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Monitoringstudien im Veterinarbereich in
Deutschland

1. Zwei komplementare Monitoringprogramme:
valide Einschatzung der Resistenzlage der wichtigsten
Infektionserreger von landwirtschaftlichen Nutztieren,
Heim- und Hobbytieren

GERM-Vet: BVL
— Tierarztl. Praxis (2003) 31(G): 122-131
— Berl. Munch. Tierarztl. Wschr. (2004) 117: 480-492

BfT-GermVet: | FAL Neustadt, LMU Munchen, FU Berlin
— Ergebnisse ab Jan. 2007 verfugbar

2. Zusatzliche Monitoringstudien:
Empfindlichkeitssituation spezifischer Erregergruppen
gegenuber einzelnen meist neuen Wirkstoffen auf
— Florfenicol — Pirlimycin



Florfenicol

Einsatz von Florfenicol

@ seit 1995 zugelassen zur Bekampfung von Atemwegs-
infektionen bei Rindern
- Pasteurella multocida,
- Mannheimia haemolytica,
- Histophilus somni

@ seit 2000 zugelassen zur Bekampfung von Atemwegs-
infektionen bei Schweinen
- Pasteurella multocida,
- Actinobacillus pleuropneumoniae,
[- Streptococcus suis; Bordetella bronchiseptica]

© ausschliel3liche Verwendung als Injektionspraparat;
keine Zulassung zur Futter- und/oder Wassermedikation



Florfenicol

Chemische Modifikation von Chloramphenicol

Nitrogruppe durch Sulfo- Hydroxylgruppe an C3
methylgruppe ersetzt durch Fluor ersetzt
verhindert unerwunschte verhindert Inaktivierung

Nebenwirkungen durch Chloramphenicol

(aplastische Anamie) Acetyltransferasen



Florfenicol

Florfenicol ist auch wirksam gegenuber chloramphenicol-
resistenten Stammen, bei denen die Resistenz auf

® Chloramphenicol Acetyltransferasen (CAT) oder

@ Chloramphenicol Exportern (CmiA, CmiB) beruht.

—
—

Wenn Bakterien resistent gegenuber Florfenicol
werden wollen, konnen sie nicht auf vorhandene
Chloramphenicolresistenzgene zurtckgreifen

verzogerte Resistenzentwicklung gegenuber
Florfenicol ist zu erwarten



Florfenicolempfindlichkeit

Studien zur in-vitro Empfindlichkeit boviner Zielorganismen

Spezies Zeitraum N * MHK-Werte (mg/L) % Resistenz
Range MHKs, MHKgg

P. multocida 2000/01 122 <0.12-1 0.25 0.5 0.0
2002/03 95 <i0:19 = 17 +0:25 0.5 0.0

2004/05 87 0.25-0.5 0.25 0.5 0.0

M. haemolytica 2000/01 118 0.25-2 1 2 0.0
2002/03 98 <012k 105 1 0.0

2004/05 81 0.25-2 0.5 1 0.0

* Anzahl untersuchter Isolate

aus: Priebe & Schwarz (2003) Antimicrob. Agents Chemother. 47: 2703-2705
Kehrenberg, Mumme, Wallmann, Verspohl, Tegeler, Kihn, & Schwarz (2004)

J. Antimicrob. Chemother. 54: 572-574



Florfenicolempfindlichkeit

Studien zur in-vitro Empfindlichkeit porciner Zielorganismen

Spezies Zeitraum N * MHK-Werte (mg/L) % Resistenz
Range MHK s, MHKgo

P. multocida 2000/01 212 <0.12-2 0.25 0.5 0.0
2002/03 103.4 <0M2=2 0.5 0.5 0.0
2004/05 77 0.25-1 0.5 0.5 0.0
A. pleuropneumoniae 2000/01 45 <0.12-2 0.25 0.5 0.0
2002/03 @3 <042 08 §40.25 0.25 0.0
2004/05 30 0.25 0.25 0.25 0.0
B. bronchiseptica 2000/01 160 1-32 4 8 6.3
2002/03 131 0.5-32 2 2 0.8
2004/05 96 1-4 2 4 0.0
S. suis 2000/01 99 0.25 -2 ¥ 2 0.0
2002/03 105 05-2 1 2 0.0
2004/05 73 1-2 1 2 0.0

* Anzahl untersuchter Isolate



Florfenicolresistenz - UK

@ Monitoring der Florfenicolempfindlichkeit in UK durch
Veterinary Laboratories Agency

@ ein erstes florfenicolresistentes P. multocida-lsolat wurde
2003 bei einem an Pneumonie verendeten Kalb nach-

gewiesen

@ Wweitere Analysen dieses Isolats erfolgten in unserem
Labor:

- PCR-gerichtete Uberprifung der Prasenz bis
dato bekannter Florfenicol-Resistenzgene

- Nachweis der Plasmidlokalisation

- Klonierung und komplette Sequenzierung des
Florfenicol-Resistenzplasmids



http://www.revbiro.hu/dale.htm

Florfenicolresistenz - UK
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aus: Kehrenberg & Schwarz (2005) J. Antimicrob. Chemother. 55: 773-775



Florfenicolresistenz - UK

@ das Gen floR ist auf einem mobilisierbaren Plasmid
lokalisiert

— Moglichkeit zur horizontalen Ausbreitung

@ Untersuchungen in der Folgezeit bei Kalbern der
gleichen Farm und umliegender Farmen ergaben
keinen weiteren Nachweis von florfenicolresistenten
Pasteurella- oder Mannheimia-Isolaten

@ 2005: vereinzelte Nachweise florfenicol-resistenter
Pasteurellaceae in Deutschland (GERM-Vet)
und in Frankreich (AFSSA, Lyon)



Florfenicolresistenz - Frankreich
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aus: Kehrenberg et al. (2006) J. Antimicrob. Chemother. 58: 13-17



Florfenicolempfindlichkeit bei Kommensalen

® bei der Anwendung von antimikrobiellen Wirkstoffen
werden nicht nur die Zielorganismen bekampft

@ auch die apathogene bakterielle Begleitflora ist der
Wirkung der antimikrobiellen Substanzen ausgesetzt

- Untersuchungen zur Florfenicolresistenz bei:

@ Escherichia coll

@ Staphylococcus spp.



Florfenicolresistenz bei Staphylokokken - fexA

® Zwei neue Pheniolresistenzgene bei Staphylokokken mit
MHK-Werten von > 16 pg/ml

fexA :| phenicolspezifischer Exporter aus der Major
Facilitator Superfamily

— Resistenz gegenuber Phenicolen

Kehrenberg & Schwarz (2004) Antimicrob. Agents Chemother. 48: 615-618.
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bakterien
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Bakterien
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Analyse der fexA flankierenden Regionen

Transposon Tn558

GATGTA B C E Bg Pv C EC B GATCCA
N s ' ‘
circ-fw <€—— / | o —» circ-rev
0 1 2 3 4 5 6
tnpA tnpB tnpC orf138 fexA

Funktionelle Aktivitat von Tn558 ?

©® PCR Assays zum Nachweis zirkularer Zwischenformen

© Sequenzanalysen der PCR-Amplikons

aus: Kehrenberg & Schwarz (2004) Antimicrob. Agents Chemother. 48: 615-618
Kehrenberg & Schwarz (2005) Antimicrob. Agents Chemother. 49: 813-815



Vergleich von Transposonstrukturen

GATGTA K B P E S GATGTA
N | il
.y | |> Tn5406
0 1 2 3 4 5 '
tnpA tnpB tnpC vga(A)
GATGTA X E Bg CouP GATGTA
N | |
& / | | | Tn554
0 1 2 3 4 ) 6
tnpA tnpB tnpC spc erm(A) orf
GATGTA B e Bg Pv C E=C B GATCCA
Rl h
- / | xmm:::: T n 5 5 8
0 1 2 3 4 ) 6

tnpA tnpB tnpC orf138 fexA



Florfenicolresistenz bei Staphylokokken - cfr

® Zwei neue Pheniolresistenzgene bei Staphylokokken mit
MHK-Werten von > 16 yg/ml

cfr . | rRNA Methylase

— Resistenz gegenuber Phenicolen und
Linkosamiden
Kehrenberg et al. (2005) Mol. Microbiol. 57: 1064-1073.




Cfr-vermittelte Resistenz

Verringerte Bindung von Phenicolen und Linkosamiden

Cfr-vermittelte Modifikation an Position A2503 in der 23S rRNA

- Cfr footprints

+ Cfr footprints Deutlich verstarktes
- CHL FFC CLl - CHL FFC CLI Stopp-SIQnal (.jer
£68 28 % 208 28 0 (% s Reversen Transkriptase
cCcCVAGO —m—"7" - ————"7 —1 00 —m— ] —] . .
in +Cfr Stammen deutet
ST 101 DL DR L] B e

auf eine Cfr-vermittelte
e E e ref cpr -
Modifizierung an
A2503

.‘_,...--ﬂ-hﬂ-------

Verstarkte Stopp-
Signale in +Cfr
Stammen bestatigen

2506 eine verringerte Bindung
von Phenicolen und

Linkosamiden
aus: Kehrenberg, Schwarz, Jacobsen, Hansen & Vester (2005) Mol. Microbiol. 57: 1064-1073




Klarung des Cfr-Resistenzmechanismus

Massenspektrometrische Untersuchungen

s MALDI-TOF MS
- Untersuchungen konzentrierten
L gAC Ga_ 2450 : : :
L sich auf einen 45 Nukleotide (n)
i oy Ll o e it es,  QroBen Bereich inklusive der
el A Position A2503
E . “oa90 A%V
AGUW\\G v, @
R a* 2500
i UUU G“,@
L7 i 2 e
E;E 5—2510 J MOdIfIkatlon
e an Position A2503
5 s stellt eine
Moy a S ReIeiTas, 0 Methylierung
Egé—zsso dar

aus: Kehrenberg, Schwarz, Jacobsen, Hansen & Vester (2005) Mol. Microbiol. 57: 1064-1073



Klarung des Cfr-Resistenzmechanismus

Cfr-vermittelte Methylierung an A2503

o A2503 liegt nur 5A von der
2506 Clindamycin uberlappenden Bindungsstelle
— von Phenicolen und

L@, Linkosamiden entfernt.

- =

Cfr-vermittelte Methylierung an

) A2503 verhindert die korrekte

02 Positionierung von Phenicolen
und Linkosamiden.

»

Resistenz gegenuber
Phenicolen und Linkosamiden

aus: Kehrenberg, Schwarz, Jacobsen, Hansen & Vester (2005) Mol. Microbiol. 57: 1064-1073



Cfr-vermittelte Multiresistenz

Frage:

Beeintrachtigt die Cfr-vermittelte Methylierung die Bindung
weiterer antimikrobieller Wirkstoffe an das
Peptidyltransferase-Zentrum ?

|

Pleuromutiline (Tiamulin, Valnemulin),
Streptogramin A-Antibiotika (Virginiamycin M,)
Oxazolidinone (Linezolid)

+

"Negativkontrollen”
Makrolide (Erythromycin, Aivlosin), Ketolide (Telithromycin)



Cfr-vermittelte Multiresistenz

Frage:

Werden die MHK-Werte durch die verringerte Bindung
beeintrachtigt ?

.

MHK-Bestimmung
(gemald CLSI Richtlinien)

/\

E. coli AS19
E. coli AS19
E. coli AS19
E. coli AS19

S. aureus RN4220

.. pBluescript Il SK+|| S. aureus RN4220

. pBamHI (Acfr)
.- pBalll (cfr)

S. aureus RN4220
S. aureus RN4220

. pSCFS1 (cfr)
. pSCFS3 (cfr + fexA)
:: pSCFS2 (fexA)




Cfr-vermittelte erhohte MHK-Werte fur
Phenicole und Pleuromutiline

Bakterien cfr Zusatzliche MHK-Werte (pg/ml)
Prasenz Resistenz-
gene

CHL FFC TIA VAL

E. coli AS19 g 4 0.5 0.031 0.015
E. coli AS19::pBluescript || SK+ s blatem-116 4 0.5 0.031 0.015
E. coli AS19::pBamHlI Acfr blatem.116 4 0.5 0.031 0.015
E. coli AS19::pBglli cfr blatem.116 16 8 4 0.125
S. aureus RN4220 S 4 2 0.063 0.031
S. aureus RN4220::pSCFS3 cfr fexA 256 128 > 128 1
S. aureus RN4220::pSCFS1 cfr erm(33), 64 32 >128 >128
spc, Isa(B)
S. aureus RN4220::pSCFS2 i fexA 64 32 0.063 0.031

aus: Long, Poehlsgaard, Kehrenberg, Schwarz & Vester (2006) Antimicrob. Agents Chemother. 50: 2500-2505



Cfr-vermittelte erhnohte MHK-Werte fur
Streptogramine und Oxazolidinone

IA

Bakterien cfr Zusatzliche MHK-Werte (pug/ml)
Prasenz Resistenz-
gene

VIRM; VIR Q-D LZD

E. coli AS19 e 2 0.5 0.25 4
E. coli AS19::pBluescript Il SK+ = blatem-116 2 0.5 0.25 4
E. coli AS19::pBamHlI Acfr blatem-116 2 0.5 0.25 4
E. coli AS19::pBglll cfr blatem.116 128 16 16 64
S. aureus RN4220 = 4 0.5 0.25 0.5
S. aureus RN4220::pSCFS3 cfr fexA 128 4 1 4
S. aureus RN4220::pSCFS1 cfr erm(33), 128 8 4 8
spc, Isa(B)
S. aureus RN4220::pSCFS2 A 5 fexA 4 0.5 0.25 0.5

aus: Long, Poehlsgaard, Kehrenberg, Schwarz & Vester (2006) Antimicrob. Agents Chemother. 50: 2500-2505



Cfr-vermittelter Anstieg in den MHK-Werten fur
Linkosamide, aber nicht fur Makrolide/Ketolide

Bakterien cfr Zusatzliche MHK-Werte (ug/ml)
Prasenz Resistenz-
gene

CLI ERY AlV TEL

E. coli AS19 gt 8 0.25 0.5 0.25
E. coli AS19::pB|U€SCfipt I SK+ —_ blaTEM_116 8 0.25 0.5 0.25
E. coli AS19pBamHI Acfr blaTEM_116 8 0.25 0.5 0.25
E. coli AS19pBg|” cfr b|aTE|v|_116 > 512 0.25 0.5 0.25
S. aureus RN4220 X 0.125 0.25 2 <0.063
S. aureus RN4220::pSCFS3 cfr fexA 256 0.25 2 <0.063
S. aureus RN4220::pSCFS1 cfr erm(33), 256 > 128 2 <0.063
spc, Isa(B)
S. aureus RN4220::pSCFS2 e & fexA 0.125 0.25 2 <0.063

aus: Long, Poehlsgaard, Kehrenberg, Schwarz & Vester (2006) Antimicrob. Agents Chemother. 50: 2500-2505



Verteilung von cfr und fexA bei Staphylokokken

Isolat Spezies Herkunft Resistenzmuster Resistenzgene MHK_ MHK _
no# Plasmid Chromosom
1 S.aureus Pferd Tc,Sm,Km,Gm,Sp,Amp,Em,Cli,SxT, fexA 256 64
2 S.lentus Rind Tc,Spc,:IrEnrﬁF,fCIi,Cm,Ff fex A+cfr >256 >128
3 S.lentus Rind Tc,Sp,Em,SxT,Cm,Ff fexA 128 32
4 S.chromogenes Rind Tc,Km,Sp,Amp,Em,Cli,SxT,Cm,Ff fexA 256 64
5 S.simulans Rind Tc,Sm,Km,Sp,Em,Cm,Ff fexA 256 32
6 S.simulans Rind Tc,Sm,Sp,Em,Cli,Cm,Ff cfr fexA 32 32
7 S.simulans Rind Tc,Sm,Sp,Em,CIi,Cm,Ff cfr 32 16
8 S.lentus Rind Tc,Sm,Sp,Em,Cli,Sxt,Cm,Ff fexA 64 32
9 S.sciuri Rind Tc,Sm,Gm,Sp,Em,Cli,Cm,Ff cfr fexA 32 64
10 S.aureus Mensch Tc,Sm,Km,Gm,Sp,Amp,Em,Cli,SXT, unbekannt unbekannt >256 >128
11 S.aureus Schwein Tc,Sm,Sp,Agr;:gn,Cli,Cm,Ff fexA+cfr 256  >128
12 S.lentus Schwein Tc,Sm,Sp,Cli,Cm,Ff fexA+cfr 256 >128

Amp = Ampicillin, Cli = Clindamycin, Cm = Chloramphenicol, Em = Erythromycin, Ff = Florfenicol, Gm = Gentamicin,
Km = Kanamycin, Sm = Streptomycin, Sp = Spectinomycin, ST = Sulfamethoxazol/Trimethoprim, Tc = Tetracyclin

aus: Kehrenberg & Schwarz (2006) Antimicrob. Agents Chemother. 50: 1156-1163



Zusammenfassung

Florfenicol besitzt auch 10 Jahre nach der Einfuhrung in die
klinisch-veterinarmedizinische Nutzung eine hervorragende
Wirksamkeit gegenuber den Zielorganismen

Resistenzen werden - wenn auch selten - bei Zielorganis-
men (P. multocida) und Kommensalen (E. coli, Staphylo-
coccus spp.) beobachtet

- floR bei E. coli von Rindern und Schweinen
- cfr und/oder fexA bei Staphylokokken

alle drei Gene, floR, cfr und fexA, sind auf Plasmiden
lokalisiert, die meist noch andere Resistenzgene tragen

‘ Co-Transfer von Resistenzgenen



Zusammenfassung

@ cfr ist das erste und bislang einzige Gen, das transferable
Resistenz gegenuber Pleuromutilinen und Oxazolidinonen
vermittelt.

@ Die Cfr Methylase ist die einzige bislang bekannte rRNA-
Methylase, die Resistenz gegenuber funf verschiedenen
Gruppen von Wirkstoffen vermittelt

‘ betroffene Wirkstoffklassen stellen zum Tell
Reserveantibiotika (Oxazolidinone) bzw.
wichtige Neuentwicklungen (Pleuromutiline) im
humanmedizinischen Bereich dar
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