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1. Einleitung

Salmonellosen stellen im Sinne der sogenannten “Enteritis infectiosa“ weltweit eine der
haufigsten bakteriellen Infektionen dar (Ramos et al., 1996). Hierbei handelt es sich in den
meisten Fallen um nicht wirtsadaptierte Erreger der Salmonella Spezies enterica, die in
Abhangigkeit der jeweiligen Virulenz sowohl beim Tier als auch beim Menschen unterschiedlich
schwer verlaufende Gastroenteritiden verursachen kénnen. Zu den wichtigsten Serovaren
zahlen Salmonella Typhimurium und Salmonella Enteritidis (Selbitz et al., 1995), die aufgrund
ihres Zoonosencharakters (Abb.1.1) fur den Menschen als Verursacher lebensmittelbedingter

Infektionen eine besondere Bedeutung erlangt haben.

Abb. 1.1 Infektionswege bei Salmonellen nach Baird-Parker (1990)
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Im Verlauf der letzten 20 Jahre wurde bei den genannten Serovaren eine zunehmende
Resistenzentwicklung insbesondere mehrfachresistenter S. Typhimurium Isolate international
beobachtet (Levy, 1992; Lee et al.,, 1994; Threlfall et al., 1997). Obwohl die Behandlung
salmonellenbedingter Enteritiden in der Regel keine Antibiotika erfordert (Hof, 1992), liegt die
Bedrohung der Offentlichkeit durch resistente Isolate vor allem in der Ubertragung von
Resistenzgenen auf andere bakterielle Erreger, die dann therapeutisch schwierig zu
beeinflussen sind (Helmuth et al.,, 1997; Sack et al.,, 1997). Als Hauptursache fur die
Entwicklung resistenter Mikroorganismen seit Einfuhrung der Antibiotika vor 50 Jahren, gilt der
nichtsorgsame Gebrauch von Antibiotika in der Veterindr - und Humanmedizin sowie in der
Landwirtschaft. Zu hohe Erwartungen an das “Wunder* Antibiotikum sowie ein Unterschéatzen
der genetischen Flexibilitat mikrobiologischer Populationen haben schlieBBlich zu dem

gegenwartig besorgniserregenden Stand antibiotika-resistenter Erreger gefuihrt (Davies, 1997).

Der erfolgreiche Versuch einiger Wissenschaftler, antibiotika-resistente Bakterien anhand
molekularbiologischer Methoden zu sensiblen Bakterien zu konvertieren, zeigt im Unterschied
zur kostenintensiveren Entwicklung neuer Antibiotika eindricklich die Notwendigkeit, mit der
nach Alternativen gesucht wird, um dem globalen Resistenzproblem zu begegnen (Guerrier-
Takeda, et al., 1997).

Angesichts der seit Mitte der 80-ziger Jahre zunehmenden Isolationsrate sensibler S. Enteritidis
Phagentyp 4 Stamme, fiir die ein klonaler Zusammenhang nachgewiesen wurde (Helmuth et al.,
1985 & 1990, Tschépe et al., 1997), sollten im Rahmen dieser Arbeit sowohl phanotypische als
auch genotypische Eigenschaften an 65 resistenten S. Enteritidis Stdmme anhand
molekularbiologischer Methoden untersucht werden.

Dabei sollte die Frage geklart werden, inwieweit Salmonella Enteritidis die Fahigkeit zur
Multiresistenz besitzt und ob diese, wenn vorhanden, Ubertragen wird.

Dariiber hinaus wurden die hier untersuchten epidemiologischen Marker auf das Vorhandensein
eines Klons uberprift wie er fir den multiresistenten S. Typhimurium DT104 nachgewiesen

werden konnte (Threlfall et al., 1997; Liesegang et al., 1997).
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2. Literaturtibersicht

2.1 Nomenklatur der Gattung Salmonella

Die Gattung Salmonella zahlt zur Familie der Enterobacteriaceae.

Nach Le Minor & Popoff (1987) besteht das Genus Salmonella aus zwei Spezies: Species
enterica und Species bongori (s. Abb. 2.1).

Aufgrund biochemischer Merkmale wird die Spezies enterica in sechs weitere Subspezies
eingeteilt: Subsp. enterica (1), Subsp. salamae (ll), Subsp.arizonae (llla), Subsp. diarizonae
(Illb), Subsp. houtenae (1V), Subsp. indica (V). Die in Klammern gesetzten Zahlen reflektieren
die frlhere Bezeichnung der Subspezies. Gegenwartig werden insgesamt 2.422 Salmonella-
Serovare unterschieden (Popoff et al., 1996), wobei die meisten Serovare der Subsp. enterica
angehoren (Popoff & Le Minor, 1992). Der Serovar Enteritidis sowie Typhimurium gehoéren zur

Subsp. enterica. Die exakte Nomenklatur ist der Abb. 2.1 zu entnehmen.

Abb. 2.1 Taxonomie der Gattung Salmonella (modifiziert nach Tschape & Kiihn, 1995)

Genus Salmonella

v oo

- Species enterica
N

Typhimurium
. . Enteritidis

- - Subspecies enterica  (1427) —> Serovar  Bovismorbificans
Marina

- - Subspecies salamae  (482) etc.

- - Subspecies arizonae (94)

- - Subspecies diarizonae (319)

- - Subspecies houtenae (69)

- - Subspecies indica (12)

- Species bongori (20)
) 2422 (Popoff et. al.,1996)

Im Verlauf dieser Arbeit wird Salmonella enterica subspezies enterica serovar Enteritidis kurz als

Salmonella Enteritidis oder S. Enteritidis bezeichnet.
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2.2 Morphologische und serologische Eigenschaften der Gattung Salmonella

Bei dieser Gattung handelt es sich um gramnegative Stabchenbakterien, von 0,7-1,5 x 2,0-5,0
pm GréRe. Sie sind fakultative Anaerobier und sind in der Regel, mit Ausnahme von Salmonella

Gallinarum, aufgrund des Besitzes von GeiReln beweglich (Selbitz et al., 1995).

Die im Kauffmann-White-Schema (Popoff et al., 1996) zunachst aufgefuhrten O-Antigene oder
Kdrperantigene reprasentieren die Antigene der Bakterienzellwand. Diese setzen sich aus dem
fur gramnegative Bakterienzellwénde ublichen Lipopolysaccarid-(LPS)-Komplex zusammen. H-
oder Geil3elantigene sind die Antigene der Bakteriengeieln, die aus einem fur GeiReln
typischen Proteinkomplex bestehen, der als Flagellin bezeichnet wird (Jawetz et al., 1977). Die
H-Antigene kénnen in zwei Phasen (H1 und H2-Antigene) vorliegen, je nachdem welches der
Gene (fliC oder fljB) exprimiert wird. Die meisten Serovare sind diphasisch und nur einige liegen
in monophasischer Form vor. Von S. Enteritidis sind sowohl di- als auch monophasische
Stamme bekannt. Die einzelnen O- Antigene werden mit arabischen Zahlen und die H- Antigene
mit Buchstaben bezeichnet (Popoff & Le Minor, 1992). Fir S. Enteritidis lautet die Antigenformel:
1,9,12:gm:-, deren Schreibweise sich international nach dem Pariser WHO-Collaborating Centre
for Reference and Research on Salmonella orientiert (Popoff & Le Minor, 1992). Der oben
erwahnte Serovar S. Gallinarum Biovar Gallinarum und Biovar Pullorum besitzt kein Flagellin

(Selander et al., 1996), so daf3 sich folgende Antigenformel ergibt: 1,9,12 :-:-.

2.3 Reservoir von Salmonellen

Als Erregerreservoir fir Salmonellen gelten S&uger, wobei dem Menschen wie auch allen
landwirtschaftlichen  Nutztieren als potentieller Dauerausscheider eine besondere

epidemiologsiche Bedeutung zukommt.

Das Wirtschaftsgeflligel und deren Eiprodukte sind als Hauptreservoir fir Salmonella Enteritidis
anzusehen (Humphrey et al.,1988; Annonymus, 1988; Rodrigue et al.,1990; Poppe et al., 1991,
Van De Giessen et al., 1992; Threlfall & Chart, 1993; Suzuki, 1994; Tschape & Kihn, 1995),
hingegen taucht beim Wassergefliigel besonders S. Typhimurium auf (Vielitz, 1993). Die
Salmonellose der Taube wird zu 95% durch Salmonella Typhimurium O:5 neg verursacht
(Becker et al., 1988). Pohl et al. (1997) beobachteten Salmonella Enteritidis bei Hunden, Katzen

und Kaninchen haufiger als bei Wiederkauern und Schweinen.

Weiterhin sind besonders Mause, Kafer und Insekten als wichtiges Reservoir fir S. Enteritidis
bei allen Nutztieren anzusehen, da sie in und in der N&he von Stallungen uberleben und somit

jeder neuen Aufzucht eine mogliche Infektionsquelle bieten (Henzler & Opitz, 1992).
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2.4 Salmonella Enteritidis - Geschichtliches -

Der Name Salmonella Enteritidis ist auf die Entdeckung eines Erregers durch A. Gartner in Jena
zuriickzufiihren, welchen er im Jahre 1888 aus dem Fleisch eines wegen schleimiger Durchfélle
geschlachteten Rindes isolierte und als "Bacillus enteritidis" bezeichnete. Zuvor waren 58
Personen, die Fleisch von diesem Schlachtrind verzehrten, an einer Gastroenteritis erkrankt,
und eine Person verstarb nach dem Genuf von 800 Gramm rohen Fleisches desselben Rindes
(Kelterborn, 1967).

Bald darauf wurde festgestellt, dal Erreger, die zunachst der Gartnergruppe zugeordnet
wurden, sich in ihren pathogenen Eigenschaften unterschiedlich gegeniiber Menschen und

Tieren verhielten.

Dies fihrte zu der Forderung nach einer genaueren Bestimmung und damit Charakterisierung
der bislang allgemein als Nahrungsmittelvergifter geltenden Erreger, um epidemiologisch
bessere Aussagen beziglich der Infektionsquellen machen zu kénnen. Die daraus resultierende
Einteilung in vier Gruppen zeigt, daf3 hinsichtlich pathogener Eigenschaften Wirtsspezifitaten
identifizierbar waren (Bahr, 1930) (s. Tab. 2.4).

Diese Wirtsspeziftaten fihrten dazu, bestimmte Ratinkulturen (S. Enteritidis var. danysz, Gruppe
IV) als biologische Schadlingsbekéampfungsmittel gegen Ratten und M&use anzuwenden. Das in
Danemark, nach Verabschiedung des damals neusten déanischen Rattengesetzes (1920)
eingesetzte und vorher entwickelte Ratinsystem wurde spéater ab 1926 in Deutschland in
groRem Umfang zur Rattenvertilgung benutzt (Bahr,1930). In seiner Anwendung wurde das aus
Ratin und Ratinin ("Meerzwiebelpraparat") bestehende System von anderen Autoren hinsichtlich
der Unbedenklichkeit gegentiber dem Menschen in der damaligen Zeit bestétigt (Neumark, 1925
& 1926).

Tab. 2.4 Vorkommen und Einteilung der "Gartnerbakterien", nach Bahr (1930)

Gruppe | Gruppe I Gruppe Il Gruppe IV
Einteilung "wirkliche "Gdrtner-Poppe" "Gdrtner-Jensen” "Gdrtner-Danysz"
Gértnerbakterien”
Vorkommen | Menschen, Fleisch: ausschlieBlich hauptsachlich Haustiere, | hauptséchlich
sog. Lebensmittelvergifter | Haustiere: Rind, Schwein | weniger Menschen Ratten und Mause

Im Jahre 1935 wurde S. Enteritidis var. blegdam ("Gértner Blegdam®) als weiterer Erreger durch
Kauffmann (1935) in die Gartner-Gruppe aufgenommen.

Dieser sowie die friiher zur Gruppe "Gértner-Danysz" z&hlenden Erreger werden mittlerweile im
Kauffmann-White-Schema (Kelterborn, 1967) als S. Blegdam bzw. als Variante S. Enteritidis
var. biochem. Danysz bezeichnet. Weitere Varianten sind. S. Enteritidis var. biochem. Essen

und S. Enteritidis var. biochem. Chaco.
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2.5 Verbreitung und Vorkommen von Salmonella Enteritidis in Deutschland und Europa

Im Unterschied zu Salmonella Typhimurium tauchte Salmonella Enteritidis bis 1984 in
Deutschland eher selten und nur sporadisch beim Menschen auf. Der Anteil der Salmonella
Typhimurium Isolierungen lag mit bis zu 60% sehr hoch, wahrend der von Salmonella Enteritidis
mit einer Ausnahme im Jahre 1972 (knapp 40%) zwischen 5% und 10% als sehr gering zu

vermerken war (Kuhn, 1995).

Ab 1984 anderte sich die epidemiologische Situation drastisch:

Innerhalb von zwei Jahren (1984-1986) wurde eine vierfache Zunahme an Salmonella Enteritidis
Phagentyp 4 Isolierungen verzeichnet. So gehérten 1984 5% aller untersuchten S. Enteritidis
dem PT4 an, der 1986 bereits zu 20% isoliert werden konnte und somit zum fihrenden
Epidemietyp wurde (Liesegang et al., 1997). 1992 wurde fur S. Enteritidis insgesamt eine
Isolationsrate bis Uber 70% ermittelt, die somit weit Gber der lag, die jemals fiir Salmonella
Typhimurium festgestellt wurde. Dies filhrte zu einem erheblichen Gesamtanstieg der
Salmonellose beim Menschen ab Mitte der 80-ziger Jahre (Kihn, 1995). Seit 1992 ist wieder
eine Abnahme dieses Serovars zu beobachten, und fir 1996 wurden aus dem Nationalen
Referenzlabor fir Salmonellen des RKI und des Nationalen Referenzlabors fur Salmonellen des
BgVV Werte um 60% angegeben (Tschape et al., 1997).

Bei einer Untersuchung von 1138 Salmonella Enteritidis Isolaten aus 180 Orten Deutschlands
fur die Jahre 1990-91 stellten Schroeter et al. (1994) fest, daf3 70,8% der untersuchten Stamme

dem PT4 angehérten.

Mehrheitlich wurden seit Mitte der 80ziger Jahre sowohl im NRL des RKI (Kuhn, 1995;
Liesegang et al., 1997) als auch im NRL des BgVV Stamme des PT4 isoliert, die nach weiteren
molekularbiologischen Untersuchungen als klonal einheitlich bezeichnet wurden (Helmuth et al.,
1990; Helmuth & Schroeter, 1994). Diese fur Deutschland aufgezeigte Entwicklung und
zunehmende epidemiologsiche Bedeutung des Serovars als einer der wichtigsten Verursacher
lebensmittelbedingter Salmonellosen, ist auch in anderen europaischen Landern zu beobachten
(Rodrigue et al., 1990; Fantasia & Filetici, 1994). Insbesondere die englischen Autoren Threlfall
et al. (1989b & 1993) und andere Untersucher (Annonymus, 1988; Paul & Batchelor, 1988;
Rampling et al., 1989; Erdem et al., 1994; Humphrey, 1994;) konnten in ihren Studien eine
fortwahrende Dominanz dieses Phagentyps feststellen.

Hingegen sind in den USA, Canada und der slowakischen Republik in der Mehrheit Stdmme des
PT8 (Rodrigue et al., 1992; Khakhria et al., 1991; Majtanova, 1997) epidemiologisch bedeutsam.
So wurde bei einer Untersuchung von 404 S. Enteritidis-Stdmmen, die aus tschechischen
Kindern unter funf Jahren zwischen 1995-97 isoliert wurden, in 341(84,4%) Fallen der
Phagentyp 8 bestimmt (Rychlik et al., 1997).

Prognosen zufolge wird ein Erregerwechsel des vorherrschenden Epidemieklons Salmonella
Enteritidis PT4 zu Salmonella Typhimurium DT104 in den kommenden Jahren erwartet

(Liesegang et al., 1997).
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2.6 Allgemeine Typisiermethoden bei Salmonellen

Die Verhiutung der durch Salmonella Serovare verursachten lebensmittelbedingten Infektionen
und Epidemien stellt eine der wichtigsten Aufgaben des offentlichen Gesundheitswesens
innerhalb der Industrielander dar. Da es sich bei den enteropathogenen Salmonellen um
Zoonoseerreger handelt, die Uberwiegend nicht-wirtsadaptierte Serovare sind (Selbitz et al.,
1995), ist deren Identifizierung und Charakterisierung von besonderer epidemiologischer
Bedeutung. Nur durch umfassende Informationen ist es mdglich, Infektionswege zurlick zu
verfolgen, Infektionsquellen aufzudecken sowie gegebenenfalls rechtliche MaRnahmen zu
ergreifen, die volksgesundheitlich relevant sind (Helmuth et al., 1990). Als Beispiel sei die
Huhnerei-Verordnung (1994) sowie die Eiprodukte-Verordnung in der Fassung von 1993

erwahnt.

Nach Maslow et al. (1993) sollte ein Typisierungssystem zwischen epidemiologisch verwandten
Isolaten klonalen Ursprungs und Isolaten, die epidemiologsich nicht verwandt sind,
unterscheiden kénnen.

Zur Typisierung eignen sich Methoden, die die Differenzierung einzelner Serovare zulassen
(Olsen et al., 1993). Wichtige Unterscheidungsmerkmale sind phanotypische Eigenschaften von
Bakterienisolaten, die zu den traditionellen Untersuchungsmethoden wie Biotypie, Serologie,
Phagolysotypie und Bestimmung der Antibiotikaresistenz geftihrt haben (Threlfall & Frost, 1990).
Genetische Eigenschaften werden mit molekularbiologischen Techniken erfaldt, die der
epidemiologischen Feincharakterisierung von Isolaten dienen (Helmuth & Schroeter, 1994).

Hunter (1990) beschreibt drei Kriterien fur Typisiermethoden, die nach Olsen et al. (1993) von
einer einzelnen Methode jedoch nicht erflllt werden kénnen. Erst die Kombination geeigneter
Techniken fuhrt zu einem auswertbaren Ergebnis, welches bei wiederholten Untersuchungen
eines Isolates reproduzierbar sein sollte. Eine hohe Differenzierung beziglich nicht mit einander
verwandter Stamme sowie die Typisierbarkeit aller Isolate sollte gewdhrleistet sein (Hunter,
1990). Der Wert einer Typisiermethode kann nach Hunter & Gaston (1988) mit Hilfe des
Differenzierungsindex ausgedrickt werden.

Im folgenden werden die in der Literatur beschriebenen und fiir S. Enteritidis geeigneten

Typisiermethoden vorgestellt.

2.7. Klassische Typisiermethoden

2.7.1 Serologie

Die im Kauffman-White Schema Kklassifizierten Salmonellen spp. werden aufgrund ihrer
unterschiedlichen O- und H- Antigene in Serovare eingeteilt (Kauffmann, 1975). Serovare, die
sowohl flr Mensch und Tier bedeutend sind, gehéren der Subspezies enterica der Spezies

enterica an (Popoff et al., 1996). Fir die Subspeziesbestimmung wird die Serologie als sehr
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differenzierungsfahig betrachtet und bildet die Grundlage fiur weitere Typisiermethoden (Olsen et
al., 1993). In seltenen Fallen kommt es durch Aufnahme eines Phagen oder Plasmids zu einer
Serotypkonversion. Popoff & Le Minor (1985) berichten von einem plasmidcodierten O:54
Antigen, welches nach Aufnahme eines 7,5 kb groen Plasmids exprimiert und von vielen
Salmonella Serovaren beherbergt wird.

Fur epidemiologische Zwecke ist diese Methode jedoch nicht ausreichend, da in vielen Landern
wenige Serovare mehr als 80% aller Isolate repréasentieren. Aul3erdem sind nicht-wirtsadaptierte
pathogene Serovare (S. Enteritidis und S. Typhimurium) gleichzeitig bei verschiedenen Tierarten
zu finden, so daf sich die Infektionsquelle nicht eindeutig bestimmen 1&aR3t. Daher werden weitere
Typisiermethoden eingesetzt, die innerhalb eines Serovars unterscheiden kénnen. (Helmuth et
al., 1990; Threlfall & Frost, 1990).

2.7.2 Phagentypisierung

Die Phagentypie beruht auf der Wirtsspezifitat bestimmter Bakteriophagen gegeniber
Salmonella Serovaren. Die zu untersuchenden Isolate werden mit Phagen infiziert und
produzieren ein definiertes Lysemuster, anhand dessen die Isolate einem bestimmten
Phagentyp zugeordnet werden (Anderson et al., 1977; Helmuth et al., 1985; Ward et al., 1987,
Olsen et al., 1993). Die Anwendung der Phagentypie fur epidemiologische Zwecke beruht auf
der Annahme, daf3 Stamme, die epidemiologisch verwandt sind, den gleichen Phagentyp
aufweisen, wahrend nicht miteinander verwandte Stdmme unterschiedliche Phagentypen
besitzen (Baggesen et al., 1997a). Fir Serovare, die als Zoonoseerreger bedeutend sind,
wurden im Laufe der Zeit verschiedene Typisiersysteme entwickelt. Bei S. Enteritidis hat sich die
Bestimmung des Phagentyps nach Ward (Ward et al.,, 1987) im Unterschied zu anderen
(Lilleengen, 1951; Gerschman, 1976; Lalko, 1977; Vieu et al., 1990) etabliert. In Abhangigkeit
der geographischen Region existieren fir S. Typhimurium mehrere Typisiersysteme. Wahrend
in Mitteleuropa die Methode nach Callow (1959) oder nach Anderson et al. (1977) angewendet
wird, wurde in Indien ein neues Schema erarbeitet, welches die dort haufig vorkommenden
Stamme typisiert, die mit den in Europa Ublichen Methoden nicht typisierbar sind (Threlfall &
Frost, 1990). Die Umwandlung eines Phagentypen in einen anderen wird, &hnlich der
Serotypkonversion, von einigen Autoren beobachtet. So berichten Ridley et al. (1996), daf’ der
S. Enteritidis PT6a aus dem PT4 durch die Aufnahme eines incX Ampicillin Resistenzplasmids
hervorgegangen ist. Aufgrund einer Genmutation beim PT4 kommt es zu einem Verlust des LPS
und damit zur Verringerung der Virulenz, die in der Konversion zum PT7 phé&notypisch entdeckt
wurde (Chart et al., 1989). Frost et al. (1989) begrinden die Alteration von PT4 nach PT24
durch Aquisition verschiedener R-Plasmide der incN Inkompatibilitatsgruppe, die auch fur die
Konversion anderer wichtiger Phagentypen von S. Enteritidis verantwortlich gemacht werden
(Threlfall & Chart , 1993).

Obwohl die Phagentypisierung bei S. Enteritidis und S. Typhimurium zu den wichtigsten

Typisiermethoden zahlt, bieten die Ergebnisse der Typisierung hinsichtlich des Ursprungs einer
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Infektion, z. B. bei Vorherrschen des Salmonella Serovars PT4, nur wenig Informationen
(Helmuth et al., 1990; Olsen et al., 1993).

2.7.3 Test auf Antibiotikaresistenzen

Da die bei Salmonellen spp. auftretende Antibiotikaresistenz iberwiegend durch konjugative
Resistenzplasmide vermittelt wird, die durch den massiven Einsatz und Gebrauch sowohl in der
Veterinar- als auch Humanmedizin einen Selektionsvorteil genieen, herrscht naturgemaf eine
Fluktuation einzelner R-Plasmide, die die Bestimmung der Antibiotikaresistenz als alleinige
Typisiermethode ausschlief3t (Threlfall & Frost, 1990; Olsen et al., 1993). In Kombination mit der
Phagentypie und der Plasmidprofilanalyse ergeben sich aber oft wertvolle epidemiologische
Hinweise, die das Aufdecken von Infektketten ermoglichen. Der multiresistente S. Typhimurium-
Stamm 204c wurde Mitte der 80-ziger Jahre Uberwiegend beim Rind und beim Kalb isoliert
(Threlfall et al., 1986). Spater wurde dieser Phagentyp auch im Gefligel identifiziert, dessen
bovine Herkunft anhand von Antibiogrammen und Plasmidanalysen nachgewiesen werden
konnte (Threlfall et al., 1990).

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1 Plasmidprofilanalyse

Die Analyse der Plasmide war die erste Methode, fir die die Elektrophorese zur Darstellung
unterschiedlich groRBer Molekile eingesetzt wurde, um genetische Eigenschaften von
Mikroorganismen zu charakterisieren (Shaberg et al., 1981). Diese Typisiermethode beschreibt
die Anzahl und GroRe der in einem Bakterienstamm vorhandenen Plasmide. Obwohl die
Bestimmung der Plasmide fur epidemiologische Zwecke gerade bei Salmonellen sehr
erfolgreich angewendet wurde (Helmuth et al., 1985; Threlfall et al., 1989a; Rodrigue et al, 1992;
Brown et al., 1993; Threlfall et al., 1994a; Rankin et al., 1995), bedeutet das Vorhandensein von
Plasmiden gleicher Gré3e nicht immer, daf3 die gleiche DNA-Sequenz zugrunde liegt (Olsen et
al.,, 1993, Liebisch & Schwarz, 1996). Um mdgliche strukturelle Unterschiede bei Plasmiden
gleicher GréRe zu erkennen, setzten bereits 1974 Thompson et al. Endonucleasen zur Spaltung
extrachromosomaler DNA-Molekile ein. In ihren Arbeiten aus den Jahren 1986 und 1987
berichten Platt et al. (1986 & 1987) liber den erfolgreichen Einsatz von Restriktionsenzymen zur
Analyse und zum “Fingerprinting” enterobakterieller Plasmide, vor allem bei S. Typhimurium
(Platt et al.,, 1987). Bei Vorliegen unterschiedlicher Plasmide entstehen wéahrend des
Schneidens unterschiedlich groRe lineare Fragmente, die nach gelelektrophoretischer

Auftrennung zu charakteristischen Bandenmustern fuhren (Olsen et al., 1993).
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In den letzten 15 Jahren sind von vielen Autoren (Taylor et al., 1982; Helmuth et al., 1985; Wray
et al.,, 1990; Brown et al., 1992; Rankin et al., 1995) umfangreiche Plasmid-“Fingerprinting“-
Untersuchungen durchgefithrt worden, deren Ergebnisse entscheidende Informationen zur
Epidemiologie salmonellenbedingter Infektionen bei Tier und Mensch lieferten. So wurde mit
dieser Methode in Norwegen durch Olsvik et al. (1985) ein Tier-zu-Mensch-Transfer fur S.
Typhimurium nachgewiesen. Ebenso konnten mittels dieser Technik Olsen et al. (1992) sowie
Threlfall et al. (1992), S. Berta infizierte Broiler als Infektionsquelle von Salmonellosen beim
Menschen sowohl in Danemark als auch in England belegen. Obwohl sich dieses Verfahren bei
vielen Untersuchungen bewdahrt hat und Plasmidprofile nachweislich stabil sind (Casalino et al.,
1984; Montenegro et al., 1991), ist sein alleiniger Einsatz zur epidemiologischen Typisierung von
Salmonella-Stammen aufgrund des bestehenden Mobilitdtspotential von Plasmiden nicht
geeignet (Schwarz et al., 1997). Von geringem Wert sind Plasmidanalysen bei den Serovaren S.
Infantis, S. Panama und S. Ealing, da die Mehrzahl der Stamme plasmidfrei sind (Helmuth et al.,
1985; Threlfall & Frost, 1990). Die Verwendung von Restrikitionsenzymen zur Analyse der
Gesamtzell-DNA gestatten hingegen umfassende und stabile Aussagen zur Genotypisierung
von Salmonellen (Olsen et al.,1993). Hierbei wird entsprechend der Plasmidanalyse die
gesamte bakterielle DNA einer Restriktionsanalyse unterzogen. Die dabei entstehenden
Fragmentmuster werden nach gelelektrophoretischer Auftrennung miteinander verglichen,
welches sich aufgrund der grof3en Anzahl gebildeter Fragmente, haufig als schwierig erweist
(Liebisch & Schwarz, 1996) und bei Salmonellen oft nicht mdglich ist (Helmuth & Schroeter,
1994; Olsen et al., 1993).

Der Einsatz der Gensondenhybridisierung sowie der Makrorestriktionsanalysen ermdglichen

hingegen eine fundierte Auswertung der Fragmente.

2.8.2 Gensondenhybridisierungstechnik

Das Prinzip der Hybridisierung beruht auf dem komplementéren Verhalten doppelstrangiger
DNA-Molekile. Dabei werden Einzelstrange eines Genabschnittes isoliert, radioaktiv oder
enzymatisch markiert und als Gensonde zur Erkennung bakterieller Isolate, die eine homologe
DNA-Sequenz aufweisen, verwendet (Montenegro & Helmuth, 1989).

Durch den Einsatz von Salmonella plasmid virulence (spv) Genen, die als markierte Sonden in
Hybridisierungsreaktionen verwendet werden (Montenegro et al., 1991; Lax et al., 1993), lassen
sich die dabei entstehende Hybridmolekile der zuvor durch Restriktionsenzyme in Fragmente
geschnittenen Plasmid DNA in Form von Banden nachweisen.

Die GroRe der Hybridisierungsbanden variiert in Abhangigkeit der Positionen der
Restriktionsenzymschnittstellen in der nachzuweisenden Virulenz-Plasmid DNA. Die dabei
entstehenden unterschiedlich gro3en Bandenmuster werden in der Literatur als sogenannte
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFLP’s) bezeichnet. Erstmalig wurde diese
Technik durch Tompkins et al. (1986) bei Isolaten von S. Typhimurium, Enteritidis und Dublin

anhand chromosomaler Fragmente von S. Enteritidis angewendet. Jones & Osborne (1991)
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untersuchten S. Enteritidis und S. Typhimurium-Stamme der pra-antibiotischen Ara (Murray-
Sammlung) mit je einem S. Enteritidis Stamm (P49120, Phagentyp 4) und S. Typhimurium
Stamm (C5) von 1989 unter der Fragestellung, ob die alten Stdmme (bereits) Virulenzplasmide
besallen und, falls ja, ob molekulare Neukombinationen innerhalb der Virulenzregion
stattgefunden haben. Hierzu setzten sie 2 Fragmente (3,5 kb und 2,5 kb), die sie zuvor durch
Verdauung des Virulenzplasmids von S. Typhimurium C5 mit Hindlll gewonnen hatten, als virA
und viB Gensonden fur Hybridisierungen der zu Uberprifenden alten Stamme ein. Das
Ergebnis zeigte sich in einer vollstandigen Hybridisierung beider Fragmente mit den Virulenz-
Plasmiden der Murray-Stémme, so dal die Gensondentechnik hinsichtlich Plasmidanalysen
epidemiologisch wertvolle Aussagen zulafiit.

Zur Untersuchung der Gesamtzell-DNA stehen weitere etablierte Gensondenverfahren zur
Verfigung. Fur die epidemiologische Typisierung von Salmonellen bedeutend sind das von
Grimont & Grimont (1986) entwickelte Ribotyping sowie die von Lam & Roth (1983a) erstmalig
beschriebene Insertionssequenz (IS) 1S200 sowie die wenig spater von den gleichen Autoren
entdeckte Salmonellenspezifitat dieser Sequenz, die sie als epidemiologischen Marker geeignet
erscheinen lie (Lam & Roth, 1983b). 1IS200 gehért mit einer Lange von 700 bp zu den kleinsten
Insertionselementen, die bislang beschrieben wurden (Stanley & Saunders, 1996). Jedoch
wurde diese Genusspezifitat spater durch Gibert et al. (1990) eingeschrankt, da diese Autoren
IS200 auch bei Shigella sonnei und Shigella flexneri feststellten. In der Folgezeit durchgefihrte
intensive Studien an S. Enteritidis-Stdmmen insbesondere durch die Autoren Stanley et al.
(1991; 1992a) und Stanley & Baquar (1994) resultierten in einem geringen diskriminatorischen
Index (D=0,30), so dal’ 1S200 bei diesem Serovar als alleinige Typisiermethode nicht geeignet
ist (Weide-Botjes et al., 1997).

Die beim Ribotyping eingesetzten Gensonden werden zur Erkennung der fur ribosomale RNS
kodierenden Gene verwendet. Diese Sonden kénnen homologen oder auch heterologen
Ursprungs sein (Grimont & Grimont, 1986; Esteban et al., 1993). So entwickelten Brosius et al.
(1981) eine Genprobe, die aus dem rrnB Operon von E. coli bestand und spater von Martinetti &
Altwegg (1990) zur Analyse von S. Enteritidis-Stammen benutzt wurde, wobei das
Differenzierungsvermdgen dieser Technik wesentlich von dem zur Restriktion der Gesamtzell-
DNA verwendeten Enzym abhéngt (Altwegg et al., 1989). Liebisch & Schwarz (1996) verweisen
in ihrem Ubersichtsreferat auf unterschiedlich bestehende Auffassungen hinsichtlich der
Auswahl eines geeigneten Restriktionsenzyms zum Nachweis verschiedener Salmonella

enterica Serovare.

2.8.3 Makrorestriktionsenzymanalyse

Im Unterschied zur Restriktionsenzymanalyse entstehen bei der Makrorestriktion nach Einwirken
von selten schneidenden Restriktionsendonukleasen nur 15 bis 60 Fragmente, die nach
Auftrennung in der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) ein spezifisches Muster ergeben

(Schwartz et al., 1983). Dieses Muster ist nach Grothues & Tummler (1991) charakteristisch fir
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jedes Bakterienisolat und kann zur Erklarung genomischer Verwandschaftsgrade zwischen
Bakterien der gleichen Art herangezogen werden. So konnten Ridley et al. (1996) mit Hilfe
dieser Technik zeigen, dal Ampicillin resistente S. Enteritidis-Stdmme vom Phagentyp 6a aus
dem Phagentyp 4 hervorgegangen sind. Bautsch (1993) verweist in seiner Arbeit auf eine
klonale Verwandtschaft von Stammen von S. Enteritidis, Phagentyp 4, hin. Fur 25 der 30
untersuchten Isolate, die aus dem humanen Bereich stammten, konnte der PT4 festgestellt
werden. Insgesamt zeigten diese Stamme ein identisches Notl - Restriktionsfragmentmuster
auf. Im Gegensatz dazu wiesen die Ubrigen 5 verschiedenen Phagentypen unterschiedliche
Fragmentmuster auf. Mit dieser Studie wurde gleichzeitig die Phagentypie in ihrem hohen

Potential verschiedene Isolate zu unterscheiden bestatigt.

2.8.4 PCR - gestitzte Analyseverfahren

Hierbei werden spezifische DNA-Abschnitte der Bakterien mit Hilfe der Polymerase chain
reaction Technik (PCR) um den Faktor 10°-10% amplifiziert. Die Spezifitat hdngt von den
Oligonucleotiden ab, die als Primer verwendet werden und von der fiir die Anlagerung der
Primer benétigten Temperatur (Olsen et al., 1993).

Erfahrungen mit diesem Verfahren als epidemiologische Typisiermethode sind in der Literatur
noch wenig beschrieben worden, zumal es sich um jingere Entwicklungen handelt, die noch
nicht etabliert sind. Dariliber hinaus bestehen unterschiedliche Auffassungen hinsichtlich des
diskriminatorischen Werts im Vergleich zu anderen Typisiermethoden (PFGE) fir einzelne
Salmonella Serovare (Duim et al., 1997; Lépez-Molina et al., 1997). Andere Autoren sehen in
den PCR-gestiitzten Verfahren und AFLP (Amplifies Fragment Length Polymorphism) eine
realistische Mdglichkeit, traditionelle Typisiermethoden wie die Serologie und Phagentypie

abzuldésen (Olsen et al, 1993).

2.9 Geeignete Typisiermethoden bei S. Enteritidis

Fur die Typisierung der verschiedenen Salmonella Serovare sind vielfaltige Methoden entwickelt
worden. Neben den traditionellen, klassischen Techniken wie Biotypie, Phagentypie und
Uberpriifung der Antibiotikaresistenz wurde mit steigendem Verstandnis fiir den Feinbau
bakterieller Zellen zunehmend molekularbiologische Methoden entwickelt und installiert (Threlfall
et al., 1989a; Helmuth et al., 1990). In Abhangigkeit des zu untersuchenden Serovars wurde
jedoch festgestellt, da nicht jede Typisiermethode das gleich grof3e Diskriminierungspotential
besitzt, so dal3 in den letzten 10 Jahren umfangreiche Studien zur Evaluierung geeigneter
Methoden fir die am haufigsten vorkommenden Serovare durchgefihrt wurden. So konnten
Olsen et al. (1997) in ihrer Arbeit zeigen, dall /S200 sehr wohl fiur die Aufdeckung
epidemiologisch verwandtschaftlicher Beziehungen innerhalb des Salmonella Serovar

Typhimurium PT49, 110, 120 und 135 geeignet ist. Hingegen trifft dies fur S. Enteritidis, wie
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auch durch andere Autoren belegt (Stanley et al., 1991; Olsen et al., 1993), nicht zu. Nachdem
fir Salmonella Enteritidis die Phagentypie als zuverlassiger epidemiologischer Marker alleine
angewendet (Threlfall et al., 1989a) und spater bestatigt wurde (Bautsch, 1993), stellten
Baggesen et al. (1997a) in ihrer Studie jedoch fest, da Stamme, die dem PT7 angehoren, nicht
genetisch und damit epidemiologisch verwandt sind und dieser sehr wahrscheinlich aus den
Phagentypen 1, 4 und 6 durch Verlust von Lipopolysacchariden hervorgegangen ist. Die durch
diesen Verlust bedingte Konversion von PT4 zu PT7 wurde bereits in der Arbeit von Chart et al.
(1989) beschrieben, hier jedoch mehr unter dem Aspekt des gleichzeitigen Virulenzverlusts fir
Menschen bei einer Infektion mit S. Enteritidis PT7 und weniger unter dem Gesichtspunkt der

Unspezifitdt des PT7 als epidemiologischer Marker.

Einige Autoren (Brunner et al., 1983; Threlfall et al., 1989a; Brown et al., 1993) untersuchten die
Mdglichkeit, die seit 1981 von Shaberg et al. (1981) eingefuhrte Plasmidprofilanalyse als
Alternative zur Phagentypie zu nutzen. Wahrend fir S. Typhimurium (Holmberg et al., 1984a;
Threlfall et al., 1986; Wray et al., 1987) diese Methode erfolgreich angewendet wurde, konnte
die Plasmidprofilanalyse bei S. Enteritidis nur bei bestimmten Phagentypen (PT4 und PT8) als
epidemiologisch sinnvoller Marker eingesetzt werden (Threlfall et al., 1989a; Erdem et al., 1994;
Threlfall et al., 1994a).

Erdem et al. (1994) untersuchten 38 tlrkische, aus dem humanen Bereich stammende S.
Enteritidis-Stamme, die Uber einen Zeitraum von 2 Jahren (1992-1994) in vier verschiedenen
Stadten isoliert wurden. Insgesamt konnte fir 25 Stdmme der PT4 festgestellt werden. 17
Stamme dieses PT besalien ein Plasmid mit einem Molekulargewicht von 38 MD, vier weitere
Stamme wiesen 2 Plasmide mit einem Molekulargewicht von jeweils 38 MD und 20 MD auf,
wiederum 2 weitere Stdmme besalRen zuséatzlich noch ein drittes Plasmid von 60 MD und eine
Ampicillinresistenz, die durch dieses 60 MD Plasmid vermittelt wurde. Fur einen Stamm konnte
eine 70 MD plasmidcodierte Ampicillinresistenz zusatzlich zum vorhandenen 38 MD Plasmid
nachgewiesen werden, und ein Stamm zeigte eine Trimethoprimresistenz, die nicht
plasmidcodiert war, sowie das serovarspezifische 38 MD Plasmid. Mit dieser Studie wurde
deutlich, daf? die Plasmidprofilanalyse nicht nur geeignet ist, den Phagentyp 4 weiter zu
differenzieren, sondern auch in Kombination mit der Antibiotikaresistenztestung
epidemiologische Zusammenhénge hinsichtlich Eruierung von Infektionsketten und -quellen
ermdglichte. Diese drei Techniken als epidemiologische Marker zur Charakterisierung von S.
Enteritidis-Stammen unterschiedlicher Herkunft zu verwenden, wurden von anderen Autoren

(Rodrigue et al., 1992; Brown et al., 1994) ebenso favorisiert.

Milleman et al. (1995) verglichen in ihrer Studie den diskriminatorischen Wert der
Plasmidprofilanalyse, Ribotyping sowie 1S200 fir Stamme der Serovare S. Enteritidis und S.
Typhimurium. Wahrend S. Typhimurium durch das Ribotyping und IS200 differenziert wurde,
konnten fur S. Enteritidis, aul3er der Plasmidanalyse, keine weiteren Informationen auf der Basis
restriktionsbedingter Analysen erzielt werden. Dies laf3t bei diesem Serovar auf einen hohen
Grad an genetischer Homogenitat schlieBen, der bereits durch die Studien von Stanley et al.
(1991; 1992a; 1992b) beobachtet werden konnte. Olsen et al. (1997) konnten jedoch die von
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Stanley et al. (1991) durch 1S200 definierten klonalen Linien SECLI und SECLII von S.
Enteritidis-Stammen unterschiedlicher Phagentypen durch die Kombination von vier
genotypischen Typisiermethoden (1S200-, Ribo-, Pulsfeldgelelektrophorese und RFLP
Typisierungen) bestatigen und dartiber hinaus SECLI in weitere 4 Gruppen differenzieren. Dal}
die Kombination geeigneter molekularbiologischer Methoden zusammen mit der Phagentypie
zur detaillierten Charakterisierung epidemiologischer Verwandtschaftsbeziehungen bei S.
Enteritidis herangezogen werden kann, wird auch gegenwartig durch die Autoren Weide-Botjes
et al.,, (1997) und Laconcha et al., (1997) dokumentiert.

Tab. 2.9 zeigt eine Ubersicht zur praktischen Anwendung molekularbiologischer

Typisierverfahren bei Salmonella Enteritidis.

2.10 Lebensmittelrechtliche Aspekte

Aufgrund der ubiquitdaren Verbreitung von Salmonellen, deren Resistenzvermdgen gegeniber
Umwelteinflissen sowie aufgrund der Tatsache, dal3 es sich bei diesen Mikroorganismen um
Zoonoseerreger handelt, ist eine vollstandige Beseitigung dieser Bakterien aus der Umwelt nicht
moglich. In Hinblick auf die Vermeidung bzw. Reduzierung von Salmonellen bei Eiern und
Eiprodukten sind daher in der Bundesrepublik Deutschland eine Reihe von Verordnungen

erlassen worden.

Nach 8 8 Nr.1 LMBG (1994) sind ,Lebensmittel fir andere derart herzustellen oder zu
behandeln“, dal3 ihr Verzehr nicht geeignet ist, ,die Gesundheit zu schédigen“. Dabei sollte
bereits in der Urproduktion die Eliminierung von Infektionserregern, durch standige Kontrollen
sowie Impfung der Tiere, mit dem Ziel der Schaffung SPF-freier Tierbestande (GroR3klaus, 1991,
Grol3klaus et al., 1991), erfolgen.

Die nationale Umsetzung der Richtlinie 92/117/EWG Zoonosen und Salmonellose-Kontrolle zur
Bekampfung von Salmonellen beim Gefligel erfolgte durch die 1994 erlassene Hihner-
Salmonellen-Verordnung. In ihr sind MaBnahmen zur Minderung des Salmonellen-Eintrages in
Geflligelzuchtbestanden verbindlich festgelegt. Weiterhin schreibt sie die Impfung von
Junghennen in Aufzuchtbetrieben vor, die zum Zweck der Konsumeierproduktion aufgezogen

werden.

In  einer WHO-Langzeitstudie zur Senkung der Salmonellenbelastung in einer
Gefligelfleischproduktionskette konnten die Autoren Kasbohrer et al. (1996) zeigen, dal auf
vielen Produktionsebenen ein erheblicher Salmonellen-Eintrag zu ermitteln war. Insbesondere
fand ein vertikaler Eintrag durch die Einstallung von Eintagskiiken im Mastbetrieb statt. Durch
geeignete und fur die jeweilige Produktionsstufe adaquate MalRhahmen war es jedoch mdglich,
eine signifikante Abnahme der Salmonellen-Nachweisrate im Bereich der Mastbestande zu
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erzielen. Insgesamt verdeutlicht die Studie, dall Sanierungskonzepte zur Senkung der
Salmonellenbelastung in einem Tierbestand nur dann erfolgreich umgesetzt werden kénnen,
wenn eine bei allen Produktionsbeteiligten vorausgesetzte Kooperationsbereitschaft auch

vorhanden ist.

Der Bekampfung der Salmonellenbelastung und -kontamination von Lebensmitteln wird auch
durch die Einfihrung der Hihnerei-Verordnung in der Fassung vom Dezember 1994 sowie
durch die in der Fassung von 1993 geltende Eiprodukte-Verordnung Rechnung getragen.
§ 1 Absétze 2 bis 4 und § 2 (1) Nr 2 sowie § 3 der Hihnerei-Verordnung regeln den Umgang
mit Eiern vom Beginn der Lagerung im Erzeugerbetrieb an bis zur Abgabe an den Verbraucher.

Wesentliche Punkte sind:

- Kihlung ab dem 18. Tag nach dem Legen,
- Abgabefrist an den Verbraucher von maximal 21 Tagen nach dem Legen,
- Kennzeichnungspflicht:

Verbraucherhinweis:  "bei Kiihlschranktemperatur aufzubewahren, nach Ablauf des
Mindesthaltbarkeitsdatums durchzuerhitzen",

- maximale Mindesthaltbarkeit von 28 Tagen nach dem Legen,
- Kihlung (< 7 °C) von unerhitzten roheihaltigen Lebensmitteln nach maximal 2 h sowie

deren Abgabe bis spatestens 24 h nach der Herstellung in Gewerbebetrieben.

Mit 8 3 (5) Nr. 3a) und b) sowie Nr 4 der Eiprodukte-Verordnung (1993) wird die Herstellung
Salmonellen-freier Eiprodukte geregelt. Vorgeschrieben sind, neben einer regelmaRigen
Untersuchung der Produkte auf Salmonellenfreiheit, die Lagerungstemperaturen von gekihlten

und gefrorenen Eiprodukten.

Im Hinblick auf die Produktion Salmonellen-freier Eier und Eiprodukte kommen ferner das
Bundes-Seuchengesetz (1995) zur Anwendung, welches nach § 17 (1) Nr.1 und Nr. 3 ein
Beschéftigungsverbot fir Salmonellen-ausscheidende Personen, die in gefahrdeten Bereichen
arbeiten, regelt, sowie die Trinkwasserverordnung (1993), in deren Ausfiihrungen (Anlage 1 Nr.
2) die Uberpriifung des Vorhandenseins von Fakalkeimen im Trinkwasser auf mégliche

Verunreinigungen mit Salmonellen hinweist.

2.11 Allgemeine Bedeutung von Antibiotika

Antibiotika gehéren zu den Mitteln, die zur Behandlung bakterieller Infektionen eingesetzt
werden. Im Unterschied zu Chemotherapeutika sind Antibiotika natirliche Stoffe, die von
Mikroorganismen produziert werden und die das Wachstum anderer Mikroorganismen hemmen
oder abtdten (Kroker, 1997). Mit der Entdeckung des Penicillins durch Fleming im Jahre 1929
(Fleming, 1929) begann eine neue Ara der therapeutischen Méglichkeiten bei Krankheiten, die
durch pathogene Mikroorganismen hervorgerufen werden (Levy,1992). Diese Entdeckung sowie
die darauf einsetzende intensive Suche nach weiteren antibiotisch wirksamen Substanzen galt
nicht nur in der Medizin als einer der wichtigsten Fortschritte, sondern bedeutete auch eine
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Umwaélzung in gesellschaftlicher Hinsicht. So nahm die Lebenserwartung erheblich zu und als
weitere Errungenschaft die Sauglingssterblichkeit ab (Helmuth, 1989).

Die daraus resultierende Erwartung und Euphorie, eines Tages Infektionskrankheiten besiegen
zu koénnen, wurde jedoch nicht erflillt (Bitter-Suermann, 1996). Durch den kontinuierlichen und
zunehmenden Einsatz von Antibiotika auch in der Veterindrmedizin, haben sich, aufgrund
selektiver Bedingungen, Resistenzen entwickelt, die gleichermaRen bei Mensch und Tier
vorkommen (O'Brien et al., 1982) und insbesondere bei lebensmittelbedingten Infektionen des
Menschen zu unerwiinschten, da therapeutisch schwieriger zu beeinflussenden (Linton, 1984)
Situationen gefuihrt haben (Helmuth & Protz, 1997). Antibiotika werden Uberwiegend in drei
Bereichen eingesetzt. Zur Behandlung bakterieller Erkrankungen bei Mensch und Tier, zur
Prophylaxe sowie als Leistungsforderer in der Tiererndhrung (Linton, 1984; Gast & Stephens,
1988; Morifiigo et al., 1990; Threlfall, 1992; Wray et al., 1993).

2.12 Antibiotika als Leistungsforderer

Der Einsatz von AB als Leistungsforderer bei Tieren, die der Lebensmittelgewinnung dienen,
wird von vielen Autoren als Ursache des gehauften Auftretens resistenter pathogener
Mikroorganismen gesehen (Beutin, 1981; Hirsh et al., 1983; Dawson et al., 1984; Holmberg et
al., 1984b; Linton, 1984; Gast & Stephens, 1986; Levy, 1987; Bitter-Suermann, 1996; Helmuth &
Protz, 1997; WHO, 1997), zu denen neben Enterokokken, Campylobacter, E. coliund Yersinien
vor allem die nicht-typhtsen Salmonellen spp. zéhlen, die ihrerseits zu den Hauptverursachern
lebensmittelbedingter Infektionskrankheiten gehéren (Kvenberg & Archer, 1987; Endtz et al.,
1991; Threlfall, 1992; Bates et al., 1994).

Die Entdeckung der antibiotischen Wirkung des Chlortetracyclins im Jahre 1947 durch Duggar
(Levy, 1992) flihrte Uber die Verabreichung von Actinomyces-Riickstanden an Schweinen zu der
Erkenntnis, daR diese Substanz, in subtherapeutischen Dosen gegeben, eine dartber hinaus
wachstumfoérdernde Wirkung beinhaltet (Jukes et al., 1950). Da die Zeit bis zum Erreichen des
Schlachtgewichts durch solche Stoffe erheblich verkiirzt wurde, erfolgte deren Anwendung allein
aus wirtschaftlichen Grunden, wurde doch schon immer nach MaRnahmen zur Verbesserung
der Mastleistung beim Nutztier gesucht (Beutin, 1981). Zu Beginn der 50-ziger Jahre wurden
ahnliche Ergebnisse von verschiedenen Autoren (s. dazu Ubersicht Visek, 1978) iiber andere
Antibiotika erzielt, so dal3, neben deren therapeutischen auch deren leistungsférdernde
Wirkungen in Form von Futtermittelzusatzstoffen kommerzialisiert und europaweit sowie in den
USA zum Teil unreflektiert eingesetzt wurden (Visek, 1978, Levy, 1992). Dieser nahezu
unbekimmerte Umgang mit Antibiotika konnte sich bis Ende der 60-ziger Jahre halten.

In einer bemerkenswerten Arbeit aus dem Jahr 1968 berichteten Anderson & Path von einer
zunehmenden Infektion multiresistenter S. Typhimurium PT29 Stammen bei Kalbern fir die
Jahre 1964-66. Weiterhin konnten Anderson & Path (1968) die bei den Kélbern festgestellte
Infektion mit S. Typhimurium PT29 Stdmmen im gleichen Zeitraum auch bei Menschen
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nachweisen. Von den insgesamt eingesandten bovinen Salmonella Typhimurium-Stammen
gehorten 73,2% dem PT29 an, wovon 99,7% multiresistent waren. Analog dazu wurden von 576
eingesandten Humanisolaten des gleichen PT 96,5% fur mehrfach-resistent befunden. Vor dem
Hintergrund der transferierbaren Resistenz (Watanabe, 1963) postulierten Anderson & Path
(1968) fiir dieses Ereignis eine Ubertragung resistenter S. Typhimurium-Stamme der infizierten

Tiere auf den Menschen iber den direkten Kontakt oder tiber die Milch.

Die Ergebnisse ihrer Arbeit mindeten in der Forderung nach einer Neubewertung und
Uberpriifung des bisher unbegrenzten Einsatzes von AB als Futtermittelzusatzstoffe (Anderson
& Path, 1968). In dem ein Jahr spater erstellten "Swann-Report" (Annonymus, 1969) wurden
erstmals Auswirkungen des unkontrollierten Antibiotika-Einsatzes diskutiert. Ferner wurden
neben der Unterteilung in Therapie- und Wachstumsantibiotika verbindliche Richtlinien fur die
bis dato nicht bestehende Verschreibungspflicht von Therapieantibiotika, insbesondere im
veterindrmedizinischen Einsatz, festgelegt (Linton, 1981). Diese Richtlinien fuhrten in England
zum Verbot von Antibiotika als Leistungsforderer, die gleichzeitig als Therapeutika beim
Menschen angewendet wurden, und dem sich andere Lander, jedoch nicht die USA,
anschlossen (Levy, 1992). Aufgrund der im Swann-Report gemachten Feststellung, dafld
Antibiotika, Uber einen langeren Zeitraum in subtherapeutischen Dosen gegeben, einen hohen
Selektionsvorteil fir resistent gewordene Mikroorganismen erzeugen und Uber die
Nahrungskette auf den Menschen libergehen kdnnen, ist das seither fir den Menschen und das
Nutztier gleichermafRen bedeutungsvolle und zunehmende Resistenzproblem immer wieder
Bestandteil zahlreicher Untersucher (O'Brien et al., 1982; Chaslus-Dancla, et al. 1991; Wall et
al, 1995; Balis et al., 1996) aus unterschiedlichen Bereichen geworden. Fir die Gesetzgebung
der USA ist der Nachweis eines Zusammenhanges zwischen resistenten, beim Menschen zu
Krankheiten fuhrenden Erregern und der Verwendung von Penicillinen und Tetracyclinen als
Leistungsforderer noch zu erbringen (Levy, 1992). Zahlreiche Arbeiten belegen jedoch den
Transfer resistenter Mikroorganismen auf den Menschen. Levy et al. (1976) erzeugten eine in E.
coli temperatursensitive Plasmidmutante (pSL222-6), die fur Resistenzen gegen
Chloramphenicol, Tetracyclin, Sulfonamiden und Streptomycin codierte. Diese resistenten E. coli
wurden in das Intestinum von je 4 Kiuken eingebracht, die einzeln aufgestallt und mit
tetracyclinhaltigem Futter gefiittert wurden. Nach vier Tagen wurde die Inokulation wiederholt
und die Kilken in je vier Kafige (A,B,C,D) mit weiteren 50 Kiken plaziert. Von den vier Kéafigen
wurden zwei Kafige (B und D), jeweils mit und ohne Tetracyclinfitterung, in 50 m Entfernung
des Betriebs aufgestellt. Die Ubrigen zwei (A und C) wurden unter gleichen
Futterungsbedingungen auf dem Gelénde aufgestellt. Nach zwei Monaten konnte aus den
Kotproben der Kéafige A und B je 14 und 24% E. coli mit dem Resistenzplasmid pSL222-6 isoliert
werden. Von insgesamt 14 Betriebsangehdrigen, die mit der Betreuung und Probensammein
dieser Kafige beschéftigt waren, konnte in zwei Fallen pSL222-6 nachgewiesen werden. Mit
dieser Studie wurde deutlich gezeigt, dafl} antibiotikahaltige Futtermittel das Wachstum

resistenter E. coli selektieren und diese auf den Menschen Ubertragbar sind (Levy et al., 1976).
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In der Folge der wissenschaftlichen Untersuchungen konnte der Zoonosencharakter auch fur
andere Enterobacteriaceae, inshesondere fiir Salmonella spp nachgewiesen werden (O'Brien et
al. 1985; Holmberg et al., 1984b; Olsvik et al., 1985; Tacket et al., 1985; Gast et al., 1988; Levy,
1987; Threlfall et al., 1989b; Threlfall, 1992; Heisig et al., 1995; Wall et al., 1995). Dabei wurden
Kalber, Rinder und Gefligel als Hauptreservoir fir Salmonella Typhimurium und Salmonella
Enteritidis beschrieben (Palmer & Rowe, 1986; Humphrey et al., 1988; Brown et al., 1994).

Noch heute ist der Wirkungsmechanismus von Leistungsforderern nicht vollstédndig geklart
(Corpet, 1996). Moglicherweise hemmen AB, die zur Leistungsforderung eingesetzt werden, den
bakteriellen Abbau von Aminosauren im Gastrointestinaltrakt, wodurch es zu einer denkbar
besseren Bereitstellung und Resorption der Nahrungsbestandteile kommt. AuRerdem wird die

Konzentration toxischer Substanzen wie Ammoniak und Amine reduziert (Visek, 1978).

Der Einsatz von Avoparcin als Leistungsforderer in Mastbetrieben hat besonders bei den
Enterokokken zur Selektion resistenter Stamme gefiihrt, die, wie E. coli, als Plasmid- oder
Transposonreservoir gelten kénnen (Corpet, 1996). Weiterhin wurde eine Kreuzresistenz gegen
Vancomycin festgestellt, das in der Humanmedizin bislang als Reservemittel bei Enterokokken-
bedingten Septikdmien eingesetzt wurde. Mehrere innerhalb der letzten drei Jahre
durchgefiihrte Studien (Bates et al., 1994; Witte, 1997; Danish Veterinary Laboratory, 1995)
berichteten Uber Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) Stamme, isoliert bei Schweinen
und Gefliigel, die Avoparcin als Futtermittelzusatzstoff erhielten. Nach Woodford et al. (1995)
wurde bei 9 von 10 Vancomycin-resistenten E. faecium-Stammen Multiresistenzen gegen
Penicilline, Gentamicin, Chinolone sowie Chloramphenicol gefunden. Im Frihjahr 1997 wurde
Avoparcin als Leistungsférderer in der Mast bei Tieren, die der Lebensmittelgewinnung dienen,
europaweit verboten (Richtlinie 97/6/EG der Kommission zur Anderung der Richtlinie
70/524/EWG).

Umsténde, wie der illegale aber auch therapeutische Einsatz von Antibiotika, die Anderung der
Darmflora beim Tier mit zunehmenden Alter, Diaten, sowie mikrobiologische Kontamination
durch andere Tiere und Menschen (Linton, 1985) haben zu erheblichen Schwierigkeiten bei der
Beurteilung der Selektionseigenschaften von nutritiv genutzten Antibiotika gefiihrt. Um diese
besser bewerten zu kénnen, wurden 1984 im Rahmen eines Symposiums Kriterien und
Methoden zur mikrobiologischen Evaluierung von Leistungsforderern in Futtermitteln festgelegt
(Helmuth & Bulling, 1985). 1987 wurden auf europaischer Ebene verbindliche Richtlinien fir die
Bewertung von Zusatzstoffen in Futtermitteln fur Tiere festgeschrieben (Richtlinie 70/524/EWG).
Danach missen mikrobiologische Tests sowie gesonderte Untersuchungen aller Antibiotika

bezuglich deren Resistenzrisiko durchgefuhrt werden (Helmuth & Protz, 1997).

Tabelle 2.12 gibt Auskunft Uber die derzeit in Europa zugelassenen Antibiotika als
Futtermittelzusatzstoffe (Anhang 1, Richtlinie 70/524/EWG der Kommission).
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Tab. 2. 12 In Europa zugelassene Futtermittelzusatzstoffe: Antibiotika
Zusatzstoff chemische Spektrum Tierarten Risiken fur
Bezeichnung den Mensch
Avilamycin Orthosomycin ~ grampositiv, Ferkel, Schweine, Masthihner -
antikozidiostatisch
Avoparcin Glykopeptid grampositiv Masthihner, Masttruthiihner, Ferkel, Vancomycin
seit Frihjahr Schweine, Kalber, Mastrinder Resistenz
1997 verboten
Flavomycin Glykophosolipid grampositiv Legehennen, Truthiihner, Tauben, Ferkel,
Schweine, Pelztiere aul3er Kaninchen, -
Kalber,
Zink-Bacitracin Polypeptid grampositiv Legehennen, Truthiihner, Génse, Tauben,
Kalber, Schaf- und Ziegenlammer, Ferkel, -
Schweine, Pelztiere aul3er Kaninchen
Carbadox Quinoxalin gramnegativ Ferkel, bis 4 Monate carcinogen
Olaquindox Quinoxalin gramnegativ Ferkel, bis 4 Monate carcinogen
Spiramycin Makrolid grampositiv TruthUhner; Sonstiges Gefliigel auBer Kreuzresistenz
Enten, Gansen, Legehennen. Tauben, gegen Vertreter
Kélber, Schaf- und Ziegenlammer, Ferkel, = der MLS-
Schweine, Pelztiere aul3er Kaninchen Gruppe
Tylosin Makrolid grampositiv Ferkel, Schweine Kreuzresistenz
gegen Vetreter
der MLS-
Gruppe
Virginiamycin Streptogramin  grampositiv Legehennen, Truthiihner, Sonstiges Kreuzresistenz
Geflligel au3er Enten, Gansen. Tauben, gegen Vetreter
Ferkel, Schweine, Kalber, Mastrinder der MLS-
Gruppe
Monensin Polyether grampositiv, Mastrinder -
antikozidiostatisch
Salinomycin Polyether grampositiv, Ferkel, Schweine -

antikozidiostatisch

madifiziert nach Corpet, 1996 und Richtlinie 70/524/EWG der Kommission

Nach Cassell (1995) ist die Antibiotika-Resistenz in den 90-ziger Jahren zu einem Problem der

Offentlichkeit geworden, welches eine noch groRere Sorgfaltspflicht der zulassenden und

Uberwachenden Institutionen sowie der Human- und Veterinarmediziner bezuglich der Kontrolle

der im Gebrauch befindlichen Antibiotika erfordert (Helmuth & Protz,

1997). Die als

Leistungsforderer eingesetzten Antibiotika haben nach Ungemach (1996) hinsichtlich der

bakteriellen Resistenzentwicklung und der Ubertragung von Resistenzen auf den Menschen die

grofite Bedeutung erlangt.
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2.13 Resistenz (Allgemeines)

Zum Verstandnis der sehr raschen Verbreitung von Resistenzen innerhalb von Mikroorganismen
soll nachfolgend einiges zur Resistenz und deren Entwicklung bei Bakterien zusammengefalit
werden. Fur die erfolgreiche Verbreitung von Mikroorganismen spielt nach Courvalin (1996) eine
unter Selektionsdruck bestehende Antibiotikaresistenz eine gréRBere Rolle als das
Vorhandensein von Virulenzfaktoren. Dies hangt von der Art und Weise ab wie Bakterien
Resistenzen erwerben oder Ubertragen.

Nachfolgend zwei mdgliche Bestimmungen der Resistenz:

2.131 Resistenz (Definition)

Die Entstehung einer verminderten Empfindlichkeit pathogener Mikroorganismen gegen
Pharmaka (Bruns, 1983),

oder bezogen auf antimikrobiell wirksame Substanzen:

Ein pathogener Mikroorganismus muf3 dann als resistent bezeichnet werden, wenn die in vitro
ermittelte  minimale Hemmkonzentration (MHK) (DIN, 1996) eines Antibiotikums oder
Chemotherapeutikums hoéher ist als die in vivo am Infektionsort erreichbare Serum- bzw.
Gewebekonzentration (modifiziert nach Adam & Christ, 1987).

Hierbei stellt man die natirliche der erworbenen Resistenz gegeniber.

2.13.2 Nattrliche Resistenz

Bei der natlrlichen Resistenz handelt es sich um eine spezies spezifische, stets vorhandene
Unempfindlichkeit eines Mikroorganismus fiir einen bestimmten Wirkstoff (Smith & Lewin,
1993). Als Beispiel sei hier die naturliche Resistenz von E. coli gegeniiber den Makroliden sowie
die der Species Pseudomonas gegeniber Benzylpenicillin erwahnt (Smith & Lewin, 1993,
Courvalin, 1996).

2.13.3 Erworbene Resistenz

Hinsichtlich der erworbenen Resistenz verfligen Mikroorganismen (Bakterien) grundsatzlich
Uber zwei genetische Mechanismen:; Entweder erfolgt der Erwerb durch Mutation oder durch

den Transfer von Resistenzgenen (Davies, 1980; Datta 1984; Courvalin, 1996).
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2.14 Mutation

Bei einer Mutation kommt es durch Modifikation der zellularen DNA zu einer Veranderung des
Erbguts. Diese kann einem Bakterium bei entsprechend antibakterieller Exposition einen dem
Wildtyp gegeniiber entscheidenden Selektionsvorteil gewahren. Diese Mutanten Uberleben unter
dem Selektionsdruck einer antibakteriell wirksamen Substanz, wahrend der Wildtyp zu Grunde
geht (Davies, 1980).

Die Mutation beinhaltet eine Anderung der DNA-Basen-Sequenz, deren einfachste Form
sogenannte Punktmutationen darstellen. Dabei wird nur eine Base modifiziert. lhnen stehen
groRere Veranderungen des Erbguts gegeniiber. Diese werden ermdéglicht durch Deletionen
(Verlust von Basenpaaren), Insertionen (Hinzufigen von Basenpaaren) oder auch durch
Inversion (Herausschneiden und Einsetzen eines DNA-Molekils in umgekehrter Reihenfolge)
einer DNA-Sequenz (Hutchinson, 1996).

Fur das Vorkommen und die Verteilung von Resistenzgenen spielt nach heutigem
Erkenntnisstand auch die Mutation eine epidemiologische Rolle, da sie an die Tochterzellen
weitergegeben werden kann (Piddock, 1996). Zwar bleibt eine Verbreitung dieser Resistenz
innerhalb einer Spezies begrenzt (Smith & Lewin, 1993), kann aber in einem lokal begrenzten
Raum zu Entwicklung von Resistenzen fihren. Auch beschrieben LeClerc et al. (1996) in ihren
Untersuchungen hohe Mutationsraten (>1%) bei pathogenen E. coli und S. enterica-Stammen.
Die resultierenden defekten MMR-Mutanten zeigten eine bis zu 1000-fach hdhere Rifampicin
Resistenz als ihre Wildtypen (Kontrollen) und gestatteten DNA-Rekombinationen zwischen

verschiedenen Bakteriengenera, womit rasche Verteilung gegeben war (LeClerc et al., 1996).

Die von Acar & Goldstein (1997) beschriebene zunehmende Fluorochinolon-Resistenz bei den
Enterobacteriaceae ist auf eine Mutation der fir die Fluorochinolone wichtigen Angriffspunkte -
DNA-Gyrase A und B oder Topoisimerase IV- zuriickzufiihren (Neu, 1992; Piddock, 1995;
Heisig, 1997) und wird chromosomal gebunden weitergegeben. Da die Fluorochinolone aber
bislang erfolgreich als Mittel der Wahl bei schweren, auch nicht-typhésen Salmonellosen
eingesetzt werden (Dutta et al., 1993), hat diese Resistenzentwicklung bei immunsupprimierten,
alten Menschen und Kindern fatale Folgen, zumal andere Antibiotika (Ampicillin,
Chloramphenicol sowie Trimethoprim und Sulfmethoxazol), die friher eingesetzt wurden,
ebenso resistent sind (Mufioz et al., 1993) und neue antimikrobiell wirksame Substanzen in
absehbarer Zeit nicht verfligbar sind (Bax, 1997).

2.15 Ubertragbare Resistenz

Hingegen erfolgt eine sehr viel raschere Verbreitung durch den Transfer von Resistenzgenen,
die auf extrachromosomalen DNA-Strukturen (Plasmiden oder Transposonen) vorhanden sind.
Sie dienen den Genen als Vektor. Aufgrund der Ubertragungseigenschaften bestimmter

sogenannter konjugativer Plasmide kénnen Gene, die auf solchen Strukturen lokalisiert sind,
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nicht nur innerhalb sondern auch zwischen den einzelnen Bakterienspezies und Genera
weitergegeben und verbreitet werden (Saunders, 1984). Plasmidcodierte Resistenzen und deren
Transfer sind besonders fir die Familie der Enterobacteriaceae typisch (Rowe & Threlfall, 1984;
Neu, 1992).

2.15.1 Molekulare Grundlagen des Resistenztransfers

Fur die Ausbreitung von Resistenzen stehen drei Ubertragungswege zur Verfiigung, deren
genetische Aspekte in den letzten drei Jahrzehnten hinlanglich untersucht wurden. Nur die
Kombination geeigneter Transferemechanismen, die unter selektiven Bedingungen wirksam
werden, gewéhren eine erfolgreiche Verteilung und schnelle Resistenzentwicklung im Sinne

eines evolutionaren Vorganges (Courvalin, 1996).

2.15.1a Konjugation

Plasmide sind extrachromosomale DNA-haltige ringférmige Elemente, die sich unabhéangig von
der bakteriellen Wirtszell-DNA duplizieren und fiir das Uberleben der Wirtszelle nicht erforderlich
sind (Davies, 1980; Broda, 1979). Bakterien erhalten aber dadurch zusétzliche Informationen,
die sich unter selektiven Bedingungen, als vorteilhaft erweisen kdnnen; codieren sie doch nicht
nur fur verschiedene Resistenzen sondern auch fur andere Funktionen wie z.B. Virulenz. Somit
kénnen Bakterien sich rasch veranderten Bedingungen anpassen, wodurch auch die Dynamik
der Resistenzentwicklung gegeniiber neuen Antibiotika verdeutlicht wird (Saunders, 1984;
Helmuth, 1989).

Plasmide, die Resistenzgene besitzen, werden als R-Faktoren bezeichnet und bestehen - sofern
sie transferierbar sind - aus zwei genetisch unterschiedlichen Abschnitten. Der eine Teil enthalt
Gene, die fur den Transfer des gesamten Plasmids codieren, wahrend der andere die Gene
besitzt, die verantwortlich sind fiir die Resistenz, die exprimiert wird (Helmuth, 1990). Der
Vorgang des Plasmid-Transfers wird als Konjugation bezeichnet, bei dem der Kontakt zwischen
einer plasmidhaltigen Zelle (Donor) und einer anderen Zelle (Recipient) durch einen Sex-Pilus
entsteht, uber den Kopien von Plasmiden an den Recipienten weitergegeben werden kdnnen
(Firth et al., 1996).

Damit wird der Recipient zum (potentiellen) Donor mit neuen genetischen Informationen (Levy,
1992).

Dald ein genetischer Informationsaustausch auf extrachromosomaler Ebene stattfindet, wurde
bereits 1946 durch Lederberg und Tatum beschrieben. Sie flihrten den Austausch von Genen
bei E. coli-Stammen auf das Vorhandensein einer extrachromosomalen Struktur zuriick und

bezeichneten ihn als F-Faktor (fertility). Die Entdeckung Ubertragbarer Resistenzplasmide durch
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Watanabe (1963) erfolgte, nachdem Akiba et al. (1960) und Ochiai (1959) die Ubertragbarkeit

von Resistenzen zwischen Shigellen und E. coli-Stammen nachweisen konnten.

2.15.1b Transduktion

Hierbei werden Plasmide mit Hilfe von Bakteriophagen, die als Vektoren dienen, zwischen
Mikroorganismen Ubertragen (Falkow, 1975). Dieser Transfer erfolgt nur innerhalb einer
Bakterienspezies, da die Anheftung des Virus von geeigneten Rezeptoren auf der Zelloberflache
der Wirtszelle (Bakterien) abhéngt (Saunders, 1984), so dal3 ein genetischer Austausch nur
zwischen gram-verwandten Spezies stattfinden kann (Reanny, 1976; Davies, 1980). Obwohl die
Transduktion als naturliches Ereignis vor allem bei grampositiven Erregern nachgewiesen wurde
und somit eine gewisse epidemiologische Bedeutung erhalt (Lacey, 1975), spielt sie eine
gréRBere Rolle bei molekularbiologischen Untersuchungen, wo sie z.B. zur Erstellung von

Genkarten eingesetzt wird (Masters, 1996).

2.15.1c Transformation

Eine weitere Mdglichkeit des Gentransfers bietet die Transformation, bei der die Ubertragung
durch Aufnahme freier DNA in die Wirtszelle mit mdglicher Integration in das Genom erfolgt
(Levy, 1992). Im Unterschied zur Transduktion ist ein Austausch von Genen auch zwischen
verschiedenen Genera mdoglich (Saunders, 1984), jedoch ist die Bedeutung der Transformation
fur die Verbreitung von Resistenzen bei gramnegativen Erregern epidemiologisch noch
ungeklart. Sie wird analog der Transduktion fir molekularbiologische Zwecke eingesetzt
(Hanahan & Bloom, 1996).

2.15.1d Transposition

Neben der Konjugation erméglicht die Transposition eine weitere sehr rasche Verbreitung und
Verteilung von Resistenzen sowohl innerhalb als auch zwischen einzelnen Bakterienspezies.
Hierbei kdnnen mobile DNA- Sequenzen (Transposons) von einem Donor zu einem Recipienten
springen, unabhangig ob dieser eine Wirtszell-DNA, einen Phagen oder ein Plasmid darstellt
(Saunders, 1984; Helmuth, 1990). Daher benétigen die Transposons zur Integration ihrer
genetischen Information in andere DNA-Strukturen keine DNA-Homologie (Levy, 1992).

Da Transposons im Gegensatz zu Plasmiden nicht replizieren kénnen, sind sie auf ihre jeweilige
Wirts-DNA  angewiesen. AuBer dem Erwerb neuer genetischer Informationen
(Antibiotikaresistenz, Resistenz gegen Schwermetalle) kann die Transposition strukturelle DNA-

Veranderungen (Deletionen, Fusionen, Inversionen) innerhalb des Genoms bewirken, die
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zuséatzlich exprimiert werden (Muster et al., 1981; Craig, 1996).

Tabelle 2. 15 enthalt ausgewahlte Literaturangaben zu den einzelnen Transfermechanismen.

Tab. 2. 15 Literaturangaben zu den Transfermechanismen

Transfer Referenz:

-Konjugation (Achtman et al., 1979); (Davies, 1980); (Levy,1992); (Neu, 1992);
(Courvalin, 1996); (Firth et al., 1996)

-Transduktion (Saunders, 1984); (Levy,1992); (Neu, 1992); (Masters, 1996)

-Transformation (Saunders, 1984); (Levy,1992); (Neu, 1992); (Hanahan & Bloom, 1996)

-Transposition (Levy,1992); (Neu, 1992); (Courvalin, 1996); (Craig, 1996)

2.16 Resistenzmechanismen

Unabhangig davon wie Resistenzgene verteilt werden, haben Mikroorganismen die im folgenden
wesentlichen Resistenzmechanismen entwickelt: Es sind dies die Umwandlung eines
Antibiotikums in eine unwirksame Substanz, weiterhin die Konzentration eines Antibiotikums
innerhalb einer Zelle gering zu halten, die Angriffspunkte des Antibiotikums zu veréndern sowie
im Sinne einer Substitution, alternative Angriffsziele fir das Antibiotikum zu produzieren
(Helmuth, 1990; Levy 1992; Neu, 1992; Salyers & Whitt, 1994).

In  Abhéangigkeit der Wirkungsweise von Antibiotika haben sich die genannten
Resistenzmechanismen entwickeln koénnen, wobei keine unmittelbare Wechselwirkung
zwischen der Stoffklasse eines Antibiotikums und der durch das Bakterium ausgebildeten
Resistenzmechanismen besteht. In einigen Fallen bedeutet erst die Kombination verschiedener
Mechanismen den erfolgreichen Schutz der Zelle vor der antibiotischen Wirkung (Krtigel, 1997).
Fir die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antibiotika sowie die entsprechend entstandenen
Resistenzmechanismen existiert eine umfangreiche Literatur, auf die nur Ubersichtsweise
eingegangen wird.

2. 17 Ausgewahlte Antibiotika-Stoffklassen sowie deren Resistenzmechanismen

2.171 R-Lactam-Antibiotika

Zu dieser Stoffklasse zahlen vier Gruppen von Substanzen, deren Hauptmerkmal der
gemeinsame Besitz eines R-Lactam-Ringes ist, der fir die antibiotische Wirkung verantwortlich
gemacht wird. Dabei handelt es sich um die Penicilline sowie die Aminopenicilline mit

erweitertem Wirkungsspektrum, die Cephalosporine, Carbapeneme sowie
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Monobactamantibiotika (Salyers und Whitt, 1994; Kroker, 1997). Uber erste Resistenzen
gegeniber Penicillinen wurde 1954 bei Stapholococcus aureus berichtet, nachdem diese
Gruppe erst 1942 in den USA und England fur den klinischen Gebrauch zugelassen wurde
(Levy, 1992; Prescott, 1993a). Bereits 10 Jahre nach der Einflhrung des halbsynthetisch
hergestellten Ampicillins im Jahre 1964 mehrten sich Berichte Uber Ampicillin-resistente
Infektionen. Hauptverantwortlich fur die Inaktivierung der Antibiotika sind die Bildung und
Sekretion von R-Lactamasen, Enzyme, die den R-Lactam-Ring hydrolysieren und somit
unwirksam werden lassen. Nach Medeiros (1997) existieren heute 178 R-Lactamasen, die
aufgrund ihrer Substratspezifitdt und inhibitorischen Funktionen in vier Gruppen eingeteilt
werden koénnen. Die hohe Anzahl solcher Lactamasen reflektiert den Wunsch nach immer
neuen R-Lactam Antibiotika, in der Hoffnung, daR diese aufgrund der Spezifitdt bereits

vorhandener Enzyme nicht zerstort werden kdnnen (Salyers und Whitt, 1994).

Ein besonders bei den grampositiven Bakterien vorkommender Resistenztyp stellt die Alteration
der Penicillinbindenden Proteine (PBPs) dar, die innerhalb der cytoplasmatischen Membran
gelegen sind und dort als Transpeptidasen die fiir den Zellwandaufbau verantwortliche Peptido-
glycansynthese katalysieren. Hierbei codieren Resistenzgene fir einen Austausch von
Aminosauren an der Bindungsstelle des Proteins, so dal3 im Falle des mec Gens, Methicillin
nicht mehr an das PBP2a binden kann (Reynolds, 1984; Neu, 1992). Die Methicillinresistenz
entwickelte sich in zweierlei Hinsicht zu einem ernsten Problem. Galt doch die Einfuhrung dieser
halbsynthetischen Substanz bei S. aureus als Antwort auf die durch die 3-Lactamasen induzierte
allgemeine Penicillin und Cephalosporinresistenz, so fuihrten die bei dieser Spezies mit
Methicillin durchgefuihrten Langzeitbehandlungen zu Kreuzresistenzen gegentber allen
Vertretern dieser Stoffklasse (MRSA). Das daraufhin verstarkt eingesetzte Glykopeptid
Vancomycin ist die alleinige noch wirksame Substanz und birgt die Gefahr in absehbarer Zeit
ebenso wirkungslos zu werden, da resistente Enterokokken als Reservoir und potentielle
Donatoren dienen (Levy, 1997). Die Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA)
Stamme sind exemplarisch fur die aufl3erordentlich schnelle Entwicklung von Resistenzen, da
sie mit Ausnahme des Vancomycins gegenuber allen verfligbaren Antibiotika, auch gegen

Fluorochinolone, unempfindlich geworden sind (Neu, 1992).

2.17.2 Aminoglykosidantibiotika

Analog den R-Lactamantibiotika werden Aminoglykoside ebenso durch modifizierende Enzyme
inaktiviert. Jedoch geschieht dies nicht durch Hydrolyse sondern durch Hinzufiigen von
Phosphoryl-, Adenyl-, oder Acetylgruppen an bestehende Amino- bzw. OH-Gruppen.
Entsprechend existieren Phosphotransferasen (APH), Adenyltransferasen (AAH) und
Acetyltransferasen (AAC), die wegen ihrer unterschiedlichen Bindungen am Substrat zuséatzlich
mit arabischen Ziffern und beim Vorliegen unterschiedlicher Resistenzprofile mit rémischen
Ziffern bezeichnet werden.
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Solche Bindungs- sowie Substratunterschiede spiegeln sich in der Vielfalt und Anzahl von
modifizierenden Enzymen wider, die Uberdies auch noch geographisch variieren. Miller et al.
(1997) berichten von 53 verschiedenen Aminoglykosid-Resistenzmechanismen bei 2.080
Isolaten verschiedener Genera (Escherichia, Morganella, Proteus, Salmonella und Shigella).

Die Modifizierung durch die im Cytoplasma lokalisierten Enzyme (Shaw et al., 1993) verhindert
die Bindung des Antibiotikums an die 30S Untereinheit der Ribosomen, wodurch eine regulére
Proteinsynthese weiterhin gewahrt bleibt (Saylers & Whitt, 1994).

AuR3er der Inaktivierung des Antibiotikums durch modifizierende Enzyme existieren weitere
Resistenzmechanismen.

Eine Anderung der Membranpermeabilitat fir Aminoglykoside fiihrt zu einer geringeren
Aufnahme in die Wirtszelle, die somit resistent wird, ohne Gber substratmodifizierende Enzyme
zu verfugen (Phillips & Shannon, 1984). Als dritte Mdglichkeit wird die ribosomale Resistenz im
Sinne einer Alteration des Zielmolekiils diskutiert, die aber bei den therapeutisch eingesetzten 2-
deoxystreptaminhaltigen aminoglykosidischen Aminocyclitolen (Kanamycin und Gentamicin)
unbedeutend ist (Phillips & Shannon, 1984). Ein Beispiel ist die Mutation auf dem strA Gen, die
1964 von Davies als erste bei E. coli beschrieben und untersucht wurde. Diese Mutation codiert
fir das ribosomale Protein S 12, welches seinerseits Strukturveranderungen bei 70S
Untereinheiten von Ribosomen vornimmt und somit urspringlich streptomycinsensible in
resistente Stamme umwandelt. Jedoch sind Berichte liber solche Mutationen gegenwartig selten
(Reynolds, 1984). Eine andere, noch endgultig nachzuweisende Md&glichkeit der
Resistenzausbildung ist der verstarkte Efflux von Aminoglykosiden mit Hilfe eines "ABC-
Exporters". Hierbei handelt es sich um einen energieabhéngigen Sekretionsweg, der von
membransténdigen ATPasen gebildet wird. Diese ATPasen besitzen eine hydrophobe, innerhalb
der Membran lokalisierte, und eine im Cytoplasma gelegene Doméne, die eine
Nucleotidbindungsstelle besitzt. ABC-Exporter verfigen (ber eine hohe Substratspezifitat
entweder fur die Aufnahme oder den Export von Stoffen. Alpha-Hamolysin und Metalloproteasen
als spezifische Substrate fir E. coli und P. aeroginosa sind untersucht worden (Wandersman,
1996). In Streptomyces griseus wurden 2 Gene (StrV und StrW) beschrieben, die fir ein
Exportsystem codieren welches, phosphorylierte Zwischenstufen des Genprodukts StrA
transportiert. Inwieweit eine "Umwidmung" solcher allgemeinen Transportsysteme zur
Resistenzentwicklung im Sinne eines Exports toxischer Substanzen bei Zellen stattfindet, bleibt
gegenwartig unklar (Kriigel, 1997).

Nachdem Streptomycin im Jahre 1944 als erstes aus Streptomyces griseus, einem Mitglied der
Familie der Aktinomyceten, isoliert und wiederum als erstes Antibiotikum erfolgreich gegen
Mycobakterium tuberculosis eingesetzt wurde, machten die stark toxischen Nebenwirkungen
seinen Einsatz bald fraglich (Levy, 1992). 1957 wurde Kanamycin und 1963 Gentamicin als
Therapeutikum zugelassen. Gentamicin-resistente Pseudomonas-Stamme tauchten bereits
1968 auf. Trotz weiterer Entwicklungen konnte das Problem der Toxizitat, insbesondere die
ototoxischen und nephrotischen Wirkungen, nicht gelost werden, so daf? seit Mitte der 70-ziger

Jahre keine neuen Aminoglykoside mehr auf den Markt gekommen sind (Prescott; 1993b).
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2.17.3 Chloramphenicol

Chloramphenicol wurde im Jahre 1948 als erstes Breitspektrumantibiotikum fur den klinischen
Gebrauch zugelassen, nachdem es 1947 aus Streptomyces venezuela in Caracas isoliert wurde
(Levy, 1992). AuBer gramnegativen und grampositiven Bakterien hemmt Chloramphenicol
Rickettsien, Chlamydien und Mycoplasmen, was zu der Bezeichnung Breitspektrumantibiotikum
fihrte. Erste Berichte 0ber klinisch resistente Chloramphenicol-Stamme erfolgten durch
Watanabe (1963), der in seinen umfassenden Studien an multiresistenten (Streptomycin,
Tetracyclin und Chloramphenicol) Shigella-lsolaten aus dem Jahre 1959 zum Begrinder der
plasmidvermittelten Resistenz bei Mikroorganismen wurde. Dabei stellte er fest, dal} die
Ubertragung der Resistenzfaktoren von E. coli auf Shigellen unabhingig vom F-Faktor
geschieht und somit ein anderer Transfer-Faktor (Episom) vorliegen mufdte (Watanabe, 1963).
Auch bei dieser Stoffgruppe wird die Resistenz durch enzymatische Inaktivierung der
antibiotisch wirksamen Substanz erzielt. Eine Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)
katalysiert die acetyl-CoA abhangige Acetylierung der C-3 Hydroxylgruppe des Antibiotikums,
welches nicht mehr an die 50 S-Untereinheit der 70S-Ribosomen binden kann (Shaw, 1984;
Kroker, 1997). Darliber hinaus existieren plasmidcodierte CAT Varianten, die unterschiedlich
produziert werden. Die bei gramnegativen Erregern vorkommenden CAT Varianten werden im
Unterschied zu grampositiven Bakterien, bei denen diese erst durch Anwesenheit von
Chloramphenicol induziert werden, kontinuierlich synthetisiert. Dies hat ein viel hoheres
Resistenzniveau bei erstgenannten Mikroorganismen zur Folge (Shaw, 1984). Das in S.
venezuela produzierte Chloramphenicol wird durch eine Phosphorylierung an der C-3

Hydroxylgruppe inaktiviert (Kriigel, 1997; Mosher et al., 1995).

Chloramphenicol unterliegt aufgrund seiner teilweise todlich verlaufenden Nebenwirkungen
spezifischen rechtlichen Bestimmungen. So wurde diese Substanz durch die Verordnung (EG)
Nr. 1430 / 94 in den Anhang IV der RatsVo 2377 / 90 aufgenommen und darf deswegen bei

lebensmittelliefernden Tieren nicht mehr verwendet werden (Kroker, 1997).

2.174 Tetracycline

Die Tetracycline sind ebenso wie das Chloramphenicol antibiotisch wirksame Substanzen mit
einem breiten Wirkungsspektrum (gramnegative und grampositive Bakterien, Mykoplasmen,
Rickettsien sowie Chlamydien), deren erster Vertreter, Chlortetracyclin, im Jahre 1947 entdeckt
wurde (Levy, 1992). Im Gegensatz zu Chloramphenicol, welches wegen seiner starken
Nebenwirkungen eher als Reservemittel eingesetzt wurde, erwiesen sich die Tetracycline als die
am geringsten toxischen Antibiotika, die je entwickelt wurden (Salyers & Whitt, 1994). Diese
Eigenschaften fuhrten zu einer rasch zunehmenden Produktion und einem hohen Verbrauch
dieser Antibiotika, vor allem in den Entwicklungslandern (Levy, 1992). Die aus dem weltweiten
Gebrauch resultierenden Resistenzen, insbesondere durch die bei lebensmittelliefernden Tieren
als Leistungsforderer eingesetzten Tetracycline, haben mittlerweile den therapeutischen Nutzen
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auf wenige Erreger eingeschrankt. So kdnnen nach Speer et al. (1992) Tetracycline noch bei
Infektionen durch Chlamydien, Rickettsien, bei Brucellose und bei der Lyme-Disease verwendet
werden, hingegen nicht mehr bei der durch Neisserien hervorgerufenen Gonorrhoe, deren
Behandlung bis Ende der 80-ziger Jahre durch Tetracycline als Mittel der Wahl erfolgte. Anhand
dieser Stoffgruppe ist besonders gut das breite Vorkommen und die Verteilung von
Resistenzgenen zu beobachten, da die plasmidcodierten Tetracylinresistenzen nicht nur bei den
durch die Gramfarbung charakterisierten Bakterien vorkommen, sondern nun auch bei
Mykobakterien, fir die bislang chromosomale Mutationen und Deletionen als einzige
Resistenzmechanismen nachgewiesen wurden (Pang et al, 1994, Roberts, 1997). Ein
wesentlicher Resistenzmechanismus ist zum einen die Reduktion der Tetracyclinkonzentration
in der Zelle durch verminderte Aufnahme in die Zelle oder gesteigerten Efflux (Speer et al.,
1992). Dies fiihrt zu einer Konzentration, die nicht mehr ausreicht, um an die 30S-Untereinheit
der Ribsomen zu binden (Levy, 1992). Bei gramnegativen Bakterien wird eine Alteration der in
der aufleren Zellmembran gelegenen Porin-Proteine (unter anderem OmpF) fiir einen
geringeren Input diskutiert.

Ein vermehrter Efflux des Antibiotikums wird durch ein in der Cytoplasmamembran gelegenes
Protein gesteuert, indem es durch einen energieabhéngigen Transportvorgang Tetracyclin, das
intrazellular als Magnesium-gebundener Komplex vorliegen kann (Yamaguchi et al.,, 1991),
hinaustransportiert. Gegenwartig existieren 8 Tetracyclin-Efflux-Genklassen, wobei bis auf die
Klassen M und Q alle Ubrigen Resistenzgenklassen plasmidcodiert sind (Speer et al., 1992).
Das "Abschirmen" der Ribosomen vor einer moglichen Bindung des Tetracyclins durch ein im
Cytoplasma gelegenes Protein wird in der Literatur als weniger haufig verbreitet angesehen.
Hierbei kommt es zu einer noch nicht ausreichend verstandenen Interaktion des Proteins an den
Elongationsfaktor EF-G (O'Neill et al., 1995). Drei Resistenzgene (tetM, tetO, und tetQ) sind fir
die ribosomalen Protektion beschrieben worden (Salyers & Whitt, 1994). Ein dritter
Resistenztyp, der bislang nur bei aeroben Bakterien nachgewiesen wurde, beschéftigt sich mit
der enzymatischen Inaktivierung von Tetracyclinen, deren Klinische Bedeutung noch nicht
geklart ist (Sperr et al.,, 1992). Tetracyclin ist selbst an der Regulation verschiedener
Resistenzgene beteiligt. In Untersuchungen an Bacteroides-Stammen konnte nachgewiesen
werden, daf} die Transferfrequenz konjugativer Transposons, auf denen tetQ lokalisiert ist, bis
zu 100-fach héher war im Falle eines vorherigen Wachstums der Stamme in tetracyclinhaltigem
Medium (Valentine et al., 1988). Die Tatsache, daf3 ein Antibiotikum den Transfer der eigenen
Resistenz steuern kann (Stevens et al., 1993) verdeutlicht, inwieweit Antibiotika zusatzlich zu
ihren selektiven Funktionen im Sinne der evolutiondren Resistenzverteilung eingebunden

werden kénnen (Davies, 1997).
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2.17.5 Nitrofuran-Derivate

Im Unterschied zu den biosynthetisch gewonnenen Antibiotika handelt es sich bei den
Nitrofuran-Derivaten um synthetisch hergestellte nitroheterocyclische Chemotherapeutika, deren
antimikrobielle Wirkung erstmalig von Dodd & Stillman (1944) beschrieben wurde. Diese
konnten die Autoren auf das Vorhandensein einer 5-Nitrogruppe sowie unterschiedlicher
Substituenten in der Position 2 des Furanrings zurickfihren. Neben ihrem breiten
Wirkungsspektrum gegen gramnegative und grampositive Bakterien sowie gegen Giardien,
Trichomonaden und Amdben, besitzen die Nitrofurane zusétzlich antikokzidiozidale
Eigenschaften (Merck Veterinary Manual, 1986), die insbesondere Furazolidon als geeignetes
Antikokzidiostatikum auszeichnen. So konnten Berg et al. (1956) in ihrer Studie zeigen, dafl
Furazolidon bei Mastkiiken, die in kokzidienhaltiger Einstreu gehalten wurden, hodhere
Wachstumsraten ermdglichte, als Nitrofurazone, Nitrophenide und Sulphaquinoxaline.

Da die Nitro-Chemotherapeutika selbst antimikrobiell unwirksam sind und erst durch bakterielle
enzymatische Reduktion aktiviert werden (Cramer, 1947), berichteten Asnis & Gots (1951) uber
zwei reduzierende Enzymsysteme, die jeweils unter aeroben (Nitroreductase 1) oder auch
anaeroben (Nitroreductase 2) Bedingungen aktiv sein kénnen. Die enzymatische Reduktion fihrt
Uber mehrere reaktive Zwischenstufen (Nitroradikale, Nitroso-Gruppen und Hydroxylamin)

schlief3lich zu offenkettigen Nitrilen.

Furazolidon entwickelte sich ab Mitte der 50-ziger Jahre zum Mittel der Wahl bei der
Behandlung der durch S. Gallinarum hervorgerufenen Gefligelsalmonellose (Chadfield, 1995),
nachdem viele Studien Uber die Verwendung dieses Wirkstoffes als Therapeutikum
durchgefiihrt worden waren (Lucas, 1954; Williams-Smith, 1954; Grumbles et al., 1954). Ebenso
konnten experimentell hervorgerufene S. Typhimurium und S. Thompson Infektionen beim

Gefliigel durch Furazolidon erfolgreich behandelt werden (Wilson, 1955).

In den 60-ziger Jahren jedoch hauften sich Berichte Uber ein zunehmendes Vorkommen
Furazolidon-resistenter Salmonellen Serovare. Hall & Cartrite (1961) untersuchten vier S.
Gallinarum Isolate, die aus einer an Salmonellose erkrankten Kiken- und Putenherde in Texas
stammten und erfolglos mit Furazolidon behandelt wurden. Die in-vitro auf Furazolidon
getesteten Stdmme waren vollstandig sensibel, jedoch entwickelte ein Stamm eine Resistenz
bei fortwahrend durchgefiihrten Passagen in Furazolidon haltigem Medium. In einem weiteren
Versuch wurde dieser Stamm zu Infektionsversuchen an Truthdhnen herangezogen und erwies
sich wiederum als resistent gegeniiber Furazolidon (Hall & Cartrite, 1961), was zu der Annahme
fuhrte, dalR der kontinuierliche Gebrauch dieser Substanz Furazolidon-resistente Stdmme
selektieren kdnnte.

In ihren Untersuchungen an 8 Furazolidon-resistenten E. coli-Stammen, die vom Menschen und
Haustieren isoliert wurden, konnten Williams-Smith & Halls (1966) den bereits friher (Stuart et

al., 1963) vermuteten mutationsbedingten Charakter der Nitrofuranresistenz bestatigen.

Obwohl zahlreiche Studien (Aoki et al., 1974; Arai et al., 1975; Oliver, 1981; Breeze & Obaseiki-

Ebor 1983) zur Ubertragbarkeit von Nitrofuranresistenzen durchgefiihrt wurden, konnte sich eine
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plasmidbedingte Resistenziibertragung in Verbindung mit dieser Substanz als allgemeingiiltige
Lehrauffassung nicht durchsetzen. Vielmehr wurden chromosomal bedingte Mutationen fiir die
Resistenzentwicklung verantwortlich gemacht (McCalla et al., 1978), die durch die bei der
bakteriellen Reduktion entstehenden reaktiven Zwischenprodukte der Nitrofurane ausgelost
werden konnen. Dabei kommt es zunadchst zu einer schwachen Bindung der reaktiven
Nitrofuranmetabolite an die Chromosomen-DNA, die dann zur kovalenten Briickenbildung von 2
benachbarten Basenpaaren eines DNA-Stranges fuhren kdnnen (Mukherjee & Chatterjee,
1992). Eine Folge solcher Mutationen resultiert in einem Mangel an mikrobieller Nitrofuran-
reduktaseaktivitat, der als Hauptursache fir die Resistenzentwicklung gegenuber Nitrofuranen
angenommen wird (McCalla et al., 1978).

Da die bei Mikroorganismen entstehenden DNA-Schéden auch in Saugerzellen ausgeldst
werden kdnnen (durch Bildung reaktiver Zwischenprodukte), und wegen der damit verbundenen
ungeklarten Toxizitat, wurden sémtliche Nitrofurane in den Anhang IV der RatsVo 2377/90/
EWG aufgenommen. Dies flihrte zu einem Verbot der Anwendung bei lebensmittelliefernden
Tieren. Mittlerweile wurden alle Zulassungen widerrufen, so dal3 keine Praparate - auch fur nicht
lebensmittelliefernde Tiere - auf dem Markt existieren (Kroker, 1997).

Tabelle 2. 17 zeigt die hier besprochenen Antibiotika bezuglich Entdeckung, Resistenz sowie

deren Wirkungsmechanismen in der Ubersicht.

2.18 Vorkommen und Verbreitung resistenter Salmonella Enteritidis in Deutschland
und Europa

Im allgemeinen sind die Resistenzraten bei S. Enteritidis weltweit recht niedrig. Allerdings wird
seit Beginn der 70-ziger Jahre kontinuierlich tber Vorkommen und Verbreitung vor allem auch
mehrfachresistenter Stdmme berichtet.

Im Rahmen einer umfangreichen polnischen Studie wurde im Jahre 1971 bei 87% von 361
untersuchten Salmonella Enteritidis-Stammen aus dem Jahre 1964 eine Multiresistenz gegen 7
Antibiotika festgestellt (Lachowicz, 1971). Die Ergebnisse dieser Studie bestétigten Resultate
anderer Autoren, die in den 60-ziger Jahren bereits von multiresistenten Stdmmen innerhalb der
Familie Enterobacteriaceae berichteten (Guinée, 1965).

Terakado et al. (1980) untersuchten 217 verschiedene Salmonella-Stamme unterschiedlicher
tierischer Herkunft. 70% der 49 Salmonella Enteritidis-Stamme zeigten eine Multiresistenz
gegen mehr als drei Antibiotika.

Eine Infektion mit multiresistenten Salmonella Enteritidis-Stammen in West-Afrika der Jahre
1980-82 fuhrte in 30% der 100 untersuchten Patienten zum Tod. Multiresistente Stdmme waren
bis zu diesem Zeitpunkt nicht in Liberia bekannt (Hadfield et al., 1985).

In einer weiteren Studie wurden 67% der 35 untersuchten malaysischen Salmonella Enteritidis-

Stamme fir multiresistent und 37% fur monoresistent befunden (Son et al., 1995).

Die in den vier Arbeiten beschriebene Multiresistenz ist flir Salmonella Enteritidis im Unterschied

zum Vorkommen multiresistenter S. Typhimurium DT204c (Threlfall et al., 1978;



Tab. 2. 17 Ubersicht Antibiotika: Entdeckung, Resistenzentwicklung, Resistenzmechanismen sowie Wirkung und genetische Determination

und Il

die die Wirtszell-DNA

schéadigen (mutagen z.T.

cancerogen)

Antibiotkum Entdeckt klinischer | Resistenzen Resistenzmechanismen Effekt / Wirkung GEnetische Determination Referenz
1,2,3,3a) Gebrauch 123) Resistenz
1.2:38) Mutation Gene
Reynolds (1984)
B - Lactam Levy (1992)
- Penicillin 1940 1943 1940 B - Lactamasen Inaktivierung des AB XY xY Neu (1992)
- Ampicillin 1961 1964 1974 Penicillin-bindende Proteine Alteration der PBPs x> Salyers & Whitt (1994)
- Methicillin | 1960 1961 1965  (PBPs) Kroker (1997)
Medeiros (1997)
Levy (1997)
. . . 1 Phillips & Shannon (1984)
Aminoglykoside Acetyltransferasen Inaktivierung des AB X Reynolds (1984)
) Phosphotransferasen Levy (1992)
-Streptomycin 1944 1947 1956 Adenyltransferasen vy
- Gentamicin | 1963 1967 1970 Prescott (1993)
- Kanamycin 1957 1957 1961 Anderuung des reduzierte X7 7 Shaw et al. (1993)
Membranpotentials Membranpermeabilitat X Salyers&Whitt(1994)
Wandersman (1996)
ribosomale Resistenz Modifikation der 70 S N Krigel (1997)
Ribosomen Kroker (1997)
ABC-Exporter Efflux des AB N Miller et al. (1997)
. . 1 Watanabe (1963)
Chloramphenicol 1947 1948 1955 Acetylltransferasen (CATSs) Inaktivierung des AB X Shaw (1984)
Phosphotransferasen Levy (1992)
Mosher et al. (1995)
Kroker (1996)
Krigel (1997)
. ) 1 Valentine et al. (1988)
Tetracycline Efqux-I_Drotelne o Eff|u>_< Xa Yamaguchi et al. (1991)
. Alteration membranstandiger verminderter Input x® Levy (1992)
- Chlortetracyclin 1948 1952 1956 Porin-Proteine Sp\ger etal (1992)
! . . ) & .
gk;?;ggg&gg;léndenes Protein ribosomale Protektion X8 Stevens et a_I. (1993)
. Salyers&Whitt(1994)
Inaktivierung des AB x® Pang et al. (1994)
O'Neill et al. (1995)
Davies (1997)
Roberts (1997)
Levy (1997)
Nitrofurane 1944 1953 1960 Mangel an Nitrofuranreductase |  Bildung reaktiver Metabolite, X% Cramer (1947)

Asnis (1951)

Hall & Cartrite (1961)
McCalla (1978)
Mukherjee & Chatterjee
(1992)

D Davies (1997) 2 Levy (1992) @ Prescott (1993) * Dodd & Stillman (1944) * Kriigel (1997) ® Reynolds (1984) ® Speer et al. (1992) ” Phillips & Shannon (1984) ® Chadfield (1995) ® McCalla (1978)




2. Literaturibersicht 33

1985 & 1986; Wray et al.,1993; Graeber et al., 1995) und DT104 (Wall et al., 1995; Low et al.,
1996) Isolate nicht typisch. Vielmehr wird Salmonella Enteritidis im europdischen Raum zwar als
einer der am haufigsten isolierten Erreger angesehen (Liesegang et al., 1997), gilt aber im
allgemeinen als sensibel gegeniber den haufig verwendeten Therapieantibiotika (Helmuth,
1997). Insbesondere die Entwicklung und das Vorkommen multiresistenter Stamme bei diesem
Serovar sind selten (Frost et al., 1989; Threlfall et al., 1993; Ramos et al., 1996; Threlfall et al.,
1997). Dennoch wird immer wieder von unterschiedlichen Autoren tber das Vorkommen von
monoresistenten Stémmen in Europa vor allem gegenuber 3-Lactam Antibiotika berichtet (Lee
et al., 1993a; Vatopoulos et al., 1994; Barguellil et al., 1995; Leegaard et al.,1996; Ramos et al.,
1996).

Hinsichtlich der Entwicklung von Chinolonresistenzen gelten Salmonellen im allgemeinen noch
als hoch sensibel (Hof et al., 1991). Uber das Risiko des Transfers Chinolon-resistenter Isolate
vom Tier auf den Menschen bei Campylobacter spp. wurde berichtet (Endtz et al., 1991).
Jedoch existieren auch Studien zu Chinolonresistenzen bei Salmonellen tierischer Herkunft
(Griggs et al.,, 1994; Helmuth & Protz, 1997) sowie deren Fahigkeit zur Ausbildung von
Kreuzresistenzen gegen Fluorochinolonen und chemisch nicht verwandten Antibiotika (Pers et
al., 1996). Frost et al. (1996) berichten von einer zunehmenden Ciprofloxacinresistenz sowohl
aus dem humanen als auch veterindrmedizinischen Bereich und hier insbesondere bei Tieren,
die der Lebensmittelgewinnung dienen. Dies deutet auch auf den zunehmenden Gebrauch der
Chinolone in der Veterindrmedizin hin (Griggs et al., 1994). Bereits 1989 wurden Nalidixin-
resistente Salmonella-Stamme vom Gefligel in England isoliert (Wray et al., 1990a). In
Deutschland sind Chinolone seit 1989 fir den therapeutischen Gebrauch auch bei
lebensmittelliefernden Tieren zugelassen. Helmuth & Protz (1997) berichten jedoch von

Chinolon-resistenten Salmonella Typhimurium-Stammen bereits in den Jahren 1986 und 1987.
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3. Eigene Untersuchungen

3.1 Material und Methoden

3. 1.1 Material fir die bakteriologische Untersuchung

3. 1.2 Bakterienstdmme

Die in dieser Arbeit verwendeten resistenten und sensiblen S. Enteritidis-Stimme wurden der
Stammsammlung des Fachgebietes "Molekularbiologie und Veterinarmedizinische Salmonella-
zentrale des Fachbereiches "Diagnostik und Epidemiologie" des BgVV entnommen. Diese
Stamme, die im Rahmen von bakteriologischen und diagnostischen Untersuchungen isoliert
wurden, lagern in der Stammsammlung als Stichkulturen vor. Zunéchst erfolgte die Auswertung
der vorhandenen Isolate der Jahre 1974-1975, um die Antibiotikaresistenz bei Salmonellen fest-
zustellen.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden zwei Arbeitsansétze realisiert:

a)

Insgesamt wurden 94 Stammen der Jahre 1986-1995 hinsichtlich ihrer Antibiotikaresistenzen
gegen Tetracyclin; Ampicillin; Chloramphenicol; Kanamycin und Gentamicin tberprift. Von den
94 Stammen wurden 65 reprasentative Stamme ausgewéhlt anhand derer die Ubertragung von
Antibiotikaresistenzen mit Hilfe von Kreuzungsversuchen Uberprift wurde. Neben der Bestim-
mung der Phagentypen1 wurden zur Untersuchung eines weiteren epidemiologischen Markers,
Plasmidprofilanalysen durchgefuhrt. Hierbei werden die Zahl und die Grof3e der innerhalb eines
Stammes vorliegenden Plasmide analysiert.

b)

Zusatzlich wurden 113 Stamme aus dem Jahre 1995 beziiglich ihrer Nitrofurantoin- und Furazo-
lidonresistenz Uberprift.

AuBer diesen Wildtypen, deren Eigenschaften im Appendix, Anhang 1 aufgefihrt sind, wurden
fur die molekularbiologischen Untersuchungen E. coli Referenzstimme (Standards) benutzt, die

in der Tabelle 3.1 dargestellt sind.

Tabelle 3.1 Verwendete Referenz- und Laborstamme

Plasmide der Spezies Molekular- relevante Eigenschaften Referenz / Herkunft
Referenzstdmme gewicht in Md
R 27 E. coli 112.0 Bukhari et al., (1977)
R1 E. coli 62.0 Bukhari et al., (1977)
RP4 E. coli 36.0 Bukhari et al., (1977)
ColE1 E. coli 4.2 Bukhari et al., (1977)

Bezeichnung

BB1 E. coli Nal, Rif, his, trp, lys, lac  |Helmuth et al., (1981)

(Recipient)
ATCC 25922 E. coli Kontrollstamm American Type Culture Collection*
2176 /95 S.Typhm.O5 neg. Kontrollstamm Stammsammlung des BgVV
1432/ 95 S. Enteritidis Kontrollstamm Stammsammlung des BgVV
2373195 S. Enteritidis Kontrollstamm Stammsammlung des BgVV
2375195 S. Enteritidis Kontrollstamm Stammsammlung des BgVV

* American Type Culture Collection , 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852 USA

! gemaf dem Typisierschema von Ward et al. (1987), durchgefiihrt von W. Rabsch (BgVV, Wernigerode) und A.
Schroeter (BgVV, Berlin)
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3. 1.3 Medien

Die bei der Herstellung der nachfolgend aufgefiihrten Medien benétigten Puffer, Losungen,

Aminosauren, Zuckerlésungen und Antibiotika wurden durch Filtration oder Autoklavieren sterili-

siert. Fur feste Medien wurden 25ml pro Petrischale eingefullt. Tabelle 3.2 enthalt die verwen-

deten Medien.

Tabelle 3.2 Verwendete Medien

Bezeichnung

Bedeutung R

o

ezeptur

emerkungen

Flussige Medien

a) L - Broth Vollmedium, zum unselektiven 11 Aqua bidest: BgVV-Eigenherstellung geman Luria-Bouillon
Wachstum von Bakterien 10g Bacto-Tryptone; Difco Lab., Detroit, USA : Art. Nr. 0123-17-3
59 Yeast-Extrakt; Difco Lab., Detroit, USA : Art. Nr. 0123-17-9
10g NaCl; Merck Art. Nr. 1.01540.5000
b) Medium 56 Ausgangspuffer fir alle Minimalplatten 1l Aqua bidest: BgVV-Eigenherstellung

550,8ml 0,1M Na,HPO,;
350,1ml 0,1M KH,PO,

18ml 10% (NH,),SO4;

1,8ml 10% MgSO, 7H,0
0,9ml 1,44% Ca(NO3); 4H,0
0,9ml 0,05% FeSO, 7H,0

Merck Art.
Merck Art.
Merck Art.
Merck Art.
Merck Art.
Merck Art.

. 6585
. 5101
. 1217
. 5886
. 2123
. 3965

c) Medium 56 / 2

d) D - Medium

Mangelmedium

Medium 56
Aqua bidest im Verhaltnis 1 : 1

L - Broth

56 / 2 Medium im Verhéltnis 1 : 1

BgVV-Eigenherstellung

Alle Verdunnungen wurden in D - Medium
ausaefiihrt

Feste Medien

a) L - Platten

M edium zum routinemafigen Wachstum
von Bakterien

L - Broth
2% Difco-Agar

Difco Lab., Detroit, USA : Art. Nr. 0123-17-3

b) Gassner - Platten

Selektives Medium zum Wachstum von
Enterobacteriaceae

1l Gassner-Agar
(Wasserblau-Metachromgelb-Lactose-Agar)
zu 1l Aqua bidest:

14,0 g Spezialpepton

43 g Lactose

5,0 g NaCl

1,25 g Metachromgelb

0,625 g Wasserblau
13gAgarpH=7,1+0,2

BgVV-Eigenherstellung nach Oxoid (CM 431)

Lactose negativ: Salmonellen, erscheinen gelb
Lactose positiv: E. coli, erscheinen blau

c) Mueller-Hinton Platten

Platten zur Resistenzpriifung von
Mikroorganismen

1| Mueller-Hinton Agar
zu 1l Aqua bidest:

2,0 g Rindfleisch,
getrocknete Infusion aus 300 g

17,5 g Caseinhydrolysat
1,5 g Starke
17,0gAgarpH=7,4+0,2

BgVV-Eigenherstellung nach OXOID (CM 337)

d) Feuchtagar

Halbfester Agar zum Nachweis der H-
Antigene (GeifReln)

1l Aqua bidest:

LL Bouillon mit Fleischextrakt 2
0,45 g Agar

0,1 g Traubenzucker

BgVV-Eigenherstellung:

OXOID CM 325
Merck Art. Nr. 8342

e) Minimalagarplatten

Medium zur Kontrolle des Wachstums
der Transkonjuganten, die im Laufe der
Kreuzungsversuche entstanden sind.

Medium 56

gewiinschte Aminosauren

gewiinschte Antibiotika

Lésung 1:1 mit geschmolzenem 4%Agar
vermischen

BgVV-Eigenherstellung

Donator und Recipient werden jeweils in ihrem
Wachstum durch entsprechende Zuséatze
gehemmt.

2 zu 1000ml Aqua bidest: 7,0 g Fleischextrakt (Liebig-Pastete) ; Importhaus H. Wilms GmbH, Belgien
10 g Bacto - Pepton, Difco Laboratories , Detroit, USA; Art. Nr. 0118 -17- 0
3 g NaCl, Merck Art. Nr. 101540.5000; 2 g Na;HPO,; 12 H20; Merck Art. Nr. 1.06579
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3.1.4  Alilgemeine Kultur- und Lagerungsbedingungen

Soweit nicht anders angegeben wurden die Bakterienstamme wie folgt kultiviert:

Von einer Reinkultur (Gassner-Platte) wurde eine Einzelkolonie in 2ml L-Broth Gberimpft und
Uber Nacht bei 37°C bebritet.

Im Falle einer Aufbewahrung wurde von jedem Stamm 2ml einer . N. Kultur mit 2ml 50% Gly-
cerin in L-Broth versetzt, kurz auf dem Vortex geschittelt und davon 1,8ml in NuncTM®? Tubes
eingeflllt und bei -30°C gelagert.

3.1.5 Serologischen Untersuchungen

3.1.5.1 Material fur die serologische Untersuchung

Die serologische Differenzierung erfolgte mit Salmonella-Testseren, die im BgVV hergestellt
wurden:

- Polyspezifisches Testserum Anti-Salmonella |

- Gruppenspezifisches Testserum Anti-Salmonella D

- monospezifisches Testserum Anti-Salmonella H gm

3.1.5.2 Agglutinationstest

Die Gattung Salmonella gehort der Familie der Enterobacteriaceae an. Da sich die Salmonellen
morphologisch kaum von anderen Gattungen der Familie unterscheiden, werden biochemische
Methoden zur Bestimmung der Spezies eingesetzt.

Innerhalb der Gattung Salmonella werden aufgrund verschiedener O- und H-Antigene serologi-
sche Methoden benutzt, um den Serovar zu bestimmen (Kaufmann, 1975).

Die jingste Auflage des Kauffmann-White-Schemas beschreibt 2422 Serovare in der fir die
Veterindrmedizin bedeutende Spezies Salmonella enterica. Der Salmonella-Serovar Enteritidis
wird durch die Antigenformel 1, 9, 12: gm: 1.7 definiert (Popoff et al. 1996).

Fur den Nachweis der O-Antigene der Salmonellen wurden die zu Uberpriifenden Stamme auf
Gassner-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37° bebriitet. Da im Rahmen dieser Arbeit
nur S. Enteritidis untersucht wurde, wurde ein Kaninchenserum, welches Antikérper gegen die
fir S. Enteritidis bestimmenden Kérperantigene 1, 9, 12 enthalt, mit einer kleinen Menge der zu
untersuchenden Kultur auf einem Objekttrager verrieben. Das Gemisch wurde bei schwacher
VergréRerung (6-fach) mit einer Lupe beobachtet.

Eine positive Agglutination auRert sich in einer Verklumpung der Bakterien, bei der ein Immun-
préazipitat langsam sichtbar wird (Jawetz et al., 1977).

Um GeiRelantigene nachzuweisen, wurde die Kultur mit einer Ose punktférmig auf einer
Feuchtplatte aufgetragen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Durch Ausbildung der Geil3elanti-
gene sind die H-Phasen sehr gut nachweisbar. Zu diesem Zweck wird wiederum mittels eines
antikorperhaltigen Kaninchenserums gegen die H-Antigene g und m agglutiniert. Das Ergebnis
ist eine Flockenbildung, die rasch einsetzt und durch Schiitteln wieder verschwindet (Jawetz et
al.,1977).°

3 Fa Intermed Cryo Tubes Art. Nr. 343958
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3.16 Test auf Antibiotikaresistenz
3.1.6.1 Material und Durchfihrung

Die Resistenzprufung erfolgt auf der Grundlage einer Arbeitsempfehlung: "Resistenzbestimmung
schnell wachsender Bakterien”, veréffentlicht durch den AVID® (1996). Mittels fester Kulturmedien
(Mueller-Hinton-Agar) wird die Prifung als Agardiffusionstest mit standardisiert beladenen Testplatt-
chen nach DIN 58 940 durchgefiihrt (Firma OXOID Deutschland GmbH, Wesel).

Einige Kolonien des zu untersuchenden Stammes wurden in 2ml L-Broth suspendiert und 24 h bei
37°C bebriitet. Mit einer kalibrierten Platinése wurden anschlieBend ca 10° Bakterien in 1ml
physiologischer Kochsalzldsung verbracht. Diese Suspension wurde auf Mueller-Hinton-Agar
ausgespatelt. Die Uberschussige Flissigkeit wurde abgesaugt. Bei diesem Verdiinnungsgrad wurde
ein Wachstum von nicht konfluierenden Bakterienkolonien erreicht. AnschlieBend wurde die
Agarplatte mit den entsprechend antibiotikabeladenen Testplattchen mit Hilfe eines Dispensers
beschickt (Firma OXOID Deutschland GmbH, Wesel, Art. Nr. R 27 624-002). Die Ablesung erfolgte
nach 24-stiindiger Inkubation bei 37°C. Tabelle 3.3 gibt Auskunft Gber die verwendeten Antibiotika-

mengen sowie die Bewertungsstufen.

Tabelle 3.3 verwendete Antibiotikamengen pg / Disc

Antibiotikum ug / Disc Bewertungsstufen: Hemmhof in mm Fa OXOID
Resistent / Sensibel
Tetracyclin 30 <16 > 22* Art. Nr. 45 099
Ampicillin 10 <14 > 22* Art. Nr. 44 878
Chloramphenicol 30 <20 > 21* Art. Nr. 45 159
Kanamycin 30 <13 > 18** Art. Nr. 44 848
Gentamicin 10 <14 > 21* Art. Nr. 45 161
Nitrofurantoin 100 <10 > 22%** Art. Nr. 38 715
Furazolidon 100 <16 > 22%** Art. Nr. 446 89

* DIN-Norm 58 940, 10 / 96; ** Comité de I'antibiogramme de la Societé Francaise de microbiologie, 1995
*** DIN-Norm 58 940 12 / 94

3.1.7  Test auf Ubertragbarkeit der Resistenz (Kreuzungsversuche)

Fir die Untersuchungen wie wirkungsvoll resistente S. Enteritidis Stdmme ihre Resistenzdeter-
minanten Ubertragen, wurden Kreuzungsexperimente durchgefihrt und die Transferierungsfre-
guenzen bestimmt. Eine Ubersicht zu den Stammen mit ihren Transferierungsfrequenzen befin-
det sich im Appendix, Anhang 2. Die Kreuzungsversuche wurden bei 37 °C bzw. bei 22° durch-
geflhrt.

Im wesentlichen handelt es sich hierbei um das Kreuzen eines Donators (entsprechender S.
Enteritidis-Stamm) mit einem Recipenten (E. coli K-12 (BB1)), aus dem Transkonjuganten (E.
coli mit entsprechend erworbenen Eigenschaften) resultieren. Fur diese Experimente missen
einige Vorarbeiten geleistet werden:

Um Transkonjuganten selektieren zu kénnen, wurde 600ml L-Agar mit entsprechenden Zusat-

zen versehen und anschliel3end in Petrischalen gegossen.

4 Arbeitskreis fur veterindrmedizinische Infektionsdiagnostik, Arbeitsgebiet "Mikrobiologie, Parasitologie und Hygiene" der Deutschen

Veterindrmedizinisichen Gesellschaft; Loseblattsammlung Methoden der Infektionsdiagnostik I11 / 1996



38 3. Material und Methoden

Die Zusammensetzung des L-Agars wurde so gewahlt, dal3 ein selektives Wachstum der
Transkonjuganten méglich wurde, bei gleichzeitiger Hemmung des Wachstums von Donator

und Recipent. Tabelle 3.4 sind die entsprechenden Zusatze zu entnehmen:

Tabelle 3.4 Verwendete Zuséatze fur selektive Platten

600ml L-Agar Bemerkungen Antibiotikazusatz: Harkunft

bei Verwendung fiir selektives In Abhangigkeit der zu selektionierenden

Wachstum, dann obligatorisch: Resistenz, folgende Mengen:

0,3ml Nalidixinsaure (100 mg/ml) * | Donator wird gehemmt 1,5ml Tetracyclin (12,5 pg/ml) Serva®
0,6ml Rifampicin (50 mg/ml)** Donator wird gehemmt 1,2ml Ampicillin (400 pg/ml) Sigma®
6ml 20% Glucose ¥ Recipient ist resistent gegen Nal und 0,5ml Chloramphenicol (27,5 pg/ml) Serva®
0,1ml 0,12% Vitamin B, ” Rif. Sein Wachstum wird gehemmt durch 1,5ml Kanamycin (30 pg/ml) Serva®
1ml 4% Histidin © die Verwendung des Antibiotikums 0,5ml Gentamicin (10 pg/ml) Serva®
2ml 1% Tryptophan @ auf dessen Resistenzgeniibertragung

1ml 3% Lysin © getestet werden soll.

* Fa Serva D - 6900 Heidelberg 1; (Art Nr.: 29971)
A Art. Nr.: 22799; ® Art. Nr.: 36022; @ Art. Nr.: 24770; 9 Art. Nr.: 37370; © Art. Nr.: 28195;
ki Fa Sigma Po Box 14508 St. Louis, MO, USA; (Art. Nr. R 3501)
L35 (Art.Nr.: 35866; 16785; 22185)
24 (Art.Nr.: A 9518; K 1876)

Bei Stammen, die eine Multiresistenz besallen wurde fur jede Resistenz einzeln selektioniert.
Die Ablesung der Platten erfolgte nach 2-tagiger Inkubation bei 37°C. Von einer Reinkultur wur-
de eine Kolonie des jeweiligen Donators in 10ml L-Broth geimpft. Zuvor wurde in einem Photo-
electric-Colorimeter, Typ Klett-Summerson 800-3 zur Tribungsmessung, der Nullwert der L-
Broth (Ausgangstriibung) bestimmt. In einem beheizbaren Umluftschittelgerat wurde die Bakte-
rienkultur sodann bei 37°C tber mehrere Stunden bis zu einem Wert der Klett-Skala (Klett 130)
inkubiert, welcher nach vorher fir jeden Stamm einzeln erstellten Eichkurven ca 2x10° kolonie-
bildenden Einheiten (KbE)/ml (nach Abzug des Nullwertes) entsprach. Ebenso wurde mit dem
Recipienten verfahren, der jedoch bei 37°C bis zu einem Wert der Klett-Skala (140) inkubiert

wurde, welcher ca 3-4x10° KbE/m entsprach.

3.1.7.1 Flussigkeitskreuzungen

Zu 1ml Donator (Zelldichte ca 2 x 10° Zellen/ml, = Klett 130) wurde 1ml Recipient (Zelldichte 3-4
x 10° Zellen/ml, = Klett 140) gegeben. Nach einer Inkubation Gber Nacht bei jeweils 37°C und
22°C wurden Donator und Recipient durch Schitteln auf dem Vortex getrennt (Brooks, 1965).
AnschlieRend wurden je 0,1ml der Verdinnungsstufen 10?10, 10° des Konjugationsansatzes
sowie 0,1ml des unverdunnten Ansatzes auf entsprechend selektiven Platten plattiert (Tab. 3.4)
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Fir die Bestimmung der Transferierungsfrequenz der Resi-
stenzdeterminanten wurde 0,1ml des ungekreuzten Donators in einer dekadischen Verdinnung
von 10~ auf L-Platten plattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Die Berechnung der Transferierungsfrequenz ergibt sich aus folgender Formel:

Nx 10 x 10" = Transferierungshaufigkeit der Resistenzdeterminanten / Donator
B

wobei

N = Anzahl der Kolonien der ausplattierten Kreuzung auf den selektiven Platten in KbE
A = Verdunnungsstufe der ausplattierten Kreuzung
B = Titer des Donators in KbE/ml

3.1.7.2 Filterkreuzungen

Je 50 pl der oben beschriebenen Donatoren- und Recipentenkulturen wurden zusammen auf
einen Filter (Porengrof3e 0,45 um, Whatmann), der sich auf einer H-Platte befand, aufgetragen
und Uber Nacht bei 37°C und 22°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Filter in 2ml D-Medium
gegeben und durch heftiges Schiitteln (Brooks, 1965) auf dem Vortex wurden die Bakterien vom
Filter abgeldst. Gleichzeitig wurde damit die Trennung von Donator und Recipient erreicht. Diese
Bakteriensuspension wurde in einer Verdiinnung von 10% 10, 10 sowie 0,1ml des unver-
dinnten Ansatzes auf entsprechend selektive Platten (Tab. 3.4) plattiert und Uber Nacht bei
37°C inkubiert.
Fir die Berechnung der Transferierungsfrequenz bei Filterkreuzungen gilt:
N x 200 x 10" = Transferierungshaufigkeit der Resistenzdeterminanten / Donator

B
wobei
N = Anzahl der Kolonien der ausplattierten Kreuzung auf den selektiven Platten in KbE
A = Verdunnungsstufe der ausplattierten Kreuzung
B = Titer des Donators in KbE/ml

Zur Kontrolle der Donatoren wurde 0,1ml des ungekreuzten Donators mit seinen Resistenzde-
terminanten auf entsprechend selektive Platten ausgespatelt und Gber Nacht bei 37°C bebritet
(Negativkontrolle).

Um festzustellen, ob es sich bei den gewachsenen Kolonien um Transkonjuganten, also um
Recipienten mit neuerworbenen Resistenzen handelt, wurden je 20 ausgewahlte Kolonien aus
den Kreuzungen mit Hilfe eines Zahnstochers auf neue Selektivbdden tbertragen und uber
Nacht bei 37°C bebritet. Um evtl. vorhandene Linkage-Gruppen zu bestimmen wurden an-
schlieRend die Platten replica-plattiert (Lederberg & Lederberg, 1952), d.h. es wurde mit Hilfe
des Replica—BIocksS) , der als "Kopiereinheit" dient, ein Abdruck von der gepickten Platte auf
eine neue selektive Platte gemacht. Unter Linkage-Gruppen versteht man genetische Kopp-
lungsgruppen bestimmter Resistenzdeterminanten. So kann z.B. eine Resistenz gegenuber

Chloramphenicol gemeinsam mit Kanamycin tibertragen werden.®

5 BgVV-Eigenherstellung, nach Miller, J.: Experiments in molecular genetics

Cold Spring harbour laboratories, USA (1972)
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Aus der Betrachtung der Uber Nacht bei 37°C inkubierten Replica-Platten ergab sich welche der
gewachsenen und gereinigten Kolonien fiir eine Plasmidisolierung geeignet waren, die dann
entsprechend markiert wurden.

Sollten von den Transkonjuganten Glycerolkulturen angelegt werden, wurde von den Einzelko-
lonien der Replica-Platten durch zweimaliges Ausstreichen mit einer kalibrierten Platindse auf L-
Platten und jeweiligem Antibiotikum diese gereinigt, und weiter wie unter 3. 1.4 beschrieben
behandelt.

3.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Tab. 3. 2.1 Material fir die molekularbiologische Charakterisierung

Bezeichnung Material Bemerkungen
Te-Puffer 50mM Tris / 1mM EDTA, pH 8,0
Tris-Base: Merck, Art.Nr. 8382.0500
EDTA = Tritiplexlll Merck, Art.Nr. 12029.0100
Lysepuffer steriles Aqua bidest
15% SDS Merck, Art.Nr. 9057.1000
250mM Tris / 5 N Natronlauge-Lésung Merck, Art.Nr.6495
Chloroform 119,38 g/mol Merck, Art. Nr. 2445
Phenol 94,11 g/mol, Kristallin Merck, Art. Nr. 200
Bromphenol- 25 mg Bromphenolblau Serva, Art. Nr. B 393/127
Blau-Lésung 1,5 g Ficoll Pharmacia, Art. Nr. 17.0400.01
Agarose 0,8% , NEEO Roth, Art. Nr. 2267.3
TBE 0,09 M Tris-Base Merck, Art.Nr. 8382.0500
0,09 M Borséaure Merck, Art. Nr. 165.1000
0,025 M EDTA (pH 8,2) Merck, Art.Nr. 12029.0100
Ethidiumbromid- 10,0 mg/ml, Lagerung lichtgeschutzt Serva, Art. Nr. 21251
Stammlésung bei +4°C

3.2.2  Zur Praparation der Plasmide wurde die Methode von Kado und Liu (1981) in

modifizierter Form verwendet

Bei dieser Methode handelt es sich um ein alkalisches Denaturierungsverfahren zur Aufberei-
tung und Trennung von Plasmid-DNA.

Von geeigneten Kolonien (Auswahl anhand von Replica-Platten, s.0.) wurden 0.N.K. hergestellt.
2ml dieser U.N.K wurden 5 min in der Eppendorfzentrifuge (Modell 5412) zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand abgegossen und die restliche Fliissigkeit mit Hilfe einer Pipette so abge-
zogen, daf3 das Pellet gut getrocknet wurde. Anschlie3end wurden die Zellen in 20 ul Tris-Puffer

auf dem Schuittler resuspendiert.
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Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 100ul Lyse-Mix (9,85ml enthalten: 5,7ml steriles
Aqua bidest, 2,0ml 15% SDS, 2,0ml 250 mMTris, 150ul 5N NaOH, pH = 12,5). Die Lyse der
Zellen erfolgte 30 min im Wasserbad bei 58°C. Sodann wurde dem Lysat 0,1ml einer ungepuf-
ferten Phenol-Chloroform Ldsung, die im Verhéltnis 1:1 angesetzt worden war, zugegeben.
Durch das Hinzufiigen des Phenols, finden die einzelnen Basenpaare der circularen Plasmid-
DNA, aufgrund der jetzt eintretenden Neutralisation, wieder zueinander. Auf3erdem wurden die
Proteine extrahiert. Nach 30 mindtiger Zentrifugation wurden 90ul der waRrigen Phase in der
sich die Plasmid-DNA befindet, ohne die Interphase zu beriihren, mit 10ul Bromphenol-Blau-
Lésung (15% Ficoll, 5% Bromphenolblau) versetzt und sofort fiir 10 min. auf Eis gestellt.

Zum Schluf? wurden jeweils 25l in die Probentaschen eines 0,8% Agarose Gels Uberfuihrt und
bei 100 Volt fir 2 %2 Stunden eine Gelelektrophorese durchgefihrt.

3.2.3  Agarose - Gelelektrophorese

Die Technik der Agarose - Gelelektrophorese wurde zur Darstellung der Plasmide eingesetzt.
Die Elektrophorese wurde in vertikalen Gelapparaten durchgefiihrt, da diese eine bessere Auf-
I6sung haben.

Es wurde ein 0,8% Agarosegel hergestellt. Dazu wurde die Agarose in dem Elektrophoresepuf-
fer TBE (0,09 M Borséaure, 0,09 M Tris, 0,025 M EDTA, pH = 8,2) durch Kochen in Losung ge-
bracht und auf 58°C abgekihlt. Gele wurden dann zwischen zwei saubere Glasplatten im Ab-
stand von 0,25 cm gegossen. Mit Hilfe eines Plexiglaskammes wurden am oberen Ende der
Gelkammer Probentaschen zum Auftragen der Proben ausgespart. Nach 30 minutiger Polyme-
risation wurde der Elektrophoresepuffer TBE in die Gelkammern gefllt und die DNA-Proben auf
das Gel aufgetragen.

AnschlieRend wurde ein elektrisches Feld mit dem positiven Pol in Wanderungsrichtung ange-
legt. Nach vollendetem Elektrophoreselauf (2 ¥2 h bei 100 Volt) wurde das Gel in ein EtBr-
Farbebad tberfuhrt und 15 min. gefarbt. Nachfolgend wurde das Gel in die Transilluminator-
kammer des "Eagle EyeR II still video system" gelegt (Abb. 3.1). Durch Bestrahlung des Gels mit
mittelwelligem UV-Licht (312 nm) konnten die DNA-Banden sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe
einer oberhalb der Transilluminatorkammer angebrachten Videokamera wurden die Gele digital
erfa3t und anschlieBend vom Computer ausgewertet. Die ausgewerteten Gele wurden schliel3-

lich auf einem Thermo-Drucker ausgedruckt.

3.24 Grolenbestimmung von Plasmiden

Um die relative Molmasse (Molekulargewichte) der im Gel gewanderten Plasmid-DNA zu bestim-

men, wurden auf dasselbe Gel DNA-Proben mit bekanntem Molekulargewicht (Standards, s.

Tabelle 3.1) aufgetragen. Mit Hilfe des "Eagle EyeR Il still video system" konnte eine Eichkurve

erstellt werden, indem das Molekulargewicht der Standards halblogarithmisch berechnet wurde.

Anhand dieser Kurve lie sich das Molekulargewicht der unbekannten Plasmide ermitteln. Ab-

schliefend wurden die Plasmid-DNA Banden am Bildschirm beschriftet und pro Gel ein Ausdruck

angefertigt.
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3.25 Gerate und Materialien

Tab. 3.5 Verwendete Gerate und Materialien

Kuhlzentrifuge

Eppendorf Zentrifuge 5402

Photoelectric-Colorimeter

Klett Summerson Typ 803
(Photoelectric Colorimeter)
Arthur Thomas Company
Philadelphia, PA USA

Resuspendierer

Vortex

Bender und Hobein AG
Model 4550GE

Zurich, Schweiz

Schittler

Eppendorf Mixer 5432

Inkubator-Schiittler

Inkubator Shaker

Model G25

New Brunswic Scientific Co. INC
New Jersey, USA

Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik mbH Burgwedel
Typ 1002

Brutschrank Heraeus DIN 58945
Typ: B 5028

Filter Metricel® Membrane Filter

Gelman Sciences

D / 25 mm, Porengréf3e 0,45 um
P /N 63068

Ann Arbor, Michigan USA

Zur Analyse und Dokumentation der Gele verwendetes Gerét:

Eagle Eye” Il Still Video System; Stratagen, 1995 (Abb. 3.1)
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Abb. 3.1 The Eagle Eye ® I still video system *

* The Eagle Eye® II Still Video system:
- (inklusive monchrome CCD Kamera)

beinhaltet die folgenden Komponenten:

a) The Eagle Eye Il Computer
- (586, Pentium, inklusive Monitor)

b) The Eagle Eye Il Darkroom
¢) Transilluminator 2040 EV

d) Thermodrucker

Stratagene, ©1995
Cloning Systems
La Jolla, California USA

Vertrieb: Stratagene GmbH
D-69044 Heidelberg

) Eirma:

: o J)
Mm o a) Computer
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Katalog # 400276
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Katalog # 400281
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4. Ergebnisse

4.1 Antibiotikaresistenz bei Salmonellen der Jahre 1985-1995

Um das epidemiologische Geschehen beziiglich der Antibiotikaresistenz bei S. Enteritidis beur-
teilen zu kdnnen, wurden auch die epidemiologischen Aspekte bei anderen wichtigen Salmonel-
la Serovaren betrachtet. Dazu wurde die im Fachgebiet 501 vorliegende Datenbank ausgewer-
tet. Diese finden zunachst vor den Ergebnissen der eigentlichen Untersuchungen an S. Enteriti-
dis Berucksichtigung.

Abbildung 4.1 zeigt den Verlauf der Resistenzentwicklung bei Salmonellen sowie den héufig
vorkommender Resistenzdeterminanten. Grundlage dieser Kurve bilden Stamme, die unabhan-
gig voneinander in verschiedenen Untersuchungséamtern im Rahmen unterschiedlichster Unter-
suchungen isoliert worden sind und zu weiterfihrenden Analysen an die Salmonellazentrale des

BgVV eingesandt wurden.

Abb. 4.1

Prozentualer Anteil resistenter Salmonellen (alle Serovare)
und einzelner Resistenzen
1985 -1995

—e— resistente Salmonellen
—m— Tetracyclin
Ampicillin
Chloramphenicol
—¥— Kanamycin
Gentamicin

—@— Nitrofurantoin

Anteil resistenter Stamme in %

1040 - -~~~ N

1985 1987 1989 1991 1993 1995

Jahre
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Auffallig ist, dafl3 es im Untersuchungszeitraum bis 1991 zu einem Gipfel des Anteils resistenter
Isolate kommt. Dieser wird durch einen hohen Anteil Tetracyclin-resistenter Isolate hervorgeru-
fen. Diese Gemeinsamkeit im Kurvenverlauf wird von den Anteilen der Resistenzdeterminanten
Ampicillin und Chloramphenicol begleitet. Sowohl Kanamycin als auch Gentamicin verhalten
sich analog dazu, jedoch mit geringeren prozentualen Werten. Die Resistenzdeterminante Ni-
trofurantoin fallt als einzige mit inrem Verlauf heraus. Die Zunahme ab 1991 hat 1992 ihren Ho-

hepunkt und fallt dann konstant bis 1995 ab. Dariiber hinaus sind drei Abschnitte ersichtlich:

1. Jahre 1985-1987

Zwischen 1985-1987 liegt der Anteil des Tetracyclins und des gesamtresistenten Salmo-
nellenanteils unter 20%. Alle Ubrigen Resistenzdeterminanten bewegen sich zwischen 0 und
5%.

2. Jahre 1987-1991

Ab 1987 bis 1989 ist bis auf Gentamicin und Nitrofurantoin ein nahezu paralleler Anstieg der
Resistenzdeterminanten zu verzeichnen (Anteil te: 37,6%, Anteil gesamt-resistenter Enteritidis
Salmonellen 38,8%). In 1990 steigt die Kurve der resistenten Salmonellen bis 41,1% und damit
zum Hoéhepunkt. In den Jahren danach fallt auch sie parallel zu den Kurven der einzelnen Resi-
stenzdeterminanten. Der prozentuale Anteil Tetracyclin-, Ampicillin-, Chloramphenicol-, sowie
Kanamycin-resistenter Isolate hat bereits 1989 mit Werten zwischen 25 und 40% ihren Hohe-
punkt. Gentamicin-resistente Stdmme hingegen bleiben mit 11% zwischen 1989 und 1990 kon-
stant beteiligt.

Zwischen 1990 und 1991 ist eine Abnahme aller dargestellten Resistenzdeterminanten Uber die
Halfte auf Werte zwischen 19,4% (Anteil resistenter Salmonellen), 17,7% (Tetracyclin), 8,1%
(Ampicillin), 8,7% (Chloramphenicol), 6,2% (Kanamycin) und 1,9% (Gentamicin) zu verzeichnen.
Im gleichen Zeitraum steigt die Nitrofurantoinrate auf 2,5% an.

3. Jahre 1991-1995

Zwei Ereignisse sind bemerkenswert:

a) Zwischen 1991-1992 ist der Verlauf des Tetracyclinanteils und der resistenter
Salmonellen nicht mehr parallel. Fur den Tetracyclinanteil ist eine Abnahme von 17%
auf 11,31% festzustellen,

b) Nitrofurantoin ist 1992 mit 12,4% starker beteiligt als die bislang vorherrschenden
Tetracyclin-resistenten Stamme (11,3%).

Der Kurvenverlauf der tbrigen antibiotikaresistenten Isolate bewegt sich &hnlich wie in
den Jahren 1985-87, zwischen 5 und 10%.

Erst ab 1994 verlauft der Anteil tetracyclinresistenter Stamme sowie der resistenter Salmonellen
wieder annahernd parallel, um 1995 auf Werte von 34,9% (resistenter Salmonellen) und 27,9%

zu gelangen. Das Nitrofurantoin erreicht mit 2,9% fast seinen Ausgangswert wie im Jahre 1991.
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Insgesamt ist der Grafik eine starke Zu- und Abnahme der haufig vorkommenden Resistenzde-
terminanten Uber einen Zeitraum von 5 Jahren (1987-1991) zu entnehmen.

Dieser wellenférmige Verlauf spiegelt hauptséchlich die Beteiligung der Serovare S. Typhimuri-
um und S. Typhimurium O:5 neg. und weniger die des Serovars S. Enteritidis, wie aus der Abb.
4.2.2 deutlich zu erkennen ist.

Bemerkenswert ist die Tatsache, daf3 ab 1990 der Anteil aller resistenten Isolate bis auf die ni-
trofurantoinresistenten Isolate steil abfallt, bei gleichzeitiger Zunahme resistenter S. Enteritidis
Stamme (Abb. 4.1 und 4.2.2).

4.2 Antibiotikaresistenz bei S. Enteritidis Isolaten der Jahre 1988*-1995
(ohne Nitrofurane)
4.2.1 Vorkommen von Mehrfachresistenzen
Um festzustellen, ob es bei S. Enteritidis wie bei anderen Serovaren auch multiresistente Isolate
gibt, wurde dieser Aspekt zuerst untersucht.
Das nachstehende Saulendiagramm zeigt sowohl Vorkommen als auch die Verteilung von

Mehrfachresistenzen des hier untersuchten Serovars fiir einen Zeitraum von 10 Jahren:
Abb. 4.2.1

Anteil von Mehrfachresistenzen bei  S. Enteritidis
Jahre (1988*-1995)

100

75+

1-fach Resistenzen

50~ 2-fach Resistenzen

4-fach Resistenzen
> 4 Resistenzen
res. S. Enteritidis

25+

Haufigkeiten in % (bezogen
auf resistente Isolate)

\ \ \ \ \
1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994

Jahre

\
1995

* Die Werte fiir 1986 und 1987 wurden nicht dargestellt, da nur Jahre mit mehr als 8 Einsendungen ausgewertet wurden.

Als mehrfachresistent wurden solche Isolate definiert, die mehr als 1 Resistenzdeterminante
phéanotypisch zum Ausdruck brachten.
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Uber den gesamten Zeitraum und kontinuierlich zunehmend vorhanden, sind die Isolate mit
einer 1-fach Resistenz, die, abgesehen von den Jahren 1986 und 1987 (jeweils 100%, aber
aufgrund der geringen Anzahl von resistenten Isolaten, ist dieser Prozentsatz zu vernachlassi-
gen) in 1994 und 1995 mit je 91% ihren Hohepunkt hat.

Isolate, die Uber eine 2-fach Resistenz verfugen, sind ab 1990 bestandig nachzuweisen, jedoch
im weiteren Verlauf in abnehmender Haufigkeit und mit einem Anteil von 5% im Jahr 1995 am
geringsten vorhanden.

Im Verlauf von 10 Jahren tritt die 4-fach Resistenz insgesamt 6x auf mit einem Anteil zwischen 1
und 50%. Die ubrigen Werte sind der Tabelle 4.2.1 zu entnehmen, die die Grundlage fur das

Saulendiagramm bildet.
Tabelle 4.2.1 Zahl der S. Enteritidis mit

Jahre s resistente 1—fach Z-fach 3-fach 4—fach > 4_—fach
Isolate Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz Resistenz

1988 13 5 2 2 2 2

1989 10 5 - - 5

1990 8 5 3

1991 29 18 6 4 1

1992 55 43 8 2 2

1993 74 65 7 1 1

1994 72 64 4 2 2

1995 111 101 6 4

Zusammenfassend laRt sich sagen, dal} im Verlauf der letzten 10 Jahre bei diesen Serovaren
die fortdauernde und ansteigende Tendenz von 1-fach Resistenzen, neben einer abnehmenden
Tendenz von 2-fach Resistenzen, registriert werden muf3. Das Auftreten von mehr als 2 Resi-

stenzen im gleichen Zeitraum ist eher als sporadisch zu betrachten.

4.2.2 Anteil und Verlauf haufig vorkommender Salmonella Serovare sowie Antibiotika-

resistenzen bei S. Enteritidis Isolaten

Wie in Abb. 4.1 zu erkennen, wurde der Verlauf der Resistenzentwicklung aller Salmonellen
Isolate, aufgeschliisselt in Bezug auf die Uberpriften Therapieantibiotika, dargestellt. Abb. 4.2.2
zeigt nun den Verlauf resistenter Salmonellen Isolate sowie den der am haufigsten vorkommen-
den resistenten Serovare S. Typhimurium, S. Typhimurium O:5 neg. sowie S. Enteritidis Uber
einen Zeitraum von 20 Jahren. Von 1974 bis 1987 sind nicht nur die Resistenzraten fur jeden
Serovar konstant (S. Typhimurium: ca. 20%, S. Typhimurium O:5 neg. <10% und S. Enteritidis
<10-<5%) sondern auch die damit verbundene Rangreihenfolge hinsichtlich der Isolationsrate
bestandig. Die Dynamik der einzelnen Kurvenverlaufe setzt vor allem 1987 an. Innerhalb von 2
Jahren (1987-89) steigt die Kurve resistenter S. Typhimurium O:5 neg. Isolate um das 6-fache
von 13% auf 83% an, um dann kontinuierlich abwarts auf 30% im Jahre 1995 zu gelangen. Der
Anteil resistenter S. Typhimurium Stdamme nimmt im gleichen Zeitraum um 10% von 28 auf 38%
zu und liegt im Jahre 1989 zu 40% unter dem fir S. Typhimurium O:5 neg. ermittelten Wert. Im

Jahre 1993 liegt der  Anteil resistenter S.  Typhimurium Isolate mit
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Abb. 4.22

Anteil resistenter Stamme in %
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Anteil an das BgVV eingesandten resistenten Salmonellen sowie ausgewahlter Serovare 1974-1995
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30,4% geringfigig wieder Uber dem resistenter S. Typhimurium O:5 neg. Bis zum Jahr 1993 ist
der Anteil resistenter S. Enteritidis Isolate mit Werten um 10% gering, im Unterschied zu S. Ty-
phimurium und S. Typhimurium O:5 neg. Bis zum Ende des Untersuchungszeitraum im Jahre
1995 jedoch steigt die Isolationsrate resistenter S. Enteritidis Stdmme bis auf 40% und liegt mit
diesem Wert einzig innerhalb des gesamten Untersuchungszeitraums héher als die beiden an-
deren Serovare (s. Abb. 4.2.2).

Die weiterfiihrende Untersuchung konzentrierte sich auf die isolierte Betrachtung der resistenten
S. Enteritidis Stamme sowie zuné&chst auf die bei diesem Serovar h&dufig vorkommenden Resi-
stenzdeterminanten Tetracyclin, Ampicillin, Chloramphenicol, Kanamycin und Gentamicin (Abb.
4.2.3).

Der Anteil einzelner Resistenzdeterminanten liegt im Untersuchungszeitraum immer unter 10%.
Vor allem cm; kn und gn sind mit ihren Werten in der Regel unter 1% und somit als unbedeu-
tend zu betrachten. Auffallig jedoch ist eine deutliche Zweigliederung. Bis 1990 verlauft die Kur-
ve der resistenten S. Enteritidis, mit einer Ausnahme im Jahr 87 (Anstieg auf 9,4%), gleichmaRig
abwarts bis auf 2,5%. Dieser Verlauf wird Uberwiegend durch die Resistenzdeterminanten te

und ap bestimmt.

Abb. 4.2.3

Prozentualer Anteil resistenter ~ S. Enteritidis
und einzelner Resistenzen einschlieBlich Nitrofurantoin 1985-1995

—m— resistente S. Enteritidis

—m— Tetracyklin
Ampicillin
Chloramphenicol

—¥— Kanamycin
Gentamicin

Haufigkeiten in %

—@— Nitrofurantoin

Ab 1990 bis 1995 ist dann eine Gegenlaufigkeit zwischen dem Anteil der resistenten S. Enteriti-

dis und dem der te und ap Resistenzen zu beobachten.
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Demnach kdnnen diese Resistenzdeterminanten nicht an der Auspragung dieses Verlaufs be-
teiligt sein. Auch die anderen fir gewdhnlich haufig vorkommenden Resistenzdeterminanten cm;
kn und gn erklaren nicht die Diskrepanz zu der ansteigenden Kurve der resistenten S. Enteritidis
Stamme, mit einem Hohepunkt im Jahr 1995 mit einem Anteil von 40%.

Da in dieser Arbeit nur Antibiotikaresistenzen berilicksichtigt wurden, die in der Veterinarmedizin
von therapeutischer Bedeutung sind, wurden die Werte anderer ebenso in der Routinediagnostik
untersuchten Antibiotika Uberprift.

Auffallig ist eine seit 1990 zunehmende Nitrofurantoinresistenzrate, so daf3 die entsprechenden
Werte in die Kurve mit aufgenommen wurden (Abb. 4.2.3). Danach ergibt sich folgendes Bild:
Die seit 1990 kontinuierliche und seit 1993 starke Zunahme resistenter S. Enteritidis Stdmme
wird offensichtlich durch die ab 1990 beginnende und bis 1995 stark zunehmende Resistenzrate
gegeniber Nitrofurantoin bewirkt. Im Jahre 1990 besitzen 2,8% der im NRL-Salm. isolierten S.
Enteritidis Stdmme eine Resistenz gegen Nitrofurantoin, 1994 sind es 10,9% und 1995 zeigen
34,7% der Isolate eine Nitrofurantoinresistenz. Der aus diesen Werten resultierende Kurvenver-

lauf verhalt sich anndhernd parallel zu dem resistenter S. Enteritidis Isolate.

Warum es bei S. Enteritidis in diesem Zeitraum zu dem beobachteten starken Anstieg der Re-
sistenz gegenuber Nitrofurantoin kommt, wird im Rahmen dieser Arbeit ungeklart bleiben. Hin-
sichtlich der Herkunft gibt Tabelle 4.2.3 Auskunft Uber die prozentuale Verteilung nitrofurantoin-
resistenter S. Enteritidis Stamme der Jahre 1991-1995.

Tabelle 4.2.3

Haufigkeit resistenter S. Enteritidis Isolate in Bezug auf ihre Herkunft
sowie prozentualer Anteil der nitrofurantoinresistenten S. Enteritidis-Stamme vom Gefligel (1991-1995)

Isolationsmaterial
alle Quellen Geflugel/ res. Geflugel/ Nitrofurantoinresistenz
Jahre res S. Enteritidis (%) | Eier/Eiprodukte (%) Eier/Eiprodukte (%) Gefligel/Eier/Eiprodukte (%)
1991 7.4 14,8 15,5 8,7
1992 9,1 43,1 11,2 6,3
1993 9,1 71,3 9,7 8,3
1994 13,6 52,4 15,9 13,7
1995 40,1 47,7 79,5 71,6

Die Tabelle zeigt, da 1995 die Halfte aller S. Enteritidis Stamme vom Gefliigel stammen. In
diesem Jahr sind auch 80% dieser Isolate resistent. Die Resistenzrate gegen Nitrofurantoin liegt
im gleichen Jahr bei 72%. Die hohen Werte fir das Jahr 1995 aus dem Gefligelbereich wurden
in einer gesonderten Untersuchung nochmals tberprift, wobei auch auf eine mogliche Kreuzre-
sistenz mit dem Furazolidon getestet wurde.

Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse fiir 1995 erzielt:

Von den 277 Stémmen stammten 132 (47,7%) aus dem Geflugelbereich einschlie3lich Eier und

und deren Produkte. Fir die Resistenztestung wurden 113 Stamme ausgewahlt. Im Falle des
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Nitrofurantoins zeigten 96 (85%) Stamme HemmbhofgrofRen von 9 mm und waren somit resi-
stent. Im Gegensatz dazu waren alle Stdmme gegeniber Furazolidon sensibel
(HemmhofgréRen > 30 mm). Detailliertere Angaben zu den untersuchten Stdmmen finden sich
im Appendix (Anhang 3).

4.3 Genetische und molekularbiologische Grundlagen der Resistenz (Jahre 1986-1995)
4. 3.1 Resistenzeigenschaften der untersuchten S. Enteritidis Stamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur die Stamme ausgewahlt, fir die eine Tetracyclin-, Ampicil-
lin-, Chloramphenicol-, Kanamycin- oder Gentamicin-Resistenz nachgewiesen werden konnte.
Die Stamme wurden im Agardiffusionstest hinsichtlich dieser Resistenzen tberprift, um einen
Resistenzverlust speziell der alteren Stamme bei einer Lagerung in Stichkulturen auszuschlie-
Ben. Insgesamt wurden 94 Stamme, die zwischen 1986 und 1995 isoliert worden waren, tber-
pruft. Durch den Vergleich der Antibiogramme, die zum Zeitpunkt der Isolierung festgestellt wor-
den waren, mit den Resultaten der neuen Resistenztestungen, konnte nur fur insgesamt 2
Stamme ein Verlust nachgewiesen werden.

Ein Stamm aus dem Jahre 1991 hatte die Chloramphenicolresistenz und ein weiterer des glei-
chen Jahres die Kanamycin und die Chloramphenicolresistenz verloren.

Tabelle 4.3.1 gibt Auskunft Gber die pro Jahr isolierten Stamme mit mindestens einer der 5 oben

genannten Resistenzdeterminanten sowie deren Verluste.

Tabelle 4.3.1 Stabilitat der Resistenzen

Jahre resistente Stamme davon veranderte Resistenzen*
1986 2 -
1987 4
1988 10
1989
1990 7
1991 13 2
1992 13
1993 14
1994 11
1995 11
P 94 2

*d.h. verloren

Aufgrund der geringen Verluste liegt bei diesem Serovar fir diesen Zeitraum eine sehr stabile

Resistenzlage vor.

Tabelle 4.3.1.1 zeigt die Resistenzprofile der zur Verfigung stehenden Stdmme sowie die aus-

gewahlten Isolate fur die weiteren genetischen und molekularbiologischen Untersuchungen.
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Die Spalte ,resistente S. Enteritidis n“ reprasentiert die tatsachliche Anzahl resistenter Stamme,
also auch solche, fur die andere Resistenzen als die hier untersuchten nachgewiesen werden
konnten. Die ,Resistenzmuster* enthalten die im Rahmen der Arbeit untersuchten Stamme mit
Resistenzen gegen te; ap; cm; kn; gn. Die dritte Spalte stellt die Anzahl der Stamme dar, die fur
die weiteren genetischen und molekularbiologischen Untersuchungen ausgewahlt wurden. Die
letzte Spalte zeigt entsprechend der zweiten, die jeweiligen Resistenzmuster der fiir die weiter-

fuhrenden Analysen ausgewahlten Stamme.

Tabelle 4.3.1.1 Vorkommen und Eigenschaften untersuchter S. Enteritidis-Stamme 1986-1995

resistente Resistenzmuster Zahl Resistenzmuster
Jahre S. Enteritidis n untersuchter Stamme untersuchter Stamme
1986 2 te;(2) 2 te;(2)
1987 6 ap;(4) 3 ap;(3)
te; (5) te; (5)
te; cm; (1) te; cm; (1)
1988 12 te; cm; kn; (2) 10 te; cm; kn; (2)
te; ap; cm; kn; (1) te; ap; cm; kn; (1)
te; ap; cm; kn; gn (1) te; ap; cm; kn; gn; (1)
te; (2) te; (1)
1989 10 ap; (2) 7 ap; (1)
te; ap; cm; kn; (5) te; ap; cm; kn; (5)
te; (1) te; (1)
ap; (1) ap; (1)
kn; (1) kn; (1)
1990 8 gn; (1) 6 te; ap; (1)
te; ap; (1) te; kn; (1)
te; kn; (1) ap; gn; (1)
ap; gn; (1)
te; (5) te; (1)
1991 29 ap; (3) 5 ap; (1)
te; kn; (2) te; kn; (2)
te; cm; (1) te; cm (1)
te; (2) te; (2)
ap; (1) ap; (1)
1992 55 kn; (1) 13 kn; (1)
te; kn; (8) te; kn; (8)
te; ap; cm; (1) te; ap; cm; (1)
te; (4) te; (4)
ap; (5) ap; (1)
gn; (1)
1993 74 te; kn; (2) 9 te; kn; (2)
te; cm; (1) cm; kn; (1)
cm; kn; (1) te; cm;kn; (1)
te; cm; kn; (1)
te; (3) te; (1)
1994 70 ap; (5) 6 ap; (2)
te; gn; (1) te; gn; (1)
te; ap; cm; kn; gn; (2) te; ap; cm; kn; gn; (2)
te; (4) te; (1)
1995 111 ap; (2) 4 ap; (2)
te; kn; (1) te; kn; (1)
te; cm; (4)
65

4. 3.2 Ubertragbarkeit der Resistenzen auf E. coliK - 12.

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, das Vorkommen resistenter S. Enteritidis Isolate der Jahre
1986-1995 sowie deren molekularbiologische Eigenschaften zu beschreiben. Da die vorhande-
nen Resistenzdeterminanten, auch plasmidcodiert sein kénnen, bieten sich Kreuzungsversuche

als einfache Methode zur Uberpriifung der Ubertragbarkeit von Resistenzen an.
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Von den insgesamt 94 zur Verfigung stehenden Stammen wurden 65 reprasentative Isolate fur
die genetischen und molekularbiologischen Untersuchungen ausgewahlt. Nachfolgend zusam-
mengefal3t die Haufigkeit der einzelnen Resistenzen fur die zu kreuzenden Isolate (Tab 4.3.2
und Tab. 4.3.1.1).

Tabelle 4.3.2 Haufigkeit untersuchter S. Enteritidis-Stamme

Anzahl Resistenzmuster Haufigkeiten Haufigkeit
der Resistenzen Anzahl %
1-fach te 18 27,7
ap 12 18,5
kn 2 3
2-fach ap; gn 1 15
te; ap 1 15
te; cm 2 3
te, kn 14 21,5
te; gn 1 15
cm; kn 1 15
3-fach te; ap; cm 1 1,5
te; cm; kn 3 5
4-fach te, ap; cm; kn 6 9
5-fach te; ap; cm; kn; gn 3 5
% 65 100

Knapp ein Drittel der Stdmme wiesen eine 1-fach Resistenz fur Tetracycline auf. Am zweith&au-
figsten kam die Kombination Tetracyclin/Kanamycin sowie die Monoresistenz Ampicillin vor, mit
jeweils 20%. Ca 9% (6) der Stamme verfugten Uber ein 4-fach Resistenz mit den Resistenzde-
terminanten gegen Tetracyklin, Ampicillin, Chloramphenicol und Kanamycin.

Demnach weisen von den 65 untersuchten Stammen 32 (49,2%) eine Monoresistenz und weite-
re 50% eine Mehrfachresistenz auf, wobei die 2-fach Resistenz am haufigsten vorkommt.

Somit ergibt sich eher ein moderates Bild beziglich der Pravalenz von Multiresistenzen bei die-
sem Serovar.

Mit Hilfe der Kreuzungsexperimente sollte nicht nur die Ubertragbarkeit von plasmidcodierten
Resistenzdeterminanten nachgewiesen werden. Vielmehr sollte auch untersucht werden, in wie
weit sich die einzelnen Stamme hinsichtlich des Transfers unter verschiedenen Konditionen
(Flussig- oder Filterkreuzungen bei 37° bzw. 22°C) unterscheiden. Die unterschiedlichen Tem-
peraturen reflektieren die in-vitro Bedingungen: 37°C als optimale Wachstumstemperatur fir
Salmonellen, die sie in Organismen haufig antreffen, sowie die in vivo Konditionen mit 22°C als
Umgebungstemperatur, um zu demonstrieren, daf3 Resistenzibertragungen auch auf3erhalb

des Organismus stattfinden kénnen.
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Tabelle 4.3.2.1 zeigt eine Ubersicht des besten Transfer bei den entsprechenden Bedingungen.
Hierbei wurde noch nicht der teilweise Transfer von mehrfachresistenten Stammen bertcksich-
tigt (s. dafir Tabelle 4.3.2.2).

Tabelle 4.3.2.1 Transfereigenschaften der untersuchten Stamme

Filter flissig ohne Transfer

Jahre us. Stamme 22°C 37°C 22°C 37°C
1986 2 te (1) te (1)
1987 3 ap (2) ap (1)
1988 10 te (6); kn (1) te 3)
1989 7 kn (1) ap(1) te (1); cm (1); kn (3)
1990 6 kn (1) ap (2) te (1); gn (1) te (1)
1991 5 ap (1) kn (1) te (3)
1992 13 ap (1); kn (1) te (2); kn(6); te, kn (1)  ite, ap, cm (1); te (1)
1993 9 te (1) ap (1); kn (4) te (1) te (2)
1994 6 te (1) ap (2); gn (1) ap (1) te (1)
1995 4 te (1); ap (1); kn (1) ap (1)

X 65 7 18 1 28 11

Die untersuchten Stamme zeigten folgende Verteilung beziglich der Ubertragbarkeit unter ver-
schiedenen Bedingungen :

VVon den 65 Stammen haben 54 (83%) eine oder mehrere Resistenzen Ubertragen.

Am haufigsten (71%) findet ein Transfer von Resistenzdeterminanten bei 37°C statt. Davon
Ubertragen 28 (43%) Stamme im flissigen Milieu und 18 (27%) Serovare unter festen Bedin-
gungen. 7 (11%) Isolate haben eine Ubertragung der Resistenzen bei 22°C unter festen Bedin-
gungen durchgefiihrt. 1 (2% ) Stamm hat im flissigen Medium bei 22°C Ubertragen. 11 (17%)
Stamme haben nicht Ubertragen.

Dem Appendix (Anhang 2) kdnnen die detaillierteren Transfereigenschaften der hier untersuch-
ten Stdmme entnommen werden.

Dariiber hinaus interessierte auch wieviel Prozent der multiresistenten Stamme ihre Resistenzen
vollstandig oder teilweise Ubertragen haben. Tabelle 4.3.2.2 zeigt die Transfereigenschaften

dieser multiresistenten Stamme.
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Tabelle 4.3.2.2 Anzahl multiresistenter Stdmme sowie deren Transfereigenschaften

Jahre us. Stm. Mehrfach resistente Stdmme ohne Transfer Transfer multiresistente teilweiser Transfer
Stamme

1986 2 - - -

1987 3 - - -

1988 10 5 5

1989 5 4 1
1990 3 2 1
1991 3 2 1
1992 13 9 1 5 3
1993 4 1 3
1994 3 1 2
1995 4 1 - 1

by 65 33 (50%) 1 21(64%) 11(33%)

Zusammenfassend a3t sich sagen, daf3, mit Ausnahme der Stdmme aus den Jahren 1993 und
1994 zu Uber 50% ein vollstandiger Transfer der Resistenzdeterminanten stattgefunden hat. Nur
in einem Jahr (1992) wurde die Mehrfachresistenz eines Stammes nicht Gbertragen.

1988 wiesen 5 der 10 untersuchten Stammen eine Multiresistenz auf, die vollstandig Ubertragen
wurde. 1989 haben 4 multiresistente Stdmme ihre Resistenz vollstandig Ubertragen. In den Jah-
ren 1990-1991 wurde jeweils nur eine Resistenzdeterminante von einem multiresistenten
Stamm nicht Gbertragen. In 1992 haben 5 der 9 mehrfachresistenten Stamme vollstandig tber-
tragen, 3 haben nur eine Resistenzdeterminante Ubertragen. 1993 besalRen von den 9 unter-
suchten Stammen 4 eine Multiresistenz. Bei 3 fand nur ein teilweiser Transfer statt. 1 Stamm hat
die Multiresistenz tibertragen. Sowohl 1994 als auch 1995 wurde die Resistenz je eines multire-

sistenten Stammes vollstandig Ubertragen.

4.4 Resistenzfaktoren

Die in dieser Arbeit untersuchten 65 Stamme wurden nach ihrer genetischen Untersuchung auf
die Ubertragbarkeit des phanotypischen Merkmals der Resistenz gegen gebrauchliche Thera-
pieantibiotika auf den Besitz von Resistenzfaktoren (Plasmide) Uberprift, mit dem Ziel, nach
elektrophoretischer Auftrennung und Molekulargewichtsbestimmung der hier isolierten Plasmid-

DNA, mdglicherweise einheitliche Plasmidmuster der einzelnen Stamme vorzufinden.

Die Ergebnisse die hierbei erzielt wurden, ergaben jedoch ein recht heterogenes Bild, welches

nachstehendem Séaulendiagramm (Abb. 4.4) entnommen werden kann.
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Abb. 4.4

Haufigkeit aller Plasmide bei S. Enteritidis
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Molekulargewicht in Megadalton (MD)

Alle untersuchten 65 Stamme verflgten tUber mindestens ein Plasmid.

Plasmide mit einem Molekulargewicht von 37 MD [=pRQ 29] wurden bei 45 (69,2%) Stammen
festgestellt und waren somit am haufigsten vertreten.

An zweiter Stelle folgen Plasmide mit einem Molekulargewicht zwischen 70 und 75 MD (35
(53,8%) Stamme). An dritter Position stehen Plasmide, die ein Molekulargewicht zwischen 70
und 40 MD aufweisen (21 (32,3%) Stamme). Plasmide mit Molekulargewichten zwischen 35 und
<5 MD sowie zwischen 125 und 75 MD kommen bei je 19 (29%) und je 8 (12,3%) der Stdmme
vor.

Insgesamt wurden 128 Plasmide bestimmt, die sich auf 36 Plasmidprofile verteilen.
Bei 8 Stammen (674, 794 / 89; 1307, 2258 / 91; 1506 / 88; 66, 505, 2636 / 92) und damit am
haufigsten, konnte die Plasmidkombination [73 MD / pRQ29] festgestellt werden, gefolgt vom
Muster [71 MD / pRQ29], daf? bei 6 Stammen (1659 / 91; 121 / 94; 1218, 1493 / 95; 2614 / 92;
2487 | 93) vorgefunden werden konnte. 5 Stamme (5, 1040 / 86,1357,1358,1359 / 87) besallen
ein Plasmid mit einem Molekulargewicht von 32 MD. 4 Stamme (1147, 1286, 1439 / 88; 967 /
90) zeigten das Profil [68 / pRQ29] und 2 Isolate wiesen das Profil [72 MD / pRQ29] auf.

Fur folgende Profile konnten jeweils 2 Stamme ermittelt werden: [112 MD / pRQ29]; [74 MD /
pRQ29 / <4 MDJ; [74 MD / prRQ29J; [73 MD, 70 MD / pRQ29]; [72 MD]; [62 MD / pRQ29]; [62 /
34]; [60 MD]. Die nédhere Charakterisierung dieser Stamme sowie die Ubrigen Profile sind jeweils
dem Appendix (Anhang 1) zu entnehmen.
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4.5 Klonale Struktur ausgewahlter Stamme

Um bei den untersuchten Stammen madglicherweise vorhandene klonale Strukturen festzustel-
len, wurde neben der Bestimmung der Antibiotika-Resistenz, der Resistenzfaktoren (Plasmide)
zusatzlich die Phagentypie anhand der in Mitteleuropa fir S. Enteritidis etablierten Methode
nach Ward et al. (1987) durchgefihrt.

Die hier untersuchten Stamme zeigten insgesamt 11 verschiedene Phagentypen. (Tabelle 4.5)

Tabelle 4.5 Haufigkeit und Verteilung von Phagentypen (PT) untersuchter S. Enteritidis-Stamme

Zahl untersuchter Stamme: 65 Haufigkeiten n %
PT4 21 32,3
PT6a* 18 27,7
PT38 6 9,2
PT7* 5 7,7
PT13a 3 4,6
PT8 2 31
PT32; PT6; PT5a; PT14b; PT11 jel iel15
n.c. 5 7,7
> 65 100

n.c.= not typable; * Phagentypen, die sich vom PT4 ableiten

Phagentyp 4 wurde mit 32,3% am haufigsten bestimmt. 95 % der zum PT4 gehdrenden Stam-
me wurden aus dem humanen, Lebensmittel- und Umweltbereich isoliert. Weiterhin ist Phagen-
typ 6a mit einem Anteil von 27,7% als zweithaufigster nachweisbar. Zu 88,9% ist dieser Typ
beim Geflugel bzw. bei deren Produkten nachweisbar gewesen. Von der Haufigkeit her sind
weiterhin die Phagentypen 38 mit 9,2% und PT7 mit 7,7% von Belang, wobei PT7 bezliglich PT4
epidemiologisch relevant ist. Von den 5 zum PT7 gehdrenden Isolaten, stammen 4 aus dem
Geflugelbereich. PT13a und PT8 sind mit jeweils 4,6 bzw. 3,1% noch erwahnenswert. PT32;
PT6; PT5a; PT14b; PT11 sind mit je 1,5% Anteil vertreten. 5 (7,7%) Stdmme waren nicht typi-
sierbar. Zusammenfassend zeigen diese Daten, dal3 ca. 70% aller untersuchten Isolate dem
PT4 oder sich davon ableitenden Phagentypen (6a, 7) angehoren. Die Ergebnisse der Plas-
midprofilana- lyse in Kombination mit denen der Phagentypie ergeben das in Tab. 4.5.1 darge-
stellte Bild:

Tabelle 4.5.1 Plasmidprofile untersuchter S. Enteritidis-Stamme

Phagentyp Anzahl* Plasmidprofile
4 21 16

6a 18 16

38 6 5

7 5 4

13 3 2

8 2 2

32; 6; 5a; 14b; 11 je jel

* Anzahl der Stamme
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Von den 21 zum Phagentyp 4 gehdrenden Stdmmen konnten insgesamt 16 verschiedene
Plasmidprofile bestimmt werden.

Bei Phagentyp 6a konnten ebenso 16 Plasmidprofile bei 18 Stammen, die diesem PT angehor-
ten, charakterisiert werden.

Fir die 6 PT38 Stamme konnten 5, fir die 5 PT7 Stimme 4, fir die 3 PT13a Stamme 2 und fur
beide PT8 Stamme je 1 Plasmidmuster bestimmt werden.

Die Uibrigen Phagentypen wurden durch je 1 Profil beschrieben. (Appendix, Anhang 1).

Fur jeweils 2 Stamme aus dem gleichen Jahr konnten eindeutig klonale Strukturen erkannt wer-
den. Die Stamme 1357 / 87 und 1358 / 87 mit der gleichen Antibiotikaresistenz Ampicillin, dem
gleichen Phagentypen 13a und identischem Plasmidmuster (32 MD).

Fir 4 einfachresistente Stamme aus 2 unterschiedlichen Jahren (1147, 1286, 1439 / 88 sowie
967 / 90) kdnnen klonale Strukturen zugeordnet werden. Diese weisen eine Tetracyclinresistenz
auf, gehdren bis auf ein Stamm (1286 / 88) dem Phagentyp 4 an und besitzen das Plasmidprofil
68 MD und pRQ29. Fiir den Stamm 1286 / 88 wurde der PT6a bestimmt, der méglicherweise
aus dem PT4 hervorgegangen ist.

Fir 4 multiresistente Stamme mit den Resistenzen te, ap, cm und kn aus dem Jahr 1989 (803;
804; 1225; 2488) kdnnen klonale Strukturen angenommen werden, obwohl fir den Stamm 804 /
89 kein Phagentyp bestimmt werden konnte und der Stamm 1225 / 89 ein 72 MD statt 74 MD
groRRes Plasmid aufweist und fur den Stamm 2488 / 89 kein Plasmid <4 MD nachgewiesen wer-
den konnte.

4.6 Plasmid-Rekombinationen bei einzelnen Stammen

Bakterien verfigen uber Mechanismen (Mutation, Transposition, Crossover, Insertion) die ihre
chromosomale und Plasmid-DNA befahigen, Neukombinationen zu bilden. Hierbei kommt es
durch Neuordnung und Austausch von genetischem Material zum Austausch der genetischen

Information und damit zu einem veranderten Genotyp.

Die Auswertung der im Rahmen der molekularbiologischen Untersuchungen erzielten Ergebnis-
se zeigt hinsichtlich dieser Phanomene folgende Verteilung:

Von den 65 untersuchten Stammen haben 12 (18,5%) nicht Ubertragen. 37 (56,9%) Stamme
Ubertrugen ihre Resistenzdeterminanten ohne Ausbildung von Neukombinationen, d.h. die
Wildtyp-Plasmide erscheinen unverandert in Kopie im Transkonjuganten wieder. 4 (6,2%)
Stamme transferieren ihre Resistenz mittels Transposition aus dem Wirtszell-Chromosomen.

8 (12,3%) der Stamme Ubertragen die Resistenz auf kleineren Plasmiden als in der Donorzelle.
Es muf3 folglich zur Deletion im Verlauf des DNA-Transfers gekommen sein.
3 (4,6%) Stamme wurden als Sonderfélle bezeichnet, da die bei ihnen festgestellten komplexen

und teilweise vielfachen Neukombinationen der DNA jeweils nur einmal auftraten:

1. Der Stamm 1506 / 88 besitzt zwei Plasmide mit Molekulargewichten von 73 und 37 MD. In
den Transkonjuganten konnte ein drittes Plasmid mit einem Molekulargewicht von 11 MD

beobachtet werden, so dalR der Eindruck entsteht, dieser Stamm transferiert seine Resisten-
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zen te und cm zusétzlich Uber ein 11 MD grofRes Plasmid. Mdglicherweise liegt hier eine so-
genannte reversible Dissoziation des R-Faktors in zwei unabhangige Replicons in der Reci-
pientenzelle vor, nachdem vorher ein gemeinsamer Transfer beider Resistenzen stattgefun-
den haben muf3 (Abb. 4.6.1).

. Der multiresistente Stamm 1225 / 89 (te, ap, cm, kn) besitzt neben dem serovarspezifischen
(PRQ29) noch zwei weitere Plasmide (74 MD und ein kryptisches, <4 MD). Die Resistenzen
werden vollstandig tGber ein 102 MD grof3es Plasmid tibertragen, wéhrend die Resistenzde-
terminanten ap, kn und cm jeweils im Transkonjuganten auf einem 74 MD grof3en Plasmid
lokalisiert sind, und somit ein vollstandiger Resistenztransfer mit Hilfe des Cointegrates er-
folgt (Abb 4.6.2).

. Der 5-fachresistente Stamm 378 / 94 (te; ap; cm; kn; gn) mit den zwei Linkagegruppen te; ap
und gn sowie te; ap; gn; cm und kn besitzt als Wildtyp das serovarspezifische Plasmid
pRQ29 und zeigt abhangig von selektiven Bedingungen, zusétzlich ein 112 MD grof3es
Plasmid. Unter starkem Selektionsdruck (Wildtyp gewachsen in mit te und ap angereicher-
tem L-Broth) sind beide Plasmide deutlich sichtbar (Abb. 4.6.3 A). Dagegen stellt sich das
112 MD groRe Plasmid bei einem unter nicht selektiven Bedingungen gewachsenen Wildtyp
eher schwach bzw. nicht dar (Abb. 4.6.3 B). Die Resistenzen werden auf dem 112 MD gro-
Ben Plasmid Ubertragen, unabhéngig ob das 112 MD grofRe Plasmid makroskopisch beim

Wildtyp sichtbar ist und unabhéngig welche Linkagegruppe gerade transferiert wird.
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MD*

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 4.6.1

Plasmidprofile des S. Enteritidis Wildtyps 1506 / 88 (te; cm; Spur
8 und 98). Die Standards wurden auf der Spur 10 positioniert. Die
Transkonjuganten sind auf den Spuren 1-7 zu finden. Auf den
Spuren 2 -7 ist deutlich ein 11 MD groRRes Plasmid zu erkennen,
auf dem zuséatzlich die Resistenzen te; cm Ubertragen worden
sind. Die Spuren 3 und 4 lassen eine eindeutige Zuordnung nicht
erkennen. Die Resistenzen kénne sowohl auf dem 73 MD grof3en
Plasmid als auch auf dem 11 MD groen Plasmid Ubertragen

worden sein.

* Molekulargewicht in M egadalton
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MD* MD*

<4 p

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 4.6.2 Plasmidprofile des S. Enteritidis Wildtyps 1225 / 89 (te; ap; cm;

kn; Spur 5), der Standards (Spur 6) sowie der dazugehdrigen
Transkonjuganten (Spur 1-4 und 7-10).

Rechts sind die Molekulargewichte flir die Standards (Spur 6)
und links die fir den Wildtyp (Spur 5) angegeben.

Eine vollstéandige Ubertragung der Resistenzdeterminanten (te;
ap; cm; kn; gn) findet auf einem 102 MD grofen Plasmid statt
(Cointegrate: Spur 1 und 2, 7, sowie 9 und 10).

Teilweiser Transfer der Resistenzdeterminanten ap; kn; cm auf
einem 74 MD grofien Plasmid : Spur 3, 4 und 8.

* Molekulargewicht in Megadalton
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A MD* MD*

Wildtyp Standards
M2p
37 » - 36
4
Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B MD*
1M2»
37 »

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 46.3  Plasmidprofile des S. Enteritidis Wildtyps 378 / 94 (te; ap; cm; kn;
gn; Spur 1). Die Standards sind auf beiden Gelen auf Spur 10
lokalisiert. Die Transkonjuganten befinden sich auf den Spuren
2-9.

A Wildtyp gewachsen in H-Broth ohne selektive Zusatze. Auller
dem serovarspezifischen Plasmid pRQ29 ist das 112 MD grofie
Plasmid nur schwach zu erkennen.

B: Wildtyp gewachsen in H-Broth mit Tetracyclin und Ampicillin
Zusétzen. Unter diesen selektiven Bedingungen ist das 112 MD
grof3e Plasmid deutlich sichtbar.

" Molekulargewicht in Megadalton
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5. Diskussion

5.1 Das Resistenzproblem bei Salmonellen

Die Entwicklung antibiotikaresistenter Mikroorganismen bietet die Gefahr, dal bereits
Uberwunden geglaubte Infektionserreger in Zukunft wieder eine groRere Bedeutung erlangen.
Die damit verbundene Besorgnis hat zu einer zunehmenden Debatte um den Nutzen der
mittlerweile weltweit eingesetzten Antibiotika gefuhrt. (Cohen, 1992; Cassell, 1995; Davies,
1997; Wray, 1997). Nicht nur der eingeschrankte Nutzen dieser als "Wundermittel" (Levy 1992)
bezeichneten Wirkstoffe, sondern auch die fir den Menschen daraus resultierenden
Gesundheitsrisiken wie zunehmende Morbiditdt und Mortalitat, die in einigen Fallen gezeigt
werden konnte (Cohen, 1992), sowie die standige VergroRRerung des vorhandenen Pools
resistenter Gene haben zu einer Diskussion groRen offentlichen Interesses gefiihrt (Helmuth et
al., 1997).

Zu Beginn der 80-ziger Jahre ist diese Resistenzentwicklung besonders fir die nicht-typhdsen
Salmonellen Serovare S. Typhimurium DT204c (Wray, et al., 1993) sowie DT104 (Threlfall et al.
1994a) und ab 1985 zunehmend auch bei S. Enteritidis beobachtet worden (Helmuth et
al.,1997). Das Problem liegt vor allem in ihrem Charakter als Zoonoseerreger. Fiur die
genannten resistenten Isolate wurde von vielen Autoren ein Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen humaner Infektionen und dem Kontakt landwirtschaftlich genutzter Tiere
nachgewiesen. Dabei kommt es bereits im Nutztier durch Selektion zur Aquisition von
Resistenzgenen bei gramnegativen Mikroorganismen, die im Falle der Salmonellen Serovare
Enteritidis und Typhimurium {ber die Nahrungsmittelkette beim Menschen zur Salmonellose
fuhren kénnen (Abb. 1.1); (O'Brien et al., 1982; Holmberg et al., 1984a & b; Rowe & Threlfall,
1986; Corpet, 1988; Baird-Parker, 1990; Wray et al., 1990b; Chaslus-Dancla, et al. 1991; Wall et
al, 1995; Balis et al., 1996; Low et al., 1996).

Die in dieser Arbeit untersuchte Resistenzentwicklung aller Salmonellen fiir den Zeitraum 1986 -
1995 ist hauptsachlich durch eine starke Zu- und Abnahme insbesondere der Tetracyclin,-
Ampicillin- und Chloramphenicol-resistenten Isolate zwischen den Jahren 1987 und 1991
gekennzeichnet (Abb. 4.1). Bei den hierbei am héaufigsten vorkommenden resistenten Isolaten
handelt es sich um die wichtigen Serovare S. Typhimurium, S. Typhimurium O5 neg. sowie S.
Enteritidis, deren Resistenzverlauf der Abb. 4.2.2 entnommen werden kann.

Bei dem im Jahre 1989 Uber 80 prozentigen Anteil resistenter S. Typhimurium O5 neg. Isolate
handelt es sich um resistente Stdmme des DT 204c der Kalbermastbetriebe aus dem Weser /
Ems Gebiet (Graeber et al., 1995). Hingegen finden sich vor allem bei den englischen Autoren
vergleichbare Angaben zum Vorkommen und HAaufigkeit der Ubrigen beiden resistenten
Serovare. So konnten Threlfall et al. (1990) im Jahre 1988 fir 32% der untersuchten

S.Typhimurium sowie fur 13% der S. Enteritidis Isolate eine Resistenz nachweisen.
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Neben den Sulfonamid-resistenten Isolaten waren die Tetracyclin-, Ampicillin- und
Chloramphenicol-resistenten Isolate am haufigsten vertreten. Wray et al. (1993) stellten fur das
Jahr 1990 eine Uber 50 prozentige Resistenz bei S. Typhimurium Stdmmen fest, hingegen
waren fur das gleiche Jahr nur 13% resistente S. Enteritidis Isolate nachzuweisen. In einer
weiteren Studie zeigten Threlfall et al. (1997), dal3 im Jahre 1994 78% der S. Typhimurium
Stamme resistent waren und eine nur 9 prozentige Resistenz bei S. Enteritidis Isolaten bestand.
Am haufigsten wurden hier, ebenso wie in den vorherigen Jahren, die Antibiotika Tetracyclin,
Ampicillin und Chloramphenicol bestimmt. Hinsichtlich resistenter S. Enteritidis Isolate wurde in
der vorgelegten Arbeit fir 1994 ein vergleichbarer Wert ermittelt (13%), wahrend der Anteil
resistenter S. Typhimurium Isolate im Vergleich zu dem von Threlfall et al. (1997) ermittelten
Werten mit 33% weit darunter liegt (Abb. 4.2.2).

Weiterhin konnte im Unterschied zur Studie von Threlfall et al. (1997) in dieser Arbeit eine
Anderung in der Haufigkeit der isolierten Resistenzen beobachtet werden. So wurden bis 1991
fir alle resistenten Salmonellen Serovare (Abb. 4.1) am haufigsten Tetracyclin-resistente
Isolate, gefolgt von den Ampicillin- und Chloramphenicol-resistenten Isolaten, bestimmt.

Jedoch liegt im Jahre 1992 die Resistenzrate Nitrofurantoin-resistenter Isolate (12,4%) Gber der
der Tetracyclin-resistenten Isolate (11,4%), wobei ab 1993 der Anteil Tetracyclin-resistenter
Isolate mit 10,7% wieder am hochsten ist. Der Anteil resistenter Nitrofurantoin Isolate steht ab
1993 bis 1994 vor den Ubrigen Resistenzen an zweiter Stelle und erst im Jahre 1995 sinkt dieser
unter den Anteil der Gbrigen Resistenzen (Abb. 4.1).

Die in dieser Arbeit hinsichtlich der Haufigkeit mehrfachresistenter im Vergleich zu
einfachresistenten S. Enteritidis-Stammen ermittelten Ergebnisse konnten in der Literatur
vielfach bestatigt werden, wobei hier mehrfachresistent als "resistent gegen vier oder mehr
Antibiotika" definiert wird (Threlfall et al., 1997). Von den insgesamt 65 untersuchten S.
Enteritidis-Stdmmen waren knapp 14% mehrfachresistent im Unterschied zur Haufigkeit einfach
(49%)-, zweifach (30%)- und dreifachresistenter (6%) Stamme (Tab. 4.3.2). In einer Studie
verglichen Threlfall et al. (1993) das Vorkommen mehrfachresistenter Salmonella-Stamme aus
den Jahren 1981 und 1990 bei Mensch und landwirtschaftlich genutzten Tieren miteinander.
Von den im Jahre 1990 17794 untersuchten humanen Isolaten waren 11% einfachresistent und
<1% mehrfachresistent. Die im gleichen Jahr untersuchten 3832 Gefliigelisolate zeigten zu 14%
eine Einfachresistenz und 1% der Stdmme wies eine Mehrfachresistenz auf. Dieses
mehrheitliche Vorkommen einfachresistenter Stdamme bei S. Enteritidis wurde auch von anderen
europaischen und aul3ereuropdischen Autoren beschrieben (Frost et al., 1989; Lee et al., 1993a;
Vatopoulos et al., 1994; Ramos et al., 1996; Tassios et al., 1997; Tschape et al., 1997).

Nicht nur die Haufigkeit verschiedener Resistenzprofile sondern auch die im allgemeinen relativ
niedrige Resistenzrate sowie das Vorkommen von Mehrfachresistenzen unterscheidet diesen
Serovar deutlich vom Serovar S. Typhimurium. So konnte bei. S. Typhimurium ein bis zu
66%iger Anteil von 7-9fach resistenten Stammen, die im Jahre 1990 vom Rind isoliert wurden,
nachgewiesen werden (Threlfall et al., 1993). Bereits im Jahre 1981 wurde Uber 5-7fach
resistente S. Typhimurium DT 204c Isolate von Rindern und Kalbern berichtet, deren klonale

Natur auf die Eigenschaften dieses seit 1983 in England vorherrschenden Phagentyps
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zuruckzufiihren war (Rowe, 1981; Threlfall et al., 1990 & 1993). Threlfall et al. (1997) berichten
von einer Zunahme mehrfachresistenter Isolate von S. Typhimurium im Jahre 1996 (81%) im
Vergleich zu 1994 (62%). Insbesondere der DT104 boviner Herkunft mit seinem seit 1990
bestehenden Resistenzmuster gegen Ampicillin, Chloramphenicol, Streptomycin, Sulfonamiden
und Tetracyclinen wurde 1996 zu 95% isoliert im Unterschied zu 1994 wo er zu 89% bestimmt
wurde (Low et al., 1996).

Ursachlich leistete der massive Antibiotikaeinsatz in der Kalberaufzucht einen wesentlichen
Beitrag zur Entwicklung multiresistenter S.  Typhimurium. Dieser scheint in der
Gefluigelproduktion geringer zu sein, so dal3 der mit dem Gefligel assoziierte Serovar Enteritidis
PT4 (Annonymus, 1988; Coyle et al., 1988; Humphrey et al., 1989; Telzak et al., 1990; Hafez &
Stadler, 1997) aufgrund eines geringeren Selektionsdrucks weniger haufig mehrfachresistent in
Erscheinung getreten ist (Threlfall et al., 1993). Neben dieser Ursache kommen weiterhin
niedrigere Transferraten von Resistenzplasmiden in Frage, die bei S. Enteritidis zu niedrigeren
Resistenzraten fihren kdnnen, wie sie von den Autoren Frost et al. (1989) sowie Anderson &
Threlfall (1970) fir diesen Serovar bereits beschrieben wurden.

Die oben fir S. Typhimurium auch in der Literatur (Rivera et al., 1991; Lee et al., 1993) als
typisch beschriebenen Eigenschaften schliel3en jedoch nicht aus, daf3 S. Enteritidis potentiell die
Fahigkeit zur Multiresistenz besitzt und diese auch effektiv Ubertragen konnte, wie dies die
Ergebnisse der Resistenziiberprifung und Transferraten der untersuchten 65 Stamme zeigen
(Tab. 4.3.2.2 und Appendix, Anhang 2). Die Autoren Nair et al. (1995) konnten in den USA
ebenso multiresistente S. Enteritidis Stamme nachweisen. Von den insgesamt 588 Isolaten
unterschiedlicher Herkunft waren 81% gegen ein oder mehrere Antibiotika, die in der
Humanmedizin therapeutisch eingesetzt werden, resistent. 70% der 467 aus dem nichthumanen
Bereich sowie 30% der 121 humanen Stamme waren resistent gegen 4 oder mehr der
getesteten 12 Antibiotika.

In einer danischen Arbeit aus dem Jahre 1996 berichteten Pers et al. (1996) von einem S.
Enteritidis Stamm, der aus einem Patienten mit bestehendem Milzabszel3 isoliert wurde und
gegen R-Lactamantibiotika, Chloramphenicol sowie Ciprofloxacin resistent war. Der Patient
wurde einen Monat zuvor wegen einer durch S. Enteritidis verursachten Pneumonie mit
Ampicillin und Ciprofloxacin behandelt. Somit wird deutlich, daR auch S. Enteritidis unter
entsprechend selektiven Bedingungen sich multiresistent verhalten und, in gleicher Weise wie
bei einer Infektion mit einem chinolonresistenten S. Typhimurium (Hof et al., 1991), eine klinisch

bedrohliche Dimension annehmen kann.

5.2 Nitrofurantoinresistenz bei S. Enteritidis : ein ernstzunehmendes Problem ?

Die unter Punkt 5.1 beschriebene vergleichsweise starke Zunahme Nitrofurantoin-resistenter
Isolate hat ihre Ursache in der ab 1990 starken Zunahme resistenter S. Enteritidis Isolate (Abb.
4.2.3). Fur den Zeitraum 1991-1995 stammte durchschnittlich die Halfte aller S. Enteritidis

Isolate aus dem Gefluigelbereich, wobei 1995 72% dieser Isolate gegen Nitrofurantoin resistent
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(Tab. 4.2.3) waren. Diese hohen lIsolations- und Resistenzraten wurden bereits 1989 in einer
Arbeit von Rampling et al. (1989) beschrieben, die Uber eine zunehmende
Nitrofurantoinresistenz bei S. Enteritidis PT4 vom Gefliigel in England berichteten. In ihrer Arbeit
untersuchten sie 81 Mastkiken, die von der weiteren Verarbeitung wahrend der Schlachtung
aufgrund makroskopisch sichtbarer Pericarditiden ausgeschlossen wurden. 47 (58%) der
untersuchten Tiere zeigten eine Infektion mit dem Serovar S. Enteritidis PT4. 95 % dieser
Isolate waren resistent gegen Nitrofurantoin, wohingegen alle Isolate sensibel gegeniiber einer
breiten Palette von Antibiotika waren.

Nitrofurantoin wird neben dem Furazolidon in der Gefligelindustrie in England hauptséchlich zur
Behandlung von Infektionen mit Protozoen Eimeria spp. (Rampling et al., 1989), Trichomonas
vaginalis und T. fetus (Hennig, 1972a) eingesetzt, welche unter intensiven Haltungsbedingungen
der Masttiere entstehen (Rampling et al., 1989). Nach Chadfield (1995) ist das Furazolidon, mit
bestehender Kreuzresistenz zu Nitrofurantoin (Paul et al., 1952), in England das am haufigsten
eingesetzte Nitrofuran, das in der Veterinarmedizin als Therapeutikum und als Futtermittelzusatz
verwendet wird.

Hingegen besitzen in Deutschland die Nitrofurane aufgrund ihrer ungeklarten Toxizitat, eine
geringe therapeutische Anwendung (Kroker, 1996). Bis zum Jahre 1996 wurden Nitrofurantoin
und Furazolidon als ,Hohlraumtherapeutika“ verwendet, jedoch nur bei Tieren, die nicht der
Lebensmittelgewinnung dienten. So wurde beim Hund Nitrofurantoin zur Behandlung von
Harnwegsinfektionen eingesetzt.

Vor dem EU-weiten Verbot im Jahre 1995 wurde Furazolidon bei infektiosen Enteritiden,
hervorgerufen durch E. coli, Salmonellen und Balantidium coli unter anderem beim Gefliigel in
einer Dosierung bis zu 400g/t Futter fir 7-21 Tage und bis 200 mg/l Trinkwasser fir 5-14 Tage
angewendet (Kroker, 1996).

In einer weiteren Studie aus dem Jahre 1990 untersuchten Rampling et al. (1990) 38 S.
Enteritidis PT4 Serovare von Mastkiiken sowie 89 Stuhlproben von Patienten mit Diarrhden.
Diese Ergebnisse wurden mit 81 Stdmmen anderer Serovare sowie mit 16 S. Enteritidis
Isolaten, die nicht den PT4 darstellten, verglichen. Alle 38 Gefligelisolate sowie > 95% (86) der
Stuhlproben waren resistent gegen Nitrofurantoin. Ebenso verhielten sich 36% der Ubrigen
Stamme und 81% (13) der 16 S. Enteritidis Isolate, die nicht dem PT4 angehdrten, gegeniber
Nitrofurantoin resistent (Rampling et al., 1990). Im Gegensatz dazu konnten die australischen
Autoren Cox et al. (1996) andere Ergebnisse erzielen. In ihrer Studie wurden je 66 und je 62 S.
Enteritidis-Stamme auf Nitrofurantoin bzw. Furazolidon getestet. Von den 66 Stammen gehdrten
18 dem PT4 an. 92% der insgesamt 66 Stdmme sowie 84% der S. Enteritidis PT4 Stamme
waren sensibel. Diese Ergebnisse stehen im starken Kontrast zu den von Rampling et al. (1990)
erbrachten Resultaten.

Die Ergebnisse der englischen Untersuchungen sowie der in England Ubliche Gebrauch der
beiden genannten Nitrofurane weisen auf eine lange Tradition im Umgang mit diesen Stoffen
hin.
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Denkbar wére demnach, dal3 in England ein sensibler S. Enteritidis Klon durch einen hdher
resistenten ersetzt wurde, und dieser sich moglicherweise in den 90-ziger Jahren dann in
Deutschland ausbreiten konnte.

Demgegenuber, scheint ein derart vielféltiger Einsatz von Nitrofuranen, wie er in England in der
Veterindrmedizin Ublich ist, in Deutschland -zumindest in den alten Bundeslandern- nicht
bestanden zu haben, obschon die Autoren Hafez et al. (1992) von einer haufigen Verwendung
furazolidonhaltiger Futtermittel in der Broilermast zur Prophylaxe gegen Salmonellen im
Sudwestdeutschen Raum berichten. Ob sich hieraus ein resistenter Klon innerhalb der alten
Bundeslander hatte entwickeln kdnnen, muf unbeantwortet bleiben.

Eine andere Situation ist in den neuen Bundeslandern zu beobachten. In seinem am BgVV
erstellten Jahresbericht zur Resistenzauswertung veterinarmedizinischer bakterieller Erreger fir
das Jahr 1990 stellt Trolldenier (1992) eine bemerkenswert hohe Nitrofurantoinresistenz
(abhangig von der Tierart zwischen 22 und 59%) bei S. Enteritidis fest. So konnte fir 22% der
vom Huhn und fir 59% der vom Rind isolierten S. Enteritidis Stdmme eine Nitrofurantoin-
resistenz festgestellt werden. Da dieser Bericht ausschlieBlich die Resistenzsituation der neuen
Bundeslander fir das Jahr 1990 beschreibt, wird erkennbar, dal mdglichwerweise andere
Futtermittelzusatzstoffe als in den alten Bundeslandern Verwendung gefunden haben. So
existierten nach Hennig (1972a) in der ehemaligen DDR Futtermittelrezepturen, nach denen
Furazolidon und Nitrofurazon (Nitrofural) zur Prophylaxe der Kokzidiose in der Gefliigel-
produktion eingesetzt wurden. Bei der Herstellung von Broileralleinfutter und
Kikenaufzuchtfutter erfolgte der Zusatz, unabhangig von der verwendeten Substanz, im
Mischfutterwerk. Die Dosierung wurde mit ca. 125 mg Kokzidiostatikum je kg Futter (Hennig,
1972b) angegeben, jedoch mit der Empfehlung dieses im zweijahrigen Rhythmus zu wechseln.
Nach Jeroch (1972) wurde das in der ehemaligen DDR hergestellte Kukenaufzuchtfutter
(Legerichtung) gemal staatlicher Rezeptur mit 110 mg/kg eines wirksamen Kokzidiostatikums
versehen. In der Junghennenperiode wurde das Alleinfutter fir Tiere des Legetyps seit dem
01.01.1972 mit 86 mg/kg supplementiert, wahrend das Broilermastmischfutter 120 mg des
Kokzidiostatikums Zoalen (3,5 Dinitro-ortho-toluamid)/kg zu enthalten hatte (Jeroch &
Flachowsky, 1972). Die Verwendung des Furazolidons in der Kalberfutterung erfolgte hingegen
als Prophylaxe gegen Koli- und Salmonelleninfektionen. Die Dosierung betrug 2,59 je kg des
Medizinalfutters "Kalmed", von dem 30g/Tier Uber drei Tage lang wahrend der Umstellung in
Einzelbuchtenhaltung verabreicht wurde (Hennig, 1972c).

Die vom Ministerium fir Land-, Forst- und Nahrungsguterwirtschaft jahrlich herausgegebenen
"Qualitatsanforderungen sowie Produktionsvorschriften an Mischfuttermittel, Wirk- und
Mineralstoffmischungen” galten als Gutevorschriften und waren somit verbindlich fir die
Herstellerbetriebe industrieller Mischungen. In einer Ausgabe des Jahres 1982 sind die
Inhaltsstoffe fur die in der Tierproduktion verwendeten Mischfuttermittel in Form von
Nahrstoffrezepturen zusammengestellt. Von den neun fir das Scharrgefliigel vorgesehenen
Rezepturen enthalten funf den Vermerk "Kokzidiostatikum-Zusatz', nunmehr ohne
Dosierungsangabe, jedoch mit dem Hinweis, dal diese variabel ist, da die "Anteile in

Abhangigkeit vom einzusetzenden Handelsprodukt unterschiedlich sind" (R6hnisch & Knape,
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1982). Erst ab 1984 findet sich eine verbindliche Dosierungsangabe fur das seit diesem Jahr
eingesetzte Monensin (100 mg/kg Broilermastfutter) zur Kokzidiose-Prophylaxe (llling & Miller,
1986). Insgesamt konnten jedoch die sowohl zur Verwendung als auch zur Dosierung eines
geeigneten Kokzidiostatikums eher allgemein gehaltenen Angaben zu einem nicht
Uberschaubaren Gebrauch von Antikokzidiostatika gefuhrt haben, wodurch eine
Resistenzentwicklung innerhalb der Enterobacteriaceae gegeniber diesen zur Prophylaxe
eingesetzten Antibiotika nicht ausgeschlossen werden kann. Dies trifft auch fur das
Nitrofurantoin zu, obwohl es nach Strey et al. (1986) nach ,Bekanntwerden Kkritischer
Einschatzungen in seiner Anwendungsweise neu geregelt wurde*.

Dal der Einsatz von Antibiotika zur Pravention einer Salmonellose sowie der Gebrauch von
Antikokzidiostatika beim Gefligel sogar zu gehauften Infektionen mit resistenten Salmonellen
fihren kann, wurde bereits von den Autoren Rantala & Nurmi (1974), Smith & Tucker (1975 &
1978) sowie Pavia et al. (1990) nachgewiesen. In einer Studie von Manning et al. (1994) konnte
insbesondere fiir S. Enteritidis eine Zunahme der Kolonisationsrate des Caecums bei Leghorn
Eintagskiiken gezeigt werden. Diese wurden mit Bacitracin,- Novobiocin,- Nalidixin- sowie
Nitrofurazon-resistenten S. Enteritidis Isolaten oral infiziert, nachdem sie ein mit entsprechenden
Antibiotika versehenes Futter (Novobiocin: 0,385 g/kg oder Nitrofurazon: 0,3 g/kg) fur 7 Tage
erhalten hatten.

Demnach wére auch zu diskutieren, ob sich im Laufe der Zeit in der DDR ein resistenter S.
Enteritidis Klon herangebildet haben kdnnte und dieser ab 1990 durch regen Austausch
unterschiedlicher Gefligelziichter nun in der gesamten Bundesrepublik mdglicherweise
verbreitet wurde. In diesem Zusammenhang sei auf die Arbeit von Wray et al. (1990b)
verwiesen, die Stélle und Betriebe von Tierhandlern als wichtige Standorte fur die Ubertragung
und Verbreitung von Salmonelleninfektionen bei Kalbern benennen.

Epidemiologisch  schlissige  Resultate waren jedoch nur nach weitergehenden
molekularbiologischen Untersuchungen zur Feindifferenzierung der Isolate zu erwarten, die
jedoch den Rahmen dieser Arbeit weit tibersteigen.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt l&aRt sich auch nicht abschéatzen, inwiefern das fur beide
Nitrofurane (Nitrofurantoin: Bundesanzeiger 1994; Furazolidon: Bundesanzeiger 1995)
erlassene Verbot zur Behandlung bei Tieren, die der Lebensmittelgewinnung dienen, einen
Einflul auf die Entwicklung Nitrofurantoin-resistenter S. Enteritidis Isolate gehabt hat. Hinzu
kommt, daR zwei (Ronidazol und Dimetridazol) der vier bislang zur Verfligung stehenden
Zusatzstoffe zur Verhuitung der Histomoniasis und der Kokzidiose in den Anhang IV der RatsVo
2377/90/ EWG aufgenommen wurden. Fir Ipronidazol, ein weiterer Vertreter der Nitroimidazole,
besteht keine Zulassung mehr, so dall einzig Nifursol als Nitrofuran-Derivat zur Prophylaxe
eingesetzt werden darf (Kroker, 1997). Berilicksichtigt man die bereits in den 50-ziger Jahren
festgestellte Kreuzresistenz innerhalb der gesamten Nitrofurangruppe (Paul et al., 1952; Merck
Veterinary Manual, 1986) und die oben genannten Beschrankungen, so ist es denkbar, dal3 eine
vermehrte Anwendung von Nifursol (moglicherweise) zu einer insgesamt zunehmenden

Nitrofuranresistenz beigetragen hat.
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Insgesamt bleibt die hier dargestellte Nitrofurantoinresistenzentwicklung bei S. Enteritidis
Isolaten der Jahre 1990-1995 als interessantes epidemiologisches Geschehen festzuhalten.
Eine nochmalige Uberpriifung der bei den hier untersuchten S. Enteritidis Stamme nicht
nachzuweisenden Kreuzresistenz mdge in einer weiterflihrende Studie, die die Bestimmung der
Minimalen Hemmkonzentration beinhalten sollte, ihnren Schwerpunkt finden.

Vor dem Hintergrund jedoch bereits existierender Chinolonresistenzen bei Salmonellen (Griggs
et al.,, 1994; Pers et al., 1996) sowie bei Campylobacter (Endtz et al., 1991) ist die
Nitrofurantoinresistenz bei diesem Serovar aus humantherapeutischer Sicht als gering zu werten
zumal Nitrofurantoin im Unterschied zu den Chinolonen in der Humanmedizin kaum noch

Anwendung findet.

5.3. Plasmidstabilitat

Hinsichtlich der Stabilitdt von Plasmiden in Bakterienzellen bestehen viele und oft kontroverse
Auffassungen.

Die Stabilitdt eines Resistenzplasmids in einer Bakterienzelle hangt im wesentlichen vom
umgebenden Milieu ab. In Anwesenheit eines Antibiotikums besitzen die plasmidhaltigen
Bakterienzellen einen Wachstumsvorteil gegenliber den sensiblen Zellen, wie von vielen
Autoren (Levy et al., 1976; Linton, 1985; Bennet & Linton, 1986;) gezeigt wurde.

In einer Studie von Hughes & Datta (1983) konnten die Autoren eindriicklich belegen, inwiefern
sich die Abwesenheit eines selektiven Drucks auf das Resistenzverhalten von plasmidhaltigen
Mikroorganismen auswirkt. Die von ihnen untersuchten Enterobacteriaceae-Stamme der
Murray-Sammlung aus der Zeit vor Einfihrung der Antibiotika (1917-1954) wiesen keine
Resistenzen auf, obwohl 24% der Stamme {ber konjugative Plasmide verfiigten.

Einige Autoren besonders alterer Literatur vertreten die Ansicht, resistente Bakterien wéaren
sensiblen Wirtszellen oft unterlegen, da die zu erhaltenden Plasmide einen zusatzlich
energetischen Aufwand bedeuten wiirde (Godwin & Slater, 1979; Helling et al., 1981; DaSilva &
Bailey, 1986).

Diese Meinung wurde mit der in dieser Arbeit durchgefihrten Resistenziberprifung anhand
ausgewahlter S. Enteritidis Stamme aus 10 Jahren nicht bestatigt. 98% der Stdamme konnten
ihre Resistenzen behalten, obwohl sie in einem unselektiven Medium als Stichkultur gelagert
wurden (Tab. 4.3.1). Dies zeigt, dal3 Plasmide offensichtlich Uber einen langen Zeitraum trotz
Abwesenheit eines selektiven Mediums in Wirtszellen prasent sein konnen. In diesem
Zusammenhang wurde immer wieder die Frage laut, welchen Beitrag Plasmide auf3erdem fir
das Uberleben der Wirtszelle leisten, abgesehen von der definierten Situation eines selektiven
Mediums, in dem Bakterienzellen ohne begleitende Resistenzfaktoren keinen Selektionsvorteil
hatten (Bennett & Linton, 1986). Ursachlich kommen hierfir nach Lenski (1997) evolutive,
mutationsbedingte Adaptionsvorgange seitens der Wirtszelle in Betracht, die es ermdglichen,
dafl Plasmide in der Bakterienzelle erhalten bleiben. In diesem Zusammenhang konnten Timmis

et al. (1985) bereits zeigen, dal3 Plasmide Mechanismen entwickelten, die dazu fihrten, daf? bei
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der Teilung der Wirtszelle jede Tochterzelle mindestens eine Kopie dieser Elemente erhielten.
Dariiber hinaus konnten einige Autoren zeigen, dal in gemischten Bakteriensuspensionen
(plasmidhaltige und plasmidfreie Zellen) die plasmidhaltigen den plasmidfreien Kulturen
hinsichtlich ihrer Wachstumsrate nicht unterlegen waren (Jones et al., 1980; Jones & Melling,
1984).

In ihrer Ubersicht zur ,Verbreitung und Persistenz von Antibiotika Resistenzgenen® weisen
Salyers & Amabile-Cuevas (1997) auf das Vorhandensein weiterer, auf dem Resistenzplasmid
lokalisierte Gene hin, die Bakterien in Abwesenheit eins Antibiotikums zusatzliche
Selektionsvorteile ermdglichen (Amabile-Cuevas et al., 1996). Dabei handelt es sich um ein fir
gewohnlich im Transposon integriertes DNA Segment (Integron), dafl? neu aufgenommene Gene
bindeln und als ,Gencluster* in das Transposon integrieren kann (Hall & Collis, 1995). Solche
durch Integrons vermittelten Mechanismen konnten auch fir Plasmide, die Resistenzgene
gegenuber Schwermetallen besitzen und die im Sinne einer Co-Selektion gleichzeitig fur den
Erhalt von Resistenzdeterminanten codieren, nachgewiesen werden (Salyers & Amabile-
Cuevas, 1997).

So konnten Summers et al. (1993) in ihren Studien zeigen, daf? Blei neben Schwermetall-
Resistenzen auch fur die Ausbildung von Antibiotikaresistenzen selektiv wirkte. Im Vergleich zu
den Primaten ohne Amalgamfiullungen, konnten die Autoren bei 6 Primaten mit
Amalgamfullungen einen signifikant hoheren Anteil resistenter Bakterienstdamme in den Faeces
nachweisen.

Dall die Ursachen fur die Beibehaltung von Resistenzplasmiden in Abwesenheit eines
selektiven Mediums noch nicht umfassend geklart sind, zeigt deutlich, wie komplex die
Vorgange sind, die die Aquisition, Verbreitung sowie Erhaltung von Resistenzgenen innerhalb

von Mikroorganismen begleiten.

5.4 Méogliche klonale Natur der untersuchten S. Enteritidis-Stamme

Die Subklassifizierung von Salmonella Enteritidis Isolaten anhand bestimmter Methoden sowie
die daraus resultierenden Ergebnisse gestatten eine Aussage Uber mdgliche vorhandene
klonale Strukturen (Morris et al., 1992; Brown et al., 1994). Klonal bedeutet nach Orskov &
Orskov (1983), dal? mikrobiologische Isolate, die an verschiedenen Orten zu unterschiedlichen
Zeiten und aus verschiedenen Quellen isoliert wurden, jedoch, aufgrund identischer
phanotypischer wie auch genetischer Merkmale, einen gemeinsamen Ursprung besitzen. Mit
anderen Worten: Ein Klon stellt eine Population von Zellen dar, die sich von einer einzigen
Elternzelle ableiten. (Selunder et al., 1986). Nach Eisenstein (1990) kann das Vorhandensein
eines Klons nie vollsténdig bewiesen werden. Durch den Einsatz und die Kombination
geeigneter Untersuchungsmethoden wird aber die Beschreibung und damit die Anwesenheit
eines Klons wahrscheinlich.

Anhand Antibiotika-sensibler Salmonellen Isolate internationaler Herkunft konnten Helmuth et al.
(2985) fur S. Typhimurium, S. Dublin, S. Enteritidis und S. Choleraesuis klonale Strukturen
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bestimmen. Diese beruhen auf dem Besitz von Salmonella Virulenz Plasmiden und auf dem
Vorhandensein homogener Proteine der &uferen Membran, wodurch ein globaler
epidemiologischer Zusammenhang fiir diese Serovare etabliert werden konnte.

Im Unterschied zu den Ergebnissen von Helmuth et al. (1985) zeigten die hier untersuchten 65
resistenten Stamme nur ansatzweise klonale Beziehungen auf, die sich jedoch Gberwiegend auf
Stamme des gleichen Jahres beschrankten.

Jeweils 2 von 4 Stammen (1357,1358 / 87 sowie 803, 804 / 89) zeigten konstante Merkmale, die
eine klonale Zuordnung zulieRen. Beide Isolate aus dem Jahre 1987 waren Ampicillin
monoresistent, gehdrtem dem Phagentyp 13a an und besalRen ein 32 Md groRRes Plasmid. Der
Stamm 1359 / 87 unterschied sich von den eben genannten Stdmmen nur durch seine
Konversion zum Phagentyp 8, ein Vorgang, welcher bei den Serovaren Enteritidis und
Typhimurium dblich ist und von einigen Autoren beschrieben wurde (Frost et al., 1989; Threlfall
& Chart, 1993; Ridley et al., 1996; Threlfall et al., 1997).

Nur 2 Stamme aus den Jahren 1990 (967 / 90) und 1994 (378 / 94) zeigten die gleichen
phanotypischen und genotypischen Eigenschaften je eines Stammes aus dem Jahre 1988:
(1247 | 88; Tetracyclinresistenz; Phagentyp 4; Plasmide: 68 und 37 Md) und (2099 / 88;
Resistenzen: te, ap, cm, kn, gn; Phagentyp: 4; Plasmide: 112, 37). Aus dem Stamm 378 / 94
kénnte der im gleichen Jahr isolierte Stamm 121 / 94 hervorgegangen sein, besitzt er doch bis
auf das 112 Md groRBe Plasmid die beim Stamm 2099 / 88 genannten epidemiologischen
Marker. Moglicherweise fuhrte hier eine Deletion zu dem Verlust des 112 Md groRRen Plasmids,
welches phanotypisch in einem unvollstdndigen Resistenztransfer (ap) resultierte. (Appendix,
Anhang 1).

Dieses heterogene Bild unterscheidet resistente S. Enteritidis Isolate nicht nur von ihren
sensiblen homogenen Partnern (Helmuth et al., 1990; Tschépe et al., 1997), sondern auch vom
Serovar Salmonella Typhimurium, welcher Ende der 70-ziger bis Mitte der 80-ziger Jahre als DT
204c (Rowe et al., 1979; Threlfall et al., 1980 & 1986; Graeber et al., 1995; Wray et al., 1993)
und nachfolgend seit Ende der 80-ziger Jahre als multiresistenter DT104 eine klonale
Verbreitung in Europa und den USA erfuhr (Threlfall et al, 1994; Low et al., 1996; Vahaboglu et
al., 1996; Baggesen et al., 1997b; Brisabois et al., 1997).

Gleichwohl kinftig S. Typhimurium DT104 auch in Deutschland als vorherrschender
Epidemietyp erwartet wird (Liesegang et al., 1997; Threlfall et al., 1997), sollte der moglichen
Entwicklung eines mehrfachresistenten S. Enteritidis PT4 Klons vor allem durch einen sensiblen
und vernlinftigen Antibiotikaeinsatz vornehmlich in der Gefligelproduktion begegnet werden. Die
Qualitdt und das Ausmaf} der Verteilung eines epidemiologisch relevanten Klons wird im
wesentlichen durch die von Levy (1994) aufgestellte "Antibiotika Resistenzgleichung" bestimmt.
Demnach fuhren, neben einer Reihe anderer Faktoren, Antibiotika als selektives Agens in
Kombination mit einem geeigneten Vehikel (Resistenzgene) zur Entstehung eines woméglich
mehrfachresistenten Mikroorganismus, der unter Umstanden eine gesellschaftspolitische und
volksgesundheitliche Bedeutung annehmen kann (Fock, 1995; Levy, 1997; WHO, 1997).
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6. SCHLUSSFOLGERUNGEN

1) Die Resistenzrate bei Salmonella Enteritidis ist im Vergleich zu anderen Serovaren
sehr niedrig (< 10%) und zeigt bis auf die Nitrofurantoinresistenz bis 1995 keine
steigende Tendenz.

2) Knapp 50% (32) der untersuchten resistenten 65 Stamme wiesen eine 1-fach Resistenz
auf, wobei am haufigsten die Monoresistenz gegenuliber Tetracyclin vertreten ist (18
Stamme (27,7%)).

3) 50% (33) der Stamme besitzen eine Mehrfachresistenz, deren Hauptanteil (61%) die
2-fach Resistenzen sind, von denen am haufigsten die Tetracyclin / Kanamycin
Kombination vorkommt.

4) Von allen Stammen haben 54 (83%) eine oder mehrere Resistenzen tbertragen.

5) Fur nur 6 Stamme konnten ansatzweise klonale (gleiche epidemiologische Marker:
Resistenzen, Phagentyp und Plasmid) Strukturen nachgewiesen werden.

6) Die seit 1991 zunehmende und im Jahre 1995 bemerkenswert hohe (35%)
Nitrofurantoinresistenzrate bleibt als epidemiologisches Geschehen interessant, aber
ungekléart. Dabei stammte die Hélfte aller Isolate vom Geflugel. Denkbar wére, daf? sich
ein Epidemieklon herangebildt und Uber einen langen Zeitraum dominierte.

Weitere molekularbiologische Untersuchungen sollten zur Klarung der Infektionsquelle
durchgefuhrt werden.

7 Aufgrund des nur gelegentlichen Einsatzes als Therapieantibiotikum, wird der
Nitrofurantoinresistenz bei diesem Serovar nur geringe Bedeutung beigemessen.

8) Insgesamt besitzt Salmonella Enteritidis, in Abh&éngigkeit vom Selektionsdruck die

Fahigkeit zur Multiresistenz, &hnlich wie bei dem Serovar S. Typhimurium.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Neben der Beurteilung der allgemeinen Resistenzentwicklung bei Salmonellen Uber einen
Zeitraum von 22 Jahren (1974-1995) wurden im Rahmen dieser Arbeit die phanotypischen und
genetischen  Eigenschaften an  ausgewaéhlten S.  Enteritidis  Stdmmen  mittels

molekularbiologischer Methoden untersucht.

Die Untersuchung der Resistenzentwicklung erfolgte anhand der an das BgVV eingesandten
Salmonellen Stamme, wobei die haufig vorkommenden Serovare S. Enteritidis, S. Typhimurium
sowie S. Typhimurium O:5 neg. besondere Berilcksichtigung fanden. Dabei zeigte sich, dal? die
Resistenzrate fur Salmonellen im allgemeinen bei 20% liegt und daf} der im Jahre 1990 hohe
Wert von 40% auf das Vorherrschen von multiresistenten S. Typhimurium O:5 neg.
zuriickgefuhrt werden konnte. Im Vergleich dazu ist die Resistenzrate fir S. Enteritidis mit 10%

gering.

Die seit 1993 beobachtete starke Zunahme resistenter S. Enteritidis Isolate fand ihre Ursache in
der zunehmende Resistenzrate gegenuber Nitrofurantoin. Diese Feststellung mindete in einer
zusatzlichen Uberpriifung der Nitrofurantoinresistenz anhand von 113 S. Enteritidis Stammen
aus dem Jahre 1995.

Um die Ubertragbarkeit der Antibiotika-Resistenzen bei Salmonella Enteritidis, dessen
Phagentyp 4 ab Ende der achtziger Jahre zum dominierenden Epidemietyp in Mitteleuropa
gehodrt, zu udberprufen, wurden an 65 ausgewahlten S. Enteritidis Stdmmen genetische

Untersuchungen durchgeftihrt.

Dazu wurden nur solche S. Enteritidis Stamme ausgewahlt, deren Resistenzmuster Antibiotika
aufwiesen, die Ublicherweise als Therapieantibiotika (Tetracycline, Ampicillin, Chloramphenicol,
Kanamycin und Gentamicin) Anwendung finden. Von den 65 untersuchten Isolaten waren 50%
monoresistent und 27% wiesen eine Tetracyclinresistenz auf. Die Ubrigen 50% verhielten sich

resistent gegen zwei oder mehrere Antibiotika.

Die Untersuchungen beinhalteten Kreuzungsexperimente des Donors (resistente S. Enteritidis
Stamme) mit dem Recipienten E. coli K-12, aus denen Transkonjuganten (E. col) mit
entsprechend neu erworbenen Resistenzen resultierten. Die Versuche wurden bei 37°C  bzw.
bei 22°C durchgefiihrt. 71% (46) der Isolate und damit am haufigsten haben bei 37°C und nur
12% (8) haben bei 22°C ihre Resistenz ubertragen.

Neben der Ubertragbarkeit von Resistenzen sowie der Bestimmung der Transferraten bildete
die Untersuchung hinsichtlich eines vollstdndigen oder teilweisen Transfers der Resistenzgene
multiresistenter Stamme einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit. Insgesamt haben 83% (54)

eine oder mehrere Resistenzen ubertragen.

Eine weitere Differenzierung der S. Enteritidis Stamme erfolgte durch die Plasmidprofilanalyse,

also die Bestimmung von Zahl und GroR3e der innerhalb eines Stammes vorliegenden Plasmide.



74 7. Zusammenfassung

Alle Stamme besal3en ein oder mehrere Plasmide. 69% der untersuchten Stdmme verfligten
Uber das Virulenz-Plasmid pRQ29 und 54% zeigten ein 70-75 MD groR3es Plasmid.

In Kombination mit der im Rahmen dieser Arbeit zusétzlich durchgefiihrten Phagentypie und den
Resistenzprofilen sowie den Plasmidmustern konnten Aussagen (ber mdgliche klonale
Zusammenhénge gemacht werden, die jedoch bei diesen Stdmmen nur im Ansatz vorzufinden
waren. Ein klonaler Zusammenhang konnte nur fir 6 Stamme nachgewiesen werden. Diese
Populationsstruktur steht im Gegensatz zu anderen multiresistenten Serovaren, wie z.B. S.
Typhimurium DT 104.

Insgesamt zeigten die hier untersuchten S. Enteritidis Stdmme bezuglich ihrer phanotypischen
und genotypischen Eigenschaften ein sehr heterogenes Bild. Es besteht jedoch die Gefahr, daf3
beim unsachgemafen Einsatz von antimikrobiell wirksamen Substanzen eine bis heute sensible
Population, schnell durch multiresistente S. Enteritidis ersetzt werden kann. Deswegen mahnen

die vorgelegten Daten zum sorgsamen Umgang mit Antibiotika beim Gefligel.
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Genetic and molecular characterization of resistant S. enteritidis isolated from 1986 to

1995 in Germany

8. SUMMARY

The development of antimicrobial drug resistance during 1974 to 1995 of the three most
common Salmonella serovars S. enteritidis, S. typhimurium and S. typhimurium O:5 negative is
described. In general the resistance rate for Salmonella is around 20%, peaking with 40% in
1990 when multiresistant S. typhimurium O:5 negative DT 204 prevailed. In S. enteritidis the

resistance rate is comparably low (< 10%).

In order to gain more information on resistance in S. enteritidis, the detailed phenotypic and
genetic properties of 65 selected isolates were investigated by genetic and molecular

techniques.

It could be shown, that S. enteritidis isolates expressed resistance to antibiotics which are
commonly used in veterinary medicine, namely tetracycline, ampicillin, chloramphenicol,
kanamycin and gentamicin. The resistance phenotypes turned out to be very stable and from the
65 investigated strains 50% were monoresistant, and 27.7% of them exhibited resistance
against tetracycline only. Another 50% of the strains were multiresistant to 2 or more

antimicrobial agents. 61% of them were resistant against tetracycline and kanamycin.

Mating experiments were carried out, in order to detect the presence of R-factors possessing
transfer systems at 37°C and 22°C, reflecting conditions in two habitats that Salmonella serovars

accounter during their life-cycle. High temperatures in the host and low in the environment.

83% (54) of all investigated strains transferred one or more resistances under the mating
conditions applied. The majority of 71% (46) transferred at 37°C and 12% (8) of all strains

transferred their resistances at 22°C preferentially.

In order to determine a clonal structure among the strains, further strain-differentiation was
achieved by plasmid-profile-analysis and phagetyping. All isolates carried one or more plasmids
and the whole population showed a very heterogeneous plasmid distribution. 69% carried the

virulence plasmid pRQ29 and a 70-75 MD plasmid was present in 54% of the strains.

In conclusion the plasmid-profiling combined with the results of the antibiotic resistance tests
and phagetyping elucidated a very heterogeneous population structure. The presence of clones
was limited to only 6 strains. This contrasts the results obtained with other multiresistant

serotypes e.g. the dominating multiresistant clone S. typhimurium DT104.

However, multiresistant S. enteritidis strains exist in Germany and selective pressure could
facilitate their spread. This imposes the danger, that a mainly antibiotic sensitive S. enteritidis

population might be substituted with resistant strains.
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Since 1991 there has been an increase in the rate of Nitrofurantoin-resistance in S. enteritidis
from 0% in 1990 to 35% in 1995. 50% of the S. enteritidis strains originated from poultry, and
they showed a resistance level of 72% against Nitrofurantoin. These strains appear to be
epidemiologically related and might be derived from a clonal spread of a single ancestor.
Nevertheless further molecular methods should be applied in order to determine the source of

these nitrofurantoin resistant strains.
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Anhang 1
Phéanotypische und molekularbiologische Eigenschaften der 65 untersuchten S. Enteritidis
Stamme sowie deren Herkunft
Phagentyp Plasmide Bezeichnung
Stmnr./Jahr Resistenzen  (Ward etal., Molekularge- pRQ Linkage- Genetische Eigenschaften Herkunft
1987) wicht in MD Gruppe(n) der Resistenz
5/86 te; n.c. 32 1800 - nicht Gbertragen BU** Rind
1040/86 te; 4 32 1801 - nicht Gbertragen Kot Rind
1357/87 ap; 13a 32 1802 - Transfer Giber 52 MD Plasmid; Mastkiiken, Herz,
1803 Transposition aus dem Leber, Milz
Chromosom
1358/87 ap; 13a 32 1804 - Transfer Giber 52 MD Plasmid; Pute, Darm
1805 Transposition aus dem
Chromosom
1359/87 ap; 8 32 1806 - Transfer tiber 52 MD Plasmid; Pute, Darm
1807 Transposition aus dem
Chromosom
382/88 te;cm;kn 38 76 1808 te;cm;kn Transfer Gber 76 MD Plasmid; DIU*** Ferkel
37 29 Deletionen Spur 1 und 3
383/88 te;ap;cm;kn 38 73 1809 te;ap;cm;kn  Transfer Gber 73 MD Plasmid; DIU Ferkel
70 1810 Deletionen Spur 3,4 und 8,9
37 29
384/88 te;cm;kn 38 73 1811 te;cm;kn Transfer Gber 73 MD Plasmid; DIU Ferkel
70 1812 Deletionen Spur 3,4
37 29
1147/88 te 4 68 1813 - nicht Gbertragen Katze, Galle
37 29
1285/88 te 32 62 1814 - Transfer Gber 62 MD Gans, Herz
37 29
1286/88 te 6a 68 1815 - nicht tibertragen Gans, Herz
37 29
1439/88 te n.c. 68 1816 - nicht Gbertragen Klarschlamm
37 29
1506/88 te;em 6a 73 1817 te;cm Ubertragung tiber 11 MD Plasmid  Broiler, Organe
37 29 Sonderfall, da revers.* Dissoziation
1692/88 te 38 62 1818 te Ubertragung (iber 62 MD Plasmid  Hiihnermist
34 1819
2099/88 te;ap;cm;kn; 4 112 1820 te;ap;cm;kn; Transfer Gber 112 MD Plasmid DIU. Kalb
gn 37 29 gn
246/89 te;ap;cm;kn; 38 88 1821 te;kn Uberwiegend Transfer iiber 74 MD Kot, Kalb
74 1822 te;ap;cm;kn; Plasmid; teilweise Deletionen,
37 29
674/89 te 4 73 1823 - Transfer Gber 73 MD Plasmid Organe, Kalb
37 29
794/89 ap 6a 73 1824 - Ubertragung tber 73 MD Plasmid ~ Klarschlamm
37 29
803/89 te;ap;cm;kn 6a 74 1825 te;ap;cm;kn Ubertragung tiber 74 MD Plasmid; Zwerghuhn
37 29 Deletionen Spur 4 und 5
<4 1826
804/89 te;ap;cm;kn n.c. 74 1827 te;ap;cm;kn Ubertragung iber 74 MD Plasmid; Gans
37 29 Deletionen Spur 4 und 5
<4 1828
1225/89 te;ap;cm;kn 6a 72 1829 ap;cm;kn Transfer Gber 72 und teilweiser Gans, Herz
37 29 te;ap;ecm;kn  Transfer Gber 101 MD Plasmide;
<4 1830 Sonderfall, da Cointegrate
2488/89 te;ap;cm;kn 4 74 1831 te;ap;cm;kn  Transfer tber 74 MD Plasmid; Schweinefleisch
37 29
967/90 te 4 68 1832 - nicht Gbertragen Hahnchen-
37 29 brustfilet, gefr.
981/90 kn 7 74 1833 - Transfer Gber 74 MD Plasmid Kot, Huhn
37 29
1331/90 te,ap 6 71 1834 te,ap Transfer Gber 27 MD Plasmid DIU, Mensch
27 1831
1585/90 ap 6a 62 1835 - Transfer Gber 62 MD Plasmid Leber, Gans
34 1833
1916/90 ap,gn 4 62 1836 ap,gn Transfer Uber 62 MD Plasmid DIU, Mensch
37 29
2272/90 te,kn 6a 67 1837 te,kn Transfer Gber 67 MD Plasmid Organe, Broiler
33 1838
* reversibel ** Bakteriologische Untersuchung *** Diagnostische Untersuchung
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Phagentyp Plasmide Bezeichnung
Stmnr./Jahr Resistenzen  (Ward etal., Molekularge- pRQ Linkage- Genetische Eigenschaften der Herkunft
1987) wicht in MD Gruppe(n) Resistenz
1307/91 te;kn 5a 73 1839 te;kn Transfer tber 73 MD Plasmid. Broiler
37 29
1626/91 ap 7 88 1840 - Transfer tiber 70 MD Plasmid DIU, Huhn
70 1841
46 1842
1659/91 te;kn 6a 71 1843 te;kn Transfer tiber 71 MD Plasmid Kiken, Herz,
37 29 Leber
2258/91 te;c 4 73 1844 te;c Transfer Gber 73 MD Plasmid DIU, Mensch
37 29
2081/91 te 14b 95 1845 - Transfer tber 95 MD Plasmid LM,
72 1846 Hahnchenmagen
37 29
2 1847
66/92 te;kn 7 73 1848 te;kn Transfer Gber 73 MD Plasmid Kot, Kalb
37 29
505/92 te;kn n.c. 73 1849 te;kn Transfer Gber 73 MD Plasmid Darm, Geflugel
37 29
516/92 kn 4 60 1850 - Transfer Giber 60 MD Plasmid Darm, Geflugel
37 29
533/92 te;kn 6a 84 1851 te;kn Transfer ber 84 MD Plasmid Darm, Geflugel
37 29
1065/92 te;ap;kn 4 60 1852 - nicht Gbertragen DIU,Legehenne
1356/92 ap 4 37 29 - Transfer Gber 22 MD Plasmid Gille
22 1853
1452/92 te 4 72 1854 - Transfer tber 72 MD Plasmid DIU, Huhn
37 29
1456/92 te 4 68 1855 - nicht Gbertragen Geflugel, Hybride
2429/92 te;kn 7 72 1856 te;kn Transfer Gber 72 Plasmid Eier
2431/92 te;kn 6a 62 1857 te;kn Transfer Gber 62 Plasmid Eier
2614/92 te;kn 6a 71 1858 te;kn Transfer Gber 71 Plasmid Huhn
37 29
2645/92 te;kn 6a 122 1859 te;kn Transfer Giber 72 Plasmid Huhn
72 1860
37 29
2636/92 te;kn 7 73 1861 te;kn Transfer Gber 73 Plasmid Huhn
37 29
320/93 te;em;kn 4 71 1862 te;em;kn Transfer Gber 71 MD Plasmid LM, geschn. H.
fleisch
562/93 te; 4 60 1863 - nicht tibertragen LM, Huhn
632/93 te; 4 68 1864 - nicht Gbertragen BU, Hahnchen
60 1865
1603/93 te;kn 6a 72 1866 kn;te Transfer tiber 72 MD Plasmid, Roaster, Huhn
37 29 Deletionen Spur 3
1679/93 te; 11 37 1867 te Transfer tber 18 MD Plasmid Eier
18 29
2310/93 ap (24) n.c. 37 1868 - Transfer tber 25 MD Plasmid Gille
25 29
2428/93 te;kn 38 60 1869 kn;te Transfer tiber 60 MD Plasmid Eier
34 1870
2487/93 te; 6a 71 1871 - Transfer tber 71 MD Plasmid Eier
37 29
2789/93 cm; kn 13a 62 1872 cm; kn Transfer tiber 62 MD Plasmid, Taube
50 1873
121/94 te;ap;gn;cm; 4 71 1874 ap unvollstandiger Transfer nur ap LM, Huhn
kn 37 29
378/94 te;ap;gn;cm; 4 112 1875 te;ap;gn Transfer tber 112 MD Kalb, Organe
kn 37 29 te;ap;gn;cm; Sonderfall, da 112 MD Plasmid im
kn Wildtyp abhangig vom selektiven
Milieu
1332/94 te;gn 4 74 1876 te;gn Transfer tber 74 MD Plasmid Huhnerklein,
53 1877 Oldenburg
37 29
1639/94 te 6a 72 1878 - nicht Gbertragen LM, Huhn
37 29
2159/94 ap 6a 37 29 - Transfer tiber 24 MD Plasmid DIU, Mensch
24 1879
2288/94 ap 6a 37 29 - Transfer tiber 30 MD Plasmid Kot, Huhn
30 1880
351/95 te;kn 6a 72 1881 te;kn Transfer tiber 72 MD Plasmid LM, Huhn
1218/95 te 4 71 1882 - Transfer tber 71 Plasmid DIU, Mensch
37 29
1493/95 ap 4 71 1883 - Transfer tber 71 Plasmid Nandu, Geflugel
37 29
1596/95 ap 8 37 1884 - nicht Gibertragen Sittich, DIU
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Anhang 2: Transferraten der 65 untersuchten S. Enteritidis-Stamme

Stammnr./ Resistenzen* Filter Flussig nicht
Jahr 22° 37° 22° 37° Ubertragen
5/86 te; 3,88E-02 N -
1040/86 te; - - - X
1357/87 ap 4,10E-07
1358/87 ap 8,21E-04
1359/87 ap 1,80E-03
382/88 te,cm,kn 2,62E-01
383/88 te,ap,cm,kn 3,21E-01
384/88 te,cm,kn 3,08E-01
1147/88 te X
1285/88 te 6,24E-06
1286/88 te X
1439/88 te X
1506/88 te,cm 3,09E-02
1692/88 te
2099/88 te,ap,cm,kn,gn 1,01E-03
246/89 te,ap,cm.kn; 4,64E-02
674/89 te 1,11E+00
794/89 ap 1,47E-01
803/89 te,ap,cm,kn 4,73E-02
804/89 te,ap,cm,kn 1,05E-03
1225/89 te,ap,cm,kn 1,02E+00
2488/89 te,ap,cm,kn 1,26E-03
967/90 te X
981/90 kn 2,34E+00
1331/90 te,ap 6,19E-02
1585/90 ap 1,95E-03
1916/90 ap,an 1,16E-01
2272/90 te,kn 7,07E-01
1626/91 ap 7,17E-03
1659/91 te,kn 3,55E-01
2258/91 te,c 1,68E-01
2081/91 te 2,16E-01
66/92 te,kn 2,19E-01
505 92 te,kn 4,88E-02
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Stammnr./ Resistenzen* Filter Flussig nicht
Jahr 22° 37° 22° 37° Ubertragen
516/92 kn 2,19E-01
533/92 te,kn 7,65E-01
1065/92 te,ap,cm X
1356/92 ap 3,66E-02
1452/92 te 1,86E-01
1456/92 te X
2429/92 te,kn 2,04E-01
2431/92 te.kn 1,22E-02
2614/92 te,kn 2,15E-01
2645/92 te,kn 2,67E-01
2636/92 te,kn 1,09E-01
320/93 te,cm,kn 4,17E-03
562/93 te, X
632/93 te, X
1603/93 te,kn 7,43E-01
1679/93 te, 1,39E+01
2310/93 ap 2,72E+00
2428/93 te,kn 1,23E+00
2487/93 te, 6,35E-01
2789/93 cm, kn 1,81E-03
121/94 te,ap,gn,cm,kn 4,89E-02
378/94 te,ap,gn,cm,kn 2,59E-01
1332/94 te,an 2,72E-02
1639/94 te X
2159/94 ap 2,56E-01
2288/94 ap 2,21E-01
351/95 te,kn 3,60E-01
1218/95 te 1,09E+00
1493/95 ap 1,81E+00
1596/95 ap X

*Bei Isolaten, die mehrere Resistenzgene auf einem Plasmid tragen, wurde die Transferfrequenz fiir den unterstrichenen
Marker angegeben.

te = Tetracyclin; ap = Ampicillin; cm = Chloramphenicol; kn = Kanamycin; gn =Gentamicin
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éggrir:ga?ten gesondert untersuchter S. Enteritidis Stémme auf Nitrofurantoin und Furazolidonresistenz aus 1995
untersuchte Resistenz (10/96) zusétzliche Phagentyp
Stammnr./1995 Herkunft Nitrofurantoin (F) Furazolidon (FR) Resistenz ONalrg;t)al.,
12 Huhn, Federn / Kloake r S** keine 7
15 Hihnerkiken r S keine 6a
28 Huhn, Kot r S keine 4
29 Huhn, Kot r S keine 4
30 Huhn, Kot r S keine 4
31 Huhn, Kot r S keine 4
41 LM Huhn, H.-klein r S keine 4
74 LM Huhn, H.-brust r S keine 4
92 LM Huhn, Hdhnchen S S keine 4
101 Huhn, Kot r S keine 3
115 Huhn, Kot r S keine 4
122 LM Huhn, Darm s S keine 6
123 LM Huhn, Darm r S keine 6
179 LM Huhn, Leber r S keine 14b
181 Eiprod., Rohware r S keine 4
219 LM Huhn, Keule r S keine 4
241 LM Huhn r S keine 34
250 Nudelsalat r S keine 4
268 LM Huhn, fr. H&hn. r S keine 6
308 Huhn, Sammelkot r 5 keine 4
351 LM Huhn, Keule r S kn, ne 6a
458 Eier, Schale r S keine 6a
523 Eier, Schale r S keine 4
539 Eier, Vollei r S keine 7a
545 Eier, Vollei r S keine 7a
546 Eier, Vollei r S keine 4
547 Eier, Vollei r S keine 4
548 Eier, Schale r S keine 4
549 Eier, Vollei r S keine 4
550 Eier, Vollei nicht gewachsen nicht gewachsen keine 8
586 Huhn, Kot r S keine 4
591 Huhn, Kot r S keine 4
596 LM Huhn r S keine 4
598 LM Huhn, H.-klein r S keine 4
599 Huhn, Tierkorper r S keine 4
600 Huhn, Tierkorper r S keine 4
649 Huhn r S keine 6
650 Huhn S S keine 6
660 Eiprod., Kalte Platte r S keine 4
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9. AppendiX, Anhang 3

Stammnr. / 1995

Herkunft

Nitrofurantoin (F)

urazolidon (FR)

Z

s. Res.

P

agentyp

661 Eiprodukt, Eiersalat r s keine 4
664 Eier, Vollei r S keine 4
665 Eier, Vollei r S keine 4
704 LM Huhn, Hdhnchen r S keine 4
797 Huhn r S keine 4
895 Huhn, Organe r S keine 4
904 Eier, Eigelb r 5 keine 4
909 Eier, past. Vollei 5 S keine 4
928 Huhn, Zekum r S nal 4
930 Huhn, Kot r S keine 4
931 Huhn, Kot r S keine 4
1017 Huhn, Kot r S keine 4
1018 Huhn r S keine 4
1019 Huhn r S keine 4
1020 Huhn r S keine 4
1031 Huhn r S keine 4
1048 Eiprodukt, Dressing r S keine 4
1080 Huhn r S keine 4
1101 Eier, Kakadu r S keine 4
1102 Eier, Kakadu r S keine 4
1131 Eiprodukt, Dressing r S keine 4
1189 Eier, Vollei r S keine 4
1203 Eier, vom Huhn S S keine n.t
1206 Eiprodukt, Tiramisu r S keine 4
1207 Eiprodukt, Tiramisu r S keine 4
1208 Eiprodukt, Tiramisu r S keine 4
1212 Huhn, Kot S S keine n.t
1222 Eiprodukt, Tiramisu r S keine 4
1228 Eier, Eiergelb r S keine 4
1251 Eischale r S keine 4
1252 Eidotter r S keine 4
1282 Frikassee r S keine 4
1283 Eiprodukt, Eierlikor r S keine 4
1293 LM Huhn, H. crossies r S keine 4
1307 LM Huhn, Mc Chicken r S keine 4
1335 Eier, Dotter, 3 d alt r S keine 4
1359 Hihnerkiken S s keine 4
1380 Eier, Vollei gefr. r 5 keine 4
1396 LM Huhn, Mc Chicken r S keine 1
1405 Eier r S keine 1
1406 Eier, Schalen S S keine 1
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9. AppendiX, Anhang 3
Stammnr. / 1995 Herkunft Nitrofurantoin (F) urazolidon (FR) Zus. Res. Phagentyp
1407 Eier r S keine 1
1431 Eiprod., Kartoffelsal. S S keine 1
1432 Eiprod., Nudelsal. r 5 keine 1
1452 Eier, Dotter r S keine 4
1462 Eier, Vollei r S keine 4
1463 Eier, Vollei S S keine 4
1465 Eier, Vollei r S keine 4
1488 Eier, Vollei, gefr. 5 S ct, pb 4
1500 Huhn r S keine 4
1753 LM Huhn, H.brustfilet r S keine 4
1819 Huhn S S keine 4
1877 Eier, Vollei S S keine 4
1886 Eier, Vollei S S keine n.t
1944 Huhn r S keine 4
1947 Huhn r S keine 4
2006 Eier, Klasse Il r S keine 1
2008 LM Huhn, Keule r S keine 1
2009 LM Huhn, H.brustfilet r S keine 4
2011 LM Huhn, Suppenhuhn r S keine 4
2091 Eier, Dotter r S keine 7
2143 LM Huhn, H. crossies r S keine 4
2166 LM Huhn r S keine 4
2254 Eier, Schalen r S keine 4
2285 Huhn, Kot r S keine 4
2292 Eier r S keine 4
2295 Huhn, Kot S S keine 34
2321 LM Huhn, Keule S S keine 8
2329 Eier, Schalen r S keine 4
2359 Eier, Schalen S S keine 4
2373 Eier r S keine 4
2374 Eier r S keine 4
2375 Eier r S keine 4
2384 LM Huhn, Keule r S keine n.t
*resistent ** sensibel n.t. nicht typisierbar

Kartoffelsal.: Kartoffelalat;

Nudelsal.: Nudelsalat

Eiprod.: Eiprodukt
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