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1 Einleitung

Enterokokken wurden lange Zeit als apathogene Kommensale der Darmflora bei Sdugern
und Vogeln angesehen. Sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin sind sie
jedoch zunehmend als Ausldser Kklinischer Erkrankungen bekannt. Krankheitsbilder des
Wirtschaftsgefligels sind Dottersackentziindungen, amyloide Arthropathie, Spondylitis und
Arthritis oder Encephalomalazie. Haufig werden Enterokokken auch als Begleitflora isoliert.

Enterokokken weisen verschiedene intrinsische Resistenzen gegen antimikrobielle
Wirkstoffe auf und sind in der Lage, Resistenzgene von anderen Bakterien aufzunehmen.
Ein besonderes Problem stellen multiresistente Isolate dar, die immer haufiger
nachgewiesen werden.

Enterokokken besitzen zudem eine Reihe von Virulenzfaktoren, deren geno- und
phéanotypische Auspragung nicht immer korreliert und innerhalb der verschiedenen Spezies
variiert. Einige von ihnen wurden im Tierversuchsmodel mit der Pathogenitat von
Enterokokken assoziiert.

In der vorliegenden Arbeit werden klinische Enterokokkenisolate von Broilern, Legehennen
und Puten auf ihre antimikrobiellen Resistenzen, vorhandene Virulenzfaktoren und ihre
Pathogenitat im embryonierten Hihnerei untersucht.

Die Bestimmung der Resistenz gegeniiber 24 antimikrobiellen Wirkstoffen erfolgt mittels der
Mikrodilutionsmethode, die das Ermitteln der Minimalen Hemmkonzentration (MHK)
ermdglicht. Definierte Grenzwerte des CLSI und NARMS und die MHKso- und MHKgo-
Konzentrationen werden zur Interpretation der Ergebnisse verwendet und ermdglichen einen
Vergleich der Resistenzsituation.

Bei 28 Puten-Isolaten erfolgt der phano- und genotypische Nachweis der Virulenzfaktoren
Cytolysin, Gelatinase, Hyaluronidase, Aggregation Substance und Enterococcal Surface
Protein. AnschlieRend wird im Embryoletalitétstest die abtdtende Wirkung der Isolate auf
embryonierte Huhnereier festgestellt.



2 Literaturiubersicht
Teil 1 - Allgemeines
2.1 Die Enterokokken

2.1.1 Taxonomie

Die erste Beschreibung der Enterokokken erfolgte im Jahr 1903 durch Thiercelin und
Jouhaud. Drei Jahre spater wurden sie in das Genus Streptococcus (S.) eingefligt (Andrews
und Horder, 1906), und 1933 erfolgte die Zuordnung zur serologischen Lancefield-Gruppe
Streptococcus-D (Lancefield, 1933). Zellwand- und Lipid-Analysen sowie DNA-DNA-
Hybridisierung und 16S rDNA-Genanalysen von Schleifer und Killper-Balz flihrten 1984 zur
Reklassifizierung und Einordnung von S. faecalis und S. faecium in das Genus Enterococcus
(E.) (Schleifer und Killper-Balz, 1984). Die Beschreibung der Familie der Enterococcaceae
erfolgte 2009 durch Ludwig et al.

Williams et al. (1991) teilten die Enterokokken anhand der 16S rDNA-Sequenz in funf
verschiedene Spezies-Gruppen ein: Die E. faecalis-, die E. faecium-, die E. avium-, die

E. gallinarum und die E. cecorum-Gruppe. Einige Enterokokken, z.B. E. dispar (Collins et al.,
1991) und E. sulfureus (Martinez-Murcia und Collins, 1991), kénnen keiner dieser Gruppen
zugeordnet werden (Byappanahalli et al., 2012).

2.1.2 Morphologie

Enterokokken sind kleine, kugelférmige bis elongierte Gram-positive Bakterien, die sich unter
ungunstigen Wachstumsbedingungen als Kette zusammenlagern und unter
Optimalbedingungen einzeln oder als Diplokokken vorliegen (Kalina, 1970). Die Kolonien
sind glatt, rund und grau. Auf Columbia Schafblutagar wachsen einige Spezies, wie z.B.

E. faecium mit unvollstandiger, vergriinender Hamolyse (Devriese et al., 2006).

2.1.3 Eigenschaften

Vertreter der Gattung Enterococcus reagieren wie Streptokokken im Katalasetest negativ
(Murray, 1990). Durch die Fahigkeit der Enterokokken zur Askulinspaltung ist eine
Unterscheidung zwischen den beiden Gattungen auf Selektivmedien unter Zusatz von
Askulin moglich (Facklam und Moody, 1970). Weitere Toleranzkriterien der Enterokokken
kénnen zur Abgrenzung von den Streptokokken genutzt werden: Enterokokken wachsen
fakultativ anaerob in einem Temperaturspektrum von 10°C bis 45°C und in Medien mit einer
Konzentration von 6,5% NaCl oder einem pH-Wert von 9,6 (Schleifer und Killper-Bélz, 1984).
Die meisten Enterokokkenspezies besitzen das Zellwandantigen (Lipoteichonséaure) der
Lancefield-Gruppe-D, mit folgenden Ausnahmen: E. cecorum, E. columbae und E. dispar
(Hardie und Whiley, 1997).

Enterococcus casseliflavus und E. gallinarum gehéren zur E. gallinarum-Gruppe, deren
Vertreter im Gegensatz zu den anderen Spezies-Gruppen der Enterokokken beweglich sind
(Murray, 1990).

Facklam und Collins entwickelten 1989 ein biochemisches Testprofil, um die verschiedenen
Enterokokkenspezies voneinander zu unterscheiden (Facklam und Collins, 1989). Eine
Differenzierung von E. faecalis und E. faecium ist hiermit moglich, andere
Enterokokkenspezies kdnnen nicht identifiziert werden (Devriese et al., 2006). Zur besseren
und schnelleren Durchfiihrung wurden im Laufe der Jahre kommerzielle Test-Kits wie z.B.
der API20STREP (bioMerieux) entwickelt. Er ermoglicht die Differenzierung der Spezies

E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. durans und E. gallinarum anhand von 20 biochemischen
Reaktionen. Das API-Identifikationssystem stammt aus der Humanmedizin und kann fir
veterinarmedizinische Isolate nur bedingt verwendet werden (Hudson et al., 2003). Daher
werden vermehrt molekulargenetische Verfahren zur Speziesbestimmung genutzt (Gomes et
al., 2007).



2.2 Die Bedeutung der Enterokokken

Enterokokken sind Bestandteil der kommensalen Flora im Magen-Darm-Trakt von Saugern
und Vogeln (Devriese et al., 1987; Kuntz et al., 2004; Murray, 1990) und gelten als
opportunistische Pathogene (Fertner et al., 2011). Neben ihrer klinischen Bedeutung werden
sie als Indikatorkeim fiir die Wasserqualitat genutzt (Frahm und Obst, 2003; Santo Domingo
et al., 2003) und finden in verschiedenen probiotischen Praparaten Verwendung (Franz et
al., 2011). In der Lebensmittelproduktion sind Enterokokken unter anderem als
Starterkulturen von verschiedenen Kasesorten unabdingbar (Franz et al., 1999).

2.2.1 Enterokokken in der Humanmedizin

Enterokokken waren 2011 nach Escherichia coli die zweithaufigsten Erreger von
nosokomialen Infektionen in deutschen Krankenhausern (Anonymus, 2011b). Die zwei
bedeutendsten Enterokokkenspezies, die beim Menschen klinische Symptome verursachen,
sind E. faecalis und E. faecium (Anonymus, 2011b; Murray, 1990). Entzindungen des
Urogenitaltraktes, die unter anderem durch kontaminierte Gegenstande wie Harnkatheter
Ubertragen werden (Gross et al., 1976), machen einen grof3en Anteil der
Enterokokkeninfektionen aus (Devriese et al., 2006).

Die Enterokokkenspezies E. faecalis ist bekannt als Ausloser einer bakteriellen Endokarditis
(Megran, 1992). Enterococcus faecalis und E. faecium kdnnen eine Meningitis (Pintado et
al., 2003), postoperative Wundinfektionen und eine primare Sepsis (Anonymus, 2011b)
hervorrufen. Seltener werden Enterokokken als Ursache von Infektionen des Zentralen
Nervensystems oder des Respirationstraktes bei Neonaten nachgewiesen (Murray, 1990).
Enterococcus gallinarum und E. hirae werden kaum mit Erkrankungen in Verbindung
gebracht, kdbnnen aber wie andere Enterokokkenspezies bei immunkomprimierten oder
chronisch-kranken Patienten schwere invasive Infektionen verursachen (Reid et al., 2001).

2.2.1.1 Therapie

Bei Infektionen mit E. faecalis und E. faecium ist das bakteriostatisch wirkende Beta-Laktam-
Antibiotikum Ampicillin das Mittel der Wahl (Arias et al., 2010).

Die Behandlung komplizierter Infektionen, wie z.B. Endokarditiden, erfolgt mit einer
Kombination aus einem Aminoglykosid- und einem zellwandaktiven Antibiotikum (z.B.
Penicillin) (Geraci und Martin, 1954), die gemeinsam eingesetzt bakterizid gegen
Enterokokken wirken (Leclercq et al., 1992a).

Leidet der Patient an einer Penicillin-Allergie oder weisen die Enterokokken eine HL-
Resistenz gegen Aminoglykoside auf, missen andere Antibiotika fiir die synergistische
Aktivitat genutzt werden. Die Glykopeptid-Antibiotika Vancomycin und Teicoplanin greifen
ebenfalls in die Zellwandsynthese ein und sind wichtige Reserveantibiotika, die in solchen
Fallen eingesetzt werden (Peters et al., 2003). Auf Grund der stéandigen Zunahme von
Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE), wird dieses Antibiotikum in den USA bereits
vereinzelt als obsolete Therapieoption angesehen (Arias et al., 2010).

Ergibt die Empfindlichkeitstestung eine HL-Resistenz gegeniiber Glykopeptid-Antibiotika,
besteht haufig zusétzlich eine Resistenz gegen verschiedene Vertreter anderer
Wirkstoffklassen. Zur Therapie multi- und Glykopeptid-resistenter Enterokokken werden
Linezolid und Quinupristin-Dalfopristin eingesetzt. Daptomycin, Tigecyclin, Fosfomycin,
Chinolone, Tetrazykline und Cephalosporine der finften Generation in Mono- oder
Kombinationstherapie haben in Einzelfallen bereits zu Therapieerfolgen gefiihrt (Hollenbeck
und Rice, 2012).

2.2.2 Enterokokken beim Wirtschaftsgefligel

Allgemeines

Aus dem Magen-Darm-Trakt des Wirtschaftsgefliigels kbnnen regelmélig E. faecium,
E. cecorum, E. faecalis, E. hirae und E. durans isoliert werden. Die urspriinglich aus
Huhnervogeln isolierten Spezies E. gallinarum und E. avium sind nur sporadisch in der
intestinalen Flora zu finden (Devriese et al., 1991b). Die Besiedelung des Magen-Darm-
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Traktes mit Enterokokken veréndert sich beim Gefliigel im Laufe der Entwicklung. Bei
Eintagskiken setzt sich die Enterokokkenflora aus E. faecalis und E. faecium zusammen. Ab
der dritten und vierten Lebenswoche nimmt zunachst der Anteil von E. faecalis im Darm ab
und es dominiert die Spezies E. faecium (Devriese et al., 1991b). Danach sinkt auch der
Anteil von E. faecium, wahrend ein Anstieg von E. gallinarum zu verzeichnen ist. Ab der

16. Lebenswoche besteht die Enterokokkenflora des Darms hauptséchlich aus E. cecorum
(Devriese et al., 1991b). Enterococcus faecalis und E. faecium kénnen jedoch auch im
Verdauungstrakt adulter Tiere nachgewiesen werden (Devriese et al., 1991b; Kuntz et al.,
2004).

Als primére Krankheitserreger spielen Enterokokken beim Wirtschaftsgefligel vermehrt eine
Rolle. Seit einigen Jahren nehmen Berichte von klinischen Befunden und spezifischen
Krankheitsbildern zu, die durch Enterokokken hervorgerufen werden (Cardona et al., 1993;
Devriese et al., 1991a; Houghton et al., 1981; Petersen et al., 2009; Stalker et al., 2010).

Klinik

Landmann et al. berichteten 1998 erstmals Uiber das Auftreten einer amyloiden
Arthropathie bei braunen Legehennen, die sich in Bewegungsstérungen und einer
Wachstumsdepression manifestiert. Ein Jahr spater wurde Enterococcus faecalis bei
betroffenen Tieren als verantwortliches Agens nachgewiesen (Landman, 1999). Die
amyloide Arthropathie war bis dato hauptsachlich bei Wassergefliigel bekannt (Rigdon,
1961) und zeichnet sich durch orangefarbene Ablagerungen in den Gelenken und den
inneren Organen aus (Landman et al., 1998).

Im Oktober 2001 beobachteten Tankson et al. (2009) das Auftreten eines pulmonéaren
Hypertonie-Syndroms mit Herz-Kreislaufversagen bei Broilern. Betroffene Tiere leiden an
Aszites, da durch Verletzungen der rechten Ventrikelwand vermehrt Plasmaflissigkeit in die
Brustbauchhohle austreten kann. Enterococcus faecalis konnte aus erkrankten Tieren
isoliert und in Infektionsversuchen als Ausléser des Syndroms identifiziert werden (Tankson
et al., 2001, 2002).

Bei Jungtieren stehen Nabel- und Dottersackentziindungen im Vordergrund, die tber eine
systemische Infektion mit E. faecalis zu einer erhdhten Kukensterblichkeit (,First-Week-
Mortality“) beitragen (Olsen et al., 2012).

Enterococcus cecorum ist ein dominierender Kommensale im Darm des adulten Gefligels
(Borst et al., 2012) und wurde 2002 erstmals im Zusammenhang mit dem Auftreten einer
Spondylitis, Osteomyelitis und Arthritis bei Broilern und Broilerelterntieren beschrieben.
Erkrankte Tiere zeigen Bewegungsstorungen, die zu einer Wachstumsdepression, erhdhten
Verlusten und einem verminderten Schlachtgewicht fuhren (Devriese et al., 2002).

Die Enterokokkenspezies E. hirae ist fur verschiedene Krankheitsbilder verantwortlich, wie
eine Wachstumsdepression bei Kikken (Farrow und Collins, 1985) und eine
Enzephalomalazie, Septikdmie und Endokarditis bei adulten Tieren (Devriese et al.,
1991a; McNamee und King, 1996; Randall et al., 1993; Velkers et al., 2011). Im Vordergrund
der Infektionen mit E. hirae stehen wirtschaftliche Verluste durch erhdhte Mortalitéten, ein
vermindertes Wachstum und haufige Beanstandungen bei der Schlachtung (Houghton et al.,
1981).

Eine weitere Enterokokkenspezies, die eine Enzephalomalazie bei Hilhnerkiken
(Legehennen und Broilern) hervorruft, ist E. durans. Das pathologisch-anatomische Bild ist
durch fokale Nekrosen in der Medulla oblongata und im Cerebellum (Cardona et al., 1993)
charakterisiert, wahrend bei einer Infektion mit E. hirae das gesamte Gehirn mit Ausnahme
des Cerebellums betroffen ist (Chamanza et al., 1998). Klinische Symptome der
Enzephalomalazie sind Depression, Paralysen und Beintremor-, sowie eine Zunahme der
Mortalitat (Cardona et al., 1993).



Enterococcus faecium wurde fur eine erh6hte Kiikensterblichkeit bei weil3en Pekingenten
verantwortlich gemacht (Sandhu, 1988); weitere Berichte von definierten Krankheitsbildern
fehlen.

Therapie

Die Therapie bakterieller Infektionen in Wirtschaftsgefligelbestanden erfolgt mit
antimikrobiellen Substanzen anhand eines Antibiogramms. Die Antibiotika-Leitlinien der
Bundestierarztekammer (Bundestierarztekammer, 2010) verweisen auf einen
verantwortungsbewussten Einsatz von Antibiotika bei lebensmittelliefernden Tieren, wo ,das
Bestandsmanagement zur Vermeidung von Infektionskrankheiten und damit zur
Reduzierung der Menge eingesetzter Antibiotika“ oberste Prioritat hat. Dazu gehdéren die
Optimierung der Haltungsbedingungen sowie eine sinnvolle Impfstrategie
(Bundestierarztekammer, 2010). Die Impfung gegen Enterokokken ist derzeit nur mit
bestandsspezifischen Vakzinen moglich und wird vor allem bei wiederholtem Auftreten von
klinisch manifesten Enterokokkeninfektionen in einem Bestand durchgefuhrt (Selbitz, 2008).

Folgende antibiotische Wirkstoffe werden von Thayer und Waltman (2013) zur Therapie von
Enterokokkeninfektionen vorgeschlagen: Penicillin, Erythromycin, Novobiocin,
Oxytetrazyklin, Chlortetrazyklin und Tetrazyklin. Da Enterokokken haufig resistent gegen
Makrolide, Tetrazykline, Chloramphenicole, Fosfomycine, Rifampin und Chinolone sind,
werden diese Antibiotika selten zur Behandlung von Enterokokkeninfektionen verwendet
(Hollenbeck und Rice, 2012).

Teil 2 — Resistenzen bei Enterokokken

Bei Enterokokken sind eine Vielzahl intrinsischer und erworbener Resistenzen bekannt,
die chromosomal oder Plasmid-assoziiert vorliegen (Moellering, 1991, Peters et al., 2003).
Sie kdnnen Uber verschiedene genetische Mechanismen innerhalb der
Enterokokkenpopulation und mit anderen Gram-positiven Bakterien ausgetauscht werden
(Clewell, 1990).

Die intrinsische oder natirliche Resistenz beschreibt, dass eine antimikrobielle Substanz
unwirksam ist, weil den Enterokokken der Angriffspunkt des Antibiotikums fehlt oder
resistente Mutanten aus einer sonst empfindlichen Population selektiert wurden
(chromosomal determinierte Resistenz) (Ldscher, 2010).

Die Ubertragbaren Resistenzen entstehen bei Enterokokken durch den horizontalen
Transfer von fremdem Genmaterial, das tiber Konjugation oder die Bewegung von
Transposonen (,springende Gene*) ausgetauscht werden kann (Hollenbeck und Rice, 2012;
Léscher, 2010). Seltener spielen Bakteriophagen bei der Ubertragung von Antibiotika-
Resistenzen eine Rolle (Mazaheri et al., 2011).

Gegeniber Beta-Laktamen weisen alle Enterokokkenspezies eine natirliche intrinsische
Resistenz auf, weil die Affinitat inrer Penicillin-bindenden-Proteine (PBP) gegen Vertreter
dieser Wirkstoffklasse variiert. Die intrinsische Resistenz gegen Cephalosporine ist am
starksten ausgepragt, wahrend Carbapeneme etwas wirksamer sind. Penicilline sind gegen
Enterokokken die wirksamsten Beta-Laktam-Antibiotika, und Ampicillin hat die héchste in
vitro Aktivitat (Gilmore et al., 2002).

Infektionen mit der Enterokokkenspezies E. faecium sind haufig therapieresistent gegen
hohe Ampicillin-Konzentrationen. Diese erworbene Resistenz kann durch sporadische
Mutationen entstehen, die die Produktion von PBP mit einer sehr geringen Affinitat zu Beta-
Laktamen bewirken (Sifaoui et al., 2001). Auch die Uberproduktion von PBP5-Proteinen, die
naturlicherweise bereits eine geringe Affinitat fir Beta-Laktame besitzen, kann flr
vergleichsweise hohe MHK-Werte von E. faecium im Vergleich zu E. faecalis verantwortlich
sein (Fontana et al., 1996).
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Gene fur die Produktion von Beta-Laktamasen wurden bisher nur bei E. faecalis
nachgewiesen und vermutlich auf einem Pheromon-empfindlichen konjugativen Plasmid von
den Staphlyokokken erworben (Rice et al., 1991). Diese Plasmide stimulieren die bakterielle
Konjugation, Uber die genetische Informationen hocheffizient ausgetauscht werden kénnen
(Palmer et al., 2010; Wardal et al., 2010).

Sowohl E. faecium als auch E. faecalis weisen eine intrinsische niedrige Resistenz gegen
Aminoglykosid-Antibiotika auf (Hollenbeck und Rice, 2012; Leclercq et al., 1992a).
Unterschreitet die eingesetzte Konzentration 250ug/ml, wird die bakterizide Wirkung nicht
erreicht (Chen, 1986), weil die Wirkstoffe die Zellmembran der Enterokokken nicht
durchdringen kénnen (Toala et al., 1969; Zimmermann et al., 1971). Da héhere
Konzentrationen die therapeutische Breite verringern wirden, kdnnen Aminoglykoside nicht
monotherapeutisch gegen Enterokokken eingesetzt werden (Johnson, 1994).

Bei der Therapie von Infektionen mit Enterokokken nutzt man den synergistischen Effekt von
Vertretern der Aminoglykoside und Penicillin. Die Hemmung der Zellwandsynthese durch
Beta-Laktam-Antibiotika erleichtert Aminoglykosid-Antibiotika das Eindringen in die Zelle, wo
sie bakterizid wirken (Herman und Gerding, 1991).

Eine hochgradige Aminoglykosid-Resistenz kdnnen Enterokokken tber konjugative
Plasmide erwerben, auf denen Gene fir Aminoglykosid-modifizierende Enzyme liegen
(Herman und Gerding, 1991). Die Enzyme verhindern durch Phosphorylierung die Bindung
des Antibiotikums an die 30S-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen, sodass die
Proteinsynthese nicht gestort wird (Ferretti et al., 1986). Das Gen, welches fir diesen
Resistenzmechanismus codiert, stammt vermutlich von den Staphylokokken (Ounissi et al.,
1990; Rice et al., 1991).

Erworbene Resistenzen der Enterokokken gegen Vertreter der Makrolid-, Lincosamid-
und Streptogramin-B-Antibiotika (MLS-Antibiotika) werden durch das erm(B)-Gen
(erythromycin ribosome methylation) vermittelt und liegen auf dem Transposon Tn916 (Rice,
1998). Es codiert fur eine Methyltransferase, die durch die Methylierung der 23S rRNA (De
Leener et al., 2004; Weisblum, 1995) die Bindung aller Antibiotika der MLS-Gruppe
verhindert (Roberts et al., 1999). Die Resistenz von E. faecalis und E. faecium gegen das
Lincosamid Streptogramin B (Dutta und Devriese, 1982; Tremblay et al., 2011) ist hingegen
eine intrinsische Eigenschaft dieser Spezies und wird vermutlich durch eine ABC-Efflux-
Pumpe aufrecht erhalten (Singh et al., 2002).

Die Tetrazyklin-Resistenz ist bei mehreren Enterokokkenspezies weit verbreitet (Butaye et
al., 2001; Cauwerts et al., 2007). Diese erworbene Resistenz beruht auf zwei verschiedenen
Mechanismen der tet-Gene, die fiir Proteine codieren, die entweder den aktiven Efflux des
Tetrazyklins durch die Zellmembran bewirken oder durch Bindung an die Ribosomen deren
Konformation andern, sodass die Antibiotika nicht mehr binden kénnen (Gilmore et al.,
2002). Das tet(M)-Gen ist die haufigste Determinante einer Tetrazyklin-Resistenz der
Enterokokken und liegt entweder chromosomal im Transposon Tn916 oder Plasmid-
assoziiert vor (Rice, 1998).

Alle Enterokokkenspezies besitzen die intrinsische Fahigkeit exogene Folsaurequellen zu
nutzen, wodurch antimikrobielle Substanzen wie Sulfonamide und Trimethoprim
unwirksam sind, die die Folsduresynthese hemmen (Schwarz et al., 2013). Bei der in vitro
Empfindlichkeitsprufung von Sulfamethoxazol-Trimethoprim in einem Medium ohne
Folsaurezusatz reagieren Enterokokken scheinbar sensibel, wahrend der therapeutische
Einsatz dieser Wirkstoffe unter Praxisbedingungen nicht erfolgreich ist (Grayson et al.,
1990).

Obwohl Chloramphenicole in der EU seit 1994 nicht mehr bei lebensmittelliefernden Tieren
eingesetzt werden dirfen, finden sich weiterhin resistente Enterokokken (7% (Peters et al.,
2003), 27% (Ellerbroek et al., 2004)). Die Resistenz wird durch das Enzym Chloramphenicol-
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Acetyltransferase (CAT) vermittelt, das durch Acetylierung die Bindung von Chloramphenicol
an das Ribosom verhindert (Shaw, 1983) und in unmittelbarer Nahe zu den Resistenzgenen
der MLS-Gruppe liegt. Werner et al. (2000) vermuteten, dass eine genetische Verbindung
zwischen der Resistenz gegen Streptogramin-, Makrolid- und Lincosamid-Antibiotika und der
Resistenz gegen Chloramphenicol fur die Persistenz der Resistenz verantwortlich ist.

In der Humanmedizin sind Resistenzen gegen das Glykopeptid-Antibiotikum Vancomycin
und andere Vertreter dieser Wirkstoffklasse von besonderem Interesse (Stobberingh et al.,
1999). Die Vancomycin-Resistenz wurde zum ersten Mal 1986 in Frankreich bei E. faecium
beobachtet (Uttley et al., 1988) und tritt am haufigsten bei dieser Spezies auf (Anonymus,
1993). Seltener werden Vancomycin-resistente E. gallinarum und E. faecalis isoliert
(Leclercq et al., 1988).

Die Resistenzgene der VRE befinden sich auf Ubertragbaren Plasmiden (vanA, vanB, vanD,
vanE und vanG), oder sind nicht Gbertragbare chromosomale Determinanten (vanC)
(Leclercqg und Courvalin, 1997; Patel et al., 1997). Die vanC-Gene sind charakteristisch fur
die E. gallinarum-Gruppe und bewirken eine konstitutive, nicht Ubertragbare low-level
Resistenz (Leclercq et al., 1992b; Moellering, 1991). Das vanA-Gen kann durch Konjugation
an andere Gram-positive Bakterien weitergegeben werden und ist bei E. faecium und

E. faecalis nachgewiesen worden (Shlaes et al., 1989a; b). Sievert et al. berichteten 2002,
dass ein vanA-Gen der Enterokokken auf Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
(MRSA) Ubertragen wurde (Sievert et al., 2002).

Die Expression aller van-Gene initiiert die Produktion von Peptidoglykanvorlaufern mit
geringer Bindungsaffinitat fur Glykopeptide, sodass die Zellwandbiosynthese der
Enterokokken nicht gestort wird (Arthur et al., 1992). Die Resistenz kann nur durch
Glykopeptid-Antibiotika induziert werden; das Auftreten von Kreuzresistenzen durch den
Einsatz anderer antimikrobieller Wirkstoffklassen ist nicht bekannt (Shlaes et al., 1989a).

Die Ursachen fir das Auftreten von VRE und multiresistenten Enterokokken in der Human-
und Tiermedizin werden kontrovers diskutiert. Haufig wird der Einsatz antimikrobieller
Substanzen in der kommerziellen Tierproduktion fur die Entstehung resistenter Bakterien
verantwortlich gemacht (Aarestrup, 1999; Bates et al., 1994). Der prophylaktische Einsatz
von Antibiotika oder der Einsatz als Wachstumsforderer in Tierbestanden beglnstigt die
Entstehung resistenter Enterokokken (Butaye et al., 2001). Umgekehrt verringerte sich der
Selektionsdruck auf die Enterokokken nach dem Verbot von Avoparcin als Futterzusatzstoff
1995 in Danemark. Dadurch sank der Anteil Glykopeptid-resistenter E. faecium Isolate in
Broilern von 72,7% (1995) auf 5,8% (2000) (Aarestrup et al., 2001).

Die Ergebnisse aus Studien zur Ubertragung von resistenten Enterokokken vom
Wirtschaftsgefliigel auf den Menschen sind widerspriichlich.

Aarestrup et al. (2000) untersuchten das Vorkommen von Resistenzen und beteiligter
Resistenzgene bei Enterokokken von Menschen, Schweinen und Gefligel in Ddnemark und
fanden einheitliche Resistenzmuster und —gene bei allen Enterokokkenisolaten. Van den
Bogaard et al. (2002) zeigten, dass die Resistenzmuster von Enterokokkenisolaten aus
Broilern mit denen der Landwirte und Schlachthofmitarbeiter korrelierten. Richter (2011)
konnte hingegen keine Ubertragung von Vancomycin-resistenten Enterokokken aus
Umweltstaub aus Gefligelstéllen auf den Menschen feststellen. Nach Untersuchungen des
Bundesinstituts fur Risikobewertung (BfR) besteht nur ein geringes Risiko, dass Verbraucher
Uber die Lebensmittelkette Enterokokken aufnehmen, die resistent gegen humanrelevante
Antibiotika sind (Ellerbroek et al., 2004).

Verfahren zur Ermittlung des Resistenzverhaltens

Um das Resistenzverhalten von Bakterien zu bestimmen, werden verschiedene Verfahren
angewendet.

Beim Disk Diffusion Test kann auf einer Nahragarplatte (150 mm) die Wirksamkeit von bis
zu 12 verschiedenen Antibiotika untersucht werden, die in definierten Konzentrationen
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getestet werden. Anhand der Hemmhdofe wird eine qualitative Einteilung der Isolate in
sensibel, intermediar-resistent und resistent vorgenommen (Jorgensen und Ferraro, 2009).
Eine quantitative Aussage Uber das Resistenzverhalten ist mit dem Agardilutionstest oder
dem Mikrodilutionsverfahren méglich (Schwarz et al., 2003). Zweifache Verdinnungen des
Antibiotikums werden auf Mueller-Hinton-Agar oder in Mueller-Hinton-Bouillon gegeben,
sodass ein Konzentrationsgradient (z.B. 1, 2, 4, 8, 16 ug/ml) entsteht. Die geringste
Konzentration des Antibiotikums, die ein sichtbares Wachstum des Bakteriums hemmt, ist
die Minimale Hemmkonzentration (MHK) (Jorgensen und Ferraro, 2009). Zur
Vergleichbarkeit der Ergebnisse erfolgt die Durchfiihrung nach einem standardisierten
Verfahren gemaf den CLSI-Richtlinien flr veterinarmedizinische oder EUCAST-Richtlinien
fur humanmedizinische Erreger. Zur Qualitéatskontrolle werden definierte Referenzstamme
mitgefuhrt.

Die Interpretation der Ergebnisse erfolgt mittels klinischer Breakpoints, die die Wirksamkeit
der antimikrobiellen Substanz abh&ngig von Erreger, Tierart und betroffenen Organsystem
beschreiben und die Bewertung der Erreger nach den Empfindlichkeitskategorien sensibel,
intermediar-resistent und resistent ermdéglichen.

Ein sensibles Ergebnis bedeutet, dass das Antibiotikum zur Therapie verwendet werden
kann, weil die empfohlene Dosierung ausreicht, um das bakterielle Wachstum zu hemmen.
Infektionen mit resistenten Bakterien kénnen mit dieser Dosierung nicht behandelt werden,
weil die im Wirtsorganismus erreichten Wirkkonzentrationen keinen therapeutischen Effekt
haben. Infektionen mit intermediar-resistenten Isolaten kdnnen in Kérperregionen und
Geweben therapiert werden, in denen Antibiotika eine ausreichende Konzentration
erreichen, oder wenn die Dosierung ohne Abnahme der therapeutischen Breite erhéht
werden kann. Ein intermediar-resistentes Ergebnis definiert aulerdem eine Pufferzone, die
verhindert, dass unkontrollierbare technische Faktoren zu Diskrepanzen in der Interpretation
der Ergebnisse filhren (CLSI, 2008).

Liegen fur das getestete Antibiotikum und den bakteriellen Erreger keine Breakpoints vor,
kénnen die Minimale Hemmkonzentration 50 (MHKsp) und 90 (MHKgo) genutzt werden um
die Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung zu vergleichen. Die MHKso und MHKg sind
definiert als die geringste Konzentration des untersuchten Antibiotikums, die 50% bzw. 90%
der Bakterien in ihrem Wachstum hemmt (Schwarz et al., 2010).

Zeigen sich Bakterien unempfindlich gegen die Wirkstoffe mehrerer Antibiotikaklassen,
spricht man von multiresistenten Erregern. Ein Isolat gilt als multiresistent, wenn es sich in
der phanotypischen Resistenztestung gegen drei oder mehr Antibiotikaklassen resistent
zeigt. Liegen Ergebnisse zur ph&no- und genotypischen Resistenz vor, werden die
Bakterienisolate unabhangig von der phanotypischen Resistenz als multiresistent
bezeichnet, wenn sie drei oder mehr Resistenzgene oder Mutationen aufweisen, die jeweils
mit einem anderen Resistenzphanotyp (verschiedene Wirkstoffklassen oder Untergruppen)
assoziiert sind (Schwarz et al., 2010).

Multiresistente Enterokokken wurden in den letzten Jahren sowohl in der Humanmedizin
(Arias et al., 2010) als auch bei lebensmittelliefernden Tieren, wie dem Wirtschaftsgefligel
(Hayes et al., 2004; Joseph et al., 2001; Khan et al., 2005), vermehrt nachgewiesen.

Teil 3 — Die Pathogenitéat und Virulenz der Enterokokken

2.3 Die Definition von Pathogenitat und Virulenz

Die Pathogenitat eines Mikroorganismus bezeichnet in der Medizin die grundsétzliche
Fahigkeit eines Erregers im empfanglichen Wirtsorganismus eine Krankheit auszulésen.
Eine Infektion muss dabei nicht zwangslaufig zum Auftreten klinischer Erscheinungen fuhren
(Pirofski und Casadevall, 2012).
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Die Virulenz eines pathogenen Erregers beschreibt das Ausmalf seiner Pathogenitat, also
die relative Fahigkeit den Wirt zu schadigen (Casadevall und Pirofski, 2001).
Virulenzfaktoren wie Toxine oder Oberflachenproteine tragen zur Virulenz eines Erregers bei
(Pirofski und Casadevall, 2012), indem sie den Wirt schadigen (Casadevall und Pirofski,
2001). Sie wirken, wenn der Genotyp phanotypisch exprimiert wird (Poulin und Combes,
1999).

Pathogenitat und Virulenz eines Mikroorganismus bestimmen das Ausmalfd des Schadens,
den ein Mikroorganismus seinem Wirt zufligen kann. Voraussetzung ist, dass der Wirt fur
den spezifischen Mikroorganismus empfanglich ist (Casadevall und Pirofski, 2001; Pirofski
und Casadevall, 2012). Ernstzunehmende Einschatzungen der Pathogenitat und Virulenz
eines Mikroorganismus kdnnen im Versuchsmodell vorgenommen werden, wenn die
Versuchsdurchfiihrung fur den Mikro- und den Wirtsorganismus unter standardisierten
Bedingungen erfolgt (Pirofski und Casadevall, 2012).

2.4 Die Virulenzfaktoren der Enterokokken

Enterokokken kommen im Magen-Darm-Trakt des Wirtschaftsgefliigels vor und kénnen als
opportunistische Pathogene verschiedene Organsysteme besiedeln (Devriese et al., 1987,
Kuntz et al., 2004).

Durch ihre besondere Fahigkeit auf extra-chromosomalen Elementen gelegene
Virulenzfaktoren aufzunehmen, zu akkumulieren und auszutauschen gewinnen sie seit
beinahe 30 Jahren an Bedeutung (Clewell, 1990).

Untersuchungen haben gezeigt, dass E. faecium im Vergleich zu E. faecalis schneller und
haufiger Resistenzen entwickelt, aber nur selten als Infektionserreger bei klinisch kranken
Patienten nachgewiesen wurde. Devriese et al. (2006) vermuteten daher, dass E. faecalis
mehr Virulenzfaktoren aufweist, die die starkere Pathogenitat im Wirtsorganismus bedingen.

In einer Stellungnahme des Bundesinstituts fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) wurden 2004 die Enzyme Cytolysin, Gelatinase und
Hyaluronidase und die Oberflachenproteine Aggregation Substance und Enterococcal
Surface Protein als relevante Virulenzfaktoren von E. faecalis beschrieben (Anonymus,
2004).

Klinische Studien aus der Humanmedizin zeigen, dass Entziindungen und Gewebeschaden
beim Menschen vermehrt durch Enterokokken hervorgerufen werden, die die oben
genannten Virulenzfaktoren aufweisen (Giridhara Upadhyaya et al., 2009; Shankar et al.,
2002).

In der Veterinarmedizin zeigten Infektionsversuche mit E. faecalis in gesunden braunen
Legehennen, dass die Besiedlung der synovialen Membran zur amyloiden Arthropathie fihrt,
wenn der Infektionsstamm die Virulenzfaktoren Cytolysin, Aggregation Substance und
Gelatinase aufweist (Landman et al., 2003).

2.4.1 Enzymatische Virulenzfaktoren

2.4.1.1 Cytolysin (cylR1, cylR2, cylL., cylLs, cyIM, cyIB, cylA , cyll)

Das Cytolysin ist ein Enzym mit zytotoxischer und hamolytischer Aktivitat (Segarra et al.,
1991). Die lysierten Erythrozyten setzen Néhrstoffe und Eisen frei, die von den Enterokokken
als Nahrstoffquelle genutzt werden kénnen (Chow et al., 1993). Die bakterizide Wirkung des
Cytolysins richtet sich gegen andere Gram-positive Bakterien (Booth et al., 1996; Stark,
1960). Die genetische Information liegt als Cytolysin-Operon auf der Pathogenitatsinsel nahe
dem esp-Gen (Shankar et al., 2002) und besteht aus acht Genen: cylR1, cylR2, cylLy, cylLs,
cylM, cyIB, cylA und cyll. Die Gene cylL. und cylLs codieren fur zwei Peptid-Untereinheiten,
aus denen das Cytolysin zusammensetzt wird, wahrend die Genprodukte von cylM, cylB und
cylA fur die posttranslationale Modifizierung und die Sekretion des Enzyms verantwortlich
sind. Das Gen cyll codiert fur ein Protein, dass Zellimmunitat vermittelt, und cylR1 und cylR2
regulieren die Expression von Cytolysin (Coburn und Gilmore, 2003). Die Downregulation
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von cylA fihrt zum Aussetzen der Hamolyse-Aktivitat, da cylL. und cylLs nicht mehr aktiviert
werden konnen (Eaton und Gasson, 2001).

Neben dem genetischen Nachweis kann die phanotypische Auspragung des Virulenzfaktors
Cytolysin in vitro auf Blutagar mit 5% Pferdeblut untersucht werden. Das Hamolyseverhalten
wird nach 24- bis 48-stindiger Inkubation in anaerober Atmosphére bei 37°C beurteilt
(Gaspar et al., 2009; Lanyi, 1987).

Hamolysierende Enterokokken fuihrten im Tiermodell bei Mausen mit einer Peritonitis zu
einer erhdohten Mortalitat (Ike et al., 1984) und verschlimmerten den Verlauf der
Endophthalmitis (Jett et al., 1992; Singh et al., 1998).

Kaninchen, die nach einer experimentellen Infektion an einer Endokarditis erkrankten,
zeigten eine kurzere Uberlebensdauer, wenn die Enterokokken-Infektionsstamme neben
Cytolysin auch das Oberflachenantigen Aggregation Substance aufwiesen (Chow et al.,
1993). Als mogliche Erklarung wurde ein synergistischer Effekt der beiden Virulenzfaktoren
angenommen (Channaiah et al., 2010; Chow et al., 1993; Poeta et al., 2006b).

In einer klinischen Studie tber Enterokokkeninfektionen beim Menschen konnten hingegen
keine Zusammenhange zwischen der Hamolyse-Aktivitat der Enterokokken und dem Verlauf
der Bakteriamie beobachtet werden (Vergis et al., 2002).

2.4.1.2 Gelatinase (gelE)

Der Virulenzfaktor Gelatinase ist eine extrazellulare Zink-Endoprotease, die Gelatine,
Kollagen, Kasein, Hamoglobin und andere Peptide hydrolysieren kann (Makinen et al.,
1989). Das Gen gelE codiert fir die Gelatinase und konnte bei E. faecalis sowie in seltenen
Fallen auch bei E. faecium und anderen Enterococcus Spezies nachgewiesen werden
(Diarra et al., 2010; Poeta et al., 2006b). Poeta et al. (2006a) berichteten, dass
gelatinespaltende Isolate das gelE-Gen aufwiesen, wahrend der Nachweis des Gens nicht
zwangslaufig bedeutete, dass das Gen exprimiert und die Gelatinase-Aktivitat phanotypisch
ausgepragt wurde.

Der phéanotypische Nachweis des Virulenzfaktors Gelatinase kann in vitro durch das
Ausstreichen von Erregermaterial auf Nahrgelatine-Platten (Su et al., 1991) oder die
Inokulation von Nahrgelatine beflillten Reagenzglasern untersucht werden (dela Cruz und
Torres, 2012).

Das gelE-Gen wurde in verschiedenen Tiermodellen mit der Pathogenitéat von Enterokokken
assoziiert (Gutschik et al., 1979; Singh et al., 1998). Gutschik et al. (1979) zeigten, dass sich
der Verlauf von Endokarditiden beim Kaninchen verschlimmert, wenn die verantwortlichen
Enterokokken Gelatine spalten kdnnen.

Singh et al. (1998) fanden heraus, dass die mittlere Letale Dosis (LDsg) im Maus-Peritonitis-
Modell bei Stammen mit positiver Gelatinase-Aktivitat wesentlich geringer war als bei
Stdmmen ohne Gelatinase-Aktivitat.

Hingegen konnte bei humanen Patienten mit einer Bakteriamie kein Zusammenhang
zwischen dem Nachweis des gelE-Gens oder der enzymatischen Aktivitéat der Gelatinase
und einer erhdhten Mortalitat festgestellt werden (Vergis et al., 2002).

2.4.1.3 Hyaluronidase (hylgm)

Das Enzym Hyaluronidase katalysiert den Abbau von Hyaluronséure (Hynes und Walton,
2000), die in vielen Organen und Korperflissigkeiten (Laurent und Fraser, 1992) und der
extrazellularen Matrix des Bindegewebes zu finden ist (Hart et al., 2009). Die enzymatische
Aktivitat der Hyaluronidase erleichtert Bakterien die Kolonisation des Wirtsorganismus, weil
sie die Viskositat der extrazellularen Matrix herabsetzt und die freiwerdenden Nahrstoffe fir
das bakterielle Wachstum genutzt werden kénnen (Hynes und Walton, 2000).

Ob Isolate den Virulenzfaktor phanotypisch auspragen, kann in einem in vitro Test mit einem
schleimigen Streptococcus equi Stamm untersucht werden. Enterococcus Isolate mit
Hyaluronidase-Aktivitdt hemmen die Ausbildung der Muzinkapsel der Streptokokkenkolonien.
Das Verfahren ist fur die Testung von Staphylokokken gut etabliert (Devriese und Oeding,
1975).
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Das Gen des Virulenzfaktors Hyaluronidase, hylem, wurde erstmals in den USA bei einem
humanen Enterokokkenisolat der Spezies E. faecium nachgewiesen (Rice et al., 2003). Rice
et al. (2003) wiesen hylem vorwiegend in klinischen E. faecium Isolaten nach und
beobachteten, dass sie vermehrt bei Enterokokken vorkamen, die resistent gegen
Vancomycin waren. Andere Vancomycin-resistente E. faecium Isolate wiesen neben hylgm
auch das esp-Gen auf (Camargo et al., 2006).

2.4.2 Oberflachenproteine als Virulenzfaktor

2.4.2.1 Aggregation Substance (asal)

Die Aggregation Substance wird codiert durch das Gen asal (Mundy et al., 2000) und ist ein
Oberflachenprotein von E. faecalis, dessen Expression durch die Exkretion von Pheromonen
stimuliert wird. An und in Kdrperzellen ermdglicht es die Adhasion und Internalisation der
Bakterien (Kreft et al., 1992; Wells et al., 2000) und schafft durch eine effiziente Bindung von
Donorzellen an plasmidfreie Rezipientenzellen die Voraussetzung zum Plasmidtransfer im
Rahmen der bakteriellen Konjugation (Clewell, 1993; Mundy et al., 2000). So kénnen
Resistenz- und Virulenzgene zwischen Enterokokken und anderen Bakterien ausgetauscht
werden (Palmer et al., 2010). Aggregation Substance ist auch an der Immunevasion von
Enterokokken im Wirtsorganismus beteiligt, indem sie das Eindringen von Enterokokken in
Makrophagen vermittelt und die Immunantwort der polymorphnuklearen Leukozyten durch
das Ausschitten bakterieller Pheromone moduliert (Kreft et al., 1992; Wells et al., 2000).

Im Kaninchenmodell wurde beobachtet, dass Aggregation Substance bei experimentellen
Infektionen mit E. faecalis signifikant zur Ausbildung einer Endokarditis beitrug (Chow et al.,
1993; Schlievert et al., 1998).

2.4.2.2 Enterococcal Surface Protein (esp)

Das esp-Gen codiert fir das Enterococcal Surface Protein (Shankar et al., 1999), welches in
Anwesenheit von Glucose die Fahigkeit zur Biofilmbildung von E. faecalis verbessert
(Tendolkar et al., 2004). Die Expression des Gens ist nicht einheitlich und fihrt zur
Produktion von strukturell unterschiedlichen esp-Proteinen auf der Zelloberflache. Das
erleichtert den Enterokokken die Immunevasion (Shankar et al., 1999).

Shankar et al. (1999) verglichen Enterokokkenisolate von humanen Bakteriamiepatienten mit
denen aus Stuhlproben gesunder Menschen und zeigten, dass nur klinische E. faecalis
Isolate das esp-Gen aufwiesen. In einer andere Studie liel3 sich bei bakteridmischen
Patienten kein Zusammenhang zwischen dem Nachweis des esp-Gens und einer erhdhten
Mortalitat nachweisen (Vergis et al., 2002).

2.5 Der Embryoletalitatstest

In embryonierten Hihnereier werden seit Uber 70 Jahren die krankmachenden
Eigenschaften von Viren, Bakterien und Pilzen untersucht (Goodpasture und Anderson,
1937; Moore, 1941).

Das hinsichtlich seiner Virulenz am besten untersuchte Bakterium ist E. coli. Der
Zusammenhang zwischen unterschiedlichen Virulenzfaktoren, Antibiotika- oder
Komplementresistenz und der abtétenden Wirkung der E. coli Isolate wurde in
verschiedenen Experimenten bestimmt (Gibbs et al., 2003; Montgomery et al., 2005; Wooley
et al., 1992).

Auch bei Enterokokken fand der Embryoletalitatstest zur Bestimmung der Pathogenitét
Verwendung. Abdul-Aziz und EI-Sukhon (1994) bestimmten die Pathogenitat eines E. hirae
Isolats eines Huhns mit zentralnervdsen Stérungen. Das eingesetzte Inokulum enthielt etwa
6 x 108 KBE/ml in physiologischer Kochsalzlésung. Davon wurden 0,1 ml in die
Allantoishdhle 12 Tage alter embryonierter Hilhnereier appliziert und vier Tage lang das
Absterbeverhalten beobachtet. Enterococcus hirae rief keine makroskopischen
Veranderungen hervor und totete die Embryonen nicht ab (Abdul-Aziz und el-Sukhon, 1994).
Borst et al. (2014) verglichen die Pathogenitat von acht klinischen und neun kommensalen
E. cecorum Isolaten. Die klinischen Isolate stammten aus der Wirbelsaule von an
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Spondylitis erkrankten Broilern, wahrend die kommensalen Isolate aus dem Blinddarminhalt
nicht erkrankter Tiere isoliert wurden. Die Inokulationsdosis von 100 KBE wurde 12 Tage
alten embryonierten Hihnereiern von Broilern in die Allantoishdhle gegeben und die
Uberlebensrate in den folgenden vier Tagen notiert. Sie lag bei den klinischen Isolaten
durchschnittlich bei neun Prozent, bei den kommensalen Isolaten betrug sie 61%. Die
klinischen Isolate verursachten bei den infizierten Embryonen eine Septikamie, die
makroskopisch durch multifokale Hamorrhagien und subkutane Odeme in Erscheinung trat;
die kommensalen Isolate verursachten hingegen keine Lasionen (Borst, 2014).

Rudolph (2004) untersuchte E. faecalis Isolate von Legehennen mit amyloider Arthropathie.
Zehn Tage alte Embryonen wurden mit einem Inokulum von etwa 500 KBE in 0,2 ml infiziert
und fir sieben Tage beobachtet. Zur Berurteilung der Pathogenitat wurden der
Uberlebensindex und die Absterberate im Verlauf von sieben Beobachtungstagen, wie von
Wooley et al. (2000) beschrieben, verwendet. Von 27 E. faecalis Isolaten zeigten sich 17
hochpathogen, funf mittelgradig pathogen und drei schwach pathogen. Makroskopische
Veranderungen der abgestorbenen Embryonen wurden in der Versuchsauswertung nicht
untersucht (Rudolph, 2004).

Die bei den unterschiedlichen Enterokokkenspezies ermittelten Absterberaten der
Embryonen sind in guter Ubereinstimmung mit der klinischen Relevanz beim Nutzgeflugel.

17



3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Probenmaterial

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 163 Enterokokkenisolate wurden von Frau Dr.
Sonia Cortez de Jackel im mikrobiologischen Labor der Praxis von Dr. Manfred P6ppel,
Anreppen, zur Verfugung gestellt. Sie stammten von Tieren aus Gefligelbestanden in
Nordrhein-Westfalen und Niedersachen, die zur Sektion eingesandt und in der
Routinediagnostik von 2010 bis 2011 untersucht wurden. Die pathologisch-anatomischen
Befunde der Tiere waren eine Septikdmie, eine Arthritis oder eine Dottersackentziindung. In
der Tabelle 1 sind die Nutzungsrichtungen mit Tierart und Organ dargestellt, aus denen die
Isolate gewonnen wurden.

Tab. 1: Herkunft der 163 verwendeten Isolate

Nutzungsrichtung Alter Organ
Dottersack (47)
Kiken (53) Herz (4)

Leber (2)

Herz (4)

Broiler (66) Knochenmark (1)
Leber (5)
Luftsack (1)
Lunge (1)
Gelenk (1)
Dottersack (27)
Gelenk (1)
Herz (1)
Legehennen (35) Leber (3)
Lunge (1)
Adulte Tiere (3) Sinus (1)
Gelenk (1)

Adulte Tiere (13)

Kiken (32)

Dottersack (23)
Herz (4)

Herz (9)

Leber (2)
Luftsack (3)
Lunge (16)
Milz (1)

Gelenk (1)

Kiken (27)

Puten (59)

Adulte Tiere (32)

Keine Angabe (3) Keine Angabe (3) Keine Angabe (3)

Gesamt 163

Bei Eingang im Institut fir Geflugelkrankheiten der Freien Universitat Berlin erhielten die
Enterokokkenisolate eine Geflugel-Berlin-(GB)-Nummer. Vor Beginn der Versuche wurde zur
Ubersichtlichkeit jedem Isolat, beginnend mit der ersten Einsendung, eine Nummer von 1 bis
163 zugewiesen.
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3.1.2 Referenz- und Kontrollstamme

Referenzstamme

Fur die speziesspezifische PCR
ATCC 29212 Enterococcus faecalis
ATCC 35667 Enterococcus faecium

Fur die Bestimmung des Resistenzverhaltens
ATCC 29212 Enterococcus faecalis
ATCC 51299 Enterococcus faecalis

Fur die phanotypische Bestimmung der Virulenzfaktoren
ATCC 25922 Escherichia coli
ATCC 25923 Staphylococcus aureus

Fur den Embryoletalitatstest
ATCC 49573 Enterococcus gallinarum

Kontrollstamme

Fir die Virulenzgen-PCR
MMH594 Enterococcus faecalis
M. Gilmore, Enterococcus Il initiative, Broad Institute [broadinstitute.org]

Fur den Embryoletalitatstest
K923/96-1 Enterococcus faecalis (hoch virulent) (Rudolph, 2004)
K808/97 Enterococcus faecium (gering virulent) (Rudolph, 2004)

3.1.3 Medien, Puffer und Gerate

3.1.3.1 Anzucht- und Testmedien

Columbia-Agar mit 7% Schafblut (Fertigplatten von Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) in g/l
- Caseinpepton 14,0
-  Pepton 4,5
- Hefeextrakt 4,5
- Natriumchlorid 5,0
- Agar125

Fur die Bestimmung des Resistenzverhaltens

VRE Selektivndhrbdden (Fertigplatten von Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) in g/l
- Caseinpepton 20,0
- Hefeextrakt 5,0
- Natriumchlorid 5,0
- Natriumcitrat 1,0
- Askulin 1,0
- Eisen(lll)ammoniumzitrat 0,5
- Natriumazid 0,15
- Meropenem 0,001
- Vancomycin 0,006
- Agar 10,0

Fur die phanotypische Bestimmung der Virulenzfaktoren

Blutagar-Basis Nr. 2 (Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) in g/l
- Proteose-Pepton 15,0
- Leber-Verdauungsprodukt 2,5
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- Hefeextrakt 5,0
- Natriumchlorid 5,0
- Agar12,0

40 g wurden in 1000 ml Aqua dest. suspendiert und 15 Minuten bei 121°C autoklaviert.
Nachdem der Agar auf 60°C abgekuhlt war, wurden 5% defibriniertes Pferdeblut (Oxoid
GmbH, Wesel, Deutschland) zugesetzt. Der Agar wurde unter sterilen Bedingungen in
Petrischalen gefullt.

Zusammensetzung des Nahrgelatine-Agars in Petrischalen

Nahragar | (sinfin diagnostics GmbH, Berlin, Deutschland) in g/l
- Fleischpepton 5,0
- Gelatinepepton 5,0
- Caseinpepton 3,5
- Caseinhydrolysat 3,5
- Hefeextrakt 3,0
- Natriumchlorid 5,0
- Agar 10,0

Nahrgelatine (Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) in g/l
- Fleischextrakt ,Lab-Lemco® 3,0
- Pepton 5,0
- Gelatine 120,0

35 g Nahragar | wurden mit 30 g Nahrgelatine in 1000 ml Aqua dest. suspendiert, zur
vollstandigen Losung kurz aufgekocht und 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Der Agar
wurde unter sterilen Bedingungen in Petrischalen gefllt.

Zusammensetzung des Nahrgelatine-Agars in Reagenzglasern

Nahrbouillon | (sinfin diagnostics GmbH, Berlin, Deutschland) in g/l
- Caseinpepton 7,0
- Fleischpepton 5,0
- Gelatinepepton 5,0
- Hefeextrakt 3,0
- Natriumchlorid 5,0

Nahrgelatine (Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) in g/l
- Fleischextrakt ,Lab-Lemco® 3,0
- Pepton 5,0
- Gelatine 120,0

5 g Nahrbouillon I wurden mit 30 g Nahrgelatine in 2000 ml Aqua dest. suspendiert, zur
vollstandigen Lésung kurz aufgekocht und 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Jeweils 3 ml
des Agars wurden unter sterilen Bedingungen in Reagenzglaser gefullt.

Fur den Embryoletalitatstest

Nahrbouillon | (sinfin diagnostics GmbH, Berlin, Deutschland) in g/l
- Caseinpepton 7,0
- Fleischpepton 5,0
- Gelatinepepton 5,0
- Hefeextrakt 3,0
- Natriumchlorid 5,0
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25 g wurden in 1000 ml Aqua dest. geldst und 15 Minuten bei 121°C autoklaviert.

Nahragar | (sinfin diagnostics GmbH, Berlin, Deutschland) in g/l
- Fleischpepton 5,0
- Gelatinepepton 5,0
- Caseinpepton 3,5
- Caseinhydrolysat 3,5
- Hefeextrakt 3,0
- Natriumchlorid 5,0
- Agar 10,0

35 g wurden in 1000 ml Aqua dest. suspendiert und 15 Minuten bei 121°C autoklaviert.

3.1.3.2 Puffer und Gebrauchslésungen

Fir die PCR

QIAGEN Multiplex PCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
- Multiplex PCR Master Mix
o HOTStarTaq DNA Polymerase
o Multiplex PCR Puffer mit 6 mM MgCL.
o dNTP-Mix
- Q-Solution

PuRe Taq™ Ready-To-Go-PCR-Beads (Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland)
- Stabilisator
- BSA
- dATP
- dCTP
- dGTP
- dTTP
- ~2,5 Einheiten puReTag DNA-Polymerase
- Reaktionspuffer

Lést man das Ready-To-Go-PCR-Bead zu einem finalen Volumen von 25 ul auf, werden
folgende Konzentrationen erreicht:

- Jedes dNTP: 200uM

- 10mM Tris-HCL

- 50 mM KCL

- 1,5 mM MgCl;

QIAMp® DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
- Proteinase K (20 mg/ml)
- Lysispuffer ATL
- Lysispuffer AL
- QlAamp®-Saulen
- Waschpuffer AW 1 und AW 2
- Elutionspuffer AE

Ethidiumbromid 1% (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

GrolRenstandard 100bp DNA-Ladder (New England Biolabs, Frankfurt am Main,

Deutschland)
- 100bp DNA-Ladder 30 pl (0,5 pg DNA/ul)
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- Probenladepuffer 30 pl

- Aqua bidest. 185 pl

- pH75
Probenladepuffer

- Bromphenolblau 0,25%

- Xylencyanol 0,25%

- Glycerin 30%

- In TBE-Puffer (4x)

MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
- Losungs- und Bindepuffer QG
- Isopropanol (100%)
- Waschpuffer PE
- Bindepuffer Puffer PB

Fir die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)
11 ml Sensititre Mueller-Hinton-Bouillon (MCS Diagnostics BV, Swalmen, Niederlande)

5 ml sterile NaClI-Ldsung (0,85 — 0,90%)
Sensititreplatten NLVE 1, 3 und 4 fir Gram-positive Bakterien (Thermo Scientific

Microbiology, TREK Diagnostic Systems, Schwerte, Deutschland).
Antimikrobielle Wirkstoffe in Tabelle 2
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Tab. 2: Fur die MHK-Bestimmung verwendete antimikrobielle Wirkstoffe und Breakpoints fur die Beurteilung der Resistenz

Wirkstoffgruppe Spemelle I Antimikrobieller Stoff Verwendete | Testhereich (ug/ml) Breakpoint®?
ntergruppe Abkirzung (ng/ml), resistent

Aminoglykoside Gentamicin GEN 0,012 - 256 > 16!
Beta-Laktam-Inhibitoren Amoxicillin-Clavulanséaure (2:1) AUG 0,03/0,015 - 64/32 > 32!
Ampicillin AMP 0,03 - 64 =16t
Penicilline Penicillin PEN 0,015 - 32 > 16!
Oxacillin OXA 0,015-8 | -
Beta-Laktame Cefquinom CEF 0,015-32 | = -
Cefazolin FAZ 0,03-64 | -
Cephalosporine Cefoperazon FOP 006-32 | -
Cefotaxim FOT 0015-32 | = -
Ceftiofur XNL 0,03-64 | -
Amphenicole Chloramphenicole Chloramphenicol CHL 0,5 - 256 > 32!
Ciprofloxacin CIP 0,008 -16 > 41
Chinolone Fluorchinolone Enrofloxacin ENRO 0,008-16 | = -----
Marbofloxacin MARB 0,008-16 | = -
Glykopeptide Vancomycin VAN 0,015 - 32 > 32!
Lincomycin LIN 0,03 — 64 > 82
Lincosamide Prilimycin PIRL 003-64 |
Clindamycin CLI 003-64 | -
MLS-Gruppe Erythromycin ERY 0,015 - 32 > 8t
Makrolid-Antibiotika T.ylo.sinta.lrtat TYL 0,06 - 128 > 322
Tilmicosin TIL 006-128 | = -
Spiramycin SPI 0,06-128 | = -
Sulfonamid-Kombination | Sulfonamid + Diaminopyrimidin | Sulfamethoxazol-Trimethoprim (19:1) | SXT 0,015/0,3-32/608 | = ----
Tetrazykline Tetrazyklin TET 0,012 - 256 > 16!

! Breakpoints des CLSI (CLSI, 2008, 2013a, b, 2014)
2Breakpoints des NARMS (USDA, 19.12.2014)
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Fur den Embryoletalitatstest

PBS in g/l
- Natriumchlorid 40,0
- Kaliumchlorid 1,0
- Dinatriumhydrogenphosphat 5,75
- Kaliumhydrogenphosphat 1,0

Die Reagenzien wurden in 1000 ml Aqua dest. suspendiert und 15 Minuten bei 121°C
autoklaviert.

3.1.3.3 Arbeitsgerate

Autoklav (Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande)

Brutschrank Heraeus (Thermo SCIENTIFIC, Schwerte, Deutschland)

Feinwaage ,Prazisionswaage 2250“ (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

Pipetten 1 — 5000 ul (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Fir PCR und Sequenzierung

Elektrophoresesystem (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)

QIACube (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

T3000 Thermocycler (biometra, Analytik Jena, Jena, Deutschland)

Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

UV Transluminator Typ UVT2053, 302 nm, mittelwellig (Herolab, Wiesloch, Deutschland)
Geldokumentation und Software ImagelLab V.5.0 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland)

Fir die Bestimmung des Resistenzverhaltens

Densimat (BioMérieux SA, Marcy I'Etoile, Frankreich)

Sensititre AIM™ Automated Inoculation Delivery System (Thermo SCIENTIFIC, TREK
Diagnostic Systems, Schwerte, Deutschland)

Sensititre Vizion System® (Thermo SCIENTIFIC, TREK Diagnostic Systems, Schwerte,
Deutschland)

Fur den Embryoletalitatsstest

Bruteier von Hihnern der Rasse ,White Leghorn“ (Lohmann Tierzucht GmbH, Cuxhaven)
Biophotometer (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Eierpriflampe Typ ORBAN Tempo 119 (Siepmann GmbH, Witten-Herdecke, Deutschland)
Infektionsbrutschrank (J. Hemel Brutgerate GmbH & Co KG, Verl-Kaunitz, Deutschland)
Pipettboy (Integra Biosciences, Chur, Schweiz)

Prapariernadel: Metalldorn zum Offnen der Eierschale

Thermoschuttler (Edmund Buhler GmbH, Hechingen, Deutschland)

Vorbrutschrank Hemel (J. Hemel Brutgerdte GmbH & Co KG, Verl-Kaunitz, Deutschland)
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3.1.3.4 Primer

Fur die speziesspezifische Multiplex-PCR und Bestimmung der Enterokokkenspezies 16S rDNA-Gen-PCR

Tab. 3: Primersequenzen fir die speziesspezifische PCR und 16S rDNA-Genanalyse

PCR-Target Gen Name des Primers | Sequenz (5° — 3f) Produkt |Referenz
Entero 16S-f
Genus Enterococcus | 16S rDNA TCA ACC GGG GAG GGT 733 bp | (Deasy et al., 2000)
Entero 16S-r ATT ACT AGC GAT TCC GG
. FL1 ACT TAT GTG ACT AAC TTA ACC
E. faecalls FL 2 TAATGG TGAATCTTG GTT TGG 360 bp
sodA (Jackson et al., 2004)
. FM 1 GAA AAA ACA ATA GAA GAATTAT
E. faecium 215 bp
FM 2 TGCTTITTTT GAATTCTTCTTITA
27F AGA GTT TGATCM TGG CTG AG
16S rDNA 16S rDNA 1,4 kb Muhldorfer et al., 2011
' ' 1492R TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T ! (Mdhidorfer et al., 2011)

sodA, Superoxid Dismutase-Gen
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Far die Virulenzgen-PCR

Tab. 4A: Primersequenzen fiur den Multiplex-PCR-Ansatz zum Nachweis von Virulenzgenen

PCR-Target Gen IF\)Ia}me 1EE Sequenz (5° - 3Y) Produkt |Referenz
rimers
. ASA 11 GCA CGC TAT TAC GAACTATGA
Aggregation Substance asal ASA 12 TAA GAA AGA ACA TCA CCA CGA 375 bp | (Vankerckhoven et al., 2004)
. ESP 14F |AGATTT CATCTTTGATTCTTG G .
Enterococcal Surface Protein |esp ESP 12R | AAT TGA TTC TTT AGC ATC TGG 510 bp | (Willems et al., 2001)
. GEL 11 TAT GAC AAT GCT TTT TGG GAT
Gelatinase gelE 213 bp
GEL 12 AGA TGC ACC CGA AAT AAT ATA
(Vankerckhoven et al., 2004)
Hvaluronidase hvl HYL n1 ACA GAA GAG CTG CAG GAA ATG 276 b
y YEm THYLn2 | GAC TGA CGT CCA AGT TTC CAA P
CYT_I ACT CGG GGATTG ATA GGC
A = I, 1
Y2 [cYT b |GCT GCT AAA GCT GCG CTT 688 bp | (Coque etal., 1995)
oviL CylLL1 GAT GGA GGG TAAGAATTATGG 253 b
ik CylLL2 GCT TCA CCT CAC TAAGTT TTATAG P (Semedo et al., 2003)
Cvtolvsin oviL CylLS1 GAA GCA CAG TGC TAA ATA AGG 240 b h
ytoy Y8 cylLs2 | GTA TAA GAG GGC TAG TTT CAC P
TE 15 ATT CCT ACC TATGTT CTG TTA
cylB 843 bp
TE 16 AAT AAACTCTTCTTT TCC AAC
(Eaton und Gasson, 2001)
vIM TE 13 CTG ATG GAA AGA AGA TAG TAT 249 b
y TE 14 TGAGTT GGT CTG ATT ACATTT P
Tab. 4B: Primersequenzen fur den Einzel-PCR-Ansatz zum separaten Nachweis des cylLs-Gens
PCR-Target |Gen Name des Primers |Sequenz (5° — 3Y) Produkt |Referenz
. cylLS-F AGAACT TGT TGG TCC TC
Cytolysin cylL 134 b Camargo et al., 2006
ytolysi Vs eyilsR GCT GAA AAT AAT GCA CCT AC P\ g + 2006)
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Tab. 4C: Primersequenzen fur den Einzel-PCR-Ansatz zum Nachweis des gesamten Cytolysin-Operons

PCR-Target Elqme ies Sequenz (5' - 3') Produkt | Referenz
rimers
Cytolysin-Operon cf GGT TGC CAT TGA AAAATATCT TCT AGT GGA GTA TCC AGG 8364 bp | (Gaspar et al., 2009)
cr GTG ATT GAT TGG CTT ATTTCATCATCATCA CTT TGG AGC

Fiar die Sequenzierung der Virulenzgene

Tab. 5: Primersequenzen fir den Einzel-PCR-Ansatz und die partiale Sequenzierung der Virulenzgene

PCR-Target Gen |Name des | gequenz (5° - 3 Produkt | Referenz
Primers
A aaredation Substance rcay ASALL | GCACGC TAT TAC GAA CTA TGA 175 o |(Vankerckhoven et al., 2004)
ggreg TE 4 AAA CGG CAA GAC AAG TAA ATA P [(Eaton und Gasson, 2001)
ESP 14F |AGA TTT CAT CTT TGA TTC TTG G
Enterococcal Surface Protein | es 510 b Willems et al., 2001
) NP "ESP12R [AAT TGA TTC TTT AGC ATC TGG b |(Wi )
Gelatinase olE TE9 ACC CCG TAT CATTGG TTT 419 b (Eaton und Gasson, 2001)
98 [GEL12 |AGA TGC ACC CGA AAT AAT ATA P [(Vankerckhoven et al., 2004)
CylLL1 | GAT GGA GGG TAA GAA TTA TGG
IL 253 bp | (Semedo et al., 2003
Y TCyiLl2 | GCT TCA CCT CAC TAA GTT TTA TAG P |(Semedo etal., 2003)
cyLS-F | AGA ACT TGT TGG TCC TC
cylL 134 b Camargo et al., 2006
Y-S IeyILS-R | GCT GAA AAT AAT GCA CCT AC P |( g )
ol o [TELT TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT <17 |(Eaton und Gasson, 2001)
ytoly Y™ TCYT b |GCT GCT AAA GCT GCG CTT P T(Coque et al., 1995)
TE 15 ATT CCT ACC TAT GTT CTG TTA
cylB 843 bp
TE 16 AAT AAA CTC TTC TTT TCC AAC
(Eaton und Gasson, 2001)
o | TEL3 CTG ATG GAA AGA AGA TAG TAT a2
YV ITE 14 TGA GTT GGT CTG ATT ACA TTT P
, hylEfml | GAG TAG AGG AAT ATC TTA GC
Hyaluronid hyl 661 bp | (Klare et al., 2005
yaluronidase Yem N VIEfm2  |AGG CTC CAA TTC TGT b |(Klare etal., 2005)
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3.1.3.5 Verbrauchsmaterialien
Drigalskispatel (Saarstedt AG & Co. NUmbrecht, Deutschland)

Einmalkanilen 0,45 x 12 mm (Henke Sass Wolf, Tuttlingen, Deutschland)
Einmalspritzen 1 ml (Henry Schein, Melville, USA)

Eppendorf ReaktionsgefalRe 1,5 ml und 2 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Eppendorf PCR-R6hrchen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Impfosen (Saarstedt AG & Co. Niumbrecht, Deutschland)

Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Wattetupfer, steril (Firma Béttger, Bodenmais, Deutschland)

3.1.4 Bruteier
Zur Bestimmung der Virulenz im Embryoletalitétstest wurden SPF-Bruteier von VALO,
BioMedia GmbH, Deutschland verwendet.

3.2 Methoden
Teil 1 — Keimisolierung und -charakterisierung

3.2.1 Herkunft der Isolate

Die Vorselektion der Enterokokkenisolate erfolgte im mikrobiologischen Labor der Praxis von
Dr. Manfred P6ppel, Anreppen, durch Frau Dr. Sonia Cortez de Jackel.

Organ- und Gelenkproben wurden auf Columbia Schafblutagar (7%) angelegt und die
Agarplatten flr 24 Stunden bei 37°C aerob bebritet und ausgewertet.

Enterokokken-verdéchtige Kolonien wurden mittels Gramfarbung und Katalase-Test
differenziert, subkultiviert und durch die Anzucht in Enterokokken-Chromocult-Boullion
(Merck) und auf den Selektivmedien Colistin-Nalidixinsaure-Agar (Oxoid) und Kanamycin-
Askulin-Agar (Merck) bestatigt.

Nach dieser Vordifferenzierung wurde eine Subkultur der Isolate auf Columbia Schafblutagar
(7%) an das Institut fur Gefligelkrankheiten der Freien Universitat Berlin verschickt und dort
als Gefrierkultur in je 1 ml fetalem Kalberserum bei -80°C eingefroren aufbewahrt.

Phéanotypische Differenzierung

Die biochemischen Schnelltestverfahren zur Differenzierung der Enterokokkenspezies, wie
der API20STREP von BioMérieux, wurden fir die Humanmedizin entwickelt. Mit diesem
Teststreifen konnen derzeit nur finf der mittlerweile 36 bekannten Enterokokkenspezies
identifiziert werden.

Da die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Differenzierungsversuche mit dem
API20STREP keine eindeutige Speziesbestimmung der Isolate zulieRen, wurde auf die
Darstellung der Methode verzichtet.

3.2.2 Bestimmung der Enterokokkenspezies mittels genus- und speziesspezifischer
Multiplex-PCR

Die molekulargenetische Bestimmung erfolgte nach dem Protokoll von Jackson et al. (2004).
Jeder Multiplex-Ansatz enthielt den von Deasy et al. (2000) entworfenen Genus-Primer und
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die speziesspezifischen Primer fur E. faecalis und E. faecium (Jackson et al., 2004) (Tab. 3).
Die speziesspezifischen Primer basieren auf den Sequenzen des sodA-Gens, welches fiir
die Mangan-abhangige-Superoxid-Dismutase codiert (Poyart et al., 2000).

Fir die DNA-Extraktion wurden die Isolate aus den Gefrierkulturen auf Columbia
Schafblutagar (7%) angezogen und Koloniematerial in 100 pl RNAse-DNAse-freiem Wasser
aufgeldst. 2,5 pl dieser Bakteriensuspension dienten als DNA-Probe. Dem Ansatz der
Negativkontrolle wurden 2,5 pul RNAse-DNAse-freies Wasser zugesetzt.

Fur den PCR-Ansatz wurde der QIAGEN Multiplex PCR Kit benutzt.
Der Ansatz mit 2,5 pl DNA betrug 25 pl und setzte sich wie folgend zusammen:

12,5 pl 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix
1 pl Genus (Enterococcus)-Primer

1 ul E. faecalis-Primer

1 pl E. faecium-Primer

2,5 yl Q-Solution

4,5 ul Wasser

Tab. 6: Thermozykler-Protokoll der Multiplex-PCR

PCR-Schritt Dauer |Temperatur

Initiale Denaturierung 15 min |95°C

30 Zyklen:
Denaturierung 30sec |95°C
Annealing 90sec |55°C
Amplifikation 1 min 72°C

Finale Extension 7 min 72°C

Zum Auftrennen der Amplifikate wurde ein 1%iges Agarosegel verwendet, welches mit 2 pl
Ethidiumbromid auf 100 ml versetzt wurde. Die Gelelektrophorese lief flir 60 Minuten bei
einer Spannung von 72 Volt.

Die Auswertung erfolgte mit der Geldokumentation und dem Softwaresystem ImageLab (Bio-
Rad).

3.2.3 Bestimmung der Enterokokkenspezies mittels 16S rDNA-Genanalyse

Die Speziesbestimmung von 24 Isolaten erfolgte mittels einer Sequenzierung des 16S rDNA-
Gens nach dem Protokoll von Muhldorfer et al. (2011). Neunzehn dieser Isolate zeigten in
der Multiplex-PCR nur eine Genus-Bande und konnten weder als E. faecalis noch als

E. faecium identifiziert werden. Ein Isolat zeigte in der Multiplex-PCR Uberhaupt keine
Bande. Die restlichen vier Isolate hatten schwache Banden, sodass ihre
Spezieszugehdrigkeit mittels einer 16S rDNA-Genanalyse Uberprift wurde. Die verwendeten
Primersequenzen sind in der Tabelle 3 aufgefihrt.

Die DNA-Extraktion erfolgte Uber eine Hitzelyse. Die Isolate wurden tber Nacht auf
Columbia Schafblutagar (7%) angeziichtet. Von den 24 Stunden alten Kolonien wurde eine
Impfose Koloniematerial in 200 pl RNAse-DNAse-freies Wasser eingerieben. Diese
Suspension wurde bei -20°C fir zehn Minuten tiefgefroren. Danach erfolgte fiir zehn Minuten
eine Erhitzung im Thermoblock bei 98°C. Zum Abschluss wurden die Isolate mit 140.000
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Umdrehungen zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die DNA und wurde bei -
20°C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren aufbewahrt.

Bei funf Isolaten konnte mit der Hitzelyse keine DNA gewonnen werden, sodass die DNA-
Extraktion mit einem anderen Verfahren durchgefihrt wurde.

Die Isolate wurden wie oben beschrieben angeziichtet. Eine Ose Kulturmaterial wurde in
180 pl ATL-Puffer suspendiert und 20 ul Proteinase K hinzugegeben. Der Ansatz wurde 15
Sekunden gut durchmischt und dann fur 90 Minuten bei 56°C im Schittelwasserbad bis zur
vollstdndigen Lyse inkubiert. Anschliel3end erfolgte die DNA-Extraktion vollautomatisch im
QIACube uber das Programm QIA-DNA fiir Gram-negative Bakterien.

Unabhéngig von der angewandten DNA-Extraktionsmethode wurde die 16S rDNA-PCR mit
den Ready-To-Go-Beads durchgefihrt.
Der Ansatz mit 2,5 pl DNA betrug 25 pl und setzte sich wie folgend zusammen:

¢ 1 Ready-to-go-Bead
e 1 pl Primermix 27F und 1429R
e 215 ul Wasser

Tab. 7: Thermozykler-Protokoll der 16S rDNA-PCR

PCR-Schritt Dauer Temperatur

Initiale Denaturierung 3 min 94°C

30 Zyklen:
Denaturierung 40 sec 94°C
Annealing 61 sec 61°C
Amplifikation 1 min20sec |72°C

Finale Extension 7 min 72°C

Zum Auftrennen der Amplifikate wurde ein 1%iges Agarosegel verwendet, welches mit 2 pl
Ethidiumbromid auf 100 ml versetzt wurde. Die Gelelektrophorese lief 60 Minuten bei einer
Spannung von 70 Volt.

Bei Vorhandensein einer Bande wurde diese unter abgeschwéachtem UV-Licht mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und der Gelextraktion (MinElute Gel Extraction Kit,
Qiagen GmbH) zugefihrt. Daftir wurde das Gelstiick zunachst in den QX-Puffer gegeben
und fir zehn Minuten bei 56°C im Schiittelbad aufgeltst. Die Flussigkeit wurde auf eine
Saule pipettiert und in mehreren Waschschritten mit verschiedenen Puffern aufgereinigt.
AbschlieRend wurde die DNA aus der Saule eluiert. Das Endprodukt der Gelextraktion waren
11 pl reine DNA.

Von diesen 11 pl wurde 1 pl mit 8 pl Wasser und etwas Stoppmix gemischt und erneut auf
ein 1%iges Gel aufgetragen, um zu tberprifen, ob die Gelextraktion erfolgreich war. Zeigten
sich ausreichend starke Banden, wurden die aufgereinigten PCR-Produkte fur die
Einzelproben-Sequenzierung (Ready2 Run) bei LGC-Genomics genutzt.

Abweichend wurde auch eine Mikrotiterplatten-(MTP)-Sequenzierung durchgefihrt. Daftr
wurden 5 pl der 16S rDNA-PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese auf das Vorhandensein
von Banden kontrolliert und 10 pl der PCR-Produkte ohne Aufreinigung auf einer 96-Well-
Platte zusammen mit einer Primer-Spiegelplatte (Primer: 27F) zur Aufreinigung und
Sequenzierung an LGC-Genomics geschickt.
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Die Bestatigung der Enterokokkenspezies der Kontrollstamme K923/96-1 (E. faecalis) und
K808/97 (E. faecium) und des Referenzstamms ATCC 49573 (E. gallinarum) erfolgte nach
oben beschriebenem Versuchsablauf.

Teil 2 — Bestimmung des Resistenzverhaltens in vitro

3.2.4 Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) mit der
Mikrodilutionsmethode

Bei der minimalen Hemmkonzentration (MHK) eines Antibiotikums handelt es sich um die
geringste Konzentration eines antimikrobiellen Wirkstoffes, bei der makroskopisch kein
Bakterienwachstum mehr zu erkennen ist.

Die Durchfuihrung der Mikrodilution erfolgte gemaf? den Richtlinien des Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI, 2008) am Bundesinstitut fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) in Berlin-Marienfelde. Die verwendeten antimikrobiellen
Wirkstoffe, Testbereiche und die klinischen Breakpoints sind in der Tabelle 2 aufgefihrt.

Jedes Isolat wurde aus der Gefrierkultur auf Columbia Schafblutagar (7%) ausgestrichen und
fur 18 — 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde aus einer Bakterienkolonie
eine Subkultur (SK) angefertigt, um sicher zu gehen, dass eine Reinkultur vorlag. Mit dieser
24-Stunden-Kultur wurde die Mikrodilution durchgefiihrt.

Zur Herstellung des Inokulums wurden mit einem Einwegtupfer einzelne Kolonien
entnommen und in 5 ml sterile NaCl-Lésung (0,85 — 0.90%) Uberfihrt. Die Kolonien wurden
in der NaCl-Lésung aufgeldst und die Suspension mit einem Vortex-Mixer kraftig geschuttelt.
Die Suspension wurde visuell mit dem DENSIMAT auf 0.5 McFarland-Standard (~10° —

108 KBE/ml) eingestellt und 50 pl dieser Bakteriensuspension zu 10 ml Mueller-Hinton-I1-
Bouillon pipettiert und mit einem Vortex-Mixer gut gemischt.

In jede Vertiefung der Platte wurden je 50 ul des Inokulums méglichst luftblasenfrei pipettiert.
Nach Abschluss des Pipettierens wurden die Mikrotitrationsplatten mit einer Folie zugeklebt
und fur 16 — 20 Stunden bei 35 — 37°C aerob inkubiert.

Das Ablesen erfolgte mit dem Sensititre Vizion System® (Thermo SCIENTIFIC). Dabei
wurde die erste Vertiefung, in der kein Bakterienwachstum als Bodensatz erkennbar war, als
MHK gewertet. Auf jeder Mikrotitrationsplatte wurde eine Positivkontrolle als Referenz fiir
das Bakterienwachstum mitgefihrt.

Bei jedem Versuchsdurchgang erfolgte eine Reinheitskontrolle des Inokulums. Dazu wurde
von dem Inokulum der Test- und Referenzstamme mit einer sterilen Ose Koloniematerial
entnommen und als Verdiinnungsausstrich auf Columbia Schafblutagar (7%) ausgestrichen.
Der Testdurchgang fir das entsprechende Isolat wurde als ungultig gewertet und wiederholt,
wenn nach einer Inkubation von 18 — 24 Stunden bei 37°C eine Verunreinigung erkennbar
war.

Pro Versuchsdurchgang wurde die Keimzahl (Einsaatdichte) der Bakteriensuspension
bestimmt. Dazu wurden 10 pl des Inokulums in 10 ml sterile NaCl-Losung tberfihrt und eine
Verdinnung von 1:1000 erreicht. Die Suspension wurde mit einem Vortex-Mixer gut
durchmischt und 100 pl auf Columbia Schafblutagar (7%) pipettiert. Die Suspension wurde
mit einem sterilen Plastikspatel ausgespatelt und die Agarplatte bei 35 — 37°C aerob
inkubiert. Nach 24-stindiger Inkubation wurden die Kolonien auf dem Columbia
Schafblutagar (7%) gezahlt. Fiinfzig Kolonien entsprachen einer Inokulumsdichte von

5x10° KBE/ml. Der verwertbare Referenzbereich fir die MHK liegt zwischen 2x10° KBE/ml
bis 8x10° KBE/mI (20 — 80 Kolonien pro Platte). Bei starkeren Abweichungen der KBE nach
oben oder unten wurde das Ergebnis nicht gewertet und der Test erneut durchgefihrt.

Die MHK-Ergebnisse wurden mit Hilfe von klinischen Grenzwerten (Breakpoints) fur
veterinarmedizinische Pathogene (Gentamicin, Amoxicillin-Clavulansaure, Ampicillin,
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Penicillin, Chloramphenicol, Vancomycin, Erythromycin, Tetrazyklin) bzw.
humanmedizinische Pathogene (Ciprofloxacin) des CLSI bewertet und zur qualitativen
Einteilung der Isolate in ,resistent, ,intermediar-resistent® und ,sensibel” verwendet. Zur
Beurteilung von Lincomycin und Tylosintartat dienten Breakpoints aus dem NARMS
(National Antimicrobial Resistance Monitoring System) (Tab. 2). Fur die anderen dreizehn
antimikrobiellen Wirkstoffe liegen derzeit keine Beurteilungskriterien vor. Sie wurden anhand
der Minimalen Hemmkonzentrationen MHKso und MHKgo beurteilt.

3.2.4.1 Bestimmung der Vancomycin-Resistenz

Zur Bestimmung der Vancomycin-Resistenz mussen die Mikrotiterplatten, abweichend von
der 16 — 20 stiindigen Inkubationszeit, genau 24 Stunden bebritet werden (CLSI, 2008). Da
dies im Rahmen der MHK-Bestimmung nicht mdglich war, wurde nachfolgend fur die 163
Isolate ein weiterer Test zur Bestimmung der Vancomycin-Resistenz durchgefuhrt.

Die Isolate wurden auf Columbia Schafblutagar (7%) ausgestrichen und flirr 24 Stunden bei
37°C bebritet. Funf Einzelkolonien wurden mit einer sterilen Impfése in ein Reagenzglas mit
5 ml Nahrbouillon | gegeben und fiir finf Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurden 20 pl
der Bouillon abgenommen und auf eine VRE-Platte pipettiert. Mit einer sterilen Impfose
wurde die Flussigkeit als Verdiinnungsausstrich auf dem Agar verteilt und die Platten fiir 48
Stunden bei 37°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach 24 und 48 Stunden. Als
Positivkontrolle wurde der Stamm ATCC 51299 E. faecalis mitgefiihrt, als Negativkontrolle
diente ATCC 29212 E faecalis.

Teil 3 - Ph&no- und genotypischer Nachweis spezifischer Virulenzfaktoren und ihre
Korrelation mit der Embryoletalitat ausgewahlter Enterokokkenisolate

3.2.5 Nachweis der Virulenzfaktoren bei ausgewéahlten Putenisolaten

3.2.5.1 Auswahl der Isolate

Aus den 163 Enterokokkenisolaten wurden 28 Putenisolate ausgewahlt, die hinsichtlich des
Vorhandenseins spezifischer Virulenzfaktoren und ihrer Virulenz im Embryoletalitatstest
naher charakterisiert wurden. Um einen mdglichst reprasentativen Querschnitt zu
gewabhrleisten, beinhalteten die 28 Isolate die bei Puten nachgewiesenen
Enterokokkenspezies zu vergleichbaren Anteilen: zehn E. faecalis, zehn E. faecium und acht
E. gallinarum.

Es wurden einheitlich drei Kontrollstamme mitgefiihrt:

- K923/96-1 (E. faecalis): definiert als hoch virulent (Rudolph, 2004)
- K808/97 (E. faecium): definiert als gering virulent (Rudolph, 2004)
- ATCC 49573 (E. gallinarum)

3.2.5.2 Auswahl der Virulenzfaktoren

Die folgenden Virulenzgene wurden in die Untersuchung mit einbezogen:

Das Cytolysin-Operon, bestehend aus den Genen cylA, cyIB, cylL., cylLs, cylM kodiert fur
das Enzym Cytolysin. Die Gene hylem und gelE codieren fir die Enzyme Hyaluronidase und
Gelatinase. Die Gene asal und esp codieren fur die Oberflachenproteine Aggregation
Substance und das Enterococcal Surface Protein.

Die ausgewahlten Virulenzgene wurden im Tierversuch mit der Virulenz von humanen
Enterokokkenisolaten in Verbindung gebracht (Jett et al., 1992; Singh et al., 1998) und
konnten bei Isolaten des Nutzgefliigels nachgewiesen werden (Poeta et al., 2006a, 2006b).
Neben dem genetischen Nachweis kann die phanotypische Auspragung der Virulenzfaktoren
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Cytolysin, Hyaluronidase und Gelatinase mittels einfacher in vitro-Tests untersucht werden,
um einen Vergleich von Geno- und Ph&notyp zu ermdglichen.

3.2.5.3 PCR-Nachweis der Virulenzgene

Die Durchfuihrung der Multiplex-PCR erfolgte nach dem Protokoll von Vankerckhoven et al.
(2004). Als Positivkontrolle diente genomische DNA vom Stamm E. faecalis MMH594, die
freundlicherweise von Gilmore et al. [Enterococcus Il initiative, Broad Institute
(broadinstitute.org)] zur Verfigung gestellt wurde. Dieser Stamm weist alle Virulenzgene des
Cytolysin-Operons (cylA, cylL, cylLs, cylB, cylM) und die Gene asal, esp und gelE auf.

Fur den PCR-Ansatz wurde der QIAGEN Multiplex PCR Kit benutzt. Die verwendeten

Primersequenzen wurden aus den Protokollen von Vankerckhoven et al. (2004) und Willems
et al. (2001) zusammengestellt und sind in der Tabelle 4 aufgefiihrt.

Virulenzgene asal, cvlA, esp, gelE, hylem

Der Multiplex-Ansatz mit 2,5 pl DNA betrug 25 pl und setzte sich wie folgend zusammen:

12,5 pl 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix
1 pl Primermix asal, gelE und hylgm

1 pl Primermix cylA und esp

2,5 ul Q-Solution

5,5 yl Wasser

Cytolysin-Operon cyIB, cylL,, cylLs, cylM

Der Multiplex-Ansatz mit 2,5 pl DNA betrug 25 pl und setzte sich wie folgend zusammen:

12,5 pl 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix
1 pl Primermix cylLs und cylM

1 pl Primermix cylL. und cylB

2,5 uyl Q-Solution

5,5 yul Wasser

Tab. 8: Thermozykler-Protokoll der Multiplex-PCR zum Nachweis der Virulenzgene

PCR-Schritt Dauer |Temperatur

Initiale Denaturierung 15min | 95°C

30 Zyklen:
Denaturierung 1 min 94°C
Annealing 1 min 56°C
Amplifikation 1 min 72°C

Finale Extension 10 min |72°C

Zum Auftrennen der Amplifikate wurde ein 2%iges Agarosegel verwendet, welches mit 2 pl
Ethidiumbromid auf 100 ml versetzt wurde. Die Gelelektrophorese lief 120 Minuten bei einer
Spannung von 60 Volt.

3.2.5.3.1 Separater Nachweise des cylLs-Gens

Da die Positivkontrolle E. faecalis MMH594 im Multiplex-Ansatz mit den Primern von
Semedo et al. (2003) keine Bande fur das cylLs-Gen aufwies, wurde ein separater PCR-
Nachweis mit einem anderen Primerpaar (Camargo et al., 2006) (Tab. 4B) durchgefiihrt. Die
PCR wurde als Einzel-PCR mit Ready-To-Go-Beads (siehe 3.2.3 16S rDNA-Genanalyse)
durchgefinhrt.
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Tab. 9: Thermozykler-Protokoll der cylLs-PCR

PCR-Schritt Dauer |Temperatur

Initiale Denaturierung 15 min | 95°C

30 Zyklen:
Denaturierung 1 min 94°C
Annealing 1 min 52°C
Amplifikation 1 min 72°C

Finale Extension 10 min |72°C
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3.2.5.4 Sequenzierung der nachgewiesenen Virulenzgene

Um sicher zu stellen, dass die in der Multiplex-PCR nachgewiesenen Banden den
Virulenzgenen entsprechen, wurde die DNA mit spezifischen Primerpaaren (Tab. 5) als
Einzel-PCR amplifiziert und das Genfragment sequenziert.

In der Gelelektrophorese wurden zur Kontrolle 5 ul des PCR-Produkts aufgetragen und das
restliche Produkt zur Aufreinigung und Sequenzierung auf einer 96-Well-Platte zusammen
mit einer Primer-Spiegelplatte an LGC-Genomics geschickt. Abhéangig von der Stérke des
Amplifikats variierte die eingesetzte DNA-Menge zwischen 2,5 — 7 pl.

3.2.5.5 Phanotypische Auspragung der Virulenzfaktoren

Die 28 Putenisolate wurden zusammen mit den drei Kontrollstammen auf eine Aktivitat der
Enzyme Hyaluronidase, Gelatinase und Cytolysin getestet.

Zum Nachweis des Enzyms Cytolysin wurde jedes Isolat mit einem Verdinnungsausstrich
auf einem Blutagar mit 5% defibriniertem Pferdeblut ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte
bei 37°C aerob und anaerob. Nach 24 und 48 Stunden wurde das Auftreten von alpha-, beta-
oder gamma-Hamolyse beurteilt.

Zur Kontrolle der beta-Hamolyse-Aktivitat wurde der Referenzstamm ATCC 25923 S. aureus
mitgefuhrt.

Zur Bestimmung der Gelatinase-Aktivitat im Reagenzglas wurde eine Impfése mit
Koloniematerial des zu testenden Enterokokkenisolates mittig in die starre Masse bis zum
Boden hineingestochen und die beimpften Réhrchen bei 37°C inkubiert. Uber 40 Tage
wurden die Roéhrchen taglich auf eine Verfliissigung des Gelatine-Nahragars untersucht. Da
sich das Medium bei 37°C verflissigt, wurden die Réhrchen vor dem Ablesen fiir zwei
Stunden im Kihlschrank aufbewahrt bis der Agar der Negativkontrolle vollstandig erstarrt
war. Eine positive Reaktion lag vor, wenn die Verfliissigung des Gelatine-Nahragars nach
zweistindiger Kuhlung erhalten blieb. Bei einer negativen Reaktion verfestigte sich der
beimpfte Agar bei der Kiihlung. Als Positivkontrolle wurde ATCC 25923 S. aureus mitgefiihrt,
als Negativkontrolle diente ein unbeimpftes Réhrchen.

Um die Gelatinase-Aktivitat auf Agarplatten zu bestimmen, wurde von jedem
Enterokokenisolat eine Kolonie mit einem Verdinnungsaufstrich auf einer Gelatine-
Néhragar-Platte aufgetragen und die Platten fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert. VVor der
Auswertung wurden die Agar-Platten flir 12 Stunden bei 4°C im Kihlschrank gelagert. Eine
positive Reaktion zeigte sich auf dem klaren Agar als kreisrunde Triibung um die
Bakterienkolonie. Gelatinase-negative Isolate wuchsen ohne Tribungszone auf dem Agar
(Su et al., 1991). Als Positivkontrolle wurde ATCC 25923 S. aureus mitgefuihrt. Fragliche
Isolate wurden erneut auf einer Agar-Platte ausgestrichen und bewertet.

Zur Bestimmung der Hyaluronidaseaktivitat wurde ein Streptococcus equi Bakterienstamm
S-férmig auf Columbia Schafblutagar (7%) ausgestrichen. Eine Impfése Koloniematerial aus
einer 24 Stunden-Kultur der Enterokokkenisolate wurde als gerader Strich durch das
Streptokokken-S gezogen und die Agarplatte fir 24 Stunden bei 37°C aerob bebrtet. Als
Positivkontrolle diente der Referenzstamm ATCC 25923 S. aureus. Eine positive Reaktion
lag vor, wenn S. equi im Bereich des Enterokokken-Impfstriches in der Ausbildung der
Schleimkapsel gehemmt wurde.

3.2.6 Bestimmung der Virulenz im Embryoletalitatstest

Der Embryoletalitétstest ist eine relativ einfache Methode, um anhand der Absterberate der
Embryonen die Virulenz eines Erregers vorherzusagen (Seo et al., 2013). Die hier
verwendete Methodik und Durchfiihrung orientiert sich an den Untersuchungen zur
amyloiden Arthropathie bei Legehennen von Rudolph (2004). Im Rahmen dieser Dissertation
wurde die Virulenz verschiedener E. faecalis Isolate im Embryoletalitatstest untersucht
(Rudolph, 2004).
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3.2.6.1 Herstellung des Inokulums

Um fir jedes der 28 Isolate und fur die drei Kontrollstamme eine moglichst standardisierte
Herstellung eines Inokulums mit 500 Koloniebildenden Einheiten zu erreichen, wurden in
Vorversuchen exemplarisch Wachstumskurven der Kontrollstamme K923/96-1 (E. faecalis),
K808/97 (E. faecium) und des Referenzstamms ATCC 49573 (E. gallinarum) erstellt.

Die Isolate wurden aus der Gefrierkultur auf Columbia Schafblutagar (7%) ausgestrichen und
fur 24 Stunden bei 37°C aerob bebritet. Am folgenden Abend wurden drei Kolonien der 24-
Stunden-Kultur mit einer Impfése in 5 ml Nahrbouillon gel6st. Die Suspension wurde Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Ubernachtbouillon durchmischt,
50 yl entnommen und in einen Erlenmeyerkolben mit 50 ml frischer Nahrbouillon Uberfuhrt.
Der Kolben wurde im Thermoschttler bei 37°C und 75 Mot1/min inkubiert.

In dreiBigminitigen Abstanden wurden fortlaufend mit einer Glaspipette und dem Pipettboy
500 ul Bakteriensuspension steril enthommen, umgehend die optische Dichte (OD) bei
595nm gemessen und die Reagenzgefale auf Eis gestellt, um das Bakterienwachstum zu
stoppen. Aus der enthommenen Suspension wurde mit sterilem PBS eine Verdinnungsreihe
bis zu einer Verdiinnung von 1:108 hergestellt und je zwei Verdiinnungsstufen abhangig von
der gemessenen optischen Dichte auf Nahragarplatten ausgestrichen. Die Nahragarplatten
wurden fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterienkolonien
ausgezahlt und unter Berlicksichtigung der erfolgten Verdiinnungsschritte die
Ausgangskeimzahl bestimmt.

Die ermittelten Keimzahlen und optischen Dichten wurden fur jeden Kontrollstamm Uber die
Zeit graphisch dargestellt und die einzelnen Phasen der Wachstumskurve fir E. faecalis,

E. faecium und E. gallinarum bestimmt (Ergebnisteil: Tab. 21, Fig. 2). Die OD-Werte der Log-
Phase (exponentielle Wachstumsphase) dienten als Orientierung fur die Einstellung des
Inokulums der Enterokokkenisolate einer Spezies.

Fir den E. gallinarum ATCC 49573 Referenzstamm zeigte sich in zwei Wiederholungen eine
sehr kurze Log-Phase mit starken Schwankungen in den OD-Werten im Verhaltnis zu den
ermittelten Keimzahlen, was die standardisierte Einstellung des Inokulums der E. gallinarum
Isolate erschwerte. Daher wurden diese Isolate wiederholt mit standardisiertem Vorgehen
getestet und die ermittelten optischen Dichten und Keimzahlen verglichen. (Ergebnisteil:
Tab. 22)

Zur Herstellung des Inokulums wurden die Isolate aus Gefrierkulturen auf Columbia
Schafblutagar (7%) ausgestrichen und fiir 24 Stunden bei 37°C aerob bebriitet. Aus der 24-
Stunden-Kultur wurden drei Kolonien entnommen und in ein Reagenzglas mit 5 ml
Nahrbouillon tibertragen. Diese wurde unter gleichen Bedingungen tber Nacht inkubiert. Am
nachsten Morgen wurde die Ubernachtbouillon durchmischt, 1 ml entnommen und in einen
Erlenmeyerkolben mit 49 ml frischer Nahrbouillon gegeben, der fiir 150 Minuten bei 37°C
und 75 Mot1/min im Thermoschdittler inkubiert wurde. Nach Ablauf der Zeit wurde die
optische Dichte bei 595 nm (OD 600) gemessen.

OD-Werte uber 0,3 zeigten, dass sich E. faecalis und E. faecium in der Log-Phase befanden.
Fur die Herstellung des Inokulums wurden OD- Werte von 0,5 angestrebt, um eine
durchschnittliche Keimzahl von 5x10% KBE/ml in der Ausgangsbouillon zu erreichen. Fur

E. gallinarum konnte unabh&ngig von der OD-Messung nach einer Inkubation von exakt drei
Stunden eine moglichst einheitliche Keimzahl von 5x108 KBE/ml erreicht werden.

Die Ausgangsbouillon wurde in mehreren Verdinnungsschritten (Tab. 10) auf die zur
Eibeimpfung erforderliche Keimzahl von 500 KBE in 0,2 ml Inokulum eingestellt.
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Tab. 10: Verdunnungsschritte zur Herstellung des Inokulums

Verdinnung |Herstellung Verdinnungsstufe |KBE/ml
0 Ausgangsbouillon keine 5x10°8
1 10 ul Nahrbouillon + 990 ul PBS 1:10? 5x10°
2 10 pl Verdiinnung 1 + 990 pl PBS 1:10% 5x10*
3 300 pl Verdiinnung 2 + 2700 pl PBS 1:10° 5x10°3
4 2500 pl Verdinnung 3 + 2500 ul PBS 1:2x10° 2,5x10°
Inokulum |0,2 ml Verdiinnung 4 1:2x108 5x102/ 0,2 ml

Nach der Beimpfung der SPF-Eier wurde fir jedes Isolat die Keimzahl des Inokulums
bestimmt. Dazu wurden 150 pl Inokulum in ein Eppendorfgefald mit 150 pl PBS uberfiihrt,
was einer Verdinnung von 1:2 entsprach. Von dieser Mischung wurden 100 pl auf eine
Néahragarplatte pipettiert und mit einem Plastikspatel ausplattiert. Die Platten wurden fur 24
Stunden bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die visuelle Auszahlung der vorhandenen
Kolonien. Durch Multiplikation der ausgezahlten Kolonien mit 4x10® wurde die
Ausgangskeimzahl vor der Verdiinnung bestimmt, aus der sich die tatsachliche Keimzahl
des Inokulums ermitteln lie3. Die Beimpfung wurde als erfolgreich bewertet, wenn die
Keimzahl des Inokulums innerhalb eines Toleranzbereiches von 100 — 1000 KBE / 0,2 ml lag
(Rudolph, 2004).

3.2.6.2 Beimpfung der SPF-Bruteier

Fur die Durchfihrung wurden SPF-Eier der Firma VALO BioMedia GmbH, Deutschland,
verwendet. Jedes Enterokokkenisolat wurde in 20 SPF-Eier inokuliert. Als Kontrollstamme
dienten der von Rudolph (2004) definierte hoch virulente E. faecalis-Stamm K923/96-1 sowie
der gering virulente E. faecium-Stamm K808/97. Beide Stamme wurden freundlicherweise
von der Lohmann Tierzucht GmbH zur Verfigung gestellt und als Positivkontrolle mit zehn
oder 20 beimpften SPF-Eiern in den Durchgangen mitgefiihrt (Tab. 11).

Daruber hinaus wurde der E. gallinarum ATCC 49573 Referenzstamm in sechs
Durchgangen in jeweils 20 SPF-Eier inokuliert, um die durchschnittliche Absterberate und
den Uberlebensindex zu ermitteln. Die Negativkontrolle umfasste pro Durchgang zehn SPF-
Eier, die mit sterilem PBS beimpft wurden. Bei vier Durchgédngen wurden zudem unbeimpfte
SPF-Eier im Brutschrank fur den gesamten Testdurchlauf mit bebritet, um mdgliche
Fehlerquellen unabhangig von der Beimpfung (z.B. Eiqualitat, Bedingungen im Brter)
auszuschlieBen. Eine ausfiihrliche Tabelle, die die einzelnen Durchgange mit der Aufteilung
der Isolate enthdlt, befindet sich im Ergebnisteil (Tab. 24).
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Tab. 11: Versuchsdurchgange der Kontrollstdmme im Embryoletalitatstest

Durchgang |Positiv/INegativkontrolle Bemerkung Eizahl
E. faecalis K923/96-1 Hoch virulenter Kontrollstamm 20
1 E. faecium K808/97 Gering virulenter Kontrollstamm 20
Negativkontrolle PBS 10
E. faecalis K923/96-1 Hoch virulenter Kontrollstamm 20
2 E. faecalis K923/96-1 Hoch virulenter Kontrollstamm 20
Negativkontrolle PBS 10
E. faecium K808/97 Gering virulenter Kontrollstamm 20
3 E. gallinarum ATCC 49573 Referenzstamm 20
Negativkontrolle PBS 10
Negativkontrolle unbeimpft 9
E. faecalis K923/96-1 Hoch virulenter Kontrollstamm 20
E. faecium K808/97 Gering virulenter Kontrollstamm 20
4 E. gallinarum ATCC 49573 Referenzstamm 20
Negativkontrolle PBS 10
Negativkontrolle unbeimpft 13
E. faecalis K923/96-1 Hoch virulenter Kontrollstamm 10
E. faecium K808/97 Gering virulenter Kontrollstamm 15
5 E. gallinarum ATCC 49573 Referenzstamm 20
Negativkontrolle PBS 10
Negativkontrolle unbeimpft 4
E. faecalis K923/96-1 Hoch virulenter Kontrollstamm 20
E. faecium K808/97 Gering virulenter Kontrollstamm 20
6 E. gallinarum ATCC 49573 Referenzstamm 20
Negativkontrolle PBS 10
Negativkontrolle unbeimpft 9
E. faecium K808/97 Gering virulenter Kontrollstamm 10
7 E. gallinarum ATCC 49573 Referenzstamm 20
Negativkontrolle PBS 10

Die Eier wurden im Brutschrank fur zehn Tage bei 37°C und einer Luftfeuchtigkeit von 60 —
70% bebritet und regelméRig gewendet. Am zehnten Bebritungstag wurden die Eier
geschiert und abgestorbene Embryonen aussortiert. Eier mit lebenden Embryonen wurden
fur die Beimpfung vorbereitet.

Die Luftblase und die Inokulationspunkte wurden mit einem Bleistift auf der Eischale
markiert. Drei Millimeter oberhalb des Randes der Luftkammer befand sich das Loch fir die
Inokulation in die Allantoishdhle, wahrend in der Mitte der Luftblase ein Loch zum
Druckausgleich eingezeichnet wurde. Zuletzt erfolgte eine eindeutige Beschriftung der Eier
mit Isolatnummer und nachfolgender romischer Ziffer (I — XX).

Die Inokulationspunkte wurden mit Jodlésung desinfiziert. Mit einer Nadel, die in Ethanol
getaucht und abgeflammt wurde, wurden die Locher in die Eischale gebohrt. Eine
Einmalspritze mit Einmalkanile wurde senkrecht in das Inokulationsloch eingefihrt und
0,2 ml der Inokulationsldsung langsam luftblasenfrei appliziert. Beide Locher wurden
hinterher mit flissigem Paraffin verschlossen.
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3.2.6.3 Versuchszeitraum

Bis zum 17. Tag wurden die Eier bei 37°C und einer Luftfeuchte von 60-74% im
Infektionsbrutschrank bebriitet und alle 24 Stunden einmal geschiert, um die abgestorbenen
Embryonen auszusortieren. Die Embryonen, die bis zum 17. Lebenstag, also sieben Tage
nach Inokulation, noch nicht abgestorben waren, wurden durch eine Lagerung bei -20°C
Uber eine Stunde abgetotet.

Die abgestorbenen und abgetdteten Embryonen wurden stichprobenartig bakteriologisch
untersucht, um die erfolgreiche Besiedelung mit Enterokokken durch eine Reisolierung
nachzuweisen. Dazu wurden die Eier erdffnet und eine Probe aus dem Dottersack sowie ab
dem dritten Versuchstag auch aus der Leber, entnommen. Die Organproben wurden auf
Columbia Schafblutagar (7%) ausgestrichen, flr 24 Stunden bei 37°C aerob bebritet und
ausgewertet.
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4 Ergebnisse
Teil 1 — Keimisolierung und —charakterisierung

4.1 Ergebnis der Speziesbestimmung

Es wurden 163 Enterokokkenisolate mit der genus- und speziesspezifischen Multiplex-
PCR untersucht, von denen 127 Isolate als E. faecalis und 16 Isolate als E. faecium
identifiziert wurden. Bei 19 Isolaten konnte nur das Genus Enterococcus bestimmt werden
und bei einem Isolat liel3 sich weder die Spezies noch das Genus determinieren (Tab. 12).
Vier Isolate zeigten schwache Banden in der Multiplex-PCR.

Die 16S rDNA-Genanalyse der 19 als Enterococcus spp. in der Multiplex-PCR identifizierten
Isolate ergab, dass 13 der Enterokokkenspezies E. gallinarum, finf E. hirae und eines

E. faecium angehdrten. Das Isolat ohne sichtbare Bande in der Multiplex-PCR wurde mittels
der 16S rDNA-Genanalyse als E. faecium identifiziert. Die vier Isolate mit schwachen
Banden in der Multiplex-PCR wurden in ihrer Spezieszugehdrigkeit bestatigt (ein E. faecalis,
drei E. faecium).

In der Tabelle 13 sind die Gesamtergebnisse der Speziesbestimmung aufgefihrt.
Enterococcus faecalis machte mit 127 Isolaten (78%) den grof3ten Anteil aus.
Siebenundfiinfzig E. faecalis Isolate stammten von Broilern, 40 von Puten und 30 von
Legehennen. Achtzehn Isolate (11%) wurden als E. faecium identifiziert, zwei Drittel (n=12)
dieser Isolate stammten von Puten. Dreizehn Isolate (8%) wurden als E. gallinarum
identifiziert; es handelte sich dabei ausschlie3lich um Isolate von Broilern (n=5) und Puten
(n=8). Der Enterokokkenspezies E. hirae gehorten funf Isolate (3%) an, die nur aus Hihnern
(vier Legehennen, ein Broiler) isoliert wurden (Tab. 13).

Tab. 12: Ergebnisse der genus- und speziesspezifischen Multiplex-PCR

PCR-Ergebnis : Nutzungsrichtung Isolat-
Broiler | Legehennen | Puten| anzahl
E. faecalis 57 30 40 127
E. faecium 4 2 10 16
Enterococcus spp. 6 4 9 19
keine Bande 0 0 1 1
Gesamt 67 36 60 163
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Tab. 13: Ergebnisse der Speziesbestimmung unter Beriicksichtigung beider
Differenzierungsmethoden (Multiplex-PCR und 16S rDNA-Genanalyse)

, Nutzungsrichtung
Enterokokkenspezies - Gesamt
Broiler |Legehennen |Puten
E. faecalis [n]] 57 30 40 127
%| 86 83 67 78
E. faecium [h]] 4 2 12 18
% 6 6 20 11
E. gallinarum [n]] S 0 8 13
% 7 0 13 8
E. hirae [n] 1 4 0 5
% 1 11 0 3
[n]] 67 36 60
Gesamt 163
%| 41 22 37

Teil 2 — Bestimmung des Resistenzverhaltens in vitro

4.2 Das Ergebnis der Mikrodilutionsmethode zur Bestimmung der Minimalen
Hemmkonzentration (MHK)

Es wurden insgesamt 24 antimikrobielle Wirkstoffe aus neun verschiedenen Klassen mittels
der Mikrodilutionsmethode getestet. Die MHK-Ergebnisse fur 11 Antibiotika wurden mit Hilfe
von klinischen Grenzwerten (Breakpoints) des CLSI und NARMS bewertet und zur
qualitativen Einteilung der Isolate in ,resistent®, ,intermediar-resistent” und ,sensibel”
verwendet (Tab. 14 — 17 B). Fir die anderen 13 antimikrobiellen Wirkstoffe liegen derzeit
keine Beurteilungskriterien vor. Sie wurden anhand der Minimalen Hemmkonzentrationen
MHKSso und MHKgo beurteilt (Tab. 2: die Wirkstoffklassen sind durch horizontale Linien
voneinander getrennt)

Die absolute Anzahl [n] der getesteten Isolate variierte bei einigen antimikrobiellen
Substanzen, da fir einzelne Isolate wiederholt nicht-auswertbare Ergebnisse flr einige
Wirkstoffe notiert wurden. Es handelte sich um sogenannte Springer (,skipped wells®), die
entlang des Konzentrationsgradienten eines Antibiotikums auf der Sensititreplatte keine
kontinuierliche Abnahme des bakteriellen Wachstums zeigten. Es traten in einer Reihe eine
oder mehrere Vertiefungen ohne Bakterienwachstum auf, wéhrend in der darauffolgenden
Konzentration wieder Wachstum zu erkennen war. Lag eine ,Ubersprungene* Vertiefung vor,
wurde die hochste MHK abgelesen, also die erste Vertiefung ohne Wachstum nach einem
Springer. Bei zwei oder mehr Springern wurde die Mikrodilution fur das Isolat und das
Antibiotikum wiederholt. Traten bei der Wiederholung erneut Springer auf, wurde das MHK-
Ergebnis des Isolats fiir den entsprechenden Wirkstoff als ungultig notiert (CLSI, 2008; Miller
et al., 2005).

Die Empfindlichkeit gegeniiber Vancomycin wurde mit einer zusatzlichen kulturellen Anzucht
der Isolate auf VRE-Selektivhahrbdden bestéatigt; ein Bakterienwachstum konnte nach 24 bis
48 stiindiger Bebritung nicht nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle wurde der
Vancomycin-resistente Referenzstamm E. faecalis ATCC 51299 mitgefuhrt.
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Die Ergebnisse der Mikrodilution-Empfindlichkeitstestung verschiedener
Enterokokkenspezies sind in den Tabellen 14 A+B (E. faecalis), 15 A+B (E. faecium), 16
A+B (E. gallinarum) und 17 A+B (E. hirae) aufgefihrt.

Ein Grof3teil der Enterococcus Isolate wies hohe MHK-Werte flr die Mehrzahl der
Cephalosporine (MHKg = 32 ug/ml bzw. = 64 pg/ml) auf. Fir andere Beta-Laktam-
Antibiotika (Ausnahme Oxacillin) zeigten alle E. faecalis, E. gallinarum und E. hirae Isolate
MHK-Werte im unteren Bereich der Testkonzentrationen (1 — 8 pg/ml) und geringe
Resistenzraten (0 — 8%). Nur ein E. gallinarum Isolat wurde als resistent gegeniber Penicillin
bewertet. Im Gegensatz dazu zeigten die E. faecium Isolate mit 17% (Amoxicillin-
Clavulanséure) bis 44% (Penicillin) eine starkere Beta-Laktam-Resistenz und MHKgqo-Werte
von 2 32 pg/ml.

Eine Vancomycin-Resistenz (MHK = 32 ug/ml) trat bei keinem der Isolate auf, aber sechs
E. faecalis, zwei E. hirae und acht E. gallinarum Isolate wurden als intermediar-resistent
beurteilt (MHKgo = 8 pg/ml).

Die Mehrzahl der Enterokokkenisolate wies hohe MHK-Werte fir Makrolide (MHKgo

> 32 ug/ml bzw. > 128 pg/ml, Ausnahme E. hirae), Lincosamide (MHKgo > 64 pg/ml) und
Tetrazyklin (MHKgo = 128 pg/ml bzw. 256 pg/ml) auf. Hohe Resistenzraten konnten bei allen
Enterokokkenspezies fiir Lincomycin (71 — 100%) und Tetrazyklin (40 - 100%) beobachtet
werden. Ein Grof3teil der E. faecalis und E. faecium Isolate war resistent oder intermediar-
resistent gegen Erythromycin (70 - 89%) und Gentamicin (89 - 98%).

Eine hohe Resistenzrate flir Ciprofloxacin mit 56% (n=10) der Isolate zeigte sich nur bei

E. faecium, wahrend die MHK-Werte der beiden anderen Fluorchinolone Enrofloxacin und
Marbofloxacin mit 4 pg/ml (MHKso) und 8 pg/ml (MHKgo) hdher als bei den anderen
Enterokokkenspezies waren.

Fur Chloramphenicol wurden geringe Resistenzraten fur E. faecalis und E. faecium mit 8%
(n=10) bzw. 6% (n=1) der Isolate nachgewiesen.

Die MHKSso-Werte fir Sulfamethoxazol-Trimethoprim lagen bei allen vier
Enterokokkenspezies im unteren Bereich der Testkonzentrationen (< 0,12/2,38 pg/ml).

Vergleicht man die Tabellen 14 — 17 B so wird deutlich, dass E. faecium Isolate die hdchsten
Resistenzraten fiir den Grofteil der Antibiotika zeigten, mit Resistenzphénotypen in allen
antimikrobiellen Wirkstoffklassen, auf3er Vancomycin. Die E. faecalis, E. gallinarum und

E. hirae Isolate wiesen vergleichbare Resistenzmuster innerhalb der antimikrobiellen
Wirkstoffklassen auf. Alle 13 E. gallinarum Isolate waren resistent gegen Tetrazyklin und
Lincomycin.

In den Tabellen 14 — 17 C ist der Vollstandigkeit halber fur jede der vier
Enterokokkenspezies das Resistenzverhalten nach Nutzungsrichtung der Gefliigelspezies
aufgefuihrt. Aufgrund der geringen Anzahl an E. gallinarum (n=13) und E. hirae (n=5) Isolaten
werden nachfolgend nur Unterschiede fur E. faecalis (n=127) und E. faecium (n=18) n&her
erlautert.

Enterococcus faecalis Isolate aus Puten zeigten mit Ausnahme von Ciprofloxacin (5%) die
hochsten Resistenzraten (13 — 100%) fur sechs antimikrobielle Substanzen (Tab. 14 C). Die
Mehrzahl der Putenisolate war resistent gegeniber Gentamicin (73%, n=29), Lincomycin
(100%, n=39) und Tetrazyklin (85%, n=34). Etwa die Halfte der E. faecalis Isolate von Puten
(56%, n=22) und Broilern (44 — 46%, n=24 — 25) zeigte Resistenzen gegen Erythromycin und
Tylosintartat, wahrend nur 27% (n=8) der untersuchten E. faecalis Isolate von Legehennen
resistent gegen diese Makrolid-Antibiotika waren.

Enterococcus faecium Isolate aus Puten zeigten fir neun von 11 Wirkstoffen mit 8% (n=1)
bis 92% (n=11) die hdchsten Resistenzraten im Vergleich zu den Broilerisolaten (Tab. 15 C).
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Tab. 14 A: Verteilung der minimalen Hemmkonzentration (MHK), MHKso, und MHKg der Enterococcus faecalis Isolate fur 24 antimikrobielle

Substanzen
ABT Anzahl je Minimale Hemmkonzentration (ug/ml) [n]* M5|_c|)K MQ%K
0,008 | <0,015]0,015]0,03]0,06[0,12 [0,12]0,25]05 [1 |2 |4 |8 |>8 [16]>16 [32]>32 |64 |>64]|128]>128 [256]> 256 pg/ml
GEN 2 1 55 47 2 19 | 126 16 > 256
AMP 3 14 86 18 1 122 1 2
AUG 3 8 66 45 1 | 123 [0,5/0,25 1/0,5
PEN 11 45 65 3 | 124 4 4
OXA 1 2 7 114 124 >8 >8
CEFI 11 59 30 10 2 11 123 4 32
FAZ 1 3 14 25 68 10 2 123 32 64
FOP 1 4 10 71 37 123 32 >32
FOT 1 1 4 2 3 110 121 >32 >32
XNL 2 4 5 13 22 34 42 122 64 >64
CHL 24 91 1 |1 6 3 126 8 8
CIP 1 1 22 84111 2 1 126 1 2
ENRO 1 3 64 44 8 1 2 126 0,5 2
MARB 3 5360 3 3 1 126 2 2
VAN 5 7138 4 6 | 124 1 2
LIN 1 | 12 49 6 56 124 64 >64
PIRL 3 5 18 40 3 4 3 7 41 124 4 >64
CLI 1 3 47 23 5 45 124 32 >64
ERY 9 17 12 8 19 5|4 1 2 47 124 2 >32
TYL 3 46 19 1 | 55 124 2 >128
SPI 2 25 38 3 2 2 3 51 126 1 >128
TIL 3 64 3 56 126 16 >128
SXT 26 48 37 1 1 3 3 4 2 1 126 [0,03/0,6  4/76
TET 1 4 14 2 1 |3 12 41 45 2 1 |126 64 128
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T AB, Antibiotika; GEN, Gentamicin; AMP, Ampicillin; AUG, Amoxicillin-Clavulansaure (2:1); PEN, Penicillin; OXA, Oxacillin; CHL,
Chloramphenicol; CEF, Cefquinom; FAZ, Cefazolin; FOP, Cefoperazon; FOT, Cefotaxime; XNL, Ceftiofur; CIP, Ciprofloxacin; ENRO, Enrofloxacin;
MARB, Marbofloxacin; VAN, Vancomycin, LIN, Lincomycin; PIRL, Pirlimycin; CLI, Clindamycin; ERY, Erythromycin; TYL, Tylosintartat; SPI,
Spiramycin; TIL, Tilmicosin; SXT, Sulfamethoxazol-Trimethoprim (1:19); TET, Tetrazyklin

4[n] = Anzahl der lesbaren Ergebnisse (siehe 4. 2.)

Die dicken Trennstriche zeigen den Breakpoint (CLSI oder NARMS) flr resistente Isolate an (ausfiihrliche Darstellung der Breakpoints siehe
Tab. 2).

Der grau schraffierte Bereich zeigt den Testbereich der Sensititreplatten an (ausfuihrliche Darstellung der Testbereiche siehe Tab. 2).
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Tab. 14 B: Resistenzmuster der Enterococcus faecalis Isolate basierend auf MHK-Grenzwerten fir 11 antimikrobielle Substanzen

Antimikrobielle Klasse Antimikrobielle Substanz Abkirzung SBreakpoi?tsl ug/mrl [n]? Anszah‘l dier ‘Isolrate
Aminoglykoside Gentamicin GEN <4 8 =16 1(y206 2 ii gi
Ampicillin AMP <8 - 216 1cy202 iéé 8 8
Beta-Laktame Amoxicillin-Clavulanséure (2:1) AUG <8/4 16/8 =32/16 10303 1(2)3 8 8
Penicillin PEN <8 - 216 1504 iéé 8 8
Chloramphenicole Chloramphenicol CHL <8 16 2 32 1(506 19115 1 180
Fluorchinolone Ciprofloxacin CIP <1 2 24 1506 18068 191 ZS
Glykopeptide Vancomycin VAN <4 8-16 =32 102/04 19158 g 8
Lincosamide Lincomycin LIN <2 4 28 l02/04 i 8 19293
| Erythromycin ERY <05 1-4 28 102/04 gg 22 Zj
Hiekolde Tylosintartat TYL <8 16 2 32 102/04 22 8 Zi
Tetrazykline Tetrazyklin TET <4 8 216 1506 i: 8 18024

s, sensibel; i, intermediar-resistent; r, resistent
1 gemaf CLSI (CLSI, 2008, 2013a, b, 2014) und NARMS (USDA, 19.12.2014)
2 [n] = Anzahl der lesbaren Ergebnisse (siehe 4. 2.)
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Tab. 14 C: Antimikrobielle Resistenz der Enterococcus faecalis Isolate von Broilern, Legehennen und Puten

Antimikrobielle Klasse Antimikrobielle Substanz Broiler (n=57) | Legehennen (n=30) | Puten (n=40)
nl | % N | % nl | %
Aminoglykoside Gentamicin 29 51 10 35 29 73
Ampicillin 0 0 0 0 0 0
Beta-Laktame Amoxicillin-Clavulanséaure (2:1) 0 0 0 0 0 0
Penicillin 0 0 0 0 0 0
Chloramphenicole Chloramphenicol 3 5 2 7 5 13
Fluorchinolone Ciprofloxacin 5 9 0 0 2 5
Glykopeptide Vancomycin 0 0 0 0 0 0
Lincosamide Lincomycin 55 100 29 97 39 100
. Erythromycin 24 44 8 27 22 56
Makrolide Tylosintartat 25 46 8 27 22 56
Tetrazykline Tetrazyklin 45 79 25 86 34 85

Zur Berechnung der prozentualen Haufigkeit diente die Anzahl, der fur das entsprechende Antibiotikum erfolgreich getesteten Isolate.
Abweichungen von der Gesamtzahl der Isolate der jeweiligen Nutzungsrichtung ergaben sich aufgrund von nicht auswertbaren Ergebnissen
einzelner E. faecalis Isolate fiir das getestete Antibiotikum.
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Tab. 15 A: Verteilung der minimalen Hemmkonzentration (MHK), MHKse und MHKgo der Enterococcus faecium lIsolate fir 24 antimikrobielle

Substanzen
ABt Anzahl je Minimale Hemmkonzentration (ug/ml) [n] ® M5|_c|)K Mgl_ci)K
0,008 |£0,015 0,015 | <0,03 [0,03 0,06 |0,06 50,12 0,12 |0,25 |05 |1 ]2 |4 |8[>8 [16 |>16|32|>32|64 |>64 | 128 |>128 | 256 | > 256 ug/ml

GEN 2 3 10 1 2 18 16 32
AMP 6 52 1 3 1 18 2 64
AUG 1 5 52 2 | 2 1 18 1/0,5| 32/16
PEN 352 |3 5 18 8| >32
OXA 1 17 18 > 8 > 8
CEF 121 2 1 11 18 > 32 > 32
FAZ 2 16 18 > 64 > 64
FOP 3 3 12 18 > 32 > 32
FOT 1 17 18 > 32 > 32
XNL 3 15 18 > 64 > 64
CHL 125 9 |1 18 8 16
CIP 5 3|9 1 18 4 4
ENRO 2357 1 18 4 8
MARB 14914 18 4 8
VAN 11 511 | 18 0,5 1
LIN 4 1 1 11 18 > 64 > 64
PIRL 1 3 1 1 1 1 1 9 18 64 > 64
CLI 2 2 1 2 10 18 > 64 > 64
ERY 1 1 122 1 I 10 18 > 32 > 32
TYL 223 9 18 128| > 128
SPI 1 2 32 10 18 >128| >128
TIL 111 5 10 18 >128| > 128
SXT 1 7 7 1 2 18 10,12/2,38|16/304
TET 1 2 3 |1 1 2 18 64| 128
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T AB, Antibiotika; GEN, Gentamicin; AMP, Ampicillin; AUG, Amoxicillin-Clavulansaure (2:1); PEN, Penicillin; OXA, Oxacillin; CHL,
Chloramphenicol; CEF, Cefquinom; FAZ, Cefazolin; FOP, Cefoperazon; FOT, Cefotaxime; XNL, Ceftiofur; CIP, Ciprofloxacin; ENRO, Enrofloxacin;
MARB, Marbofloxacin; VAN, Vancomycin, LIN, Lincomycin; PIRL, Pirlimycin; CLI, Clindamycin; ERY, Erythromycin; TYL, Tylosintartat; SPI,
Spiramycin; TIL, Tilmicosin; SXT, Sulfamethoxazol-Trimethoprim (1:19); TET, Tetrazyklin

4[n] = Anzahl der lesbaren Ergebnisse (siehe 4. 2.)

Die dicken Trennstriche zeigen den Breakpoint (CLSI oder NARMS) flr resistente Isolate an (ausfiihrliche Darstellung der Breakpoints siehe
Tab. 2).

Der grau schraffierte Bereich zeigt den Testbereich der Sensititreplatten an (ausfihrliche Darstellung der Testbereiche siehe Tab. 2).
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Tab. 15 B: Resistenzmuster der Enterococcus faecium Isolate basierend auf MHK-Grenzwerten fir 11 antimikrobielle Substanzen

- . i . Breakpoints?! pg/mi
Antimikrobielle Klasse | Antimikrobielle Substanz Abklrzung S | B : Tg " [n]? Agzahl‘deri Isollat(i
. . - 18 2 3 13
Aminoglykoside Gentamicin GEN <4 8 216 o 11 17 72
0
- 18 13 0 5
Ampicillin AMP <8 - 216 | 72 0 o8
0
o ) 18 13 2 3
Beta-Laktame Amoxicillin-Clavulanséure (2:1) AUG < 8/4 16/8 232/16 o 72 11 17
0
1 1
Penicillin PEN <8 - 216 0/8 52 8 484
0
. , 18 8 9 1
Chloramphenicole Chloramphenicol CHL <8 16 2 32 o a4 50 6
0
: . : 18 5 3 10
Fluorchinolone Ciprofloxacin Cip <1 2 =4 o | 28 17 56
0
. . 18 18 0 0
Glykopeptide Vancomycin VAN <4 8-16 =232 o 100 0 0
0
. . . . 18 5 0 13
Lincosamide Lincomycin LIN =2 4 28 % 28 0 72
0
. 18 2 5 11
Erythromycin ERY <05 1-4 28 % 11 28 61
Makrolide _ 18 8 0 10
Tylosintartat TYL <8 16 = 32 o 44 0 56
0
1 12
Tetrazykline Tetrazyklin TET | s4 8 =16 | o
0

s, sensibel; i, intermediar-resistent; r, resistent
1 gemaR CLSI (CLSI, 2008, 20133, b, 2014) und NARMS (USDA, 19.12.2014)
2 [n] = Anzahl der lesbaren Ergebnisse (siehe 4. 2.)
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Tab. 15 C: Antimikrobielle Resistenz der Enterococcus faecium Isolate von Broilern, Legehennen und Puten

Antimikrobielle Klasse Antimikrobielle Substanz Broiler (n=4) Legehennen (n=2) | Puten (n=12)
Nl | % n | % Nl | %

Aminoglykoside Gentamicin 3 75 2 100 8 67
Ampicillin 0 0 0 0 5 42

Beta-Laktame Amoxicillin-Clavulanséaure (2:1) 0 0 0 0 3 25
Penicillin 0 0 0 0 8 67

Chloramphenicole Chloramphenicol 0 0 0 0 1 8
Fluorchinolone Ciprofloxacin 1 25 0 0 9 75
Glykopeptide Vancomycin 0 0 0 0 0 0
Lincosamide Lincomycin 2 50 0 0 11 92
Makrolide Eryth.romycin 2 50 0 0 9 75
Tylosintartat 2 50 0 0 8 67

Tetrazykline Tetrazyklin 2 50 0 0 10 83
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Tab. 16 A: Verteilung der minimalen Hemmkonzentration (MHK), MHKso und MHKgo der Enterococcus gallinarum Isolate fur 24 antimikrobielle

Substanzen
ABT Anzahl je Minimale Hemmkonzentration (ug/ml) [n] MS%K Mg%K
0,008 | <0,015[0,015]0,03]0,06|<0,12 |0,12|0,25]05]1]2]|4|8]>8 |16]>16 [32]>32 |64|>64]128]> 128 |256]> 256 ug/ml

GEN 35 1 4 | 13 4 >256
AMP 2 731 13 1 2
AUG 1 4 53 | 13 |  1/0,5 2/1
PEN 13602 |1 13 2 8
OXA 12 12 >8 >8
CEF 13 13 > 32 > 32
FAZ 2 6 2 2 12 16 > 64
FOP 1 5 4 3 13 32 > 32
FOT 13 13 > 32 > 32
XNL 2 3 8 13 > 64 > 64
CHL 6 6 1 | 13 8 8
CIP 1 2 2 42|11 13 1 4
ENRO 1 2 2 3311 13 1 4
MARB 1 4431 13 2 4
VAN 4 8 | 12 8 8
LIN |2 2 4 2 2 12 32 > 64
PIRL 3421 2 12 2 > 64
CLI 4 6 2 12 16 > 64
ERY 2 6 | 4 12 0,5 > 32
TYL 181 | 2 12 2 >128
SPI 1 55 2 13 2 > 128
TIL 2 8 1 2 13 16 > 128
SXT 6 5 1 1 13 |0,03/0,6 0,06/1,19
TET | 1 8 4 13 64 128
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T AB, Antibiotika; GEN, Gentamicin; AMP, Ampicillin; AUG, Amoxicillin-Clavulansaure (2:1); PEN, Penicillin; OXA, Oxacillin; CHL,
Chloramphenicol; CEF, Cefquinom; FAZ, Cefazolin; FOP, Cefoperazon; FOT, Cefotaxime; XNL, Ceftiofur; CIP, Ciprofloxacin; ENRO, Enrofloxacin;
MARB, Marbofloxacin; VAN, Vancomycin, LIN, Lincomycin; PIRL, Pirlimycin; CLI, Clindamycin; ERY, Erythromycin; TYL, Tylosintartat; SPI,
Spiramycin; TIL, Tilmicosin; SXT, Sulfamethoxazol-Trimethoprim (1:19); TET, Tetrazyklin

4[n] = Anzahl der lesbaren Ergebnisse (siehe 4. 2.)

Die dicken Trennstriche zeigen den Breakpoint (CLSI oder NARMS) flr resistente Isolate an (ausfiihrliche Darstellung der Breakpoints siehe
Tab. 2).

Der grau schraffierte Bereich zeigt den Testbereich der Sensititreplatten an (ausfuhrliche Darstellung der Testbereiche siehe Tab. 2).

52



Tab. 16 B: Resistenzmuster der Enterococcus gallinarum Isolate basierend auf MHK-Grenzwerten fur 11 antimikrobielle Substanzen

- . i . Breakpoints! pg/ml
Antimikrobielle Klasse | Antimikrobielle Substanz Abklrzung S P : IHQ " [n]? Anszah‘l dier IISOI?te
. . - 13 8 0 5
Aminoglykoside Gentamicin GEN <4 8 216 y 62 0 38
0
- 13 13 0 0
Ampicillin AMP <8 - 216 1, 100 O 0
0
- N 13 13 0 0
Beta-Laktame Amoxicillin-Clavulanséure (2:1) AUG < 8/4 16/8 232/16 y 100 0 0
0
1 12 1
Penicillin PEN <8 - 216 (yg 92 8 8
0
1 12 1
Chloramphenicole Chloramphenicol CHL <8 16 2 32 (ys 92 8 8
0
. . . 13 9 2 2
Fluorchinolone Ciprofloxacin CIP <1 2 24 o 20 15 15
0
. . 12 4 8 0
Glykopeptide Vancomycin VAN <4 8-16 =232 | ' 33 g7 0
0
. . . . 12 0 0 12
Lincosamide Lincomycin LIN =2 4 28 % 0 0 100
0
Erythromycin ERY <05 1-4 28 %/f 687 8 343
Makrolide _ 12 10 0 2
Tylosintartat TYL <8 16 2 32 o 83 0 17
0
1 1
Tetrazykline Tetrazyklin TET =4 8 =16 0/3 8 8 1030
0

s, sensibel; i, intermediar-resistent; r, resistent
1 gemaR CLSI (CLSI, 2008, 20133, b, 2014) und NARMS (USDA, 19.12.2014)
2 [n] = Anzahl der lesbaren Ergebnisse (siehe 4. 2.)
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Tab. 16 C: Antimikrobielle Resistenz der Enterococcus gallinarum Isolate von Broilern und Puten

Antimikrobielle Klasse Antimikrobielle Substanz Broiler (n=5) | Puten (n=8)
[n] % | [n] | %
Aminoglykoside Gentamicin 1 20 4 50
Ampicillin 0 0 0 0
Beta-Laktame Amoxicillin-Clavulanséaure (2:1) 0 0 0 0
Penicillin 0 0 1 12,5
Chloramphenicole Chloramphenicol 0 0 0 0
Fluorchinolone Ciprofloxacin 0 0 2 25
Glykopeptide Vancomycin 0 0 0 0
Lincosamide Lincomycin 5 100 7 100
. Erythromycin 2 40 3 29
Makrolide Tylosintartat 1 20 2 14
Tetrazykline Tetrazyklin 5 100 8 100

Zur Berechnung der prozentualen Haufigkeit diente die Anzahl, der fur das entsprechende Antibiotikum erfolgreich getesteten Isolate.
Abweichungen von der Gesamtzahl der Isolate der jeweiligen Nutzungsrichtung ergaben sich aufgrund von nicht auswertbaren Ergebnissen

einzelner E. gallinarum Isolate fir das getestete Antibiotikum.
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Tab. 17 A: Verteilung der minimalen Hemmkonzentration (MHK), MHKso und MHKg der Enterococcus hirae Isolate fir 24 antimikrobielle

Substanzen
AB? Anzahl je Minimale Hemmkonzentration (ug/ml) [n]a M5I-c|)K Mgl—c|)K
0,008 | 0,015 |0,03|0,06 |0,12]0,25|05]1]2]|4|8[>8 |16]32|>32|64|>64]128]> 128 |256]> 256 ug/ml

GEN 4 1 5 8 16
AMP 1 2 11 5 0,5 2
AUG 1 1 21 | 5 | 05/025 1/0,5
PEN 1 211 5 1 4
OXA 11 3 5 > 8 > 8
CEF 1 1 3 5 >32 >32
FAZ 3 2 5 64 >64
FOP 1 3 1 5 8 16
FOT 1 1 3 ) >32 >32
XNL 1 4 5 >64  >64
CHL 5 | 5 4 4
CIP 1 2 2 5 0,5 2
ENRO 3 2 5 0,5 2
MARB 1 211 5 1 4
VAN 2 12 | 5 4 8
LIN 3 1 1 5 16 >64
PIRL 13 1 5 8 >64
CLI 2 2 1 5 16 >64
ERY 2 1 2 5 012 >32
TYL 31 | 1 5 1 >128
SPI 5 5 1 1
TIL 5 5 8 8
SXT 2 1 1 1 5 ]0,06/1,19 16/304
TET 1 2 1 1 5 3 256
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T AB, Antibiotika; GEN, Gentamicin; AMP, Ampicillin; AUG, Amoxicillin-Clavulansaure (2:1); PEN, Penicillin; OXA, Oxacillin; CHL,
Chloramphenicol; CEF, Cefquinom; FAZ, Cefazolin; FOP, Cefoperazon; FOT, Cefotaxime; XNL, Ceftiofur; CIP, Ciprofloxacin; ENRO, Enrofloxacin;
MARB, Marbofloxacin; VAN, Vancomycin, LIN, Lincomycin; PIRL, Pirlimycin; CLI, Clindamycin; ERY, Erythromycin; TYL, Tylosintartat; SPI,
Spiramycin; TIL, Tilmicosin; SXT, Sulfamethoxazol-Trimethoprim (1:19); TET, Tetrazyklin

4[n] = Anzahl der lesbaren Ergebnisse (siehe 4. 2.)

Die dicken Trennstriche zeigen den Breakpoint (CLSI oder NARMS) flr resistente Isolate an (ausfiihrliche Darstellung der Breakpoints siehe
Tab. 2).

Der grau schraffierte Bereich zeigt den Testbereich der Sensititreplatten an (ausfihrliche Darstellung der Testbereiche siehe Tab. 2).
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Tab. 17 B: Resistenzmuster der Enterococcus hirae Isolate basierend auf MHK-Grenzwerten fur 11 antimikrobielle Substanzen

. . . . Breakpoints? I
Antimikrobielle Klasse | Antimikrobielle Substanz Abkiirzung S rea p0|? S u‘g/m . [n]? Azzah‘l dier I‘sola;te

. . - 5 0 4 1

Aminoglykoside Gentamicin GEN <4 8 216 o 0 80 20
0

- 5 5 0 0

Ampicillin AMP <8 - 216 % | 100 O 0
0

N N 5 5 0 0

Beta-Laktame Amoxicillin-Clavulansaure (2:1) AUG < 8/4 16/8 2 32/16 % 100 0 0
0

5 5 0 0

Penicillin PEN <8 - =16 1 | 100 o o
0

. . 5 5 0 0

Chloramphenicole Chloramphenicol CHL <8 16 232 o 100 0 0
0

. . . 2

Fluorchinolone Ciprofloxacin CIP s1 2 24 05 630 40 8
0

. . 5 3 2 0

Glykopeptide Vancomycin VAN <4 8-16 232 % 60 40 0
0

. . . . 5 0 0
Lincosamide Lincomycin LIN s2 4 28 % 0 0 130

0

. 5 3 0 2

Erythromycin ERY <0,5 1-4 =8 % 60 0 40

Makrolide 50 4 0 1

Tylosintartat TYL <8 16 232 o 80 0 20
0

. . 5 3 0 2

Tetrazykline Tetrazyklin TET =4 8 =16 % | 60 0 40
0

s, sensibel; i, intermediar-resistent; r, resistent
1 gemaf CLSI (CLSI, 2008, 2013a, b, 2014) und NARMS (USDA, 19.12.2014)
2 [n] = Anzahl der lesbaren Ergebnisse (siehe 4. 2.)
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Tab. 17 C: Antimikrobielle Resistenz der Enterococcus hirae Isolate von Broilern und Legehennen

Antimikrobielle Klasse Antimikrobielle Substanz Broiler (n=1) | Legehennen (n=4)
Nl | % N | %
Aminoglykoside Gentamicin 0 0 1 25
Ampicillin 0 0 0 0
Beta-Laktame Amoxicillin-Clavulanséure (2:1) 0 0 0 0
Penicillin 0 0 0 0
Chloramphenicole Chloramphenicol 0 0 0 0
Fluorchinolone Ciprofloxacin 0 0 0 0
Glykopeptide Vancomycin 0 0 0 0
Lincosamide Lincomycin 1 100 4 100
. Erythromycin 1 100 1 25
Makrolide Tylosintartat 1 100 0 0
Tetrazykline Tetrazyklin 1 100 1 25
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4.2.1 Multiresistenz von Enterokokken

In den Tabellen 15 - 17 D sind die phanotypischen Resistenzmuster der verschiedenen
Enterokokkenspezies dargestellt.

Von den 163 untersuchten Enterokokkenisolaten waren 99 (61%) gegen drei oder mehr
antimikrobielle Wirkstoffklassen resistent. Die meisten multiresistenten Isolate stammten von
Puten (49%, n=48), gefolgt von Broilern (37%, n=37) und Legehennen (14%, n=14).

Bei Betrachtung der Enterokokkenspezies im Vergleich zeigte E. faecium den hochsten
Anteil multiresistenter Isolate (72%, n=13). Etwa zwei Drittel der E. faecalis (60%, n=76) und
E. gallinarum Isolate (62%, n=8) sowie zwei von funf E. hirae Isolaten waren gegen mehr als
zwei Antibiotikaklassen resistent.

Achtzig Prozent der Putenisolate (n=60), 55% der Broilerisolate (n=67) und 39% der
Legehennenisolate (n=36) zeigten eine Multiresistenz. Bei den Puten waren 92% (n=11) der
E. faecium Isolate, gefolgt von 78% (n=31) E. faecalis und 75% (n=6) E. gallinarum gegen
drei oder mehr Antibiotikaklassen resistent. Bei Broilern und Legehennen zeigte die
Enterokokkenspezies E. faecalis die hochsten Multiresistenzraten mit 56% (n=32) bzw. 43%
(n=13) der Isolate. Die haufigsten Multiresistenzphanotypen von E. faecalis aus Puten und
Broilern waren Gentamicin, Lincomycin, Tetrazyklin und Erythromycin, Tylosintartat,
Gentamicin, Lincomycin, Tetrazyklin (Tab. 14 D). Bei E. faecalis Isolaten (n=30) aus
Legehennen traten Resistenzen am haufigsten gegen Lincomycin (n=29), Tetrazyklin (n=25),
Gentamicin (n=10), Erythromycin (n=8) und Tylosintartat (n=8) auf.

Bei zwei E. faecium Isolaten von Puten wurde eine phanotypische Resistenz gegen Vertreter
von sechs antimikrobiellen Wirkstoffklassen (Aminoglykoside, Beta-Laktame,
Chloramphenicole, Fluorchinolone, Lincosamide, Makrolide, Tetrazykline) notiert.

Zwei E. gallinarum Isolate von Puten zeigten den Resistenzphanotyp Gentamicin,
Lincomycin und Tetrazyklin, weitere phanotypische Resistenzmuster kamen bei

E. gallinarum und E. hirae nur einmal vor (Tab. 16 D + 17 D)
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Tab. 14 D: Phanotypische Resistenzmuster von Enterococcus faecalis fur Broiler,
Legehennen und Puten

Nutzungsrichtung

Antimikrobielle Resistenzmuster |Broiler |Legehennen |Puten
[n] [n] [n]
Chl, Lin, Tet - - 1
Gen, Lin, Tet 9 4 8
Ery, Tyl, Gen, Lin 1 - 2
Ery, Tyl, Lin, Tet 4 4 2
Cip, Ery, Tyl, Lin 1 - -
Cip, Ery, Tyl, Lin, Tet 2 - -
Cip, Ery, Tyl, Gen, Lin - - 1
Ery, Tyl, Gen, Lin, Tet 10 3 12
Tyl, Gen, Lin, Tet 1 1 -
Chl, Cip, Ery, Tyl, Lin, Tet 1 - -
Chl, Ery, Tyl, Gen, Lin, Tet 2 1 4
Cip, Ery, Tyl, Gen, Lin, Tet 1 - 1

Gesamt [n]| 32/57 13/30 31/40
% 56 43 78

I1Cip, Ciprofloxacin; Chl, Chloramphenicol; Ery, Erythromycin; Gen, Gentamicin; Lin,
Lincomycin; Tet, Tetrazyklin; Tyl, Tylosintartat

Tab. 15 D: Phanotypische Resistenzmuster von Enterococcus faecium fir Broiler,
Legehennen und Puten

Nutzungsrichtung
Antimikrobielle Resistenzmuster Broiler | Legehennen | Puten
[n] [n] [n]
Cip, Gen, Tet - - 1
Cip, Ery, Tyl, Lin, Pen - - 1
Ery, Tyl, Gen, Lin, Tet 1 - 1
Amp, Aug, Pen, Ery, Tyl, Lin, Tet - - 1
Cip, Ery, Lin, Pen, Tet - - 1
Cip, Gen, Lin, Pen, Tet - - 1
Cip, Ery, Tyl, Gen, Lin, Tet 1 - 1
Amp, Aug, Pen, Ery, Tyl, Gen, Lin, Tet - - 1
Amp, Aug, Pen, Cip, Ery, Tyl, Gen, Lin, Tet - - 2
Amp, Aug, Pen, Chl, Cip, Ery, Tyl, Gen, Lin, Tet - - 1
[n] 2/4 0/2 11/12
Gesamt % 50 0 92

Amp, Ampicillin; Aug, Amoxicillin-Clavulansaure (2:1); Cip, Ciprofloxacin; Chl,
Chloramphenicol; Ery, Erythromycin; Gen, Gentamicin; Lin, Lincomycin; Pen, Penicillin; Tet,
Tetrazyklin; Tyl, Tylosintartat
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Tab. 16 D: Phanotypische Resistenzmuster von Enterococcus gallinarum fir Broiler,
Legehennen und Puten

Nutzungsrichtung
Antimikrobielle Resistenzmuster Broiler | Legehennen | Puten
[n] [n] [n]
Ery, Lin, Tet - - 1
Ery, Tyl, Lin, Tet 1 - 1
Gen, Lin, Tet - - 2
Cip, Gen, Lin, Tet - - 1
Ery, Gen, Lin, Tet 1 - -
Pen, Cip, Gen, Lin, Tet - - 1
[n]| 2/5 0/0 6/8
Gesamt % | 40 0 75

1Cip, Ciprofloxacin; Ery, Erythromycin; Gen, Gentamicin; Lin, Lincomycin; Pen, Penicillin;
Tet, Tetrazyklin

Tab. 17 D: Phanotypische Resistenzmuster von Enterococcus hirae fur Broiler,
Legehennen und Puten

Antimikrobielle BroiIglrUtfzggsgrfr?g:ln%uten
Resistenzmuster
[n] [n] [n]
Ery, Lin, Tet - 1 -
Ery, Tyl, Lin, Tet 1 - -
[n] 1/1 1/4 0/0
Gesamt % 100 25 0

'Ery, Erythromycin; Lin, Lincomycin; Tet, Tetrazyklin; Tyl, Tylosintartat
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Teil 3 - Phéano- und genotypischer Nachweis spezifischer Virulenzfaktoren und ihre
Korrelation mit der Embryoletalitat ausgewéhlter Enterokokkenisolate

4.3 Ergebnisse des Nachweises der Virulenzfaktoren

4.3.1 Ergebnisse des PCR-Nachweises der Virulenzgene

Aus den 163 Enterokokkenisolaten wurden 28 Isolate von Puten ausgewahlt, die hinsichtlich
des Vorhandenseins spezifischer Virulenzfaktoren ndher charakterisiert wurden. Diese
beinhalteten zehn E. faecalis, zehn E. faecium und acht E. gallinarum Isolate. Die Gene der
folgenden Virulenzfaktoren wurden mittels PCR nachgewiesen: Aggregation Substance
(asal), Cytolysin-Operon (in Kombination mit cylA, cyIB, cylL, cylLs, cylM), Enterococcal
Surface Protein (esp), Gelatinase (gelE) und Hyaluronidase (hylgm).

Die PCR-Produkte der Virulenzgene wurden sequenziert und durch Vergleiche mit
Sequenzen in der GenBank bestatigt.

Das Gen der Gelatinase (gelE) wurde in allen drei Enterokokkenspezies in insgesamt 15
Isolaten nachgewiesen. Das Gen der Aggregation Substance (asal) wurde in 12 Isolaten der
Spezies E. faecalis und E. faecium und das esp Gen nur in einem E. faecium Isolat
nachgewiesen. Drei E. faecalis Isolate und ein E. faecium Isolat wiesen das komplette
Cytolysin-Operon (Fig. 1 A + B) und alle funf cyl-Gene in der Einzelgen-PCR auf. Bei funf
Isolaten (4 E. faecalis, 1 E. faecium) wurden nur einzelne Gene des Cytolysin-Operons
nachgewiesen (Tab. 18A).

Die haufigste Kombination der Virulenzgene bei E. faecalis (n=7) war asal, Cytolysin und
gelE. Acht E. faecalis und vier E. faecium Isolate zeigten sowohl das asal als auch das gelE
Gen. Bei sechs E. faecium und zwei E. gallinarum Isolaten wurden keine Virulenzgene
nachgewiesen (Tab. 18A).

Fig. 1 A: Nachweis des Cytolysin-Operons mittels PCR und Gelelektrophorese der
E. faecalis Isolate

Referenzstamm MMH594 E. faecalis, E. faecalis Isolate Nr. 2, 162 und 165 positiv
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Fig. 1 B: Nachweis des Cytolysin-Operons mittels PCR und Gelelektrophorese der

E. faecium Isolate

Referenzstamm MMH594 E. faecalis, E. faecium Isolat Nr. 60 positiv

Das Hyaluronidase-Gen hylem wurde bei funf von acht E. gallinarum Isolaten

<
(o))
0
BE
=
=

nachgewiesen. Ein weiteres E. gallinarum Isolat trug das gelE Gen, wahrend asal sowie
Gene des Cytolysin-Operons bei dieser Enterokokkenspezies nicht vorkamen (Tab. 18A).

Tab. 18 A: Ergebnisse zum PCR-Nachweis der Virulenzgene flr 28 Enterokokkenisolate

Enterokokken- Virulenzgene Sl Anzahl
spezies asal |cylA|cylB | cylL. | cylLs |cyIM |esp |gelE | hylEfm | Operon [n]
1 1|1 1 1 1 10| 1 0 1 3
1 1|0 1 1 1 10 1 0 0 5
E. faecalis (n=10) 2 19 1 0} 0 | 0 | 001 0 0 5
1 0| 0| O 0 0 |0 1 0 0 1
1 1|0 0 0 0 |0 1 0 0 1
1 0| 0 0 1 ! 0 0 1
0 0 | 0 0 0 0o 0| O 0 0 6
E. faecium (n=10) 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2
1 1 ] 1 1 1 1 /1] 1 0 0 1
1 110 0 1 0 |0 1 0 1 1
0 0 | 0 0 0 0o 0| O 1 0 5
E. gallinarum (n=8) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
0 0 | 0 0 0 0 | 0] 1 0 0 1
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Der Kontrollstamm K923/96-1 (E. faecalis) wies alle Virulenzgene aul3er das hyl und das esp
Gen auf. Bei dem Kontrollstamm K808/97 (E. faecium) und dem Referenzstamm ATCC
49573 (E. gallinarum) wurden keine Virulenzgene nachgewiesen.

Tab. 18 B: Ergebnisse zum PCR-Nachweis der Virulenzgene fir die Kontroll- und

Referenzstamme

Referenz-/ Virulenzgene Cytolysin-
Kontrollstamm |asal cylA |cyIB |cylL. |cylLs |cylM |esp [gelE |hylEfm Operon
K923/96-1
(E. faecalis) ! ! 1 ! ! ! 0 ! 0 !
K808/97_ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E. faecium)
ATCC 4_19573 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(E. gallinarum)

4.3.2 Ergebnisse der phanotypischen Auspragung der Virulenzfaktoren

Die Ergebnisse der Tests zur phanotypischen Auspréagung der Virulenzfaktoren Cytolysin,
Gelatinase und Hyaluronidase sind in den Tabellen 20 A u B zusammengefasst.

Die Bestimmung der Hamolyse-Aktivitat erfolgte unter aeroben und anaeroben
Bedingungen auf 5%igem Pferdeblutagar. Die Ergebnisse der beiden Kultivierungsmethoden
stimmten fur alle Enterokokkenisolate tUberein. Sechs E. gallinarum Isolate und der

Referenzstamm ATCC 49573 (E. gallinarum) zeigten eine vollstandige beta-Hamolyse.

Die Gelatinase-Aktivitat war auf den Nahrgelatineplatten schon nach einer Inkubation von

24 Stunden sichtbar, bei den Nahrgelatineréhrchen variierte die nétige Inkubationsdauer

zwischen 24 Stunden und mehr als zwei Wochen. Eine positive Gelatinase-Reaktion zeigten
alle E. faecalis Isolate, inklusive dem Kontollstamm K923/96-1 (E. faecalis), wéhrend kein
Isolat der Enterokokkenspezies E. faecium oder E. gallinarum Gelatine hydrolysieren konnte.
Hyaluronidase-Aktivitat wurde bei sieben von acht E. gallinarum Isolaten und dem
Referenzstamm ATCC 49573 (E. gallinarum) festgestellt (Tab. 19 A+B).

Tab. 19 A: Phanotypische Auspragung der Virulenzfaktoren Cytolysin, Gelatinase und
Hyaluronidase fir 28 Enterokokkenisolate

Cytolysin [n]

Gelatinase [n]

Hyaluronidase

Enterokokkenspezies

aerob | anaerob |Platten |Rohrchen [n]
E. faecalis (n=10) - - 10 10 -
E. faecium (n=10) - - - - -
E. gallinarum (n=10) 6 6 - - 7
Gesamt 6 6 10 10 7

Tab. 19 B: Phanotypische Auspragung der Virulenzfaktoren Cytolysin, Gelatinase und
Hyaluronidase fur die Kontroll- und Referenzstamme

Cytolysin [n] Gelatinase [n] | Hyaluronidase
Referenz-/Kontrolistamm aerob | anaerob | Platten | R6hrchen [n]
K923/96-1 (E. faecalis) - - + + .
K808/97 (E. faecium) - - - - -
ATCC 49573 (E. gallinarum) + + - - +
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4.4 Ergebnisse des Embryoletalitatstests

4.4.1 Herstellung des Inokulums

In Vorversuchen wurde der Zusammenhang zwischen der optischen Dichte und der
Keimzahl anhand von Wachstumskurven der Kontrollstamme K923/96-1 (E. faecalis),
K808/97 (E. faecium) und des Referenzstammes ATCC 49573 (E. gallinarum) ermittelt.
Exemplarisch ist hier die Wachstumskurve fiir den Kontrollstamm K923/96-1 (E. faecalis)
dargestellt (Tab. 20, Fig. 2).

Aus der Keimzahlbestimmung (Tab. 20) ergab sich, dass der E. faecalis Kontrollstamm
bereits bei einer optische Dichte von < 0,1 von der stationaren Wachstumsphase in die
exponentielle Phase (Log-Phase) tGiberging und die Keimzahlen und OD-Werte exponentiell
anstiegen. Nach etwa 330 Minuten wurde die stationare Phase erreicht und nach etwa 480
Minuten begann die Absterbephase.

Die Log-Phase ist gekennzeichnet durch eine gleichbleibende Generationszeit der
Enterokokken. In diesem Zeitraum ist die standardisierte Entnahme eines Inokulums
moglich, dessen Keimzahlen nur geringfligigen Schwankungen unterliegen. In der Log-
Phase von E. faecalis K923/96-1 wurden OD-Werte zwischen 0,072 und 0,971 und
Keimzahlen zwischen 8,2 x 107 und 1,2 x 10%° KBE/ml ermittelt. OD-Werte zwischen 0,2 und
0,6 zeigten wiederholt gute Korrelationen mit den ermittelten Keimzahlen und wurden daher
als Ausgangswert fur die Verdiinnung des Inokulums genutzt.

Tab. 20: Ergebnisse der Wachstumskurve exemplarisch fiir K923/96-1 (E. faecalis)

Zeit Optische Dichte | Keimzahl
(min) (595nm) (KBE/ml)
0 0,000 1,07E+06
30 0,000 1,07E+06
60 0,000 1,07E+06
90 0,006 9,10E+06
120 0,024 1,80E+07
150 0,072 8,20E+07
180 0,140 1,04E+08
210 0,265 3,90E+08
240 0,506 6,60E+08
270 0,814 7,70E+09
300 0,971 1,24E+10
330 0,989 1,68E+10
360 0,983 2,15E+10
390 0,991 2,98E+10
420 0,991 2,74E+10
480 1,001 2,72E+10
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Fig. 2: Graphische Darstellung der Wachstumskurve exemplarisch fur K923/96-1 (E. faecalis)
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Gestrichelte Linie: optische Dichte bei 595nm
Durchgehende Linie: Keimzahl (KBE/ml)
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Der E. gallinarum ATCC 49573 Referenzstamm zeigte in zwei Wiederholungen der Wachstumskurve eine sehr kurze Log-Phase mit OD-Werten,
die unabhéngig von den ermittelten Keimzahlen stark schwankten. Da dies die Einstellung des Inokulums fiir die E. gallinarum Isolate erschwerte,
wurden alle acht E. gallinarum Isolate wiederholt nach einem anderen standardisierten Versuchsprotokoll getestet und die ermittelten optischen
Dichten mit den ausgezéahlten Keimzahlen verglichen. Ein Zusammenhang zwischen der optischen Dichte und der Keimzahl der E. gallinarum
Isolate konnte nicht hergestellt werden, aber es zeigte sich, dass die Keimzahlen der Isolate untereinander nach einer Inkubationszeit von exakt
drei Stunden den geringsten Schwankungen unterlagen (Tab. 21). Daher wurde der Enthahmezeitpunkt zur Herstellung des Inokulums fiir die

E. gallinarum Isolate auf drei Stunden festgesetzt.

Tab. 21: Inkubationsversuche der Enterococcus gallinarum Isolaten

vergangene Zeit 2 Std 45 min A | 2 Std 45min B 3Std A 3 Std B 3 Std 15 16 Std

Isolat Spezies oD KZ oD KZ oD KZ oD KZ oD Kz oD KZ

58 E. gallinarum | 0,3 | 3,30E+09 |0,21| 4,00E+08 | 0,32 |7,80E+08|0,32| 2,99E+08 | n.u. n.u. 0,54 | 4,30E+09
77 E. gallinarum |0,22| 1,80E+09 |0,25| 2,00E+08 | 0,35 |4,70E+08|0,34| 6,13E+08 | 0,46 | 8,96E+08 | 0,52 | 5,57E+10
79 E. gallinarum | 0,2 | 3,50E+09 |0,18 | 3,00E+08 | 0,290 |5,70E+08| 0,3 | 5,15E+08 | 0,43 | 5,68E+08 | 0,37 | 6,00E+10
94 E. gallinarum |0,28| 1,05E+10 |0,29 | 4,00E+08 | 0,43 |9,50E+08|0,43| 9,51E+08 | 0,46 | 1,07E+09 | 0,45 | 6,00E+10
118 E. gallinarum | 0,2 | 6,90E+08 | 0,23 | 2,60E+08 | 0,23 |8,10E+08|0,33| 5,97E+08 | 0,52 | 6,08E+08 | 0,53 | 1,23E+10
127 E. gallinarum |0,11| 6,30E+09 |0,11| 1,30E+08 | 0,26 |2,10E+08|0,18| 2,16E+08 | 0,26 | 2,28E+08 | 0,48 | 1,30E+09
146 E. gallinarum |0,25| 8,70E+08 | 0,2 | 5,00E+08 | 0,3 |6,00E+08|0,34| 8,80E+08 |0,48| 2,52E+08 | 0,54 | 6,00E+10
156 E. gallinarum |0,22| 5,70E+08 0,21 | 1,40E+08 | 0,27 |4,20E+08| 0,3 | 2,31E+08 | n.u. n.u. 0,52 | 4,40E+09
ATCC 49573 |E. gallinarum |0,16| 2,90E+08 | n.u. n.u. 0,210 3,60E+08|0,24 | 2,98E+08 | 0,41 | 9,16E+08 | 0,41 | 6,00E+10

OD, Optische Dichte; KZ, Keimzahl; n.u.; nicht untersucht
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4.4.2 Ergebnisse des Embryoletalitatstests

Die makroskopische Untersuchung der abgestorbenen Embryonen zeigte petechiale bis
ekchymotische Hamorrhagien und subkutane Odeme als charakteristische Anzeichen einer
Sepsis, wahrend bei den gettteten Embryonen keine pathologisch-anatomischen
Veranderungen beobachtet wurden.

Die Virulenzeinteilung der Isolate erfolgte anhand des Uberlebensindex und der Absterberate
der Embryonen nach sieben Beobachtungstagen (Wooley et al., 2000). Die embryonale
Absterberate beschreibt den Anteil der bis zum Versuchsende abgestorbenen Embryonen
(Sturzenhecker, 1995). Zur Berechnung des Uberlebensindex werden nach Abschluss der
Versuche die Uberlebenden Embryonen eines Isolats zusammenaddiert. Im Gegensatz zur
Absterberate beruicksichtigt der Uberlebensindex auch den Zeitpunkt des Absterbens; je
friher die Embryonen absterben, desto niedriger der Wert des Uberlebensindex. Der
Maximalwert erreicht 140, wenn Uber einen Versuchszeitraum von sieben Tagen keine
Embryonen sterben (Rudolph, 2004) (Tab. 22).

Tab. 22: Bewertung der Pathogenitat

Virulenz Uberlebensindex |Absterberate nach 7 Tagen (%)
+++, hoch virulent 0-50 > 81

++, mafig virulent 50 - 100 41 -80

+, gering virulent 100 - 140 <40

Es wurden insgesamt 28 Enterococcus Isolate von Puten (zehn E. faecalis, zehn E. faecium,
acht E. gallinarum), zwei Kontrollstamme [K923/96-1 (E. faecalis), K808/97 (E. faecium)] und
ein Referenzstamm (E. gallinarum ATCC 49573) auf ihre Virulenz im Brutei Uberprift. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 24 aufgeflhrt.

Bei der Untersuchung der zehn E. faecalis Isolate lagen die Absterberaten innerhalb von
sieben Tagen zwischen 10 und 95%. Daraus ergaben sich Uberlebensindices von 50 bis
127. Die Anzahl der KBE pro Brutei lag zwischen 428 und 856. Fir die zehn E. faecium
Isolate wurden Absterberaten von 0 bis 70% registriert. Der Uberlebensindex variierte von 48
bis 140, und die Inokulumsdichte betrug 176 bis 476 KBE pro Brutei. Die acht E. gallinarum
Isolate zeigten Absterberaten von 5 bis 30% mit Indexwerten von 122 bis 140. Pro Brutei
wurden Keimzahlen von 224 bis 404 KBE nachgewiesen. Die Schwankungen der
Keimzahlen des Inokulums lagen bei allen Enterokokkenisolaten im Toleranzbereich von 100
bis 1000 KBE / 0,2 ml.

Die Absterberaten der Kontrollstamme K923/96-1 (E. faecalis) und K808/97 (E. faecium)
lagen in sechs Durchgangen zwischen 80 und 100% bzw. 10 und 53%. Der Uberlebensindex
von K923/96-1 variierte zwischen 15 und 52, und die Keimzahlen bewegten sich zwischen
376 und 1000 KBE pro Brutei. Bei K808/97 ergaben sich Uberlebensindices von 73 bis 130,
und die Keimzahlen lagen zwischen 144 und 352 KBE pro Brutei.

Die Untersuchung des Kontrollstammes ATCC 49573 (E. gallinarum) ergab in sechs
Durchgangen Absterberaten von 20 bis 60% und Indexwerte zwischen 72 und 124. Die
Anzahl der KBE pro Brutei lag zwischen 136 und 544.

Bei den als Negativkontrollen mitgefuhrten Bruteiern wurden keine Absterberaten ermittelt,
und bei stichprobenartigen bakteriologischen Untersuchungen wurden weder Enterokokken
noch Fremdkeime nachgewiesen. Die stichprobenartigen bakteriologischen Untersuchungen
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der abgestorbenen oder getéteten Embryonen aus inokulierten Bruteiern fihrten konstant zu
einer Re-Isolierung der Enterokokken in Reinkultur.

Anhand des Uberlebensindex wurden drei Isolate als hoch virulent eingestuft (zwei

E. faecalis, ein E. faecium). Sieben Isolate (drei E. faecalis, vier E. faecium) stellten sich als
mafig virulent heraus, und der Grof3teil der Isolate (funf E. faecalis, funf E. faecium, acht

E. gallinarum) wurde als gering virulent eingestuft.

Anhand der Absterberate wurde ein Isolat als hoch virulent eingestuft (E. faecalis). Acht
Isolate (vier E. faecalis, vier E. faecium) waren maRig virulent und 19 Isolate (funf E. faecalis,
sechs E. faecium, acht E. gallinarum) waren gering virulent (Tab. 23).

Fur drei Isolate variierte die Virulenzeinteilung zwischen Absterberate und Uberlebensindex.
Ein E. faecium Isolat wurde nach der Absterberate als gering virulent und geman
Uberlebensindex als maRig virulent eingestuft. Zwei Isolate (E. faecalis, E. faecium), die
gemanR der Absterberate maRig virulent waren, wurden nach Uberlebensindex als hoch
virulent eingestuft. Bei den E. gallinarum Isolaten stimmten beide Virulenzbeurteilungen
Uberein (Tab. 23).

Der Kontrollstamm K923/96-1 (E. faecalis) zeigte sich anhand der Absterberate in vier
Durchgangen hoch virulent und in zwei Durchgédngen méaRig virulent. Anhand des
Uberlebensindex war er in vier Durchgéangen hoch virulent und in einem Durchgang maRig
virulent. Fur einen Durchgang konnte der Uberlebensindex nicht berechnet werden, weil eine
verminderte Anzahl Eier verfluigbar war (Tab. 24).

Der Kontrollstamm K808/97 (E. faecium) zeigte sich anhand der Absterberate in vier
Durchgangen gering virulent und in zwei Durchgangen mafig virulent. Anhand des
Uberlebensindex war er in drei Durchgangen gering virulent und in einem Durchgang maRig
virulent. Fiir zwei Durchgénge konnte der Uberlebensindex nicht berechnet werden, weil eine
verminderte Anzahl Eier verfligbar war (Tab. 24).

Der Referenzstamm E. gallinarum ATCC 49573 zeigte in sechs Durchgangen kein
einheitliches Virulenzmuster. Anhand des Uberlebensindex wurde er dreimal und anhand der
Absterberate zweimal als méaRig virulent und sonst als gering virulent eingestuft (Tab. 24).
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Tab. 23: Phano- und genotypischer Nachweis spezifischer Virulenzfaktoren in Korrelation mit der Embryoletalitdt der ausgewahlten
Enterokokkenisolate

Isolat Enterokokken- | Inokulum Nachgewiesene Virulenzgene i Phéanotyp* Absolute Absterberate Virulenz Ubgrlebens- . Virulenz
spezies (KBE) HAM | GEL | HYL | Mortalitat | nach 7 Tagen (%) | Absterberate? index Uberlebensindex?
2 E. faecalis 456 (a:sy:;xgly gr{);}élz’n?)gléfécy"_s' cyM.| 1 4| . 8/20 40 + 103 +
5 E. faecalis 436 asal, cylLs, gelE - + - 13/20 65 ++ 74 ++
30 E. faecalis 500 asal, cylA, cylLy, cylLs, cylM, gelE - + - 19/20 95 +++ 39 +++
50 E. faecalis 852 asal, gele - + - 7120 35 + 111 +
68 E. faecalis 856 gelE - + - 15/20 75 ++ 53 ++
87 E. faecalis 428 asal, cylA, cylLy, cylLs, cylM, gelE - + - 2/20 10 + 127 +
137 E. faecalis 588 gelE - + - 6/20 30 + 103 +
159 E. faecalis 484 asal, cylA, gelE - + - 7120 35 + 108 +
162 |E. faecalis g4 | 253L oylA, oyiB, cylly cylls, cyM, |y 16/20 80 . 50 T
Cytolysin-Operon, gelE
165 | E. faecalis 772|253k YA, oyIB, oyl eylls, cyM, | 16/20 80 . 52 ++
Cytolysin-Operon, gelE

61 E. faecium 340 keine - - - 2/20 10 4 127 +
44 E. faecium 304 keine - - - 0/20 0 4 140 +
60  |E.faecium 648 gﬁ(%l;;ﬁocgelz?or?y:elgpcéleﬁ% oM 0/20 0 " 140 "
69 E. faecium 212 asal, gele - - - 1/20 5 i 133 A
73 E. faecium 304 asal, gelE - - - 12/20 60 1F4F 61 ++
101 E. faecium 376 asal, cylA, cylLs, gelE - - - 10/20 50 ++ 76 ++
151 E. faecium 416 keine - - - 9/20 45 ++ 82 ++
1531l | E. faecium 332 keine - - - 14/20 70 it 48 +++
157 1l | E. faecium 476 keine - - - 6/20 30 4 103 +
160 E. faecium 176 keine - - - 7/20 35 4 95 ++
58 E. gallinarum 288 hylgsm + - + 0/20 0 + 140 +
77 E. gallinarum 352 keine + - + 2/20 10 + 135 +
79 E. gallinarum 304 gelE - - + 4/20 20 + 122 +
94 E. gallinarum 288 keine - - - 2/20 10 + 130 +
118 E. gallinarum 280 hylefm + - + 6/20 30 + 122 +
127 E. gallinarum 224 hylgm + - + 3/20 15 + 134 +
146 E. gallinarum 404 hylgm + - + 2/20 10 + 135 +
156 E. gallinarum 296 hylemm + - + 4/20 20 + 130 +
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IHAM, Hamolyse-Aktivitat; GEL, Gelatinase-Aktivitat; HYL, Hyaluronidase-Aktivitat; 2 +++, hoch virulent; ++, maRig virulent; + gering virulent (Tab. 23)

Tab. 24: Phano- und genotypischer Nachweis spezifischer Virulenzfaktoren in Korrelation mit der Embryoletalitat fur die Kontrollstdmme K923/96-1
(E. faecalis) und K808/97 (E. faecium) und den Referenzstamm ATCC 49573 (E. gallinarum)

Referenz-/ Enterokokken-| Inokulum |Nachgewiesene Phanotyp! Absolute Absterberate Virulenz Uberlebens- Virulenz
Kontrollstamm | spezies (KBE) Virulenzgene |HAM | GEL |HYL Mortalitat nach 7 Tagen (%) | Absterberate? index Uberlebensindex?
760 20/20 100 +++ 15 +++
660 asal, cylA, cylB, 19/20 95 +++ 35 +++
K923/96-1 E. faecalis 376 oyl oylls, | 18/20 %0 LA 45 LA
1000 cylM, Cytolysin- 18/20 90 T 40 ++
Operon, gelE
384 16/20 80 ++ 52 ++
548 8/10 80 ++ n.b.3 n.b.3
352 10/20 50 ++ 73 ++
224 6/20 30 104 +
K808/97 E. faecium 144 keine S 4/20 20 120 *
152 2/20 10 130 +
248 8/15 53 AFar n.b.8 n.b.8
168 1/10 10 4 n.b.® n.b.2
544 12/20 60 ++ 72 ++
324 11/20 55 ++ 77 ++
ATCC 49573 | E. gallinarum 256 keine . 1120 = * 9 i
136 6/20 30 + 117
216 4/20 20 + 124
232 3/20 15 + 125

!Abweichende absolute Anzahl der verfligbaren embryonierten SPF-Eier ermdglichte nicht immer die Virulenzeinteilung gemar dem
Uberlebensindex.
2+++, hoch virulent; ++, maRig virulent; + gering virulent (Tab. 3)
3 n.b, nicht bestimmt

71




5 Diskussion

Teil 1 — Keimisolierung und —charakterisierung
Die 163 Enterokokkenisolate der vorliegenden Dissertation wurden in der Routinediagnostik

der Geflugelveterindrpraxis Dr. Poppel in Delbriick aus verschiedenen Organen von Broilern,
Legehennen und Puten isoliert und an das Institut fir Geflligelkrankheiten der Freien
Universitat Berlin zur Charakterisierung tbersandt. Die untersuchten Tiere stammten aus
deutschen Gefliigelbetrieben aus Nordrhein-Westfalen und Niedersachsen.

Die anschlieRende Genus- und Speziesbestimmung der Isolate erfolgte mit der Multiplex-
PCR und der partialen 16S rDNA-Genanalyse.

Die Mehrzahl der Isolate gehorte der Enterokokkenspezies E. faecalis an (insgesamt 78%,
n=127). Andere Enterokokkenspezies waren nur in geringer Anzahl mit fiinf bis 18 Isolaten
vertreten.

Die Spezieszugehdrigkeit und Bedeutung von Enterokokken, die aus Probenmaterial klinisch
kranker Broiler, Legehennen oder Puten isoliert wurden, ist in der Literatur kaum
beschrieben. Hingegen gibt es zahlreiche Studien zum Vorkommen von
Enterokokkenspezies in Geflligelbestanden und der Darmflora gesunder Tiere, die haufig
Untersuchungen zur antimikrobiellen Empfindlichkeit beinhalten. Diese Studien zeigen, dass
E. faecalis, mit Abstand zu E. faecium, die haufigste nachgewiesene Enterokokkenspezies
bei Legehennen (Ministry of Agriculture, 2013; Schwaiger et al., 2010) und Broilern (Kojima
et al., 2010; Obeng et al., 2013; Poeta et al., 2006a) ist.

Zur Abschéatzung der Pravalenz verschiedener Enterokokkenspezies bei Puten liegen nur
wenige vergleichbare Publikationen vor. In den USA untersuchten Welton et al. (1998)
Kloakentupfer von Puten zwischen dem 24. Lebenstag und dem Tag der Schlachtung. Zu
jedem der sechs Beprobungszeitpunkte wurden aus den Proben etwa doppelt so viele

E. faecalis wie E. faecium Isolate nachgewiesen (Welton et al., 1998). Ahnliche Verhaltnisse
wurden auch bei Untersuchungen des Darminhaltes von Puten und Broilern in Kanada
ermittelt (Tremblay et al., 2011).

Die Enterokokkenisolate der vorliegenden Untersuchung stammten von klinisch erkrankten
Tieren und wurden aus makroskopisch veranderten Geweben oder inneren Organen in Rein-
oder Mischkultur isoliert. Das Verhaltnis der identifizierten Enterokokkenspezies
untereinander lasst daher vermuten, dass E. faecalis haufiger als andere Vertreter der
Enterokokken als Krankheitserreger in Erscheinung tritt. Diese Annahme wird durch die
Vielzahl verschiedener Krankheitsbilder bestatigt, die fur E. faecalis beschrieben worden sind
(Landman, 1999; Olsen et al., 2012; Tankson et al., 2001). Enterococcus faecium hingegen
wurde bisher nur im Zusammenhang mit einer erhéhten Kikensterblichkeit bei weilRen
Pekingenten erwahnt (Sandhu, 1988). Im Allgemeinen treten Enterokokken nicht als priméare
Krankheitserreger, sondern als Opportunisten in Erscheinung. In der Humanmedizin besitzen
sie aber eine besondere Bedeutung als Erreger nosokomialer Infektionen, die ebenfalls
haufiger von E. faecalis als von E. faecium hervorgerufen werden (Anonymus, 2011b;
Murray, 1990).

Dreizehn der 163 Enterokokkenisolate gehorten der Spezies E. gallinarum an. Acht dieser
Isolate stammten von Puten (n=60) und fiinf von Broilern (n=67). Die geringe Isolationsrate
von E. gallinarum beim Wirtschaftsgefliigel entspricht den Ergebnissen anderer Studien, die
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diese Enterokokkenspezies in geringer Anzahl (< 7%) in Isolaten aus Broilern, Puten oder
deren Umgebung nachgewiesen haben (Obeng et al., 2013; Oliveira et al., 2010; Simjee et
al., 2007; Welton et al., 1998). In Portugal wurden 16 Enterokokkenisolate aus dem
Darminhalt von Broilern isoliert und ein E. gallinarum Isolat bestatigt (Oliveira et al., 2010).
Welton et al. (1998) untersuchten Enterokokken (n=352) aus Kloakentupfern von Puten und
identifizierten 22 E. gallinarum Isolate. In der Darmflora von Legehennen oder Elterntieren
wurde E. gallinarum nur sehr selten (Obeng et al., 2013) oder gar nicht nachgewiesen
(Devriese et al., 1991), was auf Unterschiede in der Futterung oder der Haltung innerhalb der
Nutzungsrichtungen zurtickzufiihren sein kénnte.

Finf Enterokokkenisolate wurden als E. hirae identifiziert, ein Isolat stammte von einem
Broiler (n=67) und vier von Legehennen (n=36). Berichte tGiber das Vorkommen von E. hirae
bei Broilern sind in der Literatur nicht einheitlich. Von 90 Enterokokkenisolaten aus der
Einstreu von Broilern in den USA wurde fast die Halfte (n=41) als E. hirae identifiziert (Simjee
et al., 2007), wahrend Hayes et al. (2004) in der Einstreu anderer Bestande aus 331 Isolaten
nur 13 E. hirae bestatigten. Diarra et al. (2010) identifizierten neun E. hirae Isolate aus 69
Kotproben von Broilern in Kanada. Hingegen wurde im Kot von Broilern aus China in einer
grol3en Anzahl von Enterokokkenisolaten (n=335) diese Spezies nicht nachgewiesen (Liu et
al., 2013). Bei Legehennen wurde E. hirae bisher nur in einer Publikation und in vier von 52
Enterokokkenisolaten bestétigt (Obeng et al., 2013).

Der Nachweis von E. hirae im Probenmaterial von gesunden oder klinisch erkrankten Puten
ist nicht beschrieben. Ubereinstimmend wurde E. hirae aus Huhnerfleisch (2%), aber nicht
aus Putenfleisch isoliert (Aslam et al., 2012). Eine mégliche Erklarung kénnte die
unterschiedliche Zusammensetzung der bakteriellen Darmflora von Hithnern und Puten sein,
falls diese E. hirae in ihrem Wachstum beeinflussen. Untersuchungen zur Darmflora von
Puten wiesen beispielsweise im Vergleich zu Studien bei Broilern fast 50% Lactobacillales
und nur einen geringen Anteil (<5%) an Enterobakterien (Salmonella, E. coli) nach (Amit-
Romach et al., 2004; Lu und Domingo, 2008).

Fur die Identifizierung der jeweiligen Enterokokkenspezies mittels PCR-Untersuchungen
wurde die DNA aus Bakterienreinkulturen per Hitzelyse extrahiert. Diese Methode wird bei
der DNA-Extraktion Gram-negativer Bakterien erfolgreich angewendet (Muhldorfer et al.,
2011). Interessanterweise erwies sich eine DNA-Hitzelyse als ausreichend fiir Isolate der
Enterokokkenspezies E. faecalis, E. faecium und E. gallinarum, wahrend fur E. hirae
abweichend ein kommerzielles Extraktionskit verwendet werden musste (siehe Material und
Methoden 3.2.3). Diese Beobachtung kdnnte trotz der Zugehdrigkeit von E. hirae zur

E. faecium Gruppe (Klein, 2003) darauf hinweisen, dass sich einzelne Enterokokkenspezies
in der Zusammensetzung ihrer Zellwand unterscheiden. Bereits Farrow und Collins (1985)
grenzten anhand von Genomanalysen E. hirae deutlich von phanotypisch nah verwandten
Enterokokkenspezies ab.

Teil 2 — Bestimmung des Resistenzverhaltens in vitro
Der Einsatz von antimikrobiellen Wirkstoffen ist zur Behandlung von bakteriellen

Infektionskrankheiten unerlasslich, wenn andere MalRhahmen wie Biosicherheit, gute
bauerliche Praxis und prophylaktische MalRnahmen eine Infektion der Tiere nicht verhindern
konnten. Durch die Anwendung von Antibiotika kénnen die Gesundheit und das
Wohlbefinden der Herde gesichert und die 6konomischen Verluste auf ein Minimum begrenzt
werden (Hafez, 2014). Die Behandlung des Wirtschaftsgefliigels gegen Enterokokken kann
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laut Thayer und Waltman (2013) mit Penicillin, Erythromycin, Novobiocin, Oxytetrazyklin,
Chlortetrazyklin und Tetrazyklin erfolgen. Im Jahr 2012 wurden in Deutschland 1619 t
antimikrobiell wirksamer Substanzen an niedergelassene Tierarzte verkauft. 2013 verringerte
sich die Abgabemenge auf 1452 t, wahrend die Anteile an sogenannten Reserveantibiotika
(,critically important antibiotics®) wie Fluorchinolonen und Cephalosporinen der dritten und
vierten Generation stiegen. Der grofdte Anteil an abgegebenen antimikrobiellen Substanzen
entfiel in beiden Jahren auf die Wirkstoffklassen Penicilline und Tetrazykline, gefolgt von
Sulfonamiden, Makroliden und Polypeptiden (Hauck et al., 2014; Wallmann et al., 2014).
Eine Zuordnung der Abgabemenge zu einer Tierart war in der allgemeinen Erfassung nicht
maoglich. Eine Studie in Wirtschaftsgefliigelbestanden aus Niedersachsen zeigte, dass 2011
Beta-Laktam-Antibiotika am haufigsten eingesetzt wurden (Anonymus, 2011a).

Bei der Empfindlichkeitsprifung von Enterokokken gegen Beta-Laktam-Antibiotika ist zu
beachten, dass alle Enterokokkenspezies intrinsisch resistent gegen Cephalosporine sind.
Vertreter dieser Wirkstoffklasse werden nicht zur Therapie von Enterokokkeninfektionen
eingesetzt, und das CLSI rat aufgrund fehlender klinischer Korrelationen von einer
Empfindlichkeitsprufung oder der Bewertung der MHK-Ergebnisse ab (CLSI, 2008). In der
vorliegenden Dissertation sind die Ergebnisse aller Beta-Laktam-Antibiotika der
Vollstandigkeit halber aufgefuhrt.

Alle E. faecalis (n=1224, 123%), E. gallinarum (n=13) und E. hirae Isolate (n=5) reagierten
sensibel auf Ampicillin und Amoxicillin-Clavulansaure. Von den E. faecium Isolaten (n=18)
waren hingegen 28% resistent gegen Ampicillin und 17% resistent gegen Amoxicillin-
Clavulanséaure (Tab.14 — 17 B). Unterschiede im Resistenzverhalten der
Enterokokkenspezies gegentiber Beta-Laktam-Antibiotika wurden auch in einer Studie von
Ellerbroek et al. (2004) beschrieben. Die Autoren fanden 2001 in deutschen
Wirtschaftsgefliigelbestanden ausschlie3lich Ampicillin-resistente E. faecium (n=7/31),
wahrend alle E. faecalis Isolate (n=36) empfindlich auf Ampicillin reagierten. Eine
verminderte Empfindlichkeit fiir Penicillin wurde bei Enterokokkenisolaten von Broilern und
Puten aus Europa (Aarestrup et al., 2000; Ellerbroek et al., 2004) und Nordamerika (Simjee
et al., 2007; Tremblay et al., 2011) nachgewiesen. Zwei Drittel (n=14/22) der E. faecium
Isolate aus Gefliigelbestéanden in Europa zeigten 2002 eine Penicillin-Resistenz (Ellerbroek
et al., 2004). In den USA waren 71% der E. faecium Isolate (n=17/24) aus Broilereinstreu
resistent gegen Penicillin und wiesen MHK-Werte von > 8ug/ml auf (Simjee et al., 2007).
Hohere Resistenzraten gegen Beta-Laktam-Antibiotika kdnnen bei E. faecium auf eine
verringerte Affinitat ihrer Penicillin-bindenden Proteine (PBPs) zurtickgefuhrt werden
(Williamson et al., 1985). Die Uberproduktion dieser PBPs ist fiir eine intrinsische Low-level
Resistenz gegen Penicillin verantwortlich (Sifaoui et al., 2001).

Fir E. hirae wurden keine Resistenz (0 %) und niedrige MHKso- und MHKgo-Werte (1 pg/ml
bzw. 4 pg/ml) fur Penicillin festgestellt, die in der Literatur nicht bestatigt werden. In Kanada
waren funf von neun E. hirae Isolaten (56%) aus Broilerkot Penicillin-resistent (Diarra et al.,
2010). Bei Enterokokken aus Broilereinstreu in den USA wurden 71% Penicillin-resistente
der E. hirae Isolate (n=29/41) nachgewiesen (Simjee et al., 2007).

Die gute Wirksamkeit von Beta-Laktamen gegen E. faecalis wurde in mehreren
europaischen Untersuchungen fiur Isolate aus Wirtschaftsgefliigelbestadnden gezeigt (EFSA,
2010; Ellerbroek et al., 2004; Harisberger et al., 2011; Schwaiger et al., 2010) und konnte in
der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Die hohe Beta-Laktam-Empfindlichkeit hat
besondere Bedeutung fur die Humanmedizin, da die meisten durch Enterokokken bedingten
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klinischen Erkrankungen durch E. faecalis verursacht werden und Penicilline in Kombination
mit Aminoglykosiden Mittel der Wahl zur Therapie sind (Peters et al., 2003).

Bei humanen Infektionen mit multiresistenten Enterokokken oder Patienten mit einer
Penicillinallergie wird Gentamicin mit einem anderen zellwandaktiven Glykopeptid-
Antibiotikum, z.B. Vancomycin oder Teicoplanin, kombiniert (Chen, 1986). Seit 1986
werden vermehrt Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) isoliert, was die Therapie von
Infektionen beim Menschen zunehmend erschwert (Uttley et al., 1988).

In der vorliegenden Untersuchung wurden unter den 163 untersuchten Isolaten keine
Vancomycin-resistenten Enterokokken gefunden. Die minimalen Hemmkonzentrationen fur
die E. faecalis und E. faecium Isolate lagen im unteren Bereich der Testkonzentrationen

(= 2 pg/ml). Fir die E. faecium Isolate war Vancomycin das einzige Antibiotikum mit
100%iger Wirksamkeit. Bei E. gallinarum lagen die ermittelten MHKso- und MHKgo-Werte fiir
Vancomycin im intermediér-resistenten Bereich (8 pg/ml). Die verminderte Wirksamkeit von
Vancomycin ist bei dieser Enterokokkenspezies auf eine intrinsische Resistenz
zurlckzufuhren, die chromosomal von vanC-Genen codiert (Leclercq et al., 1992) und nicht
auf andere Bakterien Ubertragen wird (Patel et al., 1997).

Die Ergebnisse der Vancomycin-Testung entsprechen denen verschiedener Monitoring-
Studien aus Europa, die E. faecalis und E. faecium Isolate hinsichtlich ihrer Resistenz
untersuchten. Enterokokkenisolate (n >200) von Broilern aus der Schweiz wiesen 0,4 — 0,7%
VRE auf (Buttner, 2010; Harisberger et al., 2011). Bei einem &hnlichen Stichprobenumfang
in Osterreich (n=187), Danemark (n=231), Frankreich (n=275), Schweden (n=171) und den
Niederlanden (n=359) wurden 0 — 2% VRE isoliert (EFSA, 2010). In Legehennenbestanden
in Stddeutschland (Bayern) wurden keine VRE gefunden (Schwaiger et al., 2010).

Das Auftreten Vancomycin-resistenter Enterokokken in den achtziger Jahren wurde in
Europa mit dem Einsatz von Avoparcin als Wachstumsforderer in Futtermitteln erklart (Bager
et al., 1997). Die Verwendung von Avoparcin in subtherapeutischen Konzentrationen
beglnstigte eine Resistenzentstehung, unter anderem auch die Kreuzresistenz gegen
Vancomycin (Butaye et al., 1999), das als Reserveantibiotikum dem Einsatz in der
Humanmedizin vorbehalten ist. In Deutschland wurde die Anwendung bereits 1995 verboten,
in der gesamten EU darf Avoparcin seit 1997 nicht mehr eingesetzt werden. Der deutliche
Ruckgang von Vancomycin-resistenten Isolaten scheint durch eine Verringerung des
Selektionsdrucks nach dem Verbot von Avoparcin hervorgerufen worden zu sein (Aarestrup
et al., 2001), ein Erfolg, der sich bereits hach wenigen Jahren in europaischen Studien zeigte
(Bager et al., 1999; Klare et al., 1999; Pantosti et al., 1999; van den Bogaard et al., 2000).
Zu einem anderen Ergebnis kamen Sting et al. (2013) in einer jingeren Studie. Die Autoren
wiesen in insgesamt 15 von 20 untersuchten Putenbestanden (75%) in Sidwestdeutschland
Vancomycin-resistente Enterokokken nach. Bei zehn positiven Herden wurden die VRE aus
Kloakentupfern und Staubproben isoliert. In vier Herden wiesen nur die Umweltproben und in
einer Herde nur die Staubproben Vancomycin-resistente Enterokokken auf (Sting et al.,
2013). Die Persistenz von VRE in Putenbetrieben 14 Jahre nach dem Avoparcin-Verbot in
Deutschland kénnte durch einen héheren Einsatz antimikrobieller Wirkstoffe in der
Putenmast und dem damit verbundenen Selektionsdruck auf die Darmflora hervorgerufen
werden. Eine weitere Annahme ist, dass minimale Rickstande von Avoparcin in der Umwelt
durch Reinigung und Desinfektion nicht beseitigt werden kénnen und die Selektion der
Vancomycin-Resistenz bei Enterokokken begiinstigen (Gullberg et al., 2011).
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Die MHKgo-Werte fir die Makrolid-Antibiotika Tilmicosin und Spiramycin lagen bei den

E. faecalis, E. faecium und E. gallinarum Isolaten im Bereich der héchsten
Testkonzentrationen (= 128 ug/ml). Gegen Erythromycin und Tylosintartat waren mit 44%
fast die Halfte der E. faecalis Isolate (n=54/124 und n=55/124) und 61% bzw. 56% der

E. faecium Isolate (n=11/18 und n=10/18) resistent. Die European Food Safety Authority
(EFSA) untersuchte 2010 in sechs Landern das Resistenzverhalten bestimmter
Indikatorbakterien aus Broilerkot. Bei E. faecalis und E. faecium Isolaten aus den
Niederlanden (n=359), Osterreich (n=187) und Frankreich (n=275) wurden mit 51 — 82%
ahnlich hohe Resistenzraten gegen Erythromycin nachgewiesen. Isolate aus Danemark
(n=231) und Schweden (n=171) wiesen hingegen Resistenzraten von maximal 31% auf
(EFSA, 2010). Eine vergleichbare Erythromycin-Resistenz (< 27,5%) zeigte sich auch bei
Enterokokken (n=291) von Legehennen in der Schweiz (Harisberger et al., 2011).

Der Resistenzmechanismus, der eine verminderte Wirksamkeit von Makroliden bedingt,
kommt durch Modifizierungen an der 23S rRNA des Ribosoms zustande und betrifft
samtliche Vertreter der Wirkstoffklasse (Portillo et al., 2000). Die Vermutung, dass
Unterschiede im Einsatz von Makrolid-Antibiotika in den verschiedenen Landern eine hdhere
oder geringere Resistenzrate bedingen, kann mit der momentanen Datenlage nicht bestétigt
oder widerlegt werden. Eine realistische Einschatzung kdnnte durch eine Aufschliisselung
des Antibiotikaeinsatzes in den Nutzungsrichtungen von Wirtschaftsgefligelbestanden im
europaischen Vergleich erreicht werden. Bisher erfolgt nur eine Unterscheidung zwischen
Lebensmittel liefernden und nicht Lebensmittel liefernden Tieren (Buttner et al., 2010;
ESVAC, 2010). Untersuchungen weisen darauf hin, dass Enterokokken schnell Resistenzen
gegen Makrolid-Antibiotika erwerben kénnen (Aarestrup et al., 1998). Das Bundesinstitut fiir
Risikobewertung hélt Resistenzen von Enterokokken gegen Makrolide, Glykopeptide und
Streptogramin fur besonders bedenklich, da sie vom Tier auf den Menschen tbertragen und
an andere humanpathogene Bakterien weitergegeben werden kdnnen (Anonymus, 2003).
Der Einsatz dieser drei Wirkstoffklassen im Besonderen, aber auch der Einsatz anderer
antimikrobieller Wirkstoffe, sollte daher abhéngig vom Krankheitsbild gezielt und in
geeigneter Dosierung nur nach einer Empfindlichkeitsprifung erfolgen, um den allgemeinen
Selektionsdruck zu verringern (Anonymus, 2003).

Alle Enterokokkenspezies der vorliegenden Dissertation wiesen hohe Resistenzraten fiir
Lincomycin und Tetrazyklin auf. Alle E. gallinarum Isolate aus Broilern (n=5) waren
resistent gegen Tetrazyklin, was auch fir E. gallinarum Isolate aus der Einstreu von Broilern
in den USA (n=11) und in Kanada (n=2) gezeigt wurde (Diarra et al., 2010; Simjee et al.,
2007). Europaische Studien Uber das Resistenzverhalten dieser Enterokokkenspezies sind
in der Literatur selten. Enterococcus faecalis Isolate aus Legehennen zeigten nach
Lincomycin (97%) fur Tetrazyklin die hdchste Resistenzrate (86%) und einen MHKgo-Wert
von 128 pg/ml. Hohe Resistenzraten fir Tetrazyklin wurden auch fur 138 E. faecalis Isolate
(56,5% Resistenz) von Legehennen in der Schweiz (Harisberger et al., 2011) und fur 792

E. faecalis Isolate (68,6% Resistenz) von Legehennen in Belgien, Deutschland, Italien und
der Schweiz ermittelt (van Hoorebeke et al., 2011). Der Resistenzmechanismus fir eine
verminderte Wirksamkeit von Tetrazyklin ist auf verschiedene erworbene tet-Gene
zurickzufuhren (De Leener et al., 2004). Die hohen Resistenzraten mit 72 — 100% fir
Lincomycin bei allen getesteten Enterokokkenspezies werden hingegen mit der Prasenz des
erm(B)-Gens erklart und stellen eine intrinsische Eigenschaft der Enterokokken dar. Das
erm(B)-Gen codiert neben der Lincosamid-Resistenz auch fur Resistenzen gegen Makrolide
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und Streptogramin B (MLSg-Resistenz) (Moellering, 1991) und wurde bereits bei Isolaten des
Wirtschaftsgefliigels nachgewiesen (Graham et al., 2009; Jensen et al., 1999).

Die Resistenzraten fir Gentamicin lagen bei der Enterokokkenspezies E. faecalis bei 35%
(Legehennenisolate), 51% (Broilerisolate) und 73% (Putenisolate). Auch 72% (n=13/18) der
E. faecium Isolate waren Gentamicin-resistent. Da Gentamicin in Deutschland fur den
Einsatz beim Wirtschaftsgefliigel nicht zugelassen ist, kdnnten hohe Resistenzraten ihren
Ursprung in Kreuzresistenzen zu anderen, zugelassenen Aminoglykosiden haben, wie z.B.
Spectinomycin und Neomycin. Aminoglykosid-Resistenzen werden jedoch durch ,diverse
Enzyme mit einem jeweils spezifischen Substratspektrum® vermittelt, sodass selten echte
Kreuzresistenzen bestehen (Werckenthin und Schwarz, 2003). Die hohen Resistenzraten
lassen sich vermutlich auf die intrinsische Low-level-Resistenz der Enterokokken gegen
Aminoglykoside zurlckfihren (CLSI, 2008). Aminoglykoside kénnen in therapeutischer
Dosierung die Zellmembran der Enterokokken nicht passieren (Zimmermann et al., 1971).
Daher empfiehlt das CLSI, die Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung von Aminoglykosiden
nicht zu bewerten, wenn keine separate Bestimmung der High-Level-Resistenz (= 500 pg/mi
fur Gentamicin, = 1000 pg/ml fur Streptomycin) durchgefuihrt wurde. Studien zur High-Level-
Gentamicin-Resistenz bei Enterokokken aus Legehennen in Bayern (Schwaiger et al., 2010)
und bei Isolaten aus Broilern in der Schweiz (Buttner et al., 2010) oder Danemark (DANMAP,
2010) zeigten nur sehr geringe Resistenzraten (<1,8%). Die High-Level-Resistenz indiziert,
dass die fraglichen Enterokokken nicht mit einer Kombination eines Aminoglykosids mit
Penicillin oder einem Glykopeptid-Antibiotikum behandelt werden kdnnen (Torres et al.,
1993). In der vorliegenden Dissertation wurde der Breakpoint fir die Low-Level-Resistenz
(16 pg/ml) zur Bewertung verwendet (CLSI, 2008). Er scheint zur Charakterisierung von
Isolaten aus Gefligelbestédnden in Deutschland aussagekréftiger, da in der Veterinarmedizin
und besonders im Nutztierbereich nach Méglichkeit auf Kombinationspraparate verzichtet
werden soll (Bundestierarztekammer, 2010).

Mehr als 50% der E. faecium Isolate (n=10/18) waren resistent gegen Ciprofloxacin und
zeigten hohe MHKgo-Werte (8 pg/ml) fir Enrofloxacin und Marbofloxacin. Das ist ein
beunruhigendes Ergebnis, da Fluorchinolone sowohl in der Human- als auch in der
Veterinarmedizin therapeutisch genutzt werden und als Reserveantibiotika fur die Therapie
beim Menschen gelten (Collignon et al., 2009). Der Einsatz von Ciprofloxacin ist der
Humanmedizin vorbehalten, wahrend Enrofloxacin und Marbofloxacin nur zur Therapie von
Infektionen bei Tieren verwendet werden (Loscher, 2010). In Deutschland sind die
Abgabemengen von Fluorchinolonen an Tierarzte zwischen 2011 und 2013 um fast 50%
gestiegen (Wallmann et al., 2014). Resistenzen gegeniber Fluorchinolonen sind als
bedenklich einzuschatzen, weil sie in unterschiedlicher Auspragung auf alle Vertreter dieser
Wirkstoffklasse zutreffen (Werckenthin und Schwarz, 2003). Daher empfiehlt das
Bundesinstitut fur Risikobewertung, den Einsatz von Fluorchinolonen auf
Einzeltierbehandlungen und Erreger zu beschranken, die gegen andere Antibiotika resistent
sind (Anonymus, 2003).

Bei E. faecium kdnnen hohe Resistenzraten gegen Fluorchinolone auf eine intrinsische
Resistenz zuriickzufiihren sein. Die Resistenzraten der E. faecium Isolate lagen fur
Ciprofloxacin in mehreren Studien héher (50,3 — 54%) als die der E. faecalis Isolate (0 —
6,5%) (Harisberger et al., 2011; Simjee et al., 2007). Der Mechanismus, der dieser
intrinsischen Resistenz zugrunde liegt, ist noch nicht vollstdndig erforscht (Arsene und
Leclercq, 2007).
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Obwohl in der EU seit 1994 der Einsatz von Chloramphenicolen bei lebensmittelliefernden
Tieren nicht mehr erlaubt ist (EEC, 1999), zeigten die untersuchten E. faecalis und

E. faecium Isolate aus deutschen Wirtschaftsgefliigelbestidnden Resistenzraten von 8%
(n=10/127) bzw. 6% (n=1/18). Enterococcus faecalis Isolate aus Puten waren sogar zu 13%
(n=5/40) resistent gegen Chloramphenicol. Vergleichsweise hohe Resistenzraten von 38,9%
bzw. 41,9% wurden 2001 auch in einer anderen Studie fir E. faecalis (n=36) und E. faecium
Isolate (n=31) aus Wirtschaftsgefligelbestanden in Deutschland ermittelt (Ellerbroek et al.
2004). Erworbene Chloramphenicol-Resistenzen wurden fir Enterokokken bereits friher
beschrieben (George und Uttley, 1989). Dariiber hinaus wurden in den letzten Jahren in
Asien vermehrt Chloramphenicol-resistente Enterokokken isoliert (Han et al., 2011; Liu et
al., 2013; Usui et al., 2014).

Alle E. gallinarum Isolate und die Mehrzahl der Isolate der anderen Enterokokkenspezies
wiesen niedrige MHKso- und MHKgo-Werte fiir Sulfamethoxazol-Trimethoprim auf, obwohl
Enterokokken intrinsisch resistent gegen Antagonisten der Folsduresynthese sind (Schwarz
et al., 2013). Die hohe Empfindlichkeit gegeniiber Sulfamethoxazol-Trimethoprim resultierte
aus der Verwendung folatfreier Mueller-Hinton-Bouillon Il fiir die Mikrodilution, weil den
Enterokokken in diesem Testmedium keine exogene Folséaure zur Verfiigung stand (Atlas,
2004). Wird die Empfindlichkeit von Enterokokken gegen Sulfonamide in vitro ermittelt, ist
stets zu beachten, dass der Folatgehalt des Testmediums Einfluss auf die Ergebnisse der
Empfindlichkeitsprufung hat. Daher sind Vertreter dieser Wirkstoffklasse unabhangig vom
Testergebnis nicht fur die Behandlung von Enterokokkeninfektionen geeignet (Grayson et al.,
1990), und das CLSI rét die Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung von Sulfonamiden bei
Enterokokken zu vernachlassigen (CLSI, 2008).

Enterococcus faecalis, E. faecium und E. gallinarum Isolate von Puten zeigten im Vergleich
zu Isolaten von Broilern und Legehennen unter Berlicksichtigung der klinischen Grenzwerte
von 11 antimikrobiellen Substanzen die hdchsten Resistenzraten. Die haufigsten ermittelten
Resistenzphanotypen waren Gentamicin, Lincomycin, Tetrazyklin, Erythromycin und
Tylosintartat. Direkte Vergleiche des Resistenzverhaltens von Enterokokkenisolaten aus
unterschiedlichen Wirtschaftsgefliigelspezies fehlen bisher in der Literatur. In einer Studie
aus den Niederlanden (Stobberingh et al., 1999) wurden fir 46 E. faecalis Isolate aus
Kotproben von Puten dhnliche Resistenzraten flir Amoxicillin-Clavulansaure (0%),
Chloramphenicol (9%), Erythromycin (37%) und Oxytetrazyklin (96%) ermittelt wie in der
vorliegenden Untersuchung.

Kojima et al. (2009) untersuchten Unterschiede im Resistenzverhalten von Enterococcus
Isolaten aus Kotproben von Broilern und Legehennen in Japan. Vergleichbar mit den
Ergebnissen dieser Arbeit konnten die Autoren zeigen, dass die Resistenzrate gegen das
Makrolid-Antibiotikum Erythromycin bei E. faecalis (58,9%, n=99/168) und E. faecium
Isolaten (24,7%, n=44/178) von Broilern deutlich hoher war als bei E. faecalis (36,7%,
n=92/251) und E. faecium Isolaten (10,7%, n=17/159) von Legehennen. Der Unterschied im
Resistenzverhalten von Enterokokken aus Broilern (n=143) und Legehennen (n=58) aus
Freilandbetrieben in Australien war mit 59% (n=85) Erythromycin-resistenter E. faecalis
Isolate von Broilern im Vergleich zu 3% (n=2) Erythromycin-resistenter E. faecalis Isolate von
Legehennen noch deutlicher (Obeng et al., 2013).
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Untersuchungen zu den Resistenzmustern von Enterokokken haben gezeigt, dass ein hoher
Prozentsatz multiresistenter Isolate in Wirtschaftsgefliigelbestédnden und ihrer
unmittelbaren Umwelt zirkuliert (Hayes et al., 2004; Sapkota et al., 2011; Schwaiger et al.,
2010). In Suddeutschland wurden aus Kloakentupfern von Legehennen abhéngig von der
Haltungsform 13,4% (n=22) bis 37,1% (n=61) multiresistente E. faecalis Isolate und 23%
(n=6) bis 48,3% (n=14) multiresistente E. faecium Isolate nachgewiesen. Nur zwei

E. faecium Isolate reagierten empfindlich gegeniiber allen 25 getesteten antimikrobiellen
Substanzen (Schwaiger et al., 2010). In der vorliegenden Untersuchung waren 61% der
Enterokokkenisolate multiresistent. Den héchsten Anteil mit 72% (n=13/18) multiresistenter
Isolate wies E. faecium auf, gefolgt von E. faecalis (61%, n=76/127). Die haufigsten
Wirkstoffkombinationen waren Gentamicin, Tetrazyklin und Vertreter der Makrolide. Die
hdchste Anzahl verschiedener Multiresistenz-Phanotypen (n=12) zeigten die E. faecalis
Isolate (n=127) mit Resistenzen gegen Wirkstoffe aus drei bis flinf verschiedenen
antimikrobiellen Klassen. Hingegen konnte bei 12 von 18 E. faecium Isolaten eine
Multiresistenz gegen Vertreter von vier bis sieben Wirkstoffklassen festgestellt werden.
Unter den Masttieren waren 55% der Enterokokken von Broilern (n=37/67) und 80% der
Putenisolate (n=48/60) resistent gegen drei oder mehr antimikrobielle Klassen. Die
Mastperiode von Puten ist mit 16 bis 20 Wochen wesentlich langer als die von Broilern und
kann das Risiko einer bakteriellen Infektion mit nachfolgender Behandlung erhéhen. Eine
Untersuchung des Niedersachsischen Ministeriums fir Ernahrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz zeigte, dass pro Mastperiode Wirkstoffe aus bis zu zehn verschiedenen
Antibiotikaklassen zur Behandlung von Mastputen genutzt wurden (Anonymus, 2011a). Die
Therapiehaufigkeit und der Einsatz von Vertretern verschiedener Wirkstoffklassen in einem
Mastdurchgang kann die Entwicklung von Resistenzen fordern. Enterokokken sind als
Bestandteil der physiologischen Darmflora des Gefliigels gute Indikatorkeime, da sie einem
permanenten Selektionsdruck bei antimikrobiellen Behandlungen in Tierbestanden
unterliegen.

Teil 3 —Phano- und genotypischer Nachweis spezifischer Virulenzfaktoren und
Untersuchungen zur Embryoletalitat ausgewahlter Enterokokkenisolate

Korrelation von Phano- und Genotyp spezifischer Virulenzfaktoren der Enterokokken
In der vorliegenden Dissertation wurden fuinf vermeintliche Virulenzfaktoren (Aggregation

Substance, Cytolysin, Enterococcal Surface Protein, Gelatinase, Hyaluronidase) untersucht,
die in humanmedizinischen Tiermodellen mit der Pathogenitat von Enterokokken assoziiert
(Ike et al., 1987) oder bei veterindrmedizinischen Isolaten nachgewiesen wurden (Poeta et
al., 2006a, 2006b).

Das Enzym Gelatinase katalysiert die Hydrolyse verschiedener Proteine der extrazellularen
Matrix (Makinen et al., 1989). Aufgrund ihrer Beteiligung an der bakteriellen Besiedlung und
bei der Schadigung des Wirtes, wird sie als Virulenzfaktor von Enterokokken diskutiert
(Diarra et al., 2010; Thurlow et al., 2010). Bei E. faecalis Isolaten aus Kotproben von
Broilern wurde das gelE Gen haufiger nachgewiesen als die Gene anderer Virulenzfaktoren
(Diarra et al., 2010; Hwang et al., 2011; Poeta et al., 2006a). In der koreanischen Studie
zeigten 20 (90,9%) der 22 E. faecalis Isolate Gelatinase-Aktivitat (Hwang et al., 2011). In der
vorliegenden Arbeit wurden die phéanotypische Auspragung der Gelatinase (n=10) und das
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gelE Gen (n=10) am haufigsten bei E. faecalis Isolaten nachgewiesen. Bei allen E. faecalis
Isolaten stimmten der Geno- und der Phanotyp uberein. Im Gegensatz dazu berichteten
Camargo et al. (2006) von einem humanen E. faecium Isolat, das Gelatinase-Aktivitat zeigte,
ohne das gelE Gen zu besitzen. Die Autoren vermuteten, dass die Gelatinase bei diesem
Isolat von einem divergenten Gelatinasegen codiert wird, das die verwendeten Primer nicht
erfassten. Ein weiterer Erklarungsansatz war, dass das Isolat durch eine andere Protease
zur Gelatinespaltung befahigt wurde (Camargo et al., 2006).

Vier von zehn E. faecium Isolaten wiesen das gelE Gen auf, ohne eine Gelatinase-Aktivitat
zu zeigen. Channaiah at al. (2010) isolierten E. faecium aus lagerfahigen Lebensmitteln und
fanden bei 12 Isolaten das gelE Gen, aber nur finf Isolate zeigten eine positive Gelatinase-
Reaktion. Eine mdgliche Erklarung fur die fehlende phanotypische Auspragung trotz
Gennachweis ist das Vorhandensein ,stiller” gelE Gene, die unter in vivo Bedingungen
exprimiert werden kénnen (Creti et al., 2004). Bestimmte Umwelteinfllisse wie Temperatur,
lonenkonzentration oder Osmolaritat des Mediums kdnnen tber die Herabregulation der
Genexpression oder ein inaktives Genprodukt zum Auftreten von stillen Genen fiihren
(Gross, 1993).

Neben dem gelE Gen konnte bei acht E. faecalis und vier E. faecium Isolaten das Gen der
Aggregation Substance (asal) nachgewiesen werden. Die Aggregation Substance ist ein
Oberflachenprotein, welches zuerst fur die Enterokokkenspezies E. faecalis beschrieben
wurde und die Adhasion und Internalisation der Enterokokken ermdglicht (Kreft et al., 1992;
Wells et al., 2000). In einer Studie von Kasimoglu-Dogru et al. (2010) wurde das asal Gen
mit den Primern von Vankerckhoven et al. (2004) bei 17 E. faecium Isolaten aus Broilerkot
nachgewiesen. Andere Autoren konnten das Gen der Aggregation Substance bei E. faecalis,
jedoch nicht bei E. faecium Isolaten nachweisen (Diarra et al., 2010; Poeta et al., 2006;
Seputiene et al., 2012). Letztere Autoren verwendeten Primer, die moglicherweise die
Genvariante von E. faecium nicht erfassten, da sie auf der genetischen Grundlage von

E. faecalis designt wurden (Mundy et al., 2000).

Das esp Gen codiert fir das Enterococcal Surface Protein (Shankar et al., 1999), welches
in Anwesenheit von Glucose die Fahigkeit zur Biofilmbildung von E. faecalis verbessert
(Tendolkar et al., 2004). Von 28 Enterokokkenisolaten wies nur ein E. faecium Isolat das
esp Gen auf. Der einzige weitere Nachweis des esp Gens bei E. faecium erfolgte bei einem
Isolat aus Wirtschaftsgefligel in der Turkei (Kasimoglu-Dogru et al., 2010). Poeta et al.
(2006b) konnten das esp Gen auch bei einem E. faecalis Isolat aus Kot von Broilerhaltungen
in Portugal nachweisen. Studien in Wirtschaftsgefligelbestanden der USA (Khan et al.,
2005), Danemark (Hammerum und Jensen, 2002) und Litauen (Seputiene et al., 2012)
erbrachten hingegen keinen Nachweis des esp Gens bei E. faecalis, E. faecium und

E. gallinarum Isolaten.

Das Bacteriocin Cytolysin besitzt zytotoxische und h&molytische Aktivitat (Segarra et al.,
1991) und gehort bei den Enterokokken zu den am besten untersuchten Virulenzfaktoren
(Cox et al., 2005; Gaspar et al., 2009). Die Toxin-Aktivitat wird bei Enterokokken durch ein
Zusammenwirken von acht verschiedenen Genen (cyIR1, cylR2, cylL, cylLs, cylM, cyIB,
cylA, cyll) codiert, die das Cytolysin-Operon bilden (Shankar et al., 2002). In der
vorliegenden Untersuchung wurden 28 ausgewahlte Enterokokkenisolate auf das
Vorhandensein der Einzelgene cylL,, cylLs cyIM, cyIB, cylA, des Cytolysin-Operons und
einer beta-Hamolyse-Aktivitat untersucht. Als PCR-Positivkontrolle wurde DNA von
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E. faecalis MMH594 genutzt, ein Kontrollstamm, der das komplette Cytolysin-Operon
(GenBank, Acc. no. AY032999) korrelierend zu einer beta-Hamolyse-Aktivitat aufweist
(Laverde Gomez et al., 2011; Macovei und Zurek, 2006). In der vorliegenden Arbeit zeigte
kein Isolat der Enterokokkenspezies E. faecalis (n=10) oder E. faecium (n=10) eine beta-
Hamolyse auf 5%igem Pferdeblutagar. In den genetischen Analysen wurden Genaquivalente
bei sieben E. faecalis und bei zwei E. faecium Isolaten identifiziert. Wahrend drei E. faecalis
und ein E. faecium Isolat das gesamte Cytolysin-Operon trugen, wurden bei zwei E. faecalis
Isolaten nur vier Einzelgene des Cytolysin-Operons (cylL., cylL, cylM, cylA) und jeweils bei
einem Isolat nur das cylLs bzw. das cylA Gen bestatigt. Ein E. faecium Isolat besal3 die Gene
cylLs und cylA. Eine fehlende Ubereinstimmung von Phano- und Genotyp bei der Cytolysin-
Aktivitat von Enterokokken wurde bereits in friheren Studien beobachtet (Poeta et al.,
20064, 2006b; Creti et al. 2004). Gaspar et al. (2009) schlussfolgerten, dass die erfolgreiche
Testung und Korrelation der phano- und genotypischen Ergebnisse durch das experimentelle
Design negativ beeinflusst wird. Obwohl in der vorliegenden Arbeit die Cytolysin-Testung
nach den von Gaspar et al. (2009) vorgeschlagenen Kriterien durchgefuhrt wurde, konnte
keine Ubereinstimmung im Geno- und Phénotyp erzielt werden.

Bei E. gallinarum lIsolaten aus Wirtschaftsgefliigelbestanden wurden bisher keine der
untersuchten Virulenzgene nachgewiesen (Champagne et al., 2011; Diarra et al., 2010;
Khan et al., 2005). Die phanotypische Auspragung der Virulenzfaktoren Gelatinase und
Cytolysin wurde bei vier E. gallinarum Isolaten aus Wirtschaftsgefliigel in Nigeria untersucht.
Alle vier Isolate verflussigten Gelatine und zwei Isolate wiesen auch Hamolyse-Aktivitat auf,
aber es erfolgte kein genotypischer Nachweis der Virulenzfaktoren (David, 2013). Ein

E. gallinarum Isolat von einem Bussard wies cylLs, cylB und cylA auf, wahrend die
phanotypische Auspragung des Cytolysins nicht untersucht wurde (Radhouani et al., 2010).
Die acht ausgewahlten E. gallinarum Isolate der vorliegenden Untersuchung stammten von
Puten und wurden auf eine mdgliche Korrelation zwischen Genotyp und phanotypischer
Auspragung der Virulenzfaktoren untersucht. Die Isolate wiesen weder einzelne Gene noch
das gesamte Cytolysin-Operon auf, zeigten aber mehrheitlich (n=6) eine beta-Hamolyse
auf 5%igem Pferdeblutagar. Ahnliches beobachteten Channaiah et al. (2010), die bei keinem
der 37 E. gallinarum Isolate aus lagerfahigen Lebensmitteln das cylA Gen fanden, aber fir
27 Isolate eine beta-Hamolyse verzeichneten. Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
dass bei der Enterokokkenspezies E. gallinarum eine andere genetische Grundlage fur die
Cytolysin-Aktivierung codiert und mit den verwendeten Primern nicht nachgewiesen werden
kann.

Das Enzym Hyaluronidase katalysiert den Abbau von Hyaluronsaure und erleichtert den
Bakterien die Kolonisation des Wirtsorganismus, indem die Viskositat der extrazellularen
Matrix herabgesetzt wird (Hynes und Walton, 2000). Das hyleim Gen wurde in der
vorliegenden Untersuchung weder bei E. faecalis noch bei E. faecium, aber bei funf der acht
E. gallinarum Isolate nachgewiesen. Untersuchungen von Goncalves et al. (2010) fanden
das hylem Gen bei E. gallinarum Isolaten aus Kotproben von kommerziell genutzten
StraufRen, nicht jedoch bei E. durans Isolaten aus demselben Probenmaterial. Nachweise
dieses Gens bei E. gallinarum Isolaten aus Hiihnern oder Puten fehlen. Eine Korrelation mit
der phanotypischen Auspragung des Virulenzfaktors Hyaluronidase konnte in der
vorliegenden Dissertation bei finf E. gallinarum Isolaten gezeigt werden, die alle das hylem
Gen besal3en. Interessanterweise wurde eine Hyaluronidase-Aktivitat bei zwei weiteren
E. gallinarum Isolaten festgestellt, ohne dass sich der Genotyp bestétigte. Eine mégliche
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Erklarung fir die fehlende Phéanotyp-Genotyp-Korrelation kénnte eine Genmutation sein, die
durch eine Anderung der Zielsequenz den Nachweis mit den verwendeten Primern nicht
ermdglicht (Camargo et al., 2006).

Betrachtet man die Diskrepanz der Ergebnisse, wird deutlich, dass der alleinige Nachweis
eines Virulenzgens keine Aussage Uber die tatséchlichen phanotypischen Eigenschaften des
Erregers zulasst. Hingegen unterliegen Analysen zum Phanotyp des Erregers den in vitro
Testbedingungen und Medien und kénnen nicht zwingend mit den naturlichen Bedingungen
im Wirtsorganismus verglichen werden. Auch im Hinblick auf das Vorliegen stiller Gene, die
maoglicherweise unter natirlichen Bedingungen aktiviert werden kénnen, empfehlen sich
kombinierte geno- und phéanotypische Testungen (Cosentino et al., 2010). In weiterfihrenden
Versuchen konnte die mMRNA-Expression der vorliegenden Virulenzgene der
Enterokokkenisolate untersucht werden, um weitere Aussagen Uber eine mogliche
phanotypische Auspragung zu treffen.

Bestimmung der Virulenz unterschiedlicher Enterokokkenspezies im
Embryoletalitatstest
Der Embryoletalitatstest ist eine empfindliche Methode, um die Virulenz von Bakterien zu

bestimmen, und hat bei verschiedenen Enterokokkenspezies bereits eine gute Anwendung
zur Charakterisierung gefunden (Abdul-Aziz und el-Sukhon, 1994; Borst, 2014; Rudolph,
2004). Die Inokulation erfolgte in den oben aufgefiihrten Studien in die Allantoishéhle von
zehn bis 12 Tage alten SPF-Hihnerembryonen. Diese Infektionsroute ermdglichte bei

E. coli, im Gegensatz zur Inokulation in den Dottersack, eine deutliche Unterscheidung der
Virulenzstufen (Wooley et al., 2000). Abhangig von der Versuchsdauer wurde der
Inokulationszeitpunkt auf den zehnten (Borst, 2014; Rudolph, 2004) oder 12. (Abdul-Aziz
und el-Sukhon, 1994) Bebriitungstag gelegt. In der vorliegenden Untersuchung wurde das
Inokulum in zehn Tage alte Hihnerembryonen appliziert. So konnte die Absterberate sieben
Tage beobachtet werden, ohne einen Schlupf der Kiiken vor Abschluss des Versuchs zu
riskieren.

Die in der Literatur beschriebenen Inokulationsdosen schwankten pro Ei zwischen 100
KBE bei E. cecorum (Borst, 2014) und 6x10° KBE bei E. hirae Isolaten (Abdul-Aziz und el-
Sukhon, 1994). Vergleichbar mit den Untersuchungen von Rudolph (2004) zu E. faecalis
wurde in der vorliegenden Untersuchung die standardisierte Einstellung des Inokulums auf
500 KBE/Ei angestrebt, um eine gute Korrelation zwischen den Keimzahlen und der
Absterberate der Embryonen in den infizierten Eiern zu gewahrleisten. Der Toleranzbereich
des Inokulums lag in der Untersuchung von Rudolph (2004) zwischen 180 — 760 KBE/Ei. Bei
diesen Keimzahlen wurde kein erkennbarer Zusammenhang zwischen einer geringeren oder
hoheren Inokulumdichte und der Absterberate der Embryonen ermittelt. Im vorliegenden
Versuchsansatz wurde der Toleranzbereich geringfigig auf 100 — 1000 KBE/Ei erweitert,
weil das unterschiedliche Wachstumsverhalten der drei Enterokokkenspezies die
standardisierte Einstellung der Bakteriensuspension erschwerte. Die erzielten
Inokulumdichten der Isolate variierten zwischen 176 und 856 KBE/Ei, lediglich bei den
Kontroll- und Referenzstdmmen wurden in einzelnen Durchgangen geringe Abweichungen
innerhalb des gesetzten Toleranzbereichs notiert. In friiheren Untersuchungen zur
Embryoletalitat von E. coli (Nabbut und Khatib, 1978; Powell und Finkelstein, 1966),

Staph. aureus (Polakowska et al., 2012) und Vibrio cholerae (Gardner et al., 1963) konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Inokulationsdosis keinen Effekt auf das Tétungspotential
der Isolate hatte.
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Die 28 untersuchten Enterokokkenisolate lie3en sich anhand definierter Virulenz-
Bewertungsmafstabe nach Uberlebensindex (Rudolph, 2004) und Absterberate (Wooley et
al., 2000) in drei Kategorien einteilen und konnten so mit den Ergebnissen anderer Studien
verglichen werden. Unterschiede in der Virulenzeinteilung zwischen den beiden
Bewertungssystemen wurde fur drei Isolate erzielt, die anhand der Absterberate weniger
virulent eingestuft wurden als nach dem Uberlebensindex (Tab. 23). Der Uberlebensindex
erfasst neben der Absterberate auch die Dauer, bis die Isolate die Embryonen abgetottet
haben, und ist deshalb ein sensibler Bewertungsmafstab zur Bestimmung der Virulenz
(Rudolph, 2004). Beispielsweise wurden die E. faecalis Isolate 162 und 165 gemal? der
Absterberate (beide 80%) als maRig virulent eingestuft, weil sie am Ende des Versuchs die
gleiche Anzahl Embryonen abgetétet hatten (n=16). Nach dem Uberlebensindex von 50 war
das Isolat 162 hoch virulent, weil es bereits am zweiten Tag 11 der 16 Embryonen abgetttet
hatte. Das Isolat 165 (Uberlebensindex 52) erzielte ein vergleichbares Ergebnis erst am
dritten Tag und wurde deshalb als maRig virulent eingestuft (Tab. 23). Im Folgenden werden
die Ergebnisse des Embryoletalitatstests anhand der Einteilung nach dem Uberlebensindex
diskutiert.

Zwei E. faecalis und ein E. faecium Isolat waren gemafR dem Uberlebensindex hoch virulent
und téteten innerhalb der ersten zwei Tage Uber die Hélfte (11 — 14) der 20 Embryonen ab.
Auch Wooley et al. (2000) berichteten Uber hoch virulente E. coli Isolate (Mortalitat > 29%),
die bereits in den ersten beiden Tagen nach der Inokulation eine hohe Absterberate der
Embryonen bewirkten. Mdgliche Erklarungsansatze kénnen hohe Wachstumsraten mit
kiurzerer Generationszeit und die Auspragung verschiedener Virulenzfaktoren sein, die hoch
virulenten Bakterienstdmmen eine effiziente Besiedelung und Ausbreitung im Hihnerembryo
ermdglichen, bevor eine adaquate Immunantwort erfolgen kann. Das spezifische
Immunsystem des Hiuhnerembryos ist bis zum zehnten Lebenstag nicht vollstandig
entwickelt. Am 11. Bebritungstag werden erstmals T-Zellen und ab dem 12. Bebriitungstag
B-Zellen nachgewiesen (Janse und Jeurissen, 1991). Nach dem 15. Tag beginnen die B-
Zellen auszudifferenzieren, und mit dem 18. Tag werden die Hilhnerembryonen
immunkompetent (Ribatti, 2008). Der Auspragungsgrad der Virulenz der getesteten Isolate
wird im Zusammenhang mit den nachgewiesenen Virulenzfaktoren diskutiert, um eine
mdogliche Korrelation aufzuzeigen.

GemaR dem Uberlebensindex waren alle acht E. gallinarum Isolate und jeweils die Halfte der
zehn E. faecalis und der zehn E. faecium Isolate gering virulent (n=18). Das Ergebnis
erscheint Gberraschend, da die untersuchten Isolate von klinisch kranken Tieren stammten
und gerade die Enterokokkenspezies E. faecalis als Krankheitserreger beim Gefliigel in
Erscheinung tritt (Gregersen et al., 2010). Andere Ergebnisse zeigten sich in der Studie von
Rudolph (2004), wo E. faecalis Isolate aus braunen Legehennen mit amyloider Arthropathie
mehrheitlich als hoch virulent (n=18) eingestuft wurden. Enterococcus faecalis ist als
kausatives Agens an der Ausbildung der amyloiden Arthropathie bei Legehennen beteiligt
(Landman, 1999), und die von Rudolph (2004) untersuchten Isolate wurden direkt aus
Gelenktupfern klinisch erkrankter Tiere isoliert. Die Enterokokkenisolate der vorliegenden
Arbeit wurden in einer Gefligelpraxis im Rahmen der Routinediagnostik unabhéngig von der
nachfolgenden Charakterisierung gesammelt. Es bleibt daher unklar, ob die in der Sektion
festgestellten pathologisch-anatomischen Veranderungen durch eine Monoinfektion oder in
Synergie mit anderen bakteriellen oder viralen Erregern zustande kamen. Die ermittelte
Virulenz ist jedoch ausschlief3lich auf das Potential des jeweiligen Enterokokkenisolats

83



zurickzufuhren, da eine Kontamination mit anderen bakteriellen Erregern durch eine
Reinheitskontrolle des Inokulums ausgeschlossen werden konnte.

Die absoluten Absterberaten der drei hoch virulenten Enterokokkenisolate waren
vergleichbar mit den Ergebnissen des Kontrollstamms E. faecalis K923/96-1, der in der
Arbeit von Rudolph (2004) in sieben Durchgéngen als hoch virulent identifiziert und fur die
Testung der Isolate zur Verfligung gestellt wurde. In zwei von sechs Durchgangen wurde der
Kontrollstamm K923/96-1 nach den Bewertungskriterien als mafig virulent eingestuft, die
absoluten Absterberaten lagen jedoch am oberen Grenzwert von 80%.

Der als gering virulent definierte Kontrollstamm E. faecium K808/97 zeigte im Vergleich zu
den Ergebnissen von Rudolph (2004) auch in zwei von sechs Durchgéngen eine méfige
Virulenz mit einer Absterberate von 50 — 53% der Embryonen. In beiden Durchgangen war
die Keimzahl des Inokulums mit 248 — 352 KBE geringfligig hdher, ein Zusammenhang, der
sich in der Arbeit von Rudolph (2004) mit Inokulumdichten von 190 — 620 KBE im Brutei nicht
zeigte.

Fir den Referenzstamm E. gallinarum ATCC 49573 konnte in sechs Wiederholungen die
Virulenz nicht eindeutig bestimmt werden. Nach der Absterberate war der Referenzstamm in
zwei Durchgangen mafig virulent (55 — 60%) und in vier Durchgéngen gering virulent (15 —
35%). GemaR Uberlebensindex wurde der Referenzstamm in drei Durchgéngen als mafig
virulent (72 — 99) und in drei Durchgangen als gering virulent (117 — 125) beurteilt.
Interessanterweise konnte auch bei diesem Stamm eine mdgliche Korrelation zwischen dem
Auspragungsgrad der Virulenz und der Keimzahl des Inokulums beobachtet werden, obwonhl
die Mehrheit der Autoren diesen Zusammenhang widerlegen (Gardner et al., 1963; Nabbut
und Khatib, 1978; Polakowska et al., 2012; Powell und Finkelstein, 1966).

AbschlieRend lasst sich anmerken, dass die geringe Anzahl untersuchter Isolate
mdoglicherweise die Interpretation der Ergebnisse des Embryoletalitéatstests fir die einzelnen
Enterokokkenspezies begrenzt. Wiederholungsuntersuchungen kdnnen die Aussagekraft
starken, jedoch wie bei den Kontroll- und Referenzstammen auch zu abweichenden
Virulenzgraden fihren. Abweichende Ergebnisse in mehreren Durchgangen des
Embryoletalitatstest beschrieben auch Gibbs et al. (2003) fur E. coli Isolate. Die Autoren
regten an, dass Wiederholungsuntersuchungen nur gerechtfertigt sind, wenn der
Erkenntnisgewinn den Kosten- und Arbeitsaufwand rechtfertigt. In der vorliegenden
Untersuchung wurden in sieben Durchgéngen die Enterokokkenisolate in einem
standardisierten Vorgehen zusammen mit Negativkontrollen und definierten Kontrollstammen
getestet, um Wiederholungsuntersuchungen aus bioethischen Griinden nach Mdglichkeit zu
vermeiden.

Teil 4 —die grol3en Zusammenhénge

Mogliche Zusammenhange zwischen antimikrobiellen Resistenzen und
nachgewiesenen Virulenzfaktoren und der Bewertung der Virulenz von Enterokokken

Untersuchungen zur Pathogenitét von E. coli Isolaten zeigten, dass der Embryoletalitatstest
zur Unterscheidung verschiedener Virulenztypen geeignet ist (Wooley et al., 2000). Bei

E. coli-Infektionsversuchen korrelierte die Mortalitdt der Hihnerembryonen mit dem Auftreten
spezifischer Virulenzfaktoren (Oh et al., 2012). Auch bei verschiedenen
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Enterokokkenspezies hat der Embryoletalitatstest die Einteilung in Virulenzkategorien
ermoglicht (Abdul-Aziz und el-Sukhon, 1994; Borst, 2014; Rudolph, 2004). Virulenzfaktoren,
die fur Enterokokken im Zusammenhang mit erhohter Virulenz beschrieben wurden, sind die
Gelatinase, die Aggregation Substance, das Enterococcal Surface Protein und das Cytolysin
(Jett et al., 1994). Ein weiterer potentieller Virulenzfaktor, der bisher unzureichend untersucht
wurde, ist die Hyaluronidase (Mundy et al., 2000). Es wird erwahnt, dass Enterokokken mit
einem erhohten Virulenzpotential haufig auch eine geringere antimikrobielle Empfindlichkeit
aufweisen (Mundy et al., 2000) und dass das gemeinsame Auftreten dieser Eigenschaften
vermutlich ein ernstzunehmendes Risiko fur die menschliche Gesundheit darstellt (Khan et
al., 2005). Huycke et al. (1991) beobachteten zum Beispiel, dass das Risiko, innerhalb von
drei Wochen zu versterben, bei Bakteriamie-Patienten flinffach héher ist, wenn das
auslosende Agens ein Gentamicin-resistentes E. faecalis Isolat mit Hamolyse-Aktivitat war.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Enterokokkenisolate mit Hilfe des
Embryoletalitatstests in Virulenzkategorien eingeteilt und in Zusammenhang mit ihren
Virulenzgenen oder Resistenzmustern gebracht. Sieben E. gallinarum Isolate zeigten
Hyaluronidase-Aktivitat, funf davon besal3en das hylerm Gen, und alle Isolate wurden als
gering virulent beurteilt. Von zehn E. faecalis Isolaten, bei denen das gelE Gen und die
Gelatinase-Aktivitat nachgewiesen wurden, waren nur zwei Isolate hoch virulent.
Verschiedene Autoren sprechen beiden Virulenzfaktoren einen Einfluss auf die Pathogenitat
von Enterokokken zu: Rice et al. (2003) wiesen das Hyaluronidasegen hylgm in klinischen
E. faecium Isolaten haufiger nach als bei Enterokokkenisolaten aus Stuhlproben gesunder
Menschen. Eaton und Gasson (2001) beobachteten, dass klinische Enterokokkenisolate aus
Human- und Veterindrmedizin haufiger das gelE Gen aufwiesen als kommensale
Enterokokken aus Lebensmitteln.

Enterococcus gallinarum Isolate aus Broilereinstreu wurden auf die Virulenzgene cylA und
cylIB, ihre antimikrobiellen Resistenzen und Resistenzgene untersucht (Khan et al., 2005).
Im direkten Vergleich mit einem klinischen humanen E. gallinarum Isolat zeigten die Isolate
aus der Einstreu hohere Resistenzraten fur verschiedene antimikrobielle Wirkstoffe, wiesen
jedoch keinen der untersuchten Virulenzmarker auf. Die ph&notypische Ausprégung der
Virulenzfaktoren wurde nicht untersucht. Die Autoren au3erten die Vermutung, dass
avirulente E. gallinarum Stamme mit hohem Resistenzpotential durch die Aufnahme der cylA
und cyIB Gene zu potentiellen Pathogenen werden kdénnten. In der vorliegenden
Untersuchung waren die E. gallinarum Isolate intermediar-resistent gegen Vancomycin, und
sechs von acht Isolaten zeigten eine vollstandige Beta-Hamolyse ohne Nachweis des
Cytolysin-Operons. Trotz phanotypischer Auspragung des Virulenzfaktors Cytolysin wurden
die Isolate im Embryoletalitatstest als gering virulent eingestuft.

Shankar et al. (1999) verglichen Enterokokkenisolate von humanen Bakteriamiepatienten mit
Isolaten aus Stuhlproben gesunder Menschen und zeigten, dass nur die klinischen

E. faecalis Isolate das esp Gen aufwiesen. Camargo et al. (2006) und Vankerckhoven et al
(2005) fanden das esp Gen, welches vermutlich die Fahigkeit zur Biofilmbildung vermittelt,
fast ausschlief3lich in Vancomycin-resistenten E. faecium Isolaten. Hingegen konnte in der
Untersuchung von Comerlato et al. (2013) kein Zusammenhang zwischen der Vancomycin-
Resistenz und dem Nachweis von Resistenzgenen hergestellt werden. In der vorliegenden
Untersuchung wurden keine Vancomycin-resistenten E. faecium identifiziert. Nur ein

E. faecium Isolat wies das esp Gen auf und wurde als gering virulent beurteilt.

Resistenzen gegen Ciprofloxacin und Penicillin waren haufiger bei Isolaten ohne
Nachweis der untersuchten Virulenzfaktoren und mit einer Einstufung als gering virulent im
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Embryoletalitatstest. Dabei handelte es sich um E. faecium Isolate, die erfahrungsgemar im
Vergleich zu anderen Enterokokkenspezies resistenter gegen Fluorchinolone (Diarra et al.,
2010; Harisberger et al., 2011; Schwaiger und Bauer, 2008; Simjee et al., 2007) und beta-
Laktame (Sifaoui et al., 2001; Williamson et al., 1985) sind. Resistenzen gegen drei oder
mehr antimikrobielle Wirkstoffklassen traten hauptsachlich bei gering virulenten (n=15)
Enterokokkenisolaten auf. Im Gegensatz dazu waren zwei von drei hoch virulenten Isolaten
nur gegen zwei antimikrobielle Wirkstoffklassen resistent. Unabhangig von der
Virulenzkategorie waren die meisten Isolate (n=26) resistent gegen Tetrazyklin.

Interessanterweise konnte im Embryoletalitatstest keine Korrelation zwischen dem
Vorhandensein einzelner oder kombinierter Virulenzfaktoren und der Pathogenitat der
untersuchten Enterokokkenisolate hergestellt werden. Das hoch virulente E. faecium Isolat
zeigte keinen der untersuchten Virulenzgeno- oder phanotypen. Die beiden hoch virulenten
E. faecalis Isolate wiesen genotypisch mehrere der Virulenzfaktoren auf, die Kombination
vorhandener Virulenzgene konnte aber auch bei gering virulenten Isolaten gezeigt werden.

Resistenzmuster, Virulenzfaktoren und Pathogenitéat werden bei Enterokokken
erfahrungsgemalr haufig aus der Spezieszugehorigkeit abgeleitet. Wahrend E. faecium eine
hohere Préavalenz resistenter Phanotypen aufweist, besitzen E. faecalis Isolate haufig mehr
Virulenzdeterminanten (Diarra et al., 2010; Eaton und Gasson, 2001; Giraffa, 2002).

In der vorliegenden Untersuchung zeigten Gefligelisolate der Enterokokkenspezies

E. faecium im Vergleich zu anderen Enterokokken ein gro3eres Resistenzpotential.
Enterococcus faecalis Isolate wiesen hingegen im Vergleich mehr Virulenzgene auf und
zeigten eine hohere Pathogenitat. Der Embryoletalitatstest ermoglichte bei den untersuchten
Enterokokken eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Virulenztypen, aber die
ermittelte Mortalitat der Hihnerembryonen korrelierte nicht mit dem Vorhandensein
spezifischer Virulenzfaktoren.
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6 Schlussfolgerungen

10.

11.

12.

Zur exakten Speziesbestimmung von Enterokokken ist eine 16S rDNA-Genanalyse
empfehlenswert.

Die Spezies Enterococcus gallinarum wird vorwiegend bei Mastgefliigel
nachgewiesen.

Die in vitro Empfindlichkeit von Enterokokken gegentiber Beta-Laktamen und
Vancomycin ist gut.

Die hochsten Resistenzraten und die meisten multiresistenten Isolate gehéren zu der
Spezies E. faecium.

Die hochsten Resistenzraten im tierartspezifischen Vergleich weisen die Putenisolate
auf.

Die meisten Virulenzfaktoren weist E. faecalis auf, und das hylem-Gen wird
ausschlielich bei E. gallinarum nachgewiesen.

Eine Korrelation der geno- und phanotypischen Auspragung der untersuchten
Virulenzfaktoren ist nicht immer gegeben.

Werden verschiedene Enterokokkenspezies im Embryoletalitatstest untersucht,
empfiehlt es sich, den Toleranzbereich des Inokulums auf 100 — 1000 KBE/Ei
festzusetzen.

Zur Interpretation des Embryoletalitatstests sollte der Uberlebensindex verwendet
werden, da er zwei Parameter (Absterberate und —dauer) erfasst.

Cytolysin konnte nicht mit erhdhter Pathogenitat im Embryoletalitatstest in
Verbindung gebracht werden.

Isolate mit hohen Resistenzraten wurden im Embryoletalitatstest als geringvirulent
eingestuft.

Die Spezieszugehdrigkeit von Enterokokken ermoglicht eher als die Bestimmung der
Resistenzraten oder der Nachweis von Virulenzfaktoren eine Einschatzung ihrer
Pathogenitat.
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7 Zusammenfassung

Untersuchungen zur antimikrobiellen Resistenz und Virulenz von Enterococcus
Isolaten aus Wirtschaftsgefligel

In der vorliegenden Arbeit wurden 163 klinische Enterokokkenisolate von Broilern,
Legehennen und Puten aus den Jahren 2010 und 2011 bearbeitet. Zur Speziesbestimmung
wurden eine genus- und speziesspezifische Multiplex-PCR und eine 16S rDNA-Genanalyse
durchgefiuhrt. Die dominierende Spezies war E. faecalis (n=127). Enterococcus faecium
(n=18), E. gallinarum (n=13) und E. hirae (n=5) wurden ebenfalls nachgewiesen. Das
Resistenzverhalten aller Isolate gegeniiber 24 antimikrobiellen Wirkstoffen wurde mit der
Mikrodilutionsmethode bestimmt. Die Auswertung der ermittelten MHKso und MHKg Werte
erfolgte mittels CLSI-Grenzwerten. Die Resistenzraten gegenutiber Lincomycin (72%-100%)
und Tetrazyklin (40-100%) waren fir alle Spezies hoch. AuRerdem waren die meisten

E. faecalis und E. faecium Isolate resistent gegen Gentamicin (89-98%) und Erythromycin
(70-89%). Es wurden keine Vancomycin-resistenten Enterokokken gefunden, und die
Empfindlichkeit gegentiber Ampicillin lag fur E. faecalis, E. gallinarum und E. hirae bei 100%.
Die MHKSso und MHKg Werte fiir Beta-Laktame, Chloramphenicol und Sulfamethoxazol-
Trimethoprim befanden sich im unteren Testbereich. Enterococcus faecalis Isolate von Puten
zeigten die hochsten Resistenzraten fur alle antimikrobiellen Wirkstoffe auf3er Ciprofloxacin
und Sulfamethoxazol-Trimethoprim. Einundsechzig Prozent der Enterococcus Isolate waren
gegen drei oder mehr Antibiotikaklassen resistent. Auch hier standen die Putenisolate mit
80% Multi-Resistenz hervor. Der haufigste Resitenzphanotyp bei den E. faecalis Isolaten von
Broilern, Legehennen und Puten war Gentamicin, Lincomycin und Tetrazyklin.
Achtundzwanzig ausgewahlte Putenisolate (10 E. faecalis, 10 E. faecium, 8 E. gallinarum)
wurden hinsichtlich finf Virulenzfaktoren (Aggregation Substance, Cytolysin, Enterococcal
Surface Protein, Gelatinase, Hyaluronidase) untersucht. Dazu erfolgte ein PCR-Nachweis
der Virulenzgene asal, cylA, cyIB, cylL, cylLs, cylM, esp, gelE und hylem und die
Sequenzierung der nachgewiesenen Virulenzgene. Die phanotypische Auspragung von
Cytolysin, Gelatinase und Hyaluronidase wurde mit mikrobiologischen Tests untersucht. Das
Gelatinase-Gen wurde bei allen drei Enterokokkenspezies, das asal Gen nicht bei

E. gallinarum und das esp Gen nur bei E. faecium nachgewiesen. Drei E. faecalis und ein

E. faecium Isolat wiesen das gesamte Cytolysin-Operon auf. Bei sechs E. faecium und zwei
E. gallinarum Isolaten wurden keine Virulenzgene nachgewiesen. Sechs E. gallinarum
Isolate zeigten Cytolysin-Aktivitat, sieben E. faecalis Isolate verflissigten Gelatine und
sieben E. gallinarum Isolate zeigten Hyaluronidase-Aktivitat. Im Embryoletalitatstest wurde
anhand des Uberlebensindex und der Absterberate die Virulenz der 28 Putenisolate
bestimmt. Anhand des Uberlebensindex wurden drei Isolate als hoch, sieben Isolate als
mafig und 18 Isolate als gering virulent eingestuft. Anhand der Absterberate wurde ein Isolat
als hoch, acht Isolate als mafig und 19 Isolate als gering virulent eingestuft.
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8 Summary
Antimicrobial resistance and virulence of enterococci isolated from poultry

Between 2010 and 2011, 163 Enterococcus isolates were collected from broilers, layers and
fattening turkeys that showed various clinical signs. Genus and species identification was
determined with multiplex-PCR and gene sequencing. Most of the isolates were E. faecalis
(n=127), while E. faecium (n=18), E. gallinarum (n=13), and E. hirae (n=5) were found in
lower numbers. Susceptibility to 24 antimicrobial substances was tested using broth
microdilution test to determine minimum inhibitory concentrations (MICs). CLSI established
breakpoints as well as MICso and MICgy values were applied for evaluation. Resistance rates
for lincomycin (72-100%) and tetracycline (40-100%) were high for all Enterococcus species.
In addition, most E. faecalis and E. faecium isolates were resistant to gentamicin (89-98%)
and erythromycin (70-89%). No vancomycin resistant enterococci (VRE) were found and
sensitivity to ampicillin was 100% for E. faecalis, E. gallinarum, and E. hirae. MICs, and
MICq values for beta-lactam antibiotics, chloramphenicol and sulfamethoxazole-trimethoprim
were at the lower end of the test range. Enterococcus faecalis isolated from turkeys had
thehighest rates of resistances for all antimicrobial substances except ciprofloxacin and
sulfamethoxazole-trimethoprim. Sixty-one percent of Enterococcus isolates were resistant to
three or more antimicrobial classes. Again, isolates from turkeys stood out with 80% multi-
resistance. The most frequent resistance phenotypes of E. faecalis isolated from broilers,
layers and turkeys were gentamicin, lincomycin, and tetracycline. Five virulence factors
(aggregation substance, cytolysin, enterococcal surface protein, gelatinase, hyaluronidase)
were determined in 28 isolates from turkeys (10 E. faecalis, 10 E. faecium, 8 E. gallinarum).
First, virulence genes asal, cylA, cylB, cylL., cylLs, cylM, esp, gelE and hylem were
determined with multiplex-PCR. Gene-specific amplification products were confirmed by
gene sequencing. All 28 Enterococcus isolates were tested for hemolytic activity, and
gelatinase and hyaluronidase production. The gelE gene was found in all Enterococcus
species, asal was not found in E. gallinarum and esp was only found in E. faecium. Three
E. faecalis and one E. faecium isolate showed the whole cytolysin operon. No virulence
genes were found in six E. faecium and two E. gallinarum isolates. Six E. gallinarum isolates
displayed cytolysin activity, seven E. faecalis broke down gelatine and seven E. gallinarum
isolates displayed hyaluronidase activity. Virulence of the 28 isolates from turkeys was
determined calculating survival index and death rate. According to survival index, three
isolates were found highly virulent, seven isolates were moderately virulent and 18 isolates
were less virulent. According to death rate, one isolate was found highly virulent, eight
isolates were moderately virulent and 19 isolates less virulent.
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