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Einleitung

1. Einleitung

Zum Schutz der Menschheit vor Infektionskrankheiten ist eine interdisziplinare
Zusammenarbeit erforderlich, da unterschiedlichste Fachgebiete gleichzeitig betroffen sind.
Die World Health Organization (WHO) listet globale Herausforderungen, mit den sich die
Menschheit kiinftig auseinanderzusetzen hat, unter dem Titel ,Ten Threats To Global Health*
(W.H.O. 2019). Jedes der Themen, unter anderem auch die weltweit zunehmenden
Antibiotikaresistenzen, muss vermehrt und gezielt in Angriff genommen werden. Von den
Einsatzmdglichkeiten der Antibiotika h&ngt die erfolgreiche Therapie von schwerwiegenden
Erkrankungen ab. Da Antibiotika vielfach sowohl in der Human- als auch in der Tiermedizin
eingesetzt werden, kann daher nicht ein Bereich losgelost von dem anderen betrachtet
werden. Um der Problematik der Resistenzen angemessen begegnen zu kénnen, missen die
Humanmedizin, die Tiermedizin und die Umweltwissenschaften facheribergreifend Hand in
Hand zusammenarbeiten und sich als eine Einheit begreifen (Mc Ewen und Collignon 2018).
Insbesondere die Schnittstellen zwischen den verschiedenen Reservoirs, den Menschen,
Haus- und Wildtieren und den Okosystemen als deren Lebensraum, stehen im Rahmen dieser
Zusammenarbeit im Mittelpunkt des ,One Health“ — Ansatzes (Kim und Cha 2021). Da weltweit
gesehen der Verbrauch an Beta-Laktam-Antibiotika bei Menschen und Tieren zunimmt und
ihre Verwendung durch den selektiven Druck die Préavalenz antibiotikaresistenter Bakterien
beeinflusst, besteht hier ein moglicher Ansatzpunkt zur Verringerung des Auftretens von
Resistenzen (Chantziaras et al. 2014; Klein et al. 2018). Forschungsergebnisse lassen hoffen,
dass eine Reduktion des Antibiotikaeinsatzes positive Effekte auf die jeweilige Resistenzlage
hat (Tang et al. 2017; Scott et al. 2018; Huizinga et al. 2019; E.F.S.A. 2021; Randall et al.
2021). Den Antibiotikaverbrauch zu regulieren ist auch notwendig, da der Einsatz von
wichtigen Antibiotika in der Tiermedizin zunehmend im Konflikt mit den Therapiemdéglichkeiten
und der Therapiebedurftigkeit in der Humanmedizin steht (Tang et al. 2017; Aidara-Kane et al.
2018). Auf europaischer Ebene etablieren sich bereits zunehmend vereinheitlichte Strategien,
um der Resistenzproblematik zu begegnen (More 2020). Es ist erforderlich, bereits
implementierte  Uberwachungssysteme zum Antibiotikaeinsatz und zum Auftreten von
Resistenzen weiter zu standardisieren, um die statistische Verwertbarkeit der Daten zu
verbessern und so deren Aussagekraft zu erhéhen (B.V.L. 2015; E.M.A. et al. 2017; Roth et
al. 2019). Dazu gehdrt auch, die Resistenzsituation fir jede Form von Resistenz und fir jede
Tierart getrennt zu betrachten.

Die hier zu betrachtenden Beta-Laktamasen mit erweitertem Wirkungsspektrum (ESBL-
/AmpC - Extended-Spectrum-Beta-Laktamasen sowie die AmpC-Beta-Laktamasen) gehodren
zu den bedeutsamsten Ursachen von Antibiotikaresistenz (Bush und Bradford 2016). Bei
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vielen Tierarten wurden bereits Studien zur Prévalenz durchgefuhrt. Auch gibt es
Langzeituntersuchungen zum Auftreten der resistenten Bakterien in einer definierten Herde
Uber langere Zeitrdume.

Bislang liegen allerdings kaum Daten zum Vorkommen ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien bei Mastputen vor. Ziel des durch das Bundesministerium fur Ernahrung und
Landwirtschaft im Rahmen eines Entscheidungshilfebedarf auf Beschluss des Deutschen
Bundestags gefdrderten Projekts war es daher, die Pravalenz ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien bei Mastputen mittels reprasentativer Datenerhebung deutschlandweit zu
bestimmen. Darlber hinaus sollten die Einzeltierpravalenzen Uber eine Mastperiode
beobachtet und die Ubertragungswege in die Umgebung der Tierhaltungen untersucht
werden. Da vergleichbare Daten bei Mastschweinen und Masthiihnern aus Langzeit- und
Querschnittsstudien bereits verfligbar waren, sollten im nachsten Schritt die erhobenen Daten,
mit jenen des durch das Bundesministerium fir Bildung und Forschung geférderten RESET-
Forschungsverbundes verglichen werden. Es sollte die Frage beantwortet werden, ob die
Kolonisierung der einzelnen Tiere sowie die Kontamination der Tierumgebung vergleichbar
sind und ob eine Verbreitung auf ahnlichen Wegen erfolgt. Weiterhin sollten die ESBL-/AmpC-
Beta-Laktamase kodierenden Gene der resistenten Enterobakterien, isoliert aus den
verschiedenen Proben der Putenmastbetrieben, analysiert werden. Diese Untersuchungen
sollen schlussendlich zur Beurteilung der Situation in deutschen, konventionell gefiihrten
Putenmastbetrieben hinsichtlich des Vorkommens und der Verbreitung von ESBL-/AmpC-
bildenden Enterobakterien beitragen.
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2. Literatur

2.1 Extended-Spectrum-Beta-Laktamasen

Bakterielle Infektionserreger entwickeln verschiedene Mechanismen, um die Wirkung
antimikrobiell wirkender Arzneimittel zu reduzieren oder zu neutralisieren. Die Wirkungsweise
des Antibiotikums beeinflusst dabei, welcher Mechanismus zum Einsatz kommt. Die Bildung
von Proteinen zur Inaktivierung der antibiotischen Struktur ist einer der mdglichen
Mechanismen. Beta-Laktamasen des erweiterten Wirkungsspektrums sind eines der Beispiele
fur eine enzymatisch vermittelte Form von Resistenz. Da hauptsachlich kommensale
Darmbakterien, wie E. coli, Trager von Beta-Laktam-Resistenzen sind, bildet das intestinale
Mikrobiom ein Reservoir fur ihr Uberleben. Uber menschliche und tierische Ausscheidungen
gelangen die Darmbakterien schlief3lich in die Umwelt und kénnen dort persistieren (Costa et
al. 2008; Costa et al. 2009; Hu et al. 2013). Ihre Omniprasenz unter Menschen, Tieren und in
der Umwelt macht sie fir die Resistenzforschung zunehmend relevant (Kawamura et al. 2017;
Bush 2018; De Angelis et al. 2020; Ramos et al. 2020a). Neben Enterobakterien wird die
Bildung von ESBL bei anderen Bakterien eher selten beschrieben. Pseudomonas aeruginosa
ist eines der wenigen Beispiele (Nordmann und Guibert 1998).

Die Antibiotikaresistenzen in Enterobakterien stellen sowohl in der Human- als auch in der
Tiermedizin zunehmend ein Problem dar (Ewers et al. 2012; Tadesse et al. 2012; Delgado-
Valverde et al. 2013). Da Beta-Laktam-Antibiotika die am haufigsten eingesetzte Klasse
antibakteriell wirksamer Stoffe sind, haben Resistenzen gegen sie eine besondere Bedeutung
(Bush und Bradford 2016). Beta-Laktam-Antibiotika wirken durch Hemmung der
Peptidoglycansynthese bei der Zellteilung bakterizid. Die Beta-Laktamasen hydrolysieren die
Ringstruktur der Beta-Laktame und verhindern so deren Bindung an die bakteriellen
Transpeptidase. In der Folge wird die bakterielle Zellwandsynthese nicht mehr gehemmt. (Hou
und Poole 1971; Wiedemann et al. 1989). Die Folge ist die weitere Vermehrung, die
Ausbildung eines Infektionsgeschehens oder auch eine asymptomatische Kolonisierung des
Wirts.

Eine Einteilung der Beta-Laktamasen erfolgte mittels Aminoséauresequenzanalyse zunéchst
nach ihrer molekularen Struktur in die Klassen A bis D durch Ambler (1980). Bush et al. (1995)
kombinierte funktionelle und molekulare Eigenschaften, je nach Hemmbarkeit der Beta-
Laktamasen durch Clavulansdure oder EDTA, fir eine Einteilung in vier Gruppen. Beispielhaft
ist die Einordnung von relevanten Beta-Laktamasen in Tabelle 1 in Anlehnung an die von Bush
und Jacoby (2010) unter Bertcksichtigung spezifischer Enzymeigenschaften erweiterte
Systematik dargestellt. Die Gruppe 1 beinhaltet Cephalosporinasen, die im Gegensatz zu den
Penicillinasen (Gruppe 2) nicht durch Clavulansdure gehemmt werden kénnen, wie zum
Beispiel die AmpC-Beta-Laktamasen. Nach Erweiterung des Resistenzspektrums, unter
3
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anderem auch gegen die zuvor inhibierende Clavulansaure, erfolgte spater eine weitere
Unterteilung der Gruppe 2. Die meisten ESBLSs sind dieser Gruppe zuzuordnen. Enzyme der
Gruppe 3 vermitteln dartiber hinaus auch Resistenzen gegen Carbapeneme.

Tabelle 1: Einordnung von (Extended-Spectrum-) Beta-Laktamasen
Beispiel- Funktionelle Molekulare Charakteristisches Hemmung Hydrolyseverhalten

Enzym Gruppe Gruppe! Zielsubstrat durch
CA?/[EDTA
CMY-2 1 C Cephalosporine Nein/Nein  Hydrolyse bei Cephalosporinen
starker als bei Benzylpenicillin,
hydrolysiert Cephamycin
TEM-1 2b A Penicilline, friihe Ja/Nein Vergleichbare Hydrolyse bei
Cephalosporine Benzylpenicillin und
Cephalosporinen
SHV-2 2be A Extended-spectrum  Ja/Nein Verstarkte Hydrolyse von
Cephalosporine, Oxyimino-Beta-Laktamen
Monobactame
CTX-M-1 2be A Extended-spectrum  Ja/Nein Verstarkte Hydrolyse von
Cephalosporine, Oxyimino-Beta-Laktamen
Monobactame
VIM-1 3a B Carbapeneme Nein/Ja Breit-Spektrum Hydrolyse inkl.
Carbapeneme, aber keine
Monobactame
Tabelle 1 ist Uibersetzt und in Ausziigen nach Bush und Jacoby (2010) *nach Ambler (1980) 2Clavulansaure

Erstmals wurde ein Beta-Laktamase-bildendes Bakterium in den 60er Jahren isoliert (Datta
und Kontomichalou 1965). Mit der Weiterentwicklung der Beta-Laktam-Antibiotika durch
Verwendung von Cephalosporinen der dritten und vierten Generation ging eine Erweiterung
des Wirkungsspektrums der Beta-Laktamasen durch Mutationen der einzelnen Aminoséauren
einher, resultierend in den ESBL-bildenden Bakterien, gegen die auch moderne Beta-Laktam-
Antibiotika wirkungslos wurden. Beta-Laktamasen mit erweitertem Wirkungsspektrum wurden
erstmals in Europa beschrieben (Knothe et al. 1983; Sirot et al. 1987). Im Folgenden bewirkte
die zunehmende Bedeutung der AmpC-Beta-Laktamasen sowie der Carbapenemasen eine
weitere Einschrankung der Optionen zur erfolgreichen Therapie von Infektionskrankheiten
(Pitout 2012). Der Einsatz von Reserve-Antibiotika wurde notwendig. Resistenztragende
Bakterien konnen als fakultativ pathogene Mikroorganismen sowohl in gesunden Individuen
ohne jegliche Symptomatik als auch zum Beispiel im Zusammenhang mit Infektionen des
Harnapparates oder des Darms nachgewiesen werden (Ewers et al. 2010; Ewers et al. 2011).

Der Transfer der genetischen Information einer AmpC-/ESBL-Resistenz kann auf
unterschiedlichen Wegen erfolgen. Dies erhéht die Anpassungsfahigkeit der resistenten

4



Literatur

Bakterien und sichert so ihr Uberleben. Wenn es sich um eine Plasmid-vermittelte Kodierung
handelt, liegt die Erbinformation in mobiler Form extrachromosomal vor. So kann die
genetische Resistenzeigenschaft Uber einen Austausch durch Konjugation sehr effizient
Ubertragen werden (Knothe et al. 1983; Philippon et al. 1989; Pfeifer et al. 2010; Carattoli
2011). Chromosomale Kodierungen konnten wiederum ein  Uberdauern der
Resistenzeigenschaft in Abwesenheit des selektiven Drucks durch antimikrobielle Stoffe
fordern (Guenther et al. 2017). Das chromosomal kodierte AmpC-Gen kann ferner konstitutiv
exprimiert und sekundéar eine weitere ESBL-Eigenschaft erworben werden (Witte und Mielke
2003). Bakterienstamme konnen auch Trager verschiedener Resistenzeigenschaften sein
(Woodford et al. 2009).

2.2 Vorkommen und Bedeutung von ESBL-/AmpC-bildenden Enterobakterien
in der Humanmedizin

In der Humanmedizin hat die Resistenzproblematik besonders im klinischen Alltag an
Bedeutung gewonnen. Bei zuvor asymptomatischer Besiedelung kénnen resistente Bakterien
bei geschwachten Individuen oder geschadigter Zellbarriere zum Problem werden und flhren
zum Beispiel zu Infektionen des Blutkreislaufs (Rodriguez-Bafio et al. 2010). Eine aktuelle
Kohortenstudie zum Antibiotikaverbrauch und zu Entwicklung von Resistenzen auf deutschen
Intensivstationen zeigt Uber einen Zeitraum von 15 Jahren initial zunehmend Resistenzen von
E. coli und Klebsiella pneumoniae gegen Cephalosporine der dritten Generation, dann jedoch
stabilisierte sich die Resistenzrate in den letzten drei bis vier Jahren (Remschmidt et al. 2017).
ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien wurden nicht nur im klinischen Kontext nachgewiesen,
sondern auch in der gesunden allgemeinen Bevélkerung (Machado et al. 2013; Van Hoek et
al. 2015). Studien verzeichneten einen Anstieg der Resistenzrate bei gesunden Individuen
weltweit in der ersten Dekade des neuen Jahrtausends. Im Vergleich zu Europa waren nicht
nur die Pravalenzen, sondern auch die Anstiege der Resistenzrate in weniger entwickelten
Regionen wesentlich hoher. Die ermittelten Pravalenzen ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien betrugen in européischen Landern 0,6 bis 7,4%, wahrend sie beispielsweise
in Thailand bei 69,3% lag (Woerther et al. 2013; Karanika et al. 2016). Aus den Jahren 2003
bis 2018 wurde kurzlich die kumulative Pravalenz ESBL-bildender E. coli in der weltweiten
Bevolkerung mit 16,5% bestimmt. Die Pravalenz nahm innerhalb des Studienzeitraumes um
ein achtfaches zu und war auch in dieser Studie in Europa vergleichsweise niedrig (6% in
Europa vs. 27% in Sudostasien) (Bezabih et al. 2021). Die Werte anderer europaischer
Pravalenzstudien bewegen sich ebenfalls in dieser Spanne (Valenza et al. 2014; Van Hoek et
al. 2015). Bei Menschen treten die ESBLs vom Typ CTX-M-1, -14 und -15 dominant auf. Der
am haufigsten nachgewiesene AmpC-Beta-Laktamase-Typ war CMY-2 (Peirano et al. 2014;
Valenza et al. 2014; Van Hoek et al. 2015; Reuland et al. 2016).
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Der Anstieg der Resistenzraten verdeutlicht den zunehmenden Handlungsbedarf, um die
Wirksamkeit antibiotischer Therapien weiterhin zu gewahrleisten. Die WHO hat eine Liste
besonders relevanter antibiotikaresistenter Bakterien veroffentlicht, um die Forschung und
Entwicklung neuer Antibiotika zu initiieren und priorisieren. Enterobakterien, die Resistenzen
gegen Carbapeneme und Cephalosporine der dritten Generation zeigen, werden in die
Kategorie mit hochster Prioritat eingeordnet (W.H.O. 2017). Infektionen mit ESBL-/AmpC-
bildenden Enterobakterien erh6hen die Morbiditat und Mortalitdt und verursachen nach wie
vor enorme Kosten im Gesundheitssektor, weshalb eine wirksame Intervention gegen die
Verbreitung der Resistenzen dringend erforderlich ist (Schwaber und Carmeli 2007; De Kraker
et al. 2011; Hu et al. 2019). Um Strategien zur Minimierung von Resistenzen entwickeln zu
konnen, missen neben dem Menschen verschiedenste Reservoirs in die Betrachtungen mit
einbezogen werden. Domestizierte Tiere konnen als Uberlebensraum und bei der Verbreitung
von antibiotikaresistenten Bakterien ebenfalls eine Rolle spielen, wenn die Nahe zum Mensch
als Tierhalter gegeben ist (Toombs-Ruane et al. 2020; Van Hoek et al. 2020). Neben der
Humanmedizin ist also auch die veterindrmedizinische Forschung gefragt, wenn es um das
Verstandnis des Vorkommens und der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen geht.

2.3 Vorkommen und Bedeutung von ESBL-/AmpC-bildenden Enterobakterien
in der Veterindrmedizin und Tierhaltung

Der erste Nachweis ESBL-bildender Enterobakterien in der Veterindrmedizin gelang aus
Proben, die in Folge einer Harnwegserkrankung eines Hundes gewonnen wurden (Teshager
et al. 2000). Die hier bei E. coli nachgewiesene Beta-Laktamase war vom SHV-12-Typ. Sofern
die resistenten Bakterien erkrankungsassoziiert nachgewiesen wurden, war dies neben
Harnwegsinfektionen haufig im Rahmen von Atemwegserkrankungen, Wundinfektionen oder
Erkrankungen des Magen-Darmtraktes (Ewers et al. 2011). Aber auch bei vollig gesunden
Individuen wurden Resistenzen dokumentiert (Kawamura et al. 2017; Ewers et al. 2021). Bei
Nutztieren erfolgte der Nachweis ESBL-bildender Enterobakterien erstmals in
Gefligelhaltungen in Spanien (Brinas et al. 2003). Die hier aus Kotproben gesunder Broiler
gewonnenen Isolate produzierten die ESBL-Typen CTX-M-14, SHV-12 und CMY. Nach dem
ersten Auftreten der ESBLs wurden zunachst vor allem die fir sie kodierenden Gene blasny
und blatem nachgewiesen. Seit der ersten Dekade des neuen Jahrtausends sind jedoch
Isolate, welche ESBLs vom CTX-M-Typ produzieren, wesentlich verbreiteter (Cantén et al.
2008; Dierikx et al. 2010). Neben blacuy, welche von Bauernfeind et al. (1989) erstmals
beschrieben wurde, sind die Gene blacrx.m, blarem und blasysy am bedeutsamsten. Insgesamt
erlangten ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien zunéchst zunehmend an Bedeutung
hinsichtlich des Vorkommens bei lebensmittelliefernden Tieren (Aarestrup 2005) und
Heimtieren (Carattoli et al. 2008; Ewers et al. 2011; Ewers et al. 2012; Rubin und Pitout 2014).
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Neuere vergleichende Studien zur Resistenzlage von E. coli bei Tieren und Menschen in
Europa sehen aktuell einen sinkenden Trend in den Resistenzen (Bourély et al. 2020) oder
bei lebensmittelliefernden Tieren eine Stabilisierung bei Resistenzen gegen Cephalosporine
der dritten Generation, sinkend bei Amoxicillin-Resistenzen (Boireau et al. 2018) oder gar
verbreitet signifikant sinkende Pravalenzen ESBL-/AmpC-bildender E. coli (E.F.S.A. 2021).
Auch von einer signifikant steigenden Anzahl vollstandig sensibler E. coli wurde berichtet
(E.F.S.A. 2021). Ob die Verbesserung der Resistenzlage bei Tieren letztendlich auch einen
Einfluss auf die Pravalenz antibiotikaresistenter Bakterien beim Menschen hat, ist nicht klar,
es scheint jedoch wahrscheinlich bei direkter Exposition des Menschen mit dem Nutztier (Tang
et al. 2017). Die neueren Forschungsergebnisse lassen jedoch zumindest vermuten, dass
regionale und auf bestimmte antimikrobielle Stoffe begrenzte
Antibiotikaminimierungskonzepte mit dem Zweck der Reduktion des Auftretens von
Resistenzen in lebensmittelliefernden Tieren erfolgreich sind (Huizinga et al. 2019; E.F.S.A.
2021; Randall et al. 2021).

Die Publikationen konzentrieren sich haufig auf kommensale E. coli als Indikatorkeim zur
Studie von Resistenzen bei gram-negativen Bakterien, Pravalenzermittiung und Etablierung
eines Frihwarnsystems (Kaesbohrer et al. 2012; E.F.S.A. 2021). Auf Grund der grofRen
Heterogenitat der Resistenziberwachungsprogramme sind die Studien nur bedingt
miteinander vergleichbar (Schrijver et al. 2018).

Bei Heimtieren wurde im weltweiten Vergleich von Pravalenzen der ESBL-E. coli grol3er
Bandbreite berichtet, die insgesamt jedoch eher niedrig ausfallen (0,63 — 16,56% bei Hunden,
0 —16,82% bei Katzen) (Salgado-Caxito et al. 2021). Die Haufigkeiten bei Katzen und Hunden
unterschieden sich hierbei nicht signifikant voneinander und zeigten tber den die Metastudie
umfassenden Zeitraum von 2000 bis 2020 zudem auch keinen Anstieg. Bei einer insgesamt
beachtlichen Diversitdt dominierten einige wenige ESBL-Gene und Sequenztypen. ESBLs
vom Typ CTX-M-15 sowie SHV-12 wurden beispielsweise auf allen Kontinenten gefunden.
Der Entwicklungsstand eines Landes scheint mit der Pravalenz von ESBL-/AmpC-bildenden
Enterobakterien analog zu den Ergebnissen in der Humanmedizin im Zusammenhang zu
stehen (Bezabih et al. 2021; Salgado-Caxito et al. 2021). In Entwicklungslandern sind nicht
nur die hochsten Pravalenzen, sondern auch die gravierendsten Anstiege der
Antibiotikaresistenzraten allgemein und im speziellen bei ESBL-bildenden E. coli bei Hunden
und Katzen zu verzeichnen (Van Boeckel et al. 2019; Salgado-Caxito et al. 2021).

Bei den lebensmittelliefernden Tieren liegen die ermittelten Prévalenzen der ESBL-/AmpC-
bildenden Enterobakterien teils sehr weit auseinander, wobei zahlreiche Studien aus der
ganzen Welt zu diesem Thema verfiuigbar sind. Publikationen zum Vorkommen ESBL-/AmpC-
bildender Enterobakterien bei Equiden sind im Vergleich zu den anderen hier betrachteten

Tierarten eher unterreprasentiert. Teils war die Nachweisrate ESBL-/AmpC-bildender
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Enterobakterien auf individueller Ebene mit 84% hoch (Johns et al. 2012; Apostolakos et al.
2017), teils fiel die Pravalenz mit 7,3% resp. 6,3% eher niedrig aus (Maddox et al. 2012; De
Lagarde et al. 2020). In Pravalenzstudien in den Niederlanden bzw. in Kanada war die
Pravalenz mit 11% bzw. 12% nur wenig hoher (Hordijk et al. 2020; Shnaiderman-Torban et al.
2020). Es wurden auch in der direkten Umgebung der Tiere resistente Bakterien
nachgewiesen. Die Typen CTX-M-1 und CTX-M-2 traten bei Equiden gehauft auf (Apostolakos
et al. 2017; De Lagarde et al. 2019), jedoch wurde auch CMY-2 detektiert (De Lagarde et al.
2020).

Pravalenzstudien bei Wiederkauern konzentrieren sich, gemarf ihrer relativen Bedeutung als
Nutztier, meist auf Rinder. Querschnittsstudien zum Vorkommen bei ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien bzw. E. coli bei Rindern ergaben auf Probenebene teils niedrige Pravalenzen
von 13,7% in der Schweiz (Geser et al. 2012), teils moderate Pravalenzen von 32,8% im Raum
Bayern in Deutschland (Schmid et al. 2013). Auf Betriebsebene ergab die Untersuchungen
von Schmid et al. (2013) eine sehr hohe Pravalenz von 86,7%. Das fur ESBLs kodierende Gen
blactx-w-1 wurde am haufigsten gefunden, neben blacwy-2, letzteres jedoch nur in niedriger
Pravalenz. Die Resistenzlage scheint in Abhangigkeit vom Antibiotikaeinsatz bei Mastrindern
und Schafen glnstiger auszufallen als bei Milchrindern (Hille et al. 2017; Tello et al. 2020) und
im Allgemeinen meist niedriger als bei Schweinen und Gefligel (Tello et al. 2020). Kalber
scheiden haufiger und in gréRerer Menge ESBL-/AmpC-bindende E. coli aus als altere Tiere
(Heuvelink et al. 2019).

Im europdischen Vergleich wurde ein Anstieg der Pravalenz ESBL-bildender E. coli bei
Schweinen in den letzten zehn Jahren verzeichnet (BergSpica et al. 2020). Die Pravalenz
ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien bei Schweinemastbetrieben in Deutschland ergab
eine Pravalenz von 85% (Hering et al. 2014). Die Studie wurde als Teilprojekt des
Forschungsverbundes RESET durchgefuhrt. Wahrend des RESET | — Projektes wurde die
Pravalenz ESBL-/AmpC-bildender E. coli erstmals deutschlandweit bestimmt, mit dem Ziel das
Vorkommen resistenter Enterobakterien bei Nutztieren, bei Lebensmitteln und beim Menschen
systematisch zu untersuchen, Verbreitungswege zu erkennen und so das
Gefahrdungspotenzial fur die 6ffentliche Gesundheit abzuschatzen.

Neben den Pravalenzstudien sind auch diverse Langzeituntersuchungen zu Nutztieren
verfugbar. Unter anderem wurden diese auch durch den RESET - Verbund initiilert (RESET
I1). Eine Langzeitstudie zum Vorkommen ESBL-/AmpC-bildender E. coli bei Mastschweinen in
Deutschland ergab zu den drei Beprobungszeitpunkten eine moderate Einzeltierpravalenz von
37% (Von Salviati et al. 2014). Der quantitative Nachweis ESBL-/AmpC-bildender E. coli ergab
einen Abfall der Zellzahlen Uber die Mastperiode hinweg, analog zu den Ergebnissen von
Hansen et al. (2013). In einer niederlandischen Langzeitstudie bei Schweinezucht- und -

mastbetrieben sank die Anzahl der auf ESBL-bildende E. coli positiv getesteten Betrieben im
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Untersuchungszeitraum und auch die Anzahl der positiven Proben halbierte sich. Auf die
einzelnen Betriebe bezogen, entwickelte sich die Préavalenz unterschiedlich. Als
Einflussfaktoren auf die Pravalenz wurden ein Cephalosporin-Einsatz in den Herden, die
Herkunft des Trankewassers und Hygieneaspekte ermittelt. Die ESBL-Typen CTX-M-1, TEM-
52 und CTX-M-14 dominierten (Dohmen et al. 2017). Eine weitere danische Studie ermittelte
ebenfalls eine Reduktion in der Pravalenz tuber den Untersuchungszeitraum hinweg (Hansen
et al. 2013).

Die Antibiotikaresistenzlage wird in vielen Landern mit hoher Dichte an Geflligelhaltungen
Uberwacht, jedoch ist eine Bewertung der Datenlage angesichts der Vielfalt der
Uberwachungsmethoden des Antibiotikaverbrauchs, Detektionsverfahren bei den
Resistenzen und der variierenden Probenanzahl schwierig (Kaesbohrer et al. 2012; Roth et al.
2019). Weltweit wurden in zahlreichen Studien die Pravalenzen ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien bei Masthihnern ermittelt. Im Rahmen des RESET I-Projektes konnte
flachendeckend eine hohe Verbreitungsrate der resistenten Bakterien bei Masthiihnern
nachgewiesen werden (Hering et al. 2016). Auch andere Studien bestatigen die sehr hohen
Pravalenzen in Hihnerhaltungen auf Herdenebene. Die dominant auftretenden ESBL-/AmpC-
Typen waren CMY-2, CTX-M-1, SHV-12 und TEM-52 (Machado et al. (2008); Costa et al.
(2009); Ewers et al. (2012); Geser et al. (2012); Dierikx et al. (2013a); Friese et al. (2013a);
Day et al. (2016a); Saliu et al. (2017a); Ceccarelli et al. (2019); Gundran et al. (2019); Ewers
et al. (2021)). In Deutschland, Frankreich und Italien scheinen die Pravalenzen ESBL-
bildender E. coli beim Gefligel im Vergleich zu Schweinen und Rindern allgemein deutlich
hoher zu sein. Dies scheint jedoch weltweit zu differieren (Ramos et al. 2020b; Ibekwe et al.
2021). In den Niederlanden konnte zwischen den Jahren 2014 und 2017 eine signifikante
Reduktion der Pravalenz ESBL-/AmpC- bildender E. coli von 67,3% auf 32,6% positiver
Proben beobachtet werden (Ceccarelli et al. 2019).

Longitudinale Untersuchungen des RESET Il - Projektes bei Broilern ergaben hohe
Pravalenzen in den Tierproben, jedoch auch in Stallumgebungs-, Staub- und Luftproben. Die
resistenten Keime wurde hier bereits in Einzeltierproben der Eintagskiiken in den ersten Tagen
der Einstallung nachgewiesen und ebenso wie in den Umgebungsproben. Die Pravalenz stieg
im Laufe der Mastperiode, ebenso wie die Anzahl der positiven Umgebungsproben. Es wurde
Uberwiegend der AmpC-Beta-Laktamase Typ CMY-2 nachgewiesen (Laube et al. 2013; Laube
et al. 2014). Auch andere Langzeituntersuchungen innerhalb einer Aufstallungsperiode von
Mast- bzw. Elterntierherden ergaben hohe Pravalenzen bereits zur Einstallung und
anschliel3end einen Abfall der Pravalenz z.T. sogar unter die Detektionsgrenze, wahrend in
der Umgebung kontinuierlich ESBL-/AmpC-bildende E. coli nachgewiesen wurden (Dame-
Korevaar et al. 2017; Van Hoek et al. 2018; Apostolakos et al. 2019).
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Bei der Tierart Pute existieren bislang keine systematischen Querschnittsuntersuchungen zu
der Verbreitung von ESBL-/AmpC-bildenden Enterobakterien in Deutschland bzw. ihre
Pravalenzentwicklung innerhalb einer Mastperiode. Wenige europaische Studien berichten mit
einer grof3en Bandbreite der Pravalenzen von der Verbreitung ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien in GroRRbritannien mit 5,2 % bei Masthuhnerherden (Randall et al. 2011), 20%
in der Tschechischen Republik (Dolejska et al. 2011) oder in Polen mit 48% ESBL-
verdachtigen Herden (Wasyl et al. 2012). In einer finnischen Studie von Péaivarinta et al. (2016)
zur Verbreitung ESBL-/AmpC-bildender E. coli bei lebensmittelliefernden Tieren wurden in
keiner der 35 von Puten stammenden Proben resistente Keime nachgewiesen. Eine
italienische Studie zu klinischen E. coli-Isolaten ergab eine niedrige Pravalenz ESBL-/AmpC-
bildender E. coli von 7% bei Puten (Niero et al. 2018). Insgesamt ist die Pravalenz bei diesen
bisher durchgefuhrten Studien wesentlich niedriger im Vergleich zur Situation beim
Masth&hnchen. Bei Randall et al. (2011) traten hauptséchlich die ESBL-Typen CTX-M-1 und
-M-14 auf . Wissenschaftler aus den Niederlanden wiesen kirzlich die dominierenden Typen
SHV-12 und CTX-M-1 nach und in geringeren Anteilen CMY-2, CTX-M-32 und CTX-M-15
(Ceccarelli et al. 2019). Der jahrliche Bericht zur Resistenzlage bei Menschen, Tieren und
Lebensmitteln der European Food Safety Authority schildert in der Studienperiode von 2014
bis 2018 zwar insgesamt hohe Pravalenzen, jedoch signifikant sinkende Trends bei
Ampicillinresistenzen in Putenmastbetrieben in 11 Landern der Europaischen Union (E.F.S.A.
2021). Die Resistenzlage bei Cefotaxim und Ceftazidim ist auf niedrigem Level stabil (2,0%
resp. 1,9%).

2.4 Reservoirs und Transmission ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien

Das Thema Antibiotikaresistenz berihrt einerseits die belebten Reservoirs, wie Menschen und
Tiere, aber auch andererseits spielen die unbelebten Uberlebensraume eine Rolle. Neben den
Tieren, die der Lebensmittelgewinnung dienen, sind auch ihre Produkte als Quelle und Vektor
bei der Verbreitung von Resistenzen von Bedeutung (Plaza-Rodriguez et al. 2021). Ein
weiteres Reservoir wird durch die Umwelt gebildet, die sowohl als Uberlebensraum dient, aber
auch als Transmissionsweg fungieren kann, zum Beispiel durch bewegtes Oberflachenwasser
(Fagerstrom et al. 2019). Hygienemalinahmen, die einen Einfluss auf den potenziellen
Transfer von Resistenzen durch Unterbrechung von Transmissionswegen zwischen den

Reservoirs haben kdnnen, werden so als Mdglichkeit der Intervention interessant.

Es wurden bereits verwandte Isolate in Mensch, Tier und Umwelt gefunden, die eine
Zirkulation zwischen den Reservoirs vermuten lassen (Falgenhauer et al. 2016). Auch Tiere
stehen im mikrobiellen Austausch mit ihrer Umgebung. Im Ergebnis einer Langzeitstudie bei
in Freiland gehaltenen Mastkéalbern aus den USA wurde zum Beispiel eine umweltbedingte
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Transmission ESBL-bildender Bakterien tber das Griunfutter vermutet (Mir et al. 2018).
Diverse aquatische Habitate konnen ebenfalls als Uberlebensraum fiir resistente Bakterien
relevant sein. Nicht nur Abwasser und Klaranlagen konnten als Reservoir fur ESBL-bildende
E. coli identifiziert werden (Hocquet et al. 2016; Jiang et al. 2019; Makowska et al. 2020), auch
in naturlicher aquatischer Umgebung und sogar in der Antarktis wurden ESBL-Bildner
detektiert (Amaya et al. 2012; Hernandez et al. 2012; Zurfluh et al. 2013; Nnadozie und Odume
2019; Hooban et al. 2020). Ebenso wurde in Abwassern aus Schlachthofen eine Belastung
mit antibiotikaresistenten Bakterien nachgewiesen (Savin et al. 2020; Greenpeace 2021). In
Schweden und Deutschland ermittelten die Wissenschaftler eine enge Verwandtschaft
zwischen ESBL-bildenden E. coli aus Oberflachenwasser und Kklinischen Isolaten
menschlichen Ursprungs (Fagerstrom et al. 2019; Falgenhauer et al. 2021). Auch
vergleichende molekularbiologische Analysen von Isolaten menschlichen Ursprungs, von
Schweinen und aus Oberflachenwasser ergaben genetische Ubereinstimmungen, die fir
einen Austausch zwischen den Kompartimenten sprechen. Die in der Umwelt
nachgewiesenen Beta-Laktam-Resistenzen kdnnten also gleichermaf3en menschlichen und
tierischen Ursprungs sein (Hu et al. 2013). Antibiotikaresistente Bakterien werden zwar
regelmafig in der Umwelt detektiert, eine Transmission zwischen Umwelt und Mensch konnte
bislang jedoch noch nicht bewiesen werden (Huijbers et al. 2015).

Die belebten Anteile aquatischer Reservoirs sind von der anthropogenen Verbreitung der
Resistenzen betroffen, wie der Nachweis resistenter Enterobakterien bei Meeressaugern
(Grinzweil et al. 2021) und bei Fischen aus Aquakultur (Jiang et al. 2012) zeigt.
GleichermalRen kénnen auch terrestrisch lebende wilde Tiere als Vektoren fir die Verbreitung
von Resistenzen dienen. Ratten sind beispielsweise mit multiresistenten E. coli besiedelt und
kénnen so zu deren Transmission in andere Reservoirs beitragen (Guenther et al. 2012b). Bei
Wildtieren und -vogeln sind ESBL-/AmpC-Bildner in unterschiedlichen Pravalenzen prasent
(Costa et al. 2006; Stedt et al. 2015; Plaza-Rodriguez et al. 2020), weshalb ihre Funktion als
Reservoir und Vektor bei der Ubertragung von Antibiotikaresistenzen beriicksichtigt werden
sollten (Wang et al. 2017; Dolejska und Papagiannitsis 2018). Eine Studie zum Auftreten
ESBL-bildender E. coli bei verschiedenen Wildtieren in Portugal und Spanien offenbarte die
ESBL-Gene blactx-m-14, blacrx-m-1 und blasnv-12, teilweise in Kombination mit blarem-s2 (Cristovao
et al. 2017). Dies Uberschneidet sich mit den Ergebnissen von Plaza-Rodriguez et al. (2020),
in denen bei einer Speziesvariation noch blacrx-v-15 zu finden war, jedoch nicht blasny-12. Dieser
war zuvor bereits bei Wildvogeln nachgewiesen worden (Guenther et al. 2010). Bei Wildtieren
scheint in raumlicher N&dhe zu menschlichen Siedlungen das Risiko einer Besiedelung mit
ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien hdher zu sein (Parker et al. 2016; Swift et al. 2019).
Eine anthropogene (bspw. Uber Abwasser) oder durch domestizierte Tiere verursachte
Transmission auf Wildtiere ist also denkbar (Wang et al. 2017). In einigen Studien wurden
verwandte Bakterienstdmme bei Wildvogeln und menschlichen Isolaten gefunden (Bonnedahl

11



Literatur

et al. 2009; Hernandez et al. 2013; Dorado-Garcia et al. 2018). Die Rolle der Wildtierpopulation
als Reservoir wird dennoch kontrovers diskutiert (Radhouani et al. 2014; Plaza-Rodriguez et
al. 2020). Es wird vermutet, dass auch artspezifisches Verhalten und die Flugrouten bei
Zugvogeln als pravalenzbeeinflussende Faktoren zu berticksichtigen sind (Guenther et al.
2012a).

Werden die Verwandtschaftsverhaltnisse von Isolaten unterschiedlichsten Ursprungs im
direkten menschlichen Umfeld betrachtet, bestétigt sich, dass eine Form von Austausch
zwischen den Reservoirs stattfinden muss. Leverstein-Van Hall et al. (2011) ermittelten in ihrer
Studie gefliigelassoziierte ESBL-Typen, meist CTX-M-1 und TEM-52, in 35% der Isolate
menschlichen Ursprungs. 19% dieser Isolate wiederum wiesen gar den gleichen Sequenztyp
des Plasmids auf. Auch Overdevest et al. (2011) wiesen Ubereinstimmende ESBL-Gene im
menschlichen Darm und in Geflugelfleisch nach. Im Gegensatz hierzu schlussfolgerten
Wissenschaftler in anderen Studien weniger Ahnlichkeit zwischen Isolaten aus menschlichen
Stuhl- und Gefliigelproben (Randall et al. 2011). Ubereinstimmende ESBL-Sequenztypen in
menschlichen Proben, Tieren und der Umwelt sprechen zwar fir einen Austausch zwischen
den Resistomen (Hu et al. 2013) und die Resistenzlage antibiotikaresistenter E. coli bei
lebensmittelliefernden Tieren scheint sich in ihren Fleischprodukten wiederzufinden
(Kasbohrer et al. 2013), jedoch kann das Risiko einer Ubertragung durch den Fleischkonsum
trotz der teilweise hohen Belastung mit ESBL-Bildnern noch nicht abschliel3end eingeschatzt
werden (Evers et al. 2017). Wahrscheinlich spielt jedoch die direkte Transmission Uiber Fleisch
eine geringere Rolle, als bisher vermutet (Carmo et al. 2014). Die Herausforderung ist hierbei,
zwischen einer direkten Ubertragung und einer Ubertragung durch mobile Elemente zu
unterscheiden (Kluytmans et al. 2013). Trotz umfangreicher Studien zur genetischen Vielfalt
resistenter Bakterien in den verschiedenen Reservoirs sind die tatsachlichen
Ubertragungswege noch nicht vollends verstanden (Bonten und Mevius 2015). Wahrscheinlich
ist der horizontale Transfer von Resistenzen flr ihre Verbreitung bedeutsamer als eine etwaige
klonale Transmission (Hu et al. 2016). Unter naherer Betrachtung der verschiedenen
Charakterisierungsmethoden ist ein bloRer Vergleich der Gen-, Sequenztypen und
Phylogruppen nur bedingt geeignet, die Verwandtschaftsgrade von Bakterienstammen
unterschiedlicher Herkunft zu beschreiben. Die Ganzgenomanalyse wird diesbeziiglich als
zukunftsweisend angesehen (De Been et al. 2014; Wee et al. 2020). Vielfach wurde der
Verwandtschaftsgrad der Isolate mittels Multi-Lokus-Sequenztypisierung ermittelt.
Demgegentber ist die in neueren Studien Ublicherweise verwendete
Ganzgenomsequenzierung die Uberlegenere Methode, beispielsweise auch fir
epidemiologische Ermittlungen in klinischen Ausbruchsszenarien (Lazarus et al. 2015;
Kluytmans-Van Den Bergh et al. 2016). Sie findet zunehmend als Standardmethode
Verwendung (Aerts et al. 2019).
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Lebensmittel tierischen Ursprungs konnen eine Funktion als Vehikel fir resistente
Bakterien erfullen, da zum Beispiel die Fleischproduktion zur Lebensmittelgewinnung eine
Verbindung zwischen den Reservoirs Tierhaltung und Mensch schaffen kann. In einer
umfangreichen Studie wurden verschiedene Lebensmittel tierischen Ursprungs auf das
Vorkommen ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien hin untersucht (Kaesbohrer et al. 2019).
Der regelméRige Fund der resistenten Bakterien verdeutlicht das potenzielle Risiko einer
Transmission durch Exposition des Verbrauchers. Besonders Hiihner- und Putenfleisch waren
in den Untersuchungen hoch belastet (74,9% resp. 40,1%). Im Vergleich zu Hahnchenfleisch
scheint Schweine- und Rindfleisch deutlich weniger mit ESBL-/AmpC-bildenden E. coli
belastet zu sein. Der ESBL-Typ CTX-M-1 dominierte bei allen Fleischarten (Carmo et al. 2014;
Randall et al. 2017). Viele weitere Studien beschéftigten sich ebenfalls mit dem Vorkommen
ESBL-/AmpC-bildender E. coli in Puten- und Hihnerfleisch mit haufigem Nachweis der Gene
blactx-m-1 und blaswv-12 (Egea et al. 2012; Huizinga et al. 2019). Zwischen 2009 und 2014
konnten hier Huizinga et al. (2019) eine Reduktion der Kontamination von Gefliigelfleisch mit
ESBL-bildenden Enterobakterien in den Niederlanden nachweisen und fuhrten das auf die
Reduktion des Antibiotikaeinsatzes zuriick. Analog zu den Forschungsergebnissen in den
Niederlanden verzeichnete eine Gruppe von Wissenschaftlern im Vereinigten Konigreich
zwischen 2013 und 2018 einen massiven Riickgang des Nachweises ESBL-/AmpC-bildender
E. coli in Hahnchenfleisch von 65,4 auf 7,4% (Randall et al. 2017; Randall et al. 2021),
vermutlich ebenfalls infolge des verminderten Antibiotikaeinsatzes. Allgemein scheint sich die
Pravalenz antibiotikaresistenter Bakterien bei einer Tierart sich spater auch in ihrem Produkt
niederzuschlagen, so dass sich mit der Pravalenz bei einer Tierart auch die Pravalenz im
Fleisch entsprechend &ndert (Ceccarelli et al. 2019; Berg$pica et al. 2020).

Bei einer Kontamination von Lebensmitteln mit resistenten Bakterien besteht das Risiko, dass
Resistenzeigenschaften auf pathogene Keime, wie beispielsweise Salmonella ssp.,
Ubertragen werden (Winokur et al. 2001). In Italien konnte beispielsweise ein Zusammenhang
zwischen ESBL-produzierenden Salmonellen und humanen Magen-Darm-Infektionen
dargestellt werden, deren Ursprung bei Hilhnern und in Hihnerfleisch zu finden war (Franco
et al. 2016). So stellt jedes Vorkommen ESBL-/AmpC-bildender Bakterien, zum Beispiel im
Reservoir Lebensmittel, durch den potenziellen Transfer von Resistenzen auf den Menschen
eine latente Gefahr fiur die offentliche Gesundheit dar. Die Einhaltung von Hygienestandards
ist daher bereits in der Primarproduktion von Lebensmitteln und in der weiteren Verarbeitung
wichtig, um das Risiko einer Kontamination zu minimieren. Die Fleischhygiene und -
zubereitung hat beispielsweise einen grof3en Einfluss auf die Nachweishaufigkeit resistenter
Bakterien (Plaza-Rodriguez et al. 2021).

Alle domestizierten Tiere sind zweifelsohne als Reservoir fur resistente Bakterien relevant. Es
wird allerdings kontrovers diskutiert, ob beispielsweise Nutztiere auf der Stufe der
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Primarproduktion von Lebensmitteln eine Quelle mit unmittelbarem Transmissions- und
Infektionspotenzial fir den Menschen sein kdnnen (Vieira et al. 2011; Aarestrup 2015; Lazarus
et al. 2015; Day et al. 2016b; Huang et al. 2020). Es scheint, dass die Ubertragung von Mensch
zu Mensch im Vergleich zu der Tier-Mensch-Transmission wahrscheinlicher ist (Ewers et al.
2012; Wu et al. 2013; Mughini-Gras et al. 2019; Martischang et al. 2020). Da jedoch bei
Landwirten und ihren Tieren vereinzelt identische Sequenz- und Plasmidtypen nachgewiesen
werden konnten, scheint der Nutztierbestand zumindest bei raumlicher Nahe auch fir
Menschen als Reservoir relevant zu sein. Dieser Zusammenhang wurde vornehmlich bei
Masthdhnern und Schweinen beobachtet (Dierikx et al. 2013a; Hammerum et al. 2014;
Huijbers et al. 2014; Dahms et al. 2015; Dohmen et al. 2015; Dorado-Garcia et al. 2018). Van
Hoek et al. (2020) wiesen via Ganzgenomsequenzierung klonale als auch horizontale
Transmission bei Gefliigel, Gefliigelhaltern und weiteren Haushaltsmitgliedern nach. Ahnliche
Schlussfolgerungen zogen auch De Been et al. (2014), die eine direkte Ubertragung bei
Schweinehaltern und ihren Tieren beweisen konnten. Fur das betreuende Personal in
Geflugelbestanden wurde einerseits die Art des Kontakts zu den Tieren, aber auch die Anzahl
der Arbeitsstunden sowie die Ausstattung mit personlicher Schutzausriistung als Risikofaktor
fur eine Besiedelung mit ESBL-bildenden Bakterien identifiziert (Franceschini et al. 2019).
Tatsache ist auch, dass die Pravalenz bei Gefligel- und Schweinehaltern héher ist als bei der
allgemeinen Bevdlkerung (Dierikx et al. 2012). Die Haltereigenschaft scheint also das
Vorkommen resistenter Bakterien zu beeinflussen. Eine direkte Ubertragung von
gefliigelassoziierten Resistenztragern auf den Menschen (ber die Lebensmittelkette wird
jedoch als unwahrscheinlich eingeschatzt.

Auch in privaten Haushalten kénnen verschiedene Transmissionswege resistenter Bakterien
betrachtet werden. Bei Heimtieren beispielsweise wurden mit menschlichen Isolaten
Ubereinstimmende Sequenztypen gefunden, die fur eine klonale Transmission resistenter
Bakterien zwischen ihnen und ihren Haltern sprechen (Ewers et al. 2010). Die Haustier-
Mensch-Ubertragung wurde an anderer Stelle durch vertiefte Analyse mittels
Ganzgenomsequenzierung verifiziert (Toombs-Ruane et al. 2020; Schmitt et al. 2021; Yasugi
et al. 2021). Eine hohe Viehdichte um den Wohnort allein scheint jedoch ohne einen direkten
Mensch-Tier-Kontakt keinen Einfluss auf die Pravalenz ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien in der allgemeinen Bevolkerung zu haben (Huijbers et al. 2013; Van Hoek et
al. 2015; Wielders et al. 2017). Bestatigt wird dies dadurch, dass Vergleiche zwischen Isolaten
aus Nutztierbestdnden und der allgemeinen Bevolkerung bzw. klinischen Isolaten ebenfalls
wenig Ubereinstimmung ergaben (Dorado-Garcia et al. 2018; Ludden et al. 2019).

Korrespondierend mit dem Nachweis ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien in
Nutztierbestdnden erfolgt sowohl eine fakale als auch luftgetragene Transmission in die
Umgebung von beispielsweise Gefligel- und Schweinemastbestanden (Friese et al. 2013a;
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Laube et al. 2014; Von Salviati et al. 2015). Es wurden Fliegen als Vektor identifiziert und auch
ein Austrag resistenter Bakterien Uber die Gille spielt eine Rolle. Noch ein Jahr nach dem
Dungen wurden ESBL-bildende E. coli auf Feldern nachgewiesen (Hartmann et al. 2012).
Offenbar persistieren sie auch ohne selektiven Druck durch Antibiotikagabe, verbreiten sich
vektorvermittelt und gelangen so z.B. auch auf andere Ebenen der Produktionskette, wie es
beim Gefligel bereits nachgewiesen wurde (Projahn et al. 2018a). Die Verbreitung ESBL-
/AmpC-bildender Enterobakterien wurde vielfach auch auf den weiteren Stufen der
Geflugelproduktion untersucht, wobei sich die Transmissionswege komplex darstellen (Dierikx
et al. 2013b; Zurfluh et al. 2014; Projahn et al. 2017; Saliu et al. 2017b; Apostolakos et al.
2019; Dame-Korevaar et al. 2019). Es wurde nachgewiesen, dass bei positiven Herden die
Stallungen bereits vor Einstallung kontaminiert waren, ebenso wie die Transportmittel (Projahn
et al. 2017; Daehre et al. 2018; Van Hoek et al. 2018). Die indirekte Ubertragung von
resistenten Stammen Uber die Produktionsstufen hinweg, wie von Briterei zu Stall und Stall
zu Stall, mittels Vektoren wie Transportmittel, Ausriistung und Personal spielt eine Rolle und
weist auf die Wichtigkeit von BiosicherheitsmaBnahmen zur Unterbrechung der
Ubertragungswege hin (Apostolakos et al. 2020). Auch die Anzahl der urspriinglichen
Elterntierherden und der ESBL-Status der vorher eingestallten Herde konnten beispielsweise
als Risikofaktoren fur den ESBL-Status einer Herde identifiziert werden (Mo et al. 2016b). Es
wird vermutet, dass die Besiedelung der Masthihner mit resistenten Erregern verursacht
durch kontaminierte Umgebung gegeniiber dem selektiven Druck durch antibiotische
Behandlung die bedeutendere Rolle einnimmt (Hiroi et al. 2012). Bekraftigt wird dies durch die
Tatsache, dass auch solche Masthihnerherden positiv auf ESBL-/AmpC-bildende E. coli
getestet wurden, die keine antimikrobiellen Stoffe erhalten hatten, in deren Umgebung jedoch
jene Resistenztrager persistierten (Huijbers et al. 2016).

Die Kolonisierung der Tiere mit ESBL-/AmpC-bildenden Bakterien geht mit einer Emission der
resistenten Bakterien in ihrer Umgebung einher (Laube et al. 2014). Dies fordert ebenso die
Verbreitung von Resistenzen wie eine hohe Pravalenz in den Tierhaltungen auf Betriebsebene
(Saliu et al. 2017a). Beispielsweise zu Masthiihnern sind beziglich dieser Themen bereits
umfangreiche Daten verfligbar. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Untersuchung des
Vorkommens von ESBL-/AmpC-bildenden Enterobakterien in den Tierhaltungen, ihrer
Emission in die Umwelt und der Einflussfaktoren zum ganzheitlichen Verstandnis der
Transmissionswege und der Dynamiken innerhalb der Reservoirs von grofl3er Bedeutung sind.
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3. Material und Methoden

3.1 Gerate und Computerprogramme
Gerate

Es wurden folgende Gerate verwendet:

15-well comb and comb holder
Analysewaage

Drager Handbalgpumpe

Drager Rohrchen Offner
Elektrophorese-Kammer
Funk-Wetterstation mit Datenlogger

All-Glas-Impinger

Stopper fur Impinger

Inkubator

Labor-Homogenisator

LightCycler®480 Real-Time PCR System
MacFarland Densitometer DEN-1
Magnetstabchen

Magnetrihrer

MALDI-TOF Massenspektrometer
MALDI-Targetplatte

Messband (50m)

Mikrozentrifuge

Molecular Imager®
Multifunktions-Klimamessgerét testo 435-2
mit IAQ-Sonde

PCR Werkbank

Pipetten

Prazisionswaage

Rotameter
Spannungsgerat

Sterilwerkbank
Thermocycler

Thermomixer

Tischzentrifuge

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Faust Lab Science GmbH (Klettgau)
C.A.Loewe GmbH & Co.KG (Berlin)
C.A.Loewe GmbH & Co.KG (Berlin)
CompactM; Biometra GmbH (Géttingen)
Oregon Scientific WMR200, Bresser GmbH
(Rhede)

AGI-30, Ace Glass Inc. (Vineland, USA)
Ace Glass Inc. (Vineland, USA)

Heraeus B6200 incubator; Thermo Electron
LED GmbH (Langenselbold)

Stomacher 400 Circulator, Seward Ltd. (UK)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Biosan (Riga, Lettland)

Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe)
IKAMAG® RH; IKA®-Werke GmbH & Co.
KG (Staufen)

MALDI Biotyper microflex™ LT,;

Bruker Daltonik GmbH (Bremen)

MSP 96 target polished steel plate
(MicroScout Target); Bruker Daltonik GmbH
(Bremen)

Briider Mannesmann AG (Remscheid)
MiniStar; VWR International GmbH
(Darmstadt)

Chemi Doc™ XRS Imaging System;
Bio-Rad Laboratories GmbH (Minchen)
Testo AG (Lenzkirch)

Ultraviolet Sterilizing PCR Workstation;
PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
Eppendorf Reference; Eppendorf AG
(Hamburg)

822-61; Kern & Sohn GmbH (Balingen-
Frommern)

Analyt-MTC GmbH (Mullheim)

Power Pac 200; Bio-Rad Laboratories
GmbH (Minchen)

HERAsafe HS 18; Kendro Laboratory
Products (Hanau)

T Professional Standard Gradient
Thermocycler; Biometra GmbH (Gdéttingen)
Thermomixer pro; CellMedia GmbH & Co.
KG (Gutenborn)

Centrifuge 5424; Eppendorf AG (Hamburg)
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Vortexer
Wasseraufbereitungssystem
Wasserbad

Zentrifugen

IKA® Vortex 3; IKA®-Werke GmbH & Co.
KG (Staufen)

Milli-Q® Advantage A10®; Millipore S.A.S.
(Molsheim, FR)

WNB 22; Memmert GmbH + Co.KG
(Schwabach)

Centrifuge 5430 und 5415R; Eppendorf AG
(Hamburg)

Verbrauchsmaterialien

Es wurden folgende Verbrauchsmaterialien verwendet:

96 PCR-Platte randlos

Abstrichtupfer, steril

Abstrichtupfer, steril, schmal
CRYOBANKTM-Kryoréhrchen

Drager Rohrchen Ammoniak 0,25a

Drager Rohrchen Schwefelwasserstoff 0,2a
Homogenisierbeutel

Impfésen (1 pl, 10 pl)

Nitrocellulose-Membranfilter (22um)
Petrischalen (92x16mm mit Nocken)
Pipettenspitzen

Probenbeutel

ReagiergefalRe (easy cap, safe seal; 1,5 ml,
2 ml)

Rotilabo-Aluminiumfolie
Rotilabo-Luer-Stopfen
Schraubrdhrchen (13 ml, 50 ml)
Serologische Pipette 1 ml, 10 ml
Sockentupfer

SpritzenvorsatZzfilter Filtropur S 0,2
Uberziehstiefel

Wattestabchen Holz steril

SARSTEDT AG & Co. (Nimbrecht)
SARSTEDT AG & Co. (Numbrecht)
Nerbe Plus GmbH (Winsen/Luhe)
Mast Diagnostica GmbH (Reinfeld)
C.A.Loewe GmbH & Co.KG (Berlin)
C.A.Loewe GmbH & Co0.KG (Berlin)
Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe)
Schubert Medizinprodukte GmbH & Co. KG
(Wackersdorf)

Millipore S.A.S. (Molsheim, FR)

Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe)
SARSTEDT AG & Co. (Numbrecht)
Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe)
SARSTEDT AG & Co. (Nimbrecht)

Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe)
SARSTEDT AG & Co. (Nimbrecht)
SARSTEDT AG & Co. (Nimbrecht)
4805, Finnimport (Hamburg)
SARSTEDT AG & Co. (Numbrecht)
WDT-Wirtschaftsgen.dt.Tierarzte eG
(Garbsen)

VWR International GmbH (Darmstadt)

Computerprogramme

Es wurden folgende Computerprogramme verwendet:

BioNumerics (Version 6.6)
FlexAnalysis (Version 3.0)
FlexControl (Version 3.0)
LightCycler® Software (Version 4.0)
MALDI Biotyper (Version 3.0)
SPSS (Version 21.0)

SAS (Version 9.4)

Applied Maths (Kortrjk, Belgium)

Bruker Daltonik GmbH (Bremen)

Bruker Daltonik GmbH (Bremen)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Bruker Daltonik GmbH (Bremen)

IBM SPSS Statistics for Windows, Version
21.0 (Armonk, USA)

SAS Institute Inc. (Cary, USA)
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3.2 Chemikalien, Nahrmedien, Losungen, Puffer

Chemikalien

Die im Rahmen des Projekts benutzten Reagenzien wurden von folgenden Firmen bezogen:

10x Buffer Cfrol
ABsolute gPCR Mix (ABgene)

Acetonitril

Agarose Standard (Roti®garose)
Ameisensaure

Antibiotika Discs (Cefotaxim 30ug,
Cefotaxim+Clavulansdure 30/10ug,
Cefoxitin 30ug, Cefepim 30ug,
Amoxicillin+Clavulansaue 30 ug, Ceftazidim
30 pg)

Biozym LE Genetic Pure Agarose
Borséaure

Cefotaxim Natrium Salz 1 pg/ml
DreamTaq™ Green PCR MasterMix (2x)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethanol

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain; 10.000x
in Water

Gene Ruler™ 100bp Plus DNA Ladder

Midori Green Advance DNA
Natriumchlorid

Natriumchlorid 0,85 % (5 ml Ampullen,
steril)

Natriumhydroxid

Reinstwasser

Trifluoressigsaure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween 80

Water, Mol Bio Grade, DNase-, RNase and
Protease-free
a-Cyano-4-hydroxy-Zimtsaure (Art.#
255343)

Thermo Fisher Scientific Bioscience (St.
Leon-Rot)

Thermo Fisher Scientific Bioscience (St.
Leon-Rot)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
bestbion®™ GmbH (Koln)

Biozym Scientific GmbH (Hess. Oldendorf)
VWR International GmbH (Darmstadt)
Pan Reac AppliChem GmbH (Darmstadt)
Thermo Fisher Scientific Bioscience (St.
Leon-Rot)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Biotium (Hayward, CA, USA)

Thermo Fisher Scientific Bioscience (St.
Leon-Rot)

Stain Biozym Scientific GmbH, (Oldendorf)
VWR International GmbH (Darmstadt)
bioMerieux Deutschland GmbH (Ndrtingen)

Merck KGaA (Darmstadt)

Milli-Q® Integral Water Purification
Systems, Merck Millipore (Billerica, MA,
USA)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

VWR International GmbH (Darmstadt)
VWR International GmbH (Darmstadt)
5 Prime GmbH (Hamburg)

Bruker Daltonik GmbH (Bremen)

Nahrmedien

Columbia-Agar mit Schafblut
Luria/Miller-Bouillon
MacConkey-Agar
Muller-Hinton-Agar

Oxoid®, CMO 331 (Wesel)

Carl Roth®, X968.2

Oxoid®, CMO 115B (Wesel)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
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Ldsungen

Losung zur Untersuchung der Staubproben

- 10 ml phosphat-gepufferte Lésung (PBS)
- 0,01% Tween 20

TE-Puffer fir DNA-Hitzeextraktion

- 10 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
- 0,1 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
- pH 8, autoklavieren

Losungen fir die Agarosegelelektrophorese

5xTBE-Puffer

- 54 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
- 27,59 Borsaure

- 20 ml 0,5 M EDTA Stocklésung

- 1000 ml Milli-Qe Wasser

0,5xTBE-Puffer

- 100 ml 5 x TBE-Puffer
- ad 1000 ml Milli-Qe Wasser

1,2 % Agarose

- 1,2 g Agarose Standard auf 100 ml 0,5 x TBE
- Zugabe von 1,5 pl Midori Green

Matrixlosung fur die MALDI-TOF-MS-Analyse

- 25mg a-Cyano-4 hydroxyzimtsaure
- 1 ml organische Losung (500 ul Acetonitril, 475 pl Aqua bidest und 25
Trifluoressigsaure)

Fertige Reaktionssysteme

innuPREP PCRpure Kit (Analytik Jena AG)
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Tabelle 2: Primer fir die PCR-Amplifikation

Amplikonlange

Ziel-Gen/Gen-

Verfahren Primer Primersequenz in bp Familie Referenz
SHV_F TCCCATGATGAGCACCTTTAAA -
SHV_R TCCTGCTGGCGATAGTGGAT - blashv
SHV_Probe | Cy5-TGCCGGTGACGAACAGCTGGAG-BBQ-650 | -
CTX-A_F CGGGCRATGGCGCARAC -
CTX-A_R TGCRCCGGTSGTATTGCC -
CTX- Yakima Yellow- i
A Probe CCARCGGGCGCAGYTGGTGAC-BHQ1 blacrn
CTX-B_F ACCGAGCCSACGCTCAA -
PCR Realtime CTX-B_R CCGCTGCCGGTTTTATC - Roschanski (2014)
CTX- Yakima Yellow- CCCGCGYGATACCACCACGC- |
B Probe BHQ1
TEM_F GCATCTTACGGATGGCATGA -
TEM_R GTCCTCCGATCGTTGTCAGAA - blarewm
TEM Probe 6-Fam-CAGTGCTGCCATAACCATGAGTGA- )
- BHQ-1
CMY_F GGCAAACAGTGGCAGGGTAT -
CMY_R AATGCGGCTTTATCCCTAACG - blaampc-cit
CMY_Probe | ROX-CCTACCGCTGCAGATCCCCGATG-BHQ-2 | -
SHV_F GGCCCTCACTCAAGGATGTA
1028 blasnv Projahn et al. (2017)
PCR konventionell SHV_R CCACGTTTATGGCGTTACCT
Sequenzierung CTX-M-1_F | CCCATGGTTAAAAAATCACTGC
1000 blactx-m-1 Carattoli et al.
CTX-M-1_R | CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG (2008)
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CTX-M-2_F | TCAAGAAGAGCGACCTGGTT Ruiz Del Castillo et
blacrx-m-2 al. (2013)
CTX-M-2_R | GATACCTCGCTCCATTTATTG '
CTX-M-8 F | TGATGAGACATCGCGTTAAG Hopkins et al.
blactx-m-s (2006)
CTX-M-8 R | TAACCGTCGGTGACGATTTT
876
CTX-M-9_ F | ATGGTGACAAAGAGAGTGCAAC Batchelor et al.
blacrx-m-o (2005)
CTX-M-9_ R | TTACAGCCCTTCGGCGATG
TEM_F GCGGAACCCCTATTTG
900 blarem Olesen et al. (2004)
TEM_R ACCAATGCTTAATCAGTGAG
CMY-2_F CAACACGGTGCAAATCAAAC
1322 blacmy-2 Projahn et al. (2017)
CMY-2_R CATGGGATTTTCCTTGCTGT
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3.3 Auswahl der Betriebe und Probenahme
3.3.1 Studiendesign Querschnittsstudie
Auswahl der Betriebe

Ziel der Studie war es, die Pravalenz ESBL-/AmpC-produzierender Enterobakterien in
konventionellen Putenmastbetrieben deutschlandweit reprasentativ zu ermitteln. Zur besseren
Vergleichbarkeit mit im Rahmen der nationalen Plattform fiir Zoonosen bereits durchgefihrten
Studien des Forschungsverbundes RESET bei Masthahnchen, Schweinen und Rindern
(Schmid et al. (2013); Hering et al. (2014); Hering et al. (2016)) wurde analog zu diesen eine
Anzahl von 40 an der Studie teilnehmenden Betrieben angestrebt. Die Anzahl der Betriebe,
die beprobt werden sollten, richtete sich hierbei nach den Zahlen der gehaltenen Puten in
jedem Bundesland. Hierzu wurden Daten aus den statistischen Berichten der einzelnen
Bundeslander verwendet, basierend auf der zu diesem Zeitpunkt verfigbaren letzten
Landwirtschaftszahlung von 2010 (Statistisches Statistisches-Bundesamt (2011)). Die Zahl
der Betriebe wurde in Abhangigkeit von dem Anteil der Putenpopulation eines jeden
Bundeslandes an der Gesamtputenpopulation Deutschlands ermittelt (siehe Tabelle 3). Aus
dieser Berechnung und nach Aufrundung des Ergebnisses auf ein ganzzahliges Ergebnis
ergab sich eine Gesamtzahl von 46 Putenmastbetrieben, deren ESBL-/AmpC-Status flr die
Querschnittsstudie ermittelt werden sollte. Die ausgewdahlten Betriebe sollten repréasentativ fur
die am meisten verbreitete Haltungsform sein und mindestens eine Anzahl von 10.000 Tieren
pro Betrieb halten und sowohl Aufzucht- als auch Mastgruppen beherbergen. Bedingt durch
eine hohe Dichte an Putenmastbetrieben im Nordwesten Deutschlands lag hier auch ein
Schwerpunkt der Probenentnahmen. Die Stadtstaaten Berlin, Hamburg und Bremen wurden
auf Grund der geringen Tierzahlen schon in der Berechnung der zu beprobenden Betriebe
nicht bertcksichtigt. In den Bundeslandern Saarland und Rheinland-Pfalz wurden ebenfalls
keine Betriebe untersucht, da keine konventionellen Betriebe mit Haltungen von mindestens
10.000 Puten ausfindig gemacht werden konnten. Die insgesamt unbedeutenden Tier- und
Betriebszahlen machen die Beriicksichtigung im Gesamtkontext jedoch vernachlassigbar.

Die angestrebte Betriebszahl wurde in allen Bundeslandern erreicht, mit Ausnahme von
Niedersachsen, wo nur 17 von 18 angestrebten Betrieben beprobt werden konnten. 2014 und
2015 gab es in Deutschland mehrere Ausbriche hochpathogener aviarer Influenza in
Hausgefligelbestdnden. Die Tierseuchenlage wahrend der Studie erschwerte die
Organisation der Probenentnahme, da der Personenverkehr in unmittelbarer Umgebung der
Seuchenherde einschrénkt war. Auch schwand die Bereitschaft der Betriebe an der Studie
teilzunehmen, da die Anwesenheit betriebsfremder Personen auf dem Betriebsgelande, mit
Kontakt zu anderen Gefliigelhaltungen, als Risikofaktor fur eine potenzielle Einschleppung der
Seuche in den Tierbestand anzusehen ist. Da in zwei Bundeslandern zusétzliche Betriebe flr
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die Teilnahme an der Studie gewonnen werden konnten (Baden-Wirttemberg und
Mecklenburg-Vorpommern), wurde die erforderliche Gesamtzahl mit 48 beprobten Betrieben
schlieBlich Ubertroffen.

Die Verteilung der fir das Projekt ausgewaéhlten Betriebe richtete sich nach regionalen
Schwerpunkten des Vorkommens der Putenmaster. So wurden Landkreise anhand der Tier-
und Betriebsdichte ausgewahlt, in denen dann vorrangig Betriebe beprobt werden sollten
(Referenzen siehe Anhang, Tabelle 19). Diese Methode der Regionalisierung wurde bereits
fur andere Nutztierarten beschrieben (Merle (2012)). Jedoch fand die Differenzierung in
unterschiedliche Gefligelarten bei Merle et. al. keine Bertcksichtigung, weshalb anhand der
Daten aus den statistischen Berichten der Bundesléander eine eigenstandige Festlegung der
Schwerpunkte der Putenhaltungen in Deutschland und somit der Probenentnahmen erfolgte.

Zur Akquirierung der Betriebe wurde Kontakt zu den maf3geblichen Putenerzeugern, mit den
betreuenden Tierarzten oder direkt mit den Putenméastern aufgenommen, um eine Kooperation
zu erwirken.

Tabelle 3: Ubersicht der Betriebsauswahl im Rahmen der Querschnittsstudie

Anteil an Zu Aufgerundete Anzahl
Bundesland® Tierzahl Gesamtpopulation untersuchende 9 untersuchter
. Y Betriebszahl :
in % Betriebe Betriebe
Brandenburg  1.054.430 9,31 % 3,72 4 4
Mecklenburg- o
Vorpommern 379.277 3,35% 1,34 2 3
Sachsen 194.878 1,72 % 0,69 1 1
Sachsen- 1.156.191 10,21 % 4,08 5 5
Anhalt
Thiringen 183.449 1,62 % 0,65 1 1
Niedersachsen 4.871.768 43,02 % 17,21 18 17
Schleswig- 44 547 0,62 % 0,25 1 1
Holstein
Baden- o
Wiirttemberg 927.671 8,19 % 3,28 4 6
Bayern 809.900 7,15 % 2,86 3 3
Hessen 117.501 1,04 % 0,42 1 1
Nordrhein- ) 557910 13,76 % 5,49 6 6
Westfalen
GESAMT 11323312 100 % 40 46 48

! ohne Stadtstaaten, Rheinland-Pfalz und Saarland 2ausgehend von n > 40, = 40 x Anteil an Gesamtpopulation in %
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Zeitpunkt der Probenentnahme und Probenart

Optimalerweise sollten die Betriebe in zwei verschiedenen Altersgruppen auf ESBL-/AmpC-
produzierende Enterobakterien untersucht werden, um im Rahmen der Datenauswertung das
Alter der Tiere bei Beprobung als Einflussfakor auf die Pravalenz bewerten zu kdnnen. Die
Zuordnung zu der Altersgruppe ergab sich aus dem Zeitpunkt der Umstallung, so dass die
Proben mdglichst aus einer jungen Gruppe vor Umstallung in der Aufzuchtphase bis ca. vier
Wochen nach Einstallung, sowie aus einer alteren Gruppe nach Umstallung in der Mastphase
stammten, die zum gleichen Zeitpunkt beprobt wurden. Ausnahmen von dieser angestrebten
Regel ergaben sich, wenn sich auf einem Betrieb durch ein Management im All-in-all-out-
Prinzip nur eine Altersgruppe befand. So wurden in einem Betrieb lediglich Proben in der
Aufzuchtphase genommen und in drei Betrieben wurden nur die alteren Tiere wahrend der
Mastperiode beprobt. In 44 Betrieben konnten beide Altersgruppen untersucht werden.

Methodisch orientierte sich die Auswahl der Probenart ebenfalls an den Projekten des RESET
Forschungsverbundes, um die fir die einzelnen Isolate gewonnenen Daten nach Abschluss
des Projektes in die gemeinsame Datenbank des Forschungsverbundes einpflegen zu
kénnen, welche durch das Institut fir Pharmakologie, Pharmazie und Toxikologie der
Universitat Leipzig betreut wird. So werden eine Ubergreifende Untersuchung und Bewertung
von Isolaten ermdoglicht.

In jeder Altersgruppe wurden drei Sammelkotproben aus je 10 Proben von Einzeltieren
entnommen. Fir jede Probe von ca. 15 g wurden anteilig 10 frische Kothaufen vom Stallgrund
gesammelt und vor der Weiterverarbeitung im Labor im Beutel gemischt. Die
Sammelstaubprobe von ca. 5 g wurde von verschiedenen Stellen oberhalb der Kopfhdhe der
Tiere mit einem sterilen Pinsel in ein Probenréhrchen abgestrichen. Mittels einmaligen
Ablaufens der gesamten Stalllange wurde ein Paar Sockentupfer (4805, Finnimport,
Hamburg) zur Untersuchung auf ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien entnommen und in
einem sterilen Beutel verpackt.

3.3.2 Studiendesign Langzeitstudie
Auswahl der Betriebe

Fur die Auswahl der sieben Betriebe fir die Langzeitstudie war ein positiver ESBL-/AmpC-
Status malf3geblich. Dieser wurde entweder durch vorherige Teilnahme des Betriebes an der
Querschnittsstudie oder durch initiale Analyse von Sammelkotproben ermittelt. Die Festlegung
auf sieben Betriebe erfolgte in Anlehnung an die Langzeitstudien des RESET-
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Forschungsverbundes zu Masthahnchen und Schweinen (Laube et al. 2013; Von Salviati et
al. 2014).

Zeitpunkt der Probenentnahme und Probenart

Die sieben ausgewahlten konventionellen Putenmastbetriebe wurden dreimalig im Laufe einer
Mastperiode mit umfangreichen Probenentnahmen im Stall und in der Stallumgebung
untersucht (Tabelle 4). Erstmals am Tag der Einstallung, weiterhin in der Mitte der Mast und
abschliel3end am Ende einer Mastperiode.

Tabelle 4: Probenahmeschema der Langzeitstudie
Probenart Anmerkung

Im Stall Proben vor Einstallung #  Trankewasser
Einstreu

4 Umgebungstupfer Wande, Troge, Technik

Tierumgebung * Sammelstaub
Sammelkot oder Kukenwindeln #
Sockentupfer, 1 Paar
Futter
Trankewasser

Analog zu Proben vor
4 Umgebungstupfer Einstallung

3 Luftproben All-Glas-Impinger
Einzeltierproben * 20 Kloakentupfer
Stallklimamessung Inkl. Schadgase
Stallumfeld * Sockentupfer, 6 Paar

ggf. Misthaufen
2 Luftproben All-Glas-Impinger

Wetter-
/Klimamessung

* jeweils zu drei Zeitpunkten zur Einstallung, in der Mitte und am Ende der Mast # nur qualitative Untersuchung (siehe 3.5)

Die verschiedenen Proben zu den drei Zeitpunkten wurde immer in derselben Herde
entnommen, so dass die Entwicklung der Préavalenz ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien
wahrend der gesamten Aufzucht- und Mastperiode beobachtet wurde. Auch hier richtete sich
die Vorgehensweise bei der Probenentnahme nach den Langzeituntersuchungen ESBL-
/AmpC-bildender Enterobakterien im Rahmen des RESET-Forschungsverbundes in Gefligel-
und Schweinebetrieben (Laube et al. 2013; Von Salviati et al. 2014). Auch etablierte sich das
Verfahren, insbesondere hinsichtlich der Untersuchung luftgetragener Partikel, bereits im
Vorfeld im Rahmen der Untersuchung des Vorkommens von MRSA in Schweine- (Friese et
al. 2012) und Gefligelmastbetrieben (Friese et al. 2013b).
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Als Hygienekontrolle wurden Proben nach Desinfektion der Haltungseinrichtung und
Einbringen frischer Einstreu vor der Einstallung der Tiere, sowie vor der Umstallung in ein
neues Stallgebaude entnommen. Die sterilen und mit 0,5 ml phosphat-gepufferten Lésung
(PBS) angefeuchteten Umgebungstupfer (Abstrichtupfer, SARSTEDT AG & Co., NUmbrecht)
wurden an vier verschiedenen Stellen im Stall auf einer Flache von ca. 15 x 15 cm
abgestrichen. Ferner wurde die frische Einstreu und das Trankewasser beprobt, welche noch
nicht mit Tieren in Kontakt gekommen waren, um einen moglichen von der Tierhaltung
unabhangigen Eintrag der resistenten Bakterien durch diese Medien zu untersuchen bzw.
auszuschliefRen.

Die Probenahme des Sammelstaubs, Sammelkots sowie der Sockentupfer erfolgte analog
zu den Proben der Querschnittsstudie. Alternativ zu der Sammelkotprobe wurde bei
Anlieferung der Kiken am ersten Beprobungstag Kukenwindeln (Material in den
Transportkisten der Kiken, meist Zellstoff oder Holzwolle) enthommen, da noch kein Kot
gewonnen werden konnte. Dartber hinaus wurden im

Stall  Futter,  Trankewasser und  vier ~ Abbildung 1: Luftproben mittels

Impingement

Umgebungstupfer entnommen. Die
Entnahmetechnik der Tupfer entsprach jener der
Hygienekontrolle. An jedem Beprobungstag wurden
zudem Einzeltierproben bei 20 Tieren entnommen
(Kiken: Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe; altere
Puten: SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht).

Luftproben zur Untersuchung der luftgetragenen
Partikel in der Stalllluft wurden an drei verschiedenen

Stellen im Stall mittels Impingement gewonnen
(Abbildung 1). Die All-Glas-Impinger (AGI-30) wurden
zuvor mit 30 ml PBS als Auffangmedium beftllt. Der
Luftstrom durch die in einer Hohe von 1,50 m auf
einem Metallgestell angebrachten Impinger wurde 30

Minuten mit einer Durchflussrate von 11-12 I/min
aufrechterhalten, welche mit Hilfe eines Rotameters zweimalig tGberprift wurde.
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Wahrend der Stallklimamessung unter Zuhilfenahme des Multifunktions-Klimamessgerat
testo 435-2 (TCl Transport Control International GmbH, Oststeinbek) wurden an drei
Messpunkten, die sich in gleichmaiigen Abstanden auf die Lange des Stallgebaudes
verteilten, die Parameter Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Kohlendioxid gemessen. Mittels
Drager Handbalgpumpe und passender Probenréhrchen (C.A.Loewe GmbH & Co.KG, Berlin)
wurden Schwefelwasserstoff- und Ammoniakgehalt der Luft bestimmt.

Abbildung 2: Impingement im AulRenbereich mit Wetterstation

Im Rahmen der Probenentnahme im Umfeld des Stalls erfolgte der Aufbau der zwei Impinger
analog wie oben dargestellt, nur das hier die Messdauer 90 Minuten betrug. Die Beflllung
erfolgte hier zum Zweck des Frostschutzes bei widriger Witterung sowie zum Schutz vor der
bei der Probenentnahme entstehender Verdunstungskalte je mit 15 ml PBS und 15 ml
Glyzerin. Je ein Impinger wurde zur Analyse der Stallabluft auf der windzugewandten (Luv, 50
m Distanz zum Stall) und auf der windabgewandten Seite (Lee, 100 m Distanz zum Stall)
platziert. Auf Hohe des Impingers mit 50 Metern Abstand zum Stall erfolgte dartiber hinaus die

Wettermessung unter Verwendung einer Funk-Wetterstation (Oregon Scientific WMR200,
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Bresser GmbH, Rhede)(Abbildung 2). Neben der AuRentemperatur und Luftfeuchtigkeit
wurden Windrichtung und -geschwindigkeit wahrend des gesamten Aufenthalts auf dem
Betriebsgelande minitlich gemessen. Zur weiteren Untersuchung des Stallumfelds wurden
ausgerichtet nach der Windrichtung mittels Ablaufens auf je einer Lange von 50 Metern in
sechs unterschiedlichen Abstanden zum Stall auf der windzugewandten und auf der
windabgewandten Seite je ein Paar Sockentupfer enthommen (Abbildung 3).

Die Probenahmen im AuRenbereich und im Stall erfolgten zeitgleich.

Abbildung 3: Probenahmeschema im Stallumfeld

> >> wind >
Luv Lee
100m 50m 150m 300m 500m 1000m

Sockentupfer Impinger

50m

3.4 Fragebogen

Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen spezifischen Risikofaktoren auf die
Préavalenz ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien besteht, wurde in Zusammenarbeit mit den
Landwirten und Tierarzten bestandsspezifische Daten zum Betrieb erhoben, zum
Betriebsmanagement, Daten zu den gehaltenen und untersuchten Tieren, beispielsweise zu
Tier- und Personenverkehr und Ursprung der Tiere, zu baulichen Aspekten, Fitterung und
Trankung der Tiere, zu der allgemeinen Hygiene und zu den Reinigungs- und
Desinfektionsmaflinahmen (siehe Anhang, Abbildung 7). Weiterhin wurden geografische
Gegebenheiten erfragt, wie zu anderen Tierhaltungen oder sowie zur Behandlung der
landwirtschaftlichen Nutzflache in direkter Umgebung der untersuchten Tiere. Weiterhin wurde
eine umfassende Aufstellung der antibiotischen Behandlung der Tiere erstellt.
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Die Anwendung der Antibiotika sowie ausgewahlte Aspekte der Betriebshygiene werden im
Diskussionsteil naher betrachtet, wahrend die komplexe statistische Analyse der erhobenen
Daten durch das Bundesinstitut fir Risikobewertung erfolgt.

3.5 Labordiagnostische Untersuchungen ESBL-/AmpC-verdéachtiger
Enterobakterien

Mikrobiologische Analyse der Proben

Nach der Probenentnahme wurden alle Proben bei + 4 °C gelagert. Es folgte eine qualitative
Untersuchung aller Proben auf das Vorhandensein ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien,
mit einem speziellen Fokus auf E. coli. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte zunachst mittels
Voranreicherung in einem Flissignahrmedium (LB, Luria/Miller-Bouillon, Carl Roth®, X968.2).
Gemischt mit der Bouillon in einem Verhéltnis von 1:10 (durch Ermitteln des Probengewichts
bzw. bei Tupfern nach Ausschitteln in einer Pufferldosung und Abmessen dieser) wurden die
Proben mit Hilfe eines Stomachers homogenisiert (260 rpm, 120 s). Die Umgebungs- sowie
Kloakentupfer der Einzeltiere wurden in jeweils 1,5 ml phosphat-gepufferten Losung (PBS)
ausgeschuttelt. Der Tupfer sowie 1 ml PBS wurden in 9 ml LB Uberfihrt. Die mit den
verschiedenen Proben versetzte Bouillon wurde tber Nacht bei 37 °C aerob inkubiert und
danach mittels Osenausstrich auf MacConkey-Agar (Oxoid®, CMO 115B) supplementiert mit
1 pg/ml Antibiotikum Cefotaxim (PanReac AmpliChem®, A4802,0001) (MC+) ausplattiert,
welche anschlieBend fir 17 bis 24 Stunden aerob inkubiert wurden. Dies ist ein von der
European Food Safety Authority zur Selektion ESBL-/AmpC-bildender E. coli empfohlenes
Verfahren (E.F.S.A. 2012), welches wie auch die im Folgenden geschilderten Verfahren zur
qualitativen und quantitativen Analyse der entnommenen Proben analog im
Forschungsverbund RESET eingesetzt wurde (Laube et al. 2013; Von Salviati et al. 2014).

Der verwendete selektive MacConkey-Agar ist geeignet zum Nachweis der gesuchten
gramnegativen Enterobakterien, da enthaltene Gallensalze und Kristallviolett ein Wachstum
grampositiver Bakterien inhibieren. Zudem wachsen Laktose verstoffwechselnde Bakterien,
wie z.B. E. coli, unter Farbung des pH-Indikators Neutralrot mit rosa-rotem, nicht-mukoidem
Erscheinungsbild. Durch ausfallende Gallensalze bildet sich um die runden, leicht fruchtig
riechenden E. coli — Kolonien ein opakes Prazipitat.

Unter Zusatz des Cefotaxims wird das Wachstum nicht-resistenter Bakterien auf dem Agar
gehemmt, so dass potenziell alle auf MC+ wachsenden Kolonien als ESBL-/AmpC-verdachtig
eingestuft werden kénnen.
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Der Uberwiegende Teil der Proben wurde im Hinblick auf das Vorkommen ESBL-/AmpC-
verdachtiger E. coli quantitativ untersucht. Lediglich die Proben vor Einstallung, die
Kikenwindeln sowie die Sockentupfer in der Querschnittsstudie wurden ausschlie3lich
qualitativ untersucht.

Zur Quantifizierung wurde die Bouillon nach Vorbereitung der Voranreicherung (siehe oben)
vor Inkubation zur Herstellung einer Verdinnungsreihe verwendet. 100 ul der verschiedenen
Verdunnungsstufen der Bouillon wurden auf je drei MacConkey-Agarplatten mit Zusatz von
Antibiotikum (MC+) ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C aerob inkubiert. Zur Untersuchung
der Sammelstaubprobe wurde 0,1 g Probenmaterial in 10 ml PBS-TWEEN20 (0,01 %, vol/vol)
mittels 30-mindtigem Schiitteln gelést und ebenfalls in eine Verdiinnungsreihe Gberfuhrt. Im
Unterschied zur quantitativen Untersuchung der 0.g. Proben wurde Rahmen der Untersuchung
der Impingerflissigkeit 500 pl direkt auf MC+ ausplattiert. Ferner wurden 10 ml
Probenflissigkeit unter Verwendung eines Nitrocellulose-Membranfilters (22um) gefiltert. Der
Filter wurde zur Detektion der ESBL-/AmpC-bildenden Bakterien ebenfalls auf MC+ inkubiert.

Ergénzend zur quantitativen Bestimmung auf MacConkey-Platten mit Zusatz von Antibiotikum
wurden die Verdinnungsstufen auch auf Agar ohne Zusatz von Antibiotikum ausgebracht
(MC-).

Die E. coli-Kolonien der Verdiinnungsstufe mit 15 bis 300 Kolonien je Platte wurden ausgezahit
und die Quantitat in koloniebildende Einheiten (KbE) je g Probenmaterial bzw. je Tupfer
berechnet.

Die auf MC+ phanotypisch verschiedenen Kolonien wurden mittels Subkultur vereinzelt und
deren Gattung und Spezies mittels MALDI-TOF-MS (MALDI Biotyper microflex™ LT; Bruker
Daltonik GmbH, Bremen) bestimmt. Dieses von Karas und Hillenkamp (Karas und Hillenkamp
1988; Hillenkamp und Karas 1990) entwickelte Verfahren der Matrix Assisted Laser Desorption
/ lonization Time-of-flight Mass Spectrometry bietet auf Grund seiner Schnelligkeit und hohen
Prazision eine komfortable Alternative zur klassischen zeitintensiven Speziesidentifizierung in
der mikrobiologischen Routinediagnostik (Schubert 2009). Durch Laserbeschuss in der
evakuierten Messkammer wird das auf der Targetplatte aufgebrachte und mit einer speziellen
Matrixlésung Uberschichtete Koloniematerial ionisiert. Die Masse, der im elektronischen Feld
beschleunigten lonen wird anhand der charakteristischen Flugzeit ermittelt und in einem
Spektrum abgebildet, welches schlie3lich eine Speziesidentifizierung unter Zuhilfenahme
einer hinterlegten Referenzdatenbank ermdglicht (Sauer et al. 2008).

Alle E. coli (Abbildung 4) sowie dartuber hinaus weitere ESBL-/AmpC-verdachtige
Enterobakterien wurden fur weiterfihrende Untersuchungen kryokonserviert (CRYOBANKTM-
Kryoréhrchen, Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld).

31



Material und Methoden

Abbildung 4: E. coli typische Kolonien auf MacConkey - Agar

Weiterfihrende Untersuchungen verdéachtiger Isolate

Von jeder Probe wurde mindestens je ein verdachtiges Isolat jeder detektierten
Bakterienspezies weiter untersucht, um schlussendlich den ESBL-/AmpC-Status der
Einzelprobe zu bestimmen. Dazu wurde zundchst ein Antibiotika-Plattchen-Diffusionstest
durchgefuhrt. Hierzu wurde eine Keimsuspension mittels Aufnahme von Koloniematerial und
Auflésung in 0,85-prozentiger Natriumchloridldsung unter Verwendung eines Densitometers
zur Messung der Tribung (DEN-1, Biosan, Riga) auf 0,5 McFarland (McF) eingestellt, einem
Zellgehalt von 1,5 x 108 Zellen/ml Bakteriensuspension entsprechend. Die Methode wurde
erstmals von (Mcfarland 1907) beschrieben. Die Suspension wurde anschliel3end mittels eines
malRig getrankten Wattestabchens flachendeckend auf Muller-Hinton-Agar in drei Richtungen
aufgebracht, welcher nach Antrocknung mit sechs Antibiotikaplattchen im Abstand von 2 cm
zueinander belegt wurde: Cefotaxim 30ug, Cefotaxim+Clavulansaure 30/10ug, Cefoxitin 30ug,
Cefepim 30pg, Amoxicillin+Clavulansaue 30 pg, Ceftazidim 30 pg. Die Anwendung erfolgte
laut Herstellerangeben (bestbion™ GmbH). Der fertig praparierte Agar-Diffusionstest wurde
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Auswertung der ausgemessenen Hemmhofdurchmesser
erfolgte anschlie3end gemanR der CLSI-Richtlinien (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Bewertung der Hemmhofdurchmesser (IZD) nach CLSI-Richtlinien

Antibiotikum sensibel Intermediar Resistent
inmm inmm in mm

Cefotaxim (CTX) =26 23-25 <22
Cefotaxim + Clavulanséure (CTX/Clav) Bewertung im Vergleich zum Hemmhof um CTX
Cefoxitin (FOX) >18 15-17 <14
Cefepim (FEP) >18 15-17 <14
Amoxicillin + Clavulansaure (AMC) =18 14 - 17 <13
Ceftazidim (CAZ) 221 18- 20 <17

Eine Resistenz gegen Cefotaxim und Ceftazidim in Verbindung mit einer Sensibilitdt gegen
Cefoxitin und Amoxicillin + Clavulanséure bei gleichzeitiger Differenz des Durchmessers
Cefotaxim im Vergleich zu dem des Cefotaxim + Clavulanséaure von mindestens 5 mm spricht
gemal den CLSI-Richtlinien fur die Produktion einer Extended-Spectrum-Beta-Laktamase
(C.L.S.I. 2012).

Als AmpC-verdachtig galt demnach eine Kolonie, wenn der Hemmhof keine Sensibilitat bei
Cefotaxim und Cefotaxim + Clavulansaure anzeigt und beide Durchmesser in etwa gleich grof3
waren bei gleichzeitiger Resistenz gegen Cefoxitin, Ceftazidim und Amoxicillin +
Clavulansaure.

Molekularbiologische Analyse der Isolate

Fur die folgenden molekularbiologischen Untersuchungen wurde DNA mittels Hitzeextraktion
aus den Isolaten gewonnen. Hierzu wurden jeweils 1 ml der Ubernachtkultur (Voranreicherung
in LB) in ein Eppendorfgefal pipettiert. Nach Zentrifugierung (14000 rpm, 3 Min.) wurde der
Uberstand verworfen und das durch Abschiitteln der Fliissigkeit getrocknete Pellet in 300 pl
sterilfiltriertem TE-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde bei 500 rpm 10 Minuten
gekocht und anschlieBend 2 bis 3 Minuten auf Eis abgeklihlt. Nach vortexen der Suspension
wurde diese erneut zentrifugiert (140000 rpm, 2 Min.). Der abschlieend von den sich
absetzenden Zelltrimmern in ein neues Reagiergefal abpipettierte Uberstand enthalt die zur
weiteren Verwendung préaparierte chromosomale und Plasmid-DNA.

Die nach CLSI-Richtlinien im Antibiotika-Plattchen-Diffusionstest als verdachtig bzw. fraglich
eingeordnete Isolate wurden anschlie3end unter Durchfiihrung einer von Roschanski et al.
(2014) entwickelten Multiplex-Real-Time-PCR (LightCycler® 480 Real-Time PCR System,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) auf das Vorhandensein verschiedener, vorrangig bei
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Nutztieren vorkommender ESBL- Gene blactxwm, blaspwy und blarem sowie das AmpC-Gen
blacuy untersucht.

Die weitere Bearbeitung der Probe erfolgte im Thermocycler nach dem in Tabelle 6
dargestellten Temperatur-Zeit-Programm in 30 Zyklen nach initialer Denaturierung.

Tabelle 6: Temperatur-Zeit-Programm der Realtime-PCR

Programmschritt Temperatur in °C Zeit

Initiale Denaturierung 95 15 Min.

Denaturierung 95 15 Sek.

Primerhybridisierung 50 15 Sek. 30 Zyklen
Amplifikation 70 20 Sek.

Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der LightCycler Software (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim). Bei negativem Ergebnis der Realtime-PCR wurden zwei weitere ESBL-
/AmpC-verdachtige und via MALDI-TOF-MS identifizierte Isolate jeder Spezies aus der Probe
wie beschrieben analysiert, um die Wahrscheinlichkeit eines falsch negativen Probenstatus zu
minimieren.

Bei positivem Ergebnis erfolgte die nahere Bestimmung der nachgewiesenen Gene durch
Sequenzierung. Zu diesem Zweck wurden bis zu vier weitere konventionelle PCRs bei vorher
bestimmtem Gen blactx-w (Batchelor et al. 2005; Hopkins et al. 2006; Carattoli et al. 2008; Ruiz
Del Castillo et al. 2013) und je eine bei den anderen Genen (Olesen et al. 2004; Projahn et al.
2017), wie bereits beschrieben durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz erfolgte gemaf Tabelle 21
(siehe Anhang, Tabelle 21). Die Einstellung der Reaktionsparameter erfolgte wie in Tabelle 22
dargestellt (sieche Anhang, Tabelle 22). Nach Zugabe von 1,5 ul Midori Green zur Anfarbung
der DNA in 100 ml eines 1,2-prozentigen Agarosegels sowie unter Zugabe von 1,5 ul DNA
Ladder (100 bp, Gene Ruler) als DNA-Langenstandard erfolgte die Auftrennung der DNA-
Fragmente in der Gelelektrophorese bei 140 V / 45 Minuten und die optische Auswertung unter
UV-Licht.

Die Detektion von SHV oder TEM machte eine Bestatigung des ESBL-Status durch nahere
Spezifizierung erforderlich, da nicht alle Enzymtypen den ESBLS zugeordnet werden. Bei dem
ESBL-Typ CTX-M sowie CMY fihrt die Sequenzierung bei heutiger Datenlage zu einer
besseren Vergleichbarkeit mit anderen Studien und sich daraus ergebenden
epidemiologischen Riickschlissen. Fir die Sequenzierung der mit Hilfe des innuPREP
PCRpure Kit (Analytik Jena AG) nach Herstellerangaben aufgereinigten PCR-Produkte wurde
LGC Genomics GmbH (Berlin) beauftragt. Die Auswertung und Zuordnung zu den
Enzymtypen erfolgte unter Verwendung der BioNumerics Software (Version 6.6) und nach
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Abgleich mit den aus der Lahey Datenbank (http://www.lahey.org/Studies/) importierten
Sequenzen.

3.6 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit den Programmen SPSS 21.0 (IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 21.0, Armonk, NY, USA) und SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Veterinar-Epidemiologie und Biometrie FU Berlin
durchgefihrt.

Die Pravalenz des Betriebsstatus in den Putenmastbetrieben wurde mit der beim
Masthahnchen, Schwein und Rinder mit Hilfe des exakten Fisher-Tests verglichen, ebenso die
Nachweishaufigkeiten in den einzelnen Probenarten bei den Putenmastbetrieben im Vergleich
zu den jeweiligen Probenarten der anderen Tierarten.

Die Frage, ob signifikante Unterschiede in den Pravalenzen der verschiedenen Probenarten
vorliegen, wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat-Unabhéangigkeits-Tests beantwortet. Zum
Vergleich des Vorkommens ESBL-/AmpC-bildender E. coli bei den unterschiedlichen Tierarten
wurde ebenfalls der Chi-Quadrat-Test verwendet.

Der McNemar-Test wurde verwendet zum Vergleich der Altersgruppen untereinander.

Zum Vergleich der bakteriellen Konzentrationen wurden die geometrischen Mittelwerte der
positiven, quantifizierbaren Proben herangezogen. Ob die Keimzahlen sich hinsichtlich des
Probenmaterials bzw. der Altersgruppe unterscheiden, wurde zunachst mit dem einfachen t-
Test berechnet und bei Vorliegen von Hinweisen auf eine Relevanz mittels SAS im gemischten
linearen Regressionsmodell ermittelt, wobei der Herkunftsbetrieb als zufélliger Effekt in das
Modell einbezogen wurde, da z.T. mehrere quantifizierte Proben aus demselben Betrieb
stammten.

Vor statistischer Analyse der Keimzahlen fand der Kolmogorow-Smirnow-Test zur Priifung auf
Normalverteilung der Daten Anwendung.

Ob zwischen den verschiedenen Probenahmezeitpunkten der Langzeitstudie ein signifikanter
Unterschied in den Anteilen positiver Kloakentupfer vorliegt, wurde mit dem Friedman-Test
ermittelt.

Die Unterschiede wurden als signifikant identifiziert, sofern der p-Wert unter 0,05 lag.
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4. Ergebnisse

4.1 Betriebszahlen und -aufbau

Im Rahmen der Querschnittsstudie wurde der ESBL-/AmpC-Status bei 48 Betrieben
bestimmt (Ubersicht tber die Betriebsdaten siehe Tabelle 7). In 44 von 48 Betrieben wurde
jeweils eine Aufzuchtherde und eine Mastherde parallel beprobt. In vier Betrieben war zum
Zeitpunkt der Beprobung nur eine Altersgruppe vorhanden. So konnten in drei Betrieben
jeweils nur die Mastherde, bei einem nur die Aufzuchtherde untersucht werden. Da der
Zeitpunkt der Umstallung betriebsbedingt unterschiedlich festgelegt wurde, sind im Ergebnis
einige Tiere der Aufzuchtherde &lter als die jliingsten beprobten Mastherden. Die urspriinglich
angestrebte Betriebsgrof3e wurde mit 8 000 Tieren bei einem Betrieb in Niedersachsen
unterschritten und auf Grund der tierseuchenbedingt besonderen Situation konnte kein
groerer Betrieb mehr in die Studie aufgenommen werden. Die Probenentnahmen erfolgten
zwischen Januar 2014 und Oktober 2015, wobei die anschlie3enden Laboruntersuchungen,
einschliel3lich der Sequenzierungen, im Februar 2016 abgeschlossen wurden. Abschlie3end
erfolgte die statistische Auswertung der erhobenen Daten.

Tabelle 7: Ubersicht der Betriebsdaten der 48 Putenmastbetriebe der

Querschnittsstudie
Anzahl der Tiere Alter der Tiere (in Tagen)

In untersuchter In untersuchter

im Betrieb  Aufzuchtgruppe Mastgruppe Aufzuchtgruppe Mastgruppe

Median 23 000 10 740 4 500 11 126
Minimum 8 000 4120 350 1 50
Maximum 66 000 28 000 8 500 51 147

In der Langzeitstudie wurden sieben Betriebe mit zuvor bestatigtem positiven ESBL-/AmpC-
Status im Laufe einer Mastperiode intensiv untersucht (Ubersicht (iber die Betriebsdaten siehe
Tabelle 8). Jeder Betrieb wurde am Tag der Einstallung, in der Mitte der Mast sowie am Ende
der Mast untersucht. Die Probenahmen erfolgten von April 2014 bis Juli 2015 in zwei
weiblichen Herden und fiinf mannlichen Herden. Die Herden wurden das erste Mal am Tag
der Einstallung beprobt, mit Ausnahme eines Betriebes, der erst an Tag 3 nach Einstallung
beprobt werden konnte, da die Herde unerwartet friiher eingestallt wurde. Zum Zeitpunkt der
zweiten Probenahme waren die Tiere zwischen 54 und 76 Tage alt. In einem Alter von 104
und 147 Tagen erfolgte die dritte Beprobung. Die Differenz des Alters der Tiere zur

Probenentnahme ergab sich aus der unterschiedlichen Mastdauer (weiblich: 16 — 17 Wochen,
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mannlich: 20 — 21 Wochen). Auf Grund der kirzeren Mastdauer der weiblichen Tiere wurden

diese im Verlauf der Probenentnahmen auch friiher beprobt. Weiterhin sind in Tabelle 8 die

durchschnittlich
dargestellt.

im AuBenbereich gemessenen Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten

Alle Tiere wurden im Verlauf |hrer Mast antibiotisch behandelt. Nur eine Herde hatte zum

zweiten Zeitpunkt der Beprobung noch keine Beta-Laktam-Antibiotika erhalten, jedoch wurden

in allen untersuchten Herden bis zum Zeitpunkt der dritten Beprobung Beta-Laktam-Antibiotika

eingesetzt.

Tabelle 8: Ubersicht iber die Betriebsdaten der Putenmastbetriebe der Langzeitstudie

1. Probenahme

2. Probenahme

3. Probenahme

Betriebs- Tierzahl (Datum, Temp., LF) (Datum, Temp., LF) (Datum, Temp., LF)
nummer gesamter  Ajter, Tiere in Herde Alter, Tiere in Herde Alter, Tiere in Herde ~ Geschlecht
Betrieb AB/Beta-Laktam-AB-  AB/Beta-Laktam-AB-  AB/Beta-Laktam-AB-

Behandlung Behandlung Behandlung
03.04.14, 4°C, 83% 26.05.14, 28°C, 41% 15.07.14, 23°C, 58%

1 26.000 1 Tage, 5 600 54 Tage, 2 700 104 Tage, 2 580 weiblich
-/- +/+ +/+
15.04.14, 10°C, 48% 16.06.14, 21°C, 48% 08.09.14, 22°C, 55%

2 23.000 1 Tage, 6 000 63 Tage, 2 000 147 Tage, 1 850 mannlich
-/- +/- +/+
29.08.14, k.A. 03.11.14, 16°C, 73% 08.12.14, 4°C, 74%

3 20.200 1 Tage, 13 270 67 Tage, 4 900 102 Tage, 4 900 weiblich
-/- +/+ +/+
07.11.14, 10°C, 65% 21.01.15, 1°C, 74% 24.03.15, 11°C, 43%

4 20.000 1 Tage, 10 900 76 Tage, 3 300 138 Tage, 3 300 mannlich
-/- +/+ +/+
09.03.15, 14°C, 57% 06.05.15, 17°C, 52% 09.07.15, 15°C, 74%

5 50.000 3 Tage, 5 660 61 Tage, 1 500 125 Tage, 1 500 mannlich
-/- +/+ +/+
12.03.15, 11°C, 54% 12.05.15, 21°C, 53% 20.07.15, 21°C, 47%

6 11.600 1 Tage, 7 000 62 Tage, 4 000 131 Tage, 4 000 mannlich
-/- +/+ +/+
18.03.15, 15°C, 36% 20.05.15, 15°C, 50% 23.07.15, 20°C, 54%

7 20.000 1 Tage, 11 000 64 Tage, 4 000 128 Tage, 4 000 mannlich

-

+/+

+/+

k.A. — Messung entfiel wegen technischer Probleme, LF — Luftfeuchtigkeit im AuRenbereich, AB — Antibiotika,

Temp. — Temperatur im Aul3enbereich
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4.2 Ergebnisse der Querschnittsstudie
Betriebs- und Probenstatus hinsichtlich ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien

In jedem Betrieb wurden insgesamt zehn Proben untersucht. Eine Ausnahme stellten die vier
Betriebe mit nur einer Altersgruppe dar, bei welchen lediglich finf Proben analysiert wurden.

Ein Isolat und somit auch die dazugehdrige Probe wurden ESBL-/AmpC-positiv gewertet,
wenn diese im Antibiotika-Plattchen-Diffusionstest phénotypisch verdachtig waren und ein
ESBL-/AmpC-Gen mittels PCR und ggf. Sequenzierung nachgewiesen wurde.

Einen positiven Betriebsstatus erhielt ein Betrieb beim Nachweis ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien in mindestens einer der entnommenen Proben.

70,8 % der 48 untersuchten Betriebe wiesen einen positiven Status flir ESBL-/AmpC-
produzierende Enterobakterien auf, inklusive E. coli, und in 60,4 % der Betriebe wurden ESBL-
/AmpC-bildende E. coli nachgewiesen.

Betrachtet man die ESBL-/AmpC-Préavalenzen auf Probenebene, ergeben sich Nachweisraten
von 37,6 % ESBL-/AmpC-positive Proben beziiglich Enterobakterien und 29,8 % beziiglich
E. coli (Tabelle 9).

Neben E. coli wurden verschiedene andere ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien
nachgewiesen: Proteus ssp. (24/48), Klebsiella ssp. (10/48), Enterobacter ssp. (7/48),
Escherichia ssp. (5/48) und Citrobacter ssp. (2/48).

Tabelle 9: Anteil ESBL-/AmpC-positiver Betriebe bzw. Proben von 48 ausgewerteten
Betrieben und 460 Proben

ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien in % E. coliin %
Betriebsstatus 70,8 (34/48) 60,4 (29/48)
Probenstatus 37,6 (173/460) 29,8 (137/460)

Eine weitere Fragestellung des Projekts war es das Vorkommen der resistenten Bakterien bei
den unterschiedlich alten Tieren (Aufzuchtherde und Mastherde) zu untersuchen (Tabelle 10)
Den ESBL-/AmpC-Status der Herden sowie die Anzahl ESBL-/AmpC-positiver Proben
betreffend ergab die Auswertung des McNemar's Test keine signifikanten Unterschiede,
ebenso wie die differenzierte Betrachtung der Ergebnisse von E. coli und Enterobakterien.
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Tabelle 10: Vergleich von Herdenstatus sowie Probenstatus von Aufzucht- und
Mastherden bezlglich ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien und E. coli

Aufzucht Mast
Herdenstatus Enterobakterien in % 46,7 (21/45) 57,4 (27147)
Herdenstatus E. coli in % 42,2 (19/45) 44,7 (21/47)
Probenstatus Enterobakterien in % 35,6 (80/225) 39,6 (93/235)
Probenstatus E. coliin % 29,8 (67/225) 29,8 (70/235)

In der Gegenuberstellung der positiven Proben (Tabelle 11) wird ersichtlich, dass in Betrieben
mit einem positiven Status der Nachweis ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien in
mindestens einer Sockentupferprobe oder einer Sammelkotprobe gelang. Gleichzeitig wurden
Sammelkot- und Sockentupferproben besonders haufig positiv getestet. Der Nachweis im
Staub war im Vergleich eher gering und gelang auch nur in den Fallen, in denen gleichzeitig
eine Sockentupferprobe oder eine Sammelkotprobe positiv getestet wurde.

Tabelle 11: Anzahl der positiven und negativen Proben nach Probenmaterial in jedem
Betrieb

Sammelkot Sockentupfer Staub Anzahl der
Betriebe
1-2 3-4 5-6 1 2 1 2 .
5 positiv
6
1
1
2
7
3
2
6
3
1
14
48

Der Sockentupfer wurde mit 46,7 % bzw. 39,1 % am haufigsten positiv fir ESBL-/AmpC-
Enterobakterien bzw. ESBL-/AmpC-E. coli getestet, dicht gefolgt von der Sammelkotprobe
(siehe Abbildung 5). Der Staub zeigte mit 25 % bzw. 18,5 % die niedrigsten Nachweisraten.
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Die drei Probenmatrizes unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Chi-Quadrat-Test,
p > 0,05).

Abbildung 5: Anteil ESBL-/AmpC-bildender E. coli sowie Enterobakterien (EB) in
verschiedenen Probenmatrizes

100%

90%
80% -
53,3
70% - 61,2 60,9
69,6 750
60% 1 81,5 ’
50% -
40% -
30%
46,7
20% - 38,8
10% | 25,0
0% -
Sammelkot Sammelkot Staub Staub Sockentupfer Sockentupfer
ESBL/AmpC-E. coli ESBL/AmpC-EB ESBL/AmpC-E. coli ESBL/AmpC-EB ESBL/AmpC-E. coli ESBL/AmpC-EB
(n=273) (n=273) (n=91) (n=91) (n=91) (n=91)

Im Laufe der Laboranalyse wurde deutlich, dass nur bei einem ein Teil der Proben
schlussendlich ein ESBL-/AmpC-Gen nachgewiesen werden konnte, obwohl ein Wachstum
des Probenansatzes nach Anreicherung auf MC+ einen Verdacht auf ESBL-/AmpC-Bildung
begriindete (Abbildung 6). Bei insgesamt 460 Proben ergab die Auswertung von 201 MC+
Agarplatten ein positives Ergebnis hinsichtlich fir die ESBL-AmpC-Bildung verdachtiger
E. coli. Von diesen Platten ausgewdahlte Einzelkolonien waren nach Auswertung des
Antibiotikaplattchen-Diffusionstests noch 147  phanotypisch  ESBL-/AmpC-bildend.
Letztendlich wurde ein ESBL-/AmpC-Gen noch bei 137 Isolaten, also gut zwei Drittel der
Proben, nachgewiesen. Quantifizierbar waren von diesen Proben nur 45.
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Abbildung 6: Stufenweise Ausdifferenzierung am Beispiel E. coli

Quantifizierbare Proben 45
ESBL-/AmpC-Gennachweis 137
Phéanotypisch ESBL-/AmpC-bildend 147
Phanotypisch ESBL-/AmpC-verdachtig 201
Probenanzahl gesamt 460

Quantitative Analyse

Jeweils die erste von drei Sammelkotproben jeder Altersgruppe sowie jede Staubprobe wurde
hinsichtlich der Anzahl ESBL-/AmpC-bildender E. coli sowie der Gesamt-E. coli (gemeinsames
Wachstum resistenter und nicht resistenter Kolonien auf MC-) untersucht (Tabelle 12). Aus
allen Ergebnissen in koloniebildenden Einheiten je Gramm wurde der geometrische Mittelwert
errechnet. Negative oder ausschlieRlich tber das Anreicherungsverfahren ESBL-/AmpC-
positive Proben wurden in der Berechnung nicht berlcksichtigt.

Vergleicht man die beiden Altersgruppen miteinander, fallt auf, dass in den quantifizierbaren
Sammelkotproben der Aufzuchtherden mit 1,2 * 108 KbE/g mehr ESBL-/AmpC-E. coli als bei
den Mastherden (5,8 * 10* KbE/g) nachweisbar waren. Der einfache t-Test gab Hinweise auf
statistisch signifikante Unterschiede (p = 0,023), welche sich im gemischten linearen
Regressionsmodell bestatigten (p = 0,026). Unter Einbezug der Betriebe als zufalligen Faktor
zeigte sich, dass diese einen signifikanten Einfluss auf die totale Varianz bilden. Die
Keimzahlen im Sammelkot scheinen also im Mastverlauf zu sinken.

Die Keimzahlen der Staubproben unterscheiden sich hingegen unter Beriicksichtigung der
Altersgruppe nicht signifikant voneinander.

Auch eine Analyse und Vergleich der Gesamt-E. coli (MC-) ergab keine signifikanten
Unterschiede, weder hinsichtlich der untersuchten Altersgruppe noch des Probenmaterials.
Auch sind die Gesamt-E. coli bei ESBL-AmpC-positiven Proben vergleichbar mit jenen der
negativen Proben.

Betrachtet man die ESBL-/AmpC-Fraktion an den Gesamt-E. coli lassen sich Anteile von 0,3
% bei Sammelkotproben und 6,1 % bei Sammelstaub zeigen. Nur ein Bruchteil aller E. coli

bilden demnach auch Extended-Spektrum- bzw. AmpC-Beta-Laktamasen.
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Tabelle 12: Anteil ESBL-/AmpC-bildender an Gesamt - E. coli
in KbE/g, x geom

Sammelkot Staub
Aufzucht MC+ 1,2 * 106 (n=16) 1,3 * 10% (n=6)
(6,7 * 102— 2,6 * 109 (1,3 * 103—3,6 * 10°)
MG 1,1 = 108 (n=16) 1,7 * 10%(n=6)
(1,4 = 10— 1,5 * 10°) (1,0 * 10* - 3,6 = 109)
Ante.|ll ESBL—/AmpC— 11% 7.9%
verdachtige E. coli
Mast MG+ 5,8 * 10 (n=16) 7,9 * 103 (n=7)
(3,3+10%2—1,6 * 107) (1,0 * 10%—2,6 * 10%)
MG 5,2 * 107 (n=16) 1,7 * 10°% (n=7)
(1,1 +105-1,8 * 109 (4,4 * 10— 1,6 = 109)
Antellll ES_BL—/Amp_C— 0.1% 4.8 %
verdachtige E. coli
GESAMT MG+ 2,6 * 10° (n=32) 1,0 * 10* (n=13)
(3,3 #10%2—2,6 * 109) (1,0 * 10%— 3,6 * 10°)
MC 7,7 * 107 (n=32) 1,7 * 105 (n=13)
(1,1 105—1,5 * 100) (1,0 * 10*— 3,6 * 109%)
Anteil ESBL-/AmpC- 0.3 % 6.1 %

verdachtige E. coli

Enzymgenotypisierung ESBL-/AmpC-verdachtiger Isolate aus der Querschnittsstudie

Fur jede ESBL-/AmpC-positive Probe wurde ein Isolat jeder Spezies der Familie
Enterobakterien zum einen phanotypisch mittels eines Antibiotika-Plattchen-Diffusionstest
untersucht, zum anderen auf das Vorhandensein der ESBL-Gene blactx.m, blatem und blasny
sowie des AmpC-Gens blacuy. Bei negativem Ergebnis wurden zwei weitere verdachtige
Isolate derselben Probe dahingehend untersucht. Detektierte ESBL-/AmpC-Gene wurden
anschlie3end sequenziert, um den genauen Enzym-Typ zu bestimmen.

Im Ergebnis dominierten bei den 137 erfolgreich bestimmten E. coli-Isolaten mit ca. 88% die
CTX-M-Enzymtypen, welche alle zu den Extended-Spektrum-Beta-Laktamasen zéhlen
(Tabelle 13). Unter den CTX-M-Enzymtypen (n = 121) kamen verschiedene Enzymvarianten
vor, unter denen CTX-M-1 mit einem Anteil von 41,6 % am haufigsten gefunden wurde, gefolgt
von CTX-M-14 mit 20,7 %, CTX-M-15 mit 17,3 % und in geringeren Anteilen CTX-M-32, CTX-
M-27 und CTX-M-55. Neben CTX-M wurde die AmpC-Beta-Laktamase vom Typ CMY-2 bei 9
Isolaten (6,6 %) sowie andere ESBL-Typen wie SHV-12, SHV-2 und TEM-52 nachgewiesen.
Es traten auch Enzymkombinationen mit Beta-Laktamasen (keine ESBLs) der TEM-Gruppe,
wie TEM-1, TEM-57 oder TEM-135 auf.
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Andere ESBL-/AmpC-verdachtige Enterobakterien, aufRer E. coli, zeigten auch tberwiegend
CTX-M-Enzymtypen, jedoch dominierte hier CTX-M-65, welches bei E. coli GUberhaupt nicht
gefunden wurde. Zudem traten noch vereinzelt SHV-2 sowie CMY-2 auf (Tabelle 13).

Tabelle 13: Enzym-Typen der ESBL-/AmpC- E. coli der Querschnittsstudie
ESBL-/AmpC-positive E. coli in ESBL-/AmpC-positive

Enzym-Typ % (n) Enterobakterien in % (n)
n=137 n=48
CTX-M 88,3 (121) 87,5 (42)
CTX-M-1 41,6 (57) 20,8 (10)
CTX-M-9 - 2,1 (1)
CTX-M-14 18,2 (25) -
CTX-M-15 15,3 (21) 16,7 (8)
CTX-M-27 5,8 (8) -
CTX-M-32 6,6 (9) -
CTX-M-55 0,7 (1) -
CTX-M-65 47,9 (23)
CMY-2 6,6 (9) 6,3 (3)
SHV 3,7(3)
SHV-12 2,94 .
SHV-2 - 6,3 (3)
SHV-2a 0,7 (1) -
TEM-52 1,5 (2) -

Antibiotische Behandlungen

In insgesamt 44 von 48 Betrieben wurden die untersuchten Herden einer antibiotischen
Behandlung unterzogen, wobei 25 der 45 Aufzuchtherden und 44 der 47 Mastherden
behandelt waren. Von 19 Aufzuchtherden mit positivem ESBL-/AmpC-E. coli-Status erhielten
neun Antibiotika und von 26 mit negativem Ergebnis wurden 16 antibiotisch behandelt. Alle
Mastherden mit positivem Status wurden mit Antibiotika behandelt und 23 der 26 negativen
Mastgruppen. Es wurden Betalaktam-Antibiotika verabreicht (Amoxicillin, Benzylpenicillin)
sowie Sulfonamide, Colistin, Enrofloxacin, Doxyzyclin, Tylosin, Lincomycin, Tiamulin und
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Neomycin. Die Anzahl der antibiotischen Behandlungen variierte in den Mastherden zwischen
einer einmaligen bis hin zu 16 (mit spezifischer Therapiedauer). Es gab sowohl negative Mast-
als auch Aufzuchtherden, die eine hohe Anzahl antibiotischer Behandlungen vorwiesen (siehe
Anhang, Tabelle 24)

4.3 Ergebnisse der Langzeitstudie

Die detaillierten Ergebnisse fur die einzelnen Betriebe zeigen Tabelle 14 fur die
Untersuchungen der Tiere sowie der Tierumgebung im Stall und Tabelle 17 fur die
Untersuchungen der Stallumgebung sowie dafur relevante Stallproben (Staub und Luft). Die
guantitativen Untersuchungen der Tier- bzw. Umgebungsproben sind in Tabelle 15 sowie
Tabelle 23 zusammengefasst (siehe Anhang, Tabelle 23).

Jeder Betrieb wurde zur Einstallung der Eintagskiken (Zeitpunkt 1), zur Mastmitte (Zeitpunkt
2) sowie zum Ender der Mast (Zeitpunkt 3) untersucht.
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Untersuchung der Tiere und Tierumgebung

Tabelle 14: ESBL-/AmpC-bildende E. coli in verschiedenen Proben im Stall sowie der
Einzeltieruntersuchungen innerhalb der Langzeitstudie zu drei verschiedenen
Zeitpunkten (1, 2, 3)

IUmgebungs- )
] Sockentupfer]Kikenwindel/jKloakentupfer] Null-
Betrieb | tupfer (n=4) |Trankwasser] Futter )
) Stall Sammelkot | (n=20) in % | proben
in %
Zeitpunkt f 2|2 (3|12 |3|1(2 3|12 |3)J1(2|3])1]| 2] 3 |o1xo2*
1 =125 -1 -(-!-1-1*/-01-|+/-01-|+|-1-/140|-71-]-
2 - |25 - -+ |+ -]+ |+ - + | + - + | + - 190|901 - -
3 -l -850 - -|+)-!-/+y-|+| -]+ ]+ -|5]|75)-]-
4 =125 -1-1+-V-1-1-1t-1+1-1-1+1-1-15|-01-1-
5# -|25(25) - [+ |+ - |+ |+ |+ +)-|+|+] - |100/50]) - |+
6 -l -1r-!t-1-1-1-1-1-1+/+1-|1+|-1-/60|57]-]-
7 - 25| - = + | +1-]+ |+ = + | + > + | + - 1951101 - >
Gesamt
in o - |18 |11} - |57 |57 -|57|57]14|100{71] - |100|57 - |56 |33] - |14
n %

*01=Nullprobe vor Einstallung der Kiiken, 02= Nullprobe vor Umstallung in den Maststall
# Alter der Kuiken zu Zeitpunkt 1 hier 3 Tage, bei allen anderen Betrieben 1 Tag
+ = positiv fur ESBL-/AmpC-E. coli; - = negativ fir ESBL-/AmpC-E. coli

Zum Zeitpunkt der ersten Beprobung waren, mit Ausnahme eines Betriebes, alle Proben
der Tiere sowie der Tierumgebung im Stall ESBL-/AmpC-negativ. In Betrieb 5 war der
Sockentupfer im Stall positiv, bei dieser Herde wurden die Tiere jedoch unerwartet friher
eingestallt und waren daher bei der Beprobung bereits 3 Tage alt. Erwahnenswert sind die
negativen Ergebnisse der frisch eingestallten Kilken sowie der Kiikenwindeln. Alle anderen
Proben im Stall sowie die Nullproben, welche vor Einstallung entnommen wurden, waren
ebenfalls negativ.

Zum Zeitpunkt der zweiten Beprobung zur Mastmitte waren die Tiere bereits vom
Aufzuchtstall in den Maststall umgestallt. Hier wurden ESBL-/AmpC-E. coli regelmafig
gefunden. So waren die Sammelkotprobe, der Sockentupfer sowie auch Einzeltiere in
unterschiedlicher Pravalenz in jedem Betrieb positiv. Aber auch bei anderen Probenarten wie
Tupfer der Umgebung, Trankwasser, Futter oder Staub (Tabelle 17) wurden die resistenten
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Bakterien detektiert. Die Einzeltierpravalenzen variierten zwischen 5 und 100 %, wobei bei den
hochpravalenten Betrieben (Nr. 2, 5 und 7) tendenziell auch die Tierumgebung starker belastet
war. So waren genau bei diesen drei Betrieben beispielsweise auch die Stallstaubproben zu
dem zweiten Zeitpunkt ESBL-/AmpC-positiv (Tabelle 17). Der Betrieb 5 mit einer
Einzeltierpravalenz von 100% wies zudem eine positive Nullprobe des Maststalls auf, in
welchen die Tiere nach der Aufzuchtphase verbracht wurden. Die Befragung der Betriebe
ergab, dass eine Nassreinigung unter Hochdruck und anschlieBender Trocknung in allen
Stéllen vor Neubelegung mit Tieren erfolgte und aulRerdem eine Desinfektion der Tranken,
Futtertroge, Boden und Wande. Die Luftschéachte und die AuRenanlagen wurden hingegen
weniger konsequent desinfiziert.

Zum Zeitpunkt der dritten Beprobung zum Mastende wiesen zwei Betriebe (Nr. 1 und 4)
einen komplett ESBL-/AmpC-negativen Status auf. Auch alle Tier- sowie Stallproben waren
negativ. Lediglich im Mist, welcher au3erhalb des Stalls gelagert wurde, wurden bei Betrieb 1
ESBL-/AmpC-E. coli nachgewiesen. Bezogen auf die Einzeltiere war Betrieb 4 schon zur
Mastmitte mit 5 % positiven Kloakentupfer eher niedrigpravalent, Betrieb 1 lag mit 40 % im
mittleren Bereich. Beide Betriebe wiesen allerdings zum Zeitpunkt 2 noch verschiedene ESBL-
/AmpC-positive Tierumgebungsproben auf. Die quantitativen Untersuchungen (Tabelle 15)
zeigen, dass in Betrieb 1 auch zur Mastmitte hin lediglich drei von acht positiven
Kloakentupfern quantifizierbar waren und dabei geringe Keimzahlen aufwiesen. Bei der
Untersuchung des Sockentupfers im Stall jedoch war eine quantitative Bestimmung der ESBL-
/AMpC-E. coli moglich, wobei die Konzentration mit 2,4x10°% KbE/Tupfer im oberen Bereich
lag. Jedoch zeigte sich der Stall zum letzten Beprobungszeitpunkt komplett negativ. Im Betrieb
4 konnte zum Zeitpunkt 2 keiner der wenigen positiven Kloakentupfer quantifiziert werden,
jedoch die Trankwasser-, sowie Sockentupferprobe mit Keimzahlen im Bereich von 102 bzw.
102 KbE/ml bzw. Tupfer. In den Betrieben Nr. 5, 6 und 7 sank die Einzeltierpravalenz bei
positiver Tierumgebung ab, obwohl stets sehr viele der positiven Kloaktentupfer zum 2.
Zeitpunkt quantifizierbar waren. Bei Betrieb Nr. 6 waren lediglich noch 5% der Einzeltiere
ESBL-/AmpC-E. coli-positiv und auch nur noch eine Tierumgebungsprobe (Sockentupfer).
Betrieb 5 zeigte zum Mastende zwar noch 10/20 positive Kloakentupfer, jedoch waren nur
noch zwei Tupfer quantifizierbar. Bei den anderen konnten nur noch im
Anreicherungsverfahren die ESBL-/AmpC-Bildner nachgewiesen werden. Betrieb 2 zeigte
keine Veranderung der Einzeltierpravalenz sowie auch kaum Veranderungen der positiven
Tierumgebung, in Betrieb 3 stieg sogar die Einzeltierpravalenz von 5% auf 75 % an,
verbunden mit einem Anstieg an quantifizierbaren Proben der Einzeltiere aber auch der
Tierumgebung.
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Tabelle 15: Anzahl ESBL-/AmpC-bildender E. coli und Gesamt-E. coli der Einzeltier-
Kloakentupfer der sieben Betriebe der Langzeitstudie zu den verschiedenen

Zeitpunkten
in KbE/g, x geom *

Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3
Betriebs- MC+ MC- Anteil ESBL- MC+ MC- Anteil ESBL-/AmpC-
Nr. /AmpC-verdachtige verdachtige E. coli
E. coli an Gesamt- an Gesamt-E. coli in
E. coliin % %
1 1,36+%102 9,56%105 0,01 - -
(n=3) (n=3)
2 1,63%*10% 1,32+%105 1,24 1,54%10* 4,61x10° 3,34
(n=16) (n=16) (n=18) (n=18)
3 - - 5,51+102 1,91+x10°> 0,29
(n=3) (n=3)
4 - - - -
5 2,64%10* 1,26+%10°> 20,90 6,36%102 2,90+10°> 0,22
(n=20) (n=20) (n=2) (n=2)
6 1,72+#10* 2,76%105 6,23 - -
(n=9) (n=9)
7 3,54%10° 1,20+#10° 2,96 5,61%102 1,82+#10* 3,08
(n=14) (n=14) (n=4) (n=4)
GESAMT 5,96E+03 1,56E+05 3,82 5,14+10% 2,50%10°> 2,06
(n=62) (n=62) (n=27) (n=27)

* zum Zeitpunkt 1 war keine der Proben quantifizierbar, daher bleibt dieser in der Tabelle unberiicksichtigt.

Ein Vergleich der Anteile positiver Kloakentupfer der sieben Betriebe zu den verschiedenen
Zeitpunkten mittels Friedman-Test ergab, dass zwischen dem ersten und zweiten Zeitpunkt
die Pravalenz signifikant ansteigt (sieche Markierung, Tabelle 16).

Tabelle 16: Friedmantest zwecks Varianzanalyse flir verbundene Stichproben bei nicht
normalverteilten Daten

g:gﬂg:ﬁgg; Teststatistik Standardfehler 'IS'teasr':gt?;c(ijstik Signifikanz é%%?fﬂ?:;;e
ZP1-7P3 -0,929 0,535 -1,737 0,082 0,247
ZP1-7ZP2 -1,643 0,535 -3,074 0,002 0,006
ZP3-7ZP2 0,714 0,535 1,336 0,181 0,544

ZP-Zeitpunkt
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Untersuchung der Luft, Staub und Bodenoberflachen in der Stallumgebung

Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung der Tierstallumgebung sowie die fur einen
Austrag relevante Proben, wie Staub, Stallluft und Mist. Dabei wurde die Bodenoberflache mit
Hilfe von Sockentupfern in verschiedenen Abstédnden zum untersuchten Stallgebaude auf der
windabgewandten Lee-Seite und auch in einer Distanz auf der windzugewandten Luv-Seite
beprobt. Proben der Umgebungsluft wurde in 50 m Abstand auf der Lee-Seite sowie in 100 m
Abstand auf der Luv-Seite gesammelt.

Tabelle 17: ESBL-/AmpC-bildende E. coli in Boden- und Luftproben au3erhalb des
Stalls sowie von Staub und Luft innerhalb des Stalls zu drei Zeitpunkten im Rahmen
der Langzeitstudie

Lee Im Stall Luv
Betrieb | g7 ST ST ST | ST | Luft Luft | ST | Luft | Mist-
Staub

1000m | 500m | 300m | 150m 50m 50m Stall 100m | 100m | lager

1 - I-lo - I-/- - I-/- -I-I- - I-/- - I-I- - I-I- - I-I- -I-1- - I-I- - |-+

2 - I-I- -I-I- - I-l- - I-l- -I-I- - I-I- - [++ - I-I- -I-1- - I-I- - |-+
3 -I-I- -I-I- -I-I- -I-1+ +[-1+ -I-1- -I-1+ -I-1- +[+[- -I-1- o

4 +/-1- +/-1- +/-1- +/-1- +/-1- -I-1- o/-I- -I-1- +/-/- -I-I- +/-/-
5 -[-1- -[-1- -/-lo -[-1- -[+/- -/-/- -[+/- -/-/- -[-1+ -/-/- (o]
6 J-1- J-1- |-1- |-1- -l | - | oft- | - -f-I- -1~ 0
7 -I-I- -I-lo -I-lo -I-I- -I+]- -I-1- -I+/- -I-1- -1+/- -I-1- o

Die drei Zeitpunkte (1, 2, 3, siehe Tabelle 14) sind hier durch den Schragstrich getrennt

ST=Sockentupfer, + = positiv fir ESBL-/AmpC-E. coli; - = negativ fir ESBL-/AmpC-E. coli; o = keine Probenahme mdglich

In keiner der Auf3enluftproben wurden ESBL-/AmpC-E. coli oder andere ESBL-/AmpC-
Enterobakterien detektiert. Die umgebenen Bodenoberflachen von Betrieb 1, 2 und 6 waren
zu jedem Zeitpunkt ESBL-/AmpC-E. coli-negativ und dies obwohl beispielsweise Betrieb 2 ein
eher hochpravalenter Betrieb mit positiven Stallstaubproben zum zweiten und dritten Zeitpunkt
war. Bei den anderen Betrieben waren die Bodenoberflachen vereinzelt positiv, meist in der
naheren Stallumgebung bis zu 150 m auf der Lee-Seite bzw. 100 m auf der Luv-Seite. Eine
Ausnahme stellt hier Betrieb 4 dar, bei welchem zum Zeitpunkt 1 alle Bodenoberflachen
einschliel3lich in der grof3ten Entfernung vom Stall (1000 m) ESBL-/AmpC-E. coli-positiv
waren. Auch auf der Luv-Seite war der Boden kontaminiert. Erwdhnenswert ist, dass keine der
Proben der Bodenoberflachen um die Stallgebaude quantifizierbar war, sondern nur qualitativ
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im Anreicherungsverfahren ESBL-/AmpC-E. coli nachweisbar waren. Das weist auf eine sehr
niedrige Konzentration resistenter Bakterien in der Umgebung hin.

Die untersuchten Bodenoberflachen, welche in Abhéngigkeit von der bei der Probenahme
vorherrschenden Windrichtung ausgewahlt wurden, waren von unterschiedlichster Qualitat
und Nutzung. Es handelte sich dabei um Grinflachen, Felder oder auch Wege.

Dem Austrag Uber die Stallabluft ist nach vorliegenden Daten keine grofRere Rolle
zuzuschreiben, wie aus den negativen Luftproben zu schlie3en ist. Es wird zwar im Staub von
vier Betrieben der Langzeitstudie sowie in 18,5 % aller Staubproben der Querschnittsstudie
gefunden und somit ist auch ein potenzieller Austrag mit dem Staub Uber die Liftung moglich,
es handelt ich jedoch hdchstwahrscheinlich um eher geringe Keimmengen, was durch die
guantitativen Ergebnisse der Staubproben der Querschnittsstudie (Tabelle 12) untermauert

wird.

Wetteraufzeichnung

Die mobile Wetterstation zeichnete Windgeschwindigkeit, Windrichtung sowie die
Lufttemperatur und -feuchtigkeit im Au3enbereich im Minutentakt parallel zur Probenahme auf.
Aus den gemessenen Werten wurden dann die in Tabelle 20 dargestellten Mittelwerte gebildet
(siehe Anhang, Tabelle 20). Zur Gegenulberstellung sind erganzend die Lufttemperatur und -
feuchtigkeit im Stall aufgefuhrt. Wahrend der ersten Beprobung des dritten Betriebes, der
zweiten des funften Betriebes sowie der dritten Probenahme des siebenten Betriebes konnten
auf Grund technischer Probleme nur wenige oder gar keine Werte aus der Windmessung
aufgezeichnet werden.

Enzymgenotypisierung ESBL-/AmpC-verdachtiger Isolate aus der Langzeitstudie

Auch alle phanotypisch verdachtigen E. coli-Isolate mit positivem PCR-Ergebnis aus der
Langzeitstudie wurden hinsichtlich des genauen ESBL-/AmpC-Typs sequenziert (Tabelle 18).

Es wurden vorrangig ESBLs vom Typ CTX-M gefunden, héaufig in Kombination mit TEM.
Vereinzelt waren auch E. coli mit einem SHV-12-Enzymtyp nachweisbar. Ordnet man die
untersuchten Probenarten zu den jeweiligen Genen bzw. Gen-Kombinationen zu, ist
festzustellen, dass Isolate, welche direkt vom Tier stammen, wie Kloakentupfer, gleiche Gen-
Kombinationen aufweisen wie Isolate aus der unmittelbaren Tierumgebung. Legt man den
Fokus auf die Kontamination der Bodenoberflachen um das Stallgebaude, sieht man in allen
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Betrieben, die ESBL-/AmpC-positive Bodenoberflachen vorwiesen (Betrieb 1, 3, 4, 5 und 7),
einen potenziellen Zusammenhang zu Isolaten aus dem Stall. Dabei wurden haufig zum
gleichen Probenahmezeitpunkt gleiche ESBL-Gen-Kombinationen in Isolaten der Tiere, der
Tierumgebung sowie der Stallgebdudeumgebung gefunden. Bei Betrieb 4, bei welchen zum
Zeitpunkt 1 in vielen Proben der Bodenoberflachen ESBLs vom CTX-M-15-Typ nachgewiesen
wurden, jedoch keine der Stall-Proben positiv war, findet man genau diesen Typ zum Zeitpunkt
2 in den verschiedenen Proben innerhalb des Stalls wieder. Aufl3erdem weist auch der Mist
Isolate mit gleichen Enzym-Typen auf wie die Umgebung. Ahnlich verhélt es sich im Betrieb 3
fur Isolate der Gen-Kombination blasv-12 und blarem-135. Hier tauchen in Isolaten aus dem Stall
jedoch noch zusatzlich E. coli mit einem blacrx.w-Gen auf, die nicht in der
Stallgebaudeumgebung gefunden wurden.
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Tabelle 18: Enzym-Typen der ESBL-/AmpC- E. coli der Langzeitstudie

Betrieb | Zeitpunkt der | Enzym-Typ ESBL-/AmpC- Probenart im Stall | Probenart der
Probenahme positive E. coli Stallumgebung
von n=198
1 2 CTX-M-32 11 STs, UT, KT, SK, ST 50
Fu
CTX-M-32, 1 KT
TEM-1
3 CTX-M-32 1 Mi
2 2 CTX-M-32 24 STs, UT, KT, SK,
SS, TW, Fu
3 CTX-M-14 23 STs, KT, SK, SS, Mi
Fu
CTX-M-14, 1 T™W
TEM-1
3 1 SHV-12, TEM- | 1 STa50
1
SHV-12, TEM- | 1 STal00
135
2 CTX-M-15 1 STs
CTX-M-15, 1 SK
TEM-135
SHV-12, TEM- | 2 KT STal00
135
3 CTX-M-15 17 KT, SK, SS, Fu
CTX-M-15, 5 KT, TW
TEM-135
SHV-12, TEM- | 1 KT
135
SHV-12 1 STa50
4 1 CTX-M-15 5 Mi, STa50, STal50,
STa300, STa1000
CTX-M-15, 2 STal00, STa500
TEM-135
2 CTX-M-15 5 STs, UT, KT, SK,
TW
5 1 CTX-M-1, 1 STs
TEM-1
2 CTX-M-1 29 STs, UT, KT, SK, STa50
SS, TW, Fu, ESO,
uT20
3 CTX-M-1 16 STs, UT, KT, SK, STal00
TW, Fu
6 2 CTX-M-1 12 STs, KT, SK
CTX-M-1, 2 KT
TEM-1
3 CTX-M-1, 2 STs, KT
TEM-1
7 2 CTX-M-1 16 UT, KT, TW, Fu STal00, STa50
CTX-M-1, 10 KT, SK
TEM-1
CTX-M-15, 1 SS
TEM-1
3 CTX-M-15, 1 KT
SHV-1
CTX-M-15 + 1 KT
TEM-135
CTX-M-15, 4 STs, TW, Fu
SHV-1, TEM-
135
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5. Diskussion

Die Erforschung ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien zum besseren Verstandnis der
Resistenzlage, Besiedelungsdynamiken und Transmissionswege ist auf Grund der nach wie
vor grof3en weltweiten Bedeutsamkeit in allen relevanten Feldern voranzutreiben. Beziglich
der Tierart Pute ist die Datenlage noch luckenhaft. Es existieren bis jetzt keine
Querschnittsstudien zur Pravalenz ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien bei Mastputen in
Deutschland. Daruber hinaus sind Publikationen zur Entwicklung der Pravalenz innerhalb
einer Mastperiode sowie im Zusammenhang mit dem Tierbestand bestehende
Transmissionswege zu Puten bisher nicht verfugbar. Die Datenlage konzentriert sich aktuell
vor allem auf Masthiihner, da sie die am weitesten verbreitete Nutzgefliigelart sind (Geser et
al. 2012; Dierikx et al. 2013a; Saliu et al. 2017a). Ob die Resistenzlage bei Enterobakterien
hinsichtlich der Bildung von ESBLsS/AmpCs bei Mastputen vergleichbar ist und sich die
Pravalenzen innerhalb der Mastputenbestédnde analog verhalten, ist nicht geklart. Diese
Wissensliicken sollten mit den validen Daten dieser Arbeit geschlossen werden.

Analog zu den Studien des Forschungsverbundes RESET zu Masthihnern, -schweinen und
Rindern (RESET I, Hering et al. (2014); Hering et al. (2016), Schmid et al. (2013)) wurden in
einer Querschnittsstudie erstmals reprasentativ Mastputenbestande deutschlandweit auf
das Vorkommen ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien hin untersucht. Das einheitliche
Vorgehen der Studien innerhalb des Forschungsverbundes macht die Ergebnisse sehr gut
vergleichbar und erhdht die Aussagekraft (Valentin et al. 2014).

Weiterhin wurden im Rahmen einer Langzeitstudie mittels Probenahme von Tier-, Stall-,
Umgebungs- und Luftproben sieben konventionell bewirtschaftete Mastputenbetriebe
dreimalig innerhalb einer Mastperiode systematisch analysiert. So konnten die
Einzeltierpravalenzen sowie Eintrags- und Verbreitungswege der resistenten Bakterien zum
ersten Mal erfolgreich dargestellt und mit der Datenlage bei Mastschweinen und Masthiihnern
verglichen werden. Das Vorgehen entsprach ebenfalls den vorangegangenen Langzeitstudien
des RESET-Verbundes (RESET II, Laube et al. (2013); Laube et al. (2014); Von Salviati et al.
(2014); Von Salviati et al. (2015)).

5.1 Querschnittsstudie
Vergleich zu Masthdhnchen

Im Rahmen der Querschnittsstudie des Forschungsverbundes RESET zu Masthahnchen
wurden 59 Herden von insgesamt 34 Masthahnchenbetrieben auf das Vorkommen von ESBL-

/AmpC-verdachtige E. coli untersucht. In deren Ergebnis lag die Herden- und auch
53



Diskussion

Betriebspravalenz bei 100 % (Hering et al. 2016). Dies ist deutlich héher als die in dieser
Studie erhobene Pravalenz von 60,4 % fir ESBL-/AmpC-produzierende E. coli in
Putenmastbetrieben (Fisher-Test, p < 0,01). Bei Dierikx et al. (2013a) wurden ebenfalls alle
der 26 Betriebe positiv auf die resistenten Bakterien getestet. Bei 22 der 26 Betriebe lag die
Préavalenz in der Herde dartiber hinaus bei tUber 80%. Auch andere Studien berichten von
hohen Pravalenzen in Geflugelhaltungen (Saliu et al. 2017a).

Im Gegensatz zu den im RESET-Projekt untersuchten Masthdhnchenbetrieben wurden in
diesem Projekt Betriebe identifiziert, deren enthommene Proben vollstandig negativ getestet
wurden. Die Grinde, weshalb einige Betriebe einen positiven, andere einen negativen Status
aufwiesen, waren anhand der erhobenen Daten nicht offensichtlich. Die Nachweisraten der
verschiedenen Probenarten waren in den Masthdhnchenbetrieben mit 82 % positiven
Sammelkotproben (n = 177), 80 % positiven Sockentupferproben (n = 59) und 63 % positiven
Sammelstaubproben (n = 59) signifikant hoher als in den Putenmastbetrieben mit 30,4 % bei
Sammelkot, 39,1 % bei Sockentupfer und 18,5 % bei Sammelstaub. (Fisher-Test fur die
einzelnen Probenarten, p <0,01). Im Vergleich zu den Puten ergab die quantitative
Untersuchung der Sammelkotproben und -staubproben bei den Masthéhnchen eine um ca.
eine Logstufe héhere Zellzahl. Das bedeutet, dass nicht nur die Pravalenz auf Betriebsebene,
sondern auch die Belastung in den einzelnen Proben bei Mastputen niedriger als bei
Masthahnchen ist. Grund hierfir konnte sein, dass auch auf Ebene des einzelnen Tieres die
Pravalenz niedriger ist und in der Folge auch der Anteil positiver Tiere in einer
Sammelkotprobe. Ist der Anteil positiver Tiere niedriger, erklart dies auch die niedrigere
Belastung in den Staubproben. In anderen Studien bei Nutztieren erfolgte meist keine
guantitative Bestimmung der ESBL-/AmpC-bildenden E. coli, so dass die Konzentration an
resistenten Bakterien auf Probenebene und ihre Entwicklung in einer Mastperiode nur mit
wenigen Daten verglichen werden kann. Grund hierfir kénnte sein, dass es sich bei der
guantitativen Untersuchung um eine sehr aufwendige Methode handelt. Eine Bestimmung
lohnt sich jedoch, da die bakterielle Keimzahl ein wichtiger Parameter ist, um das Risiko einer
Verbreitung von antibiotikaresistenten Bakterien abschéatzen zu kénnen.

Bei fast allen phanotypisch im Agar-Diffusionstest ESBL-/AmpC-bildenden E. coli-Isolaten
wurde letztlich eines der vier untersuchten ESBL-/AmpC-Gene gefunden (137/147). Jedoch
waren nur 45 der 137 genotypisch bestétigten Isolate auch quantifizierbar. Das heif3t, dass die
Konzentration an den resistenten Bakterien bei zwei Dritteln der Proben so gering war, dass
sie nur durch einen Voranreicherungsschritt in der Probenbearbeitung nachweisbar wurde. Bei
einem initialen Screening der Betriebe auf ESBL-/AmpC-bildende Bakterien sollte also immer
eine Kultivierung der Bakterien mittels Voranreicherung erfolgen, um die Nachweishaufigkeit
zu erhohen.
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In Masthahnchenhaltungen wird permanent sehr viel Staub produziert, der auch zu einem
grof3en Teil aus Federstaub, Einstreu und Kotpartikeln besteht. Bei den Putenhaltungen wirde
man eine vergleichbare Situation wie bei den Masthdhnchenbetrieben vermuten, findet aber
niedrigere Nachweisraten. Dies kénnte mit den unterschiedlichen Umweltbedingungen wie
Temperatur und Luftfeuchte zusammenhéngen, mit den Haltungsbedingungen, wie der
Belegungsdichte, mit der Aktivitat der Tiere oder auch mit der grundlegenden Beschaffenheit
des Einstreumaterials mit unterschiedlichem Feuchtigkeitsgrad und/oder pH, des Kot sowie
der Hautschuppen und Federn, welche Einfluss auf die Staubentwicklung, -zusammensetzung
und aerogene Ausbreitung der resistenten Erreger nehmen und so Differenzen zwischen den
Pravalenzen der Masthahnchen- und Putenmastbetriebe erklaren kénnten (Sauter et al. 1981;
Guardia et al. 2011; Hering et al. 2014; Zhao et al. 2014; Hering et al. 2016). Systematische
Laborstudien zu diesen Zusammenhéangen wurden hierzu bislang jedoch insbesondere bei
oder im Vergleich zu Puten noch nicht durchgefiihrt.

Auf Grund der im Vergleich zu den anderen Probenarten hohen Nachweisrate in den
Sockentupfern, sind diese eine sehr gut geeignete Probe zur Bestimmung des ESBL-/AmpC-
Status eines Putenmastbetriebes, welche zudem schnell und einfach im Tierstall zu nehmen
ist. Der initiale Nachweis (z.B. im Rahmen eines Monitorings) konnte also beispielsweise
schon durch eine unkompliziert durchfiihrbare Sockentupfer-Probenahme erreicht werden.
Aber auch die Sammelkotproben eignen sich grundséatzlich gut zur Bestimmung des ESBL-
/AmpC-Status. Bei Mastschweinen- und -hihnern der RESET-Studie waren die Pravalenzen
ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien in Sammelkot- und Sockentupfern ahnlich hoch
(Hering et al. 2014; Hering et al. 2016). Jedoch waren auch in diesen Studien die
Nachweishaufigkeiten in diesen beiden Probenarten auch in diesen Studien im Vergleich zum
Staub héher.

Die vergleichende Untersuchung von verschiedenen Probenmaterialien ist eine Besonderheit
der RESET-Studien. Bei den meisten internationalen Studien wurden lediglich Kotproben auf
ESBL-/AmpC-bildende Bakterien hin untersucht (Machado et al. 2008; Costa et al. 2009;
Geser et al. 2012; Ceccarelli et al. 2019). Neben der Pravalenzermittlung unter den Tieren im
Hinblick auf ihre Rolle als Reservoir fir ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien, war das Ziel
der RESET-Studien eine Einschatzung, auf welchen Wegen eine Emission der resistenten
Bakterien in die Umgebung der Tiere erfolgt. Die Entnahme von Proben verschiedenen
Ursprungs erlaubt hierzu erste Riickschlisse.

Hinsichtlich der detektieren ESBL-/AmpC-Genen in den verdachtigen E. coli-Isolaten war im
Gegensatz zu den Puten, bei denen tberwiegend die ESBL-Gene blactx-w gefunden wurden,
bei den Masthahnchen-Isolaten aus dem RESET-Verbund vor allem das Gen blacuy sowie
blasnv-12 dominierend, gefolgt von blacrx.m1 und blarems2 (interne Daten des RESET-I-

Verbundes). Die Ergebnisse anderer Studien bestatigen das haufige Vorkommen dieser Gene
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bei Masthiihnern (Ewers et al. 2012; Dierikx et al. 2013b; Friese et al. 2013a; Ewers et al.
2021). Da bei Puten neben den ESBL-Typen CTX-M-1 auch CTX-M-14 und -15 haufig
vorkamen, bedeutet dies eventuell, dass sich die ESBL-/AmpC-bildenden E. coli bei Pute und
Masthahnchen zumindest auf regionaler Ebene epidemiologisch unterscheiden. Fir valide
Aussagen hierzu sind allerdings weitere Untersuchungen wie u.a. die Bestimmung der
phylogenetischen Gruppe und des Sequenztyps notwendig. Vergleichbare Ergebnisse der
genotypischen Untersuchung ergab die zu Puten durchgeflhrte Studie im Vereinigten
Konigreich (Randall et al. 2011), die ebenfalls die ESBL-Typen CTX-M-14, -M-15 und -M-1
haufig nachwiesen. Die in dieser Studie seltener nachgewiesenen Typen CTX-M-55, -M-27
und -M-32 wurden bereits beim Masthuhn und bei der Pute isoliert (Cortés et al. 2010; Randall
et al. 2011; Zhang et al. 2016). Ebenfalls selten wurde der SHV-12-Typ detektiert, der
wiederum in Untersuchungen von Putenmastherden bei Dolejska et al. (2011) dominierte. Der
AmpC-Beta-Laktamase Typ CMY-2 wurde sporadisch in der vorliegenden Studie
nachgewiesen. In anderen Studien bei Mastputen wurde meist nicht auf diesen AmpC-Typ hin
untersucht (Dolejska et al. 2011; Randall et al. 2011). Da blacuy in zahlreichen Studien bei
Broilern das dominierende Gen war (Smet et al. 2008; Laube et al. 2013), wird die Vermutung
gestlitzt, dass kein enger epidemiologischer Zusammenhang zwischen den Isolaten der
beiden Geflugelarten besteht. Da sich abgesehen von den Studien zu Broilern wenige
Publikationen mit dem Vorkommen der AmpC-bildenden Bakterien bei Tieren beschéftigen,
sondern meist eine Fokussierung auf die ESBL-Gene erfolgt, kbnnten hier weiterfiihrende
Studien die Wissenslicke schlie3en.

Vergleich zu Mastschweinen

Im Vergleich der europaischen Lander stellt sich die Resistenzlage mit einem starken Gefalle
dar. Im Norden wurden verbreitet sehr niedrige Pravalenzen ESBL-bildender E. coli von unter
1% beobachtet, wahrend in Stideuropa die Mastschweinebestéande hochpréavalent waren. Die
hochsten Préavalenzen wurden hier in Spanien mit Gber 80% ermittelt (Berg$pica et al. 2020).
Auch die Pravalenz in 48 untersuchten deutschen Schweinemastbetrieben war mit 85,4 %
ESBL-/AmpC-verdachtigen Betrieben sehr hoch und zudem signifikant héher als bei den in
dieser Studie untersuchten Putenbetrieben (Fisher-Test, p < 0,01) (Hering et al. 2014). Die
Nachweisraten in den einzelnen Probenarten aus den Schweinebetrieben waren bei
Sammelkot mit 61,5 % verdachtigen Proben und Sockentupfer mit 54,2 % ebenfalls deutlich
hoher (Fisher-Test, p <0,01), beim Sammelstaub mit 10,5 % ahnlich hoch (Fisher-Test,
p > 0,05) wie bei den hier untersuchten Putenmastbetrieben. Da sie oft ohne Einstreu gehalten
werden, fallt bei den konventionellen Schweinemastbetrieben weniger Staub an, der vor allem

aus Futterstduben besteht und bei der Sammlung wahrscheinlich auch schon langer
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abgelagert war. Dies erklart die niedrigen Nachweisraten ESBL-/AmpC-bildender
Enterobakterien in den Staubproben aus Schweinehaltungen.

Die Enzymtypen waren bei den ESBL-/AmpC-Isolaten der Mastschweinebetriebe fast
ausschlieBlich CTX-M-1, welche auch in den Putenhaltungen vorrangig zu finden waren. Die
sporadisch bei Puten detektierten ESBL-Typen CTX-M-9, -14, -15, TEM-52, SHV-12 oder
CMY-2 traten auch bei Schweinen selten auf. Der bei Schweinen nachgewiesene ESBL-Typ
CTX-M-24 wurde bei Puten jedoch nicht gefunden.

Vergleich zu Rindern

Bei 45 in Bayern untersuchten Rinderbetrieben lag die Betriebspravalenz fur ESBL-bildende
E. coli bei 86,7 %, also auch signifikant hdher als in den Putenmastbetrieben (Fisher-Test,
p < 0,01) (Schmid et al. 2013). Die Nachweisraten der einzelnen Probenarten waren fir alle
drei (Sammelkot: 34,4 %, Sockentupfer: 27,3 % und Sammelstaub: 15,4 %) &hnlich wie in der
vorliegenden Studie (Fisher-Test, p>0,05). Auch hier erfolgten Nachweise der
Resistenztrager v.a. im Sockentupfer und am wenigsten in der Staubprobe. Bei Kalbern
wurden signifikant haufiger ESBL-bildende E. coli gefunden als bei Kithen (55,7% vs. 37,3%,
p=0,002, Schmid et al. (2013)). Eine kirzlich durchgefiihrte Studie zum Vorkommen ESBL-
bildender Enterobakterien bei Kalbern beschreibt sogar eine Pravalenz von 96,5% auf
individueller Ebene (Waade et al. 2021). Auch Heuvelink et al. (2019) ermittelten in den
Niederlanden bei den jingeren Tieren die hdohere Pravalenz. Sie stellten zudem fest, dass
auch die Menge der ausgeschiedenen ESBL-/AmpC-bildenden E. coli bei Kalbern groRer war
als bei élteren Tieren.

Auch bei den in der vorliegenden Studie untersuchten Mastputen unterschieden sich die
Keimzahlen der Sammelkotproben der beiden Altersgruppen signifikant. Die jungeren Tiere
schieden in gré3erer Menge ESBL-/AmpC-bildende E. coli aus. Die Pravalenzen liegen bei
beiden Altersgruppen der Puten mit 29,8% unter jener der Kiithe und Kélber in der Studie von
Schmid et al. (2013). In anderen Pravalenzstudien konzentrieren sich die Untersuchungen oft
nur auf eine Altersgruppe, so dass zu den Pravalenzen in den verschiedenen Altersgruppen
wenig vergleichbare Daten verfligbar sind.

Die Enzymtypen wurden in den ESBL-/AmpC-Isolaten der Rinder wie bei den Isolaten der
Putenbetriebe fast ausschlieBlich dem CTX-M-Typ zugeordnet, mit CTX-M-1 als
dominierenden Typ, gefolgt von CTX-M-14 und CTX-M-15.

57



Diskussion

Weitere Einflussfaktoren auf die Préavalenz

Als Ursache, fur die im Vergleich zu Masthahnchen niedrigere Pravalenz, kénnten die
antibiotischen Behandlungen vermutet werden. Bei 25 der 45 Aufzuchtherden und 44 der 47
Mastputenherden wurden Antibiotika eingesetzt. Von 19 Aufzuchtherden mit positivem ESBL-
/AmpC-E. coli-Status erhielten neun Antibiotika und von 26 mit negativem Ergebnis wurden 16
antibiotisch behandelt. Es gab sowohl negative Mast- als auch Aufzuchtherden, die eine hohe
Anzahl antibiotischer Behandlungen vorwiesen (siehe Anhang, Tabelle 24). Die Pravalenz
scheint also auch von anderen Faktoren als der Antibiotikagabe beeinflusst zu sein, wie bei
Masthahnchen bereits geschlussfolgert wurde (Hiroi et al. 2012).

Die Bio-Haltungsform und ein Verzicht auf antibiotische Behandlungen ist im Vergleich zur
konventionellen Haltung von Broilern mit einem geringerem Auftreten von Resistenzen
assoziiert (Pesciaroli et al. 2020). Obwohl Resistenzen durchaus ohne eine Verabreichung
von Antibiotika auftreten kbnnen (Projahn et al. 2018a), scheint es Zusammenhénge zwischen
den eingesetzten Antibiotika und den Resistenzprofilen zu geben (Luiken et al. 2019).

Wie den Daten der Querschnittsstudie entnommen werden kann, ist die Ausstattung mit
betriebs- oder stalleigener Kleidung sowie Stiefeldesinfektion sehr unterschiedlich, so dass die
Gefahr eines Eintrags in den Tierbestand durch kontaminierte Ausriistung gegeben sein kann.
Die Befragung in der Querschnittsstudie zeigte, dass bestimmtes Equipment, wie Waage,
Futterwagen oder Reinigungsgegenstidnde, nur bei vereinzelten Betrieben einer
Zwischendesinfektion unterzogen wurden. Ebenso gab es stalleigene
Ausristungsgegenstande bei nicht einmal einem Viertel der Betriebe. Das Personal kann auch
selbst Trager einer Resistenz sein und bei engem Kontakt als Vektor fungieren (Huijbers et al.
2014; Hering et al. 2016). Da fehlende Ausstattung des Personals mit personlicher
Schutzausristung das Risiko einer oral-fakalen Infektion erhohen kann (Franceschini et al.
2019), stellt dies auch umgekehrt ein hoheres Risiko fir eine Ubertragung auf die Tiere dar.
Auch bei strenger Verwendung von stalleigener Kleidung oder gar personelle Trennung der
Betreuung der Produktionsabschnitte oder Betriebsteile (Aufzucht und Mast) kann ein Eintrag
der resistenten Bakterien in den Tierbestand gegeben sein, sofern das Hygienemanagement
durch ineffiziente Reinigung und Desinfektion mangelhaft ist (Hiroi et al. 2012; Dierikx et al.
2013b).

Alle AuRenanlagen um die beprobten Stélle werden regelmaldig einer Nassreinigung
unterzogen. Jedoch wurden diese nur in 16 von 45 bzw. 18 von 47 Féllen (Aufzuchtstalle bzw.
Maststélle) einer Desinfektion unterzogen, so dass bei kontaminierter Stallumgebung ein
Eintrag in die Tierumgebung mit deren Kolonisierung wahrscheinlicher ist. Eine Nassreinigung
unter Hochdruck und anschlieRender Trocknung erfolgte in allen Betrieben vor Neubelegung
mit Tieren. In fast allen Betrieben wurden zudem mindestens Tranken, Futtertrége, Boden und
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Wwande desinfiziert. Die Decken und Luftschachte wurden hingegen weniger konsequent
desinfiziert, so dass auch hier ein Risiko des spateren Eintrags in die Umgebung frisch
eingestallter Tiere besteht. Wie bereits bei Masthahnchen dargestellt wurde, ist nicht nur eine
Kolonisierung durch ein mangelhaftes Hygienemanagement mdglich, sondern auch eine
horizontale Transmission zwischen Herden auf demselben Betrieb (Daehre et al. 2018).

Interessanterweise erfolgte in einem Betrieb grundsatzlich keine Desinfektion der
Geratschaften, Stédlle sowie Auflenanlagen und es gab keine Reinigungs- und
Desinfektionsmoglichkeiten fir die Hande und Stiefel, jedoch konnten hier keine ESBL-/AmpC-
bildenden Enterobakterien nachgewiesen werden. Die Tiere dieses Betriebes erhielten im
Verlauf ihrer Mast auch keine antibiotische Behandlung. Da es sich bei diesem Betrieb dem
Studiendesign gemalf ebenfalls um eine konventionelle Putenhaltung handelt, gab es in den
Haltungsbedingungen oder der Haltungseinrichtung keine auffalligen Unterschiede, welche
den negativen Status erklaren kénnten. Die Briiterei, aus der die Kilken stammten, belieferte
auch andere Betriebe dieser Studie, die jedoch ihrerseits einen positiven Status erhielten.

Wie aus den Erhebungen der Querschnittsstudie hervorgeht, werden Flachen um die
Putenmastbetriebe dartber hinaus oft nicht betriebseigen bewirtschaftet, weshalb das
Eintragsrisiko aus der weiteren Stallumgebung fur den Tierbestand schwer abzuschatzen und
letztlich zu kontrollieren ist. Auch hier ergibt sich ein gewisses Risiko des vektorvermittelten
Eintrags.

Untersuchung verschiedener Enterobakterienspezies

Pravalenzstudien zu ESBL-/AmpC-bildenden Enterobakterien konzentrieren sich fast
ausschlieBBlich auf E. coli als Indikatorkeim. Es sind kaum Untersuchungen zu anderen
Enterobakterien zu finden. Machado et al. (2008) fanden in Gefliigelfleisch- und
Schweinekotproben Klebsiella ssp. (4/18) und Citrobacter ssp (2/18), jedoch ausschlieBlich
E .coli (11/18) in den Geflligelkotproben. Die 35 bzw. 20 untersuchten Proben stellen hierbei
eine vergleichsweise geringe Stichprobenmenge dar. Zudem stammten die Kotproben aus
extensiven Tierhaltungen, was die Vergleichbarkeit mit der hier zu betrachtenden Studie
einschrankt. Geser et al. (2012) untersuchten Kotproben verschiedener Nutztiere ebenfalls auf
andere Enterobakterien, wurden in den Hihnerkotproben jedoch nicht flindig. Lediglich je ein
Isolat Enterobacter ssp. (1/91) und Citrobacter ssp. (1/91) wurden in einer Schaf- bzw. einer
Kalberkotprobe detektiert. Reich et al. (2013) wiesen in zwei Proben von
Gefligelschlachtkérpern Proteus ssp. (2/70) und in zwei Gefligelkotproben Enterobacter ssp.
(2/51) nach. Die fur die Laboranalyse verwendeten Medien differieren in den hier aufgezéhlten
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Studien teilweise, was eine geringere Nachweisrate erklaren konnte. Jedoch wurden alle
Proben ebenfalls einem Voranreicherungsverfahren unterzogen.

In dieser Studie wurden alle phanotypisch unterscheidbaren Kolonien untersucht. Neben
E. coli wurde im Vergleich zu den anderen Studien eine gréf3ere Vielfalt an anderen ESBL-
/AmpC-bildendenden Enterobakterien, wie Proteus ssp. (24/48), Klebsiella ssp. (10/48),
Enterobacter ssp. (7/48), Escherichia ssp. (5/48) und Citrobacter ssp. (2/48), gefunden.

5.2 Langzeitstudie und Transmissionswege
Entwicklung der Einzeltierpravalenzen und Keimzahlen im Laufe einer Mastperiode

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass sich die Resistenzlage Uber die Lange der
Mastdauer, welche bei weiblichen Puten ca. 16-17 und bei den mannlichen Tieren ca. 20-21
Wochen betrégt, in verschiedene Richtungen entwickeln kann. Die Einzeltierpravalenzen
steigen vom ersten zum zweiten Zeitpunkt signifikant an. Zwischen den beiden Altersgruppen
Aufzucht (Zeitpunkt 1) und Mast (Zeitpunkt 2 + 3), wurde hingegen kein signifikanter
Unterschied festgestellt. In den hier untersuchten Mastputenbetrieben waren am Mastende
zwei von sieben Betrieben ESBL-/AmpC-negativ, bei drei anderen sank die
Einzeltierpravalenz im Mastverlauf. Bei den Ubrigen zwei Betrieben blieb die Einzelpravalenz
gegen Ende der Mast im Vergleich zum zweiten Beprobungszeitpunkt auf hohem Niveau stabil
oder stieg sogar noch an. Die Ausbreitung im Stall erfolgt v.a. fakal-oral Gber kontaminierte
Einstreu, Troge oder Tranken. Der luftgetragene Weg scheint keine groRere Rolle zu spielen,
obwohl auch in der vorliegenden Studie vereinzelt Staubproben ESBL-/AmpC-E. coli positiv
waren. Eine Begriindung fiir das scheinbare Verschwinden der resistenten Bakterien bei zwei
Betrieben zum Mastende hin ist schwierig. Man kénnte eine unterschiedliche Anwendung von
Antibiotika in den Betrieben vermuten. Wie Tabelle 8 zu entnehmen ist, haben jedoch alle
Betriebe zum zweiten und auch zum dritten Untersuchungszeitpunkt Antibiotika, bis auf eine
Ausnahme einschlie3lich Beta-Laktam-Antibiotika, eingesetzt. Die Gabe anderer als Beta-
Laktam-Antibiotika kann durch Co-Selektion die Entstehung einer Beta-Laktam-Resistenz
beglnstigen, da die verschiedenen Resistenzgene oft auf demselben Plasmid lokalisiert sind
(Gniadkowski 2001; Canton und Coque 2006). Da Determinanten flir Antibiotika- und Biozid-
Resistenzen ebenfalls auf dem gleichen Plasmid lokalisiert sein kdnnen, ist auch hier die
Gefahr einer Co-Selektion gegeben, sofern Biozide im Rahmen des Reinigungs- und
Desinfektionsverfahrens eingesetzt werden (Roedel et al. 2021). Das hé&ufigste bei den
Mastputenbestanden dieser Studie eingesetzte Biozid war Peroxyessigséaure.

Neben etwaigen antimikrobiellen Therapien sind auch andere Einflussfaktoren zur

beriicksichtigen. Bei Broilern wurde bereits beschrieben, dass eine Besiedelung mit ESBL-
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/AmpC-bildenden Bakterien auch voéllig ohne Antibiotikagabe erfolgen kann (Huijbers et al.
2016; Projahn et al. 2018a; Van Hoek et al. 2018; Robe et al. 2019). Die Persistenz von
resistenten Bakterien in der Tierumgebung wirkt sich beeinflussend auf die Pravalenz der
Tierproben aus (Hiroi et al. 2012; Daehre et al. 2018). Da Umgebungsproben, wie z.B. der
Mist, in der vorliegenden Studie positiv getestet wurden, kann von einem Eintrag resistenter
Bakterien in den Tierbestand durch kontaminierte Umgebung ausgegangen werden. Betrieb 5
mit einer Einzeltierpravalenz von 100% wies zum zweiten Beprobungszeitpunkt eine positive
Nullprobe des Maststalls auf, in welchen die Tiere nach der Aufzuchtphase verbracht wurden.
Hier ist also spatestens nach Umstallung der Tiere die Wahrscheinlichkeit einer Kolonisierung
mit den resistenten E. coli sehr hoch und resultiert mdglicherweise in einer hohen Pravalenz.
Auch weitere Eintragsquellen aus der Produktionskette kommen in Frage, wie beispielsweise
die Bruterei und der Schlachthof (Projahn et al. 2017; Von Tippelskirch et al. 2018; Dame-
Korevaar et al. 2019). In dieser Studie fielen keine offensichtlichen Unterschiede im
allgemeinen Management auf. Detailliertere und vergleichende Untersuchungen z.B. zur
Fithess und Tenazitat der spezifischen Isolate unter verschiedenen Umweltbedingungen
kénnten mehr Erkenntnisse zu dieser Thematik generieren.

Der ESBL-/AmpC-negative Status der Betriecbe Nr. 1 und 4 zum Ende der Mast deutet
daraufhin, dass der Kreislauf der Kolonisierung von Tieren durch deren kontaminierte
Umgebung und somit einer erneuten Kontamination der Umgebung durch die Ausscheidung
der Bakterien mit dem Kot unterbrochen wurde. Lediglich eine Mistprobe im Auflenbereich
wurde positiv getestet. Da bei Betrieb 1 bereits zur Mastmitte in den drei der acht
guantifizierbaren Kloakentupfern geringe Keimzahlen gefunden wurden, scheinen die Tiere
bereits zu diesem Zeitpunkt eher schwach kolonisiert gewesen zu sein. Betrieb 4 war schon
in der Mitte der Mast mit 5 % positiven Kloakentupfer eher niedrigpravalent, Betrieb 1 lag mit
40 % im mittleren Bereich. Beide Betriebe wiesen allerdings zum Zeitpunkt 2 noch
verschiedene ESBL-/AmpC-positive Tierumgebungsproben auf (Tabelle 14).

Ein besonderes Ergebnis der Langzeitstudie bei Masthahnchen waren ESBL-/AmpC-E. coli-
positive frisch eingestallten Kiiken (Alter 1-3 Tage) in sechs von sieben Betrieben (Laube et
al. 2013). Auch waren die Tierumgebungsproben aus dem Stall zu diesem frihen
Untersuchungszeitpunkt schon ESBL-/AmpC-positiv. Bei allen sieben Betrieben wurde
aulRerdem zu jedem Beprobungszeitpunkt mindestens eine Probe positiv getestet. In keinem
der hier untersuchten Mastputenbetrieben wurden die Eintagskiken positiv getestet. Es ist
jedoch anzumerken, dass bei zwei der sieben Putenmastbetriebe in den Einzeltierproben der
Eintagskuken noch keine E. coli-Bakterien nachgewiesen werden konnten. Da die Darmflora
der Kiken also offenbar noch nicht ausreichend entwickelt war, héatte auch eine etwaige
Besiedelung mit resistenten Bakterien im Darm nicht detektiert werden kénnen. Es ist davon
auszugehen, dass die Belastung bei den eingestallten Tieren von zumindest flnf der sieben
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Betriebe nicht vorhanden bzw. so niedrig war, dass sie mit unserer Probenahme sowie
Labormethode unterhalb des Detektionslimits lag. Beide Verfahren wurden jedoch identisch
zu der Studie in Masthahnchenbetrieben und nach europdischem Standard (EFSA)
durchgefuhrt. In Betrieb 5 wurden zum ersten Beprobungszeitpunkt in einer
Sockentupferprobe ESBL-bildende E. coli detektiert. Jedoch konnte die Probenahme in
diesem Betrieb aus organisatorischen Grinden nicht am Tag der Einstallung der
Eintagskiken, sondern erst zwei Tage spéater erfolgen. Die Kloakentupfer wurden zu diesem
Zeitpunkt alle negativ getestet. Dies weist darauf hin, dass die resistenten Bakterien nicht
vorranging durch die Eintagskiken in den Betrieb eingeschleppt werden. Da alle anderen
Proben im Stall sowie die Nullproben, welche vor Einstallung enthommen wurden, ebenfalls
negativ waren, ist nicht davon auszugehen, dass gréRere Erregermengen bereits bei
Einstallung der Kiken im Stall vorhanden waren. Dabei ist allerdings die begrenzte
Probenanzahl und auch das Detektionslimit zu berlicksichtigen, da zu diesem frilhen Zeitpunkt
die Erregerlast ggf. noch sehr gering ist und dadurch eventuell trotz des in der Studie
angewandten, sehr sensitiven Verfahrens die resistenten Bakterien nicht detektiert werden
konnten. Denn schon eine geringfligige Kontamination hatte ggf. ausgereicht, um eine
Besiedelung der eingestallten Kiken zu initiieren, wie bereits durch experimentelle Inokulation
geringster Mengen ESBL-/AmpC-bildender E. coli in eine Masthihnerherde bewiesen wurde
(Robe et al. 2019).

Beim Masthahnchen lagen die Einzeltierpravalenzen zu den verschiedenen
Probenahmezeitpunkten im Vergleich zu den Mastputen héher, verbunden mit einem Anstieg
zum Mastende in flinf von sieben Betrieben. Dies war auch in Betrieben der Fall, in welchen
kein oder nur einmalig zum Mastbeginn Antibiotika eingesetzt wurden (Laube et al. 2013). Eine
weitere Studie zu Masthahnchen ermittelte wahrend einer Mastperiode mittels siebenmaliger
Beprobung stark schwankende Pravalenzen (Huijbers et al. 2016). Ein grof3er Unterschied zu
den Mastputen ist die Mastdauer, die beim Masthahnchen mit ca. 35 Tagen wesentlich kiirzer
ist. Masttag 35 lag bei den in dieser Studie beprobten Puten noch vor der zweiten
Probenahme. Mdglicherweise zeigt die Bestandskinetik tber eine langere Haltungsdauer
hinweg grundsatzlich einen Abfall der Pravalenz, der jedoch bei der vergleichsweise kurzen
Mastdauer der Masthiihner noch nicht festzustellen war. Unterstiitzt wird diese Vermutung
durch eine Langzeitstudie zur Pravalenz AmpC-bildender E. coli in Masthahnchen-
Elterntierherden, bei denen die Wissenschaftler wahrend des 34-wdchigen
Untersuchungszeitraumes ebenfalls ein starkes Abfallen der Einzeltierpravalenzen und in den
Keimzahlen dokumentierten (Dame-Korevaar et al. 2017). Bei einer vergleichenden Studie zu
Masthahnchen und Legehennen ermittelten Blaak et al. (2015) bei Letzteren eine niedrigere
Pravalenz und fuhrten dies auf das hohere Alter und den geringeren Antibiotikaeinsatz zurtick.
Eine Langzeitstudie zu Mastgénsen wiederum, welche eine &hnliche Mastdauer haben wie
Puten, zeigte einen Anstieg der Pravalenz in der ersten Phase der Mast. Zum letzten

62



Diskussion

Beprobungszeitpunkt fiel in der einen untersuchten Herde die Préavalenz ab, bei der anderen
blieb sie auf hohem Niveau stabil (Massaccesi et al. 2021). Das Haltungssystem unterscheidet
sich jedoch von jenem der Puten und Broiler, da es sich bei den untersuchten Herden um
Freilandhaltungen handelt. Die Zusammensetzung des Mikrobioms der Tiere kénnte daher
starker umweltbedingt beeinflusst sein.

Im Vergleich zur Pute verhielt sich die Einzeltierpravalenz beim Mastschwein ahnlich. Diese
fiel zwischen der ersten Probenahme, kurz nach Einstallung der ca. acht Wochen alten Tiere
aus dem Aufzuchtbetrieb, und der zweiten Probenahme (Mastmitte) signifikant ab (Von Salviati
et al. 2014). Auch hier konnte man demnach ein sinkender Verlauf der ESBL-/AmpC-E. coli-
Nachweisraten mit langer Haltungsdauer der Tiere verzeichnet werden. So auch in einer
niederlandischen Langzeitstudie, wahrend der nicht nur die Pravalenz auf Probenebene sank,
sondern einige Betriebe im Studienzeitraum sogar einen komplett negativen ESBL-Status
erwarben, wie dies auch in dieser Studie bei den Putenbetrieben der Fall war (Dohmen et al.
2017). Auch Hansen et al. (2013) beobachteten bei Mastschweinen einen Abfall der
Einzeltierpravalenz Gber den Untersuchungszeitraum hinweg.

Eine Langzeitstudie bei in Freiland gehaltenen Mastkélbern aus den USA ergab eine
schwankende Entwicklung der Einzeltierpravalenz. Bereits zum ersten Beprobungszeitpunkt
in einem Alter von bis zu drei Monaten waren 59,8% der Tiere mit ESBL-bildenden Bakterien
besiedelt. Die Pravalenz stieg in der Folge bis auf 73,9% bei einem Alter von sechs bis neun
Monaten an, um dann zuletzt bei einem Alter von neun bis zwdlf Monaten auf 6,2% abzufallen.
Interessanterweise wechselte die Genvariante von CTX-M1 und CTX-M32 bei der ersten
Probenahme, auf CTX-M15 beim letzten Zeitpunkt. Bei der untersuchten Herde wurden
wahrend des einjahrigen Untersuchungszeitraumes keine Antibiotika eingesetzt (Mir et al.
2018). Eine weitere niederlandische Langzeitstudie bei Mastkélbern ermittelte Uber den
Untersuchungszeitraum hinweg ebenfalls einen Abfall der Pravalenz mit haufigem Nachweis
der CTX-M1 und -M15 Typen (Hordijk et al. 2013).

Die quantitative Untersuchung der Proben ergab bei Von Salviati et al. (2014) eine Reduktion
der Zellzahlen im Laufe der Mast, analog zu Hansen et al. (2013). Ein vergleichbares
Geschehen konnte bei den Puten nicht festgestellt werden (Tabelle 15 und Tabelle 23). Bei
den Sammelkot-, Sammelstaub-, Sockentupfer- und Trinkwasserproben konnte eine
Reduktion der Zellzahlen der ESBL-verdachtigen E. coli um ca. eine Logstufe beobachtet
werden. Bei den Kloakentupfern stagnierte die Anzahl im selben Zeitraum auf der gleichen
Logstufe. Bei den Umgebungstupfern stieg die Zellzahl sogar um eine Logstufe an. Es zeigt
sich also ein uneinheitliches Bild im Ergebnis der quantitativen Analyse der ESBL-
verdachtigen E. coli in den verschiedenen Probenmaterialien. Zum ersten
Probenahmezeitpunkt war, bis auf eine Sockentupferprobe, keine einzige Probe

guantifizierbar. Eine Beobachtung des Verlaufs Uber die gesamte Mastperiode hinweg ist
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daher nicht mdoglich. Einzelne Betriebe wiesen dartber hinaus nur zu einem der drei
Probenahmezeitpunkten (n=3/7) oder Uberhaupt keine quantifizierbaren Kloakentupfer (n=1/7)
vor. Die eingeschrankte Quantifizierbarkeit der Proben bei den Mastputen steht im Gegensatz
zu den longitudinalen Untersuchungen bei Schwein und Broiler, bei denen bereits zum ersten
Probenahmezeitpunkt bei vielen Proben die Detektionsgrenze flr die quantitative Bestimmung
erreicht wurde (Laube et al. 2013; Von Salviati et al. 2014).

In den ersten Lebenswochen entwickelt das gastrointestinale Mikrobiom eine rapide
zunehmende Diversitat (Videnska et al. 2014; Ballou et al. 2016; Rychlik 2020). Bis die
Darmflora sich stabilisiert, variiert ihre Zusammensetzung, Bakterienstamme konkurrieren
miteinander und ihr Vorkommen ist folglich transient (Coloe et al. 1984; Lu et al. 2003). Die in
den ersten Lebenstagen die Darmflora dominierenden Enterobakterien nehmen im Laufe der
Zeit ab (Videnska et al. 2014). Folglich wirde auch eine Préavalenz von resistenten Bakterien
beeinflusst. Auf die Entwicklung des gastrointestinalen Mikrobioms wirken viele Faktoren. so
dass einzelne Bakterienspezies persistieren, andere wiederum verschwinden (Stanley et al.
2014; Dame-Korevaar et al. 2017; Feye et al. 2020). Fur Campylobacter jejuni wurde bei
Masthihnern bereits dargestellt, dass sich die Zusammensetzung des Mikrobioms auf das
Kolonisierungspotenzial von Bakterien auswirken kann (Han et al. 2017). Das Mikrobiom bei
aus der Bruterei stammenden Kiken unterscheidet sich beispielsweise signifikant von jenem
der durch Hennen ausgebriteten Kiken, da die Besiedelung des Darms maf3geblich davon
beeinflusst wird, welcher bakteriellen Flora die Kiken nach dem Schlupf erstmals ausgesetzt
sind (Rychlik 2020). Auch das Einstreumaterial kann einen Einfluss auf die Pravalenz haben.
Vermutet wird, dass durch eine hoéhere Einstreumenge die Aktivitéat der Tiere erhdht und sie
dadurch oral mehr mikrobielles Material aufnehmen (Robe et al. 2019). Stroh soll im Vergleich
zu Hobelspanen das Risiko einer Kolonisierung erhéhen (Cressman et al. 2010; Guardia et al.
2011; Persoons et al. 2011; Robé et al. 2021). Da sich die Haltungsbedingungen von Puten
und Masthihner unterscheiden, kann dies auch Unterschiede in der Entwicklung des
intestinalen Mikrobioms zur Folge haben. Nach der Aufzucht werden konventionell gehaltene
Puten im Gegensatz zu Masthédhnchen oft in frei bellifteten Stéllen gehalten. Verbreitet ist auch
der Anbau von fir die Tiere zuganglichen Veranden. Der mikrobielle Austausch mit der
Umgebung um die Tierstalle ist also mdglicherweise intensiver als bei Masthiihnern. Das
intestinale Mikrobiom kann durch diesen Austausch im Laufe einer Mastperiode modifiziert
werden. Es spielt eine Rolle, in welchem Entwicklungsstand des intestinalen Mikrobioms das
Individuum mit dem konkurrierendem Bakterium in Kontakt kommt (Jurburg et al. 2019). Mit
zunehmender Diversitat ist eine Kolonisierung méglicherweise nicht mehr so effizient, wie dies
direkt nach dem Schlupf der Fall ware. Komplexe Einflussfaktoren kdnnen Griinde fur die
unterschiedlichen Reaktionen der Herden sein. Im Ergebnis stagniert die Pravalenz bei einigen
Herden auf hohem Niveau, bei anderen steigt sie auf nur wenige positive Proben an und
wieder bei anderen nimmt sie ab, teilweise bis unter die Detektionsgrenze. Bei weniger
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erfolgreicher Kolonisierung erfolgt ein Eintrag der resistenten Bakterien zum Beispiel aus der
durch den vorangegangenen Mastdurchlauf kontaminierten Umgebung in den Tierbestand mit
dem Ergebnis positiver Proben, jedoch nicht zwangslaufig mit hoher Préavalenz (Daehre et al.
2018).

Wissenschatftler fiihrten kirzlich im humanmedizinischen Bereich eine Studie zur Persistenz
ESBL-bildender E. coli und Klebsiella pneumoniae durch und schlussfolgerten aus ihren
Ergebnissen einen moglichen Zusammenhang zwischen dem vorherrschenden Genotyp bzw.
den Genkombinationen und anhaltender Besiedelung mit den resistenten Bakterien (Van
Duijkeren et al. 2018). Auch in der vorliegenden Studie kénnte dies auf die Pravalenz Einfluss
genommen haben. Publikationen mit analogen Fragestellungen sind bei Tieren allgemein
bislang nicht verfigbar. Dass Bakterienstamme mit bestimmten genetischen Eigenschaften
eher die Fahigkeit besitzen zu persistieren als andere, wurde bei Masthuhn-Elterntierherden
jedoch bereits vermutet (Dame-Korevaar et al. 2017).

Einflussfaktor Hygiene

Das den Tierbestand betreuende Personal kann als Risikofaktor flir eine Besiedelung
fungieren, entweder als Vektor, bspw. durch kontaminierte Kleidung, Transportmittel, oder
auch als eigener Resistenztrager (Huijbers et al. 2014; Hering et al. 2016). Weiterhin kann ein
Eintrag oder ein Verbleib der resistenten Bakterien in den Tierbestand bei mangelhafter
Reinigung und Desinfektion gegeben sein (Hiroi et al. 2012; Dierikx et al. 2013b; Daehre et al.
2018). Mitunter kann eine Desinfektion bei zuvor durchgefiihrter unzureichender Reinigung
ineffizient sein. Auch bei Zubereitung der Desinfektionsgebrauchslésung nach
Herstellerangaben kommt es vor, dass Enterobakterien nicht ausreichend eliminiert werden
(Luyckx et al. 2017). Kritische Punkte mittels Desinfektionskontrollen zu ermitteln, ist umso
wichtiger, da an diesen auch nach erfolgter Desinfektion eine bakterielle Kontamination
nachgewiesen werden kann (Luyckx et al. 2015). Eine mangelhafte Desinfektion kann auch
deshalb ein Problem darstellen, da Desinfektionsmittel im Verdacht stehen, durch Co-
Selektion die Entstehung von Resistenzen zu férdern (Roedel et al. 2021).

Als Einschleppungswege kommen kontaminierte Gerate, welche stalliibergreifend benutzt
werden, wie Einstreumaschinen und Werkzeuge etc. in Frage. Auch die persdnliche Hygiene
kann eine Rolle bei der Verbreitung der resistenten Bakterien spielen. Eine héhere Anzahl der
Personen, die Zugang zu der Tierhaltung haben, wurde als Risikofaktor identifiziert (Mo et al.
2016a). Um einen Eintrag in die direkte Tierumgebung zu verhindern, sollten Stiefelreinigung,
Desinfektionsmatten oder -wannen sowie Handwaschbecken und Handedesinfektion im
Betrieb Verwendung finden, ebenso wie betriebs- oder stalleigene Kleidung. Nicht alle
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Betriebe dieser Studie waren dementsprechend ausgeristet. Zudem wurden bestimmte
Gegenstande (wie Reinigungsequipment, Futter- und Einstreuwagen sowie Werkzeuge) fur
mehrere Stélle innerhalb des Betriebes benutzt und nicht zwischendurch desinfiziert. Ebenso
erfolgte eine Desinfektion der Decken, Luftschachte und die Aulenanlagen weniger
konsequent, so dass bei kontaminierter Stallumgebung ein Eintrag in die Tierumgebung mit
deren Kolonisierung hier wahrscheinlicher ist.

In einer Studie zur Pravalenz ESBL-bildender E. coli in den ersten Lebenstagen einer
Masthihnerherde zeichnete sich ab, dass der ESBL-Status der Umgebung wahrscheinlich
einen Einfluss auf den spéateren ESBL-Status der Herde hat (Dierikx et al. 2018). Trotz positiver
Elterntierherden erwarben die Herden in experimentell ESBL-frei gehaltener Umgebung im
Laufe der Mast keinen positiven Status, was verdeutlicht, dass der vertikalen Transmission
gegenuber der horizontalen Transmission die geringere Bedeutung zukommt. Dennoch tragen
beide Ubertragungswege zur Verbreitung der resistenten Bakterien offenbar bei (Dame-
Korevaar et al. 2019).

Transmission vom Stall in die Stallumgebung

Es kann festgehalten werden, dass die Stallumgebungsproben der Putenmastbetriebe eher
wenig kontaminiert waren, da die wenigen positiven Proben nicht quantifiziert werden konnten.
Dies deutet auf sehr geringe Keimkonzentrationen in den Probenmaterialien hin. Einzelne
Mistproben wurden jedoch ESBL-/AmpC-positiv getestet, so dass ein fakaler Verbreitungsweg
mdglich scheint. Eine Verbreitung der resistenten Bakterien in die Umgebung der untersuchten
Putenmastbetriebe ist daher jedoch insgesamt als weniger relevant einzuschatzen. Ein
potenzieller Austrag von ESBL-/AmpC-E. coli aus Putenmastbetrieben scheint genauso wie
eine Einschleppung der ESLB/AmpCs Uber die gering kontaminierte Umgebung des Stalls/
des Betriebsgelandes liber den Verlauf der Mast auch in der Putenhaltung méglich, dies aber
in geringerem Umfang als beim Masthahnchen.

Bei sechs von sieben Masthahnchenbetrieben wurden ESBL-/AmpC-E. coli auf den die
Stallgebdude umgebenden Bodenoberflachen gefunden (Laube et al. 2014). Insgesamt waren
die Bodenoberflachen tendenziell etwas haufiger positiv. im Vergleich zu den
Putenmastbetrieben. Auch waren alle Mistproben beim Masthdhnchen ESBL-/AmpC-positiv,
was einen Austrag Uber den fakalen Weg annehmen Iasst.

Beim Mastschwein waren umliegende Bodenoberflachen eines Betriebes in der Untersuchung
komplett ESBL-/AmpC-negativ. Bei allen anderen waren die Proben vereinzelt positiv,
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vergleichbar mit den Putenmastbetrieben aus dieser Studie. Auch waren die Uberwiegende
Zahl der Gulleproben ESBL-/AmpC-positiv.

Die Nutzung der untersuchten Bodenoberflachen hat einen Einfluss auf den ESBL-/AmpC-
Status der Umgebungsproben. Da bei Betrieb 4 zum Zeitpunkt 1 alle Bodenoberflachen positiv
waren, zu den anderen Zeitpunkten jedoch ausnahmslos negativ, ebenso wie die Luft- und
Staubproben im Stall, erfolgte die urspriingliche Kontamination des Stallumfelds
wabhrscheinlich friher und Gber andere Wege als aerogen Uber die Stallluft. Dafur spricht auch,
dass neben den Proben auf der windabgewandten Seite auch die Probe auf der
windzugewandten Seite positiv getestet wurde. Da allerdings die Proben nicht quantifizierbar
waren, konnte keine Differenz in den bakteriellen Konzentrationen der Proben der
windabgewandten und windzugewandten Seite ermittelt werden. Bei hGheren Konzentrationen
auf der windabgewandten Seite wiirde dies flr eine aerogene Transmission in die
Stallumgebung sprechen (Ko et al. 2008).

Eine Verschleppung durch Betriebsfahrzeuge oder Kontamination durch das Ausbringen des
Mistes oder der Gulle auf Grinflachen und Felder kdnnen die Ursache fir den positiven Status
der Umgebungsproben sein (Jones-Dias et al. 2016). Gemessen daran, dass die resistenten
Bakterien sehr lange im Boden persistieren kdonnen, kann die initiale Verunreinigung
entsprechend lang zuriick liegen. In einer Studie von Hartmann et al. (2012) wurden die ESBL-
bildenden E. coli auf einer landwirtschaftlichen Nutzflache nachgewiesen, welche ein Jahr
zuvor zum letzten Mal gedungt wurde. Die Uberlebensfahigkeit wird durch verschiedene
Einflussfaktoren wie die Umgebungstemperatur, Temperaturschwankungen, den pH-Wert und
die umgebende Mikroflora beeinflusst, deren Relevanz wohl auch durch eine genetische
Komponente bestimmt wird (Van Elsas et al. 2011). Die Lagerungsbedingungen des Mistes
hat ebenfalls einen Einfluss auf die Konzentration an ESBL-/AmpC-bildenden E. coli (Siller et
al. 2020). An dieser Stelle ergibt sich folglich ein Ansatzpunkt fur eine Intervention zur
Unterbrechung der Infektionskette.

Darstellung der Transmission mittels Enzymgenotypisierung

Es wurden vorrangig ESBLs vom Typ CTX-M gefunden, héaufig in Kombination mit einem
blarem-Gen. Vereinzelt waren auch E. coli mit einem SHV-12-Enzym nachweisbar. Ordnet man
die untersuchten Probenarten zu den jeweiligen Genen bzw. Gen-Kombinationen zu, ist
festzustellen, dass Isolate, welche direkt vom Tier stammen, wie Kloakentupfer, gleiche Gen-
Kombinationen aufweisen wie Isolate aus der unmittelbaren Tierumgebung. Eine
Kontamination der Umgebung durch den Tierkot ist offensichtlich, aber auch eine
(Re)Kolonisierung von eventuell initial negativen Tieren durch die verschmutze Umgebung ist
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mdglich. Legt man den Fokus auf die Kontamination der Bodenoberflaichen um das
Stallgebaude, sieht man in allen Betrieben, die ESBL-/AmpC-positive Bodenoberflachen
vorwiesen (Betrieb 1, 3, 4, 5 und 7), einen potenziellen Zusammenhang zu Isolaten aus dem
Stall. Dabei wurden haufig zum gleichen Probenahmezeitpunkt gleiche ESBL-Gen-
Kombinationen in Isolaten der Tiere, der Tierumgebung sowie der Stallgebdudeumgebung
gefunden. Bei Betrieb 4, bei welchen zum Zeitpunkt 1 auf vielen Bodenoberflachen E. coli mit
ESBLs vom Typ CTX-M-15 nachgewiesen wurden, jedoch keine der Stall-Proben positiv war,
findet man genau diesen Typ zum Zeitpunkt 2 in den verschiedenen Proben innerhalb des
Stalls wieder. AuRerdem weist auch der Mist Isolate mit gleichen Enzym-Typen auf wie die
Umgebung, was auf eine Verschleppung der resistenten Bakterien beim Entmisten,
Misttransport und —lagerung sowie der Mistausbringung deutet. Ein Eintrag der ESBL-/AmpC-
bildenden E. coli in den Tierbestand Uber eine erneute Verschleppung scheint auf Grund der
geringen aerogenen Tenazitat wahrscheinlicher als ein luftgetragener Eintrag (Siller et al.
2021). Allerdings wirden auch hier geringste Mengen resistenter Bakterien fir eine
Besiedlung der Herde ausreichen (Robe et al. 2019).

Ein Zusammenhang zwischen lIsolaten aus dem Stall und jenen der Stallumgebung konnte
auch im Betrieb 3 fur Isolate mit der Gen-Kombination blasnyv-12 und blarem-135 beobachtet
werden. Hier tauchen in Isolaten aus dem Stall jedoch noch zusatzlich E. coli mit ESBLs vom
Typ CTX-M auf, die nicht in der Stallgebdudeumgebung gefunden wurden. Dass ein in der
Umgebung detektierter Enzymtyp im Stall nicht gefunden wurde, muss nicht zwangslaufig
bedeuten, dass er nicht vorhanden ist. Die Anzahl der fir die weitere Laboranalyse
ausgewahlten Einzelkolonien ist begrenzt, weshalb mdoglicherweise nicht das gesamte
Spektrum des Resistoms abgebildet werden kann (Blaak et al. 2015). Eine weiterfiihrende
Studie mit einer gréReren Stichprobenmenge an lIsolaten je Probe wirde hier Aufschluss
geben.

Die Daten zeigen, dass sowohl ein Ein- als auch ein Austrag von ESBL-/AmpC-E. coli in bzw.
aus Putenmaststéllen moglich ist. Besonders die negativen Ergebnisse zum Zeitpunkt der
Einstallung deuten auf einen horizontalen Eintrag der resistenten Bakterien aus der
Stallumgebung als eine Moglichkeit einer Kolonisierung der Tiere hin. Fur eine Bestéatigung
des epidemiologischen Zusammenhangs sind jedoch weiterfiihrende Untersuchungen, wie
eine Bestimmung der phylogenetischen Gruppe und des Sequenztyps oder eine
Ganzgenomsequenzierung erforderlich, die innerhalb dieser Studie noch nicht erfolgten.
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Relevanz der aerogenen Transmission

Bei Untersuchungen zu den Uber die Luft aus Tierhaltungen verbreiteten Bakterien bilden
gram-positive Bakterien allgemein den groRten Anteil. Fur Puten wurde bspw. mittels
Kombination aus den Methoden Impingement und Filtration ein Anteil von 82,1% ermittelt
(Fallschissel et al. 2010). Dementsprechend ist auch die luftgetragene Transmission bei gram-
positiven resistenten Bakterien, wie methillin-resistente Staphylococcus aureus regelmafig
beschrieben (Kozajda et al. 2019). Im direkten Vergleich der Bakterienspezies werden hdhere
Konzentrationen an Staphylococcus ssp. als E. coli in der Abluft von Tierhaltungen gemessen
(De Rooij et al. 2019). Auch scheint die aerogene Ubertragung ESBL-/AmpC-bildendender
Bakterien auf den Menschen eine untergeordnete Rolle zu spielen (Franceschini et al. 2019).
Als verursachend fiur die niedrigeren Nachweisraten in der Luft wird die héhere Anfalligkeit
gegenlber Oxidation, Dehydratation und UV-Strahlung angesehen (Zhao et al. 2014).

Insgesamt scheint also der luftassoziierte Transmissionsweg fiir die in dieser Studie zu
betrachtenden Bakterien grundsatzlich weniger ins Gewicht zu fallen. Beispielsweise sind die
Nachweisraten an E. coli in den Staubproben im Vergleich zu den anderen Probenarten
niedrig. Es wird zwar im Staub von vier Betrieben der Langzeitstudie sowie in 18,5 % aller
Staubproben der Querschnittsstudie gefunden und somit ist auch ein potenzieller Austrag mit
dem Staub Uber die Liftung moglich, es handelt sich jedoch hdchstwahrscheinlich um eher
geringe Keimmengen, was durch die quantitativen Ergebnisse der Staubproben der
Querschnittsstudie (Tabelle 12) untermauert wird. In den Luftproben wurden die resistenten
Bakterien liberhaupt nicht nachgewiesen. Dem Austrag Uber die Stallabluft ist also nach den
vorliegenden Daten keine groRere Rolle zuzuschreiben. Mdoglicherweise wird das
Detektionslimit in der Luftprobe (9 KbE/m? fur die Stallluft und 3 KbE/m? fur die AuRenluft)
dadurch nicht erreicht. Hinzu kommt der auf die geringe Erregerzahl einwirkende
Sammelstress bei der Luftprobenentnahme. ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien scheinen
insgesamt eine geringe Tenazitat bei luftgetragener Verbreitung zu haben, so dass deren
Relevanz schon unter nattrlichen Bedingungen, also bei Verbreitung tiber den Wind, niedrig
zu sein scheint (Siller et al. 2021).

Im Kontrast zu den Putenbetrieben wurden in den Schweinemastbetrieben einige
Stallluftproben sowie auch zwei Aul3enluftproben positiv auf ESBL-/AmpC-E. coli getestet.
Staub war hingegen bei den Mastschweinbetrieben stets negativ (Von Salviati et al. 2015).
Auch bei Masthahnchen waren einige Stallluft- und Abluftproben ESBL-/AmpC-positiv (Laube
et al. 2014). Auch in anderen Studien wurden bei Schweinen (Gao et al. 2015) und bei
Masthihnern (Huijbers et al. 2016) die aerogene Transmission von ESBL-produzierenden
Bakterien bestatigt, allerdings bei abweichender Untersuchungsmethode.

69



Diskussion

Wie bereits hinsichtlich der niedrigeren Pravalenz in den Staubproben der Querschnittsstudie
diskutiert wurde, konnte die Ursache entweder in der Beschaffenheit des Staubs an sich oder
in abweichenden Umweltfeinfliissen zu finden sein.

Andere Eintragsquellen

Wildtiere und -vdgel sollten bei der Betrachtung der Transmissionswege nicht vergessen
werden (Greig et al. 2015). Die in dieser Studie haufig nachgewiesenen Gene blacrx-wm-1, blactx-
m-14 Und blacrx-w-1s wurden auch bei wilden Tieren gefunden (Stedt et al. 2015; Plaza-Rodriguez
et al. 2020), so dass denkbar ist, dass eine Transmission zwischen den belebten Reservoirs
stattfindet. Die Putenmastbetriebe in der Querschnittsstudie waren haufig nicht umzaunt, so
dass ein Zugang auch fir terrestrisch lebende Wildtiere mdglich ist. Zudem handelt es sich
besonders bei den Maststéllen verbreitet um frei geliiftete Stalle mit grof3en, teils offenen
Fensterfronten, oder auch mit Veranden, so dass die Barriere zur direkten Stallumgebung
vermindert ist. Fliegen, flieRende Gewasser und andere auf dem Gelande der Nutztierhaltung
gehaltene Tiere konnen als Vektor zwischen den Reservoirs fungieren, (Blaak et al. 2014;
Blaak et al. 2015). FlieRende Gewdsser sind auch umgekehrt als wichtiges Vehikel fur die
Verbreitung der resistenten Bakterien und von bakteriellen Krankheitserregern allgemein
zwischen den belebten Reservoirs zu betrachten (Blaak et al. 2015; Haberecht et al. 2019;
Raseala et al. 2020).

Das in den Putenstéllen verwendete Trankewasser stammt oft nicht aus der 6ffentlichen
Wasserversorgung, sondern aus betriebseigenen Brunnen. Nicht immer wird dem Wasser
Saure zur Hemmung einer bakteriellen Flora zugesetzt (Hao et al. 2013). Ein Eintrag der
resistenten Bakterien in den Tierbestand lber kontaminiertes Wasser ist daher grundsatzlich
mdglich, obwohl diese Vermutung nach den Ergebnissen der Untersuchung der Proben vor
Ein- bzw. Umstallung in dieser Studie bislang nicht bestatigt werden konnte.

Ausblick

ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien werden regelmafig bei Puten nachgewiesen. Wenn
auch die Belastung mit den resistenten Bakterien offenbar geringer ist als bei den anderen
Nutztierarten, spielen sie ebenso eine wichtige Rolle als Reservoir und Transmissionsquelle.
Alle Bemuhungen mussen sich daher einerseits auf Malinahmen zur Reduktion innerhalb des
Tierbestandes richten. Dies kann zum Beispiel Uber eine Verbesserung der
Haltungsbedingungen und in dessen Folge die Mdglichkeit eines restriktiveren
Antibiotikaeinsatzes, oder durch eine verbesserte Biosicherheit erfolgen. Durch Verkleinerung
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der Tiergruppen kann eine Verlangsamung der Verbreitung innerhalb eines einmal infizierten
Tierbestandes erreicht werden (Dame-Korevaar et al. 2020b). Auch alimentédre MalRnahmen
koénnen positive Effekte erzielen. Die gezielte Verabreichung von Bakterien im friihen Alter mit
dem Zweck der Verdrangung der resistenten Bakterien fuhrte in einer Studie von Dame-
Korevaar et al. (2020a) zu einer Reduktion der Kolonisierung mit ESBL-E. coli.

Ein Augenmerk sollte auBerdem auf die Vermeidung der Verbreitung der resistenten Bakterien
gelegt werden. Ansatzpunkte waren hier die Emission aus dem Tierstall. Ein Vergleich der
Haltungsformen und ihr Einfluss auf die aerogene Emission kénnte Aufschluss bringen fur
weitere Mdglichkeiten der Reduktion. Der Mist sollte eine angemessene Zeit der Lagerung auf
dem Gelande der Tierhaltung verbleiben, bevor er tGber weitere Strecken oder auf das Feld
verbracht wird, um die Belastung mit resistenten Bakterien zu verringern (Siller et al. 2020).
Die personliche und die betriebliche Hygiene sind ebenfalls Schritte zu einer Reduktion der
Transmission. Sehr wahrscheinlich wird jedoch schlussendlich die Kombination von
Mafnahmen zielfiihrend sein (Robé et al. 2021).

Bei Masthiihnern zeichnete sich ab, dass mittels einzelner Malinahmen nur begrenzt Einfluss
genommen werden kann, sondern komplexere Anstrengungen vonndten sind, um der
Resistenzproblematik zu begegnen (Projahn et al. 2018b; Robé et al. 2021). Die
Interventionsmoglichkeiten bei Puten sind jedoch mdéglicherweise andere als jene bei
Broilerhaltungen, da sich die erhobenen Daten unterscheiden. Beispielsweise scheinen die
der Mast vorangegangenen Produktionsstufen nicht im gleichen MalRe eine Rolle im
Transmissionsgeschehen zu spielen. Auch ist die Zahl der negativ getesteten Betriebe deutlich
hoher, so dass sich hier nach entsprechender Erforschung der Ursachen und Risikofaktoren
die Mdoglichkeit eroffnet, eine Strategie fur ESBL-/AmpC-freie Mastputenhaltungen zu
entwickeln.

71






Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien in der Putenmast — Pravalenz, Bestandskinetik
und Transmissionswege

Diese Studie wurde als Projekt der Freien Universitdat Berlin zur Erflllung eines
Entscheidungshilfebedarfs des Bundesministeriums fiir Erndhrung und Landwirtschaft im
Auftrag des deutschen Bundestags zur Erforschung ESBL-/AmpC-bildender Enterobakterien
bei Mastputen durchgefiihrt.

Es wurden bereits Pravalenz- und Langzeitstudien zum Vorkommen von ESBL-/AmpC-
bildender Enterobakterien bei anderen Nutztierarten vorgenommen. Zu Mastputen sind noch
keine systematischen Untersuchungen zu diesem Thema durchgefiihrt worden. Ziel des
Projektes war es, das Vorkommen, die Verbreitungswege und die Entwicklung von ESBL-
/AmpC-bildenden Enterobakterien bei Mastputen zu untersuchen und mit der Situation beim
Masthdhnchen zu vergleichen. Zum einen wurden zu diesem Zweck Im Rahmen einer
Querschnittstudie deutschlandweit 48 Putenmastbestande, regional verteilt in Abhangigkeit
von der jeweiligen Dichte an Putenhaltungen im Bundesland, beprobt. Sammelkot-,
Sammelstaub- und Sockentupferproben wurden parallel in zwei Altersgruppen (Aufzucht und
Mast) entnommen. DarlUber hinaus erfolgte die intensive Beprobung von sieben ESBL-/AmpC-
positiven Mastputenherden und deren Umgebung zu drei Zeitpunkten innerhalb einer
Mastperiode. Es wurden zahlreiche Proben, bei den Tieren, in der direkten Stallumgebung,
der Luft im und auRBerhalb des Stalls sowie Proben der Umgebung des Stalls entnommen. So
wurde untersucht, welche Verbreitungswege der resistenten Bakterien von Bedeutung sind.

ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien wurden in den meisten Proben sowohl qualitativ nach
Voranreicherung als auch quantitativ analysiert. Als selektives Medium wurde MacConkey-
Agar mit dem Zusatz von 1ug/ml Cefotaxim verwendet. Alle ESBL-/AmpC-verdachtigen Isolate
wurden mittels Disk-Diffusion-Test und der Detektion der ESBL- (blactx-m, blatem und blasnhv)
und AmpC-Gene (blacwy) bestatigt. Erforderlichenfalls erfolgte eine Sequenzierung der Isolate.

70,8 % der 48 untersuchten Betriebe der Querschnittstudie wiesen einen positiven Status fur
ESBL-/AmpC-produzierende Enterobakterien auf (inklusive E. coli) und in 60,4 % der Betriebe
wurden ESBL-/AmpC-bildende E. coli nachgewiesen. Im Vergleich zu den Ergebnissen der
Untersuchungen bei Masthahnchenbetrieben kommen ESBL-/AmpC-bildende
Enterobakterien in signifikant niedrigerer Pravalenz vor. Hinsichtlich der ESBL-/AmpC-
Pravalenz auf Probenebene ergaben sich Nachweisraten von 37,6 % ESBL-/AmpC-positive
Proben beziglich der Enterobakterien und 29,8 % beziglich E. coli. Zwischen den
Pravalenzen der verschiedenen Altersgruppen konnten keine signifikanten Unterschiede bei
Puten festgestellt werden. Unter den E. coli-Isolaten der Querschnittsstudie dominierten mit
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Zusammenfassung

88,3 % Beta-Laktamasen der CTX-M-Gruppe, mit haufigstem Nachweis des CTX-M-1-
Enzymtyps. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen bei Masthdhnchen, bei denen das
Gen blacmy dominierte. Die Keimzahlen der Sammelkotproben der Aufzuchtgruppen waren im
Mittel mit 1,2 * 10° KbE/g hoher als jene der Mastherden (5,8 * 10* KbE/g). Die Keimzahlen
scheinen also im Mastverlauf zu sinken. Bei den Sammelstaubproben hingegen konnte
vergleichbares nicht festgestellt werden.

Ergebnisse der Langzeitstudie zeigten, dass sich innerhalb der Mastperiode die Pravalenzen
unterschiedlich entwickelten. Es gab sowohl Betriebe, die ihren positiven ESBL-/AmpC-Status
behielten als auch Betriebe, bei denen zum letzten Beprobungszeitpunkt keine der Proben
positiv getestet wurde. Die Einzeltierpravalenz stieg unter Einbeziehung aller Kloakentupfer
vom ersten zum zweiten Beprobungszeitpunkt jedoch insgesamt signifikant an. In Proben der
Stallumgebung konnten ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien nur vereinzelt detektiert
werden und dies auch nur in sehr niedriger Konzentration mit einem Nachweis erst nach dem
Voranreicherungsschritt. Zwar wurden Staubproben in niedriger Pravalenz positiv getestet, in
den Luftproben wurden die resistenten Bakterien jedoch Giberhaupt nicht gefunden. Eine fakale
Transmission in die Stallumgebung findet demnach statt, jedoch in geringerem Umfang als
beim Masthahnchen. Die aerogene Verbreitung scheint kein wichtiger Transmissionsweg fiir
ESBL-/AmpC-bildende Enterobakterien in der Putenmast zu sein.
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7. Summary

Occurrence, emission, and within-herd dynamics of ESBL-/AmpC-producing
Enterobacteriaceae in turkey fattening farms in Germany

This study was conducted by the Free University of Berlin on behalf of the German Federal
Ministry of Food and Agriculture in response to a decision-making support request for exploring
the occurrence of ESBL-/AmpC-producing E. coli in turkey fattening farms.

Previous studies have shown the occurrence of ESBL-/AmpC-producing Enterobacteriaceae
in different farm animals. However, prior to this study these resistant bacteria had not been
investigated systematically in turkeys. The goal of this cross-sectional study was to ascertain
the prevalence of ESBL-/AmpC-producing Enterobacteriaceae in a representative selection of
turkey farms distributed across Germany. Samples were taken in 48 locations nationwide; the
share of each state was proportionate to its turkey population at the time of the study. Pooled
feces, dust samples and boot swabs were collected in parallel in two different age groups
(rearing/fattening units). The aim of a second part of this study was to investigate the
occurrence of these microorganisms in turkeys, in the production facilities, in the air and on
soil surfaces close to ESBL-/AmpC-positive turkey fattening farms, including the possible
spread of these bacteria via the fecal route and/or via exhaust air from the operations. Within-
herd dynamics of prevalence were also explored. Seven German turkey fattening farms were
sampled for this part of the study, each of them three times during one fattening period, by
taking slurry samples, exhaust air samples and various surfaces in the vicinity of the facilities.
Additionally various samples inside the production facilities including individual samples of
animals, environmental samples and air samples were taken in parallel. Collected data was
compared with previous studies in broiler farms.

In most of the samples ESBL-/AmpC-producing Enterobacteriaceae were detected
qualitatively after enrichment and quantitatively too. All taken samples were cultivated on
MacConkey-agar with 1pg/ml Cefotaxime after a pre-enrichment step. ESBL-/AmpC-
suspected microorganisms are confirmed by disc-diffusion-assay and detecting ESBL- (blacrx-
m, blarem und blasny) and AmpC-genes (blacwy), if necessary by sequencing.

In 70.8% of the investigated farms a positive ESBL-/AmpC-status concerning all
Enterobacteriaceae could be detected (incl. E. coli), respectively 60.4% individually for E. coli.
Regarding all samples 37.6% of the samples were tested positive for ESBL-/AmpC-producing
Enterobacteriaceae, respectively 29.8% individually for E. coli. There is no significant
difference between the prevalence in samples originating from the rearing units and the
fattening units. Bacterial counts were found to be decreasing during the fattening period, at
least with regards to samples of pooled feces. In comparison to similar studies in poultry,
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especially broilers, the prevalence of ESBL-/AmpC-producing Enterobacteriaceae in turkey
fattening farms is lower. The CTX-M-type dominated in the samples (88.3% of isolates), which
contrasts with results from broilers, where the CMY-type was mostly detected.

In the sampled turkey fattening farms, no ESBL-/AmpC-producing Enterobacteriaceae were
detected in one-day-old chicks. This contrasts with results from broiler farms, were even one-
day-old chicks were tested positive. Prevalence during fattening period was developing in
different directions. There were farms which kept their positive ESBL-/AmpC-status, but also
farms, which later yielded completely negative test results. However, the detection frequency
of positive individual animal samples increased significantly from the first to the second
sampling.

The investigated turkey farms show a lower contamination of slurry samples and of the
surfaces in the vicinity of the facilities. Samples were tested positive only after pre-enrichment.
Prevalence of pooled dust samples was found to be low and no resistant bacteria at all were
found in air samples. Fecal emission of ESBL-/AmpC-producing organisms from turkey farms
seems to be a possible source for the spread, but in a lower extend than those from broiler
barns. Airborne emission doesn’'t seems to be an important transmission route for ESBL-
/AmpC-producing Enterobacteriaceae.
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Betriebsfragebogen - Puten

|

Alle Angaben sind freiwillig und werden
streng vertraulich behandelt.

Betriebs-Kiirzel:
Datum der Befragung:

A Allgemeine Angaben zum Betrieb

ESBL@Pute

B Libiaial M

BELOE P

A-1  Vollstindige Adresse
Tierarzt/Tierarztin
Ansprechpartner

A-2 Wie viele Mastputen werden in
Threm gesamten Betrieb

gehalten?

sorsssspnaDOMEH
... weibliche

. ménnliche .

A-3  Wie lang ist die Mastdauer in
Wochen?

wiminnl)  seioses (weibl.)

A-4  Werden die Tiere umgestallt?

[JUmstallung nach ca. 5 Wochen
[keine Umstallung
[sonstiges:

A-5  Wie viele Stalle haben Sie im
gesamten Betrieb? Angabe der
Stallbezeichnung.

A6 Wie viele Herden (gemeinsame
Tiergruppe in einem Stall/Stallteil)
halten Sie? ggf. Auflistung nach
den einzelnen Stillen.

A-7 Zugehorigkeit des Betriebs?

Dlintegration/Erzeugergemeinschaft
[Jfreier Master
|

A-8  Welche Rassen halten Sie?

kA

Tierart Anzahl Kontakt zu Puten
Zuchtputen Tiere :
A-14 Welche und wie viele der il .0 LGl
folgenden Tierarten halten Sie Masthihnchen
auflerdem auf diesem Betrieb? : -
( wenn keine, dann 0% eintragen) s Geflngel t g a
Schweine
A-15 Haben diese Tiere Rinder 0O m [u]
direkten Kontakt zu den Schate 0 —
Puten? Zicgen — =
Pferde O ] ]
Hunde O . ]
Katzen 0 ]
A-16 Welche Personen betreuen die | [JFachkrifte mit Ausbildung
Tiere? [(Jungelemte Krifte kA
A-17 Haben Personen Zutritt, welche Clia:
nicht den Tierbestand b X
(auBer betreuender Tierarzt und Clnein Oka
wir)?
A-18 Haben betreuende Personen [Jra, beruftlich: Cka
Kontakt zu anderen Tieren? [, privat:
[INein
A-19 Nimmt Ihr Betrieb an einem Cha i
Qualitétssicherungssystem teil [ONein Oka

A9 Durchschnittliche Tageszunahme

B Daten zur untersuchten Herde

Stall 1 (junge Tiere)

Stall 2 (iiltere Tiere)

A-10 Mastdurchgénge pro Jahr

ménnl. weibl.

B-1 Wie bezeichnen Sie den
untersuchten Stall?

A-11 Welche Briiterei(en) liefert Ihnen
die Kiiken? Freitext

B-2 Wie viele Herden gibt
€s im untersuchten
Stallgeb4ude?

A-12 Wenn Bezug aus mehreren
Briitereien: Sind Tiere
unterschiedlicher Briitereien in
einer Herde (Ticrgruppe in cinem Stall/-teil)

untergebracht?

[a kA

momentan sussieiwe Herden saise sasicHerden
B-3 Wie viele Tiere gibt es

insgesamt im

Stallgebiude? ... Tiere ... Tiere

B-4 Wie viele Tiere gibt es
in der untersuchten

A-13 Sind Tiere unterschiedlicher
Elterntierherden in einer Herde

untergebracht? Wenn ja: aus wie
vielen Herden?

[Da: kA,

Herde? sowmsavaessil OIS
B-5 Stammen die Tiere der
untersuchten Herde aus
verschiedenen [a [[INein [ha [CINein
Brittereien? [Te.A. kA
Freie Universicit Berlin, Institut fiir Tice- und Umwelthygiene Seite 2von 8
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ESBL@Pute

Betriebsfragebogen - Mastputen

D Fiitterung
[Cbetriebseigenes [Coeides
D1 Herkunft des Futters | [[JZukaufsfutter kA
(wenn abweichend: Stall 1: Stall 2: )

[Cloffentliche Wasserversorgung

D-2 Herkunft des
Tréankwassers

[IBrunnen mit Trinkwasserqualitat
[CIBrunnen ohne Untersuchung (Viehbrunnen)

D-3 Erhilt das
Trénkwasser einen
Zusatz zur

Hygiensierung?

kA

(wenn abweichend: Stall 1: Stall 2: )
[ha [(INein kA

Wenn ja. was:_ N R

(wenn abweichend: Stall 1: Stall 2: )

E Hygiene und Reinigung

B-6 Stammen die Tiere der
untersuchten Herde aus
verschiedenen [Ja [CINein [Ja [CINein
Elterntierherden? (kA kA
B-7 Alter der untersuchten
Tiergruppe T - N e 10
B-8 Geschlecht der [Jweiblich  [Tmannlich | [Jweiblich [ ] ménnlich
untersuchten Tiergruppe | [ | beide kA || beide kA
B-9 O Gewicht der
untersuchten Tiere iR S
B-10 Datum der Einstallung . N / e
B-11 Alter bei Einstallung O Tage
B-12 Datum der Umstallung R / e
B-13 Datum der Ausstallung / /
C Bauliche Aspekte
C-1 Wann wurde das
Stallgebaude
zuletzt renoviert? (wenn abweichend: Stall 1: Stall 2: )
[Jfreie Luftung kA
wangsliftung
Oz 10t
C-2  Welche Luftung ist
vorhanden? Zuluft
(Mehrfachnennungen [IKlappen [JOffenstall [JFenster+ Turen [ Jk.A.
moglich) [JAnders:
(wenn abweichend: Stall 1: Stall 2: )
[[] Stroh von eigenen Feldern (gediingt mit Mist/Giille? )
it Mi 9
3  Hetinfds E Stml} vorA\ i:iltnden Feldern (gediingt m)lt Mist/Giille? )
‘ o E 1
Einsizeumpteraly] [J Sonstiges ...............
kA
C-4  Wird die Einstreu | []Ja [ Nein OkA.
hg ? (wenn abweichend: Stall 1: Stall 2: )
C-5  Wenn ja: Wie JAlle.............. Tage  [_] Bei Bedarf kA
hiufig? (wenn abweichend: Stall 1: Stall 2: )

Freie Universitic Berlin, Insticur fiir Tier- und Umwelthygiene Scite 3 von 8

[Ckeine
[Jbetriebseigene Kleidung
[stalleigene Kleidung
B Welche [JEinmalkleidung
HygienemaBnahmen werden
ey - m [JHandschuhe
vor des T o
durchgefuhrt? [Hanc Netng
(Mehrlachnennungen [JHanddesinfektion
moglich) [Istiefelreinigung
[CIstiefeldesinfektion
[Istiefel werden NUR firr diesen Stall benutzt und daher nicht
Jjedes Mal gereinigt
E-2 Welch ti [Teste
- ‘elche sonstigen
Schutzvorkehrungen haben Euhmﬁun;;g d?lf anlags
Sie? (Mehrfachnennungen abschlicBhare Turen, . .
moglich) [ILadezone schwarz/weiB-Bereich
ClAnderesnaasmimen v i Sashismss
E-3 Welche der folgenden [lwaage Clieder Stall hat sein
Gegenstande benutzen Sie [JFutterwagen eigenes Material
fur mehrere Stille ohne [JReinigungsequipment
Zwischendesinfektion? Ei
(Mehrfachnennungen [CIWerkzeug
moglich) [ IB OB sz s i v v
Freie Universitic Berlin, Instituc fiir Tier- und Umwelchygicne Seite 4 von 8
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Retriehsfraseh M:
BEDOES P

Trock I inigung Desinfektion
) [CInach jedem
B E!nacl;ljedem Ausstallen [Cnach jedem Ausstallen
E-4 Wann erfolgen Reinigung usstallen [seltener als | Tseltener als nach

und Desinfektion der Stille? Dscltener alsnach | nach jedem
jedem Ausstallen Ausstallen Clnie

jedem Ausstallen

ESBL@Pute

Bagiishibisaals M.

EEOE P

E-10 Welche Schadlinge bekémpfen Sie?

E-9  Welches Desinfektionsverfahren DFIQSSIgdesmfckuo? )
wenden Sie an? [[Jvemebelung (gasformig)
[ISchaum
Schadnager Fliegen Sonstige
g g

[CregelmaBig [CregelmaBig | [JregelmaBig
O ImBi gelmiBig | [JunregelmaBig

[Cinnen [CJauBen
E-11 Wo wird der Mist gelagert? [CJauf betonierter Platte
(Mehrfachnennungen moglich) Din Behalter
[JFeld

E-12 Wohin wird der Mist verbracht?
Mehrfachnennungen moglich

IBiogasanlage: [ Jeigene [Inicht eigene

- Gurrest: [JAckerfliche: [Jeigene [nicht eigene
[JGrunflache
[CJKompost.

JAckerfliche: [Jeigene [Inicht eigene
[Grunfliche
[sonstiges:

F Geographische Aspekte

Welche Fliichen liegen direkt um die
Tierhaltungen?

[ Ackerflache kA
[ Griinflache
[JAnderes:......

Bei Vorhandensein von Acker-
/Griinflachen:

1. Werden diese Flachen mit Mist/Giille
gediingt?

[Dra kA
[INein

- wenn ja: Herkunft des Mist/Gillle?

> wenn ja: Datum letzter Diingung?

Was liegt in der niiheren Umgebung der

Tierhaltung? (Radius ca. 1 km)

>

ja nein

schweinehaltende Betriebe

rinderhaltende Betriebe

masthahnchenhaltende Betriebe

[nie Cnie
kA
kA, kA ks
Nassreinigung | Desinfektion V::g;r Triftt nicht zu
Boden O O E |
5 Wasschliept | Wnde O O O O
die Reini
u:fd eimnigung Decke D D D D
Desinfekti a it
der Stalle' ein? i U U = -
(Mchrfachnen | Tranken O O O O
nungen
5 Futtertroge /
maoglich) -automaten O O O O
AufBenanlagen [:! [:I O O
Windnetze O O O &l
£ Womit reinigen Sie die Stalle? E&“"d’“c‘:‘l'em;ge’ %];“'.'B
(Mehrfachnennungen maglich) assc?rsc Al 2
[JSonstiges..................
E-7 Lassen Sie die Flachen nach der [Da [CIk.A.
Reinigung trocknen? [INein kA
[JSauren CIk.A.
DAldehyde Ok.A.
. . [JSauerstoffabspalter
E-8  Welche Desinfektionswirkstoffe [JAlkohole
ie? (Mehrlachne: po
ﬁi:3ﬁ3.81e. (Mehrfachnennungen [CIChior und Chlorabspalter
- [Laugen
Produktname: ............ccoveenereneeurnerenene [CIPhenole
[Clquaerternire Ammoniumverbindungen
[JAndere, liths commissmiersapssmasn

Freic Universitic Berlin, Institu fiie Tier- und Umwel
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putenhaltende Betriebe (auBer eigener)
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oo|io
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Haltungen von Schafen, Ziegen, Pferden

Wild- und Zootierhaltungen

Gewasser mit Wasservogeln

Klaranlagen

Schlachtbetriebe

Verarbeitungsbetriebe

Tierkorperbeseitigungsanlagen

Miilldeponien, Kompostier 1

Bi I (keine Hofei )

Landwirtschaftliche Anbauflache

Wald

ojo|o|jojo|jo|jojo(o|jo|o

Oiojgo|o|jojo|jo|o|jojg|o

Krankenhaus

O

o|jo|jo|jo|ojo|jog|o(g|o|o

O

G Medikamentise Behandlungen der untersuchten Herden

ESBL@Pute

G-3  Welche Diagnose

G-4  Werden alle Tiere
der Herde
behandelt?

~>» Wenn nein, wie viele?

G-5  Zeitraum der
Behandlung in
Tagen?

Stall 1

Stall 2

G-1  Wurde die untersuchte
Herde antibiotisch
behandelt?

wenn nein. keine weiteren

[va, einmalig ALLE
[17a, einmalig EINZEL-

[1Va, mehrmalig ALLE

[ra, einmalig ALLE
[Jra, einmalig EINZEL-
TIERE

[, mehrmalig ALLE

Fran [, mehrmalig EINZEL- | []Ja, mehrmalig EINZEL-
b TIERE TIERE
[CINein kA [[INein (kA

G-6  Wurden alle
Medikamente iiber
das Trinkwasser
verabreicht?

-> Wenn nein, wie?

G-7  welche Dosierung
pro Tier und Tag?

Wenn ja,

G-2  Welche(s)

Antibiotikum?

(Produktname oder
Wirkstoff) + Datum

der Behandlung

Freie Universicit Berlin, [nstitue fiir Tier- und Umwelthygicne

Scite 7 von 8
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Anhang

Tabelle 19: Referenzen zur Ermittlung der Schwerpunkte der Putenhaltungen in den

Bundeslandern (ohne Stadtstaaten, Rheinland-Pfalz und Saarland)

Kreisstruktur in Mecklenburg-Vorpommern

Bundesland Titel der Vero6ffentlichung Quelle Schwerpunkte der
Putenhaltungen
Baden- Landwirtschaftszahlung 2010 Statistisches Schwabisch-Hall
Wirttemberg Landesamt Baden-
Wiirttemberg;
Landesanstalt fur
Landwirtschaft,
Ernahrung und
landlichen Raum
Bayern Bayerischer Agrarbericht 2012 Bayerisches Rosenheim, Dillingen
Staatsministerium fir a. d. Donau und
Ernahrung, Ansbach
Landwirtschaft und
Forsten
Brandenburg Statistischer Bericht Amt fur Statistik Berlin- | Markisch-Oderland,
Clll5-u/10,CllII1-3j/10; Brandenburg Ostprignitz-Ruppin,
Viehbestande im Land Brandenburg 1. Méarz Prignitz, Uckermark
2010
Hessen Kleine Anfrage des Abg. Daniel May (BUNDNIS | Hessischer Landtag, Fulda, GielRen,
90/DIE GRUNEN) vom 24.03.2010 betreffend Drucksache 18/4706 Schwalm-Eder-Kreis,
Gefliigelmast in Hessen Teil [; vom 17.02.2012 und Waldeck-
Kleine Anfrage der Abg. Fuhrmann (SPD) vom Drucksache 18/2163 Frankenberg
15.11.2011 betreffend Geflligel-Doping und vom 04.06.2010
Antworten der Ministerin fir Umwelt, Energie,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz
Mecklenburg- Statistische Berichte Agrarstruktur, Statistisches Amt Vorpommern-
Vorpommern Ausgewahlte Ergebnisse der Mecklenburg- Greifswald,
Landwirtschaftszahlung 2010 nach neuer Vorpommern Ludwigslust-Parchim,

Vorpommern-Rugen

Niedersachsen

Die niedersachsische Landwirtschaft in Zahlen
2011

Niedersachsisches
Ministerium

fur Ernahrung,
Landwirtschaft,

Verbraucherschutz und

Landesentwicklung

Cloppenburg,
Oldenburg, Vechta

Landwirtschaftszahlung 2010
Viehbestande im Freistaat Sachsen, C/LZ
2010-2 und Teil 3 - Viehbestande

Landesamt Freistaat
Sachsen

Nordrhein- Statistisches Jahrbuch Nordrhein-Westfalen Landesbetrieb Landkreise

Westfalen 2008, Information und Dusseldorf, Koln,
Landwirtschaftliche Betriebe mit Viehhaltung Technik Nordrhein- Munster, Kleve
und Viehbestand in Nordrhein-Westfalen am 1. Westfalen
Marz 2010

Sachsen Statistischer Bericht, Statistisches Nordsachsen

Sachsen-Anhalt

Statistische Berichte, Land- und
Forstwirtschaft, Fischerei 2010, C IV 3j/10
Landwirtschaftszahlung Teil 3
Viehbesténde, Okologischer Landbau-
Teil Viehzéhlung, Viehhaltungsverfahren,
Wirtschaftsdinger

Statistisches
Landesamt
Sachsen-Anhalt

Altmarkkreis
Salzwedel, Bérde

Landwirtschaftszahlung in Thiringen 2010
Struktur der Viehhaltung

flr Statistik

Schleswig- Statistische Berichte, Viehhaltung in Hamburg Statistisches Amt fur Ostholstein,
Holstein und Schleswig-Holstein 2010, Endgiiltige Hamburg und Schleswig-Flensburg
Ergebnisse der Landwirtschaftszéhlung 2010, Schleswig-Holstein
Betriebe mit Tierhaltung in Hamburg und
Schleswig-Holstein
2010 nach Kreisen, C IV - LZ 2010, Teil 2
Viehhaltung
Thiringen Statistischer Bericht C IV - unreg. / 10, Thiringer Landesamt Unstrut-Hainich-Kreis
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Anhang

Tabelle 20: Daten der Wetteraufzeichnung im Aul3enbereich

Mittlere Wind- Mittlere Temperatur in °C Relative Feuchte in %

Termin igne?nc;/rgwmd|gke|t ?/r\1/|£1drlchtung AuRen Im Stall AuRen Im Stall
LP1.1 1,65 67,60 4,46 20,87 82,79 46,33
LP1.2 1,52 72,35 27,82 25,33 40,63 48,67
LP1.3 1,40 79,11 23,06 26,07 57,56 56,93
LP2.1 2,39 231,82 10,03 22,97 48,14 45,70
LP2.2 1,57 225,59 20,58 20,93 48,39 63,60
LP2.3 1,53 216,00 22,40 21,60 55,31 55,10
LP3.1  Messung ausgefallen 13,30 28,60 28,60 48,57
LP3.2 1,92 181,71 16,04 18,40 73,12 52,40
LP3.3 1,63 241,88 4,46 15,70 73,82 49,20
LP4.1 1,84 156,61 10,45 29,27 64,76 53,30
LP4.2 1,13 64,56 0,97 17,10 73,94 48,20
LP4.3 0,73 126,46 11,13 15,70 43,38 43,30
LP5.1 2,19 321,07 14,40 20,23 56,78 45,63
LP5.2 1,51* 204,22* 17,31 18,40 52,15 40,07
LP5.3 3,04 150,60 15,20 19,17 74,36 47,77
LP6.1 2,04 70,58 10,76 18,20 53,96 46,03
LP6.2 1,97 174,20 20,56 22,37 52,64 47,63
LP6.3 0,06 137,41 21,31 22,16 47,27 49,53
LP7.1 0,00 46,69 14,58 25,10 36,21 48,73
LP7.2 1,64 265,17 14,84 18,37 49,54 46,17
LP7.3 1,26* 263,08* 20,47 24,47 53,85 59,00

*Windmessung mit nur wenigen Werten auf Grund technischer Probleme

Tabelle 21: Reaktionsansatz der konventionellen PCRs

CTX-M*/ TEM CMY2/ SHV
Reagenz Konzentr_:?ltion in Einsatz pl Konzentrﬁltion in Einsatz pl
Stammldsung Stammldsung

DreamTaq™Green PCR Mastermix 12,5 2X 12,5
Primer-F 10 pmol/pl 1 10 puM/ul 0,5
Primer-R 10 pmol/pl 1 10 pM/pl 0,5
H20 (nukleasefrei) 9,5 8,5
DNA 1 3
Gesamt 25 25

*CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9

Tabelle 22: Parameter fur konventionelle PCRs
Programm- Zeit Temp. Temp. Zeit Temp. Zeit Zeit Temp.
sch?itt CTX-M ﬁ\Tf(C'Ml %T(?(C'M* TEM ;E'\é CMY2  SHV i?ﬂ\c(Z/ SHv
:;‘g:\ifurierung 5 min. 95 95 10min. 94 5 min. 5 min. 94
Denaturierung 30 sec. 95 95 30sec. 94 30 sec. 30 sec. 94
E;Itr)?izgsierung 30 sec. 52 50 Zy?(?en 30sec. 43 Zy?(lsen 30sec. 30 sec. 57 Zy?(flien
Amplifikation 60 sec. 72 72 70sec. 72 80 sec. 60 sec. 72
m?)'"eﬁkaﬂon 10min. 72 72 10min. 72 Smin.  5min. 72

*CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9
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Anhang

Tabelle 23: Anzahl ESBL-/AmpC-bildender E. coli und Gesamt-E. coli der Umgebungs-
und Einzeltierproben der sieben Betriebe der Langzeitstudie zu den verschiedenen
Zeitpunkten

in KbE/g, x geom

Zeitpunkt 1 2 3
Probe MC+ MC- MC+ MC- MC+ MC-
SK - - 1,89*10° 3,97%107 7,67*10° 6,84*108
(n=4) (n=4) (n=3) (n=3)
ST 1,49*10° - 3,91%10° - 5,68*10* -
(n=1) (n=6) (n=4)
SS - - 4,18*102 1,10*10* 5,00%10! 5,75*103
(n=2) (n=2) (n=1) (n=1)
T™W - - 1,59*102 2,67*10° 1,00%10% 2,68*10?
(n=3) (n=3) (n=2) (n=2)
M - - - - 6,62*10? 1,09*10%
(n=2) (n=4)
F - - 5,23*10° - - -
(n=1)
uT - - 7,50%10% - 1,84*10? -
(n=1) (n=2)
KT - - 5,96*10° 1,56*10° 5,14*10° 2,50%10°
Gesamt (n=62) (n=62) (n=27) (n=27)

SK-Sammelkot, ST-Sockentupfer, SS-Sammelstaub, KT-Kloakentupfer, TW-Trinkwasser, M-Mist, F-Futter, UT-Umgebungstupfer
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Tabelle 24: Antibiotikaanwendung in der Querschnittsstudie

Betriebsnr. Altersgruppe ESBL-/AmpC- Beta-Laktam- Andere
Herden-Status Antibiotika Antibiotika
Anwendung Anwendung

1 Aufzucht positiv Ja Ja

1 Mast positiv Ja Ja

2 Aufzucht negativ Ja Ja

2 Mast negativ Ja Ja

3 Aufzucht negativ Nein Ja

3 Mast positiv Ja Ja

4 Aufzucht negativ Nein Ja

4 Mast positiv Ja Ja

5 Aufzucht negativ Ja Nein
5 Mast negativ Ja Ja

6 Aufzucht negativ Ja Nein
6 Mast negativ Ja Ja

7 Aufzucht positiv Ja Nein
7 Mast negativ Ja Ja

8 Aufzucht positiv Nein Nein
8 Mast positiv Ja Ja

9 Aufzucht positiv Ja Nein
9 Mast positiv Ja Ja
10 Aufzucht positiv Ja Ja
10 Mast positiv Ja Ja
11 Aufzucht negativ Nein Nein
11 Mast positiv Ja Ja
12 Aufzucht negativ Ja Ja
12 Mast positiv Ja Ja
13 Aufzucht negativ Nein Ja
13 Mast negativ Ja Ja
14 Aufzucht negativ Nein Nein
14 Mast negativ Ja Ja
15 Aufzucht positiv Nein Nein
15 Mast positiv Ja Nein
16 Aufzucht negativ Nein Nein
16 Mast positiv Ja Ja
17 Aufzucht positiv Ja Ja
17 Mast negativ Ja Ja
18 Aufzucht negativ Ja Nein
18 Mast negativ Ja Ja
19 Aufzucht positiv Nein Nein
20 Aufzucht positiv Ja Ja
20 Mast positiv Ja Ja
21 Aufzucht negativ Nein Nein
21 Mast positiv Ja Ja
22 Aufzucht positiv Ja Nein
22 Mast negativ Ja Ja
23 Aufzucht negativ Nein Nein
23 Mast negativ Ja Nein
24 Aufzucht positiv Ja Ja
24 Mast positiv Ja Ja
25 Aufzucht negativ Nein Ja
25 Mast negativ Ja Ja
26 Aufzucht positiv Nein Nein
26 Mast positiv Nein Ja
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27 Aufzucht negativ Nein Nein
27 Mast negativ Nein Nein
28 Aufzucht positiv Ja Ja
28 Mast positiv Ja Ja
29 Aufzucht negativ Nein Nein
29 Mast negativ Ja Ja
30 Aufzucht negativ Ja Nein
30 Mast positiv Ja Ja
31 Aufzucht negativ Ja Nein
31 Mast negativ Ja Ja
32 Mast positiv Ja Ja
33 Mast positiv Ja Ja
34 Mast negativ Ja Ja
35 Aufzucht positiv Nein Nein
35 Mast negativ Ja Ja
36 Aufzucht positiv Nein Nein
36 Mast positiv Ja Ja
37 Aufzucht negativ Nein Ja
37 Mast positiv Ja Ja
38 Aufzucht negativ Nein Nein
38 Mast positiv Nein Ja
39 Aufzucht positiv Nein Nein
39 Mast positiv Ja Ja
40 Aufzucht negativ Nein Nein
40 Mast positiv Ja Ja
41 Aufzucht positiv Ja Nein
41 Mast negativ Ja Ja
42 Aufzucht positiv Nein Nein
42 Mast positiv Ja Ja
43 Aufzucht positiv Nein Nein
43 Mast negativ Nein Nein
44 Aufzucht negativ Ja Ja
44 Mast negativ Nein Ja
45 Aufzucht positiv Nein Ja
45 Mast positiv Ja Ja
46 Aufzucht negativ Ja Ja
46 Mast positiv Ja Ja
47 Aufzucht positiv Nein Nein
47 Mast positiv Ja Ja
48 Aufzucht negativ Nein Nein
48 Mast negativ Nein Nein
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