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1. Einleitung 1
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) zahlt, 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 Uberwachungs- 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, MJELLER AERESTRUP
1999).

ESBL-bildende Bakterien der Familie Enterobacteriaceae, insbesondere Escherichia
coli, Salmonella spp. und Klebsiella pneumoniae, fiihren wegen ihrer Resistenz
gegenuber Penizillinen 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 haufig
mit der Resistenz gegenuber anderen Antibiotika verbunden, und dies verstarkt 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 haufigste Verursacher von Harnwegs- und Niereninfektionen. Ebenso ist
eine Verbindung mit Meningitis bei Neugeborenen nachgewiesen. Laut WHO
»+Antimicrobial Resistance Global Report on Surveillance 2014“ zahlen Escherichia coli
mit Resistenz gegen Cephalosporine der 3. Generation zu jenen Krankheitserregern,
die Auswirkung auf die 6ffentliche Gesundheit haben und deshalb von internationalem
Interesse sind (WHO 2014).

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

Temoniera (TEM)- und ,Sulfhydryl Variable® (SHV)-Typen nachgewiesen. Mittlerweile
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dominieren jedoch die sogenannten Cefotaximase (CTX)-M-Typen, die durch eine
hohe genetische Variabilitdt 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
(BUCHTER 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 mdglicherweise nicht nur als Vektoren oder Reservoire ESBL-
produzierender E. coli, sondern auch von E. coli mit Resistenzen gegenuber anderen
Antibiotika eine wichtige Rolle (RADHOUANI et al 2014, GUENTHER et al 2011). Vor
allem Wildvogel kénnten in diesem Zusammenhang eine grofRe Bedeutung besitzen
und infolge ihrer hohen Mobilitdt und ihres haufigen Kontaktes mit menschlichen
Siedlungen solche Erreger verbreiten und auf den Menschen oder seine Haustiere
ubertragen (LITERAK et al 2010b, GUENTHER et al 2011, GUENTHER 2010a,
GUENTHER et al 2012b). Wildvdgel kdnnten dartber hinaus als Bioindikatoren fur das
Vorkommen von Antibiotikaresistenzen und ESBL-Bildung bei Bakterien in der Umwelt
dienen. Die Pravalenz von solchen Bakterien bei Wildvogeln 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 Wildvégeln ausgehendes
Risiko abzuschatzen. Fur die Tiermedizin ist ein Wissen uber vorkommende
Antibiotikaresistenzen bei Bakterien aus Wildvogeln zusatzlich fir die Behandlung von
erkrankt aufgefundenen Vdgeln von grofer Relevanz, da in der Vogelmedizin haufig
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 Wildvogeln untersucht werden. Um ein
von diesen Vdgeln ausgehendes Risiko der Ubertragung dieser Bakterien auf Mensch
und Haustier abzuschatzen, wurden Wildvogel untersucht, die tatsachlich in Kontakt
mit dem Menschen gekommen sind. Es wurden daher Wildvogel, die von Menschen
aus unterschiedlichen Griinden aufgefunden und an die Klinik fiir Végel, Reptilien,
Amphibien und Zierfische der LMU Minchen gebracht wurden, auf das Vorkommen

von E. coli mit Resistenzen gegenlber gangigen Antibiotika und ESBL-Bildung
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untersucht. In die Studie wurden Wildvégel der Ordnungen Passeriformes,
Columbiformes, Accipitriformes, Falconiformes, Strigiformes sowie Anseri- und
Gruiformes unterschiedlicher Spezies- und Altersgruppen, und zwar Amseln, Tauben,
verschiedene Wasservogel, Falken sowie andere tag- und nachtaktive Greifvdgel
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 Sauglingen
beschrieben. Heute werden viele Stdmme mit unterschiedlichen Eigenschaften
differenziert, die sowohl als harmlose Kommensalen Bestandteil der physiologischen
Darmflora als auch wichtige Krankheitserreger bei Mensch und Tier sein kdnnen
(SELBITZ 2002).

Bei E. coli handelt es sich um gram-negative, fakultativ anaerobe Stabchenbakterien
von 1,1 — 1,5 pm Breite und 2,0 — 6,0 ym Lange. Viele Stdmme bilden Kapseln oder
Mikrokapseln aus, sind durch Flagellen beweglich oder bilden Enterotoxine oder
andere Virulenzfaktoren. Die optimale Temperatur fir 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 Saure- und
Gasbildung abgebaut. Bakterien der Art E. coli sind Oxidase-negativ, Katalase-positiv
und reduzieren Nitrat. Sie koénnen 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 nétig (EWING 1986). So verwendet ein kommerziell
erhaltliches Test-Kit (API® 20E™, bioMérieux) zur ldentifikation von E. coli ein
standardisiertes System, das auf 20 biochemischen Reaktionen basiert, die Uiber eine

Identifikationssoftware und Vergleich mit einer Datenbank ausgewertet werden.

2.1.1. Serotypen

Die Art E. coli umfasst sowohl apathogene, kommensalische Stdmme als auch
Varianten mit unterschiedlichem pathogenem Potential. Bedeutend fur die
Differenzierung von E. coli-Stdmmen ist eine Charakterisierung der wichtigsten
Antigene, insbesondere der O- und H-Antigene (SELBITZ 2002). O (Oberflachen)-
Antigene sind hitzestabile, somatische Antigene, die Bestandteile des Lipopolysaccarid
(LPS)-Komplexes der Zellwand bilden. H (flagellar)-Antigene sind Proteine, die nur von
den Geilteln beweglicher Zellen exprimiert werden. Haufig 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 kénnen. Zusétzlich kénnen F (Fimbrien)-Antigene, das sind hitzelabile Proteine
der Fimbrien, und M (mucoid)-Antigene, von den Makrokapseln mukoider Coli-Stamme
gebildete Antigene, bestimmt werden (SELBITZ 2002).

Eine Serotypisierung eines Stamms beinhaltet die Identifikation der detektierbaren
Antigene Uber 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 (JRSKOV & JRSKOV 1984). Insbesondere zur Bestimmung
der H-Antigene werden auch molekularbiologische Methoden (PCR und
Sequenzierung) eingesetzt (FIELDS et al 1997). Ein 1977 verdffentlichtes Schema
beinhaltete bereits Uber 160 verschiedene E. coli O-Antigene, die in verschiedenen
Kombinationen mit H- und/ oder K-Antigenen schon annahernd 250 E. coli-Serotypen
bezeichneten (JRSKOV 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 Rickschllisse auf die Virulenz eines Stammes, da einzelne O-
Gruppen haufig mit bestimmten Virulenzmerkmalen assoziiert auftreten (SELBITZ
2002). Beispielsweise gehdren Erreger der Coliseptikdmie bei Kiken und adulten
Hihnern haufig den Serovaren O1, 02, 0111 und O78 an, wahrend Erreger der
Coligranulomatose gewoéhnlich den Serovaren O8 und O9 zuzuordnen sind (HOOP &
GLUNDER 2012). Die vermutlich bekanntesten Serotypen, die weltweit fir groRe
Ausbriiche beim Menschen mit Todesfallen verantwortlich gemacht werden, sind
O157:H7 und O104:H4. Der letztgenannte Serotyp war flir das bisher grofte
Ausbruchsgeschehen von hamorrhagischer Gastroenteritis und hamolytisch-
uramischem Syndrom (HUS) in Deutschland im Jahr 2011 verantwortlich (BfR 2011a,
FRANK et al 2011). Als Reservoir fur O157:H7 werden gesunde Rinder und andere
Wiederkéuer 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. Hamolysine und Shigatoxine (Stx1, Stx2)) sowie
Adhasionsfaktoren (SELBITZ 2002). Verschiedene Varianten von E. coli unterscheiden
sich sehr deutlich in ihrer Fahigkeit zur Bildung dieser Substanzen. So kommen diese
Virulenzfaktoren bei kommensalischen Stdmmen von E. coli im Allgemeinen nicht vor,
wahrend sich die pathogenen Varianten je nach Ausstattung mit einzelnen
Virulenzfaktoren verschiedenen intestinalen (IPEC) und extraintestinalen (ExPEC)
Pathotypen zuordnen lassen (KOHLER & 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 (TSCHAPE 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. InNPEC) 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. Zusatzlich werden bei Voégeln noch fir systemische Infektionen
verantwortliche avian pathogenic E. coli (APEC) differenziert (KOHLER & DOBRINTH
2011).

Durch extraintestinal pathogene E. coli (EXPEC) hervorgerufene relevante
Erkrankungen spielen in der Tiermedizin eine grofle Rolle. Hier sind zum Beispiel
Harnwegsinfektionen durch uropathogene E. coli (UPEC) bei Hund und Katze sowie
Fruchtbarkeitsstorungen und Vaginitis bei Pferden, die coliforme Mastitis (Synonym:
Metritis-Mastitis-Agalaktie (MMA)-Syndrom) und die Odemkrankheit bei Schweinen,
die E. coli Septikdmie bei Rind und Lamm sowie Mastitis beim Rind von Bedeutung
(SELBITZ 2002, WIELER & EWERS 2011).
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Beispiele fur durch intestinal pathogene E. coli (InPEC) hervorgerufene
Infektionskrankheiten bei Sdugetieren sind die E. coli-Diarrhoe der Kalber 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 Veradnderungen des Darmepithels,
insbesondere dem Verlust der Mikrovilli, Durchfallerkrankungen bei Kaninchen. NTEC
(Nekrotoxische E. coli), charakterisiert durch die Bildung von Zytonekrosefaktoren
(CNF), wurden bei Kalbern mit Durchfallen und Septikdmien nachgewiesen (SELBITZ
2002).

Die bei Vogeln pathogenen E. coli-Stdmme (APEC) sind nicht nur als Ausléser von
Coliseptikdmien und Coligranulomatosen relevant, sie verursachen auch
Eileiterentziindungen, Arthritiden und Luftsackentziindungen (SELBITZ 2002) und
besitzen deshalb insbesondere beim Wirtschaftsgefligel grofle wirtschaftliche

Bedeutung.

2.1.3. Tenazitit

Verschiedene Studien belegen eine hohe Tenazitat von E. coli. So blieb bei Schutz vor
UV-Licht und einer Temperatur von 20 °C die Vermehrungsfahigkeit eines E. coli-
Wildtyps nach Aufbringung auf Glas Uber 40 Tage und auf Holz mehr als ein Jahr
erhalten. Shigatoxine von EHEC-Stdmmen 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 zusatzlich zu ihrer Umweltresistenz eine
ausgepragte Fahigkeit zur Resistenzentwicklung besitzen und daher wie auch
Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa typische Hospitalismuskeime
darstellen (TSCHAPE et al 2009). Daraus ergibt sich die Notwendigkeit eines
adaquaten Hygienemanagements insbesondere im Praxis- und Klinikalltag, damit
diese Bakterien nicht durch unbeabsichtigte und unbemerkte Schmierinfektionen von

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

Pathogenitat 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 (A0, A1, 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 phanotypischen Eigenschaften
wie z. B. dem Temperaturoptimum fir Wachstum und im Antibiotikaresistenzprofil
unterscheiden. Virulente Stdmme, unter anderem die Verursacher von EXPEC-
Infektionen bei Menschen, gehdren vor allem den Gruppen B2 und D an, wahrend die
meisten kommensalischen E. coli-Stamme 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, namlich adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA und recA, und in einem sogenannte
franzdsischen System von sechs Genen, und zwar icd, pabB, polB, putB, trpA und
troB. Die Gensequenzen werden mit Datenbanken verglichen und so die
phylogenetische Gruppe bestimmt. Je nachdem, welches Schema benutzt wird,
kénnen zusatzlich 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, stitzt 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-Stdmmen nachweisbar, yjaA in B2- und TSPE4.C2 in B1-Stdmmen
(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 B1 und B2 in 95 % der Falle korrekt
identifziert wurden. Insgesamt wurden mit beiden Methoden in 80-85 % der Falle 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 fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL), der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Chemotherapie und der
Abteilung fur Infektiologie an der Medizinischen Universitatsklinik Freiburg wurde eine
Arbeitsgruppe (GERMAP) zur Erfassung des Antibiotikaverbrauchs und der
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der Humanmedizin und Tiermedizin in
Deutschland gegrindet. 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 groRRe regionale Unterschiede mit einem niedrigen Verbrauch in den
ostlichen Bundeslandern (z.B. 10,1 DDD im Jahr 2008 in Brandenburg), und einem
hohen Verbrauch in den westlichen Bundeslandern (z.B. 17 DDD im Jahr 2008 im
Saarland und in Nordrhein-Westfahlen) registriert (GERMAP 2011).

Die 2008 in Deutschland am haufigsten 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 ,Reserveantibiotika®“. 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 Landern im
unteren Drittel. Griechenland, Zypern, Frankreich, lItalien, 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,
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GERMAP 2012, der momentan noch in einer Korrekturversion vorliegt, ist die
Verordnungsdichte (defined daily doses DDD/1000 Versicherte) im ambulanten
Bereich geringfligig gesunken und lag fur das Jahr 2011 bei 14,1 DDD, allerdings hat
auch 2011 der Anteil der sogenannten ,Reserveantibiotika® weiter zugenommen
(GERMAP 2014).

Der Antibiotikaverbrauch im stationaren Bereich ist schwieriger einzuschatzen. Die
durchschnittliche Verweildauer im Krankenhaus hat sich in den letzten Jahren deutlich
reduziert, da die Zahl der Krankenhduser und Betten sinkt, wahrend die Zahl der
stationaren Aufnahmen zunimmt. Laut GERMAP 2010 war alleine deshalb ein Anstieg
der Verbrauchsdichte im stationaren Bereich zu erklaren. Im stationédren Bereich wird
die (Antibiotika)-Verbrauchsdichte in DDD (defined daily doses)/100 Pflegetage oder
DDD/Krankenhausfall angegeben (GERMAP 2011). Die Verbrauchsdichte fur
Krankenhauspatienten in deutschen Krankenhausern lag fir das Jahr 2004 bei
durchschnittlichen 50 DDD/100 Pflegetage bzw. 3,5 DDD/Krankenhausfall, wobei die
(Antibiotika-) Verbrauchsdichte mit der Bettenzahl und der GréRe des Krankenhauses
anstieg. Eine Analyse der Daten fur 2004 zeigte, dass unabhangig von der
Krankenhausgréfie auch hier Beta-Lactame (30-36 DDD/100) und Fluorchinolone (6-8
DDD/100) die am haufigsten verwendeten Antibiotika waren. (GERMAP 2011). Nach
dem Vorliegen aktueller Daten aus dem GERMAP 2012 Bericht lag die
Verbrauchsdichte in deutschen Krankenhausern 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 Krankenhausern (stationar) darstellt. Das
Pilotprojekt MABUSE wurde 2010 als ADKA-iF-RKI-Projekt mit Unterstlitzung des
Robert-Koch-Institutes fortgefuhrt. 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 uber 2001 — 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 %). Fur 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 Uberwachung der Antibiotika-
Anwendung und des Antibiotika-Verbrauchs insbesondere in Krankenhausern initiiert.
Beispiele sind das ARS-(Antibiotika Resistenz Surveillance) Projekt, das 2007
gestartet und bis 2010 durch das Bundesministerium fur Gesundheit geférdert wurde.
Seit 2010 wird ARS als eigenstandiges Projekt des Robert-Koch-Instituts
https://ars.rki.de/ weitergefiihrt 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 Krankenhausern.

Nach dem § 23 Abs. 3 des Infektionsschutzgesetzes von 2000 muissen Leiter von
Krankenhausern und ambulanten Operationseinrichtungen MaRnahmen einleiten, um
nosokomiale Infektionen und die Verbreitung von Resistenzen zu verhindern. In § 23
Abs. 4 wird gefordert, den Antibiotika-Verbrauch zu Uberwachen und aufzuzeichnen.
Art und Umfang der zu erhebenden Daten werden durch das Robert-Koch-Institut
festgelegt (ANONYMUS 2000). Bei der Durchfihrung dieser Antibiotika-Verbrauchs-
Surveillance soll die Verbrauchsanalyse mindestens einmal jahrlich durchgefihrt
werden und im Idealfall in Form einer Zusammenarbeit von behandelnden Arzten und
Vertretern der Bereiche Infektiologie, Mikrobiologie, Hygiene, ,Antibiotic Stewardship*
und Apotheke erfolgen. Durch kontinuierliche Uberwachung des Antibiotikaverbrauchs,
Auswertung der Surveillance-Daten, Identifikation problematischer Bereiche und ggf.
MaBnahmen zur Verbesserung soll ein wichtiger Beitrag zur Einddmmung 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 6ffentlich 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
Offentlichkeit, sondern auch von Seiten der Regierung eine starkere Uberwachung des
Antibiotikaverbrauchs auch fur die Nutztierhaltung gefordert (DART 2011).

Die Zoonoserichtlinie 2003/99/EG impliziert die Uberwachung von
Antibiotikaresistenzen bei Zoonoseerregern in den Mitgliedslandern in Kapitel I,
Artikel 7 (ANONYMUS 2003). DART (Deutsche Antibiotika Resistenzstrategie), ein
Projekt des Bundesministerium fir Gesundheit, des Bundesministeriums fir
Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz und des Bundesministeriums flr
Bildung und Forschung, mit dem Ziel, antimikrobielle Resistenzen zu bekampfen,
forderte  als  zukiUnftige nationale = MaBnahme 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 fur 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 durchgeflhrt. Von beiden

Studien sind inzwischen erste Ergebnisse verfugbar. Die Auswertung der durch das

BVL erstmals im Jahr 2011 dber die Pharmaunternehmen erhobenen und
ausgewerteten Daten zur Abgabemengenerfassung antimikrobiell wirksamer Stoffe
ergab eine Menge von insgesamt rund 1706 Tonnen Antibiotika, die an Tierarzte in
Deutschland abgegeben wurden, wobei der Hauptanteil auf Tetracycline (564 Tonnen)
und Peniciline (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 ,Reserveantibiotika® der Humanmedizin. Eine
Zuordnung zu Tierarten war bei diesen Erhebungen nicht moglich, da die Mehrzahl der
Wirkstoffe flr verschiedene Tierarten zugelassen ist (WALLMANN et al 2014).

Eine ,Machbarkeitsstudie VetCAb*“ im Auftrag des Bundesinstituts fir Risikobewertung
(BfR) sollte klaren, ob die in der Zoonoserichtlinie 2003/99/EG und vom BVL
(Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit) geforderte
Verbrauchsmengenerfassung an Nutztiere in Deutschland verabreichter Antibiotika
durchfihrbar ist. In den Jahren 2007/2008 stellten fir die Studie 24 tierarztliche Praxen
und 66 landwirtschaftliche Betriebe freiwillig ihre Aufzeichnungen zur Verfugung,
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 haufigsten 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 durchgefiihrt oder z. B. die
Therapiedichte (Einzelgaben/Anzahl betreuter Tiere) ermittelt werden. Diese
,Machbarkeitsstudie* kam zu dem Fazit, dass Daten zu den Verbrauchsmengen in
Deutschland mit wenig zusatzlichem Aufwand zuverlassig erfasst werden kdnnen
(HAJEK et al 2010).

Basierend auf den Erfahrungen der ,Machbarkeitsstudie VetCAb“ wurde eine
Folgestudie mit dem Namen ,VetCAb-Pilot* durchgefuhrt, fir die erste Ergebnisse seit
Juli 2013 verfugbar 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 gréten Mengen auf Beta-Lactame
und Tetracycline. Die verwendeten Substanzgruppen unterschieden sich jedoch bei
den Tierarten. Beim Broiler wurden mengenmaRig am haufigsten Polypeptide, gefolgt

von Beta-Lactamen, verwendet. Dies bezieht sich auch auf Einzelgaben, also die



2. Literaturubersicht 14

Anwendung eines Wirkstoffes an einem Tag und bei einem Tier. Bei Schweinen waren
Tetracycline die am haufigsten verwendeten Antibiotika, gefolgt von Beta-Lactamen
und potenzierten Sulfonamiden. Bezogen auf die Einzelgaben standen Beta-Lactame
an erster Stelle. Bei Rindern wurden mengenmafRig am haufigsten Beta-Lactame

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

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

In der 16. Novelle des Arzneimittelgesetzes, die im Frihjahr 2014 in Kraft getreten ist,
wurden in den §§ 56, 57 und 58 Ermachtigungen 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 starker berlcksichtigt. So sollte z. B. die Zulassungsbestimmung
(Applikationsart und Tierart) bertcksichtigt und ein Antibiogramm bei Umwidmung oder
Wechsel des Antibiotikums verpflichtend werden. Weiter wurde festgelegt, dass
Tierhalter lebensmittelliefernder Tiere halbjahrlich ihre Bestandszahlen, den
Antibiotikaverbrauch ihrer Betriebe und die Therapiehaufigkeit in Datenbanken
eingeben und diesen mit nationalen Kennzahlen zum Antibiotikaeinsatz vergleichen

missen. Bei Uberschreiten dieser Kennzahlen, also einem erhoéhten Einsatz, wurden
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die Landwirte dazu verpflichtet, zusammen mit ihrem Tierarzt MaRnahmen 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 abtéten (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 — 1915) und sein Mitarbeiter Sahachiro Hata (1873 — 1938) legten
durch die Entdeckung des Salvarsans 1910 den wissenschaftlichen Grundstein fir die
gezielte Chemotherapie und erreichten einen Durchbruch fir die gezielte Therapie von
Infektionskrankheiten. Die Entdeckung des ersten Antibiotikums Penicillin durch Sir
Alexander Fleming (1881 — 1955) und dessen spatere Einflhrung 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 Schadigung essentieller
Strukturen abgetdtet (bakterizide Wirkung) werden. Die Wirkungsmechanismen der

Antibiotika kénnen 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 Synthesestérung des Peptidoglykangeristes der
Bakterienzelle (Vorkommen z. B. bei Beta-Lactamen)

3. Angriff reaktiver Intermediarprodukte auf zellulare Makromolekile (Vorkommen z. B.

bei Nitroimidazolen)
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4. Hemmung der DNA-abhangigen 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-Aminosadurenkomplexes (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 Aminoséaure-t-RNA-Komplexes (Vorkommen z. B. bei Makroliden)

8. Beeinflussung des Bakterienstoffwechsels bei der Folsdure- 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 Anstol® 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
Abkémmlingen der 6-Aminopenicillansdure, und den Cephalosporinen, Cephamycinen
und Oxacephemen, die Abkémmlinge der 7-Aminocephalosporansaure 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).



2. Literaturubersicht 17

2.2.2.1.1. Grundstrukturen der Beta-Lactam-Antibiotika

6 - Aminopenicillansaure
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Abbildung 1: Grundstruktur der Penicilline

7 — Aminocephalosporansaure
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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 Stabilitdt gibt, gestort. Zweitens gehen Beta-
Lactame kovalente Bindungen mit sogenannten ,Penicillin-bindenden Proteinen® ein.

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

2.2.2.1.3. Penicilline

Die Penicilline sind eine Gruppe natirlicher (von verschiedenen Penicillium spp.
produzierter) und halbsynthetischer Antibiotika, die 6-Aminopenicillansaure 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 Uberhaupt ist sdurelabil, wird also
nach oraler Applikation im sauren Magenmilieu zerstort und kann somit bei
Saugetieren nur parenteral verabreicht werden. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit (z.
B. Pferd 0,6 Stunden) sind parenterale Applikationen alle 4 — 6 Stunden ndétig. Das
Wirkungsspektrum richtet sich GUberwiegend gegen grampositive Erreger. Bei E. coli
kommen haufig durch Penicillinase-Bildung bedingte Resistenzen vor (KROKER
2006).

Phenoxypenicilline sind Oralpenicilline, gut wasserléslich und relativ sdurestabil. Nach
parenteral  eingeleiteter  Penicillintherapie = kdénnen  diese  Praparate  zur
Weiterbehandlung eingesetzt werden. Monopraparate sind fir die Tiermedizin
allerdings nicht verfigbar (KROKER 2006).

Penicillinase-feste Penicilline sind gegeniiber Staphylokokken-Beta-Lactamase um 50
— 250 — 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

vertraglich, dadurch haben sie grofte Bedeutung in der Tiermedizin, insbesondere bei
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der Behandlung von Erkrankungen des Respirations-, Gastrointestinal- und
Urogenitaltraktes. Die Wirksamkeit gegenuber gram-negativen Bakterien wie E. coli ist
4 — 10 mal starker als die von Benzylpenicillin (KROKER 2006).

Carboxylpenicilline wurden friher in der Humanmedizin zur Behandlung von
Pseudomonasinfektionen eingesetzt. Tiermedizinische Anwendungsgebiete sind
Pseudomonas- und Proteusinfektionen bei Hunden. Hier wird parenterale Anwendung
4 — 6 mal taglich empfohlen (KROKER 2006).

Ureidopenicilline, bzw. Acylaminopeniciline mit den Vertretern Piperacillin und
Azlozillin haben keine Beta-Lactamasenstabilitat, wirken aber auch gegen
Pseudomonas aeruginosa, Enterobakterien und —kokken. Tiermedizinische Praparate
sind nicht verfugbar (KROKER 2006).

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

Beispiele fir momentan in der Tiermedizin zugelassene Penicilline sind laut VETIDATA
(Stand: Juli 2014) das fur Schweine, Huhner und Puten zugelassene Aviapen 250mg/g
Pulver® und das fir Pferde, Rinder, Schafe, Ziegen, Hunde und Katzen zugelassene
Procain Penicillin Susp. 300mg/miI®, die Benzylpenicillin enthalten. Fir Huhner
zugelassen ist BayCubis 325 mg/g Pulver® und Phenoxipen WSP®, ein
Phenoxymethylpenicillin. Vetoscon 166,6 mg/g®, mit Cloxacillin als Wirkstoff, ist als
Augensalbe fir Pferde, Rinder, Schafe, Hunde und Katzen zugelassen. Ampicillin und
Amoxicillin sind in vielen Praparaten fir verschiedene Tierarten in Deutschland
verfugbar. Beispiele sind das fir Hunde und Katzen zugelassene Amoxicillin 40 mg
Tabletten® und das fur Huhner zugelassene Octacillin 800 mg/g Pulver®. Praparate
mit Ampicillin als Wirkstoff sind das fir Hunde und Katzen zugelassene Ampicillin-125
mg Tabletten® und das fur Rinder, Schweine, Huhner, Brieftauben und Hunde
zugelassene Ampicilin P 1000 mg/g Pulver®. Amoxicillin-Clavulansaure-
Kombinationen sind als Amoxiclav 40/10 mg Tabletten® fir Hunde und Katzen, und als

Synulox RTU 140/35 mg/ml Injektionssuspension® fir Rinder, Schweine, Hunde und
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Katzen verfugbar (VETIDATA 2014). Im Folgenden sind die Penicilline in einer
Ubersicht dargestellt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Penicilline (mod. nach YAO & MOELLERING 2007)

1. Naturliche 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-Clavulansaure
3.3. Amoxicillin-Clavulansaure

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-
Aminocephalosporansadure, welche aus einem Beta-Lactam- und einem
Dihydrothiazinring besteht. Verschiedene Substitutionen an den Positionen 3 und 7
verandern die Pharmakokinetik und die antibakteriellen Eigenschaften (YAO &
MOELLERING 2007).

Der Wirkungsmechanismus der Cephalosporine ist fast identisch mit dem der
Penicilline. Das Wirkungsspektrum ist abhangig 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-Abwagung eingesetzt
werden (KROKER 2006).

Meist werden die Cephalosporine nach ihrem Wirkungsspektrum und ihrer Stabilitat
gegenlber Beta-Lactamasen in Substanzen der 1. — 4. Generation eingeteilt. Kroker
(2006) erscheint eine zusatzliche Berlcksichtigung der Darreichungsform sinnvoller, er
teilt die Cephalosporine in parenteral anwendbare Stoffe mit geringer oder mit

starkerer Beta-Lactamasenstabilitdt und oral anwendbare Stoffe ein (KROKER 2006).

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

Harnwegsinfektionen und Septikdmien bei Hund und Katze.

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

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

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

Atemwegserkrankungen bei Kélbern und Schweinen zugelassen (KROKER 2006).

Ein Vertreter der 4. Generation, Cefquinom, weist ein breites Wirkungsspektrum und
eine sichere Beta-Lactamasenstabilitdit 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) fur die Tiermedizin Cefalexin als
Wirkstoff der 1. Generation beispielsweise fur Hunde und Katzen als Rilexine 75 mg
Tabletten® und fir Rinder als Rilexine 200 LC® zugelassen. Auch die Wirkstoffe
Cefalonium (Cepravin Dry Cow 250 mg®), Cefapirin (Masti-Safe 300 mg®) und
Cefazolin (Celidocin L®) sind fur Rinder verfigbar. 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/mi® bei Rindern und Schweinen eingesetzt. Cefovecin ist unter dem
Handelsnamen Convenia 80 mg/mI® fur Hunde und Katzen zugelassen. Cefquinom
(Cobactan 2,5% w/v und 4,5% w/v®) als einziger Vertreter der 4. Generation ist fir
Pferde, Rinder und Schweine verfiigbar. Fur Gefligel sind in Deutschland momentan
keine Cephalosporine im Handel (VETIDATA 2014). Im Folgenden sind die

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

1. Erste Generation (eingeschranktes 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 (“Expanded Spectrum”)
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 (,Extended Spectrum”)

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

Die Entwicklung von Resistenzen gegenuber 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, fir die sich
verschlechternde Resistenzsituation verantwortlich gemacht (MARSHALL & LEVY
2011, BUNDESTIERARZTEKAMMER 2012).

Antibiotikaresistenzen entwickeln sich, wenn entweder bestimmte Gene naturlich in der
Bakterien-DNA vorhanden sind, die eine Resistenzsteigerung ermdglichen, oder wenn
entsprechende Fremdgene neu aufgenommen und dann exprimiert werden. Unter dem
Selektionsdruck von Chemotherapeutika besitzen diese resistenten Krankheitserreger
Wachstumsvorteile und kénnen sich verstarkt vermehren und ausbreiten. Somit férdert
jede Antibiotikabehandlung die Resistenzentwicklung. Bei der Ausbreitung resistenter
Keime koénnen Mensch und Tier, Lebensmittel und Abwéasser als belebte oder
unbelebte Vektoren fungieren (KROKER et al 2002).

Bezulglich der Antibiotikaresistenzen lassen sich zwei Typen unterscheiden (KROKER
et al 2002). Die sogenannte naturliche Resistenz ist eine spezifische Eigenschaft eines
bestimmten Erregers, der dadurch vom Chemotherapeutikum nicht angegriffen werden
kann. So passiert beispielsweise Benzylpenicillin die auf’ere Zellmembran gram-
negativer Bakterien nicht und ist dadurch kaum wirksam (KROKER et al 2002). Ein
weiteres Beispiel ist die naturliche Resistenz einiger Enterococcus- und Lactobacillus-
Stdmme gegen Sulfonamide. Sulfonamide blockieren Stoffwechselwege der
bakteriellen Folsauresynthese, die zur DNA- und RNA-Synthese bendtigt wird. Diese
Bakterien haben die Fahigkeit, exogene Folsaure zu verwerten und sind deshalb nicht

auf eine eigene Folsaureproduktion angewiesen (KEHRENBERG 2002).

Eine sogenannte erworbene Resistenz beruht auf Veranderung des genetischen
Materials ehemals sensibler Bakterien, wobei auch Spontanmutation bei der Zellteilung
ohne Einwirkung eines Chemotherapeutikums mdglich 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 ,lUbertragbaren Resistenz® gesehen, die auf dem
Erwerb zusatzlicher Erbinformation beruht, die auRerhalb des bakteriellen
Chromosoms auf Plasmiden lokalisiert ist. Diese Plasmide tragen haufig mehrere
Resistenzgene und kénnen direkt von einem Bakterium auf ein anderes Ubertragen
werden, und zwar durch Konjugation (Zell-Zell-Kontakt), Transduktion (durch
Bakteriophagen), Transformation (DNA-Transfer nach Auflésung der Zelle) und
Transposons (,springende Gene®). Plasmide mit Resistenzgenen koénnen auch
zwischen Bakterien unterschiedlicher Arten ausgetauscht werden, und ein Gentransfer
von Bakterien aus Haus- und Nutztieren auf humanpathogene Erreger und umgekehrt
ist moglich (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 naturliche Resistenz, das heif3t, 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 kdnnen chromosomal verankerte Beta-Lactamasen unter anderem von
Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa bei Bedarf exprimiert werden
(LIVERMORE 1995). Weit verbreitet ist die Fahigkeit zur Bildung von Beta-Lactamasen
jedoch als eine Form der erworbenen Resistenz, bei der Gene fur die Bildung dieser
Enzyme erworben wurden. Neben Penicillinasen, die durch Clavulansdure 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 Aminosauren ihr Substratprofil erweitert oder verandert haben.
Mutationen der Enzyme wurden schon 1989 als Ursache fur 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
Asparaginsaure (Asp) an Position 238 eine haufige Mutation in den Temoniera (TEM)-
und ,Sulfhydryl Variable* (SHV)-ESBL (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 fuhren und damit das
Substratspektrum erweitern, flir TEM an der Position 164 und fiir SHV an der Position
179 liegen (WITTE & MIELKE 2003). Bei den CTX-M-Enzymen werden
Aminosauresubstitutionen an den Positionen 240 und 167 fir eine verstarkte
Hydrolyseaktivitdt gegeniber Ceftazidim verantwortlich gemacht. CTX-M-15, CTX-M-
16 und CTX-M-27 besitzen eine Gly240Asp Substitution (BONNET 2004). So
ermdglichen Mutationen bestimmter Aminosauren 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 (BUCHTER 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 verstarkten Aktivitat
gegenuber Cefotaxim, ebenfalls in Deutschland, aus dem Ohrexsudat eines
Neugeborenen isoliert (BAUERNFEIND et al 1990).

Die CTX-M-Enzyme sind gewdhnlich auf Plasmiden von 7 kb bis 160 kb lokalisiert, die
leicht durch Konjugation auf andere Enterobacteriaceae Ubertragbar sind. Zusatzlich
werden oft TEM-1 und verschiedene andere Antibiotikaresistenzgene auf dem gleichen
Plasmid gefunden. Basierend auf phylogenetischen Studien wurden die CTX-M-
Enzyme in finf Hauptgruppen, und zwar in die Gruppen 1, 2, 8, 9 und 25/26, eingeteilt.
Aufgrund einer Ahnlichkeit in der der Aminosdurensequenz zu natirlichen,
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).
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2.3.1.1. Einteilung der Beta-Lactamasen und ESBL

Inzwischen sind uber 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 — D basierte auf der
Aminosauresequenz der bis 1980 bekannten Beta-Lactamasen (AMBLER 1980). Eine
Ubersicht 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 — 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 urspringliche 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 C Keine Hemmung Cephalosporine Hohere Hydrolysefahigkeit von | AmpC (E. coli),
Cephalosporinen und CMY-2
Cephamycin als von
Benzylpenicillin
1e C Keine Hemmung Cephalosporine Gesteigerte Hydrolyse von CMY-10, CMY-37
Ceftazidim und oft Oximino-B- | (Extended-
Lactamen Spectrum AmpC
Enzyme)
2a A Hemmung durch Penicilline Hohere Hydrolysefahigkeit von | PC1
CA/TZB, nicht Benzylpenicillin als von (chromosomal-
durch EDTA Cephalosporinen kodiert in gram-
positiven Kokken)
2b A Hemmung durch Penicilline, frihe | Gleiche Hydrolyseaktivitat 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 einschliellich Carbapeneme, (chromosomal
CA/TZB nicht Monobactame kodiert in
Bacteroides
fragilis)
3b B (B3) Hemmung durch Carbapeneme Bevorzugte Hydrolyse von IND-1, IND-2,
EDTA, nicht durch Carbapenemen CphA

CA/TZB

Die im Schema von Bush, Jacoby & Medeiros (1995) aufgefiihrte Gruppe 4 wurde 2010 nicht mehr abgregrenzt, die
ursprunglichen 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 phanotypischer Nachweis der ESBL-Bildung ist
durch verschiedene, auch kommerziell erhaltliche Systeme mdglich (z.B. MAST
Diagnostica, Reinfeld). Alle diese Tests verwenden eine Kombination verschiedener
Cephalosporine mit und ohne Clavulansaure, um einen ersten Verdacht auf ESBL zu
bestatigen. Richtlinien und Breakpoints flr phanotypische ESBL-Screening- und
Bestatigungstests sind sowohl vom amerikanischen ,Clinical and Laboratory Standard
Institute“ (CLSI 2008), als auch vom ,European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing“ (EUCAST 2012) herausgegeben worden.

Dabei zeigte sich bei der Durchfihrung der Screening-Tests, dass die Verwendung
eines einzigen Antibiotikums zum Uberpriifen 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 Sensitivitdt von 99,2 % und eine Spezifitat von nur 40,7 %
erreicht. Die alleinige Anwendung von Ceftazidim (CAZ) erreichte eine Sensitivitat von
65,3 % und eine Spezifitdt von 55,9 % (POLSFUSS et al 2011). Bei einer Auswertung
nach EUCAST-Kriterien, welche flr beide Antibiotika jeweils niedrigere
Wirkstoffkonzentrationen und geringere Hemmhof-Grenzwerte vorschreiben, sowie bei
Auswertung der resistenten und intermediaren Isolate, erreichte die Sensitivitat bei der
Verwendung von Cefotaxim (CTX) ebenfalls 99,2 %, die Spezifitdt war mit 44,9 %
geringfugig héher als nach CLSI-Kriterien. Bei der Anwendung von Ceftazidim (CAZ)
wurden lediglich eine Sensitivitdt von 77,1 % und eine Spezifitdt von 44,1 % erreicht
(POLSFUSS et al 2011). Durch Kombination von Cefotaxim (CTX) mit Ceftazidim
(CAZ) im Kombinations-Plattchen-Diffusionstest nach CLSI-Kriterien wurde die
Spezifitat auf 86 % verbessert, bei einer Sensitivitat von 97 % (GARREC et al 2011).

Far ESBL-Bestatigungstests wird neben Cefotaxim (CTX) und Ceftazidim (CAZ), bzw.
anderen Antibiotikakombinationen, zusatzlich Clavulansaure eingesetzt. Ein gangiges
Verfahren, das auch in dieser Arbeit verwendet wurde, ist der phanotypische ESBL-
Bestatigungstest nach CLSI-Kriterien (ESBL Confirmatory Test), der verlangt,
Antibiotikablattchen mit Cefotaxim (CTX) (30 pg pro Blattchen) und Ceftazidim (CAZ)
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(30 pg pro Blattchen) sowie Antibiotikablatichen beider Wirkstoffe jeweils in
Kombination mit Clavulansadure (30 uyg CTX oder CAZ und zusatzlich 10 pug
Clavulansaure pro Blattchen) auf einer mit dem Erreger bestrichenen Muller-Hinton-
Agarplatte aufzulegen und nach Herstellerangaben zu bebriten. Der Test ist positiv,
wenn der Hemmhof eines der verwendeten Antibiotika in Kombination mit
Clavulansdure um mindestens 5 mm groRer im Durchmesser ist als der des
entsprechenden Wirkstoffes alleine (CLSI 2008).

Auch bei Vorliegen eines positiven ESBL-Bestatigungstests ist es sinnvoll, das
Ergebnis mittels genotypischer Untersuchung zu bestatigen, da die Spezifitat des Tests
nicht 100 % betragt. 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 Pravalenzen 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 Landern, zeigte ESBL-Pravalenzen bei klinischen E. coli-Isolaten
von Patienten mit abdominalen Infektionen von 3 % (USA) bis 17 % (Region Asien/
Pazifik). In Europa lag die ESBL-Pravalenz fur E. coli im Jahr 2003 bei 5 % und flr
Klebsiella bei 11 %. Im SMART Projekt wurden auch Resistenzen gegen andere
Antibiotika analysiert. Hier zeigten sich grundsatzlich héhere 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
Landern, bei Patienten mit Blinddarmentziindungen, 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 Control* (ECDC) sammelt durch
das ,European Antimicrobial Resistance Surveillance Network® (EARS-Net), friher
.European Antimicrobial Resistance Surveillance System® (EARSS), seit 1998
Antibiotikaresistenz-Daten aus 30 Mitgliedsstaaten der Europaischen Union (EU) und
der ,European Economic Area“ (EEA). Diese Daten basieren auf der Untersuchung
von klinischen Isolaten aus Blut oder Cerebrospinalflissigkeit verschiedener

Laboratorien, Kliniken, Institute und Organisationen. EARS-Net Uberwacht die
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Antibiotikaresistenz bei acht fur die offentliche 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 durchgefuhrt. Bei der

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

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Antibiotikaresistenzen nach ECDC fur E. coli
fur 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. Fir Aminoglycoside wurden
Resistenzraten zwischen 3,6 % (Island) und 26,5 % (Bulgarien) und fur 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-Mortalitat deutlich
(32 % zu 17 %) erhdht war. Ebenso verléangerte sich der Krankenhausaufenthalt (DE
KRAKER et al 2011). Daher befassen sich einige Uberwachungsprogramme 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 Uber Antibiotikaresistenzen und Antibiotikaverbrauch in
Deutschland fir die Humanmedizin zusammengefasst. Dort einbezogen wurden unter
anderem Resistenzdaten aus der PEG-Resistenzstudie (Paul Ehrlich Gesellschaft),
dem SARI-Projekt (Surveillance der Antibiotikaanwendung wund bakteriellen
Resistenzentwicklung auf deutschen Intensivstationen) und dem GENARS (German
network for antimicrobial resistance surveillance)-/ARS (Antibiotika Resistenz
Surveillance)-Projekt. Die Resistenzdaten fir E. coli stammten aus dem
Hospitalbereich von UPEC (Urinkulturen) und Isolaten 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
fur 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).
Zusatzlich 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
Antibiotika—Resistenz-Surveillance (ARS) Daten uber Antibiotikaresistenzen aus dem
stationaren und ambulanten Bereich und wertet sie aus. Inzwischen sind
Resistenzdaten fir die Jahre 2008 bis 2011 verfliigbar. Im ARS-Projekt wurden Uber
diese 4 Jahre in allen Bereichen stetige Zunahmen der Resistenzhaufigkeit gegen
Cefotaxim verzeichnet. So stieg die E. coli-Resistenzrate (einschlief3lich intermediarer
Isolate) im stationaren 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 — 2007 von verschiedenen, nicht selektierten Patienten
eines Tubinger Krankenhauses (Deutschland) zeigten trotz einer insgesamt geringen
ESBL-Pravalenzrate (1,6 %) einen deutlichen Anstieg ESBL-bildender E. coli von
0,5 % in 2003 auf 3,8 % in 2007 (GROBNER et al 2009).

Neben Klinikpatienten, deren Immunsystem oft durch invasive Eingriffe, langeren
Krankenhausaufenthalt und multiple Erkrankungen beeintrachtigt ist, gelten auch altere
und pflegebedirftige Menschen als Risikogruppen fir Infektionen mit ESBL-bildenden
Bakterien. So wurden in der Vergangenheit in Pflegeheimen haufig ESBL-bildende
Enterobacteriaceae detektiert. Bei Patienten aus 5 Rehabilitationszentren in 4 Landern
(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 haufigsten Typ-CTX-M-15 (62,5 %) (ARVAND et al
2013).

Generell ist die Pravalenz multiresistenter Bakterien in Kliniken aber deutlich héher. 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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wahrend bei gesundem Personal der oben genannten Einrichtungen lediglich eine

Préavalenz 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 Uber eine steigende Pravalenz ESBL-produzierender
Enterobacteriaceae in Europa berichtet (CANTON et al 2008, COQUE et al 2008). Bei
sogenannten ,Community-acquired®, also auf3erhalb von Krankenhdusern erworbenen
Infektionen wurden haufig ESBL-bildende E. coli, insbesondere mit CTX-M-Enzymen,
nachgewiesen. Oft besallen diese Bakterien zusatzlich weitere Antibiotikaresistenzen
(COQUE et al 2008).

In  Portugal wurden bei gesunden Erwachsenen ESBL-produzierende
Enterobacteriaceae in einer Pravalenz 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 Pravalenz betrug 6,7 % (175/2609). Uber
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 haufig fur die allgemein zunehmende
Antibiotikaresistenzentwicklung bei Bakterien verantwortlich gemacht (MARSHALL &
LEVY 2011, BUNDESTIERARZTEKAMMER 2012). Die Zoonose-Richtlinie
2003/99/EG des Europaischen Parlaments verlangt seit 2003 in Kapitel IIl, Artikel 7
eine Uberwachung von Antibiotikaresistenzen in den Mitgliedsstaaten. Die in Kapitel V,
Artikel 9 geforderte Bewertung der Entwicklungstendenzen und Quellen von Zoonosen,
Zoonoseerregern und Antibiotikaresistenzen, sowie der Ubermittlung dieser Bewertung
an die Kommission, impliziert auch die Erfassung der Antibiotika-Abgabemengen
(ANONYMUS 2003).

Bereits im Vorfeld, im Jahr 2000, wurde von der Bundestierdarztekammer in
Deutschland die erste Fassung der ,Leitlinien fir den sorgfaltigen Umgang mit
antibakteriell wirksamen Tierarzneimitteln® herausgegeben. Diese Leitlinien liegen
mittlerweile in einer zweiten Fassung vor. Die Leitlinien fordern von Tierarzten u. a.
neben einer exakten Diagnosestellung eine strenge Nutzen- und Risikoabwéagung flr
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 BerlUcksichtigung der Erregersituation und der
Resistenzlage. So soll ein ungerechtfertigter und ungezielter Einsatz von Antibiotika bei
Tieren verhindert und dadurch weiterer Resistenzentwicklung entgegenwirkt werden
(BUNDESTIERARZTEKAMMER 2010).

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

Bekampfung 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 Uber das Vorkommen von
multiresistenten Keimen und ESBL-Bildnern bei Tieren (SMET et al 2010, CARATTOLI
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2008). In vielen Landern, 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
Ubergehen koénnen, wurde erstmalig 1976 nachgewiesen (LEVY et al 1976). Spater
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 fur 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.m-Gene (BAUERNFEIND et al
1990) verbreiten sich diese Uber 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 Pravalenz gefunden, andere wie CTX-M-1
Uberwiegend 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-lsolate 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 héchsten Resistenzraten fir Sulfamethoxazol (59 %),
Tetracyclin (54 %), potenzierte Sulfonamide (Trimethoprim-Sulfamethoxazol) (41 %)
und Ampicillin (38 %) nachgewiesen. Die Resistenzrate fur Cephalotin lag bei 14 %,
die fir Cefazolin bei 2 %. Die equinen E. coli-lsolate (102) stammten aus dem
Genitaltrakt, hier wurden die hdchsten Resistenzraten mit anndhernd 28 % flr
Sulfamethoxazol und Cephalotin detektiert. Mittlere Resistenzraten lagen flir Ampicillin

(18 %), Tetracyclin (17 %) und potenzierte Sulfonamide (16 %) vor. Bei Pferden war
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zusatzlich ein hoher Anteil intermediarer Isolate gegen Cephalotin (40 %) feststellbar
(GROBBEL et al 2007).

Inzwischen sind auch neuere Daten aus dem BfT-GermVet-Programm verfiigbar, die
Uber 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/Kalbern, 2
aus Geflugel, 1 aus einem Pferd). Die am haufigsten detektierten ESBL-Gene waren
blactx-w-1, aber es wurde auch ein blacrxw-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 fur Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (BVL) aus den Jahren 2004/2005 wurden Resistenzraten
fur verschiedene Bakterien, darunter auch fur E. coli, bei erkranktem Nutzgeflugel, und
zwar beim Huhn (Indikation: Dottersackentzindung und Septikdmie) und Truthuhn
(Indikation: Septikédmie), jeweils Kiken und adulte Tiere, ermittelt. Die Auswertung der
Ergebnisse zeigte bei E. coli aus Broilerkiiken hohe Resistenzraten fir Tetracyclin
(34,8 %), Ampicillin (38,3 %), Doxycyclin (23,5 %) und Trimethoprim-Sulfamethoxazol
(15,6 %). Die Resistenzrate fur Cephalotin lag bei 27,7 %, zusatzlich zeigten bei
Cephalotin 42,5 % der Isolate intermedidre Ergebnisse. Die Resistenzlage von E. coli
aus adulten Broilern war vergleichbar, dort wurden ebenfalls hohe Resistenzraten flr
Tetracyclin (34,9 %), Ampicillin (39,5 %), Doxycyclin (37,0 %) und Trimethoprim-
Sulfamethoxazol (18,6 %) festgestellt. Die Resistenzrate fur Cephalotin lag bei 26,7 %,
mit 41,9 % der Isolate im intermedidren Bereich. Die Antibiotikaresistenzen bei E. coli
aus Truthdhnern lagen generell hdher, mit deutlichen Unterschieden zwischen Kiken
und adulten Tieren. Die Resistenzraten fur 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 Uber denen der aus Kiuken (WALLMANN et al 2007).

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

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

Es existieren zahlreiche Publikationen in wissenschaftlichen Zeitschriften Uber
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). Gestutzt wird diese Annahme durch den Nachweis
von Bakterien mit gleichen ESBL-Genen aus dem Menschen und Huhnchenfleisch
(OVERDEVEST et al 2011) sowie in gesunden Huhnern und in deren Haltern
(DIERIKX et al 2013). Multiple Antibiotikaresistenzen wurden in E. coli-Isolaten bei
krankem Geflugel in Amerika (BASS et al 1999), Antibiotikaresistenzen und ESBL-
Bildung bei E. coli aus Enten in China (MA et al 2012) und bei gesundem Gefligel 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 Gefligel in Danemark
(BORTOLAIA et al 2011), Kalbern in den Niederlanden (HORDJIK et al 2013a),
Schweinen in Portugal (RODRIGUEZ et al 2013) und bei Schweinen und Hihnern 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 Gefligel (JODAS & HAFEZ 2003). In den Jahren
1999 bis 2001 wurden E. coli-Isolate von Geflugel, 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 Hihnern, Schweinen und
Rindern (SCHINK et al 2013) sowie ESBL- und zusatzliche Shiga-Toxin-Produktion bei
E. coli-Isolaten von an Diarrhoe erkrankten Kalbern (EWERS et al 2014b) wurde auch

in neueren Publikationen belegt.
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Insbesondere viele aktuelle Arbeiten dokumentieren die Bedeutung von Gefligel und
Geflugelfleisch als Trager von Bakterien mit Antibiotikaresistenzen. So wurden
antibiotikaresistente E. coli und Salmonellen in Schlachthofproben von Hihnern und
Schweinen (SCHWAIGER et al 2012), und ESBL-bildende E. coli bei
Hahnchenfleischproben (KOLA et al 2012) detektiert. Eine Untersuchung der
Schlachtkérper deutscher Broiler aus vier verschiedenen Gefligelherden 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 Gefliigel aus verschiedenen Betrieben in Deutschland, genommen
zu drei verschiedenen Zeiten der Mastperiode und beginnend bei den Eintagskuken,
ergab steigende ESBL- und AmpC-Pravalenzen 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, Gefligel) ergab fir das
Untersuchungsjahr 2005/2006 eine E. coli-ESBL-Pravalenz von 1,7 % bei erkrankten
Nutztieren. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden 40 ESBL-bildende E. coli isoliert,
die hauptsachlich von Tieren mit Enteritis (Rind, Schwein), Mastitis (Rind) und Sepsis
(Geflugel, Rind) stammten. Einzelne Isolate wurden auch bei Pneumonie (Rind),
Arthritis (Rind) und Polyserositis (Schwein) festgestellt. Bei Gefligel, Schweinen und
adulten Rindern wurde ausschliel3lich CTX-M-1 nachgewiesen, bei Kalbern CTX-M-1
und CTX-M-15 (BUCHTER 2010).

Bei insgesamt 1325 E. coli-Isolaten, die aus Kot- und Tupferproben von Hihnern,
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 Geflligelbestdnden 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 &ahnliche Resistenzraten mit Ausnahme der
Resistenzrate fur Tetracyclin, die bei 47,6 %, und damit deutlich héher (101/212) lag
(KRONTHALER 2009).

Unverdffentlichte Daten aus der Klinik fir Végel, Reptilien, Amphibien und Zierfische
der LMU Minchen aus dem Jahr 2013 zeigten fiir 82 untersuchte E. coli-Isolate von
Wirtschaftsgefligel (Huhner, Puten) Resistenzraten von 39,0 % (32/82) fur Ampicillin,
7,3 % (6/82) fur Enrofloxacin, 13,4 % (11/82) fir Sulfamethoxazol-Trimethoprim und
29,3 % (24/82) fur Tetracyclin (KORBEL & STEIN, unverdffentlicht).

Eine Studie aus Sidbayern belegt, dass ESBL-Bildung bei E. coli in bayerischen
Rinderbestanden weit verbreitet ist und Kalber, vermutlich aufgrund haufiger
Antibiotikabehandlungen, ein Reservoir fur 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 fur die Nutztiere bereits erwahnten 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
veroffentlicht. Die Haufigkeit 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-Isolate untersucht. Hier waren die
Resistenzraten am hoéchsten fir Sulfamethoxazol (43 %), Ampicillin (39 %) und

Cephalotin (21 %). Die Cefalozin-Resistenzrate lag bei 11 %. Allerdings zeigten eine
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hohe Zahl der Isolate intermediare Ergebnisse fur Cephalotin (46 %) und Amoxicillin-
Clavulansaure (7 %) (GROBBEL et al 2007). Von Infektionen des Urogenital- und
Genitaltraktes entstammten 100 E. coli-Isolate. Die héchste Resistenzrate wurde fur
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 intermediare
Ergebnisse gegen Cephalotin (39 %). Weitere 100 untersuchte Isolate stammten von
Gastrointestinaltrakt-Infektionen und zeigten Resistenzraten fiir Tetracyclin von 18 %,
fur Sulfamethoxazol von 15 %, fir Ampicillin von 14 % und fir Cephalotin von 9 %.
Auch hier wurden viele intermediare Ergebnisse gegen Cephalotin (43 %) festgestellit.
Da fur E. coli bei den untersuchten Indikationen keine CLSI-Grenzwerte flr
Cephalosporine der 3. Generation (Cefoperazon) und 4. Generation (Ceftiofur und
Cefquinom) verfugbar waren, erfolgte bezlglich 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. Fur E. coli, den haufigsten bei
Urogenitaltrakt-Infektionen von Hunden und Katzen isolierten Erreger, lag die
Resistenzrate gegen Ampicillin 2004/2006 bei 24 % und 2006/2007 bei 27 %. Ahnliche
Ergebnisse wurden fiur 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, haufig 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 ermdglicht neue Infektionswege dieser Bakterien und wird als Gefahr
gesehen, die konsequente Hygienemalinahmen, effektive Infektionsverhitung und

Kontroll-Strategien, insbesondere in Universitatstierkliniken nétig 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 fur Menschen
ein 7-fach hoheres Risiko birgt, eine Besiedelung mit ESBL-produzierenden
Enterobacteriaceae, in diesem Fall E. coli, zu erlangen (MEYER et al 2012), wird
dringend die Einfihrung eines ,Antibiotic Stewardship“ und neuer Strategien zur
Uberwachung multiresistenter Erreger, insbesondere hinsichtlich neuer, mutmaRlicher
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 Osterreich 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 héhere ESBL- E. coli-Pravalenz 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 haufigsten detektierten ESBL-Gene waren blactx-u-1,
es wurde aber auch ein blacrtx.m-15s 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 zusatzlich
zu blactx.m-1 Weitere Resistenzgene wie blartgm.1 oder blapoxa-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 haufigsten detektierte ESBL-Typ. Die Ausbreitung von CTX-M-15
wird in enger Relation zur weiten Verbreitung von Stdmmen der klonalen Linie O25b-
ST131 gesehen (GERMAP 2014). So wurde 025b-ST131 mit CTX-M-15-Bildung
haufig bei ExXPEC-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-Isolate
als B2-025b-ST131 identifiziert werden. Durch Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)-
Profil wurde eine Ubereinstimmung mit einem humanen Kontrollstamm von (iber 85 %
nachgewiesen (EWERS et al 2010).

Auch bei Begleittieren sind Kombinationen einzelner E. coli-Pathotypen wie ExPEC mit
zusatzlicher ESBL-Bildung nachgewiesen worden. Dabei wurde insbesondere den
Sequenztypen ST131 und ST648, die den Phylogruppen B2 und D angehdren,
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 Kklinisch erkrankten
Hunden, Katzen und Pferden aus 11 europaischen Landern 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 haufigsten 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).

Uber Antibiotikaresistenzen bei Bakterien aus Ziervogeln liegen bislang nur wenige
Publikationen vor. Keines der nationalen Resistenz-Monitoring-Programme schlief3t
Ziervogel mit ein. Lediglich in einigen Studien, die sich primar mit der Untersuchung
von Vogelpatienten in Tierkliniken befassen, wurden Resistenzdaten fiir verschiedene
Erreger, haufig fir Zier- und Wildvogel sowie Wirtschaftsgefligel gemeinsam,

ausgewertet.

Wissenschaftler aus Japan beschaftigen sich schon seit (ber 30 Jahren mit
Antibiotikaresistenz und Ubertragbaren Resistenz-Plasmiden bei Bakterien von

Ziervogeln sowie Zier- und Rassegefligel. Bei einer zwischen 1975 und 1977
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durchgefihrten Untersuchung von Haustauben (und anderen Végeln) 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 Ziervégeln (Wildfangen)
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 flr die hohe, bei E.
coli-lsolaten gefundene Resistenzrate den prophylaktischen Antibiotikaeinsatz bei
Importvdogeln (NAKAMURA et al 1980).

Far Deutschland liegen bisher nur wenige Publikationen zur Antibiotikaresistenz bei
Bakterien unter Einbeziehung von Ziervogeln 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
Sensitivitatsrate fur Colistin von tUber 99 % (BERGS & KORBEL 2012).

Bisher unveroffentlichte Daten aus der Klinik flir Vogel, Reptilien, Amphibien und
Zierfische, LMU, Oberschleillheim, aus dem Jahr 2013 zeigten bei E. coli-Isolaten von
Ziervogeln, hauptsachlich von Psittaziden, am haufigsten Resistenzen gegen Ampicillin
mit 17,4 % und Amoxicillin-Clavulansaure mit 8,7 %. Die Resistenzraten gegen
Doxycyclin, Enro- und Marbofloxacin sowie Sulfamethoxazol-Trimethoprim lagen unter
5 %. Dies zeigte, dass das Ausmall der Antibiotikaresistenzen bei E. coli aus
Ziervogeln zwar deutlich geringer als bei Wirtschaftsgefligel war, aber trotzdem zu
Problemen bei der Therapie fihren kann (KORBEL & STEIN, unveréffentlicht). Diese
Zahlen belegen die Bedeutung der Kenntnis der aktuellen bakteriellen Resistenzlage
bei Vogelpatienten, und die hier ermittelten Daten zur aktuellen Resistenzsituation

kénnen auch als Entscheidungshilfe dienen, wenn Ziervogelpatienten im Notfall
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antibiotisch versorgt werden mussen, 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 mdglicherweise in der Umwelt und in
Wildtieren zu finden sind. Eine erste Publikation dber das Vorkommen
antibiotikaresistenter gram-negativer Bakterien in unberthrter, antibiotikafreier Umwelt
stammt aus dem Jahr 1968. In dieser Studie wurden Wildtiere und Buschmanner aus
dem Kruger Nationalpark (Sudafrika) und aus dem Pohwe-River-Valley (Rhodesien)
untersucht. 8 % der Bakterien von Wildtieren aus dem Pohwe-River-Valley, und 19 %
der Bakterien aus Buschmannern zeigten Resistenz gegen Ampicillin. Bei 9 % der
Bakterien von Wildtieren aus dem Kruger Nationalpark wurden Resistenzen gegen
mindestens ein Antibiotikum nachgewiesen. Resistenz-Plasmide, fur deren Erhalt der
Selektionsdruck durch Antibiotika eine wichtige Rolle spielt, wurden nicht gefunden
(MARE 1968). Fast 20 Jahre spater 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 vollig abgeschieden ohne
Kontakt zu Touristen und deren Abféllen lebten, detektiert (ROLLAND et al 1985).

Far 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 blargm.1b (POETA et al 2009). In einer anderen Studie aus Portugal
wurden bei 5,5 % von 237 Iberischen Wolfen ESBL-produzierende E. coli festgestellt
(GONCALVES 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 Wildwiederkduer und Flchse, 0 % der Braunbaren und 6 % des Schwarzwildes
nachgewiesen. FUnf (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 erhdhtes Risiko
fur 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 gegeniber 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 mdglichen Quellen und Reservoiren Ubertragbarer Pathogene mit
zoonotischem Potential und Antibiotikaresistenzen wurden, insbesondere in den letzten
Jahren, auch Studien bei Wildvdgeln verschiedener Spezies durchgeflihrt. Es ist
anzunehmen, dass Vogel, die durch ihren teilweise erheblichen Aktionsradius
Bakterien Uber weite Strecken verbreiten kdnnen, als Reservoire agieren und bei der

Ausbreitung von antibiotikaresistenten Bakterien eine wichtige Rolle spielen.

Eine erste Publikation Uber Antibiotikaresistenz bei Bakterien aus wildlebenden Vogeln
kommt aus Japan. Dort wurden von 1975 — 1977 Strallentauben (Columba livia) und
Krahen (Corvus spp.) auf antibiotikaresistente E. coli und das Vorkommen von
Resistenz-Plasmiden untersucht. Antibiotikaresistenzen, und dabei am haufigsten
Resistenzen gegen Chloramphenicol, wurden bei 21,2 % (39/184) der Stralkentauben
und der Halfte der Krédhen gefunden. 73,3 % aller multiresistenten E. coli-Isolate trugen
konjugative Resistenz-Plasmide (SATO et al 1978). Ebenfalls in Japan wurden einige
Jahre spater 30 Wildvogel 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
Dschungelkrahen (Corvus marorhynchos japonensis) gefunden (NAKAMURA et al
1982). Im Zeitraum zwischen 1983 und 1986 wurden 1819 Kotproben von
verschiedenen Wasservogeln aus Japan untersucht und 554 E. coli von 121 Vogeln

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, verstarkt in Europa, aber auch in anderen Kontinenten
Wildvégel, insbesondere Wasservogel und Greifvogel, auf das Vorkommen
multiresistenter- und ESBL-bildender Bakterien untersucht. Antibiotikaresistente und
ESBL-bildende E. coli wurden bei Wasservdgeln 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 Wasserviogeln verschiedene ESBL-bildende Bakterien, darunter auch E. coli,
nachgewiesen werden (ARDILES-VILLEGAS et al 2011). Insbesondere Zugvogel wie
Wildgénse wurden trotz geringer Pravalenzen ESBL-bildender E. coli wegen ihres
groBen Aktionsradius als Risikofaktor bei der Verbreitung angesehen (GARMYN et al
2011).

Dennoch scheint auch bei Vogeln die rdumliche Entfernung des Aufenthaltsortes zu
menschlichen  Siedlungen oder Nutztierhaltungen einen Einfluss auf die
Wabhrscheinlichkeit zu haben, Trager antibiotikaresistenter Bakterien zu sein.
Kanadaganse (Branta canadensis) aus zwei verschiedenen Gegenden in den USA
wiesen deutlich unterschiedliche Resistenzraten auf. Végel aus Regionen ohne
Vorkommen von Nutztierfarmen trugen Bakterien mit geringeren Resistenzraten als
Végel, die sich in der Nahe 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
M&usebussarden (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 spater nicht bestatigt werden. Es wurden
zwar hohe Pravalenzen (97,2 %) resistenter Bakterien in 36 E. coli-lsolaten aus 42

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

Stralentauben (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 Stralentauben wurden pathogene, Diarrhoe verursachende E. coli-
Stamme 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 kleiner Singvogel wurden unterschiedliche
Antibiotikaresistenz- und ESBL-Raten ihrer Bakterien festgestellt. So wurde bei einer
von 220 Kotproben (0,5 %) von verschiedenen Wildvogeln (verschiedene
Sperlingsvogel und Wildgefliigel) auf den Azoren ESBL-bildende E. coli entdeckt. Das
CTX-M-14- und SHV-12-bildende E. coli-Isolat stammte von einer Ménchsgrasmucke
(Silvia atricapilla) (SILVA et al 2011). Dagegen konnten bei 300 untersuchten
Halsbandschnappern (Ficedula albicollis) aus Schweden keine ESBL-bildenden
Bakterien nachgewiesen werden (JAHRHULT et al 2013).

Die Ursache flir diese unterschiedlichen Resistenzraten von E. coli aus gleichen oder
ahnlichen Vogelspezies aus verschiedenen Landern wurde bislang nicht geklart. Als
Ursache ist neben einem unzureichenden Stichprobenumfang und damit ungenauen
Befallsraten auch anzunehmen, dass die Resistenz- und ESBL-Rate der E. coli der
Wildvégel ahnlich wie die bei Menschen und Nutztieren geographisch variiert. Gestitzt
wird diese Annahme durch eine aktuelle Studie, bei der 3159 Kotproben von briitenden
Moéwen (Larus fuscus, L. argentatus, L. michaellis) aus 9 europaischen Landern auf
antibiotikaresistente E. coli untersucht wurden. Bei 31,5 % der E. coli-Isolate der Vogel
wurden Resistenzen gegen mindestens ein Antibiotikum festgestellt, wobei die
Resistenzraten sich zwischen den Landern unterschieden und die hochste
Resistenzrate in Spanien (61,2 %) und die niedrigste Resistenzrate in Danemark
(8,3 %) ermittelt wurde (STEDT et al 2014). In Deutschland sind bisher nur wenige

Publikationen (ber die Verbreitung multiresistenter- und ESBL-produzierender
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Bakterien in der Wildvogelpopulation verfiigbar. In einer im Jahr 2010 veréffentlichten
Studie wurden Wildvogel 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 Wildvogel durch ihren Kot Uber Wasser und
Umwelt antibiotikaresistente Bakterien verbreiten kénnen, folgerten die Autoren eine
von diesen Vogeln ausgehende Gesundheitsgefahrdung fiir Menschen und Tiere
(GUENTHER et al 2010a). In einer zweiten Publikation dieser Arbeitsgruppe aus dem
selben Jahr wurden in 2,3 % der E. coli-Isolate (4/172) aus 172 Wildvdgeln (99
Sperlingsvogel, 10 Wasservdgel, 63 Greifvogel) CTX-M-15-ESBL nachgewiesen. Die
bislang hauptsachlich 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).

Wahrend in vielen Studien ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
Antibiotikaresistenzen und der Herkunft sowie dem Lebensraum der Vdgel erkennbar
war (COLE et al 2005, STEDT et al 2014), scheint in anderen Studien dieser
Zusammenhang unklar. Eine Untersuchung verschiedener Greifvogel aus Deutschland
und der Mongolei auf das Vorkommen ESBL-bildender E. coli detektierte nahezu
gleiche Pravalenzen (13,8 % vs. 10,8 %) trotz groBen Unterschieden im Lebensraum,
auch in Bezug auf die offensichtliche N&he zu menschlichen Siedlungen oder
Nutztieren. Wahrend 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 2012b).

Antibiotikaresistenzen und ESBL wurden bei Wildtieren, und dabei auch bei Wildvégeln
gefunden. ESBL-bildende E. coli scheinen insbesondere bei Wassergefligel,
Greifvdogeln und bei Nagetieren verbreitet zu sein. Diese kdnnten als potentielles
Reservoir und Schmelztiegel fur resistente Bakterien dienen, die den Menschen
infizieren (GUENTHER et al 2011). So wurde gefolgert, dass Wildtierpopulationen als
potentielles Reservoir und Sammelbecken fiir 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 haufiger 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 Tenazitat weiter verbreiten kénnen,

und ihre Resistenzgene auch auf andere Umweltkeime Ubertragen kdnnen.

Untersuchungen der Abwasser in Klaranlagen einiger grol3er europdischer Stadte
stutzen die Auffassung des Vorkommens antibiotikaresistenter Bakterien in der
Umwelt. So wurden ESBL-bildende Enterobacteriaceae in teilweiser hoher Pravalenz
in Abwassern nachgewiesen. In Barcelona (Spanien) wurden in 5 von 5
Abwasserproben ESBL-produzierende E. coli detektiert. Diese Abwasser stammten
aus zwei verschiedenen Klaranlagen und wurden vor der Aufbereitung durch die
Anlagen entnommen (MESA et al 2006). In Graz (Osterreich) wurden ESBL-bildende
E. coli, meist Typ CTX-M-15 und Typ CTX-M-1, in unbehandeltem Klarschlamm
nachgewiesen. Die Autoren vermuteten den Eintrag dieser Bakterien durch Menschen
und Tiere und sahen eine Nutzung unbehandelter Abwasserschlamme ohne effektive
E. coli-Elimination kritisch (ZARFEL et al 2013).

Nicht nur in unbehandelten Abwassern wurden pathogene Bakterien gefunden, CTX-
M-15-produzierende E. coli wurden in Wasserproben einer Klaranlage in Tschechien
nach der Behandlung nachgewiesen, dies bewies deutlich einen ungenugenden
Aufbereitungsprozess (DOLEJESKA et al 2011). Auch in Irland wurden in Abwasser
unterschiedlicher Herkunft, darunter auch in Abwassern 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 Klaranlagen ublichen Prozeduren der Aufbereitung unter
Erhalt der Infektiositat Gberstehen kann (REINTHALER et al 2010).

GroRRe Relevanz hinsichtlich der Ausbreitung antibiotikaresistenter Keime besitzen
auch Nachweise ESBL-bildender Enterobacteriaceae in Oberflachengewadssern wie
Flissen und Badeseen. Im Wasser der Themse in London (UK) wurden gegen
Fluorchinolone resistente E. coli der 0O25b:H4-ST131-Linie mit CTX-M-14-Beta-
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Lactamase Bildung nachgewiesen. Der in humanen, klinischen Isolaten haufigste CTX-
M-Typ, CTX-M-15, wurde allerdings nicht detektiert (DHANJI et al 2011b). Auch in
36,2 % der Wasserproben (21/58) von verschiedenen Flissen und Seen der Schweiz
wurden ESBL-bildende Enterobacteriaceae gefunden (ZURFUH et al 2013). Studien
belegen, dass verschiedene E. coli-Stamme in unbehandeltem Oberflachenwasser 7
bis 47 Tage Uberleben 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 Wildvbgel einbezogen. Diese Wildvogel wurden aus
unterschiedlichen Griinden von Privatpersonen, Polizei, Feuerwehr oder Institutionen
wie der Munchner Tierrettung in die Klinik fur Vogel, Reptilien, Amphibien und
Zierfische der LMU Munchen gebracht. Wie in Tabelle 5 detailliert aufgelistet ist,
gehdrten die Vogel insgesamt 23 Arten aus sieben verschiedenen Ordnungen an. Aus
der Ordnung der Passeriformes (Sperlingsvégel) wurden 39 Amseln (Turdus merula)
einbezogen. Die Bakterien stammten aulerdem von 73 Tauben der Arten Columba
livia f. domestica (verwilderte Haustauben) und Streptopelia decaocto (Turkentauben).
Aus den beiden Ordnungen Anseriformes und Gruiformes (Gansevogel, Kraniche und
Rallen) stammten 46 Wasservdgel der neun Arten Blesshuhn (Fulica atra), Stockente
(Anas platyrhynchos), Graugans (Anser anser), Hoéckerschwan (Cygnus olor),
Zwergtaucher (Tachybaptus ruficollis), Brautente (Aix sponsa), Teichhuhn (Gallinula
chloropus), Kanadagans (Branta canadensis) und Reiherente (Aythya fuligula). Von
den Falconiformes (Falkenvdgel) wurden 33 Voégel, namlich Turmfalken (Falco
tinnunculus) und Wanderfalken (Falco peregrinus) beprobt. Aus der Ordnung
Accipitriformes (Habichtartige) wurden 51 Vdgel der Arten Wespenbussard (Pernis
apivorus), Mausebussard (Buteo buteo), Sperber (Accipiter nisus), Habicht (Accipiter
gentilis) und Rohrweihe (Circus aeruginosus) untersucht. Weitere 15 Proben stammten
von Voégeln der Ordnung Strigiformes (Eulenvégel), 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 fir Vogel, Reptilien,
Amphibien und Zierfische der LMU Muinchen in OberschleiRheim, 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 erhaltliche 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 fur
Vogel, Reptilien, Amphibien und Zierfische unter sterilen Bedingungen an einer
Sicherheitswerkbank (LaminAir HB2472, Hereus Instruments, Hanau, Deutschland).
Zur Erzeugung von Einzelkolonien wurde ein Dreiésenausstrich angefertigt. Die
beimpften Platten wurden Uber Nacht (fur 18 bis 24 Stunden) im Brutschrank
(Memmert Typ: BM600, Schwabach, Deutschland) bei 37 °C bebritet, bevor eine
Auswertung der Platten am nachsten Tag erfolgte. Wenn auf den Platten bakterielles
Wachstum zu erkennen war, erfolgte eine erste visuelle Einstufung maoglicher E. coli
nach Farbe, Form und Hamolyse. Viele E. coli sind auf EMB-Agarplatten als grin-

metallisch schimmernde Kolonien gut zu erkennen.

Abbildung 3: Darstellung von typischen metallisch-grinen Kolonien von E. coli nach
Durchfihrung eines Dreidésenausstriches und Wachstum tber Nacht bei 37 °C auf auf
EMB-Agar.
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Grundséatzlich 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 durchgefihrt.

Dazu wurde zunéchst eine Vereinzelung der gewachsenen Keime mit sterilen Osen im
Drei6ésenausstrich auf Columbia Agar mit Schafblut (COL-Agar, Oxoid, Wesel,
Deutschland) vorgenommen, um reine Subkulturen anzuziichten. Diese Agarplatten
wurden anschlieBend ebenfalls im Brutschrank bei 37 °C fur 18 bis 24 Stunden
inkubiert.

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

Enterobacteriaceae zu erhalten.
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Die endglltige Identifikation der Bakterienspezies wurde mit einem biochemischen
Standardtest nach den Angaben und mit den Materialien des Herstellers (API® 20E™
System, bioMérieux, Nuerthingen, Deutschland), sowie einer anschlieRenden
Auswertung der Ergebnisse mit dem Computerprogramm ApiWeb (bioMérieux,

Nuerthingen, Deutschland) durchgefiihrt. Nur eindeutig als Escherichia coli

differenzierte Bakterien wurden in die weiteren Tests einbezogen.

Abbildung 5: Darstellung eines E. coli im API® 20E™ nach der Inkubationszeit. Der
Teststreifen enthalt in 20 Reaktionsgeféaen verschiedene Reagenzien, die mit E. coli,
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 bestatigten E. coli-lsolate wurden auf ihre Empfindlichkeit gegeniber acht
verschiedenen, in der Tiermedizin verwendeten Antibiotika getestet. Alle
Empfindlichkeitstests erfolgten mit standardisierten Blattchendiffusionsmethoden-
(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-Clavulansadure (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 A1.

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

mm als resistent gewertet (CLSI 2010).

Zuerst wurde die Vorbereitung und Herstellung einer Suspension bakterieller Kolonien
als Inokulum fur die Durchfihrung des Empfindlichkeitstestes vorgenommen. Dazu
wurden von der 18 bis 24 Stunden alten Bakterienreinkultur (Subkultur) einige Kolonien
mit einer sterilen Ose entnommen und in 5 ml einer 0,9 %-igen, sterilen
Kochsalzlosung suspendiert. Nach mehrmaligem vollstdndigen Durchmischen der
Bakteriensuspension wurde visuell mit Hilfe geeichter Standardréhrchen (McFarland
Standard, Artikel Nr. 70900, bioMérieux, Nuerthingen, Deutschland) eine Tribung

entsprechend dem McFarland-Standard 0,5 eingestellt.

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

dispenser 20117728, Oxoid, Wesel, Deutschland) in gleichmafigem Abstand auf die
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Agarplatte aufgebracht. Die mit Antibiotikablattchen bestickten Platten wurden
innerhalb von 15 Minuten in den Brutschrank verbracht und bei 37°C 18 bis 24
Stunden bebrtet.

Abbildung 6: Durchfihrung des Empfindlichkeitstests auf Muller-Hinton-Agar mit acht
Antibiotikablattchen, die in gleichmaRigem 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 Antibiotikablattchen entstandenen
Hemmhoéfe mit Hilfe einer Schublehre ermittelt und die E. coli nach CLSI- und DIN-
Kriterien (CLSI 2006, 2008, 2010, DIN 2000) in sensibel, intermediar und resistent
eingeteilt. Als Hemmhof bezeichnet man eine klare Zone um das Antibiotikablattchen,
in dem durch die Hemmwirkung der in den Agar diffundierten antibiotischen Substanz
kein Bakterienwachstum stattfindet. Bei ungleichmafligem Bakterienrasen um die
Antibiotikablattchen oder Verunreinigung der Agarplatte durch andere Bakterien oder
Pilze wurde der Test wiederholt. Ein Kontrollstamm, E. coli DSM 1103, wurde einmal
pro Woche als Qualitatstest mitgefuhrt. Alle bei der Auswertung der Hemmhdfe

verwendeten Grenzwerte sind im Anhang, Tabelle A1, aufgelistet.
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3.4. Phanotypische Untersuchung der E. coli auf ESBL-Produktion

Alle E. coli Isolate mit resistenten oder intermedidren Ergebnissen gegenluber einem
der im Empfindlichkeitstest verwendeten Penicilline oder Cephalosporine wurden auf
die Produktion von ,Extended-Spectrum Beta-Lactamasen® untersucht. Vorgabe hierflr
war der ,ESBL Phenotypic Confirmatory Test‘ aus dem CLSI Dokument M31-A3
(2008) unter Verwendung von Testblattchen mit Cefotaxim (30 pg) und Ceftazidim (30

pg) sowie mit beiden Wirkstoffen jeweils in Kombination mit Clavulansaure (10 pg).

Die Vorbereitung der Bakteriensuspension fir 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 Antibiotikablattchen (CTX und CTX/CV; CAZ und
CAZ/CV) in gleichmaRigem, genigend groRem 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 Antibiotikablattchen auf zwei verschiedene Agarplatten wurde
deshalb gewahlt, da der groRere Abstand der Blattchen voneinander eine bessere
Auswertbarkeit gewahrleistete. Der Test wurde positiv bewertet, wenn der Hemmbhof
eines der Antibiotikablattchen in Kombination mit Clavulansdure mindestens 5 mm
grolRer war als der des jeweiligen Wirkstoffes alleine. Die Auswertung der Hemmhdofe
erfolgte visuell mit Hilfe einer Schublehre. Ein ESBL-positiver E. coli Stamm, DSM

22664, wurde einmal wdchentlich zur Kontrolle mitgefuhrt.
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Abbildung 7: Durchfihrung des ,ESBL Phenotypic Confirmatory Test* nach CLSI
(2008). Cephalosporinblattchen (hier CTX und CAZ) mit und ohne Clavulansaure (CV)
wurden auf Miuller-Hinton-Agar mit Bakteriensuspension aufgebracht und im
Brutschrank bei 37°C bebritet.

3.4.1. Aufbewahrung und Konservierung von Bakterien

Drei bis finf Kolonien von E. coli-Isolaten mit positivem (oder intermedidrem) Ergebnis
im ,ESBL Phenotypic Confirmatory Test* wurden mit einer sterilen Ose von der
Agarplatte abgenommen und durch vorsichtiges Einriihren in ein Cryobank-Réhrchen
(Cryobank System, MAST Diagnostica, Reinfeld, Deutschland) mit Keramikkligelchen
und Medium uUberfuhrt (entsprechend McFarland Standard 3 — 4). Nach vorsichtigem
Schitteln und zwei Minuten Wartezeit wurde das flissige Medium mit Hilfe einer
sterilen Pipette entfernt und das Cryobank-Rdhrchen bis zur weiteren Differenzierung

bei —80 °C 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) durchgefiihrt. Dabei wurde zunachst ermittelt,
welche Resistenzgene vorliegen und anschlieRend der vorliegende Typ Uber 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). AuBerdem wurden die auf
dem Resistenzplasmid benachbart liegenden Regionen (,genetic environment®) 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-Oberflachenantigen 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 °C tiefgefrorenen Proben zu isolieren, musste
zuerst erneut eine Subkultur der E. coli auf Blutplatten (COL) hergestellt werden. Dazu
wurde eines der Keramikkiigelchen aus dem Cryobank-Réhrchen mit einer sterilen
Pinzette entnommen und in ein steriles, mit 7 ml Herz-Boullion (Heart-Infusion (HI)-
Broth) gefulltes Roéhrchen (Oxoid, Wesel, Deutschland oder Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) gegeben. Die Offnung des HI-Réhrchens wurde steril
verschlossen und danach fir 24 Stunden im Brutschrank bei 37 °C bebritet, bevor am
néachsten Tag mit einer sterilen Ose etwas Medium entnommen und eine Subkultur auf
Blutplatten (COL) analog der oben genannten Vorgehensweise hergestellt und

bebritet werden konnte.

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

K wurden die Bakterien bei 56 °C mindestens 10 Minuten inkubiert, um die DNA
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freizusetzen. Zellreste wurden abzentrifugiert und danach wurde durch Zugabe von
200 pl 96 %-igem Ethanol die Ldslichkeit der DNA herabgesetzt und anschliefend die
DNA an eine sich in Saulchen befindende Silikamembran gebunden. Nach mehreren
Waschschritten unter Zugabe verschiedener Puffer (AW1, AW2) und Zentrifugation
(8000 — 13000 rpm) wurde die DNA durch Zugabe von 200 ul AE-Puffer und
nochmaligem Zentrifugieren bei 8000 rpm aus den Saulchen eluiert.

Als Extraktionskontrolle (Negativkontrolle) wurde eine Pufferlésung ohne Zugabe von

Bakterienkulturen mitgefihrt.

3.5.2. PCR

Die PCR ist ein etabliertes Verfahren zur gezielten Vermehrung ausgewahlter DNA-
Fragmente mittels spezifischer Primer und einer hitzestabilen DNA-Polymerase (Tagq-
Polymerase). Bei einer Temperatur von circa 95 °C schmelzen (denaturieren) die
vorliegenden DNA-Doppelstrange, bei danach erniedrigter Temperatur von circa 50-
64 °C, die je nach verwendeten Primern gewahlt wird, lagern sich die im Gemisch
vorliegenden, fur das zu vervielfaltigende DNA-Fragment spezifischen Primer, an die
Einzelstrange an (Annealing). Bei Erhéhung der Temperatur auf circa 72 °C 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 kdnnen.

3.5.2.1. PCRs zur Charakterisierung der Resistenzgene

Die fur 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 lIdentifizierung der Gruppe zundchst mehrere PCRs mit
gruppenspezifischen Primern durchgefihrt (XU et al 2005, COQUE et al 2002, GRIMM
et al 2004). Mit fur 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 anschliefend eine weitere
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PCR zur Amplifikation eines groReren Stiicks des ESBL-Gens, das 1041 bp umfasst,
durchgefihrt (JOUINI et al 2007).

Um die Umgebung des fir CTX-M-15-kodierenden Gens auf dem Plasmid (,genetic
environment®) weiter zu charakterisieren, wurde eine PCR zur Determination der
Insertionssequenz (IS, siehe Abbildung 15) und des offenen Leserahmens (ORF), die
vor (,upstream®) und hinter (,downstream®) dem blactx.w-Gen liegen, durchgefiihrt. Auf
diese Weise sollte das ESBL-kodierende Gen einem der sog. Gen-Umfeld-Typen nach
Dhaniji et al (2011¢) zugeordnet werden (DHANJI et al 2011¢c, SALADIN et al 2002).

3.5.2.2. PCRs zur Charakterisierung der E. coli

E. coli Bakterien kdnnen verschiedenen phylogenetischen Gruppen (A, B1, B2, D)
(CLERMONT et al 2000, HIGGINS et al 2007) und weiteren Untergruppen (ESCOBAR-
PARAMO 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 Ublicherweise mit spezifischen
Antiseren serologisch bestimmt. Diese Untersuchung wurde durch das Bundesinstitut
fur Risikobewertung (BfR, Berlin, Deutschland) nach von Ewing (1986) und Jrskow et
al (1977, 1984) beschriebenen Methoden durchgefihrt. 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 fir das H-
Antigen-kodierenden fliC-Gens nach Fields et al (1997) durchgefiihrt.

Die verwendeten Primer fur alle durchgefuhrten PCRs finden sich in Tabelle 4 — 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 Ansatze in Tabelle A4 —
Ade im Anhang. Die dort aufgefliihrten Mengenangaben (Tabelle A4 — Ade) der

einzelnen PCRs entsprechen jeweils den Ansatzmengen fir einen Ansatz. Wenn z. B.
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fur die Determination der ESBL-Gruppe oder des genetischen Umfelds des blactx-w-15-

Gens verschiedene Primer nétig waren, wurden jeweils mehrere PCRs durchgefihrt.

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Primer fiir den Nachweis der ESBL-kodierenden
Gene (TEM, SHV, CTX-M) und fir den Nachweis des kompletten blactx.m-15-Genes.

5-TTAGCGTTGCCAGTGCTC-3

ESBL-Gen Primer Referenz

blarem 5-ATGAGTATTCAACATTTCCG-3’ Grimm et al. 2004
5-TTAATCAGTGAGGCACCTAT-3

blasyy 5-GGGTTATTCTTATTTGTCGC-3’ Coque et al 2002

(CTX-M 19/20)

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 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 fur den Nachweis des genetischen
Umfelds des blactxm-15-Genes (S: Gor C; Y: Cor T; R: Aor G).

consensus rev.

Zielsequenz Primer Referenz
ISEcp1U2 5-AATACTACCTTGCTTTCTGA -3' Saladin et al 2002
MA3; CTX-M 5-ACYTTACTGGTRCTGCACAT-3'

1S26b
MA3; CTX-M

consensus rev.

5-ATGAACCCATTCAAAGGCCG-3'
5-ACYTTACTGGTRCTGCACAT-3'

Dhaniji et al 2011c
Saladin et al 2002

ISE26U
MA3; CTX-M

consensus rev.

5-AGCGGTAAATCGTGGAGTGA-3'
5-ACYTTACTGGTRCTGCACAT-3'

Saladin et al 2002

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

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

Zielsequenz Primer Referenz
ChuA.1 5-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3' Clermont et al 2000
ChuA.2 5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3' Gordon et al 2008
Higgins et al 2007
YjaA.1 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 (fiur CTX-M-15), E. coli NCTC 13351
(TEM-3), und Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (SHV-18), die uns von Frau Dr. N.
Drees, LMU Mdunchen, 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. Messelhauser, LGL, Oberschleillheim zur Verfigung gestellt wurden, fir die

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

Alle bendtigten Materialien fur den Master-Mix wurden bei —20 °C aufbewahrt und erst
zur Verarbeitung aus dem Gefrierschrank (Arctis Electronic, AEG, Deutschland),
genommen und aufgetaut. Die Herstellung des Master-Mix laut Protokoll wurde in
raumlicher Trennung von der Durchfiihrung der PCR und Gelelektrophorese an einer
Werkbank (TL 2448, Hereus Instruments, Hanau, Deutschland) durchgefiihrt, um
mogliche Kontaminationen zu vermeiden. Alle im jeweiligen Pipettier-Protokoll
(Tabellen A4 — Ade im Anhang) aufgeflhrten Reagenzien (Primer siehe Tabelle 4 — 4b,
Metabion, Martinsried, Deutschland; HotStar Tag-Polymerase, Qiagen, Hilden,
Deutschland; peq GOLD dNTP-Set, Peqglab, Erlangen, Deutschland) mit Ausnahme der
DNA wurden zunachst als Mastermix in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? pipettiert,
gemischt und anzentrifugiert und dann Aliquots in PCR-ReaktionsgefaRe uberfihrt
(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, Minchen, 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, Goéttingen, 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 GréRe aufgetrennt werden. Zuvor durch PCR amplifizierte
DNA-Fragmente wandern aufgrund negativ geladener Phosphatgruppen zur Anode.
Hierbei kdnnen sich kleinere Molekiile schneller durch das Gel, das wie ein Sieb wirkt,
bewegen. Die DNA-Fragmente kénnen anschlieRend mittels Ethidiumbromid, das sich

in doppelstrangige 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 Klarung erhitzt.
Nach Abkihlung auf ca. 50 °C wurde der noch flissigen Agarose 1 pl (0,1 pg/ml)
Ethidiumbromid (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) zugegeben und der Kolben
nochmals vorsichtig geschwenkt. AnschlieBend wurde das noch flissige Gel vorsichtig
blasenfrei in eine Gelkammer (Perfect Blue Mini Gel System Mini M, Peqlab, Erlangen,
Deutschland) gegossen und ein Probentaschenkamm mit 14 Taschen eingesetzt. Nach
vollstadndiger Abkihlung und Aushartung wurde das Gel in der Elektrophoresekammer
mit TBE-Puffer Gberschichtet und die Probenkdmme entfernt. Danach wurden 10 pl der
PCR-Produkte nach Zugabe von 2 pl 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 fir eine Stunde angelegt. Ein 100 bp Marker

(Invitrogen, Kiefersfelden, Deutschland) wurde als GréRenstandard mitgefihrt.

AnschlieBend 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, Goéttingen, Deutschland genutzt. Ethidiumbromid lagert sich
an doppelstrangige DNA an, deshalb kénnen die entstandenen Banden im UV-Licht

durch die zugehdérige Computersoftware ,Intas“ detektiert und fotografiert werden.

Zur Sequenzierung wurden PCR-Produkte der erwarteten GréRe aus dem Agarosegel

ausgeschnitten und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 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-Stiick wurde abgewogen und nach Zugabe von QG-Puffer 10
Minuten bei 50 °C aufgel6st. Nach der Zugabe von Isopropanol wurde die DNA durch
Zentrifugation (10000 rpm) an eine sich in S&ulchen befindende QIAquick-
Silikamembran gebunden. Nach zweimaligem Waschen unter Pufferzugabe (QG, PE)
und Zentrifugation wurden 35 pl 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
Identitdt der erhaltenen Sequenzen wurde durch BLAST Analyse bestimmt

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

Die fur 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 fir das H-Antigen kodierende fliC-Gen wurde unter der
Zugangsnummer KF807830 bei der NCBI-GenBank hinterlegt
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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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 fir
Risikobewertung (BfR, Berlin, Deutschland) mit serologischen Methoden nach Ewing
(1986) und Qrskow (1977, 1984) durchgefuhrt. Zusatzlich wurde durch serologische
und genotypische Methoden nach ASU § 64, LMFG nach dem Vorhandensein
verschiedener Virulenzfaktoren (Shigatoxine Stx1 und Stx2, EHEC Enteroh&molysin

(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 Wildvogeln wurden
aus 193 (75,1 %) Voégeln E. coli isoliert, deren artliche Identitdt mittels biochemischer
Reaktionen bestatigt wurde. Von jedem Wildvogel wurde nur eine Kolonie weiter analysiert.
Bei insgesamt 33 (17,1 %) dieser E. coli-lsolate wurde Resistenz gegeniber mindestens
einem der verwendeten antibiotischen Wirkstoffe festgestellt, bei 23 (11,9 %) der Isolate
ergaben sich intermedidre Ergebnisse. Volle Sensibilitdt gegenlber allen verwendeten
Antibiotika zeigten 137 (71,0 %) der E. coli-Isolate.

18 (9,3 %) Isolate besalRen Resistenz gegeniiber einem antibiotischen Wirkstoff und 15
Isolate (7,8 %) gegenlber 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 haufigsten Resistenzen von E. coli aus Wildvogeln wurden gegen Sulfamethoxazol-
Trimethoprim (23 Isolate, 11,9 %) festgestellt, darauf folgten Resistenzen gegen Ampicillin
(14 Isolate, 7,3 %) und Doxycyclin (13 Isolate, 6,7 %). Die niedrigsten E-coli Resistenzraten
wurden fur Amoxicillin-Clavulansaure (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 Wassergefligel gefunden (4
Isolate), damit entspricht die Resistenzrate bezogen auf alle E. coli-Isolate aus Wildvogeln

2,1 % (n=193) und bezogen auf E. coli-lsolate aus Wassergefligel 10,3 % (n=39).

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

detektierten Resistenzen.
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Tabelle 5:

Resistenztests von Kloakentupferproben der in dieser Arbeit einbezogenen Wildvogel

Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung einschlieRlich

(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)
Tirkentaube 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/CAZ (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
Hockerschwan | 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)

Mausebussard | 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-Clavulansaure; SXT: Sulfamethoxazol-
Trimethoprim; DOX: Doxycyclin; ENR: Enrofloxacin; MAR: Marbofloxacin; PIT:
Piperacillin-Tazobactam; CAZ: Ceftazidime.

** E.coli-Isolate mit resistenten und intermediaren Ergebnissen sind in einer Zeile

aufgefihrt
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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-
Sensibilitatsrate (60,0 %, 15/25) bei den Falconiformes (n=33).

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

" Sensibel (15)

mSXT (1)

BDOX (2)

®AMP, DOX (1)

“SXT, DOX (2)

AMP, SXT (1)

® ntermediar (3)

Abbildung 8: Ubersicht (iber nachgewiesene Antibiotikaresistenzen bei 25 E. coli-

Isolaten aus 33 Falconiformes
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4.2.2. Accipitriformes

Die hoéchste Sensibilitdtsrate (81,4 %, 35/43) wurde in E. coli-lsolaten von
Accipitriformes (n=51) festgestellt. Antibiotikaresistenz wurde bei 7,0 % (3/43) und
verminderte Sensibilitat 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 funf intermedidren Isolate zeigten

verminderte Sensibilitdt gegentuber Ampicillin.

" Sensibel (35)

" SXT (2)

®AMP, SXT, DOX (1)

¥ntermediar (5)

Abbildung 9: Ubersicht ber 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
Sensibilitdtsrate von 77,3 % (17/22) ausschlieBlich Resistenz gegenlber
Sulfamethoxazol-Trimethoprim festgestellt (13,6 %, 3/22), zwei weitere E. coli-Isolate

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

" Sensibel (17)

=SXT (3)

¥ |ntermediar (2)

Abbildung 10: Ubersicht liber 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-Sensibilitatsrate von
66,7 % (8/12) ausschlieRlich gegeniber Ampicillin Resistenz (8,3 %, 1/12, in
Kombination mit AMC) und verminderte Sensibilitdt (25,0 %, 3/12) festgestellt
(Abbildung 11).

W Sensibel (8)

AMP, AMC (1)

B|ntermediar (3)

Abbildung 11: Ubersicht tiber 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-lsolate (7,7 %)
intermediare Ergebnisse (siehe Abbildung 12). Multiresistenz gegenuber drei und mehr
Antibiotika (wobei ENR/MAR und CTX/CAZ als ein Antibiotikum gezahlt wurden) wurde
in der Gruppe des Wassergefligels in 5,1 % (2/39) der E. coli-lsolate 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: Ubersicht liber 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 Sensibilitatsrate von
67,3 % (35/52) die haufigsten Multiresistenzen festgestellt (5,8 %, 3/52), dabei immer
in der Kombination AMP, DOX, SXT. Von den untersuchten E. coli aus Taubenvoégeln
zeigten zehn (19,2 %) Resistenzen und sieben (13,5 %) verminderte Sensibilitat

gegenuber den verwendeten Wirkstoffen (Abbildung 13).

¥ Sensibel (35)

AMP (1)

= SXT (4)

®AMP, DOX (2)

®AMP, DOX, SXT (3)

®ntermediar (7)

Abbildung 13: Ubersicht tiber nachgewiesene Antibiotikaresistenzen bei 52 E. coli-

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

Im ,ESBL Phenotypic Confirmatory Test® konnte ein E. 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 zusatzlich zu finf weiteren
Antibiotikaresistenzen (AMP, DOX, SXT, ENR/MAR) auf.

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

Abbildung 14a und 14b: “ESBL Phenotypic Confirmatory Test” bei E. coli-Isolat #
25104. Die Abbildungen zeigen Hemmhofdurchmesser von 0 mm fir CTX und 13 mm
fur CTX/CV (Abbildung 14a) sowie 13 mm fur CAZ und 24 mm fur CAZ/CV (Abbildung
14b).

Bei den PCR-Tests zur Detektion des ESBL-kodierenden Gens wurden Gene fiir 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 fir die CTX-M-Gruppe 1 wurde jedoch ein

Produkt in erwarteter Grolie 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 groleren Fragments des blactx.w-kodierenden Gens nach Jouini et al (2007)

konnte das in dem E. coli-Isolat vorliegende ESBL-Gen als blacrx-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 (,upstream®) in der gleichen Orientierung
wie das blactx-w-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

,environment type 2a“ 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 2a“ (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
Zugehdrigkeit 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 fur Risikobewertung (BfR, Berlin, Deutschland) ergab das Vorliegen
eines Serotyp O8. Ein H-Antigentyp konnte serologisch nicht bestimmt werden.

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

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

Die PCR und Sequenzierung zur Erfassung des fur 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 Ubereinstimmung auf
Nukleinsdureebene zu einer bereits bekannten H23-Sequenz (Accession number
AY250005). Vergleiche der Aminosdurensequenz ergaben eine 99 %-ige
Ubereinstimmung zu Serotyp H23, zu anderen H-Antigentypen konnte lediglich eine

Ubereinstimmung 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 Stidbayern aufgefundenen, verletzten
oder erkrankten Wildvoégeln 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 annahernd weltweit verbreitet und
durch das Vorliegen einer Resistenz gegen Cephalosporine der 3. und 4. Generation,
sowie oft weiterer (multipler) Resistenzen schwer zu bekdmpfen (CANTON et al 2008,
COQUE et al 2008). Sowohl gesetzliche Regelungen als auch Strategien beziiglich der
Anwendung von Medikamenten und bei Auftreten von Resistenzen gegen
Medikamente unterscheiden sich weltweit, das Problem der Antibiotikaresistenzen
existiert aber landeribergreifend und insbesondere mit Nutztieren wird weltweit
gehandelt, so dass sich resistente Bakterien auch grenziberschreitend ausbreiten
(MJLLER AARESTRUP 1999).

ESBL-bildende Bakterien kommen bei Menschen und Tieren vor (EWERS et al 2012,
MESA et al 2006), und sie kdnnten sowohl Gber Kontakt, als auch Uber kontaminierte
Lebensmittel zwischen Menschen und Tieren Ubertragen 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 Wildvogeln isoliert (GUENTHER et al 2010b, GUENTHER et
al 2012b), und die Vermutung liegt nahe, dass Wildvogel, die durch Krankheiten oder

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

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

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

Privatpersonen abschatzen zu kénnen.

Alle in dieser Arbeit einbezogenen Wildvogel wurden zwischen Mai 2012 und Mai 2013
mit unterschiedlichen Krankheitssymptomen in die Klinik fir Voégel, Reptilien,
Amphibien und Zierfische der LMU gebracht. Die einliefernden Personen waren
teilweise Privatpersonen, haufig in Begleitung von Kindern, teilweise Mitarbeiter/innen
von Tierhilfeorganisationen wie der Munchner Tierrettung oder 6ffentlicher Institutionen
wie der Feuerwehr und Polizei, denen die verletzten oder pflegebedirftigen Vdgel
Ubergeben worden waren. In der vorliegenden Studie wurden die Daten der
eingelieferten Végel nicht nach den jeweiligen Uberbringern ausgewertet, jedoch kann
ein Verteilungsmuster der Personengruppen fir Wildvogel-Einlieferungen in die Klinik
fur Vogel, Reptilien, Amphibien und Zierfische basierend auf einer Studie von Bergs
(2009) aus dem Jahr 2006/2007 vermutet werden. Dort wurden 60 % der Wildvogel
von Privatpersonen, 21 % von Feuerwehr, 10 % von Tierrettung sowie insgesamt 4 %
von Polizei, Tierheim, Tierkliniken und Veterindramter eingeliefert. 5 % der Einlieferer
wurden nicht erfasst (BERGS 2009).

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

dem Minchner Umland enthalten waren.

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

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

Die Amsel (Turdus merula) ist ein sehr haufiger Brut- und Jahresvogel mit einem
Mindestbestand von 6300000 Brutpaaren in Deutschland. Die Erndhrungsweise ist
omnivor, wobei hauptsachlich Regenwirmer, aber auch Beeren und Frichte gefressen
werden (BRENDEL 1998). Allerdings lernen in den Stadten lebende Végel auch,
menschliche Speisen zu verzehren und futtern ihre Jungen z. B. mit Brot oder
gekochten Kartoffeln (WUST 1986). Der Lebensraum der Amsel war urspriinglich in
dichten, unterholzreichen Waldern zu finden. In den letzten Jahren ist eine
Verstadterung der Vogel festzustellen. Die Amseln halten sich in Parks und Garten der
Stadte auf und briten haufig an Gebauden (BRENDEL 1998).

Verwilderte Haustauben (Columba livia forma domestica) und Tirkentauben

(Streptopelia decaocto)

Die auch als Stadttauben oder Straflentauben bezeichneten verwilderten Haustauben
(Columba livia forma domestica), die urspriinglich von der Felsentaube abstammen,
sind Standvogel und Gebaudebriter, deren zahlenmaRige Zunahme in den Stadten
hauptsachlich durch das teilweise exzessive Futtern der Tiere durch Menschen
verursacht wurde (WUST 1986, HAAG-WACKERNAGEL 1997). Im Stadtbereich
fordern der leichte Zugang zu ausreichend Futter, warmes Klima und viele
Nistmdglichkeiten eine ganzjdhrige Reproduktion, die bei Stadttauben aus bis zu
sieben Bruten im Jahr bestehen kann (KOSTERS & KORBEL 1997). Die Stralkentaube
ist also ein sehr haufiger Kulturfolger, insbesondere in den Grofistadten, deshalb
wurde nach zunehmender Verschmutzung der Gebaude in vielen Stadten das Fttern
der Tiere verboten. Die Nahrung der Tauben besteht u. a. aus verschiedenen Samen,
Getreide, Brot und Abféllen (SINGER 2006). Wie viele Tauben heute die grofen Stadte
bewohnen, ist unbekannt (WUST 1986). In der Klinik fir Vdgel gehérten sie in den
Jahren 2006 und 2007 zu den am haufigsten eingelieferten Vogelspezies (BERGS
2009).

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

Bakterienarten. Insbesondere  Risikogruppen (Kinder, sowie altere oder
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immunsupprimierte Menschen) kénnen durch Zoonoseerreger (z. B. Salmonellen) oder
durch Allergene im Federstaub und Kot erkranken (KOSTERS & KORBEL 1997).

Turkentauben (Streptopelia decaocto) wurden nur sehr wenige, insgesamt drei, im
Untersuchungszeitraum in die Klinik eingeliefert. Sie wurden in diese Gruppe mit
einbezogen, da inzwischen auch Tirkentauben ganzjdhrig in den Stadten,
insbesondere in Stadten mit gunstigem Nahrungsangebot, leben. Turkentauben

ernahren sich von Samen und Frichten, aber auch von Brot (SINGER 2006).

Falkenvogel (Falco tinnunculus, Falco peregrinus)

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

Untersuchung weniger haufig als Patienten eingeliefert wurden.

Mit einem geschatzten Bestand von 22000 Brutpaaren in Deutschland sind Turmfalken
(Falco tinnunculus) haufige Brutvdgel der Alpen (BRENDEL 1998), besiedeln aber
auch Dérfer und Stadte (WUST 1982). Turmfalken briten an Felswanden, Baumen
und Gebduden (BRENDEL 1998). Sie sind sehr anpassungsfahig, wenn ihnen
genugend freie Flache zur Jagd zur Verfiigung steht. So briten die Turmfalken in den
Stadten gern an hochragenden Bauten wie Kirchtirmen und Hochhausern, und jagen
einige Kilometer weiter (WUST 1982). Turmfalken erndhren sich carnivor, die Nahrung
besteht iberwiegend (90 %) aus Mausen (BRENDEL 1998).

Wanderfalken (Falco peregrinus) sind eher seltene Brutvdgel in den Alpen (BRENDEL
1998). Die Erndhrung besteht aus anderen Voégeln, v. a. aus Tauben, Raben- und
Singvbgeln. Umweltgifte wurden dafur verantwortlich gemacht, dass der
Wanderfalkenbestand in Europa stark zurlickgegangen ist und er erholt sich erst in den
letzten Jahren wieder (SINGER 2006).
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Sonstige Greifvogel und Eulen (Accipiter nisus, Buteo buteo, Pernis apivorus, Circus

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

Greifvogel und Eulen, die weiteren Arten zuzuordnen waren, wurden in eine getrennte
Speziesgruppe eingeordnet, da die Erndhrungsweise vergleichbar ist. Alle hier
beprobten Greif- und Eulenvdgel erndhren sich zumindest teilweise von Kleinsdugern
wie z. B. Mausen oder erbeuten Vogel (SINGER 2006). In dieser Arbeit umfasste diese
Gruppe hauptsachlich Mausebussarde (Buteo buteo), in geringerer Zahl Sperber
(Accipiter nisus) und Waldkauz (Strix aluco). Weitere Greif- und Eulenvdgel 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 fur Vogel,

Reptilien, Amphibien und Zierfische eingeliefert.

Der Mausebussard (Buteo buteo) ist in Deutschland mit einem Mindestbestand von
140000 Brutpaaren vertreten. Er benétigt Wald als Brutplatz und britet in gréf3eren,
geschlossenen Baumbestdnden, bevorzugt am Waldrand. Da die Erndhrung des
carnivoren Mausebussards uberwiegend aus Feldmausen besteht, braucht er zur Jagd
offenes Gebiet mit geringem Pflanzenwuchs und einer ausreichend grof3en
Nagerpopulation (BRENDEL 1998). Der Mausebussard jagt auf Feldern, Wiesen,
Teichlandschaften und Lichtungen, sucht aber auch stark befahrene Straflen und
Autobahnen nach Beutetieren ab (WUST 1982).

Der Sperber (Accipiter nisus) ist nach den Turmfalken und M&usebussarden der
zahlreichste Greifvogel in Bayern. Als Lebensraum bevorzugt er Landschaften mit
Wald, halboffenem und offenem Gelande im Wechsel. Im Winter jagt er regelmaBig in
den Stadten. Fur Minchen und einige andere Stadte sind auch Brutplatze innerhalb
der Stadt nachgewiesen. Die Nahrung des Sperbers besteht hauptsachlich aus kleinen

Singvdgeln, aber auch Haus- und Ringeltauben werden erbeutet (WUST 1982).

Der Waldkauz (Strix aluco) britet in Laub- und Mischwaldern, die an offenes Gelande
oder Gewasser angrenzen, aber auch in Parks oder Friedhdfen. Die Nistplatze
befinden sich meist in Baumhdhlen. Die Nahrung ist vielseitig. Es werden Kleinsduger,
hauptsachlich verschiedene Mause, aber auch Vogel, 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
Végel/Spezies) in die Klinik fir Voégel, Reptilien, Amphibien und Zierfische der LMU
eingeliefert. Von 66 beprobten Greifvogeln und Eulen konnten 54 den drei aufgefihrten
Spezies Mausebussard, Sperber und Waldkauz zugeordnet werden. Die uUbrigen
verteilten sich in geringen Zahlen auf die oben genannten und werden daher hier nicht
im Einzelnen beschrieben. Sie erndhren sich zumindest gelegentlich von Kleinsdugern,
hauptsachlich Mausen oder erbeuten andere Vdgel (SINGER 2006). Eine vollstandige

Auflistung der beprobten Spezies findet sich in Tabelle 5.

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

fuliqula, Gallinula chloropus, Tachybaptus ruficollis, Branta canadensis)

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich Héckerschwan (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 Wasservogel, eine Ente, konnte keiner definitiven Spezies zugeordnet werden.

Der Hoéckerschwan (Cygnus olor) ist ein urspringlich aus Sidamerika und Afrika
stammender Vogel, der beispielsweise in Munchen im Nymphenburger Park und am
Kleinhesseloher See seit Jahrhunderten von Menschen gehalten wurde und, da er
nicht immer flugunfahig gemacht wurde, verwilderte und sich vermehrte. Schwéane
nisten an Gewasserrandern, Stadtschwéane auch in einiger Entfernung vom Wasser.
Der Aufenthaltsort nichtbritender Schwane richtet sich nach dem Nahrungsangebot.
Die Erndhrung besteht aus verschiedenen Algen und Pflanzen (WUST 1982).
Schwane fressen verschiedene Wasser- und Sumpfpflanzen, aber auch Gras und
junge Saatpflanzen (SINGER 2006). Im Winter ernahren sich die in der Stadt lebenden

Schwéne hauptséchlich von dem Futter, das sie von Menschen erhalten (WUST 1982).

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

meist an Gewassern, vereinzelt aber auch im Wald und auf Wiesen. Die Nester
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befinden sich am Boden, seltener auf Baumen. Infolge einer hohen Lern- und
Anpassungsfahigkeit nistet die Stockente auch mitten in GroRstadten und Iasst sich
von Menschen fittern (WUST 1982). Die Nahrung der Stockenten, die zu den
Grindelenten gezahlt werden, ist vielseitig, es werden Wasserpflanzen, Samen,
Schnecken und Wirmer ebenso wie verschiedene Insekten und Brot gefressen
(SINGER 20086).

Das Blesshuhn (Fulica atra), von dem das in dieser Arbeit nachgewiesene ESBL-
bildende E. coli-Isolat stammt, ist ein maRig haufiger Stand-, Strich- und Zugvogel, der
im Winter haufig in Sudbayern anzutreffen ist. Blesshihner nisten normalerweise an
stehenden oder langsam flieRenden Gewassern mit vegetationsreichen Ufern. Die
Ernahrung besteht aus Muscheln (Dreissena polymorpha), aufderhalb der Brutzeit auch
aus Pflanzen von Wiesen und Feldern. Blesshihner sind sehr lern- und
anpassungsfahig, sie erbeuten auch MoOweneier oder fressen von Menschen
verfuttertes Brot und andere Lebensmittel (WUST 1982).

Die weiteren oben genannten Vogelarten wurden im Untersuchungszeitraum Mai 2012
bis Mai 2013 nur in sehr geringer Zahl (ein bis funf Vogel/Spezies) eingeliefert und
werden deshalb hier nicht einzeln aufgefihrt. Alle in dieser Gruppe beprobten Vdgel
leben im Wasser oder in Gewasserndhe und ernahren sich hauptsachlich von
pflanzlicher Nahrung wie Grasern, Samen und Frichten. Zuséatzlich werden zumindest
gelegentlich Wurmer, 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 Wildvogel wurden sofort nach ihrem Eintreffen in der
Klinik beprobt. Ausschlusskriterien fir die Probennahme waren ein langerer Aufenthalt
bei den Findern oder in der Klinik, insbesondere, wenn der Vogel dort schon gefuttert
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 Vogel 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 Bestatigung 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 Ampicillin (AMP), Amoxicillin-
Clavulansaure (AMC), Ceftazidim (CAZ), Piperacillin-Tazobactam (PIT), Doxycyclin
(DOX), Enrofloxacin (ENR), Marbofloxacin (MAR) und Sulfamethoxazol-Trimethoprim
(SXT) wurden ausgewahlt, da sie verschiedene Antibiotika(gruppen) vertreten, die in
der Tiermedizin haufig verwendet werden und/oder ein ESBL-Screening ermdglichen.
Einige dieser Antibiotika, und zwar Enrofloxacin, Amoxicillin-Clavulansdure und
Doxycyclin, werden aufgrund ihrer guten Wirksamkeit oder besonders langer
Wirkdauer bei Zier- und Wildvogeln haufig verwendet. Zusatzlich beinhalteten diese
acht Antibiotika sowohl die sogenannten ,Reserveantibiotika“, Fluorchinolone (Enro-
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 Hemmhof-

Grenzwerte findet sich im Anhang, Tabelle A1.

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-Mikrodilutions—Methode, bei der die minimale Hemmkonzentration (MHK)
ermittelt wird (KRONTHALER 2009). Der Blattchen-Diffusionstest wurde gewahlt, da er
manuell einfach durchzufiihren ist, hinsichtlich der auf die Agarplatten aufgebrachten

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

eventuellen Infektion stand nicht im Vordergrund.

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

Grundsatzlich wurden in der vorliegenden Untersuchung alle E. coli, die im
Plattendiffusionstest gegentber Ampicillin, Ceftazidim und den anderen verwendeten
Penicillinen und Cephalosporinen als intermediar oder als resistent eingestuft wurden,
einem  phanotypischen  Bestatigungstest (ESBL-Phenotypic-Confirmatory-Test)
unterzogen (CLSI 2008). Die Mdglichkeit, dass das Vorkommen von ESBL-E. coli von
Mai bis Dezember 2012 unterschatzt wurde, besteht daher, wird aber als wenig

wahrscheinlich eingestuft.

Der geringste Hemmhofdurchmesser der ab Januar 2013 getesteten Wildvdgel betrug
23 mm fir 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 ubergreifenden Betrachtung ohne Berucksichtigung der beteiligten
Vogelspezies ist festzustellen, dass bei E. coli aus Wildvogeln haufig
Antibiotikaresistenzen vorkamen. Dabei waren vor allem Resistenzen gegen drei
Antibiotika oder gangige Kombinationspraparate, und zwar fir Sulfamethoxazol-

Trimethoprim, Ampicillin und Doxycyclin, weit verbreitet.

Die in dieser Studie detektierte Resistenzrate (ohne intermediare Isolate) von E. coli
aus in Siudbayern aufgefundenen Wildvégeln 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 Ubersicht Uber alle aufgefundenen
resistenten und intermediaren E. coli-Isolate). Am haufigsten 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-Clavulansaure, Enro- und

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

Die in der vorliegenden Arbeit detektierte generelle Resistenzrate von E. coli bei
Wildvégeln entspricht exakt der Resistenzrate in einer kirzlich publizierten Studie, bei
der 55 verschiedene Wildvogelspezies, und dabei insgesamt 226 kranke und gesunde
Wildvogel, aus Deutschland, und zwar aus Hessen und Thiringen, 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 véllig vergleichbar, da bei Guenther et al (2010a) die
187 Isolate zunachst nur gegen gegen sechs Antibiotika, namlich Ampicillin,
Streptomycin, Spectinomycin, Chloramphenicol, Gentamycin und Tetracyclin, getestet
wurden. Lediglich bei 15 selektierten lIsolaten 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 Vogel. Bei Guenther et al (2010a)
wurde zudem eine Vielzahl von Vogelarten, insgesamt 55 Spezies, und dabei von
vielen Spezies nur ein Isolat, untersucht, die sich nicht in die in unserer Studie

etablierten Gruppen einordnen lassen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine problematische Resistenzsituation vor allem fiir
Sulfamethoxazol-Trimethoprim, Ampicillin  und Doxycyclin  ermittelt. ~ Ahnliche
Ergebnisse liegen auch fiur den Wirtschaftsgefliigelbereich vor. So wurden in
Gefllgelfleischproben aus bayerischen Schlachthofen ebenfalls hohe E. coli-
Resistenzraten fir diese drei Antibiotika detektiert, allerdings lagen die dort
detektierten Resistenzraten deutlich hdher (43,2 % fur Ampicillin; 36,6 % fir
Doxycyclin; 51,4 % fur Sulfamethoxazol-Trimethoprim) (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 zusatzlich
auch gegen Tetracyclin (54 % bzw. 17 %) nachgewiesen (GROBBEL et al 2007).
Ahnlich wie beim Wirtschaftsgefliigel lagen bei E. coli aus Schweinen und Pferden die

Resistenzraten deutlich Uber denen aus Wildvogeln.

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

Dass Resistenzen gegen die gleichen Antibiotika auch bei E. coli aus Wildvogeln, bei
denen eine Antibiotikabehandlung in der Vergangenheit praktisch auszuschlieRen war,
vorkamen, ware durch einen Transfer der Keime von Nutztieren oder Menschen auf
Wildvogel erklarbar. Resistente Darmkeime wie E. coli kdnnten im Kot ausgeschieden
werden, in die Umwelt gelangen und von Wildvogeln aufgenommen und
weiterverbreitet werden. Viele Wildvogel, insbesondere Wasservogel und Tauben,
leben in nahem Kontakt zu Menschen und erndhren sich teilweise von Lebensmitteln,
auch tierischer Herkunft, und von Abfallen (WUST 1986, WUST 1982). So kénnten

resistente Keime ebenfalls auf Voégel Gbertragen werden.

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

Durch das Vorkommen vielfaltiger Resistenzgene und Resistenzenzyme wird
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Ublicherweise keine genetische, sondern eine phanotypische Klassifizierung
vorgenommen. Je nach beschriebenem Erreger (z. B. ESBL-E. coli, MRSA) werden
dieser Definition andere Antibiotika (Gruppen) zugrunde gelegt. Fur in der
Humanmedizin detektierte, klinisch relevante, ,multiresistente, gram-negative
Stadbchen“ wurden deshalb von der Kommission fir Krankenhaushygiene und
Infektionspravention (KRINKO) andere Begriffe vorgeschlagen. Relevant war hierbei
nur die Resistenz gegen Antibiotika, die zur Therapie schwerer Infektionen bei
Menschen eingesetzt werden, namlich Acylureidopenicilline, Cephalosporine der 3.
und 4. Generation, Carbapeneme und Fluorchinolone. Die KRINKO schlagt ,3MRGN*
(multiresistente  gram-negative  Stdbchen mit Resistenz gegen 3 der 4
Antibiotikagruppen) und ,4MRGN“ (multiresistente gram-negative Stabchen mit
Resistenz gegen 4 der 4 Antibiotikaguppen vor (RKI 2012, RKI 2011). Diese Einteilung
ist allerdings flr Untersuchungen tierpathogener Erreger nicht sinnvoll, da zwei dieser

Antibiotikagruppen ublicherweise nicht bei Tieren eingesetzt werden.

Die meisten Autoren tiermedizinisch relevanter Studien verwenden den Begriff
.Multiresistenz® fir bakterielle Resistenz gegeniber 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 fur 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-Clavulansare) 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 gezahlt, also jeweilige Resistenzen nicht als
Mehrfachresistenz bewertet wurden. Bei den Multiresistenzen war die Kombination von

Ampicillin-, Doxycyclin- und Sulfonamidresistenz am haufigsten 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 Stadten lebende Amseln zu
Menschen und ihren Nahrungsmitteln einen engen Kontakt haben, eine Ubertragung
resistenter Bakterien aus dem Einflussbereich des Menschen auf Amseln also
vermutet werden koénnte, wurden in dieser Studie lediglich Resistenzen gegen
Sulfamethoxazol-Trimethoprim, und zwar bei drei von 22 Isolaten, detektiert. Zusatzlich

zeigten zwei E. coli-Isolate intermediare Ergebnisse fur Ampicillin.

Ahnlich 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,
wahrend in einer friheren 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 Sperlingsvogeln, 10 Wasservdgeln und 63
Greifvdgeln, 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 gehérten dem gleichen Multi-Locus-Sequenztyp, und
zwar ST648, an. Zusatzlich 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 Voégeln stammen und die Proben an verschiedenen Lokalisationen
gesammelt wurden (GUENTHER et al 2010b). Nachdem in der erstgenannten
deutschen Studie (GUENTHER et al 2010a) mehrere phanotypisch positive ESBL-
Bildner nicht weiter differenziert wurden und in der zweitgenannten Studie
(GUENTHER et al 2010b) die beprobten Vogelspezies nicht exakt aufgefihrt 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 GroRraum Minchen und zeigen hauptsachlich 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 frlheren Studie aus Deutschland wurde bei E. coli aus Tauben eine
Resistenzrate von 27,8 % (5/18) nachgewiesen, wobei hier ebenfalls haufig
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 dhnlicher Hohe
wie in der vorliegenden Untersuchung mit 19,2 % und damit deutlich héher 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). Uber 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 geringfligig
uber den in Deutschland detektierten (ECDC 2013).

Aktuelle Studien aus Tschechien bei Wildvdgeln 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
Wasserviogeln wurden 10 ESBL-bildende E. coli bei acht von 499 Kotproben von
groBen 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) fir ein reprasentatives
Ergebnis zu gering war, oder ob die beprobten StraRentauben in Tschechien weniger
von Menschen angebotenes Futter fressen und dadurch weniger resistente Bakterien
aufnehmen, bleibt unklar. Insbesondere bei Tauben sollten deshalb weitere Studien

durchgefihrt werden.

In dieser Arbeit konnte kein ESBL-bildendes E. coli-Isolat bei Tauben gefunden
werden, wahrend in einer friheren Studie bei einer Felsentaube (Columba livia) aus
der Stadt GiefRen 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 Landern liegen bisher nicht

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

Accipitriformes und Strigiformes

Die hochsten in dieser Arbeit detektierten Antibiotikaresistenzraten stammten von E.
coli, die aus 33 Falkenvdgeln isoliert wurden. Bei den Vdégeln, die in Sudbayern
aufgefunden worden waren, handelte es sich hauptsachlich 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 gegeniber allen acht getesteten
Antibiotika einzustufen. Antibiotikaresistente E. coli-Isolate wurden bei 28 % der Isolate
(7/25) gefunden. Zusatzlich zeigten 12 % (3/25) intermediare Ergebnisse. Die haufigste
Resistenz war gegen Doxycyclin (20 %) festzustellen, gefolgt von Sulfamethoxazol-
Trimethoprim (16 %).

Dieses Ergebnis der hohen Nachweisrate von Doxycyclin-resistenten E. coli ist
insbesondere fir die tagliche tierarztliche Praxis von groRRer Relevanz, da Doxycyclin
aufgrund seiner langen Wirkungsdauer oft zur Behandlung antibakterieller
Erkrankungen bei schwer zu handhabenden Wildvdgeln eingesetzt wird. Der Wirkstoff
muss bei Vogeln nur alle sieben Tage injiziert werden und reduziert so die
Stressbelastung der Wildvogel, da sie fir die Antibiotikaapplikation nicht taglich,

sondern nur einmal pro Woche eingefangen werden mussen.

Im deutlichen Gegensatz zur in dieser Studie ermittelten hochsten Resistenzrate der E.
coli aus Falken steht die niedrigste Resistenzrate von 7,3 % (4/55 E. coli), die bei den
restlichen Greif- und Eulenvégeln festgestellt wurde (31 Mausebussarde, 14 Sperber,
15 Eulen und Kauze, 6 andere tagaktive Greifvogel), die genaue
Artenzusammensetzung ist in Tabelle 5 dargestellt. 78,2 % der E. coli Isolate waren
voll sensibel, 14,5 % zeigten intermediare Ergebnisse, wobei hier hauptsachlich eine
verminderte Sensibilitdt 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 moglich 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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annahernd zehnmal hoher als die in dieser Arbeit detektierten Resistenzraten
(RADHOUANI et al 2012).

Bemerkenswert, aber derzeit nicht abschlieBend zu kléren sind die deutlichen
Resistenzunterschiede zwischen den E. coli aus einbezogenen Falken einerseits und
den restlichen Greifvogeln und Eulen andererseits, die in der vorliegenden
Untersuchung festgestellt wurden. Uber mégliche Ursachen kann nur spekuliert
werden. Vergleicht man insbesondere die Resistenzrate bei Turmfalken (28,6 % von
21 E. coli-lsolaten) und Mausebussarden (7,1 % von 28 E. coli-Isolaten), werden die
Unterschiede besonders deutlich. Zufallseffekte sind bei dem gegebenen
Stichprobenumfang natirlich nicht sicher auszuschlief3en, vor allem, da unbekannt ist,
wie stark die erfassten Merkmale in einer Population oder Uber die Zeit variieren. Beide
Greifvogelarten haben &hnliche Futtergewohnheiten (BRENDEL 1998), zeigen aber
Unterschiede im Lebensraum und den Brutgewohnheiten. Turmfalken leben und briten
im Vergleich zu Mausebussarden haufiger in Stadten und halten sich naher an
menschlichen Siedlungen auf (BRENDEL 1998, WUST 1982). Dass Greifvgel
multiresistente Bakterien Uber ihre Beute aufnehmen kdnnen, wurde bereits vermutet
(MARROW et al 2009). Zudem ist belegt, dass kleine Sdugetiere, die in der Nahe zu
landwirtschaftlichen Nutztieren lebten, deutlich hdhere Resistenzraten aufweisen als
jene, die in unbewohnten Gegenden lebten (KOZAK et al 2009). Gegen einen Einfluss
der Nahe des Lebensraumes zu menschlichen Siedlungen sprechen aber Ergebnisse
von Untersuchungen mit Mdéwen (BONNEDAHL et al 2009) und Greifvogeln
(GUENTHER et al 2012b), bei denen sich die Antibiotikaresistenzmuster bzw. die
ESBL-Pravalenzen in entsprechend unterschiedlichen Populationen nicht wesentlich

unterschieden.

Zum Vorkommen von ESBL-bildenden E. coli bei Greifvégeln 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 blatem-1, blatem-20 und blaspy.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, zunachst in flinf 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 Vogel, von denen 37 E. coli-Isolate gewonnen werden konnten,
wurden keine ESBL-Bildner nachgewiesen (RADHOUANI et al 2012).

In einer Studie von Guenther et al (2012b) wurden bei juvenilen Greifvdgeln in
Sachsen-Anhalt (Deutschland) ESBL-bildende E. coli vom CTX-M-1-Typ in einer
Pravalenz von 13,8 % nachgewiesen (GUENTHER 2012b). Diese werden in
Deutschland hauptsachlich bei Nutztieren (BUCHTER 2010, SCHINK et al 2013) und
insbesondere in Gefligelprodukten gefunden (KOLA et al 2012). Dies lasst 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 Wasservogeln 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 hdufiges Vorkommen von Mehrfachresistenzen.

So wurden Antibiotikaresistenzen bei 23,1 % (9/39) der E. coli-Isolate festgestellt, drei
weitere E. coli-Isolate (7,7 %) zeigten intermedidre Ergebnisse. Bei Wassergefligel
waren Resistenzen gegen Sulfamethoxazol-Trimethoprim am haufigsten (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 Wasservogeln wurden Multiresistenzen gegen sechs
(AMP, AMC, DOX, ENR/MAR, SXT) und sieben (AMP, DOX, ENR/MAR, SXT,
CTX/CAZ) Antibiotika festgestellt. Zusatzlich wurde das zweitgenannte lIsolat, das
gegen sieben Antibiotika phanotypische 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 Fligelfraktur.

Bei E. coli aus Wassergefligel wurden auch in anderen Untersuchungen hohe
Antibiotikaresistenzraten dokumentiert (LITERAK et al 2010b, COLE et al 2005). Bei
Moéwen, fur die bislang relativ viele Untersuchungen publiziert wurden, zeigten E. coli
mit Raten von 24,8 % fur Ampicillin (38/153) und 38,6 % flr Tetracyclin (59/153)
extrem hohe Resistenzwerte (BONNEDAHL et al 2009). Bemerkenswerterweise
unterschieden sich die Resistenzen kaum zwischen MoOwen in verschiedenen
Lebensrdumen, also in einem Bereich in der Nahe menschlicher Siedlungen mit
menschlichen Abféallen 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 Méwen aus neun verschiedenen europaischen Landern
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auf Resistenzen gegen verschiedene Antibiotika ergab Resistenzraten bei E. coli , die
zwischen 61,2 % in Spanien und 8,3 % in Danemark variierten (STEDT et al 2014).
Interessanterweise  wurden ahnliche 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 Danemark nur
45,2 %. Ein ahnliches Bild zeigte sich bei den E. coli Resistenzen gegen
Cephalosporine der 3. Generation (13,5 % in Spanien vs. 7,9 % in Danemark) und
gegen Fluorochinolone (33,9 % in Spanien vs. 14,1 % in Danemark) (ECDC 2013). Die
in den unterschiedlichen Landern detektierten Resistenzraten von Menschen und
Wasservogeln lassen also durchaus vermuten, dass zwischen der Pravalenz
resistenter Bakterien bei Menschen dieser Lander und der Pravalenz in den dort

aufgefundenen Wasservdgeln 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
Wassergefligel. Extended-Spectrum Beta-Lactamasen wurden in verschiedenen
europaischen Landern in sehr unterschiedlicher Pravalenz in E. coli aus
Wassergefligel nachgewiesen, so zum Beispiel aus Méwen 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 Méwen aus Portugal ESBL-
bildende E. coli (POETA et al 2008), und bei MOwen 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 Wildvdgeln,
darunter auch 10 Wasservogeln, 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

Pravalenz-Spektrums in europaischen Landern 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 flir Voégel,
Reptilien, Amphibien und Zierfische der LMU eingeliefert. Der allgemeine, nicht auf das
Trauma zurtckzufiihrende, Gesundheits- und Erndhrungszustand wies nicht auf eine
langer andauernde Krankheitsgeschichte, bzw. E. coli-Infektion hin. Deshalb liegt die
Vermutung nahe, dass es sich bei dem hier detektierten ESBL nicht um einen primar
pathogenen Keim, sondern um einen kommensalischen E. coli-Stamm ohne
besonderen Krankheitswert fir den Vogel handelte. Diese Vermutung wird durch die
Detektion der phylogenetische Gruppe B1 und dem fehlenden Nachweis weiterer

Virulenzfaktoren gestutzt.

Nach dem Nachweis der ESBL-Bildung im phanotypischen ESBL-Bestatigungstest
(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 durchgefihrt (XU et al 2005, COQUE et al 2002, GRIMM et
al 2004). Mittels Gruppen-spezifischer Primer (siehe Tabelle 4) kénnen 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 blatem-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 fiir 15 min./ 35 Zyklen mit jeweils 94°C fiir 30 sec., 55°C fur 30 sec.,
72°C fur 1 min./ 72°C fur 7 min.) wurde ein spezifisches PCR-Produkt einer Grofe von
260 bp amplifiziert und durch Agarose-Gel-Elektrophorese isoliert. Bei Sequenzierung
der amplifizierten DNA und Sequenzvergleichen mittels BLAST-Analyse

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

oder blactx-m-55, das heifdt, die eindeutige Identifizierung des CTX-M-Typs war zunachst

nicht moglich.

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

wahrend CTX-M-55 bisher nur in geringen Fallzahlen bei E. coli aus Begleittieren und
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Geflugel in Asien nachgewiesen wurde (EWERS et al 2012). Um das blactx-w-Gen
jedoch zweifelsfrei zuordnen zu kdénnen, wurde eine weitere PCR zur Amplifikation
eines groReren Fragments des ESBL-Genes nach Jouini et al. (2007) durchgefuhrt.
Hierbei wurde ein 1041 bp groRes PCR-Produkt durch modifizierte PCR-Bedingungen
(95°C flr 15 min./ 50 Zyklen mit jeweils 94°C fir 30 sec., 62°C fur 30 sec., 72°C fiur 1
min./ 72°C fur 7 min., die verwendeten Primer befinden sich in Tabelle 4), amplifiziert.
Basierend auf der Sequenz des PCR-Produktes wurde das ESBL-Gen anschlielend

eindeutig als blactxm-15 identifiziert.

Zur nadheren genotypischen Charakterisierung der vorliegenden Resistenz wurden
anschlieRend weitere Untersuchungen durchgefiuihrt, die Gene und DNA-
Sequenzabschnitte vor (,upstream®) und hinter (,downstream®) der CTX-M-15-Sequenz
erfassen sollten. In der Vergangenheit wurden sieben verschiedene genetische
Umgebungen des blacrx.m-15-Genes auf Plasmiden beschrieben. (DHANJI et al 2011c¢).
Dabei wurde das Vorliegen mobiler Insertionssequenzen (1S26, ISEcp1) in
verschiedenen Variationen und Orientierungen oberhalb (,upstream®) des ESBL-Genes
dokumentiert (SALADIN et al 2002). Die ISEcp1 kommt bei allen sieben Plasmidtypen
vor, allerdings in variablen Langen und bei manchen Typen mit integrierten 1S26-
Sequenzen. Alle ISEcp1 Insertionssequenzen liegen in dem gleichen Abstand (48 bp)
vor dem bla-Gen. Unterhalb (,downstream®) des blacrx-.m-15-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 kénnen, also um es nach Dhaniji et al (2011c) typisieren zu kénnen, wurde durch
mehrere PCR's mit anschliellender Sequenzanalyse die Umgebung, das heilt die
DNA-Regionen oberhalb und unterhalb des vorliegenden blacrx.m-15-Genes untersucht.
Far diese PCRs wurden verschiedene spezifische Primer (siehe Tabelle 4a) und
modifizierte PCR-Bedingungen (95°C fur 15 min./ 40 Zyklen mit jeweils 94°C fur 30
sec., 55°C fur 30 sec., 72°C fur 1 min./ 72°C fir 7 min.) verwendet (DHANJI et al
2011c, SALADIN et al 2002). Das in dieser Arbeit detektierte Plasmid besall eine
intakte Insertionssequenz (ISEcp7), die in der gleichen Orientierung wie das blactx-m-15-
Gen vorlag. Am 3Ende des ISEcp1 wurde eine typische Promoter-Region (-10
TACAAT) (-35 TTGAA) identifiziert. ,Downstream® des blacrx-.m-15-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 blactxm-15-Genes entspricht das hier nachgewiesene
Resistenzplasmid daher dem Typ 2a nach Dhanji et al (2011c), also einem sehr
bedeutenden Typ, der bisher am haufigsten bei ESBL-Erregern aus dem Menschen
nachgewiesen wurde. Die nachgewiesene Laktamase-Promotor-Region lasst zudem
eine starke Expression des Enzyms vermuten (DHANJI et al. 2011c). Dieser Typ 2a
wurde bei aus verschiedenen Landern nach London (UK) zuriickgekehrten Urlaubern
bei 108 von 174 CTX-M-15-produzierenden ESBL-E. coli detektiert (DHANJI et al
2011c).

Die Eigenschaften des ESBL-E. coli hangen 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 lasst,
gewisse Ruckschlisse auf die Virulenz oder Pathogenitat des E. coli-Stammes ziehen.
Wahrend bei pathogenen Stdammen aus Menschen und Tieren oft die
phylogenetischen Gruppen B2 und D identifiziert wurden, lassen sich kommensalische
E. coli-Stdamme meist den Gruppen A oder B1 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 fir 15 min./ 35 Zyklen mit jeweils 94°C fiur 30 sec.,
60°C fur 30 sec., 72°C fur 45 sec./ 72°C fur 7 min.) mit spezifischen Primern (siehe
Tabelle 4b) und eine anschlielende Agarose-Gel-Elektrophorese durchgefihrt. 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 Uber die Zugehdrigkeit 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-Isolat war nur TSPE4.C2 nachweisbar (siehe
Abbildung 16). Daher wurde das Isolat der Gruppe B1 zugeordnet, die haufig bei nicht
primar 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, JRSKOV &
JRSKOV 1984, JRSKOV et al 1977), die vom Bundesinstitut fir Risikobewertung
(BfR) in Berlin durchgeflihrt wurde. Fir die Serotypisierung werden Antigen-spezifische
(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 GeilRelantigene, 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).
Méglicherweise 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 fir die H-Antigene
in E. coli kodiert (FIELDS et al 1997). Das hier durch PCR (mod. Bedingungen: 95°C
fur 15 min./ 50 Zyklen mit jeweils 94°C fir 30 sec., 60°C fir 1 min., 72°C fir 2 min./
72°C fur 7 min.) unter Verwendung von spezifischen Primern (siehe Tabelle 4b) und
anschlieRende 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 Sequenzidentitdt auf Nukleinsdureebene zu einer
anderen, in der Gen Bank hinterlegten Sequenz eines H23 auf (AY250005). Vergleiche
der abgeleiteten Aminosaurensequenz mit anderen H-Antigenen zeigten eine
Ubereinstimmung von 99 % mit H23, zu anderen H-Typen betrug die Ubereinstimmung

lediglich maximal 70 %.

Eine Untersuchung auf das Vorliegen weiterer Virulenzfaktoren, namlich auf die
Shigatoxine Stx1 und Stx2, das e-hly (Haemolysin) und das eae-Gen/ nleB (Intimin) mit
geno- und phanotypischen Nachweismethoden, basierend auf der ,Amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren (ASU) nach §64 LFGB® durch das BfR verlief
negativ. Diese Virulenzfaktoren, die haufig 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 O8:H23 und der
phyolgenetischen Gruppe B1 charakterisiert, bei dem Pathogenitatsfaktoren wie Stx1,
Stx2, e-hly, eae oder nleB nicht nachweisbar waren. All dies stitzt die Auffassung,
dass es sich bei diesem Keim um einen vermutlich nicht primar 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
Flugelfraktur, also eines akuten Krankheitsgeschehens vermutlich infolge eines
Anflugtraumas, eingeliefert und zeigte keine klinischen Anzeichen einer E. coli-
Infektion. Das klinische Bild bestatigt 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 tragt. Dieses Gen wird
wahrscheinlich stark exprimiert. flhrt also vermutlich zu einer deutlich ausgepragten
Resistenz des E. coli gegenuber Beta-Lactam-Antibiotika. Das Plasmid liel3 sich einer
genetischen Variante zuordnen, die bislang sehr haufig 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, dariiber kann nur spekuliert werden. Viele Resistenzgene
tragende Plasmide kdnnen durch Konjugation zwischen Bakterien Ubertragen werden,
dies ermdglicht die Ausbreitung nicht nur innerhalb einer Spezies, sondern auch
artibergreifend (CULLIK et al 2010). Die ESBL-Resistenzplasmide kénnen somit Uber
die verschiedenen Mikroorganismen auch zwischen Okosystemen ausgetauscht
werden (SMET et al 2009, SMET et al 2010). Da blacrx-m-15-Gene in der Vergangenheit
sehr haufig 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), Klarschlamm (ZARFEL et al 2013) und
Oberflachengewassern (ZURFLUH et al 2013) vorliegen, ist nicht auszuschlie3en,
dass die Ubertragung eines von Bakterien aus dem Menschen stammenden CTX-M-
15-kodierenden Plasmids Uber 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 Ubertragung des E. coli von
Haus- oder Nutztieren auf das Blesshuhn ist deshalb nicht véllig auszuschlielen.
Gestutzt wird diese Auffassung auch dadurch, dass der detektierte O-Typ O8 als einer
der haufigsten bei der Coligranulomatose des Gefliigels isolierten Serotypen gilt
(HOOP & GLUNDER 2012). Allerdings lassen sich aus Geflugel isolierte ESBL-Bildner
Ublicherweise nicht dem CTX-M-15-Typ zuordnen (KOLA et al 2012, BUCHTER 2011,
DIERIKS et al 2013).

Wildvégel kdnnten also multiresistente Bakterien und mit ihnen auch ESBL-kodierende
Plasmide als harmlose Kommensalen aufnehmen, beherbergen und in die Umwelt
ausscheiden. Insbesondere bei befallenen Wasservogeln kénnten multiresistente
Bakterien oder ESBL-bildende E. coli so Uber das Wasser der Flisse und Seen

verbreitet werden und dann auch zum Menschen gelangen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass antibiotikaresistente und ESBL-
bildende E. coli bei Wildvogeln nachweislich vorhanden sind, wenn auch bislang die
Resistenzraten deutlich niedriger liegen als bei Wirtschaftsgefliigel oder anderen
lebensmittelliefernden Tieren. Diese Erkenntnisse sollten auch in der kurativen Praxis
bei der Behandlung von erkrankten Wildvogeln bertcksichtigt werden. Im Vergleich zu
Deutschland liegen die E. coli-Resistenzraten bei Wildvogeln in den meisten anderen
europaischen Landern zwar deutlich hoher, trotzdem erscheint zur adaquaten
Behandlung bakterieller Krankheiten bei Wildvogeln auch in Deutschland ein
Resistenztest mit Antibiogramm zwingend nétig. Das Wissen um haufige Resistenzen
bei E. coli der Wildvdgel kann in Notféllen 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 grofite EHEC/ESBL-E. coli Ausbruch in Deutschland, der im Frihsommer
2011 die groBe Zahl von 3816 infizierten Personen, von denen 54 starben, umfasste
und auf ein grolles Echo in der Tagepresse gestolien ist, war auf mit E. coli
kontaminierte, aus Agypten importierte Bockshornkleesamen zuriickzufiihren (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 Gefllugelfleisch in 76,8 %
der Huhnerfleischproben ESBL-bildende E. coli gefunden. Zusatzlich 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 Huhnerfleischproben verschiedener Einzelhandelsketten und
Metzgereien ESBL-bildende Enterobacteriaceae, meist E. coli, nachweisbar (KOLA et
al 2011).

Die wechselseitige Ubertragung 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, stiitzt die Auffassung einer Ubertragung 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 ndherem
Kontakt zu Menschen sind, als Ubertrager und potentielles Reservoir multiresistenter
Bakterien fungieren, ist noch weitgehend unbekannt (EWERS et al 2011). Allerdings
wurden in den letzten Jahren immer wieder ahnliche 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 Ubertradger multiresistenter Bakterien und
ESBL-Bildnern werden seit einigen Jahren diskutiert (GUENTHER et al 2011).
Insbesondere Wildvégel, die durch Krankheiten und Unfélle in nahen und direkten

Kontakt zu Menschen kommen, durften in diesem Zusammenhang ein grof3es Risiko
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darstellen. Da Bakterien wie E. coli in der Umwelt in geeignetem Milieu teilweise sehr
lange infektids bleiben (ROTH 2004), kénnten sie vom Wildvogel Uber unbemerkte und
unbeabsichtigte Kontamination auf den Finder, der den Vogel in die Klinik oder
Tierarztpraxis Uberbringt und spater auch auf medizinisches Personal und andere

(Vogel-) Patienten tbertragen werden.

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

Hygienemalinahmen hingewiesen werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

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

Menschen aus Siidbayern

Vor dem Hintergrund der aktuellen Diskussion Uber 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 moglichen Vektoren, Quellen und Reservoiren
solcher Bakterien in wildlebenden Tieren und Umwelt. Daher wurden insgesamt 257
Wildvégel aus den Ordnungen Passeriformes (Sperlingsvogel, n=39), Columbiformes
(Taubenvogel, n=73), Anseriformes und Gruiformes (Gansevogel, Rallen und
Kranichvdgel, n=46), Falconiformes (Falkenvdgel, n=33), Accipitriformes
(Habichtartige, n=51), und Strigiformes (Eulenvégel, n=15) in die Studie einbezogen.
Die Végel wurden aufgrund verschiedener Krankheitssymptome im Zeitraum von Mai
2012 bis Mai 2013 in die Klinik fur Végel in Oberschleilheim eingeliefert und isolierte
Escherichia coli auf Antibiotikaresistenzen und ESBL-Bildung untersucht. Aus
Kloakentupfern, die den Vogeln sofort bei Einlieferung enthommen wurden, wurden
193 E. coli-Isolate gewonnen, die anschlieRend zuerst einem Agar-Disk-Diffusions-
Resistenztest gegen acht, in der Tiermedizin haufig verwendete Antibiotika unterzogen
wurden. Danach wurden alle gegen Penicilline und/oder Cephalosporine resistenten
bzw. intermediaren Isolate auf ESBL-Produktion phanotypisch getestet. Phanotypisch
positive E. coli-lsolate  wurden anschlielend mit serologischen und

molekularbiologischen Methoden weiter charakterisiert.

Die Resistenzrate gegen die getesteten Antibiotika bei aus Wildvdgeln 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 haufigsten Resistenzen bestanden gegen Sulfamethoxazol-Trimethoprim (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 hochste Resistenzrate
aufwiesen, zeigten haufig Doxycyclinresistenz (20 %). Die niedrigste Resistenzrate von

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

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

Bei einem E. coli-Isolat aus einem Blesshuhn (Fulica atra) wurde ESBL-Bildung
nachgewiesen. Bezogen auf die untersuchten E. coli von Wasservdgeln (39) entspricht
dieses Ergebnis einer ESBL-E. coli-Pravalenz von 2,6 % und bezogen auf alle E. coli
einer Pravalenz von 0,5 %. Die weitere Charakterisierung des E. coli-Isolates durch
serologische und molekularbiologische Methoden ergab das Vorliegen eines Plasmid-
kodierten blacrtx-m-15-Gens, dessen genetische Umgebung dem Typ 2a und damit einer
beim Menschen haufig nachgewiesenen Variante entsprach. Das ESBL-bildende E.
coli-lsolat konnte der phylogenetischen Gruppe B1 und dem Serotyp 08:H23
zugeordnet werden. Weitere, mit EHEC/STEC assoziierte Pathogenitatsfaktoren (Stx1,

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

Die vorliegende Untersuchung belegt, dass Antibiotikaresistenzen in E. coli aus
Wildvogeln 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 Wirtschaftsgefliugel. Trotzdem
erscheint zur adaquaten Behandlung bakterieller Erkrankungen auch bei Wildvogeln
ein Resistenztest mit Antibiogramm zwingend nétig. Das Wissen um haufige bakterielle
Resistenzen bei E. coli aus Wildvogeln kann in Notféllen als Entscheidungshilfe fur

eine Behandlung dienen, bis die Ergebnisse eines Antibiogramms vorliegen.

Im Vergleich zu ESBL-Pravalenzraten aus der Humanmedizin, in Nutztieren,
Begleittieren und bei Wildvogeln aus anderen Gebieten Deutschlands erscheint die
detektierte Pravalenz von 0,5 % ESBL-E. coli niedrig. Dennoch sollte ein adaquates
Hygieneprotokoll beim Handling von Wildvogeln 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 Oberschleilheim 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 antibidticos, su aplicacion y la
resistencia a los mismos mostrada por las bacterias tanto en medicina humana como
animal, asi como la deteccién de patégenos multirresistentes y bacterias de la familia
Enterobacteriaceae productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE, en
ingles extended spectrum betalactamase o ESBL) en diferentes animales domésticos 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 o6rdenes
Passeriformes (paseriformes, n=39), Columbiformes (columbidas, n=73), Anseriformes
y Gruiformes (n=46), Falconiformes (falconidos, n=33), Accipitriformes (accipitridos,
n=51), y Strigiformes (estrigidos, n=15). El estudio comprende pacientes ingresados
en la Clinica de Aves de Oberschleilheim 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 difusion en agar utilizados de forma habitual para ocho
antibidticos de uso comun en medicina veterinaria. Aquellas muestras que resultaron
tener resistencia completa o intermedia a la penicilina y/o cefalosporina fueron
sometidos a pruebas fenotipicas de produccion de BLEE. Las muestras de
aislamientos de E. coli positivas resultantes de esta prueba se caracterizaron mediante

meétodos serologicos y de biologia molecular.

La tasa de resistencia de los antibidticos 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 antibiético. Se
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observaron multiresistencias (resistencias al menos a tres o mas grupos antibiéticos)
en un 3,1 % de los aislamientos (6/193). La resistencia mas frecuente se obtuvo para
la combinacién 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 ultimos
antibidticos, solo se observaron resistencias en el caso de E. coli procedentes de aves
acuaticas (10,3 %). En un aislamiento de E. coli procedente de un ejemplar de focha
de agua (Fulica atra) se observé produccién de BLEE. Referido a los resultados de los
examenes de E. coli procedentes de las aves acuaticas supone una prevalencia de
BLEE-E. colidel 2,6 %, y del 0,5 % respecto al total de los aislamientos del estudio. La
posterior caracterizacion del aislamiento de este BLEE-E. coli a través de pruebas
serologicas y de biologia molecular dio como resultado un plasmido el cual codifica al
gen blacrx-m-15, CUyo entorno genético es similar al tipo 2a, frecuentemente encontrado
en humanos. Este aislamiento de E. coli productor de BLEE se ordena dentro del
grupo filogenético B1 serotipo 0O8: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 antibidticos.
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 también en aves silvestres. El
conocimiento previo de una frecuente resistencia a E. coli en aves silvestres ayuda a
tomar una decisidn en cuanto al tratamiento en casos de emergencia, en el caso de

que los resultados del antibiograma estén por finalizar.

En comparacién con la tasa de prevalencia de E. coli productoras de BLEE observada
en la medicina humana, en animales de granja, animales de compafia 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 deberia establecer y mantener un protocolo de higiene adecuado en
el caso de manipulacion de cualquier ave silvestre, especialmente en consultorios y

clinicas veterinarias.
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10. ANHANG

Tabelle A1: verwendete Wirkstoffe, Wirkstoffkonzentrationen (ug) und Grenzwerte

(mm) fur Disk-Diffussions-Test

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

(inclusive intermediare Isolate)

aus Wildvogeln

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 | Turkentaube Katzenbiss SXT -
23986 | Stadttaube Fehlbildung der Stander | 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 Huftgelenksluxation SXT AMP, PIT
25883 | Stockente Fraktur AMP, AMC, DOX, | -
SXT, ENR/MAR
25104 | Blesshuhn Fraktur AMP, DOX, -
ENR/MAR, SXT,
CTX/CAZ
25828 | Hockerschwan Trauma SXT AMP, PIT
26518 | Hockerschwan Trauma AMP AMC
25082 | Hockerschwan Fehlbildung Huiftgelenk | - DOX
25465 | Hockerschwan 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 Sohlenballengeschwiir, SXT, DOX AMP
Parasiteninfektion

25702 | Mausebussard Trauma, Erblindung SXT -

25222 | Mausebussard Trauma, Fraktur SXT -

24309 | Mausebussard Trauma - AMP

23729 | Mausebussard Fraktur - AMP

25236 | Waldkauz Trauma, Unterkiihlung 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 durchgefihrten PCR-Termalprofile.

ESBL-Gruppe (CTX-M,

95°C (15min);

XU et al. 2005

SHV, TEM) 35 x 94°C (30s), 55°C (30s), 72°C | COQUE et al. 2002
(1min); GRIMM et al. 2004
72°C (7min)

Gesamtes CTX-M Gen 95°C (15min); JOUINI et al. 2007
50 x 94°C (30s), 62°C (30s), 72°C
(1min);
72°C (7min)

Genetic environment 95°C 15min); DHANJI et al. 2011c
40 x 94°C (30s), 55°C (30s), 72°C | SALADIN et al. 2002
(1min);
72°C (7min)

Phylogenetische Gruppe

95°C (15min);
35 x 94°C (30s), 60°C (30s), 72°C (45s);
72°C (7min)

CLERMONT et al.
2000

HIGGINS et al. 2007
GORDON et al 2008

H-Antigentyp

95°C (15min);

50 x 94°C (30s), 60°C (1min), 72°C
(2min);

72°C (7min)

FIELDS et al. 1997
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Tabelle A4 — Ade: Pipettierschemata fir alle in dieser Arbeit durchgefihrten PCRs.
Die Mengenangaben entsprechen jeweils einem Ansatz (A4: ESBL-Gruppen SHV und
CTX-M; Ada: ESBL Gruppe TEM; A4b: phylogenetische Gruppe; Adc: H-Antigen; A4d:

Gesamtsequenz CTX-M; Ade: ,genetic environment®)

Tabelle A4:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,5 ul
Primer 1 (50 uM) 0,2 ul
Primer 2 (50 uM) 0,2 ul
dNTP-Mix (25 mM each) 0,2 yl
H,O 19,275 pl
HotStar Taq-Polymerase (5u/pl) 0,125 pl
DNA 2,5l
Tabelle A4a:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,5 pl
MgCl; (25mM) 1,0 pl
Primer 1 (50 uM) 0,2 ul
Primer 2 (50 uM) 0,2 ul
dNTP-Mix (25 mM each) 0,125 yl
H,O 18,35 pl
HotStar Taq-Polymerase (5u/pl) 0,125 pl
DNA 2,5 ul
Tabelle A4b:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,5l
Primer ChuA.1 (50 uM) 0,2 yl
Primer ChuA.2 (50 uM) 0,2 yl
Primer YjaAC2.1 (50 uM) 0,8 pl
Primer YjaAC2.2 (50 uM) 0,8 pl
Primer TspE4C2.1(50 uM) 0,2 ul
Primer TspEC.2 (50 uM) 0,2 ul
dNTP-Mix (25 mM each) 0,2 yl
H,O 17,275 pl
HotStar Taqg-Polymerase (5u/pl) 0,125 pl
DNA 2,5l
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Tabelle A4c:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,5l
Primer 1 (F-Flic1) (50 uM) 0,5 ul
Primer 2 (R-Flic2) (50 uM) 0,5 ul
dNTP-Mix (25uM each) 0,2 yl
H,O 18,675 yl
HotStar Tag-Polymerase (5u/pl) 0,125 pl
DNA 2,5 pl
Tabelle A4d:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,5 pl
Primer 1 (50 uM) 0,2 ul
Primer 2 (50 uM) 0,2 ul
dNTP-Mix (25uM each) 0,2 yl
H20 19,275 pl
HotStar Tag-Polymerase (5u/pl) 0,125 pl
DNA 2,5 pl
Tabelle Ade:

10 x Puffer (15 mM MgCl,) 2,5 pl
Primer 1 (50 uM) 0,2 ul
Primer 2 (50 uM) 0,2 ul
dNTP-Mix (25uM each) 0,2 yl
H,O 19,28 pl
HotStar Tag-Polymerase (5u/pl) 0,125 yl

DNA

2,5 l
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