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|.  EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Die Entdeckung von antibakteriell wirkenden Substanzen fuhrte zur Ent-
wicklung von Antibiotika zur Behandlung von oft lebensbedrohlichen bakteriel-
len Infektionen in den 1940er Jahren. Nur wenige Jahre danach entstanden
durch die Verwendung dieser Medikamente widerstandsfahige Krankheitserre-
ger. Wenn Antibiotika eingesetzt werden, kommt es zu einem Selektionsdruck
und zur Anreicherung resistenter Bakterien, die nicht nur Resistenzen gegen
die verwendeten Medikamente sondern auch gegen Medikamente mit der glei-
chen Wirkkomponente entwickeln kdnnen.

Die Grundlage fur die Widerstandsfahigkeit sind Resistenzgene. Bakterien sind
in der Lage diese Gene uber verschiedene Mechanismen untereinander auszu-
tauschen. Wenn Bakterien mehrere Resistenzgene erwerben, sind sie gegen
mehrere Antibiotika gleichzeitig unempfindlich. Einige Bakterien besitzen eine
natlrliche Resistenz gegen verschiedene Substanzen, eine zusatzlich erworbe-
ne Resistenz schrankt die Behandlungsmaoglichkeiten stark ein.

Resistente Bakterien kommen mit zunehmender Haufigkeit vor, und hauptsach-
lich dort, wo grof3e Mengen an Antibiotika eingesetzt werden. Diese Entwick-
lung ist weltweit und mit Sorgfalt zu beobachten, da Infektionen mit multiresis-
tenten Erregern schwere und lang anhaltende Erkrankungen zur Folge haben.
Eine angemessene Therapie setzt oft verzogert ein, auRerdem sind diese Infek-
tionen nicht immer mit verfugbaren Antibiotika behandelbar. Mehr als 25000
Menschen sterben jahrlich in der Europaischen Union an Infektionen verursacht
von antibiotikaresistenten Bakterien [WHO, 2011].

Der Einsatz von Antibiotika in der Nutztierhaltung flihrt zum Auftreten von
resistenten Bakterien im Darm der Tiere. Wahrend der Schlachtung kénnen sie
auf das Fleisch gelangen. So sind besonders Lebensmittel tierischen Ursprungs
mit antibiotikasensiblen als auch —resistenten Bakterien kontaminiert und stellen
die Hauptroute fur die Transmission von resistenten Bakterien und Resistenz-
genen vom Tier auf den Menschen dar. Einfluss hat auch der direkte Kontakt

mit Tieren bzw. deren Umwelt.



Pflanzliche Lebensmittel konnen durch tierische Ausscheidungen (Gulle) und
Wasser kontaminiert werden und somit auch einen Transmissionsweg darstel-

len.

Anhand relevanter Literatur soll in dieser Arbeit folgenden Fragen nachgegan-
gen werden:

e Was sind Antibiotika und wie entstehen Resistenzen?

¢ In welchen Bereichen werden Antibiotika eingesetzt?

e Beispiele fir antibiotikaresistente Bakterien

e Welche Bedeutung haben antibiotikaresistente Bakterien fur die

menschliche Gesundheit?
e Welche Rolle spielen Lebensmittel bei der Ubertragung von antibiotika-

resistenten Bakterien?

Im praktischen Teil der vorliegenden Arbeit wird die Pravalenz von Methicillin-
resistenten  Staphylokokken, Extended-spectrum-3-Lactamase bildenden
Enterobakterien und Vancomycin-resistenten Enterokokken in rohem Fleisch
von Rind, Kalb, Schwein, Huhn und Pute sowie die mogliche Resistenz weiterer
Antibiotika ermittelt.



ll. LITERATURUBERBLICK

1 ANTIBIOTIKA UND ANTIBIOTIKARESISTENZEN

Zu Beginn der Arbeit werden die Begriffe Antibiotikum und Antibiotikare-
sistenz definiert. Es wird auf die Wirkmechanismen von Antibiotika, Resistenz-
mechanismen von Bakterien, die Ubertragung von Resistenzen und auf die Me-

thoden zum Nachweis von Resistenzen nédher eingegangen.

1.1 Definition und Wirkmechanismen

Der Begriff Antibiotikum leitet sich vom Griechischen ab und bedeutet
,gegen das Leben” und bezog sich urspringlich auf jede Substanz, die von ver-
schiedenen Spezies der Mikroorganismen produziert und das Wachstum ande-
rer Mikroorganismen hemmt (Bakteriostase) oder diese abtoten (Bakteriozidie)
kann [SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012]. Schimmelpilze produzieren bei-
spielsweise Penicillin, Bakterien Tetrazykline [WHO, 2011]. Heute gibt es auch
synthetisch oder semisynthetisch hergestellte Substanzen mit analoger Wir-
kung, die sogenannten Chemotherapeutika. Beispiele sind Fluorochinolone und
Amoxicillin [GROSS, 2009].

In dieser Arbeit wird der Begriff Antibiotikum als Wirksubstanz zur Be-
handlung von bakteriellen Infektionen bei Mensch und Tier angesehen und

schliel3t die Chemotherapeutika mit ein.

Die selektive Toxizitat, also die spezifische Hemmung oder Abtétung von
Mikroorganismen ohne dabei den Menschen zu schadigen, ist von entschei-
dender Bedeutung [GROSS, 2009]. Dies wird durch strukturelle und funktionelle
Unterschiede zwischen prokaryotischen und eukaryotischen Zellen erméglicht.
Diese Unterschiede stellen die spezifischen Angriffspunkte der Antibiotika dar.
Demnach kann man Antibiotika, wie in Tabelle 1 aufgelistet, nach dem Wirkme-
chanismus bzw. Angriffspunkt einteilen [SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012].



Antibiotika, wie Penicilline, hemmen die Zellwandsynthese, indem sie an
Penicillinbindeproteine PBP (Transglykosidasen, Transpeptidasen) binden und
somit die Quervernetzung von Aminosauren im Peptidoglykan der Zellwand
storen. Andere hemmen die bakterielle Proteinsynthese oder blockieren die Nu-
cleotidsynthese [SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012]. Aminoglykoside (z.B.:
Streptomycin, Gentamycin) wirken bakterizid, Makrolide (z.B.: Erythromycin,
Azithromycin) wirken bakteriostatisch, indem sie die ribosomale Proteinsynthe-
se storen. Fluorochinolone (z.B.: Norfloxacin, Ciprofloxacin) hemmen die bakte-
rielle Gyrase, die fur die Synthese der Nucleinsaure notwendig ist, und wirken
somit bakteriostatisch [WILLE, 2007b].

Tab. 1: Wirkmechanismen von Antibiotika
[SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012]

Angriffsziel Beispiele fur Antibiotika
Zellwandsynthese Penicilline, Cephalosporine, Bacitracin, Vancomycin
Proteinsynthese Chloramphenicol, Tetracycline, Aminoglykoside,

Makrolide, Lincosamide

Zellmembran Polymyxin, Amphotericin, Imidazole gegen Pilze

Funktion der Nucleinsauren Nitroimidazole, Nitrofurane, Chinolone, Rifampicin;

einige antivirale Wirkstoffe

Intermediarstoffwechsel Sulfonamide, Trimethoprim

Eine weitere Moglichkeit Antibiotika einzuteilen ist nach ihrem Wirkungs-
spektrum, so gibt es: Basis-Antibiotika, Breitspektrum-Antibiotika und spezielle
Antibiotika. Die Substanzen, die in die Gruppe der Basis-Antibiotika gehéren,
haben ein relativ schmales Wirkungsspektrum. Es werden nur wenige Spezies
gehemmt. Dazu zahlen: Penicilline, Cephalosporine der Gruppe 1 und 2, Cor-
timoxazol, Tetracycline, Makrolide, Clindamycin [WILLE, 2007a].




Breitspektrum-Antibiotika haben ein breites Wirkungsspektrum, sind aber nicht
wirksam gegen alle potentiell pathogenen Mikroorganismen. Sie sollten spar-
sam und nur zur Therapie von abwehrgeschwachten Patienten und bei Aller-
gien eingesetzt werden. In diese Gruppe gehoren folgende Antibiotika:
Ureidopenicilline, Cephalosporine der Gruppe 3 und 5, Fluorochinolone,
Monobactame, Carbapeneme [WILLE, 2007a].

Die speziellen Antibiotika haben ein schmales Wirkungsspektrum, wirken aber
zum Unterschied zu den Basis-Antibiotika auch gegen Stamme mit problemati-
schen Resistenzen wie Methicillin-resistente Staphylococcus aureus oder Van-
comycin-resistente Enterokokken. Beispiele: Aminoglykoside, Glykopeptide,
Streptogramine, Oxazolidinone, Nitroimidazole, Fosfomycin, Fusidinsaure,
Mupirocin [WILLE, 2007a].

In der Tabelle 2 sind die Antibiotikaklassen mit je einem Beispiel, die Strukturen

und Angriffspunkte zusammengefasst.



Tab. 2: Antibiotikaklassen, Strukturen und Angriffspunkte
[mod. nach BONOMO und GILL, 2005]

Class Example Structure Target

Tetracyclines Tetracycline Protein synthesis
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1.2 Antibiotikaresistenz von Bakterien

Man versteht unter Antibiotikaresistenz, wenn Mikroorganismen gegen-
Uber bestimmten Antibiotika unempfindlich und somit weiterhin vermehrungsfa-
hig sind. Prinzipiell unterscheidet man zwischen naturlicher/,intrinsischer” und
erworbener Resistenz. Die intrinsische Resistenz ist ein nattrliches Phdnomen
und kommt bei allen Mitgliedern einer Spezies vor. Der Mechanismus dieser
Resistenz beruht auf dem physiologischen Aufbau bzw. auf der biochemischen
Ausstattung der Spezies. Als Beispiel ist die naturliche Resistenz der Enterkok-
ken gegen Cephalosporine auf Grund ihrer verminderten Bindungsaffinitat zu
Penicillinbindeproteinen zu erwahnen. Bakterien, die primar nicht resistent sind,
kénnen eine Antibiotikaresistenz durch Mutation von Struktur- oder Regulator-
genen oder durch Aufnahme von chromosomaler oder extrachromosomaler
DNA-Abschnitte (Plasmide) erwerben. Diese erworbene Resistenz kommt in
gewissen Abstimmungslinien und nicht in der gesamten Bakterienspezies vor
[HARBOTTLE et al., 2006].

AulRerdem kann die Unterscheidung in die mikrobiologische, pharmako-

logische und klinische Resistenz erfolgen:

a. Mikrobiologische Resistenz:

Die normale Empfindlichkeit von Bakterien gegen Antibiotika ist nicht mehr ge-
geben und liegt somit oberhalb des Breakpoints, der als Grenze einer normalen
Empfindlichkeit gilt. Zur Bestatigung der Resistenz kdnnen verschiedene geno-
typische Untersuchungen zum Nachweis von Resistenzgenen angewendet
werden [van ELDERE, 2005].

b. Pharmakologische Resistenz:

Grundlagen dieses Resistenztyps sind die normale Empfindlichkeit einer Spe-
zies und die pharmakokinetischen KenngréRen. Als empfindlich werden jene
Erreger betrachtet, bei denen die minimale Hemmkonzentration MHK innerhalb
des Konzentrationsbereiches, der im Fall einer Infektion erreicht werden kann,

liegt. Im Gegensatz dazu gilt das betreffende Bakterium als resistent, wenn die



MHK des Antibiotikums hoher ist als die Konzentration, die im Kdrper erreicht
werden kann [van ELDERE, 2005].

c. Klinische Resistenz:

Die Behandlung von Infektionen mit dem entsprechenden resistenten Erreger
kann nicht angemessen erfolgen, wodurch es zu Therapieversagen kommt
[van ELDERE, 2005].

Fur jede Gruppe von Antibiotika entwickelten sich in den letzten Jahren
mindestens ein, oft auch mehrere, Resistenzmechanismen. Es gibt Bakterien,
die resistent sind gegen zwei oder mehrere Antibiotika-Klassen. Die Behand-
lung von Infektionen mit diesen Bakterien ist schwierig, teuer und mit hoher
Morbiditat und Mortalitat assoziiert [ALANIS, 2005].

1.2.1 Resistenzmechanismen

Die Grundlage flr bakterielle Resistenzen sind Veranderungen auf gene-
tischer Ebene, entweder durch Mutation oder durch den Einbau neuer geneti-
scher Information.
Die Voraussetzungen eine Antibiotika-Resistenz zu entwickeln sind einerseits
die Anwesenheit eines Antibiotikums, das die Mehrheit der anwesenden Bakte-
rien hemmt, und andererseits eine heterogene Kolonie, in der mindestens ein
Bakterium die genetische Determinante fir die Resistenz tragt. Die empfindli-
chen Bakterien sterben, wahrenddessen der resistente Stamm Uberlebt. Daraus
resultiert nicht nur die Selektion dieser Bakterien, sondern auch dieser Gene,
die sich nun verbreiten kdnnen [ALANIS, 2005; GROSS, 2009].



Folgende Mechanismen kdnnen zur Entstehung von Antibiotikaresisten-
zen bei Mikroorganismen fiihren:
e Antibiotika-Inaktivierung durch bakterielle Enzyme
e Modifizierung der Zielstruktur
e Veranderung der Zellmembranpermeabilitat

e Effluxpumpen

a. Antibiotika-Inaktivierung durch bakterielle Enzyme

Bei diesem Resistenzmechanismus wird das Antibiotikum gespaltet noch bevor
es in die Bakterienzelle eindringen kann, zum Beispiel durch das bakterien-
eigene Enzym R-Lactamase. Dieses Enzym ist fir den Abbau von Penicillin
durch die Spaltung des R3-Lactam-Ringes und somit flr dessen Inaktivierung
verantwortlich [SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012]. Andere Antibiotika wie
Chloramphenicol und Aminoglykoside kénnen durch enzymatische Acetylie-
rung, oder Makrolide durch die Spaltung mittels Esterasen inaktiviert werden.
Die genetische Information zur Expression dieser Enzyme kann im Genom
oder auf Plasmiden lokalisiert sein, letzteres ermoglicht die Ubertragbarkeit

zwischen verschiedenen Spezies [GROSS, 2009].

b. Modifizierung der Zielstruktur

Die Zielstruktur bzw. Angriffspunkt des Antibiotikums wird so verandert, dass
das Antibiotikum nicht mehr binden kann und unwirksam wird. Wenn das Peni-
cillinbindeprotein durch Mutation verandert wird, resultieren Resistenzen gegen
Methicillin beziehungsweise Streptomycin. Beispiel sind Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus MRSA [SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012]. Die
Vancomycin-Resistenz von Enterkokken beruht ebenfalls auf dem Mechanis-
mus der Modifikation der Zielstruktur [WILLE, 2007a].

c. Veranderung der Zellmembranpermeabilitat

Normalerweise gelangen Antibiotika durch Porine (Kanélchen in der Zellwand)

in die Bakterienzelle. Wenn Proteine dieser Porine verandert werden, konnen



Antibiotika nicht mehr in die Zelle eindringen. Sie gelangen nicht an ihren Wirk-
ort und werden somit wirkungslos [GROSS, 2009].

d. Effluxpumpen

Wenn Antibiotika in die Bakterienzelle eindringen, kdnnen diese mittels unspe-
zifischer oder spezifischer Transportproteine aus der Zelle gepumpt werden.
Somit wird die Antibiotika-Konzentration in der Zelle gering gehalten. Diese ak-
tiven Effluxsysteme sind energieabhéngig, sie werden durch protonenmotori-
sche Kraft angetrieben [SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012]. Dieser Resis-
tenzmechanismus ist auf Mutationen in Regulator- oder Effektorgenen zurtck-
zufuihren, dadurch werden Proteine der Effluxpumpen vermehrt exprimiert bzw.
das Aminosaureprofil verandert. Antibiotika kénnen effizienter abtransportiert
werden [HARBOTTLE et al., 2006].

Eine besondere Form stellt die Multidrug-Efflux-Pumpe (MDR-Pumpe) dar. Sie
ist in der Lage Antibiotika unterschiedlicher Strukturen zu binden und aus der
Zelle zu pumpen. Diese Pumpen tragen stark zum vermehrten Vorkommen von
Resistenzen bei, da sie eine Vielzahl von Substraten erkennen und von bedeu-
tenden Krankheitserregern gebildet werden. Der Mechanismus der MDR-
Pumpen ist unter anderem verantwortlich fir resistente Stamme von Mycobac-
terium tuberculosis [SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012].

Die Wirkungsweisen der Antibiotika und mdgliche Resistenzmechanismen wer-
den in der Abbildung 1 verdeutlicht.
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Abbildung 1: Wirkorte von Antibiotika und Resistenzmechanismen [MULVEY
und SIMOR, 2009]

Die Wirkungsweisen verschiedener Antibiotika wie die Hemmung der DNA-Synthese, RNA-
Polymerase, Zellwand- und Proteinsynthese werden den Resistenzmechanismen wie die Ver-
anderungen der Permeabilitdt und der Zielstruktur, Effluxpumpen und der Inaktivierung von
Antibiotika mittels Enzymen gegenlbergestellt.

1.2.2 Resistenztransfer

Bakterien, die die genetische Information zur Auslibung von Resistenzen
in sich tragen, kdnnen diese an andere Bakterien weitergeben. Der Gentransfer
kann sowohl vertikal als auch horizontal erfolgen. Er wird also nicht von der
Verwandtschaft der Bakterien eingeschrankt [ALANIS, 2005; GROSS, 2009].
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Die Mechanismen des horizontalen Gentransfers sind Konjugation, Transforma-

tion und Transduktion.

a. Konjugation
Dieser Mechanismus des Gentransfers wird Uiber Plasmide vermittelt. Plasmide

sind DNA-Fragmente extrachromosomalen Ursprungs und kénnen sich unab-
hangig vom Chromosom replizieren. Die Ubertragung der Plasmide von einer
Donorzelle auf eine Akzeptorzelle erfolgt Uber einen Fortpflanzungskanal, den
sogenannten Pilus. Der Pilus verbindet kurzzeitig beide Zellen und erlaubt den
Austausch von Plasmiden [ALANIS, 2005; GROSS, 2009]. Die Konjugation
Uber Pili erfolgt bei gramnegativen Bakterien. Grampositive Bakterien stellen
Zellkontakt Gber alternative Methoden her, wie zum Beispiel der Pheromon-
induzierter Plasmid-transfer bei Enterokokken [VERRAES et al., 2013]. Wenn
verschiedene Resistenzgene auf den Plasmiden codiert sind, kdnnen durch
diesen Mechanismus Mehrfachresistenzen entstehen und vor allem verbreitet
werden [ALANIS, 2005; GROSS, 2009].

b. Transformation

Transformation ist die direkte Ubertragung von freier DNA — auch nackte DNA
genannt. Die nackte DNA wird von anderen Bakterien in naher Umgebung auf-
genommen und in deren eigene DNA eingebaut [ALANIS, 2005]. Die nackte
DNA wird passiv durch Zelltod und Lyse oder aktiv in bestimmten Zeiten des
Wachstumszyklus freigesetzt. Bakterien in der Nahe sind nun in der Lage diese
nackte DNA aufzunehmen. Die bakterielle Nuklease in der Zelle hat keinen ab-
bauenden Effekt auf die aufgenommene DNA. Die nackte DNA wird in die DNA
der Akzeptorzelle eingebaut und exprimiert [VERRAES et al., 2013].

Die Fahigkeit zur Transformation h&ngt von einigen Faktoren ab, wie zum Bei-
spiel der Phase des Zellzyklus, Unterschiede in der Struktur der Zellwand zwi-
schen grampositiven und gramnegativen Bakterien und auf3eren Einflissen.
Durch verschiedene chemische oder physikalische Parameter wie die Anwe-
senheit von CaCl,, EDTA, Temperaturdnderungen oder Elektroschocks kann

12



die Fahigkeit von Escherichia coli zur Transformation angeregt werden
[VERRAES et al., 2013].

c. Transduktion

Die Transduktion ist ein weiterer Mechanismus des Gentransfers und basiert
auf der Nutzung von Vektoren, hauptsachlich Viren, die in der Lage sind Bakte-
rien zu infizieren. Diese Viren nennt man auch Bakteriophagen. Der Virus ent-
halt bakterielle Gene, die fir die Antibiotikaresistenz codieren. Er heftet sich an
eine Bakterienzelle an und injiziert dieses genetische Material. Wenn der Virus
auch die eigene virale DNA injiziert, so wird die Bakterienzelle gezwungen die
DNA des Virus zu produzieren. Die Bakterienzelle stirbt schlie3lich und setzt die
neuen Bakteriophagen frei, die wiederrum neue Zellen infizieren kénnen
[ALANIS, 2005].

Das gacB Gen ist auf Plasmiden lokalisiert und codiert fur die Proteine
der Multidrug-Efflux-Pumpe. Die Transduktion dieser Plasmide konnte bei
S. aureus nachgewiesen werden, wodurch die Empfindlichkeit gegentber Anti-
biotika stark verringert wurde [NAKAMINAMI et al., 2007]. Beobachtet wurde
auch die Ubertragung mittels Transduktion von Penicillinase und Tetrazyklinre-
sistenz in S. aureus [VARGA et al., 2012].

1.3 Methoden zur Resistenzbestimmung

Fur den Nachweis der Antibiotikawirkungen gegen einen bestimmten Er-
reger kbnnen verschiedene in vitro Tests durchgefuhrt werden. Der Reihenver-
dinnungstest, auch Bouillondilutionstest genannt, dient zur Ermittlung der
minimalen Hemmkonzentration (MHK; minimal inhibitory concentration, MIC).
Die MHK dient als Mafl3 fur die Antibiotikawirksamkeit und gibt die niedrigste
Konzentration des Antibiotikums an, die notwendig ist um das Wachstum eines
Erregers zu hemmen. Es wird eine Verdinnungsreihe eines Antibiotikums er-
stellt. AnschlieRend wird jedes Testrohrchen mit derselben Menge an Bakterien
beimpft. Nach der Inkubation (normalerweise 24 Stunden) kann die MHK be-

stimmt werden. Eine erkennbare Tribung weist auf eine Vermehrung der
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Bakterien hin - die Konzentration des Wirkstoffes war zu gering um das Wachs-
tum zu hemmen. In den Testrohrchen mit hoher Wirkstoffkonzentration bleibt
die Lésung durchsichtig, die Vermehrung konnte somit gestoppt werden. Das
Roéhrchen, das die MHK anzeigt, ist das letzte durchsichtige R6hrchen vor dem
Ubergang zur Trilbung [SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012].

Neben dem Reihenverdinnungstest gibt es auch den Streifentest (Epsi-
lometer-Test) zur Ermittlung der MHK. Der Streifen enthalt einen Wirkstoff-
Gradienten. Eine Agarplatte wird frisch beimpft und der Streifen darauf gelegt.
Der Wirkstoff diffundiert vom Streifen in das Nahrmedium und hemmt somit das
Wachstum der Bakterien. Es entsteht ein Hemmhof. Die MHK wird bei jener
Konzentration abgelesen, wo der Bakterienrasen am Streifen ansetzt. Dieser
Test ist im Vergleich zum Reihenverdinnungstest schneller und weniger auf-
wendig, da keine Verdunnungen erforderlich sind [SLONCZEWSKI und
FOSTER, 2012].

Ein weiterer Test zur Resistenzbestimmung ist der Agardiffusionstest
nach der Kirby-Bauer-Methode. Bakterien werden auf eine Agarplatte aufgetra-
gen, darauf setzt man runde Filterpapierblattchen. Diese Blattchen sind mit ver-
schiedenen Antibiotika in bestimmten Konzentrationen versetzt und dement-
sprechend beschriftet. Durch einen Dispenser wird das Auftragen der Blattchen
auf die Agarplatte erleichtert. Als standardisiertes Nahrmedium wird der Mdller-
Hinton-Agar verwendet. Wéahrend der Bebritung diffundieren die Antibiotika
radiar in den Néhrboden und hemmen das Bakterienwachstum. Es entstehen
Hemmhofe, die je nach Art und Konzentration des Wirkstoffes und je nach
Empfindlichkeit des Bakteriums unterschiedlich grof3 sind. Durch die Standardi-
sierung der Methode kann mittels Hemmhofdurchmesser auf die Antibiotika-
empfindlichkeit des Bakteriums geschlossen werden. Die Einstufung erfolgt mit
Hilfe von Breakpoints in ,resistent®, ,intermediar® und ,empfindlich/sensibel®
(siehe Tabelle 3, Seite 15). Diese Breakpoints orientieren sich an erreichbaren

Gewebekonzentrationen. Um eine in vivo Wirksamkeit zu erreichen, muss die
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Gewebskonzentration grof3er als die MHK sein [SLONCZEWSKI und FOSTER,
2012; GROSS, 2009].

Tab. 3: Empfindlichkeit von Staphylococcus aureus gegentber verschiedener
Antibiotika
[SLONCZEWSKI und FOSTER, 2012]

Durchmesser des Hemmhofs (mm)

Antibiotikum Menge pro resistent | intermediar | empfindlich
Scheibchen (ug)

Ampicillin 10 <12 12-13 >13
Chloramphenicol 30 <13 13-17 >17
Erythromycin 15 <14 14-17 >17
Gentamicin 10 <125 >12,5
Streptomycin 10 <12 12-14 >14
Tetracyclin 30 <15 15-18 >18

Neben diesen Kultivierungsmethoden zur Resistenzbestimmung gibt es
auch molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Resistenzgenen. Zu
diesen Methoden z&hlen unter anderem:

e Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

in unterschiedlichen Ausfuhrungen: simple und multiplex PCR, real-
time PCR

e DNA-Sequenzierung

e Hybridisierungstechniken (Macro- und Microarrays)

e Pyrosequenzierung

e Massenspektrometrie WOODFORD und SUNSDFJORD, 2005].
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Molekulare Empfindlichkeitstests bieten eine schnelle und empfindliche
Vorgehensweise zum Nachweis von Resistenzen. Der Fortschritt von molekula-
ren Empfindlichkeitstests wird von verschiedenen Faktoren beschrankt. Zu die-
sen Faktoren zahlen die grol3e genetische Vielfalt von Resistenzdeterminanten,
geringe analytische Sensitivitdt und Spezifitat von Assays, die Notwendigkeit fur
ein besseres Verstandnis der verwendeten Targets und das Problem der diffe-
rentiellen Genexpression [LEDEBOER und HODINKA, 2011].

Ein schneller Nachweis von Vancomycin-resistenten Enterokokken
(VRE) ist von hohem klinischem Wert und Voraussetzung fiir eine angemesse-
ne und wirksame Behandlung der Infektion. Bei PCR-Analysen werden die
Gene vanA und vanB als Marker der Vancomycin-Resistenz und fur die Identifi-
kation von Enterococcus faecium und Enterococccus faecalis verwendet. Das
Problem hierbei ist jedoch, dass das Vorkommen von vanA und vanB nicht auf
Enterokokken beschrankt ist. So wurde beispielsweise vanA auch bei Vanco-
mycin-resistenten S. aureus und vanB bei Streptococcus mitis und S. bovis und
Clostridium spp. nachgewiesen [LEDEBOER und HODINKA, 2011].

Der Nachweis der Methicillin-Resistenz in S. aureus kann mit Hilfe des
mecA Gens oder der Genkassette Staphylococcus cassette chromosome mec
(SCCmec)-orfX erfolgen. Das mecA Gen ist wesentlich fur die Identifikation der
Methicillin-Resistenz bei Staphylokokken, aber nicht spezifisch fur S. aureus.
Der Nachweis kann auch bei resistenten Koagulase-negativen Staphylokokken
positiv sein [LEDEBOER und HODINKA, 2011].

Die grol3te Herausforderung stellt der molekularbiologische Nachweis
von Resistenzdeterminanten bei gramnegativen Bakterien dar. Unter den
Enterobakterien wurden mehrere hundert Mechanismen, die eine Antibiotikare-
sistenz  hauptsachlich gegen beta-Lactam-Antibiotika, Cephalosporine,
Monobactame oder Carbapeneme verursachen, beschrieben. Der Nachweis
jedes einzelnen Mechanismus erfordert spezielle Uberlegungen. Mehr als 200

verschiedene ESBLS, mit subtilen genetischen Veranderungen, die phanotypi-
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sche Unterschiede hervorrufen, wurden bisher beschrieben. Der Unterschied
einer einzigen Aminosaure im Enzym (TEM10 und TEM12) kann die MHK um
das 10- bis 100-fache (je nach Antibiotikum) abweichen. Deshalb ist die Ent-
wicklung von Techniken, die Single Nucleotid Polymorphismen (SNPs) detektie-
ren und die Resistenz von gram-negativen Bakterien klassifizieren kdnnen,
wesentlich [LEDEBOER und HODINKA, 2011].
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2 EINSATZBEREICHE VON ANTIBIOTIKA

Dieses Kapitel befasst sich mit den wesentlichsten Bereichen, in denen

Antibiotika Verwendung finden.

Im Jahr 1997 kamen laut der European Federation of Animial Feed Additive

Manufactureres 52% der Antibiotika in der Humanmedizin, 32% in der Veteri-

narmedizin (therapeutisch und prophylaktisch) und 16% als Wachstums-

/Leistungsforderer zum Einsatz. Die Verwendung als Leistungsférderer in der

Tierzucht wurde kritisiert und ist seit 2006 europaweit verboten [BMG, 2011].

2.1 Antibiotikaeinsatz in der Humanmedizin

Die Antibiotikatherapie ist bei der Behandlung von Infektionen meist un-

ersetzlich. Die nachfolgenden Tabellen 4 und 5 liefern einen Uberblick tber die

gebrauchlichen Antibiotika in der Humanmedizin.

Tab. 4: Einteilung der in der Humanmedizin verwendeten 3-Lactam-Antibiotika
[mod. nach WILLE, 2007a]

GRUPPE
Penicilline

Cephalosporine

Monobactame
Carbapeneme

B-Laktamase-Hemmer

18

UNTERGRUPPE

Benzylpenicilline
Phenoxypenicilline
Isoxazolylpenicilline
Aminobenzylpenicilline
Carboxypenicilline

Acyclamino- (Ureido ) penicilline

1. Generation
2. Generation
3. Generation
5. Generation

WICHTIGSTE DERIVATE
Penicillin G

Penicillin V

Oxacillin, Flucloxacillin
Ampicillin, Amoxicillin
Carbenicillin, Ticarcillin
Mezlocillin, Piperacillin

Cefazolin, Cefalexin, Cefadroxil, Cefaclor

Cefuroxim, Cefotiam, Cefoxitin, Loracarbef

Cefotaxim, Ceftriaxon, Ceftazidim, Cefsulodin, Cefixim,
Cefoxitin

Aztreonam
Imipenem, Meropenem

Clavulansaure, Sulbactam, Tazobactam



Tab. 5: Einteilung der Antibiotika in der Humanmedizin [WILLE, 20073a]

GRUPPE WICHTIGSTE DERIVATE

Aminoglykoside Streptomycin, Gentamicin, Tobramycin, Amikacin, Neomycin
Fluorochinolone Norfloxacin, Ofloxacin, Ciprofloxacin, Levofloxacin, Moxifloxacin
Makrolide Erythromycin, Roxithromycin, Clarithromycin, Azithromycin

Glykopeptid-Antibiotika Vancomycin, Teicoplanin

Lincosamide Clindamycin, Lincomycin
Tetracycline Tetracydlin, Doxycyclin
Ansamycine Rifampicin
Folsdureantagonisten Cotrimoxazol
Nitrofurane Nitrofurantoin
Nitroimidazole Metronidazol
Oxazolidinone Linezolid
Streptogramine Quinupristin/Dalfopristin

Chlorampenicol
Fosfomycin
Fusidinsaure

Mupirocin

Antibiotika sind die am haufigsten eingesetzten Medikamente, der Ein-
satz erfolgt in verschiedenen klinischen Situationen:
e Empirische Therapie:
Diese Behandlung erfolgt bei einer vermuteten oder gesicherten Infektion.
Uber den Erreger bzw. dessen Empfindlichkeit liegen keine Informationen
vor [WILLE, 2007a].
e Erregerspezifische Therapie:
Diese Behandlung erfolgt bei einer gesicherten Infektion. Der Erreger wurde
nachgewiesen und die Empfindlichkeit wurde geprift [WILLE, 2007a].
e Prophylaktischer Einsatz:
Der prophylaktische Einsatz dient als Pravention, beispielsweise im Zuge
eines operativen Eingriffs [WILLE, 2007a].
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Neben der erwiinschten Wirkung haben Antibiotika auch Nebenwirkun-
gen. Typische unerwinschte Effekte einer Antibiotikatherapie kdnnen unter
anderem sein: allergische Reaktionen, gastrointestinale Beschwerden, Veran-
derungen des Blutbilds, Schadigung der Organe und Medikamentenfieber. Die
Antibiotikatherapie hat aber auch Einfluss auf die kdrpereigene Bakterienflora,
die vor einer Besiedlung mit pathogenen Bakterien schitzt. Eine Beeintrachti-
gung der Darmflora ist abhéngig von der Breite des Wirkungsspektrums und der
Aufnahmedauer [WILLE, 2007a].

In Osterreich werden jahrlich ca. 45 Tonnen Antibiotika in der Human-
medizin eingesetzt [AGES, 2013]. Im letzten Jahrzehnt ist die H6he des Ver-
brauchs/10000 Einwohner stabil geblieben, jedoch hat sich der Verbrauch der
verschiedenen Antibiotika geéndert, jener an Tetrazykline und Sulfonamid-
Trimethoprim-Praparaten ist stark zuriickgegangen wéahrend jener an 3-Laktam-
Antibiotika, Chinolone und anderen Antibiotika sich erhdht hat. Gleichbleibend
ist der Verbrauch an Cephalosporinen. Osterreich liegt im europaischen Ver-
gleich beim Gesamtverbrauch im unteren Drittel [BMG, 2012].

Nach der Einnahme von Antibiotika wird ein Teil unverandert oder meta-
bolisiert ausgeschieden. Da die Klaranlagen diese Ruckstande nicht vollstandig
entfernen kdnnen, besteht die Mdglichkeit des Eintrags in FlieRgewasser oder
Grundwasser [UMWELTBUNDESAMT, 2010]. AulRerdem entsorgen 16% der
deutschen Haushalte ungebrauchte Medikamente Uber die Toilette und sind
somit fur einen unkontrollierten Eintrag in die Umwelt verantwortlich
[SCHLOTER und BARLAGE, 2007].

2.2 Antibiotikaeinsatz in der Veterinarmedizin

Nach der Einfihrung von Antibiotika in der Humanmedizin in den 1940er
Jahren zur Behandlung von Infektionen, wurden sie in der Veterinarmedizin in
den 1950er eingefuhrt [WHO, 2011].
Die Tabelle 6 gibt einen Uberblick tber die in der Veterinarmedizin eingesetzten

Antibiotika. Einige finden auch in der Humanmedizin Verwendung.

20



Tab. 6: Einteilung der Antibiotika in der Veterindrmedizin
[UMWELTBUNDESAMT, 2010]

Stoffgruppen Wirkstoffe

Aminoglykoside Apramycin, Dihydrostreptomycin, Gentamicin, Kanamycin,
Neomycin, Spectinomycin, Streptomycin

Cephalosprine Cefazolin, Cefalexin, Cefotaxim, Cefquinom, Ceftiofur,
Cefoxitin, Cephalotin, Dicloxacilin, Difloxacin

Amphenicole Florfenicol

Chinolone (Gyrasehemmer) Danofloxacin, Enrofloxacin

Diaminopyrimidinderivate ~ Baquiloprim, Trimethoprim

Lincosamide Clindamycin, Lincomycin

Makrolide Erythromycin, Spiramycin, Tilmicosin, Tylosin
Nitroimidazole Dimetridazol, Metronidazol

Penicilline Ampicillin, Amoxicillin, Cloxacillin, Oxacillin, Penicilline

(Amino-, Benzyl-, Phenoxypenicilline)

Pleuromutiline Tiamulin, Valnemulin

Polypeptide (Polymyxine)  Colistin, Polymyxin B

Sulfonamide Formosulfathiazol, Sulfaclozin, Sulfadimidin,
Sulfamethoxazol, Sulfadimethoxin, Sulfamethoxin,
Sulfalen, Sulfanilamid, Sulfadiazin, Sulfadoxin, Sulfathiazol

Tetracycline Chlortetracyclin, Doxycyclin, Oxytetracyclin, Tetracyclin

Aufgrund der groRen Anzahl von Nutztieren in der industrialisierten Pro-
duktion wird in einigen Landern entsprechend viel Antibiotikum eingesetzt. Die
eingesetzte Menge bei Tieren, die der Lebensmittelproduktion dienen, tber-
steigt oft die Menge, die bei Menschen Verwendung findet [WHO, 2011].

Antibiotika finden in der Veterinarmedizin in der Therapie und Metaphy-
laxe Verwendung. Der Einsatz als Wachstumsforderer ist laut EG-Verordnung
Nr. 1831/2003 EU-weit seit 1. Januar 2006 verboten. Wegen einer zunehmen-
den Diskussion um eine Resistenzbildung als Resultat, der als Leistungs-
forderer eingesetzten Antibiotika, wurden diese schrittweise verboten [SCHLO-
TER und BARLAGE, 2007]. Sie wurden und werden immer noch in einigen
Landern aul3erhalb der EU in subtherapeutischen Konzentrationen ins Futter

gemischt, dadurch soll das Wachstum der Tiere verbessert werden. Der genaue
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Mechanismus, durch den das Wachstum und die Futterungseffizienz beeinflusst
werden, ist unklar [WHO, 2011].

Der vermehrte Einsatz als Leistungsforderer liel3 die Menge an Antibioti-
kum um das 50-fache von 110 Tonnen auf 5580 Tonnen im Zeitraum von 1951-
1978 in den United States ansteigen. In der gleichen Zeit stieg die Menge zur
Behandlung von Infektionen beim Menschen nur um das 10-fache. Zudem wur-
den Bakterien, die eigentlich empfindlich sind, als resistent beobachtet. In
GrolRbritannien stieg beispielsweise die Pravalenz von E. coli resistent gegen
Tetracyclin, die von Geflugelproben isoliert wurden, von 3,5% auf 63,2% inner-
halb von vier Jahren nach der Einfihrung in der Geflugelwirtschaft [WHO,
2011]. Als antibiotische Leistungsférderer wurden zwar keine relevanten Antibi-
otika in der Humanmedizin (Grundsatz des SWANN Komitees 1969), jedoch
Substanzen mit analoger Wirkung verwendet. Dadurch und durch die Entste-
hung von Kreuzresistenzen kam es zur Resistenzbildung gegen humanmedizi-
nisch relevanten Antibiotika; beispielsweise: Avoparcin/ Vancomycin, Tylosin/
Erythromycin. Umgekehrt wurden Antibiotika, die vorher ausschlief3lich in der
Veterindrmedizin Verwendung fanden, auch fur die Humanmedizin wichtig. Als
Beispiel sind Virginiamycin/Pristinamycin zu erwahnen. Das Verbot wurde nicht
ausschlief3lich aufgrund von wissenschaftlich belegten Daten, sondern als vor-
beugende VerbraucherschutzmalBnahme beschlossen. Nicht nur diese man-
gelnde Datenlage fuhrte zu kontroversen Diskussionen, sondern auch weil das
Verbot die Tierzucht vor grol3e Herausforderungen (Bsp: gastrointestinale St6-
rungen in der Jungtieraufzucht/zu Mastbeginn) stellte und die Wirksubstanzen
fur die Therapie mit jenen der Humanmedizin identisch sind [DOMIG, 2005].
Mogliche Verschlechterungen der Tiergesundheit oder der wirtschaftlichen Pro-
duktion durch das Verbot von Leistungsforderer sind allerdings durch Sicher-
heitsmalRnahmen, Pravention von Krankheiten und Hygiene- und Management-
praktiken vermeidbar. Antibiotikaeinsatz sollte nur zur Behandlung und in thera-

peutischen Konzentrationen erfolgen [WHO, 2011].
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Ein weiterer Einsatzbereich von Antibiotika ist die Metaphylaxe. Unter
Metaphylaxe versteht man die Behandlung aller Tiere im Stall, auch wenn nur
wenige erkrankt sind, unter der Annahme, dass ansonsten die ganze Herde
erkranken wirde. Die erkrankten Tiere erhalten individuell eine Behandlung mit
einem Antibiotikum, die anderen erhalten das Medikament tUber das Futter oder
das Trinkwasser. Antibiotika werden auch als Prophylaxe bei chirurgischen Ein-
griffen verwendet [UMWELTBUNDESAMT, 2010; SCHLOTER und BARLAGE,
2007].

In Osterreich wurden im Jahr 2010 ca. 63 Tonnen Antibiotika in der Nutz-
tierhaltung eingesetzt, 96% davon in der systemischen Anwendung (parenteral,
peroral, intramammar). Die am meisten vertriebenen Antibiotika waren Tetra-
cycline (57,6 %), Makrolide/Linkosamide/Streptogramine (11,4 %) und
3-Laktame (10,4 %). Eine Zuordnung der Vertriebsmengen auf einzelne Nutz-
tiergruppen ist nicht méglich, da Antibiotika fir mehrere Tierarten zugelassen
sind [BMG, 2012].

An Tiere verabreichte Antibiotika werden zum Teil wieder ausgeschie-
den. Durch die Auftragung von Gille als Wirtschaftsdinger auf die landwirt-
schaftlich genutzten Flachen kénnen Antibiotika in das Grundwasser und Ober-
flachengewasser absickern oder abgeschwemmt werden [UMWELTBUNDES-
AMT, 2010].

In einem Modellversuch untersuchten Grote et al. die Antibiotikaaufnah-
me von Nutzpflanzen aus von Gillle-gediingten Boden. Dazu wurden die Antibi-
otika Sulfadiazin, Trimethoprim und Chlortetracyclin an Ferkel oral verabreicht.
Die Gulle wurde 8 Monate gelagert und dann zur Dingung auf das Feld aufge-
bracht. Bodenproben verschiedener Horizonte und Pflanzenproben von Feld-
salat und Winterweizen in verschiedenen Wachstumsphasen wurden analysiert.
Es konnten Antibiotika-RUckstande nachgewiesen werden, was auf einen mog-
lichen Eintrag von Antibiotika aus der Nutztierhaltung in den Pflanzenanbau
hinweist [GROTE et al., 2006].
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2.3 Antibiotikaeinsatz in Aquakulturen

Der Einsatz von Antibiotika findet auch in Aquakulturen statt; in Europa
bei marinen Kulturen von Lachs, Dorade und Wolfsbarsch und in Asien bei Kul-
turen von Shrimps. Es werden vor allem Tetrazykline, Sulfonamide, Amoxy-
cyclin, Chloramin T und Fluorfenicol eingesetzt. In Ostasien wird auch Chlor-
amphenicol verwendet. Aufgrund der toxischen Wirkung von Chloramphenicol
sind dessen Verwendung in der EU und der Import von solchen Lebensmitteln
in die EU verboten [SCHLOTER und BARLAGE, 2007]. Antibiotika werden
hauptsachlich als Prophylaxe tber das Futter verabreicht, geringere Bedeutung
haben Bader und Injektionen. Wahrend der Aufzucht von Fischen wirken sich
Stressoren negativ auf das Immunsystem aus, die Infektanfalligkeit ist dadurch
erhoht. Die Mengen an Antibiotika im nicht konsumierten Futter und Fischfazes
reichern sich im Sediment an und kénnen durch die Stromung auch in andere
Gebiete verbreitet werden. Diese Rickstande Uben Selektionsdruck auf die
natlrliche Mikroflora im Sediment aus, was die Zusammensetzung der Mikroflo-
ra beeinflusst und die Selektion von resistenten Bakterien zur Folge hat
[CABELLO, 2008].

Da Fische die Antibiotika nicht effektiv metabolisieren kénnen, schatzt
man, dass ca. 75% der Uber das Futter verabreichten Antibiotika ausgeschie-
den werden. Die Verwendung von Antibiotika in Aquakulturen ist abh&angig von
der jeweiligen Regierung, und variiert stark zwischen den Landern. Das Vor-
kommen von antibiotika-resistenten Bakterien in Lebensmitteln ist seit [angerem
bekannt und ein mdgliches Gesundheitsrisiko. Eine Untersuchung von ready-to-
eat Shrimps zeigte, dass 42% der 1564 Isolate und 81% der Bakterienspezies
darunter auch E. coli, Salmonella, Shigella und Vibrio spp. Resistenzen gegen
Antibiotika aufwiesen. Resistente Fischpathogene kénnen ein Reservoir flr Re-
sistenzgene darstellen, die sich weiter ausbreiten und auch auf menschliche
Pathogene treffen konnen. So ist beispielsweise die Ubertragung von Resis-
tenzgenen durch Konjugation von dem Fischpathogen Aeromonas salmonicida
auf E. coli oder von Vibrio anguillarum auf Vibrio cholera mdglich [ROMERO et
al., 2012].
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Angaben zum Antibiotikaverbrauch in Aquakulturen in Osterreich sind
derzeit nicht moglich. Daten aus Norwegen deuten auf einen Rickgang des
Verbrauchs bei gesteigerter Produktion hin [UMWELTBUNDESAMT, 2010]. In
der norwegischen Lachs-Produktion konnte die Verwendung von Antibiotika
durch effektive Impfstoffe und verbesserte Umgebungsbedingungen reduziert
werden [WHO, 2011].

Der Einsatz von Antibiotika wird in der Abbildung 2 der Fischproduktion
in Norwegen gegenubergestellt.

In Asien durften Antibiotika in grof3eren Mengen eingesetzt werden [UMWELT-
BUNDESAMT, 2010].

60 7 r 1200

Antibacterial drugs

50 1000

= Farmed fish r/
40 800

S / 600
e / 400

) -t/J 0

Antibiotics (tonnes sold)
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Abbildung 2: Antibiotika fur den therapeutischen Einsatz in Fischfarmen und die
produzierte Biomasse in Norwegen, 1981-2009 [WHO, 2011]
In Norwegen wurden 1987 und 1990-1992 effektive Medikamente in der Aquakultur eingefihrt;

dadurch konnte der Einsatz von Antibiotika signifikant verringert werden ohne die Produktion
negativ zu beeinflussen. Die Produktion konnte trotz Minimierung des Antibiotikaverbrauchs
gesteigert werden.
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Ohne den Einsatz von Antibiotika kdnnen mit Krankheitspraventions-
MalRnahmen ebenfalls eine gute Gesundheitssituation und Wirtschaftlichkeit in
Aquakulturen und in der Nutztierhaltung erreicht werden; mit der Ausnahme zur
Behandlung kranker Tiere. Durch die Reduktion des Antibiotikaverbrauchs wird

auch das Risiko der Verbreitung von Resistenzen verringert [WHO, 2011].

2.4 Antibiotikaeinsatz in der Pflanzenzucht

2.4.1 Einsatz als Pflanzenschutzmittel

Antibiotika werden bereits seit den 1950er Jahren zur Bekampfung von
bakteriellen Erkrankungen von Obst- und Gemusepflanzen eingesetzt. Heutzu-
tage finden hauptsachlich Oxytetracyclin und Streptomycin in einem Ausmalf}
von ca. 0,5 % des Gesamtverbrauchs Verwendung. Pflanzen sind eher von
Krankheiten durch Pilze oder Viren und weniger durch Bakterien betroffen, was
unter anderem den geringen Verbrauch von Antibiotika erklart [McMANUS et
al., 2002].

Der bekannteste Einsatz von Antibiotika im Pflanzenschutz ist die Be-
kampfung von Erwinia amylovora. Dieser Erreger ist verantwortlich fir das Auf-
treten von Feuerbrand bei Rosenholzgewéchsen (Apfel-, Birnenbaume). Als
Wirkstoff des Pflanzenschutzmittels wird das Antibiotikum Streptomycin ver-
wendet [SCHLOTER und BARLAGE, 2007]. Seit 2004 ist jedoch die Verwen-
dung von Streptomycin im Pflanzenschutz EU-weit verboten. Da jedoch dieser
Wirkstoff der einzige mit einer Wirkung von tber 70% gegen Erwinia amylovora
ist, kann der Einsatz durch die ,Gefahr im Verzug-Regelung“ erfolgen. So wur-
de der Einsatz von 34 kg Streptomycin im Jahr 2008 nach dem starken Auftre-
ten von Feuerbrand 2007 moglich. Als Voraussetzung gilt eine potentielle Ge-
fahrdung der Obstbaume [AGES, 2008]. Zur Verhinderung von Feuerbrand
werden die Pflanzen wahrend der Blite im Frihling mit Streptomycin einge-
spriht. Der Einsatz muss prophylaktisch erfolgen, denn Antibiotika sind bei be-
reits infizierten Baumen unwirksam. Die Auftragung erfolgt ein- bis dreimal pro

Saison. Antibiotika-Ruckstdnde sind auf der Oberflache der Pflanzen nachweis-
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bar, jedoch verlieren sie ihre Wirksamkeit innerhalb einer Woche nach der Auf-
tragung [STOCKWELL und DUFFY, 2012].

Eine Oxytetracyclin-Resistenz bei Pflanzenpathogenen ist selten, wah-
rend hingegen Streptomycin-resistente Stdmme von Erwinia amylovora,
Pseudomonas spp. und Xanthomonas camprestris bekannt sind [McMANUS et
al., 2002].

2.4.2 Einsatz als Markergen bei genetisch modifizierten Pflanzen

Genetische Modifikation in Pflanzen setzt die Ubertragung von ausge-
wahlten Genen in eine Rezipientenzelle voraus. Verschiedene Mechanismen
stehen hierfur zur Verfigung, wie die Verwendung von Agrobacterium tumefa-
ciens zur Einschleusung von Genen in eine Zelle oder der direkte Gentransfer
durch Partikelbeschuss mittels gene guns. Da diese Ubertragung nicht bei allen
Zellen erfolgreich ist, ist eine Trennung der Zellen erforderlich. Hierfir kommen
Markergene, die mit den zu transferierenden Genen auf die Rezipientenzelle
Ubertragen werden, zum Einsatz. Haufig werden Antibiotikagene als Marker
eingesetzt, ein Beispiel ist das nptll-Gen (neomycin phosphotransferase IlI).
Dieses Gen codiert fir das Enzym Neomycin-Phosphotransferase, das Antibio-
tika der Gruppe Aminoglykoside (Neomycin, Kanamycin) inaktivieren kann. Die
Selektion von den gen-technisch modifizierten Zellen erfolgt auf einem
Kanamycin-angereicherten Medium, da die Kanamycin-Konzentration auf nicht-
modifizierte Zellen letal wirkt [GAY und GILLESPIE, 2005].

Diese Antibiotikaresistenzgene stellen ein mégliches Sicherheitsproblem
dar. Sie sind meist auf mobilen genetischen Elementen lokalisiert und kénnten
durch horizontalen Gentransfer von den gentechnisch modifizierten Pflanzen-
zellen auf Bakterien Ubertragen werden. Hierfir misste das Markergen auf ein
Empfangerbakterium treffen, aufgenommen und in dessen Genom integriert
werden, bevor das Gen exprimiert werden konnte. Diese Mdoglichkeit besteht
zwar, jedoch ist die Haufigkeit sehr gering und konnte unter Feldbedingungen
nicht beobachtet werden [GAY und GILLESPIE, 2005].
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Auch wenn der grof3te Anteil am Resistenzproblem von der Human-
medizin verursacht wird, konnten die Markergene eine Quelle an Antibiotika-
resistenzen darstellen. Die Verwendung von nptll als Markergen bei gen-
technisch modifizierten Pflanzen ist erlaubt, obwohl Aminoglykoside eine ent-
scheidende Rolle in der Pravention und Behandlung von kritischen Zustadnden
wie multiresistente Tuberkulose oder hepatische Enzophalopatie, haben
[OLIVEIRA und MAIRHOFER, 2013].
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3 AUSGEWAHLTE ANTIBIOTIKARESISTENTE
BAKTERIEN

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus, Extended-spectrum-f3-Lactamase-bildenden Enterobacteriaceae und
Vancomycin-resistenten Enterokokken. Die Bakterien, Antibiotika und Resis-

tenzmechanismen werden beschrieben.

3.1 Methicillin-resistente Staphylococcus aureus MRSA

Staphylococcus aureus ist ein gram-positives, Koagulase-positives Bak-
terium und verantwortlich fir multiple Erkrankungen, wie Haut- und Wundinfek-
tionen, Sepsis, Osteomyelitis und Pneumonie. Bestimmte Stamme sind in der
Lage neben den Gewebetoxinen (Hamolysin, Fibrinolysin, Leukozidin) auch
Enterotoxine, die mit lebensmittelbedingten Intoxikationen assoziiert sind, zu
produzieren [CRAGO et al., 2012].

Die ersten S. aureus-Stamme, die resistent gegen Penicillin waren, wur-
den 1941, nur zwei Jahre nach der Einfuhrung von Penicillin in der klinischen
Therapie, entdeckt. Die Penicillin-Resistenz wird Uber Plasmide vermittelt,
dadurch erfolgt die Verbreitung der Resistenz relativ schnell. In den 1980er wa-
ren ca. 90% der aus Patienten isolierten S. aureus, resistent. Die Methicillin-
Resistenz ist hingegen chromosomalbedingt, und deshalb erfolgt die Verbrei-
tung langsamer. Methicillin ist ein halbsynthetisches Antibiotikum und Penicilli-
nase-stabil. Es wurde in den 1960er Jahren zur Behandlung von Infektionen mit
Penicillin-resistenten S. aureus eingefihrt [PESAVENTO et al., 2007].

20% der S. aureus Stamme sind empfindlich gegen Penicillin, weil sie
keine [3-Laktamase bilden. Methicillin-sensible S.aureus (MSSA) machen ca.

60% der Stamme aus. Sie bilden 3-Laktamase, sind jedoch empfindlich gegen
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Methicillin. 20-25% aller S. aureus Stamme sind Methicillin-resistent [GROSS,
2009].

Die Methicillinresistenz wird durch die Aufnahme einer mobilen Genkas-
sette (Staphylococcus cassette chromosome mec, SCCmec) und dessen Ein-
bau in die chromosomale DNA verursacht. Diese Kassette enthalt das soge-
nannte mecA Gen. Dieses Gen codiert fir das Penicillinbindeprotein PBP 2a
mit geringer Affinitat zu [3-Laktamantibiotika. MRSA sind somit resistent gegen
alle R-Laktamantibiotika (Penicilline und Chephalosporine) [BOER et al., 2009;
FETSCH, 2012].

Wenn S. aureus Uber Lebensmittel in den menschlichen Kdrper gelan-
gen, werden diese durch den Magensaft abgetdtet. Bei immungeschwachten
Patienten gelangen diese Bakterien jedoch in den Blutkreislauf und l6sen Infek-
tionen aus [PESAVENTO et al., 2007]. MRSA konnte bereits in rohen Fleisch-
proben in Asien, Kanada, Europa und USA nachgewiesen werden, mit einer
Préavalenz von 1% in Asien bis zu 12% in den Niederlanden. Das Vorkommen
von MRSA ist nicht auf eine Tierart beschrankt, sondern in Schweine-, Hihner-
und Rindfleisch nachweisbar [HANSON et al., 2011]. Neben den Nutztieren
konnen auch Haustiere wie Katzen und Hunde betroffen sein. Der Unterschied
hierbei besteht darin, dass die Nutztiere symptomlose Keimtrager sind wahrend
Haustiere an der MRSA-Infektion erkranken. Der Grund dafir ist, dass sich die
nachgewiesenen Typen zwischen Nutz- und Haustieren unterscheiden. Jene
die hauptsachlich von Haustieren isoliert wurden, kommen auch beim Men-
schen vor. Der MRSA-Typ in Nutztieren (livestock-associated MRSA, la-MRSA)
ist eher selten mit Erkrankungen des Menschen assoziiert, jedoch kann der
Kontakt mit lebenden Tieren sowie rohem Fleisch ein Risiko fur eine MRSA-
Infektion darstellen [BfR, 2008]. So liegt bei Tierarzten und Landwirten, die in
MRSA-positiven Anlagen tétig sind, zu 86% eine nasale Besiedlung mit la-
MRSA vor. Diese erfolgt hauptsachlich tGber die Inhalation von kontaminiertem
Staub [WITTE und CUNY, 2013].

MRSA in der Bevoélkerung wird auch community-acquired-MRSA

(ca-MRSA) genannt und ist meist mit tiefgehenden Haut- und Weichgewebe-
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Infektionen verbunden. MRSA in Krankenhausern (nosokomiale Infektionen)
werden als hospital-acquired-MRSA (ha-MRSA) bezeichnet und sind innerhalb
des Gesundheitswesens verbreitet [WITTE und CUNY, 2013].

Ha-MRSA Stamme tragen die SSCmec Genkassette des Typs 1, 2 oder
3. Jeder Typ enthélt das mecA Gen. Diese Stamme weisen oft eine Resistenz
gegen mehrere Klassen der nicht-R-Laktam Antibiotika auf. Die SSCmec Gen-
kassette des Typs 4 oder 5, die die ca-MRSA Stamme aufweisen, sind im Ver-
gleich zu den Typen 1-3 kleiner und tragen ebenfalls das mecA Gen. Einige
Daten weisen darauf hin, dass die Genkassetten des Typs 4 und 5 mobiler sein
konnten. Eine Resistenz gegenuber Antibiotikaklassen auf3er den
3-Laktamantibiotika ist seltener. Neben diesen genotypischen Unterschieden
gibt es auch Klinische. Von ca-MRSA Infektionen sind bis dahin gesunde jlinge-
re Patienten betroffen und hauptsachlich mit Haut- und Weichteilinfektionen,
aber auch mit schweren klinischen Syndromen wie nekrotisierender Pneumonie
und schwerer Sepsis assoziiert. Im Gegensatz dazu werden ha-MRSA Uber-
wiegend von dalteren Patienten in gesundheitlichen Einrichtungen isoliert und
sind verantwortlich fir Pneumonien, Bakteriamien und invasive Infektionen
[DAVID und DAUM, 2010].

3.2 Extended-spectrum-R-Lactamase (ESBL) bildende

Enterobakterien

Enterobakterien sind gramnegative Stabchen und besiedeln den Darm
von Mensch und Tier. Die Familie der Enterobacteriaceae umfasst ca. 100
Spezies, darunter auch Opportunisten, die schwere Infektionen bei Menschen
mit geschwachter Abwehr auslésen kénnen.
Extended-spectrum-3-Laktamase (ESBL-) bildende Bakterien sind Bakterien
mit der Fahigkeit 3-Laktamasen mit erweitertem Wirkungsbereich zu produzie-
ren. 3-Laktamasen sind Enzyme, die 3-Laktam-Antibiotika hydrolytisch spalten.
Diese Enzyme kdnnen neben den Penicillinen auch Cephalosporine zerstoren,

dadurch wird die Therapie von Infektionen stark eingeschrankt [WILLE, 2010].
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Jedoch muss eine EBSL-Bildung nicht gleichzeitig eine Resistenz gegen
Monobaktame und Cephalosporine der Gruppe 3 (Cefotaxim, Ceftazidim,
Ceftriaxon) und 4 (Cefepim, Cefpirom) zur Folge haben; diese phanotypische
Auspragung kann stark variieren. Aufschluss bietet ein Antibiogramm. Zu den
Bakterien, die diese Resistenz entwickeln kdonnen, z&hlen Enterobacteriaceae
sowie Pseudomonaceae und andere Nonfermenter [WILLE, 2010]. Die Antibio-
tika, die der Gruppe der R-Laktamantibiotika angehéren, sind in der Tabelle 4
(Seite 18) aufgelistet. Cephalosporine werden in Gruppen oder auch Generati-
onen gegliedert. Die Gruppen 1 (z.B. Cefazolin, Cefaclor) und 2 (z.B. Cefuro-
xim, Cefotiam) sind die sogenannten Basis-Cephalosporine. Durch ihr breites
Wirkungsspektrum sollten sie nur Verwendung finden, wenn Antibiotika mit
schmalem Spektrum nicht ausreichen. Die Gruppen 3 (z.B. Ceftriaxon,
Ceftazidim) und 4 (z.B. Cefoxitin) sind im Gegensatz dazu die Breitspektrum-
Cephalosporine. lhre Wirksamkeit gegen Enterobakterien ist deutlich besser im
Vergleich zu den Basis-Cephalosporinen. Bei dem Antibiotikum Cefoxitin

kommt hinzu, dass es gegen 3-Lactamase stabil ist [WILLE, 2007b].

Penicillin ist das einfachste 3-Laktam-Antibiotikum. Bereits wenige Jahre
nach dessen Einfuhrung 1940 traten Resistenzen durch die Bildung der ersten
3-Laktamase (Penicillinase) auf. Zur Sicherstellung von wirksamen Medikamen-
ten wurden neue Antibiotika mit gleicher Grundstruktur jedoch andere Substitio-
nen entwickelt. Die R-Laktamasen und somit die durch diese Enzyme vermittel-
te Resistenz werden durch [3-Laktamase-Hemmer wie z.B. Clavulanséure blo-
ckiert [WILLE, 2010].

Ein Grund dieser Resistenz ist die Expression von ampC-R-Laktamasen,
die chromosomal codiert sind. Eine Mutation bewirkt eine Uberexpression,
wodurch es zur Resistenz kommt [WILLE, 2010]. Sitzt die genetische Informati-
on zur ESBL-Bildung auf dem Chromosom, kann diese Art der Resistenz nur
durch vertikalen Gentransfer, also bei der Vermehrung durch Teilung an die
Tochtergeneration, weitergegeben werden [SCHRAUDER und VONBERG,
2009].
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Ein weiterer Grund ist die Aufnahme von Plasmiden, die die extended-
spectrum-R-Lactamase codieren [WILLE, 2010]. Diese Moglichkeit der Ubertra-
gung ist nicht an Speziesgrenzen gebunden (s.o0. Konjugation). Das Resistenz-
plasmid kann beispielsweise von Klebsiella pneumoniae auf Escherichia coli
und auch umgekehrt Gbertragen werden. Die Verbreitung der Resistenz erfolgt
relativ einfach und schnell [SCHRAUDER und VONBERG, 2009]. Die Enzyme
kobnnen nach den Derivaten in die Gruppen TEM, SHV oder CTX-M
3-Laktamasen unterteilt werden. Letztere z&hlen zu den am haufigsten vor-
kommenden ESBL-Typen in den europdischen Staaten und werden je nach
Sequenz der Aminosauren in funf Subgruppen gegliedert: CTX-M-1, CTX-M-2,
CTX-M-8, CTX-M-9 und CTX-M-25 [BfR, 2012].

Die Bildung von ESBL wird hauptsachlich bei Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae und oxytoca, sowie bei Proteus spp., Citrobacter spp., Salmonella
enterica, Enterobacter spp. und Morganella morganii beobachtet [WILLE, 2010].
ESBL-bildende Bakterien kommen primar im Verdauungstrakt vor, auRerdem in
den ableitenden Harnwegen sowie im Respirationstrakt [SCHRAUDER und
VONBERG, 2009]. Heutzutage sind mehr als 50% der Harnwegsinfektionen
verursachenden E.coli Ampicillin-resistent [WITTE und PFEIFER, 2013]. ESBL-
bildende Bakterien kommen vermehrt in Krankenhausern und dort vor allem auf
Intensivstationen vor. Hoher Selektionsdruck durch hohen Antibiotikaeinsatz
und das geschwachte Immunsystem der Patienten werden als Grinde diskutiert
[SCHRAUDER und VONBERG, 2009]. Mehrere Studien konnten aber auch
ESBL-bildende Erreger in Tieren und Lebensmitteln mit zunehmendem Vor-
kommen nachweisen [STUART et al.,, 2012; LAVILLA et al., 2008]. Das BfR
untersuchte im Zeitraum von 2000 - 2008 Salmonella-lsolate von Lebensmittel-
proben auf Antibiotikaresistenzen; 1,2% der Isolate waren resistent gegen Ce-
phalosporine. Die Ergebnisse der Jahre 2009 und 2010 waren ahnlich. Zusatz-
lich wurden ESBL-bildende kommensale E. coli nachgewiesen. Isolate aus
Masth&hnchen waren zu 5,9% resistent gegen Ceftazidim im Jahre 2009, und
zu 13,5% im Jahre 2010. Diese Bakterien konnten auch bei Legehennen und

Mastkalbern und bei Puten- und Schweinefleisch nachgewiesen werden.
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Lebensmittel, hauptsachlich tierischen Ursprungs, stellen somit eine maogliche
Infektionsquelle dar. Das Infektionsrisiko ist aber mit derzeitigem Wissensstand
nur schwer abschatzbar. Eine weitere mdgliche Infektionsquelle stellen die
Haustiere dar, bei denen auch ESBL-bildende Bakterien nachgewiesen werden
konnten [BfR, 2012].

3.3 Vancomycin-resistente Enterokokken VRE

Enterokokken sind grampositive und fakultativ anaerobe Bakterien. Sie
besiedeln die Darmflora von Menschen und Tieren. Durch eine Verschleppung
aus dem Colon in andere Regionen kénnen Enterkokken unter anderem Harn-
wegsinfektionen, Peritonitis und Endokarditis verursachen. Als Krankheitserre-
ger sind hier vor allem E. faecium mit 85-90% und E. faecalis mit 5-10% der
klinischen Isolate zu erwahnen [SIMON et al., 2004; CETINKAYA et al., 2000].
Enterokokken besitzen eine natirliche Resistenz gegeniber semisynthetischen
Penicillinen, Monobactamen und allen Cephalosporinen und sind die zweit- bis

dritthaufigsten Erreger von nosokomialen Infektionen [KLARE et al., 2012].

Vancomycin ist ein Antibiotikum der Glykopeptid-Gruppe und ist gegen
grampositive Bakterien wirksam. Durch die Bindung von Vancomycin an das
Ende von Peptidoglykan-Vorstufen wird der Aufbau der Zellwand verhindert.
Wenn die Struktur dieser Bindungsstelle verandert wird, kann Vancomycin nicht
mehr binden und ist unwirksam. Es gibt verschiedene Resistenzmechanismen,
wobei den Genen vanA und vanB die gr63te klinische Bedeutung zu kommen.
Das vanA-Gen ist auf Plasmiden oder Transposons codiert, wodurch eine Uber-
tragung auf andere grampositive Bakterien mdglich ist, beispielsweise auch auf
MRSA. Die genetische Information fir den VanB-Resistenztyp ist auf Chromo-
somen lokalisiert, eine Ubertragung auf andere Enterokokken ist moglich [SI-
MON et al., 2004]. Neben den vanA und vanB-Typen gibt es noch sechs weite-
re erworbene Resistenzarten (vanD, vanE, vanG, vanL, vanM, vanN). Bei den
vanCi- und vanC,-Typen handelt sich um intrinsische Resistenzmechanismen

bei E. gallinarum bzw. E. casseliflavus. Durch die natirliche Resistenz gegen-
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Uber vielen Antibiotika hat eine zusatzliche Vancomycin-Resistenz dramatische
Auswirkungen auf die therapeutischen Mdglichkeiten. In diesem Fall stehen nur
noch sehr wenige Chemotherapeutika (Quinupristin/Dalfopristin, Linezolid,

Tigecyclin, Daptomycin) zur Auswahl [KLARE et al., 2012].

Es besteht ein epidemiologischer Unterschied zwischen dem Vorkom-
men von VRE in den USA und in Europa. Wahrend sich in den USA VRE inner-
halb und zwischen Spitalern aufgrund des hohen Antibiotikaeinsatzes verbrei-
teten, wurden VRE in europdaischen Staaten bei nicht-hospitalisierten Men-
schen, Bauern, Nutztieren, Fleischprodukten und Abwasserklaranlagen nach-
gewiesen. Aullerdem unterscheiden sich die Vancomycin-resistenten Entero-
kokken, die beim Menschen nachgewiesen wurden, nicht von jenen in der Um-
welt, Tieren oder Fleischprodukten. Die Vermutung, dass VRE von Tieren auf
den Menschen uber die Lebensmittelkette Gbertragen werden kénnen, ist somit
nahe liegend. Als Grund fir diesen epidemiologischen Unterschied wird Avo-
parcin diskutiert [MESSI et al., 2006].

Avoparcin ist wie Vancomycin ein Glykopeptid-Antibiotikum. Es wurde in
der EU bis 1997 in der Tierhaltung als Wachstumsforderer eingesetzt. Durch
die Moglichkeit einer Kreuz-Resistenz von Avoparcin und Vancomycin kommt
es zur Vancomycin-Resistenz. Unter Kreuz-Resistenz versteht man die Fahig-
keit durch ein Resistenzgen Unempfindlichkeit gegen zwei oder mehr Antibioti-
ka derselben Klasse zu entwickeln. Durch eine mogliche Resistenzentwicklung
gegenuber Vancomycin von Enterokokken durch dessen Einsatz und den Ein-
trag in die Nahrungskette (Wasser, kontaminierte Lebensmittel) wurde Avopar-
cin EU-weit verboten. Es konnten VRE in Hihner- und Schweinefleisch sowie in
Stuhlproben von Haustieren nachgewiesen werden. Das Vorkommen von Van-
comycin-resistenten Enterokokken in der kommensalen Flora von gesunden
Menschen stieg ebenfalls an, trotz einem geringen Einsatz von diesem Antibio-
tikum in der Humanmedizin [WHO, 2011; SIMON et al., 2004]. Dieses Verbot
fuhrte zum Rickgang von VRE in Nutztieren und in der Bevolkerung [WHO,
2011].
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Die Abbildung 3 verdeutlicht den Einsatz von Avoparcin und das Auftreten
von Glykopeptidresistenz in Danemark. Danemark und Norwegen haben bereits
1995 die Verwendung von Avoparcin als Leistungsférderer verboten [WHO,
2011].
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Abbildung 3: Einsatz von Avoparcin und die Entwicklung der Glykopeptid-
Resistenz in Danemark, 1994-2005 [WHO, 2011]

In Danemark wurden 1994 25000kg des Leistungsforderers Avoparcin eingesetzt, 1995 waren
es 5000 kg und danach wurde der Einsatz von Avoparcin verboten. Mit Rlickgang von Avopar-

cin ging auch die Anzahl resistenter Isolate bei Schweinen und Masthahnchen deutlich zurtck.
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4 ANTIBIOTIKARESISTENTE BAKTERIEN -
GESUNDHEITLICHE BEDEUTUNG UND RISIKO FUR
DEN MENSCHEN

In diesem Kapitel wird auf die gesundheitlichen Auswirkungen und auf die Pra-

valenz von antibiotikaresistenten Bakterien in Europa ndher eingegangen.

Die Einfihrung von Antibiotika zur Behandlung von Infektionskrankheiten
in den 1940er Jahren veranderte die Medizin. Nur wenige Jahre danach ent-
standen durch den Gebrauch und Missbrauch Resistenzen, die sich rasch aus-
breiteten. Die Folgen von Antibiotikaresistenzen sind Therapieversagen oder
schwerere und langer anhaltende Erkrankungen, wodurch Hospitalisierungsra-
ten, Todesfalle und Kosten deutlich ansteigen. Mehr als 25000 Menschen ster-
ben jahrlich in der Européaischen Union an Infektionen verursacht von antibioti-
karesistenten Bakterien. Reserve—Antibiotika, die zur alternativen Therapie
eingesetzt werden, sind oft weniger effektiv, teurer und toxischer. Jede Art von
Gebrauch bei Menschen, Tieren und Pflanzen kann die Entwicklung von Resis-
tenzen fordern [WHO, 2011].

4.1 Gesundheitliche Auswirkungen von Antibiotikaresistenzen
Die Zusammensetzung der menschlichen Darmflora besteht aus ca. 400
verschiedenen Bakterienspezies und Subspezies mit einer Gesamtkeimzahl
von 10%2-10" und héngt von einigen Faktoren, wie zum Beispiel der Ernahrung
und des Alters, ab. Je nach Abschnitt des Verdauungstraktes sind verschiedene
Bakterien vertreten, so Uberwiegen im Magen und Duodenum Laktobakterien
und grampositive Kokken, im Jejunum Laktobakterien, Streptokokken und we-
nige Anaerobier, im lluem grampositive Kokken, Enterobacteriaceae, Bacteroi-
des spp. und andere Anaerobier und im Kolon Enterobacteriaceae, Lactobacil-
lus, Bacteroides spp., Streptokokken, Enterokokken, Staphylokokken und ande-
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re. Durch die dichte Besiedlung des menschlichen Verdauungstraktes konnen
exogen aufgenommene Bakterien den Darm nicht dauerhaft besiedeln. Die
Passage durch den Verdauungstrakt betragt jedoch 24-48 Stunden, in denen
resistente Bakterien die Resistenzgene auf andere Bakterien tbertragen kon-
nen. Wenn das Gleichgewicht der Darmflora gestort wird, kdnnen daraus
schwere Erkrankungen resultieren [AUTENRIETH, 2000]. Die Darmflora kann
beispielsweise durch eine Behandlung mit Antibiotika, durch eine radikale An-
derung der Erndhrung oder durch eine Strahlentherapie aus dem Gleichgewicht
gebracht werden. Die naturliche Barriere kann gestort werden, wodurch die An-
siedlung von potentiell pathogenen Bakterien erméglicht wird. Die Auswirkun-
gen von Antibiotika auf die Darmflora sind unterschiedlich, so beeinflussen
Clindamycin, Erythromycin, Cefoperazone, Ceftriaxon und Moxalactam die
menschliche Darmflora besonders stark. Die Einnahme von Antibiotika hat ei-
nen Selektionsdruck zur Folge, wodurch es zur Vermehrung von resistenten
Bakterien und zum Transfer von Resistenzgenen auf die normale Darmflora
oder auf pathogene Keime kommen kann [SCHIJZRRING und KROGFELT,
2011].

Wie bereits erwahnt fihrt der Einsatz von Antibiotika als Leistungsforde-
rer zum vermehrten Auftreten von resistenten Bakterien im Darm der Nutztiere.
Wahrend der Schlachtung kdnnen diese resistenten Bakterien ins Lebensmittel
gelangen und somit in die Lebensmittelkette. Werden die Fleischprodukte zu
wenig erhitzt bzw. Obst und Gemuse, die mit kontaminiertem Wasser gegossen
wurden, zu wenig gereinigt, gelangen resistente Bakterien durch den Konsum in
den menschlichen Verdauungstrakt. Dort besteht die Mdéglichkeit, dass sie sich
mit der normalen Darmflora vermischen und Gene Ubertragen oder aufnehmen.
Es werden auch Resistenzgene innerhalb der normalen Darmflora ausge-
tauscht. Einige Bakterien der normalen Darmflora sind opportunistische Patho-
gene, die vor allem nach Operationen schwere Infektionen auslésen kdnnen.
Wenn diese Bakterien Resistenzen tragen, wird die Behandlung erschwert.
Bakterien, die mit der Nahrung aufgenommen werden, passieren den Darm. Die

Dauer der Passage durch den Kolon ist lang genug um den Transfer oder den
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Erwerb von Genen mittels Konjugation zu ermoéglichen. Durch die Ausschei-
dung und fakal-orale Kontamination kdnnen resistente Bakterien unter anderem
in den Mund oder auf die Haut gelangen, wo es wieder zum Gentransfer kom-
men kann. Salyers et al. stellten diese Reservoir-Hypothese auf, in der der
Darm ein Reservoir fur Antibiotikaresistenzgene darstellt [SALYERS et al.,
2004].

Hirsh et al. untersuchten 1974 die Ubertragung von Resistenzen bei frei-
willigen Versuchspersonen. Der Transfer der Tetrazyklin-Resistenz von E. coli
tierischen Ursprungs auf E.coli der menschlichen Darmflora konnte wahrend
einer Tetrazyklin-Behandlung beobachtet werden. Der Transfer fand nur bei
einer therapeutischen Konzentration (1000mg/d) und nicht bei geringerer Kon-
zentration statt [HIRSH et al., 1974].

Ein klinischer Fall eines einjahrigen Buben mit Spina bifida und Kloakaler
Ekstrophie bietet ein Beispiel fur die Moglichkeit des Gentranfers unter Selekti-
onsdruck. Es konnten ESBL-bildende K. pneumoniae aufgrund von ACC-1
AmpC nachgewiesen werden. Die postoperative Behandlung mit Imipenem und
Amikacin fuhrte zur verminderten Empfindlichkeit von K. pneumoniae gegen-
Uber Imipenem aufgrund spontaner Mutation. Das Kleinkind erkrankte zusatz-
lich an Harnwegsinfektionen ausgelost durch Ampicillin-resistente E. coli. Die
Behandlung erfolgte mit Cefotaxime und Gentamycin. Nach der Behandlung
konnte der in vivo Transfer von ACC-1 AmpC von K. pneumoniae auf E. coli
nachgewiesen werden [BIDET et al., 2005]. Dieser Fall hebt die Komplexitat

des Resistenzgentransfers im menschlichen Verdauungstrakt hervor.

Es wurden auch einige Tierstudien zur Ermittlung der Resistenzubertra-
gung durchgefiihrt. Schjarring et al. untersuchten die Ubertragung von Resis-
tenzplasmiden von K. pneumoniae auf E. coli im Verdauungstrakt von Mausen.
Die Versuchstiere wurden in Gruppen unterteilt, eine erhielt eine Antibiotikathe-
rapie, die andere nicht. Danach wurden die multiresistenten K. pneumoniae-
Isolate verabreicht. In der Gruppe, die keine Antibiotikatherapie bekam, konnte

bereits nach wenigen Tagen keine resistenten K. pneumoniae mehr nachge-
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wiesen werden. Grund dafur durfte die natirliche Darmflora gewesen sein. Bei
den Mausen mit Antibiotikatherapie konnten resistente K. pneumoniae im Aus-
maR von 10° KBE/g Fézes nachgewiesen werden. 23 Tage nach der Verabrei-
chung von multiresistenten K. pneumoniae-Isolaten konnten endogene E. coli-
Transkonjuganten mit dem nahezu gleichem Resistenzprofil wie K. pneumoniae
beobachtet werden [SCHIJZRRING et al., 2008].

Durch die Ubertragbarkeit von Resistenzgenen konnen sich resistente
Bakterien verbreiten. Vor allem in Krankenhausern kommen resistente Keime
vor. Durch Selektionsdruck aufgrund des hohen Antibiotikaeinsatzes und im-
mungeschwachte Patienten, kénnen diese Bakterien zu Infektionen fuhren.
Infektionen mit resistenten Erregern resultieren in schwereren und langer anhal-
tenden Erkrankungen, in steigenden Hospitalisierungsraten, héheren Mortali-
tatsrate und steigenden Kosten [WHO, 2011]. Rund 70% der Bakterien noso-
komialer Infektionen sind unempfindlich gegen mindestens ein antibakterielles
Medikament und die Zahl multiresistenter Bakterien ist im Steigen. Besonders
in den letzten 20-30 Jahren stiegen die Resistenzraten verschiedener Bakteri-
enspezies deutlich an [SCHLOTER und BARLAGE, 2007].

So ist zum Beispiel eine MRSA-Bakteriamie assoziiert mit einem
1,5-fachen langeren Krankenhausaufenthalt (19,1 versus 14,2 Tage) und dop-
pelt so hohen Krankenhauskosten ($21577 versus $11668) verglichen mit einer
MSSA-Bakteriamie. Auf3erdem besteht bei MRSA-Patienten ein grof3eres Risi-
ko einer verzbgerten angemessenen Behandlung und damit steigt auch das
Mortalitatsrisiko an [LODISE und McKINNON, 2005].

Mulvey und Simor konnten zeigen, dass die Methicillin-Resistenz bei Pa-
tienten mit einer S. aureus-Bakteriamie zu einem signifikanten Anstieg der Mor-
talitat fuhrt, das Risiko ist hierbei fast doppelt so hoch (odds ratio 1.93, 95% ClI
1.54-2.42) [MULVEY und SIMOR, 2009].

Bei Patienten mit einer VRE-Infektion gibt es ahnliche Ergebnisse. Eine
Fall-Kontroll-Studie von Carmeli et al. konnte nachweisen, dass bei Patienten
mit VRE im Vergleich zu Patienten, die nicht mit VRE besiedelt sind, die Mortali-
tat (17% vs 6%), operative Eingriffe (18% vs 10%) sowie die Verlegung auf die
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Intensivstation (25% vs 14%) signifikant erhoht sind; dadurch steigen auch die
Behandlungskosten bei VRE-besiedelten Patienten (US $ 52449 vs
US $ 31915) [CARMELI und MOZAFFARI, 2002].
In einer anderen Studie von Sohn et al. 2012 wurde die Dauer der Kolonisie-
rung und die Risikofaktoren von VRE-Tragern nach einem Krankenhausaufent-
halt untersucht. 75,6% der insgesamt 127 Patienten zeigten 4,86 Wochen (Me-
dian) nach der Entlassung aus dem Krankenhaus die ersten VRE-negativen
Ergebnisse. Faktoren wie die Einnahme von Antibiotika, Arzttermine, Dialyse
oder die Aufnahme in ein Pflegeheim oder eine andere Gesundheitseinrichtung
sind unabhangig voneinander assoziiert mit einer verlangerten Kolonisierung
mit VRE. Patienten mit diesen Risikofaktoren sollten besonders beobachtet
werden um eine Verbreitung von VRE einzudammen [SOHN et al., 2012].
Ahnliche Studien gibt es auch zu ESBL-bildenden E. coli. Die Mortalitats-
rate bei Patienten mit einer ESBL-bildenden E. coli-Infektion war mit 60,8%
signifikant héher, verglichen mit einer nicht-ESBL-bildenden E. coli-Infektionen
(23,7%). Ein verzbgerter Beginn der angemessenen Antibiotikatherapie war
signifikant assoziiert mit ESBL-Produktion und Todesfall [MELZER und
PETERSEN, 2007].

Grunde fiur das Resistenzproblem in der Humanmedizin und somit fir die
gesundheitlichen Auswirkungen sind der Einsatz von Antibiotika mit breitem
Wirkungsspektrum, zu langer prophylaktischer Einsatz nach Operationen, sowie
die Verwendung bei Kolonisierung und keiner Infektion, oder fur die Therapie
von viralen Infektionen. Besonders in Krankenhausern kommen gehauft multi-
resistente Keime vor. Durch intensive und langanhaltende Antibiotikatherapie,
immunsuppremierte Patienten und die potentielle Ubertragung von Patient zu
Patient konnen diese multiresistenten Keime Infektionen auslosen. Eine Gefahr
stellt auch die Transmission von Resistenzgenen durch den horizontalen Gen-
transfer von fakultativ pathogene auf obligat pathogene Keime dar [BMG, 2011].
Im Darm wird die Ubertragung von Resistenzgenen von nicht-pathogene auf

pathogene Bakterien oder auf opportunistische Bakterien mdglich. Lebensmittel
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stellen somit einen Weg der Aufnahme pathogener Keime und antibiotikaresis-
tenter Bakterien dar [PESAVENTO et al., 2007].

4.2 Resistenzraten im europaischen Vergleich

Es wurden Uberwachungssysteme erstellt um die Verbreitung von anti-
mikrobiellen Resistenzen zu erfassen und MalBhahmen zur Eindammung der
Verbreitung einzufiihren. Das ,Européische System zur Uberwachung von Re-
sistenzen gegen antimikrobielle Wirkstoffe” (,European Antimicrobial Re-
sistance Surveillance Network® EARS-Net) ist ein Programm, das normierte,
reprasentative und vergleichbare Daten sammelt. Osterreich nimmt seit Beginn
des Projektes 1998 an der Sammlung der Resistenzdaten teil. Seit 2010 sind
40 Laboratorien, die die Proben von 90% der Krankenanstalten untersuchen,
beteiligt. In Europa sind 28 Staaten und mehr als 900 Laboratorien im Netzwerk
integriert. Leitfaden und Protokolle fir den Nachweis von Resistenzen sowie
Ringversuche dienen der Qualitatssicherung.
Die EARS-Net Daten zu MRSA-Raten zeigen, dass sich Osterreich im internati-
onalen Vergleich im unteren Drittel befindet (7,4% MRSA-Rate gemessen an
der Gesamtanzahl an S.aureus-Bakteriamien). Die hdochste MRSA-Rate hat
Zypern mit 57,3%, die niedrigste Norwegen mit 0,3%. In der Abbildung 4 ist der
Vergleich der MRSA-Raten von 2007 zu 2011 ersichtlich [BMG, 2012; ECDC,
2005-2013].
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Abbildung 4: MRSA-Raten im internationalen Vergleich 2007 und 2011

[BMG, 2012]
Wahrend sich die MRSA-Rate von 2007 auf 2011 in einigen Landern, wie zum Beispiel Spani-

en, Frankreich, GroR3britannien und Irland, verringerte, stieg sie in Zypern, Portugal und Ruma-
nien auf Uber 50% an. Malta war 2007 das einzige europaische Land mit einer Rate Uber 50%
(52,4%); bis 2011 sank die Rate leicht ab auf 49,6%. Die Situation in Osterreich verbesserte
sich und sank von 10,6% auf 7,4% im Jahr 2011. Norwegen, Schweden, Island und Danemark

hatten 2007 eine MRSA-Rate unter 1%, 2011 waren es nur noch Norwegen und Schweden.

Bei E. coli liegt die Resistenzrate gegenuber Aminopenicillinen (Ampicil-
lin, Amoxicillin) bei 50,3% im Jahr 2011. In den letzten Jahren konnte eine leich-
te Abnahme der Resistenzrate beobachtet werden; 2007 lag die Rate bei knapp
53%. Osterreich liegt im europaischen Vergleich in der unteren Halfte, an der
Spitze ist Zypern mit 75,4%, am Ende Schweden mit 34,8%. Die Abbildung 5
verdeutlicht die hohen Resistenzraten in Europa [BMG, 2012].

Der Anteil an ESBL-bildenden E. coli an Gesamtisolaten liegt im Jahr
2007 bei 13,3%, im Jahr 2011 bei 11,8%. Der Anteil an ESBL-bildenden
K. pneumoniae liegt bei 13,3%, mit zunehmenden Trend seit 2009 (8,4%).
K. pneumoniae zahlt nach E. coli zu den haufigsten gramnegativen Erregern
von Bakteridmien [BMG, 2012].
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Abbildung 5: Aminopenicilline-Resistenzraten von Escherichia coli im européi-
schen Vergleich 2007 und 2011 [BMG, 2012]

Alle teilnehmenden europdischen Lander haben eine Resistenzrate von tber 25%, wobei die
Rate von 2007 bis 2011 noch anstieg. 2011 wiesen nur noch Schweden, Finnland und Norwe-
gen eine Rate unter 40% auf (34,8%, 37,3%, 39,1%); Litauen, Danemark, Island und Nieder-
lande unter 50% auf (47,8%, 47,9%, 48,1%, 48,5%).

Die Rate von Vancomycin-resistenten Enterokokken ist in Osterreich in
den letzten Jahren angestiegen; 2007 lag die Resistenzrate bei 1,9% (E. faeci-
um) bzw. bei 0,5% (E. faecalis) und stieg auf 4,4% bzw. 0,7% an. Im européi-
schen Vergleich liegt Osterreich bei Vancomycin-resistenten E. faecalis im obe-
ren Drittel. Wahrend Griechenland die hochste Rate mit 6,2% besitzt, zeigen 14
von 29 europaischen Landern kein Vorkommen von resistenten E. faecalis. Bei
den Vancomycin-resistenten E. faecium reicht die Spanne von 34,9% in der
Republik Irland bis 0% in 8 von 29 Staaten [BMG, 2012].

In der Abbildung 6 ist die Veranderung der Pravalenz von Vancomycin-
resistenten E. faecium von 2005 bis 2011 erkennbar [ECDC, 2005-2013].
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Abbildung 6: Vancomycin-resistente Enterococcus faecium im europai-
schen Vergleich 2005 und 2011 [ECDC, 2005-2013]

Irland, GroRbritannien, Portugal und Griechenland wiesen 2005 eine Resistenzrate von Uber
25% auf (30,9%, 33,0%, 33,7%, 37,0%). Bis 2011 sanken die Resistenzraten auf 8,9% in
Grof3britannien, 20,2% in Portugal und 23,1% in Griechenland. In Irland stieg die Rate auf
34,9% an. In Osterreich stieg die Resistenzrate von 1,2% in 2005 auf 4,5% in 2011.
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5 LEBENSMITTEL ALS VEHIKEL BEI DER UBERTRA-
GUNG VON ANTIBIOTIKARESISTENTEN BAKTE-
RIEN

Lebensmittel und Wasser stellen die bedeutendsten Vektoren bei der

Ubertragung von Bakterien auf die menschliche Intestinalflora dar. Trotz der
hohen Hygienestandards in den Industrielandern kann eine fékale Kontaminati-
on von Fleischprodukten nicht restlos vermieden werden [WITTE, 2000]. Im
Darm wird die Ubertragung von Resistenzgenen von nicht-pathogene auf pa-
thogene Bakterien oder auf opportunistische Bakterien mdglich. Lebensmittel
stellen somit einen Weg der Aufnahme pathogener Keime und antibiotikaresis-
tenter Bakterien dar [PESAVENTO et al., 2007].
Der Einsatz von Antibiotika fihrt zum Auftreten von resistenten Bakterien im
Darm der Nutztiere, die wahrend der Schlachtung auf das Fleisch und somit in
die Lebensmittelkette gelangen kdnnen. So sind besonders Lebensmittel tieri-
schen Ursprungs mit antibiotikasensiblen, als auch —resistenten Bakterien kon-
taminiert und stellen die Hauptroute fir die Transmission von resistenten Bakte-
rien und Resistenzgenen dar. Einfluss hat auch der direkte Kontakt mit Tieren
bzw. deren Umwelt. Pflanzliche Lebensmittel kénnen durch tierische Ausschei-
dungen (Gulle) und Wasser kontaminiert werden und somit auch einen Trans-
missionsweg darstellen. Somit ist laut WHO die Antibiotikaresistenz eine Her-
ausforderung in der Lebensmittelsicherheit [WHO, 2011].

Die Reservoire sowie die Transmissionswege von antibiotikaresistenten

Bakterien und Resistenzgenen sind in der Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Routen der Verbreitung von antibiotikaresistenten Bakterien und
Resistenzgenen [WITTE, 2000]

Durch den Gebrauch von Antibiotika bei Menschen und Tieren entsteht ein Druck, der resisten-
te Bakterien selektiert. Die dadurch entstehenden Hauptreservoire werden von Nutztieren und
Menschen in Krankenh&usern als auch in der Gemeinschaft dargestellt. Die Ubertragung von
resistenten Bakterien von Tier auf den Menschen erfolgt Gber Lebensmittelprodukte und indirekt
tiber fakale Kontamination von Wasser und Pflanzen. Die Ubertragung von Mensch auf Tier

erfolgt indirekt Uber kontaminierte Futtermittel und Ab- bzw. Oberflachenwasser.

Antibiotikaresistente Bakterien kénnen durch den Verzehr von tierischen
und pflanzlichen Lebensmitteln in den menschlichen Kdrper gelangen. Durch
das Erhitzen von Fleisch werden Mikroorganismen abgetotet. Wenn das Fleisch
unzureichend erhitzt wird, bleiben die Bakterien aktiv. Besondere Bedeutung
nimmt hier vor allem faschiertes Fleisch (Burger, Wirstchen) ein, da nicht nur
die Oberflache kontaminiert sein kann, sondern auch das Innere. Wenn das
faschierte Fleisch nicht vollstandig durchgegart wird, werden die antibiotikare-
sistenten Bakterien nicht inaktiviert. Neben der Erhitzung spielt auch die Uber-

tragung von Fleisch auf Gemuiuse wéhrend der Zubereitung eine wesentliche
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Rolle. Diese sogenannte Kreuz-Kontamination kann durch die Hande und/oder
das Schneidbrett erfolgen. Durch die Zubereitung von rohem Fleisch kdnnen
Bakterien auf die Hande gelangen. Werden diese nicht gewaschen und an-
schlieBend Gemise zubereitet, besteht die Méglichkeit, dass die Bakterien vom
rohen Fleisch Uber die Hande auf das Gemuse gelangen. Ebenso gelangen
Bakterien vom Fleisch auf das Schneidbrett. Wird dieses nicht gewaschen oder
ausgetauscht, konnen Bakterien vom Schneidbrett auf das Gemuise geraten
[DEPOORTER et al., 2012].

Resistente Bakterien konnen Uber Lebensmittel Ubertragen werden.
Fleischprodukte spielen beispielsweise eine Rolle bei der Ubertragung von Re-
sistenzgen-tragenden E. coli und von Enterokokken mit vanA-vermittelter Gly-
kopeptidresistenz [WITTE, 2000]. Lebensmittel kbnnen auch mit Bakterien, die
ESBL-Gene tragen, kontaminiert sein. Diese ESBL-Gene sind auf Plasmiden
lokalisiert, und somit ist die Transmission auf Pathogene im menschlichen Ver-
dauungstrakt mdglich. Mdgliche Beitrage zur zunehmenden Inzidenz von Infek-
tionen mit ESBL-bildenden Erregern sind zum einen, dass Nutztiere ESBL-
bildende Bakterien in sich tragen und zum anderen, dass Fleisch mit diesen
Bakterien kontaminiert sein kann. In den Niederlanden wurde eine Studie
durchgefiihrt, die ESBL-Gene, Plasmide und Bakterienstamme von Gefliigel,
Huhnerfleisch und Menschen verglichen. Bei 35% der E. coli-Isolaten vom
Menschen konnten ESBL-Gene nachgewiesen werden; 19% davon waren auf
Plasmiden lokalisiert und genetisch nicht von Geflugel-Isolaten zu unterschei-
den. Der Grolteil (86%) der menschlichen E. coli enthielt die Gene blactx-m-1
oder blatem-s2. Diese uberwiegten auch in Gefliigelproben (77%) und Huhner-
fleischproben (75%). Von den Huhnerfleischproben waren 94% mit ESBL-
positiven E. coli kontaminiert, 39% davon waren genetisch ident mit E.coli-
Isolaten vom Menschen. Diese Ergebnisse deuten auf eine Ubertragung von
Bakterien mit ESBL-Produktion von Gefliigel auf den Menschen, hauptsachlich
Uber die Lebensmittelkette, hin. Es sei noch zu erwdhnen, dass der Antibio-
tiaeinsatz in der Geflugelindustrie in den Niederlanden europaweit am héchsten
istLEVERSTEIN-VAN HALL et al., 2011].
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Im Jahr 2009 wurden im Rahmen des Zoonosen-Monitoring Fleischpro-
ben auf MRSA und ESBL-bildende Enterobakterien untersucht, dabei waren
22,3 % der Hahnchenfleischproben, 42,2 % der Putenfleischproben, 15,8 % der
Schweinefleischproben und 12,9 % der Kalbfleischproben mit MRSA belastet.
ESBL-bildende E. coli und Salmonellen konnten in 5-6 % der Hahnchenfleisch-
proben nachgewiesen werden. Diese Bakterien stammen aus der Viehhaltung
und kénnen bei der Schlachtung auf das Fleisch gelangen [KLEES, 2012].

Die Verbreitung von Resistenzgenen in der aquatischen Umwelt spielt
hauptsachlich dort eine Rolle, wo eine hohe Dichte von Mikroorganismen vor-
herrscht. Diese sogenannten Biofilme findet man in Klaranlagen sowie in Ober-
flachengewasser und auch in Trinkwassersystemen [SCHWARTZ et al., 2003].
In Seewasser und Abwasserklaranlagen konnten grof3e Mengen an antibiotika-
resistenten Enterobakterien nachgewiesen werden. Durch die prophylaktische
und therapeutische Einnahme von Antibiotika werden diese letztendlich ausge-
schieden und gelangen ins Abwasser. Die gemessenen Konzentrationen sind
weit unter der MHK. Die Bewasserung mit Abwasser oder Oberflachenwasser
kann eine Ubertragung von resistenten Bakterien auf Pflanzen, vor allem Ge-
mise, zur Folge haben. So gelangen Enterobakterien auch in die Erde. Sie
kommen natdrlich zwar im Darm von Menschen und Tieren vor, kbnnen jedoch
auch in der Erde Uberleben [WITTE, 2000]. Faria et al. untersuchten Wasser-
proben von Trinkwasseraufbereitungssystemen, Verteilungssystemen und Ab-
wassersystemen in Portugal. Staphylococcus pasteuri, Staphylococcus epider-
midis und Staphylococcus saprophyticus waren die am haufigsten vorkommen-
den Koagulase-negativen Staphylokokken; sie konnten in allen Wassertypen
nachgewiesen werden. Der Grof3teil der isolierten Staphylokokken wies eine
Resistenz gegen Erythromycin auf, aul3erdem konnten Resistenzen gegen
3-Laktame, Tetracycline und Clindamycin beobachtet werden [FARIA et al.,
2009]. Antibiotikaresistente Bakterien konnten auch in privaten Trinkwasser-
guellen gefunden werden. Escherichia coli wurden aus Wasserproben von pri-

vaten Haushalten isolierten, davon waren 10,5% resistent gegen Tetracycline,
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Sulfonamide, R-Laktame, Aminoglykoside, Chloramphenicol oder Quinolone
[COLEMAN et al., 2013].

Eine indirekte Gefahr geht durch die Mdglichkeit des horizontalen Gen-
transfers aus, wodurch Resistenzgene auf fur den Menschen pathogene Bakte-
rien Ubertragen werden kénnen [WHO, 2011]. Der bedeutendste Mechanismus
der Resistenzibertragung ist die Konjugation. (siehe Kapitel 1.2.2 Resistenz-
transfer). Die Resistenziibertragung mittels Konjugation konnte in einigen expe-
rimentellen Studien nachgewiesen werden. Walsh et al. konnten die Ampicillin-
Resistenz-Ubertragung von Salmonella typhimurium DT104 auf Escherichia coli
K12 in Milch und Rinderhackfleisch beobachten [WALSH et al., 2008].

Toomey et al. untersuchten die Ubertragung von Antibiotikaresistenzen von
Milchsaurebakterien auf potentielle Lebensmittel-Pathogene. Als Milchsaure-
bakterien wurden Lactococcus lactis und Enterococcus faecalis mit Erythromy-
cin- oder Tetrazyklin-Resistenz verwendet, und einer mit pathogenen Stammen
(Listeria spp., Salmonella spp., S. aureus und E. coli) kontaminierten Milch zu-
gesetzt. Eine Ubertragung der Resistenzen konnte auf Listeria spp. und inner-
halb der Milchsaurebakterien jedoch nicht auf S. aureus, E. coli oder Salmonel-
la spp. beobachtet werden [TOOMEY et al., 2009].

Den Mechanismus der Transformation konnte bei Bacillus subtilis in Milch
nachgewiesen werden. Das Kanamycin-Resistenzgen von der chromosomalen
DNA von E. coli diente als Marker des horizontalen Gentransfers [KHARAZMI
et al., 2002].

Mikroorganismen werden oft bewusst aus lebensmitteltechnologischen
Grinden in der Lebensmittelproduktion eingesetzt. Milchsaurebakterien werden
als Starterkulturen den Lebensmitteln zugesetzt um den Beginn der Fermenta-
tion einzuleiten. Solche Starterkulturen werden bei der Herstellung von fermen-
tierten Lebensmitteln und Getranken verwendet, wie zum Beispiel Joghurt, K&-
se, Sauerkraut und fermentierte Wirste. Ein weiterer Grund fur den Einsatz von
Mikroorganismen ist die Konservierung. Die verwendeten Bakterien produzieren

antimikrobielle Substanzen oder/und konkurrieren um Nahrstoffe, somit werden
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Verderbniserreger gehemmt/inaktiviert und die Haltbarkeit des Lebensmittels
verlangert. Mikroorganismen werden auch als Probiotika Lebensmitteln zuge-
setzt. Sie sollen einen positiven Effekt auf den Konsumenten haben. Milchsau-
rebakterien und Bifidobakterien sind die dabei am meisten verwendeten.
Die Mikroorganismen, die in der Lebensmittelproduktion verwendet werden,
konnen Antibiotikaresistenzen tragen. Durch die Nahrungsaufnahme gelangen
diese Bakterien in den menschlichen Verdauungstrakt, wo die Ubertragung von
Genen stattfinden kann. Probiotika konnen durch das Anheften an die intestina-
len Darmzellen den Darm flr eine langere Zeit als andere Bakterien besiedeln.
Dadurch und durch den vermehrten Konsum von probiotischen Lebensmitteln
steigt das Risiko des Transfers von Resistenzgenen [VERRAES et al., 2013].
Um sicherzustellen, dass die in der Lebensmitteltechnologie eingesetzten Mik-
roorganismen keine ubertragbaren Resistenzgene besitzen, gibt es in der EU
das Konzept der Qualifizierten Sicherheitsannahme (Qualified Persumption of
Safety, QPS). Es enthalt eine Liste mit als sicher bewertete Mikroorganismen
[EFSA, 2007].

Lebensmittelverarbeitungs- und Konservierungsmethoden dienen der
Verlangerung der Haltbarkeit. Je nach Techniken kdnnen Bakterien tberleben
mit oder ohne Hemmung des Wachstums. Wenn die Vermehrung gehemmt
wird, sind die Bakterienzellen gestresst oder sub-letal geschadigt. Die Bakterien
konnen aber auch abgetotet werden, die Zellen konnen intakt oder lysiert sein
durch Zellwandschaden. Die DNA und eventuell auch Resistenzgene werden
freigesetzt und gelangen in die Umwelt. Durch die Aufnahme von freier DNA mit
Resistenzgene (Transformation, siehe Kapitel 1.2.2 Resistenztransfer) kdnnen
Bakterien Antibiotikaresistenzen entwickeln. Dieser Mechanismus des Resis-
tenztransfers ist jedoch seltener als die Konjugation und unterliegt einer Viel-
zahl von Voraussetzungen. So ist etwa die DNA empfindlich gegeniber DNA-
Nuclease und physikalischen und chemischen Einflissen [VERRAES et al.,
2013].
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Bakteriophagen kdnnen in der Lebensmitteltechnologie zur Inaktivierung

von lebensmittelpathogenen Bakterien und Verderbniserregern verwendet wer-
den, zum Beispiel zum Inaktivieren von Listeria monocytogenes in Weichkase
[CARLTON et al., 2005] und von Salmonella enterica und Campylobacter jejuni
nach Kontamination von Huhnerhaut [GOODE et al., 2003]. Bakteriophagen in
der Umwelt kdnnen ein Reservoir fir Resistenzgene darstellen. Colomer-Lluch
et al. untersuchten Abwasser und Flusswasser auf das Vorhandensein von Re-
sistenzgen-tragenden Bakteriophagen. In allen DNA-Proben von Bakteriopha-
gen konnten entweder B-Lactamase-Gene (blatem, blactx.mg) 0der das mecA-
Gen nachgewiesen werden. Diese Gene sind verantwortlich fur die Resistenz
gegen 3-Lactam-Antibiotika. Zusatzlich konnten die bla-Gene auf E. coli Uber-
tragen werden, die dadurch eine Ampicillin-Resistenz entwickelten [COLOMER-
LLUCH et al., 2011].
Das Risiko der Aufnahme von Resistenzgen-tragenden Bakteriophagen durch
den Verzehr von Lebensmitteln ist in der EU sehr gering, da innerhalb der EU
der Einsatz von Bakteriophagen nicht erlaubt ist. In den USA hingegen werden
Bakteriophagen zur Inaktivierung von Listeria monozytogenes eingesetzt
[VERRAES et al., 2013].

In der Abbildung 8 werden die besprochenen Moglichkeiten der Ubertra-
gung von Genen und somit auch Resistenzgenen in Lebensmitteln zusammen-

gefasst.
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Abbildung 8: Horizontaler Gentransfer in Lebensmitteln
[VERRAES et al., 2013]

Bakterien und Bakteriophagen kénnen durch Kontamination wahrend der Schlachtung, durch
Umwelteinfliisse, sogenannte Postkontamination, oder durch bewusstes Hinzufligen ins Le-
bensmittel gelangen. Werden diese inaktiviert, kommt es zur Freisetzung von nackter DNA, die
durch Transformation von lebensfahigen oder gestressten Bakterienzellen aufgenommen wer-
den kann. Zwischen und innerhalb von lebensfahigen und gestressten Bakterien erfolgt die
Ubertragung mittels Konjugation. Bakteriophagen ubertragen Gene auf lebensfahige und ge-
stresste Bakterien mittels Transduktion.

Unverarbeitete Lebensmittel wie frisches Obst und Gemuse kénnen Bak-
terien mit Resistenzgenen enthalten. Durch die fehlende Verarbeitung sind die
Bakterienzellen intakt und kénnen durch Konjugation Resistenzgene im Le-
bensmittel und im Verdauungstrakt des Menschen mit anderen Bakterien aus-
tauschen [VERRAES et al., 2013].

Ruimy et al. untersuchten rohes Obst und Gemise auf das Vorkommen von
resistenten gramnegativen Bakterien. 49,9% der Proben enthielten Oxidase-

negative gramnegative Bakterien, die resistent gegen Cephalosporine der
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3. Generation sind. Es konnten Acinetobacter (70,8%), Stenotrophomonas
(6,8%), Rahnella (17%) sowie Proteus, Pantoea, Klebsiella, Ewingella, E-
scherichia, Erwinia, Serratia und Enterobacter identifiziert werden. 13% der un-
tersuchten Lebensmittel enthielten ESBL-bildende Rahnella sp.. Es gab keinen
signifikanten Unterschied zwischen konventionellen und biologischen Lebens-
mitteln [RUIMY et al., 2010].

Schwaiger et al. untersuchten Gemuise von Bauernhéfen und Super-
markten in Deutschland auf das Vorhandsein resistenter Bakterien. 861 resis-
tente Isolate (Enterobacter cloacae, Enterobacter gergoviae, Pantoea agglome-
rans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Enterococccus faecalis)
wurden aus 1001 Gemiseproben isoliert und deren Empfindlichkeit gegeniber
30 Antibiotika getestet. 41% der P. agglomerans-Isolate und 29% der E. gergo-
viae-lsolate wiesen eine Resistenz gegen [3-Lactame auf. E. faecalis waren re-
sistent gegen Doxycyclin (23%), Erythromycin (21%) und Rifampicin (65%).
E. cloacae wiesen eine Resistenz gegen Spectinomycin (28%) und Mezlocillin
(12%). Die Proben von den Bauernhdfen wiesen eine hohere Resistenzrate im
Vergleich zu den Proben aus den Superméarkten auf [SCHWAIGER et al.,
2011].

Durch Hitzebehandlung kénnen antibiotikaresistente Bakterien abgetottet
werden, jedoch sind Antibiotikariickstande relativ hitzestabil. Quinolone in Milch
werden maximal zu 12,7% bei Ciprofloxacin und 12,01% bei Norfloxacin durch
eine Erhitzung auf 120°C fir 20 Minuten inaktiviert. Sie sind somit sehr stabil
gegenuber Hitzebehandlung und koénnen ein Gesundheitsrisiko darstellen
[ROCA et al., 2010].

Antibiotikaresistenzgene kénnen demnach wahrend der Lebensmittel-
herstellung und —verarbeitung sowie nach Nahrungsaufnahme im menschlichen
Verdauungstrakt auf pathogene Erreger tUbertragen werden. Das Vorkommen
von resistenten kommensalen Bakterien in Nutztieren und Lebensmitteln sollte

reduziert werden. Die Untersuchung von mobilen Gen-Abschnitten kann einen
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Beitrag zum Verstandnis der Epidemiologie leisten, wodurch MalRhahmen zur
Uberwachung und Reduktion abgeleitet werden kénnten. Ebenso sollte die
Transmission von Resistenzgenen durch die Mechanismen des horizontalen
Gentransfers und die Bedeutung von Lebensmitteln weiter erforscht werden
[VERRAES et al., 2013].

Aufgrund der direkten Ubertragbarkeit von Tier auf Mensch tiber Fleisch-
produkte, wurden in dieser Studie die Pravalenzen von antibiotikaresistenten
Bakterien in Frischfleisch untersucht. Zum Vergleich wurden Proben von Rind,
Kalb, Schwein, Huhn und Pute herangezogen. Der Schwerpunkt liegt am
Nachweis von Methicillin-resistenten Staphylokokken, ESBL-bildenden Entero-
bacteriaceae und Vancomycin-resistenten Enterokokken. Im zweiten Schritt
wurde die Empfindlichkeit gegentber weiteren Antibiotika getestet und das Vor-

kommen von Multiresistenzen ermittelt.
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. MATERIAL UND METHODEN

Die Ziele dieser Studie sind die Pravalenz von Methicillin-resistenten
Staphylokokken, extended-spectrum-R-Lactamase (ESBL)-bildenden Entero-
bacteriaceae und Vancomycin-resistenten Enterokokken in Frischfleisch von
Rind, Kalb, Schwein, Faschiertes gemischt, Huhn und Pute sowie das Ausmalf}

an Multiresistenz zu ermitteln.

1 PROBEN UND NAHRMEDIEN

Insgesamt wurden 100 Fleisch- und Gefliigelproben im Zeitraum von April
2013 bis Juni 2013 von Lebensmittelgeschaften, Metzgern und Lebensmittel-
markten in Wien gesammelt. Es handelt sich um rohes Frischfleisch von Rind
(22%), Schwein (20%), Schwein und Rind gemischt (10%), Kalb (8%), Huhn
(30%) und Pute (10%) im Stuck oder faschiert ohne Zuséatze oder Gewtirze. Die
mikrobiologische Analyse erfolgte innerhalb von 24 Stunden nach dem Kauf,

wahrenddessen wurden die Proben bei 4 + 1 °C gelagert.

Zum Nachweis von antibiotikaresistenten Bakterien wurden die chromo-
genen Selektivmedien chromID MRSA (bioMérieux, Frankreich), chromID ESBL
(bioMérieux, Frankreich) und chromID VRE (bioMérieux, Frankreich) verwen-
det.

ChromID MRSA dient der Identifizierung von Methicillin-resistenten Staphy-
lococcus aureus und enthélt das Antibiotikum Cefoxitin. MRSA werden sichtbar
durch eine Grunfarbung bedingt durch a-Glucosidase-Aktivitat.

ChromID ESBL-Agarplatten enthalten eine Antibiotikamischung mit Cefpodo-
xim. Dieses Antibiotikum gilt als Marker fir diesen Mechanismus der Resistenz.
ESBL-bildende Escherichia coli farben sich durch die Aktivitat von
3-Glucuronidase rosa bis dunkelrot, ESBL-bildende Klebsiella-, Enterobacter-,
Serratia- und Citrobacter-Stamme farben sich durch [3-Glucosidase-Aktivitat
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grun/blau bis braun/grin. Eine dunkel- bis helloraune Farbung deutet auf
Proteeae hin.
ChromID VRE-Agarplatten enthalten das Antibiotikum Vancomycin (8 mg/l) und
die zwei chromogenen Substrate o-Glucosidase und p-Galactosidase. Vanco-
mycin-resistente E. faecalis-Kolonien farben sich somit blau-grun, resistente
E. faecium-Kolonien farben sich violett.

Charakteristisch gefarbte S. aureus, E. coli und K. pneumoniae sind in
den Abbildungen 9 und 10 dargestelit.

Um den Anteil von antibiotikaresistenten zu antibiotikasensitiven Bakte-
rien zu ermitteln, wurden Columbia Agar mit 5% Hammelblut (bioMérieux,
Frankreich) zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl, Baird Parker (BP; Merck,
Deutschland) zur Bestimmung von S. aureus durch eine doppelte Aufhellung
des Agars (ohne weitere Identifikation), Chromocult-Agar (CCA; Merck,
Deutschland) zur Bestimmung von E. coli und coliforme Bakterien und Ka-

namycin-Asculin-Azid-Agar (KANA; Merck, Deutschland) zur Bestimmung von

Enterokokken verwendet.

Abbildung 9: Methicillin-resistente Staphylococcus aureus auf chromID MRSA
(BioMérieux) [Eigene Aufnahme, am 10.05.2013]
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Abbildung 10: ESBL-bildende Escherichia coli (links) und ESBL-bildende Klebs-
iella pneumoniae (rechts) auf chromID ESBL (BioMérieux)
[Eigene Aufnahme, am 10.05.2013]

2 BAKTERIELLE ISOLIERUNG, IDENTIFIZIERUNG UND ANTI-

MIKROBIELLE EMPFINDLICHKEITSTESTS
Zur Isolierung wurden 25g Probe mit 225ml Pepton (Merck, Deutschland)

fir 2 Minuten homogenisiert. Insgesamt wurden 4 Verdinnungsstufen (1:10,
1:100, 1:1000, 1:1000) erstellt. 1 mL jeder Verdinnungsstufe wurde auf Colum-
bia-Agar, CCA, BP und KANA pipettiert, ausgespaltet und entsprechend inku-
biert (37°C, 1d; 37°C, 1d; 37°C, 2d; 44°C, 1d). Auf chromID MRSA, chromID
ESBL und chromID VRE wurde 1mL der 1:10 Verdinnung aufgetragen und bei
37°C fur 24 Stunden inkubiert. Bei einem negativen Ergebnis auf chromID VRE
bei gleichzeitigem Enterokokken-Wachstum auf KANA, wurde die Inkubierung
auf 48 Stunden verlangert.

Zur Identifizierung von charakteristisch gefarbten Kolonien erfolgte eine Gram-
Farbung, Oxidase-Test/Katalase-Test und Koagulase-Test sowie APl 20E/
API Staph/ API Strep.

Zur Resistenzbestimmung wurde die Agardiffusionsmethode nach Kirby-
Bauer auf Mdiller-Hinton Agar (Merck, Deutschland) durchgefiihrt. Die Isolate
wurden gegen folgende Antibiotika getestet: Erythromycin 15ug, Azithromycin
15ug, Ciprofloxacin 5ug, Doxycyclin 30ug, Teicoplanin 30 pg, Ampicillin 10 pg,
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Tetracyclin 30ug, Norfloxacin 10ug, Kanamycin 30ug, Gentamycin 10ug, Strep-
tomycin 10ug, Vancomycin 30pg, Penicillin G 10units, Clindamycin 2ug, Ce-
phazolin 30 pg, Cefoxitin 30ug (Oxoid, England).

Die Hemmhofe wurden nach den Guidelines des Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute [CLSI, 2011] interpretiert.

Enterobakterien besitzen eine natirliche Resistenz gegeniber den Anti-
biotika Erythromycin, Azithromycin, Teicoplanin, Penicillin G, Clindamycin und
Vancomycin. Diese Antibiotika wurden bei der Auswertung des Antibiogramms
und bei der Bestimmung der Multiresistenz nicht beachtet.

Die statistische Analyse erfolgte mittels SPSS fur Windows 15.0. Ein p-value

von <0,05 gilt als signifikant.

V. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Insgesamt wurden 100 Frischfleisch- und Geflugelproben auf das Vor-
handensein von Methicillin-resistenten Staphylokokken, ESBL-bildenden
Enterobakterien und Vancomycin-resistenten Enterokokken untersucht. Die
Proben verteilen sich wie folgt: 22% Rind (54,5% Stick, 45,5% faschiert),
8% Kalb (50% Stiick, 50% faschiert), 20% Schwein (60% Stlick, 40% faschiert),
10% Gemischt (100% faschiert), 30% Huhn (46,7% Stick, 53,3% Keule mit
Haut) und 10% Pute (100% Stlick); davon stammten 14% aus biologischer Hal-
tung aufgeteilt auf Rind 3%, Kalb 4%, Schwein 3%, Faschiertes gemischt 1%
und Huhn 3%.

56% der Proben wurden auf Lebensmittelmarkten (Brunnenmarkt,
Naschmarkt, Meiselmarkt, Meidlinger Markt), 31% in Lebensmittelgeschaften
(Spar, Eurospar, Billa, Merkur) und 13% in Metzgereien (Schirnhofer, Radatz,

Stierschneider) gesammelt.

Die Gesamtkeimzahl aller Proben lag zwischen 1,4x10%® und 3,5x10’
KBE/25¢g. Die durchschnittliche Anzahl an coliforme Bakterien lag bei 2,1x10°
KBE/25¢g (min= 10" KBE/25g; max= 1x107 KBE/25g), die an E. coli bei 5,2x103
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KBE/25g (min= 0 KBE/25¢g; max= 1,1x10°> KBE/25g). Staphylococcus aureus
kam durchschnittlich im Ausmald von 1x10%* KBE/25g (min= 0 KBE/25¢g; max=
4,6x10* KBE/25g) und Enterokokken im Ausmal’ von 1,2x103® KBE/25g (min=0
KBE/25¢g; max= 3,2x10* KBE/259) vor.

1 PRAVALENZ VON ANTIBIOTIKARESISTENTEN
BAKTERIEN

1.1 Pravalenz von Methicillin-resistenten Staphylokokken
MRS

10 Methicillin-resistente Staphylokokken-Stamme konnten in 8 von 100
(8%) Proben nachgewiesen werden, wobei in zwei dieser Proben zwei resisten-
te Staphylokokken-Stamme (Staphylococcus aureus und Staphylococcus xylo-
sus) zu finden waren. Die Verteilung liegt bei 40% (4 von 10) Staphylococcus
sciuri, 30% (3 von 10) Staphylococcus aureus, 20% (2 von 10) Staphylococcus
xylosus und 10% (1 von 10) Staphylococcus intermedius. Die Keimzahl lag zwi-
schen 1x10" und 1,3x10?> KBE/25g. MRSA kam im Ausmaf} von 1x10' bis
1,1x10%? KBE/25g vor.
Diese Methicillin-resistenten Staphylokokken konnten von Huhn (37,5%, 3 von
8), Pute (25%, 2 von 8), Kalb (12,5%, 1 von 8), Schwein (12,5%, 1 von 8) und
Faschiertes gemischt (12,5%, 1 von 8) isoliert werden; in Rindfleischproben
konnten keine resistenten Staphylokokken nachgewiesen werden. Die positiv
getestete Kalbfleischprobe stammt aus biologischer, die restlichen aus konven-
tioneller Haltung. 7 dieser 8 positiven Proben wurden auf Lebensmittelméarkten
gekauft, die andere in einem Lebensmittelgeschaft. Die Pravalenz in Puten-
fleisch ist hoher (20%, 2 von 10) als in Kalbfleisch (12,5%, 1 von 8), Huhner-
fleisch (10%, 3 von 30), Faschiertem gemischt (10%, 1 von 10) und Schweine-
fleisch (5%, 1 von 20). Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p=0,47).
Es gibt auch keinen signifikanten Unterschied (p=0,32) zwischen MRS-positiven

Proben und der Darreichungsform (im Stlick oder faschiert).
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1.2 Pravalenz von ESBL-bildenden Enterobakterien

Aus 34% der Proben konnten 38 ESBL-bildende Stamme isoliert werden:
42,1% (16 von 38) Klebsiella pneumoniae sp pneumoniae, 18,4% (7 von 38)
Escherichia coli, 7,9% (3 von 38) Enterobacter cloacae, 7,9% (3 von 38)
Pantoea spp 2, 5,3% (2 von 38) Enterobacter aerogenes, 5,3% (2 von 38)
Serratia plymuthica sowie je 2,6% (1 von 38) von Escherichia vulneris,
Klebsiella pneumoniae sp ozeanae, Serratia rubidaea, Ewingella americana
und Pantoea spp 3. Alle getesteten Fleisch- und Gefliigelarten wiesen ESBL-
bildende Bakterien auf: 44,1% (15 von 34) Huhn, 23,5% (8 von 34) Rind, 11,8%
(4 von 34) Pute, 8,8% (3 von 34) Kalb, 5,9% (2 von 34) Schwein, 5,9% (2 von
34) Faschiertes gemischt. In 4 der 34 Proben konnten zwei verschiedene
ESBL-bildende Bakterien nachgewiesen werden. 6 der 34 positiven Proben
(17,6%) stammten aus biologischer Haltung, Kalb (n=3), Rind (n=2), und Huhn
(n=1). Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen ESBL-positiven Pro-
ben und der Fleischsorte (p=0,085) beziehungsweise der Darreichungsform
(p=0,33).
23 der 34 positiven Proben wurden auf Lebensmittelméarkten gekauft, 7 positive
Proben in Lebensmittelgeschéaften und 4 bei Metzgern.
Die Keimzahl lag zwischen 1x10'" und 7x10* KBE/25g, wobei bei 25 von 38 Iso-
laten eine Keimzahl unter 8x10" KBE/25g vorlag. 5 Isolaten kamen im Ausmaf}
von Uber 1,3x10® KBE/25g vor, darunter drei K. pneumoniae-Isolate und je ein
E. cloacae- und Pantoea spp 3 —Isolat. Die Anzahl an ESBL-bildenden E. coli
lag zwischen 1x10" und 2,9x10? KBE/25g.
Die Pravalenz ist in Hihnerfleisch am hochsten (50%, 15 von 30) gefolgt von
Putenfleisch (40%, 4 von 10), Kalbfleisch (37,5%, 3 von 8), Rindfleisch (36,4%,
8 von 22), Faschiertes gemischt (20%, 2 von 10) und Schweinefleisch (10%, 2
von 20).
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1.3 Pravalenz von Vancomycin-resistenten Enterokokken
In 69% der Proben konnten Enterokokken im Ausmald zwischen
1x10" und 3,2x10* KBE/25 g nachgewiesen werden, Vancomycin-resistente

Enterokokken konnten in keiner der Proben nachgewiesen werden.

Die Abbildung 11 gibt einen Uberblick tiber die Verteilung der untersuch-

ten und positiv getesteten Proben auf die Fleisch- und Geflugelarten.

35
30 H Probenanzahl
25
20 -+
15 - B Probenanzahl mit
Methicillin-resistenten
10 4 Staphylokokken
5 _
Probenanzahl mit ESBL-
0 - N bildenden Enterbakterien
N O & & <&
N @ ‘(§e 6.\\‘70 Qs"\\ N
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& Vancomycin-resistenten
%c‘,“\ Enterokokken
(<’b

Abbildung 11: Probenanzahl und Proben mit antibiotikaresistenten Bakterien
nach Fleischsorte
Die Gesamtanzahl der Proben wird den Proben, die positiv auf MRS, ESBL-bildende Entero-

bakterien und VRE getestet wurden, gegentbergestellt, unterteilt nach den Fleischsorten Rind,
Kalb, Schwein, Faschiertes gemischt, Huhn und Pute.

3% aller Proben (je eine Probe von Kalb, Pute und Faschiertes gemischt) wie-
sen sowohl Methicillin-resistente Staphylokokken als auch ESBL-bildende

Enterobakterien auf.
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2 EMPFINDLICHKEITSTESTS

2.1 Methicillin-resistente Staphylokokken

Die Empfindlichkeit gegenuber den Antibiotika Erythromycin, Azithromy-
cin, Ciprofloxacin, Norfloxacin, Doxycyclin, Tetracyclin, Teicoplanin, Vancomy-
cin, Clindamycin, Kanamycin, Gentamycin, Ampicillin, Penicillin G, Cefazolin
und Cefoxitin wurde bei 9 von 10 Staphylokokken-Isolate bestimmit.
Cefoxitin wird als Marker einer Oxacillin-Resistenz verwendet. Alle 9 getesteten
Staphylokokken-Isolate wiesen eine Cefoxitin-Resistenz auf, und sind somit
Oxacillin-resistent. Diese Resistenz kann als Bestatigung der chromID MRSA-
Agarplatte gedeutet werden. Durch diese Methicillin-Resistenz sind die Isolate
auch gegen alle R-Laktamantibiotika (Penicillin, Ampicillin, Cefazolin, Cefoxitin)
resistent. 6 Isolate sind resistent gegen Clindamycin, 3 Isolate sind intermediéar.
6 Isolate sind resistent gegen Tetrazyklin. Je 3 Isolate sind resistent gegen
Erythromycin und Azithromycin. Jeweils ein Stamm ist resistent gegen Cipro-
floxacin, Doxycyclin, Norfloxacin. Kein Isolat wies eine Resistenz gegen Teico-
planin, Kanamycin oder Gentamycin auf. Keines der S. aureus-Isolate wies eine
Vancomycin-Resistenz auf. Eine vanA-vermittelte Vancomycin-Resistenz ware
durch einen fehlenden Hemmbhof (Zone 6mm) angezeigt. Alle anderen Staphy-
lokokken-Isolate wiesen ebenfalls Hemmhofe auf.
6 der 9 (66,67%) Isolate wiesen eine Multidrug-Resistenz auf, davon 3 S. au-
reus, 2 S. xylosus und 1 S. sciuri. Somit sind alle isolierten Methicillin-
resistenten S. aureus (3 von 3) und S. xylosus (2 von 2) sowie 1 von 3 S. sciuri
gegen drei oder mehr Antibiotikaklassen resistent.
Die Antibiotika Erythromycin und Azithromycin sind Vertreter der Antibiotika-
Klasse Makrolide. Ciprofloxacin und Norfloxacin gehéren in die Gruppe der Flu-
orochinolone; Doxycyclin und Tetracyclin zur Gruppe der Tetracycline; Teico-
planin und Vancomycin zu den Glykopeptid-Antibiotika; Clindamycin zu den
Lincosamiden; Kanamycin und Gentamycin zu den Aminoglykosiden; Ampicillin,
Penicillin G, Cefazolin und Cefoxitin zur Gruppe der [3-Laktamantibiotika.
Die Empfindlichkeitsprofile der einzelnen Staphylokokken-lsolate sind in der

Tabelle 7 aufgelistet. Eine detaillierte Tabelle mit den Durchmessern der
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Hemmhofe ist im Anhang angefihrt (Anhang 1: Antibiogramm der Staphylokok-
ken, Seite 97).

ERY | AZI | CIP |NO |DO | TE |TEC| VA |DA| K [CN |AM| P KZ | FOX | MR

S. aureus_P41

S. aureus_P50

S. aureus_P57

S. intermedius_P63

S. sciuri_P5

S. sciuri_P6

S. sciuri_P79

S. xylosus_P50
S. xylosus_P57

Tab. 7: Resistenzprofile von Staphylokokken

Grau, empfindlich; gelb, intermediare Resistenz; rot, Resistenz; schwarz, Multiresistenz (= 3
Antibiotikaklassen). ERY, Erythromycin; AZI, Azithromycin; CIP, Ciprofloxacin; NO, Norflo-
xacin; DO, Doxycyclin; TE, Tetracyclin; TEC, Teicoplanin; VA, Vancomycin; DA,
Clindamycin; K, Kanamycin; CN, Gentamycin; AM, Ampicillin; P, Penicillin G; KZ, Cefazolin;
FOX, Cefoxitin; MR, Multidrug-Resistenz (Resistenz gegen 3 oder mehr Antibiotikaklassen).

2.2 ESBL-bildende Enterobakterien

Alle 38 ESBL-bildenden Isolate wurden auf weitere Antibiotikaresisten-
zen mittels Agardiffusionsmethode nach Kirby-Bauer getestet. Es wurden die
Antibiotika Ciprofloxacin, Norfloxacin, Doxycyclin, Tetracyclin, Kanamycin,
Gentamycin, Streptomycin, Ampicillin, Cefazolin, und Cefoxitin verwendet.
100% zeigten Resistenz gegenuber den [3-Laktamantibiotika Ampicillin und
Cefazolin. Das 3-Lactamantibiotikum Cefoxitin war bei 97,4 % wirksam. 2,6%
(ein K. pneumoniae-Isolat) wies eine intermedidre Resistenz gegeniber Ce-
foxitin auf. Cefoxitin ist ein B-Lactamase stabiles Antibiotikum [WILLE, 2007b]
und nicht zwingend unwirksam bei ESBL-Produktion.

Die restlichen Empfindlichkeitsprofile sind: Ciprofloxacin, 10,5% resistent;
Norfloxacin, 2,6% resistent und 7,9% intermediar; Doxycyclin, 5,3% resistent
und 5,3% intermediar; Tetracyclin, 18,4% resistent; Kanamycin, 2,6% resistent,
Gentamycin, 0% resistent; und Streptomycin, 7,9% resistent.
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13,2% (5 von 38) der Isolate wiesen eine Multiresistenz auf, davon sind 80%
(4 von 5) Escherichia coli und 20% (1 von 5) Escherichia vulneris.

Die Resistenzprofile der Enterobacteriaceae sind in Tabelle 8 zusammenge-
fasst. Eine detaillierte Tabelle mit den Durchmessern der Hemmhofe ist im An-

hang angefuhrt (Anhang 2: Antibiogramm der Enterobakterien, Seite 99).

Enterobacter aerogenes_P21

Enterobacter aerogenes_P38

Enterobacter cloacae_P26

Enterobacter cloacae_P28

Enterobacter cloacae_P1

Escherichia coli_P50

Escherichia coli_P54

Escherichia coli_P55

Escherichia coli_P56

Escherichia coli_P57

Escherichia coli_P69

Escherichia coli_P77

Escherichia vulneris_P47

Ewingella americana_P58

K. pneumoniae sp.

ozeanae_P94

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P27

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P32

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P45

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P55

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P64

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P70

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P71

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P77

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P83

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P84

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P85

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P87

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P89

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P90

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P93

K. pneumoniae sp.

pneumoniae_P95

Pantoea spp 2_P9

Pantoea spp 2_P14

Pantoea spp 2_P61

Pantoea spp 3_P50

Serratia plymuthica_P31

Serratia plymuthica_P62

Serratia rubidaea_P44

Tab. 8: Resistenzprofile von Enterobacteriaceae

Grau, empfindlich; gelb, intermediare Resistenz; rot, Resistenz; schwarz, Multiresistenz (= 3
Antibiotikaklassen). CIP, Ciprofloxacin; NO, Norfloxacin; DO, Doxycyclin; TE, Tetracyclin; K,
Kanamycin; CN, Gentamycin; S, Streptomycin; AM, Ampicillin; KZ, Cefazolin; FOX, Cefoxitin;
MR, Multidrug-Resistenz (Resistenz gegen 3 oder mehr Antibiotikaklassen).
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3 DISKUSSION

In dieser Studie konnte in 3% der Proben Methicillin-resistente Staphy-
lococcus aureus nachgewiesen werden. In den Niederlanden konnten MRSA
aus 11,9% (264 von 2217) der Fleischproben isoliert werden [BOER et al.,
2009]. In lowa, USA, betragt die MRSA-Pravalenz in Fleischproben im Ver-
gleich nur 1,2% [HANSON et al., 2011]. Hiroi et al. konnten in Japan MRSA in
3% (9 von 300) der Fleischproben nachweisen [HIROI et al., 2012]. Agersg et
al. untersuchten danische Fleischproben, und Fleisch aus europaischen Staa-
ten (hauptséchlich Deutschland und Frankreich) auf das Vorhandensein von
MRSA. Die hochste Pravalenz (18%) wies importiertes Huhnerfleisch auf, ge-
folgt von importiertem Schweinefleisch (7,5%) und Schweinefleisch aus Dane-
mark (4,6%) [AGERS@ et al., 2012].

Die vorliegende Studie zeigt eine hohe Pravalenz (34%) von ESBL-
bildenden Enterobacteriaceae in Frischfleisch, 7% der Proben sind mit ESBL-
positiven E. coli kontaminiert; ist jedoch geringer als in vergleichbaren Studien.
Eine Studie, durchgefuhrt in Deutschland, konnte in 43,9% der Huhnerfleisch-
Proben ESBL-produzierende Enterobacteriaceae nach einer Voranreicherung
nachweisen [KOLA et al., 2012]. In den Niederlanden waren 94% der Huhner-
fleischproben mit ESBL-positiven E. coli kontaminiert, 39% davon waren gene-
tisch ident mit E. coli-lsolaten vom Menschen. Diese Ergebnisse deuten auf
eine Ubertragung von Bakterien mit ESBL-Produktion von Gefliigel auf den
Menschen, hauptsachlich tber die Lebensmittelkette, hin. In den Niederlanden
ist der Antibiotikaeinsatz in der Geflligelindustrie europaweit am hdchsten, was
der Grund fir die hohe Pravalenzrate sein kann [LEVERSTEIN-VAN HALL et
al., 2011].

Vancomycin-resistente Enterokokken konnten in dieser Studie in keiner
Probe nachgewiesen werden. Bei 16 Proben zeigten sich violette Kolonien mit
durchschnittlich 9x10" KBE/25g auf chromID VRE. Violette Kolonien deuten auf
Vancomycin-resistente E. faecium hin. Von diesen 16 Proben konnten nur bei
13 Enterokokken-Wachstum auf KANA nachgewiesen werden. Nach der Gram-
farbung der violetten Kolonien von chromID VRE und zuséatzlichem Ausstrei-

chen auf KANA zur weiteren Bestatigung konnten jedoch Enterokokken ausge-
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schlossen werden. Die Gramfarbung zeigte kokkoide Stabchen und auf KANA
war kein Enterokokken-Wachstum sichtbar. Eine weitere ldentifizierung wurde
nicht durchgefihrt. In dieser Studie konnten somit keine Vancomycin-
resistenten Enterokokken nachgewiesen werden.

Nach dem Verbot von Avoparcin als Wachstumsfdrderer in der Tierzucht
ist ein stetiger Rickgang von Vancomycin-resistenten Enterokokken erkennbar.
In Deutschland wurde Avoparcin bereits im Janner 1996 verboten. Dort sank
die Pravalenz von VRE in Gefluigelproben deutlich 2 Jahre nach dem Verbot.
AulRerdem war ein Ruckgang der Pravalenz in der Darmflora von gesunden
Personen (VRE-Carriers) ersichtlich; wahrend sie 1994 12% betrug, sank sie
1997 auf 3% [KLARE et al., 1999]. Mellmann et al. untersuchten Stuhlproben
von Menschen und Nutztieren (Milchkiihe, Schweine, Hennen) in Osterreich.
VRE konnten in 5,8% der Proben von Patienten der Intensivstation nachgewie-
sen werden, jedoch waren die Stuhlproben von gesunden Probanden sowie die
der Nutztiere VRE-negativ [MELLMANN et al., 2000]. Messi et al. untersuchten
in Italien faschierte Fleischproben (Geflugel, Rind, Schwein, Pferd) und Um-
weltproben (Oberflachengewasser, Abfalle, Luft, und andere Proben) auf VRE.
35% der Fleischproben und 26,5% der Umweltproben waren VRE-positiv
[MESSI et al., 2006]. Eine Studie von Hiroi et al. in Japan konnte keine VRE
aus Fleischproben isolieren [HIROI et al., 2012].

Somit durfte ein regionaler Unterschied in der Pravalenz von VRE bestehen.

Aufgrund der Tatsache, dass neben MRSA auch andere Staphylokok-
ken-Stamme von chromID MRSA durch eine blau/griine Farbung der Kolonien
isoliert wurden, ist dieses Medium nicht selektiv fur S. aureus und erfordert so-
mit eine weitere Identifizierung. In dieser Studie erfolgte nach der Gramfarbung
eine biochemische Identifizierung mittels API Staph (bioMérieux, Frankreich),
somit konnten neben Methicillin-resistenten S. aureus (n=3) auch Methicillin-
resistente S. sciuri (n=4), S. xylosus (n=2) und S. intermedius (n=1) nachgewie-
sen werden.

Staphylococcus sciuri ist ein Koagulase-negatives, Oxidase-positives Bakteri-

um, dessen klinische Relevanz ansteigt. S. sciuri wird mit schweren Infektionen
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wie Endokarditis, Peritonitis, septischer Schock sowie Harnwegs- und Wundin-
fektionen assoziiert. Daki¢ et al. untersuchten die Pravalenz von S. sciuri von
Personal, Geraten und Oberflachen in einem Krankenhaus in Belgrad. In 10,5%
der Proben konnten S. sciuri nachgewiesen werden, davon waren 65,2% resis-
tent gegen Penicillin und 64,3% resistent gegen Oxacillin [DAKIC et al., 2005].
S. sciuri wurden auRerdem von Haustieren (Hunden) [STEPANOVIC et al.,
2001] und Wildtieren [HAUSCHILD und SCHWARZ, 2003] isoliert. S. sciuri und
S. xylosus konnten auch in Lebensmitteln wie Rohmilch und K&ase aus Roh-
milch mit einer Pravalenz von 10% und 9% [RUARO et al., 2013] und Nutztie-
ren wie Rind, Schwein, Geflugel, Ziege und Schaf [DEVRIESE et al., 1985]
nachgewiesen werden. S. xylosus wird auch als Starterkultur fir die Fermenta-
tion von Fleischprodukten verwendet [ESSID und HASSOUNA, 2013; MAURI-
ELLO et al., 2004].

S. intermedius ist ein koagulase-positives Bakterium und kommt bei gesunden
Hunden, aber auch bei Tauben, Fichsen und Pferden vor. Beim Menschen gilt
es als zoonotisch pathogenes Bakterium, das aus 18% der durch Hunde verur-
sachten Wunden isoliert wurde [LEE, 1994]. S. intermedius konnte neben S.
sciuri und S. xylosus auch in Rindfleisch [SHALE et al., 2005] nachgewiesen
werden. S. intermedius galt als Ausldser lebensmittelbedingter Krankheitsaus-
brichen in den USA [KHAMBATY et al., 1994].

In dieser Studie wurde eine direkte Kultivierung zum quantitativen Nachweis
durchgefiihrt. Andere Studien reicherten die zu untersuchenden Bakterien vor
dem eigentlichen Nachweis an. Hanson et al. untersuchten die Pravalenz von
S. aureus und MRSA in Fleisch und fihrten eine 24-stiindige Voranreicherung
durch. Die S. aureus-Pravalenz betrug 16,4% (27 von 165), von diesen 27 S.
aureus-lsolaten waren zwei Methicillin-resistent [HANSON et al., 2011]. Eine
Voranreicherung wird in einigen Studien auch bei dem Nachweis von ESBL-
bildenden Enterobakterien durchgeftihrt. Kola et al. bestimmten das Vorhan-
densein von ESBL-bildenden Enterobacteriaceae in Huhnerfleisch in Deutsch-
land nach einer Anreicherung in einer tryptischen Sojalésung. 43,9% der getes-
teten Proben waren ESBL-positiv [KOLA et al., 2012]. Kuch et al. testeten Se-
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lektivmedien fur den Nachweis von VRE aus Stuhlproben. Die Sensitivitat war
nach einer 18-24-stiindigen Anreicherung signifikant hoher [KUCH et al., 2009].
Klein et al. untersuchten faschiertes Rind- und Schweinefleisch auf das Vor-
handensein von VRE. Zum quantitativen Nachweis wurde eine direkte Kultivie-
rung durchgefuhrt, zum qualitativen Nachweis eine vorhergehende Anreiche-
rung. Ohne Voranreicherung betrug die Pravalenz von VRE 0,5%, mit Anreiche-
rung hingegen 8% [KLEIN et al., 1998]. Demnach ware es mdglich, dass in die-

ser Studie VRE nach einer Anreicherung nachgewiesen hatten werden konnen.

Es ist noch zu erwahnen, dass in dieser Studie rohes Fleisch analysiert
wurde. Durch entsprechende Erhitzung wird die Anzahl an Mikroorganismen
reduziert. Depoorter et al. fuhrten 2012 eine Modellstudie zur Erfassung der
menschlichen Exposition mit E. coli, die resistent gegen Cephalosporine der 3.
Generation (CREC) sind, durch den Konsum von Masthahnchen durch. Die
Konzentration von CREC ist nach der Schlachtung und im Einzelhandel relativ
hoch, 2,6*10> KBE CREC /g auf der vollstandigen Karkasse, 1,2*10* KBE/g auf
Huhnerfleischsticke und Huhnerfleischzubereitungen (faschiert). Wenn die
Kihlkette nicht eingehalten wird, steigt die durchschnittliche Konzentration an.
Eine TiefkUhllagerung fihrt zu einer Reduktion von CREC. Das Kochen inakti-
viert alle CREC in der ganzen Karkasse und in Huhnerfleischstiicke; wahrend in
den Fleischzubereitungen nicht alle CREC inaktiviert werden konnten (0,7
KBE/g nach dem Kochen). Die Wahrscheinlichkeit einer CREC-Aufnahme von
10®* KBE/g mit einer Mahlzeit die Huhnerfleisch enthalt, liegt bei 1,5%. Dabei
dirfte eine Kreuz-Kontamination in der Kiiche den grof3eren Teil beitragen als
eine ungentgende Erhitzung. Bakterien kénnen von Fleisch auf rohes Gemiise
Ubertragen werden indem die Hande durch das Fleisch kontaminiert wurden
und/oder durch die Verwendung des gleichen Schneidbrettes und Messers zum
Zerkleinern des Gemuses [DEPOORTER et al., 2012].

Das Risiko fur den Menschen durch mit antibiotikaresistenten Bakterien konta-
minierte Lebensmittel lasst sich nicht einzig auf deren Vorhandensein in den
Lebensmitteln abschéatzen. Weitere Faktoren wie das Erhitzen oder Kichenhy-

giene spielen eine wesentliche Rolle.
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Der Nachweis von Resistenzgenen erfolgte in dieser Studie nicht, da das mog-
liche Vorhandensein von antibiotikaresistenten Bakterien im Vordergrund stand.
Die detaillierte Untersuchung von mobilen Gen-Abschnitten von Isolaten
menschlichen und tierischen Ursprungs kann jedoch einen Beitrag zum besse-
ren Verstandnis der Epidemiologie leisten. Ebenso sollte die Transmission von
Resistenzgenen durch die Mechanismen des horizontalen Gentransfers und die
Bedeutung von Lebensmitteln weiter erforscht werden, um die Wirksamkeit von
Antibiotika auf Dauer gewahrleisten zu kdnnen und einer weiteren Verbreitung

von Resistenzen entgegenzuwirken.
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V.

SCHLUSSBETRACHTUNG

Die Auswirkungen von antibiotikaresistenten Bakterien auf die Gesund-

heit des Menschen sind oft schwerwiegend. Infektionen mit resistenten Erre-

gern sind im Vergleich zu Infektionen mit empfindlichen Erregern schwerer zu

behandeln. Eine angemessene Therapie mit Antibiotika, gegen die die Bakte-

rien empfindlich sind, setzt oft verzégert ein. Die Folgen sind Verlangerung der

Krankheitsdauer und des Krankenhausaufenthalts, sowie steigende Kosten,

einerseits durch den langeren Aufenthalt im Krankenhaus und andererseits

durch die Verwendung von Reserve-Antibiotika, die meist teurer und toxischer

fur den menschlichen Kérper sind.

Doch welche Rolle spielen Lebensmittel bei der Verbreitung von antibiotikare-

sistenten Bakterien?

Antibiotikaresistente Bakterien sind Bakterien, die gegeniuber bestimmten
Antibiotika unempfindlich und somit weiterhin vermehrungsfahig sind. Die
intrinsische Resistenz ist ein natlrliches Phanomen und kommt bei allen
Mitgliedern einer Spezies vor. Der Mechanismus dieser Resistenz beruht
auf dem physiologischen Aufbau bzw. auf der biochemischen Ausstattung
der Spezies. Bakterien kdonnen auch eine Antibiotikaresistenz durch Mutati-
on von Struktur- oder Regulatorgenen oder durch Aufnahme von chromo-
somaler oder extrachromosomaler DNA-Abschnitte (Plasmide) erwerben.
Diese erworbene Resistenz kommt in gewissen Abstimmungslinien vor und

nicht in der gesamten Bakterienspezies.

Der Einsatz von Antibiotika resultiert in der Selektion resistenter Mikroorga-
nismen. So entstehen sowohl in der Humanmedizin, Veterindrmedizin als
auch im Pflanzenbau resistente Bakterien. Wenn sich Resistenzen erst
einmal entwickelt haben, kbnnen die daftr verantwortlichen Gene lber ver-
schiedene Transfermechanismen auf andere Bakterien Ubertragen werden.

Zu diesen Mechanismen zahlen Konjugation, Transformation und Trans-
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duktion. Durch die Aufnahme und Expression mehrerer Resistenzgene ent-
stehen multiresistente Bakterien, die nicht nur gegen ein Antibiotikum un-

empfindlich sind sondern gegen mehrere.

Weltweit kdnnen antibiotikaresistente Bakterien in Lebensmitteln nachge-
wiesen werden. Hauptsachlich werden tierische Lebensmitteln analysiert,
vor allem Fleisch. Wenn Nutztiere mit Antibiotika behandelt werden, dann
kommt es im Darm der Tiere zur Selektion resistenter Bakterien. Wahrend
der Schlachtung und durch aul3ere Einflisse kdnnen diese Bakterien auf
das Fleisch und somit in die Lebensmittelkette des Menschen gelangen.
Fleisch und Fleischprodukte stellen eine wesentliche Route bei dem Trans-

fer von antibiotikaresistenten Bakterien von Tier auf den Menschen dar.

In Aquakulturen finden Antibiotika ebenfalls Verwendung. Sie werden in das
Futter gemischt, jedoch kdnnen Fische Antibiotika nicht effektiv metabolisie-
ren und scheiden den Grof3teil aus. Die Mengen an Antibiotika im nicht
konsumierten Futter und Fischfazes reichern sich im Sediment an und kon-
nen durch die Stromung auch in andere Gebiete verbreitet werden. Diese
Ruckstande tben Selektionsdruck auf die nattrliche Mikroflora im Sediment

aus.

Einige Antibiotika, die in der Veterindrmedizin eingesetzt werden, besitzen
ahnliche Wirkkomponenten wie jene in der Humanmedizin. Da die Lebens-
raume von Menschen und Tieren miteinander verbunden sind, besteht ein
gemeinsamer Selektionsdruck auf Bakterien wodurch Kreuzresistenzen
entstehen konnen. Als Beispiel ist hier Avoparcin und Vancomycin zu er-
wahnen. Beides sind Antibiotika der Glykopeptid-Klasse. Avoparcin wurde
in der Tierzucht als Leistungsforderer eingesetzt. Vancomycin ist ein Antibi-
otikum in der Humanmedizin. Da beide Antibiotika dieselbe Wirkkomponen-
te haben, fuhrt die Resistenz gegen ein Antibiotikum auch zur Resistenz
gegen das andere. Es entsteht die sogenannte Kreuzresistenz. Da immer

mehr Vancomycin-resistente Enterokokken auftraten, hat die EU das Verbot
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fur die Verwendung von Avoparcin erlassen. Der Einsatz von Antibiotika in
der Tierzucht als Leistungsforderer wurde von der EU generell verboten um
der weiteren Entstehung und Verbreitung von Resistenzen entgegen zu

wirken.

Die Verwendung von Antibiotika im Pflanzenbau ist im Vergleich zu jenen in
der Human- und Veterinarmedizin gering. Pflanzen erkranken hauptséachlich
durch Viren oder Pilze, Bakterien spielen eine eher untergeordnete Rolle.
Feuerbrand ist ein Beispiel fur eine bakterielle Erkrankung von Obstbaumen
(Apfel-, Birnenbaume). Der Einsatz des Antibiotikums Streptomycin muss
prophylaktisch erfolgen und erfolgt ausschlie8lich durch die ,Gefahr im Ver-
zug“-Regelung. Streptomycin-resistente Stamme von Erwinia amylovora
sind bereits bekannt. Pflanzen werden allerdings auch durch Abwasser
oder Gulle mit resistenten Bakterien kontaminiert. Wenn Tiere mit Antibioti-
ka behandelt werden, entstehen resistente Bakterien, die ausgeschieden
werden. Durch das Aufbringen von Gille auf die Felder als Dunger, kbnnen
somit resistente Bakterien auf Pflanzen und auch in die aquatische Umwelt
gelangen. Antibiotikaresistente Erreger kdnnen durch den Konsum von ro-

hem Obst und Gemduse in den menschlichen Kérper gelangen.

Mikroorganismen kdnnen durch Kontamination wahrend der Schlachtung,
durch Umwelteinflisse, sogenannte Postkontamination, oder durch be-
wusstes Hinzufliigen aus technologischen Grinden in Lebensmittel gelan-
gen. Wenn diese Mikroorganismen Antibiotikaresistenzgene tragen, kbnnen
diese wahrend der Lebensmittelherstellung und —verarbeitung sowie nach
Nahrungsaufnahme im menschlichen Verdauungstrakt auf andere Erreger

beziehungsweise auf die menschliche Darmflora tbertragen werden.

Eine indirekte Gefahr geht durch die Mdglichkeit des horizontalen Gentrans-
fers aus, wodurch Resistenzgene auf fir den Menschen pathogene Bakte-
rien Ubertragen werden kénnen. Pathogene Bakterien kénnen fir alle Men-

schen gefahrlich werden. Eine Resistenz dieser Bakterien erschwert die
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Behandlung und den Krankheitsverlauf. Resistente opportunistische Bakte-
rien stellen ein Risiko fir Menschen mit schlechtem Gesundheitszustand
dar, wie zum Beispiel alte Menschen, Kinder und Personen mit Krankheiten
wie AIDS oder Krebs. Kommensale Bakterien, die Resistenzgene tragen,

sind problematisch in Bezug auf die Verbreitung der Resistenzgene.

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus MRSA konnten in rohen
Fleischproben in Asien, Kanada, Europa und USA nachgewiesen werden,
mit einer Pravalenz von 1% in Asien bis zu 12% in den Niederlanden. Das
Vorkommen von MRSA ist nicht auf eine Tierart beschrankt, sondern in
Schweine-, Hiuhner- und Rindfleisch nachweisbar. Die Methicillinresistenz
wird durch die Aufnahme einer mobilen Genkassette (Staphylococcus cas-
sette chromosome mec, SCCmec) und die Expression des mecA-Gens
verursacht. MRSA sind resistent gegen alle R-Laktamantibiotika.

Ca. 20-25% aller S. aureus Stamme sind Methicillin-resistent.

Extended-spectrum-3-Laktamase (ESBL-) bildende Bakterien sind Bakte-
rien mit der Fahigkeit 3-Laktamasen mit erweitertem Wirkungsbereich zu
produzieren. Somit sind diese Bakterien gegen 3-Laktam-Antibiotika resis-
tent. Die Bildung von ESBL wird hauptséachlich bei Escherichia coli, Klebs-
iella pneumoniae und K. oxytoca, sowie bei Proteus spp., Citrobacter spp.,
Salmonella enterica, Enterobacter spp. und Morganella morganii beobach-
tet. Diese Bakterien konnten bei Legehennen und Mastkalbern und bei Pu-

ten- und Schweinefleisch nachgewiesen werden.

Vancomycin-resistente Enterokokken VRE konnten in européischen Staa-
ten bei nicht-hospitalisierten Menschen, Bauern, Nutztieren, Fleischproduk-
ten und Abwasserklaranlagen nachgewiesen werden. Es gibt verschiedene
Resistenzmechanismen, wobei den Genen vanA und vanB die grof3te Klini-
sche Bedeutung zukommen. Enterokokken besitzen eine natirliche Resis-
tenz gegenuber semisynthetischen Penicillinen, Monobactame und allen

Cephalosporinen und sind die zweit- bis dritthaufigsten Erreger von noso-
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komialen Infektionen. Durch die naturliche Resistenz gegenuber vielen An-
tibiotika hat eine zusatzliche Vancomycin-Resistenz dramatische Auswir-

kungen auf die therapeutischen Mdglichkeiten.

Fur die Gewahrleistung der Effektivitat einer Behandlung ist eine Gegen-
steuerung weiterer Resistenzentwicklungen und Verbreitung, die durch den
Antibiotikagebrauch in allen Sektoren angetrieben wird, entscheidend. Das
Vorkommen von Resistenzen in einem Sektor oder Land beeinflusst auch
das Vorkommen in anderen Sektoren oder Landern, somit bestehen keine
Okologischen, sektorenspezifischen oder geographischen Grenzen. Regie-
rungen, Humanmediziner und Veterinarmediziner, Patienten und Landwirte
haben eine Schlusselrolle in der Verhinderung weiterer Entwicklungen und
Verbreitungen von Resistenzen. Daher wéare es sinnvoll, ein Bewusstsein in
der Bevolkerung fir dieses Gesundheitsproblem zu schaffen und somit ei-
nen verntnftigeren und vor allem nachhaltigeren Umgang mit Antibiotika zu

erreichen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit befasst sich mit der Kontamination von Lebensmitteln mit
antibiotikaresistenten Bakterien und die davon ausgehenden Risiken fur die
menschliche Gesundheit.

In den verschiedenen Bereichen Human-, Veterindr- und Phytomedizin, in de-
nen Antibiotika zur Therapie, Prophylaxe oder als Masthilfsmittel eingesetzt
werden, entstehen resistente Mikroorganismen. Die genetischen Informationen,
die fur die Resistenzen verantwortlich sind, kdnnen tber verschiedene Mecha-
nismen vertikal oder horizontal verbreitet werden. Bei der Aufnahme und Ex-
pression mehrerer Resistenzgene entstehen Multiresistenzen. Rund 70% der
Bakterien nosokomialer Infektionen sind unempfindlich gegen mindestens ein
antibakterielles Medikament. Infektionen mit resistenten Erregern resultieren in
schwereren und langer anhaltenden Erkrankungen, in steigenden Hospitalisie-
rungsraten, hoherer Mortalitatsrate und steigenden Kosten. Besonders in den
letzten 20-30 Jahren stiegen die Resistenzraten verschiedener Bakterienspe-
zies deutlich an. Mehr als 25000 Menschen sterben jahrlich in der Européi-
schen Union an Infektionen verursacht von antibiotikaresistenten Bakterien.

Ein Risiko fur die menschliche Gesundheit kdnnte auch von antibiotikaresisten-
ten Bakterien ausgehen, die durch den Konsum von Lebensmitteln aufgenom-
men werden. Durch den Einsatz von Antibiotika in der Tierzucht entstehen re-
sistente Mikroorganismen im Darm der Tiere. Wahrend der Schlachtung besteht
die Moglichkeit der Kontamination des Fleisches mit diesen Bakterien. Weltweit
konnten resistente Bakterien in Fleischprodukten nachgewiesen werden. Wenn
die Ausscheidung der Nutztiere als Gulle auf die Felder zur Dingung aufgetra-
gen wird, kdnnen resistente Bakterien auch pflanzliche Lebensmittel und die
aquatische Umwelt kontaminieren. Durch den Verzehr von Lebensmitteln be-
steht die Mdglichkeit des Gentransfers von resistenten Bakterien auf Bakterien
der naturlichen Darmflora. Der Resistenzgentransfer findet auch zwischen Bak-

terien der Darmflora und auf pathogene Bakterien statt.
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Besonderes Augenmerk wurde auf Methicllin-resistente Staphylokokken, Ex-
tended-spectrum-3-Laktamase (ESBL-) bildende Enterobakterien und Vanco-
mycin-resistente Enterokokken gelegt. In dieser Arbeit wurde rohes Frisch-
fleisch von Rind, Kalb, Schwein, Huhn und Pute auf das Vorkommen dieser

resistenten Bakterien untersucht. Die Ergebnisse sind wie folgt:

e 10 Methicillin-resistente Staphylokokken-Stamme konnten in 8% (8 von
100) der Proben nachgewiesen werden, davon sind
40% (4 von 10)Staphylococcus sciuri,
30% (3 von 10) Staphylococcus aureus,
20% (2 von 10) Staphylococcus xylosus,

10% (1 von 10) Staphylococcus intermedius.

Die Keimzahl lag zwischen 1x10" und 1,3x10* KBE/25g. MRSA kam im
Ausmal von 1x10" bis 1,1x10? KBE/25g vor.

66,67% (6 von 9) der Isolate sind resistent gegen Clindamycin, 33,33% (3
von 9) der Isolate sind intermediér. 66,67% der Isolate sind resistent gegen
Tetrazyklin. Je 33,33% der Isolate sind resistent gegen Erythromycin und
Azithromycin. Jeweils 11,11% (1 von 9) ist resistent gegen Ciprofloxacin,
Doxycyclin und Norfloxacin. Kein Isolat wies eine Resistenz gegen Teico-
planin, Kanamycin oder Gentamycin auf. 6 der 9 (66,67%) Isolate wiesen
eine Multidrug-Resistenz auf, davon 3 S. aureus, 2 S. xylosus und

1 S. sciuri.

e Aus 34% (34 von 100) der Proben konnten 38 ESBL-bildende Stdmme iso-
liert werden:
42,1% (16 von 38) Klebsiella pneumoniae sp pneumoniae,
18,4% (7 von 38) Escherichia coli,
7,9% (3 von 38) Enterobacter cloacae,
7,9% (3 von 38) Pantoea spp 2,
5,3% (2 von 38) Enterobacter aerogenes,
5,3% (2 von 38) Serratia plymuthica,
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je 2,6% (1 von 38) von Escherichia vulneris, Klebsiella pneumoniae

Sp ozeanae, Serratia rubidaea, Ewingella americana, Pantoea spp 3.

Die Keimzahl lag zwischen 1x10' und 7x10* KBE/25g, wobei bei 25 von 38
Isolaten eine Keimzahl unter 8x10" KBE/25g vorlag. 5 Isolaten kamen im
Ausmald von Uber 1,3x10®* KBE/25g vor, darunter drei K. pneumoniae-
Isolate und je ein E. cloacae- und Pantoea spp 3 —Isolat. Die Anzahl an
ESBL-bildenden E. coli lag zwischen 1x10" und 2,9x10% KBE/25g.

100% zeigten Resistenz gegenuber den [3-Laktamantibiotika Ampicillin und
Cefazolin. Das 3-Laktamantibiotikum Cefoxitin war bei 97,4 % wirksam. Ein
Isolat (2,6%) wies eine intermediare Resistenz gegenuber Cefoxitin auf. Die
restlichen Empfindlichkeitsprofile sind: Ciprofloxacin, 10,5% resistent;
Norfloxacin, 2,6% resistent und 7,9% intermediar; Doxycyclin, 5,3% resis-
tent und 5,3% intermediar; Tetracyclin, 18,4% resistent; Kanamycin, 2,6%
resistent, Streptomycin, 7,9% resistent und Gentamycin, 0% resistent;.
13,2% (5 von 38) der Isolate wiesen eine Multiresistenz auf, davon sind

80% (4 von 5) Escherichia coli und 20% (1 von 5) Escherichia vulneris.

Vancomycin-resistente Enterokokken konnten in keiner Probe nachgewie-

sen werden.

3% aller Proben (je 1% Kalb, Pute, Faschiertes gemischt) wiesen sowohl
Methicillin-resistente Staphylokokken als auch ESBL-bildende Enterobakte-

rien auf.

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen die Rolle von tierischen Lebensmit-
teln als Reservoir von multiresistenten Bakterien. Sie unterstreichen die
Notwendigkeit der Uberwachung von (ibertragbaren Zoonoseerregern ent-
lang der Lebensmittelkette.
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Vil. SUMMARY

This paper focuses on the contamination of food with antibiotic resistant
bacteria and the associated risks for the human health.
Resistant microorganisms are developing in various parts like human medicine,
veterinary medicine and phyto medicine, where antibiotics are used for therapy,
prophylaxis or as growth promoter. The genetic information responsible for the
resistance can be transmitted vertical and horizontal via different mechanisms.
The creation of multidrug resistances arises when more than one resistance
gene is taken up and expressed. Infections caused by resistant bacteria result
in severe and longer-lasting diseases and increased hospitalization rates, and
therefore the costs also increase. Mortality increases because of treatment fail-
ures. The number of multi-resistant bacteria is raising, especially in the last
20-30 years the resistance rates of various bacteria have increased. About
70% of bacteria which cause nosocomial infections are resistant to at least one
antibacterial drug. In the European Union more than 25000 people die each
year from the consequences of infections with resistant bacteria.
Food can be contaminated with resistant bacteria and can also constitute a risk
for human health. There are several ways how resistant bacteria or resistance
genes can be present in food. Antibiotics are used in animal breeding, so re-
sistant bacteria can occur in the gut of animals. During slaughter these bacteria
can contaminate meat. Resistant microorganisms can be found in meat prod-
ucts worldwide. Vegetables and aquatic environment can also be contaminated
if manure is applied as fertilizer on the fields. So by eating such food it is possi-
ble that there occurs gene transfer from resistant bacteria to bacteria of the nat-
ural intestinal microflora. Gene transfer also takes place between bacteria of the

intestinal flora but also to pathogenic bacteria.

Special attention is to put on methicillin-resistant staphylococci, extended-

spectrum-i3-lactamase producing bacteria and vancomycin-resistant enterococ-
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ci. In the present study raw meat samples of beef, veal, pork, chicken and tur-

key were analysed to evaluate the presence of these resistant bacteria.

10 methicillin-resistant staphylococci were found in 8% (8/100) of meat
samples:

40% (4/10) Staphylococcus sciuri,

30% (3/10) Staphylococcus aureus,

20% (2/10) Staphylococcus xylosus,

10% (1/10) Staphylococcus intermedius
The bacterial count was between 1x10" and 1,3x102 CFU/25g. Resistant
S. aureus was found in the range 1x10" - 1,1x102 CFU/25g.
66,67% were resistant to clindamycin and to tetracycline. 33,33% were
resistant to erythromycin, to azithromycin and were intermediate to
clindamycin. 11,11% were resistant to ciprofloxacin, doxycyclin and nor-
floxacin, but no isolate were resistant to teicoplanin, kanamycin or gen-
tamycin. 6 out of 9 isolates (S. aureus n=3, S. xylosus n=2, S. sciuri n=1)

showed multidurg-resistance.

38 ESBL-producing bacteria were present in 34% (34/100) of meat sam-
ples:

42,1% (16/38) Klebsiella pneumoniae sp pneumoniae,

18,4% (7/38) Escherichia coli,

7,9% (3/38) Enterobacter cloacae,

7,9% (3/38) Pantoea spp 2,

5,3% (2/38) Enterobacter aerogenes,

5,3% (2/38) Serratia plymuthica,

each 2,6% (1/38) of Escherichia vulneris, Klebsiella pneumoniae sp

ozeanae, Serratia rubidaea, Ewingella americana, Pantoea spp 3.
The bacterial count was ranging from 1x10' to 7x10* CFU/25g, but 25 of
38 isolates were detected less than 8x10' CFU/25g. 5 isolates were de-

tected more than 1,3x10* CFU/25¢g, thereof were 3 K. pneumoniae-
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isolates, 1 E. cloacae and 1 Pantoea spp. 3 isolate. ESBL-producing
E. coli was found in the range of 1x10' — 2,9x10* CFU/25g.

All isolates were resistant to the R-lactam-antibiotics ampicillin and
cefazolin, but cefoxitin was powerful to 97,4%. One isolate (2,6%) was in-
termediate resistant to cefoxitin. The remaining results of the antibiotic
susceptibility test were: ciprofloxacin 10,5% resistant, norfloxacin 2,6%
resistant and 7,9% intermediate, doxycylin 5,3% resistant and 5,3% in-
termediate, tetracycline 18,4% resistant, kanamycin 2,6% resistant,
streptomycin 7,9% resistant, gentamycin 0% resistant. 13,2% (5/38) of
the isolates showed multidrug-resistance, thereof are 80% (4/5) Esche-
richia coli and 20% (1/5) Escherichia vulneris.

Vancomycin-resistant enterococci were not present in any meat sample.

3% of all meat samples (each one of veal, turkey, minced meat of beef
and pork mixed) showed both methicillin-resistant staphylococci and

ESBL-producing Enterobacteriaceae.

In conclusion, this study confirms the role of animal-based foods as a
reservoir of multidrug-resistant bacteria and underscores the need for
continuing surveillance of food-borne zoonotic pathogens along the food

chain.
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