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E. fergusonii = Escherichia fergusonii

EFSA = European food savety authority (Europaische Lebensmittelsicherheitsbehdrde)
e.G. = eingetragene Genossenschaft

EHEC = enterohamorrhagischen Escherichia coli

EMA = European Medicines Agency

EPEC = enteropathogene Escherichia coli

ESBL = Extended - Spectrum - Beta - Laktamasen

et al. = et alii (und andere)

ETP = Ertapenem

EU = Europaische Union

EUCAST = European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
EWR = Europaischer Wirtschaftsraum

ExPEC = extraintestinal pathogenic Escherichia coli

ff = folgende

FUTI = foodborne urinary tract infection

G = Geflugel

GDbR = Gesellschaft burgerlichen Rechts

GEN = Gentamicin

G - H = Gurke - Huhn (E. coli — Isolat aus Gurkenprobe nach Verwendung
kontaminierter Utensilien)

GmbH & Co KG = Gesellschaft mit beschrankter Haftung & Compagnie
Kommanditgesellschaft

H = Huhn (E. coli — Isolat aus Huhnerfleischprobe)
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Abstrakt

Durch den rasanten Anstieg der Pravalenz ESBL — produzierender Enterobacteriaceae
in der Veterinar- und Humanmedizin und einer Zunahme von Infektionen mit ESBL —
produzierenden Bakterien weltweit ricken diese Keime zunehmend in den Fokus des
offentlichen Interesses. Eine Transmission der Erreger auf den Menschen Uber die
Lebensmittelkette wird diskutiert. Ziel dieser Arbeit ist es, das Vorkommen von ESBL -
produzierenden Enterobakterien in verschiedenen tierischen und vegetarischen
Lebensmitteln zu untersuchen und ob es in der Kiiche beim Umgang mit Lebensmitteln,
die mit ESBL - positiven Erregern kontaminiert sind, zur Ubertragung auf
Kldchenutensilien und andere Lebensmittel und auf diesem Weg mdglicherweise auf
den Konsumenten kommen kann.

Insgesamt wurden 5 verschiedene Gemusearten, 3 verschiedene Fleischarten, Fisch
und Tofu a mindestens 50 Proben von jeweils 4 - 5 unterschiedlichen
Lebensmittelhandlungen in Berlin anhand eines selektiven Agars auf das Vorkommen
ESBL - produzierender Bakterien untersucht. Die Proben, bei welchen die ESBL —
Isolate phanotypisch bestatigt wurden, wurden durch molekularbiologische Methoden
weiter typisiert und auf b/laTEM, blaCTX — M und blaSHV getestet. Bei 88 % (44 von 50)
der Geflugelfleischproben wurden ESBL — produzierende Keime identifiziert. Die
meisten dieser Isolate (n = 34, 68 %) gehorten zur Spezies Escherichia coli und waren
vom ESBL - Typ SHV - 12 (n = 18, 53 %), CTX-M -1 (n = 14, 41 %) und SHV - 2 (n
= 2, 6 %). Bei 4 der 18 SHV - 12 positiven Isolate wurde auRerdem das Plasmid -
vermittelte Colistinresistenzgens mcr — 1 identifiziert. Ebenso konnten ESBL -
produzierende Enterobakterien in Rind- und Schweinehackfleischproben nachgewiesen
werden, nicht jedoch in den Ubrigen Lebensmittelproben. ESBL — positive Erreger
konnten weiterhin bei der Zubereitung leicht auf andere Lebensmittel Ubertragen
werden (bei 11 der 25 Probendurchfuhrungen).

In einem weiteren Schritt wurde mittels Kultur und repetetive extragenomic palindromic
(rep) — PCR untersucht, ob ESBL - bildende Erreger bei der Verarbeitung von
kontaminiertem Gefllgelfleisch z.B. auf vorher unbelastetes Gemuse wie Salatgurken
ubertragen werden konnte. Dies war in 11 von 25 Versuchsdurchfuhrungen der Fall.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine hohe Belastung von Huhnerfleisch mit
ESBL — produzierenden Enterobacteriaceae hin. Dabei konnen ESBL — produzierenden
Enterobacteriaceae durch eine unzureichende Kuchenhygiene einfach auf andere
Lebensmittel und moglicherweise auf den Konsumenten ubertragen werden.
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Due to an increased prevalence of extended — spectrum — beta - lactamase (ESBL)
production in Enterobacteriaceae in veterinary and human medicine and an increase of
infections caused by these bacteria worldwide, these organisms are becoming a focus
of public interest and a transmission of these pathogens to humans via the food chain is
discussed. The aim of this work is to determine the prevalence of ESBL production in
Enterobacteriaceae in retail meat and vegetarian foods and whether these organisms
can be transferred to kitchen devices or other foodstuffs when handling those that are
contaminated with ESBL - producersand if by that way, a transfer of these organisms to
the consumer could occur.

A total of 5 different types of vegetables, 3 different kinds of meat, fish and tofu (at least
50 samples each from 4 - 5 different supermarket chains in Berlin) were screened for
ESBL production using a selective agar. Phenotypic ESBL isolates were characterized
by biomolecular methods and tested for blaTEM, blaCTX — M and blaSHV. In 88 % (44
of 50) of the poultry meat samples, ESBL - producing organisms were identified. Most
of these isolates (n = 34, 68 %) belonged to the species Escherichia coli and were of
ESBL types SHV - 12 (n =18, 53 %), CTX-M-1(n=14,41 %)and SHV -2 (n=2,6
%). In 4 of the 18 SHV - 12 positive isolates, the plasmid - mediated colistin resistance
gene mcr — 1 was identified. Likewise, ESBL - producing organisms were detected in
beef and pork meat samples, whereas they could not be detected in the remaining food
samples. Furthermore, ESBL - positive pathogens could easily be transferred to other
foods during preparation. To analyse this further, , it was investigated if ESBL -
producing organisms can be transferred to previously unloaded vegetables such as
cucumbers in the handling process of contaminated poultry meat. This could be shown
in 11 of 25 examinations by using culture and repetitive extragenomic palindromic (rep)
PCR.

The results of this work show a high load of ESBL - producing Enterobacteriaceae in
poultry meat. Thereby ESBL - producing Enterobacteriaceae can easily be transferred
to other foodstuffs and possibly to consumers by insufficient hygienic measures in the
kitchen.
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1 Einleitung

1.1 Betalaktam — Antibiotika

Der klinische Therapieerfolg des zuerst entdeckten Beta — Laktam — Antibiotikums,
Penicillin G, fihrte zur Suche und Entwicklung weiterer Derivate. Heutzutage finden vier
Wirksoffgruppen von Beta — Laktam — Antibiotika klinische Anwendung (Abb. 1, Babic,
Hujer et al. 2006). Diese besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal den
Betalaktamring als reaktive Gruppe, wobei deren Aktivitat durch weitere Ringstrukturen
beeinflusst wird (Donowitz und Mandell 1988).

R, i s
MH,__‘/S \”/N\’_’/
0
O/\B/ 1 O/C—N / ..
&
¢
HO/ \o

('§0
! HC &
i )
Penicillin G Cephalosporin
OH
o C—N

=

0 Neeeo

3

Monobactam

Abbildung 1: Die verschiedenen Gruppen der Betalaktam — Antibiotika. Abbildung
Uubernommen aus (Babic, Hujer et al. 2006).

Tabelle 1: Einteilung der Betalaktam — Antibiotika (Tabelle angelehnt an (Brodt 2013))

Klasse

Wirkstoff

Spektrum / Sicherheit

Penicilline

Klassische Penicilline
Penicillin G
Benzylpenicillin
Penicillin V
Phenoxymethylpenicillin
(s@urestabil)

Wirksam gegen Gram-
positive Erreger, Gram-
negative Kokken und
Pasteurella multocida

Propicillin

ﬁg::g::::::sefesm Mittel der Wahl gegen
Methicillin Staphylokokken
Oxacillin
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Spektrum / Sicherheit

Wirkstoff

Flucloxacillin

Aminopenicilline
Ampicillin
Amoxicillin u. a.

Wirksam auch gegen
manche
Enterobacteriaceae

Carboxylpenicilline
Carbenicillin
Tivarcillin u. a.

Wirksam auch gegen viele
Enterobacteriaceae und
Pseudomonaden

Acylureidopenicilline
Mezlocillin
Piperacillin

Wirksam auch gegen viele
Enterobacteriaceae und
Pseudomonaden

Gute Penetrationsfahigkeit

Cephalosporine

Alle Cephalosporine sind
gegen Enterokokken
unwirksam

1. Generation
Cefalotin
Cefazolin u. a.

Gut wirksam auf
Staphylokokken und
Streptokokken, schwach
gegen Hamophilus, E. coli,
Klebsiella

2. Generation

Im Vergleich zu 1.

Cefamandol Generation verbesserte
Cefoxitin Wirkung gegen Gram-
Cefuroxim negative Erreger
Cefotiam

3a. Generation Sehr breites Wirkspektrum
Cefotaxim mit guter Wirkung gegen
Ceftriaxon Gram-negative Bakterien,

jedoch im Vergleich zu 1.
und 2. Generation
schwachere Wirkung gegen
Gram-positive

3b. Generation
Ceftazidim
Cefepim

Gute Aktivitat gegen P.
aeruginosa

Orale Cephalosporine
verschiedener
Generationen
1.Generation:

Cefaclor

Cefadroxil

Cefalexin

2. Generation:
Cefpodoxim

Cefuroxim
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Klasse Wirkstoff Spektrum / Sicherheit

Cefixim
Carbapeneme Imipenem O_ft wirksam bei Erreger_n,
Meropenem die gegen Cephalosporine
Ertapenem resistent sind
Monobactame Aztreonam erks_am gegen \(lele Gram-
negative, nicht wirksam
gegen Anaerobier
Clavulansaure Inhibitoren von
Oxalactame Sulbactam Betalaktamasen;
Tazobactam haben selbst nur sehr
geringe antibakterielle
Aktivitaten

Kombination mit Amoxicillin
und anderen
Penicillinderivaten

1.1.1 Wirkungsweise

Die Betalaktam — Antibiotika storen die bakterielle Zellwandsynthese, indem sie die
Transpeptidase - das Enzym, das fur die Synthese der Zellwand (Quervernetzung des
Mureins) zustandig ist - irreversibel hemmen. Dies geschieht durch Bindung des
Antibiotikums an die Transpeptidase (auch Penicillinbindeprotein genannt). Das Enzym
wird so in seiner Funktion gehemmt, der Zellwandaufbau wird gestort, die Wand wird
schwach, durchlassig und labil. Durch die fehlerhafte Zellwand und den hohen
osmotische Druck kommt es schliefl3lich zur Lyse der Zelle (Goffin und Ghuysen 1998).

1.1.2 Resistenzentwicklung

Stellen Bakterien trotz des Einsatzes therapeutisch relevanter Konzentrationen eines
Antibiotikums ihre Vermehrung nicht ein, spricht man von einer Bakterienresistenz.
Diese ist abhangig von der erhohten minimale Hemmkonzentration (MHK) des
Antibiotikums fur den Erreger, der Pharmakokinetik der Substanz und vom klinischen
Ergebnis (Witte und Klare 1999).

Die Resistenz, also die Unempfindlichkeit des Bakteriums gegenuber der Wirksubstanz,
kann naturlicherweise vorliegen oder erworben sein. Eine naturliche Resistenz liegt vor,
wenn das Bakterium aufgrund seiner naturlichen Eigenschaften keinen Angriffspunkt fur
das Antibiotikum bietet und das Antibiotikum deshalb unwirksam ist. Die erworbene
Resistenz wird mit der Antibiotikatherapie und dem damit assoziierten Selektionsdruck
auf das Antibiotikum in Verbindung gebracht, sowie mit dem genetischen Potential zur
Resistenzentwicklung (Witte, Strommenger et al. 2004).

Hierbei spielen zum einen die molekularen Resistenzmechanismen der Bakterien
(siehe Punkt 1.1.3), zum anderen der Austausch von Resistenzgenen, welche in
mobilen Elementen enthalten sein kdnnen, zwischen einzelnen Bakterienzellen eine
wichtige Rolle (Witte, Strommenger et al. 2004). Zu solchen mobilen Elementen zahlen
Transposons und Plasmide (Witte und Klare 1999).

Transposons sind sogenannte springende Gene, die sich ins Chromosom integrieren
und nach Annaherung zweier Bakterien und Zell — zu — Zell - Kontakt (Konjugation) von
einer Bakterienzelle auf eine andere Ubertragen werden (McGregor 2003). Auf solchen
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Genabschnitten konnen z.B. Antibiotikaresistenzen kodiert sein (Liebert, Hall et al.
1999).

Plasmide sind ringformige, extrachromosomale DNA - Ketten, deren genetische
Information weitgehend unabhangig von der chromosomalen Steuerung exprimiert wird
(Clowes 1972). Sie tragen oft Gene fur Virulenzfaktoren oder fur Antibiotikaresistenzen
(Thomas 1981, Diaz Ricci und Hernandez 2000, Schwarz, Kehrenberg et al. 2002) und
konnen durch Konjugation auf andere Bakterien Ubertragen werden (Levy und Marshall
2004). Das bedeutet, dass durch die Ubertragung einer plasmidkodierte Resistenz von
einem Bakterium auf ein anderes, die Empfangerzelle alle Resistenzen des Plasmids
Ubernimmt und auf diese Weise im Therapieverlauf auch andere Bakterienarten
Resistenzen ubernehmen konnen (Neu 1992, Schwarz, Kehrenberg et al. 2001).
Folglich ist eine Ubertragung von Resistenzgenen zwischen kommensalen Bakterien
und pathogenen Erregern moglich (Schwarz, Kehrenberg et al. 2002). Es ist zu
bertcksichtigten, dass der durch Antibiotika ausgeubte Selektionsdruck auch die
Besiedlungsflora als standiges Reservoir betrifft und nicht nur den jeweils zu
eliminierenden Infektionserreger (Witte und Klare 1999).

1.1.3 Resistenzmechanismen
Verschiedene Mechanismen konnen zu Resistenzen gegenuber Beta — Laktamanti-
biotika fuhren (Babic, Hujer et al. 2006).
Hierbei stellt das Vorliegen von Beta — Laktamasen, welche den Betalaktamring der
Antibiotika hydrolysieren und die Antibiotika somit enzymatisch inaktivieren, den am
weitesten verbreiteten Resistenzmechanismus dar (Falagas und Karageorgopoulos

2009) (siehe Kapitel 2.2).

In Tabelle 2 sind die 4 wichtigsten Resistenzmechanismen gegen Betalaktam —

Antibiotika dargestellt.

Tabelle 2: Mechanismen der Bakterien zur Ausbildung von Resistenzen

Mechanismus

Produktion von Beta —
Laktamasen

Erklarung

Beta - Laktamasen als Beta
- Laktamring spaltende
Hydrolasen (Massova und
Mobashery 1998, Witte und
Mielke 2003) (siehe Punkt
1.2)

Beispiel

Extended — Spektrum —
Beta — Laktamasen (ESBL)
bei Enterobacteriaceae
(Davies 1997) (siehe Punkt
1.3)

Vorliegen von
Penicillinbindeproteinen
(PBP)

PBP mit geringer Affinitat
zu Betalaktamantibiotika
verhindern deren Wirkung
(Witte und Mielke 2003,
Babic, Hujer et al. 20006)

Veranderte PBP bei
Streptococcus pneumoniae,
zusatzliches PBP2a bei
Staphylococcus aureus
(Chambers 1997, Witte und
Mielke 2003)

Fehlen von in der
Zytoplasmamembran
lokalisierten Proteinen
(AuBenmembranproteinen)
bei gramnegativen
Bakterien (Babic, Hujer et
al. 2006)

Die in der
Zytoplasmamembran
lokalisierten Proteine
beférdern die
eingedrungenen Antibiotika
wieder aus der Zelle (Witte
und Mielke 2003, Babic,
Hujer et al. 2006)

Fehlen des
Aullenmembranproteins fur
die Aufnahme von
Carbapenemen
(Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacteriaceae) (Witte
und Mielke 2003)

Stérung des aktiven

Efflux-Pumpen sind in der

Spezifische
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Transports durch die Lage, eine Vielzahl von Effluxmechanismen (z. B.
Zytoplasmamembran der Substraten aus der Zelle zu | fur Tetrazykline); ABC-
Bakterienzelle (Davies transportieren (Poole 2004) | Transporter (z.B. fur
1997) Streptogramin — A -
Substanzen); erhohte
Expression unspezifischer
Transporter (Davies 1997)

1.2 Beta — Laktamasen

1.2.1 Definition

Beta - Laktamasen sind katalytische Enzyme, die die Betalaktam — Antibiotika
inaktivieren, indem sie deren Betalaktam — Ring hydrolysieren (Ghuysen 1994, Handal
und Olsen 2000).

In den 1960er Jahren wurden die ersten Beta — Laktamasen in E. coli und K
pneumoniae identifiziert, welche die Fahigkeit aufwiesen, Penicilline (Ampicillin) und
Schmalspektrum - Cephalosporine (Cephalotin) zu hydrolysieren (Paterson und
Bonomo 2005). Abraham und Chain (1988) beschreiben in einem Artikel, der vor fast
70 Jahren veroffentlicht wurde, die E. coli — Penicillinase.

Beta — Laktamasen stellen den Hauptmechanismus der bakteriellen Resistenz
gegenuber den Beta — Laktam - Antibiotika dar (Babic, Hujer et al. 2006, Falagas und
Karageorgopoulos 2009, Pfeifer, Ellter et al. 2013).

Die Enzyme kommen intrazellular vor und werden von Gram-positiven und -negativen
Bakterien gebildet (Bush, Jacoby et al. 1995, Livermore 1995). Die genetische
Information der Beta — Laktamasen liegt entweder auf dem Bakterienchromosom
(chromosomale Beta — Laktamasen) oder kommt auf Plasmiden kodiert vor
(plasmidische Beta — Laktamasen) (Theuretzbacher 1998).

Wahrend im Jahr 1998 190 verschiedene klinisch relevante Beta - Laktamasen
beschrieben wurden (Theuretzbacher 1998), werden derzeit in der Lahey-Studie
(http://www.lahey.org/Studies (Stand 23.12.2017, Website zuletzt aktualisiert am
17.11.2017) von Uber 190 Beta — Laktamasen vom Typ SHV, Uber 220 vom Typ TEM,
uber 490 vom Typ OXA und von uUber 170 Beta — Laktamasen vom Typ CTX — M
berichtet. In der Lahey-Studie werden die bekannten und neu entdeckten Beta —
Laktamasen aufgelistet, von denen viele ein erweitertes Substratspektrum aufweisen
(Pfeifer, Eller et al. 2013) (siehe Punkt 1.3 Extended — Spectrum — Beta — Laktamasen).

1.2.2 Einteilung der Beta — Laktamasen
Es haben sich 2 Klassifizierungssysteme etabliert, welche die zahlreichen Beta -
Laktamasen und ihre Eigenschaften in verschiedene Gruppen unterteilen.

1.2.2.1 Einteilung nach Ambler

Das im Jahr 1980 entwickelte Ambler — Schema teilt die Beta - Laktamasen nach ihrer
Molekulstruktur in die Klassen A, B, C und D ein und beschreibt hierbei zwei
Hauptgruppen von Beta — Laktamasen, die Serin — Beta — Laktamasen und die Metallo
— Beta — Laktamasen (siehe Abbildung 2, Abbildung 3 gelb und Tabelle 3). Die
haufigsten Enzyme gehoren zur Klasse A, C und D der Serin — Beta — Laktamasen,
welche eine Serin — Gruppe im aktiven Zentrum des Enzyms besitzen (in Abbildung 2
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gelb dargestellt). Die Metallo — Beta — Laktamasen weisen im reaktiven Zentrum ein
Zinkatom auf (in Abbildung 2 grau dargestellt) und sind in der Klasse B
zusammengefasst (Ambler 1980).

Class C E.coli AmpC B-lactamase Class D OXA-1 B-lactamase

Abbildung 2: Strukturelle Gemeisamkeiten der Ambler Klassen A, C, und D Serin —
Beta — Laktamasen (die aktive Serin — Gruppe ist gelb dargestellt); Ambler Klasse B

Metallo Beta — Laktamase (die beiden Zn2 lonen sind grau dargestellt). Abbildung
ubernommen aus (Drawz und Bonomo 2010).

1.2.2.2 Einteilung nach Bush, Jacoby und Medeiros

Eine andere Klassifizierung der Beta — Laktamasen stellt auf der Grundlage der
Klassifizierung nach Ambler die im Jahr 1995 erfolgte Einteilung nach Bush, Jacoby
und Medeiros (BJM) dar, welche die Beta — Laktamasen nach ihrer Funktionalitat
(Substratprofil und Verhalten gegenuber Clavulansaure (CV) in die Gruppen 1 — 4
einteilt (Bush, Jacoby et al. 1995) (siehe Abbildung 3 blau und Tabelle 3).

Abbildung 3 und Tabelle 3 geben einen Uberblick Uber die Klassifizierungssysteme
nach Ambler (Ambler 1980) und nach BJM (Bush 1989a), (Bush, Jacoby et al. 1995).
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Beta Laktamasen

.-

plasmidkodiert chromosomal plasmidkodiert chromosomal und plasmidkodiert
Penicillinasen AmpC Oxacillinasen Carbapenemasen
Cephalosporinasen  Cephalosporinasen
ESBL
TEM, SHV, CTX-M MOX, CMY OXA VIM, IMP
—Ecv —Zf cv - . —Zfcv

“@ CV = inhibierbar durch CV, —Q CV = nicht inhibierbar durch CV; CV = Clavulansaure

Abbildung 3: Einteilung der Beta — Laktamasen nach Ambler (gelb) und nach BJM
(blau)
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1.2.3 Wirkungsweise

Die Beta — Laktamasen hydrolysieren durch einen nukleophilen Angriff am
Carbonylkohlenstoffatom den Betalaktam — Ring der Betalaktam — Antibiotika (Handal
und Olsen 2000).

Im Falle der Serin — Beta — Laktamasen (Klasse A, C und D nach Ambler) fuhrt die
Serin - Gruppe im aktiven Zentrum des Enzyms den nukleophilen Angriff auf das
Carbonylkohlenstoffatom des Beta — Laktam - Ring aus, im Falle der Metallo — Beta —
Laktamasen (Klasse B nach Ambler), fuhrt ein an das Metallatom angelagertes
Wassermolekul den nukleophilen Angriff aus (Ambler 1980, Babic, Hujer et al. 2006).

In beiden Fallen entsteht ein Enzym — Substrat — Komplex, welcher in einem nachsten
Schritt gespalten wird. Der Beta — Laktam - Ring wird so ge6ffnet und das Antibiotikum
inaktiviert (Ghuysen 1994).

Auf Abbildung 4 ist die hydrolytische Reaktion der Beta — Laktamase dargestellt.

0 0
I s I s
R—C ‘HN—"/ ><CH3 R-Lactamase R—C- HNj . _CH;
—nN “CH / 2\ HN CH
4 3 HO 3
o —~ H,0 b X
COOH COOH

Abbildung 4: hydrolytische Reaktion der Beta — Laktamase. Abbildung Ubernommen
aus (Mutschler, Geisslinger et al. 2008).

1.2.4 Beta — Laktamase - Inhibitoren

Zur Behandlung von schweren Infektionen, die Dbeispielsweise durch
Enterobacteriaceae ausgelost werden, konnen zusatzlich zu den Betalaktam -
Antibiotika die Beta — Laktamase — Inhibitoren Clavulansaure, Tazobactam oder
Sulbactam eingesetzt werden (Drawz und Bonomo 2010) (siehe Abbildung 5).

Diese haben eine schwache antibakterielle Wirkung und finden nur in Kombination mit
den Betalaktam — Antibiotika klinische Anwendung. Sie verbessern die Wirksamkeit
dieser Antibiotika, indem sie dem Hydrolyse - Mechanismus der Beta — Laktamasen
entgegen wirken (Helfand, Totir et al. 2003, Padayatti, Helfand et al. 2004, Padayatti,
Helfand et al. 2005). Hierbei weisen die Inhibitoren eine hohe Affinitat fir Beta —
Laktamasen auf, binden fest an deren aktives Zentrum und inaktivieren die Enzyme auf
diese Weise (Babic, Hujer et al. 2006).

Es besteht ein dringender Bedarf fur wirksame Beta — Laktamase — Inhibitoren, da die
Pravalenz klinisch relevanter Beta — Laktamasen, die keine Wirkung gegenuber den
Inhibitoren zeigen, rasant steigt (Drawz und Bonomo 2010).
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1) Clavulansaure 2) Sulbactam 3) Tazobactam

HO, .0
H a HQ. ,0 ‘ 8 & =
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{,"'/"_N —y , }// N ..'_:.‘/ v '.\. N
COOH 0 SOOH COOH

Abbildung 5: Beta — Laktamase — Inhibitoren. Abbildung ibernommen aus (Drawz und
Bonomo 2010).

1.3 Extended — Spektrum — Beta - Laktamasen

Die Extended — Spektrum - Beta - Laktamasen (ESBL) wurden mit der EinfUhrung der
Cephalosporine der 3. Generation in den 1980er Jahren beschrieben (Knothe, Shah et
al. 1983, Friese und Rosler 2013) und von Philippon, Arlet, und Lagrange als
plasmidkodierte Beta — Laktamasen definiert, welche in der Lage sind, Resistenzen
gegenuber einem breiten Spektrum von Beta - Laktamantibiotika inkl. 3.
Generationscephalosporinen zu Ubertragen (Philippon, Arlet et al. 1994). Hierbei
werden durch eine zunehmende Anzahl von Punktmutationen (Aminosaurenaustausch)
verschiedene Varianten der klassischen Breitspektrum - Beta - Laktamasen kodiert,
wodurch die Enzyme ihr Substratspektrum erweitern (Livermore 1995) und Penicilline,
Cephalosporine der ersten, zweiten, dritten und vierten Generation, sowie
Monobaktame hydrolysieren. Sie konnen durch Clavulansaure, Sulbactam und
Tazobactam gehemmt werden (Jacoby 1994, Bradford, Petersen et al. 1999, Paterson
und Bonomo 2005). Die Anzahl an ESBL — Varianten, die seit 1983 identifiziert wurden,
nimmt standig zu (Jacoby 1994, Witte und Mielke 2003), wobei Resistenzgene, die sich
meist durch horizontalen Gentransfer uber mobile genetische Elemente leicht unter
Bakterien verbreiten, eine wichtige Rolle spielen (Epidemiologisches Bulletin 13. Juli
2007, Canton, Novais et al. 2008, Reich, Atanassova et al. 2013).

ESBL gehdren zu den Serin — Beta — Laktamasen und wurden urspringlich in der
Ambler Klasse A und D und der Gruppe 2be nach Bush, Jacoby und Medeiros
klassifiziert (Ambler 1980, Bush, Jacoby et al. 1995, Witte und Mielke 2003), wobei die
erweiterte Definition Beta - Laktamasen der Klasse C sowie Carbapenemasen mit
einschliel3t (Witte und Mielke 2003).

Die Anwesenheit von ESBL kommen in verschiedenen Mitgliedern der Enterobakterien
- Familie, insbesondere Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) und Escherichia coli
(E. coli) vor (Pitout und Laupland 2008, Friese und Rosler 2013). Sie konnen jedoch
auch in nicht - fermentierenden Gram - negativen Bakterien, wie Pseudomonas
aeruginosa und Acinetobacter baumannii nachgewiesen werden (Jacoby und Munoz-
Price 2005).

Das Vorkommen von ESBL hat sich sowohl in der Human-, als auch in der
Veterinarmedizin zu einem groRen Problem entwickelt (Pfaller und Segreti 2006,
Coque, Baquero et al. 2008) (siehe Punkt 1.4 und 1.5) und erfordert, um die weitere
Ausbreitung zu verhindern, die rechtzeitige Identifizierung der Gene, sowie das
Beachten von HygienemalRnahmen (Witte und Mielke 2003) (siehe Punkt 5.3).
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1.3.1 Epidemiologie von ESBL

Seit Ende der 1980er Jahre liegen Berichte Uber die epidemische Verbreitung von
Resistenzen bei Enterobacteriaceae in Krankenhausern vor (Witte und Mielke 2003),
wobei schon Ende der 1980er und in den 1990er Jahren in den USA (Meyer, Urban et
al. 1993) und in mehreren europaischen Landern, wie beispielsweise in Frankreich
(Sirot, Sirot et al. 1987), Griechenland (Vatopoulos, Philippon et al. 1990), Polen
(Gniadkowski, Schneider et al. 1998) und Ungarn (Szabo, Filetoth et al. 1999) ESBL -
positive Bakterien identifiziert werden konnten.

In den spaten 1990er Jahren konnte eine Zunahme ambulant erworbener Infektionen,
die mit ESBL assoziiert waren und hauptsachlich durch Stamme von E. coli ausgelost
wurden, beobachtet werden (Pitout, Nordmann et al. 2005, Tenaillon, Skurnik et al.
2010). Diese Tatsache wurde unter anderem mit dem gleichzeitigen Einsatz der
Breitspektrum - Cephalosporine im offentlichen Bereich und der Verwendung dieser als
Generika in Verbindung gebracht (Pitout, Nordmann et al. 2005). Coque, Baquero et al.
beschreiben im Jahr 2003 einen schnellen und globalen Anstieg von ESBL - positiven
E. coli, die eine Resistenz gegenuber Oxyimino — Cephalosporinen aufweisen (Coque,
Baquero et al. 2008). Kaase und Kern berichten von einer deutlichen Zunahme von
ESBL — positiven E. coli in Deutschland seit ungefahr 2006 (Kaase und Kern 2012).

Es gibt nur wenige Studien, welche die Situation der Resistenzen und das Vorkommen
von ESBL - positiven Enterobacteriaceae systematisch verfolgen. Es ist zudem
schwierig, eine gultige Aussage zur Haufigkeit von ESBL - Bildnern in groReren
geographischen Regionen zu treffen, da die Inzidenz zwischen den teilnehmenden
Studieneinrichtungen auch lokal ganz erheblich variieren kann (Witte und Mielke 2003).
Einem Review von Woerther, Burdet et al. aus dem Jahr 2013, in welchem Zahlen zur
Tragerschaft in der Bevolkerung mit ESBL — positiven Enterobacteriaceae in
verschiedenen Teilen der Welt (der WHO Mitgliedstaaten Afrika, Amerika, Europa,
Sludostasien, Landern des Ostlichen Mittelmeers und des Westpazifik) verglichen
werden, kann entnommen werden, dass die Tragerschaft mit ESBL — positiven
Enterobacteriaceae insgesamt gestiegen ist. Es wird jedoch deutlich, dass sich diese
nicht Uberall mit der gleichen Dynamik entwickelt haben. Es lassen sich grof3e intra-
und interregionale Unterschiede beobachten. So wird berichtet, dass die Tragerschaft
von ESBL — positiven Bakterien in der Bevolkerung vor 2008 in den genannten
verschiedenen Teilen der Welt immer unter 10 %, danach jedoch oft hdher lag
(Woerther, Burdet et al. 2013). So stieg beispielsweise die Tragerschaft von ESBL —
positiven Bakterien in Thailand in der Bevolkerung im Jahr 2008 erstmals Uber 60 %
(Sasaki, Hirai et al. 2010). Insgesamt konnen im westlichen Pazifik, dem 0&stlichen
Mittelmeer und in Sudostasien die hochsten Tragerschaften mit ESBL — positiven
Enterobacteriaceae und die auffalligsten steigenden Tendenzen beobachtet werden. In
Amerika und Europa liegt die Tragerschaft mit ESBL — positiven Enterobacteriaceae
weit davon entfernt (Woerther, Burdet et al. 2013).

1.3.2 TEM, SHV, CTX - M, RAHN - 1 und OXA

Die ESBL — Gene werden nach Sequenzhomologie in Gruppen eingeteilt, wobei ESBL
in den 1980er und -90er Jahren meist von Klebsiella spp. und Enterobacter spp.
produziert wurden und hierbei ESBL vom Typ TEM und SHV weit verbreitet waren,
welche haufig klonale Ausbriche bei hospitalisierten Patienten verursachten (Kliebe,
Nies et al. 1985, Dechamps, Sirot et al. 1991, Falagas und Karageorgopoulos 2008,
Falagas und Karageorgopoulos 2009).

Die Bezeichnung TEM stammt von dem Namen Temoniera einer griechischen
Patientin, bei der das Enzym erstmals identifiziert werden konnte (Medeiros 1984).
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ESBL vom TEM - Typ haben sich weltweit in der gesunden Bevdlkerung verbreitet
(Shanahan, Wylie et al. 1993, Shanahan, Thomson et al. 1994 a, Shanahan, Thomson
et al. 1994 b, Shanahan, Thomson et al. 1995) und kommen hauptsachlich bei
Bakterien der Spezies E. coli vor (Zeba 2005). Sie sind wahrscheinlich aus den weit
verbreiteten, plasmidkodierten TEM — 1 - und TEM — 2 - Enzymen entstanden (Bush,
Jacoby et al. 1995), wobei TEM - 1 eine bekannte plasmidkodierte Beta — Laktamase
schmalen Spektrums ist (Datta und Kontomichalou 1965). TEM — 3 stellt die erste Beta
— Lakamase vom TEM - Typ dar, die eine gesteigerte Aktivitat gegenuber
Breitspektrum - Cephalosporinen aufwies und erstmalig 1987 beschrieben wurde
(Sougakoff, Goussard et al. 1988). Die wichtigen, das Substratspektrum erweiternden
Mutationen liegen fur TEM in der Position 164 (Medeiros 1997). Weitere
Aminosaureaustausche, wie z. B. in Position 104 erhdhen die Interaktion mit der
Oxyimino - Seitenkette von Ceftazidim. Die Mutation in Position 237 reduziert hingegen
die Interaktion von TEM mit Ceftazidim, erhoht aber die mit Cefotaxim (Knox 1995).
ESBL vom SHV - Typ sind aus SHV — 1 Enzymen entstanden (Jacoby und Medeiros
1991), wobei SHV fur SulpHydryl-Variable steht (Zeba 2005). Zunachst wurden diese
ESBL - positiven Bakterien vom SHV - Typ in Europa, daraufhin auch in anderen
Landern gefunden (Philippon, Ben Redjeb et al. 1989) und konnten hauptsachlich bei
Bakterien der Gattung Klebsiella spp. identifiziert werden (Zeba 2005). Sturenburg und
Mack beschreiben eine Ubertragung der urspriinglich chromosomal - kodierten SHV - 1
in Klebsiella spp. plasmid — vermittelt auf andere Enterobacteriaceae (Sturenburg und
Mack 2003). Die wichtigen, das Substratspektrum erweiternden Mutationen liegen fur
SHV in der Position 179 und in der Position 238 und fuhren zu einer Erweiterung der
Beta - Laktam - Bindungsstelle (Medeiros 1997).

Die Abkurzung CTX — M steht fur Cefotaximase - Munich Beta - Laktamase, wobei sich
die Bezeichnung auf die Fahigkeit, Cefotaxim zu hydrolysieren, bezieht (Bauernfeind,
Casellas et al. 1992). Es wird angenommen, dass sich die CTX — M - Gene aus
Chromosomen von Umweltbakterien mobilisiert haben (Overdevest, Willemsen et al.
2011, Canton, Gonzalez-Alba et al. 2012) und von chromosomal kodierten Beta —
Laktamasen der Kluyvera — Arten abstammen (Bonnet 2004, Livermore und Hawkey
2005). Fur die Beta — Laktamase CTX — M wird eine hydrolytische Aktivitat gegenuber
Cefotaxim beschrieben, wohingegen fur die meisten der TEM und SHV - abgeleiteten
ESBL von einer starkeren hydrolytischen Aktivitat gegenuber Ceftazidim und von einer
schwacheren hydrolytischen Aktivitat gegenuber Cefotaxim berichtet wird (Bauernfeind,
Stemplinger et al. 1996). In einem Bericht aus dem Jahr 1992 von Barthelemy, Peduzzi
et al. wird zudem hervorgehoben, dass die Aminosauresequenz der CTX — M — 1 eine
nur geringe Ahnlichkeit zu der der TEM - oder SHV — abgeleiteten ESBL aufweist
(Barthelemy, Peduzzi et al. 1992).

Heutzutage ersetzen die Beta - Laktamasen vom Typ CTX - M die TEM - und SHV -
Enzyme als die vorherrschende Art der ESBL (Livermore und Hawkey 2005, Falagas
und Karageorgopoulos 2009), wobei von der Entwicklung einer globalen Pandemie die
Rede ist (Woerther, Burdet et al. 2013). Dies kann auf die Ausbreitung von CTX — M -
Genen unter den Bakterienspezies durch Plasmide, sowie der klonalen Expansion von
epidemischen Stammen, die diese Gene tragen zuruckgefuhrt werden (Livermore und
Hawkey 2005). So konnten bei Untersuchungen CTX - M - Allele fur mehr als 90 % der
ESBL - produzierenden Stamme bei Individuen der gesunden Bevolkerung gezahlt
werden (Woerther, Burdet et al. 2013) (siehe Punkt 1.5). Aber auch in Krankenhausern
haben die CTX - M - Enzyme TEM und SHV - abgeleitete ESBL rasch verdrangt
(Coque, Baquero et al. 2008) (siehe Punkt 1.4). Das ubliche Fehlen von klonaler
Verwandtschaft zwischen Stammen von verschiedenen Tragern legt nahe, dass CTX —
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M - Gene uberwiegend von genetischen Elementen getragen werden, die zwischen den
Stammen sehr mobil sind. Bemerkenswert ist hierbei, dass die ESBL vom CTX - M - 15
Typ, welche erstmals in Indien im Jahr 2001 identifiziert wurde (Kaase und Kern 2012),
heutzutage nahezu weltweit verbreitet ist (Livermore und Hawkey 2005, Kaase und
Kern 2012) und in den meisten Regionen am haufigsten vorkommt (Woerther, Burdet et
al. 2013). Dieser CTX — M - 15 ESBL - Subtyp wird mit Pandemien in Verbindung
gebracht und haufig mit dem E. coli Sequenztyp (ST) 131 verbreitet (Livermore und
Hawkey 2005, Lau, Kaufmann et al. 2008, Hawkey und Jones 2009). Bei diesem
hochvirulenten Stamm werden hauptsachlich ESBL CTX - M - 15 - Gene
nachgewiesen (Coque, Novais et al. 2008, Nicolas-Chanoine, Blanco et al. 2008). Es
wird berichtet, dass ESBL — bildende E. coli ST — 131 20 — 50 % aller ESBL — positiven
- E. coli als Erreger von Harnwegsinfektionen und von Infektionen der Blutbahn, sowie
als Erreger von Infektionen verschiedener Organe beim Menschen ausmachen,
wohingegen beim Tier und bei Lebensmitteln CTX — M — 1 - E. coli und andere
Sequenztypen sehr haufig sind, nur bei 1 — 5 % handelt es sich hier um CTX - M - 15
(Rogers, Sidjabat et al. 2011).

Weitere Faktoren, die zu einer rasanten Verbreitung der CTX - M — Varianten beitragen,
stellen unter anderem der Selektionsdruck durch Antibiotika und die mittlerweile hohe
menschliche Mobilitat dar (Kaase und Kern 2012) (siehe Punkt 1.4 und 1.5).

Die chromosomal kodierte Beta - Laktamase RAHN - 1 wird in die Ambler Klasse A
eingeteilt und konnte im Enterobakterium Rhanella aquatilis nachgewiesen werden
(Izard, Gavini et al. 1979, Bellais, Poirel et al. 2001), welcher ein opportunistischer
Krankheitserreger darstellt (Caroff, Chamoux et al. 1998) und eine weite Verbreitung in
Wasser und Boden sowie in Lebensmitteln aufweist (Stock, Gruger et al. 2000). Es wird
angenommen, dass die Beta — Laktamasen vom Typ RAHN - 1 Progenitoren
plasmidkodierter ESBL darstellen. Dies wurde fur die plasmid - kodierten Beta -
Laktamasen SFO - 1 und CTX — M - 2 beschrieben, die mit den chromosomal kodierten
Beta - Laktamasen von Serratia fonticola (S. fonticola) und Kluyvera ascorbata (K.
ascorbata) assoziiert sind. Die Beta — Laktamase RAHN - 1 zeigte sich zu 76 %
identisch zur plasmid — vermittelten Breitspektrum — Beta — Laktamase SFO — 1, die
ursprunglich aus S. fonticola isoliert werden konnte (Peduzzi, Farzaneh et al. 1997,
Matsumoto und Inoue 1999) und zu 73 % bzw. 71 % identisch zu den plasmid -
vermittelten Breitspektrum — Beta - Laktamasen CTX — M - 2 und CTX - M - 1
(Barthelemy, Peduzzi et al. 1992, Bauernfeind, Stemplinger et al. 1996). Auch das
Resistenzmuster der Beta - Laktamase RAHN — 1 wies starke Ahnlichkeit mit dem der
SFO - 1 auf (Peduzzi, Farzaneh et al. 1997). Beim Vergleich der RAHN — 1 - Sequenz
mit der von anderen ESBL der Ambler Klasse A, konnten mehrere Aminosaurereste
identifiziert werden, die mdglicherweise an der Hydrolyse von einem breiten beta-
Laktam-Antibiotika-Spektrum beteiligt sind (Matagne, Lamotte-Brasseur et al. 1998). So
wurde beispielsweise ein Serin - Rest in Position 237 nachgewiesen, der ebenso bei
Beta — Laktamasen der Bakterien S. fonticola und Proteus vulgaris und bei ESBL vom
CTX — M — Typ vorkam (Peduzzi, Reynaud et al. 1994, Tamaki, Nukaga et al. 1994,
Peduzzi, Farzaneh et al. 1997, Tzouvelekis, Tzelepi et al. 2000). Das Hydrolyse -
Spektrum der Beta — Laktamase RAHN - 1 ist ahnlich dem der CTX — M — Typ -
Enzyme, die gegenuber Ceftazidim sensibel sind (Matsukura, Katayama et al. 1996).
Die Bezeichnung der ESBL vom Oxacillinase (OXA) — Typ leitet sich von der Fahigkeit
der Enzyme ab, Oxacillin zu spalten (Paterson und Bonomo 2005) und wird nach
Ambler in die Klasse D und funktional in die Gruppe 2d nach Bush, Jacoby und
Medeiros eingeteilt (Ambler 1980, Bush, Jacoby et al. 1995) (siehe Punkt 1.2.2.1 und
1.2.2.2). Die Beta - Laktamasen vom OXA — Typ wurden unter allen Beta — Laktamasen
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mit am fruhesten entdeckt (Evans und Amyes 2014). So identifizierten Sykes und
Matthew (1976) drei verschiedene Oxacillinasen namens OXA - 1, OXA - 2 und OXA —
3, welche die Eigenschaft besitzen, Oxacillin und Methicillin zu hydrolysieren.
AulBerdem zeigen sie nur eine geringe Wirksamkeit gegentber Cephalosporinen der
ersten Generation und sprechen nicht oder nur gering auf Beta — Laktamase —
Inhibitoren wie Clavulansdure an (Evans und Amyes 2014). Die meisten der
Oxacillinasen konnten im Bakterium Pseudomonas aeruginosa identifiziert werden
(Evans und Amyes 2014), wobei in den 1980er Jahren dieser Organismus gut auf das
Drittgenerations - Cephalosporin Ceftazidim ansprach. Im Jahr 1991 konnte jedoch bei
einem Patienten in der Turkei ein P. aeruginosa isoliert werden, welcher multiresistente
Eigenschaften, insbesondere eine Resistenz gegenuber Ceftazidim, aufwies (Hall,
Livermore et al. 1993). Mit der OXA - 11 wurde schlie8lich die erste ESBL vom OXA —
Typ beschrieben, die durch eine Mutation entsteht, welche die Bindung von Ceftazidim
an das aktive Zentrum erhoht (Evans und Amyes 2014). Diese ESBL ist aus OXA - 10 —
Typ Enzymen entstanden (Medeiros 1997), wobei neben OXA — 11 weitere ESBL vom
OXA — Typ identifiziert werden konnten. Zu nennen sind hier beispielsweise die OXA -
13, OXA - 14 (Danel, Hall et al. 1995), OXA - 16 (Danel, Hall et al. 1998), OXA - 17
(Danel, Hall et al. 1999), OXA - 19 (Mugnier, Casin et al. 1998) und OXA - 28 (Poirel,
Girlich et al. 2001). Diese ESBL konnten mit Ausnahme von P. aeruginosa -Isolaten
kaum in anderen Spezies identifiziert werden und scheinen sich kaum zu verbreiten
(Evans und Amyes 2014).

Neben den hier beschriebenen ESBL, welche die Mehrzahl der bekannten ESBL
ausmachen, gibt es weitere (Bradford 2001). Zu nennen sind hier beispielsweise die
Beta — Laktamasen Pseudomonas extended resistance (PER) — 1 (Nordmann, Ronco
et al. 1993), PER — 2 (Bauernfeind, Stemplinger et al. 1996), Viethamese extended -
spectrum beta - lactamase (VEB) - 1 (Poirel, Naas et al. 1999) und Chryseobacterium
meningosepticum (CME) — 1 (Rossolini, Franceschini et al. 1999), welche eine zu 40
bis 50 % identische Aminosauresequenz aufweisen. Diese Enzyme zeigen alle eine
Resistenz gegenuber Oxyimino — Cephalosporinen, hauptsachlich gegenuber
Ceftazidim und Aztreonam (Bradford 2001).

1.4 Klinische Bedeutung der ESBL - produzierenden Enterobakterien bei Mensch
und Tier

Das Auftreten und die zunehmende Verbreitung von ESBL - produzierenden
Enterobacteriaceae hat sich zu einem ernst zu nehmenden gesundheitlichen Problem
entwickelt. (Egea, Lopez-Cerero et al. 2011). Dies gilt insbesonders fur die
Enterobacteriaceae der Spezies E. coli und K. pneumoniae, bei welchen eine Resistenz
gegen Drittgenerations - Cephalosporinen fast immer auf ESBL zurlckzufuhren ist
(Kaase und Kern 2012).

Diese genannten Erreger sind als naturliche Bewohner der Darmflora bei gesunden
Menschen zu finden und stellen eine wichtige Gruppe von fakultativ pathogenen
Mikroorganismen dar, die Infektionen verursachen konnen und ein Reservoir fur die
weitere Verbreitung von ESBL — positiven Enterobacteriaceae in Kliniken oder in
Nutztierbestanden darstellen (Friese und Rosler 2013, Blaak, van Hoek et al. 2014).
Auch in der gesunden Bevolkerung steigt die Anzahl der Personen, bei denen ESBL —
produzierende Bakterien nachgewiesen werden kdnnen (Canton, Novais et al. 2008,
Rodriguez-Bano, Lopez-Cerero et al. 2008) (siehe Punkt 1.5). Ob es zu Infektionen
durch ESBL - positive Enterobacteriaceae kommt, hangt von der Virulenz des Erregers
und von Risikofaktoren, wie zum Beispiel dem Immunstatus des Tragers ab (Friese und
Rdsler 2013).
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Bei hospitalisierten Patienten stellen Faktoren wie eine lange Dauer des
Krankenhausaufenthaltes, der Aufenthalt auf einer Intensivstation, die Schwere der
Grunderkrankung, invasive Mallnahmen wie beispielsweise Verweilkatheter,
chirurgische Eingriffe, Organtransplantationen oder eine mechanische Beatmung ein
Risiko fur das Auftreten ESBL — positiver Enterobacteriaceae dar (Jacoby und Munoz-
Price 2005, Pfaller und Segreti 2006). Ein weiterer Risikofaktor ist eine
Antibiotikatherapie, insbesondere mit Aminopenicillinen, Cephalosporinen und / oder
Fluorchinolonen (Rodriguez-Bano, Alcala et al. 2008).

Bei den extraintestinalen Infektionen, die durch E. coli hervorgerufen werden, stehen
sogenannte EXPEC (= extraintestinal pathogenic E. coli) im Vordergrund Diese EXPEC
werden von den sog. EPEC (enteropathogene E. coli) abgegrenzt, da sie Infektionen
erst dann verursachen, wenn sie ihr gewohntes Reservoir im Magen — Darm — Trakt
verlassen (Paterson und Bonomo 2005). Beim Menschen zeigen sich dann die
Krankheitsbilder eines Harnwegsinfekts, intraabdominaler Infektionen und seltener
Pneumonien, die auch bakteriamisch und klinisch als schwere Sepsis verlaufen kdnnen
(Rottier, Ammerlaan et al. 2012). Zu den durch die ExPEC Stamme ausgelosten
Infektionen zahlen auRerdem die neonatale Meningitis und extraintestinale Infektionen,
die durch uropathogene E. coli ausgelost werden (Manges und Johnson 2012). In der
Tiermedizin kann E. coli zu Infektionen des Magen — Darm - Traktes und zu Infektionen
der Milchdrisen fuhren (Friese und Rosler 2013). Die Zahl der ESBL — positiven
Enterobacteriaceae nimmt auch im nosokomialen Bereich stetig zu. Hier handelt es sich
insbesondere um Enterobacteriaceae der Spezies K. pneumoniae (Falagas und
Karageorgopoulos 2009).

Die Besiedlung mit ESBL - produzierenden Bakterien kann bei Risikopatienten
lebensbedrohliche Infektionen zur Folge haben (Pfeiferund Eller 2012). Ein Beispiel
hierfur stellt ein nosokomialer Ausbruch mit ESBL - produzierenden Kilebsiella
pneumoniae in der Neonatologie eines Bremer Krankenhauses dar. Hier waren
insgesamt sieben Fruhgeborenen von schweren Infektionen betroffen, drei der Falle
endeten letal (Tuffs 2011).

Daruber hinaus kam es in Deutschland im Jahr 2011 zu einem lebensmittelbedingten
Ausbruch von Shiga - Toxin bildenden enterohamorrhagischen E. coli (EHEC), welcher
in Europa als einer der folgenschwersten lebensmittelbedingten Ausbriche der
Nachkriegszeit gilt und auf den Verzehr von kontaminierten Bockshornklee - Sprossen
zuruckgefuhrt werden konnte (Buchholz, Bernard et al. 2011). Weltweit erkrankten 855
Menschen an einem hamolytisch uramischen Syndrom (HUS) (RKI 2011). Als
Ausbruchsstamm konnte ein blaCTX — M — 15 tragender E. coli identifiziert werden, ein
Stamm, der Resistenzen gegenuber einem weiten Spektrum an in der Humanmedizin
eingesetzten Antibiotika aufweist (Fischer, Rodriguez et al. 2014). Die Schwere des
Krankheitsverlaufs war jedoch nicht vorrangig auf das Vorhandensein von ESBL -
positiven Enterobacteriaceae zuruckzufuhren, sondern auf das Vorliegen des Shiga —
Toxins. Eine Antibiotikatherapie konnte den Toxin - bedingten Krankheitsverlauf nicht
beeinflussen (BfR 2011).

1.4.1 Therapiemoglichkeiten bei ESBL - produzierenden Enterobakterien beim
Menschen

Die therapeutischen Behandlungsmaoglichkeiten bei Infektionen, die durch ESBL -
positive Enterobacteriaceae verursacht werden, sind haufig noch durch Co -
Resistenzen gegenuber verschiedenen Antibiotika - Klassen wie z.B. die
Cephamycine, Fluorchinolone, Aminoglykoside, Tetracycline und Trimethoprim /
Sulfamethoxazol zusatzlich beschrankt (Falagas und Karageorgopoulos 2009). Es
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muss dadurch immer mehr auf Reserveantibiotika zurlickgegriffen werden (Friese und
Rosler 2013), wodurch sich weitere Resistenzen bilden kénnen und dadurch schliefRlich
immer weniger Antibiotika wirksam sind (French 2010). Dies birgt wiederum die Gefahr,
dass Infektionen unzureichend therapiert werden, was eine erhohte Sterblichkeit
(Schwaber und Carmeli 2007, Rottier, Ammerlaan et al. 2012) und erhohte
Gesundheitskosten verursachen kann (Cosgrove 2006).

Die an den Einzelfall angepasste ~ Auswahl der  therapeutischen
Behandlungsmoglichkeiten  bei  Infektionen, die durch ESBL - positive
Enterobacteriaceae verursacht werden, ist unerlasslich. So tragt die Wahl einer
geeigneten Antibiotika - Therapie dazu bei, Antibiotikaresistenzen zu verhindern (Kim,
Sohn et al. 2008). Durch die Begrenzung der institutionellen Verwendung von
Cephalosporinen der dritten Generation konnte beispielsweise erreicht werden, dass
sich die Haufigkeit von ESBL — produzierenden Organismen verringert (Kim, Sohn et al.
2008).

Die Behandlungsstrategien und der Antibiotika — Einsatz sollten zudem Uberdacht
werden, wenn ESBL — Produzenten weit verbreitet sind und / oder wenn der Patient ein
hohes Risikoprofil aufweist (Ben-Ami, Rodriguez-Bano et al. 2009, Rodriguez-Bano,
Picon et al. 2010). In solchen Situationen sollte der Rat eines Infektiologen oder eines
Mikrobiologen eingeholt werden (Kaase und Kern 2012) (siehe Punkt 5.3).

Beim bloRen Nachweis ESBL - positiver Organismen in Urin, Wundabstrichen oder
Bronchialsekreten ohne Infektionssymptomatik besteht keine Therapieindikation (Kaase
und Kern 2012).

Cephalosporine

Die Meinung zum Einsatz und zur Wirksamkeit von Cephalosporinen gegen ESBL —
produzierende Organismen ist gespalten. Bis vor einigen Jahren galt, basierend auf
klinischen Erfahrungen und nach den Kriterien von der British Society for Antimicrobial
Chemotherapy (BSAC), dem European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) und dem Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), die
Annahme, dass alle ESBL - positiven Bakterien eine Resistenz gegenuber allen
Cephalosporinen und Aztreonam aufweisen, unabhangig vom Testergebnis in vitro.
Mittlerweile nehmen EUCAST und CLSI den Standpunkt ein, dass Cephalosporine als
Therapiemoglichkeit in Frage kommen, wenn sich die ESBL — positiven Organismen in
vitro als sensibel zeigen (Leclercq, Canton et al. 2013). Hierbei ist es z.B. gut mdglich,
dass Bakterienstamme mit ESBL vom CTX - M Typ in vitro noch sensibel gegenuber
Ceftazidim sind (MHK < 1 pyg/ml), da dieses Cephalosporin CTX - M — Betalaktamasen
nur selten hydrolysiert wird (Kaase und Kern 2012). Es werden weitere Studien zu
neuen effektiven Cephalosporin — Inhibitor — Kombinationen gegen ESBL — positive
Organismen bendtigt. Kommen diese bei schweren Infektionen, die durch ESBL -
positive Bakterien verursacht werden, dennoch zum Einsatz, sind sie mit aulRerster
Vorsicht anzuwenden (Kaase und Kern 2012) und mit Clavulansaure zu kombinieren,
da alle Breitspektrum — Cephalosporine die Aktivitat in Gegenwart von Clavulansaure
verbessern (Pfaller und Segreti 2006, Campbell, Lewis et al. 2012).

Cephamycine

Cephamycine, vor allem Cefoxitin, Cefotetan und Cefmetazol, werden nicht durch
herkdmmliche, plasmidkodierte Beta - Laktamasen hydrolysiert und bilden somit keine
Substrate fur die Hydrolyse durch die ESBL - positiven Enterobacteriaceae (Witte und
Mielke 2003). Das Auftreten von Co - Resistenzen gegen diese Antibiotika - Klassen in
ESBL - produzierenden Enterobacteriaceae kann jedoch beobachtet werden, was an
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dem Verlust von Porinen oder dem gleichzeitigen Vorhandensein von AmpC - Beta -
Laktamasen liegen kann (Paterson und Bonomo 2005). Es liegen wenige Kklinische
Daten zum potenziellen Einsatz von Cephamycinen zur Behandlung von ESBL -
assoziierten Infektionen vor (Pangon, Bizet et al. 1989, Bradford, Urban et al. 1997, Siu,
Lu et al. 1999). Berichten zufolge kann das Auftreten von Resistenzen gegenuber
dieser Substanzgruppe wahrend der Therapie beobachtet werden (Paterson und
Bonomo 2005, Lee, Chu et al. 2007).

Beta - Laktam / Beta — Laktamase — Inhibitor — Kombinationen

Die klinischen Belege fur den Nutzen von Beta - Laktam / Beta — Laktamase — Inhibitor
- Kombinationen fur die Behandlung von ESBL - assoziierten Infektionen sind begrenzt.
Einige Studien weisen bezlglich des Einsatzes von Piperacilin / Tazobactam
erfolgreiche Ergebnisse auf (Burgess, Hall et al. 2003, Peterson 2008, Rodriguez-Bano,
Navarro et al. 2012). So konnte beispielsweise in einer Studie aus Spanien gezeigt
werden, dass die Behandlungsergebnisse von Infektionen durch ESBL — positive E. coli
durch die Therapie mit Amoxicillin - Clavulansaure und Piperacillin — Tazobactam nicht
schlechter waren als die Behandlungsergebnisse durch die Therapie mit
Carbapenemen (Rodriguez-Bano, Navarro et al. 2012). Allerdings sind die meisten
ESBL in Deutschland, anders als in Spanien, vom Typ CTX — M — 15, wobei das Gen
dieser ESBL — Variante oft auf demselben Plasmid liegt wie das Gen einer weiteren
Betalaktamase namens OXA — 1. Diese vermittelt Resistenzen gegenuber Piperacillin —
Tazobactam. Sollen schwere Infektionen durch ESBL - positive Organismen mit dieser
Substanzgruppe therapiert werden, ist also zur Vorsicht zu raten (Kaase und Kern
2012).

Fluorchinolone

In den letzten Jahren hat der Anteil der Mikroorganismen mit Resistenzen gegen
Fluorochinolone zugenommen (Pfeifer 2007, Canton, Novais et al. 2008). So weisen
ESBL — positive E. coli und K. pneumoniae gegenuber dieser Substanzklasse eine
Sensibilitat von nur 20 — 30 % auf (Kaase und Kern 2012). Zur Behandlung von
schweren ESBL - assoziierten Infektionen sollten Fluorochinolone deshalb nur bedingt
eingesetzt werden (Kim, Woo et al. 2002, Burgess, Hall et al. 2003, Endimiani, Luzzaro
et al. 2004, Kang, Kim et al. 2004, Paterson, Ko et al. 2004)

Carbapeneme

Carbapeneme (Ertapenem, Imipenem, Meropenem) zeigen sich effektiv gegenuber
ESBL — positiven — Organismen (Hawkey und Livermore 2012) und stellen bei
schweren ESBL — assoziierten Infektionen die Therapie der Wahl dar (Pitout und
Laupland 2008, Falagas und Karageorgopoulos 2009). Aus der Sorge, dass dies zum
Anstieg von Carbapenem - Resistenzen fuhrt und sich Carbapenemase - produzierende
Enterobacteriaceae weiter ausbreiten, wird jedoch der Einsatz und die Neubewertung
von Antibiotika, die in der Vergangenheit nur selten klinisch angewendet wurden,
diskutiert (Kaase und Kern 2012, Friese und Rosler 2013).

Im Folgenden werden alternative Therapiemoglichkeiten erlautert, welche
moglicherweise eine ebenso effektive Behandlungsmoglichkeit gegen ESBL — positive
Mikroorganismen wie die mit Carbapenemen darstellt und durch deren Einsatz der
Selektionsdruck auf Carbapeneme minimiert werden kann (Kaase und Kern 2012).

Polymyxine — Colistin
Die Polymyxine, von welchen derzeit die Antibiotika Colistin und Polymyxin B klinische
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Anwendung finden, zeigen eine ausgezeichnete antimikrobielle Aktivitat gegenuber
ESBL — produzierenden Organismen (Gales, Jones et al. 2006). Jedoch liegen nur
wenig Berichte Uber den Einsatz dieser Antibiotika zur klinischen Behandlung von
Infektionen vor (Karageorgopoulos und Falagas 2008). Colistin weist starke
Nebenwirkungen auf und sollte, auch wenn eine in - vitro — Empfindlichkeit des
Erregers vorliegt, als Monotherapie vermieden werden (Kaase und Kern 2012).

Fosfomycin und Nitrofurantoin

Fosfomycin und Nitrofurantoin weisen eine gute in vitro Sensibilitdt gegenuber ESBL —
positiven E. coli auf (Falagas, Kanellopoulou et al. 2008, Prasad, Sun et al. 2012),
sollten jedoch nur zur Therapie unkomplizierter Harnwegsinfektionen eingesetzt werden
(Rodriguez-Bano, Alcala et al. 2008, Kaase und Kern 2012). In Spanien konnten bei
vermehrter Einnahme von Fosfomycin insbesondere bei ESBL vom Typ CTX - M — 15
erhohte Resistenzraten beobachtet werden (Oteo, Bautista et al. 2010).

Tigecyclin

Tigecyclin ist ein Derivat von Minocyclin und das erste Antibiotikum der Glycylcyclin —
Klasse (Falagas, Karageorgopoulos et al. 2009). Wie auch Tetracycline verhindern
Tigecycline die Bindung der mit einer Aminosaure beladenen Aminoacyl - transfer —
RNA (tRNA) an die jeweilige ribosomale Bindungsstelle und dadurch die Elongation von
Polypeptidketten (Chopra und Roberts 2001). Obwohl die ribosomalen Bindungsstellen
von Tigecyclinen mit denen von Tetracyclinen identisch sind, scheinen Tigecycline eine
andere sterische Konformation einzunehmen als Tetracycline (Bauer, Berens et al.
2004). Dies fuhrt zu einer hohen Bindungsaffinitat von Tigecylin an das Ribosom
(Bergeron, Ammirati et al. 1996). Die genannten Eigenschaften von Tigecyclin fuhren
schlie3lich zu einer hohen antimikrobiellen Aktivitat gegenlber aeroben und anaeroben
Gram — positiven und Gram - negativen Bakterien, sowie einer hohen antimikrobiellen
Aktivitat gegenuber ESBL - produzierenden E. coli und in geringerem Ausmal
gegenuber ESBL — produzierenden K. pneumoniae (Hoban, Bouchillon et al. 2005,
Kelesidis, Karageorgopoulos et al. 2008). In einer Metaanalyse, die allerdings nicht
speziell Infektionen durch ESBL — positive Organismen betrifft, wird von einer erhohten
Sterblichkeit unter Tigecyclin - Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe berichtet, die je
nach Erkrankungsursache die Antibiotika Ampicillin — Clavulansaure + Vancomycin
oder % Teicoplanin, Ampicilin — Sulbactam * Vancomycin oder * Teicoplanin,
Ceftriaxon + Metronidazol, Ertapenem = Vancomycin, Imipenem / Cilastatin +*
Vancomycin oder + Aminoglykoside, Levofloxacin, Linezolid oder Vancomycin +
Aztreonam erhielt (Prasad, Sun et al. 2012). Ein Einsatz zur Behandlung von ESBL —
assoziierten Infektionen ist dehalb nur dann zu empfehlen, wenn keine Alternativen
mehr zur Verfugung stehen (Kaase und Kern 2012). Es sollte aullerdem beachtet
werden, dass Tigecyclin zur Behandlung von Kindern und schwangeren Frauen nicht
empfohlen wird, da fur diese eine potentielle Toxizitat beschrieben wird (Falagas,
Karageorgopoulos et al. 2009).

Cotrimoxazol (Trimethoprim / Sulfamethoxazol)

Das fruher noch als Erstbehandlung fur die empirische Therapie einer unkomplizierten
Zystitis eingesetzte Cotrimoxazol gilt heute aufgrund hoher Resistenzraten und einem
damit verbundenen hoheren Therapieversagen nur noch als Mittel der 2. Wahl (AWMF-
Leitlinien 2010). Laut eines Berichts von Kaase und Kern (2012) sind ESBL - positive E.
coli und - K. pneumoniae gegenuber Cotrimoxazol zu nur 20 - 30 % sensibel. In einer
Studie von Tabasi, Asadi Karam et al. (2015) wurden Patienten aus dem Nordiran, die
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eine Harnwegsinfektion aufwiesen, auf das Vorkommen von ESBL — produzierende
Enterobacteriaceae und das Resistenzprofil der Bakterien untersucht. Hierbei zeigten
sich von den ESBL - produzierenden Enterobacteriaceae nur 14,3 % gegenuber
Cotrimoxazol sensibel (Tabasi, Asadi Karam et al. 2015).

Temocillin

Temocillin ist in Belgien und Grof3britannien erhaltlich, wird parenteral verabreicht und
findet Anwendung zur Behandlung von Harnwegsinfektionen einschliel3lich
Pyelonephritiden. Etwa 75 % der ESBL — positiven E. coli und K. pneumoniae konnten
in vitro als sensibel getestet werden (Titelman, lversen et al. 2011).

Pivmecillinam

Pivmecillinam ist ein Praparat, das in Deutschland nicht zugelassen ist, in Osterreich
und Skandinavien jedoch zur Therapie von unkomplizierten Harnwegsinfektionen
eingesetzt wird. Es zeigt eine zu 90 % in vitro Sensibilitat gegenuber ESBL - positiven
E. coli (Prasad, Sun et al. 2012).

1.4.2 Antibiotika — Einsatz in der Veterinarmedizin

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) wies bereits im Jahr 2012 darauf hin, dass der
Einsatz von Antibiotika bei gesunden Tieren hoher liegt als der Antibiotikaeinsatz bei
kranken Menschen (WHO 2012). Pharmakonzerne sind erst seit 2010 verpflichtet, die
Mengen an Antibiotika, welche in der Landwirtschaft eingesetzt werden, zu melden
(Birkel 2013). Am 24. Februar 2010 wurde auf dieser Grundlage eine
Arzneimittelverordnung des Deutschen Institutes fur Medizinische Dokumentation und
Information (DIMDI) verfasst. Pharmazeutische Unternehmen und Grof3handler sind
durch diese seit dem Jahr 2011 verpflichtet, die abgegebenen Mengen an
Tierarzneimitteln, insbesondere Antibiotika, die sie jahrlich an Tierarzte abgeben, an ein
zentrales Register zu melden, wobei die Auswertung der Daten durch das Bundesamt
fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit in Berlin erfolgt (BVL 2015). So wird
fur das Jahr 2011 angegeben, dass Pharmakonzerne 1706 Tonnen (t) Antibiotika an
Tierarzte lieferten (BVL 2016) (siehe Tabelle 4). Hierbei konnten Wallmann, Preuss et
al. (2012) in einer Erfassung von Antibiotika - Abgabemengen gemaf3 DIMDI — AMV
festhalten, dass die Antibiotikaabgabe an Tierarzte im Vergleich zum Einsatz in der
Humanmedizin doppelt so hoch lag.

Laut Daten des niedersachsischen Landwirtschaftsministeriums im November 2011
wurden in 83 % der Hahnchenmastereien, in 92 % der Betriebe mit Putenaufzucht bzw.
— mast, in 77 % der Anlagen fur Schweinemast und bei 100 % der Mastbetriebe von
Kalbern Antibiotika eingesetzt (LAVES 2011).

Der Einsatz von Antibiotika in der Viehwirtschaft ist dem Uberproportionalen Anstieg des
Fleischverzehrs in den letzten 30 Jahren (Lawrence 2006) und den damit verbundenen
Veranderungen der Lebensmittelproduktion, wie dem erhdhten Einsatz antimikrobieller
Mittel zur Wachstumsforderung, Infektionspravention, Futterverwertung und
Behandlung geschuldet (Committee on Drug Use in Food Animals 1999, Mesa, Blanc et
al. 2006, Overdevest, Willemsen et al. 2011).

So wird die Antibiotikatherapie bei Lebensmittel liefernden Tieren aus Praktikabilitat und
der Pravention der schnellen Ausbreitung von Krankheiten unter den Tieren als sog.
Metaphylaxe oft nicht nur bei den klinisch erkrankten angewendet, sondern oft die
gesamte Tierherde Uber das Futter oder das Trinkwasser vorbeugend mit Antibiotika
versorgt (Friese und Rosler 2013, verbraucherzentrale-niedersachsen 2013). Durch
einen ungesteuerten Einsatz der Antibiotika wird die Entstehung antibiotikaresistenter
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Bakterien gefordert (BVL 2011). So besteht eine Gefahr beispielsweise darin, dass
nicht alle Tiere ausreichende Mengen an Antibiotika zu sich nehmen, wenn diese Uber
das Futter oder Trinkwasser verabreicht werden (Hartung und Kietzmann 2012).

Ein Problem der Metaphylaxe stellt in der Praxis eine missbrauchliche prophylaktische
Antibiotikatherapie bei gesunden Tieren zur Wachstumsférderung dar (EFSA 2011),
wodurch gleichzeitig intensivere Haltungsbedingungen ermoglicht und
Hygieneanstrengungen vermindert werden (Blaha und Sundrum 2011). Dies bedeutet
einen finanziellen Anreiz und drangt das Tierwohl in den Hintergrund (Blaha und
Sundrum 2011).

Auch bei Lebensmittel liefernden Tieren koénnen ESBL - produzierende
Enterobacteriaceae nachgewiesen werden, wobei unter anderem der Einsatz von Beta
— Laktam - Antibiotika eine wichtige Rolle spielt (Grave, Torren-Edo et al. 2010).
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Tabelle 4: Abgaben der Antibiotika von pharmazeutischen Unternehmen und
Grol3handlern an Tierarzte in Deutschland vom Jahr 2011 bis 2015. Tabelle
ubernommen aus © Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL
2016).

Wirkstoffklasse Abgege- Abgege- Abgege- Abgege- Abgege- Differenz
bene bene bene bene bene [t]
Menge [tf] Menge[t] Menge[t] Menge[t] Menge[t] 2011 zu
2011 2012 2013 2014 2015 2015
Aminoglykoside 47 40 39 38 25 -22
Cephalosp., 1. Gen. 2,0 2,0 20 2,1 1,9 -0,1
Cephalosp., 3.Gen. 2.1 2,5 2,3 2,3 2,3 +0,2
Cephalosp. 4. Gen. 1,5 1,5 1,5 1,4 1,3 -0,2
Fenicole 6,1 57 52 53 5,0 -11
Fluorchinolone 8,2 10,4 12,1 12,3 10,6 +2,8
Folsaureantagonisten 30 26 24 19 10 -20

Fusidinsaure*

lonophore*
Lincosamide 17 15 17 15 11 -6
Makrolide 173 145 126 109 52 -121

Nitrofurane*

Nitroimidazole*

Penicilline 528 501 473 450 299 - 229
Pleuromutiline 14 18 15 13 11 -3
Polypeptid-Antibiotika 127 124 125 107 82 -45
Sulfonamide 185 162 152 121 73 -112
Tetrazykline 564 566 454 342 221 - 343
Summe 1.706 1.619 1.452 1.238 805 - 901

Scheinbare Ungenauigkeiten oder Abweichungen bei den Mengenangaben sind durch
Rundungseffekte bedingt.

*Wahrung des Geschéfts- und Betriebsgeheimnisses, Daten durfen nicht veréffentlicht werden, da es
i. d. R. nur einen Zulassungsinhaber gibt (nach § 6 IFG und § 9 Abs. 1 (3) UIG)

Der Tabelle 4 ist zu entnehmen, dass insgesamt die Menge der abgegebenen
Antibiotika vom Jahr 2011 (1706 t) zum Jahr 2015 (805 t) um 53 % gesunken ist und
insbesondere die abgegebenen Antibiotika vom Jahr 2014 auf das Jahr 2015 um 35 %
zuruckgegangen sind.
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Im Jahr 2015, wie auch in den Vorjahren, wurden am haufigsten Penicilline (299 t),
gefolgt von Tetrazyklinen (221 t) und Polypeptidantibiotika wie Colistin (82 t) an
Tierarzte in Deutschland abgegeben, wobei die Abgaben dieser Antibiotika vom Jahr
2011 zum Jahr 2015 jeweils um 43 % (Penicilline), 61 % (Tetrazykline) und 35 %
(Polypeptidantibiotika) gesunken sind (Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit 2016).

Zwar ist die Abgabemenge der Antibiotikaklassen Fluorchinolone und Cephalosporine
der 3. und 4. Generation vergleichsweise gering, jedoch ist festzuhalten, dass im
Vergleich der abgegebenen Mengen vom Jahr 2011 zum Jahr 2015 ungefahr
gleichbleibende Mengen Cephalosporinen der 3. und 4. Generation abgegeben wurden
und die Abgabe von Fluorchinolonen sogar von 8,2 t im Jahr 2011 auf 10,6 t im Jahr
2015, also um 29 % gestiegen ist (Tab. 4, Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit 2016).

Diese Antibiotika werden von der WHO als sogenannte kritische Antibiotika eingestuft,
da beide Antibiotikaklassen einen hohen Stellenwert in der Therapie beim Menschen
einnehmen und einen haufigen Einsatz in der Humanmedizin finden (Gilbert 2012). Die
europaische Behorde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA 2011) warnt vor den hohen
Resistenzraten gegen diese Antibiotika. Seit dem Einsatz von Fluorchinolonen in der
Tiermedizin wird eine vermehrte Ubertragung von resistenten Erregern auf den
Menschen beobachtet (EMA 2006). Das Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) beschreibt in einer Auswertung der im Jahr 2014
erhobenen Abgabemengendaten fur Antibiotika einen maodglichen Transfer von
antibiotikaresistenten Bakterien und / oder einen Transfer von Resistenzgenen
zwischen Mensch und Tier. Es wird auch hier die Befurchtung gedul3ert, dass die Rate
antibiotikaresistenter Bakterien weiter ansteigt und dadurch der Therapieerfolg sowonhl
in der Human- wie auch in der Tiermedizin gefahrdet wird (BVL 2015).

Um die Verbreitung von ESBL — positiven Enterobacteriaceae einzudammen, ist
deshalb die Anwendung von Antibiotikarichtlinien in der Tierhaltung und beim Einsatz in
anderen Bereichen der Umwelt (Grave, Torren-Edo et al. 2010), sowie ein klarer
Rechtsrahmen und eine weitere Optimierung der Hygienebedingungen z.B. in Stallen
unabdingbar (Friese und Rosler 2013) (siehe Punkt 5.3).

1.5 ESBL - Vorkommen auBerhalb des Krankenhauses

Die Ubertragungswege von resistenten Bakterien zwischen Menschen, Tieren,
Lebensmitteln und der Umwelt sind vielfaltig und stellen deshalb eine komplexe
Problematik dar (Fischer, Rodriguez et al. 2013), auf die im Folgenden naher
eingegangen wird. Abbildung 6 gibt einen Uberblick mdglicher Ubertragungswege
ESBL — positiver Enterobacteriaceae.
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MENSCH

TIER
Krankenhduser,
Pflegeeinrichtungen, Wild-, Haus-, und Nutztiere
Bevolkerung, Reisen
LEBENSMITTEL UMWELT
Tierische Produkte, Krauter, Wasser, Ackerbdden,
Gemiise Gegenstdnde

Abbildung 6: Mogliche Ubertragungswege ESBL - positiver Enterobacteriaceae
zwischen Menschen, Tieren, Lebensmitteln, sowie der Umwelt. Abbildung nach (Ewers,
Bethe et al. 2012, Friese und Rosler 2013).

1.5.1 Menschen als Reservoir ESBL - positiver Enterobakterien

Wie Dbereits unter 1.4 ,Klinische Bedeutung der ESBL - produzierenden
Enterobacteriaceae bei Mensch und Tier” erlautert, stellen der Aufenthalt bzw. die
Behandlung in einem Krankenhaus ein Risiko fur den Erwerb ESBL - positiver
Enterobacteriaceae dar.

Doch auch bei Bewohnern von Pflegeheimen und ambulanten Pflegeeinrichtungen wird
eine zunehmende Kolonisierung mit ESBL - produzierenden Organismen beobachtet
(Nicolas-Chanoine, Jarlier et al. 2008, Arvand, Moser et al. 2013, Gruber, Heudorf et al.
2013). In einer Studie aus Hessen konnten bei 9,6 % von insgesamt 240 Bewohnern
aus 11 unterschiedlichen Altenheimen eine Kolonisierung mit ESBL - produzierenden
Organismen nachgewiesen werden (Arvand, Moser et al. 2013).

Weitere Studien beschreiben das Vorkommen ESBL - positiver Enterobacteriaceae
zunehmend auch bei Personen, die keinen vorherigen Kontakt zu Krankenhauser oder
Pflegeeinrichtungen hatten (Mesa, Blanc et al. 2006, Kaase und Kern 2012). So wurde
in unterschiedlichen Studien die Pravalenz von fakalen ESBL - positiven E. coli bei
gesunden Personen aus unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen untersucht (Valverde,
Coque et al. 2004, Rodriguez-Bano, Lopez-Cerero et al. 2008, Belmar Campos, Fenner
et al. 2014). Dabei lag die Pravalenz in den beiden spanischen Studien bei 3,7 %
(Valverde, Coque et al. 2004) bzw. bei 7,4 % (Rodriguez-Bano, Lopez-Cerero et al.
2008), wahrend eine Studie aus Deutschland 4,1 % der gesunden
Allgemeinbevolkerung mit ESBL - positiven - E. coli besiedelt waren (Belmar Campos,
Fenner et al. 2014). Laut Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) ist derzeit nicht
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abschatzbar, wie oft der Kontakt oder die Besiedlung mit ESBL - tragenden Bakterien
beim gesunden Menschen zu einer Erkrankung fuhrt. Studien berichten jedoch auch in
der gesunden Bevolkerung von einer Zunahme von Infektionen durch ESBL — positive
Enterobacteriaceae (Valverde, Coque et al. 2004, Friedmann, Raveh et al. 2009,
Dubois, De Barbeyrac et al. 2010). Es wird zudem angenommen, dass in der gesunden
Bevolkerung eine fakale Tragerschaft mit ESBL — produzierenden Bakterien das
wichtigste Reservoir zur Verbreitung dieser Organismen darstellt (Kluytmans,
Overdevest et al. 2013).

In den letzten Jahren scheinen interkontinentale Reisen zur weiteren Verbreitung ESBL
- positiver Erreger beizutragen (Murray, Mathewson et al. 1990, Johnson, Sannes et al.
2007, Laupland, Church et al. 2008, Hawser, Bouchillon et al. 2009, Tangden, Cars et
al. 2010, Vincent, Boerlin et al. 2010, Leverstein-van Hall, Dierikx et al. 2011, Woodford
2011, Lausch, Fuursted et al. 2013, Woerther, Burdet et al. 2013). So hat die fakale
Tragerschaft mit ESBL — positiven Enterobacteriaceae weltweit deutlich zugenommen
(Bertrand und Dowzicky 2012). In einer prospektiven Fall — Kontroll - Studie aus dem
Jahr 2008 wurde die Rate der Tragerschaft mit ESBL — positiven Enterobacteriaceae
bei Personen, die keine Reise gemacht hatten, verglichen mit der von Personen, die
zuvor innerhalb Europas gereist waren und mit denjenigen, die von einer Reise aus
Indien, Afrika oder Asien zurickgekehrt waren. Die Raten unterschieden sich deutlich
und betrugen 4 % bei Nicht - Reisenden, 23 % bei innerhalb Europas Reisenden und
46 % bei Personen, die eine Reise nach Indien, Afrika oder Asien gemacht hatten
(Peirano, Laupland et al. 2011). Auch Tham, Walder et al. (2012) berichten von
drastisch erhohten Raten mit ESBL — positiven Enterobacteriaceae bei Personen, die
eine Reise nach Agypten, Indien, Sidostasien, Thailand oder den Mittleren Osten
gemacht haben.

Eine immer groBer werdende Rolle, welche die Verbreitung multiresistenter Keime
weiter begunstigen kann, spielt auch der zunehmende Medizintourismus. Mehr als
450.000 Menschen reisen beispielsweise jedes Jahr aus Europa nach Indien, um sich
dort einer Schonheitsoperation zu unterziehen (Walsh und Toleman 2011). Aus
Deutschland liegen Berichte uber das Vorkommen der Carbapenemase vom Typ Neu -
Delhi - Metallo — Beta — Laktamase (NDM — 1) vor, wobei Bakterien, die dieses Enzym
bilden, offensichtlich auf dem indischen Subkontinent endemisch sind (RKI 2010).
Daruber hinaus fuhren moglicherweise die Migrationsbewegungen der letzten Jahre
ebenfalls zur Verbreitung von multiresistenten Erregern in deutschen Krankenhausern
(RKI12011).

1.5.2 Tiere als Reservoir ESBL - positiver Enterobakterien

Neben den Menschen stellen auch Tiere ein Reservoir fur ESBL — positiver
Enterobacteriaceae dar. Das Vorkommen dieser Erreger wird in zahlreichen Studien
sowohl fur wilde Tiere (Costa, Poeta et al. 2006, Friese und Rdsler 2013), fur Haustiere
(Carattoli, Lovari et al. 2005, Ewers, Grobbel et al. 2010, Platell, Cobbold et al. 2011,
Friese und Rosler 2013), als auch fur Nutztiere (Hasman, Mevius et al. 2005, Liebana,
Batchelor et al. 2006, Hunter, Dawson et al. 2010, Leverstein-van Hall, Dierikx et al.
2011) beschrieben.

Bemerkenswert ist der Nachweis von ESBL - positiven Enterobacteriaceae bei
Wildvogeln, da die Erreger so Uber groRe Strecken verbreitet werden konnen (Costa,
Poeta et al. 2006, Bonnedahl, Drobni et al. 2009, Literak, Dolejska et al. 2009,
Bonnedahl, Drobni et al. 2010, Simoes, Poirel et al. 2010, Wallensten, Hernandez et al.
2011, Hernandez, Johansson et al. 2013).
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Durch den engen Kontakt zum Menschen stellen Haustiere eine mogliche Quelle fur
ESBL - positive Enterobacteriaceae dar (Ewers, Grobbel et al. 2010, Platell, Cobbold et
al. 2011): Fast 40 % der Hundebesitzer geben an, ihr Bett mit ihren Haustieren zu
teilen, was eine Transmission der Keime deutlich erleichtern durfte (Walther, Hermes et
al. 2012).

Auch bei Nutztieren wird das Vorkommen ESBL - positiver Enterobacteriaceae
beschrieben, zum Beispiel bei Hihnern (Ewers, Bethe et al. 2012), Rindern (Bradford,
Petersen et al. 1999, Madec, Lazizzera et al. 2008, Wittum, Mollenkopf et al. 2010,
Horton, Randall et al. 2011, Agerso, Aarestrup et al. 2012, Shin, Jung et al. 2015) und
Schweinen (Blanc, Mesa et al. 2006, Cortes, Blanc et al. 2010, Agerso, Aarestrup et al.
2012). In vielen Landern wird bei Nutztieren eine allgemein steigende Tendenz zum
Vorkommen dieser Erreger beobachtet (Hasman, Mevius et al. 2005, Liebana,
Batchelor et al. 2006, Hunter, Dawson et al. 2010, Leverstein-van Hall, Dierikx et al.
2011).

1.5.3 Lebensmittel als Reservoir ESBL - positiver Enterobakterien

Die Frage, ob der Verzehr von Lebensmitteln, welche mit ESBL — produzierenden
Enterobacteriaceae kontaminiert sind, eine Ursache fur das Vorkommen ESBL -
positiver Isolate beim Menschen darstellen konnte, ist Gegenstand zahlreicher Studien
(Doi, Paterson et al. 2010, Jakobsen, Kurbasic et al. 2010, Lopez-Cerero, Egea et al.
2011, Overdevest, Willemsen et al. 2011, Kluytmans, Overdevest et al. 2013, Reich,
Atanassova et al. 2013) (siehe Punkt 5.2). Bei diesen wird das Vorkommen von ESBL —
produzierenden Enterobacteriaceae in Lebensmitteln untersucht, wobei das
Vorhandensein von ESBL - produzierenden Bakterien in verschiedenen Landern
hauptsachlich fur Huhnerfleisch dokumentiert werden kann (Brinas, Moreno et al. 2003,
Paterson und Bonomo 2005, Blanc, Mesa et al. 2006, Machado, Coque et al. 2008,
Smet, Martel et al. 2008, Dierikx, van Essen-Zandbergen et al. 2010, Doi, Paterson et
al. 2010, Leverstein-van Hall, Dierikx et al. 2011, Overdevest, Willemsen et al. 2011,
Kola, Kohler et al. 2012, Dierikx, van der Goot et al. 2013). Doch auch fur Rind- und
Schweinefleisch (Carmo, Nielsen et al. 2014), sowie fur Fisch (Jiang, Tang et al. 2012)
wird das Vorkommen ESBL — produzierender Enterobacteriaceae beschrieben.

ESBL — positive Enterobacteriaceae wurden auch auf Krautern (Veldman, Kant et al.
2014) und Gemuse (Mesa, Blanc et al. 2006, Ruimy, Brisabois et al. 2010, Hassan,
Altalhi et al. 2011, Schwaiger, Helmke et al. 2011, Reuland, Al Naiemi et al. 2014)
nachgewiesen (Viswanathan und Kaur 2001). In anderen Studien wird das Vorkommen
von ESBL — produzierenden Enterobacteriaceae in Salat (Mesa, Blanc et al. 2006,
Egea, Lopez-Cerero et al. 2011) oder Sprossen (Buchholz, Bernard et al. 2011)
beschrieben.

1.5.4 Umwelt als Reservoir ESBL - positiver Enterobakterien

Ein wichtiges Reservoir fur ESBL — positive Enterobacteriaceae stellt aulRerdem die
Umwelt dar (Kummerer 2004, Costa, Poeta et al. 2006, Knapp, Dolfing et al. 2010,
Manges und Johnson 2012, Woerther, Burdet et al. 2013).

So konnten ESBL - positive Enterobacteriaceae in Oberflachengewassern und Seen
(Czekalski, Berthold et al. 2012, Zurfluh, Hachler et al. 2013), sowie in vielen
Abwassersysteme , wie beispielsweise in Abwasser in Osterreich (Reinthaler, Feierl et
al. 2010), England (Dhanji, Murphy et al. 2011), Portugal (Tacao, Correia et al. 2012),
China (Lu, Zhang et al. 2010), Indien (Diwan, Chandran et al. 2012), Brasilien (Chagas,
Seki et al. 2011), dem Kongo (De Boeck, Lunguya et al. 2012) und Tschechien
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(Dolejska, Frolkova et al. 2011) nachgewiesen werden. Sogar in Meerwasser in
Algerien (Alouache, Kada et al. 2012) und der Antarktis (Hernandez, Stedt et al. 2012)
wurde das Vorkommen von ESBL — positiven Enterobacteriaceae beschrieben. Auch in
Klaranlagen wurden diese Erreger identifiziert (Czekalski, Berthold et al. 2012, Zurfluh,
Hachler et al. 2013). So ist es auch nicht verwunderlich, dass ESBL - positive Bakterien
bei Ratten aus der Berliner Kanalisation nachgewiesen werden konnten (Guenther,
Wouttke et al. 2013).

Des Weiteren wird in unterschiedlichen Studien berichtet, dass das Vorkommen von
ESBL — produzierenden Erregern in Ackerboden in den letzten Jahren deutlich
zugenommen hat (Kummerer 2004, Knapp, Dolfing et al. 2010). Kummerer (2004) weist
darauf hin, dass hierbei der Einsatz von Antibiotika in der Viehwirtschaft eine wichtige
Rolle spielen konnte. So konnten Antibiotika Uber den Kot der Tiere ausgeschieden
werden, welcher schlie3lich als Dungemittel auf Ackerbdden eingesetzt werden wurde
(Kummerer 2004).

ESBL — produzierende Enterobacteriaceae konnen sich auch durch den Gebrauch von
kontaminierten Gegenstanden weiterverbreiten. Dies zeigt eine Studie von Tschudin -
Sutter, Frei et al. (2014), in welcher Handschuhe, die in einer Krankenhauskantine zur
Zubereitung von rohem Huhnerfleisch getragen wurden, sowie Schneidebrettchen, die
in Kichen aus Krankenhausern und privaten Haushalten zur Zubereitung von rohem
Fleisch benutzt wurden, untersucht wurden. Es konnte hierbei nachgewiesen werden,
dass Kuchenutensilien und Hande schnell mit ESBL - produzierenden E. coli
kontaminiert werden, nachdem man mit diesen Erregern in Kontakt gekommen ist
(Tschudin-Sutter, Frei et al. 2014). Dies bestatigt, dass ESBL - positive
Enterobacteriaceae auf Gegenstande wie Handschuhe oder Schneidebrettchen
Ubertragen werden und auf diesem Weg zu einer weiteren Verbreitung der Bakterien
fuhren konnen. Selbst auf Mobiltelefonen von Krankenhauspersonal konnten ESBL —
positive Enterobacteriaceae gefunden werden (Ustun und Cihangiroglu 2012).
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2 Fragestellung

ESBL sind in der Lage, Resistenzen gegenuber einem breiten Spektrum von Beta —
Laktamantibiotika inclusive 3. und 4. Generations - Cephalosporine (Ceftazidim,
Cefotaxim, Cefepim) sowie Aztreonam zu Ubertragen (Pfeifer und Eller 2012). Hierbei
spielen Resistenzgene, die sich meist durch horizontalen Gentransfer Uber mobile
genetische Elemente leicht unter Bakterien verbreiten, eine wichtige Rolle
(Epidemiologisches Bulletin 13. Juli 2007, Canton, Novais et al. 2008, Reich,
Atanassova et al. 2013). Durch das Vorliegen solcher Resistenzen wird die Wirksamkeit
von Antibiotika, die zur Therapie von Infektionen durch ESBL - positive Keime
eingesetzt werden, erheblich eingeschrankt (Falagas und Karageorgopoulos 2009).
Das Auftreten von Ausbrichen, in denen die Behandungsmoglichkeiten von Personen
mit solchen Infektionen nicht moglich bzw. begrenzt sind, wird beschrieben (RKI 2011).
In einem Bericht von Kaase und Kern (2012) wird aul3erdem davon ausgegangen, dass
die klinische Entwicklung neuer Antibiotika gegen Gram - negative Bakterien noch
Jahre dauern wird und zudem unsicher ist. Demzufolge hatte die Pravention
multiresistenter Gram — negativer Bakterien einen hohen Stellenwert (Kaase und Kern
2012), wobei unter anderem der ungesteuerte Einsatz von Beta — Laktam - Antibiotika
in der Human- (Levy und Marshall 2004) und Veterindrmedizin (Verbraucherzentrale
Niedersachsen 2013) eine wichtige Rolle spielt.

Wie bedeutend der Beitrag von Lebensmitteln tierischen Ursprungs, Nutztieren sowie
Nutztierbestanden in der Landwirtschaft fur die ESBL - Problematik bei Erkrankungen
des Menschen ist, kann laut BfR (2012) anhand der bisher vorliegenden Daten nicht
abgeschatzt werden. Aus den Ergebnissen unterschiedlicher Studien Iasst sich jedoch
ableiten, dass ein Gesundheitsrisiko fur den Menschen von ESBL - bildenden Bakterien
aus der Tierhaltung und aus tierischen Lebensmitteln ausgehen kann (Leverstein-van
Hall, Dierikx et al. 2011).

In anderen Studien wurde gezeigt, dass auch Vegetarier eine Besiedlung mit
multiresistenten Bakterien aufweisen (Guinee, Ugueto et al. 1970, Elder, Roy et al.
1993, Sannes, Belongia et al. 2008, Koniger, Gastmeier et al. 2014). Dies lasst darauf
schlie3en, dass auch Lebensmittel nicht — tierischen Ursprungs ein Reservoir ESBL —
produzierender Enterobacteriaceae darstellen konnen. So wird auch in vegetarischen
Lebensmitteln wie beispielsweise Gemuse das Vorkommen ESBL - positiver
Enterobacteriaceae beschrieben (Reuland, Al Naiemi et al. 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwischen Oktober 2012 und Juli 2014 am Institut fur
Hygiene und Umweltmedizin der Charité - Universitatsmedizin in Berlin verschiedene
tierische und vegetarische Lebensmittelproben auf das Vorkommen ESBL — positiver
Enterobacteriaceae untersucht:

Neben Lachs und Tofu wurde Gemduse, das roh verzehrt werden kann, auf ESBL —
produzierende Enterobacteriaceae untersucht, da unterschiedliche Studien belegen
konnten, dass Vegetarier eine hohere Rate der Tragerschaft mit ESBL — positiven
Enterobacteriaceae aufweisen als Fleischesser (Guinee, Ugueto et al. 1970, Elder, Roy
et al. 1993, Sannes, Belongia et al. 2008).

Sprossen wurden untersucht, da nachgewiesen werden konnte, dass der
Lebensmittelausbruch durch Shiga - Toxin bildende enterohamorrhagischen E. coli
(EHEC) in Deutschland im Jahr 2011 durch den Verzehr von Bockshornklee —
Sprossen bedingt war (BfR 2011). Als Ausbruchsstamm konnte ein blaCTX — M - 15
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tragender ESBL - produzierender E. coli identifiziert werden (Buchholz, Bernard et al.
2011, Fischer, Rodriguez et al. 2014) (siehe Punkt 1.4).

Radieschen, Zwiebeln und Fruhlingszwiebeln wurden untersucht, da in
unterschiedlichen Studien berichtet wurde, dass das Vorkommen von ESBL -
produzierenden Keimen in Ackerboden in den letzten Jahren deutlich zugenommen hat
(Kummerer 2004, Knapp, Dolfing et al. 2010) und das Ackergemuse durch die
Kontaminierung des landwirtschaftlichen Umfelds mit ESBL - produzierenden
Enterobacteriaceae kontaminiert sein konnte (Blaak, van Hoek et al. 2014).

Geflugel-, Rind- und Schweinefleisch wurden untersucht, da in unterschiedlichen
Studien eine Kontaminierung mit ESBL — produzierenden Enterobacteriaceae bei
Lebensmittel tierischen Ursprungs (Doi, Paterson et al. 2010, Leverstein-van Hall,
Dierikx et al. 2011, Overdevest, Willemsen et al. 2011, Egea, Lopez-Cerero et al. 2012,
Kola, Kohler et al. 2012), sowie eine Zunahme der durch ESBL verursachten
Cephalosporin — Resistenzen in Danemark, Deutschland, Frankreich, den Niederlanden
und Spanien beschrieben wird (Canton, Novais et al. 2008, Carattoli 2008, Coque,
Baquero et al. 2008, Egea, Lopez-Cerero et al. 2012).

Dem schlief3t sich die Frage an, ob es in der Kuche beim Umgang mit Lebensmitteln,
die mit ESBL - positiven Erregern kontaminiert sind, zur Ubertragung auf
Kldchenutensilien und andere Lebensmittel kommen kann (da Uber diesen Weg auch
eine Ubertragung der ESBL - positiven Erreger auf den Konsumenten méglich sein
konnte).

SchlieBlich wird anhand unterschiedlicher Studien die Frage diskutiert, ob Uber den
Verzehr von Lebensmitteln, bei welchen das Vorkommen ESBL — positiver Erreger
bestatigt werden kann, auch zu Infektionen des Menschen fuhren konnen und mit
welchen Praventionsmallinahmen man die Verbreitung von ESBL eindammen kann.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Art und Umfang der Lebensmittelproben

Alle Lebensmittelproben wurden zwischen Oktober 2012 und Juli 2014 in Berlin
eingekauft. Von jedem Lebensmittel wurden mindestens 10 Proben pro Handler bei
jeweils 4 - 5 verschiedenen Lebensmittelhandlungen bzw. - markten erworben, so dass
von jeder Lebensmittelart insgesamt mindestens 50 Proben zur Verfigung standen.

Die bei demselben Handler erworbenen Proben mussten aus mindestens zwei
verschiedenen Herstellungschargen stammen. Bei Lebensmitteln, bei denen keine
Herstellungschargen angegeben waren, mussten die Proben bei mindestens zwei
verschiedenen Einkaufen erworben werden.

Genauere Angaben zu den Lebensmittelproben konnen den Tabellen 5 - 14
entnommen werden.

Tabelle 5: Salatgurken

Proben- Kaufort Kaufdatum  MHD Produktbe- Vertrieb Herkunft
nr. zeichnung
1.1-1.5 | Bio Company | 26.10.12 K.A. K.A. K.A. Malta
1.6-1.10 | Bio Company | 29.10.12 k.A. k.A. k.A. Malta
2.1-2.5 Kaisers 03.11.12 k.A. k.A. k.A. Nieder-
lande
2.6-2.10 | Kaisers 06.11.12 k.A. k.A. k.A. Nieder- 5
lande
3.1-3.5 | Netto 10.11.12 k.A. k.A. k.A. Spanien
3.6-3.10 | Netto 12.11.12 k.A. k.A. k.A. Spanien
4.1-4.4 | Chamisso- 17.11.12 k.A. k.A. k.A. Nieder-
markt lande
4.5-4.7 | Markt am 16.11.12 k.A. k.A. k.A. Spanien | 3
Maibachufer
4.8-4.10 | Markt in der 15.11.12 k.A. k.A. k.A. Spanien | 3
Marheineken-
halle
5.1-5.5 | Satici 08.12.12 k.A. k.A. k.A. Spanien
5.6-5.10 | Satici 11.12.12 k.A. k.A. k.A. Spanien

k.A.: keine Angabe
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Tabelle 6: Lachs (gerauchert, ungewdurzt, aus Aquakultur)

Proben- Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
nr. zeichnung
1.1-1.3 | Kaisers 19.10.12 | 28.11.12 | Delifish Polar- Norwegen |3
Raucher- meer-
lachs Deli-
Salmon katessen
Salar GmbH,
Herne
1.4 Kaisers 19.10.12 | 28.11.12 | Starfish Polar- Norwegen |1
Raucher- meer-
lachs 4* Deli-
katessen
GmbH,
Herne
1.5-1.6 | Kaisers 19.10.12 | 21.11.12 | Starfish Polar- Norwegen |2
Raucher- meer-
lachs 4* Deli-
katessen
GmbH,
Herne
1.7-1.8 | Kaisers 19.10.12 | 29.11.12 | Bio- Norfisk Norwegen |2
Raucher- Berlin
lachs GmbH,
Norfisk Berlin
Deli-
katessen
1.9-1.10 | Kaisers 19.10.12 | 03.12.12 | Kusten- Kusten- Pazifischer | 2
gold gold Ozean,
Wildlachs | Handels- | Nordost-
Premium gesell- pazifik,
Qualitat schaft Alaska
mbH,
Leer
2.1-2.2 | Netto 21.11.12 | 26.11.12 | Suempol Suempol | Norwegen |2
Premium- | Deutsch-
qualitat land
GmbH,
Wismar
2.3-2.5 | Netto 21.11.12 | 28.11.12 | Suempol Suempol | Norwegen |3
Premium- | Deutsch-
qualitat land
GmbH,
Wismar
2.6-2.10 | Netto 27.11.12 | 03.12.12 | Suempol Suempol | Norwegen |5
Premium- | Deutsch-
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Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
zeichnung
qualitat land
GmbH,
Wismar
3.1-3.5 | Bio 21.11.12 | 29.11.12 | Irischer ISANA Irische 5
Company Atlantik- GmbH & | Atlantik-
Lachs Co, kiste
Eresing /
Ammer-
see
3.6-3.9 | Bio 27.11.12 | 06.12.12 | Irischer ISANA Irische 4
Company Atlantik- GmbH & | Atlantik-
Lachs Co, kiste
Eresing /
Ammer-
see
3.10 Bio 27.11.12 | 01.12.12 | Irischer ISANA Irische 1
Company Atlantik- GmbH & | Atlantik-
Lachs Co, kiste
Eresing /
Ammer-
see
4.1-4.3 | Frische- |28.11.12 | k.A. Lachsfilet | k.A. Norwegen |3
theke
Fischfein-
kost
Dogan
4.4-45 |Frische- |28.11.12 | k.A. Bio k.A. Schottland | 2
theke Lachsfilet
Fischfein
kost
Dogan
4.6-4.7 | Frische- |11.1212 | k.A. Lachsfilet | k.A. Norwegen |2
theke
Fischfein
kost
Dogan
4.8-4.10 | Frische- | 11.12.12 | k.A. Bio k.A. Schottland | 3
theke Lachsfilet
Fischfein
kost
Dogan
5.1-5.2 | Kaisers 06.12.12 | 12.12.12 | Starfish Polar- Norwegen |2
Raucher- | meer
lachs 4* Deli-
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Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
zeichnung
katessen
GmbH,
Herne
5.3-5.4 | Kaisers 06.12.12 | 16.12.12 | Delifish Pola- Norwegen |2
Raucher- rmeer
lachs Deli-
Salmon katessen
Salar GmbH,
Herne
5.5-5.7 | Kaisers 06.12.12 | 12.12.12 | Bio- Norfisk Norwegen |3
Raucher- Berlin
lachs GmbH,
Norfisk Berlin
Deli-
katessen
5.8 Kaisers 06.12.12 | 14.12.12 | Kusten- Kusten- Pazifischer | 1
gold gold Ozean,
Wildlachs | Handels- | Nordost-
Premium gesell- pazifik,
Qualitat schaft Alaska
mbH,
Leer
5.9-5.10 | Kaisers 06.12.12 | 16.12.12 | Kusten- Kusten- Pazifischer | 2
gold gold Ozean,
Wildlachs | Handels- | Nordost-
Premium gesell- pazifik,
Qualitat schaft Alaska
mbH,
Leer

Tabelle 7: Sprossengemise

Proben-
nr.

1.1-1.4

Kaufort

Rewe

Kauf-
datum

28.11.12

02.12.12

Produktbe-
zeichnung

Kicher-
erbsen-
sprossen,
Deiters +
Florin So
gut!
Frische
Sprossen
&
Keimlinge
aus

Vertrieb

Deiters
Florin
GbR,
Hamburg

&

Herkunft

Hamburg
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Proben- Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft n

nr. zeichnung
Hamburg
Vierlande
Pfannen
Trio
Sprossen-
Mix

1.5-1.8 | Rewe 28.11.12 | 02.12.12 | Adzuki- Deiters & | Hamburg | 4
bohnen- Florin
sprossen, | GbR,
Deiters + | Hamburg
Florin So
gut!
Frische
Sprossen
&
Keimlinge
aus
Hamburg
Vierlande
Pfannen
Trio
Sprossen-
Mix
1.9-1.12 | Rewe 28.11.12 |02.12.12 | Grine Deiters & | Hamburg | 4
Erbsen- Florin
sprossen, | GbR,
Deiters + | Hamburg
Florin So
gut!
Frische
Sprossen
&
Keimlinge
aus
Hamburg
Vierlande
Pfannen
Trio
Sprossen-
Mix
1.13- Rewe 28.11.12 |30.11.12 | Mungo- Deiters & | Hamburg | 6
1.18 bohn- Florin
keimlinge, | GbR,
Deiters + Hamburg

Florin So
gut!
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Produktbe-
zeichnung
Frische
Sprossen
&
Keimlinge
aus
Hamburg
Vierlande
Pfannen
Trio
Sprossen-
Mix

Vertrieb

Herkunft

n

1.19-
1.21

Rewe

28.11.12

30.11.12

Rote
Rettich-
sprossen,
Deiters +
Florin So
gut!
Frische
Sprossen
&
Keimlinge
aus
Hamburg
Vierlande
Pfannen
Trio
Sprossen-
Mix

Deiters &
Florin

GbR,
Hamburg

Hamburg

1.22-
1.24

Rewe

28.11.12

30.11.12

Radies-
chen-
sprossen,
Deiters +
Florin So
gut!
Frische
Sprossen
&
Keimlinge
aus
Hamburg
Vierlande
Pfannen
Trio
Sprossen-
Mix

Deiters &
Florin

GbR,
Hamburg

Hamburg

2.1-2.3

Kaisers

30.11.12

07.12.12

Alfalfa-

Sprossenm

Berlin
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Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft

zeichnung
sprossen / | anufaktur
Luzerne GbR,

Berlin
2.4-2.5 | Kaisers 30.11.12 | 071212 | Alfalfa- + | Sprossen- | Berlin 2
Radies- manufaktur
chen- GbR,
sprossen, | Berlin
Milde
Mischung
2.6-2.7 | Kaisers 11.12.12 | 14.12.12 | Alfalfa- + | Sprossen- | Berlin 2
Radies- manufaktur
chen- GbR,
sprossen, | Berlin
Milde
Mischung
2.8-2.10 | Kaisers 11.12.12 | 14.12.12 | Alfalfa- Sprossen- | Berlin 3

sprossen / | manufaktur
Luzerne GbR,

Berlin
3.1-34 | Go Asia |31.05.13 |k.A. Mungo- k.A. k.A. 4
bohnen-
sprossen
3.5-3.8 | GoAsia |03.06.13 |k.A. Mungo- k.A. k.A. 4
bohnen-
sprossen
4.1-4.3 | Bio Com-|17.08.13 | 25.08.13 | Alfalfa- Sprossen- | Berlin 3
pany sprossen / | manufaktur
Luzerne GDbR,
Berlin
4.4 Bio Com- | 17.08.13 |23.08.13 | Alfalfa- Sprossen- | goyin 1
pany sprossen / gglr;ufaktur
Luzerne .
Berlin
4.5 Bio Com-|17.08.13 | 23.08.13 | Alfalfa- + | Sprossen- | Berlin 1
pany Radies- manufaktur
chen- GbR
sprossen,
Milde
Mischung
4.6 Bio Com-|17.08.13 | 24.08.13 | Luzerne-, | Sprossen- | Berlin 1
pany Linsen-, manufaktur
Rettich-, GbR
Senf-
sprossen,
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Proben-
nr.

Kaufort

Kauf-
datum

Produktbe-
zeichnung
Friedrichs-
hainer
Bunte

Vertrieb

Herkunft

n

4.7-4.8

Bio Com-
pany

17.08.13

25.08.13

Mungo-
bohnen-,
Linsen-,
Radies-
chen-
sprossen,
Gourmet-
Mischung

Sprossen-
manufaktur
GbR

Berlin

Tabelle 8: Tofu (abgepackt, ungewdrzt)

Proben- Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
nr. zeichnung
1.1-1.5 |VinhLoi |30.11.12 | 05.01.13 | Tofu natur | Three Hamburg 5
Coconut
Tree,
Hamburg
1.6-1.8 | Vinh Loi |30.11.12 | 07.12.12 | Unicurd Unicurd Singapore 3
Yakko Food
Tofu Company,
Singapore
1.9-1.10 | Vinh Loi | 30.11.12 | k.A. Satono JA! Japan 2
Yuki Tofu | Vertrieb
durch JFC
Deutsch-
land
GmbH,
Dusseldorf
2.1-2.2 | Kaisers 30.11.12 | 31.01.13 | Bio Tofu | Soja Food | Rietberg 2
Soja  So | GmbH,
Lecker Rietberg
2.3-2.5 | Kaisers 30.11.12 | 05.02.13 | Bio Tofu | Soja Food | Rietberg 3
Soja  So | GmbH,
Lecker Rietberg
2.6-2.10 | Kaisers 04.12.12 | 05.02.13 | Bio Tofu | Soja Food | Rietberg 5
Soja  So | GmbH,
Lecker Rietberg
3.1-3.3 | Bio 05.12.12 | 11.01.13 | Tofu 100% | Taifun Life | Freiburg 3
Company Bio & | Food
Vegan GmbH,
Freiburg
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Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
zeichnung
3.4-3.6 | Bio 05.12.12 | 29.12.12 | Tofu 100% | Taifun Life | Freiburg 3
Company Bio & | Food
Vegan GmbH,
Freiburg
3.7-3.10 | Bio 05.12.12 | 13.01.13 | Demeter Taifun Life | Freiburg 4
Company Seidentofu | Food
Taifun GmbH,
Freiburg
4.1-4.3 | Netto 05.12.12 | 09.02.13 | BioBio Netto Deutschland | 3
Tofu Natur | Marken
schnittfest | Discount
und zart AG & Co,
Maxhitte-
Haidhof
4.4-4 10 | Netto 11.12.12 | 12.04.13 | BioBio Netto Deutschland | 7
Tofu Natur | Marken
schnittfest | Discount
und zart AG & Co,
Maxhitte-
Haidhof
5.1-56.3 | Hit 03.06.13 | 02.07.13 | Tofu natur | Alnatura Deutschland | 3
aus Soja- | GmbH,
bohnen Bickenbac
aus h
Osterreich
5.4-510 | Hit 06.06.13 | 08.07.13 | Tofu natur | Alnatura Deutschland | 7
aus Soja- | GmbH,
bohnen Bicken-
aus bach
Osterreich

Tabelle 9: Radieschen (im Bund)

Proben- Kaufort MHD Produktbe- Vertrieb Herkunft

nr. zeichnung

1.1-1.5 | Bio 05.08.13 | k.A. k.A. k.A. Aus der 5
Company Region

1.6-1.10 | Bio 06.08.13 | k.A. k.A. k.A. Aus der 5
Company Region

2.1-2.5 Kaisers 17.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland

2.6-2.10 | Kaisers 19.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland

3.1-3.5 | Satici 17.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland
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Kaufort Kauf- Produktbe- Vertrieb Herkunft

datum zeichnung
3.6-3.10 | Satici 19.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland
4.1-4.5 | Markt in 17.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland
der Mar-
heineken-
halle
4.6-4.10 | Markt in|19.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
der Mar-
heineken-
halle
5.1-5.5 | Netto 17.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland
5.6-5.10 | Netto 19.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland

Tabelle 10: Zwiebeln

Kaufort Kauf- Produktbe- Vertrieb Herkunft
datum zeichnung
1.1-1.5 Bio 07.08.13 | k.A. k.A. k.A. Aus der 5
Company Region
1.6-1.10 | Bio 10.08.13 | k.A. k.A. k.A. Aus der 5
Company Region
2.1-2.5 Kaisers 07.08.13 | k.A. k.A. k.A. Neuseeland
2.6-2.10 | Kaisers 10.08.13 | k.A. k.A. k.A. Neuseeland
3.1-3.5 Satici 07.08.13 | k.A. k.A. k.A. Aus der
Region
3.6-3.10 | Satici 10.08.13 | k.A. k.A. k.A. Aus der 5
Region
4.1-4.6 Markt in 12.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
der Mar-
heineken
halle
4.6-4.10 | Markt in| 14.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
der Mar-
heineken
halle
5.1-55 Rewe 12.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland
5.6-5.10 | Rewe 14.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland
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Tabelle 11: Fruhlingszwiebeln (im Bund)

Proben- Kaufort Kauf- MHD Produktbe- Vertrieb Herkunft
nr. datum zeichnung
1.1-1.5 Bio 07.08.13 | k.A. k.A. k.A. Aus der 5
Company Region
1.6-1.10 | Bio 10.08.13 | k.A. k.A. k.A. Aus der 5
Company Region
2.1-2.5 Kaisers 07.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
2.6-2.10 | Kaisers 10.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
3.1-3.5 Satici 07.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
3.6-3.10 | Satici 10.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
4.1-4.6 Markt in|12.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
der Mar-
heineken-
halle
4.6-4.10 | Markt in| 14.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland | 5
der Mar-
heineken-
halle
5.1-5.5 Rewe 12.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland
5.6-5.10 | Rewe 14.08.13 | k.A. k.A. k.A. Deutschland

Tabelle 12: Hahnchenbrustfilet

Proben- Kaufort Produktbe- Vertrieb  Herkunft
nr. zeichnung
1.1-1.3 | Netto 13.04.13 | 18.04.13 | Hahnchen- | Netto Markische 3
brustfilet Marken Gefligelhof -
Heidegold | Discount | Spezialitaten
Frisch- AG & Co, | GmbH & Co.
geflugel Maxhitte | KG
- Haidhof | (Wiesenhof)
Konigs
Wusterhausen,
Niederlehme
1.4-1.5 | Netto 13.04.13 | 19.04.13 | Hahnchen- | Netto Markische
brustfilet Marken Gefligelhof -
Heidegold | Discount | Spezialitaten
Frisch- AG & Co, | GmbH & Co.
geflugel Maxhitte | KG
- Haidhof | (Wiesenhof)
Konigs
Wusterhausen,
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Proben- Kaufort Produktbe- Vertrieb  Herkunft
nr. zeichnung
Niederlehme
1.6-1.8 | Netto 15.04.13 | 19.04.13 | Hahnchen- | Netto Markische 3
brustfilet Marken Geflugelhof -
Heidegold | Discount | Spezialitadten
Frisch- AG & Co, | GmbH & Co.
geflugel Maxhutte | KG
- Haidhof | (Wiesenhof)
Konigs
Wusterhausen,
Niederlehme
1.9-1.10 | Netto 15.04.13 | 20.04.13 | Hahnchen- | Netto Markische 2
brustfilet Marken Geflugelhof -
Heidegold | Discount | Spezialitaten
Frisch- AG & Co, | GmbH & Co.
geflugel Maxhutte | KG
- Haidhof | (Wiesenhof)
Konigs
Wusterhausen,
Niederlehme
2.1-2.5 | Aldi 15.04.13 | 22.04.13 | Hahnchen- | GEKA Markische 5
brustfilet frisch  + | Geflugelhof -
frost Spezialitaten
Handels | GmbH & Co.
GmbH & | KG
Co. KG, | (Wiesenhof)
Visbek Konigs
Wusterhausen,
Niederlehme
2.6 Aldi 22.04.13 | 26.04.13 | Hahnchen- | GEKA Markische 1
brustfilet frisch  + | Geflugelhof -
frost Spezialitaten
Handels | GmbH & Co.
GmbH & | KG
Co. KG, | (Wiesenhof)
Visbek Konigs
Wousterhausen,
Niederlehme
2.7-2.8 | Aldi 22.04.13 | 27.04.13 | Hahnchen- | GEKA Markische 2
brustfilet frisch  + | Geflugelhof -
frost Spezialitaten
Handels | GmbH & Co.
GmbH & | KG
Co. KG, | (Wiesenhof)
Visbek Konigs
Wusterhausen,

55




Proben- Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
nr. zeichnung
Niederlehme
2.9-2.10 | Aldi 22.04.13 | 29.04.13 | Hahnchen- | GEKA Markische 2
brustfilet frisch  + | Geflugelhof -
frost Spezialitaten
Handels | GmbH & Co.
GmbH & | KG
Co. KG, | (Wiesenhof)
Visbek Konigs
Wousterhausen,
Niederlehme
3.1-3.5 | Kaisers | 15.04.13 | 18.04.13 | Birkenhof | Birkenhof | Birkenhof 5
Hahnchen- | GmbH & | GmbH & Co.
brustfilet Co, KG -
Schon- Fachfleischerei
walde Perwenitz,
Glien Schoénwalde
3.6-3.10 | Kaisers | 20.04.13 | 24.04.13 | Birkenhof | Birkenhof | Birkenhof 5
Hahnchen- | GmbH & | GmbH & Co.
brustfilet Co, KG -
Schon- Fachfleischerei
walde Perwenitz,
Glien Schonwalde
4.1-4.2 | Rewe 22.04.13 | 28.04.13 | Hahnchen- | Hainspitz | Astenhof 2
Minuten- far Frischgeflugel
schnitzel Wilhelm Produktions-
aus dem | Branden- | und Handels
Brustfilet burg GmbH,
Astenhof GmbH & | Hainspitz
Frisch- Co, (Firma Sprehe
geflugel Frank- Geflugel- und
furkt Tiefklhlfein-
kost Handels
GmbH & Co.
KG)
4.3-4.5 | Rewe 22.04.13 | 28.04.13 | Hahnchen- | Hainspitz | Astenhof 3
brustfilet far Frischgefligel
Astenhof Wilhelm Produktions-
Frisch- Branden- |und Handels
geflugel burg GmbH,
GmbH & | Hainspitz
Co, (Firma Sprehe
Frankfurt | Geflugel- und
Tiefklhlfein-
kost Handels
GmbH & Co.
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Proben- Kaufort Kauf- MHD Produktbe- Vertrieb  Herkunft

nr. datum zeichnung
KG)

4.6-4.10 | Rewe 06.05.13 | 12.05.13 | Hahnchen- | Hainspitz | Astenhof 5
brustfilet far Frischgefligel
Astenhof Wilhelm Produktions-
Frisch- Branden- |und Handels
geflugel burg GmbH,

GmbH & | Hainspitz

Co, (Firma Sprehe

Frankfurt | Geflugel- und
Tiefkuhlfein-
kost Handels
GmbH & Co.
KG)

5.1 Lidl 22.04.13 | 27.04.13 | Landjunker | Land- Celler Land | 1
Hahnchen- | geflugel Frischgefligel
innenfilet FG GmbH & Co,
aus dem | Vertriebs- | Wietze (Firma
Hahnchen- | gesell- Emsland
brustfilet schaft Frischgefligel

mbH, GmbH)
Haren

5.2-5.3 | Lidl 22.04.13 | 29.04.13 | Landjunker | Land- Celler Land | 2
Hahnchen- | geflugel Frischgefligel
brustfilet FG GmbH & Co,

Vertriebs- | Wietze (Firma
gesell- Emsland
schaft Frischgefligel
mbH, GmbH)
Haren

5.4-5.,5 | Lidl 22.04.13 | 30.04.13 | Landjunker | Land- Celler Land | 2
Hahnchen- | geflugel Frischgefligel
mini- FG GmbH & Co,
steaks aus | Vertriebs- | Wietze (Firma
dem gesell- Emsland
Hahnchen- | schaft Frischgeflugel
brustfilet mbH, GmbH)

Haren

5.6 Lidl 06.05.13 | 10.05.13 | Landjunker | Land- Celler Land | 1
Hahnchen- | geflugel Frischgefligel
innenfilet FG GmbH & Co,
aus dem | Vertriebs- | Wietze (Firma
Hahnchen- | gesell- Emsland
brustfilet schaft Frischgefligel

mbH, GmbH)
Haren
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Proben- Kaufort Kauf- MHD Produktbe- Vertrieb  Herkunft
nr. datum zeichnung
5.7-5.8 | Lidl 06.05.13 | 10.05.13 | Landjunker | Land- Celler Land | 2
Hahnchen- | gefligel Frischgefligel
mini- FG GmbH & Co,
steaks aus | Vertriebs- | Wietze (Firma
dem gesell- Emsland
Hahnchen- | schaft Frischgefligel
brustfilet mbH, GmbH)
Haren
5.9-5.10 | Lidl 06.05.13 | 11.05.13 | Landjunker | Land- Celler Land | 2
Hahnchen- | gefligel Frischgefligel
brustfilet FG GmbH & Co,
Vertriebs- | Wietze (Firma
gesell- Emsland
schaft Frischgefligel
mbH, GmbH)
Haren

Tabelle 13: Rinder - Hackfleisch

Proben Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
nr. zeichnung
1.1-1.5 | Satici 31.05.14 | k.A. k.A. Bay Franken- 5
GmbH forde GmbH
Fleisch- i.G.,
grol3 und | Franken-
Einzel- forde
handel,
Nuthe-
Urstrom-
tal
1.6-1.10 | Satici 02.06.14 | k.A. k.A. Bay Franken- 5
GmbH forde GmbH
Fleisch- i.G.,
grol® und | Frankenférd
Einzel- e
handel,
Nuthe-
Urstrom-
tal
2.1-2.5 | Edeka 31.05.14 | 04.06.14 | k.A. West- Westfleisch | 5
fleisch e.G.,
eG, Fleischcent
Munster er Lubbecke
2.6-2.10 | Edeka 02.06.14 | 06.06.14 | k.A. West- Westfleisch | 5
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Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
zeichnung
fleisch e.G,,
eG, Fleischcent
Munster | er Lubbecke
3.1-3.5 | Lidl 31.05.14 | 04.06.14 | Olden- West- Westfalen- | 5
lander falen-land | land
Rinder- Fleisch- Fleisch-
hackfleisch | waren waren
GmbH, GmbH,
Munster Munster
3.6-3.10 | Lidl 02.06.14 | 06.06.14 | Olden- West- Westfalen- | 5
lander falen-land | land
Rinder- Fleisch- Fleisch-
hackfleisch | waren waren
GmbH, GmbH,
Munster Munster
4.1-4.5 | Rewe 02.06.14 | 05.06.14 | Wilhelm Wilhelm Wilms 5
Branden- Branden- | Weillwasser
burg burg GmbH &
Rinder- GmbH & | Co,
hackfleisch | Co, Weillwasser
Frankfurt
4.6-4.10 | Rewe 03.06.14 | 09.06.14 | Wilhelm Wilhelm Wilms 5
Branden- Branden- | Weillwasser
burg burg GmbH &
Rinder- GmbH & | Co,
hackfleisch | Co, Weillwasser
Frankfurt
5.1-5.5 | Netto 02.06.14 | 08.06.14 | Gut Netto Steinemann | 5
Ponholz Marken GmbH &
Rinder- Discount | Co. KG,
hackfleisch | AG & Co, | Steinfeld
Maxhutte
- Haidhof
5.6-5.10 | Netto 18.06.14 | 24.06.14 | Gut Netto Steinemann | 5
Ponholz Marken GmbH &
Rinder- Discount | Co. KG,
hackfleisch | AG & Co, | Steinfeld
Maxhutte
- Haidhof
6.1 Frische- |18.06.14 | kA, KA. KA. Ludwigs- | 1
theke luster
LPG Fleisch- und
Wourst-

spezialitaten
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Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft

zeichnung
GmbH &
Co. KG,
Ludwigslust
6.2 Frische- |23.06.14 | kA, KA. KA. Ludwigs- | 1
theke luster
LPG Fleisch- und
Wourst-
spezialitaten
GmbH &
Co. KG,
Ludwigslust
6.3 Frische- | 30.06.14 | kA, KA. KA. Ludwigs- | 1
theke luster
LPG Fleisch- und
Wourst-
spezialitaten
GmbH &
Co. KG,
Ludwigslust
6.4 Frische- | 18.06.14 | kA, KA. Birkenhof | Birkenhof | 1
theke GmbH & | GmbH &
Kaisers Co. KG, | Co. KG,
Schon- Schoénwalde
walde Glien-
Glien Perwenitz
6.5 Frische- |21.06.14 | k.A. k.A. Birkenhof | Birkenhof 1
theke GmbH & | GmbH &
Kaisers Co. KG, | Co. KG,
Schon- Schonwalde
walde Glien-
Glien Perwenitz
6.6 Frische- | 26.06.14 | kA, KA. Birkenhof | Birkenhof | 1
theke GmbH & | GmbH &
Kaisers Co. KG, | Co. KG,
Schon- Schonwalde
walde Glien-
Glien Perwenitz
6.7 Frische- | 30.06.14 | kA, KA. Birkenhof | Birkenhof | 1
theke GmbH & | GmbH &
Kaisers Co. KG, | Co. KG,
Schon- Schoénwalde
walde Glien-
Glien Perwenitz
6.8 Frische- | 18.06.14 | k.A. KA. NEU- Fleischerei | 1

60



Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
zeichnung

theke LAND Hoffmann,
Mar- GmbH, Teltow
heineken Bad
Markt- Beven-
halle sen

6.9 Frische- |21.06.14 | kA, KA. NEU- Fleischerei | 1
theke LAND Hoffmann,
Mar- GmbH, Teltow
heineken Bad
Markt- Beven-
halle sen

6.10 Frische- | 26.06.14 | kA, KA. NEU- Fleischerei | 1
theke LAND Hoffmann,
Mar- GmbH, Teltow
heineken Bad
Markt- Beven-
halle sen

Tabelle 14: Schweine - Hackfleisch

Proben- Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
nr. zeichnung
1.1-1.5 | Edeka 31.05.14 | k.A. Bauerngut | West- Westfleisch
Exclusiv fleisch e.G,,
eG, Fleischcenter
Munster Lubbecke
1.6-1.10 | Edeka 02.06.14 | 06.06.14 | Bauerngut | West- Westfleisch
Exclusiv fleisch e.G,,
eG, Fleischcenter
Munster Lubbecke
2.1 Lidl 31.05.14 | 03.06.14 | Olden- West- Westfalenland
lander falenland | Fleischwaren
Schweine- | Fleisch- GmbH,
hackfleisch | waren Munster
GmbH,
Munster
2.2-2.4 | Lidl 31.05.14 | 04.06.14 | Olden- West- Westfalenland
lander falenland | Fleischwaren
Schweine- | Fleisch- GmbH,
hackfleisch | waren Munster
GmbH,
Munster
2.5-2.10 | Lidl 02.06.14 | 06.06.14 | Olden- West- Westfalenland
lander falenland | Fleischwaren
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Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
zeichnung
Schweine- | Fleisch- GmbH,
hackfleisch | waren Munster
GmbH,
Munster
3.1-3.5 | Rewe 02.06.14 | 05.06.14 | Schweine- | Fleisch- Gut Erkenloh
hack Gut | vertriebs | Fleischvertrieb
Erkenloh GmbH, GmbH,
Ruppiche | Ruppichteroth
roth
3.6-3.8 | Rewe 16.06.14 | 20.06.14 | Schweine- | Fleisch- Gut Erkenloh
hack Gut | vertriebs | Fleischvertrieb
Erkenloh GmbH, GmbH,
Ruppiche | Ruppichteroth
roth
3.9-3.10 | Rewe 16.06.14 | 19.06.14 | Schweine- | Fleisch- Gut Erkenloh
hack Gut | vertriebs | Fleischvertrieb
Erkenloh GmbH, GmbH,
Ruppiche | Ruppichteroth
roth
4.1-4.5 | Netto 02.06.14 | 08.06.14 | Gut Netto Steinemann
Ponholz Marken GmbH & Co.
Schweine | Discount | KG, Steinfeld
Hackfleisc | AG & Co,
h Max-
hitte-
Haidhof
4.6-4.10 | Netto 16.06.14 | 19.06.14 | Gut Netto Steinemann
Ponholz Marken GmbH & Co.
Schweine | Discount | KG, Steinfeld
Hackfleisc | AG & Co,
h Max-
hitte-
Haidhof
5.1 Frische- | 18.06.14 | k.A. k.A. k.A. Ludwigsluster
theke Fleisch-  und
LPG Wurstspeziali-
taten GmbH &
Co. KG,
Ludwigslust
5.2 Frische- | 23.06.14 | k.A. k.A. k.A. Ludwigsluster
theke Fleisch-  und
LPG Wurstspeziali-
taten GmbH &
Co. KG,
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Kaufort Produktbe- Vertrieb Herkunft
zeichnung
Ludwigslust
5.3 Frische- | 30.06.14 | k.A. k.A. k.A. Ludwigsluster
theke Fleisch-  und
LPG Wurstspeziali-
taten GmbH &
Co. KG,
Ludwigslust
5.4 Frische- | 18.06.14 | k.A. k.A. Birkenhof | Birkenhof
theke GmbH & | GmbH & Co.
Kaisers Co. K@, | KG,
Schon- Schonwalde-
walde Glien-
Glien Perwenitz
5.5 Frische- | 21.06.14 | k.A. k.A. Birkenhof | Birkenhof
theke GmbH & | GmbH & Co.
Kaisers Co. K@, | KG,
Schon- Schonwalde-
walde Glien-
Glien Perwenitz
5.6 Frische- | 26.06.14 | k.A. k.A. Birkenhof | Birkenhof
theke GmbH & | GmbH & Co.
Kaisers Co. K@, | KG,
Schon- Schonwalde-
walde Glien-
Glien Perwenitz
5.7 Frische- | 30.06.14 | k.A. k.A. Birkenhof | Birkenhof
theke GmbH & | GmbH & Co.
Kaisers Co. K@, | KG,
Schon- Schonwalde-
walde Glien-
Glien Perwenitz
5.8 Frische- | 18.06.14 | k.A. k.A. NEU- Fleischerei
theke LAND Hoffmann,
Marhei- GmbH, Teltow
neken- Bad
halle Beven-
sen
59 Frische- | 21.06.14 | k.A. k.A. NEU- Fleischerei
theke LAND Hoffmann,
Marhei- GmbH, Teltow
neken- Bad
halle Beven-
sen
5.10 Frische- | 26.06.14 | k.A. k.A. NEU- Fleischerei
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Proben- Kaufort Kauf- Produktbe- Vertrieb Herkunft
nr. datum zeichnung
theke LAND Hoffmann,
Marhei- GmbH, Teltow
neken- Bad
halle Beven-
sen
3.1.2 Gerite
Die eingesetzten Gerate sind in Tabelle 15 aufgefihrt.
Tabelle 15: Gerateliste
Gerat Typ Hersteller
Agilent 2100 270709U Biomerieux, Deutschland
Bio Photometer - Eppendorf, Deutschland
Brutschrank VT 5042 EK/ N2 Heraeus, Deutschland
Densicheck Plus SN OAO14455 und SN BioMerieux, Deutschland
OAO15320
Disc Master Dispenser MDD62 Mast Diagnostika,
Deutschland
Dispensette 3 Brand, Deutschland
Kahlschrank Labstar National Lab, Deutschland
Maxwell ® 16 DNA- 310045 Promega, Deutschland
Aufreinigungssystem
PCR-Kihlblock - Eppendorf, Deutschland
Pipette 2-20ul Reference Eppendorf, Deutschland
Pipette 10-100pl Reference Eppendorf, Deutschland
Pipette 100-1000ul Reference Eppendorf, Deutschland
Sterilwerkbank CA/RE 4 Clean Air, Deutschland
Thermocycler Tpersonal 48 Biometra, Deutschland
Vitek 2 Compact 3133191 BioMerieux, Deutschland
\/ortexer MS3BS36 IKA Labortechnik,
Deutschland
\/ortexer \VF 2 IKA Labortechnik,
Deutschland
\Waage 1544004 Sartorius AG, Deutschland
Zentrifuge Pico 17 Heraeus, Deutschland
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien, Nahrmedien, Chemikalien, L6sungen und Puffer

3.1.3.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 16: Eingesetzte Verbrauchsmaterialien

W ETEE]

Bestellnummer

Hersteller

Biosphere Filter Tips 0,5-20u1{70116210 Sarstedt, Deutschland

Biosphere Filter Tips 2- 100p1{70760212 Sarstedt, Deutschland

Biosphere Filter Tips 100-

1000ul 70762211 Sarstedt, Deutschland
Mast Diagnostika,

Cryobank TM CRYOGIR Deutschland

Disposable Scalpel No. 20  [200130020 Feather, Deutschland

Eco Wipes

00.915.EEW001/ 002

Dr Schumacher GmbH,
Deutschland

Einmalhandschuhe

PZN 7418582

Sempermed, Osterreich

Einmal-Petrischalen, steril 633180 Greiner Bio - One GmbH,
Deutschland

Impfése, 1 pl 6.129.352 VWR, ltalien

Microbank Storage Box PL 170/Y ProLabDiagnostics, Canada

PCR Tubes, grun, 0,2 ml 710953 Biozym, Deutschland

Plattierungsspatel 3200363605 Sarstedt, Deutschland

Polypropylene Conical Tube (352070 Falcon, USA

50ml

Kuststoffrohrchen, 5 ml, fur |55.476 Sarstedt, Deutschland

Vitek

Safe-Lock Tubes 1,5 ml 710963 Biozym, Deutschland

Sterile Wattetupfer 150 x 2,2 4302 Assistent, Deutschland

mm

Transystem Amies Agar Gel (0123 Copan, Italien

Medium With Charcoal

Uvette

00300 106.300

Eppendorf, Deutschland

3.1.3.2 Nahrmedien

Tabelle 17: Eingesetzte Nahrmedien

Nahrmedium Bestellnummer Hersteller

ChromID-ESBL-Agar 43481 BioMerieux, Deutschland
Columbia-Agar 413162 BioMerieux, Deutschland
McConkey-Agar 43149 / 43141 BioMerieux, Deutschland
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Muller-Hinton-Agar

43309

BioMerieux, Deutschland

TSB Bouillon, 1 |

221092/ 93

BioMerieux, Deutschland

3.1.3.3 Chemikalien, Lésungen und Puffer

Tabelle 18: Eingesetzte Chemikalien, Lésungen und Puffer

Chemikalie, Lésung, Puffer

Bestellnummer

Hersteller

AmpliTaqg DNA Polymerase |N808-006 Applied Biosystems,
mit Deutschland
* GeneAmp 10 x PCR
buffer
* Mc Farland Standards 70900 BioMerieux, Deutschland
* NaCl 5ml 0,85% 20230 BioMerieux, Deutschland
Bactident Oxidase 1133000001 Merck, Deutschland
CareFusion Dispensette CN4510 BioMerieux, Deutschland
(NaCl 0,45%)
DiversiLab Fingerprinting Kit 410980 BioMerieux, Deutschland
Escherichia mit
* REP-PCR-Mix MM1 432
Ml
* Primer-Mix (spezifisch fur
den Erreger) 55 pl
* Positive Control C3 8 pl
* Negative Control 8 pl
DL Fingerprinting Kit Serratia 410990 BioMerieux, Deutschland

mit
* REP-PCR-Mix MM1 432
Ml
* Primer-Mix (spezifisch fur
den Erreger) 55 pl
* Positive Control C3 8 pl
* Negative Control 8 pl

ESBL-Plattchen-Set:

* Cefpodoxim-Plattchen 30
ug (CPD30)

* Cefpodoxim 30 ug+
Clavulansaure 10 pg
(CPD-CV)

* Ceftazidim 30 pg (CAZ30)

* Ceftazidim 30 ug +
Clavulansaure 10 pg
(CAZ-CV)

» Cefotaxim 30 pg (CTX30)

202232 (171055)

Mast Diagnostika,
Deutschland
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Chemikalie, Losung, Puffer  Bestellnummer Hersteller

* Cefotaxim 30 pg +

Clavulansaure 10 pg

(CTX-CV)
Incidin Extra N (0,5%) 6042824 Ecolab, Deutschland
LabChip (Gel) 270670 BioMerieux, Deutschland
Maxwell 16 Tissue LEV AS1220X Promega, Deutschland
Purification Kit
MoBio Ultra Clean Microbial (410946 BioMerieux, Deutschland
DNA Isolation Kit
Nukleasefreies Wasser P115C Promega, Deutschland
2- Propanol (70%) PZN 8505455 Braun, Deutschland
Vitek 2 Testkarten GN 21341 BioMerieux, Deutschland
Vitek 2 Testkarte AST N 223 413110 BioMerieux, Deutschland
Wasser fur Mikrobiologie 115.333 Merck, Deutschland

3.1.4 Antibiotika

Die Antibiotika - Empfindlichkeit der Bakterienisolate wurde mittels eines Vitek 2
Compact — Gerates (BioMerieux, Ndurtingen, Deutschland) als Bestimmung der
Minimalen - Hemmstoff — Konzentration (MHK) im Mikrodilutionsverfahren durchgefuhrt.
Zum Einsatz kam dabei die VitekTestkarte AST N223, in welcher die in Tabelle 19
aufgelisteten 17 Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen in lyophilisierter Form in den
angegebenen Konzentrationen vorliegen.

Die Konzentrationen sind so ausgewahlt, dass sie die Breakpoints fur das jeweilige
Antibiotikum erfassen. In der Tabelle ist auBRerdem der Messbereich der jeweiligen
minimalen Hemmkonzentration (MHK) angegeben.

Tabelle 19: Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen der VitekTestkarte AST N223

Antibiotikaklasse Antibiotikum Konzentration MHK Bereich von/bis
[mg/I]

Penicilline Ampicillin 4,8, 32 2-32
Ampicillin/ Sulbactam |4, 16, 32 2-32
Piperacillin 4,16, 32, 64 4-128
Piperacilllin/ 2/4, 8/4, 24/4, 32/4,4/4-128/4
Tazobactam 32/8, 48/8

Cephalosporine Cefuroxim 2, 8,32 1-64
Cefpodoxim 0,51,4 0.25-8
Cefotaxim 1, 4,16, 32 1-64
Ceftazidim 1,2, 8, 32 1-64

Cephalosporin ESBL-Cefepim 1 -

Test Cefotaxim 0,5 -
Ceftazidim 0,5 -
Cefepim / 110 -
Clavulansaure
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Antibiotikaklasse Antibiotikum Konzentration MHK Bereich von/bis

- [mgn
Cefotaxim / 0,5/4 -
Clavulansaure
Ceftazidim / 0,5/4 -
Clavulansaure
Ertapenem 0,5,1,6 0,5-8
Carbapeneme Imipenem 1,2,6,12 0.25-16
Meropenem 0,5, 2,6, 12 0.25-16
Aminoglykoside Gentamicin 4, 16, 32 1-16
Fluorchinolone Ciprofloxacin 0,5 2,4 0.254
Moxifloxacin 0,25,1,4 0.25-8
Tetracykline Tigecycline 0,75,2, 4 0,5-8
Folsaureantagonisten [Trimethoprim/ 1/19, 4/76, 16/304 20(1/19)-320 (16/304)
Sulfamethoxazol

3.2 Methoden

3.21 Verarbeitung der Lebensmittelproben zur Kultivierung von ESBL -
produzierenden Enterobakterien

Tag 1:

Bis zur Verarbeitung wurden die Proben bei 4°C gelagert. Die Verarbeitung der Proben
erfolgte vor Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums. Vor Beginn der Probenverarbeitung
wurde die Arbeitsflache mit Incidin Extra N (0,5%) - getrankten EcoWipe — Tuchern (Dr.
Schumacher GmbH, Deutschland) desinfiziert.

Von jeder Lebensmittelprobe wurden 5 g mithilfe einer sterilen Edelstahlpinzette und
eines Einmalskalpelles (Feather, Deutschland) entnommen und auf einer sterilen
Petrischale (Greiner Bio-One GmbH, Deutschland) mit dem Skalpell weiter zerkleinert.
Pinzetten, Einmalskalpelle und Petrischalen wurden immer nur fur das Verarbeiten
einer einzigen Probe verwendet. Skalpelle und Petrischale wurden anschliefend
verworfen, die Edelstahlpinzetten vor Wiederverwendung gereinigt und autoklaviert. Nur
beim Versuch zur Ubertragung von ESBL - positiven Erregern bei der Verarbeitung von
Lebensmittelproben unter 3.2.6 wurden diese Utensilien erneut verwendet.

Nach dem Zerkleinern wurden die Lebensmittelproben in sterile 50 ml -
Kunststoffrohrchen (Polypropylene Conical Tube, Falcon, USA) mit 25 ml Tryptic — Soja
- Bouillon (TSB, BioMerieux, Deutschland) uberfuhrt und uber Nacht bei 37°C bebrutet
(Brutschrank Typ VT 5042 EK / N2, Heraeus, Deutschland).

Tryptic — Soja - Bouillon (TSB) ist ein nahrstoffreiches Medium und fordert das
Wachstum einer Vielzahl von Mikroorganismen (MacFaddin 1985).

Vor Verarbeitung der nachsten Lebensmittelprobe wurde die Arbeitsflache erneut
desinfiziert.

Tag 2:

Von den Uber — Nacht — TSB - Kulturen wurden 100 pl entnommen und auf ChromID —
ESBL - Agarplatten (BioMerieux, Deutschland) ausplattiert. Die beimpften ChromID —
ESBL - Agarplatten wurden weitere 24 h bei 37°C bebrutet.
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Der ChromID - ESBL Agar ermoglicht die selektive Detektion ESBL - produzierender
Mikroorganismen, indem durch eine im Agar enthaltene Antibiotikamischung (darunter
das 3. Generationscephalosporin Cefpodoxim) das Wachstum der Begleitflora (Gram -
positive Bakterien, Hefen, Gram - negative 3. Generationscephalosporin - sensible
Bakterien) unterdruckt wird.

Zudem enthalt der Agar eine Mischung chromogener Substrate, die durch Erreger-
spezifische Enzyme der ESBL - produzierenden Enterobakterien gespalten werden und
dann unlésliche, farbige Komponenten freisetzen. Dadurch zeigen sich bei Wachstum
von 3. Generationscephalosporin - resistenten Escherichia coli rote Kolonien, bei
Klebsiella grine, bei Enterobacter und Citrobacter metallisch blaue Kolonien und bei
Proteus erscheinen Kolonien mit braunem Hof.

Tag 3:

Verdachtig wachsende Kolonien wurden mit einer sterilen Einmalose (VWR, Italien)
vom ChromID — ESBL - Agar abgenommen und auf Columbia- und McConkey — Agar -
Platten (BioMerieux, Deutschland) fraktioniert ausgestrichen, um nach einer weiteren
Uber — Nacht - Bebritung bei 37°C Reinkulturen fiir die weiteren Testungen zu
erhalten.

Tag 4:

Bei den jetzt vorliegenden Reinkulturen wurde vom Columbia - Agar ein Oxidase - Test
durchgefuhrt: Hierzu wurde mittels einer sterilen Einmaldse eine Einzelkolonie auf das
Testfeld des Oxidase - Teststreifens (Bactident Oxidase, Merck, Deutschland) gebracht.
Wies der Teststreifen innerhalb von 60 Sekunden eine Blaufarbung auf, so deutete dies
auf eine positive Oxidasereaktion hin.

Nur Oxidase - negative Kolonien wurden weiter auf das Vorhandensein von ESBL
untersucht. Hierzu wurde in der Folge der ,Combination disc“ — Test durchgefuhrt.

3.2.2 Phanotypische Bestatigung der ESBL - Produktion mit der Combination disc
— Methode

ESBL werden durch Clavulansaure inaktiviert. Das fuhrt zu einer Aufhebung der
Resistenz gegenuber 3. Generationscephalosporinen. Zur Unterscheidung von den 8 —
Lactamasen, die durch 3 - Lactamase — Inhibitoren, wie Clavulansaure oder Sulbactam,
nicht oder kaum gehemmt werden (Klasse C 8 - Lactamasen), wird ein Parallelansatz
mit Zusatz von Clavulansaure durchgefuhrt. In Gegenwart der Clavulansaure zeigen
ESBL - Bildner in der Dilutionsprifung eine mindestens um 3 Verdunnungsstufen
geringere MHK fur Cefpodoxim, Ceftazidim oder Cefotaxim, im Agardiffusionstest einen
um mindestens 5 mm bzw. = 50 % des Durchmessers grolderen Hemmhof fur diese
Antibiotikakombination.

Bei der Combination disc — Methode werden Testplattchen mit den 3.
Generationscephalosporinen Cefpodoxim (30 ug, CPD30), Ceftazidim (30 pg, CAZ30)
und Cefotaxim (30 pg, CTX30) sowie Testplatichen, in denen die genannten 3.
Generationscephalosporine in Kombination mit Clavulansaure (10 pg, CV) enthalten
sind, verwendet.

Zunachst wurden mit einem sterilen Wattetupfer 2 - 3 Einzelkolonien von der Columbia
- oder McConkey — Agarplatte abgenommen, in ein mit 5 ml 0,85 % NaCl befllltes
Rohrchen (BioMerieux, Deutschland) eingeruhrt und gevortext (Vortexer Typ VF 2, IKA
Labortechnik, Deutschland), um ein Inokulum entsprechend McFarland Standard 0,5
einzustellen. Ein weiterer Wattetupfer wurde mit diesem Inokulum befeuchtet und
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kreuzweise auf eine Muller - Hinton Agar - Platte (BioMerieux, Deutschland)
ausgestrichen, um einen gleichmafigen Bakterienrasen zu erhalten.

Auf diese Platte wurden nun mit einem Dispenser (Typ MDD62, Mast Diagnostika) die
oben beschriebenen Testplatichen appliziert und mit einer sterilen Pinzette leicht
angedruckt.

Die Muller - Hinton Agarplatten wurden 24h bebritet und das Ergebnis am nachsten
Tag abgelesen.

Zeigten die Hemmhofgrofien um die Testplattchen mit den Einzelsubstanzen CPD30,
CAZ30 oder CTX30 im Vergleich zu den Testplattchen mit Clavulansaure (CPD30CV,
CAZ30CV oder CTX30CV) mindestens einmal einen um 5 mm bzw. 50 % des
Hemmhofes kleineren Durchmesser, galt die ESBL - Bildung als phanotypisch bestatigt.

3.2.3 Biochemische Identifizierung und Resistenztestung mit dem Vitek 2
Compact (BioMerieux, Deutschland)

Beim Vitek 2 Compact handelt es sich um ein Gerat, mit dem die ldentifizierung und die
Antbiotika-Empfindlichkeitstestung von Bakterien halbautomatisch durchgefuhrt werden
kann.

Je nachdem, welche Mikroorganismen getestet werden sollen, kommen
unterschiedliche Testkarten zum Einsatz. Fur die Identifizierung von Gram - negativen
Bakterien ist die ldentifizierungskarte GN vorgesehen, die 64 Vertiefungen mit darin
vorgelegten Substraten fur biochemische Reaktionen besitzt. Werden die zu testenden
Mikroorganismen in einer standardisierten Konzentration hinzugegeben, entstehen bei
der Verstoffwechslung der Substrate typische Reaktionsmuster, die mit Farbindikatoren
sichtbar gemacht werden, photometrisch gemessen werden und eine ldentifizierung der
getesteten Erreger zulassen.

Zur Antibiotika - Empfindlichkeitstestung wurde die Testkarte AST N223 verwendet, die
neben den in Tabelle 19 aufgefuhrten Antibiotika zusatzlich eine phanotypische
Testung der ESBL - Produktion ermoglicht (parallele Testung von Cefipim, Cefotaxim
und Ceftazidim als Einzelsubstanzen und in Kombination mit Clavulansaure). In den
Vertiefungen der Testkarte sind die Antibiotka so vorgelegt, dass zusammen mit der zu
testenden Bakteriensuspension die zu Uberprifende Endkonzentration entsteht.
AnschlieRend wird das Wachstum der zugeflugten Bakterien densitometrisch Uberpruft
und so die Minimale Hemmstoffkonzentration (also die niedrigste Konzentration eines
Antibiotikums, die das Bakterienwachstum hemmen kann) ermittelt. Durch eine
parallele ~ Wachstumskontrolle  wird  sichergestellt, dass die  getestete
Bakteriensuspension ohne die Zugabe von Antibiotika ungehemmt wachsen kann und
eine beobachtete Wachstumshemmung auch auf die Zugabe des jeweiligen
Antibiotikums zurickzufuhren ist.

Sowohl fur die ldentifizierungs- als auch fur die Resistenzkarte musste zunachst von
jedem zu testenden Isolat eine Bakteriensuspension hergestellt werden. Alle zu
prifenden Isolate mussten hierzu in einer frischen Uber - Nacht Reinkultur auf
Columbia - Agar vorliegen.

Zur Herstellung der Bakteriensuspensionen wurde jeweils ein 5 ml — Kunststoffrohrchen
(Sarstedt, Deutschland) mittels einer Dispensette (Braun, Deutschland) mit 3 ml 0,45 %
NaCl — Suspensionsmedium befullt. Fur die ldentifizierungskarte wurde von der frischen
Uber-Nacht Reinkultur mit einem sterilen Wattetupfer in das erste NaCl - Réhrchen
ubertragen und mit Hilfe des Densitometers ,Densichek Plus (Typ SN OAO14455 oder
Typ SN OAO15320, BioMerieux, Deutschland) auf einen McFarland Standard von 0,5
bis 0,63 eingestellt.
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Von der so eingestellten Bakteriensuspension wurden 145 pl mit einer Pipette Typ
Reference (10-100ul, Eppendorf, Deutschland) in ein zweites NaCl - Rdhrchen
pipettiert, um die Bakterinsuspension fur die Resistenzkarte herzustellen. Au3erdem
wurde aus der ersten Bakteriensuspension mittels einer 1 pl — Einmaldse eine
Columbia-Agarplatte beimpft, um die Reinheit der Ausgangssuspension zu
kontrollieren.

Die beiden Rohrchen mit den Bakteriensuspensionen wurden nun in einen Vitek -
Carrier gestellt. Neben das erste Rohrchen wurde eine ldentifizierungskarte GN im
Carrier platziert, neben das zweite Rohrchen die Resistenzkarte AST N223. Beide
Karten besitzen ein sogenanntes Transferrohrchen, das in die zugehorige
Bakteriensuspension ragen musste. Dieser Vorgang wurde fur jedes zu testende Isolat
wiederholt.

AnschlieRend wurde der fertig beladene Vitek - Carrier in die Fulleinheit des Vitek 2 —
Gerates gestellt. In dieser wird ein Vakuum erzeugt, wodurch die
Bakteriensuspensionen durch die Transferrohrchen in die Vitek - Testkarten gesaugt
werden. Die Fulleinheit signalisiert optisch und akustisch, wann der Befullungsvorgang
abgeschlossen ist und die Carrier wieder entnommen und in die Ladeeinheit des
Gerates umgesetzt werden konnen. In der Ladeinheit wurden dann die Barcodes des
Carriers und der Testkarten automatisch eingescannt und in der Software des Gerates
mit der dazugehdrigen Probenbezeichnung verknupft. Aullerdem wurden in der
Ladeeinheit die Transferrohrchen der Vitek-Karten durch einen erhitzten Draht
abgetrennt und versiegelt. Die Carrier mit den gescannten und versiegelten Vitekkarten
wurden dann automatisch in das Geratekarusell umgesetzt, in welchem die Karten
bebritet und alle 15 Minuten vor die Ableseoptik gedreht wurden. In den
|dentifizierungkarten wurden dabei die Farbumschlage der verschiedenen
Substratreaktionen vermessen, in den Resistenzkarten die durch das
Bakterienwachstum entstandene Trubung. Der gesamte Testvorgang war flr
|dentifizierungskarten nach maximal 8, fur Resistenzkarten nach maximal 18 h
abgeschlossen. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte durch die Gerate-
Software.

3.2.4 Lagerung der Bakterienisolate

Die aus den Lebensmittelproben isolierten ESBL - produzierenden Bakterien wurden in
Cryobankbehalter (Cryobank TM, Mast Diagnostica) in der Microbank Storage Box
(ProLab Diagnostics, Kanada) bei - 70 °C eingefroren. Die Cryordéhrchen wurden mit
der Probennummer des zu lagernden Stammes beschriftet. Die Rohrchen enthielten
jeweils 25 Glaskugelchen und 1 ml hypertonische Cryo - Konservierungslosung. Mit
einer sterilen Impfose wurden 2 - 3 Bakterienkulturen von der Columbia - Agar Platte
genommen und in den Behalter geruhrt, sodass diese an den Glaskugelchen haften
blieben. Nach gutem Durchmischen wurde mit einer Eppendorfpipette die
Cryokonservierungslosung entfernt, der Behalter verschlossen und in den
Gefrierschrank (National Lab, Deutschland) gestellt.

Die eingefrorenen Bakterienstamme konnten zu jeder Zeit rekultiviert werden, indem mit
einer sterilen Impfose ein Kugelchen aus dem Behalter entfernt und auf einer
geeigneten Agar Platte ausgestrichen wurde.

3.2.5 Molekularbiologische Typisierung der ESBL - positiven Isolate
Durch molekularbiologische Typisierungsmethoden konnen bakterieller Erreger
derselben Spezies, die sich hinsichtlich ihrer phanotypischen Eigenschaften (z.B. ihrer
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Morphologie oder ihres Antibiogramms) nicht unterscheiden lassen, weiter differenziert
werden. Zur weiteren Charakterisierung der aus den Lebensmittelproben isolierten
ESBL - positiven Erreger wurden diese mittels rep - PCR molekularbiologisch typisiert.

3.2.5.1 Isolierung der bakteriellen DNA

Zunachst musste die DNA der aus den Lebensmittelproben isolierten ESBL -
produzierenden Bakterien prapariert werden. Hierzu wurde das Maxwell 16 DNA -
Aufreinigungssystem (Promega, Deutschland) eingesetzt.

In diesem Gerat konnen bis zu 16 Proben parallel automatisch verarbeitet werden. Die
DNA - Praparation erfolgt in vorgefertigten Kartuschen, die aus 7 bereits mit
Reagenzien beflllten Rohrchen bestehen. Der Transport der DNA von einem Rdohrchen
zum nachsten erfolgt mithilfe von paramagnetischen Silicapartikeln
(MagneSil®Paramagnetic Particles, PMP), an die die DNA bindet, eines sogenannten
Einmal - ,StoRels”, der sich in einem der Kartuschenrohrchen befindet, und einer
Magnetschiene innerhalb des Gerates, die den Stoflel und die daran haftenden
Silicapartikel aufnimmt und weiter zum nachsten Kartuschenréhrchen transportiert.

Zur Praparation bakterieller DNA wird vom Hersteller die Verwendung des ,Tissue LEV
(low elution volume) Total RNA Purification KIT* (Promega, Deutschland) empfohlen,
bestehend aus der vorgefullten Kartusche mit den bendétigten Reagenzien (Lysispuffer,
verschiedene Waschpuffer, RNA - freies Wasser zur Aufnahme der praparierten DNA),
den PMP, dem St6Rel und einem Elutionsgefals.
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Abbildung 7: Maxwell® DNA Aufreinigung (aus Maxwell® 16 Technisches Handbuch,
2013)

Vor der DNA - Aufbereitung wurde die bendtigte Anzahl Kartuschen des Maxwell 16
Tissue LEV Purification Kit in den Kartuschenrahmen des Gerats gesetzt und die
Verschlussfolie von den Kartuschen entfernt.

Der im Kit enthaltene Einmal-Stof3el wurde in das Kartuschenrohrchen Nr. 7 eingesetzt.
Das im Kit enthaltene 0,5 ml Elutionsgefaly wurde nach Zugabe von 100 yl RNA -
freiem Wasser vor der Kartusche im Kartuschenrahmen aufgestellt.

Anschlieend wurde 2 Impfose Bakterienmaterial von frischen Kulturisolaten einer bei
37°C Uber Nacht bebruteten Blutagarplatte in den chaotropen Lysepuffer im
Kartuschenrohrchen Nr. 1 direkt eingerieben.

Nachdem so alle benotigten Kartuschen vorbereitet worden waren, wurde der
Kartuschenrahmen in das Gerat gesetzt. Das Gerat wurde gestartet und das Programm
J2Aufbereitung von DNA® auf dem Display ausgewahlt. Auf dem Bildschirm wurde
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angezeigt, wann die Tur des Gerats geoffnet werden konnte. Die Maxwell — 16 -
Plattform wurde ausgefahren und der Kartuschenrahmen so in das Gerat eingesetzt,
dass sich die Elutions - GefalRe vorne in Richtung der Tur befanden. Nach Einfahren
der Plattform mit dem Kartuschenrahmen und SchlieRen der Geratetur startete das
Programm automatisch.

Die Magnetschiene nahm den Einmalsto3el aus dem Kartuschenréhrchen Nr. 7 auf und
transportierte ihn in das Rohrchen Nr. 2 mit den PMP, die dort vom Stolel
aufgenommen und in das Rohrchen Nr. 1 transportiert wurden. Im Rorchen Nr. 1
konnte die DNA der lysierten Bakterien nun an die PMP binden und mit den PMP am
Einmal - StoRRel weiter durch die verschiedenen Waschpuffer transportiert werden, bis
die praparierte und gereinigte DNA schlieRlich mit dem RNA - freien Wasser von den
PMP eluiert und im Elutionsgefald aufgenommen wurde.

Auf dem Geratedisplay wurden die einzelnen Arbeitsschritte (z.B. ,,Lyse”,
,,Probenaufreinigung”) und die Restlaufzeit angezeigt. Ein akustisches Signal zeigte
nach ca. 20 Minuten das Programmende an. Nach einer visuellen Kontrolle, ob sich der
StoRel, dieses Mal mit den PMP, wieder im Rohrchen Nr. 7 befand, konnte der
Kartuschenrahmen aus dem Gerat entfernt werden. Die Elutionsgefalle mit der DNA
wurden entnommen und bei 4 °C fur 24 h aufbewahrt, Kartuschen und StoR3el wurden
verworfen.

Befanden sich nach Ablauf des Programms keine PMP am StoR3el oder befand sich der
StoRel in einem anderen als im 7. Rohrchen, musste die Praparation wiederholt
werden, da das Programm nicht fehlerfrei abgelaufen sein konnte.

3.2.5.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Bevor die aus den ESBL - produzierenden Bakterien praparierte DNA in der
Typisierungs — rep - PCR (DiversiLab) eingesetzt werden konnte, mussten die
Konzentration und Reinheit der gewonnenen DNA bestimmt werden. Dies erfolgte mit
einem BioPhotometer (Eppendorf, Deutschland).

Um die DNA - Konzentration mittels Photometer zu bestimmen, wird mit Licht einer
Wellenlange von 260 nm (OD260) gemessen. Die geloste DNA wird in eine Kuvette
pipettiert, welche in den Lichtstrahl des Photometers gestellt wird. Die Absorption des
Lichtstrahls lasst auf die Konzentration der DNA schlieen. Grundlage hierzu ist das
Lambert Beer'sche Gesetz: A = ¢ * d * € (A: Absorption, c: DNA - Konzentration, d:
Schichtdicke (1 cm), €: Extinktionskoeffizient doppelstrangiger DNA bei 260 nm). Nach
diesem entspricht eine Absorption von 1 einer DNA - Konzentration von 50 ug / ml.

Eine etablierte Methode zur Bestimmung der Reinheit der DNA ist es, den Quotienten
der Extinktionen OD260 / OD280 zu bilden. Dieser gibt das Verhaltnis der Nukleinsaure
- Absorption zur Protein - Absorption an und sagt aus, wie stark eine DNA - Losung
durch beispielsweise Proteine verunreinigt ist. Liegt der Quotient bei 1,8 - 2, so ist die
DNA rein. Werte < 1,8 sprechen fur eine Verunreinigung durch Proteine oder Phenol.
Zusatzlich wurde der Quotient der Extinktionen bei 260 / 230 nm bestimmt, mit dem
sich Verunreinigungen durch Polysaccharide, Salze oder organische Ldsungsmittel
bestimmen lassen und dessen Wert > 2,0 sein soll.

Vor der Durchfuhrung der photometrischen Messung der DNA wurde eine nur mit A.
dest. (ohne darin geldster DNA) gefullte Kuvette (UVette, Eppendorf, Deutschland) als
Leerwert in das Gerat gestellt, um dieses zu kalibrieren. Die geloste DNA wurde mit
einem Vortexer (Typ MS3BS36, IKA Labortechnik, Deutschland) durchmischt um
Konzentrationsschwankungen auszugleichen. Mit einer Pipette wurden 50 pl der
gevortexten DNA - LOsung in die Kuvette luftblasenfrei Uberfuhrt. Diese wurde in das
Photometer gestellt und die Extinktion der DNA - Losung bei 260, 230 und 280 nm
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gemessen, die Angabe der DNA -Konzentration und der Quotienten OD 260 / OD230
und OD260 / OD280 erfolgte automatisch durch das Gerat.

Fir die Verwendung in der rep - PCR wurde die gemessenen DNA - Konzentration mit
Nuklease - freiem Wasser (Promega, Deutschland) auf eine Konzentration von 25 - 50
Mg / ml eingestellt.

3.2.5.3 Genotypisierung mittels der repetetive extragenomic palindromic (rep) -
PCR

Bei der Polymerasekettenreaktion wird eine Ziel - DNA in vitro vervielfaltigt
(Amplifikation) und durchlauft hierbei einen bestimmten Zyklus, der aus den folgenden
drei Schritten besteht und sich ca. 30 Mal wiederholt:

1. Denaturierung:

Die doppelstrangige DNA wird bei 96 °C durch Aufbrechen von Wasserstoffbricken in
zwei Einzelstrange getrennt.

2. Primerhybridisierung:

An jeden der beiden DNA - Einzelstrange wird am 3'-Ende der Zielsequenz ein
spezifischer (zur Ziel - DNA komplementarer) Primer angelagert. Die optimale
Reaktionstemperatur (Annealingtemperatur) fur die Primeranlagerung (Annealing) sollte
ca. 10°C unter dem Schmelzpunkt der Primer liegen (meist zwischen 55 — 65°C). Die
Primer dienen als Ansatzpunkte fur die DNA - Poymerase.

3. Elongation:

Es folgt bei ca. 70°C die Verlangerung des DNA - Strange in 3'> 5‘Richtung, indem
sich die hitzestabile Taq - Polymerase aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus an
das 3‘ - Ende des Primers anlagert und die Startsequenz des Primers mit zur Ziel - DNA
komplementaren Basen verlangert.

Auf diese Weise entstehen aus den beiden DNA - Einzelstrange zwei DNA -
Doppelstrange, die dann wiederum erneut die drei beschriebenen PCR - Zyklen
durchlaufen.

Grundlage der repetetive extragenomic palindromic (rep) - PCR bilden repetitive
chromosomale Sequenzen (Insertionselemente, Ribosomenbindungsstellen), die im
Bakteriengenom variabel Uber das gesamte Chromosom verteilt sind. Sind zwei solcher
Sequenzen benachbart, lasst sich das dazwischenliegende ,,Interrepeat” - Fragment
mit Repeat - spezifischen Primern amplifizieren. Je nach Anzahl und Lokalisation der
repetitiven Sequenzen entstehen von Stamm zu Stamm unterschiedliche
Fragmentmuster (Genotypen), die typisch fur die untersuchten Stamme sind. Die auf
diese Weise bestimmten Genotypen lassen Aussagen zur Epidemiologie der
untersuchten Isolate zu.

Abbildung 8: Prinzip der rep - PCR (aus BioMerieux Technisches Handbuch, 2009)
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Informationen zum Diversilab — System

Das DiversiLab - System (BioMerieux) bietet zum einen standardisierte Protokolle und
Reagenzien zur Durchfuhrung der rep - PCR, zum anderen mit dem Agilent 2100
Electrophoresis Bioanalyzer ein System zur Detektion der PCR - Fragmente, die dann
schlieBBlich mithilfe der DiversiLab - Software analysiert werden konnen.

Vorbereitung der Proben und Reagenzien zur Durchfuhrung der rep - PCR
Zunachst wurde die DNA der aus den Lebensmittelproben isolierten ESBL -
produzierenden Bakterien aufgetaut, gevortext und zentrifugiert (Zentrifuge Typ Pico
17, Heraeus, Deutschland).

Je nach Erregerart wurden fur den Ansatz des PCR - Mix verschiedene Diversilab
Fingerprinting - Kits (BioMerieux, Deutschland) eingesetzt: Fir E. coli und E. fergusonii
das Escherichia - Kit, fur S. fonticola das Serratia - Kit. Jedes Kit bestand aus dem rep
— PCR - Mix MM1, dem fur den Erreger spezifischen Primer - Mix, einer Positivkontrolle
mit einem definierten Kontrollstamm und einer Negativkontrolle. Fir den Ansatz des
PCR - Mix wurden auRerdem die AmpliTaq DNA Polymerase (Applied Biosystems) und
der GeneAmp 10 x PCR buffer (Applied Biosystems) benotigt. Die Reagenzien wurden,
mit Ausnahme der AmpliTaq - Polymerase, aus dem Tiefkuhler auf Raumtemperatur
gebracht. Zunachst erfolgte die Herstellung des Master - Mix im Pra — PCR - Raum. Die
hierzu bendétigten Reagenzien sind in Tabelle 20 aufgelistet. Um den beim Pipettieren
auftretenden Volumenverlust auszugleichen, wurde der Mastermix fur eine Probe mehr
als eigentlich erforderlich (n Proben + 1) angesetzt.

Tabelle 20: Zusammensetzung des Master - Mix

Reagenzien Menge/Probe (ul/Ansatz)

AmpliTaq DNA Polymerase 0,5 yl
GeneAmp 10X PCR buffer 2,5l
Primer Mix (spezifisch fur den Erreger) 2yl

Rep-PCR MM1 18 pl

Pro Probe wurden mit einer Eppendorfpipette 23 pl von diesem Master Mix in ein 1,5 ml
nukleasefreies Reaktionsgefall (Biozym, Deutschland) gegeben, kurz gevortext und
zentrifugiert.

AnschlieRend wurde unter einer Laminar Air Flow — Werkbank (Typ CA / RE 4, Clean
Air, Deutschland) 1 ul der praparierten Bakterien - DNA (siehe Abschnitt 3.2.6.1) hinzu
pipettiert. Zur Qualitatskontrolle wurde statt der praparierten Bakterien - DNA in ein
Reaktionsgefall die im Kit enthaltene Positivkontrolle und in ein anderes die
Negativkontrolle pipettiert. Die Reaktionsgefalde befanden sich wahrend der gesamten
Zeit, in der die PCR - Ansatze angesetzt wurden, in einem Kuhlblock (Eppendorf,
Deutschland).

Auftrennung und Detektion der DNA - Fragmente nach rep - PCR

Die PCR - Reaktionsgefal’e wurden in den auf 94°C vorgeheizten Thermocycler gestellt
und die PCR gestartet. Die verschiedenen Reaktionsschritte der PCR sind Tabelle 21
zu entnehmen.
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Tabelle 21: Reaktionsschritte der PCR

Reaktionsschritt Temperatur (°C) Zeit (Sec) Zyklus
Erste Denaturierung | 94°C 120 sec 1 Zyklus
Denaturierung 94°C 30 sec 35 Zyklen
Annealing 50°C (Escherichia | 30 sec

Kit) bzw. 65°C
(Serratia Kit)

Extension 70°C 90 sec
Finale Extension 70°C 180 sec 1 Zyklus
Hold 4°C --

Im letzten Schritt der PCR kuhlte der Thermocycler auf 4°C herunter, so dass die DNA
bis zur weiteren Bearbeitung gekuhlt wurde.

Auftrennung und Detektion der DNA - Fragmente nach rep - PCR

Die Auftrennung und Detektion der in der rep - PCR amplifizierten DNA - Fragmente
erfolgte mithilfe von Microfluid - Chips und dem Agilent 2100 Bioanalyzer (BioMerieux,
Deutschland).

Die Microfluid - Chips besitzen 13 Vertiefungen (Wells) zur Probenaufnahme und ein
System von Mikrokanalen, die mit einem Gel — Farbstoff - Gemisch (Gel — Dye - Mix)
gefullt werden und zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA - Fragmenten einer
Groflde von 200 bp bis tber 2000 bp dienen. Bei der elektrophoretischen Auftrennung
werden die DNA - Fragmente durch den interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff markiert
und kénnen so im Agilent 2100 Bioanalyzer detektiert und sowohl als Banden in einem
Gelbild als auch als Peaks in einem Elektropherogramm dargestellt werden.
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Abbildung 9 a und 9 b: Prinzip der vom Agilent 2100 Bioanalyzer verwendeten
Mikrofluid - Chips (aus Agilent Technologies Technisches Handbuch, 2007)

9a:

1 - 12 Vertiefung fur die 12 Proben

G1 - G3 Vertiefungen zur Befullung mit Gel
Leiter - Symbol: Vertiefung fur den DNA - Marker
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9 b:

1 und 2: Die Proben werden nacheinander durch die Mikrokanale in den Trennkanal
transportiert.

3: Die Probenkomponenten werden elektrophoretisch getrennt

4: Die Komponenten werden durch eingelagerten Fluoreszenzfarbstoff detektiert und in
gelartige Bilder (Banden) und Elektropherogramme (Peaks) Ubersetzt

Der Agilent 2100 Bioanalyzer (BioMerieux, Deutschland) wurde mindestens 30 Minuten
vor dem Lauf eingeschaltet. Mithilfe der DiversiLab - Software wurde ein Datenblatt zu
Erfassung der zu analysierenden Proben erstellt.

Alle fur die Chipbeladung bendtigten Reagenzien wurden ebenfalls 30 Minuten vor dem
Ansatz aus dem Kuhlschrank genommen und auf Raumtemperatur gebracht. Wegen
der Lichtempfindlichkeit des Fluoreszensfarbstoffs musste die Aufbewahrungsbox des
Gel — Dye - Mixes dabei geschlossen bleiben.

Zunachst wurde der Gel — Dye - Mix vorbereitet: Die DNA - Gelmatrix und das DNA —
Dye - Konzentrat wurden kurz gevortext und zentrifugiert. Anschlieliend wurden 200 pl
DNA - Gelmatrix und 10 yl DNA — Dye - Konzentrat in einem 1,5 ml Eppendorf - Tube
gemischt und far 5 - 10 Sekunden gevortext. Der Mix wurde in einen Spin - Filter
uberfuhrt und bei 1,500 g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Der zu beladende Chip wurde in die Chip — Priming - Station eingelegt. In das fur die
Gelbeladung vorgesehene erste, mit ,G“ bezeichnete Well wurden luftblasenfrei 9 pl
Gel — Dye - Mix pipettiert. Der Deckel der Chip — Priming - Station wurde geschlossen
und der Stempel einer mit der Priming - Station verbundenen luftgeflllten 1 ml - Spritze
heruntergedrickt und mit einer Klammer fur 30 Sekunden arretiert. Durch den dabei
entstehenden Luftdruck wurde der Gel — Dye - Mix in den Mikrokanalen verteilt.
Nachdem der Spritzenstempel nach Losen der Arretierung selbsttatig wieder in seine
Startposition zurlickgekehrt war, wurden die beiden ubrigen ,G" - Wells mit 9 yl Gel -
Mix verschlossen und der Chip aus der Priming - Station entfernt.

In alle 12 Probenwells des Chips wurden dann zunachst 5 pl des zum Kit gehdrenden
DNA - Markers pipettiert und anschlielend je 1 uyl des zu untersuchenden PCR -
Produktes. In das 13. Well des Chips wurden zunachst ebenfalls 5 yl DNA - Marker und
dann 1 pl eines DNA - GrolRenstandards (Fragmentgrof3en von 150 bp bis 7,000 bp)
pipettiert. Sowohl der in alle Wells pipettierte DNA - Marker als auch der
GroRenstandard dienten zur Kontrolle und Standardisierung der Gellaufe.

Schliel3lich wurde der Chip exakt 1 Minute mithilfe eines Adapters gevortext und zuletzt
in den Agilent 2100 Bioanalyzer gesetzt. Sobald nach SchlielRen der Analyzer - Klappe
eine Chip - Abbildung auf dem PC - Bildschirm erschien, wurde die von der DiversiLab -
Software vergebene Chip - Nummer eingetragen und der Gellauf gestartet. Nach ca. 60
Minuten konnte der Gellauf beendet werden. AbschlieRend wurde der Bioanalyzer
mithilfe eines Reinigungschips, in den 350 pl steriles Nuklease - freies Wasser pipettiert
wurden, 1 Minute gereinigt, bevor das Gerat entweder ausgeschaltet oder mit einem
neuen Chip beladen wurde.

Beurteilung der Bandenmuster und Elektropherogramme mithilfe der Diversilab -
Software

Die beim Chip - Gellauf detektierten Banden bzw. Peaks wurden vom Agilent 2100
Bioanalyzer in die Auswertungs - Software des DiversiLabs — Systems Ubertragen.
Zunachst wurde jeder Pobenlauf einer automatischen Qualiatskontrolle unterzogen: Die
Intensitat der Banden bzw. Hohe der Peaks fur die Probenfragmente musste
mindestens 50 Fluoreszenz - Einheiten betragen, die Position der beiden Markerpeaks
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musste bei ca. 1000 bis 1500 bzw. 3000 bis 3500 Datenpunkten liegen, die Hohe der

beiden Markerpeaks musste mindestens 300 Fluoreszenz - Einheiten betragen und der

Fluoreszenz - Hintergrund musste geringer als die Fluoreszenz der DNA - Fragmente

sein. Nur wenn alle diese Kriterien erfullt waren, konnte das detektierte Bandenmuster /

Elektropherogramm auch fur die Analyse freigegeben werden. Wurden die

Qualitatskriterien nicht erfullt, musste der Probenlauf wiederholt werden.

Die Ubereinstimmung der Bandenmuster / Elektropherogramme zweier Proben wurde

mittels der Pearsons - Korrelation durch die DiversiLab - Software berechnet. Dabei

gehen sowohl die Intensitat der Banden / Hohe der Peaks als auch die Position der

Banden / Peaks in die Beurteilung ein.

Der Grad der Ubereinstimmung zweier Proben wurde von der DiversiLab - Software

folgendermalien angegeben:

* Als Anteil der sowohl in Intensitat als auch in der Position Ubereinstimmenden Banden
/ Peaks in Prozent

*Graphisch als Dendrogramm, wobei Proben, die in ihrem Bandenmuster /
Elektropherogramm starke Ubereinstimmungen zeigen, im Dendrogramm nahe
beieinander abzweigen, wahrend Proben mit geringer Ubereinstimmung weit
voneinander entfernt abzweigen. Proben, die eine groRe Ubereinstimmung im
Bandenmuster / Elektropherogramm zeigen und von einem gemeinsamen Punkt
abzweigen, werden dabei als Cluster bezeichnet.

¢ Als Ahnlichkeits - Matrix, in der die Probenisolate als K&stchen angezeigt werden.
Zeigen die Proben in ihrem Bandenmuster / Elektropherogramm eine grolde
Ubereinstimmung, liegen die Kastchen nahe beieinander. Ist die Ubereinstimmung
zwischen zwei Probenisolaten gering, liegen die Kastchen weit voneinander entfernt.
Der Grad der Ubereinstimmung wird zusétzlich durch eine Farbkodierung angezeigt:

- Dunkelrot: 95— 100 % Ubereinstimmung

- Hellrot: 90 — 95 % Ubereinstimmung
— Blau: 80 — 90 % Ubereinstimmung
- Gelb: 70 — 80 % Ubereinstimmung
- Grau: < 70 % Ubereinstimmung

|
|
|
B
1|
|
|
|
|

~ v~ =
Dendrogram Virtual Gel Images Similarity Matrix l Overlay Graph

Abbildung 10: Darstellung der rep - PCR Ergebnisse im DiversiLab System

Um die Reproduzierbarkeit des DiversiLab - Systems zu Uberprufen, wurde bei jedem
Chip derselbe ATCC - Kontrollstamm fur die zu untersuchende Erregerspezies
mitgefuhrt (E. coli ATCC 25922 fur Escherichia spp. bzw. S. marcescens ATCC 8100
fur S. fonticola — Untersuchungen). Der Vergleich der Untersuchungsergebnisse fur
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diese Referenzstamme sollte aulerdem dazu dienen, einen Cut — off - Wert fir den
Ubereinstimmungsgrad bei identischen Isolaten dieser Erregerspezies festzulegen.

3.2.6 Versuch zur Ubertragung von ESBL - positiven Erregern bei der
Verarbeitung von Lebensmittelproben

Beim Umgang mit Lebensmitteln, die mit ESBL - positiven Erregern kontaminiert sind,
kénnte es in der Kiiche zur Ubertragung auf Kiichenutensilien und andere Lebensmittel
kommen. Dies konnte beim Verzehr von Lebensmitteln, die anschlieRend nicht mehr
erhitzt und roh verzehrt werden, auch zur Ubertragung der ESBL - positiven Erreger auf
den Konsumenten fuhren. Mit dem folgenden Versuch sollte diese theoretische
Ubertragungsmdglichkeit ESBL - bildender Bakterien praktisch tberpriift werden. Dazu
wurde zunachst von frischen und rohen Hahnchenbrustproben, die bei der ersten
Untersuchung auf ESBL - bildende Erreger positiv getestet worden waren, erneut wie
unter Punkt 3.2.1 beschrieben 5 g mit einem sterilen Skalpell und einer sterilen Pinzette
entnommen und auf einer sterilen Petrischale zerkleinert. Das zerkleinerte
Hahnchenfleisch wurde wie unter Punkt 3.2.1 beschrieben in TSB bei 37°C uber Nacht
bebrutet und weiter untersucht.

Das verwendete Skalpell, die verwendete Pinzette und die verwendete Petrischale
wurden anschlieend jedoch nicht wie unter Punkt 3.2.1 verworfen bzw. aufbereitet,
sondern fur die Verarbeitung der nachsten Lebensmittelprobe weiter benutzt (so, wie in
der Kuche auch Messer und Schneidebrett moglicherweise weiterverwendet werden).
Hierzu wurden erst 5 g von einer frischen, rohen Salatgurke mit einer neuen sterilen
Pinzette und einem neuen sterilen Skalpell enthommen und dann mit den zum
Zerkleinern des Hahnchenfleisches verwendeten Skalpell und Pinzette und auf der
zuvor fur das Hahnchenfleisch verwendeten Petrischale zerkleinert.

In einem Kontrollansatz wurden 5 g derselben Salatgurke mit neuen und sterilen
Instrumenten auf einer neuen sterilen Petrischale zerkleinert.

Die zerkleinerten Salatgurkenproben wurden ebenfalls in TSB uberfuhrt und wie
beschrieben auf ESBL - positive Erreger untersucht.

Dieser Versuch wurde insgesamt 25 Mal durchgefuhrt.

Wurden sowohl bei einer Hahnchenbrustprobe als auch bei der anschlieBend mit
denselben Utensilien (Skalpell, Pinzette, Petrischale) zerkleinerten Salatgurkenprobe
ESBL - positive Erreger derselben Bakteriespezies kultiviert, wurden die Isolate
zunachst asserviert.

Zu einem spateren Zeitpunkt schloss sich eine repetetive extragenomic palindromic
(rep) — PCR - Untersuchung beider Isolate an, um die ldentitat der Erreger zu
Uberprifen.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von ESBL - produzierenden Erregern in den Lebensmittelproben
ESBL - produzierende Enterobakterien wurden ausschliel3lich in den untersuchten
Fleischproben nachgewiesen.

Bei den 50 untersuchten Hahnchenbrustfilets gelang der kulturelle Nachweis und die
anschlieRende phanotypische Bestatigung von ESBL - positiven Bakterien mittels der
Combination disc - Methode in 44 der Proben (88 %, Tabelle 22). Unterschiede
bezuglich der Herkunft der untersuchten Proben konnten nicht festgestellt werden, alle
5 untersuchten Supermarkte waren gleichermalen betroffen. Die Identifizierung der
nachgewiesenen ESBL - positiven Erreger mit dem Vitek - Automaten ergab bei 34
Proben den Nachweis von E. coli (davon bei 6 Proben zusammen mit S. fonticola),
zusatzlich in 8 Proben den Nachweis von S. fonticola und in 2 weiteren Proben den
Nachweis von E. fergusonii.

Tabelle 22: Nachweis von ESBL - positiven Erregern in Hahnchenbrustproben

Supermarkt Anzahl Anzahl der Nachgewiesene Erregerspezies
Proben ESBL-positiven
Proben
Aldi 10 9 * in 7 Proben E. coli (in einer
Probe zusammen mit S.
fonticola)

* in 2 Proben S. fonticola allein

Kaisers 10 9 * in 8 Proben E. coli (in 3 Proben
zusammen mit S. fonticola)

* in einer Probe S. fonticola allein

Lidl 10 8 * in 4 Proben E. coli

* in 4 Proben S. fonticola

Netto 10 9 * in 7 Proben E. coli (in 2 Proben
zusammen mit S. fonticola)

* in 2 Proben E. fergusonii

Rewe 10 9 * in 8 Proben E. coli

* in einer Probe S. fonticola
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Bei den Rinderhackfleischproben wurde in 7 der insgesamt 60 untersuchten Proben (12
%) ESBL - positive Erreger nachgewiesen (Tabelle 23). Da 5 der 7 positiven Proben
aus demselben Supermarkt (Satici) stammten (4 E. coli — Isolate und 1 S. fonticola —
Isolat) wurden abweichend vom Ublichen Vorgehen zur Kontrolle 60 statt 50
Hackfleischproben untersucht. Bei den zwei Gbrigen Nachweisen handelte es sich um
S. fonticola - Isolate (in jeweils einer Probe von Netto und einem Fleischer aus der
Marheineken - Markthalle).

Tabelle 23: Nachweis von ESBL - positiven Erregern in Rinderhackfleischproben

Supermarkt Anzahl der Anzahl der Nachgewiesene Erregerspezies
Proben ESBL -

positiven

Proben
Edeka 10 0 --
Frischetheke | 10 1 * in einer Probe S. fonticola
Marheineken-
Markthalle
Lidl 10 0 -
Netto 10 1 * in einer Probe S. fonticola
Rewe 10 0 -
Satici 10 5 * in 4 Proben E. coli

* in einer Probe S. fonticola

Beim Schweinehackfleisch wurden in 7 der 50 (14 %) untersuchten Proben ESBL -
produzierende Bakterien nachgewiesen (Tabelle 24). Es handelte sich dabei in 6 Fallen
um E. coli — Isolate (in 5 Proben von REWE und einer Probe von Netto) und in einem
Fall um ein S. fonticola — Isolat (in einer Probe aus der Frischetheke eines LPG -
Supermarktes).

Tabelle 24: Nachweis von ESBL - positiven Erregern in Schweinehackfleischproben

Supermarkt  Anzahl der Anzahl der Nachgewiesene Erregerspezies
Proben ESBL - positiven
Proben
Edeka 10 0 -
Frischetheke | 10 1 * in einer Probe S. fonticola
LPG
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Supermarkt  Anzahl Anzahl der Nachgewiesene Erregerspezies

Proben ESBL - positiven
Proben
Lidl 10 0 --
Netto 10 1 * in einer Probe E. coli
REWE 10 5 * in 5 Proben E. coli

In den ubrigen Lebensmittelproben (Salatgurken, Lachs, Sprossengemuse, Tofu,
Radieschen, Zwiebeln und Frihlingszwiebeln) konnten keine ESBL - produzierenden
Erreger nachgewiesen werden.

Eine detaillierte und probenbezogene Einzeldarstellung der Untersuchungsergebnisse
kann den Tabellen 37 bis 40 entnommen werden.

4.2 Antibiotikaresistenzen der aus den Lebensmittel isolierten ESBL - positiven
Erreger

4.2.1 Antibiotikaresistenzen der E. coli — Isolate

4.2.1.1. E. coli - Isolate aus Hiihnerbrustproben

Von den 35 phanotypisch nachgewiesenen ESBL - produzierenden E. coli — Isolaten
aus den Hahnchenbrustfilets wiesen alle 35 eine Resistenz (MHK intermediar oder
resistent) gegenuber Ampicillin, 18 (51 %) gegentber Ampicillin / Sulbactam, 35 (100
%) gegenuber Piperacillin, 27 (77 %) gegenuber Cefuroxim, 27 (77 %) gegenuber
Cefuroxim — Axetil, 35 (100 %) gegenuber Cefpodoxim, 27 (77 %) gegenuber
Cefotaxim, 19 (54 %) gegenuber Ceftazidim, 12 (34 %) gegenuber Ciprofloxacin, 20 (57
%) gegenuber Moxifloxacin und 18 (51 %) gegenuber Trimethoprim / Sulfamethoxazol
auf.

Alle 35 ESBL - produzierenden E. coli - Isolate aus den Hahnchenbrustfilets zeigten
sich gegenliber der Antibiotikakombination Piperacilin / Tazobactam und den
Einzelsubstanzen Ertapenem, Imipenem, Meropenem, Gentamicin und Tigecylin
sensibel (siehe Tabelle 25).
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4.2.1.2. E. coli — Isolate aus Rinderhackfleischproben

Von den 4 phanotypisch nachgewiesenen ESBL - produzierenden E. coli — Isolaten aus
den Rinderhackfleischproben wiesen alle 4 eine Resistenz gegenuber Ampicillin,
Ampicillin / Sulbactam, Piperacillin, Cefuroxim, Cefuroxim — Axetil, Cefpodoxim und
Cefotaxim auf. Gegen Gentamicin, Ciprofloxacin, Moxifloxacin und Trimethoprim /
Sulfamethoxazol wurden 3 Isolate (75 %) resistent getestet. Alle 4 E. coli — Isolate
zeigten sich gegenuber der Antibiotikakombination Piperacillin / Tazobactam und den
Einzelsubstanzen Ceftazidim, Ertapenem, Imipenem, Meropenem und Tigecylin
sensibel (siehe Tabelle 26).
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4.2.1.3. E. coli — Isolate aus Schweinehackfleischproben

Von den 6 phanotypisch nachgewiesenen ESBL - produzierenden E. coli — Isolaten aus
den Schweinehackfleischproben wiesen alle 6 eine Resistenz (MHK intermediar oder
resistent) gegenuber Ampicillin, Ampicillin / Sulbactam, Piperacillin, Cefuroxim,
Cefuroxim — Axetil, Cefpodoxim und Cefotaxim, sowie jeweils 1 Isolat (17 %) gegenuber
Ceftazidim, Ertapenem und Trimethoprim / Sulfamethoxazol auf. Alle 6 ESBL -
produzierenden E. coli - Isolate aus den Schweinehackfleischproben zeigten sich
gegenuber der Antibiotikakombination Piperacilin / Tazobactam und den
Einzelsubstanzen Imipenem, Meropenem, Gentamicin, Ciprofloxacin, Moxifloxacin und
Tigecylin sensibel (siehe Tabelle 27).
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4.2.2 Antibiotikaresistenzen der S. fonticola — Isolate

4.2.2.1 S. fonticola — Isolate aus Huhnerbrustproben

Von den 14 phanotypisch nachgewiesenen ESBL - produzierenden S. fonticola -
Isolaten aus den Hahnchenbrustfiletproben wiesen alle 14 eine Resistenz (MHK
intermediar oder resistent) gegenuber Ampicillin, Cefuroxim, Cefuroxim — Axetil und
Cefpodoxim auf sowie 2 (14 %) lIsolate gegenuber Cefotaxim. Alle 14 ESBL -
produzierenden S. fonticola — Isolate aus den Hahnchenbrustfiletproben zeigten sich
gegenuber der Antibiotikakombinationen Ampicillin / Sulbactam, Piperacillin /
Tazobactam, Trimethoprim / Sulfamethoxazol und den Einzelsubstanzen Piperacillin,
Caftazidim, Ertapenem, Imipenem, Meropenem, Gentamicin, Ciprofloxacin,
Moxifloxacin und Tigecylin sensibel (siehe Tabelle 28).
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4.2.2.2 S. fonticola — Isolate aus Rinderhackfleischproben

Von den 3 phanotypisch nachgewiesenen ESBL - produzierenden S. fonticola - Isolaten
aus den Rinderhackfleischproben wiesen alle 3 eine Resistenz gegeniber Ampicillin,
Cefuroxim, Cefuroxim — Axetil und Cefpodoxim sowie 1 Isolat gegenuber Cefotaxim auf.
Alle 3 S. fonticola - Isolate aus den Rinderhackfleischproben zeigten sich gegenuber
der Antibiotikakombinationen Ampicillin / Sulbactam, Piperacillin / Tazobactam und
Trimethoprim / Sulfamethoxazol und den Einzelsubstanzen Piperacillin, Ceftazidim,
Ertapenem, Imipenem, Meropenem, Gentamicin, Ciprofloxacin, Moxifloxacin und
Tigecylin sensibel (siehe Tabelle 29).
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4.2.2.2 S. fonticola — Isolate aus Schweinehackfleischproben

Das phanotypisch nachgewiesene ESBL - produzierende S. fonticola - Isolat aus der
Schweinehackfleischprobe wies Resistenzen gegenuber Ampicillin, Cefuroxim,
Cefuroxim — Axetil und Cefpodoxim auf und zeigte sich gegenuber der
Antibiotikakombinationen  Ampicillin / Sulbactam, Piperacillin / Tazobactam,
Trimethoprim / Sulfamethoxazol und den Einzelsubstanzen Piperacillin, Cefotaxim,
Ceftazidim, Ertapenem, Imipenem, Meropenem, Gentamicin, Ciprofloxacin,
Moxifloxacin und Tigecylin sensibel (siehe Tabelle 30).
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4.2.3 Antibiotikaresistenzen der E. fergusonii — Isolate

Von den 2 phanotypisch nachgewiesenen ESBL - produzierenden E. fergusonii -
Isolaten aus den Hahnchenbrustfiletproben wiesen beide eine Resistenz gegenuber
Ampicillin, Piperacillin, Cefuroxim, Cefuroxim — Axetil, Cefotaxim und Ceftazidim sowie
jeweils 1 Isolat gegenuber Ampicillin / Sulbactam, Cefpodoxim und Moxifloxacin auf.
Beide Isolate zeigten sich gegenuber der Antibiotikakombinationen Piperacillin /
Tazobactam, Trimethoprim / Sulfamethoxazol und den Einzelsubstanzen Ertapenem,
Imipenem, Meropenem, Gentamicin, Ciprofloxacin und Tigecylin sensibel (siehe Tabelle
31).
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4.3 Genotypisierung

4.3.1 Genotypische Untersuchung der ESBL - positiven Isolate mittels der Rep -
PCR

Die rep - PCR - Elektropherogramme der insgesamt 65 ESBL - positiven Isolate wurden
mithilfe der zum DiversiLab - System gehoérenden Software fur jede der drei
nachgewiesenen Erregerspezies E. coli (45 Isolate), S. fonticola (18 Isolate) und E.
fergusonii (2 Isolate) gesondert analysiert, wobei die Analyse der E. coli — Isolate
nochmals nach Probenart getrennt (Huhn, Rind und Schwein) erfolgte.

Da auf jedem der Microfluid - Chips nur maximal 12 Proben untersucht werden kdnnen,
wurden fur die vergleichende Analyse der Isolate teilweise die Elektropherogramme
mehrerer Chips zusammengefuhrt. Dabei wurden auch die rep - PCR -
Elektropherogramme der auf jedem Chip mitgefuhrten ATCC - Kontrollstdmme
miteinander verglichen, um so einen Cut — off - Wert fur die Ubereinstimmung
identischer Isolate fur jede Erregerspezies festzulegen.

4.3.1.1 ATCC - Referenzstamme

Als Referenzstamm fur die DiversiLab — Typisierung der E. coli - und E. fergusonii —
Isolate diente der ATTC — Stamm E. coli 25922. Abb. 11 zeigt die aus den
Elektropherogrammen von funf unabhangig voneinander durchgefuhrten DiversiLab —
Rep - PCR — und Agilent — Mikrochiplaufen abgeleiteten Bandenmuster und das
Ergebnis der Verwandtschaftsanalyse dieser funf DiversiLab — Typisierungen als
Dendrogramm bzw. Ahnlichkeitsmatrix fir den E. coli — Stamm ATTC 25922 (intern als
Referenzstamm 94  bezeichnet). Die Bandenmuster zeigten dabei eine
Ubereinstimmung von mindestens 96 %, woraus fir Escherichia — Isolate ein Cut - off —
Wert von 95 % Ubereinstimmung fiir nicht - unterscheidbare (identische) Isolate
abgeleitet wurde.

Key Sample ID
-1 Ref94 6026 |
[ T2 Retoa o027 |

|
|
) Ref.94 6039 |
L4 Retos son | |

|

5  Ref.94 6020 |

B
85 90 85 100
s Similarity

Abbildung 11: Verwandtschaftsanalyse fur E. coli ATCC 25922 Kontrollstamme aus
verschiedenen DiversiLab — Typisierungen

Als Referenzstamm fur die DiversiLab — Typisierung der S. fonticola - Isolate diente der
ATTC — Stamm S. marcescens 8100 (interne Bezeichnung: Referenzstamm 76). Der
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Vergleich von funf aus DiversiLab — Rep - PCR — und Agilent — Mikrochiplaufen
abgeleiteten Bandenmustern zeigt auch fur diesen Kontrollstamm eine
Ubereinstimmung von mindestens 96 %, so dass flr Serratia — Isolate ebenfalls ein Cut
- off — Wert von 95 % Ubereinstimmung flir nicht - unterscheidbare (identische) Isolate
abgeleitet wurde.

Key Sample ID
-1 Ref.76.2 6152
L2 Ref.76 16152
Ls Ret76.3 6152

H— 4 Ref 76 4 6152
|— 5 Ref76 Seratia ’

6  NK6152 | |

8 90 95 100
% Similarity

Abbildung 12: Verwandtschaftsanalyse fur S. marcescens ATCC 8100 Kontrollstamme
aus verschiedenen DiversiLab — Typisierungen

4.3.1.2 Genotypisierung der E. coli — Isolate

E. coli — Isolate aus Hluihnerbrustproben

Durch die DiversiLab — Typisierung lieRen sich die 35 E. coli — Isolate aus den
Hahnchenbrustproben in 15 unterschiedliche Genotypen (A bis O) unterteilen (Abb. 13
und Tab. 41), wobei insgesamt 8 Cluster (C1 — C8) mit nicht - unterscheidbaren
Genotypen (> 95 % Ubereinstimmung der Elektropherogramme / Bandenmuster dieser
Isolate) auftraten. Ubereinstimmungen der Isolate bezliglich der Herkunft der Proben
finden sich innerhalb der Cluster C1 (Lidl), C2 (Rewe), C5 (Kaisers), C6 (Netto) und C7
(Kaisers).

Abweichungen der Isolate bezlglich der Herkunft der Proben finden sich innerhalb der
Cluster C3, C4 und C8.

Hierbei stammen die Isolate aus Cluster C3 (Isolate der Gruppe H) aus Proben von 4
unterschiedlichen Supermarkten (Aldi, Netto, Rewe und Lidl) und von 3
unterschiedlichen Produzenten, wobei die Proben von Aldi und Netto vom selben
Produzenten stammen.

Die Isolate aus Cluster C4 (Isolate der Gruppe |) stammen aus Proben aus
unterschiedlichen Supermarkten (Aldi und Netto), weisen jedoch denselben
Produzenten auf.

Die Proben aus Cluster C8 (Isolate der Gruppe N) stammen sowohl aus
unterschiedlichen Supermarkten (Rewe, Kaisers und Netto) als auch von
unterschiedlichen Produzenten (zur Herkunft siehe auch Tabelle 32).
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Diversilab v3.4
PC

#2035

Key Sample ID Genus Species
1 G 5.5_6026 Escherichia coli l |
{ 2 G 3.7_6020 Escherichia coli | i
3 G 4.4_6026 Escherichia coli || |
a G 4.7_6026 Escherichia coli | | |
s G 5.4_6026 Escherichia coli IHi |
6 G 5.8_6027 Escherichia coli | Ii |
C1 ‘[ 7 G 5.10_6027 Escherichia coli Il |
8 G 4.9_6026 Escherichia coli | | I
C 9 E 9 G 4.10_6026 Escherichia coli | | |
4 10 G 4.8_6026 Escherichia coli | ‘ l ]
11 G 4.6_6026 Escherichia coli | | i |
12 G 2.8_6020 Escherichia coli | || |
13 G 2.10_6020 Escherichia coli | | i1
14 G 2.9_6020 Escherichia coli | | |
A 15 G 2.7_6019 Escherichia coli | | | ] I
C\_; 16 G 1.2_6019 Escherichia coli 1001 I
17 G 1.3_6019 Escherichia coli 1n | I
18 G 4.1_6026 Escherichia coli 11 i
19 G 5.2_6026 Escherichia coli Il |
70 G 2.4 6019 Escherichia <coli T
C4 I: 21 G 1.1_6019 Escherichia coli | I
22 G 3.8_6055 Escherichia coli | |
C |E 23 G 3.9_6055 Escherichia coli I I
R 24 G 3.6_6055 Escherichia coli | |
25 G 1.4.1_6019 Escherichia coli [ | | |
ﬁ6 [I: 26 G 1.9_6019 Escherichia coli | 1 1
I— 27 G 1.7_6019 Escherichia coli | | U
28 G 3.1.1_6020 Escherichia coli | i I |
C7 |E 29 G 3.3.1_6020 Escherichia coli | | |
J— 30 G 3.5.1_6020 Escherichia coli l | | I
31 G 2.6_6019 Escherichia coli ] | ] i
32 G 4.5_6026 Escherichia coli |
( ;8 | E 33 G 3.10-1_6055 Escherichia coli |
34 G 1.6.1_6019 Escherichia coli |
35 G 2.5.1_6019 Escherichia coli | |
36 Ref 94_6019 Escherichia coli 1 |1
~|:[|: 37 Ref.94_6055 Escherichia coli | | |
38 Ref.94_6026 Escherichia coli I 11
39 Ref.94_6027 Escherichia coli | | |
——— 40 Ref.94_6020 Escherichia coli | | |
3=5 9=O 9=5 10=O

% Similarihy

Abbildung 13: Verwandtschaftsanalyse der 35 mit dem DiversiLab System
untersuchten E. coli — Isolate aus Huhnerbrustproben

C1 — C8: Cluster mit > 95 % Ubereinstimmung der Elektropherogramme
Ref.94: E. coli ATTC 25922

Tabelle 32: Genotyp und Herkunft der ESBL - positiven E. coli — Isolate aus
Huhnerbrustproben

Proben
nr.

G5.5

Geno-
typ

Cluster

Handler

Lidl

Produzent

Celler Land Frischgefligel

Wietze

GmbH & Co,
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Proben Geno- Cluster Handler Produzent

nr. typ

G3.7 B - Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G4.4 C - Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G4.7 D - Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G54 E - Lidl Celler Land Frischgeflugel GmbH & Co,
Wietze

G 5.8 F C1 Lidl Celler Land Frischgefligel GmbH & Co,
Wietze

G 5.10 Lidl Celler Land Frischgeflugel GmbH & Co,
Wietze

G4.9 G C2 Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G4.10 Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G4.38 Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G4.6 Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G238 H C3 Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G 2.10 Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G29 Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G27 Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G1.2 Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G13 Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG (Wiesenhof) Konigs Wusterhausen,
Niederlehme

G4.1 Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G52 Lidl Celler Land Frischgefluigel GmbH & Co,
Wietze

G24 C4 Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH

& Co. KG
Niederlehme

Konigs  Wusterhausen,
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Proben Geno- Cluster Handler Produzent

nr. typ

G1.1 Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G3.8 J C5 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G 3.9 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G 3.6 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G141 |K C6 Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G1.9 Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G17 Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G311 |L Cc7 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G 3.3.1 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G 3.5.1 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G26 M - Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G4.5 N C8 Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G 3.10 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G1.6.1 Netto Markische Geflugelhof - Spezialitdten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G251 |O - Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

E. coli — Isolate aus Rinderhackfleischproben

Durch die DiversiLab — Typisierung liefen sich die 4 E. coli — Isolate aus den
Rinderhackfleischproben in 2 unterschiedliche Genotypen (P und Q) unterteilen (Abb.
14, Tab. 42), wobei 3 der Isolate demselben Genotyp angehorten (Genotyp P, Cluster
C1, > 95 % Ubereinstimmung der Elektropherogramme / Bandenmuster dieser Isolate).
Alle 4 E. coli — Isolate stammten aus Rinderhackfleischproben desselben Supermarktes

(Satici) und vom selben Produzenten.
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Diversab v3 4

w209

Key Sample ID
E 1 R 1.1_6027

L2 R146027

1t | L,

‘ 4 R13.6027

R 1.5_6027

— — — —

5  Ref94_6027 i

& % s 100
% Similarity
Abbildung 14: Verwandtschaftsanalyse und Ahnlichkeitsmatrix der 4 mit dem
DiversiLab System untersuchten E. coli — Isolate aus Rinderhackfleischproben

C1: Cluster mit > 95 % Ubereinstimmung der Elektropherogramme
Ref.94: E. coli ATTC 25922

Tabelle 33: Genotyp und Herkunft der ESBL - positiven E. coli — Isolate aus
Rinderhackfleischproben

Proben Geno- Cluster Handler Produzent

nr typ

R1.1 P C1 Satici Frankenforde GmbH i.G., Frankenforde
R14 Satici Frankenforde GmbH i.G., Frankenforde
R1.5 Satici Frankenforde GmbH i.G., Frankenforde
R1.3 Q - Satici Frankenforde GmbH i.G., Frankenforde

E. coli — Isolate aus Schweinehackfleischproben

Durch die DiversiLab — Typisierung lieRen sich die 6 E. coli — Isolate aus den
Schweinehackfleischproben in 2 unterschiedliche Genotypen (R und S) unterteilen
(Abb. 15, Tab. 43), wobei 5 der Isolate einen nicht - unterscheidbaren Genotyp (> 95 %
Ubereinstimmung der Elektropherogramme / Bandenmuster dieser Isolate) aufwiesen
(Genotyp R, Cluster C1). Diese 5 Isolate stammten aus Proben, die beim selben
Handler eingekauft worden waren und auch vom selben Produzenten kamen.
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210

Key Sample ID

——7 Ref94_6027 |
L8 Ref.94 6034 |

-1 $32.6027 Il L s
Lo 316027 1l L
L3 s35.6027 1 LI
C1 L, s 3.4_6027 ' LI
L 5 $33.6027 | | |
6 saa603¢ || | ]
|
|

& % 9% 10
% Similarity
Abbildung 15: Verwandtschaftsanalyse und Ahnlichkeitsmatrix der 6 mit dem
DiversiLab System untersuchten E. coli — Isolate aus Schweinehackfleischproben

C1: Cluster mit > 95 % Ubereinstimmung der Elektropherogramme
Ref.94: E. coli ATTC 25922

Tabelle 34: Genotyp und Herkunft der ESBL - positiven E. coli — Isolate aus
Schweinehackfleischproben

Probennr. Genotyp Cluster Handler Produzent

S 31 R C1 Rewe Gut Erkenloh Fleischvertrieb GmbH,
Ruppichteroth

S3.2 Rewe Gut Erkenloh Fleischvertrieb GmbH,
Ruppichteroth

S33 Rewe Gut Erkenloh Fleischvertrieb GmbH,
Ruppichteroth

S34 Rewe Gut Erkenloh Fleischvertrieb GmbH,
Ruppichteroth

S35 Rewe Gut Erkenloh Fleischvertrieb GmbH,
Ruppichteroth

S44 S - Netto Steinemann GmbH & Co. KG, Steinfeld

4.3.1.3 Genotypisierung der S. fonticola - Isolate

S. fonticola — Isolate aus Hiihnerbrust-, Rinderhackfleisch- und
Schweinehackfleisch-proben

Durch die DiversiLab — Typisierung lielen sich die 18 S. fonticola — Isolate aus den
Huhnerbrust-, Rinderhackfleisch- und Schweinehackfleischproben in 7 unterschiedliche
Genotypen unterteilen (A bis G), wobei insgesamt 4 Cluster (C1 — C4) mit nicht -
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unterscheidbaren Genotypen (> 95 % Ubereinstimmung der Elektropherogramme /
Bandenmuster dieser Isolate) auftraten (Abb. 16 und Tab. 44).

Ubereinstimmungen der Isolate bezliglich der Herkunft der Proben finden sich innerhalb
des Clusters C4 (Huhnerbrustproben von Lidl, Genotyp E).

Cluster C1 (Genotyp A) besteht hingegen aus 2 Isolaten aus Huhnerbrustproben
desselben Supermarktes (Aldi) und desselben Produzenten, sowie einem lIsolat aus
einer Rinderhackfleischprobe, die aus einem anderen Supermarkt (Lidl) und von einem
anderen Produzenten stammt. Bei genauer Betrachtung lassen sich 3 Banden
Unterschied zwischen den Isolaten aus den Huhnerbrustbproben (Genotyp A1) und
dem Isolat aus dem Rinderhackfleisch (Genotyp A2) feststellen.

Die Isolate aus Cluster C2 (Genotyp B) stammen aus einer Rinderhackfleisch- und
einer Schweinehackfleischprobe aus unterschiedlichen Supermarkten
(Schweinehackfleischprobe von LPG und Rinderhackfleischprobe von Satici) und von
unterschiedlichen Produzenten. Bei genauer Betrachtung weisen auch diese beiden
Isolate geringfugige Abweichungen im Bandenmuster auf (Genotypen B1 und B2).
Cluster C3 (Genotyp D) besteht aus Isolaten aus Huhnerbrustproben von den
Supermarkten Aldi (1 Probe), Kaisers (4 Proben), Lidl (2 Proben) und Rewe (1 Probe),
die auch von unterschiedlichen Produzenten stammen.
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PC
#212

Key Sample ID

ca i,

=
s

G 2.3_6032
G2.1_6032
R 3.7_6020

S 5.2 6035
R 1.7_6035

G 1.6.2_6035

G 3.5.2_6032
G 3.1.2_6032
G 5.9_6032
G 5.1_6032
G 2.5.2_6032
G 3.4_6027
G 3.3.2_6032
G 4.3 6032

c4 _{ 15

G 5.7_6035
G 5.6_6035

|

85

20 95 100
% Similarity

G 1.4.2_6032
R 6.10_6035

Ref.76_Serratia

Abbildung 16: Verwandtschaftsanalyse der 18 mit dem DiversiLab System
untersuchten S. fonticola — Isolate aus Hihnerbrust-, Rinderhackfleisch-,
Schweinehackfleischproben

C1 — C4: Cluster mit > 95 % Ubereinstimmung der Elektropherogramme

Ref.76: S. marcescens ATTC 8100
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Tabelle 35: Genotyp und Herkunft der ESBL - positiven S. fonticola — Isolate aus
Huhnerbrust-, Rinderhackfleisch- und Schweinehackfleischproben

Probe Genotyp Cluster Handler Produzent

nnr.

G21 | A1 C1 Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G23 Aldi Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH
& Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

R3.7 | A2 Lidl Westfalenland Fleischwaren GmbH, Munster

S52 |B1 C2 LPG Ludwigsluster Fleisch- und Wurstspezialitaten
GmbH & Co. KG, Ludwigslust

R1.7 | B2 Satici Frankenforde GmbH i.G., Frankenforde

G C - Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH

1.6.2 & Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G D C3 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei

3.1.2 Perwenitz, Schonwalde

G Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei

3.5.2 Perwenitz, Schonwalde

G5.9 Lidl Celler Land Frischgefluigel GmbH & Co,
Wietze

G 5.1 Lidl Celler Land Frischgefluigel GmbH & Co,
Wietze

G Aldi Markische Gefligelhof - Spezialitaten GmbH

252 & Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

G43 Rewe Astenhof Frischgefligel Produktions- und
Handels GmbH, Hainspitz

G Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei

3.3.2 Perwenitz, Schonwalde

G34 Kaisers Birkenhof GmbH & Co. KG - Fachfleischerei
Perwenitz, Schonwalde

G56 |E C4 Lidl Celler Land Frischgefluigel GmbH & Co,
Wietze

G57 Lidl Celler Land Frischgefluigel GmbH & Co,
Wietze

G F - Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH

14.2 & Co. KG  Konigs  Wusterhausen,
Niederlehme

R6.10 | G - Neuland Fleischerei Hoffmann, Teltow
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4.3.1.4 Genotypisierung der E. fergusonii — Isolate

E. fergusonii — Isolate aus Huhnerbrustproben

Durch die DiversiLab — Typisierung lie3en sich bei den 2 E. fergusonii — Isolaten aus
den Huhnerbrustproben 2 unterschiedliche Genotypen feststellen (Abb. 17, Tab. 45),
obwohl diese aus demselben Supermarkt (Netto) und vom selben Produzenten
stammten.

Diversiab v3.4
PC
w213

Key Sample ID
1 Ref94 6034 | 11} 1
2 G18.6034 | | 2
3  G15_6034 | | 3
a5 90 95 100
% Similarity

Abbildung 17: Verwandtschaftsanalyse und Ahnlichkeitsmatrix der 2 mit dem
DiversiLab System untersuchten E. fergusonii — Isolate aus Huhnerbrustproben

Ref.94: E. coli ATTC 25922

Tabelle 36: Genotyp und Herkunft der ESBL - positiven E. fergusonii — Isolate aus
Huhnerbrustproben

Proben Genoty Handler Produzent

nr. p

G15 |A Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH & Co. KG
Konigs Wusterhausen, Niederlehme

G 18 |B Netto Markische Geflugelhof - Spezialitaten GmbH & Co. KG
Konigs Wusterhausen, Niederlehme

4.4 Molekularbiologische Untersuchungen der ESBL - Gene / Resistenz gegen 3.
Generations - Cephlaosporine

In Kooperation mit dem Robert Koch - Institut in Wernigerode wurden fur die insgesamt
64 ESBL - positiven Isolate die ESBL — Typen bzw. die molekularbiologischen
Grundlagen der 3. Generationscephlaosporinresistenz mittels PCR und anschliel3ender
Sequenzierung der amplifizierten Genbereiche bestimmt. Fur die E. coli — Isolate
erfolgte aulerdem die Ermittlung der Phylogruppen und bei Isolaten mit
Colistinresistenz eine Untersuchung auf das Plasmid - vermittelte Colistinresistenzgen
mcr - 1.

Handelte es sich um Isolate der gleichen Probenart (Huhn, Rind oder Schwein)
desselben Handlers, welche zudem identische Genotypen aufwiesen (siehe Punkt 4.3),
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so wurde jeweils nur eines der Isolate sequenziert und das Ergebnis fur die anderen
Isolate Ubernommen.

4.4.1 Sequenzanalyse der E. coli - Isolate

4.4.1.1 E. coli - Isolate aus Huhnerbrustproben

Durch die Sequenzanalyse lie3en sich bei 18 (53 %) der insgesamt 34 E. coli — Isolate
aus den Huhnerfleischproben ESBL vom SHV — 12 - Typ nachweisen, bei 14 (41 %)
der Isolate ESBL vom CTX - M -1 - Typ und bei 2 (6 %) der Isolate ESBL vom SHV — 2
— Typ. Bei 4 (12 %) der SHV - 12 positiven Islate wurde aul’erdem das Plasmid -
vermittelte Colistinresistenzgen mcr - 1 identifiziert (siehe Tab. 37).

Bei 12 (35 %) der E. coli — Isolate aus den Huhnerfleischproben wurde neben einer
ESBL zusatzlich die Beta — Laktamase TEM — 1 nachgewiesen (siehe Tab. 37).
Abbildung 18 zeigt das Vorkommen der unterschiedlichen ESBL — Typen SHV — 12,
CTX = M — 1 und SHV - 2, welche aus E. coli — Isolaten aus Huhnerfleischproben
nachgewiesen werden konnten, sowie die Proben, in welchen neben dem ESBL - Typ
SHV - 12 das Colistinresistenzgen mcr - 1 identifiziert werden konnte, je Supermarkt.

100%
90%
80%
70% 4

60% SHV-2

50% B SHV-12 und mrc-1
40% SHV-12
30% CTX-M-1

20% 3 3
10%

0%
Aldi Kaisers Lidl Netto Rewe

Abbildung 18: ESBL - Typen der E. coli — Isolate und mcr - 1 positive Proben aus
Huhnerfleischproben je Supermarkt

Die 4 Proben, bei welchen neben der ESBL vom SHV — 12 — Typ auch das Plasmid -
vermittelte Colistinresistenzgen mcr - 1 identifiziert werden konnte, stammten alle vom
Supermarkt Kaisers.

Tabelle 37 lassen sich Informationen zu den unterschiedlichen Phylogruppen der
insgesamt 34 E. coli — Isolate aus Huhnerfleischproben entnehmen. So lief3en sich 13
(38 %) der E. coli — Isolate aus den Hahnchenbrustproben zur Phylogruppe B1, 10 (29
%) zur Phylogruppe D, 9 (27 %) zur Phylogruppe A und 2 (6 %) zur Phylogruppe B2
non — ST131 zuordnen.
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Abbildung 19 stellt die Phylogruppen der ESBL - positiven E. coli — Isolate aus
Huhnerfleischproben je Supermarkt dar. Die E. coli - Isolate aus den
Hahnchenbrustproben der Supermarkte Aldi, Lidl und Rewe lie3en sich mit jeweils 57
% (n =4 von 7 Proben), 50 % (n = 4 von 8 Proben) und 63 % (n = 5 von 8 Proben) am
haufigsten der Phylogruppe B1 zuordnen, Bei Kaisers und Netto gehorten 50 % (n = 4
von 8 Proben) bzw. 57 % (n = 4 von 7 Proben) zur Phylogruppe D. Die phylogruppen A
und B1 traten in allen Supermarkten auf.

100%
1
90% : .
80%
4
70% 4
60% 4 Phylogruppe
> D
50% 2
1 B2 non-ST131
40% B1
30% 2 A
20% 3
2
10% . 1 2
0%
Aldi Kaisers Lidl Netto Rewe

Abbildung 19: Phylogruppen der E. coli — Isolate aus Huhnerfleischproben je
Supermarkt

Abbildung 20 veranschaulicht die Verteilung der unterschiedlichen ESBL — Typen und
des Plasmid - vermittelten Colistinresistenzgen mcr — 1, welche aus den E. coli —
Isolaten aus Huhnerfleischproben isoliert werden konnten, innerhalb der verschiedenen
Phylogruppen.

Ein mcr - 1 tragendes Isolat gehorte dabei zur Phyloguppe B2 non - ST131, die drei
weiteren zur Phylogruppe D.
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100%
90%
80%
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60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Phylogruppe A

B2 non-ST131

B SHV-2

B CTX-M-1

B SHV-12 und mcr-1
HSHV-12

Abbildung 20: Phylogruppen der E. coli — Isolate aus Hihnerfleischproben mit
Verteilung der jeweils unterschiedlichen ESBL — Typen und des Plasmid - vermittelten

Colistinresistenzgen mcr — 1.
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4.4.1.2 E. coli - Isolate aus Rinderhackfleischproben

Durch die Sequenzierung der amplifizierten ESBL - Gene lieRen sich bei allen 4 E. coli
— Isolaten aus den Rinderhackfleischproben ESBL vom CTX — M - 1 — Typ nachweisen,
sowie bei 3 der Proben zusatzlich die Beta — Laktamase TEM — 1. Alle 4 Proben
stammten vom Satici - Supermarkt und gehérten zur Phylogruppe A (siehe Tab. 38).

Tabelle 38: Genotyp, Herkunft und Ergebnisse der Sequenzanalyse der ESBL -
positiven E. coli — Isolate aus Rinderhackfleischproben

Proben Geno Clus Handler Produzent ESBL Beta- Phylog
nr typ ter Laktamase ruppe
R1.1 P C1 Satici Frankenforde GmbH | CTX- | TEM-1 A

i.G., Frankenforde M-1
R1.4 Satici Frankenforde GmbH | CTX- | TEM-1 A

i.G., Frankenforde M-1
R1.5 Satici Frankenforde GmbH | CTX- | TEM-1 A

i.G., Frankenforde M-1
R1.3 Q - Satici Frankenforde GmbH | CTX- | - A

i.G., Frankenforde M-1

4.4.1.3 E. coli - Isolate aus Schweinehackfleischproben

Durch die Sequenzanalyse der ESBL - Gene lielden sich bei 5 (83 %) der insgesamt 6
E. coli — Isolate aus den Schweinehackfleischproben eine ESBL vom CTX -M -1 - Typ
nachweisen und bei einer der Proben eine ESBL vom CTX — M - 3 - Typ. Keine der
Proben produzierte eine weitere Beta - Laktamase. Alle 5 Isolate der
Schweinehackfleischproben, bei welchen die ESBL vom CTX — M - 1 — Typ
nachgewiesen werden konnten, stammten von REWE und gehorten zur Phylogruppe A.
Das Isolat, bei welcher die ESBL vom CTX — M - 3 — Typ nachgewiesen werden konnte,
stammte vom Supermarkt Netto und gehorte zur Phylogruppe B1 (siehe Tab. 39).

Tabelle 39: Genotyp, Herkunft und Ergebnisse der Sequenzanaylse der ESBL -
positiven E. coli — Isolate aus Schweinehackfleischproben

Probennr Genotyp Cluster Handler Produzent ESBL Beta-— Phylogruppe
Laktamase

S 31 R C1 Rewe Gut Erkenloh | CTX- | - A
Fleischvertrieb | M-1
GmbH,

Ruppichteroth

S3.2 Rewe Gut Erkenloh | CTX- | - A
Fleischvertrieb | M-1
GmbH,

Ruppichteroth

S 3.3 Rewe Gut Erkenloh | CTX- | - A
Fleischvertrieb | M-1
GmbH,
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Probennr Genotyp Cluster Handler Produzent ESBL Beta-— Phylogruppe

Laktamase

Ruppichteroth

S34 Rewe Gut Erkenloh | CTX- | - A
Fleischvertrieb | M-1
GmbH,
Ruppichteroth

S35 Rewe Gut Erkenloh | CTX- | - A
Fleischvertrieb | M-1
GmbH,
Ruppichteroth

S44 S - Netto Steinemann CTX- |- B1
GmbH & Co. | M-3
KG, Steinfeld

4.4.2 Sequenzanalyse der S. fonticola — Isolate

4.4.2.1 S. fonticola — Isolate aus Hiihnerbrust-, Rinderhackfleisch- und
Schweinehackfleischproben

Durch die Sequenzanalyse lieen sich bei keinen der insgesamt 18 S. fonticola —
Isolate aus den Huhnerbrust-, Rinderhackfleisch- und Schweinehackfleischproben
ESBL — Typen bestimmen. Dies lasst darauf schlieRen, dass wahrscheinlich Spezies -
eigene Beta — Laktamasen (z.B. SFO - 1) fir den Resistenzphanotyp verantwortlich
sind (Matsumoto und Inoue 1999), die von den verwendeten PCR - Primern nicht
erfasst wurden.

4.4.3 Sequenzanalyse der E. fergusonii — Isolate

E. fergusonii — Isolate aus Huhnerbrustproben

Durch die Sequenzanalyse liel} sich bei einem (50 %) der insgesamt 2 E. fergusonii —
Isolate aus den Huhnerbrustproben die ESBL vom TEM — 52 Typ nachweisen. Die
andere Probe lieferte bezlglich des ESBL — Typs ein unklares Ergebnis, da sich trotz
positiven ESBL - Testes kein ESBL - Gen nachweisen lie3. Bei dieser Probe konnte
aber die Beta — Laktamase TEM — 1 nachgewiesen werden (siehe Tab. 40).

Tabelle 40: Genotyp, Herkunft und Ergebnisse der Sequenzanalys der ESBL -
positiven E. fergusonii — Isolate aus Hihnerbrustproben

Proben Geno Handler Produzent ESBL Beta-—
nr. typ Laktamase
G1.5 A Netto Markische Geflugelhof -| TEM- |-

Spezialititen GmbH & Co. KG | 52
Konigs Wusterhausen, Niederlehme

G 1.8 B Netto Markische Geflugelhof - | unklar | TEM-1
Spezialititen GmbH & Co. KG
Konigs Wusterhausen, Niederlehme
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4.5 Versuch zur Ubertragung von ESBL - positiven Erregern bei der Verarbeitung
von Lebensmittelproben

Inwiefern es bei der Verarbeitung von mit ESBL - positiven Erregern Hahnchenfleisch in
der Kiiche zur Ubertragung der Erreger auf andere Lebensmittel kommen kann, wurde
mit dem unter 3.2.5 beschriebenen Ubertragungsversuch untersucht, der insgesamt 25
- mal durchgefihrt wurde. Dabei wurden bei 11 der 25 (44 %) Versuche in den
Gurkenproben ESBL - produzierende Bakterien nachgewiesen, nachdem die Gurken
mit denselben Utensilien (Skalpell, Pinzette, Petrischale) zerkleinert worden waren,
welche zuvor auch fur mit ESBL - positiven Erregern kontaminierten Hahnchenproben
verwendet worden waren. In den parallel dazu mit neuen und sterilen Utensilien
verarbeiteten Gurkenproben waren hingegen in keinem Fall ESBL - Produzenten
nachzuweisen.

Die Ubereinstimmung der sowohl aus den Hahnchen - als auch aus den Gurkenproben
isolierten Erreger und damit die Ubertragung der Erreger vom Hahnchenfleisch auf die
Gurkenproben wurde wieder mittels des DiversiLab — rep — PCR - Systems
nachgewiesen (siehe Abb. 21).
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Abbildung 21: Verwandtschaftsanalyse und Ahnlichkeitsmatrix der Proben der mit dem
DiversiLab System untersuchten E. coli — Isolate zum Versuch zur Ubertragung von
ESBL - positiven Erregern bei der Verarbeitung von Lebensmittelproben

C1 — C11: Cluster mit > 95 % Ubereinstimmung der Elektropherogramme (Bezeichnung
der Genotypen in Klammern); Abklurzungen: G - H = E. coli — Isolat aus Gurkenprobe

nach Verwendung kontaminierter Utensilien Gurke - Huhn, H = E. coli — Isolat aus
Huhnerfleischprobe
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5 Diskussion

5.1 Interpretation der Ergebnisse und Vergleich mit anderen Studien

Ziel dieser Arbeit war es, das Vorkommen von ESBL - produzierenden Enterobakterien
in verschiedenen Lebensmitteln zu untersuchen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dass ESBL - produzierende
Enterobacteriaceae ausschlieB3lich in den untersuchten Fleischproben nachgewiesen
wurden, E. coli dabei der vorherrschende Erreger (67 %) und hauptsachlich
Huhnerfleisch (88 %) betroffen war.

In unterschiedlichen Studien wird ein gro3es Augenmerk auf das Vorkommen ESBL —
produzierender Enterobacteriaceae in Geflugelfleisch gelegt (Mesa, Blanc et al. 2006,
Smet, Martel et al. 2008, Costa, Vinue et al. 2009, Doi, Paterson et al. 2010, Leverstein-
van Hall, Dierikx et al. 2011, Overdevest, Willemsen et al. 2011, Randall, Clouting et al.
2011, Kola, Kohler et al. 2012). In einer Studie von Kola, Kohler et al. (2012), die in
Berlin und Greifswald im Jahr 2011 durchgefuhrt wurde, konnten bei 175 (43.9 %) der
insgesamt 399 Isolate aus Huhnerfleischproben 185 ESBL - produzierende
Enterobacteriaceae nachgewiesen werden. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen
aus der hier vorliegenden Arbeit, in welcher bei 50 Hahnchenbrustfilets, die im Jahr
2013 untersucht wurden, der kulturelle Nachweis und die anschliellende phanotypische
Bestatigung von ESBL - positiven Bakterien bei 44 der Proben gelang, so wird deutlich,
dass das Vorkommen ESBL — positiver Enterobacteriaceae in Huhnerfleischproben hier
mit 88 % hoher liegt.

Eine Studie von Egea, Lopez - Cerero et al. (2012) bestatigt eine zunehmende
Kontaminierung mit ESBL - produzierenden Enterobacteriaceae in rohem
Geflugelfleisch auch in Sevillia, Spanien. Hier wurde das Vorkommen von ESBL -
positiven Enterobacteriaceae in rohen Huhnerfleischproben aus dem Jahr 2007 mit
Daten aus dem Jahr 2010 verglichen, wobei ein Anstieg von 62.5 % im Jahr 2007 auf
93.3 % im Jahr 2010 festgestellt werden konnte.

Verschiedene Studien haben rohe Fleischproben auf das Vorkommen ESBL — positiver
Bakterien untersucht und bestatigen ESBL — produzierende E. coli als die dabei am
haufigsten vorkommende Spezies (Kojima, Ishii et al. 2005, Costa, Vinue et al. 2009,
Vinue, Saenz et al. 2009). Wie in der vorliegenden Arbeit werden in einer Studie von
Ojer-Usoz, Gonzalez et al. (2013), in welcher Huhn-, Rind- und Schweinefleischproben
auf das Vorkommen ESBL — produzierender Enterobacteriaceae untersucht wurden,
ESBL — produzierende E. coli als die am haufigsten und - S. fonticola als die am
zweithaufigsten auftretenden Spezies beschrieben.

Durch die Sequenzierung der in dieser Arbeit aus Huhnerbrustproben isolierten ESBL -
positiven E. coli (n = 34), wurde blaSHV - 12 (n = 19, 58 %) als die haufigste ESBL,
gefolgt von blaCTX -M -1 (n =13, 38 %,) und blaSHV - 2 (n = 2, 6 %) nachgewiesen.
In einer Studie von Kola, Kohler et al. (2012) wurden wie auch in dieser Arbeit, die aus
den Huhnerfleischproben isolierten Erreger, bei welchen die phanotypische ESBL —
Bildung bestatigt werden konnte, sequenziert, um die ESBL - Genotypen zu bestimmen.
Bei den meisten ESBL — Genen (insgesamt n = 187) handelte es sich wie in dieser
Studie um blaSHV - 12 (43.9 %, n = 82) und blaCTX — M -1 (41.2 %, n = 77). Die
blaTEM - 52, die in der Studie von Kola, Kohler et al. (2012) am dritthaufigsten vorkam
(8.6 %, n = 16), kam in der vorliegenden Arbeit in nur einem ESBL - posiviten E.
fergusonii - 1solat vor.
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Die beschriebenen ESBL — Gene blaSHV - 12, blaCTX — M - 1, blaSHV - 2 und blaTEM
- 52 konnten in Isolaten aus Huhnerfleischproben in einigen weiteren Studien, die in
den Niederlanden, Belgien, Frankreich und England durchgefihrt wurden,
nachgewiesen werden (Canton, Novais et al. 2008, Coque, Baquero et al. 2008,
Overdevest, Willemsen et al. 2011).

Das Vorkommen von ESBL - positiven Enterobacteriaceae in Rinder- und
Schweinehackfleischproben ist in dieser Arbeit und in weiteren Studien (Overdevest,
Willemsen et al. 2011, Geser, Stephan et al. 2012) im Vergleich zu Huhnerfleisch
gering.

Wahrend in dieser Arbeit in 12 % der Rinderhackfleischproben (7 der insgesamt 60
untersuchten Proben) und in 14 % der Schweinehackfleischproben (7 der insgesamt 50
untersuchten Proben) ESBL - positive Erreger (beide hauptsachlich vom Typ E. coli)
nachgewiesen werden konnten, konnten in der Studie von Geser, Stephan et al. (2012)
keine ESBL - positiven Enterobacteriaceae in Hackfleischproben nachgewiesen
werden.

In der Studie von Overdevest, Willemsen et al. (2011), in der insgesamt 262
Fleischproben, darunter neben Huhnerfleisch (n = 89) auch Rindfleisch (n = 85),
Schweinefleisch (n = 57), sowie gemischtes Hackfleisch (n = 22), auf das Vorkommen
ESBL — produzierender Bakterien untersucht wurden, konnte in 79.8 % (n = 71) der
Huhnerfleischproben, in 4.7 % (n= 4) der Rindfleischproben, in 1.8 % (n = 1) der
Schweinefleischproben und in 9.1 % (n = 2) der gemischten Hackfleischproben das
Vorkommen ESBL — produzierender Bakterien bestatigt werden.

Damit Ubereinstimmende Ergebnisse wurden auch in einer Studie von Ojer-Usoz,
Gonzalez et al. (2013) erzielt: Insgesamt wurden 141 Fleischproben, darunter Huhn (n
= 45), Rind (n = 49) und Schwein (n = 47) auf das Vorkommen ESBL — produzierender
Enterobacteriaceae untersucht. Bei 91 der 141 Proben (64.5 %) konnten diese Erreger
nachgewiesen werden, wobei das Vorkommen in Huhnerfleischproben mit 84 % hoher
war als in Rind- (59 %) und Schweinefleischproben (55 %).

Die Grunde der hohen Kontaminierung von Geflugelfleisch im Vergleich zu anderen
Fleischarten sind nicht abschlielfend geklart (Birkel 2013). So ist der Einsatz von
Cephalosporinen der 3. und 4. Generation in der EU bei Geflugel verboten, weshalb der
verbotene Einsatz zur Infektionspravention oder zur Behandlung von Bruteiern oder
Eintagskuken diskutiert wird (EFSA 2011, Birkel 2013).

Das Vorkommen von ESBL - positiven Enterobakterien in Huhner-, Rind- und
Schweinefleischproben konnte sich unter anderem aber auch durch den hohen Einsatz
von Antibiotika in den Mastbetrieben erklaren (Hughes, Hermans et al. 2008) (siehe
Punkt 1.4.2). So kann der Einsatz anderer Antibiotikasubstanzen, wie beispielsweise
der von Chinolonen, Tetracyclinen, Sulfonamiden, Trimethoprim oder Aminoglycosiden,
zu einer Co - Selektion ESBL - positiver Bakterien fihren, welche ihre Resistenzgene in
den selben mobilen Elementen beherbergen (Costa, Vinue et al. 2009).

Vergleicht man die unterschiedlichen Stufen der Lebensmittelproduktion, so ergeben
sich weitere mogliche Erklarungsansatze des im Vergleich zu Rind- oder
Schweinefleischproben hoheren Vorkommens ESBL - positiver Enterobakterien in
Huhnerfleischproben:

Reinrassige Groldelerntierherden, die eine besondere Leistungsfahigkeit aufweisen,
werden gekreuzt. Sie liefern Nachkommen, welche als Elterntierherde und
,Kreuzungstiere® weitere = Nachkommen liefern, welche schlieBlich  der
Masthahnchenhaltung dienen (Friese und Rdosler 2013).
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Abbildung 22: Aufbauschema: Struktur einer Geflugelproduktion. Entnommen aus
(Friese und Rosler 2013).

Ein Faktor, der zur Verbreitung ESBL — produzierender Keime beitragen kann, stellt laut
Friese und Rosler (2013) das Kreuzen von Kuken verschiedener Elterntierherden dar,
um neue Herden zu bilden. Dies birgt die Gefahr, dass durch diesen Schritt ESBL -
produzierende Bakterien auf zuvor nicht mit ESBL — kontaminierte Kuken Ubertragen
werden. So konnte in einer Studie aus Danemark von Mevius, Koene et al. (2009)
gezeigt werden, dass bei nur 3,3 % der Kiuken von Masthahnchenherden ESBL —
produzierende Enterobacteriaceae nachgewiesen werden konnten, wohingegen bei
22,5 % — 44 % der zum Aufbau von Groldelterntierherden bestimmten Eintagskiken
ESBL - produzierende E. coli nachgewiesen werden konnten. Andere Studien
beschreiben jedoch ein hoheres Vorkommen ESBL — produzierender Enterobakterien in
Masthahnchenherden (Costa, Vinue et al. 2009, Geser, Stephan et al. 2012). Es sollte
demzufolge ein r Eintrag ESBL - produzierender Erreger auf allen Stufen der
Lebensmittelproduktion diskutiert werden. So kdnnen z.B. unzureichend desinfizierte
Maststalle, zur Kontaminierung von Hihnern mit ESBL — produzierenden E. coli fuhren
(Hiroi, Matsui et al. 2012). Eine Studie von Costa, Vinue et al. (2009) diskutiert auch
eine hohe Tierdichte in den Herden als mogliche Ursache der Zunahme ESBL -
produzierender E. coli bei Geflugel. Auch Mitarbeiter im Schlachtbetrieb konnten Gber
kontaminierte Gerate oder Kleidung zu einer Verbreitung ESBL — produzierender
Bakterien beitragen (Friese und Rosler 2013).

Bei Schweinen konnten ebenfalls schon bei neugeborenen Ferkeln ESBL -
produzierende Enterobakterien nachgewiesen werden (Hansen, Damborg et al. 2013).
Interessanterweise wurde in einer Studie von Hansen, Damborg et al. (2013)
festgestellt, dass das Vorkommen ESBL — produzierender Enterobacteriaceae wahrend
des Mastverlaufes sinkt. Dies kdnnte an der Tatsache liegen, dass, anders als in der
Geflugelproduktion, die unterschiedlichen Stufen der Produktion meist nicht in nur
einem Betrieb durchgefihrt werden (Friese und Rosler 2013). So beschreiben Friese
und Rosler in der Schweineproduktion eine raumliche Trennung von Zucht- und
Mastbetrieben. Dies minimiert die Gefahr einer Kontaminierung durch ESBL -
produzierende Bakterien wahrend der unterschiedlichen Stufen der
Lebensmittelproduktion.
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Wie unter Punkt ,1.4.2 Antibiotika — Einsatz in der Veterinarmedizin“ beschrieben, tragt
ein ungesteuerter Einsatz von Antibiotika bei Lebensmittel liefernden Tieren als sog.
Metaphylaxe zu einer weiteren Verbreitung antibiotikaresistenter Bakterien bei (BfR
2011, Friese und Rosler 2013, Verbraucherzentrale Niedersachsen 2013). So wird die
Antibiotikatherapie bei Lebensmittel liefernden Tieren aus Praktikabilitat und zur
Pravention der schnellen Ausbreitung von Infektionen oft nicht nur bei den klinisch
erkrankten Tieren angewendet, sondern oft die gesamte Tierherde Uber das Futter oder
das Trinkwasser vorbeugend mit Antibiotika versorgt (Friese und Rosler 2013,
Verbraucherzentrale Niedersachsen 2013). Eine Gefahr besteht darin, dass nicht alle
Tiere ausreichende Mengen an Antibiotika zu sich nehmen, wenn diese Uber das Futter
oder Trinkwasser verabreicht werden (Hartung und Kietzmann 2012). Ein weiteres
Problem der Metaphylaxe stellt in der Praxis eine missbrauchliche prophylaktische
Antibiotikatherapie bei gesunden Tieren zur Wachstumsforderung dar (EFSA 2011),
wodurch gleichzeitig intensivere Haltungsbedingungen ermoglicht und
Hygieneanstrengungen vermindert werden (Blaha und Sundrum 2011). Dies bedeutet
einen finanziellen Anreiz und drangt das Tierwohl in den Hintergrund (Blaha und
Sundrum 2011). Es ist unabdingbar, in der Viehwirtschaft einen Fokus auf einen
missbrauchlichen Einsatz von Antibiotika zur Wachstumsforderung,
Infektionspravention, Futterverwertung und Behandlung zu setzen (Committee on Drug
Use in Food Animals 1999, Mesa, Blanc et al. 2006, Overdevest, Willemsen et al.
2011).

In einigen europaischen Studien werden unterschiedliche ESBL — Gene in humanen
Isolaten und Isolaten tierischen Ursprungs beschrieben, wobei bei humanen Isolaten
hauptsachlich der CTX — M - 15 — Typ, bei Isolaten tierischen Ursprungs der CTX — M —
1 — Typ nachgewiesen werden kann (Lartigue, Zinsius et al. 2007, Randall, Clouting et
al. 2011, Geser, Stephan et al. 2012). Es werden dennoch auch gleiche
Enzymvarianten bei Nutztieren und Menschen beschrieben (Ewers, Bethe et al. 2012).
Egea, Lopez - Cerero et al. (2012) konnten in einer spanischen Studie sowohl in rohen
Huhnerfleischproben als auch bei Patienten, die eine Harnwegsinfektion aufwiesen,
ESBL - positive E. coli mit der Beta - Laktamase CTX — M - 15 nachweisen (Lopez-
Cerero, Egea et al. 2011).

In einer Studie von Overdevest, Willemsen et al. (2011) ergaben genetische Analysen,
dass der Groldteil der ESBL — Gene von Isolaten aus rohen Fleischproben und von
Isolaten, die bei rektalen Abstrichen bei Krankenhauspatienten aus derselben Region
nachgewiesen wurden, nicht zu unterscheiden waren und daruber hinaus auch haufig in
Blutkulturisolaten derselben Krankenhauser gefunden werden konnten. In den rohen
Huhnerfleischproben wurden dabei auch hier hauptsachlich ESBL — positive Isolate
vom CTX-M-1-Typ (n =50, 58.1 %) nachgewiesen. Dieser Genotyp — und nicht wie
zu erwarten CTX — M - 15 - war auch in den Isolaten der rektalen Patientenabstriche (n
= 22, 45.8 %) am haufigsten und am zweithaufigsten (n = 5, 20.8 %) bei den
Blutkulturisolaten (Overdevest, Willemsen et al. 2011).

In einer weiteren Studie aus den Niederlanden von Kluytmans, Overdevest et al. (2013)
konnten genetische Ubereinstimmungen hinsichtlich mobiler Resistenzelemente,
Virulenz- und ESBL — Genen bei ESBL - positiven E. coli - Isolaten aus rohen
Huhnerfleischproben und ESBL - positiven E. coli — Isolaten, die beim Menschen
nachgewiesen werden konnten in 40 % der Proben festgestellt werden. Mittels
Amplified - Fragment - Length - Polymorphism (AFLP) und Pulsfeld -
Gelelektrophorese (PFGE) konnte gezeigt werden, dass diese Isolate genotypisch nicht
zu unterscheiden waren (Kluytmans, Overdevest et al. 2013).
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Leverstein-van Hall, Dierikx et al. (2011) wiesen nach, dass groBe Ahnlichkeiten
bezuglich des Multilocus — Sequenz — Typs (MLST), der Resistenzgene und der
Plasmide von menschlichen ESBL — positiven Isolaten und ESBL — positiven Isolaten
aus Huhnern und Huhnerfleisch bestehen: So enthielten 35 % der menschlichen Isolate
und der Isolate vom Huhn identische ESBL — Gene. Daruber hinaus enthielten 19 %
dieser nicht unterscheidbaren Isolate von Mensch und Huhn ESBL — Gene, die auf
denselben Plasmiden lokalisiert waren (Leverstein-van Hall, Dierikx et al. 2011).

In einer Studie von Belmar Campos, Fenner et al. (2014) aus Hamburg wurden
Stuhlproben von Patienten, die sich mit gastrointestinalen Beschwerden in der
Notaufnahme der Universitatsklinik Hamburg vorgestellt hatten, auf ESBL -
produzierende Enterobacteriaceae untersucht und anhand von Sequenzierungs- und
Restistenzdaten mit ESBL — positiven Isolaten, die aus rohen Geflugelfleischproben aus
der Hamburger Region isoliert werden konnten, verglichen. Hier fanden sich nun
bezlglich der Sequenz- und Genotypen, sowie der Antibiotikaresistenzen deutliche
Unterschiede, was eher gegen die Hypothese spricht, dass die Lebensmittelkette die
Hauptursache einer Transmission dieser Keime auf den Menschen darstellt (Belmar
Campos, Fenner et al. 2014).

Auch in einer Studie von Wu, Day et al. (2013) wurden ESBL — positive Isolate von
Mensch, Tier und aus Lebensmitteln aus England, den Niederlanden und Deutschland
hinsichtlich der Virulenz- und Resistenzgene sowie des MLST verglichen. Dabei fanden
sich beim Vergleich des Erbgutes der humanen und tierischen Isolate groRe
Unterschiede. Nur 1,2 % der verglichenen ESBL — positiven E. coli - Bakterien von
Mensch und Tier zeigten bezuglich der Gene und des MLST - Komplexes eine
Ubereinstimmung von 70 %. Keines der Isolate von Mensch und Tier war demnach
identisch. Die verschiedenen humanen Isolate zeigten jedoch eine grof3e genetische
Ahnlichkeit. Wu, Day et al. (2013) folgern, dass ESBL - positive E. coli, die bei
Nutztieren und Lebensmitteln tierischen Ursprungs isoliert werden kdnnen, eher ein
Reservoir von Virulenz- und Resistenzgenen, jedoch nicht die direkte Ursache fur
Infektionen beim Menschen darstellen und empfehlen daher Praventionsmalinahmen,
die eine Transmission dieser Erreger von Mensch — zu - Mensch minimieren.

In einer Studie von Nordstrom, Liu et al. (2013) wurde gezeigt, dass Infektionen, die
durch extraintestinale pathogene E. coli (EXPEC) ausgelost werden und mit dem
Verzehr von Lebensmitteln assoziiert sind, wesentlich zu Harnwegsinfektionen beim
Menschen beitragen konnen, sodass in dieser Studie sogar der Begriff einer ,FUTI"
(,foodborne urinary tract infection“) eingefuhrt wurde. Wie in Punkt 1.4  Klinische
Bedeutung der ESBL - produzierenden Enterobakterien bei Mensch und Tier dieser
Arbeit bereits angesprochen, werden EXPEC von den sog. EPEC (enteropathogene E.
coli) abgegrenzt, da sie Infektionen erst dann verursachen, wenn sie ihr gewohntes
Reservoir im Magen — Darm — Trakt verlassen (Paterson und Bonomo 2005). Das
Verlassen des gewohnten Reservoirs im Magen — Darm - Trakt beschreiben
Nordstrom, Liu et al. als einen entscheidenden Wandel des Auftretens
lebensmittelbedingter Infektionen. Da die Therapiemoglichkeiten bei durch ExPEC -
ausgeloste Infektionen aufgrund zunehmender Resistenzraten begrenzt sind, wird auch
in der Studie von Nordstrom, Liu et al. (2013) geraten, den Einsatz von Antibiotika zur
Behandlung dieser Infektionen kritisch zu hinterfragen.

Ein wesentlicher Faktor zunehmender Resistenzraten spielt (siehe auch Punkt 1.1.2
,Resistenzentwicklung®) der Austausch von Resistenzgenen, welche mobile Elemente
enthalten (Witte, Strommenger et al. 2004). Ein Beispiel hierfur stellt der E. coli -
Sequenztyp (ST) 131 dar, der mit einem vermehrten Auftreten von
Harnwegsinfektionen assoziiert ist und sich pandemisch ausgebreitet hat (Livermore
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und Hawkey 2005, Lau, Kaufmann et al. 2008, Hawkey und Jones 2009, Rogers,
Sidjabat et al. 2011) (siehe Punkt 1.3.2 ,TEM, SHV, CTX - M, RAHN - 1 und OXA®). In
den Ergebnissen dieser Arbeit konnte dieser Stamm bei keinen der ESBL -
produzierenden Isolate nachgewiesen werden.

In einer systematischen Ubersichtsarbeit von George und Manges (2010) wurden durch
E. coli verursachte Krankenhausausbriche vom Jahr 1950 bis 2009 zusammengefasst.
Dabei wurden 12 Ausbriche von Harnwegsinfektionen beschrieben. Zwar bleibt die
definitive Ursache dieser Ausbruche unklar, jedoch wird die Vermutung einer
Ubertragung von E. coli durch kontaminierte Lebensmittel auf den Menschen in dieser
und weiteren Studien geaulert (Manges, Johnson et al. 2001, Pitout, Gregson et al.
2005, George und Manges 2010). So wurde in unterschiedlichen Studien
nachgewiesen, dass E. coli — Isolate aus Lebensmittelproben und E. coli — Isolate, die
bei Harnwegsinfektionen des Menschen nachgewiesen wurden, dieselben genetischen
Fingerabdricke besalRen (Johnson, Sannes et al. 2007, Vincent, Boerlin et al. 2010).
Auch bezuglich antimikrobieller Resistenz- und Virulenzgenprofile zeigten diese Isolate
groBe Ahnlichkeiten (Jakobsen, Garneau et al. 2011).

In einer Studie von Manges, Smith et al. (2007) wurde untersucht, ob der Verzehr von
Geflugelfleisch mit dem Auftreten von Harnwegsinfektionen, bei welchen multiresistente
E. coli die Ursache waren, assoziiert sein konnte. Festzustellen war, dass Frauen mit
Harnwegsinfektionen durch multiresistente E. coli einen ca. 4 - mal haufigeren Verzehr
von Huhnerfleisch angaben, als Frauen mit Harnwegsinfektionen, bei welchen jedoch
keine multiresistenten E. coli nachgewiesen wurden (Manges, Smith et al. 2007).

Im Jahr 2010 berichtete das ,National Antimicrobial Resistance Monitoring System®
(NARMS) der USA, dass bei mehr als 75 % der Isolate aus Huhner- und Putenfleisch,
bei 59 % der lIsolate aus Rinderhackfleisch und bei 40 % der Isolate aus
Schweinefleisch eine Kontamination mit E. coli nachgewiesen werden konnte, wobei ein
groRer Teil dieser Isolate eine Multiresistenz aufwies (NARMS 2012). In einer Studie
von Xia, Meng et al. (2011) wurden die durch NARMS untersuchten Proben hinsichtlich
der enteropathogenen - und der extraintestinalen pathogenen - E. coli verglichen, wobei
20 % der Isolate aus Huhner- und Putenfleischs, 8,3 % der Isolate aus Schweinefleisch
und 3,4 % der Isolate aus Rinderhackfleisch den EXPEC zugeordnet werden konnten.
Viele dieser den EXPEC zugeordneten Isolate gehorten zu den Phylogruppen B2 und
D. Die Phylogruppen B2 und D sind laut der Studie von Xia, Meng et al. (2011) die
Phylogruppen, welche am haufigsten mit extraintestinalen Infektionen des Menschen
assoziiert sind.

In einer Studie von Vincent, Boerlin et al. (2010) wurde gezeigt, dass E. coli - Isolate,
die bei Patienten mit Harnwegsinfektionen nachgewiesen werden konnten und E. coli —
Isolate, die in Geflligelfleisch nachgewiesen werden konnten, haufig zur Phylogruppe D
gehoren. Auch in dieser Arbeit konnten E. coli — Isolate aus Hahnchenbrustproben der
Phylogruppe D zugeordnet werden (n = 10; 29 % siehe Punkt 4.4.1.1 E. coli — Isolate
aus Huhnerbrustproben®).

In einer Studie von Cortes, Blanc et al. (2010) wurden 59 in Katalonien, Spanien,
identifizierte ESBL - produzierende E. coli — Isolate, die in Huhnerstallen nachgewiesen
werden konnten, und 27 ESBL - produzierenden E. coli — Isolate, die in Schweinestallen
nachgewiesen worden waren, hinsichtlich der phylogenetischen Gruppen miteinander
verglichen (Blanc, Mesa et al. 2006, Mesa, Blanc et al. 2006). Gleichzeitig wurden die
Ergebnisse mit 80 Isolaten von Patienten aus zwei Krankenhausern in Galicien,
Spanien, verglichen, bei welchen extraintestinale Infektionen aufgetreten waren
(Cortes, Blanc et al. 2010). Die in Geflugel- und Schweinestallen nachgewiesenen
Isolate unterschieden sich in dieser Studie in der Zuordnung zu den phylogenetischen
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Gruppen: Isolate, welche in Geflugelstallen nachgewiesen wurden, konnten zu 22,8 %
(n = 13) der Phylogruppe A, zu 38,6 % (n = 22) der Phylogruppe B1 und zu 31,6 % der
Phylogruppe D (n = 18) zugeordnet werden. Demgegenuber gehorten die Isolate,
welche in Schweinestallen nachgewiesen wurden, zu 55,2 % (n = 16) zur Phylogruppe
A, zu 34,5 % (n = 10) zur Phylogruppe B1 (34.5 %) und zu nur kleinen Prozentsatzen
(jeweils 3,4 % (n = 1) und 6,9 % (n = 2)) zur Phylogruppe B2 und D (Cortes, Blanc et al.
2010). Von den 86 ESBL - produzierenden E. coli — Isolaten, die in Tierstallen
nachgewiesen werden konnten, trugen 23 (26,7 %) zwei oder mehr Virulenz — Gene,
die typisch fur extraintestinale pathogene E. coli (EXPEC) sind. Von diesen wurden 20
aus Geflugelmastbetrieben und nur 3 aus Schweinemastbetrieben isoliert. Dabei
gehorten 10 der 23 Isolate zu den klassischen humanen ExPEC - Serotypen (Cortes,
Blanc et al. 2010). Auf der Grundlage der Phylogruppenverteilung in dieser Studie ist
anzunehmen, dass die Geflugelisolate im Vergleich zu den Schweineisolaten eher als
pathogen anzusehen sind.

Auch die E. coli — Isolate aus Huhnerfleischproben in dieser Arbeit gehodren
hauptsachlich zu den Phylogruppen B1 (n = 13; 38 %), D (n = 10; 29 %) und A (n = 9;
27 %) und ebenso wie in der Studie von Cortes, Blanc et al. (2010) zu nur einem
kleinen Prozentsatz zur Phylogruppe B2 (n = 2; 6 %). Ebenso wird in der vorliegenden
Arbeit beobachtet, dass die E. coli — Isolate aus Schweinehackfleischproben wie in der
Studie von Cortes, Blanc et al. (2010) hauptsachlich zur Phylogruppe A (n = 5; 83 %)
gehoren und nur zu einem kleineren Teil zur Phylogruppe B1 (n = 1; 17 %). Alle 5
genannten E. coli - Isolate der Schweinehackfleischproben dieser Arbeit stammen vom
selben Supermarkt und weisen denselben CTX — M — Typ auf. Auch stammen alle
Proben vom selben Produzenten (Gut Erkenloh Fleischvertrieb GmbH), was auf eine
Kontamination auf derselben Stufe der Lebensmittelproduktion hinweist.

In einer Studie von Kluytmans, Overdevest et al. (2013), wurden die in der Studie von
Overdevest, Willemsen et al. (2011) 145 nachgewiesenen ESBL — produzierenden E.
coli — Isolate aus Huhnerfleischproben, Isolate von menschlichen Tragern
(nachgewiesen in Stuhlproben) und Isolate aus Blutkulturen unter anderem in Hinblick
auf die Phylogruppen miteinander verglichen. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass
die Isolate, die bei menschlichen Tragern nachgewiesen wurden, hauptsachlich den
Phylogruppen A und B1 zugeordnet werden konnten und seltener der Phylogruppe B2.
Auch E. coli — Isolate, die in Geflugelfleisch nachgewiesen wurden, gehorten
hauptsachlich zu den Phylogruppen A und B1. Dies konnte auf eine Transmission
ESBL - produzierender Enterobacteriaceae Uber den Verzehr von Geflugelfleisch
hindeuten (Kluytmans, Overdevest et al. 2013). Demgegenuber gehorten die Isolate der
Blutkulturen haufiger zur Phylogruppe B2 und seltener zur Phylogruppe B1. Dies steht
in Ubereinstimmung mit weiteren Autoren, die berichten, dass virulente extraintestinale
- E. coli Stamme, die nosokomiale Infektionen beim Menschen verursachen kdnnen,
hauptsachlich zur Gruppe B2 gehoren (Clermont, Bonacorsi et al. 2000, Jakobsen,
Kurbasic et al. 2010, Xia, Meng et al. 2011).

In der vorliegenden Studie weisen 2 von 34 (6 %) E. coli — Isolaten aus
Huhnerfleischproben die Phylogruppe B2 auf. Damit ist der Anteil der E. coli - Isolate
aus Huhnerfleischproben dieser Phylogruppe im Vergleich zu den anderen
Phylogruppen gering. Die beiden Isolate der Phylogruppe B2 aus Huhnerfleischproben
stammen von unterschiedlichen Supermarkten (Kaisers und Lidl). Eines der Isolate,
welches der Phylogruppe B2 zugeordnet werden konnte, wies dartber hinaus ein mcr —
1- Resistenzgen auf. In Hinblick darauf, dass E. coli — Isolate der Phylogruppe B2
haufig zu den EXPEC gehoren und Infektionen beim Menschen verursachen konnen, ist
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dieser Tatsache besondere Beachtung zu schenken. Keines der E. coli — Isolate aus
Rinder- oder Schweinehackfleischproben gehoérte zur Phylogruppe B2.

Industriell betriebene Gefligelmast kann nicht nur fur ESBL - Resistenzgene ein
Reservoir sein:

In einer im November 2015 von Liu, Wang et al. (2016) veroffentlichten Studie aus
China konnte erstmalig das Plasmid - vermittelte Colistin - Resistenzgen mcr - 1 in
verschiedenen E. coli - Isolaten aus Schweinen, aus Geflugel- und Schweinefleisch
sowie bei je einem E. coli - und K. pneumoniae — Patientenisolat identifiziert werden.
Das mcr - 1 Gen konnte dabei auf mehreren Plasmiden nachgewiesen werden. Dies
weist darauf hin, dass die Verbreitung von diesem Resistenzgen mit multiplen
genetischen Ereignissen korrespondiert, die in unterschiedlichen geografischen
Regionen unabhangig voneinander auftreten und zur weiteren Verbreitung des
Resistenzgens innerhalb von unterschiedlichen Bakterienspezies beitragen konnen
(Nordmann und Poirel 2016).

Dies stellt einen Paradigmenwechsel der Colistin — Resistenzmechanismen dar, welche
bis vor Kurzem auf chromosomale Mutationen und eine vertikale Transmission
beschrankt waren (Xavier, Lammens et al. 2016) und war der Anlass fur eine
nachtragliche Untersuchung der ESBL - positiven Isolate auf mcr - 1.

In 4 der 34 (11,8 %) im Rahmen dieser Arbeit aus Huhnerfleisch isolierten ESBL —
produzierenden E. coli des SHV - 12 — Typs konnte zusatzlich das Plasmid —
vermittelte Colistinresistenzgen mcr - 1 nachgewiesen werden. Auch bei der
Nachuntersuchung der 2011 aus in Berlin gekauften Huhnerfleisch isolierten ESBL -
positiven E. coli (Kola, Kohler et al. 2012) konnte in vier Isolaten mcr - 1 nachgewiesen
werden.

Die 4 Isolate, bei welchen neben der ESBL vom SHV — 12 — Typ auch das Plasmid -
vermittelte Colistinresistenzgen mcr - 1 identifiziert werden konnte, stammten alle aus
demselben Einkauf im selben Supermarkt (Kaisers). Hierbei waren 3 der Isolate
identisch, wobei diese zur Phylogruppe D gehdrten und denselben Genotypen
(Genotyp J, Cluster C5) aufwiesen. Ein Isolat unterschied sich hingegen und gehorte
zur Phyloguppe B2 non - ST131 und wies in der genotypischen Untersuchung mittels
Rep — PCR einen anderen Genotyp (Genotyp B) auf (siehe Punkt ,4.3.1.2
Genotypisierung der E. coli — Isolate” und Punkt ,4.4.1 Sequenzanalyse der E. coli —
Isolate®).

Auch in einer Studie von Kluytmans - van den Bergh, Huizinga et al. (2016) konnte das
mcr - 1 Gen in 3 von 196 (1,5 %) ESBL — produzierenden E. coli - Isolaten aus
Huhnerfleischproben aus niederlandischen Supermarkten nachgewiesen werden, von
der eine Probe aus dem Jahr 2009 und zwei aus dem Jahr 2014 stammten. Es konnte
gezeigt werden, dass Plasmid - vermittelte mcr - 1 positive - Isolate oft mehrere
Resistenzgene tragen, einschlieBlich der Gene, welche fur eine ESBL oder
Carbapenemase kodieren (Skov und Monnet 2016).

Beunruhigend ist, dass E. coli den Hauptwirt des mcr - 1 — Gens und damit auch die am
weitverbreiteste Bakterienart darstellt, die leicht zwischen Mensch, Tier und Umwelt
ausgetauscht werden kann.

In der Veterinarmedizin werden Polymyxine schon seit Jahrzehnten zur Behandlung
von Infektionen eingesetzt (RKI 2016). Im Jahr 2012 wurde der Einsatz von
Polymyxinen, hauptsachlich von Colistin, fur jene 19 Mitgliedstaaten der Europaischen
Union und des Europaischen Wirtschaftsraums dokumentiert, fir welche Daten sowohl
fur den Verbrauch in der Nutztierhaltung, als auch in der Humanmedizin vorlagen.
Hierbei war zu erkennen, dass der Einsatz von Colistin in der Nutztierhaltung im
Durchschnitt mehr als 600 - mal hoher war als beim Menschen (ECDC 2015).
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Daten aus dem Jahr 2013 kann entnommen werden, dass sich der Einsatz von Colistin
in verschiedenen Landern des Europaischen Wirtschaftsraums deutlich unterscheidet.
So ist u.a. in Finnland, Island und Norwegen der Einsatz im Vergleich zu Italien und
Spanien niedrig (vgl. 0 mg pro kg tierische Biomasse vs bis Uber 20 mg pro kg tierische
Biomasse) (EMA 2015). Abbildung 23 veranschaulicht die raumliche Verteilung der
Verkaufe von Polymyxinen in mg / kg tierische Biomasse in 26 EU / EWR - Lander fur
das Jahr 2013 (EMA 2015).

mg/PCU
[]=0.00

| <27.58

[ ] No data

Abbildung 23: Raumliche Verteilung der Verkaufe von Polymyxinen in mg / kg tierische
Biomasse in 26 EU / EWR - Lander fur das Jahr 2013 (entnommen aus (EMA 2015)).

Es wird diskutiert, dass der Einsatz von Polymyxinen in der Viehwirtschaft,
hauptsachlich bei Schweinen, Huhnern und Rindern als Wachstumsforderer und zur
Prophylaxe und Metaphylaxe eine entscheidende Rolle zur Verbreitung des mcr — 1 -
Resistenzgens beitragt (Falagas, Rafailidis et al. 2010, Liu, Wang et al. 2016, Skov und
Monnet 2016). Der Einsatz von Polymyxinen sollte aus diesem Grund in der
Veterinarmedizin verboten werden und der Einsatz von Polymyxinen zur Prophylaxe
und Metaphylaxe bei Tieren auf internationaler Ebene beschrankt werden (Nordmann
und Poirel 2016).

Die schnelle Verbreitung bisheriger Resistenzmechanismen zeigt, dass das
Vorkommen Plasmid - vermittelter Colistinresistenzen zu einer weiteren Progression
von Antibiotikaresistenzen beitragt, die eine globale Gefahr darstellt (Kumarasamy,
Toleman et al. 2010, Liu, Wang et al. 2016).

Die Ausbreitung des mcr - 1 Resistenzgens konnte damit dem gleichen Trend folgen,
wie es bei der ESBL CTX — M vor zwei Jahrzenten beobachtet werden konnte. So
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wurde die ESBL vom Typ CTX — M hauptsachlich in E. coli nachgewiesen,
anschlielfend auch in nosokomialen Bakterienspezies wie K. pneumoniae als Quelle
von mehrfachen Ausbrichen (Nordmann und Poirel 2016).

In einer Studie aus der Schweiz wurde das mcr - 1 Resistenzgen in Patientenisolaten
identifiziert, die fur schwere Infektionen wie Bakteridamien verantwortlich waren
(Nordmann, Lienhard et al. 2016). Mcr — 1- positive Isolate konnten aul3erdem bei
Patienten nachgewiesen werden, die intraabdominelle Infektionen (Liu, Wang et al.
2016), sowie Infektionen der Haut (McGann, Snesrud et al. 2016) und des Harntraktes
(Poirel, Kieffer et al. 2016) aufwiesen.

Das Auftreten von mcr - 1 in Kklinischen Patientenisolaten ist insofern
besorgniserregend, als dass durch die Resistenz gegenuber dem Antibiotikum Colistin
diese Behandlungsmoglichkeit nicht mehr gegeben ist. Aufgrund der eingeschrankten
Auswahl von Antibiotika zur Behandlung von Infektionen durch multiresistente Erreger
haben sich Polymyxine (Colistin, Polymyxin B) als Mittel der letzten Wahl, hauptsachlich
bei Infektionen, die durch multiresistente Enterobacteriaceae verursacht werden,
entwickelt (Falagas, Rafailidis et al. 2010, RKI 2016).

Aus diesem Grund nimmt die Anwendung von Polymyxinen zur Behandlung von
Infektionen beim Menschen in Europa trotz grol3em Nebenwirkungsspektrum, wie der
Gefahr einer Nephro- und Neurotoxizitat, zu (Falagas, Rafailidis et al. 2010, ECDC
2017). So erhohte sich der Verbrauch von Polymyxinen, vor allem von Colistin, im
Gesundheitsbereich in Europa um 50 % zwischen 2010 und 2014, wenn auch mit
grolRen Unterschieden bezuglich des Verbrauches je nach Land (ECDC 2017).

Sollte beim Menschen der Verzehr von Fleisch tatsachlich eine bedeutende Rolle bei
der Besiedlung mit ESBL - positiven Enterobacteriaceae darstellen, so mussten
Vegetarier deutlich seltener von diesem Problem betroffen sein. Diese Annahme konnte
in einer Studie von Koniger, Gastmeier et al. 2014 nicht bestatigt werden. Bei
Stuhluntersuchungen von Vegetariern und Fleischessern wurden keine Unterschiede
hinsichtlich der Besiedlung mit ESBL — produzierenden Enterobacteriaceae gefunden
(Koniger, Gastmeier et al. 2014). Dieser Befund korrespondiert mit einer Reihe von
Studien, die belegen, dass Vegetarier sogar eine hohere Rate der Tragerschaft mit
ESBL — positiven Enterobacteriaceae aufweisen konnen als Fleischesser (Guinee,
Ugueto et al. 1970, Elder, Roy et al. 1993, Sannes, Belongia et al. 2008). AulRerdem
sind ESBL — positive Erreger in Landern, in denen der Fleischkonsum gering ist, wie
beispielsweise in Indien und Teilen Afrikas, in der Bevolkerung weitaus weiter verbreitet
als in Europa, was weitere Ursachen fur die Verbreitung ESBL - produzierender Erreger
nahe legt (Walsh, Weeks et al. 2011, Woerther, Angebault et al. 2011).
Lebensmittelausbriche durch mit pathogenen Bakterien kontaminiertem Gemuse, zum
Beispiel durch den Verzehr von Sprossen, zeigen jedoch, dass Bakterien Uber die
Lebensmittelkette auf den Menschen Ubertragen werden kdnnen (Taormina, Beuchat et
al. 1999). So konnte nachgewiesen werden, dass der Lebensmittelausbruch durch
Shiga - Toxin bildende enterohamorrhagischen E. coli (EHEC) in Deutschland im Jahr
2011 bedingt war durch den Verzehr von Bockshornklee — Sprossen (BfR 2011). Als
Ausbruchsstamm konnte ein blaCTX — M — 15 tragender ESBL - produzierender E. coli
identifiziert werden (Fischer, Rodriguez et al. 2014) (siehe Punkt 1.4).

Vor diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit neben den Fleischproben zusatzliche
Lebensmittel wie Radieschen, Salatgurken, Sprossengemuse, Tofu, Zwiebeln,
Frahlingszwiebeln und Lachs untersucht. In keinem der genannten Lebensmittel
wurden jedoch ESBL - positiven Enterobakterien gefunden.

In einer Studie von Nuesch-Inderbinen, Zurfluh et al. (2015) aus der Schweiz wurden,
wie auch in der vorliegenden Arbeit, bei keiner der untersuchten Sprossenproben das
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Vorkommen ESBL — produzierender Enterobacteriaceae nachgewiesen. In einer Studie
von Boehme, Werner et al. (2004) aus Deutschland wurde jedoch gezeigt, dass
Sprossengemuse mit antibiotikaresistenten Keimen der Spezies E. coli kontaminiert
sein kann und einen Pool fur Resistenzgene darstellt (Boehme, Werner et al. 2004).
Daruber hinaus wurde in einer Studie von Reuland, Al Naiemi et al. (2014) aus
Amsterdam rohes Gemuse, u.a. Ruben, Rosenkohl, Karotten, Blumenkohl, Sellerie,
Chicoree, Gurken, Kopfsalat, Pilze, Pastinaken, Kartoffeln, Rettich, Spinat,
Frahlingszwiebel und Sojasprossen (insgesamt 119 Proben) auf das Vorkommen von
ESBL - positiven Enterobacteriaceae untersucht. Anders als bei der vorliegenden Arbeit
konnten bei 4 der 15 Gemdusearten, namlich bei Bohnensprossen (n = 4; 3 %),
Radieschen (n = 1; 1 %), Fruhlingszwiebeln (n = 1; 1 %) und Pastinaken (n = 1; 1 %),
eine Kontamination mit ESBL - positiven Enterobakterien der Spezies K. pneumoniae,
E. cloacae, E. amnigenus, Citrobacter braakii nachgewiesen werden. In der Studie
fanden sich bei 3 der ESBL - positiven Proben blaCTX — M - 15, bei 2 der Proben
blaCTX — M — 14, bei einer Probe blaCTX — M - 1 und bei einer Probe blaSHV — 12
(Reuland, Al Naiemi et al. 2014). Diese ESBL - Gene konnten auch in humanen E. coli -
Isolaten nachgewiesen werden (van der Bij, Peirano et al. 2011, Reuland, Overdevest
et al. 2013, Reuland, Al Naiemi et al. 2014) und somit ein Reservoir fur mobile
Resistenzgene darstellen, die auf E. coli Stamme des Magen — Darm - Traktes
ubertragen werden konnten (Canton und Coque 2006, Raphael, Wong et al. 2011).
Kann es aber zu einer Ubertragung von kontaminiertem Fleisch auf andere
Lebensmittel kommen, die evtl. nicht gegart, sondern roh verzehrt werden? Dieser
Frage wurde mit dem im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten ,Versuch zur
Ubertragung von ESBL - positiven Erregern bei der Verarbeitung von
Lebensmittelproben® (siehe Punkt 3.2.6) nachgegangen. Es konnte nachgewiesen
werden, dass es beim Umgang mit Lebensmitteln, die mit ESBL - positiven Erregern
kontaminiert sind, uber die verwendeten Kuchenutensilien auf andere Lebensmittel, die
zuvor keine ESBL - positiven Keime aufwiesen, Ubertragen werden kdnnen. Dies
konnte schlieRBlich beim Verzehr von Lebensmitteln, die anschlieBend nicht mehr
ausreichend erhitzt werden (z.B. Salat) zur Ubertragung der ESBL - positiven Keime auf
den Konsumenten fuhren.

In einer Studie von Calbo, Freixas et al. (2011) wird ein durch Lebensmittel
verursachter Krankenhausausbruch mit ESBL - produzierenden K. pneumoniae im Jahr
2008 beschrieben, bei welchem 156 Patienten unterschiedlicher Stationen mit ESBL —
produzierenden Enterobacteriaceae besiedelt waren. Eine Infektion wurde dadurch bei
35 (22,4 %) dieser Patienten verursacht. Bei Mitarbeitern des Krankenhauses oder auf
Oberflachen der unbelebten Krankenhausumgebung konnten die Erreger nicht
nachgewiesen werden. Bei einer Untersuchung der Krankenhauskuche lie3en sich aber
bei bis zu 35 % der untersuchten Kuchenoberflachen oder Lebensmittel ESBL —
produzierende Enterobacteriaceae nachweisen. Zusatzlich wurden bei 6 von 44 (14 %)
der in der Kuche arbeitenden Personen eine rektale Besiedlung von ESBL - positiven
Enterobakterien nachgewiesen. Diese Studie zeigt, dass die Lebensmittelkette ein
Reservoir ESBL — produzierender K. pneumoniae darstellen kann und dass sich diese
Erreger, ebenso wie in dem in dieser Arbeit durchgefihrten Ubertragungsversuch, tber
Kldchenutensilien oder Lebensmittel verbreiten und schlieBlich ursachlich fur einen
Krankenhausausbruch sein konnen (Calbo, Freixas et al. 2011).

Eine weitere Studie aus Basel von Tschudin - Sutter, Frei et al. (2014) untersuchte den
potentiellen Ubertragungsweg ESBL - produzierender Enterobacteriaceae, unter
anderem auch uUber Kichenutensilien und Personal in Krankenhauskuchen. Hierbei
wurden Utensilien wie Schneidebrettchen und Handschuhe, die im Krankenhaus zur
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Zubereitung von rohem Huhnerfleisch benutzt bzw. getragen wurden und zusatzlich
Schneidebrettchen aus privaten Haushalten auf das Vorkommen ESBL -
produzierender Enterobacteriaceae untersucht.

Auf den Schneidebrettchen der Krankenhauskiche konnten hierbei bei 6,5 % (10 von
154) ESBL - produzierende E. coli, hauptsachlich vom CTX — M — Typ, nachgewiesen
werden. Des Weiteren wiesen 50 % (10 von 20) der Handschuhpaare ESBL — positive
Enterobakterien der Spezies E. coli auf, die zu 60 % (6 von 10) zur Gruppe CTX — M
und zu 40 % zur Gruppe SHV — 12 gehorten (Tschudin-Sutter, Frei et al. 2014). Auch
bei 5 der zusatzlich untersuchten 144 Schneidebrettchen aus privaten Haushalten (3,5
%) konnten ESBL - positive Enterobakterien nachgewiesen werden: 2 der Proben
gehorten zum blaCTX - M Typ, die Gbrigen 3 zum blaSVH - 12 Typ (Tschudin-Sutter,
Frei et al. 2014).

Die Studie von Tschudin - Sutter, Frei et al. (2014), wie auch die Ergebnisse des
Ubertragungsversuches aus dieser Arbeit, zeigen, dass Kiichenutensilien schnell mit
ESBL - produzierenden E. coli kontaminiert werden konnen. Das Beachten von
Hygienemalinahmen in der Kuche ist also nicht nur nach der Verarbeitung von rohem
Huhnerfleisch, sondern auch nach dem Kontakt von Kuichenutensilien, wie
Schneidebrettchen, die zur Verarbeitung von rohem Huhnerfleisch verwendet werden,
unabdingbar (Tschudin-Sutter, Frei et al. 2014 ) (siehe Punkt 5.2).

5.2 Zusammenfassung / Konsequenzen der Ergebnisse

Verschiedene Studien beschreiben eine Zunahme ESBL - produzierender
Enterobacteriaceae sowohl in der Veterinar- als auch in der Humanmedizin (Witte und
Mielke 2003, Falagas, Rafailidis et al. 2007, Woerther, Burdet et al. 2013), wobei u.a.
auch eine Transmission der Erreger uber die Lebensmittelkette angenommen wird
(Leverstein-van Hall, Dierikx et al. 2011, Lopez-Cerero, Egea et al. 2011, Overdevest,
Willemsen et al. 2011, Kluytmans, Overdevest et al. 2013, Nordstrom, Liu et al. 2013).
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte zumindest bei Geflligelfleisch eine hohe
Belastung mit ESBL — produzierender Enterobacteriaceae nachgewiesen werden. In
einigen Fallen war sogar das erst vor kurzem erstmalig beschriebene Plasmid -
vermittelte Colistinresistenzgen mcr — 1 nachweisbar. Daruber hinaus konnte gezeigt
werden, dass ESBL - positive Erreger bei der Zubereitung leicht auf andere
Lebensmittel Ubertragen werden kdnnen.

Im Gegensatz zu einigen anderen Studien (Mesa, Blanc et al. 2006, Ruimy, Brisabois et
al. 2010, Hassan, Altalhi et al. 2011, Schwaiger, Helmke et al. 2011, Reuland, Al
Naiemi et al. 2014) wurden ESBL - produzierende Enterobacteriaceae in keinem
weiteren Lebensmittel nachgewiesen.

Die Ubertragbarkeit ESBL — produzierender Enterobacteriaceae durch den Verzehr von
Lebensmittel auf den Menschen kann in dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart
werden, da ausschlieBlich Lebensmittel untersucht wurden und der Vergleich zu
menschlichen ESBL — produzierenden E. coli - Isolaten fehlt. Die Zugehorigkeit der in
dieser Arbeit nachgewiesenen Isolate zu bestimmten phylogenetischen Gruppen,
welche in weiteren Studien sowohl bei menschlichen Tragern, als auch bei
Krankenhauspatienten mit Infektionen, nachgewiesen werden konnten (Kluytmans,
Overdevest et al. 2013), lasst eine Transmission dieser Erreger auf den Menschen
zumindest maoglich erscheinen.

Um die Verbreitung antibiotikaresistenter Erreger zu verlangsamen bzw. zu stoppen,
mussen dringend PraventionsmalRnahme ergriffen werden (Witte und Mielke 2003,
Falagas, Rafailidis et al. 2007, Woerther, Burdet et al. 2013). Die
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Praventionsmalinahmen sollten zum Einen die Bereiche der Gesundheits- und
Gemeinschaftseinrichtungen betreffen, zum Anderen sind Richtlinien in Bezug auf den
Einsatz von Antibiotika in der Veterinar- und Humanmedizin und in anderen Bereichen
der Umwelt erforderlich (Baquero, Martinez et al. 2008, Friese und Rosler 2013) (siehe
Punkt 1.4).

Die PraventionsmalRnahmen in Gesundheitseinrichtungen, wie zum Beispiel in
Krankenh&usern, zielen darauf ab, die Ubertragung ESBL — produzierender Bakterien
zwischen Krankenhauspersonal, Patienten, Besucher und uber den Kontakt zur
kontaminierten Umwelt, wie beispielsweise zu medizinischen Geraten, zu reduzieren
(Paterson und Bonomo 2005, Falagas und Karageorgopoulos 2009). Hierbei spielt die
Einhaltung von Standard — HygienemalRnahmen eine wichtige Rolle (Siegel, Rhinehart
et al. 2007). Hierzu zahlen neben der Handedesinfektion eine konsequenten Kittel- und
Handschuhpflege, sowie die patientenbezogene Anwendung von Pflegeutensilien
(Witte und Mielke 2003). Des Weiteren sollte der Nachweis eines ESBL - positiven
Isolates bei Patienten schon im Einzelfall Anlass sein, dies in der Krankenakte und in
Verlegungsberichten zu vermerken, sowie die epidemiologische Situation durch eine
gezielte Beobachtung sorgfaltig zu dokumentieren und das Antibiotikaregime zu
uberprufen. Auf diese Weise konnen Erreger mit besonderen Resistenzen und
Multiresistenzen schnell erfasst und bewertet und durch geeignete Mallnahmen der
Verbreitung ESBL — positiver Enterobacteriaceae entgegengewirkt werden (Witte und
Mielke 2003, Tschudin-Sutter, Frei et al. 2012, Pfeifer und Eller 2012, Lowe, Katz et al.

2013).

Doch nicht nur in Gesundheitseinrichtungen, sondern auch in
Gemeinschaftseinrichtungen und im privaten Haushalt ist das Beachten von
HygienemalRnahmen unabdingbar, um die Verbreitung ESBL - produzierender

Bakterien einzudammen. So wird in unterschiedlichen Studien beschrieben, wie
bedeutend eine richtige Kichenhygiene beim Umgang mit rohem Fleisch ist (Friese und
Rosler 2013, Ojer-Usoz, Gonzalez et al. 2013). Auch bei dem in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuch zur Ubertragung von ESBL - positiven Erregern bei der
Verarbeitung von Lebensmittelproben wird dies deutlich (siehe Punkt 4.5). Das
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR 2015) empfiehlt aus diesem Grund
unterschiedliche MaRnahmen beim Umgang mit rohem Fleisch. So sollten die vorher
mit ronem Fleisch benutzten Arbeitsgerate grindlich mit heilem Wasser gesaubert und
unter flieRendem Wasser abgespult werden. Bei der Zubereitung von rohem Fleisch
sollte aulRerdem darauf geachtet werden, dieses abzuwaschen und anschliel3end
abzutrocknen, sowie bei der Aufbewahrung und Zubereitung rohe tierische von
pflanzlichen Lebensmitteln zu trennen. Tiefgefrorenes Fleisch sollte der Verbraucher in
Ruhe auftauen lassen, das Abtauwasser sollte anschlieBend verworfen werden. In
einem Bericht zur Lebensmittelsicherheit vom Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (2013) wird dem Verbraucher im Umgang mit rohem Fleisch
zusatzlich dazu geraten, insbesondere die Kuhlkette aufrechtzuerhalten und kurze
Verbrauchsfristen festzulegen. Fur rohe Fleischprodukte gilt laut Friese und Rosler
(2013) grundsatzlich, dass ESBL - bildende Enterobacteriaceae bei einer
Mindesttemperatur von 70 °C und bei einem Durchbraten von mindestens 10 Minuten
abgetotet werden.

Um einer Vermehrung von ESBL — positiven Enterobacteriaceae in Fleischprodukten
entgegenzuwirken, ist zudem der Gebrauch von Richtlinien fur den Einsatz von
Antibiotika in der Veterinarmedizin notwendig (Friese und Rosler 2013) (siehe Punkt
1.4.2). Neben dem von der Europaischen Union 2006 eingefuhrten antimikrobiellen
Wachstumsforderungsverbot (Grave, Torren-Edo et al. 2010) werden schon seit Jahren
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nachhaltige Tiergesundheitskonzepte fur die Nutztierhaltung gefordert, um die
Verbreitung von ESBL - positiven Enterobacteriaceae in der Veterinarmedizin
einzudammen (Friese und Rosler 2013). Ein besonderes Augenmerk wird hierbei auf
die Erhaltung bzw. Verbesserung von Haltungs- und Hygienebedingungen, sowie auf
die Reduzierung des Antibiotika - Einsatzes in der Veterinarmedizin, v. a. in der
Nutztierhaltung, gerichtet (Friese und Rosler 2013). Zur Diskussion steht die
Einrichtung einer zentralen bundeseinheitlichen Datenbank, in welcher die Menge der
Arzneimittelanwendungen eines jeden Betriebes dokumentiert werden soll, die
schlie3lich von den zustandigen Veterinaramtern eingesehen und ausgewertet werden
kann. Eine Bewertung der Betriebe in Form eines Ampelsystem konnte von Vorteil sein,
da so die Betriebe hinsichtlich der Arzneimittelanwendungen schnell erkannt, Uberpruft
und mit anderen Betrieben verglichen werden konnten (Friese und Rasler 2013).

Mittels der Deutschen Antibiotika - Resistenzstrategie (DART) hat die Bundesregierung
im Jahr 2008 bereits den Fokus auf eine Reduktion von Antibiotika — Resistenzen in der
Human- und Veterinarmedizin gelegt. Dies beinhaltete das Ausbauen von
Uberwachungssystemen, die Intensivierung von Praventionsmafinahmen, das
Herstellen und Festigen einer regionalen, nationalen und internationalen
Zusammenarbeit, sowie die Forderung von Forschung. Auch Gesetzesanderungen, wie
beispielsweise die des Infektionsschutzgesetzes 2011 und des Arzneimittelgesetzes
2013 haben dazu gefuhrt, die vorangehend genannten Strategien umzusetzen. Einen
Erfolg dieser MalRnahmen kann laut der DART z.B. daran erkannt werden, dass seit
drei Jahren die Infektionsraten mit MRSA sinken.

Fur die Entwicklung weiterer Konzepte, welche Antibiotika — Resistenzen in der Human-
und Veterinarmedizin reduzieren sollen, ist es laut DART wichtig zu erkennen, dass ,die
Gesundheit von Menschen und Tieren bei Infektionskrankheiten eng miteinander
verwoben ist“. Forschung und eine interdisziplindre Zusammenarbeit leisten einen
wichtigen Beitrag, um die zunehmende Ausbreitung von Antibiotika — Resistenzen,
sowie ,neue Entwicklungen im Resistenzgeschehen® zu beobachten, bewerten und
eindammen zu konnen.

Ein verstarktes Problembewusstsein und der interdisziplinare Austausch auf
unterschiedlichsten Ebenen - Uber Berufe im gesundheitlichen Sektor, in der Politik und
der Allgemeinbevdlkerung — ist unerlasslich. Hierbei haben regelmafige Aus-, Fort- und
Weiterbildungen in der Veterinar-, Humanmedizin und in anderen Gesundheitsberufen
einen wichtigen Stellenwert (Bundesministerium 2015).
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