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1 Einleitung

Antimikrobielle Resistenz ist ein weltweites Anliegen, das in den letzten zehn Jahren immer
mehr in den Fokus gerickt ist. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht sogar so weit,
vor einer postantibiotischen Ara zu warnen, in der gewéhnliche Infektionen wieder lebens-
bedrohlich sein werden (WHO 2015). Das Auftreten multiresistenter Bakterien in der Bevol-
kerung und in Krankenhdusern sowie in der Tierhaltung hat seit den 1990er Jahren expo-
nentiell zugenommen. MRSA ist seit Jahren ein altbekanntes Problem, und es wurden grol3e
Fortschritte bei der Reduzierung seiner Pravalenz erzielt (KOCK und CUNY 2018). Das zu-
nehmende Auftreten multiresistenter gramnegativer Bakterien, insbesondere der Familie
Enterobacteriaceae wie K. pneumoniae, Enterococcus spp. und E. coli, gibt zunehmenden
Anlass zur Sorge und ist weltweit Gegenstand zahlreicher Studien. Der Hauptresistenzme-
chanismus bei gramnegativen Bakterien ist die Produktion von Extended-Spectrum Beta-
Laktamasen (ESBL), Enzymen, die in der Lage sind, Penicilline und Cephalosporine, ein-
schlieB3lich der Breitband-Cephalosporine, zu hydrolysieren. Letztere werden von der WHO
als ,critically important antimicrobials“ eingestuft, die sogenannten Reserveantibiotika
(WHO 2017). Eine Ubertragung ESBL-produzierender Bakterien von Mensch auf Tier tiber
direkten Kontakt oder den Verzehr kontaminierten Fleisches ist mdglich und wird kontrovers
diskutiert. In den letzten Jahren nahm daher die Anzahl an Studien zum Vorkommen und
der Charaktierisierung ESBL-produzierender Bakterien bei Nutztieren stetig zu. Durch
grol3e regionale Unterschiede in Betriebsstruktur und -management und zum Teil stark va-
riierende Haltungssysteme je nach Produktionsrichtung und Altersstufe ist allerdings gerade
in der Rinderhaltung eine sehr differenzierte Betrachtung der ESBL-Préavalenzen vonnéten
(HILLE et al. 2014). In den neuen Bundeslandern sind die Strukturen der ehemaligen DDR
mit sehr grofRen, intensiv gefuhrten Tierhaltungen noch weitgehend existent und einzigartig
in Deutschland (MERLE et al. 2012). Bislang gibt es kaum Studien zum Vorkommen von
ESBL in dieser Region. Ziel dieser Arbeit war deshalb, Betriebs- und Einzeltierpravalenzen
ESBL-produzierender Enterobakterien (ESBL-E) bei neugeborenen Milchviehkalbern in
Sachsen zu untersuchen und charakterisieren und auf das Vorhandensein weiterer Antibi-

otikaresistenzen zu prufen.



2 Literaturibersicht

2.1 Antimikrobielle Resistenzen

Antibiotikaresistenz wird definiert, als die Fahigkeit eines Mikroorganismus, einer normaler-
weise wirksamen Konzentration eines antimikrobiellen Wirkstoffes zu widerstehen und sich
weiterhin vermehren zu kénnen. Es wird zwischen einer priméren (intrinsischen) und sekun-

daren (erworbenen) Resistenz unterschieden.

Primare Resistenzen treten naturlicherweise bei allen Vertretern einer taxonomischen
Gruppe auf. Dies kann ein ganzes Genus betreffen, eine Spezies oder Subspezies. Sie
ergeben sich zumeist aus strukturellen oder biochemischen Eigenschaften der Mikroorga-
nismen. Beispielsweise sind viele gramnegative Bakterien resistent gegeniber Aminogly-
kosiden, da diese relativ grof3en Molekule schlichtweg nicht in der Lage sind, die Zellwand

Zu passieren.

Erworbene Resistenzen entstehen aus einer genetischen Modifikation des normalerweise
empfindlichen Organismus. Dies kann tber die Mutation von Haushaltsgenen erfolgen, die
fur physiologische Prozesse oder strukturelle Eigenschaften codieren, Gber die Aufnahme
fremder Resistenzgene oder einer Kombination aus beidem (BOERLIN und WHITE 2013).

2.1.1 Entstehung antimikrobieller Resistenzen

Das Auftreten von Resistenzgenen ist ein nattrlich vorkommendes Phdnomen in der Bak-
terienpopulation. Einige Jahre bevor Penicillin Uberhaupt auf dem Markt eingefuhrt wurde,
konnte das Team um Alexander Fleming bereits im Jahr 1940 eine Penicillinase nachwei-
sen. Durch den steigenden Einsatz von Antibiotika hat sich der Selektionsdruck erhéht und
die evolutionare Entwicklung spezifischer und hochpotenter resistenzvermittelnder Enzyme
beschleunigt (DAVIES und DAVIES 2010).

Die hochspezifischen Resistenzgene der heutigen Zeit stammen wahrscheinlich von Vor-
gangergenen ab, die urspringlich fir andere biochemische Vorgange codiert haben, még-
licherweise gleichzeitig aber eine moderate Antibiotikaresistenz vermittelt haben. 3-Lakta-
masen beispielsweise haben sich aus Penicillin-bindenden Proteinen (PBP) entwickelt. Der

bestehende Selektionsdruck hat aus einer Zielstruktur eines Antibiotikums ein Enzym
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entstehen lassen, das in der Lage ist, den selben Wirkstoff zu inaktivieren (MASSOVA und
MOBASHERY 1998, WRIGHT 2007).

Umweltkeime, die selbst antibiotisch wirksame Metaboliten produzieren, gelten als ,Hot
Spots” fur die Evolution von Resistenzen (WRIGHT 2007). D'COSTA et al. konnten nach-
weisen, dass Resistenzgene bereits seit Jahrtausenden in den Bakterienpopulationen zir-
kulieren. Sie untersuchten Proben aus kanadischen Permafrostbdden, die auf rund 30.000
Jahre vor unserer Zeit zurtickdatiert werden konnten, und fanden diverse Gene, die Resis-

tenzen gegenuber R-Laktamen, Tetrazyklinen und Aminoglykosiden vermitteln.

2.1.2 Resistenzmechanismen

Es kdnnen 4 Hauptgruppen von Resistenzmechanismen unterschieden werden:

(1) Modifikation des Wirkstoffs

Eine der erfolgreichsten Strategien der Antibiotikaresistenz ist die Produktion von Enzymen,
die das Antibiotikum wirkungslos machen. Dies kann durch eine chemische Modifikation,
wie Acetylierung, Phosphorylierung oder Adenylierung erfolgen, sodass der Wirkstoff nicht
mehr an seiner Zielstruktur binden kann (MUNITA und ARIAS 2016). Aminoglykoside sind
hierfir besonders empfanglich, da es sich um grof3e Molekule mit vielen exponierten Hyd-
roxyl- und Amidgruppen handelt (BLAIR et al. 2015).

Die hydrolytische Spaltung eines Wirkstoffes tritt insbesondere bei den 3-Laktamen auf und
wird in Kapitel 2.3 naher beschrieben.

(2) Verringerung der intrazellularen Wirkstoffkonzentration

Eine verminderte Konzentration des Wirkstoffs in der Bakterienzelle wird entweder durch
eine reduzierte Aufnahme oder das gesteigerte Ausschleusen der Substanz aus der Zelle
erreicht (VALENTIN-WEIGAND 2015).

Die meisten Enterobacteriaceae besitzen Porine in ihrer duReren Membran, sogenannte
outer-membrane proteins wie OmpF und OmpC bei E. coli. Diese Proteine sind wenig spe-

zifisch und erlauben Antibiotika daher leicht in die Zelle zu gelangen. Eine Downregulation
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der Porine oder ein Austausch mit selektiveren Kanélen lasst die Permeabilitat der &ul3eren

Membran sinken und limitiert das Anfluten von Wirkstoff.

Efflux-Pumpen transportieren Stoffe aktiv aus den Bakterienzellen und sind eine der Haupt-
ursachen der intrinsischen Aktivitat bei gramnegativen Erregern. Manche dieser Pumpen
haben ein enges Wirkspektrum, beispielsweise Tet-Pumpen. Multidrug resistance (MDR)-
Pumpen dagegen transportieren ein weites Spektrum an Stoffen aus der Zelle. Durch Uber-
expression der Transportproteine kdnnen somit keine wirksamen Wirkstoffkonzentrationen
aufgebaut werden. Einige der normalerweise chromosomal vorliegenden Gene konnten be-
reits auf Plasmiden nachgewiesen werden, sodass dieser Mechanismus mittlerweile auch

eine wichtige Rolle bei der erworbenen Resistenz spielt (BLAIR et al. 2015).

(3) Modifikation von Zielstrukturen

Die meisten Zielstrukturen fur Antibiotika sind hochspezifisch. Durch die Bindung des Wirk-
stoffs kommt es zu einer Unterbindung der tblichen Aktivitat der Zielstruktur. Werden diese

veréndert, aber nicht in ihrer normalen Funktion gehindert, entstehen Resistenzen.

Dies kann sowohl auf genetischer Ebene passieren als auch durch biochemische Modifika-
tion. Aminoglykoside beispielsweise hemmen die bakterielle Proteinsynthese, indem sie an
den Ribosomen binden. Durch Methylierung der Bindungsstelle kann das Antibiotikum nicht

mehr angreifen und wird wirkungslos (BLAIR et al. 2015).

AuRerdem kénnen Bakterien in der Lage sein, Zielstrukturen so zu ersetzen, dass die bio-
chemische Funktion erhalten bleibt, das Ziel aber nicht durch den Wirkstoff inaktiviert wer-
den kann. Eine weitere Moglichkeit der Resistenzentwicklung ist die simple Uberexpression
der Zielstruktur, beispielsweise bei Sulfonamiden und Trimethoprim (MUNITA und ARIAS
2016).

(4) Entwicklung alternativer Stoffwechselwege

Durch die Evolution resistenter Stoffwechselwege kdnnen sich Bakterien ebenfalls vor An-
tibiotika schutzen (VALENTIN-WEIGAND 2015). Dieser Resistenzmechanismus wird unter
anderem gegenuber Sulfonamiden und Trimethoprim wirksam, indem Bakterien resistente

Dihydropteroatsynthasen (Zielstruktur flr Sulfonamide) und Dihydrofolatreduktasen



(Zielstruktur fur Trimethoprim) produzieren und der Fols&urestoffwechsel so nicht gehemmt
wird (MC DERMOTT et al. 2003).

2.1.3 Verbreitung von Resistenzen

Bakterien sind in der Lage, ihre Gene sowohl vertikal als auch horizontal weiterzugeben.
Mutationen in chromosomaler DNA kdnnen nur vertikal Gbertragen werden und setzen sich
nur durch, wenn ein konstanter Selektionsdruck vorhanden ist, da sie meist mit hohen Kos-
ten zulasten der bakteriellen Fitness einhergehen (MUNITA und ARIAS 2016, VALENTIN-
WEIGAND 2015).

Der weitaus effektivere Weg der Resistenzverbreitung ist der horizontale Gentransfer

(HGT). Hierbei werden drei Ubertragungsarten unterschieden:

(1) Transformation

Die Aufnahme ,nackter* DNA aus der Umwelt ist die einfachste Art des Gentransfers. Fahig
sind hierzu allerdings nur wenige klinisch relevante Spezies (MUNITA und ARIAS 2016).
Bakterien mussen in einen Zustand der Kompetenz gelangen, um das DNA-Molekdl in ihr
Zytoplasma aufnehmen zu kdnnen und es anschliel3end in ihr Genom zu integrieren. Dieser
zeitlich begrenzte Zustand ist abhéngig von verschiedenen Umweltfaktoren, wie Wachs-
tumsbedingungen, Nahrstoffverfligbarkeit und Populationsdichte (THOMAS und NIELSEN

2005). Transformation kann nur innerhalb nahe verwandter Spezies stattfinden.

(2) Transduktion

Transduktion bezeichnet die Ubertragung von Genen durch Bakteriophagen. Dabei injizie-
ren sie inre DNA in die Bakterienzelle, wodurch die Replikationssysteme der Empfangerzelle
direkt neue Phagenpartikel entstehen und durch Zelllyse in die Umwelt freigegeben werden.
Alternativ kann die Phagen-DNA in die Empfanger-DNA integriert werden und erst zu einem
spateren Zeitpunkt exprimiert werden (Lysogenie). Dabei wird sowohl Phagen- als auch
Bakterien-DNA repliziert. Beim Aufbau neuer Phagen kann versehentlich ein Resistenzgen

verpackt werden und als Pseudophage auf eine andere Bakterienzelle Gbertragen werden.



Auch die Transduktion kann nur innerhalb nahe verwandter Spezies stattfinden (SCHWARZ
et al. 2006).

(3) Konjugation

Die Ubertragung von genetischem Material einer Spenderzelle auf eine Empfangerzelle mit-
tels direktem Zellkontakt wird als Konjugation bezeichnet. Ubertragen werden kénnen kon-
jugative Plasmide und Transposons (auch integrative conjugative elements, kurz ICE, ge-
nannt), die Uber eine tra-Region verfigen und so die Konjugationsmechanismen steuern
kénnen. Nicht-konjugative mobile Elemente kdnnen den Transferapparat konjugativer Ele-
mente nutzen, solange sie selbst eine oriT-Region (origin of transfer) besitzen. Dieser Vor-
gang wird als Mobilisation bezeichnet (SCHWARZ et al. 2006).

Die Ubertragung findet nur in eine Richtung vom Spender zum Empfanger statt. Die Spen-
derzelle nimmt Uber den Pilus Kontakt mit der Empféangerzelle auf, die beiden Zellen nédhern
sich an und bilden eine stabile Plasmabriicke. Das Plasmid wird im oriT gespalten und ein

Einzelstrang mit 5'-Ende wird auf die Empfangerzelle transferiert (SCHMIDT 2017).

In den meisten Fallen werden Resistenzgene mittels Konjugation Ubertragen. Das geneti-
sche Material wird, im Gegensatz zur Transformation, vor der Umwelt geschutzt transferiert
und der Vorgang geht zielgerichteter von statten als die Transduktion (WINTERSDORFF et
al. 2016). Auch ist die Konjugation zwischen einem breiten Spektrum von Bakterienarten

maoglich.

Uber horizontalen Gentransfer erhaltenes Genmaterial kann durch Rekombination stabil in

das Wirtsgenom integriert werden oder extrachromosomal auf Plasmiden verbleiben.

Die Ubertragung von Resistenzgenen erfolgt mithilfe mobiler genetischer Elemente wie
Plasmiden, Transposons, Integrons und Genkassetten. Sie bestehen alle auf doppelstréan-
giger DNA, unterscheiden sich aber in ihrer Grol3e, Struktur, biologischen Eigenschaften

und ihren Verbreitungsmechanismen.

(1) Plasmide

Plasmide sind in der Lage, sich autonom zu replizieren. Sie liegen extrachromosomal als

ringférmiger DNA-Doppelstrang in der Bakterienzelle vor. Ihre Grol3e variiert zwischen we-

niger als 2 und mehr als 100 Kilobasenpaaren (kbp). Plasmide k&nnen Resistenzen
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gegenuber diversen Substanzen, wie Antibiotika, Desinfektionsmittel und Schwermetallen
vermitteln, aber auch fir Bacteriocine, Virulenzfaktoren oder alternative Stoffwechselwege
codieren (SCHWARZ et al. 2006). In einer Bakterienzelle kbnnen verschiedene Plasmide
vorliegen, solange sie zu unterschiedlichen Inkompatibilitdtsgruppen (Inc-Gruppen) geho-

ren.

(2) Transposons

Transposons sind die kleinsten mobilen Elemente. Sie sind nicht zur autonomen Replikation
fahig, sondern nutzen die Replikationsmechanismen der Chromosomen oder Plasmide, in

die sie integriert sind.

Wahrend zusammengesetzte Transposons zusatzliche Gene enthalten, die unter anderem
Antibiotikaresistenzen vermitteln, bestehen einfache Transposons lediglich aus einer Inser-
tionssequenz. Sie kbénnen aber ebenso Resistenzen auslésen, indem sie die Expression
benachbarter Gene beeinflussen, sie mobilisieren oder schlicht inaktivieren (BROWN-
JAQUE et al. 2015).

(3) Genkassetten und Integrons

Genkassetten sind kleine, mobile genetische Elemente, die meist nicht langer sind als 2
kbp. Sie bestehen aus einer Rekombinationsstelle und einem einzelnen Gen. Genkassetten
besitzen nicht die Fahigkeit der autonomen Replikation oder Transposition, sondern bewe-
gen sich mittels Orts-spezifischer Rekombination. Meist sind sie Teil von Integrons
(SCHWARZ et al. 2006).

Die Struktur eines Integrons besteht aus einer variablen Anzahl von Genkassetten und einer
konservierten Region aus einer Integrase, einer Rekombinationsstelle und einem Promotor.
Genkassetten werden mittels Orts-spezifischer Rekombination in das Integron aufgenom-
men, wobei nur die Gene, die der Promotorsequenz am nahesten liegen, exprimiert werden.
Die Anzahl und Anordnung der Genkassetten in einem Integron ist variabel (ESCUDERO
et al. 2015).



2.2 Beta-Laktamantibiotika

Eine der wichtigsten und am h&ufigsten genutzten Antibiotikagruppen in der Veterindrmedi-
zin sind die R-Laktame. Sie storen die Zellwandsynthese, indem sie bei Bakterien in der
Wachstumsphase das Endstadium der Murein-Synthese hemmen. 3-Laktame binden irre-
versibel an Penicillin-bindende Proteine (PBP) wie die Mureinsynthase, die das Peptidogly-
kanskelett der Zellwand aufbaut. Durch die Inhibition des Enzyms entstehen Unregelmafiig-
keiten in der Zellwand und es kommt durch Autolyse und eine gestérte Osmose zum An-
schwellen und Platzen der Bakterienzelle (RICHTER und LOSCHER 2016).

Zu den Beta-Laktamantibiotika zéhlen die Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme, Mo-

nobactame, sowie Beta-Laktam-Inhibitoren.

2.2.1 Penicilline

Benzylpenicillin (Penicillin G) war der erste natirlich vorkommende Vertreter in der Klasse
der Penicilline, wies aber einige Nachteile in der klinischen Anwendung auf. Es war wenig
saurestabil und demnach oral unwirksam, wies eine hohe Empfindlichkeit gegentiber Peni-
cillinasen auf und war unwirksam gegenuber klinisch relevanter gramnegativer Bakterien
(PRESCOTT 2013a). In den folgenden Jahren wurden semisynthetische Abkémmlinge des
Benzylpenicillins entwickelt, um diese Nachteile zu kompensieren. Heute werden verschie-
dene Untergruppen nach Wirkungsspektrum und -dauer und der Penicillinase- und Saure-
stabilitat unterschieden.

Depot-Penicilline, wie Benzylpenicillin-Procain, haben im Vergleich zum Benzylpenicillin
eine verlangerte Wirkungsdauer. Durch den Ersatz des Natrium- oder Kalium-lons mit einem
nicht metallischen Kation wie Procain ist die Loslichkeit des Molekuls stark reduziert, sodass
der Wirkstoff nach Injektion nur langsam resorbiert werden kann. Phenoxymethyl-Penicilline
sind saurestabil und somit auch fiir die orale Verabreichung geeignet. (RICHTER und LO-
SCHER 2016).

Die in der Tiermedizin am haufigsten genutzten Penicilline sind die sogenannten ,Breitband-
Penicilline® wie Ampicillin und Amoxicillin. Durch das Einfihren einer Aminogruppe am
Benzylrest, konnte das Wirkungsspekitrum auf gramnegative Bakterien erweitert werden,

resistent bleiben weiterhin Pseudomonas spp., Klebsiella spp. und einige Proteus-Stamme.
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Sie verfugen Uber eine sehr gute Vertraglichkeit und sind stabil gegeniiber Magensaure
(POTSCHKA et al. 2014).

Isoxazolylpenicilline weisen eine erhohte Stabilitat gegenlber 3-Lactamasen auf. Sie wer-
den vor allem gegen 3-Lactamase-produzierende Staphylokokken eingesetzt, wahrend ihre
Potenz gegeniber anderer Benzylpenicillin-empfindlicher Bakterien reduziert ist. Veterinar-
medizinische Vertreter sind Oxacillin und Cloxacillin, die vor allem intramammar zur Masti-
tistherapie oder als Uterusstabe eingesetzt werden (RICHTER und LOSCHER 2016).

2.2.2 Cephalosporine

Cephalosporine sind halbsynthetische Derivate der 7-Aminocephalosporanséaure. In ihrem
Wirkungsmechanismus unterscheiden sie sich kaum von dem der Penicilline. Abhangig von
ihrem Wirkungsspektrum und der Stabilitat gegeniber 3-Laktamasen werden sie in 4 Ge-
nerationen eingeteilt (POTSCHKA et al. 2014).

Das Wirkungsspektrum der Cephalosporine 1. Generation richtet sich vor allem gegen
grampositive Kokken. Sie weisen nur eine schwache oder gar keine Wirkung gegentber
gramnegativen Erregern auf. In der Veterinarmedizin werden sie hauptsachlich lokal
(Cefapirin, Cefalonium) oder oral (Cefalexin) eingesetzt.

Cephalosporine der 2. Generation werden derzeit in der Veterinarmedizin nicht angewen-
det. Sie besitzen ein uneinheitliches Wirkungsspektrum, das etwas breiter gegentber gram-
negativen Bakterien ist.

Vertreter der 3. und 4. Generation werden aufgrund ihrer erweiterten Wirksamkeit gegen-
Uber Gramnegativen auch als Breitspektrum-Cephalosporine bezeichnet. Daneben zeich-
nen sie sich durch eine erhohte [3-Laktamase-Stabilitdt aus. Substanzen der 3. Generation
wie Cefoperazon, Ceftiofur und Cefovecin weisen eine variable Wirksamkeit gegentber
Pseudomonas auf, wahrend sie bei Cefquinom, einem Cephalosporin der 4. Generation,
verbessert ist (RICHTER und LOSCHER 2016).



2.2.3 Carbapeneme und Monobactame

Carbapeneme mit den Vertretern Imipenem und Meropenem gehoren zu den Antibiotika mit
dem breitesten Wirkungsspektrum gegenuber grampositiven, wie gramnegativen Bakterien.
Sie sind weitestgehend resistent gegenuber [3-Laktamasen, mit Ausnahme der Carbapene-

masen, die in den letzten Jahren einen rasanten Anstieg erfahren (PRESCOTT 2013b).

Das Monobactam Aztreonam zeichnet sich durch ein breites Wirkungssprektrum gegentber
gramnegativen Bakterien aus, wahrend es gegenuber Grampositiven und Anaerobiern wir-
kungslos ist (PRESCOTT 2013b).

Carbapeneme und Monobactame gelten aufgrund ihres Wirkungsspektrums und der gins-
tigen Resistenzsituation als Reserveantibiotika und sind in der Veterinarmedizin nicht ver-
fugbar. Auf Umwidmungen zur Anwendung am Tier sollte moglichst verzichtet werden
(POTSCHKA et al. 2014).

2.2.4 R-Laktamasehemmer

3-Laktamasehemmer wie Clavulansaure, Sulbactam und Tazobactam besitzen zwar eben-
falls einen R-Laktamring, haben aber nur eine geringe bakterizide Wirkung. lhre Fahigkeit,
irreversibel und hochaffin an 3-Laktamasen zu binden, wird in der Kombination mit Penicil-
linen und Cephalosporinen genutzt, indem die Enzyme durch 3-Laktamasehemmer blo-
ckiert werden und das zweite R-Laktam ungehindert seine Wirkung entfalten kann
(PRESCOTT 2013b). Die in der Veterinarmedizin am haufigsten eingesetzte Kombination

ist Amoxicillin-Clavulansaure.

2.2.5 Bakterielle Resistenzmechanismen gegentber Beta-Laktamen

2.3 Beta-Laktamasen

3-Laktamasen sind von grampositiven wie gramnegativen Bakterien gebildete Enzyme mit

der Fahigkeit, [3-Laktam-Antibiotika unwirksam zu machen. Sie sind fur die intrinsische und

erworbene Resistenz gegeniber [3-Laktamen von grofRer Bedeutung, vor allem bei
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gramnegativen Erregern (LI et al. 2007), und ein haufiger Grund fur Therapieversagen in

der Human- und Veterinarmedizin.

Evolutionsgeschichtlich entstanden 3-Laktamasen wahrscheinlich bereits vor rund 2 Milliar-
den Jahren, noch bevor grampositive und -negative Bakterien sich differenzierten (HALL
und BARLOW 2004).

Biochemisch betrachtet lassen sich 3-Laktamasen zur Gruppe der Proteasen zuordnen. Sie
sind in der Lage, den 3-Laktamring von Penicillinen, Cephalosporinen und Carbapenemen
zu hydrolysieren und ihre antibakterielle Wirkung zu inaktivieren. Bei gramnegativen Bakte-

rien sind sie zumeist im periplasmatischen Raum lokalisiert (LIVERMORE 1995).

R\ B-Lactamring

\—_—O
7 /
\ s

-

[
%

ol \

CO0-

1 -Lactamase

0— ’///
COO-

Inaktiviertes 3-Lactamantibiotikum

Abbildung 1: Inaktivierung von R-Laktamen durch Spaltung des Laktamrings (ibernommen aus
FAULER 2014)

Resistenzgene fur R-Laktamasen sind sowohl chromosomal, als auch auf Plasmiden zu fin-
den. Der horizontale Gentransfer spielt in der Ubertragung von 3-Laktam-Resistenzen eine
grofR3e Rolle und ist hauptverantwortlich fur die rasante Verbreitung weltweit (PRESCOTT
2013b).

Die drei klinisch wichtigsten, schnell wachsenden Gruppen der 3-Laktamasen sind die Me-
talloenzyme, AmpC-Enzyme und Extended-Spektrum R-Laktamasen (ESBL) (THEURETZ-
BACHER 2006). Letztere werden im Kapitel 2.3.2 ndher beschrieben.
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2.3.1 Klassifikation

Seit ihrer ersten Entdeckung wurden 3-Laktamasen auf verschiedenste Weise klassifiziert.
Dabei wurden einzelne biochemische Eigenschaften der Enzyme zu Rate gezogen, wie die
molekulare Masse, der isoelektrische Punkt, der Aufbau des aktiven Zentrums, die Amino-
sauresequenz, die dreidimensionale Struktur, das Substratprofil und die Interaktion der En-
zyme mit Inhibitoren (AMBLER 1980). Im Folgenden werden die beiden bis heute verwen-

deten Klassifikationen naher erlautert.

1980 wurden von AMBLER 2 Klassen 3-Laktamasen nach dem Aufbau ihres aktiven Zent-
rums unterschieden. Klasse A als Serinproteasen und Klasse B als Metalloproteasen, die
ein zweiwertiges Zink-lon bendtigen, um ihre Aktivitat entfalten zu kénnen. Eine zweite
Gruppe Serin-3-Laktamasen, die nur wenig Gemeinsamkeiten in ihrer Aminosauresequenz
mit den Enzymen der Klasse A aufwiesen, wurde 1981 entdeckt und als Klasse C in die
Nomenklatur eingefihrt (JAURIN und GRUNDSTROM 1981). Heute auch bekannt als
AmpC 3-Laktamasen. 1987 konnte sich analog eine weitere Gruppe Serin-3-Laktamasen,
die OXA -Laktamasen, als Klasse D durchsetzen (OUELLETTE et al. 1987). Die von AMB-
LER urspringlich eingefuhrte Klasse A enthélt heute die TEM-, SHV-, CTX-M- und einige

weitere, seltener vorkommende R-Laktamasen .

Einige Enzyme der Metallo-3-Laktamasen weisen ebenfalls nur wenig Homologie auf und
lassen analog zu den Serin-3-Laktamasen eine separate phylogenetische Entwicklung ver-
muten. Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren Forderungen laut, die Klasse B in
die Subgruppen B1 bis B3 zu unterteilen (HALL und BARLOW 2005).

Die molekulare Klassifikation nach Ambler ist zwar sehr objektiv, fur eine klinisch-diagnos-
tische Anwendung ist sie aber nur begrenzt von Nutzen. Ende der 80er-Jahre wurde zu
diesem Zweck eine funktionelle Einteilung veréffentlicht, die mit Entdeckung neuer 3-Lakta-
masen Uber die Jahre weiterentwickelt und verfeinert wurde (BUSH 1989, BUSH et al. 1995,
BUSH und JACOBY 2010).

Die Klassifikation nach Bush und Jacoby beriicksichtigt Substratprofile und die potenzielle
Hemmbarkeit durch 3-Laktamase-Inhibitoren. Es werden 3 Gruppen mit diversen Subgrup-

pen unterschieden:

(1) Gruppe 1: Cephalosporinasen (Ambler Klasse C), die resistent gegentuber 3-Lakta-

mase-Inhibitoren sind
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(2) Gruppe 2: Serin-3-Laktamasen der Ambler Klasse A und D, die im Allgemeinen emp-
findlich gegenuber 3-Laktamase-Inhibitoren sind

(3) Gruppe 3: Metallo-R-Laktamasen (Ambler Klasse B), die resistent gegeniber 13-
Laktamasen, aber empfindlich gegenuiber Metallchelatoren wie Ethylendiamintetra-

essigsaure (EDTA) sind

Eine vierte Gruppe von Penicillinasen, die resistent gegenuber R3-Laktam-Inhibitoren ist,
wurde in der aktualisierten Klassifikation von 2010 nicht mehr beriicksichtigt. Die einge-
schlossenen Enzyme wirden aller Wahrscheinlichkeit nach in eine der anderen Gruppen
klassifiziert, waren sie von den Erstbeschreibern vollstandig charakterisiert worden (BUSH
und JACOBY 2010).

Die weitere Einteilung in Subgruppen ist in Tabelle 1 veranschaulicht.

Tabelle 1: Funktionelle Klassifikation der R-Laktamasen nach BUSH und JACOBY 2010

Bush-Jacoby- | Ambler- | Substratprofil Inhibition Vertreter
Gruppe (2010) | Klasse
1 C Cephalosporine Keine E. coli AmpC,
CMY-2, FOX-1,
MIR-1
le C Cephalosporine Keine CMY-10, CMY-19
2a A Penicilline 3-Laktam-In- | PC1
hibitoren
2b A Penicilline, friihe Cepha- | R-Laktam-In- | TEM-1, TEM-2,
losporine hibitoren SHV-1
2be A Breitband-Cephalospo- | 3-Laktam-In- | TEM- und SHV-
rine, Monobactame hibitoren ESBLs, CTX-M
2br A Penicilline Keine TEM-30, TEM-31
2ber A Breitband-Cephalospo- | Keine TEM-50 (CMT-1)
rine, Monobactame
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2C Carbenicillin 3-Laktam-In- | PSE-1, CARB-3
hibitoren

2ce Carbenicillin, Cefepim z.T. 3- | RTG-4 (CARB-10)
Laktam-Inhi-
bitoren

2d Cloxacillin z.T. 3- | OXA-1, OXA-10
Laktam-Inhi-
bitoren

2de Breitband-Cephalospo- | z.T. 3- | OXA-11, OXA-15

rine, Cloxacillin Laktam-Inhi-

bitoren

2df Carbapeneme z.T. 3- | OXA-23, OXA-48
Laktam-Inhi-
bitoren

2e Breitband-Cephalospo- | R-Laktam-In- | CepA

rine hibitoren

2f Carbapeneme z.T. 3- | KPC-2, IMI-1
Laktam-Inhi-
bitoren

3a Carbapeneme EDTA IMP-1, VIM-1

3b Carbapeneme EDTA CphA, Sfh-1

2.3.2 Extended-Spectrum-Beta-Laktamasen

3-Laktamasen mit einem erweiterten Spektrum (ESBL) entstanden durch Punktmutationen

klassischer, fur 3-Laktamasen codierender Resistenzgene (bla-Gene), wie TEM-1, TEM-2

und SHV-1. Durch eine daraus resultierende Modifikation in der Aminosduresequenz des

aktiven Zentrums, sind sie in der Lage, auch Breitband-Cephalosporine unwirksam zu ma-

chen. Sie konnen durch R-Laktam-Inhibitoren wie Clavulansdure, Tazobactam und Sul-

bactam gehemmt werden (THEURETZBACHER 2006).

Die ersten ESBL traten nicht lange nach der Einfihrung von Oxyiminocephalosporinen auf.
1985 wurde ein Mutant der SHV-1 3-Laktamase von KLIEBE et al. beschrieben, der in der

Lage war, Cephalosporine der 3. Generation zu hydrolysieren. In den letzten 20 Jahren
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konnten immer gréf3ere Zahlen dieser Enzyme charakterisiert werden. Auch andere, evolu-
tionsgeschichtlich nicht von TEM und SHV abstammende ESBL der CTX-M-Familie und
Mutanten der OXA-Enzyme, erfuhren eine rasante Entwicklung (LIVERMORE 2008).

Die TEM-ESBL stammen von TEM-1 und TEM-2 ab. TEM-1 wurde 1965 in Athen erstbe-
schrieben, aus einem E. coli-Isolat einer Patientin namens Temoniera (DATTA und KON-
TOMICHALOU 1965). In den friihen 1970er Jahren war TEM-1 bereits bei 30-50 % der E.
coli-Isolate nachweisbar und wurde zur haufigsten 3-Laktamase gramnegativer Bakterien
(LIVERMORE 2008). TEM-2 unterscheidet sich nur in seinem isoelektrischen Punkt von
TEM-1. Die erste TEM-ESBL wurde 1987 von SIROT et al. in Frankreich beschrieben und
aufgrund ihrer verstarkten Aktivitat gegenuber Cefotaxim vorerst CTX-1 genannt. Spater
wurde CTX-1 zu TEM-3 umbenannt, da es sich in nur 2 Aminoséuren von TEM-2 unter-
schied (SOUGAKOFF et al. 1988).

Einige TEM-Derivate besitzen eine reduzierte Empfindlichkeit gegentber 3-Laktam-Inhibi-
toren und werden Inhibitor-resistente TEM (IRT) genannt. Sie wurden Anfang der 1990er
Jahre erstmals beschrieben und stammen von TEM-1 und TEM-2 ab (BRADFORD 2001).
IRT werden nicht zu den ESBL gezahlt, sondern in die funktionelle Gruppe 2dr (BUSH und
JACOBY 2010). Nichtsdestotrotz wurden Mutanten gefunden, die fahig sind, Cephalospo-
rine der 3. Generation zu hydrolysieren und eine reduzierte Anfalligkeit fur 3-Laktamase-
Inhibitoren besitzen. Diese CMT (complex mutants of TEM) wurden bereits bei einigen
Enterobacteriaceae nachgewiesen, darunter E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mira-
bilis und Enterobacter aerogenes (CANTON et al. 2008).

SHV-1 (sulfhydril variable) wurde 1972 von PITTON entdeckt. Es stammt vermutlich von
einer chromosomal vorliegenden Penicillinase eines Klebsiella pneumoniae-Isolats ab und
wurde Plasmid-vermittelt auf weitere Enterobacteriaceae Ubertragen. Es ist fur 20 % der
Plasmid-vermittelten Resistenz bei Klebsiella pneumoniae gegentber Ampicillin verantwort-
lich (TZOUVELEKIS und BONOMO 1999). SHV-2, der erste Vertreter der SHV mit erwei-
tertem Wirkspektrum, konnte 1985 in einem Isolat von Klebsiella ozaenae nachgewiesen
werden. Es ist in der Lage, Cefotaxim sehr effizient zu hydrolysieren, Ceftazidim dagegen
nur in geringerem MalRe (KLIEBE et al. 1985). SHV mit erweitertem Wirkspektrum unter-
scheiden sich meist in nur einer Aminosaure von ihrem Vorgénger. Sie sind weltweit pra-
sent, ihr Vorkommen beschrankt sich aber zumeist auf K. pneumoniae und E. coli (LIAKO-
POULOS et al. 2016). Im Gegensatz zu TEM wurde bei den SHV-3-Laktamasen bisher nur
ein Inhibitor-resistenter Mutant SHV-10 in E. coli beschrieben (TZOUVELEKIS und

BONOMO 1999).
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In den letzten Jahren wurden die TEM- und SHV-ESBL weitestgehend von der Familie der
CTX-M-Enzyme abgeldst (CANTON et al. 2012). CTX-M besitzen eine von TEM und SHV
getrennte phylogenetische Entwicklung, da sie lediglich 39 % Homologie in ihrer Aminosau-
resequenz aufweisen (BARTHELEMY et al. 1992). Als Vorlaufer gelten chromosomale bla-
Gene von Kluyvera spp., die auf mobile genetische Elemente Ubergegangen sind und sich
in den letzten Jahren rasant unter der Familie der Enterobacteriaceae verbreitet haben
(CANTON et al. 2012). 1989 wurden die ersten CTX-M-Enzyme zeitgleich in Deutschland
und Stdamerika entdeckt. BAUERNFEIND et al. beschrieb ein E. coli-Isolat eines an Otits
erkrankten Kindes in Minchen, das resistent gegentber Cefotaxim, allerdings sensibel ge-
genuber Ceftazidim war, und benannte es entstprechend seines Wirkspektrums und des
Fundorts (CTX flr Cefotaxim und M fiur Minchen). In Sidamerika wurden Enzyme mit dem
gleichen hydrolytischen Profil aus Salmonella typhimurium isoliert (BAUERNFEIND et al.
1992). Dem vorausgehend wurde bereits 1986 ein Cefotaxim-resistentes E. coli-Isolat in der
Intestinalflora japanischer Laborhunde entdeckt und FEC-1 genannt (MATSUMOTO et al.
1988). Heute ist es bekannt als CTX-M-3. In den 1990er Jahren werden immer mehr Ver-
treter der CTX-M-Familie beschrieben und es findet eine Divergenz der Enzyme in eine sehr
heterogene Gruppe statt, die heute in 6 Cluster zusammengefasst wird: CTX-M1, CTX-M-
2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 und KLUC. Die Vertreter der einzelnen Gruppen unter-
scheiden sich um bis zu 90 %, wahrend sie innerhalb eines Clusters um maximal 5 % diver-
gieren (D'ANDREA et al. 2013). CTX-M-Gene sind gewohnlich auf Plasmiden mit einer
GrolRe von 7 bis 160 kbp lokalisiert und héufig mit weiteren bla-Genen wie TEM-1, TEM-2,
SHV und OXA-1 assoziiert. AuBerdem konnen die Plasmide Resistenzgene flr andere An-
tibiotikaklassen wie Aminoglykoside, Chloramphenicol, Sulfonamide, Trimethoprim und Tet-
razykline tragen (BONNET 2004). Diese Eigenschaft zur Koselektion mehrfach resistenter
mdr-Plasmide trug vermutlich stark zur Zunahme der CTX-M-ESBL bei (POIREL et al.
2018).

OXA-R3-Laktamasen sind in der Lage Oxacillin und Cloxacillin zu hydrolysieren und lassen
sich nur in geringem Mal3e durch Clavulansdure hemmen. Sie gehtren zur Ambler-Klasse
D und der funktionellen Gruppe 2d (BUSH et al. 1995). Die Gruppe der OXA-3-Laktamasen
wurde eher aufgrund ihrer phanotypischen als der genotypischen Ahnlichkeit gegriindet, um
Enzyme mit diesem speziellen hydrolytischen Profil zusammenfassen zu kénnen. Manche
Mitglieder weisen lediglich 20 % Homologie in ihrer Aminoséauresequenz auf (BRADFORD
2001). Die Mehrheit der OXA-Enzyme ist allerdings nicht in der Lage Breitband-Cephalos-

porine zu inaktivieren und werden daher nicht zu den ESBL gezahlt. Die meisten OXA-ESBL
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stammen von OXA-10 ab, das schwache hydrolytische Aktivitat gegentber Cefotaxim,
Ceftriaxon und Aztreonam aufweist (PATERSON und BONOMO 2005). 1991 wurde in ei-
nem Krankenhaus in Ankara ein resistentes Isolat von Pseudomonas aeruginosa nachge-
wiesen, das Mutationen an zwei Stellen seiner Aminosauresequenz gegentuber OXA-10 auf-
wies und Ceftazidim mit hoher Affinitat hydrolysieren konnte (HALL et al. 1993). Das Vor-
kommen von OXA-ESBL beschrankt sich hauptsachlich auf Pseudomonas aeruginosa. Eine
Ubertragung auf andere Bakterienspezies fand bisher kaum statt, sodass ihre klinische
Rolle eher von untergeordneter Natur zu sein scheint (EVANS und AMYES 2014).

Seltener treten auch weitere ESBL auf, die nicht mit den oben genannten Gruppen verwandt
sind. Sie sind alle Plasmid-mediiert oder Integron-assoziiert und lassen sich der Ambler-
Klasse A zuordnen.

PER-1 hydrolysiert Penicilline und Cephalosporine und ist durch Clavulansdure hemmbar.
Es wurde zuerst in Pseudomonas aeruginosa entdeckt (NORDMANN et al. 1993) und spater
auch in Salmonella Typhimurium und Acinetobacter spp. nachgewiesen (VAHABOGLU et
al. 1995, VAHABOGLU et al. 1997). PER-2 weist 86 % Homologie zu PER-1 auf und wurde
in Salmonella Typhimurium, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis und Vibrio
cholerae detektiert (BAUERNFEIND et al. 1996). Interessanterweise beschrankt sich das
Vorkommen von PER-1 bisher vor allem auf die Turkei, wahrend PER-2 fast ausschlie3lich
in Sudamerika nachgewiesen wurde (BRADFORD 2001).

VEB-1 wurde erstmals in einem E.coli-Isolat eines vietnamesischen Patienten in Frankreich
beschrieben (POIREL et al. 1999), wahrend CME-1 aus Chryseobacterium meningosepti-
cum isoliert wurde (ROSSOLINI et al. 1999) und TLA-1 in einem E. coli-Isolat eines mexi-

kanischen Patienten nachgewiesen werden konnte (SILVA et al. 2000).

PER-1 und -2, VEB-1, CME-1 und TLA-1 weisen eine Verwandtschaft von 40 bis 50 % auf
und sind in der Lage, Oxyiminocephalosporine, vor allem Ceftazidim und Aztreonam, zu
inaktivieren (BRADFORD 2001).

2.4 Vorkommen und Verteilung von ESBL bei Nutztieren und ihr zoonotisches Potenzial

Der erste Nachweis von ESBL-produzierenden Bakterien beim Tier erfolgte bereits 1988 in
Japan (MATSUMOTO et al. 1988), doch erst in den letzten 20 Jahren nahm das
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wissenschaftliche Interesse an diesem Thema stetig zu. Heute existieren diverse Studien

zur Préavalenz von ESBL bei Menschen und Tieren, sowie in Lebensmitteln und der Umwelt.

Das Vorkommen ESBL-produzierender Bakterien ist in Mastgefligelbestanden im Vergleich
zu rinder- und schweinehaltenden Betrieben am héchsten und reicht in européischen Stu-
dien von 25 % bis 100 % (HILLE et al. 2014). Die Pravalenzen in Schweinemastbestanden
variieren sehr stak zwischen 3 % in einer Schweizer Studie (ENDIMIANI et al. 2012) und
80 % in Spanien (BLANC et al. 2006).

In der Rinderhaltung herrschen zum Teil sehr gro3e regionalen Unterschiede in den Be-
triebsstrukturen und der Betriebsfihrung. Aul3erdem ist insbesondere das Leben einer
Milchkuh je nach Altersstufe und Lebenszyklus gepragt von zum Teil stark unterschiedlichen
Haltungsformen und eingesetzten Antibiotikamengen (HILLE et al. 2014). Einzelne Pra-

valenzstudien fiur diese Tierart sollten daher differenziert betrachtet werden.

Mastrinder tragen weniger haufig ESBL-E als Milchrinder (REIST et al. 2013, SCHMID et
al. 2013). Neben der Produktionsrichtung variieren die auch die Pravalenzen in den Alters-
gruppen stark. WATSON et al. konnten in einer Langzeitstudie nachweisen, dass bis zu
98 % der neugeborenen Kalber bis zum 21. Lebenstag Trager von ESBL-E sind. In den
darauffolgenden 100 Tagen reduzierten sich die Nachweisraten bis auf 10 %. Weiterhin
stellten sie fest, dass Kilhe nach der Geburt achtmal haufiger ESBL-E ausscheiden als im
Zeitraum davor und das Vorkommen bei laktierenden Kiihen hoher ist als bei Trockenste-

hern (29,4 % bei Hochleistern gegeniber 3,4 % bei Trockenstehern).

Die Gene blacTx-m-1, blactx-m-14, blactx-m-15, blasnv-12 und blatem-s2 treten am haufigsten bei
Mensch und Tier auf. Allerdings gibt es Unterschiede in der Dominanz der einzelnen Sub-
typen je nach Reservoir. Wahrend in der menschlichen Bevélkerung und in Krankenh&usern
CTX-M-15 die vorherrschende Variante ist, tragen Legehennen und Masthahnchen haupt-
sachlich SHV-12. Bei Rindern und Schweinen kommt dagegen CTX-M-1 am haufigsten vor.
Somit besteht zwar ein gewisses zoonotisches Potenzial, die Ubertragung von ESBL-E von
lebensmittelliefernden Tieren auf den Menschen, beispielsweise Uber Fleisch oder Abwas-

ser, spielt aber langst keine so grofRe Rolle, wie vielleicht anzunehmen ist.

Eine Ausnahme bilden Personen, die in direktem Kontakt mit Nutztieren stehen, wie Land-
wirte, Betriebspersonal und Tierarzte. Sie trugen vornehmlich Genvarianten, die in den je-
weiligen Tierpopulationen vorherrschten. Dies konnte hauptsachlich fur den Geflugel- und
den Schweinehaltungssektor nachgewiesen werden (DIERIKX et al. 2013, DOHMEN et al.
2015).
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2.5 Nachweis und ldentifikation von ESBL

2.5.1 Phéanotypischer Nachweis

Ein phanotypischer Nachweis der ESBL-Produktion erfolgt tber eine Empfindlichkeitspru-
fung der Erreger. Sowohl das Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) als auch das
European Comittee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) empfehlen ein Scree-
ning auf ESBL mittels Empfindlichkeitstestung der Leitsubstanzen aus der Gruppe der
Oxyiminocephalosporine (Cefotaxim, Ceftriaxon, Ceftazidim, Cefpodoxim) gefolgt von einer
phanotypischen Bestéatigung durch die Kombination der Leitsubstanzen mit einem R3-Lakta-
mase-Inhibitor (Clavulansaure). Beide Institutionen nennen das Mikrodilutionsverfahren und
den Agardiffusionstest als Methoden der Wahl (CLSI 2018, EUROPEAN COMITTEE ON
ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING 2017)

Beim Mikrodilutionsverfahren oder Reihenverdiinnungstest werden Verdinnungsreihen der
antibiotisch wirksamen Substanzen angelegt und mit einem definierten Inokulum des Erre-
gers beimpft (SELBITZ et al. 2015). Nach entsprechender Bebritung wird die erste Verdin-
nungsstufe abgelesen, auf der keine Tribung zu erkennen ist und somit kein Wachstum des
getesteten Keims. Dieser Wert entspricht der Minimalen Hemmkonzentration (MHK). Die
EUCAST-Empfehlungen nennen einen Breakpoint von >1 mg/l fUr ein positives Screening-
Ergebnis und eine Reduktion des MHK um =3 Titerstufen des Cephalosporins in Kombina-
tion mit Clavulansaure verglichen mit dem alleinig eingesetzten Wirkstoff fur die ph&notypi-
sche Bestéatigung (EUROPEAN COMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TES-
TING 2017).

Beim Agardiffusionstest diffundiert die Substanz ausgehend von einem antibiotikahaltigen
Plattchen in den umgebenden Nahrboden und lasst so einen Wirkstoffgradienten entstehen.
Der vorher mit dem zu testenden Keim beimpften Agar wird bebritet und es zeigt sich bei
Empfindlichkeit des Erregers eine typische Wachstumshemmzone (,Hemmhof‘) um das
Plattchen. Der Durchmesser des Hemmbhofs kann anschliel3end mit einer Schablone abge-
lesen werden. EUCAST gibt Hemmhofdurchmesser fir Cefotaxim, Ceftriaxon, Ceftazidim
und Cefpodoxim fiir einen positiven Screening-Test an (siehe Tabelle 2). Der phanotypische
Bestatigungstest ist positiv, wenn der Hemmhofdurchmesser 25 mm grél3er ist fir die Kom-
bination mit Clavulansaure im Vergleich zum einzelnen Wirkstoff (EUROPEAN COMITTEE
ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING 2017).
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Tabelle 2: Hemmhofdurchmesser fir einen positiven Screening-Test mittels Agardiffusion
(modifiziert nach EUROPEAN COMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING
2017)

Wirkstoff Hemmhofdurchmesser
Cefotaxim (5 pg) oder <21 mm
Ceftriaxon (30 ug) <23 mm
UND Ceftazidim (10 pg) <22 mm
Cefpodoxim (10 pg) <21 mm

2.5.2 Genotypische Identifikation

Phanotypische Methoden zur Detektion von ESBL-bildenden Bakterien sind zwar kosten-
gunstig und relativ einfach durchzufuhren, sie bendtigen allerdings meist 2 Tage und lassen
eine gewisse Fehlerrate bei der Interpretation der Ergebnisse zu (GRIMM et al. 2004). Eine
schnelle und genauere Alternative ist die Bestimmung der bla-Gene mittels molekularbiolo-

gischer Methoden wie der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und der Sequenzanalyse.

Als einfachstes und schnellstes Verfahren steht die PCR in Form von Single oder Multiplex
Assays zur Verfigung. Multiplex Assays dienen vorrangig der Identifizierung der unter-
schiedlichen ESBL-Gruppen (blarem, blasnv, blactx-m), indem fur jedes zu identifizierende
Gen ein entsprechendes Primerpaar eingesetzt wird. Es ist allerdings darauf zu achten,
dass die Primer hochspezifisch an ihre Zielsequenz binden, nicht miteinander reagieren,
maoglichst ahnliche Zyklusbedingungen verlangen und die PCR-Produkte unterschiedliche
Grol3en aufweisen, um sie leicht differenzieren zu kénnen (LUPO et al. 2013). Mit Single
PCR Assays kann ein bestimmtes Gen oder eine Gen-Familie nachgewiesen werden. Mitt-
lerweile stehen diverse Single wie auch Multiplex PCR-Assays zur Charakterisierung von

ESBL-Gruppen und einzelner Genfamilien zur Verfiigung.

Die Identifizierung einzelner Genvarianten bedarf der DNA-Sequenzierung. Mit dem Whole
Genome Sequencing (WGS) kann eine genaue Aussage uber das Vorhandensein von (3-
Laktamase-Genen und anderen Resistenzgenen getroffen werden. Durch eine stetige Re-
duktion in den Durchfiihrungskosten wird das WGS in den nachsten Jahren weiter in den
Fokus der Diagnostik riicken (AL-BAYSSARI et al. 2015).
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Abstract

We studied the prevalence of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Enter-
obacteriaceae in dairy calves as part of a routine health check protocol. In addition, data
regarding antimicrobial use (AMU), farm hygiene, and farm management were collected in
order to identify possible risks for ESBL occurrence. Ten farms participated in the study with
a median of 781 milking cows (319-1701). All calves investigated were younger than two
weeks with an average age of 6.8 (+3.9) days. The farms were visited and samples were
collected twice at an interval of 7-11 months. Faecal samples diluted 1:10, were plated onto
Brilliance™ ESBL agar in duplicates. After 24 hours at 37°C, colonies were counted and
total colony forming units (cfu)/ml calculated. Bacteria species were identified biochemically.
ESBL-production was phenotypically confirmed using the MICRONAUT-S B-Lactamases
system. Additionally, antimicrobial susceptibility was tested using VITEK® 2 technology.
Phylotyping of E. coliisolates and screening for bla genes was performed by PCR. ESBL-
producing enterobacteria were detected on all farms and 96.5% of calves investigated shed
ESBL-positive bacteria. Of all ESBL-producing isolates, the majority were E. coli (92.9%),
followed by Enterobacter cloacae (5.1%) and Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
(2.0%). The majority of E. coliisolates was clearly assigned to phylogroup C (25.0%), fol-
lowed by phylogroups A (15.2%) and E (14.1%). CTX-M group 1 was most frequently
detected (80.4%). E. cloacae contained blacrx.ym and blargy or blagyy. K. pneumoniae har-
boured blaspy only. Besides resistance to penicillins and cephalosporins, the majority of iso-
lates was also resistant to one or more antibiotic classes, with a high proportion being
resistant against fluoroginolones. 52.5% of isolates were further characterised as threefold
multidrug resistant gram-negative bacteria (3MDR-GNB) according to the German Commis-
sion for Hospital Hygiene and Infection Prevention. None of the isolates were 4MDR-GNB,
i.e. none revealed carbapenem-resistance. Penicillins were the most frequently adminis-
tered antibiotics to calves on most farms and were the predominant substance class at herd
level on all farms. Overall, the number of calves treated prior to sampling was rather low
(11.7%). Analyses of data regarding the farm management identified weaknesses in biose-
curity and cleaning and disinfection. Besides beta-lactam antibiotics being the most com-
monly used antibiotics no other risk factors could be identified. In summary, the prevalence
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of ESBL-carriers in dairy calves was exceptionally high and should be motivation to develop
strategies for the reduction of multidrug-resistant bacteria in farm animals.

Introduction

Antimicrobial resistance is of worldwide concern. The WHO even goes as far as warning
about a post-antibiotic era in which infections that are common now, will become life-threat-
ening again [1]. The occurrence of multidrug-resistant bacteria in the community and in hos-
pitals as well as in animal husbandry has increased rapidly over the last decades [2]. Especially
the rise of multidrug-resistant Gram negative bacteria (MDR-GNB), with enterobacteria such
as Klebsiella (K.) pneumoniae and Escherichia (E.) coli, is of growing concern and has been sub-
ject to many studies worldwide [3-5]. In Germany, MDR-GNB are further differentiated as
so-called SMDR-GNB (resistant against three classes of antibiotics, i.e. acylureidopenicillins,
3" and 4™ generation cephalosporins and fluoroquinolones) or 4sMDR-GNB (resistant against
four classes of antibiotics, i.e. carbapenems additionally to the aforementioned) [6]. In both,
extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) play an important role. ESBL are able to hydrolyse
penicillins and cephalosporins including 3" and 4™ generation cephalosporins [7]. The latter
are categorized by the WHO as critically important antimicrobials [8] as well as by the Euro-
pean Medical Association (EMA) as Category B (‘Restrict’) [9]. Resistance in ESBL-producing
enterobacteria is predominantly determined by the plasmid-mediated beta-lactamase genes
blagyy, blapgy and blacyx . In the 1990s and early 2000s, beta-lactamases of the TEM and
SHV families dominated, whereas balance shifted towards the newly discovered family of
CTX-M enzymes. Today, they are the most prevalent enzyme family with CTX-M-15 and
CTX-M-1 most commonly isolated in humans and food animals [5]. The occurrence of ESBL-
producing bacteria has been described to be highest in poultry, followed by cattle and pigs
[10]. Prevalence in cattle vary greatly depending on age, production type and lactation stage.
Watson et al. [11] reported a high proportion of newborn calves being positive for ESBL-pro-
ducing E. coli (ESBLE). Incidence then declined from 97% at day 21 to less than 10% at day
161. Beef cattle are less likely to carry ESBLE compared to dairy cattle [11-13]. Shedding of
ESBLE in cows is most prominent post-partum and during lactation [11]. Risk factors for the
prevalence of ESBL-producing bacteria are believed to be feeding of waste milk that contains
residues of antimicrobial substances [14, 15] and the use of 3" and 4™ generation cephalospo-
rins. Management factors, such as an open herd policy and/or poor hygiene management,
such as infrequent cleaning of feeding buckets, have also been identified as risk factors [16].
Although the data basis is steadily expanding, there is still a lack of information on the preva-
lence of ESBL in German dairy cattle [13, 17, 18], especially for the unique farm structure in
the eastern part of Germany, where large herds are kept on few farms [19].

As part of a cooperation project entitled “Development of guidelines for the prevention of
factorial diseases in cattle husbandry” we investigated the prevalence of MDR enterobacteria
in dairy calves on ten farms. Data regarding antimicrobial use (AMU), farm hygiene, and man-
agement factors were collected and a possible link between farm hygiene, AMU, and MDR
enterobacteria was examined.

Materials and methods
Study population

Ten dairy farms in Saxony, all within a radius of 100 km around the city of Chemnitz, volun-
teered to participate in the study and confirmed by written consent. All farms have been visited
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regularly by the Clinic for Ruminants and Swine in the preceding years as part of an integrated
veterinary herd health care service or other scientific projects. The farms kept a median of 781
(319-1701) milking cows and a median of 36 (18-86) calves that were younger than two
weeks. Calves were generally housed in individual pens or hutches for the first two weeks,
either indoors (five farms) or outdoors (five farms). Calves on three farms were moved to
group pens after 4-7 days. Waste milk was fed to the calves on seven of the ten farms. On one
farm the milk was fed to all calves, on the remaining six farms only to bull calves. There was no
data available on the proportion of waste milk containing antibiotic residues.

Data collection and animal sampling

The farms were visited twice with an interval of 7-11 months from April 2018 to November
2019. During these visits an interview with the herd manager and an on-site inspection of the
farm was carried out. The hygienic status of the farms was recorded and rated using a stan-
dardized questionnaire developed for dairy cattle [20]. The questions could either be answered
with ‘no’ or ‘yes’ (translating to 0 or 3 scoring points) or in the fashion of ‘not fulfilled’, ‘par-
tially fulfilled’ or ‘fulfilled’ (translating to 0, 1 or 3 scoring points). Weighted average ratios (in
the following simply referred to as ratios) were calculated to describe the overall hygienic status
on the farms as well as different aspects of dairy husbandry, such as biosecurity, feed and water
hygiene, birth management and housing of cows and calves. Using scores between 0.00 to
3.00, the hygienic status of the farms was classified as poor (ratio 0.00-1.49, indicated by the
colour red), medium (1.50-2.39, yellow) or good (2.40-3.00, green). Data on animal health
and antimicrobial treatment were collected through animal scoring and the herd management
program. The obtained information on AMU was collected in a database especially designed
for this study and was further evaluated regarding gross amounts of used substances on herd
level as well as for the different age groups.

On each farm, at each sampling day, faecal samples of 10 randomly selected calves, aged
0-14 days, were collected at each sampling day manually from the rectum or, if observed and
clearly assignable to the individual, picked up from the ground. This adds up to a total of 200
samples. The samples were collected during routine health check-ups and transported at 4°C
to the laboratory for further investigation. The presence of bovine coronavirus, bovine rotavi-
rus, Cryptosporidium parvum, and E. coli K99 (F5) were examined using Speed V-Diar 4™
(Virbac BVT, Bad Oldesloe, Germany) according to the manufacturer’s instructions. These
results will be reported elsewhere. The ID number, age and gender of each calf were docu-
mented. The study was approved by the Animal Welfare Officer of the Veterinary Faculty at
Leipzig University.

Microbiological methods

All feacal samples were processed on the same day as collection. One gram of the sample was
suspended in 9 ml NaCl-Trytpone broth (NaCl-T; pH 7.0; 1.0 g tryptone, 8.5 g NaCl ad 1000
ml Aqua dest.) and homogenized using a Laboratory Blender Stomacher 400 (Seward Limited,
West Sussex, UK) for 60 sec. Homogenates were serially diluted 1:10 in NaCI-T. 100 pl of each
suspension was plated in duplicates onto Brilliance"™ ESBL agar (Oxoid Deutschland GmbH/
Thermo Scientific, Wesel, Germany) and incubated under aerobic conditions for 24 hours at
37°C. A pre-enrichment step was not performed. The colonies were counted and total colony
forming units (cfu)/ml calculated. All morphologically different colonies from the samples of
each farm were isolated and sub-cultured onto Columbia sheep blood agar (7% sheep blood;
Oxoid Deutschland GmbH/Thermo Scientific) and Gassner agar (Sifin Diagnostics GmbH,
Berlin, Germany). The bacterial species was identified biochemically using the RapID™ ONE
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System (Thermo Scientific, Wesel, Germany). If test results were inconclusive, isolates were
sent to an external laboratory (Diagnosticum, Neukirchen, Germany) for species identification
using MALDI TOF. All faecal samples and isolates were stored at -80°C after processing.

Further characterisation as described in the following, was performed on the first 100 iso-
lates that were obtained.

Susceptibility testing

ESBL-production was phenotypically confirmed using the commercially available MICRO-
NAUT-S B-Lactamases system (Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim-Hersel, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. Additionally, the isolates were sent to the Saxon
State Laboratory for further testing of antimicrobial susceptibility using VITEK™ 2 technology
(bioMérieux SA, Marcy-I’Etoile, France). The following substances were tested: ampicillin,
ampicillin-sulbactam, amoxicillin, amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin-tazobactam, cefur-
oxime, cefotiam, cefpodoxime, cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime, imipenem, meropenem,
gentamicin, ciprofloxacin, levofloxacin, trimethoprim-sulfamethoxazole, and nitrofurantoin.
Results were interpreted using clinical breakpoints for Enterobacterales defined by the Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing [21]. Furthermore, all isolates were
classified as SMDR-GNB or 4MDR-GNB according to the German Commission for Hospital
Hygiene and Infection Prevention [6, 22].

Determination of bla-genes

Isolates that proved to be phenotypically positive for ESBL-production were screened for the
presence of blacrx.a groups 1and 9, blargyy, and blagyy using PCRs as described by Grobner
etal. [23] and Strauf§ et al. [24]. The primer sequences are listed in S1 Table. Prior to PCR, one
to three colonies of each isolate were suspended in 200 pl phosphate-buffered saline (pH 7.2)
and heated at 99°C for 10 minutes. The lysates were gently centrifuged and diluted 1:10 before
being used for PCR. E. coli isolates 314/11 (CTX-M-2, phylogroup B1), 277/11 (TEM-52, phy-
logroup D), Klebsiella pneumoniae isolate 175/13 (SHV-1, CTX-M-15) and Enterobacter cloa-
cae isolate 666/18 (CTX-M-9) were used as positive controls and were kindly provided by
Yvonne Pfeifer, Robert Koch-Institute, Wernigerode, Germany.

Phylotyping of E. coli isolates

Phylogroups were assigned using the quadruplex-PCR as described by Clermont et al. [25]
which is able to detect strains belonging to group A, B1, B2, C, D, E, F, and clade I. Phylogroup
assignment was carried out by scoring the presence or absence of the genes arpA, chuA, yjaA,
TspE4.C2, and trpA. The primers used are described in S1 Table. The E. coli strains described
above were also used as a control in the phylo-typing PCR. In addition, the following E. coli
strains were used: 305/11 (phylogroup A), RL 45 (phylogroup C) and RL 72 (phylogroup E).
The latter two were kindly provided by Dr. Jens Hammerl, Federal Institute for Risk Assess-
ment (BfR), Berlin.

Results and discussion

The objectives of this project were to study the prevalence of ESBL-producing enterobacteria
in newborn calves on dairy farms, and to identify possible risk factors contributing to a high
occurrence of ESBL-carriers. ESBL-producing enterobacteria were detected on all ten farms
examined in the study. Of 200 faecal samples, 193 contained ESBL-producing enterobacteria
which corresponded to a 96.5% prevalence of animals. This is much higher than reported in
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other studies performed in Germany, Switzerland, and Israel, which found an overall preva-
lence of 8.4%-56.2% and up to 26.2% in diseased calves [12, 13, 18, 26-28]. Major differences
may relate to farm structures and farm practices, age of animals, and sampling on farms or at
the slaughterhouse [12, 13, 28]. However, a similar amount (97.8%) of calves shedding ESBL-
producers was found in the UK [13]. The highest prevalence of ESBL-E is usually found in
young animals, notably suckling calves, which corresponds to our findings, but with increasing
age ESBL-E prevalence gradually decreases [12, 13, 28, 29]. The average age of sampled calves
in this study was 6.8 (+3.9) days. In our study animals older than 14 days were not sampled.

The average amount of ESBL-producing bacteria per g faeces was 1.7x10° (+6.7x10°) cfu/g
faeces which is more than reported elsewhere [30]. It is noteworthy that a valid comparison of
different studies is difficult due to different study designs, sampling techniques, and screening
protocols. Although we decided against a pre-enrichment step, the prevalence determined in
our study was much higher compared to others that used a pre-enrichment step [13, 26, 27].

A total of 100 ESBL-producing isolates was further characterized. These included all 87 iso-
lates from the first round of sampling as well as 13 isolates that were found on the first 3 farms
during the second round of sampling. The majority were E. coli (92/100; 92.0%), followed by
Enterobacter (E.) cloacae (5/100; 5.0%) and Klebsiella (K.) pneumoniae subsp. pneumoniae (2/
100; 2.0%). One isolate was an AmpC-producing Morganella morganae and thus excluded
from the study. This distribution is in accordance to two studies from Switzerland which
reported E. coli being the predominant ESBL-producing species in faeces from cattle, whereas
ESBL-producing E. cloacae were found to a much lesser extent [12, 26]. The occurrence of
ESBL-producing K. pneumoniae in cattle faeces has only recently been described [31]. Of all
faecal samples investigated, three contained more than one of the above mentioned ESBL-pro-
ducing species. The majority of E. coli isolates was clearly assigned to phylogroup C (23/92;
25.0%), followed by phylogroups A (14/92; 15.2%) and E (13/92; 14.1%). Phylogroups B1, D,
and F were found less frequently with ten (10.9%), eight (8.7%) and six (6.5%) isolates, respec-
tively. None of the isolates belonged to phylogroup B2. For 18 out of 92 (19.6%) E. coli the
unambiguous assignment to either phylogroup A or C was not possible using the PCRs of
Clermont et al. [25]. These isolates are therefore referred to as members of phylogroup A/C.
Overall, isolates belonging to phylogroups C, A/C, and A were predominant. This distribution
is in contrast to other studies where phylogroups A and Bl were dominantly found in ESBLE
isolates from healthy animals [18, 32-36]. The main reason for the differences compared to
other studies might be that the PCR-protocols used elsewhere may not discriminate between
phylogroups A and C [18, 33, 35, 36]. However, differences in phylogroup distribution might
also be attributed to geographic location, climate, feeding habits or other factors [37].

We screened 99 ESBL-producing isolates for the presence of bla genes. Detailed results can
be obtained from Table 1. The majority of E. coli isolates (75/92, 81.5%) harboured blacyx_m
genes, with CTX-M group 1 predominating (80.4%). This is consistent with other German and
European studies in which most frequently CTX-M group 1 followed by CTX-M group 9 were
detected [13, 18, 27, 35, 38]. CTX-M group 9 was detected in five E. coli either as the only bla
gene (n = 1) or in combination with other bla genes (n = 4). Only one isolate did not belong to
either group 1 or 9. In 45 E. coli (48.9%), blacyx-m was found in combination with bla .
Overall, the prevalence of blarpy (61.9%) in E. coli either in combination with blacrx. or
alone was higher compared to other studies [33, 39]. Four E. coli (4.3%) were negative for
CTX-M, TEM, and SHV. Of the ESBL-producing E. cloacae and K. pneumoniae, one E. cloacae
contained blacrx.y and blaygy whereas the remaining four and the two K. pneumoniae har-
boured blagy. Studies on EBSL-producing enterobacteria other than E. coli in animals are
scarce. In contrast to our findings, blasyy was the dominant gene in E. coli compared to K.
pneumoniae in a recent South African study [31]. To the authors best knowledge there is only
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Table 1. Distribution of bla genes.

Number of isolates (%)

total (n =99) E. coli (n =92) E. cloacae (n=5) K. pneumoniae (n = 2)
CTX-M-1 group + TEM 43 (43.4) 42 (45.7) 1(20.0) 0 (0.0)
CTX-M-1 group 28 (28.3) 28 (30.4) 0 (0.0) 0 (0.0)
TEM 12 (12.1) 12 (13.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
CTX-M-1 group + CTX-M-9 group + TEM 3(3.0) 3(3.3) 0(0.0) 0(0.0)
CTX-M-9 group 10.0) L 000) 000)
CTX-M-1 group + CTX-M-9 group 1(1.0) 1(1.1) 0(0.0) 0(0.0)
Other CTX-M group 1(1.0) (1) 0(0.0) 0(0.0)
SHV 6(6.1) 0(0.0) 4(80.0) 2(100.0)
Not determinable 4(4.0) 4 (4.3) 0(0.0) 0(0.0)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0248291.t001

one report on E. cloacae carrying blagyy and blargy isolated from a sheep lamb in Switzerland
[27].

We further characterised ESBL-producing bacteria for multidrug-resistance (i.e. as
3MDR-GNB or 4MDR-GNB). The definition given by the German Commission for Hospital
Hygiene and Infection Prevention [6] is part of a national guideline which is used to guide
infection prevention and control measures in human clinical settings [40]. Acknowledging the
One Health concept and the risk of bacterial transmission between animals and humans in
either direction, data on the occurrence of these MDR bacteria are of high importance for pub-
lic health and animal health risk assessment. Besides resistance to penicillins and cephalospo-
rins, 60 ESBL-producing isolates (60.6%) were additionally resistant to one or more antibiotic
classes as determined by VITEK™ 2 (Table 2, S2 Table) which is in accordance to other studies
in cattle [13, 27, 35, 41] and other food animals [27, 35, 42]. Concordant to Schmid et al. [13]
and Eisenberger et al. [43], a high proportion of isolates (46.5%) was also resistant to fluoro-
quinolones. Most probably quinolone resistance is plasmid-mediated by genes co-located to
blacrx-m genes. However, even without plasmid-encoded insensitivity a strong association

Table 2. Species distribution and antimicrobial resistance profile of the 99 ESBL-producing isolates.

Resistance against

Number of isolates (%)

total n (%) E. coli (n =92) E. cloacae (n=5) K. pneumoniae (n = 2)
Ampicillin, amoxicillin 99 (100.0) 92 (100.0) 5(100.0) 2(100.0)
Ampicillin-sulbactam, amoxicillin-clavulanic acid 88 (88.9) | 85 (92.4) 1(20.0) 2 (100.0)
Piperacillin-tazobactam 4 (4.0) 4(4.3) 0(0.0) 0(0.0)
Cefuroxime, cefotiam 99 (100.0) 92 (100.0) 5(100.0) 2(100.0)
Cefpodoxime proxetil 99 (100.0) 92 (100.0) 5(100.0) 2(100.0)
Cefotaxime, ceftriaxone 99 (100.0) 92 (100.0) 5(100.0) 2(100.0)
Ceftazidime 16 (16.2) | 12 (13.0) 4(80.0) 0(0.0)
Imipenem 0(0.0) | 0 (0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Meropenem 0 (0.0) [ 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Gentamicin 25(25.3) 22 (23.9) 1(20.0) 2(100.0)
Ciprofloxacin 46 (46.5) | 43 (46.7) 1(20.0) 2(100.0)
Levofloxacin 43 (43.4) | 43 (46.7) 0(0.0) 0(0.0)
Trimethoprim-sulfamethoxazole 45 (45.5) 42 (45.7) 1(20.0) 2(100.0)
Nitrofurantoin 1(L1) | 1(L.1) N/A N/A
N/A-not applicable.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0248291.t002
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Table 3. Antibiotic treatment of calves investigated and corresponding therapeutic indications.

Antibiotic substance Indication Total treatments
Pneumonia | Enteritis Omphalitis Fever
Amoxicillin 4 ‘ 1 5 0 10
Marbofloxacin 3] 1 0 1 5
Benzylpenicillin 0 ‘ 0 3 0 3
Colistin 0| 1 1 0 2
Tulathromycin 2| 0 0 0 2
Sulfadoxine/trimethoprim 0,‘. 0] 2 0 2
Florfenicol 1 ‘ 0 0 0 1
Total treatments 10 3 11 1 25

A total of 21 animals was treated. Four calves were treated twice. The numbers given in the table indicate the number of treatments independent of the duration of

therapy.

https//doi.org/10.1371/journal.pone.0248291.t003

between quinolone resistance and ESBL-production has been described [44, 45]. Fiftytwo iso-
lates (52.5%) were further classified as SMDR-GNB. This finding was similar to results from
ESBL-producing E. coli and K. pneumoniae isolated from humans [46]. None of the isolates
proved to be 4sMDR-GNB, i.e. all were susceptible to imipenem and meropenem (Table 2)
which is contrary to a study from the UK that reported an unstable imipenem-resistant pheno-
type in 1.2% of their E. coli isolates [41]. In Europe, screening for carbapenem-resistance in
livestock is still underrepresented and prevalence in European countries was reported as <1%
[47]. In Germany, carbapenem-resistant Enterobacteriaceae were mainly associated with swine
and chicken whereas only a single report on ertapenem-resistance in E. coli from a beef cattle
farm is published [13, 47].

The gross amounts (in g) of antimicrobial substances administered on farm level are shown
in S3 Table. In contrast to other European countries such as Denmark or The Netherlands,
reporting of AMU in dairy calves is not mandatory in Germany according to current jurisdic-
tion [48]. Therefore, the results presented here highly depended on the quality of documenta-
tion at farm level. Unfortunately, data regarding the use of antibiotics on one farm could not
be evaluated due to inadequate documentation. Of 180 calves on the other farms, for which
information on treatment was available, 21 (11.7%) received antibiotic treatment prior to sam-
pling, four of which were treated twice. On two farms none of the sampled calves were treated
before. Substances administered to calves and their corresponding indications are given in
Table 3. There was no correlation between the treatment of a calf with antibiotics and their sta-
tus as ESBL-carrier (P = 0.7765).

Of all thirteen antibiotic substance classes documented, 8-11 were used on herd level on all
farms, whereas for calves the use was less diverse (2-9 substance classes). Penicillins were most
frequently used in calves on all but two farms (Farm 2 and 6), which mainly administered
amphenicols (Fig 1). On herd level, penicillins were the predominant substance class on all
farms. Similar results were reported for dairy herds in the UK [49] and cattle in Germany [50].
However, van Rennings et al. [50] did not differentiate between production type or age group.
Fluoroquinolones were used on six farms which might account for the high amount of resis-
tant isolates in our study. Cephalosporins were not administered to calves on any of the farms.
A comparison of AMU among the participating farms regarding gross amounts of antibiotic
substance was not possible because a reliable treatment index could not be calculated from the
animal numbers obtainable through the herd management program.
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Fig 1. Proportional use of antibiotic substance classes on the 9 farms in newborn calves. Gross amounts in g were used as data basis.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0248291.g001

The feeding of waste milk to the sampled calves had no statistically significant effect on
their status as ESBL-carrier (P = 0.1787).

The scores obtained from hygiene analyses during both visits at each farm are shown in
Table 4. Scores for overall hygiene ranged between 1.90 and 2.64. On average, the highest
scores were achieved for the subsections ‘barn climate’ and ‘milking’ whereas the subsections
‘biosecurity’ and ‘cleaning and disinfection’ were assessed poorest. Because of the nearly 100%
prevalence of ESBLE no correlation to any possible risk factor could be evaluated.

In other studies, several factors contributing to a higher occurrence of ESBLE have been
identified: e.g. cleanliness of calf housings and calving pens, crowdedness, not applying teat
sealants in cows at dry off, parental treatment of clinical mastitis, feeding milk replacer to
calves, or the use of third- and fourth-generation cephalosporins [15, 28, 35, 51, 52]. The latter,
however, is discussed controversially [52]. Moreover, pig farms located within a small radius
of the cattle barn have been associated with higher odds of ESBL occurrence which might be
attributed to airborne dust-bound ESBLE [52, 53].

One of the aims of this study was to elucidate possible links between farm hygiene, AMU,
and MDR enterobacteria. In our study, we determined a 100% ESBL prevalence at farm level.
On all farms beta-lactams were the most commonly used antibiotics, but because of the 100%
prevalence of ESBLE at farm level no correlation to any possible risk factor could be evaluated.

The small sample number and the restriction to calves younger than two weeks can be seen
as limitations of the study. Due to the fact that only the first 100 isolates obtained across the
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Table 4. Results of the hygiene analyses for the 10 farms during both farm visits.

Farm ID (no. of visits)

2 3 4 5 6 7 8 9 10
M@ o @ 0 o o e 0 e o e o (2) (M) 1) () 1)
Overall scoring 228 231215 216 2.30 225|228 231 215 2.14 225224 238 2.38 | 2.24 2.26
Biosecurity 162 | 162 |1.84 | 1.84 | 1.79 | 1.83 | 1.94 | 1.94 | 152 | 152 2.00 | 2.00 | 1.66 | 1.66 | 1.60 | 1.60
Cleaning and disinfection 184 | 1.84 | 2.05 | 205 | 2.01 | 2.01 | 2.04 | 2.08 | 1.96 | 1.96 | 1.64 [ 1.62 | 227 | 2.27 | 2.19 | 2.19 | 1.74 | 1.74 | 1.95 | 1.95
Feeding and water 210 | 1.96 | 1.69 | 1.85 | 1.84 | 1.84 | 1.82 2,08 | 2.08
216 | 2.16 | 1.58 | 1.67 | 2.32 | 232 | 2.34 214 | 2.14

Carcasses, waste products,
l= isi ion

Animal housing

2.38

Barn climate

Animal transport

Quarantine and sick pens

2.34

2.21 [ 224 | 1.96 | 1.93

1.77

2.07

Insemination and birthing

Milking

Farm management

223

1230 | 230 | 2.35 | 2.32 | 2.04 ! 29 171171 | 230 | 2.30 [

Ratios <1.50 indicate poor hygiene (highlighted in red); ratios 1.50-2.39 indicate medium hygiene (highlighted in yellow); ratios >2.40 indicate good hygiene

(highlighted in green).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0248291.t004

project were further analysed, which represented all ten farms only in the first sampling,
whereas in the second sampling only farms 1-3 were included, an overrepresentation of these
farms cannot be excluded. The occurrence of ESBL-producing enterobacteria is most likely a
multifactorial process. Hence, a longitudinal study including AMU and other relevant man-
agement factors, health and ESBLE status of cows and calves is required to identify risk factors
contributing to a high prevalence of ESBLE in dairy herds. The high percentage of ESBLE-car-
riage in calves reported here, highlights the overall need to develop strategies for the reduction
of multidrug-resistant enterobacteria in newborn calves.

Conclusions

Our study revealed a 100% prevalence of ESBL-producing enterobacteria in calves at farm
level and a prevalence of 96.5% at the individual level. Beta-lactam antibiotics were the most
frequently used antimicrobials on the participating farms. This may have contributed to the
persistence of ESBL at farm level and possibly to a co-selection of resistance against other anti-
microbial substances. Although ESBLE-prevalence has been described to decrease with
increasing age of cattle, the high prevalence as well as the high number of ESBL-producing
bacteria that are shed, require strategies to prevent the entry of ESBLE into the calf rearing sys-
tem at an early stage such as prudent use of antimicrobials during drying off and diligent
hygiene in calving pens and calf housing. Further investigation is needed, to define the entry
point(s) of ESBLE into calf rearing.
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S 1 Table. Primer sequences and sizes of PCR products used for the determination of bla-genes and the extended quadruplex phylo-typing method.

Primer Name Sequence 5° 2> 3¢ Target Source

CTX-M universal FWD CGCTTTGCGATGTGCAG all blactx-m genes Grobner et al. (2009)
CTX-M universal REV ACCGCGATATCGTTGGT

TEM universal FWD ATGAGTATTCAACATTTCCG all blatem genes Grobner et al. (2009)
TEM universal REV TTAATCAGTGAGGCACCTAT

SHV-MP-1 FWD TTCGCCTGTGTATTATCTCC blasnv-1 genes Grobner et al. (2009)
SHV-MP-1 REV TCCGCTCTGCTTTGTTATTC

CTX-M-9-MP FWD GCAGTACAGACACAATACCG blacTx-m-9 genes Grobner et al. (2009)
CTX-M-9-MP REV TATCATTGGTGGTGCCGTAG

CTX-M-1 FWD CGTCACGCTGTTGTTAGGAA blacTx-m-1 genes StrauB et al. (2015)
CTX-M-1REV ACGGCTTTCTGCCTTAGGTT

chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC chuA Clermont et al. (2013)
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yjaA.1lb CAAACGTGAAGTGTCAGGAG yjaA Clermont et al. (2013)
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG

TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTACTCC TspE4.C2 Clermont et al. (2013)
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC

AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC arpA Clermont et al. (2013)
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA

ArpAgpE.f GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC arpA (Group E-specific) Clermont et al. (2013)
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCAAGAG

trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG trpA (Group C-specific) Clermont et al. (2013)
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC
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S2 Table. Minimum inhibitory concentrations (mg/L) determined by VITEK® 2 technology for 99 ESBL-producing isolates

Isolate

ID ':I\'a;/ ﬁll\\/l/lil TZP ((::)'T'I\Icll CPD ((::-I;)(()/ CAZ IMP MEM GEN CIP LVX SXT NFT

EC-1 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l >2 >4 <20 64
EC-2 >16 16 <4 >32 >4 8 <1 <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-3 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l <0.25 <20 <16
EC-4 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l <0.25 <20 <16
EC-5 >16 16 <4 >65 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l >2 >4 <20 64
EC-6 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-7 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l >2 >4 <20 <16
EC-8 >16 16 <4 >32 >32 >4 2 <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 32
EC-9 >16 >16 <4 >32 >4 16 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-10 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 8 0.25 1 <20 16
EC-11 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 <16
EC-12 >16 16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-13 >16 16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-14 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 <16
EC-15 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 >160 <16
EC-16 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 >160 <16
EC-17 >16 16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-18 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l >2 >4 <20 <16
EC-19 >16 >16 >64 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <1 0.5* 1 >160 64
ECG-20 >16 8 <4 N/A >4 4 16 0.5 <0.25 <l 0.5* 1 <20 N/A
EC-21 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-22 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 8 >2 >4 >160 <16
EC-23 >16 >16 <4 >32 >4 >32 8 <0.25 <0.25 <l >2 4 <20 <16
EC-24 >16 >16 <4 >32 >4 >32 16 <0.25 <0.25 <1 >2 4 <20 <16
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Isolate

AMP/

AMS/

CXM/

CTX/

ID AMX AMC TZP CTM CPD CRO CAZ IMP MEM GEN CIP LVvX SXT NFT

EC-25 >16 >16 <4 >32 >4 >32 8 <0.25 <0.25 <1 >2 4 <20 <16
ECG-26 >16 8 <4 N/A >4 >32 >32 <0.25 <0.25 <l 0.5* 1 <20 N/A
ECG-27 >16 4 <4 N/A >4 4 16 0.5 <0.25 <1 0.5* 1 <20 N/A
EC-28 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
ECG-29 >16 4 <4 N/D >4 4 16 0.5 <0.25 <1 0.5* 1 <20 N/D
EC-30 >16 16 <4 >32 >4 8 <1 <0.25 <0.25 <l 0.5* 1 <20 <16
EC-31 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 <16
EC-32 >16 >16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l <0.25 0.25 <20 64
EC-34 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 >160 32
EC-35 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 >160 32
EC-36 >16 >16 32 >32 >4 >32 16 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 <20 <16
KP-37 >16 16 8 >32 >4 4 <l <0.25 <0.25 >8 1 1 >160 N/A
EC-38 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-39 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <1 >2 >4 <20 32
KP-40 >16 16 <4 >32 >4 4 <1 <0.25 <0.25 >8 1 1 >160 N/A
EC-41 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-42 >16 >16 16 >32 4 >32 16 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 <20 <16
EC-43 >16 >16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 32
EC-44 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 >160 64
EC-45 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-46 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-47 >16 <2 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 <16
EC-48 >16 <2 16 >32 >4 8 4 <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-49 >16 <2 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 <16
EC-50 >16 >16 <4 >32 >4 8 <1 <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 32
EC-51 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <1 >2 >4 >160 <16
EC-52 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <1 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 >160 <16
EC-53 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 >160 64
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Isolate

ID QI:\/IAF))(/ /,:I\I\jll%/ TZP %).T_I\ICI/ CPD gIF—{)C()/ CAZ IMP MEM GEN CIP LVvX SXT NFT

EC-54 >16 16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 8 1 2 <20 <16
EC-55 >16 16 <4 >32 >4 32 <1 <0.25 <0.25 >8 <0.25 0.5 >160 <16
ECG-56 >16 >16 8 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 >8 1 1 >160 N/A
EC-59 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 >160 <16
EC-60 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 >160 <16
EC-61 >16 16 <4 >32 >4 32 4 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 >160 <16
EC-62 >16 <2 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 <16
EC-63 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 32
EC-64 >16 >16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 32
EC-65 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 >160 <16
EC-66 >16 >16 <4 >32 >4 >32 2 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 <20 <16
EC-67 >16 >16 16 >32 >4 >32 16 <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 64
EC-68 >16 16 <4 >32 >4 8 <1 <0.25 <0.25 <l <0.25 0.25 <20 <16
EC-69 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-70 >16 16 <4 >32 >4 8 <1 <0.25 <0.25 <l <0.25 0.25 <20 <16
EC-71 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 >8 >2 4 >160 32
EC-72 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 >8 >2 4 >160 <16
EC-73 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-74 >16 >16 8 >32 >4 >32 16 <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-75 >16 >16 16 >32 >4 >32 16 <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-76 >16 >16 8 >32 >4 >32 16 <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-77 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 >8 >2 >4 >160 <16
EC-78 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 0.25 8 >2 >4 >160 <16
EC-79 >16 16 <4 >32 >4 >32 16 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 >160 <16
EC-80 >16 >16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 <20 <16
EC-81 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 >160 64
EC-82 >16 16 <4 >32 >4 >32 <1 <0.25 <0.25 <1 <0.25 1 >160 64
EC-83 >16 16 <4 >32 >4 16 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 16
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Isolate AMP/ AMS/ CXM/ CTX/

ID AMX AMC TZP CTM CPD CRO CAZ IMP MEM GEN CIP LVX SXT NFT

EC-84 >16 16 <4 >32 >4 16 <1 <0.25 <0.25 <1 <0.25 1 <20 <16
EC-85 >16 16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-86 >16 16 <4 >32 >4 8 <1 <0.25 <0.25 <1 <0.25 <0.12 <20 <16
EC-87 >16 16 <4 >32 >4 >32 16 <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 >160 64
EC-88 >16 <2 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <1 >2 >4 <20 128
EC-89 >16 16 <4 >32 >4 16 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 32
EC-90 >16 >16 <4 >32 >4 >32 8 <0.25 <0.25 <l >2 4 >160 <16
EC-91 >16 >16 >64 >32 >4 >32 2 <0.25 <0.25 <1 0.5* 1 >160 64
EC-92 >16 >16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l 0.5* 1 <20 <16
EC-93 >16 16 <4 >32 >4 32 4 <0.25 <0.25 8 >2 >4 >160 <16
EC-94 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-95 >16 16 <4 >32 >4 >32 2 <0.25 <0.25 4 >2 >4 >160 <16
EC-96 >16 16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-97 >16 16 <4 >32 >4 >32 4 <0.25 <0.25 <l <0.25 1 <20 <16
EC-98 >16 16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-99 >16 16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-100 >16 >16 <4 >32 >4 8 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 <0.12 <20 <16
EC-101 >16 16 <4 >32 >4 16 <l <0.25 <0.25 <l <0.25 0.5 >160 <16
EC-102 >16 >16 <4 >32 >4 >32 <l <0.25 <0.25 <l >2 >4 >160 <16

Values which were interpreted as susceptible are shaded in light green; those interpreted as resistant are shaded in light red; MICs that are not coloured,

indicate intermediary susceptibility; * MIC in area of technical uncertainty
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EC —E. coli, ECG - Enterobacter cloacae group, KP — Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae; AMP —ampicillin, AMX — amoxicillin, AMS —
ampicillin-sulbactam, AMC — amoxicillin-clavulanic acid, TZP — piperacillin-tazobactam, CXM - cefuroxime, CTM — cefotiam, CPD — cefpodoxime,
CTX — cefotaxime, CRO - ceftriaxone, CAZ — ceftazidime, IMP — imipenem, MEM — meropenem, GEN — gentamicin, CIP — ciprofloxacin, LVX —

levofloxacin, SXT — trimethoprim-sulfamethoxazole, NIT — nitrofurantoin
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S3 Table. Gross amounts of antibiotic substance classes (in g) used on the farms in total and in newborn calves.

Farm 1 Farm 2 Farm 3 Farm 4 Farm 5 Farm 6 Farm 7 Farm 9 Farm 10

Total  Calves Total  Calves Total  Calves Total  Calves Total  Calves Total  Calves Total  Calves Total  Calves Total  Calves
AMG 237.7 0.0 161.3 2.8 380.8 1355 220.1 0.0 260.2 0.0 74.3 0.0 900.3 3813 3155 19.3 85.5 0.0
PEN 8241.1 42  4356.0 234  15575.8 4295 145719 738.7 136524 125.6  2486.7 25.8 217444 14095 6785.6 486.6 3004.7 227.3
CEP 1557.9 0.0 210.2 0.2 437.8 0.5 454.9 0.0 338.7 0.0 102.1 0.0 1617.7 0.0 30114 0.0 221 0.0
AMP 93.6 0.0 175.2 36.6 2565 1350 33048  526.2 255 18.0 98.8 42.8 3280.8 741 3791 40.7 4125 36.9
FLQ 521.9 0.0 437.7 28.4 1268.4 141.6 1097.0 8.0 797.0 0.0 104 0.0 1014.7 137.0 1498.1 195 696.6 27.0
TRI 89.4 0.0 186.5 1.6 455.7 12.7 165.6 0.0 0.0 0.0 214 1.8 809.9 182.9 83.0 0.0 256.8 0.0
ION 1620.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 97.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
LIN 0.0 0.0 0.0 0.0 7.9 0.0 108.2 0.0 157.1 0.0 0.0 0.0 125.2 72.8 51.2 0.0 0.0 0.0
MAC 2.6 0.3 6.9 1.7 100.8 0.0 66.9 13 1654.0 25.1 8.3 2.9 5597.9 0.0 42.0 0.2 0.0 0.0
PLM 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
PLP 0.0 0.0 15.8 7.7 2245 2113 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
SUL 446.8 0.0 9326 8.2 2278.4 63.6 828.0 0.0 0.0 0.0 107.0 9.0 40495 9143 21788 0.0 1284.0 0.0
TET 2495.3 0.0 15851 0.0 4482.7 110.9 1320.0 0.0 1259.7 0.0 167.2 0.0 9933.4 1.3 640.5 0.0 104.9 25

AMG — aminoglycosides, PEN — penicillins, CEP — cephalosporins, AMP — amphenicols, FLQ — fluoroquinolones, TRI — trimethoprim, ION — iono-

phores, LIN — lincosamides, MAC — marolides, PLM — pleuromutilins, PLP — polypeptides, SUL — sulfonamides, TET — tetracyclines
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4  Diskussion

Die Ziele dieses Projekts waren die Untersuchung der Pravalenz von ESBL-E bei neugebo-
renen Kalbern auf Milchviehbetrieben und die Identifizierung moglicher Risikofaktoren, die
zu einem hohen Auftreten von ESBL-E-Tragern beitragen. ESBL-E wurden in allen zehn
untersuchten Betrieben der Studie nachgewiesen und in 96,5 % der beprobten Tiere. Dies
ist deutlich hdher als in anderen Studien aus Deutschland, der Schweiz und Israel, die eine
Gesamtpravalenz von 8,4 % bis 56,2 % und bis zu 26,2 % bei erkrankten Kalbern fanden
(ADLER et al. 2015, GESER et al. 2012, GESER et al. 2011, MICHAEL et al. 2017, REIST
et al. 2013, SCHMID et al. 2013). Wesentliche Unterschiede lassen sich auf die Betriebs-
strukturen und -praktiken, das Alter der Tiere und die Probenahme auf den Hoéfen oder im
Schlachthof zurtickfuhren (ADLER et al. 2015, REIST et al. 2013, SCHMID et al. 2013). Ein
ahnlicher Anteil (97,8 %) von Kalbern, die ESBL-E ausscheiden, wurde jedoch in Grol3bri-
tannien gefunden (WATSON et al. 2012). Die héchste Pravalenz von ESBL-E findet sich in
der Regel bei Jungtieren, insbesondere bei saugenden Kélbern, was mit unseren Ergebnis-
sen ubereinstimmt, wobei mit zunehmendem Alter die Pravalenz allméhlich abnimmt
(ADLER et al. 2015, BRUNTON et al. 2014, REIST et al. 2013, SCHMID et al. 2013). Auf-
grund des Studiendesigns als Punktpravalenz-Analyse wurden &ltere Tiere in unserer Stu-
die leider nicht beprobt. Somit kann keine Aussage Uber die weitere Entwicklung der Pra-

valenzen getroffen werden.

Die durchschnittliche Menge an ESBL-produzierenden Bakterien pro g Kot war deutlich ho-
her als anderswo berichtet (TETENS et al. 2019). Ein valider Vergleich verschiedener Stu-
dien ist allerdings aufgrund unterschiedlicher Studiendesigns, Probennahmetechniken und
Screening-Protokolle schwierig. Obwohl wir uns gegen einen Voranreicherungsschritt ent-
schieden haben, war die in unserer Studie ermittelte Pravalenz im Vergleich zu anderen
Studien, die einen Voranreicherungsschritt durchfiihrten, deutlich héher (GESER et al.
2012, GESER et al. 2011, SCHMID et al. 2013).

Die grof3e Mehrzahl der weiter charakterisierten Isolate waren E. coli, gefolgt von Entero-
bacter (E.) cloacae und Klebsiella (K.) pneumoniae ssp. pneumoniae. Diese Verteilung
stimmt mit zwei Studien aus der Schweiz Uberein, in denen E. coli die vorherrschende
ESBL-produzierende Spezies in Rinderkot war, wahrend ESBL-produzierende E. cloacae
in deutlich geringerem Umfang gefunden wurden (GESER et al. 2012, REIST et al. 2013).
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Das Vorkommen von ESBL-produzierenden K. pneumoniae in Rinderkot wurde erst kirzlich
beschrieben (MONTSO et al. 2019).

Die Mehrheit der E. coli-Isolate wurde eindeutig der Phylogruppe C zugeordnet, gefolgt von
den Phylogruppen A und E. Bei knapp 20 % der E. coli war die eindeutige Zuordnung zu
einer der beiden Phylogruppen A oder C mit den PCRs von CLERMONT et al. (2013) nicht
maoglich. Diese Isolate werden daher als Mitglieder der Phylogruppe A/C bezeichnet. Insge-
samt Uberwogen Isolate, die den Phylogruppen C, A/C und A angehoérten. Diese Verteilung
steht im Gegensatz zu anderen Studien, in denen die Phylogruppen A und B1 bei ESBL-E-
Isolaten von gesunden Tieren dominierten (COURA et al. 2017, HILLE et al. 2018,
MICHAEL et al. 2017, UMAIR et al. 2019, VALAT et al. 2012, VALENTIN et al. 2014). Die
Unterschiede im Vergleich zu anderen Studien kdnnten sich hauptsachlich darin begrinden,
dass ein Grol3teil der anderen Studien PCR-Protokolle verwendeten, die nicht zwischen den
Phylogruppen A und C unterscheiden (HILLE et al. 2018, MICHAEL et al. 2017, UMAIR et
al. 2019, VALENTIN et al. 2014). Unterschiede in der Phylogruppenverteilung kénnten je-
doch auch auf die geografische Lage, das Klima, die Ernahrungsgewohnheiten oder andere
Faktoren zurtickzufiihren sein (CASTRO STOPPE et al. 2017).

Das dominierende Auftreten von blaCTX-M-Genen, insbesondere der Gruppe 1, deckt sich
mit anderen deutschen und europaischen Studien, in denen am héaufigsten CTX-M Gruppe
1 gefolgt von CTX-M Gruppe 9 nachgewiesen wurde (EWERS et al. 2012, GESER et al.
2012, HILLE et al. 2018, MICHAEL et al. 2017, SCHMID et al. 2013). Die Pravalenz von
blaTEM in E. coli, entweder in Kombination mit blaCTX-M oder allein, erwies sich dagegen
im Vergleich zu anderen Studien hoher (KAESBOHRER et al. 2019, VALENTIN et al. 2014).
Vier E. coli waren negativ fur CTX-M, TEM und SHV.

Von den ESBL-produzierenden E. cloacae und K. pneumoniae trug ein E. cloacae blaCTX-
M und blaTEM, wahrend die restlichen vier und die beiden K. pneumoniae positiv fir blaSHV
waren. Studien zu EBSL-E aulRer E. coli bei Tieren sind rar. Im Gegensatz zu unseren Er-
gebnissen war in einer kirzlich durchgefiihrten stidafrikanischen Studie blaSHV eher das
dominante Gen in E. coli-Isolaten als in K. pneumoniae (MONTSO et al. 2019). Nach bestem
Wissen der Autoren gibt es bisher nur einen Bericht aus der Schweiz Uber ein E. cloacae-
Isolat aus einem Lamm, das blaSHV und blaTEM trug (GESER et al. 2012).

Wir charakterisierten ESBL-produzierende Bakterien zusétzlich auf ihre Eigenschaft als
drei- oder vierfach multiresistente Gramnegative (3- bzw. 4-MRGN). Die Definition der
KOMMISSION FUR KRANKENHAUSHYGIENE UND INFEKTIONSPRAVENTION

43



(KRINKO) BEIM ROBERT KOCH-INSTITUT (2012) ist Teil einer nationalen Leitlinie, die als
Leitfaden fur MalRBnahmen zur Infektionspravention und -kontrolle im humanen klinischen
Umfeld dient (WOLFENSBERGER et al. 2019). Unter Berucksichtigung des One-Health-
Konzepts und des Risikos einer Ubertragung zwischen Tier und Mensch in beide Richtun-
gen sind Daten tber das Auftreten dieser multiresistenten Bakterien von grof3er Bedeutung
fur die Risikobewertung in der 6ffentlichen Gesundheit und der Tiergesundheit. Neben der
Resistenz gegentber Penicillinen und Cephalosporinen waren 60 % der ESBL-produzieren-
den Isolate zuséatzlich resistent gegenuber einer oder mehreren Antibiotikaklassen, was sich
mit vorhergehenden Studien bei Rindern (GESER et al. 2012, HILLE et al. 2018, IBRAHIM
et al. 2016, SCHMID et al. 2013) und anderen Nutztieren (FACCONE et al. 2019, GESER
et al. 2012, HILLE et al. 2018) deckt. Ubereinstimmend mit SCHMID et al. (2013) und
EISENBERGER et al. (2018) war ein hoher Anteil der Isolate (46,5 %) auch gegenuber
Fluorchinolonen resistent. Dieses Phanomen kann durch eine Kolokalisation Plasmid-ver-
mittelter Resistenzgene erklart werden. Aber auch ohne Plasmid-kodierte Unempfindlichkeit
wurde bereits eine starke Assoziation zwischen Chinolon-Resistenz und ESBL-Produktion
beschrieben (JACOBY et al. 2015, PATERSON und BONOMO 2005). Mehr als die Halfte
der Isolate wurden weiterhin als 3-MRGN klassifiziert. Dieser Fund war ahnlich wie die Er-
gebnisse von ESBL-produzierenden E. coli und K. pneumoniae, die vom Menschen isoliert
wurden (PFEIFER et al. 2013). Keines der Isolate erwies sich als 4-MRGN, d. h. alle waren
empfindlich gegentber Imipenem und Meropenem. Dies steht im Gegensatz zu einer Studie
aus GrofR3britannien, die einen instabilen Imipenem-resistenten Phénotyp bei 1,2 % ihrer E.
coli-lsolate beschrieb (IBRAHIM et al. 2016). In Europa ist das Screening auf Carbapenem-
Resistenz bei Nutztieren immer noch unterreprasentiert und die Pravalenz in europaischen
Landern wurde mit <1 % angegeben (KOCK und CUNY 2018). In Deutschland wurden
Carbapenem-resistente Enterobakterien bisher hauptséachlich mit Schweinen und Hihnern
assoziiert, wahrend nur ein einziger Bericht Uber Ertapenem-Resistenz in E. coli aus einem
Rinderbetrieb veroffentlicht wurde (KOCK und CUNY 2018, SCHMID et al. 2013).

Des Weiteren nahmen wir den Antibiotikaverbrauch auf Betriebsebene sowie in den einzel-
nen Altersklassen auf. Im Gegensatz zu anderen europaischen Landern wie Danemark oder
den Niederlanden besteht in Deutschland nach aktueller Rechtsprechung keine Meldepflicht
fur den Antibiotikaeinsatz bei Milchviehk&lbern (HOMMERICH et al. 2019). Daher sind die
hier vorgestellten Ergebnisse stark von der Qualitdt der Dokumentation auf Betriebsebene
abhangig. Leider konnten die Daten zum Antibiotikaeinsatz auf einem Betrieb aufgrund un-

zureichender Dokumentation nicht ausgewertet werden. Lediglich 12 % der Kalber wurden
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vor Probenentnahme antibiotisch behandelt. Auf zwei Betrieben wurde keinem der beprob-
ten Kalber ein Antibiotikum verabreicht. Penicilline wurden bei Kalbern auf 8 von 10 Betrie-
ben am haufigsten eingesetzt, wahrend die anderen beiden Betriebe hauptsachlich Amphe-
nicole verabreichten. Auf Herdenebene waren Penicilline in allen Betrieben die vorherr-
schende Substanzklasse. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir Milchviehherden in GroRbritan-
nien (HYDE et al. 2017) und Rinder in Deutschland (VAN RENNINGS et al. 2014) berichtet.
Allerdings differenzierten VAN RENNINGS et al. (2014) nicht nach Produktionsart oder Al-
tersgruppe. Fluorchinolone wurden in sechs Betrieben eingesetzt, was den hohen Anteil an
resistenten Isolaten in unserer Studie erklaren kénnte. Cephalosporine wurden auf keinem
der Betriebe an Kalber verabreicht. Ein Vergleich des Antibiotikaeinsatzes unter den Pro-
jektbetrieben hinsichtlich der Bruttomengen an antibiotischer Substanz war leider nicht mog-
lich, da aus den durch das Herdenmanagementprogramm ermittelbaren Tierzahlen kein zu-

verlassiger Behandlungsindex berechnet werden konnte.

Eine Korrelation mit der Verfiitterung von Sperrmilch an Kalber, die potenziell Rickstande
antimikrobiell wirksamer Substanzen enthielt, konnte in unserer Studie nicht dargestellt wer-

den. Auf den drei Betrieben, die keine Sperrmilch verfitterten, traten ESBL-E ebenso auf.

Die im Rahmen der Hygieneanalyse ermittelten Gesamthygienekennziffern (Definition s.
Veroffentlichung) der Projektbetriebe lagen zwischen 1,90 und 2,64. Im Durchschnitt wur-
den die héchsten Punktzahlen fur die Teilbereiche "Stallklima" und "Melken" erreicht, wah-
rend die Teilbereiche "Biosicherheit" und "Reinigung und Desinfektion" am schlechtesten
bewertet wurden. Es ist zu beachten, dass die Hygieneanalyse nicht durchgefuhrt wurde,
um Risikofaktoren fir das Auftreten von ESBL-E zu identifizieren, sondern um die Préavalenz
von Faktorenerkrankungen wie Lahmheit, Mastitis oder Neugeborenendurchfall zu minimie-
ren. In anderen Studien wurden mehrere Faktoren identifiziert, die zu einem Auftreten von
ESBL-E beitragen, wie eine unzureichende Sauberkeit von Kalberstéllen und Abkalbebuch-
ten, Uberbelegung, keine Verwendung von Zitzenversieglern beim Trockenstellen, die pa-
renterale Behandlung klinischer Mastitis, die Futterung von Milchaustauschern an Kéalber
oder der Einsatz von Cephalosporinen der dritten und vierten Generation (ADLER et al.
2015, DAHMS et al. 2015, GONGGRIJP et al. 2016, HILLE et al. 2018, SANTMAN-
BERENDS et al. 2017). Letzteres wird jedoch kontrovers diskutiert (SANTMAN-BERENDS
et al. 2017). DarUber hinaus wurde das Vorhandensein von Schweinemastbetrieben in ge-
ringer Entfernung zu einem Rinderstall mit dem Auftreten von ESBL-E in Verbindung ge-
bracht, was auf eine staubgebundene Ubertragung von Stall zu Stall, wie auch Bucht zu
Bucht hinweisen konnte (BEYER et al. 2015, SANTMAN-BERENDS et al. 2017).
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Aufgrund der in unserer Studie festgestellten Betriebspravalenz von 100 %, konnten wir
lediglich den Einsatz von Beta-Laktamen als die mengenmalf3ig dominierende Substanz-
klasse auf Betriebsebene mit dem Auftreten von ESBL-E in Verbindung bringen. Weitere
Risikofaktoren lieRen sich auf der Basis unseres Datensatzes nicht identifizieren. Uberra-
schenderweise fanden sich auf Betrieb 6, mit den insgesamt schlechtesten Hygienewerten,
die héchste Anzahl von Kalbern mit fir ESBL-E negativen Kotproben (6/7 Kélber). Zu den
Faktoren, die zu dem hohen Anteil an ESBL-negativen Kalbern beigetragen haben koénnten,
gehoren die kleinste Herdengrol3e unter den Projektbetrieben (319 Milchkihe), keine Ver-
futterung von Sperrmilch, geringer Einsatz von Fluorchinolonen auf Herdenebene und der
mengenmalig haufigere Einsatz von Amphenicolen bei Kalbern anstelle von Beta-Lakta-

men. Leider erwies sich keiner dieser Faktoren als statistisch signifikant.

Das Punktpravalenz-Design und die kleine Stichprobenzahl, die auf Kalber jinger als zwei
Wochen beschrankt war, kénnen als die grof3ten Einschrankungen der vorliegenden Studie
angesehen werden. Das Auftreten von ESBL-E ist hdchstwahrscheinlich ein multifaktorieller
Prozess. Daher ist eine Langsschnittstudie erforderlich, die den Antibiotikaeinsatz und an-
dere relevante Managementfaktoren, die Tiergesundheit wie auch den ESBL-E-Status von
Kihen und Kalbern aller Altersklassen einbezieht, um Risikofaktoren zu identifizieren, die

zu einer hohen Pravalenz von ESBL-E in Milchviehherden beitragen.

Obwohl beschrieben wurde, dass die ESBL-Pravalenz mit zunehmendem Alter der Rinder
abnimmt, erfordern die hohe Pravalenz sowie die hohe Anzahl an ESBL-produzierenden
Bakterien, die ausgeschieden werden, Strategien, um ein Eindringen von ESBL-E in das
Kalberaufzuchtsystem frithzeitig zu verhindern. Dies kdnnen beispielsweise ein verantwor-
tungsbewusster und selektiver Einsatz antibiotischer Trockensteller und sorgfaltige Hygiene
in Abkalbeboxen und Kalberstallen sein. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um den

oder die Eintrittspunkt(e) von ESBL-E in die Kalberaufzucht zu definieren.
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5 Zusammenfassung

Verfasser Jil Karlotta Waade
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SchlUsselworter:  Multiresistenz, Enterobakterien, ESBL, Kalber, Antibiotikaeinsatz, Rin-

derhaltung

Einleitung: Das Auftreten von multiresistenten Bakterien in der Bevélkerung und in Kran-
kenhausern sowie in der Tierhaltung hat in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen.
Die weltweite Zunahme multiresistenter gramnegativer Bakterien, insbesondere Entero-
bakterien wie Klebsiella (K.) pneumoniae und Escherichia (E.) coli, gibt Anlass zu wach-

sender Besorgnis und ist Gegenstand zahlreicher Studien.

Ziele der Untersuchungen: Im Rahmen der vorliegenden Studie sollte die Pravalenz von
Extended-Spectrum-Beta-Lactamase (ESBL)-produzierenden Enterobakterien (ESBL-
E) bei Milchkalbern untersucht und Risikofaktoren fiir deren Auftreten unter Verwen-
dung von Daten zu Antibiotikaeinsatz, Betriebshygiene und Tiergesundheit identifiziert

werden.

Tiere, Material und Methoden: Zehn Betriebe mit einem Median von 781 Milchkiihen (319-
1701) nahmen an der Studie Teil. Die Betriebe wurden zweimal im Abstand von 7-11
Monaten besucht und Kotproben von jeweils 10 neugeborenen Kéalbern gesammelt. Alle
untersuchten Kéalber waren jinger als zwei Wochen mit einem Durchschnittsalter von
6,8 (£3,9) Tagen. Die Kotproben wurden 1:10 verdinnt und im Doppelansatz auf Brilli-
anceTM ESBL-Agar plattiert. Nach 24 Stunden bei 37 °C wurden die Kolonien gezéhlt
und die Gesamtanzahl der koloniebildenden Einheiten (cfu)/ml berechnet. Die Bakteri-
enspezies wurde biochemisch identifiziert. Die ESBL-Produktion wurde mittels
MICRONAUT-S B-Lactamase-Platten phanotypisch bestétigt. Zusatzlich wurden weitere
Resistenztest mit der VITEK® 2 Technologie durchgefiihrt. Die Bestimmung der
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Phylogruppen der E. coli-Isolate und das Screening auf bla-Gene wurde mittels PCR
durchgefiihrt. Der Hygienestatus der Betriebe wurde mit Hilfe eines standardisierten
Fragebogens erfasst und bewertet und Daten zu Tiergesundheit und Antibiotikaeinsatz

wurden uber Tier-Scoring und das Herdemanagementprogramm gesammelt.

Ergebnisse: ESBL-E konnten in allen Betrieben und 96,5 % der Kotproben nachgewiesen

werden. Der dominierende Anteil der ESBL-produzierenden Isolate waren E. coli

(92,9 %), gefolgt von Enterobacter (E.) cloacae (5,1 %) und K. pneumoniae subsp.
pneumoniae (2,0 %). Die Mehrheit der E. coli-lsolate wurde eindeutig der Phylogruppe
C zugeordnet (25,0 %), gefolgt von den Phylogruppen A (15,2 %) und E (14,1 %). Die
CTX-M-Gruppe 1 wurde am haufigsten nachgewiesen (80,4 %). Neben der Resistenz
gegentber Penicillinen und Cephalosporinen war die Mehrheit der Isolate zusatzlich ge-
genuber einer oder mehrerer weiterer Substanzklassen resistent, wobei ein hoher Anteil
gegentber Fluorchinolonen resistent war. 52,5 % der Isolate wurden aufl3erdem als drei-
fach multiresistente gramnegative Bakterien (3MRGN) gemaf der Kommission fur
Krankenhaushygiene und Infektionspravention charakterisiert. Keines der Isolate war
4MRGN, d.h. keines zeigte eine Carbapenem-Resistenz. Penicilline wurden bei Kalbern
in den meisten Betrieben am haufigsten verabreicht und stellten auf Herdenebene in al-
len Betrieben die vorherrschende Substanzklasse dar. Insgesamt war die Anzahl der
Kalber, die vor der Probenahme behandelt wurden, eher gering (11,7 %). Analysen der
Daten zum Betriebsmanagement ergaben Schwéchen bei der Biosicherheit und der
Reinigung und Desinfektion. Neben Beta-Laktam-Antibiotika als den am haufigsten ver-

wendeten Antibiotika konnten keine weiteren Risikofaktoren identifiziert werden.

Schlussfolgerungen: Die Pravalenz von ESBL-E in unserer Studie war auf3ergewdhnlich

hoch. Obwohl die Pravalenz mit zunehmendem Alter der Rinder nachgewiesenermalien
abnimmt, sollten unsere Ergebnisse Anlass zur Entwicklung von Strategien sein, die
den Eintrag von ESBL-E in das Kalberaufzuchtsystem fruhzeitig verhindern. Dies kon-
nen beispielsweise der verantwortungsbewusste Einsatz antibiotischer Trockensteller
und eine sorgféaltige Hygiene in Abkalbeboxen und Kalberstéllen sein. Weitere Untersu-
chungen sind erforderlich, um den/die Eintrittspunkt(e) von ESBL-E in die Kalberauf-

zucht zu definieren.
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Introduction: The occurrence of multidrug-resistant bacteria in the community and in hospi-
tals as well as in animal husbandry has increased rapidly over the last decades. The in-
creasing occurrence of multidrug-resistant gram-negative bacteria, especially entero-
bacteria such as Klebsiella (K.) pneumoniae and Escherichia (E.) coli, is of growing con-
cern and has been subject to many studies worldwide.

Study aims: We studied the prevalence of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-pro-
ducing Enterobacteriaceae in dairy calves as part of a routine health check protocol. In
addition, data regarding antimicrobial use (AMU), farm hygiene, and farm management

were collected in order to identify possible risks for ESBL occurrence.

Animals, material and methods: Ten farms participated in the study with a median of 781
milking cows (319-1701). All calves investigated were younger than two weeks with an
average age of 6.8 (+3.9) days. The farms were visited and samples were collected
twice at an interval of 7-11 months. Faecal samples diluted 1:10, were plated onto Bril-
liance™ ESBL agar in duplicates. After 24 hours at 37 °C, colonies were counted and
total colony forming units (cfu)/ml calculated. Bacteria species were identified biochemi-
cally. ESBL-production was phenotypically confirmed using the MICRONAUT-S B-Lac-
tamases system. Additionally, antimicrobial susceptibility was tested using VITEK® 2
technology. Phylotyping of E. coli isolates and screening for bla genes was performed

by PCR. The hygienic status of the farms was recorded and rated using a standardized
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guestionnaire developed for dairy cattle and data on animal health and antimicrobial

treatment were collected through animal scoring and the herd management program.

Results: ESBL-producing enterobacteria were detected on all farms and 96.5 % of calves
investigated shed ESBL-positive bacteria. Of all ESBL-producing isolates, the majority
were E. coli (92.9 %), followed by Enterobacter cloacae (5.1 %) and Klebsiella pneu-
moniae subsp. pneumoniae (2.0 %). The majority of E. coli isolates was clearly as-
signed to phylogroup C (25.0 %), followed by phylogroups A (15.2 %) and E (14.1 %).
CTX-M group 1 was most frequently detected (80.4 %). Besides resistance to penicillins
and cephalosporins, the majority of isolates was also resistant to one or more antibiotic
classes, with a high proportion being resistant against fluoroginolones. 52.5 % of iso-
lates were further characterised as threefold multidrug resistant gram-negative bacteria
(3MDR-GNB) according to the German Commission for Hospital Hygiene and Infection
Prevention. None of the isolates were 4AMDR-GNB, i.e. none revealed carbapenem-re-
sistance. Penicillins were the most frequently administered antibiotics to calves on most
farms and were the predominant substance class at herd level on all farms. Overall, the
number of calves treated prior to sampling was rather low (11.7 %). Analyses of data re-
garding the farm management identified weaknesses in biosecurity and cleaning and
disinfection. Besides beta-lactam antibiotics being the most commonly used antibiotics

no other risk factors could be identified.

Conclusions: The prevalence of ESBL-carriers in dairy calves in our study was exception-
ally high. Although ESBL-E-prevalence has been described to decrease with increasing
age of cattle, our findings should be motivation to develop strategies to prevent the en-
try of ESBL-E into the calf rearing system at an early stage such as prudent use of anti-
microbials during drying off and diligent hygiene in calving pens and calf housing. Fur-

ther investigation is needed, to define the entry point(s) of ESBL-E into calf rearing.
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