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KURZFASSUNG

Der erstmalige Nachweis des Resistenzgens mcr-1 im Kommensalkeim Escherichia coli (E.
coli) tierischen Ursprungs im Jahr 2015 in China lieferte den Beweis fur eine Plasmid-
vermittelte Colistinresistenz und begriindete somit das wissenschaftliche Interesse an
Colistinresistenzen. Dieses besorgniserregende Problem der horizontalen
Resistenzibertragung steht seither im Fokus weltweiter Forschungsarbeiten. Der hohe
Colistineinsatz in der Nutztierhaltung raumt der Frage nach der aktuellen Resistenzsituation
grolle Bedeutung flr die globale Gesundheit ein. Nicht zuletzt, da Colistin in der
Humanmedizin als Reserveantibiotikum angewandt wird und somit eine herausragende
Position innerhalb des globalen Gesundheitskonzepts, auch als One-Health Ansatz
bezeichnet, einnimmt. Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden erstmalig systematisch
Untersuchungen zum Auftreten der mcr-1 vermittelten Colistinresistenz in ésterreichischen
Ferkelproduktionsbetrieben durchgeflhrt. Fir die Evaluierung der aktuellen Pravalenz der
Plasmid-vermittelten Colisitinresistenz wurden 100 Stiefeltupferproben in 6sterreichischen
Ferkelproduktionsbetrieben gesammelt, E. coli aus diesen isoliert und nachfolgend auf die
Existenz des mcr-1 Gens untersucht. Hierfur wurde mittels Mikrodilutionsmethode die
Empfindlichkeit der Probenisolate gegentiber Colistin ermittelt. Jene Isolate, die sich als
unempfindlich erwiesen, wurden mit Hilfe von PCR (Polymerase-Kettenreaktion) und
anschlielender Elektrophorese auf das Vorkommen des mcr-1 Gens untersucht. Die
gewonnenen Ergebnisse liefern eine erste Einschatzung der Resistenzlage in Osterreich und
dienen als Vergleichswerte fir weitere Untersuchungen hinsichtlich der Verbreitung des mcr-

1 Gens.



ABSTRACT

The first description of the mcr-1 mobilized resistance gene in commensal Escherichia coli
(E. coli) of animal origin in late 2015 in China, which provided the first evidence of a plasmid-
mediated colistin resistance, endowed wide scientific interest. Since that concerning
discovery, the problem of horizontal transmission of resistance, has been researched and
discussed worldwide. In human medicine, colistin is declared and used as an antibiotic of last
resort and therefore holds an outstanding position in the global health concept. On this
account and due to the high consumption of colistin in livestock production, the knowledge
about the current resistance situation is of great interest for the maintenance of public health.
In this study, the occurrence of mcr-1 mediated colistin resistance in Austrian piglet
production farms was systematically investigated for the first time. To evaluate the current
prevalence of plasmid-mediated colistin resistance, 100 boot sock samples were collected
from Austrian piglet production farms, phenotypically colistin-resistant bacteria were isolated
and subsequently analyzed for the presence of the mcr-genes. On this purpose, the
sensitivity of the isolates to colistin was determined using the microdilution method.
Subsequently, those isolates that proved to be insensitive were examined for the presence of
the mcr-genes using PCR (polymerase chain reaction) and subsequent electrophoresis. The
results obtained provide an initial assessment of the resistance situation in Austria and are
intended to serve as comparative values for further investigations of the distribution of the

mcr-genes in bacteria.
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Einleitung

Aufgrund der voranschreitenden Globalisierung und dem engen Zusammenleben von Mensch
und Tier wird der Bedeutung der ,One Health® Strategie immer mehr Wichtigkeit

zugeschrieben.

Der vereinheitlichte Ansatz der One Health-Initiative soll die Gesundheit von Mensch, Tier und
Umwelt gewahrleisten und optimieren. Die Gesundheit von Mensch, Tier und Umwelt ist eng
miteinander verbunden und beeinflusst sich gegenseitig. Veranderungen in einem dieser

Bereiche kdnnen Auswirkungen in einem anderen bewirken (1).

Um die Erhaltung der globalen Gesundheit zu gewahrleisten, missen gemeinsame
Mallinahmen in diesen Sektoren erarbeitet werden, die in der Lage sind,
Gesundheitsbedrohungen vorherzusagen und abzuwenden. Um globalen Gesundheitsrisiken
Herr zu werden, missen Konzepte in den Bereichen Ernahrungssicherheit,
Umweltmanagement, Kontrolle von Zoonosen und Bekdmpfung von Antibiotikaresistenzen

erarbeitet werden (2).

Da Antibiotika in unterschiedlichen Bereichen wie Humanmedizin, Veterindrmedizin und
Landwirtschaft eingesetzt werden, kann es aufgrund des erhéhten Selektionsdruckes zu
Entwicklungen von Antibiotikaresistenzen kommen. Diese Resistenzen kennen keine Grenzen
und somit ist die Erhaltung der Gesundheit von Mensch, Tier und Umwelt wiederum

voneinander abhangig (2, 3).

In den letzten Jahren hauften sich Berichte Uber Erreger, deren Empfindlichkeit gegeniiber
Antibiotika abgeschwacht waren oder gar verloren gingen. Antibiotikaresistenzen haben
Wirkungsverluste im Sinne einer Unempfindlichkeit gegentber Bakterien zur Konsequenz,
was wiederum die Wichtigkeit sogenannter Reserveantibiotika hervorhebt. Als
Reserveantibiotika werden jene antibakteriell wirksamen Substanzen bezeichnet, die als
letztmdgliche Therapie gegen multiresistente Bakterien Anwendung finden. Aufgrund dessen

ist ihre Bedeutung in der Humanmedizin von grof3em Stellenwert (4).

Um Resistenzentwicklungen innerhalb der Kategorie der Reserveantibiotika zu vermeiden,
werden diese ausschlieBlich mit strenger Indikation eingesetzt. Mittels dieser gezielten

Anwendung wird versucht die Resistenzentwicklung gering zu halten.



Das Polypeptid-Antibiotikum Colistin, ist als solches Reserveantibiotikum deklariert und zahlt
fur die WHO (World Health Organisation) zu den fur die Humanmedizin wichtigsten kritischen
Antibiotika mit hdéchster Prioritdt. Es wird in der Humanmedizin bei schwerwiegenden
Infektionen mit Carbapenem-resistenten und multiresistenten gramnegativen Keimen

eingesetzt, bei denen kein anderes Antibiotikum wirksam ist (5).

In der Veterinarmedizin kommt Colistin nach wie vor haufig zur Anwendung, wie etwa bei
Darminfektionen von Schweinen, Gefligel und Rindern. In Osterreich belegte 2020 die
Wirkstoffgruppe der Polymyxine, zu deren Hauptvertreter Colistin zahlt, den sechsten Platz
hinsichtlich der Abgabemenge mit einer Vertriebsmenge von 1,47 Tonnen in der

Veterinarbranche (6).

Innerhalb der Schweineproduktion stellen Durchfallerkrankungen die haufigste Ursache fir
wirtschaftliche Verluste dar. Neben Colistin werden Zinkoxid-haltige Tierarzneimittel zur
Behandlung von Absetzdurchfall eingesetzt. Der therapeutische Einsatz von Zinkoxid hat
allerdings negative Auswirkungen auf die Umwelt zur Folge und resultiert auBerdem in einem
erhdhten Auftreten von Antibiotikaresistenzen. Aufgrund dessen wurde das mit 26.Juni 2022
in Kraft getretene EU-weite Verbot der Verwendung von Zinkoxid-haltigen Tierarzneimitteln
erlassen. Durch den Verlust dieser Tierarzneimittel bleiben den Landwirten nur noch wenige
Alternativen zur Behandlung von Absetzdurchfall. Angesichts der mangelnden Anzahl der zur
erfolgreichen Therapie verfigbaren Antibiotikawirkstoffgruppen ist wiederum mit einem
erhohten Einsatz von Colistin zu rechnen (7, 8). Um dem Bestreben nach Reduktion des
Antibiotika-Einsatzes nachzukommen und bis praktikable Alternativen entwickelt wurden, ist
es umso wichtiger Strategien und MaRnahmen in Bereichen der Betriebsfihrung und
Biosicherheit zu erarbeiten und zu ergreifen, um dem Auftreten des Absetzdurchfalles

vorzubeugen (7).

Mit der Entdeckung des Plasmid-vermittelten bakteriellen Resistenzgens mcr-1 in China,
wurde die Debatte um den Einsatz von Reserveantibiotika in der Veterinarbranche erneut
angeheizt. Dieses Gen macht Bakterien unempfindlich gegentber Colistin (5). Die Tatsache,
dass dieses Gen sich nicht in der chromosomalen-DNA (Desoxyribonukleinsaure) der
Bakterien befindet, sondern in Plasmiden auftritt, birgt groRe Gefahren. Plasmide kdnnen
durch horizontalen Gentransfer weitergegeben werden und somit nicht nur rasch, sondern
auch auf andere Bakterienstdmme und somit spezieslbergreifend verbreitet werden. So

kénnen Colistinresistenzen innerhalb kirzester Zeit auch auf jene Individuen Ubertragen



werden, die mit diesem Antibiotikum nicht behandelt wurden und es stellt sich unwiderruflich
die Frage nach der bestehenden Wirksamkeit des Reserveantibiotikums Colistin. Durch die
Entdeckung dieses Plasmid-vermittelten Resistenzgens wurden international zahlreiche
Untersuchungen hinsichtlich des Auftretens und der Verbreitung des mcr-1 Gens

vorgenommen (5, 6, 9).

Um die Situation der Colistinresistenz in der 6sterreichischen Schweineproduktion einschatzen
und mit anderen Landern vergleichen zu kdnnen, wurde innerhalb dieser Arbeit das Auftreten
von phano- sowie genotypsich nachweisbaren Colistinresistenzen innerhalb der Gattung
Escherichia (E.) coli untersucht.

Die Hypothese lautet, dass trotz breitflachigem Einsatz von colistinhaltigen Arzneimitteln in der
Schweineproduktion, das Auftreten von colistinresistenten E. coli gering ist und eine Pravalenz

von unter 10% aufweist.



2 Absetzdurchfall

Die Zeit des Absetzens von Saugferkeln ist eine einschneidende Phase der Aufzucht.
Zeitgleich hat das Ferkel, welches zu diesem Altersabschnitt ohnehin durch die in diesem Alter
schwindenden Immunglobuline in der Muttermilch mit einem unausgereiften Immunsystem zu
kéampfen, welches nun durch die Einstallung in eine neue Gruppe zusatzlich durch neue
Umgebungskeime gefordert wird. Somit missen diverse Vorkehrungen und MafRnahmen
getroffen werden, um jene Umweltfaktoren, die den Komplex des Absetzdurchfalls
begunstigen, zu minimieren. Hierbei spielen vor allem Stress durch die Eingliederung in eine
neue Gruppe sowie der Verlust der Muttersau, ein geschwachtes Immunsystem und die
Futterumstellung auf feste Nahrung eine entscheidende Rolle. In dieser Altersperiode sind
Schweine besonders anfallig fur viele unterschiedliche Erreger, die eine Durchfallerkrankung
zur Folge haben kénnen. Grolte Bedeutung kommt dem Erreger E. coli aus der Familie der
Enterobacteriaceae zu. Er ist hauptverantwortlich flir den Absetzdurchfall. Aber auch andere
Bakterien wie Lawsonia intracellularis und Salmonella enterica besitzen einen maf3geblichen
Einfluss auf die Gesundheit des Magen-Darm-Traktes der Absetzferkel. Corona- und

Rotaviren stellen virale Erreger der Durchfallerkrankung dar (10, 11).

Die Zustande, die mit dem Auftreten des Absatzdurchfalls einhergehen, werden auch unter
dem Symptomkomplex ,post weaning diarrhea®“ (PWD) zusammengefasst. PWD ist eine der
am haufigsten vorkommenden Erkrankungen in der Ferkelaufzucht. Verbunden ist das
Auftreten des Symptomkomplexes des Absetzdurchfalls mit der Proliferation von
enterotoxischen E. coli (ETEC) innerhalb des Magendarmtraktes der Schweine. ETEC zeigt
sich als Kommensale der physiologischen Darmflora des Dickdarmes im Gastrointestinaltrakt.
Innerhalb der Dunndarmflora jedoch vermag ETEC sich nach fakal-oraler Aufnahme Uber
spezifische Fimbrien an den Enterozyten der Dinndarmschleimhaut anzuheften. Der
bakteriellen Kolonisation des Dinndarms folgen die Bildung und Sezernierung von
Endotoxinen. In weiterer Folge kommt es zur Ausbildung einer sekretorischen Diarrhoe und
dahingehend zu Elektrolytmangel mit darauffolgender Exsikkose. Die klinische Symptomatik
wird weiters von Durchfall, Dehydration, Abmagerung, Wachstumsverzdgerung,
metabolischer Azidose oder seltener von perakutem Versterben der Tiere begleitet. Auch
kénnen die Absetzferkel von Herz-Kreislaufversagen oder einem Endotoxinschock betroffen
sein (11, 12).



Ein weltweites Problem darstellend, tritt es vorwiegend in den ersten beiden Wochen nach
dem Absetzen auf. Gewohnlich werden die Ferkel mit einem noch relativ jungen Alter von 28
Tagen abgesetzt. In diesem Alter unterschreitet der Antikdrper-Antigen-Spiegel eine kritische
Schwelle. Dies ist vorwiegend dann der Fall, wenn die Antikbrpermenge in der Muttermilch
rapide absinkt und die Ferkel zur selben Zeit noch keine vollstandig ausgereifte Immunitat

aufweisen, der Erregerdruck jedoch kritisch wird (11).

Die mit PWD einhergehende Mortalitatsrate betragt 1,25-2%, bei Nichtbehandlung bis zu 25%.
Wahrend akuter Ausbriche von PWD kann die Mortalitat der erkrankten Schweine 20-30%
Uber eine Zeitspanne von ein- bis zwei Monaten betragen (12, 13). Um das Auftreten von
Absetzdurchfall einzuschranken, wird in der Tierschutzgesetzgebung empfohlen, Ferkel nicht
vor einem Alter von 28 Tagen abzusetzen. Studien hierzu bestatigen die Verringerung des
Auftretens bei einem Absetzalter von Uber 26 Tagen (13). Das Management hinter dem
erfolgreichen Absetzen beginnt bereits zuvor, wahrend der Saugeperiode. Im Laufe des
Absetzens werden die Ferkel auch mit zahlreichen neuen Krankheitserregern konfrontiert,
weswegen ein hoher Hygienestandard anzustreben ist. Biosecurity-MaRnahmen sowie ein
konsequentes Rein-Raus-System tragen dazu bei, die Keimbelastung mdglichst gering zu
halten (7). Zusatzlich spielen zahllose weitere Kriterien des Betriebsmanagements, wie
bauliche sowie klimabedingte Faktoren, eine grofRe Rolle in Bezug auf Gesundheitszustand
und Tierwohl (14).

Die ausreichende Aufnahme der Biestmilch und die Vermeidung von Saugferkeldurchfall
helfen den Schweinen, gestarkt in die Absetzperiode Uiberzugehen. Daher ist es wichtig, die
Darmgesundheit zu foérdern und die Mikroflora durch hochwertige Prastarter und
Ferkelaufzuchtfutter, Probiotika, Prabiotika und die Supplementierung von organischen
Sauren zu starken. Auch sollte ein Futteraufnahmeloch, sowie das Risiko des Uberfressens
vermieden werden. Futterumstellungen sollten nie abrupt, sondern langsam und schrittweise
erfolgen und es ist auf einen reduzierten Rohproteingehalt sowie einen ausreichend hohen
Fasergehalt zu achten. Der Stressfaktor sollte moglichst minimiert werden, dass durch
MaRnahmen gegen Uberbelegung, ein angepasstes Tier-Fressplatz-Verhaltnis oder auch

ausreichend Beschaftigungsmaterial erfolgen kann (15, 16).



Therapiert werden die von E. coli ausgeldsten Infektionen des Darmtraktes, insbesondere in
Zusammenhang mit PWD, am haufigsten durch die orale Gabe des Antibiotikums Colistin, da
die Monotherapie mit dieser antimikrobiell wirkenden Substanz nicht nur gute Erfolge aufweist,
sondern auch kostengunstig ist. Seltener werden auch Aminoglykoside angewandt. Erkrankte
Ferkel werden parenteral behandelt, Tiere derselben Gruppe, die noch keine
Krankheitssympomatik zeigen werden meist metaphylaktisch Uber die Futter- und
Wassergaben therapiert. Weiters muss auf die Rehydration samt der Behebung des

Elektrolytmangels geachtet werden (11-13).

2.1 Escherichia coli

Erstmals wurde E. coli 1885 von Theodor Escherich, welcher spater auch als Namensgeber
des Organismus diente, als darmspezifisches Bakterium beschrieben (17). E. coli gehért der
Familie der Enterobacteriaceae an. Zu dieser zahlen derzeit etwa 60 verschiedene Gattungen
mit hunderten von Arten. E. coli gilt als der am besten erforschte Organismus. Dadurch hat
sich auch die Taxonomie dieser Gattung in den letzten Jahrzehnten mehrmals geéndert und

darf auch heute immer noch nicht als abgeschlossen betrachtet werden (18).

Enterobacteriaceae sind gramnegative, fakultativ anaerobe Stabchen. Sie stellen sich als
plumpe, mit abgerundeten Enden und Kapsel aufweisende Stabchen mit einer Dicke von 0,15-
1,5 um und einer Lange von 2-4 ym dar (18). E. coli ist meist begeil3elt und kann sich durch

H-Antigene, die Flagellenantigene, fortbewegen (18, 19).

Bakterien zahlen zu den Prokaryoten und ihr Zellaufbau unterscheidet sich von jenem der
Eukaryonten. Die Bakterienzellen besitzen keine Zellorganellen wie ein endoplasmatisches
Retikulum, einen Golgi-Apparat, Mitochondrien oder einen Zellkern und besitzen im
Gegensatz zu den Eukaryoten kein kompartimentalisiertes Zellinneres. Das Erbgut liegt als
ringformiges Chromosomenaquivalent frei im Zellinneren und da dieses langer als das
Bakterium ist, wird sie durch Gyrasen verdrillt. Ebenso kann das Erbgut in kleineren Einheiten
vorliegen. Diese ringférmig angeordneten extrachromosomalen DNA-Sticke werden als

Plasmide bezeichnet und enthalten oft Gene, die Resistenzen vermitteln (20).



2.1.1 Pathogene Escherichia coli

E. coli ist in der Lage, sowohl intestinal als auch extraintestinal, also in Regionen, die
aulBerhalb des Darmtraktes liegen, Infektionen hervorzurufen. Intestinale Erkrankungen
werden stets exogen hervorgerufen, extraintestinale dahingegen meist endogen. Hinsichtlich
des pathogenen Vermdgens von E. coli werden drei Gruppen unterschieden: apathogene E.
coli, fakultativ pathogene sowie obligat pathogene E. coli. Zur physiologischen Flora des
Darmes bei Warmblitern zahlen Stdmme der apathogen sowie fakultativ pathogenen Keime.
Fakultativ pathogene Stdmme verursachen eine Reihe unspezifischer Krankheitsbilder, sofern

die Situation im Makroorganismus fur sie opportun ist (19, 21).

Die obligat pathogenen E. coli-Stdamme gehdren nicht zur physiologischen Darmflora und
kénnen Enteritiden und nach Ausbreitung auch systemische Erkrankungen auslésen. So
kdnnen diese Stamme leichte bis schwere Durchfallerkrankungen verursachen und anhand
ihrer unterschiedlichen Virulenz-assoziierten Faktoren in finf Pathotypen unterteilt werden.
Die Krankheitsentwicklung ist abhangig von verschiedenen Pathogenitatsfaktoren, deren
Kombination auch ausschlaggebend fir die Klinik sein kann. Diese kommen als Adhasine, die
die Bindung an epitheliale Oberflachen ermoglichen, oder auch als sezernierte Toxine vor (18,
19).

Die verschiedenen Krankheitsbilder verursacht durch obligat pathogene E. coli werden
folgendermalien eingeteilt: Enteropathogene E. coli (EPEC), Enterotoxische E. coli (ETEC),
Enteroinvasive E. coli (EIEC), Enterohamorrhagische E. coli (EHEC) und Enteroaggregative
E. coli (EAEC) (18, 19, 22). Sie alle besitzen das Vermogen, als Erreger von Darminfektionen

und Durchfallerkrankungen in unterschiedlichen Altersklassen zu fungieren (22).



3 Polymyxine

3.1 Allgemeine Charakteristika und Wirkungsmechanismen der

Polymyxine

Zu den Polypeptid-Antibiotika gehdren die Gruppe der Polymyxine sowie Bacitracin. Colistin,
das auch als Polymyxin E bezeichnet wird, zahlt zusammen mit Polymyxin A, Polymyxin B,
Polymyxin C sowie Polymyxin D zu den Polymyxinen. Von ihnen werden jedoch nur Polymyxin
B sowie Colistin klinisch angewandt. Diese Polymyxine sind zyklische Dekapeptide, die durch
endstandige Fettsdurereste amphotere Eigenschaften besitzen. Bacitracin hingegen fehlt der
Fettsaurerest. Diese Abweichung der chemischen Struktur resultiert in unterschiedlichen
Wirkungsspektren der Polymyxine und Bacitracin. Wahrend Polyxymine vorwiegend gegen
gramnegative Bakterien wirksam sind, ist Bacitracin gegen grampositive Bakterien im Einsatz
(23-25).

3.1.1 Pharmakodynamik

Die Pharmakodynamik ist ein wichtiges Teilgebiet der Pharmakologie und umfasst die Lehre
der Wirkung eines Arzneimittels in einem Organismus, die Dosis-Wirkungsbeziehung sowie

die Wechselwirkungen mit anderen Molekiilen (23).

3.1.1.1 Wirkungstyp

Der Wirkungstyp eines Antibiotikums beschreibt dessen bakterizid beziehungsweise
bakteriostatisch agierenden Charakter durch Angriff auf bakterielle Strukturen und ist somit ein

wichtiges Auswahlkriterium (23).

Bei der Auswahl des geeigneten Antibiotikums sind diverse Fragen zu klaren. Es wird nach
dem Leitsatz "Der Wirkungsmechanismus bestimmt das Wirkungsspektrum" vorgegangen.
Antibiotika konnen bakterizid oder bakteriostatisch wirken. Bakterizid wirkende Antibiotika

toten die Bakterien ab, wohingegen bakteriostatisch wirkende Antibiotika das Keimwachstum



reversibel hemmen. Jene bakterizid wirkenden Antibiotika kbnnen in konzentrationsabhangige
sowie in zeitabhangige Bakterizide unterteilt werden. Zu den konzentrationsabhangigen
Bakteriziden zahlen zum Beispiel Polymyxine, Aminoglykoside und Gyrasehemmer. Bei
diesen ist die Konzentration flr den Wirkungserfolg entscheidend. Sie sind in der Lage, sofern
eine ausreichend hohe Konzentration vorliegt, auch nichtproliferierende Keime zu tdten.
B-Lactam-Antibiotika gehdren zu den zeitabhangigen Bakteriziden. lhr Wirkungserfolg ist

zeitabhangig, da sie nur schlecht gegen nichtproliferierende Zellen wirken (20, 23).

3.1.1.2 Wirkungsmechanismus

Antibiotika werden aufgrund ihrer "Angriffspunkte" klassifiziert. Zu diesen zahlen die jeweilige
Wirkung auf die Oberflache einer Bakterienzelle, das bakterielle Ribosom und die Enzyme der
Nukleinsauresynthese. Damit antibakteriell wirksame Substanzen ihren Aufgaben nachgehen
kdénnen, missen diese zunachst die Barriere in Form der Zellmembran Gberwinden, um
innerhalb der Zielzelle die Hemmkonzentration zu erreichen. Dies wird Gber zwei verschiedene
Wege ermdglicht. Entweder gelangen Antibiotika Uber den Lipid-vermittelten Weg oder Uber
Diffusionsporine in das Zellinnere (26). Die bakterizide Wirkung wird durch den Angriff auf
Zellwand, Zellmembran oder die Nukleinsduren der Bakterien vermittelt. An der Zellwand
greifen B-Lactam-Antibiotika in die Synthese des Peptidoglykangerists, das Murein, ein,
welches in Saugetierzellen nicht vorhanden ist. Es kommt zum Platzen und zur Lysis der
Bakterienzelle. Polymyxine schadigen die Zellmembran direkt, Aminoglykoside indirekt und
bewirken damit ebenso die Lyse der Bakerienzellen. Gyrasehemmer wie Fluorchinolone
wirken bakteriozid, indem sie die Topoisomerase hemmen, die fur die DNA-Synthese bendtigt
wird. Bakteriostatische Wirkungen bewirken eine Stérung der Proteinsynthese an den

Ribosomen oder an der Folsauresynthese (23).

Die bakterizide Wirkung von Polymyxinen wird ihnen durch das Einwirken auf die
Phospholipidkomponenten der Zellmembran verliehen. Bacitracin hingegen hemmt die

bakterielle Murein-Biosynthese (23).

Zu erwahnen ist, dass der exakte Wirkungsmechanismus von Polymyxinen nach wie vor noch
nicht vollstandig geklart sein dirfte. Es wird angenommen, dass es zunachst zu einer Stérung

der Permeabilitatsbarriere der auleren Membran kommt. Die Polymyxine binden mit ihrem
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positiv geladenen a,y-Diaminobuttersdureresten aufgrund von elektrostatischer Interaktionen
an die negativ geladenen Phosphatgruppen der Lipopolysaccharide (LPS), vorwiegend an
Lipid A. Dieses spielt eine wichtige Rolle fir die Kontrolle der Membranpermeabilitat. Colistin
wirkt aullerdem auf die membranstabilisierenden Kationen Ca2+ und Mg2+, die von den
Phosphatgruppen der LPS gebunden sind, als Detergens. Aufgrund dieser Einfliisse wird die
dreidimensionale Struktur der LPS veradndert. Dadurch erhéht sich die Permeabilitat der
Zellwand. Der Verlust der Permeabilitatsbarriere der auf’eren Membran erlaubt es dem
Antibiotikum bis zur inneren Membran vorzudringen und auch auf diese einzuwirken. Somit
wirken Colistin und Polymyxin B auf beide Membransysteme gramnegativer Bakterien ein,
wodurch es zur Stoérung der Integritat der Bakterien kommt. Essenzielle Plasmabestandteile
sowie der Zytoplasmainhalt gehen verloren, was schlussendlich den Zelltod verursacht (27—
29).

Polymyxine kennzeichnen sich durch ein hohes Molekulargewicht. Deshalb und aufgrund der
Bindung an die Membranproteine von Eukaryontenzellen, passieren sie die Zellbarriere nicht

und erfassen somit nur extrazellular lokalisierte Erreger (23).

3.1.1.3 Wirkungspotenz und Wirkungsspektrum

,Die antibakterielle Wirkungsgpotenz eines Antibiotikums wird durch die in vitro Empfindlichkeit
als minimale Hemmkonzentration (MHK) angegeben. Die MHK ist die geringste Konzentration
eines Antibiotikums, durch die bestimmte Bakterien in vitro im Wachstum gehemmt,

beziehungsweise abgetttet werden (23)".

Das Wirkungsspektrum beinhaltet jene Erregerarten, die das jeweilige Antibiotikum unter
Bericksichtigung der MHK erfasst. Anhand des Wirkungsspektrums kdnnen Breitspektrum-
Antibiotika von Schmalspektrum-Antibiotika differenziert werden. Breitbandantibiotika wirken
gegen grampositive, als auch gegen gramnegative Erreger. Schmalbandantibiotika hingegen

zeichnen sich durch eine hohe Wirkungspotenz gegeniiber bestimmten Keimen aus (23).
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3.1.2 Pharmakokinetik

Damit sichergestellt ist, dass die MHK auch ausreichend lange am Infektionsort erhalten bleibt,
mussen auch die pharmakokinetischen Eigenschaften miteinbezogen werden. Dazu zahlen
die Bioverfugbarkeit, das Verteilungsvolumen samt der Gewebegangigkeit, die

Eliminationswege und die Eliminationsgeschwindigkeit (23).

Polymyxine sind durch eine Halbwertszeit von vier bis funf Stunden nach parenteraler Gabe
gekennzeichnet. Nach oraler Gabe zeigt sich eine geringe Resorption. Die Gewebebindung

ist hoch und die Ausscheidung erfolgt vorwiegend renal (23).

3.1.3 Indikation und Dosierung

Colistin, das erstmals 1949 in Japan aus Bacillus polymyxa isoliert wurde, wurde zunachst in
der Human- sowie in der Veterindrmedizin eingesetzt. Aufgrund der schlechten Vertraglichkeit
basierend auf den neuro- und nephrotoxischen Eigenschaften der Polymyxine sowie der
Entwicklung anderer Antibiotika, wie beispielsweise Aminoglykoside, die eine vergleichbare
Wirkungsbreite aufweisen, wurde Colistin in der Humanmedizin in der Zeit der 1970er
beziehungsweise 1980er nahezu ausrangiert. Systemische Anwendung finden Polymyxine
nur selten bei schweren Infektionen mit multiresistenten Keimen. Heute gilt Colistin als eine
der letzten therapeutischen Optionen zur Behandlung von Infektionen mit multiresistenten
gramnegativen Bakterien (MRGN). Vor allem ist dies bei Stdmmen von Pseudomonas
aeruginosa und Acinetobacter baumannii der Fall und wird deshalb als Reserveantibiotikum
bezeichnet. Auch bei nosokomialen Infektionen aufgrund von Carbapenem-resistenten
gramnegativen Bakterien kommt es haufig zum Einsatz. Die orale Gabe von Polymyxin B und
Colistin findet beispielsweise Anwendung zur Darmdekontamination bei Leukamiepatienten,
zur topischen Anwendung finden sie sich in Lokalpraparaten der Dermatologie sowie HNO-
und Augenheilkunde wieder. Bei Mukoviszidose-Patienten sowie bei Therapien von
Atemwegsinfektionen werden Polymyxine inhalativ eingesetzt. Hierbei kénnen eine
Histaminfreisetzung und ein Bronchospasmus als Komplikationen der Therapie auftreten.

Bacitracin ist haufig Bestandteil vieler Dermatika in der Humanmedizin (23, 30, 31).
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In der Veterinarmedizin hingegen wird Colistin seit jeher vorwiegend bei Enteritiden und zu
deren Prophylaxe angewandt. Auch 2021 noch belegt es den sechsten Platz der am meisten
abgegebenen Wirkstoffgruppen von Antibiotika bei Nutztieren in Osterreich. Grund dafiir ist
einerseits der Mangel an Alternativen, welche zur Zeit vorwiegend aus ebenso
Reserveantibiotika deklarierten antibakteriellen Substanzen bestehen, sowie die gute
Vertraglichkeit und geringe Wartezeit (32, 33).

Sein Einsatz in der Tiermedizin beschrankt sich vorwiegend auf topische und orale
Applikationen. So wird Colistinsulfat bei Darminfektionen mit gramnegativen Keimen oral
verabreicht, da es enteral kaum resorbiert wird und dadurch eine akzeptable Vertraglichkeit
aufweist. Haufig ist das bei Infektionen mit E. coli bei Geflugel, Rind und Schwein der Fall. Die
parenterale Gabe ist nur bei septikdmischen Prozessen mit multiresistenten Keimen wie
beispielsweise E. coli, Klebsiellen, Pseudomonaden und Salmonellen gerechtfertigt. Die
Dosierungen betragen zwischen 2-18 mg/kg bei parenteraler als auch oraler Gabe.
Polymyxin B findet vor allem bei lokaler Infektion der Haut, des dufleren Gehdrganges und
Analbeutelinfektionen beim Kleintier Anwendung. Bei lebensmittelliefernden Tieren ist die
Polymyxin B Gabe verboten. Bacitracin findet sich oft in der Therapie von Enterokolitiden
verursacht durch Clostridium perfringens beim Kaninchen. Sofern eine andere zugelassene
wirksame Alternative besteht, ist die Anwendung von Polymyxinen immer kontraindiziert (23,
30, 34).

3.1.4 Nebenwirkung und Wartezeit

Polypeptidantibiotika kénnen neurotoxische und muskelrelaxierende Wirkungen aufweisen,
begleitet von Parasthesien, Ataxien und neuromuskularer Blockaden sowie peripherer
Atemlahmung. Auch eine nephrotoxische Komponente wird ihnen zugeschrieben. Aufgrund
dessen ist eine Kombination von potenziell neuro- und nephrotoxischer Substanzen sowie die

Anwendung bei Patienten mit einer Nierenfunktionsstdérung kontraindiziert (23, 27).

Fir orale Colistingaben sind Wartezeiten von zwei Tagen auf essbares Gewebe von Schwein,
Rind, Kalb und Huhn festgelegt. Bei Eiern betragt die Wartezeit null Tage. Nach
intramuskularer Gabe ist eine Wartezeit von 20 Tagen auf essbares Gewebe dieser Tiere

festgelegt sowie das Verbot dieser Applikationsform bei laktierenden Tieren. Nach
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Verabreichung von Bacitracin muss eine Wartezeit von zwei Tagen eingehalten werden.

Dieses findet vor allem bei der Haltung von Mastkaninchen Anwendung (23).

3.1.5 Resistenzen gegen Polypeptid-Antibiotika

Die Resistenzrate ist relativ gering bei einem Wert von 2-10% fur E. coli und vorwiegend
chromosomal bedingt. Auch Plasmid-vermittelte Resistenzen sind beschrieben und mehr denn
je Bestandteil der Forschung (23-25, 35—43).

3.2 Antibiotikaresistenzen

Um der Selektion von resistenten Bakterien nicht Vorschub zu leisten, ist es wichtig, Antibiotika
nur bei medizinischer Notwendigkeit anzuwenden. Dies zeigt die unabdingbare Notwendigkeit
auf, jeden Einsatz unter der Forcierung der méglichen eintretenden Resistenzproblematik zu
Uberdenken. Die Reduzierung und Optimierung des Antibiotikaeinsatzes sowie dessen
ordnungsgemafle Anwendung hinsichtlich Auswahl, Dosis, Dosisintervall, Applikationsart
sowie Behandlungsdauer stellen die wichtigsten Ansatzpunkte zur Vermeidung von

Resistenzentwicklungen und daraus resultierendem Therapieversagen dar (23, 44).

3.2.1 Grundlagen der Antibiotikaresistenzen

Resistenz bedeutet die Unempfindlichkeit eines Erregers gegeniber einem Antibiotikum.
Diese ist in vitro quantitativ messbar durch die minimale Hemmkonzentration. Abhangig ist die
MHK vom Wirkstoff, den Bakterien sowie den vorliegenden Resistenzmechanismen, wobei

erworbene Resistenzen auch regionalen Schwankungen unterliegen (23).

3.2.1.1 Natiirliche und erworbene Resistenzmechanismen

Die naturliche Resistenz beschreibt jene Eigenschaften eines Bakteriums, welche es ohne
jegliche aulere Einflussnahme aufgrund seiner Beschaffenheit resistent gegen Antibiotika

machen. Antibiotika kbnnen aufgrund der intrinsischen Resistenz unwirksam gegenuber einem
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Bakterium sein, wenn dem Antibiotikum der Angriffspunkt fehlt. So ist zum Beispiel ein -
Lactam-Antibiotikum bei Infektionen mit Mykoplasmen wirkungslos. Sie hemmen die
Zellwandbiosynthese, da Mykoplasmen allerdings keine Zellwande besitzen, ist dieses
Antibiotikum unwirksam. Ebenso kann die duf3ere Lipidmembran bei gramnegativen Bakterien
ein Hindernis darstellen, somit kann die antibakteriell wirksame Substanz nicht gut eindringen
und ist aufgrund dessen wirkungslos. Schlussendlich besitzen viele Bakterien auch

Effluxpumpen, die das Antibiotikum schnell wieder aus der Zelle hinaus beférdern (20).

Die Grundlage der Entstehung erworbener Resistenzen ist die Mutation. Einerseits wird die
Selektion resistenter Stdmme durch Einwirkung eines Antibiotikums, welches die
empfindlichen Populationsmitglieder ausléscht, geférdert, andererseits entstehen durch

Mutationen oder Ubertragung von Resistenzgenen resistente Bakterien (19).

Im Gegensatz zu den natirlichen Resistenzen, stellen die erworbenen Resistenzen ein
enormes Problem dar. Erworbene Resistenzen kennzeichnen sich durch den Verlust ihrer
Wirksamkeit gegeniber urspringlich empfindlichen Keimen. Diese stutzen sich auf

angewandte Resistenzmechanismen, welche man in drei Kategorien einteilen kann:

Veranderung der zellularen Angriffsstellen der Wirkstoffe
. enzymatische Inaktivierung der Wirkstoffe
. verminderte intrazellulare Akkumulation der Wirkstoffe* (23).

Grundlage dieser Mechanismen ist der Austausch von genetischer Information. Zu diesen

zahlen Konjungation, Transduktion, Transformation und die Punktmutation (18, 19, 21).

Sehr rasche Verbreitung findet bei Gbertragbaren extrachromosomalen Resistenzen statt, die
unabhangig von der Zellteilung von einem Bakterium auf ein anderes Gibergeben wird. Diese
beruht auf dem Erwerb von zusatzlicher "extrachromosomaler Erbinformation" in Form von
Plasmiden. Neben dem horizontalen Transfer kann so Erbinformation auch vertikal mittels
Konjugation an eine Tochterzelle weitergegeben werden. Plasmide sind extrachromosomale,
doppelstrangige meist ringformige DNA-Molekile, die sich teilungsunabhangig vermehren
kénnen. Sie beinhalten DNA-Sequenzen, die unter anderem auch fir Pilusproteine kodieren
kénnen. Dadurch wird ein Konjugationspilus ausgebildet, der das Anheften an anderen
Bakterienzellen ermdglicht. Durch diesen kdnnen Plasmide durch Replikation und Transfer der

Einzelstrangkopie von der Donatorzelle auf die Rezipientzelle Ubertragen werden. Plasmide
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werden auch als Resistenzfaktoren bezeichnet und spielen eine grole Rolle bei der
Verbreitung von Multiresistenzen, also einer gleichzeitigen Resistenz gegen drei oder mehr
Antibiotika unterschiedlicher Wirkstoffgruppen. Diese Form der Resistenzweitergabe findet
vorwiegend zwischen gramnegativen Bakterien statt und kann speziesubergreifend sein.
Neben Plasmiden kénnen auch Transposone, also "springende Gene" Trager der

Resistenzgene sein (20, 45).

Die Transduktion stellt die phagenvermittelte Resistenz dar. Phagen sind Viren, die Bakterien
befallen. Diese sind spezifisch fiur eine Bakterienart und schleusen DNA-Abschnitte ein, die
daraufhin in die chromosomale DNA eingebaut wird. Die Transformation ist die
Resistenzentwicklung durch horizontalen Gentransfer. Hierbei wird experimentell DNA in das
Bakterium eingebracht. Punktmutationen kdnnen schlagartig Resistenzen herbeifihren, indem

sie das Zielenzym oder die Zielstruktur es Bakteriums verandern (3, 19, 21).

Beobachtet wurde die Form der erworbenen Resistenz bereits in den 1960er Jahren wahrend
der Shigellenepidemie. Viele Keimisolate waren gegeniber Antibiotika, die gar nicht eingesetzt

wurden, unempfindlich. In diesem Fall wurde die Resistenz Giber Plasmide vermittelt (20).

3.2.1.2 Chromosomal- und Plasmid-vermittelte Resistenzmechanismen

Colistinresistenz kann sowohl chromosomal-, als auch Plasmid-vermittelt Gbertragen werden.
Die horizontale Ubertragung durch die Konjugation der Plasmide stellt ein herausragendes
Risiko im Kampf gegen Antibiotikaresistenzen dar. Die chromosomale Resistenz von E. coli
gegen Colistin beruht ebenso wie die Plasmid-vermittelte auf einer Anderung der
Lipopolysaccharidstrukturen der auf3eren Membran, die wiederum Auswirkung auf die Bindung
zwischen dem Zielbakterium und dem Antibiotikum hat. Diese Strukturdnderungen werden
Uber LPS-modifizierende Enzyme vermittelt. Jene Gene, die fir die Biosynthese dieser

kodieren, sind Ursprung des Resistenzmechanismus (28).

Veranlasst wird die Strukturanderung aufgrund einer Modifikation des Lipids A durch die
Addition einer 4-deoxy-L-Arabinose (L-Ara4N) beziehungsweise Phosphoethanolamin (PEtn).
Durch die Anbindung dieser Molekile vollfihren die LPS eine Strukturanderung, die wiederum

in einer Herabsetzung der negativen Ladung der auf’eren Membran und damit einer
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erniedrigten elektrostatischen Interaktion zwischen Colistin und den LPS resultiert. Damit sinkt
die Affinitat des Antibiotikums zur Zielzelle (28).

Die Biosynthese von L-Ara4dN sowie PEtn wird durch je Zweikomponentensysteme,
PmrA/PmrB und PhoP/PhoQ mediiert. Namensgebend flr dieses System ist die
Funktionsweise aufgrund zweier Proteine, namlich einem Sensor- und einem
Regulationsprotein. Ein Transmembranprotein stellt den Sensor dar und reagiert auf ein
auleres Signal. Dies ist dann der Fall, wenn eine Phosphatgruppe an einer bestimmten Stelle
gebunden wird, genauer gesagt, ein Histidin phosphoryliert wird. Da das Sensorprotein als
Kinase fungiert, Gbertragt es in weiterer Folge die Phosphatgruppe auf das Regulatorprotein,
welches wiederum durch diesen Prozess aktiviert wird. Das Regulatorprotein ist ein
zytoplasmatisches Protein und ist somit in der Lage, in aktivierter Form in die Genexpression

einzugreifen (28, 42).

Das Operon pmrCAB, welches eine Funktionseinheit der DNA darstellt, kodiert fir drei
verschiedene Enzyme. Zu diesen zahlen Phosophoethanolamin-Phosphotransferase PmrC,
das zytoplasmatische Regulatorprotein Pmr A und das Sensorprotein PmrB, welches

gleichzeitig eine Kinase darstellt (42).

Mutationen in den Zweikomponentensystemen PmrA/PmrB und PhoP/PhoQ sind die Ursache
fur chromosomale Colistinresistenzen. So wurden zahlreiche Mutationen in PmrA oder PmrB
Genen in colistinresistenten E. coli Isolaten von gesunden als auch erkrankten Schweinen
gefunden. Mutationen innerhalb des Zweikomponentensystems PmrA/PmrB werden am
haufigsten in Verbindung mit chromosomaler Resistenzvermittlung gegeniber Colistin
beschrieben (28).

Die Plasmid-vermittelte Colistinresistenz beruht ebenso auf einer Strukturmodifikation der
Lipopolysaccharide. Das mcr-1 Gen kodiert fir die MCR-Phosphoethanolamin-Transferase,
die wiederum den Transfer von Phosphoethanolamin auf das Lipid A katalysiert, dadurch die
Struktur des Lipids verandert und in einer kationischen Ladungsverschiebung resultiert. Die
Produktion des mcr-1 Proteins fihrt zu einer vier- bis achtfachen Erhdhung der MHK

gegenuber Polymyxinen (25, 28, 42).
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Das Gen wurde auf unterschiedlichen Plasmiden identifiziert wie beispielsweise Incl2, IncHI2,
IncP, IncX4, IncY, IncFl, und IncFIB. Auch dessen GenomgrdR3e variiert zwischen 58 und 251
kb (Kilo-Basenpaar). Das mcr-1 Gen weist 11 Variationen auf, diese werden als mcr-1.2- mcr
1.12 deklariert (42).

Das Vorliegen einiger Berichte Uber Co-Lokalisationen des mcr-1 Gens bei multiresistenten
Bakterien wie beispielsweise ESBL- (Extended-Spectrum-Betalaktamasen), sowie
Carbapenemase-produzierender E. coli bei Schweinen und Geflliigel betont ebenso die
Wichtigkeit aber auch die Herausforderungen einer spezies- und landertbergreifenden
Gesundheitsstrategie (46). Die Co-Lokalisation von mcr-1 und ESBL-Genen auf demselben
Plasmid erhoht die Moglichkeit einer Resistenz dieser Bakterien gegenuber Colistin und
Cephalosporinen, ohne dass diese Antibiotika zum Einsatz bei einem Individuum kamen.
Dieses Gefahrenpotential bezieht sich auch auf das gleichzeitige Vorliegen anderer

Resistenzgene auf demselben Plasmid (47).

So beschreibt etwa eine Studie aus China eine Reihe von Geflugelisolaten, die neben mcr-1
auch Carbapenemase NDM-1 (Neu-Delhi Metallo-Beta-Laktamase) co-produzierten. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass dieselben multiresistenten Isolate aus dem Umfeld, wie

Fliegen und Hunden des betroffenen Betriebes, aufgefunden werden konnten (48).

Innerhalb einer in Deutschland durchgefihrten Studie wurden im Marz 2016 die Isolate einer
577 Proben umfassenden Datenbank, die sich aus Human,- Tier- und Umgebungsproben
zusammensetzt, sequenziert. Diese Gesamtexomsequenzierung ermittelte das mcr-1 Gen in
vier E. coli-Probenisolaten, wobei drei von Schweinen und eine von einem Menschen
stammte. Jene drei aus Schweinen isolierten Stamme zeigten sich als Extended-Spectrum-
Betalaktamase produzierende Bakterien und wiesen zusatzlich zum mcr-1 Gen das blaCTX-
M-1-Gen auf. Das Isolat, das von einem Menschen stammte, wies zusatzlich das fir
Carbapenemase kodierende blaKPC-2-Gen auf. Auch in dieser Studie wurde somit die Gefahr
unbehandelbarer Infektionen durch bereits nachgewiesene multiresistente Keime, wie in
diesem Fall gegen Colistin und Cephalosporine der dritten Generation oder Colistin und
Carbapenemasen, belegt. Bei drei Isolaten konnte das mcr-1 Gen dem IncHI2-Typus
zugeordnet werden. Ein vom Schwein stammendes Isolat wurde auf einem IncX4-Plasmid
nachgewiesen. Dies bestatigt die Moglichkeit verschiedener Wege zur horizontalen

Resistenzvermittlung (46).
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Eine andere alarmierende Entdeckung betraf den Nachweis eines chromosomal lokalisierten
mcr-1 Gen in zwei Isolaten von colistinresistenten E. coli bei Kalbern. Das mcr-1 Gen wurde
in Verbindung mit der Insertionssequenz ISApl1-mcr-1 nachgewiesen, welche wiederum im
Plasmid pHNSHP45 aufgefunden wurde. Insertionselemente wie dieses besitzen die
Fahigkeit, Uber einen rekombinationsahnlichen Vorgang innerhalb des Genoms seine
Lokalisation zu verandern (49). Diese Feststellung Iasst den Schluss zu, dass das mcr-1 in der
Lage ist, zwischen der chromosomalen Lokalisation sowie verschiedenen Plasmiden und

Bakterienstammen zu translozieren (28, 50).

Mittlerweile wurde das mcr-1 Gen weltweit bei Menschen, Lebensmittel-liefernden Tieren
sowie deren Fleischerzeugnisse nachgewiesen. Zu diesen zahlen unter anderem Huhner,
Puten, Schweine, Rinder sowie Kalber. Auch sind Ubertragungen des Resistenzgens vom

Schwein auf den Menschen dokumentiert (28).

3.2.1.3 Entdeckung, Verwandte und Lokalisation des mcr-1 Gens

Noch bevor der Nachweis des mcr-1 Gens gelang, zeigten einige Studien in Bereichen der
Human- und Veterinarmedizin Colistinresistenzen auf, deren Isolate aber weder Mutationen in
PmrA noch in PmrB Genen aufwiesen. Die Entdeckung der Plasmid-vermittelten mcr-1
Proteine lieferte schlieRlich die Erklarung zu einer weiteren Form der Resistenzvermittlung von

gramnegativen Enterobacteriaceae gegen Colistin (28).

Im November 2015 wurde erstmals der Nachweis des auf einem Plasmid lokalisierten mcr-1
Gens erbracht. Die Entdeckung erfolgte innerhalb eines Routineliberwachungsprogramms,
das die Untersuchung der Antibiotikaresistenzen des Kommensalkeims E. coli in Lebensmittel-
liefernden Tieren in China umfasste. Wahrend dieses Programms konnte in den vergangenen
Jahren ein signifikanter Anstieg der Colistinresistenzen verzeichnet werden. Daraufhin wurde

dem Verdacht der Plasmid-vermittelten Resistenziibertragung nachgegangen (51).

Dafir wurden zwischen Aprii 2011 und November 2014 Proben innerhalb des
Krankenhaussektors, Schlachthofen, Vertriebsfleisch und landwirtschaftlichen

Schweinebetrieben in verschiedenen Regionen Chinas gesammelt und untersucht. Fur die
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weitergehenden Untersuchungen, die eine Genomsequenzierung und Subklonierung
umfassten, wurde willkirlich der E. coli Stamm SHP45 ausgewahlt, der eine MHK von 8 mg/L
gegenlber Colistin aufwies. Dieser Stamm wurde aus einem Betrieb mit Schweine-
Intensivtierhaltung isoliert und zeigte eine Vielzahl an Resistenzen gegen die
Antibiotikagruppen. Aus diesem konnte das Resistenzplasmid pHSNHP45 extrahiert werden,
welches anschlielend flr Plasmid-Transfer-Experimente genutzt wurde. Um das fur die
Resistenz verantwortliche Gen zu identifizieren, wurde eine Gesamtexomsequenzierung des
Plasmids durchgefihrt. Dabei wurde stromabwarts einer Insertionssequenz ein 1626
Basenpaare-umfassendes offenes Leseraster entdeckt, dass einen GC-Gehalt von 49%
aufwies. Dieses ,ORF* (open reading frame) wurde mcr-1 benannt und anschlielend
experimentell durch Konjugation und Transformation auf den E. coli Stamm C600 bei einer
Frequenz von 107-1 bis 10-3 Zellen pro Empfanger Gbertragen. Die MHK des Konjugats wies
eine acht bis 16-fache héheren Wert als jene der untransformierten Kontrolle auf. Das
pHNSHP45 wurde hierbei als ein Plasmid des Typus Incl2 identifiziert (51).

Um die Verbreitung des entdeckten mcr-1 Gens einschatzen zu kénnen, wurden innerhalb
einer retrospektiven Studie Vertriebsfleisch sowie Isolate von Schweinen in Schlachthausern
beprobt und es wurde festgestellt, dass das Auftreten von mcr-1 positiven Proben Uber die
Jahre stetig zugenommen hat. Die rasche Verbreitung des mcr-1 Gens, die weiteren
bekannten Resistenzmechanismen sowie die hohe in vitro Transferrate zwischen E. coli
Stammen als auch die Bestandigkeit des mcr-1 Gens in Donator- und Rezipientenzelle auch
ohne selektiven Polymyxindruck, hebt die beunruhigende Konsequenz der ,Pandrug-
Resistance” (PDR) hervor. Diese bezeichnet die Unempfindlichkeit von Bakterien gegen alle
Wirkstoffklassen der Antibiotika. Hinsichtlich der Ungleichheit der mcr-1 vermittelten
Resistenzen bei Menschen und Tieren ist die Herkunft tierischen Ursprungs sehr
wahrscheinlich. Die gro3e Divergenz beziiglich des Vorkommens von mcr-1 bei Menschen
und Tieren kdnnte auch auf deren Anwendungsunterschiede zuriickzufiihren sein. Der hohe
Colistinverbrauch kénnte zu hohem selektivem Druck innerhalb der Veterinarbranche gefiihrt

haben und damit zu dem Auftreten des mcr-1 Gens (24, 51).

Bereits kurz nach der Entdeckung des mcr-1 Gens, wurde dessen rasche Verbreitung in
Probenisolaten von Enterobacter cloacae, E. coli, Salmonella und Klebsiella pneumoniae,

isoliert aus Menschen, Tieren und der Umwelt nachgewiesen. Die bisher verdffentlichten
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Studien zeigen, dass das mcr-1 Gen bis zum jetzigen Zeitpunkt das meistverbreiteste mcr-
Gen ist (52).

Durch die Entdeckung des mcr-1 Gens motiviert, wurde bereits kurz darauf im Jahr 2016 der
Nachweis fir die Existenz des mcr-2 Gens in Belgien erbracht. Dessen Vorkommen wurde in
E. coli Isolaten von Schweinen und Rindern belegt. Es weist eine genetische Ubereinstimmung
von 80,65% mit dem mcr-1 Gen auf, wobei mcr-2 eine vermutlich noch hohere Transferrate
als mcr-1 zugesprochen wird und sich damit auch schneller zwischen Menschen und Tieren
ausbreiten kann. Darlber hinaus wurde fir das mcr-2 Gen eine hdhere Pravalenz

colistinresistenter E. coli mit Herkunft aus Schweinen detektiert (52).

Daneben wurden bislang die Resistenzgene mcr-3 bis mcr-10 entdeckt, die ebenso aus
verschiedenen Bakterienstammen sowie unterschiedlicher Herkunft stammen. Diese kdnnen
in weiterer Folge durch horizontale Verbreitung in verschiedene Bereiche eines Okosystems
wie Boden, Gewasser, Wildtiere oder Pflanzen gelangen. Auch ist das gleichzeitige
Vorhandensein mehrerer mecr-Gene mdglich. So haben einige Studien das Co-Auftreten der

Resistenzgene in Isolaten von E. coli und Salmonellen in China und Europa bewiesen (52).

3.2.1.4 Strategien gegen Colistinresistenz

Seit 2017 zahlt die Weltgesundheitsorganisation (WHO) Colistin zu den Wirkstoffen mit
hochster Prioritdt in der Gruppe der antibakteriell wirksamen Substanzen (,highest priority
critically important antimicrobials - HPCIA®). Somit wurde Colistin in die Kategorie ,very high
importance for human medicine“ eingestuft. Die Expertenvereinigung ,,Antimicrobial Advice ad
hoc Expert Group® (AMEG), die bei der Europaischen Arzneimittelbehérde EMA angesiedelt
ist, ordnen die Polymyxine der Kategorie B (,Restrict“) zu. Sie sollen also nur dann eingesetzt
werden, wenn die Kategorien C (,Caution) und D (,Prudence) keine Alternativen zur
Behandlung von Erkrankungen beinhalten. Fluorquinolone und Cephalosporine der dritten und
vierten Generation zahlen ebenso zu Kategorie B. Dies bedeutet auch fir die Veterinarmedizin
ei ne eingeschrankte Anwendung, um die 6ffentliche Gesundheit nicht zu gefahrden und die

Wirksamkeit der Reserveantibiotika zu gewahrleisten (25, 53).
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Das oberste Ziel der WHO st einerseits das Bestreben nach der Erhaltung der Gesundheit
von Mensch und Tier und somit der Erhaltung der Wirksamkeit des Antibiotikums und
andererseits die Vermeidung eines steigenden Resistenztrends vermittelt durch den

horizontalen Transfer von Plasmiden (32, 33).

Neben der WHO haben auch die Europaische Union sowie die Vereinten Nationen die
gesundheitspolitische Bedeutung der Resistenzproblematik erkannt und reagiert. Auf
Bundesebene hat das 6sterreichische Bundesministerium fiir Soziales, Gesundheit, Pflege
und Konsumentenschutz (BMSGPK) auf die Thematik mit der jahrlichen Veroffentlichung des
offiziellen Resistenzberichts reagiert. Dieser ist unter dem Namen ,AURES - der

Osterreichische Antibiotikaresistenz-Bericht® zu finden (54).

Da die Resistenzentwicklung in den meisten Fallen mit der eingesetzten Wirkstoffmenge
korreliert, ist die Kenntnis Uber die eingesetzten Mengen von Antibiotika ein wichtiger Faktor
fur die Entwicklung von Strategien und RestriktionsmaRnahmen im Sinne der globalen
Gesundheit (55).

3.2.1.5 Colistinresistenz und Colistinverbrauch in Osterreich

Bereits seit 2004 hat das Bundesministerium flr Soziales, Gesundheit, Pflege und
Konsumentenschutz gemeinsam mit der Agentur fir Gesundheit und Erndhrungssicherheit
GmbH (AGES) Untersuchungen hinsichtlich der Antibiotikaempfindlichkeit bestimmter
Zoonoseerreger und Indikatorkeime durchgefiihrt. Seit 2014 unterliegen alle Mitgliedsstaaten
der EU aufgrund des Durchflihrungsbeschlusses (2013/652/EU) der Kommission einheitlichen
Bestimmungen zur Ausfihrung der Monitoringprogramme, welche lebensmittelliefernde

Tierpopulationen sowie deren Erzeugnisse umfassen.

Hinsichtlich des Durchfiihrungsbeschlusses wurden 170 Masthihnerherden und Putenherden
gegen 14 antibakteriell wirkende Substanzen beprobt. Im Jahr 2020 konnten bei den
Probenisolaten von Masthihnern keine Resistenzen gegen Colistin nachgewiesen werden.
Bei den Probenisolaten der Putenherden machten Resistenzanteile gegeniber Colistin

weniger als 3% aus (56).
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Um die akute Wichtigkeit der Resistenzthematik hervorzuheben, hat das BMSGPK in
Zusammenarbeit mit der AGES den ,Bericht Uber den Vertrieb von Antibiotika in der
Veterinarmedizin in Osterreich 2016-2020¢ erstellt. Dieser soll als Grundlage zum Verstandnis
des Zusammenhangs zwischen Antibiotikaresistenzen und Antibiotikaeinsatz dienen. Zur
Datensammlung wurde sich die Veterinar-Antibiotika-Mengenstrome-Verordnung zunutze
gemacht. Durch diese sind Zulassungsinhaber und Arzneimittel-Grof3handler verpflichtet,
Angaben uber die Vertriebsmengen von Tierarzneimittel mit antibakteriellen Substanzen zu
melden. Ebenso missen hausapothekenfliihrende Tierarztinnen Antibiotikaabgaben an
landwirtschaftliche Betriebe bekanntgeben (57, 58).

So kann auch der Gebrauch von ,Antibiotika von allerh6chster Bedeutung fur die
Humanmedizin® genauer untersucht werden. Tabelle 1 zeigt den Vertrieb dieser

Antibiotikakategorie innerhalb der letzten Jahre.

Tabelle 1: Vertriebsmengen der Polymyxine in der Veterindrmedizin von 2017-2021 in Osterreich (58)

Jahre 2017 2018 2019 2020 2021 Differenz

Vertriebsmenge
_ 1,67 1,79 1,53 1,54 1,47 -0,07
in Tonnen




23

In Osterreich belegt Colistin hinsichtlich seiner Abgabemenge Platz sechs aller fiir die

Veterindarmedizin zugelassenen Antibiotikawirkstoffgruppen (57, 58).

Tetrazykline

Penicilline mit erweitertem Spektrum
Sulfonamide

Makrolide

Beta-laktamase sensitive Penicilline
Polymyxine

Aminoglykoside

Trimethoprim und Derivative
Fluorchinolone

Beta-laktamase resistente Penicilline
Amphenikole

Pleuromutiline

3.+4.-Generation Cephalosporine
Lincosamide

andere Antibiotika

1.+2.-Generation Cephalosporine

2017 [l 2018 2019 2020 [ 2021

Abbildung 1: Vertriebsmengen in Tonnen nach Wirkstoffgruppen in der Veterindrmedizin von 2017-2021 in
Osterreich (57, 58)

Aus Tabelle 1 sowie Abbildung 1 ist eine Abnahme der Polymyxinanwendungen von 0,07t

(Tonnen) ersichtlich.

Der ,Resistenzbericht Osterreich AURES 2020“ legt den Verbrauch antimikrobieller
Substanzen im Human-, Veterinar- und Lebensmittelbereich des Jahres 2020 dar. In der
Abbildung 2 ist der Verbrauchstrend von Colistin innerhalb der Humanmedizin in Osterreich
Uber die letzten Jahre ersichtlich. Angegeben ist dieser in DDD (Defined Daily Doses), also

Tagestherapiedosen pro 1000 Einwohner (56).

J01X Andere Antibiotika 2011 2018 2019 2020

101XB01 Colistin - 0,0754 00,0445 0,0303

Abbildung 2: Colistinverbrauch im stationdren Bereich im Jahr 2011, 2018-2020 in DDD/1000 Einwohner pro Tag
(56)
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3.2.1.6 Colistinresistenzen und Colistinverbrauch: Situation in der Europédischen

Union

Innerhalb der europaischen Union nimmt Colistin Platz funf der am haufigsten angewandten
Antibiotika ein. Um die Abgabemengen der antibakteriellen Substanzen an verschiedene
Tierarten untereinander vergleichen zu kénnen, missen diese hinsichtlich der jeweiligen
Tierpopulationen normiert werden. Die EMA hat daflir einen Normierungsfaktor eingeftihrt. Die
.Population Correction Unit“ (PCU) ist ein technisches Mal}, dass sich auf ein Kilogramm

Kérpergewicht bezieht und somit den direkten Vergleich erlaubt (57).

Abbildung 3 zeigt den Vertriebstrend der Antibiotikagruppen mit hdchster Prioritat flr die
medizinische Behandlung von Menschen innerhalb 25 EU-Lander. Diese lassen europaweit

eine negative Trendanderung der Polymyxinabgaben zwischen 2011 und 2020 erkennen (59).
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Changes by 25 EU/EEA countries, 2011-2020
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‘ Austria, Belgium, Bulgaria, Cyprus, Czechia, Denmark, Estonia, Finland, France, Germany, Hungary, Iceland, Ireland, Italy, Latvia,
Lithuania, Metherlands, Norway, Poland, Portugal, Slovakia, Slovenia, Spain, Sweden and the United Kingdom.

Abbildung 3: Anderungen im Verkauf der Wirkstoffgruppen mit ,héchster Prioritét in dr Humanmedizin® in EU-
Léndern in der Veterindrmedizin von 2011-2020 (59)

Unter der Annahme, dass es sich bei der angeflhrten Wirkstoffgruppe der Polymyxine
ausschlieBlich um Colistin handelt, obwohl in geringsten Mengen auch Bacitracin und
Polymyxin B vorherrschend sein kénnen, kann fiir das Jahr 2011 ein Wert von 10.98 mg/PCU
und fir 2020 ein Wert von 2.58 mg/PCU ermittelt werden (59, 60).

Abbildung 4 zeigt die Anderungen im Verkauf von Polymyxinen in mg/PCU fiir die Anwendung
bei Lebensmittel-liefernden Tieren in den einzelnen EU-Landern von 2010 bis 2020. In
Osterreich konnte ein Anstieg um 0,7 mg/PCU von 2013 auf 2014 verzeichnet werden. Seit
2014 pendeln die Werte im Bereich von 1,6 mg/PCU. Diese Abbildung hebt auRerdem den als
sehr positiv zu bewertenden negativen Verkaufstrend von Polymyxinen in Belgien, Frankreich,
Deutschland, Italien, Litauen, Luxemburg, die Niederlande, Spanien, Schweiz und England
hervor.
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Country 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Trends 2010-2020
Austria 1.0 1.0 0.7 0.9 1.6 1.6 1.6 L5 1.9 1.6 1.6 ....I IIIII
Belgium 6.0 5.4 5.8 4.7 3.4 2.8 2.4 2.1 2.0 1.8 1.6 IIII.....--
Bulgaria 3.2 3.8 2.7 0.5 3.6 2.3 2.9 3.7 1.6 5.4 l.._...l.l
Croatia 3.6 2.3 3.4 3.0 2.6 1.5 2.7 IlIII ™ |
Cyprus 8.2 8.1 8.4 11.1 12.4 11.1 10.4 12.8 14.0 15.9 Illl ..III
Czechia 0.9 0.6 0.9 7 1.0 1.0 0.8 0.6 0.7 0.6 0.6 .llllllll in
Denmark 0.3 0.2 0.2 0.2 0.4 0.5 0.5 0.2 <0.01 <0.01 <0.01 ....lll.___
Estonia 3.5 4.3 4.9 5.8 3.1 1.3 0.7 i 0.8 0.5 0.3 l.lll---___
France 8.6 77, 6.7 5.9 7.0 4.0 2.8 ) 1.8 1.4 1.4 Illll.--___
Germany 14.8 14.8 14.6 e 9.2 7.9 8.5 8.6 7.9 7.3 IIII.... in
Greece 3.4 1.0 1.3 1.6 1.5 1.9 I-.. ..
Hungary 6.9 8.9 7.8 10.0 a1 9.6 12.2 14.9 10.1 9.3 7.5 lll.lllll In
Italy 40.2 30.7 30.1 27.6 29.4 26.1 15.1 5.2 2.7 0.9 0.7 Illllll__——
Latvia 1.0 1.0 2.5 1.5 0.8 0.9 0.9 1.3 1.9 1.3 0.8 ..Ill.l.l Be
Lithuania 1.7 1.4 1.3 0.1 0.1 0.6 1.0 0.7 0.2 0.7  <0.01 Ill_ _alm_m_
Luxembourg it 3.1 2.4 1.5 1.0 1.0 0.6 0.4 0.4 .I I Emmee_
Malta 4.9 1.9 0.1 0.5 I. -
Netherlands 2.3 1.6 0.97 0.6 0.5 0.5 0.3 0.3 0.4 0.4 0.5 Il Emeee —emm
Poland 4.1 4.0 4.4 5.0 5.9 5.6 7.4 7.4 10.6 9.1 snnnil II II
Portugal 15.1 7.9 18.6 19.0 17.6 14.6 13.5 10.9 12.6 8.5 11.7 l.ll I l 1 I |
Romania 6.5 7.4 5.6 4.1 6.4 2.5 2.2 I l l .I -
Slovakia 1.2 2.1 1.1 1.5 il 1.2 aer 1.4 1.3 2.0 llllllll .I
Slovenia 0.1 0.1 0.1 0.04 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 -Il-lllllll
Spain 33.0 33,5 29.4 21.5 36.1 34.9 22.0 4.4 3.3 L o III. I I ___
Switzerland 0.9 0.6 0.5 0.4 0.3 0.3 0.2 I InEea.
United Kingdom 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.02 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 II.I I I I

Abbildung 4: Anderungen im Verkauf von Polymyxinen in mg/PCU fiir die Anwendung bei Lebensmittel-liefernden

Tieren in EU-Ldndern von 2010-2020 (59)
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Obwohl retrospektive Studien zeigten, dass das mcr-1 Gen in einigen Bakterienstdmmen seit
Jahrzehnten zu finden war und der Anteil nachgewiesener Colistinresistenzen in den Landern
der EU gering war, gaben die klrzlich zuvor aus China tbermittelten Daten, die einen rapiden
Anstieg der Colistinresistenzen vorauszusagen drohten, der europadischen Kommission
Anlass, der EMA eine Aktualisierung der 2013 veroffentlichten ,Empfehlung zum Einsatz des

Antibiotikums Colistin bei Tieren® anzuordnen (61, 62).

Aufgrund dessen verdffentlichte die AMEG der EMA 2016 unter dem Titel ,Updated advice on
the use of colistin products in animals within the European Union: development of resistance

and possible impact on human and animal health” die lUberarbeitete Version.

Die Kernaussage dieser ist, dass der Einsatz von Colistin auf die Anwendung von E. coli
bedingten Gastrointestinalinfektionen beschrankt, die Therapiedauer auf das mdgliche
Minimum der jeweiligen Indikation restringiert und die Verwendung als Prophylaxemalinahme
verboten werden soll. Ein weiterer wichtiger Punkt der Empfehlung ist der Hinweis auf die
Notwendigkeit, Colistin der Kategorie B der AMEG Antibiotika Kategorisierung zuzuordnen,
welcher bereits umgesetzt wurde. Auch unterstreicht die EMA die Wichtigkeit, die Reduktion
der Colistinanwendungen nicht durch den Einsatz anderer Antibiotika der Kategorie B
auszugleichen beziehungsweise sofern mdglich, aufgrund von besseren
Haltungsbedingungen von Nutztieren, Biosecurity-Mallnahmen, Impfstrategien und
gesteigertem Tierwohl auch den Einsatz anderer antibakterieller Substanzen zu vermeiden
(61).

Innerhalb der EU-Mitgliedsstaaten kann eine gro3e Ungleichheit der eingesetzten
Colistinmengen festgestellt werden, welche weitestgehend ungeklart ist. Konkret empfiehlt die
EMA eine Reduktion der Colistinapplikationen in Landern mit hohen PCU-Werten auf das
maximale Ziellevel von 5 mg/PCU, bei Landern mit moderaten PCU-Werten auf 1 mg/PCU
oder weniger. Mitgliedsstaaten seien aullerdem dazu aufgefordert, strengere nationale Ziele
zu setzen, welche sich an einem PCU-Wert unter 1 mg/PCU orientieren. Dies wirde eine
Reduktion der eingesetzten Colistinmengen bei Berlicksichtigung der zeitgleichen
Verkaufszahlen und dem zwischen 2011 und 2013 bereits beobachteten Riickgang dieser um
65% bedeuten. Das Erreichen dieser Ziele soll in einer drei- bis vierjahrigen Periode umgesetzt
sein. Auch wurde empfohlen, Vermarktung, die fur die Kombination von Colistin mit anderen

antibakteriell wirksamen Substanzen wirbt, zu unterbinden (61).
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Auf Anfrage der europaischen Kommission haben die Agenturen ECDC (European Centre for
Disease Prevention and Control), EFSA (Européische Behdrde fur Lebensmittelsicherheit) und
die EMA in Zusammenarbeit den ,JIACRA Il - Antimicrobial consumption and resistance in
bacteria from humans and animals® veroffentlicht. Es ist der dritte Bericht dieser
Kooperationsgemeinschaft, der die Themen Antibiotikaresistenzen sowie den
Antibiotikaverbrauch von Mensch und Lebensmittel-liefernden Tieren behandelt und die

Korrelation zwischen Resistenzauftreten und Verbrauch untersucht.

In diesem Bericht wird auch auf die ungleiche Verteilung zwischen Polymyxinverbrauch
innerhalb der EU-Lander in der Human- und Veterindrmedizin aufgezeigt. So betrug im Jahr
2017 der bevolkerungsgewichtete Verbrauch von Polymyxinen 0.06 mg/kg estimated biomass
in der humanen Bevolkerung und 3.2 mg/kg innerhalb der Lebensmittel-liefernden
Tierpopulationen. Diese ungleiche Verteilung des Polymyxinverbrauchs der einzelnen EU-

Lander ist in Abbildung 5 grafisch veranschaulicht (63).
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a) in humans and food-producing animals
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Abbildung 5: Polymyxinkonsum von Menschen und Lebensmittel-liefernden Tieren in 29 EU-Ldndern im Jahr
2017(63)
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Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Verbrauch und Resistenz der Polymyxine zu
untersuchen, wurden die festgestellten Colistinresistenzen von Lebensmittel-liefernden Tieren
und deren Verbrauchszahlen jeweils innerhalb eines zwei-Jahres-Intervalls fur die Jahre 2014-

2018 verglichen. Die Abbildung 6 stellt diesen Zusammenhang dar (63).

Abbildung 6: Zusammenhang zwischen dem Verkauf von Polymyxinen zur Anwendung an Lebensmittel-lieferenden
Tieren in mg/kg estimated biomass und der Wahrscheinlichkeit von Polymyxinresistenzen in E. coli in Lebensmittel-
liefernden Tieren (63)

Die festgestellte Colistinresistenz innerhalb der untersuchten Lander war gering. Auch wurde
die ungleiche Aufteilung des Colistinverbrauchs innerhalb der EU bestatigt. Diese zeigte sich
durch Verbrauchszahlen von null bis nahezu 40 mg/kg estimated biomass. Ein statistisch
signifikant positiver Zusammenhang zwischen Colistinresistenz im Indikatorkeim E. coli und
Polymyxinverbrauch  in  Lebensmittel-liefernden  Tieren  wurde innerhalb  der
Periodenabschnitte beobachtet. Die ermittelten Colistinresistenzen bei Schweinen wurden
innerhalb der EU als sehr gering eingestuft. Bei Geflligel waren diese haufiger aufzufinden,

deren Auftreten wurde aber dennoch als gering wahrgenommen (63).

Eine in Europa durchgefiihrte Studie hat das Vorkommen sowie die Ausbreitungsdynamik des
mcr-1 Gens in 11 europaischen Landern analysiert. Hierfiir wurden Probenisolate von Hihnern
und Schweinen in Schlachthausern in der Zeit von 2002 bis 2014 herangezogen und auf mcr-
1 sowie mcr-2 Gene in E. coli und Salmonella spp. untersucht. Die positiv auf mer-1 getesteten
Proben wurden in Deutschland, Spanien, Frankreich und den Niederlanden
nachgewiesen.1,4% der E. coli und 5,2% der Salmonella spp. Isolate zeigten eine
Colistinresistenz, wobei 0,7% der E. coli und 0,1% der Salmonella spp. Proben das mcr-1 Gen
aufwiesen. Diese wurden innerhalb der Zeitperiode von 2008-2014 ermittelt, die Jahre 2002-
2006 lieferten keinen positiven mcr-1 Nachweis. Wahrend die Jahre 2008-2009 eine geringe
mcr-1 Pravalenz von 0,5% vorwiesen, zeigten die Jahre 2013-2014 einen Anstieg der mcr-1

positiven Isolate auf 1,7%. Dabei zeigten die aus Hihnern isolierten Stdmme eine hdhere
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Nachweisrate. Die E. coli Isolate wiesen unterschiedliche Phylotypen auf, deren Diversitat
wiederum den horizontalen Gentransfer begunstigen. Die resistenten Isolate wiesen eine
signifikant hdhere Resistenz (p < 0,05) gegenuber anderen Antibiotikagruppen auf. Innerhalb
der Studie wird auch auf den groRen Unterschied der mcr-1 Pravalenz in Isolaten humaner
und tierischer Herkunft sowie auf die um ein hundertfaches hoheren Anwendungsmengen in
der Veterindrmedizin hingewiesen. Durch diese Studie wird das mcr-1 Vorkommen in Europa

Jahre vor dessen Entdeckung bestatigt (38).

Der erste Bericht Gber das Auftreten von mcr-1 in Europa erfolgte in Frankreich im Jahr 2004.
Eine weitere Studie, die sich mit Diarrhoe und der Odemkrankheit beim Schwein beschéftigte,
ermittelte keine mcr-1 Nachweise zwischen 1999 und 2007 jedoch positive von 2008-2015
(38).

In China wurden das erste Erscheinen des mcr-1 Gens innerhalb einer Gefligelpopulation in
den 1980er Jahren datiert. Die Autoren jenes Berichts beschreiben vereinzelte Nachweise des
Resistenzgens bis zum Jahre 2008. Daraufhin verzeichnen sie einen starken Anstieg von 2009
(5,2%) bis 2014 (30,0%) (64).

Die ECDC hat in Zusammenarbeit mit der EFSA den Bericht ,The European Union Summary
Report on Antimicrobial Resistance in zoonotic and indicator bacteria from humans, animals
and food in 2018/2019“ verdffentlicht. Dieser Bericht beinhaltet unter anderem Informationen
Uber die Colistin-Resistenzentwicklung bei E. coli in den Jahren 2018 und 2019. Fir diese
Jahre wird das Auftreten der Colistinresistenz im Indikatorkeim E. coli als generell selten
bezeichnet. Die Mehrheit der Mitgliedsstaaten verzeichnete keine Colistinresistenzen. Auf EU-
Ebene betrachtet, verzeichnen die Mitgliedsstaaten sehr geringe Pravalenzen bei
Schweinemastbetrieben von 0,6% und bei Broilerbetrieben von 0,7%. Mit dem Auftreten des
mcr-1 Gens mit 3,2% bei Putenmastbetrieben, wird ihnen ein ,geringes® Vorkommen
zugeschrieben. Colistinresistenzen in Kalber- und Putenisolaten konnten am haufigsten
verzeichnet werden. Mit 2,3% Resistenzaufkommen in Kalberisolaten wurde in Belgien die
hochste Rate ermittelt. Isolate aus Putenmastbetrieben erreichten die hdchsten
Resistenzwerte mit 9,0% in Deutschland und 17,4% in Portugal. Auch in anderen
Mitgliedsstaaten der EU wurden Resistenzgene in Schweine- und Broilerpopulationen
ermittelt. Die h6chsten Resistenzwerte waren bei Isolaten aus Schweinen mit 9.0% in Portugal

und bei Broilern mit 4,7% in Deutschland und Rumanien. Um eine statistische Signifikanz (p <
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0.05) der Trendbewegung zu ermitteln, wurden Daten aus jeweils drei Jahren im Zeitraum
2014-2019 gesammelt und ausgewertet. Auf EU-Ebene konnten somit keine positive
Trendentwicklung flir Schweine und Kaélber und abnehmende Trends fir die
Geflugelpopulation ermittelt werden. In der Einzelbewertung der Lander liel3 sich fur
Deutschland eine abnehmende Resistenzentwicklung, fur Frankreich, Griechenland, Polen

und Portugal ein zunehmender Resistenztrend erkennen (65).

In Spanien wurde eine Longitudinalstudie durchgeflhrt, die das Auftreten der mcr-1
vermittelten Resistenzproblematik und die Verkaufsmengen von Polymyxinen in der
Veterinarmedizin vergleichen und in Verbindung setzen soll. Der Anstieg der
Colistinresistenzen der im letzten Jahrzehnt verzeichnet werden konnte, veranlasste die
»opanish Agency of Medicines and Medical Products® (AEMPS) zur Entwicklung eines
Aktionsplans, um der weiteren Aufwartsentwicklung des mcr-1  Vorkommens
entgegenzuwirken. Am Beispiel der Empfehlung der EMA zu dem Umgang mit Colistin, wurde
2016 die ,Reduce Porcino“ Strategie entwickelt, deren Ziel die Reduzierung des
Colisitinverbrauchs auf einen Wert von 5 mg/PCU innerhalb von drei Jahren war. 80% der
Schweinebetriebbesitzer folgten dieser Strategie und konnten somit den Colistineinsatz um
97% reduzieren (66).

Das Vorkommen von mcr-1 wurde innerhalb dieser Studie in einem Zeitraum von 1998 bis
2021 untersucht. Die Probensammlung erfolgte im Rahmen des nationalen
Antibiotikaresistenzen-Uberwachungsprogramms durch Beprobung von Blinddarmen am
Schlachthof. Der erste mcr-1 Nachweis erfolgte hierbei im Jahr 2004. Ab diesem Zeitpunkt
konnte ein Anstieg der mcr-1 positiven Isolate auf 44% der untersuchten Proben im Jahr 2010
beobachtet werden. 2015 erreichte das mcr-1 Vorkommen seinen Hohepunkt mit 66%. Seit
2017 konnte wiederum eine abnehmende Trendentwicklung erfasst werden. So wurden 2017
54% der untersuchten Isolate als positiv deklariert. 2021 waren es nur noch 18%, wahrend es
beispielsweise 2008 32% waren. Diese Werte wurden anschlieend mit den Verkaufszahlen
der Polymyxine in Spanien innerhalb derselben Zeitperiode verglichen. Dabei konnten nicht
nur fir das Auftreten der mcr-1 Gene, sondern auch fiir die Verkaufszahlen der Polymyxine
ab 2015 ein Negativtrend nachgewiesen werden. Im Jahr 2015 wurde nicht nur die hochste
mcr-1 Nachweisrate ermittelt, sondern auch der hochste Wert der Polymyxinverkaufe
innerhalb der EU mit 34,9 mg/PCU in Spanien. Wahrend es 2016 noch 22,02 mg/PCU waren,
verzeichneten die Jahre 2017 noch 3,3 mg/PCU, gefolgt von 2018 mit 0,9 mg/PCU, sowie
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2019 und 2020 mit 0,4 mg/PCU. Somit wurde, wie von der EMA empfohlen, der
Polymyxinverbrauch seit 2016 auf unter 5 mg/PCU in einem Zeitrahmen von drei bis vier
Jahren gesenkt. Diese dramatische Reduktion des Polymyxinverbrauchs ist in der Abbildung
7 zu sehen (66).

Weiters setzt die Abbildung 7 die mcr-1 Nachweise mit den Verkaufszahlen von Polymyxinen
in der Veterindrmedizin in Spanien von 2010-2020 in Verbindung. Nach einem rapiden
Verkaufsanstieg zwischen 2013 und 2015 konnte ein massiver Anstieg von mcr-1 positiven
gPCR-Proben (quantitative Polymerasenkettenreaktion) verzeichnet werden. Der drastische
Rickgang des Polymyxineinsatzes ab 2016 ging mit einem enormen Ruckgang der positiven
mcr-1 Proben einher (66).
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Abbildung 7: mcr-1 Nachweise sowie Verkaufszahlen von Polymyxinen in der Veterindrmedizin in Spanien von
2010 bis 2020 (66)
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In den Jahren von 2017 bis 2021 konnte eine abnehmende Entwicklung der mcr-1 Nachweise
sowie der Polymyxinabgabe verzeichnet werden. Die nachgewiesenen Colistin-resistenten
Proben zeigten hierbei eine langsamere Abnahme als die Polymyxinverkaufe, was auf Gen-
Umwelt-Interaktionen zurlckzuflhren ist. Die Studie weist auch auf eine hypothetische
Reduzierung des selektiven Drucks auf die intestinale Bakterienpopulation hin, die das
Uberleben Colistin-empfindlicher Bakterien erlauben, was mit den Einschatzungen der ECDC,
EFSA und EMA Ubereinstimmt (66).

Eine 2021 durchgeflhrte Osterreichische Studie beschaftigte sich mit der phano- und
genotypischen Charakterisierung von E. coli Stdmmen, die aus Schweinepopulationen isoliert
wurden. Innerhalb dieser Studie wurden 102 E. coli Isolate von erkrankten Schweinen
untersucht und bezlglich ihrer Antibiotikaresistenzen sowie Resistenzmechanismen
untersucht. Hierbei wurden bei drei Isolaten und somit 2,94% der getesteten Proben mcr-Gene
und erhdhte MHK-Werte nachgewiesen. Dabei handelte es sich jeweils um das mcr-1.1 Gen,
welches in allen Fallen auf einem IncX4 Plasmid lokalisiert war. Zwei der colistinresistenten
Isolate zeigten auch Resistenzen gegeniber Penicillinen, Tetrazyklinen und Trimethorpim-

Sulfamethoxazole, was das Risiko der WirkungseinbufRen hervorhebt (22).

3.3 Grenzwerte

Um die Ergebnisse einer Empfindlichkeitstiberprifung interpretieren zu kénnen, bedarf es
einer Orientierung anhand von Grenzwerten. Diese werden vom European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) und dem Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) veroéffentlicht.

EUCAST ist ein Netzwerk von etablierten Experten unter der Schirmherrschaft der European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID), dem ECDC und dem
European National Breakpoint Committee (NAC). Das EUCAST Komitee hat es sich zum Ziel
gemacht, die antimikrobielle Empfindlichkeitsprifung mitsamt deren Grenzwerten im Rahmen
einer europaischen Norm zu standardisieren. Regelmafig werden die Grenzwerte sowie
Qualitatskriterien hinsichtlich der in vitro Empfindlichkeitsprifung basierend auf internationalen
Sammlungen wissenschaftlicher Studien, dem intensiven Wissensaustausches mit der

pharmazeutischen Industrie als auch staatlichen Uberwachungsprogrammen, verdffentlicht.
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Zudem steht EUCAST in enger Zusammenarbeit mit der EMA, aufgrund dessen sich die
Richtlinien der EUCAST auf den von der EMA deklarierten Indikationen sowie den
gebrauchlichen Dosierungen der Antibiotika-Therapie in Europa stitzen. Hinsichtlich des
~public health“-Aspektes, agiert EUCAST auch unterstiitzend fir die ECDC sowie weitere

diverse europaische Gesundheitsorganisationen (67).

Das CLSI ist eine amerikanische, ehrenamtlich gefuhrte, von internationalen Mitgliedern
unterstitzte Non-Profit-Organisation. Die Organisation férdert die Entwicklung und
QualitatsmaRnahmen von Laborpraktiken. In unterschiedlichen Fachgebieten, welche
beispielsweise Labor-Grundlagen, Qualitats- sowie Informationsmanagement umfassen,
entwickelt das CLSI international anerkannte Laborstandards. Dies wird durch die enge
Zusammenarbeit mit Experten aus dem Gesundheitswesen, staatlichen Organisationen sowie

der Industriebranche mdglich (68).

Beide Organisationen haben es sich zum Ziel gesetzt, Grenzwerte und Methoden beziglich
der mikrobiologischen Resistenzentwicklung zu harmonisieren. Diese Grenzwerte helfen nicht
nur die erhobenen Daten miteinander in Verbindung zu setzen und zu interpretieren, sie sind

auch wichtig, um Resistenzentwicklungen friihzeitig erkennen zu kénnen (67, 68).

Als Methode zur Empfindlichkeitsprifung und somit zum Erlangen einer MHK von Colistin
fungiert die Mikrobouillon-Dilution anhand des ISO Standards 20776-1. Die
Agardiffusionsmethode sowie die Agargeldiffusionsmethode liefern ungenauere Ergebnisse

und sind daher nicht zu empfehlen (67).
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4 Material und Methoden

Um eine aktuelle Einschatzung zur Lage der Colistinresistenzen bei Escherichia coli und
anderen Enterobacteriaceae in Osterreichischen Ferkelaufzuchtbetrieben zu erhalten, wurden

im Rahmen dieser Diplomarbeit labordiagnostische Untersuchungen durchgefiihrt.

4.1 Projektbeschreibung

Um die Hypothesen dieser Arbeit zu bestatigen beziehungsweise zu entkraften, wurden aus
einer Anzahl von 50 Ferkelproduktionsbetrieben in Osterreich, welche Colistin-haltige
Tierarzneimittel rund um das Absetzen der Ferkel einsetzten und von 50 Betrieben, welche
kein Colistin beim Absetzen von Ferkeln verwendeten, Stiefeltupfer aus dem
Aufzuchtferkelbereich gewonnen. Diese Proben wurden anschlieRend gestaffelt untersucht.
Dafir wurden selektive Nahrmedien fiir die phanotypische Charakterisierung der
Colistinresistenz herangezogen. Die colistinresistenten Isolate wurden phanotypisch und

genotypisch charakterisiert.

4.2 Versuchsdurchfiihrung

4.2.1 Im Vorfeld durchgefiihrte Untersuchungen

Die nachfolgenden Arbeitsschritte umfassen die Sammlung des Probenmaterials sowie
dessen Aufbewahrung und die weiteren Schritte zur Selektion colistinresistenter Isolate. All
jene Tatigkeiten wurden am Institut fir Mikrobiologie noch vor Beginn dieser Arbeit
durchgefinhrt.

4.2.1.1 Probensammlung, Aufbewahrung und Selektion

Ursprung der untersuchten Bakterienisolate ist diagnostisches Probenmaterial. Gesammelt

wurden Kotproben in Form von Sockentupfern im Rahmen von Betriebsbesuchen der
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Universitatsklinik fur Schweine und durch Einsendung von praktizierenden Tierarzt:innen die
Ferkelproduktionsbetriebe betreuten. Insgesamt wurden Bakterienisolate aus 100
Sockentupfer aus dsterreichischen Ferkelproduktionsbetrieben sowohl phanotypisch als auch
genotypisch untersucht. Die gesammelten Proben wurden anschlielend am Institut fir
Mikrobiologie in Peptonwasser der Firma Merck KGaA angereichert und entweder direkt
weiterbearbeitet oder auf -80°C mittels Kryokonservierung asserviert. Bei den nachfolgend
bearbeiteten Isolaten handelt es sich um die Proben mit der Bezeichnung TVC 1, TVC 2,
TVC2a, TVC2c, RR8, RR10, TB30 und UF13. Als Referenzstdamme fungierten Escherichia coli
ATCC® (American Type Culture Collection) 25922 sowie Pseudomonas aeruginosa ATCC®
27853. Zur Selektion colistinresistenter Probenisolate wurde die Anzucht auf colistinhaltigen
EMB (Eosin-Methylen-Blau-Agar) durchgefihrt.

4.2.1.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion wurde mittels GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit der
Firma Merck KGaA im Vorfeld durch eine Institutsmitarbeiterin durchgefiihrt und fir diese
Diplomarbeit zur Verfiigung gestellt. Die Amplifikation der PCR-Produkte wurde im Rahmen
der Diplomarbeit durchgefihrt.

4.2.2 Eigens durchgefiihrte Untersuchungen

Die gewonnenen Proben in Form von Stiefeltupfern wurden nach erfolgter Anreicherung
labordiagnostisch bearbeitet. Als erster Schritt wurden am |Institut flr Mikrobiologie
Reinkulturen aus den Sockentupferproben hergestellt und als Grundlage fiir die weitere

Bearbeitung im Rahmen der Diplomarbeit zur Verfiigung gestellt.

Die Durchfiihrung erfolgte anhand der 2013 verdffentlichten Empfehlung des CLSI
.Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria
Isolated From Animals; Approved Standard — Fourth Edition” (69). Auch orientiert sich diese
Studie an den im Standard ,Polymyxin Breakpoints for Enterobacterales, Pseudomonas

aeruginosa, and Acinetobacter spp.” veroffentlichten klinischen Grenzwerten des CLSI (70).



38

4.2.3 Anzuchtbedingungen

Die Anzucht der kryokonservierten bereits selektierten Probenisolate sowie der
Referenzstamme erfolgte mittels Dreidsenausstrich auf BD MacConkey Il Agar (Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland). Dieser sogenannte Verdinnungsausstrich soll
die Bildung von Einzelkolonien der Bakterienkultur gewahrleisten. Anschliefend fand das
Wachstum der Isolate bei 37°C unter aeroben Bedingungen uber einen Zeitraum von 18-24

Stunden statt.

4.2.4 Empfindlichkeitspriifung

Zur Empfindlichkeitsprifung des Probenmaterials gegeniber Colistin wurde ein Bouillon-
Mikrodilutionstest gemacht. Weiters wurde diese Arbeit durch die Durchfiuhrung der
Agardiskdiffusionsmethode in Form von angefertigten Antibiogrammen erganzt (71).

Hierfir wurden folgende Antibiotika-Testblattchen der Firma Becton Dickinson GmbH mit
deren jeweiliger Konzentration verwendet: Amoxicillin-Clavulansaure (20/10 ug), Piperacillin
(10 pg), Cefotaxim (30 pg), Ceftazidim (30 ug), Cefoxitin (30 pug), Aztreonam (30 pg), Imipenem
(10 ug), Meropenem (10 pg), Gentamicin (10 pg), Tobramycin (10 ug), Amikacin (30 ug),
Ciprofloxacin (5 pg), Trimethoprim-Sulfamethoxazol (1.25/23.75 ug), Tetrazyklin (30 ug),
Doxyzyklin (30 pg), Chloramphenicol (30 pg) und Fosfomycin (200 ug).

4.2.4.1 Bouillon-Mikrodilutionsmethode

Um die minimale Hemmkonzentration und damit die Empfindlichkeit der Bakterienisolate
gegeniber Colistin zu untersuchen, wurde die Bouillon-Mikrodilutionsmethode nach
Empfehlungen der CLSI (Stand 2013 VET01-A4) durchgefihrt und anhand CLSI Doc M100
interpretiert (69, 72).

Auch bei dieser Empfindlichkeitstiberprifung wurden zur Qualitatssicherung und um die
Uberprifung der Reproduzierbarkeit der gewonnenen Ergebnisse zu gewdhrleisten, die
Referenzstdmme miteinbezogen. Fir den Referenzstamm Escherichia coli ATCC® gelten
MHK-Werte fur Colistin zwischen 0,25 und 0,2 pug/mL sowie fur Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 27853 MHK-Werte zwischen 0,5 und 4 pg/mL.
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Die Polymerasenkettenreaktion wurde zur Untersuchung der Bakterienisolate auf die
Resistenzgene mcr 1-9 durchgefuhrt. Nach erfolgter DNA-Extraktion, die vor Beginn dieser
Arbeit am Institut fir Mikrobiologie durchgeflihrt wurde, sowie der Beschriftung der
Mikroreaktionsgefal3e wurde anschliefiend der PCR-Ansatz anhand des Laborprotokolls des
National Food Institute hergestellt (73). Flr die Durchfliihrung der Untersuchungen auf das
Vorliegen von mcr 6-9 wurden international verdffentlichte Artikel herangezogen (74, 75).

Die PCR wurde anschlielend mit dem Mastercycler® nexus - PCR Thermocycler

durchgefiihrt. Nach Abschluss der Amplifikation folgte die Gelelektrophorese.

4.2.5 Elektrophorese

Das durch die PCR entstandene Amplifikat der jeweiligen extrahierten DNA wurde
anschliefend durch eine Elektrophorese aufgetrennt. Hierfur wurden die Banden eines
Agarosegels mit 10 pl des jeweiligen Amplifikats geladen. Nach erfolgter Elektrophorese bei
300 Volt fir 40-45 Minuten konnte durch die Farbung mit Ethidiumbromid das Bandenmuster

der PCR-Amplifikate sichtbar gemacht und in weiterer Folge ausgewertet werden (76).
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5 Ergebnisse

5.1.1 Agardiskdiffusionsmethode

Die Auswertung der Antibiogramme hinsichtlich der nachgewiesenen Resistenzen wird
anschlielend zusammenfassend beschrieben. Bei funf der sich als phanotypisch
colistinresistent dargestellten Isolate konnten weitere Resistenzen gegen Antibiotika anderer
Wirkstoffklassen als jene der Polymyxine festgestellt werden. Hierzu zahlten Beta-Laktam-
Antibiotika,  Tetratzykline, Nitrofuran, Fosfomycin,  Sulfonamid/Trimethoprim  und

Fluorchinolone.

5.1.2 Bouillon-Mikrodilutionsmethode

Durch die Bouillon-Mikrodilutionsmethode konnten von den durch die gelungene Anzucht auf
Colistin-haltigen EMB Agar bereits vorselektierten colistinresistenten Probenisolaten bei sechs
der zehn Probenisolaten ein MHK-Wert flir das Antibiotikum Colistin von 22 ug/mL festgestellt
werden. Bei jenen Proben handelt es sich um TVC 1, TVC 2a, TVC 2¢, RR 8, TB30 sowie UF
13. All jene Probenisolate stammen aus Betrieben, in welchen Colistin zum Einsatz kam. Bei
den Isolaten TVC 1, TVC 2, 2a, 2c und UF 13 handelt es sich um Klebsiella pneumoniae,

welche aus Oberosterreich bzw. aus der Steiermark stammten.

5.1.3 PCR

Die Auswertung der Elektrophorese konnte kein mcr-1 Gen in E. coli Isolaten nachweisen.
Somit konnten weder das Resistenzgen mcr-1, noch die Gene mcr 2-9 bei den phanotypisch
Colistin-resistenten Bakterienisolaten nachgewiesen werden. Dahingehend konnten durch die
spezifische PCR keine Plasmid-vermittelten Resistenzen bei E. coli Isolaten nachgewiesen
werden. Lediglich in einem C. freundii Isolat, das aus einem niederdsterreichischen Betrieb
stammt, welcher Colistin einsetzte, konnte ein mcr-4 Gen in den Vorarbeiten dieser

Diplomarbeit nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die phano- sowie genotypische Charakterisierung von E. coli Isolaten,
um das Auftreten und die Verbreitung des mcr-1 Gens zu prifen. Nach erfolgter Selektion der
phanotypisch resistenten Isolate, wurden jene lIsolate, deren MHK = 2 pg/mL betrug,

genotypisch untersucht.

Weder Probenisolate der Gattung E. coli mit Ursprung aus einem Ferkelaufzuchtbetrieb mit
der Verwendung von Colistin zur Vermeidung von PWD, noch Isolate aus jenen Betrieben, in
welchen kein Colistin zum Einsatz kam, wiesen ein mcr-1 Gen und somit eine Plasmid-
vermittelte Colistinresistenz auf. Initial wurde ein E. coli Isolat in den Vorarbeiten dieser Arbeit
als mcr-1 positiv kategorisiert. Jedo (22)ch sei hier erwdhnt, dass es sich lediglich um
Vorscreenings handelte und die Existenz des mcr-1 Gens im Rahmen dieser Diplomarbeit
bestatigt werden sollte. Abgesehen von einem positiven Nachweis von mcr-4 bei einem C.
freundii 1solat aus einem niederdsterreichischen Betrieb mit Colistineinsatz zur PWD-

Behandlung, konnten in keinem weiteren Fall mcr1-9 nachgewiesen werden.

Das Gen mcr-4 konnte erstmalig 2013 in Italien aus Salmonella enterica aus dem Serovar
Typhimurium eines Schlachtschweines nachgewiesen werden. Das nachgewiesene Isolat mit
der Bezeichnung R3445 wies einen anhand Bouillon-Mikrodilutionsmethode ermittelten MHK-
Wert fur Colistin von 8 mg/L auf. Konjugationsexperimente schlugen fehl, dennoch gelang es
dem Forscherteam die DNA des mcr-4 tragenden Plasmids des Salmonella enterica Isolates
durch in vitro-Experimente auf E. coli Zellen zu Gbertragen. Jene transformierten E. coli zeigten
einen MHK-Wert von 2 mg/L, welcher achtmal héher war als jener der nicht-transformierten
Rezipientenzelle. Das Forscherteam untersuchte des Weiteren E. coli Isolate, die innerhalb
von Routineuntersuchungen gewonnen wurden. 125 Probenisolate, welche alle von PWD-
erkrankten Schweinen stammten, wurden auf mer-4 untersucht. 34 E. coli Isolate wurden im
Jahr 2013 in ltalien gesammelt. Aus Spanien stammten 43, aus Belgien 48 Proben, welche
jeweils in den Jahren 2015 und 2016 zusammengetragen wurden. 50 von den 125 Isolaten
zeigten eine ermittelte MHK von Uber 2 mg/L. 32 wiederum wurden positiv auf die Anwesenheit
von mcr-1 getestet, 3 auf jene von mcr-2 und 11 Isolate wiesen dasselbe mcr-4 Gen auf,
welches 2013 in ltalien im Salmonella enterica Isolat R3445 nachgewiesen wurde.
Konjugationexperimente des mcr-4 tragenden Plasmids verliefen unter Laborbedingungen

positiv, wobei alle Transkonjuganten ein coexistierendes Helferplasmid aufwiesen. Somit
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konnte die Existenz des nicht selbststandig konjugierenden mcr-4 Plasmids bewiesen werden,

welches eine Pravalenz von 9% aufweist (77).

Die Hypothese lautete, dass trotz breitflachigem Einsatz von colistinhaltigen Arzneimitteln in
der Schweineproduktion, das Auftreten von colistinresistenten E. coli gering ist und eine
Pravalenz von unter 10% aufweist. Da keine der E. coli Isolate, die durch erhohte MHK-Werte
gekennzeichnet waren, genotypisch eine mcr-1 Existenz aufwiesen, konnten demnach die

Untersuchungen im Rahmen dieser Diplomarbeit die Hypothese bestatigen.

Durch die gewonnenen Ergebnisse im Rahmen dieser Diplomarbeit konnte somit erstmalig
eine Einschatzung der derzeitigen Resistenzsituation von E. coli Isolaten gegenlber Colistin
in Ferkelaufzuchtbetrieben in Osterreich getroffen werden. Diese Ergebnisse sind nicht nur
opportun, um Antibiotikaresistenzen international in Relation setzen zu kénnen, sondern auch

sehr bedeutend, um die zuklnftigen Resistenzanderungen abzuschatzen und einzuteilen.

Die in Bezug auf Osterreich ermittelte Pravalenz der Colistinresistenzen zeigt sich im direkten
Vergleich zu anderen europaischen Landern dhnlich. Hinsichtlich seiner Pravalenzrate liegt
Osterreich somit im europaischen Durchschnitt. Dies belegt beispielsweise eine Studie, die
sich mit dem Auftreten des mcr-1 Gens innerhalb Europas in den Jahren 2002 bis 2014
auseinandersetzt. Hierfir wurden gesunde Schlachtkérper von Rindern, Hihnern und
Schweinen auf Schlachthéfen beprobt und jene Proben in weiterer Folge auf
Antibiotikaresistenzen untersucht. Hierbei wiesen 148 der 10.206 E. coli Isolate und somit
1,4% einen MHK-Wert von >2mg/L auf. In 0,7% der resistenten Proben konnte in weiterer
Folge das mcr-1 Gen nachgewiesen werden. All diese Proben wurden zwischen 2008 und
2014 gesammelt. Von jenen positiv auf mcr-1 getesteten Isolaten, stammten 44 (1,2%) von
Hihnern und 25 (0,7%) von Schweinen. Zwei der mcr-1 positiven Proben von Schweinen
stammten aus Frankreich, 23 aus Spanien. Wahrend den Jahren 2008 und 2009 zeigte sich
die mcr-1 Pravalenz sehr gering mit einem Wert von 0,5% und nahm anschlieRend wahrend
der Jahre 2013 und 2014 auf 1,7% zu. Das mcr-1 Gen war demnach mit geringem Aufkommen

seit Uber zwolf Jahren in Europa gegenwartig (38).

Zwischen 2010 und 2015 wurden im benachbarten Deutschland Uber 10.600 E. coli Isolate im
Rahmen eines nationalen Uberwachungsprogramm untersucht. 3,8% der analysierten Isolate
wiesen das Resistenzgen mcr-1 auf. Hauptsachlich bedingt wurde diese Rate durch jene
Proben, die aus der Geflugelproduktionskette stammten. Jene Isolate, die von Schweinen

stammten, legten im Gegensatz zu aus Asien stammenden Daten, wo mcr-1 positive Isolate
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haufig von der Schweineproduktionskette stammten, eine sehr geringe Pravalenz dar. In den
Jahren 2011 und 2015 konnten jeweils an Mastschweinebetrieben eine mcr-1 Rate von 1,5%
festgestellt werden, wobei die phanotypisch nachgewiesene Colistinresistenz 2015 bei 2,1%
und 2011 bei 3,6% lag. Somit war das Auftreten des Resistenzgens im Jahr 2015 leicht héher
einzuordnen. Vermuten Iasst die Studie, dass die Pravalenzrate in Deutschland im Vergleich
zu anderen europaischen Staaten hoher ist, was vermutlich mit den héheren Verkaufszahlen
von Polymyxinen innerhalb Deutschlands zusammenhéangt. Erste Screening-Verfahren
bezlglich des mcr-1 Aufkommens in Frankreich lieferten Pravalenzwerte von 0,5% in Isolaten
von Schweinen und sind demnach ebenso wie die aus Deutschland Ubermittelten
Pravalenzwerte mit jenen gewonnen Erkenntnissen dieser Arbeit bezuglich der sehr geringen

Pravalenz des Resistenzgens mcr-1 aquivalent (78).

Eine Arbeit aus England beschaftigt sich mit dem Auftreten von mcr-1 tragenden Plasmiden in
E. coli Isolaten tierischen Ursprungs in Schlachthéfen wahrend der Jahre 2013 bis 2015 und

konnte hierbei eine Pravalenz von 0,6% ermitteln (79).

Ein Artikel, der bereits kurz nach dem erstmaligen mcr-1 Nachweis erschien, setzt ebenso die
lokalen variablen Pravalenzraten zueinander in Vergleich. So trugen in Europa beispielsweise
im Jahr 2011 als auch im Jahr 2013 weniger als 1% der beprobten Schweine in Frankreich
das mcr-1 Gen. In den Jahren 2012 bis 2014 wurden fur China Pravalenzwerte zwischen 14%

und 25% ermittelt. Vietnam zeigte fur 2014 und 2015 sogar eine Pravalenz von 38% (31).

Das Auftreten von mcr-1 zeigt sich also geografisch bedingt sehr variabel. So konnte eine
Forschungsarbeit, die sich mitunter mit dem Auftreten von mcr-1 in Sidostasien
auseinandersetzt, ebenso variable Pravalenzraten ermitteln. 767 E. coli Isolate, welche von
Schweinen zwischen Oktober 2017 und Marz 2018 gewonnen wurden, wurden analysiert und
das jeweilige Vorkommen des Resistenzgens in Thailand (5,6%), Kambodscha (11,4%), Laos
(20,3%) und Myanmar (2,8%) aufzeigt (80).

Eine Untersuchung des mcr-1 Vorkommens in 18 Provinzen Chinas zwischen Oktober 2016
und September 2017 zeigte Pravalenzen zwischen 45% und 100% (81). Eine andere Studie,
die wahrend 2017 und 2018, also nach dem Verbot von Colistin in China durchgefihrt wurde,
konnte eine abnehmende mcr-1 Pravalenz klar aufzeigen. Wahrend es in 2016 noch 45% der

untersuchten Isolate positiv getestet wurden, waren es 2018 nur noch 19,4% der Isolate (37).

Eine mdgliche Erklarung fir das nicht nachweisbare mcr-1 Gen in der vorliegenden Arbeit

kdnnte in der untersuchten Altersgruppe liegen. In dieser Diplomarbeit wurden ausschlief3lich
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Absetz- bzw. Aufzuchtferkel untersucht, wohingegen in der publizierten Literatur vorwiegend

Mastschweine untersucht wurden.

Durch das Verbot von Zinkoxid-haltigen Tierarzneimitteln im Juni 2022 ist mit einem Anstieg
des Colistinverbrauchs in osterreichischen Ferkelaufzuchtbetrieben zu rechnen. Aufgrund
dessen ist, mit einem unerwunschten und dementsprechend steigenden Trend des mcr-1

Vorkommens zu rechnen.

Weltweit kénnen nicht nur geografisch gesehen Unterschiede, sondern auch eine breite

Haufigkeitsverteilung innerhalb eines Landes festgestellt werden (52).

Um die tatsachliche Entwicklung der Resistenzlage in Osterreich weiterhin einordnen zu
kdnnen, mussen weitere Untersuchungen hinsichtlich der mcr-1 Pravalenz in groRerem
Ausmall vorgenommen werden. Hierbei empfiehlt sich eine Probennahme mit gréfierem
Stichprobenumfang, sowie flachenibergreifender Beprobung innerhalb Osterreichs. Da
Colistin fast ausschlieBlich in der Ferkelaufzucht eingesetzt wird, sollte jedenfalls ein
Hauptaugenmerk bei zuklinftigen Untersuchungen auf diese Alterskategorie gesetzt werden.
Auch sollten Veranderungen, wie der zu erwartende Anstieg der Colistingaben in der
Nutztierwirtschaft, insbesondere der Ferkelproduktion aufgrund des kirzlich in Kraft
getretenen Verbots von Zinkoxid-haltigen Tierarzneimittel, miteinbezogen werden. Da
Vergleichswerte in Osterreich bis zu diesem Zeitpunkt fehlen, ist der internationale Vergleich
und die weitere Resistenzentwicklung schwer abschatzbar. Um Limitationen der gewonnenen
Ergebnisse weitgehend ausschlieBen zu kénnen, werden weiterflihrende standardisierte
Untersuchungen der Probenisolate durch ein konstitutionelles Labor (renommiertes
Labor/Unternehmen) empfohlen. Auch eine stichprobenartige dauerhafte Untersuchung im
Rahmen eines Routine-Uberwachungsprogramms wére denkbar. Die AGES, die als
verantwortliche behérdliche Institution fungiert, sollte zur systematischen Erhebung der
Resistenzlage bei Bakterien im Rahmen der Vorgaben der Europaischen Union zukiinftig
neben den Proben aus Mastschweinen auch Ferkelproduktionsbetriebe in das Monitoring zur
Erhebung von mcr-vermittelter Resistenz gegen Colistin miteinschlieRen. Auch waren
Untersuchungen hinsichtlich der Ubertragung und Ausbreitung der mcr-1 tragenden Plasmide
in der Umgebung betroffener Schweinebetriebe denkbar, wie diese bereits in Deutschland
durchgefuhrt wurden (48). Ein denkbares Szenario ware, bei Betrieben in welchen mcr-
vermittelte Colisitinresistenz in Bakterienisolaten nachgewiesen wurde, auch die

Umweltproben, z.B. aus Giille, Misthaufen oder Abluft zu untersuchen.
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Ein weiterer bedeutender empfehlenswerter Ansatz wéare es, aufgrund der aktuellen
Forschungsergebnisse, ebenso weitere mcr-Plasmide in die Uberwachung miteinzubeziehen.
Somit sollten nicht nur das weitverbreitete mcr-1 Gen, sondern vor allem das innerhalb
Europas nachgewiesene mcr-4, sowie das weniger haufig in Belgien von Probenisolaten von
Schweinen und Rindern nachgewiesene mcr-2, als auch das in E. coli, Klebsiella pneumoniae
und Salmonella innerhalb der USA und Asien entdeckte mcr-3 Plasmid bertcksichtigt werden
(52, 77, 82, 83). Dies bezieht sich in Folge insbesondere auf jene Plasmide, die bereits in
Europa nachgewiesen wurden. Dabei handelt es sich um mcr-2, mer-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6
und mcer-10 (52).

Um die Wichtigkeit sowie die Unverzichtbarkeit von antibiotisch wirksamen Substanzen
abschliellend erneut hervorzuheben, sollten nicht nur weitere Untersuchungen
landerubergreifend zur Informationssicherung der Resistenzsituation gegen Colistin
unternommen werden, sondern auch auf weitere umfassende Beschrankungen zur
Vermeidung des exzessiven Antibiotikaeinsatzes nicht verzichtet werden, ganz im Sinne des

,One health“-Ansatzes.
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