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A Einleitung

Das Auftreten und die Verbreitung antibiotikaresistenter, humanpathogener Keime ist ein
weltweites Problem, das zunehmend eine erfolgreiche Behandlung von Infektionskrankheiten
in Frage stellt (VOGEL ET AL., 1999). Schlisselfaktoren flr die Verbreitung antibiotikaresisten-
ter Bakterien in der Umwelt sind eine nicht indizierte Verschreibung und Fehler in der An-
wendung von Antibiotika im Bereich der Human- und Veterindrmedizin sowie deren pro- und
metaphylaktischer Einsatz in der Nutztierhaltung (WITTE, 1998; ELLERBROEK ET AL., 2004).

In das Lebensmittel Fleisch kénnen resistente Keime vor allem durch Kontamination im
Rahmen der Schlachtung, der Zerlegung und im weiteren Verlauf der Verarbeitung in das
Lebensmittel gelangen. Als Kontaminanten sind insbesondere fékale Keime tierischen Ur-
sprungs, Keime des Personals sowie bakteriell kontaminiertes Trinkwasser zu nennen. Wer-
den antibiotikaresistente Bakterien mit der Gille auf Anbauflachen ausgebracht, kénnen re-
sistente Keime auch auf das pflanzliche Lebensmittel gelangen und auf diesem Wege den
Verbraucher erreichen (CORPET, 1988; WEGENER, 2003).

Dass multiresistente, obligat oder fakultativ pathogene Bakterien in der Nahrungskette vor-
kommen, ist nachgewiesen. Nicht abgeklart ist, in welchem Umfang der Mensch Uber Le-
bensmittel mit antibiotikaresistenten Bakterien bzw. Resistenzgenen konfrontiert wird und
inwieweit daraus ein gesundheitliches bzw. therapeutisches Risiko resultiert. Zur Klarung
dieser Frage ist es Ziel dieser Arbeit, fakultativ pathogene, ubiquitar vorhandene Keime aus
Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs zu isolieren und ihre Resistenzeigenschaften gegen-
Uber den wichtigsten in der Humanmedizin eingesetzten Antibiotika, insbesondere auch so
genannten ,Reserveantibiotika“, zu testen. Um den Anteil des ,lebensmittelbedingten” Resis-
tenztransfers besser einordnen zu kénnen, sollen die erhaltenen Ergebnisse mit denen des
GENARS-Projektes (2004) (German Network for Antimicrobial Resistance Surveillance) ver-
glichen werden.

Da je Probe nur einige lIsolate einer Minimalen Hemmstoff-Konzentrations (MHK) -
Untersuchung unterzogen werden kénnen, soll mittels Real-Time-PCR das Vorkommen be-
stimmter Resistenzgene quantitativ erfasst werden. Damit kénnte aufgezeigt werden, ob
pflanzliche Lebensmittel an der Verbreitung von Resistenzgenen besonders beteiligt sind.



Literatur 12

B Literatur

1 Antibiotikaeinsatz in Europa

Antibiotika sind von Mikroorganismen gebildete Stoffe, die schon in geringer Menge das
Wachstum von anderen Mikroorganismen hemmen oder diese abtdéten. Durch chemische
Modifikation der biologischen Grundsubstanzen sind zahlreiche Derivate entwickelt worden,
die hinsichtlich ihrer antibakteriellen und pharmakokinetischen Eigenschaften gezielt verbes-
sert wurden. Einige Antibiotika werden inzwischen véllig synthetisch hergestellt, so dass die
traditionelle Abgrenzung zwischen Antibiotika und Chemotherapeutika zunehmend schwierig
wird. Als ,Antibiotikum® werden somit alle Chemotherapeutika mit antimikrobieller Wirkung
bezeichnet. Bakterielle Zielstrukturen der Antibiotika sind die Zellmembran, die DNA-
Replikation, die Proteinbiosynthese, Enzyme der Zellwandsynthese und die Folsduresynthe-
se (SIMON UND STILLE, 2000; STAHLMANN UND LODE, 2005).

Antibiotika werden weltweit zu therapeutischen und prophylaktischen Zwecken in der Hu-
man- und Veterindrmedizin (u. a. landwirtschaftliche Nutztierhaltung) sowie im Pflanzenbau
angewendet. Aktuelle Daten Uber den Einsatz von Antibiotika sind derzeit nur fir den Hu-
manbereich zuganglich. Fir die Veterindrmedizin existieren Daten aus den Jahren 1997 und
1999, die hier zu vergleichenden Zwecken herangezogen werden (vgl. Tabelle 1).

Europaweit wurden im Jahr 1999 13.200 Tonnen Antibiotika verbraucht, davon 8.500 Ton-
nen fir humanmedizinische und 3.900 Tonnen flir veterindrmedizinische Zwecke, hier wie-
derum 80 % in der Nutztierhaltung (ANONYMUS, 2000). In der Veterindrmedizin werden die
gleichen Wirkstoffgruppen wie in der Humanmedizin verwendet, jedoch sind einige Antibioti-
ka der Humanmedizin vorbehalten, so z. B. Amikacin, Ciprofloxacin und Vancomycin (UN-
GEMACH, 1999). Darlber hinaus werden aus 6konomischen Griinden in der Veterinarmedizin
altere und kostengulinstigere Wirkstoffe angewendet als in der Humanmedizin. So gehéren
die Tetrazykline und die Penicilline zu den am haufigsten in der Veterindrmedizin angewen-
deten Antibiotika (ANONYMUS, 2000; UNGEMACH, 2000; SCHWARZ ET AL., 2001).

Far den mengenmaBigen Vergleich von in der Human- und Veterindrmedizin eingesetzten
Antibiotika werden diese in mg in Bezug zur Kérpermasse in kg gesetzt. Im Vergleichszeit-
raum 1997 ergibt sich somit eine sechsfach héhere Anwendung von Antibiotika pro kg Kor-
permasse in der Humanmedizin als in der Veterindrmedizin (UNGEMACH, 1999).
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Tabelle 1: Antibiotika-Einsatz in der Human- und Veterindrmedizin in Europa (EU und
Schweiz) in den Jahren 1997 und 1999 (ANONYMUS, 2000)

e se Verdnderungen
1997-1999

Einsatzgebiet t % t % %
Humanmedizin 7.659 60,1 8.528 65,0 +11,3%
Veterinarmedizin 3.494 27,4 3.902 29,0 +11,0 %
Leistungsférderer 1.599 12,5 786 6,0 -50,0 %
Gesamt 12.752 100 13.216 100 +3,6 %

1.1 Antibiotikaeinsatz in der Humanmedizin

Seit dem Jahr 2000 werden die in der Humanmedizin verordneten Mengen an Antibiotika in
DDD (defined daily doses) und nicht, wie bisher, in mg/kg Kdérpermasse angegeben. Dies
soll einen besseren Vergleich der Mengen verordneter Pharmazeutika ermdglichen (Goos-
SENS ET AL., 2005).

In der Humanmedizin wurden in Deutschland im Jahr 2004 insgesamt mehr als 400 unter-
schiedliche Antibiotikapraparate verordnet, dabei lag die antibiotische Tagesdosis (DDD) im
ambulanten Sektor je 1.000 Versicherte und Tag bei 13,5 DDD, im stationéren Sektor bei 1-
2 DDD, wahrend sie 1994 im ambulanten Sektor noch 16,8 DDD betrug. Die Menge verord-
neter Antibiotika ist somit seit 1994 zurlickgegangen (DE WITH ET AL., 2004; GOOSSENS ET
AL., 2005). Am haufigsten wurden im Jahr 2004 Penicilline verordnet (31 % der verordneten
Antibiotika), wobei der gréBte Teil der Verordnungen auf Amoxycillin bzw. auf Amoxycil-
lin/Clavulansdure entfiel, wahrend orales Ampicillin ohne B-Lactamaseinhibitor aufgrund
steigender Resistenzproblematik kaum noch verordnet wurde. Zweithaufigste Wirkstoffgrup-
pe war die der Tetrazykline (25 %), die durch ein breites Wirkspektrum gegen grampositive
und gramnegative Bakterien sowie durch gute pharmakokinetische Eigenschaften bei der
Resorption und der Wirkdauer und vergleichsweise geringe Kosten gekennzeichnet sind
(KERN, 2004). Aufgrund der haufigen Anwendung, insbesondere von Minocyclin und Doxy-
cyclin wurden in den vergangenen Jahren jedoch zunehmende Resistenzen bei grampositi-
ven wie gramnegativen Bakterien gegen diese Wirkstoffe festgestellt. So zeigen sich bei-
spielsweise in den Daten des GENARS-Projekts nur rund 50 % der E. coli empfindlich gegen-
Uber Tetrazyklinen (GENARS, 2004).

Etwa zu gleichen Teilen (13 bzw. 11 %) wurden neuere Makrolide und Oralcephalosporine
verordnet. Makrolide haben eine gute antibakterielle Aktivitat gegentber grampositiven Bak-
terien. Insbesondere Clarithromycin und Azithromycin zeigen eine bessere und langere Ver-
flgbarkeit als das altere Erythromycin (KERN, 2004).
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Eine Zunahme der Verordnungen zeigte sich in den vergangenen Jahren bei den Fluorchino-
lonen, wobei insbesondere dem Moxifloxacin, das als Reserveantibiotikum bei Staphylokok-
ken- und Pneumokokkeninfektionen Bedeutung erlangt hat, eine breite und langanhaltende
Wirkungsweise bestétigt wird. Dennoch hat die haufige Anwendung dieser Antibiotikagruppe
in den vergangenen Jahren teilweise zu steigenden Resistenzraten bei grampositiven und
gramnegativen Bakterien geflhrt. So kann z. B. bei E. coli auf Basis der Daten des GE-
NARS-Projekts eine Zunahme der Resistenz gegen Ciprofloxacin von 9 auf 14 % in den ver-
gangenen vier Jahren festgestellt werden (GENARS, 2004).

In Tabelle 2 ist der prozentuale Anteil einzelner Antibiotikaklassen an den gesamten Antibio-
tikaverordnungen im Bereich der Humanmedizin dargestellt.

Tabelle 2: Prozentualer Anteil einzelner Antibiotikaklassen an den gesamten Antibiotikaver-
ordnungen im Jahr 2004 in Deutschland im Bereich Humanmedizin (gemessen in
DDD, nach DE WITH ET AL., 2004; GOOSSENS ET AL., 2005)

Wirkstoffklasse Anteil (%)
Penicilline 31 %
Oralcephalosporine 11 %
Tetrazykline 25 %
Neuere Makrolide, Ketolide, Azalide 13 %
Chinolone 9 %
Folatantagonisten 7 %
Erythromycin und éaltere Makrolide 2%
Lincosamide, Streptogramine, Fusidinsaure 2%

Innerhalb Deutschlands variieren die Mengen verordneter Antibiotika stark, so reichen die
Tagesdosen von 9,6 DDD in Brandenburg und Sachsen bis 17,3 DDD in Rheinland-Pfalz
und Saarland. In Bayern wurden im Jahr 2004 durchschnittlich 12,5 DDD verordnet.

Im europaischen Vergleich liegt Deutschland beim Antibiotikaverbrauch mit 13,5 DDD je
1000 Einwohner im unteren Bereich. Frankreich hat hier mit 32,1 DDD je 1000 Einwohner
den hoéchsten Antibiotikaverbrauch, gefolgt von Griechenland (30,5 DDD) und Luxemburg
(26,4 DDD). In Osterreich (12,2 DDD) und den Niederlanden (9,8 DDD) ist der Antibiotikaver-
brauch am geringsten (DE WITH ET AL., 2004; GOOSSENS ET AL., 2005). Hinsichtlich der einge-
setzten Wirkstoffgruppen dominieren auch in anderen europaischen Staaten die B-
Lactamantibiotika, wobei hier vor allem B-Lactame mit erweitertem Wirkspektrum verordnet
werden, gefolgt von den Makroliden und den Chinolonen. Im Krankenhausbereich spielen
sowohl in Deutschland als auch in anderen europaischen Staaten Fluorchinolone und zu-
nehmend auch Glykopeptide eine bedeutende Rolle (DE WITH ET AL., 2004; GOOSSENS ET AL.,
2005).
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Die Konsequenzen des Antibiotikaeinsatzes in Form einer zunehmenden Resistenzproble-
matik stellen sich in allen européischen Léandern ahnlich dar, obwohl die verordneten Tages-
dosen, wie oben beschrieben, in der EU variieren. Hierbei hangt die Resistenzhaufigkeit je-
doch von den verabreichten Wirkstoffen und den Bakteriengattungen ab. So zeigten bei-
spielsweise 46 bis 53 % der E. coli-Stamme in den mittel-, west- und stdeuropéischen Lan-
dern gegenliber den Aminopenicillinen Resistenzen. Es féllt jedoch auf, dass in den nordeu-
ropaischen Landern Norwegen, Finnland, Schweden und Danemark (mit geringeren Mengen
verordneter Antibiotika) die Resistenzraten von E. coli gegenuber den Aminopenicillinen
deutlich geringer sind (23 bis 33 %) (EARSS, 2004). GOOSSENS ET AL. (2005) stellten hier ei-
ne deutlich positive Korrelation zwischen der regionalen Verschreibungspraxis und den Re-
sistenzraten in 26 europaischen Landern fest. Zudem beschreiben die Autoren ein nachweis-
lich verandertes Spektrum der in Krankenhausern vorkommenden Erreger und eine steigen-
de Zahl nosokomialer Infektionen.

Gegenuber den so genannten Reserveantibiotika, wie z. B. den Glykopeptiden Vancomycin
und Teicoplanin oder dem Amikacin, scheint die Resistenzproblematik europaweit noch ver-
gleichsweise glnstig zu sein, wenngleich sich zeigt, dass rund 30 % der verordneten Antibio-
tika der Gruppe der Reserveantibiotika zuzuordnen sind (DE WITH ET AL., 2004).

1.2 Antibiotikaeinsatz in der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung
und in der Veterinarmedizin

Antibiotika werden in der landwirtschaftlichen Tierhaltung zu therapeutischen Zwecken und
in der Pro- und Metaphylaxe verwendet. Der prophylaktische Antibiotikaeinsatz in der land-
wirtschaftlichen Nutztierhaltung wird insbesondere durch den Krankheitsdruck in schweine-
und gefligelhaltenden Betrieben mit hohen Tierzahlen, bei der Einstallung (vor allem bei un-
einheitlichen Partien aus mehreren Herkinften) oder zum Zeitpunkt des Absetzens gerecht-
fertigt (SCHWARZ ET AL., 2001). Von einem metaphylaktischen Antibiotikaeinsatz spricht man,
wenn in einer Herde einzelne Tiere erkrankt sind, allen jedoch ohne Berticksichtigung der
Behandlungswirdigkeit das Arzneimittel verabreicht wird. Ziel ist es, eine Ausbreitung des
Erregers innerhalb der Herde zu verhindern. Beim therapeutischen Einsatz werden nur infek-
tids erkrankte Tiere behandelt. Derartige Einzeltierbehandlungen werden in der Regel nur bei
Milchkiihen oder Pferden bzw. in sehr kleinen Nutztierbestdnden durchgefiihrt. Sie sind in
groBen Bestanden, z. B. bei 30.000 Broilern je Stallabteil, nicht praktibel (UNGEMACH, 1999;
SCHWARZ ET AL., 2001). Alle drei Applikationsformen haben zum Ziel, Infektionserkrankungen
— und damit Leiden - der Tiere zu vermeiden, der Ausbreitung von Infektionserregern entge-
genzuwirken und den Menschen durch sichere Lebensmittel tierischen Ursprungs vor Zoo-

nosen zu schitzen.
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Der Sachverhalt, dass bestimmte Antibiotika die Nahrstoffverwertung verbessern, fuhrte zur
Anwendung sogenannter antibiotischer Leistungsférderer in der Nutztiererndhrung. Die Wir-
kungsweisen sind weitestgehend unklar; diskutiert wird eine Beeinflussung der Zusammen-
setzung der Intestinalflora und eine damit verbundene Stabilisierung des intestinalen Milieus,
was sich qualitativ insbesondere in einer Steigerung der Mastleistungsparameter ,tagliche
Zunahme*“ und ,Futteraufwand/kg Lebendmasse” auswirkt (GRAFE, 2001). Allerdings be-
schreibt GROPP (1986) eine negative Korrelation zwischen dem Leistungsniveau eines Tier-
bestandes und der Wirkung von Leistungsférderern. So reduziert sich die nutritive Wirksam-
keit der Leistungsférderer, wenn dem genetischen Leistungspotential eines Tierbestandes
durch die Optimierung der Haltungsbedingungen Rechnung getragen wird.

Als Leistungsférderer in der Tierhaltung durften zwar keine in der Humanmedizin angewen-
deten Antibiotika eingesetzt werden, dennoch wurden steigende Resistenzraten bei ver-
schiedenen Bakterienarten auf den Einsatz von antibiotischen Leistungsférderern zuriickge-
fuhrt. Der Einsatz von Avoparcin beispielsweise, das als Leistungsférderer fir landwirtschaft-
liche Nutztiere seit April 1997 verboten ist, flhrte zu einem Anstieg vancomycinresistenter
Enterokokken nicht nur bei landwirtschaftlichen Nutztieren, sondern auch beim Menschen.
Der Anteil vancomycinresistenter Bakterien lag bei Betrieben, die Avoparcin als Futterungs-
antibiotikum einsetzten bei 60 %, in Betrieben, die kein Avoparcin einsetzten, lag der Anteil
resistenter Enterokokken nur bei 8 % (VAN DEN BOGAARD UND STOBBERINGH, 2000). Das
Verbot von Avoparcin als Leistungsférderer fuhrte entsprechend zu einem signifikant gerin-
geren Prozentsatz vancomycinresistenter Enterokokken bei landwirtschaftlichen Nutztieren
(VAN DEN BOGAARD ET AL., 2002).

Das Auftreten vancomycinresistenter Bakterien war der Ausléser fir das Verbot von antibio-
tischen Leistungsférderern. Seit dem 1. Januar 2006 sind auch die letzten vier antimikrobiel-
len Substanzen (Monensin-Natrium, Salinomycin-Natrium, Flavophospholipol und Avilamy-
cin) als Leistungsférderer verboten.

Das schrittweise eingeflhrte Verbot antibiotisch wirksamer Leistungsférderer in der landwirt-
schaftlichen Nutztierhaltung flhrte erwartungsgeman zu einem Absatzriickgang dieser Fut-
terzusatzstoffe. Allerdings stieg in einigen Landern (z. B. in Schweden und Dé&nemark) je-
doch der Verbrauch therapeutisch eingesetzter Antibiotika deutlich an. Der Grund hierfar
darfte in Mangeln bezlglich der Tierhaltung liegen, die vorher durch den Einsatz antibiotisch
wirksamer Leistungsforderer teilweise relativiert werden konnten. Langerfristig hat mittlerwei-
le aber auch der therapeutische Antibiotikaeinsatz in diesen L&ndern wieder abgenommen
(DANMAP, 2002).
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Antibiotikaverbrauch

Wie bereits eingangs erwahnt, sind aktuelle Daten Uber den Verbrauch von Antibiotika in der
landwirtschaftlichen Nutztierhaltung nicht zuganglich. Im Jahr 1999 wurden europaweit (inkl.
Schweiz) ca. 3.900 t Antibiotika im Bereich Veterinarmedizin zur Bek&mpfung von Infektions-
krankheiten und ca. 800t in der Nutztierhaltung zur Leistungsférderung eingesetzt. Gegen-
Uber 1997 bedeutet dies eine Zunahme von 11 % im therapeutischen Bereich, wahrend der
Sektor ,Leistungsforderer” einen Rickgang um 50 % hinnehmen musste. Daten von 1995
zeigen, dass Deutschland am européaischen Gesamtverbrauch einen Anteil von 14 % ein-
nahm (ANONYMUS, 2000).

Die quantitative Bedeutung der einzelnen Wirkstoffklassen am Gesamtverbrauch der in der
Tierhaltung und Veterindrmedizin angewendeten Antibiotika in der EU und der Schweiz zeigt
Tabelle 3. Es wird ersichtlich, dass die kostenginstigeren Tetrazykline den gréBten Anteil
der verordneten Antibiotika einnehmen, wahrend die Sulfonamide in der Veterindrmedizin
insgesamt nur 2 % ausmachen. Ahnliche Verbrauchsmuster wurden auch fiir bestimmte Re-
gionen Deutschlands erstellt; allerdings nehmen die Sulfonamide mit einem Anteil von 21 bis
24 % Platz zwei und die Aminoglykoside (10 %) Platz drei ein (ABBAS ET AL., 2000; WINCKLER
UND GRAFE, 2000).

Tabelle 3: Ubersicht iiber die anhand von tierdrztlichen Herstellungsauftrigen ermittelten
Mengen an Antibiotika in der EU (mit Schweiz) im Jahr 1997 (ANONYMUS, 2000)

Menge an Antibiotika

Wirkstoffgruppe

t %
Tetrazykline 2.294 65,7
Makrolide 424 12,2
Penicilline 322 9,2
Aminoglykoside 154 4.4
Sulfonamide/Trimethoprim 75 2,1
Fluorquinolone 43 1,2
Andere 182 5,2

Auswirkungen
Die Auswirkungen des Antibiotikaeinsatzes in der landwirtschaftlichen Tierhaltung auf die

Resistenzentwicklung verschiedener Bakterienarten und auf den Resistenztransfer wurden in
den vergangenen Jahren immer wieder untersucht. So flhrte der prophylaktische Einsatz per
os verabreichter Antibiotika bei landwirtschaftlichen Nutztieren zum Teil zu einer erheblichen
Zunahme antibiotikaresistenter Bakterien auch gegenlber in der Humanmedizin verordneten
Antibiotika. Dies zeigen auch Ergebnisse der Resistenzuntersuchungen von HOLZEL (2006):
Aufgrund des haufigeren Einsatzes von Tetrazyklinen bei der Behandlung landwirtschaftli-
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cher Nutztiere im Vergleich zur Humanmedizin sind die Resistenzraten von E. coli,
E. faecalis und E. faecium aus Schweinegulle gegentber Tetrazyklin signifikant héher als die

aus humanklinischem Probenmaterial.

Antibiotikaresistente Bakterien werden von landwirtschaftlichen Nutztieren entweder Uber
den direkten Kontakt oder durch die Kontamination des Fleisches mit resistenten Bakterien
wéahrend der Schlachtung und den Verzehr der roher Fleischprodukte auf den Menschen (-
bertragen (VAN DEN BOGAARD UND STOBBERINGH, 2000; VAN DEN BOGAARD ET AL., 2002).
Wahrend TEUBER ET AL. (1996) nach molekularbiologischen Untersuchungen eine geneti-
sche Ubereinstimmung von vancomycinresistenten Enterokokken in Fleisch- und Késepro-
dukten mit klinischen Isolaten feststellten und damit den Resistenztransfer Gber das Le-
bensmittel nachwiesen, konnten KLEIN ET AL. (1998) dies nicht beobachten.

Fir die Entwicklung von antibiotikaresistenten Bakterien auf pflanzlichen Lebensmitteln stellt
der Antibiotikaeinsatz in der Nutztierhaltung einen entscheidenden Faktor dar. Nach Verab-
reichung von Tetrazyklinen oder Sulfonamiden wurden bis zu 80 % bzw. 46 % des Wirkstoffs
in Schweinefaeces wiedergefunden (GRAFE, 2001). In einer Untersuchung von HARMS (2006)
wurden in 70 % der Schweinegulleproben Tetrazykline (bis zu 50 mg/kg) und/oder Sulfona-
mide nachgewiesen. Auch KROKER (1983) konnte Tetrazykline in aktiver Form und wenig
metabolisiert in Faeces behandelter Tiere in Konzentrationen bis zu 1 mg/g nachweisen. Ei-
ne Selektion antibiotikaresistenter Mikroorganismen kann somit nicht nur im behandelten
Tier, sondern auch nach der Ausbringung des Wirtschaftsdiingers auf Anbauflachen im Bo-
den, im Oberflachenwasser und auf Pflanzen stattfinden (SENGELOV ET AL., 2003; KUMAR ET
AL., 2005; BRANDL, 2006). Zu den Ubertragungswegen siehe auch Abbildung 5.

1.3 Antibiotikaeinsatz im Obst- und Gemiisebau

Phytopathogene Bakterien stellen in erster Linie eine Bedrohung fur Obst- und Gemusekultu-
ren dar, der unter bestimmten Umstanden durch Anwendung geeigneter Antibiotika entge-
gen gewirkt werden kann (BELL ET AL., 2004; GRENIER ET AL., 2006); eine unmittelbare Ge-
fahrdung der Gesundheit des Menschen im Sinne von Infektionserregern ist von diesen Kei-
men kaum zu erwarten. Allerdings gelten auch sie als mégliche Donatoren von Resistenzge-
nen fir humanpathogene Keime (FALKINER, 1998; SCHNABEL UND JONES, 1999; MCMANUS ET
AL., 2002).

Im Obst- und Gemisebau werden weltweit betrachtet vor allem Streptomycin, Oxytetrazyklin
und Gentamicin eingesetzt, also Antibiotika, die auch in der Human- und Veterindrmedizin
zur Behandlung von Infektionskrankheiten Anwendung finden (MCMANUS ET AL., 2002). In
der EU reguliert die European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) den
Einsatz von Pflanzenschutzmitteln und spricht Empfehlungen und Standards aus. Die An-
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wendung von Antibiotika im Pflanzenschutz ist in der EU verboten. Nur in Ausnahmefallen ist
der Einsatz von Streptomycin zur Bekdmpfung des Feuerbranderregers Erwinia amylovora
im Obstbau mdéglich. So wurde beispielsweise im Jahr 1999 eine Ausnahmegenehmigung fur
wenige Obstbau-Betriebe in Stiddeutschland und Osterreich erteilt (ANONYMUS, 2001; AL-
LERBERGER, 2003; ZORNBACH, 2005). Auch in den Jahren 2004 und 2005 war der Einsatz
von Streptomycin wegen einer drohenden Feuerbrandepidemie notwendig. So wurden in den
Jahren 2004 und 2005 470 kg bzw. 720 kg Streptomycin auf rund 3000 ha einmalig ausge-
bracht. Baden-Wirttemberg verzeichnete mit 2460 ha die gréBte behandelte Obstbauflache
in Deutschland (ANONYMUS, 2005 A).

In Léandern, die bis zum 1. Mai 2004 nicht Mitglied der EU waren, wurde ebenfalls Strepto-
mycin gegen Erwinia spp., Pseudomonas cichorii und P. syringae, Xanthomonas campestris
und Agrobacterium tumefaciens eingesetzt. Die genannten Bakterienarten verursachen ver-
schiedene Krankheiten — z. B. Feuerbrand, Schwarzbeinigkeit und Wurzelkropf - bei land-
wirtschaftlichen Nutzpflanzen, wie Sellerie, Tomaten, Pfeffer und Apfeln, mit denen der Ein-
satz eines Antibiotikums gerechtfertigt wird (MCMANUS ET AL., 2002).

In den USA und in Lateinamerika wird tGberwiegend Oxytetrazyklin gegen Erwinia amylovora,
Pseudomonas spp. und Xanthomonas spp. angewandt. Gentamicin wird ebenfalls in den
USA und Lateinamerika zur Bekampfung von Erwinia spp, Pectobacterium spp., Pseudomo-
nas spp., Ralstonia spp. und Xanthomonas spp. im Obstbau (Pfirsiche, Nektarinen) einge-
setzt (MCMANUS ET AL., 2002). Oxolinsaure, ein Quinolon, wird hauptsachlich in Israel zur
Bekédmpfung von streptomycinresistenten Erwinia amylovora im QObstbau verwendet
(SHTIENBERG ET AL., 2001).

In den USA wird die jahrlich eingesetzte Menge an Antibiotika im Pflanzenbau auf
113 Tonnen geschéatzt, wobei dies jedoch nur 0,5 % des gesamten Antibiotikaverbrauchs der
USA und damit vergleichsweise geringe Mengen darstellt. Dennoch flihren FALKINER (1998)
und MCMANUS ET AL. (2002) zunehmende Resistenzproblematiken in den USA, Lateinameri-
ka und Nordafrika bei phytopathogenen Bakterien vor allem gegeniber Streptomycin auf den
Einsatz dieses Antibiotikums in der pflanzlichen Produktion zurtck. In Folge des Antibioti-
kaeinsatzes konnte in den vergangenen Jahren vor allem in den USA eine starke Zunahme
streptomycinresistenter Xanthomonas spp. festgestellt werden. Aber auch aus phytopatho-
genen Pseudomonas spp., Xanthomonas dieffenbachiae und Erwinia carotovora wurde das
Streptomycinresistenzgen strA-strB in zunehmendem MaBe isoliert (MCMANUS ET AL., 2002).
In der EU werden regelméaBige Resistenztests bei E. amylovora aus Obstbestéanden durch-
geflhrt. Trotz des Einsatzes von Streptomycin im Jahr 2004 konnten keine streptomycinre-
sistenten E. amylovora-Stamme festgestellt werden (ANONYMUS, 2005 A).
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Die Annahme, dass Antibiotikaresistenzen von phytopathogenen Bakterien auf Kommensa-
len und human- und tierpathogene Bakterien Ubertragen werden, unterstitzen die Arbeiten
von NORELLI ET AL. (1991), SUNDIN UND BENDER (1996) und SUNDIN (2000): Sie demonstrie-
ren homologe Sequenzen von Streptomycin-Resistenzgenen bei gramnegativen Bakterien

aus pflanzlichem und klinischem Untersuchungsmaterial.

Hingegen gelang SCHNABEL UND JONES (1999) der Nachweis eines konjugativen Plas-
midtransfers — mit Streptomycin- und Tetrazyklinresistenzgenen - von pflanzenassoziiertem
P. agglomerans in E. coli nicht. Bei dem dann kunstlichen Transfer durch Elektroporation
wurde zwar eine Expression des Tetrazyklingens, nicht aber des Streptomycingens beo-
bachtet. Die Autoren schlieBen daraus, dass pflanzenassoziierte Bakterien an der Ausbrei-
tung von Resistenzgenen nicht in besonderem MaBe beteiligt sind.

Ein weiterer Aspekt bezuglich der Verbreitung von Resistenzen, der bisher wenig bertck-
sichtigt wurde, ist das Ausbringen von Bakterien als biologischer Pflanzenschutz. So wird
beispielsweise Bacillus thuringiensis gegen Insekten (z. B. Maiszlnsler) eingesetzt. Burkhol-
deria cepacia und Pseudomonas fluorescens dienen als Wachstumsférderer (HOLMES ET AL.,
1998; PARKE UND GURIAN-SHERMAN, 2001; FERRE UND VAN RIE, 2002). Die Beteiligung dieser
Bakterien an der Resistenzverbreitung wurde von HOLMES ET AL. (1998) untersucht. Die Au-
toren beschreiben identische DNA-Sequenzen der Resistenzgene bei Stdmmen, die in der
Landwirtschaft eingesetzt wurden und bei klinischen Isolaten. Auch ALONSO ET AL. (2001)
halten eine Ausbreitung von Resistenzgenen durch den Einsatz von Bakterien als ,biologi-
sche Pestizide* fir méglich.

Die sich durch den Antibiotikaeinsatz im Pflanzenbau ergebende Resistenzproblematik be-
trifft hauptsachlich Drittlander, die den Antibiotikaeinsatz praktizieren. Da jedoch durch die
Offnung der Markte der internationale Handel mit pflanzlichen Lebensmitteln verstérkt zu-
nimmt, ist ein Transfer antibiotikaresistenter Bakterien aus diesen Landern in die europai-
schen Staaten und so auch nach Deutschland durchaus méglich (BARBOSA UND LEVY, 2000).
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2 Bakterielle Antibiotikaresistenz
2.1 Resistenztypen
2.1.1 Natiirliche und erworbene Resistenzen

Bei natirlichen Resistenzen (syn. intrinsische Resistenzen) ist die native Population einer
Spezies unempfindlich gegentiber einem oder mehreren Antibiotika. Die Spezies liegen also
auBerhalb des Wirkungsspektrums eines Antibiotikums (STOCK UND WIEDEMANN, 1998). Seit
einiger Zeit finden sich Zusammenstellungen zu den natdrlichen Resistenzen klinisch wichti-
ger Bakterienstdmme, z. B. bei DUTTA UND DEVRIESE, 1984, KLARE UND WITTE, 1997, DINA ET
AL., 2003 und STOCK ET AL., 2005 (vgl. auch Tabelle A 1 im Anhang).

Die naturliche Antibiotikaempfindlichkeit einer Spezies lasst sich anhand von Haufigkeitsver-
teilungen der minimalen Hemmkonzentrationen (MHKs) bestimmen. Beim Auftrag der MHK
eines bestimmten Antibiotikums gegen die Anzahl der Stamme mit entsprechenden MHK-
Werten ergibt sich eine bimodale Haufigkeitsverteilung. Stamme, die zum linken Peak gehd-
ren (niedrige MHK-Werte), reprasentieren die native Population, die den rechten Peak be-
schreibenden Stamme (hohe MHK-Werte) reprasentieren die Population mit einer verminder-
ten Empfindlichkeit (sekundér resistente Stamme). Daten (ber die natirliche Resistenz bzw.
Empfindlichkeit werden durch die Untersuchung der MHK-Werte der nativen Population mit
Hilfe der klinischen Standards erhalten. Dabei wird festgestellt, ob die MHK-Werte der natir-
lichen Population oberhalb oder unterhalb der von den Standards — z. B. DIN oder NCCLS -
festgelegten Grenzwerte liegen. Ist die native Population nach dem entsprechenden Stan-
dard resistent, wird sie als ,natirlich (auch: intrinsisch) resistent* beschrieben (STOCK UND
WIEDEMANN, 1998). Abbildung 1 zeigt die Einstufung einer Population als ,natirlich sensi-
bel“, Abbildung 2 die Einstufung einer Population als ,nattrlich resistent®.

Bei erworbenen Resistenzen wird zwischen primaren und sekundaren Resistenzen unter-
schieden. Handelt es sich um primare Resistenzen, sind einzelne Stdmme einer gegeniber
einem oder mehreren Antibiotika empfindlichen Spezies spontan, ohne Kontakt zum Antibio-
tikum auftretend, unempfindlich. Die sekundare Resistenz entsteht wahrend der Behandlung
mit einem Antibiotikum durch spontane Mutationen oder wird durch horizontalen Gentransfer
erworben (STOCK UND WIEDEMANN, 1998). Zu den Mechanismen des horizontalen Resistenz-
transfers und der Resistenzentstehung durch Mutationen siehe Abschnitt 2.3.2.
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Abbildung 1: Einstufung von P. aeruginosa (n = 215) gegeniiber Streptomycin als ,,natiirlich
sensibel” (in Anlehnung an STOCK UND WIEDEMANN, 1998; die gestrichelten Linien
symbolisieren den Breakpoint nach ,resistent” nach NCCLS, 2004)
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Abbildung 2: Einstufung von P. aeruginosa (n = 215) gegeniiber Amoxycillin/Clavulansaure
als ,,natirlich resistent” (in Anlehnung an STOCK UND WIEDEMANN, 1998; die ge-
strichelten Linien symbolisieren den Breakpoint nach ,intermediar” bzw. , resis-
tent” nach DIN, 2004)
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2.1.2 Kreuz- und Coresistenz

Kreuzresistenzen bedeuten das gleichzeitige Auftreten einer Bakterienresistenz gegen Anti-
biotika der gleichen Gruppe, also gegen strukturell eng verwandte Substanzen. Es werden
die einseitige (resistent gegentber Antibiotikum A => resistent gegenlber Antibiotikum B;
aber: resistent gegenlber Antibiotikum B => nicht resistent gegeniber Antibiotikum A) und
die mehrseitige (resistent gegentber Antibiotikum A => resistent gegenliber Antibiotikum B;
resistent gegentiber Antibiotikum B => resistent gegenlber Antibiotikum A) Kreuzresistenz
unterschieden. So fuhrt beispielsweise die Resistenz gegenltber Ampicillin immer zur Resis-
tenz gegentber Amoxycillin und umgekehrt, wahrend die Resistenz gegenlber Florfenicol
zur Resistenz gegentiber Chloramphenicol, jedoch nicht umgekehrt fihrt (SIMON UND STILLE,
2000).

Ein weiteres typisches Beispiel fir eine Kreuzresistenz ist die durch den Einsatz des Glyko-
peptid-Leistungsférderers Avoparcin induzierte Vancomycinresistenz bei Enterokokken (WIT-
TE, 1998; FRANZ ET AL., 1999).

Einige Autoren, z. B. STRATTON UND TAUSK (1989), sprechen jedoch auch bei simultan ver-
mittelten Resistenzen gegen nicht-verwandte Substanzen von ,Kreuzresistenz®. Hierbei han-

delt es sich jedoch um so genannte Co-Resistenzen.

Als ,Co-Resistenzen” werden gleichzeitig auftretende Resistenzen gegeniber Antibiotika
verschiedener Gruppen bezeichnet. Co-Resistenzen werden vor allem durch transportable
genetische Elemente (Transposons, Plasmide) begulnstigt, die zu einer Anhaufung von Re-
sistenzgenen gegenlber verschiedenen Antibiotika flihren. So isolierten beispielsweise
SAENZ ET AL. (2004) aus E. coli die Resistenzgene fur Ampicilin, Rifampicin, Chlorampheni-
col, Sulfamethoxazol, Streptomycin und Tetrazyklin. Auch DEFLAUN UND LEVY (1989) be-
schreiben ein Plasmid, das die genetischen Informationen fir drei unterschiedliche Antibioti-
ka (Spectinomycin, Tetrazyklin, Chloramphenicol) bei Pseudomonas spp. tragt. Zur Selektion
von Co-Resistenzen siehe auch Abschnitt ,Coselektion®.

2.2 Epidemiologische Grundlagen der Resistenzentstehung

2.21 Resistenzentstehung

Flr die weite Verbreitung antibiotikaresistenter Bakterien und der daraus resultierenden
Problematik wird der seit rund 50 Jahren bestehende Einsatz von Antibiotika zu therapeuti-
schen und prophylaktischen Zwecken verantwortlich gemacht (MARTINEZ UND BAQUERO,
2002).

Die Entstehung der Resistenz gegen Antibiotika hat einen evolutiondren Hintergrund, der

sich aus dem Selektionsvorteil eines resistenten Bakteriums gegeniber einem sensiblen
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Bakterium unter Selektionsdruck, z. B. in Anwesenheit von antibiotikaproduzierenden Bakte-
rien ergibt.

Als Ursprung der Resistenzgene werden einerseits antibiotikaproduzierende Mikroorganis-
men diskutiert, die sich mit Hilfe gencodierter Mechanismen vor einer Schadigung durch
selbstproduzierter Antibiotika schiitzen. Andererseits gelten auch Bakterien, die sich den Le-
bensraum mit antibiotikaproduzierenden Mikroorganismen, z. B. Streptomyces spp. teilen,
als mogliche ,Genquellen” (BENVENISTE ET AL., 1973; WEBB UND DAVIES, 1994). So isolierten
PANG ET AL. (1994) aus tetrazyklinproduzierenden Streptomyces rimosus die Tetrazyklinre-
sistenzgene otr(A) und otr(B). MARSHALL ET AL. (1997) gelang der Nachweis von D-Ala-D-
Ala-Ligasen — involviert in die Peptidoglykansynthese der Zellwand als Resistenzmechanis-
mus gegen Glykopeptide - in glykopeptidproduzierenden Amycolatopsis orientalis und Strep-
tomyces toyocaensis, die groBe Homologie zu den Ligasen VanA und VanB aus vancomy-
cinresistenten Enterokokken zeigten. THOMAS ET AL. (1981) berichten von aminoglykosidpro-
duzierenden Bakterien im Boden, die Streptomycinresistenz bei Pseudomonas spp. induzie-

ren.

Die bereits erwahnten ,Genquellen“ werden in Arbeiten von SUNDIN ET AL. (1995), HUANG
UND BURR (1999) und SCHNABEL UND JONES (1999) beschrieben. Die Autoren isolierten aus
boden- und pflanzenassoziierten Bakterien von Flachen, die nicht mit Streptomycin behan-
delt worden waren, das transferierbare Plasmid pEa34 mit dem Transposon Tn5393, das die
Streptomycin-Resistenzgene str(A)-str(B) tragt. SCHNABEL UND JONES (1999) lokalisierten
Tn5393 auch auf Chromosomen. Insbesondere Pantoea agglomerans wird von den Autoren
als ,naturlicher Donor“ des Tn5393 bezeichnet. So beobachteten die Autoren einen h&ufigen
Transfer des Transposons Tn5393 von Pantoea agglomerans in E. amylovora.

DAVIES (1997) UND ALONSO ET AL. (2001) vermuten dagegen, dass die phanotypische Antibio-
tikaresistenz lediglich eine Co-Funktion priméarer (physiologischer) Funktionen des jeweiligen
Gens eines antibiotikumproduzierenden Mikroorganismus darstellt (siehe auch Abschnitt
,C0-Selektion®). So entwickelten sich beispielsweise die B-Lactamasen der Enterobacteria-
ceae aus Transpeptidasen, die an der Zellwandsynthese beteiligt sind (ADACHI ET AL., 1992;
KNOX ET AL., 1996). Die Multidrug-Efflux-Pumpen AcrAB von an den Intestinaltrakt adaptier-
ten E. coli dienen in ihrer urspriinglichen Funktion dem Ausschleusen von Gallensalzen aus
der Bakterienzelle, die Effluxsysteme von P. aeruginosa vermutlich dem Ausschleusen von
in der Zelle synthetisierten Molektlen (ALONSO ET AL., 2001).
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222 Antibiotikaabhangige Resistenzselektion

Ein wichtiger Aspekt flr die Selektion klinisch resistenter Bakterien ist der des antibiotischen
Levels in vivo, ab dem eine Selektion resistenter Bakterien zu erwarten ist. Dabei wird die
Selektion resistenter Bakterien auch durch die Dauer der Behandlung bestimmt. So berich-
ten BARAKAT UND TRANCEDE (1988), dass die kurzzeitige tagliche Gabe von Oxytetrazyklin
(1 pg/ml Trinkwasser) keine Resistenz bei E. coli-lsolaten aus humaner Intestinalflora be-
wirkte, wahrend jedoch héhere tagliche Gaben (10 pug/ml) Uber einen langeren Zeitraum zur
Resistenzentwicklung fuhrten. Zu &hnlichen Ergebnissen kam schon einige Jahre zuvor
ROLLINS ET AL. (1975) in einem Fltterungsversuch an Hunden, deren Intestinalflora bei Ga-
ben von 10 pg Oxytetrazyklin pro Gramm Futter Resistenzen entwickelte, nicht aber bei Ga-
ben von 2 pg/g.

Insbesondere Tetrazyklin gilt als Induktor des Transfers resistenzvermittelnder genetischer
Elemente. CORPET ET AL. (1989) stellten an gnotobiotischen Mausen fest, dass eine Tetra-
zyklin-Konzentration von 6,5 mg/l Trinkwasser als minimale selektive Dosis ausreichte, um
eine Verzehnfachung der intestinalen E. coli mit R-Plasmiden am Tag funf nach der Inokula-
tion der Donorbakterien in den Intestinaltrakt der Versuchstiere zu bewirken.

BAQUERO ET AL. (1997) definieren als Selektor eine Antibiotikum-Konzentration, die den
MHK-Wert der nativen Population Uberschreitet, aber unter demjenigen der genetisch abwei-
chenden Population liegt. Eine selektive Konzentration muss dabei nicht oberhalb des
Breakpoints zur Resistenz liegen, sondern wird ebenfalls haufig im sensiblen Bereich gese-
hen. Diese Selektion wird jedoch als Ursprung einer Selektion resistenter Populationen be-
trachtet. So fihren aufeinanderfolgende Punktmutationen von blargms zu einem Anstieg der
MHK-Werte bei E. coli gegentiber Cefotaxim von 0,03 pug/ml auf 1 pg/ml. Auch die Fluorchi-
nolonresistenz z. B. bei Pseudomonas spp. oder Enterococcus spp. entsteht schrittweise
durch die Akkumulation mehrer Mutationen der Gene gyr(A) / gyr(B) bzw. par(C) / par(E)
(FLUIT ET AL., 2001; NORMARK UND NORMARK, 2002).

2.2.3 Co-Selektion

Co-Selektion findet im Allgemeinen statt, wenn sich zwei oder mehr Resistenzgene auf ei-
nem mobilen genetischen Element befinden. Als Beispiel ist die haufig gemeinsam vermittel-
te Resistenz gegentber Streptomycin und Oxytetrazyklin bei E. amyolvora auf dem
Transposon Tn1404 zu nennen (SCHNABEL UND JONES, 1999). Beide Antibiotika wirken dann
auch unabhangig voneinander als Selektoren.

Co-Selektion kann auch dann stattfinden, wenn mit den Resistenzgenen strukturell andere
Eigenschaften (Virulenzfaktoren) verbunden sind, die Selektionsvorteile fir das Bakterium
darstellen (ALONSO ET AL., 2001; MARTINEZ UND BAQUERO, 2002). So beschreiben z. B.
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PETRIDIS ET AL. (2006) das Shiga-Toxin-Gen stx(1), das gemeinsam mit dem Resistenzgen
fir Chloramphenicol (cat) bei E. coli plasmidisch vermittelt wird. Sogenannte Multi-Drug-
Efflux-Systeme, die vor allem bei Enterobacteriaceae und Pseudomonas spp. beschrieben
werden, kdnnen ebenfalls Co-Selektion bewirken, da sie neben den Antibiotika auch kationi-
sche Farbstoffe, Detergentien, Schwermetalle und Desinfektionsstoffe aus der Bakterienzelle
ausschleusen (ALONSO ET AL., 2001; RUSSELL, 2003). Aber auch Pflanzenmetaboliten, wie
potentiell toxische aromatische Substanzen, z. B. Phytoalexine, kdnnen bei pflanzen- und
bodenassoziierten Bakterien (z. B. Pseudomonas spp.) die Ausbildung von Multi-Drug-Efflux-
Systemen und damit auch eine Co-Selektion von antibiotikaresistenten Bakterien bewirken
(LI ET AL., 1998; SEGURA ET AL., 1999). Ein weiteres typisches Beispiel fliir Co-Selektion liefert
LIVERMORE (2000) bei P. aeruginosa. Dort fUhrt die Mutation des nal(B)-Gens im mexR-
Locus — durch die Anwesenheit von Fluorochinolonen - zur Expression des Multi-Drug-
Effluxsystems MexAB-OprM. Dies bewirkt wiederum den Efflux von Ureidopenicillinen, Cef-
tazidim und Meropenem.

Multi-Drug-Transporter kdnnen sowohl plasmidisch vermittelt werden als auch chromosomal
verankert sein. Insbesondere bei Pseudomonas spp. stellen chromosomal codierte Multi-
Drug-Transporter die molekulare Grundlage fiir eine Vielzahl intrinsischer Resistenzen dar
(HANCOCK, 1998; SCHWEIZER, 2003).

2.24 Verbleib der Antibiotikaresistenz in Abwesenheit des Selektions-
drucks

Von einer Abnahme der Antibiotikaresistenz in Folge eines geringeren Einsatzes eines Wirk-
stoffs berichten beispielsweise VAN DEN BOGAARD UND STOBBERINGH (2000) bei vancomycin-
resistenten Enterokokken. Auf der anderen Seite wird von Bakterien berichtet, die auch nach
der Entfernung eines Wirkstoffs, z. B. Streptomycin, Resistenz zeigen (CHIEW ET AL., 1998;
GILLESPIE, 2001). Begriindet wird die Reversion der Resistenz durch potentielle Einschran-
kungen der natirlichen Fitness eines Bakteriums aufgrund des Resistenzerwerbs. Mutatio-
nen im Bakteriengenom sowie der Erwerb von Plasmiden zur Ausbildung von Antibiotikare-
sistenzen verschaffen dem Bakterium unter der Anwendung von Antibiotika Selektionsvortei-
le, gehen jedoch zu Lasten physiologischer Prozesse im Bakterium, denn die Zielmolekiile
der Antibiotika (z. B. DNA-Gyrase, RNA Polymerase, Ribosomen) sind fir den Stoffwechsel
und damit das Bakterienwachstum essentiell (GILLESPIE, 2001; NORMARK UND NORMARK,
2004). Veranderungen im Bakteriengenom kdnnen also in der Abwesenheit des Antibioti-
kums bzw. dessen Selektionsdrucks einen Verlust der natirlichen Fitness eines resistenten
Bakteriums bewirken. So kann z. B. durch den Erwerb neuer genetischer Bausteine bzw. fir
die Aufrechterhaltung dadurch bedingter physiologischer Prozesse zusatzliche Energie be-
nétigt werden (ANDERSSON UND LEVIN, 1999; BJORKMAN UND ANDERSSON, 2000; ANDERSSON,
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2003). Die Wachstumsrate resistenter Bakterien ist damit haufig geringer als die der sensib-
len Bakterien (LENSKI, 1998; LEVIN ET AL., 2000).

Die Reversion der Antibiotikaresistenz ist mdglich durch den Selektionsvorteil sensibler Bak-
terien gegenliber den nun in antibiotikafreiem Medium ,benachteiligten” resistenten Bakteri-
en (LEVIN ET AL., 1997). Auf der anderen Seite kann der Verlust der relativen Fitness eines
(nun resistenten) Bakteriums gegeniber der Ursprungspopulation durch weitere Mutationen
derart kompensiert werden, dass diese (resistenten) Bakterien sogar einen evolutionaren
Vorteil gegenlber der urspriinglichen (sensiblen) Population erlangen und daher zum Teil
Uber viele Generationen die Resistenz aufrechterhalten kénnen (SCHRAG ET AL., 1997,
BJORKMAN UND ANDERSSON, 2000; LIPSITCH, 2001; MARTINEZ UND BAQUERO, 2002).

So berichteten BOUMA UND LENSKI (1988) von einem E. coli-Stamm, bei dem der Erwerb ei-
nes Tetrazyklinresistenzgen-tragenden Plasmids zun&chst die natlrliche Fitness dieses Bak-
teriums reduzierte, jedoch nach 500 Generationen durch kompensatorische Mutationen eine
Steigerung der Fitness festzustellen war. SCHRAG ET AL. (1997) stellten fest, dass streptomy-
cinresistente E. coli-Stamme nach kompensatorischen Mutationen auch nach 10.000 Gene-
rationen noch resistent waren, obwohl diese Stdmme keinem Selektionsdruck durch das An-
tibiotikum ausgesetzt waren. Auch SUNDIN UND BENDER (1996) stellten eine hohe Persistenz
der Streptomycinresistenz in Verbindung mit dem Transposon Tn5393 fest und vermuteten,
dass der Erwerb von Plasmiden mit dem Transposon Tn5393 keine Beeintrachtigung der na-
tdrlichen Fitness bewirkte.

Die Reversibilitat von Antibiotikaresistenzen hangt demnach von den Nachteilen einer Bakte-
rienpopulation ab, die sie aufgrund des Resistenzerwerbs erlangen bzw. von der Fahigkeit
der Bakterienpopulation die erworbenen Nachteile durch Mutationen zu kompensieren
(NORMARK UND NORMARK, 2002). AUSTIN ET AL. (1999) zeigten in einem mathematischen Mo-
dell, dass der Prozess des Resistenzverlusts durch Verzicht auf das entsprechende Antibio-
tikum (in Abhangigkeit der Generationszeit der Bakterien) jedoch um ein Vielfaches langer
andauert als der Erwerb der Resistenz. Die resensible Population wird sich jedoch auch nur
dann gegeniber der resistenten Population durchsetzen, wenn der Resistenzverlust einen
Vorteil in der natlrlichen Fitness des resensiblen Bakteriums gegenlUber dem resistenten
Bakterium darstellt.

2.3 Molekulare Grundlagen der Resistenzentstehung

Resistenzen entstehen de novo durch Mutationen im Bakteriengenom oder werden durch
horizontalen Gentransfer erworben, der die fir das Bakterium effektivere und damit haufigere
Variante der Resistenzentstehung insbesondere bei den B-Lactamantibiotika und den
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Aminoglykosiden darstellt (DAVIES, 1994; WATERS, 1999; MARTINEZ UND BAQUERO, 2000;
NORMARK UND NORMARK, 2002).

2.3.1 Mutationen

Mutationen, die zur Antibiotikaresistenz fihren, kbnnen sowohl struktureller als auch regula-
torischer Art sein. Die strukturellen Veranderungen werden dabei durch den Austausch, die
Addition oder Deletion einzelner Nukleotide verursacht und kénnen eine Veranderung der
Zielmolekile (,target alteration®) fir das Antibiotikum bewirken (MURRAY, 1998). Beispiel fiir
eine strukturelle Mutation ist das der Gene gyr(A) / gyr(B) bzw. par(C) / par(E), die die Resis-
tenz gegeniber Fluorchinolonen bewirkt. Die genannten Gene codieren gewdhnlich fir DNA-
Gyrase (v. a. bei gramnegativen Bakterien) bzw. flr Topoisomerase (v. a. bei grampositiven
Bakterien) — den Angriffsorten der Fluorquinolone. Mutationen in der so genannten Quinolo-
ne Resistance Determining Region (QRDR) des Bakteriengenoms bewirken eine Modifikati-
on der Bindungsstelle der DNA-Gyrase bzw. der Topoisomerase, so dass Fluorquinolone
nicht mehr binden kénnen, was letztlich zur Resistenz fihrt (FLUIT ET AL., 2001).
Resistenzgene werden durch regulatorische Gene (Repressorgene) kontrolliert. Auch Muta-
tionen dieser ,Kontrollgene* kénnen eine Uberexpression des Resistenzgens bewirken. Die
Mutation der Repressorgene mexR und nfxB in P. aeruginosa fihren zum Beispiel zu einer
Uberexpression der Effluxgene mexAB-oprM und mexCD-oprM mit der Folge einer Vielzahl
an Effluxpumpen, die die Ausschleusung des Antibiotikums aus der Bakterienzelle bewirken
(POOLE ET AL., 1996; EVANS ET AL., 2001). Bei Enterobacter cloacae und Citrobacter freundii
bewirken Mutationen von ampD eine dauerhafte Aktivierung von AmpR durch Akkumulation
von Muropeptiden im Cytosol, die wiederum eine konstitutive Uberproduktion von AmpC-B-
Lactamase auch in Abwesenheit von B-Lactamen bewirkt (HANSON UND SANDERS, 1999).
LECLERC ET AL. (1996) beobachteten auBerdem, dass Mutationen in obligat humanpathoge-
nen Bakterien - als Folge des dort herrschenden Selektionsdrucks - haufiger stattfinden als
in fakultativ pathogenen, ubiquitar vorkommenden Bakterien.

2.3.2 Horizontaler Gentransfer

Die Mobilisation genetischen Materials zwischen Bakterienzellen wird durch externe Stresso-
ren, z. B. die Anwesenheit von Antibiotika, Schwermetallen oder auch Pflanzenmetaboliten,
induziert und/oder beschleunigt (TORRES ET AL., 1991; SALYERS ET AL., 1995; ALONSO ET AL.,
2001). So beobachteten z. B. TROXLER ET AL. (1997) und ESPINOSA-URGEL (2004), dass der
konjugative Transfer des Transposons Tn5 zwischen P. fluorescens und P. aeruginosa in
Pflanzenwurzelnadhe beschleunigt wurde, wahrend er gar nicht stattfand oder verringert wur-
de, wenn sich diese Bakterien im wurzelfreien Boden befanden.
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Insbesondere Tetrazyklin gilt als Induktor des Resistenzgen-Transfers zwischen Bakterien
(SALYERS ET AL., 1995; WATERS, 1999). Dies beobachteten beispielsweise auch CORPET ET
AL. (1989), wie bereits unter ,Antibiotikaabhangige Selektion“ beschrieben.

Die Ubertragung von Antibiotikaresistenzgenen von einer Bakterienzelle auf eine andere
kann durch verschiedene Resistenztransfermechanismen erfolgen. Genetische Elemente,
die durch horizontalen Gentransfer tbertragen werden, sind Plasmide und Transposons mit
den darauf befindlichen Integrons bzw. Gencassetten.

Plasmide sind zirkulare, extrachromosomal gelegene genetische Elemente (DNA), die in ei-
ner Bakterienzelle auch in mehrfacher Kopienzahl auftreten kénnen. Jedoch sind nicht alle
Plasmide konjugativ transferierbar. Nichtkonjugative Plasmide kdénnen allerdings auch in
Verbindung mit einem konjugativen Plasmid co-transferiert werden. Weiterhin wird zwischen
sogenannten ,narrow-host-range“-Plasmiden und ,broad-host-range“-Plasmiden unterschie-
den. Wéhrend ,narrow-host-range“-Plasmide nur zwischen beispielsweise Enterobacteria-
ceae transferiert werden, kénnen ,broad-host-range“-Plasmide auch zwischen Enterobacte-
riaceae und anderen, nicht-enterischen Bakterien transferiert werden. Typisches Beispiel fir
ein ,broad-host-range” Plasmid ist das des Plasmids RK2 mit dem B-Lactamase-Gen blarew,
das sowohl aus E. coli und K. pneumoniae als auch aus Pseudomonas spp., Neisseria spp.
und Haemophilus spp. isoliert wurde (WATERS, 1999). Einige Bakterien, wie E. coli, kbnnen
auBerdem mehrere Plasmide unterschiedlicher Herkunft aufnehmen und gelten damit als
Reservoir fir Obertragbare Antibiotika-Resistenzgene (KRUSE UND S@RUM, 1994; SzCZEPA-
NOWSKI ET AL., 2002; SAENZ ET AL., 2004).

Transposons sind bewegliche genetische Elemente, die sowohl auf Plasmiden als auch auf
chromosomaler DNA lokalisiert sein kdnnen. So ist beispielsweise das Transposon Tn5393,
das das Resistenzgen flir Streptomycinresistenz (str(A)-str(B)) tragt, bei E. amylovora ge-
wohnlich auf dem Plasmid pEa34 lokalisiert (MCMANUS UND JONES, 1994). Darlber hinaus
kénnen Transposons auch ohne Lokalisierung auf einem Plasmid von einer Bakterienzelle in
eine andere konjugativ transferiert werden (NORMARK UND NORMARK, 2002). Transposons
besitzen die Fahigkeit sich innerhalb des Chromosoms und von chromosomaler auf plasmi-
dische DNA zu bewegen (RICE UND BONOMO, 1996; WATERS, 1999). So sahen CARIAS ET AL.
(1998) das van(B)-Gen bei E. faecium auf dem conjugativen Transposon der Tn967-Familie
lokalisiert, das gemeinsam mit dem mutierten Gen pbp5 in die chromosomale DNA integriert

war.

Integrons und die darauf befindlichen Gencassetten sind ebenfalls bewegliche genetische
Elemente, die auf Plasmiden oder Chromosomen lokalisiert sein kénnen. Genkassetten be-
stehen aus Genen, die zirkular frei im Bakterium vorliegen kénnen. Da jedoch nicht alle Gen-

cassetten einen Promotor besitzen, werden sie nicht transkribiert und missen zuné&chst
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durch die Integrase der Integrons (mit Promotor) in diese eingebaut werden. Ein Integron
kann mehrere Genkassetten integrieren und damit Resistenzen gegen mehrere Antibiotika
tragen (FLUIT UND SCHMITZ, 1999; WHITE ET AL., 2001). Zudem kann das Arrangement der
eingebauten Gene durch die Integrase (Intl1) jederzeit verandert werden, so dass promotor-
ferne Gene in den promotornahen Bereich gelangen und dann starker exprimiert werden
kénnen (FLUIT UND SCHMITZ, 1999).

Integrons kénnen mit den mobilen Plasmiden und Transposons transferiert werden, so wur-
den beispielsweise Integrons der Klasse 1 auf Transposons der Tn27-Familie festgestellt
(FLUIT ET AL., 2001; PARTRIDGE ET AL., 2001; GRAPE ET AL., 2005). Integrons stellen also ein
bedeutendes System fir die Verbreitung von Resistenzgenen vor allem bei gramnegativen
Bakterien dar, wurden aber auch bei grampositiven Bakterien beschrieben (SUNDSTROM,
1998; ROWE-MAGNUS UND MAZEL, 1999). In Verbindung mit Integrons und den darauf befind-
lichen Gencassetten werden haufig die Resistenzgene fur B-Lactame und Aminoglykoside
beschrieben, was die weite Verbreitung dieser Resistenzen bei Enterobacteriaceae erklért.
Darliber hinaus wurden in der Vergangenheit zunehmend auch die Resistenzen gegen Sul-
fonamide, Chloramphenicol, Erythromycin, Rifampicin und Carbapeneme sowie gegen ein-
zelne Desinfektionsmittel auf Gencassetten beobachtet (FLUIT UND SCHMITZ, 1999; WELDHA-
GEN, 2004).

Fdr den Transfer von genetischem Material von Bakterienzelle zu Bakterienzelle sind prinzi-
piell drei Mechanismen bekannt (vgl. auch Abbildung 3).

Konjugation
Die Konjugation (vermittelt durch Cytoplasmabriicken und bakterielle Pheromone) ermdéglicht

den Bakterienzellen den direkten Austausch des genetischen Materials Uber Zell-zu-Zell-
Kontakt. Dabei werden haufig Plasmide oder Transposons ausgetauscht, die neben dem
Gen far die jeweilige Antibiotikaresistenz auch weitere genetische Informationen tragen, bei-
pielsweise die Toleranz gegenlber Quecksilber (NORMARK UND NORMARK, 2002). Die Fahig-
keit zur Konjugation ist in der tra Region eines Plasmids in Form der sogenannten traT Gene
lokalisiert, kann aber auch chromosomal codiert sein (MARTINEZ UND BAQUERO, 2002). Dar-
Uber hinaus induzieren bakterielle Pheromone die Konjugation von Bakterien (CLEWELL,
1993).

Eine Konjugation ist auch zwischen unterschiedlichen Genera mdglich. So beschreiben SA-
LYERS ET AL. (1995) beispielsweise das Transposon Tn916, das das tet(M)-Gen in gram-
positiven Bakterien tragt, auch in gramnegativen Bakterien. Auch ein Plasmid-Transfer von
E. coli in grampositive Bakterien ist méglich (TRIEU-CUOT ET AL., 1987); allerdings wird der
Transfer von gramnegativen Bakterien in grampositive Bakterien seltener als umgekehrt be-
obachtet (COURVALIN, 1994). Konjugation wurde auBerdem beobachtet zwischen Bakterien-
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zellen und Hefezellen (HEINEMANN UND SPRAGUE, 1989), zwischen Bakterienzellen und Zel-
len von Saugetieren (WATERS, 2001) sowie zwischen Bakterienzellen und Pflanzenzellen
(ZAMBRYSKI, 1992). Das Vorkommen und die Haufigkeit solcher Konjugationen hangen je-
doch stark von der Stabilitdt einer solchen Bindung sowie den Umweltbedingungen ab (WA-
TERS, 1999).

Transduktion

Bei der Transduktion schleusen Bakteriophagen ihr Genom in das der Bakterienzelle, die ih-
nen als Wirtszelle dient, ein und nutzen den Replikationsapparat der Bakterienzelle zur Ver-
mehrung. Dieser Mechanismus erméglicht die Ubertragung von genetischem Material von
einer Wirtszelle auf eine andere (SALYERS ET AL., 1995; WATERS, 1999). So wird beispiels-
weise das bla-Gen, das oftmals auf Plasmiden lokalisiert ist und die Produktion von B-
Lactamasen und somit die Resistenz gegentber Benzylpenicillin und Ampicillin codiert, hau-
fig durch Transduktion von resistenten auf sensible Stamme (bertragen (NORMARK UND
NORMARK, 2002). Transduktion wurde bei Salmonella spp. als haufiger Transfermechanis-
mus fUr Antibiotikaresistenzen beobachtet (SCHMIEGER UND SCHICKLMAIER, 1999), PETRIDIS
ET AL. (2006) beschreiben Transduktion auch bei E. coli, wahrend sie von TENOVER (2006)
als seltener Transfermechanismus fir Antibiotikaresistenzen eingeschatzt wird. Neben der
Haufigkeit dieses Ereignisses ist jedoch die Transferrate je Organismus entscheidend fir
den Austausch genetischen Materials. So wurden bei der Transduktion Transferraten von
107 bis 10 je Mikroorganismus beobachtet (PETRIDIS ET AL., 2006), womit die Konjugation
mit Raten von 102 bis 10" der Transduktion hinsichtlich ihrer Effektivitat deutlich iberlegen
ist (WATERS, 1999).

Transformation

Bei der Transformation wird freie, auBerhalb der Bakterienzelle vorliegende DNA in die Zelle
aufgenommen. Diese Fahigkeit wurde bei verschiedenen Bakterienarten, wie E. coli, Strep-
tococcus pneumoniae, Enterococcus spp. oder Pneumococcus spp. beobachtet (DAviS,
1990; WATERS, 1999; NORMARK UND NORMARK, 2002), wahrend andere Bakterienarten, wie
Erwinia amylovora nicht zur Transformation befahigt sind (SCHNABEL UND JONES, 1999). Die
Transformation ist dabei im Wesentlichen von der Stabilitat der DNA in der Umwelt abhan-
gig. Sie wird auBerdem von WATERS (1999) als weniger effizient beschrieben als die Konju-
gation, weil bei der Konjugation gréBere DNA-Segmente transferiert werden als bei der
Transformation. KRUSE UND S@RUM (1994) beschreiben Transduktion und Transformation vor
allem in aquatischer Umgebung.

Abbildung 3 stellt die Mechanismen des horizontalen Gentransfers und die Induktoren flr
den Gentransfer schematisch dar.
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Abbildung 3: Mechanismen des horizontalen Gentransfers und induzierende Stimulantien
(BARBOSA UND LEVY, 2000)

24 Resistenzmechanismen unter besonderer Beriucksichtigung der
Tetrazyklinresistenz

Antibiotika missen in ausreichenden Mengen bis zum Ort der molekularen Wirkung penetrie-
ren, um wirken zu kénnen. Weiterhin miissen sie mit dem Wirksubstrat in Kontakt kommen
und ddrfen nicht von inaktivierenden Enzymen der Bakterien veréndert oder abgebaut wer-
den. Tetrazykline zum Beispiel binden an die 30S-Untereinheit des Ribosoms, die als Bin-
dungsstelle fir die Aminosaure beladene aatRNA (Aminoacyl-tRNA) fungiert. Die Verknlp-
fung der Aminosauren zu Ketten und damit die Proteinsynthese wird so verhindert (CHOPRA
UND ROBERTS, 2001).

Bakterien kénnen sich durch verschiedene Mechanismen der Wirkung der Antibiotika entzie-
hen. Prinzipiell kbnnen diese Resistenzmechanismen auf drei Strategien zurtickgefiihrt wer-
den, diese sind eine verringerte intrazellulare Akkumulation der Wirkstoffe, eine Modifikation
der Wirkstoffe durch Enzyme und eine Veranderung der Targetstrukturen (MURRAY, 1998;
CHOPRA UND ROBERTS, 2001; FLUIT ET AL., 2001; POOLE, 2002; SCHWEIZER, 2003). In Tabelle
4 sind die unterschiedlichen Mechanismen der Antibiotikaresistenz bei verschiedenen Wirk-

substraten zusammengefasst.



Literatur 33

Tabelle 4: Wichtige Mechanismen der Antibiotika-Resistenz (RICE UND BONOMO, 1996; MURRAY,
1998; CHOPRA UND ROBERTS, 2001; FLUIT ET AL., 2001; WRIGHT, 2005)

Verringerte Akkumulation Veranderung .
Wirkstoffklasse verringerte der Modifikation
Efflux durch Enzyme
Permeabilitat Targetstruktur
Aminoglykoside + + +
B-Lactam-Antibiotika + + + +
Chloramphenicol + + +
Fluorchinolone + + +
Fosfomycin + + +
Glykopeptide +* +
Lincosamide + + +
Makrolide + + + +
Nitroimidazole +
Oxazolidinone +
Quinupristin/Dalfopristin + + +
Rifampicin + +
Sulfonamide +
Tetrazykline + + +

+: beobachteter Resistenzmechanismus; * nur bei Vancomycin

Haufige Resistenzmechanismen der Bakterien gegeniber den Tetrazyklinen sind aktiver
Efflux und die Ausbildung ribosomaler Schutzproteine, die die Bindung der Tetrazykline an
das Ribosom verhindern. Efflux ist vor allem bei gramnegativen Bakterien weit verbreitet,
wahrend ribosomale Schutzproteine sich urspringlich haufig bei grampositiven Bakterien
finden, neuerdings auch bei gramnegativen Bakterien isoliert werden (SALYERS ET AL., 1995;
CHOPRA UND ROBERTS, 2001; FLUIT ET AL., 2001; ROBERTS, 2005).

241 Verringerte intrazellulare Akkumulation des Antibiotikums

Antibiotika-Efflux
Antibiotika-Efflux ist die aktive, also unter Energieverbrauch ablaufende Ausschleusung von

Antibiotika aus der Bakterienzelle mit der Folge, dass eine Hemmung der bakteriellen Prote-
insynthese durch Tetrazyklin verhindert wird (ROBERTS, 1996). Der Tetrazyklin-Efflux erfolgt
durch den Austausch eines Tetrazyklin-Kation-Komplexes gegen ein Proton (CHOPRA UND
ROBERTS, 2001). Die Ausschleusung der Antibiotika kann auBerdem durch spezifische oder
generalisierte (,multidrug“) Transportsysteme erfolgen. Insbesondere gramnegative Bakteri-
en, hier vor allem P. aeruginosa, besitzen zahlreiche Multidrug-Efflux-Systeme (Mex)
(STRATTON UND TAUSK, 1989; SINGH ET AL., 2002; SCHWEIZER, 2003; PALLERONI, 2005).
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Multidrug-Efflux-Systeme bestehen aus drei membranassoziierten Proteinen, die strukturell
und funktional miteinander verbunden sind und sich aus einer energieabhangigen ,Pumpe*
in der zytoplasmatischen Membran (RND: resistance-nodulation-cell division), aus einem
Effluxprotein in der auBeren Zellwand (OMF: outer membrane factor) sowie einem beide Pro-
teine verbindenden Protein (MFP: membrane fusion protein) zusammensetzen (POOLE UND
SRIKUMAR, 2001; POOLE, 2004).

Beispiele fiir Tetrazyklinresistenzgene, die Efflux-Proteine codieren, sind tet(A) und tet(B) vor
allem bei gramnegativen und tet(K) und tet(L) bei grampositiven Bakterien (vgl. auch Tabelle
5). Bei gramnegativen Bakterien werden Tetrazyklin-Effluxgene am haufigsten beschrieben
(ROBERTS, 2005).

Die Ausbildung von Efflux-Proteinen flir die Tetrazyklinresistenz ist streng reguliert, da eine
stéandige Aufrechterhaltung des Protonenaustausches entgegen dem Konzentrationsgefalle
ein Zusammenbrechen des Membranpotentials zur Folge hatte. Effluxdeterminanten fir
Tetrazyklin bestehen daher aus zwei Genen (Efflux-Gen und Repressor-Gen), die durch
Tetrazykline reguliert werden. Beide Gene befinden sich an einer zentralen Regulatorregion
mit Uberlappenden Promotor und Operator. Befindet sich kein Tetrazyklin in der Zelle, so
wird die Transkription beider Gene durch das Repressor-Protein, das an tet-Operatoren ge-
bunden ist, gehemmt. Tetrazyklin besitzt allerdings eine héhere Affinitat zum Repressor als
zur ribosomalen Bindungsstelle. So bindet der in die Zelle eintretende Tetrazyklin-Mg®'-
Komplex bevorzugt an den Repressor. Damit wird eine Bindung des Repressors an die Ope-
ratoren nicht mehr méglich, was aber zur Transkription des tet-Gens und des Repressorgens
fuhrt. Das entstandene Effluxprotein bewirkt dann den Efflux von Tetrazyklin. Bei einem sin-
kenden Gehalt an Tetrazyklin in der Bakterienzelle kommt es jedoch wieder zu einer Kon-
formitatsdnderung des Repressors und einer Bindung des Repressors an den Operator
(CHOPRA UND ROBERTS, 2001). Abbildung 4 zeigt den Tetrazyklin-Efflux und seine Regulation
am Beispiel von tel(B).
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Abbildung 4: Genetische Organisation und Mechanismus der Regulation des Tetrazyklin-
Efflux durch tet(B) (modifiziert nach HILLEN UND BERENS, 1994)

a) Tetrazyklin (Tc) gelangt in neutraler Form in die Zelle, in der der TcMg2+ -Komplex entsteht.

b) Dieser Komplex inaktiviert den tet-Repressor, der von tef(R) codiert wird und als Dimer an die tet
Operatoren O1 und O2 gebunden ist.

¢) Die Bindung des TcMg®* an den tetR-Operator-Komplex bewirkt eine Konformititsanderung und in
Folge dessen eine Lésung des Repressors von der DNA. Damit wird der Operator fir die Transkripti-
on von fet(B) frei, was zur Ausbildung der Effluxproteine fihrt (d).

Verdnderung der Zellwandpermeabilitat

Einige Bakterienarten, vor allem gramnegative Bakterien, wie Pseudomonas spp., besitzen
eine relativ geringe Permeabilitat der Zellwand fir Antibiotika, so dass die Aufnahme der An-
tibiotika in das Zellinnere und damit ihre Wirkung, z. B. Bindung an Ribosomen, verhindert
wird (HANCOCK, 1998; SCHWEIZER, 2003). Obwohl die Permeabilitdt der Zellwand in erster
Linie durch den natlrlichen Aufbau der Zellwand bedingt ist, wurden in den vergangenen
Jahren zunehmende Veranderungen der Zellwandpermeabilitdt unter Antibiotikaeinfluss be-
obachtet. Insbesondere P. aeruginosa besitzt die Fahigkeit sogenannte ,porin proteins® (Po-
rinkanéle) zu verandern und damit die Aufnahme einzelner Antibiotika zu verhindern (POOLE
UND SRIKUMAR, 2001; SCHWEIZER, 2003). So beschreiben z. B. BUSCHER ET AL. (1987) und
TRIAS UND NIKAIDO (1990) bei Imipenem-resistenten P. aeruginosa eine signifikante Redukti-
on des porin proteins Opr D2 in der &uBeren Membran.
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24.2 Veranderung der Targetstruktur

Ein weiterer Resistenzmechanismus besteht in der Veranderung der Zielmolekile (sog. ,tar-
get alteration®). Dabei werden die Zielmolekile des Antibiotikums so verandert, dass das An-
tibiotikum nicht mehr an das Molekul binden kann und damit unwirksam wird. Dies kann ent-
weder durch eine Modifikation der Zielmoleklle oder, im Falle der Penicillin-Bindeproteine,
durch deren Uberproduktion erfolgen (MURRAY, 1998; HERSHBERGER ET AL., 2004). Eine U-
berproduktion der Zielmolekiile ist fiir die Bakterienzelle insofern ein Vorteil, als der Stoff-
wechsel weitergefihrt werden kann, wahrend eine Modifikation eine Einschréankung der Fit-
ness eines Bakteriums zur Folge haben kann (ANDERSSON, 2003).

Haufig isolierte Gene, die Ribosomenschutzproteine codieren, sind z. B. die Tetrazyklinre-
sistenzgene tet(M) und tet(O) (vgl. auch Tabelle 5) (CHOPRA UND ROBERTS, 2001; ROBERTS,
2005). Der Ribosomenschutz erfolgt durch die Freisetzung der Tetrazykline von den Ribo-
somen in Anwesenheit von GTP, so dass die Aminoacyl-tRNA wieder an die A-Site des Ri-
bosoms binden kann und die Proteinsynthese fortgesetzt wird, was normal durch Tetrazyklin
gehemmt wird (CONNELL ET AL., 2003). Untersuchungen von DANTLEY ET AL. (1998) zeigen,
dass das Protein Tet(M) und der Elongationsfaktor EF-G um die gleiche Bindungsstelle (A-
Site) am Ribosom konkurrieren, die auch die Bindungsstelle fir Tetrazykline darstellt. Die
Bindung des ribosomalen Schutzproteins Tet(M) an die A-Site des Ribosoms bewirkt Kon-
formitatsveranderungen, so dass Tetrazyklin nicht mehr binden kann und die Proteinbiosyn-
these fortgesetzt wird (CONNELL ET AL., 2003).

243 Modifikation oder Hydrolyse des Antibiotikums durch Enzyme

Bakterien kénnen durch die Produktion von Enzymen die Wirksamkeit der Antibiotika veran-
dern. Die Enzyme spalten oder modifizieren die antibiotischen Wirkstoffe. Als Beispiel seien
hier die B-Lactamasen, wie AmpC, TEM-1 oder SHV-1, zahlreicher Organismen genannt, die
B-Lactamantibiotika hydrolysieren und sie damit unwirksam machen (STRATTON UND TAUSK,
1989; MURRAY, 1998; BLACK ET AL., 2005). B-Lactamasen hydrolysieren dabei den B-
Lactamring von Penicillinen und Cephalosporinen. Vor allem die so genannten Extended
Spectrum B-Lactamasen (ESBLs) der gramnegativen Bakterien, stellen mittlerweile einen
klinisch sehr bedeutenden Resistenzmechanismus dar, weil sie insbesondere bei den Ente-
robacteriaceae weit verbreitet sind und zu teils hohen Resistenzraten gegenuber verschie-
denen B-Lactamen fihren (THEURETZBACHER, 1998; WRIGHT, 2005).

Als weitere Beispiele sind zu nennen die Aminoglykosid-Acetyltransferasen (AACs) oder die
Chloramphenicol-Acetyltransferasen (CATs), die die Aminoglykoside bzw. Chloramphenicol
acetylieren. Aminoglykosidkinasen (APHs) phosphorylieren Aminoglykoside, so dass diese
nicht mehr an die Ribosomen binden kénnen (WRIGHT, 2005).
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Bei den Tetrazyklinen sind bisher nur drei Determinanten fir die enzymatische Modifikation
bekannt. Tet(X) und tet(37) codieren Oxidoreduktase, die Tetrazyklin in Anwesenheit von
Sauerstoff und NADPH inaktiviert, wahrend tet(34) eine Xanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase codiert. Tetrazyklinmodifizierende Enzyme werden jedoch selten beobachtet
(ROBERTS, 2005).

Tabelle 5: Mechanismen der Tetrazyklinresistenz und ihre Determinanten bei verschiedenen
Bakterienarten (ROBERTS ET AL., 1993; PANG ET AL., 1994 A; ROBERTS ET AL., 1996; LEVY
ET AL., 1999; ROBERTS, 2005)

Protein/Mechanismus Tet-Gene Bakterienarten

Efflux tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), Escherichia, Aeromonas, Pseudomo-
tet(E), tet(G), tet(H), tet(l), nas, Providencia, Enterococcus, Lac-
tet(K), tef(L), tetA(P), tet(30- tococcus, Corynebacterium, Stenotro-

33), tef(35), tet(38,39), otr(B), phomonas, Staphylococcus
otr(C), ter(3)

Ribosomenschutz tet(M), tet(O), tetB(P), tet(Q), Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
tet(S), tet(T), tet(W), tet(32), Pseudomonas, Enterococcus, Lacto-
tet(36), otr(A) coccus, Staphylococcus, Streptococ-

cus, Listeria, Clostridium, Bacillus,
Bacteroides

inaktivierende Enzyme tet(X), tet(34), tet(37) Pseudomonas, Serratia, Bacteroides

unbekannt tet(U)
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3 Bedeutung ausgewahlter Bakteriengattungen im Resistenz-

transfer

Zur Bakterienflora in pflanzlichen Lebensmitteln

Ein GroBteil der Bakterien in pflanzlichen Lebensmitteln besteht aus ubiquitdr vorkommen-
den Keimen, die zur Mikroflora von Boden und Pflanzen zahlen (MULLER ET AL., 2001; OTTET
AL., 2001). So gehdren beispielsweise lactosenegative Enterobacteriaceae (v. a. Erwinia
spp.) und aerobe Bakterien, wie Pseudmononas spp., Xanthomonas spp. und Flavobacteri-
um zur natirlichen duBeren Flora des Getreidekorns (KRAMER, 2002). Enterococcus raffino-
sus, E. casseliflavus und E. mundtii wurden als Bestandteile der natlrlichen Mikroflora von
verschiedenen Grasern isoliert (MULLER ET AL., 2001; OTT ET AL., 2001). Enterobakterien, wie
E. coli, E. faecalis und E. faecium gehdren dagegen zur Normalflora des Gastrointestinaltrak-
tes und kdnnen mit den Faeces in die Umwelt gelangen, z. B. Uber Klarschlamm, Abwasser
und Wirtschaftsdlinger. Aber auch pathogene Bakterien (z. B. Salmonellen), die von infizier-
ten Tieren oder Menschen ausgeschieden werden, gelangen auf diesem Wege in die Um-
welt. Werden Wirtschaftsdiinger auf Anbauflachen fir Gemise oder Getreide ausgebracht,
so gelangen Bakterien auf diesem Wege auf das pflanzliche Lebensmittel (WEGENER, 2003;
BRANDL, 2006). Die Beregnung der Pflanzen mit kontaminiertem Trink- oder Flusswasser
und die Verarbeitung und der Transport der Produkte kénnen weitere Kontaminationsquellen
darstellen (vgl. Abbildung 5).

Pflanzliche Lebensmittel spielen als Ubertrager antibiotikaresistenter Bakterien vor allem in-
sofern eine Rolle, als Gemise, Obst und Salat Gberwiegend roh verzehrt werden. Letzteres
ist auch der Grund, weshalb unbehandelte Lebensmittel pflanzlicher Herkunft als Quelle fir
Infektionskrankheiten in Betracht kommen (LEVY, 1984; HAMILTON-MILLER UND SHAH, 2001;
BRANDL, 2006).

Aquakultur

Nutztier Mensch

‘ Wirtschaftsdiinger F\\\\\\\\\\\

‘ Boden ‘

Abwasser

\\ﬂ Oberflachenwasser/Grundwasser

/

Pflanzen

‘Insehen

Abbildung 5: Maégliche Ubertragungswege von antibiotikaresistenten Bakterien auf pflanzli-
che Lebensmittel und zum Menschen (modifiziert nach BRANDL, 2006)
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Vorkommen und Resistenzverhalten von E. coli
und coliformen Bakterien, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Enterococcus spp. und
Listeria spp. gegeniber ausgewahlten Antibiotika untersucht. Die Auswahl dieser Bakterien-
arten flr ein Resistenzmonitoring richtet sich nach den Empfehlungen von OIE (FRANKLIN ET
AL., 2001) und WHO (1997), da sie sowohl fiir die Humanmedizin als auch fir die Veterinar-
medizin insbesondere im Hinblick ihres Resistenzverhaltens Aufmerksamkeit erlangt haben.
Im folgenden Abschnitt soll deshalb diese Problematik ndher dargestellt werden.

3.1 Escherichia coli

Escherichia coli gehért zur Familie der Enterobacteriaceae und ist ein gramnegatives, fakul-
tativ anaerobes Stabchenbakterium mit einer GréBe von 1,1 - 1,5 x 2,0 - 6,0 um, das bei
Temperaturen von 15 bis 45 °C wéachst. Lactose, D-Mannitol und D-Sorbitol werden durch
das Bakterium unter Saure- und Gasbildung fermentiert, die Indol- und Lysindecarboxylase-
reaktion verlaufen positiv. H,S wird gewdhnlich nicht produziert (SCHEUTZ UND STROCKBINE,
2005). Innerhalb der Gattung Escherichia ist nur die Spezies E. coli von medizinischer Be-
deutung. E. coli gehoért einerseits zur Normalflora des tierischen und menschlichen Darms
(Anteil ca. 1 %), andererseits wird es bei immungeschwachten Menschen immer wieder als
Krankheitserreger, z. B. von Harnwegsinfektionen, Septikdmien, Wundinfektionen, Pneumo-
nien und Abszessen isoliert (HEESEMANN, 2001; KARLOWSKY ET AL., 2002; LANDGREN ET AL.,
2005).

Fur die Pathogenitét von E. coli sind vor allem Endo-, Entero- und Cytotoxine sowie Adhési-
onsfaktoren verantwortlich. Darmpathogene E. coli werden nach ihren Virulenzfaktoren in
Gruppen eingeteilt: Enterotoxische E. coli (ETEC), Shiga-Toxin-bildende bzw. enteroha-
morrhagische E. coli (EHEC), enteropathogene E. coli (EPEC), nekrotoxische E. coli, ente-
roaggregative E. coli, enteroinvasive E. coli (EIEC) und diffus adharente E. coli (DAEC)
(HEESEMANN, 2001; SELBITZ, 2002; SCHEUTZ UND STROCKBINE, 2005). Insbesondere der
Stamm EHEC Serotyp O157:H7, ein meldepflichtiger Zoonoseerreger, ist in Lebensmitteln —
meist tierischer Herkunft — ein geflrchteter Keim, der zu schweren Erkrankungen fihrt
(MENG ET AL., 2001). In Einzelféllen werden jedoch Infektionen mit diesem Serotyp auch in
Zusammenhang mit pflanzlichen Lebensmitteln diskutiert (ACKERS ET AL., 1998; DE ROEVER,
1998; FAHEY ET AL., 2006).

AuBerhalb des Darmtraktes qilt E. coli als Indikator flir Fakalverunreinigungen von Trinkwas-
ser und Lebensmitteln (KRAMER, 2002). Berichte Uber dessen Vorkommenshaufigkeit in
pflanzlichen Lebensmitteln fallen recht unterschiedlich aus. So reichen die Werte von 50-
70 % (Turkei) bis 0 % (USA) (AYCICEK ET AL., 2006; JOHNSON ET AL. (2005). DALLAIRE ET AL.
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(2006) beschreiben in Kanada einen Wert von 18 %, wahrend in einer deutschen Erhebung
8 % der pflanzlichen Lebensmittelproben kontaminiert waren (BOEHME ET AL., 2004).

Beziglich der Antibiotikaempfindlichkeit wurden in den vergangenen Jahren steigende Re-
sistenzraten bei E. coli-Stammen festgestellt. So beschreiben KRESKEN ET AL. (2000),
KARLOWSKY ET AL. (2002) und LANDGREBE ET AL. (2005) bei Isolaten aus klinischem Untersu-
chungsmaterial vor allem gegenuber Aminopenicillinen, Schmalspektrum-Cephalosporinen,
Tetrazyklinen und Co-Trimoaxzol hohe Resistenzraten (30 bis 50 % der Isolate). Auch bei
Isolaten aus Schweinefaeces wurden gegeniber Ampicillin Resistenzraten von bis zu 88 %
festgestellt (PENA ET AL., 2004). Studien zu Resistenzen bei E. coli in pflanzlichen Lebensmit-
teln liegen in geringem Umfang vor. Bei OSTERBLAD ET AL. (1999) und BOEHME ET AL. (2004)
finden sich lediglich Resistenzraten flr coliforme Bakterien, jedoch nicht explizit fir E. coli,
vor allem gegentiber Ampicillin (30 %) und Tetrazyklin (43 %).

Die Ursache fiir die Auspragung von Mehrfachresistenzen bei E. coli liegt in dessen Fahig-
keit Plasmide mit Resistenzgenen unterschiedlicher Herkunft insbesondere durch Konjugati-
on aufzunehmen und zu verbreiten, so dass diese Spezies zu Recht als Reservoir flirr eine
Vielzahl an Antibiotikaresistenzen gilt (SzZCZEPANOWSKI ET AL., 2002; RUPP UND FEY, 2003;
SAENZ ET AL., 2004). Insbesondere die Resistenzen gegentber B-Lactamantibiotika in Form
der B-Lactamasen (z. B. TEM-1, TEM-2 oder SHV-1) sind bei E. coli plasmidvermittelt, womit
die weite Verbreitung dieser Resistenzen bei E. coli aber auch bei anderen Spezies der En-
terobacteriaceae zu erklaren ist.

3.2 Coliforme Bakterien

Die coliformen Bakterien sind eine heterogene Gruppe, die zur Familie der Enterobacteria-
ceae gehoért und somit ebenfalls gram-negative, fakultativ anaerobe, nicht-sporenbildende
Stébchenbakterien sind. Die Gruppe der coliformen Bakterien umfasst verschiedene Genera,
die in Tabelle 6 aufgefihrt sind.

Tabelle 6: Ausgewdhlite Bakterienarten der Gruppe coliformer Bakterien (LECLERC ET AL., 2001)

Coliforme aus Umwelt und Faecesproben Coliforme iiberwiegend aus Umweltproben
Escherichia spp. Pantoea spp.

Klebsiella spp. Kluyvera spp.

Enterobacter spp. Cedecea spp.

Citrobacter spp. Edwarsiella spp.

Yersinia spp. Ewingella spp.

Serratia spp. Leclercia spp.

Hafnia spp. Rahnella spp.

Moellerella spp. Yokenella spp.
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Nach LECLERC ET AL. (2001) und der WHO (1996) werden coliforme Bakterien folgenderma-
Ben definiert: Gramnegative, stdbchenférmige Bakterien, die in Anwesenheit von Galle oder
anderen oberflachenaktiven Substanzen mit &hnlichen wachstumsinhibitorischen Eigen-
schaften Wachstum zeigen. Des Weiteren fermentieren coliforme Bakterien Lactose unter
Produktion von Saure, Gas und Aldehyden bei 35 bis 37 °C innerhalb von 24 bis 48 h. Coli-
forme Bakterien sind auBerdem oxidasenegativ, nicht-sporenbildend und zeigen B-
Galaktosidase-Aktivitat. Neuerdings werden alle o-Nitrophenyl-B-Galactopyranosid-positiven
Enterobacteriaceae zu den coliformen Bakterien gezahlt (LECLERC ET AL., 2001). Die Zu-
sammenfassung verschiedener Genera der Enterobacteriaceae als ,coliforme Bakterien” er-
folgte urspringlich jedoch nicht anhand taxonomischer Eigenschaften der Bakterien, sondern
nach ihrer Verwendung als Indikatorkeime fiir faekale Verunreinigungen, da einige der Gat-
tungen zur Normalflora des menschlichen und tierischen Darms gehéren. Zahlreiche Vertre-
ter dieser fakultativ pathogenen Bakterien werden daruber hinaus regelmaBig auch im Erd-
boden, im Wasser und auf Pflanzen, z. T. auch als phytopathogene Bakterien nachgewiesen
(LIAO UND FETT, 2001; BELL ET AL., 2004; FARMER, 2005; GRENIER ET AL., 2006).

An Infektionen beim Menschen sind u. a. Enterobacter spp., Yersinia spp., Serratia spp.,
Citrobacter spp. und Klebsiella spp. beteiligt. Medizinisch bedeutsam sind Enterobacter ae-
rogenes und Ent. cloacae. Diese werden regelmaBig aus Trachealinfektionen, Wundabstri-
chen sowie Urin- und Blutproben isoliert. Citrobacter freundii ist als Erreger an intestinalen
und Harnwegsinfektionen beteiligt. Yersinia enterocolitica und Y. pseudotuberculosis kom-
men als Erreger von schweren Darminfektionen vor, K. pneumoniae gilt als Verursacher
schwerer Pneumonien und ist an Infektionen der Harnwege, bei Otitis media, Meningitis,
Septikdmien und Wundinfektionen beteiligt (HEESEMANN, 2001; SELBITZ, 2002). Eine groBe
Bedeutung hat Klebsiella pneumoniae als Erreger nosokomialer Infektionen. Serratia spp.,
v. a. Ser. liquefaciens und Ser. marcescens, werden in der Humanmedizin ebenfalls bei no-
sokomialen Infektionen nachgewiesen und zeigen, wie Klebsiella spp. und Enterobacter
spp., oftmals ausgepragte Resistenzen gegenliiber Aminoglykosiden und B-Lactamantibiotika
und zunehmend auch gegenuber Fluorchinolonen (LEVISON ET AL., 2002; PATERSON, 2004;
HABSAH ET AL., 2005; JIANG ET AL., 2005; KiM UND LIM, 2005; TASH, 2005; ROSSI ET AL., 2006;
WU ET AL., 2006).

Resistente coliforme Bakterien sind jedoch nicht nur im Krankenhausbereich, sondern auch
in der Umwelt weit verbreitet. Bereits NIEMI ET AL. (1983) und WALTER UND VENNES (1985)
beschrieben multiresistente coliforme Bakterien in Trink- und Abwasserproben. Einige Jahre
spater beobachteten GOMEZ ET AL. (2000) auch in Naturschutzgebieten Resistenzraten bei
coliformen Bakterien von bis zu 50 % z. B. gegenlber Tetrazyklin und Colistin.

Auch bei Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln wurden Resistenzen gegentiber verschie-
denen Antibiotika festgestellt. OSTERBLAD ET AL. (1999), HAMILTON-MILLER UND SHAH (2001)
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und BOEHME ET AL. (2004) beschreiben hier Resistenzraten von bis zu 45 % gegeniber Peni-
cillinen und Cephalosporinen, dariber hinaus beobachteten die Autoren bei 30 % der Isolate
Tetrazyklinresistenz. Einige Autoren sprechen coliformen Keimen in pflanzlichen Lebensmit-
teln eine bedeutsame Rolle im Resistenztransfer zu, da verschiedene Gattungen - ahnlich
E. coli - am Plasmidtransfer als Donor oder Recipient in hohem MaBe beteiligt sind (SCHNA-
BEL UND JONES, 1999; MCMANUS ET AL., 2002).

3.3 Salmonella spp.

Salmonellen sind gram-negative, fakultativ anaerobe Stébchenbakterien. Sie gehdren zur
Familie der Enterobacteriaceae und bestehen hinsichtlich ihres Genoms aus zwei Spezies
(S. enterica und S. bongori) und sechs Subspezies. Nach dem Kauffmann-White-Schema
sind derzeit 2449 Serovaren definiert (POPOFF ET AL., 2000).

Salmonellen wachsen in einem Temperaturbereich von 5 °C bis 47 °C (Optimum: 37 °C), re-
duzieren Nitrat zu Nitrit, bilden H,S, besitzen die Fahigkeit zur Nutzung von Citrat als alleini-
ger Kohlenstoffquelle, bauen Propylenglykol ab und sind lactosenegativ, mit Ausnahme der
Subspezies arizonae und diarizonae (POPOFF UND MINOR, 2005). Salmonellen zéhlen welt-
weit zu den wichtigsten bakteriellen Infektionserregern bei Menschen und Tieren. lhr Habitat
ist der Darm, wobei ihnen eine hohe Tenazitit auch das wochen- und monatelange Uberle-
ben in der Umwelt, so auch auf Pflanzen ermdglicht (SELBITZ, 2002; BRANDL, 2006).

Salmonellosen werden in enteritische und typhése Salmonellosen unterteilt. Wahrend enteri-
tische Salmonellosen durch die Aufnahme der Erreger mit Nahrungsmitteln entstehen,
kommt bei der typhdsen Salmonellose (ausgelést durch S. typhiund S. paratyphi) immer der
Mensch als primare Infektionsquelle entweder als akut Erkrankter oder als Dauerausscheider
in Frage. Gelangen die Keime Uber den Verdauungstrakt in das Lymphsystem, breiten sie
sich im Organismus aus und verursachen Symptome wie Fieber und Darmblutungen (KAY-
SER ET AL., 1993; SELBITZ, 2002). Im Jahr 2003 wurden in Deutschland rund 63.000 Falle von
Salmonellosen gemeldet, das waren fast 10.000 Falle weniger als im Jahr 2002 (ALPERS ET
AL., 2004).

Die primére Infektionsquelle bei der enteritischen Salmonellose sind zumeist Nutztiere, vor
allem Schweine und Gefligel. Salmonellen wurden in rohem Fleisch, Hihnereiern, Milchpro-
dukten, tierischen Faeces, in Wasser und im Boden nachgewiesen (STEINBACH UND KROELL,
1999; URFER, 2000; KRAMER, 2002). Auch aus pflanzlichen Lebensmitteln werden immer
wieder Salmonellen isoliert (DE ROEVER, 1998; MEAD ET AL., 1999; CUMMINGS ET AL., 2001;
VISWANATHAN UND KAUR, 2001; LONG ET AL., 2002; SAGOO ET AL., 2003; JOHNSTON ET AL.,
2005; FAHEY ET AL., 2006).

Mit Ausnahme von S. Typhimurium DT 104 sind Salmonellen gegentber den meisten Antibi-
otika empfindlich. S. Typhimurium DT 104 besitzt eine natlrliche Fliinffach-Resistenz gegen-
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Uber Ampicillin, Chloramphenicol, Streptomycin/Spectinomycin, Sulfonamiden und Tetra-
zyklin (SCHROETER ET AL., 2004).

Die Resistenzproblematik bei Salmonellen wird je nach Herkunft und Serovar unterschiedlich
diskutiert. Aus einer Ver6ffentlichung von SCHROETER ET AL. (2004) geht hervor, dass im Jahr
2002 durchschnittlich 45 % aller durch das Nationale Veterindrmedizinische Referenzlabor
fir Salmonellen in Deutschland getesteten Salmonella-Isolate aus tierischen Lebensmitteln,
von Tieren, aus Futtermitteln und aus der Umwelt von tierhaltenden landwirtschaftlichen Be-
trieben Resistenzen gegeniber mindestens einem Antibiotikum zeigten. Im Vergleich zu den
Jahren 2001 (66 %) und 2000 (79 %) bedeutete dies eine stetige Abnahme der Resistenzra-
ten. Die Auswertung der Daten von mehrfachresistenten Salmonellen Gber den gleichen Zeit-
raum zeigte ebenfalls eine geringere Pravalenz im Jahr 2002 (36 %) als im Jahr 2000
(43 %). Ahnliche Ergebnisse erzielten auch andere Autoren, die Salmonellen aus Gefliigel-
und Schweinefleisch isolierten (SzYCH ET AL., 2001; LOGUE ET AL., 2003; CARRAMINANA ET
AL., 2004; MAYERHOFER ET AL., 2004; DE OLIVEIRA ET AL., 2005).

Zum Resistenzverhalten von Salmonellen aus pflanzlichen Lebensmitteln sind in Deutsch-
land bisher keine Daten bekannt. Autoren in anderen Landern beschreiben jedoch durchaus
resistente Isolate in pflanzlichen Lebensmitteln. So zeigten sich bei Viswanathan und Kaur
(2001) 41 % der Salmonellenisolate gegeniber Tobramycin, 31 % gegen Streptomycin und
22 % gegen Nalidixinsaure resistent, wahrend gegentber Amikacin, Chloramphenicol,
Ciprofloxacin, Cefotaxim und Gentamicin die Isolate vollstandig sensibel waren. Bei THONG
ET AL. (2002) waren alle 40 Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln resistent gegen Sulfa-
methoxazol, je vier Isolate zeigten zusatzlich Resistenzen gegen Tetrazyklin bzw. Strepto-

mycin.

34 Pseudomonas spp.

Pseudomonaden sind gram-negative, durch eine oder mehrere polare Flagellen bewegliche,
obligat aerobe Stabchenbakterien mit einer GréBe von 0,5 - 1,0 x 1,5 - 5,0 um. Die optimale
Vermehrungstemperatur betragt 37 °C. Einige Stdmme vermehren sich bei Temperaturen
von 4 °C bis zu 42 °C. P. aeruginosa zeigt auBerdem Hamolyse. Die Katalase-Reaktion fallt
positiv, die Oxidase-Reaktion positiv oder negativ aus. Die meisten Spezies kénnen in sau-
rem Milieu (pH 4,5 oder nierdriger) nicht wachsen (SELBITZ, 2002; PALLERONI, 2005).

Pseudomonas spp. leben tiberwiegend im Boden als Saprophyten (JENSEN ET AL., 2001) so-
wie in SUB- und Salzwasser. Eine wichtige Rolle spielen sie bei der Mineralisierung organi-
scher Substanz. Einige Arten sind auch aufgrund ihrer proteolytischen und lipolytischen Ei-
genschaften als Verursacher von Lebensmittelverderb insbesondere bei pflanzlichen Le-
bensmitteln zu betrachten (KRAMER, 2002). Dartber hinaus sind einige Spezies phytopatho-
gen, so z. B. P. syringae (MCMANUS ET AL., 2002; HWANG ET AL., 2005), oder gehdren zur na-



Literatur 44

tdrlichen Mikroflora von Pflanzen, z. B. P. putida und P. fluorescens (TROXLER ET AL., 1997;
SELBITZ, 2002; PALLERONI, 2005).

Eine besondere Rolle im Resistenzgeschehen nehmen Pseudomonaden durch die Produkti-
on ,natdrlicher” Antibiotika ein. So wiesen z. B. LACEY ET AL. (1995) 2-alkyl-Quinolone der
Spezies P. aeruginosa mit Aktivitat gegen Helicobacter pylori nach, SHOJI ET AL. (1986) be-
schreiben P. syringae als Fosfomycin-Produzenten. LAMPIS ET AL. (1996) die antivirale Aktivi-
tat des Karalicin von P. putida und P. fluorescens gegen Herpes simplex-Viren, und GAFFNEY
ET AL. (1994) beschreiben bei P. fluorescens Fungizide gegen Rhizoctonia solani.

Von medizinischem Interesse ist fast ausschlieBlich P. aeruginosa. Diese Spezies kommt
haufig im Boden, in Oberflachenwasser, auf Pflanzen und Obst, auf Gemuse und daraus
hergestellten Lebensmitteln vor (KRAMER, 2002; PALLERONI, 2005). Insbesondere als Eiterer-
reger ist dieser Keim geflrchtet. Krankheitsprozesse, aus denen P. aeruginosa haufig isoliert
wird, sind Enteritiden, Eiterungen und Abszesse im Bereich der Haut und Unterhaut sowie
Pneumonien. Mit ausgepragten Resistenzen gegentber einer Vielzahl von Antiinfektiva und
Desinfektionsmittel gehért P. aeruginosa zu einer der gefahrlichsten Ursachen von nosoko-
mialen Infektionen (VON GRAEVENITZ, 2001; KRAMER, 2002; SELBITZ, 2002).

Das Resistenzverhalten von Pseudomonaden beruht vor allem auf natirlichen Resistenzen
(vgl. auch Tabelle A 2 im Anhang), die primar durch die geringe Permeabilitat der Antibiotika
durch die duBere Zellmembran bedingt sind (LECLERCQ UND COURVALIN, 1991; HANCOCK,
1998; SCHWEIZER, 2003; PALLERONI, 2005). Auch andere gram-negative Bakterien haben ei-
ne verringerte Durchlassigkeit der Membran, doch ist die Permeabilitat der auBeren Zell-
membran bei P. aeruginosa um 10-100 fach geringer als bei anderen gramnegativen Bakte-
rien, wie beispielsweise bei E. coli (HANCOCK, 1998). Darlber hinaus besitzt P. aeruginosa
zahlreiche weitere Resistenzmechanismen, wie Efflux-Systeme, B-Lactamasen und antibioti-
kamodifizierende Enzyme (PALLERONI, 2005). Die Multidrug-Efflux-Systeme von
P. aeruginosa spielen im Resistenzgeschehen eine bedeutende Rolle. Die vier wichtigsten
Efflux-Systeme von P. aeruginosa sind MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ und Me-
XEF-OprN, wobei MexAB-OprM und MexXY-OprM die intrinsischen Resistenzen bewirken,
wahrend eine Uberexpression von MexCD-OprJ und MexEF-OprN durch Mutation entsteht
(POOLE UND SRIKUMAR, 2001; SCHWEIZER, 2003).

Die Vielzahl intrinsischer Resistenzen reduzieren die Auswahl zu verwendender Antibiotika
erheblich. Dementsprechend sind steigende Resistenzraten gegentber den verbleibenden
Antibiotika als duBerst kritisch zu betrachten. Insbesondere bei P. aeruginosa werden stei-
gende Resistenzraten verzeichnet. So beschreiben beispielsweise FRIEDLAND ET AL. (2003)
eine stetige Resistenzzunahme bei klinischen Isolaten von 10 % im Jahr 1995 auf 16 % im
Jahr 2000 gegenuber Piperacillin und von 11 % auf 23 % gegeniber Ciprofloxacin, sowie
weitere Zunahmen um 2 bis 4 % bei Amikacin, Tobramycin, Imipenem und Ceftazidim. Ahn-



Literatur 45

liche Resistenzraten beschreiben FLUIT ET AL. (2000) in einer europaweiten Auswertung klini-
scher P. aeruginosa-Isolate. Bei SADER UND JONES (2005) zeigten klinische P. fluorescens
und P. putida-Isolate Resistenzraten gegenliber Ciprofloxacin von 21 %, wahrend P. fluores-
cens- und P. putida-lsolate aus Bodenproben bei JENSEN ET AL. (2001) sich gegeniber
Ciprofloxacin vollstandig sensibel zeigten.

3.5 Enterococcus spp.

Enterokokken sind grampositive, kugelférmige Bakterien mit einer GréBe von 0,6 - 2,0 x 0,6 -
2,5 um, die sich paarweise oder in kurzen Ketten lagern. Sie sind bis auf drei Spezies —
E. casseliflavus, E. flavescens und E. gallinarum — unbeweglich. Enterokokken sind fakultativ
anaerob und wachsen bei Temperaturen im Bereich von 10 — 45 °C und bei einem pH-Wert
von bis zu 9,6 in Anwesenheit von 6,5 % NaCl und 40 % Galle. Die Katalasereaktion fallt ne-
gativ aus (MUNDT, 1986; DEVRIESE UND POT, 1995).

Enterokokken gehéren zur Normalflora des Intestinaltrakts von S&augetieren und Végeln und
bilden den Uberwiegenden Anteil der aeroben grampositiven Flora. Die Spezies E. faecalis
und E. faecium werden in klinischem Untersuchungsmaterial am haufigsten nachgewiesen,
aber auch E. casseliflavus — urspringlich als pflanzenassoziiert beschrieben - konnte aus
dem menschlichen Stuhl und den Faeces von Rindern isoliert werden (DUTKA-MALEN ET AL.,
1994; KLEIN, 2003). Die Zusammensetzung der Flora ist jedoch von dem Alter des Wirts und
von der Art der Nahrung abhéngig. So stellte E. faecalis bei Eintagskiken 64 % der Isolate
aus dem Blinddarm dar, nach zwélf Wochen machte diese Spezies nur noch 4 % der Flora
aus (DEVRIESE ET AL., 1991). Bei praruminierenden Kalbern war E. faecalis die haufigste
Spezies, wahrend sie bei Milchkiihen nur noch zu 2 % nachgewiesen werden konnte (DEV-
RIESE ET AL., 1992).

Darlber hinaus werden Enterokokken beim Menschen auch im Urogenitaltrakt, in den Gal-
lengangen, in der Mundhdhle und beim Tier auf den Tonsillen beschrieben (MURRAY, 1990;
DEVRIESE ET AL., 1994; KUHN ET AL., 2003). Einige Enterokokkenspezies (E. mundtii,
E. casseliflavus, E. sulfureus) wurden auch als Bestandteil der Mikroflora von Pflanzen iso-
liert (OTT ET AL., 2001), wahrend E. faecalis und E. faecium in pflanzlichem Material seltener,
in tierischen Lebensmitteln dagegen haufiger festgestellt wurden (MULLER ET AL., 2001).

Enterokokken kénnen als Erreger von Mastitiden, Pneumonien, Urogenitalinfektionen, Endo-
karditiden und Septikédmien eine Rolle spielen. Bei diesen Erkrankungen wurden vor allem
die Spezies E. faecalis, E. faecium und E. durans isoliert. lhre Pathogenitat ist jedoch gering,
Infektionen kommen daher Uberwiegend bei immunsuprimierten Menschen vor. So werden
Enterokokken haufig auch bei nosokomialen Infektionen isoliert (KLARE UND WITTE, 1997;
SELBITZ, 2002).
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Enterokokken gelten als Reservoir und Ubertrager vieler Antibiotikaresistenzen (KLARE UND
WITTE, 1997; KLARE ET AL., 2003). Von ihrer Funktion als Resistenzgen-Reservoir berichten
beispielsweise auch NOBLE ET AL. (1992), die den Transfer von van(A), das die high level-
Resistenz gegeniber Vancomycin codiert, aus E. faecalis in Staphylococcus aureus nach-
wiesen. WEIGEL ET AL. (2003) isolierten aus S. aureus ebenfalls vanA auf dem Transposon
Tn 1546, das nachweislich aus E. faecalis stammte.

Untersuchungen aus Deutschland zum Resistenzverhalten von Enterokokken aus klinischem
Untersuchungsmaterial sehen vor allem Resistenzen gegenlber Makroliden (50-64 %),
Ciprofloxacin (40 %) und HL-Aminoglykosiden (15-28 %), Tetrazyklinen (13 %) und Penicilli-
nen (8 %), wahrend die in anderen Landern beschriebene ausgepragte Resistenz gegentiber
Glykopeptiden immer noch relativ gering ist (REINERT ET AL., 1999; SCHMITZ ET AL., 1999;
KRESKEN ET AL., 2000; KLARE ET AL., 2003; LITZAU ET AL., 2006).

Bei Isolaten aus Lebensmitteln tierischer Herkunft oder aus Faeces landwirtschaftlicher Nutz-
tiere werden in Deutschland vor allem Resistenzen gegeniiber Tetrazyklin (18-45 %), E-
rythromycin (7-32 %), Ciprofloxacin (28-56 %), Chloramphenicol (64 %) sowie HL-
Streptomycin (47 %) und HL—Gentamicin (26 %) beschrieben (KLEIN ET AL., 1998; FRANZ ET
AL., 2001; PETERS ET AL., 2003).

Untersuchungen zu Resistenzen bei Enterokokken aus pflanzlichen Lebensmitteln sind in
Deutschland selten. Lediglich BOEHME ET AL. (2004) beschreiben HL-Streptomycinresistenz
bei vier Isolaten, Rifampicin- und Chloramphenicolresistenz bei je zwei Isolaten. Dagegen e-
xistieren umfangreichere Daten in den USA bei JOHNSTON UND JAYKUS (2004). Die Autoren
beschreiben Resistenzen gegenuber Tetrazyklin (29 %), Ciprofloxacin (21-28 %), Nitrofuran-
toin (24 %), Quinupristin-Dalfopristin (16 %) und Erythromycin (10 %).

Enterokokken besitzen zahlreiche natirliche Resistenzen, so z. B. gegenlber einigen Peni-
cillinen, Cephalosporinen, Aminoglykosiden (,low-level“) und Clindamycin, sowie spezies-
spezifische natlrliche Resistenzen gegentber Vancomycin und Quinupristin/Dalfopristin; De-
tails sieche Tabelle A 3 im Anhang (DUTTA UND DEVRIESE, 1984; MURRAY, 1990; LECLERCQ ET
AL., 1992; KLARE UND WITTE, 1997; MURRAY, 1998; SHEPARD UND GILMORE, 2002; SINGH ET
AL., 2002; DINA ET AL., 2003; HERSHBERGER ET AL., 2004).

3.6 Listeria spp.

Listerien sind grampositive, bewegliche, fakultativ anaerobe Stébchenbakterien, die sich ein-
zeln oder in kurzen Ketten lagern. Die Katalase-Reaktion féllt positiv, die Oxidase-Reaktion
negativ aus. |hr Temperaturoptimum liegt bei 30 bis 37 °C, sie kdnnen jedoch auch bei Tem-
peraturen von unter 1 °C (insbesondere L. monocytogenes) noch wachsen. Mit peritrichen
GeiBeln sind Listerien bei Temperaturen von 20 bis 25 °C beweglich (SEELIGER UND JONES,
1986; JUNTTILA ET AL., 1988; WALKER ET AL., 1990; SELBITZ, 2002). Auf Blutagar zeigen
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L. monocytogenes, L. seeligeri und L. ivanovii B-Hamolyse. L. monocytogenes zeigt auBler-
dem eine positive Reaktion beim CAMP-Test nach CHRISTIE ET AL. (1944).

Innerhalb der Gattung spielen die Spezies Listeria monocytogenes und Listeria ivanovii eine
Rolle als pathogene Keime. Listerien werden als typische Opportunisten bezeichnet. Bei im-
munkompetenten Menschen und Tieren verlauft eine Infektion schwach, &hnlich einem grip-
palen Infekt bzw. wird oft gar nicht diagnostiziert. Bei Menschen mit einem geschwéachten
Immunsystem kann sich eine Infektion als primare Septikdmie oder Meningoenzephalititis
manifestieren, oder es treten nekrotisierende und granulomatése Entzindungser-
scheinungen an verschiedenen Organen auf. Gefahrlich ist eine Infektion mit Listerien vor al-
lem flr Schwangere und S&uglinge, da sie zu Aborten, Frih- und Totgeburten oder zu Scha-
digungen des ungeborenen Kindes sowie zu Meningitis des Sauglings fuhren kann (KAYSER
ET AL., 1993; SELBITZ, 2002; DOGANAY, 2003; HOF, 2003). So fuhrten beispielsweise im Jahr
2003 bei zehn in Deutschland gemeldeten Listeriosen von Schwangeren die Infektion in zwei
Féllen zu Frihgeburten und in sechs Fallen zu Fehl- oder Totgeburten. Die Zahl der Infekti-
onsfélle lag in Deutschland im Jahr 2003 bei 255, so dass Listeriosen im Vergleich zu Sal-
monellosen selten auftreten (ALPERS ET AL., 2004).

Listerien werden primar im Erdboden, in Oberflachengewéassern, auf Pflanzen, Tieren und
Lebensmitteln sowie im Darm gesunder Menschen nachgewiesen. Vor allem Lebensmittel
tierischer Herkunft (z. B. Fleisch und Rohmilch) stellen eine standige Kontaminations- und
Infektionsquelle, insbesondere mit L. monocytogenes dar (FARBER UND PETERKIN, 1991; DE
SIMON ET AL., 1992; SELBITZ, 2002; VITAS ET AL., 2004; DALLAIRE ET AL., 2006). Eine hdhere
Listerienbelastung von GemiUse besteht, wenn Anbauflachen mit tierischen Fakalien gediingt
werden, denn vor allem die temperaturtolerante Spezies L. monocytogenes besitzt eine hohe
Tenazitat und kann daher im Boden und auf pflanzlichem Material Gber Wochen persistieren
(BRANDL, 2006). Eine Vermehrung der Bakterien kann auch wahrend der Verarbeitungs-
schritte des (pflanzlichen) Lebensmittels stattfinden (KRAMER, 2002). Von Infektionen mit
L. monocytogenes im Zusammenhang mit Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft berichten z. B.
DAVIES ET AL. (1984) und MEAD ET AL. (1999).

Listerien erwerben ihre Resistenzen gegenlber Antibiotika meistens durch Konjugation
(CHARPENTIER UND COURVALIN, 1999; POROS-GLUCHOWSKA UND MARKIEWICZ, 2003). Dabei
stammen die Resistenzgen-tragenden Plasmide und Transposons urspringlich haufig von
Streptococcus spp. und Enterococcus spp.. So beschreiben beispielsweise EVANS UND MAC-
RINA (1983) den konjugativen Transfer des Plasmids plP501 - mit den Resistenzgenen fir
Chloramphenicol, Makrolide, Lincosamide und Streptogramine - von Streptococcus agalacti-
ae in L. monocytogenes, L. murrayi und L. grayii. BIAVASCO ET AL. (1996) beobachteten den
Transfer von Van(A) zwischen Enterokokken und Listerien.
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Obwohl ein ausgepragter Resistenztransfer méglich ist, gelten Listerien allgemein noch im-
mer als sensibel gegeniiber den meisten Antibiotika. Bei CHARPENTIER UND COURVALIN
(1999) und POROS-GLUCHOWSKA UND MARKIEWICZ (2003) finden sich Zusammenstellungen
Uber Untersuchungen zum Resistenzverhalten von Listeria spp.. Antibiotikaresistenzen wur-
den demnach bei L. monocytogenes erstmals von POYART-SALMERON ET AL. (1990) — ge-
genuber Tetrazyklinen - beschrieben. Auch in Untersuchungen von ABUIN ET AL. (1994) zeig-
ten 29 von 32 L. innocua-Isolaten aus Lebensmitteln tierischer Herkunft fast ausschlieBlich
Resistenzen gegenlber Tetrazyklin. Bei WALSH ET AL. (2001) zeigten dagegen nur 6 % der
L. innocua-lsolate aus verschiedenen Lebensmitteln Tetrazyklinresistenz, 4 % der Isolate
waren gegenuber Penicilin G, 2% gegeniber Ampicillin resistent. Lediglich zwei
L. monocytogenes-Isolate zeigten Resistenzen gegentber Tetrazyklin. Bei MAYERHOFER ET
AL. (2004) erwiesen sich L. monocytogenes gegenlber keinem der Antibiotika resistent.
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C Material und Methoden

1 Material

1.1 Untersuchungsmaterial fir den kulturellen Nachweis und die
Empfindlichkeitsprifung von Bakterien

Als Untersuchungsmaterial dienten pflanzliche Lebensmittel (Getreide, Gemise) aus bayeri-
schen Supermarkten und von landwirtschaftlichen Betrieben. Die Gemisearten wurden nach
Art des Verzehrs (vorwiegend roh) und nach H6he des Pro Kopf-Verbrauchs in Bayern an-
hand der ZMP-Daten (ZMP, 2003) ausgewahlt. Die Proben wurden - ebenfalls in Anlehnung
an die Einteilung der ZMP (2003) - in Gruppen zusammengefasst. So besteht die Gruppe
~Fruchtgemise” beispielsweise aus Tomaten, Paprika, Gurken und Auberginen. Die Gruppe
Wurzelgemulse“ beinhaltet solche Gemdisearten, die im Boden reifen und aus dem Boden
geerntet werden, z. B. Mdhren, Sellerie und Radieschen. Gemdisesorten der Gruppe ,Zwie-
belgemise“ umfassen Lauchgewachse, deren gemeinsames Merkmal die — antibakteriell
wirksamen - Alliine (Derivate des Cysteins) darstellen (FROHNE UND JENSEN, 1998), wie
Zwiebeln, Knoblauch und Lauch. Die Gruppe ,Salat-/Blattgemise” umfasst nach ZMP (2003)
Blattsalat und Spinat. Die Auswahl und Menge der Proben sind in Abbildung 6 dargestellt.

1001 Proben aus Bayern

/ N\

Einzelhandel 702: landwirtschaftlicher Betrieb 299:
Fruchtgemuise 125 Fruchtgemuse 50
Wourzelgemdise 140 Wourzelgemise 66
Salat- u. Blattgemuse 140 Salat- u. Blattgemuse 61

Zwiebelgemise 157 Zwiebelgemuse 60
Getreide 140 Getreide 62

Abbildung 6: Zusammensetzung des Probenmaterials
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1.2 Labormaterial fir den kulturellen Nachweis und die Empfind-
lichkeitsprifung von Bakterien

Material fiir die Vorbereitung der Proben

Pepton aus Casein tryptisch, pankreatisch verdaut (1.07213), Fa. Merck, Darmstadt
Natriumchlorid (1.06400.1000), Fa. Merck, Darmstadt
destilliertes Wasser

Material fir die Verdiinnungsreihe und die Keimzahlbestimmung der coliformen Bakterien

Physiologische Kochsalzlésung (NaCl) — gepuffert, bestehend aus:

Natriumchlorid ,reinst* (1.06400.1000), Fa. Merck, Darmstadt, di-Natriumhydrogenphosphat
(1.06586.0500) und Kaliumdihydrogenphosphat (4873), Fa. Merck, Darmstadt

Nahrboden: Rapid E. coli 2-Agar (356-4024), Fa. Biorad Laboratories GmbH, Minchen

Material zur Isolierung der Bakterien

E. coliund coliforme Keime:
Rapid E. coli 2-Agar (356-4024), Fa. Biorad Laboratories GmbH, Minchen
Chlortetrazyklin (purita: 80 %) (C-4881), Fa. Sigma; 10 pug/ml

Salmonella spp.:

Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut (1.07213), Fa. Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (1.06400.1000), Fa. Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat (1.06586.0500), Fa. Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat (4873), Fa. Merck, Darmstadt,

destilliertes Wasser

Salmonella-Anreicherungsbouillon nach Rappaport und Vassiliadis (1.07700.0500), Fa.
Merck, Darmstadt

Rambach-Agar (1.07500.0001), Fa. Merck, Darmstadt

Rambach-Agar-Supplement (1.07500./0002), Fa. Merck, Darmstadt

XLT4-Agar (1.13919.0500), Fa. Merck, Darmstadt

Pseudomonas spp.:
Cetrimid-Agar (1.05248.0500), Fa. Merck, Darmstadt
Glycerin (1.04092), Fa. Merck, Darmstadt

Enterococcus spp.:
CATC-Agar (1.10279.0500), Fa. Merck, Darmstadt

Listeria spp.:
Fraser-Listeria-Selektivanreicherungsbouillon -Basis (1.10398), Fa. Merck, Darmstadt

Ammoniumeisen (Ill)-citrat (1.10399), Fa. Merck, Darmstadt
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Fraser-Supplement (1.10399), Fa. Merck, Darmstadt
Oxford-Listeria-Selektivagar-Basis (1.07004.0500), Fa. Merck, Darmstadt
Oxford-Listeria-Selektivsupplement (1.07006), Fa. Merck, Darmstadt
Palcam-Listeria-Selektivagar-Basis (1.11755.0500), Fa. Merck,Darmstadt
Palcam-Listeria-Selektivsupplement (1.12122), Fa. Merck,Darmstadt

Material zur biochemischen Differenzierung der Isolate

Normalagar, bestehend aus Blutagar-Basis Nr. 2 (CM271), Fa. Oxoid
Blutagar, bestehend aus Blutagar-Basis Nr. 2 (CM271), Fa. Oxoid und Schafblut, Fa. Fiebig
Katalase: 3%ige H,O,-Ldsung

Oxidase (T-3134), Fa. Sigma

Indol (1.09293.0100), Fa. Merck, Darmstadt

Physiologische Kochsalzlésung (NaCl) — gepuffert, bestehend aus:
Natriumchlorid ,reinst” (1.06400.1000), Fa. Merck, Darmstadt,
di-Natriumhydrogenphosphat (1.06586.0500), Fa. Merck, Darmstadt und Kaliumdihydro-
genphosphat (4873), Fa. Merck, Darmstadt

Dreizucker-Eisen-Agar (CM277), Fa. Oxoid

Lysin-Eisen-Agar (CM381), Fa. Oxoid

Phenolrot-Bouillon (1.10987.0500), Fa. Merck, Darmstadt
L(+)-Arabinose (1.01492.0100), Fa. Merck, Darmstadt

D(-)-Mannitol (1.05982.0500), Fa. Merck, Darmstadt

D(+)-Xylose (1.08689.0025), Fa. Merck, Darmstadt

Natrium-Pyruvat (15990), Fa. Fluka

Polyvalent | (ORMT 11), Fa. Diagonal

Polyvalent Il (ORMU 11), Fa. Diagonal

BBL-Crystal-ENF-System (245000), Fa. Beckton Dickinson
API-Listeria (10300), Fa. Bio-Merieux

Objekttrager (380-385), Fa. Heiland

Material zur Resistenztestung

FOr gramnegative Bakterien und Enterococcus faecium und faecalis:

Kation adjustierte Muller-Hinton-1l-Bouillon, Fa. Beckton-Dickinson (GENARS-Charge:
212322)

Far ,Enterococcus nonfaecalis/nonfaecium®:

Haemophilus Test medium (HTM-Bouillon), bestehend aus:

Muller-Hinton-lI-Bouillon (212322), Fa. Beckton Dickinson,

Hefeextrakt, Fa. Beckton Dickinson und Haemophilus-Supplement

Pipettenspitzen 1000 ul (L3-487-500), Fa. Merlin

Pipettenspitzen 1000 pl (707629, Fa. Sarstedt
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1-Kanal-Reservoirs (R-4-510), Fa. Merlin
Resistenztest-Panels GP | und GP Il (M/ES 182-100 und 183-100), Fa. Merlin/Virotech
Resistenztest-Panels GN | unnd GN Il (M/ES 184-100 und 185-100), Fa. Merlin/Virotech

Material zur Kryokonservierung

Nutrient-Broth (CM67), Fa. Oxoid

Glycerin zur Analyse (1.040.92.2500), Fa. Merck
Kryoréhrchen (114832), Fa. Brand
Kryoréhrchen (121279), Fa. Greiner
Kunststoffperlen, Bastelbedarf

Gerate:

Brutschrank 37 °C (781704), Fa. Memmert
Brutschrank 30 °C (850750), Fa. Memmert
Brutschrank 42 °C (485031), Fa. Memmert

Sterilbank (BSK/6), Fa. Antair BSK

Merlin® Micronaut (ST-6-001-001), Fa. Merlin
Micronaut® Scan (Modell 352), Fa. Merlin

Pipettus accu-jet® (26300), Fa. Brand

Vortex Reax 2000 (54119), Fa. Heidolpf

Photometer (Typ UV 1202), Fa. Shimadzu Corporation



Material und Methoden

53

1.3 Untersuchungsmaterial flir die molekularbiologischen Unter-

suchungen

Von den 1001 kulturell untersuchten Proben wurden 301 Proben (200 Proben aus Super-

markten, 101 Proben von landwirtschaftlichen Betrieben) flr zusatzliche molekularbiologi-

sche Untersuchungen ausgewahlt. Als Auswahlkriterium diente die Probenherkunft (Super-

markt versus landwirtschaftlicher Betrieb). Dies sollte Auskunft geben, inwieweit Resultate

des Nachweises bestimmter Resistenzgene (tet(B), tet(M) und tef(O)) mit dem Nachweis auf

phanotypischer Ebene korrelieren.

1.4 Labormaterial fir die molekularbiologischen Untersuchungen

Standardstdmme flir den Nachweis von Tetrazyklinresistenzgenen

Bacillus R89 tet(M) (AGERS@ ET AL., 2004)

Staphylococcus epidermis “Stamm8” tet(M) (SCHWARZ ET AL., 1998)

E. faecalis efa3952 tet(O) (HOLZEL, 2006)
E. coli eco2628 tet(B) (HOLZEL, 2006)

Reagenzien und Verbrauchsmaterial fiir die DNA-Extraktion

PBS zum Abspulen der Proben

E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kit (12-3450-02), Fa. Peqglab, Erlangen

Reagenzien fir die PCR

Lightcycler® Faststart DNA Master Hybprobe (03 003 248 001), Fa. Roche

Lightcycler® Primer und Hybridisierungssonden (DNA 922648), Fa. Molbiol; vgl. Tabellen 7

und 8

Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Primer (AMINOV ET AL., 2001)

Primer Sequenz AmplicongréBe (bp) Tm

tet(B)-206 fw 5-TACg TQAATTTATTgC TTCg ¢ 206 53,7°C
tet(B)-206 rv 5- ATAC AgCA TCCA AAgC gCAC 57,5°C
tet(M)-171 fw 5- ACAg AAA gCTT ATT ATA TAAC 174 40,0°C
tet(M)-171 rv 5- Tgg CgT gTC TAT gAT gTT CAC 54,8°C
tet(O)-171 fw 5- ACgg ARAg TTTA TTgT ATACC 171 44,7°C
tet(O)-171 rv 5’- Tgg CgT ATC TAT AAT gTT gAC 48,4°C
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Hybridisierungssonden (Fa. MOLBIOL)

Sonden Sequenz Basen Tm
tet(B)-FL 5" AgTgCTgTTgTTgTCATTAATAggCgC—FL 216-242 63,7°C
tet(B)-LC 5- LC Red 640-TCgCTggATTACTTATTgCTggCTTT--PH 244-269 63,2°C
tet(M)-FL 5- ATCCgTCCTCgTTgTACCTTTgTCC—FL 144-120 63,8°C
tetM)-LC  5- LC Red640-CgCTTCCTAATTCTgTAATCgCTCCA--PH 118-93 63,1°C
tet(O)-FL 5~ gCgTCAAAggggAATCACTATCCAgAC—FL 160-186  65,1°C
tet(O)-LC 5’- LC Red 640-gCAgTgACATCTTTTCAgTgggAggAT--PH 188-214 64,1°C

Verbrauchsmaterialien fir die DNA-Extraktion und die PCR
Pipettenspitzen 10 pl (70.1115.410), Fa. Sarstedt
Pipettenspitzen 100 pl (70.760.412), Fa. Sarstedt
Pipettenspitzen 1000 pl (70.762.411), Fa. Sarstedt
LightCycler® Capillaries (1909339), Fa. Roche

Gerate fur die DNA-Extraktion und die PCR
Schuttler (3005), Fa. GFL

Ultrazentrifuge (EBA 12 R), Fa. Hettich
Thermomixer ,Comfort®, 1,5 ml, Fa. Eppendorf

Transferpette 0,5-10 pl, Fa. Brand
Transferpette, 10-100 pl, Fa. Brand
Transferpette, 100-1000 ul, Fa. Brand

LightCycler® (Softwareversion 3.01) (2011468), Fa. Roche
LightCycler® Centrifuge Adapters (1909312), Fa. Roche
Ultrazentrifuge “Mini spin”, Fa. Eppendorf
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2 Untersuchungsmethoden

2.1 Auswahl der Einzelhandelsbetriebe und der landwirtschaftlichen
Betriebe

Einzelhandel

Die Auswahl der Einzelhandelsbetriebe erfolgte anhand der Daten der ZMP Bonn. Danach
wurden Markte ausgewahlt, die von den Verbrauchern am haufigsten frequentiert werden.
Dies sind zu rund 70 % Discounter und Supermarkte (ZMP, 2003). In die Auswahl kamen elf
Supermérkte und Discounter in Freising und Minchen.

Landwirtschaftliche Betriebe

Die Auswahl der Betriebe erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Landwirtschaftsamt Oberbay-
ern und orientierte sich an der Betriebsform. Hierbei wurden vor allem Betriebe beriicksich-
tigt, die sowohl Viehhaltung, insbesondere Schweinemast, als auch Marktfrucht- und Gemu-
sebau betreiben. Weiterhin kamen reine Gemusebaubetriebe in die Auswahl. Insgesamt
wurden 13 Betriebe in die Untersuchungen einbezogen.

2.2 Auswahl des Bakterienspektrums

Far die Bestimmung der phanotypischen Resistenzprofile wurden sechs Bakteriengattungen
bzw. —gruppen ausgewahlt, die entweder obligat oder fakultativ pathogen auf die menschli-
che Gesundheit Einfluss nehmen oder als Kommensale im menschlichen und tierischen
Darmtrakt als Ubertrager von Resistenzeigenschaften eine Rolle spielen. Insbesondere
E. coli und Enterococcus spp. gelten als Reservoir vieler Resistenzen und sind nach den
Empfehlungen der OIE (FRANKLIN ET AL., 2001) und der WHO (1997) regelmaBig auf Resis-
tenzen zu testen. Coliforme Bakterien werden zunehmend mit Antibiotikaresistenzen, insbe-
sondere gegenlber Penicillinen und Cephalosporinen in Verbindung gebracht. Da sie teil-
weise die Intestinalflora der Saugetiere, teilweise auch die nattrliche Mikroflora von Pflanzen
darstellen, aber auch als fakultativ pathogene Bakterien in Erscheinung treten, werden sie in
die vorliegenden Untersuchungen einbezogen. Auch P. aeruginosa wird immer wieder mit
einer Vielzahl an Resistenzen in Verbindung gebracht und ist daher im Krankenhausbereich
als Erreger von Sekundarinfektionen gefiirchtet. Die regelmaBige Uberpriifung der Empfind-
lichkeit dieser Spezies gegen Antibiotika wird daher ebenfalls empfohlen. Da Pseudomona-
den daruber hinaus haufig von pflanzlichen Lebensmitteln isoliert werden, wird diese Gattung
in der vorliegenden Untersuchung bericksichtigt.

Neben der Uberwachung der Kommensalen empfiehlt die OIE auch die Resistenztestung
von Zoonoseerregern und tierpathogenen Bakterien, wie Salmonella spp., die auch aus
pflanzlichen Lebensmitteln gelegentlich isoliert werden.



Material und Methoden 56

2.3 Keimisolierung, Keimidentifizierung sowie Kryokonservierung

Vorbereitung der Proben

Zunachst wurden je 40 g einer Probe in einen Erlenmeyerkolben eingewogen. Zum Abspulen
der Probe wurden anschlieBend 360 ml 1%iges Peptonwasser zugegeben und der Proben-
ansatz 30 min bei 200 U/min geschiittelt.

Verdinnungsreihe und Isolierung von coliformen Keimen und E. coli

Um die Gesamtkeimzahl der coliformen Bakterien und den Keimgehalt der tetrazyklinre-
sistenten coliformen Keime zu bestimmen, wurde das Oberflachen-Spatel-Verfahren in An-
lehnung an GEDEK (1974) angewendet. Hierbei wurde zunéchst eine Verdinnungsreihe mit
dem Faktor 1 : 10 von 10° bis 10”7 hergestellt, anschlieBend wurden je 0,1 ml aus den jewei-
ligen Verdinnungsstufen auf jeweils einen Selektivagar (Rapid E. coli 2, Fa. Biorad) mit
Tetrazyklin (10 ug/ml) und einen Selektivagar ohne Tetrazyklin im Oberflachenspatelverfah-
ren ausgebracht und fir 18 bis 24 h bei 37 °C bebrutet. Es erfolgte dann die Keimzahlbe-
stimmung nach dem bei BAUMGART (1999) beschriebenen, allgemeingultigen Verfahren.
Aufgrund der chromogenen Eigenschaften des Selektivagars kdnnen E. coli (dunkelviolette
bis rotviolette Kolonien) und coliforme Keime (tlrkis bis blaue Kolonien) differenziert werden.
Nach der Anzichtung von Reinkulturen auf Nahragar erfolgte eine orientierende Einordnung
der Keime gemaB Tabelle 9. Die Differenzierung wurde mit Hilfe des BBL-Crystal-ENF-
Systems (Fa. Beckton Dickinson) durchgefihrt.

Tabelle 9: Orientierende biochemische Differenzierungsreaktionen (BRENNER UND FARMER,
2005; PALLERONI, 2005)

Kelm Morphologie Biochemische Reaktionen
Gram Katalase Indol Oxidase

E. coli - + +/- -
Coliforme - + +/- -
Pseudomonas spp. - + - +
Salmonella spp. - + - -
Enterococcus spp. + - - -
Listeria spp. + + n.d. n.d.

n.d. = nicht durchgefiihrt
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Listeria spp. (nach § 35 LMBG)

Far die Isolierung von Listeria spp. nach DIN EN 11290-1 wurden 25 g des Probenmaterials
in 225 ml halb-konzentrierte Fraser-Listeria-Selektivanreicherung (Merck) eingewogen und
24 h bei 30 °C bebritet. AnschlieBend wurden mit 1 ml des Probenansatzes 10 ml Fraser-
Listeria-Selektivanreicherung sowie Oxford- und Palcam-Agar beimpft und fir 48 h bei 37 °C
bebritet. Nach 48 h wurden gem. § 35 LMBG aus der Fraser-Listeria-Selektivanreicherung
nochmals Oxford- und Palcam-Agar beimpft. Die Auswertung erfolgte nach 48 h.

Listerien sind auf Palcam- bzw. Oxfordagar als stecknadelkopfgroBe Kolonien einhergehend
mit einer deutlichen Schwarzung des Né&hrbodens zu erkennen. Nach Reinziichtung auf Blu-
tagar erfolgte eine orientierende Untersuchung nach den in Tabelle 9 angegebenen Kriterien;
zur Differenzierung wurde das API Listeria-ldentifizierungssystem (Fa. Biomerieux) verwen-
det.

Salmonella spp. (nach § 35 LMBG)
Fir die Isolierung von Salmonella spp. wurden 25 ml des Probenmaterials in 225 ml 1 %iges

gepuffertes Peptonwasser fir Salmonellen zur Voranreicherung gegeben und Uber Nacht bei
37 °C bebritet. AnschlieBend wurden je 0,1 ml der Voranreicherung in 10 ml Selektivanrei-
cherung nach Rappaport-Vassiliadis (RVS) pipettiert und diese fur 24 h bei 42 °C bebritet.
Nach 24 h wurden die beiden Selektivmedien Rambach und XLT4 beimpft und diese nach
jeweils 24 h und 48 h bei 37 °C ausgewertet.

Salmonellen bilden auf XLT4-Agar schwarze Kolonien, wobei der Nahrboden eine violette
Farbe annimmt. Auf Rambach-Agar stellen sie sich als kraftig rosa bis rote Kolonien dar.
Nach der Reinzichtung auf Normalagar erfolgte eine erste Einordnung nach Tabelle 9. Die
weitere Differenzierung wurde mit Hilfe des BBL-Crystal-ENF-Systems (Fa. Beckton Dickin-
son) durchgefihrt. Eine Bestéatigung der Ergebnisse sowie eine Sero- und Phagentypisierung
erfolgte am Nationalen Salmonellen Referenzlabor.

Pseudomonas spp. (nach § 35 LMBG)
Zur Isolierung von Pseudomonas spp. wurde Cetrimid-Agar (Merck) direkt aus dem Proben-

ansatz beimpft und fir 24 h bei 37 °C, anschlieBend fir weitere 24 h bei Raumtemperatur
bebritet. Pseudomonaden zeigen sich auf Cetrimid-Agar nach 48 h als griin-gelbliche, teils
floureszierende und mindestens 3 mm grofBe Kolonien.

Zur weiteren biochemischen Vorselektion wurden typische Kolonien auf Normalagar subkul-
tiviert und geman Tabelle 9 vordifferenziert. Die anhand des BBL-Crystal-ENF-Systems (Fa.
Beckton Dickinson) durchgefiihrte Differenzierung lieferte ein endgultiges Ergebnis.

Enterococcus spp. (nach § 35 LMBG)

Zur Anreicherung von Enterococcus spp. wurde der Probenansatz tGber Nacht bei 37 °C be-
britet und anschlieBend CATC-Agar (Fa. Merck) beimpft. Dieser wurde dann flir 24 - 48 h
bei 37 °C bebritet. Enterokokken wachsen auf CATC-Agar als kleine weinrote bis himbeer-
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farbene Kolonien. Zur ersten biochemischen Differenzierung anhand Tabelle 9 wurden fir
Enterokokken typische Kolonien auf einem Nahragar subkultiviert. Zur endgultigen Differen-
zierung der Enterokokkenisolate wurden deren Stoffwechselleistungen anhand der in Tabelle
10 aufgelisteten Kriterien geprift. Isolate, die dartiber hinaus im Resistenztest Vancomycin-
MHK-Werte = 4 pug/ml zeigten, wurden im BBL-Crystal-GP weiter differenziert, um die ge-
genlber Vancomycin intrinsisch low-level-resistenten Spezies E. casseliflavus und

E. gallinarum von Isolaten mit sekundar erh6hten MHK-Werten abzugrenzen.

Tabelle 10: Metabolismus ausgewadhlter Stoffe durch Enterococcus spp. (BEJUK ET AL., 2000; DE-
VRIESE ET AL., 2002)

Spezies D(-)Xylose D(-)Mannitol L(+)Arabinose Na-Pyruvat
E. faecium - + + -
E. faecalis - + - +

,E. nonfaecalis/nonfaecium®

E. avium - + + +
E. faecalis (var)

E. dispar

E. durans

E. hirae

E. raffinosus 0 + + +
E. casseliflavus

E. gallinarum

+ + + -
E. flavescens
E. mundtii
»() = variabel; ,+“ = positive Reaktion; ,-, = negative Reaktion
Kryokonservierung

Alle differenzierten Keime wurden bei -70 °C aufbewahrt. Zu diesem Zweck wurden zunachst
Reinkulturen und daraus eine Kryokultur auf Blutagar (grampositive Bakterien) bzw. Normal-
agar (gramnegative Bakterien) gezichtet. Als Medium fiir die Kryokonservierung wurde flr
alle Keime Nutrient Broth mit kryoprotektivem Glycerinzusatz gewahlt und 2 ml auf den
Néahrboden gegeben. Die so gewonnene Keimsuspension wurde in Kryordhrchen pipettiert
und zuné&chst fir 24 h bei -20 °C eingefroren. AnschlieBend erfolgte die Aufbewahrung der
Isolate bei -70 °C.

Probenaufbewahrung

Von jeder Probe wurden 6 g in sterile PP-Rdhrchen (Fa. Greiner) abgewogen und diese Pro-
ben bis zur weiteren Verwendung in der DNA-Extraktion bei -20 °C konserviert.
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2.4 Empfindlichkeitsprifung von Bakterien gegen Antibiotika

Zur Prifung der Empfindlichkeit der Bakterienisolate gegeniber Antibiotika wurde die Be-
stimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) mittels Mikrodilutionsverfahren geman
DIN 58940 (2004) herangezogen. Der Vergleich dieser MHK mit den empirisch ermittelten
Breakpoints der Keime gegenuber dem jeweiligen Antibiotikum ermdglicht die Einstufung des
Bakteriums als ,sensibel, ,intermediar” oder ,resistent” (STOCK UND WIEDEMANN, 1998).

Zur besseren Standardisierung der Methode und um eine Vergleichbarkeit der Resultate mit
Daten aus der Humanmedizin (German Network for Antimicrobial Resistance Surveillance,
GENARS) zu gewéhren, wurde auf das Micronaut® Testsystem unter Anwendung eines Pi-
pettier-Roboters zurlickgegriffen. Zudem wurde als Nahrmedium die zum GENARS-Projekt
identische Charge kation-adjustierter Miiller-Hinton-Bouillon verwendet. Die Testung beruht
auf der Rehydratisierung der Antibiotika durch die Zugabe einer standardisierten Bakterien-
suspension. Das Ergebnis wurde nach 18-24 stiindiger Inkubation bei 37 °C photometrisch
gemessen bzw. visuell ausgewertet und interpretiert. Fir E. coli, coliforme Bakterien, Pseu-
domonas spp., E. faecalis und E. faecium erfolgte die Testung entsprechend DIN 58940-81.
Far die U(brigen Enterococcus-Spezies (in der vorliegenden Untersuchung als
»E. nonfaecalis/nonfaecium® (E. nonfc.) zusammengefassten Arten waren Modifikationen

vom Standardtestverfahren notwendig.

Auswahl der Antibiotika
In der vorliegenden Untersuchung wurden insbesondere Antibiotika, die humanmedizinisch

relevant sind, ausgewahlt. Die Auswahl einiger veterindrmedizinisch angewendeter Antibioti-
ka, die Uberwiegend oral zur Bestandsbehandlung eingesetzt werden, orientierte sich eben-
so wie die Auswahl der humanmedizinisch bedeutsamen Antibiotika an den bestehenden
Resistenzmonitoringprogrammen GENARS (2004) und DANMAP (2004).

Die Testpanels wurden fir die vorliegende Untersuchung in Abstimmung mit wissenschaftli-
chen Beratern der Firma Merlin gemaB den spezifischen Anforderungen des Projekts belegt.
Tabelle 11 zeigt die in der Untersuchung verwendeten Antibiotika inkl. Ihrer Anwendungsbe-
reiche, der untersuchten Konzentrationsbereiche und der angewandten Breakpoints.
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Tabelle 11: Ubersicht iiber die verwendeten Antibiotika

Beschriinkung Untersuchter
Wirkstoffgruppe Wirkstoff Kirzel Anwendung empfohlen o Koniir:‘tariitlﬂ:ons- Panel® S(s) R(>) Referenz
Reserve-AB)*
‘ ’ (ug/ml)
B-Lactame - " . 0,125/2-8/2 GP
a) Penicilline Amoxycillin/Clavulansaure AMC hum + vet nein 1/2-128/2 GN 2/2 8/2 DIN (2004)
(PEN) —— . 0,125-16 GP
Ampicillin AMP hum + vet nein 1-128 GN 2 8 DIN (2004)
. . 2-256 GP
Mezlocillin MZL hum ja 4-16 GN 4 16 DIN (2004)
Oxacillin OXA hum + vet nein 0,25-32 GP 1 1 DIN (2004)
Penicillin G PEN hum + vet nein 0,03125-4 GP 0,125 1 DIN (2004)
Piperacillin PIP hum ja 1-128 GN 4 32 DIN (2004)
Piperacillin/Tazobactam PIT hum ja 1/4-128/4 GN 4 32 DIN (2004)
b) Cephalo- Cefaclor CEC hum nein 1-8 GN 1 4 DIN (2004)
sporine (CEP) Cefazolin CEz hum + vet nein 0,125-16 GP 4 8 DIN (2004)
Cefepim CEP hum nein 2-16 GN 4 16 DIN (2004)
Cefotaxim CTX hum nein 0,25-32 GN 2 8 DIN (2004)
Cefotaxim/Clavulans&ure C/C hum nein 0,25/4-2/4 GN - -
Cefoxitin COX hum nein 2-16 GN 4 8 DIN (2004)
Ceftazidim CAZ hum nein 0,25-32 GN 4 16 DIN (2004)
Ceftazidim/Clavulansaure czc hum nein 0,25/4-2/4 GN -©@ -©
Ceftiofur CET vet nein 0,5-8 GN 4 4 (Dz‘(\)'(\%'AP
. . 0,5-64 GN
Cefuroxim CXM hum nein 1.8 GP 4 8 DIN

(a): Quelle: Klinikleitfaden Intensivmedizin. Die Einstufung als Reserveantibiotikum ist uneinheitlich. So werden Substanzen, die therapeutisch wirken, wenn an-
dere Substanzen nicht mehr wirksam sind, als Reserveantibiotikum bezeichnet, teils sind es auch solche Substanzen, die routinemaBig nicht mehr angewendet
werden.

(b): GP: Panel fir gram-positive Keime; GN: fiir gram-negative Keime;

(c): Die Kombination der Wirkstoffe Ceftazidim und Cefotaxim mit Clavulansaure dient der Detektion ESBL-produzierender Bakterien (Extended Spectrum B-
Lactamases). Breakpoints flr beide Kombinationsantibiotika sind nicht bestimmt.
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Fortsetzung Tab. 11: Ubersicht iiber die verwendeten Antibiotika

Beschrankung  Untersuchter

.. irksto urze nwendung empfohlen onzentrations- ane s > eferenz
Y&'&fﬁéﬁffgr”ppe Wirkstoff Kiirzel Anwend fohl K i Panel S(5) R(>) Ref
(Reserve-AB) bereich
¢) Carbapeneme , . i GP
(CBP) Imipenem IMP hum ja 0,125-16 GN 2 4 DIN (2004)
Meropenem MER hum ja 0,125-16 GN 2 8 DIN (2004)
Aminoglykoside  Amikacin AMK hum ja 2-16 GN 4 16 DIN (2004
(AGL) , . DANMAP
Apramycin APR vet nein 4-64 GN 16 16 (2004)
- . 0,25-16 GP
Gentamicin GEN hum + vet nein 0.25-32 GN 1 4 DIN (2004)
Gentamicin ,high level* GNH hum + vet nein 512 GP 512 512 I(:)Z%BIXAP
. . DANMAP
Kanamycin KAN hum + vet nein 8-64 GP 32 32 (2004)
. . DANMAP
Neomycin NEO hum + vet nein 2-16 GN 8 8 (2004)
Netilmicin NET hum nein 1-4 GN 1 4 DIN (2004)
. . . DANMAP
Spectinomycin SPT vet nein 1-128 GN 64 64 (2004)
. . DANMAP
Streptomycin STR hum + vet nein 4-64 GN 16 16 (2004)
Streptomycin ,high level” SNH hum + vet nein 256-2048 GP 1024 1024 I(:)Z%BIXAP
Tobramycin TOB hum nein 0,25-32 GN 1 4 DIN (2004)
Fenicole (FEN) , , i GP DANMAP
Chloramphenicol CMP hum nein 2-64 GN 16 16 (2004)
. , 2-32 GP DANMAP
Fenicol FLL vet nein 564 GN 16 16 (2004)
Fluorquinolone . . . 0,25-32 GP
(FQL) Ciprofloxacin CIP hum ja 0.0625-8 GN 1 2 DIN (2004)
. . GP NCCLS
Enrofloxacin ENR vet (ja) 0,0625-8 GN 0,25 2 (2004)
Moxifloxacin MOX hum ja 0,0625-8 GP 1 2 DIN (2004)
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Fortsetzung Tab. 11: Ubersicht iiber die verwendeten Antibiotika

. Beschrankung Untersuchter
Y}\ilél:zs;%ffgruppe Wirkstoff Kiirzel Anwendung empfohlen Konzentrations- Panel S () R (>) Referenz
(Reserve-AB) bereich
Glykopeptide Teicoplanin TPL hum ja 0,25-32 GP 8 16 2\120000458
GPT
( ) Vancomycin VAN hum ja 0,5-64 GP 4 8 DIN (2004)
Erythromycin ERY hum + vet nein 0,0625-8 GP 1 4 DIN (2004)

Makrolide

' Tylosin TLS vet nein 0,5-4 GP 4 4 ﬁza(‘)rgg)tr“p
'(Ilrgg)sam'de Clindamycin cLI hum nein 0,0625-8 GP 1 4 DIN (2004)
Oxazolidinone , , , GENARS
(0ZD) Linezolid LIZ hum ja 0,125-16 GP 1 4 (2004)
Potenzierte Sul- . .
fonamide (Sgg?rﬂﬁfgggizl‘;v Trimethoprim gy hum + vet nein gyt gﬁ 16 64  DIN (2004)
(SUL/TRI)
Streptogramine . - - . i NCCLS
(STG) Quinupristin/Dalfopristin SYN hum ja 0,125-16 GP 1 2 (2004)
Tetrazykline . . 0,125-16 GP
(TET) Doxyzyklin DOX hum + vet nein 0.5-4 GN 1 4 DIN (2004)
Andere Colistin COL  hum + vet nein 2-64 GN 8 8 2QQXAP
Andere Fosfomycin FOS hum ja 8-64 GP 32 32 SFM
Andere Metronidazol MTR hum nein 4-32 GP 4 4 DIN (2004)
Andere Nitrofurantoin NFT hum ja 32-256 GP 64 256 DIN (2004)
Andere Rifampicin RAM hum a 0,54 GP 1 o NCCLS

(2004)
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DurchflUhrung der Sensitivitatsprifung nach Standardtestverfahren

Von Ubernachtkulturen auf Blutagar wurden ein bis fiinf Kolonien abgenommen und in phy-
siologische NaCl-Lésung mit einem pH-Wert von 5,9 bis 6,4 Uberimpft. Die Suspension wur-
de auf einen Tribungsgrad nach McFarland von 0,5 eingestellt. Aus dieser Suspension wur-
den bei gramnegativen Keimen 50 pl und bei grampositiven Keimen 100 pl in 13 ml kation-
adjustierter Miiller-Hinton-Bouillon (CAMHB) (Fa. Beckton Dickinson) aus der GENARS-
Charge gegeben. Der Tribungsgrad von 0,5 nach McFarland entspricht anndhernd einer
Keimkonzentration von 4 x 10° KBE/ml (E. coli) bzw. 8 x 10° KBE/ml (Enterococcus spp.).
Die visuelle Einschatzung der Tribung wurde in regelmaBigen Abstadnden photometrisch-
Uberprift. Die Suspension wurde mit Hilfe des Pipettier-Roboters in die Kavitaten der vorbe-
schichteten Mikrotitrationsplatten Gberfihrt und 18 — 24 h bei 37 °C in aerober Atmosphare
bebrdtet.

Durchfihrung der Resistenztests nach adaptiertem Verfahren fir Enterococcus spp.

Das Trailing-Phanomen (Wachstum mit einer Intensitat von bis zu 20 % der Positivkontrolle
in allen Kavitaten) stellte sich insbesondere bei der Beurteilung der in dieser Arbeit als
,E. nonfaecalis/nonfaecium* zusammengefassten Enterokokken dar. Das Wachstum dieser
Spezies wird durch CAMHB teilweise nur mangelhaft unterstitzt, weshalb eine Abgrenzung
zwischen tatsachlichem Wachstum und Trailing-Phanomen nur schwer abzuschatzen ist.
Hier wurde daher ein Hdmophilus-Test-Medium (HTM) als Nahrmedium verwendet, das von
HOLZEL (2006) in Mehrfachreproduktionen mit dem oben aufgefiihrten E. faecalis-Stamm va-
lidiert und anschlieBend mit den entsprechenden E. nonfc.-DSM-Stammen auf seine Eig-
nung fUr die verschiedenen Spezies der E. nonfc.-Gruppe Uberprift wurde.

Alle auf McFarland 0,5 eingestellten Suspensionen wurden zur Vermeidung von Inokulums-
effekten nach der bei HOLZEL (2006) beschriebenen Methode photometrisch auf ihre Kon-
zentrationen innerhalb der DIN-Grenzen Uberpriift.

Die Auswertung der Panels erfolgte mit dem Micronaut®-Scan bzw. bei Bedarf visuell. So
wurde beispielsweise stets visuell Uberprift, wenn bei Streptomycin ,high level” der gemes-
sene Wert > 256 pg/ml betrug, da der Wirkstoff Streptomycin in High-Level-Konzentrationen
im verwendeten Medium haufig Luftblasen bildete, die bei der Scan-Auswertung zu falsch-
positiven Ergebnissen flhren.

Flar Pseudomonas spp. besteht nach DIN (58940-81) eine Bebritungszeit von 24 h. Fir eini-
ge Isolate war jedoch eine Inkubationszeit bis zu 48 h notwendig, da nach 24 h kein oder nur
sehr geringes Wachstum auf der Wachstumskontrolle der Testpanels festzustellen war. Eine
Verlangerung der Inkubationszeit von 24 h auf 48 h erbrachte keine substantiellen Verande-
rungen der MHK-Werte (im Einzelfall + 1 MHK-Stufe).
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Qualitatskontrolle

Zur Vermeidung von Fehlinterpretationen und zur Gewahrleistung replizierbarer Ergebnisse
erfolgte in regelmaBigen Abschnitten eine Uberpriifung des Empfindlichkeitstestungs-
verfahrens mittels Kontrollstdammen, deren MHK-Werte gegen die zu testenden Substanzen
bekannt sind. Als Referenzkeime wurden E. coli DSM 1103, P. aeruginosa DSM 1117 und
ATCC 278583, L. monocytogenes DSM 20600 und ATCC 2482, L. innocua ATCC 14298,
L. welshimeri SL 5324, E. faecalis DSM 2570 und E. casseliflavus DSM 20680 verwendet.

Zudem befand sich auf jeder Mikrodilutionsplatte eine Kavitdt ohne Antibiotika als Wachs-
tumskontrolle, mittels derer das Keimwachstum unbeeinflusst von antimikrobiellen Wirkstof-

fen Gberprift werden konnte.

Als Kontrolle fir die Reinheit der Bakterienkultur und fir die Bakterienkonzentration wurde
die beimpfte CAMHB bzw. das HTM-Medium nach dem Pipettiervorgang auf Blutagar aus-
gestrichen. Wachstum im jeweiligen Konzentrationsbereich eines Antibiotikums zeigte sich
durch Tribung, die photometrisch bzw. visuell erkennbar war. Bei den Enterokokken musste
das Wachstum im jeweiligen Konzentrationsbereich aufgrund des zuvor beschriebenen Trai-
ling-Phanomens bei Bedarf visuell Gberpruft werden.
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2.5 Methoden der molekularbiologischen Untersuchungen

251 Auswahl der Testparameter

Die Auswahl bestimmter Resistenzgene in molekularbiologischen Untersuchungen kann zum
Einen durch die Lage der Gene auf beispielsweise beweglichen Elementen, zum Anderen
durch ihre Vorkommenshéaufigkeit aufgrund eines gewissen Selektionsdrucks erfolgen.
Tetrazykline gehdéren zu den sowohl in der Veterindrmedizin als auch in der Humanmedizin
am haufigsten eingesetzten Antibiotika. Ausgewahlt wurden fir die vorliegende Untersu-
chung die Tetrazyklin-Resistenzgene tet(M) und tet(O) als haufigste Vertreter der ribosom-
modifizierenden Gene und tet(B) als der bei Bakterien am weitesten verbreitete Vertreter fr
die Codierung von Efflux-Proteinen (ROBERTS, 2005).

2.5.2 Extraktionsprotokoll

Vorbereitung der Proben und Herstellung eines Bakterienpellets

Fir die DNA-Extraktion wurden 1 cm? Gemdiseoberflache ausgestanzt bzw. 1 g Getreide in
ein PP-Rbéhrchen eingewogen. AnschlieBend wurde 1 ml PBS zugegeben, der Probenansatz
fir 30 min geschittelt und der Ansatz 5 min bei 18.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand iber
dem Pellet wurde abpipettiert.

Lyse der Zellen

Das Pellet wurde in 100 ul TE Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden je Probe 100 pl
einer 10 mg/ml Lysozymlésung beigegeben und fiir mindestens 10 min bei 30 °C inkubiert.
Die Lysozymlésung wurde mit TE Puffer angesetzt und bei -20°C in Aliquots gelagert. Da die
in den Bakterienzellen enthaltene RNA bei der DNA-Isolierungsmethode mitextrahiert wird
und teilweise die PCR stdren kann, wurde ein RNase-Verdau eingebaut. Hierzu wurden 10 pl
RNase A (25 mg/ml) zugegeben und fir 2 min bei Raumtemperatur verdauen lassen.

Durch Zentrifugieren flr 5 min bei 4.000 x g wurden die festen Bestandteile pelletiert, der
Uberstand danach abpipettiert und das Pellet anschlieBend in 200 pl BTL Puffer resuspen-
diert. Fir die vollstindige Lyse der Bakterien wurden dann 25 pul OB™Protease (15 mg/ml)
zugegeben und die Mischung bis zur vollstandigen Lyse der Bakterienzellen bei 55 °C inku-
biert.

Laden und Binden

Nach der Lyse der Bakterien wurden 220 ul BDL Puffer zugegeben, der Ansatz gemischt und
fir 10 min bei 70 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 220 ul absoluter Ethanol zugegeben
und der Ansatz wieder sorgfaltig gemischt.

Eine HiBind®-Zentrifugensdule wurde in ein 2 ml Sammel-Tube gesteckt und der gesamte
Ansatz einschlieBlich aller Prazipitate auf die Saule gegeben. Die Saule im Tube wurde flr
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1 min bei 8.000 x g zentrifugiert, der Sdulendurchfluss und das Sammel-Tube wurden an-

schlieBend verworfen.

Waschen | und Il

Die Saule wurde in ein frisches 2 ml Sammel-Tube gesteckt, und 750 ul des mit absolutem
Alkohol kompletierten DNA-Waschpuffers wurden auf die S&ule pipettiert. Die Saule im Tube
wurde fur 1 min bei 8.000 x g zentrifugiert, der Saulendurchfluss wurde anschlieBend verwor-
fen und das benutzte Sammel-Tube im nachsten Schritt weiterverwendet.

Trocknen
Die Zentrifugensaule wurde in das geleerte Sammel-Tube gesteckt und 2 min bei 10.000 x g
vollstéandig getrocknet.

Elution

Die Zentrifugensaule wurde dann in ein sauberes 1,5 ml Zentrifugenréhrchen gesteckt und
die DNA mit 100 pl auf 70 °C vorgewarmtem Elutionspuffer eluiert. Hierzu wurde direkt auf
die Matrix pipettiert und der Ansatz fur 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurde der Ansatz fir 1 min bei 8.000 x g zentrifugiert und die Elution mit weiteren 100 pl Elu-
tionslésung wiederholt.

25.3 Real-time-PCR zum Nachweis von tef(B), tef(M) und tet(O)

Im Folgenden sind die PCR-Protokolle fiir die einzelnen Anwendungen aufgefihrt. Die PCR
wurde in 20-pl-Ansatzen in dem LightCycler® (Nr. 1401018) der Fa. Roche durchgefiihrt. Die
PCR-Ansétze erfolgten in Anlehnung an die Empfehlungen des Herstellers, wurden aber der
Anwendung entsprechend optimiert. In Tabelle 12 ist zun&chst der optimierte Mix flr die Re-
al-time-PCR mit LightCycler®-Hybridisierungssonden dargestellt. Wie bereits unter 1.4 ,Mate-
rial fir die molekularbiologischen Untersuchungen® beschrieben, erfolgte der Nachweis der
tet-Gene unter Verwendung der Primer nach AMINOV ET AL. (2001). Diese wurden mit TE-
Puffer (10mM Tris-HCl und 1 mM EDTA) zu 10 uM Stocklésungen vermischt und in Aliquots
von je 50 pl bei -20° C gelagert.
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Tabelle 12: Optimierter Mix fiir die Real-time-PCR mit LightCycIer®-Hybridisierungssonden

Reagenz eingesetztes Volumen (pl) Endkonzentration
DNA-Extrakt 5,0 -
PCR-HO 6,6 -

MgCl, 2,4 4,0 mM

Fast Start DNA Master® 2,0 0,3 mM
Primer forward 1,0 0,3 mM
Primer reverse 1,0 0,3mM
Hybridisierungssonde LC 640 1,0 0,2 mM
Hybridisierungssonde FL 1,0 0,2mM

Der optimierte Mix wurde fir alle PCR-Anséatze (tet(B), tet(M), tet(O)) angewendet. Vor dem
Pipettieren wurden die Lésungen sorgfaltig durchmischt. Der gesamte Master-Mix von 20 pl
wurde in LightCycler®-Kapillaren pipettiert und so in den LightCycler® eingebracht.

Die Real-time-PCR durchlief nach ausgewéahlten PCR-Programmen, die fir das jeweils zu
detektierende Gen optimiert wurden, 50 Zyklen in der Amplifizierung. Die Tabellen 13 bis 15
zeigen die fir die zu detektierenden Gene optimierten Programme.

Tabelle 13: PCR-Programm fiir tef(B)

Programm Temperatur Zeit Slope Ac?n%sggon
Preinkubation 95 °C 600 s 20 °C/s None
95 °C O0s 20 °C/s None
Amplifizierung 60 °C 6s 20 °C/s Single
72 °C 5s 20 °C/s None
95 °C O0s 20 °C/s None
Schmelzkurvenanalyse 50 °C 30s 20 °C/s None
95 °C Os 0,1 °C/s Continuous

Kihlen 40 °C 30s 20 °C/s None
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Tabelle 14: PCR-Programm fiir tet(M)

Programm Temperatur Zeit Slope Acmt:)sc:gon
Preinkubation 95 °C 600 s 20 °C/s None
95 °C O0s 20 °C/s None
Amplifizierung 50 °C 8s 5 °C/s Single
72 °C 4s 20 °C/s None
95 °C O0s 20 °C/s None
Schmelzkurvenanalyse 50 °C 30s 20 °C/s None
95 °C O0s 0,1 °C/s Continuous
Kihlen 40 °C 30s 20 °C/s None
Tabelle 15: PCR-Programm fiir tef(O)
Programm Temperatur Zeit Slope Acmt:)sc:gon
Preinkubation 95 °C 600 s 20 °C/s None
95 °C O0s 20 °C/s None
Amplifizierung 56 °C 8s 20 °C/s Single
72 °C 4s 20 °C/s None
95 °C O0s 20 °C/s None
Schmelzkurvenanalyse 50 °C 30s 20 °C/s None
95 °C O0s 0,1 °C/s Continuous
Kuhlen 40 °C 30s 20 °C/s None

Bei jedem PCR-Durchgang wurden eine Standardreihe als Positivkontrolle und eine Negativ-
kontrolle mitgefihrt. Als Positivkontrolle diente aus einer Reinkultur extrahierte DNA, die das
jeweilige Tetrazyklin-Resistenzgen besaB. Als Negativkontrolle wurde PCR-H,O der Firma
Roche eingesetzt. Als tet(M)-Standard diente der Bacillus cereus-Stamm R89 (AGERS@ ET
AL., 2004). Die Gene firr den Standard von tet(B) stammten aus dem E. coli-Stamm ec02628,
fir den Standard tef(O) aus dem E. faecalis-Stamm efa3952 (beide von HOLZEL, 2006), de-
ren Bestatigung durch Sequenzierung durch die Fa. Sequiserve erfolgte. Da Bacillus R89
tet(M) genau in einer Kopie verankert tragt, wurde R 89 auch zur Methodenvalidierung ge-

nutzt.

254 Methodenvalidierung

Zur Methodenvalidierung musste zunachst tet(M)-freies Probenmaterial erzeugt werden. Die
Herstellung von ,DNA-freien Gemiseproben erfolgte durch Cobaltg-Bestrahlung mit
409 kGy fur 72 h im Institut fur Radiochemie der TU Minchen in Garching in Anlehnung an
AGERS@ ET AL. (2004) und HOLZEL (2006).
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Der qualitative Nachweis von tet-Genen aus Bakterienisolaten erfolgte, wie bei HOLZEL
(2006) beschrieben, zunachst aus bakteriellem Kulturmaterial, um potentiell inhibitorische Ef-
fekte des Probenmaterials zu vermeiden. Als Probenmaterial dienten folgende, von HOLZEL
(2006) aus Gulle isolierte, tetrazyklinresistente, unter C 1.4 ,Labormaterial fir die molekular-
biologischen Untersuchungen® bereits beschriebene Bakterienstamme: E. faecalis und E.
faecium fir tet(M) und tet(O), E. coli und Salmonella fir tet(B). Als Standard fiir die Amplifi-
zierung von tet(M) wurde Bacillus R89 nach AGERS@ ET AL. (2004) eingesetzt, der tet(M) in
genau einer Kopie chromosomal verankert tragt. Amplifikate der Zielgenabschnitte wurden
durch externe Sequenzierung durch die Fa. Sequiserve bestatigt.

Als tet(M)-Dotierungsmaterial und als Standard diente Bacillus R89. Zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate wurden tet-freie Pflanzenproben mit Bacillus R89-Suspensionen mit
Keimkonzentrationen von 10° bis 10® KBE/mI beimpft. Das Verhéltnis der Probe zur Keim-
suspension betrug 10 : 1, wie auch Tabelle 79 im Ergebnisteil zu entnehmen ist. Zur Repro-
duktion der Keimkonzentration wurde die Ausgangslésung der Bacillus R89-Suspension auf
einen Triibungsgrad von McFarland 1 (3 x 10° KBE/ml) eingestellt und in 1:10 Stufen ver-
dannt. Die Bacillus R89-Konzentrationen in den dotierten Pflanzenproben betrugen ca. 1 x
10" bis 1 x 10° KBE/ml. Bestatigt wurde der Keimgehalt der Suspension durch Keimzahlbe-
stimmung. Die anschlieBende Real-time-PCR zur Amplifizierung und Quantifizierung wurde
dann wie unter C2.5.3 ,Real-time-PCR" beschrieben nach der Extraktion der mit tet(M) do-
tierten Proben durchgefiihrt. Die Extrakte aus diesem Versuch wurden in den weiteren Un-
tersuchungen als probennaher Standard mitgeftihrt.

2.6 Auswertung der Daten

2.6.1 Kultureller Keimnachweis und Keimisolierung

Proben wurden hinsichtlich der ausgewdahlten Bakterienarten als ,negativ* eingestuft, wenn
aus ihnen mittels der genannten Kultivierungsverfahren keine Kolonien angeziichtet werden
konnten. Als ,positiv‘ wurden Proben bezeichnet, wenn nach der Kultivierung mindestens ei-
ne Kolonie entsprechend den genannten Verfahren isoliert und bestatigt werden konnte. Je
positiver Probe wurden zwei Kolonien der entsprechenden Bakterienart abgenommen und
identifiziert. Der Empfindlichkeitsprifung wurde jedoch lediglich ein Isolat zugeflihrt. Beide
Isolate wurden kryokonserviert. Isolate, die nach der Kryokonservierung oder auf der Mikroti-
terplatze kein Wachstum zeigten, gingen nicht in die Auswertung ein.
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2.6.2 Phanotypische Resistenzuntersuchungen

Bei der Auswertung der phanotypischen Resistenzuntersuchungen wurden die MHK-Werte,
die kleiner als die niedrigste gemessene Konzentration waren, der niedrigsten Konzentration
gleichgesetzt. Werte, die Uber dem hdchsten gemessenen Konzentrationsbereich lagen,
wurden dem nachst héheren Konzentrationsbereich zugeordnet. Die so gewonnenen Daten
von Bakterien aus landwirtschaftlichem Probenmaterial und solchen aus Supermarktproben
sowie aus unterschiedlichen Matrices wurden zum Einen hinsichtlich der Vorkommenshau-
figkeit resistenter Bakterien, zum Anderen hinsichtlich der MHK-Werte verglichen. Als Tests
fir mogliche signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (landwirtschaftlicher Betrieb
vs. Supermarkt) wurden der Chi-Quadrat-Test bzw. t-Test herangezogen, wie unter C 2.6.4
,Statistik® beschrieben. Die Einstufung als ,hochmehrfachresistent® erfolgte in Abhangigkeit
von der bei der betreffenden Spezies haufig beobachteten Anzahl der Resistenzen.

Vergleich der erhobenen Resistenzdaten mit Daten des GENARS-Projekts (2004)
Die erhobenen Resistenzdaten der vorliegenden Untersuchung wurden mit den Resistenzda-

ten des GENARS-Projekts aus dem Jahr 2004 verglichen. Hierbei erfolgte eine Gegeniber-
stellung der Resistenzraten aus beiden Untersuchungen bei folgenden Bakterienarten:
E. coli, Enterobacter cloacae, E. faecalis, E. faecium und P. aeruginosa.

2.6.3 Molekularbiologische Untersuchungen

Die ermittelten Rohdaten aus der PCR wurden in logarithmierte (logso) Daten umgewandelt.
Der prozentuale Anteil positiver und negativer Proben (als ,positiv‘ wurden Proben bezeich-
net, wenn entsprechend der Nachweisgrenze das entsprechende Gen in der Probe mittels
PCR detektiert wurde) aus beiden Vermarktungsstufen (landwirtschaftlicher Betrieb und Su-
permarkt) sowie aus unterschiedlichen Matrices wurde mit dem Chi-Quadrat-Test verglichen.
Die jeweiligen Kopien-Gehalte der Proben wurden mittels t-Test ausgewertet, um mdogliche
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Vermarktungsstufen hinsichtlich der Gen-
Gehalte zu ermitteln. Weiterhin wurde zwischen den verschiedenen Matrices unterschieden,
um potentielle inhibitorische Einflisse zu beurteilen.

2.6.4 Statistik

Statistische Auswertung der Daten und durchgeflihrte Tests

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit den PC-Software-Programmen Sigma
Stat Version 3.1 und MS Excel.

Die in der Untersuchung gewonnenen Daten wurden zunachst nach KOLMOGOROV-
SMIRNOFF auf Normalverteilung geprift. Da die erhobenen MHK-Werte ordinal skaliert wa-
ren und eine Normalverteilung auch bei Daten, die zur Basis 2 logarithmiert (log,) worden
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waren, keine Normalverteilung festgestellt werden konnte, wurden potentielle Unterschiede
zwischen den Isolaten unterschiedlicher Herkunft mit dem Rangsummentest nach Mann-
Whitney hinsichtlich ihrer Signifikanz getestet.

Nominal skalierte Daten (Einstufung der Isolate in ,sensibel”, ,intermediar® und ,resistent®)
wurden hinsichtlich signifikanter Unterschiede mit dem Chi-Quadrat-Test bzw. mittels der
2 x 3-Felder-Tafel (LOzAN, 1992) ausgewertet. In Tabelle 16 ist die statistische Auswertung
mit den dazugehdrigen Tests zusammengefasst.

Tabelle 16: Statistische Tests in der Auswertung der Daten

Datenskalierung Normal- Test
verteilung
i . ja t-Test
intervallskaliert . )
nein Mann-Whitney-Rangsummen-Test

ordinal skaliert nein Chi-Quadrat-Test

. . . Chi-Quadrat-Test
nominal skaliert nein .

Fischer-Exakt-Test

Signifikanz

Als ,signifikant® wurden Unterschiede und Korrelationen bezeichnet, wenn die Irrtumswahr-
scheinlichkeit geringer als bzw. gleich 5 % war. In diesem Fall wurde die Nullhypothese ab-
gelehnt. Tabelle 17 zeigt die Signifikanzgrenzen.

Tabelle 17: Signifikanzgrenzen (nach LOzAN, 1992)

Irrtumswahrscheinlichkeit Bezeichnung
>5% nicht signifikant (n.s.)
£5%->1% signifikant (*)
£1%->0,1% signifikant (**)
<0,1% signifikant (***)
AusreiBBer

Die Berechnung von AusreiBern erfolgte nach einem allgemeingiltigen Schema (LOZzAN,
1992). Werte, die auBerhalb des Bereiches x t 4s (Mittelwert £ 4 x Standardabweichung) la-
gen, gingen nicht in die Berechnung ein, da sie statistisch als ,AusreiBer“ bezeichnet wer-
den.
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D Ergebnisse

Im Zeitraum von Februar bis Dezember 2004 wurden 1001 Proben pflanzlicher Herkunft von
landwirtschaftlichen Betrieben und Supermarkten in Bayern bakteriologisch untersucht. Die
isolierten Bakterien wurden anschlieBend hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegenlber aus-
gewahlten Antibiotika getestet.

Aus den Ruckstellproben wurden mittels einer Realtime-PCR die Tetrazyklin-Resistenzgene
tet(M), tet(O) und tet(B) isoliert und quantifiziert.

1 Vorkommen resistenzrelevanter Keime in pflanzlichen Le-

bensmitteln

Sowohl aus Probenmaterial von landwirtschaftlichen Betrieben als auch aus Probenmaterial
von Supermdrkten waren ubiquitédr vorkommende, fakultativ pathogene Bakterien zu isolie-
ren. Die pathogene Bakterienart Salmonella spp. konnte nur aus einer Supermarktprobe
(Knoblauch) isoliert werden. Aus 14 % der Proben (n = 141) wurden keine der ausgewahlten
Bakterien angezlchtet (Nachweisgrenze fir Methoden ohne Anreicherungsverfahren:
10°KBE/g).

Coliforme, Enterococcus spp. und Listeria spp. wurden aus dem Probenmaterial, das direkt
von landwirtschaftlichen Betrieben stammte, signifikant haufiger isoliert als aus dem von Su-
permérkten (Coliforme: p < 0,001, Enterococcus spp.: p = 0,005, Listeria spp.: p = 0,013).
Dagegen wurden Pseudomonas spp. aus Supermarktproben signifikant haufiger isoliert als
aus denen von landwirtschaftlichen Betrieben (Chi-Quadrat-Test: p < 0,001).

Zwischen den Matrices waren zum Teil hochsignifikante Unterschiede hinsichtlich der Hau-
figkeit des Nachweises der ausgewahlten Bakterien festzustellen. Wahrend aus Wurzelge-
muse fast immer mindestens eine der avisierten Bakteriengruppen isoliert werden konnte,

war dies bei Getreide nur in ca. 70 % der Proben der Fall (vgl. Tabelle 18).
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Tabelle 18: Vorkommen ausgewahlter Bakteriengruppen in pflanzlichem Probenmaterial

Frucht- Wurzel- Salat- Zwiebel-

Gesamt' gemise gemise gemise gemiise EEiElR

n % n % n % n % n % n %
E. coli 34 3.4 6 3,4 8 4,0 10 5,0 5 2,3 5 2,5
Landw. Betrieb 14 4,7 1 2,0 3 4,6 2 3,3 4 6,7 4 6,5
Supermarkt 20 2,9 5 4,0 5 3,6 8 5,7 1 0,6 1 0,7
Coliforme Keime 688 68,7 121 69,1 180 87,4 143 71,1 141 65,0 103 51,0
Landw. Betrieb 238 79,6 * 18 36,0 60 90,9 57 93,4 42 70,0 61 98,4
Supermarkt 450 64,1 " 103 82,4 120 85,7 86 61,4 99 63,1 42 30,0
Pseudomonas spp. 439 43,9 66 37,7 168 81,6 123 61,2 74 34,1 8 4,0
Landw. Betrieb 108 36,1~ 4 8,0 48 72,7 37 60,7 12 20,0 7 11,3
Supermarkt 331 472" 62 49,6 120 85,7 86 61,4 62 39,5 1 0,7
Salmonella spp. 1 0,1 0 0 0 0 0 0 1 0,5 0 0
Landw. Betrieb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Supermarkt 1 0,1 0 0 0 0 0 0 1 0,6 0 0
Enterococcus spp. 674 68,1 127 72,6 146 70,9 155 77,1 107 49,3 147 72,8
Landw. Betrieb 215 71,9* 19 38,0 55 83,3 54 88,5 26 43,3 61 98,4
Supermarkt 459 65,4 108 86,4 91 65,0 101 72,1 81 51,6 78 55,7
Listeria spp. 11 1,1 3 1,7 5 24 1 0,5 1 0,5 1 0,5
Landw. Betrieb 7 23" 2 4,0 2 3,0 1 1,6 1 1,7 1 1,6
Supermarkt 4 0,6* 1 0,8 3 2,1 0 0 0 0 0 0
Positiv gesamt (%)’ - 80,0 2 99,5° 93,5° 81,12 69,8 ¢

! positiv beziiglich mindestens einer der avisierten Bakteriengruppen

* Die Raten der in den unterschiedlichen Vermarktungsstufen isolierten Bakterien unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) entsprechend der jeweiligen Bakteriengruppe bzw. -
gattung

abed pie Raten der beziigl. der ausgewahlten Bakterien positiven Matrices unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)
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1.1 Differenzierung der coliformen Keime

In der Gruppe der ,Coliformen” konnten 688 Isolate von 710 bis auf die Speziesebene diffe-
renziert werden. Dabei zeigte sich, dass der Uberwiegende Teil der Isolate der Gattung Ente-
robacter zuzuordnen ist. Vertreter der Gattungen Pantoea, Serratia und Klebsiella waren
deutlich weniger haufig nachzuweisen, wahrend solche der Gattungen Citrobacter, Hafnia
oder Yersinia nur vereinzelt zu finden waren (vergleiche Abbildung 7).

500 - 465
450 ~
400 -
350 -
300 -
250 ~
200 -

150 +

Anzahl der Isolate (n)

96
100 -

50 -

Bakteriengattung

Abbildung 7: Gattungszugehoérigkeit von aus pflanzlichen Proben isolierten coliformen
Bakterien
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Bei der Gattung Enterobacter dominierten die Spezies E. cloacae und E. sakazakii gefolgt
von E. gergoviae. Die zur Gattung Pantoea zughdrigen lsolate waren ausschlieBlich der
Spezies P. agglomerans zuzuordnen, wahrend die Gattungen Klebsiella und Serratia durch
zwei bzw. finf unterschiedliche Arten vertreten waren (vgl. Tabelle 19). Nicht unerwahnt soll
bleiben, dass aus einer Probe Yersinia enterocolitica isoliert worden ist.

Tabelle 19: Systematische Zugehorigkeit coliformer Bakterien isoliert aus pflanzlichen Le-
bensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt
(n=688) (n=238) (n=450)

Spezies n % n % n %
Enterobacter aerogenes 24 3,5 10 4,2 14 3,1
Enterobacter asburiae 2 0,3 0 0 2 0,4
Enterobacter cancerogenus 46 6,7 16 6,7 30 6,7
Enterobacter cloacae 172 25,0 56 23,5 116 25,8
Enterobacter gergoviae 92 13,4 33 13,9 59 13,1
Enterobacter sakazakii 129 18,8 43 18,1 86 19,1
Pantoea agglomerans 96 14,0 44 18,5° 52 11,6 °
Cedecea lapagei 2 0,3 2 0,8 0 0
Citrobacter freundii 4 0,6 1 0,4 3 0,7
Ewingella americana 2 0,3 0 0 2 0,4
Hafnia alvei 3 0,4 3 1,3 0 0
Klebsiella oxytoca 15 2,2 6 2,5 9 2,0
Klebsiella pn. spp. pn. 21 3,1 2 0,8 19 4,2
Kluyvera ascorbata 8 1,2 2 0,8 6 1,3
Kluyvera cryocrescens 6 0,9 3 1,3 3 0,7
Leclercia adecarboxylata 2 0,3 1 0,4 1 0,2
Rahnella aquatilis 22 3,2 5 2,1 17 3,8
Serratia fonticola 4 0,6 1 0,4 3 0,7
Serratia liquefaciens 10 1,5 4 1,7 6 1,3
Serratia marcescens 25 3,6 5 2,1 20 4,4
Serratia plymuthica 1 0,2 1 0,4 0 0
Serratia rubidea 1 0,2 0 0 1 0,2
Yersinia enterocolitica 1 0,1 0 0 1 0,2

b Zahlen mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant beziigl. der entsprechen-
den Spezies
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1.2 Differenzierung von Pseudomonas spp.

Die Bestimmung der systematischen Zugehdérigkeit der Pseudmonas-Isolate ergab, dass mit
Abstand die meisten Isolate der Spezies P. aeruginosa angehdren. Die Spezies P. putida
und P. fluorescens waren deutlich weniger haufig nachzuweisen (vgl. Tabelle 20).

Tabelle 20: Systematische Zugehorigkeit von Pseudomonas spp. (n = 439) isoliert aus pflanzli-
chen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

(n = 439) (n =108) (n =331)
Spezies n % n % n %
P. aeruginosa 295 67,2 80 74,1 215 65,0
P. fluorescens 38 8,7 3 2,87 35 10,6 °
P. putida 106 24,2 25 23,1 81 24,5

b Zahlen mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant bezlglich der entspre-
chenden Spezies

Beim Vergleich der Vermarktungsstufen féllt auf, dass P. fluorescens signifikant (p < 0,05)

haufiger in Proben aus dem Supermarkt nachzuweisen war, als in denen von landwirtschaft-

lichen Betrieben. Bezlglich P. aeruginosa war tendenziell ein umgekehrtes Verhalten fest-

stellbar, was sich jedoch statistisch nicht absichern lieB (p > 0,05). P. putida wurde etwa zu

gleichen Teilen aus Probenmaterial unterschiedlicher Vermarktungsstufen isoliert.

1.3 Differenzierung von Enterococcus spp.

Die Prufung der systematischen Zugehorigkeit der Enterococcus-lsolate ergab, dass die
Spezies E. faecalis und E. faecium nur 14,0 bzw 8,3 % der Grundgesamtheit ausmachten.
Andererseits féllt auf, dass Xylose-positive E. raffinosus die Enterokokkenflora von pflanzli-
chen Lebensmitteln beider Vermarktungsstufen dominierten.

Was den Einfluss der Vermarktungsstufe auf das Vorkommen bestimmter Spezies betrifft, so
war E. raffinosus signifikant haufiger aus Produkten von landwirtschaftlichen Betrieben als
aus jenen von Supermarkten zu isolieren (p <0,001). Gleiches trifft zu fur E. faecalis
(p < 0,05), wahrend E. faecium zumindest tendenziell haufiger in Proben aus dem Super-
markt zu finden war (p > 0,05), wie aus Tabelle 21 hervorgeht.



Ergebnisse 77

Tabelle 21: Systematische Zugehorigkeit von Enterococcus spp. (n = 682) isoliert aus pflanzli-
chen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

(n=682) (n =223) (n = 459)
Spezies n % n % n %
E. faecalis 100 14,7 42 18,8 2 58 12,6 °
E. faecium 59 8,7 13 5,8 46 10,0
»E. nonfaecalis/nonfaecium" 523 76,7 168 75,3 355 77,3
davon:
E. avium | E. raffinosus®® 14 2,1 5 2,2 9 2,0
E. dispar 4 0,6 1 0,5 3 0,7
E. gallinarum-Gruppe® 96 14,1 14 6,3° 82 17,9 °
E. hirae | E. durans 8 1,2 0 0 8 1,7
E. raffinosus® 355 52,1 137 61,4° 218 475"
nicht differenzierbar 46 6,8 11 4,9 35 7,6

@ D(-)Xylose: negativ, beide Spezies mdglich.

®E gallinarum-Gruppe: E. casseliflavus, E. flavescens, E. gallinarum

© D(-)Xylose: positiv

b Zahlen mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant beziigl. der entsprechen-
den Spezies

1.4 Differenzierung von Listeria spp.

Insgesamt wurden aus elf Proben Listerien isoliert, die finf verschiedenen Spezies angehd-
ren. Dabei war L. monocytogenes die am haufigsten isolierte Spezies (vgl. Tabelle 22).

Tabelle 22: Systematische Zugehdérigkeit von Listeria spp. (n = 11) isoliert aus pflanzlichen Le-
bensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt
(n=11) (n=7) (n=4)

Spezies n n n

L. innocua 2 2 0

L. ivanovii 3 2 1

L. monocytogenes 4 3 1

L. murrayi 1 0 1

L. seeligeri 1 0 1
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2 Phanotypische Resistenz von Bakterien pflanzlichen Ur-
sprungs

In der Zeit von Méarz bis Dezember 2004 wurden 1854 Bakterienisolate hinsichtlich ihrer Re-
sistenzeigenschaften untersucht. In den folgenden Tabellen sind die prozentualen Verteilun-
gen der Antibiotikaresistenzen sowie im Anhang die Verteilung der MHK-Werte dargestellt. In
die Darstellungen sind nur solche Substanzen aufgenommen worden, denen gegenuber eine
natdrliche Empfindlichkeit der untersuchten Spezies angenommen wurde. Zum Teil waren
Vergleiche zwischen den Isolaten aus landwirtschaftlichen Betrieben und aus Supermérkten
hinsichtlich des Resistenzverhaltens aufgrund ihrer geringen Anzahl nicht méglich, so dass
diese Auswertung nur bei bestimmten Bakterienarten durchgefuhrt werden konnte.

2.1 E. coli

Die Ergebnisse der Resistenztests von E. coli sind in Tabelle 23 dargestellt. Die Untersu-
chungen ergaben Resistenzen vor allem gegentber Amoxycillin/Clavulansaure, Ampicillin,
Cefaclor, Cefoxitin, Cefuroxim und Spectinomycin. Bei Cefaclor und Amoxycillin/Clavulan-
saure waren zudem je 23,5 % der Isolate am Breakpoint zur Resistenz zu beobachten (vgl.
Tabelle A 4 im Anhang). Eine verringerte Empfindlichkeit der Isolate wurde darlber hinaus
gegeniber Doxyzyklin, Mezlocillin, Netilmicin und Piperacillin festgestellt. Entsprechend der
Verteilung der MHK-Werte (vgl. Tabelle A 4) befanden sich zudem 44 % der empfindlichen
Isolate bei Amikacin, 29,4 % bei Tobramycin, 24 % bei Gentamicin und 26,5 % bei Doxy-
zyklin am Breakpoint von ,sensibel“ nach ,intermediar”. Als vollstandig sensibel erwiesen
sich hingegen Isolate gegenlber den Fluorchinolonen, Meropenem und Neomycin.
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Tabelle 23: Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender E. coli-Isolate (n = 34)
aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft [n (%)]

Antibiotikum Sensibel Intermediar Resistent
Amoxycillin/Clavulanséure 9 (26,5) 14 (41,2) 11 (32,3)
Amikacin 29 (85,3) 5(14,7) 0
Ampicillin 7 (20,6) 10 (29,4) 17 (50,0)
Apramycin 30 (88,2) - 4 (11,8)
Ceftazidim 32 (94,1) 2(5,9) 0
Cefaclor 6(17,7) 9 (26,4) 19 (55,9)
Cefepim 33 (97,1) 1(2,9) 0
Ceftiofur 30 (88,2) - 4 (11,7)
Ciprofloxacin 34 (100) 0 0
Chloramphenicol 29 (85,3) - 5(14,6)
Colistin 31 (91,1) 0 3(8,8)
Cefoxitin 14 (41,2) 7 (20,6) 13 (38,3)
Cefotaxim 30 (88,3) 2(5,8) 2(5,8)
Cefuroxim 16 (47,1) 10 (29,4) 8 (23,5)
Doxyzyklin 19 (55,9) 10 (29,4) 5(14,7)
Enrofloxacin 34 (100) 0 0
Florfenicol 28 (82,4) - 6 (17,7)
Gentamicin 26 (76,5) 7 (20,6) 1(2,9)
Imipenem 23 (97,1) 1(2,9) 0
Meropenem 34 (100) 0 0
Mezlocillin 21 (61,8) 6(17,7) 7 (20,6)
Neomycin 34 (100) - 0
Netilmicin 22 (64,7) 12 (35,3) 0
Piperacillin 24 (70,6) 6 (17,7) 4 (11,7)
Piperacillin/Tazobactam 32 (94,1) 2 (5,9) 0
Spectinomycin 19 (56,0) - 15 (44,0)
Streptomycin 31 (91,3) - 3 (8,8)
Co-Trimoxazol 30 (88,2) 2 (5,9) 2 (5,9)
Tobramycin 29 (85,3) 5(14,7) 0

.~ Intermediarbereich ist nicht definiert

Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Aufgrund der geringen Anzahl von Isolaten sind die erhobenen Befunde nur sehr zuriickhal-
tend zu interpretieren. Bei zahlreichen Substanzen (Amoxycillin/Clavulansaure, Mezlocillin,
Cefoxitin, Cefotaxim, Apramycin, Streptomycin, Spectinomycin, Doxyzyklin und Co-
Trimoxazol) bestand eine Tendenz zu héheren Resistenzraten bei Isolaten aus Proben die
vom landwirtschaftlichen Betrieb stammten, als bei Isolaten aus Supermarktproben. Signifi-
kant war der Unterschied zwischen den Resistenzraten fir Piperacillin (p = 0,026). Hier wa-
ren 28,6 % der Isolate aus landwirtschaftlichen Proben als resistent einzustufen, wahrend
kein einziges Isolat aus Supermarktproben diese Eigenschaft aufwies. Die MHK-Werte von
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Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial (MHK_w) und solchen aus Supermarktpro-
ben (MHKSs) unterschieden sich signifikant bei Amikacin (MHKw vs. MHKs 0,09 log, Konzent-
rationsstufen) und bei Neomycin (MHKs vs. MHK 0,17 log, Konzentrationsstufen). Ein ein-
heitlicher Trend zu héheren MHK-Werten konnte bei keiner der beiden Gruppen festgestellt

werden.

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Aufgrund geringer Isolatezahlen konnten bezlglich der Verteilung sensibler, intermediarer
und resistenter Isolate keine signifikanten Unterschiede zwischen den Matrices festgestellt
werden. 27 Isolate wiesen Resistenz gegeniber mindestens einem Antibiotikum auf. Sie
wurden isoliert aus Fruchtgemise (n=6), Wurzelgemise (n=6), Salatgemise (n=7),
Zwiebelgemise (n = 4) und Getreide (n = 4).

Mehrfachresistenzen bei E. coli

Sieben Isolate waren empfindlich gegeniber allen Antibiotika, bei 22 Isolaten wurden Resis-
tenzen gegenlber zwei und mehr Antibiotika festgestellt (vgl. Tabelle 24). Insgesamt zehn
Isolate exprimierten Resistenzen gegenuber sechs und mehr Antibiotika. Hinsichtlich des
Vorkommens und der Verteilung der Mehrfachresistenzen lag kein Unterschied zwischen
E. coli-Isolaten aus landwirtschaftlichen Betrieben und solchen aus Supermarkten vor.

Tabelle 24: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter E. coli-lsolate (n = 34) aus
pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Vermarktungs- Anzahl
stufe Isolate (n) 0 1 2 3 4 5 6-7 8-11
Landw. Betrieb 14 4 1 2 0 1 1 2
Supermarkt 20 3 4 4 1 0 3 1

7 5 6 1 1 4 3
Gesamt n (%) 34

(20,6) (14,7) 17,7y 29 (29 (11,8 (88) (20,6)

Resistenzprofile

Alle Isolate mit vier und mehr Resistenzen erwiesen sich gegeniber Cefaclor als unempfind-
lich. Resistenz gegentber Ampicillin war am zweithaufigsten zu beobachten. Resistenz ge-
genlber Piperacillin, Streptomycin und Co-Trimoxazol wurde nur bei Isolaten aus Proben
von landwirtschaftlichen Betrieben festgestellt. Solche gegeniber Gentamicin und Colistin
traten dagegen nur bei Isolaten aus Supermarktproben auf. Tabelle 25 zeigt die haufigsten
Resistenzprofile, in Tabelle 26 sind die Resistenzprofile der hochmehrfachresistenten Isolate

dargestellt.
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Tabelle 25: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von E. coli-lsolaten (n = 34) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Isolate n (%) Haufigstes Resistenzprofil

Anz:ahl der n (%) der Gesamtisolate
Resistenzen Yx';k;;‘)’" 2’:‘;“;’)‘°ﬁk'asse* Wirkstoff Wirkstoffklasse*
0 7 (20,6) 7 (20,6) - -
1 5(14,7) 3(8,8) SPT 3 (8,8) AGL 3 (8,8)
2 6(17,7) 5(14,7) AMC COX 2 (5,9) CEP PEN 3 (8,8)
3 1(2,9) 1(2,9) CEC AMC AMP 1 (2,9) CEP PEN 1 (2,9)
4 1(2,9) 1(2,9) CEC COX APR SPT 1 (2,9) CEP AGL 1 (2,9)
5 4 (11,8) 4 (11,8) CEC COX AMC AMP SPT 1 CEP PEN AGL
(2,9) oder oder
CEC CXM AMC AMP COL 1 CEP PEN POL 3
(2,9) (8,8)
6 1(2,9) 1(2,9) CEC COX AMP MZL PIP SPT CEP PEN AGL 1
1(2,9) (2,9)
7 2 (5,9) Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26
8 2 (5,9) Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26
9 2 (5,9) Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26
10 2 (5,9) Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26
11 1(2,9) Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26 Vgl. Tabelle 26

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; AGL: Aminogly-
koside, CEP: Cephalosporine, PEN: Penicilline, POL: Polymyxine

** Kurzel der Antibiotika siehe Abkirzungsverzeichnis

Loder” Profile traten in gleichem Umfang auf

Alle hochmehrfachresistenten Isolate beider Vermarktungsstufen waren vor allem gegentber
Cephalosporinen und Penicillinen unempfindlich, wobei die Resistenz gegenliber Ampicillin
bei allen Isolaten, diejenige gegentiber Mezlocillin iberwiegend bei den ,landwirtschaftlichen
Isolaten® festzustellen war. Gegentber Doxyzyklin konnte bei drei Isolaten aus landwirt-
schaftlichem Probenmaterial und bei einem Isolat aus dem Supermarkt resistentes Verhalten
festgestellt werden. Alle Isolate aus Supermarktproben erwiesen sich darliber hinaus gegen-
Uber den Fenicolderivaten Florfenicol und Chloramphenicol resistent. Weiterhin konnte beo-
bachtet werden, dass fast alle Isolate beider Vermarktungsstufen gegentber Spectinomycin
unempfindlich waren, wie Tabelle 26 zeigt. Da in den einzelnen Wirkstoffklassen teilweise
mehrere Wirkstoffe getestet wurden, ist die Anzahl der exprimierten Resistenzen gegentber
diesen Einzelwirkstoffen deutlich hdéher als die Resistenz gegeniber den Wirkstoffklassen.
Hierbei handelt es sich jedoch in Einzelfallen um Kreuzresistenzen, so z. B. bei Mezlocil-
lin/Piperacillin, Streptomycin/Spectinomycin oder Florfenicol/Chloramphenicol.
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Tabelle 26: Resistenzprofile hochmehrfachresistenter E. coli aus pflanzlichen Lebensmitteln

n Resistenzen

Zﬁ fr:arktungs- Wi Wirkstoff- Resistenzprofil® (Anzahl der Isolate)
irkstoffe Klassen®

Landw. Betrieb 7 4 AMC/AMP/MZL/PIP/CEC/APR/DOX (1)

8 5 AMP/MZL/PIP/CEC/STR/SPT/DOX/SXT (1)

9 5 AMP/MZL/PIP/CEC/APR/STR/SPT/DOX/SXT (1)

11 4 AMC/AMP/MZL/CEC/CET/COX/CTX/CXM/SPT/FLL/CMP (1)
Supermarkt 7 5 AMP/CEC/COX/CXM/SPT/COL/FLL (1)

8 4 AMP/CEC/CET/COX/CXM/SPT/FLL/CMP (1)

9 4 AMC/AMP/CEC/CET/COX/CXM/SPT/FLL/CMP (1)

10 3 AMC/AMP/MZL/CEC/CET/COX/CXM/CTX/FLL/CMP (1)

10 6 AMC/AMP/CEC/COX/CXM/SPT/COL/FLL/CMP/DOX (1)

@ Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe einer Klasse
®) Kiirzel der Antibiotika siehe Abkurzungsverzeichnis

2.2 Coliforme Keime

2.2.1 Enterobacter aerogenes

Ent. aerogenes verhielt sich vor allem gegentber Cefuroxim und Colistin intermediar bzw.
resistent, wie Tabelle 27 zu entnehmen ist. Weitere Resistenzen bestanden auBerdem ge-
genlber Ceftiofur, Mezlocillin und Doxyzyklin. Gegenlber den neueren Aminoglykosiden
konnte Unempfindlichkeit nicht festgestellt werden. Hier zeigten sich alle Isolate vollstandig
sensibel, wahrend vier bzw. zwei Isolate unempfindlich gegeniber Spectinomycin und Strep-
tomycin waren. Aus der MHK-Wertverteilung in Tabelle A 5 im Anhang geht zudem hervor,
dass gegeniber Spectinomycin bei 15 Isolaten (62,5 %) eine MHK von 64 ug/ml gemessen
wurde. Diese Isolate befanden sich damit bereits am Breakpoint zu ,resistent".
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Tabelle 27: Verteilung sensibel, intermedidr und resistent einzustufender Ent. aerogenes-
Isolate (n = 24) aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft [n (%)]

Antibiotikum Sensibel Intermediar Resistent
Amikacin 24 (100) 0 0
Apramycin 24 (100) - 0
Ceftazidim 24 (100) 0 0
Cefepim 24 (100) 0 0
Ceftiofur 21 (87,6) - 3(12,5)
Ciprofloxacin 24 (100) 0 0
Chloramphenicol 24 (100) - 0
Colistin 18 (75,0) 0 6 (25,0)
Cefotaxim 22 (91,7) 1(4,2) 1(4,2)
Cefuroxim 14 (58,4) 4 (16,7) 6 (25,0)
Doxyzyklin 21 (87,5) 0 3(12,5)
Enrofloxacin 24 (100) 0 0
Florfenicol 24 (100) - 0
Gentamicin 24 (100) 0 0
Imipenem 24 (100) 0 0
Meropenem 24 (100) 0 0
Mezlocillin 19 (79,2) 2(8,3) 3(12,5)
Neomycin 24 (100) - 0
Netilmicin 22 (91,7) 2 (8,3) 0
Piperacillin 21 (87,5) 1(4,2) 2 (8,3)
Piperacillin/Tazobactam 24 (100) 0 0
Spectinomycin 20 (83,4) - 4 (16,6)
Streptomycin 22 (91,7) - 2 (8,3)
Co-Trimoxazol 23 (95,8) 1(4,2) 0
Tobramycin 24 (100) 0 0

.~ Intermediarbereich ist nicht definiert

Einfluss der Vermarktungsstufe und der Matrix auf die Empfindlichkeit und die mittleren
MHK-Werte
Ein signifikanter Unterschied zwischen Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial und

solchen aus Supermarktproben hinsichtlich des Resistenzverhaltens und der MHK-Werte
konnte bei Ent. aerogenes aufgrund der geringen Isolatezahlen nicht herausgearbeitet wer-
den.

Aufgrund geringer Isolatezahlen konnten zwischen den Matrices ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Isolate fest-
gestellt werden. 13 Ent. aerogenes-Isolate (Fruchtgemilse n = 3, Wurzelgemiise n = 4, Sa-
latgemise n = 4, Zwiebelgemulse n = 2) verhielten sich resistent gegendber mindestens ei-
nem Antibiotikum.
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Mehrfachresistenzen bei Ent. aerogenes

Elf Ent. aerogenes-Isolate erwiesen sich als empfindlich gegenliber den gepriften Antibioti-
ka. Somit war mehr als die Halfte dieser Isolate gegentiber mindestens einem Antibiotikum
unempfindlich (vgl. Tabelle 28). Ent. aerogenes-Isolate mit zwei und mehr Resistenzen wa-
ren in landwirtschaftlichem Probenmaterial hdufiger vorhanden als in Supermarktproben, aus
denen nur ein einziges Isolat mit zwei Resistenzen isoliert worden war. Ein signifikanter Un-
terschied zwischen den beiden Gruppen (landwirtschaftlicher Betrieb vs. Supermarkt) bezlig-
lich des Vorkommens von Mehrfachresistenzen konnte aufgrund der geringen Isolatezahlen
jedoch nicht festgestellt werden. Signifikant (p < 0,05) — trotz geringer Isolatezahlen - war
hingegen der Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen hinsichtlich der Verteilung
nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Isolate.

Tabelle 28: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Ent. aerogenes-Isolate
(n = 24) aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Vermarktungs- Anzahl 0 1 2 3 4 5
stufe Isolate (n)

n n n n n n
Landw. Betrieb® 10 2 1 2 2 2 1
Supermarkt® 14 9 4 1 0 0 0
Gesamt n (%) 34 11 (45,8) 5 (20,8) 3(12,5) 2(8,3) 2(8,3) 1(4,2)

2 Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) bezlgl. der Verteilung
nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Isolate

Resistenzprofile

In Tabelle 29 sind dominante Resistenzprofile von Ent. aerogenes dargestellt. Von den acht
mehrfachresistenten Isolaten waren sechs Isolate unempfindlich gegeniber Colistin und drei
gegeniber Doxyzyklin. Die Zahl der Wirkstoffresistenzen reicht von einer bis zu flnf gleich-
zeitig exprimierten Resistenzen. Es wird deutlich, dass die Resistenz gegeniber den B-
Lactamantibiotika am haufigsten vertreten ist. Teilweise handelt es sich bei der Resistenz
gegeniber mehrere Wirkstoffe um Kreuzresistenzen. So sind die beiden dreifachresistenten
Isolate (bezogen auf die Einzelwirkstoffe) jeweils gegeniber zwei Wirkstoffklassen resistent.
Kreuzresistenzen bestehen demnach z. B. gegenuber Streptomycin/Spectinomycin.
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Tabelle 29: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phéanotypischer Resistenzprofile
von Ent. aerogenes (n = 24) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Anzahl der Isolate n (%) Haufigstes Resistenzprofil (n Isolate)
Resistenzen Wirkstoff Wirkstoffklasse*

(n = 25) (n=9) Wirkstoff** Wirkstoffklasse*
0 11 (45,8) 11 (45,8) ]
1 5 (20,8) 2(8,3) SPT (2) AGL (2)
2 3 (12.,5) 3(12,5) CXM COL (3) CEP POL (3)
STR SPT DOX (1) oder AGL TET (1) oder
3 2(83) 2(83) MZL PIP DOX (1) PEN TET (1)
STR SPT COL DOX (1) AGL POL TET (1) o.
4 2(83) 2(83) CET CXM PIP COL (1) CEP PEN POL (1)
5 1(42) 1(42) CET CTX CXM MZL COL (1) CEP PEN POL (1)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoftklasse; AGL: Aminogly-
koside, CEP: Cephalosporine, POL: Polymyxine, TET: Tetrazykline

** Klrzel der Antibiotika s. Abkiirzungsverzeichnis

woder” Profile traten in gleichem Umfang auf

2.2.2 Enterobacter cloacae

Ent. cloacae exprimierte Resistenzen vor allem gegentber Ceftiofur, Cefuroxim, Mezlocillin,
Piperacillin und Spectinomycin. Intermediares Verhalten wurde vor allem gegenlber Doxy-
zyklin beobachtet (vgl. Tabelle 30). Bei den neueren Aminoglykosiden wurden dagegen kei-
ne Resistenzen festgestellt, hier waren lediglich einige wenige Isolate als ,intermediar” ein-
zustufen. Nur gegenlber Spectinomycin exprimierten 28 % der Isolate Resistenz. Aus den
MHK-Wertverteilungen (vgl. Tabelle A 6 im Anhang) geht zudem hervor, dass gegentber
Spectinomycin bei 25 % der Isolate ein Wert von 64 ug/ml gemessen wurde. Diese Isolate

sind demnach bereits am Breakpoint zur Resistenz einzuordnen.
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Tabelle 30: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender Ent. clo-
acae-Isolate aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n=172) (n = 56) (n =116)

s i r s i r s i r
Amikacin 95,9 41 0 96,4 3,6 0 95,7 4.3 0
Apramycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Ceftazidim 98,9 0 1,2 98,3 0 1,8 99,2 0 0,9
Cefepim 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ceftiofur 90,2 - 9,9 78,5 - 21,4* | 95,7+ - 4,3
Ciprofloxacin 99,4 0,6 0 100 0 0 99,1 0,9 0
Chloramphenicol 98,2 - 1,8 98,2 - 1,8 98,3 - 1,7
Colistin 92,4 - 7,0 96,4 - 54 92,3 - 7.9
Cefotaxim 90,8 4,6 4,6 80,2 10,8 9,0 95,8* 1,8 2,6
Cefuroxim 31,4 23,8 446 25,1 21,4 53,6 34,5 25,0 40,5
Doxyzyklin 59,3 40,7 0 58,9 411 0 59,5 40,6 0
Enrofloxacin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Florfenicol 98,9 - 1,2 98,2 - 1,8 99,1 - 0,9
Gentamicin 93,1 7,0 0 91,1 8,9 0 94,0 6,0 0
Imipenem 955 3,5 1,2 96,5 3,6 0 94,9 3,5 1,7
Meropenem 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Mezlocillin 66,3 21,5 122 | 42,9~ 304 26,8 | 77,6 17,2 5.2
Neomycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Netilmicin 924 7,6 0 96,4 3,6 0 90,5 9,5 0
Piperacillin 73,3 22,0 4,6 51,8 37,5 10,7 | 83,7 14,7 1,8*
Piperacillin/Tazobactam 96,0 4.1 0 91,1 9,0 0 98,3 1,8 0
Spectinomycin 72,1 - 27,9 76,8 - 23,3 69,9 - 30,2
Streptomycin 98,3 - 1,7 98,3 - 1,8 98,3 - 1,7
Co-Trimoxazol 994 0,6 0 98,3 1,8 0 100 0 0
Tobramycin 96,5 3,5 0 96,4 3,6 0 96,5 3,5 0
s: sensibel, i: intermediar, r: resistent; “-“: Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediérer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und Super-
marktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten fir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Wie bei E. coli und Ent. aerogenes zeichnete sich auch bei Ent. cloacae gegeniuber einer
Vielzahl von Substanzen eine Tendenz zu héheren Resistenzraten bei landwirtschaftlichen
Isolaten als bei solchen aus Supermarktproben ab. Bei Ceftiofur (21,4 % vs. 4,3 %;
p=0,001), Cefotaxim (9,0% vs. 6,2%; p=0,004), Mezlocilin und Piperacillin
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(26,8 % vs. 5,2 % (MZL) bzw. 10,7 % vs. 1,8 % (PIP); beide p < 0,001) konnten die Unter-
schiede zwischen den Vermarktungsstufen bezliglich der Resistenzraten statistisch abgesi-
chert werden. Die MHK-Werte zeigten bei Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial
(MHK_w) eine Tendenz zu héheren Konzentrationsstufen als bei Isolaten aus Supermarkt-
proben (MHKs). Signifikant waren diese Unterschiede zwischen Isolaten aus landwirtschaftli-
chem Probenmaterial und solchen aus Supermarktproben jedoch nur bei folgenden Antibioti-
ka: Ampicillin (MHK.w vs. MHKs 0,72 log. Konzentrationsstufen), Piperacillin (MHKy vs.
MHKs 0,08 log,), Piperacillin/Tazobactam (MHK_w vs. MHKs 0,15 log,), Cefuroxim (MHK w
vs. MHKs 0,08 log,), Apramycin (MHK.w vs. MHKs 0,11 log,), Sulphamethoxazol-
Trimethoprim (MHKw vs. MHKsg 0,05 log,), Chloramphenicol (MHK_y vs. MHKs 0,64 logs),
Mezlocillin (MHKw vs. MHKs 0,21 log,), Spectinomycin (MHK_ w vs. MHKs 2,00 log,), En-
rofloxacin (MHK.w vs. MHKs 0,02 log,) und Ceftiofur (MHKw vs. MHKs 0,13 log,). Bei
Ciprofloxacin und Amoxycillin/Clavulansaure waren die MHK-Werte von Isolaten aus Super-
marktproben signifikant héher als die MHK-Werte von Isolaten aus landwirtschaftlichem Pro-
benmaterial (CIP: MHKs vs. MHKy 0,02 log,, AMC: MHKs vs. MHK \w 1,93 logy).

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Beziglich der Resistenzraten konnten signifikante Unterschiede zwischen den Matrices fir
Colistin, Mezlocillin und Spectinomycin, nicht jedoch fiir die anderen Antibiotika festgestellt
werden. Isolate aus Fruchtgemiise wiesen bei Spectinomycin stets signifikant hbhere Resis-
tenzraten auf als Isolate aus den (ibrigen Matrices' (75 %, 31,3 %z, 25 %q, 11,8 %s und
9,3 %w). Bei Mezlocillin hingegen wurden mehr Isolate aus Wurzelgemuise als aus Frucht-
gemdise als resistent eingestuft (18,5 %w vs. 3,1 %¢). Bei Colistin waren die Resistenzraten
der Isolate aus Getreide und Fruchtgemise signifikant héher als der Isolate aus den Ubrigen
Matrices (30 %g und 12,5 %k vs. 3,1 %z, 1,9 Y%w und 0 %s). Wie Abbildung 8 zu entnehmen
ist, waren darUber hinaus bezuglich der Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter
Isolate ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den Matrices festzustellen. So erwiesen
sich insbesondere Isolate aus Fruchtgemise und aus Zwiebelgemise haufiger als resistent
als Isolate aus Wurzelgemise und Salat/Blattgemise. Isolate aus Getreide unterschieden
sich nicht signifikant von solchen aus anderen Matrices. Es ist zudem zu berlcksichtigen,
dass die Isolatezahlen je Matrix vergleichsweise gering sind.

= Fruchtgemise, Z: Zwiebelgemiise, G: Getreide, S: Salatgemiise, W: Wurzelgemiise
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Abbildung 8: Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Enterobacter cloacae-Isolate
in unterschiedlichen Matrices pflanzlichen Ursprungs
a,b,c Matrices mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)
bezlgl. der Verteilung sensibler, intermediérer und resistenter Isolate

Mehrfachresistenzen bei Ent. cloacae

35 % der Isolate waren gegentber allen Antibiotika empfindlich. Bei durchschnittlich 29 %
wurden Resistenzen gegentber zwei und mehr Antibiotika festgestellt (vgl. Tabelle 31). Be-
zlglich der Verteilung nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Isolate konnte zwischen den
Vermarktungsstufen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Hingegen war der
Unterschied zwischen Isolaten aus beiden Vermarktungsstufen signifikant (p < 0,05) bei der
Vierfachresistenz (16 %.w vs. 1,7 %s).

Tabelle 31: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Ent. cloacae-lsolate (nh = 172)
aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

‘s’fJf';‘a’ktungs' .AS'Z,Z.ZI‘J 0 1 2 3 4 5 6-7

(n) n % n % n % N % n % n % n %
Landw. Betrieb 56 16 286 20 357 7 125 2 36 9 161* 1 18 1 18
Supermarkt 116 44 379 42 362 22 190 5 43 2 1,7 0 0 1 09
Gesamt 172 60 349 62 361 29 169 7 41 11 64 1 06 2 12

* Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) bezlgl. der entsprechenden An-
zahl der Resistenzen
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Resistenzprofile

Wie aus Tabelle 32 hervorgeht, waren alle Ent. cloacae-Isolate mit Resistenz gegentiber ei-
nem oder mehr Antibiotika stets unempfindlich gegentber Cephalosporinen. Hierbei domi-
nierte die Resistenz gegenuber Cefuroxim. Darlber hinaus verhielten sich mehrfach-
resistente Isolate fast immer unempfindlich gegentber Penicillinen — hier vor allem gegen-
Uber Mezlocillin — und gegenliber dem Aminoglykosid Spectinomycin. Bei jeweils einem Iso-
lat wurde Resistenz gegen sechs bzw. sieben Wirkstoffe beobachtet.

Tabelle 32: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von Ent. cloacae (nh = 172) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Isolate (%) Haufigstes Resistenzprofil

Anzahl der (% der Gesamtisolate)
Resistenzen - ; *
Wirkstoffe Wirkstoffklasse Wirkstoff** Wirkstoffklasse*
(n = 25) (n=9)
0 34,9 34,9 - -
1 36,1 19,8 CXM (19,8) CEP (19,8)
2 16,9 16,3 CXM SPT (11,1) CEP AGL (11,1)
3 4.1 4,1 CET CXM MZL (1,2) CEP PEN (1,2)
CEP AGL (1,2)
4 6,4 6,4 CET CXM MZL PIP (2,9) oder CEP PEN (5,2)
CET CXM CTX MZL (2,3)
0,6 0,6 CET CXM CTX MZL PIP (0,6) CEP PEN (0,6)
0,6 0,6 CET CXM CTX MZL PIP COL CEP PEN POL (0,6)
(0,6)
7 0,6 0,6 CET CXM CTX MZL FLL CMP CEP PEN FEN AGL
SPT (0,6) (0,6)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; CEP: Cephalospo-
rine, AGL: Aminoglykoside, PEN: Penicilline; POL: Polymyxine, FEN: Chloramphenicolderivate; ** Kurzel
der Antibiotika siehe Abkilrzungsverzeichnis
Loder” Profile traten in gleichem Umfang auf

Jeweils ein Isolat aus einer Supermarktprobe und aus landwirtschaftlichem Probenmaterial
war hochmehrfachresistent. Die Profile dieser beiden Isolate sind in Tabelle 33 dargestellt.
Hierbei fallt auf, dass es sich bei den exprimierten Resistenzen hauptsachlich um solche ge-
genuber B-Lactam-Antibiotika handelte. So waren bei beiden Isolaten die Resistenzen ge-

genuber Ceftiofur, Cefotaxim, Cefuroxim und Mezlocillin in das Profil involviert.

Tabelle 33: Resistenzprofile hochmehrfach-resistenter Ent. cloacae-lsolate aus pflanzlichen
Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

n Resistenzen

Vermarktungs- : i1(b)
- _ Resistenzprofil™ (Anzahl der Isolate
stufe Wirkstotfe W irkstoff g ( )
klassen
Landw. Betrieb 7 4 CET/CTX/CXM/MZL/FLL/CMP/SPT (1)
Supermarkt 6 3 CET/CTX/CXM/MZL/PIP/COL (1)

@ Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe einer Klasse
®) Kiirzel der Antibiotika siehe Abkiirzungsverzeichnis
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2.2.3 Enterobacter sakazakii

Ent. sakazakii verhielt sich intermediar bzw. resistent vor allem gegeniber Cefaclor und Ce-
foxitin sowie gegenltber Amoxycillin/Clavulansaure und Ampicillin. Auch gegentber Colistin
und Cefuroxim wurden hdhere Resistenzraten bzw. intermedidres Verhalten festgestellt. Ge-
genuber Mezlocillin und Piperacillin erwiesen sich die Isolate Uberwiegend als sensibel; e-
benso gegenlber Aminoglykosiden, mit Ausnahme des Spectinomycin (vgl. Tabelle 34).

Tabelle 34: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender Ent. sa-
kazakii-lsolate aus pflanzlichen Lebensmitteln

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n =129) (n =43) (n = 86)

s i r s i r s i r
Amoxycillin/Clavulansaure 31,8 558 125 32,6 51,1 16,3 31,4 58,2 10,5
Amikacin 97,7 2,3 0 100 0 0 96,5 3,5 0
Ampicillin 40,4 38,7 211 34,9 41,9 23,3 43,0 372 19,8
Apramycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Ceftazidim 99,3 0 0,8 100 0 0 98,9 0 1,2
Cefaclor 124 31,0 56,6 11,6 30,3 58,2 12,8 31,4 55,8
Cefepim 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ceftiofur 97,0 - 3,2 97,6 - 2,3 96,6 - 3,5
Ciprofloxacin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Chloramphenicol 98,5 - 1,6 100 - 0 97,7 - 2,3
Colistin 87,6 - 12,4 81,3 - 18,6 90,7 - 9,3
Cefoxitin 38,8 326 28,7 34,9 25,6 39,5 40,7 36,1 23,2
Cefotaxim 99,3 0 0,8 100 0 0 98,9 0 1,2
Cefuroxim 744 132 125 74,4 7,0 18,6* 74,4 16,3 9,3*
Doxyzyklin 94,5 4,7 0,8 93,0 4,7 2,3 95,4 4,7 0
Enrofloxacin 98,5 0 1,6 100 0 0 97,8 0 2,3
Florfenicol 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Gentamicin 86,0 6,2 0 95,4 4,7 0 93,0 7,0 0
Imipenem 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Meropenem 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Mezlocillin 93,0 39 3,1 90,7 4,7 4,7 94,2 3,5 2,3
Neomycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Netilmicin 97,7 2,3 0 100 0 0 96,5 3,5 0
Piperacillin 96,1 2,3 1,6 95,4 2,3 2,3 96,5 2,3 1,2
Piperacillin/Tazobactam 99,3 0 0,8 100 0 0 98,8 0 1,2
Spectinomycin 90,0 - 10,1 93,0 - 7,0 88,4 - 11,6
Streptomycin 99,3 - 0,8 97,7 - 2,3 100 - 0
Co-Trimoxazol 99,3 0 0,8 97,7 0 2,3 100 0 0
Tobramycin 96,8 3,1 0 100 0 0 95,4 47 0

s: sensibel, i: intermedidr, r: resistent; “-“ Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermedidrer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und Super-
marktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums
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Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Zwischen lIsolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial und Isolaten aus Supermarkt-
proben konnte hinsichtlich des Resistenzverhaltens lediglich bei Cefoxitin und Cefuroxim ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p < 0,05): So war bei Isolaten aus landwirt-
schaftlichem Probenmaterial die Resistenzrate signifikant héher als bei Isolaten aus Super-
marktproben (COX: 39,5 % vs. 23,2 %, CXM: 18,6 % vs. 9,3 %). Bei beiden Substanzen
verhielten sich zwar signifikant mehr Isolate aus Supermarktproben intermediar, Isolate aus
landwirtschaftlichem Probenmaterial wurden bei Cefoxitin jedoch seltener als sensibel einge-
stuft als Isolate aus Supermarktproben, wahrend bei Cefuroxim sensible Isolate zu gleichen
Anteilen vorkamen, wie in Tabelle 34 dargestellt ist.

Insgesamt zeichnete sich auch bei Ent. sakazakii eine Tendenz zu héheren MHK-Werten bei
Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial (MHK.y) als bei Isolaten aus Supermarkt-
proben (MHKs) ab. Die Unterschiede zwischen den MHK-Werten von Isolaten aus den Ver-
marktungsstufen waren bei Ampicillin (MHK_w vs. MHKs 0,50 log,), Imipenem (MHK_w vs.
MHKs 0,47 log.) und Spectinomycin (MHKw vs. MHKs 0,89 logs) signifikant.

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Wenngleich die Resistenzraten gegenlber den einzelnen Substanzen bei Isolaten aus
FruchtgemUse und Getreide meist héher waren als bei Isolaten aus den tbrigen Matrices, so
unterschieden sie sich signifikant nur bei Ampicillin (35,3 %r und 33,3 %g Vs. 5,3 %s bzw.
10,7 %z)?, Mezlocillin (11,8 % vs. 0 %), Cefaclor (76,5 % vs. 42,1 %s), Ceftiofur (17,7 %
vs. 0 Y%wz), Cefoxitin (58,8 % vs. 17,1 %w bzw. 5,3 %s; 41,7 Y%qg vs. 32,1 %z bzw. 17,1 Y%w)
und Cefuroxim (20,8 %cg vs. 0 %s).

Hinsichtlich der Verteilung sensibler, intermediérer und resistenter Ent. sakazakii-lsolate wa-
ren signifikante Unterschiede nur zwischen Salatgemise und Getreide festzustellen. So war
die Resistenzrate der Isolate aus Salatgemlise am geringsten. Isolate aus Getreide hingegen
waren stets intermediar oder resistent. Sensible Isolate wurden dort nicht beobachtet. Die
Resistenzrate der Isolate aus WurzelgemUse entsprach der der Isolate aus ZwiebelgemUse.
Am haufigsten resistent verhielten sich Isolate aus Fruchtgemuise (vgl. Abbildung 9), was der
Beobachtung bei den Resistenzraten gegentiber den Einzelsubstanzen entspricht. Statis-
tisch war dieser Unterschied zu Isolaten aus den anderen Matrices jedoch nicht abzusichern.

2F. Fruchtgemuise, G: Getreide, S: Salatgemuse, Z: Zwiebelgemise, W: Wurzelgemise
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Abbildung 9: Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Enterobacter sakazakii-
Isolate in unterschiedlichen Matrices pflanzlichen Ursprungs

a,b Matrices mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)
hinsichtlich der Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Isolate

~sensibel” Isolate sind empfindlich gegeniber allen gepriften Antibiotika

Jntermediar” Isolate sind intermediar gegentiber mindestens einem gepriiften Antibiotikum,
jedoch gegeniiber keinem Antibiotikum resistent

Jresistent” Isolate sind gegenliber mindestens einem Antibiotikum resistent

Mehrfachresistenzen bei Ent. sakazakii

Insgesamt 39 % der Ent. sakazakii-Isolate waren gegenlber zwei und mehr Antibiotika un-
empfindlich. Die Anzahl und H&aufigkeit von Resistenzen bei Ent. sakazakii ist in Tabelle 35
dargestellt. Hinsichtlich der Verteilung nicht-, ein- und mehrfachresistenter waren signifikante
Unterschiede zwischen den Vermarktungsstufen festzustellen (p < 0,05). Nicht signifikant
waren hingegen die Unterschiede zwischen den Vermarktungsstufen bei der jeweiligen An-
zahl der Resistenzen, wenngleich sich z. B. mehr als doppelt so viele Isolate aus landwirt-
schaftlichem Probenmaterial als aus Supermarktproben als resistent gegenliber zwei Anti-

biotika erwiesen.
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Tabelle 35: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Ent. sakazakii (n = 129) iso-
liert aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen
Anzahl

Vermarktungs- Isolate 0 1 2 3 4 5 6-10
stufe (n)

n % n % n % n % n % N % n %
Landw. Betrieb? 43 12 279 9 209 10 233 4 93 4 93 0 0 4 9.3
Supermarktb 86 34 395 24 279 9 105 6 70 6 70 2 23 5 58
Gesamt 129 46 35,7 33 256 19 147 10 78 10 78 2 16 9 7,0

2 Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) beztigl. der Verteilung nicht-, ein-
fach- und mehrfachresistenter Isolate

Resistenzprofile

Bei ein- und mehrfachresistenten Isolaten dominierte die Resistenz gegenlber Cephalospo-
rinen und Penicillinen. Am haufigsten zeigten sich Isolate hierbei unempfindlich gegeniber
Cefaclor sowie gegen Ampicillin und Amoxycillin/Clavulanséure. Es fallt auf, dass bei der
Funffachresistenz neben der exprimierten Cephalosporin- und Penicillinunempfindlichkeit
keine weitere Resistenz gegenuber Antibiotika aus anderen Wirkstoffklassen bestanden.
Sechs Isolate erwiesen sich als hochmehrfachresistent (vgl. Tabelle 37). Die haufigsten Re-
sistenzprofile sind in Tabelle 36 dargestellt.

Tabelle 36: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von Ent. sakazakii (n = 129) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Isolate (%) Haufigstes Resistenzprofil

Anzahl der (% der Gesamtisolate)
Resistenzen  yirkstoff Wirkstoffklasse* . x . .
(n = 29) (n = 10) Wirkstoff Wirkstoffklasse
0 35,7 35,7 - -
1 25,6 20,9 CEC (19,4) CEP (19,4)
2 14,7 7,0 CEC COX (7,8) CEP (7,8)
CXM CEC AMP (2,3) oder
3 7,8 7,8 COX CEC AMC (2.3) CEP PEN (5,4)
4 7,8 7,8 COX CEC AMC AMP (4,7) CEP PEN (4,7)
5 1,6 1,6 CEC COX AMC AMP SPT (0,8) 0. CEP PEN AGL
CEC CET CXM AMP SPT (0,8) (1,6)
6 2,3 2,3 CEC CXM AMC AMP MZL PIP
(0,8) 0. CEC CXM CET COX AMP CEP PEN (1,6)
MZL (0,8)
7 3,1 Vgl. Tabelle 37 Vgl. Tabelle 37 Vgl. Tabelle 37
9 0,8 Vgl. Tabelle 37 Vgl. Tabelle 37 Vgl. Tabelle 37
10 0,8 Vgl. Tabelle 37 Vgl. Tabelle 37 Vgl. Tabelle 37

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; CEP: Cephalospori-
ne, PEN: Penicilline, AGL: Aminoglykoside, POL: Polymyxine, TET: Tetrazykline

** Kurzel der Antibiotika siehe Abkirzungsverzeichnis

Loder” Profile traten in gleichem Umfang auf
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Tabelle 37 ist zu entnehmen, dass es sich bei den exprimierten Mehrfachresistenzen vor al-
lem um solche gegenlber B-Lactamantibiotika handelt. Darliber hinaus waren diese Isolate
fast alle unempfindlich auch gegenlber Colistin. Es soll nicht unerwahnt bleiben, dass ein
hochmehrfachresistentes Isolat aus landwirtschaftlichem Probenmaterial u. a. als unempfind-
lich gegenuber Doxyzyklin eingestuft werden musste. Die Resistenz eines ,Supermarktiso-
lats“ gegentber zehn Einzelwirkstoffen fallt insofern auf, als diese Wirkstoffe lediglich zwei
Wirkstoffklassen zuzuordnen sind. Es ist somit in Betracht zu ziehen, dass die exprimierten
Resistenzen gegenlber zehn Wirkstoffen Uberwiegend auf Kreuzresistenzen beruhen.

Tabelle 37: Resistenzprofile hochmehrfachresistenter Ent. sakazakii-lsolate aus pflanzlichen
Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

n Resistenzen

Vermarktungs- _ Resistenzprofil® (Anzahl der Isolate)
stufe Wirkstoffe Wirkstoff-
klassen®

Landw. Betrieb 7 3 AMC/AMP/MZL/CEC/COX/CXM/COL (1)

9 5 AMC/AMP/CEC/COX/CXM/COL/DOX/SPT/STR (1)
Supermarkt 7 4 AMC/AMP/CEC/COX/CXM/COL/SPT (2)

7 3 AMP/MZL/CEC/CET/COX/CXM/COL (1)

10 2 CEC CET CAZ COX CXM CTX AMP MZL PIP PIT (1)

@: Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe eine Klasse
®): Kiirzel der Antibiotika siehe Abkiirzungsverzeichnis

224 Enterobacter gergoviae

Resistenzen und intermedidres Verhalten traten bei Ent. gergoviae vor allem gegentber Ce-
furoxim und Cefaclor sowie gegeniiber Amoxycillin/Clavulansdure und Ampicillin auf, wie aus
Tabelle 38 hervorgeht. Andere B-Lactamantibiotika zeigten eine starkere Wirkung gegenuber
Ent. gergoviae. Bei den Aminoglykosiden, mit Ausnahme des Spectinomycin, lagen die Re-
sistenzraten zwischen 0 und 2 %. Gegenlber Doxyzyklin waren fast alle Isolate sensibel. Die
MHK-Wertverteilung ist Tabelle A 8 im Anhang zu entnehmen. Daraus wird ersichtlich, dass
gegenlber den meisten Antibiotika die Isolate in den niedrigen MHK-Stufen einzuordnen wa-
ren. Bei Spectinomycin war — wie bei den bereits genannten Enterobacter spp. - hingegen
etwa ein Drittel der Isolate am Breakpoint zur Resistenz (MHK 64pug/ml) einzustufen.
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Tabelle 38: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediar und resistent
gergoviae-lsolate aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft

einzustufender Ent.

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n =92) (n =33) (n =59)

s i r s i r s i r
Amoxycillin/Clavulanséure 29,4 62,0 8,8 18,2 72,8 9,1 35,6 56,0 8,5
Amikacin 989 1,1 0 97,0 3,0 0 100 0 0
Ampicillin 272 511 21,7 | 212 513 27,3 30,5 50,9 18,7
Apramycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Ceftazidim 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Cefaclor 20,7 50,0 29,3 | 6,1** 485 454* | 28,8** 50,9 204*
Cefepim 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ceftiofur 97,9 - 22 | 97,0 - 3,0 98,3 - 1,7
Ciprofloxacin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Chloramphenicol 98,9 - 1,1 100 - 0 98,3 - 1,7
Colistin 95,7 - 4,4 | 90,9 - 9,1 98,3 - 1,7
Cefotaxim 97,8 0 22 | 97,0 0 3,0 98,3 0 1,7
Cefuroxim 751 16,3 88 | 72,8 18,2 9,1 76,4 15,3 8,5
Doxyzyklin 946 44 1,0 | 90,9 6,1 3,0 96,6 6,8 0
Enrofloxacin 98,9 0 1,0 100 0 0 98,3 0 1,7
Florfenicol 98,9 - 1,0 100 - 0 98,3 - 1,7
Gentamicin 96,8 3,3 0 93,9 6,1 0 98,3 1,7 0
Imipenem 98,9 0 1,0 100 0 0 98,3 0 1,7
Meropenem 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Mezlocillin 924 22 54 | 879 6,1 6,1 94,9 0 5,1
Neomycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Netilmicin 97,8 1,1 1,1 97,0 0 3,0 98,3 1,7 0
Piperacillin 925 55 22 | 909 6,0 3,0 92,7 5,1 1,7
Piperacillin/Tazobactam 96,7 3,3 0 97,0 3,0 0 96,6 3,4 0
Spectinomycin 91,3 - 8,7 84,9 - 15,2 95,0 - 5,1
Streptomycin 98,9 - 1,0 100 - 0 98,3 - 1,7
Co-Trimoxazol 97,8 0 2,2 100 0 0 96,6 0 3,4
Tobramycin 100 0 0 100 0 0 100 0 0

s: sensibel, i: intermediar, r: resistent
““Intermediarbereich ist nicht definiert
Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Su-
permarktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fiir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums
** Raten fir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums
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Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Eine Tendenz zu héheren Resistenzraten bei Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmate-
rial als bei solchen aus Supermarktproben war auch hier bei dem GroBteil der Substanzen
zu erkennen, statistisch wurde dies jedoch lediglich gegeniber Cefaclor abgesichert (45,4 %
vs. 20,4 %; p = 0,009). Die MHK-Mittelwerte von Isolaten aus landwirtschaftlichem Proben-
material (MHK_w) und solchen aus Supermarktproben (MHKs) unterschieden sich bei finf
Antibiotika signifikant. Bei folgenden Antibiotika waren héhere MHK-Werte bei Isolaten aus
landwirtschaftlichem Probenmaterial im Vergleich zu Supermarktproben statistisch abzusi-
chern: Imipenem (MHK_w vs. MHKs 0,34 log,), Spectinomycin (MHK.w vs. MHKs 1,15 log,),
Doxyzyklin (MHKw vs. MHKs 0,14 log,), Tobramycin (MHK_w vs. MHKs 0,22 log,) und Cefac-
lor (MHK_w vs. MHKs 0,36 log,).

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Gegenlber den meisten gepriften Substanzen waren die Resistenzraten der Isolate aus
FruchtgemUse héher als die der Isolate aus anderen Matrices. Statistisch abgesichert wer-
den konnte diese Beobachtung jedoch nur fir Amoxycillin/Clavulansaure, Ampicillin, Cefaclor
und Cefuroxim. Hier erwiesen sich signifikant mehr Isolate aus Fruchtgemuise als resistent
als Isolate aus Zwiebelgemise (AMC: 26,3 % vs. 6,5 %, AMP: 42,1 % vs. 9,7 %, CEC:
36,8 % vs. 9,7 %, CXM: 21,1 % vs. 3,2 %). Bei Cefaclor waren Isolate aus Getreide signifi-
kant haufiger resistent als Isolate aus Wurzelgemlse (58,3 % vs. 18,2 %), Salatgemise
(42,1 %) und Zwiebelgemiuse (9,7 %).

Bezlglich der Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Isolate wird deutlich, dass
Isolate aus Zwiebelgemiise sich seltener als resistent gegenltiber mindestens einem Antibio-
tikum erwiesen als Isolate aus Fruchtgemise, Salatgemise und Getreide. Im Vergleich zu
den bereits genannten Spezies Ent. cloacae und Ent. sakazakii zeichnete sich ab, dass das
Auftreten von Resistenzen bei Isolaten aus Getreide am hdchsten war. Weiterhin féllt auf,
dass Isolate aus Getreide stets als intermediar oder resistent eingestuft wurden, sensible
Isolate wurden aus dieser Matrix nicht isoliert (vgl. Abbildung 10). Hierbei ist jedoch zu be-
rcksichtigen, dass je Matrix relativ niedrige Isolatezahlen fir die Auswertung zur Verfugung
standen.
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Abbildung 10: Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Enterobacter gergoviae-

Isolate in unterschiedlichen Matrices pflanzlichen Ursprungs

a,b Matrices mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)
bezlglich der Verteilung sensibler, intermediérer und resistenter Isolate

Lsensibel Isolate sind empfindlich gegenlber allen gepriften Antibiotika

Jntermediar” Isolate sind intermediar gegenliber mindestens einem gepruften Antibiotikum,
jedoch gegenliber keinem Antibiotikum resistent

Jresistent” Isolate sind gegeniber mindestens einem Antibiotikum resistent

Mehrfachresistenzen bei Ent. gergoviae

Bei rund 59 % der Ent. gergoviae-Isolate wurde keine Resistenz beobachtet. 22 % der Isola-
te waren resistent gegeniber zwei und mehr Antibiotika, wie Tabelle 39 zu entnehmen ist.
Ein Isolat aus Supermarktproben erwies sich als hochmehrfachresistent. So war es gegen-
Uber zwOlf Antibiotika unempfindlich. Zwischen Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenma-
terial und solchen aus Supermarktproben wurde beztglich der Verteilung nicht-, einfach- und
mehrfachresistenter Isolate ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) festgestellt. Hier erwiesen
sich ,landwirtschaftliche Isolate” signifikant haufiger als resistent gegentber einer oder mehr
der gepriften Substanzen als ,Supermarktisolate”. Statistisch abzusichern waren Unter-
schiede zwischen den Vermarktungsstufen auch bei den nicht- und bei den einfachresisten-
ten Isolaten. Nichtresistente Isolate wurden in Supermarktproben signifikant (p < 0,05) haufi-
ger festgestellt als in landwirtschaftlichem Probenmaterial. Hingegen waren dreimal mehr
einfachresistente Stamme aus landwirtschaftlichem Probenmaterial als aus Supermarktpro-

ben zu isolieren.
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Tabelle 39: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Ent. gergoviae-lsolate (n = 92)
isoliert aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

;’ﬁ;f';‘arktungs' ﬁﬁ:{: 0 1 2 3 4 5 6 12
(n) n % n % n % n % n % n % n % n %
Landw. Betrieb® 33 13 39,4 11 333 2 61 3 91 1 30 1 30 2 61 0 O
Supermarktb 59 41 695 7 1,9 4 68 3 51 1 17 2 34 0 0 1 17
Gesamt 92 54 58,7 18 196 6 65 6 65 2 22 3 33 2 22 1 1,

2 Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) beziigl. der Verteilung nicht-, ein-
fach- und mehrfachresistenter Isolate

* Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) bezlgl. der entsprechenden An-
zahl der Resistenzen

Resistenzprofile

Die phanotypischen Resistenzprofile von Ent. gergoviae sind Tabelle 40 zu entnehmen. Die
Unempfindlichkeit gegenlber einer Vielzahl von Cephalosporinen und Penicillinen war auch
bei dieser Spezies am haufigsten in die Resistenzprofile involviert. Besonders oft trat die Re-
sistenz gegeniber Cefaclor und Amoxycillin/Clavulansaure bzw. Ampicillin auf. Bei drei Iso-
laten wurde zusétzlich die Resistenz gegenliber Spectinomycin beobachtet, wahrend Doxy-
zyklinunempfindlichkeit bei einem sechsfachresistenten Isolat exprimiert wurde.

Tabelle 40: Prozentuale Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phénotypische Re-
sistenzprofile von Ent. gergoviae (n = 92) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Anzahl der Isolate (%) Haufigstes Resistenzprofil (% der Gesamtisolate)
Resistenzen Wirkstoff Wirkstoffklasse* . o . .
(n = 28) (n =9) Wirkstoff Wirkstoffklasse
0 58,7 58,7 - -
1 19,6 8,7 CEC (8,7) CEP (8,7)
2 6,5 6,5 CEC AMP (3,3) CEP PEN (5,4)
3 6,5 54 CEC CXM AMP (2,2) CEP PEN (3,3)
4 2,2 2,2 CEC CXM AMC AMP (1,1) CEP PEN (1,1) o.
0. CEC AMC AMP SPT (1,1) CEP PEN AGL (1,1)
5 3,3 3,3 CEC CXM AMC AMP SPT
(1,1) o. CEC AMC AMP MZL CEP PEN AGL (1,1) o.
COL (1,1) o. CEP PEN POL (1,1) o.
CEC CXM AMC AMP MZL CEP PEN (1,1)
(1,1)
6 2,2 2,2 CEC CXM CET AMP MZL CEP PEN (1,1)o.
PIP (1,1) o. CEC CXM AMP CEP PEN AGL TET POL
SPT DOX COL (1,1) (1,1)
12 1,1 Vgl. Tabelle 41 Vgl. Tabelle 41 Vgl. Tabelle 41

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; AGL: Aminoglykosi-
de, CEP: Cephalosporine, POL: Polymyxine, PEN: Penicilline, TET: Tetrazykline

** Kurzel der Antibiotika siehe Abklrzungsverzeichnis

Loder” Profile traten in gleichem Umfang auf
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Bei der Betrachtung des hochmehrfachresistenten Isolats wird deutlich, dass zwar eine Re-
sistenz gegenuber zwdlf Wirkstoffen besteht, jedoch insgesamt diese Wirkstoffe aus sechs
Wirkstoffklassen stammen. Die am haufigsten im Resistenzprofil vertretene Wirkstoffklasse
war die der Cephalosporine mit den Antibiotika Cefaclor, Ceftiofur, Cefuroxim und Cefotaxim,
gefolgt von den Penicillinen. DarGber hinaus wurde Resistenz gegentber Enrofloxacin, Co-
Trimoxazol und Spectinomycin sowie gegenlber Florfenicol und Chloramphenicol exprimiert.

Tabelle 41: Resistenzprofil des hochmehrfachresistenten Ent. gergoviae-lsolats aus pflanzli-
chen Lebensmitteln

n Resistenzen

Vermarktungsstufe _ Wirkstoff-  Resistenzprofil® (Anzahl der Isolate)
Wirkstoff Klassen®

CEC CET CXM CTX AMC AMP MZL SPT
Supermarkt 12 6 FLL CMP SXT ENR (1)

@ Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe einer Klasse
® Abkiirzungen der Antibiotika siehe Abklirzungsverzeichnis

225 Enterobacter cancerogenus

Ent. cancerogenus erwies sich vor allem gegentber Cefuroxim als resistent (drei Isolate)
bzw. intermediar (neun lIsolate). Je drei Isolate exprimierten auBerdem Unempfindlichkeit
gegentber Colistin und Spectinomycin (vgl. Tabelle 42). Insgesamt verhielten sich jedoch die
meisten Isolate gegeniber einer Vielzahl von Substanzen vollsténdig oder Gberwiegend sen-
sibel. Aus der MHK-Wert-Verteilung von Ent. cancerogenus (siehe Tabelle A 9 im Anhang)
wird zudem ersichtlich, dass die Isolate gegenliber den meisten Substanzen mit Ausnahme
des Spectinomycin, in niedrige MHK-Bereiche einzustufen waren.



Ergebnisse 100

Tabelle 42: Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender Ent. cancerogenus-
Isolate (n = 46) aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft [n (%)]

Antibiotikum Sensibel Intermediar Resistent
Amikacin 45 (97,8) 1(2,2) 0
Apramycin 46 (100) - 0
Ceftazidim 45 (97,8) 1(2,2) 0
Cefepim 46 (100) 0 0
Ceftiofur 45 (97,8) - 1(2,2)
Ciprofloxacin 46 (100) 0 0
Chloramphenicol 46 (100) - 0
Colistin 43 (93,5) - 3 (6,5)
Cefotaxim 45 (97,8) 1(2,2) 0
Cefuroxim 34 (73,9) 9(19,6) 3 (6,5)
Doxyzyklin 43 (93,5) 3 (6,5) 0
Enrofloxacin 46 (100) 0 0
Florfenicol 46 (100) - 0
Gentamicin 44 (95,7) 2 (4,4) 0
Imipenem 45 (97,8) 0 1(2,2)
Meropenem 46 (100) 0 0
Mezlocillin 44 (95,7) 2 (4,4) 0
Neomycin 46 (100) - 0
Netilmicin 45 (97,8) 1(2,2) 0
Piperacillin 44 (95,7) 1(2,2) 1(2,2)
Piperacillin/Tazobactam 45 (97,8) 0 1(2,2)
Spectinomycin 43 (93,5) - 3 (6,5)
Streptomycin 46 (100) - 0
Co-Trimoxazol 46 (100) 0 0
Tobramycin 46 (100) 0 0

.~ Intermedidrbereich ist nicht definiert

Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Die beobachteten héheren Resistenzraten bei Isolaten aus landwirtschaftlichen Proben als
bei solchen aus Supermarkten konnte aufgrund geringer Isolatezahlen bei keiner Substanz
statistisch abgesichert werden. Auch die mittleren MHK-Werte der Ent. cancerogenus-Isolate
aus Probenmaterial von landwirtschaftlichen Betrieben zeigten insgesamt eine Tendenz zu
héheren Konzentrationsbereichen als die MHK-Werte der Isolate aus Supermarktproben.
Statistisch abgesichert wurde dies fir die Substanzen Imipenem (MHK_w vs. MHKsg 0,5 log»),
Chloramphenicol (MHK_w vs. MHKs 0,17 log,), Spectinomycin (MHKw vs. MHKs 1,43 log,)
und Doxyzyklin (MHKw vs. MHKs 0,33 logy).
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Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Aufgrund geringer Isolatezahlen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Matrices bezlglich der Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Isolate festgestellt
werden. Neun Isolate verhielten sich resistent gegeniiber einem oder mehr Wirkstoffen. Je
zwei Isolate stammten aus Fruchtgemise, WurzelgemUlse, Salatgemise und Zwiebelgema-

se. Ein resistentes Isolat wurde in Getreide beobachtet.

Mehrfachresistenzen bei Ent. cancerogenus

Nur zwei Isolate waren resistent gegenliber zwei oder mehr Substanzen, wahrend 80 % der
Isolate sich als nichtresistent erwiesen (vgl. Tabelle 43). Das zweifachresistente Isolat
stammte aus Fruchtgemuse, das vierfachresistente Isolat aus Wurzelgemuse. Zwischen Iso-
laten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial und solchen aus Supermarktproben bestand
kein signifikanter Unterschied sowohl hinsichtlich der Anzahl der Resistenzen als auch hin-
sichtlich der Verteilung nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Isolate.

Tabelle 43: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Ent. cancerogenus-lsolate
(n = 46) aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Vermarktungsstufe Anzahl 0 1 2 3 4
Isolate (n)
n n n n n
Landw. Betrieb 16 11 4 0 0 1
Supermarkt 30 26 3 1 0 0
Gesamt n (%) 46 37 (80,4) 7 (15,2) 1(2,2) 0 1(2,2)

Resistenzprofile

Aufgrund der geringen Anzahl resistenter Isolate konnte kein besonders dominantes Profil
herausgearbeitet werden, das am haufigsten nachgewiesen wurde (vgl. Tabelle 44). Ledig-
lich bei den einfachresistenten Isolaten wurde Resistenz gegen Spectinomycin am haufigs-
ten nachgewiesen, was jedoch aufgrund der geringen Isolatezahlen nicht Gberbewertet wer-
den sollte. Das vierfachresistente Isolat exprimierte ausschlieBlich Resistenz gegenlber B-
Lactamantibiotika aus der Gruppe der Cephalosporine und der Penicilline.
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Tabelle 44: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von Ent. cancerogenus (n = 46) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Haufigstes Resistenzprofil

e () (n (%) der Gesamtisolate)

Anzahl der

Resistenzen  “Wirkstoff _Wirkstoffklasse”

(n = 25) (n = 10) Wirkstoff** Wirkstoffklasse*
0 37 (80,4) 37 (80,4) - -
1 7 (15,2) 3 (6,5) SPT 3 (6,5) AGL 3 (6,5)
2 1(2,2) 1(2,2) CXM COL 1 (2,2) CEP POL 1 (2,2)
4 1(2,2) 1(2,2) CET CXMPIP PIT 1 (2,2) CEP PEN 1 (2,2)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; AGL: Aminoglykosi-
de, CEP: Cephalosporine, POL: Polymyxine, PEN: Penicilline
** Kurzel der Antibiotika siehe Abkirzungsverzeichnis

2.2.6 Pantoea agglomerans

Pantoea agglomerans wies intermediares Verhalten bzw. Resistenzen vor allem gegentber
Amoxycillin/Clavulansaure, Cefaclor, Cefoxitin und Cefuroxim auf (vgl. Tabelle 45). Gegen-
Uber Aminoglykosiden (mit Ausnahme des Spectinomycin) und gegenlber Doxyzyklin wur-
den keine Resistenzen festgestellt, allerdings erwiesen sich einige wenige Isolate gegentber
Amikacin, Netilmicin und vor allem Gentamicin als intermediar. Die MHK-Wertverteilung gibt
weiteren Aufschluss dariiber, dass die Isolate gegentiber den meisten Substanzen in niedri-
ge Konzentrationsbereiche einzustufen waren (vgl. Tabelle A 10). Gegenlber Spectinomycin
hingegen wurde bei 48 % der Isolate eine MHK von 48 ug/ml gemessen. Diese Isolate be-
fanden sich damit gerade noch im sensiblen Bereich. Eine Anhebung der MHK um eine Stu-
fe wirde bereits resistentes Verhalten bewirken.
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Tabelle 45: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender Pantoea
agglomerans-lsolate aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n = 96) (n = 44) (n =52)

s i r s i r s i r
Amoxycillin/Clavulanséure 47,9 40,6 11,5 | 34,1* 47,7 18,2 | 59,6 34,6 5,7
Amikacin 99,0 1,0 0 100 0 0 98,1 1,9 0
Apramycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Ceftazidim 99,1 1,0 0 100 0 0 98,2 1,9 0
Cefaclor 19,8 39,5 40,7 | 6,8 36,4 56,9* | 30,8** 42,3 27,0*
Cefepim 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ceftiofur 96,9 - 3,1 100 - 0 94,3 - 5,8
Ciprofloxacin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Chloramphenicol 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Colistin 96,9 0 3,1 95,5 0 4,6 98,1 0 1,9
Cefoxitin 55,3 25,0 19,8 | 36,4 31,8 31,8*| 71,2~ 19,2 9,6*
Cefotaxim 98,0 1,0 1,0 95,5 2,3 2,3 100 0 0
Cefuroxim 68,8 19,8 11,5 |56,9* 250 18,3 |78,9** 154 58
Doxyzyklin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Enrofloxacin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Florfenicol 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Gentamicin 916 83 0 88,7 114 0 94,3 5,8 0
Imipenem 98,0 0 2,0 97,8 0 2,3 98,2 0 1,9
Meropenem 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Mezlocillin 875 63 6,3 86,4 4,6 9,1 88,5 7,7 3,9
Neomycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Netilmicin 97,9 2,1 0 100 0 0 96,2 3,9 0
Piperacillin 86,5 7,3 6,2 86,4 6,9 6,9 86,5 7,7 5,8
Piperacillin/Tazobactam 96,8 2,0 1,0 95,4 2,3 2,3 98,1 1,9 0
Spectinomycin 93,7 - 6,3 95,4 - 4,6 92,3 - 7,7
Streptomycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Co-Trimoxazol 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Tobramycin 100 0 0 100 0 0 100 0 0

s: sensibel, i: intermediar, r: resistent

““Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Su-
permarktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten fiir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums
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Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial wiesen stets héhere Resistenzraten auf als
solche aus Supermarktproben). Im Einzelnen bestétigte sich dies statistisch gegenlber A-
moxycillin/Clavulansaure (18,2 % vs. 5,7 %; p=0,024), Cefaclor (56,9 % vs. 27,0 %;
p = 0,002), Cefoxitin (31,8 % vs. 9,6 %; p=0,002) und Cefuroxim (18,3 % vs. 5,8 %;
p = 0,050) (vgl. Tabelle 45). Auch hinsichtlich der mittleren MHK-Werte war die zuvor be-
schriebene Tendenz (héhere MHK-Werte bei Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmate-
rial als bei Isolaten aus Supermarktproben) erkennbar. Signifikant waren die Unterschiede
bei Amoxycillin/Clavulansaure (MHK w vs. MHKs 0,13 log.), Piperacillin (MHK.w vs. MHKs
0,08 logy), Imipenem (MHKw vs. MHKs 0,17 log,) Cefuroxim (MHKw vs. MHKs 0,02 log,),
Spectinomycin (MHK w vs. MHKs 0,64 log,), Gentamicin (MHKy vs. MHKs 0,061 log,), Ce-
foxitin (MHK_w vs. MHKs 0,12 log,), Tobramycin (MHKw vs. MHKs 0,07 log,) und Cefaclor
(MHK_w vs. MHKs 0,09 logy).

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Aufgrund der geringen Isolatezahlen bei den einzelnen Matrices konnten keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Isolate fest-
gestellt werden (vgl. Abbildung 11). So wurden resistente Pantoea agglomerans aus Frucht-
gemise und aus Salatgemise jeweils siebenmal, aus Getreide und aus Wurzelgemuse je-
weils achtmal, aus Zwiebelgemise viermal isoliert. Bezlglich der Isolatezahlen in den ein-
zelnen Matrices ist auBerdem interessant, dass aus Zwiebelgemulse seltener Pantoea ag-

glomerans isoliert wurde als aus den anderen Matrices.
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Abbildung 11: Verteilung sensibler, intermediéarer und resistenter Pantoea agglomerans-lsolate
in unterschiedlichen Matrices pflanzlichen Ursprungs
~sensibel Isolate sind empfindlich gegeniber allen gepriften Antibiotika
Jntermediar” Isolate sind intermediar gegenliber mindestens einem gepruften Antibiotikum,

jedoch gegenliber keinem Antibiotikum resistent
Jresistent” Isolate sind gegenliber mindestens einem Antibiotikum resistent

Mehrfachresistenzen bei Pantoea agglomerans

Bei 17 % der Isolate wurden Resistenzen gegentber zwei und mehr Antibiotika festgestellt.
65 % der Isolate zeigten sich empfindlich gegendber allen gepriften Antibiotika, wie Tabelle
46 zu entnehmen ist. Hinsichtlich der Verteilung nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Iso-
late bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Vermarktungsstufen
(p < 0,05). So exprimierten Supermarktisolate seltener Resistenzen als solche aus landwirt-
schaftlichem Probenmaterial. Die héhere Rate mehrfachresistenter Isolate aus landwirt-
schaftlichem Probenmaterial als aus Supermarktproben war vor allem bei den Zweifachresis-
tenzen statistisch abzusichern.
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Tabelle 46: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Pantoea agglomerans-Isolate
(n = 96) aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Vermarktungs- Anzahl 0 1 2 3 4 5
stufe Isolate (n)

n % n % n % n % n % n %
Landw. Betrieb® 44 23 523* 9 2056 5 114 4 91 2 46 1 23
Supermarkt’ 52 39 750~ 9 173 O o 2 39 0 0 2 39
Gesamt n (%) 96 62 o645 18 188 5 52 6 63 2 21 3 31

2 Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) beziigl. der Verteilung nicht-, ein-
und mehrfachresistenter Isolate
* Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) bezlgl. der entsprechenden An-
zahl der Resistenzen

Resistenzprofile

Aus Tabelle 47 geht hervor, dass bei mehrfachresistenten Pantoea agglomerans-Isolaten
Resistenzen ausschlieBlich gegenliber Cephalosporinen und Penicillinen bestanden. Bezo-
gen auf einzelne Wirkstoffe waren vor allem Resistenzen gegenlber Cefoxitin und Cefuroxim
bei den Cephalosporinen und gegenliiber Amoxycillin/Clavulanséure, Mezlocillin und Pipera-
cillin bei den Penicillinen zu beobachten. Bei den Aminoglykosiden war Spectinomycin der
Wirkstoff, gegeniber dem sich einfachresistente Isolate am haufigsten als unempfindlich er-
wiesen.

Tabelle 47: Prozentuale Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phénotypische Re-
sistenzprofile von Pantoea agglomerans-lsolaten (n=96) aus pflanzlichen
Lebensmitteln

Isolate (%) Haufigstes Resistenzprofil

Anzahl der (% der Gesamtisolate)
Resistenzen \yjrkstoff Wirkstoffklasse* ., » ) .
(n = 28) (n=9) Wirkstoff Wirkstoffklasse
0 64,6 64,6 - -
CEP (7,3),
1 18,8 11,5 COX (5,2) SPT (4,2) AGL (4.2)
2 572 5,2 COX AMC (2,1) oder CEP PEN (3,1)
CXM COX (2,1)
3 6,3 6,3 COX CXM AMC (3,1) CEP PEN (3,1)
4 2,1 2,1 COX AMC MZL PIP (1,0) oder CEP PEN (2,1)
CXM AMC MZL PIP (1,0)
5 3,1 3,1 CET COX CXM AMC MZL (1,0) CEP PEN (2,1)

o. CET COX CXM MZL PIP
(1,0

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; CEP: Cephalospori-
ne, PEN: Penicilline, AGL: Aminoglykoside

** Kurzel der Antibiotika siehe auch Abklrzungsverzeichnis

Loder” Profile traten in gleichem Umfang auf
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2.2.7 Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae

K. pneumoniae spp. pneumoniae verhielt sich resistent bzw. intermediar vor allem gegen-
Uber Cefaclor, Cefoxitin, Cefuroxim, Colistin, Mezlocillin, Piperacillin und Spectinomycin (vgl.
Tabelle 48, Verteilung der MHK-Werte vgl. Tabelle A 11 im Anhang). Die Resistenzraten in
der vorliegenden Tabelle erscheinen vergleichsweise hoch. Diese Werte sollten jedoch nicht
Uberbewertet werden, da es sich beispielsweise bei einer Resistenzrate von 9,5 % (wie bei
Cefuroxim) lediglich um zwei Isolate handelt.

Tabelle 48: Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender K. pneumoniae spp.
pneumoniae-lsolate (n = 21) aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft [n (%)]

Antibiotikum Sensibel Intermediér Resistent
Amoxycillin/Clavulanséure 18 (85,7) 1(4,8) 2 (9,6)
Amikacin 19 (90,5) 2(9,5) 0
Apramycin 21 (100) - 0
Ceftazidim 21 (100) 0 0
Cefaclor 14 (66,7) 6 (28,6) 1(4,8)
Cefepim 21 (100) 0 0
Ceftiofur 21 (100) - 0
Ciprofloxacin 21 (100) 0 0
Chloramphenicol 21 (100) - 0
Colistin 17 (81,0) 0 4 (19,1)
Cefoxitin 11 (52,4) 5(23,8) 5(23,9)
Cefotaxim 21 (100) 0 0
Cefuroxim 17 (81,0) 2(9,5) 2(9,5)
Doxyzyklin 17 (81,0) 2(9,5) 2(9,5)
Enrofloxacin 21 (100) 0 0
Florfenicol 21 (100) - 0
Gentamicin 19 (90,5) 2(9,5) 0
Imipenem 21 (100) 0 0
Meropenem 21 (100) 0 0
Mezlocillin 10 (47,6) 3(14,3) 8 (38,1)
Neomycin 21 (100) - 0
Netilmicin 20 (95,2) 1 (4,8) 0
Piperacillin 16 (76,2) 3 (14,3) 2(9,5)
Piperacillin/Tazobactam 21 (100) 0 0
Spectinomycin 18 (85,7) - 3 (14,3)
Streptomycin 19 (90,5) - 2 (9,5)
Co-Trimoxazol 21 (100) 0 0
Tobramycin 21 (100) 0 0

.~ Intermedidrbereich ist nicht definiert
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Einfluss der Vermarktungsstufe und der Matrix auf die Empfindlichkeit und die mittleren
MHK-Werte
Obwohl auch hier eine Tendenz zu hdheren Resistenzen bei Isolaten aus landwirtschaftli-

chen Proben als aus Supermarktproben erkennbar war, konnte diese Beobachtung aufgrund
der geringen lIsolatezahlen statistisch nicht abgesichert werden. Vergleichbares gilt fir die
Auswertung der MHK-Werte. Geringe Isolatezahlen lieBen dartber hinaus auch Unterschie-
de zwischen den Matrices beziglich des Auftretens von Resistenzen statistisch nicht absi-
chern. Von den 13 Isolaten mit mindestens einer Resistenz stammten je vier aus Fruchtge-
muUse und Getreide, drei aus Zwiebelgemuse und je eines aus Wurzel- und Salatgemuse.

Mehrfachresistenzen bei K. pneumoniae spp. pneumoniae

Acht K. pneumoniae spp. pneumoniae-Isolate verhielten sich empfindlich gegentber allen
gepruften Antibiotika. Resistenzen gegentber zwei und mehr Antibiotika wurden bei neun I-
solaten festgestellt, wie aus Tabelle 49 hervorgeht. Dabei féllt auf, dass alle mehrfachresis-
tenten Isolate aus Supermarktproben stammten.

Tabelle 49: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter K. pneumoniae spp.
pneumoniae (n=21) isoliert aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher

Vermarktungsstufen
Anzahl der Resistenzen

Vermarktungs- Anzahl 0 1 2 3 4
stufe Isolate (n)

n n n n n
Landw. Betrieb 2
Supermarkt 19 7 3
Gesamt n (%) 21 8 (38,1) 4 (19,1) 3(14,3) 3(14,3) 3(14,3)

Resistenzprofile

Aufgrund der geringen Anzahl isolierter K. pneumoniae spp. pneumoniae konnte kein ,domi-
nantes Resistenzprofil“ beobachtet werden. Dennoch sind in Tabelle 50 die einzelnen Resis-
tenzprofile der K. pneumoniae spp. pneumoniae-lsolate aufgefiihrt. Auch hier wird deutlich,
dass Resistenzen gegen Wirkstoffe aus der Gruppe der Cephalosporine und/oder der Peni-
cilline (insbesondere gegeniber Mezlocillin) in jedes Resistenzprofil involviert sind, wahrend
Doxyzyklinresistenz nur bei zwei Isolaten beobachtet wurde. Drei Isolate waren auBBerdem
zusatzlich unempfindlich gegeniber Colistin.
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Tabelle 50: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von K. pneumoniae spp. pneumoniae (n = 21) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Resistenzprofile

[+
leteleiie (2 (n der Gesamtisolate)

Anzahl der
Resistenzen \yjrkstoff Wirkstoffklasse*

(n = 28) (n=9) Wirkstoff** Wirkstoffklasse*

0 8 (38.1) 8 (38,1) i i

1 4 (19,1) 2(9,5) MZL (2) PEN (2)
COX SPT (2) CEP AGL (2) o.

2 3(14.9) 2(9.9) MZL COL (1) PEN POL (1)

3 3 (14,3) 3(14,3) MZL PIP DOX (1) o. PEN TET (1) o.
CEC COX AMC (1) o. CEP PEN (1) o.
MZL SPT COL (1) PEN AGL POL (1)

4 3 (14,3) 3(14,3) COX CXM MZL STR (1) 0. CEP PEN AGL (1) o.

COX CXM MZL COL (1) 0. CEP PEN POL (1) o.
AMC MZL PIP DOX (1) PEN TET (1)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; CEP: Cephalospori-
ne, PEN: Penicilline, AGL: Aminoglykoside, TET: Tetrazykline, POL: Polymyxine

** Kurzel der Antibiotika siehe auch Abkirzungsverzeichnis

Loder” Profile traten in gleichem Umfang auf

2.2.8 Rahnella aquatilis

R. aquatilis-lsolate erwiesen sich gegeniber einer Vielzahl an Substanzen als sensibel, wie
aus Tabelle 51 hervorgeht. So waren z. B. alle Isolate gegeniber den Aminoglykosiden — mit
Ausnahme des Netilmicin - als empfindlich einzustufen. Auch gegenlber einigen Cepha-
losporinen und Penicillinen (z. B. Ceftazidim, Cefepim, Amoxycillin/Clavulansaure und Pipe-
racillin/Tazobactam) sowie gegentber den beiden Carbapenemen Imipenem und Merope-
nem verhielten sich die Isolate vollstandig sensibel. Resistenzen wurden gegentiber Ceftiofur
und Chloramphenicol sowie Colistin, Cefoxitin und Florfenicol exprimiert. Intermediares Ver-
halten war vor allem gegentber Mezlocillin, Piperacllin und Doxyzyklin zu beobachten. Auch
bei Rahnella aquatilis sind jedoch die relativ geringen Isolatezahlen (n = 22) zu berucksichti-
gen. So ist beispielsweise ein einziges Isolat gegen Colistin unempfindlich, stellt aber 4,6 %
der Isolate dar. Zur Verteilung der MHK-Werte siehe Tabelle A 12 im Anhang.
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Tabelle 51: Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender R. aquatilis-lsolate
(n = 22) aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft [n (%)]

Antibiotikum Sensibel Intermediar Resistent
Amoxycillin/Clavulanséure 22 (100) 0 0
Amikacin 22 (100) 0 0
Apramycin 22 (100) - 0
Ceftazidim 22 (100) 0 0
Cefepim 22 (100) 0 0
Ceftiofur 19 (86,4) - 3(13,6)
Ciprofloxacin 22 (100) 0 0
Chloramphenicol 20 (91,0) - 2(9,1)
Colistin 21 (95,5) 0 1 (4,6)
Cefoxitin 20 (90,9) 1 (4,6) 1 (4,6)
Cefotaxim 20 (90,9) 2(9,1) 0
Doxyzyklin 19 (86,4) 3(13,6) 0
Enrofloxacin 20 (90,9) 2(9,1) 0
Florfenicol 21 (95,5) - 1(4,6)
Gentamicin 22 (100) 0 0
Imipenem 22 (100) 0 0
Meropenem 22 (100) 0 0
Mezlocillin 5 (22,7) 17 (77,3) 0
Neomycin 22 (100) - 0
Netilmicin 21 (95,5) 1(4,6) 0
Piperacillin 12 (54,6) 10 (45,5) 0
Piperacillin/Tazobactam 22 (100) 0 0
Spectinomycin 22 (100) - 0
Streptomycin 22 (100) - 0
Co-Trimoxazol 22 (100) 0 0
Tobramycin 22 (100) 0 0

.~ Intermedidrbereich ist nicht definiert

Einfluss der Vermarktungsstufe und der Matrix auf die Empfindlichkeit und die mittleren
MHK-Werte
Vereinzelt waren héhere Resistenzraten bei Isolaten aus landwirtschaftlichen Proben gegen-

Uber Isolaten aus Supermarktproben zu beobachten, was jedoch durch die geringen Isolate-
zahlen nicht statistisch abgesichert werden konnte. Auch beztglich der mittleren MHK-Werte
wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt.

Ein Einfluss der Matrix auf die ph&notypische Unempfindlichkeit konnte auch hier wegen ge-
ringer Isolatezahlen nicht beobachtet werden. Die vier unempfindlichen Isolate waren folgen-
den Matrices zuzuordnen: Wurzelgemuse (n = 2), Zwiebelgemlse (n = 1) und SalatgemUse
(n=1).
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Mehrfachresistenzen bei R. aquatilis

Resistenzen gegenliber zwei und mehr Antibiotika traten bei drei Isolaten aus Supermarkit-
proben auf, wie aus Tabelle 52 hervorgeht. 18 von 22 Isolaten erwiesen sich jedoch als emp-
findlich gegenliber den untersuchten Wirkstoffen. Unterschiede zwischen Isolaten aus land-
wirtschaftlichem Probenmaterial und solchen aus Supermarktproben hinsichtlich der Vertei-
lung nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Isolate konnten aufgrund der geringen Anzahl
isolierter R. aquatilis nicht festgestellt werden.

Tabelle 52: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter R. aquatilis-lsolate (n = 22)
aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Vermarktungsstufe il GO 0 1 2 3
Isolate (n)
n n n n
Landw. Betrieb 5 4 1 0 0
Supermarkt 17 14 0
Gesamt n (%) 22 18 (81,8) 1(4,6) 2(9,1) 1(4,6)

Resistenzprofile

Aufgrund der geringen Anzahl isolierter R. aquatilis konnte kein ,dominantes Resistenzprofil
festgestellt werden. Die Resistenzprofile der Isolate sind der Vollstandigkeit halber in Tabelle
53 dargestellt. Hierbei féllt auf, dass alle drei mehrfachresistenten Isolate Resistenz gegen-
Uber Ceftiofur exprimierten. Zudem waren drei der vier resistenten Isolate unempfindlich ge-
genuber der Wirkstoffklasse der Fenicole.

Tabelle 53: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von R. aquatilis (n = 22) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Isolate n (%) Resistenzprofile

Anz?hl der (n der Gesamtisolate)
Resistenzen 2’:‘2‘;‘;‘)’" Yx';k;)m"k'asse* Wirkstoff** Wirkstoffklasse*
0 18 (81,8) 18 (81,8) - -
1 1 (4,6) 1(4,6) CMP (1) FEN (1)
2 2(9,1) 2(9,1) CET CMP (1) o. CEP FEN (1) o.
CET COX (1) CEP (1)
3 1(4,6) 1(4,6) CET FLL COL (1) CEP FEN POL (1)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; FEN: Fenicole, CEP:
Cephalosporine, POL: Polymyxine

** Klrzel der Antibiotika s. Abklrzungsverzeichnis

soder“ Profile traten in gleichem Umfang auf
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2.2.9 Serratia marcescens

Ser. marcescens-1solate verhielten sich insbesondere gegenilber Antibiotika der Aminogly-
kosidgruppe, hier vor allem gegenlber Spectinomycin, resistent. Gegenidber Amikacin, Gen-
tamicin, Netilmicin und Tobramycin waren zudem vergleichsweise viele Isolate intermediar
(vgl. Tabelle 54). Weitere Resistenzen bestanden gegeniber Ceftazidim, Ceftiofur, Mezlocil-
lin, Piperacillin, Imipenem und Florfenicol. Als vollstandig empfindlich erwiesen sich die Isola-
te gegenliber Cefepim, Ciprofloxacin, Chloramphenicol, Meropenem und Co-Trimoxazol. Die
MHK-Wertverteilung ist Tabelle A 13 im Anhang zu entnehmen. Daraus wird ersichtlich, dass
bei Florfenicol bereits zehn Isolate und bei Chloramphenicol elf Isolate eine MHK von 16
pg/ml aufwiesen. Ein Anstieg der MHK um nur eine Stufe wiirde dazu fihren, dass diese Iso-
late bereits als ,resistent eingestuft werden. Am Breakpoint zur Resistenz befanden sich
Isolate darlber hinaus bei Spectinomycin (n =7) und bei Doxyzyklin (n = 8). Die Resultate
sind jedoch aufgrund geringer Isolatezahlen vorsichtig zu interpretieren.

Tabelle 54: Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender Ser. marcescens-
Isolate (n = 25) aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft [n (%)]

Antibiotikum Sensibel Intermediar Resistent
Amikacin 20 (80,0) 5(20,0) 0
Apramycin 24 (96,0) - 1(4,0)
Ceftazidim 23 (92,0) 1 (4,0) 1 (4,0)
Cefepim 25 (100) 0 0
Ceftiofur 23 (92,0) - 2(8,0)
Ciprofloxacin 25 (100) 0 0
Chloramphenicol 25 (100) 0
Cefotaxim 24 (96,0) 1(4,0) 0
Enrofloxacin 24 (96,0) 1(4,0) 0
Florfenicol 23 (92,0) - 2 (8,0)
Gentamicin 19 (76,0) 4 (16,0) 2 (8,0)
Imipenem 20 (80,0) 2 (8,0) 3 (12,0)
Meropenem 25 (100) 0 0
Mezlocillin 23 (92,0) 0 2 (8,0)
Neomycin 25 (100) - 0
Netilmicin 13 (52,0) 10 (40,0) 2(8,0)
Piperacillin 22 (88,0) 0 3 (12,0)
Piperacillin/Tazobactam 24 (96,0) 1(4,0) 0
Spectinomycin 11 (44,0) - 14 (56,0)
Streptomycin 22 (88,0) - 3 (12,0)
Co-Trimoxazol 25 (100) 0 0
Tobramycin 17 (68,0) 8 (32,0) 0

.~ Intermedidrbereich ist nicht definiert
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Einfluss der Vermarktungsstufe und der Matrix auf die Empfindlichkeit und die mittleren
MHK-Werte
Statistisch abgesicherte Unterschiede zwischen Isolaten aus den beiden Vermarktungsstu-

fen (landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt) hinsichtlich des Resistenzverhaltens konn-
ten aufgrund geringer Isolatezahlen nicht herausgearbeitet werden. Auch hinsichtlich mégli-
cher Unterschiede der MHK-Werte zwischen den beiden Gruppen konnten keine absicherba-
ren Aussagen getroffen werden.

16 von 25 Isolaten erwiesen sich als unempfindlich gegendber mindestens einem gepriften
Antibiotikum. Die meisten der resistenten Isolate stammten aus der Gruppe ,Fruchtgemise*”
(n = 10), wahrend sich aus SalatgemUse vier Isolate und aus Wurzelgemise und Getreide
jeweils ein Serratia marcescens-1solat als unempfindlich erwiesen. Bei den zwei Isolaten aus
ZwiebelgemUse konnte hingegen kein resistentes Verhalten beobachtet werden. Die ge-
nannten Unterschiede waren aufgrund geringer Isolatezahlen allerdings nicht signifikant.

Mehrfachresistenzen

Neun Ser. marcescens-Isolate waren gegeniber allen Antibiotika als vollstandig sensibel
einzustufen. Zehn Isolate verhielten sich gegentber zwei und mehr Substanzen unempfind-
lich, wie aus Tabelle 55 hervorgeht. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Vorkom-
mens von Mehrfachresistenzen konnte aufgrund der geringen Anzahl der Isolate aus land-
wirtschaftlichem Probenmaterial nicht festgestellt werden.

Tabelle 55: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Ser. marcescens-Isolate
(n = 25) aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Vermarktungsstufe ll'\snozlzm ‘(j:)r 0 1 2 3 4 5

n n n n n n
Landw. Betrieb 5 1 2 1 1 0 0
Supermarkt 20 8 4 3 3 1 1
Gesamt n (%) 25 9(36,00 6(24,00 4(16,00 4(16,00 1(4,00 1 (4,0

Resistenzprofile

Resistente Ser. marcescens-Isolate waren stets unempfindlich gegenuber Wirkstoffen der
Gruppe der Aminoglykoside, hier insbesondere gegenliber Spectinomycin und Streptomycin,
aber auch gegentber Gentamicin und Netilmicin (vgl. Tabelle 56). Dartiber hinaus wurde bei
vier Isolaten zusétzlich Resistenz gegenlber B-Lactamantibiotika beobachtet. Im Vergleich
zu den vorher genannten Gattungen und Spezies féllt dabei auf, dass Resistenzen gegen-
Uber Wirkstoffen der Cephalosporine und Penicilline seltener auftraten. Vielmehr wurde hier
die Resistenz gegenliber dem Carbapenem Imipenem beobachtet.
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Tabelle 56: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von Ser. marcescens (n = 25) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Isolate n (%) Haufigstes Resistenzprofil

Anzahl der (n (%) der Gesamtisolate)
Resistenzen \yjrkstoff Wirkstoffklasse* ., N . .
(n=22) (n=7) Wirkstoff Wirkstoffklasse
0 9 (36,0) 9 (36,0) - -
1 6 (24,0) 5 (20,0) SPT 5 (20,0) AGL 5 (20,0)
2 4 (16,0) 4 (16,0) SPT STR 2 (8,0) AGL 2 (8,0)
3 4 (16,0) 4 (16,0) APR SPT IMP 1 (4,0) o. AGL CARB 1 (4,0) 0
SPT MZL PIP 1 (4,0) o. AGL PEN 1 (4,0) 0
NET SPT STR 1 (4,0) AGL 1 (4,0)
4 1 (4,0) 1(4,0) GEN NET SPT IMP 1 (4,0) AGL CARB 1 (4,0)
5 1(4,0) 1 (4,0) GEN SPT CAZ CET PIP 1 AGL CEP PEN 1
(4,0) (4,0)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; AGL: Aminoglyko-
side, CARB: Carbepeneme, PEN: Penicilline, CEP: Cephalosporine

** Kurzel der Antibiotika siehe Abkirzungsverzeichnis

Loder” Profile traten in gleichem Umfang auf

2.2.10 Zusammenfassende Betrachtung der Resistenzeigenschaften coli-
former Bakterien

Aufgrund der geringen Anzahl weiterer isolierter coliformer Bakterien war eine prozentuale
Darstellung der Resistenzergebnisse nicht méglich. Der Anteil der resistenten Isolate dieser
Bakterienarten geht jedoch in Tabelle 57 ein, die die Resistenzergebnisse der coliformen
Bakterienarten nochmals zusammenfasst. Insgesamt erwiesen sich coliforme Bakterien vor
allem als unempfindlich gegeniber B-Laktamantibiotika, hier insbesondere gegentiber den
Cephalosporinen und einigen Penicillinen. Gegenlber Cefaclor (40,9 %), Cefoxitin (22,7 %),
Cefuroxim (20,9 %) und Ampicillin (21,8 %) sowie gegenlber Spectinomycin (15,8 %) waren
die meisten Isolate als resistent einzuordnen. Gegenlber Doxyzyklin wurden dagegen ledig-
lich 4 % der Isolate als unempfindlich eingestuft. Resistenzen gegeniber Aminoglykosiden
(mit Ausnahme des Spectinomycin) bewegten sich in einer GréBenordnung von 0 bis 2,2 %.
Die Zusammenfassung der phanotypischen Resistenzergebnisse lasst erkennen, dass die
Resistenzraten von Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial tendenziell héher wa-
ren als solche von Isolaten aus Supermarktproben. Insbesondere bei den B-
Lactamantibiotika konnte der Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen haufig statis-
tisch abgesichert werden. Bei Spectinomycin waren zwar mehr Isolate aus Supermarktpro-
ben resistent, jedoch war dieser Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen nicht signifi-
kant (vgl. Tabelle 57). Dartiber hinaus traten Resistenzen gegenuber zwei und mehr Antibio-
tika bei Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial signifikant haufiger auf als bei
Isolaten aus Supermarktproben (36 % vs. 26 %, p = 0,006). Der Vergleich der mittleren
MHK-Werte ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vermarktungsstufen.
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Tabelle 57: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender colifor-
mer Bakterienisolate aus pflanzlichen Lebensmitteln

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n = 688) (n = 238) (n = 450)

s i r s i r s i r
Amoxycillin/Clavulansaure 454 43,7 104 | 37,8* 48,3 14,0 | 49,8** 41,3 8,5*
Amikacin 96,5 35 0 97,5 2,5 0 96,0 4,0 0
Ampicillin 349 432 21,8 30,0 45,0 25,0 37,6 42,3 20,1
Apramycin 99,9 - 0,2 100 - 0 99,8 - 0,2
Ceftazidim 98,8 04 0,7 98,7 0,8 0,4 98,9 0,2 0,9
Cefaclor 18,8 26,9 40,9 | 12,5** 23,5 50,0 | 22,5** 28,8 35,6*
Cefepim 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ceftiofur 94,5 - 5,5 91,6™* - 8,4* 96,0** - 4,0*
Ciprofloxacin 99,9 0,2 0 100 0 0 99,8 0,2 0
Chloramphenicol 98,7 - 1,3 99,2 - 0,8 98,4 - 1,6
Colistin 90,9 0 9,1 87,3** 0 12,8* | 92,8** 0 7,1*
Cefoxitin 51,8 256 22,7 | 41,1 259 33,00 | 57,9 254 16,8*
Cefotaxim 959 2,2 2,2 92,4** 4,2 3,4* 97,8** 1,1 1,1*
Cefuroxim 606 184 20,9 | 55,3 18,4 26,3 | 63,5 18,4 17,9*
Doxyzyklin 84,7 144 20 83,5 13,5 3,0 85,3 14,9 1,4
Enrofloxacin 994 04 0,2 100 0 0 99,1 0,7 0,2
Florfenicol 99,0 - 1,0 99,2 - 0,8 98,9 - 1,1
Gentamicin 933 64 0,3 92,9 7,1 0 93,6 6,0 0,4
Imipenem 9,8 1,6 1,6 97,9 1,3 0,8 96,2 1,8 2,0
Meropenem 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Mezlocillin 80,1 12,1 7,9 744> 143 11,8 | 83,1 10,9 5,8*
Neomycin 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Netilmicin 939 57 0,4 97,5** 2,1 0,4 92,0 7,6 0,4
Piperacillin 85,0 10,9 41 80,3** 12,6 7,1% 87,6 10,0 24*
Piperacillin/Tazobactam 98,6 1,9 0,4 95,8** 34 0,8 98,7** 1,1 0,2
Spectinomycin 84,2 - 15,8 86,6 - 13,5 82,9 - 17,1
Streptomycin 98,1 - 1,9 97,9 - 2,1 98,2 - 1,8
Co-Trimoxazol 99,1 0,3 0,6 98,7 0,8 04 99,3 0 0,7
Tobramycin 97,1 2,8 0,2 97,9 1,7 0,4 96,7 3,3 0

s: sensibel, i: intermedidr, r: resistent, “-“ Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Proben und aus Supermarkt-
proben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fiir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Proben und aus Supermarktproben unterscheiden
sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten firr als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Proben und Supermarktproben unterscheiden
sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums
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Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Die Auswertungen der einzelnen Spezies in der Gruppe der coliformen Keime verdeutlichen,
dass in vielen Féllen signifikante Unterschiede bezlglich der Verteilung sensibler, intermedi-
arer und resistenter Keime zwischen den Matrices festzustellen waren. Auch bei der Be-
trachtung einzelner Substanzen waren Unterschiede zwischen den Matrices signifikant be-
zlglich des Auftretens resistenter Isolate. Insbesondere gegenlber einigen Cephalosporinen
waren Isolate aus Fruchtgemuse signifikant haufiger als unempfindlich einzustufen als Isola-
te aus den anderen Matrices.

Darlber hinaus wurden bei der gemeinsamen Auswertung aller in dieser Arbeit isolierten co-
liformen Bakterien durchschnittlich 69 % der Isolate aus Fruchtgemlse und 59 % der Isolate
aus Getreide als resistent gegenuber mindestens einem der gepriften Antibiotika eingestuft.
Demgegenliber waren es in Salat, Wurzelgemiise und Zwiebelgemise jeweils 47, 48 bzw.
49 % der Isolate. Somit waren die Resistenzraten bei Isolaten aus Fruchtgemise bzw. Ge-
treide signifikant héher als bei Isolaten aus den anderen untersuchten Matrices (p < 0,001).
Auch mehrfachresistente Isolate waren aus Fruchtgemlse und Getreide signifikant am hau-
figsten zu isolieren (46 % bzw. 38 % bei Fruchtgemuse und Getreide vs. 22 — 24 % bei Salat,
Wurzelgemise und Zwiebelgemise).

2.3 Pseudomonas spp.

2.31 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa erwies sich vor allem gegenlber Streptomycin und Spectinomycin als unemp-
findlich, wie Tabelle 58 zu entnehmen ist, wahrend sich die Isolate gegentber den Ubrigen
Aminoglykosiden fast vollstdndig sensibel verhielten. Es féllt weiterhin auf, dass fast alle Iso-
late gegeniber Enrofloxacin und mehr als dreiviertel aller Isolate gegentber Piperacillin und
Piperacillin/Tazobactam als intermediar einzustufen waren. 56 % bzw. 57 % der gegentber
Piperacillin und Piperacillin/Tazobactam als intermediér eingestuften Isolate wiesen dabei ei-
ne MHK von 8 pg/ml auf (vgl. Tabelle A 14 im Anhang) und befanden sich damit im unteren
Konzentrationsbereich des Intermedidrbereichs. Intermediares Verhalten war dariber hinaus
auch bei Ceftazidim (25 %) und Imipenem (22 %) festzustellen.
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Tabelle 58: Prozentuale Verteilung sensibel, intermedidar und resistent einzustufender
P. aeruginosa-lsolate aus pflanzlichen Lebensmitteln

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n = 295) (n = 80) (n = 215)

] i r s i r s i r
Amikacin 97,0 3,0 0 97,5 2,5 0 96,7 3,3 0
Apramycin 99,4 - 0,6 100 - 0 99,0 - 1,0
Ceftazidim 72,9 248 24 65,0 32,6 2,6 758 21,9 24
Cefepim 86,1 13,3 0,7 77,8~ 21,3 1,3 |89,3** 10,2 0,5
Ciprofloxacin 98,7 1,0 0,3 98,9 1,3 0 98,6 0,9 0,5
Colistin 98,6 - 1,4 98,8 - 1,3 98,6 - 1,4
Enrofloxacin 7,1 92,1 0,7 2,5 97,5 0 8,8 90,2 0,9
Gentamicin 89,8 9,5 0,6 |838* 16,3 0 92,1 7,0 1,0
Imipenem 72,8 224 4.8 676 28,8 3.8 749 20,0 5,1
Meropenem 97,6 2,4 0 97,6 2,5 0 97.8 2,3 0
Neomycin 99,0 - 1,0 100 - 0 98,6 - 1,4
Netilmicin 90,9 6,8 24 88,8 7,5 3,8 91,6 6,5 1,9
Piperacillin 21,0 79,0 0 13,8 86,3 0 23,7 76,2 0
Piperacillin/Tazobactam 21,7 78,4 0 15,1 85,1 0 24,2 75,8 0
Spectinomycin 22,3 - 77,7 | 2,5* - 97,6* | 29,8* - 70,2*
Streptomycin 89,1 - 10,8 86,3 - 13,9 | 90,2 - 9,8
Tobramycin 97,0 3,0 0 97,5 2,5 0 96,8 3,3 0

s: sensibel, i: intermediar, r: resistent

“*“ Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Su-
permarktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten fiir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Die hdéheren Resistenz- bzw. Intermediarraten bei Isolaten, die aus landwirtschaftlichem
Probenmaterial stammten und solchen aus Supermarktproben konnten auch statistisch ab-
gesichert werden. Im Einzelnen bestanden signifikante Unterschiede zwischen den Isolaten
bei Gentamicin (intermediar: 16,3 % vs. 7,0 %; p = 0,04), Enrofloxacin (intermediar: 16,3 %
vs. 7,4 %; p = 0,03), Cefepim (intermediar: 21,3 % vs. 10,2 %; p = 0,03) und Spectinomycin
(97,6 % vs. 70,2 %; p < 0,001). Hinsichtlich der mittleren MHK-Werte zeigten Isolate aus
landwirtschaftlichem Probenmaterial tendenziell héhere Werte als Isolate aus Supermarkt-
proben. Bei folgenden zwdlf Antibiotika waren diese Unterschiede signifikant: Piperacillin
(MHK w vs. MHKs 0,24 log, Konzentrationsstufen), Cefepim (MHK_ w vs. MHKs 0,08 log,),
Imipenem (MHKw vs. MHKs 0,35lo0g,), Meropenem (MHKw vs. MHKs 0,45 log,),
Ciprofloxacin (MHK_y vs. MHKs 0,44 log,), Enrofloxacin (MHK_,y vs. MHKs 0,33 log,),
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Gentamicin (MHK w vs. MHKsg 0,56 log,), Amikacin (MHK.w vs. MHKs 0,23 log,), Neomycin
(MHKw vs. MHKs 0,20 log,), Tobramycin (MHK_y vs. MHKs 0,46 log,), Streptomycin
(MHKw vs. MHKs 0,39 log,) und Spectinomycin (MHK_w vs. MHKs 1,01 logsy).

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Bei finf Substanzen aus der Gruppe der Aminoglykoside und bei Ceftazidim waren signifi-
kante Unterschiede zwischen den Matrices beziiglich der Resistenzraten von P. aeruginosa
festzustellen: Gegenliber Neomycin, Netilmicin und Streptomycin exprimierten Isolate aus
FruchtgemUse signifikant haufiger Resistenzen als Isolate aus Wurzelgemiise und aus Sa-
latgemise (NEO: 4,9 % vs. 0 Y%ws; NET: 4,9 % vs. 0,9 Y%w bzw. 0 %s; STR: 24,4 %k vs.
8,9 %w bzw. 5,5 %g)°. Fast alle Isolate (97,6 %) aus Fruchtgemiise erwiesen sich dariiber
hinaus gegentber Spectinomycin als unempfindlich, wahrend die Raten resistenter Isolate
aus Wurzelgemuse (81,3 %), aus Salatgemuse (62,2 %) und aus Zwiebelgemise (78,3 %)
signifikant niedriger waren. Gegenlber Apramycin waren hingegen ausschlieBlich Isolate
aus Zwiebelgemuse als unempfindlich einzustufen (4,4 %). Zudem erwiesen sich gegeniber
Ceftazidim signifikant mehr Isolate aus ZwiebelgemUse (8,7 %) als resistent als Isolate aus
Wurzelgemise (1,8 %) und aus Salatgemise (0 %). Alle finf Isolate aus Getreide verhielten
sich ausschlieBlich gegenliber Spectinomycin resistent, eines zusétzlich gegentber Strep-
tomycin. Die geringe Anzahl dieser Isolate erlaubte jedoch keine statistisch absicherbare
Aussage bezlglich des Resistenzverhaltens.

Bei P. aeruginosa erwiesen sich fast alle Isolate als intermediar oder resistent gegentber
mindestens einem Antibiotikum (vgl. Abbildung 12). Dies gilt insbesondere flr Isolate aus
Fruchtgemulse. Hier wurden 97,6 % der Isolate als resistent eingestuft. Aus Getreideproben
wurden funf P. aeruginosa-Isolate gewonnen, die sich ausschlieBlich resistent verhielten.
Zwischen Isolaten aus Wurzelgemuse und Zwiebelgemise wurden hinsichtlich der Vertei-
lung sensibler, intermediarer und resistenter Isolate keine signifikanten Unterschiede festge-
stellt. Bei Isolaten aus Salatgemuse wurden die geringsten Resistenzraten (65,9 %) ermittelt.
Jedoch war der Anteil der als intermediar eingestuften Isolate signifikant hdher als bei den
Isolaten aus den anderen Matrices (vgl. Abbildung 12). Bei der Betrachtung der prozentualen
Verteilung muss jedoch berlcksichtigt werden, dass je Matrix vergleichsweise geringe Isola-
tezahlen fur die Auswertung zur Verfligung standen.

® F=Fruchtgemuse, W=Wurzelgemiise, S=Salatgemiise
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Abbildung 12: Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter P. aeruginosa-lsolate in un-
terschiedlichen Matrices pflanzlichen Ursprungs

a,b,c Matrices mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)
bezlgl. der Verteilung sensibler, intermediérer und resistenter Isolate

Lsensibel Isolate sind empfindlich gegenlber allen gepriften Antibiotika

Jntermediar” Isolate sind intermediar gegeniiber mindestens einem gepruften Antibiotikum,
jedoch gegenliber keinem Antibiotikum resistent

Jresistent” Isolate sind gegenliber mindestens einem Antibiotikum resistent

Mehrfachresistenzen bei P. aeruginosa

20,3 % der Isolate waren gegenuber allen Antibiotika sensibel, 15 % der Isolate zeigten da-
gegen Resistenzen gegentber zwei und mehr Antibiotika, wie aus Tabelle 59 hervorgeht.
Hinsichtlich des Vorkommens von Mehrfachresistenzen wurde kein Unterschied zwischen
Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial und solchen aus Supermarktproben fest-
gestellt. Signifikant war jedoch der Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen hinsicht-
lich der Pravalenz empfindlicher Isolate und solchen Isolaten mit mindestens einer Resistenz
(p < 0,001). So waren nur zwei Isolate (2,5 %) aus landwirtschaftlichem Probenmaterial emp-
findlich gegeniber allen gepriften Antibiotika, wahrend bei 58 Isolaten (27 %) aus Super-
marktproben keine Resistenz beobachtet werden konnte. 80 % der Isolate aus landwirt-
schaftlichen Proben waren gegeniber einer Substanz als unempfindlich einzustufen, wah-
rend dies bei Supermarktproben 59 % der Isolate waren.
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Tabelle 59: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter P. aeruginosa (n = 295) iso-
liert aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Anzahl
Vermarktungs- Isolate 0 1 2 3 4 5 6-7
stufe (n)
n % n % n % n % n % n % n %
Landw. Betrieb? 80 2 2,5* 64 800 9 113 3 38 2 25* 0 0 0 O
Supermarktb 215 58 27,00 127 59,4* 22 10,2 4 19 0O O 2 09 2 0,9
Gesamt 295 60 20,3 191 648 31 105 7 24 2 0,7 2 0,7 2 07

2 Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) beztigl. der Verteilung nicht-, ein-
fach- und mehrfachresistenter Isolate

* Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) bezigl. der entsprechenden An-
zahl der Resistenzen in der jeweiligen Spalte

Resistenzprofile

Bei Isolaten mit einer oder mehr Resistenzen fallt auf, dass sie vor allem gegenlber den A-
minoglykosiden und hier vor allem gegentiber Spectinomycin und Streptomycin unempfind-
lich waren. Zwei Isolate mit Resistenzen gegeniber vier Wirkstoffen bzw. ein Isolat mit Re-
sistenzen gegenlber sieben Wirkstoffen exprimierten zusétzlich Resistenz gegentber B-
Lactamantibiotika (Ceftazidim, Cefepim und Imipenem). Desweiteren wurde bei zwei flnf-
fachresistenten Isolaten Fluorchinolonresistenz festgestellt. In Tabelle 60 sind die haufigsten
Resistenzprofile ein- und mehrfachresistenter Isolate aufgefuhrt.

Tabelle 60: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von P. aeruginosa (n = 295) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Haufigstes Resistenzprofil

0O,
Isolate (%) (% der Gesamtisolate)

Anzahl der

Resistenzen yyjrkstoff Wirkstoffklasse*

(n = 17) (n = 6) Wirkstoff Wirkstoffklasse
0 20,3 20,3 - -
1 64,8 63,7 SPT (63,1) AGL (63,7)
STR SPT (5,8) o.
2 10,5 8,8 SPT IMP (2,7) AGL (6,1) 0. AGL CARB (2,7)
3 2,4 2,4 STR SPT COL (0,7) AGL POL (0,7)
4 0,7 0,7 CAZ NET STR SPT (0,3) o. CEP AGL (0,3) o.
IMP NET STR SPT (0,3) CARB AGL (0,3)
5 0,7 0,7 APR NET STR SPT ENR AGL FQL (0,7)
(0,7) o.
GEN NEO STR SPT CIP
(0,7)
6 0,3 0,3 APR GEN NET NEO STR AGL (0,3)
SPT (0,3)
7 0,3 0,3 CAZ CEP IMP NET STR CEP CBP AGL POL (0,3)

SPT COL (0,3)

*

Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; AGL:
Aminoglykoside, CBP: Carbapeneme, POL: Polymyxine, CEP: Cephalosporine, FQL: Fluorquinolone
** Kurzel der Antibiotika siehe Abkurzungsverzeichnis; ,oder” Profile traten in gleichem Umfang auf
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2.3.2 Pseudomonas putida

P. putida verhielt sich gegentber vielen Antibiotika vor allem intermediar. Dies trifft insbe-
sondere gegenlber Doxyzyklin, Enrofloxacin, Piperacillin, Piperacillin/Tazobactam und eini-
gen neueren Aminoglykosiden zu. Vor allem bei Doxyzyklin, Piperacillin und Piperacil-
lin/Tazobactam waren mehr als die Halfte aller Isolate als ,intermediar* eingestuft worden,
wahrend dies bei Ceftazidim und Imipenem ein Viertel aller Isolate betrifft. Gegenliber Spec-
tinomycin wurden hingegen haufiger, gegentiber Streptomycin seltener Resistenzen expri-
miert, wie in Tabelle 61 dargestellt ist. Gegenlber Imipenem waren immerhin 12 % der Isola-
te resistent. Die Verteilung der MHK-Werte ist Tabelle A 15 im Anhang zu entnehmen.

Tabelle 61: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender P. putida-
Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt
Antibiotikum (n =106) (n = 25) (n =81)
s i r s i r s i r

Amikacin 944 47 0,9 | 88,0 12,0 0 96,3** 2,5 1,2
Apramycin 91,5 - 8,4 84,0 - 16,0 | 97,6 - 2,4
Ceftazidim 69,7 27,4 2,8 72,0 24,0 4,0 69,1 284 24
Cefepim 84,0 15,1 0,9 84,0 16,0 0 83,4 149 1,2
Ciprofloxacin 97,1 0,9 1,8 100 0 0 96,3 1,2 2,4
Colistin 96,2 - 3,8 100 - 0 95,1 - 4,9
Doxyzyklin 36,7 59,4 3,8 32,0 68,0 0 38,3 56,8 4,9
Enrofloxacin 17,9 79,3 2,8 o** 96,0 40 | 23,5 741 2,5
Gentamicin 78,3 18,9 2,8 | 60,00 32,0 8,0 | 84,0 14,8 1,2
Imipenem 62,3 264 113 | 56,0 28,0 16,0 | 642 259 9,8
Meropenem 90,6 8,5 0,9 88,0 12,0 0 91,4 7,4 1,2
Neomycin 96,3 - 3,7 | 88,0** - 12,0* | 98,7** - 1,2*
Netilmicin 774 217 0,9 76,0 24,0 0 778 21,0 1,2
Piperacillin 30,2 68,0 1,8 16,0 80,0 4,0 34,6 64,2 1,2
Piperacillin/Tazobactam 349 64,2 0,9 28,0 72,0 0 37,1 61,7 1,2
Spectinomycin 29,1 - 70,8 o** - 100* | 38,2** - 61,7*
Streptomycin 81,2 - 18,9 | 76,0 - 24,0 | 82,7 - 17,3
Tobramycin 93,4 5,7 0,9 88,0 12,0 0 95,1 3,7 1,2

s: sensibel, i: intermediar, r: resistent

“* Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Su-
permarktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten fir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums
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Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Generell bestand eine Tendenz zu héheren Resistenz- bzw. Intermedidrraten bei Isolaten
aus landwirtschaftlichem Probenmaterial als bei solchen aus Supermérkten. Im Einzelnen
war dies gegenlber Enrofloxacin (p = 0,028), Amikacin (p < 0,05), Neomycin (p < 0,05),
Gentamicin (p = 0,024) und Spectinomycin (p < 0,001) statistisch abzusichern. Die Beobach-
tung héherer Resistenzraten bei Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial als bei I-
solaten aus Supermarktproben zeichnete sich auch bei den durchschnittichen MHK-Werten
ab. Gegenlber zehn Substanzen wurden bei Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmate-
rial (MHKy) signifikant hdhere MHK-Werte ermittelt als bei Isolaten aus Supermarktproben
(MHKSs): Piperacillin (MHKw vs. MHKs 0,51 log. Konzentrationsstufen), Meropenem (MHKw
vs. MHKs 0,41 log,), Ciprofloxacin (MHK_w vs. MHKs 0,81 log,), Enrofloxacin (MHKy vs.
MHKs 0,86 log,), Amikacin (MHK,w vs. MHKs 0,51 log,), Gentamicin (MHK_ w vs. MHKsg
1,03 logz), Neomycin (MHKw vs. MHKs 0,29 logy), Tobramycin (MHK_w vs. MHKs 0,76 logs),
Streptomycin (MHKw vs. MHKs 0,49 log.) und Spectinomycin (MHKw vs. MHKs 1,45 logy).

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Auch bei P. putida waren mehr Isolate aus Fruchtgemiise unempfindlich als Isolate aus den
Ubrigen Matrices. Statistisch abgesichert werden konnte dies gegenliber Doxyzyklin, Specti-
nomycin und Streptomycin. Vier Isolate aus Fruchtgemiise erwiesen sich als resistent ge-
genlber Doxyzyklin, wahrend bei Isolaten aus den anderen Matrices keine Doxyzyklinre-
sistenz festgestellt wurde. Gegenlber Spectinomycin waren 21 von 22 Isolaten (95,5 %) aus
Fruchtgemlse und damit signifikant mehr Isolate als unempfindlich einzustufen als Isolate
aus Wurzelgemdise (68,4 %), aus Zwiebelgemise (63,3 %) und Salatgemuse (56,5 %). Ein
einziges aus Getreide stammendes Isolat verhielt sich hier ebenfalls resistent. Signifikant un-
terschied sich auch die Resistenzrate der Isolate aus Fruchtgemdise (45,5 %), Wurzelgemu-
se (7,9 %) und Salatgemuse (8,7 %) bei Streptomycin.

Auch bezlglich der Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter Isolate wurden zwi-
schen den Matrices Unterschiede beobachtet. So waren Isolate aus Fruchtgemise (95,5 %)
signifikant haufiger als resistent einzustufen als Isolate aus Salatgemdise (69,6 %) und Zwie-
belgemise (68,2 %), wahrend sich die Ubrigen Matrices nicht signifikant voneinander unter-
schieden. Aus Abbildung 13 geht insbesondere hervor, dass vollstdndig sensible Isolate in
geringem Umfang nur bei Wurzel- und Salatgemuse, nicht aber bei Frucht- und Zwiebelge-

muise zu beobachten waren.
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Abbildung 13: Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter P. putida-lsolate in unter-
schiedlichen Matrices pflanzlichen Ursprungs

a,b Matrices mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)
bezlgl. der Verteilung sensibler, intermediérer und resistenter Isolate

Lsensibel Isolate sind empfindlich gegenlber allen gepriften Antibiotika

Jntermediar” Isolate sind intermediar gegentiber mindestens einem gepriiften Antibiotikum,
jedoch gegentiber keinem Antibiotikum resistent

Jresistent” Isolate sind gegeniber mindestens einem Antibiotikum resistent

Mehrfachresistenzen bei P. putida

Bei 25 % der Isolate wurden zwei und mehr Resistenzen festgestellt. Ca. 23 % verhielten
sich empfindlich gegenuber allen gepriften Substanzen, wie Tabelle 62 zu entnehmen ist.
Hinsichtlich der Verteilung nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Isolate bestanden zwi-
schen den Vermarktungsstufen signifikante Unterschiede (p < 0,01). So exprimierten ,land-
wirtschaftliche Isolate” haufiger eine oder mehr Resistenzen als ,Supermarktisolate”. Insge-
samt konnten die bei Pseudomonas spp. erwarteten ausgepragten Mehrfachresistenzen in
der vorliegenden Untersuchung jedoch nicht beobachtet werden. So zeigte ein Isolat eine
Flnffachresistenz, drei Isolate verhielten sich gegentiber vier Wirkstoffen unempfindlich. Es
ist zu beobachten, dass bei mehr als der Halfte aller Isolate zumindest Resistenz gegenlber
einem Wirkstoff auftrat.
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Tabelle 62: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter P. putida-lsolate (n = 106) aus
pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Vermarktungs- Anzahl 0 1 2 3 4 5
stufe Isolate (n)

n % n % n % n % n % n %
Landw. Betrieb® 25 0 0* 15 60,0 6 240 1 40 2 80 1 4,0
Supermark’[b 81 25 30,9* 40 494 8 99 7 86 1 12 0 O
Gesamt 106 25 236 55 519 14 132 8 76 3 28 1 09

2 Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) beziigl. der Verteilung nicht-, ein-
fach- und mehrfachresistenter Isolate

* Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) bezlgl. der entsprechenden An-
zahl der Resistenzen

Resistenzprofile

Wie bei P. aeruginosa, trat auch bei P. putida die Resistenz gegentber Aminoglykosiden,
und hier insbesondere gegen Spectinomycin, als dominantes Resistenzprofil auf. Dartber
hinaus wurde bei sieben Isolaten eine Aminoglykosid-B-Lactamresistenz (SPT u./o. STR und
IMP) festgestellt. Bei einem vierfachresistenten Isolat war die Unempfindlichkeit gegeniber
Fluorchinolonen involviert. Tabelle 63 zeigt die haufigsten Profile ein- und mehrfachresisten-
ter P. putida-lsolate.

Tabelle 63: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von P. putida (n = 106) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Isolate (%) Haufigstes Resistenzprofil

Anz?hl der (% der Gesamtisolate)
Resistenzen 2’:‘;"15;‘)’" Yx';k;’)mfk'asse* Wirkstoff Wirkstoffklasse*
0 22,6 22,6 - -
1 51,9 47,2 SPT (46,2) AGL (47,2)
2 13,2 12,3 STR SPT (7,6) AGL (7,6)
3 7.6 7,6 STR SPT IMP (3,8) AGL CARB (3,8)
4 2,8 2,8 NEO STR SPT IMP (0,9) oder AGL CARB (0,9)
GEN NEO STR SPT (0,9) oder AGL (0,9)
STR SPT CIP ENR (0,9) AGL FQL (0,9)
5 0,9 0,9 GEN NEO STR SPT IMP (0,9) AGL CARB (0,9)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; AGL: Aminoglykosi-
de, CARB: Carbapeneme, FQL: FLuorquinolone

** Kurzel der Antibiotika siehe Abkirzungsverzeichnis

Loder” Profile traten in gleichem Umfang auf
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2.3.3 Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens exprimierte gegenlber Spectinomycin ausgepragte Resistenzen (55 %), wah-
rend gegeniber Streptomycin 13 % unempfindlich waren. Gegeniber Doxyzyklin erwiesen
sich mehr als die Hélfte aller Isolate intermedidr bzw. resistent, gegentber Piperacillin, Pipe-
racillin/Tazobactam war annahernd die Halfte aller Isolate und gegeniber Enrofloxacin zwei
Drittel der Isolate als intermediar einzustufen (vgl. Tabelle 64, MHK-Wertverteilung vgl.
Tabelle A 16). Vier Isolate waren dartber hinaus unempfindlich gegeniiber Colistin. Die Er-
gebnisse sollten jedoch aufgrund geringer Isolatezahlen (n = 38) nicht Gberbewertet werden.
Wegen geringer Isolatezahlen insbesondere aus landwirtschaftlichen Proben (n = 3) konnten
auch Unterschiede zwischen den Betriebsformen hinsichtlich der Empfindlichkeit und hin-
sichtlich der durchschnittlichen MHK-Werte statistisch nicht abgesichert werden. Ebenso war
kein Matrixeffekt statistisch zu belegen. Von 26 Isolaten mit Resistenz gegenliber mindes-
tens einem Antibiotikum wurden zwélf aus WurzelgemUse, sechs aus Salatgemdise, vier aus

Zwiebelgemlse und je zwei aus Fruchtgemise bzw. Getreide isoliert.

Tabelle 64: Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender P. fluorescens-Isolate
(n = 38) aus pflanzlichen Lebensmitteln [n (%)]

Antibiotikum Sensibel Intermediar Resistent
Amikacin 36 (94,7) 1(2,6) 1(2,6)
Apramycin 36 (94,7) - 2 (5,3)
Ceftazidim 31 (81,6) 5(13,1) 2(5,3)
Cefepim 35 (92,1) 0 3(7,9)
Ciprofloxacin 38 (100) 0 0
Colistin 34 (89,5) 0 4 (10,5)
Doxyzyklin 17 (44,8) 19 (50,0) 2(5,3)
Enrofloxacin 12 (31,6) 24 (67,2) 2(5,3)
Gentamicin 36 (98,8) 1(2,6) 1(2,6)
Imipenem 30 (79,0) 6 (15,8) 2(5,3)
Meropenem 37 (97,4) 1(2,6) 0)
Neomycin 37 (97,4) - 1(2,6)
Netilmicin 32 (84,2) 6 (15,8) 0
Piperacillin 22 (57,9) 16 (42,1) 0
Piperacillin/Tazobactam 19 (50,0) 19 (50,0) 0
Spectinomycin 17 (44.8) - 21 (55,3)
Streptomycin 33 (86,9) - 5(13,1)
Tobramycin 37 (97,4) 0 1(2,6)

.~ Intermedidrbereich ist nicht definiert
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Mehrfachresistenzen bei P. fluorescens

Bei insgesamt acht Isolaten konnten Resistenzen gegenlber zwei bzw. drei Antibiotika fest-
gestellt werden (vgl. Tabelle 65). Von den acht mehrfachresistenten Isolaten stammten sie-
ben Isolate aus Supermarktproben. Fast die Hélfte aller Isolate erwies sich als unempfindlich
gegenlber einem Antibiotikum. Zwélf Isolate waren gegeniber allen Antibiotika empfindlich.

Tabelle 65: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter P. fluorescens-lsolate (n = 38)
isoliert aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Vermarktungsstufe Isﬁraztzh(ln) 0 1 2 3

n % n % n % n %
Landw. Betrieb 3 0 - 2 - 1 - 0 -
Supermarkt 35 12 - 16 - 5 - 2 -
Gesamt 38 12 316 18 47,4 6 15,8 2 53

Resistenzprofile

In Tabelle 66 sind dominante Resistenzprofile von P. fluorescens dargestellt. Mit Ausnahme
von drei Isolaten wurde bei allen ein- und mehrfachresistenten P. fluorescens-lsolaten Un-
empfindlichkeit gegentber Aminoglykosiden beobachtet. Auch hier war Spectinomycin der
Wirkstoff, gegenliber dem die meisten Resistenzen bestanden. Die Resistenz gegen Colistin

wurde von drei Isolaten exprimiert, die gegen Doxyzyklin von einem Isolat.

Tabelle 66: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von P. fluorescens (n = 38) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Isolate n (%) Resistenzprofile

Anzahl der (n (%) der Gesamtisolate)
Resistenzen \yjrkstoff Wirkstoffklasse* |, . o . .
(n=18) (n=7) Wirkstoff Wirkstoffklasse
0 12 (31,6) 12 (31,6) - -
1 18 (47,4) 16 (42,1) SPT 16 (42,1) AGL 16 (42,1)
2 6 (15,8) 5(13,2) SPT IMP 1 (2,6) o. AGL CARB 1 (2,6) o.
STR COL 1 (2,6) o. AGL POL 1 (2,6) o.
STRSPT 1 (2,6) o. AGL 1 (2,6) o.
SPT DOX 1 (2,6) o. AGL TET 1 (2,6) o.
SPT ENR 1 (2,6) AGL FQL 1 (2,6)
3 2(5,3) 2(5,3) APR STRCOL 1 (2,6) 0. AGLPOL 1 (2,6) o.

STRCOLIMP1(2,6)  AGL POL CARB 1 (2,6)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstofftklasse; AGL: Aminoglykosi-
de, CARB: Carbapeneme, POL: Polymyxine, TET: Tetrazykline, FQL: Fluorquinolone

** Kurzel der Antibiotika siehe Abklrzungsverzeichnis

woder“ Profile traten in gleichem Umfang auf
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234 Zusammenfassende Betrachtung der Resistenzeigenschaften von
Pseudomonas spp.

Aus Tabelle 67 geht hervor, dass Pseudomonas spp. vor allem gegenuber Spectinomycin
und Streptomycin als resistent eingestuft wurden. Bei den landwirtschaftlichen Isolaten er-
wiesen sich somit fast alle als unempfindlich gegenlber Spectinomycin (98,2 %), wahrend
die Resistenzraten gegenlber den anderen Antibiotika sich zwischen 0,3 % und 6,5 % be-
wegten. Auffallend sind die hohen Anteile der als intermediar eingestuften Isolate vor allem
bei Enrofloxacin, Piperacillin, Piperacillin/Tazobactam, Doxyzyklin, Ceftazidim und Imipenem.
Darlber hinaus konnte nur gegenuber Apramycin und hier wiederum nur bei Isolaten aus
landwirtschaftlichem Probenmaterial vollstandig sensibles Verhalten beobachtet werden.
Auch bei Ciprofloxacin und Colistin waren Resistenzen bzw. intermediares Verhalten selten
festzustellen.

Tabelle 67: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender Pseudo-
monas spp. aus pflanzlichen Lebensmitteln

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt
Antibiotikum (n = 439) (n =108) (n =331)
s i r s i r s i r

Amikacin 96,1 3.4 0,5 95,4 4,6 0 96,4 3,0 0,6
Apramycin 98,6 - 1,4 100 - 0 98,2 - 1,8
Ceftazidim 72,9 24,4 2,7 67,6 29,6 2,8 746 22,7 2,7
Cefepim 86,1 12,5 1,4 | 79,6 19,4 0,9 |882* 10,3 1,5
Ciprofloxacin 98,4 0,9 0,7 99,1 0,9 0 98,2 0,9 0,9
Colistin 97,3 - 2,7 99,1 - 0,9 96,7 - 3,3
Doxyzyklin 38,9 56,9 4,2 32,1 64,3 3,6 40,5 55,2 4,3
Enrofloxacin 11,9 86,6 1,6 1,9** 97,2 0,9 (15,1 83,1 1,8
Gentamicin 87,5 11,2 1,4 | 78,7 19,4 1,9 | 90,3** 8,5 1,2
Imipenem 70,8 22,8 6,4 65,7 27,8 6,5 725 21,2 6,3
Meropenem 95,9 3,9 0,2 95,4 4,6 0 96,1 3,6 0,3
Neomycin 98,2 - 1,8 97,2 - 2,8 98,5 - 1,5
Netilmicin 87,0 11,2 1,8 86,1 11,1 2,8 87,3 11,2 1,5
Piperacillin 26,4 73,1 05 | 14,8 84,3 0,9 |30,2** 69,5 0,3
Piperacillin/Tazobactam 27,3 72,4 0,2 18,5** 81,5 0 30,2 69,5 0,3
Spectinomycin 26,0 - 74,0 1,9** - 98,2* | 33,8** - 66,2*
Streptomycin 87,0 - 13,0 84,3 - 15,7 | 87,9 - 12,1
Tobramycin 96,1 3.4 0,5 95,4 4,6 0 96,4 3,0 0,6

s: sensibel, i: intermediar, r: resistent; “-“ Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Su-

permarktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fiir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten fir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums
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Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit

Zwischen den Vermarktungsstufen bestanden signifikante Unterschiede hinsichtlich des Auf-
tretens von Resistenzen. So waren insgesamt 98 % der Isolate aus landwirtschaftlichen Pro-
ben gegentiber 72 % der Isolate aus Supermarktproben als resistent gegenliber mindestens
einem Antibiotikum einzustufen. Bei Spectinomycin waren 98 % der Isolate aus landwirt-
schaftlichem Probenmaterial gegentiber 66 % der Isolate aus Supermarktproben resistent.
Bei Cefepim, Enrofloxacin, Gentamicin, Piperacillin und Piperacillin/Tazobactam waren zu-
dem signifikant mehr Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial intermediér einzustu-
fen als solche aus Supermarktproben. Die mittleren MHK-Werte der beiden Gruppen unter-
schieden sich hingegen nicht signifikant. Das Auftreten von Mehrfachresistenzen wurde bei
Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial zwar haufiger beobachtet als bei Isolaten
aus Supermarktproben (23 % vs. 16 %), dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Wie bei P. aeruginosa und P. putida bereits beschrieben, waren signifikant mehr Isolate aus
FruchtgemUse als aus anderen Matrices unempfindlich gegentber wenigstens einer gepruf-
ten Substanz. Dies spiegelt auch die Beobachtungen bei den Einzelsubstanzen wider. Dort
war eine Tendenz zu héheren Resistenzraten bei Isolaten aus Fruchtgemise im Vergleich
zu lIsolaten aus den Ubrigen Matrices zu erkennen. Bei Spectinomycin war dieser Unter-
schied stets signifikant. Auch die zusammenfassende Auswertung von Pseudomonas spp.
belegt, dass Isolate aus Fruchtgemise signifikant hdufiger unempfindlich (97 %) gegenlber
mindestens einem Antbiotikum waren als Isolate aus Salat- (66 %), Zwiebel- (77 %) und
Wourzelgemise (80 %). Alle acht Isolate aus Getreide verhielten sich unempfindlich gegen-
Uber wenigstens einem Antibiotikum. Isolate mit Resistenzen gegenliber zwei und mehr An-
tibiotika waren ebenfalls in Fruchtgemise signifikant haufiger zu beobachten als in den an-
deren Matrices (Fruchtgemise: 40 %, Zwiebelgemise: 22 %, Wurzelgemuse: 16 %, Salat:
7 %).

24 Enterococcus spp.

2.4.1 E. faecalis

E. faecalis-1solate waren insbesondere gegentiber Doxyzyklin, Fosfomycin und Rifampicin
als intermediér bzw. resistent einzustufen (vgl. Tabelle 68). Gegenulber Enrofloxacin zeigten
sich die Isolate fast vollstandig intermediar. Intermedidres Verhalten wurde in hohem MaBe
auch gegeniber Erythromycin, Imipenem und zusatzlich bei Rifampicin beobachtet. Voll-
standig sensibel waren hingegen Isolate beider Vermarktungsstufen gegeniber den Glyko-
peptiden Teicoplanin und Vancomycin sowie gegeniber Gentamicin HL. Bei 6 % der Isolate
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wurde Unempfindlichkeit gegenlber Streptomycin HL beobachtet. Die MHK-Wertverteilung
findet sich in Tabelle A 17 im Anhang.

Tabelle 68: Prozentuale Verteilung sensibel, intermedidar und resistent einzustufender
E. faecalis-Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n =100) (n =42) (n =58)

s i r s i r s i r
Amoxycillin/Clavulanséure 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Ampicillin 99,0 1,0 0 97,6 2,4 0 100 0 0
Chloramphenicol 97,0 - 3,0 97,6 - 2,4 94,9 - 5,2
Ciprofloxacin 780 200 20 | 69,1 262 4,8 | 88,0 12,1 0
Doxyzyklin 73,0 4,0 23,0 81,0 2,4 16,7 66,0 71 304
Enrofloxacin 20 98,0 0 0 100 0 3,5 96,6 0
Erythromycin 25,0 54,0 21,0 21,5 572 21,5 25,9 50,1 24,2
Florfenicol 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Fosfomycin 77,0 - 23,0 73,9 - 26,2 77,5 - 22,5
Gentamicin HL 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Imipenem 64,0 32,0 4,0 59,7 35,7 48 72,5 241 34
Linezolid 97,0 2,0 1,0 | 92,9 4,8 2,4 100** 0 0
Mezlocillin 98,0 1,0 1,0 95,3 2,4 2,4 100 0 0
Moxifloxacin 99,0 0 1,0 97,6 0 2,4 100 0 0
Nitrofurantoin 98,0 1,0 1,0 95,3 2,4 2,4 100 0 0
Rifampicin 11,0 24,0 65,0 4,8 28,6 66,7 156 27,6 56,9
Streptomycin HL 94,0 - 6,0 92,9 - 7,2 94,9 - 5,2
Co-Trimoxazol 98,0 0 2,0 97,6 0 24 98,3 0 1,7
Teicoplanin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Tylosin 90,0 0 10,0 95,3 0 4,8 82,9 0 17,2
Vancomycin 100 0 0 100 0 0 100 0 0

s: sensibel, i: intermediar, r: resistent

““Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Su-

permarktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fiir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten fiir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Bei der Betrachtung der einzelnen Substanzen konnten keine Unterschiede zwischen Isola-
ten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial und solchen aus Supermarktproben beziglich
der Resistenzrate festgestellt werden. Hinsichtlich der MHK-Werte unterschieden sich Isolate
aus landwirtschaftlichem Probenmaterial von denen aus Supermérkten nur bei den Fluorchi-

nolonen signifikant.
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Bei allen drei Substanzen dieser Wirkstoffklasse (Ciprofloxacin, Enrofloxacin und Moxifloxa-
cin) waren die mittleren MHK-Werte der Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial hé-
her als die der Isolate aus Supermarktproben (CIP: MHKw vs. MHKs 0,10 log, Konzentrati-
onsstufen, ENR: MHKy vs. MHKs 0,11 log,, MOX: MHK_w vs. MHKs 0,05 log,). Bei allen
anderen Substanzen war eine einheitliche Tendenz zu héheren MHK-Werten bei keiner der

beiden Vermarktungsstufen zu erkennen.

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Bei den einzelnen Substanzen waren zunachst keine Unterschiede hinsichtlich der Resis-
tenzrate zwischen den Matrices zu beobachten. Ausnahmen bestanden jedoch bei Rifampi-
cin, Fosfomycin und Erythromycin. Gegeniber Rifampicin verhielten sich signifikant mehr I-
solate aus Fruchtgemuse resistent als Isolate aus Wurzelgemuse (48 % vs. 15 %). DarUber
hinaus erwiesen sich Isolate aus Zwiebelgemuse (66,6 %) signifikant dfter als unempfindlich
gegenlber Rifampicin als Isolate aus Wurzelgemise (15 %) und SalatgemUse (26,3 %). Ge-
genuber Fosfomycin waren Unterschiede hinsichtlich der Resistenzraten zwischen Frucht-
gemuise (32 %) bzw. Salatgemiise (31,6 %) und Getreide (7,4 %) statistisch abzusichern.
Gegenulber Erythromycin unterschieden sich auBerdem die Resistenzraten der Isolate aus
Salatgemiise (36,8 %) und Wurzelgemuse (10 %) signifikant. Hinsichtlich der Verteilung in-
termediarer und resistenter Isolate bestanden aufgrund geringer Isolatezahlen keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Matrices. Der Anteil intermediarer und resistenter Isolate
in der jeweiligen Matrix ist der Vollstandigkeit halber dennoch in Abbildung 14 dargestellt. Bei
der Betrachtung der Abbildung ist zu berlcksichtigen, dass zwar vollstandig (gegentber al-
len gepriften Substanzen) sensible Isolate nicht auftraten, jedoch Isolate gegenlber den
Einzelsubstanzen, z. B. Vancomycin, als sensibel eingestuft werden konnten (vgl. Tabelle
68).
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Abbildung 14: Verteilung intermediérer und resistenter E. faecalis-Isolate in unterschiedlichen
Matrices pflanzlichen Ursprungs

Jntermediar” Isolate sind intermediar gegenliber mindestens einem gepriften Antibiotikum,
jedoch gegentiber keinem Antibiotikum resistent
Jresistent” Isolate sind gegeniber mindestens einem Antibiotikum resistent

Mehrfachresistenzen bei E. faecalis

Wie in Tabelle 69 dargestellt, erwiesen sich insgesamt 32 % der Isolate als unempfindlich
gegeniber zwei oder mehr Antibiotika. 35 % der Isolate exprimierten Resistenz gegenlber
einem Wirkstoff, wahrend 33 % der Isolate keine Resistenz aufwiesen. Hinsichtlich der Ver-
teilung nicht-, einfach- und mehrfachresistenter Isolate und hinsichtlich der Anzahl der Resis-
tenzen waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vermarktungsstufen festzustel-

len.

Tabelle 69: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter E. faecalis (n = 100) isoliert
aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Anzahl
Vermarktungs- Isolate 0 1 2 3 4 5 6-7

stufe (n)
n % nNn % nNn % N % N % n % n %

Landw. Betrieb 42 13 310 16 381 5 119 5 119 0 2
Supermarkt 58 20 345 19 328 7 121 9 155 0 O 3 52 0 O
Gesamt 100 33 33,0 35 350 12 120 14 140 0 00 4 40 2
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Resistenzprofile

Einfachresistente E. faecalis-Isolate erwiesen sich am haufigsten als unempfindlich gegen-
Uber Rifampicin, Fosfomycin oder Doxyzyklin. Bei mehrfachresistenten Isolaten (insbesonde-
re bei Isolaten mit Resistenzen gegen zwei Wirkstoffe) wurde zusatzlich die Resistenz ge-
genuber Makroliden, hier fast immer gegeniber Erythromycin exprimiert. Auch unempfindli-
ches Verhalten gegentber Doxyzyklin wurde bei mehrfachresistenten Isolaten haufig beo-
bachtet, wie aus Tabelle 70 hervorgeht. Die Resistenz gegenlber Rifampicin und Fosfomy-
cin trat bei vielen Isolaten gleichzeitig auf. Im Vergleich zu den bereits genannten gramnega-
tiven Bakterienarten féllt bei E. faecalis auf, dass Resistenzen gegentber Wirkstoffen aus
mehreren Wirkstoffklassen (bis zu sieben Wirkstoffklassen) vertreten waren, wahrend bei
den gramnegativen Isolaten haufig Resistenzen gegen mehrere Wirkstoffe einer Klasse fest-
gestellt wurden.

Tabelle 70: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von E. faecalis (n = 100) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Isolate (%) Haufigstes Resistenzprofil

Anzahl der (% der Gesamtisolate)
Resistenzen : H *
Wirkstoff ~ Wirkstoffklasse™ .y syofp Wirkstoffklasse*
(n = 21) (n=13)
0 33 33 - -
1 35 31 RAM (11) o. FOS (10) o. RAM (11) oder FOS (10) o.
DOX (10) TET (10)
2 12 12 ERY RAM (4) o. MLD RAM (5) o.
FOS RAM (4) FOS RAM (4)
14 11 ERY TLS DOX (4) MLD TET (4)
5 4 4 ERY TSL DOX CMP MLD TET FEN AGLH (2)
SNH (2)
6 1 1 FOS RAM MZL CIP MOX FOS RAM PEN FQL LIZ (1)
LIZ (1)
7 1 1 FOS RAM ERY CIP DOX FOS RAM MLD FQL TET
SXT NFT (1) SUL/TRI NFT (1)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; RAM: Rifampicine,
FOS: Fosfomycin, TET: Tetrazykline, MLD: Makrolide, FEN: Fenicole, AGLH: “High level”-Aminoglykoside,
FQL: Fluorquinolone, PEN: Penicilline, SUL/TRI: Folatantagonisten, NFT: Nitrofurantoine, LIZ: Linezolid

** Kurzel der Antibiotika siehe Abklrzungsverzeichnis

woder“ Profile traten in gleichem Umfang auf

2.4.2 E. faecium

E. faecium-lsolate waren Uberwiegend als intermediar bzw. als resistent gegenlber Fluor-
chinolonen, Makroliden, Fosfomycin und Rifampicin einzustufen (vgl. Tabelle 71). Glykopep-
tidresistenzen konnten nicht festgestellt werden, allerdings verhielten sich 3,4 % der Isolate
intermediér gegeniiber Vancomycin. Gegenlber Gentamicin HL erwiesen sich alle Isolate als
sensibel, gegeniber Streptomycin HL waren durchschnittlich 10,2 % der Stdmme unemp-
findlich. Eine reduzierte Sensibilitdt wurde auch bei Quinupristin-Dalfopristin festgestellt.
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So war hier ein Viertel der Isolate als intermediar einzustufen. Die MHK-Werte von E. faeci-
um finden sich in Tabelle A 18 im Anhang.

Tabelle 71: Prozentuale Verteilung sensibel, intermedidar und resistent einzustufender
E. faecium-Isolate (n = 59) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Antibiotikum Sensibel Intermediar Resistent
Amoxycillin/Clavulanséure 100 0 0
Ampicillin 96,7 3,4 0
Chloramphenicol 100 - 0
Ciprofloxacin 40,7 42,4 17,0
Doxyzyklin 84,8 5,1 10,2
Enrofloxacin 1,7 69,4 28,8
Erythromycin 22,1 23,7 54,3
Florfenicol 100 - 0
Fosfomycin 61,0 - 39,0
Gentamicin HL 100 - 0
Linezolid 96,7 1,7 0
Mezlocillin 78,0 15,3 6,8
Moxifloxacin 61,0 28,8 10,2
Nitrofurantoin 77,9 22,1 0
Rifampicin 17,0 6,8 76,3
Streptomycin HL 89,8 - 10,2
Co-Trimoxazol 96,6 1,7 1,7
Quinupristin-Dalfopristin 69,5 27,1 3,4
Teicoplanin 100 0 0
Tylosin 89,9 - 10,2
Vancomycin 96,7 3,4 0

.~ Intermedidrbereich ist nicht definiert

Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Hinsichtlich des Vorkommens von Resistenzen unterschieden sich Isolate aus landwirt-
schaftlichem Probenmaterial nicht von solchen aus Supermarktproben. Es wurde zwar bei
Rifampicin ein Trend zu héheren Resistenzraten bei Isolaten aus Supermarkten (78 % der
Isolate) im Vergleich zu denen aus landwirtschaftlichen Proben (69 % der Isolate) beobach-
tet, der jedoch statistisch nicht abgesichert werden konnte. Die Konzentrationsbereiche der
Isolate aus Supermarktproben zeigten tendenziell héhere MHK-Werte als Isolate aus land-
wirtschaftlichem Probenmaterial, statistisch abgesichert werden konnte diese Beobachtung
jedoch nur bei Chloramphenicol (MHKs vs. MHK \ 0,08 log. Konzentrationsstufen).

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Wie bereits erwahnt, wurde bei 55 Isolaten Unempfindlichkeit gegenldber mindestens einem
Antibiotikum festgestellt. Da die Isolatezahlen je Matrix gering sind, konnte keine statistisch
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absicherbare Aussage zum Matrixeinfluss getroffen werden. Es war jedoch zu beobachten,
dass die Halfte der Isolate mit einer oder mehr Resistenzen aus Getreide isoliert worden war.
Zehn unempfindliche Isolate stammten aus Zwiebelgemuise, acht bzw. sieben aus Salat-

bzw. Wurzelgemdse. Zwei resistente Isolate waren dem FruchtgemuUse zuzuordnen.

Mehrfachresistenzen bei E. faecium

42 % der Isolate waren unempfindlich gegentber zwei und mehr Antibiotika (vgl. Tabelle 72).
Bei rund 22 % der Isolate wurde Resistenz gegenlber einem Wirkstoff beobachtet, wahrend
nur 7 % der Isolate sich als vollstandig sensibel erwiesen. Bezlglich der Verteilung nicht-,
einfach- und mehrfachresistenter Isolate waren zwischen den Vermarktungsstufen keine sig-
nifikanten Unterschiede zu beobachten. Ebenso trat in keiner der beiden Gruppen eine be-
stimmte Anzahl an Resistenzen haufiger auf als in der anderen.

Tabelle 72: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter E. faecium-lsolate (n =59)
aus pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen

Anzahl
Vermarktungs- Isolate 0 1 2 3 4 5 6-7
stufe (n)
n % n % n % n % n % n % n %
Landw. Betrieb 13 1 77 3 231 5 385 2 1554 0 0 O O 2 154
Supermarkt 46 3 65 10 21,7 14 23,7 8 174 2 44 4 87 5 11,0
Gesamt 59 4 68 13 220 19 322 10 170 2 34 4 68 7 119

Resistenzprofile

Bei E. faecium wurde sowohl bei den einfach- als auch bei den mehrfach-resistenten Isola-
ten die Resistenz gegentber Rifampicin am haufigsten beobachtet. Darliber hinaus zeigten
sich mehrfachresistente Isolate vor allem unempfindlich gegenliiber den Makroliden und ge-
genuber Fosfomycin. Bei den Makroliden war Erythromycin der dominierende Wirkstoff, wah-
rend die Tylosinresistenz bei vergleichsweise wenigen Isolaten festgestellt wurde. Fluorchi-
nolonunempfindlichkeit war ebenfalls seltener zu beobachten. Hier traten vor allem Resis-
tenzen gegenlber Ciprofloxacin und Enrofloxacin, weniger gegeniber Moxifloxacin auf. In
Tabelle 73 sind die dominanten Resistenzprofile von E. faecium dargestellt.
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Tabelle 73: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofile
von E. faecium (n = 59) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Haufigstes Resistenzprofil

()
el (] (% der Gesamtisolate)

Anzahl der

Resistenzen \yjrkstoff Wirkstoffklasse*

(n = 21) (n = 13) Wirkstoff** Wirkstoffklasse*

0 6,8 6,8 - -

1 22,0 13,6 RAM (13,6) RAM (13,6)

2 32,2 30,5 RAM ERY (20,3) RAM MLD (20,3)

3 17,0 15,3 RAM FOS ERY (6,8) RAM FOS MLD (6,8)

4 3,4 3,4 RAM ERY CIP ENR (1,7) RAM MLD FQL (1,7) o.
0. RAM FOS MLD PEN
RAM FOS ERY MZL (1,7)  (1,7)

5 6,8 6,8 RAM FOS CIP ENR MOX RAM FOS FQL (3,4)
3,4

6 1,7 Vgl. Tabelle 74 i/gl.)TabeIIe 74 Vgl. Tabelle 74

7 10,2 Vgl. Tabelle 74  Vgl. Tabelle 74 Vgl. Tabelle 74

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse

RAM: Rifampicine, FOS: Fosfomycin, MLD: Makrolide, FQL: Fluorquinolone, PEN: Penicilline, STR: Strep-
togramine, TET: Tetrazykline, AGLH: “High level”-Aminoglykoside

** Klrzel der Antibiotika siehe Abklrzungsverzeichnis

woder“ Profile traten in gleichem Umfang auf

In Tabelle 74 sind die Resistenzprofile der sechs- und siebenfach-resistenten E. faecium-
Isolate dargestellt. Es féllt auf, dass die Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial ge-
genlber Uberwiegend bzw. ausschlieBlich in der Humanmedizin angewendeten Antibiotika
unempfindlich waren. Funf Isolate aus Supermarktproben zeigten auBerdem gleiche Resis-
tenzprofile, obwohl sie aus unterschiedlichen Supermarkten stammten und zu unterschiedli-

chen Zeitpunkten entommen wurden.

Tabelle 74: Resistenzprofile hochmehrfachresistenter E. faecium-lsolate aus pflanzlichen Le-
bensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

n Resistenzen Haufigstes Resistenzprofil®
Vermarktungsstufe  Wirkstoff Wirkstof(:)— (Anzahl der Isolate)
klassen
Landw. Betrieb 6 5 CIP/MOX/MZL/FOS/RAM/SYN (1)
6 CIP/MOX/MZL/FOS/RAM/SYN/LIZ (1)
Supermarkt 7 6 ERY/TLS/DOX/ENR/FOS/RAM/SNH (5)

@ Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse
®): Kiirzel der Antibiotika siehe Abkiirzungsverzeichnis
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243 ., E. nonfaecium/nonfaecalis* (E. nonfc.)

Isolate der Gruppe E. nonfc. waren vor allem gegenuber Fosfomycin, Erythromycin, Ciproflo-
xacin und Rifampicin unempfindlich. Gegenlber Enrofloxacin konnte fast allen Isolaten in-
termediares Verhalten festgestellt werden, wie aus Tabelle 75 hervorgeht. Bei den gegen-
Uber Vancomycin intermedidren Stdmmen handelte es sich um erworbene Resistenzen,
nicht aber um E. gallinarum-lsolate, bei denen naturliche ,low level“-Resistenzen gegentber
diesem Antibiotika bestehen. Dennoch ist zu bertcksichtigen, dass 53,4 % der Isolate bei
Vancomycin eine MHK von 4 ug/ml aufwiesen und sich somit am Breakpoint von ,sensibel®
nach ,intermediar” befanden (vgl. Tabelle A 19 im Anhang).

Tabelle 75: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediar und resistent einzustufender E. nonfc.-
Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n =523) (n = 168) (n = 355)

s i r s i r s i r
Amoxycillin/Clavulanséure 998 0,2 0 100 0 0 99,7 0,3 0
Ampicillin 998 0,2 0 100 0 0 99,7 0,3 0
Chloramphenicol 99,4 - 0,6 100 - 0 99,2 - 0,9
Ciprofloxacin 30,0 541 159 | 274 542 185 | 31,3 54,1 147
Doxyzyklin 95,0 1,7 3,3 96,4 1,8 1,8 94,4 1,7 3,9
Enrofloxacin 1,0 964 27 1,2 95,2 3,6 0,9 96,9 2,3
Erythromycin 241 33,7 42,3 | 155" 31,6 53,0 | 28,2 34,7 37,2*
Florfenicol 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Fosfomycin 52,0 - 48,0 | 57,1 - 42,9 | 49,6 - 50,4
Gentamicin HL 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Imipenem 78,6 147 6,7 774 13,7 8,9 792 152 56
Linezolid 97,1 2,7 0,2 96,4 3,6 0 97,5 2,3 0,3
Mezlocillin 95,0 48 0,2 94,6 5,4 0 95,2 45 0,3
Moxifloxacin 979 13 0,8 97,6 2,4 0 98,0 0,9 1,1
Nitrofurantoin 84,7 14,7 0,6 |89,3* 9,5 1,2 | 82,5 17,2 0,3
Rifampicin 20,1 346 453 | 155 375 47,0 | 223 332 445
Streptomycin HL 92,0 - 8,0 | 85,1* - 14,9* | 95,2* - 4,8*
Co-Trimoxazol 83,8 6,9 9,4 |89,3* 6,0 48 | 811 7,3 11,6*
Quinupristin-Dalfopristin 22,0 740 4,0 19,6 73,8 6,6* 23,1 741 2,8*
Teicoplanin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Tylosin 90,1 - 9,9 | 85,7 - 14,3* | 92,1** - 7,9*
Vancomycin 94,8 5,2 0 99,4** 0,6 0 92,7** 7,3 0

s: sensibel, i: intermediar, r: resistent

- Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Su-
permarktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten fiir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums
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Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit und die mittleren MHK-Werte

Bei den meisten Antibiotika unterschieden sich die Resistenzraten der Isolate aus landwirt-
schaftlichem Probenmaterial von denen der Isolate aus Supermarktproben nicht signifikant.
Hohere Resistenzraten bei ,landwirtschaftlichen Isolaten* als bei ,Supermarktisolaten“ wur-
den jedoch bei Erythromycin (53,0 % vs. 37 %), Nitrofurantoin (2,8 % vs. 0,3 %), Streptomy-
cin HL (14,9 % vs. 4,8 %), Quinupristin-Dalfopristin (6,6 % vs. 2,8 %) und Tylosin (14,3 % vs.
7,9 %) statistisch abgesichert. Hingegen war die Resistenzrate bei Co-Trimoxazol bei Isola-
ten aus Supermarktproben signifikant héher als die der Isolate aus landwirtschaftlichem Pro-
benmaterial (11,3 % vs. 6,4 %). Bei Nitrofurantoin (17,2 % vs. 9,5 %) und Vancomycin
(7,3 % vs. 0,6 %) war darUber hinaus die Rate intermediar eingestufter Keime aus Super-
marktproben signifikant héher als bei Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial. Hin-
sichtlich der MHK-Werte zeichnete sich bei keiner der beiden Gruppen eine einheitliche Ten-
denz ab. Héhere MHK-Werte landwirtschaftlicher Isolate waren bei vielen Substanzen fest-
zustellen. Statistisch abgesichert werden konnte dies jedoch nur fir Imipenem (Differenz
MHK.w vs. MHKs 0,71log, Konzentrationsstufen), Erythromycin (MHKyy vs. MHKs
0,29 log,), Chloramphenicol (MHKw vs. MHKs 0,14 log,) und Streptomycin HL (MHKw vs.
MHKs 0,08 logs).

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Die Resistenzraten der Isolate aus Fruchtgemiise erwiesen sich bei E. nonfc. bei fast allen
gepruften Antibiotika geringer als die der Isolate aus anderen Matrices. Ein Trend zu héhe-
ren Resistenzraten in einer bestimmten Matrix im Vergleich zu den anderen konnte jedoch
nicht beobachtet werden. Wahrend beispielsweise gegentiber Imipenem Isolate aus Getreide
signifikant haufiger Resistenzen exprimierten als Isolate aus den Ubrigen Matrices (21,1 %g,
2 %k, 5,9 %w, 2,3 %s, 4,6 %;)*, verhielten sich jene gegeniiber Ciprofloxacin signifikant sel-
tener unempfindlich als Isolate aus Wurzel-, Salat- und Zwiebelgemuse (10 %g, 10 %k vs.
20,3 %w, 13,3 %s, 26,4 %;). Bei folgenden weiteren Antibiotika bestanden signifikante Un-
terschiede zwischen den Resistenzraten der Isolate aus unterschiedlichen Matrices: Fosfo-
mycin (34,4 %g VvS. 55,1 %w, 49,2 %s, 54 %;z), Rifampicin (57,6 Y%ow Vvs. 37 Y%, 43 %s,
37,8 %), Streptomycin HL (13,6 %w und 11,1 %g vs. 5 %g, 3,1 %s), Co-Trimoxazol
(16,1 Y%w und 9,4 %z vs. 2 Y% und 16,1 Y%w Vs. 7,8 %s bzw. 6,7 %g) und Tylosin (16,7 %g Vvs.
4,7 %z). Aus Abbildung 15 geht hervor, dass sich alle Isolate als intermediar oder resistent
erwiesen. Vollstandig sensible Isolate konnten nicht festgestellt werden. 78 bis 89 % der Iso-
late zeigten Resistenz gegenlber mindestens einem Antibiotikum. Signifikante Unterschiede

bezuglich der Verteilung intermediérer und resistenter Isolate wurden zwischen Isolaten aus

4 G=Getreide, F=Fruchtgemise, W=Wurzelgemise, S=SalatgemUse, Z=Zwiebelgemise
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Fruchtgemlse und Wurzelgemiise bzw. zwischen Isolaten aus Fruchtgemise und Getreide
festgestellt: Bei Isolaten aus Fruchtgemlse wurden signifikant weniger Isolate als resistent
eingestuft als Isolate aus Wurzelgemlse und Getreide.
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Abbildung 15: Verteilung intermedidrer und resistenter E. nonfc.-Isolate in unterschiedlichen
Matrices pflanzlichen Ursprungs

a,b Matrices mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant (p < 0,05)
bezlgl. der Verteilung sensibler, intermediérer und resistenter Isolate

Jntermediar” Isolate sind intermediar gegenliber mindestens einem gepriften Antibioti-
kum, jedoch gegenlber keinem Antibiotikum resistent

Jresistent” Isolate sind gegenliber mindestens einem Antibiotikum resistent

Mehrfachresistenzen bei E. nonfc.

Tabelle 76 zeigt die Anzahl der Resistenzen bei E. nonfc.. 16 % der getesteten Isolate er-
wiesen sich gegentber keinem der geprften Antibiotika als resistent. 60 % waren gegen-
Uber zwei und mehr Antibiotika resistent, wahrend bei 23 % der Isolate nur eine Resistenz
beobachtet wurde. Bei einem Isolat aus einer Supermarktprobe und einem Isolat aus land-
wirtschaftlichem Probenmaterial wurde eine acht- bzw. eine sechsfache Resistenz festge-
stellt. Bezlglich der Verteilung nicht-, einfach- und mehrfachresistent einzustufender Isolate
waren signifikante Unterschiede zwischen den Vermarktungsstufen feststellbar. So erwiesen
sich Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial signifikant haufiger als ein- und mehr-
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fachresistent — so z. B. bei der Flinffachresistenz - als Isolate aus Supermarktproben. Isolate
mit zwei und mehr Resistenzen wurden aus landwirtschaftlichen Proben nicht haufiger iso-
liert als aus Supermarktproben, es konnte jedoch statistisch abgesichert werden, dass Isola-
te ohne Resistenz in landwirtschaftlichem Probenmaterial seltener nachzuweisen waren als

in Supermarktproben (p < 0,01).

Tabelle 76: Haufigkeiten nicht-, einfach- und mehrfachresistenter E. nonfc. (n = 523) isoliert aus
pflanzlichen Lebensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen

Anzahl der Resistenzen
Vermarktungs L
gs- Isolate 0 1 2 3 4 5 6-8
stufe (n)

n % n % n % n % n % n % n %

Landw. Betrieb® 168 17 10,4* 40 238 49 292 34 202 16 95 11 6,6 1 0,6
Supermarkt® 355 68 19,2 82 231 94 265 64 180 34 96 9 25 4 1,1
Gesamt 523 86 164 122 233 143 273 98 187 50 96 20 38 5 1,0

2 Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) bezligl. der Verteilung nicht-, ein-
fach- und mehrfachresistenter Isolate

* Unterschied zwischen den Vermarktungsstufen ist signifikant (p < 0,05) bezigl. der entsprechenden An-
zahl der Resistenzen in der jeweiligen Spalte

Resistenzprofile

Aus Tabelle 77 gehen die haufigsten Resistenzprofile von E. nonfc. hervor. Die Resistenz
gegeniber den Wirkstoffklassen Rifampicin, Fosfomycin und Makrolide (auch hier vor allem
gegen Erythromycin) konnte, wie auch bei E. faescium und E. faecalis als haufigstes Profil
herausgestellt werden. Im Vergleich zu den beiden vorher genannten Spezies fallt jedoch bei
den als E. nonfc. zusammengefassten Spezies auf, dass hier die Fluorchinolone bei den
mehrfachresistenten Isolaten im Resistenzprofil etwas h&ufiger erscheinen, wahrend Doxy-
zyklinresistenz selten auftaucht.
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Tabelle 77: Verteilung der Mehrfachresistenz sowie dominante phanotypische Resistenzprofi-
le von E. nonfc. (n = 523) aus pflanzlichen Lebensmitteln

Anzahl Isolate (%) Haufigstes Resistenzprofil (% der Gesamtisolate)
Resis- . - *
Wirkstoff Wirkstoffklasse . o . .
tenzen (n = 22) (n = 14) Wirkstoff Wirkstoffklasse
0 16,3 16,3 - -
1 23,3 14,9 ERY (7,7) oder MLD (7,8) oder FOS (7,1)
FOS (7,1)
2 27,3 26,8 ERY FOS (7,5) oder FOS MLD (7,7) oder
FOS RAM (6,3) FOS RAM (6,3)
3 18,7 17,8 FOS RAM ERY (4,6) FOS RAM MLD (5,9)
4 9,6 9,6 FOS RAM CIP SXT (2,5) FOS RAM FQL SUL/TRI
oder (2,5) oder
FOS RAM CIP ERY (1,5) FOS RAM FQL MLD (2,1)
5 3,8 3,8 FOS RAM CIP ERY TLS FOS RAM FQL MLD (0,8)
(0,6)
6 0,8 0,8 RAM ERY CIP ENR MOX RAM MLD FQL CBP (0,4)
IMP (0,4)
8 0,2 0,2 RAM ERY CIP ENR MOX RAM MLD FQL TET
DOX SXT SNH (0,2) SUL/TRI AGLH (0,2)

* Resistenz gegen einen oder mehrere Wirkstoffe aus der genannten Wirkstoffklasse; RAM: Rifampicine,
FOS: Fosfomycin, MLD: Makrolide, FQL: Fluorquinolone, PEN: Penicilline, STR: Streptogramine, TET: Te-
trazykline, AGLH: “HL”-Aminoglykoside; SUL/TRI: Folatantagonisten; CBP: Carbapeneme

** Klrzel der Antibiotika siehe Abklrzungsverzeichnis

woder“ Profile traten in gleichem Umfang auf

244 Zusammenfassende Betrachtung der Resistenzeigenschaften von En-
terococcus spp.

Wie aus Tabelle 78 hervorgeht, waren Enterokokken vor allem gegentber Fosfomycin, Ri-
fampicin und Erythromycin unempfindlich. Wahrend die Resistenz gegeniber Gentamicin HL
nicht festgestellt wurde, bewegte sich diejenige gegentber Streptomycin HL zwischen 6 und
13 %. Glykopeptidunempfindlichkeiten kamen nicht vor. Doxyzyklinresistenz zeigte sich bei
durchschnittlich 7 % der Isolate. Gegenlber dem ausschlieBlich in der Veterindrmedizin ein-
gesetzten Tylosin waren mehr Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial unempfind-
lich als Isolate aus Supermarktproben, dies konnte jedoch statistisch nicht abgesichert wer-
den.
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Tabelle 78: Prozentuale Verteilung sensibel, intermediadr und resistent einzustufender Ente-
rococcus spp. aus pflanzlichen Lebensmitteln

Gesamt Landw. Betrieb Supermarkt

Antibiotikum (n = 682) (n = 223) (n = 459)

s i r s i r s i r
Amoxycillin/Clavulansaure 99,9 0,2 0 100 0 0 99,8 0,2 0
Ampicillin 99,4 0,6 0 99,6 0,5 0 99,4 0,7 0
Chloramphenicol 99,1 - 0,9 99,6 - 0,5 98,9 - 1,1
Ciprofloxacin 38,0 48,1 13,9 35,0 489 16,1 39,4 47,7 12,9
Doxyzyklin 90,9 1,9 6,8 92,8 1,4 4,5 90,0 2,2 7,8
Enrofloxacin 1,2 94,3 4,6 0,9 95,5 3,6 1,3 93,7 5,0
Erythromycin 24,1 35,8 40,2 | 17,0~ 36,8 46,2 | 27,5** 353 37,3*
Florfenicol 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Fosfomycin 56,5 - 43,6 60,5 - 39,5 | 54,5 - 45,5
Gentamicin HL 100 - 0 100 - 0 100 - 0
Imipenem 76,2 17,5 6,3 73,8 18,1 8,1 77,5 17,2 5,3
Linezolid 97,1 2,5 0,4 95,1** 4,0 0,9 |98,0 1,7 0,2
Mezlocillin 94,0 5,1 0,9 93,7 4,9 1,4 94,1 5,2 0,7
Moxifloxacin 94,9 3,5 1,6 95,5 3,1 1,4 94,6 3,7 1,7
Nitrofurantoin 86,1 13,3 0,6 89,7 9,0 1,4 84,3 15,5 0,2
Rifampicin 18,5 35,2 46,3 | 13,9 39,0 47,1 | 20,7 33,3 46,0
Streptomycin HL 92,1 - 7,9 87,0** - 13,0* | 94,6** - 5,5"
Co-Trimoxazol 87,0 5,4 7,6 91,5 4,5 4,0 | 84,8 5,9 9,4*
Quinupristin-Dalfopristin 26,8 69,2 4,0 21,6 71,3 7,2* | 29,2** 68,3 2,5*
Teicoplanin 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Tylosin 90,0 - 10,0 88,3 - 11,7 | 90,9 - 9,2
Vancomycin 95,8 4,3 0 99,6** 0,5 0 93,9** 6,1 0

s: sensibel, i: intermedidr, r: resistant; “-“ Intermediarbereich ist nicht definiert

Fett: Verteilungen sensibler, intermediarer und resistenter Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Su-
permarktproben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

* Raten fiir als resistent einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und aus Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

** Raten fiir als sensibel einzustufende Isolate aus landw. Probenmaterial und Supermarktproben unter-
scheiden sich signifikant (p < 0,05) bezgl. des entsprechenden Antibiotikums

Einfluss der Vermarktungsstufe auf die Empfindlichkeit

GemanB Tabelle 78 war eine einheitliche Tendenz zu héheren Resistenzraten bei keiner der
beiden Vermarktungsstufen erkennbar. Eine Ausnahme bildeten Erythromycin, Linezolid, Ri-
fampicin, Streptomycin HL und Quinupristin-Dalfopristin. Bei diesen Substanzen waren signi-
fikant mehr Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial als aus Supermarktproben resis-
tent oder intermediar. Hingegen wurden bei Nitrofurantoin, Co-Trimoxazol und Vancomycin
signifikant héhere Intermediar- bzw. Resistenzraten bei Isolaten aus Supermarktproben als
bei solchen aus landwirtschaftlichem Probenmaterial beobachtet.
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Hinsichtlich des Vorkommens von Resistenzen gegenuber zwei und mehr Antibiotika konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial
und solchen aus Supermarktiproben festgestellt werden (p = 0,412). Die mittleren MHK-
Werte beider Gruppen unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant.

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Wenngleich Isolate aus Fruchtgemulse bei Enterococcus spp. deutlich weniger Resistenzen
gegenlber mindestens einem Antibiotikum (77 % der Isolate) exprimierten als Isolate aus
Salatgemise (82 %), Zwiebelgemlse (82 %), WurzelgemUse (84 %) und Getreide (84 %),
konnte dieser Unterschied statistisch nicht abgesichert werden (p = 0,545). Resistenzen ge-
genlber zwei und mehr Antibiotika waren bei Isolaten aus Fruchtgemuse (45 %) hingegen
signifikant weniger festgestellt worden als bei Isolaten aus Getreide, Salat, Zwiebelgemuse
und Wurzelgemiise (57 %g, 56 %s, 65 %z, 63 %w; p = 0,023)°.

Unterschiede zwischen den Spezies

Hinsichtlich des Auftretens von einer oder mehr Resistenzen unterschieden sich die Spezies
bzw. als Gruppe zusammengefassten Spezies (E. faecalis, E. faecium, E. nonfc.) signifikant
(p < 0,001). So exprimierten 65 % der E. faecalis-Isolate Resistenz (gegeniber mindestens
einem Antibiotikum), wahrend bei den anderen Gruppen die Resistenzrate mit jeweils 89 %
deutlich héher lag. Auch hinsichtlich des Vorkommens von Mehrfachresistenzen waren Un-
terschiede statistisch abzusichern. Bei E. faecalis erwiesen sich 26 % der Isolate als ,mehr-
fachresistent”. Demgegeniber waren es bei E. faecium 42 % und bei E. nonfc. 67 %
(p < 0,001).

245 AbschlieBende zusammenfassende Betrachtung der phanotypischen
Resistenzergebnisse

Insgesamt waren Pseudomonaden und Enterokokken die Bakterienarten, bei denen Resis-
tenzen am haufigsten zu beobachten waren. Bezogen auf die Gesamtzahl aller resistenzge-
testeten Isolate waren mehr Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial als aus Super-
marktproben resistent gegenltber mindestens einem Antibiotikum (p < 0,001). Als vollstandig
sensibel erwiesen sich 5 % der Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial gegentber
9 % der Isolate aus Supermarktproben. Es ist jedoch zu erwéhnen, dass eine Vielzahl gram-
negativer Bakterien mit nur einer Resistenz vor allem gegenuber Spectinomycin — einem An-
tibiotikum, das in der Regel nur zur Behandlung von Neisseria gonorrhoeae angewendet wird
— unempfindlich waren. Desweiteren ist zu berlcksichtigen, dass der Anteil der Gattungen
bzw. der einzelnen Spezies an der Gesamtzahl aller getesteten Isolate unterschiedlich war.

° G=Getreide, S=Salatgemise, Z=Zwiebelgemise, W=Wurzelgemise
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Somit ist der hohe Anteil der resistenten Isolate Uberwiegend durch die in hdherem MaBe re-
sistenten Pseudomonaden und Enterokokken, weniger durch die in geringerem MaBe resis-

tenten coliformen Bakterien bestimmt.

Bei der Betrachtung der einzelnen Bakterienarten waren signifikante Unterschiede zwischen
Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial und solchen aus Supermarktproben vor al-
lem bei den coliformen Bakterien sowie bei Pseudomonas spp. zu erkennen (vgl. Tabellen
57 und 67 und Abbildung 16). Gegeniber vielen Substanzen, insbesondere gegeniber
Spectinomycin, verhielten sich signifikant mehr Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmate-
rial als aus Supermarktproben als unempfindlich. Haufig wurde dies auch bezlglich der
Mehrfachresistenzen beobachtet. Zu bericksichtigen ist dabei, dass bezlglich des Anteils
der einzelnen Spezies in beiden Vermarktungsstufen - mit Ausnahme von Pantoea agglome-
rans und P. fluorescens - keine signifikanten Unterschiede festzustellen waren. Bei Entero-
coccus spp. war hinsichtlich des Vorkommens von Resistenzen zwar eine Tendenz zu mehr
Resistenzen bei Isolaten aus landwirtschaftlichem Probenmaterial als bei solchen aus Su-
permarktproben erkennbar, diese lie sich jedoch statistisch nicht absichern.

Coliforme Pseudomonas spp. Enterococcus spp.
100%

80% -

60% -

3
2
8
o
9
S
3
- 40%
S 29,3
R~
2
5 26,5
Hy ’
I 20%
23,6 19,8
12,2 13,9 ’
0% : ‘ 1.8 ‘ ‘ ;
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Abbildung 16: Anteil sensibler, intermediarer und resistenter Bakterien aus pflanzlichen Le-
bensmitteln unterschiedlicher Vermarktungsstufen
2% |solate aus landw. Probenmaterial und solche aus Supermarktproben unterscheiden
sich signifikant (p < 0,05) bezlgl. der Verteilung sensibler, intermediarer und resistenter
Isolate innerhalb der entsprechenden Bakterienart
,sensibel”: Isolate sind sensibel gegentber allen gepriften Antibiotika
Jntermediar®: Isolate sind intermediar gegeniiber mindestens einem Antibiotikum, jedoch
gegenuber keinem Antibiotikum resistent
Jresistent”: Isolate sind resistent gegeniiber mindestens einem Antibiotikum
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Einfluss der Vermarktungsstufe auf das Vorkommen von Mehrfachresistenzen

Aus landwirtschaftlichem Probenmaterial isolierte Bakterien wiesen vor allem bei den coli-
formen Keimen und bei Pseudomonas spp. oftmals signifikant hdufiger Mehrfachresistenzen
auf als Isolate aus Supermarktproben. Hingegen konnte dies bei den Enterokokken nicht be-
obachtet werden. Eine Ausnahme stellten bei den Enterokokken die als ,E. nonfc.” zusam-
mengefassten Spezies dar. So waren Isolate aus landwirtschaftlichem Probenmaterial signi-
fikant haufiger gegenliber mindestens einem Antibiotikum unempfindlich als Isolate aus Su-
permérkten. Ebenso wiesen landwirtschaftliche Isolate signifikant mehr eine Vierfachresis-
tenz auf als Supermarktisolate (vgl. Tabelle 76).

Einfluss der Matrix auf die Empfindlichkeit

Wahrend resistente coliforme Bakterien und Pseudomonas spp. aus Fruchtgemuse in vielen
Fallen signifikant h&ufiger isoliert werden konnten als aus den anderen Matrices (vgl. Ab-
schnitt D 2.2 und D 2.3), konnte bei Enterococcus spp. keine statistisch abgesicherte Aussa-
ge Uber die Haufigkeit von Resistenzen bei einer bestimmten Matrix getroffen werden
(p = 0,070). Eine Ausnahme stellte auch hier wieder die Gruppe der als ,E. nonfc.“ zusam-
mengefassten Spezies dar: Hier waren resistente Isolate am haufigsten aus Getreide zu iso-
lieren (vgl. Abbildung 15)

Einfluss der Matrix auf das Auftreten von Mehrfachresistenzen

Waéhrend bei den coliformen Bakterien und bei Pseudomonas spp. signifikant mehr Isolate
aus Fruchtgemdise als aus anderen Matrices Resistenzen gegentiber zwei und mehr Antibio-
tika zeigten, waren es bei Enterococcus spp. signifikant weniger Isolate aus Fruchtgemuse.
Bei der Gesamtbetrachtung aller Bakterienisolate konnte keine statistisch abgesicherte Aus-
sage uber den Einfluss der Matrix auf das Vorkommen von Resistenzen gegeniber zwei und
mehr Antibiotika getroffen werden.
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3 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen

3.1 Methodenvalidierung

3.1.1 Qualitativer Nachweis von Tetrazyklin-Resistenzgenen aus Bakterien-
isolaten

Die Methode von AMINOV ET AL. (2001) war zundchst an den LightCycler® anzupassen. Als
Methodenkontrolle erfolgte, wie bei HOLzZEL (2006) beschrieben, zunachst die DNA-
Extraktion aus bakteriellem Kulturmaterial, um die stérenden Matrixeffekte auszuschlieBen.
Mittels Realtime-PCR wurden die Tetrazyklinresistenzgene tet(M), tet(O) und tet(B) der von
HOLZEL (2006) aus Gille isolierten Gattungen Enterococcus faecalis und E. faecium fir
tet(M) und tet(O) sowie E. coli und Salmonella fur tet(B) nachgewiesen. Die produzierten
Amplifikate wurden durch externe Sequenzierung, wie bei HOLZEL (2006) beschrieben, bes-
tatigt.

tet(M)

Bei allen 21 tetrazyklinresistenten Enterococcus-Isolaten aus der Untersuchung von HOLZEL
(2006) fiihrte die LightCycler®-Amplifizierung zu einem in der Schmelzkurvenanalyse zum
Referenzstamm Bacillus R89 identischen Amplifikat.

tet(O)

Aus funf der sechs E. faecium- und neun der 15 E. faecalis-Isolate von HOLZEL (2006) wurde
mittels Realtime PCR ein Amplifikat mit einheitlicher Schmelzkurve und einer Zielgr6B3e von
171 Basenpaaren entsprechenden GrdéBe gewonnen. Die externe Sequenzierung ergab
100 % ldentitat zu mehreren in der Genbank gespeicherten tet(O)-Gensequenzen (HOLZEL,
2006).

tet(B)

Bei drei der finf E. coli-lsolate und bei allen 13 Salmonella-Isolaten der Untersuchung von
HOLZEL (2006) ergab die Amplifizierung im LightCycler® eine identische Schmelzkurve. Die
Sequenzierung ergab 100 % Identitat zu den in der Genbank fir tet(B) aufgefihrten geneti-
schen Elementen (HOLZEL, 2006).

3.1.2 Validierung des Nachweises von tef(M)-Genen in pflanzlichem Pro-

benmaterial

Zur orientierenden Quantifizierung von tet(M), tet(O) und tet(B) und damit zur Herstellung ei-
nes Standards, wurden DNA-freie Pflanzenproben artifiziell mit tet(M), tet(O) und tet(B) kon-
taminiert. DNA-freie Proben wurden zuvor durch Cobaltsy-Bestrahlung, wie unter C 2.5.4 be-
schrieben, gewonnen. Als Standard wurden Bacillus R89 fur tet(M), E. faecalis 3952 fur
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tet(O) und E. coli 2628 fur tet(B) verwendet. Tet(O) und tet(B) liegen in den Bakterien in
mehrfacher Kopie vor, so dass die Herstellung eines Standards mit dotiertem Pflanzenmate-
rial orientierenden Charakter fir die Quantifizierung besitzt.

Nach der Bestrahlung der Proben mit 409 kGy in Anlehnung an die Methode von HOLZEL
(2006) war in den Pflanzenproben zunéachst kein tef(M)-Produkt mehr nachweisbar. Die Un-
tersuchung der Extraktionsleerwerte ergab jedoch teilweise ein tet(M)-PCR-Produkt von
1,1 log1o copies im Aliquot. Bei tet(B) lag der mittlere Gehalt bei 1,8 logi, copies im Aliquot.
Die mittleren Gehalte des untersuchten Probenmaterials und der Extraktionsleerwerte unter-
schieden sich signifikant. Es konnte nicht abschlieBend geklart werden, ob eine Kontaminati-
on erst wahrend des Extraktionsprozesses eingetreten war oder ob die verwendeten S&ulen
mit tet(M) bereits vor der Verwendung kontaminiert waren. WILSON (1997) beschreibt Konta-
minationen der Zentrifugenréhrchen bzw. der Saulen bei unterschiedlichen Extraktionskits.
Zur Abklarung dieser Problematik wurden auch die Zentrifugenréhrchen und S&ulen im Insti-
tut fir Radiochemie, wie bereits unter C 2.5.4 fir das pflanzliche Probenmaterial beschrie-
ben, bestrahlt, um DNA-freies Material zu bekommen. Der Vergleich des ,bestrahlten Mate-
rials“ mit ,unbestrahlten* Saulen und Zentrifugenréhrchen ergab wiederum eine Kontaminati-
on des unbestrahlten Materials bis zu 1,0 logs, copies im Aliquot, wahrend in den ,bestrahl-
ten Saulen® keine tet-Gene mehr nachzuweisen waren. Auch eine regelmaBige Reinigung

des Labors mit Wasserstoffperoxid brachte keinen Erfolg.

Um daher Konflikte mit eventuell vorhandener Kreuzkontamination zu vermeiden, wurde ein
,Cut off“ bei 2,0 log1, copies je PCR-Aliquot fir tet(M) und 2,4 log1, copies je PCR-Aliquot fiir
tet(B) gesetzt. Der ,Cut off* flr tef(M) und tet(B) wurde, wie bei HOLZEL (2006) beschrieben,
nach folgender Gleichung berechnet: Mittelwert (der positiven Extraktionsleerwerte) + 3 x
Standardabweichung. Fir tet(O) wurden keine positiven Extraktionsleerwerte festgestellt.

Ermittlung der Wiederfindungsrate fir tet(M)

Bacillus R89 tragt, wie bereits erwéhnt, in jeder Zelle nur eine Kopie von tef(M), so dass
tet(M) zur Ermittlung der Wiederfindungsrate in dotiertem Pflanzenmaterial herangezogen
wurde. Die im Dotierungsversuch fir tet(M) ermittelten Wiederfindungsraten in den jeweiligen
Konzentrationsbereichen sind Tabelle 79 zu entnehmen. Daraus wird ersichtlich, dass bei
Salatgemiise und Wurzelgemise teilweise eine starkere Inhibition der PCR als bei den Ubri-
gen Matrices zu beobachten war. So betrug die mittlere Wiederfindungsrate bei Wurzelge-
muse beispielsweise 20 %, wahrend bei Fruchtgemuise durchschnittlich 51 % des inokulier-
ten Keimmaterials detektiert wurden. Desweiteren waren die Wiederfindungsraten innerhalb
einer Matrix teilweise weit gestreut. So reichten sie z. B. bei Getreide von 18 % bis 57 %.
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Tabelle 79: Wiederfindungsraten (%) fiir tef(M)-Gene aus Bacillus R89 in pflanzlichen Le-
bensmitteln (drei Wiederholungen)

. Verhiltnis mittlere Wiederfindung [% (SD)]

Matrix Keimsuspension : Probe  Wiederfindung 1 2 3 n

Y . [% (SD)] 10 10 10 10

512 569 497 539 509

F h .- 1 : 1 b 3 b b b
ruchigemdse 0 (3.2) (50.8) (42.9) (55.6) (53.1)
Worzeloemise 10 20,3 145 260 156 152
9 ' (5.5) (252) (321) (14,1) (19,1)
Salatcemiise 10 28,3 5900 205 43 293
g ' (23,0) (68,8) (10,8) (2,4) (44,9
Zwiebelgemise 1:10 29,4 27,2 35,9 232 313
(5,5) (32,8) (26,3) (17,3) (29,2

43,1 182 579 444 519

H .1 : 1 b H) b b b
Getreide 0 (17,5) (13,4) (49,9 (51.7) (56.6)

Abbildung 17 stellt die Amplifikate der mittels E.Z.N.A. Bacterial Kit extrahierten dotierten
Pflanzenproben im Konzentrationsbereich 10* bis 10" einer Wiederholung und den Standard
im Konzentrationsbereich von 10° bis 10" dar.

24— Fluorescence (F2/F1)
22—

20-

02—
oG-
04—

0z-

-
a0- u_-lllll-lllllmrrl"'l::llll =

02—

Cycle Number

—— | cerwert ssssss=s  Standard 10" bis 10°

dotierte Pflanzenproben 10" bis 10*

Abbildung 17: PCR-Amplifikat von tef(M), Standard und dotierte Pflanzenproben
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3.2 Resultate der Feldproben

In den Abbildungen 18 bis 20 sind die Gehalte der einzelnen tet-Gene aufgeflhrt, unterteilt
nach Proben aus landwirtschaftlichen Betrieben und solchen aus Supermarkten. Die Gehalte
an tet(B) waren zwar insgesamt héher als die der Gene tet(M) und tet(O) (4,1 vs. jeweils 3,0
log1o copies je cm? Probe), statistisch konnte dies jedoch nicht abgesichert werden.

3.2.1 tet(B)

In 168 Proben (55,8 %) wurden keine tet(B)-Gehalte festgestellt. Keine der positiven Proben
fiel unter den oben beschriebenen ,Cut off*. Je cm? Probenoberflache wurden durchschnitt-
lich 4,1 logy, copies tet(B) festgestellt (vgl. Abbildung 19). Proben aus unterschiedlichen
Vermarktungsstufen unterschieden sich nicht hinsichtlich der Kopienzahl von tet(B). Hinge-
gen waren Unterschiede bezliglich des Anteils der Proben, in denen tet(B) detektiert wurde,
signifikant (p < 0,001). So war in 62,4 % des landwirtschaftlichen Probenmaterials gegeniber
35 % der Supermarktproben tet(B) festzustellen.
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Abbildung 18: tet(B)-Gehalte je cm? Oberfliche in Probenmaterial unterschiedlicher Vermark-
tungsstufen
LW: Proben aus landwirtschaftlichen Betrieben; S: Proben aus Supermarkten
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322  tef(M)

Insgesamt wurden 301 Proben hinsichtlich des tet(M)-Gehalts untersucht. In 40,5 % der Pro-
ben (n = 122) konnten keine tet(M)-Gehalte festgestellt werden. In 13 Proben bewegten sich
die tet(M)-Gehalte in einem Bereich bis zu 2,0 logy, copies je Aliquot und fielen damit in den
Bereich des ,Cut off*. Die tet(M)-Gehalte der 179 positiven Feldproben betrugen durch-
schnittlich 3,0 logy, copies je cm? Probenoberflache, wie in Abbildung 20 dargestellt ist. Pro-
ben aus landwirtschaftlichen Betrieben und solche aus Supermérkten unterschieden sich
hinsichtlich der Detektion von tet(M) nicht (p = 0,571).
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Abbildung 19: tet(M)-Gehalte je cm® Oberflache in Probenmaterial unterschiedlicher Vermark-
tungsstufen

LW: Proben aus landwirtschaftlichen Betrieben; S: Proben aus Supermarkten

3.2.3 tef(O)

Da die Extraktionsleerwerte fur tet(O) stets negativ waren, war hier kein ,,Cut off* zu bertck-
sichtigen. Aus 11 % der Proben (n =33) wurde tef(O) isoliert. Die Feldproben enthielten
durchschnittlich 3,0 log;, copies je cm? Probenoberflache. Zwischen Proben aus landwirt-
schaftlichen Betrieben und solchen aus Supermarkten waren signifikante Unterschiede hin-
sichtlich des tet(O)-Gehalts festzustellen (t-Test: p = 0,044). Hier waren in landwirtschaftli-
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chem Probenmaterial signifikant héhere Gehalte an tet(O) festgestellt worden als in Super-
marktproben (3,2 vs. 2,7 log, copies je cm? Probenoberflache, vgl. Abb. 21). Beziiglich des
Nachweises tet(O)-positiver Proben waren ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den
Vermarktungsstufen festzustellen. So wurden in 15,8 % der Proben aus landwirtschaftlichen
Betrieben gegentiber 8,5 % der Proben aus Supermarkten tet(O) detektiert (p = 0,004).
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Abbildung 20: tet(O)-Gehalte je cm? Oberflache in Probenmaterial unterschiedlicher Vermark-
tungsstufen
2P Zahlen mit unterschiedlichen Superskripten unterscheiden sich signifikant (p = 0,044)

bezlgl. der Kopienzahl; LW: Proben aus landwirtschaftlichen Betrieben, S: Proben aus
Supermarkten

Unterschiede zwischen den Matrices hinsichtlich der Kopien wurden fir alle drei Gene fest-
gestellt. So waren die Gehalte an tet(M) in Zwiebelgemise (3,5 log, copies) und Getreide
(3,2 logyo) signifikant hoher als in den anderen Matrices (F: 2,8 logio, W: 2,7 logyo, S: 2,9
logi0). Die Gehalte an tet(B) waren in Wurzelgemise (3,9 logy) und Salatgemuse (4,0 logo)
signifikant niedriger als in Fruchtgemuse (4,3 logio), Zwiebelgemise (4,2 logio) und Getreide
(4,2 logyo). Bei tet(O) wurde ein Unterschied nur fir Getreide und Salatgemiise abgesichert
(G: 3,3 logyp vs. S: 1,9 logqo).
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E Diskussion

Die vorliegende Untersuchung liefert Informationen zum Vorkommen von antibiotika-
resistenten Bakterien und Tetrazyklinresistenzgenen in Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft.
Insgesamt wurden 1001 Proben aus Supermarkten und von landwirtschaftlichen Betrieben in
Bayern hinsichtlich des Vorkommens von Bakterienarten, die im Resistenzgeschehen eine
bedeutende Rolle spielen, untersucht. 1854 Isolate wurden einer Empfindlichkeitsprifung
gegenlber 29 bzw. 30 Antibiotika unterzogen. 301 Gemiseproben wurden zudem mittels
Realtime-PCR auf das Vorkommen der Tetrazyklinresistenzgene tet(B), tet(M) und tet(O) un-
tersucht.

Die Motivation dieser Erhebung bei Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft liegt in der Be-
deutung der Antibiotikaresistenzentwicklung fir die Humanmedizin. Zunehmende Resisten-
zen bei humanpathogenen Bakterien auch gegenliber Reserveantibiotika (REINERT ET AL.,
1999; GENARS, 2004) und hohe Resistenzraten bei Isolaten aus Lebensmitteln tierischer
Herkunft (FRANZ ET AL., 2001; DANMAP, 2004; HUYS ET AL., 2004) warfen die Frage auf, ob
auch Lebensmittel pflanzlicher Herkunft als Reservoir und Ubertrager antibiotikaresistenter
Bakterien fungieren.

Die Ergebnisse der oben beschriebenen Untersuchungen werden unter Berticksichtigung der
angewandten Methoden in der folgenden Diskussion mit Resistenzdaten von Isolaten aus
pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln, Gille und Bodenproben und aus klinischem Un-
tersuchungsmaterial verglichen, um die Bedeutung hinsichtlich einer Ubertragung resistenter
Bakterien durch das pflanzliche Lebensmittel einordnen zu kénnen.

Beim Vergleich mit den Daten der GENARS-Studie (2004) und den Daten weiterer Empfind-
lichkeitsprifungen Klinischer Isolate muss berucksichtigt werden, dass es sich hierbei in der
Regel um vorselektiertes Untersuchungsmaterial handelt.

1 Resistenzrelevante Bakterien in pflanzlichen Lebensmitteln

Aus Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft waren - unter den fir ein Resistenzmonitoring be-
deutenden Bakterien - vor allem fakultativ pathogene, ubiquitdr vorkommende Bakterienarten
zu isolieren. Bei den coliformen Bakterien dominierten vor allem Enterobacter spp. (68 %)
und Pantoea spp. (14 %), wahrend Serratia spp., Klebsiella spp. und Rahnella spp. deutlich
seltener (6 %, 5 % bzw. 3 %) und Hafnia spp., Kluyvera spp., Citrobacter spp., Yersinia spp.,
Ewingella spp. und Leclercia spp. nur vereinzelt isoliert worden waren. Die phytopathogene
Bakterienart Erwinia amylovora wurde nicht isoliert. Auch OSTERBLAD ET AL. (1999) und
BOEHME ET AL. (2004) isolierten aus pflanzlichen Lebensmitteln am haufigsten - jedoch in ge-
ringeren Raten als in der vorliegenden Untersuchung - Enterobacter spp. (28 % bzw. 27 %).
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Der Anteil von Klebsiella spp. und Citrobacter spp. war hingegen sowohl bei OSTERBLAD ET
AL. (1999) als auch bei BOEHME ET AL. (2004) deutlich héher als in der vorliegenden Untersu-
chung (14 % bzw. 23 % vs. 5 %; 10 % bzw. 24 % vs. 0,6 %), wahrend HAMILTON-MILLER UND
SHAH (2001) diese Gattungen nicht isolierten. Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter
spp. und Serratia spp. gehdren zur Mikroflora der Pflanzen (WRIGHT ET AL., 1976; MANDRELL
ET AL., 2006) und bilden hier vor phytopathogenen Bakterien schiitzende Biofilme. Der Anteil
der einzelnen Bakterienarten an diesem Biofilm wird unter anderem durch die Pflanzenart
(z. B. Blatt- oder Wurzelgemiise), die Anbauweise (z. B. Gewéachshaus oder Feld, Bereg-
nung) und Verarbeitungsprozesse (z. B. Waschen, Zerkleinern, Kuhlen oder Einfrieren) be-
einflusst (MORRIS UND MONIER, 2003). So zeigte sich auch in der vorliegenden Untersuchung
die Pravalenz der coliformen Bakterien, der Pseudomonaden und der Enterokokken zwi-
schen den Vermarktungsstufen signifikant verschieden (vgl. Tabelle 18). Die Pravalenzrate
der coliformen Bakterien und die der Enterokokken war z. B. in Proben landwirtschaftlicher
Herkunft signifikant héher als in Proben aus Supermérkten, die der Pseudomonaden dage-
gen signifikant geringer.

Die genannten coliformen Gattungen werden auch aus Lebensmitteln tierischen Ursprungs
(HUTHER, 2007) und aus humanklinischem Untersuchungsmaterial isoliert. Nach DUFOUR
(1977) bilden Klebsiella spp., Enterobacter spp. und Citrobacter spp. jedoch lediglich einen
Anteil von 1,5 bis 4 % an der coliformen Flora in Faeces von Saugetieren. Hingegen besteht
diese zu 94 % aus E. coli (DUFOUR, 1977). INGHAM ET AL. (2004) beschreiben eine Kontami-
nation pflanzlicher Lebensmittel mit E. coli aus der Tierhaltung tGber Wirtschaftsdiinger. Nach
BRANDL (2006) sind 0,6 % bis 4 % der pflanzlichen Lebensmittel mit E. coli kontaminiert. Ent-
sprechend gering war auch die — auf humanen oder tierischen Ursprung zurlickzufihrende -
Pravalenzrate von E. coli in pflanzlichen Lebensmitteln sowohl in der vorliegenden Untersu-
chung (4 %) als auch in den Arbeiten von OSTERBLAD ET AL. (1999) (4 %), HAMILTON-MILLER
UND SHAH (2001) (0 %) und BOEHME ET AL. (2004) (9 %).

Salmonella spp. wurde lediglich aus einer einzigen Probe isoliert. Die Raten isolierter Sal-
monellen aus pflanzlichen Lebensmitteln reichen von 0 % nach Untersuchungen der FDA
und 0,7 % bei JOHNSTON ET AL. (2005) und FAHEY ET AL. (2006) Uber 33 % bei VISWANATHAN
UND KAUR (2001) bis 41 % bei LONG ET AL. (2002). Dabei handelt es sich stets um Kreuzkon-
tamination, denn Salmonella spp. ist an den Darm von S&ugetieren, Vdgeln und Reptilien
adaptiert (SELBITZ, 2002). BRANDL (2006) zitiert verschiedene Arbeiten, die eine hohe Tenazi-
tat obligat humanpathogener Enterobacteriaceae, insbesondere von Salmonella spp. auf
Pflanzen beschreiben. Jedoch waren diese Anbauflachen zuvor mit Wirtschaftsdiinger be-
handelt worden. Hingegen stammte das Probenmaterial der vorliegenden Untersuchung
Uberwiegend aus landwirtschaftlichen Betrieben, in denen — nach Angabe der Landwirte -
keine Wirtschaftsdiinger verwendet werden.
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In der vorliegenden Untersuchung wurden Pseudomonas spp. als P. aeruginosa, P. putida
und P. fluorescens bestatigt (67 %, 24 % und 9 %). Diese Ergebnisse entsprechen den Un-
tersuchungen von HAMILTON-MILLER UND SHAH (2001), JENSEN ET AL. (2001) und LIAO UND
FETT (2001) insofern, als auch sie aus pflanzlichen Lebensmitteln und Bodenproben
P. aeruginosa, P. putida und P. fluorescens isolierten, wahrend andere pflanzenassoziierte,
teilweise auch phytopathogene Spezies - P. syringae und P. stuartii - weder in der vorliegen-
den Untersuchung noch in den Arbeiten der genannten Autoren festgestellt werden konnten.
P. aeruginosa, P. fluorescens und P. putida sind typische pflanzenassoziierte Bakterien und
werden daher regelmaBig sowohl von Pflanzenteilen der Rhizosphare als auch der Phyl-
losphéare isoliert, wo sie an der Bildung der bereits beschriebenen Biofilme beteiligt sind
(TROXLER ET AL., 1997; MORRIS UND MONIER, 2003; MANDRELL ET AL., 2006).

Die als ,.E. nonfaecalis/nonfaecium® zusammengefasste Gruppe stellte bei den Enterokokken
den gréBten Anteil dar (77 %). Untersuchungen zum Vorkommen von Enterokokken in
pflanzlichen Lebensmitteln finden sich bei ULRICH UND MULLER (1998), MULLER ET AL. (2001),
OTT ET AL. (2001) und JOHNSTON UND JAYKUS (2004). Die Pravalenz von E. faecalis und
E. faecium wird jedoch bei JOHNSTON UND JAYKUS (1994) in gréBerem Umfang als in der vor-
liegenden Arbeit beschrieben (21 % E. faecalis, 52 % E. faecium, 27 % E. nonfc.), wahrend
OTT ET AL. (2001) ahnliche Resultate wie in der vorliegenden Untersuchung erzielten
(E. faecalis 8 %, E. faecium 5 %, 87 % E. nonfc.). Die Zusammensetzung der Mikroflora von
Pflanzen bzw. pflanzlichen Lebensmitteln ist jedoch auch in groBem MaBe von der Behand-
lung der Anbauflachen mit Wirtschaftsdiinger und von weiteren potentiellen Kontaminations-
arten, wie Beregnung der Pflanzen, Beweidung durch Nutztiere oder Transport und Verarbei-
tung der Produkte abhangig (BRANDL, 2006), was unterschiedliche Pravalenzraten der ein-
zelnen Spezies in Pflanzenproben erklart. So beschreiben ULRICH UND MULLER (1998) in
Weidegras vor allem E. faecium, E. faecalis, E. mundtii und E. casseliflavus, also Spezies,
die sich auch bzw. vor allem im Intestinum von S&ugetieren finden (DEVRIESE ET AL., 1991;
DUTKA-MALEN ET AL., 1994; KLEIN, 2003; KUHN ET AL., 2003).

Lediglich aus elf Proben wurden Listerien isoliert. Die meisten Listerien sind typische boden-
assoziierte Bakterien, so dass ihr Vorkommen hier nicht verwundert. Die niedrige Pravalenz-
rate ist vermutlich in pflanzenassoziierten Antagonisten begriindet. So wurde das Wachstum
von L. monocytogenes in Untersuchungen von LIAO UND SAPERS (1999), DEL CAMPO ET AL.
(2001) und LIAO UND FETT (2001) durch die Anwesenheit pflanzenassoziierter Bakterien, so
z. B. Pantoea agglomerans, Rahnella aquatilis, P. putida und P. fluorescens, gehemmt. Eine
hohe Listerienbelastung von Gemlse — vor allem mit dem humanpathogenen Stamm
L. monocytogenes - besteht, wenn Anbauflachen mit tierischen Faeces gediingt werden
(DAVIES ET AL., 1984; BRANDL, 2006). So isolierten z. B. VITAS ET AL. (2004) aus 10 % der
Gemuseproben Listerien, davon in 2 % der Falle L. monocytogenes, bei Lebensmitteln tieri-
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scher Herkunft waren dagegen bis zu 76 % der Proben mit Listerien kontaminiert. Bei SIMON
ET AL. (1992) enthielten 8 % der pflanzlichen Lebensmittel L. monocytogenes. Die geringe
Pravalenzrate isolierter Listerien in der vorliegenden Untersuchung ist damit zu erkléren,
dass — nach Aussage der Landwirte — die Anbauflachen des Probenmaterials nicht mit Wirt-
schaftsdiinger behandelt wurden.

Unterschiede der Bakterienisolierung nach Matrix

Aus Zwiebel- und Fruchtgemuise waren die ausgewahlten Bakteriengruppen signifikant sel-
tener zu isolieren als aus Wurzelgemiise und Salat- und Blattgemuse. LEVY (1984) konnte
aus Zwiebeln keine Bakterien isolieren und begriindete dies mit den antimikrobiellen Sub-
stanzen (Allicin) des Zwiebelsaftes. LEE ET AL. (2003) zeigen, dass Knoblauchextrakt eine
signifikante Aktivitdt gegenliber Staphylococcus epidermis und K. pneumoniae bis zu einer
Verdlnnungsstufe von 1:128 zeigte. Auch so genannte ,rote GemUlsesorten®, z. B. Tomaten,
Paprika - in der vorliegenden Untersuchung als ,Fruchtgemise® bezeichnet - zeigten anti-
mikrobielle Aktivitat. ANKRI UND MIRELMAN (1999), UNAL ET AL. (2001) LEUSCHNER UND IELSCH
(2003) beschreiben in vitro eine bakteriostatische Wirkung von Knoblauch gegeniber
L. monocytogenes. Allicin reagiert mit den Thiol-Gruppen verschiedener Enzyme und greift
damit in den essentiellen Metabolismus der Proteinsynthese ein (ANKRI UND MIRELMAN,
1999). ANKRI UND MIRELMAN (1999) stellten auBerdem fest, dass multiresistente Stamme von
E. faecium und P. aeruginosa auch resistent gegentuber dem Pflanzenwirkstoff Allicin waren.
Resistenzen gegenlber antimikrobiellen Pflanzensubstanzen sind demnach mdéglich. In der
vorliegenden Untersuchung wurden bei Ent. cloacae, Ent. gergoviae, P. aeruginosa und P.
putida so auch signifikant mehr resistente Isolate aus Fruchtgemuse als aus anderen Matri-
ces isoliert. Resistente Isolate aus Fruchtgemuse verhielten sich dabei fast immer gegen An-
tibiotika der Cephalosporine oder Antibiotika der Aminoglykoside resistent. Eine Analyse der
Pflanzeninhaltsstoffe kénnte Gber die hier beobachteten Zusammenhéange Aufschluss geben.
Als Ursache fir die geringere Pravalenzrate isolierter Bakterien in Frucht- und Zwiebelgema-
se, z. B. bei Pantoea agglomerans, als in Wurzel- und Salatgemiise nennt BRANDL (2006)
signifikant negative Einflisse auf das Bakterienwachstum, wie UV-Licht, geringe Humiditat
und Nahrstoffverfugbarkeit in der Phyllosphére.

2 Einordnung der phanotypischen Resistenzbefunde

2.1 E. coli

E. coli aus pflanzlichen Lebensmitteln erwies sich gegeniber flinf der 20 mit GENARS
(2004) verglichenen Substanzen signifikant haufiger als resistent als Isolate aus humanklini-
schem Untersuchungsmaterial (vgl. Abbildung 21). Gegenlber Ciprofloxacin, Doxyzyklin und
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Co-Trimoxazol waren hingegen mehr Isolate bei GENARS (2004) resistent als in der vorlie-
genden Untersuchung, wie in Abbildung 21 dargestellt ist. Problematisch ist dieser Vergleich
aufgrund der stark differierenden Isolatezahlen beider Studien. So wurden aus pflanzlichen
Lebensmitteln 34 Isolate getestet, wahrend dies in humanklinischem Untersuchungsmaterial
zwischen 586 und 6379 Isolate waren.
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Abbildung 21: Vergleich der prozentualen Resistenzraten von E. coli aus pflanzlichen Lebens-
mitteln (n = 34) und klinischem Untersuchungsmaterial (n = 586-6379) (GENARS,
2004)

Resistenzen bestanden vor allem gegenltber Ampicillin (50 %), Amoxycillin/Clavulan-séure
(32 %), Mezlocillin (21 %), Cefaclor (56 %), Cefoxitin (38 %) und Cefuroxim (24 %). Dies
entspricht den Resistenzraten von E. coli-Isolaten aus Lebensmitteln tierischer Herkunft
(HUTHER, 2007). Gegen Cefaclor waren Isolate aus tierischen Lebensmitteln (HUTHER, 2007)
und aus klinischem Untersuchungsmaterial (GENARS, 2004) dagegen Uberwiegend inter-
mediar bzw. sensibel, wahrend in der vorliegenden Untersuchung 56 % der Isolate (n = 9)
als resistent einzustufen waren. Bei Isolaten aus Schweinegulle (HOLZEL, 2006) waren die
Resistenzraten gegenuber Penicillinen und Cephalosporinen deutlich geringer als bei Isola-
ten aus pflanzlichen Lebensmitteln. Dies kénnte als Indiz daflr gewertet werden, dass die
Isolate der vorliegenden Untersuchung vermutlich aus humaner Kontamination stammen, da
im Humanbereich B-Lactamantibiotika die am haufigsten verordnete Wirkstoffklasse darstellt
(ANONYMUS, 2000; KERN, 2004). Dagegen sprechen jedoch die im Vergleich zur Humanme-
dizin unterschiedlichen Resistenzprofile. So ist beispielsweise die Rate doxyzyklinresistenter
Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln signifikant geringer als die Rate der Isolate aus Klini-
schem Untersuchungsmaterial. Die im Vergleich zur ,Tierhaltung”“ (HOLZEL, 2006; HUTHER,
2007) hohe prozentuale Resistenzrate in dieser Untersuchung ist daher vermutlich auf die
vergleichsweise geringe Isolatezahl bei pflanzlichen Lebensmitteln (n = 34) zurlckzufiihren.
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Uber die Wirksamkeit von Ampicillin und Cefaclor gegen E. coli existieren in der Literatur un-
terschiedliche Aussagen. So zeigen nach SIMON UND STILLE (2000) etwa 30 % der E. coli-
Stdmme Resistenz gegentber Ampicillin und Cefaclor. Nach STAHLMANN UND LODE (2005)
ist die Wirkung von Ampicillin gegen E. coli aufgrund zunehmender Resistenzen einge-
schrankt, wahrend die Empfindlichkeit gegentber Cefaclor von den Autoren als glnstig beur-
teilt wird.

Wie bereits erwahnt wird die haufige Verordnung von B-Lactamantibiotika in der Humanme-
dizin als Ursache fur die Resistenzhaufigkeit gegen diese Wirkstoffklasse verantwortlich ge-
macht. So beschreiben auch GEISS ET AL. (2004) bei E. coli eine zunehmende Resistenz ge-
genlber B-Lactamantibiotika. Allerdings reflektieren die Daten von GENARS (2004) Gber drei
Jahre hingegen eine gewisse Konstanz der Resistenz, wenn auch in hohen Raten (z. B. bei
Ampicillin 43 % im Jahr 2002 bis 45 % in 2004).

Die Uberproduktion der haufig plasmidvermittelten, induzierbaren AmpC-B-Lactamasen be-
wirkt Resistenz gegenltber Ampicillin und - durch partielle Kreuzresistenzen bedingt - auch
Resistenz gegentber Piperacillin und Mezlocillin (BLACK ET AL., 2005). Nach FLUIT ET AL.
(2001) ist TEM-1 bei E. coli die am haufigsten auftretende B-Lactamase und tritt oftmals in
Verbindung mit TEM-2 und OXA-2 auf. Durch Mutationen dieser ,Extended Spectrum B-
Lactamases® (ESBLs) wird das Spektrum der B-Lactamasen erweitert, z. B. auf Cefaclor.
Dartber hinaus sind ESBLs auf Plasmiden lokalisiert und werden haufig durch Konjugation
zwischen verschiedenen Enterobacteriaceae transferiert (DEFLAUN UND LEVY, 1989; FLUIT ET
AL., 2001; GEISS ET AL., 2004). So lassen sich auch die Resistenzprofile mehrfachresistenter
E. coli in der vorliegenden Untersuchung erklaren, die belegen, dass Mehrfachresistenzen
vor allem gegeniber Penicillinen und Cephalosporinen bestanden.

Gegenlber Spectinomycin und Streptomycin erwiesen sich in der vorliegenden Untersu-
chung 15 (44 %) bzw. 3 (9 %) der 34 Isolate als unempfindlich. Damit war die Resistenzrate
bei Spectinomycin aus pflanzlichen Lebensmitteln hdher, bei Streptomycin geringer als bei
Isolaten aus Schweine- und Hahnchenfleisch (SPT: 40 bzw. 31 %; STR: 36 bzw. 26 %;
HUTHER, 2007). Auch Isolate aus Schweinegille (HOLZEL, 2006) verhielten sich in héherem
MaBe resistent als Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln (STR 56 %; SPT 40 %).

Beide Antibiotika werden in der Human- und Veterindrmedizin, dort auch zur Behandlung
von Infektionen lebensmittelliefernder Tiere, angewendet (STAHLMANN UND LODE, 2005; VE-
TIDATA, 2006). Die Resistenz gegenlber beiden Antibiotika wird nach CHIEW ET AL. (1998)
von dem Gen ant(3”)-la, das auf dem Transposon Tn27 lokalisiert ist, codiert. DEFLAUN UND
LEVY (1989) beschreiben darlber hinaus einen gemeinsamen Ursprung der Streptomycin-
bzw. Spectinomycinresistenz und der Resistenz gegentber B-Lactamantibiotika — in der vor-
liegenden Untersuchung in hohem MaBe vorhanden - in Verbindung mit dem Transposon
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Tn4, wahrend auf einigen Plasmiden additiv die Resistenz gegentber Tetrazyklin und Chlo-
ramphenicol transferiert wird. Die letztgenannten Resistenzkombinationen traten in der vor-

liegenden Untersuchung jedoch nicht gemeinsam auf.

Die Verschiebung der MHK-Werte von Amikacin, Gentamicin, Netilmicin und Tobramycin in
den intermediaren Bereich ist mdglicherweise in der Resistenz gegenlber Spectinomycin
und Streptomycin begriindet. Nach MEYER ET AL. (1983) ist die Resistenz gegeniber Specti-
nomycin und Streptomycin auf dem Transposon Tn2424 lokalisiert, das zudem die ,low le-
vel“-Resistenz gegenitber Amikacin tragt. Eine Co-Selektion gegeniiber Amikacin scheint al-
so durch den Einsatz von Streptomycin und Spectinomycin méglich.

Dartber hinaus bestehen vermutlich Zusammenhéange zwischen der Intermedidrverschie-
bung der MHK-Werte von Gentamicin, Netilmicin und Tobramycin. Die Resistenzgene
aac(3)-1l und aac(3)-1V codieren Enzyme, die das Gentamicin und aufgrund struktureller
Merkmale auch Netilmicin und Tobramycin modifizieren und damit zu einer eingeschrénkten
Wirksamkeit fihren (SIMON UND STILLE, 2000; SAENZ ET AL., 2004; WRIGHT, 2005). Bei GE-
NARS (2004) war jedoch nur gegenlber Tobramycin, nicht aber gegenliiber Gentamicin eine

Intermediérverschiebung zu erkennen.

Gegenuber Doxyzyklin erwiesen sich aus pflanzlichen Lebensmitteln signifikant weniger
E. coli-lsolate als unempfindlich als Isolate aus klinischem Probenmaterial (15 % vs. 37 %
bei GENARS, 2004) oder aus Lebensmitteln tierischer Herkunft (15 % vs. 38 % bei HUTHER,
2007; 44 % bei DANMAP, 2004). Allerdings wurden 29 % der Isolate aus pflanzlichen Le-
bensmitteln als intermediar eingestuft. In einer Untersuchung von OSTERBLAD ET AL. (1999)
waren 6 % der Isolate aus pflanzlichem Untersuchungsmaterial resistent. Inwieweit sich die
Isolate dieser Autoren intermediar verhielten, konnte nicht festgestellt werden, da dort ge-
manB NCCLS lediglich eine Einteilung in ,sensibel“ und ,resistent* vorgenommen wurde. Iso-
late aus Gllleproben von schweinehaltenden Betrieben aus Bayern (HOLZEL, 2006) wiesen
Doxyzyklinresistenzen in einer GrdBenordnung von 55 % auf. Die Resistenzraten von E. col-
Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln liegen damit insgesamt deutlich unter denen von Iso-
laten aus Gille, tierischen Lebensmitteln und klinischem Untersuchungsmaterial. Tetrazykli-
ne gehdéren zu den in der Human- und Veterindrmedizin am haufigsten eingesetzten Antibio-
tika (ANONYMUS, 2000; KERN, 2004), so dass die genannten Resistenzraten bei Isolaten aus
Glle, tierischen Lebensmitteln und klinischem Untersuchungsmaterial nicht verwundern.

Tetrazyklinresistenzgene sind auch bei E. coli aufgrund eines weitreichenden horizontalen
Resistenzgen-Transfers weit verbreitet. So ist das tet(B)-Gen das bei E. coli am haufigsten
isolierte Resistenzgen. Tef(B) ist auf dem Transposon Tn70 lokalisiert und kann zwischen
verschiedenen Bakterienarten transferiert werden (HILLEN UND BERENS, 1994; CHOPRA UND
ROBERTS, 2001). Dass eine Ubertragung resistenter Isolate vom Tier tiber die Gulleausbrin-
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gung auf Anbauflachen und damit zur Pflanze erfolgt, ist zwar méglich, jedoch stellte HOLZEL
(2006) fest, dass Tetrazyklin-Resistenzgene im Boden drei Wochen nach der Gulleausbrin-

gung nicht mehr nachweisbar waren.

Mehrfachresistenzen bei E. coli

E. coli-lsolate mit Resistenzen gegenliber zwei und mehr Antibiotika wiesen — wie beschrie-
ben - vor allem Resistenzen gegentber Penicillinen und Cephalosporinen auf. Die Betrach-
tung der Resistenzprofile, die hauptséchlich Resistenzen gegeniber einer Wirkstoffklasse
darstellen, lasst vermuten, dass es sich bei den vorhandenen Mehrfachresistenzen bei
E. coli vor allem um Kreuzresistenzen handelt (SIMON UND STILLE, 2000). 42 % der Isolate
exprimierten dartber hinaus Resistenzen gegentber zwei und mehr Wirkstoffklassen. Hier-

bei handelt es sich oft um die Kombination eines B-Lactamantibiotikums (primar Penicilline
und Cephalosporine) mit dem Aminoglykosid Spectinomycin. SAENZ ET AL. (2004) stellten
fest, dass E. coli vor allem durch seine Fahigkeit zur Konjugation eine Vielzahl verschiedener
Resistenzen auf einem einzigen Plasmid beherbergen kann. Die von SAENZ ET AL. (2004)
beobachteten Multiresistenzen gegenuber B-Lactamen, Aminoglykosiden, Chloramphenicol
und Tetrazyklinen konnten in der vorliegenden Untersuchung jedoch lediglich bei einem ein-
zigen lIsolat beobachtet werden. Die bereits beschriebenen Resistenzprofile gegen B-
Lactame und Spectinomycin/Streptomycin, die auf dem Transposon Tn4 gemeinsam lokali-
siert sind (DEFLAUN UND LEVY, 1989), wurden dagegen bei elf von 34 (32 %) Isolaten festge-
stellt.

2.2 Coliforme Bakterien

Vergleicht man die in dieser Studie fUr Enterobacter cloacae ermittelten Daten mit denen des
GENARS-Projekts (2004), so ergeben sich fur Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln bei 15
von 16 Antibiotika niedrigere Resistenzraten als bei Isolaten aus klinischem Untersuchungs-
material. Signifikant waren diese Unterschiede vor allem bei den B-Lactamantibiotika, hier
insbesondere bei den Penicillinen Mezlocillin, Piperacillin und Piperacillin/Tazobactam und
bei den Cephalosporinen Cefotaxim und Ceftazidim. Besonders deutlich ist der Unterschied
auch bei Doxyzyklin. Hier konnten keine Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln als resistent
eingestuft werden, wahrend immerhin 9 % der Isolate aus humanklinischem Untersu-
chungsmaterial unempfindlich waren. Es verwundert nicht, dass die Resistenzraten der GE-
NARS-Studie vor allem bei Antibiotika, die ausschlieBlich in der Humanmedizin und dort sehr
haufig angewendet werden — z. B. Mezlocillin, Piperacillin, Ciprofloxacin (ANONYMUS, 2000;
KERN, 2004) -, signifikant héher waren als bei Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln.
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Abbildung 22: Vergleich der prozentualen Resistenzraten von Ent. cloacae aus pflanzlichen
Lebensmitteln (n =172) und klinischem Untersuchungsmaterial (n = 195-1159)
(GENARS, 2004)

Wie bereits erwahnt waren bei Ent. cloacae Resistenzen vor allem gegeniber den B-
Lactamantibiotika Cefuroxim und Mezlocillin festzustellen. Bei der Testung der Bakterien
gegendiiber Piperacillin verhielten sich 22 % der Isolate intermedidr. OSTERBLAD ET AL. (1999)
und BOEHME ET AL. (2004) beschreiben fir coliforme Bakterien, jedoch nicht explizit fur
Ent. cloacae, aus pflanzlichen Lebensmitteln héhere Resistenzraten gegenlber Penicillinen
und Cephalosporinen als in der vorliegenden Untersuchung (bis zu 30 %).

Von zunehmend plasmidvermittelten AmpC-B-Lactamasen, die bei Enterobacteriaceae, vor
allem bei Klebsiella spp. und Enterobacter spp. zu Resistenzen gegentber Penicillinen und
Cephalosporinen fuhren, berichten auch GEISS ET AL. (2004) und BLACK ET AL. (2005). Die
Aussagen dieser Autoren stiitzen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung. So zeigten
auch Ent. sakazakii, Ent. gergoviae und Pantoea agglomerans in der vorliegenden Untersu-
chung Resistenzraten von 30 bis zu 57 % gegentber den Antibiotika Ampicillin und Cefaclor.
Die Hemmung der Resistenzausbildung durch einen B-Lactamase-Inhibitor — hier z. B. Cla-
vulansaure und Tazobactam — ist ein typisches Merkmal der ESBLs (GRIMM ET AL., 2004). So
wurden auch in der vorliegenden Untersuchung bei Mezlocillin, Piperacillin und Cefoxitin,
nicht jedoch bei Amoxycillin/Clavulansdure und Piperacillin/Tazobactam resistente Klebsiel-
la-Stdmme beobachtet. Nach THEURETZBACHER (2004) sind mittlerweile mehr als 150 dieser
ESBLs bekannt, was die teils unterschiedlichen phanotypischen Resistenzen gegenuber B-
Lactamantibiotika in der vorliegenden Untersuchung erklart.

Rahnella aquatilis dagegen besitzt eine chromosomal codierte Extended-Spectrum-B-
Lactamase (AmpA-B-Lactamase), die in einer low-level-Resistenz gegeniber Mezlocillin und
Piperacillin bzw. Resistenzen gegeniber Ampicillin und Cefaclor resultiert. Piperacillin/Tazo-
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bactam, Ceftazidim und Imipenem haben indes eine starke Wirkung gegen R. aquatilis
(BELLAIS ET AL., 2001). Dies konnte auch in der vorliegenden Untersuchung beobachtet wer-
den: Wenngleich Resistenzen gegenlber B-Lactamantibiotika nur in geringem Umfang (1-3
Isolate) festgestellt wurden, so verhielten sich 17 bzw. 10 von 22 Isolaten bei Mezlocillin bzw.

Piperacillin intermediar.

Hohe Resistenzraten wie bei den Coliformen aus pflanzlichen Lebensmitteln — wie bereits
oben dargestellt - gegenliber den Penicillinen stellten auch GALLERT ET AL. (2005) bei den
coliformen Bakterien fest. Die Autoren vermuten einen ausgepréagten Resistenztransfer zwi-
schen coliformen Bakterien, die auch Bestandteile der so genannten Biofilme im Boden und
auf Pflanzen darstellen und teilweise Resistenzgene antibiotikaproduzierender Mikroorga-
nismen beherbergen und diese weitergeben.

Die Resistenzraten bei den Aminoglykosiden Amikacin, Gentamicin und Tobramycin unter-
schieden sich bei Ent. cloacae kaum von denen der GENARS-Studie (2004) und bewegten
sich zwischen 0 und 3 % (GENARS: 0,5 bis 3 %). Einzig bei Spectinomycin war eine hohe
Resistenzrate (28 %) bei Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln festzustellen.

Als Bestandteil sowohl der natirlichen Mikroflora des Intestinaltrakts von Saugetieren und
Végeln (DUFOUR, 1977) als auch der Mikroflora von Pflanzen (MEHNAZ ET AL., 2001;
MANDRELL ET AL., 2006) erfolgt eine Selektion spectinomycinresistenter Ent. cloacae-Stamme
zum einen durch die Anwendung von Streptomycin und Spectinomycin in Human- und Vete-
rindrmedizin und einer anschlieBenden Kontamination pflanzlicher Lebensmittel via der unter
Abbildung 5 dargestellten Kontaminationswege, zum anderen durch bodenassoziierte ami-
noglykosidproduzierende Mikroorganismen (THOMAS ET AL., 1981; RIESENFELD ET AL., 2004).
Ent. cloacae ist als stickstofffixierendes Bakterium im Boden bekannt (MEHNAZ ET AL., 2001)
und somit méglicherweise dem Selektionsdruck durch aminoglykosidproduzierende Mikroor-
ganismen ausgesetzt. Resistenz gegenlber Spectinomycin und Streptomycin wird zudem
oftmals mit Transposons — z. B. Tn27 und Tn2424 — auch zwischen Enterobacteriaceae
transferiert und auf diesem Weg verbreitet (MEYER ET AL., 1983; CHIEW ET AL., 1998). Auf
dem Transposon Tn217 ist darliber hinaus die Resistenz gegentber Schwermetallionen, z. B.
Co?*, Zn**, Cu®, lokalisiert (MINDLIN ET AL., 2001; ESSA ET AL., 2003) — eine Co-Selektion
streptomycin- und spectinomycinresistener Stdmme ist somit auch durch das naturliche Vor-

kommen von Schwermetallionen im Boden und auf Pflanzen mdglich.

Bei den Ubrigen coliformen Bakterien — mit Ausnahme von Ser. marcescens — war die Resis-
tenz gegenuber Spectinomycin und Streptomycin vergleichsweise gering (bis zu 10 %). Ge-
genuber den neueren Aminoglykosid-Antibiotika wurden keine Resistenzen festgestellt. Die-
se Ergebnisse entsprechen den Aussagen von OSTERBLAD ET AL. (1999), CHANG ET AL.
(1999), HABSAH ET AL. (2005) und TASH (2005), die bei coliformen Bakterien aus pflanzlichen
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Lebensmitteln sowie bei Pantoea agglomerans-und R. aquatilis-lsolaten aus klinischem Un-
tersuchungsmaterial ausschlieBlich aminoglykosidsensible Stamme feststellten.

Bei Ser. marcescens traten Resistenzen und intermedidres Verhalten gegentiber Aminogly-
kosiden - ungeachtet der Tatsache geringer Isolatezahlen (n = 25) - vergleichsweise oft auf
(vgl. Tabelle 54). Vergleichsdaten von GENARS (2004) liegen fir diese Spezies nicht vor, es
existieren jedoch Daten der europaischen SENTRY-Studie von 1999. Dort verhielten sich
gegenlber Amikacin, Gentamicin und Tobramycin lediglich 0 bis 15 % der Isolate resistent
bzw. 3 bis 6 % intermediar. Es ist nach STOCK ET AL. (2003 B) nicht vollstdndig abgeklart, ob
Resistenzen bzw. intermediéres Verhalten gegenuber Aminoglykosiden bei Ser. marcescens
intrinsisch verankert sind, da die Autoren sowohl naturlich sensible als auch natirlich inter-
medidre und resistente Stdmme feststellten.

CENTRON UND RoY (2002) beschreiben dagegen bei Ser. marcescens drei Klasse-I-Integrons
auf einem einzigen Plasmid, die die Resistenz gegenliber Gentamicin (aac(3)-la, ant(2”)-1a,
ant(3”)li-aac(6’)-lid) und Streptomycin (ant(3”)li-aac(6’)-1ld, ant(3”)-la) codieren, sowie ein
neues Integron, das ein kombiniertes Aminoglykosidresistenzgen (ant(3”)-li-aac(6’)-1ld) und
ein weiteres Intron enthalt. Isolate dieser Untersuchung exprimierten neben Streptomycin-
und Spectinomycinresistenz auch Resistenz gegeniber Amikacin (low level), Gentamicin,
Netilmicin und Tobramycin.

Gegenlber Doxyzyklin waren signifikant weniger Ent. cloacae-Isolate aus pflanzlichem Pro-
benmaterial resistent (0 % vs. 9 %) bzw. intermediar (41 % vs. 80 %) als Isolate aus klini-
schem Untersuchungsmaterial. Untersuchungen von OSTERBLAD ET AL. (1999) beschreiben
94 % der Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln als ,sensibel®. Hier durfte jedoch die unter-
schiedliche Einstufung der Isolate nach NCCLS bzw. in der vorliegenden Untersuchung nach
DIN (2004) ursachlich fur die Differenzen zwischen beiden Untersuchungen sein. So werden
nach NCCLS Isolate noch als ,sensibel” eingestuft, die nach DIN (2004) bereits intermediar
sind.

Die Unterschiede zu GENARS (2004) hinsichtlich der Resistenzrate kénnen in dem haufigen
Einsatz der Tetrazykline in der Humanmedizin erklart werden. Darlber hinaus werden zwar
Tetrazykline auch in der landwirtschaftlichen Tierhaltung angewendet und somit in Gille
nachgewiesen (HARMS, 2006), jedoch werden Tetrazykline im Boden an Metallionen (z. B.
Ca®) gebunden und damit inaktiviert. Der Selektionsdruck auf die Mikroorganismen wird
damit verringert. So konnte auch HOLZEL (2006) drei Wochen nach der Ausbringung tetra-
zyklinhaltiger Gulle keine Tetrazyklin-Resistenzgene mehr nachweisen.

STOCK ET AL., 2001 stellten zudem fest, dass Ent. cloacae sich gegenuber Doxyzyklin natlr-
lich sensibel bis intermediar verhalt, so dass die hohe Rate intermediarer Isolate in der vor-
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liegenden Untersuchung auf das natiirlich sensible bis intermediare Verhalten dieser Spezies
gegentber Tetrazyklinen zurlickgefuhrt werden kann.

Colistin wird im Allgemeinen eine gute Wirksamkeit gegenliber gramnegativen Bakterien
zugesprochen (VILJANEN UND VARA, 1984; VOGEL ET AL., 2004; LI ET AL., 2005) und daher als
wirkungsvolle Alternative bei multiresistenten Bakterien betrachtet. So war die Resistenz ge-
genilber diesem Antibiotikum bei den coliformen Bakterien, mit Ausnahme von Ent. sakazakii
(12,5 %) und Ent. aerogenes (25 %, n = 6) selten. Bei K. pneumoniae spp. pneumoniae wur-
den 19 % (n = 4) der Isolate als unempfindlich eingestuft, demgegenlber waren in der GE-
NARS-Studie (2004) zwar nur 4 % der Isolate resistent, allerdings verhielten sich dort 42 %
der Isolate intermediar. Die Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungen sind neben
stark unterschiedlichen Isolatezahlen vermutlich auf die Anwendung unterschiedlicher
Breakpoints zurlickzufihren. So wurden bei GENARS (2004) die Konzentrationsbereiche
und Breakpoints nach DIN (2004), in der vorliegenden Untersuchung die Konzentrationsbe-
reiche und Breakpoints nach DANMAP (2004) herangezogen. Bei einer Einordnung der Iso-
late aus pflanzlichen Lebensmitteln nach DIN (2004) waren — bei Verwendung des Konzent-
rationsbereiches der vorliegenden Untersuchung — 81 % der Isolate intermediar und 4 % der
Isolate resistent.

Chloramphenicol und Co-Trimoxazol zeigten sich in der vorliegenden Untersuchung fast
vollstandig wirksam gegenlber coliformen Bakterien. Dies widerspricht jedoch den Aussagen
von OSTERBLAD ET AL. (1999), die bei 38 % der Ser. marcescens-Isolate aus pflanzlichen Le-
bensmitteln Resistenzen gegeniber Chloramphenicol beschreiben. Chloramphenicol-
resistenz entsteht zum einen durch spontane Mutationen des cat-Gens im Bakteriengenom,
zum anderen wird sie plasmidisch, jedoch nicht zwischen grampositiven und gramnegativen
Bakterien vermittelt (FLUIT ET AL., 2001). OSTERBLAD ET AL. (1999) und DEFLAUN UND LEVY
(1989) beschreiben einen h&aufigen gemeinsamen Plasmidtransfer der Resistenz gegentber
Chloramphenicol, Co-Trimoxazol und B-Lactamantibiotika. In der vorliegenden Untersuchung
wurde das Vorkommen dieser Resistenzprofile bei den coliformen Bakterien jedoch nicht be-
obachtet.

Entsprechend den Arbeiten von BOEHME ET AL. (2004) und OSTERBLAD ET AL. (1999) korrelie-
ren Resistenzen gegenlber Chloramphenicol und Co-Trimoxazol bei Bakterien aus pflanzli-
chen Lebensmitteln mit dem — womdglich lokal unterschiedlichen - Einsatz dieser Verbin-
dungen in der landwirtschaftlichen Tierhaltung und der damit verbundenen Verbreitung von
Plasmiden, die diese Resistenzen codieren (SAENZ ET AL., 2004). So waren Resistenzen bei
coliformen Bakterien aus bayerischem Hahnchen- und Schweinefleisch (HUTHER, 2007) zwar
gering, jedoch bei E. coli aus Schweinegulle (HOLZEL, 2006) bei immerhin 17 % der Isolate

vorhanden.
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Fluorchinolone, insbesondere das in der Humanmedizin angewendete Ciprofloxacin, besit-
zen im Allgemeinen eine gute Wirksamkeit gegenliber den meisten coliformen Bakterien
(VOGEL ET AL., 2004). Entsprechend werden Resistenzen gegenlber Ciprofloxacin bei klini-
schen Isolaten in Arbeiten von CHANG ET AL. (1999), HABSAH ET AL. (2005) und TASH (2005)
sowie bei GENARS (2004) nur wenig (3,5 %) oder gar nicht beschrieben. Auch in der vorlie-
genden Untersuchung wurden Resistenzen gegenlber Ciprofloxacin bei coliformen Bakteri-
en nicht festgestellt. Dies entspricht den Untersuchungen von OSTERBLAD ET AL. (1999), die
bei Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln keine Resistenz gegentiber Ciprofloxacin fest-
stellten. Fluorchinolonresistenz tritt meist unter der Behandlung mit dieser Wirkstoffklasse
durch spontane Mutationen der Gene gyr(A) / gyr(B) oder durch Ausschleusung aufgrund
vorhandener Multidrug-Effluxsysteme auf (FLUIT ET AL., 2001; POOLE, 2004), seltener auf-
grund plasmidischen Resistenztransfers (MAMMERI ET AL., 2005), so dass die fehlenden Re-
sistenzen bei Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln in der vorliegenden Untersuchung
nicht verwundern. So exprimierten auch Isolate aus Lebensmitteln tierischer Herkunft
(HUTHER, 2007) und aus Gulle (HOLZEL, 2006) nicht oder nur in geringem Umfang Resistenz
gegentiber Ciprofloxacin.

Mehrfachresistenzen bei coliformen Bakterien

Die Resistenzprofile mehrfachresistenter coliformer Bakterien beinhalten vor allem Resisten-
zen gegenuber Penicillinen und Cephalosporinen. In einigen Féllen konnte zusétzlich die
Resistenz gegentber Spectinomycin bzw. Streptomycin festgestellt werden. Nach DEFLAUN
UND LEVY (1989), TOLMASKY (1992) und WATERS (1999) werden Resistenzen gegenlber B-
Lactamantibiotika und Aminoglykosiden aufgrund ihrer Lage im Bakteriengenom héaufig ge-
meinsam plasmidisch vermittelt. So beschreibt z. B. TOLMASKY (1992) das Transposon
Tn1331 mit den Resistenzgenen fir Aminoglykosidresistenz (aac(6’)-Ib und ant(3”)-la) und
B-Lactam-Resistenz (blarem und blaoxa-g) auf dem Plasmid pJHCMW 1.

Nach WATERS (1999) werden genetische Elemente mit Resistenzgenen gegenuber B-
Lactam- und Aminoglykosidantibiotika von Bodenmikroorganismen zunachst an grampositive
Bakterien transferiert, die diese Resistenzen wiederum — oftmals durch Konjugation - an
gramnegative Bakterien weitergeben. Vor allem Enterobacteriaceae besitzen die Fahigkeit,
mehrere dieser Resistenzgene durch Transformation oder Konjugation regelrecht ,anzu-
sammeln“ und diese weiterzugeben (WATERS, 1999).

2.3 Pseudomonas spp.

P. aeruginosa aus pflanzlichen Lebensmitteln verhielt sich bei keiner der elf mit dem GE-
NARS-Projekt (2004) verglichenen Substanzen haufiger resistent als humanklinische Isolate,
wie aus Abbildung 23 hervorgeht. So bestanden bei allen Substanzen signifikante Unter-
schiede in der Resistenzhaufigkeit dahingehend, dass bei GENARS (2004) hoéhere
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Resistenzraten festgestellt wurden als in der vorliegenden Untersuchung. Deutlich héhere
Resistenzraten bei klinischen als bei pflanzlichen Isolaten konnten vor allem bei den Wirk-
stoffen Piperacillin und Piperacillin/Tazobactam, Imipenem, Ciprofloxacin und den Aminogly-
kosiden Amikacin, Gentamicin und Tobramycin beobachtet werden, die im Allgemeinen eine
gute Wirksamkeit gegenuber P. aeruginosa besitzen (GRIMM UND ULLMANN, 2005).
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GENARS (2004) LM Pflanze; ***: Unterschied GENARS vs. LM Pflanze hochsignifikant (p < 0,001
p
**: Unterschied GENARS vs. LM Pflanze signifikant (p < 0,01)
*: Unterschied GENARS vs. LM Pflanze signifikant (p < 0,05)

Abbildung 23: Vergleich der prozentualen Resistenzraten von P. aeruginosa aus pflanzlichen
Lebensmitteln (n =295) und klinischem Untersuchungsmaterial (n = 923-3075,
GENARS, 2004)

Resistenzen gegentiber den B-Lactamantibiotka Piperacillin und Piperacillin/Tazobactam
wurden bei Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln nicht festgestellt, dennoch verhielten sich
bei P. aeruginosa und P. putida mehr als zwei Drittel und bei P. fluorescens die Halfte aller
Isolate intermediar gegentber beiden Wirkstoffen. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu
den Ergebnissen von GENARS (2004) und SADER UND JONES (2005). Dort waren zwar 7 %
bzw. 10 % der Isolate aus klinischem Untersuchungsmaterial resistent, jedoch konnte bei
GENARS (2004) nur ein Drittel der Isolate als ,intermediar” eingestuft werden. Der Vergleich
mit den Daten von SADER UND JONES (2005) ist aufgrund deren Einstufung der Empfindlich-
keit nach den NCCLS-Richtlinien problematisch, da bei NCCLS P. aeruginosa mit einer MHK
von 64 pg/ml noch als ,sensibel“, nach DIN (2004) — und somit auch in der vorliegenden Un-
tersuchung - jedoch bereits als ,resistent” eingestuft wird, wahrend eine Einstufung als ,in-
termediar” bei NCCLS génzlich fehlt. Die Ergebnisse von GENARS (2004) bestatigen jedoch
die Aussagen diverser Autoren (SIMON UND STILLE, 2000; GRIMM UND ULLMANN, 2005; PAL-
LERONI, 2005; STAHLMANN UND LODE, 2005), wonach Piperacillin und Piperacillin/Tazobactam
gegen Pseudomonas spp. eine starke Wirkung zeigen.



Diskussion 165

TRIAS UND NIKAIDO (1990), LEPPER ET AL. (2002) und EL AMIN ET AL. (2005) beschreiben bei
P. aeruginosa Korrelationen zwischen einer reduzierten Sensibilitdt gegentber Imipenem
und den Antibiotika Ceftazidim, Piperacillin sowie Piperacillin/Tazobactam — wie auch in der
vorliegenden Untersuchung beobachtet (CAZgenars 8 % VS. CAZprianze 25 %; IMPgenars
10 % vs. IMPpganze 22 %). So fihrt eine zunehmende Impermeabilitédt der Zellwand durch
den Verlust des Proteins OprD2 sowie die gleichzeitige Synthese plasmidisch vermittelter B-
Lactamasen (IMP, VIM) mit schwacher Carbapenemase-Aktivitdt zu einem Anstieg — also
Rechtsverschiebung - der MHK-Werte bei Imipenem, Ceftazidim und Piperacillin um eine
MHK-Stufe (HANCOCK UND SPEERT, 2000). In der vorliegenden Untersuchung wurde immer-
hin bei 24 P. aeruginosa- und bei neun P. putida-lsolate dieses Profil (IMP, CAZ, PIP, jeweils
intermediar) beobachtet. Zudem befanden sich bei Piperacillin bzw. Piperacillin/Tazobactam
56 % der Isolate eine MHK-Stufe Gber dem Breakpoint von ,sensibel” nach ,intermediar”. Die
Verschiebung um eine MHK nach rechts hat damit eine groBe Auswirkung auf die klinische
Einstufung der Bakterien als ,sensibel” oder ,intermediar*.

BUSCHER ET AL. (1987) sahen hingegen keine Zusammenhénge zwischen einer geringeren
Empfindlichkeit gegentber Imipenem — bedingt durch den Verlust des OprD2 - und anderen
B-Lactamantibiotika. OprD2 ist ein substratspezifisches Protein, dessen Verlust ausschlieB-
lich in der reduzierten Aufnahme von Imipenem, nicht aber Meropenem, in die Bakterienzelle
resultiert. So war in der vorliegenden Untersuchung bei 15 P. aeruginosa-, neun P. putida-
und finf P. fluorescens-Isolaten reduzierte Sensitivitat ausschlieBlich gegenlber Imipenem

nachzuweisen.

HIGGINS ET AL. (2002) beobachteten auch eine Korrelation zwischen steigenden MHK-Werten
bei B-Lactamen und Fluorchinolonen. SAITO ET AL. (1999) und SRIKUMAR ET AL. (2000) be-
schreiben als Ursache hierfiir die Uberexpression des intrinsischen Multidrug-Efflux-Systems
MexAB-OprM, basierend auf der Mutation des nal(B)-Gens im mexR-Locus — unter Selekti-
onsdruck sowohl in vitro als auch in vivo -, das in einem erhdhten Efflux und damit steigen-
den MHK-Werten bei Fluorchinolonen und B-Lactamantibiotika sowie bei Tetrazyklin und
Chloramphenicol resultiert. So bestehen vermutlich auch in der vorliegenden Untersuchung
Zusammenhange zwischen der Intermediarverschiebung bei Enrofloxacin und der Interme-
didrverschiebung bei den B-Lactamen Piperacillin und Piperacillin/Tazobactam. Immerhin
wiesen 226 P. aeruginosa-lsolate (77 %) dieses (Intermediar-)Profil auf. Nach LIVERMORE
(2001) treten diese Efflux-Systeme bei P. aeruginosa weit verbreitet auf, wahrend die Metal-
lo-B-Lactamasen IMP und VIM selten sind.

NORDMANN UND POIREL (2002) zitieren hingegen Autoren, die die genannten Metallo-B-
Lactamasen aus in der Umwelt vorhandenen Bakterienarten isolierten, die diese Enzyme
konstitutiv produzieren. So gehéren z. B. Bacillus cereus — ein typisches Bodenbakterium —
und Xanthomonas maltophilia — pflanzenassoziiert - zu diesen Arten (LIM ET AL., 1988;
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WALSH ET AL., 1994). Méglicherweise ist daher die Intermediarverschiebung bei Imipenem,
Ceftazidim und Piperacillin in der vorliegenden Untersuchung auf das natiirliche Vorkommen
der Metallo-B-Lactamasen IMP und VIM in Bakterien zurickzufiihren, die sich den Lebens-
raum mit Pseudomonas spp. teilen und so eine Selektion der low level Resistenz gegeniber

Imipenem und Ceftazidim induzieren.

Gegeniber Ciprofloxacin waren bei GENARS (2004) rund 18 % der P. aeruginosa-Isolate, in
der vorliegenden Untersuchung dagegen fast keine lIsolate resistent. Resistenz gegen
Ciprofloxacin entsteht, wie bereits erwahnt, bei gramnegativen Bakterien durch spontane
Mutationen der Gene gyr(A) / gyr(B) (HANCOCK UND SPEERT, 2000; FLUIT ET AL., 2001).
Plasmidvermittelter Transfer der Ciprofloxacinresistenz wird dagegen selten beschrieben
(FLUIT ET AL., 2001; MAMMERI ET AL., 2005). Bei Pseudomonaden tritt haufig die Mutation des
nfxc-Gens und dadurch bedingte Expression des Multi-Drug-Effluxsystems MexEF-OprN un-
ter Ciprofloxacin auf (LIVERMORE, 2001). Die Resistenz gegen Ciprofloxacin, Imipenem und
Meropenem wurde hier allerdings nicht festgestellt.

Die Resultate der Untersuchungen pflanzlicher Lebensmittel und von GENARS (2004) spie-
geln sich auch in den Ergebnissen von HAMILTON-MILLER UND SHAH (2001), JENSEN ET AL.
(2001) und SADER UND JONES (2005) wider: Wahrend Ciprofloxacinresistenz bei Pseudomo-
nas-lsolaten aus landwirtschaftlichen Bodenproben nicht festzustellen war (HAMILTON-MILLER
UND SHAH, 2001; JENSEN ET AL. 2001), wurden aus klinischem Material Pseudomonas spp.
mit Ciprofloxacinresistenz in einer GréBenordnung von 25 % isoliert (SADER UND JONES,
2005).

P. aeruginosa erwies sich bei den Aminoglykosiden vor allem gegeniber Spectinomycin
(78 %) und Streptomycin (11 %) als resistent. Gegenlber neueren Aminoglykosid-Antibiotika
waren Resistenzen nur in geringem Umfang (0,6 bis 2,4 % bei APR, GEN, NET) bzw. gar
nicht vorhanden (bei AMK und TOB). Ahnliche Resistenzraten wie fiir P. aeruginosa wurden
in der vorliegenden Untersuchung auch fur P. putida und P. fluorescens festgestellt.

Bei der GENARS-Studie (2004) waren P. aeruginosa-Isolate vor allem gegentber Gentami-
cin resistent (17 %), wahrend sich gegentber Amikacin und Tobramycin noch 8 bzw. 9 % der
Isolate resistent zeigten. Die Empfindlichkeit gegenlber Streptomycin und Spectinomycin
wurde dort nicht getestet.

Nach AIRES ET AL. (1999), HANCOCK UND SPEERT (2000) und POOLE (2004) ist P. aeruginosa
aufgrund der natlrlichen Impermeabilitdt der Zellwand in Verbindung mit dem Multidrug-
Efflux-System MexXY-OprM oft in einer GréBenordnung von 10 % bis hin zu intrinsischen
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Raten (= 90 %)° resistent gegen(iber Streptomycin. Dies entspricht der Resistenzrate gegen-
Uber Streptomycin und Spectinomycin in der vorliegenden Untersuchung.

Die Resistenz gegenlber Spectinomycin ist bei Pseudomonas spp. gewdhnlich auf dem
Plasmid RPL1717 lokalisiert, das zudem die genetischen Informationen fir die Resistenzen
gegenlber Carbenicillin, Co-Trimoxazol und Chloramphenicol tragt (DEFLAUN UND LEVY,
1989). Letztere sind bei P. aeruginosa intrinsisch verankert (STRATTON UND TAUSK, 1989).
Nach DEFLAUN UND LEVY (1989) ist auch die Resistenz gegeniiber Spectinomycin bei
P. aeruginosa intrinsisch, wahrend sie bei den ubrigen Pseudomonas spp. ausschlieBlich
erworben wird. In der Literatur wird dies unterschiedlich diskutiert. Die Resistenzrate von
immerhin 78 % bei P. aeruginosa kdnnte ein intrinsisch intermediéres bis resistentes Verhal-
ten dieser Spezies vermuten lassen.

Streptomycin wird im Pflanzenschutz — in der EU jedoch selten und in geringen Mengen, wie
bereits beschrieben - angewendet (ANONYMUS, 2001; ZORNBACH, 2005). In den USA, Mexi-
ko, Osteuropa und Nordafrika ist der prophylaktische Einsatz dieses Antibiotikums im Pflan-
zenbau jedoch gangige Praxis. SUNDIN ET AL. (1995), SUNDIN UND BENDER (1996) und SUN-
DIN (2000) berichten in diesem Zusammenhang bei Pseudomonas spp. (isoliert von Pflanzen
und landwirtschaftlichen Anbauflachen) von Resistenzen gegeniber Streptomycin. Sie be-
schreiben auBerdem das Transposon Tn5393 mit dem Resistenzgen strA-strB (codiert Re-
sistenz gegenlber Streptomycin und Spectinomycin) bei phytopathogenen Bakterien, so
auch P. syringae. JENSEN ET AL. (2001) isolierten zudem aus Bodenproben Pseudomonas
spp., die resistent gegentiber Streptomycin (7 %) waren, was der Rate der vorliegenden Un-
tersuchung (11 %) weitgehend entspricht.

Die Resistenz gegeniber Streptomycin wird nach THOMAS ET AL. (1981), WATERS (1999) und
RIESENFELD ET AL. (2004) — wie bereits unter B2.2.1 beschrieben - auch durch das Vorkom-
men aminoglykosidproduzierender Mikroorganismen in der Rhizosphéare des Bodens und auf
Pflanzen selektiert. So gehen auch AIRES ET AL. (1999) von der Uberexpression des intrin-
sisch vorhandenen Effluxsystems MexXY-OprM in Folge eines Selektionsdrucks durch ver-
schiedene antibakterielle Substanzen aus. Eine Uberexpression des MexXY-OprM resultiert
jedoch auch in der Resistenz gegenliiber Amikacin und Gentamicin. Dieses Resistenzprofil
wurde in der vorliegenden Untersuchung jedoch nicht festgestellt. Hingegen beschreiben
LLANES ET AL. (2006) eine Gencasette (aadA17) mit dem Gen ant(3”) auf Integrons der Klas-
se 1, das Resistenz gegeniber Streptomycin und Spectinomycin — in Form enzymatischer
Modifikation der beiden Antibiotika — codiert. Eine molekularbiologische Untersuchung kénn-

® Die Einstufung als ,intrinsisch resistent* legt eine unimodale Population zugrunde, die mit 90 % der
Stdmme Uber dem Breakpoint zur Resistenz liegt (STOCK UND WIEDEMANN, 1998).
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te Uber die genetische Grundlage der Streptomycin-Spectinomycin-Resistenz in der vorlie-
genden Untersuchung Aufschluss geben.

Nach INOUYE (1999) werden streptomycin- und spectinomycinresistente Pseudomonas spp.
durch das Vorkommen von Schwermetallionen z. B. im Boden coselektiert, da auf dem
Transposon Tn21, das die Resistenz gegen beide Substanzen codiert, auch die Resistenz-
gene gegen Schwermetallionen — z. B. gegen Cu?*, Zn?** und Co?* - lokalisiert sind (MINDLIN
ETAL., 2001; ESSA ET AL., 2003).

P. aeruginosa verhalt sich gegentber Doxyzyklin aufgrund der geringen Zellwandpermeabi-
litdt und der Expression des Effluxsystems MexAB-OprM intrinsisch intermediar bis resistent
(SCHWEIZER, 2003). P. putida und P. fluorescens sind nicht intrinsisch resistent gegeniber
Tetrazyklinen. In der vorliegenden Untersuchung verhielten sich dennoch immerhin 59 % der
P. putida- und 50 % der P. fluorescens-Isolate intermedidr gegentber Doxyzyklin. Wie aus
den Tabellen A 15 und A 16 im Anhang hervorgeht, wurde jedoch jeweils bei 45 % der Isola-
te ein MHK-Wert von 2 pg/ml festgestellt, so dass eine Verschiebung um nur eine MHK-Stufe
nach rechts eine bedeutende Auswirkung hinsichtlich der Einstufung als ,sensibel” oder ,in-
termediar® hatte. Die Einstufung als ,natlrlich resistent” legt eine unimodale Population
zugrunde, die mit 90 % der Stdmme Uber dem Breakpoint zur Resistenz liegt (STOCK UND
WIEDEMANN, 1998). Dies war in der vorliegenden Untersuchung nicht gegeben, so dass ein
natlrlich resistentes Verhalten bei diesen Spezies ausgeschlossen wird. Bei JENSEN ET AL.
(2001) lagen P. fluorescens- und P. putida-lsolate aus Bodenpoben zudem Uberwiegend im
sensiblen Bereich (92 %), was der Vermutung eines intrinsisch intermediéren bis resistenten
Verhaltens gegentiber Tetrazyklinen ebenfalls widerspricht.

Als Ursache fir die hohe Anzahl intermediarer Isolate in der vorliegenden Untersuchung
kénnte der Einsatz von Tetrazyklinen (u. a. Doxyzyklin) in Human- und Veterindrmedizin (A-
NONYMUS, 2000; KERN, 2004) mit der Folge eines weitreichenden horizontalen Resistenz-
transfers angenommen werden. Dagegen spricht jedoch die geringe Anzahl intermediérer
bzw. resistenter Isolate bei den coliformen Bakterien wie auch bei den Enterokokken. PANG
ET AL. (1994 B) beschreiben dagegen oxytetrazyklinproduzierende Streptomyces spp., die
eine Selektion der low-level-Resistenz bei Bodenbakterien — so auch bei P. putida und
P. fluorescens - induzieren. Des weiteren fihren bei Pseudomonaden Mutationen des nalB-
Gens im mexR-Locus, auch durch Selektionsdruck in vitro, zu einer Uberexpression des
Effluxsystems MexAB-OprM. Wie bereits beschrieben fuhrt diese Expression zu verringerter
Empfindlichkeit gegenlber Fluorchinolonen, Piperacillin, Ceftazidim und dariber hinaus auch
Tetrazyklinen. Der Verlust des OprD2 bewirkt auBerdem geringere Sensitivitdt gegen Imipe-
nem (SAITO ET AL., 1999; SRIKUMAR ET AL., 2000; LIVERMORE, 2001). Ob die Expression des
MexAB-OprM jedoch spontan durch den Antibiotikadruck in vitro oder auch durch z. B.
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Pflanzenmetaboliten oder Schwermetalle im Boden (TORRES ET AL., 1991; SALYERS ET AL.,
1995; ALONSO ET AL., 2001) induziert wurde, konnte nicht abgeklart werden.

P. aeruginosa erwies sich in der vorliegenden Untersuchung als vollstdndig sensibel gegen-
Uber Colistin, wahrend SADER UND JONES (2005) 18 % der Pseudomonas spp. aus Klini-
schem Untersuchungsmaterial als ,resistent® beschreiben und bei der GENARS-Studie
(2004) immerhin 84 % der Isolate als ,intermediar® eingestuft wurden. Colistin besitzt eine
sehr gute Wirksamkeit gegenliber Pseudomonas spp., die sich auch in der vorliegenden Un-
tersuchung bestatigen lieB. Somit wird Colistin als wirkungsvolle Alternative vor allem gegen
multiresistente gramnegative Bakterien betrachtet (LI ET AL., 2005). In vivo kann jedoch unter
physiologischen Calcium-Konzentrationen eine vollstandige Inaktivierung des Wirkstoffs ge-
gen P. aeruginosa eintreten (DEVRIESE UND DUTTA, 1981). Die unterschiedlichen Resistenz-
bzw. Intermediarraten zwischen der vorliegenden Untersuchung und GENARS (2004) sind
hingegen vermutlich auf die unterschiedlich angewendeten Breakpoints beider Untersuchun-
gen zurtckfuhren. Denn die Anwendung der Breakpoints nach DIN (2004) in der vorliegen-
den Untersuchung - wie bei GENARS (2004) - wirde in einer Intermediarrate von 95 % und
einer Resistenzrate von 5 % resultieren. In der vorliegenden Untersuchung wurden die
Breakpoints nach DANMAP (2004) herangezogen.

Mehrfachresistenzen

Wie aus den Tabellen 59, 62 und 65 hervorgeht, war die Resistenz gegenlber zwei und
mehr Antibiotika bei 15 % der P. aeruginosa-lsolate vorhanden. Der Anteil der P. putida-
Isolate mit Resistenz gegenlber zwei und mehr Antibiotika war deutlich héher (25 %). Bei
P. fluorescens waren 20 % der Isolate resistent gegenliber zwei und mehr Antibiotika.

Aus den Resistenzprofilen geht hervor, dass es sich bei den Mehrfachresistenzen fast aus-
schlieBlich um B-Lactam-Aminoglykosid-Unempfindlichkeit handelt. Die Resistenz gegeniber
Spectinomycin und/oder Streptomycin trat bei fast allen mehrfachresistenten Isolaten auf.
Nach STRATTON UND TAUSK (1989) ist bei P. aeruginosa die gleichzeitige Resistenz gegen-
{iber B-Lactamen und Aminoglykosiden weit verbreitet und beruht auf der Uberexpression
der intrinsischen Effluxsysteme MexAB-OprM und MexXY-OprM unter Selektionsdruck. Ami-
noglykoside dienen in der Kombinationsbehandlung der Verbesserung der Zellwandpermea-
bilitdt, so dass B-Lactamantibiotika bis zum Ort ihrer Wirkung — den Penicillin-Bindeproteinen
- vordringen kénnen. Bei Resistenz gegeniber einem der beiden Antibiotika, z. B. dem Ami-
noglykosid, wird der synergistische Effekt beider Antibiotika aufgehoben. Dies beginstigt die
Resistenzentwicklung gegentber dem anderen Antibiotikum (STRATTON UND TAUSK, 1989).
In der Humanmedizin werden bei Pseudomonadeninfektionen meist Kombinationsbehand-
lungen mit den B-Lactamantibiotika (Imipenem, Ceftazidim und Piperacillin) und Aminoglyko-
siden empfohlen (VOGEL ET AL., 2004; PALLERONI, 2005; STAHLMANN UND LODE, 2005). Ge-
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genlber den so genannten ,Pseudomonaden-Aminoglykosiden” (Amikacin, Gentamicin und
Tobramycin) wurde Unempfindlichkeit in der vorliegenden Untersuchung selten beobachtet.
Mehrfachresistenz gegeniber Imipenem oder Ceftazidim und ,Pseudomonas-Aminoglyko-
siden“ wurde nicht festgestellt.

24 Enterococcus spp.

E. faecalis: Vergleich der Daten mit der GENARS-Studie (2004)
Gegenlber sechs von 14 mit der GENARS-Studie (2004) verglichenen Substanzen zeigte

sich E. faecalis aus pflanzlichen Lebensmitteln signifikant weniger resistent als E. faecalis
aus humanklinischem Untersuchungsmaterial (vgl. Abbildung 24). Dies betrifft zum einen An-
tibiotika, die ausschlieBlich in der Humanmedizin Anwendung finden — so z. B. Ciprofloxacin
und Moxifloxacin - , zum anderen Antibiotika, die auch in der Veterindrmedizin angewendet
werden (Doxyzyklin, Erythromycin und Co-Trimoxazol). Insbesondere Doxyzyklin gehért zu
den in der Human- und Veterindrmedizin am haufigsten angewendeten Antibiotika (DE WITH
ET AL., 2004).

Gegeniber Linezolid und Rifampicin, beide ebenfalls ausschlieBlich in der Humanmedizin
angewendet, waren signifikant mehr Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln resistent als hu-
manklinische Isolate. Ob rifampicinresistente Isolate in pflanzlichen Lebensmitteln jedoch
aus humaner Kontamination stammten oder durch spontane Mutation des rpo(B)-Gens ihre
Resistenz erst wahrend der Empfindlichkeitsprifung erlangten, kann nicht nachvollzogen
werden. Resistenz gegeniber den Reserveantibiotika Teicoplanin und Vancomycin war in
beiden Gruppen nicht zu beobachten.
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Abbildung 24: Vergleich der prozentualen Resistenzraten von E. faecalis aus pflanzlichen Le-
bensmitteln (n=100) und klinischem Untersuchungsmaterial (n =518-2931)
(GENARS, 2004)

E. faecium: Vergleich der Daten mit der GENARS-Studie (2004)
E. faecium aus pflanzlichen Lebensmitteln verhielt sich gegentber sieben der 14 mit der

GENARS-Studie (2004) verglichenen Substanzen signifikant weniger resistent als Isolate
aus humanklinischem Material, wie aus Abbildung 25 hervorgeht. Neben den in der Human-
medizin angewendeten Antibiotika Ciprofloxacin, Moxifloxacin und Gentamicin ,high level*
betrifft dies auch die zuséatzlich in der Veterindrmedizin eingesetzten Substanzen Erythromy-
cin, Amoxycillin/Clavulanséure, Ampicillin und Co-Trimoxazol. Wie bei E. faecalis wurde hier
gegeniber Rifampicin eine signifikant hdhere Resistenz bei pflanzlichen Isolaten beobachtet,
Resistenz gegentiber Glykopeptiden konnte weder bei pflanzlichen Isolaten noch bei hu-
manklinischen Isolaten festgestellt werden.



Diskussion 172

% lsolate

*hk *kk

100+

80+
60

40-

20+ & & »
Voo s Vg Vo A s A s 4 g &

AMC AMP CIP MOX GNH ERY DOX TPL VAN LIZ FOS RAM SXT Q-D

. GENARS (2004) D LM Pflanze; ***: Unterschied GENARS vs. LM Pflanze hochsignifikant (p < 0,001)
**: Unterschied GENARS vs. LM Pflanze signifikant (p < 0,01)

Abbildung 25: Vergleich der prozentualen Resistenzraten von E. faecium aus pflanzlichen Le-
bensmitteln (n = 59) und klinischem Untersuchungsmaterial (n = 292-1158) (GE-
NARS, 2004)

In der vorliegenden Untersuchung verhielten sich 23 % der E. faecalis-Isolate resistent ge-
genuber Doxyzyklin. Doxyzyklinresistenz wurde dagegen bei E. faecium in deutlich geringe-
rem Umfang festgestellt (10 %). Insgesamt war die Resistenzrate beider Spezies gegentber
Doxyzyklin in der vorliegenden Untersuchung auch deutlich niedriger als bei der GENARS-
Studie (2004) (E. faecalisgenars: 70 %; E. faeciumegenars: 18 %).

Tetrazyklinresistenz ist vor allem bei Isolaten von E. faecalis und E. faecium aus Fleisch- und
Fleischprodukten (52 % bzw. 23 %; HUTHER, 2007) sowie Gillleproben (79 % bzw. 27 %;
HOLZEL, 2006) verbreitet und ist vermutlich auf die Einsatzhaufigkeit der Tetrazykline im vete-
rindrmedizinischen Bereich — vor allem auch auf die Behandlung von Infektionen bei land-
wirtschaftlichen Nutztieren - zurlickzuflihren (BUTAYE ET AL., 2000). So bewegen sich auch
bei DANMAP (2004) die Tetrazyklin-Resistenzraten bei Isolaten aus Fleisch und von
Schlachttieren zwischen 44 und 82 %, wahrend sich die E. faecalis-lsolate aus pflanzlichen
Lebensmitteln bei JOHNSTON UND JAYKUS (2004) als vollstandig sensibel gegenlber Tetra-
zyklin erweisen. Die Ergebnisse dieser Arbeiten spiegeln sich auch in der Untersuchung von
HUYS ET AL. (2004) wider, die bei E. faecalis-Isolaten aus Fleisch und Milchprodukten hohe
Tetrazyklin-Resistenzraten (37 %) ermittelten, bei pflanzlichen Lebensmtteln hingegen

Tetrazyklinresistenz nicht feststellten.

Tetrazyklinresistenzgene, insbesondere das bei Enterococcus spp. haufig vorkommende
Gen tet(M), sind gewdhnlich auf dem konjugativen Transposon Tn976 lokalisiert (MURRAY,
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1990). Ein ausgepragter horizontaler Gen-Transfer findet, wie bereits unter B3.5 beschrie-
ben, auch bei Enterokokken statt (KLARE ET AL., 2003; HUYS ET AL., 2004).

Ein Resistenztransfer Uber die Beregnung der Pflanzen mit kontaminiertem Wasser oder
Uber Faeces landwirtschaftlicher Nutztiere ist méglich, da auch aus Schweinegille tetra-
zyklinresistente E. faecium isoliert wurden (HOLZEL, 2006). E. nonfc.-Isolate exprimierten in
der vorliegenden Untersuchung nur in geringem Umfang Doxyzyklinresistenz (3 %). Dies
entspricht weitgehend den Ergebnissen von HUYS ET AL. (2004). So isolierten die Autoren
aus Stammen der E. nonfc.-Gruppe deutlich weniger Tetrazyklinresistenzgene als aus
E. faecalis.

Die Resistenzrate bei Rifampicin stellte sich bei E. faecalis in der vorliegenden Untersu-
chung als signifikant hdher dar als bei Isolaten aus klinischem Untersuchungsmaterial der
GENARS-Studie (2004) (65 % vs. 27 %). Eine &hnlich hohe Resistenzrate wie in dieser Ar-
beit wurde auch von OMAR ET AL. (2004) bei Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln festge-
stellt (57 %). Die Resistenzrate von E. faecium lag in der vorliegenden Untersuchung mit
76 % sogar deutlich Uber der Rate von E. faecalis. Doch auch bei der GENARS-Studie
(2004) ist der Anteil resistenter E. faecium-lsolate héher als der von E. faecalis (56 % vs.
27 %). Bei OMAR ET AL. (2004) erwiesen sich E. faecium-lsolate aus unterschiedlichen Le-
bensmitteln sogar als fast vollstandig rifampicinresistent (94 %). Rifampicin ist in der Hu-
manmedizin ein Reserveantibiotikum zur Behandlung der Tuberkulose. Das Antibiotikum
wird in der Therapie stets in Kombination mit anderen Antibiotika eingesetzt, da es zu unter-
schiedlich hohen Resistenzraten kommt (VOGEL ET AL., 2004). MOELLERING UND WEN-
NERSTEN (1983) beschreiben zudem eine schwache Aktivitdt von Rifampicin gegen Entero-
kokken, die auch in der vorliegenden Untersuchung bei E. nonfc., der — lberwiegend - natlr-
lichen Mikroflora von Pflanzen zutrifft. So beschreiben auch MULLER ET AL. (2001) bei 39 %
der pflanzenassoziierten Enterokokken Rifampicinresistenz.

Rifampicinresistenz entsteht durch spontane Mutationen des rpo(B)-Gens, das die B-
Untereinheit der RNA Polymerase codiert (TANIGUCHI ET AL., 1996). Diese Mutationen treten
relativ haufig, jedoch in regional unterschiedlichen Raten auf (RICE und BONOMO, 1996). So
wurden auch bei Isolaten aus tierischen Lebensmitteln (17 bzw. 28 %, HUTHER, 2007) und
aus Schweinegdlle (52 bzw. 73 %, HOLZEL, 2006) hohe Resistenzraten gegeniber Rifampi-
cin beobachtet, wahrend sich z. B. bei BUSANI ET AL. (2004) die Resistenzraten von Isolaten
aus Faeces landwirtschaftlicher Nutztiere lediglich zwischen 10 % und 33 % bewegen. Die
horizontale Ausbreitung des mutierten Gens wird durch die chromosomale Lage vermutlich

gering gehalten.

Die Resistenzraten der vorliegenden Untersuchung gegentber Fosfomycin entsprechen
weitgehend denen der GENARS-Studie (2004) (E. faecalis: 23 % bzw. vs. GENARS: 18 %;
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E. faecium: 39 % vs. 48 %). Bei 66 % der sensiblen E. faecalis-1solate der vorliegenden Un-
tersuchung war zudem ein MHK-Wert von 32 ug/ml festzustellen. Diese befanden sich damit
bereits am Breakpoint zur Resistenz.

Resistenz gegentiber Fosfomycin entsteht entweder durch chromosomale Mutation oder wird
durch Plasmidtransfer der Gene fos(A), fos(B) und fos(C) vermittelt und haufig bei Staphylo-
coccus epidermis beschrieben (ETIENNE ET AL., 1989; ZILHAO UND COURVALIN, 1990). SHOJI
ET AL. (1986) beschreiben pflanzenassoziierte P. syringae als Fosfomycinproduzenten.
HENDLIN ET AL. (1969) isolierten Fosfomycin aus Streptomyces spp.. Die hohe Resistenzrate
bei vor allem pflanzenassoziierten E. nonfc. (48 %) in der vorliegenden Untersuchung spricht
fir die Anwesenheit natlrlich vorhandenen Fosfomycins in der Phyllosphare und auch Rhi-
zosphére von Pflanzen. So verhielten sich auch bei HOLZEL (2006) und HUTHER (2007) 20 -
53 % der E. nonfc.-Isolate (teilweise als Passanten des Intestinaltrakts von Tieren beschrie-
ben) unempfindlich gegentber Fosfomycin, wahrend nur 8 % bis 10 % der E. faecalis-Isolate
resistent gegenuber diesem Wirkstoff waren. Die deutlich h6here Resistenzrate bei Isolaten
der E. nonfc.-Gruppe als von E. faecalis liegt vermutlich am hdheren Anteil der E. nonfc-
Isolate an der Mikroflora von Pflanzen. Die enzymatische Modifikation des Fosfomycin in der
Bakterienzelle — bei grampositiven Bakterien vermittelt durch das Resistenzgen fos(B) - wird
zudem nach SUAREZ UND MENDOZA (1991) durch die Spurenelemente Fe?*, Co®* und Mn**
sowie nach GARCIA ET AL. (1995) durch ATP gesteigert, also Substanzen, die unmittelbar
auch in den Stoffwechsel der Pflanze (und des Tieres) involviert sind und in der Rhizosphére
der Pflanze vorliegen. Die Resistenz gegen Fosfomycin in der vorliegenden Untersuchung ist
damit mdglicherweise zum einen grundlegend in plasmidvermittelten Fosfomycinresistenz-
Genen in pflanzenassoziierten Bakterien, zum anderen in der zusatzlichen Steigerung der
enzymatischen Funktion durch die beschriebenen Spurenelemente sowie Phosphat zu erkla-

ren.

Gegenlber Moxifloxacin verhielten sich E. faecalis-1solate fast vollstandig sensibel, wah-
rend gegenlber Ciprofloxacin 20 % der Isolate als ,intermediér, 2 % als ,resistent” und bei
Enrofloxacin 98 % der Isolate als ,intermediar eingestuft worden waren. Fir E. faecium
konnte gegenlber Moxifloxacin und Enrofloxacin eine héhere Resistenzrate (10 % bzw.
29 %) festgestellt werden als flr E. faecalis. Insgesamt lagen die Resistenzraten gegeniber
Ciprofloxacin und Moxifloxacin jedoch deutlich unter denen von GENARS (2004), bei dem
37 Y%omox bzw. 38 %cp der E. faecalis-lsolate und 79 Y%ewox bzw. 87 % der E. faecium-
Isolate als ,resistent” gegentber den beiden Antibiotika eingestuft worden waren. Ciprofloxa-
cin-Resistenzen wurden auch bei E. nonfc. festgestellt (18 %), wéhrend gegenuber dem
starker wirksamen Moxifloxacin 3 % der Isolate als ,resistent” eingestuft worden waren. Die
Resistenz gegeniber Enrofloxacin war zwar gering (3,4 %), dennoch erwiesen sich auch hier
95 % der Isolate als intermediar gegentiber diesem Antibiotikum.



Diskussion 175

Enrofloxacin wird in der EU ausschlieBlich in der Veterindrmedizin eingesetzt und besitzt zu-
dem eine schwache Wirksamkeit gegentiber Enterokokken (FLUIT ET AL., 2001; VETIDATA,
2006). Zur Bewertung der Resistenzeigenschaften gegeniiber Enrofloxacin wurden die
NCCLS-Richtlinien ,Veterinarmedizin® herangezogen, so dass eine Verschiebung des
Breakpoints fir ,intermediar® um zwei MHK-Stufen nach links (also in den sensiblen Bereich)
erfolgt. Isolate, die also nach NCCLS ,Humanmedizin“ noch sensibel waren, werden bei An-
wendung der NCCLS ,Veterindrmedizin“ als ,intermediar” eingestuft.

Ahnliche Resultate wie in der vorliegenden Untersuchung werden bei Ciprofloxacin auch von
JOHNSTON UND JAYKUS (2004) bei E. faecalis und E. faecium aus pflanzlichen Lebensmitteln
beobachtet, wahrend OMAR ET AL. (2004) eine deutlich héhere Verschiebung nach ,interme-
diar und ,resistent” feststellten. Fluorchinolonresistenzen basieren bei grampositiven Bakte-
rien vor allem auf spontanen Mutationen der Gene par(C) und par(E) und treten bei Entero-
kokken haufig auf (EL AMIN ET AL., 1999; FLUIT ET AL., 2001). Ein GroBteil der Enterokokken
verhalt sich daher Uberwiegend intermediar bis resistent gegenlber dieser Wirkstoffgruppe
(KLARE ET AL., 2003; KRESKEN, 2000).

GegenUlber Tylosin, einem Antibiotikum, das ausschlieBlich in der Veterindrmedizin verwen-
det wird (VETIDATA, 2006), waren jeweils 10 % der E. faecalis- und E. faecium-lsolate resis-
tent. Erythromycinresistenz wurde bei 21 % der E. faecalis-Isolate und bei 54 % der
E. faecium-lsolate beobachtet. Bei GENARS (2004) exprimierten E. faecalis- und E. faecium-
Isolate aus klinischem Untersuchungsmaterial gegeniber Erythromycin signifikant mehr Re-
sistenzen (29 % bzw. 85 %) als in der vorliegenden Arbeit. Bei JOHNSTON UND JAYKUS (2004)
waren hingegen nur 3 % der Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln resistent.

Plasmide und Transposons, die das Erythromycin-Resistenzgen erm(B) tragen, sind bei al-
len Enterokokken-Stdmmen und dariiber hinaus auch bei pflanzenassoziierten Bakterien
weit verbreitet (MURRAY, 1990; SzZCZEPANOWSKI ET AL., 2002). Dies steht nachweislich mit
dem ehemaligen Einsatz des Tylosin als Leistungsférderer in der landwirtschaftlichen Nutz-
tierhaltung und Anwendung des Erythromycin in der Human- und Veterinarmedizin in Zu-
sammenhang (BUSANI ET AL., 2004; GEISS ET AL., 2004). Zwischen beiden Antibiotika sind
Kreuzresistenzen mdglich. Diese wurden auch von HULTQVIST (2003), BUSANI ET AL. (2004),
HOLZEL (2006) und HUTHER (2007) bei Isolaten tierischer Herkunft beobachtet. So wurden
auch bei Isolaten aus Lebensmitteln tierischer Herkunft (HUTHER, 2007) und aus Schweine-
gllle (HOLZEL, 2006) ahnlich hohe Resistenzraten (53 bis 65 %) wie bei Isolaten aus pflanzli-
chen Lebensmitteln beobachtet.

Bei E. nonfc. fallt neben den Resistenzraten gegeniiber den Makroliden das Uberwiegend in-
termediare Verhalten gegenlber Quinupristin/Dalfopristin (74 %) auf. Erythromycinre-
sistenz ist Teil der ph&notypischen Makrolid-Lincosamid-Streptogramin B-Resistenz (MLSg),
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die eine ,high level® Resistenz gegeniber Clindamycin und die Resistenz gegentiber Strep-
togramin B bewirkt (MURRAY, 1990). Die sogenannte MLSg-Resistenz wird gewdhnlich durch
das erm(B)-Gen codiert, das auf dem Transposon Tn9717 lokalisiert ist. Das Transposon
Tn917 ist bei Streptokokken- und Enterokokken-Isolaten von Menschen und Tieren weit ver-
breitet (MURRAY, 1990; KLARE ET AL., 2003). Antibiotika der MLSg-Gruppe - so auch Tylosin
und die Streptogramin A/B-Kombination Virginiamycin S/M - wurden in der Vergangenheit als
Leistungsférderer in der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung eingesetzt. Resistenzen gegen-
Uber Virginiamycin bewirken Kreuzresistenzen gegenlber Quinupristin/Dalfopristin, einem
Reserveantibiotikum fir glykopeptidresistente E. faecium-Stamme (KLARE ET AL., 2003).
WERNER ET AL. (2000) isolierten zudem aus Umweltproben in hohem MaBe die Gene sat(A)
und sat(G), die die Resistenz gegeniiber Streptogramin-Antibiotika codieren. Demnach sind
diese Resistenzgene in der Umwelt weit verbreitet und stellen eine weitere Erklarung fur die
Intermediarverschiebung bei Quinupristin/Dalfopristin dar.

Resistenzen gegenliber Vancomycin und Teicoplanin waren bei allen Enterococcus spp. in
der vorliegenden Untersuchung nicht festzustellen. Dies entspricht auch den Ergebnissen
von HOLZEL (2006) und HUTHER (2007) bei Isolaten aus Schweinegtlle bzw. Schweine- und
Geflugelfleisch als auch weitgehend den Ergebnissen von GENARS (2004). Hier waren le-
diglich 4,5 % bzw. 2 % der Isolate als ,intermediar oder ,resistent* gegeniber Vancomycin
bzw. Teicoplanin eingestuft worden.

In den vergangenen Jahren wurden einige Untersuchungen zum Resistenzverhalten von En-
terokokken gegeniber den Reserveantibiotika Vancomycin und Teicoplanin durchgefihrt.
Die Autoren berichten sowohl von sehr hohen (KLARE ET AL., 1995; TEUBER ET AL., 1996;
MURRAY, 1998; KLARE ET AL., 2003) als auch von sehr geringen Resistenzraten (KLEIN ET AL.,
1998; REINERT ET AL., 1999; FRANZ ET AL., 2001; WEGENER ET AL., 2003) bei Isolaten aus kili-
nischem Probenmaterial und Lebensmitteln tierischer Herkunft. Hohe Resistenzraten wurden
dabei oft mit dem Einsatz des Glykopeptids Avoparcin als Leistungsférderer in der Gefligel-
haltung in Verbindung gebracht. Tatséchlich berichten KLARE ET AL. (1999) von einer Ab-
nahme der Glykopeptidresistenz bei Enterokokken seit dem Verbot von Avoparcin in der
Tierhaltung. KLEIN ET AL. (1998) konnten jedoch anhand molekularbiologischer Methoden
keine Zusammenhénge zwischen Resistenzen bei Isolaten aus Lebensmitteln und solchen
aus klinischem Material feststellen.

Die gunstige Resistenzlage der Enterokokken aus pflanzlichen Lebensmitteln gegentber
Vancomycin und Teicoplanin in der vorliegenden Untersuchung kénnte somit durch zwei
Faktoren bedingt sein: Zum einen kdénnte das Verbot des Avoparcin in der Tiermast und die
daraus folgende Abnahme der Resistenzen bis hin zur vollstdndigen Sensibilitédt auch zu ei-
ner geringeren Ausbringung resistenter Bakterien mit den tierischen Faeces auf Anbaufla-
chen pflanzlicher Lebensmittel gefihrt haben — vorausgesetzt, es erfolgte Gberhaupt eine
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Dingung der Anbauflachen fir Gemisepflanzen mit Wirtschaftsdiingern. Zum anderen spie-
geln die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung die zuvor beschriebene, gegentiber den
Glykopeptiden allgemein gunstige Resistenzlage der Enterokokken in Deutschland auch bei
klinischen Isolaten (GENARS, 2004) und bei Isolaten aus Lebensmitteln tierischer Herkunft
(HOLZEL, 2006; HUTHER, 2007) wider.

Glykopeptidresistenzen wurden in der vorliegenden Untersuchung auch bei E. nonfc. nicht
nachgewiesen. Bei einzelnen Stdmmen dieser Gruppe (E. gallinarum) sind ,low level*-
Resistenzen gegenlber Vancomycin und Teicoplanin aufgrund der chromosomalen Lage der
Gene van(A), van(B) und van(C-1) bis van(C-3) intrinsisch verankert (KLARE UND WITTE,
1997 A UND 1997 B; LEMCKE UND BULTE, 2000). In der vorliegenden Untersuchung waren Iso-
late der E. nonfc.-Gruppe jedoch Uberwiegend E. raffinosus, bei dem keine intrinsische Re-
sistenz gegenliber Glykopeptiden besteht.

Gegeniber Imipenem erwiesen sich 32 % der E. faecalis-Isolate als intermediar und 4 % als
resistent. Im Vergleich zu GENARS (2004) ist diese Intermediarverschiebung relativ hoch
(5 % intermediar, 3 % resistent). Vergleichsdaten von Isolaten aus Untersuchungen pflanzli-
cher Lebensmittel liegen derzeit nicht vor. Doch auch bei E. nonfc. wurde in der vorliegenden
Untersuchung intermedidres Verhalten bei 22 % der Isolate beobachtet. Bei E. faecalis-
Isolaten aus Hahnchen- und Schweinefleisch (HUTHER, 2007) sowie Schweinegulle (HOLZEL,
2006) konnten jedoch nur geringe Intermediar- bzw. Resistenzraten gegeniber Imipenem
festgestellt werden, wahrend Isolate aus Rind- und Schweinefleisch einer anderen Studie
ebenfalls eine Intermediarverschiebung erkennen lassen (13 % intermediar bzw. 4 % resis-
tent) (KLEIN ET AL., 1998). Imipenem ist wirksam gegen Enterokokken, jedoch - aufgrund ei-
ner ausgepragten Uberproduktion des so genannten Penicillinbindeproteins PBP5 - nicht ge-
gen E. faecium (EL AMIN ET AL., 2001). Durch die Untersuchung mit dem BBL Chrystal® konn-
ten hier jedoch alle Isolate, die sich gegeniber Imipenem resistent verhielten, als E. faecalis
bzw. E. nonfc. bestatigt werden. ONO ET AL. (2005) wiesen nach, dass imipenemresistente
E. faecalis-1solate aufgrund einer Punktmutation des Penicillinbindeproteins PBP4 ebenfalls
ampicillinresistent waren. In der vorliegenden Untersuchung verhielten sich jedoch alle imi-
penemintermedidren und —resistenten E. faecalis- und E. nonfc.-Isolate sensibel gegenlber
Ampicillin.

Resistenzen gegeniber Streptomycin HL wurden bei 10 % der E. faecium und bei 9 % der
E. nonfc.-1solate, solche gegentber Gentamicin HL gar nicht festgestellt. Hier sind die Er-
gebnisse anderer Arbeiten weit gestreut. So verhielten sich gegeniiber Gentamicin HL 35
bzw. 42 % der Isolate (E. faecalis bzw. E. faecium) bei GENARS (2004) resistent. Bei WALL-
RAUCH ET AL. (1997) waren 2,5 % bzw. 55 % der E. faecium-Isolate aus klinischem Untersu-
chungsmaterial gegentiber Gentamicin HL bzw. Streptomycin HL resistent. In Untersuchun-
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gen von Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln, Fleisch und Kése waren dagegen diese
Resistenzen gar nicht oder nur in sehr geringem Umfang (bis zu 4 %) vorhanden (KLEIN ET
AL., 1998; FRANZ ET AL., 2001; JOHNSTON UND JAYKUS, 2004; OMAR ET AL., 2004). Bei DAN-
MAP (2004) und HOLZEL (2006) wurden hingegen Resistenzraten von 25 bzw. 34 % gegen-
Uber Streptomycin HL bei Isolaten aus Schweineglille beobachtet, wahrend die Raten ge-
genuber Gentamicin HL, wie in der vorliegenden Untersuchung, dort gering waren (2 bzw.
8 %).

Es wird deutlich, dass Enterokokken aus pflanzlichen Lebensmitteln und der Umwelt gegen-
Uber HL-Aminoglykosiden deutlich seltener als ,resistent” eingestuft wurden als Isolate aus
klinischem Material oder vom Tier, was vermutlich auf die Anwendung dieser Substanzen im
Human- und Veterinarbereich zuriickzufihren ist. So sehen RICE ET AL. (1995) bei Entero-
kokken aus Wasserproben (Grundwasser, kommunalen Abwassern, Bachen und Flissen
sowie landwirtschaftlichem Oberflachenabfluss) bei 1,6 bzw. 5 % der Isolate Gentamicin HL-
bzw. Streptomycin HL-Resistenz und fihren diese Ergebnisse auf die Anwendung von Ami-
noglykosiden in der Humanmedizin und anschlieBenden Eintrag in die Umwelt mittels Ab-
wasser zuriick. Entsprechend kénnte auch die Resistenzrate von E. nonfc. gegenlber Strep-
tomycin HL in der vorliegenden Untersuchung erklart werden. Andererseits steht die Auspra-
gung einer Streptomycin-HL-Resistenz evil. in Verbindung mit bakteriellen Plasmiden, die
insbesondere in der Umwelt von Pflanzen und im Boden weit verbreitet sind, die z. B. bei
Pseudomonas spp. auch die Resistenz gegentber Streptomycin und Pflanzenmetaboliten,
Nahrstoffen und Schwermetallionen tragen (INOUYE, 1999). Ein Plasmidtransfer von gramne-
gativen auf grampositive Bakterien ist méglich (WATERS, 1999).

HL-Aminoglykosid-Resistenzen treten oft in Verbindung mit Resistenzen gegenlber B-
Lactamantibiotika auf, da der Synergismus beider Antibiotika durch die Resistenz gegentber
einem der Antibiotika fehlt (MURRAY, 1990). In der vorliegenden Untersuchung erwiesen sich
jedoch gegentiber Streptomycin HL resistente Enterokokken stets sensibel gegenliber Peni-

cillinen.

Mehrfachresistenzen und Resistenzprofile bei Enterococcus spp.

Resistenzen gegeniber zwei und mehr Antibiotika wurden bei Enterococcus spp. in der vor-
liegenden Untersuchung wesentlich haufiger beobachtet als bei den Ubrigen Bakterienarten.
Doch auch hier wurde deutlich, dass Enterokokken Uberwiegend gegenlber Antibiotika aus
einer Wirkstoffklasse resistent waren. Beispielsweise wurde die Resistenz gegenlber den
Makroliden Tylosin und Erythromycin, bei denen eine komplette Kreuzresistenz besteht, bei
fast allen mehrfachresistenten Isolaten beobachtet. Ein haufiges Resistenzprofil stellte auch
die Kombination Rifampicin und Fosfomycin dar. Insgesamt exprimierten damit bei den Ente-
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rokokken deutlich mehr Isolate Resistenzen gegeniber verschiedenen Wirkstoffklassen als
bei den anderen Bakterienarten. Enterokokken gelten aufgrund ihrer Méglichkeit eines aus-
gepragten Resistenztransfers somit zurecht als Reservoir vieler Antibiotikaresistenzen (KLA-
RE UND WITTE, 1997 A; KLARE ET AL., 2003).

3 Einordnung der molekularbiologischen Untersuchungen

Die molekularbiologischen Untersuchungen dienten als Orientierung zur Einschatzung des
potentiellen Tetrazyklin-Resistenzgengehalts fir tet(M), tet(O) und tet(B) in den Proben, da
nur eine gewisse Auswahl der zu isolierenden Bakterienarten getroffen wurde und somit wei-
tere potentiell tetrazyklinresistente Bakterien in pflanzlichem Material in der phanotypischen
Empfindlichkeitstestung nicht erfasst wurden. Nach LEBUHN ET AL. (2005) betragt der Anteil
nichtkultivierbarer Bakterien zudem 80 % bis 95 %, so dass das in ubiquitar vorkommenden
Bakterien vorhandene Resistenzpotential durch die phanotypische Empfindlichkeitstestung
nicht vollstandig abgeschatzt werden kann.

Wenngleich die molekularbiologischen Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit einen ori-
entierenden Charakter besitzen, soll nicht unerwahnt bleiben, dass die Ergebnisse insbe-
sondere unter Berlcksichtigung der Daten aus der Tierhaltung (HOLZEL, 2006) richtungwei-
send hinsichtlich einer potentiellen Kontamination mit tetrazyklinresistenten Bakterien sind.

3.1 Methodische Aspekte

Veroffentlichungen zur Isolierung von Tetrazyklinresistenzgenen aus pflanzlichen Lebensmit-
teln sind derzeit nicht bekannt. Es existieren jedoch Untersuchungen zum Tetrazyklinre-
sistenzgen-Gehalt in Boden- und Gllleproben (AGERS@ ET AL.,2004; HOLZEL, 2006). In An-
lehnung an diese Arbeiten wurde zun&chst die Untersuchungsmethode validiert. Wie bereits
unter C2.5 ,Methoden der molekularbiologischen Untersuchungen® beschrieben, wurde zur
Herstellung einer DNA-freien Pflanzenprobe fir den Dotierungsversuch eine Cobaltso-
Bestrahlungsdosis von 409 kGy fir 72 h gewahlt. Dabei wurde in der vorliegenden Untersu-
chung berlcksichtigt, dass bei AGERS@ ET AL. (2004) die behandelte Probe bereits im PCR-
Ansatz schon vor der Bestrahlung negativ hinsichtlich tef(M) war und dort eine Bestrah-
lungsdosis von 25 kGy ausreichte, um eine ,sicher” negative Probe zu erhalten. Die Feldpro-
be der vorliegenden Untersuchung enthielt dagegen vor der Bestrahlung 10° log:o Kopien
tet(M) je cm? Probenoberflache. Somit musste die Bestrahlung an die Kopienzahl des pflanz-
lichen Probenmaterials angepasst werden. Nach der Bestrahlung wurde zunachst in der
Probe keines der zu untersuchenden tet-Gene festgestellt. In den Extraktionsleerwerten hin-
gegen wurden tet(M) und tet(B) in Gehalten von bis zu 1,8 logi, Kopien je Aliquot beobach-
tet. Dies erschwerte die Einschatzung des tatsachlichen tet(M)- und tet(B)-Gehalts der Feld-
proben. Die Berilcksichtigung des oben beschriebenen ,Cut off* erlaubte zwar eine gewisse
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Sicherheit in der Bewertung der realen Gengehalte, méglicherweise wurde jedoch der tat-
sachliche tet(M)- bzw. tet(B)-Gehalt der Proben damit Giber- oder unterschatzt. Nach WILSON
(1997) gehdéren Kreuzkontaminationen zu den haufigsten Ursachen falschpositiver Ergebnis-
se. Der Autor beschreibt zudem unterschiedliche Kontaminationen der Zentrifugenréhrchen
bzw. der Saulen bei unterschiedlichen Extraktionskits. Nach AMINOV ET AL. (2001) und
CHOPRA UND ROBERTS (2001) sind Tetrazyklinresistenzgene jedoch auch ohne antibiotischen
Selektionsdruck weit verbreitet. Inwieweit es sich in der vorliegenden Untersuchung um eine
,2arundkontamination“ der Saulen oder um eine spatere Kreuzkontamination anderen Ur-
sprungs, z. B. durch kontaminierte Arbeitsflachen, handelte, konnte abschlieBend nicht ge-
klart werden. Die Bestrahlung der S&ulen und Zentrifugenréhrchen brachte zumindest einen
kurzfrisitgen Erfolg.

Kopienanzahl der Standardstdmme

Die Ergebnisse von tet(M) waren bereits indirekt um die Wiederfindungsraten - aufgrund der
Verwendung eines DNA-Extrakts aus pflanzlichem Material - bereinigt. Die Verwendung ei-
nes tet(M)-Extrakts aus pflanzlichen Lebensmitteln hat den Vorteil, dass eventuell auftreten-
de inhibitorische Effekte den Standard ebenso betreffen wie die Probe (AGERS@ ET AL.,
2004). Tet(O) und tet(B)-Standardstdmme tragen eine nicht bekannte Anzahl von Kopien des
jeweiligen Gens im Genom. Eine vergleichende Bewertung der einzelnen Gene ist daher
unmittelbar nicht méglich. Desweiteren kdénnten die Ergebnisse der vorliegenden Untersu-
chung hinsichtlich der ,wahren” Gehalte fir tef(O) und tet(B) unterschatzt worden sein, da-
hingehend, dass die Standardstdmme mehr als eine Kopie des jeweiligen Gens im Genom
tragen. Die ermittelten Werte fUr tef(O) und tet(B) missen daher als Minimalwerte betrachtet

werden.

Inhibition der PCR, falsch-neqgative Ergebnisse

Die Isolierung von Bakterien-DNA aus Umweltproben wird aufgrund der in den Proben ent-
haltenen, mitextrahierten Hemmstoffe (Inhibitoren) als problematisch beschrieben. So kén-
nen diese Inhibitoren zu einer kompletten Hemmung der Reaktion oder zu einem Herabset-
zen der Sensitivitdt des Nachweises fihren. Inhibitoren in pflanzlichen Lebensmitteln sind
oftmals Saccharide und Salze (ROSSEN ET AL., 1992; WILSON, 1997; MULLER, 2001). Ziel der
vorliegenden Untersuchung war es die DNA aus Bakterien, von der Oberflache des Proben-
materials zu isolieren. Somit erfolgte im Gegensatz zu LLOP ET AL. (1999) lediglich ein ,Ab-
spulen” der Bakterien von der Pflanzenoberflache und eine anschlieBende Extraktion der
DNA aus diesen Bakterien. Der Anteil mitextrahierter Pflanzeninhaltsstoffe war daher im
Vergleich zu LLOP ET AL. (1999), die DNA phytopathogener Bakterien aus dem Pflanzene-
pithel isolierten, geringer. Dennoch konnten die Autoren eine Nachweisgrenze von 10° bis
10° log1o Kopien/ml Pflanzenextrakt im Dotierungsversuch ermitteln.
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3.2 Gehalte der Feldproben

Insgesamt wurden 301 Proben pflanzlicher Herkunft einer molekularbiologischen Untersu-
chung hinsichtlich ihrer Gehalte an tet(B), tet(M) und tef(O) unterzogen. Die Kopienzahl aus
pflanzlichem Probenmaterial lag mit 3,0 log;, Kopien/cm? Probenoberflache bei tet(M)
(entspr. 5,3 log:o Kopien/g), 2,8 log, Kopien/cm? bei tet(O) (entspr. 4,8 log+o/g) und 4,1 log1o
Kopien/cm? bei tet(B) (entspr. 5,3 log:o/g) weit unter der Kopienzahl von HOLZEL (2006), die
aus Schweinegllle bei tet(M) 8,2 log+o, bei tet(O) 6,9 logso und bei tet(B) 5,8 logs, Kopien/g
Probe isolierte. Im Lebensmittel tierischer Herkunft (HUTHER, 2007) waren ahnliche Kopien-
zahlen wie im pflanzlichen Lebensmittel nachzuweisen (tet(M): 2,16 bzw. 3,38 log:o Ko-
pien/cm?® Probenoberflache, tet(O): 2,0 bzw. 2,27 log, Kopien/cm?).

Die héheren Gehalte der Tetrazyklinresistenzgene in Schweinegiille als in pflanzlichen Le-
bensmitteln lassen den haufigen Einsatz der Tetrazykline in der Behandlung erkrankter
landwirtschaftlicher Nutztiere (ANONYMUS, 2000) erkennen. Die Ausbringung der Schweine-
gulle auf Anbauflachen fir pflanzliche Lebensmittel stellt einen potentiellen Weg des Trans-
fers fUr Resistenzgene auf das pflanzliche Lebensmittel dar. So war in der vorliegenden Un-
tersuchung signifikant mehr tet(O) und tet(B) aus landwirtschaftlichem Probenmaterial als
aus Supermarktproben (tet(B) 62 % vs. 35 % bzw. tet(O) 16 % vs. 8 %) auffindbar. Immerhin
53 % der Proben aus landwirtschaftlichen Betrieben waren positiv hinsichtlich tef(M). Auch
AGERS@ ET AL. (2004) isolierten noch ein Jahr nach der Ausbringung von Giille aus Boden-
proben tet(M). HOLZEL (2006) konnte hingegen die Gene tet(B), tet(M) und tef(O) aus Bo-
denproben zwar unmittelbar nach der Gulleausbringung, jedoch drei Wochen nach der Be-
handlung mit tetrazyklinhaltiger Gille nicht mehr isolieren. Die bereits genannte Inaktivierung
der Tetrazykline (z. B. aus Giille) durch Schwermetallionen im Boden wird als mdgliche Ur-
sache fir einen abnehmenden Selektionsdruck diskutiert (HOLZEL, 2006). SCHNABEL UND JO-
NES (1999), CHOPRA UND ROBERTS (2001) UND HUYS ET AL. (2004) stellten hingegen eine wei-
te Verbreitung von tet(M) und tef(B) fest. Beide Gene wurden in grampositiven wie gramne-
gativen Bakterien tierischen und humanen Ursprungs sowie in Lebensmitteln, auf Pflanzen
und in der Umwelt nachgewiesen. Eine Kontamination des pflanzlichen Lebensmittels kann
somit auch auf den Einsatz der Tetrazykline zur Behandlung erkrankter Nutztiere und in der
Humanmedizin und eine anschlieBende Kontamination, z. B. Uber ,belastetes® Wasser bei
der Verarbeitung der Produkte zurlickgefuhrt werden.

Desweiteren waren fef(B) in 44 % und fef(M) in 60 % des Probenmaterials detektiert worden.
Dies entspricht den Aussagen von ROBERTS (1989), ROBERTS (1990) und CHOPRA UND RoO-
BERTS (2001), die tet(B) bei gramnegativen Bakterien und tet(M) bei grampositiven als am
haufigsten isolierte Tetrazyklinresistenzgene beschreiben. Tet(B) wurde von HILLEN UND BE-
RENS (1994) und SCHNABEL UND JONES (1999) stets auf dem Transposon Tn70 lokalisiert.
Hingegen befindet sich tet(M) auf dem Transposon Tn916 (MURRAY, 1990; SALYERS ET AL.,
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1995). Eine weite Verbreitung dieser Gene wird also auch durch ihre Lage auf transferierba-
ren Elementen beglnstigt.

Wenngleich aufgrund unterschiedlicher Wiederfindungsraten — bedingt durch verschiedene
Extraktionsmethoden und damit potentielle Inhibition der PCR (BURTSCHER, 2002) — ein di-
rekter Vergleich zwischen den Untersuchungen (Pflanzen und Giille) problematisch ist, spie-
geln sich die Ergebnisse der genetischen Untersuchungen in den Ergebnissen der phanoty-
pischen Empfindlichkeitstestung bei Doxyzyklin wider. Beispielsweise war hier die Resistenz-
rate bei E. coli aus Gilleproben bis zu dreimal héher als die Resistenzrate bei E. coli aus
pflanzlichen Lebensmitteln.
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4 Einordnung der Befunde hinsichtlich einer Ubertragung re-
sistenter Keime auf den Verbraucher

Aus pflanzlichen Lebensmitteln wurden - unter Berticksichtigung der ausgewahlten zu isolie-
renden Bakterienarten - hauptséachlich ubiquitar vorkommende, fakultativ pathogene Gattun-
gen isoliert. Die isolierten Bakterienarten sind sowohl teilweise Bestandteil der Intestinalflora
von Mensch und Tier als auch der Mikroflora von Pflanzen.

Die Resistenzraten gegenlber den in der Humanmedizin angewendeten Antibiotika waren
bei gramnegativen Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln stets, bei allen anderen Antibioti-
ka fast immer geringer als bei Isolaten aus klinischem Untersuchungsmaterial. Auch bei den
Enterokokken zeigten sich in fast allen Fallen signifikant mehr Isolate aus klinischem Unter-
suchungsmaterial resistent als Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln. Die hohen Resistenz-
raten gegenlber Rifampicin bei Isolaten aus pflanzlichen Lebensmitteln sind in der bekann-
ten schwacheren Wirkung dieses Antibiotikums gegentber Enterokokken begrindet, denn
auch Isolate vom Tier (HUTHER, 2007) und aus Schweinegulle (HOLZEL, 2006) sowie aus
Weidegras (ULRICH UND MULLER, 1998) wiesen hohe Resistenzraten gegeniber Rifampicin
auf. Die Rifampicinresistenz entsteht durch spontane Mutationen im Bakteriengenom (RICE
UND BONOMO, 1996). Zu horizontalvermittelter Rifampicinresistenz ist derzeit keine Verdoffent-
lichung bekannt. Ob eine Ubertragung dieser Resistenz auf humanpathogene Bakterien

maoglich ist, missten weitere Untersuchungen klaren.

Hohe Resistenzraten gegeniber Penicillinen und Cephalosporinen bei — an den Darm adap-
tiertem - E. coli sind vermutlich auf den haufigen Einsatz dieser Antibiotika in der Humanme-
dizin - und eine anschlieBende Kontamination der pflanzlichen Produkte — zurtickzufihren.
Die Kontamination mit E. coli lag jedoch lediglich bei 4 %, so dass eine Gefédhrdung des
Verbrauchers sich mit resistenten E. coli-Isolaten Uber pflanzliche Lebensmittel zu infizieren
geringer ist als Uber tierische Lebensmittel (HUTHER, 2007), die deutlich haufiger belastet wa-
ren (49 % Schweinefleisch, 86 % Hahnchenfleisch).

Die Resistenz gegentiber Streptomycin und Spectinomycin war bei allen gramnegativen Bak-
terien vergleichsweise hoch und erreichte auch — insbesondere bei Spectinomycin - die Rate
von Isolaten aus tierischen Lebensmitteln und Schweinegiille. Die Resistenz gegeniber bei-
den Antibiotika ist - auch in pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln - aufgrund eines weit-
reichenden Gentransfers weit verbreitet, wenngleich die Ursachen — zum einen der Einsatz
beider Antibiotika in Human- und Veterindrmedizin, zum anderen aminoglykosidproduzieren-
de Mikroorganismen sowie nicht-antibakterielle Selektoren im Boden und auf Pflanzen - un-
terschiedlich sind. Die Resistenz gegentber Spectinomycin ist zudem in der schwachen Wir-
kung gegen Bakterien — mit Ausnahme von Neisseria gonorrhoeae - begrindet. Die Emp-
findlichkeit gegenltiber Amikacin, Gentamicin und Tobramycin war in der vorliegenden Unter-
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suchung nicht beeintrachtigt, dies zeigte sich auch bei P. aeruginosa, der als oftmals hoch-
resistent gegenuber einer Vielzahl klinisch wichtiger Aminoglykoside gilt und dementspre-
chend bei GENARS (2004) auch signifikant héhere Resistenzraten erreichte als in der vor-
liegenden Untersuchung.

Die Resistenz gegentiber Doxyzyklin war deutlich geringer als bei Isolaten vom Tier (HOLZEL,
2006; HUTHER, 2007) und aus klinischem Untersuchungsmaterial (GENARS, 2004). Lediglich
bei E. faecalis und E. faecium war diese Resistenz in der vorliegenden Untersuchung in
nennenswertem MaBe vorhanden und ist vermutlich auf den haufigen Einsatz dieses Wirk-
stoffs in Human- und Veterindrmedizin zurtckzufihren. Eine Infektion mit doxyzyklinresisten-
ten Enterokokken Uber das pflanzliche Lebensmittel ist demnach mdglich, das Risiko im Ver-
gleich zu einer Infektion Uber tierische Lebensmittel, eine direkte Kontamination mit Faeces
oder im klinischen Bereich jedoch gering. Die genetischen Untersuchungen zeigten zwar ei-
ne weite Verbreitung von tet(B) und tet(M) auch in pflanzlichen Lebensmitteln. Dennoch wa-
ren Schweineglllen (HOLZEL, 2006) erwartungsgeman starker belastet als pflanzliche oder
tierische Lebensmittel.

Aus der vorliegenden Untersuchung geht hervor, dass es sich bei mehrfachresistenten Bak-
terien vor allem um Gattungen handelt, die gewdhnlich aus dem Darm von Mensch und Tier
isoliert werden. Pflanzen- und bodenassoziierte Bakterien zeigten dagegen deutlich weniger
Resistenzen. Eine Kontamination pflanzlicher Lebensmittel mit bereits resistenten Bakterien
aus dem humanen oder tierischen Bereich begunstigt den Resistenztransfer zum Menschen.
Nach HIRSCH ET AL. (1999) und ESIOBU ET AL. (2002) ist ein Resistenztransfer von Kranken-
hausbakterien und solchen aus Nutztierbestdnden auf das pflanzliche Lebensmittel auch
durch die Beregnung mit kontaminiertem Wasser mdglich. Dies erklart méglicherweise das
Vorkommen resistenter, an den Menschen oder das Tier adaptierter Bakterien.

Die Produktion von antimikrobiellen Substanzen durch Pflanzen oder Mikroorganismen so-
wie das Vorkommen von Schwermetallen und weiteren Selektoren im Boden und auf Pflan-
zen wurde in der Literatur mehrfach als Ursache auch fir die Entstehung von Resistenzen
gegenuber medizinisch angewandten Antibiotika (Streptomycin, Tetrazyklin) beschrieben
(THOMAS ET AL., 1981; LIM ET AL., 1988; PANG ET AL., 1994 B; WALSH ET AL., 1994). Tats&ch-
lich wurde auch in der vorliegenden Untersuchung beobachtet, dass boden- und pflanzenas-
soziierte Bakterien, z. B. Pseudomonas spp., reduzierte Sensitivitdt gegenlber diesen Wirk-
stoffen zeigten. Zudem zeigten Bakterien, wie Enterobacter spp. und Pseudomonas spp.,
aus Fruchtgemuse signifikant haufiger Resistenzen als Bakterien aus anderen GemUsesor-
ten, so dass hier mitunter Zusammenhange zwischen den (antimikrobiellen) Substanzen die-
ser Pflanzen und dem Resistenzverhalten der Bakterien bestehen. Eine Analyse der Pflan-
zeninhaltsstoffe kdnnte diese Zusammenhange naher beleuchten.
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Eine Selektion antibiotikaresistenter Bakterien ist, wie beschrieben, auch durch das Vor-
kommen von Schwermetallen, wie Kupfer, im Boden und auf Pflanzen méglich. Kupfer ist
auch Bestandteil von Pestiziden (ANONYMUS, 2006).

Der Boden der Anbauflachen fur pflanzliche Lebensmittel stellt méglicherweise einen ,Puffer*
im Resistenztransfer ,Tier > Gille > Pflanze dar, indem Wirkstoffverbindungen, z. B.
Tetrazykline, an Metallionen gebunden und auf diese Weise unwirksam gemacht werden.
Die Beobachtung der Resistenzsituation bei pflanzlichen Lebensmitteln kann damit ein Hin-
weis darauf sein, inwieweit die Pufferkapazitdt des Bodens ausgereizt ist.

Wenngleich Resistenzen bei klinisch bedeutsamen Antibiotika hier nicht oder nur in gerin-
gem Umfang festgestellt wurden und Resistenzen gegentber h&ufig in der Human- und Ve-
terindrmedizin verwendeten Antibiotika meist geringer waren als bei Isolaten aus klinischem
Untersuchungsmaterial, kann eine Beteiligung pflanzlicher Lebensmittel an der Verbreitung
von Resistenzen — insbesondere aus dem Humanbereich durch Kontamination — zwar nicht
ausgeschlossen werden, zumal die in der vorliegenden Untersuchung ausgewahlten Le-
bensmittel berwiegend roh verzehrt werden. OSTERBLAD ET AL. (1999), BOEHME ET AL.
(2004) und OMAR ET AL. (2004) ermittelten jedoch teils héhere Resistenzraten im pflanzlichen
Lebensmittel. Somit besteht méglicherweise ein Zusammenhang der “Belastung® pflanzlicher
Lebensmittel mit der regionalen Verschreibungspraxis fir Antibiotika.

In der vorliegenden Untersuchung erwiesen sich Bakterien aus pflanzlichen Lebensmitteln
meist in geringerem Umfang als unempfindlich als Isolate aus Lebensmitteln tierischer Her-
kunft, Gllle oder klinischem Untersuchungsmaterial. Die Mdglichkeiten eines Resistenztrans-
fers auch Uber pflanzliche Lebensmittel wurden in der vorliegenden Arbeit aufgefiihrt und
diskutiert. Ein Resistenzmonitoring empfiehlt sich auch bei pflanzlichen Lebensmitteln. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass bei pflanzlichen Lebensmitteln
hinsichtlich der isolierten Bakterienarten und hinsichtlich der getesteten Antibiotika zum Un-
tersuchungszeitpunkt von einem in geringem MaBe einzustufenden Resistenztransfer tber
pflanzliche Lebensmittel auf den Verbraucher auszugehen ist.
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F Zusammenfassung

Die zunehmende Verbreitung antibiotikaresistenter, humanpathogener Bakterien ist ein
weltweites Problem, das die erfolgreiche Behandlung von Infektionskrankheiten erschwert.
Als Ursache gelten der nicht indizierte Einsatz von Antibiotika in der Humanmedizin und die
Behandlung von Infektionen bei landwirtschaftlichen Nutztieren. Es existieren zahlreiche
Studien zum Vorkommen von antibiotikaresistenten Bakterien in Lebensmitteln tierischer
Herkunft. Veroffentlichungen zu Untersuchungen der Resistenzproblematik bei pflanzlichen
Lebensmitteln sind nur in geringem Umfang verflgbar. Die vorliegende Arbeit sollte das Vor-
kommen antibiotikaresistenter Bakterien im pflanzlichen Lebensmittel beleuchten. Hierzu
wurde untersucht, ob und in welchem Umfang Bakterien in pflanzlichen Lebensmitteln, die
Uberwiegend roh verzehrt werden, gegenlber ausgewahlten, therapeutisch bedeutsamen
Antibiotika fur die Veterinar- und Humanmedizin Resistenzen exprimieren. Weiterhin wurden
die Gehalte ausgewahlter Tetrazyklin-Resistenzgene ermittelt, da Tetrazyklin zu den am
haufigsten angewendeten Wirkstoffen gehdért und tet(B), tet(M) und tet(O) oftmals aus unter-
schiedlichen Matrices isoliert werden.

Insgesamt wurden 1000 Proben pflanzlicher Herkunft zu diesem Zweck aus landwirtschaftli-
chen Betrieben und von Supermérkten mikrobiologisch-kulturellen Untersuchungen sowie
einem phanotypischen Resistenzmonitoring unterzogen. 301 der Proben wurden zudem mit-
tels Realtime-PCR nach der direkten DNA-Extraktion aus dem Probenmaterial auf die quanti-
tativen Gehalte der Tetrazyklin-Resistenzgene tet(B), tet(M) und tet(O) untersucht.

Aus 141 Proben wurden keine der ausgewdahlten Bakterienarten isoliert. In 34 Proben wurde
E. coli nachgewiesen, hingegen wurden coliforme Bakterien aus 688 Proben isoliert. Weiter-
hin wurden Enterococcus spp. (n = 682) und Pseudomonas spp. (n = 439) bestatigt, wah-
rend Listeria spp. in elf und Salmonella spp. nur in einer Probe nachgewiesen werden konn-
ten. Im Mikrodilutionsverfahren wurden die Isolate einer Empfindlichkeitsprifung gegeniber
bis zu 30 Wirkstoffen unterzogen.

Der Vergleich der Resistenzdaten mit den Werten humanklinischer Isolate ergab, dass der
Prozentsatz resistenter Bakterienisolate aus pflanzlichen Lebensmitteln in den meisten Fal-
len deutlich unter den Resistenzraten der klinischen Isolate lag. Auch im Vergleich mit Isola-
ten aus Schweinegllle erwiesen sich weniger Isolate aus pflanzlichen Lebensmitteln als un-
empfindlich. Vor allem bei den coliformen Bakterien wurden geringe Resistenzraten ermittelt.
Unempfindlich waren diese Isolate meist gegentber den Penicillinen — vor allem Ampicillin
und Amoxycillin/Clavulansaure - und den Cephalosporinen — hier vor allem Cefaclor und Ce-
foxitin. Die bei Pseudomonas spp. erwarteten Mehrfach-Resistenzen wurden in der vorlie-
genden Untersuchung nicht beobachtet. Sehr haufig wurde hier hingegen Unempfindlichkeit

gegenuber einem einzigen Wirkstoff — meist Spectinomycin — festgestellt. Resistenz gegen-
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Uber Reserveantibiotika wurde lediglich in geringem Umfang beobachtet, allein bei den Ente-
rokokken war eine héhere Unempfindlichkeit gegenliber Rifampicin vorhanden als bei klini-
schen Isolaten. Glykopeptidresistenz war nicht festzustellen.

Die Bestimmung der Tetrazyklin-Resistenzgen-Gehalte mittels PCR hatte orientierenden
Charakter. Es zeigte sich jedoch im Vergleich mit den Daten der Gehalte in Schweinegdille
(HOLZEL, 2006), dass die Gehalte der drei zu isolierenden tet-Gene aus pflanzlichen Le-
bensmitteln deutlich geringer waren. Tet(B) war zudem aus pflanzlichen Lebensmitteln quali-
tativ und quantitativ am haufigsten zu isolieren, wahrend tet(M) und tet(O) in deutlich gerin-
gerem Umfang zu detektieren waren.

Ein Resistenzmonitoring empfiehlt sich — trotz relativ geringer Resistenzraten — auch beim
pflanzlichen Lebensmittel. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung weisen eine zum
Untersuchungszeitpunkt in geringem MaBe vorhandene Geféahrdung des Verbrauchers durch
einen Resistenztransfer Uber das pflanzliche Lebensmittel auf.
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G Summary

Antibiotic resistant bacteria and tetracycline resistance encoding genes in vegetable food

A worldwide problem which undermines the successful treatment of infectious diseases is
the increasing antibiotic resistance of human pathogen bacteria. A known cause is the non-
indicative use of antibiotics in human medicine and the treatment of infections when applied
using to domesticated animals. Numerous studies exist identifying the occurrence of antibi-
otic resistant bacteria in foodstuffs of animal origin. Publications referring to examinations of
the resistance problems in vegetable foodstuffs are available on a small scale. This paper
should shed highlight antibiotic resistant bacteria in vegetable foods.

For this reason we examined vegetable food predominantly consumed raw and ascertained
to which extent, if at all, bacteria in vegetable foods express resistance against selected,
therapeutically important antibiotics as used in veterinary and human medicine. In addition,
the contents of select tetracycline resistance genes were found as tetracycline is part of the
active agents most frequently used and moreover, tet(B), tet(M) and tet(O) are often isolated
from different matrices.

All in all, 1000 samples of vegetable origin were subjected to microbiological culture exami-
nations in addition to a phenotypic resistance monitoring, hence the samples were taken
from farms and supermarkets. Moreover, 301 of the samples were examined by using the
method of real time PCR after the direct DNA extraction of the specimen material and ana-
lysed for the quantitative contents of the tetracycline resistance genes tef(B), tet(M) and
tet(O).

Out of 141 samples none of the select bacterium types was isolated. In only 34 samples E.
coli were found, coliform bacteria, in contrast however, were isolated from 688 samples. Fur-
thermore Enterococcus spp. (n = 682) and Pseudomonas spp. (n = 439) were confirmed,
whereas Listeria spp. Appeared in eleven and Salmonella spp. only in one sample. Using the
microdilution method all isolates underwent sensitivity testing using up to 30 active agents.

A comparison of the resistance data with the values of human clinical isolates indicated that
the percentage rates of resistant bacteria isolates from vegetable food was, in most cases,
considerably below that of the resistance rates of the clinical isolates. Furthermore, compar-
ing isolates from pig manure fewer isolates from vegetable food showed resistance. Low re-
sistance instalments were determined primarily among the coliform bacteria. These isolates
were mainly insensitive towards the penicillins, above all, ampicillin and amoxycil-
lin/clavulanic acid, and the cephalosporines, among which primarily cefaclor and cefoxitin
may be noted. The multiple resistances expected towards Pseudomonas spp. were not ob-

served in this examination.
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Insensitivity was, however, very frequently observed mostly towards one single active agent,
spectinomycin. Moreover, resistance against reserve antibiotics was seen merely to a lesser
extent, however, a higher insensitiveness opposite rifampicin was only noted among the
clinical isolates rather than among the enterococci. Glycopeptide resistance have not seen.
The regulation of the tetracycline resistance gene contents by means of the PCR method
had set the orientation. This was revealed, however, when comparing the data from pig ma-
nure (HOLZEL, 2006) with the data of this research study, the contents of the three isolated
tet-genes was considerably lower in vegetable food than in pig manure.

Moreover, tef(B) were qualitatively and quantitatively most frequently isolated from vegetable
food whereas it was only possible to isolate tef(M) and tet(O) on a considerably smaller
scale.

A resistance monitoring recommends itself despite relatively low resistance rates even in the
vegetable foods. The research results of the examination at present to hand reveal a minor
risk to the consumer of a resistance transfer occurring via intake of vegetable foods.
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J Anhang

Tabelle A 1: Natiirliche Resistenzen bei Enterobacteriaceae (STOCK UND WIEDEMANN, 1999A; STOCK UND WIEDEMANN, 1999B; SIMON UND STILLE, 2000;
STOCK UND WIEDEMANN, 2000; BAUERNFEIND UND PETERS, 2001; STOCK UND WIEDEMANN, 2001; STOCK, 2002; STOCK UND WIEDEMANN, 2003; STOCK

ET AL., 2003)

Antibiotikum

Y. enterocolitica
E. vulneris
E. hermannii

Hafnia alvei

E. cancerogenus
S. enterica

C. freundii

K. pneumoniae
K. oxytoca

E. asburiae

E. cloacae

E. sakazakii

E. aerogenes

E. gergoviae
Ser. marcescens
Ser. liquefaciens
Ser. plymuthica

Penicilline

Amoxycillin/Clavulansaure si
Ampicillin si
Mezlocillin Si
Piperacillin

Piperacillin/Tazobactam
Cephalosporine

Cefaclor si X X X X X X X X X
Cefepim

Cefotaxim

Ceftazidim

Ceftiofur

Cefuroxim Si X X X _
Cefoxitin si X X X X X X Xt X X X
Carbapeneme

Imipenem

Meropenem

< X
<
<
<
<
< X
< X
< X
x
= >
N
< X
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Fortsetzung Tabelle A 1

Antibiotikum

C. freundii

K. pneumoniae
K. oxytoca

E. asburiae

E. cloacae

E. sakazakii

E. aerogenes

E. cancerogenus
E. gergoviae

S. marcescens
S. liquefaciens
S. plymuthica

S. enterica

Y. enterocolitica
Hafnia alvei

E. vulneris

E. hermannii

Aminoglykoside
Amikacin
Apramycin
Gentamicin si

Tobramycin si X?

Neomycin

Netilmicin si X?

Spectinomycin si

Streptomycin

Fluorchinolone

Ciprofloxacin

Enrofloxacin

Chloramphenicolderivate

Chloramphenicol X? X?

Florfenicol

Tetrazykline . .
Doxyzyklin (si) X X X
Andere Antibiotika

Colistin X X X .
Co-Trimoxazol X'

@
x
o

X = intrinsisch resistent; X' = intrinsisch intermediar; X? = nicht abgeklart, da sowohl intrinsisch sensible als auch intrinsisch resistente Populationen (STOCK ET
AL. 2003); X*® = nur Biovar 2; X" = natiirlich intermediar bis resistent
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Tabelle A 2: Natiirliche Resistenzen bei Nonfermentern (STRATTON UND TAUSK, 1989; AIRES ET AL.
1999; SIMON UND STILLE, 2000; SCHWEIZER, 2003)

Antibiotikum P. aeruginosa P. fluorescens P. putida
Penicilline

Amoxycillin/Clavulansaure X X X
Ampicillin X X X
Mezlocillin X X X
Piperacillin

Piperacillin/Tazobactam
Cephalosporine
Cefaclor
Cefuroxim
Cefoxitin
Cefotaxim
Ceftazidim
Cefepim
Ceftiofur X X X
Carbapeneme

Imipenem

Meropenem

Aminoglykoside

Amikacin

Apramycin

Gentamicin

Tobramycin

Neomycin

Netilmicin

Spectinomycin

Streptomycin

Tetrazykline

Doxyzyklin X

Fluorchinolone

Ciprofloxacin

Enrofloxacin

Chloramphenicolderivate

X X X X
X X X X
XX X X

Chloramphenicol X X X
Florfenicol X X X
andere Antibiotika

Colistin

Sulfamethoxazol/Trimethoprim X X X

X = intrinsisch resistent
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Tabelle A 3: Natiirliche Resistenzen bei gram-positiven Bakterien (DUTTA UND DEVRIESE 1984; LECLERCQ ET AL., 1992; MURRAY, 1990; MURRAY, 1998;
TROXLER ET AL., 2000; SINGH ET AL., 2001; SHEPARD UND GILMORE, 2002; SINGH ET AL., 2002; DINA ET AL., 2003; HERSHBERGER ET AL., 2004;

KRESKEN, 2005)

3
8
Antibiotik § g
ntibiotikum % S § § _ E § g
8 8 S S 3 S S S
S 8 S S S S g &
w wi Wi ~ ~ ~ ~ ~
Penicilline
Penicillin G X X X
Oxacillin X X Xs,r Xs,r Xs,r Xs,r Xs,r
Mezlocillin
Amoxycillin/Clavulansaure
Ampicillin
Cephalosporine
Cefazolin X X X
Cefuroxim X X X X X X X X
Carbapeneme
Imipenem
Aminoglykoside
Gentamicin X X X
Kanamycin X X X
Tetrazykline
Doxyzyklin
Fluorchinolone .
Ciprofloxacin X X X X
Enrofloxacin
Moxifloxacin
Makrolide _ _ _
Erythromycin X X X'
Tylosin

X: intrinsische Resistenz; X': intrinsisch intermediar
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Fortsetzung Tabelle A 3

e
8
Antibiotikum § g
= > = « =
3 S g 3 < : 3 3
8 8 S S 3 S S S
8 8 S g S S g %
w wi Wi ~ ~ ~ ~ ~
Lincosamide
Clindamycin X X X
Glykopeptide
Vancomycin X
Teicoplanin
Chloramphenicoldrivate
Chloramphenicol
Florfenicol
Oxozolidinone
Linezolid
Streptogramine _ _ . . .
Quinupristin/Dalfopristin X X XS XS XS X3
Andere Antibiotika
Co-Trimoxazol
Rifampicin
Fosfomycin X X X X X
Nitrofurantoin
Metronidazol X X X X X X X X

X: intrinsische Resistenz; X': intrinsisch intermediar; X *"": sowohl intrinsisch sensibel, als auch intermediar als auch resistent
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Tabelle A 4: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von E. coli (n = 34), Herkunft landwirtschaft-
licher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,0625 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >
AMC 1,8 147|177 2350147 o0 29 88 59
AMK 412 441|118 29| o 0
AMP 59 147|235 59|88 118 29 59 206
APR 794 88 5929 29 0
c/c 794 29 29 0 14,7
CAZ 647 147 29 59 59|59 o] o 0
CEC 177] 29 235147 41,2
CEP 971 0 |29 o 0
CET 58,8 206 59 29 ] 29 8,8
cIp 735 235 29 0 o] oo o 0
CMP 265 235 294 59 ]88 29 2,9
coL 88 29 o] o o 29 5,9
coxX 21 21 | 21 11,8 26,5
CTX 82 59 0 0 |29 29 0 29 2,9
CXM 29 0 118 32 |294]59 59 29 8,8
czc 735 17,7 0 29 5,9
DOX 88 29 177 265|235 59 ] 29 118 0
ENR 618 235 59|88 o o] o o 0
FLL 265 206 265 88|59 o0 2,9
GEN 206 324 24 |118 9 J29 o o 0
IMP 235 294 324 118 0 |290]1 0 o 0
MER 971 0 29 0 0 0 o] o 0
MZL 61,8 17,7 20,6
NEO 647 265 88 o o 0
NET 64,7 | 35,3 0
PIP 353 23,5 11,8| 59 11,8 0 |2,9 0 88
PIT 61,8 294 29| 0 59 o fo o o
SPT 29 0 0 59 177 118 18235 206
STR 67,7 17,7 59 ' 29 0 5,9
SXT 471 294 29 88 0 |29 29] o 59
TOB 235 324 294]147 o J o o o0 0

Trennt sensibel u. intermediar

nicht gemessener Bereich

I Werte rechts der Linie resistent

D gemessene Konzentrationen

>: héher als héchste Konz.
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Tabelle A 5: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Enterobacter aerogenes (n = 24), Her-
kunft landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (pg/ml) 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >

AMC 292 167|167 125125 42 42 0 42
AMK 625 375| 0 o] o 0
AMP o 42|83 333|167 83 42 83 167
APR 58 42 o o o 0
c/c 875 42 42 0 4,2
CAZ 833 83 83 o0 o] o oo 0
CEC 458 42 o | 42 45,8
CEP 10 o] o o 0
CET 750 42 42 42 ] 83 4,2
CIP 875 83 0 o 42] o] o 0 0
CMP 708 167 125 o Jo o 0
coL 750 167|125 0 o o 16,7
cox 83 458250122 8,3
CTX 708 167 0 42|42 o0 l42 o 0
CXM 0o 167 292 125|167] 0 0o 42 20,8
czc 875 83 42 0 0
DOX 0 o 417 458 0o o |42 42 4,2
ENR 792 167 42| o 0 ol o 0 0
FLL 66,7 167 125 420 o 0
GEN 375 375 250 o ol o o o 0
IMP 42 333 41,7 16,7 4,2| olo o 0
MER 100 0 0 0 0 0 o] o 0
MzL 79,2 8,3 12,5
NEO 8 42 o] o o 0
NET 91,7 | 8,3 0
PIP 375 41,7 83 | 42 0 0 I 42 0 472
PIT 792 167 42| 0 0o ol o o o
SPT 0 0 42 42 83 42 62583 83
STR 9,7 o o Jo 83 0
SXT 500 250 125 83 0 |42 o]l o o
TOB 458 333 208l o o J o o o 0
Trennt sensibel u. intermediar I Werte rechts der Linie resistent >: héher als héchste Konz.

nicht gemessener Bereich D gemessene Konzentrationen
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Tabelle A 6: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Enterobacter cloacae (n = 172), Her-
kunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (pg/ml) 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >

AMC 297 134|111 70023 12 41 87 227
AMK 698 26241 o] o 0
AMP 1,7 76|93 105128 174 160 134 11,6
APR 919 70 12 o 0 0
c/C 733 76 41 41 11,1
CAZ 692 227 23 35 12| 0o o | o 1,2
CEC 1,1 52 140 16,3 53,5
CEP 988 12] 0 o 0
CET 355 372 128 47 | 1,2 8,7
CIP 744 163 52 35 0 |os] o 0 0
CMP 366 238 302 7612 o0 0,6
coL 884 41 o06foe 06 1,7 4,1
COX 233 17,4] 18,0 4.1 37,2
CTX 663 11,1 76 58|23 23)29 17 0
CXM 06 0 58 250]|238)145 134 9,3 7.4
czc 67,4 174 58 1,7 7.6
DOX 1,7 12 349 215|366 41 0 o 0
ENR 651 204 11,1]35 0 ol o 0 0
FLL 378 238 297 7606 o0 0,6
GEN 419 308 20470 of o o o 0
IMP 20,4 227 326 128 70|350 0 o 1,2
MER 971 12 06 12 o] o o] o 0
MZL 66,3 21,5 12,2
NEO 820 140 400 0o o0 0
NET 92,4 | 7.6 0
PIP 285 291 157|145 52 23 I 17 0 29
PIT 611 291 58|23 12 o6 0 o0 o0
SPT 23 12 93 157 70 116 250]256 23
STR 936 41 o6 0o 17 0
SXT 477 262 209 41 o06]oe o]l o o
TOB 459 314 19235 o o o o 0
Trennt sensibel u. intermediar I Werte rechts der Linie resistent >: héher als héchste Konz.

nicht gemessener Bereich D gemessene Konzentrationen
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Tabelle A 7: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Enterobacter sakazakii (n = 129), Her-
kunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,06 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >
AMC 93 225|426 132] 23 16 16 23 47
AMK 729 24823 o] o 0
AMP 78 326|240 14747 78 39 31 16
APR 89,9 101 o ] o o 0
c/c 915 47 0 16 2,3
CAZ 884 62 23 08 16] 0o o | o 0,8
CEC 124 ] 93 21,7]225 34,1
CEP 10 0| o o 0
CET 775 163 16 16 ] 16 1,6
CIP 938 31 08 08 16] o] o 0 0
CMP 760 163 54 0816 0 0
coL 822 31 23fos 16 16 8,5
COX 70 31,8]|326]14,7 14,0
CTX 907 54 16 16| 0 o0 Jos o 0
CXM 23 39 295 388|132 47 39 16 2,3
czc 915 54 31 0 0
DOX 62 186 488 209| 47 o] o o 0,8
ENR 938 39 08| o o 16] o 0 0
FLL 760 163 78 0o ] o o 0
GEN 333 333 194]62 o] o o o 0
IMP 140 326 403 85 47| ol o o 0
MER 100 0 0 0 0 0 o] o 0
MZL 93,0 | 39 1 3,1
NEO 814 171 16 ] o 0 0
NET 97,7 | 2,3 0
PIP 775 147 39|16 08 0 I 08 0 08
PIT 23 70 o] o o ofo o o8
SPT 0 0 39 147 47 256 41,1]78 23
STR %9 08 16 )08 o0 0
SXT 713 256 16 08 o0 ] o o] o o8
TOB 457 333 178] 31 o J o o o 0

Trennt sensibel u. intermediar

nicht gemessener Bereich

I Werte rechts der Linie resistent

D gemessene Konzentrationen

>: héher als héchste Konz.
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Tabelle A 8: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Enterobacter gergoviae (n = 92), Her-
kunft: Landwirtschaft und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >
AMC 87 207|511 10933 1,1 11 o0 33
AMK 794 196|111 o] o 0
AMP 65 207|370 141]87 54 22 o0 54
APR 957 44 o] o 0 0
c/c %28 1,1 0 1,1 1,1
CAZ 891 54 o0 44 11] 0o o] o 0
CEC 20,7 | 17,4 326 16,3 13,0
CEP 100 0 0 ol 0
CET ga8 76 33 221 o 2,2
CIP 957 22 22 0 o]l o] o 0 0
CMP 92 54 33 o] o 11 0
coL 57 0o ofJo 11 o 3,3
cox 9,8 48926187 ,
CTX 891 54 11 22| 0o o fJo 1,1 1,1
CXM 22 98 457 174]|163)44 33 0 1,1
czc 935 33 1,1 0 2
DOX 44 391 500 11 ]22 22] o 1,1 0
ENR 935 33 11] o 11 o ]11 o 0
FLL 837 98 44 11] o o 1,1
GEN 435 413 120|133 o o o o 0
IMP 261 370 304 44 11] ol o 11 0
MER 100 0 0 0 0 0 o] o 0
MZL 92,4 | 2,2 5,4
NEO 870 120 11]lo o 0
NET 97,8 | 1,1 1,1
PIP 848 44 33|22 22 11 I 11 11 0
PIT 880 76 11|11 22 of o o o
SPT 22 11 54 272 22 228 304]65 22
STR %8 1,1 1,1 0o o 1,1
SXT 2 76 0 o0 o]o of]o o2
TOB 435 413 1521 o o J o o o

Trennt sensibel u. intermediar

nicht gemessener Bereich

I Werte rechts der Linie resistent >: héher als héchste Konz.

D gemessene Konzentrationen
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Tabelle A 9: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Enterobacter cancerogenus (n = 46),

Herkunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (pg/ml) 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >

AMC 65 413]304 152f44 0 0 22 0
AMK 761 217122 o] o 0
AMP 44 #3)217 261 0 22 22 o0 22
APR 957 44 o] o 0 0
c/c 978 0 0 0 2,2
CAZ 870 65 44 o0 0 |22 o] o 0
CEC 21,7 | 17,4 283] 13,0 19,6
CEP 10 o] o o 0
CET 826 109 44 o | o 2,2
CIP 89,1 65 22 o0 =22] 0] o 0 0
CMP 848 65 65 22] 0o o0 0
coL 913 0 =220 o o 6,5
COX 196 37,0] 26,122 15,2
CTX 935 22 22 0 |22 oJo o 0
CXM 0 217 348 174|196l 0 22 o0 4.4
czc 913 65 0 22 0
DOX 10,9 326 304 196 44 22] 0o o 0
ENR 935 22 44| o 0 ol o 0 0
FLL 783 130 44 44] o 0 0
GEN 630 174 15244 o | o o o 0
IMP 196 457 239 87 0 | o l22 o 0
MER 978 22 0 0 0 0 o] o 0
MZL 95,7 | 44| 0
NEO 870 109 220 o 0
NET 97,8 | 2,2 0
PIP 80,4 130 22|22 0 o0 I 0 0 22
PIT 890 87 o] 0o o ofo o 22
SPT 22 0 109 196 65 196 34865 0
STR 10 o ofo o 0
SXT 826 130 44 0o o] o oJlo o
TOB 587 174 239l o o J o o o 0
Trennt sensibel u. intermediar I Werte rechts der Linie resistent >: héher als héchste Konz.

nicht gemessener Bereich D gemessene Konzentrationen
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Tabelle A 10: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Pantoea agglomerans (n = 96), Her-

kunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >
AMC 17,7 302|281 125042 31 21 o0 21
AMK 740 250] 10 o0 0 0
AMP 94 250|219 219104 42 21 42 10
APR 948 52 o] o o 0
c/c 979 10 0 0 1,0
CAZ 771 115 42 21 42|10 o | o 0
CEC 19,8135 26,0 24,0 16,7
CEP 100 o] o o 0
CET 792 115 52 1,0 | 21 1,0
CIP 927 63 10 0 o]l o] o 0 0
CMP 823 135 42 o | o o 0
coL 938 31 o] o 21 10 0
CcOX 188 36,5250 12,5 73
CTX 844 94 42 0 |10 oo o 1,0
CXM 83 73 240 292|198 73 21 21 0
czc 896 83 21 0 0
DOX 63 479 292 167 o o ] o o 0
ENR 927 63 10] o 0 ol o 0 0
FLL 844 104 52 o] o o 0
GEN 500 281 135|833 o | o o o 0
IMP 104 438 365 73 0| o 110 o 1,0
MER 90 10 0o o0 oo o]o 0
MZL 87,5 | 6,3 | 6,3
NEO ga4 135 21 ] o 0 0
NET 97,9 | 2.1 0
PIP 740 115 1042 1 21 I 31 21 1,0
PIT 833 83 52|10 10 o) o o 10
SPT 21 0 42 52 83 260 480163 0
STR 90 1,0 of o o 0
SXT 885 104 10 o o] o olo o
TOB 417 396 188l o o J o o o 0

Trennt sensibel u. intermediar

nicht gemessener Bereich

I Werte rechts der Linie resistent

D gemessene Konzentrationen

>: héher als héchste Konz.
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Tabelle A 11:Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Klebsiella pneumoniae spp. pneumoni-
ae (n = 21), Herkunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (pg/ml) 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >

AMC 619 238 o0 48] 0o 48 48 0 0
AMK 714 191]95 o] o 0
AMP 0 48 |143 191238 191 95 o0 95
APR 952 48 o] o 0 0
c/C 10 0 0 0 0
CAZ %2 o 48 o o] o o] o 0
CEC 66,7 191 95 o 4,8
CEP 100 0 0 o 1 0
CET 52 48 0 o] o 0
CIP 100 0 0 0 o]l ol o 0 0
CMP 67 333 0o o] o o 0
coL g1,0 o o 48 o0 o0 14,3
COX 286 23,8]238]19,1 4,8
CTX 10 o o o]o ofo o 0
CXM 48 191 429 143]|95095 o0 0 0
czc 905 48 0 0 4,8
DOX o 143 571 95| o 95 0 o 9,5
ENR %52 48 0| o 0 ol o 0 0
FLL 619 238 143 o] o o 0
GEN 381 333 19195 oo o o 0
IMP 48 476 381 48 48| ol o o 0
MER 100 0 0 0 0 0 o] o 0
MZL 47,6 | 14,3 ] 38,1
NEO 857 143 o ] o o 0
NET 95,2 | 4,8 0
PIP 238 286 238|143 0 0O I 0O 0 95
PIT 857 95 48| 0o o oJlo o o
SPT o o0 o 95 48 143 571143 o0
STR 05 0o o048 o 4,8
SXT 619 333 48 0o o] o oflo o
TOB 571 143 286/ o o J o o o 0
Trennt sensibel u. intermediar I Werte rechts der Linie resistent >: héher als héchste Konz.

nicht gemessener Bereich D gemessene Konzentrationen
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Tabelle A 12: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Rahnella aquatilis (n = 22), Herkunft:
Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (pg/ml) 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >

AMC 727 223 o ol o o o o0 o0
AMK 955 46 | 0 o] o 0
AMP o o] o 91)273 364 227 0 46
APR 100 0 ol o 0 0
c/c 955 46 0 O 0
CAZ g64 136 0 o0 o] o o] o 0
CEC 46 | 136 46 | 31,8 455
CEP 955 46 ] 0 o | 0
CET 182 31,8 136 22,7 46 9,1
CIP 501 273 91 46 o0 | o] o 0 0
CMP 409 364 91 4691 o 0
coL 864 91 o] o 48 o 0
cox 773 136 46 | 46 0
CTX 227 91 273 31891 o] o o 0
CXM 46 0 0 0 | o |182 455 273 4,6
czc 10 0 0 0 0
DOX 0 o 591 273|136 o] o o 0
ENR 455 318 13646 46 o] o o 0
FLL 318 500 0 136] 46 o 0
GEN 209 46 46| 0o oo o o 0
IMP 500 182 227 91 o | ol o o 0
MER 100 0 0 0 0 0 o] o 0
MZL 22,7 | 77,31 0
NEO 955 46 0 | o 0 0
NET 95,5 | 4,6 0
PIP 46 46 455409 46 0 I 0 0 0
PIT 818 182 0|l o o o]l o o o
SPT 46 182 136 182 o0 227 2271 0o o
STR 55 0 46 0 o 0
SXT 227 364 409 0o o] o ofJo o
TOB 209 0 91l o oflo o o 0
Trennt sensibel u. intermediar I Werte rechts der Linie resistent >: héher als héchste Konz.

nicht gemessener Bereich D gemessene Konzentrationen
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Tabelle A 13: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Serratia marcescens (n = 25), Herkunft:

Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,06 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >
AMC 0 o | 80 200f o 240 320 80 80
AMK 400 400|160 40] o 0
AMP 0 o |160 120)160 200 240 0 120
APR 720 200 40 ] 40 o0 0
c/c 440 20,0 20,0 4,0 12,0
CAZ 800 40 80 0 0 o 40| 40 0
CEC o |40 o 0 96,0
CEP 96,0 4,0 0 o | 0
CET 400 440 80 0 | 40 4,0
CIP 480 480 0 o 40| o || o 0 0
CMP 80 280 200 440] o 0 0
coL 120 0 o [40 40 40 76,0
cox 0 4 |320]280 36,0
CTX 56,0 40,0 O o] o 40] o 0 0
CXM 0 0 o 40| 40180 320 240 28,0
czc 840 120 0 40 0
DOX 0 0 240 80 |120 320]240 0 0
ENR 360 160 360]80 o0 40] o 0 0
FLL 80 280 160 400] 80 o0 0
GEN 80 280 400|160 o |80 o 0 0
IMP 40 120 360 200 80| 80 120 o 0
MER 100 0 0 0 0 0 0 0 0
MZL 92,0 | o | 0
NEO 56,0 320 120] o 0 0
NET 52,0 | 40,0 0
PIP 480 280 120]| o 0 0 I 0 80 40
PIT 680 240 40| 0 o 401] o 0 0
SPT 0 0 0 40 120 o0 280]440 120
STR 680 120 80 |80 o 4,0
SXT 20,0 16,0 36,0 280 O 0 ol o 0
TOB 80 360 240]200 120] o 0 0 0

Trennt sensibel u. intermediar I Werte rechts der Linie resistent

nicht gemessener Bereich D gemessene Konzentrationen

>: héher als héchste Konz.
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Tabelle A 14: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Pseudomonas aeruginosa (n = 295),
Herkunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >
AMC o 03| o 0310 24 48 130 786
AMK 712 258 27 03] o 0
AMP o 03]0o3 o fJo7z o 10 78 898
APR 909 58 270103 03 0
c/C 07 03 03 07 98,0
CAZ 0 0 20 139 570|231 1,7 17 0,7
CEC 03]03 0 ' 0 99,3
CEP 556 305|109 24 | 0,7
CET 14 03 0 03]34 94,6
CIP 78 407 329 149 24 ]10]03 o0 0
CMP 0 o 07 1,70178 300 59,7
coL 953 27 0707 o0 03 0,3
cox 03 0] o 0 99,7
CTX 0 0 03 03] 0o 07]159 580 24,8
CXM 0 0 03 0] o 0 0 03 99,3
czc 03 03 10 17,0 81,4
DOX 10 03 44 231|576 115] 10 07 0,3
ENR 20 07 44 |386 437 98] 03 03 0
FLL 07 0 07 100131 150 79,7
GEN 38,0 264 254]| 6,1 34 I 03 03 0 0
IMP 0,3 0 41 220 464 | 224] 34 07 0,7
MER 220 234 241 186 95|14 100 0 0
MZL 4.4 | 0,7 1 94,9
NEO 80,3 156 31 ] 03 07 0
NET 90,9 | 6,8 2,4
PIP 03 31 176[559 207 2,4| 0 0 0
PIT 07 37 173|570 207 07 ] © 0 0
SPT 10 03 10 20 20 58 1000100 675
STR 67,1 149 7.1 ' 6,4 27 1,7
SXT 07 0 03 37 17|64 280]400 197
TOB 492 305 173] 27 03] 0 0 0 0

Trennt sensibel u. intermediar

nicht gemessener Bereich

I Werte rechts der Linie resistent

D gemessene Konzentrationen

>: héher als héchste Konz.
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Tabelle A 15: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Pseudomonas putida (n = 106), Her-

kunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (pg/ml) 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128

AMC o o0 | o o909 28 190 104 66,0
AMK 62,3 32,11 47 o0 |09 0
AMP 0 o | o ol19 o0 09 198 774
APR 783 130 66 0 09 0,9
c/iC 0 09 0 09 98,1
CAZ 0 09 09 132 547|200 761] 1,9 0,9
CEC 09] o 0 ' 0 99,1
CEP 56,6 27,4]13,0 1,9 | 0,9
CET o 09 09 o0 100 87,7
CIP 16,0 283 330 190 09 ] 09]09 o 0,9
CMP 1,9 0 09 57 ]132 320 46,2
coL 915 28 1909 19 o0 0,9
cox 0 o] o 0 100
CTX 0 0 0 0 |09 28]293 443 22,6
CXM 0 0 0 o] ojoo 09 09 97,2
czc 0 09 09 151 83,0
DOX 0,9 0 94 264|396 198]38 0 0
ENR 38 19 123]300 368 123]28 0 0
FLL 19 0 09 6666 210 63,2
GEN 321 250 21,7]132 57 I 1,9 0 0 0,9
IMP 0 0 57 16,0 406 | 264094 0 1,9
MER 189 16,0 13,0 189 23685 0 | 0 0,9
MZL 57 | 38 1 90,6
NEO 755 142 6628 0 0,9
NET 77,4 21,7 0,9
PIP 0 94 208|410 20,8 6,6 I 09 0 09
PIT 0 85 2641370 21,7 571 o 0 09
SPT 47 0 09 28 09 85 11,0] 38 670
STR 50,0 17,0 14,2' 85 6,6 3,8
SXT 19 09 09 38 28 |11,3 1701331 283
TOB 425 350 16,057 o0 ] 0 0 0 0,9
Trennt sensibel u. intermediar I Werte rechts der Linie resistent >: héher als héchste Konz.

nicht gemessener Bereich D gemessene Konzentrationen



Anhang

242

Tabelle A 16: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von Pseudomonas fluorescens (n = 38),
Herkunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,06 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >
AMC 26 0] o ol26 0 53 53 842
AMK 816 132] o 261 26 0
AMP o o] o olfls3 o o 53 895
APR 947 0 ol o 0 5,3
c/c 0 0 0 53 94,7
CAZ 0 0o 26 211 579|105 26 ] 26 2,6
CEC 0o |26 o |26 94,7
CEP 474 447) 0 o | 7,9
CET 53 0 26 105]132 68,4
cIp 290 500 21,1 0 olJolo o 0
CMP 26 0 26 531|277 263 39,5
coL 842 53 o f o o 26 7.9
cox o 26| o 0 97,4
CTX 0 0 o o] o 79}184 474 26,3
CXM 0 o o o]lolo o 26 97,4
czc 0 0 0 184 81,6
DOX 26 0 211 211|447 5326 o0 2,6
ENR 105 79 132|395 277 o |26 o 2,6
FLL 26 0 26 79]184 184 50,0
GEN 632 277 79|26 o0 I O 0 o0 2,6
IMP 0 0 53 31,6 421 | 1581 53 0 0
MER 290 21,1 237 237 0 |26 o0 ] o 0
MZL 10,5 | 53 | 84,2
NEO 895 53 26| 0 0 2,6
NET 84,2 | 15,8 0
PIP 0 158 421|368 53 0 I 0o 0 0
PIT 26 132 342|447 53 o f 0o o0 o0
SPT 53 0 53 79 79 105 79 |211 342
STR 711 13,2 2,6' 0 0 13,2
SXT 26 0 53 53 79 ]|184 263]184 158
TOB 711 211 53] 0 o] o 0 0 2,6

Trennt sensibel u. intermediar

nicht gemessener Bereich

I Werte rechts der Linie resistent

D gemessene Konzentrationen

>: héher als héchste Konz.
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Tabelle A 17: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von E. faecalis (n = 100), Herkunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml)

0,06 0,125 0,25 0,5

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

>

AMC
AMP
CEZ
CIP
CLI
CMP
CXM
DOX
ENR
ERY
FLL
FOS
GEN
GNH
IMP
KAN
LIZ
MOX
MTR
MZL
NFT
OXA
PEN
RAM
STR
SXT
SYN
TLS
TPL
VAN

0 3,0 51,0
0 20 12,0
0 0 0
1,0 8,0
0 0 1,0 1,0

380 340 1,0

0 0o 20 |290

0 0 40 50
0 o

4,0 3,0 14,0

0 0 1,0

0 2 37,0 55,0
0 0

0 1,0 20 20
6,0
0 2,0 0

2,0

94,0 4,0

16,0

44.0 2,0| 0 0
730 120]10 o | o
o 10 1,0 ] 40 }220
690|200l 10 o o o0
30|20 20] 40

2,0 330 620
1,0 20 10] 201
o | o 40210 20
620 70 o 0
16,0 | 16,0 38,0 14,0

69,0 31,0 0 ol o

1,0 10,0 66,0170

1,0 | 60 150]480 180

ol o 20

100 |
17,0 260|320 20 1,0
40 150 56,00 13,0

26,0 70,0| 20] o 0
50| o 0 0
ol o o 1
970 10] o 10] o O 0 0

960 20| 0 101
o J10 20 70 51,0 350
8,0 | 790 80
50 | 24,0 ] 29,0
91,0 30] 1,0

o

o

o
—-—

98,0
50 | 14,0] 56,0 22,0
18,0 530 170] o
20 0 0 0 o] o
530 230 80| ol o o o

o

1,0

0
0
72,0
1,0
87,0
1,0
94,0
0
0
7,0
0
6,0
12,0
0
1,0
12,0
1,0
1,0
99,0
1,0
1,0
4,0
0
36,0
4,0
2,0
1,0
10,0
0
0

| Trennt sensibel u. intermediar I Werte rechts der Linie resistent

nicht gemessener Bereich

>: héher als héchste Konz.

|:| gemessene Konzentrationen
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Tabelle A 18: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von E. faecium (n = 59), Herkunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,031 0,06 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 >
AMC 6,8 17,0 50,9 220 3,4| 0 0 0
AMP 0 102 11,9 492 254| 34 0 0 0
CEZ 0 0 0 0 34 681,71 0 88,1
CIP 51 18,6 17,0 | 42485 17 34 0 3,4
CLI 220 68 85 68 51|85 102]10,2 22,0
CMP 119 678 186 1,7] 0 0 0
CXM 34 1,7 o | 1,71 93,2
DOX 831 17 0 0 |34 170185 17 0
ENR 0 0 1,7 | 186 23,7 271237 5.1 0
ERY 0 85 34 68 34| 1,7 220] 44,1 10,2
FLL 932 68 0 o] o 0
FOS 0 203 40,7254 13,6
GEN 0 0 34|85 203220 237 22,0
GNH 100 | 0
IMP 34 51 34 68 203|40,7]186 1,7 0
KAN 34 34 ]|17,0] 203 55,9
LIz 1,7 0 0 509 441]17] o 0 0
MOX 0 51 220 186 153]|288] 68 © 3,4
MTR 0 0 0 0 100
MZL 390 390|136 17]34 o0 0 0 34
NFT 254 525|186 34 | 0
OXA 0 0 51]68 34 186 220 17,0 27,1
PEN 0 0 0 85 85 322]40,7 68 34
RAM 170 0 | 68 ] 34 72,9
STR 881 1,7] o 6,8 3,4
SXT 950 1,717 o | 1,7
SYN 51 186 11,9 339]|271] o 0 0 3,4
TLS 85 475 153 186] 85 1,7
TPL 915 85 0 0 0 0 o] o 0
VAN 678 11,9 136 34| 34} 0 0 0 0

| Trennt sensibel u. intermediar

nicht gemessener Bereich

I Werte rechts der Linie resistent

|:| gemessene Konzentrationen

>: héher als héchste Konz.
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Tabelle A 19: Prozentuale Verteilung der MHK-Werte von E. nonfc. (n = 523), Herkunft: Landwirtschaftlicher Betrieb und Supermarkt

MHK (ug/ml) 0,031 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 >
AMC 23 214 602 145 1,3 | 02 0 0
AMP 04 10,7 528 302 57|02 0 | 0 0
CEZ o 02 0 08 88 365]|275] 77 18,6
CIP 08 38 254|541])142 13 04 0 0
cLI 25 48 15 15 12| 46 109]358 37,3
CMP 02 281 690 21 )06 o0 0
CXM 86 15 42 |121] o 0 0 73,6
DOX 759 184 08 0 |o2 15]23 10 0
ENR o0 02 08|96 61,0 25821 06 0
ERY o 38 75 71 57|71 266|377 46
FLL 457 535 08 0 | o 0
FOS 29 11,7 375|231 24,9
GEN 0 02 23191 480208 67 2,9
GNH 100 0
IMP 10,5 184 128 157 212|147 33 1,7 1,7
KAN 10,9 19,9 |551] 9,2 5,0
LIZ 0 0 02 10,1 86,8| 27] o o2 0
MOX 04 08 119 669 180] 13|08 o0 0
MTR 0 0 04 l 0 0 0 99,6
MzL 893 57|42 o06lo2 o o o0 0
NFT 773 75 | 113 34 0,6
OXA 0 02 4240 36 145 442 191 10,1
PEN 02 04 19 |298 436 78 |122 36 0,4
RAM 16,4 36 | 11,7 ] 23,0 45,3
SNH 864 56| 1,9 04 57
SXT 792 46 | 34 34 9,4
SYN 04 1,7 1,7 182]|650] 90 38 02 0
TLS o 99 532 270| o 9,9
TPL 497 488 13 02| o | o | o] o 0
VAN 178 86 149 535|520 0 o o0 0

| Trennt sensibel u. intermediar l Werte rechts der Linie resistent >: héher als héchste Konz.

nicht gemessener Bereich D gemessene Konzentrationen



Personliche Daten

Name
geboren
Eltern

Schulausbildung

08/1981 — 07/1985
08/1985 - 06/1994
Abschluss

Praktische Ausbildung
03/1995 — 07/1998

Hochschulausbildung

09/1999 — 07/2003

Abschluss

seit 11/2003

Berufliche Tatigkeiten

09/1998 — 08/1999

seit 11/2003

Lebenslauf

Katharina Helmke

5. September 1974 in Fulda
Dieter Helmke

Anita Helmke, geb. Fluser

Bardoschule, Fulda
Rabanus-Maurus-Schule (Domgymnasium), Fulda
Allgemeine Hochschulreife

Ausbildung zur Pferdewirtin, Hessisches Landgestlt, Dillenburg

Studium der Agrarwissenschaften, Studiengang Landwirtschaft,
Fachhochschule Osnabrlick
Dipl. Ing. (FH)

Promotion am Lehrstuhl fur Tierhygiene der Technischen Uni-
versitat Minchen, Freising-Weihenstephan

Tatigkeit als Pferdewirtin, Ovelgébnne und Sinsheim-Steinsfurth

wissenschaftliche Mitarbeiterin am Lehrstuhl fir Tierhygiene der
TU Minchen



Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei allen herzlich bedanken, die zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen haben.

Meinem Doktorvater, Herrn Prof. Dr. Johann Bauer danke ich fiir die Uberlassung des inte-
ressanten Themas und die hervorragende Betreuung der Forschungstétigkeit und der Arbeit.

Danken méchte ich auch Herrn Prof. Dr. Scherer fiir die Ubernahme des Koreferates und
Herrn Prof. Dr. Wenzel fir den Prifungsvorsitz.

Dem Bayerischen Staatsministerium fir Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz danke
ich fur die Bereitstellung der finanziellen Mittel.

Den Mitarbeitern und Kollegen des Lehrstuhls fur Tierhygiene mdchte ich meinen Dank aus-
sprechen fir das freundschaftliche Arbeitsverhalinis und die konstruktive Zusammenarbeit.
Ganz besonders bedanken méchte ich mich aber bei Frau Dr. Angelika Notzon, die mir stets
zur Seite stand, wenn es um fachliche Angelegenheiten ging, wie die Einweisung in die PCR
und das Beheben von Formatierungsproblemen. Ich danke ihr fir die vielen Ratschlage und
die nette Unterstitzung bei Problemen. Herzlich danken mdéchte ich auch Frau Dr. Katrin
Harms, die bei allen Problemen, gleich welcher Art, immer ein offenes Ohr hatte und mir
hilfsbereit zur Seite stand. Beiden danke ich sehr flr das schéne Arbeits- und Biroklima und
die vielen netten Gesprache und Gedanken.

Danken mdéchte ich auch Frau Barbara Dérr und unseren Auszubildenden Katharina Rank,
Magdalena Schmid und Toni Kuhnt fir die tolle Unterstiitzung im Labor. Ohne sie wéren die
1000 Proben nicht zu bewaltigen gewesen. Durch ihre humorvolle Art lieBen sie das
manchmal nicht enden wollende Einwiegen, Ausspateln und Keimdifferenzieren sehr kurz-
weilig werden. AuBerdem danke ich Frau Elisabeth Schmied und Frau Anne Keller fir die
Durchfihrung der Resistenztests.

Besonderer Dank gilt Frau Margret Laubmeier vom Lehrstuhl far Tierhygiene, die mir stets
bei allen organisatorischen Angelegenheiten weiterhalf.

Bedanken mdéchte ich mich auf diesem Wege bei Herrn Prof. Dr. Robby Andersson und Dr.
Luis Leon vom Fachgebiet fir Tierhygiene der FH Osnabrick, die mir den AnstoB3 zur Pro-
motion gaben.

Mein Dank gilt auch meinen Freunden, die mir in den vergangenen Jahren zur Seite standen
und mich motiviert haben. Herzlich dafiir danken mdchte ich hier vor allem Bernhard Fetsch,
Christoph Dicke und Alexander Fischer.



Ein ganz besonderer Dank gilt meinen Eltern. Sie ermdglichten mir meine Ausbildung, das
Studium und die Promotion und unterstiitzten mich in allen Phasen dieser Arbeit uneinge-

schrankt.

Ganz herzlich danke ich meinem lieben Mann Gulinther Fabian, der meine Arbeit durch alle
Hoéhen und Tiefen begleitete, immer ein offenes Ohr fir alle meine Probleme hatte, mich im-

mer wieder motivierte und mir mit viel Liebe zur Seite stand.

Weihenstephan, im Februar 2007 Katharina Helmke



