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I. Einleitung 1

| EINLEITUNG

Seit spatestens Mitte des 20. Jahrhunderts gelten Antibiotika als das wichtigste
Instrument zur Behandlung von Infektionskrankheiten. Dies trifft gleichermalen
auf die Human- und die Veterindrmedizin zu: Der Einsatz antimikrobiell
wirksamer Substanzen kann im Falle bakteriell bedingter Infektionen die
Gesundung von Mensch und Tier herbeifuhren, ddmmt Zoonosen ein, leistet in
der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung einen wichtigen und unverzichtbaren
Beitrag zur Gesunderhaltung von Tieren und Tierbestdnden und bewirkt nicht
zuletzt auch die Vermeidung wirtschaftlicher Schéaden. Durch frequenten und
unsachgemafen Einsatz entwickelten sich im Laufe der Zeit jedoch mehr und

mehr Resistenzen gegen diese Gruppe von Medikamenten.

Mittlerweile scheint die Problematik der Antibiotikaresistenzen im Zentrum der
Gesellschaft angekommen zu sein. Besonders deutlich wird dies angesichts der
Tatsache, dass die Weltgesundheitsorganisation (WHO) davor warnt, wir
steuerten, sollten nicht augenblicklich Malinahmen ergriffen werden, auf ein
,post-antibiotisches Zeitalter zu, in dem einfache Infektionskrankheiten wieder
zum Tode flihren kdnnten (WHO 2014). Besondere Bedeutung wird in diesem
Zusammenhang auch der Anwendung von Antibiotika in der landwirtschaftlichen
Nutztierhaltung beigemessen; sie wird als wichtiger Faktor fir die zunehmende
Entstehung und Verbreitung resistenter Keime diskutiert. Die European Food
Safety Agency (EFSA) benennt, neben Konsumenten tierischer Lebensmittel,
Personen, die engen und haufigen Kontakt zu Tieren respektive mit resistenten
Bakterien kontaminierten tierischen Ausscheidungen haben (also Landwirte,
Familienmitglieder oder auch Tierdrzte), als gefahrdet fur die Aufnahme von

resistenten Keimen und Resistenzgenen (EFSA 2015).

In Deutschland besitzt die Schweinefleischproduktion einen enormen Stellenwert,
hier wurden nach Angaben des Statistischen Bundesamtes im Jahr 2014 rund
60 Millionen Schweine geschlachtet. Die Tatsache, dass ein GroRteil dieser Tiere
auch hierzulande gehalten und etwaig mit Antibiotika behandelt wird, lasst
Schweinehaltungsbetriebe als potenziellen ,,Hotspot* fur die Entstehung und

Ausbreitung von Antibiotikaresistenz erscheinen.
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Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen des vom Bayerischen
Staatsministerium fir Umwelt und Verbraucherschutz (StMUV) unter der
Kennnummer  Az. StMUG: 47a-G7131-2011/27-22  geforderten  Projektes
»Antibiotikaeinsatz in der bayerischen Schweinehaltungspraxis: Konsequenzen
flir Mensch, Tier und Umwelt (ABYS)“. Kooperativ von der Technischen
Universitat Minchen (TUM) und dem Bayerischen Landesamt fir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit (LGL) durchgefuhrt, verfolgt die Studie einen
interdisziplindren Ansatz bei der Betrachtung der komplexen Zusammenhénge
zwischen Tiergesundheit, Arzneimitteleinsatz sowie Resistenzbildung, um mit
den erhobenen Daten letztlich eine Grundlage fur eine objektive Diskussion zum

Antibiotikaeinsatz in der Nutztierhaltung zu liefern.

Ziel der Arbeit war es einerseits, in einem bayernweiten ,,Screening“ unter
Berucksichtigung des Antibiotikaeinsatzes und der Art der Haltungsform den
Resistenzstatus von wirtschaftseigenen Duingemitteln konventioneller und
okologischer Schweinehaltungsbetriebe (n=58) zu ermitteln, um so den
guantitativen Eintrag von Antibiotikaresistenzgenen in die Umwelt abschétzen zu
konnen. Vor dem Hintergrund einer objektiven Risikobeurteilung hinsichtlich der
Gefahr der Resistenzentstehung und -ausbreitung im Stall wurden andererseits im
sog. ,,Tracking“-Teil in sechs exemplarisch ausgewdahlten Betrieben unter
Praxisbedingungen Schweine und Personen beprobt — teils (ber den gesamten
Lebenszeitraum der Schweine. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob der
Einsatz von Antibiotika im Betrieb selektiven Einfluss auf den quantitativen
Gehalt verschiedener Antibiotikaresistenzgene in den Faeces von Tier und
Mensch hat. Zudem wurde mittels molekularbiologischer Verwandtschafts-
analysen der Indikatorspezies Escherichia coli gepriift, ob sich der Kontakt zu
Schweinen auf das Vorkommen antibiotikaresistenter Bakterien beim Landwirt
sowie Kontaktpersonen des Landwirtes auswirkt. Im Hinblick auf eine potenzielle
Gefahrdung des Verbrauchers, mit resistenten Keimen in Kontakt zu kommen,
wurde der Resistenzstatus der beobachteten Schweine bis zum Schlachtprodukt

verfolgt, womit ein essentielles Bindeglied zur Risikobewertung hergestellt wird.

Die Abschiatzung von Risikofaktoren der Resistenzselektion sowie der Uber-
tragung von resistenten Keimen bzw. Resistenzgenen zwischen Tier und Mensch
soll dem Gesundheitsschutz von Landwirt und Allgemeinbevélkerung, die mit
landwirtschaftlichen Nutztieren und deren Produkten in Kontakt kommt, dienen.
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Il LITERATURUBERSICHT

1 Antibiotika und Grundlagen der bakteriellen

Antibiotikaresistenz

1.1 Begriffsklarung und geschichtliche Einordnung der Antibiotika

Grundsatzlich wird unter dem Begriff ,,antimikrobieller Wirkstoff™ eine natiirliche
oder synthetische chemische Substanz verstanden, die Mikroorganismen abtotet
oder deren Wachstum hemmt (Madigan et al. 2013). Totet der Wirkstoff die
Mikroorganismen ab, wird die Nachsilbe -zid verwendet, wobei die Vorsilbe den
Typ des Mikroorganismus angibt. So werden beispielsweise Substanzen, die
Bakterien abtoten, als bakterizide Wirkstoffe bezeichnet. Wird hingegen nur das
Wachstum gehemmt, so tragt der Mikroorganismus-Typ die Nachsilbe -statisch
(Madigan et al. 2013). Als ,,Antibiotika“ wurden ursprunglich per definitionem
antimikrobielle Wirkstoffe zusammengefasst, die natlrlich vorkommen und von
vielen Pilzen und Bakterien als sekundéare Metaboliten gebildet werden, etwa um
andere Mikroorganismen zu hemmen oder abzutéten (Gro3 2013, Madigan et al.
2013). Analog zu den von der Bundestierarztekammer (BTK) verdffentlichten
,Leitlinien fur den sorgfaltigen Umgang mit antibakteriell wirksamen
Tierarzneimitteln“ wird aus Grinden der sprachlichen Vereinfachung in dieser
Arbeit einheitlich der Begriff ,,Antibiotika* verwendet, er soll hier fur alle, also

auch fur die synthetischen, antibakteriell wirksamen Stoffe stehen (BTK 2015).

Unmittelbar verknipft mit dem Begriff Antibiotikum ist der deutsche Arzt und
Forscher Paul Ehrlich, gelang es ihm doch im Jahr 1909 bei der Suche nach einer
geeigneten therapeutischen MaRnahme zur Bek&mpfung der durch das Bakterium
Treponema pallidum hervorgerufenen Syphilis, mit dem Arsphenamin das erste
synthetische Antibiotikum der Geschichte herzustellen (Ehrlich et al. 1910).
Bekanntestes Beispiel fiir ein natiirliches Antibiotikum dirfte aber das vom
Schimmelpilz  Penicillium notatum  produzierte  Penicillin  sein, dessen
antibiotische Wirksamkeit von Alexander Fleming erforscht wurde und dessen
Entdeckung bis heute einen Meilenstein in der Geschichte der Medizin darstellt
(Fleming 1929). Wird solch ein natlrlich vorkommendes Antibiotikum chemisch
verandert, beispielsweise, um dessen Wirksamkeit zu erhéhen, so spricht man von
,semisynthetischen Antibiotika* (Kalant 1965). Bis zum Jahr 2007 betrug der
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Anteil der in der Klinik eingesetzten Antibiotika nattrlichen Ursprungs und deren
semisynthetischer Derivate mehr als zwei Drittel (Newman et al. 2007). Dem
gegenuber steht die Gruppe der ,,synthetischen Antibiotika®, die, wie der Name
sagt, aus chemischer Synthese gewonnen und oftmals als ,,Chemotherapeutika‘“
bezeichnet werden (Estler et al. 2007). Als Vorreiter bei der Entwicklung eines
der ersten rein synthetischen Antibiotika gelten Josef Klarer und Fritz Mietzsch
sowie Gerhard Domagk, der letztlich die besondere Wirksamkeit von
Sulfamidochrysoidin (Handelsname Prontosil®) gegen bestimmte bakterielle
Erreger entdeckte (Domagk 1935).

Ohne Zweifel haben Antibiotika die Medizin revolutioniert, durch ihre
Entdeckung und breite Anwendung wurden unzéhlige Leben gerettet: So sank
z. B. die Rate der durch Infektionskrankheiten verursachten Todesfélle beim
Menschen von 797 pro Hunderttausend im Jahr 1900 auf nur noch 36 pro
Hunderttausend in den 1980ern (Walsh et al. 2005). In Anlehnung an Lewis
(2012) soll Abbildung 1 verdeutlichen, dass die meisten Antibiotika zwischen den
1940er und den 1960er Jahren entdeckt wurden, weswegen diese Zeit in der
medizinischen Forschung auch als ,,goldene Ara“ bezeichnet wird (Wright 2007,
Lewis 2012). Quelle der zu jener Zeit entdeckten Antibiotika war eine relativ
geringe Anzahl taxonomischer Bakterien-Gruppen aus 6kologischen Nischen,
vorwiegend Isolate der Gattung Actinomyces aus Bodenproben (Fischbach et al.
2009, Aminov 2010).

Chloramphenicole  Glykopeptide

[-Laktame Amlnoglyk05|de \ /Ansamvcme Streptogramine

[1920 |1930 [1940 |1950 |1960 [1970 |1980 [1990

Sulfonamide Tetrazykline \ Quinolone Lipopeptide

Makrolide Oxazolidinone

Abbildung 1: Entdeckungszeitpunkte verschiedener Antibiotikaklassen,
modifiziert nach Lewis (2012)



I1. Literaturlibersicht 5

Als wahrend der Jahre 1970 bis 1980 die Entwicklung neuer Wirkstoffklassen
stagnierte und das Problem der Resistenzentwicklung immer groRere Kreise zu
ziehen begann, konzentrierten sich Forschung und Industrie darauf, die
Wirksamkeit bereits existierender Antibiotika durch chemische Modifikationen zu
erhéhen, was sich letztlich in verbesserter antimikrobieller Aktivitat, geringerer
Sensitivitat gegeniiber den Resistenzmechanismen und geringerer Toxizitat der
Wirkstoffe duRerte (Chopra et al. 2002, Wright 2007). Deutlich wird die
Bedeutung solcher chemischen Veranderungen an der Tatsache, dass, sieht man
von der Einfiihrung der Carbapeneme 1985 ab, alle zwischen den frihen 1960er
Jahren und dem Jahr 2000 fir klinische Zwecke zugelassenen Wirkstoffe
synthetische Derivate bereits bestehender Antibiotikagerlste waren; bis heute
stellt diese Herangehensweise die vorherrschende Methode bei der Entwicklung
,heuer Antibiotika dar (Fischbach et al. 2009). Ein anschauliches Beispiel fiir
diesen Prozess sind die Cephalosporine, die 2013 in der Humanmedizin
zusammen mit den Oral- und Aminopenicillinen 51 % aller verordneten
Antibiotikatagesdosen ausmachten: Uber die Jahre wurden vier unterschiedliche
Generationen entwickelt, die sich durch immer weiter verbesserte Wirkung
gegenliber Gram-negativen Keimen und erhohte [-Laktamase-Stabilitat
auszeichnen und denen ab der dritten Generation eine wichtige Rolle als Reserve-
Breitbandantibiotikum unter anderem fur nosokomiale Infektionen zukommt
(Estler et al. 2007, Schwabe et al. 2014).

1.2 Einsatz und Bedeutung von Antibiotika in der Veterindrmedizin
Grundsétzlich dienen Antibiotika in der Veterindrmedizin aufgrund ihrer
spezifischen Wirkungsweise als Therapeutika zur Behandlung von bakteriellen
Infektionskrankheiten und leisten, wie bereits einleitend erwahnt, somit einen
wichtigen und unverzichtbaren Beitrag zur Gesunderhaltung von Tieren und
Tierbestanden. Letztlich zielt dies auf Nutztierebene darauf ab, aus gesunden
Tieren unbedenkliche Lebensmittel zu erzeugen. Nach Angaben des
Bundesverbandes fur Tiergesundheit e.V. betrug der Anteil der Antiinfektiva an
allen im Jahr 2013 in Deutschland verkauften Tierarzneimittel 24 %, bei einem
Gesamtwert von 178 Millionen Euro (http://www.bft-online.de *, letzter Zugriff
am 30.09.2015).

! hitp://ww.bft-online.de/fileadmin/bft/bft-special/2014-62/Torte. TAM_2013.jpg
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Die Leitlinien fir den sorgfaltigen Umgang mit antibakteriell wirksamen
Tierarzneimitteln erlauben unter gewissen Voraussetzungen (vgl. Punkt3 der
Leitlinien: ,,Der Einsatz von Antibiotika erfordert immer eine Diagnose [...]*) den
Einsatz zu metaphylaktischen Zwecken (BTK 2015). Prophylaktische
Antibiotikagaben bei gesunden Tieren sind grundsétzlich zu vermeiden; in
begrindeten Ausnahmeféllen ist die prophylaktische Verabreichung von
Antibiotika allerdings vertretbar, beispielsweise bei immunsupprimierten
Patienten oder in Verbindung mit einer Operation (BTK 2015). Eine wiederholt
durchgefuhrte oder langerfristige Anwendung von Antibiotika bei Tiergruppen,
beispielsweise in bestimmten Alters- und Produktionsabschnitten oder bei der
Einstallung, ist nur dann zuldssig, wenn — neben der klinischen Diagnose —
regelmaRige Untersuchungen zur Resistenzsituation durchgefuhrt werden, z. B.

durch Antibiogramm nach Erregerisolierung (BTK 2015).

Als erstes Land verbot im Jahr 1986 Schweden die Anwendung von Antibiotika
zum Zwecke der Wachstumsforderung, andere Léandern zogen nach, z.B.
Dénemark mit einem 1995 erlassenen Bann gegenliber dem Glykopeptid-
Antibiotikum Avoparcin (Aarestrup 2003, Dibner et al. 2005). 1999 wurde die
Anwendung einzelner auch in der Humanmedizin gebrauchlicher Wirkstoffe
(z.B. Tylosin oder Spiramycin) von der EU-Kommission zu
wachstumsfordernden Zwecken untersagt, ehe letztlich der Einsatz von
Antibiotika als leistungsférdernde Zusatzstoffe, nicht zuletzt auf Dréngen der
World Health Organization (WHO), zum O01.Januar 2006 in der gesamten
Européischen Union verboten wurde (VO(EG)_ 1831 2003, Dibner et al. 2005).
Dagegen wird die Verabreichung von Antibiotika zur Wachstumsforderung in
anderen Landern wie z. B. den USA weiterhin angewandt, obwohl die Food and
Drug Administration (FDA) im Dezember 2013 Landwirte darum bat, freiwillig
darauf zu verzichten (FDA 2013).

Schatzungen zufolge wurden in Dénemark in den vergangenen Jahren in der
Veterindrmedizin mehr als doppelt so viele Tonnen (t) Antibiotika wie fir die
Humanmedizin verbraucht (Aarestrup et al. 2010, WHO 2012). Fur das Jahr 2014
wurde die von pharmazeutischen Unternehmen und GroRhandlern an Tierdrzte mit
angemeldeter Hausapotheke in Deutschland abgegebene Menge an Antibiotika
vom Deutschen Institut fiir Medizinische Dokumentation und Information
(DIMDI) mit 1.238t beziffert. Das entspricht einem Riickgang von 468t im
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Vergleich zum Jahr 2011 als die Daten erstmals erfasst worden waren (BVL
2015).

Abbildung 2 zeigt eine prozentuale Ubersicht der einzelnen im Jahr 2014
abgegebenen Wirkstoffe (BVL 2015). Offensichtlich wird dabei, dass vorwiegend
altere  Wirkstoffklassen wie Penicilline (450t), Tetrazykline (342t) und
Sulfonamide (121t) — mit zusammengerechnet knapp drei Viertel aller

abgegebenen Wirkstoffe — die Hauptabgabemengen bilden.

Fluorchinolone 1 %

Phenicole
Pleuromutiline 1% <1%

Lincosamide 1% Cephalosporine,

1.-4.Gen.< 1%

Trimethoprim 2 %
B Tetrazykline
Aminoglykoside 3 %
® Penicilline
Polypeptide ® Sulfonamide
9% Tetrazykline B Makrolide
28% ® Polypeptid-Antibiotika
VELGIGS ® Aminoglykoside
9% 8 Trimethoprim
® Llincosamide
Sulfonamide # Pleuromutiline
— ® Fluorchinolone
Penicilline # Phenicole

36 %

» Cephalosporine, 1. Generation

Cephalosporine, 3. Generation

Cephalosporine, 4. Generation

Abbildung 2: Prozentuale Ubersicht der im Jahr 2014 an Tierarzte
abgegebenen Menge an antimikrobiellen Wirkstoffen

Die von der WHO und der Weltorganisation fiir Tiergesundheit (OIE) als
Wirkstoffe mit besonderer Bedeutung fiir die Therapie beim Menschen (,,critically
important antimicrobials®) eingestuften Wirkstoffklassen der Fluorchinolone und
der Cephalosporine der 3. und 4. Generation wurden mit insgesamt 16,0 t zwar
nur in geringen Mengen abgegeben (Collignon et al. 2009). Verglichen mit den
Abgabemengen aus 2011 stieg die Menge der Fluorchinolone jedoch um 4,1t
(dies entspricht einem Zuwachs von 50 % in den vergangenen vier Jahren), die
der Cephalosporine der 3. Generation um 0,2t. Bezugnehmend auf die
Fluorchinolone erscheint dieser Sachverhalt bemerkenswert, einerseits wegen
ihrer enormen Bedeutung bei der Behandlung von Atemwegs- und
Harnwegsinfektionen sowie schweren Infektionen durch Campylobacter spp. in

der Humanmedizin, andererseits weil Resistenzen gegentber dieser
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Wirkstoffklasse regelmaRig bei Isolaten aus Lebensmittel liefernden Tieren
nachgewiesen werden (Engberg et al. 2001, Sousa et al. 2012, Garcia-Migura et
al. 2014).

Der Anteil der Praparate, die fir mindestens eine Lebensmittel liefernde Tierart
zugelassen sind, betrug im Jahr 2013 mit 1.444 t mehr als 99 % aller abgegebenen
Wirkstoffe (BVL 2014), was die besondere Bedeutung hervorhebt, die dem
Tierarzt in der Kette der Lebensmittelproduktion und im Verbraucherschutz
zukommt. Die gemeldeten Wirkstoffmengen lassen sich jedoch nicht einzelnen
Tierarten zuordnen, da der Grofdteil der Wirkstoffe fur die Anwendung bei
verschiedenen Tierarten zugelassen ist. Auch unterschiedliche Dosierungen der
Wirkstoffe bleiben in dieser Datenerfassung unbericksichtigt, wodurch
beispielsweise potenziell resistenzselektierende Unterdosierungen unbemerkt
bleiben. Dies fihrt dazu, dass sich letztlich keine Aussage Uber Ursachen und
Zusammenhange treffen lasst, die die vermeintliche These stiitzen, der hohe
Antibiotika-Verbrauch in der Veterindrmedizin wdére eine Hauptursache

gestiegener Antibiotikaresistenzraten in der Humanmedizin.

Die European Medicines Agency (EMA) beziffert in ihrem vierten Report der
European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption (ESVAC) die
Zahl der verkauften Antibiotika fir Lebensmittel liefernde Tiere fr das Jahr 2012
in Deutschland mit 1.707,5 t (EMA 2014). Bereits korrigiert um einen Faktor, der
die unterschiedliche Bevolkerungsdichte berticksichtigt, stellt diese fur die
Bundesrepublik erfasste Menge im Vergleich zu 25 anderen Staaten der
europaischen Wirtschaftszone hinter Zypern, Italien, Ungarn und Spanien den
flnftgroRten Wert dar; auch hier setzt sich der Grofiteil der erfassten Wirkstoffe
wieder aus Tetrazyklinen, Penicillinen und Sulfonamiden zusammen (EMA
2014).

Betrachtet man nur die Einsatzmengen von Antibiotika bei der Tierart Schwein,
so wurden laut Angaben der Pilot-Studie ,,VetCAb-Pilot“ mengenméilig am
meisten Tetrazykline eingesetzt, gefolgt von Beta-Laktamen und Sulfonamiden,
wéhrend Fenicole, Lincosamide und Cephalosporine kaum ins Gewicht fallen
(Van Rennings et al. 2013).
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1.3 Bakterielle Antibiotikaresistenz

Trotz aller Euphorie gelangte man schon wahrend der ,,goldenen Ara“ zu der
Erkenntnis, dass die Anwendung von antibiotischen Wirkstoffen auch eine
Kehrseite aufweist: Die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen. Vereinfacht
gesagt versteht man darunter das unverminderte Wachstum von Mikroorganismen
wahrend sie toxischen Konzentrationen an Antibiotika ausgesetzt sind (Wright
2007).

Bereits Fleming selbst soll davor gewarnt haben, dass zu geringe Dosen sowie
eine zu kurze Anwendungsdauer zu potenziellen Resistenzen gegeniber Penicillin
fihren kénnten (Aminov 2010). In einer Studie mit Balantidium coli keimte der
Verdacht auf, dass Resistenz gegentber Penicillin auf enzymatische Inaktivierung
zurlckzufuhren ist — und zwar noch bevor das Medikament (berhaupt als
Therapeutikum auf dem Markt war (Abraham et al. 1940, Davies et al. 2010).
Einer der ersten Berichte iber Antibiotikaresistenzen bei Lebensmittel liefernden
Tieren datiert aus dem Jahr 1951 und beschreibt Resistenzen in Truthiihnern nach

experimenteller Fltterung von Streptomycin (Starr et al. 1951).

1.3.1 Membran- / Proteinbasierte Mechanismen der Antibiotikaresistenz
Bakterien kdnnen sich durch verschiedene Abwehrstrategien vor der Wirkung von
Antibiotika schitzen. Abbildung 3 zeigt gangige Grundmechanismen der

Antibiotikaresistenz Gram-negativer Bakterien (Allen et al. 2010).

Impermeabilitat

Veranderung
der Zielstruktur

Enzymatische
Modifikation

Al
£ ™ Antibiotikum

«J Gyrase
<7 RNA-Polymerase

o 30S Untereinheit des
ribosomalen Proteins S12

Enzymatische %
Inaktivierung

Abbildung 3: Resistenzmechanismen Gram-negativer Bakterien (modifiziert
nach Allen et al. 2010)
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Ein géngiges Muster, mit dem sich Bakterien gegeniber antibiotisch wirksamen
Substanzen zur Wehr setzen, ist die Verminderung der Antibiotikakonzentration
innerhalb der Zelle. Erreicht wird dies einerseits durch Barrieren wie die &uf3ere
Membran Gram-negativer Bakterien mit ihren Lipopolysacchariden, die flr
hydrophobe Antibiotika impermeabel sind (Delcour 2009). Im direkten Gegensatz
zu dieser verminderten Aufnahme steht die erhohte Ausschleusung (Efflux), bei
der das Antibiotikum durch energieabhdngige Transportsysteme aus dem
Zellinneren abtransportiert wird, wobei dieser Vorgang entweder spezifisch gegen
ein Antibiotikum gerichtet ist oder mehrere Wirkstoffklassen umfasst; man spricht
dann von sog. ,,Multidrug efflux pumps* (Nikaido 1998). Bei letzteren ist die
Menge an ausgeschleustem Antibiotikum in der Regel niedriger als bei gezieltem
Efflux (Nikaido 1998).

Dariiber hinaus schiitzen sich Bakterien durch Anderungen an der Zielstruktur des
eingesetzten  Antibiotikums, konkret wird dies beispielsweise durch
Ummodellierung von Bindungsstellen ermdglicht (Allen et al. 2010). Die
urspriingliche Funktion des Proteins bleibt dabei erhalten, durch die strukturelle
Verénderung kann das Antibiotikum jedoch nicht mehr angreifen. Im Falle von
Resistenz gegentber Fluorchinolonen greift die Strukturverdnderung an der
Gyrase, bei Rifampicin-Resistenz an der 3-Untereinheit der RNA-Polymerase, bei
Resistenz gegenlber Streptomycin an der 30S-Untereinheit des ribosomalen
Proteins S12 (Allen et al. 2010).

Die hydrolytische Wirkungsweise der in den 1940er Jahren entdeckten und bis
heute Kklinisch hochrelevanten R-Laktamasen sollen an dieser Stelle ein Beispiel
flr die enzymatische Inaktivierung (braun in Abbildung 3) darstellen, mit der sich
Bakterien vor Antibiotika schiitzen (Philippon et al. 1989). Des Weiteren kann
durch enzymatische Modifikation eine Inaktivierung des eingesetzten Wirkstoffes
herbeigefiihrt werden: In Abbildung 3 ist dies dargestellt anhand einer
Acetyltransferase (lila), die durch kovalentes Anhangen einer Acetyl (Ac)-Gruppe
das Aminoglykosid-Antibiotikum unwirksam macht (Allen et al. 2010).

1.3.2 Genetische Ebene der Antibiotikaresistenz
Betrachtet man die Mechanismen der Antibiotikaresistenzen vom
molekularbiologischen Standpunkt aus, so gibt es auf der einen Seite Organismen,

die aufgrund ihrer genetischen Eigenschaften von Natur aus resistent gegenuber
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einem oder mehreren Wirkstoffen sind, man spricht dann von ,,intrinsischer
Resistenz®. Als Beispiel kdnnen Mykoplasmen herangezogen werden, die in ihrer
Zellwand kein Peptidoglykan besitzen und die deshalb natiirlicherweise gegen
R-Laktam-Antibiotika wie Penicillin resistent sind (Bryan 1988, Bébéar et al.
2005). Auf der anderen Seite steht die erworbene Resistenz, die sich entweder
de novo aus der Mutation bestehender Gene oder durch den Erwerb von
Resistenzgenen aus einem anderen Organismus ergibt (Tenover 2006).

1.3.2.1 Mutation

Mutationen — darunter fallen z.B. Punktmutationen, Deletionen und
Substitutionen — bewirken durch Veranderungen der Basensequenz Anderungen
der vom betroffenen Gen kodierten Proteinstrukturen, wobei dies vor dem
Hintergrund der von Francis Crick aufgestellten ,,Wobble Hypothese® im
Regelfall folgenlos bleibt (Crick 1966, Madigan et al. 2013). Einzelne Mutationen
konnen jedoch auch dazu flhren, dass Resistenzen entstehen: Spontanmutationen
in Genen, die entweder flr die Zielstruktur antimykobakterieller Wirkstoffe
kodieren oder fur Enzyme, die bei der Inaktivierung dieser Medikamente
involviert sind, zeichnen fir Resistenzen bei Mycobacterium tuberculosis
verantwortlich (Ramaswamy et al. 1998). Wie das Beispiel einer
E.-coli-Mutante 2 zeigt, in der durch Insertion im Bereich eines ampC-Promotors
erheblich hdhere Mengen an R-Laktamase produziert werden, kann durch
Mutation auch die Menge an Zielprotein dahingehend beeinflusst werden, dass
dies Einfluss auf das Resistenzverhalten hat (Jaurin et al. 1983, Bryan 1988).
Zusatzlich zu solchen Einzelmutationen kommt es vor, dass durch das
Zusammenwirken mehrerer, sukzessive entstandener Mutationen in einzelnen
Resistenzgenen und einer zusatzlichen Mutation, die durch Inaktivierung eines
Transkriptions-Repressors zu einer Uberexpression von Effluxpumpen fiihrt, die
klinische Resistenzsituation massiv verscharft wird, wie dies beispielsweise bei

Fluorchinolonen der Fall sein kann (Normark et al. 2002).

Mutationen, die in Antibiotikaresistenz minden, betreffen h&ufig Gene, die fur
Proteine kodieren, die essentielle Funktionen in der Zelle tbernehmen (Normark
et al. 2002). Bietet die Mutation dem Organismus Schutz vor einem bestimmten

Antibiotikum, ohne die urspriingliche Funktion des betroffenen Proteins zu beein-

2 Im Folgenden wird entgegen der nach Duden gebrauchlichen Durchkopplung aus typografischen
Grinden die Schreibweise ,,E. coli-...* favorisiert
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trachtigen, stellt das fiir das Bakterium einen Fitnessvorteil dar — dies kann im

Falle positiver Selektion zur Fixierung der Mutation fiihren (Normark et al. 2002).

1.3.2.2 Gentransfer

Wahrend Mutationen im Wesentlichen nur einen geringen Anteil am Erwerb
neuer Funktionen innerhalb einer Zelle haben, wird der Rekombination eine
deutlich grofRere Bedeutung im Hinblick auf die funktionale Vielfalt eines
Organismus beigemessen. Vertikal kénnen Mutationen nur durch die Weitergabe
von DNA von der Mutter- auf die Tochterzelle tbertragen werden (vertikaler
Gentransfer). Demgegentber stellt der horizontale Gentransfer den Erwerb von
genetischem Material durch andere Organismen dar (Madigan et al. 2013). Heute
schétzt man, dass zwischen 12 % und 20 % des Genoms von E. coli aus
horizontalem Transfer stammen (Medigue et al. 1991, Ochman et al. 2000,
Madigan et al. 2013). Bei den meisten Fallen von erworbener Antibiotikaresistenz
handelt es sich hochstwahrscheinlich um durch Transfer erworbene Resistenzen
(Aminov et al. 2007). Im Hinblick auf die enorm schnelle Ausbildung und
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in taxonomisch unterschiedlichste
Gattungen von kommensalen und pathogenen Bakterien wird dem horizontalen
Gentransfer erhebliche Bedeutung beigemessen, wie durch sequenzbasierte
Genomanalysen belegt wird: Er ist es, der dafir sorgt, dass sich
Bakterienpopulationen durch den Erwerb von d&kologisch relevanten
(Resistenz)Genen innerhalb kurzer Zeit an veranderte Umweltbedingungen, wie
sie etwa durch die Wirkung von Antibiotika entstehen, anpassen kénnen; letztlich
stellt dies wiederum nichts anderes als einen Fitnessvorteil dar (O'Brien 2002,
Hartmann 2005, Aminov et al. 2007, Barlow 2009).

Genetische  Mechanismen, die den Erwerb und Austausch von
Antibiotikaresistenzgenen bei Prokaryoten beeinflussen, sind Transduktion,

Transformation sowie Konjugation.
Transduktion

Hierbei wird DNA von Bakteriophagen, einer Gruppe von Viren, die spezifische
Bakteriengattungen als Wirtszellen infizieren, von einer Zelle zur anderen
ubertragen (Lennox 1955). Wéhrend im sog. lytischen Zyklus der Phage den
Replikationsapparat der Wirtszelle zur Vermehrung von Viruspartikeln benutzt

(diese geht infolgedessen zugrunde), wird im lysogenen Zyklus genetisches
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Material des Phagen temporér in das Genom des bakteriellen Wirtes eingebaut
und von diesem als Teil des ,,cigenen” Chromosoms repliziert, ohne dass dies mit
einer Zellschadigung oder der Formierung von Viruspartikeln einhergeht (Penadés
et al. 2015). Das Auftreten von Bakteriophagen ist dabei so verbreitet, dass sie
zum genetischen Transfer in der Natur wesentlich beitragen und somit eine
wichtige Rolle spielen, was die mikrobielle Diversitat, Okologie und Virulenz
angeht (Madigan et al. 2013). Eine Veroffentlichung von 2013 zeigt ebendies
anschaulich: Das Genom von Phagen, die aus Mé&usen isoliert wurden, welche
zuvor mit Ciprofloxacin respektive Ampicillin behandelt worden waren, war mit
Genen angereichert, die durch verschiedene Mechanismen nicht nur Resistenz
gegenliber den verabreichten Wirkstoffen sondern auch gegen andere, nicht-
verwandte Wirkstoffe vermittelten. AulRerdem konnten die Autoren der Studie im
Experiment demonstrieren, dass naive Bakterien unmittelbar nach Infektion durch
Phagen aus den behandelten Méausen hohere Resistenzraten gegeniiber dem den

Mausen verabreichten Antibiotikum aufwiesen als zuvor (Modi et al. 2013).

Transformation

Als Transformation wird ein Vorgang bezeichnet, bei dem freie DNA aus der
Umwelt, zum Beispiel nach bakterieller Zelllysis, von einer kompetenten
Empfangerzelle aufgenommen wird, wodurch genetische Veranderungen
stattfinden (Madigan et al. 2013). Bereits Mitte des 19. Jahrhunderts wurde in
Studien, auf denen die spateren Beweise beruhen, dass es sich bei der DNA um
das genetische Material handelt, die Fahigkeit von Mikroben nachgewiesen, DNA
aus der Umwelt aufzunehmen und in ihr Genom zu integrieren (Avery et al.
1944). Frederick Griffith leistete dabei mit seinen Experimenten mit
Streptococcus pneumoniae  (Pneumococcos) am Mausmodell entscheidende
Vorarbeiten (Griffith 1928).

Bei weitem nicht alle Bakterien sind zur naturlichen Transformation beféhigt.
Waihrend Acinetobacter spp., Bacillus spp. und Haemophilus spp. leicht
transformieren und auf diese Weise ihre Diversitdit und Fitness in
Bakteriengemeinschaften erhdhen, konnen dies viele Gram-negative Bakterien
nicht, oder wie im Falle von E. coli nur unter bestimmten Voraussetzungen, etwa
nach Behandlung mit hohen Konzentrationen von Kalziumionen und
anschlielfender Kihlung oder durch Elektroporation. Die nach derartiger

Behandlung mdgliche Einbringung von DNA in E.coli ist heutzutage ein
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wichtiges Instrument der Biotechnologie (Cohen et al. 1972, Cosloy et al. 1973,
Madigan et al. 2013).

Konjugation und mobile genetische Elemente

Eine weitere Form des Genaustauschs zwischen Bakterien stellt der konjugative
Transfer von DNA-Fragmenten durch direkten Kontakt zwischen einer Donor-
Zelle und einer Empfanger-Zelle dar (Jacob et al. 1958). Konjugation geschieht
uber direkten Zell-Zell-Kontakt: Durch Ausbildung von Pili bzw. Poren entsteht
eine Cytoplasma-Bricke, die die Passage von Plasmiden und mobilen genetischen
Elementen ermdglicht (Aminov et al. 2007, Huddleston 2014). Durch die
Tatsache, dass diese Art des Genaustausches im Falle der ,,Broad host range
plasmids®“ sowohl zwischen eng verwandten, als auch zwischen Bakterien
unterschiedlicher Gattung stattfinden kann, wird der Konjugation eine besondere
Bedeutung beim horizontalen Gentransfer beigemessen (Datta et al. 1972, Clewell
et al. 1995, Jain et al. 2013).

Der Begriff Plasmid wurde im Jahr 1952 von Lederberg geprégt, es handelt sich
dabei um extrachromosomale, sich selbst replizierende DNA-Elemente, die fir
gewohnlich Gene enthalten, die nicht fur essentielle Zellfunktionen kodieren
(Lederberg 1952, Frost et al. 2005). Plasmide liegen klassischerweise als
ringformige, doppelstrangige DNA-Molekule vor, sie existieren jedoch auch in
linearer Form (Hinnebusch et al. 1993). Konjugative Plasmide sind beféhigt,
Kopien ihrer selbst in neue Wirtszellen zu transferieren; im Falle von E. coli
geschieht das durch das sog. F-Plasmid, Plasmide anderer Gram-negativer Keime
benutzen Mechanismen, die dem des F-Plasmids ahneln (Madigan et al. 2013).
Zudem existieren nicht-konjugative Plasmide, die nur in Anwesenheit von
konjugativen Plasmiden und Transposons mobilisiert bzw. co-transferiert werden
kdnnen (Salyers et al. 1995, Zechner et al. 2000). Tragen Plasmide den gleichen
Replikationsmechanismus in sich, so nimmt man an, dass dies eine Co-Existenz in
der gleichen Zelle erschwert, man spricht von Inkompatibilitdt (englisch
»incompatibility”). Dieses Ph&nomen ist die Grundlage der heute verbreiteten

Einteilung verschiedener Plasmide nach Inc-Gruppen (Frost et al. 2005).

Unstrittig ist, dass Plasmide eine gewichtige Rolle bei der weltweiten Ausbreitung
von Antibiotikaresistenzen spielen, da Bakterien bei der Konjugation

unterschiedlichste auf Plasmiden verankerte Resistenzgene aufnehmen konnen,
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wie zahlreiche Beispiele aus der Literatur belegen (Wiener et al. 1999, Guiyoule
et al. 2001, Wang et al. 2003, Ho et al. 2013). E. coli und Enterokokken aus dem
Magen-Darm-Trakt dienen beispielsweise als Reservoir fir zahlreiche auf
Plasmiden verankerte Antibiotikaresistenzgene (Levy et al. 2004). Dariiber hinaus
stellen insbesondere Multiresistenzplasmide, also Plasmide, deren Gene Resistenz
gegen mehrere verschiedene antibiotische Wirkstoffe kodieren, eine gesteigerte
Gefahr hinsichtlich der Verbreitung von Resistenzen dar, wie ein Fall aus
Norwegen zeigt, in dem vom Transfer eines solchen Plasmids zwischen Bakterien

von Rind und Menschen berichtet wird (Oppegaard et al. 2001).

Eine besondere Rolle bei der Ubertragung von Antibiotikaresistenzen kommt
auch anderen, von Madigan et al. (2013) wie im Folgenden charakterisierten,
mobilen genetischen Elementen zu: Transposons (Tn) und Insertionssequenzen
(IS) haben als gemeinsames Strukturmerkmal ein Gen, das fir das Enzym
Transposase kodiert, durch welches der Transpositionsvorgang, das ,,Springen*
von einem Ort zum anderen innerhalb von DNA-Molekilen, zum Beispiel
innerhalb eines Chromosoms oder aber von Chromosom zu Plasmid, katalysiert
wird. Dies geschieht, indem kurze Wiederholungssequenzen an den Enden des
Transposons bzw. der IS erkannt werden und das betreffende Element gezielt
ausgeschnitten wird. Dabei besitzen weder Transposon noch IS einen eigenen
Replikationsapparat, sondern werden erst dann repliziert, wenn das DNA-Molekdl
der Wirtszelle, in die sie integriert sind, repliziert wird. Wéhrend
Insertionssequenzen im Ublichen eine Linge von 1000 Nucleotiden und als
einziges das fur die Transposase kodierende Gen besitzen, sind Transposons
groRer und beinhalten mehrere Gene, die sich von Transposon zu Transposon
unterscheiden. Oft handelt es sich dabei um Antibiotikaresistenzgene, im Falle
von Tn5 beispielsweise die Gene kan, str und ble, die Resistenz gegen Kanamycin
(sowie Neomycin), Streptomycin bzw. Bleomycin vermitteln, im Falle von Tn10
um das Tetrazyklinresistenzgene tet(A) (Jorgensen et al. 1979, Bertrand et al.
1983, Madigan et al. 2013). Dieser Sachverhalt bedingt einerseits die Nutzbarkeit
von Transposons als selektive Marker bei Klonierungsexperimenten, andererseits
tragen Transposons beim Springen in Phagen oder Bakterienzellen auch zu einer

Ausbreitung von Resistenzen bei (Herrero et al. 1990, Frost et al. 2005).

Bei sog. (Gen-)Kassetten handelt es sich um eine weitere Art mobiler DNA-

Segmente. Sie bestehen aus einer kurzen, meist fir Resistenzgene kodierenden
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Sequenz ohne Promotor, sowie der Integrase-Erkennungsstelle attC, kénnen zwar
ubergangsweise frei in der Zelle zirkulieren, sind aber fast immer assoziiert mit
Integrons (Stokes et al. 1989, Collis et al. 1992, Hansson et al. 1997). Abhéangig
von der Aminosduresequenz der Integrase lassen sich Integrons in
unterschiedliche Klassen eingruppieren: Ist die Integrase intl1 vorhanden, so wird
das Integron den ,Klasse-1-Integrons* zugeordnet, Gleiches gilt fur intl2
(,,Klasse-2-Integrons*) und intl3 (,,Klasse-3-Integrons*), allesamt daftr bekannt,
viele Gene fir Antibiotika- bzw. gesteigerte Desinfektionsmitteltoleranz zu tragen
und mit mobilen bzw. potenziell mobilen genetischen Elementen assoziiert zu
sein (Recchia et al. 1995, Partridge et al. 2009). Integrons — selbst sind sie
unbeweglich — finden sich auf den Chromosomen vieler verschiedener
Bakterienarten, oft auch auf Plasmiden und Transposons, was evolutionér
betrachtet duBerst frequenten horizontalen Genaustausch widerspiegelt (Boucher
et al. 2007).

Schematisch stellt Abbildung 4 die Integration einer solchen Gen-Kassette in ein
Klasse-1-Integron dar: Neben einer Aufnahmestelle fur Kassetten (attl-Stelle),
besitzt diese Integron-Klasse in seiner 5°-konservierten Region auch immer ein
Intl-Gen, das fur das Enzym Integrase kodiert, welche sich fiir den eigentlichen
Einbau der Kassetten verantwortlich zeichnet (Carattoli 2001). Im Integron
werden so einerseits Gene gesammelt, andererseits werden Promotoren (P in
Abbildung 4) bereitgestellt, die dafiir sorgen, dass die Gene der Kassetten nach
dem Einbau exprimiert werden kdnnen (Madigan et al. 2013). Die 3‘-konservierte
Region der Klasse-1-Integrons kodiert fiir das Sulfonamidresistenzgen sul(l) und
enthalt zudem das Gen qgacEAl, das mit Toleranz gegenuber quartéren
Ammoniumverbindungen assoziiert wird, sowie den open reading frame (ORF) 5,
welches flr ein Protein unbekannter Funktion kodiert (Stokes et al. 1989, Recchia
et al. 1995, Carattoli 2001).
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Abbildung 4: Aufbau Klasse-1-Integron sowie schematische Darstellung der
Aufnahme einer Gen-Kassette (modifiziert nach Carattoli 2001)

Wenn mehrere Gen-Kassetten gebiindelt in einem Integron vereint sind, werden
weiter vom Promotor entfernte Gene schwacher exprimiert als ndher gelegene,
wobei die Integrase die Aneinanderreihung der eingebauten Gene verandern kann
(Fluit et al. 2004).

1.33 Tetrazykline: Wirkung und Resistenzmechanismen

Bei den Tetrazyklinen handelt es sich um Breitband-Antibiotika, wirksam gegen
eine Vielzahl an Gram-positiven wie Gram-negativen Bakterien, dariiber hinaus
auch gegen Organismen wie Mykoplasmen, Chlamydien, Rickettsien und andere
(Chopra et al. 2001). In den spaten 1940er Jahren wurde erstmals Chlortetrazyklin
aus Streptomyces aureofaciens isoliert (Duggar 1948). Interessanterweise konnten
Spuren dieser Wirkstoffklasse jedoch schon in menschlichen Skelettteilen
nachgewiesen werden, deren Urspriinge sich bis 350 — 550 n. Chr. zurlickdatieren
lassen (Bassett et al. 1980). Die Grundstruktur bildet ein Naphtacen-Ring-System,

das unterschiedlich substituiert ist, je nachdem ob es sich um natirrlich gewonnene
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oder halbsynthetische Antibiotika dieser Wirkstoffklasse handelt (Dirckheimer
1975). Die bakteriostatische Wirkungsweise von Tetrazyklinen beruht auf
reversibler Inhibition der Proteinbiosynthese in den Bakterien: Durch
Komplexbildung mit Magnesium an der 30S Untereinheit des Ribosoms wird die
Anlagerung der Aminoacyl-tRNA an die Akzeptorstelle und damit die
Verléangerung der Peptidkette bei der Translation unterbunden (Goldman et al.
1983). Die intensive Nutzung dieser Wirkstoffklasse in Human- wie
Veterindrmedizin (vgl. Punkt 1.2) ist unter anderem auf ein geringes MaR an
Nebenwirkungen zurtickzufiihren, welches sich aus der Selektivitat fur bakterielle

gegenuber eukaryotischen Ribosomen ergibt (Chopra et al. 2001).

Resistenzen gegeniber Tetrazyklinen sind  mittlerweile  weitverbreitet,
zugeschrieben wird dieser Sachverhalt vor allem dem Austausch von mobilen
genetischen Elementen. Im Wesentlichen wird Resistenz durch drei
unterschiedliche Mechanismen vermittelt, von denen Effluxproteine am
haufigsten vorkommen, gefolgt von ribosomalen Schutzproteinen sowie
enzymatischer Inaktivierung des Tetrazyklins (Roberts 2005). Tabelle 1 ordnet
alle bis dato bekannten Tetrazyklinresistenzgene ihrem Wirkungsmechanismus
zu, darunter auch das Gen tet(U), dessen Mechanismus trotz Sequenzanalysen
bisher ungeklart ist.

Tabelle 1: Ubersicht ber Tetrazyklinresistenzgene und deren

Wirkungsmechanismus (http://faculty.washington.edu/marilynr/tetwebl.pdf,
Stand 06.08.2015; letzter Zugriff am 30.09.2015)

Enzymatische

Efflux Ribosomaler Schutz .. Unbekannt
Inaktivierung

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E)  tet(M), tet(O), tet(S) tet(X) tet(U)

tet(G), tet(H), tet()), tet(V), tet(Y) tet(W), tet(32) tet(37)

tet(Z), tet(30), tet(31), tet(33), tet(Q), tet(T), tet(36) tet(34)

tet(47) otr(A), tetB(P), tet

tet(35) tet(44)

tet(39), tet(41)

tet(K), tet(L), tet(38), tet(45)
tetA(P), tet(40)

otr(B), otr(C)

ter

tet(42)

tet(43)

tetAB(46)
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1.3.3.1 Efflux am Beispiel von tet(A)

Fur die Ausschleusung von Tetrazyklinen aus dem Inneren der Bakterienzelle
zeichnen im Falle von tet(A) energieabhdngige, Membran-durchspannende
Antiporter verantwortlich, die letzten Endes daflr sorgen, dass intrazellular zu
wenig Wirkstoff vorhanden ist, als dass dieser die Proteinbiosynthese am
Ribosom inhibieren kénnte (Roberts 2005). Hillen und Berens (2002) erlautern,
dass die Expression dieser Transporterproteine durch ein Repressor-Promotor-
System reguliert wird, bestehend aus Genen flr ein Repressorprotein, das
Effluxprotein sowie zwei Operator-Sequenzen einer zentralen Kontrollregion
(vgl. Abbildung 5): Befinden sich keine Tetrazyklin-Molekdle im Zytoplasma der
bakterielle Zelle, werden die Operatoren vom Repressorprotein, vorliegend als
Dimer, blockiert — sowohl das Effluxproteingen als auch das Repressorproteingen
werden in diesem Zustand an ihrer Transkription gehindert. Sobald nun
Tetrazyklin ins Zellinnere diffundiert, bildet es einen Komplex mit bivalenten
Metallionen (z. B. Magnesium) und wird in dieser Form an das Repressorprotein
gebunden, und zwar noch bevor die proteinsyntheseinhibierende Wirkung am
Ribosom entfaltet werden kann. Diese Bindung an das Repressorprotein geht mit
dessen Konformationsanderung einher, was wiederum zur Folge hat, dass es sich
vom Operator abldst. Infolgedessen wird die Transkription der Gene fir das
Efflux- sowie das Repressorprotein initiiert und der oben angesprochene
Antiporter in die Zellmembran eingebaut, welcher nun die Tetrazyklin-
Magnesium-Komplexe aus der Zelle abtransportiert und dabei gleichzeitig ein
Proton ins Cytosol schleust (Hillen et al. 2002). Eine strenge Regulation des
beschriebenen Systems ist dabei essentiell, da eine dauerhafte Produktion des
Effluxproteins in einem stdndigen Protonenaustausch und damit einem
Zusammenbruch des Membranpotenzials minden wirde, was letztlich den Tod
der Zelle zur Folge héatte (Eckert et al. 1989).
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Abbildung 5: Regulation der Genexpression des Tetrazyklin-Effluxproteins
tet(A) (nach Hillen und Berens 2002)

Cytoplasma

Wahrend die meisten der fur die Kodierung von Effluxproteinen verantwortlichen
Tetrazyklinresistenzgene nur Resistenz gegeniiber Tetrazyklin und Doxycyclin
vermitteln, wird durch das unter Gram-negativen Bakterien am weitesten
verbreitete Efflux-Gen tet(B) dartiber hinaus auch Minocyclin aus der Zelle
abzutransportiert (Roberts 2011).

1.3.3.2 Ribosomaler Schutz am Beispiel von tet(M)

Durch Interaktion mit der Zielstruktur des angreifenden Antibiotikums, dem
Ribosom, vermitteln fir Schutzproteine kodierende Gene wie beispielsweise
tet(M) oder tet(O) Resistenz gegeniber Tetrazyklin, Doxycyclin und Minocyclin.
Das Gen tet(M) ist das am weitesten verbreitete Tetrazyklinresistenzgen
Uberhaupt, es wurde bislang in mindestens 71 verschiedenen Genera
nachgewiesen (Roberts 2011). Bei ribosomalen Schutzproteinen handelt es sich
um losliche cytoplasmatische Polypeptide mit einem Molekulargewicht von ca.
72,5 kDa; die entsprechenden Gene finden sich oftmals auf mobilen genetischen
Elementen wieder (Taylor et al. 1996, Chopra et al. 2001). Sie weisen
Sequenzéhnlichkeiten zu den ribosomalen Elongationsfaktoren EF-G und EF-Tu
auf und werden den GTPasen zugeordnet (Leipe et al. 2002). In einem
dementsprechend GTP-abhangigen Prozess wird die Freisetzung des Tetrazyklins
aus seiner Bindungsstelle am Ribosom katalysiert (Burdett 1996). Lange ging

man davon aus, dass der der Resistenz zugrunde liegende Mechanismus auf einer
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durch die Schutzproteine indirekt ausgeldsten Konformationsanderung der
Tetrazyklin-Bindungsstelle am Ribosom beruht (Connell et al. 2003, Roberts
2005). Neuere Forschungsergebnisse deuten jedoch vielmehr auf einen direkten
Mechanismus von tet(M) hin: Durch dessen Einwirkung wird die Bindungsstelle
flr das Antibiotikum dahingehend verdndert, dass es einerseits zu einer aktiven
Entfernung des Tetrazyklins vom Ribosom kommt. Andererseits bewirkt diese
Verdnderung, dass einem der reguldren Elongation dienenden Komplex aus dem
Elongsationsfaktor EF-Tu, GTP und Aminoacyl-tRNA der Vorzug gegenuber
einem sich wiederannéhernden Tetrazyklin-Molekil gegeben wird (Dénhofer et
al. 2012).

1.3.3.3 Enzymatische Inaktivierung

Wie in Tabelle 1 aufgelistet, sind mit tet(X), tet(34) und tet(37) bisher nur drei
Tetrazyklinresistenzgene bekannt, deren Mechanismus auf enzymatischer
Inaktivierung des Wirkstoffes beruht. Es handelt sich um Gene, die fir NADP-
abhangige Monooxygenasen kodieren, die wiederum in sauerstoffabhéngigen
Prozessen die Inaktivierung des Antibiotikums durch Anhéngen einer Hydroxyl-
Gruppe bewirken und so, im Falle von tet(X), Resistenz gegenuber Tetrazyklin,
Doxycyclin, Minocyclin und Tigecyclin vermitteln (Yang et al. 2004, Roberts
2011).

134 Sulfonamide: Wirkung und Resistenzmechanismen

Die Wirkstoffklasse der Sulfonamide gehdrt zu den altesten Vertretern unter den
Antibiotika (vgl. Punkt 1.1). Trotzdem ist ihr Einsatz, zu Synergismuszwecken
und Vorbeugung von Resistenzentwicklung meist in Kombination mit der
bakteriostatisch wirkenden Substanz Trimethoprim, in der Veterindrmedizin nach
wie vor stark verbreitet, beispielsweise bei der Therapie von Durchféllen in der
Nutztierhaltung (Perreten et al. 2003). Es handelt sich bei allen Sulfonamiden um
sog. Antimetaboliten der para-Aminobenzoesdure (PABA), welche wiederum
einen essentiellen Baustein fir alle Mikroorganismen darstellt, die Folsdure selbst
synthetisieren (Estler et al. 2007). Indem Sulfonamid als Struktur-Analogon
(vgl. Abbildung 6) PABA als Substrat des Enzyms Dihydropteroatsynthase
(DHPS) verdrangt, blockiert es kompetitiv die Folsduresynthese, was bei den

betroffenen Bakterien zunédchst in einem Mangel an Folsdure resultiert, sekundar
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jedoch auch in einem Mangel an Zellbestandteilen, zu deren Synthese Folsdure
benotigt wird (z. B. Aminosauren wie Serin oder auch Nukleotide) (Estler et al.
2007). Die Bakterien werden also nicht direkt abgetotet, sondern an ihrer
Vermehrung gehindert, wodurch sich fiir Sulfonamide eine bakteriostatische
Wirkung ergibt. Diese wird, wie bereits erwahnt, verstarkt, wenn gleichzeitig
Trimethoprim zum Einsatz kommt, welches die Dihydrofolatreduktase (DHFR)
hemmt (Dauber-Osguthorpe et al. 1988). Da die Zellen von Sdugetieren Folsdure
nicht selbst synthetisieren kdnnen und folglich auf die Aufnahme aus der Umwelt
angewiesen sind, wirken Sulfonamide sehr selektiv auf prokaryotische Zellen
(Skold 2001).

NH, NH,
COOH SO,NH,
para-Aminobenzoesidure (PABA) Sulfonamid

Abbildung 6: Chemische Strukturformeln von PABA (Metabolit) und
Sulfonamid (Antimetabolit)

Resistenzen sind, ahnlich wie gegen Tetrazykline, auch gegen Sulfonamide
mittlerweile weitverbreitet und koénnen einer Mutation des fur die DHPS
kodierenden Gens folP entspringen (Swedberg et al. 1993, Vedantam et al. 1998).
In den meisten Fallen wird Sulfonamidresistenz aber von auf mobilen genetischen
Elementen gelegenen sul-Genen vermittelt: Bis dato wurden davon die drei
Varianten sul(l), sul(Il) und sul(lll) beschrieben, die allesamt flr alternative
Versionen der DHPS mit niedrigerer Affinitat gegenlber den Sulfonamiden als
Substrat kodieren (Swedberg et al. 1980, Radstrom et al. 1988, Sundstrom et al.
1988, Perreten et al. 2003).

sul(1)-Gene sind fir gewohnlich in der 3°-konservierten Region von Klasse-1-
Integrons lokalisiert (vgl. Abbildung 4) und dadurch bedingt an andere
Resistenzgene gekoppelt; auch auf Transposons, beispielsweise solchen der unter
Gram-negativen Bakterien sehr weit verbreiteten Tn21 Gruppe, sind sul(l)-Gene

hé&ufig zu finden (Grinsted et al. 1990, Carattoli 2001). sul(ll) hingegen ist meist
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auf incQ-Plasmiden sowie Plasmiden des Typs pBP1 lokalisiert (van Treeck et al.
1981, Skold 2001). Beide Gene wurden in Gram-negativen E. coli-Isolaten
klinischen Ursprungs zu etwa gleichen Anteilen nachgewiesen und sind in 57 %
ihrer DNA-Sequenz identisch (Radstrom et al. 1991, Perreten et al. 2003). sul(I11)
wurde in der Literatur erstmalig im Jahr 2003 eingehender charakterisiert:
Nachdem in einer Vorlauferstudie nur 70 % der Sulfonamidresistenz in
Bakterienisolaten aus Schweinen durch die Anwesenheit von sul(l) und sul(ll)
erklart werden konnten, gelang es Forschern in der Schweiz in einem
enterotoxischen E. coli-Stamm, isoliert aus einem an Durchfall erkrankten
Schwein, das bis dahin unbekannte Gen als Ursache flr die Sulfonamidresistenz
in den restlichen der zuvor erwéhnten Bakterienisolate zu benennen (Lanz et al.
2003, Perreten et al. 2003). sul(111) kodiert dabei, &hnlich wie die anderen beiden
sul-Gene, fir ein der DHPS &hnelndes Protein und steht in Anbetracht der
Tatsache, dass es auf verschiedenen Plasmiden unterschiedlicher Klonlinien von
E. coli detektiert wurde, im Verdacht, sich rasch in Bakterienpopulationen
ausbreiten zu kénnen (Perreten et al. 2003). Vor dem Hintergrund, dass durch das
Ausbringen von Giille der Transfer und Austausch von Resistenzgenen mit
Bodenbakterien stattfinden kann, lieBen sich in einer aktuellen Studie aus China
messbare Anstiege an sul-Gehalten in zuvor mit Schweinegille gedingten

Bodenproben messen (Smalla et al. 2000, Wang et al. 2014).

1.35 Quartare Ammoniumverbindungen: Wirkung und
Resistenzmechanismen
Bei quartdren Ammoniumverbindungen, im Englischen ,,quaternary ammonium
compounds®, kurz QACs, handelt es sich um Desinfektionsmittel mit der
chemischen Struktur N* R;R,R3R, X", wobei an Stelle des R ein Wasserstoff-
Atom, eine einfache Alkyl-Gruppe oder eine durch andere funktionelle Gruppen
substituierte Alkylgruppe stehen kann und das X ein Anion zum positiv
geladenen Stickstoff-Atom symbolisiert (Buffet-Bataillon et al. 2012). Das
germizide Potential von QACs mit mindestens einer (zwischen 8 und
18 Kohlenstoff-Atome) langen Alkylgruppe wurde bereits 1916 beschrieben
(Jacobs 1916). Seither finden sie Verwendung in zahlreichen 6ffentlichen wie
industriellen Bereichen, wie beispielsweise der Herstellung von Kosmetik- und
Medizinprodukten, in Krankenhdusern, der Lebensmittelverarbeitung, der

Desinfektion von landwirtschaftlichen Gebauden sowie bei der Aufbereitung von
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Wasser (Holah et al. 2002, Paulson 2002, Buffet-Bataillon et al. 2012). Auch in
der Veterindrmedizin spielen auf QACs basierende Desinfektionsmittel eine
wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von Infektionskrankheiten (Ortega Morente et
al. 2013). Eine bakteriostatische Wirkung wvon QACs in niedrigen
Konzentrationen wurde bereits in den 70er-Jahren beschrieben (Maxcy et al.
1971). QACs wirken durch ihre oberflachenaktiven Eigenschaften als kationische
Tenside und besitzen antimikrobielle Aktivitat: Durch Interaktionen mit
Phospholipiden und Proteinen auf den Oberflachen von Bakterien kommt es zu
Membransché&den und letztlich zum Austritt zellularer Bestandteile, sowohl bei
Gram-positiven wie auch bei Gram-negativen Bakterien (Gilbert et al. 2005,

loannou et al. 2007).

Das Phanomen gesteigerter Toleranz zeigt sich auch bei den QACs, konkret wird
diese von gac-Genen (bisher bekannt sind gacA, gacB, gacC, gacD, gacE, gacF,
gacG, gacH, gacl, gacJ, gacK, gacZ) vermittelt, die allesamt fur Proteine
kodieren, die Bestandteil von Multidrug-Pumpen mit relativ niedriger Spezifitét
sind und die in verschiedensten Gram-positiven wie Gram-negativen Bakterien-
Isolaten nachgewiesen werden konnten (Chuanchuen et al. 2007, Bischoff et al.
2012, Jaglic et al. 2012). Dass sich hinter gac-mediierter ,,Resistenz* ein Efflux-
basiertes System verbirgt, wurde erstmals Mitte der 1980er Jahre beobachtet
(Jones et al. 1985). Spater wurde konkretisiert, dass es sich um einen Energie-
abhangigen Vorgang handelt, bei dem, &hnlich wie bei tet(A) und tet(B), die
antimikrobiell wirksame Substanz im Austausch gegen Protonen aus der Zelle
geschleust wird (Tennent et al. 1989, Rouch et al. 1990, Littlejohn et al. 1992).

In der Literatur finden sich Hinweise auf eine Korrelation zwischen Antibiotika
und QACs: Ortega Morente et al. (2013) kommen anhand von Beispielen aus der
Literatur zu dem Schluss, dass der Gebrauch solcher Biozide zu
Desinfektionszwecken in Krankenhdusern oder bei Operationen am Nutztier fur
Penicillin-resistente Staphylokokken selektieren konnte und umgekehrt (Russell
2000, Hassan et al. 2006). Stdamerikanische Forscher stellten den Beweis an,
dass gacC auch erhéhte Toleranz gegenuber einer Reihe an R-Laktam-Antibiotika
vermittelt (Fuentes et al. 2005). Die Korrelation zwischen QAC-Toleranz und
Antibiotika-Resistenz kann aber auch auf den Fakt zurlickgefiihrt werden, dass die
vermittelnden Gene fir gewohnlich eng miteinander verbunden sind: In

Gram-negativen Bakterien sind gac-Gene typischerweise auf Plasmiden zu
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finden, auf denen wiederum auch eine Vielzahl von anderen Resistenzgenen
verankert ist (Jaglic et al. 2012, Zhao et al. 2012). Dies gilt auch fir gacE und
seine attenuierte Variante qacEA1 (Wang et al. 2008, Jaglic et al. 2012). Im Fall
von gacEAL ist die Verbindung zur Antibiotikaresistenz zurtickzufiihren auf die
hohe Prévalenz von Klasse-1-Integrons (vgl. Abschnitt 1.3.2.2): Eine aktuelle
Studie zeigt, dass in allen untersuchten Schweineglle- und mit Gille behandelten
Bodenproben Plasmide nachgewiesen werden konnten, die Klasse-1-Integrons
beherbergten, auf denen wiederum gacEA1 verankert war (Jechalke et al. 2014).

2 Gesellschaftliche Relevanz der Antibiotikaresistenz

2.1 Grunde far die zunehmende Ausbreitung von Resistenzen

Allgemein betrachtet beruht die Verbreitung von Resistenzen gegenuber
antibiotischen Wirkstoffen auf zwei Grundlagen: Zum einen dem Vorhandensein
von resistenten Bakterien bzw. von (bertragbaren Resistenzgenen und zum
anderen dem durch den Antibiotikaeinsatz zugunsten dieser Keime ausgeiibten
Selektionsdruck. Grundsétzlich handelt es sich bei der Entwicklung von
Antibiotikaresistenzen durchaus um ein natirliches Phdnomen, schon immer
mussten sich Bakterienpopulationen z. B. gegen Pilze behaupten. In Anbetracht
der enormen Zahl von ca. 5x 10% Bakterien auf der Erde, deren kurzer
Generationszeit und einer typischerweise vorherrschenden Haufigkeit von einer
Genmutation je 10 Bakterien erscheint es wenig verwunderlich, dass es einige
wenige Bakterien in einer Population gibt, die zufallig weniger empfindlich
gegenuber einem bestimmten Antibiotikum sind. Durch diese schnelle genetische
Anpassung an verénderte Umweltbedingungen — in diesem Fall das
»Ausgesetztsein“ gegeniiber einem antibiotischen Wirkstoff — verschaffen sie sich
einen Selektionsvorteil gegenlber den fur das Antibiotikum empfanglichen
Bakterien der gleichen Population (Whitman et al. 1998, O'Brien 2002, Walsh et
al. 2005).

Die Grinde, die das Auftreten und die beschleunigte Verbreitung wvon
Antibiotikaresistenzen  begiinstigen, im  Folgenden Uberwiegend einer
Veroffentlichung von Daviesetal. (2010) entnommen, sind dabei durchaus
vielschichtig, wobei die Hauptursachen unstrittig menschengemacht sind: Seit

Beginn der ,,goldenen Ara“, der Entdeckung immer neuer Antibiotika ab den
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1940er Jahren, hat sich durch Produktion, Klinischen Gebrauch und Entsorgung
eine betrachtliche Masse an teilweise umweltstabilen antimikrobiellen
Medikamenten auf der Erde verteilt, weswegen seitdem ein hoher Selektionsdruck
fur resistenter Stdamme in allen Bereichen unserer Umwelt vorherrscht. Davies®
These, dass alleine durch pharmazeutische Unternehmen in den letzten 50 Jahren
mehrere Millionen Tonnen an antibiotischen Verbindungen in die Biosphare
gelangten, wird unterstiitzt von verschiedenen Studien: Etwa wurde gezeigt, dass
Abwaésser einer indischen Fabrik, in der Antibiotika hergestellt werden,
bedenklich hohe Rickstdnde an Antibiotika enthielten (Larsson et al. 2007). In
einer weiteren Publikation wurden aus dem Umfeld einer &hnlichen Fabrik
93 fakultativ pathogene Bakterienstdmme isoliert, von denen sich — unter
Einbeziehung der intrinsischen Resistenzen — 86 % resistent gegenliber 20 oder
mehr Antibiotika zeigten (Marathe et al. 2013). Davies et al. (2010) fuhren als
weitere anthropogene Ursachen fur die allgegenwartige Verbreitung von
Antibiotika in unserer Umwelt den Einsatz antimikrobieller Wirkstoffe als
Wachstumsforderer bzw. den Einsatz zu therapeutischen und prophylaktischen
Zwecken in der Human-, Klein- und Nutztiermedizin sowie in der Aquakultur,
den Gebrauch von Bioziden in Handpflege- und Haushaltsartikeln sowie den

Umgang mit Antibiotika in der Forschung und Industrie auf.

Generell lassen sich in der Literatur zahlreiche Anmerkungen finden, die vor
allem den exzessiven Gebrauch von Antibiotika in unserer heutigen Gesellschaft
als Ursache der momentanen Krise ansehen (Neu 1992, Levy 1998, Singer et al.
2003). Die Leitlinien flr den sorgféltigen Umgang mit antibakteriell wirksamen
Tierarzneimitteln unterstreichen die Aussage, dass prinzipiell jeder Einsatz von
Antibiotika zur Entwicklung von Resistenzen fuhren kann und das Risiko der
Resistenzentwicklung bei ungezieltem Einsatz, subtherapeutischer Dosierung
sowie verléngerter, wiederholter und bestandsweiser Anwendung steigt (BTK
2015). Literaturangaben besagen, dass der Veterindrmedizin eine entscheidende
Rolle in der Problematik der Antibiotikaresistenzen beikommt (Mateu et al.
2001). Die WHO benennt neben dem unsachgemé&Ben Einsatz von
antimikrobiellen Medikamenten in Human- und Veterindrmedizin sowie der
landwirtschaftlichen ~ Nutztierhaltung  ungentgende  Préventions-  und
Einddmmungsmalinahmen gegeniber Infektionen als die Hauptursachen fiir die

weitreichende Verbreitung von Antibiotikaresistenzen (WHO 2014).
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2.2 Bedeutung und Folgen

Die Folgen von Antibiotikaresistenzen sind mindestens so vielschichtig wie die
Grlnde dafiir. Sie betreffen Mensch, Tier und Umwelt und stellen somit ein
globales Problem dar. Alarmierend sind die Mortalititsraten von Infektionen,
denen multiresistente Keime ursdchlich zugrunde liegen: Jedes Jahr sterben nach
Angaben der Joint Working Group des European Centre for Disease Prevention
and Control und der EMA in der EU ca. 25.000 Menschen an schweren
Infektionen mit resistenten Bakterien, die in einer Gesundheitseinrichtung
erworben wurden (ECDC/EMA 2009). In den USA stellt sich die Situation mit
63.000 durch nosokomiale bakterielle Infektionen verstorbenen Patienten jahrlich
noch schlimmer dar (Aminov 2010). Neben der Gefahr, sich im Krankenhaus mit
multiresistenten und dementsprechend nur schwer therapierbaren Keimen wie
Methicillin-resistenten  Staphylococcus aureus (MRSA) oder Vancomycin-
resistenten Enterokokken (VRE) zu infizieren, steht dabei sowohl fir Mensch als
auch Tier die Gefahr im Vordergrund, dass sich einfache Infektionskrankheiten,
die zuvor uber Jahrzehnte therapierbar waren, nicht mehr erfolgreich behandeln
lassen. Auch auf die Wirtschaft haben Antibiotikaresistenzen negative
Auswirkungen: Von der WHO werden die Kosten, die jedes Jahr durch
Infektionen mit multiresistenten Bakterien verursacht werden, fur das
amerikanische  Gesundheitssystem  mit  Werten  zwischen 21  und
34 Milliarden Dollar beziffert, fur die EU belaufen sich die Schatzungen von
Mehrkosten und verringerter Produktivitdt auf mindestens 1,5 Milliarden Euro
jahrlich (ECDC/EMA 2009, WHO 2014).

Durch klassische, resistent gewordene Zoonose-Erreger, wie nicht-typhoidale
Salmonella-Serovare sowie Campylobacter spp. ergeben sich  vermehrt
Gesundheitsrisiken fur den Verbraucher. In der Literatur wurde bereits in den
1960er Jahren davor gewarnt, dass mobile Resistenzelemente von
Enterobacteriaceae tierischen Ursprungs auf menschliche Pathogene (bergehen
konnten (Anderson 1968). Dartiber hinaus existieren zahlreiche Berichte, in denen
resistente Isolate der genannten Gattungen aus Lebensmittel liefernden Tieren
nachgewiesen wurden (Threlfall et al. 2000, Gebreyes et al. 2002, Cortés et al.
2010). Auch fiir die Ubertragung resistenter Stamme bzw. mobiler genetischer
Resistenzelemente vom tierischen Lebensmittel (Smith et al. 1999, Antunes et al.

2003) bzw. vom Nutztier selbst auf den Menschen (Holmberg et al. 1984, Fey et
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al. 2000, Sundsfjord et al. 2001) gibt es Belege in der Literatur. Die Ausbreitung
von Resistenzen scheint fallweise durchaus mit dem Einsatz von Antibiotika in
der Veterindrmedizin verknlpft zu sein, wie folgende Beispiele belegen (Mglbak
2004): Waren Fluorchinolone in den USA von 1986 an beim Menschen im
Einsatz, bei Tieren jedoch nicht bis zum Jahr 1995, traten Resistenz gegeniber
dieser Wirkstoffklasse dort in Campylobacter spp. so lange nicht auf, bis die
Wirkstoffklasse fir den tiermedizinischen Gebrauch zugelassen wurde (Gupta et
al. 2004). Ahnliches stellte man auch in den Niederlanden und Spanien fest (Endtz
et al. 1991, Engberg et al. 2001). Mglbak (2004) fasst die Folgen
antibiotikaresistenter Pathogene in der Lebensmittelkette zusammen und nennt als
Konsequenzen fir das globale Gesundheitswesen eine geringere Effektivitat bei
vormals wirksamen empirischen Antibiotika-Behandlungen, das Erreichen von
Grenzen bei der Auswahl geeigneter Medikamente nach mikrobiologischer
Diagnose des jeweiligen Erregers sowie eine mogliche Co-Selektion von
Virulenzfaktoren (Mglbak 2004).

Kurz sei an dieser Stelle auch auf die Bedeutung der Umwelt im Zusammenhang
mit Antibiotikaresistenzen eingegangen, da diese ein erhebliches Reservoir fir
resistente Organismen bzw. resistenzassoziierte Gene darstellt:
Gerard D. Wright (2007) préagte hierfiir den Begriff ,,environmental antibiotic
resistome*, welches eine Unterkategorie des ,,antibiotic resistome* darstellt, das
aus samtlichen  Antibiotikaresistenzgenen, egal ob in  Pathogenen,
umweltassoziierten Bakterien, Kommensalen verschiedener Organismen oder
anderen antibiotikaproduzierenden Lebewesen und Pflanzen, besteht. Bereits
erwéhnt wurde, dass die meisten Antibiotika, die heute zu Behandlungszwecken
eingesetzt werden, ihren Ursprung in umweltassoziierten Mikroorganismen haben
(Fischbach et al. 2009, Martinez 2009). Gleichzeitig wird mittlerweile davon
ausgegangen, dass die meisten Antibiotikaresistenzgene ihren Ursprung ebenfalls
in der Natur haben - nicht zuletzt in den Antibiotika-produzierenden
Mikroorganismen bzw. deren mikrobiellen Umfeld (Martinez 2008, Perry et al.
2013). Verwiesen sei hier auf eine Studie, in der 480 Bakterienisolate aus
Bodenproben urbanen und landwirtschaftlichen Ursprungs Resistenzen gegen
insgesamt 21 verschiedene Antibiotika zeigten, wobei — wiederum inklusive der
intrinsischen Resistenz — alle Stamme multiresistent waren; dies verdeutlicht

anschaulich das massive Resistenz-VVorkommen in unserer Umwelt (D'Costa et al.
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2006). Auch neuere Untersuchungen belegen dies (Walsh et al. 2013).

In dhnlicher Weise stellt die Kontamination von Wasser und Gewéssern durch den
Einsatz von Antibiotika in der Landwirtschaft und in Aquakulturen ein nicht
unerhebliches Problem dar (Wright 2010): Durch Abwaésser sowie Diingung
werden konstant sowohl apathogene als auch pathogene bzw. potenziell
pathogene Bakterien menschlichen und tierischen Ursprungs in die Umwelt
(zurlck)uberfuhrt (Hirsch et al. 1999, Baquero et al. 2008, Heuer et al. 2011). Fir
den Fall, dass diese Keime Antibiotikaresistenzgene in sich tragen, besteht die
Gefahr, dass letztere sich auf Bakteriengemeinschaften im Boden — gerade bei
diesen spielt die Aufnahme von Genmaterial durch Transformation eine
ubergeordnete Rolle — und im Wasser ausbreiten konnen; auch Kléaranlagen bieten
resistenten  Organismen aufgrund der hohen Bakteriendichte optimale
Voraussetzungen zur Ubertragung und Neukombination von Resistenzgenen
(Feuerpfeil et al. 1999, Alonso et al. 2001). Dies, sowie der bereits angesprochene
Eintrag von (co-)selektierenden Faktoren anthropogenen Ursprungs (Antibiotika-
und Schwermetallriickstande aus industrieller Produktion, Detergentien,
Desinfektionsmittel usw.), fiihrt wiederum dazu, dass nicht-pathogene Bakterien
als eine Art Reservoir flr Resistenzgene dienen (Baquero et al. 2008). Die
Entdeckung, dass sich CTX-M  Extended-spectrum  [3-Laktamasen
hdchstwahrscheinlich aus chromosomalen Genen der ubiquitar in Gewéssern und
im Boden vorkommenden und auch als Krankheitserreger bekannten Gattung
Kluyvera entwickelt haben, zeigt anschaulich, dass ein klinisch duferst relevanter
Resistenzfaktor seinen Ursprung wohl in der Umwelt hatte (Poirel et al. 2002,
Carter et al. 2005, Wright 2010).

2.3 Aktuelle Entwicklungen und Malinahmen

Blickt man auf die Vielzahl an wissenschaftlichen Verdffentlichungen,
Forschungsprogrammen und Reporten diverser internationaler Organisationen
(WHO, EFSA, OIE), scheint das Problem der zunehmenden Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzen mittlerweile im Bewusstsein verankert. Die WHO spricht
von einer zunehmenden, ernsten Bedrohung flr das 6ffentliche Gesundheitswesen
und fordert GegenmaRnahmen seitens aller 6ffentlichen Sektoren sowie der
Gesellschaft (WHO 2014). Unter dem Aspekt ,,One World, One Health* wird
versucht, die verschiedenen in die Thematik involvierten Bereiche, vorwiegend

Human- und Veterindrmedizin sowie die Umwelt, zu verkntpfen und gemeinsame
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Losungsansitze zu entwickeln, um der Entstehung einer ,,post-antibiotischen Ara‘

vorzubeugen (Schwabe 1984, Zinsstag et al. 2011, Ferguson 2013).

Auch in Deutschland gibt es seit einiger Zeit nicht mehr nur Bestrebungen
sondern vielmehr konkrete MalRnahmen und Programme, die auf den Kampf
gegen antimikrobielle Resistenzen abzielen. Erwédhnt sei an dieser Stelle die
Bundesinitiative ,,Deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie (DART) 2020, die als
Ziel die Reduzierung und Verminderung der Ausbreitung von Antibiotika-
Resistenzen in Deutschland ausgegeben hat. Vom Bundesministerium fir
Gesundheit wurde im Marz 2015 ein ,,10-Punkte-Plan zur Bek&mpfung resistenter
Erreger“  vorgelegt  (https://www.bundesgesundheitsministerium.de ®,  letzter
Zugriff am 30.09.2015). Im Hinblick auf die selektive Wirkung von Antibiotika

kommt hierbei auch der Reduktion der Verbrauchsmengen Bedeutung zu. Um

letztere besser zu U(berwachen, gibt es die vom Bundesministerium flr
Verbraucherschutz ~ und Lebensmittelsicherheit ~ (BVL)  ausgewertete
Datenerhebung zur Antibiotikaabgabe in der Tiermedizin (s. Punkt 1.2). Auch
wurde die Pilot-Studie ,,VetCAb-Pilot“ durchgefuhrt; sie stellt eine
Verbrauchsmengenerfassung von Antibiotika in der Nutztierhaltung dar (Van
Rennings et al. 2013).

Als wichtiges Instrument gilt das 16.Gesetz zur Anderung des
Arzneimittelgesetzes (AMG), kurz 16. AMG-Novelle, das zum 1. April 2014 in
Kraft trat. Ziel der Gesetzesanderung ist es, den Einsatz von Antibiotika in der
Nutztierhaltung zu minimieren, um so einen Beitrag zum gesundheitlichen
Verbraucherschutz zu leisten (AMG 2014). In 8§56a AMG wird die
Verschreibung, Abgabe und Anwendung von Arzneimitteln durch Tierdrzte
geregelt: Durch Erméchtigungen durch das BVL ist unter anderem rechtlich
verankert, dass der Tierarzt in bestimmten Féllen zur Erstellung eines Testes zur
Bestimmung der Empfindlichkeit von Erregern (= Antibiogramm) verpflichtet ist,
dass bestimmte Parameter der Packungsbeilage von Antibiotika verbindlich
beachtet werden missen oder dass bestimmte Arzneimittel nur durch den Tierarzt
selbst angewendet werden diirfen. Der Aufbau einer bundesweiten Datenbank, die
Transparenz Uber den Einsatz von Antibiotika in Mastbestrieben schafft, soll

unterstitzend auf die Bek&mpfung wvon Antibiotikaresistenzen hinwirken:

% https://www.bundesgesundheitsministerium.de/ministerium/meldungen/2015/10-punkte-plan-zu-
antibiotika-resistenzen.html
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Tierhalter, die Rinder, Schweine, Hilhner und Puten zu Mastzwecken gewerblich
halten, mussen nach § 58c AMG halbjahrlich der zustdndigen Behorde Daten
melden, die zur Berechnung der betrieblichen Therapiehdufigkeit von Antibiotika
erforderlich  sind. Jedoch gelten nach 82 der Tierarzneimittel-
Mitteilungendurchfiihrungsverordnung, kurz TAMMIitDurchfV, Ausnahmen
dieser Meldepflicht fir Kleinbestdnde, so z. B. fiir Betriebe die durchschnittlich
pro Kalenderhalbjahr nicht mehr als 250 zur Mast bestimmte Schweine halten.
Die Therapiehdufigkeit dient als Kenngrofle zur Beschreibung des
Antibiotikaeinsatzes in landwirtschaftlichen Betrieben und gibt an, ,,an wie vielen
Tagen ein Tier im Bestand im Durchschnitt mit einem Wirkstoff behandelt wird,
d. h. wie viele Einzelgaben ein Tier im Bestand im Durchschnnitt erhalt (Van

Rennings et al. 2013).

Insofern die Therapiehdufigkeit einzelner Betriebe hoher liegt als die im
bundesweit erhobenen Kennzahlen 1 bzw. 2 zur Therapiehdufigkeit, missen vom
Tierhalter in Zusammenarbeit mit seinem Tierarzt die Ursachen hierfiir ermittelt
und Malinahmen ergriffen bzw. dokumentiert werden, die zur Reduktion der
Antibiotikaverwendung fuhren (88 58c und 58d AMG). Darunter fallen z. B.
Impfungen oder die Beachtung von allgemein anerkannten Leitlinien Gber die
Anwendung von Arzneimitteln, die antibakteriell wirksame Mittel oder Teile
davon enthalten. In § 58d AMG wird des Weiteren geregelt, dass die zustandige
Behorde bei Betrieben im Falle einer Uberschreitung der bundesweiten
Kennzahlen  konkrete MalRnahmen zur Verbesserung der Hygiene,
Gesundheitsvorsorge oder sonstiger Haltungsbedingungen anordnen kann, wenn
sich dies positiv auf die Reduzierung des Antibiotikaeinsatzes auswirkt — im

Extremfall ware hier das Ruhenlassen der Tierhaltung denkbar.

Das im Jahr 1995 von der dénischen Regierung eingefiihrte Monitoringprogramm
DANMAP (Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and Research
Programme) zeigt, welche Erfolge sich durch gezielte staatliche MaRnahmen im
Kampf gegen die Entstehung von Antibiotikaresistenzen erzielen lassen: Wéhrend
die Anzahl der produzierten Schweine von knapp tber 20 Millionen im Jahr 1995
bis auf ca. 30 Millionen in 2011 kontinuierlich stieg, ging im gleichen Zeitraum
der Einsatz von Antibiotika pro kg produzierten Fleisches um 60 % zuriick, ohne
dass dies Auswirkungen auf die Produktivitat, die WurfgroRe oder die taglichen
Gewichtszunahmen gehabt hatte (Aarestrup et al. 2010, Aarestrup 2012).
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3 Schweineproduktion und -haltung in Deutschland (Bayern)

3.1 Zahlen und Fakten

Zwischen den Jahren 1990 und 2009 stieg der durchschnittliche Fleischkonsum
weltweit um fast 60 % an, die Food and Agriculture Organization der Vereinten
Nationen (FAO) beziffert die jahrliche Produktion von Fleisch mit
308,2 Millionen t, wovon der groRte Anteil (114,2 Millionent) auf die Tierart
Schwein entfiel (Anonymous 2014, Henchion et al. 2014). Hierzulande gilt
Ahnliches: Die Fleischproduktion stellt, wirtschaftlich gesehen, nach der
Milchproduktion den zweitwichtigsten Zweig der tierisch erzeugten Produkte dar
(Anonymous 2013). Mit derzeit jahrlich um die 59 Millionen geschlachteten
Schweinen aus dem In- und Ausland — davon entfielen im Jahr 2014 nach
Angaben des Bayerischen Staatsministeriums fiir Erndhrung, Landwirtschaft und
Forsten (StMELF) 5,09 Millionen Schlachtungen auf den Freistaat Bayern —
belegt Deutschland nach Angaben der Agrarmarkt Informations-GmbH im
europdischen  Vergleich in  dieser Kategorie die  Spitzenposition
(https://www.destatis.de *, letzter Zugriff am 30.09.2015). Obwohl seit 1997 die
Anzahl der gewerblich gehaltenen Mastschweinen in Deutschland insgesamt (bei

etwa gleichbleibender Zahl an Sauen) nahezu konstant anstieg, kam es zu einer
entgegengesetzten Entwicklung bei der Zahl der Schweinehaltungsbetriebe, wie
Abbildung 7 verdeutlicht: Wahrend es im Jahr 1997 noch 192.000 Betrieben
waren, ging die Zahl bis zum Jahr 2009 auf 67.000 zuriick, was gleichbedeutend
mit einem enormen Anstieg der pro Betrieb gehaltenen Mastschweine ist. Nach
Angaben des  Statistischen  Bundesamtes, das halbjahrlich  eine
Viehbestandserhebung in Deutschland durchfuhrt, setzt sich dieser Trend aktuell
fort: Zum 3. Mai 2014 wurden in Deutschland durchschnittlich 1.087 Schweine
insgesamt bzw. 469 Mastschweine mit mindestens 50 kg Lebendgewicht pro
Betrieb gehalten (https://www.destatis.de °, letzter Zugriff am 30.09.2015).

* https://www.destatis.de/DE/ZahlenFakten/Wirtschaftsbereiche/LandForstwirtschaftFischerei/Tier
eundtierischeErzeugung/Tabellen/AnzahlSchlachtungen.html

% https://www.destatis.de/DE/ZahlenFakten/Wirtschaftsbereiche/LandForstwirtschaftFischerei/Tier
eundtierischeErzeugung/Tabellen/BetriebeSchweineBestand.html
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Abbildung 7: Entwicklung der Anzahl an Schweinehaltungsbetrieben in
Deutschland, verglichen mit der Anzahl gehaltener Mastschweine und Sauen
(1997 - 2009), modifiziert nach Anonymous (2013)

Trotz steigender Nachfrage und dem Wunsch der Verbraucher nach ¢kologisch
erzeugten Produkten denen eine artgerechte Tierhaltung zugrunde liegt, stellt Bio-
Schweinefleisch, nicht zuletzt aufgrund hoherer Produktionskosten und
Ladenpreise, nach wie vor ein Nischenprodukt dar (Loser et al. 2004, Werner et
al. 2008). Im Jahr 2011 betrug die Zahl der aus Biohaltung stammenden Schweine
laut Agrarmarkt Informations-GmbH in Deutschland nur 0,7 %; in anderen
europdischen Landern lagen die Werte fur das Jahr 2006 zwischen 0,13 %
(Finnland) und 1,63 % (Osterreich) ebenfalls in sehr niedrigen Bereichen (Friih et
al. 2011). Loser et al. (2004) bezifferten die durchschnittliche Grolle der von
ihnen untersuchten o6kologischen Schweinehaltungsbetriebe (n=73) mit
125 Mastplatzen, wobei auf wenige groRe Master in Mecklenburg-Vorpommern
viele kleine Master in Siddeutschland kamen. Ahnlich umfangreiche,
deutschlandweite Vergleichsstudien zur 6kologischen Schweinehaltung fehlen
bisher, jedoch ist davon auszugehen, dass Betriebe dieser Produktionsrichtung

nach wie vor eher kleinstrukturiert sind.

Der bayerische Anteil am gesamtdeutschen Schweinebestand betragt laut StMELF
derzeit rund 12 %; alleine im zweiten Halbjahr 2014 wurden in Bayern
81.500 Mastschweine mehr gehalten als noch in der ersten Jahreshalfte. 2014
wurden in Bayern rund 642.000t Schweinefleisch erzeugt: Bei einem
durchschnittlichen Schweinefleischverbrauch von 53 kg je Einwohner entspricht
dies einem Selbstversorgungsgrad von 96 % und verdeutlicht den hohen
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Stellenwert der Schweinehaltung in Bayern (http://www.stmelf.bayern.de °, letzter
Zugriff am 30.09.2015).

3.2 Konsequenzen der Intensivierung in der Schweinehaltung far Tier,
Mensch und Umwelt

Die oben angesprochene, zunehmende Intensivierung der Schweinemasthaltung in
den vergangenen 20 Jahren kann das Auftreten von Krankheiten begtinstigen (dies
inkludiert vorwiegend Krankheiten des Respirationstraktes, des Herz-
Kreislaufapparates, des Bewegungsapparates sowie Verhaltensstérungen), was
wiederum  verzogerte  Gewichtszunahmen, verstarkte ~ Anwendung von
Arzneimitteln, dadurch hohere Behandlungskosten durch den Tierarzt bedeutet
und letztlich wirtschaftliche Verluste nach sich ziehen kann (Albrecht et al. 1999,
Littmann et al. 2000, Brambilla et al. 2004, llea 2009). So bedingen zu groRe
Tiergruppen respektive ein zu geringes Platzangebot ein erhohtes Risiko von
Verletzungen und Krankheiten (Salak-Johnson et al. 2007, Street et al. 2008). Zu
den bedeutendsten Bestandsproblemen in der Schweinemast zéhlen Erkrankungen
des Magen-Darm-Traktes (Littmann et al. 2000).

Damit einher geht ein betrachtlicher Antibiotikaeinsatz: In der ,,VetCAb-Pilot“-
Studie wurde 2011 ermittelt, dass von allen eingesetzten antibiotischen
Wirkstoffen bei den Nutztierarten Rind, Schwein und Gefliigel mengenméRig
knapp 80 % auf den Einsatz beim Schwein entfallen; dies verdeutlicht, dass der
Einsatz von Antibiotika in der Schweinehaltung einen besonders hohen
Stellenwert besitzt (Van Rennings et al. 2013). Neben der Selektion resistenter
Bakterien im Korper der Tiere birgt dieser Sachverhalt auch noch eine Gefahr fiir
die Umwelt von Schweine haltenden Betrieben: Beispiele aus der Literatur
zeigen, dass ein Grolteil der bei der Behandlung von Nutztieren eingesetzten
Antibiotika unverdndert bzw. als Metaboliten mit dem Kot und Urin
ausgeschieden wird (Elmund et al. 1971, Feinman 1978, Alcock et al. 1999,
Sarmah et al. 2006). Werden diese Ausscheidungen als wirtschaftseigene
Dlingemittel Uber Gulle oder Mist in die Umwelt ausgebracht, konnen
antibiotikaresistente Bakterien in die Umwelt eingetragen werden (Feuerpfeil et
al. 1999). Weitere Aspekte zu dieser Problematik finden sich in Kapitel 2.2.

Dass der Einsatz von Antibiotika in der Schweinehaltung auch unmittelbare

® http://www.stmelf.bayern.de/landwirtschaft/tier/000878/index.php
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Konsequenzen fur den Menschen haben kann, zeigt eine epidemiologische Studie
von Hummel et. al.: Ab Anfang der 1980er Jahre wurde in der Deutschen
Demokratischen Republik das Antibiotikum Nourseothricin, ein Streptothricin-
Antibiotikum, ausschlieBlich beim Schwein zu Zwecken der Wachstumsférderung
eingesetzt (Bradler et al. 1963, Hummel et al. 1986). Wahrend es bis dahin nur
vereinzelte Nachweise zu Streptothricin-resistenten E. coli-Stdmmen gegeben
hatte, tauchten ab 1984 plétzlich in E. coli-lsolaten aus mit Nourseothricin
behandelten Tieren Plasmide auf, die Resistenzen gegen genau diesen Wirkstoff
vermittelten (Tschape et al. 1984, Witte et al. 1984). Die gleiche Plasmid-
vermittelte Resistenz wiesen Hummel et al. (1986) danach auch in E. coli-Isolaten
der Angestellten dieser Schweinehaltungsbetriebe sowie in Isolaten ihrer
Familienmitglieder nach. In gesunden Personen, die zwar keinen direkten Kontakt
zu den Schweinen hatten, jedoch in der gleichen Region, in der sich die Betriebe
befanden, lebten, trugen noch 16 % der Isolate das entsprechende Plasmid. In der
Literatur lassen sich einige weitere Belege flr die Besiedlung von E. coli-Isolaten
tierischen Ursprungs beim Menschen finden (Linton et al. 1977, Marshall et al.
1990). Andere Veroffentlichungen zeigen, dass es, wie im Falle des
Tetrazyklinresistenzgens tet(W), durch horizontalen Gentransfer zum Austausch
von Resistenzgenen zwischen tierischer und menschlicher Darm-Mikrobiota
kommen kann (Barbosa et al. 1999, Kazimierczak et al. 2006). Auch lassen sich
Fallberichte finden, in denen ein direkter Zusammenhang zwischen Resistenzen in
Nutztieren sowie klinischen Infektionen beim Menschen hergestellt wird, wie das
Beispiel von zwei an Endocarditis leidenden Patienten aus Danemark zeigt, aus
denen Gentamicin-resistente Enterococcus faecalis porcinen Ursprungs isoliert
wurden (Larsen et al. 2010). Abbildung 8 gibt einen Uberblick tiber verschiedene
potenzielle Ubertragungsmaoglichkeiten von bakteriellen Resistenzen, wobei als
Grundlage ein Informationsblatt der Federation of Veterinarians of Europe (FVE)
diente (http://www.fve.org ’, letzter Zugriff am 30.09.2015).

" http://www.fve.org/news/publications/pdf/antibioen.pdf
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Einsatz von

| Antibiotika |
> Klinik @ Allgemeinheit «—

Kommunale Abwasser l Haushalt <

Oberfldchen- 1‘1‘
wasser l

v

Nahrung pflanzlicher - ~2> Heimtiere

Lebensmittel 1

Herkunft
T tierischer
> Abwasser Boden Herkunft
1 I 4
Wirtschaftseigene Diingemittel Einsatz von
t Nutztiere Antibiotika
> Landwirt

Abbildung 8: Potenzielle Ubertragungswege von bakteriellen Resistenzen
(modifiziert nach http://www.fve.org/news/publications/pdf/antibioen.pdf,
letzter Zugriff am 30.09.2015)

Zusammenfassend scheint also klar, dass sich nicht nur antibiotikaresistente
Bakterienstdmme ausbreiten, sondern auch, dass ein Transfer von Resistenzgenen
zwischen Bakterien vom Tier und vom Menschen stattfindet (van den Bogaard et
al. 2000). Allerdings ist die quantitative Einordnung dieses Phadnomens und
insbesondere seiner Bedeutung flr ein eventuelles Therapieversagen in der

Humanmedizin bei weitem nicht abgeschlossen.

4 Escherichia coli

4.1 Allgemeines und Taxonomie

Die Erstbeschreibung von Bacterium coli commune erfolgte durch den deutschen
Kinderarzt Theodor Escherich, der diese Bakterienspezies aus dem Stuhl von
Séuglingen isolierte (Escherich 1886). 1919 wurde ihm zu Ehren der Name
Escherichia coli, kurz E. coli, eingefuhrt (Bllte et al. 2014).

Die im Folgenden beschriebene taxonomische Einordnung wurde anhand der am
Ende des Absatzes angegebenen Referenzen vorgenommen: E. coli gehort zur
Gattung Escherichia, die zusammen mit anderen Genera, beispielsweise

Edwardsiella, Shigella, Salmonella und Citrobacter der Familie der
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Enterobacteriaceae zugeordnet wird, wobei sich dieser Name vom Wort
enteron (altgriechisch &vtepov, Darm) ableitet, da die meisten Vertreter dieser
Familie Darmbewohner sind. Systematisch handelt es sich bei den
Enterobacteriaceae um die einzige Familie der Ordnung Enterobacteriales, die
wiederum der Klasse der Gammaproteobacteria zugeordnet werden. Letztere
unterscheiden sich von den Alpha-, Beta- und Delta- und Epsilonproteobacteria in
der Zusammensetzung ihrer ribosomalen Einheit und bilden zusammengenommen
mit diesen die Abteilung der Proteobacteria. Die Proteobacteria représentieren die
grolte phylogenetische Gruppe innerhalb der Domane der Bacteria. (Garrity et al.

2007, Cullimore 2010). Abbildung 9 fasst die Systematik von E. coli zusammen.

Domane: Bacteria
Abteilung: Proteobacteria
Klasse: Gammaproteobacteria
Ordnung: Enterobacteriales
Familie: Enterobacteriaceae
Gattung: Escherichia
Art: Escherichia coli

Abbildung 9: Systematische Einordnung von Escherichia coli

Bei E. coli handelt es sich um Gram-negative, fakultativ anaerobe, sporenlose,
Oxidase-negative,  Katalase-positive,  stdbchenférmige  Bakterien  von
ca.1,1-15umx2,0-6,0 um (Breite x Lange) Grolie, deren natirliches Habitat
der Dickdarm des Menschen und warmblitiger Tiere ist, mit den bekanntesten
Ausnahmen von Meerschweinchen und Chinchilla (Bergey et al. 1994, Dahme et
al. 2007). Auch bei den meisten Vogeln, mit gewissen Ausnahmen bei den
Psittaciden, finden sich Stdimme dieser Spezies (Bulte et al. 2014). Es existieren
begeilelte und damit bewegliche Stdmme, ebenso wie unbewegliche. Des
Weiteren kann hé&ufig eine Kapselbildung beobachtet werden. Mit einem
Wachstumsoptimum von 37 °C wird E. coli der Klasse der mesophilen Bakterien
zugerechnet (Bergey et al. 1994). Eine Einteilung in verschiedene Serovare ergibt
sich gemaR dem modifizierten Kaufmann-Schema anhand ihrer 186 Oberflachen
(0)-, ca. 100 Kapsel (K)- und 56 GeiRel (H)-Antigenen (drskov et al. 1984, Gyles
2007).
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4.2 E. coli als Markerorganismus

Mit Keimzahlen von 10* — 10° KbE/g Faeces stellen E. coli-Stdimme bei Eubiose
maximal 1 % der Darmflora und werden somit der Begleitflora zugeordnet (Bulte
et al. 2014). Mossel priagte den Begriff des ,,Markerorganismus®, der die beiden
Funktionen ,,Index und ,,Indikator“ aufweisen kann, wobei ,,Indexorganismen‘
direkt oder indirekt entweder mit der Gefahrdung der Gesundheit oder mit der
Anwesenheit  der  Krankheitserreger in  Verbindung  stehen  und
»Indikatororganismen® auf mogliche Verunreinigungen, ineffiziente Behandlung
eines Lebensmittels oder ungeniigende Desinfektion des Wassers hinweisen
(Mossel 1983). E.coli fungiert auBerhalb des Magen-Darm-Traktes somit
einerseits als Indikatororganismus, der unzureichende Hygiene bei der
Gewinnung, Verarbeitung und Distribution von Lebensmitteln anzeigt.
Gleichzeitig erfullt E. coli aber auch eine Indexfunktion: Sein Auftreten kann bei
einem Nachweis in Lebensmitteln eine fakale Kontamination anzeigen und damit
als Hinweis auf das mogliche Vorhandensein von gesundheitlich bedenklichen
Stdmmen der eigenen Spezies gewertet werden — gleichzeitig aber aufgrund der
gleichen 6kologischen Herkunft auch auf die Anwesenheit anderer intestinal
vorkommender, gesundheitlich bedenklicher Mikroorganismen wie beispielsweise
Salmonellen, Shigellen, Yersinien und Campylobacter spp. hindeuten (Bulte et al.
2014).

4.3 E. coli als Krankheitserreger

4.3.1 E. coli-Erkrankungen beim Menschen

Neben ihrer Rolle als Darm-Kommensalen kdnnen einige E. coli-Stdmme auch als
fakultativ pathogene Krankheitserreger in Erscheinung treten, beispielsweise bei
Immunsuppression des Wirtes oder bei Stérungen der normalen gastrointestinalen
Barriere-Funktion (Kaper et al. 2004). So kommt es unter bestimmten Umstanden
neben Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes auch zu extraintestinalen
Infektionen der Harnwege sowie zu septikdmischen Erkrankungen und
Meningitiden (Nataro et al. 1998).

Daneben existieren jedoch auch obligat pathogene E. coli-Stamme, die sich
anhand ihrer unterschiedlichen Virulenzprofile (Toxine und Adhasionsfaktoren)
und der damit einhergehenden Kklinischen Symptomatik in unterschiedliche

,Pathogruppen® unterteilen lassen, und denen eine wichtige Rolle als
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Infektionserreger in Human- und Veterindrmedizin sowie im Lebensmittelbereich
zukommt (Bulte et al. 2014). Nach Angaben des Robert Koch-Instituts (RKI) lag
im Jahr 2013 die Zahl der Neuerkrankungen beim Menschen in der
Meldekategorie ,,darmpathogene E. coli* bei 7.838 Féllen und damit hoher als in
allen Vorjahren seit 2001 (RKI 2014). Eine ubliche Form der Klassifizierung geht
auf Nataro und Kaper zurlick und teilt pathogene Stdmme anhand ihrer
Virulenzfaktoren in enterohdmorrhagische E. coli (EHEC), enteropathogene
E. coli (EPEC), enterotoxische E. coli (ETEC), enteroaggregative E. coli (EAEC),
enteroinvasive E.coli (EIEC) ein (Nataro et al. 1998). Auch werden in der
Literatur Shiga-Toxin-bildende E. coli (STEC), nekrotoxische E. coli (NTEC),
diffus adhé&rente E.coli (DAEC) und uropathogene E. coli (UPEC) genannt
(Selbitz et al. 2010). Von veterindrmedizinischer Bedeutung sind in erster Linie
ETEC, da sie bei verschiedenen Tierarten fir die Neugeborenendiarrhoe
verantwortlich zeichnen (s. Abschnitt 4.3.2). Generell besitzen EHEC-Stamme,
wie sie von Rindern h&ufig symptomlos ausgeschieden werden, zoonotisches
Potential fur den Menschen (Selbitz et al. 2010). Auch Ubertragungen durch
pflanzliche Lebensmittel sind bekannt: Als Beispiel flr die gesellschaftliche
Relevanz von EHEC sei angefiihrt, dass es im Friihsommer 2011 in Deutschland
zu einem geh&uften Auftreten von Erkrankungsfallen (n>4000) mit dem
hamolytisch-urdmischen Syndrom (HUS) und blutigen Durchféllen kam, die im
Zusammenhang mit einer Infektion durch den E. coli-Serotyp 0104:H4 standen,
ausgeldst durch mit Keimen belastete Bockshornkleesamen aus Agypten (BfR
2011). Durch nachfolgende Genom-Sequenzierungen wurde der entsprechende
Erreger als enteroaggregativer hamorrhagischer E.coli (EAHEC) -eingestuft
(Mellmann et al. 2011, Bilte et al. 2014).

Ein Grofteil der determinierenden Virulenzgene ist in Pathogenitétsinseln im
Chromosom und / oder auf Plasmiden organisiert (Nataro et al. 1998). Das
Beispiel des E. coli-Serovars 0104:H4 sowie Erkenntnisse aus der Literatur
lassen den Schluss zu, dass durch Genaustausch mobiler Elemente auch in
Zukunft mit der Entstehung neuer Pathovarietéten zu rechnen sein wird (Escobar-
Paramo et al. 2004).

4.3.2 E. coli-Erkrankungen beim Schwein
Vorab sei erwahnt, dass beim Uberblick tiber die nachfolgenden Krankheitsbilder
bewusst auf detaillierte Angaben zu Atiologie, Pathogenese, klinischem Bild,
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Diagnostik sowie Therapie und Prophylaxe verzichtet wurde, hier sei auf

entsprechende Fachliteratur verwiesen.

Fasst man alle Durchfallerkrankungen, an denen E. coli beteiligt ist, unter dem
Begriff ,Kolienteritis® (Synonym: Koliruhr) zusammen, entsteht ein
Krankheitskomplex, der weltweit fur ca. 50 % der Todesfalle von Saug- und
Absatzferkeln verantwortlich zeichnet (Waldmann et al. 2004). Wie bereits
angedeutet kommt enterotoxischen E. coli-Stammen (ETEC) als Erreger der
Neugeborenendiarrhoe eine bergeordnete Bedeutung zu, jedoch kénnen Ferkel
auch in der dritten bis vierten Lebenswoche sowie nach dem Absetzen erkranken
(Eich et al. 1998). Infektionsquellen sind meist feuchte, kotverschmutze
Liegeflachen und Tranken und lassen sich auf Mangel in der Stallhygiene
zurlckfihren (Waldmann et al. 2004).

Bei Absatzferkeln kann die Koliruhr auch vergesellschaftet mit der
Kolienterotoxamie (Odemkrankheit) auftreten. Wahrend die Morbiditat dieses
Krankheitsbilds niedrig ist, kann die Letalitatsrate nach Literaturangaben bis zu
90 % betragen (Sojka 1965).

Weitere E. coli-Infektionen beim Schwein entstehen haufig fakultativ: Fehlerhafte
Haltungsbedingungen, wie zu hohe Besatzdichte, mangelhaftes Fitterungsregime
oder ein Mangel an Beschéftigungsmaterial, begunstigen die Problematik des
Schwanzbeillens, infolgedessen es wiederum hé&ufig zur Besiedlung offener
Wunden durch E. coli-Stamme aus der Umgebung kommt. Da E. coli in feuchtem
Milieu eine hohe Tenazitat aufweisen, ist unter anderem eine gute Stallhygiene
ein wichtiger Faktor im Hinblick auf die Vermeidung von verkomplizierenden
Infektionen, bei denen E.coli als fakultativ pathogener Erreger auftritt
(Kastrationswunden, Polyarthritis bei Saugferkeln, Infektionen des Harn- und
Genitaltraktes) (Waldmann et al. 2004).

Aszendierende Infektionen der Blase wahrend Geburt oder Puerperium kdnnen
die Genese des Mastitis-Metritis-Agalaktie-Syndroms (MMA-Syndrom) bei
Sauen beglnstigen, ebenso konnen sich E. coli und andere Enterobakterien
intrauterin oder auf galaktogenem Weg manifestieren und so zu den typischen
Symptomen (keine Milchsekretion innerhalb von 24 bis 48 Stunden post partum,
Fieber, gestortes Allgemeinbefinden, Mastitis, Scheidenausfluss) dieses
Krankheitskomplexes fiihren (Selbitz et al. 2010).
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i MATERIAL UND METHODEN

1 Material

1.1 Arbeitsmaterial

1.1.1 Technische Gerate
Analysenwaagen
Brutschrank
Bunsenbrenner
Elektrophoresekammer
Flockeis-Automat
Gefrierschrank —70 °C
Gefriertruhe =20 °C
Horizontalschittler
Kolonienzahlgerat
Khlschrank
Laborschittler

LightCycler® 480 Instrument I1
Magnetrihrer

MALDI-TOF Massenspektrometer
Micronaut® Sprint

Mikrowelle

Mikrozentrifuge

NanoDrop®
Photometer
Spannungsgerat fiir
Gelelektrophorese
Sterilbank
Thermocycler T3000
Thermomixer
UV-Geldokumentation

Sartorius, Research und LC4200
Memmert, U40 und 500

Usbeck, 1040/1 Nr.92.03c451
Peqglab 40-1214

Scotsman, AF80

Heraeus, Hera freeze

Bosch, automatic

Heidolph Titramax 1000

Schiitt Labortechnik, 30808002
Privileg, Oko Energiesparer
Scientific Industries, Vortex-Genie 2,
SI1-0256; IKA-Labortechnik, KS 250
Roche, 5015278001

Heidolph, MR3001K

Bruker Microflex™ LT

Merlin Diagnostic, ST-6001-001
Alaska

Hettich Zentrifugen, 2;

Eppendorf, MiniSpin

VWR Galaxy 16 DH

Peglab, ND-1000

Shimadzu Corporation, Typ UV 1202
B1O-RAD, Power Pac Junior

Antair BSK (Typ BSK/6)
Biometra, 050-724
Eppendorf, Comfort 535502652

Intas Science Imaging Instruments



111. Material und Methoden

42

UV-Gerat
Waage
Zentrifuge

1.1.2 Gebrauchsmaterial
Aufbewahrungsboxen
Becherglas, 10 ml
Bunsenbrenner

Drigalski-Spatel, Glas
Erlenmeyerkolben, 50 ml
Finnpipette 1-5 ml

Gestell flr Reaktionsgefalie
Glaspipette, 10 ml
Henkellocheisen @ 20 mm
IsoFreeze PCR-Rack

K&mme fir Gelelektrophorese
Kihl-Akku

McFarland Standard
Mehrkanal-Pipette

Metallloffel

Metallgsen

Metallspatel

MSP 96 ground steel target
PerfectBlue™ Gelsystem Mini L
flr Gelelektrophorese

Pipette Eppendorf Research 10 pl
Pipette Eppendorf Research 100 pl
Pipette Eppendorf Research 1000 pl
Pipettus accu-jet®
Reagenzglashalter

Reagenzgléser steril

Schlachtmesser, 16 cm Klingenlénge

Vilber Loumart, CN-UV/WL 983506
Ohaus, PRO SPU402

Heraeus, Biogue 28RS 1800 94
Hearaeus, Megafuge 1.0R Sepatech
Hermle Labortechnik, Hermle Z 383;
Hettich Zentrifugen, Rotanta 460R

VWR, 479-0310

Fisher Scientific, 11942213
Usbeck, Typ 1040/1

VWR, 231-2183

Fisher Scientific, 11912233
Labsystems, 000662 4500
VWR, 700-2832

Brand, 27077

Kisker Biotech, KR-96 imd KR-20W
Peqlab, 40-1214-24D

Real

bioMérieux, SA 818531501
Transferpette® S-8 30 — 300 pl

Bruker, 224990
Peqlab, 40-1214

VWR, 613-3588

VWR, 613-3588

VWR, 613-3587

Brand, 26300

VWR, 212-6122

Schott Duran, 212-1116
Giesser, 4025-16



111. Material und Methoden

Skalpellgriff
Vortex-Adapter
Wasserbad

1.1.3 Verbrauchsmaterial
1-Kanal-Reservoirs
Abdeckfolie

Allzweckbeutel (11,3 1,6 1)
Baktolin Waschlotion

BBL™ Crystal™ Enteric/Nonfermenter

ID Kit

Bindfaden

Cryoboxen

Cryordhrchen

DNAEXitusPlus IF™
Einmaldsen

Einsatze flur Cryoboxen
Einwegdsen

Einweg-Overall Proshield 10
Filterpapier

Finntips 1-5 ml

GenElute™ PCR Clean Up Kit
Kotréhrchen

Latexhandschuhe
LightCycler® 480 96-well-Platten
LightCycler® 480 Abdeckfolie
Multiply® p-Strips

Miillsacke, 120 |
Nitrilhandschuhe

Objekttrager mit Mattrand

Petrischalen, 92 x 16 mm

Pipettenspitzen fur Mikronaut Sprint

Pipettenspitzen mit Filter 10 pl
Pipettenspitzen mit Filter 100 pl
Pipettenspitzen mit Filter 1000 pl

Vedena, CV 105-004
MO BIO, 13000-V1-15

Gesellschaft fir Labortechnik (GFL)

Sekisui Virotech, M/R-4-510-350
Merlin, B4-003-100

Rossmann

Bode, 974122

Becton Dickinson, 245000

Real

Wagner und Munz, 301001WE-1
VWR, 479-0821

Applichem, A7409

VWR, 631-2211

Wagner und Munz. 302019-30
VWR 612-9354

DuPont, S10 CHF5S WU 00

VWR, 612H6391
Sigma-Aldrich, NA 1020-1KT
Henry Schein, 760-466
Blossom, BM 12226-PF-VE
Roche, 4729692001

Roche, 04729757001

Sarstedt 72.991.002

Real

Kimberly-Clark, 52001M
Henry Schein, 9002573
Sarstedt, 82.1472

Sekisui Virotech, M/ST3-001-500
Sarstedt, 70.1115.410
Sarstedt, 70.760.412

Sarstedt, 70.762.411
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Polypropylenréhrchen 15 ml
Polypropylenréhrchen 50 ml
PowerSoil®-DNA Isolation Kit
Probenbecher PP, 160 ml
QIAquick Gel Extraction Kit
Resistenztest-Panels

Multiply® Pro Tube 0,5 ml

Safe Seal MicoTube 1,5 ml

Safe Seal MicoTube 2,0 ml

Safe Sept Hautdesinfektion Pumpspray
Skalpellklingen, GroRe 21
Viehmarkierstift

Wattestabchen, steril

Weithalsflaschen, 1 |

Zahnstocher

1.1.4 Nahrbodden

Blutagar

60 g Blutagar-Basis Nr. 2

100 ml defibriniertes Schafblut
1,5 | dest. H,O

CHROMagar™ ESBL Fertigplatten

Fluorocult ECD-Aqgar
53,1 g Fluorocult ECD-Agar
1 I dest. H,O

Gassner-Agar
77 g Gassner-Agar

1| dest. H,O

Platecountagar (Normalagar)
60 g Blutagar-Basis Nr.2
15 | dest. H,O

Greiner Bio One, 188271

Greiner Bio One, 227261

MO BIO, 12888-100

Semadeni, 4438

Quiagen, 28704

Sekisui Virotech, M/ES-LGL-GNP
Sekisui Virotech, M/ES-LGL-GN
Sarstedt, 72.735.002

Sarstedt, 72.706.400

Sarstedt, 72.695.400

Henry Schein, 9006271

Braun, 8112301

MS Schippers, 304397

VWR, 1158270

VWR, 215-5634

Real

Oxoid, CM271
Fiebig, 1000100

Mast Diagnostica, 201470

Merck, 1.04038

Merck, 1.01282

Oxoid, CM271



111. Material und Methoden

1.15 Flussige Nahrmedien

Muller-Hinton-11-Bouillon (kationen-adjustiert) (CAMHB)

22 g Miller-Hinton-11-Broth Becton Dickinson, 212322
11 dest. H,O

Nutrient Broth fiir Cryokonservierung

12,5 g Nutrient Broth No. 2 Oxoid, CM67

75 g Glycerol (15 %) Applichem, A3552
500 ml bidest. H,O

Standard-1-Né&hrbouillon
25 g Standard-1-Né&hrboullion Merck, 1.07882
11 dest. H,O

1.1.6 Losungen

Chelex® 100 (5 %iq)

50 g Chelex® 100 Sigma-Aldrich, C7901
1 I bidest H,0O

Ladepuffer fir Agaorsegelelektrophorese

3 g Ficoll 400 Merck, 341691
1 ml Na,;EDTA pH 8 (0,5 M) Merck, 1.08454
0,25 ml Bromphenolblau (4%) Merck, 1.08122

10 ml dest. H,O

NaCl-Losung, gepuffert

7,65 g NaCl Merck, 1.06400
0,724 g NapHPO, Merck, 1.06586
0,21 g KH,PO,4 Merck, 1.04873
11 dest. H,O

NaCl-Losung, 0,9 %
9 g NaCl Merck, 1.06400
11 dest. H,O

Phosphate buffered saline-L6sung (PBS)
9,55 g PBS-Puffer Applichem, A0964,9050
1| dest. H,O
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TBE-Puffer (10x)
108 g Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan (Tris)

55 g Borsaure

40 ml Na,EDTA pH 8 (0,5 M)
960 ml dest. H,O

TE-Puffer

1,21 g Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris)

0,37 ml Na,EDTA pH 8 (0,5 M)
11 dest. H,O

TE-Puffer

14 mg Zimtséure

500 pl Acetonitril

25 pl Trifluoressigsaure
475 ul dest. H,O

1.1.7 Chemikalien und Reagenzien

Applichem, A1379

Applichem, A3581
Applichem, A3234

Applichem, A1379

Applichem, A3234

Sigma-Aldrich, 476870
Fluka, 34967
Fluka, 74564

100 Basenpaar (bp) DNA-Ladder (nach Herstellerangaben pro Ansatz)

1 ul DNA Ladder

1 ul 6x Gel Loading Dye, blue

4 ul Nuklease-freies H,O

Agarose

Bacterial Test Standard
Chelex® 100
Desoxynukleotidtriphosphat
(dNTP)Mix [10 mM]
Ethanol

Ethidiumbromid

Hot Start Polymerase 5 U/pul
(inkl. PCR-Puffer [10x] und
MgCl, [25mM])

Glycerol

GoTaq® Green Master Mix

New England Biolabs, N3231
New England Biolabs, N3231
Promega, P1193

Genaxxon, M 3044.0500
Bruker. 255343
Sigma-Aldrich, C7901

Quiagen, 201901
VWR, 1.00983.2511
Sigma, E8751
Quiagen, 203205

Applichem, A3552
Promega, M7123
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Isopropanol

Kovacs Indol-Reagenz

LightCycler® 480 SYBR Green | Master
Lysozym

Nuklease-freies H,O

Oxidase-Reagenz

Primer

Proteinase K

Salzsaure (HCI)

1.1.8 Software
GelCompar® Il

Intas GDS Version 3.01
LightCycler® 480 Instrument II,
Softwareversion 1.5.0 SP3
MALDI Biotyper Software

“R” Version 3.2.0

SigmaPlot 12.0

VWR, 1.09634.2511
Merck, 1.09293
Roche, 4887352001
Sigma-Aldrich, L6876
Promega, P1193
Sigma, T3134
Metabion

Genaxxon, M3036
Merck, 1.09057

Applied Maths
Intas

Roche, 5015278001

Bruker

The R Foundation for Statistical
Computing

Sigma
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1.1.9

Primer

Tabelle 2: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Primer sowie deren
Sequenzen und Referenzangaben

Primer FW
Nr. R:;mer / Zielgen Sequenz (Richtung 5' - 3') Referenz
adkF . ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG http://mlst.warwick.
1 Adenylat-Kinase
adkR CCGTCAACTTTCGCGTATTT ac.uk/mist/
AMPC FW Chromosomal GATCGTTCTGCCGCTGTG
2 . (Corvec et al. 2007)
AMPC RV kodiertesampC ~ GGGCAGCAAATGTGGAGCAA
blacrxmU
i ATGTGCAGYACCAGTAARGT
3 Fw Konservierte (Pagani et al. 2003)

b/aCT)(.MU RV

blacix.m-Region

TGGGTRAARTARGTSACCAGA

Com1 CAGCAGCCGCGGTAATAC (Schwieger et al.
4 16S-rRNA-Gene 1998)
R789 ATCCTGTTTGMTMCCCVCRC (Dorn-In et al. 2015)
ERIC1FW ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC (Versalovic et al.
5 ERIC 1991)
ERIC 2 RV AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG (Chia et al. 2005)
6 fumCF Fumarat- TCACAGGTCGCCAGCGCTTC http://mlst.warwick.
fumCR Hydratase GTACGCAGCGAAAAAGATTC ac.uk/mist/
gyrBF TCGGCGACACGGATGACGGC http://mlst.warwick.
7 DNA-Gyrase
gyrBR ATCAGGCCTTCACGCGCATC ac.uk/mist/
. i ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGG
icdF Isocitrat/ http://mlst.warwick.
8 Isopropylmalat-  CACA ac.uk/mlst
icdR Dehydrogenase = GGACGCAGCAGGATCTGTT -
mdhF ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTG
9 Malat- CTGGCGG http://mlst.warwick.
mdhR Dehydrogenase  TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGA ac.uk/mlst/
TATCTTTCTT
10 purAF Adenylosuccinat- CGCGCTGATGAAAGAGATGA http://mlst.warwick.
purAR Dehydrogenase  CATACGGTAAGCCACGCAGA ac.uk/mlst/
gacEall FW CGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTT (Jechalke et al.
11 qacE / qacEA1
gacEall RV CCCGACCAGACTGCATAAGC 2014)
qgacEA1 FW GGCTTTACTAAGCTTGCCCC )
12 gacEA1 (Bischoff et al. 2012)
qacEA1 RV AGCCCCATACCTACAAAGCC
13 recAF ATP/GTP- CGCATTCGCTTTACCCTGACC http://mlist.warwick.
recAR Bindungsstelle  TCGTCGAAATCTACGGACCGGA ac.uk/mist/
str(A) FW CCTGGTGATAACGGCAATTC
14 str(A) (Lanz et al. 2003)
str(A) RV CCAATCGCAGATAGAAGGC
str(B) FW ATCGTCAAGGGATTGAAACC
15 str(B) (Lanz et al. 2003)
str(B) RV GGATCGTAGAACATATTGGC
sul(l) FW TTCGGCATTCTGAATCTCAC (Maynard et al.
16 sul(1)
sul(l) RV ATGATCTAACCCTCGGTCTC 2003)
SU/(”) FW CGGCATCGTCAACATAACC (Maynard et al.
17 sul(ll)
sul(ll) RV GTGTGCGGATGAAGTCAG 2003)
tet(A) FW GTGAAACCCAACATACCCC (Maynard et al.
18 tet(A)
tet(A) RV GAAGGCAAGCAGGATGTAG 2003)
tet(B) FW TACGTGAATTTATTGCTTCGG .
19 tet(B) (Aminov et al. 2002)
tet(B) RV ATACAGCATCCAAAGCGCAC
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tet(M) FW ACAGAAAGCTTATTATATAAC )
tet(M) (Aminov et al. 2001)
tet(M) RV TGGCGTGTCTATGATGTTCAC

1.1.10 Referenzstamme

Tabelle 3: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Referenzstamme und
ihrer Bezugsquellen

Zielgen der Primer Referenzstamm Bezugsquelle

Leibniz-Institut DSMZ — Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH

Nationales Referenzzentrum fir

Chromosomal Escherichia coli K12 Wildtyp
kodiertes ampC DSM 498

blacrw Escherichia coli GNS-2601 Gram-negative Krankenhauserreger

ERIC Escherichia coli A6-S20-1T8 Eco5 Diese Arbeit

qacE / gacEA1 Escherichia coli 1/05 Eco4-0O-L Lehrstuhl fiir Tierhygiene, TUM

str(A) Salmonella Typhimurium DT120 B. Malorny; BfR

str(B) Salmonella Typhimurium DT120 B. Malorny; BfR

sul(l) Salmonella Typhimurium DT104 B. Malorny; BfR

sul(ll) Salmonella Typhimurium DT12 B. Malorny; BfR

tet(A) Salmonella [4,5,12:i:-] B. Malorny; BfR

;e:ﬁB) / 165-rRNA- Escherichia coli 2638 C. Holzel; Lehrstuhl fiir Tierhygiene

tet(M) Bacillus cereus R89 Y. Agersg; Danemark

Positivkontrolle Leibniz-Institut DSMZ — Deutsche
Escherichia coli DSM 1103 Sammlung von Mikroorganismen und

(Mikrodilution) Zellkulturen GmbH

1.2 Probenmaterial

1.2.1 Allgemein

Das dieser Arbeit Ubergeordnete Forschungsprojekt ,,ABYS* gliedert sich in die
drei Module ,,Antibiotikaeinsatz®, ,,Ausscheidung® und ,,Futtermittel*, wobei das
Hauptaugenmerkt dieser Arbeit auf das Modul ,,Ausscheidung™ gerichtet ist. Als
Untersuchungsmaterial dienten unterschiedliche Probenmatrices: Fir den sog.
»ocreening“-Teil des Projektes wurden zwischen dem 05.03.2013 und dem
19.11.2014  Gulle-, Jauche- und  Festmistproben  von  insgesamt
58 Schweinehaltungsbetrieben in Bayern gewonnen. Im sog. ,,Tracking“-Teil
bestand das im Zeitraum vom 02.05.2013 bis zum 08.12.2014 gezogene
Probenmaterial aus Faeces, Hals- und Bauchfleischstiicken von Schweinen sowie
Stuhlproben von Menschen von sechs unterschiedlichen exemplarisch

ausgewahlten Betrieben.
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1.2.2 Datenschutz

Aus Griinden des Datenschutzes wurde ein Konzept zur Pseudonymisierung
(vgl. Abbildung 10) der Betriebsdaten erstellt. Auf diese Weise wurde
sichergestellt, dass vom Laborpersonal keine unmittelbaren Rickschliussen auf
einzelne Personen der teilnehmenden Betriebe gezogen werden konnten. Im
Gegensatz zur Anonymisierung bleiben die Bezuge der erhobenen Datensatze
hierbei durch Verwendung eines betriebsspezifischen Codes erhalten.

B verschliisselt Proben und Daten zur
E Proben + Dat Arzneimittelanwendung durch einen
+ . . .

T o :ﬂlyerg en Code, so dass sie im Labor nicht dem Proben ,XY“

R " Betrieb ,Meyer” zugeordnet werden

| konnen. L

E A

B [ EXTERNER MITARBEITER ] B
0

M R

E rgebnisse ,Meyer| oOrdnet den weiterhin versiegelten Ergebnisse , XY*

Y inversiegeltem Umschlag anhand des in versiegeltem

E Umschlag Verschliisselungscodes  wieder dem Umschlag

R Betrieb zu.

— —

Abbildung 10: Schema Proben- / Datenfluss am Beispiel des fiktiven Betriebs
»Veyer

1.2.3 Struktur der untersuchten Betriebe

Insgesamt wurden 35 konventionelle und 23 dkologische Schweinehaltungen
beprobt. Die Besatzzahl variierte zwischen 41 im kleinsten und 2800 Tieren im
groRten Betrieb. In 36 Betrieben wurden weniger als 1000, in 22 Betrieben mehr
als 1000 Tiere gehalten. Hinsichtlich der Stallorganisation lag das Augenmerk der
Studie auf Mast- und ,,Kombi“-Betrieben, die neben der Ferkelerzeugung auch
Mast betreiben. En détail handelte es sich bei den teilnehmenden Betrieben um
einen reinen Ferkelerzeuger, drei Ferkelerzeuger mit anschlieBender Aufzucht, 39

reine Mast- sowie 15 ,,Kombi“-Betriebe.

Die sechs ,,Tracking“-Betriebe — alle nahmen auch am ,,Screening* teil — trugen
die Betriebscodes A6, A21, E5, H18, J20 und M13, wobei es sich bei H18 und
J20 um  ©kologische und bei den anderen um konventionelle
Schweinehaltungsbetriebe handelte. Tabelle 4 liefert Hintergrundinformationen zu

den einzelnen ,, Tracking®“-Betrieben und ordnet die beprobten Personen ein.
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Tabelle 4: Hintergrundinformationen zur Betriebsstruktur der sechs ,,Tracking“-Betriebe

Betrieb

Art der
Haltung

Besatzzahl

Art der
Produktion

Herkunft der
Masttiere

Belegung

Mastdauer

Eingesetzte Antibiotika X

Tierbetreuende
Person (P1)

Kontaktperson (P2)

A6

konventionell

500

Mast

Zukauf (eine Herkunft)

Rein-Raus

Ca

. 109 Tage

Amoxicillin-Trihydrat,
Colistinsulfat, Florfenicol,
Tylosintartrat

Landwirt

Ehefrau des Landwirtes

A21

konventionell

960

Mast

Zukauf (eine Herkunft)

Rein-Raus

Ca

. 115 Tage

Colistinsulfat, Tylosin-
phosphat

Landwirt

Vater des Landwirtes

E5

konventionell

1333

,Kombi“

kein Zukauf

Rein-Raus

Ca

. 100 Tage

Amoxicillin-Trihydrat,
Colistinsulfat, Enrofloxacin,
Gentamicinsulfat, Oxy-
tetrazyklin, Sulfadoxin +
Trimethoprim, Tetrazyklin-
hydrochlorid, Tylosin

Landwirt

Mutter des Landwirtes

H18

okologisch

41

Mast

Zukauf (eine Herkunft)

Kontinuierlich

Ca

. 126 Tage

Kein Antibiotikaeinsatz

Landwirt

Ehefrau des Landwirtes

J20

okologisch

80

Mast

Zukauf (eine Herkunft)

Rein-Raus

Ca

. 135 Tage

Cefquinomsulfat,
Chlortetrazyklinhydrochlorid,
Sulfathiazol + Sulfamidin
+Trimethoprim

Landwirt

Tochter des Landwirtes

M13

konventionell

978

,Kombi“

kein Zukauf

Kontinuierlich

Ca

. 100 Tage

Sulfadiazin + Trimethoprim,
Amoxicillin-Trihydrat,
Benzylpencillin-Benzathin,
Benzylpenicillin-Procain,
Cefquinomsulfat,
Chlortetrazyklinhydrochlorid,
Dihydrostrptomycinsulfat,
Enrofloxacin, Lincomycin-
hydrochlorid-Monohydrat,
Spectinomycinsulfat-
Tetrahydrat, Sulfadoxin,
Tildipirosin

Landwirt

Keine Kontaktperson

X Nur fettgedruckte Wirkstoffe kamen an Studientieren zum Einsatz
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1.2.4 Beprobungszeitpunkte

Im ,,Screening® wurde ein Beprobungszeitpunkt angestrebt, der moglichst kurz
vor erstmaliger Ausbringung der gelagerten wirtschaftseigenen Dingemittel
Gulle / Jauch / Festmist im Frihjahr bzw. Herbst lag, um die Belastung der
Umwelt durch Antibiotikaresistenzgene moglichst genau abschétzen zu kénnen.
In der Praxis liel} sich eine direkt aufeinanderfolgende Beprobung aus diversen
Grinden nicht fur jeden ,,Screening““-Betrieb umsetzen, so dass es von einzelnen
Betrieben anstatt einer Frihjahrs- und der darauffolgenden Herbstprobe zwei
Frihjahrsproben aus den Jahren 2013 und 2014 gab. Alles in allem wurden so im
Zeitraum von Frihjahr 2013 bis Herbst 2014 von jedem Betrieb mindestens zwei

Proben gewonnen.

Fir das ,,Tracking® erfolgte die Probenahme deutlich engmaschiger: In jedem
Betrieb dienten zehn zuféllig ausgewahlte Tiere (mindestens) eines
Mastdurchganges als sog. Sentinel-Tiere. Je nach Betrieb wurden die Schweine zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in die Studie eingeschlossen und erstmals beprobt:
Im Falle von Betrieb E5 zum Zeitpunkt des Absetzens von der Muttersau, in
Betrieb M13 zum Zeitpunkt des Umsetzens in die L&uferabteile und in den
Betrieben mit Zukauf (vgl. Tabelle 4) zum Zeitpunkt des Einstallens.
Nachfolgende Beprobungen dieser zehn Sentinel-Tiere erfolgten zum einen
monatlich, um Uber die gesamte Dauer der Mast einen ,,Status Quo* hinsichtlich
der zu untersuchenden ZielgréRen zu erhalten (diese Proben wurden mit den
Angaben zum Monat und zum Jahr benannt, beispielsweise ,,07-13 fiir die
Monatsprobe Juli 2013). Daruber hinaus wurden fnf der zehn Sentinel-Schweine
(wiederum zufallig ausgewéhlt) anlassbezogen, also bei jeder Behandlung mit
Antibiotika beprobt und zwar mdglichst vor / zu Beginn, wahrend sowie nach
Ende der Behandlung. Konkret resultierte dies in der Wahl der
Beprobungszeitpunkte Tag 0 (T0), Tag 2 (T2), Tag 4 (T4) und Tag 10 (T10) der
Behandlung, wobei diese einerseits der jeweiligen Behandlung angepasst wurden
(was beispielsweise bei einer langer andauernden Behandlung Beprobungen tber
Tag 10 hinaus zur Folge hatte), andererseits angemerkt werden muss, dass es
unter Praxisbedingungen zum Teil zwangsldufig zu geringgradigen
Abweichungen im Beprobungsplan kam. Um die Bricke zum Verbraucher zu
schlagen, endete die regelméRige Beprobung erst auf dem Schlachthof, wo von

den Tieren neben Faecesproben aus Rektum und Caecum auch Fleischproben
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gewonnen wurden. Abbildung 11 fasst schematisiert den zeitlichen

Beprobungsablauf der ,, Tracking““-Schweine zusammen.

Einstallprobe

O
Monatliche
Status Quo-
Beprobungen
0
S 0
a T2 Anlassbezogene Beprobung(en)
2 ™ bei Antibiotikabehandlung
1]
0 T10
O
O
-
S o
o c O O 0@ O Schlachtbeprobung
= o
c o
w o

Faecesprobe zur monatlichen Bestimmung des Status Quo

Anlassbezogene Faecesproben zu verschiedenen
Zeitpunkten (Tag 0, Tag 2 usw.) bei Antibiotikabehandlung

Caecum- und Rektumkotproben

@ O I O

Hals- und Bauchfleischproben

Abbildung 11: Beprobungsschema ,,Tracking“-Betrieb

Zeitgleich zur Beprobung der Schweine, also ebenfalls monatlich sowie bei
antibiotischer Behandlung der Tiere, stellten der jeweilige Landwirt des
,» Tracking®“-Betriebs sowie eine Kontaktperson des Landwirtes Stuhlproben zur
Verfugung. Aus Griinden der Zumutbarkeit entfiel hierbei in einigen Féllen die
T4-Probe.

1.2.5 Arzneimittel-Datenerfassung

Um etwaige Zusammenhénge zwischen Art und Menge des Antibiotikaeinsatzes
und den Ausscheidungsgehalten zu identifizieren, verpflichteten sich die am
Projekt teilnehmenden Betrieben (gegen Aufwandsentschadigung) freiwillig,
Antibiotikaanwendungsdaten auf Grundlage der durch den Tierhalter bei Erwerb
und Anwendung gemal 81 und 2 der Tierhalter-Arzneimittel-
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Nachweisverordnung (ANTHV) zu fiuhrenden Nachweise zur Verfiigung zu
stellen (ANTHV 2006). Diese enthalten Angaben zu Anzahl und Art der
behandelten Tiere, Art und Menge des verabreichten Arzneimittels, Diagnose, Art
und Dauer der Anwendung, Dosis pro Tier und Tag sowie die entsprechenden

Wartezeiten.

Konkret erfolgte die Datenerfassung unter  Bertcksichtigung  des
Pseudonymisierungs-Konzeptes durch die externen Mitarbeiter anhand der
tierdarztlichen Anwendungs- und Abgabenachweise sowie ggf. durch das
Bestandsbuch. Fir die jeweiligen Betriebe wurden die Arzneimittelanwendungen
fur die Zeitrdume erfasst, die den Lagerungszeitraum der anfallenden
wirtschaftseigenen Dungemittel einschlossen. Dieser Zeitraum bewegte sich tber
alle Betriebe hinweg gesehen zwischen April 2012 und November 2014. Alle in
den Betrieben eingesetzten Antibiotika wurden einer der in Abbildung 2

aufgefiihrten Wirkstoffklassen zugeordnet.

Es sei erwéhnt, dass bzgl. der ,,Screening*“-Betriebe auf detaillierte Auswertungen
zu den oben genannten Punkten (Diagnosen u.d.) — mit Ausnahme der
EinflussgroBe ,Einsatz / kein Einsatz der entsprechenden Wirkstoffklassen im
Lagerungszeitraum der wirtschaftseigenen Diingemittel — in der vorliegenden
Arbeit verzichtet wurde. Im Rahmen des ,,ABYS“-Projektes werden die
erwéhnten Daten zum Antibiotikaeinsatz fiir das ,,Screening™ weitestgehend
gesondert ausgewertet und auch in Beziehung zur Haltungsumwelt gesetzt sowie
gemeinsam mit Erkenntnissen aus dem Futtermittelbereich (Rationsgestaltung,
Futterungsregime) betrachtet — dieser Teil ist Inhalt einer weiteren,

agrarwissenschaftlichen Dissertation (in Erstellung).

Detaillierte Auswertungen zum Arzneimitteleinsatz in den ,,Tracking“-Betrieben

finden sich in Tabelle 4 sowie Abschnitt 1\V3.1.

1.2.6 Probengewinnung

Vor der Gewinnung der Proben wurden alle Behéltnisse mit einem jeweilig

spezifischen Probencode gekennzeichnet.

Fur den ,,Screening“-Teil des Projektes wurden Weithalsflaschen fur die Gille-
und Jaucheproben sowie industriereine Mullsdcke fur den Festmist auf

postalischem Weg zusammen mit Hinweisen zur Probenahme an die
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teilnehmenden Betriebe versendet. Dies geschah aus Grunden des Datenschutzes
durch den extern angestellten Mitarbeiter (vgl. Abschnitt 1.2.2). Die Probenahme
selbst erfolgte dann durch die Landwirte, wobei der Festmist an zehn
unterschiedlichen Stellen unterschiedlicher Tiefe entnommen wurde. Im
Anschluss wurde vom Landwirt mit dem externen Mitarbeiter telefonisch ein

Termin zur unmittelbaren Abholung vereinbart.

Im ,, Tracking™ wurden den Landwirten sowie deren Kontaktpersonen vorbereitete
Probengefédlle, Einmal-Handschuhe und ein Schreiben mit Erlauterungen zur

Stuhlprobenahme zur Verfligung gestellt.

Die Gewinnung der Schweinefaecesproben erfolgte vor Ort auf den Betrieben
durch den extern angestellten Projektmitarbeiter. Unterstiitzt wurden sie dabei von
Master-Studenten und / oder studentischen Hilfskraften. Durch haltbare
Markierungen an den Tieren sowie an deren Ohrmarken war sichergestellt, dass

alle Proben stets richtig zugeordnet werden konnten.

Die Schlachtung der in die Studie eingeschlossenen ,,Tracking“-Tiere fand im
Falle der Tiere aus konventioneller Haltung (Betriebe A21, A6, E5, M13) am
Schlachthof der Versuchsstation Grub der Bayerischen Landesanstalt fir
Landwirtschaft (LfL) statt. Die Schlachtungen der beiden 6kologischen
,»racking“-Betriebe erfolgten an den Schlachthdfen der Herrmannsdorfer
Landwerkstatten Glonn GmbH & Co. KG (Betrieb J20) bzw. der Brucker
Schlachthof GmbH & Co. KG (Betrieb H18).

Die Sentinel-Tiere wurden bis zur Schlachtreife gemastet. Unter Zuordnung der
Schlachtbandnummer wurde nach Entnahme des Magen-Darm-Traktes auf einem
zum Schlachtband abgegrenzt lokalisierten Metalltisch zunédchst das Rektum
ausgestrichen und der Inhalt in einem Kotréhrchen aufgefangen. Zusétzlich wurde
der Blindsack des Caecums mitsamt seines Inhaltes ligiert, mit einer Schere
abgetrennt und in einem Plastikbeutel verpackt. Der so separierte Blindsack
wurde kurze Zeit spater durch einen Schnitt mit sterilen Skalpellklingen erdffnet
und der Inhalt ebenfalls in ein Kotrohrchen tberfiihrt — zur Vermeidung von
Kreuz-Kontaminationen geschah dies in einem separaten Raum des
Schlachthofgebdudes. In einer rédumlich vom eigentlichen Schlachtprozess
abgegrenzten Kihlkammer wurde von den Schlachtkorpern der ,, Tracking®“-Tiere

jeweils ein Stlick Halsfleisch sowie ein Stuck Bauchfleisch (Grolie
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ca. 10 x 15 cm) mit einem Schlachtmesser herausgeschnitten und in einem
industriereinen Plastikbeutel verpackt, wobei aus Grinden der Biofilmvermeidung
sowie zur Wahrung aerober Verhéltnisse darauf geachtet wurde, dass die
Hautoberflache der Probe keinen Kontakt zur Innenflache des Gefrierbeutels
hatte. Handschuhwechsel sowie sachgeméle Reinigung und Desinfektion der
Schlachtmesser nach jeder einzelnen Probenahme dienten der Vermeidung von

Kontaminationen.

1.2.7 Lagerung und Transport des Probenmaterials

Bis zur Abholung wurden die Gulle-, Jauche- und Festmistproben sowie die
humanen Faecesproben in einem Kuhlschrank bei 4 -8 °C auf dem Betrieb
aufbewahrt. Der Transport aller Proben in das Untersuchungslabor erfolgte unter
Kihlung in einer handelstblichen Kihlbox bzw. in mit Kihlelementen
ausgelegten Transportkisten. Die Transportzeit tberschritt dabei in keinem Fall
drei Stunden. Die weitere Bearbeitung der Proben wurde unmittelbar nach

Ankunft im Untersuchungslabor durchgefhrt.

1.2.8 Isolate fur die Untersuchung von Verwandtschaftsverhaltnissen von
E. coli bei Schwein und Mensch
Um die genotypische Ahnlichkeit zwischen Keimen von Landwirt bzw.
Kontaktperson und Schweinen zu bestimmen, wurden E. coli-Isolate aus den
Faeces molekularbiologischen Verwandtschaftsanalysen (ERIC-PCR, MLST)
unterzogen (s. Abschnitt 2.2.1.3). Diese Untersuchungen wurden exemplarisch in
vier der insgesamt sechs , Tracking“-Betriebe durchgefihrt, ndmlich in den
konventionellen Betrieben E5, A21 und A6 sowie im 6kologisch wirtschaftenden
Betrieb J20. Im Anhang dieser Arbeit finden sich in Tabelle 34, Tabelle 35,
Tabelle 36 und Tabelle 37 die Aufstellungen der zur Analyse herangezogenen

Isolate inklusive der jeweils untersuchten Probanden und Probenahmezeitpunkte.
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2 Methoden

2.1 Mikrobiologisch-kulturelle Untersuchungen

2.1.1 Probenvorbereitung

Festmist: Um eine gute Durchmischung zu gewahrleisten, wurde in Anlehnung an
die VO (EG) Nr. 882/2004, Kapitel I1I, Artikel 11 mit sterilen Instrumenten aus
dem Behaltnis, in dem der Festmist transportiert und gelagert wurde, von zehn
verschiedenen Stellen jeweils eine definierte Menge Material entnommen, dieses
anschlieBend in einen ebenfalls sterilen Plastikbeutel Gberfihrt und (manuell) gut
durchmischt (VO(EG)_882 2004). Im Anschluss wurden 10 g des durchmischten
Mists in 90 ml physiologischer NaCl-Losung eingewogen, in einem Glaskolben
fur 30 min bei 300 rpm auf dem Laborschuttler geschwenkt und aus der so
entstandenen  Suspension  unter  regelmaBiger = Durchmischung  eine

Verdinnungsreihe mit Faktor 1:10 erstellt.

Jauche / Gulle / Faeces: Es wurde 1 ml Jauche bzw. Gille bzw. 1 g Faeces in 9 ml

physiologischer NaCl-Lésung suspendiert und daraus wie oben eine

1:10-Verdinnungsreihe erstellt.

Hals- / Bauchfleisch:  Von den Fleischsticken wurden mittels eines

Henkellocheisens (Offnung mit einer Flache von 3,14 cm?) ca. 0,5 cm hohe, runde
Stilicke von der Hautoberflache ausgestanzt, diese anschlieBend jeweils zusammen
mit 10 ml physiologischer NaCl-Lésung in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen
uberfihrt und fur 15 min bei 200 rpm auf einem Laborschiittler geschwenkt.
AnschlieBend wurde von der so entstandenen Spullésung eine Verdinnungsreihe

mit dem Faktor 1:10 angelegt.

2.1.2 Keimzahlbestimmung, Keimidentifizierung und Keimisolierung
Als Indikatorspezies wurden E. coli-Isolate herangezogen, zum einen hinsichtlich
der phénotypischen Antibiotika-Resistenz, zum anderen zur Erstellung von

Resistenzgenprofilen sowie zur Verwandtschaftsanalyse.

Als Anzuchtmedium fungierte der Fluorocult-Agar mit dem Ziel des
fluoreszenzoptischen Nachweises von E. coli. Die Wirkung dieses Selektiv-Agars
beruht darauf, dass zum einen durch Natriumdeoxycholat das Wachstum Gram-
positiver Konkurrenzflora gehemmt wird. Zum anderen enthélt der Né&hragar
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4-Methylumbelliferyl-p-D-Glucuronid (MUG), das von Mikroorganismen, die das
Enzym [-D-Glucuronidase produzieren, zu 4-Methylumbelliferon hydrolysiert
wird, welches wiederum unter UV-Licht fluoresziert (Heizmann et al. 1988). Die
Aktivitit von B-D-Glucuronidase ist ein hochspezifisches Charakteristikum der
meisten E. coli-Stammen, abgesehen von dem enterohamorrhagischen E. coli-
Stamm 0157:H7 (EHEC).

Von den beschriebenen Verdunnungsreihen des Probenmaterials wurden 0,1 ml
der jeweiligen Verdiinnungsstufe im Oberflachen-Spatel-Verfahren in Anlehnung
an Gedek auf Fluorocult-Agar aufgebracht und 24 Stunden bei 44 °C inkubiert
(Gedek 1974).

Von den zuvor markierten, Fluoreszenz erzeugenden Kolonien wurde mit einer
Metallose Keimmaterial abgenommen und mittels Drei-Osen-Ausstrich auf
Gassner-Agar, einem Selektivagar fir Enterobacteriaceae (bertragen. Gassner-
Agar ist ein schwach selektiver Nahrboden zur Unterscheidung von Laktose-
positiven und Laktose-negativen Keimen (Kdéhler 1924). Laktose-positive Keime
sind im Gegensatz zu Laktose-negativen Keimen in der Lage, Sdure aus Laktose
zu bilden. Als Indikator enthalt der N&hragar Methylblau, Lactose-fermentierende
Keime erscheinen daher blau. AuRerdem ist im Gassner-Agar Metachromgelb
enthalten, welches die Gram-positive Begleitflora hemmt und ebenfalls
Indikatorfunktion Gbernimmt. E. coli zeigen auf diesem Nahrmedium gutes
Wachstum und sind meist Laktose-positiv, wodurch sich der N&hrboden blaugriin

verfarbt und die Kolonien sich blaugriin mit dunklem Zentrum darstellen.

Nach 48-stiindiger Inkubation bei 37 °C wurden die Zielkeime, die zuvor auf
Fluorocult-Agar geleuchtet hatten, unter Beriicksichtigung von GroRe, Form,
Farbe, Oberflachenstruktur und Pigmentierung morphologisch beschrieben und
biochemisch untersucht (E. coli reagieren negativ im Oxidase-Test und meist
positiv im Indol-Nachweis mit Kovacs-Reagenz). In Einzelféallen wurde zur
Speziesidentifizierung zusatzlich das kommerziell erhaltliche BBL™ Crystal™
Enteric/Nonfermenter ID Kit herangezogen und fragliche Keime erst nach

Testung endglltig als E. coli akzeptiert bzw. verworfen.

2.1.2.1 MALDI-TOF MS
Isolate mit auffalligen Resistenzprofilen (insbesondere Resistenz gegen

Cephalosporine  der 3.+4.  Generation inklusive  ESBL-Phénotyp,
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vgl. Punkt VV2.2.4.1) sowie die in der MLST-PCR genauer charakterisierten
Keime, wurden mittels MALDI-TOFMS  (,,Matrix-assisted  Laser
Desorption / lonisation-Time-of-Flight Mass Spectrometry”) einer weiteren
Speziesidentifizierung unterzogen. Dabei handelt es sich um eine in den 1980er
Jahren entwickelte Methode, die darauf beruht, dass ribosomale Proteine und
Peptide einer — zuvor in eine Matrix gebetteten — Bakterienkultur zundchst durch
Laserbestrahlung desorbiert, ionisiert und anschlieBend im elektrischen Feld
innerhalb eines Flugrohres beschleunigt werden: Durch die Matrix wird einerseits
die Energie des Lasers absorbiert, andererseits werden die notwendigen Protonen
zur lonisierung der Analytenmolekiile bereitgestellt (Freiwald et al. 2009). Die
Analyten trennen sich entsprechend ihrer Ladung und Masse auf; die dabei
entstenenden speziesspezifischen Massenspektren, berechnet anhand der
Flugzeiten im Vakuum, werden in ihrer Gesamtheit mit den Spektren einer
Referenzdatenbank abgeglichen (Karas et al. 1985, Schubert et al. 2010,
Carbonnelle et al. 2011). Dabei wird von der Benutzersoftware automatisiert ein
Score zwischen 0,0 wund 3,0 Dberechnet, der die Validitdt des
Differenzierungsergebnisses widerspiegelt — im Allgemeinen wird eine
Speziesidentifizierung bei einem Wert von Uber 2,0 als korrekt erachtet, Werte
uber 1,7 ermdglichen zumindest eine verlassliche Identifizierung auf Genus-
Ebene (Freiwald et al. 2009).

Fur den Probenauftrag wurde im Doppelansatz eine kleine Menge -einer
Bakterienkolonie aus Reinkultur (Normalagar, 24 Stunden bei 37 °C bebritet)
mittels eines autoklavierten Zahnstochers vom Nahrboden abgenommen und diinn
auf die Analyseposition der metallenen, 96 Proben fassenden, Target-Platte
gestrichen. Zusatzlich zu den zu untersuchenden Proben wurde auf jede Target-
Platte 1 pl Bacterial Test Standard aufgetragen. Im Anschluss daran erfolgte die
Uberschichtung der Spots mit 1 ul der Matrix (hier: Zimtsaure), so dass
abschlieRend beide Bestandteile unter Lufttrockung kokristallisieren konnten.

Die Laser-Bestrahlung sowie die automatisierten Messungen wurden im
MALDI-TOF Massenspektrometer der Fa. Bruker Microflex™ an der LMU
Miinchen durchgefuhrt und die so ermittelten Spektren mit der Referenzdatenbank

abgeglichen.
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2.1.3 Cryokonservierung

Alle ausdifferenzierten Keime wurden auf Blutagar subkultiviert, 24 Stunden bei
37 °C inkubiert und abschliefend bei —80 °C cryokonserviert. Als Medium wurde

hierfur Nutrient Broth mit cryoprotektivem Glycerinzusatz verwendet.

2.14 Prifung der phanotypischen Antibiotikaresistenz

Zur Prifung der phanotypischen Antibiotikaresistenz einzelner E. coli-Isolate
wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK) bestimmt. Bei der MHK handelt
es sich um die niedrigste Konzentration eines antibiotischen Wirkstoffes (mg/l),
bei der ein einzelnes Bakterienisolat kein sichtbares Wachstum mehr aufweist
(Schwarz et al. 2003). Das Heranziehen von Grenzwerten, sog. Breakpoints,
welche beispielsweise durch das European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) festgelegt werden, ermdglicht beim Vergleich
dieser MHK eine Einstufung der Isolate als sensibel, intermedidr oder resistent.
Ubliche MaRe zur Deskription von MHK-Verteilungen sind der MHKso- und der
MHKgo-Wert, die jeweils die Wirkstoffkonzentration darstellen, bei der 50 %
bzw. 90 % der Isolate einer Stichprobe in ihrem Wachstum gehemmt werden. Die
MHKs, entspricht dabei dem Median der ermittelten MHK-Werte einer
Population: Bei n getesteten Stdmmen mit den aufsteigender GroRe nach
geordneten MHK-Werten y1, o, ..., Yn liegt die MHKSso an Position n x 0,5, wenn
es sich bei n um eine gerade Zahl handelt bzw. bei (n +1) x 0,5, wenn n eine
ungerade Zahl ist (Schwarz et al. 2010). Die MHKg berechnet sich auf dhnliche
Art und Weise mit dem Faktor n x 0,9; resultiert daraus eine ganze Zahl,
entspricht sie der MHKg, ist sie keine ganze Zahl, wird der MHKgy die
nachstgroRere ganze Zahl zugewiesen (Schwarz et al. 2010).

Entsprechend dem von EUCAST angewendeten Testverfahren diente die
Mikrodilution der MHK-Bestimmung, wobei entsprechend ISO 20776-1:2006 der
International Organization for Standardization (ISO) vorgegangen wurde (ISO
2006). Hierbei wurden die zuvor cryokonservierten E. coli-Isolate zundchst auf
Blutagar ausgestrichen und fur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Gleiches gilt fiir
den Referenzstamm E. coli DSM 1103, der als Positivkontrolle bei allen
Untersuchungen hinsichtlich phanotypischer Antibiotikaresistenz diente. Im
Anschluss wurden einige Kolonien dieser Kultur mittels eines sterilen

Wattestdbchens in 0,9 %ige NaCl-Lésung Uberfiihrt, um so ein Inokulum zu
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erhalten, das letztlich auf einen Triibungsgrad von McFarland 0,5 eingestellt ist
(dies entspricht einer Keimdichte von ca. 1,5 x 10° KbE/ml). Von Zeit zu Zeit
erfolgte eine photometrische Uberpriifung der zuvor visuell abgeschatzten
Tribung. Je 50 ul dieser Suspension wurden nun zu zwei Testréhrchen (jeweils
eines flr die beiden Resistenztest-Panels GNP und GN) mit jeweils 13 ml Miller-
Hinton-Bouillon (CAMHB) hinzugegeben und kurz gemischt. Die Zelldichte
dieser Suspension betrug in etwa 5 x 10° KbE/ml. Die Befiillung der Kavitéten
einer mit Antibiotika vorbeschichteten 96-well-Mikrotiterplatte erfolgte mit je
100 ul  der zuvor hergestellten Suspension unter Zuhilfenahme des
Micronaut® Sprint Dispensierautomaten. Nach Versiegelung mit industriereiner
Klebefolie wurde die Platte funf Minuten auf einem Horizontalschiittler
geschdittelt und fir 18 bis 20 Stunden bei 37 °C bebritet. Zur Reinheitskontrolle
wurde von jeder der hergestellten Losungen ein Kontrollausstrich auf Blutagar
angefertigt und unter den gleichen Bedingungen wie die Mikrotiterplatten
inkubiert. Die Auswertung erfolgte am né&chsten Tag visuell, wobei Tribung
Wachstum bei der jeweiligen Antibiotikakonzentration anzeigt, was anhand der
Positivkontrolle leicht Uberprift werden kann. Die Einordnung der getesteten
Isolate als sensibel (S), intermediar (I) oder resistent (R) erfolgte anhand der in
Tabelle 5 aufgelisteten Breakpoints. Diese wurden dem zur Fertigstellung dieser
Arbeit aktuellen EUCAST-Datenblatt entnommen  (http://www.eucast.org ®,
letzter Zugriff am 30.09.2015). Fir drei der untersuchten Wirkstoffe war flr

E. coli kein eigener EUCAST-Breakpoint definiert; in diesem Fall wurden zur
Einordnung der Ergebnisse der Mikrodilution epidemiologische Cut-off-Werte
(ECOFF),  ebenfalls  vertffentlicht  von EUCAST, herangezogen
(http://mic.eucast.org °, letzter Zugriff am 30.09.2015).

® http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v_5.0 Break
point_Table 01.pdf

° http://mic.eucast.org/Eucast2/SearchController/search.jsp?action=performSearch&Beginlndex=0
&Micdif=mic&NumberIndex=50&Antib=-1&Specium=162
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Tabelle 5: Ubersicht der zur Untersuchung auf phanotypische Resistenz
verwendeten antimikrobiellen Wirkstoffe

Untersuchter i .
. . . . Breakpoints  Quelle fiir
Wirkstoffgruppe  Wirkstoff Kiirzel Konzentrations- .
) [mg/1] Breakpoint
bereich [mg/I]
S () R (>)
R-Laktame
Amoxicillin/Clavulansdure AMC 1/2 - 64/2 8/2 8/2 EUCAST
. Ampicillin AMP 1-128 8 8 EUCAST
Penicilline
Piperacillin PIP 1-128 8 16 EUCAST
Piperacillin/Tazobactam PIT 1/4 - 128/4 8/4 16/4 EUCAST
Cefepim CEP 0,25-32 1 4 EUCAST
Cefotaxim CTX 0,25-32 1 2 EUCAST
Cefoxitin COX 2-16 8 8 EUCAST
Cephalosporine Cefpodoxim/Clavulansdure  C/V 0,25/4 -32/4 1/4 1/4 EUCAST
Cefpodoxim-Proxetil CPP 0,25-32 1 1 EUCAST
Ceftazidim CAZ 0,25-32 1 4 EUCAST
Cefuroxim CXM 2-16 8 8 EUCAST
Ertapenem ERT 0,25-2 0,5 1 EUCAST
Carbapeneme Imipenem IMP 0,25-32 2 8 EUCAST
Meropenem MER 0,25-32 2 8 EUCAST
Amikacin AMK 4-32 8 16 EUCAST
Aminoglykoside Gentamicin GEN 0,25-32 2 4 EUCAST
Tobramycin TOB 0,25-32 2 4 EUCAST
Fenicole Florfenicol FLL 0,5-64 16* ECOFF*
Ciprofloxacin CIP 0,0625 -8 0,5 1 EUCAST
Fluorchinolone Enrofloxacin ENR 0,0625-8 0,125*  ECOFF*
Levofloxacin LEV 0,0625-8 1 2 EUCAST
Tetrazykline Doxycyclin DOX 0,125-16 4* ECOFF*
Fosfomycin FOS 16-128 32 32 EUCAST
Andere :;T:;::ch:l'm/ Sulfa- 1/5 0,5/9,5 - 4/76 2 4 EUCAST
Aztreonam AZT 1-16 1 4 EUCAST
Colistin COL 1-8 2 2 EUCAST

* Orientierender ,Grenzwert”; hier keine Aussage hinsichtlich Resistenz moglich, sondern lediglich eine
orientierende Einschadtzung zu verminderter Empfindlichkeit gegen den jeweiligen Wirkstoff!

2.2 Molekularbiologische Untersuchungen

2.2.1 Molekularbiologische Methoden zur Charakterisierung einzelner
E. coli-Isolate

Die aus den ,Screening“- und ,Tracking“-Proben gewonnenen Isolate der

Indikatorspezies E. coli wurden genauer charakterisiert: Neben dem qualitativen

Nachweis  verschiedener  Antibiotikaresistenzgene  mittels  klassischer

Endpunkt-PCR wurden Isolate humanen und porcinen Ursprungs durch den

Einsatz spezieller Formen der Polymerasekettenreaktion (ERIC, MLST) auf ihren

Verwandtschaftsgrad hin untersucht.
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2.2.1.1 DNA-Extraktion mittels Chelex® 100-Methode

Fur den qualitativen Nachweis von Genen mittels Endpunkt-PCR via
Thermocycler musste zunachst die DNA einzelner E. coli-Isolate extrahiert
werden. Hierfiir wurde auf eine leichte modifizierte Form der Chelex® 100 DNA-
Extraktionsmethode zuriickgegriffen, dargestellt in Abbildung 12 (Yang et al.
2008).

Ausstrich des cryokonservierten E. coli-Isolates auf Normalagar, um Reinkultur zu erhalten

- Inkubation bei 37 °C, 24 Stunden
A4

200 pl Chelex® 100-Lésung (5 %ig) sowie 10 pl Proteinase K (10 mg/ml) in 1,5 ml-Tube vorlegen

- Mischen, 5 sek

%

Mittels steriler Plastikdse zwei bis drei mittelgrolie Einzelkolonien der E. coli-Reinkultur einriihren
- Mischen, 5 sek
- Inkubation bei 30 °C, 30 min im Wasserbad
- Mischen, 5 sek
- Inkubation bei 100 °C, 8 min im Wasserbad
- Mischen, 5 sek

- Zentrifugation 10000 x g, 3 min

W
100 pl Uberstand in neues 1,5 ml-Tube transferieren

W
PCR-anwendungsfahiger DNA-Extrakt

Abbildung 12: Ablauf DNA-Extraktion mittels Chelex® 100-Methode

Der DNA-Extrakt wurde bis zum Zeitpunkt der PCR-Anwendung bei —20 °C
gelagert, im Falle des Einsatzes in der ERIC-PCR zuvor noch mittels
photometrischer Messung per NanoDrop® auf einen DNA-Gehalt von 15,38 ng/pl

eingestellt (die mitgefuhrten Extraktionsleerwerte blieben unverdinnt).

Bei Chelex® 100 handelt es sich um ein lonenaustauscherharz, bestehend aus

einem Styroldivinylbenzol-Kopolymer mit Methyliminodiacetat-Gruppen an der
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Oberflache (NFSTC 2015). Letztere wirken als Chelat-Bildner und weisen
dementsprechend eine hohe Affinitat fur polyvalente Metallionen auf. Auf diese
Weise wird einerseits verhindert, dass Mg®*-abhangige Nukleasen aktiviert
werden, die ansonsten zu einer Degradierung der DNA fiihren wirden (Walsh et
al. 1991). Andererseits kdnnen solche zweiwertigen Metall-Kationen bei hohen
Temperaturen Briiche in der DNA verursachen — Chelex® 100 entfernt diese
lonen aus der Losung und stabilisiert so zusétzlich die DNA (NFSTC 2015).

2.2.1.2 Qualitativer Antibiotikaresistenzgen-Nachweis

E. coli-Isolate aus ,,Screening und ,Tracking™“ wurden mittels klassischer
Thermocycler-PCR auf die Anwesenheit verschiedener Resistenzgene — eine
Ubersicht findet sich in Tabelle 6 — getestet. Die Auswahl dieser Gene orientierte
sich dabei einerseits an den quantitativen Untersuchungen von Resistenzgen-
Gehalten (vgl. Abschnitt 2.2.2.4), andererseits an der human- bzw. veterinar-
medizinischen Relevanz der korrespondierenden Antibiotika.

Tabelle 6: Zielgene, Fragmentgro3e und Annealingtemperatur der flr den
qualitativen Resistenzgen-Nachweis verwendeten Primer

Nr.* Primer FW /RV Zielgen FragmentgroRe [bp]  Annealingtemperatur [°C]
AMPC FW

2 Chrc?mosomal 971 .
AMPC RV kodiertes ampC
blacrymU FW i

3 CTX-M Konserwerte. 593 50
blaCTx_MU RV blac‘rx,M-Reglon
qacEA1 FW

12 gacEAl 203 57
qacEA1 RV
str(A) FW

14 str(A) 546 53
str(A) RV
str(B) FW

15 str(B) 509 54
str(B) RV
sul(l) FW

16 sul(1) 822 53
sul(l) RV
sul(ll) FW

17 sul(ll) 722 59
sul(ll) RV
tet(A) FW

18 tet(A) 888 55
tet(A) RV
tet(B) FW

19 tet(B) 206 60
tet(B) RV

* entsprechend Tabelle 2

Zuné&chst wurde ein Mastermix mit einem Volumen von 24 pl hergestellt und fur
die PCR mit einem pl extrahierter DNA des zu untersuchenden Isolates

(Template) vermischt. Tabelle 7 zeigt die Zusammensetzung des PCR-Mastermix,
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bei den in Klammern angegebenen Konzentrationen handelt es sich um die

Arbeits-, nicht um die Endkonzentrationenen der jeweiligen Bestandteile.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Reagenzien beim Resistenzgen-Nachweis
mittels Endpunkt-PCR

Bestandteil Volumen [pl]
Nuklease-freies Wasser 18,25
10x PCR Puffer 2,5
MgCl, (25 uM) 1,5
dNTP Mix (10 uM) 0,5
Primer FW (25 uM) 0,5
Primer RV (25 uM) 0,5
Hotstart Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,25
Template 1,0

> 25,0

Die eigentliche PCR erfolgte am Thermocycler T3000 der Fa. Biometra in 0,2 ml-
Multiply® p-Strips. In Anlehnung an Schwaiger et al. (2010) gibt Tabelle 8 einen
Uberblick Gber die Amplifikationsbedingungen beim qualitativen Resistenzgen-
Nachweis, wobei die Annealingtemperaturen sowie die Hold Time fir einzelne
Gene modifiziert wurden. Neben den Proben wurden die Positivkontrolle (Chelex-
DNA-Extrakt des Gen-tragenden Referenzstammes), Extraktionsleerwerte sowie
eine PCR-Negativkontrolle mitgefiihrt, in der als Template eine &quivalente

Menge an Nuklease-freiem Wasser fungierte.

Tabelle 8: PCR-Protokoll zum qualitativen Resistenzgen-Nachweis

Programm Cycles Target Temperature [°C] Hold Time [sek]
Pre-Incubation 1 94 300

94 60
Amplification 35 * *x

72 %k %k
Final Extension 1 72 300
Cooling 1 4 /

*s. Tabelle 6

** Primerpaar Nr. 2, 12: 30 sek; Nr. 3: 40 sek; Nr. 14, 15, 16, 17, 18, 19: 60 sek

*** Primerpaar Nr. 2, 19: 30 sek; Nr. 3, 12: 60 sek; Nr. 14, 15, 16, 17, 18: 90 sek

2213 ERIC-PCR

Bei der ERIC-PCR handelt es sich um eine spezielle Form der PCR, in der sog.
»enterobacterial repetitive intergenic consensus“-Sequenzen detektiert werden
konnen (Versalovic et al. 1991). Es handelt sich bei diesen Sequenzen um
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imperfekte Palindrome (ein oder mehrere Nukleotide unterscheiden sich) einer
Lange von 127 Basenpaaren (bp), die in unterschiedlicher Kopienzahl repetitiv
uber das gesamte Genom von Enterobacteriaceae und Vibrionaceae verstreut sind
(vgl. Abbildung 13). ERIC-Elemente enthalten hochkonservierte, zentral
invertierte  Wiederholungssequenzen und sind fur gewoéhnlich nicht in
intergenischen Regionen lokalisiert (Sharples et al. 1990, Hulton et al. 1991,
Versalovic et al. 1991). Sie spielen zwar keine direkte Rolle bei Wachstum und
Replikation der Zelle, fungieren jedoch als Bindungsstelle fur spezifische
Proteine, beispielsweise DNA-Polymerase oder DNA-Gyrase (Gilson et al. 1990).
Die Anzahl der Nukleotide, die von den ERIC-Sequenzen flankiert werden,
variiert (Wilson et al. 2006). So lag die Fragmentlange solcher ERIC-PCR-
Amplikons in Vibrio cholerae zwischen 0,18 und 4 kb (Rivera et al. 1995).
10 20 30 40 50 60

| | | | | |
5' : TATACCCAARATAATTCGAGTTGCAGCAAGGCGGCAAGTGAGTGAAT-CCCCAGGAGCTTACAT

NERRRN NN R R RN (. [ R L O O
3' : ATATGGGCAGTATAAAGTTCGACGTCGACGCAACCGACGCAAGCGAGTGGGGTCAGTGAATGAA

| | | | | \
120 110 100 90 80 70

Abbildung 13: 127bp lange ERIC-Sequenz, dargestellt als
Haarnadelstruktur (Wilson et al. 2006)

Eine Veroffentlichung von Versalovic et al. (1991) beschreibt die Mdglichkeit,
ein molekularbiologisches ,,Fingerprinting® innerhalb des bakteriellen Genoms
der Enterobacteriaceae zu etablieren: Spezifische Primer (Sequenzen s. Tabelle 2),
die in einer PCR an die beschriebenen repetitiven Sequenzen im Genom von
E. coli binden, fiihren zu ERIC-PCR-Amplikons unterschiedlicher Lange, welche
nach Agarosegelelektrophorese &hnliche, aber letztlich doch unterschiedliche
Bandenmuster  ergeben und so unter  Zuhilfenahme  geeigneter
Auswertungssysteme Riickschlisse auf den taxonomischen Verwandtschaftsgrad

zulassen.

Tabelle 9: Zielgene, Fragmentgrof3e und Annealingtemperatur der fur die
ERIC-PCR verwendeten Primer

Nr.*  Primer FW /RV Zielgen FragmentgroRe [bp] Annealingtemperatur [°C]
ERIC 1FW
ERIC variabel 52
ERIC 2 RV

* entsprechend Tabelle 2
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Der Ansatz fir die ERIC-PCR besteht aus einem Gesamtvolumen von 25 pl pro
Probe. Die genaue Zusammensetzung ist in Tabelle 10 dargestellt; der
Hauptunterschied zum oben beschriebenen qualitativen Nachweis von
Resistenzgenen besteht in der Verwendung des kommerziell erhaltlichen
GoTaq® Green Master Mix der Fa. Promega. Dieser enthalt neben den fiir die
PCR essentiellen Bestandteilen (Tag DNA Polymerase, dNTPs, MgCl, und
Reaktionspuffer) auch schon zwei Farbstoffe (blau und gelb), die den
nachfolgenden Einsatz eines Ladepuffers (,,gel loading buffer®, kurz GLB) beim

Beladen des Agarosegels tberfllissig machen.

Tabelle 10: Zusammensetzung der Reagenzien fir ERIC-PCR

Bestandteil Volumen [pl]
Nuklease-freies Wasser 9,50
ERIC 1 FW (50uM) 1,0
ERIC 2 RV (50puM) 1,0
GoTaqg® Green Master Mix 12,5
Template-DNA (15,38 ng/ul) 1,0
2 25,0

Nach Durchmischung des Ansatzes wurde die ERIC-PCR am Thermocycler in
0,2 ml-Multiply® p-Strips unter den in Tabelle 11 dargestellten Bedingungen
durchgefihrt. Zusétzlich zu den zu untersuchenden Proben wurden eine
Positivkontrolle (E. coli-Stamm A6-S20-1T8 Eco5), der Extraktions-Blank-Wert
sowie eine PCR-Negativkontrolle  mitgefuhrt, wobei bei letzterer

1 pl Nuklease-freies Wasser als Template zum Einsatz kam.

Tabelle 11: PCR-Protokoll zur ERIC-PCR

Programm Cycles Target Temperature [°C] Hold Time [sek]
Pre-Incubation 1 95 420

90 30
Amplification 30 52 60

65 480
Final Extension 1 65 960
Cooling 1 4 /

Dass die Primer wéhrend der Amplifikation an eine Vielzahl der repetitiven
ERIC-Sequenzen binden sollen und die Amplifikate eine GroRe von bis zu 4 kb
erreichen konnen, erklart die im Protokoll aufgefiihrte Uberdurchschnittlich lange

Elongations-Phase von acht Minuten.
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2214 MLST-PCR

Exemplarisch ~ wurden einige wenige E. coli-Isolate  zur  genaueren
Charakterisierung einer Sequenzierung unterzogen. Aus technischen Grinden
wurde in dieser Arbeit auf die sog. MLST-PCR zurtickgegriffen (MLST ist die
Kurzform von ,,Multilocus sequence typing™). Dabei handelt es sich um eine
molekularbiologische Methode, die zur Charakterisierung und dem Vergleich von
Isolaten das Auftreten verschiedener Allele in sieben Housekeeping-Genen (Loci)
heranzieht (Spratt et al. 2001). Anhand der Nukleotidsequenz dieser sieben Loci
wird das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit von Allelen geprift, wodurch dem
jeweiligen Isolat ein Allel-Profil zugeordnet werden kann, das sich letztlich als
Fingerabdruck nutzen l&sst, um identische Klone zu identifizieren — so werden
Isolate dann als identisch betrachtet, wenn sie in samtlichen Allelen der sieben

Housekeeping-Gene Ubereinstimmen (Feil et al. 2000).

Fur die MLST-PCR zur Verwandtschaftstberprifung von E. coli werden spezielle
Primerpaare (s. Tabelle 12) verwendet, die die sieben Housekeeping-Gene
flankieren — als Referenz dient die Website http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/, eine

offentlich zugéngliche Internet-Plattform, die eine zentrale Datenbank fiir
Multilocus-Sequenzen darstellt. Die Groe der amplifizierten Fragmente liegt
zwischen 583 und 932 bp, so dass letztlich nur relativ wenig genomisches

Material sequenziert werden muss.

Tabelle 12: Zielgene, FragmentgrofRe und Annealingtemperatur der fir die
MLST-PCR verwendeten Primer

Nr.*  Primer FW /RV Zielgen FragmentgroBe [bp]  Annealingtemperatur [°C]
adkF )

1 Adenylat-Kinase 583 54
adkR
fumCF -

6 Fumarat 306 54
fumCR Hydratase
gyrBF

7 DNA-Gyrase 911 60
gyrBR
icdF Isocitrat/

8 . Isopropylmalat- 878 54
icdR Dehydrogenase
mdhF .

9 Malat 932 60
mdhR Dehydrogenase

urAF inat-

10 p Adenylosuccinat 816 54
purAR Dehydrogenase
recAF -

13 ATP/GTP 780 58
recAR Bindungsstelle

* entsprechend Tabelle 2


http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/
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Eine detaillierte Auflistung der Zusammensetzung der Reagenzien fiir die MLST-

PCR zeigt Tabelle 13.

Tabelle 13: Zusammensetzung der Reagenzien fur MLST-PCR

Bestandteil Volumen [pl]
Nuklease-freies Wasser 40,75
10x PCR Puffer 5,0
dNTP Mix (10 pM) 1,0
MLST-Primer FW (20uM) 1,0
MLST-Primer RV (20uM) 1,0
Hotstart Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,25
Template-DNA (15,38 ng/ul) 1,0

2 50,0

Nach Durchmischung des Mastermix und Zugabe der Template-DNA erfolgte die
MLST-PCR am Thermocycler in 0,2 ml-Multiply® p-Strips. Aufgrund der
unterschiedlichen Annealingtemperaturen der MLST-Primer wurden fur jedes zu
untersuchende E. coli-Isolat insgesamt drei PCR-Ldufe unter den in Tabelle 14

dargestellten Bedingungen durchgefihrt.

Tabelle 14: PCR-Protokoll zur MLST-PCR

Programm Cycles Target Temperature [°C] Hold Time [sek]
Pre-Incubation 1 95 600

95 60
Amplification 35 * 60

72 120
Final Extension 1 72 300
Cooling 1 4 /
* 5. Tabelle 12

Vor dem Auftragen auf das Agarosegel und als Vorbereitung fiir die spatere
Sequenzierung musste die in der PCR amplifizierte DNA aufgereinigt, d. h. von
Primern, Nukleotiden, Enzym und Pufferbestandteilen befreit werden. Hierzu
diente das GenElute™ PCR Clean Up Kit der Fa. Aldrich, die Aufreinigung

erfolgte dabei nach Herstellerangaben wie in Abbildung 14 dargestellt.
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Amplifizierte PCR-Probe in 1,5 ml-Reaktionsgefald mit 5-fachem Volumen Binding Solution
versetzen

- Mischen, 5 sek

W
Gesamten Ansatz in vorbereitete Miniprep Binding Columns tiberfiihren

- Zentrifugation 10000 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen

v
500 pl Wash Solution zugeben

- Zentrifugation 13000 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen
- Zentrifugation 16000x g, 2 min
- Durchfluss verwerfen

W
Binding Column in neues Collection Tube tberfiihren

W
Zugabe von 50 pl Elution Solution

- Inkubation bei Raumtemperatur, 1 min
- Zentrifugation 13000 x g, 1 min

- Binding Column verwerfen

v
Aufgereinigte DNAim Eluat

Abbildung 14: Ablauf der DNA-Aufreinigung mittels GenElute™ PCR Clean
Up Kit

2.2.1.5 Gelelektrophorese

Die am Thermocycler amplifizierten Produkte wurden im Anschluss an die PCR
mittels horizontaler Gelelektrophorese sichtbar gemacht. Hierzu wurde ein
1 %iges Agarosegel wie folgt hergestellt: 1 g Agarosepulver, vermischt mit
100 ml 0,5 %iger TBS (dreifach gepufferte Salzlésung, bestehend aus 50 mM Tris
und 150 mM NaCl, mittels HCI auf einen pH-Wert von 7,6 eingestellt) wurden in
der Mikrowelle erhitzt, bis sich die Bestandteile vollstandig verflussigt und
vermischt haben. Nach kurzem Abkuhlen wurden dem noch flussigen Gel

3,6 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml),  welches mit den  Basenpaaren
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doppelstrangiger DNA interkaliert und durch Anregung unter UV-Licht sichtbar
gemacht werden kann, beigefugt, das Gemisch manuell geschwenkt und
anschlieBend in Plastikformen gegossen, in denen das Gel nach Zugabe eines
Kammes, der flr die spatere Entstehung der Taschen im Gel verantwortlich
zeichnet, ca. 20 min auspolymerisieren konnte. Nach Entfernung des Kammes
wurden die Taschen im Falle des qualitativen Resistenzgen-Nachweises mit einer
Mixtur aus 8 pl des PCR-Produktes und 2 pl GLB befullt, wobei die beiden
aulersten Taschen jeweils mit 10 pl einer 100-bp-DNA-Ladder beladen wurden,
die als Marker des Molekulargewichtes diente. Die Auftrennung in der mit
0,5 %iger TBS als Laufpuffer befullten Gelkammer erfolgte tiber 45 min bei einer
Spannung von 200 Volt und einer Starke von 300 mA. In einer mit UV-Licht
bestrahlten Photokammer konnten die fluoreszierenden Banden unter
Zuhilfenahme der Dokumentationssoftware ,Intas GDS“ letztlich sichtbar

gemacht werden.

Alle Angaben im oberen Absatz beziehen sich auf den qualitativen Resistenzgen-
Nachweis. Fur die Gelelektrophorese von PCR-Produkten von ERIC-Isolaten
galten folgende Abweichungen: Es wurden immer Gele mit 20 Taschen
verwendet, wobei standardisiert die Positionen 1, 10 und 20 mit 10 ul Ladder
befullt wurden. Die restlichen Taschen wurden mit 6,5 ul PCR-Produkt beladen,
wobei eine vorherige Mischung mit GLB aufgrund der unterschiedlichen
Zusammensetzung des in der PCR verwendeten Mastermix entfiel. Position 19
blieb dem amplifizierten ,,Produkt des extrahierten Blank-Wertes vorbehalten,
die Position der Positivkontrolle (A6-S20-1T8 Eco5) variierte. Die Auftrennung
im Gel erfolgte unter den oben dargestellten Angaben, die Laufzeit lag jedoch
zwischen 30 und 40 min und wurde manuell gestoppt, sobald die Ladder die
Markierung 4,5 auf der Plastikbegrenzung der Gelkammer erreicht hatte. Der
Dokumentationssoftware ,,Intas GDS* lagen bei der photographischen Aufnahme
der fluoreszierenden Banden nach ERIC- bzw. MLST-PCR folgende
Einstellungen zugrunde: Reverse Mode, Exposure Time 0,36 sek, Upper 60,
Lower 0, Int. 0. Die beschriebene VVorgehensweise wurde von Lauf zu Lauf streng
eingehalten und die eingestellten Werte regelméfRig kontrolliert, um eine gute
Vergleichbarkeit der einzelnen Gele zu gewéhrleisten.
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2.2.1.6  GelCompar® Il

Die Auswertung der in der ERIC-PCR entstandenen Bandenmuster wurde
mithilfe der Software GelCompar® Il durchgefiihrt. Diese Databasing-Software
der Fa. Applied Maths ermdglicht es dem Benutzer, die in der Gelelektrophorese
entstandenen Bandenmuster so zu analysieren, dass letztlich jeder einzelnen Probe
eine Art individueller Fingerabdruck zugewiesen wird, der die Grundlage fur
anschlielende Vergleichsanalysen anhand von Clustern bildet.

Die in das Programm eingespeisten Daten bestanden also aus Abbildungen von
Bandenmustern auf Agarosegelen. Jeder ,,Probe®, dies inkludiert neben den
eigentlichen DNA-Proben auch einzelne Positiv- und Negativkontrollen sowie die
DNA-Ladder, wurde eine Nummer, beginnend mit 00001, zugewiesen. Zur
eigentlichen Analyse wurde eine digitale Abbildung des entsprechenden Gels
hochgeladen und jede einzelne Probe auf dem Gel definiert. Zum besseren
Vergleich verschiedener Gele wurde einerseits die Helligkeit der Banden
adjustiert und andererseits eine Normalisierung der jeweiligen Proben zur
DNA-Ladder hin durchgefiihrt. Tabelle 15 listet die in der Software verwendeten

Einstellungen auf.

Tabelle 15:  Einstellungen der Software GelCompar® I

von ERIC-PCR-Bandenmustern

Editing normalization Bands

bei der Einspeisung

Linear tone curve; according to 100 bp ladders Minimum profiling: 5,00 %
Gray-zone: 5,00 %
Minimum area: 0,00 %

Die Cluster-Analyse zur Bestimmung der Verwandtschaftsverhéltnisse einzelner
Isolate wurde unter den in Tabelle 16 gezeigten Einstellungen angefertigt. Die
,,Position tolerance*“ wurde automatisch von GeICompar® Il kalkuliert, sie stellt
ein MaR fur die maximal zul&ssige Langen-Verschiebung zweier Banden dar, so

dass diese von der Software noch als Uibereinstimmend bewertet werden.
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Tabelle 16: Einstellungen der Software GelCompar® Il

von Cluster-Analysen

bei der Erstellung

Cluster analysis: Similarity matrix Position tolerance setting Auto cut-off branches

Band-based: Jaccard Optimization: 2,50 % Cut-off: 56 %

DendroGram-type: UPGMA Position tolerance: 1,87 % Quantity of members: at
Change towards end of least 5

fingerprint: 0,00 %

Minimum height: 0,00 %
Minimum surface: 0,00 %
Uncertain bands: include

2.2.2 gPCR zur Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen

Die Gesamt-DNA sowohl der ,,Screening™- als auch der ,,Tracking“-Proben wurde
per Real-time PCR, auch genannt quantitative PCR (gPCR), hinsichtlich ihres
Gehaltes an verschiedenen Antibiotikaresistenzgenen untersucht. Diese
Quantifizierung erfolgte unter Zuhilfenahme geeigneter Primer und Standards am
LightCycler® 480-Gerat der Fa. Roche.

Das Prinzip dieser spezifischen Art Polymerase-Kettenreaktion beruht auf der
Verwendung fluoreszenz-markierter Sonden oder, wie im Falle dieser Arbeit, auf
einem interkalierenden Farbstoff (SYBR® Green 1). Dieser ist in der Lage, an
doppelstrangige DNA zu binden und dann, abhéngig von der Menge der wéhrend
der gPCR amplifizierten, doppelstrangigen DNA, entsprechend starke
Fluoreszenzsignale zu emittieren, die wéahrend der PCR-Zyklen in Echtzeit
nachverfolgt werden koénnen. Die Messung des Signals erfolgt am Ende des

jeweiligen Zyklus bei 530 nm.

Es handelt sich hierbei um ein &uRerst sensitives System, jedoch ist die Spezifitét
eher gering, da auch unspezifische PCR-Produkte wie beispielsweise
Primer-Dimere detektiert werden kdnnen, sobald deren DNA in doppelstrangiger
Form vorliegt. Im Anschluss an den letzten regularen Amplifikationszyklus findet
deswegen eine sog. Schmelzkurvenanalyse statt, bei der die DNA durch
kontinuierliche Temperaturerhohung langsam aufgeschmolzen wird. Abhé&ngig
von seiner Lange und Basenpaarzusammensetzung besitzt dabei jedes Fragment
eine spezifische Schmelztemperatur. Im Zuge des Aufschmelzens der
PCR-Produkte wird das zuvor eingelagerte SYBR® Green | wieder freigesetzt,
dabei wird die Anderung der Fluoreszenzintensitat wird erfasst, so dass letztlich
eine Differenzierung bzw. Identifikation der gesuchten Gen-Produkte erméglicht

wird.
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2.2.2.1 Kobaltbestrahlung

Zur Methodenvalidierung und Herstellung von Standards zur Quantifizierung von
Genmaterial in der qPCR mussten die unterschiedlichen Probenmaterialien
Gulle / Jauche / Festmist / Faeces analog zu Angaben in der Literatur in einer
®0Co-Bestrahlungsanlage der Fa. Synergy Health Allershausen GmbH behandelt
werden, um sie ,,frei” von nachweisbarer DNA zu machen (Agersg et al. 2004).

Als Richtwert fur die eingesetzte Bestrahlungsdosis der Gille wurden Werte aus
der Literatur herangezogen (Holzel et al. 2010). Die gemessene Gesamtdosis
betrug letztendlich 415 kGy.

2.2.2.2 Standardherstellung

Die Herstellung von Standards fur die gPCR ermdglicht es, die Gen-Gehalte in
den zu untersuchenden Proben absolut zu quantifizieren. Der Standard enthalt das
zu  quantifizierende =~ DNA-Stick, in  diesem  Fall  verschiedene
Antibiotikaresistenzgene, in bekannter Konzentration, idealerweise Kopienzahl/g,
wobei darauf zu achten ist, dass die gewahlten Konzentrationen der Standards die
in den Proben ungeféhr zu erwartende Menge an Resistenzgenen abdecken. Als
Matrix dienten in einem Matrixvorversuch (vgl. Abschnitt 2.3.2) Gulle, Jauche,
Festmist sowie Faeces von Schweinen und Menschen. Alle Matrices wurden
zuvor analog zu den Angaben in Abschnitt 2.2.2.1 bestrahlt.

Im Anschluss daran wurde die nun ,,DNA-freie“ Matrix mit bakteriellem
Kulturmaterial der unter Punkt 1.1.10 aufgefuhrten Standardstamme dotiert: VVon
einer nach dem Einfrieren zweimal passagierten Reinkultur wurde eine
Einzelkolonie abgenommen und in  25ml Nahrbouillon in einem
Erlenmeyerkolben Uberimpft und dort 24 Stunden bei 37°C unter
kontinuierlichem Schiitteln (200 rpm) bebriitet. AnschlieRend wurde die Bouillon
in 50 ml-Greiner-Rohrchen fiir zehn Minuten bei ca. 13.000 x g abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Bakterien-Pellet in 4 ml bestrahlte Giille

resuspendiert.

Von der so entstandenen Suspension wurde 1ml in 9 ml physiologischer
NaCl-Loésung suspendiert und daraus unter regelmaRiger Durchmischung eine
Verdinnungsreihe mit dem Faktor 1:10 von 10° bis 10™2 hergestellt. 0,1 ml der

jeweiligen Verdunnungsstufe wurden anschliefend im Dreifachansatz auf
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Normalagar aufgebracht und 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Letztlich erfolgte die
Bestimmung der Keimzahl Uber die Berechnung des gewichteten Mittels
(Farmiloe et al. 1954). Der Keimgehalt deckt sich, nach Beriicksichtigung der
durch die Extraktionsmethode entstehenden Umrechnungsfaktoren, mit dem
Gehalt an Gen-Aquivalenten im Standard-DNA-Extrakt (entspricht 10°-Standard).

Zum anderen wurde aus der Matrix-Keim-Suspension im Mehrfach-Ansatz
mittels des PowerSoil®-DNA Isolation Kits die DNA extrahiert, gepoolt und dann

bei —20 °C zwischengelagert.

Als Standard zur eigentlichen Quantifizierung diente dann eine unmittelbar vor
dem PCR-Lauf hergestellte 1:10-Verdlnnungsreihe (ein Teil DNA-Extrakt auf

neun Teile Nuklease-freies Wasser) des 10°-Standards.

2.2.2.3 DNA-Extraktion mittels PowerSoil®-DNA Isolation Kit

Zur besseren Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Probenmatrices wurden
standardisiert 250 pul  der  Ausgangsprobe  eingesetzt. Der  flissige
Aggregatszustand war bei Gille und Jauche von vornherein gegeben. Bei den
Faecesproben wurde als Ausgangsmaterial fir die Extraktion die in Kapitel 2.1.1
beschriebene Suspension aus 1 g Faeces und 9 ml physiologischer NaCl-Ldsung
verwendet, bei den Festmist-Proben diente die ebenfalls in Kapitel 2.1.1 erwéhnte
Schttel-Suspension aus 10 g Mist und 90 ml NaCl als Ausgangsmaterial. Um
spater auf die korrekte Konzentration der in der Ausgangsprobe enthaltenen
Antibiotika-Resistenzgene rickrechnen zu kdénnen, wurden dementsprechende

Umrechnungsfaktoren beriicksichtigt.

Die DNA-Extraktion der Gulle-, Jauche-, Festmist-, Schweinefaeces und
Humanfaecesproben erfolgte analog zu friheren Studien mittels des kommerziell
erhaltlichen PowerSoil®-DNA Isolation Kits der Fa. MO BIO (Hélzel 2006). Die

Zusammensetzung dieses Kits ist in Tabelle 17 abgebildet.
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Tabelle 17: Bestandteile PowerSoil®-DNA Isolation Kit

Kit-Komponente Bestandteile (auszugsweise)

PowerBead Tubes (750 pl) Beads (= Glaskugelchen), Pufferflissigkeit
Solution C1 SDS und andere Detergentien

Solution C2 1. Prazipitationsreagenz

Solution C3 2. Prazipitationsreagenz

Solution C4 Hochkonzentrierte Salzlosung

Solution C5 Ethanol-basierte Waschldsung

Solution C6 DNA-freier Elutionspuffer

Spin Filters (Einheiten in 2 ml Tubes) Silica-Membran

Collection Tubes

Den detaillierten Ablauf der DNA-Extraktion mittels des PowerSoil®-DNA
Isolation Kits zeigt Abbildung 15.
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250 pl Probe in PowerBead Tube (berfiihren, vortexen

mechanische und chemische 60 pl Soultion C1 hinzugeben

Lyse Mischen, 10 min
Zentrifugation 10.000 x g, 30 sek
500 pl Uberstand in ein neues Tube tberfiihren
Prazipitation von nicht- 250 pl Solution C2 hinzugeben, mischen
organischem und organischem Inkubation bei 4 °C, 5 min
Material ’
Zentrifugation 10.000 x g, 1 min
> 600 pul Uberstand in ein neues Tube (berfiihren
Prazipitation von nicht- 200 pl Solution C3 hinzugeben, mischen
organischem und organischem Inkubation bei 4 °C, 5 min
Material

Zentrifugation 10.000 x g, 1 min
750 pl Uberstand in ein neues Tube (berflihren
Ermoglichung der DNA-Bindung

- 1200 pl Solution C4 hinzugeben, mischen
an Silica

675 pl der Losung in Spin Filter Tube iberfliihren

Wdh
2x

Bindung der DNA an Silica

Membran Zentrifugation 10.000 x g, 1 min

Durchfluss verwerfen

500 pl Solution C5 in Spin Filter Tube Uberfiihren

Entfernung von Kontaminanten Zentrifugation 10.000 x g, 30 sek

Durchfluss verwerfen
Zentrifugation 10.000 x g, 1 min

Spin Filter in neues Tube Uberflihren
100 pl Solution C6 auf den Filter geben

Freisetzung der DNA von der
Silicamembran Zentrifugation 10.000 x g, 30 sek

Filter verwerfen

PCR-anwendungsfahiger DNA-Extrakt

Abbildung 15: Arbeitsablauf PowerSoil®-DNA Isolation Kit
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Alle Proben wurden im Doppelansatz extrahiert, zudem wurde bei jeder
Extraktion ein Leerwert mitgefiihrt, bei dem als Template Nuklease-freies Wasser
in gleicher Menge diente. Die fertigen Extrakte wurden bei —20 °C gelagert.

2.2.2.4 Durchfuhrung der gPCR zum Antibiotikaresistenzgen-Nachweis

Um die optimalen Amplifikationsbedingungen zum Nachweis bzw. der spateren
Quantifizierung der verschiedenen Antibiotikaresistenzgene bestimmen zu
konnen, wurde im Vorversuch mit DNA-Extrakten der Standardstimme ohne
Matrix gearbeitet, um potenziell stérende PCR-Inhibitoren, beispielsweise

Huminsduren, aufRen vor zu lassen.

Der Nachweis der Gene erfolgte mittels qPCR unter Verwendung des
LightCycler® 480-Gerates der Fa. Roche unter Verwendung der in Tabelle 18
aufgelisteten Primer. Letztere wurden mit Nuklease-freiem Wasser zu einer
Stocklosung der Konzentration 100 uM vermischt und anschlieBend bei —20 °C
gelagert.

Tabelle 18: Zielgene, FragmentgroRe und Annealingtemperatur der fir die
gPCR verwendeten Primer

Nr.*  Primer FW / RV Zielgen FragmentgroBe [bp] Annealingtemperatur [°C]
Coml

4 16S rDNA 270 59
R789

acEall FW

1 qact / 69 60
gacEall RV qacEAl
sul(l) FW

16 sul(l) 822 53
sul(l) RV
sul(ll) FW

17 sul(ll) 722 59
sul(ll) RV
tet(A) FW

18 tet(A) 888 54
tet(A) RV
tet(B) FW

19 tet(B) 206 60
tet(B) RV
tet(M) FW

20 tet(M) 171 52
tet(M) RV

* entsprechend Tabelle 2

Fir die gPCR wurde zundchst ein Mastermix erstellt, der folgende Komponenten
enthielt: LightCycler® 480 SYBR® Green | Master (enthalt FastStart Taq DNA
Polymerase, Reaktionspuffer, dNTP-Mix, MgCl, und SYBR® Green |
Fluoreszenzfarbstoff), den jeweiligen Forward- und Reverse-Primer flr das zu

amplifizierende Zielgen sowie Nuklease-freies Wasser. Dieser Mastermix wurde
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zusammen mit der jeweiligen Probe (= Template), sprich dem
PCR-anwendungsfahigen DNA-Extrakt, unter standiger Kihlung in die
Vertiefungen der LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 pipettiert, die Platte fiir
zwei  Minuten bei 1.500xg zentrifugiert und anschlieBend in den
LightCycler® 480 eingebracht. Tabelle 19 zeigt die Zusammensetzung der

Reagenzien pro Well.

Tabelle 19: Zusammensetzung der Reagenzien pro Well in der gPCR

Bestandteil Volumen [pl]
Nuklease-freies Wasser 6,0
Primer FW (20uM) 1,0
Primer RV (20uM) 1,0
LightCycler® 480 SYBR® Green | Master 10,0
Template 2,0
> 20,0

Die Amplifikationsbedingungen der gPCR sind in Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 20: gPCR-Protokoll zur Resistenzgenquantifizierung

Target Hold Time Temperature
Programm Cycles Temperature [sek] Transition Rate Aquisition Mode
[°C] [°C/sek]
Pre-Incubation 1 95 600 4,4 None
95 10 4.4 None
Amplification 45 * *k 2.2 None
72 Fkk 4,4 Single
95 5 4,4 None
Melting Curve 1 65 60 2,2 None
95 - - Continuous
Cooling 1 40 10 2,2 None

*s. Tabelle 18
** Primerpaar Nr. 11, 19: 5s; Nr. 4, 16, 17, 18, 20: 10 s

*** Primerpaar Nr. 11: 6 s; Nr. 19, 20: 8 s; Nr. 4: 14 s; Nr. 16, 17, 18:30 s

2.2.3 Sequenzierung

Zur ldentifizierung amplifizierter PCR-Produkte wurden in regelmaRigen
Abstanden ausgewahlte Proben (darunter alle unter Punkt 1.1.10 aufgefiihrten
Referenzstdimme) extern bei der Fa. Sequiserve in Vaterstetten sequenziert und die
Sequenzdaten online mit dem ,,Basic local alignment search tool* BLAST® des

National Center for Biotechnology Information (NCBI) analysiert.
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Um eine ausreichende Reinheit der DNA der amplifizierten PCR-Produkte fir die
Sequenzierung zu gewadhrleisten wurde eine Aufreinigung durchgefihrt, wie in
Abbildung 14 beschrieben.

Stellten sich amplifizierte PCR-Produkte im Agarosegel in Form von mehreren
Einzelbanden dar, wurden letztere zundchst mit einer sterilen Skalpellklinge unter
UV-Licht getrennt voneinander ausgeschnitten. Um die PCR-Produkte von den
Gelbestandteilen, welche negative Auswirkungen auf die Sequenzierungen haben
kdnnen, zu trennen, wurden sie im Anschluss unter Verwendung des QIlAquick
Gel Extraction Kits der Fa. Quiagen analog zum in Abbildung 16 dargestellten

Verfahren aufgereinigt.
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Herausgeschnittenes Gelstiick in 1,5 ml-Reaktionsgefal Giberflihren und Nettogewicht
bestimmen

W
300 pl Buffer QG pro 100 mg Gel zugeben

- Inkubation bei 50 °C, 10 min; dabei alle
2 - 3 min leicht mischen

W
100 pl Isopropanol pro 100 mg Gel zugeben

- Mischen, 5 sek

W
Uberflihren der Fliissigkeitin High Pure Filter Tube, welches in 2 ml Collection Tube eingesetzt
ist
- Zentrifugation 17900 x g, 1 min

- Durchfluss verwerfen

v
500 pl Buffer QG zugeben, um evtl. noch vorhandene Geldreste zu entfernen

- Zentrifugation 17900 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen

v
750 pl Buffer PE zugeben

- Zentrifugation 17900 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen
- Zentrifugation 17900 x g, 1 min

W
Filter in neues 1,5 ml ReaktionsgefaR iberfiihren und 30 pl Buffer EB zugeben

- Inkubation bei Raumtemperatur, 1 min
- Zentrifugation 17900 x g, 1min

- Filter verwerfen

W
Aufgereinigte DNAim Eluat

Abbildung 16: Ablauf Gel-Extraktion mittels QlAquick Gel Extraction Kit
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2.3 Ablauf der Methodenvalidierung

2.3.1 Optimierung der gPCR-Bedingungen
Durch Modifikation einzelner Reaktionskomponenten und -bedingungen bietet
sich dem Benutzer die Mdglichkeit, die Effizienz und Reproduzierbarkeit der

gPCR an einzelne Zielgene anzupassen und insgesamt zu optimieren.

Der Spielraum fur Modifikationen beschrénkte sich im Fall dieser Arbeit durch
die Verwendung des SYBR® Green | Master im Wesentlichen auf Veranderungen
hinsichtlich der Annealingtemperatur der verwendeten Primer und der
eingesetzten Menge an Template, da ansonsten schon alle fir eine gqPCR

benotigten Reagenzien im Mastermix enthalten sind.

Zur Beurteilung der Qualitat eines PCR-Laufs werden verschiedene Parameter
herangezogen. Hauptaugenmerk liegt hierbei auf der Auswertung der
Fluoreszenzdaten. Sofern die Reaktionsbedingungen optimiert sind, steigt in der
linearen Amplifikationsphase die Fluoreszenz proportional zur Targetmenge an.
Ein wichtiges Kriterium ist hierbei der sog. Slope, der sich aus der Steigung m
einer Standardkurve ergibt und letzten Endes ein Mal} fir Effizienz der

Amplifikation darstellt:
E = 10C/m _ 1

Zu dem Zeitpunkt, zu dem pro PCR-Zyklus tatsachlich eine Verdopplung der
Amplifikate stattfindet, liegt die Effizienz bei 2,000 (das entspricht einem Wert
von 100 %), was wiederum einer Steigung von —3,32 entspricht. Generell werden
gPCR-Lé&ufe als gut bewertet, wenn die Effizienz einen Wert zwischen 90 % und
110 % aufweist bzw. umgerechnet der Slope zwischen —3,65 und —2,99 liegt.
AuRerdem sollte der von der Software kalkulierte Error-Wert — er gibt die mittlere
quadratische Abweichung der einzelnen Datenpunkte der Standardkurven von der

,.gefitteten* Regressionslinie an — < 0,05 betragen.

Ein weiterer Parameter zur qualitativen Beurteilung eines PCR-Protokolls ist der
sog. Crossingpoint (CP). Darunter versteht man den Zyklus im gPCR-Lauf einer
Quantifizierung, bei dem die Fluoreszenz des amplifizierten Produktes erstmals

signifikant die Hintergrund-Fluoreszenz (ibersteigt.
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2.3.2 »Matrixversuch im Vorfeld der Herstellung der qPCR-Standards

Grundsatzlich wird angestrebt, sog. ,,matrix-matched* Standards herzustellen, da
diese gewdhrleisten, dass Proben und Standards in vergleichbarem Mall mit
mdoglichen PCR-Inhibitoren belastet sind, wodurch sich eine mdglichst exakte

Quantifizierung ergibt.

In einem Vorversuch wurde geprift, ob, und wenn ja, in welchem Umfang, die im
Projekt anfallenden Probenmatrices Giille, Jauche, Festmist, porcine und humane
Faeces Einfluss auf die Amplifizierbarkeit des Resistenzgens tet(B) nehmen. Als
Dotierungsmaterial und Standard diente eine vorab analog zum unter
Punkt 2.2.2.2  beschriebenen  Vorgehen angereicherte und in  einer
Verdinnungsreihe mit dem Faktor 1:10 vorliegende Standard-1-Bouillon, die den
tet(B)-tragenden Standardstamm Escherichia coli 2638 in bekannter Menge
enthielt. Je 0,9 ml der funf zuvor wie unter Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben
bestrahlten Probenmatrices wurden mit 0,1 ml der jeweiligen Verdinnungsstufe
(10" bis einschlieRlich 10™) der angereicherten Bouillon dotiert und durchmischt,
so dass darin letztlich E. coli-Konzentrationen zwischen 1x10’ und
1x10°KbE/ml  vorlagen, was  durch Keimzahlbestimmung  des

Dotierungsmaterials (vgl. Punkt 2.1.2) bestatigt wurde.

Die einzelnen Verdinnungsstufen der angereicherten Matrices sowie der
Dotierungsbouillon (inklusive der noch unverdiinnten 10°-Ausgangsbouillon)
wurden nun unter Mitfiihrung eines Extraktionsleerwertes im Doppelansatz
mittels PowerSoil®-DNA Isolation Kit extrahiert. AnschlieBend wurde eine gPCR
mit den unter Abschnitt 2.2.2.4 aufgefihrten Amplifikationsbedingungen
durchgefuhrt, bei der als Standard im Doppelansatz eine 1:10-Verdinnungsreihe
des 10°-Bouillon-Extraktes der angereicherten Bouillon diente und als Template
beide Extraktions-Ansatze jeder dotierten Matrix sowie der Verdinnungsreihe der
Dotierungsbouillon eingesetzt wurden. Diese PCR wurde direkt im Anschluss
noch einmal wiederholt, um eine etwaige Lauf-zu-Lauf-Varianz auszuschlieRen;
die Werte der beiden L&ufe wurden dann fur die spdtere Berechnung der
jeweiligen Wiederfindungsraten (WFR) herangezogen, um so letztlich etwaige

Korrekturfaktoren moglichst genau zu bestimmen.
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2.4 Datenanalyse
Die statistische Datenanalyse erfolgte unter Zuhilfenahme der Programme
Microsoft Excel 2013, SigmaPlot 12.0 und “R” (http://www.r-project.org/). Fr

die statistische Auswertung der Resistenzgen-Messungen wurden die log-Werte

der ermittelten Konzentrationen herangezogen.

24.1 Trendanalysen von Tetrazyklinresistenzgenen

Um langfristige Entwicklungen der Resistenzgenkonzentrationen wahrend und
nach Tetrazyklin-Behandlung auch auf Betriebsebene besser nachvollziehen zu
koénnen, wurden unter Mithilfe des statistischen Beratungslabors StaBLab des
Institutes fur Statistik der LMU Mdinchen mittels des Statistik-Programms ,,R*
sog. Trendanalysen erstellt. Diese Analysen beruhen auf einem linearen
gemischten Modell unter Einbeziehung von linearem bzw. quadratischem Effekt,
in ihnen werden die Schweine in Abhéngigkeit vom jeweiligen Antibiotikaeinsatz
(Faktorvariablen) tber die Zeit (Trendvariablen) betrachtet. Solche Trendanalysen
wurden exemplarisch am Tetrazyklin-einsetzenden ,,Tracking“-Betrieb E5
durchgefuhrt; als Datengrundlage wurden die log-Werte der ermittelten
Konzentrationen der drei Tetrazyklinresistenzgene tet(A), tet(B) und tet(M) in den
Faecesproben der Sentinel-Schweine zun&chst in einer Excel-Tabelle in Bezug auf
den zeitlichen Abstand zu etwaigen Tetrazyklin-Behandlungen auf den Tag genau
eingeordnet. In einem nachsten Schritt wurde fur jedes einzelne Gen ein Base-
Level-Wert berechnet, der sich aus dem Mittelwert aller gemessenen
Konzentrationen an Tag O einer Behandlung mit Tetrazyklinen ergibt. Zielvariable

war letztlich die Differenz zu diesem Base-Level.


http://www.r-project.org/
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IV ERGEBNISSE

1 Methodenvalidierung

1.1 Validierung ERIC-PCR

Wichtigste Auswahlkriterien bei der Wahl des als Positivkontrolle dienenden
Referenzstammes war eine Vielzahl stabil erscheinender Banden, die im
Agarosegel aufgrund ihrer unterschiedlichen BasenpaargrofRe einen moglichst
grolRen Bereich abdeckten. Verschiedene Isolate der im Projekt gezogenen Proben
wurden hinsichtlich des stabilen Auftretens von DNA-Banden getestet, wobei die
Wahl im Laufe der Validierung letztlich auf den E. coli-Klon
,,A0-S20-1T18 Eco5“ fiel, da bei diesem dauerhaft dieselben Banden
unterschiedlichster GroRe (zwischen ca. 100 und ca. 1200 bp) detektiert werden
konnten. Links in Abbildung 17 dargestellt sind DNA-Ladder und der Positivklon

inklusive der von GelCompar® I

erkannten Banden, rechts abgebildet sind
DNA-Ladder und Positivklon ohne farbliche Markierung der von der Software

detektierten Banden.

e

IRREL AL (L
s |

A6-520-1T8 Eco 5
A6-S20-1T8 Eco 5

ladder
ladder

Abbildung 17: Gelelektrophoretische Trennung der ERIC-PCR-Produkte
der Positivkontrolle ,,A6-S20-1T18 Eco5“; links: von GeICompar®II
erkannte Banden markiert (durchgehende Linie: Bande sicher erkannt;
gestrichelte Linie: Bande unsicher), rechts: keine Markierung der
detektierten Banden

Um einen Uberblick (iber etwaige Instabilitit des Bandenmusters der
Positivkontrolle ,,A6-S20-1T18 Eco5“ =zu erhalten, wurden die aus den
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ERIC-PCR-Ldufen resultierenden Bandenmuster des Positivklons noch einmal
separat in einem Direktvergleich einer Cluster-Analyse in GelCompar® Il
unterzogen, wobei dies fur die einzelnen , Tracking“-Betriebe getrennt
voneinander geschah. Jedes Mal also, wenn ein neues Gel in die Software
eingelesen und analysiert wurde, wurde die korrespondierende Positivkontrolle
dem Direktvergleich jedes , Tracking“-Betriebs zugefiigt. Abbildung 18 zeigt
exemplarisch einen solchen Direktvergleich der resultierenden Bandenmuster der
Positivkontrolle aus unterschiedlichen ERIC-PCR-L&ufen: Im Dendrogramm
links werden Ubereinstimmungen > 56 % (dies entspricht dem Cut-off-Wert, der
sich unter anderem anhand der Ubereinstimmungsrate von 208 Wiederholungen
der Positiv-Kontrolle ergab) anhand schwarzer Linien gekennzeichnet. Lag der
Wiedererkennungswert des Bandenmusters der Positivkontrolle des jeweiligen
Laufes unter 56 % (in Abbildung 18 gekennzeichnet durch graue Linien), so
wurden die  Ergebnisse als ungenugend  eingestuft und ERIC-
PCR / Gelelektrophorese wiederholt. Im Beispiel aus Abbildung 18 betrifft dies
das Gel, das als Positivkontrolle den Klon mit der Nummer 02308 enthielt, da

dessen Ubereinstimmung mit den anderen Klonen nur 43,8 % betragt.

-100

01779 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
01811 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
01912 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
02133 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
02392 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
02498 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
01213 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
01630 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
03133 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
01609 pos. A6-S20-1T8 Eco 5
02308 pos. AB-S20-1T8 Eco 5
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Abbildung 18: Exemplarischer Direktvergleich der gelelektrophoretischen
Auftrennung aus unterschiedlichen ERIC-PCR-Laufen resultierender
Bandenmuster des Positivklons ,,A6-S20-1T18 Eco5“ (durchgehende Linie:
Bande sicher erkannt; gestrichelte Linie: Bande unsicher)
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Als nicht-assoziierte Kontrolle der Cluster-Analysen wurden exemplarisch
E. coli-Isolate von Personen verschiedener ,,Tracking“-Betriebe einer Analyse
durch GelCompar® Il unterzogen. Hierbei ergaben sich keinerlei Uberein-

stimmungen oberhalb des Cut-offs (Daten nicht dargestellt).

1.2 Validierung qPCR

Die in der gqPCR durchgefiihrten Messungen zum quantitativen Resistenzgen-
Nachweis wurden laufbezogen ausgewertet. In der Umsetzung bedeutet dies, dass
Proben immer dann gemeinsam innerhalb eines PCR-Laufes untersucht wurden,
wenn sie gemeinsam extrahiert wurden und es sich um ,,zusammengehdrige*
Proben handelte, beispielsweise alle Proben, die wahrend eines
Behandlungsdurchganges gewonnen wurden. Fir jeden Lauf wurden gesondert
die in den folgenden Unterpunkten aufgefiihrten Validierungskriterien

ausgewertet.

1.2.1 Cut-off

Als Cut-off wird ein Toleranzwert bezeichnet, der als niedrigster Wert definiert
ist, an dem die Konzentration des gesuchten Gens gerade noch mit ausreichender
Sicherheit gemessen werden kann. Um sicherzustellen, dass etwaige
Kontaminationen wéhrend des Extraktionsvorganges der Proben oder
unspezifische Signale durch Primer-Dimere die Ergebnisse nicht verfalschen, galt
als Cut-off die hochste gemessene Konzentration aller im jeweiligen qPCR-Lauf
gemessenen Extraktionskontrollen, multipliziert mit dem Sicherheitsfaktor 2.

Fir Proben kalkulierte Gen-Konzentrationen unterhalb des Cut-offs des

jeweiligen PCR-Laufes (= des jeweiligen Extraktions-Lots) wurden von der

Auswertung  ausgeschlossen, da eine  Kontamination wahrend des
Extraktionsvorgangs nicht auszuschlieBen war. Wenn mdoglich, fand eine
Wiederholung der DNA-Extraktion der entsprechenden Proben und des
PCR-Laufes statt.

Tabelle 21 listet fir jedes in der gPCR quantifizierte Resistenzgen minimale,

maximale und Medianwerte der Cut-offs aller Lightcycler-Laufe auf.
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Tabelle 21: Minimal-, Maximal- und Medianwerte des Cut-offs [lg copies/qg]
aller Lightcycler-Laufe (n=158 pro Gen bzw. n=39 fir sul(l)) beim
Resistenzgen-Nachweis mittels gPCR

Resistenzgen Minimaler Cut-off Maximaler Cut-off Cut-off (Median)
tet(A) 0,00 4,42 0,23
tet(B) 0,00 5,10 1,22
tet(M) 0,00 4,63 2,57
sul(l) 0,00 0,00 0,00
sul(ll) 0,00 3,81 0,78
qacE / gaceAl 0,00 5,28 2,59
16S-rDNA 0,30 5,95 2,99

1.2.2 Limit of quantification / Limit of detection

Beim Limit of quantification (LOQ) handelt es sich um den gemessenen
Konzentrationswert der letzten (also niedrigsten) fir die Berechnung des Slopes
herangezogenen Standardkonzentration. Bei den Reihenmessungen wurden bei
der Festlegung des LOQs des jeweiligen PCR-Laufes zwei Kiriterien
herangezogen: Zum einen wurde die letzte einbezogene Standardkurve so
ausgewahlt, dass ein akzeptabler Slope und damit eine ausreichende Effizienz
sichergestellt war (dies vor dem Hintergrund, dass sich bei hoherer Verdinnung
Pipettierfehler hdufen kdnnen) und zum anderen, dass alle Proben des jeweiligen
Laufes ,,innerhalb® der Standardkurven zu liegen kamen. Die Verwendung des
LOQ soll letztlich sicherstellen, dass die untersuchten Proben korrekt quantifiziert

werden.

Das Limit of detection (LOD) bezeichnet eine gerade noch detektierbare
Konzentration und umfasst dabei den Bereich zwischen Cut-off und LOQ.
Vereinzelt kam es bei den Reihenmessungen vor, dass Proben zwar
augenscheinlich mit Werten > LOQ quantifiziert wurden, ihre Amplifikate sich
jedoch in der nach jedem qPCR-Lauf durchgefuhrten Schmelzkurvenanalyse nicht
als das gesuchte Produkt erwiesen. In diesem Fall wurde die Probe aus der

statistischen Auswertung ausgeschlossen.

In Tabelle 22 finden sich neben den Minimal- und Maximalwerten der LOQs aller
Lightcycler-Laufe auch die Durchschnittswerte der LOQs fur die einzelnen

Resistenzgene.
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Tabelle 22: Minimal-, Maximal- und Medianwerte der LOQs [lg copies/g]
aller Lightcycler-Laufe (n=158 pro Gen bzw. n=39 fir sul(l)) beim
Resistenzgen-Nachweis mittels gPCR

Resistenzgen Minimales LOQ Maximales LOQ LOQ (Median)
tet(A) 2,75 5,84 3,81
tet(B) 2,59 5,59 4,10
tet(M) 1,39 3,39 2,76
sul(l) 6,51 7,53 6,52
sul(ll) 1,27 4,38 2,48
qacE / gaceAl 1,36 4,43 2,63
16S-rDNA 2,48 5,65 3,59

1.2.3 Error und Effizienz der gPCR

Tabelle 23 zeigt die Durchschnittswerte, die sich ber alle Lightcycler-Léaufe
hinweg flr den wahrend der gPCR von der Software berechneten Fehler sowie fur
die Effizienz beim Nachweis der einzelnen Resistenzgene in den ,,Screening*-
und , Tracking“-Proben ergaben. Demnach ergaben sich fir den
durchschnittlichen Error Werte zwischen 0,019 (im Falle von tet(M)) und
0,027 (sul(1l) und 16S-rDNA). Die durchschnittliche Effizienz lag fur alle
getesteten Resistenzgene im angestrebten Bereich (vgl. Abschnitt 1112.3.1), wobei
sich prozentual gesehen der niedrigste Effizienzwert mit 91,2 % fur tet(A), der
hochste fur gacE / gacEA 1 (100,7 %) ergab.

Tabelle 23: Durchschnittlicher Fehler und durchschnittliche Effizienz

[+ (Standardabweichung)] aller Lightcycler-Laufe (n =158 pro Gen bzw.
n = 39 fir sul(l)) beim Resistenzgen-Nachweis mittels gPCR

Resistenzgen Error Effizienz absolut Effizienz %

tet(A) 0,022 1,823 912
(0,01) (0,05)

tet(B) 0,021 1,969 98,5
(0,01) (0,06)

tet(M) 0,019 1,942 97,1
(0,01) (0,05)

sul(l 0,025 1,924 96,2
(0,01) (0,01)

sul(ln) 0,027 1,989 99,5
(0,01) (0,08)

qackE [/ qacEA1 0,020 2,014 100,7
(0,01) (0,06)

,02 1,82
16S-rDNA 0,027 827 91,4

(0,01) (0,04)
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124 wMatrixversuch“

Abbildung 19 zeigt exemplarisch die Amplifikationskurven aus einem der beiden
PCR-Laufe zum ,,Matrixversuch® — aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird nur
ein PCR-Ansatz dargestellt. En détail finden sich in der Abbildung die Kurven der
DNA-Extrakte der tet(B)-enthaltendenen angereicherten Standard-I1-Bouillon,
sowie ein Ansatz Extrakte der Verdiinnungsstufen 10" bis 10 der bestrahlten und
mit E. coli 2638 dotierten Probenmatrices.

47,509 - = Standard tet(B) = angereicherte Bouillon
w— Giille

ARSI Jauche

38,509 — Festmist

34,009 — Faeces Schwein

== Faeces Mensch
29,509 — .
=== Negativkontrolle
25,009 -
20,509 —
16,009 —
11,509 —

7,009 -

Fluoreszenz (465 — 510)

2,509 —f

5 10 15 20 25 30 35 40 45
PCR-Zyklus

Abbildung 19: gPCR-Amplifikation unterschiedlicher Proben des
,Matrixversuches*

Schon an den Kurven lasst sich deutlich erkennen, dass sich die
Verdlinnungsstufen der jeweiligen Extrakte der Probenmatrices in rdaumlicher
Né&he zum Standard, bestehend aus der tet(B)-haltigen Dotierungsbouillon,
befinden, was darauf schlussfolgern lasst, dass das gesuchte Gen in ahnlichem

MaRe wie in der Bouillon amplifiziert wurde.

Abbildung 20 zeigt die Schmelzkurven-Analyse der Amplifikate aus Abbildung
19. Abgesehen von der Negativkontrolle, bei der aufgrund der ausgebliebenen
Amplifikation von Genmaterial kein Produkt aufgeschmolzen wurde, zeigen alle
Proben der qPCR ein einheitliches Muster, was bedeutet, dass stets das gleiche
Produkt, im vorliegenden Fall das Resistenzgen tet(B) amplifiziert wurde.
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18,283 — === Standard tet(B) = angereicherte Bouillon
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Abbildung 20: Schmelzkurven-Analyse der Amplifikate aus Abbildung 20

In Tabelle 24 sind die Wiederfindungsraten in Prozent sowie die
Standardabweichungen der jeweiligen Verdlinnungsstufen der dotierten Extrakte
der verschiedenen Matrices aus dem Vorversuch aufgelistet. In der letzten Spalte
findet sich zudem die Gesamt-WFR fir das jeweilige Untersuchungsmaterial. Die
Matrices Gulle, Jauche und Schweinefaeces unterschieden sich hinsichtlich der
ermittelten WFR kaum voneinander. Dagegen lag die WFR des Festmistes mit
einem Wert von knapp 125 % Uber dem hdchstens zu erwartenden Wert von
100 %. Die WFR in Faeces vom Menschen wurde im Versuch mit knapp 94 %
beziffert. Bemerkenswert sind des Weiteren die relativ niedrigen WFR der
Matrices Giulle und Schweinefaeces in der hochsten Konzentrationsstufe

(10° Ig copies/g), sie lagen in beiden Fallen unter 40 %.
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Tabelle 24: Wiederfindungsraten [% + (Standardabweichung)] fir tet(B) in
unterschiedlichen Matrices des ,Matrixversuches*; alle Matrices im
Doppelansatz in den Konzentrationsstufen 10° bis 10* g copies/g analysiert

Probenmatrix tet(B) copies/ml Mittlere WFR
10° 10’ 10° 10° 10" gesamt
39,1 100,7 84,1 75,6 61,8 72,2
Gulle (23,8) (20,8) (11,6) (8,6) (23,2) (15,6)
57,3 87,0 88,4 82,7 71,5 77,4
Jauche (4,6) (53) (10,1) (10,9) (19,1) (4,8)
113,1 134,2 119,1 153,1 102,9 124,5
Festmist (41,5) (42,6) (30,7) (58,4) (15,9) (13,8)
30,3 84,9 68,5 76,7 71,8 66,4
Faeces Schwein (6,7) (12,4) (7,3) (9,6) (18,3) (4,8)
68,4 70,5 90,1 118,6 120,4 93,6
Faeces Mensch (8,2) (28,4) (12,5) (34,3) (35,7) (12,9)

1.2.5 Resistenzgen-Nachweis

Wie unter Abschnitt 1112.2.3 beschrieben, wurden gPCR-Amplifikate aller fur die
gPCR-Standards  verwendeten  Referenzstamme  (s. Abschnitt 1111.1.10)
sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden im Anschluss mittels
NCBI BLAST® dahingehend tiberpriift, ob es sich tatsachlich um das gesuchte
Gen handelte. Als Quelle der Referenzeintrége fur die jeweiligen Gensequenzen
diente im Falle der Tetrazyklinresistenzgene eine von Marylin C. Roberts auf der
Website der University of Washington (USA) veroffentlichte Liste

(http://faculty.washington.edu/marilynr/tetweb4.pdf, letztmals gedndert im August

2015), im Falle der anderen Gene die Referenzsequenz der NCBI-Gendatenbank.

Tabelle 25 zeigt die Ergebnisse des Abgleiches der ermittelten Sequenzen der
mutmaBlichen  Resistenzgen-Amplifikate der Referenzstimme mit den
entsprechenden Referenzeintrdgen aus der Gendatenbank der NCBI — der
detaillierte Abgleich der Nukleotidsequenzen findet sich im Anhang der Arbeit. In
allen Fallen betrug die Ubereinstimmungsrate der Sequenzen zwischen 99 und
100 %. Dabei kam es im Falle der Amplifikate des tet(A)- bzw.
16S-rRNA-Referenzstammes zu einer bzw. zwei Basenpaar-Abweichungen, alle

anderen Sequenzen erwiesen sich als identisch in sémtlichen Basenpaaren.


http://faculty.washington.edu/marilynr/tetweb4.pdf
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Tabelle 25: Ubereinstimmungsraten der ermittelten Gensequenzen der
gPCR-Amplifikate mutmalflicher Resistenzgene mit Referenzeintragen der
NCBI-Gendatenbank

;ire'a'lsg:r:tives Referenzstamm Genbank-Eintrag ::ﬁlr:g:;g::::i
16S-rRNA-Gen KF756007.1 99 % (268/270 bp)
qacE / gaceA1 KM589496.1 100 % (69/69 bp)

sul(l) KP899803.1 100 %(822/822 bp)
sul(l) s. Tabelle 3 NG_041603.1 100 % (722/722 bp)
tet(A) AF542061.1 99 % (887/888 bp)
tet(B) AF326777.3 100 % (206/206 bp)
tet(M) AF491293.1 100 % (171/171 bp)

Zusétzlich wurden stichprobenartig auch gPCR-Amplifikate einzelner Feldproben
zum Sequenzieren geschickt und die ermittelten Sequenzen anschliefend mit
denen der Amplifikate der Referenzstdmme abgeglichen (auch hier ist jeweils eine
detaillierte Gegeniberstellung der Sequenzen im Anhang abgebildet). Dabei war
die Sequenz der Amplifikate der Probe ,,A6-11-13-S13“ (Monatsprobe November
2013 von Sentinel-Schwein Nr. 13 aus Betrieb A6) zu 100 % identisch zu der des
tet(A)-Standards, die der Probe ,,A6-11-13-P1° (gleiche Monatsprobe, gleicher
Betrieb, Landwirt) ebenfalls 100 %ig gleich zum verwendeten tet(B)-Standard.
Auch hinsichtlich tet(M) war die Sequenz des PCR-Amplifikates der Probe ,,E5-
P2-3T2“ (eine Faecesprobe des Landwirtes wahrend einer Tetrazyklin-
Behandlung der Schweine im Januar 2014) identisch zu der des tet(M)-Standards.
Auch die Sequenzibereinstimmung der qPCR-Amplifikate der Probe ,,M13-S1-
1TO*“ (Schwein Nr. 1, beprobt zu Beginn einer Sulfonamid-Behandlung) und des
sul(l)-Standards lag bei 100 %. Bzgl. sul(1l) wurden Amplifikate eine Feldprobe
(,M13-S4-1T4“, Behandlungsprobe von Schwein Nr.4 aus Betrieb M13)
sequenziert, die letztlich mit 99 % (716/722 bp) Ubereinstimmung eine groRe
Ahnlichkeit zur Sequenz der Amplifikate des verwendeten Standards aufwiesen.
Selbiges gilt fir qgacE/qgacEAl, wo sich im Sequenzabgleich zwischen
Amplifikaten von Feldprobe (,,E5-P1-3T12, Behandlungsprobe aus Betrieb M 13,
Betriebsleiter) und Standard eine 100 %ige Ubereinstimmung ergab.
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2 ,Screening“-Teil der Studie

Im Folgenden sind zundchst verschiedene Ergebnisse aus dem ,,Screening“-Teil
von , ABYS®“ aufgefithrt. Darunter féllt neben der Betrachtung des
Probenricklaufes die Darstellung der quantitativen Resistenzgenuntersuchungen
in den unterschiedlichen Probenmatrices der insgesamt 58 konventionellen bzw.

Okologischen Betriebe.

2.2 Probenricklauf

Fur das ,,Screening™ wurden insgesamt 158 Einzelproben gewonnen (99 im
Frahjahr 2013 und 2014 und 59 im Herbst 2013 und 2014), darunter
78 Gilleproben, sowie je 40 Jauche- und 40 Festmist-Proben (vgl. Abbildung 21).

m Giille
m Frithjahr
lauche
® Herbst
= Festmist

Abbildung 21: Ubersicht der gewonnen ,Screening“-Proben (n=158),
geordnet nach Zeitpunkt (links) bzw. Probenart (rechts)

2.3 Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen

Mittels gPCR wurden die DNA-Extrakte der im ,,Screening“-Teil gewonnenen
Gulleproben der konventionellen Schweinehaltungsbetriebe sowie der Jauche-
bzw. Festmistproben aus den 6kologischen Schweinehaltungen quantitativ auf die
Gehalte der Resistenzgene tet(A), tet(B), tet(M), sul(Il), gacE / gacEA I sowie, zur
Bestimmung der molekularbiologischen ,,Gesamtkeimzahl“-Aquivalente, die
Menge an 16S-rDNA (= amplifizierte 16S-rRNA-Gene) hin untersucht. Die
nachfolgenden Ergebnisse sind in Sdulen- und Boxplot-Diagrammen dargestellt,
in denen sich auch die jeweils giltigen Signifikanzniveaus, die Ausreilier-Werte
und die angewandten statistischen Testverfahren wiederfinden.
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2.3.1 Gesamtgehalte in Abhangigkeit von beprobter Matrix und

Probenahmezeitpunkt

2.3.1.1 Molekularbiologisch bestimmte ,,Gesamtkeimzahl* (16S-rDNA)

Bei der quantitativen Erfassung der 16S-rRNA-Gene in den drei unterschiedlichen
Arten von Probenmaterial erfolgte eine Korrektur um die mittlere WFR der
jeweiligen Matrices um auszuschlieBen zu konnen, dass alleine Matrix-
Unterschiede fir Abweichungen in der detektierten molekularbiologischen
,,Gesamtkeimzahl®“ verantwortlich zeichnen. Im direkten Vergleich der Ergebnisse
der molekularbiologisch  bestimmten ,,Gesamtkeimzahl“ anhand von
bakterienspezifischen Universal-Primern, die auf die Amplifikation von
16S-rRNA-Genen hochkonservierter Regionen des bakteriellen Genoms abzielen,
zeigten sich folgende Tendenzen (vgl. Abbildung 22): Im Festmist (Median bei
10,85 Ig copies/g) wurden in der qPCR signifikant hhere Gen-Gehalte gemessen
als in Jauche und Gulle. Weiterhin lag der Median der Jaucheproben mit
10,07 Ig copies/g 0,5 lg-Stufen Gber dem der Gullen und war damit im direkten
Vergleich ebenfalls signifikant hoher. Hinsichtlich des Beprobungszeitpunkts
zeigten sich bei keiner der Matrices statistisch relevante Unterschiede zwischen

Frihjahrs- und Herbstproben.
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Abbildung 22: 16S-rRNA-Gen-Gehalte in Giulle-, Jauche- und
Festmistproben der ,,Screening*“-Betriebe

Da sich die drei beprobten Matrices trotz Einbeziehung der WFR in ihrer
molekularbiologisch bestimmten ,,Gesamtkeimzahl*“ signifikant voneinander
unterschieden, wurden die ebenfalls um die WFR korrigierten Resistenzgen-
Gehalte von Giille-, Jauche- und Festmistproben in Abschnitt2.3.1.4 ins
Verhéltnis zu ihrem 16S-rRNA-Gen-Gehalt gesetzt (relative Abundanz).
Zusétzlich sind zu Beginn der entsprechenden Abschnitte auch die absolut
gemessenen und um die WFR angepassten Gehalte der untersuchten
Resistenzgene anhand von Sdulendiagrammen dargestellt, einerseits, um den
absoluten Austrag bei der Ausbringung als wirtschaftseigene Diingemittel besser
einzuschatzen zu konnen, andererseits, um eine bessere Vergleichbarkeit mit
anderen Studien zu gewéhrleisten. Auch beim Vergleich der Resistenzgen-Gehalte
in der jeweils gleichen Matrix in Abhangigkeit vom Beprobungszeitpunkt (Herbst
vs. Frihjahr) sind die absoluten und um die WFR Kkorrigierten Konzentrationen
angegeben, da hier keine signifikanten Unterschiede in der 16S-rRNA-

Genkonzentration zwischen Herbst- und Frihjahrsproben auszumachen waren.
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2.3.1.2 Resistenzgen-Gehalte — absolute Konzentrationen

Die um die WFR korrigierten Konzentrationen der drei untersuchten
Tetrazyklinresistenzgene (Median-Werte) zeigt Abbildung 23. Daran lasst sich
vorab zusammenfassend feststellen, dass die durchschnittlich hdchsten
Konzentrationen in den Matrices Gille und Jauche beim Gen tet(M) gemessen
wurden. An zweiter Stelle kommt bei den Gillen tet(A), bei den Jaucheproben
tet(B) zu liegen. Im Festmist war tet(B) das in der hochsten Konzentration
detektierte Tetrazyklinresistenz-vermittelnde Gen, knapp vor tet(M). Die mitunter
unterschiedliche Anzahl an einbezogenen Proben beruht darauf, dass vereinzelt
Proben aufgrund von unspezifischer Amplifikation in der gPCR von der

statistischen Auswertung ausgeschlossen werden mussten.
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** p < 0,05 *** p <0,001 (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance mit Holm-Sidak-
Post-hoc-Test)

 korrigiert um die mittlere WFR von 72,2 % (Gilille), 77,4 % (Jauche), 124,5 % (Festmist)

Abbildung 23: Gehalte der Tetrazyklinresistenzgene tet(A), tet(B) und tet(M)
in Glle-, Jauche- und Festmistproben der ,,Screening*“-Betriebe

In Abbildung 24 sind die ebenfalls um die WFR Kkorrigierten Gehalte
(Median-Werte) von qacE / gacEAI und sul(l1) dargestellt. Ahnlich wie bei den
Tetrazyklinresistenzgenen war auch hier der Festmist die Matrix, in der die
hochsten Konzentrationen gemessen wurden. Fir qacE/gacEAI lagen die
Konzentrationen in Gulle und Jauche etwa gleichauf. Hingegen wurde sul(ll) in
Jauche signifikant haufiger detektiert als in Gille.
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Abbildung 24: Gehalte der Resistenzgene gackE / gacEAI und sul(11) in Gille-,
Jauche- und Festmistproben der ,,Screening“-Betriebe

2.3.1.3 Resistenzgene in Abhangigkeit vom Beprobungszeitpunkt

Der Zeitpunkt der Probenahme nahm signifikant Einfluss auf die tet(A)-Gehalte:
In allen drei Probenmatrices war die mittlere um die WFR korrigierte
Konzentration dieses Resistenzgens jeweils in den Herbstproben hoher
angesiedelt als in den Fruhjahresproben. Beispielhaft ist dies exemplarisch anhand
der Matrix Gille in den Boxplots aus Abbildung 25 dargestellt: Das Testverfahren
nach Mann Whitney U ergab im Median fir die Herbstproben signifikant hohere
Werte als firr die Friihjahrsproben (7,08 zu 6,49 lg copies/g). Ahnliches gilt fir
Jauche (Herbst 7,07 Ig copies/g, Friihjahr 6,30 Ig copies/q), fur Festmist war der
Unterschied zwischen Herbst- (8,47 Ig copies/g) und  Fruhjahrsproben
(7,36 Ig copies/g) hochsignifikant (Daten nicht dargestellt). Fir tet(B) sowie auch
fur tet(M) konnten keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen den

Beprobungszeitpunkten festgestellt werden.
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Abbildung 25: tet(A)-Gehalte in Gdulleproben in Abhéangigkeit vom
Beprobungszeitpunkt

Ein signifikanter Unterschied war auch zwischen den gacE / gacEA I-Gehalten der
Jaucheproben messbar, die im Frihjahr bzw. im Herbst auf den ,,Screening-
Betrieben gezogen wurden. Abbildung 26 verdeutlicht, dass die Friihjahrsproben
mit einem Median von 7,25 Ig copies/g auf einem hoheren Niveau angesiedelt
waren als die Herbstproben, deren Median 6,55 Ig copies/g betrug.
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Abbildung 26: gacE /gacEAI-Gehalte in Jauche in Abhangigkeit vom
Beprobungszeitpunkt
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2.3.1.4 Resistenzgen-Gehalte — relative Abundanzen

tet(A)

Die Probenmatrix Gulle wies in signifikantem MalRe hohere relative Abundanz
von tet(A) auf als die Matrices Jauche und Festmist (dargestellt in Abbildung 27).

Beim Vergleich der absolut gemessenen und um die WFR Kkorrigierten
Konzentrationen wurden beim Festmist die meisten tet(A)-Gene gemessen, die
Konzentrationen waren mit einem Median von 7,48 Ig copies/g signifikant hoher
als in den untersuchten Gille- (6,89 Igcopies/g) und Jaucheproben
(6,44 1g copies/qg).
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Abbildung 27: Relative Abundanzen der tet(A)-Gehalte in Guille-, Jauche-
und Festmistproben aus dem ,,Screening*

tet(B)

Die relativen Abundanzen der tet(B)-Gehalte der untersuchten ,,Screening®-
Proben sind in Abbildung 28 dargestellt. Wahrend hinsichtlich der absolut
ermittelten Konzentrationen im Festmist die durchschnittlich hochsten Werte aller
beprobten Matrices gemessen wurden — der Median lag bei 8,08 Ig copies/g und
damit signifikant hoher als bei Gille- (6,78 Ig copies/g) und Jaucheproben
(7,17 Ig copies/g) — ergaben sich bei Betrachtung der relativen Abundanz fir
tet(B) keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den Gen-Gehalten der
unterschiedlichen Matrices mehr.
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Abbildung 28: Relative Abundanzen der tet(B)-Gehalte in Gulle-, Jauche-
und Festmistproben aus dem ,,Screening*

tet(M)

Wie aus Abbildung 29 hervorgeht, wurden tet(M)-Gene in den Giilleproben mit
signifikant hoherer relativer Abundanz detektiert als in den Matrices Jauche und
Festmist. Generell war die Abundanz dieses Gens im Vergleich zu den anderen
untersuchten Resistenzgenen deutlich hoher ausgepragt, weswegen flr das
Boxplot-Diagramm aus Abbildung 29 auch eine andere Skalierung gewéhlt wurde

als bei der Darstellung der brigen relativen Abundanzen.

Dieser Sachverhalt trifft auch auf die absolut gemessenen Konzentrationen zu:
Die im Durchschnitt hochsten Konzentrationen des Resistenzgens tet(M) wurden
in Gllle nachgewiesen, der Median betrug 8,39 Ig copies/g (Mittelwert 8,45) und
war signifikant erhoht im Vergleich zu den untersuchten Jauche- und
Festmistproben, in denen der Median mit 7,85 bzw. 8,06 Ig copies/g beziffert

wurde.
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Abbildung 29: Relative Abundanzen der tet(M)-Gehalte in Gulle-, Jauche-
und Festmistproben aus dem ,,Screening*

gacE / gacEAL

Wie schon bei tet(A) und tet(M) war die relative Abundanz von gacE / gacEAI in
den Proben der Matrix Gulle signifikant erhoht im Vergleich zu Jauche- und
Fesmistproben (s. Abbildung 30).

Betrachtet man hingegen die absolut ermittelten Konzentrationen, so war der
hdchste Median der drei unterschiedlichen Probenarten dem Festmist zuzuordnen,
er betrug 8,18 Ig copies/g. Die Gehalte dieser Matrix lagen damit signifikant
hoher als die gemessenen Konzentrationen in den Gulle- (7,13 Ig copies/g) bzw.

Jaucheproben (7,06 Ig copies/g).
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Abbildung 30: Relative Abundanzen der gacE / gacEAI-Gehalte in Gulle-,
Jauche- und Festmistproben aus dem ,,Screening*

sul(1n

Die Ergebnisse der in den ,Screening“-Proben untersuchten sul(Il)-Gehalte
wichen von denen der Ubrigen Resistenzgene ab: Die hochste relative Abundanz
wurde hier in den Proben der Matrix Festmist ermittelt, sie lag auf signifikant
hoherem Niveau als in den Gulle- und Jaucheproben (vgl. Abbildung 31).

Die Bestimmung der absoluten Konzentrationen des Sulfonamidresistenzgens
sul(I1) lieferte ebenfalls die hochsten Werte fur die Matrix Fesmist, der Median
lag hier bei 8,30 Ig copies/g. Sie waren damit signifikant hoéher als in den
Gulleproben, aber auch als in den Jauchen, der anderen Probenmatrix
okologischer Betriebe. Der Median der ermittelten Konzentrationen der
Letztgenannten lag bei 7,14 Ig copies/g, womit diese immer noch héher waren als
die sul(I1)-Gehalte in den Gulleproben (6,67 Ig copies/g).
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Abbildung 31: sul(Il)-Gehalte in Gille-, Jauche- und Festmistproben aus
dem ,,Screening*

2.3.2 Selektion

Im folgenden Abschnitt dieser Arbeit wurde Uberprift, ob der Einsatz der
Wirkstoffklassen Tetrazykline und Sulfonamide in den beprobten ,,Screening®-
Betrieben eine  selektierende  Wirkung auf die  Abundanz  der
Tetrazyklinresistenzgene tet(A), tet(B) und tet(M) respektive auf sul(ll) hatte. Zur
Berechnung der folgenden Ergebnisse wurden aufgrund der besseren
Vergleichbarkeit der beiden Matrices nur die die konventionellen Betriebe
reprasentierenden Gulleproben sowie die Jaucheproben der 06kologisch
wirtschaftenden Betriebe herangezogen. Fir die Gesamtheit dieser Proben hatten
sich im vorigen Abschnitt signifikante Unterschiede fur tet(A), tet(M) und
gackE / gacEA1 ergeben, nicht aber fiir tet(B) und sul(ll). Im Folgenden wurden
die relativen Abundanzen unterschiedlicher Resistenzgene der Gesamtheit
derjenigen Betriebe, die mindestens einmal ein Antibiotikum der jeweiligen
potenziell selektierenden Wirkstoffklasse angewandt hatten, verglichen mit allen
Betrieben, in denen die Wirkstoffklasse nicht eingesetzt worden war. Bei den
nicht-einsetzenden  Schweinehaltungen wurde zudem  weiter zwischen

konventioneller und 6kologischer Haltungsform unterschieden.
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2.3.2.1 Tetrazyklinresistenzgene

In 26 der 58 ,,Screening-Betriebe kamen wéhrend des Betrachtungszeitraumes
Tetrazykline zum Einsatz, wobei sich unter diesen 26 Betrieben nur 3 6kologische
Betriebe befanden. Im Umkehrschluss wurde diese Wirkstoffklasse in

32 Betrieben (12 konventionelle sowie 20 6kologische) nicht angewendet.

tet(A)

Sowohl in der relativen Abundanz (s. Abbildung 32, links) als auch in den
absoluten Konzentrationen waren die tet(A)-Gehalte in Proben von Betrieben, in
denen wéhrend des Betrachtungszeitraumes mindestens einmal Tetrazykline zum
Einsatz kamen (Median absolut bei 6,96 Ig copies/g) signifikant héher als in

Betrieben, in denen diese Antibiotika nicht angewendet wurden (6,47 lg copies/g).

Betrachtet man nur die nicht-einsetzenden Betriebe, unterscheidet aber nach
konventionellen und ékologischen Schweinehaltungsbetrieben, so ergeben sich in
der relativen Abundanz abermals signifikante Unterschiede in den Gehalten
(vgl. Abbildung 32, rechts): In der erstgenannten Vergleichsgruppe konnte
verhaltnismalig mehr tet(A) detektiert werden als bei den nicht Tetrazyklin-
einsetzenden  ©Okologischen  Betrieben. Bei den absolut ermittelten
Konzentrationen hingegen unterschied sich der Median der untersuchten Proben

der Dbeiden Betriebsformen nicht voneinander (jeweils 6,47 Ig copies/g).
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Abbildung 32: Relative Abundanzen der tet(A)-Gehalte in Faeces von
Schweinen aus Betrieben mit unterschiedlichem Management (,,Screening*);
links: Tetrazyklin-Einsatz ja/nein, rechts: konventionelle und 6kologische
Betriebe ohne Tetrazyklin-Einsatz
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tet(B)

Wie aus Abbildung 33 (links) ersichtlich wird, konnte flr die relative Abundanz
an tet(B) Kkein statistisch relevanter Unterschied zwischen Tetrazyklin-
einsetzenden und nicht Tetrazyklin-einsetzenden Betrieben festgestellt werden.
Scheinbar ebenfalls unabhéngig von etwaigem Tetrazyklin-Einsatz auf den
Betrieben waren auch die absolut ermittelten Konzentrationen in etwa auf dem
gleichen Niveau (Median einsetzender Betriebe 6,94 Ig copies/g; Median nicht-

einsetzender Betriebe 6,80 Ig copies/g).

Gleicher Sachverhalt ergibt sich flr die Unterscheidung zwischen konventionellen
und o©kologischen nicht Tetrazyklin-einsetzenden Betrieben: Der Median der
Proben konventioneller Betriebe betrug 6,49 Ig copies/g und war damit zwar mehr
als eine halbe Ig-Stufe niedriger als bei den Proben der 6kologischen Betriebe
(7,01 Ig copies/g), jedoch ohne statistisch nachweisbare Signifikanz. Auch bei
Betrachtung der relativen Abundanz ergaben sich keine Unterschiede zwischen

den beiden Vergleichsgruppen (vgl. Abbildung 33, rechts).
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Abbildung 33: Relative Abundanzen der tet(B)-Gehalte in Faeces von
Schweinen aus Betrieben mit unterschiedlichem Management (,,Screening*);
links: Tetrazyklin-Einsatz ja/ nein, rechts: konventionelle und 6kologische
Betriebe ohne Tetrazyklin-Einsatz

tet(M)

Ahnlich wie schon bei tet(A) erwies sich die relative Abundanz an tet(M) in den
Proben Tetrazyklin-einsetzender ,,Screening“-Betriebe signifikant erhoht im

Vergleich zu Betrieben, bei denen diese Antibiotika nicht zur Anwendung
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gekommen waren (Abbildung 34, links — auch an dieser Stelle sei kurz auf die
abweichende Skalierung der y-Achse des Boxplot-Diagramms hingewiesen). Zum
gleichen Ergebnis kommt man bei Betrachtung der absoluten Konzentrationen in
den Proben der beiden Vergleichsgruppen, deren Median 8,61 Ig copies/g
(Tetrazyklin-einsetzend) bzw. 7,95 Ig copies/g (nicht Tetrazyklin-einsetzend)
betrug.

Beim Vergleich zwischen konventionellen nicht-einsetzenden und 6kologischen
nicht-einsetzenden Betrieben konnten ebenfalls ein signifikanter Unterschied
festgemacht werden: Sowohl hinsichtlich ihrer relativen Abundanz (s. Abbildung
34, links), als auch absolut waren die tet(M)-Gehalte der Proben konventioneller
Schweinehaltungen (Median 8,21 Ig copies/g) auf signifikant hoherem Niveau
angesiedelt als in Proben, die auf 6kologischen Betrieben gezogen wurden

(7,87 Ig copies/qg).
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Abbildung 34: Relative Abundanzen der tet(M)-Gehalte in Faeces von
Schweinen aus Betrieben mit unterschiedlichem Management (,,Screening*);
links: Tetrazyklin-Einsatz ja/ nein, rechts: konventionelle und 6kologische
Betriebe ohne Tetrazyklin-Einsatz

2.3.2.2 Sulfonamidresistenzgen sul(l1)
In insgesamt 15 von 58 ,Screening“-Betrieben kamen mindestens einmal
Sulfonamide im Schweinestall zur Anwendung. Dabei handelte es sich um

13 konventionelle und 2 6kologische Schweinehaltungen.

Wie aus den Boxplots im linken Teil von Abbildung 35 hervorgeht, lag die

relative Abundanz an sul(I1) in den untersuchten Proben von Betrieben, auf denen
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Sulfonamide regelmaliig Anwendung fanden, signifikant héher als in Proben nicht
Sulfonamid-einsetzender Betriebe. Bei Betrachtung der absolut ermittelten
Konzentrationen lagen die Betriebe mit Median-Werten von 6,94 Ig copies/g bzw.
6,78 Ig copies/g ohne statistisch messbare Signifikanzunterschiede in etwa

gleichauf.

Die relative sul(ll)-Abundanz in Proben nicht Sulfonamid-einsetzender
konventioneller Betriebe unterschied sich im Vergleich zu den nicht-einsetzenden
okologischen Betrieben nicht signifikant (s. Abbildung 35, rechts). Hingegen
waren die absolut gemessenen sul(Il)-Gehalte in den Proben nicht-einsetzender
Okologischer Betriebe im Vergleich zu den nicht-einsetzenden konventionellen
Betrieben um mehr als eine halbe Ig-Stufe, und damit statistisch signifikant,
erhoht: Bei Erstgenannten lag der Median bei 7,12 Ig copies/g, bei letzteren betrug
dieser Wert nur 6,48 Ig copies/g.
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Sulfonamid-einsetzende Nicht Sulfonamid- Konventionelle nicht Okologische nicht
Betriebe einsetzende Betriebe Sulfonamid-einsetzende Sulfonamid-einsetzende
n=32* n=81* Betriebe Betriebe
n=45% n=36*

** p < 0,05 (Mann-Whitney U) » = Extremwerte; Whisker kennzeichnen 90. bzw. 10. Perzentil
* Anzahl Frithjahrs- und Herbstproben

Abbildung 35: Relative Abundanzen der sul(ll)-Gehalte in Faeces von
Schweinen aus Betrieben mit unterschiedlichem Management (,,Screening*);
links: Sulfonamid-Einsatz ja/ nein, rechts: konventionelle und 6kologische
Betriebe ohne Sulfonamid-Einsatz
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3 ,Tracking“-Teil der Studie

Im ,, Tracking*“-Teil der ,,ABYS*“-Studie wurden 130 Schweine und parallel dazu
deren Landwirte sowie enge Kontaktpersonen des Landwirtes aus sechs
verschiedenen Betrieben (Auflistung und Hintergrundinformationen s. Tabelle 4)
wéhrend der Mast Uber einen Zeitraum von mehreren Monaten regelméfiig sowie
anlassbezogen bei Behandlungen mit Antibiotika beprobt. Gleichzeitig wurden
die Antibiotikaeinsatzdaten aller Betriebe erhoben. Gemessen wurden die
Konzentrationen (lg copies/g) verschiedener Antibiotikaresistenzgene in den
Faeces von Tier und Mensch sowie in einem weiteren, nicht selbst bearbeiteten
Studienteil teils auch die Konzentrationen von Antibiotika (ng/g)
(vgl. Diskussion, Abschnitt V2.2.1). Anhand der Indikatorspezies E. coli wurde
mittels molekularbiologischer  Verwandtschaftsanalysen die genotypische
Anhnlichkeit zwischen Isolaten von Tier bzw. Landwirt / Kontaktperson bestimmt,
bei besonders &ahnlichen E. coli-Isolaten zudem Ubereinstimmungen und
Unterschiede der Resistenzmuster dieser herausgearbeitet. Die Erfassung von
Resistenzdaten erfolgte bis hin zum Schlachthof, wo durch Beprobung von
Fleisch der , Tracking“-Tiere der ph&no- und genotypische Resistenzstatus der
E. coli zum Zeitpunkt der Schlachtung ermittelt wurde.

3.1 Antibiotikaeinsatz

311 Betrieb A6

Zwischen Juli 2013 und Juni 2014 wurden auf dem konventionellen Mastbetrieb
mit dem Code A6 insgesamt drei Durchginge beprobt. Das allgemeine
Beprobungsschema wahrend Antibiotika-Behandlungen wurde bereits in
Abbildung 11 dargestellt, der im Weiteren verwendete Code fur den Beprobungs-
zeitpunkt setzt sich aus einem ,, T fiir ,,Tag der Behandlung* und einer Zahl, die
den Behandlungtag widerspiegelt, zusammen. Die Eckpunkte von Antibiotika-
Behandlungen tber einen Zeitraum von 16 Tagen in Durchgang eins (S1 bis S10)
sind im Folgenden chronologisch aufgelistet und schematisch in Abbildung 36
dargestellt: Sentinel-Schwein S8 wurde Uber zwei aufeinander-folgende Tage mit
Amoxicillin-Trihydrat i.m. (Diagnose unbekannt) behandelt. AulRerdem wurden
alle zehn Tiere Uber drei Tage hinweg oral mit Colistinsulfat (Diagnose ebenfalls
unbekannt) sowie ebenfalls alle Tiere Uber einen Zeitraum von sechs Tagen,

wiederum oral, mit Tylosintartrat aufgrund der Diagnose ,,Durchfall therapiert.
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Tag Probencode Behandlungseckpunkte
0 07-13
1 I Start Behandlung von S8 [Amoxicillin-Trihydrat]
2 ! Stopp Behandlung
3
4 173
5
6 1T5 | Start Behandlung S1 - 510 [Colistinsulfat]
7 |
8 272 ! Stopp Behandlung
9
10
11 2T4 y Start Behandlung 51 - 510 [Tylosintartrat]
12 H
13 '
14 T3 |
15 !
16 ! Stopp Behandlung
17
18 377
19
20
21 N/ 37110

Beprobte Objekte
S1-510,P1,P2

$7,58,510, P1, P2

$7,58,510

s1,53,57, 58, 510, P1, P2

$1,S53,57,58,510,P1, P2

$1,53,57,58,510,P1, P2

$1,53,57, 58,510, P1, P2

S1,53,57,58,510,P1, P2

Abbildung 36: Behandlungs- / Probenahmeschema, Betrieb A6, erster
Mastdurchgang (Sentinel-Schweine S1 bis S10)

Eine 23 Tage andauernde Behandlung aller Tiere im zweiten Mastdurchgang (S11

bis S20) aufgrund von ,,Durchfall erfolgte unter hiufigem Préparatewechsel

(vgl. Abbildung 37): Zun&chst wurden die Schweine Uber sechs Tage oral mit

Amoxicillin-Trihydrat behandelt. Gleich im Anschluss folgte eine dreitagige

Behandlung mit Tylosintartrat, ebenfalls oral. Wiederum unmittelbar darauf

therapierte man die Tiere zehn Tage lang oral mit Colistinsulfat, ehe letztlich (mit

einem Tag Unterbrechung) uber einen Zeitraum von vier Tagen abermals oral

Tylosintartrat verabreicht wurde.
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Tag Probencode Behandlungseckpunkte Beprobte Objekte
0 I 11-13 y Start Behandlung von $11-520 $11,513,517,518,520,P1, P2
1 1T1 : [Amoxicillin-Trihydrat]
2 1
3 i
4 1T4 : S11,513,517,518,520,P1, P2
5 ' Stopp Behandlung
6 1 Start Behandlung von 511-520
7 : [Tylosintartrat]
8 1T8 ' Stopp Behandlung s11,513,517,518,520,P1, P2
9 1 Start Behandlung von 511-520
10 : [Colistinsulfat]
11 1
12 1712 : S11,513,517,518,520,P1, P2
13 :
14 1
15 !
16 !
17 1
18 1718 | Stopp Behandlung S$11-520,P1, P2
19
20 1 Start Behandlung von $11-520
21 1721 : [Tylosintartrat] $11,513, 517,518, S20,P1, P2
22 :
23 1 Stopp Behandlung
24
25 N 1725 s11,513,517,518,520,P1, P2

Abbildung 37: Behandlungs- / Probenahmeschema, Betrieb A6, zweiter
Mastdurchgang (Sentinel-Schweine S11 bis S20)

Wie schematisch in Abbildung 38 dargestellt, erfolgte eine Therapie der Schweine
des dritten Durchganges (S21 bis S30), abermals aufgrund der Diagnose
,Durchfall*, mit dem Wirkstoff Tylosintartrat oral Uber sechs Tage.

Tag Probencode Behandlungseckpunkte Beprobte Objekte
0 [ ] 03-14 521-530,P1, P2
1
2
3 1 Start Behandlung S21 - 530 [Tylosintartrat]

4 i

5 aT2 : 521-525,P1, P2
6 i

7 474 : 521-525,P1, P2
8 ! Stopp Behandlung

9

10

11

12

13 \/ 4T10 $21-530,P1, P2

Abbildung 38: Behandlungs- / Probenahmeschema, Betrieb A6, dritter
Mastdurchgang (Sentinel-Schweine S21 bis S30)
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Neben den fur die einzelnen Mastdurchgange aufgefiihrten Antibiotika wurden

andere Mastdurchgénge auf Betrieb A6 zudem mit Florfenicol therapiert.

3.12 Betrieb A21

A21 ist ein konventioneller Mast-Betrieb. Im Zeitraum von Februar 2014 bis zum
September des gleichen Jahres wurden zwei Mastdurchgange mit insgesamt
20 Tieren beprobt. Die Tiere S1 bis S10 (erster Mastdurchgang) wurden aufgrund
der Diagnose ,Enteritis wéhrend des Beobachtungszeitraums fiir insgesamt

sieben Tage am Stiick oral mit Colistinsulfat behandelt (vgl. Abbildung 39).

Tag Probencode Behandlungseckpunkte Beprobte Objekte
0 I 02-14 1 Start Behandlungvon 51 -510 51-510, P1,P2
1 1T1 : [Colistinsulfat] S$1-S5,P1, P2
2 1T2 : S1-55,P1, P2
3 |
a i
5 175 : S1-S5,P1, P2
6 ! Stopp Behandlung
7
8
9
10
11
12 \/ 1T12 S$1-S5,P1, P2

Abbildung 39: Behandlungs- / Probenahmeschema, Betrieb A21, erster
Mastdurchgang (Sentinel-Schweine S1 bis S10)

Wahrend des zweiten Mastdurchganges (Tiere S11 bis S20) fand keine Therapie
mit  antibiotischen  Wirkstoffen  statt. Jedoch kam  wéhrend des
Beprobungszeitraums von Februar bis September 2014 bei einem anderen

Durchgang ohne Studientiere Tylosinphosphat zum Einsatz.

3.1.3 Betrieb E5

Wie Tabelle 4 zu entnehmen ist, handelt es sich bei ,,Tracking“-Betrieb E5 um
einen konventionellen ,,Kombi“-Betrieb, das heifit, dass die Schweine in dieser
landwirtschaftlichen Nutztierhaltung nicht nur ausgemastet, sondern auch bereits
dort aufgezogen werden. Die Ferkel von E5 stammen aus eigener Nachzucht, nach
dem Absetzen im Alter von ca. vier Wochen erfolgt die Aufzucht in den ersten

Wochen in rdumlich separierten Flatdeck-Abteilen.
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Was den Einsatz von Antibiotika auf diesem Betrieb betrifft, wird bei jedem
neuen Mastdurchgang ein striktes Behandlungsschema eingehalten: Am ersten
Lebenstag werden die Tiere einmalig intramuskuldar (i.m.) mit
Oxytetrazyklinhydrat (20 mg/kg Korpergewicht) behandelt, als ,,.Diagnose*-
Stellung wurde den Aufzeichnungen zur Arzneimittelanwendung wiederholt
,Pneumonie-Prophylaxe” und ,,Eperythrozoonose® entnommen. Im Alter von
ca. 3,5 Wochen wird noch im Abferkelstall, also unter der Muttersau, mit einer
oralen Behandlung der Ferkel mit einer Mischung aus Colistinsulfat (16 mg/kg
Korpergewicht) und  Tetrazyklinhydrochlorid (130 mg/kg Kdrpergewicht)
begonnen. Zwei Tage danach werden die Tiere ins Flatdeck umgestallt, die
Behandlung mit Colistinsulfat und Tetrazyklinhydrochlorid dabei noch fir weitere
sieben Tage fortgesetzt. Nach Angaben des Landwirtes sollen sich noch bis zu
zwei Tage nach Behandlungsstopp Rickstdnde der Medikamente im Futter
befinden. Die Indikationen flr diese Behandlung variierten fur die einzelnen
Mastdurchgédnge und schlossen dabei ,,Atemwegsinfekte, ,,Coli-Enteritiden®,

»Pneumonien®, , Enteritiden* und ,,Harnwegsinfekte* ein.

Fur das ,,ABYS“-Projekt wurden in diesem Betrieb vier Mastdurchgénge a zehn
Tiere beprobt: Mastdurchgang eins umfasste die Schweine eins bis zehn (S1 bis
S10), diese Tiere wurden jedoch nicht als Ferkel in die Studie aufgenommen,
sondern zu einem Zeitpunkt, als sich die Tiere bereits in der Mitte der Mast
befanden. Mastdurchgang zwei umfasste die Tiere S11 bis S20, Mastdurchgang
drei die Tiere S31 bis S40 und Mastdurchgang vier die Tiere S41 bis S50. Eine
Kodierung ,,S21 bis S30“ entfiel aus technischen Griinden fiir diesen Betrieb.
Abbildung 40, Abbildung 41 und Abbildung 42 stellen die Eckpunkte der
Behandlungen und Probenahmen der einzelnen Mastdurchgdnge von E5

schematisch dar.
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Tag Probencode Behandlungseckpunkte Beprobte Objekte
-28 [ Einmalige Behandlung S11—-520am
1. Lebenstag [Oxytetrazyklinhydrat]
-2 Behandlungsstart im Abferkelstall
-1
0 1TO 1 Start Behandlungvon S11-520 51-55,511-520,P1, P2
1 : [Tetracyclinhydrochlorid +
2 172 : Colistinsulfat] 51-55,511-520,P1, P2
3 |
4 1T4 : 51-55,511-520,P1, P2
5 I
6 ! Stopp Behandlung
7
8
9
10 1T10 51-510,511-520,P2
11
12 N\

Abbildung 40: Behandlungs- / Probenahmeschema, Betrieb E5, zweiter
Mastdurchgang (Sentinel-Schweine S11 bis S20)

Tag Probencode Behandlungseckpunkte Beprobte Objekte
-28 M Einmalige Behandlung S31—-540am
1. Lebenstag [Oxytetrazyklinhydrat]
-2 Behandlungsstart im Abferkelstall
-1
0 2T0 1 Start Behandlung von 531 - 540 511-515,531-540,P1,P2
1 : [Tetracyclinhydrochlorid +
2 272 : Colistinsulfat] $11-515,531- 540, P1, P2
3 |
2 I
5 274 : 511-515,531-540,P1,P2
6 ! Stopp Behandlung
7
8
9
10 2710 511-520,531-540,P1,P2
11
12 N\

Abbildung 41: Behandlungs- / Probenahmeschema, Betrieb ES5, dritter
Mastdurchgang (Sentinel-Schweine S31 bis S40)
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Tag Probencode Behandlungseckpunkte Beprobte Objekte
28 [ Einmalige Behandlung S41—-S50am
1. Lebenstag [Oxytetrazyklinhydrat]
-2 Behandlungsstart im Abferkelstall
-1
0 3T0 1 Start Behandlung von 541 - S50 541,542,543,546,547,P1, P2
1 : [Tetracyclinhydrochlorid +
2 312 : Colistinsulfat] 541,542,543, 546,547,P1, P2
3 i
4 i
5 375 : S41,542,543,546,547,P1, P2
6 ! Stopp Behandlung
7
8
9
10
11
12 N\ 3T12 $41-550,P1, P2

Abbildung 42: Behandlungs- / Probenahmeschema, Betrieb E5, vierter
Mastdurchgang (Sentinel-Schweine S41 bis S50)

Zusétzlich zu den Wirkstoffen, die endétail fiur die Behandlungen der
Sentinel-Tiere aufgefuhrt wurden, wurde fir diesen Betrieb im Zeitraum von
Mai 2013 bis Juni 2014 bei anderen Tieren die Anwendung von Amoxicillin-
Trihydrat, Enrofloxacin sowie Gentamicinsulfat dokumentiert. Auch Sulfonamid-

Préparate und Tylosin kamen in E5 zum Einsatz.

3.14 Betriebe H18 und J20

In den beiden o6kologisch wirtschaftenden ,, Tracking“-Betrieben H18 und J20
wurde wahrend des Beprobungszeitraums (H18: Juni bis November 2014;
J20: Marz bis August 2014) keines der Studientiere antibiotisch behandelt. Dies
bezieht sich im Falle beider Betriebe auf die zehn Tiere (S1 bis S10) des jeweilig
beprobten Mastdurchganges.

Jedoch kam es in Betrieb J20 im April 2014 zu drei einmaligen
Einzeltierbehandlungen mit den Antibiotika Cefquinomsulfat,
Chlortetrazyklinhydrochlorid und Sulfathiazol plus Sulfamidin in Kombination

mit Trimethoprim.
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3.15 Betrieb M13

In Betrieb M13 — es handelt sich, wie bei E5, um einen konventionellen
,»Kombi“-Betrieb mit eigener Aufzucht — wurden die Tiere des ersten beprobten
Mastdurchganges (S1 bis S10) wegen ,,Enteritis catarrhalis* neun Tage lang oral
mit einer Kombination aus Sulfadiazin und Trimethoprim therapiert (s. Abbildung
43).

Tag Probencode Behandlungseckpunkte Beprobte Objekte
0 [] 05-14 51-510
1 1T0 : Start Behandlung S1 - 510 S1-55,P1
2 1 [Sulfadiazin + Trimethoprim]
3 112 : $1-55,P1
2 |
5 174 : $1-55,P1
6 |
7 |
8 |
9 ! Stopp Behandlung
10 1T10 S1-55

%

Abbildung 43: Behandlungs- / Probenahmeschema, Betrieb M13, erster
Mastdurchgang (Sentinel-Schweine S1 bis S10)

Ein zweiter Durchgang (S11 bis S20) wurde zwar ebenfalls mit einem
Antibiotikum behandelt (Colistinsulfat, oral, Uber finf Tage), jedoch war es aus
technischen Griinden nicht moglich, wéhrend dieser Medikamentengabe Proben
zu ziehen. Aus diesem Grund existieren von diesem Durchgang auf Betriebsebene

ausschlieBlich monatliche Referenzproben.

Neben den angesprochenen Antibiotika bei den Studien-Schweinen kam bei M13
eine Vielzahl weiterer Wirkstoffe zum Einsatz: Amoxicillin-Trihydrat,
Benzylpencillin-Benzathin, Benzylpenicillin-Procain, Cefquinomsulfat,
Chlortetrazyklinhydrochlorid, Dihydrostreptomycinsulfat, Enrofloxacin,
Lincomycinhydrochlorid-Monohydrat, Spectinomycinsulfat-Tetrahydrat, Sulfa-
doxin und Tildipirosin. Uberwiegend handelte es sich hierbei um

Einzeltierbehandlungen.

3.2 Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen
Die flr die nachfolgenden Auswertungen einbezogenen Faecesproben wurden im
Doppelansatz ~ extrahiert, die in der gPCR gemessenen Werte der

Resistenzgenkonzentrationen  gemittelt.  Auf eine  Korrektur um die
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Wiederfindungsrate wurde verzichtet, da hauptsachlich Gehalte innerhalb
dersselben Matrix (Schwein — Schwein, Mensch — Mensch) verglichen werden
sollten. Beim Vergleich Schwein — Mensch muss berticksichtigt werden, dass
Schweinefaecesproben bei Gehalten > 10’ Ig copies/g eine deutlich verringerte
WFR aufwiesen (30,3 %), humane Faecesproben jedoch nicht in diesem MaRe
(68,4 %). Abschlieend wurden die logarithmierten Werte der ermittelten
Konzentrationen nach den in den jeweiligen Abbildungen angegebenen Kriterien
zusammengefugt. Die  verwendeten  statistischen  Testverfahren  und
Signifikanzniveaus finden sich ebenfalls in den jeweiligen Boxplot-Diagrammen,

berechnet wurden diese mithilfe von SigmaPlot 12.0.

Exemplarisch wurden zudem die zeitlichen Verldufe von Antibiotikaresistenzgen-
Gehalten in Faeces dargestellt. Auch hierfur wurden die Proben im Doppelansatz
extrahiert, die Messwerte gemittelt und der jeweilige Median aller einbezogenen
Schweine zu jedem Beprobungszeitpunkt im Diagramm aufgetragen. Als
Betrachtungsgrundlage der zeitlichen Verlaufsdiagramme dienen die unter
Abschnitt 3.1 dieser Arbeit aufgefiihrten Behandlungs- und Probenahmeschemata

der einzelnen ,, Tracking*-Betriebe.

Weiterhin wurden fir den hochfrequent Tetrazyklin-einsetzenden ,,Tracking®-
Betrieb E5 Trendanalysen erstellt, die mittel- und langfristige Entwicklungen der

Konzentrationen der unterschiedlichen Tetrazyklinresistenzgene abbilden sollten.

321 Selektion

Analog zu den in Abschnitt 2.3.2 dargestellten Ergebnissen wurde auch flr den
,»Iracking“-Teil geprift, ob und in welchem Ausmal} die Abundanz der
Resistenzgene tet(A), tet(B) und tet(M) respektive sul(ll) in den Faeces der
Probanden durch den Einsatz von Tetrazyklinen und Sulfonamiden im

Schweinebestand selektiert wird.

3.2.1.1 Tetrazyklinresistenzgene

Wie aus den in Abschnitt 3.1 dargestellten Behandlungsschemata hervorgeht,
kamen Tetrazykline nur an den ,Tracking“-Schweinen aus Betrieb E5 zur
Anwendung. Aus den Aufzeichnungen der Tierarzneimittelanwendungen ging
jedoch hervor, dass diese Wirkstoffklasse auch in Betrieb M13 regelmaig zum
Einsatz kam, wenn auch nicht direkt an den Studientieren. In den Betrieben A21,

A6, und H18 wurden wahrend des gesamten Projektzeitraumes keine Tetrazykline
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angewandt, im Okologischen Betrieb J20 wurde ein (nicht in die Studie
eingeschlossenes) Tier mit Cyclo Spray (2,45 %) behandelt. Da es sich dabei um
eine einmalige, nicht-systemische Arzneimittelanwendung, noch dazu ohne
Wartezeit, handelte, wurden auch die Proben dieser Schweinehaltung in die

Proben ,,nicht-einsetzender Betriebe* eingeschlossen.

tet(A)

Im Diagramm aus Abbildung 44 sind die tet(A)-Gehalte der Faecesproben der
Schweine und Personen von Tetrazyklin-einsetzenden Betrieben (E5, M13) den
Gehalten von Betrieben gegenuber gestellt, in denen nicht wiederholt mit
Tetrazyklinen therapiert wurde (A21, A6, H18, J20). Dabei wurde der mit
8,59 Ig copies/g hdchste Median in den porcinen Faecesproben ermittelt. Dieser
war damit signifikant erhoht im Vergleich zum Median gemessener
tet(A)-Konzentrationen aus den Faecesproben von Schweinen nicht Tetrazyklin-
einsetzender Betriebe (dieser betrug 8,12 Ig copies/g). Mit Werten von 7,92 bzw.
8,25 Ig copies/g lagen die mittleren Gehalte an tet(A) in den Faeces von Personen
einsetzender und nicht-einsetzender Betriebe in etwa auf einer Hohe. Dabei waren
beide signifikant unter dem Niveau der Schweine aus Tetrazyklin-einsetzenden

Betrieben angesiedelt.
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* Anzahl untersuchter Proben

Abbildung 44: tet(A)-Gehalte in den Faecesproben von Schweinen und
Personen Tetrazyklin-einsetzender sowie nicht Tetrazyklin-einsetzender
»Iracking“-Betriebe

Betrachtet man die in Abbildung 45 im linken Diagramm dargestellte Gesamtheit
der tet(A)-Gehalte der Studientiere, die auch tatsachlich selbst mit Tetrazyklinen
behandelt wurden (ausschlieBlich aus Betrieb E5 stammend, vgl. Abschnitt 3.1)
im Vergleich zu unbehandelten Tieren, so zeigt sich erneut, dass Erstgenannte auf
signifikant hoherem Niveau zu liegen kamen als Letztgenannte (Median
behandelter Tiere: 8,63 Ig copies/q; Median unbehandelter
Tiere: 8,13 Ig copies/g). Das rechte Boxplot-Diagramm aus Abbildung 45
vergleicht hingegen die Proben nicht Tetrazyklin-behandelter Schweine aus
konventionellen bzw. 6kologischen Betrieben miteinander: Der Median nicht
behandelter 6kologisch gehaltener Tiere betrug 8,40 Ig copies/g, die ermittelten
Konzentrationen waren damit signifikant hoher als die nicht behandelter

Schweine aus konventioneller Haltung (8,05 Ig copies/g).
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Abbildung 45: tet(A)-Gehalte in den Faecesproben von ,Tracking*-
Schweinen; links: Tetrazyklin-behandelt ja / nein, rechts: konventionelle und
6kologische Schweine ohne Tetrazyklin-Behandlung

Exemplarisch zeigt Abbildung 46 die tet(A)-Gehalte zweier Mastdurchgéange des
Betriebs E5 im zeitlichen Verlauf wéahrend und nach Behandlung mit
Tetrazyklinen — als Betrachtungsgrundlage sollen dabei Abbildung 40 und
Abbildung 41 dienen, die jeweils den genauen Therapieablauf darstellen. Der
Volistandigkeit halber sei erwahnt, dass die im Folgenden dargestellten
Messungen der tet-Gehalte ber den gesamten dargestellten Verlauf nicht mit
Veranderungen in der molekularbiologisch bestimmten ,,Gesamtkeimzahl*
einhergingen (Daten nicht dargestellt). Bei der ersten Beprobung der sich zu
diesem Zeitpunkt bereits in Wirkstoffkontakt befindenden Schweine S11 bis S20
an Tag O betrug der Median der Proben 9,88 Ig copies/g Faeces. Wahrend des
weiteren Verlaufes der Behandlung sank der Resistenzgen-Gehalt iber Tag 2
hinweg um mehr als eine Ig-Stufe und kam an Tag 4 bei 8,64 Ig copies/g zu
liegen. An Tag6 endete die Therapie mit Tetrazyklinen, die mittleren
tet(A)-Gehalte stiegen in den folgenden vier Tagen leicht an und betrugen an
Tag 10 im Median 8,96 Ig/copies/g. In den darauffolgenden Monaten variierte der
tet(A)-Median dieser Tiere in den etwa im Abstand von 30 Tagen gesammelten
»Status Quo*“-Proben zwischen 8,52 und 8,73 Ig copies/g Faeces nur minimal und
war dabei stets geringer als wahrend und kurz nach der Therapie mit
Tetrazyklinen. Genauso waren bei der engmaschigen Beprobung dieser Tiere

wéhrend der Behandlung der Schweine S31 bis S40 nur minimale Veranderungen
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bei den gemessenen tet(A)-Konzentrationen in den Faeces messbar. Hingegen
zeigten die in diesem Zeitraum selbst mit Tetrazyklinen behandelten Schweine
S31 bis S40 wéhrend der Therapie ahnliche Tendenzen wie der vorherige
Mastdurchgang (S11 bis S20): Von Tag 0 sank der tet(A)-Median von 9,55 Uber
Tag 2 (9,02) auf 8,85 Ig copies/g an Tag 4 und stieg anschliefend bis zu einem
Wert von 9,83 Ig copies/g an Tag 10 (vier Tage nach Behandlungsende) an. In den
folgenden drei Monaten lagen die Gen-Gehalte auf niedrigerem Niveau und waren
mit Werten zwischen 8,30 und 9,02 Ig copies/g wiederum vergleichbar mit dem

vorangegangen Mastdurchgang.
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Abbildung 46: tet(A)-Gehalte in Schweinefaeces der Mastdurchgange zwei
und drei aus Betrieb E5; als Betrachtungsgrundlage dienen die in Abbildung
40 und Abbildung 41 dargestellten Behandlungs- und Probenahmeschemata

Die Trendanalyse diente der langfristigen Einordnung von
Resistenzgenkonzentrationen. Das Zeitfenster reichte dabei im exemplarisch
ausgewdhlten ,, Tracking“-Betrieb E5 von Tag 0, also dem Tag der erstmaligen
oralen Tetrazyklin-Behandlung, bis zum Tag der Schlachtung (153 bis 167 Tage
nach Ende der Tetrayklin-Therapie).

In  Abbildung 47 sind zun&chst die einzelnen Trendverldaufe der

tet(A)-Konzentrationen aller 40 im Tetrazyklin-einsetzenden ,, Tracking®-Betrieb
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E5 beobachteten ,,Tracking“-Schweine aufgefiihrt. Das Base-Level an Tag0
betrug dabei 9,32 1g copies/g Faeces. Wie bereits erwahnt, erfolgte die
Darstellung der Resistenzgenkonzentrationen als Differenz der logarithmierten
absolut gemessenen gPCR-Werte zu diesem Base-Level. Fir die Schweine des
ersten Mastdurchganges (S1 bis S20) gab es erst ab Tag71 nach
Behandlungsende Messwerte, da diese Tiere, wie schon unter Abschnitt 3.1.3
besprochen, erst Mitte der Mast in die Studie aufgenommen wurden. In der
Tendenz stieg tet(A) bei diesen Tieren hier zwischen Tag Tag 71 und Tag 154 —
dieser entspricht dem letzten Beprobungszeitpunkt, der Schlachtung — leicht an.
Die Schweine des zweiten Durchganges (S11 bis S20) blieben Uber den
Betrachtungszeitraum (Tag O der ,,eigenen* Behandlung mit Tetrazyklinen bis
Tag 167 nach Ende dieser Behandlung) — mit Ausnahme von S19 und S20, bei
denen der Trend nach unten verlief — tendenziell auf dem gleichen Niveau, was
die Differenz vom tet(A)-Base-Level betrifft. Wahrend Durchgang drei (S31 bis
S40) sanken tendenziell bei allen Schweinen die erhobenen tet(A)-Messwerte
wéhrend und nach der Behandlung mit Tetrazyklinen (Tag O der Behandlung bis
Tag 160 nach Behandlungsende). Gleicher Sachverhalt trifft auf Durchgang vier
(S41 bis S50) zu, wobei S41 und S50 von diesem Trend abwichen und Uber den
Zeitverlauf (Tag 0 der Tetrazyklin-Behandlung bis Tag 153 post Behandlung)
leicht anstiegen.
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Zeitin Tagen ab Behandlungsbeginn

Abbildung 47: Trendanalyse des Verlaufs von tet(A) auf Einzeltierebene
(n = 336 Faecesproben), Betrieb E5
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Zusammengefasst stellen sich die Ergebnisse aus Abbildung 47 auf Betriebsebene
fir alle 40 Tiere wie in Abbildung 48 aufgefiihrt dar; das Diagramm beruht dabei
auf einem linearen gemischten Modell, bei dem als Faktorvariablen die
Beprobungszeitpunkte Tag2 und Tag5 — unter antibiotischer Behandlung —
dienen. Unter Berucksichtigung von linearem und quadratischem Effekt ergab
sich Uber den gesamten Betrachtungszeitraum insgesamt ein hochsignifikanter
Trendverlauf (p <0,001): Initial hohe tet(A)-Gehalte in den Faecesproben der
Schweine aus Betrieb E5 sanken im Laufe einer Behandlung mit Tetrazyklinen
zundchst, bevor die Gehalte, in etwa ab Tag 110, in der Tendenz wieder zu steigen
begannen. Wahrend der Behandlung ergab sich bei separater Betrachtung von
Tag2 - unter Konstanthalten aller anderen Variablen — flr diesen
Beprobungszeitpunkt keine signifikante Abweichung vom Base-Level, bei Tag 5
hingegen sehr wohl (p < 0,05). Insbesondere an Tag 2 bis Tag 10 — also unter der

Behandlung — zeigte sich eine sehr grof3e Streuung der Daten.
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Abbildung 48: Trendanalyse des Verlaufs von tet(A) auf Betriebsebene
(n = 336 Schweinefaecesproben), Betrieb E5



IV. Ergebnisse 124

tet(B)

Schon beim ersten Blick auf die Boxplots in Abbildung 49 wird klar, dass fir die
Vergleichsgruppen die ermittelten tet(B)-Konzentrationen deutlich voneinander
abwichen. Der Median von Schweinefaecesproben aus nicht Tetrazyklin-
einsetzenden Betrieben mit 6,69 Ig copies/g lag dabei signifikant tber dem von
Schweinen aus einsetzenden Betrieben (6,26 Ig copies/g). Bei den Personen war
dies genau umgekehrt: Im Stuhl von Personen, die in Schweinehaltungsbetrieben
lebten, in denen regelméaRig Tetrazykline zur Anwendung kamen, wurden namlich
mit einem Median von 7,87 Ig copies/g nicht nur die absolut héchsten, sondern
gleichzeitig auch signifikant hohere tet(B)-Gehalte ermittelt als in den Proben der
Vergleichsgruppen; der Median der Proben von Personen nicht-einsetzender
Betriebe lag bei 6,26 Ig copies/g. Die gemessenen Werte in einsetzenden
Betrieben waren bei den Personen im Median hoher angesiedelt als bei den
Schweinen, auf Hofen ohne Tetrazyklin-Einsatz waren hingegen die Gehalte in

Faecesproben der Tiere hoher als in den Faecesproben der Menschen.
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Abbildung 49: tet(B)-Gehalte in den Faecesproben von Schweinen und
Personen Tetrazyklin-einsetzender sowie nicht Tetrazyklin-einsetzender
»Tracking“-Betriebe
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Weicht man von der Betrachtung ,, Tetrazyklin-Einsatz auf dem Betrieb vs. kein
Tetrazyklin-Einsatz auf dem Betrieb® ab und betrachtet nur die Schweine, die
wahrend des Betrachtungszeitraumes auch wirklich mit dieser Wirkstoffklasse
behandelt wurden (s. Abbildung 50, links), so waren die gemessenen
tet(B)-Gehalte mit einem Median von 6,34 Ig copies/g in etwa vergleichbar hoch
wie von unbehandelten Schweinen (6,59 Ig copies/g). Anders als bei tet(A) lagen
die Werte Okologischer, unbehandelter Schweine signifikant niedriger als die
konventionell gehaltener, unbehandelter Tiere (6,09 und 6,69 Ig copies/g),

s. Abbildung 50, Boxplots im rechten der beiden Diagramme.
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Abbildung 50: tet(B)-Gehalte in den Faecesproben von ,Tracking*-
Schweinen; links: Tetrazyklin-behandelt ja / nein, rechts: konventionelle und
6kologische Schweine ohne Tetrazyklin-Behandlung

In Abbildung 51 ist der zeitliche Verlauf der tet(B)-Gehalte in den Faeces der
Schweine S11 bis S20 bzw. S31 bis S40 wéhrend und nach Therapie mit
Tetrazyklinen dargestellt. Beide Mastdurchgénge zeigten zu Behandlungsbeginn
einen weiteren Anstieg der initial hohen Gehalte von 8,78 auf 9,32 (S11 bis S20)
bzw. 8,64 auf 8,99 Ig copies/g (S31 bis S40) im Median von Tag 0 zu Tag 2. Im
Anschluss daran sanken die mittleren tet(B)-Konzentrationen bis hin zu Tag 4
rapide, bei S11 bis S20 um Uber eine Ig-Stufe auf 8,02, bei S31 bis S40 gar um
mehr als drei Ig-Stufen auf 5,77 Ig copies/g. Dieser Trend setzte sich bei den
Schweinen 11 bis 20 zum Ende der Behandlung bzw. noch dariber hinaus bis hin
zu Tag 10 fort; die Gehalte kamen hier bei 6,44 Ig copies/g zu liegen. Bei S31 bis
S40 hingegen blieben die gemessenen Werte fur tet(B) zwischen Tag 4 und
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Tag 10 (hier waren es 5,90 Ig copies/g) nahezu konstant. Wie im Diagramm aus
Abbildung 51 gut ersichtlich wird, lagen die wahrend und nach der Behandlung
von S31 bis S40 erfassten Gen-Gehalte bei den zu diesem Zeitpunkt nicht selbst
therapierten Tieren S11 bis S20 mit einem Median von jeweils knapp unter
6,00 Ig copies tet(B) pro g Faeces einerseits dauerhaft auf etwa dem gleichen
Niveau. In diesem Bereich bewegten sich auch die mittleren
tet(B)-Konzentrationen in den auf die Behandlung folgenden monatlichen

,»otatus Quo“-Proben der beiden Vergleichsgruppen.
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Abbildung 51: tet(B)-Gehalte in Schweinefaeces der Mastdurchgange zwei
und drei aus Betrieb E5; als Betrachtungsgrundlage dienen die in Abbildung
40 und Abbildung 41 dargestellten Behandlungs- und Probenahmeschemata

Die tet(B)-Verlaufe der einzelnen , Tracking“-Tiere von Betrieb ES (ber den
gesamten Betrachtungszeitraum finden sich in Abbildung 52 wieder. Das
Base-Level flr dieses Resistenzgen betrug 8,60 Ig copies/g Faeces. Bezuglich der
exakten Zeitrdume gelten fir die einzelnen Durchgénge die gleichen Angaben wie
im entsprechenden Abschnitt zu tet(A). Im unbehandelten Durchgang eins (S1 bis
S10) stieg die Differenz der tet(B)-Gehalte Uber die Zeit tendenziell an, jedoch
gab es mit S5, S6 und S10 auch Tiere deren Gen-Gehalte in der Tendenz sanken.
In den anderen beprobten Durchgéngen sanken die Werte (iber die Zeit bei 27 von

30 Tieren, nur S45, S49 und S50 stiegen tendenziell an.
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Zeitin Tagen ab Behandlungsbeginn

Abbildung 52: Trendanalyse des Verlaufs von tet(B) auf Einzeltierebene
(n = 276 Faecesproben), Betrieb E5

Abbildung 53 zeigt die Ergebnisse der tet(B)-Trendanalyse zusammengefasst und
auf Betriebsebene: Die Gen-Gehalte sanken zwar Uber den gesamten
Betrachtungszeitraum ein wenig ab, dieser Trend erwies sich in der statistischen
Analyse unter Einbeziehung von linearem und quadratischem Effekt dieses
abermals linear gemischten Modells als nicht signifikant. Wie schon bei der
Trendanalyse zu tet(A) kamen dabei im Laufe der Zeit nahezu alle Messwerte
unterhalb des Base-Levels zu liegen. Fir die beiden Faktorvariablen ergaben sich
jedoch erhebliche Abweichungen vom Base-Level: Im Falle von Tag 2, also
wahrend der Behandlung mit Tetrazyklinen, wich die log-Differenz um
2,45 Einheiten und damit hochsignifikant (p <0,001) nach oben ab, d. h. der
Messwert kam deutlich Gber dem Wert, der nach Trend zu erwarten gewesen
ware, zu liegen. Auch an Tag 5, also gegen Ende der Tetrazyklin-Therapie der
Sentinel-Schweine, war diese Tendenz noch von signifikantem Ausmal
(p < 0,05).
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Zeit in Tagen ab Behandlungsbeginn

Abbildung 53: Trendanalyse des Verlaufs von tet(B) auf Betriebsebene
(n = 276 Schweinefaecesproben), Betrieb E5

tet(M)

Im Vergleich der in den Faecesproben gemessenen Gehalte an tet(M) lag der
Median der Personen Tetrazyklin-anwendender Betriebe mit 7,38 Ig copies/g fast
1,5 Ig-Stufen héher im Vergleich zu dem Wert, der fur nicht anwendende Betriebe
ermittelt werden konnte (5,92 Ig/copies/g). Ebenso war dieser Wert bei
Schweinen aus Stallungen Tetrazyklin-anwendender Betriebe hoher als bei Tieren
aus nicht-einsetzenden Betrieben — im absoluten Vergleich mit 7,63 (dies stellt
gleichzeitig den hdochsten tet(M)-Gehalt der drei Vergleichsgruppen) zu
7,42 g copies/g jedoch nur geringgradig. Hinsichtlich des Probenursprunges
unterschieden sich tierische und menschliche Proben bei mit Tetrazyklinen
behandelnden Betrieben nicht wesentlich in ihrem Resistenzgen-Gehalt, bei

Betrieben ohne Tetrazyklin-Einsatz war dies jedoch sehr wohl der Fall.
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Abbildung 54: tet(M)-Gehalte in den Faecesproben von Schweinen und
Personen Tetrazyklin-einsetzender sowie nicht Tetrazyklin-einsetzender
»Iracking“-Betriebe

Sentinel-Schweine, die mit Tetrazyklinen behandelt wurden, wiesen im Vergleich
zu unbehandelten Tieren signifikant hohere tet(M)-Gehalte in den Faeces auf
(7,95 und 7,22 Ig copies/g), dies zeigen die beiden Boxplots im linken Diagramm
aus Abbildung 55. Eine &hnliche Tendenz konnte schon beim Vergleich
,einsetzende vs. nicht-einsetzende Betriebe beobachtet werden. Die Haltungsart
respektive  die  damit womdglich  einhergehende  Handhabung  der
Arzneimittelanwendung scheint keinen Einfluss auf die tet(M)-Resistenzgen-
Gehalte zu haben, der Median von Tieren aus Okologischer Haltung kam mit
7,23 Ig copies/g etwa gleichauf zu liegen mit dem von Tieren aus konventioneller

Schweinehaltung (7,22 lg copies/g).
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Abbildung 55: tet(M)-Gehalte in den Faecesproben von ,Tracking*-
Schweinen; links: Tetrazyklin-behandelt ja / nein, rechts: konventionelle und
6kologische Schweine ohne Tetrazyklin-Behandlung

Einen zu tet(B) insgesamt ahnlichen, wenn auch unterschiedlich stark
ausgepragten Verlauf nahmen die tet(M)-Gehalte in den Faeces der Proben der
beiden mit Tetrazyklinen behandelten Mastdurchgénge zwei und drei aus Betrieb
ES5. Auch hier kam es zu Beginn der Antibiotika-Behandlung zwischen Tag 0 und
Tag 2 zu einem Anstieg der gemessenen Resistenzgenkonzentrationen: Bei S11
bis S20 stieg der Median in diesem Zeitraum von 8,09 auf 9,44 Ig copies/g, bei
den Schweinen 31 bis 40 von 7,59 auf 8,44 Ig copies/g. In den folgenden Tagen
sanken die Gehalte behandelter Tiere wieder langsam und lagen nach Ende der
Behandlung an Tag 10 im Median bei 8,80 (S11 bis S20) bzw. 7,90 Ig copies/g
(S31 bis S40). Wie schon bei tet(A) und tet(B), ergab sich flr die tet(M)-Gehalte
des Durchganges S11 bis S20 flr den Zeitraum, in dem diese Schweine nicht
selbst mit Antibiotika behandelt wurden, ein abweichender Verlauf: Die
ermittelten Konzentrationen bewegten sich wahrend der zehn Beprobungstage
zwischen 8,09 und 8,42 Ig copies/g Faeces, ohne dabei allzu groRe Schwankungen
aufzuweisen. Die monatlichen ,,Status Quo“-Proben der beiden Durchgénge
blieben — anders als fiir tet(B) — auf vergleichsweise hohem Level, sie enthielten

zwischen 7,22 und 8,22 Ig copies/g Faeces.
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Abbildung 56: tet(M)-Gehalte in Schweinefaeces der Mastdurchgange zwei
und drei aus Betrieb E5; als Betrachtungsgrundlage dienen die in Abbildung
40 und Abbildung 41 dargestellten Behandlungs- und Probenahmeschemata

Auch fur die gemessenen tet(M)-Gehalte der Faecesproben der ,, Tracking“-Tiere
aus Betrieb E5 erfolgte eine zeitliche Einordnung sowohl auf Einzeltier- als auch
auf Betriebsebene. Dabei wurde als Zielvariable, wie schon bei den
entsprechenden Abschnitten zu tet(A) und tet(B) beschrieben, die log-Differenz
der gemessenen Konzentrationen zum Base-Level — dieses betrug im Falle von
tet(M) im Betrieb E5 7,69 Ig copies/g Faeces — betrachtet.

Aus Abbildung 57 wird ersichtlich, dass bei nahezu allen Tieren der vier
beprobten Durchgange Uber den Zeitraum von Tag O der ersten Behandlung mit
Tetrazyklinen im Ferkelalter bis hin zum Zeitpunkt der Schlachtung die initial
hohen Resistenzgen-Gehalte mehr — beispielsweise bei S15 bis S20 — oder, wie
bei S31 oder S32, weniger stark absinken. Nur die beiden ,,Tracking“-Schweine
S37 und S42 weichen von diesem Trend ab, hier steigen die tet(M)-Gehalte in den

Faeces im Laufe der Zeit leicht an.
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Zeitin Tagen ab Behandlungsbeginn

Abbildung 57: Trendanalyse des Verlaufs von tet(M) auf Einzeltierebene
(n = 337 Faecesproben), Betrieb E5

Abbildung 58 ubertragt diese Ergebnisse auf Betriebsebene und fasst die
Einzelverlaufe der log-Differenz der tet(M)-Gehalte vom Base-Level aller
beprobten E5-Schweine in einem Diagramm zusammen. Die Analyse des linearen
gemischten ~ Modells  mit  quadratischem  Effekt ergab fur den
Betrachtungszeitraum einen signifikanten Trendverlauf: Wéhrend zu Beginn der
Behandlung mit Tetrazyklinen tet(M) in der Tendenz anstieg — dies belegt der im
Vergleich zum Trend hochsignifikante Anstieg an Tag 2 (p <0,001) — und sich
bis etwa Tag 50 auf dem anndhernd gleichen Niveau bewegte, sanken die Werte
ab diesem Zeitpunkt langsam ab und kamen zum Zeitpunkt der Schlachtung

groltenteils unter dem Base-Level zu liegen.
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Abbildung 58: Trendanalyse des Verlaufs von tet(M) auf Betriebsebene
(n =337 Schweinefaecesproben), Betrieb E5

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei Tetrazyklin-einsetzenden
Betrieben im Vergleich zu solchen, wo diese antibiotische Wirkstoffklasse keine
regelmalige Anwendung fand, neben den tet(A)- und tet(M)-Gehalten der
Faecesproben von Schweinen auch die tet(B)- sowie die tet(M)-Gehalte in
Stuhlproben von Landwirten und den jeweiligen Kontaktpersonen signifikant
erhéht waren. Umgekehrt waren die ermittelten tet(B)-Konzentrationen in Proben
von Schweinen bei nicht-einsetzenden Betrieben signifikant hoéher als bei
einsetzenden. Unmittelbar unter der Behandlung mit Tetrazyklinen lag die
tet(B)-Konzentration bei den behandelten Schweinen allerdings mit
8,32 Ig copies/g signifikant (ber dem Level der ,Status Quo“-Proben
(6,09 Ig copies/g) und allgemein der Proben von Schweinen in nicht-einsetzenden
Betrieben (6,69 Ig copies/qg).

Was den Probenursprung betrifft, so ergaben sich aus den durchgefiihrten
Messungen fiir Proben porcinen Ursprungs bei Tetrazyklin-anwendenden
Betrieben signifikant hohere tet(A)-Werte als flr die Proben von Personen. Auch
bei Betrachtung der tet(M)-Gehalte waren in Tetrazyklin-anwendenden Betrieben
die ermittelten Konzentrationen in Schweinefaeces hoher als in den humanen

Stuhlproben. Anders verhielt es sich mit den tet(B)-Gehalten aus einsetzenden
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Betrieben: Hier wurden beim Mensch signifikant hohere Werte erfasst als beim

Tier.

Hinsichtlich der Haltungsart der Schweine in nicht behandelnden Betrieben lieRen
sich bei Betrachtung der Gen-Gehalte unterschiedliche Tendenzen ausmachen: Im
Falle von tet(A) wurden hohere Gehalte bei Faecesproben 6kologisch gehaltener
Tiere gemessen, bei tet(B) waren die Gehalte in den Faeces von Schweinen aus
konventioneller Haltung hoher. Was tet(M) betrifft, waren die Ergebnisse nahezu

identisch.

Bezliglich der Verldufe der Resistenzgenkonzentrationen unmittelbar wéhrend
und nach Behandlung mit Tetrazyklinen wurden exemplarisch zwei
Mastdurchgénge (S11 bis S20 und S31 bis S40) aus Betrieb E5 herausgegriffen:
Jedes Mal ergaben sich hierbei — bei jeweils weitestgehend konstant bleibender
molekularbiologisch bestimmter ,,Gesamtkeimzahl“ — wiederholbare Muster,
stellvertretend sei an dieser Stelle der Anstieg der Konzentrationen von tet(B) und
tet(M) wahrend der ersten beiden Behandlungstage mit einem sich daran
anschlieBenden Absinken bis zum Ende der Behandlung genannt. Diese Muster
lieRen sich auch fir den, in dieser Arbeit nicht graphisch dargestellten, dritten
beprobten Mastdurchgang (S41 bis S50) reproduzieren. Hingegen konnten solch
charakteristische Veranderungen der Gen-Gehalte nicht beobachtet werden, wenn
die beprobten Tiere nicht selbst behandelt wurden (vgl. Abschnitt 3.1.3). Auf
einen Blick zeigt dies auch Abbildung 59, die die
Tetrazyklinresistenzgenkonzentrationen in den Faeces des ersten (unbehandelten)
Mastdurchganges von E5 (S1 bis S10) wahrend der Behandlung von S11 bis S20
darstellt: Sowohl wéhrend als auch nach der Behandlung der Artgenossen blieben
die Median-Werte von tet(A), tet(B) und tet(M), genauso wie die ermittelte
Menge an 16S-rDNA, quasi konstant auf einem Level. Auch die vorherige
Monatsprobe wich im Falle von tet(A) und tet(B) kaum von einer Linie ab. In der
ersten der Behandlung anschlieBenden Monatsprobe zeigten sich bei tet(A) und

tet(M) geringgradige Abweichungen.
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Abbildung 59: tet-Gehalte sowie molekularbiologisch  bestimmte
»Gesamtkeimzahl“ (16S-rDNA) der zu diesem Zeitpunkt nicht selbst
behandelten Schweine des ersten Mastdurchganges (S1 bis S10), Betrieb E5

3.2.1.2 Sulfonamidresistenzgene

Wie Abschnitt 3.1 enthommen werden kann, wurden nur in , Tracking“-Betrieb
M13 in die Studie inkludierte Sentinel-Tiere mit Sulfonamiden behandelt. Auch in
Betrieb E5 wurden diese Antibiotika in unregelmaiigen Abstdnden angewendet,
dies geht aus den vor Ort erhobenen Daten zum Arzneimitteleinsatz hervor. Bei
A21, A6, H18 wurde keine Sulfonamid-Behandlung registriert. Ahnlich wie schon
bei den Tetrazyklinen kam es in Betrieb J20 zur Anwendung von
Vetoprim (24 %) bei einem einzelnen, an Enteritis erkrankten Tier. Da es sich
dabei um den einzigen Einsatz eines Antibiotikums der Wirkstoffklasse der
Sulfonamide innerhalb des Betrachtungszeitraumes von tber einem Jahr handelte,
wurde J20 fur diese Auswertung abermals als ,nicht-einsetzender Betrieb®

gewertet.

In Abbildung 60 finden sich vier Boxplots wieder: Der hochste ermittelte
sul(I1)-Median der betrachteten Vergleichsgruppen, beziffert mit 7,76 Ig copies/g,
wurde bei den Personenproben nicht-einsetzender Betriebe registriert und lag
damit signifikant héher nicht nur als der Wert der Gehalte von Personenproben
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anwendender Betriebe (6,96 Ig copies/g), sondern auch im Vergleich zu den
Proben der Schweine. Die ermittelten sul(ll)-Gehalte letzterer betrugen
7,20 (einsetzende Betriebe) respektive 7,14 Ig copies/g (nicht-einsetzende
Betriebe). Wahrend in Sulfonamid-einsetzenden Betrieben die Resistenzgen-
Gehalte bei den Schweinen auf signifikant hoherem Niveau zu liegen kamen als
die der Personen, war dies, wie bereits angeschnitten, bei Betrieben, in denen
nicht mit Sulfonamiden gearbeitet wurde, genau umgekehrt.
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Abbildung 60: sul(ll)-Gehalte in den Faecesproben von Schweinen und
Personen Sulfonamid-einsetzender sowie nicht Sulfonamid-einsetzender
»Iracking“-Betriebe

Wie aus den beiden Boxplots im linken Diagramm aus Abbildung 61 ersichtlich
wird, ergaben sich beim Direktvergleich zwischen Sulfonamid-behandelten Tiere
und solchen, bei denen diese Wirkstoffklasse nicht zum Einsatz kam, keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der ermittelten sul(1l)-Gehalte (Median
bei 7,10 bzw. 7,18 Ig copies/g). Jedoch konnte bei der Unterscheidung zwischen
konventionellen und 6kologischen Betrieben, in denen Sulfonamide jeweils nicht
regelmélig zum Einsatz kamen (Abbildung 61, Diagramm rechts) festgestellt

werden, dass die gemessenen Gen-Gehalte der erstgenannten Vergleichsgruppe
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mit einem Median von 7,25 Ig copies/g auf signifikant hoherem Niveau zu liegen

kamen als die der 6kologischen Betriebe (6,78 Ig copies/g).

ok ok

&
v

*

12 12 4
- 10 3 o 10 1 3
g g
& 8 & 8
(¥ (¥
< = <
- 6 H P
2 L
g' . . g- o
o 4 A o 4 4
g g
2 2
0 0

Sulfonamid-behandelte  Nicht Sulfonamid- Nicht Sulfonamid- Nicht Sulfonamid-

Schweine behandelte * Schweine behandelte * Schweine behandelte * Schweine
n=56* n=895* konventioneller Haltung okologischer Haltung
n=765% n=130*

*** p < 0,001 (Mann-Whitney U) » = Extremwerte; Whisker kennzeichnen 90. bzw. 10. Perzentil
*# Keine Aussage tiber Erzeugerbetrieb maglich, vgl. Diskussion

*Anzahl untersuchter Proben

Abbildung 61: sul(ll)-Gehalte in den Faecesproben von ,Tracking“-
Schweinen; links: Sulfonamid-behandelt ja / nein, rechts: konventionelle und
6kologische Schweine ohne Sulfonamid-Behandlung

Ausschliellich fur den ,,Tracking“-Betrieb M13 wurden auch Gehalte des Gens
sul(l) quantifiziert. Aus diesem Grund ist an dieser Stelle ein Vergleich zwischen
diesem Sulfonamid-einsetzenden Betrieb und solchen, die dies nicht tun, nicht
mdoglich. Dies gilt in gleicher Weise fiur einen Vergleich zwischen Sulfonamid-
behandelten und nicht behandelten Tieren. Stattdessen wurden in Abbildung 62
die sul(l)-Gehalte der Faecesproben von Tieren wahrend der Behandlung mit
Sulfonamiden (TO, T2, T4; vgl. Abbildung 43) den Gehalten desselben Gens
aulerhalb von Sulfonamid-Behandlungen gegenubergestellt. Dabei lagen die
Messwerte fir die erstgenannte Vergleichsgruppe mit einem Median von
9,88 Ig copies/g signifikant (ber denen der Proben, die auRerhalb einer
Sulfonamid-Therapie gezogen wurden (7,87 Ig copies/g). Die verhéltnismaRig
geringe Anzahl an untersuchten Proben von Tieren wéhrend der Behandlung
ergibt sich aus der Tatsache, dass, wie in Abschnitt 3.1.5 thematisiert, im zweiten
M13-Durchgang (S11 bis S20) nicht wahrend der Sulfonamid-Behandlung dieser
Schweine beprobt werden konnte.
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Abbildung 62: sul(l)-Gehalte in den Faecesproben von Schweinen wéahrend
und auf3erhalb von Sulfonamid-Behandlung, Betrieb M13

3.2.2 Co-Selektion

In Abbildung 63 sind die Ergebnisse hinsichtlich eines potenziellen co-selektiven
Effektes durch den Einsatz von Tetrazyklinen bzw. Sulfonamiden auf die
Integron-assoziierten Gene qackE / gacEAI dargestellt. Wie schon in vorherigen
Abschnitten dieser Arbeit wurden dabei die Betriebe E5 und M13
zusammengefasst, da nur dort regelmaRig beide Wirkstoffklassen zum Einsatz
kamen. Dem gegenuber stehen die Betriebe A21, A6, J20 und HI18 als ,,nicht-
einsetzende Betriebe®. Des Weiteren wurde im Diagramm abermals zwischen
Schweinen und Personen unterschieden. Kein statistisch relevanter Unterschied
war dabei zwischen den gemessenen Werten der qacE / gacEAI-Gehalte der
Schweine einsetzender (Median bei 5,99 Ig copies/g) und nicht-einsetzender
Betriebe (6,14 Ig copies/g) ausmachbar. Die gleiche Situation gilt fir die Gen-
Gehalte der Personen: Auch hier machte aus statistischer Sicht keinen
Unterschied, ob die Proben aus Betrieben kamen, in denen regelméRig
Tetrazyklinen bzw. Sulfonamiden eingesetzt wurden (der Median lag in dieser
Gruppe bei 5,22 Ig copies/g) oder nicht (4,61 Ig copies/g). Beim Betrachten dieser
Zahlen zeigt sich jedoch, dass die ermittelten Zahlenwerte der gacE / gacEAI-
Gehalte in den Faeces der Schweine auf signifikant hoherem Level angesiedelt

waren als im Stuhl der beprobten Personen.
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Abbildung 63: gacE / gacEAI-Gehalte in den Faecesproben von Schweinen
und Personen Tetrazyklin- bzw. Sulfonamid-einsetzender sowie nicht
Tetrazyklin- bzw. Sulfonamid-einsetzender ,,Tracking“-Betriebe

Bei Betrachtung der  qacE/qacEAI-Gehalte in den Faecesproben von
Schweinen, die selbst mit Tetrazyklinen therapiert wurden und solchen, bei denen
dies nicht der Fall war (vgl. Abbildung 64), liel3 sich kein statistisch relevanter
Unterschied zwischen den beiden Vergleichspopulationen festmachen (Median
behandelter ~ Tiere: 5,99 Ig copies/g;  Median  unbehandelter  Tiere:
6,05 Ig copies/g). Im Vergleich zwischen Tetrazyklin-unbehandelten Tieren
konventionellen und 0kologischen Ursprunges kam der Medianwert der
gemessenen gacE / gacEA1-Konzentration der erstgenannten Gruppe mit
6,37 Ig copies/g Faeces auf signifikant héherem Niveau zu liegen als der der

Okologisch gehaltenen Schweine (5,24 Ig copies/g).
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Abbildung 64: qacE / gacEAI-Gehalte in den Faecesproben von ,, Tracking*-
Schweinen; links: Tetrazyklin-behandelt ja / nein, rechts: konventionelle und
6kologische Schweine ohne Tetrazyklin-Behandlung

Hingegen waren, wie aus Abbildung 65 ersichtlich wird, die
gacE / gacEA1-Gehalte in Faecesproben von Tieren, die im Betrieb mit
Sulfonamiden behandelt worden waren mit einem Median von 6,23 Ig copies/g
signifikant hoher als die unbehandelte Vergleichsgruppe (5,96 Ig copies/g). Bei
der Gegeniberstellung von nicht mit Sulfonamiden behandelten Tieren aus
konventioneller bzw. o6kologischer Herkunft ergaben sich fir konventionell
gehaltene Schweine abermals signifikant hohere Gehalte (Median bei

6,14 Ig copies/qg) als fiir 6kologisch gehaltene (5,24 Ig copies/g).
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Abbildung 65: qacE / gacEAI-Gehalte in den Faecesproben von ,, Tracking*-
Schweinen; links: Sulfonamid-behandelt ja / nein, rechts: konventionelle und
6kologische Schweine ohne Sulfonamid-Behandlung

Hinsichtlich sul(11)-Gehalte machte es keinen Unterschied, ob die Schweine selbst
mit Tetrazyklinen therapiert worden waren oder nicht (Median behandelter Tiere:
7,20 Ig copies/g; Median unbehandelter Tiere: 7,15 Ig copies/g), dies geht aus
Abbildung 66 hervor. Der Median der sul(Il)-Konzentrationen nicht behandelter
Schweine aus konventionellen Betrieben mit einem Wert von 7,27 Ig copies/g
hoher angesiedelt als der von Tieren aus 6kologischer Haltung (6,78 1g copies/g).
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Abbildung 66: sul(ll)-Gehalte in den Faecesproben von ,Tracking“-
Schweinen; links: Tetrazyklin-behandelt ja / nein, rechts: konventionelle und
6kologische Schweine ohne Tetrazyklin-Behandlung

3.3 Genotypische Ahnlichkeit der Indikatorspezies E.coli zwischen

Landwirten, dessen Familienmitgliedern und Schweinen

3.3.1 ERIC-PCR

Mittels der molekularbiologischen Vergleichsmethoden ERIC-PCR und
anschlieRender Cluster-Analysen wurde die genotypische Ahnlichkeit zwischen
E. coli-Isolaten von Landwirt bzw. Kontaktperson und Schweinen ermittelt, um
eine Aussage (iber die Herkunft und potenzielle Ubertragungen der isolierten
Indikatorkeime zwischen Mensch und Tier zu ermdglichen. Dabei wurde jeweils
eine Gesamtcluster-Analyse aller untersuchten Isolate flir den jeweiligen Betrieb
erstellt. Die dazugehorigen Abbildungen dieser Gesamtcluster-Analyse finden
sich im Anhang dieser Arbeit (Abbildung 112, Abbildung 113, Abbildung 114
und Abbildung 115). Uberblick tber die jeweilig untersuchten Probanden und
Probenahmezeitpunkte geben Tabelle 34, Tabelle 35, Tabelle 36 und Tabelle 37,
ebenfalls allesamt im Anhang dieser Arbeit. Die gebildeten Cluster wurden in
alphabetischer Reihenfolge benannt, beispielsweise ,,A6A, ,,A6B*, ,,A6C* usw.
Isolate, die keinem der Hauptcluster zugeordnet werden konnten wurden
gesondert, z.B. unter dem Label ,,A6none“, dargestellt. Als ,,Hauptcluster
werden im Folgenden solche benannt, die einen Anteil von mindestens 10 % aller

fur den jeweiligen Betrieb analysierten Isolate erreichen. Weiterhin sei darauf
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hingewiesen, dass in den Kreisdiagrammen der folgenden Abschnitte gleiche
Cluster immer durch den gleichen Namen und die gleiche Farbe gekennzeichnet
sind. Zwischen den Betrieben wurden keine Zusammenhénge untersucht, etwaig
gleiche Farben zwischen Cluster-Diagrammen unterschiedlicher Betriebe haben

somit keine Aussage.

3.3.1.1 Betrieb A6

Abbildung 67, Abbildung 68 und Abbildung 69 zeigen die Ergebnisse der Cluster-
Analyse des Betriebs A6, insgesamt wurden dabei 657 E. coli (detaillierte
Ubersicht der untersuchten Isolate unter Tabelle 34 im Anhang) in die
Auswertung einbezogen, die nach Landwirt (P1), Familienmitglied (P2) und den
gepoolten E. coli-lsolaten aller analysierten Schweine aufgesplittet sind. Die
Prozentsatze der jeweiligen Cluster der folgenden Kreisdiagramme wurden zu
ganzen Zahlen gerundet, weswegen es vorkommen kann, dass die Werte
zusammengenommen nicht exakt 100 % ergeben (dies gilt auch fiir die in den
kommenden Abschnitten beschriebenen Analysen der anderen drei ,,Tracking*-
Betriebe).



IV. Ergebnisse

144
A6T
ABS 3%  AGnone AGA
1% o
ABR 4% 5%
4%
A6P
1% AGG
1%
ABO
1% A6H
4%
ABM
15%
AsB)
39%

Abbildung 67: Cluster-Analyse der E. coli-Isolate (n=108) vom Landwirt
(P1), Betrieb A6
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Abbildung 68: Cluster-Analyse der E. coli-Isolate (n=109)

vom
Familienmitglied (P2), Betrieb A6

AGR A6S AT Abnone T;: A6C
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Abbildung 69: Cluster-Analyse der E. coli-lsolate (n =440) der Schweine,
Betrieb A6
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Wie aus Abbildung 67 hervorgeht, lieBen sich die aus den Faecesproben des
Landwirtes isolierten E. coli in insgesamt 14 verschiedene Cluster untergliedern.
Dabei stachen drei Hauptcluster, A6E, A6J und A6M, deren GrolRe zwischen
10 und 39 % lag, hervor — sie reprasentierten insgesamt 64 % der Isolate. Die
GroRe der elf tbrigen Cluster variierte zwischen 1 und 6 %. Vier Prozent der
untersuchten Keime konnten keinem Cluster zugeordnet werden und fielen daher
in das Segment ,,A6none*. Die Cluster-Analyse des Familienmitglieds, dargestellt
im Kreisdiagramm aus Abbildung 68, ergab zwei Hauptcluster, ndmlich A6M mit
einer Grofle von 58 % und A60 mit 19 %. EIf kleinere Cluster umfassten
zwischen 1 und 6 % der E. coli-Isolate der untersuchten Person. Der Anteil der
nicht kategorisierbaren Isolate des Familienmitglieds (,,A6none®) betrug zwei
Prozent. In Abbildung 69 sind die Ergebnisse der Cluster-Analyse der
untersuchten E. coli aller Schweine aus Betrieb A6 aufgefiihrt: Zwei
Hauptclustern, A6G und A6J mit einer GroRRe von jeweils 28 %, stehen 14 weitere
Cluster gegenuber, deren GroRe von 0,002 (A6T) bis 6 % (A6K) reichte. Sechs

Prozent der Schweine-Isolate konnten nicht geclustert werden (,,A6none®).

Zur besseren Veranschaulichung der Verwandtschaftsverhéltnisse der E. coli-
Isolate menschlichen Ursprungs mit denen der Schweine wurde in Abbildung 70
Uberprift, in welchem Malie sich die beiden bei den Schweinen identifizierten
Hauptcluster A6G und A6J bei den Personen wiederfinden lieRen.
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Abbildung 70: Pravalenz schweine-assoziierter Hauptcluster von E. coli-
Isolaten (n = 299) beim Landwirt und Familienmitglied, Betrieb A6
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Fur diese Abbildung gilt, ebenso wie fir die nachfolgenden Abbildung 74,
Abbildung 78 und Abbildung 82, Folgendes: Die abgebildeten Signifikanzen
beziehen sich auf die Unterschiede in der absolute HGhe der jeweiligen Sdulen
und wurden mittels des Chi-Quadrat-Tests berechnet. Unter Cluster A6J fielen
28 % der vom Schwein isolierten E. coli, beim Landwirt umfasste selbiges Cluster
gar 39 % aller Isolate. Beim Familienmitglied hingegen trat das Cluster nur in 6 %
der Falle in Erscheinung. Cluster A6G fand sich mit einem Anteil von 28 % fast
ausschliel3lich bei den Schweinen wieder, dem steht eine Prdavalenz von jeweils

einem Prozent bei den Personen gegentiber.

Zusammenfassend l&sst sich schlussfolgern, dass aus den Faeces des Landwirtes
isolierte  E.coli im Vergleich der Cluster-Analysen signifikant hohere
Ubereinstimmung mit Isolaten des Schweins aufwiesen als E.coli des

Familienmitglieds.

3.3.1.2 Betrieb A21

Die Ergebnisse der Cluster-Analysen der ERIC-Bandenmuster der untersuchten
E. coli-Isolate (n = 671) aus Betrieb A21 finden sich in Abbildung 71, Abbildung
72 und Abbildung 73, abermals untergliedert nach Landwirt, Familienmitglied des
Landwirtes sowie nach den Schweinen des Betriebs. Die detaillierte Auflistung

der untersuchten Isolate befindet sich als Tabelle 35 im Anhang.
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Abbildung 71: Cluster-Analyse der E. coli-Isolate (n=114) vom Landwirt
(P1), Betrieb A21
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Abbildung 72: Cluster-Analyse der E.coli-Isolate (n=98) vom
Familienmitglied (P2), Betrieb A21
A210 A2lnone A21B *,
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Abbildung 73: Cluster-Analyse der E. coli-lIsolate (n = 459) der Schweine,
Betrieb A21
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Wie beim ersten Blick auf Abbildung 71 leicht ersichtlich, kénnen beim Landwirt
93 % — der bei weitem groRte Teil der aus den Faecesproben isolierten E. coli —
einem einzigen Cluster, A21l, zugeordnet werden konnten. Daruber hinaus
wurden funf weitere Cluster von geringer GrofRe (zwischen einem und zwei
Prozent) identifiziert, auf die die restlichen Isolate verteilt waren. Beim
Familienmitglied fanden sich mit A21C und A21K zwei Hauptcluster, deren
GroRe mit 11 bzw. 57 % beziffert wurde. Neun weitere Cluster beherbergten
zwischen einem und sechs Prozent der Isolate. Vier Prozent der E. coli des
Familienmitglieds wurden dem Segment ,,A21none* zugerechnet, da sie in keiner
Ubereinstimmung mit den tibrigen Clustern standen. Die Isolate der Schweine aus
Betrieb A21 fanden sich zu 64 % in einem der vier Hauptcluster A21C (21 %),
A21J (10 %), A21L (19 %) und A21M (14 %) wieder. Des Weiteren wurden hier
elf kleinere Cluster registriert, deren GréRe zwischen 0,004 und 8 % lag. Drei
Prozent der E. coli konnten nicht geclustert werden und fielen daher in die

Kategorie ,,A21none".

Abbildung 74 stellt die Prévalenz der vier bei den Schweinen registrierten
Hauptcluster A21C, A21J, A21L und A21M der Préavalenz derselben Cluster bei
den beprobten Personen gegentber.
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Abbildung 74: Pravalenz schweine-assoziierter Hauptcluster von E. coli-
Isolaten (n = 310) beim Landwirt und Familienmitglied, Betrieb A21

Cluster A21C umfasste bei den Schweinen 21 % der untersuchten Isolate, dem

gegenuber trat dieses Cluster beim Landwirt in 2 %, beim Familienmitglied 11 %
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der Félle auf. Das zweitgrofite Cluster der Schweine, A21L (19 %) lieR sich beim
Landwirt gar nicht detektieren, bei der anderen Person in 3 % der Félle. Ein
ahnliches Bild zeigt sich bei der Betrachtung von Cluster A21J), das bei den
Schweinen 14 % der Isolate umfasste, beim Landwirt iberhaupt nicht auftrat und
dem beim Familienmitglied nur ein Prozent der Isolate zugerechnet wurde.
Umgekehrt verhielt es sich hingegen bei Cluster A21M, das bei den Schweinen
(14 %) und beim Landwirt (2 %) auftrat, beim Familienmitglied jedoch nicht.

Alles in allem zeigten sich keine allzu groBen Ubereinstimmungen zwischen den
E. coli beim Schwein auf der einen und denen bei den Personen auf der anderen
Seite. Der Anteil der nach Cluster-Analyse mit den E.coli der Schweine
Ubereinstimmenden Isolate lag mit 15 % beim Familienmitglied jedoch hoher als
beim Landwirt (4 %).

3.3.1.3 Betrieb E5

In Abbildung 75, Abbildung 76 und Abbildung 77 sind die Cluster-Analysen aller
mittels ERIC-PCR untersuchten E. coli-Isolate (n = 1195) von ,,Tracking*“-Betrieb
ES5 dargestellt, untergliedert nach Landwirt, Kontaktperson und Schweinen. Eine
detaillierte  Auflistung  der  jeweils untersuchten  Probanden  und
Probenahmezeitpunkte dieses Betriebs findet sich im Anhang (Tabelle 36).
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Abbildung 75: Cluster-Analyse der E. coli-Isolate (n=150) vom Landwirt
(P2), Betrieb E5

ESnone Es5B E5C

ESX
4% 2% 1%

esw 3%

ESE
3%

EST
1%
Esl
ESR s
1%

Abbildung 76: Cluster-Analyse der E.coli-Isolate (n=137) vom
Familienmitglied (P1), Betrieb E5
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Abbildung 77: Cluster-Analyse der E. coli-Isolate (n = 908) der Schweine,
Betrieb E5
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Mit zusammengenommen 76 % entfielen mehr als drei Viertel aller Isolate des
Landwirtes auf die funf Hauptcluster E5B, E5C, E5D, E5L und E5Q. Daneben
konnten elf weitere Cluster identifiziert werden. Sieben Prozent der Isolate
konnten von GelCompar® Il keinem bestimmten Cluster zugeordnet werden, sie
fallen in das Segment ,,ESnone®. Beim Familienmitglied konnte circa die Hélfte
der Isolate den zwei Hauptclustern E5D (19 %), E5L (17 %) und dem
hinzutretenden Hauptcluster ESU (15 %) zugerechnet werden. Daneben traten bei
der Kontaktperson des Landwirtes 15 weitere Cluster in Erscheinung, 9 %
entfielen dabei auf E5Q, einem Hauptcluster des Landwirtes. Als keinem Cluster
zugehorig (,,ESnone®) erwiesen sich 4 % der E. coli. Was die Schweine betrifft, so
lie3en sich deren Isolate neben drei Hauptclustern (E5B, E5D, E5Q), deren Anteil
zusammen 67 % betrug, in 24 weiteren Cluster zusammenfassen. Keinem Cluster

zugeordnet werden konnten hier vier Prozent.

Abbildung 78 vergleicht die Prévalenz der drei beim Schwein detektierten
Hauptcluster E5B, E5D und E5Q mit der Haufigkeit derselben Cluster beim

Landwirt und dessen Kontaktperson.
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Abbildung 78: Pravalenz schweine-assoziierter Hauptcluster von E. coli-
Isolaten (n = 720) beim Landwirt und Familienmitglied, Betrieb E5

Beim Blick auf Abbildung 78 fallt noch einmal auf, dass die drei Hauptcluster der
Schweine sowohl beim Landwirt, wie auch beim Familienmitglied auftraten.
Cluster E5B trat bei den Schweinen in 22 % der Falle, beim Landwirt immerhin

noch in 10 % der Falle auf, beim Familienmitglied hingegen wurden nur noch 2 %
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der Isolate diesem Cluster zugerechnet. Das zweite Hauptcluster, E5D, trat mit
19 % am hdufigsten beim Familienmitglied in Erscheinung, bei Schweinen und
Landwirt betrug die Pravalenz 16 bzw. 11 %. In das Cluster E5Q fielen beim
sowohl beim Schwein (29 %), wie auch beim Landwirt (25 %) verhaltnismaRig

mehr Isolate als beim Familienmitglied (9 %).

Obwohl die drei Hauptcluster der Schweine sowohl bei Landwirt als auch
Familienmitglied auftraten, lasst sich zusammenfassen, dass die E. coli-Isolate des
Landwirtes (abgesehen von Cluster E5D) in héherem Male mit denen der

Schweine Ubereinstimmen als die der Kontaktperson.

3.3.1.4 Betrieb J20

Ahnlich wie in den vorherigen Abschnitten dieser Arbeit, sind auch die
Ergebnisse der Cluster-Analyse fir Betrieb J20 in drei Kreisdiagrammen
dargestellt, wobei nach Landwirt, Familienmitglied und Schweinen
aufgeschlusselt wurde (vgl. Abbildung 79, Abbildung 80 und Abbildung 81).
Insgesamt handelt es sich dabei um 243 Isolate, die Uber den Zeitraum April bis
einschlieBlich Juni 2014 gewonnen wurden. Auch hier findet sich eine Ubersicht

der einzelnen zur Untersuchung herangezogenen Isolate im Anhang Tabelle 37).
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Abbildung 79: Cluster-Analyse der E. coli-Isolate (n = 51) vom Landwirt

(P1), Betrieb J20
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Abbildung 80: Cluster-Analyse der E. coli-lsolate
Familienmitglied (P2), Betrieb J20
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Abbildung 81: Cluster-Analyse der E. coli-Isolate (n = 150) der Schweine,

Betrieb J20
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Unter den acht beim Landwirt detektierten Clustern befanden sich drei
Hauptcluster, deren Grolle 37 % (J20B), 17 % (J20D) und 12 % (J20A) betrug.
Die GroRe der brigen finf Cluster variierte zwischen 2 und 4 %. Der Anteil der
E. coli, deren ERIC-Bandenmuster keinem der Cluster zugeordnet werden
konnten, war mit 18 % recht hoch (,,J20none*). Beim Familienmitglied wurden
neben einem groRen Hauptcluster, das mit 72 % den Grol3teil der Isolate umfasste,
noch vier weitere Cluster identifiziert, deren GroRe zwischen 2 und 5 % betrug.
Auch bei dieser Person war der Anteil der nicht zuordenbaren E. coli mit 17 %
hoher als in den anderen untersuchten Betrieben. J20D, J20E, J20F, J20J stellten
die Hauptcluster bei den aus Schweine-Faeces isolierten Keimen dar, ihre Grolie
lag zwischen 11 und 19 %, zusammen stellten diese vier Cluster mehr als die
Hélfte der Isolate. Weiterhin gab es sechs kleinere Cluster, die zwischen 2 und
9 % der E. coli umfassten. Zwolf Prozent der untersuchten Isolate konnten keinem

der Cluster von J20 zugeordnet werden.

Das Séulendiagramm aus Abbildung 82 vergleicht das Auftreten der beim
Schwein detektierten Hauptcluster mit der Prévalenz derselben Cluster bei den

beprobten Personen.

100%
90%
80% Fook K
g +
E 70% ok ok %
o * +
g 60%
i
0/
n_L 50% .
® "
g 40% ¢ *
=
(%)

30%
20%

10%
Schweine Landwirt Familienmitglied
Proband
J20D J20E W J20F 1201
** p< 0,01 *** p< 0,001 (Chi-Quadrat-Test)

Abbildung 82: Pravalenz schweine-assoziierter Hauptcluster von E. coli-
Isolaten (n = 97) beim Landwirt und Familienmitglied, Betrieb J20

J20D, beim Schwein mit 19 % das grofite Cluster, fand sich in fast gleichem
Umfang (17 %) auch beim Landwirt wieder. Auch beim Familienmitglied trat

J20D auf, wenn auch nur in geringerem Ausmaf (2 %). Die beiden Cluster J20E
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und J20J umfassten beim Schwein 15 bzw. 11 % der E. coli, beim Landwirt
2 bzw. 4 % und traten bei der anderen Person gar nicht in Erscheinung. Cluster
J20F trat, wie bereits im vorherigen Absatz erwahnt, nur bei den Schweine-

Isolaten auf.

Auch wenn die Isolate aus den Faeces des Landwirtes in ihrer Cluster-
Zusammensetzung von der der Schweine abwichen, so wiesen diese E. coli alles
in allem mehr Ahnlichkeiten zu jenen der Schweine auf, als dies bei den E. coli

des Familienmitglieds der Fall war.

3.3.2 MLST-PCR

Exemplarisch wurden Ergebnisse der ERIC-PCR durch MLST-PCR und
anschlieBende Sequenzierung tberprift. Als zu untersuchende Proben dienten das
Isolat-Paar ,,E5-07-13-S14 Eco7*“ und ,,E5-07-13-P2 Eco3“ (im Folgenden als
,Paar E5-1¢ bezeichnet) sowie das Isolat-Paar ,,E5-P2-3T5 Eco7“ und
,»E5-11-13-S39 Eco7*“ (im Folgenden ,,Paar E5-2) von ,,Tracking“-Betrieb E5.
Bei Paar E5-1 handelt es sich dabei um zwei E. coli-Isolate der monatlichen
,,otatus Quo“-Probe vom Juli 2013, einerseits von Schwein Nr. 14, andererseits
vom Landwirt, deren Ahnlichkeit in der Auswertung der ERIC-Bandenmuster von
GelCompar® Il mit 100 % beziffert worden war. Paar E5-2 besteht aus einem
Isolat, das an Tag5 einer im Januar 2014 durchgefiihrten Behandlung der
Schweine (vgl. Abbildung 42) aus den Faeces des Landwirtes gewonnen wurde
und einem Isolat der monatlichen ,Status Quo‘“-Probe November 2013 von
Schwein Nr. 39. Hier betrug die Ahnlichkeit der ERIC-Bandenmuster in
GelCompar® 11 ebenfalls 100 %.

AulRerdem wurde das Isolat-Paar ,,A6-07-13-P1 Ec02” und ,,A6-S8-3T3 Eco4*
(Paar A6-1), isoliert aus einer Faecesprobe der ,,Status Quo‘“-Probe des Monats
Juli 2013 vom Landwirt respektive aus einer Faecesprobe von Schwein Nr. 8
wahrend einer ebenfalls auf Juli 2013 datierten Behandlung mit Tylosin
(vgl. Abbildung 36), beide von Betrieb A6, getestet. Auch hier lag als
Auswahlkriterium eine von GelCompar® Il berechnete Ubereinstimmung von

100 % im ERIC-Bandenmuster zugrunde.

Die aufgereinigten PCR-Amplifikate wurden jeweils einmal sequenziert. Zunachst
wurde der sog. ,,Sequence type“ (ST), also das sich aus den Sequenzen der der

Housekeeping-Gene ergebende Allel-Profil, der untersuchten Isolate unter
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Zuhilfenahme der online verfigbaren MLST-Datenbank flr E. coli der Warwick

Universitat (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/) ermittelt. Auf der Website

wird dem Housekeeping-Gen ein Zahlencode zugewiesen, der sich aus der
Gensequenz ableitet. Kombiniert lassen sich die jeweiligen Codes der sieben
Housekeeping-Gene auf der angegebenen Website in eine Suchmaske eingeben,
im Anschluss daran wird die Datenbank nach identischen Sequenztypen
abgeglichen. Abbildung 83 und Abbildung 84 zeigen die Ergebnisse des
Datenbank-Abgleiches von Isolat-Paar E5-1 von Betrieb E5.

6 4 3 18 7 7 6
ST20 6 4 3 18 7 7 6 ST20 Cplx
ST561 6 4 3 18 7 7 23 ST20 Cplx
ST560 6 4 3 7 7 7 6 ST20 Cplx
ST3674 6 4 3 18 7 7 14 None
ST3579 6 4 345 18 7 7 6 None

Abbildung 83: Ergebnisse des MLST-Datenbank-Abgleiches von Isolat
»E5-07-13-S14 Eco7¢

6 23 32 16 9 8 6
ST675 6 23 32 16 9 8 7 None
ST4733 6 23 32 88 9 8 6 None
ST3640 6 23 3 16 8 6 None
ST203 6 23 32 16 43 8 6 None
ST942 6 4 3 16 9 8 6 None

Abbildung 84: Ergebnisse des MLST-Datenbank-Abgleiches von Isolat
»E5-07-13-P2 Eco3*

Die Allele der beiden Isolate stimmten in zwei von sieben Féllen Uberein. Bei
»E5-07-13-S14 Eco7“ handelte es sich um einen dem Sequenztyp ST20
identischen Klon (vgl. Abbildung 83). Fiir ,,E5-07-13-P2 Eco3* hingegen konnte
in der Datenbank keine 100 %ige Ubereinstimmung mit einem der hinterlegten
Sequenztypen gefunden werden (s. Abbildung 84). Die néchsten ,,Verwandten*
dieses lIsolates sind die Sequenztypen ST675, ST4733, ST3640 und ST203, die

allesamt in nur einem Allel-Profil eines der Housekeeping-Gene von


http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/
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,»E5-07-13-P2 Eco3“ abwichen. ST942 hingegen unterschieden sich bereits in den

Nukleotidsequenzen zweier Housekeeping-Gene vom untersuchten Isolat.

Zusétzlich wurden die jeweils ohne Unterbrechung direkt hintereinander
verknlpften Nukleotidsequenzen der Gene der beiden Isolate der jeweiligen
E. coli-Paare mittels NCBI BLAST® gegeneinander abgeglichen und auf
Unterschiede hin untersucht. Beispielhaft ist dieser Abgleich in Abbildung 85
dargelegt: Die GroRe der entsprechend aneinandergereihten Sequenz der Isolate
,E5-07-13-S14 Eco7“ (= Query) und ,,E5-07-13-P2 Eco3“ (= Sbjct) (Paar E5-1)
betrug jeweils 5631 bp, in der Abbildung ist der Abschnitt von Basenpaar 721 bis
840 dargestellt. An Position 809 kam es zu einem ,Mismatch® der beiden
Sequenzen, im Alignment gekennzeichnet durch den fehlenden Verbindungsstrich
zwischen den abgeglichenen Nukleotiden. Die Analyse (eine vollstandige Version
des Nukleotidabgleiches befindet sich im Anhang) ergab, dass von den
5631 Basenpaaren  insgesamt 5600  Ubereinstimmten,  woraus eine

Sequenziibereinstimmung von 99,5 % resultierte.
Basen- Basen-
position position

Query 721 GAGCCAGTTCCGCTACGTGAGGCAGGCTGTATTCGATATSTTTGAGATTATGCTCGAGCE 780

Lerrererrrererererreerererer e e e e e e e e e e e e e
Sbjet 721  GRGCCAGTTCCGCTACGTGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGRAGCA 780

Query 781 TCGCTACCCAGCCGGARATETCCTGCC GTGTTAGCGECETGGCGTCCTGCRAAGTGGE 840

NRRREERRERRRRRRRA RN (RRRERN LEEEEEEEre e e e rer et
Sbjct 781  TCGCTACCCAGCCGGRAAT(TCCTGCCACRAGTGTTAGCGGCGTGGCGTCCTGCARGTGGE 840

Keine Ubereinstimmung: T- C

Abbildung 85: Ausschnitt des Sequenzabgleiches der Nukleotidsequenzen der
Isolate ,,E5-07-13-S14 Eco7“ (= Query) und ,,E5-07-13-P2 Eco3“ (= Sbjct)
(= Paar E5-1)

Die Ergebnisse des MLST-Datenbankabgleiches von Isolat-Paar E5-2 zeigen
Abbildung 86 und Abbildung 87.
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10 1 - 8 8 8 2
ST10 10 1" 4 8 8 8 2 ST10 Cplx
ST986 10 134 4 8 8 8 2 None
ST98 10 1 4 39 8 8 2 ST10 Cplx
ST976 10 189 4 8 8 8 2 None
ST975 10 182 4 8 8 8 2 None

Abbildung 86: Ergebnisse des MLST-Datenbank-Abgleiches von Isolat
»E5-P2-3T5 Eco7¢

10 11 -+ 1 8 8 2
ST34 10 1" 4 1 8 8 2 ST10 Cplx
ST98 10 1" 4 39 8 8 2 ST10 Cplx
ST891 10 1" 4 33 8 8 2 None
ST771 10 1" 4 148 8 8 2 None
ST757 136 1" 4 1 8 8 2 None

Abbildung 87: Ergebnisse des MLST-Datenbank-Abgleiches von Isolat
»E5-11-13-S39 Eco7¢

Die ST-Codes stimmten hier in sechs von sieben Féllen berein — letztlich ist
Isolat ,,E5-P2-3T5 Eco7* identisch zum in der Datenbank hinterlegten Sequenztyp
ST10, Isolat ,,E5-11-13-S39 Eco7* hingegen identisch zu Sequenztyp ST34, beide

gehdren dem ST10-Komplex an.

Bei Paar E5-2 waren die jeweiligen Nukleotidsequenzen (auch hier ist eine
vollstandige Version im Anhang hinterlegt, wobei Isolat
,»E5-P2-3T5 Eco7* = Query bzw. Isolat ,,E5-11-13-S39 Eco7‘ = Shjct) der beiden
E. coli-Isolate in 5351 von insgesamt 5356 Basenpaaren oder umgerechnet in
99,9 % Ubereinstimmend. Die flinf Basenpaar-Mismatches kamen hierbei allesamt
im gleichen Housekeeping-Gen, namentlich icd, zuliegen; im Umkehrschluss
bedeutet dies, dass sechs der sieben  Housekeeping-Gene eine

Sequenzubereinstimmung von 100 % aufwiesen.

Die Ergebnisse des Abgleichs von Paar A6-1 mit der MLST-Datenbank sind in
Abbildung 88 und Abbildung 89 dargestellt.
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6 29 4 1 24 8 7
ST1146 6 29 4 1 24 8 7 None
ST1637 6 29 16 1 24 8 7 None
ST690 6 4 4 1 98 8 7 None
ST4679 6 4 4 16 24 8 7 None
ST4267 6 6 4 16 24 8 7 None

Abbildung 88: Ergebnisse des MLST-Datenbank-Abgleiches von Isolat
»A6-S8-3T3 Eco4“

43 41 15 18 n 7 6
ST101 43 41 15 18 1" 7 6 ST101 Cplx
ST878 43 41 15 18 9 7 6 None
ST872 43 41 15 18 24 7 6 None
ST619 43 41 15 18 59 7 6 ST101 Cplx
ST604 43 41 15 18 1" 7 22 ST101 Cplx

Abbildung 89: Ergebnisse des MLST-Datenbank-Abgleiches von Isolat
»A6-07-13-P1 Eco02”

Anhand der Allel-Codes in den beiden Abbildungen l&sst sich feststellen, dass die
beiden Isolate in keinem der sieben Allele Ubereinstimmen. ,,A6-S8-3T3 Eco4*
erwies sich als identisch zum Sequenztyp ST1146 (vgl. Abbildung 88), fur das
E. coli-Isolat  ,,A6-07-13-P1 Eco2” wurde in der Datenbank eine
Ubereinstimmung mit dem Sequenztyp ST101 gefunden (vgl. Abbildung 89).

Der Abgleich der Nukleotidsequenzen der lIsolate ,,A6-07-13-P1 Eco2” (= Query)
und ,,A6-S8-3T3 Eco4“ (=Sbjct) befindet sich ebenfalls im Anhang dieser Arbeit.
Mittels NCBI BLAST® wurden festgestellt, dass die 5451 bp lange Sequenz der
beiden Isolate in 5407 Basenpaaren und damit zu 99,2 % Ubereinstimmte.

3.3.21 Charakterisierung der Resistenzmuster der E. coli-MLST-Isolat-
Paare

Von den drei E. coli-MLST-Isolat-Paaren wurden sowohl phanotypische wie auch

genotypische Resistenzprofile erstellt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in

Tabelle 26 aufgefuhrt. Dabei wiesen die beiden Isolat-Paare aus ,, Tracking®-
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Betrieb E5 die Gemeinsamkeit auf, dass in der Mikrodilution jeweils das Human-
Isolat frei von phé&notypischen Resistenzen war. Dagegen traten in beiden
Schweine-E. coli Resistenzen in Erscheinung: Bei ,,E5-07-13-S14 Eco7“
(Paar E5-1) wurde FOS-Resistenz detektiert, ,,E5-11-13-S39 Eco7* (Paar E5-2)
wies phanotypische Resistenz gegen Amoxicillin / Clavulansaure, Ampicillin,
Piperacillin ~ und  Trimethoprim / Sulfamethoxazol =~ sowie  verminderte
Empfindlichkeit gegen Doxycyclin auf. Im zugrundeliegenden Genprofil glichen
sich die DNA-Extrakte der Isolate des Paares E5-1: Abgesehen vom — bei E. coli
natlrlicherweise — chromosomal kodierten Protein AmpC konnte keines der
untersuchten Resistenzgene detektiert werden. Anders die vorherrschende
Situation bei Paar E5-2: Gemeinsam konnte in beiden Isolaten blactx.m
nachgewiesen werden, jedoch wurden im DNA-Extrakt vom Schwein
(,,E5-11-13-S39 Eco7*) mit str(A), str(B), sul(ll) und tet(A) vier weitere

Antibiotikaresistenzgene gefunden.

Wahrend flr das Paar A6-1 im aus dem Landwirt isolierten E. coli phanotypische
Resistenz ausschliellich gegen Antibiotika aus der Wirkstoffklasse der R-Laktame
detektiert wurde, war das porcine Isolat dartber hinaus auch gegen
Trimethoprim / Sulfamethoxazol resistent und wies zudem verringerte
Empfindlichkeit gegen Doxycyclin auf. Auch hinsichtlich des in den jeweiligen
DNA-Extrakten ermittelten Resistenzgen-Spektrums unterschied sich das
Paar A6-1, beim Schwein wurden in der PCR tet(A), str(A), str(B) und sul(ll)

amplifiziert.
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Tabelle 26: Phano- und genotypische Resistenzprofile der E. coli-MLST-Isolat-Paare

n Resistenzen

Isolat-

Paar-Nr. Isolatbezeichnung Phanotypisches Resistenzprofil Wirkstoffe Wirkstoffkdassen Genotypisches Resistenzprofil
E5-07-13-S14 Eco7 FOS 1 1 Kein Resistenzgen detektiert
£>-1 E5-07-13-P2 Eco3 / / / Kein Resistenzgen detektiert
E5-P2-3T5 Eco? / / / blacrym
B2 E5-11-13-S39 Eco7 AMC AMP PIP DOX* T/S 5 3 blacrx.m-str(A)-str(B)-sul(ll)-tet(A)
A6-07-13-P1 Eco2 AMP PIP PIT CEP COX C/V CPP CAZ CXM 9 1 Kein Resistenzgen detektiert
pot A6-S8-3T3 Eco4 AMC AMP PIP GEN TOB DOX* T/S COL 8 5 str(A)-str(B)-sul(ll)-tet(A)

* Beurteilung nicht anhand Breakpoint sondern mittels ECOFF; hier keine Aussage hinsichtlich Resistenz moglich, sondern lediglich eine orientierende Einschatzung zu verminderter Empfindlichkeit
gegen den jeweiligen Wirkstoff!
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Die weitere Chrarakterisierung der Resistenzeigenschaften dauerte zum Zeitpunkt
der Fertigstellung dieser Arbeit an und umfasst unter anderem
molekularbiologische Untersuchungen zur Plasmid-Charakterisierung.

3.4 Resistenzstatus der E. coli-Isolate vom Schwein zum Zeitpunkt der
Schlachtung
Von den insgesamt 130 wahrend der Mast in die Studie aufgenommenen
, Tracking“-Tieren konnten letztlich 122 Schweine am Schlachthof beprobt
werden, woraus 244 Fleischproben resultierten, zur Halfte Hals-, zur Halfte
Bauchfleischsticke.  Aus  den  Spulldsungen  dieser  Fleischstiicke
(vgl. Abschnitt 1112.1.1) wurden 198 E. coli isoliert, wobei diese sich in
134 Isolate von Bauchfleisch- und 64 Isolate von Halsfleischproben aufgliedern
lieBen. Diese 198 Isolate stammten von insgesamt 54 Fleischproben bzw.
45 verschiedenen Tieren, woraus sich schlussfolgern l&asst, dass auf mehr als
einem Drittel (36,9 %) der Fleischproben der am Schlachthof beprobten Tiere

E. coli isoliert werden konnten.

Tabelle 27 listet getrennt nach den einzelnen ,,Tracking*-Betrieben auf, wie viele
Fleischproben jeweils zur Bestimmung des Resistenzstatus untersucht wurden,
von wie vielen dieser Proben jeweils E. coli isoliert werden konnten bzw. auf
welche Anzahl an Schweinen diese keimbelasteten Fleischprobe zuriickgingen
und schlisselt zudem auf, um wie viele Fleisch-E. coli es sich insgesamt pro
Betrieb handelte. An dieser Stelle sei angemerkt, dass jeweils alle E. coli, die sich
auf den jeweiligen Fleischstiicken befanden, von den Agar-Platten isoliert
wurden. Daraus ergibt sich, dass den einzelnen Schweinen unterschiedlich viele
Isolate zugeordnet werden konnten — in manchen Fallen, war dies nur ein Keim,
im Falle der Fleischproben von Schwein Nr. 12 aus Betrieb A21 jedoch insgesamt
31 Isolate.
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Tabelle 27: Zuordnung der Fleisch-E. coli-1solate nach ,,Tracking“-Betrieben

Untersuchte Fleischproben, von denen Tiere, deren Fleischproben E. coli-

Betrieb  Fleischproben E. coli isoliert wurden mit E. coli belastet waren Isolate
(n =244) (n =54) (n =45) (n =198)
E5 74 16 14 49
A21 38 14 10 66
A6 60 18 16 53
M13 36 3 3 24
H18 18
J20 18 2 1

Alle Fleisch-Isolate wurden zum einen mittels Mikrodilution hinsichtlich ihrer
phanotypischen Resistenz gegenlber den in Tabelle 11 aufgefihrten
antibakteriellen Wirkstoffen untersucht. Zum anderen wurde die DNA der Isolate
mittels Chelex® 100 extrahiert und im Anschluss via Endpunkt-PCR die
Anwesenheit der in Tabelle 6 aufgelisteten Resistenzgene nachgewiesen
(vgl. Abschnitt 1112.2.1.1 und 1112.2.1.2).

34.1 Phanotypische Resistenz

3.4.1.1 Resistenzvorkommen und MHK-Verteilungen

Tabelle 28 fasst, getrennt nach den jeweiligen ,,Tracking“-Betrieben (zur
Erinnerung: Bei H18 und J20 handelt es sich um die beiden 6kologischen
Schweinehaltungen), die Ergebnisse der Untersuchung der vom Fleisch isolierten
E. coli auf phanotypische Antibiotikaresistenzen gegen die Wirkstoffklasse der

R-Laktame (Auflistung der Wirkstoffkirzel s. Tabelle 5) zusammen.

Tabelle 29 zeigt Selbiges fur die Ubrigen getesteten Wirkstoffe. Dabei wird zum
einen farblich markiert, gegen welche Wirkstoffe keinerlei Resistenzen detektiert
wurden. Zum anderen wird in den Tabellen farblich hervorgehoben, sobald bei
mindestens einem Fleisch-Isolat des jeweiligen Betriebs Resistenz gegen einen
der Wirkstoffe auftrat. In diesem Falle wurde zudem fur die gesamte Population
der E. coli-lsolate aus Fleischproben des jeweiligen Betriebs die MHKsg
respektive die MHKgo analog zum in Abschnitt 1112.1.4 beschriebenen Vorgehen

ermittelt.
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Tabelle 28: Ergebnisse der phénotypischen Resistenztestung von Fleisch-E. coli (n = 198) gegen [3-Laktam-Antibiotika aus Tabelle 5

Betrieb Untersuchte AMC AMP PIP PIT CEP CTX COX c/v CPP CAZ CXM ERT IMP MER
E. coli-lsolate MHKso / MHKg,

E5 49 64/128 256/256 256/256 2/4  025/025 0,25/025 8/32 05/1 05/1 025/05 4/8 0,25/ 16

A21 66 64 /128 256/256 256 /256 0,25/0,25 0,25/025 8/32 05/1 05/05 025/1 4/8 0,25/0,25

A6 53 16 /64 256/256 128/256

M13 24 2/32 2/256 1/128 1/2 1/8 0,25/025 4/8

H18 4 4/16 2 /256 2 /256

J20 2 4/16 025/8 025/16  16/32 05/8 05/8 0,25/8 8/32

Tabelle 29: Ergebnisse der phénotypischen Resistenztestung von Fleisch-E. coli (n = 198) gegen tbrige Antibiotika aus Tabelle 5

Betrieb Untersuchte AMK GEN TOB FLL cip ENR LEV DOX FOS T/S AZT coL
E. coli-Isolate MHKso / MHKq

E5 49 1/2 8/16 0,063/0.5 0,063 /1 0,063 /1 8/32 16/64 05/8 1/1 1/1
A21 66 4a/8 05/1 8/16  0,063/1 0,063 /2 0,063 /1 4/32 16/32 05/8 1/1 1/1
A6 53 8/8 0,063 / 0,013 2/32 16/16 05/8 1/1 1/2
M13 24 8/16 0,063 / 0,063 4/16 16/16 0,5/05

H18 4 8/16 0,063 / 0,063 4/32 05/8

J20 2 8/128 0,063 /0,013 2/4 16 /128 1/32

Bei keinem der getesteten Fleisch-Isolate phanotypische Resistenz detektiert

Resistenz bei mindestens einem der untersuchten Fleisch-Isolate detektiert

Hier keine Aussage hinsichtlich Resistenz moglich, sondern lediglich eine orientierende Einschdtzung zu verminderter Empfindlichkeit gegen den
jeweiligen Wirkstoff!
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Aus den Daten in Tabelle 28 geht hervor, dass unter den 49 Fleisch-Isolaten der
Schweine aus Betrieb E5 Resistenz mit Ausnahme der beiden Carbapeneme
Ertapenem und Meropenem gegen jeden Wirkstoff aus der Gruppe der [3-Laktam-
Antibiotika detektiert wurde. Ganz &hnlich stellte sich die Situation in den E. coli
aus Betrieb A21 dar, hier waren jedoch alle Isolate zusatzlich sensibel gegen
Piperacillin / Tazobactam. Auch in ,, Tracking*-Betrieben M13 offenbarten sich in
den vom Fleisch isolierten Keimen Resistenzen gegen die Hélfte der getesteten
Wirkstoffe dieser Antibiotikaklasse. Gegen acht [3-Laktame, waren die beiden
Isolate von Schwein Nr. 2 aus dem 6kologischen Betrieb J20 resistent; konkret
beruhte dies auf verminderter Empfindlichkeit gegenlber Ampicillin und
Cephalosporinen. In der Fleischprobe des anderen 0kologischen Betriebs (H18)
sowie in den Proben von A6 zeigten sich ebenfalls 3-Laktam-resistente Keime,
jedoch gegen weniger Wirkstoffe als in den anderen Betrieben — vorwiegend
richteten sich die Resistenz hierbei gegen Penicilline. Hinsichtlich der MHKs
fallen primér die relativ hohen Werte der E. coli-Isolat-Gruppen der Betriebe ES5,
A21, A6 und mit Abstrichen auch M13 und H18 bei den Penicillinen ins Auge.
Des Weiteren ergaben sich fur die beiden Isolate aus Betrieb J20 bei den
Cephalosporinen verhaltnismaBig hohere MHKgo-Werte als in den (brigen

Betrieben.

Die E. coli-Isolate von A6 und M13 erwiesen sich ebenso als empfindlich gegen
alle untersuchten Aminoglykoside wie die der beiden ©kologischen
Schweinehaltungen H18 und J20.

Verminderte Empfindlichkeit gegen Florfeincol trat mit Ausnahme von H18, in
den Fleischproben aller Betriebe mindestens einmal auf, Resistenz gegen
Ciprofloxacin, und Levofloxacin bzw. dem Anschein nach verminderte
Empfindlichkeit gegen Enrofloxacin — allesamt Vertreter der Fluorchinolone —
hingegen nur in E. coli-Isolaten der Tiere aus E5 bzw. A21. Die MHK-Werte fir
die letztgenannten Isolat-Gruppen waren dabei jedoch relativ niedrig.

Nur die beiden Isolate von Schwein Nr.12 aus Betrieb J20 erwiesen sich
ausnahmslos als empfindlich gegenuber Doxycyclin und
Trimethoprim / Sulfamethoxazol. Unter den Fleisch-Isolaten aller brigen
Betriebe befanden sich jeweils mehrere, die gegen diese beiden Wirkstoffe
resistent  (Trimethoprim / Sulfamethoxazol)  bzw. scheinbar  vermindert

empfindlich waren. Im Falle der Keime des Betriebs E5 lag bereits die MHKs5p mit
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einem Wert von acht tiber dem von EUCAST vorgelegten epidemiologischen Cut-

off fir Doxycyclin.

Gegen die beiden Wirkstoffe Fosfomycin und Aztreonam wurden — diesmal mit
Ausnahme des 6kologischen Betriebs H18 und hinsichtlich Aztreonam auch M13
— Resistenzen in den Fleisch-lsolaten aller anderen Betriebe aufgedeckt. Colistin-
Resistenz wurde nur in den konventionellen Betrieben E5, A21 und A6 detektiert,
bei allen Isolat-Gruppen lagen die MHKso- und MHKg-Werte dabei unter dem

definierten Breakpoint.

In Tabelle 30 sind die phanotypischen Resistenzprofile aller vom gleichen Stiick
Bauchfleisch isolierten E. coli (n=29) von Schwein Nr. 12 aus Betrieb A2l
dargestellt. Die darin enthaltenen Daten sollen — ohne dabei detailliert auf die
einzelnen Resistenzen einzugehen — verdeutlichen, dass die sich aus der
Mikrodilution ergebenden Resistenzprofile trotz des einheitlichen Ursprungs der
Probe durchaus variieren: So gab es unter den 29 Fleisch-Isolaten dieses Tieres
insgesamt 12 verschiedene phanotypische Resistenzprofile. Dabei umfasste das
Spektrum der Resistenzen zwischen 1 und 16 Wirkstoffen respektive 1 bis 7
Wirkstoffklassen.
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Tabelle 30: Phanotypische Resistenzprofile aller von der Bauchfleischprobe
des Schweins Nr. 12 (Betrieb A21) isolierten E. coli (n = 29)

Isolatbe-

n Resistenzen

Betrieb L Probenart Phdnotypisches Resistenzprofil
zeichnung Wirkstoffe  Wirkstoffklassen
A21 S12-Ecol Bauchfleisch AMC AMP PIP CXM DOX* 5 2
A21 S12-Eco2 Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* 4 2
A21 S12-Eco3 Bauchfleisch DOX* 1 1
A21 S12-Ecod Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* T/S 5 3
A21 S12-Eco5 Bauchfleisch DOX* 1 1
A21 S12-Eco6 Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* 4 2
A21 S12-Eco7 Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* T/S 5 3
A21 S12-Eco8 Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* 4 2
A21 S12-Eco9 Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* 4 2
A21 S12-Eco1l0 Bauchfleisch AMC AMP PIP FOS 4 2
A21 S12-Ecoll  Bauchfleisch AMC AMP PIP COX 4 1
A21 S12-Ecol2  Bauchfleisch AMC AMP PIP 3 1
A21 S12-Ecol3  Bauchfleisch AMC AMP PIP 3 1
A21 S12-Ecol4  Bauchfleisch AMC 1 1
A21 S12-Ecol5 Bauchfleisch AMC AMP PIP 3 1
A21 S12-Ecol6  Bauchfleisch é)'z/IMC QI(\)/I)I:*F;I_;’SC:ZPTCTX coxcpp 11 4
A21 S12-Ecol7 Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* T/S 5 3
A21 S12-Ecol8 Bauchfleisch AMC AMP PIP COX 4 1
A21 S12-Eco19 Bauchfleisch AMC AMP PIP 3 1
A21 S12-Ec020  Bauchfleisch AMC AMP PIP 3 1
A21 S12-Eco21  Bauchfleisch AMC AMP PIP 3 1
A21 S12-Eco22  Bauchfleisch AMC AMP PIP COX 4 1
A21 S12-Eco23  Bauchfleisch AMC AMP PIP COX 4 1
A21 S12-Eco24  Bauchfleisch AMC AMP PIP CIP ENR* LEV 6 2
A21 S12-Eco25 Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* 4 2
A21 S12-Ec026  Bauchfleisch AMC AMP PIP 3 1
A21 S12-Eco27  Bauchfleisch AMC AMP PIP 3 1
A21 S12-Eco28  Bauchfleisch AMC AMP PIP DOX* 4 2
AMC AMP PIP CEP CTX C/V CPP
A21 S12-Eco29  Bauchfleisch CXM AMK FLL* CIP ENR* LEV 16 7

DOX* T/S AZT

* Beurteilung nicht anhand Breakpoint sondern mittels ECOFF; hier keine Aussage hinsichtlich Resistenz
moglich, sondern lediglich eine orientierende Einschatzung zu verminderter Empfindlichkeit gegen den
jeweiligen Wirkstoff!

34.1.2

Ruckverfolgung resistenter Isolate zum Hof

Exemplarisch wurde anhand der Betriebe E5 und A6 Uberpriuft, ob Isolate von

einzelnen Schweinen, deren Fleischstiicke im Schlachthof mit phénotypisch

resistenten E. coli belastet waren, schon auf Betriebsebene &hnliche oder gar

identische Resistenzmuster aufwiesen.
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Wie Tabelle 31 zeigt, konnten in jedem der beiden ,,Tracking“-Betriebe auf
Einzeltierebene Isolate identifiziert werden, die bereits auf dem Hof phéanotypisch
gegen dieselben Wirkstoffe resistent waren, wie spater auf dem Schlachtkorper;
dabei wiesen die phénotypischen Resistenzprofile in ihrer Gesamtheit zum Teil
hohe Ahnlichkeiten auf. Die den jeweiligen Isolaten zugrundeliegenden
genotypischen Resistenzprofile unterschieden sich in den meisten Fallen hingegen
mehr oder weniger deutlich voneinander. Nur im Falle eines Isolat-Paares (,,A6-
2T2-S1 Ecol®“ und ,A6-S1 Halsfleisch Eco2“) stimmten alle detektierten

Resistenzgene uberein.
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Tabelle 31: Phano- und genotypische Resistenzprofile von E. coli-1solaten einzelner Tiere auf Betriebs- und Schlachthofebene

Probenahmeort " . X ) n Resistenzen . . .
/ Phanotypisches Resistenzprofil Genotypisches Resistenzprofil

Probenahmezeitpunkt Wirkstoffe Wirkstoffklassen

Betrieb Proband Isolatbezeichnung

Betrieb, ,Status Quo“

07-13 Ecod . AMC AMP PIP DOX* 4 2 blacry.-tet(A)-sul(l)-gacEA1
E5 S10 Juli 2013

Halsfleisch Ecol Schlachthof, Juli 2013  AMC AMP PIP DOX* T/S 5 3 tet(A)-tet(B)-str(A)-str(B)

375 Eco3 Betrieb, Behandiung 1, . 1 1 tet(B)-str(A)-str(B)
ES 543 Januar 2014

Bauchfleisch Ecol Schlachthof, Juni 2014 DOX* 1 1 blacrx.m-tet(A)-sul(l)

370 Eco9 Betrieb, Behandiung 1 AMp DOX* T/5 4 3 tet(A)-str(A)-str(B)-sul(ll)
ES s47 Januar 2014

Bauchfleisch Eco2 Schlachthof, Juni 2014 AMC AMP DOX* PIP FOS 5 3 blacryx.m-tet(A)-str(A)-str(B)

2T2 Ecol Fj?ggi’:eha”d'“”g AMP PIP DOX* AMC FLL* COL 6 4 tet(A)-str(A)-str(B)-sul(ll)
A6 S1

. Schlachthof, "

Halsfleisch Eco2 Oktober 2013 AMP PIP DOX* T/S 4 3 tet(A)-str(A)-str(B)-sul(l1)

373 Eco4 fj?;’giﬁehand'””g AMC AMP PIP DOX* 4 2 tet(A)-str(A)-str(B)-sul(ll)-gacEAL
A 57 Schlachthof,

. ’ *
Halsfleisch Eco3 Oktober 2013 AMC AMP PIP DOX* T/S 5 3 tet(A)
Betrieb, Behandlung

373 Ecod Juli 2013 AMC AMP PIP DOX* T/S GEN TOB COL 8 5 tet(A)-str(A)-str(B)-sul(ll)

A 58 Schlachthof
. ’ *
Bauchfleisch Ecol Oktober 2013 AMC AMP PIP DOX* T/S 5 3 tet(A)

* Beurteilung nicht anhand Breakpoint sondern mittels ECOFF; hier keine Aussage hinsichtlich Resistenz moglich, sondern lediglich eine orientierende Einschatzung zu verminderter Empfindlichkeit
gegen den jeweiligen Wirkstoff!
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3.4.2 Genotypische Resistenz

Alle E. coli, die aus den Spullésungen der Hals- und Bauchfleischproben isoliert
werden konnten, wurden auf die Anwesenheit verschiedener Antibiotika-
Resistenzgene (s. Tabelle 6) untersucht — Mutationen des chromosomal kodierten
ampC-Gens nur in ESBL-verdachtigen Keimen. Dabei war das Spektrum der
phano- und genotypischen Resistenzuntersuchungen, wie Dbereits in
Abschnitt 1112.2.1.2 thematisiert, nicht deckungsgleich.

3.4.2.1 Resistenzvorkommen
Tabelle 32 zeigt, in welchem AusmaR die untersuchten Fleischproben der
,» Tracking®“-Schweine mit Resistenzgen-positiven E. coli belastet waren.

Tabelle 32: Pravalenz Resistenzgen-positiver E. coli (n =198 untersuchte
Isolate) in Fleischproben (n = 244), sortiert nach ,,Tracking“-Betrieben

Untersuchte blacrx.m qacEA1l str(A) str(B) sul(l) sul(ll) tet(A) tet(B)

Betrieb .

Fleischproben Privalenz Resistenzgen-positiver E. coli in Fleischproben
ES 74 1,4%  54% 108% 41%  27%  68% 135% 81%
A21 38 132%  7,9% 184% 184% 105% 158% 158% 105%
A6 60 67%  67% 100% 83%  50% 11,7% 150%  67%
M13 36 56%  28%  28%  28%  28% 2,8%
H18 18 5,6 % 5,6 % 5,6 % 5,6 % 5,6 % 5,6 %
J20 18

Resistenzgen in keinem E. coli der untersuchten Fleischproben nachgewiesen

Resistenzgen in E. coli von mindestens einer Fleischprobe nachgewiesen

In den konventionellen Betrieben E5, A21 und A6 wurde jedes der untersuchten
Resistenzgene in den DNA-Extrakten von E. coli mindestens einer Fleischprobe
nachgewiesen. Fir Betrieb E5 wurden tet(A)-positive E. coli in 13,5 % der Proben
nachgewiesen, wéhrend str(A)-positive E.coli auf 10,8 % der untersuchten
Fleischstiicke detektiert wurden. Auf etwa jeder zwolften Fleischprobe (8,1 %)
wurden tet(B)-beherbergende E. coli nachgewiesen. Fleischstiicke aus Betrieb
A21 waren in jeweils knapp einem Funftel der Félle (18,4 %) mit str(A)- bzw.
str(B)-positiven E. coli belastet, sul(ll)- und tet(A)-tragende Fleisch-Isolate
wurden in jeweils 15,8 % der Proben detektiert. Dartiber hinaus lielen sich
blactx-m-positive E. coli in 13,2% aller untersuchten Fleischstiicke dieses
Betriebes nachweisen. In A6 waren 10 % — str(A) — bzw. 15 % — tet(A) — der
Fleischproben mit E. coli kontaminiert, die das jeweilige Resistenzgen in ihrer
DNA beherbergten. Auch sul(ll) wurde in vergleichbar vielen Fallen (11,7 % der
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untersuchten Proben) gefunden. Im vierten konventionellen Betrieb, M13, traten
Resistenzgen-positive E. coli nur in verhdltnismaRig wenigen Fleischproben in
Erscheinung, das am hé&ufigsten nachgewiesene Gen war dabei blactx-m (5,6 %).
Hingegen wurden sul(ll)- und tet(B)-tragende E. coli in keiner der untersuchten
Fleischproben von M13 detektiert. Auf einem Fleischstiick aus dem 6kologischen
Betrieb H18 fanden sich multiresistente Isolate — hier traten abgesehen von str(A)
und tet(B) alle Gene mindestens einmal in Erscheinung. In Fleischproben aus der
zweiten okologischen Schweinehaltung (J20) wurde kein E. coli-1solat ermittelt,

das eines der untersuchten Resistenzgene beherbergte.

Wie Tabelle 33 zu entnehmen ist, waren — tGber Betriebsgrenzen hinweg — 10,7 %
aller untersuchten 244 Fleischproben mit tet(A)-positiven E. coli kontaminiert,
das entspricht in etwa jedem neunten Fleischstiick. str(A) wurde in Fleisch-E. coli
aus 9,4 % der Proben nachgewiesen, darauf folgen sul(Il) mit einem Wert von
7,8 %, str(B) (6,6 %) und tet(B) (6,1 %). blactx-m- bzw. gacEAI-tragende
Fleisch-E. coli wurden in jeweils 13 Proben (das enspricht jeweils 5,3 % der
Falle) und damit etwas haufiger als sul(l)-positive E. coli (4,5 %) detektiert.

Tabelle 33: Pravalenz Resistenzgen-positiver E. coli (n =198 untersuchte
Isolate) in Fleischproben (n = 244), betriebstbergreifend

Resistenzgen-positive E. coli in untersuchten Fleischproben

Resistenzgen

n %
blacrym 13 5,3
tet(A) 26 10,7
tet(B) 15 6,1
sul(l) 11 4,5
sul(l) 19 7,8
str(A) 23 9,4
str(B) 16 6,6
qgackAl 13 5,3

Betrachtet man das Auftreten der Resistenzgene auf Ebene der Isolate, so war —
unter Einbeziehung potenziell klonaler E. coli — in etwas weniger als einem
Viertel, genauer gesagt in 24,2 % (n = 48) der 198 Keime keines der gesuchten
Gene auffindbar (vgl. Abbildung 90). Ergo wurde in 75,8 % (n = 150) der Isolate

mindestens eines der aufgefiihrten Resistenzgene detektiert.
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Abbildung 90: Prozentuale Verteilung von Mehrfachresistenzen in Fleisch-
E. coli (n = 198)
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V DISKUSSION

1 Methodendiskussion

1.1 Untersuchungsmaterial

Bei der Akquise der Schweine haltenden ,,Screening“-Betriebe lag das
Augenmerk auf Mast- und ,,Kombi“-Betrieben. Die Akquise der Betriebe gelang
nur mit erheblichem Einsatz. Das Projekt wurde bei Vortragsveranstaltungen
(Hans-Eisenmann-Zentrum; Ringerzeugertreffen) vorgestellt und mit Flyern
beworben, zudem erfolgte zu Projektbeginn Offentlichkeitsarbeit im Bayerischen
Landwirtschaftlichen Wochenblatt und im DLZ-Agrarmagazin; entscheidend war
daruber hinaus insbesondere die Zusammenarbeit mit dem Bayerischen
Tiergesundheitsdienst und der LfL. Beide Institutionen konnten aus
datenschutzrechtlichen Griinden keine Kontakte bereitstellen, sondern warben
aktiv im Kontakt mit den Landwirten fiir deren eigenstandige Kontaktaufnahme.
Letztlich gelang es trotz dieser Schwierigkeiten, 35 konventionelle und
23 Okologische Betriebe (geographisch verteilt tber alle sieben Regierungsbezirke
Bayerns) fir die Teilnahme am Projekt zu gewinnen. Bei den , Tracking®-
Betrieben konnten neben vier konventionellen Betrieben zwei 0Okologische
Schweinehaltungsbetriebe mit erwiesen geringem Antibiotikaverbrauch als

Referenzbetriebe eingeschlossen werden.

Die Akquise der ,, Tracking“-Betriebe erfolgte aus den oben genannten Griinden
zu unterschiedlichen Zeitpunkten, woraus fur die jeweiligen Betriebe
unterschiedlich lange Beobachtungszeitraume — Betrieb E5 wurde tiber 13 Monate
hinweg begleitet, die Betriebe J20 und H18 hingegen nur tber 5 bzw. 6 Monate —
und eine ungleich Anzahl an beprobten Mastdurchgéngen resultierten. Diesem
Sachverhalt wurde bei der Datenauswertung durch die Auswahl geeigneter
statistischer Verfahren Rechnung getragen. Hinsichtlich des Studien-Designs
wurde flr den ,,Tracking“-Teil, &hnlich wie in vergleichbaren Forschungsarbeiten,
zum Mittel der Kohortenstudie gegriffen (Song et al. 2010, Bolton et al. 2013,
Hansen et al. 2013).

Was die Struktur der teilnehmenden Betriebe betrifft, so war es aufgrund zu

groRer Abweichungen in der Schweinehaltungspraxis nicht mdglich,
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konventionelle und 0©kologische Schweinehaltungen gleicher Betriebsgrofiie
einzuschliel3en. Daher sei an dieser Stelle auf die Literatur verwiesen: Eine Studie
von Holzel (2006) konnte zeigen, dass die BetriebsgroRe zwar Einfluss auf den
durch unterschiedlichen Antibiotikaeinsatz bedingten Gehalt in wirtschaftseigenen
Dingemitteln nimmt, tber diesen indirekten Einfluss hinaus jedoch nicht auf die
Resistenzgenkonzentrationen. Der Antibiotikaeinsatz wurde in der vorliegenden
Studie als eigene EinflussgroRe erfasst, somit ist nicht von einer Verféalschung der
Ergebnisse durch indirekte Effekte der Betriebsgrofie — uber Auswirkungen auf

den Antibiotikaeinsatz — auszugehen.

Da die Probenahme der Glle-, Jauche- und Festmistproben im ,,Screening* durch
die Landwirte erfolgte, kann — auch wenn diese mit entsprechenden
Handlungsanleitungen ausgestattet waren — nicht vollig ausgeschlossen werden,
dass es zu Fehlern kam. Dabei sollte in erster Linie eine mangelhafte Variation
der Entnahmepunkte der Festmistproben aus dem Misthaufen in Betracht gezogen
werden; auch lieRe sich an eine verspéatete — beispielsweise erst nach Ausbringung

des wirtschaftseigenen Dingers erfolgte — Probenahme denken.

1.2 Prifung der phanotypischen Resistenz

Bis Ende des vergangenen Jahrzehntes wurden die Grenzwerte zur Beurteilung
der Resistenz von Infektionserregern in Deutschland vom Arbeitsausschluss
,Chemotherapeutische Untersuchungsmethoden® im Deutschen Institut flr
Normung (DIN) festgelegt und mit dem Beiblatt 1 zur DIN-Norm 58940-4
publiziert (Rodloff et al. 2008). Auch in anderen europdischen Landern
beschéftigten sich vergleichbare Institutionen mit der Grenzwertfindung, bei der
es sich um einen Prozess handelt, in dessen Bewertung eine Vielzahl
unterschiedlicher Daten einfliel3t — beispielsweise Indikationsgebiete, Dosierung,
Pharmakokinetik und -dynamik der jeweiligen Substanz oder auch
MHK-Verteilungen verschiedener Erregerspezies. Daraus resultierte, dass die
Festsetzung der Grenzwerte in verschiedenen Landern teils unterschiedlich
gehandhabt wurde, was zur Folge hat, dass sich Ergebnisse zur Resistenzlage von
Erregern nicht sinnvoll miteinander vergleichen lassen (Rodloff et al. 2008). Im
Zuge des Versuchs einer europaweiten Angleichung der Beurteilungskriterien zur
Ermittlung der Wirksamkeit von antimikrobiellen Medikamenten wurde mit der
Norm I1SO 20776-1:2006 einerseits ein einheitliches Testverfahren geschaffen und
andererseits vom EUCAST-Exekutivkommitee fir Europa einheitliche
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Breakpoints, untergliedert nach einzelnen Erregergruppen, zur Beurteilung von

MHK-Werten fur wichtige Antibiotika vorgelegt.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zum
phéanotypischen Resistenzverhalten einzelner E. coli-Isolate sollten nicht primar
der Beurteilung der klinischen Wirkung einzelner antibiotischer Wirkstoffe beim
Schwein dienen. Im Sinne einer Risikoabschatzung der Gesundheitsgefahrdung
von Personen, die mit landwirtschaftlichen Nutztieren oder deren Produkten bzw.
Ausscheidungen in Kontakt kommt, sollte vielmehr geprift werden, welchen
Einfluss das Einsetzen von Antibiotika beim Tier auf die mdgliche Ubertragung
resistenter E. coli auf den Menschen hat. Zu diesem Zweck wurden tberwiegend
Wirkstoffe getestet, die auch bzw. ausschlieflich in der Humanmedizin zum
Einsatz kommen. Bei der Auswahl geeigneter Breakpoints flir die
Empfindlichkeitstestung dieser Wirkstoffe wurde entsprechend auf veroffentlichte
EUCAST-Grenzwerte  zuruickgegriffen, deren Fokus ebenfalls auf der
Humanmedizin in Europa liegt. Bewusst wurde hinsichtlich der angewendeten
Methode auf das Heranziehen anderer Standardisierungen, wie beispielsweise der
des amerikanischen Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), verzichtet. Im
Vergleich zu letzteren stellen sich die EUCAST-Festlegungen im Regelfall
deutlich vorsichtiger dar als die der CLSI (Rodloff et al. 2008). Eine Mischung
der  beiden Bewertungssysteme  fiihrt  aufgrund  unterschiedlicher
zugrundeliegender Beurteilungskriterien einerseits zu mangelnder Aussagekraft
der Ergebnisse: Rodloff et al. (2008) flihren als Extrembeispiel einen 16-fachen
Dosis-Unterschied bei der Beurteilung der Wirksamkeit von Cefotaxim bei
Enterobacteriaceae an. Andererseits ist eine objektive Vergleichbarkeit mit
Ergebnissen anderer Studien nicht mehr gegeben. Aus diesen Grinden wurde flr
Wirkstoffe, fiir die von EUCAST bisher keine gesonderten Breakpoints fur E. coli
definiert sind, nicht etwa auf CLSI- oder veraltete DIN-Grenzwerte
zurlckgegriffen, sondern orientierend epidemiologische Cut-off-Werte (ECOFF),
ebenfalls vertffentlicht von EUCAST, herangezogen. Letztere basieren auf Daten
zahlreicher internationaler Studien und Antibiotikaresistenz-
Monitoringprogramme zu MHK-Wildtyp-Verteilungen und lassen eine
orientierende Einordnung hinsichtlich verringerter Empfindlichkeit gegen
Wirkstoffe ohne definierten Breakpoint prinzipiell zu, jedoch keine

Kennzeichnung als resistent oder sensibel, worauf EUCAST ausdricklich
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hinweist  (http://www.eucast.org %, letzter Zugriff am 30.09.2015). Bei

Uberschreitung dieses Cut-offs liegt demnach keine definierte Resistenz gegen

den jeweiligen Wirkstoff vor. Diesem Sachverhalt wurde durch FuRnoten in den
jeweiligen Diagrammen zur Auflistung von Resistenzprofilen einzelner E. coli-

Isolate Rechnung getragen.

1.3 ERIC- und MLST-PCR

Sinn und Zweck des molekularbiologischen ,,Fingerprintings* von E. coli-Isolaten
aus den Faeces von Schweinen, Landwirten und Kontaktpersonen mittels
ERIC-PCR war es, ein schnelles, giinstiges und gut reproduzierbares Verfahren zu
etablieren, um &hnliche Isolate herauszufiltern (Li et al. 2009). Dabei stand, unter
anderem auf Grund des hohen Probendurchsatzes — alleine im Rahmen dieser
Arbeit wurden knapp 2800 Isolate hinsichtlich ihrer Verwandtschaftsverhéltnisse
untersucht — zundchst die Sensitivitat der Methode im Vordergrund, ehe mit der
Methode der MLST-PCR und anschlieBender Sequenzierung Techniken zur
Feindifferenzierung angewandt wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit
verschiedener Gele wurden, wie in der Literatur empfohlen, je Gel-Lauf drei
Probentaschen mit DNA-Ladder bestuckt (Gerner-Smidt et al. 1998). Der bei der

Auswertung der ERIC-Bandenmuster in  GelCompar® I

zur  Ausgabe
»identischer Klone gewahlte Cut-off von 56 % erscheint sehr niedrig, wurde
allerdings bewusst so festgelegt, unter anderem, da die Beladung der Geltaschen
mit DNA-Extrakt relativ hoch gewahlt werden musste, da schwache Banden sonst
nicht im Gel sichtbar wurden. Dies resultierte mitunter in Uberlagerungen von
nahe beieinander gelegenen Banden. Letztlich wurde der so entstehenden
Abweichung von Bandenmustern zum einen durch den niedrig angesetzten
Cut-off Rechnung getragen, zum anderen, indem die Position der Banden mit
einer Toleranz von 1,87 % verglichen wurde. Der niedrige Cut-off-Wert
resultierte auch aus den Wiederholungen der Positivkontrolle, die fir ein und
denselben Stamm im Mittel nur 63,4 % Ubereinstimmung aufwies. Aufgrund der
gestuften VVorgehensweise — Bestatigung ahnlicher ERIC-Muster durch MLST —
erschien in diesem ersten Schritt wichtig, eine sensitive Erkennung potenzieller
Klone zu gewahrleisten. Die Spezifitdt des ERIC-Typings ohne Nachschaltung

weiterer Methoden muss allerdings als eingeschrénkt betrachtet werden.

19 http://www.eucast.org/mic_distributions_ecoffs/
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Aufgrund der oben beschriebenen Uberlagerung von Banden kam es vor, dass
visuell als sehr ahnlich empfundene Profile nur Ubereinstimmungswerte unterhalb
des Cut-offs erreichten, wahrend durch die Toleranzeinstellungen teils
unterschiedlich aussehende Bandenmuster als hoch bereinstimmend ausgegeben
wurden (vgl. Abbildung 18). Dennoch erschien die auch in anderen Studien zum
genomischen Fingerprinting so durchgefiihrte automatisierte Auswertung mittels
Software unter Beachtung einer sorgfaltigen Validierung immer noch
zuverlassiger als die visuelle Auswertung einer so hohen Anzahl an
Bandenmustern durch eine Einzelperson (Struelens 1998, Ramchandani et al.
2005, Dorneles et al. 2014).

Der von Wilson und Sharp (2006) aufgebrachten These, ERIC-Sequenzen seien
im Genom von E. coli-Stdmmen nicht in ausreichender Anzahl vorhanden und
Uberdies hinaus zu weit auseinandergelegen, steht die hohe Anzahl detektierter
Banden je Stamm entgegen. Die MLST-Analyse konnte bestétigen, dass es sich
bei den zuvor anhand der ERIC-Bandenmuster als ,identisch® eingeordneten
Isolat-Paaren tatsédchlich um E. coli-Stamme handelte, deren Housekeeping-
Gensequenzen teils in hohem Malle Ubereinstimmen. Trotz alledem bleibt an
dieser Stelle festzustellen, dass ERIC-Sequenzen — unabhéngig von den
Ergebnissen, die unter der Verwendung der 1991 von Versalovic et al.
publizierten ERIC-Primerpaare erzielt werden — in Bakterien wohl tatsachlich
nicht so weit verbreitet sind wie zuvor angenommen (Wilson et al. 2006). Der
Abgleich der in dieser Arbeit verwendeten ERIC-Primer mit einem Gesamt-
Genom-sequenzierten E. coli (Genbank-Eintrag: NZ_JNPC01000026.1) mittels
NCBI BLAST® ergab 17 Bindungsstellen, interessanterweise allesamt im Bereich
zwischen 192405 und 193159 bp.

Auch wenn sich MLST fiir die in der vorliegenden Arbeit gesetzten Zielstellungen
eignete, so ist die Methode aufgrund ihrer im Vergleich zur
Gesamt-Genom-Analyse deutlich eingeschréankten Auflésung auch kritisch zu
betrachten: So lassen sich mittels MLST weder auf Spontanmutation beruhende
Verénderungen im Resistenzverhalten detektieren noch kdnnen Aussagen uber die
Anwesenheit respektive Verbreitung mobiler genetischer Elemente getroffen
werden — Dbeides sind jedoch essentielle Faktoren bei der Betrachtung von
Antibiotikaresistenzen. Angesichts der in den letzten Jahren deutlich gesunkenen

Preise und der hoheren Auflésung steht mittlerweile mit dem ,,whole genome
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sequencing® grundsatzlich eine noch aussagekréftigere — jedoch in der
Auswertung  zeitaufwendigere  —  Methode  zur  Verfligung, um
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen verschiedenen Bakterienstdammen zu
bestimmen (Larsen et al. 2012, Miller 2013). Zu diskutieren ist allerdings,
inwiefern spontane Anpassungsreaktionen nach Wirtswechsel bzw. unter
Antibiotikatherapie eine Klassifizierung von Bakterienstdmmen als (ursprunglich)

,ungleich® rechtfertigen.

1.3.1 HMatrixversuch“

Die mittleren Wiederfindungsraten fir die jeweiligen Untersuchungsmatrices
Gulle, Jauche, Festmist und Faeces unterschieden sich voneinander — auch wenn
sich die Amplifikationskurven in der gPCR optisch sehr ahnelten (vgl. Abbildung
19). Dabei lagen die prozentualen Werte fir tet(B) bei Gulle und Jauche mit
Werten von 72,2 % bzw. 77,4 % recht nah beieinander, die Matrix Festmist lag
mit 124,5 % jedoch deutlich dariiber. Dies kdnnte darauf zuriickzufuhren sein,
dass die fur den Versuch verwendete Matrix ,,Festmist, wie in Abschnitt 1112.1.1
eingehend beschrieben, als Suspension eingesetzt wurde und im Vergleich zu
Jauche- und Gilleproben weniger den DNA-Extraktionsprozess bzw. die
Amplifikation potenziell inhibierende Stoffe enthielt. Auch der Sachverhalt, dass
das zur DNA-Extraktion herangezogene PowerSoil®-DNA Isolation Kit laut
Herstellerangaben vorrangig fir die Gewinnung von DNA aus — stofflich dem
Festmist eher nahen — Boden- und Sedimentproben mit hohen Huminsaure-
Gehalten (z. B. Sediment, Kompost, Dung) angewendet wird und Faecesproben
dabei erst nachrangig genannt werden, konnte dazu geflihrt haben, dass sich

Genmaterial aus Festmist besser isolieren lieR als aus Gille und Jauche.

Als Konsequenz der in Tabelle 24 dargestellten unterschiedlichen
Wiederfindungsraten wurden die gemessenen Resistenzgenkonzentrationen der
»Screening®-Proben, wie bereits in den entsprechenden Abschnitten erwahnt, um
die mittlere Wiederfindungsrate korrigiert; diese VVorgehensweise beruhte auch
darauf, dass sich ein Groliteil der ermittelten Resistenzgen-Gehalte in
Konzentrationen zwischen 6,0 bis 8,0 Ig copies/g Probenmaterial bewegte und die
jeweiligen Wiederfindungsraten sich in diesem Bereich als relativ konstant
erwiesen. Zusatzlich wurde angesichts der in den Matrices voneinander
abweichenden ermittelten molekularbiologisch bestimmten ,,Gesamtkeimzahl*

auf eine geeignete Darstellung der Messwerte geachtet (Darstellung einmal in
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Form der absoluten Konzentrationen und einmal als relative Abundanzen). Fir
den ,,Tracking“-Teil wurde, ob der Tatsache, dass es sich bei den Proben in
beiden Féllen um die gleiche Matrix, namlich Faeces, handelte und sich die
ermittelten Wiederfindungsraten unter Berticksichtigung der Standardabweichung
uber die verschiedenen Verdunnungsstufen des Matrixvergleichs in ahnlichen
Bereichen bewegten, bewusst auf einen solchen Angleich verzichtet. Ob der
auffallend niedrigen WFR von Gille und Schweinefaeces in der hdochsten
Konzentrationsstufe (10° Ig copies/g) im ,.Matrixversuch® muss jedoch davon
ausgegangen werden, dass ermittelte Genkonzentrationen > 10’ Ig copies/g im

Falle dieser beiden Matrices in der Tendenz unterschatzt werden.

Letztlich bleibt als Fazit des Versuches festzuhalten, dass ein Vergleich von solch
unterschiedlichen Matrices zwar nach angemessener Validierung und unter
Berucksichtigung von Korrekturfaktoren mdglich, jedoch nicht fehlerlos ist.
Allerdings war dieses Vorgehen alternativlos, da derzeit konventionelle
Schweinehaltungsbetriebe, die ihre Tiere auf Stroh halten, nicht in ausreichendem

Mal vorhanden sind.

Bei der Einordnung der unterschiedlichen Matrices zu Ergebnissen aus der
englischsprachigen Literatur kam erschwerend hinzu, dass es im Englischen
verschiedene Begriffe fur die jeweiligen wirtschaftseigenen Dingemittel gibt,
diese allerdings oftmals mehrdeutig sind und dariiber hinaus im Material-Teil von
Forschungsarbeiten oftmals nur ungenligend definiert sind. So l&sst sich der
Begriff ,manure* ins Deutsche mit ,,.Dung®, ,Diinger”, ,Mist“ und ,,Giille*
Ubersetzten. Spezifiziert wird das Wort durch vorangestellte Adjektive wie
Lliquid® bzw. ,,farmyard® (manure), worunter dann einerseits ,,Gulle, allerdings
auch ,,Jauche®, andererseits ,,Stallmist* gemeint sind. Dartiber hinaus existiert der
Begriff ,,slurry”, der neben ,,Giille* bzw. ,,Jauche* auch mit ,,(Klar-)Schlamm®
Ubersetzt werden kdnnte. In Anbetracht dessen wurde bei Literatur-Vergleichen
Vorsicht an den Tag gelegt und die jeweiligen Definition der angesprochenen
Wirtschaftsdlinger kritisch hinterfragt.
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1.4 Resistenzgen-Nachweis

Fur die zum quantitativen Resistenzgen-Nachweis verwendeten Referenzstdamme
war nur flr den tet(M)-tragenden Stamm Bacillus cereus R89 die genaue Anzahl
der Kopien dieses Resistenzgens im Genom — ndmlich genau eine (auf dem
Transposon Tn916 gelegene) Kopie pro Bakterienzelle — bekannt (Agersg et al.
2002). Alle anderen Referenzstimme der in der gPCR nachgewiesenen
Resistenzgene tragen letztere in einer nicht bekannten Kopienzahl im Genom, so
dass die ermittelten Genkonzentrationen letztlich eher Aquivalente/g darstellen,

als tatsdchliche ,,1g copies*-Werte.

Um den Austrag an Antibiotikaresistenzgenen durch die wirtschaftseigenen
Dingemittel in die Umwelt zu quantifizieren wurde entschieden, die ermittelten
Gen-Konzentrationen Uberwiegend als absolute Werte in der Einheit
,»lg copies /g darzustellen. Zusétzlich wurde auch auf die Angabe als relative
Abundanzen zuruckgegriffen: Hierflr wurden die ermittelten
Resistenzgenkonzentration  normalisiert in  Relation zum Gehalt an
16S-rRNA-Genen in derselben Probe gesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass
die ermittelte molekularbiologische ,,Gesamtkeimzahl“ mittels mdglichst
Bakterien-spezifischer Universal-Primer bestimmt wurde (Koike et al. 2007,
Czekalski et al. 2012, Dorn-In et al. 2015). In diesem Zusammenhang sollte
erwéhnt werden, dass unterschiedliche Bakterien unterschiedlich viele Kopien der
Target-Sequenzen in ihrem Genom tragen — E. coli beispielsweise sieben. Somit
stellen Keimzahl-Aquivalente immer nur eine Naherung dar. Zudem darf der
Begriff ,,Gesamtkeimzahl® nicht mit dem Gehalt an lebenden Bakterien
gleichgesetzt werden, da in der gPCR auch DNA-Material toter Keime

amplifiziert wird.

Um sicherzugehen, dass es sich bei den in der gPCR amplifizierten Genprodukten
tatsdchlich um das gesuchte Gen handelte, wurden exemplarisch Amplifikate von
Feldproben sequenziert und die Sequenzen im Anschluss mit den Sequenzen der
Amplifikate der verwendeten Standards abgeglichen. Wie in Abschnitt IV1.2.5
dargestellt, konnte die Identitat der jeweiligen Gene im Falle eines jeden der
untersuchten Gene mindestens einmal durch Sequenzierung bestatigt werden.
Abweichende Sequenzierungsergebnisse ergaben sich fur Amplifikate mit zum

jeweiligen Standard bereinstimmender Schmelzkurve nicht.
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2 Ergebnisdiskussion

2.1 ,,Screening“-Teil der Studie

211 Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen

Ziel der Untersuchungen war es unter anderem, verschiedene Gene, die Resistenz
gegen Tetrazykline und Sulfonamide vermitteln, in den auf konventionellen und
Okologischen Betrieben anfallenden Ausscheidungen der Schweine (Giille; Jauche
bzw. Festmist) quantitativ zu bestimmen, um so den Austrag dieser Gene durch
die genannten wirtschaftseigenen Dulngemittel in die Umwelt einschétzen zu
konnen. Darliber hinaus sollte eruiert werden, ob der Einsatz bestimmter
Antibiotika selektiven Einfluss auf die Abundanz korrespondierender
Resistenzgene in den Wirtschaftsdingern nimmt. Der Nachweis von
gacE / gqacEAL diente als Marker fur die Verbreitung von mobilen genetischen
Elementen (vgl. Abschnitt 111.3.5).

2.1.1.1 Molekularbiologisch bestimmte ,,Gesamtkeimzahl (16S-rDNA)

Die Erfassung von 16S-rRNA-Genen half dabei festzustellen, ob Verdnderungen
in der Quantitat einzelner Resistenzgene auf eine veranderte quantitative
Zusammensetzung der molekularbiologischen ,,Gesamtkeimzahl“ in den
jeweiligen Proben zurtickzufihren waren. Darlber hinaus — das zeigen die
Ergebnisse der 16S-rDNA-Gehalte von Gille, Jauche und Festmist in Abbildung
22 — war sie Hinweis gebend auf etwaige unterschiedliche ,,Gesamtkeimzahlen*
in den beprobten ,Screening“-Matrices: So war die molekularbiologisch
bestimmte ,,Gesamtkeimzahl* — trotz Korrektur der Matrices um die jeweilige
WFR — in Festmistproben signifikant héher als in Jauche- und Gulleproben.
Generell sind Keimgehalt und die Zusammensetzung der Mikrobiota in diesen
Dingemitteln immer auch abhdngig von den Lagerungsbedingungen, wobei
Leung und Topp (2001) hinsichtlich der aeroben und anaeroben Gesamtkeimzahl
in Gulle Uber einen Zeitraum von sieben Wochen keine Verénderungen
beobachten konnten. (Leung et al. 2001). Die Tatsache, dass die Diversitat der
Bakterienpopulation in Gille ausgepragter ist als in Faecesproben, weist jedoch
darauf hin, dass wirtschaftseigene Dungemittel nach Ausscheidung noch
Veranderungen hinsichtlich der Keimpopulation unterworfen sind (Duriez et al.
2007). Die festgestellten Unterschiede im Vergleich der drei Probenmatrices

konnten hypothetisch auf einen hoheren Feststoffanteil im Festmist, unter
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anderem bedingt durch das Stroh, zuriickzufuhren sein: So enthalten Giille und
insbesondere Jauche im Vergleich zu Festmist wesentlich gréRere Mengen an
vermeintlich sterilem Urin (Mgller et al. 2002). Zwar wurde die Sterilitat von Urin
aus gesunden Katzen in einer kurzlich veroffentlichten Studie aus Norwegen
bestatigt, dem stehen jedoch Ergebnisse neuerer Forschungsarbeiten aus Human-
wie Veterindrmedizin gegentiber, in denen der Nachweis von bakterieller DNA in
Kultur-negativem Urin sehr wohl gelang (Anderson et al. 2004, Imirzalioglu et al.
2008, Wolfe et al. 2012, Lund et al. 2014). Dass sich in der Literatur bisher keine
Belege fur hohere Bakteriendichte in Festmist finden lassen, zeigt eine
Langzeitstudie, in der Verdnderungen von unterschiedlichen mikrobiellen
Parametern in Bdden untersucht wurden, die mit unterschiedlichen
wirtschaftseigenen Dilingemitteln behandelt worden waren: Dort konnten keine
Unterschiede hinsichtlich der Gesamtmenge an Bakterien ausgemacht werden,
egal ob die Bodenproben mit Festmist oder Klarschlamm gedlingt worden waren
(El Azhari et al. 2012). Dies lasst sich letztlich aber wohl eher auf die N&hrwerte
in den ausgebrachten Diingemitteln zurlckfihren als auf die mit den jeweiligen

Matrices ausgebrachte Bakterienmenge.

2.1.1.2 Resistenzgen-Gehalte — relative Abundanzen

Als Folge der in den Matrices detektierten unterschiedlich hohen
molekularbiologisch bestimmten ,,Gesamtkeimzahlen“ wurden beim Vergleich
der fur die jeweiligen Matrices in der gPCR ermittelten und um die WFR
korrigierten Resistenzgen-Gehalte die relativen Abundanzen einander gegenuber
gestellt: Fur die Gene tet(A), tet(M) und gacE / gacEA1 waren diese in den Gillen
konventioneller Betriebe signifikant hoher als in den Proben aus 6kologischer
Schweinehaltung. Die mit Abstand hochsten Werte (Median bei
7,16 x 107 copies/16S-rRNA-Gen copies) unter den untersuchten Resistenzgenen
wurden dabei fir das ribosomale Schutzprotein tet(M), das am weitesten
verbreitete Tetrazyklinresistenzgen Uberhaupt (Roberts 2011), ermittelt — sie
gleichen dabei weitestgehend den Konzentrationen (2,32 x 10 copies/16S-rRNA-
Gen copies), die in Gilleproben von chinesischen Schweinehaltungsbetrieben
gemessen wurden (Cheng et al. 2013).

Organische Dungemittel, wie sie die drei verschiedenen untersuchten Matrices
darstellen, tragen bei Ausbringung auf landwirtschaftliche Nutzflachen signifikant

zum Anstieg von Antibiotikaresistenzgenen und zur Selektion von resistenten
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Bakterienpopulationen im Boden bei (Heuer et al. 2011). Heuer etal. (2011)
kommen zu dem Schluss, dass die Gefahr fir den Menschen, mit Boden-
assoziierten Resistenzen in Kontakt zu kommen (beispielsweise Uber die
Aufnahme von pflanzlichen Lebensmitteln), hochstwahrscheinlich — stark
unterschatzt wird. Tschechische Forscher stellten in ihren Untersuchungen zum
Auftreten von tet(M) in Rinder-Glille fest, dass die Abundanzen in Bodenproben,
die im unmittelbaren raumlichen Umfeld der untersuchten Stallungen gezogen
worden waren, mit Hochstwerten von 2,00 x 10 copies/16S-rRNA-Gen copies
teils noch hher waren als die Konzentrationen (ca. 1,00 x 10 copies/16S-rRNA-
Gen copies) in der Gille selbst (Kyselkova et al. 2015). Die Tatsache, dass in
Studien weitere Tetrazyklin- und zahlreiche andere Resistenzgene in Boden- und
Luftproben in der N&dhe von Schweinehaltungsbetrieben detektiert wurden,
unterstreicht, dass die Ausbringung von Gille und anderen wirtschaftseigenen
Dingemitteln eine zentrale Rolle bei der Verbreitung von Resistenzgenen in die
Umwelt spielt (Zhu et al. 2013). Auch wenn die Gille von mit Antibiotika
behandelten Tieren durch Riickstdnde dieser Medikamente und bereits enthaltene
resistente Bakterien bei Ausbringung auf landwirtschaftliche Nutzflachen
nachweislich zur Selektion antibiotikaresistener Keime und Anreicherung von
Resistenzgenen im Boden flhrte, bedeutet dies jedoch nicht zwangslaufig, dass
etwaig detektierte Resistenzen im Boden auf mit den wirtschaftseigenen
Dingemitteln  in  die Umwelt eingebrachte  Antibiotikaresistenzgene
zurlickzufuhren sind (Ghosh et al. 2007, Heuer et al. 2007). Die Komplexitat, die
sich hinter den Konsequenzen des Einsatzes tierischer Dingemittel verbirgt,
zeigen Ergebnisse von Wissenschaftlern der Yale University auf: Sie wiesen nach,
dass sich durch Dungung mit Gille von Rindern, die zuvor nie mit Antibiotika
behandelt worden waren, nicht nur die Zusammensetzung der Mikrobiota in
Bodenproben verandert, sondern auch die Zahl R-Laktam-resistenter Bakterien im
Boden erhoht, wobei die Forscher diese selektierende Wirkung auf bisher nicht
identifizierte Bestandteile im organischen Dunger zuriickfihren (Udikovic-Kolic
et al. 2014). Entscheidende Bedeutung bei der moglichen Reduktion von
Resistenzfaktoren kommt dabei u. a. einem adéquaten Lagerungsmanagement der
Wirtschaftsdlinger zu (Storteboom et al. 2007). So lieRRen sich in einer Studie die
zu Beginn noch detektierten Tetrazyklin-, Sulfonamid- und Fluorchinolonresis-
tenzgene in Schweinegille mit Ausnahme des Gens parC durch Kompostierung

nach 28 bis 42 Tagen nicht mehr nachweisen (Selvam et al. 2012).
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In allen in dieser Arbeit untersuchten wirtschaftseigenen Dlngemittel liel3en sich
auch die Integron-assoziierten Gene qacE/qacEAl detektieren. Dies lasst
vermuten, dass auch auf bayerischen Schweinehaltungsbetrieben der horizontale
Genaustausch und die damit einhergehende Verbreitung von Resistenzgenen in
Schweine- und Umwelt-assoziierten Mikroorganismen eine wesentliche Rolle
spielt — angesichts der ermittelten Abundanzen in konventionellen Betrieben
bisher mehr als in 6kologischen.

Im Gegensatz zu den Untersuchungsergebnissen der tet-Abundanzen ergaben sich
fir sul(1l) im Vergleich der Matrices die hochsten Abundanzen fur Fesmist; sie
waren signifikant erhoht im Vergleich zu Gille und Jauche, die in etwa auf
ahnlichem Niveau zu liegen kamen. Dies relativiert auf den ersten Blick den
Verdacht, dass bei der Ausbringung von Wirtschaftsdiinger aus konventionellen
Betrieben in der Tendenz eine héhere Resistenzgen-Belastung zu erwarten ist als
bei wirtschaftseigenen Dungemitteln aus 6kologischer Tierhaltung. Diese These
muss jedoch differenziert betrachtet werden: Ein unmittelbarer Vergleich gestaltet
sich hier schwierig, da zu erwarten ist, dass sich die tatsachlich auf
landwirtschaftliche  Nutzflachen ausgebrachte Menge der verschiedenen
Wirtschaftsdlnger pro Hektar voneinander unterscheidet.

Interessanterweise traf die Tendenz zu hdheren Gehalten in Proben aus
Okologischer Tierhaltung fur die ,,Tracking“-Proben der einzeln beobachteten
Tiere nicht zu: Hier waren die absoluten sul(ll)-Gehalte in den Faecesproben
konventioneller Tiere signifikant hoher (p < 0,001; Daten nicht dargestellt) als die
der okologisch gehaltenen Schweine. Die Abweichung zu den Ergebnissen aus
dem ,,Screening“-Teil konnte evtl. darauf zuriickzufihren sein, dass es im
Festmist nachtréglich zu einer Vermehrung an sul(ll) gekommen ist, etwa durch

umweltstabile Bakterien.

Es lasst sich zusammenfassen, dass von Schweinehaltungsbetrieben eine
Belastung der Umwelt mit Antibiotikaresistenzgenen ausgeht, die wesentlich in
der Ausbringung von Gille, Jauche und Fesmist auf landwirtschaftliche
Nutzflachen begriindet liegt. Eine allgemeingultige Aussage, ob diese Belastung
nun durch konventionelle oder 6kologische wirtschaftseigene Dingemittel hoher
ist, erscheint an dieser Stelle anhand der dargestellten Ergebnisse nicht maoglich.
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2.1.1.3 Absolute Resistenzgen-Gehalte in Abhangigkeit vom
Beprobungszeitpunkt
Bei der Auswertung der durchgefiihrten Untersuchungen stellte sich heraus, dass
in allen drei beprobten Matrices die tet(A)-Gehalte in Herbst-Proben signifikant
gegenliber denen in Proben aus dem Frihjahr erhdht waren. Fur die beiden
anderen Tetrazyklinresistenzgene, tet(B) und tet(M), und auch fir sul(Il) lieRen
sich keine signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit vom Beprobungszeitpunkt
feststellen. Dies steht im Widerspruch zu Ergebnissen aus dem Jahr 2006, als
tet(M)-Gehalte in Gille im Fruhjahr héher waren als im Herbst (Holzel 2006). Im
direkten Vergleich der beiden Arbeiten waren die tet(M)-Gehalte mit absoluten
und um die WFR korrigierten Werten von 8,49 Ig copies/g (HOlzel) bzw.
8,52 Ig copies/g (diese Arbeit) in den Frihjahrsproben beinahe identisch, wahrend
die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Konzentrationen fir die Herbstproben
mit 8,34 Ig copies/g hoher angesiedelt waren als bei Hoélzel (7,99 Ig copies/g).
McKinney et al. (2010) stellten fest, dass die Konzentrationen der von ihnen
untersuchten Tetrazyklinresistenzgene in Proben, gezogen aus Nutztierhaltungen
nachgeschalteten Klarteichen, im Sommer am niedrigsten waren, die von sul(l)
und sul(Il) hingegen im Winter. In einer ahnlichen Forschungsarbeit waren die
Konzentrationen von verschiedenen tet-Genen, isoliert aus Proben, gewonnen in
raumlicher Nadhe von Tetrazyklin-einsetzenden Tierhaltungen, wahrend der
Monate September, Oktober und November signifikant erhéht (Peak et al. 2007).
Somit lassen sich keine einheitlichen Trends und Faktoren ausmachen; vielmehr
scheinen die vermeintlich jahreszeitlichen Schwankungen letztlich nur

Variationen anderer Faktoren abzubilden.

Was qacE / qacEAL betrifft, so waren die Gehalte in Jaucheproben — dies trifft,
wenn auch nicht in signifikantem Male, auch fir Gille und Festmist zu — im
Frihjahr signifikant hoher als im Herbst. Letzteres konnte darauf zurickzuftihren
sein, dass es fur gewohnlich in den kalten Wintermonaten zu erhéhtem
Krankheitsaufkommen und damit einhergehenden Behandlungsspitzen mit
antimikrobiellen ~ Wirkstoffen ~kommt, die wiederum einen erhdhten
Selektionsdruck fur die im Stall befindlichen Bakterienpopulationen bedingen,
infolgedessen vermehrt horizontaler Genaustausch stattfindet (Peak et al. 2007).
Tatséchlich geht aus der Auswertung der wéhrend des Projektes erhobenen Daten

zum Arzneimitteleinsatz hervor, dass es in den Winter-Monaten Oktober bis Mérz



V. Diskussion 186

zu mehr Antibiotika-Behandlungen kam als in den Monaten April bis September

(Daten nicht dargestellt).

2.1.1.4  Selektion

Es ist unstrittig, dass therapeutische Gaben von Antibiotika eine Zunahme von
antibiotikaresistenten Bakterien in Mensch und Tier nach sich ziehen (Levy et al.
1976). Auch konnten Studien bereits eine Verknupfung zwischen dem Einsatz
von Antibiotika in landwirtschaftlichen Nutztierhaltungen und der Abundanz
verschiedener  Tetrazyklin- bzw. Sulfonamidresistenzgene in tierischen
Ausscheidungen herstellen (Peak et al. 2007, Schwaiger et al. 2009, McKinney et
al. 2010). Vor diesem Hintergrund galt es zu U(berprufen, ob sich die
Resistenzgen-Gehalte von ,,Screening“-Betrieben, in denen wahrend des
Betrachtungszeitraumes mehr als einmal Tetrazykline respektive Sulfonamide
zum Einsatz gekommen waren, von denen in Proben aus Schweinehaltungen
unterschieden, in denen dies nicht der Fall war. Zudem wurden nicht-einsetzende
konventionelle  Betriebe  nicht-einsetzenden  6kologischen Betrieben
gegenuibergestellt — dies geschah im Hinblick auf die die Hypothese, dass in
Okologischen Schweinehaltungen eher von einem langfristigen ,,low level use®
von Antibiotika auszugehen ist, wéhrend die Nicht-Anwendung bestimmter
Antibiotika bei konventionellen Betrieben auch auf eine Wirkstoff-Rotation
zurlckzufuhren sein  konnte, beispielsweise  bei  bereits bestehender
Resistenzproblematik. Da davon auszugehen ist, dass das Mikrobiom von Giille
und Jauche in seiner Gesamtheit ahnlicher ist als das von Festmist im Vergleich
zu den beiden genannten wirtschaftseigenen Dungemitteln (s. oben) wurden im
Sinne einer bestmdglichen Naherung nur Gulle- und Jaucheproben in diese

Auswertung einbezogen.

Alles in allem waren in Betrieben, in denen Schweine mit Tetrazyklinen therapiert
wurden, die Abundanzen der beiden Resistenzgene tet(A) und tet(M) signifikant
erhoht im Vergleich zu den Messungen fiir Betriebe, auf denen Tetrazykline keine
Anwendung fanden. Beziglich tet(B) lieRen sich diesbezliglich zwar keine
signifikanten Unterschiede feststellen, in der Tendenz wurden aber auch hier bei
einsetzenden Betrieben héhere Abundanzen ermittelt. Auch die Ergebnisse des
Vergleichs zwischen Sulfonamid-einsetzenden Betrieben und solchen, die dies
nicht tun, zeigten signifikant hohere sul(I1)-Abundanzen fiir Schweinehaltungen,
in denen diese Wirkstoffklasse Anwendung fand.
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Diese Ergebnisse lassen sich durch Selektionsprozesse erkléren. Solche
Selektionsprozesse beginnen bereits kurz nach Applikation eines Antibiotikums
im Korper, genauer gesagt im Darm, der behandelten Tiere: Einzelne, bereits
gegen das verabreichte Antibiotikum resistente Bakterien haben in Anwesenheit
des Wirkstoffes einen Fitnessvorteil gegenliber der Gbrigen Bakterienpopulation
(Lenski 1997). Selbiges geschieht nach Ausscheidung des Antibiotikums und
dessen Metaboliten in der Giille — es konnten gezeigt werden, dass, abh&ngig vom
verabreichten Wirkstoff, zwischen 30 % und 90 % Antibiotika uber Urin und
Faeces unmetabolisiert wieder ausgeschieden werden (Elmund et al. 1971,
Feinman 1978, Alcock et al. 1999, Sarmah et al. 2006). Auch hier stehen
resistente Bakterien in Konkurrenz zur sensitiven Population; durch den vom
Antibiotikum weiterhin ausgelibten Selektionsdruck kommt es insgesamt zu einer
Verschiebung hin zu mehr antibiotikaresistenten Keimen, denen entsprechende
Resistenzgene wiederum einen Fitnessvorteil verschaffen. Peak et al. (2007)
konnten in Proben, gewonnen aus Nutztierhaltungen nachgeschalteten
Klarteichen,  hohere  Abundanzen der von ihnen  untersuchten
Tetrazyklinresistenzgene feststellen, wenn in den Betrieben mehr Tetrazykline als
in den Vergleichsgruppen eingesetzt wurden, wobei die ermittelten Gehalte an
tet(B) niedriger waren als an tet(M) und anderen tet-Genen. Dies steht prinzipiell
im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, denn es wurden die hochsten
relativen Abundanzen in Gulleproben Tetrazyklin-einsetzender Betriebe fir
tet(M) ermittelt, die niedrigsten fir tet(B).

Beim Vergleich konventioneller und 06kologischer ,,Screening“-Betriebe, die
jeweils keine Tetrazykline einsetzten, unterschieden sich die Gen-Gehalte in ihrer
relativen Abundanz ebenfalls bei tet(A) und tet(M) signifikant voneinander und
waren bei den konventionellen Schweinehaltungen hoher. Wiederum waren die
Ergebnisse hinsichtlich tet(B) in der Tendenz &hnlich, ohne dass sich die
Vergleichsgruppen signifikant voneinander unterschieden. Da ein unmittelbarer
Zusammenhang mit der selektierenden Wirkung von Tetrazyklinen bei diesen
nicht-einsetzenden Betrieben per definitionem ausscheidet, konnten sich die
ermittelten Ergebnisse entweder auf co-selektive Prozesse zuruickfiihren lassen,
die im Zusammenhang mit der Haltungsart stehen; alternativ ware denkbar, dass
sich in den Gulleproben der konventionellen Betriebe tet-Gene bzw. tet-tragende

Populationen trotz ausbleibendem Kontakt mit einem selektierenden Wirkstoff
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Uber einen langeren Zeitraum halten und sich so stets ein tet-,,Grundrauschen®
detektieren l&sst. Als Ursache unwahrscheinlich erscheint hingegen der
undokumentierte Verbrauch von Antibiotika in den ,,Screening““-Betrieben.

Bei den nicht Sulfonamid-einsetzenden Betrieben waren die sul(ll)-Abundanzen
in konventionellen und 0©kologischen Haltungen auf &hnlichem Niveau
angesiedelt.

2.2 ,Tracking“-Teil der Studie

2.2.1 Antibiotikaeinsatz

Zwar ging aus den Aufzeichnungen zur Arzneimittelanwendung hervor, dass
wahrend des Betrachtungszeitraumes in mehreren Betrieben keine Tetrazykline
eingesetzt wurden. Jedoch ergaben in einem weiteren ,,ABY S“-Studienteil mittels
Hochleistungsflussigkeitschromatographie-Massenspektrometrie / Massenspektro-
metrie (HPLC-MS/MS) durchgefiihrte analytische Ruckstandsmessungen, dass
die Schweine der drei beprobten Mastdurchgdnge des konventionellen
,»Tracking“-Betriebs A6 bereits in den Faecesproben, die jeweils unmittelbar nach
Einstallung der Tiere gezogen wurden, Gehalte von bis zu 1620,3 ng ,,Gesamt-
Tetrazyklin“/g Faeces aufwiesen. Aus Grinden der Risikoabschatzung soll
,Gesamt-Tetrazyklin“ hier definiert sein als Gesamtsumme aller untersuchten
Tetrazykline und seiner Derivate (Frey et al. 2010). Bei A6 handelte es sich um
einen konventionellen Betrieb, der seine Tiere im Alter von etwa drei Monaten
durch Zukauf von stets demselben Ferkelerzeuger bezieht (vgl. Tabelle 4). Der
Nachweis von Tetrazyklinen in den Faeces beruht aller Wahrscheinlichkeit nach
darauf, dass die Tiere bereits im Erzeugerbetrieb mit Tetrazyklinen behandelt
wurden. Die Tatsache, dass der Schwerpunkt des Antibiotikaeinsatzes in der
Schweinehaltung in der Aufzucht zu suchen ist, unterstiitzt diese Vermutung
(Hagmiiller 2013). Aus Grinden der Anonymisierung war keine Nachfrage im

Erzeugerbetrieb zum exakten Ablauf etwaiger Behandlungen maglich.

Wie Abbildung 91 exemplarisch zeigt, gingen die in den Faeces von Tieren des
ersten Mastdurchganges ermittelten Tetrazyklin-Gehalte im Zeitraum von
18 Tagen nach der Einstallung deutlich zurtick und lagen dabei schon ab Tag 4

nach Einstallung in Bereichen unter der Nachweisgrenze 100 ng/g. Angesichts der
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Tatsache, dass auf dem Betrieb selbst keine Tetrazykline mehr eingesetzt wurden
ist davon auszugehen, dass die Rickstandskonzentrationen auch bei anderen
Tieren mit der Zeit abnahmen; aus logistischen Grinden war die Messung der
Rickstande in sdémtlichen Proben bis zur Fertigstellung dieser Arbeit jedoch nicht

maoglich.
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Faecesproben von Schweinen des ersten Mastdurchganges in Betrieb A6

Abbildung 91: Verlauf der Gesamt-Tetrazyklin-Gehalte in Faecesproben
(n=29) von Schweinen des ersten Mastdurchganges ab Einstallung in
»Iracking“-Betrieb A6

Als unmittelbare Konsequenz ergibt sich aus diesen Ergebnissen, dass die in den
Abschnitten 1IV3.2.1 und 1V3.2.2 betrachtete Differenzierung der Resistenzgen-
Gehalte in Proben ,behandelter* und ,unbehandelter Schweine nur
eingeschrankte Gliltigkeit besitzt: Daher wird — wie bereits in den jeweiligen
Diagrammen durch FuBnote erlautert — an dieser Stelle noch einmal darauf
verwiesen, dass es stets um ,,im ,,Tracking“-Betrieb behandelte Schweine” bzw.
»im ,, Tracking“-Betrieb nicht behandelte Schweine“ geht, da sich die jeweiligen
Untersuchungen nur auf Betriebs- bzw. Schlachthofebene abspielten, eine
Aussage Uber etwaige frihere Behandlungen im Erzeugerbetrieb jedoch nicht
maoglich war. Dies betrifft selbsterklarend nur die zukaufenden Betriebe (A6, A21,
H18, J20).

Im konventionellen , Tracking“-Betrieb E5 stammen die Ferkel aus eigener
Nachzucht und werden bereits am ersten Lebenstag einmalig i.m. mit
Oxytetrazyklinhydrat behandelt wobei die zugrundeliegenden ,,Diagnosen

,Pneumonie-Prophylaxe“ und ,Eperythrozoonose” lauteten. Hierzu sei
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angemerkt, dass in den Leitlinien flr den sorgfaltigen Umgang mit antibakteriell
wirksamen Tierarzneimitteln in Punkt 3 beim Einsatz von Antibiotika zundchst
einmal immer eine mindestens klinische Diagnosestellung gefordert wird
(vgl. Abschnitt 111.2). Im vorliegenden Fall handelt es sich offensichtlich um
einen regelmaligen Einsatz in einem bestimmten Altersabschnitt — hier ist bei
Antibiotikagabe grundsétzlich ein Erregernachweis und ein Antibiogramm nach
Erregerisolierung erforderlich bzw. muss durch regelmaRige Untersuchungen die
Resistenzsituation Uberprift werden, ansonsten handelt der den Landwirt
betreuende Tierarzt nicht ensprechend der Leitlinien (BTK 2015). Zudem sind
Landwirt und Tierarzt aufgefordert, erfolgversprechende Alternativen zum

Antibiotikaeinsatz zu Uberprufen.
2.2.2 Quantifizierung von Antibiotikaresistenzgenen

2.2.2.1 Selektion

In diesem Punkt der vorliegenden Arbeit sollte (berpruft werden, ob die
Anwesenheit von Antibiotika der Wirkstoffklassen der Tetrazykline und der
Sulfonamide durch selektierende Effekte zu verdnderten Konzentrationen an
entsprechenden Antibiotikaresistenzgenen in den Faeces von Schweinen bzw. von
Personen auf dem Betrieb fiihrt, wie dies fir Schweine bereits beobachtet wurde
(Schwaiger et al. 2009, Looft et al. 2012). Dafur wurden die Proben
Antibiotikum-einsetzender Betriebe mit denen nicht-einsetzender verglichen
sowie tatsachlich im Betrieb behandelte Tiere nicht behandelten
gegenubergestellt. Dies geschah sowohl fiir das ,,Screening® — hier wurden viele
Betriebe in einem relativ groben Raster abgedeckt — als auch fiir das ,, Tracking®,
in dem der Fokus bei wenigen Betrieben auf einem engmaschigen Raster und

zeitlicher Verfolgung der beobachteten Probanden lag.

Um potenzielle selektive Effekte auch zeitlich einordnen zu kdnnen wurden
exemplarisch fir den duferst frequent Tetrazyklin-einsetzenden Betrieb E5
zeitliche Verlaufsdiagramme erstellt, die zeigen sollten, wie sich die
Tetrazyklinresistenzgen-Gehalte wéhrend und unmittelbar nach Antibiotika-Gabe
verhalten. Darlber hinaus sollten Trendanalysen der Resistenzgenkonzentrationen
helfen, langfristige Effekte des Antibiotikaeinsatzes aufzudecken und zu

visualisieren.
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Tetrazyklinresistenzgene bei Mensch und Schwein

Die tet(M)- und tet(B)-Gehalte in den Faecesproben von Personen von Betrieben,
auf denen regelméRig Tetrazykline eingesetzt wurden, waren signifikant hoher als
die ermittelten Konzentrationen fur Personen von Betrieben, bei denen dies nicht
der Fall war. Bei den Schweinen der beiden Vergleichsgruppen wurden hingegen
keine solch deutlichen Unterschiede in den Konzentrationen dieser beiden Gene
festgestellt — beide Gruppen zeigten hohe Gehalte. Vergleichbare Tendenzen
zeigten auch schon die Ergebnisse der tet(B)-Gehalte in den ,,Screening““-Proben.
Dies spricht dafiir, dass die hohen tet-Gen-Konzentrationen im Stuhl der
beprobten Personen nicht durch die Ubertragung resistenter Bakterien oder von
Resistenzgenen vom Tier auf den Menschen zustande kamen. Eher kdnnten die
Unterschiede auf der selektierenden Wirkung der Antibiotika selbst beruhen, der
die betroffenen Landwirte und Kontaktpersonen durch den direkten oder
indirekten Kontakt mit den antimikrobiellen Wirkstoffen bei der taglichen Arbeit
auf dem Hof unterworfen sind — hierbei wére an die manuelle Verabreichung von
medikierten Futtermitteln, Antibiotikariickstande in den Ausscheidungen der
Tiere, an den Tieren selbst, im Stall oder in der Stallluft zu denken. Langfristig
konnten die beschriebenen Vorgange der Grund fiir h6here Gehalte an tet-Genen
bei Bakterien im Darm der entsprechenden Personen sein. Beispielsweise warnen
Hamscher et al. (2003) nicht nur davor, dass mit Antibiotika kontaminierter Staub
aus Schweinemastbetrieben ein moglicher Ausloser fir die Entwicklung von
Atemwegserkrankungen ist, sondern sprechen auch davon, dass bei Landwirten,
die téglich in Kontakt mit subtherapeutischen Antibiotikakonzentrationen
kommen, ein erhohtes Risiko der Resistenzentwicklung besteht (Hamscher et al.
2003). Die Ergebnisse einer franzosischen Studie konnten belegen, dass die
Pravalenz Tetrazyklin-resistenter kommensaler Darmbakterien bei Antibiotika-
einsetzenden Schweinehaltern signifikant erhoht war im Vergleich zu Personen,
die den Farmern zwar in Geschlecht, Alter und Herkunft &hnelten, jedoch weder
in landwirtschaftlichen Betrieben, noch in Schlachthéfen oder pharmazeutischen
Unternehmen tétig waren und auch sonst keinen engen Kontakt zu Farmpersonal
hatten (Aubry-Damon et al. 2004). Die in der vorliegenden Arbeit beprobten
Personen wurden nach eigenen Angaben wahrend des mehrmonatigen
Studienzeitraumes nicht selbst mit Antibiotika therapiert. Daher kann dies als

mogliche Ursache fir die hohen Gen-Gehalte zwar ausgeschlossen werden,
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jedoch konnen langfristige selektive Effekte hervorgerufen durch langer
zuruckliegende Antibiotikagaben, nicht vollkommen aulRer Acht gelassen werden,
da zu letzteren keine ausreichenden Angaben vorlagen.

Die Tatsache, dass beim Vergleich zwischen den Faeces von Schweinen und
Personen Tetrazyklin-anwendender Betriebe signifikant hohere tet(A)-Gehalte in
den porcinen, fur tet(B) jedoch signifikant hoéhere Konzentrationen in den
humanen Proben detektiert wurden, steht einerseits im Einklang mit der Literatur,
in der von héheren tet(A)-Prévalenzen in tierischen Indikator-Keimen wie E. coli
bzw. hoherer tet(B)-Pravalenz beim Menschen die Rede ist (Chopra et al. 2001,
Bryan et al. 2004, Schwaiger et al. 2010). Andererseits wird durch diesen
Sachverhalt die These gestérkt, dass der Einfluss auf das Resistenzgeschehen
beim Menschen mehr durch den Kontakt zu Antibiotika beeinflusst wird als durch

Ubertragung von Resistenzgenen zwischen Bakterien von Tier und Mensch.

Dass die tet(B)- und tet(M)-Gehalte in den Schweine-Faeces nicht
Tetrazyklin-einsetzender Betriebe in der absoluten Hohe durchaus mit denen
einsetzender Betriebe vergleichbar waren, kdnnte damit zusammenhéngen, dass
sich auch ohne den unmittelbaren selektiven Druck von Antibiotika das Resistom
(Begriffsklarung vgl. Abschnitt 112.2) dieser Tierart durch den jahrelangen Einsatz
von Antibiotika und damit verbundenen co-selektiven Prozessen in der
landwirtschaftlichen Nutztierhaltung soweit ausgebaut hat, dass stets ein hohes
Niveau an (Tetrazyklin-)Resistenzen im Darm von Schweinen detektierbar ist
(Looft et al. 2012). Auch konnen, wie bereits eingehend thematisiert,
Vorbehandlungen mit Tetrzakylinen beim Erzeugerbetrieb nicht als mdgliche
Erklarung fiir hohe Gehalte der genannten Gene in Betrieben, die dieses
Antibiotikum nicht selbst regelméRig anwenden, ausgeschlossen werden. Fur
tet(B) wird andererseits auf den rapiden Konzentrationsabfall nach
Behandlungsende verwiesen, so dass die Mehrzahl der Proben behandelter Tiere —
auBerhalb der eigentlichen Behandlungen — vergleichsweise niedrig zu liegen
kam; auch dies erklart, dass sich tierische Proben einsetzender und

nicht-einsetzender Betriebe nicht signifikant voneinander unterschieden.

Hinsichtlich tet(A) und tet(M) waren die gemessenen Gen-Konzentrationen in den
Faeces signifikant hoher, wenn die Schweine im Betrieb selbst mit Tetrazyklinen
therapiert wurden. Zwar waren die ermittelten Konzentrationen bzgl. tet(B) fur

Tetrazyklin-behandelte und -unbehandelte Tiere auf &hnlichem Niveau
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angesiedelt, jedoch konnte auch hier nachgewiesen werden, dass die Gehalte
unmittelbar wéhrend der Behandlung mit Tetrazyklinen hoéher waren als zu
Zeitpunkten, in denen die Tiere nicht behandelt wurden (Daten nicht dargestellt).
Deutlich lasst sich aus diesen Ergebnissen schlussfolgern, dass die Therapie mit
Tetrazyklinen einen selektierenden Einfluss auf die Bakterienpopulation im Darm
der Schweine hat: Sensible Keime werden durch das Antibiotikum in ihrem
Wachstum gehemmt, der Pool der Resistenzgentréger vergroRert sich, da diese
unter dem direkten Druck des verabreichten Antibiotikums einen Fitnessvorteil
haben (Lenski 1997). Hierzu finden sich verschiedene Studien, die von einem
Anstieg Tetrazyklin-resistenter Bakteriensolate bzw. Resistenzgen-Abundanzen
im Darm von Schweinen unter Antibiotikabehandlung zeugen (Borel et al. 2012,
Looft et al. 2012). Dass bei diesen VVorgangen dem horizontalen Gentransfer eine
entscheidende Rolle zukommt, ist ebenfalls in der Literatur belegt (Barlow 2009,
Looft et al. 2012). Die beim Vergleich zwischen Tetrazyklin-behandelten
und -unbehandelten Schweinen erhobenen Daten beziehen sich nur auf Therapien,
die sich tatséchlich auf Ebene der ,Tracking“-Betriebe abspielten. Wieviele
Studientiere beispielsweise bereits beim Ferkelerzeuger mit Antibiotika medikiert
wurden und deswegen bereits bei Einschluss in die Studie héhere Resistenzgen-
Gehalte in ihren Mikrobiota aufwiesen, konnte nicht abschlielend geklart werden
(vgl. Abschnitt 2.2.1). Dies bedeutet, dass auf Selektion beruhende Unterschiede
ggf. unterschatzt werden, beeintrachtigt aber nicht die Validitdt der dennoch
beobachteten signifikanten Unterschiede. Allerdings kdnnte sich diese Tatsache
verfialschend auf Vergleiche der ,nicht behandelten” konventionellen und
Okologischen Schweine auswirken. Betrachtet man jedoch die Gen-Gehalte in den
Faecesproben der Schweine, die im Laufe dieser Studie nicht selbst mit
Tetrazyklinen behandelt worden waren, in Abhdngigkeit von der Haltungsart der
Tiere, so weist nichts darauf hin, dass solche Behandlungen im Erzeugerbetrieb
die Ergebnisse systematisch verfalschten: Fir tet(A) wurden in 6kologischen, fir
tet(B) hingegen in konventionellen nicht Tetrazyklin-behandelten Schweinen
signifikant hohere Gen-Gehalte gemessen. Bei tet(M) lagen die Gehalte in beiden

Vergleichsgruppen etwa gleichauf.

Dass es im Laufe einer Therapie mit Tetrazyklinen zu selektionsbedingten
Veranderungen der Resistenzgenkonzentrationen in den Faeces der behandelten

Tiere kommt, zeigten unter anderem Alexander et al. (2011). Die Autoren konnten
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einen Anstieg von tet(B) in den Faecesproben von mit Chlortetrazyklin
behandelten Rindern nachwiesen (Alexander et al. 2011). Solch ein Anstieg stellte
sich auch in den Ergebnissen, die Abbildung 51 zugrunde liegen, dar: Bereits an
Tag 0 der Behandlung mit Tetrazyklinhydrochlorid (130 mg/kg Kérpergewicht)
und Colistinsulfat (16 mg/kg Kdorpergewicht) wiesen die Schweine des dritten
Mastdurchganges (S31 bis S40) in Betrieb E5 in den Faecesproben hohe
tet(B)-Konzentrationen auf, die sich auf den bereits unter der Muttersau erfolgten
kurzzeitigen Vorkontakt mit dem medikierten Futtermittel zurtickfuhren lassen
konnten. Dieser Verdacht bestatigt sich beim Blick auf Abbildung 92 (links):
Tragt man die in der qPCR gemessenen tet(B)-Konzentrationen im Diagramm
gegen die Riickstinde an ermitteltem ,,Gesamt-Tetrazyklin®“ (Begriffsdefinition
s. Abschnitt 2.2.1) in den jeweiligen Faecesproben zum gleichen Zeitpunkt auf, so
lasst sich erkennen, dass sich bereits an Tag0 Mengen von bis zu
2829 ng ,,Gesamt-Tetrazyklin“/g in den Faeces der Tiere nachweisen lieBen. An
dieser Stelle sei eingeschoben, dass ,,echte” Tag 0-Proben zwar wiinschenswert
gewesen waéren, jedoch nicht realisierbar, da es sich bei der vorliegenden Arbeit
nicht um eine Interventionsstudie handelte, sondern gezielt ein Praxisbetrieb unter
betriebseigenem Behandlungsmanagement flr die Beprobung ausgewahlt wurde.
Im Laufe der eigentlichen Behandlung der Tiere kam es dann zunéchst zu einem
Anstieg der Gen-Gehalte an Tag 2, verbunden mit einem deutlichen Anstieg an
,Gesamt-Tetrazyklin® in den Faeces. Nun begannen die tet(B)-Gehalte —
weiterhin wahrend der Behandlung — Uber Tag 4 bis zu Tag 10 (bereits nach der
Behandlungsende) deutlich abzusinken und kamen auf einem Wert (iber zwei log-
Stufen unter dem zu Beginn der Behandlung zu liegen. Leicht verzdgert stiegen
die Antibiotika-Ruckstande im Kot noch bis Tag 4 an, sanken dann aber ebenfalls
rapide ab, wobei interessanterweise auch an Tag 10, also bereits 4 Tage nach Ende
der Antibiotika-Therapie noch Mengen von bis zu 10361 ng, Gesamt-
Tetrazyklin®/g Faeces ausgeschieden wurden. Stuart B. Levy beschrieb in einem
Selbstversuch einen ganz é&hnlichen zeitlichen Verlauf und fihrt die
Veranderungen hinsichtlich der Resistenzauspragung auf Selektionsprozesse
zurick: Das zu Beginn einer flinftagigen Tetrazyklin-Behandlung niedrige
Tetrazyklinresistenz-Level erreichte nach 2 Tagen einen Gipfel, bevor die Werte
langsam zu sinken begannen und sich erst nach 15 Tagen wieder auf einem

Niveau wie vor Behandlungsbeginn einpendelten (Levy 1997).
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Abbildung 92: tet(B)- sowie Gesamt-Tetrazyklin-Gehalte in den Faeces von
Schweinen aus dem Betrieb E5; links: Schweine des dritten
Mastdurchganges (S31 bis S40) wahrend Behandlung, rechts: Schweine des
zweiten Mastdurchganges (S11 bis S20) auf3erhalb Behandlung

Beim Blick auf Abbildung 92 wird ebenso deutlich, dass die Veranderungen in
den Konzentrationen der Resistenzgene eng mit den tatsachlich im Darm
befindlichen Mengen an Antibiotika verknupft sind. Als Belege dafiir finden sich
im rechten Diagramm derselben Abbildung die tet(B)-Gehalte und
Medikamenten-Ruckstdande in den Faeces der zum gleichen Zeitpunkt der
Behandlung von S31 bis S40 beprobten, aber nicht selbst behandelten Schweine
S11 bis S20: Weder lieRen sich hier nennenswerte Veranderungen hinsichtlich der
tet(B)-Gehalte nachweisen, noch war dies fir die ermittelten ,,Gesamt-
Tetrazyklin“-Ruckstande der Fall. Auch bei diesen Tieren wurden mit Werten von
bis zu 657 ng/g Faeces noch nach Ende der Behandlung geringe Mengen
Tetrazyklin mit dem Kot ausgeschieden. Mogliche Erklarung ware, dass es trotz
raumlicher Trennung der sich jeweils gerade in Behandlung befindlichen
Mastdurchgénge von den ubrigen Schweinen zu eine Verschleppung geringer
Mengen der eingesetzten Antibiotika kam. Alternativ ware daran zu denken, dass
der Stallbereich, beispielsweise durch frihere Behandlungen oder ungeniigende
HygienemalRnahmen, dauerhaft mit geringen Rickstandsmengen belastet ist, so
dass die Schweine auch zu Zeitpunkten auBerhalb eigener Behandlungen
Tetrazykline oral oder durch die Luft aufnahmen. Hamscher et al. (2003) wiesen
in Langzeitanalysen von Stallstaub aus Schweinehaltungsbetrieben in tiber 90 %
der untersuchten Proben Tylosin, verschiedene Tetrazykline, Sulfonamide und
Chloramphenicol in einer Gesamtkonzentrationen von bis zu 12,5 mg/kg Staub

nach.
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Als potenzielle Ursache fur die dargestellten Veranderungen in den tet(B)-
Konzentrationen unter der Behandlung koénnen Schwankungen der
molekularbiologisch bestimmten ,,Gesamtkeimzahl* ausgeschlossen werden — sie
unterlag wahrend der Tetrazyklin-Therapie keinen nennenswerten Schwankungen

(Daten nicht dargestellt).

Alles in allem lieBen sich die beschriebenen tet(B)-Gehalte wéhrend und nach
Tetrazyklin-Behandlung auch fir die anderen, genauso behandelten
Mastdurchgénge desselben Betriebs reproduzieren. Die tet(M)-Gehalte in den
Faecesproben derselben Tiere (s. Abbildung 56) vollzogen im Laufe der
Tetrazyklin-Behandlung eine Entwicklung, die sich anfangs mit der von tet(B)
deckte: Einem Anstieg von Tag 0 auf Tag 2 folgte ebenfalls ein Absinken der
Konzentrationen, wobei dieses im Falle von tet(M) deutlich weniger ausgepragt
war als bei tet(B), so dass die Messwerte an Tag 10, also nach Ende der
Behandlung, immer noch Uber denen zu Beginn der Behandlung lagen. Erst im
Laufe der nachsten monatlichen ,,Status Quo“-Proben sanken die tet(M)-Gehalte
auf ein etwas niedrigeres Niveau. Diese Ergebnisse stimmen nicht mit einer
Studie Uberein, in der trotz Tetrazyklin-Gabe bei Schweinen keine Veranderungen
hinsichtlich der tet(M)-Konzentrationen festgestellt werden konnten (Holman et
al. 2013). Das liegt jedoch mdglicherweise darin begriindet, dass in der genannten
Studie von Holman et al. (2013) subtherapeutische Dosierungen zum Einsatz
kamen, wohingegen sich die in ,,Tracking“-Betrieb E5 angewandte Medikation

sehr wohl im therapeutisch wirksamen Bereich bewegte.

Die fur die tet(A)-Gehalte in den Faeces der E5-Schweine erstellten
Verlaufsdiagramme (s. Abbildung 46) waren in ihrem Muster nahezu kontrér zu
dem, das sich fir tet(B) und tet(M) ergab: Zwar waren die detektierten
Konzentrationen auch hier zu Behandlungsbeginn hoch, jedoch kam es
unmittelbar wahrend der ersten vier Tage der Tetrazyklin-Therapie zu einem
Absinken der Gen-Gehalte ehe die Werte im Anschluss, also gegen Ende sowie in
den Tagen nach der Behandlung, wieder zu steigen begannen. Es besteht die
Madglichkeit, dass sich im Laufe der Behandlung die Tragerpopulationen der
jeweiligen tet-Gene gegenseitig in ihrer Auspragungsstarke beeinflusst haben:
Denkbar ist hier eine Verschiebung zwischen Bakteriengattungen — so ist tet(M)
haufiger in Gram-positiven Gattungen nachzuweisen — aber auch eine

Verschiebung der Gentrager innerhalb derselben Gattung oder Spezies, oder
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Unterschiede, die auf horizontalem Gentransfer beruhen (Bryan et al. 2004,
Schwaiger et al. 2010). Hierbei ist bemerkenswert, dass tet(A) und tet(B) negativ
assoziiert sind (Boerlin et al. 2005). Weshalb es letztlich zu einer anfanglichen
Selektion von tet(B) auf Kosten von tet(A) und einer Umkehr des Prozesses kam,
kann in Fitnessvorteilen der tet(A)-Trager bzw. der Co-Kodierung von
Fitnessfaktoren auf tet(A)-Plasmiden begriindet liegen; um dies aufzukléren,

waéren Plasmid-Charakterisierungen vonnéten.

Einmal mehr handelt es sich bei den beschriebenen Beobachtungen um Prozesse,
die letztlich auf der selektierenden Wirkung der verabreichten Medikamente
beruhen. Dies lasst sich zum einen an den zum Zeitpunkt der Behandlung
nachgewiesenen  Tetrazyklin-Rlckstandskonzentrationen  festmachen. Zum
anderen féllt auf, dass sich die zeitgleich erhobenen tet-Gen-Konzentrationen in
den Faeces unbehandelter Kontrollgruppen, also Tieren bei denen Kkein
verabreichtes Antibiotikum Selektionsdruck auf die Mikrobiota im Darm ausiibte,

nicht nennenswert veranderten (vgl. Abbildung 59).

Die molekularbiologisch bestimmte ,,Gesamtkeimzahl® bliecb — wie oben bereits
kurz angedeutet — unter der Tetrazyklintherapie konstant. Somit kam es also unter
Therapie nicht zu einer generellen Hemmung des Bakterienwachstums, sondern
lediglich zu Verschiebungen. Nicht unerwahnt bleiben soll an dieser Stelle, dass
sich in der Literatur auch Berichte finden lassen, in denen von Schwankungen der
Auspragung von Tetrazyklinresistenz bei Sauen und Ferkeln die Rede ist, die
nicht auf den Einsatz von Antibiotika sondern nach Meinung der Autoren
vielmehr auf Stress zurtickzufihren sind (Kim et al. 2005). Auf diese Weise lieRe
sich auch erkldren, warum es bei den tet(B)-Gehalten in den Faecesproben der auf
die Tetrazyklin-Behandlung folgenden monatlichen ,,Status Quo“-Proben zu

Abweichungen zwischen den einzelnen Mastdurchgéngen kam.

Was die langfristigen Trendanalysen der  drei untersuchten
Tetrazyklinresistenzgene betrifft, so soll an dieser Stelle zundchst noch einmal
kurz erwéhnt werden, dass sich die Base-Level, die den jeweiligen Auswertungen
zugrunde lagen, aus dem Mittelwert aller gemessenen Konzentrationen der
jeweiligen tet-Gene an Tag O einer Behandlung mit Tetrazykline ergaben. Wie in
Abschnitt IV3.1.3  dargelegt, wurde den Schweinen aller beprobten
Mastdurchgénge des Betriebs E5 bereits am ersten Lebenstag i.m. Tetrazyklin

injiziert; zudem wurde kurz vor dem Absetzen und der damit verbundenen
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Umstallung ins Flatdeck oral ein medikiertes Futtermittel dargeboten, das
Colistinsulfat und Tetrazyklinhydrochlorid enthielt. Auch wenn die Tiere nach
Angaben des Landwirtes und Beobachtungen der beprobenden Personen von
dieser Futtermischung unter der Sau noch kaum etwas aufnahmen, wiesen die
Faecesproben einiger Schweine in den qPCR-Messungen bereits an Tag O recht
hohe tet-Gen-Gehalte auf. Auch lielR sich bereits vor Behandlungsbeginn
Tetrazyklin in den Faeces der Schweine nachweisen (vgl. Abbildung 92). Dies
deutet darauf hin, dass der Vorkontakt mit den Antibiotika bereits selektive
Prozesse in der Darm-Mikrobiota der Probanden zur Folge hatte.
Demensprechend war das den Trendanalysen zugrunde liegende Base-Level
relativ hoch angesetzt, letztlich spiegeln sich aber eben darin die realen
Verhéltnisse dieses Betriebs wider.

Deutlich geht aus Abbildung 53 hervor, dass es trotz der andauernden Behandlung
mit Tetrazyklinen im Laufe weniger Tage zur negativen Selektion der
tet(B)-tragenden Bakterienpopulation kam, wobei als negative Selektoren
Einflusse verstanden werden, die insgesamt zu einer Attenuation, d. h. einer
verzogerten Transkription der DNA in mRNA bei der Proteinbiosynthese, oder
zur Elimination der korrespondierenden (Resistenz-)Gene fiihren (Barkovskii et
al. 2012, Madigan et al. 2013). Zwar lagen die tet(B)-Gehalte an Tag 2 noch auf
Hohe des Base-Levels und damit signifikant ber dem zu erwartenden Trend,
jedoch waren die Werte an Tag 5 nach Behandlungsbeginn und damit schon
gegen Behandlungsende bereits wieder deutlich niedriger angesiedelt. Nachdem
sich die gemessenen Konzentrationen nach Ende der Behandlung rasch auf einem
im Vergleich zum Base-Level wesentlich niedrigeren Niveau eingependelt hatten,
gab es in den Monaten danach keine nennenswerten Verénderungen der tet(B)-
Gehalte in den Faeces. Letzteres deckt sich mit der Beobachtung, dass insgesamt
keine signifikanten Unterschiede in den tet(B)-Gehalten von behandelten und

unbehandelten Schweinen detektiert werden konnten (vgl. Abbildung 50).

Betrachtet man die Trendanalyse der tet(A)-Gehalte aus Betrieb E5 (s. Abbildung
48), so lasst sich erkennen, dass die Gen-Konzentrationen vom Zeitpunkt der
Einstallung hinweg in den ersten 100 Tagen langsam absanken und erst dann
wieder anstiegen. Was die Ursache dieses Anstieges der tet(A)-Gehalte nach
ca. 100 Tagen war, bleibt unklar. Neben den oben angesprochenen Aspekten zur

Fitness waren auch Veranderungen im Stallregime als Ursache denkbar,
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beispielsweise eine Umstallung in den letzten Wochen vor der Schlachtung in
Bereiche des Stalles, wo die Tiere vermehrt Kontakt zu potenziell selektierenden
Antibiotika hatten. Betrachtet man die absoluten Messwerte der jeweiligen tet-
Gene fir alle in E5 beprobten Schweine, so wurden flr tet(A) mit einem Median
von 8,63 Ig copies/g Faeces hohere Gen-Konzentrationen ermittelt als fiir tet(B)
(6,34 Ig copies/g Faeces). Dies deckt sich mit den bereits angesprochenen
Beobachtungen, dass tet(A) im Vergleich zu tet(B) in aus Schweine-Faeces
isolierten Bakterien grundsétzlich das dominantere Resistenzgen zu sein scheint
(Lanz et al. 2003). Vor diesem Hintergrund ware es angesichts der in den
Trendanalysen beschriebenen Gen-Konzentrationsverlaufe mdoglich, dass es
mittel- bis langfristig zu einer Verschiebung hin zu mehr tet(A)-tragenden
Bakterien kam (s. oben).

Einzelne Tiere, beispielsweise die Schweine mit den Nummern 16, 41 und 50 in
Abbildung 47, wichen im Gen-Verlauf stark von anderen Probanden ab. Infolge
der Tatsache, dass bei kranken Tieren oftmals die Futteraufnahme reduziert ist,
konnten die genannten Einzeltiere evtl. weniger Antibiotikum aufgenommen
haben — dies deckt sich auch mit den zum Teil festgestellten Unterschieden im
Gesamt-Tetrazyklin-Gehalt in den Faeces der Schweine. Streuungen der
Resistenzgenkonzentrationen insbesondere unter der Behandlung lieRen sich aber
auch auf Unterschiede im Mikrobiom zuriickfihren. So konnten aus der
Ursprungspopulation andere als die untersuchten Tetrazyklinresistenzgene
(vgl. Tabelle 1) selektiert worden sein; denkbar ist auch, dass einzelne Tiere evitl.
ein in starkerem Mal ,,Selektions-resilientes® Mikrobiom aufweisen als andere

Schweine aus der Gruppe.

Wie schon im Verlaufsdiagramm aus Abbildung 56 lieRen sich auch in den
Ergebnissen der Trendanalyse an Tag 2 der Therapie mit Tetrazyklinen hohere
und dabei Uber dem Base-Level liegende tet(M)-Gehalte ausmachen, als zu
Behandlungsbeginn. Dies ist analog zu hohen tet(B)-Gehalten zu diesem
Zeitpunkt: Dass Bakterienpopulationen bei Kontakt mit Antibiotika prinzipiell
oftmals auf zwei verschiedene Resistenzmechanismen zuruckgreifen, zeigen
Studien von Schwaiger et al. (2009), in denen Tetrazyklin-haltige Gille positiv
selektierend auf tet(M)- (ribosomales Schutzprotein) und in derselben Zelle auch
tet(L)-tragende  (Efflux-basiertes  System) Enterococcus faecalis  wirkte.
Allerdings erscheint die Kombination aus tet(M) und tet(B) auf Zellebene
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unwahrscheinlich, da ersteres meist in Gram-positiven, letzteres hingegen
uberwiegend in Gram-negativen Bakterien vorkommt (Bryan et al. 2004, Roberts
2011). Auf Populationsebene ist eine solche Kombination hingegen — gerade

aufgrund der unterschiedlichen Trager — als wahrscheinlich anzunehmen.

Im weiteren Verlauf der Behandlung sanken die tet(M)-Gehalte leicht ab, und
blieben — weiterhin Uber Base-Level-Niveau — bis ca. 40 Tagen nach
Behandlungsende in etwa auf dem gleichen Level, was den Anschein erweckt, als
hatte die initiale Therapie auch mittelfristig noch Auswirkungen auf die
Populationsstabilitat der tet(M)-tragenden Bakterien. Erst danach begannen die
Konzentrationen etwas starker abzusinken und kamen ab ca. Tag 130 unter dem
Base-Level zu liegen. Wodurch diese Entwicklung bedingt war, bleibt an dieser
Stelle offen.

Alles in allem zeigten sich in den Trendanalysen zu Beginn des
Beobachtungszeitraums, also in den Tagen rund um die Behandlung mit
Tetrazyklinen, Veranderungen in den Gehalten der tet-Gene, die sich unmittelbar
durch Selektionsprozesse, hervorgerufen durch die applizierten antimikrobiellen
Wirkstoffe, erklaren lassen. Ob die mittel- bis langfristigen Trendverlaufe jedoch
auch noch im Zusammenhang mit der anféanglichen Tetrazyklin-Therapie standen,
eventuell auf Wirkung des gleichzeitig verabreichten Colistinsulfats beruhten oder
ganz andere Einflussfaktoren — in der Literatur wird das selektive Potenzial von
Nicht-Antibiotika, z. B. von Schwermetallen wie Zink oder Kupfer, diskutiert
(Holzel et al. 2012) — fur etwaige Veranderungen der Gen-Konzentrationen
verantwortlich zeichneten, kann abschlieBend nicht sicher beantwortet werden.
Generell sei an dieser Stelle angemerkt, dass es sich bei den Ergebnissen der
beschriebenen Trendanalyse nur um die Daten eines exemplarisch ausgewahlten
und zudem recht hochfrequent Tetrazyklin-einsetzenden Schweinehaltungs-
betriebs handelte; da darlber hinaus ein Mangel an wissenschaftlichen Studien
besteht, die sich mit Langzeiteffekten von Antibiotikabehandlungen in der
Nutztierhaltung auseinandersetzen (Burow et al. 2014), erscheint eine Einordnung

der erhobenen Befunde zur Literatur nur schwer moglich.
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Sulfonamidresistenzgene

Generell scheint eine Sulfonamid-Exposition das Risiko der Resistenzentwicklung
beim Schwein zu erhéhen (Rosengren et al. 2007). Dazu und auch zu den
beschriebenen Ergebnissen fur Tetrazyklinresistenzgene gegenldaufig konnten
beim Vergleich der sul(11)-Gehalte aus Faecesproben von Tieren aus Sulfonamid-
einsetzenden und nicht-einsetzenden Betrieben keine signifikanten Unterschiede
in den beiden Vergleichsgruppen festgestellt werden. Zur Erinnerung: Im
»Screening™ waren hingegen signifikant hohere sul(ll)-Konzentrationen in den
wirtschaftseigenen Diingemittelproben einsetzender Betriebe, verglichen zu nicht
einsetzenden Betrieben gefunden worden. Was die Personen betrifft, so wurden
jedoch in den Proben von Schweinehaltungsbetrieben, in denen im
Studienzeitraum keine Sulfonamide zum Einsatz kamen, signifikant hohere
Konzentrationen dieses Resistenzgens gemessen, als in den Proben Sulfonamid-
einsetzender Betriebe. Hammerum et al. (2006) fanden sul(11)-Gene in 14 % der
199 von ihnen untersuchten Indikator-E. coli-Isolate gesunder, zuvor nicht mit
Sulfonamiden behandelter Personen. Eine andere Studie berichtet von einer
Prévalenz von 15 % (n =76 menschliche Isolate) und damit &hnlichen Zahlen
(Wu et al. 2010). Auch britische Forscher benennen sul(l1) als das in E. coli beim
Menschen am h&ufigsten vorkommende Sulfonamidresistenzgen und fuhren die
Tatsache, dass das Gen in England trotz stark rucklaufiger Verschreibungsraten
von Sulfonamiden weiterhin hdufig in klinischen E. coli-lsolaten vom Menschen
detektiert unter anderem darauf zurlick, dass es fir Bakterien vermutlich keinen
selektiven Nachteil hat, dieses Resistenzgen im Genom zu tragen (Bean et al.
2009). Die genannten Literaturstellen sprechen demnach daftir, dass das Auftreten
von sul(ll) im Menschen nicht unmittelbar an den Einsatz von Sulfonamiden

geknUpft sein muss.

Dass in Betrieben, auf denen regelméRig Sulfonamide eingesetzt werden,
niedrigere sul(ll)-Gehalte im Stuhl von Personen gemessen wurden, koénnte
beispielsweise damit zusammenhdngen, dass es in solchen Betrieben durch die
selektierende  Wirkung  der  angewendeten  Antibiotika in  den
Bakterienpopulationen haufiger zum Austausch von genetischem Material via
mobiler genetischer Elemente und damit einhergehend zu Verschiebungen hin zu
anderen vorherrschenden Resistenzgenen, beispielsweise sul(l), kommt. Dabei

spielt einerseits wiederum eine Rolle, dass das ebenfalls Sulfonamidresistenz
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vermittelnde Gen sul(l) mit Klasse-1-Integrons assoziiert ist, sich oft auf
Plasmiden und Transposons wiederfindet und daher haufig in kurzfristige
Selektionsprozesse involviert ist (Carattoli 2001, Guerra et al. 2003, Bean et al.
2009). Andererseits befindet sich auch sul(Il) oftmals auf ,Broad host
range“-Plasmiden und ist dadurch ebenfalls an den Vorgangen beim Austausch,
der Aufnahme und dem Verlust von genetischem Material in
Bakterienpopulationen beteiligt (Heuer et al. 2008). Co-selektive Prozesse

konnten somit sul(1l) auch ohne Einsatz von Sulfonamiden selektieren.

Nur im , Tracking“-Betrieb M13 wurden die Schweine im Studienzeitraum
tatsachlich selbst mit dieser Wirkstoffklasse behandelt, hier kdnnen zudem friihere
Behandlungen ausgeschlossen werden, da es sich um einen Betrieb ohne Zukauf
handelte. Fur die nicht auf Betriebsebene mit Sulfonamid-behandelten Tiere ist
wiederum keine Aussage Uber etwaige Behandlungen im Erzeugerbetrieb
mdoglich. Bei der Unterscheidung zwischen Tieren, die im ,, Tracking*“-Betrieb mit
Sulfonamiden therapiert wurden, ergaben sich insgesamt keine signifikanten
Unterschiede in den sul(l1l)-Gehalten im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Zwar
deckt sich dies mit den Ergebnissen von tet(B) in Tetrazyklin-behandelten
und -unbehandelten Schweinen (auch hier waren die Gehalte der beiden
Vergleichsgruppen auf vergleichbarem Niveau), jedoch waren bei sul(ll)
erstaunlicherweise auch die Gehalte von unter der Sulfonamid-Behandlung
gezogenen Proben signifikant niedriger als auBerhalb der Behandlung
(p < 0,05; Daten nicht dargestellt). Damit zeigen sich die Ergebnisse nicht nur
abweichend von denen der Tetrazyklinresistenzgene, fir die gezeigt werden
konnte, dass es im Falle von Behandlung mit dem entsprechenden Antibiotikum
zu hoheren Resistenzgen-Gehalten in der jeweiligen Vergleichsgruppe kommt,
sondern weichen auch von den Auswertungen fir sul(l) ab: Hier ndmlich waren
die Gehalte in den Faeces von Schweinen wéhrend der Behandlung sehr wohl
hoéher als auf3erhalb der Behandlung (vgl. Abbildung 62).

Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse liegt der Verdacht nahe, dass es im Zuge
von Behandlungen mit Sulfonamiden zu einer Verschiebung hin zu mehr
sul(l)-beherbergenden Bakterien unter gleichzeitig negativer Selektion von
sul(I)-tragenden Populationen kommt. Um etwaige Selektionsprozesse wéhrend
solch einer Behandlung zu visualisieren, wurden in Abbildung 93 die Verldufe der
Gehalte der beiden sul-Resistenzgene in den Faeces sowie die mit diesen Proben
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ausgeschiedenen Mengen an Sulfadiazin der Tiere S1 bis S10 aus ,,Tracking®-
Betrieb M13 kurz vor, wahrend und nach Sulfadiazin-Therapie dargestellt:
Tatséchlich kam es dabei wahrend des ersten Behandlungstages zu einem
wesentlich starker ausgeprégten Anstieg der sul(l)-Gehalte als dies fir sul(Il) der
Fall war. Die héchsten Ausscheidungsraten von Sulfadiazin wurden an Tag 2 der
Behandlung gemessen — zu diesem Zeitpunkt waren die Konzentrationen beider
sul-Gene bereits wieder ricklaufig. An Tag 10, also einen Tag nach
Behandlungsende wurden nur noch geringe Mengen des verabreichten
Antibiotikums in den Faeces der Tiere nachgewiesen. Die Resistenzgene hatten
sich zu diesem Zeitpunkt hinsichtlich ihrer absoluten Konzentration deutlich
angendhert, wobei insgesamt jedoch immer noch hohere Gehalte an sul(l)
gemessen wurden als an sul(ll). In der nachsten auf die Behandlung folgenden
monatlichen ,,Status Quo*“-Probe kamen die Konzentrationen beide Gene beinahe
auf dem gleichen Niveau zu liegen, Sulfadiazin wurde zu diesem Zeitpunkt nicht

mehr ausgeschieden.
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Abbildung 93: sul(l)-, sul(Il) sowie Sulfadiazin-Gehalte in den Faecesproben
von Schweinen aus dem Betrieb M13; als Betrachtungsgrundlage dient das in
Abbildung 43 dargestellte Behandlungsschema
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Insgesamt konnte an diesem Beispiel gezeigt werden, dass es im Laufe einer
Sulfonamid-Behandlung tatsachlich zu einer ausgepragten positiven Selektion der
sul(l)-tragenden Bakterienpopulation kam. Dies ging — wie schon bei Therapie
mit Tetrazyklinen — einher mit einer nahezu gleichbleibenden molekular-
biologisch bestimmten ,,Gesamtkeimzahl“ (Daten nicht dargestellt). Die sul(ll)-
Gehalte befanden sich Uber den Zeitraum der Behandlung fast durchgehend auf
einem d&hnlich hohen Level. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von
Hammerun et al. (2006) und Lanz et al. (2003), die in ihren Forschungsarbeiten in
Sulfonamid-resistenten E. coli-Isolaten aus Schweinen jeweils héaufiger sul(l) als
potenziellen Resistenzvermittler fanden als sul(ll). Jedoch finden sich in der
Literatur auch Berichte, die dem widersprechen. So wiesen beispielsweise
Heuer et al. (2008) in frischer Giille von Schweinen, die mit Sulfadiazin behandelt
worden waren, héhere Abundanzen fur sul(ll) als fur sul(l) nach. Da davon
auszugehen ist, dass Selektionseffekte auf einzelne Resistenzgene innerhalb der
mikrobiellen Gesamtpopulation stark von der urspringlichen Tragerpopulation
abhangen, konnten derartige Abweichungen auf Unterschieden im initialen

Mikrobiom basieren.

Zum derzeitigen Zeitpunkt liegen keine unmittelbaren Vergleichsstudien zur
quantitativen Bestimmung von sul-Genen in Schweinefaeces wahrend und nach
Behandlung mit Sulfonamiden vor. Auch handelt es sich — wie schon bei den
Untersuchungen zu den Tetrazyklinresistenzgenen — in der vorliegenden Arbeit
jeweils um nur auf Betriebsebene reprasentative Ergebnisse einer Kohortenstudie.
Aus diesen Grinden kann an dieser Stelle letztlich keine allgemeingiltige
Aussage Uber die quantitativen Zusammenhéange zwischen Sulfonamid-Einsatz

und den Konzentrationen unterschiedlicher sul-Resistenzgene getroffen werden.

2.2.2.2 Co-Selektion

Dass Schweine, die auf Ebene der ,,Tracking“-Betriebe mit Tetrazyklinen
behandelt worden waren, nicht automatisch auch hohere Konzentrationen an
anderen, nicht gegen das eingesetzte Antibiotikum gerichteten Resistenzgenen —
im Fall dieser Arbeit sul(ll) und gacE/qgacEAI — aufwiesen als Tetrazyklin-
unbehandelte Tiere zeigen die Ergebnisse in Abbildung 64 und Abbildung 66.
Auch Thamesetal. (2012) konnten bei Gruppen von Kalbern, denen Uber
Milch-Austauscher keine oder subtherapeutisch oder therapeutisch dosierte
Konzentrationen an Oxytetrazyklinhydrochlorid verabreicht worden waren, keine
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Veranderungen hinsichtlich der Gehalte von sul-Resistenzgenen nachweisen. Dem
gegenuber stehen jedoch Ergebnisse einer &hnlich angelegten Studie, in denen der
Einsatz von Milch-Austauscher, der Neomycinsulfat und Tetrazyklinhydrochlorid
enthielt, die Selektion von — unter anderem gegen Sulfonamide — resistenten
E. coli in den Faeces der behandelten Kélber zur Folge hatte (Berge et al. 2006).
Weiterhin  muss einschrankend hinzugefugt werden, dass in Betrieb E5
gleichzeitig mit Colistinsulfat behandelt wurde, so dass mogliche Interaktionen
der beiden Wirkstoffklassen beim Prozess der etwaigen Co-Selektion anderer
Resistenzgene nicht ausgeschlossen werden kdnnen. Erst kirzlich wurden in der
Literatur erstmals Colistinresistenz-codierende mobile genetische Elemente
beschrieben, demnach besteht prinzipiell die Mdglichkeit der Genkopplung (Liu
et al. 2015).

Auch wenn die vorliegenden Ergebnisse nicht auf ein ausgepragtes co-selektives
Potenzial von Tetrazyklinen hindeuten, sollte nicht auBer Acht gelassen werden,
dass es im Zuge von direkten oder Co-Selektionsprozessen, hervorgerufen durch
jeglichen Einsatz von Antibiotika, immer in einem gewissen Mal3 zum Austausch
von genomischen Material zwischen Bakterienpopulationen via horizontalem
Gentransfer kommt, der immer dann besonders stark ausgepragt ist, wenn die
Behandlung mit fir die Bakterien nur subletalen Konzentrationen durchgefuhrt
wird (Schuurmans et al. 2014). Daher sollte immer darauf geachtet werden, dass
im Zuge von Therapien mit Antibiotika, méglichst ununterbrochen, ber den
gesamten Behandlungszeitraum ausreichend hohe Wirkstoffkonzentrationen im
Patienten erreicht werden (Davies et al. 2010).

Sulfonamide sind hier durch die unmittelbare Kopplung von sul(l) und gacEA1
auf Integrons potente Co-Selektoren (Carattoli 2001). Deutlich wird dies anhand
der Tatsache, dass die qacE/qacEAI-Gehalte in Tieren, die selbst mit
Sulfonamiden behandelt wurden, im Median signifikant hdher angesiedelt waren

als die Gehalte unbehandelter Vergleichstiere.

Ein weiterer Punkt, der bei der Auswertung zur Co-Selektion auffiel, waren die
bei Tetrazyklin- / Sulfonamid-behandelten Schweinen im Vergleich zum
Menschen héheren gackE / gacEA1-Gehalte in den Faecesproben. Zumindest fiir
den Zeitraum der Studie kann ausgeschlossen werden, dass die beprobten
Personen selbst mit Antibiotika behandelt worden waren. Die stérkere

Verbreitung dieser mit horizontalem Gentransfer assoziierten Gene unter den
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Schweinen koénnte damit zusammenhdngen, dass es aufgrund des haufigen
Einsatzes von Antibiotika in der Schweinehaltung in der Bakterienpopulation
dieser Tierart generell h&ufiger zum anpassungsbedingten Austausch von
Genmaterial und damit verbunden zu héheren gack / gacEA I-Gehalten kommt als

bei der menschlichen Darm-Mikrobiota.

Forscher zeigten, dass ein Resistenztransfer zwischen Bakterien-Isolaten aus
landwirtschaftlichen Nutztieren und human-assoziierten Bakterien héaufiger
stattfindet als zwischen tierischen Bakterien und nicht mit dem Menschen in
Verbindung gebrachten Bakterienpopulationen der Umwelt. Dies unterstreicht
zum einen die enorme Bedeutung, die dem horizontalen Gentransfer bei der
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen beigemessen wird, und verdeutlicht zum
anderen, dass Nutztier-assoziierte Bakterien durch die Weitergabe von
Resistenzgenen Uber mobiler genetischer Elemente — ohne dabei den Menschen
direkt zu besiedeln — fir klinisch relevante Resistenzen im Menschen

verantwortlich zeichnen kénnen (Smillie et al. 2011).

2.2.3 Genotypische Ahnlichkeit der Indikatorspezies E. coli zwischen

Landwirten, dessen Familienmitgliedern und Schweinen

2231 ERIC-PCR

Die Untersuchung der aus porcinen und humanen Faecesproben isolierten E. coli
mittels ERIC-PCR und anschlielender Auswertung durch die Software
GelCompar® Il hatte zum Ziel, in einem schnellen, kostengiinstigen und dennoch
moglichst  sensitiven ~ Verfahren  genotypische ~ Ahnlichkeiten  dieser
Indikatorspezies bei verschiedenen Trégern (Schwein / Mensch) aufzudecken.
Dies sollte zum einen die Hypothese belegen, dass solche Ahnlichkeiten zwischen
Isolaten aus Tier und Mensch tatsachlich vorhanden sind. Zum anderen wurde
hyopthetisiert, dass die Ahnlichkeiten der E. coli des Landwirtes zu Isolaten der
Schweine aufgrund der rdumlichen Né&he und Kontaktzeit starker ausgepragt sind

als die der E. coli seiner Familienmitglieder respektive enger Kontaktpersonen.

Vergleicht man die Prozentsatze der E. coli-lsolate, die sich in den in
Abschnitt IV3.3.1 dieser Arbeit aufgefiihrten Kreisdiagrammen sowohl bei den

einzelnen Personen als auch bei den Schweinen wiederfanden, so ergaben sich fir
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die Betriebe A6, A21 und E5 fiir den Landwirt hohere Ubereinstimmungsraten als
fir die Kontaktperson. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Beim
Blick auf Betrieb J20 hingegen befanden sich 81 % aller Isolate aus Faeces der
Kontaktperson in Clustern, die mit dem Schwein geteilt wurden. Fir den Landwirt
betrug dieser Wert nur 45 %. Bei genauerer Betrachtung der den letztgenannten
Daten zugrundeliegenden Diagramme aus Abbildung 80 und Abbildung 81 fallt
jedoch auf, dass der Grofiteil der Isolate (> 70 %) des Familienmitglieds in das
Cluster ,,J20A* fiel, vom Schwein hingegen nur 7 %. Beim Vergleich aller
geteilten Cluster kommt es dadurch letztlich zu einer verzerrten Darstellung der
Ergebnisse kommt, da bei dieser Betrachtungsweise nicht zum Ausdruck kommt,
ob die Cluster uberwiegend von humanen oder porcinen E. coli ,,gefiillt” sind —
die wahrscheinliche Richtung einer etwaigen Ubertragung (hier: Person zu
Schwein) wird somit auBer Acht gelassen. Aus diesem Grund wurden zur
besseren Veranschaulichung und Zusammenfassung der Ergebnisse der jeweiligen
Betriebe Sdulendiagramme erstellt, in denen die Prévalenz der Hauptcluster der
Schweine im Menschen dargestellt ist. Hier zeigte sich, dass in den Betrieben A6,
E5 und J20 der Prozentsatz der Human-Isolate, die auch Teil der analysierten
Hauptcluster der Schweine waren, beim Landwirt jeweils signifikant héher war
als beim Familienmitglied. Nur in Betrieb A21 waren die Verhéltnisse umgekehrt:
Hier war die Pravalenz Schweine-assoziierter Hauptcluster bei der Kontaktperson
hoéher als beim Landwirt. Dieses Ergebnis relativiert sich jedoch in Anbetracht der
Tatsache, dass es sich beim Familienmitglied des Betriebs A21 um den Vater des
Landwirtes handelte (vgl. Tabelle 4), dieser bis zu Beginn seiner Rente im selben
Betrieb als Schweinehalter fungierte und sich auch nach wie vor in regelméaRigen
Absténden im Stall aufhielt. Die E. coli-Isolate des Landwirtes in diesem Betrieb
wurden zu 93 % dem Cluster ,,A211“ zugeordnet — bei allen anderen beprobten
Personen liel3 sich eine deutliche hohere Diversitat an E. coli detektieren. Dieser
Sachverhalt kénnte Hinweis gebend auf eine etwaige Dysbiose beim Landwirt
von A21 sein und als Erklarung daftr dienen, warum in diesem Fall
verhdltnisméRig wenig Ahnlichkeiten mit den Clustern der Schweine

nachgewiesen werden konnten.

Zusammenfassend konnten die durchgefiihrten Untersuchungen beide eingangs
aufgestellten Hypothesen belegen und aufzeigen, dass E. coli-Isolate aus Faeces

des Landwirtes in signifikantem MaRe hohere Ubereinstimmung mit Isolaten vom
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Schwein aufweisen als E. coli von engen Kontaktpersonen. Begriindet kénnte dies
in einem Interspezies-Transfer von Bakterien zwischen Tier und Mensch liegen,
der wiederum hochstwahrscheinlich auf direkten und indirekten Kontakt mit
fakalen Ausscheidungen bei der téglichen Arbeit im Stall zurtickzufihren ist.
Bereits 1976 gelang Levyetal. der Nachweis von aus Huhnern isolierten
E. coli-Stammen in den Faeces der menschlichen Kontaktpersonen und auch in
den Jahren danach finden sich in der Literatur Berichte Uber die potenzielle
Ubertragung von Bakterien vom landwirtschaftlichen Nutztieren auf den
Menschen im Allgemeinen bzw. den Landwirt im Speziellen (Levy et al. 1976,
Linton et al. 1977, Armand-Lefevre et al. 2005). Heutzutage scheint der Kontakt
zu Schweinen eine grofle Rolle beim Transfer von Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus vom Tier auf den Menschen zu spielen (Broens et al.
2012, Dorado-Garcia et al. 2015, Ye et al. 2015). Eindrucksvoll zeigten
Marshall et al. (1990) die Dimensionen der Ausbreitung von Bakterien zwischen
verschiedenen Sepzies in landwirtschaftlichen Betrieben auf: Resistenz-markierte
E. coli aus dem Darm von Rindern und Schweinen breiteten sich in Abwesenheit
von Selektion durch Antibiotika durch direkten Kontakt auf den Menschen aus;
dartiber hinaus durch direkten und indirekten — z. B. durch Aerosole bedingten —
Kontakt auch auf andere Tiere wie Fliegen oder M&use. Dass in derselben Studie
festgestellt wurde, dass der Keimaustausch bei offenem Kontakt zu den Tieren
starker ausgepragt war als bei IsolierungsmalRnahmen (Schutzkleidung und
Ahnliches), zeigt, dass die Intensitat des Kontaktes eine Rolle bei der E. coli-
Ubertragung spielt und koénnte eine Erkldarung dafiir sein, dass auch in der
vorliegenden Arbeit die E.coli aus den Faeces der Familienmitglieder den
Isolaten der Schweine weniger &hnlich waren als die des Landwirtes. Auch die
Isolate aus Faeces der Kontaktpersonen wiesen gewisse Ahnlichkeiten mit E. coli
der Schweine auf: Das kann einerseits damit begriindet werden, dass diese in den
meisten Fallen direkt oder indirekt in die Arbeit am Hof eingebunden waren und
erscheint andererseits auch in Anbetracht der Tatsache nicht verwunderlich, dass
hohe Mengen an Gram-negativen Bakterien in der Umgebungsluft von
Schweinehaltungsbetrieben detektiert wurden, die wiederum von Personen

aufgenommen werden konnen (Clark et al. 1983).

Bei der Auswertung der Cluster-Analysen lie sich freilich auch ein gewisses

MaBR an Ubereinstimmung zwischen E. coli-Populationen der Faeces von
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Landwirt und Kontaktperson ausmachen - dies deckt sich mit weltweit
durchgefiihrten Beobachtungen, in denen feststellt wurde, dass sich die Struktur
der fakalen Mikrobiota unter Mitgliedern einer Familie stark ahnelt (Yatsunenko
etal. 2012).

2.2.3.2 MLST-Charakterisierung

Das Durchfiihren einer MLST-PCR mit anschlielender Sequenzierung der
Amplifikate der E. coli-Housekeeping-Gene diente der Spezifizierung der
Ergebnisse der ERIC-PCRs und Cluster-Analysen und sollte die Ahnlichkeit
dreier ausgewahlter Isolat-Paarungen aus den ,, Tracking“-Betrieben E5 und A6
noch genauer darstellen.

Isolat-Paar E5-1

Bei dem aus porcinen Faeces gewonnen Isolat ,,E5-07-13-S14 Eco7‘ handelte es
sich um einen E. coli-Stamm des Sequenztyps ST20, Teil des ST20-Komplexes,
in dem sich unter anderem EHEC- und EPEC-Stamme finden lassen (Wirth et al.
2006). Fir das korrespondierende Human-Isolat ,,E5-07-13-P2 Eco3* konnte die
MLST-Datenbank anhand des Allel-Profils keine Ubereinstimmung mit einem der
hinterlegten Sequenztypen finden — die beiden E.coli des untersuchten
Paares E5-1 stimmten folglich nicht in ihrem Sequenztyp Uberein. Der
phylogenetische Baum aller in der MLST-Datenbank registrierten Sequenztypen
in Abbildung 94 hilft, den Abstand zwischen ST20 und ST203 (der dem
Humanisolat am nédchsten ,,verwandte* ST) zu visualisieren und zeigt, dass die

Sequenztypen verhaltnisméaRig nah beeinander zu liegen kamen.
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Abbildung 94: Lage von ST20 und ST203 des Isolat-Paares E5-1im
phylogenetischen Baum (modifiziert nach http://mlist.warwick.ac.uk/mlst/dbs
/Ecoli//sva/browser/)

Der Abgleich der verknlpften Nukleotidsequenzen der Housekeeping-Gene der
beiden Isolate mittels NCBI BLAST® ergab eine Ubereinstimmung in 5600 von
5631 Basenpaaren, das entspricht einem Score von 10227 bits. Nur finf von tber
hundert Eintragen mit einer Ahnlichkeit von mehr 99 % in der NCBI Genbank
wiesen im Abgleich mit der verknupften Sequenz des porcinen Isolates
,,E5-07 13-S14 Eco7“ einen hoheren Score auf, wobei der besten Score
(10363 bits) mit einer Ubereinstimmung in 5621 bp fiir einen EHEC-Stamm des
Serotyps 0103:H2 ermittelt wurde (Ogura et al. 2009). Fir das korrespondierende
Human-Isolat ,,E5-07-13-P2 Eco3“ zeigten 15 von iber 100 zu mehr als 99 % mit
dem  gesuchten Isolat  Ubereinstimmende  Genbank-Eintrage  hohere
Ubereinstimmung als der porcine Klon. Der aus den Faeces einer gesunden,
adulten Person isolierte E. coli-Stamm SE11 (Oshima et al. 2008) war derjenige,
der beim BLAST-Abgleich den héchsten Score (10308 bits) und damit die grofite
Sequenzéhnlichkeit — 5610 bp stimmten im Abgleich der verknipften Sequenzen

Uberein — ergab.


http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/svg/browser/
http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/svg/browser/
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Hinsichtlich ihrer Resistenzeigenschaften unterschieden sich das porcine und das
humane E. coli-Isolat einzig durch die beim Schweine-Isolat detektierte
phanotypische Resistenz gegen Fosfomyin. Weitere phé&notypische Resistenzen
konnten ebenso wenig nachgewiesen werden wie die Anwesenheit der in der

Studie untersuchten Resistenzgene.

Isolat-Paar E5-2

Durch Abgleich mit der MLST-Datenbank konnte dem Human-Isolat
»BE5-P2-3T5“  der  Sequenztyp 10, dem Isolat vom  Schwein
(,ES-11-13-S39 Eco7¢) der Sequenztyp 34 zugeordnet werden. Beide
Sequenztypen verbindet die Tatsache, dass sie dem ST10-Komplex zugehorig
sind. In einer kirzlich veroffentlichten Studie waren die meisten der mittels
MLST-PCR  untersuchten E.coli aus Ferkeln d&nischer Intensiv-
Schweinemastbetriebe ebenfalls vom Sequenztyp ST10 (Herrero-Fresno et al.
2015). Stamme dieses Sequenztyps werden in der Literatur mit pathogenen E. coli
assoziiert und wurden auch schon aus Gefligel und von Menschen mit
Harnwegsinfektionen und Septitiden isoliert (Giufre et al. 2012, Manges et al.
2012). Auch ST34 wird mit enteroaggregativen E. coli-Stdammen in Verbindung
gebracht (Roche et al. 2010).

Auch beim zweiten E. coli-Paar aus Betrieb E5 handelte es sich zwar nicht um
Isolate vom gleichen Sequenztyp, Abbildung 95 verdeutlicht jedoch, wie nah die

beiden Isolate in ihrer phylogenetischen Abstammung beieinander liegen.
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Abbildung 95: Lage von ST10 und ST34 des Isolat-Paares E5-2 im
phylogenetischen Baum (modifiziert nach http://mlist.warwick.ac.uk/mlst/dbs
/Ecoli//sva/browser/)

Die enorme  Ahnlichkeit der beiden Isolate wird durch die
Sequenzierungsergebnisse  weiter unterstrichen: Die jeweils verknupften
Sequenzen der sieben Housekeeping-Gene ergaben im Abgleich eine
Ubereinstimmungsrate von 99,9 % und unterschieden sich insgesamt letztlich nur
durch  nur finf Basenpaarabweichungen innerhalb des fur die
Isocitrat / Isopropylmalat-Dehydrogenase  kodierenden icd-Gens. Ob diese
Basenpaarabweichungen auf Mutationen zuriickzufuhren sind und falls ja, ob
diese erst nach einer potenziellen Keimubertragung zwischen Tier und Mensch
(oder umgekehrt) zustande gekommen sind, bleibt offen. Johnson et al. (2007)
verglichen verschiedene E. coli-Stdmme miteinander und stellten fest, dass einzig
und allein  Stdmme vom  gleichen  Sequenztyp eine 100 %ige
Sequenzubereinstimmung aufwiesen (Johnson et al. 2007). Dass die beiden
untersuchten Isolate trotz hoher Sequenziibereinstimmungen nicht dem gleichen
Sequenztyp zugeordnet wurden, liegt demnach darin begriindet, dass bereits eine
einzige Nukleotidabweichung in der Sequenz der jeweiligen Housekeeping-Gene


http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/svg/browser/
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ausreicht, damit von der MLST-Datenbank ein anderes Allel-Profil zugewiesen
wird. Vor dem Hintergrund, dass im Bericht der extern durchgefiihrten
Sequenzierung von einer geringgradig ausgepragten Primer-Dimer-Uberlagerung
der icd-Sequenzen des Forward-Primers die Rede war, sollte in Betracht gezogen
werden, dass die detektierten Basenabweichung eventuell auch durch
Leseprobleme bei der Sequenzierung zustande kamen. Dem steht allerdings
entgegen, dass zumindest drei der fiinf abweichenden Basenpaare in den mittleren
Bereichen des amplifizierten Genproduktes positioniert waren.

Ohne konkrete Hinweise auf fehlerhafte Sequenzierung wurde auf eine
Wiederholung der Sequenzermittlung ob der Tatsache, dass es sich bei der Fa.
Sequiserve um eines der erfahrensten Unternehmen auf diesem Gebiet in

Deutschland handelt, bewusst verzichtet.

Hinsichtlich ihrer geno- und ph&notypischen Resistenzprofile (vgl. Tabelle 26)
unterschieden sich die beiden Isolate des Paares E5-2 sehr deutlich: Wé&hrend auf
Seiten des Human-Isolates keinerlei phanotypischen Resistenzen detektiert
wurden, zeigte sich das E. coli-Isolat vom Schwein in der Mikrodilution gegen
diverse [-Laktam-Antibiotika ebenso resistent wie gegen Sulfonamide und
dartiber hinaus verminderte Empfindlichkeit gegen das im Betrieb — und auch an
diesem Tier — zu Therapiezwecken eingesetzte Tetrazyklin. Fir all die beim
Schweine-Isolat aufgezahlten Resistenzen bieten die mittels Endpunkt-PCR
detektierten Resistenzgene eine potenzielle Erklarung. Interessanterweise
entspricht das genotypische Resistenzprofil dieses Isolates dem, das
Schwaiger et al. (2010) am haufigsten in phénotypisch Tetrazyklin-resistenten
E.coli aus Schweinegulleproben und klinischen Proben vom Menschen
nachweisen konnten (in der genannten Studie wurden jedoch keine R-Laktam-
Resistenzgene untersucht). Weiterhin erwahnenswert ist die Tatsache, dass sich
sowohl im DNA-Extrakt des Isolat des Landwirtes als auch in dem des Schweins
das fur ESBL-Enzyme kodierende Resistenzgen blacrx.m befand, dieses jedoch
offensichtlich nur im Schwein exprimiert wurde. Plasmid-Charakterisierungen der

beiden Isolate dauerten zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit an.

Die bei diesem Isolat-Paar gemachten Beobachtungen — ein potenzieller Transfer
von Bakterien zwischen Tier und Mensch scheint nicht zwangslaufig auch mit
einer dauerhaften Etablierung von (mobilen) Resistenzfaktoren im neuen Wirt

verknupft zu sein — decken sich mit Ergebnissen aus der Literatur, in der
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beschrieben ist, dass zwischen E. coli-Isolaten von Landwirt und Schwein nur
geringe  Ahnlichkeiten  hinsichtlich ~ der  phanotypisch  ausgeprégten
Resistenzprofile herrschen (Nijsten et al. 1996).

Isolat-Paar A6-1

Angesichts einer ermittelten Ubereinstimmung der verkniipften Sequenzen der
Housekeeping-Gene der beiden E. coli von A6 von 99,2 % uberrascht, dass dieses
Isolat-Paar in keinem der sieben Allel-Typen bereinstimmte. Der Vergleich mit
Sequenzen anderer E. coli aus der Genbank mittels NCBI BLAST® ergab eine
Vielzahl an Eintragen, die jeweils hohere Ubereinstimmungs-Scores mit den
jeweils verknipften Sequenzen der beiden Isolate aufwiesen als die im direkten
Alignment ermittelten 9823 bits. Dies und die Tatsache, dass es sich bei
Housekeeping-Genen ja per se um hochkonservierte Regionen im Genom handelt
relativiert die vermeintlich hohe Sequenziibereinstimmung von 99,2 %.
Infolgedessen kamen auch die beiden mittels MLST-Datenbank ermittelten
Sequenztypen — ST1146 beim Schweine- bzw. ST101 beim Human-Isolat — im
phylogenetischen Baum so weit voneinander entfernt zu liegen, dass eine
graphische Darstellung nicht mehr moglich war. Der dem menschlichen Isolat
entsprechende E. coli-Sequenztyp 101 wurde in Deutschland in einer Probe
klinischen Ursprungs identifiziert, dort interessanterweise in Kombination mit
dem gegen ein weites Spektrum an 3-Laktam-Antibiotika Resistenz vermittelnden
Gen blanpm-1, dessen Urspringe auf dem indischen Subkontinent vermutet
werden (Yong et al. 2009, Pfeifer et al. 2011).

Hinsichtlich ihrer Resistenzprofile gab es, vergleichbar mit Isolat-Paar E5-2,
keine sonderlich groBen Gemeinsamkeiten zwischen E. coli vom Landwirt und
E. coli vom Schwein: Beide zeigten phanotypische Resistenz gegen Ampicillin
und Piperacillin, beim porcinen Isolat traten zusatzlich jedoch Resistenzen gegen
vier weitere Wirkstoffklassen und eine deutlich groRere Palette an Resistenzgenen
auf (vgl. Tabelle 26).

Vor dem Hintergrund, dass es sich bei den untersuchten E.coli um bereits
vorselektierte, in der ERIC-PCR maximal dhnliche Isolate (100 %
Ubereinstimmung in der GelCompar® Il-Auswertung) handelte, ergaben sich bei
der MLST-Charakterisierung hohe Ubereinstimmungen beziiglich des ermittelten

Sequenztyps der ausgewdhlten Isolat-Paare von Schwein und Mensch; ein
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Isolat-Paar erwies sich jedoch als wenig &hnlich in der Sequenztyp-Zuordnung.
Die MLST-Charakterisierung stellt alles in allem ein geeignetes Instrument zur
Feindifferenzierung der Ergebnisse der ERIC-PCR dar.

2.2.4 Resistenzstatus der E. coli-Isolate vom Schwein zum Zeitpunkt der
Schlachtung

Vor dem Hintergrund, dass der Konsum von Fleisch und Fleischprodukten
letztlich das Bindeglied zwischen der Schweineproduktion und dem Verbraucher
darstellt, wurden die im ,, Tracking* verfolgten Sentinel-Tiere zuletzt im Rahmen
des Schlachtprozess beprobt. Um Hygiene- und Resistenzstatus der Hals- und
Bauchfleischproben zu Uberpriifen, wurde abermals E. coli herangezogen,
einerseits aufgrund der Funktion als Indikatororganismus (vgl. Abschnitt 114.2),
andererseits weil dieses Bakterium eine wichtige Rolle bei der Aufnahme und
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen und auch als Krankheitserreger spielt
(Schwaiger et al. 2012). Uberpriift wurde, ob und in welchem Umfang
Fleischproben am Ende des Schlachtprozesses mit E. coli belastet sind und wie
sich der Resistenzstatus der Isolate zu diesem Zeitpunkt darstellt. Demnach kann
durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen auch keine Aussage
Uber weitere etwaige Kontaminationen getroffen werden, wie sie beispielsweise
im Laufe der weiteren Verarbeitung des Schlachttierkorpers oder auf dem Weg
zum Einzelhandel geschehen kdnnen (Bjorkroth et al. 1997).

Von 22,1 % der 244 untersuchten Fleischproben wurden E. coli isoliert, wobei
sich der prozentuale Anteil mit E.coli kontaminierter Fleischstiicke an der
Schlachtstétte der Schweine der konventionellen Betriebe A6, A21, E5 und M13
auf 24,5 % und der der Fleischproben der 6kologisch gehaltenen Schweine auf
11,1 % (J20) bzw. 5,5% (H18) belief. Schwaiger et al. (2012) bezifferten den
Prozentsatz der Bauchfleischproben vom Schwein (n=250), auf denen im
Schlachthof unter Verwendung weitestgehend &hnlicher Methodik E. coli
nachgewiesen werden konnte, mit 72 % wesentlich héher. Dies lasst grundsatzlich
darauf schlieBen, dass es im Rahmen der Schlachtung in unterschiedlichem
Ausmal} — dies wiederum konnte schlichtweg mit den unterschiedlichen lokalen
Gegebenheiten im Schlachthof zusammenhéngen — zu fakaler Kontamination

kommt.
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Die Beurteilung des quantitativen Vergleichs zwischen E. coli-Isolaten, die auf
konventionellen Fleischproben und auf solchen aus 6kologischer Herkunft
nachgewiesen werden konnten, erscheint an dieser Stelle aus mehreren Griinden
wenig zielfuhrend: Zum einen wurden unterschiedlich viele Betriebe der
jeweiligen Haltungsart beprobt, zum anderen variierte auch die Anzahl der
untersuchten Durchgénge und dementsprechend die Zahl der Fleischproben so
stark, dass keine statistisch gultigen Aussagen uber Vergleiche zwischen beiden
Formen der Schweinehaltung getroffen werden konnten. Dazu kommt, dass die
., Tracking“-Schweine an unterschiedlichen Schlachthéfen (s. oben) geschlachtet
wurden, so dass letztlich zahlreiche Faktoren, die im Zusammenhang mit dem Ort
der Schlachtung stehen und Auswirkungen auf den Hygienestatus der
Schlachttierkdrper haben konnen (vgl. Abschnitt 2.2.4.3), im Hinblick auf eine
objektive Vergleichsgrundlage auller Acht gelassen werden mussten. Aus den
genannten Grinden wurde im weiteren Verlauf der Darstellung auf direkte
Vergleiche zwischen Fleisch aus konventioneller bzw. aus 0kologischer

Erzeugung verzichtet.

2.2.4.1 Phanotypische Resistenz

Dass — unabhédngig davon, ob es sich um Fleischproben am Schlachthof oder um
verarbeitete Fleischerzeugnisse handelt — Schweinefleisch mit phanotypisch
resistenten E. coli belastet sein kann, zeigen zahlreiche Beispiele in der Literatur
(Miranda et al. 2008, Van et al. 2008, Geser et al. 2012, Schwaiger et al. 2012).
Bereits in den 1960er Jahren beschrieb H. Williams Smith die transiente
Besiedlung des menschlichen Verdauungstraktes mit resistenten E. coli-Stdimmen
tierischen Ursprungs nach oraler Aufnahme (Smith 1969). Auch spatere Studien
scheinen den Verdacht zu bestatigen, dass die menschliche Mikrobiota durch die
orale Aufnahme von keimbelasteten tierischen Lebensmitteln mit resistenten
Bakterien in Kontakt kommt (Taylor 1999, Sorensen et al. 2001).

Wie die Untersuchungsergebnisse zeigten, konnte in allen ,, Tracking*-Betrieben
fir E. coli-Isolate von den am Schlachthof gewonnen Schweinefleischproben
Resistenz gegen klassische Aminopenicilline detektiert werden, wobei bei drei der
Betriebe (A6, A21, E5) bereits die MHKs5, mit einem Wert von 256 mg/l &duRert
hoch angesiedelt war. Uberraschend ist dies vor allem fiir Betrieb A21, da dort im
Gegensatz zu den anderen konventionellen ,,Tracking“-Betrieben wahrend des

gesamten Beobachtungszeitraums keinerlei R-Laktam-Antibiotika eingesetzt
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wurden. Da es sich jedoch um einen Zukauf-Betrieb handelt, wére eine mogliche
Erklarung fur die Resistenzen gegen (-Laktame etwaige Behandlungen der
Schweine mit dieser Wirkstoffklasse beim Ferkelerzeuger. Dass in Fleischproben
von fiinf von sechs Betrieben Piperacillin-resistente E. coli gefunden wurden,
obwohl die Anwendung dieses Wirkstoffes bei Lebensmittel liefernden Tieren
nach Verordnung (EU) Nr. 37/2010 nicht erlaubt ist, durfte mit Kreuz-Resistenz
gegen andere [3-Laktam-Antibiotika zusammenhangen (Mokaddas et al. 1999,
James et al. 2001, VO(EU)_37 2010).

Auf eine prozentuale Angabe von Resistenz-Prévalenzen gegen die jeweiligen
Wirkstoffe wurde im Ubrigen bewusst verzichtet, da die Tatsache, dass von den
Proben unterschiedliche viele Isolate gewonnen wurden und sich unter diesen
identische Klone hatten befinden kénnen, zu einer Verzerrung bei der Darstellung
der Ergebnisse der phanotypisch aufgetretenen Resistenzen der E. coli vom
Fleisch fihren muss. Vergleiche mit der Literatur zeigen jedoch, dass 3-Laktam-
Resistenzen von Fleisch-E. coli nichts Ungewdhnliches darstellen: Die derzeit
aktuellen DANMAP-Daten beziffern — unter Verwendung derselben Breakpoints
— die Pravalenz von Ampicillin-resistenten E. coli von danischem Schweinefleisch
auf 26,9 %, die von importiertem Fleisch auf 36,0 % (http://www.danmap.org **,
letzter Zugriff am 30.09.2015). Mit 23,2 % lieferten Untersuchungen von

Schwaiger et al. (2012) an Schweinefleischproben vom Schlachthof vergleichbare
Werte.

Uberraschenderweise zeigte sich eines der beiden Fleisch-Isolate vom
Okologischen Betrieb J20 in hohem MaRe resistent gegen sdmtliche getesteten
Wirkstoffe aus der Gruppe der Cephalosporine. Der Verdacht liegt nahe, dass dies
in Zusammenhang stehen kdnnte mit einer einmaligen Behandlung eines einzigen
anderen Schweins mit Cefquinom, dem derzeit einzigen fiir Lebensmittel
liefernde Tiere zugelassenen Cephalosporin der 4. Generation. Ob dem tatsachlich
so ist, sich die Resistenz erst spater im Betrieb ausgebildet hat oder der resistente
Keim erst im Rahmen des Transportes oder gar wahrend des Schlachtprozesses
auf den Tierkdrper Ubergegangen ist, muss an dieser Stelle offen bleiben.

Bei Betrachtung des Wirkstoffes Cefpodoxim-Proxetil und der Kombination

1 http://www.danmap.org/~/media/Projekt%20sites/Danmap/DANMAP%20reports/ DANMAPY%?2
02013/DANMAP%202013%20web%20annex.ashx
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Cefpodoxim / Clavulansédure lie} sich zudem feststellen, dass sich unter den
198 Isolaten auch drei ph&notypische ESBL-Bildner befanden. Als Definition
liegt diesem Sachverhalt eine MHK > 2 mg/l fur Cefpodoxim bei gleichzeitigem
MHK-Verhéltnis von mindestens 1:8 des gleichen Wirkstoffs in Kombination mit
bzw. ohne Clavulanséure zugrunde (Stlrenburg et al. 2003). An seine Grenzen
stoRt dieses Beurteilungsprinzip wenn durch gleichzeitige Expression anderer,
nicht durch Clavulansdure inhibierbarer [3-Laktamasen (z. B. Plasmid-mediierte
ampC-R-Laktamsen oder Carbapenemasen) der ESBL-Phénotyp maskiert wird
(Drieux et al. 2008, Robberts et al. 2009). Bei allen drei am Schlachthof
nachgewiesenen ESBL-Bildnern handelte es sich um von Bauchfleischstiicken
isolierte E. coli zweier Schweine des ,, Tracking“-Betriebs A21. Dass es sich bei
diesem Befund nicht um einen Einzelfall handelt, zeigen diverse Studien, in denen
ESBL-bildende Enterobacteriaceae in rohem Fleisch vom Schlachthof oder aus
dem Einzelhandel nachgewiesen wurden, wobei Gefllgelfleisch in der Tendenz
haufiger belastet zu sein scheint, als Fleisch vom Schwein (Springer et al. 2012,
Carmo et al. 2014, Petternel et al. 2014). Ergebnisse einer Studie aus Danemark
zeigen hohere Raten ESBL-bildender E. coli in Schweinehaltungsbetrieben, in
denen viele Cephalosporine der 3. und 4. Generation eingesetzt werden und lassen
zudem den Transfer von ESBL-Gene tragenden Resistenzplasmiden vom Schwein
auf den Landwirt vermuten (Hammerum et al. 2014). Die EFSA identifizierte in
einem Bericht aus dem Jahr 2011 (ber die Risiken fir Verbraucher, mit
ESBL- / ampC-bildenden Keimen in Lebensmitteln und Lebensmittel liefernden
Tieren in Kontakt zu kommen, die Mensch-zu-Mensch-Ubertragung in
Krankenh&usern und in der Allgemeinbevolkerung als hauptsachliche Ursache fr
die Verbreitung dieser Keime (EFSA 2011). Zwar war im gleichen Bericht von
steigenden Nachweisraten von ESBL-bildenden E. coli in Lebensmittel liefernden
Tieren und tierischen Lebensmitteln die Rede, jedoch herrschte zu diesem
Zeitpunkt  weitestgenend  Uneinigkeit  hinsichtlich  eines  potenziellen
Hauptreservoirs dieser Bakterien; auch konnten keine konkreten Risikofaktoren
benannt werden (EFSA 2011, Sharp et al. 2014). Sharp et. al. (2014) kommen bei
der Auswertung aktueller Forschungsarbeiten allerdings zu dem Schluss, dass die
uberwiegende Mehrzahl der Besiedlungen des Menschen mit ESBL-bildenden
E. coli nicht Gber die Tierhaltung und Lebensmittel liefernde Tiere erkléart werden

kann.



V. Diskussion 219

Die groltenteils detektierte Sensitivitat der untersuchten Fleisch-E. coli gegen
Carbapeneme lasst sich darin begriinden, dass kein Wirkstoff dieser Klasse fur die

Anwendung beim Nutztier zugelassen ist.

Wie bereits unter Abschnitt 1.2 erldutert, sollte bei Betrachtung der Ergebnisse
hinsichtlich des Wirkstoffe Doxycyclin und Florfenicol vermieden werden, von
,»Resistenz“ zu sprechen, da zur Beurteilung kein definierter Breakpoint sondern
ein epidemiologischer Cut-off herangezogen wurde. Florfenicol, in der
Schweinehaltung eingesetzt zur Behandlung von akuten respiratorischen
Erkrankungen, hervorgerufen durch Acintobacillus pleuropneumoniae und
Pasteurella multocida (Ueda et al. 1995), wurde nur in Betrieb A6 verwendet —
nicht jedoch an Studientieren. Erstaunlicherweise wiesen Fleisch-Isolate dieses
Betriebs im Vergleich mit den anderen Schweinehaltungen trotzdem die
niedrigste MHKg, auf. In Isolaten aus E5 wurde die héchste Doxycyclin-MHKGs
aller ,,Tracking“-Betriebe detektiert, was hochstwahrscheinlich auf den &uRerst

frequenten Einsatz von Tetrazyklinen in diesem Betrieb zurtickzufthren ist.

Letztlich bleibt festzuhalten, dass betriebsibergreifend in von Fleischproben
isolierten E. coli Resistenz bzw. verminderte Empfindlichkeit gegen fast alle der
untersuchten Wirkstoffe in Erscheinung trat. Vor dem Hintergrund der zu Beginn
dieses Abschnittes thematisierten Gefahr, dass antibiotikaresistente Keime mit der
Nahrung auf den Menschen transferiert werden konnen, lasst sich schlussfolgern,
dass vom Verzehr von rohem, mit (resistenten) E. coli kontaminiertem Fleisch ein
Gesundheitsrisiko fur den Verbraucher ausgeht. Minimieren l&sst sich diese
Gefahr durch vergleichsweise simple MaRnahmen: So tragen ordnungsgemaéle
Hygiene bei der Gewinnung, Lagerung und Zubereitung solcher Lebensmittel
ebenso zur Keimminimierung bzw. -eliminierung bei wie eine ausreichend lange

Erhitzung bei entsprechend hohen Temperaturen (Van et al. 2008).

2.2.4.2 Genotypische Resistenz

Die fir diese Arbeit ausgewdhlten Resistenzgene sollten Tetrazykline,
Sulfonamide und Streptomycin abdecken, da diese sowohl in Human- als auch
Veterindrmedizin haufig zum Einsatz kommen, was zu einem héheren Risiko der
Resistenzentwicklung flhrt (Schwaiger et al. 2010). Auch wurde in Studien aus
Grol3britannien gezeigt, dass solche Resistenzgene am Schlachthof hdufig in aus

Nutztieren isolierten E. coli nachgewiesen werden (Enne et al. 2008). Mit dem
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Nachweis von blactx.m wurde zudem dem gehduften Auftreten ESBL-bildender
Keime bei Tieren und Lebensmitteln Rechnung getragen. Ausdriucklich sei an
dieser Stelle darauf hingewiesen, dass sich anhand der vorliegenden Ergebnisse
keine allgemeingulltigen Rickschlisse Uber das Resistenzspektrum der
untersuchten E. coli-Isolate aus Fleischproben ziehen lassen, da Uber die
ausgewahlten Resistenzgene hinaus auch zahlreiche weitere Gene Resistenz gegen
die entsprechenden Antibiotika vermitteln kdnnen — als konkretes Beispiel sei auf
die Vielzahl existierender tet-Gene verwiesen (vgl. Tabelle 1).

Im Zusammenhang mit einer potenziellen Gesundheitsgeféhrdung beim Verzehr
von keimbelasteten tierischen Lebensmitteln wird in den meisten Fallen zuerst an
den Transfer von pathogenen Zoonose-Erregern oder resistenter Bakterien auf den
Menschen gedacht. Unterschatzt wird hingegen, dass saprophytische
Mikroorganismen aus dem Darm von landwirtschaftlichen Nutztieren ein enormes
Reservoir an Antibiotikaresistenzgenen beherbergen (Garofalo et al. 2007). Auch
bei Einhaltung hygienischer Standards kann es vorkommen, dass solche Bakterien
rohes Fleisch kontaminieren, weswegen die Gefahr besteht, dass im Falle des
Verzehrs von solch keimbelastetem rohem Fleisch Resistenzgene zwischen
tierischen und menschlichen Bakterien transferiert werden koénnten (van den
Bogaard et al. 2000, Garofalo et al. 2007). Unklar erscheint, ob der Eintrag von
Antibiotikaresistenzgenen bzw. antibiotikaresistenten Bakterien direkt bei der
Schlachtung oder aber in den nachgeschalteten Prozessen der Produktionskette
hoher ist (Schwaiger et al. 2012). Uber Letztgenannte kann im Fall der
vorliegenden Arbeit keine Aussage mehr getroffen werden, da die Verfolgung der

Sentinel-Tiere mit der Beprobung der Schlachttierkdrper endete.

Zwar hat der bloRe Nachweis eines Resistenzgens nicht automatisch zur Folge,
dass das Gen vom Bakterium auch phéanotypisch exprimiert wird, doch vor dem
eben erlauterten Hintergrund eines potenziellen Resistenzgentransfers auf die
humane Mikrobiota erscheint die Tatsache, dass — unter Einbeziehung potenziell
klonaler Isolate vom selben Fleischstick — in mehr als drei Viertel der
untersuchten Fleisch-E. coli mindestens eines der untersuchten

Antibiotikaresistenzgene detektiert werden konnte, dennoch bemerkenswert.

Betriebstbergreifend war in den untersuchten Fleischproben die Pravalenz tet(A)-
positiver E. coli hoher als die tet(B)-beherbergender. Dies erscheint nicht weiter

verwunderlich, da bereits gezeigt wurde, dass das erstgenannte Gen héaufiger in
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Isolaten porcinen Ursprungs auftritt als tet(B) (Lanz et al. 2003, Schwaiger et al.
2010). Auch Studien-Ergebnisse aus Vietnam ergaben, dass in E.coli aus
Fleischproben verschiedener Tierarten, darunter auch Schweinefleisch, tet(A)
haufiger in Erscheinung tritt als tet(B) (Van et al. 2008). Des Weiteren stehen
hohere tet(A)-Pravalenzen im Einklang mit den im , Tracking“-Teil Uber
Betriebsgrenzen hinweg detektierten hoheren Faeces-Gehalten an tet(A) als an
tet(B). Bezlglich der untersuchten Sulfonamidresistenzgene wurde sul(Il) in
7,8 % der Fleischproben nachgewiesen, sul(l) hingegen nur in 4,5 % der Félle.
Dies deckt sich in der Tendenz mit anderen Studien, in denen in rohem
Schweinefleisch ebenfalls hdufiger sul(ll) als sul(l) detektiert werden konnte —
allerdings handelte es sich dabei um Fleischproben aus dem Einzelhandel und
nicht wie im Falle der vorliegenden Arbeit um Proben, die direkt am Schlachthof
gewonnen wurden (Hammerum et al. 2006). Auch unter phéanotypisch
Sulfonamid-resistent getesteten E. coli aus wahrend des Schlachtprozesses
gewonnenen Rektum-Kotproben wurde sul(ll) haufiger identifiziert als sul(l)
(Ramos et al. 2013). str(A) trat ofter in Erscheinung trat als str(B). Dies ist
bemerkenswert, da diese beiden Gene flur gewdhnlich nur gemeinsam eine
funktionale Resistenz gegentber Streptomycin vermitteln kdnnen (Chiou et al.
1995). Gemeinsam traten str(A) und str(B) in 40 der 198 vom Fleisch isolierten
E. coli auf (Daten nicht dargestellt).

Wahrend in der vorliegenden Arbeit im Sinne einer moglichst breiten Erfassung
der entsprechenden Gene Primer verwendet wurden, die fur konservierte
Regionen von blactx-m kodieren, werden in den meisten andere Studien mehrere
Primer-Paare verwendet, die spezielle Varianten dieses Gens amplifizieren. Dass
sich in den DNA-Extrakten der vom Fleisch isolierten E. coli grundsatzlich
blactx-m detektieren lieR3 Gberrascht kaum, bereits anderen Forschern gelang der
Nachweis verschiedener solcher Gene ESBL-bildender E.coli aus rohem
Schweinefleisch — unabhéngig davon ob die Proben am Schlachthof oder aus dem
Einzelhandel gewonnen worden waren (Springer et al. 2012, Wasinski et al. 2013,
Egervarn et al. 2014). Meist handelt es sich bei den detektierten Genen um solche
der crx-m-1-Gruppe (Agersg et al. 2012, Geser et al. 2012). Bereits erwéhnt wurde,
dass Schweinefleisch im direkten Vergleich mit Geflugelfleisch seltener mit
ESBL-Bildnern respektive den jeweiligen Resistenzgenen belastet zu sein scheint
(Agersg et al. 2012).
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Die Tatsache, dass der Nachweis von blactx-m in vom Fleisch isolierten E. coli
deutlich hdufiger gelang als der eines ESBL-Phanotyps liegt aller
Wahrscheinlichkeit nach in einer Maskierung des ESBL-Phanotyps (z. B. durch
Plasmid-mediierte ampC-R-Laktamsen) begriindet, wie in den Ausfihrungen zur

phéanotypischen Resistenz naher dargestellt wurde (vgl. oben).

In der Literatur finden sich bereits Berichte Uber gacEAI in E. coli, die aus
Fleischproben aus dem Einzelhandel isoliert wurden (Zou et al. 2014). Wertet
man Isolate, die sowohl sul(l) als auch gacEAI beherbergten, als positiv fir
Klasse-1-Integrons (vgl. Abschnitt 111.3.2.2), so traten solche Integrons in 8,1 %
der 198 Fleisch-E. coli auf (Daten nicht dargestellt). In Anbetracht der Tatsache,
dass diese Integrons viele Antibiotikaresistenzgene sammeln, erscheint diese Zahl
bemerkenswert, da durch Plasmide und Transposons eine Ubertragung auf andere
Bakterien stattfinden kann (Recchia et al. 1995, Carattoli 2001, Partridge et al.
2009, Carattoli 2013). Beispiele aus der Literatur belegen, dass nach oraler
Aufnahme resistenter Keime uber Schweinefleisch diese Bakterien nicht nur die
Magen-Darm-Passage uberleben, sondern auch bis zu 14 Tage nach Ingestion im
Stuhl nachweisbar sind (Sorensen et al. 2001, Enne et al. 2008). In Anbetracht
dieser Tatsache erscheint es durchaus wahrscheinlich, dass es im Darm
betroffener Personen zum Austausch mobiler genetischer Elemente und damit
einhergehend zur Weitergabe und Verbreitung von Resistenzgenen in
Bakterienpopulationen kommt. Dabei steht der Transfer von Resistenzgenen auf
obligat pathogene Bakterien und Zoonose-Erreger eher im Hintergrund. Ein viel
hoheres Gesundheitsrisiko fur den Menschen dirfte von fakultativ pathogenen
Erregern wie beispielsweise E. coli ausgehen, da diese ohnehin bereits Teil der
Mikrobiota sind, sich nach Erlangung von Resistenzgenen jedoch vermehrt im
Darm ansammeln und bei Gelegenheit opportunistische Infektionen auslésen
konnten, die infolge der Resistenz gegen Antibiotika nicht mehr gut therapierbar

waren.

2.2.4.3 Ruckverfolgung resistenter Isolate zum Betrieb

Durch die Rickverfolgung resistenter Schlacht-E. coli sollte unterschieden
werden, ob die Tiere resistente Isolate schon auf dem ,, Tracking®“-Betrieb in sich
trugen, oder ob sich der Resistenzeintrag ins Tier bzw. auf den Schlachtkorper
vielmehr erst wéhrend des Transportes oder am Ort der Schlachtung zutrug. In
Anbetracht der Tatsache, dass der Grundstein fur die Entwicklung der Mikrobiota
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im Schwein bereits in den ersten Lebenswochen gelegt wird kann
selbstverstandlich nie ausgeschlossen werden, dass E. coli-Isolate aus
zukaufenden Betrieben ihren Ursprung bereits im Erzeugerbetrieb hatten
(Konstantinov et al. 2006).

Tatsachlich konnte fur sechs exemplarisch ausgewdéhlte Isolat-Paare der
,»racking“-Betriebe E5 und A6 gezeigt werden, dass einzelne Tiere schon auf
Betriebsebene E. coli mit zum Teil durchaus hohen Ubereinstimmungen im
phéanotypischen Resistenzmuster zum jeweiligen Schlacht-Pendant aufwiesen.
Dass es sich bei den fir diesen Vergleich ausgewahlten Isolaten jedoch tatsachlich
um dieselben Stdamme handelte, erscheint angesichts der Tatsache, dass bei
keinem der E. coli-Paare eine 100 %ige Ubereinstimmung im phéno- und
genotypischen Resistenzprofil detektiert werden konnte, fraglich. So erwies sich
beispielsweise ein wéhrend einer Antibiotika-Behandlung gewonnenes Isolat von
Schwein Nr. 1 aus Betrieb A6 hinsichtlich des genotypischen Resistenzprofils
zwar als identisch mit einem Halsfleisch-1solat desselben Tieres; jedoch wurden
zu den beiden Beprobungszeitpunkten zum Teil Abweichungen der phanotypisch
erfassten Resistenzen der genannten Isolate ermittelt. Begriindet konnte dies darin
liegen, dass es im Zeitraum zwischen der Gewinnung der Isolate (Juli bis
Oktober 2013) zu Anpassungsreaktionen des Stammes kam, die durch
unterschiedliche Umweltbedingungen zu den jeweiligen Beprobungszeitpunkten
hervorgerufen wurden. So lieRe sich die im Juli detektierte phanotypische
Resistenz  durch den wéhrend der Colistin-Behandlung des Tieres
vorherrschenden Selektionsdruck des Antibiotikums erklaren. Hingegen war das
Bakterium in den drei Monaten danach nicht mehr in unmittelbarem Kontakt mit
dem Wirkstoff, so dass die Resistenz verloren gegangen sein kénnte. Unterstitzt
wird diese Theorie von Literaturberichten, in denen die Reversibilitdt von
Colistin-Resistenz beschrieben wird, wenn das Antibiotikum abgesetzt wird
(Falagas et al. 2005, Li et al. 2006, Kempf et al. 2013). Colistin kommt in der
Schweinehaltung sehr héufig zum Einsatz, gilt gleichzeitig aber auch als
,Reserve“-Antibiotikum in der Humanmedizin und findet dort Anwendung bei
der Behandlung von Infektionen mit multiresistenten Pseudomonas aeruginosa
(Conway et al. 2003, Kempf et al. 2013).

Letztlich kann an dieser Stelle kein endgultiger Beweis erbracht werden, dass die
Quelle der im Schlachthof detektierten resistenten Fleisch-E. coli wirklich der
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jeweilige ,, Tracking“-Betrieb war. Zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit
wurde damit begonnen, die rickverfolgten Isolate der MLST-Untersuchung zu
unterziehen, auch dauerte die Plasmid-Charakterisierung dieser E. coli noch an —
beides soll diesbezuglich weitere Erkenntnisse liefern. Ein Eintrag aus dem
Herkunftsbetrieb scheint angesichts der Tatsache, dass alles in allem
Anhnlichkeiten in den Resistenzmustern von E. coli-Isolaten von Tieren auf
Betriebsebene und im Schlachthof auftraten, moglich. Dennoch sollte daran
gedacht werden, dass das Auftreten resistenter Keime auf dem Schlachtkorper
auch auf Vorgange zurlickzufiihren sein konnte, die nicht unmittelbar mit dem
Herkunfts- respektive Erzeugerbetrieb assoziiert sind: So zeigten Studien, dass der
Kontakt der Schweine mit dem vor Ort etablierten Bakterien-Spektrum oder den
Mikrobiota anderer, zuvor dort eingestallter Tiere, wéhrend der kurzzeitigen
Aufstallung der Schweine in den Wartebuchten des Schlachthofes eine mdgliche
Kontaminationsquelle hinsichtlich der Besiedlung resistenter Keime des
Tierkorpers darstellt (Wu et al. 2009, Kich et al. 2011). Ebenso sollte an
unzureichende Hygiene wahrend des Schlachtprozesses gedacht werden.
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VI

1)

2)

3)

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Wirtschaftseigene Diingemittel konventioneller wie dkologischer bayerischer
Schweinehaltungsbetriebe enthielten die untersuchten Resistenzgene tet(A),
tet(B), tet(M), sul(ll) sowie gacE / gacEAI in teils erheblicher Konzentration
(bis zu einem Mittelwert von 8,45 Ig copies tet(M)/g Giille). Dabei stellte sich
ein Zusammenhang zwischen dem Einsatz bestimmter Antibiotika und der
Quantitat an Antibiotikaresistenzgenen in den Ausscheidungen der Schweine
dar: Proben aus Betrieben, in denen regelméflRig Tetrazykline bzw.
Sulfonamide zum Einsatz kamen, wiesen signifikant hohere tet(A)- und
tet(M)- bzw. sul(I1)-Abundanzen auf als Proben von Betrieben, in denen diese

Antibiotika nicht eingesetzt wurden.

Antibiotika-Behandlungen bedingten quantitative Veranderungen in den
Konzentrationen korrespondierender Resistenzgene in den Faeces von
Schweinen: Neben signifikant hdheren tet(A)- und tet(M)-Gehalten in
Tetrazyklin-behandelten Schweinen im Vergleich zu unbehandelten Tieren
waren auch die sul(l)-Konzentrationen in Faecesproben von Schweinen
wahrend einer Behandlung mit Sulfonamiden signifikant hoher als auRerhalb
der Behandlung. Unmittelbar zu Beginn einer Tetrazyklin-Therapie stiegen
durch die selektierende Wirkung des Antibiotikums die fakalen tet(B)- und
tet(M)-Konzentrationen in Schweinen merklich an — parallel dazu sanken
jedoch die tet(A)-Gehalte. Dies verdeutlicht, dass sich ein und derselbe
Selektor offensichtlich unterschiedlich auswirkt auf die Ausbreitung von

Resistenzgenen in Bakterienpopulationen.

Wie Trendanalysen der Gene tet(A) und tet(M) zeigten, ergeben sich auch
mittel- bis langfristig noch Verdnderungen von Resistenzgen-Gehalten in
Schweinefaeces. Womdglich spielen co-selektive Prozesse eine bislang
unterschatzte Rolle beim Resistenzgeschehen in Schweinehaltungsbetrieben.
Insbesondere die tet(M)-Gehalte sanken nur sehr langsam unter das — ohnehin
hohe — Ausgangsniveau ab; dies unterstreicht, dass Langzeitbeobachtungen
zur Auswirkung des Antibiotikaeinsatzes wichtige, bislang kaum vorhandende

Informationen zur Risikobewertung liefern.
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4)

5)

Das Risiko einer Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen auf Personen aus
landwirtschaftlichen Betrieben muss sich nicht priméar aus einer Ubertragung
antibiotikaresistenter Bakterien vom Tier ergeben. Die Ergebnisse der
molekularbiologischen Verwandtschaftsanalysen deuten zwar darauf hin, dass
es zu einem Transfer von E. coli zwischen Schwein und Landwirt kommt.
Dies geht jedoch nicht zwingend mit einer dauerhaften Etablierung der

(mobilen) Resistenzgene im neuen Wirt einher.

Bemerkenswert erscheint, dass bei Personen, die auf Schweinehaltungs-
betrieben leben, in denen regelméBig Tetrazykline eingesetzt werden,
signifikant hohere tet(B)- und tet(M)-Gehalte in den Faeces detektiert wurden
als in Proben von Personen auf Betrieben, die keine Tetrazykline einsetzen.
Dies legt die Vermutung nahe, dass der direkte und indirekte Kontakt zu den
antibiotischen Wirkstoffen selbst groReren selektiven Einfluss auf den
Resistenzstatus im Mikrobiom des Menschen nimmt als der Kontakt mit

antibiotikaresistenten Bakterien.

Am Schlachthof wurden antibiotikaresistente E. coli auf rohem Fleisch der
beobachteten Schweine detektiert. Die entsprechenden Antibiotikaresistenzen
konnten auch im Herkunftsbetrieb nachgewiesen werden, obwohl eine etwaige
Antibiotikabehandlung der Tiere zum Zeitpunkt der Schlachtung mehrere
Monate zurlck lag. Dies unterstreicht, dass ,,Wartezeit“-Regelungen — die
darauf abzielen, eine Verbrauchergefahrdung durch Antibiotikartickstdnde zu
unterbinden — nicht geeignet sind, den Verbraucher auch vor einer Aufnahme
resistenter Keime zu schitzen. Die sorgféltige Beachtung von hygienischen
Grundregeln im Umgang mit tierischen Lebensmitteln ist von elementarer
Bedeutung, da hierdurch das Risiko sowohl einer Infektion als auch einer

Kolonisierung durch resistente Bakterien weitgehend reduziert wird.
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VIlI ZUSAMMENFASSUNG

Uber den Einsatz von Antibiotika in der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung wird
lebhaft debattiert, er soll die Resistenzentwicklung sowie die Ausbreitung von
resistenten Bakterien und Antibiotikaresistenzgenen begunstigen. Wahrend sich
Forschungsprojekte bisher vorwiegend mit der Erfassung und Auswertung von
Verbrauchsmengen und getrennt davon dem Monitoring von Resistenzen
befassten, sollten in der vorliegenden Arbeit unter Beriicksichtigung der
Haltungsumwelt (konventionell vs. 0kologisch) diese Aspekte miteinander
verknlpft werden. Ziel war es, in einem bayernweiten ,,Screening® zu eruieren,
inwiefern der Einsatz von Antibiotika in 58 Schweinehaltungsbetrieben in
Zusammenhang mit einem Eintrag von Antibiotikaresistenzgenen in die Umwelt
steht. Dartiber hinaus wurden Schweine, Landwirte und Kontaktpersonen sechs
exemplarisch ausgewahlter ,,Tracking“-Betriebe unter Praxisbedingungen — teils
Uber den gesamten Lebenszeitraum der Tiere bis hin zur Schlachtung — beprobt,
um maoglichst engmaschig und langfristig Daten zur jeweiligen Resistenzsituation
zu erfassen. Des Weiteren wurde die Ubertragung von (resistenten) E. coli

zwischen Schwein und Landwirt bzw. Familienmitgliedern untersucht.

Mittels quantitativer PCR konnte gezeigt werden, dass verschiedene Tetrazyklin-
und Sulfonamidresistenzgene ebenso in Ausscheidungen bayerischer Schweine
beider untersuchten Haltungsformen vorhanden sind wie Gene, die potenzielle
Multiresistenz-Elemente (Integrons) kennzeichnen. Die hochsten Konzentrationen
wurden flr tet(M) gefunden, die Durchschnittswerte betrugen 8,45 Ig copies/g
Gulle. Dies ist insofern bemerkenswert, da es bei Ausbringung solcher
wirtschaftseigener Dungemittel auf landwirtschaftliche Nutzflachen zum Eintrag
dieser Gene in die Umwelt kommt. Fir die Gene tet(A), tet(M) und qacE/
gacEAI lieBen sich in Gulleproben konventionell wirtschaftender Schweine-
haltungen signifikant hohere relative Abundanzen ermitteln als in den Jauche- und
Festmistproben der 6kologischen Betriebe — fur sul(Il) war dies gegenlaufig. Der
Einsatz von Tetrazyklinen fiihrte zu htéheren tet(A)- und tet(M)-Gehalten, wobeli
ohne den Einsatz von Tetrazyklinen in konventionellen Betrieben hohere ,,Basis-
Level“ dieser Gene detektiert wurden als in 6kologischen. Zudem waren in Gille-
und Jaucheproben von Betrieben, in denen Sulfonamide angewendet wurden, die

sul(I1)-Gehalte signifikant erhoht im Vergleich zu nicht anwendenden Betrieben.
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Quantitative PCR-Ergebnisse verdeutlichen, dass die Anwendung von Antibiotika
selektiven Einfluss auf die Konzentrationen korrespondierender Resistenzgene
nimmt: Einhergehend mit zunehmenden Riickstanden des Wirkstoffes stiegen die
tet(B)- und tet(M)-Gehalte in den Faeces von Schweinen zu Beginn von
Behandlungen mit Tetrazyklinen deutlich an, Ahnliches lieR sich fir sul(l)
wahrend Sulfonamid-Behandlung beobachten. Auch wurden fir die beiden
genannten tet-Gene in den Stuhlproben von Personen aus Betrieben, in denen
regelmaRig Tetrazykline eingesetzt werden, signifikant hohere Gehalte ermittelt
als in humanen Proben von Betrieben, die keine Tetrazykline einsetzten. Auch die
tet(A)-Gehalte in Schweinefaeces unterschieden sich in diesen Betrieben
signifikant, wobei die hoheren Gehalte ebenfalls in Tetrazyklin-einsetzenden
Betrieben gefunden wurden; jedoch entwickelten sich die Konzentrationen dieses

Gens unmittelbar wahrend der Behandlung gegenlaufig zu tet(B) und tet(M).

Mittels ,,Molecular typing* (ERIC-PCR) konnte gezeigt werden, dass Isolate des
Indikatororganismus E. coli vom Landwirt den E. coli vom Schwein signifikant
ahnlicher sind als die der Kontaktpersonen. Dies kann als Hinweis darauf gedeutet
werden, dass es durch direkten und / oder indirekten Kontakt zum Transfer von
Bakterien zwischen Tier und Mensch kommt. Ph&no- und genotypische Resistenz-
Untersuchungen ausgewahlter Isolat-Paare von Schwein und Landwirt ergaben
jedoch grundlegende Unterschiede im Resistenzprofil — eine Ubertragung von
E. coli scheint demnach nicht zwingend mit einer dauerhaften Etablierung der
(mobilen) Resistenzgene im neuen Wirt einherzugehen. Weiterfihrende
Untersuchungen mit einem Fokus auf Plasmid-Charakterisierungen versprechen

diesbeziiglich weitere Erkenntnisse zu liefern.

Im Sinne einer Risikoabschéatzung fir den Verbraucher wurden am Schlachthof
Fleischproben der , Tracking“-Schweine auf die Anwesenheit von E. coli
untersucht: In 22,1 % der 244 Proben wurde diese Bakterienart nachgewiesen,
dartiber hinaus wurden phéno- und genotypische Resistenzen detektiert. Die
Ruckverfolgung resistenter Isolate lasst vermuten, dass der Resistenzeintrag
bereits im Herkunftsbetrieb erfolgte, Kontaminationen im Laufe des weiteren
Produktionsprozesses konnen jedoch nie ganzlich ausgeschlossen werden.
Unabhéngig davon kann mit resistenten Keimen besiedeltes rohes Fleisch z. B. fir
immunsupprimierte Personen und bei Nichtbeachtung hygienischer Grundregeln

im Umgang mit tierischen Lebensmitteln ein Gesundheitsrisiko bergen.
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VIII  SUMMARY

Livestock farming is said to play an important role in the evolution and spread of
antibiotic resistant bacteria and antibiotic resistance genes. Up to now research
has focused mainly on recording and analyzing antibiotic consumption rates and
apart from that has dealt with the monitoring of antibiotic resistance. In contrast,
the present thesis intends to combine those different aspects considering the
management system of the animals (conventional vs. organic). In order to
estimate the burden on the environment, the “screening™ part of this study aimed
to investigate whether the use of antimicrobial drugs in 58 different Bavarian
piggeries exerts influence on the abundance of different antibiotic resistance genes
in farm-produced fertilizer samples (manure, liquid manure and farmyard
manure). For the “tracking® part of this thesis fecal samples from pigs, their
farmers and the farmers’ family members were obtained — partly for a period from
birth to slaughter of the pigs. To this purpose six different farms were selected
exemplarily in order to gather continuous and long-term information about the
antibiotic resistance status. In addition spread of (resistant) E. coli between pigs

and the farmer or his family members was investigated.

By means of quantitative PCR tetracycline and sulfonamide resistance genes
could be detected in the excrement of Bavarian pigs of both kinds of management
systems as well as genes that indicate for the presence of multiresistance elements
(e.g. integrons). This is worth stating because those genes are spread to
agricultural land via the above mentioned farm-produced fertilizers. With regard
to the genes tet(A), tet(M) and qacE / gqacEAI, there were significantly higher
relative abundances detected in fertilizers of conventional farms (manure) than in
samples of liquid and farmyard manure. On the contrary the relative abundance of
sul(1) was higher in the fertilizers of organic farms. Regular use of tetracyclines
led to higher tet(A) and tet(M) concentrations. Speaking of farms that do not
regularly apply tetracyclines, the base level of those two genes was higher for
conventional piggeries than for organic ones. Comparing farms that either do or
do not use sulfonamides on a regular basis, mean concentrations of sul(ll) were

significantly higher in samples of manure and liquid manure of applying farms.
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Quantitative PCR data suggest that the use of antibiotics has selective impact on
the quantitative abundance of corresponding antibiotic resistance genes:
Concomitant with increasing residues of the antibiotic agent itself, tet(B) and
tet(M) concentrations in porcine fecal samples increased distinctly during
tetracycline treatment of the pigs. The same applies for sul(l) values during
treatment with sulfonamides. In addition to that, gPCR results revealed higher
abundances of those two tet genes in human fecal samples from farms where
tetracyclines are regularly used compared to samples of people living on piggeries
where this is not the case. tet(A) concentrations in porcine feces where higher in
tetracycline applying farms as well; yet the quantitative trend of this gene during

tetracycline treatment considerably differed from tet(B) and tet(M).

Molecular typing (ERIC-PCR) of strains of the indicator organism E. coli
revealed that E. coli from farmers were much more similar to the E. coli of pigs
than were isolates of their family members. This is a considerable indication for a
spread of bacteria from animal to men (or vice versa), probably based on direct
and / or indirect interactions. However, selected isolate pairs from pig and farmer
clearly differed in their pheno- and genotypic resistance profiles — this indicates
that transfer of E. coli does not automatically result in a permanent establishment
of (mobile) antimicrobial resistance genes in the new host. Ongoing research
focusing on characteristics of plasmids of those isolate pairs might provide new

insights concerning the spread of antibiotic resistance.

To assess the risk for consumers to get colonized by (resistant) bacteria via intake
of food, raw meat samples of the , tracking* pigs were obtained at slaughter and
screened for the presence of E. coli: in 22.1 % of samples (n = 244) E. coli could
be detected, partly equipped with pheno- and genotypic antimicrobial resistance.
Results of tracing such resistant isolates indicate that entry of resistance had
already occured on farm level, yet contaminations during the production cycle
cannot be ruled out. Either way, raw meat colonized with resistant bacteria may
entail a potential health risk, primarily for immunocompromised men and when

failing to observe basic hygienic rules handling food of animal origin.
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X ANHANG

Tabelle 34: Ubersicht der zur ERIC-Analyse herangezogenen E. coli-Isolate
(n = 657), Betrieb A6

Proband Probenahmezeitpunkt Schlachtproben
11-13 171 1T4 1T8 1T12 1T18 1T21 1725 01-14 Bauchfleisch

S11 v v v v v v v v v v

S12 v

S13 v v v

S14 v

S15 v

S16 v

S17 v v v v v v v v v

S18 v v v v v v v v v v

S19 v

S20 v v v v v v v v v v

P1 O v v v v v

P2 v v v v v v v v v

Tabelle 35: Ubersicht der zur ERIC-Analyse herangezogenen E. coli-Isolate
(n =671), Betrieb A21

Proband Probenahmezeitpunkt Schlachtproben
1T1 172 175 1712  02-14  03-14  04-14  05-14 Caecum Rektum

S1 v v v v v v v v v

S2 v v v v v v v v v v

S3 v v v v v v v v v v

S4 v v v v v v v v v

S5 v v v v v v v v %

P1 v v v v v v v v

P2 v vV v v v v
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Tabelle 36: Ubersicht der zur ERIC-Analyse herangezogenen E. coli-1solate (n = 1195), Betrieb E5

Probenahmezeitpunkt Schlachtproben
2T0  2T4 2T10 3710 3T2 375 3T12 08-13 09-13 10-13 11-13 01-14  Caecum Rektum

Proband

S11 v v
S12
S13
S14
S15
S31
S32
S34
S35
S36
S38
S39
5S40
S$41 v v v v

542 v v v v

543 v v v v

S44 v
545 v
S46 v v v v

547 v v v v

S48 v
549 v

S50 v
M(S41-
S45)

M(S46) v
(MS47) v

NN NN
AR UANIENIRN

RSN N N
NN N N N N VU VR R N N NN
NN NN

NN N N N N R N N N RN
NN N N N N NN

NN N N N N SN

NN N N N N NN

NN N N N N SN

NN N N N N RN

<
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P1
P2
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Tabelle 37: Ubersicht der zur ERIC-Analyse herangezogenen E. coli-1solate
(n = 243), Betrieb J20

Probenahmezeitpunkt

Proband
04-14 05-14 06-14
S1 v v v
S2 v v v
S3 v v v
sS4 v v v
S5 v v v
P1 v v v
P2 v v v
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Score Expect Identities Gaps Strand
1635 bits(885) 0.0 887/8B88 (99%) 0/888 (0%) Plus/Plus
Query 1 GTGARACCCRACATACCCCTGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCGCTCGACGCTGTCGGC 60

PECREEREERErr terr e ree e e e e e e e e b e e e e e vl
Sbjct 5657 GTGARACCCAACAGACCCCTGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCGCTCGACGCTETCGGC 5716

Query 61 ATCGGCCTGATTATGCCGETGUTGCCGEECCTCCTGCGCGATCTGETTCACTCGARCGRAC 120
(NN R R R RN R R R RN R R RN AR AR R RRR AN
sbjct 5717 ATCGGCCTGATTATGCCGGTGCTGCCGEGCCTCCTGUGCGATCTGGTTCACTCGRACGAC 5776

Query 121  GTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCGCTGTATGCGTTGATGCRAATTTGCCTGCGCA 180
PEEREEREERE e e e e e b e e e e e e e e e e e e e eernnnd
Sbjct 5777 GTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGECGCTGTATGCGTTGATGCARATTTGCCTGCGCA 5836

Query 181  CCTGTGCTGGGCGCGCTGETCGEATCGTTTCGGGUGGGGCCGETCTTGCTCGTCTCGCTG 240
(NN R R R RN R R R RN R R RN AR AR R RRR AN
Sbject 5837 CCTGTGCTGGGCGCGCTGTCGGATCGTTTCGGGUGGCGGCCGETCTTGCTCGTCTCGCTG 5896

Query 241  GCCGGCGCTGCTGTCGACTACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTCCTTTGGGTTCTCTAT 300
PEEREEREERE e r e e b e e e e e e e e e e e e vl
Sbjct 5897 GCCGGCGECTGCTGTCGACTACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTCCTTTGEGTTCTCTAT 5956

Query 301 ATCGGGCGGATCGTGGCCGGUATCACCEGGECGACTGEGECGETAGICGECGCTTATATT 360
(NN R R R RN R R R RN R R RN AR AR R RRR AN
Sbjct 5957 ATCGGGCGGATCGTGGCCGGUATCACCGGGGECGACTGEGGCGETAGCCGECGCTTATATT 6016

Query 361 GCCGATATCACTGRTGGCGATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGAGCGCCTGTTTC 420

(NN NN N RN N RN R A AR R RN AR AR R RRR N
Sbjct 6017 GCCGATATCACTGATGGCGATGAGCGCGCGCGGUACTICGECTTCATGAGCGCCTGTTTC €076

Query 421  GGGTTCGGGATGGTCGCGEGACCTETGCTCGETEEGCTGATGGECGETTTCTCCCCCCAC 480
(NN R R R RN R R R RN R R RN AR AR R RRR AN
Shjct 6077 GGGTTCGGGATGGTCGCGEGACCTETGCTCGETEEGCTGATGGECGETTTCTCCCCCCAC 6136

Query 481 GCTCCGTTCTTCGCCGCGGCAGCCTTGRACGGCCTCAATTTCCTGACGGGCTGTTTCCTT 540

(NN N R N R R N RN R R RN AR AR R RN
Sbjct 6137 GCTCCGTTCTTCGCCGCGGCAGCCTTGAACGGCCTCARTTTCCTGACGGGCTGTTTCCTT €196

Query 541  TTGCCGEAGTCGCACARAGGUGRACGCCGGCCGTTACGCCEGGAGGUTCTCAACCCGCTS 600
(NN R R R RN R R R RN R R RN AR AR R RRR AN
Shjct 6197 TTGCCGEAGTCGCACARAGGUGAACGCCGGCCGTTACGCCGEGGAGGUTCTCAACCCGCTC 6256

Query 601 GCTTCGTTCCGGTGGGCCCGGGGCATGRACCGTCGTCGCCGCCCTGATGGCGGTCTTCTTC 660

PEEREEREERE e e r e e e b e e e e e e b e e e e v eerennl
Sbjct 6257 GCTTCGTTCCGETGEECCCGGEEGCATGACCGTCGTCGCCGCCCTGATGGLGGTCTTCTTC €316

Query 661  ATCATGCAACTTGTCGGACAGGTGCCGECCGCGUTTTEGETCATTTTCGECGAGEATCGE 720
(NN R R R RN R R R RN R R RN AR AR R RRR AN
Shjct 6317 ATCATGCAACTTGTCGGACAGGTGCCGGECCGCGUTTTGGGTCATTTTCGGECGAGGATCGE 6376

Query 721 TTTCACTGGGACGCGACCACGATCGGCATTTCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCATTCA 780

TEEREEREEEE e e e e e e e e e e e e e e end
Sbjct 6377 TTTCACTGGGACGCGACCACGATCGEGCATTTCGUTTGCCGCATTTGGCATTCTGCATTCA €436

Query 781  CTCGCCCAGGCRATGATCACCGGUCCTETAGCCGCCCGGCTCGECGRARAGGCGEECACTC 840
(NN N R N RN R A RN RN R AR AR AR R RRR N
Shjct 6437 CTCGCCCAGGCRATGATCACCGGCCCTETAGCCGCCCGGCTCGECGRARAGGCGGECACTE 6496

Query 841 ATGCTCGGAATGATTGCCGACGGCACAGGCTACATCCTGCTTGCCTTC 888

FEEREEREERE e e r e e ee e e e e i
Sbjct 6497 ATGCTCGGRATGATTGCCGACGGCACAGGCTACATCCTGCTTGCCTTC 6544

Abbildung 96: Verknipfte Sequenzen von Salmonella [4,5,12:i:-] (= Query)
und Genbank-Eintrag AF542061.1 (= Shjct)

Score Expect Identities Gaps Strand
381 bits(206) 2e-108 206/206(100%) 0/206(0%) Plus/Plus
Query 1 TACGTGAATTTATTGCTTCGGRARGATATCGCTRAACCACTTTGGCGTATTGCTTGCACTTT 60

(RN R R R RN R R R RN R R R RN R R R
Sbjct 27719 TACGTGRATTTATTGCTITCGGRAAGATATCGCTARCCACTTIGGCGTATTGCTTGCACTTT 27778

Query &1 ATGCGTTRAATGCAGGTTATCTTTGCTCCTTGGC TTGGARRRATGTCTGACCGATTTGGTC 120

FEEERETEERR e e e e e e e e e e e e v e e e e e e e b e e e el
Sbjct 27779 ATGCGTTAATGCAGGTTATCTTTGCTCCTTGGCTTGGARRRATGTCTGACCGATTTGGTC 27638

Query 121 GGCGCCCAGTGCTGTTGTTGTCATTRATAGGCGCATCGCTGGATTACTTATTGCTGGCTT 180

FEEERETEERr e e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e el
sbjct 27839 GGCGCCCAGTGCTGTTGTTGTCATTAATAGGCGCATCGUTGGATTACTTATTGCTGGCTT 276898

Query 181 TTTCRAGTGCGCTTTGGATGCTGTAT 206

FTEERETE R il
Sbjct 27899 TTTCRAGTGCGCTTTGGATGCTGTAT 27924

Abbildung 97: Verkntpfte Sequenzen von Escherichia coli 2638 (= Query)
und Genbank-Eintrag AF326777.3 (= Sbjct)
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Score Expect Identities Gaps Strand
1334 bits(722) 0.0 722/722(100%) 0/722(0%) Plus/Plus
Query 1 CGGCATCGTCARCATAACCTCGGACAGTTTCTCCGATGGAGGCCGGTATCTGGCGCCAGE 60

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
sbjct 1127 CGGCATCGTCAACATARCCTCGGACAGTTTCTCCGATGGAGGCCGGTATCTGGCGCCAGE 1186

Query 61 CGCAGCCATTGCGCAGGCGCGTARGCTGATGECCGAGEGEGCAGATGTGATCGACCTCGG 120

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
sbjct 1187 CGCAGCCATTGCGCAGGUGCGTAAGCTGATGGCCGAGGGGGCAGATGTGATCGACCTCGG 1246

Query 121 TCCGGCATCCAGCRAATCCCGACGCCGCGCCTGTTTCGTCCGACACAGRRAATCGCGCGTAT 180

AR RN R N RN N R RN RN A RRRRN AR RN
Sbjct 1247 TCCGGCATCCAGURATCCCGACGUCGUGCCTGTTTCGTCCGACACAGARATCGCGCGTAT 1306

Query 181 CGCGCCGGTECTGGACGCGETCAAGGCAGATGGCATTCCCGTCTCGCTCGACAGTTATCA 240

(RN R RN N R N RN R R RN RN RN A RN AR RN
Sbjct 1307 CGCGCCGETGCTGEACGUGCTCAAGGUAGATGGCATTCCCGTCTCGCTCGACAGTTATCE 1366

Query 241 ACCCGCGACGCRAGCCTATGCCTTGTCGCETGGTGTGECCTATCTCAATGATATTCGCGE 300

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
Sbjct 1367 ACCCGCGACGCAAGCCTATGCCTTGTCGCETGGTGTGECCTATCTCRAATGATATICGCGG 1426

Query 301 TTTTCCAGACGCTGCGTTCTATCCGCRAATTGGCGARATCATCTGCCARACTCGTCGTTAT 360

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
Sbjct 1427 TTTTCCAGACGCTGCGTTCTATCCGCAATTGGCGARATCATCTGCCARACTCGTCGTTAT 1486

Query 361 GCATTCGGTGCRAGACGGGCAGGCAGATCGGCGCGAGGCACCCGCTGGCGACATCATGGR 420

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
Sbjct 1487 GCATTCGGTGCAAGACGGGCAGGCAGATCGGUGCGAGGCACCCGCTGGUGACATCATGGE 1546

Query 421 TCACATTGCGGCGTTCTTTGACGCGCGCATCGCGGCGLTGACGGGTGCCGGTATCRARCG 480

AR RN RN N R R RN R RN RN RRRRN AR RRN N
Sbjct 1547 TCRACATTGCGGCGTTCTTTGACGCGCGCATCGCGGCGCTGACGEGTGCCGGTATCRRACG 1606

Query 481 CRACCGCCTTGTCCTTGATCCCGGCATGGGGTTTTTTCTGGGEGCTGCTCCCGRARACCTC 540

PEEERETEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et el
Sbjct 1607 CARCCGCCTTGTCCTTGATCCCGGCATGEGGTTTTTTCTGGGEGCTGCTCCCGRRACCTC 1666

Query 541 GCTCTCGGTGCTGGECGCGGTTCGATGRATTGCGGCTGLGCTTCGATTTGCCGGTGCTTICT 600

FERERETEEEr et e e e e e et e e e e e e e e e e e et el
Sbjct 1667 GCTCTCGGTGCTGGCGCGGTTCGATGAATTGCGECTGCGCTTCGATTTGCCGGTGCTTCT 1726

Query €01 GTCTGTTTCGCGCARATCCTTTCTGCGCGLUGCTCACAGGCCGTGCTCCGEGEGATETCGG €60

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
Sbjct 1727 GTCTGTTTCGCGCRARATCCTTTCTGCGCGCGCTCACAGGCCGTGETCCGEGGCATGTCGG 17686

Query Gé€l GGCCGCGACACTCGCTGCAGAGCTTGCCGLUCGCCGCAGGTGGAGCTGACTTCATCCGCAC 720

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
sbjct 1787 GGCCGCGACACTCGCTGCRGAGCTTGCCGCCGCCGCAGGTGGAGCTGACTTCATCCGCAC 1846

Query 721 AC T22

Il
Sbjct 1847 AC 1848

Abbildung 98: VerknUpfte Sequenzen von Salmonella Typhimurium DT12
(= Query) und Genbank-Eintrag NG_041603.1 (= Shjct)
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Query 1 TTCGGCATTCTGRATCTCRACCGAGGRACTCCTTCTTCGRATGAGAGCCGGCGGCTRAGRACCCC 60

(RN NN RN R R RN AN RN AR RN RN
Sbjct 47398 TTCGGCATTCTGAATCTCACCGAGGACTCCTTCTTCGATGAGAGCCGGCGGCTAGACCCE 47339

Query 61 GCCGGCGCTGTCACCGCGGCGATCEARATGCTGCGAGT CGEATCAGACGTCGTGEATGTC 120
FEEERETEERr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e el
Sbjct 47338 GCCGGCGCTGTCACCGCGGUGATCGARATGCTGCGAGTCGGATCAGRACETCGTGGATGTC 47279

Query 121 GGACCGGCCGCCAGCCATCCGEACGCGAGECCTGTATCGCCGGCCGATGAGATCAGACGT 180
(RN R R R R RN R R R RN RN AR R R RN RN R R
Sbjct 47278 GGACCGGCCGCCAGCCATCCGGACGCGAGECCTGTATCGCCGGCCGATGAGATCAGACET 47219

Query 181 ATTGCGCCGCTCTTAGACGCCCTGTCCGATCAGATGCACCGTGTTTCARTCGACAGCTTC 240
(RN RN R R R R R R R R R R R R RN R AR RN R R R RN
Sbjct 47218 ATTGCGCCGCTCTTAGRCGCCCTGTCCGATCAGATGCACCGTGTTTCARATCGACAGCTTC 47158

Query 241 CBACCGGARRCCCAGCGCTATGCGCTCARAGCGCGGCGTGGGCTACCTGARCGATATCCRAR 300

FEEERETEERn e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e
Sbjct 47158 CRACCGGARACCCAGCGCTATGCGCTCRAGCGCGGCGTGGGCTACCTGAACGATATCCRAR 47099

Query 301 GGATTTCCTGACCCTGCGCTCTATCCCGATATTGCTGRAGGCGGACTGCAGGCTGGTGGTT 360

FEEERETEERn e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 47098 GGATTTCCTGACCCTGCGCTCTATCCCGATATTGCTGAGGCGGACTGCAGGCTGGTGGTT 47039

Query 361 ATGCACTCAGCGCAGCGGGATGGCATCGCCACCCGCACCGGTCACCTTCGACCCGARGAC 420
(RN R R R R RN R R R RN RN AR R R RN RN R R
Sbjct 47038 ATGCACTCAGCGCAGCGGGATGGCATCGCCACCCGCACCGETCACCTTCGACCCGAAGAT 46979

Query 421 GCGCTCGACGAGATTGTGCGGETTCTTCGAGGCGCGGETTTCCGCCTTGCGRACGGAGCGEEG 480
(RN R R R R RN R R R RN RN AR R R RN RN R R
Sbjct 46978 GCGCTCGACGAGATTGIGCGGETTCTTCGAGGCGCEEGTTTCCGCCTTGCGACGEAGLGEE 46919

Query 481 GTCGCTGCCGACCGGCTCATCCTCGATCCGGGGATGGEATTTTTCTTGAGCCCCGCACCG 540

FEEERETEERn e e e e e e e e e e e v e e e e e e e e e el
Sbjct 46918 GTCGCTGCCGACCGGCTCATCCTCGATCCGEGGEATGGEATTTTTCTTGAGCCCCGCACCG 46659

Query 541 GRARCATCGCTGCACGTGCTGTCGARCCTTCRARRAGCTGRARGTCGGCGTTGGGGCTTICCG 600

FEEERETEERE e e e e e e e e e e e b e e
Sbjct 46858 GRARCATCGCTGCACGTGCTGTCGRACCTTCARARGCTGRAGTCGGCGTTGGEECTTCCG 46799

Query 601 CTATTGGTCTCGETGTCGCGERRAATCCTTCTTGGGCGCCACCGTTGGCCTTCCTGTARAG 660
FELERETEERn e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 46798 CTATTGGTCTCGGTGTCGLGGARATCCTTCTTGGECGCCACCGTTGGCCTTCCTGTARAG 46739

Query 661 GATCTGGGTCCAGCGAGCCTTGCGECGGAACTTCACGCGATCGGCAATGGCGCTGACTAC 720

(R N N N N N N R R R R RN RN RN RN RN Ny
Sbjct 46738 GATCTGGGTCCAGCGAGCCTTGCGGCGGAACTTCACGCGATCGGCAATGGCGCTGACTAC 46678

Query 721 GTCCGCACCCACGCGCCTGGAGATCTGCGARGCGCRATCACCTTCTCGGRARCCCTCGCG 780

FEEERETEERn e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 46678 GTCCGCACCCACGCGCCTGGAGATCTGCGRAAGCGCAATCACCTTCTCGGARACCCTCGCG 46619

Query 781 ARATTTCGCAGTCGCGACGCCAGAGRCCGAGGGTTAGATCAT 8§22

FEEERTTEERr e e e e e e e e el
Sbjct 46618 ARATTTCGCAGTCGCGACGUCAGAGACCGAGGGTTAGRTCAT 46577

Abbildung 99: Verknlpfte Sequenzen von Salmonella Typhimurium DT104
(= Query) und Genbank-Eintrag KP899803.1 (= Sbjct)

Score Expect Identities Gaps Strand

128 bits(69) Be-34 69/69(100%) 0/69(0%) Plus/Plus
Query 1 CGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGRARATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCACT €0
Shjct 5456 CGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGRRATCCATCCCTGTCGETGTTGCTTATGCRAGT 5515
Query 61 CTGGTCGGGE 68

Shjct 5516 CTGGTCGGGE 353524

Abbildung 100: Verknlpfte Sequenzen von Escherichia coli 1/05 Eco4-O-L
(= Query) und Genbank-Eintrag KM589496.1 (= Sbjct)
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Score Expect Identities Gaps Strand
486 bits (263) 6e-134 26B/270(99%) 1/270(0%) Plus/Plus
Query 1 CAGCRAGCCGCGGETAATACGEAGGETGCRAAGCETTARTCGERATTACTGEGCGTARAGCGC 60

Sbjct 336 CRGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGTGCARGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARRGCGS 385
Query 61 ACGCAGGCGETTTGTTARGTCGGATGTGRRART CCCCEGGCTCRACCTGGGRACTGCATCT 120
Sbjct 3%6 ACGCAGGCGGTTTGTTRAGTCAGATGTGRAARTCCCCGGGCTCRACCTGGGRACTGCATCT 455
Query 121 GATRCTGGCRRGCTTGAGTCTCGTAGRGGGEGETAGRATTCCAGGTGTAGCGGTGRARTE 180
Sbjct 456 GATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGEGGGGTAGRATTCCAGGETGTAGCGGTGRRAATE 515
Query 181 CGTRGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGARGGCEGCCCCCTCEACGRAGACTGACGCTC 240
Sbjct 516 CGTAGAGATCTGGAGGRATACCGGTGECEARGGCGGCCCCCTGGRACGRAGRCTGRCGCTS 5735
Query 241 AGGTGCGRRAGCGCGGGTATCRARACAGGAT 270

Sbjct 576 LGGTGCGRRAGCGCGGG-ATCRAACAGGAT 604

Abbildung 101: VerknlUpfte Sequenzen von Escherichia coli 2638 (= Query)
und Genbank-Eintrag KF756007.1 (= Sbjct)

Score Expect Identities Gaps Strand
316 bits(171) le-90 171/171(100%) 0/171(0%) Plus/Plus

Query 1 ACRGRRAGCTTATTATATRACAGTGGAGCGATTACAGRATTAGGRARAGCGTGGACRRRAGGT 60

FEEEEERE e e e e e e e e et e e e e e e e v e e e el
Sbjct 70  ACRGRRAGCTTATTATATRACAGTGGAGCGATTACAGRATTAGGRAGCGTGGACRRAGGT 129

Query 61 ACAACGAGGACGGATRATACGCTTTTAGAACGTCAGAGAGGAATTACRATTCAGACAGGR 120

FREEREErr et e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e el
Sbjct 130 ACRACGAGGACGGATAATACGCTTTTAGRACGTCAGAGAGGAATTACRATTCAGACRGGR 189

Query 121 ATRACCTCTTTTCAGTGGGRARATACGRAGGTGARCATCATAGACRCGCCE 171

FEEEEERE e e e e e e et e e e et et el
Sbjct 190 ATRACCTCTTTTCAGTGGGRARATACGRAGGTGAACATCATAGACACGCCRE 240

Abbildung 102: Verknupfte Sequenzen von Bacillus cereus R89 (= Query)
und Genbank-Eintrag AF491293.1 (= Shjct)
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Score Expect Identities Gaps Strand
1605 bits (869) 0.0 869/869(100%) 0/869(0%) Plus/Plus

Query 20 TGATCGTRAATTCTGAGCACTGTCGCGUTCGACGCTGTCGGCATCGGCCTGATTATGCCGG 79

FEECERTERr e et v et e e e e e b e e e e e b e e e e e el
Sbjet 1 TGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCGCTCGACGCTGTCGECATCGGCCTGATTATGCCGE 60

Query 80 TGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGAT CTGGTTCACTCGARCGACGTCACCGCCCACTATGGCRA 139

FEECERTERr e et v et e e e e e b e e e e e b e e e e e el
Sbjct 61  TGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCTGGTTCACTCGRACGACGTCACCGCCCACTATGGCR 120

Query 140 TTCTGCTGGCGCTGTATGCGTTGATGCRATTTGCCTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGT 199

FEECERTERr e et v et e e e e e b e e e e e b e e e e e el
sbjct 121 TTCTGCTGGCGUTGTATGCGTTGATGCAATTTGCCTGUGCACCTGTGCTGGGCGLGCTGT 180

Query 200 CGGATCGTTTCGGGCGGCGECCGETCTTGCTCGTCTCGCTGGCCGGCGCTGCTGTCGACT 258

FEECERTERr e et v et e e e e e b e e e e e b e e e e e el
Sbjct 181 CGGATCGETTTCGGGCGGECGGCCGETCTTGCTCETCTCGCTGECCGGCGCTGCTGTCGACT 240

Query 260 ACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTCCTTTGGETTCTCTATATCGGGCGGATCGTGGCCE 319

FELLRREERET e e e e e e e e e e e e e e e e e e rnrl
Sbjct 241 ACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTCCTTTGGGTTCTCTATATCGGGCGGATCGTGGCCG 300

Query 320 GCATCACCGGGGCGACTGGGGCGETAGCCGGCECTTATATTGCCGATATCACTGATGECE 378

PELLREEERET e e e e e e e e e e e e e e e e e e rrrnrl
Sbjct 301 GCATCACCGGGGCGACTGGGGCGGTAGCCGGCGCTTATATTGCCGATATCACTGATGECG 360

Query 380 ATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGAGCGCCTGTTTCGEETTCGGGATGGTCGCGE 438

Ferrrrrerereerereere e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 361 ATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGAGCGCCTGTTTCGGGTTCGGGATGGTCGCGE 420

Query 440 GRCCTGTGCTCGGTGGGCTGATGGECGETTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGCGE 4989

Ferrrrrerereerereere e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 421 GARCCTGTGCTCGGTGGGCTGATGGGCGGTTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGCGE 480

Query 500 CAGCCTTGAACGGCCTCAATTTCCTGACGGGCTGTTTCCTTTTGCCGGAGTCGCACARAG 559

(RN R R R R RN A R R R R R R R RN RRRRRE R
Sbjct 481 CRGCCTTGRACGGCCTCAATTTCCTGACGGGCTGTTTCCTTTTGUCGGAGTCGCACARAG 540

Query 560 GCGRACGCCGGCCGTTACGCCGGEAGGCTCTCAACCCGCTCGCTTCGTTCCGGTGEGCCT €19

(RN R R R R RN A R R R R R R R RN RRRRRE R
Sbjct 541 GCGRACGCCGGCCGTTACGCCGGEAGECTCTCRACCCGCTCGCTTCGTTCCGGTGEGCCC 600

Query €20 GGGGCATGACCGTCGTCGCCGCCCTGATGGCGETCTTCTTCATCATGCAACTTGTCGGAT €79

FEECERTERr e et v et e e e e e b e e e e e b e e e e e el
Sbjct 601 GGGGCATGRACCGTCGTCGCCGCCCTGATGECGETCTTCTTCATCATGCARCTTGTCGGRAC 660

Query €80 AGGTGCCGGCCGCGCTTTGGGTCATTTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTGGGACGCGACCA 7389

FEECERTERr e et v et e e e e e b e e e e e b e e e e e el
Sbjct 661 AGGTGCCGGCCGCGCTTTGGETCATTTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTGGGACGCGACCE 720

Query 740 CGATCGGCATTTCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCATTCACTCGCCCAGGCARTGATCA 7989

PECCTRTEEE e et vt e e e e e e e e e e e b e el
Sbjct 721 CGATCGGCATTTCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCATTCACTCGCCCAGGCAATGATCA 780

Query 800 CCGGCCCTGTAGCCGCCCGGCTCGGCGRAAGECGGGCACTCATGCTCGGRATGATTGCCG 8589

FEECERTERr e et v et e e e e e b e e e e e b e e e e e el
sbjct 781 CCGGCCCTGTAGCCGCCCGGCTCGGCGRRAGGCGGGCACTCATGCTCGGRATGATTGCCG 840

Query 860 ACGGCACAGGCTACATCCTGCTTGCCTTC 888

FECVTEEEEREE et e el
Sbjct 841 ACGGCACAGGCTACATCCTGCTTGCCTTC 869

Abbildung 103: Verknupfte Sequenzen von Salmonella [4,5,12:i:-] (= Query)
und Probe ,,A6-11-13-S13% (= Sbhjct)



X. Anhang 268

Score Expect Identities Gaps Strand
381 bits(206) Se-111 206/206(100%) 0/206(0%) Plus/Plus

Query 1 TACGTGARTTTATTGCTTCGGRAAGATATCGCTRAACCACTTTGGCGTATTGCTTGCACTTT 60

FEEEEEe e et e et e e e e et e e e e e e e e e e e e et e e e et e el
Sbjct 1 TACGTGRATTTATTGCTTCGGRRGATATCGCTARCCACTTTGGCGTATTGCTTGCACTTT 60

Query 61 ATGCGTTRATGCAGGTTATCTTTGCTCCTTGGCTTGEARRRATGTCTGACCGATTTGETC 120

FEEEEEe e et e et e e e e et e e e e e e e e e e e e et e e e et e el
Sbjct 61  ATGCGTTRATGCAGGTTATCTTTGCTCCTTGGCTTGGARARRTGTCTGACCGATTTGGTC 120

Query 121 GGCGCCCAGTGCTGTTGTTGTCATTRATAGGCGCATCGCTGGATTACTTATTGCTGGCTT 180

FEEEEEe e et e et e e e e et e e e e e e e e e e e e et e e e et e el
sbjct 121 GGCGCCCAGTGCTGTTGTTGTCATTRAATAGGCGCATCGCTGGATTACTTATTGCTGGCTT 180

Query 181 TTTCRAGTGCGCTTTGGATGCTGTAT 206

TLEPTEERTEE el
Sbjct 181 TTTCRAGTGCGCTTTGGATGCTGTAT 206

Abbildung 104: Verknupfte Sequenzen von Escherichia coli 2638 (= Query)
und Probe ,,A6-11-13-P1¢ (= Shjct)

Score Expect Identities Gaps Strand
1310 bits(709) 0.0 716/722 (99%) 0/722 (0%) Plus/Plus
Query 1 CGGCATCGTCARCATRACCTCGGACAGTTTCTCCGATGGAGGCCGGTATCTGGCGCCAGE 60

FEEErrereer eeereerr perrer e e e e e e e e e e el
Sbjct 1 CGGCATCGTCARCATARCCTMGGACAGTTTCTCCGATGGAGGCCGGTATCTGGCGCCAGE 60

Query 61 CGCAGCCATTGCGCAGGCGCGTARGCTGATGGCCGAGGEGECRAGATGTGATCGACCTCGE 120

FEEETREEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e
Sbjct 61  CGCAGCCATTGCGCAGGCGCGTAAGCTGATGGCCGAGGGGGCAGATGTGATCGACCTCGE 120

Query 121 TCCGGCATCCAGCRATCCCGACGCCGCGCCTGTTTCGTCCGACACAGARATCGCGCGTAT 180

FEEETREEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e
Sbjct 121 TCCGGCATCCAGCRATCCCGACGCCGCGCCTGTTTCGTCCGACACAGRRAATCGCGCGTAT 180

Query 181 CGCGCCGGTGCTGGACGCGCTCRAGGCAGATGGCATTCCCGTCTCGCTCGACAGTTATCRE 240

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e el
Sbjct 181 CGCGCCGGTGCTGGACGCGCTCAAGGCAGATGGCATTCCCGTCTCGCTCGACAGTTATCE 240

Query 241 ACCCGCGACGCRAGCCTATGCCTTGTCGCGTGGTGTGGCCTATCTCRAATGATATTCGCGG 300

FEEEEEEEer e e e e et e e e e e e e e e e e e el
sbjct 241 ACCCGCGACGCAAGCCTATGCCTTGTCGCGTGGTGTGGCCTATCTCAATGATATCCGCGE 300

guery 301 TTTTCCAGACGCTGCGTTCTATCCGCAATTGGCGRRAATCATCTGCCARACTCGTCGTTAT 360

FEEETREEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e
Sbjct 301 TTTTCCAGACGCTGCGTTCTATCCGCAATTGGCGARATCATCTGCCARACTCGTCGTTAT 360

Query 361 GCATTCGGTGCRAGACGGGCAGGCAGATCGGECGCGAGGCACCCGCTGGCGACATCATGGR 420

(NN R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN RN
Sbjct 361 GCATTCGGTGURAGACGGGCAGGCRAGATCGGCGCGAGEUACCCGUTGGCGACATCATGGE 420

Query 421 TCRCATTGCGGCGTTCTTTIGACGCGCGCATCGCGGCGCTGRCGGGTGCCGGTATCRRACG 480

FEEETREEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e
sbjct 421 TCRCATTGCGGCGTTCTTTGACGCGCGCATCGUGGCGCTGACGGGTGCCGETATCARACG 480

Query 481 CRACCGCCTTGTCCTTGATCCCGGCATGGGGTTTTTTCTGGGGGCTGCTCCCGRRARCCTC 540

FEEETREEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e
Sbjct 481 CARCCGCCTTGTCCTTGATCCCGGCATGGGGTTTTTTCTGGEGGCTGCTCCCGABACCTC 540

Query 541 GUTCTCGGTGCTGGCGCGGTTCGATGAATTGCGGCTGCGCTTCGATTTGCCGGTGCTTCT 600

FEEETREEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e
Sbjct 541 GCTCTCGGTGCTGGCGCGGTTCGATGAATTGCGGCTGCGCTTCGATTTGCCGGTGCTTCT 600

Query 601 GICTGTTTCGCGCRRATCCTTTCTGCGCGCGCTCACAGGCCGTGGTCCGGGGEGATGTCGE 660

(R R R RN R R R R R R R RN RN RN RN RN R R RN
Sbjct 601 GTCTGTTTCGCGCARATCCTTTCTGCGCGCGCTCACAGGCCGTGGETCCGGGGGATGTCGGE 660

Query 661 GGCCGCGACACTCGCTGCAGAGCTTGCCGCCGCCGCAGETGGAGCTGACTTCATCCGCAC 720

FrErrerrerrerrrrerrererreereererrerrererrereer rreeeer o
Sbjct 661 GGCCGCGRCACTCGCTGCAGAGCTTGCCGCCGLCGCAGETGEAGCTSACTTCATMCKCAC 720

Query 721 AC 722

Il
sbjct 721 aC 722

Abbildung 105: Verknupfte Sequenzen von Salmonella Typhimurium DT12
(= Query) und Probe ,,M13-S4-1T4“ (= Shjct)



X. Anhang 269

Score Expect Identities Gaps Strand
1519 bits(822) 0.0 822/1822 (100%) 0/822(0%) Plus/Plus
Query 1 TTCGGCATTCTGRATCTCACCGAGGACTCCTTCTTCGATGRGAGCCGGCGGCTAGRACCCC 60

FEEEREEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e b e e e el
Sbjct 1 TTCGGCATTCTGRATCTCACCGAGGACTCCTTCTTCGATGRGAGCCGGCGGCTAGACCCC 60

Query 61 GCCGBGCGCTGTCACCGCGGCGATCGRRAATGCTGCGAGTCGGATCAGRCGTCGTGGATETC 120

RN RRE R R R R R R A R R RN AR RN RR AR A RN RRN N
Sbjct 61  GCCGGCGCTGTCACCGCGGCGATCGARATGCTGCGAGTCGGATCAGACGTCGTGGATGTC 120

guery 121 GGACCGGCCGCCAGCCATCCGGACGCGAGGCCTGTATCGCCGGCCGATGAGATCAGACGT 180

RN RRE R R R R R R A R R RN AR RN RR AR A RN RRN N
Sbjct 121 GGRCCGGCCGCCAGCCATCCGGACGCGAGGCCTGTATCGCCGGCCGATGAGATCAGACGT 180

Query 181 ATTGCGCCGCTCTTAGACGCCCTGTCCGATCAGATGCACCGTGTTTCRATCGACAGCTTC 240

(R R R RN R R R RN R R R R RN RN R RN RN R R RN
Sbjct 181 ATTGCGCCGCTCTTAGACGCCCTGTCCGATCAGATGCACCGTGTTTCRATCGACAGCTTC 240

Query 241 CRACCGGRRRCCCAGCGCTATGUGCTCRARGCUGCGGCGTGGGCTACCTGRAACGATATCCRAR 300

FEECEETEEr et e e e e et e e e e e e e e e e el
Sbjct 241 CARCCGGRRAACCCAGUGCTATGCGCTCAAGCGUGGCGTGGGCTACCTGAACGATATCCAR 300

guery 301 GGATTTCCTGACCCTGCGCTCTATCCCGATATTGCTGAGGCGGACTGCAGGCTGETGGTT 360

RN RRE R R R R R R A R R RN AR RN RR AR A RN RRN N
Sbjct 301 GGATTTCCTGACCCTGCGCTCTATCCCGATATTGCTGAGGCGGACTGCAGGCTGGTGGTT 360

Query 361 ATGCACTCAGCGCAGCGGGATGGCATCGCCACCCGCACCGGTCACCTTCGACCCGRAGAC 420
(AR R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R RN RN

Sbjct 361 ATGCACTCAGUGCAGCGGGATGGCATCGCCACCCGCACCGETCACCTTCGACCCGRAGAC 420

Query 421 GCGCTCGACGAGATTGTGCGGTTCTTCGAGGCGCGEETTTCCGCCTTGCGACGGRAGCGEGE 480

FELEREEEEE e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 421 GCGCTCGACGAGATTGTGCGGTTCTTCGRAGGCGCGGGTTTCCGCCTTGCGACGGRAGCGGE 480

Query 481 GTCGCTGCCGACCGGCTCATCCTCGATCCGGGGATGGGATTTTTCTTGAGCCCCGCACCE
RN RRE R R R R R R A R R RN AR RN RR AR A RN RRN N
Sbjct 481 GTCGCTGCCGACCGGCTCATCCTCGATCCGGGGATGEGATTTTTCTTGAGCCCCGCACCG

Query 541 GARACATCGCTGCACGTGCTGTCGRACCTTCAARAGCTGARGTCGGCGTTGGGGCTTCCG 600

RN RRE R R R R R R A R R RN AR RN RR AR A RN RRN N
Sbjct 541 GARACATCGCTGCACGTGCTGTCGRACCTTCARRAAGCTGARGTCGGCGTTGGGGCTTCCE 600

Query 601 CTATTGGTCTCGGTGTCGCGGARATCCTTCTTGGGCGCCACCGTTGGCCTTCCTGTARAG 660

(R R R RN R R R RN R R R R RN RN R RN RN R R RN
Sbjct 601 CTATTGGTCTCGGTGTCGCGGARATCCTTCTTGGGCGCCACCGTTGGCCTTCCTGTARAG €60

Query 661 GATCTGGGTCCAGCGAGCCTTGUGGCGGRACTTCACGCGATCGGCAATGGCGCTGRCTRAC 720

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e b e el
Sbjct 661 GATCTGGGTCCAGCGAGCCTTGCGGCGGRACTTCACGCGATCGGCARTGGCGCTGACTAC 720

Query 721 GTCCGCACCCACGCGCCTGGAGATCTGCGRARGCGCAATCACCTTCTCGGRRACCCTCGCG 780

RN RRE R R R R R R A R R RN AR RN RR AR A RN RRN N
Sbjct 721 GTCCGCACCCACGCGUCTGGAGATCTGCGRAGCGCARTCACCTTCTCGGRARACCCTCGCE 780

Query 781 AARATTTCGCAGTCGCGACGCCAGAGACCGAGGGTTAGATCAT 822

FEECTETEE e e e e e e et e el
Sbjct 781 AARTTTCGCAGTCGCGACGCCAGAGACCGAGGGTTAGATCAT 822

Abbildung 106: Verknupfte Sequenzen von Salmonella Typhimurium DT104
(= Query) und Probe ,,M13-S1-1T0* (= Sbjct)

Score Expect Identities Gaps Strand
128 bit=(69) Be-36 69/69(100%) 0/69(0%) Plus/Plus

Query 1 CGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGRARATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGT 60

PEERTERTERE e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 1  CGCATTTTATTTTCTTTCTCIGGITCTIGARATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGT 60

Query €1 CTGGETCGGG €9

[IARRRARE
sbjct 61 CTGGTCGGG 69

Abbildung 107: Verknupfte Sequenzen von Escherichia coli 1/05 Eco4-O-L
(= Query) und Probe ,,E5-P1-3T12% (= Sbjct)



X. Anhang 270

Score Expect Identities Gaps Strand
316 bits(171) le-91 171/171(100%) 0/171(0%) Plus/Plus
Query 1 LACRAGRRAGCTTATTATATRACRGTGGAGCGATTACAGRATTAGGRAGCGTGGACRRARGGT 60
(RN R RN RN R R R R R R RN RN NN RN RN RN RN
Sbjct 1 LACRGRBAGCTTATTATATRACRGTGGAGCGATTACAGREATTAGGRAGCGTGGACRRRAGGT 60

Query 61 ACRACGAGGACGGATRATACGCTTTTAGAACGTCAGAGAGGAATTACRATTCAGACAGGE 120

FELERREEEE e e e e e e e e e e et e e e e e el
Sbjct 61  ACRACGRGGACGGATRATACGCTTTTAGRACGTCAGAGAGGRATTACAATTCAGACAGGA 120

Query 121 ATRACCTCTTTTCAGTGGGARRATACGRAGGTGRACATCATAGACACGCCE 171

FEEEEERE e e e e e e et e e e et et el
Sbjct 121 ATRACCTCTTTTCAGTGGGRAARATACGRAAGGTGAACATCATAGACACGCCA 171

Abbildung 108: Verknupfte Sequenzen von Bacillus cereus R89 (= Query)
und Probe ,,E5-P2-3T2% (= Sbjct)



X. Anhang 271

Score Expect Identities Gaps Strand
10227 bits(5538) 0.0 5600/5631(99%) 0/5631(0%) Plus/Plus
Query 1 ATTCTGCTTGGCGCTCCGGGCGCGEEEARRGGCGACTCAGGCTCAGTTCATCATGGAGRRR €0
(R R R R RN R RN R R R R R R R RN RN RN RN AR RRE RN
Sbijct 1 ATTCTGCTTGGCGCTCCGGECECGEEEARRAGGGACTCAGGCTCAGTTCATCATGGAGRRAR €0

Query 61 TATGGTATTCCGCARATCTCCACTGGCGATATGCTGCGTGCTECGGTCARATCTGGCTCC 120
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
sbjct 61 TATGGTATTCCGCARATCTCCACTGGCGATATGCTGCGTGCTGCGGTCARATCTGGCTCC 120

Query 121 GAGCTGGGTARACRAGCRARAGACATTATGGATGCTGGCRAACTGETCACCGACGRACTEG 180

PEERTERREEErr et e e e e e e e e e e e e e e v e et e e e e e el
Sbjct 121  GAGCTGGGTARACAAGCARRAGACATTATGGATGCTGGCARACTGGTCACCGACGAACTG 180

Query 181  GTGATCGCGCTGGTTARAGAGCGCATTGCTCAGGARGACTGCCGTRATGGTTTCCTGTTG 240
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
Sbjct 181  GTGATCGCGCTGGTTARAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTGCCGTRAATGGTTTCCTETTG 240

Query 241  GACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGECAGACGCGATGARAGRAGCGGGCATCRATGTT 300
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
sbjct 241  GACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGARAGRAGCGGGCATCRATGTT 300

Query 301 GATTACGTTCTGGRATTCGACGTACCGGACGRACTGATTGTTGATCGTATCETAGECCGC 360

PEEREERREEErr et e e e e b e e e bbb e e e e e e e e e e e el
Sbjct 301  GATTACGTTCTGGRATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGATCGTATCGTAGGCCGC 360

Query 361  CGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTARATTCAATCCGCCGARAGTAGRR 420
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
Sbjct 361  CGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTARATTCAATCCGCCGARAGTAGRR 420

Query 421  GGCRAARGACGACGTTACCGGTGRAAGAARCTGACTACCCGTRAAGACGATCRAGGRAGRAACC 480
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
sbjct 421  GGCRARGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTARAGACGATCAGGAAGRRACC 480

Query 481 GTGCGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCC 540

PEEREERREEEer et e et e b e e e e e e e e e v e e e e e e e e el
Sbjct 481  GTGCGTARACGTCTGGTTGRATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCC 540

Query 541  RRRGARGCGGRAGCGGGTAACACCARATACGCGRRAGTTGACGGTCACAGGTCGCCAGCG 600
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
Sbjct 541  RARGARGCGGRAGCGGGTAACACCARATACGCGRRAGTTGACGGTCACAGGTCGCCAGCG 600

Query 601 CTTCRRATTTGTTCGGCGCGETRARCRRACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTG 660

RN N RN R R N N R AR R NN RN Y|
Sbjet 601  CTTCARATTTGTTCGGCGCGGTAACARACGGTGCACAGETAATGACTGUCAGTTCATCTG 660

Query €61 CTACGCGACGCGCATACTCCGGATGEETATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGECCAR 720

PERREERREEErr et e et e e b e e e bbb e v e e e e e e e e el
Sbjct 661  CTACGCGACGCGCATACTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCAR 720

Query 721  GAGCCAGTTCCGCTACGTGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCR 780
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
Sbjct 721  GAGCCAGTTCCGCTACGTGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCRE 780

Query 781  TCGCTACCCAGCCGGRARATCTCCTGUCCTAGTGTTAGCGGCGTGGCETCCTGCARGTGEG 640
FEErererrereererrererreree et terer e e e e e e el
sbjct 781  TCGCTACCCAGCCGGRRATCTCCTGCCCCAGTGTTAGCGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGG B840

Query 841 TTCGRACCGATTTTGACGATATCGGCARATGCACGCGATTTTTCACTCAGTGTCTGTGTCA 900

TLRREEREEE e eerr et et e e e e b e e e e 1l
Sbjet 841  TTCGACCGATTTTTACGATATCGGCARATGCACGCGATTTTTCACTCAGCGTCTGTGTCE 900

Query 901  GGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTTGCGCAGCGCCAGCAGCUGCCGCRACGTGCATCG 960
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
Sbjct 901  GGGTTTTAAGCTGCGGRAATGAGTTGCTTGECGCAGCGCCAGCAGCGCCGCRACGTGCATCG 560

Query 961 CCGTCGGRARAGACATCGTTGGRACTTTGGCTTTTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGARCTT 1020

NN NN N N N N NN RN RNy
sbjct 961  CCGTCGGARAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTTTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTT 1020

Query 1021 TACGTTCCATCCCGCGCACGCCGCCGAGTRATTCACTGGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGET 1080

PEERTERREEErr et e et e b e e e b e e e e v e e e e e e e e el
Sbjct 1021 TACGTTCCATCCCGCGCACGCCGCCGAGTARTTCACTGGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGT 1080

Query 1081 TCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGATAGCCAGCGGGRATTCGT 1140
NN R R RN R R R R RN R R R R RN R RR R
Sbjct 1081 TCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGATAGCCAGCGGGAATTCGT 1140



X. Anhang 272

Query 1141 CGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGLCGCCTGCCGRATGGCECTCGCTTTICTCTT 1200

PEEETTERREE e e e et e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 1141 CGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGRATGGCGCTCGCTTTCTCTT 1200

Query 1201 CAGACRACRAGCCTARATCTTCATTARCTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAGCGICAGCG 1260

PEEEETERRE e e e et e e e e e e e e e e et r e e el
Sbjct 1201 CAGACRACRAGCCTRAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGETTAGCGCCAGCG 1260

Query 1261 CATGRATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGARATGCGGARATGCTCCAGCGAGCGTT 1320

PEEETTERRE e e e e v e e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 1261 CATGRATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGARATGCGGAAATGCTCCAGCGAGCGTT 1320

Query 1321 GAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGEGACATCRAATCGCCCCCATCGRARATCTTTTT 1380

PEEETTERRE e e e e et e e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 1321 GAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGRATCTTTTT 1380

Query 1381 CGCTGCGTACATGGARAGTARAGTAGTTGTTCCGGCACRAGGCARGRAGATCACCCTGCE 1440

PEEETTERREE e e e b et e e e e e e e e e e e e e e r e e e el
Sbjct 1381 CGCTGCGTACATGGRAAGTAARGTAGTTGTTCCGGCACRAGGCRAGARGATCACCCTGCA 1440

Query 1441 ARACGGCARACTCAACGTTCCTGRARATCCGATTATCCCTTACATTGRAGGTGATGGRAT 1500
(NE RN R R RN NN R R R R AR R A RN AR NRN AR
Sbjct 1441 ARACGGCARACTCAACGTTCCTGARAATCCGATTATCCCTTACATTGRAGGTGATGGRAT 1500

Query 1501 CGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGRRAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGRARGCCTA 1560

PELETTERRE e e e et e e e e e e e e e e et e e e eennl
Sbjct 1501 CGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGARAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGRRAGCCTE 1560

Query 1561 TARRGGCGAGCGTARRATCTCCTGGATGGRARATTTACRACCGGTGRRARRRTCCRACRACAGGT 1620

TEEEETEEREEEr e e et e e e e e e e e ee et e e e el
Sbjct 1561 TARAGGCGAGCGTARAATCTCCTGGATGGARATTTACACCGGTGAAARATCCACACAGGT 1620

Query 1621 TTATGGTCAGGATGTCTGGCTGCCTGCTGRARACCCTTGATCTGATTCGTGRATATCGCGT 1680

PELEETERREr e reeer e e et reee e veree e et r e e e e el
Sbjct 1621 TTATGGETCAGGACGTICTGGCTECCTGCTGARACTCTTGATCTGATTCGTGAATATCGCGT 1680

Query 1681 TGCCATTARAGGTCCGCTGACCACTCCTGTTGGTGGUGGTATTCGCTCTCTGRACGTTGE 1740
PEETERERREE e et e e e e e v e e e ree e e e e bl
Sbjct 1681 TGCCATTARAGGTCCGCTGACCACTCCTGTTGGTGGUGGTATTCGCTCTCTGRACGTTGE 1740

Query 1741 CCTGCGCCAGGRACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCARGGCAC 1800

PEEETTERRE e e e e e v e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 1741 CCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCRAGGCAC 1800

Query 1801 TCCRAGCCCGGTTAARCACCCTGRACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGRRAACTCGGEA 1860

AR RN N RN R R R R AR R A RN RN RN RN
Sbjct 1801 TCCRRGCCCGGTTARRCACCCTGRACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGRRARCTCGGE 1860

Query 1861 RGRCATTTATGCGGGTATCGRATGGRRAGCAGACTCTGCCGACGCCGAGARAGTGATTRAE 1820

FEEEETERRE e e e et e e e e e e e e e e e e et r e e el
Sbjct 1861 AGACATTTATGCGGGTATCGAATGGARAGCAGACTCTGCCGACGCCGAGARAGTGATTAR 1920

Query 1921 GCGTGRAGAGATGGECETGARGRARATTCGUTTCCCGGRRCATTGCGETATCGE 1960
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEREETEERER e ree e e e 1t
Sbjct 1921 TGCGTGRAAGRGATGEGEET GARGRARATTCGCTTCCCGGRACATTGTGGTATCGG 1980

Query 1981 TATCRAGCCGTGTTCTGARAGRAGGCACCRRACGTCTGGTCCGTGCCGCGATTGRATACGC 2040

PEE TRERrrerer reerrerrereereereree e veeer reeer 1eernl
Sbjct 1981 TATTRAGCCGTGTTCGGRAGAAGGCACCARACGTCTGETTCGTGCAGCGATCGRATACGE 2040

Query 2041 RATTGCCRACGACCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACRRAGGCRACATCATGAAGTTCAC 2100

PEETEE Breer reeerer e e reere e rre e e e b el
Sbjct 2041 AATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACTCTEGTGCACRAAGGCAACATCATGRAAGTTCAC 2100

Query 2101 CGRAGGCGCGTTTAARGACTGGEGGCTACCAGCTGGCGCGTGRRGRAGTTTGGCGGTGRARCT 2160

NN RN RN R R AN R RN RN RN RN RN AR
Sbjct 2101 CGRAGGCGCGTTTAARGACTGGGGCTACCAGCTGECGCGTGRAGRAGTTTGGCGETGRACT 2160

Query 2161 GATCGRCGGCGGCCCGTGGCTGARAGTTARARRCCCGRARCACCGGCARAGRAGATCGTCAT 2220

AR R RN R R N R RN R RN A RN AR RN RN
Sbjct 2161 GATCGACGGUGGCCCGTGECTGARAGTTARARACCCGRACACCGGCARAGAGATCGTCAT 2220

Query 2221 TRRAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGURAACAGATCCTGCTGCGTCCCGUGCTGATGAR 2260
FEETERERrrerrerer e e e teere e e ree e e r e re el
Sbjct 2221 TRRRGACGTGATTGCTGATGCATTCCTTCAACAGATCCTGCTGCGTCCCGUGCTGATGER 2280



X. Anhang 273

Query 2281 AGAGATGARAGAACTGGRAGACCGTGGUATCCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGE 2340
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 2281 AGAGATGRARGAACTGGRAGACCGTGGCATCCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGE 2340

Query 2341 AGCATGTCCGCTGATCCTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGRGARAGCGLG 2400
(RN RN R N AR R NN R N RN AR RN AR RN
Sbjct 2341 AGCATGTCCGCTEATCCTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGRRAGCGEG 2400

Query 2401 TGGCGCGRAAGCGATCGGCACCRCCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGRAGATARRAGT 2460

(AR RN RN R A R R NN R R R AR RN AN R RN
Sbjct 2401 TGGCGCGRRAGCGATCGGUACCACCGGTCGTGGTATCGGECCTGCTTATGRAGATARAGT 2460

Query 2461 AGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGCGACCTTTTCGACARAGRRACCTTCGCTGARARACT 2520
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 2461 AGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGCGACCTTTTCGACRRAGRRACCTTCGCTGRARARACT 2520

Query 2521 GARRAGRAGTGATGGAATATCACREACTTCCAGTTGGTTAACTACTACARAGCTGRAGCGGT 2580
FEREETEEREE e e e e e e v e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 2521 GRRAGRAGTGATGGRATATCACRACTTCCAGTTGGTTAACTACTACRRAAGCTGRAAGCGGT 2580

Query 2581 TGATTACCAGRAAGTTCTGGATGATACGATGGCTGTIGCCGACATCCTGACTTCTATGET 2640
PEREETEEREE e e v e e e v e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 2581 TGATTACCAGRAAGTTCTGGATGATACGATGGCTGTIGCCGACATCCTGACTTCTATGET 2640

Query 2641 GGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCECGTCAGCGTGECGATTTCGTCATGTTTGE 2700
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
sbjct 2641 GGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCECGTCAGCGTGGCGATTTCGTCATGTTTGE 2700

Query 2701 AGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTTATCCGTACGTRAACTTCTTC 2760

PERLETLRREE e e e e v e e e e e e e e e e
Sbjct 2701 AGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGEATATCGACCACGGTACTTATCCGTACGTRACTTCTTC 2760

Query 2761 CARACRCCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGLCTGEGCCCGIGTTATGTIGATTA 2820

PEERETERRE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 2761 CRACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGETTCCGGCCTGGECCCGCGTTATGTTGATTE 26820

Query 2821 TGTTCTGGGTATCCTCARAGCTTACTCRACTCGTGTAGGTGCAGGTCCGTTCCCGACCGRE 2880
FEELERERREER e e e e eren e e b e e e e e e e v rennnd
sbjct 2821 CGTTCTGGGTATCCTCARAGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAGGTCCGTTCCCGACCGRE 2880

Query 2881 ACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCRAAGCAGGGTRRACGRATTCGGCGCRACTRAC 2940

(RN R N R N R R R R R R AR RN AN RN
Sbjct 2881 ACTGTTTGATGARACTGGUGAGTTCCTCTGCARGCAGGGTAACGRATTCGGCGCRACTAC 2940

Query 2941 GGGGCGTCGTCGTCGTACCGGCTGECTGEACACCGTTGCCETTCGTCGTGCGGTACAGCT 3000

FEERETERRE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e el
Sbjct 2941 GGGGCGTCGTCGETCGTACCGGCTGECTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGETACAGCT 3000

Query 3001 GRACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTARACTGGACGTTCTGGATGGCCTGRARRAGAGGT 3060
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 3001 GRACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTRAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGRRAGRAGGT 3060

Query 3061 GRAACTCTGCGTGGCTTACCGTATGCGUATTCGCTTTACCCTGACCGATCTTCTCACCTT 3120
PERTEREERTEr e e e e e e e e e e e e v e e e e e e e vl
Sbjct 3061 TARACTCTGCGTGGCTTACCGTATGCGUATTCGCTTTACCCTGACCGATCTTCTCACCTT 3120

Query 3121 TGTAGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTICTCTTTTACGCCCAGGTCARCCE 3180
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
sbjct 3121 TGTAGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCARCCE 3180

Query 3181 GTTCGCCGTAGRAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGRATTCAGCCTGTTTARACG 3240
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 3181 GTTCGCCGTAGRAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGRARTTCAGCCTGTTTARACG 3240

Query 3241 GCGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTICGC 3300

FEERETERREE e e e e e e e e e v e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 3241 GCGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGC 3300

Query 3301 CCTCTTTCACCGCGCCGATACGRCGGATGTCGAGACGRACRGAGGCGTAGRATTTCAGCG 3360
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 3301 CCTCTTTCACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGRGGCGTAGRATTTCAGCGE 3360

Query 3361 CGEGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCT 3420
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3361 GGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCARTTTTCATACGGATCT 3420



X. Anhang 274

Query 3421 GGTTGATGRARGATCAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCG 3480

PERRETEEEEE R et e e e et b e e bbb e e e e e e e e et
Sbijct 3421 GGTTGATGARGATCAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCG 3480

Query 3481 CCTGGCTCATCATACGTGCCGCRAGGCCCATGTGAGRAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTT 3540

PERREEEETEE e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 3481 CCTGGCTCATCATACGTGCCGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTT 3540

Query 3541 CCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCACGGAGTCARACGACGATRACGTCTACTGCGCCAGRRAC 3600

PERERTTETEE e e e e e e e e v e e e e e e r e e e e el
Sbjct 3541 CCGCTTTCGGECGTCAGTGCCGCCACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGRAC 3600

Query 3601 GCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTGCCTGCTCGCCGGTGTCCGGCTGEGAGCACRAGCE 3660

(NN RN R R R R R R R R N R R AR AR AR RN AR
Sbjct 3601 GCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTGCCTGCTCGCCGETGTCCGGCTGEGAGCACAGCE 3660

Query 3661 GGTTATCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCGTAGATTGEGTCCAGCGCGTGTTCAGCAT 3720
(NN RN R R R R R R R R N R R AR AR AR RN AR
Sbjct 3661 GGTTATCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCAT 3720

Query 3721 CGATARACGCACAGGTTTTACCTTCACGCTGCGCTGCGGCGATCACCTGCAGCGTCAGCG 3780
(NN RN R R R R R R R R N R R AR AR AR RN AR
Sbjct 3721 CGATRRACGCACAGGTTTTACCTTCACGCTGCGCTGCGGCGATCACCTGCAGCGTCAGCG 3780

Query 3781 TGGTTTTACCGGRAGATTCCGGTCCGTAGATTTCGACGATCGGCGACACGGATGACGGCE 3840
(NN RN R R R R R R R R N R R AR AR AR RN AR
Sbjct 3781 TGGTTTTACCGGRAGATTCCGGTCCGTAGATTTCGACGATCGGCGACACGGATGACGGCE 3840

Query 3841 CCGGTCTGCRACCACATGGTATTCGAGGTGGTAGATARCGCTATCGACGRAGCGCTCGCGE 3900

PERRTTEEETE et e e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 3841 CCGGTCTGCRCCACATGGTATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGRAGCGCTCGCGE 3900

Query 3901 GTCACTGTARAGRAATTATCGTCACCATTCRCGCCGATRACTCTGTCTCTGTACRGGATG 3960

PERLETTETEE e e e e e e e e v e e e e e e e e e v el
Sbjct 3901 GTCACTGTARAGRAATTATCGTCACCATTCACGCCGATARCTCTGTCTCTGTACAGGACG 3960

Query 3961 CACCCGGRAGAGGGCGTATCGGCGECGGRAGTGE 4020
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3961 GTATTCACCCGGRAGRGGGCGTATCGGUGGCGGRAGTGE 4020

Query 4021 TCATGACCGTTCTGCACGCAGGCGGTRARATTTGACGATAACTCCTATRARAGTGTCCGGCG 4080

(NN RN R R R R R R R R N R R AR AR AR RN AR
Sbjct 4021 TCATGACCGTTCTGUACGCAGGCGGTARATTTGACGATAACTCCTATARAGTGTCCGGCG 4080

Query 4081 GTCTGCACGGECGTTGETGTTICGETAGTARACGCCCTGTCGCARARACTGGAGCTGGTTE 4140
(NN RN R R R R R R R R N R R AR AR AR RN AR
Sbjct 4081 GTCTGCACGGECGTTGETGTTICGETAGTARACGCCCTGTCGCARARACTGGAGCTGGTTE 4140

Query 4141 TCCAGCGCGRGGGTARAATTCACCGTCAGATCTACGRACACGGTGTACCGCAGGCCCCEC 4200
(NN RN R R R R R R R R N R R AR AR AR RN AR
Sbjct 4141 TCCAGCGCGRGGGTARAATTCACCGTCAGATCTACGRACACGGTGTACCGCAGGCCCCEC 4200

Query 4201 CCGGCGAGACTGARARRACCGGCACCATGGTGCGTTTCTEGCCCAGCCTCE 4260
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [RRARN
Sbijct 4201 TTACCGGCGAGACTGARRARACCGECACCATGGTGCGTTTCTGGCCTAGCCTCE 4260

Query 426l ARRACCTTCACCRATGTGACCGAGTTCGRATATGARATTCTGGCGRARCGTCTGCGTGRAGT 4320

PEEREEEETEE R et r e e e et b e e e e e e e e e e e e e et
Sbijct 4261 RAACCTTCACCARTGTGACCGAGTTCGAATATGRRATTCTGGCGARACGTCTGCGTGAGT 4320

Query 4321 TGTCGTTCCTCRACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGCGCGRACRAGCGCGRACGGCAARGRRAG 4380

(AR R R R RN R R R R A R AR AR AR RN AR
Sbjct 4321 TGTCGTTCCTCAACTCCGGUGTTTCCATTCGTCTGCGCGACARGUGCGACGGCARAGRRG 4380

Query 4381 ACCACTTCCACTATGRAGGTGGCATCRAGGCGTTCGTTGAATATCTGRACAAGRACRRARER 4440

(RN R R R R N R R N R AR AR NRR AR RN ARy
Sbjct 4381 ACCACTTCCACTATGRAGGUGGCATCRAGGUGTTCGTTGRATATCTGARCRAGRACAALR 4440

Query 4441 CGCCGATCCACCCGRATATCTTCTACTTCTCCACCGRAARAGACGGTATTGGCGTCGRAG 4500
(NN RN R R R R R R R R N R R AR AR AR RN AR
Sbjct 4441 CGCCGATCCACCCGRATATCTTCTACTTCTCCACCGRAARAGACGGTATTGGCGTCGRAG 4500

Query 4501 BACGATGGCTTCCAGGAARACATCTACTGCTTTACCARCARCATTC 4560
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 4501 GGRACGATGGCTTCCAGERARACATCTACTGCTTTACCARCAACATTC 4560



X. Anhang 275

Query 4561 CGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGECTTCCGTECGGCGATGACCCGTACCCTGE 4620

PEEETTERRE e e e et e e e e e e e e e e e v e e el
Sbijct 4561 CGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCETGCGGCGATGACCCGTACTCTGE 4620

Query 4621 ATGCCTACATGGACRAAGRAGGCTACRGCRRARARGCCRARGTCRGCGCCRCCGGETGACG 4680

N R RN R RN N R R A R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 4621 ACGCCTACATGGACARAGRAGGCTACAGCARRRAAGUCARAGTCAGCGCCACCEGTGACG 4680

Query 4681 ATGCGCGTGRAAGGCCTGATATGARAGTCGCAGTCCTCGECGCTGCTGGCGGTATIGGCCE 4740

PELETTERREE e e b et e e e e e e e e r e et e e el
Sbijct 4681 ATGCGCGTGRAGGCCTGATATGARAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGECGGTATTGGCCE 4740

Query 4741 GGCGCTTGCACTACTGTTRAARRACCCRACTGCCTTCRAGGETTCRAGRACTCTCTCTGTATGE 4800

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 4741 GGCGCTTGCACTACTGTTAAARAACCCRACTGCCTTCAGGTTCAGRACTCTCTCTGTATGE 4800

Query 4801 TATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGRE 4860

PEEEETERREE e e e e v e e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 4801 TATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGRE 4860

Query 4861 AATCRRAGGTTTTTCTGGTGRAGATGCGACTCCGGCGCTGGARGGCECAGATGTCGTTCT 4520

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 4861 AATCRAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGEAAGGCGCAGATGTCGTTCT 4520

Query 4521 TATCTCTGCAGGTGTAGCGCGTARACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTRACGTTRARE 4880

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 4921 TATCTCTGCAGGTGTAGUGCGTARACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTARCGTTAE 45680

Query 4981 CGCCGGCATCGTGARRRACCTGGTACAGCAAGTTGCGARAACCTGCCCGARAGCETGCAT 5040

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 4981 CGCCGGCATCGTGRARAACCTGGTACAGCAAGTTGCGARARACCTGCCCGARAGCGTGCAT 5040

Query 5041 TGGTATTATCACTARCCCGGTTAACACCRCAGTTGCGATTGCTGCTGARGTGCTGARARE 5100

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 5041 TGGTATTATCACTRACCCGGTTARCACCACAGTTGCGATTGCTGCTGRAAGTGCTGARARE 5100

Query 5101 AGCCGGTGTTTATGACAARARCARACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATICGTTC 5160

PECTERERREE e e e et e e e e e r e e e e e e e b el
Sbjct 5101 AGCCGGTGTTTATGACARRARCARACTGTTCGGCGTTACCACGCTEGATATCATTCGTTC 5160

Query 5161 CRACACCTTTGTTGCGGRACTGRARGGCRRACAGCCRGGCGRAGTTGARGTGCCGEGTTAT 5220

AR RN R RN R R R R R AR R AR RRR R RRRRRA RN
Sbjct 5161 CRACACTTTTGTTGCGGRAACTGARAGGCRAAACAGCCAGGCGRAGTTGRAGTGCCGETTAT 5220

Query 5221 TGGCGGTCACTCTGGTGTTACCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTT 5280

AR RN N N N R R R AR RN
Sbjct 5221 TGGCGGTCACTCTGGTGTTACCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGECGTTAGTTT 52680

Query 5281 TACCGAGCAGGRAAGTGGCTGATCTGACCRAACGTATCCAGAACGCGGEGTACTGAGGTGGT 5340

FEETERERREE e e e et rer e e e v e e e e e ree e et eeeererr el
Sbjct 5281 TACCGAGCAGGRAGTGGCTGATCTGACCAAACGTATCCAGAACGCAGGTACTGRAGTGGT 5340

Query 5341 TGRAAGCGRRAGCCGGTGGCGGGTCTGCARCCCTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTT 5400

FEETERERREEr e teee e e e e r e e e e e e e e e e b el
Sbjct 5341 TGRAGCGARAGCCGGTGGTGGGTCTGCAACCCTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTT 5400

Query 5401 TGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCAGGGLGAACRRAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGT 5460

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 5401 TGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCAGGGCGAACRAGGCGTTGTCGRATGTGCCTACGT 5460

Query 5461 TGRAGGCGACGGTCAGTACGCCCGTTTCTTCTCTCARCCGCTGCTGCTGGGTRAARARCGG 5520

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 5461 TGRAGGCGACGGTCAGTACGCCCGTTTCTTCTCTCAACCGCTGCTGCTGGGTARRARCGE 5520

Query 5521 CGTGGARGAGCGTARATCTATCGGTACCCTGAGCGCATTTGARCRAGRAACGCGCTGGRAAGG 5580

FEETERERREE e e et e e e e e e r e e e e e e e e et v reeennl
Sbjct 5521 CGTGGERAGAGCGTAAATCTATCGGTACCCTGAGCGCATTTGARCAGAGCGCACTGGRAGS 5580

Query 5581 TATGCTGGATACGCTCRAGARAGATATCGCTCTGGGGCAGGAGTTCGTTARA 5631

AR R A R N R R RN AR AR NRR AR
Sbjct 5581 TATGCTGGATACGCTGAAGRARGATATCGCTCTGGGGCAGGAGTTCGTTAR 5631

Abbildung 109: Verkniupfte Sequenzen von ,,E5-07-13-S14 Eco7“ (= Query)
und Probe ,,E5-07-13-P2 Eco3“ (= Shjct) (= ,,Paar E5-1%)



X. Anhang 276

Score Expect Identities Gaps Strand
9864 bits(5341) 0.0 5351/5356 (99%) 0/5356(0%) Plus/Plus
Query 1 ACCGGTCTGCACCACATGGTATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGRAGCGITCGCG 60
(AR NN R R R R RN R R R RN RN R RN RO R RRE R R
Sbjct 1 ACCGGTCTGCACCACATGGTATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGRAGCGCTCGCG 60

Query 61 GGTCACTGTARAGRRATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGAT 120
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 61 GGTCACTGTARAGRRATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACRAGGAT 120

Query 121 GACGGGCGCGGCATTCCGACCGGTATTCACCCGGRARAGRAGEGCGTATCGGCGGCEGRAGTG 180

FEEERTEREr e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e el
Sbjct 121  GACGGGCGCGGCATTCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGRAGTG 180

Query 181 ATCATGRCCGTTCTGCACGCAGGCGGTARATTTGACGATRACTCCTATRARAGTGTCCGGC 240

(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
sbjct 181  ATCATGRCCGTTCTGCACGCAGGUGGTARATTTGACGATAACTCCTATRRAGTGTCCGGC 240

Query 241  GGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTAGTARACGCCCTGTCGCARRARCTGGAGCTEETT 300
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 241  GGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTAGTARACGCCCTGTCGCARRARCTGEAGCTEETT 300

Query 301 ATCCRGCGCGAGGGTARRATTCACCGTCAGAT CTACGRACACGETGTACCGIAGGCCCICG 360

(NN R NN R N R N N R R AR R AR AR
Sbjet 301  ATCCAGCGUGAGGGTAARATTCACCGTCAGATCTACGRACACGETGTACCGCAGGCCCCG 360

Query 361 CTGGCGGTTACCGGCGAGACTGARRRAACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTC 420
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
sbjct 361  CTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAARARAACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTC 420

Query 421 GRRACCTTCACCRATGTGACCGAGTTCGRAATATGARATTCTEGCGRRRACGTCTGCETGRAG 480

FEERRTERRr e e e e e e e e e e e e e et e e e e e el
Sbjct 421  GARACCTTCACCRATGTGACCGAGTTCGARTATGARATTCTGGCGRRACGTCTGCGTGAG 480

Query 481 TTGTCGTTCCTCRAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGCGCGACRAGCGUGACGGCARAGRAR 540

AR R R NN RN N R N R AR AR R AR RN ARy
Sbjct 481  TTGTCGTTCCTCRAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGCGCGACRARGCGCGACGGURRAGAR 540

Query 541  GACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGRATATCTGRACAAGRACARR 600
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 541  GRACCACTTCCACTATGRAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGRATATCTGRACRAAGRACARR 600

Query 601 ACGCCGATCCACCCGRAATATCTTCTACTTCTCCACTGRARARGACGGTATTGGCGTCGAR €60

FEEERTEREr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 601  ACGCCGATCCACCCGRATATCTTCTACTTCTCCACTGRARBRAGACGGTATTGGCGTCGRE 660

Query 661 GTGGCGTTGCAGTGGRAACGATGGCTTCCAGGARAACATCTACTGCTTTACCRACRACATT 720

(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 661  GTGGECGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGARRACATCTACTGCTTTACCAACRACATT 720

Query 721  CCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGGCGATGACCCGTACCCTG 780
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 721  CCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGECGATGACCCGTACCCTG 780

Query 781 BACGCCTACATGGACRARGRAAGGCTACAGCARARAAGCCRARGTCAGCGCCRCCGETGAC 840

FEEERTEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 781  RACGCCTACATGGACRAAGRAGGCTACAGCAARRAARAGCCARAGTCAGCGCCACCGGTGAC 840

Query 841 GATGCGCGTGRAGGCCTGATTATTGGCCAGGCGCTTGCACTACTGTTARARACCCAACTG 200

AR N R NN R N RN AR R AR ARy
sbjct 841  GATGCGCGTGAAGGCCTGATTATTGGCCAGGCGCTTGCACTACTGTTARARACCCAACTG 900

Query 901  CCTTCAGGTTCAGRACTCTCTCTGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTETGGCTGTC 960
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 901  CCTTCAGGTTCAGRACTCTCTCTGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTC 960

Query 961 GATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGRARATCRAARGGTTTTTCTGGTGRRGATECGACT 1020

FTERETEREE e e e e e e e e e et e e e e i
Sbjct 961  GATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGRARATCRAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACT 1020

Query 1021 CCGGCGCTGGRAGGCGCAGATGTCGTTCTTATCTCTGCAGGCGTAGCGUGTARACCGGGT 1080
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
sbjct 1021 CCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCTTATCTCTGCAGGCGTAGCGCGTARACCGGGT 1080

Query 1081 ATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGCATCGTGARARACCTGGTACAGCAE 1140
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 1081 ATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGCATCGTGARARACCTGGTACAGCAE 1140



X. Anhang 277

Query 1141 GTTGCGRRARACCTGCCCGRAAGCGTGCATTGGTATTATCACTRACCCGGTTARCRACCACE 1200

PELETTERREE e e e e e e e e e e e bbb e e e et r e e el
Sbjct 1141 GTTGCGARRACCTGCCCGRARAGCGTGCATTGGTATTATCACTARCCCGGTTARCACCACA 1200

Query 1201 GTTGCRATTGCTGCTGRAGTGCTGRARARAGCCGGTGTTTATGACRRARACARACTGTTC 1260

PEEETTERREE e e e et e e e e e e e e e e e et e e e el
Sbjct 1201 GTITGCRATTGCTGCTGAAGTGCTGARRRAAGCCGGTGTTTATGACARRRACABACTGTTC 1260

Query 1261 GGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCRACACCTTTIGTITGCGGRACTGARAGGCARE 1320

PELETTERRE e e e et e e e e e e e e e e e e et r e e el
Sbjct 1261 GGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCARCACCTTTGTTGCGGAACTGARAGGCRAAR 1320

Query 1321 CAGCCAGGCGRAGTTGRAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGTTACCATTCTGCCG 1380

PEEETTERREEE e e e et e e e e e e e e e e e et r e e el
Sbijct 1321 CAGCCRGGCGRAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGTTACCATTCTGCCG 1380

Query 1381 CTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGRAGTGGCTGATCTGACCARE 1440

PEEETTERREE e e e et e e e e e e b e e e e e r e el
Sbjct 1381 CTGCTETCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGRAGTGGCTGATCTGACCRAAR 1440

Query 1441 RGRACGC CTGRAGTGGTTGARGCGRAG TGCRARCC 1500

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1441 1500

Query 1501 CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTICTGGTTCETGCACTGIAGGGC 1560

PEEETTERREE e e e e e e e e e e e e e e e e et r e e e el
Sbjct 1501 CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTECACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCAGGEC 1560

Query 1561 GRACRAGGCGTTGTCGRATGTGCCTACGTTGARGGCGACGGTCAGTACGCCCGTTITCTTC 1620

PLLETTERREEEre e e et e et b e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1561 GRACRAGGCGTTGTCGAATGTGECCTACGTTGRAGGCGACGGTCAGTACGCCCGTTTCTTC 1620

Query 1621 TCTCRACCGCTGCTGCTGGGTARRRACGGCETGGRAGAGCGTRAAATCTATCGGTACCCTG 1680

FELEETERRE e e e e et e e et e e e e e e e e et e e el
Sbjct 1621 TCTCRACCGCTGCTGCTGGGTARRAACGGCGTGGAAGAGCGTARATCTATCGGTACCCTG 1680

Query 1681 GRRCRGRACGCGCTGGRAAGGTATGCTGGATACGCTGRAAGRARGRATATCGCT 1740

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1681 CTGGATACGCTGRAGRRAGATATCGCT 1740

Query 1741 CTGGGGCRGGAGTTCGTTRACGCGGGGRARAGGGACTCAGGCTCAGTTCATCATGGEAGRARRE 1800

PEEETTERREE e e e et e e e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 1741 CTGGGGECAGGAGTTCGTTAACGCGGGGAAAGGGACTCAGGCTCAGTTCATCATGGAGRAR 1800

Query 1801 TATGGTATTCCGCRAAATCTCCACTGGCGATATGCTGCGTGCTGCGGTCRAAATCTGGCTCC 1860

AR RN R RN R NN RN N RN R A RN AR AR RN
Sbjct 1801 TATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGCTGUGTGCTGCGETCARATCTGGCTCC 1860

Query 18€1 GAGCTGGGTARACRAGCARRARGACATTATGGATGCTGGCARACTGGTCACCGACGRACTG 1820

FEEETTERREEE e e b et e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 1861 GAGCTGGGTARACARGCARRAGACATTATGGATGCTGGCARACTGGTCACCGACGRACTG 1920

Query 1921 GTGATCGCGCTGGTTRARAGAGCGCATTGCTCAGGRAGACTGCCGTRAATGGTTTCCTGTTG 1980

PECTERERREE e e e et e e e e e v e e e e ee e e e b el
Sbjct 1921 GTGATCGCGUTGGETTARAGAGCGCATTGCTCAGGARGACTGCCGTRAATGGTTTCCTGTTG 1960

Query 1981 GACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGARAGRAGCGGGCATCRAATGTT 2040

PEETERERREE e e e e e e e e e e e e e e e ree e e e el
Sbjct 1981 GACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGUAGACGCGATGARAGRAGCGGGUATCAATGTT 2040

Query 2041 GATTACGTTCTGGRATTCGACGTACCGGACGRACTGATCGTTGACCGTATCGTCGGTCGE 2100

PEETERERREE e e e et e e e e e r e e e e e ree e e e e el
Sbjct 2041 GATTACGTTCTGGRATTCGACGTACCGGACGAACTGATCGTTGACCGTATCGTCGETCGE 2100

Query 2101 CGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTARATTCRATCCGCCGRRAGTAGRE 2160

PEETEREEREE e e v e e e e e e r e e e e e ree e e e e el
Sbjct 2101 CGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTARATTCAATCCGCCGRARGTAGRE 2160

Query 2161 GGCRRAGACGACGTTACCGGTGARGRACTGACTACCCGTARRGATGATCAGGRRAGAGRCC 2220

PEETERERREE e e e et e e e e e e e r e e e e v e e e e e el
Sbjct 2161 GGCRARAGACGRACGTTACCGGTGARGAACTGACTACCCGTARAGATGATCAGGRAGAGACC 2220

Query 2221 GTACGTARACGTCTGGTTGRATACCATCAGATGACAGCRCCGCTGATCGGCTACTACTCC 2280

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 2221 GTACGTARACGTCTGGTTGRATACCATCAGATGACAGCACCGCTGATCGGCUTACTACTCC 2280



X. Anhang 278

Query 2281 ARARGRAGCAGRAGCGGGTRATACCRARTACGCGARAGTTGACGGRRAATTTGTTCGGCGCG 2340

FEEEETERRE e e e e b et e e et e e e e e e e e e e e el
Sbijct 2281 ARAGRAGCAGRAGCGGGTAATACCARATACGCGARAGTTGACGGARATTTGTTCGGCGCG 2340

Query 2341 GTRRCRRACGGTGCRCAGGTRATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATACTCC 2400

PELEETERREE e e e et e e e e e e e e e e e et r e el
Sbijct 2341 GTRAACRAACGGTGCRCAGGTARTGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATACTCC 2400

Query 2401 GGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCRAGAGCCAGTTCCGCTACGTGE 2460

FEEETTERRE e e e et e e e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 2401 GGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCAAGAGCCAGTTCCGUTACGTGE 2460

Query 2461 GGCRGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGRAGCATCGCTACCCAGCCGERARATC 2520

FELEETERRE e e e e et e et e e e e e e e e et r e e el
Sbijct 2461 GGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGRRATC 2520

Query 2521 TCCTGCCCCAGCGTTRAACGGCGTGGCATCCTGCARGTGAGTACGACCARTTTTGACGATEA 2580

PEEETTERRE e e e e et e e e e e e e e e e e et r e e e el
Sbjct 2521 TCCTGCCCCAGCGTTAACGGCGTGGCATCCTGCAAGTGAGTACGACCAATTTTGACGATA 2580

Query 2581 TCGGCARRAGCACGGGATTTCTCATTCAGTGTCTGTGTCAGGGTTTTARGCTGAGGRATG 2640
PEETEREEREE e e e e e e e e v e e e v ee e e e e el
Sbjct 2581 TCGGCARRAGCACGGGATTTCTCATTCAGTGTCTGTGTCAGGGTTTTARGCTGAGGRATG 2640

Query 2641 AGTTGCTTGCGCAGCGCCAGCAGCGCCGCRAACGTGCATCGCCGTCGEARAGACATCGTTG 2700

PEEETTEREE e e e et e e e e e e e e e e e et e e el
Sbjct 2641 AGTTGCTTGCGCAGCGCCAGCRGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGARAGACATCGTTG 2700

Query 2701 GRACTTTGGCTTTTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGARCTTTACGTTCCATCCCGCGCACE 2760

PEEETTEREEEEn e et et e e e bbb e e et e e el
Sbjct 2701 GRACTTTGGCTTTTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGRACTTTACGTTCCATCCCGCGCACE 2760

Query 2761 CCGCCGAGTRAATTCACTGGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGC 2820

PELETTERREE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 2761 CCGCCGAGTAATTCACTGGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGC 2820

Query 2821 GGGAATTC 2880
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 2821 2880

Query 2881 ACTTCATCCGCCGCCTGACGRATGGCGCTCGCTTTCTCTTCAGACRACRAGCCTARATCT 2940

FEEETTERREE e e e e et e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 2881 ACTTCATCCGCCGCCTGACGRATGGCGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACRAGCCTARATCT 2940

Query 2941 TCATTRACTTTTGCCGCTGCACGCTTGGTTAGCGCCAGCGCATGRATCAGTGAGGTGGGC 3000

PEETERERRE e e et b e e e e r e e e e r e e e e b el
Sbjct 2941 TCATTAACTTTTGCCGCTGCACGCTTGGTTAGCGCCAGCGCATGRATCAGTGAGGTGGGE 3000

Query 3001 ATTTTCTCCGTCGRAATGCGGRRATGCTCCAGCGAGCGTTGAGTTTGTGCGCCCCACRGC 3060

PEEEETERRE e e e et e e et e e e e e e e e et r e e el
Sbjct 3001 ATTTTCTCCGTCGARATGCGGRRATGCTCCAGCGAGCGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGE 3060

Query 3061 CGGGRCATCRATCG TCGRAATCTTTTTCGCTGCGTACRAGRACTGGE 3120
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3061 CRAT TTTTTCGCTGCGTACRAGRACTGEE 3120

Query 3121 AGACCGTGGCATCCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGRRGCATGTCCGCTGATCCT 3180

PEETERERREE e e e et v e e e e e v e e e e e ee v e b el
Sbjct 3121 AGACCGTGGUATCCCCGTTCGTGAGCGETCTECTGCTGTCTGRAGCATGTCCGCTGATCCT 3160

Query 3181 TGATTATCACGTTGCGCTGGATAARCGCGCGTGAGRRAGCGCGTGGCGCGARAGCGATCGEG 3240

PEETERERREE e et e e e e r e e e e r e e e e e b el
Sbjct 3181 TGATTATCACGTTGCGCTGGATARCGCGUGTGAGARAGCGCGTGGCGCGRRAGCGATCGE 3240

Query 3241 CACCACCGGTCGTGGTATCGGGECCTGCTTATGRAGATARAGTAGCACGTCGCGGTCTGCG 3300

PEETERERREE e et ree e e e r e e e e e e e e e e el
Sbjct 3241 CACCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGRAGATARAGTAGCACGTCGCGETCTGLG 3300

Query 3301 TGTTGGCGACCTTTTCGACRRRAGRRACCTTCGCTGRARRACTGRRAGRAGTGATGGARTE 3360

PEETERERREE e e et e e e e e v e e e v e e e re el
Sbjct 3301 TGTTGGCGACCTTTTCGACRAAGRAACCTTCGCTGAARAACTGARRGAAGTGATGGRATE 3360

Query 3361 TCACRACTTCCAGTTGGTTAACTACTACARAGCTGRAGCGGTTGATTACCAGRRAGTTCT 3420
NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 3361 TCACRACTTCCAGTTGGTTAACTACTACARAGCTGRAGCGGTTGATTACCAGRRAGTTCT 3420



X. Anhang 279

Query 3421 GGATGATACGATGGCTGTITGCCGACATCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCT 3480

FEEERTEERr e e e e e e e e e e e e e e et e e e e el
Sbjct 3421 GGATGATACGATGGCTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTGETTGACGTTTCTGACCT 3480

Query 3481 GCTCGACCAGGCGCGTCRAGCGTGGCGATTTCGTCATGTTTGRAGGTGCGCAGGGTACGCT 3540

(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 3481 GCTCGACCAGGCGCGTCAGCGTGGUGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCT 3540

Query 3541 GCTGGATATCGACCACGGTACTTATCCGTACGTARCTTCTTCCAACACCACTGCTGETGG 3600
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 3541 GCTGGATATCGACCACGGTACTTATCCGTACGTAACTTCTTCCRACACCACTGCTGETGG 3600

Query 3601 CGTGGECGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCECETTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCRR 3660

FPEEERTEEEr e e e e e e e e e e e e e e b e e e el
Sbjct 3601 CGTGGECGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCGCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAR 3660

Query 3661 AGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAGGTCCGTTCCCGACCGRACTGTTTGATGARACTGG 3720
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
sbjct 3661 AGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAGGTCCGTTCCCGACCGAACTGTTTGATGARACTGG 3720

Query 3721 RRACGRAT 3780
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3721 GTRACGRATT 3780

Query 3781 CGGCTGGCTGGACACCGTITGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGCTGRACTCCCTGTCTGECTT 3640

FPEEERTEERrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 3781 CGGCTIGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGCTGRACTCCCTGTCTGGCTT 36840

Query 3841 CTGCCTGACTARACTGGACGTTCTGGATGGCCTGARAGRAGGTTARACTCTGCGTGGCTTA 3900

AR N NN N R R N AR RNy
sbjct 3841 CTGCCTGACTARACTGGACGTTCTGGATGGCCTGARAGAGGTTARACTCTGCGTGGCTTA 3500

Query 3901 CCGTATGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCAACCAGTTCGCCG 3960
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 3901 CCGTATGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCAACCAGTTCGCCG 3960

Query 3961 TAGRRG GGRATTCAGCCTGTTTABACGGCGCAGCG 4020
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 3961 GGRATTCAGCCTGTTTARACGGCGCAGCG 4020

Query 4021 ATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTC 4080

(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 4021 ATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTC 4080

Query 4081 ACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGARCAGAGGCETAGRATTTCAGCGCGTTACCE 4140
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 4081 ACCGCGCCGATACGRACGGATGTCGRGACGARCAGAGGCETAGRATTTCAGCGCGTTACCE 4140

Query 4141 CCGGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGRACATCACACCRATTTTCATACGGATCTGGTTGATG 4200

FEEERTEREr e ee e e e e e e e e e e e e et e e e e e e el
Sbjct 4141 CCGGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGRACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATG 4200

Query 4201 ARGATCAGCAGUGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGECTC 4260
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
sbjct 4201 ARGATCAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTC 4260

Query 4261 ATCATACGTGCCGCRAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTC 4320
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 4261 ATCATACGTGCCGCRAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTC 4320

Query 4321 GGCGTCAGTGCCGCCACGGAGTCRACGACGATRRCGTCTACTGCGCCAGRACGCGCCAGG 4380

FPEEERTEERr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 4321 GGCGTICAGTGCCGCCACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGAACGCGCCAGG 4380

Query 4381 GCGTCACRGATTTCCAGTGCCTGCTCGCCGGTGTCCGGUTGEEAGCACAGCAGGTTGTCG 4440

(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 4381 GCGTCACAGATTTCCAGTGCCTGCTCGCCGGTGTCCGGCTGGEAGCACAGCAGGTTETCG 4440

Query 4441 ATATCGRCGCCCAGTTTACGTGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGTETTCAGCATCGATARAC 4500
(RN R R R RN R R N R R AR AR R A RRRRR AR
Sbjct 4441 ATATCGRACGCCCAGTTTACGTGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGTETTCAGCATCGATARAC 4500

Query 4501 TCACGCTCCTGCARRACGGCARACTCARCGTTCCTGARRATCCGE 4560
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbject 4501 LCCTTCACGCTCCTGCARRACGGUARACTCAACGTTCCTGRARATCCGE 4560



X. Anhang 280

Query 4561 TTATCCCTTACATTGRAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTRAACCCCAGCCATGCTGRRARAG 4620

FELERETEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 4561 TTATCCCTTACATTGRAAGGTGATGGRATCGGTGTAGATGTEACCCCAGCCATGCTGRRRG 4620

Query 4€21 TGGTCGACGCTGCAGTCGAGRARGCCTATARAGGCGAGCGTARARTCTCCTGGATGGARE 4680

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
sbjct 4621 TGGTCGACGCTGCAGTCGRGRARGCCTATARAGGCCAGCGTARAATCTCCTGCGATGGRRRE 4660

Query 4€81 TTTACACCGGTGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGCTGCCTGCTGARR 4740

(RN RN R RN R R A RN R RN AR R AR A RRRRR AR RER R
sbjct 4681 TTTACACCGGTGRRARATCCACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTGCCTGCTGRRRE 4740

Query 4741 CTCTTGATCTGATTCGTGRATATCGCGTTGCCATTARAGGTCCGCTGACCACTCCGGTTG 4800

(RN RN N R A R A RN RN RN RRRRN AR
Sbjct 4741 CCCTTGATCTGATTCGTGRAATATCGCGTTGCCATTARAGGTCCGCTGACCACTCCTGTTG 4800

Query 4801 GTGGCGGTATTCGCTCTCTGRACGTTGCCCTGCGCCAGGRACTGGATCTCTACATCTGCC 4860

AR RN N RN N RN R RN RN RN RN AR RN
Sbjct 4801 GTGGCGGTATTCGCTCTCTGARCGTTGCCCTGCGCCAGGRACTGGATCTCTACATCTGCC 4860

Query 4861 TGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCARGCCCGGTTARACACCCTGARCTGRACCG 4920

FERERETEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 4861 TGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGRACTGACCG 4920

Query 4821 ATATGGTTATCTTCCGTGRARACTCGGRARGACATTTATGCGGGETATCGRATGGARAGCAG 4980

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
Sbjct 4921 ATATGGTTATCTTCCGTGRARACTCGGRAGACATTTATGCGGGTATCGRATGGRARAGCAG 4580

Query 4881 ACTCTGCCGACGCCGAGARAGTGATTAAATTCCTGCGTGAAGAGATGGGGETGARGRARR 5040

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
sbjct 4981 ACTCTGCCGACGCCGAGARAGTGATTARATTCCTGCGTGARGAGATGGGGGTGARGRARRR 5040

Query 5041 TTCGCTTCCCGGRAACATTGTGGTATCGGTATTRAGCCGTGTTCGGARGRAGGCACCRARC 5100

(RN R R RN R R A R R R RN A RN RR R RN A RRRRR AR RER N
sbjct 5041 TTCGCTTCCCGGAACATTGTGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGARGRAGGCACCARAC 5100

Query 5101 GTCTGGTTCGTGCAGCGATCGRATACGCRATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACTCTGG 5160

FLEREETE e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 5101 GTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACTCTGG 5160

Query 5161 TGCACRARAGGCRACATCATGRAGTTCACCGRAAGGAGCGTTTARRGACTGGGGCTACCRAGC 5220

AR R RN N R N R RN R RN RN A RRRRR AR RN
Sbjct 5161 TGCACRAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGRAGGAGCGTTTARAGACTGEGECTACCAGC 5220

Query 5221 TGGCGCGTGRAGAGTTTGGCGGTGRARCTGATCGACGETGGCCCGTGGCTGRAAGTTRRRR 5280

AR N R RN N R R N RN RN RN RN AR RN
Sbjct 5221 TGGCGCGTGARGAGTTTGGCGETGAACTGATCGACGGTGGUCCETGGCTGARAGTTARRAR 5260

Query 5281 ACCCGRACACTGGCRAAGAGATCGTCATTARAGACGTGATTGCTGATGCCTTCCTGCRRAC 5340

FEEREREEE e e e e e e e e e e e e e e e e e cerererr teereernnl
sbjct 5281 ACCCGRACACTGGCARAGRGATCGTCATTARAGACGTGATCGCTGATGCATTCCTGCREAC 5340

Query 5341 AGATCCTGCTGCGTCC 5356

(RNRRERRRRRERERN
Sbjct 5341 AGATCCTGCTGCGTCC 5356

Abbildung 110: Verkniipfte Sequenzen von ,,E5-P2-3T5 Eco7* (= Query) und
Probe ,,E5-11-13-S39 Eco7* (= Sbjct) (= ,,Paar E5-2¢)



X. Anhang 281

Score Expect Identities Gaps Strand
9823 bits(5319) 0.0 5407/5451 (99%) 0/5451(0%) Plus/Plus
Query 1 CGCGGGEARAGGGACTCAGGCTCAGTTCAT CATGGAGRARATATGGTATTCCGCARATCTC 60
(AR RN R R R R R R R R R RN RN AR RN RN RE R RN
Sbjct 1 CGCGGGEGARAGGCGACTCAGGCTCAGTTCAT CATGCGAGRARATATGCTATTCCGCARATCTC 60

Query 61 CRACTGGCEATATGCTGCGTGCTGCGETCARATCTGGCTCCGAGCTGGETARACARGCRAAR 120
(NN AR R R R R A R R A R R A RN RN RN AR RN ARY
Sbjct 61 CRACTGGCGATATGCTGCGTGCTGCGGTCARATCTGGCTCCGRAGCTGGETARACARGCARR 120

Query 121  AGRCATTATGGATGCTGGCARACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTARAGE 180
FERERREREEr e rerre e e e r e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 121  AGRCATTATGGATGTTGGCARACTGGTCACCGACGRACTGGTGATCGCGCTGGTTARAGE 180

Query 181 GCGCATTGCTCAGGAAGACTGCCGTRAATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCAT 240

FLEREERRE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjet 181  GCGCATTGCTCAGGRAGACTGCCGTAATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCAT 240

Query 241 TCCGCRGGCAGRCGCGATGRARGRAGCGGGCATCRAATGTTGATTACGTTCTGGRATTCGRE 300

PLEREERRE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjet 241  TCCGCAGGCAGACGCGATGAAARGRAGCGGGCATCRATGTTGATTACGTTCTGGRATTCGE 300

Query 301  CGTACCGGACGRACTGATTGTTGATCGTATCGTAGGCCGCCGCGTTCATGCGCCGTCTGE 360
FErrereerrrereerer veerr rerer e re e e e r e e e el
Sbjct 301  CGTACCGGACGRACTGATCGTTGACCGTATCGTAGGCCGCCECGTTCATGCGCCGTCTGE 360

Query 361  TCGTGTTTATCACGTTARATTCAATCCGCCGRARAGTAGRAGGCRARAGACGACGTTACCGE 420
(NN AR R R R R A R R A R R A RN RN RN AR RN ARY
Sbjct 361  TCGTGTTTATCACGTTARATTCAATCCGCCGRAAGTAGRAGGCRAAAGACGACGTTACCGG 420

Query 421 TGAAGRACTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAGARACCGTGCGTARACGTCTGGTTGRA 480

FLEREERREEE et e e e e e e e v e e e e e e v e e e e e e
Sbjct 421  TGRAGARCTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAGAAACCGTGCGTARACGTCTGGTTGR 480

Query 481 ATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCRAAAGAAGCGGAAGCGGGTAR 540

PERREERREEE et e e e e e e e e e e e e e e v et e e e e e
Sbjct 481  ATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCARAGRAGCGGAAGCGGGTRR 540

Query 541  CACCARRTACGCGRAAGTTGACGGAAATTTGTTCGGCGCGGTRACARACGGTGCACAGET 600
FEEREERREEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
sbjct 541  CACCAAARTACGCGAAAGTTGACGGAARATTTGTTCGGCGCGGTAACARRCGGTGCACAGET 600

Query 601 AATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATACTCCGEATGGETATTTAGTCCAGT 660
(NN AR R R R R A R R A R R A RN RN RN AR RN ARY
Sbjct 601  AATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATACTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGT 660

Query 661  ACCCACCGCTGTACCGUCRAGAGCCAGTTCCGCTACGTGAGECAGGCTGTATTCGATATG 720
(NN AR R R R R A R R A R R A RN RN RN AR RN ARY
Sbjct 661  ACCCACCGCTGTACCGUCAAGAGCCAGTTCCGCTACGTGAGECAGGCTGTATTCGATATG 720

Query 721  TTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGARATCTCCTGCCCCAGTGTTAGCGG 780
FEREREEREE e r e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e err rereerenrtl
Sbject 721  TTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGARATCTCCTGCCCTAGTGTTAGCGG 780

Query 781 CGTGGCATCCTGCRAAGTGGGTTCGACCGATTTTGACGATATCGGCARATGCACGCGATTT 840

PERREE PRt e e e e e e e e e e e e e v e e e e e e il
Sbjet 781  CGTGGCGTCCTGCRAGTGGGTTCGACCGATTTTGACGATATCGGCARATGCACGGGATTT B840

Query 841 TTCACTCAGTGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGRATGRAGTTGCTTGCGCAGCGCCAG 900

PLERELEEE TPt e e b e e e v e e e e e e e v e e e el
sbjct 841  TTCACTCAGCGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTTGCGCAGCGCCAG 900

Query 901 CAGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGARAGACATCETTGGRACTTTGGCTTTTGTTCAC 960
(NN AR R R R R A R R A R R A RN RN RN AR RN ARY
Sbjct 901  CAGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGARAGACATCETTGGRACTTTGGCTTTTGTTCAC 960

Query 961 GTCGTCGTTAGGGTGRACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCGCCGRGTRAATTCACTGGE 1020

PERLEEEREE e r e e e e e e e v e v e e e v e e e e el
Sbjct 961  GTCGTCGITAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCGUCGAGTRAATTCACTGEC 1020

Query 1021 CCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCA 1080

PERREERRE et e e e e e e e e e e e e e v e e et e e
Sbjct 1021 CCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCRE 1080

Query 1081 GATAGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCG 1140

PEEREERRE et e e e e e e e e e e e e e v e e reer e ey eeeeind
Sbjct 1081 GATAGCCAGCGGGRATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCTGCCTGCCE 1140



X. Anhang 282

Query 1141 AATGGCGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACRAGCCTARATCTTCATTRAACTTTTGCCGCTGE 1200
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 1141 AATGGCGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACRAGCCTARATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGE 1200

Query 1201 GCGCTTGGTTAGCGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGRARATGLG 1260
FEREETERREE e e e e e v e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1201 GCGCTTGGTTAGCGCCAGUGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGARATGEG 1260

Query 1261 GRRATGCTCCAGCGAGCGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCRAAT 1320

PEREETERREE e e e e e v e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1261 GARATGCTCCAGCGAGCGTTGAGTTTGTGCECCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCART 1320

Query 1321 CGCCCCCATCGAATCTTTTTCGCTGCGTACCCTGCARAACGGCARACTCARCGTTCCTGE 1380
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 1321 CGCCCCCATCGRATCTTTTTCGCTGCGTACCCTGCARRACGGCARACTCARCGTTCCTGE 1380

Query 1381 ARATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGRATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCAT 1440
(AR RN RN R AR R NN R R R RN AR AR R AN RN
Sbjct 1381 ARATCCGATTATCCCTTACATTGRAGGTGATGGRATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCAT 1440

Query 1441 GCTGRRAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGRARGCCTATARAGGCGAGCGTARRATCTCCTG 1500
FEREETERREE e e e e v e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1441 GCTGRRAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGRARGCCTATARAGGCGAGCGTARRATCTCCTG 1500

Query 1501 GATGGRAATTTACACCGGTGARRAATCCACACAGGTITATGGTCAGGATGTCTGGCTGCC 1560
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 1501 GATGGRRATTTACACCGGTGARARATCCACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTGLC 1560

Query 1561 TGCTGRARACCCTTGATCTGATTCGTGRATATCGCGTTGCCATTARAGGTCCGCTGACCRC 1620

PEREETTREE e e e e v e e b e e e e e e e e el
Sbjct 1561 TGCTGRAACCCTTGATCTGATTCGTGAATATCGCGTTGCCATTARAGGTCCGCTGACCAC 1620

Query 1621 TCCTGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGRACGTTGCCCTGCGCCAGGARCTGGATCTCTA 1680

FERRETERRE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e b e el
Sbjct 1621 TCCTGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGRACGTTGCCCTGCGCCAGGRACTGGATCTCTE 16380

Query 1681 GGTACGTTACTATCAGGGCACTCCARAGCCCGGTTARACACCCTGE 1740
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII (NN RN RN RY
sbjct 1681 CGGTACGTTACTATCAAGGCACTCCAAGCCCGGTTARACACCCTCE 1740

Query 1741 ACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGARAACTCGGRAGACATTTATGCGGGTATCGRAATG 1800

(RN R N RN R AR R R R RN AR RN AR RN
Sbjct 1741 ACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGARRACTCGGRRGACATTTATGCGGGTATCGRATG 1800

Query 1801 GARAGCAGACTCTGCCGACGCCGAGARAGTGATTARATTCCTGCGTGARGRAGATEGGGET 1860

FEERETERREE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e |
Sbjct 1801 GRAAGCRGACTCTGCCGACGCCGRGARAGTGATTAAATTCCTGCGTGRAAGAGATGGGCGT 1860

Query 1861 GRAGRARATTCGCTTCCCGGARCATTGTGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGRAGRAGE 1520
FEREETERREE e e rrereereet trereerrer e teereer e rerninl
Sbjct 1861 GRAGRRARTTCGCTTCCCGGAACATTGUGGTATCGGTATCAAGCCGTGTTCTGRAAGRAGG 1920

Query 1921 CACCRRACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGRATACGCRATTGUTARCGATCGTGACTCTGT 1980
PEREETERREerer ereer vreet trerrerrereer veer terrerninl
Sbjct 1921 CACCARACGTCTGGTCCGTGCCGCGATTGRATACGCRATTGUCARCGACCGTGACTCTGT 1980

Query 1981 GACTCTGGTGCACRAAAGGCRACATCATGRAGTTCACCGAAGGCGCGTTTARAGRACTGGEE 2040
(NN RN R R A R R AR R R A RN R AR RN AR RE RN
sbjct 1981 GACCCTGGTGCACRARGGCRACATCATGRAGTTCACCGRAAGGCGCGTTTARAGACTGGGE 2040

Query 2041 CTACCAGCTGGCGCGTGRAGAGTTTGGCGGTGARCTGATCGACGGCGGCCCGTEGCTGRE 2100
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
Sbjct 2041 CTACCAGCTGGCGCGTGRAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTEGCTGRR 2100

Query 2101 AGTTARARRACCCGRACACCGGCRAAGAGATCGTCATTARAGACGTGATTGCTGATGCATT 2160

FEERETERREE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 2101 AGTTARRAACCCGRACACCGGCABRGAGATCGTCATTARAGACGTGATTGCTGATGCATT 2160

Query 2161 CCTGCRACAGATCCTGCTGCGTCCAAGRACTGGRAGRCCETGGCATCCCCGTTCGTGAGE 2220
(AR RN R R A R R AR A R R A RN AR RN AR RN
sbjct 2161 CCTGCRACAGATCCTGCTGCGTCCAAGRACTGGRAGRACCOTGGCATCCCCGTTCGTGAGE 2220

Query 2221 TGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATCCTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACG 2280
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 2221 GTCTGCTGCTGTCTGRAGCATGTCCGCTGATCCTTGATTATCACGTTGCGCTGGATRACG 2280



X. Anhang 283

Query 2281 CGCGTGAGRRAGCGCGTGGCGCGRRAGCGATCGGCACCACCGGTCGTGGTATCEGGCCTE 2340
NN RN R RN R R R R R R AR RN R A RN R RR A RRY
Sbjct 2281 CGCGTGAGRAAGCGCGTGGCGCGRARGCGATCGGCACCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTE 2340

Query 2341 CTTATGRAAGATRARAGTAGCRCGTCGCGGTCTGCGTGTTGGCGACCTTTTCGACRRAGRRR 2400

FEEERET R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 2341 CTTATGRAGATARAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTETTGGCGACCTTTTCGACARAGRAAR 2400

Query 2401 CCTTCGCTGAAAAACTGAARGAAGTGATGGAATATCACRACTTCCAGTTGGTTARCTACT 2460
AR RN N R R R R RN R R RN RN RN Y|
Sbjct 2401 CCTTCGCTGRAAAACTGARAGAAGTGATGGAATATCACRACTTCCAGTTGGTTARCTACT 2460

Query 2461 ACRARGCTGRAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGEATGATACGATGGCTGTTGCCGACE 2520
NN RN R RN R R R R R R AR RN R A RN R RR A RRY
Sbjct 2461 ACRRAGCTGRAGCGGTTGATTACCAGARAGTTCTGGATGATACGATGGCTGTTGCCGACE 2520

Query 2521 TCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTITCTGACCTGCTCGRACCAGGCGCGTCAGCGTGGCE 2580

FEEERETEEer e e e e e e e e v e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 2521 TCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAGCGTGECE 2580

Query 2581 ATTTCGTCATGTTTGRAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTTATC 2640
AR N R N R R R R RN A R RN RN RR AT
Sbjct 2581 ATTTCGTCATGTTTGRAGGTGCGCAGGEGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTTATC 2640

Query 2641 CGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGETGGCETGECGACCEETTCCGGCCTGEGCC 2700
NN RN R RN R R R R R R AR RN R A RN R RR A RRY
Sbjct 2641 CGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGETGGCGACCEETTCCGGCCTGGGEC 2700

Query 2701 CGCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCARAGCTTACTCCACTCGTGTAGETGCRAG 2760

FLRREETEEr e peeer e ee e v e be e v e el
Sbjct 2701 CGCGTTATGITGATTATGTTCTGGGTATCCTCARAGCTTACTCAACTCGTGTAGGTGCRAG 2760

Query 2761 GTCCGTTCCCGACCGRACTGTTTGATGRRACTGGCGAGTTCCTCTGCARGCAGGGTRACG 2820

AR N R RN RN R R RN N R R AR RN RN
Sbjct 2761 GTCCGTTCCCGACCGRACTGTTTGATGARACTGGCEAGTTCCTCTGCARGCAGEGTAACG 2820

Query 2821 AATT 2880
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 2821 BRAT 2880

Query 2881 GTCGTGCGGTACAGCTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTARACTGGACGTTCTGE 2940
NN RN R RN R R R R R R AR RN R A RN R RR A RRY
Sbjct 2881 GTCGTGCGGTACAGCTGAACTCCCTGTCTGECTTCTGCCTGACTARACTGGACGTTCTGE 2540

Query 2941 ATGGCCTGRRAGAGGTTAARACTCTGCGTGGCTTACCGTATGGATCTTCTCACCTTTGTAG 3000
FERREETEEreen e eern e ee e e v e b e e e v e e el
Sbjct 2941 ATGGCCTGARAGAGGTGARACTCTGCGTGGCTTACCGTATGGATCTTCTCACCTTITGTAG 3000

Query 3001 CTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCRAACCAGTTCG 3060
NN RN R RN R R R R R R AR RN R A RN R RR A RRY
Sbjct 3001 CTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCRACCAGTTCG 3060

Query 3061 GCCGTAGAGGATCTGARATTCAGCCTGTTTARACGGTGCRE 3120
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEEEREEEERrerereeer i
sbjct 3061 CGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTARACGGCGCE 3120

Query 3121 GCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCT 3180

AR N R N R R R NN R A R AR R RN RNy
Sbjct 3121 GCGATTTTGITCTTCACCACTTTCACGCGGETTTCECTACCCACCACGTTTTCECCCTCT 3180

Query 3181 TTCACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGRACAGAGGCGTAGRATTTCAGCGCGTTA 3240
NN RN R RN R R R R R R AR RN R A RN R RR A RRY
Sbjct 3181 TTCACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGRACAGAGGUGTAGAATTTCAGCGCGTTE 3240

Query 3241 CCACCGGTAGTGGTTTCCGGGETTACCGRAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTE 3300
NN RN R RN R R R R R R AR RN R A RN R RR A RRY
Sbjct 3241 CCACCGGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTG 3300

Query 3301 ATGRAGATCAGCAGCGTGTTGGRACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGE 3360

AR N R N R R R R RN A R RN RN RN RRY|
Sbjct 3301 ATGRAAGATCAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGE 3360

Query 3361 ATACGTGCCGCARGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCT 3420
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIH
sbjct 3361 ATACGTGCCGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGUCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCT 3420



X. Anhang 284

Query 3421 TTCGGCGTCAGTGCCGCCACGEAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGRACGCGCC 3480
(AR RN R NN R RN R RN RN R RN AR RN
Sbjct 3421 TTCGGCGTCAGTGCCGCCACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGRACGCGCC 3480

Query 3481 AGGGCGTCACAGATTTCCAGTGCCTGCTCGCCGGTGTCCGGLTGGEAGCACAGCAGGTTA 3540

FEREEETEERr e e e e e e e e e e e e e e e e v e e e e et
Sbjct 3481 AGGGCGTCACAGATTTCCAGTGCCTGCTCGCCGGTGTCCGGCTGEEAGCACAGCAGGTTA 3540

Query 3541 TCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATE 3600
FERREETEEr e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 3541 TCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCGTAGATTGEGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATE 3600

Query 3601 ARACGCACAGGTTTTACCTTCACGCTGCGCTGCGGCGATCACCTGCARCGTCAGCGTGGTT 3660
FEEREETEE et e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 3601 ARACGCACAGGTTTTACCTTCACGCTGCGCTGCGGCGATCACCTGCAGCGTCAGCGTGGTT 3660

Query 3661 TTACCGGRAGATTCCGGTCCGTAGATTTCGACGACCGGTCTGCACCACATGGTATTCGAG 3720

FERERETEER e e e e e e e e e e e e e v e e e reerrrrrnnd
Sbjct 3661 TTACCGGRAGATTCCGGTCCGTAGATTTCGACGACCGGTCTGCACCATATGGTATTCGAG 3720

Query 3721 GTGGTAGATRAACGCTATCGACGRAGCGUTCGCGGGTCACTGTARAGRAATTATCGTCACC 3780
(AR N R NN N NN N RN A RN R RN AN R
Sbjct 3721 GTGGTAGATAACGCTATCGACGRAGCGUTCGCGGETCACTETARAGRAATTATCGTCACC 3780

Query 3781 ATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCECGECATTCCGACCGETATT 3840
(AR RN R NN R RN R RN RN R RN AR RN
Sbjct 3781 ATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCATTCCGACCGGTATT 3540

Query 3841 CACCCGGRAGAGGGUGTATCGGCGGCGGRAGTGATCATGACCGTTCTGCACGCAGGCGGT 3900

(R R N N R RN R NRN AR R
Sbjct 3841 CACCCGGRAGAGGGCGTATCGGCGGCGGRAGTGATCATGACCGTTCTGCACGCAGGCGET 3900

Query 3501 ARATTTGACGATAACTCCTATARAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTRA 3960

FERREETERr e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 3901 AAATTTGACGATAACTCCTATARAGTGTCCGGCGETCTGCACGECGTTGETGTTTCGGTA 3960

Query 3961 GTAARCGCCCTGTCGCARARACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTARRAATTCACCGT 4020
(AR RN R NN R RN R RN RN R RN AR RN
Sbjct 3961 GTARRCGCCCTGTCGCAAARRACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTARRATTCACCGT 4020

Query 4021 CAGATCTACGRACACGGTGTACCGCAGGECCCCGCTGECGETTACCGGCGAGACTGRARRA 4080
FEEREETEE et e e e e e e e e e e e el
Sbjct 4021 CAGATCTACGRACACGGTGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTTACCGGCGRAGACTGRAARE 4080

Query 4081 ACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGRARACCTTCACCARTGTGACCGRAGTTC 4140
FERREETERr e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 4081 ACCGGUACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGARACCTTCACCARTGTGACCGRAGTTC 4140

Query 4141 GRATATGARATTCTGGCGARACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCARCTCCGGCGTTTCC 4200
(AR RN R NN R RN R RN RN R RN AR RN
Sbjct 4141 GRATATGRRATTCTGGCGARACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCARCTCCGGOGTTTCC 4200

Query 4201 GTCTGCGCGACRARGCGCGACGGCARAGRAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATC 4260
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII TEEEEERTEEEe et e e e e e e et
sbjct 4201 CGTCTGCGCGACAAGCGTGACGGCAAAGARGACCACTTCCACTATGRAGGCGGCATC 4260

Query 4261 ARGGCGTTCGTTGAATATCTGRAACRAGARCRARRCGCCGATCCACCCGRATATCTTCTAC 4320

FERREETEEr e e e e e e v e e e e e e e e el
Sbjct 4261 RAGGCGTTCGTTGAATATCTGRAACAAGARCARAACGUCGATCCATCCGRATATCTTICTAC 4320

Query 4321 TTCTCCACTGRAARAGACGGTATTGGCGTCGRAGTGGCGTTGCAGTGGARCGATGECTTC 4380
FEEREEEE TEEre e e e e e re e e eere e e e e ennnd
Sbjct 4321 TTCTCCACCGARARRGACGGTATTGGCGTCGRAGTAGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTC 4380

Query 4381 CAGGRARACATCTACTGCTTTACCAACARCATTCCGUAGCGTGACGGCGETACTCRCCTG 4440
(AR RN R NN R RN R RN RN R RN AR RN
Sbjct 4381 CAGGRAAACATCTACTGCTTTACCAACARCATTCCGCRAGCGTGACGGCGETACTCRCCTG 4440

Query 4441 GCAGGCTTCCGTGCGGCGATGACCCGTACCCTGRACGCCTACATGGACRRAGRAGGCTAC 4500

FERREETERr e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 4441 GCAGGUTTCCGTGCGGCGATGACCCETACCCTGRACGCCTACATGGRACARAGRAGGCTAC 4500

Query 4501 AGCARAARAGCCARAGTTAGCGCCACCGGTGACGATGCGCGETGRAGGCCTGATTATTGEC 4560
FEEREETEEr e et rerne e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 4501 AGCARARARGCCARARGTCAGUGCCACCGGTGACGATGCGUGTGAAGGCCTGATTATTGEE 4560



X. Anhang 285

Query 4561 CAGGCGCTTGCACTACTGTTARARRCCCRACTGCCTTCAGGTTCRAGRACTCTCTCTGTAT 4620

PEEETTERREE e e e et e e e e e e e e e e et r e el
Sbjct 4561 CAGGCGCTTGCACTACTGTTARARACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGRACTCTCTCTGTAT 4620

Query 4621 GATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCCETCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTG 4680

FEETERERrrerrererrerreere et teereeree e e e e re el
Sbjct 4621 GATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTETCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTE 4660

Query 4681 ARRATCRRARGGTTTTTCTGGTGRAGATGCGACTCCGGCGCTGGARGECGCAGRTETCGTT 4740

FEEEETERRE e e e et e e e e e e e e e e e e r e el
Sbjct 4681 ARRATCARAGGTTTTTCTGGTGARGATGCGACTCCGGCGCTGGRAGGCGCAGATGTCGTT 4740

Query 4741 CTTATCTCTGCAGGTGTAGCGCGTAARCCGGEGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTT 4800

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 4741 CTTATCTCTGCAGGTGTAGCGCGTARACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTT 4800

Query 4801 ARCGCCGGCATCGTGARARACCTGGTACRAGCARGTTGCGARARCCTGCCCGRARAGCGTGC 4860

FEETERERREE e e e e ree e e e ree e e terer e rer el
Sbjct 4801 AACGCCGGCATCGTGRAARRACCTGGTACAGCAAGTTTCGAARACCTGCCCGRAAGCGTGE 4860

Query 4861 CTAACCCGGTTARCACCACTGTTGCAATTGCTGCTGAAGTGCTGRERE 4520
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEEEE TRREEEERrerrerrernnl
Sbjct 4861 CTAACCCGGTTARCACCACRAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGUTGRERR 4520

Query 4521 ARAGCCGGTGTTTATGACRARAARCAARCTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGT 4980

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 4921 ARAGCCGGTGTTTATGACRARAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGT 4580

Query 4581 TCCRACACCTTTGTTGCGGAACTGARAGGCRAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTT 5040

AR N N R R AR R AR RN RE AR
Sbjct 4981 TCCARCACCTTTGTTGCGGAACTGARAGGCARACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTT 5040

Query 5041 ATTGGCGGTCACTCTGGTGTTACCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGT 5100

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
Sbjct 5041 ATTGGCGGTCACTCTGGTGTTACCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGETTCCTGGCGTTAGT 5100

Query 5101 TTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACCAAACGTATCCAGRACGCGGGTACTGAGGTG 5160

FEETERERREE e e e e e e e e e r e e e e ree e et eeeereer i
Sbjct 5101 TTTACCGAGCAGGRAGTGGCTGATCTGACCARACGTATCCAGRACGCAGGTACTGARGTG 5160

Query 516l GTTGAAGCGRARAGCCGGTGGCGGGTCTGCARCCCTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGT 5220

NN RN R RN R R R R AR R AR RRR RN RN
sbjct 5161 GTTGRAGCGRAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAACCCTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGT 5220

Query 5221 TTTGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCAGGGCGRACARAGGCGTTGTCGAATGTGCCTAC 5280

FEETERERrrerrerer v reee b r e e e e e v e e e el
sbjct 5221 TTTGGTCTGTCTCTGGTACGCGCACTGCAGGGCGRACRAGGCGTTGTCGARTGTGCCTAT 5280

Query 5281 GTTGRAGGCGACGGTCAGTACGCCCGTTTCTTCTCTCAACCGCTGCTGCTGGGTRARRRAC 5340

AR R R N R R AR RN RN AN
Sbjct 5281 GTTGRAGGCGACGGTCAGTACGCACGTTTCTTCTCTCRAACCGCTGCTGCTGGGTARRRAC 5340

Query 5341 GGCGTGGAAGAGCGTARATCTATCGGTACCCTGAGCGCATTTGARACAGAACGCGCTGGRA 5400

FEETERERREE e e et e e e e e e e e e e e e e e rerr v renel
Sbjct 5341 GGCGTGGRAGAGCGTRAAATCTATCGGTACCCTGAGCGCATTTGAACAGAGCUGCACTGGER 5400

Query 5401 GGTATGCTGGATACGCTGRAGARRGATATCGCTCTGGGGCAGGAGTTCGTT 5451

AR NN R R NN R NN R R RN AR RN AR
Sbjct 5401 GGTATGCTGGATACGCTGRAAGRARGATATCGCTCTGGEGCAGEAGTTCGTT 5451

Abbildung 111: Verknupfte Sequenzen von ,,A6-07-13-P1 Eco2“ (= Query)
und Probe ,,A6-S8-3T3 Eco4“ (= Shjct) (= ,,Paar A6-1%)
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D4185 AB-S17-1T12 Eco 1
D4299 AG-517-1T21 Eco €
[ 00544 A6-P1-1T12Ec0 2
[ 00832 AB-P2-1T25 Eco S
I 00515 A6-P1-1T4 Eco 3
[ 00505 A6-P1-1T1 Eco 7
[ 00546 A6-P1-1T12Ec0 4
[l 00549 AB-P1-1TI2Ec0 B
W 00742 46.01-14.512Ec 8
[ 00775 A5-01-14-S20 Eco 1
00743 468.01-14.512 Eca 9
[ 04156 A5-517-1T12 Eco 2
.mms AB-01-14S12Ec0 4
[ 04078 AB-S11-1T12 Eco 4
D4302 AB.S17.1T21 Eco &
[ 00781 AB-01-14-S20 Eco 8
[ 00868 A6-01-14.S17 Eco |
[ 04260 A6-S18-1T18 Eco 3
[ 00762 AB-01-14-S14 Eco 3
[ 00764 AB-01-14-S14 Eco 5
[ £0770 A6-01-14-514 Eco 10
[ DO7ES AB-01-14-S14 Eco &
[ 00761 AG-01-14-514 Eco 2
[ 00763 A6-01-14-514 Eco 4
[ 00767 A6-01-14-514 Eco 7
[ 00768 AB-01-14-514 Ec0 3
. DO769 AG-01-14-514 Eco 9
[ 04261 A6-518-1T8 Eco 8
[ 04043 46-511-1T1 Eco 9
[ 04165 A6-S17-1T4 Eco 9
[ 04036 AB-511-1T1 Eco 5
B 00757 460114514 Eeo 1
[ 0o721 A8-01-14-511 Eco |
[ 00724 46-01-14511 Een 4
[l 00850 46-01-14-515 Eco 8
[ 00723 AB-01-14.511 Eeo 3
[ 00737 AB-01-14-S512Ec0 6
D086 AB.01-14.516 Eco 3
DUBEZ AB-01-14-S16 Eco 9
DO8SG AB.01-14.516 Eco &
00863 AB-01-14-516 Eco 10
D4483 AB-11-13.P1 Eco 2
04465 AB-11-13-P1 Eco4
D4264 AB.S181T12 Eco 2
D4273 AB-S18-1T12 Eco &
D4281 AG-S18-1T13 Eco 4
D4272 AB-S18-1T12 Eco €
D4286 AB-S18-1T13 Eco 7
D4467 AB-S20-1T21 Eco &
D4270 AG-S18-1T12 Eco €
D4265 AB-S18-1T12Eco 3
D4267 AG-S18-1T12 Eco 4
D4268 AB-S18-1T18 Eco &
D4025 AG-11-13-511 Eco §
04432 A6-S20-1T12 Eco 4
D0B54 AB-01-14-516 Eco 2
D088 AB-01-14-516 Eco 5
D0BS5S AG-01-14-516 Eco 3
D078 AB-01-14-P1 Eco 10
DOBEY AB-01-14-517 £co 2
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04165 AB-S17-1T12Ec0 1
04200 AE-S17-1T21 Eco B
[ 00544 AE-P1-1T12Eco 2
[ 00322 A8 P21T2S Eco 5
[ 00515 AB-F1-1T4 Ec0 3
[ 00508 AE-P1-1T1 Eco 7
[ 00546 AB-F1-1T12 Eco 4
[ 00549 AE-F1-1T12Eco 6
[ 00742 AE-01-14-512E208
[l 20775 A-01-14-S20 Eco 1
[ 00743 AE-01-14-S12E209
04166 AG-S17-1T12Ew 2
00735 AE-01-14-S12Eco4
04078 AE-S11-1T12E0 4
04302 AE-S17-1T21 Ec0 8
[ 00781 AE-01-14-520Eco8
[ 00368 A6-01-14.517 Eco 1
[ 04260 AB-S18-1T18 Eco 3
[ 00762 AE.01-14.S14Ez03
[ 00764 AE-01-14-S14 Eco S
[l 00770 4€.01.14.S14 Eco 10
[ 00765 AE-01-14-S14 Eco 6
[ 00761 A6-01-14-S14 Es0 2
[ 00763 AB-01-14-S14 Eco4
[l 00767 A6-01-14-514 Ec0 7
[ 00768 26-01-14-514 Ez08
00769 AE-01-14-514 Es0 9
[ 04261 AE-S18-1TE Eco 8
04043 AG-S11-1T1Eco 9
[ 04165 AB-S17-1T4 Eco §
[ 04026 AE-S11-1T1 Eco 5
[ 00757 46-01-14-514 Eco 1
[ 00721 AE-01-14-S11E0 1
[ 00724 A8.01-14.511 Ezod
[l 00550 AB-01-14-515Ec08
[ 00723 A6.01-14.S11 Eco 3
[ 00737 AE-01-14-S12Ec06
00361 AG-01-14-516 Ez0 8
00362 AE-01-14-S16 Eco9
00359 AC-01-14-516 Eco 6
00363 AB-01-14-516 Eco 10
04483 AE-11-12P) Eco 2
DA4E5 AE11-13P1 Eco 4
04264 AB-S16-1T12 Ec0 2
04273 AB-S18.1T12Eco 9
04281 AB-S18-1T18 Ec0 4
04272 AE-S18-1T12Eco 8
04286 AE-S18-1T18Eco 7
04467 AB-S20-1T21 Eco 3
04270 AB-S18-1T12Ec0 §
04265 AE-S1E-1T12Ec0 3
D427 AE-S181T12E &
04268 AE-S18-1T18 Ec0 9
04025 AE-11-13.511 Eco
04432 AE-S20-1T12Ec0 4
00354 AE-01-14-516 Es02
00358 AE-01-14-S16Eco5
00355 AG-01-14-516 E0 3
00758 AE-01-14-P1 Eco 10
00369 AB-01-14-S17 Eco 2
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[ 00557 A8.P1.1T25 Eco 4
) 00796 AB-01-14-P1 Ec0 8
[ 00796 A5-01.14-P1 Eco 11
1 00804 AB-01-14-P1 Eco 15
[ 00801 A5-01-14-P1 Ec0 13
) 00785 A8-01-14-P1Eco 1
[ 00802 AB-01-14-P1 Eco 14
[ 04500 A6-1113-P1 Ec0 13
[} 00820 A5-01-14-S10 Eco §
111 00834 AB-01-14-S1¢ Eco 8
) 00808 A5-01-14-P1 Eco 20
|1 00806 AB-01-14-P1 Eco 17
[ 00736 A5-01-14-P1 Eco 4
|| 00857 AB-01-14-516 Eco 4
) 00832 AB-01-14-518 Eco 7
[ 00726 A5-01-14-511 Eco 7
.mm»m.usn Ecc 10
[ 00731 45-01-14-512 Eco 1
|| 00734 A5-01-14-S12 Eco 3
1 00744 AB-01-14-512 Eco 10
[ 00837 A5-P2-1T25 Ec0 &
[1}] 00836 A5-01-14-51¢ Eco 10
|| 00752 A8-01-14-520 Eco 9
| 00853 AB-01.14.516 Eco 1
1) 00851 AB-01-14-S15 Eco 9
00852 46-01.14-515 Eco 10
) 00750 A5-01-14-520 Eco 7
[ 00734 A5-01.14.520 Eco 10
1 00836 AB-01-14-51¢ Eco 4
[ 04173 A5-S17-1T8 Eco 3
[ 04028 A8-11-13-S11 Eco 9
04208 A5-S17-1T21 Eco 5
04306 AB-517-1T25E¢02
04314 AS-S17-1T25 Eco 7
04315 A8-S17-1T25Ec0 8
[l 04208 AS-S17-T18Ec0 0
[ 04276 A5-518-1T18 Eco 1
[l 04207 A5-517-1T25 Eco 3
[ 04353 A5-S18-1T25 Eco 4
0084€ AB-01-14-515 Eco 6
[ 04338 A5-S18-1T25Ec0 6
[l 04100 A3-511-1T21 Exo 1
[ 04102 A5-511-1T21 Eco 3
[l 04351 A8-518-1T21 Eco 4
[ 04075 A5-511-1T12Eco 1
[l 04106 A5-511-1T21 Ec0 6
[ 04108 A5-511-1T21 Eco 8
[l 04108 A5-511-1T21 Eco 9
[l 04057 A8-S11-1T3 Eco 7
[l 04022 A5-11-13-511 Eco 4
.oan: AB-S11-1T1 Eco 2
[ 04446 AB-S20-1T18 Eco 4
[l 04077 A8.511-1T12Ec0 3
[ 04034 A5-S11-1T12Ec09
[ 04037 A6-S11-1T18Ec0 2
[ 04091 A5-511-1T18Eco 5
[ 04035 AS-511-1T18 Eco 6
[ 04096 A5-511-1T18Eco 7
[ 04097 A5-511-1T18 Eco 8
[ 04036 A5-511-1T18Ec0 9
[ 04111 A3-511-1T21 Eco 10
[ 04042 AB-511-1T4 Eco 4
[l 04035 A3-511-1T12Eco 10
[ 04036 A8-S11-1T18Eco 1
[ 04154 A5-517-1T1 Eco &
[ 04439 45-1113-P1 Ec0 7
[l 04078 A5-511-1T12Ec0S
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[ 00587 A6.P1.1T25 Een 4
1| 00795 AB-01-14-F1 EcoB
[ 00799 A5.01-14-P1 Eco 11
[ 00304 AB-01-14-P1 Eco 15
[0 00301 A6.01-14.P1 Eco 13
1 00785 AB-01-14-P1 Eco 1
[ 00302 A6.01-14.P1 Eco 14
[0 04500 AB-11-13-P1 Eco 13
[ 00390 A6.01-14.519 Eco §
101 00394 AB-01-14-519Eco 8
[ 00303 A6-01-14-P1 Eco 20
[0 00305 AB-01-14-P1 Eco 17
[ 00783 A6-01-14-P1 Eco 4
111 00357 AB-01-14-516 Eco 4
[0 00352 AB-01-14-519 Eco 7
| 00725 A6-01-14-511 Eco 7
. 007230 AG-01-14-511 Eco 10
[ 00731 AB-01-14-S12Eco 1
[11] 00734 AB-01-14-512Eco 3
[ 00744 AB-01-14-S12Eco 10
[ 00337 AB-P2-1T25E0 3
[ 00395 AB-01-14-S19 Eco 10
[ 00762 AB-01-14-520 Eco 9
[ 00353 AB-01-14-516 Eco 1
[ 00351 A6-01-14-515 Eco 9
[ 00352 AB-01-14-515 Eco 10
[ 00780 A6-01-14-520 Eco 7
[ 00784 AB.01-14 S20 Een 10
[ 00389 AB-01-14-S519 Eco 4
[ 04173 A6.S17.1T8 Eco 3
[ 04029 AB-11-13-511 Eco 9
04203 A6.S17.1T21 Eco §
04305 AB-S17-1T25 Eco 2
04314 AG-S17-1T25 Eco 7
04315 AB-S17-1T25 Eco 8
[l 04203 A6-S17-1T13 Eco ©
- 04273 AB-S18-1T18 Eco 1
[ 04307 AG-S17-1T25 Eco 3
[ 04363 AB-S18-1T25 Fco 4
00343 AG-01-14-515 Eco &
D4363 AB-S18.1T25 Eco 6
[ 04100 AB-S11-1T21 Eco 1
[ 04102 A6.S11.1T21 Eco 3
[ 04351 AB-S18-1T21 Eco 4
[l 04075 265111712 Eco 1
[ 04105 AB-S11-1T21 Eco 6
[ 04103 AB-511-1T21 Eco &
[ 04109 AB-S11-1T21 Eco §
[l 04067 AB-S11-1TB Eco 7
[ 04023 A6-11-13-511 Eco 4
[ 04033 AB-S11-1T1 Ec0 2
[ 04445 A5.S20.1T18 Eco 4
[ 04077 AB-S11-1T12 Eco 3
[ 04084 A6-5111T12 Eco ©
[ 04087 AB-S11-1T18 Eco 2
[ 04091 A8-S11-1T18 Eco 5
[ 04095 AB-S11-1T18 Eco €
[l 04095 A6-S11-1T18 Eco 7
[ 04097 AB-S11-1T18 Eco 8
[ 04095 AB-S11-1T18 Eco @
[ 04111 A6.S11.1T21 Eco 10
[ 04049 AB-S11-1T4 Eco 4
[l 04085 AB-S11-1T12 Eco 10
[ 04085 A6-S11-1T18 Eco 1
[ 04154 AB-S17-1T1 Eo 8
[ 04483 A6-11-13P1 Eco 7
[l 04078 AB-511-1T12 Eco §
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[ 04088 26 S111T18 Ece 3
[ 04221 AB-S131721 Eco 10
[ 04280 46-5181T18 Ecc 10
[ 04465 AB-S20-1T21 Eco 8
[ 04262 £6-5181T8 Eco 10
. 04081 AB-S11-1T12Ec0 7
04000 AG-S11-1T18 Eco 10
.MZBS AB-S18-1T1€ Eco 6
[l 04282 A6-518-1T18 Eco §
[ 04063 A6-S11-1T8 Eco 9
. 04191 AB-S17-1T12Eco 7
[ 04341 46-5181T1 Eco 7
[ 04188 A6-S17-1T12 Eco 4
[ 04232 465131725 Eco 7
04151 AB-S17-1T1 Ew0 6
04342 A6-S181T1Ec0 8
[ 04475 AB-S20-1T25 Eco B
[ 04080 46-511-1T12 Eco 6
[ 04082 46-511-1T12 Eco 8
[ 04152 46-S17-1T1 Ee0 7
[ 04260 465181 T8 ECD T
[ 04333 46.S1B1T1 E 5
[ 00755 AB-01-13-S13 Eco €
[ 04322 281112518 Fco 3
[ 04325 A6-11-13-518 Eco &
[ 04325 461113518 Eco &
[ 04324 AB-11-13-S18 Eco §
[ 04327 246-11.13.518 Eco &
. 04323 A6-11-13-513 Eco 10
. 04415 AB-S201T8 Eco 2
- 04413 AB-S20-1TBE §
[ 04325 A6-11-13-S18 Eco 7
[ 04135 AB-11-13-517 Eco 7
. 04141 AB-S171T1 Eco 1
[ 04319 46-11-13-513 Eco 1
[ 04143 46-517-1T1 Eea 3
[ 04304 A6-S17-1T21 Eco 10
[l 04131 46-11-13-317 Eco 2
[ 04142 A6-S171T1 Eca 2
[ 04471 AB-S20-1T25 Eco 3
[ 04472 26.5204T28 Eco 4
[ 04320 A6-11-13-518 Eco 2
. 04469 £6.520-1T25 Eco 1
[ 04474 AB-S20-1125 ECOS
[ 04140 £6-11.123.517 Eco 10
[ 04470 AB-S20-1725 Eco 2
. 04133 AB8-11-13-517 Eco 4
. 04133 AB-11-13-517 Eco €
[ 04134 A6-11-13-517 Eco &
. 04130 A6-11-13-517 Eco 1
[l 04132 A6-11-13-517 Eco 3
[ 04135 A6-11-13-517 Eco €
04137 AB-11-13-517 Eco &
B 04155 A6.517-1T1 Ec 10
[ 04144 AB-S17-1T1 Eco 4
[ 04211 46.5134721 Eco 2
[ 04041 A6-S111T1 ECO 7
[ 04047 46.S114T4 E 3
[ 04051 AB-S111T4E 6
[ 04052 A6.S11-1T4 Eco 7
[ 04054 AB-S11-1T4 Eco B
04042 AB-S111T1 Eco 8
. 04120 AB-S11-1T25 Eco 5
[ 04334 46-5181T1 Ew 2
[ 04044 A6-511-1T1 Ec0 10
[l 04055 AG-511-174 Eco 10
[ 04333 AB-S181T1 Eco 1
[ 04340 46-518-1T1 Eco 6
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[l 04088 A6-511-1T13 Eco 3
[ 04221 A8-513-1721 Eco 10
[l 04220 285181718 Eco 10
[ 04465 A6-520-1T21 Eco &
[l 04262 26.518.1T8 Eco 10
[ 04081 A6-S11-1T12 Eco 7
.nm AB-S11.1T18 Eco 10
[ 04263 A6-518-1T18 Eco 6
[l 04282 A6-S18.1T13 Eco §
[ 04069 A6-S11-1T8Eco 9
.04191 AB.S171T12Eco 7
.W‘I AB-S18-1T1Ec07
04188 A6-S17-1T12 Eco 4
[l 04232 A6-S13-1T25 Eco 7
D4151 AE-S17-1T1Eco
IDMASSISJH Eco3
[ 04478 46-520-1T25 Eco 6
[ 04060 A6-511-1T12Eco 6
[ 04082 A6-511-1T12 Eco B
04122 A6-S17-1T1 Eco 7
[l 04260 A6-518-1T8 Eco 7
[l 04338 246-518-1T1 Eco 5
00755 AB-01-14-S13 Ec0 9
04322 46-11-13.S18 Eco 3
[l 04328 A6-11-13-518 Eco 9
o435 261113518 Ec0 6
[ 04324 A6-11-13-S18 Ec0 5
[ 04327 26-11-13.518 Ecn 8
[l 04329 A6-11-13-518 Eco 10
[l 04416 46-S201T8 Een 2
[ 04419 A6-S20-1T8 Ec0 5
04326 AB-11-13.518 Eco 7
[ 04136 A6-11-13S17 Eco 7
.04141 AB-S171T1Eeo 1
[ 04319 46-11-13-518 Eco 1
[ 04143 A6-517-1T1 Ec0 3
.04304 AB-S17-1T21 Eco 10
[l 04121 A6-11-13-517 Ec0 2
[ 04142 A6-S17-1T1 Eco 2
[l 04471 A8-S20-1T25 Eco 3
-04472 AB-S20-1T25 Eco 4
04320 A6-11-13-518 Eco 2
[ 04469 26-520-1725 Eco 1
[ 04474 A6-520-1725 Eco 5
[l 04140 24611123517 Ec0 10
[ 04470 AB-S20-1725 Eco 2
04133 AB.11-13.517 Eco ¢
[ 04129 AB-11-13-S17 Ec0 9
[l 04134 46-11-13-517 Eco §
.D41SJ AB-11-13-517 Eco 1
04122 A6-11-13-517 Ec0 3
[ 04135 46-11-13-517 Eco 6
.04137 AG-11-13-517 Eco 8
[ 04155 A6-S17-1T1 Eco 10
[ 04144 AB-S17-1T1 Eco 4
04211 46-S131T21 Eco 2
[ 04041 AB-S11-1T1EcO 7
.nm AB.S111T4Ee03
[ 04051 AB-S11-1T4 Eco 6
[ 04052 A6-S11-1T4 Eco 7
[ 04054 AB-S11-1T4 Eco 8
.omu;mmn Eco3
.04121 AB-S11-1T25Eco 5
04324 AG-518-1T1 Eco 2
.04)44 AB-S11-1T1Ec0 10
[l 04056 46-511-1T4 Eco 10
[ 04333 46-S18-1T1Eco 1
[l 04340 A6-S18-1T1 Ec0 5
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[ 04050 A6-511-1T4 Eco &

[ 04050 A6-511-1T4 Eco 5

:
[l 04426 A6-520-1T3 Eco © [ 04426 A6-S20-1TE Ec0 9
[ 04060 £5-511-1T8 Eco 1 [l 04060 AB-S11-TTE Eco 1
[ 04055 46-511-1T4 Eco © [l 04055 A6-511-1T4 Eco 9
[ 04046 46-511-1T4 Eco 2 [ 04046 A6-511-1T4 Ec0 2
[ 04335 A6-513-1T1 Eco 3 [ 04335 A6-516-1T1 Eco 3
] [l 04417 26-520-1TB Eco 3 [ 04417 AS-S20-1TB Eco 3
3 [l 4161 A6-517-1T4 Eco § [ 04101 A6-517-1T4 Eco 5
} [ 04031 46-511-1T1 Eco 1 ) [ 04031 A6-511-1T1 Eco 1
] 3 [ 04034 A6-511-1T1 Eco 3 [l 04034 AB-511-1T1 Eco3
] % [ 04035 AB-511-1T1 Eco 4 [ 04035 A6-511-1T1 Eco 4
] ‘ [l 04107 £48-511-1T21 Eco 7 [l 04107 A6-S11-1T21 Ec0 7
| [ 04252 46-513-1T8 Eco 1 [ 04252 A6-518-1T& Eco 1
3 g;ﬂ [ 04253 £6-513-1 T8 Eco 2 [ 04253 AB-S16-1TE ECO2
[ 04255 AB-513-1TB Eco 5 [ 04255 AB-S18-1TE Eco 5
3 i [l 04256 46-515-1T8 Eco 6 [ 04256 A6-518-1TE Ec0 6
[ 04362 £6-513-1T25Ec0 3 [ 04362 26.-518-1T25 Eo 3
"R Bumesnmees T .
114 co 11-
! [ 04361 A5-515-1T25Ec0 2 [ 04361 A6-S18-1T25 Eco 2
il [ 00778 46.01.14.520 Eco 6 [ 00779 A6.01.14.S20Eco &
» [ 04364 AB-513-1T25Ec0S [ 04354 AB-S1E-1T2S Eco §

04423 AB-S20-1TBEco €
[ 04145 A6-517-1T1 Eco §
[ 04354 46.513-1T21 Eco 7
[ 04356 AB-513-1T21 Eco9
[l 04360 46-518-1T25Eco 1
[ 04104 46-511-1T21 Eco4

04423 AB-S20-1TE Ezo 6
.N145M617-ﬂ1 EcoS

[ 04354 A6-S18-1T21 Eo 7
[ 04358 AB-S18-1T21 Eco 9
[ 04360 A6-S18-1T25 Eeo 1
[ 04104 A6-S11-1T21 Eco ¢
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. (04499 A5-11-13-P1 Ec0 12 .04499A5-11-!SPI Eco 12

1 [ 00635 A5-P2-1T25 Eco B "’: 00835 AG-P2-1T25 Eco 8
) | = [ 04101 A8-511-1T21 Eco 2 [ 04101 A6-S11-1T21 Eco 2
1 3 i 04065 AG-511-1T3 Eco & — 04065 A-511-1T6 Eco 6
I ! § | 04481 A6-S2D-1T25E08 AL [ 04481 A6-S20-1T2S Eco §
2 pEw [ 04504 46-11-13-P1 Eco 16 [ 04504 A6-11-13-P1 Eco 16
o 180 [ 04506 A6-11-13P1Eco 18 » [ 04506 AB-11-13-P1 Eco 18
o3 o in [ c4502 46-11-13-P1 Eco 15 os "'_E [l 04502 A6-11-13-P1 Eco 15

_‘ 4 04343 AG-513-1T1 Eco & " 04343 A6-516-1T1 Ec0 9
J‘[ 1 04414 265013 Ec01  ABH .;:H: [ 04414 A6-S201TE Eco 1
4 [l 04045 A5-511-1T4 Eco 1 [l 04045 A6-511-1T4 Eco 1
& ! [ 04061 £5-511-1T3 Eco 2 b [ 04061 A6-S11-1TE Eco 2
s [ 4 =1 04336 £48-515-1T1 Eco 4 s [ 04336 A6-516-1T1 Eco 4
3 1 04424 A5-S20-1TB Eco 7 . [ 04424 A6-S20-1TE Eco 7
:'1: | 4 [l 04447 AB-S20-1T18Ee0 S [l 04447 AS-S20-1TT18 Eco §
13 [ 04219 26.513.1T21 Eco8 [ 04219 A6-513-1T21 Eco 8
.; 3§ [ 04370 AB-513-1T25Eco 8 - 04370 AG-S16-1T25 Eco 6
e ] 04372 AB-S13-1T25Eco 10 n; 04372 A6-S18-1TT25 Eco 10
ilE [ 04371 AB-513-1T25Ec0 9 [ 04371 AB-S16-1T25 Eco 8
o - 18 [ 04218 A6-513-1T21 Ec0 7 o — [ 04218 A6-513-1T21 Een 7
b 1 [ 04294 A6-517-1T21 Ec0 2 b [ 04294 A6-517-1T21 Ec0 2
. ] 00698 AG-P2-1T21 Eco € [ 00698 A6-F2-1T21 Eco 6
3 [ 04220 46-513-1T21 Eco 8 [ 04220 6-513-1T21 Ec0 9
b 3 [ 04214 £6-513-1T21 Eco 4 ABI L [ 04214 26.513.1T21 Emo ¢
’,4 3 [ 04216 £6-513-1T21Eco 5 ’% [ 04216 AB-513-1T21 Ec0 §
B - 04368 AB-513-1T2SEcO7 ] .m:sgns.sm.ﬂ':s Een7
1 [ 04212 26-513-1T21 Eco3 [ 04212 26-513-1T21 E0 3
e ;
i I8 Bt [ 04210 A6-513-1T21 Ec0 1 1 [ o121046.513.1T21 Eco 1
) £}
‘I 18 [ 04458 £6.520-1T21 Eco 1 'l [ 04458 AB-S20-1T21 Eco 1
1 [ 04303 AB-517-1T21 Eco 9 [ 04303 A6-517-1T21 Ec0 9
L 1 [ 04217 46-513.1T21 Eeo 8 — [ 04217 A6-513-1T21 Ec0 &
11 ] 04179 AB-S17-1T8 Eco & 04179 A6.S17.-1TE Eco 8
'x 04297 A6-S17-1T21Eco 4 04297 A6-S17-1T21 Eco 4

04309 AB-317-1T25Ec0 S

04206 AB-517-1T21Eec0 3

04268 AB-513-1T12Ec05

04358 AB-513-1T21Eco 10 ABJ
04318 AB-517-1T25Ec0 10

04300 A3-317-1T25Cc 4

04076 A5-511-1T12Ec0 2

04201 AB-517-1TI8Ec0S

04309 A6-S17-1T2S Eco §
04296 AB-S17-1T21 Ec0 3
04260 A6-S18-1TT12Ec0 §
04359 AB-S18-1T21 Eco 10
- 04318 AB-S17-1T25 Eco 10
04308 AG-S17-1T25 Eco 4
04076 A6-S11-1T12 Eco 2
04201 A6-S17-1T18 Eco §

e
|
2ot

TRTH

Vo
-



290

=

13

P

E M ce b

X

'l

—, [T

s . S
-

e o g

LRl

-

Shaisin

|

.

04408 AS-S20-1T4 Eco 6
| 00839 A6-01-14-S15 Eco 1
00877 A-01-14.S18 Eco 8
| 04174 AB-S17-1T8 Eco 4
04353 A6.S18.1T21 Eco 6
| 04243 A6-S18-1T4 Eco 4
04356 AB-S18-1T21 Eco 8
- 00873 A6-01-14-S18Ec03
| 00831 A6-01-14-S18 Eso 10
| D4433 AB-S20-1T12Ec0 §
| 04153 A6-517-1T4 Eco 7
| 04247 AB-S18-1T4 Eco 7
04241 AB-518-1T4 Eco 2
04300 A6-S17-1T21 Eco 7
| 04514 AB-516-W Eco 1
04196 A6-517-1T12Eco 10
| D4515A6-516-W Eco 2
- 04453 AB-S20-1T18 Eco 10
| 04451 AB-520-1T21 Eco 4
04020 AB-11-13-511 Eco 1
[ 04313 A8-51T-1T25E0 6
| 04124 AB-S11-1T25Ec0 8
04517 AB-520-W Eco 2
© 04513 A6-S11-W Eco 1
| 04126 AB-511-1T25 Eco 10
| 04348 AB-S18-1T21 Eeo 1
04125 A6-511-1T25Ec0 9
04425 AB-S20-1TE Eco 8
| 04162 AB-S17-1T4 Eco 6
| 04435 A8-S20-1T12Eco 7
04227 AB-S13-1T25Ec0 3
| D4240 AB-S18-1T4 Eco 1
| 04242 A6-S18-1T4 Eco 3
04323 A6-11-13-S18 Eco 4
|| 04434 AB-S20-1T12Eco 6
| 04413 AB-520-1T4 Eco 10
- 04030 AB-11-12-S11Eco 10
| 04172 A5-517-1T8 Eco 2
| 04177 AB-S17-1T8 Eco 6
| 04178 AB-S17-1T& Eco 7
04228 AB-S13-1T25Eeo 4
| 04230 AB-S13-1T25E0 6
| D44D5 AB-S20-1T4 Eco 3
- 04427 AB-S20-1T8 Eco 10
| 04180 AB-S17-1T4 Eco 4
04410 AB-520-1T4 Eco 8
| 04235 A6-513-1T25 Eco 10
|| D4157 AB-S17-1T4 Eco 2
| 04412 AB-520-1T4 Eco 9
| 04184 AB-S17-1T4 Eco 8
041066 AB-517-1T4 Eco 10
| D4170 AB-S17-1TE Eeo 1
04226 A6-513-1T25 Eco 2
| 04233 AB.S13.1T2SEco 8
| 04234 AB-S13-1T25E 9
04409 A6-S20.1T4 Eco 7
04156 AB-S17-1T4 Eco 1
| 04450 AB-S20-1T18 Eco 7
| 04159 AB-S17-1T4 Eco 3
| 04403 AG-520-1T4 Eco 1
| 04225 A6-513-1T25Eco 1
| 04747 AB-520-1T1Eco 3
04428 AB-S20-1T12Eeo 1
| 04157 AB-S17-1T12Ec0 3
| 04105 AB-S11-1T21 Eco §
04153 A6-S17-1T1 Eco 8
| 04220 A6.S13.1T25Eco §
| 00857 AB-01-14-S19 Eco 2

04408 AB-S20-1T4 Eco &
00839 AB-01-14-S15Eco 1
| DOR77 AB-01.14-S18 Eeo 6
| D4174 AB-S17-1T8 Eco 4
| 04353 A6.5181T21 Eco &
| D4243 AB-S18-1T4 Eco 4
| 04355 A8-S18.1T21 Eco 3
| 00873 A6-01-14-S18 Eco 3
| 00831 A6.01-14. 518 Ec0 10
04433 A6-S20-1T12Ec0 5
| 04183 A6-S17-1T4 Eco 7
| D4247 AB-S18-1T4 Eco 7
| 4241 AS-S18-1T4 Eco 2
| 04300 A6-S17-1T21 Eco 7
| D4514AS-518-W Eco 1
04196 A6-S17-1T12Eco 10
04515 AB-S18-W Eco 2
- 04453 AB-S20-1T18 Eco 10
| D4451 A8-S20-1T21 Eco 4
04020 A6-11-13-511 Eco 1
| 04313 AB-517-1T25 Eco §
| 04124 A6-S11-1T25Eco 8
| 04517 AB-520-W Eco 2
| D4S13AB-S11-W Eco 1
04126 A8-511-1T25 Eco 10
 D4348 AB-S18-1T21Eco 1
04125A8-511-1T25Ew 3
- 04425 AB-S20-1T8 Eco 8
| 04152 AB-517-1T4 Eco 6
| 04435 A8-S20-1T12Ee0 7
| 04227 AB-S13-1T25E@ 3
04240 A-518-1T4 Eco 1
04242 AG-510-1T4 Eco 3
04323 A6-11-13-518 Eco 4
| 04434 AB-S20-1T12Ec0 §
| 04413 AB-S20-1T4 Eco 10
| 04030 AB-11-13-511 E0 10
| 04172A8.517-1TE Eco 2
| D4177 AB-S17-1T8 Eco 6
04178 AG-S17-1T€ Eco 7
| 04228 AB-513-TT25Eco 4
| D4230A5-S13-1T25Ec0 §
04405 A6-520-1T4 Eco 3
| D4427 AB-520-1T8 Eco 10
| D4150 AB-S17-1T4 Eco 4
| 04410 AB-S20-1T4 Eco 8
| 04235 AB.$13.1T25 Eco 10
| D4157 AB-S17-1T4 Eco 2
| D412 A8-S20-1T4 Eco @
| 04154 AB-S17-1T4 Eco 8
04156 AB-517-1T4 Eco 10
| 04170 AB-S17-1T8 Eco 1
| 04226 A8-513-1T25Ec0 2
| D4233A8-S13-1T25Ec0 8
| 04234 AB-S13-1T25Cw §
04409 A5-520-1T4 Eco 7
04156 AB-S17-1T4 Eco 1
| D4450 AB-S20-1T18 Ecn 7
| 04159 AB-S17-1T4 ECO 3
| 04403 AB-S20-1T4 Eco 1
| D4225A8-S13-1T25Eco 1
04747 A6-S20-1T1 Eco 3
04428 A5-S20-1T12Eco 1
04187 AB-517-1T12Eco 3
04105 A6-S11-1T21Ec0 5
| D4153A8-S1T-1T1 Eco8
 D4229 AB-S13-1T25Em 5
00857 A6-01-14-S18 Eco 2
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04404 A5-520-1T4 Eco 2
04462 A3-520-1T21Ec0 S
04463 A5.520-1T21Eeo 8
04508 A5-11-13-F1 £Ec0 20
04460 A5-520-1T21Een 3
00790 A5-01-14-P1 Eco §

| 04344 A5.818-1T1 Eco 10

04181 A3-517-1T8 Eco 10
04070 AS-S11-1T8 Eco 10
04352 A5-518-1T21Ec0 5
04444 A5.S20.1T18 Eco 2
04445 A5-S20-1T18Ec0 3
04452 A5-S20-1T18 Eco O
04443 A5-520-1T18Ec0 1
04271 A5-618-1T12Ec0 7
04350 A5-518-1T21Ec0 3
04440 A5-520-1T18Eco &

- 04451 A5-520-1T18Ec0 3

04118 A5-511-1T25Ec0 3
04063 A5-511-1T8 Eco 4
04279 A3-515-1T18Ec0 2
04064 A5-511-1TB Eco S
04246 A3-515-1T4 Eco 6
04250 A5-513-1T4 Ece 9
04175 A3-317-1T8 Ece 5
04459 A5-520-1T21Ec0 2
04468 A5-520-1T21Eco 10
04244 A5-518-1T4 Eco 5
04464 A5-520-1T21Ec0 7
04406 AS-S20.1T4 Eco 4
(4407 A5-S20-1T4 Eco S
04484 A5-1113.P1 Eco 3
04026 A5-11-13-S11 EcO 7
04027 A5-11.13.511 Eca 8
0406€ A5-S11-1T8 Eco 8
00801 AS-01-14-S19 Eco €
04217 A3-S17-1T25Ec0 9
00571 A5-P1-1721 Eco 3
00586 A5-P1-1725Ece 3
00797 AS-01-14-P1 Eco 9

- 00791 A5-01-14-P1Eco 6

00584 A3-P1-1725 Eco 2
00590 A5-P1-1T25Eca 7
00583 A3-P1-1T25 Eco 1
DOSBE AB-P1-1T25Een S
04745 A5-520-1T1 Ecc 1
00551 A5-P1.1T12Eco 8
CDE00 AS-11-13-F2Eco §
00£07 AS-P1-1T1Eco 8
00511 A5-P1-1T1Eco 9
00522 AS-P1-1T4Eco &
00534 A5-P1-1TBEc0 5
COE0E A5-11-13-P2 Eco 9
00505 A5-P1-1T1Eco 4
00517 A5-P1-1T4 EcOo 5
00522 A5-P11T4E0 7
00€0S A5-11-13-P2 Eco 8
00516 AS-P11T4Eco 4

- 00581 A5-P1-1721 Eco 9

04488 A5-11.13.P1 Eco 6
04492 A5-11-13-P1 Eco 10
04000 A5-S11-1T18Eco 4
04490 A5-11-13-P1Eco 8
04491 AS-11-13-P1 Eco 9
04505 A5-11-13-P1 Eco 17
04501 A3-11-13-P1 Eco 14
04507 A5-11-13-P1 Eco 19
00880 A3-01-14-S18 Eco 9

04404 AB-520-1T4 Eco 2
04402 AB-520-1T21 w0 §
04453 AB-520-1T21 Ec0 6
04508 AG-11-13-P1 Eco 20
04450 AB-S20-1T21 Een 3
00730 AG-01-14-P1 Eco S
04344 46.518-1T1 Eco 10
04151 A6-517-1T8 Eco 10
04070 AB-S11-1TE Eco 10
04352 A6-518-1T21 EC0 §
04444 A6-S20-1T18 En 2
04445 A6-S20-1T18 Ec0 3
04452 A8.S20-1T18 Eco 0
04443 AB-S20-1T18 Eco 1
04271 A8-S18.1T12Ec0 7
04350 AB-S18-1T21 Ec0 3
04448 A8-S20-1T18 Eco 6
04451 A6-S20-1T18 Ec0 8
04118 A6-S11-1T25Ec0 3
04053 AB-S11-1TE Eco4
04279 AG-S18-1T18 Eco 2
04054 AB-S11-1TE Eco 5
04246 AG-518-1T4 Eco 6
04250 AB-518-1T4 Eco 9
04175 AB-S17-1T8 Eco &
04459 A6-S20-1T21 Eco 2
044008 AG-520-1T21 Ec0 10
04244 A5-518-1T4 Eco 5
04434 AB-520-1T21Ee0 7
04406 A5-520-1T4 Eco4
04407 AB-520-1T4 EcO S
04434 AB-11-13-P1 Eco 3
04026 AG-11-13-S11 Eco 7
04027 A6-11-13-S11Eco 8
04058 AS-511-1TE Eco 8
00831 AB-01-14-S19Fc0 8
04317 AB-S17-1T2SEC0 &
00571 AB-P1-1T21 Eco 3
00556 A8-P1-1T25 Eco 3
00797 A6-01-14-P1 Eco 9
00791 A6-01-14-P1 Eco 6
00534 AB-P11T25 Eco 2
00590 AB-P1-1T125 EcO7
00533 AS-P1.1T25 Eco 1
00538 A6-P1-1125 Eco 5
04745 A6.S20.1T1 Eco 1
00551 A6-P1-1T12 Eco 8
00600 A8-11.13.P2Eco S
00507 A6-P1-1T1Eco 6
00511 A6-P1-1T1 Eco 0
00522 A6-P1-1T4 Eco 6
00534 AB-P1-1T8 Eco 6
00606 A6-11-13-P2 Eco 9
00505 AB-P1-1T1 Eco 4
00517 A6-P1-1T4Eco §
00523 AG-P1-1T4 Eco 7
00605 A6-11-13-P2 Eco 8
00516 AB-P1-1T4 Eco 4
00531 A6-P1-1T21 Eco 9
04438 AG-11-13-P1 Eco §
04432 A6-11-13-P1 Eco 10
04090 AG-311-1T18 Cco 4
04490 AB-11-13-P1 Feo 8
04431 AG-11-13-P1 Eco 9
04505 AR-11-13-P1 Eco 17
04501 AB-11-13-P1 Eco 14
04507 AB-11-13.P1 Eco 19
00830 A6-01-14-S18Ec0 9
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00572 AB-P1-1T21 Eco 4
04426 AG-520-1T12Es0 2
04248 AB-518-1T4 Eco &
04267 A6-518-1T18 Eco 8
04382 AB-11-13-520 Eco 8
00508 AG-P1-1T1Eco 8
| 04251 AB-518-1T4 Eco 10
00504 AB-P1-1T1E203
00556 A6-P1-1T18 Eco 2
00506 A6-P1-1T1Ec0S
00591 AB-P1-1T25 Eco 8
00596 A6-11-13-P2Ec0 3
00598 AB-11-13-P2 Eco 4
003 AB-11-13-P2EO 6
00702 AB-P2-1T21 Eco 10
| 00552 AB-P1-1T12 ECO 8
04188 45.517-1T12Ec0 5
00538 AB-P1-1T8 E20 10
| 00567 ABP1-1T18 Eco €
00840 A5-01-14-515 Eco 2
0000 A6.-01.14.P1 Eco 12
Q0EO7 AB-01-14-P1 Eco 18
| 00824 AS-P1-1T4 Ez08
00525 A6-P1-1T4 Eco 9
| 04022 AB-11-13-S11 Eco 3
04024 AB-11-13-511 Eco 5
00542 AB-P1-1T12 Eco 1
00582 A6-P1-1T21 Eco 10
04437 AB-520-1T12Ec0 8
00E80 AB-P2-1T18 Eco 3
04293 AB-517-1T21Eco 1
[ 04524 25-520-W Eco 3
[ 04525 AB-520-W Eco 3
[ 04526 25-520-W Eco 10
[ 04516 A8-520-W Eco 3
[ 04118 AB-S11-1T25Ec04
[ 04123 AB-511-1T25 EcO 7
[ 04122 28-511-1T25 Eco B
[ 00885 AB-D1-14-519 Eco 1
[ 00895 26-01-14-519 Eco 9
[ 04523 AB-520-W Eco 7
[ 00732 28.01.14.512 Eco 2
[ 00736 A5-01-14-512 Eco 5
[ 00844 280114815 Fco 5
[ 04752 AB-S20-1T1 ECO 7
[ 00752 25-01-14-513 Eco 7
[ 0434¢ 6-S18-1T21 Ec02
[ 00746 £5.01.14.513 Eco 2
[ 00750 AB-01-14-513 Eco 5
[ 00756 46.01.14-513 Eco 10
[ 04520 26-520-W Eco 4
[ 04521 A5-S20-WEco 5
) 04522 A5-520-W Eco
[ 04754 A6-520-1T1 Eco @
|10 CO745 AB-D1-14-513 Eco 1
[ 00747 A5-01-14-513 Eco 3
[ 00751 A46-01-14-513 Eco 6
[ 00842 45-01-14-515 Eco 4
[ 00848 A5-D1-14-S15 Eco 7
00741 AS-01-14-512 Eco 7
00841 A5-01-14-515 Eco 3
00868 AB-01-14-519 Eco 3
00778 AB-D1-14-S20 Eco 5
[ 04374 A8-11-13-520 Eco 2
[ 04377 26-11-13-520 Eco 4
[ 042380 AB-11-13-520 Eco &
[ 04381 26-11-13-520 Eco 7
[ 04748 A6-520-1T1 Eco 4
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| DOS72 AB-P1-1T21Ec0 4
04429 AB-S20-1T12 Eco 2
04249 AB-S18-1T4 Ec0 3

| D4267 AG-S18-1T18 Eco &
D4382 AB-11-13-520 Eco 8
00509 AB-P1-1T1 Eco 8

~ D4251 AB-S18-1T4 Eeo 10

| DCS04 AB-P1-1T1 ECo 3
00558 AB-P1-1T18Ec0 2
DOS06 AG-P1-1T1 ECO 5
0D0SE1 AB-P1-1T25Ee0 3
0056 AB-11-13-P2 EcO 3
DOS6G AB-11-13.P2 Ecod

| DOBL3 AB-11-13-P2 Eco 6
| DO7C2 AB.P2-1T21 Eco 10
00SE2 AB-P1-1T12Ec0 9
04180 A8.S17-1T12 Eco §
00538 AB-P1-1T8 Eco 10
| DCSE7 AG-P1-1T18Eco 9
00840 AB-01-14-S15Eco 2
00800 AG-01-14-P1 Eco 12
00807 AB-01-14-P1 Eco 18
| DOS24 AB-PI-T4 Eco 8
00525 AB-P1-1T4 Eco 9
04022 AB-11-13-511 Eco 3
04024 AB-11-13-311Ec0 5
00542 AG-P1-{T12Eco 1
00SE2 AB-P1-1T21 Eco 10
04437 AB-S20-1T12 Eco &
AB-P2-1T18Ec0 3
04283 AB-S17-1T21 Eco 1
[ 04524 A6-S20-W Eco 8
[ 04525 AB-520-W Ecc 9
[ 04526 AB-S20-W Eco 10
[ 04518 AB-S20-W Eco 3
[ 04119 A6-S11-1T25 Eco 4
B 04123 AB-S11-1T25 Eco 7
0412 A8.S111T25 Eco &
[ 0CBES AB-01-14-519 Eco 1
[ 00865 A6.01.14.S19Eco 9
[ 04523 AB-S20-W Ece 7
[ 00722 AG-01-14-512 Eeo 2
1 00736 A6-01-14-512Ec0 5
[ 00844 AB-01-14-515 Eco 5
[ 04752 AB-S201T1 Eco 7
[ 00752 AB-01-14-S13Eco 7
[ 04340 26.518.1T21 Eco 2
[0 00746 AB-01-14-513 £¢0 2
[ 00750 AB.01-14. 513 Eeo 5
[ 00756 AB-01-14-S13 Eco 10
[ 04520 A6-S20W Eco 4
[ 04521 AB-S20-W Eco 5
[ 04522 A6-S20-W Eco &
[ 04754 AB-S20-1T1Ec0 9
[ 00745 AG-01-14-313 Eco f
[ 00747 80114513 Eeo 3
[ 00751 AB-01-14-S13Eco 6
[ 00842 26.01-14.S15Eeo 4
[ 00549 AB-01-14-515Ec0 T
00741 A8.01-14.512Ec0 7
00841 AB-01-14-515Ec0 3
DOSES A-01-14-519 Eco 3
0C778 AB-01-14-S20Eco §
[ 04374 A5-11-13-520 Eco 2
[ 04377 A6-11-13-520Eco 4
[ 04320 AB-11-13-520Eco &
[ 04381 46-11-13.520 Eea 7
[ 04745 AB-S20-1T1 Eco 4
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e B | 00755 AB-01-14-513 Eco 8

[ 04373 £6.11.13.520 Eco 1
[ 04376 AB-11-13-S20 Eco §
[ 04383 46.11.13.520 Eco @
[ 04384 AB-11-13-520 Eco 10
00642 AB P21T4 Ec0 S
00652 AB-P2-1T8 Ez0 2
00601 AB-P2-1T21 Eco 1
00697 AB-P2-1T21 Eco §
00641 AB-P2-1T4 Eco 4
00661 AB-P2-1T8 Ec0 9
04115 A8-S11-1T25 Eso 1
04483 A5-11-13-P1 Eco 11
00681 A8-P2-1T18 Eco 4
00655 A6-P2-1T8 Eco 5
00506 A5-01-14-P2Eco 7
00808 A5-01-14-P2Eco 8
00509 A5-01-14-P2Eco I
00810 £6-01-14-P2Eco 10
00911 A5-01-14-P2Eco 11
00914 A6-01-14-P2Eco 13
00816 A6-01-14-P2Eco 15
00919 AB-D1-14-P2Eco 18
00520 A6-01-14-P2 Eco 19
00921 A8-01-14-P2Ec0 20
00887 A3-01-14-P2 Eco 1
00899 AB-01-14-P2Ec0 3
00800 A3-01-14-P2 Eco 4
00901 A6-01-14-P2Ec0 5
00817 AB-01-14-P2 Eco 18

) 04373 A6-11-13-520 Eco 1
[ 04378 AE-11-13.520Eeo0 5
[ 04363 AG-11-13-520 Ec0 B
[ 04384 AE-11-13-S20 Eco 10
00642 AE-F2-1T4 Eco §
00652 AB-F2-1T8 Eco 2
00681 AG-F2-1T21Ec0 1
00667 AB-F2-1T21 E205
00841 AB-F2-1T4 Eco &
00661 AB-F2-1T8 Eco &
04115 AB-S11-1T25 Eco 1
04463 AB-11.13.P1 Eco 11
00681 AE-F2-1T18 Ecod
00655 AE.F2.1T8 Eco §
00906 AE-01-14-P2 Eco 7
00008 AE-01-14-P2 Eco 8
00909 AE-01-14-P2 Eco 9
00010 AE-01-14-P2 Ecc 10
00911 AE-01-14-P2 Eco 11
00914 AC-01-14-P2 Eco 13
00916 AE-01-14-P2 Eca 15
00919 AC-01-14-P2 Eco 18
00920 AE-01-14-P2 Eco 13
00921 AL-01-14-P2 Eco 20
008S7 AE-01-14.P2 Eeo 1
00BSY AE-01-14-P2 Eco 3
00900 A6.01.14.92 Eeo &
00901 AB-01-14-P2 Eco S
00917 AE.01.14.P2 Ece 16

- 00805 ABD1-14-P2 Eco & L 0080S AB-01-14-P2 Eco &
- L 00612 AG-01-14-P2 Eco 12 » —_— 00912 AE.01.14.P2 Eco 12
00653 AB-P2-1T8 Eco 3 00653 AE-F2-178 Eco 3
- 00654 AB-P2-1TB Ezo 4 - 00854 AE-P2.1T8 Eco 4
00659 AB-P2-1TBEco 7 00659 AE-P2-1T8 Eco 7
00660 AB-P2-1T8 Eco B r 00660 AE-P2-1T8 Eco &
00651 A6-P2-1T8 Eco 1 ASM o 00651 AB-F2-1T8 Eco 1
00656 AB-P2-1T8 Eco B L 00656 AE-P2-1T8 Eco €
00662 A5-P2-1T8 Eco 10 00662 AE-P2-1T8 Eco 10
00896 AB-01-14-P2EcO 2 00896 AG-01-14-P2 Eco 2
04516 AB-S20-W Eco 1 'C 04516 AE-S20-W Eco 1
04753 AB-520-1T1 Eco & 04753 AG-S20-1T1 Ec0 8
00612 AB-11-13-P2 Eeo 12 00612 AE-11-13-P2 Eco 12
00627 ABFZ-1T1 ECOS 00027 AC-F2-1T1 Eco §
00828 ABP2-1T25 Eco 1 00828 AB-F2-1T25Eeo 1
00829 ABFZ-1T25 EC0 2 00829 AS-F2-1T25 B0 2
00831 AB.P21T5 Eco & 00831 AB-F2-1T25 Ecod
00893 ABF2-1T21 £60 3 00683 AS-F2-1T21 Ec0 3

00E17 AB-11.13.P2Eco 16
00830 AB-P2-1T25Eco 3

00614 A5-11.13.P2Eco 14
00620 A5-11-13-P2Ec0 18

00617 AB-11.13.P2 Eeo 18
00830 AE-F2-1T25Ec0 3

00614 AE-11.12.P2 Feo 14
00620 AE-11-13-P2 Eco 18

00622 AE-11.13.P2 Eco 20
00611 AE-11-13P2 Eco 11

00622 AB-11-13-P2Eco 20
00611 AB-11-13-P2Eco 11

L. i

00918 A5-01-14-P2Eco 17 ‘

00624 AB-P2-1T1Eco2
00640 A5-P2-1T4 Eco 3
00635 AS-P2-1T1Eco 10
00€26 AS-P2-1T1Eco 4
00833 AB-P2-1T25Eco 6
00579 A6-P1-1T21 Eco 6
00621 AB-11-13-P2Ec0 19
00634 A3-P2-1T1Eco 9
00644 ABP2-1T4 Eco 7
00631 AB-P2-1T1Eco O
00633 A6-P2-1T1Eco 8
00528 A6"1-1T8 EcO 2
00553 ABP1-1T12 Eco 10
00S32 A5-P1-1T8 ECOS

Xelainal

L M

00018 AE.01.14.P2 Eco 17
00624 AE-F2-1T1 Eco 2
00640 AG-P2-1T4 Eco 3
00635 AB-F2-1T1 Eco 10
00626 AG-F2-1T1 Eco 4
00833 AE-F2-1T25Eco6
00579 AE-P1-1T21Ec08
00621 AE-11-13-P2 Eco 13
00024 AC-F2-1T1 Eco €
00644 AE-F2-1T4 Eco 7
00031 AC-F2-1T1 Eco €
00633 AE-F2-1T1 Eco &
00528 AB-F1-1T8 Eco 2
00553 AB-P1-1T12 Eco 10
00532 AE-F1-1TS Eco 4
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00537 AB-P1-1T8 Eco 9
00512 AB-P1-1T1Eco 10
00562 AB-P1-1T18Ec 5
00527 AG-P1-1T8 EcO 1
00535 AB-P1-1TB Eco 7
00536 AB-P1-1T8 Eco 8
00525 AB-P1-1T4 Eco 10
04749 AG-S20-1T1Ec0 5
00513 AB.11.13.P2Eco 13
00815 AB-11-13-P2 Eco 15
00343 AB.P2-1T4 Ecc 8
00533 AG-P1-1TE Eco S
00325 A6-P2-1T1Eco 3
00532 A6-P2-1T1Eco 7
00347 AB-P2-1T4 Eco 10
00331 AB-P1-1T8 Eco 3
00692 AG-P2-1T21Ecw 2
00503 A6-P1-1T1Eco 2
00795 AG-01-14-P1Eco 7
00725 AB-01-14-511 Eco §

00722 AB-01-14-511 Eco 2
00727 AG-01-14-511 Eco §

00537 A6-P1-1TB Eco 9
00512 A6-P1-1T1 Eco 10
00562 AE-P11T1EEc0 S
00527 AG-P1-1TB ECD 1
00535 AE-P1-1T8 Eco 7
00536 AG-F1-1T8 ECO &
00526 AB-P1-1T4 Eeo 10
04749 AB-S20-1T1 EcOS
00613 AE-11.13.P2 Eco 13
00615 AE-11-13-P2 Eco 15
00643 AE-F2.1T4 Eco 6
00533 AB-P1-1TB Eco §
00625 AE-F2-1T1 Eco 3
00632 AE-P2-1T1Eco 7
00647 AE-P2-1T4 Eco 10
00531 AE-P1-1TB Eco 3
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03326 A21-54-1T2 Eco 8
03630 A21.P2-1T1 Eeo 3
03324 A21-54-1T2 Eco 6
03725 A21.04-14-P2Ec0 15
03726 A21-04-14-P2 E€0 16
03532 A21.03-14-P1 Eco 17
03628 A21-P2-1T1 Eco 1
03716 A21.04.14.P2Ec0 9
03703 A21-03-14-P2 E¢0 18
[ 03299 A21.02-14-54 Fco 10
[} 03743 A21.05-14-51 Ec0 3
[ 03202 A21.53-1T1 Eco 2
1 03701 A21.03-14-P2 Ec0 16
[ 03748 A21.51-C Eco 2
03046 A21-02-14-32E¢c0 5
[ 03317 A21.54-1T2 Eco 2
[l 0s750 A21-51-1T1 Eco 8
[l 03314 A21.54-1T1 Eeo 9
[l 03114 A21-03-14-52E¢0 10
[ 03247 A21.S3-1T12 Eca 2
[l 03403 A21-55- T2 Eco S
[l 03078 421.52.1T2 Eea 7
[ 03052 A21-52-112 Eco 10
[l 03306 A21.54.1T1 Eeo 3
[l 02976 A21-51-1T1 Eco &
.nmu1.s1.rr1 Eca7
[l 03203 A21-53-1T1 Eco 3
[ 02057 A21.02-14-51 Eco 8
[ 02973 A21-51-1T1 Eco4
[ 03409 A21.55.1T2 Eco 10
[ 03310 A21-S4-1T1 Eco 7
[l 03328 A21-54-1T2 Eco 10
[ 03308 A21.54-1T1 Eco 5
[l 03077 A21-52-1T2 Eco &
[ 03213 A21.S3-1T1 Eco9
[l 03072 A21-52-1T2 Eco 2
[ 03073 A21-S2-1T2 Eco 3
[l 02075 A21-52-1T2 Eco 4
[ 03030 A21.52-1T2 Eco 8
.omo.tms—m EcoS
[ 03233 A21.S3-1TS Eco 3
[l 03311 A21-54-1T1 Eco 8
[l 03325 A21.54-1T2 Eco 7
03347 A21-03-14-54 Eco 4
=03m9A21$3.1T1 EcoS
[l 04751 A21-51-1T1 Eco 9
[l 03736 A21.05-14-51 Eco 1
[ 03534 A21-05-14-54 Eco 7
[l 03054 A21.02-14-52 Eeo0 10
[l 03234 A21.53-1T5 Eco 4
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[ 04755 A21-51-1T2 Eco 3
[ 04770 A21-51-1T2 Eco 7
[ 04736 A21-S1-1T2 Eco 4
.04752A21-S|-|T| Eco 10
[ 03712 A21-04-14P2 Eco 8
[ 03800 A21-52-C Eco &
[ 03198 A21-02-14-53 Eco 9
[l 03635 A21-P2-1T1 Eco €
[ 03248 A21-S3-1T12Ec0 3
[l 03315 A21-54-1T1 Eco 10
[ 03747 A21-51-C Eco 1
[l 03033 A21-52-1T5 Eco 1
[ 03534 A21-P1-1T12Ec0 7
[l 03751 A21-S1-C Eco 4
[ 03758 A21-S1-C Eco 8
[ 03802 A21-52-C Eco 10
[ 03837 A21-S3-C Eco €
[ 03030 A21-52-1T1 Eco 5
[l 03902 A21.05-14.55 Eco 5
[ 03335 A21-54-1T12Ec0 S
[l 03837 A21-S4-R Eco 5
03697 A21-03-14-P2 Eco 15
03715 A21-04-14-P2 Eco 8
[l 03704 A21-03-14-P2 Eco 19
[l 03653 A21-P2-1T5 Eco 1
[l 03278 A21-04-14-S3 Eco S
[l 03257 A21-03-14.53 Eco 6
[ 03258 A21-03-14-53 Eco 7
[l 03672 A21-S4.C Fco 2
[l 03577 A21-54-C Eco &
.m9n1.m.u.51 Eco9
[ 03230 A21-03-14-53 Eca 3
[l 03036 421.04.14.51 Eco &
[ 03817 A21-05-14-53 Eco 1
[ 03736 £21.05.14.52 Ec0 9
[l 05258 A21-03-14-53 Eco 1
[l 03802 A21.52 R Eco 1
[ 03231 A21-04-14-53 Eco 8
[l 03615 A21.02-14.P2 Eco 14
[ 03628 A21-P2-1T1 Eco 2
03091 A21.S2.1T12Ec0 3
03230 A21-02-14-54 Eco 3
03350 A21-04-14-54 Eco 1
[ 03437 A21-03-14-55 Eco 9
[ 03457 A21-02-14-P1 Eco 12
[ 03438 A21-02-14-P1 Eco 14
[ 03438 A21-P1-1T1 Eco 7
[ 03425 A21-03-14-S5 Eco 1
[ 03437 A21-P1-1T1 Eco €
[ 03772 A21-S1-R Eco 10
[ 03346 A21-03-14-54 Eco 5
[ 03500 A21-P1-1T2 Eco 4
[ 03556 A21-03-14-P1 Eco 14
[ 03552 A21-03-14-P1 Eco 9
[ 03456 A21-02-14-P1 Eco 4
[ 03545 A21.03-14P1 Eco 6
[ 03477 A21-02-14-P1 Eco 17
[ 03478 A21-02-14-P1 Eco 13
[ 03434 A21-P1-1T1 Eco ©
[ 03435 A21-P1-1T1 Eco 10
[ 03544 A21-03-14-P1 EcO 5
[ 03536 A21.03.14.P1 Eeo 1
[l 03731 A21-05-14-51 Eco 6
.masntm.u.m Eca 18
[ 03497 A21-P1-1T2 Eco 1
[ 03502 A21.P1.1T2 Eco €
[ 03506 A21-P1-1T2Eco ¢
[ 02507 A21.P1-1T2 Eco 10
[ 03457 A21.02-14P1 Eco 3
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[ 04765 A21-51-1T2 Eco 3
04770 A21-S1-1T2EcO7
[ 04766 A21-51-1T2 Eco 4
04762 A2151-1T1 Eco 10
03712 A21.04.14.P2Ec08
[ 03800 A21-S2C Eco 8
03199 A21.0214.S3Ec09
[ 03635 A21-P2-1T1 Eco 8
03248 A21.S3-1T12Ec0 3
[ 03315 A21-54-1T1 Eco 10
[ 05747 A21-51-C Ece 1
[ 03083 A21-S2-1T5 Eco 1
03534 A21-P1-1T12Eco 7
[ 03751 A21.51-C Eco 4
03758 A21-51-C Eco 8
[l 03802 A21-52-C Eco 10
[ 03857 A21-S3C Eco &
[ 03060 A21-52-1T1 Eco 5
[ 05902 A21-05-14-55 Eco 5
03335 A21.54.1T12Ec0 §
[ 03887 A21-S4-R Eco S
.osswmwau.nsmts
[ 03715 A21-04-14-P2 Eco 8
[l 03704 A21-03-14-P2 Eco 18
[ 03653 A21-P2-1TS Eco 1
[l 03278 A21-04-14-53Eco 5
[ 03267 A21-03-14-S3Eco
03288 A21-02-18-53Eco 7
[l 03872 A21-54-C Eco 2
[l 03577 A21-54-C Ece 6
[l 03039 A21.04-14-51 Ero9
[ 09200 A21-03-14-53 Eco 3
03038 A21.04.14.81 Eeo8
03517 A21-05-14-53Eco 1
03786 A21.0514.52Ec09
[l 03258 A21-02-14-53 Ec0 1
o303 A21.S2 R Ece 1
[l 03281 A21-04-14-52 Eco8
[l 03615 A21.02-14.P2Eco 14
[ 03628 A21-P2-1T1 Eco 2
03091 A21.S21T12Ec0 3
03290 A21-02-14-S4 Eco 3
03350 A21.04-14-S4 Eco 1
[ 03437 A2103-14-55Eco 9
03467 A21.02-14-P1 Eco 12
[ 03469 A21-02-14-P1 Eco 14
[ 03488 A21-P1-1T1 Eco 7
03425 A21-03-14-S5Eco 1
[ 03467 A21-P1-1T1 Eco 6
[ 05772 A21-51-R Eco 10
[ 03346 A21-03-14-54 Eco 5
[ 03500 A21-P1-1T2 Eco 4
[ 03556 A21-03-14-P1 Eco 14
[ 03552 A21-02-14-P1 Eco9
.ouseus-m—tw1 Eco4
[ 03545 A21.03.14-P1 Eco 8
[ 03477 A21-02-14-P1 Ec0 17
[ 03478 A21-02-14-P1 Eco 18
[ 03484 A21-P1-1T1 EcO9
[ 03495 A21-P1-1T1 Eco 10
[ 03544 A21-03-15-P1 EcOS
[ 03539 A21.02-14-P1 Eco 1
[ 05741 A21-05-13-51 Ec06
-ou7su1m.1w1 Eco 16
B 03497 A21-P1-1T2Eco 1
[ 03503 A21.P1.1T2Eco 8
[ 03506 A21-P1-1T2 Eco 9
03507 A21.P1-1T2 Eco 10
[ 03457 A2102-14-P1 Eco 3
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[ 02461 A21-02-14-P1 Eco 7
[ 03466 A21-02-14-P1 Eco 11
[ 03512 A21-P1-1T5Ec0 1
[ 03513 A21-P1-1T5Ec0 2
[ 03514 A21-P1175Ec0 3
[ 03533 A21-P1-1T12 Ec0 6
[ 03535 A21-P1.1T12 Eco 8
[ 03537 A21-P1-1T12 Ec0 9
.03538 A21-P1.1712 Eco 10
[ 03546 A21-03-14-P1 Eco 7
[ 03553 A21.03.14.P1 Eco 10
[ 03554 A21-03-14P1 Eco 11
-ossso A21.0314.P1 Eco 15
-03456 A21-02-1481 Eco 1
[ 03486 A21-02-14-71 Eco 2
[ 03464 A21-02-14-P1 Eco §
[ 02420 A21-P1-1T2Eco 3
[ 034€3 A21-02-14-P1 Eco §
03465 A21-02-14-P1 Eco 10
[ 02468 A21-02-14-P1 Eco 13
[l 03474 A21-0214-P1 Eco 15
-03512 A21-P1-172Ec0 5
[ 03524 A21-P1-1T12 Eco 1
.036& A21-03-14-P1 Eco 18
[ 03516 A21-P1-1T5Ec0 4
[ 03518 A21-P1175Ec0 §
.03543 A21-03-14-P1 Cco 4
[ 03555 A21-03-14-P1 Eco 12
[ 02465 A21-P1-1T1 EcO 4
[ 03517 A21-P1.175Ee0 5
[ 03478 A21-02-14-P1 Eco 19
[ 03565 421-03-14-P1 Eco 20
[ 03564 A21-03-14-P1 Eco 19
[l 03541 A21.03.14P1 Eco 2
[ 03547 A21-03-14-P1 Ec0 8
[ 03523 A21-P1.1T5 Eco 10
[ 03525 A21-P11T12 Eco 3
03556 A21.03.14.P1 Eco 13
03519 A21-P1-175Ec0 7
[ 03521 A21-P1-1T5Eco 8
.03459 A21-02-14-P1Eco S
03483 A21-P1-1T1 Eco 2
03522 421-P1-175Ec0 9
[ 03561 A21-03-14-P1 Eco 16
[ 03460 A21-02-14-P1 Eco 6
[ 03484 A21-P1-1T1 Ec0 3
[ 0488 421.P1.1T1 Eco 5
[ 03481 A21-P1-1T1Eco 1
[ 03542 A21.03.14.P1 Eco 3
[ 03504 A21-P1-172Ec0 7
03765 A21-S1-REco 4
[ 03891 A21-S4REco6
[l 02943 A21-05-14-P1 Eco 3
[ 03944 A21-05-14P1 Eco 4
023945 A21-05-14-P1 Eco §
=0394B A21-05-14P1 Eco &
[ 02573 A21-04-14-F1 Eco 4
03577 421.04.14P1 Eca 7
[ 03583 A21-04-14-P1 Ec0 12
.0:535 A21-04.14.P1 Eco 14
[ 03581 A21-04-14-P1 Eco 16
[l 023504 A21-04-14-P1 Eco 10
[ 03585 A21-04-14-P1 Eco 20
[ 03504 A21-02-14-P2 Eco 7
-033$ A21-04.1454 Eco &
[ 03579 421-04-14-P1 Eco &
.03591 A21-03-14P2Eco 10
[ 03456 A21-P1-172Ew0 2
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Il 03451 421.02.14.91 Eco 7
B 03456 A21.02-14-71 Eco 11
[ 03512 421.P1-1TS Eco 1
[ 03513 A21-P1-1TS Eco 2
. 03514 A21.P1-1TS Eco 3
B 03533 A21-P1-1T12Eco 6
[l 03535421 P1.1T12Ec0 8
[ 03537 A21-P1-1T12E0 9
. 03538 A21.P1-1T12 Eco 10
[ 03546 A21-03-14-P1 Eco 7
[ 03553 A21.03-14-P1 Eco 10
[ 03554 A21-03-14-P1 Eco 11
[ 03550 A21.03-14-P1 Eco 15
[ 03455 A21-02-14-P1 Eco 1
[ 03456 A21-02-14-71 Eco 2
[ 03434 A21.02-14-P1 Eco 9
[ 03499 A21.P1-1T2 Eco 3
[ 03453 A21.02-14-P1 Eco 8
[ 03455 A21-02-14-P1 Eco 10
[ 03458 A21.02-14-P1 Eco 13
[ 03474 A21-02-14-P1 Eco 15
| 03502 A21-P1-1T2 Eco S
[l 03524 A21-P1-1T12Ec0 |
[ 03553 A21.03-14-P1 Eco 18
[l 03516 A21-P1-1TS Eco4
[ 03518 A21.P1-1T5 Eco 6
[ 03543 A21:03-14-P1 Eco4
[ 03555 A21.03-14-P1 Ec0 12
B 03435 A21-P1-1T1 Eco 4
[l 03517 A21.P1-1TS Eco 5
| 03479 A21.02-14-P1 Eco 18
[ 03535 A21.03-14-P1 Fco 20
[l 03554 A21-03-14-P1 Eco 18
I 03541 4210214 21 Er02
[ 03547 A21-03-14-P1 Eto 8
[ 03523 A21.P1.1TS Eco 10
[ 03526 A21-P1-1T12Ec0 3
| 03556 A21.03-14-P1 Eco 13
| 03519 A21-P1-1TS Eco 7
[ 03521 A21-P1-1TS Eco 8
. 03459 A21-02-14-21 Eco5
03433 A21-P1-1T1 Eco 2
[ 03522 A21.P1-1T5 Eco 9
[ 03551 A21.03-14-P1 Eco 16
[ 03430 421.02-14.P1 Eco
[ 03434 A21-P1-1T1 ECO 3
[ 03438 A21.P1.1T1 Eco 5
[ 03431 A21-P1-1T1 Eco1
[ 03542 A21-03-14-P1 Eco 3
[ 03504 A21P1-1T2 Eco 7
[ 03755 A21.S1-R Eco 4
[ 03891 A21.54-R Eco 6
[ 03943 A21-05-14-P1 Eco 3
[ 03944 A21.05-14-P1 Eco 4
[ 03945 A21-05-14-P1 Eco 5
[ 03948 A21.05-14-21 Eeo 8
B 03573 A21-04-14-71 Eco 4
[l 03577 2210614 P1 Eca 7
[ 03583 A21.04-14-21 Eco 12
03535 A21.04.14.21 Eco 14
[ 03531 A21.04-14-P1 Eco 16
[ 03534 A21-04-14-P1 Eco 19
[ 03535 A21.04-14-P1 Eco 20
[ 03604 A21-02-14-P2Eco 7
[ 03356 A21.04-14-34 Eco 8
[l 03579 A21-04-14-P1 Eco8
[ 03691 421.03-14-P2 Ec0 10
[ 03438 A21-P1-1T2 Eco 2
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. 03532 A21.P1.1T12Eco 5
[ 03505 A21-P1-1T2EcO 8
[ 03562 A21-04.14.P1 Eco 11
[ 03570 A21-04-14-P1 Eco 1
[ 03947 A21-05-14.P1 Eco 7
[ 02946 A21-05-14-P1 Eco 6
[ 03571 A21.04.14.P1 Eco 2
[ 03560 A21-04-14-P1 Eco ¢
[ 03584 A21-04.14.P1 Eco 13
[ 03552 A21-04-14-P1 Eco 17
.03591 A21.04.14.P1 Eco 10
[ 03574 A21-04-14-P1 Eco §
[ 03575 A21-04-14-P1 Eco €
[ 03550 A21-04-14-P1 Eco 15
.03951 A21-05.14.P1 Eco 11
[ 02952 A21-05-14-P1 Eco 13
[ 03056 A21-05-14-P1 Eco 10
[ 03855 A21-05-14-P1 Eco 18
[ 02950 A21-05-14-P1 Eco 10
[ 02954 A21-05-14-P1 Eco 17
[ 02053 A21-05-14-P1 Eco 15
[ 02941 A21-05-14-P1 Eco 1
[ 03364 A21-04-14-S4 Eco €
B 03723 A21-04-14-P2 Eco 13
[ 03007 A21-$1-1T12 Eco 8
[ 03767 A21-51-REco 8
[ 02021 A21-03-14-S1 Eco 7
[ 03023 A21-03-14-S1 Eco &
03015 A21-03-14-S1 Eco 1
[ 02016 A21-03-14-51 Eco &
[ 02019 A21-03-14-51 Eco §
[ 03020 A21-03-14-S1 Eco €
[l 03025 A21-03.14.51 Eco 10
[ 02024 A21-03-14-51 Eco &
[ 03383 A21-04-14-54 Eco §
[ 03737 A21-05-14-S1 Eco 2
[ 03738 A21-0514-S1 Eco 3
[ 02251 A21-53-1T12Eco 6
[ 03673 A21-P21T12 Eco 7
[ 04763 A21-S1-1T2Eco 1
[ 02362 A21-04-14-54 Eco 4
[ 04769 A21-51-1T2Eco §
02016 A21-03-14-S1 Eco 2
. 03017 A21-03-14-S1 Eco 3
[ 03345 A21-03-14-54 Eco 2
[ 03441 A21-04-14.S5 Eco 3
02970 A21-02-14-S1 Eco 10
03268 A21-02-14-54 Eeo 1
03316 A21-54-172Eco 1
03717 A21-04.14-P2 Eeo 10
03086 A21-S2-1T12 Eco 9
D382 A21-02-14.55 Een &
03083 A21-521T12 EC0 S
03024 A21.S2.1T12 Eco 6
03056 A21-S2-1T12 Eco 7
03100 A21-52.1712 Eco 10
03201 A21-S3-1T1Eco 1
03372 A21-02-14-S6 Eco 2
03379 A21-02-14-S5 Eco €
02068 A21-04-14-54 Eco §
03368 A21-S5-1T1Ec0 4
03304 A21-54-1T1 Eco 1
03305 A21-54-1T1Ec0 2
03307 A21-54-171 Eco 4
03049 A21-02-14-S2 Eco &
03316 A21-54-1T2Eco 3
03319 A21-S4-172Eco 4
03370 A21-02-14-55 Eco 1
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.03532A21-P1-1T 12Ew 5
[ 03505 A21-P1-1T2 Eco &
[ 03582 A21.04-14-P1 Eco 11
lo3s70A21-04-14-P1 Eco 1
[ 03947 A21.05-14-P1 Eco 7
[ 03946 A21-05-14-P1 Eco 6
03571 221.0414.P1 Eco2
I 03580 A21-04-15-21 Eco S
[ 03584 A21.04.14.P1 Eeo 13
[ 03552 A21-04-14-P1 Ec0 17
[ 03581 A21.04-14-P1 Eeo 10
[ 03574 A21-04-14-P1 Eco 5
03575 421.04-14.P1 Eco 6
[ 03590 A21-04-15-P1 Ec0 15
.ons1 A21.05-14-P1 Eco 11
[ 03952 A21-05-14-P1 Ec0 13
[ 02956 A21.05.14-P1 Eco 18
[ 03955 A21-05-14-P1 Eco 18
[ 03950 A21.05-14-P1 Eco 10
[ 03954 A21-05-14-P1 Ec0 17
[ 03953 A21.05-14-P1 Eco 15
B 03941 A21-05-14-P1 Eco 1
[ 03364 A21.04.14.54 Eco &
03723 A21-04-14-P2 Eco 13
[ 02007 A21.51-1T12Eco 8
[ 03767 A21-S1-R Eco®
[ 03021 A21-03-14-S1Eco 7
[ 03023 A21.03-14-51 Eco 8
.oaoisuimu-m Eco1
[ 03018 A2103-14-51 Eco 4
[ 02019 A21-03-14-51 Eco 5
[ 03020 A21-03-14-51 Eco 6
[ 02025 A21-03-14-S1 Eco 10
[ 03024 A21-03-14-51 Ec09
[ 02363 A21-04-14-34 Eco 5
. 03737 A21-05-14-S1Ec02
[ 03730 A21-05-14-51 Ec0 3
[ 03251 A21.S3-1T12Ee 6
[ 03673 A21-P2-1T12Ec0 7
.onss A21.S1-1T2Eco 1
B 03362 A21-04-14-54 Eco 4
[ 04769 A21.51.1T2 Eco &
[ 03016 A21-03-14-S1 Eco2
[ 03017 A2103-14-S1Eco3
[ 03345 A21.03-14-54 Eco 2
[ 03441 A21-04-14-35Eco 3
02970 A21-02-14-51Eco 10
03288 A21-02-14-S4 Eco 1
03316 A21.S4.1T2 Eco 1
03717 A21-04-15-P2Z Ee0 10
03008 A21.S2.1T12Eco 0
03382 A21-02-14-S5E¢c0 9
03003 A21-S2-1T12Ec0 §
03094 A21-S2-1T12Ec0 6
03096 A21-S52-1T12Eco T
03100 A21-S2-1T12 Eco 10
03201 A21-S3-1T1 Eco 1
03372 A21-02-14-S5Ec0 2
03379 A21-02-13-55 EC06
03368 A21.04.-14. S4 Fe0 9
03386 A21-S5-1T1 Eco4
03304 A21.S4.1T1 Eco 1
03305 A21-5¢-1T1Eco 2
03207 A21-54-1T1 Eco 4
03049 A21-02-14-S2Eco8
03318 A21-54-1T2 Eco 3
03319 A21-S4-1T2 Eco4
03370 A21-02-14-S5 Eco 1
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03085 421521712 Eco 1
D30s2Z A21-52-1T12 Eco 4
03160 A21-0214.53 Eco 2
02246 A21-53-1T12 Eco 1
07375 A21.02-14.55 Eco &
03380 A21-02-14-55 £co 7
02267 A21.02.14.54 Eco &
03360 A21-851T1Eco 6
D29E8 A21.02.14.51 Eco ¢
03373 A21-02-14-S5Eco 3
02218 A21-§31T2Ec0 2
03381 A21-02-14-S5 Eco &
03007 A21-521T12 Eco 8
02194 A21-02-14-S3 Eco €
02288 A21-02-14-84 Eco 2
03189 A21-02-14-S3 Eco 1
02255 A21-02-14-54 Eco €
03374 A21-02-14-S5 Eco 4
D2086 A21-52-1T12 Eco 2
D156 A21-02-14-S3 Eco &
02650 A21-03-14-F2 Eco §
03654 A21-03-14-F2 Eco 12
D36S2 A21-03-14-F2 Eco 11
03705 A21-03-14-P2 Eco 20
[ 03556 A21-P2-1T5 EcO 5
. D3BEB A21-P21T12Eeo 1
[l 03671 A21-P2-1T12EC0 6
[ 03675 A21-P2-1T12 Eco 9
) 03667 A21-P2-1712 ECO 2
[ 03674 A21.P2.1T12Eco 8
[ 02707 A21-04-14-F2 Eco 2
[ 07728 421041492 Eeo 17
[ 03633 A21-P2-1T1 Eco §
[ 03654 A21.P21T5 Ec0 2
[ 02665 A21-03-14-F2 Eco §
[ 02684 A21-03-14.-P2 Eco 4
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Abbildung 113: Cluster-Analyse aller ERIC-Bandenmuster untersuchter
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[ 03149 E5-533-2T10Eco 1
[ 01740 E5-09-13-531 Eco 4
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[ 03131 £5-09-13-536 Eco 8
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[l 01947 £5.08.12.530 Eco 4
[ 01484 E5-P2-3T2Ec0 1
| 01896 E5.08.13.540 Ece 3
[ 01905 E5-08-13-840 Eco 9
[ 02207 £5.00.13.538 Eco 8
[ 03151 E5-533-2T10Ec0 3
[ 01743 E5-00-13-831 Ecc 6
) 02205 E5-09-13-S36 Eco 6
02205 E5-00-13-536 Eco 4
[ 02248 E5-535-C Eco 2
[ 02204 E5-09-13-536 Ecc 5
[ 02202 £5-09-13-S38 Eco 3
[ 02083 E5-09-13-535 Ece §
[ 02239 E5-53%-R Eco 6
[l 01583 ES-P2.3T5 Ec0 6
[ 02241 E5-535-R Eco 8
[ 02730 E5-P1-2T10 Eco &
[ 02232 E5-53-R Eco 1
[ 02240 E5-5%-R Eco 7
| 02388 ES-09-13-838 Eco 2
[ 03153 E£5-06-13-538 Eco 2
[ 03154 ESDB.13.S38 Feo 3
[l 03161 E5-08-13-536 Eco 8
[ 01915 E5-08-13-S35 Eco 4
[ 01950 E5-08-13-538 Eco 6
[ 02085 E5.09.13.535 Eea 7
[ 02256 E5-535-C Eco 8
[ 02201 £5.00.13.53¢ Ecc 2
[ 02757 E5-08-13-P1 Eco 16
[ 03160 E5-08-13-538 Eco 7
[ 01737 E5-09-13-831 Eco 2
[ 02291 E£5-09-13-83¢ Ecc 4
[ 02617 ES-09-13-P2Ec0 17
[ 02096 E5-515-2T4 Eco 2
[ 02256 E5-535-C Eco 7
[ 02306 E5-09-13-53¢ Eco 7
[ 02287 £5.09.12.53¢ Eco 1
[} 03152 E5-06-13-S538 Eco 1
[ 02816 E5.00.13.P2Ec0 16
[ 02485 E5-11-13-S40 Eco 3
[ 0315¢ E5-08-13-53¢ Ecc 5
[ 03158 E5-08-13-S38 Eco 6
[ 02465 E5-09-13-540 Eca 8
[ 01826 E5-08-13-S32 Eco 8
[ 01628 E5-08-13-532 Ecc 9
[ 02818 E5-09-13-P2Eco 18
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[7 02251E5-536.C Ecod
[ 03131 E5-09-13-S36 Ec08
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[ 01818 E5-08-13-532 Eco 1
[ 01623 E5-08-13-532 Eco 5
[ 02634 E5-09-13-P1 Eco 20
[ 03175 E5-11-13-538 Eco 2
[} 03184 E5-11-13-538 Eco 9
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[ 01325 E5-541-3T0 Eco 3
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[}l 01634 E5-514-2T4 Eco 2
1] 00886 E5-M(546)-3T0Eco 8
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)] 02025 E5-09-13-524 Eco §
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[ 02058 ES-54-REco 7
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| 01819 ES-08-13-S32E2o 1
[ 01823 E5-08-13-532 Ez0 5
[ 02634 E5-09-13-P1 Eco 20
[ 03175 E5-11-13-338 Eco 2
| 03134 E5-11-13-S38 Ezo 9
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| 02054 E5-534-C Eco 1
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I 01735 E5-08-13-531 Ec0 10
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[ 02917 E5-542.3T5 Eca 7
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[ 02897 E5.W(S45) 3TD Eco 3
[ 02908 E5-542-3T2 Eco 10
[ 02838 E5.M(S41.45). 3TDEco B
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[ 02927 E5-547-3T5 Eco 6
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[ 03134 E5-09-13-S36 Eco 10
[ 02819 E5-09-12-P2 Eco 19
I 02143 E5-11-13-535Ec0 10
[ 02409 E5-10-12-539 Eco 7
I 02203 E5-09-13-S36 Eco2
[ 01793 E5-11-13-531 Eco 5
[ 01116 ES-S42-3TS Eco 9

[ 02075 ES-534-C Eco 8

) 02257 E5-S36-C Eco8
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[ 02405 E5-10-13-539 Eco 4
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[ 01534 £5-08-13-512 Eco 1
[ 01632 E5-546-3TC Eco 2
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[ 02025 ES-09-12S34 Eco S
[} 02031 E5-09-12.534 Ec0 9
[ 02059 ES-S34-R Eco 7

[ 02030 E5.S34-R Eco 8

[ 02078 E5-08-13-535Et0 1
[ 02208E5.09.12.536 Eco 7
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[ 02056 ES-534-R Eco 4

[} 02057 E5-534-R Eco S

[ 01678 E5-540-2T0 Eco 2
[ 01546 E5-08-13-S38 Eco 5
[ 02054 E5-534-R Eco 2

[ 01522 E5-08-13-535 Eco 10
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[ 02062 E5-534-R Eco §
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B 02141 E5-11-13-S35 Eco 8
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[ 02758 E5-08-13-P1 Eco 17
[} 02051 E5-01-14-S48 Eco 3
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[ 01879 E5-540-2T0 Eco 3
[ 02035 E5-515-2T4 Eco 1
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[ 01457 E5-P1-3T0Ec0 3
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Abbildung 115: Cluster-Analyse aller ERIC-Bandenmuster untersuchter
E. coli-Isolate aus ,,Tracking“-Betrieb J20
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