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Einleitung

Einleitung

Die Anwendung von antibakteriell wirksamen Subs-
tanzen in der Veterindrmedizin erfolgt zum einen aus
Grinden des Verbraucherschutzes, zum anderen zur
Erhaltung der Tiergesundheit. Gleichzeitig fiihrt jeder
Einsatz von Antibiotika zur Selektion von bereits be-
stehenden Resistenzen; auch wird das Entstehen neuer
Resistenzmechanismen begiinstigt.

Aus diesen Griinden missen nachhaltig wirksa-
me Managementmafinahmen ergriffen werden, um
den Eintrag von resistenten Bakterien insbesondere
durch Lebensmittel liefernde Tiere in die menschli-
che Nahrungskette moglichst gering zu halten bzw. zu
vermeiden. Zur Beurteilung der aktuellen Resistenz-
situation und -entwicklung ist die Erhebung valider
Empfindlichkeitsdaten fiir tierpathogene Bakterien
erforderlich. Das Bundesamt fiir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (BVL) erhebt diese Daten
im Rahmen des Nationalen Resistenzmonitorings tier-

pathogener Bakterien (GERM-Vet) seit dem Jahr 2001.
Diese Daten ermoglichen es, koordinierende Mafinah-
men zu ergreifen und dem behandelnden Tierarzt Ent-
scheidungshilfen zur kalkulierten Therapie zu geben.

Fiir jedes Studienjahr wird ein dezidierter Stichpro-
benplan erstellt, der sich an den Ergebnissen der vor-
angegangenen Studien orientiert und den aktuellen
Fragestellungen angepasst wird. Es werden im gesam-
ten Zeitraum des Studienjahres entsprechende Isolate
durch die einsendenden Labore an das BVL iibermit-
telt, diese werden asserviert und nach Abschluss der
Sammlung auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber 24 an-
tibakteriellen Wirkstoffen untersucht. Im vorliegen-
den Bericht werden die Ergebnisse der im Rahmen der
Studie 2019 untersuchten Isolate zusammengestellt,
analysiert und bewertet.
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Material und Methoden

2.1 Studienumfang und Stichprobenplan handelte sich um staatliche und private Labore sowie
um universitire Einrichtungen (s. Anhang, Tab. 47, Lis-
te der Labore). Die Labore sammelten Bakterienisolate

Die Isolate wurden vom 01.04.2019 bis 31.03.2020 von  entsprechend dem unten abgebildeten Stichproben-

den teilnehmenden Laboren eingesandt. An der Stu- plan. Es wurden ausschlieflich Isolate von klinisch er-

die waren 25 Labore aus 13 Bundeslandern beteiligt. Es  krankten Tieren bertcksichtigt (Tab. 1 bis Tab. 7).

Tab. 1 Bakterienspezies vom Rind (Kalb, Jungrind bis 8 Monate, adultes Rind, Milchrind)

Indikation Altersstufe Bakterienspezies

Mastitis Milchrind Klebsiella spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp.,
Staphylococcus aureus, Trueperella pyogenes

Infektionen des Kalb, Jungrind, adultes Rind Escherichia coli

Gastrointestinaltraktes

respiratorische Kalb, Jungrind, adultes Rind Mannheimia spp., Pasteurella multocida

Erkrankungen

alle alle Acinetobacter spp.

Tab. 2 Bakterienspezies vom Schwein (Ferkel, Liufer, Mastschwein, Zuchtschwein)

Indikation Altersstufe Bakterienspezies

respiratorische alle Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida
Erkrankungen

alle alle Streptococcus suis

Infektionen des alle Escherichia coli, Salmonella spp.

Gastrointestinaltraktes
Hautinfektionen alle Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus

Tab. 3 Bakterienspezies vom Gefliigel (Pute, Huhn, jeweils auch Tiere im Kiikenalter)

Indikation Tierart Bakterienspezies

alle Masthahn, Legehenne, Pute Bordetella spp., Enterococcus spp., Escherichia coli,
Ornithobacterium rhinotracheale, Pasteurella multocida,
Pseudomonas aeruginosa, Riemerella anatipestifer,
Staphylococcus spp.

Tab. 4 Bakterienspezies von Schaf und Ziege (jeweils auch Tiere im Lammalter)

Indikation Tierart Bakterienspezies

respiratorische Schaf, Ziege Mannheimia spp., Pasteurella multocida
Erkrankungen

Mastitis Milchschaf, Milchziege Escherichia coli, Mannheimia spp., Koagulase-positive

Staphylococcus spp., Trueperella pyogenes
alle alle Bibersteinia spp.
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Tab. 5 Bakterienspezies von Hund und Katze (jeweils auch Welpen)

Indikation Tierart
respiratorische Hund, Katze
Erkrankungen

Infektionen des Hund, Katze
Urogenitaltraktes

Infektionen des Hund, Katze
Gastrointestinaltraktes

Haut-, Schleimhaut- Hund, Katze

infektionen, Otitis

Tab. 6 Bakterienspezies vom Pferd

Indikation Tierart

alle Pferd

Tab. 7 Bakterienspezies vom Fisch

Indikation Tierart
alle Fische
2.2 Identifizierung der Bakterienisolate

Die Diagnostik der Bakterienisolate erfolgte in den ex-
ternen, an der Studie beteiligten Laboren nach den dort
glltigen Differenzierungsmethoden. Alle eingegan-
genen [solate wurden im BVL mittels MALDI-TOFMS
uberprift. Zur Qualitédtssicherung wurde im BVL zu-
sdtzlich eine zuféllige Stichprobe von 5% der Isolate
einer Bakterienspezies einer Differenzierung unterzo-
gen unter Beriicksichtigung der Koloniemorphologie,
der mikroskopischen, biochemischen, serologischen
bzw. molekularbiologischen Eigenschaften nach den
im BVL giiltigen Methoden. Konnte eine Diagnose bei
den tberpriiften Isolaten nicht bestétigt werden, wur-
de das Isolat aus der Studie ausgeschlossen.

2.3 Empfindlichkeitspriifungen

Die Uberpriifung der Empfindlichkeit der Bakterien-
isolate gegeniiber den verschiedenen antibakteriellen
Wirkstoffen (Bestimmung der minimalen Hemmkon-
zentration, MHK) erfolgte mittels Bouillon-Mikrodilu-
tion nach den Vorgaben des Dokuments VEToz1, 5th ed.
(CLSI, 2018)".

Bakterienspezies

Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida
Acinetobacter spp., Escherichia coli
Acinetobacter spp., Escherichia coli, Salmonella spp.

Koagulase-positive Staphylococcus spp.

Bakterienspezies

Acinetobacter spp., Klebsiella spp.,
Pseudomonas spp., Staphylococcus spp.

Bakterienspezies

Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Yersinia ruckeri

Die Auswahl der getesteten Antibiotika orientierte sich
an veterinir- und humanmedizinischen Therapie-
ansdtzen. Da aus technischen Griinden fiir grampositi-
ve und gramnegative Bakterien gleiche Plattenlayouts
verwendet wurden, wurden teilweise auch Wirkstoffe
uberpriift, die fiir die jeweiligen Bakterienspezies keine
Bedeutung haben bzw. gegeniiber denen die betreffen-
den Bakterienspezies eine intrinsische Resistenz zei-
gen. Es wurden industriell gefertigte Mikrotiterplatten
verwendet, die die Wirkstoffe in vakuumgetrockneter
Form enthielten (Trek Diagnostic Systems).

Zur Herstellung des Inokulums wurde Kationen-aus-
geglichene Miller-Hinton-Bouillon verwendet, zur
Empfindlichkeitstestung von Streptococcus spp., True-
perella pyogenes, Pasteurella multocida, Bibersteinia
trehalosi und Mannheimia spp. wurde 2,5 bis 5 % lysier-
tes Pferdeblut supplementiert. Die Inokulumsdichte
von 2 -8x10°CFU/ml wurde nach CLSI-Vorschrift
eingestellt und regelmiflig durch Keimzahlbestim-
mungen Uberpriift. Die inokulierten Mikrotiterplatten
wurden mit einer Folie verschlossen, entsprechend den
CLSI-Vorgaben inkubiert und danach halbautomatisch
abgelesen.

Zur Qualititssicherung entsprechend dem CLSI-
Dokument wurden folgende Referenzstimme mit in
die Empfindlichkeitsprifung einbezogen: Escherichia
coli DSM 1103, Staphylococcus aureus DSM 2569, Entero-
coccus faecalis DSM 2570 und Streptococcus pneumo-
niae DSM 24048. Die in der Studie 2019 verwendeten
Antibiotika und der jeweils gepriifte Konzentrations-
bereich sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2018: Performance standards for antimicrobial disk and dilution susceptibility tests for
bacteria isolated from animals. CLSI document VETo1, 5th ed. Wayne, PA, USA.
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Weitere Methoden: Isolate, die Wachstum auf
Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)-Selektiv-
agar (CHROMagar ESBL, Mast Diagnostica) zeigten,
wurden als phdnotypisch ESBL-bildend beschrieben.
Zur Bestdtigung der ESBL-Produktion wurden fiir die
entsprechenden Isolate die minimalen Hemmkonzen-
trationen fir Ceftazidim und Ceftazidim/Clavulan-
sdure sowie fur Cefotaxim und Cefotaxim/Clavulan-
sdure bestimmt und mit den Vorgaben des Dokuments
VETo8, 4th ed. (CLSI, 2018)* verglichen.

Tab. 8 Getestete Wirkstoffe und Wirkstoffkombinationen

Der Nachweis der Gene mcr-1 bis mcr-5 in E.-coli-,
Klebsiella-spp.- und Salmonella-spp.-Isolaten mit ei-
ner MHK fiir Colistin von > 2 mg/L wurde nach Rebelo
et al® durchgefiihrt.

Der Nachweis der Gene mecA und mecC in MRSA
wurde nach Stegger et al.# durchgefiihrt. Die ,,S. aureus
Protein A (spa)“-Typisierung wurde nach Frenay et al.5,
Shopsin et al.* und Harmsen et al” durchgefiihrt.

Feintypisierungen mittels Next Generation Sequen-
cing (NGS) (Illumina MiSeq) erfolgten bei ESBL-bilden-
den Isolaten, bei mcr-positiven Isolaten und bei mecA-
bzw. mecC-tragenden Isolaten.

Wirkstoffklasse Wirkstoff Testbereich [mg/L]
Aminoglykoside Gentamicin 0,12 - 256
Neomycin 0,12 -64
Streptomycin 0,25 - 512
Carbapeneme Imipenem 0,015 - 32
Cephalosporine Cefoperazon 0,06 - 32
Cefotaxim 0,015 - 32
Cefquinom 0,015 - 32
Ceftiofur 0,03 - 64
Cephalothin 0,06 - 128
(Fluor)Chinolone Ciprofloxacin 0,008 - 16
Enrofloxacin 0,008 - 16
Marbofloxacin 0,008 - 16
Nalidixinsdure 0,06 - 128
Glykopeptide Vancomycin 0,015 - 32
Lincosamide Clindamycin 0,03 - 64
Pirlimycin 0,03 - 64
Makrolide Erythromycin 0,015 - 32
Tilmicosin 0,06 - 128
Tulathromycin 0,06 - 32
Tylosin 0,06 - 128
Oxazolidinone Linezolid 0,03 - 64
Penicilline Amoxicillin/Clavulansaure 2:1 0,03/0,015 - 64/32
Ampicillin 0,03 - 64
Oxacillin + 2 % NaCl 0,015 -8
Penicillin G 0,015 - 32
Phenicole Florfenicol 0,12 - 256
Pleuromutiline Tiamulin 0,03 - 64
Polypeptide Colistin 0,03 - 64
potenzierte Sulfonamide Trimethoprim/Sulfamethoxazol 0,015/0,29 — 32/608
Streptogramine Quinupristin/Dalfopristin 0,015 -32
Tetrazykline Doxycyclin 0,06 - 128
Tetracyclin 0,12 - 256

2 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2018: Performance standards for antimicrobial disk and dilution susceptibility tests for
bacteria isolated from animals. CLSI supplement VET08, 4th ed. Wayne, PA, USA.
3 Rebelo et al., 2018: Multiplex PCR for detection of plasmid-mediated colistin resistance determinants, mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 and mcr-5

for surveillance purposes. Euro Surveill. 2018;23(6).

4  Stegger et al,, 2012: Rapid detection, differentiation and typing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus harbouring either mecA or
the new mecA homologue mecA(LGA251). Clin Microbiol Infect. 2012;18(4):395-400.
5 Frenay et al,, 1996: Molecular typing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus on the basis of protein A gene polymorphism. Eur. J.

Clin. Microbiol. Infect. Dis. 15:60-64.

6  Shopsin et al, 1999: Evaluation of Protein A Gene Polymorphic Region DNA Sequencing for Typing of Staphylococcus aureus Strains;

Journal of Clinical Microbiology, Vol. 37, No. 11.

7  Harmsen et al,, 2003: Typing of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus in a University Hospital Setting by Using Novel Software for
spa Repeat Determination and Database Management; Journal of Clinical Microbiology, Vol. 41, No. 12.
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2.4 Grenzwerte

Die Einstufung der Bakterien als ,empfindlich®, ,in-
termedidr” oder ,resistent” erfolgte ausschlielich an-
hand der klinischen Grenzwerte des CLSI.

Im Dokument VETo8 4th ed. (CLSI, 2018)® sind ve-
terindrspezifische Grenzwerte fiir zahlreiche Tier-
arten/Erkrankungen/Bakterienspezies-Kombinatio-
nen aufgefiihrt. Dennoch ist flir viele Kombinationen
kein veterinidrspezifischer Grenzwert verfiigbar. In
diesem Fall wurde auf eine Einstufung in sensibel
und resistent verzichtet. Hier erlaubt der MHK,,-Wert
eine Beurteilung der Empfindlichkeitslage sowie eine
Einschitzung der therapeutischen Wirksamkeit. Der
MHK,,-Wert ist definiert als die Wirkstoffkonzentra-
tion, bei der 9o % der getesteten Bakterienpopulation
absterben bzw. in ihrem Wachstum gehemmt werden.
Unter Kenntnis der im Gewebe zu erreichenden Kon-
zentration geben diese Werte bei fehlenden Grenzwer-
ten zumindest einen Hinweis darauf, ob sich ein Be-
handlungserfolg tiberhaupt einstellen kénnte. Es muss
jedoch beachtet werden, dass wenige Isolate mit hohen
MHK-Werten bei kleinen Populationen (< 30 Isolate)
wesentlich stiarker ins Gewicht fallen als bei grofien
Populationen. MHK,,- und MHK,,-Werte, die durch
mehrere Konzentrationsstufen voneinander getrennt
sind, weisen auf eine bimodale Verteilung der unter-
suchten Population und somit auf den Erwerb von
Resistenz