) 3 (7,7%)
und (69,2%)
Gruiformes
Blesshuhn 7 6 5 AMP, DOX, ENR/MAR,
(Fulica atra) SXT, CTX/ICAZ (1) -
Stockente 9 8 4 SXT (2) AMP, PIT
(Anas ENR/MAR (1) AMP
platyrhynchos) AMP, AMC, DOX,
ENR/MAR, SXT (1) -
Graugans 5 3 1 SXT (1) -
(Anser anser) AMP, ENR/MAR (1) AMC
HSckerschwan | 19 18 14 AMP (1) AMC
(Cygnus olor) SXT (1) AMP, PIT
- DOX (1)
- AMP, AMC (1)
Zwergtaucher 1 1 - - AMP (1)
(Tachybaptus
ruficollis)
Brautente (Aix | 1 1 1 - -
sponsa)
Teichhuhn 2 1 1 - -
(Gallinula
chlorpus)
Kanadagans 1 1 1 - -
(Branta
canadensis)
Reiherente 1 - - - -
(Aythya
fuligula)
Falconiformes Total 33 25 15 7 (28,0%) 3(12,0%)
(60,0%)
Turmfalke 28 21 12 SXT (1) -
(Falco DOX (1) -
tinnunculus) AMP, DOX (1) AMC
AMP, SXT (1) AMC
DOX (1) AMP
SXT, DOX (1) -
- AMP (2)
- AMP, AMC (1)
Wanderfalke 5 4 4 SXT, DOX (1) AMP
(Falco
peregrinus)
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Accipitriformes | Total 51 43 35 3 (7,0%) 5(11,6%)
(81,4%)

Wespen- 2 2 2 - -
bussard
(Pernis
apivorus)

MSusebussard | 31 28 24 SXT (2) -
(Buteo buteo)

Sperber 14 9 7 - AMP (2)
(Accipiter
nisus)

Habicht 3 3 1 AMP, DOX, SXT (1) -
(Accipiter - AMP, AMC (1)
gentilis)

Rohrweihe 1 1 1 - -
(Circus
aeruginosus)

Strigiformes Total 15 12 8 (66,7%) 1(8,3%) 3 (25,0%)
Waldkauz 9 9 5 AMP, AMC (1) -
(Strix aluco) - AMP (3)

Waldohreule 4 2 2 - -
(Asia otus)

Schleiereule 1 1 1 - -
(Tyto alba)

Steinkauz 1 - - - -
(Athene
noctua)

* AMP: Ampicillin; AMC: Amoxicillin-ClavulansSure; SXT: Sulfamethoxazok
Trimethoprim; DOX: Doxycyclin; ENR: Enrofloxacin; MAR: Marbofloxacin; PIT:
Piperacillin-Tazobactam; CAZ: Ceftazidime.

** F coli-lsolate mit resistenten und intermediSren Ergebnissen sind in einer Zeile
aufgefYhrt
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4.2. Antibiotikaresistenzen bei E. coli aus Wildvogeln im Bezug auf die

Ordnung

4.2.1. Falconiformes

Bei Vergleich der verschiedenen Vogelgruppen zeigte sich die niedrigste E. coli-
SensibilitStsrate (60,0 %, 15/25) bei den Falconiformes (n=33).

In dieser Gruppe wurden bei 28,0 % (7/25) der E. coli-Isolate Resistenzen und bei
12,0 % (3/25) der E. coli-Isolate intermediSre Ergebnisse festgestellt (Abbildung 8).
Resistenz gegen Doxycyclin (DOX, alleine oder in Kombination) war dabei am
hSufigsten vertreten (20,0%, 5/25), gefolgt von Resistenz gegen Sulfamethoxazol-
Trimethoprim (SXT, 16,0 %, 4/25). Verminderte SensibilitSt gegenYber Ampicillin
(AMP) zeigte sich in dieser Gruppe ebenfalls hSufig.

" Sensibel (15)

mSXT (1)

=DOX (2)

®AMP, DOX (1)

“SXT, DOX (2)

AMP, SXT (1)

® ntermediar (3)

Abbildung 8: tbersicht Yber nachgewiesene Antibiotikaresistenzen bei 25 E. coli-

Isolaten aus 33 Falconiformes
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4.2.2. Accipitriformes

Die h3ichste SensibilitStsrate (81,4 %, 35/43) wurde in E. coli-Isolaten von
Accipitriformes (n=51) festgestellt. Antibiotikaresistenz wurde bei 7,0 % (3/43) und
verminderte SensibilitSt bei 11,6 % (5/43) der Isolate detektiert. Alle drei nachgewiesen
resistenten Isolate zeigten Resistenz gegen Sulfamethoxazol-Trimethoprim (alleine
oder in Kombination, siehe Abbildung 9) und alle fYnf intermediSren Isolate zeigten

verminderte SensibilitSt gegenYber Ampicillin

" Sensibel (35)

" SXT (2)

®AMP, SXT, DOX (1)

¥ntermediar (5)

Abbildung 9: fbersicht Yber nachgewiesene Antibiotikaresistenzen bei 43 E. coli-

Isolaten aus 51 Accipitriformes
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4.2.3. Passeriformes

In E. coli-lsolaten von Passeriformes (n=39) wurde bei einer relativ hohen
SensibilitStsrate  von 77,3 % (17/22) ausschlie§lich Resistenz gegenYber
Sulfamethoxazol-Trimethoprim festgestellt (13,6 %, 3/22), zwei weitere E. coli-Isolate

(9,1 %) zeigten verminderte SensibilitSt gegen Ampicillin (siehe Abbildung 10).

" Sensibel (17)

=SXT (3)

¥ |ntermediar (2)

Abbildung 10: tbersicht Yber nachgewiesene Antibiotikaresistenzen bei 22 E. coli-

Isolaten aus 33 Passeriformes
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4.2.4. Strigiformes

In der Gruppe der Strigiformes (n=15) wurde bei einer E. coli-SensibilitStsrate von
66,7 % (8/12) ausschlie8lich gegenYber Ampicilin Resistenz (8,3 %, 1/12, in
Kombination mit AMC) und verminderte SensibilitSt (25,0 %, 3/12) festgestellt
(Abbildung 11).

W Sensibel (8)

AMP, AMC (1)

B|ntermediar (3)

Abbildung 11: tbersicht Yber nachgewiesene Antibiotikaresistenzen bei 12 E. coli-

Isolaten aus 15 Strigiformes
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4.2.5. Anseriformes und Gruiformes

Resistenzen gegen Enro- und Marbofloxacin wurden insbesondere bei E. coli aus
Anseriformes und Gruiformes (n= 46) festgestellt. Von 39 isolierten E. coli zeigten neun
(23,1 %) Antibiotikaresistenz, davon vier (10,3 %) gegen beide getesteten
Fluorchinolone Enro- und Marbofloxacin (ENR/MAR alleine oder in Kombination mit
anderen Resistenzen). In dieser Gruppe zeigten drei E. coli-Isolate (7,7 %)
intermediSre Ergebnisse (siehe Abbildung 12). Multiresistenz gegenYber drei und mehr
Antibiotika (wobei ENR/MAR und CTX/CAZ als ein Antibiotikum gezShlt wurden) wurde
in der Gruppe des WassergeflYgels in 5,1 % (2/39) der E. coli-Isolate detektiert
(Abbildung 12).

= Sensibel (27)
uSXT (4)
AMP (1)
BENR/MAR (1)
= AMP, ENR/MAR (1)
= AMP, AMC, DOX, SXT, ENR/MAR (1)
® AMP, DOX, SXT, ENR/MAR, CTX/CAZ (1)

¥ Intermediar (3)

Abbildung 12: tbersicht Yber nachgewiesene Antibiotikaresistenzen bei 39 E. coli-

Isolaten aus 46 Anseriformes und Gruiformes
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4.2.6. Columbiformes

In der Gruppe der Columbiformes (n=73) wurden bei einer E. coli SensibilitStsrate von
67,3 % (35/52) die hSufigsten Multiresistenzen festgestellt (5,8 %, 3/52), dabei immer
in der Kombination AMP, DOX, SXT. Von den untersuchten E. coli aus Taubenvsgeln
zeigten zehn (19,2 %) Resistenzen und sieben (13,5 %) verminderte SensibilitSt

gegenYber den verwendeten Wirkstoffen (Abbildung 13).

¥ Sensibel (35)

AMP (1)

HSXT (4)

BAMP, DOX (2)

®AMP, DOX, SXT (3)

®ntermediar (7)

Abbildung 13: tbersicht Yber nachgewiesene Antibiotikaresistenzen bei 52 E. coli-

Isolaten von 73 Columbiformes
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4.3. ESBL-produzierende E. coli -Isolate aus Wildvogeln

Im AESBL Phenotypic Confirmatory TestO konnte einE. coli-Isolat als ESBL-Bildner
nachgewiesen werden. Dieses Isolat (# 25104) stammte von einem adulten Blesshuhn
(Fulica atra), das mit einer Fraktur eingeliefert wurde. Die Resistenz des E. coli-Isolates
gegen Cefotaxim (CTX) und Ceftazidim (CAZ) trat zusStzlich zu fYnf weiteren
Antibiotikaresistenzen (AMP, DOX, SXT, ENR/MAR) auf.

Im phSnotypischen ESBL-Test ergaben sich Hemmhofdurchmesser fYr CTX von 0 mm,
fYr CTX/CV von 13 mm sowie fYr CAZ von 13 mm und fYr CAZ/CV von 24 mm.
Dadurch konnte dieser Test eindeutig visuell als positiv beurteilt werden (Abbildung
14a und 14b).

Abbildung 14a und 14b: OESBL Phenotypic Confirmatory TestO beE. coli-Isolat #
25104. Die Abbildungen zeigen Hemmbhofdurchmesser von 0 mm fYr CTX und 13 mm
fYr CTX/CV (Abbildung 14a) sowie 13 mm fYr CAZ und 24 mm fYr CAZ/CV (Abbildung
14b).

Bei den PCR-Tests zur Detektion des ESBL-kodierenden Gens wurden Gene fYr die
ESBL-Gruppen TEM, SHV und die CTX-M-Gruppen 2, 8, 9 und 25/26 nicht
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nachgewiesen. Mit spezifischen Primern fYr die CTX-M-Gruppe 1 wurde jedoch ein

Produkt in erwarteter Gr$8e amplifiziert.

Die Sequenzierung dieses Produktes unter Verwendung der Primer nach Xu et al
(2005) ergab kein eindeutiges Ergebnis, da sich im amplifizierten DNA-Fragment CTX-
M-15 und CTX-M-55 nicht unterschieden. Durch eine weitere PCR mit Amplifikation
eines gr$8eren Fragments des blacrx.w-kodierenden Gens nach Jouini et al (2007)

konnte das in dem E. coli-Isolat vorliegende ESBL-Gen als blactx.m-15 typisiert werden.

Die Untersuchung der genetischen Umgebung des ESBL-Genes auf dem Plasmid
(DHANJI et al 2011c, SALADIN et al 2002) zeigte eine intakte Insertionssequenz
ISEcp1 in der Region vor dem blacrx.u.15-Gen (dupstreamO) in der gleichen Orientierung
wie das blactx.m-15-Gen (Abbildung 15). Innerhalb des 3 nicht-kodierenden Bereiches
des ISEcp1-Gens wurde die Promoter-Region (-10 TACAAT) (-35 TTGAA) identifiziert.
Basierend auf der Sequenzanalyse der Regionen vor und nach dem blactx.m.15-Gen
wurde die Umgebung des detektierten Genes nach Dhanji et al (2011c) dem

denvironment type 2a0 zugeordnet (siehe Abbildung 15).

ISEcp1 blderyy s ORF4T7

48 bp 46 bp

Abbildung 15: Schema des nach Dhanji et al (2011c) vorliegenden &genetic

environment type 2a0 (p: promoter; TAA: stop codon).
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Die PCR zur Erfassung der phylogenetischen Gruppe des ESBL-produzierenden E.
coli (CLERMONT et al 2000, HIGGINS et al 2007, GORDON et al 2008) ergab
basierend auf dem Vorliegen oder Fehlen der Gene chuA, yjaA oder TSPE4.C2 die
ZugehSrigkeit zu Gruppe B1, da nur TSPE4.C2 detektiert wurde. (Abbildung 16).

chuA
yjaA
L | = TSPE4.C2

Abbildung 16: Gelelektrophorese mit Darstellung der PCR-Produkte (CLERMONT et
al 2000, HIGGINS et al 2007, GORDON et al 2008) zur Ermittlung der
phylogenetischen Gruppe des E. coli-Isolates # 25104 (M: 100 bp Marker; 1: E. coli
isolate # 25104; 2: E. coli ref. 0516 (Gruppe A); 3: E. coli ref. H 042680216 (Gruppe A);
4: E. coliref. 42032 (Gruppe B1); 5: E. coli DSM22664 (Gruppe B2)).

Die serologische Untersuchung des vorliegenden ESBL-E. coli durch das
Bundesinstitut fYr Risikobewertung (BfR, Berlin, Deutschland) ergab das Vorliegen
eines Serotyp 08. Ein H-Antigentyp konnte serologisch nicht bestimmt werden.

Virulenzfaktoren wie Shigatoxin (Stx1, Stx2), HSmolysin (e-hly) und Intimin (eae, nleB)

wurden am BfR bei diesem E. coli-Isolat nicht nachgewiesen.

Die PCR und Sequenzierung zur Erfassung des fYr die H-Antigene codierenden Genes

nach Fields et al (1997) ergab ein 1665 bp umfassendes Fragment des fliC-Genes. Bei
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der BLAST-Analyse zeigte sich eine 98 %-ige tbereinstimmung auf
NukleinsSureebene zu einer bereits bekannten H23-Sequenz (Accession number
AY250005). Vergleiche der AminosSurensequenz ergaben eine 99 %-ige
tbereinstimmung zu Serotyp H23, zu anderen H-Antigentypen konnte lediglich eine

tbereinstimmung von unter 70 % gefunden werden.
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5. DISKUSSION

5.1. Auswahl der einbezogenen Wildvogelgruppen

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob und welche
Antibiotikaresistenzen bei E. coli-Isolaten aus in SYdbayern aufgefundenen, verletzten
oder erkrankten Wildvsgeln vorhanden sind. Ein besonderer Fokus wurde dabei auf
das Vorkommen von Extended-Spectrum Beta-Lactamasen (ESBL) gelegt. ESBL-
bildende Bakterien, die oft in gram-negativen Enterobacteriaceae wie E. coli und
Klebsiella pneumoniae vorkommen (RKI 2007), sind annShernd weltweit verbreitet und
durch das Vorliegen einer Resistenz gegen Cephalosporine der 3. und 4. Generation,
sowie oft weiterer (multipler) Resistenzen schwer zu bekSmpfen (CANTON et al 2008,
COQUE et al 2008). Sowohl gesetzliche Regelungen als auch Strategien bezYglich der
Anwendung von Medikamenten und bei Auftreten von Resistenzen gegen
Medikamente unterscheiden sich weltweit, das Problem der Antibiotikaresistenzen
existiert aber ISnderYbergreifend und insbesondere mit Nutztieren wird weltweit
gehandelt, so dass sich resistente Bakterien auch grenzYberschreitend ausbreiten
(M LLER AARESTRUP 1999).

ESBL-bildende Bakterien kommen bei Menschen und Tieren vor (EWERS et al 2012,
MESA et al 2006), und sie k3nnten sowohl Yber Kontakt, als auch Yber kontaminierte
Lebensmittel zwischen Menschen und Tieren Ybertragen werden (CARATOLI 2008,
BfR 2011a, BfR 2011b). In diesem Sinne kann es sich bei einer Infektion mit ESBL-
bildenden E. coli also auch um eine Zoonose handeln. ESBL-E. coli wurden auch in
Deutschland bereits aus Wildvsgeln isoliert (GUENTHER et al 2010b, GUENTHER et
al 2012hb), und die Vermutung liegt nahe, dass Wildvsgel, die durch Krankheiten oder

UnfSlle in nahen Kontakt zu Menschen kommen, ein besonderes Risiko darstellen.

Vor dem Hintergrund der aktuellen Diskussion Yber Antibiotikaresistenzen bei Mensch
und Tier und der daraus entstandenen Debatte Yber den Antibiotikaeinsatz bei Tieren,
insbesondere bei Nutztieren, bestand ein Ziel der vorliegenden Arbeit darin, die
aktuelle Antibiotikaresistenzsituation bei E. coli aus bayerischen Wildv3geln zu
ermitteln. Kenntnisse Yber die am hSufigsten vorkommenden Resistenzen erleichtern
behandelnden TierSrzten in Notfallsituationen, also vor Vorliegen eines

Antibiogrammes, die Entscheidung Yber die Wahl eines geeigneten Antibiotikums.
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Ein weiteres Ziel war die PrSvalenz ESBL-bildender E. coli in verschiedenen in
SYdbayern hSufig anzutreffenden Wildvogelgruppen festzustellen, die durch
Erkrankungen in engen Kontakt zu Menschen und anderen Tieren kommen, um ein
eventuelles Risiko fYr andere (Vogel) Patienten, medizinisches Personal und

Privatpersonen abschStzen zu k3nnen.

Alle in dieser Arbeit einbezogenen WildvSgel wurden zwischen Mai 2012 und Mai 2013
mit unterschiedlichen Krankheitssymptomen in die Klinik fYr V3gel, Reptilien,
Amphibien und Zierfische der LMU gebracht. Die einliefernden Personen waren
teilweise Privatpersonen, hSufig in Begleitung von Kindern, teilweise Mitarbeiter/innen
von Tierhilfeorganisationen wie der MYnchner Tierrettung oder $ffentlicher Institutionen
wie der Feuerwehr und Polizei, denen die verletzten oder pflegebedYrftigen V3gel
Ybergeben worden waren. In der vorliegenden Studie wurden die Daten der
eingelieferten V8gel nicht nach den jeweiligen Tberbringern ausgewertet, jedoch kann
ein Verteilungsmuster der Personengruppen fYr Wildvogel-Einlieferungen in die Klinik
fYr V3gel, Reptilien, Amphibien und Zierfische basierend auf einer Studie von Bergs
(2009) aus dem Jahr 2006/2007 vermutet werden. Dort wurden 60 % der Wildv3gel
von Privatpersonen, 21 % von Feuerwehr, 10 % von Tierrettung sowie insgesamt 4 %
von Polizei, Tierheim, Tierkliniken und VeterinSrSmter eingeliefert. 5 % der Einlieferer
wurden nicht erfasst (BERGS 2009).

Die einbezogenen Vogelarten wurden in der vorliegenden Untersuchung so gewShlt,
dass sie im Patientengut der Klinik in der Vergangenheit in ausreichender Zahl
vorhanden waren. Entscheidend fYr die Auswahl war allerdings auch, dass sowohl
Spezies mit nahem Kontakt zu Menschen und deren Lebensraum, wie die MYnchner
Stadttauben (Columba livia f. domestica), als auch Spezies mit wenig bis keinem
Kontakt zu menschlichen Siedlungen, wie z. B. die MSusebussarde (Buteo buteo) aus

dem MYnchner Umland enthalten waren.

Die beprobten Spezies wurden fYr die Auswertung in fYnf verschiedene Gruppen
eingeteilt, und zwar nach Gemeinsamkeiten in ihrem Habitat, ihrer ErnShrung und
damit auch in dem Kontakt zu Menschen bzw. dem Kontakt zu menschlicher Nahrung.

Im Folgenden werden die einzelnen Spezies bzw. Speziesgruppen nSher beschrieben.
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Amseln (Turdus merula)

Die Amsel (Turdus merula) ist ein sehr hSufiger Brut und Jahresvogel mit einem
Mindestbestand von 6300000 Brutpaaren in Deutschland. Die ErnShrungsweise ist
omnivor, wobei hauptsSchlich RegenwYrmer, aber auch Beeren und FrYchte gefressen
werden (BRENDEL 1998). Allerdings lernen in den StSdten lebende V3gel auch,
menschliche Speisen zu verzehren und fYttern ihre Jungen z. B. mit Brot oder
gekochten Kartoffeln (WtST 1986). Der Lebensraum der Amsel war ursprYnglich in
dichten, unterholzreichen WSIdern zu finden. In den letzten Jahren ist eine
VerstSdterung der V3gel festzustellen. Die Amseln halten sich in Parks und GSrten der
StSdte auf und brYten hSufig an GebSuden (BRENDEL 1998).

Verwilderte Haustauben (Columba livia forma domestica) und TYrkentauben

(Streptopelia decaocto)

Die auch als Stadttauben oder Stra8entauben bezeichneten verwilderten Haustauben
(Columba livia forma domestica), die urspr¥Ynglich von der Felsentaube abstammen,
sind Standv3gel und GebSudebrYter, deren zahlenmS8ige Zunahme in den StSdten
hauptsSchlich durch das teilweise exzessive FYttern der Tiere durch Merschen
verursacht wurde (W1ST 1986, HAAG-WACKERNAGEL 1997). Im Stadtbereich
fSrdern der leichte Zugang zu ausreichend Futter, warmes Klima und viele
Nistm&glichkeiten eine ganzjShrige Reproduktion, die bei Stadttauben aus bis zu
sieben Bruten im Jahr bestehen kann (K...STERS & KORBEL 1997). Die Stra8entaube
ist also ein sehr hSufiger Kulturfolger, insbesondere in den Gro§stSdten, deshalb
wurde nach zunehmender Verschmutzung der GebSude in vielen StSdten das FYttern
der Tiere verboten. Die Nahrung der Tauben besteht u. a. aus verschiedenen Samen,
Getreide, Brot und AbfSllen (SINGER 2006). Wie viele Tauben heute die gro§en StSdte
bewohnen, ist unbekannt (WtST 1986). In der Klinik fYr V3gel geh3rten sie in den
Jahren 2006 und 2007 zu den am hSufigsten eingelieferten Vogelspezies (BERGS
2009).

Verwilderte Haustauben kSnnen auch verschiedene Krankheitserreger beherbergen. In
einem Review beschreiben Haag-Wackernagel & Moch (2004) 60 verschiedene
human-pathogene Erreger bei Stra8entauben, darunter neun verschiedene

Bakterienarten.  Insbesondere  Risikogruppen  (Kinder, sowie Sltere oder
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immunsupprimierte Menschen) kSnnen durch Zoonoseerreger (z. B. Salmonellen) oder
durch Allergene im Federstaub und Kot erkranken (K...STERS & KORBEL 1997).

TYrkentauben (Streptopelia decaocto) wurden nur sehr wenige, insgesamt drei, im
Untersuchungszeitraum in die Klinik eingeliefert. Sie wurden in diese Gruppe mit
einbezogen, da inzwischen auch TYrkentauben ganzjShrig in den StSdten,
insbesondere in StSdten mit gYnstigem Nahrungsangebot, Eben. TYrkentauben
ernShren sich von Samen und FrYchten, aber auch von Brot (SINGER 2006).

Falkenvsgel (Falco tinnunculus, Falco peregrinus)

In diese Arbeit wurden hauptsSchlich Turmfalken (Falco tinnunculus) (28) und lediglich
vereinzelt Wanderfalken (Falco peregrinus) (5) einbezogen, da letztere in dem Jahr der

Untersuchung weniger hSufig als Patienten eingeliefert wurden.

Mit einem geschStzten Bestand von 22000 Brutpaaren in Deutschland sind Turmfalken
(Falco tinnunculus) hSufige Brutvigel der Alpen (BRENDEL 1998), besiedeln aber
auch D&rfer und StSdte (W1ST 1982). Turmfalken brYten an FelswSnden, BSumen
und GebSuden (BRENDEL 1998). Sie sind sehr anpassungsfShig, wenn ihnen
genYgend freie FISche zur Jagd zur VerfYgung steht. So brYten die Turmfalkenm den
StSdten gern an hochragenden Bauten wie KirchtYrmen und HochhSusern, und jagen
einige Kilometer weiter (WtST 1982). Turmfalken ernShren sich carnivor, die Nahrung
besteht Yberwiegend (90 %) aus MSusen (BRENDEL 1998).

Wanderfalken (Falco peregrinus) sind eher seltene Brutvigel in den Alpen (BRENDEL
1998). Die ErnShrung besteht aus anderen V3geln, v. a. aus Tauben, Raben- und
Singv3geln. Umweltgifte wurden dafYr verantwortlich gemacht, dass der
Wanderfalkenbestand in Europa stark zurYckgegangen ist und er erholt sich erst in den
letzten Jahren wieder (SINGER 2006).
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Sonstige GreifvSgel und Eulen (Accipiter nisus, Buteo buteo, Pernis apivorus, Circus

aeruginosus, Accipiter gentilis, Strix aluco, Athene noctua, Asio otus, Tyto alba)

GreifvSgel und Eulen, die weiteren Arten zuzuordnen waren, wurden in eine getrennte
Speziesgruppe eingeordnet, da die ErnShrungsweise vergleichbar ist. Alle hier
beprobten Greif- und Eulenvigel ernShren sich zumindest teilweise von KleinsSugern
wie z. B. MSusen oder erbeuten V3gel (SINGER 2006). In dieser Arbeit umfasste diese
Gruppe hauptsSchlich MSusebussarde (Buteo buteo), in geringerer Zahl Sperber
(Accipiter nisus) und Waldkauz (Strix aluco). Weitere Greif- und EulenvSgel wie
Habicht (Accipiter gentilis), Wespenbussard (Pernis apivorus), Rohrweihe (Circus
aeruginosus), Waldohreule (Asio otus), Steinkauz (Athene noctua) und Schleiereule
(Tyto alba) wurden im Untersuchungszeitraum nur vereinzelt in die Klinik fYr V3gel,

Reptilien, Amphibien und Zierfische eingeliefert.

Der MSusebussard (Buteo buteo) ist in Deutschland mit einem Mindestbestand von
140000 Brutpaaren vertreten. Er benstigt Wald als Brutplatz und brYtet in gri8eren,
geschlossenen BaumbestSnden, bevorzugt am Waldrand. Da die ErnShrung des
carnivoren MSusebussards Yberwiegend aus FeldmSusen besteht, braucht er zur Jagd
offenes Gebiet mit geringem Pflanzenwuchs und einer ausreichend gro8en
Nagerpopulation (BRENDEL 1998). Der MSusebussard jagt auf Feldern, Wiesen,
Teichlandschaften und Lichtungen, sucht aber auch stark befahrene Stra8en und
Autobahnen nach Beutetieren ab (WTST 1982).

Der Sperber (Accipiter nisus) ist nach den Turmfalken und MSusebussarden der
zahlreichste Greifvogel in Bayern. Als Lebensraum bevorzugt er Landschaften mit
Wald, halboffenem und offenem GelSnde im Wechsel. Im Winter jagt er regelmS8ig in
den StSdten. FYr MYnchen und einige andere StSdte sind auch BrutplStze innerhalb
der Stadt nachgewiesen. Die Nahrung des Sperbers besteht hauptsSchlich aus kleinen

Singvsgeln, aber auch Haus- und Ringeltauben werden erbeutet (WTST 1982).

Der Waldkauz (Strix aluco) brYtet in Laub- und MischwSlIdern, die an offenes GelSnde
oder GewSsser angrenzen, aber auch in Parks oder Friedhsfen. Die NistplStze
befinden sich meist in Baumhshlen. Die Nahrung ist vielseitig. Es werden KleinsSuger,
hauptsSchlich verschiedene MSuse, aber auch V3gel, Amphibien, Fische und Insekten
gefressen (SINGER 2006).



5. Diskussion 88

Vertreter der weiteren oben genannten Greif- und Eulenvogelarten wurden im
Untersuchungszeitraum Mai 2012 bis Mai 2013 nur vereinzelt (ein bis vier
V3gel/Spezies) in die Klinik fYr V3gel, Reptilien, Amphibien und Zierfische der LMU
eingeliefert. Von 66 beprobten Greifvigeln und Eulen konnten 54 den drei aufgefYhrten
Spezies MSusebussard, Sperber und Waldkauz zugeordnet werden. Die Ybrigen
verteilten sich in geringen Zahlen auf die oben genannten und werden daher hier nicht
im Einzelnen beschrieben. Sie ernShren sich zumindest gelegentlich von KleinsSugern,
hauptsSchlich MSusen oder erbeuten andere V3gel (SINGER 2006). Eine volstSndige

Auflistung der beprobten Spezies findet sich in Tabelle 5.

Wasservsgel (Cygnus olor, Anas platyrhynchos, Fulica atra, Anser anser, Aythya

fuliqula, Gallinula chloropus, Tachybaptus ruficollis, Branta canadensis)

In dieser Arbeit wurden hauptsSchlich Hickerschwan (Cygnus olor), Stockente (Anas
platyrhynchos) und Blesshuhn (Fulica atra) beprobt. Einzelne Proben stammten von
Graugans (Anser anser), Reiherente (Aythya fuligula), Teichhuhn (Gallinula chloropus),
Zwergtaucher (Tachybaptus ruficollis) und Kanadagans (Branta canadensis). Einer der

46 Wasservsgel, eine Ente, konnte keiner definitiven Spezies zugeordnet werden.

Der H3ckerschwan (Cygnus olor) ist ein urspr¥Ynglich aus SYdamerika und Afrika
stammender Vogel, der beispielsweise in MYnchen im Nymphenburger Park und am
Kleinhesseloher See seit Jahrhunderten von Menschen gehalten wurde und, da er
nicht immer flugunfShig gemacht wurde, verwilderte und sich vermehrte. SchwSne
nisten an GewSsserrSndern, StadtschwSne auch in einiger Entfernung vom Waser.
Der Aufenthaltsort nichtbrYtender SchwSne richtet sich nach dem Nahrungsangebot.
Die ErnShrung besteht aus verschiedenen Algen und Pflanzen (W1ST 1982).
SchwSne fressen verschiedene Wasser- und Sumpfpflanzen, aber auch Gras und
junge Saatpflanzen (SINGER 2006). Im Winter ernShren sich die in der Stadt lebenden
SchwSne hauptsSchlich von dem Futter, das sie von Menschen erhalten (WtST 1982).

Die Stockente, auch Wildente (Anas platyrhynchos) bezeichnet, ist als Brut- und
Jahresvogel in Bayern weit verbreitet. Ringfunde zeigten, dass bayerische Enten oft in
SYdfrankreich Yberwintern, wShrend die hier im Winter lebenden Tiere meistens aus
der Umgebung der Ostsee stammen und in Bayern Yberwintern. Stockenten brYten

meist an GewSssern, vereinzelt aber auch im Wald und auf Wiesen. Die Nester
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befinden sich am Boden, seltener auf BSumen. Infolge einer hohen Lern- und
AnpassungsfShigkeit nistet die Stockente auch mitten in Gro§stSdten und ISsst sich
von Menschen fYttern (WtST 1982). Die Nahrung der Stockenten, die zu den
GrYndelenten gezShlt werden, ist vielseitig, es werden Wasserpflanzen, Samen,
Schnecken und WYrmer ebenso wie verschiedene Insekten und Brot gefressen
(SINGER 2006).

Das Blesshuhn (Fulica atra), von dem das in dieser Arbeit nachgewiesene ESBL-
bildende E. coli-Isolat stammt, ist ein mS8&ig hSufiger Stand-, Strich- und Zugvogel, der
im Winter hSufig in SYdbayern anzutreffen ist. BlesshYhner nisten normalerweise an
stehenden oder langsam flie§enden GewSssern mit vegetationsreichen Ufern. Die
ErnShrung besteht aus Muscheln (Dreissena polymorpha), augerhalb der Brutzeit auch
aus Pflanzen von Wiesen und Feldern. BlesshYhner sind sehr lern- und
anpassungsfShig, sie erbeuten auch M3weneier oder fressen von Menschen
verfYttertes Brot und andere Lebensmittel (WtST 1982).

Die weiteren oben genannten Vogelarten wurden im Untersuchungszeitraum Mai 2012
bis Mai 2013 nur in sehr geringer Zahl (ein bis fYnf VSgel/Spezies) eingeliefert und
werden deshalb hier nicht einzeln aufgefYhrt. Alle in dieser Gruppe beprobten V3gel
leben im Wasser oder in GewSssernShe und ernShren sich hauptsSchlich von
pflanzlicher Nahrung wie GrSsern, Samen und FrYchten. ZusStzlich werden zumindest
gelegentlich WYrmer, Schnecken und Muscheln gefressen (SINGER 2006). Eine

Auflistung aller beprobten Spezies findet sich in Tabelle 5.
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5.2. Methodik

Alle in diese Arbeit einbezogenen WildvSgel wurden sofort nach ihrem Eintreffen in der
Klinik beprobt. Ausschlusskriterien fYr die Probennahme waren ein ISngerer Aufenthalt
bei den Findern oder in der Klinik, insbesondere, wenn der Vogel dort schon gefYttert
worden war, sowie vorherige Antibiotikabehandlung. Es sollte dadurch sichergestellt
werden, dass mittels Kloakentupfer nur Keime isoliert wurden, die beim Vogel schon in
Freiheit vorhanden waren, jedoch keine, mit denen die VSgel erst in menschlicher
Obhut oder in der Klinik in Kontakt gekommen waren. Von jedem Wildvogel wurde eine
Probe mit einem sterilen Tupfer direkt aus der Kloake entnommen. Wenn nach
Anzucht auf EMB-Agarplatten, Subkultivierung und BestStigung durch APl 20 E aus
diesem Tupfer E. coli isoliert werden konnte, wurde jeweils nur ein Isolat pro Vogel in
Resistenztests weiter charakterisiert. Falls mehrere unterschiedliche E. coli-Klone in

einem Wirt vorlagen, wurden sie mit diesem Vorgehen somit nicht erfasst.

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika Ampicilin (AMP), Amoxicillin-
ClavulansSure (AMC), Ceftazidim (CAZ), Piperacillin-Tazobactam (PIT), Doxycyclin
(DOX), Enrofloxacin (ENR), Marbofloxacin (MAR) und Sulfamethoxazol-Trimethoprim
(SXT) wurden ausgewShlt, da sie verschiedene Antibiotika(gruppen) vertreten, die in
der Tiermedizin hSufig verwendet werden und/oder ein ESBL-Screening erm3glichen.
Einige dieser Antibiotika, und zwar Enrofloxacin, Amoxicillin-ClavulansSure und
Doxycyclin, werden aufgrund ihrer guten Wirksamkeit oder besonders langer
Wirkdauer bei Zier- und Wildvdgeln hSufig verwendet. ZusStzlich beinhalteten diese
acht Antibiotika sowohl die sogenannten dReserveantibiotikaO, Fluorchinolone (Enre
und Marbofloxacin) und Cephalosporine der 3. Generation (Ceftazidim), als auch
mehrere  Penicilline, die zum ESBL-Screening eingesetzt wurden. Eine
Zusammenfassung der verwendeten Wirkstoffkonzentrationen sowie der Hemmbhof-

Grenzwerte findet sich im Anhang, Tabelle Al.

Als Testverfahren zur Ermittlung von Resistenzen wurde in der vorliegenden Arbeit der
Agar-Disk-Diffussions-Test eingesetzt. Dieser Test gilt als weniger sensibel als die
Bouillon-MikrodilutionsbMethode, bei der die minimale Hemmkonzentration (MHK)
ermittelt wird (KRONTHALER 2009). Der BISttchen-Diffusionstest wurde gewShlt, da er
manuell einfach durchzufYhren ist, hinsichtlich der auf die Agarplatten aufgebrachten

Bakterienmengen und Inkubationsbedingungen bei exakter DurchfYhrung gut
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reproduzierbar ist und fYr die Bestimmung von Antibiotikaresistenzen ebenfalls als
Standardtest anerkannt ist. Zudem sollte in dieser Arbeit lediglich die aktuelle
Resistenzsituation sowie eine msSgliche ESBL-Bildung bei WildvSgeln detektiert
werden, und eine Quantifizierung der Resistenz auch in Bezug auf eine Therapie einer

eventuellen Infektion stand nicht im Vordergrund.

FYr die Screeningtests auf ESBL-Bildung ist relevant, dass die Grenzwerte fYr die
Durchmesser der Hemmhsfe fYr das in dieser Arbeit verwendete Cephalosporin
Ceftazidim bis 2012 aus dem CLSI Dokument M31-A3 aus dem Jahr 2008 stammten.
Die dort aufgefYhrten Grenzwerte fYr die Hemmhofdurchmesser fYr Cephalosporine
betrugen " 18 mm (sensibel), 15-17 mm (intermediSr) und # 14 mm (resistent). Ab
2013 wurden die Grenzwerte der Hemmhofdurchmesser fYr Ceftazidim auf die im CLSI
Dokument M100-S20 aus dem Jahr 2010 enthaltenen Werte von " 21 mm (sensibel),
18-20 mm (intermediSr) und # 17 mm (resistent) umgestellt (CLSI 2010) und seit
diesem Zeitpunkt auch fYr diese Arbeit verwendet. Die Grenzwerte fYr alle anderen
verwendeten Antibiotika wurden nicht geSndert und stammten weiter aus den oben
genannten CLSI und DIN Dokumenten (CLSI 2006, CLSI 2008, DIN 2000).

GrundsStzlich wurden in der vorliegenden Untersuchung alle E. coli, die im
Plattendiffusionstest gegenYber Ampicillin, Ceftazidim und den anderen verwendeten
Penicillinen und Cephalosporinen als intermediSr oder als resistent eingestuft wurden,
einem  phSnotypischen  BestStigungstest  (ESBL-Phenotypic-Confirmatory-Test)
unterzogen (CLSI 2008). Die M3glichkeit, dass das Vorkommen von ESBL-E. coli von
Mai bis Dezember 2012 unterschStzt wurde, besteht daher, wird aber als wenig

wahrscheinlich eingestuft.

Der geringste Hemmhofdurchmesser der ab Januar 2013 getesteten Wildv3gel betrug
23 mm fYr Ceftazidim (siehe Anhang: Tabelle A5), damit waren alle im Jahr 2013

untersuchten E. coli als sensibel einzustufen.
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5.3. Antibiotikaresistenzen und ESBL bei E. coli aus Wildvogeln

Bei einer Ybergreifenden Betrachtung ohne BerYcksichtigung der beteiligten
Vogelspezies ist festzustellen, dass bei E. coli aus Wildvigeln hSufig
Antibiotikaresistenzen vorkamen. Dabei waren vor allem Resistenzen gegen drei
Antibiotika oder gSngige KombinationsprSparate, und zwar fYr Sulfamethoxazol

Trimethoprim, Ampicillin und Doxycyclin, weit verbreitet.

Die in dieser Studie detektierte Resistenzrate (ohne intermediSre Isolate) von E. coli
aus in SYdbayern aufgefundenen Wildvigeln betrug 17,1 %. Resistenz gegen
mindestens ein Antibiotikum wurde also bei 33 von 193 E. coli festgestellt (in Tabelle 5
und Tabelle A2 im Anhang findet sich eine tbersicht Yber alle aufgefundenen
resistenten und intermediSren E. coli-Isolate). Am hSufigsten wurden Resistenzen
gegen Sulfamethoxazol-Trimethoprim (11,9 % der Isolate), Ampicillin (7,3 % der
Isolate) und Doxycyclin (6,7 % der Isolate) festgestellt. Resistenzen gegen die anderen
verwendeten Antibiotika, also Resistenzen gegen Amoxicillin-ClavulansSure, Enro- und

Marbofloxacin, Piperacillin-Tazobactam und Ceftazidim kamen nur vereinzelt vor.

Die in der vorliegenden Arbeit detektierte generelle Resistenzrate von E. coli bei
Wildv3geln entspricht exakt der Resistenzrate in einer kYrzlich publizierten Studie, bei
der 55 verschiedene Wildvogelspezies, und dabei insgesamt 226 kranke und gesunde
Wildvsgel, aus Deutschland, und zwar aus Hessen und ThYringen, einbezogen wurden
(GUENTHER et al 2010a). Hier wurde ebenfalls eine E. coli-Resistenzrate von 17,1 %
(32/187 lIsolate) festgestellt. Resistenzen gegen Ampicillin wurden dort bei 15 (8,0 %)
und gegen Tetracyclin bei 16 (8,6 %) der E. coli-Isolate detektiert. Allerdings sind die
Ergebnisse beider Studien nicht vSllig vergleichbar, da bei Guenther et al (2010a) die
187 Isolate zunSchst nur gegen gegen sechs Antibiotika, nSmlich Ampicilin,
Streptomycin, Spectinomycin, Chloramphenicol, Gentamycin und Tetracyclin, getestet
wurden. Lediglich bei 15 selektierten Isolaten wurden noch weitere Antibiotika,
insgesamt 30, getestet, und basierend auf diesen weiteren Untersuchungen wurden 9
der 15 Isolate als multiresistent bezeichnet. Die isolierten 187 E. coli stammten vor
allem aus Kot, aber auch aus inneren Organen der VSgel. Bei Guenther et al (2010a)
wurde zudem eine Vielzahl von Vogelarten, insgesamt 55 Spezies, und dabei von
vielen Spezies nur ein lIsolat, untersucht, die sich nicht in die in unserer Studie

etablierten Gruppen einordnen lassen.



5. Diskussion 93

In der vorliegenden Arbeit wurde eine problematische Resistenzsituation vor allem fYr
Sulfamethoxazol-Trimethoprim, Ampicillin  und Doxycyclin  ermittelt.  €hnliche
Ergebnisse liegen auch fYr den WirtschaftsgeflYgelbereich vor. So wurden in
GeflYgelfleischproben aus bayerischen Schlachthsfen ebenfalls hohe E. coli-
Resistenzraten fYr diese drei Antibiotika detektiert, allerdings lagen die dort
detektierten Resistenzraten deutlich hsher (43,2 % fYr Ampicillin; 36,6 % fYr
Doxycyclin; 51,4 % fYr SulfamethoxazokTrimethoprim) (SCHWAIGER et al 2012).
Generell scheint die Resistenzlage zumindest gegen Sulfonamide und Ampicillin auch
im restlichen Nutztier- und im Pferdebereich problematisch zu sein. So wurden bei
erkrankten Schweinen und Pferden aus Deutschland hohe Resistenzraten gegen
Sulfamethoxazol (59 % bzw. 28 %), und Ampicillin (38 % bzw. 18 %) und zusStzlich
auch gegen Tetracyclin (54 % bzw. 17 %) nachgewiesen (GROBBEL et al 2007).
€hnlich wie beim WirtschaftsgeflYgel lagen bei E. coli aus Schweinen und Pferden die

Resistenzraten deutlich Yber denen aus Wildv3geln.

Penicilline und Tetracycline werden in Deutschland in der Nutztierhaltung relativ hSufig
eingesetzt (VAN RENNINGS et al 2013), dadurch kSnnten die hohen Resistenzraten
gegen diese Wirkstoffe erkiSrt werden. Da jede Anwendung von Chemotherapeutika
einen  Selektionsdruck auf Bakterien ausYbt, wird insbesondere  die
Resistenzentwicklung gegen hSufig verwendete Antibiotika gefsrdert (KROKER et al
2002).

Dass Resistenzen gegen die gleichen Antibiotika auch bei E. coli aus Wildvsgeln, bei
denen eine Antibiotikabehandlung in der Vergangenheit praktisch auszuschlieg8en war,
vorkamen, wSre durch einen Transfer der Keime von Nutztieren oder Menschen auf
Wildvsgel erklSrbar. Resistente Darmkeime wie E. coli k¥nnten im Kot ausgeschieden
werden, in die Umwelt gelangen und von WildvSgeln aufgenommen und
weiterverbreitet werden. Viele Wildvsgel, insbesondere WasservSgel und Tauben,
leben in nahem Kontakt zu Menschen und ernShren sich teilweise von Lebensmitteln,
auch tierischer Herkunft, und von AbfSllen (WtST 1986, W1ST 1982). So k3nnten

resistente Keime ebenfalls auf V3gel Ybertragen werden.

Der Begriff AMultiresigenzO bei Bakterien, also die Resistenz gegen verschiedene
Antibiotika bzw. Antibiotikagruppen, wird in der Literatur nicht einheitlich verwendet.

Durch das Vorkommen vielfSltiger Resistenzgene und Resistenzenzyme wird
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Yblicherweise keine genetische, sondern eine phSnotypische Klassifizierung
vorgenommen. Je nach beschriebenem Erreger (z. B. ESBL-E. coli, MRSA) werden
dieser Definition andere Antibiotika (Gruppen) zugrunde gelegt. FYr in der
Humanmedizin detektierte, Kklinisch relevante, amultiresistente, gmam-negative
StSbchenO wurden deshalb von der Kommission fYr Krankenhaushygiene und
InfektionsprSvention (KRINKO) andere Begriffe vorgeschlagen. Relevant war hierbei
nur die Resistenz gegen Antibiotika, die zur Therapie schwerer Infektionen bei
Menschen eingesetzt werden, nSmlich Acylureidopenicilline, Cephalosporine der 3.
und 4. Generation, Carbapeneme und Fluorchinolone. Die KRINKO schiSgt &3MRGNO
(multiresistente  gram-negative  StSbchen mit Resistenz gegen 3 der 4
Antibiotikagruppen) und &4MRGNO (multiréstente gram-negative StSbchen mit
Resistenz gegen 4 der 4 Antibiotikaguppen vor (RKI 2012, RKI 2011). Diese Einteilung
ist allerdings fYr Untersuchungen tierpathogener Erreger nicht sinnvoll, da zwei dieser

Antibiotikagruppen Yblicherweise nicht bei Tieren eingesetzt werden.

Die meisten Autoren tiermedizinisch relevanter Studien verwenden den Begriff
AMultiresistenzO fYr bakterielle Resistenz gegenYber mindestens drei oder mehr
verschiedenen Antibiotika, bzw. Antibiotikagruppen (GUENTHER et al 2010a,
GUENTHER et al 2012a, EWERS et al 2010). Aus diesem Grund wird hier in dieser
Studie der Begriff Multiresistenz fYr das Vorkommen einer E. coli-Resistenz gegen
mindestens drei verschiedene Antibiotikagruppen verwendet. Als Gruppe werden dabei
verschiedene Antibiotika der gleichen Wirkstoffklasse gesehen. In dieser Arbeit
beispielsweise die beiden verwendeten Fluorchinolone Enro- und Marbofloxacin,
ebenso wie die Penicillin-Beta-Lactamasenhemmer-Kombinationen (Piperacillin-
Tazobactam und Amoxicillin-ClavulansSre) und die Cephalosporine (Ceftazidim und

Cefotaxim).

Multiresistenzen wurden in der vorliegenden Studie bei sechs (3,1 %) der 193 E. coli-
Isolate detektiert, wobei Enro- und Marbofloxacin sowie Ceftazidim und Cefotaxim
jeweils als eine Antibiotikagruppe gezShlt, also jeweilige Resistenzen nicht als
Mehrfachresistenz bewertet wurden. Bei den Multiresistenzen war die Kombination von

Ampicillin-, Doxycyclin- und Sulfonamidresistenz am hSufigsten vertreten.
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5.3.1. Antibiotikaresistenzen und ESBL bei E. coli aus Passeriformes

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten eine E. coli-Resistenzrate von 13,6 % bei
bayerischen Amseln (Turdus merula, n=39). Mehrfachresistenzen wurden nicht
festgestellt. Obwohl davon auszugehen ist, dass in den StSdten lebende Amseln zu
Menschen und ihren Nahrungsmitteln einen engen Kontakt haben, eine tbertragung
resistenter Bakterien aus dem Einflussbereich des Menschen auf Amseln also
vermutet werden kSnnte, wurden in dieser Studie lediglich Resistenzen gegen
Sulfamethoxazol-Trimethoprim, und zwar bei drei von 22 Isolaten, detektiert. ZusStzlich

zeigten zwei E. coli-Isolate intermediSre Ergebnisse fYr Ampicillin.

€hnlich niedrige Resistenzraten wurden auch in der Vergangenheit bei Amseln aus
Deutschland detektiert, und zwar von 10 %, bei zwei von 20 E. coli aus 28 Amseln
(GUENTHER et al 2010a). Auch wenn in beiden Studien relativ geringe Amselzahlen
einbezogen waren, weist dies auf eine generell geringe Resistenzrate bei E. coli aus

Amseln in Deutschland hin.

In unserer Arbeit wurden keine ESBL-bildenden E. coli bei Amseln festgestellt,
wShrend in einer frYheren Untersuchung bei zwei Amseln aus Mitteldeutschland
(Hessen) ESBL-bildende E. coli vom CTX-M-15-Typ detektiert wurden. Die beiden E.
coli stammten aus der Untersuchung von 99 Sperlingsvsgeln, 10 Wasservsgeln und 63
GreifvSgeln, die genaue Zahl der einbezogenen Amseln, bzw. der aus Amseln
isolierten E. coli wurde nicht angegeben (GUENTHER et al 2010b). Beide ESBL-
bildenden E. coli sowie zwei weitere in dieser Studie bei anderen Vogelspezies
gefundene CTX-M-15-Bildner gehSrten dem gleichen Multi-Locus-Sequenztyp, und
zwar ST648, an. ZusStzlich zeigten sich in der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) bei
allen vier Isolaten identische Banden. Die Autoren deuteten dies als einen Hinweis auf
eine klonale Verwandtschaft der vier E. coli-lsolate, obwohl diese von vier
verschiedenen VSgeln stammen und die Proben an verschiedenen Lokalisationen
gesammelt wurden (GUENTHER et al 2010b). Nachdem in der erstgenannten
deutschen Studie (GUENTHER et al 2010a) mehrere phSnotypisch positive ESBL-
Bildner nicht weiter differenziert wurden und in der zweitgenannten Studie
(GUENTHER et al 2010b) die beprobten Vogelspezies nicht exakt aufgefYhrt wurden,

bleibt unklar, ob es sich in beiden Studien um das gleiche Probengut handelte.
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5.3.2. Antibiotikaresistenzen und ESBL bei E. coli aus Columbiformes

Die in dieser Arbeit festgestellte Resistenzrate bei E. coli aus 73 einbezogenen Tauben
(Columba livia f. domestica) betrug 19,2 % (10 von 52 E. coli). Die Tauben stammten
im Wesentlichen aus dem Gro§raum MYnchen und zeigen hauptsSchlich E. coli-
Resistenzen gegen Sulfamethoxazol-Trimethoprim (13,5 %), Ampicillin (11,5 %) und
Doxycyclin (9,6 %). Mehrfachresistenz gegen mindestens drei Antibiotikagruppen war
bei 5,8 % (3/52) der E. coli-Isolate festzustellen. ESBL-bildende E. coli konnten nicht

gefunden werden.

In einer frYheren Studie aus Deutschland wurde bei E. coli aus Tauben eine
Resistenzrate von 27,8 % (5/18) nachgewiesen, wobei hier ebenfalls hSufig
Resistenzen gegen Ampicillin (4/18) detektiert wurden (GUENTHER et al 2010a). Auch
wenn die Zahl der einbezogenen Tauben in der Studie von Guenther et al (2010a) mit
18 Tieren relativ gering war, lag die E. coli-Resistenzrate mit 27,8 % in Shnlicher Hhe
wie in der vorliegenden Untersuchung mit 19,2 % und damit deutlich hSher als bei
einer vergleichbaren Studie aus Brno (Tschechien), in der eine E. coli-Resistenzrate
von lediglich 1,5 % (3/203) bei Stadttauben nachgewiesen wurde (RADIMERSKY et al
2010). tber Ursachen kann lediglich spekuliert werden. Nach Angaben des ECDC-
Reports 2012 entsprach in Tschechien die Prozentrate der gegen Cephalosporine der
3. Generation resistenten E. coli aus humanen, klinisch relevanten Isolaten 11,5 %,
diese Resistenzrate lag in Deutschland bei 8,8 %. Die Prozentrate der gegen
Aminopenicilline resistenten E. coli lag bei 56,8 % in Tschechien und bei 49,6 % in
Deutschland. Die in Tschechien detektierten Resistenzraten lagen also nur geringfYgig
Yber den in Deutschland detektierten (ECDC 2013).

Aktuelle Studien aus Tschechien bei WildvSgeln fokussieren meist auf dem Nachweis
ESBL-bildender Bakterien durch selektive Kultivierung der Proben, deshalb ist die
generelle Resistenzrate bei E. coli daraus nicht ableitbar. In einer Studie bei
Wasservsgeln wurden 10 ESBL-bildende E. coli bei acht von 499 Kotproben von
gro8en Kormoranen (349 Proben aus Tschechien, 150 aus der Slovakei) gefunden
(TAUSOVA et al 2012). Auch in Abwasserproben aus Brno (Tschechien) wurden 68
ESBL-produzierende Enterobacteriaceae aus 45 Wasserproben nachgewiesen
(DOLEJSKA et al 2012). Diese Nachweise lassen vermuten, dass eine Belastung der

Umwelt durch (multi)resistente Bakterien in Tschechien durchaus angenommen
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werden muss. Ob die untersuchte Zahl an Proben aus Tauben in den deutschen
Studien (18 bei GUENTHER et al 2010a, 73 in dieser Arbeit) fYr ein reprSsentatives
Ergebnis zu gering war, oder ob die beprobten Stra8entauben in Tschechien weniger
von Menschen angebotenes Futter fressen und dadurch weniger resistente Bakterien
aufnehmen, bleibt unklar. Insbesondere bei Tauben sollten deshalb weitere Studien

durchgefYhrt werden.

In dieser Arbeit konnte kein ESBL-bildendes E. coli-lsolat bei Tauben gefunden
werden, wShrend in einer frYheren Studie bei einer Felsentaube Columba livia) aus
der Stadt Gie8en in Hessen (Deutschland) ein ESBL-bildendendes E. coli-Isolat vom
Typ CTX-M-15 in einer Organtupferprobe aus dem Herzen nachgewiesen wurde. Die
Anzahl der untersuchten Tauben beziehungsweise die Anzahl der aus Tauben
isolierten E. coli wurde dabei aber nicht angegeben (GUENTHER et al 2010b).
Nachweise ESBL-bildender E. coli bei Tauben aus anderen LSndern liegen bisher nicht

Vvor.
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5.3.3. Antibiotikaresistenzen und ESBL bei E. coli aus Falconiformes,

Accipitriformes und Strigiformes

Die hSchsten in dieser Arbeit detektierten Antibiotikaresistenzraten stammten von E.
coli, die aus 33 Falkenvigeln isoliert wurden. Bei den V3geln, die in SYdbayern
aufgefunden worden waren, handelte es sich hauptsSchlich um Turmfalken (Falco
tinnunculus, n=28). Von den 25 E. coli-Isolaten, die aus den 33 Falken gewonnen
werden konnten, waren nur 60 % als sensibel gegenYber allen acht getesteten
Antibiotika einzustufen. Antibiotikaresistente E. coli-Isolate wurden bei 28 % der Isolate
(7/25) gefunden. ZusStzlich zeigten 12 % (3/25) intermediSre Ergebnisse. Die hSufigste
Resistenz war gegen Doxycyclin (20 %) festzustellen, gefolgt von Sulfamethoxazol-

Trimethoprim (16 %).

Dieses Ergebnis der hohen Nachweisrate von Doxycyclin-resistenten E. coli ist
insbesondere fYr die tSgliche tierSrztliche Praxis von groSer Relevanz, da Doxycyclin
aufgrund seiner langen Wirkungsdauer oft zur Behandlung antibakterieller
Erkrankungen bei schwer zu handhabenden WildvSgeln eingesetzt wird. Der Wirkstoff
muss bei VSgeln nur alle sieben Tage injiziert werden und reduziert so die
Stressbelastung der Wildvigel, da sie fYr die Antibiotikaapplikation nicht tSglich,

sondern nur einmal pro Woche eingefangen werden mYssen.

Im deutlichen Gegensatz zur in dieser Studie ermittelten hSchsten Resistenzrate der E.
coli aus Falken steht die niedrigste Resistenzrate von 7,3 % (4/55 E. coli), die bei den
restlichen Greif- und Eulenv3geln festgestellt wurde (31 MSusebussarde, 14 Sperber,
15 Eulen und Kauze, 6 andere tagaktive GreifvSgel), die genaue
Artenzusammensetzung ist in Tabelle 5 dargestellt. 78,2 % der E. coli Isolate waren
voll sensibel, 14,5 % zeigten intermediSre Ergebnisse, wobei hier hauptsSchlich eine
verminderte SensibilitSt gegen Ampicillin vorlag. ESBL-bildende E. coli wurden in

beiden Gruppen nicht gefunden.

Publikationen zu Antibiotikaresistenzen bei E. coli aus Falken, insbesondere aus
Turmfalken, liegen bislang nicht vor, so dass keine vergleichenden Beurteilungen und
Einstufungen der vorliegenden Ergebnisse msglich sind. Bei E. coli aus Bussarden in
Portugal wurden sehr hohe E. coli-Resistenzraten gefunden. Insbesondere die

Resistenzen gegen Ampicillin (61,1 %; 22/36) und Tetracyclin (75 %; 27/36) waren
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annShernd zehnmal h3her als die in dieser Arbeit detektierten Resistenzraten

(RADHOUANI et al 2012).

Bemerkenswert, aber derzeit nicht abschlie§end zu kISren sind die deutlichen
Resistenzunterschiede zwischen den E. coli aus einbezogenen Falken einerseits und

den restlichen GreifvSgeln und Eulen andererseits, die in der vorliegenden

Untersuchung festgestellt wurden. tber ms&gliche Ursachen kann nur spekuliert

werden. Vergleicht man insbesondere die Resistenzrate bei Turmfalken (28,6 % von

21 E. coli-Isolaten) und MSusebussarden (7,1 % von 28 E. coli-Isolaten), werden die
Unterschiede besonders deutlich. Zufallseffekte sind bei dem gegebenen
Stichprobenumfang natYrlich nicht sicher auszuschlie§en, vor allem, da unbekannt ist,
wie stark die erfassten Merkmale in einer Population oder Yber die Zeit variieren. Beide
Greifvogelarten haben Shnliche Futtergewohnheiten (BRENDEL 1998), zeigen aber
Unterschiede im Lebensraum und den Brutgewohnheiten. Turmfalken leben und brYten
im Vergleich zu MSusebussarden hSufiger in StSdten und halten sich nSher an
menschlichen Siedlungen auf (BRENDEL 1998, WT1ST 1982). Dass Greifvsgel

multiresistente Bakterien Yber ihre Beute aufnehmen k3nnen, wurde bereits vermutet
(MARROW et al 2009). Zudem ist belegt, dass kleine SSugetiere, die in der NShe zu
landwirtschaftlichen Nutztieren lebten, deutlich hShere Resistenzraten aufweisen als
jene, die in unbewohnten Gegenden lebten (KOZAK et al 2009). Gegen einen Einfluss
der NShe des Lebensraumes zu menschlichen Siedlungen sprechen aber Ergebnisse
von Untersuchungen mit M3wen (BONNEDAHL et al 2009) und GreifvSgeln
(GUENTHER et al 2012b), bei denen sich die Antibiotikaresistenzmuster bzw. die
ESBL-PrSvalenzen in entsprechend unterschiedlichen Populationen nicht wesentlich

unterschieden.

Zum Vorkommen von ESBL-bildenden E. coli bei Greifvdgeln wurden bisher sehr
unterschiedliche Ergebnisse dokumentiert. So wurden in 26,9 % von 119 Kotproben,
die von einer ganzen Reihe unterschiedlicher Greifvogelarten in einer Auffangstation in
einem Naturschutzgebiet in Portugal stammten, ESBL-E. coli nachgewiesen, vor allem
mit blactx.m.1-Genen, aber auch Genen des Typs blarem.1, blatem-20 und blaspyy.s, (PINTO
et al 2010). Das Vorkommen von ESBL-E. coli scheint aber auch stark zu variieren. So
wurden in einer Auffangstation ebenfalls in Portugal, aber in einem anderen
Naturschutzgebiet, zunSchst in fYnf von 33 Kotproben (15,2 %) von Bussarden Buteo
buteo), die Ende 2007 bis Anfang 2008 gesammelt worden waren, ESBL-bildende E.
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coli nachgewiesen (RADHOUANI et al 2010). In einer weiteren Untersuchung am
gleichen Standort im gleichen Zeitraum, aber mit Beprobung offensichtlich anderer
Bussarde, und zwar 42 VSgel, von denen 37 E. coli-lsolate gewonnen werden konnten,
wurden keine ESBL-Bildner nachgewiesen (RADHOUANI et al 2012).

In einer Studie von Guenther et al (2012b) wurden bei juvenilen GreifvSgeln in
Sachsen-Anhalt (Deutschland) ESBL-bildende E. coli vom CTX-M-1-Typ in einer
PrSvalenz von 13,8 % nachgewiesen (GUENTHER 2012b). Diese werden in
Deutschland hauptsSchlich bei Nutztieren (BtCHTER 2010, SCHINK et al 2013) und
insbesondere in GeflYgelprodukten gefunden (KOLA et al 2012). Dies ISsst den Eintrag
dieser multiresistenten Bakterien in die Wildvogelpopulation durch die Nutztierhaltung

vermuten.
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5.3.4. Antibiotikaresistenzen und ESBL bei E. coli aus Anseriformes und

Gruiformes

Aus den 46 in dieser Arbeit untersuchten WasservSgeln unterschiedlicher Spezies, die
genaue artliche Zusammensetzung ist in Tabelle 5 dargestellt, wurden 39 E. coli
isoliert. Bei der Untersuchung auf Resistenzen gegen Antibiotika ergaben sich generell

hohe Resistenzraten und ein relativ hSufiges Vorkommen von Mehrfachresistenzen.

So wurden Antibiotikaresistenzen bei 23,1 % (9/39) der E. coli-Isolate festgestellt, drei
weitere E. coli-Isolate (7,7 %) zeigten intermediSre Ergebnisse. Bei WassergeflYgel
waren Resistenzen gegen Sulfamethoxazol-Trimethoprim am hSufigsten (15,4 %;
6/39), gefolgt von Ampicilin und Enro-/Marbofloxacin (jeweils 10,3 %; 4/39).
Insbesondere die Resistenz gegen Enro- und Marbofloxacin (nur in Kombination
festgestellt), wurde in keiner der anderen Vogelgruppen detektiert. Fluorchinolone
gelten wie die Cephalosporine der 3. und 4. Generation in der Humanmedizin als

Reserveantibiotika.

Bei je einem E. coli-Isolat aus Wasservigeln wurden Multiresistenzen gegen sechs
(AMP, AMC, DOX, ENR/MAR, SXT) und sieben (AMP, DOX, ENR/MAR, SXT,
CTX/CAZ) Antibiotika festgestellt. ZusStzlich wurde das zweitgenannte Isolat, das
gegen sieben Antibiotika phSnotypische Resistenz zeigte, genotypisch als ESBL-
bildendes E. coli-Isolat vom Typ CTX-M-15 determiniert. Dieses multiresistente E. coli-

Isolat stammte von einem adulten Blesshuhn (Fulica atra) mit FIYgelfraktur.

Bei E. coli aus WassergeflYgel wurden auch in anderen Untersuchungen hohe
Antibiotikaresistenzraten dokumentiert (LITERAK et al 2010b, COLE et al 2005). Bei
M3swen, fYr die bislang relativ viele Untersuchungen publiziert wurden, zeigten E. coli
mit Raten von 24,8 % fYr Ampicillin (38/153) und 38,6 % fYr Tetracyclin (59/153)
extrem hohe Resistenzwerte (BONNEDAHL et al 2009). Bemerkenswerterweise
unterschieden sich die Resistenzen kaum zwischen M3wen in verschiedenen
LebensrSumen, also in einem Bereich in der NShe menschlicher Siedlungen mit
menschlichen AbfSllen im Vergleich zu einem isolierteren naturnahen Lebensraum
(BONNEDAHL et al 2009).

Allerdings scheinen die Resistenzraten je nach Land sehr unterschiedlich zu sein. Eine

Untersuchung von E. coli aus M3wen aus neun verschiedenen europSischen LSndern
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auf Resistenzen gegen verschiedene Antibiotika ergab Resistenzraten bei E. coli , die
zwischen 61,2 % in Spanien und 8,3 % in DSnemark variierten (STEDT et al 2014).
Interessanterweise  wurden  Shnliche geographische Unterschiede in den
Antibiotikaresistenzraten auch bei Infektionen mit E. coli aus dem Menschen
dokumentiert. Laut Angaben von ECDC betrug die Resistenzrate invasiver E. coli-
Isolate im Jahr 2012 gegen Aminopenicilline in Spanien 65,4 % und in DSnemark nur
45,2 %. Ein Shnliches Bild zeigte sich bei den E. coli Resistenzen gegen
Cephalosporine der 3. Generation (13,5 % in Spanien vs. 7,9 % in DSnemark) und
gegen Fluorochinolone (33,9 % in Spanien vs. 14,1 % in DSnemark) (ECDC 2013). Die
in den unterschiedlichen LSndern detektierten Resistenzraten von Menschen und
Wasservsgeln lassen also durchaus vermuten, dass zwischen der PrSvalenz
resistenter Bakterien bei Menschen dieser LSnder und der PrSvalenz in den dort

aufgefundenen Wasservsgeln ein Zusammenhang besteht.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde lediglich ein einziges E. coli-Isolat mit ESBL-
Bildung detektiert, dies entspricht einer Nachweisrate von 0,5 % bezogen auf alle E.
coli-lsolate und einer Nachweisrate von 2,6 % bezogen auf E. coli-Isolate von
WassergeflYgel. Extended-Spectrum Beta-Lactamasen wurden in verschiedenen
europSischen LSndern in sehr unterschiedlicher PrSvalenz in E. coli aus
WassergeflYgel nachgewiesen, so zum Beispiel aus M3wen in Frankreich zu 5,9 %
(9/153) (BONNEDAHL et al 2009), aus Schweden zu 3,6 % (3/83) (BONNEDAHL et al
2010) und aus Portugal zu 32 % (45/139) (SIMOES et al 2010). Weitere
Untersuchungen detektierten in 11 von 57 Kotproben von MSwen aus Portugal ESBL-
bildende E. coli (POETA et al 2008), und bei MSwen aus Russland wurden aus 145 E.
coli vier CTX-M-ESBL-Bildner identifiziert, wobei in einer Kotprobe zwei verschiedene
E. coli gefunden wurden (HERNANDEZ et al 2010).

In Deutschland wurde vor dieser Studie erst einmal ein ESBL in einem Wasservogel
nachgewiesen, und zwar bei der Untersuchung von verschiedenen WildvSgeln,
darunter auch 10 Wasservsgeln, bei der ein ESBL-bildendes E. coli-Isolat vom Typ
CTX-M-15 bei einer Blessgans (Anser albifrons) gefunden wurde (GUENTHER et al
2010b). Die ESBL-Nachweisrate in der vorliegenden Untersuchung ist innerhalb des

PrSvalenz-Spektrums in europSischen LSndern somit im unteren Bereich einzuordnen.
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5.4. Charakterisierung des ESBL-bildenden E. coli aus einem Blesshuhn

(Fulica atra )

Das in dieser Arbeit nachgewiesene ESBL-bildende E. coli-Isolat vom Typ CTX-M-15
stammte aus einem Wasservogel, einem Blesshuhn (Fulica atra). Dieser Vogel wurde
aufgrund einer frischen Fraktur, vermutlich durch ein Trauma, in die Klinik fYr V3gel,
Reptilien, Amphibien und Zierfische der LMU eingeliefert. Der allgemeine, nicht auf das
Trauma zurYckzufYhrende, Gesundheits und ErnShrungszustand wies nicht auf eine
ISnger andauernde Krankheitsgeschichte, bzw. E. coli-Infektion hin. Deshalb liegt die
Vermutung nahe, dass es sich bei dem hier detektierten ESBL nicht um einen primSr
pathogenen Keim, sondern um einen kommensalischen E. coli-Stamm ohne
besonderen Krankheitswert fYr den Vogel handelte. Diese Vermutung wird durch die
Detektion der phylogenetische Gruppe B1 und dem fehlenden Nachweis weiterer

Virulenzfaktoren gestYtzt.

Nach dem Nachweis der ESBL-Bildung im phSnotypischen ESBL-BestStigungstest
(CLSI 2008), der bei dem hier beschriebenen ESBL-bildenden E. coli deutlich positiv
mit Werten von 13 mm (CAZ) zu 24 mm (CAZ/CV) und 0 mm (CTX) zu 13 mm
(CTX/CV) ausfiel, wurden zuerst mehrere PCR-basierte Tests zur Detektion des ESBL-
produzierenden bla-Genes durchgefYhrt (XU et al 2005, COQUE et al 2002, GRIMM et
al 2004). Mittels Gruppen-spezifischer Primer (siehe Tabelle 4) kSnnen die
verschiedenen CTX-M-Gruppen (1, 2, 8, 9, 25/26) (XU et al 2005), eine 930 bp
umfassende Sequenz des blasyy-Genes (COQUE et al 2002) und eine 861 bp
umfassende Sequenz des blatey-Genes (GRIMM et al 2004) detektiert werden. Nur bei
Einsatz der Primer nach Xu et al (2005) und Verwendung eines modifizierten PCR-
Protokolles (95;C fYr 15 min./ 35 Zyklen mit jeweils 94;C fYr 30 sec., 55;C fYr 30 sec.,
72;iC fYr 1 min./ 72{C fYr 7 min.) wurde ein spezifisches PCR-Produkt einer Gr§ge von
260 bp amplifiziert und durch Agarose-Gel-Elektrophorese isoliert. Bei Sequenzierung
der amplifizierten DNA und Sequenzvergleichen mittels BLAST-Analyse

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) ergab sich eine Zuordnung des ESBL-Gens zu blactx-15

oder blacrx.u-s5, das hei§t, die eindeutige Identifizierung des CTX-M-Typs war zunSchst

nicht m&glich.

CTX-M-15 ist annShernd weltweit bei E. coli aus Menschen und Tieren verbreitet,

wShrend CTX-M-55 bisher nur in geringen Fallzahlen bei E. coli aus Begleittieren und
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GeflYgel in Asien nachgewiesen wurde (EWERS et al 2012). Um das blacrx.m-Gen
jedoch zweifelsfrei zuordnen zu kSnnen, wurde eine weitere PCR zur Amplifikation
eines gri8eren Fragments des ESBL-Genes nach Jouini et al. (2007) durchgefYhrt.
Hierbei wurde ein 1041 bp gro8es PCR-Produkt durch modifizierte PCR-Bedingungen
(95;C fYr 15 min./ 50 Zyklen mit jeweils 94;C fYr 30 sec., 62;C fYr 30 sec., 72;C fYr 1
min./ 72;C fYr 7 min., die verwendeten Primer befinden sich in Tabelle 4), amplifiziert.
Basierend auf der Sequenz des PCR-Produktes wurde das ESBL-Gen anschlie§8end

eindeutig als blactx.m-15 identifiziert.

Zur nSheren genotypischen Charakterisierung der vorliegenden Resistenz wurden
anschlie§end weitere Untersuchungen durchgefYhrt, die Gene und DNA-
Sequenzabschnitte vor (AupstreamO) und hinter (A3downstreamO) der CT%-15-Sequenz
erfassen sollten. In der Vergangenheit wurden sieben verschiedene genetische
Umgebungen des blactx.m-15-Genes auf Plasmiden beschrieben. (DHANJI et al 2011c).
Dabei wurde das Vorliegen mobiler Insertionssequenzen (1S26, ISEcp1) in
verschiedenen Variationen und Orientierungen oberhalb (AupstreamO) des ESBiGenes
dokumentiert (SALADIN et al 2002). Die ISEcp1 kommt bei allen sieben Plasmidtypen
vor, allerdings in variablen LSngen und bei manchen Typen mit integrierten 1S26-
Sequenzen. Alle ISEcp1 Insertionssequenzen liegen in dem gleichen Abstand (48 bp)
vor dem bla-Gen. Unterhalb (A&downgreamO) desblacrx.v.1s-Genes folgt ebenfalls bei
allen sieben Typen ein offener Leserahmen (ORF 477) (DHANJI et al 2011c).

Um weitere Merkmale des Plasmids in dem hier beschriebenen E. coli-Isolat erfassen
zu kSnnen, also um es nach Dhanji et al (2011c) typisieren zu kSnnen, wurde durch
mehrere PCROs mit anschlie§ender Sequenzanalyse die Umgebung, das hei§t die
DNA-Regionen oberhalb und unterhalb des vorliegenden blactx.m-15-Genes untersucht.
FYr diese PCRs wurden verschiedene spezifische Primer (siehe Tabelle 4a) und
modifizierte PCR-Bedingungen (95;C fYr 15 min./ 40 Zyklen mit jeweils 94;C fYr 30
sec., 55;C fYr 30 sec., 72iC fYr 1 min./ 72{C fYr 7 min.) verwendet (DHANJI et al
2011c, SALADIN et al 2002). Das in dieser Arbeit detektierte Plasmid besa§ eine
intakte Insertionssequenz (ISEcp1), die in der gleichen Orientierung wie das blactx-m-15-
Gen vorlag. Am 3CGEnde des ISEcp? wurde eine typische Promoter-Region (-10
TACAAT) (-35 TTGAA) identifiziert. dDownstreamO desblacrx.m1s-Genes lag der
sogenannte ORF 477 (eine Skizze zur Struktur findet sich im Ergebnisteil, Abbildung

15). Die ermittelte Sequenz der ESBL-Region des in dieser Untersuchung
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charakterisierten Plasmids wurde in der NCBI Gen-Bank unter der Nummer KF891471

hinterlegt.

Nach der Umgebung des blactxmi1s-Genes entspricht das hier nachgewiesene
Resistenzplasmid daher dem Typ 2a nach Dhanji et al (2011c), also einem sehr
bedeutenden Typ, der bisher am hSufigsten bei ESBL-Erregern aus dem Menschen
nachgewiesen wurde. Die nachgewiesene Laktamase-Promotor-Region ISsst zudem
eine starke Expression des Enzyms vermuten (DHANJI et al. 2011c). Dieser Typ 2a
wurde bei aus verschiedenen LSndern nach London (UK) zurYckgekehrten Urlaubern
bei 108 von 174 CTX-M-15-produzierenden ESBL-E. coli detektiert (DHANJI et al
2011c).

Die Eigenschaften des ESBL-E. coli hSngen aber nicht nur vom Typ des
Resistenzplasmids, sondern auch von weiteren Eigenschaften des Erregers ab. So
lassen sich anhand der phylogenetischen Gruppe, in die sich ein Isolat einordnen ISsst,
gewisse RYckschlYsse auf die Virulenz oder PathogenitSt desE. coli-Stammes ziehen.
WShrend bei pathogenen StSmmen aus Menschen und Tieren oft die
phylogenetischen Gruppen B2 und D identifiziert wurden, lassen sich kommensalische
E. coli-StSmme meist den Gruppen A oder Bl zuordnen (CLERMONT et al 2000,
GORDON et al 2008, PICARD et al 1999).

Aus diesem Grund wurde eine weitere PCR (CLERMONT et al 2000, HIGGINS et al
2007) (mod. Bedingungen: 95;C fYr 15 min./ 35 Zyklen mit jeweils 94;C fYr 30 sec.,
60iC fYr 30 sec., 72{C fYr 45 sec./ 72;C fYr 7 min.) mit spezifischen Primern (siehe
Tabelle 4b) und eine anschlie§ende Agarose-Gel-Elektrophorese durchgefYhrt. Bei
diesem PCR-Protokoll nach Clermont et al (2000) werden zwei Gene, chuA und yjaA,
sowie ein nichtkodierendes Gensegment, TSPE4.C2, amplifiziert. Der Nachweis bzw.
das Fehlen dieser DNA-Sequenzen in verschiedenen Kombinationen geben
Aufschluss Yber die Zugehsrigkeit zu einer der phylogenetischen Hauptgruppen (A, B1,
B2, D) (CLERMONT et al 2000, GORDON et al 2008, HIGGINS et al 2007). Bei dem in
dieser Arbeit gefundenen E. coli-lsolat war nur TSPE4.C2 nachweisbar (siehe
Abbildung 16). Daher wurde das Isolat der Gruppe B1 zugeordnet, die hSufig bei nicht
primSr pathogenen, kommensalischen Darmbakterien gefunden wird (PICARD et al
1999, GORDON et al 2008, HIGGINS et al 2007).
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Um den in dieser Arbeit gefundenen E. coli-Stamm genauer zu differenzieren und zu
charakterisieren, erfolgte zudem eine Serotypisierung (EWING 1986, RSKOV &
"RSKOV 1984, "RSKOV et al 1977) , die vom Bundesinstitut fYr Risikobewertung
(BfR) in Berlin durchgefYhrt wurde. FYr die Serotypisierung werden Antigenspezifische
(in diesem Fall O- und H-Antigen-spezifische) Antiseren verwendet, die durch
Agglutinationsreaktionen die Antigene detektieren. Bei dem hier vorliegenden Isolat
konnte allerdings nur das O-Antigen serologisch determiniert werden, es wurde als O8
identifiziert. Der H-Antigen-Typ war nach Angabe des BfR nicht typisierbar, da mit den

vorhandenen Antiseren von H1 bis H56 keine Reaktion erfolgte.

H-Antigene sind Gei8elantigene, deshalb werden diese Proteine nur von beweglichen
Bakterienzellen exprimiert (SELBITZ 2002). Klinische E. coli-Isolate sind oft nicht
beweglich und exprimieren deshalb kein H-Antigen (FIELDS et al 1997).
MSglicherweise handelte es sich bei dem in dieser Arbeit gefundenen E. coli-Isolat also
um einen unbeweglichen Stamm. Zur Ermittlung des H-Serotyps wurden daher in der
vorliegenden Studie molekularbiologische Methoden angewandt. Mittels PCR wurde
das fliC-Gen partiell amplifiziert und sequenziert, also das Gen, das fYr die H-Antigene
in E. coli kodiert (FIELDS et al 1997). Das hier durch PCR (mod. Bedingungen: 95;C
fYr 15 min./ 50 Zyklen mit jeweils 94;C fYr 30 sec., 60;C fYr 1 min., 72;C fYr 2 min./
72iC fYr 7 min.) unter Verwendung von spezifischen Primern (siehe Tabelle 4b) und
anschlie§ende Sequenz-Analyse nachgewiesene 1665 bp lange Sequenzfragment des
fliC-Genes, (die Sequenz wurde in der NCBI Gen-Bank unter der Nummer KF807830
hinterlegt) wies eine 98 %-ige SequenzidentitSt auf NukleinsSureebene zu einer
anderen, in der Gen Bank hinterlegten Sequenz eines H23 auf (AY250005). Vergleiche
der abgeleiteten AminosSurensequenz mit anderen H-Antigenen zeigten eine
tbereinstimmung von 99 % mit H23, zu anderen H -Typen betrug die Thereinstimmung

lediglich maximal 70 %.

Eine Untersuchung auf das Vorliegen weiterer Virulenzfaktoren, nSmlich auf die
Shigatoxine Stx1 und Stx2, das e-hly (Haemolysin) und das eae-Gen/ nleB (Intimin) mit
geno- und phSnotypischen Nachweismethoden, basierend auf der &Amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren (ASU) nach @64 LFGBO durch das BfR verlief
negativ. Diese Virulenzfaktoren, die hSufig bei EHEC- und STEC-Isolaten gefunden
werden, waren also in dem in dieser Arbeit detektierten ESBL-bildenden E. coli-Isolat

nicht vorhanden.
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Das ESBL-bildende E. coli-Isolat wurde also als Erreger des Serotyps 0O8:H23 und der
phyolgenetischen Gruppe B1 charakterisiert, bei dem PathogenitStsfaktoren wie Stx1,
Stx2, e-hly, eae oder nleB nicht nachweisbar waren. All dies stYtzt die Auffassung,
dass es sich bei diesem Keim um einen vermutlich nicht primSr pathogenen,
kommensalischen Darmbewohner handelte (PICARD et al 1999, GORDON et al 2008,
HIGGINS et al 2007). Das Blesshuhn, aus dem er isoliert wurde, wurde aufgrund einer
FlYgelfraktur, also eines akuten Krankheitsgeschehens vermutlich infolge eines
Anflugtraumas, eingeliefert und zeigte keine klinischen Anzeichen einer E. coli-
Infektion. Das Kklinische Bild bestStigt daher die aus serologischen und
molekularbiologischen Untersuchungen abgeleiteten Eigenschaften. Bemerkenswert ist
jedoch, dass in diesem als eigentlich harmlos zu beurteilenden Bakterium ein Plasmid
identifiziert wurde, das ein ESBL-Gen des Typs CTX-M-15 trSgt. Dieses Gen wird
wahrscheinlich stark exprimiert. fYhrt also vermutlich zu einer deutlich ausgeprSgten
Resistenz des E. coli gegenYber Beta-Lactam-Antibiotika. Das Plasmid lie§ sich einer
genetischen Variante zuordnen, die bislang sehr hSufig nachgewiesen wurde, auch bei
Menschen mit akuten klinischen Erkrankungen (DHANJI et al 2011c).

Wie dieses Bakterium dieses Plasmid oder das Blesshuhn das Plasmid tragende E.
coli aufgenommen hat, darYber kann nur spekuliert werden. Viele Resistenzgene
tragende Plasmide k3nnen durch Konjugation zwischen Bakterien Ybertragen werden,
dies ermsglicht die Ausbreitung nicht nur innerhalb einer Spezies, sondern auch
artYbergreifend (CULLIK et al 2010). Die ESBL-Resistenzplasmide k3nnen somit Yber
die verschiedenen Mikroorganismen auch zwischen ...kosystemen ausgetauscht
werden (SMET et al 2009, SMET et al 2010). Da blacrtx.m-15-Gene in der Vergangenheit
sehr hSufig bei E. coli aus Menschen (COQUE et al 2008, CANTON et al 2008), aber
nur sporadisch aus Haus-, Nutz-, und Wildtieren isoliert wurden, und da bislang auch
einige Nachweise von CTX-M-15-produzierenden Enterobacteriaceae aus Abwasser
(DOLEJESKA et al 2011, GAVIN et al 2010), KISrschlamm (ZARFEL et al 2013) und
OberflSchengewSssern (ZURFLUH et al 2013) vorliegen, ist nicht auszuschlie§en,
dass die tbertragung eines von Bakterien aus dem Menschen stammenden CTX-M-
15-kodierenden Plasmids Yber Wasser auf E. coli und damit auf das Blesshuhn erfolgt

ist. Diese Hypothese ist allerdings sehr spekulativ.

Bakterien der phylogenetischen Gruppe B1 wurden bereits in vielen Tierarten und im

Menschen nachgewiesen (CARLOS et al 2010), so dass basierend auf dieser
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phylogenetischen Gruppe nicht eine bestimmte Herkunft des E. coli gefolgert werden
kann. Zudem wurden auch bei erkrankten Haus- (EWERS et al 2010, DIERIKS et al
2012, SCHINK et al 2011) und Nutztieren (SCHINK et al 2013) vereinzelt Bakterien mit
CTX-M-15-Genen gefunden. Eine direkte oder indirekte tbertragung des E. coli von
Haus- oder Nutztieren auf das Blesshuhn ist deshalb nicht vSllig auszuschlie§en.
GestYtzt wird diese Auffassung auch dadurch, dass der detektierte O-Typ O8 als einer
der hSufigsten bei der Coligranulomatose des GeflYgels isolierten Serotypen gilt
(HOOP & GLtNDER 2012). Allerdings lassen sich aus GeflYgel isolierte ESBL-Bildner
Yblicherweise nicht dem CTX-M-15-Typ zuordnen (KOLA et al 2012, BtCHTER 2011,
DIERIKS et al 2013).

WildvSgel kSnnten also multiresistente Bakterien und mit ihnen auch ESBL -kodierende
Plasmide als harmlose Kommensalen aufnehmen, beherbergen und in die Umwelt
ausscheiden. Insbesondere bei befallenen WasservSgeln kSnnten multiresistente
Bakterien oder ESBL-bildende E. coli so Yber das Wasser der FlYsse und Seen

verbreitet werden und dann auch zum Menschen gelangen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass antibiotikaresistente und ESBL-
bildende E. coli bei Wildvigeln nachweislich vorhanden sind, wenn auch bislang die
Resistenzraten deutlich niedriger liegen als bei WirtschaftsgeflYgel oder anderen
lebensmittelliefernden Tieren. Diese Erkenntnisse sollten auch in der kurativen Praxis
bei der Behandlung von erkrankten Wildv3geln berYcksichtigt werden. Im Vergleich zu
Deutschland liegen die E. coli-Resistenzraten bei WildvSgeln in den meisten anderen
europSischen LSndern zwar deutlich h3her, trotzdem erscheint zur adSquaten
Behandlung bakterieller Krankheiten bei WildvSgeln auch in Deutschland ein
Resistenztest mit Antibiogramm zwingend nstig. Das Wissen um hSufige Resistenzen
bei E. coli der Wildvigel kann in NotfSllen als Entscheidungshilfe dienen, bevor die

Ergebnisse des Antibiogramms vorliegen.
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5.5. Mogliche Zoonosegefahr durch multiresistente E. coli und ESBL-
Bildner

Der bisher gr§§te EHEC/ESBL-E. coli Ausbruch in Deutschland, der im FrYhsommer
2011 die gro8e Zahl von 3816 infizierten Personen, von denen 54 starben, umfasste
und auf ein gro8es Echo in der Tagepresse gesto8en ist, war auf mit E. coli
kontaminierte, aus €gypten importierte Bockshornkleesamen zurYckzufYhren (BfR
2011a, FRANK et al 2011). Aus Lebensmitteln, insbesondere aus Fleisch und
Fleischprodukten, werden seit Jahren multiresistente, potentiell pathogene Bakterien
isoliert. In den Niederlanden wurden bei Untersuchungen von GeflYgelfleisch in 76,8 %
der HYhnerfleischproben ESBL-bildende E. coli gefunden. ZusStzlich zeigte die
Untersuchung von Klinikpatienten aus dem gleichen Gebiet E. coli mit identischen
ESBL-Genen (OVERDEVEST et al 2011). In Deutschland waren in 43,9 % aller
untersuchten HYhnerfleischproben  verschiedener  Einzelhandelsketten  und
Metzgereien ESBL-bildende Enterobacteriaceae, meist E. coli, nachweisbar (KOLA et
al 2011).

Die wechselseitige tbertragung antibiotikaresistenter Bakterien zwischen Tieren und
Menschen wurde erstmals 1976 beschrieben (LEVY et al 1976), und seit vielen Jahren
werden ESBL-bildende Enterobacteriaceae bei Nutztieren gefunden. Dass oft gleiche
Resistenzgene und ESBL-Typen bei Enterobacteriaceae aus den Tierhaltern gefunden
wurden, stYtzt die Auffassung einer tbertragung zwischen Nutztieren und Menschen
(LEVERSTEIN-VAN HALL et al 2011, MADEC et al 2012, DIRIKX et al 2013).

Inwieweit Haustiere wie zum Beispiel Hund oder Katze, die oft in deutlich nSherem
Kontakt zu Menschen sind, als tbertrSger und potentielles Reservoir multiresistenter
Bakterien fungieren, ist noch weitgehend unbekannt (EWERS et al 2011). Allerdings
wurden in den letzten Jahren immer wieder Shnliche oder identische Resistenzgene
bei Bakterien aus Haustieren wie Hunden und Katzen und aus dem Menschen
beschrieben (DIRIKX et al 2012, EWERS et al 2010).

Wildtiere als potentielles Reservoir und T bertrSger multiresistenter Bakterien und
ESBL-Bildnern werden seit einigen Jahren diskutiert (GUENTHER et al 2011).
Insbesondere Wildv3gel, die durch Krankheiten und UnfSlle in nahen und direkten

Kontakt zu Menschen kommen, dYrften in diesem Zusammenhang ein gro8es Risiko
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darstellen. Da Bakterien wie E. coli in der Umwelt in geeignetem Milieu teilweise sehr
lange infektids bleiben (ROTH 2004), k3nnten sie vom Wildvogel Yber unbemerkte und
unbeabsichtigte Kontamination auf den Finder, der den Vogel in die Klinik oder
Tierarztpraxis Yberbringt und spSter auch auf medizinisches Personal und andere

(Vogel-) Patienten Ybertragen werden.

In dieser Arbeit wurde nur eine geringe ESBL-PrSvalenzrate (0,5 %) bei E. coli in
verletzt oder erkrankt aufgefundenen WildvSgeln nachgewiesen. Das Risiko einer vom
Wildvogel ausgehenden Infektion von anderen (Zier- und WirtschaftsgeflYgel)
Patienten und Klinikpersonal scheint somit also gering. Dennoch ist ein adSquates
Hygienemanagement, auch im Hinblick auf eine m&gliche Zoonosegefahr, zwingend
erforderlich. tberbringende Privatpersonen, insbesondere Kinder, sollten auf

Hygienema8nahmen hingewiesen werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Vorkommen und Bedeutung von Antibiotikaresistenzen und Extended-Spectrum
Beta-Lactamasen (ESBL) bei Escherichia coli aus Wildvégeln mit Kontakt zu

Menschen aus Siidbayern

Vor dem Hintergrund der aktuellen Diskussion Yber Antibiotikaverbrauch,
Antibiotikaeinsatz und Antibiotikaresistenzen bei Bakterien in Human- und Tiermedizin
sowie Nachweisen von multiresistenten Keimen und Extended-Spectrum Beta-
Lactamase (ESBL)-bildenden Enterobacteriaceae bei verschiedenen Haus- und
Nutztieren stellt sich die Frage nach mSglichen Vektoren, Quellen und Reservoiren
solcher Bakterien in wildlebenden Tieren und Umwelt. Daher wurden insgesamt 257
WildvSgel aus den Ordnungen Passeriformes (Sperlingsvsgel, n=39), Columbiformes
(Taubenv3gel, n=73), Anseriformes und Gruiformes (GSnsev3gel, Rallen und
KranichvsSgel, n=46), Falconiformes (FalkenvsSgel, n=33), Accipitriformes
(Habichtartige, n=51), und Strigiformes (Eulenvsgel, n=15) in die Studie einbezogen.
Die VSgel wurden aufgrund verschiedener Krankheitssymptome im Zeitraum von Mai
2012 bis Mai 2013 in die Klinik fYr V3gel in Oberschlei§heim eingeliefert und isolierte
Escherichia coli auf Antibiotikaresistenzen und ESBL-Bildung untersucht. Aus
Kloakentupfern, die den VSgeln sofort bei Einlieferung enthnommen wurden, wurden
193 E. coli-lsolate gewonnen, die anschlie§end zuerst einem Agar-Disk-Diffusions-
Resistenztest gegen acht, in der Tiermedizin hSufig verwendete Antibiotika unterzogen
wurden. Danach wurden alle gegen Penicilline und/oder Cephalosporine resistenten
bzw. intermediSren Isolate auf ESBL-Produktion phSnotypisch getestet. PhSnotypisch
positive  E. coli-lsolate wurden anschlie8end mit  serologischen  und

molekularbiologischen Methoden weiter charakterisiert.

Die Resistenzrate gegen die getesteten Antibiotika bei aus Wildvsgeln isolierten E. coli
lag bei 17,1 %. 33 von 193 untersuchten E. coli-Isolaten zeigten Resistenzen gegen
mindestens einen antibiotischen Wirkstoff. Multiresistenzen, also Resistenzen gegen
drei oder mehr Antibiotikagruppen, waren bei 3,1 % (6/193) der Isolate festzustellen.
Die hSufigsten Resistenzen bestanden gegen SulfamethoxazolTrimethoprim (11,9 %),
gefolgt von Ampicillin (7,3 %) und Doxycyclin (6,7 %). Insbesondere E. coli-Isolate von
Falken (25), die mit 28 % von allen Vogelgruppen die hSchste Resistenzrate
aufwiesen, zeigten hSufig Doxycyclinresistenz (20 %). Die niedrigste Resistenzrate von

7,3 % wurde bei E. coli von sonstigen GreifvSgeln und Eulen detektiert (4/55).
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Resistenzen gegen Enro- und Marbofloxacin waren bezogen auf alle WildvSgel gering

(2,1 %) und wurden nur bei E. coli von WassergeflYgel (10,3 %) festgestellt.

Bei einem E. coli-lsolat aus einem Blesshuhn (Fulica atra) wurde ESBL-Bildung
nachgewiesen. Bezogen auf die untersuchten E. coli von Wasserv3geln (39) entspricht
dieses Ergebnis einer ESBL-E. coli-PrSvalenz von 2,6 % und bezogen auf alle E. coli
einer PrSvalenz von 0,5 %. Die weitere Charakterisierung des E. coli-Isolates durch
serologische und molekularbiologische Methoden ergab das Vorliegen eines Plasmid-
kodierten blactx.m.15-Gens, dessen genetische Umgebung dem Typ 2a und damit einer
beim Menschen hSufig nachgewiesenen Variante entsprach. Das ESBL-bildende E.
coli-lsolat konnte der phylogenetischen Gruppe Bl und dem Serotyp 0O8:H23
zugeordnet werden. Weitere, mit EHEC/STEC assoziierte PathogenitStsfaktoren (Stx1,

Stx2, e-hly, eae/nleB) wurden nicht nachgewiesen.

Die vorliegende Untersuchung belegt, dass Antibiotikaresistenzen in E. coli aus
WildvSgeln in Deutschland mit nachgewiesenem Kontakt zum Menschen vorhanden
sind. Allerdings lagen die Resistenzraten bei allen einbezogenen Vogelgruppen unter
der von E. coli aus Nutztieren, insbesondere aus WirtschaftsgeflYgel. Trotzdem
erscheint zur adSquaten Behandlung bakterieller Erkrankungen auch bei Wildvigeln
ein Resistenztest mit Antibiogramm zwingend nstig. Das Wissen um hSufige bakterielle
Resistenzen bei E. coli aus Wildvigeln kann in NotfSllen als Entscheidungshilfe fYr

eine Behandlung dienen, bis die Ergebnisse eines Antibiogramms vorliegen.

Im Vergleich zu ESBL-PrSvalenzraten aus der Humanmedizin, in Nutztieren,
Begleittieren und bei WildvSgeln aus anderen Gebieten Deutschlands erscheint die
detektierte PrSvalenz von 0,5 % ESBL-E. coli niedrig. Dennoch sollte ein adSquates
Hygieneprotokoll beim Handling von WildvSgeln insbesondere in Tierarztpraxen und

Kliniken etabliert und eingehalten werden.
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7. SUMMARY

Occurrence and importance of antibiotic resistances and extended-spectrum
beta-lactamase (ESBL) production of Escherichia coli from wild birds in contact

with humans living in southern Bavaria

Carolin Emmi Gerhofer

With the ongoing debate about antibiotic usage and antibiotic resistances of bacteria in
human and veterinary medicine as well as the detection of multiresistant and extended-
spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing enterobacteriaceae in different domestic
and farm animals, the issue for possible vectors and sources of such bacteria in wild
animals and environment rises. Therefore, a total of 257 wild birds from the orders
Passeriformes (passerine birds, n=39) Columbiformes (pigeons, n=73), Anseriformes
and Gruiformes (waterfowl, cranes and rails, n=46), Falconiformes (falcons, n=33),
Accipitriformes (accipitrids, n=51) and Strigiformes (owls, n=15) were investigated. All
birds had been submitted to the bird clinic in Oberschlei8heim for different reasons
between May 2012 and May 2013 and were examined for antibiotic resistances and
ESBL-production in Escherichia coli. From cloacal samples that were taken from the
birds immediately after commitment, 193 E. coli isolates were gathered and afterwards
checked with an agar-disk-diffussion-resistance-test for eight antibiotics commonly
used in veterinary medicine. After that, all isolates that were intermediate or resistant
against penicillins and/or cephalosporins were phenotypically tested for ESBL-
production. Subsequently, phenotypical positive E. coli isolates were further

investigated by serological and molecular biological methods.

Thirty-three of the 193 examined E. coli isolates showed resistance against at least one
antibiotic resulting in a resistance rate of 17.1 %. Multiresistance (resistance against
three or more antibiotic groups) was found in 3.1 % (6/193) of all isolates. The most
frequently detected resistance occurred against sulfamethoxazol-trimethoprim (11.9
%), followed by ampicillin (7.3 %) and doxycycline (6.7 %). Especially E. coli isolates of
falcons (25) which showed the highest resistance rates of all birds (28 %), were most
commonly resistant against doxycycline (20 %). The least frequent resistance rate of E.
coli (7.3 %) was detected in the group of other birds of prey and owls (4/55).
Resistances against enro- and marbofloxacin were very low in relation to all wild birds

(2.1 %) and were only detected in E. coli of waterfowl (10.3 %).
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One E. coli isolate of a Eurasian coot (Fulica atra) showed ESBL-production. Related
to the examined E. coli of all waterfowl (39) this corresponds to an ESBL-E. coli
prevalence of 2.6 % and a prevalence of 0.5 % related to all E. coli. A further
characterization of the E. coli isolate by serological and biomolecular methods revealed
the appearance of a plasmid encoding a blactx.m-15-Gene with a genetic environment
similar to type 2a, which is a type commonly found in humans. The ESBL-producing E.
coli isolate was assigned to the phylogenetical group B1 and the serotype O8:H23.
Other pathogenicity factors associated to EHEC/STEC (stx1, stx2, e-hly, eae/nleB)

could not be verified.

As clearly shown in this study, antibiotic resistances in E. coli in German wild birds with
proven contact to humans are existing. However, resistance rates of all included
groups of birds were below those of E. coli from farm animals, especially those of
poultry. For an appropriate treatment of bacterial disease a microbial sensitivity test
seems nevertheless necessary. Knowledge of common bacterial resistances of wild
birds can be a valuable decision guidance in emergency situations prior to having

access to the results of a sensitivity test.

In comparison to ESBL prevalences known of E. coli in humans, farm animals,
companion animals and wild birds out of other regions in Europe, the detected ESBL-E.
coli prevalence of 0.5% seems rather low. Nevertheless, an adequate hygienic
approach when handling wild birds should be established and maintained, especially at

veterinarians and in hospitals.
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8. RESUMEN

Incidencia e importancia de las resistencias a los antibiéticos y a las
betalactamasas de amplio espectro (ESBL) producidas por Escherichia coli
procedentes de aves silvestres con posible contacto humano en el sur de

Baviera

Carolin Emmi Gerhofer

Dentro del marco del debate actual sobre del uso de antibi—ticos, su aplicaci—n y la
resistencia a los mismos mostrada por las bacterias tanto en medicina humana como
animal, as’ como la detecci—n de pat—genos multirresistentes y bacterias de la familia
Enterobacteriaceae productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE, en
ingles extended spectrum betalactamase o ESBL) en diferentes animales domZsticos y
de granja, la importancia de los posibles vectores, fuentes y reservorios de dichas

bacterias en animales de vida silvestre y en el medio ambiente aumenta.

Se incluyeron en el estudio un total de 257 aves silvestres de los —rdenes
Passeriformes (paseriformes, n=39), Columbiformes (coleembidas, n=73), Anseriformes
y Gruiformes (n=46), Falconiformes (falc—nidos, n=33) Accipitriformes (accip’tridos,
n=51), y Strigiformes (estr'gidos, n=15). El estudio comprende pacientes ingresados
en la Cl'nica de Aves de Oberschlei8heim desde mayo de 2012 hasta mayo de 2013
por diferentes causas de enfermedad, la cual se someti— en cada caso a un
antibiograma y una prueba de crecimiento de E. coli productoras de BLEE.
Inmediatamente tras el ingreso del ave se tomaron hisopos cloacales, obteniendo un
total de 193 aislamientos de E. coli, con los cuales se llevaron a cabo pruebas de
resistencia en placas de difusi—n en agar utilizados de forma habitual para ocho
antibi—ticos de uso comoen en medicina veterinaria. Aquellas muestras que resultaron
tener resistencia completa o intermedia a la penicilina y/o cefalosporina fueron
sometidos a pruebas fenot'picas de producci—h de BLEE. Las muestras de
aislamientos de E. coli positivas resultantes de esta prueba se caracterizaron mediante

mZtodos serol—gicos y de biolog’a molecular.

La tasa de resistencia de los antibi—ticos examinados de los aislados de E. coli
procedentes de las aves silvestres supusieron un 17,1 %. 33 de los 193 aislamientos

de E. coli investigados mostraron ser resistentes al menos a un antibi—tico. Se
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observaron multiresistencias (resistencias al menos a tres o mts grupos antibi—ticos)
en un 3,1 % de los aislamientos (6/193). La resistencia mis frecuente se obtuvo para
la combinaci—n de sulfamethoxazole con trimetoprima (11,9 %), seguida de ampicilina
(7,3 %) y doxiciclina (6,7 %). Destacan los aislados de E. coli procedentes de las
especies de halcones (25), los cuales con un 28 % muestran la mayor tasa de
resistencia de entre todos los grupos de aves investigados. En especial mostraron con
frecuencia resistencia a la doxiciclina (20 %). La menor tasa de resistencia observada
fue en ciertos casos otros grupos de aves rapaces (4/55), con un 7,3 %. Las
resistencias a enrofloxacino y marbofloxacino observadas fueron bajas en todos los
casos de aves silvestres investigados (2,1 %). En cuanto a estos dos celtimos
antibi—ticos, solo se observaron resistencs en el caso de E. coli procedentes de aves
acutticas (10,3 %). En un aislamiento de E. coli procedente de un ejemplar de focha
de agua (Fulica atra) se observ— producci—n de BLEE. Referido a los resultados de los
extmenes de E. coli procedentes de las aves acutticas supone una prevalencia de
BLEE-E. coli del 2,6 %, y del 0,5 % respecto al total de los aislamientos del estudio. La
posterior caracterizaci—n del aislamiento de este BLEEE. coli a travZs de pruebas
serologicas y de biolog’a molecular dio como resultado un pltsmido el cual codifica al
gen blacrx-u-15 CUY0O entorno genZtico es similar al tipo 2a, frecuentemente encontrado
en humanos. Este aislamiento de E. coli productor de BLEE se ordena dentro del
grupo filogenZtico B1 serotipo 08:H23. Otros factores de patogenicidad asociados a

EHEC/STEC como stx1, stx2, e-hly, eae/nleB no se pudieron demostrar.

El presente estudio demuestra que E. coli procedentes de las aves silvestres de
Alemania con contacto probado con humanos presentan resistencias a antibi—ticos.
Las tasas de resistencia encontradas de todos los grupos de aves incluidos en el
estudio fueron sin embargo menores que aquellas observadas para E. coli en los
animales de granja. Lo cual indica que un antibiograma es necesario para realizar un
adecuado tratamiento de las enfermedades bacterianas tambiZn en aves silvestres. El
conocimiento previo de una frecuente resistencia a E. coli en aves silvestres ayuda a
tomar una decisi—n en cuanto al tratamiento en casos de emergencia, en el caso de

que los resultados del antibiograma estZn por finalizar.

En comparaci—n con la tasa de prevalencia deE. coli productoras de BLEE observada
en la medicina humana, en animales de granja, animales de compa—'a y aves

silvestres, el 0,5% de BLEE-E- coli observada en este estudio es claramente menor. A
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pesar de ello, se deber’a establecer y mantener un protocolo de higiene adecuado en
el caso de manipulaci—n de cualquier ave silvestre, especialmente en consultorios y

cl'nicas veterinarias.
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10. ANHANG

Tabelle A1: verwendete Wirkstoffe, Wirkstoffkonzentrationen (!g) un d Grenzwerte

(mm) fYr Disk-Diffussions-Test

Wirkstoff Menge sensibel intermediar resistent Referenz
Ampicillin 10 17 14 -16 13 CLsSI
2008
Amoxicillin- 20/ 18 14 - 17 13 CLsSI
ClavulansSure 10 2008
Ceftazidim 30 18 15-17 14 CLsSI
2008
Enrofloxacin 5 23 17 - 22 16 CLsSI
2008
Marbofloxacin 5 20 15-19 14 CLsSI
2008
Piperacillin- 30/ 22 15-21 14 DIN
Tazobactam 10 2000
Doxycyclin 30 16 13-15 12 CLsSI
2006
Sulfamethoxazol- 23,7/ 16 11-15 10 CLsSI
Trimethoprim 1,25 2008
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Tabelle A2: tbersicht aller

(inclusive intermediSre Isolate)

antibiotikaresistenten E. coli-Isolate

aus Wildvsgeln

Isolat | Vogelspezies Klinische Diagnose phanotypische phanotypisch
Nr. Resistenz intermediar
23067 | Amsel Trauma SXT -
23243 | Amsel ZNS Symptome SXT -
24031 | Amsel Bisswunde, SXT -
Parasiteninfektion
24263 | Amsel Katzenbiss - AMP
26158 | Amsel Katzenbiss - AMP
23458 | Amsel Katzenbiss SXT AMP, AMC
24125 | TYrkentaube Katzenbiss SXT -
23986 | Stadttaube Fehlbildung der StSnder | SXT -
23979 | Stadttaube Parasiteninfektion AMP, DOX, SXT ENR, PIT, AMC
24871 | Stadttaube Parasiteninfektion AMP, DOX -
25136 | Stadttaube Bisswunde, AMP, DOX, SXT | AMC
Parasiteninfektion
25295 | Stadttaube Schnittwunden SXT -
25708 | Stadttaube Parasiteninfektion AMP, DOX -
26236 | Stadttaube Fraktur AMP -
25244 | Stadttaube Schnittwunden, AMP, DOX, SXT ENR
Parasiteninfektion
22814 | Stadttaube Jungvogel - AMP
23312 | Stadttaube Parasiteninfektion - AMP
23724 | Stadttaube Fraktur - AMP
23849 | Stadttaube Trichomonadenabszess | - AMP
24640 | Stadttaube Schusswunde - AMP
24916 | Stadttaube Jungvogel - SXT
25738 | Stadttaube Fraktur - AMP, SXT
23119 | Graugans Trauma SXT -
24513 | Graugans Fraktur AMP, ENR, MAR | AMC
23435 | Stockente Parasiteninfektion SXT PIT, AMP
23508 | Stockente Trauma ENR, MAR AMP
24307 | Stockente HYftgelenksluxation SXT AMP, PIT
25883 | Stockente Fraktur AMP, AMC, DOX, | -
SXT, ENR/MAR
25104 | Blesshuhn Fraktur AMP, DOX, -
ENR/MAR, SXT,
CTXICAZ
25828 | HSckerschwan Trauma SXT AMP, PIT
26518 | HSckerschwan Trauma AMP AMC
25082 | H3ckerschwan Fehlbildung HYftgelenk | - DOX
25465 | HSckerschwan Trauma - AMP, AMC
24980 | Haubentaucher | Jungvogel - AMP
23033 | Turmfalke Parasiteninfektion SXT -
23192 | Turmfalke Parasiteninfektion DOX -
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23340 | Turmfalke Jungvogel AMP, DOX AMC
23536 | Turmfalke Trauma AMP, SXT AMC
23689 | Turmfalke Trauma DOX AMP
24304 | Turmfalke Fraktur SXT, DOX -

23308 | Turmfalke Jungvogel - AMP

23957 | Turmfalke Trauma, - AMP
Parasiteninfektion

23840 | Turmfalke Fraktur - AMP, AMC

24167 | Wanderfalke SohlenballengeschwYr, | SXT, DOX AMP
Parasiteninfektion

25702 | MSusebussard Trauma, Erblindung SXT -

25222 | MSusebussard Trauma, Fraktur SXT -

24309 | MSusebussard Trauma - AMP

23729 | MSusebussard | Fraktur - AMP

25236 | Waldkauz Trauma, UnterkYhlung AMP, AMC -

25829 | Habicht Fraktur AMP, DOX, SXT -

25419 | Habicht Trauma, - AMP, AMC
Parasiteninfektion

24377 | Sperber Fraktur - AMP

24537 | Sperber Fraktur - AMP

26395 | Waldkauz Jungvogel - AMP

26396 | Waldkauz Trauma, Emphysem - AMP

26397 | Waldkauz Jungvogel - AMP
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Tabelle A3: Zusammenfassung der in dieser Arbeit durchgefYhrten PCR-Termalprofile.

ESBL-Gruppe (CTX-M, 95;C (15min); XU et al. 2005

SHV, TEM) 35 x 94{C (30s), 55jC (30s), 72iC | COQUE etal.2002
(Imin); GRIMM et al. 2004
72iC (7min)

Gesamtes CTX-M Gen 95;C (15min); JOUINI et al. 2007
50 x 94iC (30s), 62iC (30s), 72iC
(Imin);
72iC (7min)

Genetic environment 95;C 15min); DHANJI et al. 2011c
40 x 94iC (30s), 55jC (30s), 72iC | SALADIN et al. 2002
(Imin);
72iC (7min)

Phylogenetische Gruppe | 95;C (15min); CLERMONT et al.

35 x 94iC (30s), 60jC (30s), 72{C (45s);
72iC (7min)

2000
HIGGINS et al. 2007
GORDON et al 2008

H-Antigentyp

95;C (15min);

50 x 94iC (30s), 60jC (1min), 72iC
(2min);

72iC (7min)

FIELDS et al. 1997
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Tabelle A4 — Ade: Pipettierschemata fYr alle in dieser Arbeit durchgefYhrten PCRs.
Die Mengenangaben entsprechen jeweils einem Ansatz (A4: ESBL-Gruppen SHV und
CTX-M; Ada: ESBL Gruppe TEM; Adb: phylogenetische Gruppe; A4c: H-Antigen; A4d:

Gesamtsequenz CTX-M; Ade: &genetic environmentO)

Tabelle A4:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,51
Primer 1 (50 !M) 0,2
Primer 2 (50 'M) 0,2
dNTP-Mix (25 mM each) 0,2
H,O 19,275 !l
HotStar Tag-Polymerase (5u/!l) 0,125
DNA 251
Tabelle A4da:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,51
MgCl, (25mM) 1,01
Primer 1 (50 'M) 0,2
Primer 2 (50 'M) 0,2l
dNTP-Mix (25 mM each) 0,125 !l
H,O 18,35l
HotStar Tag-Polymerase (5u/!l) 0,125
DNA 2,51l
Tabelle A4b:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,51
Primer ChuA.1 (50 M) 0,2
Primer ChuA.2 (50 M) 0,2
Primer YjaAC2.1 (50 !M) 0,8 !l
Primer YjaAC2.2 (50 !M) 0,8 !l
Primer TspE4C2.1(50 !M) 0,2
Primer TspEC.2 (50 'M) 0,2
dNTP-Mix (25 mM each) 0,2
H,O 17,275l
HotStar Tag-Polymerase (5u/!l) 0,125
DNA 251
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Tabelle A4c:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,51
Primer 1 (F-Flicl) (50 'M) 0,51
Primer 2 (R-Flic2) (50 'M) 0,51
dNTP-Mix (25!M each) 0,2 !l
H,O 18,675 !l
HotStar Tag-Polymerase (5u/!l) 0,125
DNA 2,51l
Tabelle A4d:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,51
Primer 1 (50 'M) 0,2
Primer 2 (50 'M) 0,2
dNTP-Mix (25!M each) 0,21l
H,O 19,275 !l
HotStar Tag-Polymerase (5u/!l) 0,125
DNA 2,51l
Tabelle Ade:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,51
Primer 1 (50 |M) 0,2
Primer 2 (50 'M) 0,2
dNTP-Mix (25!M each) 0,2 !l
H,O 19,28 !l
HotStar Tag-Polymerase (5u/!l) 0,125

DNA

251
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Tabelle A5: Klinische Untersuchung und Testergebnisse aller (257) in diese Arbeit

einbezogenen Wildvigel (VSgel nach Speziesgruppen und Resistenzbild sortiert)

TPISIIEON SN VB HPUNMSSE

SRR U LI POIS uoa Bowag
-syuobesie] jeusouge suobiesie ) Pl
*Beu ‘SSIQUOZ)EY ‘¥Byjees0) sepuene) swoes| x| uby Bugunyels| npe leswy | £LEOVL | 02282 | S22
(498)
snpyesgopnBoynuos (uobuoy
" 6pa vawopay wosiulwg ke woexob
‘beu | 408 ‘ssiqueziey | ‘usepejpols epuerue) Biygunbng| ¢ | ubB eney waA| wpe leswy | BLEDLL | 482 | 022
ajebou
oo 3 obum
“0G07 20K Bou SEIGUOZIEY Bursojoqueg g poy | x x SSQUOREY T A| InpE WY | L0080 | 88182 | B1Z
uabunoisiu M buon
"SISO
(S NZ) SWoSSUOWOUERLUDZ SOp ‘POs
‘Beu | ewneabnguyea| Buniag By ‘ibuey el exuy| £ | uby Sueunbny| wpe | jeswy | £1°204Z | wosz | 102
Bou | anpEsnuDRon | SO0 anp g SO RON DUO | X X Sunnoponobng | wnpe SN £L2052 0 USESZ | @Bl
uobogob
s awun Bunpnuosay i DO TERSUDS
“Beu ewnesbnguy ‘peznpes spespeq xegepesn| | | uby uebeb| npe leswy | £L20'%L | €282 | 08
s RIRg VIS RIREOPLT oneg
‘Bou | 'ssiquoney B a|  we wopungp omtepogowz| ¢ | b voburg us gou | npe sy | ZLLL80 | L20sE | 0
Qe ou)sd XSYBEPEN
uoqEXnLIs U oy QO wwsnabusng P novged
“Bou WA sopons el gois| L | w58 SaEy A | pusanl | eswy | ZVE0AL | EELYEZ | 6B
-
‘Bau BEOYS BB vapsesedopuy ‘eloabune| z | 466 ssquaziey e A | puaan! | jeswy | ZLA0BZ | OEBEZ | €5
BEOYSBIBY UBYSBIBIONT U pun o’ funziauen
“Bau ‘Bwnesl| QO 'JCOM we vapunp) epusing| x | uby opuaima | puawn! | jeswY | ZLADEZ | S84EZ | 25
ajebou GRS RIRG BOPUIIDN LageIp
o 3 wbum Bugunuolg nssuossen (wbuoy s
Q07 204 ‘Bou Y P uvopeobeyy Buygunyois | ¢ | sBw Suppnuss | npe eswy | ZL908 | EvEe |
Sy pumg 'vossuobqe P wog we
‘Bou | ampsesnsanoq ] | yuopboznmgng soan uog s | ¢ | UBy | opungy opuoing | inpe eswy | ZL90T | it | &
OB
Bou | wwreabnguy e sowsfg avssew Bymunbng | ¢ x GYomsebae | npe wswY | ZL08L | BsZEz | 2
vl Ey yeneg P
B “pas "loabune ogest 'sopops) wioabune | £ | wBw | wamebiseNsne| puoan! | pswy | ZL's0wz | 28822 | W
BINEUWIALS (23} pugysnz
seseq | gy) vepuyequiawabny -sfunugus3
B woabunp pun punsnasBunsypwg pos| z | b | pos Sunumeoiun | puoan | eswy | Zisovz | sezz | L
(ssiquez|ey
RBIE) WOIBWE H SBUSY [ISNg
Yoo EENS NN ‘B0 E1ON SN ‘uagowo e Wow weg
Bow | 'Bunpunzuonmes yuopbusepon sows| z | b SONDW DG | Inpe e | ZLS0EL | wWizE | 2
po L 1oq {ww)
Bunyansiown | (ww) | uaisnypg | 302 Bunyansiown g punio |woanl  soizads N
ayssiBolonied | 1883 -¥s1Q 1dv | w3 asouberg ENERTTY za | B Bunugganua aMnpe  jeBoa | wmeg | yuny | N




154

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

v Bl UnUNS U00G0ZING
opE- Gl aes F| sod | uonESOLIsA e U3 PG LOpUnmMSSIG Bdginuw b SSIUOZIEN A INpE | SwY | ZUE0R0 | EEEvE | 1§
PO uabogeb
ope- gl gos g | sod wwnesnjuy uobunisls SNZ uBy | ogouyosiosuog ue| npe | oswy | ZLVH0CE | weve | &
19USUDS B Sungwuosineepuig
1SBIZUHSISHY ‘sMweEong By xoqyoisienes
‘s o0 3 Sunimgune ) u "poisebiom wmdng P
obun e ope-glges g sd | swneaBnguy e Sunwpddmaps ebrwpeg By swodwds SNZ| pe | eswy | ZLE0eL | 0wz | 48
Ajebou W5 SO PUN YINRE SN
oo 3 wbum EE Y] WE DUORWEH PUD UDPUNA PO
"GO " 20K ope- 5| gos g | sod i Y oua puyeeb sopung oy 3By udg SoouA | putwnl | oswy | ZUG00L | seovE | €9
Aebau BSOS BBy
qoa 3 whum oM DS uBpsRRopLg P uopunpb owooy
RGDT ZoK opu - 5| gos F| sl "DADUDUY | ' DADDH POUAD BINON ASSUU 36w wusbumeb| wpe | eswy | ZVE00L | BROYZ | 29
“Bau
wes “3 wbum UBPUN pA BULBN
BGeT BoK ope - 5| gos g | ol SSUOZIEN | § SSE (L0ZE) Spessien 9w L) Sunziuon | wpe | RsWY | ZLADML | MBSEZ | W
st oy pun -opug e
e-g|4ce J| ol ‘lefoaune *Bunsabeway  Bunumuaiun b wbonbune| puaan! | eswy | ZV 060 | 05582 | 2v
VRS RRE T
vS ©pu3 Qo) sxag snnsg
sug | we KIS YOI WE DPUngA wwne )
ene-§|4os 3| sod ‘BWNES)| | WePe4 epuemue) ‘BWadWig SNZ (nb) ‘SSQUEZEN | WPE | jeswY | ZLSOR0 | 98082 | £
SUDS DR
LSS Y
wpsod ges 3 A0 s
:abunn ‘seqen enE-§|qos 3| ‘ol ‘SSIQUOZ)EN ueqoisen Bunuonsieiun Jon by ssqueney | puean’ | jeswy | ZL0WZ | §0822 | ®
Ps
e~ G| 100 "J| 'sO¢ | UBININESH BCNINWL |  PCBISUI BYNH Pun leunbelnucs b8 Sueunbng| wpe | jeswy | 215002 | wWe2Z | §
uampeig
upsesEiopuy pos | pw pboroupey
oge- | goo | sod wsopsg ‘aruues w obrog sBuw ‘pbonbunc| puoan! | eswy |zl | oeszz |
B e
Ajebou *DPUNIA DUDTUDRHIGO
fes 3 obum Y sougsob by ‘oBgsny oA DS woneg Pos vobu yxs goy
ege zeH | beu AXS - ¥ |nes 3| sod ‘B JBQUBYSEIEY ‘Bunwieddeuyos ‘ebejuepes uby | esseue) e QES| WNPE | jeswy | ZUGOBL | EOMZ | 88
GEE IR SNFUIALOS 955U
Bou AXS - ¥ |gos F| sod e e dopeg LS SNZ (4B} swouLds SNZ| wnpe | swy | 20906 | tveee | &
1PUSUBS 8
1S8IZUBISISHY
Ao
fes 3 wbum UON DN Y W dpung) Burunyns
g Loy | Bou AXS - ¥ |gos F| sod Bunwyr | "wiyob oUDE "XOgORIN0 UKy x Bunuye| wepe | swy | 209000 | H0EZ [ ¢
LZ2¥0 408 "URin e acunw po woegsb
Bou DY -1 e | s SEUDL N “uapung) sban sxun eBny 356 sAEN WM npE e | EVEORD | #8182 | 812
ezudsielingg Jexun pey woexeb
“Bou OWY - || hes 3| tsod SSIQUOZIEY | PUN BLBSSIEH JBD8S UE UBPUNIA b8 ONEW LOA| INPE | eSWY | ZLR0BZ | £82vE | S¢
HOISI0Z SNBSSOU} SYEUED
ewneabnjuy| 408 vebiuoy wuasbeinuog
“Bau TAA0S|  vonewdeny 18uey 19bng B x Sugpnbng| wpe | eswy | £LW0Z0 | ®2veZ | LvZ




155

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

a4 aleoseb ‘egrey 'wn
W) S sEoy Burunuss

UMY

Bou UOGNDR| BN ‘suoiuls sNZ By By wop e S| wpe | SGnBL | £1°202Z | VBESZ | VBl
BSOYSEI B
‘BHOBNBUBUEM UBYSEIRCOPUT Pos
B N UIPUNMED G SIUOIASIE0 By | e ssowy | inpe SUNEL | ELW0SZ | 004SZ | 24
SEUOWOUDL |
BEOVSBIE ‘BINESBAIM VB WOBLUEH Pos vasejsbue
Bou ‘ewneabnjuy | ‘xegeupein veN SPa o Boay W6y UNY WA | npe agne) ELW0Z2 0 BRBSZ | vBL
IS euueD ep
wels | npesd iuabiugy vepsesedopug
"By BULED SNBSS ‘UBPUNA BIBSKEOUL BN 6 wow 18eg)| wpe | BanEL | £LUW0BL | 02852 | 181
Swun apunmabn 4 ‘spnnivon vebuepea
“Bau Bwne| | ‘vaomsssl{sal sisus snnog x ABUUBGNEL V| WNPE | BANBL | ZLZVZZ | S2VEZ | vyl
puebequeyo
wien ‘wepQ By ‘eepeycs
53 PRGN NG HEDSSIH D0 P
‘Bou runegoprsg | snwbesdn Bungupaosdoy uBy ONOERY UOGEIY | npe | oanel | ZivE | SSisE | vel
Bunbpateqsyueen
yw smpeseun uebuoy ‘Bing P
B AMgREE N uabong we shuwips SRDe: 356 SSNRBZIEN WA IpE SUNEL | ZLMVEZ | KELSZ | B2
1ebuew W en peu
“Beu ‘bunwwgsebe |  uotenpziensediy by tuebuoy 468 Bow woubey | wpe | eanel | ZLLLEZ | SEL5Z | 121
s (Enaend) 408 e
‘Bou Swol 4085 |  wobjuoy "Bury bnyg sousos 4w Swepunbng| puoan | oanel | ZL0L90 | 06BYZ | 8
BUBUSHUBIBD U IBINCS
'SIPEY PUN BUIN UBNUY BP
ey ampeeag uoBiuoy BinY worses
ez 3 obum XU SN soun BunaowsansBuepwn PO
"RG0 ZOH ‘Bou eu) SnpEy “phury ooy oy B Bupwnbng| gepe | eane)l | ZUE0ME | 68ZvE |
Bunumusiun Bunumusiun ‘oyoemyos s
“Beu ‘Y pes eqiey ‘IAepUBA BUES I JOPaLeD 4w Suewnbng| wpe | eanel | 218062 | LEEZ | £E
LONDNY W
GLeIND LOPUNIA DU DIDADW LD
‘epe-glqos 3| sod SSIQUBZIEY "E'A | UBXDNY PUN ZUBMUDS WE LBDeS b uepeg wi be| wpe | jeswy | £L2061 | 64852 | 281
usneobway Sey we
LL2ND DLUOELEH SRS U YOS A0 woesgob oney
‘epe-g oo 3| sod SSIQUEZIEY Buninqui3 ‘legeuyog Buning X uon ‘Bugunbng | wpe | jeswy | ELE0EZ | §1E82 | vEZ
LZ2VD RN DG BUnuDNEIBIUN SO LSO P norseb
‘ope- g oo 3| Csod UDZEN Bepopos v iboy 'gy ‘pos By 4By onEy LA epE sy | ELE0LL | avese | oie
aebau
qos 3 wbum LZIND UHLOISION DEOREN U1 DROSISNE P norKes
B9 B oue - 5| es 3| e SSIUDZIUN | SUUDDS VB LDPUNAA DPUBING 1o 3565 DAY WO NP WEWY | ELE0B0 | Bz | viZ
SNSRI
INYNELSNSBIO0 ] vonepdasy ‘Seygpunbng P
o 5| gos g | csod TNl TS DPURIS LONLY ISR S oguesney v Buy| npe e | ELDE | SRSz | 281
UDZ PUN Uog Ue
euong erdynw ueliucy "aesu
UaInNEs 4 UBUBZ PAEISUI SNSIBINGEL Pos
GIE-G |60 T | SO0 | SONNWL BWNESL| UG UBIUDB) WE UBPUNS @ONE b ong ebamg| wpe | eswY | ZLZVEL | BOESZ | SR




156

SHUN SN B JEINNABID

Tabelle AS5: Fortsetzung

10. Anhang

[rate] wwneabrjuy wabpoy 'uspseiopug P
Bou "V~ ¥ | ‘498 g weing ' Beypgunbng 366 pwneabnguy | Wnpe | SGnBL | £LE0SL | 96282 | #2Z
V2V
1XS dNY BSOS BL B PLTIELEY VLT Pas
Bou ~ 1| IR S NS ANOGL wpBiuoy uapseiopul 356 wusosaeb wog | npe SUNEL | BLW00E | BELSZ | Lib
pos wey3
Bou XS -1 *sod Bumson 840 Iswos ‘SumseN 466 auyo pBowbune | puawn! | sanel | ZLOLLE | BIEVZ | 804
udpseseiopusy
*ONUOLDSIONE) LONUY Wi
oroQe ( lueliuoy Jesnewsools pos
‘Bou AWV -1 ‘sod | Bunziauewssnyog ‘pers 350 1ol sexun P Sueunbng| wpe | eanel | ZLOLEO | wBYZ | 28
SSOZSQEUDPEUOWOUDU |
‘Beugos 3 whuoy w Bbuebuonp
150000 SSOZSqY JUDIU PUN ZJBMYOS PUNYOS pos
‘sbun'zen|  Beu AW - | s0d | -UBPBUOWOUDLL ‘BB UBtunIAS SNZ By Suppnbng| wpe | sanel | ZLO0E | EVREZ | 85
yuerebpuey ueysesedopuy pos
“Bou AWV - | * 800 0NNE B G8uey 19804 sewun b ey ebngn| wpe BUNEL | ZLU00Z | WRLRZ | BY
s g P
Bou ElaIL s ‘efoabune supseasiopuy 455 ehonbunc| pusanl | oanel | Zi002 | 2R | &2
Bou AW - 1| s whoalune | (gao) pung WIRPLCEE UG b whonbunp| puoan’ | sanel | 28002 | WEZZ | ©
408 ‘vebluoy
VIS RRCOPN T (SNRSIDGIN P
ue H'B LD siioN
'BunBowogsiony P
‘beu | ewnes) e p 408 ‘veliuniaig gNZ "By By Suewnbng| wpe | eanel | £LE0UZ | WBESZ | 8EZ
AT DS
aurusyuood wbuoy sxyun
s H sonUn uogEpdosy b | ebng ‘Bueunbng | npe sanel | £LE00Z | eese | ez
BUI) SUDDI SN NI PORNS
oup usbiuoy woprey
'SIUPEY JBUIN VOTENCEMN Pas 1ofn 4 we
AR N “opun p) Uy BN SR D b | Bunzspon o8gng | unpe Sunel | BLE00Z | oWEZ | ZEZ
KONINULDA JRUDDS LN D0G
pun ayny ssquauoouy (uebuoy
‘SBUOWOLDL | 1sebabine pas
Bau | ISORDUOWIES BA Koy Bunyig e sjdon By A WA npE sunel | BLE0BL | EvZRZ | 822
“Beu SSIQUOZIEY UOISOZ SO 'SEH WE BpunsA b wpulueveniey | wpe | eanel | £LE0ZL | IGLSZ | 222
QIO SNIE LW
BSOUSEIE] | Or0QenQ) (uebuoy ueysesedopuy
Bau | ‘Bunziauenssnyog Bugy 186N soN0es b Sugpunbng| wnpe SaNEL | ELVEORD | BROSZ | 602
ueysesedopuy ‘pey
“Beu esoysesed | ‘Bunyeyjeuos ‘ewadwsis SNZ s Sueunbng| wpe | eanel | £120'02 | 082 | €02
uapsesedopuy
Vg PREEOIN B s is g P
B uojmopstdon SR BB DPUn pA 9y 355 JBuy e | npe Sunel | £1°2082 | #0082 | 002
BUNDARINPUOLLIS
"B TR ST P ST ST PRY DUDHO x opunmobnug | wnpe | SaneL | £1°2082 | £E0BZ | B6L
BSNSBIBd SEUOWOUDL | pas
Bau | ‘ewneabnguy e *JEOM WE BPUN AN BB 366 Sueppnbng| wpe | BanEL | £1°20%Z | S008Z | 861




157

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

SRR

L PAHUMDINY

UBUSY LD S

duE-glges g PUN OIS SPLDLDE N NS DY b usoss 8oy | npe sanel | ZLOLEE | WeEvE | L0
WOIBWE H ' Bunpawio ssaiudom
Agebou asops g 36y yw xuopbdien
fos F ebum yuopbedey suwun ames g uobuoy Ppos
‘Bqen ' zey ege-g|ges 3| - SeNUN JNNES | ‘seuowoyds | ‘1buey ebing exuy s Suyeunbng | puewnt | eanel | ZLOLYD | &OYZ | €8
WG
R
518000 v U3 leomiean Linad
epe-ggos 3| TEWNE | BN syuy veg 1uey syuy 1ebnyg sbw ewnesbinguy | wpe 8anEL | ZLAOLL | WRSEZ | fY
SXBUOEY pos
eE-§ oo 3| - ‘leoatiune veznpa 73 'bununeiun b5 eboabunc| puean’ | eanel | ZLA0E0 | wWVEZ | %
obmy obmy
se-g|hes 3| ¢ we an eloaliune | we(an) BunsuowaasBuepun b wopgobisonsne| puswnl | eane] | 208052 | BSEEC | UE
SERLD S SUDLDOUN
Ajebeu vebunzieuen ‘UelO NUeBBYNH ‘PUBMUONER
._Gc.woa:s Ovsoo,kfa JE4UDBS DUN JONUN UE UODUNSA
RGET B ae- g 6o 3| - ‘adnnw 8y JOPHBG SELBILUDBNING x Sunziauea | wpe | BanEL | ZLB0EZ | B5EEZ | B2
ajebou OV
oo 3 ebum G- pubuverelionpesy vessuelsne goig ‘pes e gos eqng
‘egen zey| beu AXS — ¥ |doo F| - 18P0 UBZIEY 'PUBMISNIE JBIUDBS UB BPUNIA by ‘Bunzeuesssig| WpE | uewnl | 714020 | BSVEZ | SE
EER]
X0a uupsesiopuy
WY esoysesed | ‘seynuog wn Buninuucsueaen pos
‘Beu IXS - M| hes 3| TEWNES | obama ‘Buey ebng Jeuces “sbw tunziauen | wnpe eanel | ZL'ZL80 | wW2sz | ot
PRSI
LopLnM LIRS wesuoemebu Ppos uopungRA
‘beu AXS-¥|he2 3| ° vebununuyosug | ‘uexoweb egng epeq wn vepey ubw | anuuogyw egng | wnpe BanEL | ZLZLTL | §8ZST | £EL
‘Bau
CTES T XS M
Jsejzuaisisey Eoo»éw ‘UBPUNSA BWZ SNUN
sod 8y ‘pes| ‘tunsoigeeutey ' A langebue
es 3 ebum By Bunumusiun BNy SBUDB BUTEMUDS P anel
aget mop | Bou IS - ¥ | qesT | SSIGUDAEN BN By Bunsmusiun By vope s Bey| puoan’ | wownl | ZLE09L | SZIvZ | @8
ke 15 -¥|ico 3| - Sunppanad |  sureg Bp Sunmisie 4 awssew x Bugunuab| pusan! | eanel | Zi'BOBD | SBEEZ | 18
OV - |
1XS'%0a Vs g ) SOPUT UoNInY pun Sunzyauon
Bou AW - ¥ | aes g SSIGUDATN BN ISTUE U UDPUNSA DU DIDAW b spesma | wnpe | sanel | ZLTLLEZ | ®isZ | 028
Ll "¥NT
oY - | vabogeb
1XS5'X0a GRS RIRG DN IERISUDS
Bou | dww - | oo 3| ‘puneaSnjay OO SOS LIS Etopu b wobob| npe | eanel | ZLROBO | BLEEZ | 08
UBSRIRG uapsmiopua A
Xeda DM DS Bruggunbng ragaon pos vobumins
Bou WY - ¥ | aes g "HY SE DS TS LOPURUS utemL s 2B SLDEMLDS | PR LanEl | ZL0LSZ | MEvE | £03
§622¥0
XOQ'dWY DL T
‘Bou -¥u|weo 3| - BEOYSBIBY UBYSEsBCOPUT b auuo pionbune| pusan! | BANEL | ELD0E | BO4SZ | 44




158

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

UOBBTISNIE W O00eN] SN

§'9ZZV0 SIIBUNE] SMNERR IS (uobuoy P
‘o - ges g| csod | Bunzjouonssnyog uopung 1Buey ooy 2w uBy bumy pBngowun| wepe | oanel | £LE08Z | ESZ | Mve
9L 2V0 oocousey | wieg uebey pun oy usueelg o
‘ene-g| oo g | sod *Bununweiun *Bunsebeway Bununsseun by wou (beyy | wpe eanel | £L0VE | WB8SZ | L4
8ZZV0 ioabune g
ow - 5| geo 3| s UOGRD R pionbunp uijon 6 sue pEonBune| puswnl | sanel | £LW0S0 | 06vEZ | BYZ
9T 2V SNSAE | WE DPUNSA Pos | L0RIOE pury LOA
w5 ges 3| Csod v | Surbriung  Bunyupansydoy uBy | 'Bowupg e ges| epe | oanel | €LR0vL | Z22ee | see
522ZV0 usg
‘o - 5| gos g | s ofoabune ‘g b o pBonbune| pusan! | sanel | £LZ2080 | OEBSZ | OB
ST2ZVO
‘Bie-§|Hoe g o ‘g o 6 Gom wow 1609} | wnpe | sanel | £LW0E | 8452 | 84
PEOPE R
utpUYBGUOWo By Pos
ee-g| oo 3| sod SEUOBIUOS | SEUOWOLDUY ‘INUN ‘BySeMuSS 4w eouuogw BEy| WpE | eanel | £LUL0MZ | ivBSZ | €81
smpsespopnbony g
s ‘e pcuoBiuey uapseisiopus i
oge- | qeo 3| sod 4085 N “yBury ooy o 455 Buepnbng | ope | oanel | €050 | 82852 | €50
wsops g s Eiopug i
ope-g|ges g sod ‘Bunpiopn e | puwsy oy uobunas SNZ sBy SunpBion wa | npe sanel | £L0V0 | 4852 | s
RS UBPS RRIOPUT P
o - 5| hos 3| Csod Bumpbion e | oy ey walunias sNZ By Sunpbion wa | npe SaneLl | £L0V0 | SSsZ | 05
PERETIRG uRSBROpUl P
s -5 ges 3| s *Bumpbiopn ep | ouwsy "oxey vobunigs SNZ By BunmpBion wa| wepe | oanel | £L0V0 | SISSZ | BYL
SEOUS IR vapsEIiopug Pos
spe-g|es g sod ‘Bunpbiopn wa | puwsy oxey uobunas SNZ sBy SungBion wp | npe sanel | €10V | MSSE | Gvl
‘Pos
ope- 5| ges 3| s wsopsIg s Eiopug Y wowngboy | epe | oanel | €100 | BRYSE | ivi
Bng Pos
ope - 5| hos 3| csod Boang | uausy wopsiunmios suores 456 wosns 1500 | wnpe sunel | ZLZVEL | BEESZ | vl
Sunbealaasyuess
VLU SJUDBS STUBLUN ) WWE BDUNsy oy
e - 5| qoo 3| s BN LB DIOEDUIHD 'ZT pun gV pOs 6w PRpeI woges | epe | euanel | ZLZLEL | BBZSZ | vE
1eneyossen b5 abun
(uabwoy "uBNsSEIBIOPUT ‘S8 pas
ae-§|4co F| sou swneabnjuy| sbny BSEN 19GEULWOS SNE IBING B SNEHJON JES| WNPE | SanBL | ZLLLOE | 1252 | 82ZL
NESUeNEQ) ‘Uerewmucsalan
abang “spa ewwesbiesse) P sane
e 5| hos 3| o sy e uoguonsuy A8 PG NS 366 | vopunob puobon | pusan! | wwnyl | Zi0z | @AsZ | L
pas wey3
epe-§|4os g sod Bumsen a0 ‘Bumsen U85 | euuo pbonbunc| pueant | eanel | ZLOL'LE | LL6VZ | £01
BSOYSEIEY SEUOLWOUDL | ‘Ueyuey
‘SROBNBUBUBM UsBpa 4 ‘usbnig pun ueRony UBNONY
wE-5|4eo F| s A UB UBPUNSA BUBHN SI0HINL 6 UB UBPUNSA| puaan! | Banel | ZL'OMSZ | 24BVZ | vOL




159

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

apaburd
495 ‘wobjuoy ‘Bunpnuosaeney i s uuny
‘Bou | opunminey ‘405 0 Do o0 o (BN 4 Sowo0s 465 usoamdos | puoan’ | woe) | €202 | SHESE | S
SPDDL TN SNPRY
wsops LIy ‘uobuoy uopseisiopus suoe
‘Bou SN NS NDEY ‘peepaoa 355 vobogys souoos b e | npe WS | ELWEC | 9e8sC | §91
udpsBIRdopug
PSSR "WIBM PUN UDEOMLD OB WO weg vempRs
‘Bou ‘Ewnes ) NuOroBEs O | SO] 0 b SOUDW SO [ npe ANIOH | ZLH0LL | SEE | 4
BABUYOS uawuabag
PERERIRG WE DPUNIA DUDIUDRRIIGO PR o voburuw owI
“Bou BN L LIPS IREOPUT DRy B WS geN| WpE | woway | £LE0LZ | SSERZ | §EZ
POs wWNY supb
B SSIGRPUNE B | LoDy W apung) 98 oe g By wE apungA | npe nES | BVE0ZL | L8 | £22
SYUN S NESUeNDOE (UBBLOY
BSOYSEIEY ‘wey sesedopuy ‘uereliesie) ‘pey sueb
“Bau PLIVTETEREE uanun we Bunpnuosay “36w Sygunyeis| wnpe neso £L°206L | OLBSZ | 161
uobunioepg uoguxnsyuonboruy
‘uonexny ‘SRS BUe7Z '} Bp ssudy
yueebeoy [ ‘eueusyueen ur Bunin 3 pes vensjelise) vuny
Bou | ‘BusZ JOUS SSUQY WER JOPURIS JOWDB) 36y s3 W npe SSEE | BV200L | BERSZ | B8
852 2¥0 SEUCWOYDS] ‘uegomuosel pey
‘oge-g| 400 3| 'sod | ewneabnguyea| ey seu0es BGEULRS WE Ing 466 ewnesBnguy| puawn! | aanel | €110V | 48552 | 451
leieuossen by exoesyn
pun abun ‘ssnbepiecuad
D atel WDBRUOY SIEH WE PN P
‘o - 5| goo g| sl wwns | ea| B 3 yog ‘eouwdsig by by Sunpogonobng | wpe aune] TLEO0L | WS | LWl
DuEEInDS b opgeg uwebuoy
§8L2ZVO LOPSEIEIOPUT ONNEE W
‘ege-G|heo | 'sod | Gunzieuenssnuog| Pun BYesSIEH JELUDBS UEB BPUNSA b iziauen | Wnpe eanel | €LW08Z | ZUST | vl
8L 2V0 495 webuoy uspseiopuy ey
‘ege-G|Hoo 'J| 'sod | esopserd ‘408 ‘Wuey el Jexuy b EA WO 1Beyy [ unpe eanEl | £L20°0Z | Z88SZ | £81
MR RDIE NESLIRRON
BZ VD VENGRIN wabpoy uspsEIiopul P
R e R WO BPURS DPOY Ry By woweg e ges| gepe | esnel | U200 | EEESE | 2
§822¥0 BSOySEsEY ueng
‘oge-g | oo 3| sod ‘lelioatung ueysesedopuy b | euwo eBoabunc| puewn’ | eanel | £1E0ZL | 2BISZ | v2Z
wscpstg
RZ2V0 ‘ewnes) | ueysesedopu] ‘sosbuniequeso pey vebuniots
‘ege-g|Hos g | ‘sod juogweu|e'n |  ‘syooruo ) iby uebunials SNZ ubu | gNZ ‘Bueunbny| wpe | eanel | L2007 | 86852 | §61
FIZIVOD PERE R PO sanul
‘oge-g|qes | sod ‘oboabune GQ05ucs 'umpsEIEiopus 4686 ey vosou Bi | puoan! | eanel | £LR0SZ | B2EC | SE2
LZ2ND Bunes | UBISBRIONUT 'SNUDIOISINGO ‘pas
oe 5| ges g s WA OECUSRIG | DN RSN ks sNZ By By DGO SNZ| PR | sanel | £LE0RZ | 0BESZ | ovz
uasTIRiopug
‘Bungeisiuejueyez mopsen
LZTVD BEOYS BB JOPUELS JENUIT ' IGBW BN 10N Pos
‘ope-glace 3| sod | CBunpeisiuspueusz UBUBZ PUN LBPHTOIS 366 | gng Sungaisiued | puean! | Banel | ELE0LL | BYZ0Z | 162




160

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

uoqeRnyng

wabiuoy veysesedopul
BZZVO P | Py wbunossiusme Suseon P RGOy uyny
‘oge - g | oo g| sod ‘uoguXnyng | oy sapes ue Bungopop, 65 466 W psen | npe S50 ELWEZ L OEBsZ | §BL
‘UagoMy0sab ByeZ oure SN
‘vagowosab "6y veluereyy pas Wou weg wyny
Gpe- g ges 3| sl Pl gy ewnes) pun suaBus R oN SOk B sopDm msmeG | Wpe | SsE | ZLR0hL | QMEZ | @
uarepebery ueysesedopuy ey aue
ae-5|4oo 3| s CBUNE LB “1BuBy 1864 sew0es 466 Gugpunbng | wpe WS | 215002 | w8z | v
£ZZV0
Ud
dnWv - | g sesrdopuy "ebumyog uopungob uEmDs
‘Beu 1XS -3 | Weo 3| sod ‘BWNEJY "EA | JBIUDBS UEB BPUNYN BPUSING Buren b uyeaoIny ue| unpe P¥oH | £12080 | 62652 | 641
vz
Fitew el
£ 2¥0 | uywNg
R CIXS
ADNLD X0a 1ebinig INNEI] E A wuny
OXLD | dv - ¥ hes 3| s INEs4 BUBIO | BsEURWNT YN ebng susyo x ‘Bow wow 1509} | wnpe ssHg | ZL W02 | WLSZ | B
eboabunp JeYONEY
Bou dWV -1 fes T | s g e b wheawea | pe | Gowz | Zitlie0 | BsYZ | 80
S8 2V0
x5 "
HYWAHNT
‘x0a S0 |BNUBUDSIBA0
‘oY Al o we opunmney obuyoeygab s aquo
Bou AV M| es g sod ) "SIUDDS SN SN SR GBw | ouopne uow suex | pepe | 005 | €120 | ERESE | 96
A
NV | Bue
Bou AXS ¥ |gos T | o PERE TR LS RIREOPLT b swoiwhs SNZ | puoanl | anolg | ZL 0V | SEVEZ | EE
amebeu Ad
neo'3 ebum Y- | uor ey WEN JOPUEIS pes ewy
‘Bae zen |  Beu AXS - ¥ |4oo T | st | -swuepbind ea|  sewun paEisu susebyng sewn b Sugpnine| wpe | -w0IS | ZLVE0Z0 | M0EVZ | &L
NV Bunzpuonssg LSS U LORO B uEMLDS
Bou AW 1| ges g | sed A pun oy we sdpung) Bpuing uby SEH WERNEG | pE | Ow00M | ZLZLRE | Sevse | oy
WL DG WD By ey uEmuDS
Bou XOQ -1 oo 3| s spuory ea | oye voliuoy "spa vosul sBw b o | puswnl | oowsoe | 2L 1081 | 2802 | 2
Errael
ONWV 1 uassuabne wnpun; wo 0} P wbuepon unezZ UBMDS
Bou AV - 3| fes T | s DPUNMSIEH | D SIEH W ney Bang sopajen By WORAB JENG | IOPE | WO | ELWOBD | @S82 | veZ
TNV -1
HYWRAINT vebuneuoounsen
Bou | 'dwy - ¥ |hoe 3| Csou BWNE LB | PBIS BN sewoes Buespnysis x N4 SBIABLBA | INPE SUBD | ZLEOLZ | ELSVZ | B8
Bou
0o 3 abum abmy 1864 pas | PO we spungy
poaejaon | Bou AXS - ¥ |00 F| s0U | SOPUBND) BNl WE SPUNAA DPUDING s G0 B DEMDS | pE SUBSD | ZLBOB0 | BLIEZ | S
dWY- |
AUVNRING 018 Sunziauan |que
‘Bou - |noo 3| "sou Epnony e we Sunpnuosqeiney apueing b spuaima| wpe WOS | ZLU0S0 | BOSEZ | v




161

Tabelle AS5: Fortsetzung

10. Anhang

uempos
-g|hes 3| 8w 80 Serswong e | puaan’ | Bwo0H | ZLOVLE | IBRYZ | S04
BEOPS IR
‘UBPEYOSUBLYES ueysesedopu ‘gao vebuoy ueboged uemuos
-5 Hee 3| MRS BN | Heuzaws 565 1ebng sewoes yoeq uebab| puaan! | BwooH | ZLOLSZ | EBYZ | 201
nwBou i 1Es3
SOV T | WY -
Y Jselzueisisey
‘a0 ueMupoS
o 3 whum S5\ hes 3| VOGRBR R IRRDNT PULSY DM DS IO IS | npe | ewsoM | ZLOMEL | ZbEvZ | 00
Bunziasen 18QEULDS UEMUDS
-g|wes 3| - -BQEWoS | BQEULSSBQD WE BPUN K\ BUen wep snejgng | inpe B¥O0H | ZLOMLL | OLivZ | 68
ELWNES| uepsesedopuly UEMUDS
LN N SCUSEIEY ‘S EWPON D) JeNUN INE UL WUy | pueant | exooH | ZL'EOLL | LbvZ | 8
YeyZIOwRs
‘uego My osel WIem JOPUEIS sueb
Wes 3| - BLWNE | BN ‘SI08) PEUYWET BudRnep WUl WPE | EPEUEN | ELWOS0 | £8VEZ | 052
wgows et UBMDS
e gk g wogsoNU | WpE | OwSoM | ELWOB0 | 21582 | €52
AT S TR T UBMLDS
qos 3| sed TN TS ouoyo jBuey ooy o oy obng | wnpe | owoM | €LWU0 | BevSE | 252
swun snensnwuebong
uanmpouy uobuoy
osopseIeg ‘LopsSEEdopU Y DUNGOL uEMUDS
qos g| ewnes] | gNZ BB S g v uemes vobuepos oo u| npe | ow00H | ELEDLE | 0vBE | SvE
inpes | syuaebiesse | sep bunbpeteg yw
SWHoBUSIEL | SUDE VIO SOP SR DUBHO wog UBMADS
qos 3| BN LA IR meE USOUGE UDE SR we Sunziauen | pe | OW0M | ELE0SZ | EESZ | 462
funzpuanssg BPUNMINEH BUOS ¥ DU sueb
Woo 3| o A ‘agab puemuoneg soe; Sunzeueayoneg| npe nEG | BLWZL | BVSRZ | 552
INNENSTUBING BUBYO
‘BpUN), ByostOMeU ‘asele ebny fue
qoo 3| o SN JSTUBLLNE JBUDBI PUN PUBMISTSE BIGDBS Sunziauepn | wnpe WOS | EVWZL | 08582 | 852
L) LIPS w3
oo 3| 'sod BUWNE | B ‘Jeisnasewnq ebni sewoes Suewnbng| wpe | Gnegl | £LW8L | 25882 | 452
spRs sudpbusse L
g oy uobuoy
DUBZ Do yadoguoueZ w Bunpwyos uuny
Weo 3| ‘sod aNUy SSOZSay ‘oepiea yuereljesse) soxuy Wou yney| wnpe -sseg | €L'E0TL | SIS | 122
SSUNDESHNT InNesueddy uuny
e 3| st BLUNES| ‘amyessewwns ) eling 4 sexu vepegw ber| wope | -sseg | ELE0Z0 | R08Z | 602
SunBamiog Sunppgoig
-SYUSIB0 | MW Bpuny) egosl ‘INipieA ueuez
v Bunzisuan | ‘venowmuoseb yusrebesieuaiul weg wuny
4o 3| - BUSDW ‘BRIE W JBPUEIS oW 08s we funziauen | wnpe SSHE | ELZ0VE | OLOBZ | 46




162

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

ONY sy | Bunuemaesyoy Bunpeasnuey pos HuLweQq e}
Bou AWV ]| 03 T | s NSNS O] SIUPUTLS LORLY SOP SN B urpuopeburs | puoan’ L uunl | ZLA00E | OWEEZ | S5
BUnOMUD SI IO
Bungesdieynyog JBYNUSS enuy ‘ueysesedopul pey e
“Bau dWY - 1|60 T S0l ‘BSOS BB ‘Bugpnuas Sugunbng 366 Sygpnbng| wnpe Winl | ZVBORD | ASEEZ | 48
DALY By MG P UUSSELDA ey
“Bou dWY - 1| goo g | sl “pas ‘oloadune "SEEG SS DINRUUIANDS SBw | son wBoaBune| puean! | uunl | Z4800Z | BOEEZ | W
UOTENCRIY IIE SU
ewneadnjuy woohesie] sauos; ‘sueM P zysze oWE)
Bou DEOUSTIG | DU D) SOPUIS SoNuN B P 4686 swneabnguy | npe | sopees\ | ZLVS0VZ | weEZZ | 8
150Bpson BN0BSYNT ‘eS| Wi
-yabey saisefobpne ounpd pos aney
‘Bou wsopseieg e aBy vobuoy weinb juow Bog B Bow wow oy | npe winl | ZVZ el | SLESE | eE
udpseseiopusy
“Wuey 1ebng sewoes ey
“beu 408N ‘sseu pun Bianwyos sepajen b Suyeunbny | wpe winl | ZVOVEL | ZREVE | 68
UORELLIOIBPUBLDOUY I ey
“Beu ININELSTUBLUNG | SNIBLUNH UBNUY WE JNINES4 O)E Geuepunbng | wnpe winy | ZVH00E | w2V | %
WNUHRG "UHNOGSNIG Wi i g
‘Bou | uosnpesg adi W 4 oK ‘upseiiopuy 455 Buuunbng | npe winl | ZAE0T0 | weste | 68
vauy amel
By BEOYSEI B uBseIEIOPU] b wiag §euD0s | Inpe wanl | ZVUADBLY | SBBEZ | 4y
e
“Bau efoabunp a0 b pboabune| puaan! | wuny | ZL0ZL | BRSEZ | S
498 ‘veljuoy "pes g
“beu 498| pueisnzsbuniuews3 Bugunbng b Gugunbng | puean’ | uung | ZUS0RL | BL262 | 12
Tt
000 Bunyum g PO uuny
GUE-§ |03 J| SO0 | GNZEWNE | EA Begunuels ‘exeny by ey | wpe wel | Z180%2 | e8Eez | 2
CROGEIT "5 D0S VOGEXT D R
YOS I oINS sowun u pBnyayos
§H22V0 anyeEun ‘S}UORs SNy NESEUN [UBboy ‘pos ELWNES) aue
‘ege- g 4eo ‘3| 'sod | ‘Bunziasenassnyog ‘veysesedopu3 ‘Bugpunbing 4By EA WO iBey | unpe 0S| £LE0U0 | 16182 | §i12
Bunwyuopo sty udgosob sue
s - | qeo 3| sod e | B BT e o) x wolg uop | npe WS | Zoz | ssose | s
HUOWSTBLUOS Ut ING Gun}
L2V SIUR] R SPUNMS IUUS WOS s | omsbunuuedsuoos uEMDs
‘oge - §| oo | sod Seuzs wong ‘Bagjunung Bng sBy whoy| ope | owooH | U080 | £8192 | 62
BZZVD BESNSEIByY usisesedopu ‘spesyoneg pos URMLDS
‘oge - 5| e g csod *BUNZIDUOAS SIE | JOUDDI UB UDPUNAA SPUBING 1wz 366 SSRPUNH | PR ONS0M | ELE0B0 | 88182 | 412
82 2%0 UemLDS
‘ee- G| hes 3| sod ‘B ‘gao b Suewnbng| wpe | ex00H | ELE0G0 | G182 | 212
9T 2V uempPs
‘ope- g ges g sod e ‘e b Bupwnbng | wepe | owoH | £1°8000 | 06082 | S02
SN SN H IS
ependsal (uebuoy
‘uspsesedopul Bugpnusis pos UBMUDS
oge-S|ueo 3| o0 | SN ININEs PSS ‘uosiBoros Aydun veg sawun 3B Seygunuois | puown! | B¥0H | ZLLLEL | EBOSZ | £11




163

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

g

ee-g| oo 3| sod BSCYSESEY uepsesedopuy b Sueunbng | WpE | JOpUEM | Z1§04Z | wWBZZ | O
spa obmy
wr uobuning "wwpugssw Sy P oy
ee-g| oo 3| ‘sod veupung e'n "pes ‘Bugunbing tw Buyeunbny | wpe winl | ZLUOVLE | WeEKZ | 601
Y
o - 5| oo J| sl BN LR BENLY UENUN WE DPUnN x Suppnbng| npe usnl | ZVEODZ | WOSYZ |
SWoRs | NEIBGUBPEW I 198N veNDes e}
ope-g|qes 3| sl | Bunzpuonebnug | we opungy obuoeygad wore x Sunzoponobnug | npe uLnl | ZVEOZE | GEvvZ | o
SN SN UIN P puoboy amey
ope-g| oo 3| sod SN SN XU powuosob by spa uobmy by Bugunbng | npe usnl | zovs | wove | s
BPUNMA ‘UBgOWUD Se5
AN SRUDDS R SNIHINING
WO "SOWWIPD sobuy vapunl puobo aweg
ope-g oo 3| sod | Bemsswoss e P ydtsog we ooy oy b | Bunjopuoss sojun | gnpe wang | ZUE0vE | te0ve | v
18604
UBUDDS W DPUNA DU et POs g
ope-5|aes F| ol | BenISWOsS eA UIGDZ (UDE STNDDS 1O SETD “sB Suppnbng | puoan’ | uung |z 008 | BEEEZ | %6
VOB By EN
BuE-G|gos 3| so0 ‘efoabunpe pionbunrvayen b pboabune| puawnd | wuny ZLAOVD | DBEEZ | BE
UBIOH ‘BUDEMUOS UBYOH ' BUDBMUDS s UBSSELBA e
Ge-§| 6o F| o0 efoabune ‘BINBULIAILOS BSSBG JUSS 3By | iseN ‘eBowBune| puean! | wuny | ZL'00Z | OMEEZ | W2
D8 MG pos LUSSELON g
ope- g oo | sl ‘efoabiune | suoemuos UG DESEG uB5 | soN ‘pboaBunc| puoan! | uun) | ZL'9002 | 80EEZ | 2
DM DG DUDEMUDS "DINEUWIIYOS ‘Pos UOSSELON Ea
spe- g es g sl ‘feBoabung LSS JU0S "DSNEW 485 s ‘eboaBunc| puoant | ouun) | Zig00z | WEEZ | €2
dWv -1 BENSBIBY uapsesedopul
xea RPN MUSI0 ENYINE GRS 7P L)
‘Bou LXS - ¥ | oo g | sod -LogegUOes | pesg snaussobuogeguanyoes b SPGOES| e | sopues) | ZLVH00Z | ve | M
INNERSNLIBING| OyE
e 4 sxuaebiedey (webuoy
X0a ampwes | Cwuorpbediey Wwe opungy duoyo oweg
‘Bou XS - M (663 F| sod | sndesepwodieg | LOZnpoL InEnSnuL g Sxu b Bagunbng | gepe | uenl | 208000 | WEvE | B
DRV - |
XS UBPBYISUBULSS pas R
“Bou L e A TRRSON BN VO SRIDG JS WOE S0 SBw | usnpony e ges | pusan’ | ouenl | 24000 | BESEZ | W
BSOS BB wE
Bou XS - ¥ | qos 3| s ‘wloabung wopseasopd wpauebo g b whonbunp| puoan! | uunl | ZLS0UE | EE0EZ | 2
(3
Fiten dte]
A Ate)
vz
Fitew ol IR VAUE | abumyos awey
B2ZVWD | XOQ-¥|goo g sod BUNEI] | JONUN UE DPUNPA OPUOING DU 6 Bunzjauopn | npe winl | oz s | sesie | oy
BSOS BB UBlsBIBIOPUT ome}
Bou XOa - ¥ | qes 3| s ‘Boabung s 3 "wloabunp b plonbunp| puoan! | uunl | ZE0ZL | ZBIEZ | @
DNV -1
x0a E
-Bou ey — 3 | os 3| “sod (afoalung ao 6 pbowbune| pusan! | uung 2000 | WEEZ | i




164

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

ve N0

‘Bou dWY || oa g | sod refoabune rebonbune " gao b uopog we Bu | puswel | pegA | £LE08Z | SBESZ | 2ve
uapswIuiopug
‘sxut 405 (wobiuoy wopewey e
Bou dWY - | e g | sod 498 "wwnes] | obng sopuoes ey ooy o s Bupunbng| gnpe | seweds | ZUB0EZ | HSYE | 86
Bou dWW -1 eD F| sl | osopsead ‘4085 LS EIEiOpUT Sl 4085 x Suppnbng| epe | soweds | ZUB0L0 | LEvE | 6
s pESSNG
“Bau WY || 4CS T SO0 | InNESSNSEIOq] SHUN SMINES) SN SIBIONGEL BUBHO b WU | WpE | BSNEW | ZL 002 | BZiEZ | 06
BY SBuD s o pazssng
‘beu dWY - 1| hes 3| sod BWNEJL E'A | ‘HOZNDOJ XBYOE D) BUSEMUDS i Suenbng | wpe | esnew | 216020 | 80EVZ | OF
SOV INEI RN
AN by uspsERtopug P &ne
‘Bou ‘esopsting | Buguniog By ooy s s ONDERN UOGIIN | 0P | suoeiepn | £L20'92 | 28082 | 202
SunsoQeineuaoN BunspgeineunenN ono
Bou | ewneaBnguy e ‘ao Semmgug x BUORILCWA| WPE SUOPERA | 2L 2L YL | EZESZ | BEL
Znes
“Bau UBYSEIBd 73 JBUBTNDE UBISBIBtOpU] nb Bow, wow 1689 | wnpe wals ZVOVEL | LBvZ | 66
anpresgs uoobediey
"Beu eueyjo (uebiuoy ‘uonbemaa
ffeo 3 ebum wiouge yuered ‘reling4 vexuy ‘pey
BT | B “Bau BLUNE | B'A | WE [BISID BPUNAA SPUSING "BUaHo B wingebng | npe | sewets | £ | ORSSZ | 851
udpseIiopus
amxespeunbeynycs pbefueane)
‘beu | esopserd ‘408 ueBuoy ‘exeny x uoBEULEIME | WnpE | seaseds | £LUL0'80 | G552 | 651
NUBOO) LI S84 14d SUBLDOUY
‘Beu SNBSS TSOUWNE ‘SHUN JNNELSNIBLINE BUBHO x Sueunbng| wpe | seqseds | ZL V2 | €562 | 224
SMXERUUNDDE PUN 405
‘uebiuoy ‘uoybemas Ewiouge pes Buyeunbng
‘beu | uesnixesy adianw SYEWPSND NN ‘WU usls by pun -uels| Wpe | seqseds | ZLE0WD | WEvZ | 28
‘Beu anpesd | 1eBnig Jenuy uNIQRNNGS Jeueyo x Sunzeseneling | wope | seaseds | ZLR0UZ | SEZVZ | W
pubon g uouDouy s passng
‘Beu BWNE | 'EB'A | POND SHEISID Lue) 18bnig wexuy st | ebng weepunpy| WPE | BSNEW | £110'80 | 28552 | V5L
0Bny Buningqueg sndnoesng
*oBun ur voBunmaus Pos passng
‘Beu Bwnebnjuy ‘ueljucy ‘ebejueeg ubu | egengiep e be| unpe | esnEW | ZL'ZL8L | BEESZ | OV
Ajubou
oo 3 obum SPOSPOG UOSEXNUOSU PO wneg uobob pessng
07 oK ‘Bou vwnesBnjuy By uopsEIEiopus 4By vwnenbnguy | npe | osnew | ZLO0LvL | Zvive | 48
Ajebou
qos g obum STV Sunsoauesong v ssapiy i uupunyob g
ARG Lo epe-glgos g osod | ewnegBnguyen *Bunngury oboy sow sBw WSSERS e[ npe wungl | EL0SE | 00852 | §51
W)
aBumaEspUTH ey
o -5 lgos | sod s | e pude) oBumuDspUEH Dloo) b opuoos| puoanl | owunl | ZL0M20 | ZevE | 8
GEOBUOWIES | SIPILBIUD BIOUCWIES ‘%12 WM
VEELg VERBTOPUT N ey s P e
o g | gos g | sl " DDUDUN oy ponpa 25y Z3 pun gy By won 500y | PR SOpURRA | ZLA0WL | WEBEZ | o
BSOS EBIE veneeb wews awE
ae-g|hes J| s ‘lefoabune vepsmecopul Bugunbngg 6 uBua urist| puawnt | JBpuBp | ZL'ROBL | 4BZEZ | 2




165

¥uopbpurpy wr uogupdany 16Uy
refng o RaELLRg pun

passnq

Tabelle AS5: Fortsetzung

10. Anhang

qos g| - ewnesbjuy UOOIUOSE N WHRLDS SNE 10ING ‘6w pgunoyy Ea | gnpe | osnew | ZLZLee | ZvSe | syl
UBLDOUNPUEH anpxespennds uebuoy pos pessng
woo 3| - InNesd ‘Bpunp aseuE 1980 Bwn 36w Sugwnbng| wpe | esnEW | ZL°ZL0Z | BLESZ | 2L
aebou
neo'y obum voBunnguiy 'Spq Spow POy Zpnuog pazssng
‘8qe7 ‘ zeH Wes 3| - BUWNE | "EB'A | "IMNEASIUBWNH ‘73 Pun Y "pes ubu | juowpawoebng | WpE | eSNEW | ZLZLEL | B0RSZ | GEL
UOREXNUBYNYOS SHUY SNBLINH pressng
wes 3| SOUBLUNE JMNES4 INNEI4 PUN JBYNUDS LOHEXN) X EuNOINY | UnpE eSnNEW | ZL'ZL80 | £9252 | €L
amebau
gea 3 obum SEOPE I usTiopu pRESNG
RGO DM qoo 3| * SN SRS SN SIUDUINGY SN x won i8ogy [ wnpe | esnew | ZL 1wz | weisz | 52
Sunbusieas wees mwu pressng
qeo 3| - anpxesd | 1eBnig ueNUY We Snxesd suslo x Gom wow 1609 | wpe | esnEW | ZLLLEL | £505Z | L
amebeu
oo 3 ebum pes piessng
‘BqeT ' BoH qoo 3| - ewneabnguy ea Seyggunbng Inb wow wsis 466 Sugpnbng| wpe | GSNER | ZLOLEL | WivZ | 96
W ey spupuobuoy
‘xegeuEwcng uey ‘Jetsetiem
SO UOREXNUBSUN | Bang exuY IMNEISenUSIUN ‘pos piessng
oo "3 T CEWNES L (BungeisuBBTBIYDS 36y Segnbng | wpe | eSNEW | ZLBORZ | £2ZVZ | 6L
(B o) Apsod ioging
UCRENKCLUNEE IMNES S GANE A Cuebluoy
‘NEpuNOlMY | *'Spa SnoyneyusoH 'y funingug
el oS} "WOLBWEH 85my pos
qoo 3| -UaneSewA B | 8 Busunyats 'vebunias SNZ b Seugpunbng | wpe | woaeH | ZLR00Z | 0BLvZ | O
vaysesedopug vabogeb
ST 'ESOINDULL SIPURDIOUOND PO PSSR
qoo g - ‘ewnesbryjuy ooy uobunis SNZ s uvoBob| npe | uDeen | ZLZL0Z | BIVSE | B
INNEIBTBUYDSG “INENINOESHN
‘g A ‘9bum Sumpmqug oy pessng
qos g | cso BN U DN PU B S MR 466 wonsboy | wnpe | esnew | ZL'ZLED | 22252 | B2
UOREXNYNH
A cueblugy reupung pos pESSNg
Wos 3| sod IERNNY B4 HEIWOZ 5P WOy 160y b ssseague Ber| wnpe | esnEW | £110%2 | 20452 | €41
STUBLUNH JMNEIpONNCES (ueblucy pey
§os 3| Csou JNENES S TSBL N UORBICEMN STUBLINY S80S 366 Sow wow 1689 | wpe | owaed | £1°2080 | 62852 | 841
‘Pos 0ing bng zniy
oo "3| sod BWNE | E'A Bungunselun ‘g "pes by by ‘vepeg wi bey|  wpe DEM | ZLZLG0 | BE2ST | 821
e
gos 3| sl wloabune whowbune " gao b vopog we e | puoan! | pesA | ELE0BZ | LBESZ | vvE
Bunes | ‘BQ0 1SUCS ‘apasyoneg pos nen
4o 3| sou wpeloabune B ve weslywwl 4586 vepog we Bey| puoan! | pes | £LE08Z | 96682 | £vZ




SVZZV0

BSOYS BB

ualsesedopuy

166

Tabelle AS5: Fortsetzung

10. Anhang

‘BuE-g|4ee 3| BB MU ‘BeugunBng Inb wow weis 36y | Bugunbng uais| wpe ELWBL | BLBSZ | 081
SNESIEQU) UE UORENCa)
| XA ] LEPULLIBN "SPq XBgapes P
‘- g|aes 3| PR RN B4 ‘veuomqs3 1ow ebussem 36y | yoepoiny e Ser| wnpe V0G| OLBSZ | 65
InyNEIJEUIN pes
o - 5| aqea g 50 A0 U wobiuoy 18ury i sewun 465 Sappunbng| npe ZVEOZL | BIEVZ | S
%bZ
(o) waolewey ‘Sugungeis Pas
-5 ico 3| o0 BUWNE L BA|  BUDBMUDS 'BOUOBY BBy b Seggpunbng | wnpe ZVHOVZ | BBEEZ | 06
uepsesedopuy
‘PeupUIg ‘SNUOIOISIUCO ‘pes | uebereb eeuuos
GE-§ |60 F| 00 Bwneabnjuy A ‘UBWZ BWAIWAS SNZ By | wreqeas vegeu| wnpe ZVZLZLY | EB28Z | ZEL
asozeony udpseseiopusy
VoM BjU b i vewopay pes
o 5| es g sl ‘vapseing | wwhiuoy woneg somneb ogwd “36w Sappnbng | pe ZVAVIZ | SLSZ | B
INENES STILNE yeusxuewen wuey
oge-g|4oo 3| ‘soU BUBYO SN0 SIS JNNEI SIBLNG BUBHO X 1obng sauoas |  wnpe 2480092 | wusvZ | 06
ene-§| oo 3| ‘sod BSOYSEIEY ueysesedopuy b BYENY UBUEBIY | puennt 2G0T | tvezz | 8
‘pos
ope- 5| ges F| sod ewnes Sy puoeu jBon) o Juns by oy sur Bay | npe Ve | zese | e
U X0 Bp P
o - 5| oo g | sl BN LA | U s Unpepsunbionnos e B Sow. pons 15093 npe Zi Wiz | szisz | B
UBISBIBIOPUT vabogeb
WaL0sae5 BUCTSWIN SYDEe) BP pos BB ISRISUDY
oge - 5| goo | sod swneabnjuy [ SunBaniog SULO PGRUESIGO 456 uwobob| npe ZVALVEL | BBOSZ | viL
ao ueyen
ope - g gos 3| sl ssopswng | Sumvquig o uspseiedopug b wnzmsebae | npe ZVHOBD | WLEEZ | &5
BSOYSEIEY ueysesedopuy
ege-g|geo 3| 'sod ANYNELSDEY ‘SNUN SN NESIDEY b | buey ebing sexun | wnpe TVAONT | BT | IS
nginaoesyny ‘obuny e
ur Bumnigur3 tueljucy jdom pos 1800 piEssng
ene-g|hes 3| ewnepbnguy e'p | pun |egeuyog sebing ‘ebejuepes by VW dwey | inpe ZVEZVEL | OLESZ | LEL
AT S I U ARSI RS R
e glges 3| BN *Bunngurg ooy sown b Sappnbng| npe £LZ00 | VIESZ | BEL
P
ope-glges 3| L wisoubeng Diopom JOn Jans b WNEE WoN [ | npe TL0WL | LBSZ | Wil
UOGEXNGNH
‘Bungonssonuaubesy
P e SNSRI | ueBiuoy
UBINNES ‘vaomupseb ueue Z pun Pos Wou uieg
spe-g|iee 3| - VW BWNESL | SNSIBIONGEL HUS) SHUT XBYBBI0 36y SINUY IBISEI9G | INPE LWV | ®1552 | 254




167

10. Anhang

Tabelle AS5: Fortsetzung

OE2V0 udpsEIEio g UdyoZ e PO ugegopny passng
‘E-G|aoe 3| 'sod | ewnesbnguyen|  uepuns ‘Bueunbing pun weig b ve Bueunbng | wpe | esnew | £1°E020 | WHOSZ | 802
[PDF4%e] AT S TR KON SIS 0y PO RS Pas VESUAS paRSENG
‘oge- gl ges | sod | Cewnegboguy e | uobiuoy Buey pbng sopses ‘B ve Bupunbng | gepe | esnew | €120 | BO8SZ | LEL
SN vapuneb
BZZVO UOREXNGING RO SOPUIS UMY P VLRGN paRSENG
‘oge- g ges g| sed | ewnegBnguy e AN HUOYOGEULDS Ut NG 4By LEALUeA | npE | osnEw | £LE020 | B60BZ | 402
Sumngurg SO ‘veysesedopul
SHZZVD PEOPSE IR PONPE XOGRRDD pRSSNG
‘ope e g qest | sl ewnesbnguy e WER SDPUTS B DEMG DS x Suppnbng| wpe | esnEw | £1ZE0W | 20182 | 012
§H22V0 SEWNH pos vepunjed pESSng
‘BuE- G| Hoo 3| s ewneabnjuy JONUN ST NBILBUALIG | BUBHO By UUBE NV IPE | BSNEW | ELL0VZ | BBBSZ | 041
B2 2¥0 Y SAUOBIUOS | LIOILLDSIBN BNEOD] JLUBILSIBN ‘pos ueny znex
‘BuE- | 4oo 3| so ‘fefoabunp BUIBTBULDS ' BUTEMUDS By | euwo pBowbunp| A PEM | EVVWOS0 | YRz | 152
#Z2¥0 oy ZnEw
‘BuE- G| Hoo 3| s BUNES | Seugunuais pun -Bng By Epnony [ wnpe PEM | EVEOVD | 40482 | L2
pueuey
BZZNWD XSYBUHNEN Y SO HTEMUDS s pESSNg
‘oge-Slhoo 3| ‘sod | ewneabnguy e ‘vanuebese) jnejas “36w sney we Sey| wnpe BSNEW | £LWEZ | EEBSZ | 681
Bunbpeteasyueren
LU SNENELJSTOWNE
INYNES STSBLNE pun snwed uebuoy ‘veboug
FLZIVO PUN | DD WE WCRBLUEH P PN pos | wopunob ssseas pRSSNG
‘e - 5| gos 3| s <MD BUnESL IR UBDS W uOGEREDN B pne Byppnbng | gnpe | esneW | BLE0L0 | BA0BZ | w0Z
LZINTD 495 Wby
‘e - §|aoe 3| wd sunesL UDAMDS HUDDS UOFEIDN x pwresBnguy | INpE | oS | £LE0B0 | 81182 | €12
s
QLN BunsogeneyzoN BunsouGEineuZio N [IELRSEAN WESERS paessng
‘ege- G| hoo J| ‘sod | ewneabnguy e 'UBSESECOPUT ‘SO HpeuN b JBp NE QES| WNPE | eSNEW | £LE0SZ | ZEESZ | 862
LZZVO PRSI uBpsBIRdopLg P pRSSNG
‘oge- g gos 3| sed SN U ‘B oo sy beyog sBw | Bunpogonobng| wepe | osnew | €L00GL | Stese | lez
L2V PERETIRG uapseiopug ‘PO’ passng
‘o - 5| ges | s SR N BUIN DM 0N PORIS By smpseapebnug | unpe | 9SnEW | £LW0EZ | BIBSZ | 48
§8z2V0 498 & A (webuoy Pas e
‘oge-g|4oo 3| "sod | ewneabnguy e setnwsen v bunimaws ao By ssseAg ve Ber| wpe | uopies) | £1OWEZ | 48852 | 88
sz 2V Bungmawg 686 qo P paessng
‘ege-g|heo ‘3| ‘sod BWNES) | Uue)SEIedopuT NOOUDS ‘eledy 3By Eunoiny | unpe esnew | €1°20°LL | 85652 | vEl
suanbounyos
9T 2V uogexny woliuoy Bungowmyog P
‘ope-glges g sod | ewnesbnguy e ‘woptwen 1Bury jobng oy 6w Bupwnbng | ynpe | soaseds | €100 | Lovee | ove
Sunipbops venoes
BN CBCEULOS WE WNEUSS
SZZVD UOIERRO] | pRMPEE BN SBWEMIBA pes Blgam
‘BuE- G| Hoe 3| s UBINOLED BA ‘pBeIUaNes BWER0Id SNZ By BUBGOI SNZ | Inpe oy ELWS0 | QiveZ | avz




11. Danksagung 168

11. DANKSAGUNG

Abschlie§end m3chte ich mich bei Herrn UniversitStsprofessor Dr. RYdiger Korbel fYr
die tberlassung dieses interessanten Themas, fYr die Bereitstellung des
Arbeitsplatzes und fYr die jederzeit gern gewShrte UnterstYtzung bei der Planung der
Studie und der Diskussion der Ergebnisse bedanken. Vielen Dank fYr alle hilfreichen

Anmerkungen und Korrekturen.

Ein gro8es Dankeschdn an Frau Privat-Dozentin Dr. Monika Rinder, die nicht nur die
Idee zu dieser Studie hatte und mir von Anfang an mit all ihrem Wissen und ihrer
Erfahrung zur Seite gestanden hat, sondern mir auch Yber die ganze Zeit eine
wunderbare Hilfe bei allen Problemen war. Ich bedanke mich fYr die psychische und
physische Hilfestellung in allen Phasen meiner Dissertation, die vielen guten Ideen, die
Freundlichkeit und die gro8e Geduld, den kompetenten Rat und die liebe Ermutigung,
ohne die ich die letzten Jahre nicht durchgestanden hStte. Vielen Dank fYr viele, viele
KorrekturvorschiSge und die gro8e Hilfe. Liebe Monika, Du warst eine gro§artige

Betreuerin, ohne Dich wSre diese Arbeit nicht m3glich gewesen, DANKE.

Danke an Frau Dr. Katrin Stein, die mir nicht nur als Co-Betreuerin fYr die
bakteriologischen Aspekte meiner Dissertation zur Seite gestanden hat, sondern auch
eine gro8e Hilfe bei der Beschaffung einiger Referenzen war. Vielen Dank allen (auch
ehemaligen) TierSrzten und Mitarbeitern der Klinik fYr V3gel, die mir bei der
Probennahme eine gro§e Hilfe waren, einen besonderen Dank an all jene TierSrzte
und Doktoranden, die auch bei anstrengendem Wochenenddienst an meine Arbeit und
meine Proben gedacht haben.

Ein ganz liebes Dankesch3n an meine Freundin und &MitDoktorandinO May Velasco fYr
die Entnahme der Probe, die den ESBL-E. coli enthielt, und fYr die spanische
tbersetzung der Zusammenfassung.

Ich m3chte mich bei Frau BSrbel Hohenleitner und dem Team der Bakteriologie
bedanken fYr die Hilfe bei der Bearbeitung meiner Proben und fYr alles, was sie mich
Yber Bakterien im Allgemeinen und E. coli im Besonderen gelehrt haben. Liebes
BAKT-Team, ich bin sicher, das kann ich auch in Zukunft noch gut verwenden, Danke!
Danke an Lisa Koch und die Mitarbeiter des Virologie-Teams fYr die Hilfe bei der

genotypischen Charakterisierung meines ESBL-bildenden E. coli.



11. Danksagung 169

Vielen Dank an Frau Dr. Natalie Drees, LMU MYnchen, und Frau Dr. Ute
MesselhSuser, LGL Oberschlei§8heim, fYr die schnelle und unbYrokratische

t berlassung von Positivkontroll-StSmmen fYr unsere ESBL-PCRs.

Danke an meine Familie, meine Mutter, die mich nur noch sehr selten gesehen hat,
meinen Cousin und seine Frau, die mich bei der Formatierung unterstYtzt haben,
meinen Bruder Christian und Jutta, fYr ihre RatschliSge und die Versorgung mit
Kuchen, und meinen Sohn Oliver, der mir bei den englischsprachigen Teilen dieser

Dissertation eine gro8e Hilfe war.

Der gr§8te Dank gilt meinem Mann, der diese Zeit mit mir durchgestanden hat. Der mir
nicht nur finanziell die M3glichkeit gegeben hat, diese Arbeit zu schreiben, sondern
auch die letzten Jahre geduldig meine oft schlechte Laune und meinen Stress
ertragen, meinen Zeitmangel akzeptiert, mir Essen besorgt und VSgel und Katzen
gefYttert hat, ohne mir das GefYhl zu geben, dass ich ihn vernachlSssige. Vielen Dank
dafyr!



