Abschlussbericht
zum Teilprojekt 2808 HS019 aus dem Verbundvorhaben
MRSA-Problematik in der Nutztierhaltung.

Titel:

Optimierung des Probenahmeverfahrens zum Nachweis von
MRSA in Tierbestanden

Schulz, J. und Hartung, J.

Institut fiir Tierhygiene Tierschutz und Nutztierethologie (ITTN), Stiftung
Tierirztliche Hochschule Hannover

Berichts- und Projektzeitraum 01.12.2009 — 31.03.2012



Inhaltsverzeichnis

Seite
1.
1.1
1.2
2.
2.1
2.2
23
3.
31
3.1.1
3.1.1.1

3.1.1.2

3.1.1.3
3.1.2
3.1.3
3.2
3.2.1
322
323

Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Planung und Ablauf des Vorhabens

Stand der Wissenschaft zum Projektstart

Material und Methoden

Nutztierbestdnde

Probenameverfahren und Laboranalysen

Statistik

Ergebnisse

Ausfiihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse
Befunde aus Schweinebestanden

Sensitivitdt von verschiedenen Probenahmeverfahren in Mast-
und Zuchtbestinden

Untersuchungen zur MRSA Belastung der Tierumgebung und
zum Anteil positiver Proben vom Tier in Mast- und
Zuchtbetrieben

Probenahme in negativen Schweinebestinden

Befunde aus Gefliigelmastbestinden

Befunde aus Milchviehbestinden

Diskussion der Ergebnisse

Untersuchungen in Mast- und Zuchtschweinebestdnden
Untersuchungen in Gefliigelmastbestéinden
Untersuchungen in Milchviehbestidnden
Zusammenfassung

Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den
tatsichlich erreichten Zielen mit Hinweisen auf
weiterfiihrende Fragestellungen

Literaturverzeichnis

11
11
11
13
14
14
14
14

21

25
27
31
32
32
36
37
38
40

41



1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens
Aus vorliegenden Untersuchungen ist bekannt, dass MRSA bei unterschiedlichen
Nutztierarten an verschiedenen Lokalisationen des Tierkorpers sowie in der
Tierumgebung hiufig vorkommt. Unklar ist bislang die Sensitivitit der benutzten
Nachweisverfahren und inwieweit die gleichen Probenahmeverfahren bei verschiedenen
Tierarten und in unterschiedlichen Haltungsformen eingesetzt werden konnen. Ziel dieses
Teilprojektes ist es daher, im Rahmen der Erfiillung eines Entscheidungshilfebedarfs des
Bundesministeriums fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV)
geeignete Probenahme- und Nachweisverfahren fiir MRSA (Methicillin resistente
Staphylococcus aureus) zu entwickeln, mit denen der MRSA Status in Nutztierbestinden
festgestellt werden kann und diese Verfahren auf Effizienz und Standardisierbarkeit zu
prifen. Die Verfahren sollen auch dazu geeignet sein, die Wirksamkeit von
Reinigungsverfahren und Desinfektionsmafinahem in Tierbestinden festzustellen. Die
Ergebnisse des Vorhabens sollen in die Grundlagen der deutschen Rechtssetzung fiir die
Uberwachung von Tierbestéinden hinsichtlich des Auftretens von MRSA eingehen und
auf gemeinschaftlicher Ebene zur Ausgestaltung des Zoonosemonitoring gemal
Richtlinie 2003/99/EG dienen.
Im Einzelnen werden dazu
e Probenahme- und Nachweisverfahren entwickelt und gepriift, die einen
effizienten und standardisierbaren Nachweis von MRSA in Tierbestinden der
Tierarten Schwein, Huhn und Rind gewéhrleisten sollen. Die Verfahren werden
hinsichtlich ihrer ,,Sensitivitit” fiir den MRSA Nachweis verglichen und
bewertet.
e Verfahren im Hinblick auf eine mdgliche Erreger-Quantifizierung (Keimzahlen)
in Beziehung zu den verschiedenen Kompartimenten (z.B. am Tier, im
Stallstaub) in Zusammenarbeit mit dem Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fiir
Staphylokokken des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung (BfR) gepriift bzw.

optimiert.
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e der Einfluss des Erregernachweises (qualitativ und quantitativ) in Umgebungs-
und Tierproben auf den Anteil und die Verteilung MRSA positiver Tiere in
einem Bestand untersucht.

e ctwaige Einfliisse auf das Vorkommen unterschiedlicher MRSA Stimme in
einem Bestand unter Einbeziehung des NRZ fiir Staphylokokken untersucht.

e aus logistischen und Kostengriinden liberwiegend Untersuchungen in Bestinden

durchgefiihrt, die in den Teilprojekten 020, 029, 030 und 041 beprobt werden.

Im Zuge der Aufgabenbearbeitung sollen auBlerdem folgende Hypothesen gepriift
werden:
- Das Vorkommen von MRSA aus Staubproben kann mit hoher Sensitivitit
nachgewiesen werden.
- Im Kompartiment Nase kann MRSA am Haufigsten nachgewiesen werden.
- Der Anteil und die Verteilung MRSA positiver Tiere im Bestand schwanken in
Abhingigkeit unterschiedlicher Einflussfaktoren (z.B. Haltungssystem,

Management, Nachweishédufigkeiten in Tierumgebungsproben).

Fir die Datenerhebung werden im Projekt in Zusammenarbeit mit dem BfR
standardisierte Probenahmeprotokolle erstellt. Die erhobenen Daten werden in
geeigneter Weise als Rohdatensatz fiir die statistische Auswertung und Nutzung im

Rahmen von Risikomodellierungen in einer Datenbank angelegt.

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Teilprojekt 2808HS019 (TP19) ,,Optimierung des Probenahmeverfahrens zum
Nachweis von MRSA in Tierbestinden® ist zentrales Teilvorhaben im Verbund, in dem
eigene Daten erhoben werden und dem Daten aus den Teilprojekten 2808 HS020 (TP20,
Probenahme in Zucht- und Ferkelerzeugerbetrieben), 2808HS030 (TP30, Probenahme bei
Mastschweinen), 2808HS029 (TP29, Probenahme in Schweine-, Mastgefliigel- und
Rinderbestinden) und 2808HS041 (TP41, Probenahme in Schweine-, Mastgefliigel- und
Rinderbestidnden) fiir die Aufgabenbearbeitung zur Verfiigung gestellt werden.
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Die folgend aufgefiihrte Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der
verschiedenen Tierbestinde und die Anzahl der Bestandsbeprobungen im
Gesamtvorhaben, die als Datengrundlage fiir die im Rahmen dieses Teilvorhabens
durchzufiihrenden Auswertungen vorgesehen waren.

Tabelle 1: Anzahl der vorgesehen Bestandsbeprobungen zur Datenauswertung in
TP19.

Teilprojekt Anzahl Tierbestinde Anzahl
Bestandsbeprobungen (n)
2808HS019 4 MRSA negative Schweinebestinde 3 pro Bestand (12)
4 Milchviehbestinde (3 MRSA positive
und ein negativer Bestand) 4 pro Bestand (16)
2808HS020 12 Zuchtschweinebestinde 10 pro Bestand (120)
2808HS029 9 Schweinebestinde eine pro Bestand (9)
3 Schweinebestinde 4 pro Bestand (12)
3 Kélbermastbetriebe eine pro Bestand (3)
2 Gefliigelmastbetriebe eine pro Bestand (2)
3 Gefliigelmastbetriebe 4 pro Bestand (12)
2808HS030 16 Mastschweinebestéinde 8 pro Bestand (128)
2808HS041 8 Schweinebestinde eine pro Bestand (8)
3 Schweinebestinde 4 pro Bestand (12)
2 Gefliigelmastbetriebe eine pro Bestand (2)
3 Gefliigelmastbetriebe 4 pro Bestand (12)

Die Aufgabe des Institutes fiir Tierhygiene, Tierschutz und Nutztierethologie bestand
zundchst in der Entwicklung von quantitativen Probenahmeverfahren zur Untersuchung
der Tiere und ihrer Umgebung. Dariiber hinaus wurden neben der Durchfiihrung eigener
Bestandsuntersuchungen Daten fiir die spétere Auswertung aus den verschiedenen
Teilprojekten akquiriert. Die Daten sollten fiir die unter Abschnitt 1 genannten Aufgaben
entsprechend aufbereitet werden und ersten statistischen Analysen unterzogen werden.
Gleichzeitig sollten die Daten in geeigneter Weise als Rohdatensatz flir die weitere

Nutzung, z.B. fiir Risikomodellierungen durch das BfR, zur Verfligung gestellt werden.
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Zunichst wurden im Vorfeld der groeren Feldstudien die qualitative und quantitative
Aufbereitung von Socken- und Tiertupfern getestet. Dazu wurden Proben in MRSA
positiven Schweinebestinden genommen und im Labor qualitativ und quantitativ
untersucht. Anhand dieser Untersuchungen wurden beispielsweise die Aufarbeitungen
von Tier- und Sockentupfern eigens fiir die weiterfiihrenden Studien entwickelt. In
Zusammenarbeit mit dem ITU an der FU-Berlin entstanden somit Probenahme- und
Analysenprotokolle, die fiir die weiteren Untersuchungen im Projekt von allen
Projektpartnern verwendet wurden. Die Protokolle sind mit den Zwischenberichten
bereits beschrieben worden.

Im Rahmen des TP19 wurden fiinf Schweinebestinde je vier mal beprobt, die einen
augenscheinlich hohen Hygienestandard gefahren haben. Es handelte sich um Bestinde
von vier Ferkel erzeugenden Betrieben und von einem Mastbetrieb, die bei der
Erstbeprobung in allen Proben MRSA negativ waren. Die Bestinde wurden innerhalb
von 3 bis 12 Monaten vier- bis flinfmal beprobt, um mogliche Verdnderungen des MRSA
Status beobachten zu konnen.

Des Weiteren wurden innerhalb des TP19 vier Milchviehbetriebe beprobt. Ein
»Vorscreening®™ (vier Betriebe einmal beprobt) und die Anfrage in Baden Wiirttemberg
positive Bestinde beproben zu diirfen, verblieben erfolglos. Daher wurden 2 Bestinde
mit unbekannten Status viermal beprobt, ein dritter Bestand und ein vierter Bestand mit
Néhe zu MRSA positiven Schweinebestinden konnten jeweils einmalig beprobt werden.
Somit wurden 10 von 16 geplanten Bestandsuntersuchungen (sieche Tabelle 1) in
Milchviehbetrieben durchgefiihrt. Wird das ,,Vorscreening® beriicksichtigt, wurden 14
Bestandsuntersuchungen auf Milchviehbetrieben absolviert. Insgesamt wurden im TP19
dann 34 Bestandsuntersuchungen in Milchviehbestinden und Schweinebestdnden
vorgenommen, d.h. die Anzahl der Bestandsbeprobungen lag zwei {iber dem Soll.

Aus den Teilprojekten TP20 und TP30 wurden gemél der Aufstellung in Tabelle 1 Daten
aus 28 Schweinebestinden geliefert. Die Daten wurden in geeigneter weise (Excel
Datenblatter) elektronisch an das ITTN zur Auswertung gesendet. In den Teilprojekten
Emissionen (TP29 und TP41) wurden in der Quer- und Langzeitstudie ebenfalls 28

verschiedene Schweinebestinde beprobt. Je ein Zucht- und ein Mastbestand aus der
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Querschnittstudie des TP029 wurden in den Studien der Teilprojekte TP20 und TP30 mit
aufgenommen, so dass insgesamt 54 Datensdtze aus verschiedenen Bestdnden der
Teilprojekte TP20, TP29, TP30 und TP41 vorlagen. Drei Bestdnde aus dem TP19 wurden
auch im Rahmen von TP41 untersucht. Das bedeutet, dass aus allen Teilprojekten
insgesamt Daten in 56 verschiedenen Bestinden aufgenommen wurden. Die
Parallelbeprobung von einzelnen Bestinden war aufgrund der verschiedenen
Fragestellungen in den Teilprojekten vertretbar. Die Gesamtzahl der geplanten
Bestandsbeprobungen bei Zucht- und Mastschweinen wurde im Ganzen betrachtet
tibererfiillt. Das gleiche gilt fiir die Datenerhebungen in Gefliigelmastbetrieben. Weil der
MRSA Status in Gefliigelbestdanden wechseln kann, waren mehr Bestandsbeprobungen
als vorgesehen notwendig. Anstelle von 28 wurden Ergebnisse aus 38
Bestandsuntersuchungen von 13 verschiedenen Betrieben libermittelt.

Keine verwertbaren Daten liegen aus exemplarischen Einzeluntersuchungen in drei
Kélbermastbetrieben ~ vor. Bezogen auf die Gesamtzahl der geplanten
Bestandsuntersuchungen wurden dennoch mehr Untersuchungen als geplant
durchgefiihrt. Die Ubermittelung der Ergebnisse aus den verschiedenen Teilvorhaben fiir
die Datenanalyse im ITTN wurde mit groer Sorgfalt von allen Verbundpartnern und
vom Unterauftragnehmer ,,Chemisches und Veterindruntersuchungsamt Ostwestfalen-
Lippe (CVUA)* durchgefiihrt. Simtliche Daten wurden vom ITTN fiir die Auswertungen

und statistischen Erhebungen aufbereitet.

1.2 Stand der Wissenschaft zum Projektstart

Staphylococcus aureus, einschlieBlich der Methicillin resistenten Stimme (MRSA), ist in
der Regel ein unauffilliger Besiedler von Haut, Nasen-, Mund- und Rachenraum von
Tieren, Nutz- und Begleittieren, und gesunden Menschen. Nur unter bestimmten
Bedingungen wie nach Hautverletzungen oder Eintritt in Wunden kann es im Einzelfall
zu Wundinfektionen, Abszessen oder auch zu Erkrankungen wie Pneumonie, Meningitis,
Endocarditis oder Septikdmie kommen (Kloos et al. 1992; Landolo 2000). Von solchen
Infektionen ist in den letzten zwei Jahrzehnten weltweit besonders aus Krankenhdusern
berichtet worden (Wenzel et al. 1991; Kipp et al. 2004). Die aus den betroffenen

Patienten und ihrer unmittelbaren Umgebung isolierten Staphylococcus aureus Stamme
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wiesen i.d.R. eine hohe Resistenz gegeniiber den meisten in Krankenhdusern eingesetzten
Antibiotika, insbesondere gegeniiber Beta-Lactam Antibiotika und Methicillin auf. Aber
auch aufBerhalb von Krankenhdusern wird in letzten Jahren vermehrt bei Teilen der
Bevolkerung iiber Antibiotika resistente Staphylococcus aureus Stimme (community
acquired—MRSA) berichtet, die nicht mit denen in den Hospitéilern identisch sind und die
auch nicht auf eine Ubertragung oder Infektion aus diesem Bereich zuriickzufiihren sind
(Kipp et al. 2004, Gonzalez et al. 2006; Klevens et al. 2006).

Daneben wird von so genannten ,,animal associated MRSA Stimmen gesprochen, die
sowohl bei Nutz- als auch bei Liebhabertieren gefunden werden (de Neeling et al. 2007;
Lee 2006; Weese und Rousseau 2005), wobei hinsichtlich der Klone dieser Stamme
durchaus erheblich Unterschiede bestehen konnen. Ein spezifischer Klon mit der
Bezeichnung ST398, der den CA-MRSA zugeordnet wird, ist in den letzten Jahren
vermehrt bei Nutztieren in einer Reithe von Lindern, so auch in Deutschland,
nachgewiesen worden und hat offenbar insbesondere in der Schweinehaltung weite
Verbreitung (Meemken et al. 2008), von wo er auf andere Tiere und auf den Menschen
iibergehen und Infektionen hervorrufen kann (Witte et al. 2007; Wulf et al. 2008a). Als
Triger und Ubertriger konnen dabei Nutztiere und Pferde, Hunde, Katzen und weitere
Tiere sowie z.B. tierdrztliche Praxen fungieren (e.g. Cuny et al. 2006). Inwieweit Risiken
fiir den Menschen durch Verzehr von mit MRSA kontaminierten Lebensmitteln tierischer
Herkunft wie Milch und Fleisch bestehen, ist noch umstritten (VWA 2007, Pu et al. 2008,
Moon et al. 2007).

Bekannt ist, dass MRSA von Tieren auf den Menschen iibergehen kénnen und Menschen
mit direktem Kontakt zu Tieren wie Landwirte (Tierhalter), Halter von Haus- und
Liebhabertieren, Tierdrzte und Personal in Schlachtbetricben einen deutlich héheren
Kolonisierungsgrad als nicht auf diese Weise exponierte Personengruppen aufweisen
(Khanna et al. 2008; Meemken et al. 2008; Wulf et al. 2008a; Wulf et al. 2008b). Am
wahrscheinlichten sind der direkte Tierkontakt, der indirekte Kontakt iiber kontaminierte
Oberflachen, Gegenstinde, belebte Vektoren wie z.B. Arthropoden oder iiber die Lutft,
Futtermittel und besonders Staub (Forster et al. 2007; Shiomori et al. 2001. Im Stallstaub
von Schweinestdllen sind MRSA, einschlieBlich ST398, erst kiirzlich in erheblichen
Mengen nachgewiesen worden (Van den Broek et al. 2008). Wie die Ubertragung in
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praxi stattfindet und durch welche Faktoren diese gefordert oder reduziert wird, ist im
Bereich der Nutztierhaltung noch weitgehend unklar (Meemken et al. 2008). Dies hédngt
u.a. auch wesentlich damit zusammen, dass die Probenahmetechniken fiir MRSA noch
unzureichend standardisiert und in ihrer Effizienz gepriift sind. Neben der Beprobung der
Tiere durch Tupfer werden zwar auch flir die Tierumgebung eine Reihe von
Sammelverfahren vorgeschlagen die bereits erfolgreich in der Humanmedizin eingesetzt
werden (Weese 2007; Asoh et al. 2005; Shiomori et al. 2001), jedoch ist unklar, ob diese
Verfahren noch eine geniigende Sensitivitdit in der hoch mit Stiuben und
Mikroorganismen belasteten Umwelt der Tiere besitzen. Bislang wird von der EFSA
lediglich das Betupfen von Oberfldchen in Buchten von Schweinestillen empfohlen. Ein
solches Vorgehen ist jedoch fiir Haltungssysteme mit anderen Tierarten weder
spezifiziert noch standardisierbar und erlaubt allenfalls eine semiquantitative
Einschitzung der Flichenkontamination. Ahnliches trifft auf die Beprobung der Tiere
von der Oberfliche der Nasenschleimhaut oder der Analfalte zu. Abgesehen von der
Belastung der Tiere durch die Fixierung bei den Probenahmen héngt die Quantitit der
gesammelten MRSA sehr stark von der Besiedlung der gerade getroffenen kleinen Flache
in Nase oder an Anus ab. Es muss daher stets eine reprasentative Anzahl von Tieren mit
dem damit verbundenen relativ hohen Aufwand beprobt werden. Eine gezielte
Staubsammlung mit Luftvolumen bezogenen Verfahren (Filtration) oder iiber
standardisierte Staubsedimentation nach Zeit und Fliche konnten hier Verbesserungen
erbringen. Solche standardisierten Verfahren sind auch wichtige Vorraussetzung zur
Priifung der Wirksamkeit von BekdmpfungsmalBnahmen. So konnten mit solchen
einfachen und sich als effizient erwiesenen Beprobungs- und Analysestrategien MRSA
positive Betrieb und Herden rasch identifiziert und die Wirksamkeit beispielsweise von
Mafnahmen zur Unterbrechung der Transmission und Reduzierung von Vektoren gepriift
und die Dbestehenden Hygieneregeln, einschlieBlich der Reinigungs- und
Desinfektionsregime, verbessert werden.

Es ist daher notwendig zu priifen, inwieweit durch indirekte Beprobungen von z.B.
Stallstaub und Stallluft im Bestand &hnlich sichere Befunde wie bei der direkten
Beprobung der Tiere erzielbar sind. Allerdings gibt es fiir die Probenahme von MRSA

aus Stallluft und in der Stallumwelt noch kein anerkanntes und validiertes Verfahren.
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Auch oben genannte von der EFSA angeregte Staubsammlung von Stalloberflichen
erscheint wenig systematisch und vergleichbar zwischen verschiedenen Stillen.
Vermutlich diirften sich fiir MRSA grundsétzlich die auch sonst fiir Staphylokokken
tiblicherweise benutzten Methoden und Verfahren eignen. Vergleichende systematische
Untersuchungen liegen dazu aber nicht vor. So ist es denkbar, den Sedimentationsstaub
im Stall auf beim Einsetzen zunéchst sterilen definierten Oberflichen zu sammeln, womit
ein Flachen- und Zeitbezug gegeben ist. Dieses definierte Vorgehen wurde in der
Vergangenheit erfolgreich zur quantitativen Sammlung von Sedimentationsstaub sowohl
in Schweinestillen (Adrian und Hilliger 1988; Hartung 1989) als auch in der
Gefliigelhaltung (Saleh 2006) angewandt. Mit der Sedimentationsmethode werden
allerdings nur die tatsdchlich sedimentierenden Keime erfasst. Auflerdem kann kein
Volumenbezug (KBE/m?) hergestellt werde. Dies ist mit Methoden wie der Filtration und
dem Impingement, die im Teilprojekt 2808 HS029 zum Einsatz kommen, deutlich besser
moglich. Welches das effektivere Verfahren zum Nachweis von MRSA darstellt, kann
derzeit noch nicht abgeschitzt werden, weshalb ein Methodenvergleich angebracht
erscheint. Dieser sollte sich auch auf die Partikelabscheidecharakteristik, die maximalen
Sammelzeiten und den Einfluss auf die Uberlebensfihigkeit der luftgetragenen MRSA
beziehen. Ansétze beim Impinger, wie z. B. der Einsatz von schonenden Pufferzusitzen
oder bei der Filtration durch gezielte Eluierung mit Anreicherungsmedien wurden bereits
erarbeitet (Thorne et al. 1992; Schulz 2007). Eine Standardisierung der Staubsammel-
und Luftprobenahmetechnik fiir MRSA wiirde nicht nur die Tiere entlasten sondern auch
helfen, Befunde aus Feldmessungen besser miteinander vergleichen zu kdnnen.

Es wird daher vorgeschlagen, die derzeit benutzten Probenahme und Analyseverfahren
mit alternativen Verfahren in einer praxisgetragenen Erhebung zu vergleichen und
einzuschitzen. Dabei steht die Entwicklung und Beschreibung eines effizienten
Probenahmeverfahrens fiir MRSA sowohl am Tier als auch aus der Tierumgebung im
Vordergrund. Dazu wird eine breite horizontale Kooperationspartnerschaft mit mehreren
Regionen in Deutschland etabliert. Im Folgenden wird ein aussichtsreiches Vorgehen
vorgeschlagen, das neben der reinen Pravalenzaufnahme methodische Akzente zur
Standardisierung der Probenahme von MRSA in der Nutztierhaltung setzt, und dass mit

Hilfe von horizontalen sowie longitudinalen Erhebungen die Praxiseignung der Methoden
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in Herden und Betrieben erweisen soll. Die Durchfiihrung erfolgt im Rahmen dieses
Verbundvorhabens durch das Institut fiir Tierhygiene, Tierschutz und Nutztierethologie
als Koordinator und in enger Zusammenarbeit mit den unten genannten Vertragspartnern
(Unterauftragsnehmer), die alle bereits hervorragende Expertise auf diesem Gebiet

aufweisen.

2. Material und Methoden
2.1 Nutztierbestinde

Es wurden insgesamt 56 Schweinebestinde (29 Mastschweinebestinde, 27
Zuchtschweinebestinde), 13  Gefliigelmastbestinde (7 Mastputenbestinde, 6
Masthiihnerbestéinde) und vier Milchviehbestinde beprobt. Die Charakteristika der
untersuchten Schweinebestinde (z.B. Bestandsgrole, Management, Behandlung etc.)
wurden anhand von Fragebogen erfasst und in eine zentrale Datenbank (Server in der
AuBenstelle fiir Epidemiologie in Bakum) eingegeben. Informationen zum Bestand
wurden in &hnlicher Weise auch im Rahmen der Teilprojekte 029 und 041 fiir
Gefliigelmastbetriebe eingeholt. Lediglich fiir die Milchviehbetriebe wurden nur der
Standort, die Art der Haltung und die Bestandsgrofe erfasst. Fiir die Auswertungen in
diesem Teilvorhaben waren nur grundsétzliche Informationen, wie z.B. die Art des
Haltungssystems,  notwendig. = Auf eine  ausflihrliche = Beschreibung  der
Bestandscharakteristiken wurde daher an dieser Stelle verzichtet. Die Daten konnen fiir
weitere Betrachtungen, wie z.B. einer spiteren Risikomodellierung, von den

Projektpartnern zur Verfiigung gestellt werden.

2.2 Probenameverfahren und Laboranalysen

Die auf den Betrieben eingesetzten Probenahmeverfahren, die anschliefende
Probenaufarbeitung und die Probenanalysen sind gemiB den Beschreibungen in den
vorangegangenen Zwischenberichten durchgefiihrt worden.

In folgender Tabelle 2 befindet sich eine Ubersicht iiber die 19 verschiedenen

Probenahmeverfahren, die im Verbundprojekt eingesetzt wurden und entsprechend der
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Aufgabenstellung in diesem Teilvorhaben hinsichtlich ihrer Eignung und Empfindlichkeit

fir den MRSA Nachweis validiert werden sollten. Die Sockentupfer- und
Sedimentationsstaubproben aus Schweinebestdnden wurden vom Auftragnehmer CVUA
analysiert. Das CVUA untersuchte im Zeitraum September 2009 bis einschl. November
2010 insgesamt 365 Sockentupferproben und 119 Sedimentationsstaubproben qualitativ
und quantitativ. Damit wurden weit mehr Proben als im Projektplan veranschlagt (433
insgesamt) vom Unterauftragnehmer bei Kostenneutralitit im Projekt untersucht.

Die Anzahl der verschiedenen Probenahmeverfahren, die am Tag der Bestandsbeprobung
in den verschiedenen Bestdnden eingesetzt wurde, variiert stark, da die Verfahren je nach
Fragestellung in den einzelnen Teilprojekten unterschiedlich hédufig eingesetzt wurden.
Beispielsweise wurden regelméfig mindestens 10 Verfahren in den Emissionsprojekten
(TP20 und TP41) eingesetzt, wihrend in TP20 oder TP30 hédufig 5 (minimal 2, maximal

8) Verfahren benutzt wurden.

Tabelle 2: Eingesetzte Probenahmeverfahren im Verbundprojekt und Anzahl
untersuchter Tierbestinde, in denen die Verfahren eingesetzt wurden.

Probenahmeverfahren [Anzahl untersuchter |Anzahl untersuchterfAnzahl untersuchter
Schweinebestinde Gefliigelmastbestinde [Rinderbestinde

Nasentupfer 56 4

Hauttupfer 28 13

\Vaginaltupfer 9

Gesdugetupfer 3

Perianaltupfer 3

Choanentupfer 13

\Analfaltentupfer 4

Vorgemelkanalyse 4

Sammelgemelkanalyse 4

Sammelstaub 56 13 4

Sedimentationsstaub 32

Sockentupfer 56 13 4

Sammelkot 32 13 4

Trankenippeltupfer 6
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Spielzeugtupfer 4

Futteranalyse 18 13 4
Einstreuanalyse 1
Luft (Impingement,)28 13

Filtration)*

* In der Datenanalyse (Ergebnisteil) werden die Luftprobenahmen mit Impingern und Filtern getrennt

betrachtet.

2.3 Statistik

Einfache statistische Berechnungen wie Mittelwerte, Standardabweichungen, mediane
und deren zugehorige Quartile wurden z.T. direkt in Excel berechnet. Weitergehende
statistische Analysen wurden mit dem SAS-Programm 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede in den MRSA- Nachweishdufigkeiten
einzelner Probenameverfahren wurden mit der ,,PROC FREQ* Prozedur untersucht. Der
paarweise Methodenvergleich von McNemar wurde flir den direkten Vergleich von
jeweils zwei Probenahmeverfahren verwendet. Zusitzlich wird der Kappa-Koeffizient
(einschl. des Konfidenzintervals) angegeben. Dieser Koeffizient ist ein Mal} fiir die
Ubereinstimmung zweier Beobachtungen. Ein hohes bis sehr hohes MaB an
Ubereinstimmung wird durch Kappawerte > 0,61 ausgedriickt. MittelmiBige
Ubereinstimmungen liegen zwischen 0,6 und 0,41, leichte Ubereinstimmungen liegen im
Bereich 0,40 bis 0,21 und schwache Ubereinstimmungen unter 0,2 (Altmann 1991).
Korrelationsanalysen wurden mit der ,, CORR* Prozedur im SAS System durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Ausfiihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

3.1.1 Befunde aus Schweinebestinden

3.1.1.1 Sensitivitaiten von verschiedenen Probenahmeverfahren in Mast- und

Zuchtbestinden

Zum Vergleich der Sensitivitit verschiedener Probenahmeverfahren wurden
Untersuchungen von 28 Mastbestinden und 24 Zuchtbestinden ausgewertet. Es handelte
sich dabei um 28 Bestinde aus den Teilprojekten 029 und 041 sowie um 24 Bestdnde aus
den Teilprojekten 020 und 030, die wiahrend der Untersuchungen in mindestens einer
Probe MRSA positiv getestet wurden und in denen am Tag der Beprobung zwischen drei
und zwolf verschiedenen Probenahmeverfahren zum Einsatz kamen. Insgesamt wurden
14 verschiedene Stellen am Tier und in der Tierumgebung beprobt. In den folgenden
Abbildungen 1, 2 und 3 sind zunéchst die mit den verschiedenen Probenahmeverfahren
am Tier und in der Tierumgebung erzielten relativen Nachweishdufigkeiten auf

Bestandsebene dargestellt.
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0,7 1
0,6 -
0,5 -
0,4

0,3

relative Nachweishaufigkeit
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0,2 1
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Nasentupfer Nasentupfer Hauttupfer Hauttupfer Vaginaltupfer ~ Perianaltupfer ~Geséaugetupfer
gepoolt [n=52] einzeln [n=52] gepoolt [n=28] einzeln [n=28] [n=9] [n=3] [n=3]

A\
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Abb. 1: Sensitivitit der Probenahmeverfahren am Tier. n = Gesamtzahl der
beprobten Bestinde, in denen das Verfahren eingesetzt wurde.
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In der Abbildung 1 wurden die hochsten relativen Nachweishdufigkeiten auf
Bestandsebene mit den gepoolten Haut- und Nasentupfern erzielt. Haut- und Nasentupfer
einzeln untersucht zeigen etwas geringere Nachweishdufigkeiten, die jedoch deutlich
tiber den weiteren beprobten Korperregionen liegen. Letztere wurden nur in wenigen
Bestinden untersucht und dienten dem Aufzeigen moglicher MRSA Ubertragungswege
im Tierbestand, wie z.B. dem moglichen Weg vom Gesduge des Muttertiers aus zum

Ferkel.
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1.Sammelstaubprobe [n=52] 1.Sedimentationsstaubprobe [n=33] 1.Sockentupferprobe [n=49] Sammelkot [n=32]

Abb. 2: Sensitivitit der Probenahmeverfahren in der Tierumgebung. n =
Gesamtzahl der beprobten Bestinde, in denen das Verfahren eingesetzt wurde.
Die Beprobung der Tierumgebung in Abbildung 2 =zeigte gegeniiber Haut- und

Nasentupfern niedrigere Nachweishdufigkeiten. Die Probenahme mittels Sockentupfer
scheint dabei noch die am meisten geeignete Beprobung der Tierumgebung. Der
Nachweis in der Luft gelang relativ gesehen genauso héaufig wie der im Staub (vgl. Abb.
2 und 3). Andere Nachweishdufigkeiten an Stallstrukturen oder beispielsweise in
Fiittertrogen lagen niedriger. Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass MRSA mit an allen 16
eingesetzten Probenahmeverfahren nachgewiesen werden konnte, was auf sein hohes

Verbreitungspotential innerhalb eines Bestandes hinweist.
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Abb. 3: Sensitivitit der Probenahmeverfahren in der Tierumgebung. n =
Gesamtzahl der beprobten Bestinde, in denen das Verfahren eingesetzt wurde.

Um zu prifen, inwieweit die Nachweishdufigkeiten der verschiedenen
Probenahmeverfahren gegeniiber der Staubbeprobung (Referenzverfahren) signifikant
verschieden sind, wurde der paarweisen Methodenvergleich nach McNemar durchgefiihrt
(Tabelle 3). Es lag bis auf eine Ausnahme der Datensatz zugrunde, der fiir die deskriptive
Darstellung der Nachweishdufigkeiten in den Abbildungen 1, 2 und 3 verwendet wurde.
Beim Vergleich Staubsammelprobe versus Sockentupfer konnte auf einen wesentlich
grofleren Datensatz zuriickgegriffen werden, da diese Verfahren regelméBig auch in allen
Langzeitstudien beim Schwein parallel eingesetzt wurden.

Die Ergebnisse in Tabelle 3 bestitigen, dass MRSA in Haut- und Nasentupfern
signifikant haufiger nachgewiesen werden konnte als im Staub. Der gepoolte Nasentupfer
war im direkten Vergleich mit den Staubproben die sensitivste Probenahme, die am Tier
durchgefiihrt wurde. Bei den Umgebungsproben war gegeniiber Staub der Sockentupfer
das mit Abstand empfindlichste Nachweisverfahren. Die Kappawerte deuten regelméBig
mittlere bis hohe Ubereinstimmungen an, wobei der sehr hohe Kappaindex beim
Vergleich der Staub- und Impingerproben auffillt. Dies ist sehr wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, dass der Impinger luftgetragenen Staub sammelt, an dem MRSA i.d.R.
gebunden vorliegt.

Der direkte Vergleich zwischen der sensitivsten Tier (Nasenpool)- und

Tierumgebungsprobe  (Sockentupfer) ergab bei einem Vergleich von 47
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Bestandsuntersuchungen einen signifikant hdufigeren Nachweis (p = 0,0196) mittels der
Analyse der Nasentupfer in Fiinfergruppen von 60 beprobten Tieren. In einem Fall wurde
MRSA nur im Sockentupferpaar nachgewiesen, was darauf hindeuten konnte, dass die
parallele Anwendung beider Verfahren eine noch hohere Nachweissicherheit erbringen
konnte. Fast identische Ergebnisse wurden beim Vergleich von Socken- und

Hautpooltupfern ermittelt.
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Tabelle 3: Paarweiser Vergleich von Probenahmeverfahren in Schweinebestdnden nach McNemar und Berechnung des Kappa-Index.

Anzahl Anzahl pos. | Prozent Anzahl pos. | Prozent 95% 95%

verglichener | Probenahme- Beprobungen | pos. Be- | Probenahme- Beprobungen | pos. Be- untere | oberere

Bestands- verfahren 1 mit probungen | verfahren 2 mit probungen Grenze | Grenze
beprobungen Verfahren 1 mit 1 Verfahren 2 mit 2 Kappa | VB VB P

45 Kot 20 44,44 Staub 32 71,11 0,4057 | 0,1823 | 0,6290 0,0013
46 NasenPool 39 84,78 Staub 31 67,39 0,5411 | 0,2844 | 0,7979 0,0047
47 NaseEinzeln 38 80,85 Staub 32 68,09 0,6713 | 0,4393 | 0,9033 0,0143
40 Futter 14 35,00 Staub 29 72,50 0,3392 | 0,1012 | 0,5376 0,5376
45 PoolHaut 38 84,44 Staub 32 71,11 0,6240 | 0,3644 | 0,8835 0,0143
43 HautEinzelnA* | 38 88,37 Staub 32 74,42 0,5536 | 0,2572 | 0,8501 0,0143
45 HautEinzelnD* | 37 82,22 Staub 32 71,11 0,6947 | 0,4545 | 0,9350 0,0253
43 Luftfilter 21 48,84 Staub 31 72,09 0,5396 | 0,3177 | 0,7615 0,0016
43 Impinger 30 69,77 Staub 31 72,09 0,9436 | 0,8347 | 1,0000 0,3173
191 Socken 161 84,29 Staub 114 59,69 0,2151 | 0,0932 | 0,3370 < 0,001

*Bei den einzeln untersuchten Hauttupfern wurde methodisch zwischen angereicherten (A) Einzeltupfern und direkt (D) ausplattierten Einzeltupfern

unterschieden.

Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Haut- und Nasentupfern sind anhand der Nachweishédufigkeiten in Tabelle 3

nicht erkennbar. In den Teilprojekten Emissionen (TP029 und TP041) wurden diese Verfahren parallel eingesetzt und hier statistisch

ausgewertet. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Tabelle 4 : Vergleich der eingesetzten Probenahmeverfahren zur MRSA Detektion auf der Haut und in der Nase von
Schweinen mittels paarweisen McNemar Test.

Anzahl Probenahmeverfahren (positive) Kappa 95% lower 95% upper  [McNemar (P)
Bestinde

37 Pool Nase (35) vers. Nase einzeln (29) 0,3432 -0,0195 0,7059 0,0143

28 [Pool Haut (26) vers. Haut einzeln (24) 0,6316 0,1742 1,000 0,1573

28 [Pool Nase (26) vers. Pool Haut (26) 0,4615 -0,1697 1,000 1,000

28 |Pool Haut (26) vers. Nase einzeln (24) 0,2632 -0,2431 0,7694 0,3173

28 Pool Nase (26) vers. Haut einzeln (24) 0,6316 0,1742 1,000 0,1573

28 INase einzeln (24) vers. Haut einzeln (24) 0,7083 0,3280 1.000 1,000

Es liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den gepoolten Haut- und Nasentupferproben und zwischen den einzeln untersuchten
Haut- und Nasentupfern vor. Lediglich der gepoolte Nasentupfer weist eine signifikant hohere Nachweisrate gegeniiber dem einzelnen
Nasentupfer auf. Die durch den Kappawert nur leichte Ubereinstimmung ergibt sich daraus, dass bei einigen Bestandsbeprobungen

nur positive Poolproben analysiert wurden, wihrend die Einzeltupferanalysen negativ ausfielen.
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Um die Eignung des Probenahmeverfahrens ,,Sockentupfer hinsichtlich der Anwendung in verschiedenen Haltungssystemen

beurteilen zu konnen, wurden die Ergebnisse der Sammelstaub- und Sockentupferanalysen nach Mast- und Zuchtbestinden getrennt

betrachtet. Die folgende Tabelle S gibt die Resultate der Berechnungen wieder.

Tabelle 5: Paarweiser Vergleich von Probenahmeverfahren nach McNemar und Berechnung des Kappa-Index fiir Staub- und
Sockentupferproben getrennt nach Mast- und Zuchtbesténden.

Anzahl Anzahl pos. | Prozent Anzahl pos. | Prozent 95% 95%

verglichener Probenahme- Beprobungen | pos. Be- | Probenahme- | Beprobungen | pos. Be- untere | oberere

Bestands- verfahren 1 mit probungen | verfahren 2 mit probungen Grenze | Grenze
beprobungen Verfahren 1 mit 1 Verfahren 2 mit 2 Kappa | VB VB P

105 (Mast) Staub 62 59,05 Socken 98 93,33 0,0512 | -0,0656 | 0,1680 <0,0001
86 (Zucht) Staub 54 62,79 Socken 65 75,58 0,3846 | 0,1848 | 0,5843 0,0218

Die P-Werte bestétigen, dass mittels Sockentupferprobenahme gegeniiber der Staubbeprobung in Mast- und Zuchtbestinden

signifikant hdufiger MRSA nachgewiesen wurde. Das Verhéltnis der Anteile positiver Proben ist im Zuchtbereich jedoch geringer.

Moglicherweise ist dieses Ergebnis auf unterschiedlich starke MRSA Belastung in der Tierumgebung bzw. verschieden hohe Anteile

an kolonisierten Tieren in Mast- und Zuchtbestinden zuriickzufiihren. Im Folgenden werden daher quantitative Ergebnisse der

Tierbeprobungen und der Umgebungsproben aus Mast- und Zuchtbestinden gegeniibergestellt.
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3.1.1.2  Untersuchungen zur MRSA Belastung der Tierumgebung und zum Anteil

positiver Proben vom Tier in Mast- und Zuchtbetrieben

Zunichst wurde untersucht, ob es einen Unterschied in der Héufigkeit der Nachweise
beim Probenahmeverfahren Nasenpool zwischen MRSA positiven Mast- und
Zuchtbestidnden gibt. Positiv bedeutet hier, dass ein untersuchter Bestand in mindestens
einer Probe MRSA positiv bestitigt wurde. Fiir den Vergleich konnten aus Langzeit- und
Querschnittsstudien von 46 Bestdnden (24 Zucht- und 22 Mastbestinde) 61 Poolproben
(Mast n = 28, Zucht n = 33) ausgewertet werden. In Mastbestinden wurden
durchschnittlich 11 positive Nasenpoolproben gewonnen, wéhrend in Zuchtbestinden im
Schnitt 8 positive Proben gezogen wurden. Der Vergleich der Datensdtze aus Mast und
Zucht ergab im U-Test (zweiseitig) einen hoch signifikanten Unterschied (p < 0,001).
Einen ebenfalls signifikanten Unterschied (U-Test zweiseitig, p < 0,01) ergab die
Betrachtung der relativen Anzahl von Probenahmeverfahren mit denen MRSA in den
Tierbestinden nachgewiesen wurde. In den Teilprojekten 029 und 041 wurden in
insgesamt 29 verschiedenen Bestinden 8 bis 11 verschiedene Probenahmeverfahren
zeitgleich eingesetzt. Durch die teilweise mehrfache Beprobung einzelner Bestdnde lagen
Daten aus 46 Bestandsuntersuchungen vor (21 in Mast- und 25 in Zuchtbetrieben). Der
Anteil der verschiedenen Probenahmeverfahren, mit denen MRSA im Bestand
nachgewiesen werden konnte, betrug bezogen auf die Gesamtzahl der eingesetzten
Verfahren im Mittel 87,1 % in Mastbestinden und 59,6% in Zuchtbetriecben. MRSA
wurde demnach deutlich hdufiger in verschiedenen Proben aus Mastbestdnden gefunden.
Zur Frage, ob moglicherweise die Quantitit von MRSA in Proben der Tierumgebung
einen Einfluss auf die oben angefiihrten Beobachtungen hat, wurden quantitative
Umgebungsproben in Mast- und Zuchtbestéinden verglichen.

In Tabelle 6 wird deutlich das die Keimzahlen an MRSA in Staubproben erheblichen
Schwankungen unterliegen konnen. Die gemessenen Keimkonzentrationen sind nicht
normalverteilt (Shapiro-Wilk-test, p < 0,01). Die Mediane liegen in der gleichen
GroBenordnung, wobei festgestellt werden kann, dass hoheren Keimzahlen im Staub von
Zuchtbestinden gefunden wurde. Allerdings sind diese Ergebnisse durch drei

Probenahmen in einem scheinbar sehr stark belasteten Zuchtbetrieb (Mittelwert 1,58 x
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10° KBE/g Staub) maBgeblich beeinflusst. Die Anwendung des U-Test (zweiseitig) ergab
letztlich keinen signifikanten Unterschied zwischen den gemessenen Grofien in Mast-

und Zuchtbestédnden (p > 0,05).

Tabelle 6: MRSA Konzentrationen [KBE/g] in Staubproben

Haltung Anzahl Minimum Unteres Median Oberes Maximum
untersuchter Quartil Quartil
Staubproben
Mast 17 5000 15000 27000 101000 998000
Zucht 14 1000 9000 43000 75000 2300000

Auch die MRSA Konzentrationen der Sockentupfer in Tabelle 7 unterliegen einer gro3en
Schwankungsbreite. Die ermittelten Konzentrationen waren nicht normalverteilt
(Shapiro-Wilk-test, p < 0,01), zeigen aber bei den Median- und Quartilwerten gute
Ubereinstimmungen. Daher wurde erwartungsgemiB kein signifikanter Unterschied
zwischen den in den Sockentupfern gefundenen MRSA Konzentrationen aus Mast- und

Zuchtbestinden festgestellt (U-Test zweiseitig, p > 0,05).

Tabelle 7: MRSA Konzentrationen [KBE/Tufer] in Sockentupfern

Haltung Anzahl Minimum Unteres Median Oberes Maximum
untersuchter Quartil Quartil
Sockentupferpaare

Mast 101 2250 4500 12319 42975 888750

Zucht 95 2250 2250 11250 31163 1732500

An dieser Stelle sei noch erwihnt, dass etwa 55% aller in den Schweinestillen der
verschiedenen Teilprojekte genommenen Sockentupferproben (n=365) quantitativ
ausgewertet werden konnten. Demgegeniiber standen ca. 70%  positive
Sockentupferproben nach Anwendung der Anreicherung. In 14 Féllen konnte MRSA nur
mit der quantitativen Methode nachgewiesen werden. D.h. die quantitative und
qualitative Untersuchung eines Sockentupferpaares erhohte die Nachweisraten auf rund
74%.

Die MRSA Konzentrationen in den Sedimentationsstaubproben sind auf die Staubmasse
bezogen niedriger als die der Sammelstaubproben (vgl. Tabelle 6 und 8). Es liegen

wiederum keine normalverteilten Daten (Shapiro-Wilk-Test, p < 0,01) vor. Ebenso kann
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kein signifikanter Unterschied zwischen den in Mast- und Zuchtbestinden gemessenen

Konzentrationen erkannt werden (U-Test zweiseitig, p > 0,05).

Tabelle 8: MRSA Konzentrationen [KBE/g] in Sedimentationsstaubproben

Haltung Anzahl untersuchter | Minimum | Unteres Median Oberes Maximum
Sedimentationsstiube Quartil Quartil

Mast 33 1000 2860 5900 18500 125000

Zucht 30 1000 2075 4770 14100 1200000

Der Vergleich der quantitativen Umgebungsproben in MRSA positiven Mast- und
Zuchtbestidnden ergab keinen Hinweis auf einen Unterschied in den Keimbelastungen der
verschiedenen Probenmatrizes. Die hoheren Nachweishdufigkeiten mittels verschiedener
Probenahmeverfahren und insbesondere der Sockentupfern in Mastbetrieben werden
vermutlich noch durch andere Faktoren, wie z.B. das Hygienemanagement, beeinflusst.
So wire beispielsweise denkbar, dass die mit den Sockentupfern abgeschrittenen
Stallgdnge im Zuchtbetrieb regelmifBiger gereinigt werden als im Mastbetrieb. Zudem
beeinflussen hohe Keimzahlen im Staub nicht automatisch maBgeblich die Ergebnisse
von Oberflichenbeprobungen. Zum Beispiel zeigt eine Korrelationsanalyse von
zeitgleich in 32 Bestinden genommenen Staub- und Sockentupferproben nur eine
schwache bis mittleren Abhéngigkeit der Ergebnisse (Kendallscher Tau-b-
Korrelationskoeffizient = 0,35; p = 0,0062).

Insgesamt sollte in der Diskussion beriicksichtigt werden, dass eine begrenzte Anzahl von
Bestandsuntersuchungen durchgefiihrt wurde und somit z.B. wiederholte Untersuchungen
(7 Bestandsbeprobungen) in zwei niedrig pravalenten Zuchtbetrieben, die oben
aufgefiihrten Ergebnisse beeinflussen konnten.

Werden mogliche Zusammenhéinge zwischen Umgebungsbelastung und Anzahl positiver
Tiere im Bestand unabhingig vom Haltungsverfahren betrachtet, kann auf grofere
Datensétze zuriickgegriffen werden. Fiir eine Korrelationsanalyse wurde zunéchst eine
Datentransformation vorgenommen. Die Anzahl positiver Umgebungsproben und die
Anzahl positiver Einzeltupfer aus der Nase oder von der Hautoberfliche der Tiere
wurden ins Verhéltnis zur Gesamtzahl der untersuchten Probestellen bzw. beprobten
Tiere gesetzt. Ein Beispiel: Es wurden in einem Bestand 6 Umgebungsproben und 12

Nasentupfer von zufidllig ausgewidhlten Schweinen genommen. Vier von 6
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Umgebungsproben und 10 von 12 Tupfern waren positiv. Daraus ergeben sich die
Quotienten 0,67 bzw. 0,83. Diese aus den einzelnen Bestandsuntersuchungen ermittelten
Quotienten wurden paarweise aufgelistet und mittels der Prozedur CORR im SAS System

berechnet. In den Tabellen 9 und 10 sind die Ergebnisse zusammengestellt.

Tabelle 9: Mittlere Nachweisraten von Umgebungsproben und Tiertupfern in

Schweinebestinden
Variable Anzahl Mittelwert | Std.- Median | Minimum | Maximum
Bestandsbeprobungen Abweichung

Umgebungsproben| 46 0,60518 0,35906 0,71429 | 0 1,00000
NasentupferAD* | 42 0,74008 0,35413 0,91667 | 0 1,00000
NasentupferD** 45 0,34259 0,33059 0,25000 | 0 1,00000
HauttupferAD* 43 0,72093 0,35629 0,91667 | 0 1,00000
HauttupferD** 44 0,50758 0,37043 0,41667 | 0 1,00000

* AD bedeutet, dass die Tupfer mittels Anreicherung und im Direktausstrich untersucht wurden

**D bedeutet, dass die Tupfer nur im Direktausstrich untersucht wurden

Die Mittelwerte in Tabelle 9 zeigen, dass die Untersuchung der Nasen- und Hauttupfer
mit anschlieBender Anreicherung deutlich hohere Nachweisraten besitzen als der
Direktausstrich. Die angereicherten Tupfer weisen dhnliche Nachweisraten auf, die stark
miteinander korrelieren (Tabellel0). Die Nachweishdufigkeiten in den angereicherten
Tupfern  korrelieren  ebenfalls gut mit den  Nachweishdufigkeiten der
Tierumgebungsproben. Dies gilt auch fiir den direkt ausgestrichenen Hauttupfer, nicht
aber fir den direkt ausgestrichenen Nasentupfer, der eher nur in einem schwachen
Zusammenhang mit den Nachweishdufigkeiten der Umgebungsproben steht. Eine sehr
starke Korrelation weisen angereicherter und direkt ausgestrichener Hauttupfer auf,
wihrend die Héufigkeiten bei den Nasentupfern nur mittelstark korrelieren. Unter
Umsténden koénnen mit den Hauttupfern groBere Anzahlen an MRSA gesammelt werden,
wodurch der Nachweis im Direktausstrich eher moglich wird. Ein quantitativer Vergleich
von Keimzahlen in Hauttupfern und Nasentupfern ist nicht mdglich, da nur die
quantitative Untersuchung von Nasentupfern im Projekt vorgesehen war. Die Ergebnisse
zu letztgenannten Untersuchungen sind im Teilbericht Emissionen (TP029 gemeinsam

mit TP 041) bzw. in der Publikation von Friese et al. (2012) im Einzelnen aufgefiihrt. Die
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MRSA Konzentrationen im Staub korrelierten mit denen der quantifizierten Nasentupfer

schwach bis mittelméBig (Spearman’s rho = 0,45).

Tabelle 10: Signifikante Kendallsche Tau-b-Korrelationskoeffizienten fiir die

Betrachtung der Variable Umgebungsproben mit verschiedenen
Tiertupfervariablen
NasentupferAD NasentupferD HauttupferAD HauttupferD
Umgebungsproben | 0,60802 0,32940 0,57439 0,55594
(p < 0,0001) (p = 0,0034) (p < 0,0001) (p < 0,0001)
NasentupferAD 0,50825 0,71479 0,67155
(p < 0,0001) (p < 0,0001) (p < 0,0001)
NasentupferD 0,48818 0,58441
(p <0,001) (p <0,001)
HauttupferAD 0,80496
(p <0,001)

Insgesamt kann festgehalten werden, dass eine Abhéngigkeit zwischen der
Nachweishéufigkeit in Tiertupfern und der Nachweishdufigkeit in der Tierumgebung zu
bestehen scheint, die nach der durchgefiihrten Korrelationsanalyse fiir den direkt
ausgestrichenen und anschlieBend angereicherten Nasentupfer am stirksten ausfillt.
Dieser Tupfer, der von jeweils 12 Tieren wéahrend 42 Bestandsuntersuchungen (18 x Mast
und 14 x Zucht) in positiven Bestinden genommen wurde, wurde hinsichtlich der
Nachweishédufigkeit in Zucht- und Mastbestédnden verglichen. Es wurden hoch signifikant
(U-Test zweiseitig, p < 0,001) mehr positive Einzeltiere in Mastbestdnden nachgewiesen.
Im Durchschnitt wurden 11,6 von 12 Tieren in Mastbestinden und 6.9 von 12 Tieren in

Zuchtbestinden positiv getestet.

3.1.1.3 Probenahme in negativen Schweinebestinden

Im Rahmen des Probenahmeverfahrens wurden vier eingangs negativ beprobte
Schweinebestinde und ein niedrig pravalenter Zuchtbestand mit hohem Hygienestandard
im weiteren Verlauf vier- bis fiinfmal beprobt, um den MRSA Status zu beobachten.
Dazu wurden wiahrend der Bestandsbesuche regelmifig Staub- Sockentupfer-, Kot-,

Nasentupfer-, Hauttupfer- und Futtersammelproben genommen. In einzelnen Féllen
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wurden zusdtzliche Probenahmeverfahren eingesetzt. Tabelle 11 zeigt den MRSA-Status

der verschiedenen Bestdnde in der Zeitabfolge.

Tabelle 11: MRSA Status in vier Zuchtbestinden und einem Mastbestand im

Zeitverlauf
Bestand | 1.Beprobung | 2. Beprobung | 3. Beprobung | 4. Beprobung | 5. Beprobung
Zucht1 | 03.11.2009 16.11.2009 07.12.2009 18.01.2010 15.02.2010
negativ negativ negativ positiv im | negativ
Hauttupfer
Mast 16.11.2009 07.12.2009 18.01.2010 15.02.2010 23.03.2010
negativ negativ positiv im | negativ* negativ
Hauttupfer
Zucht2 | 20.08.2009 16.11.2009 22.02.2010 16.08.2010
negativ positiv im | positiv in | positiv in einer
Sockentupfer | Nasen-  und | Luftprobe
Hauttupfer
Zucht3 | 08.02.2010 10.05.2010 09.08.2010 25.10.2010
positive positive positive negativ
Nasentupfer | Nasen-  und | Luftprobe
Sockentupfer
Zucht4 | 26.04.2010 21.06.2010 04.10.2010 29.11.2010
negativ negativ positive negativ
Luftprobe

* Der leere Stall wurde nach der Reinigung und Desinfektion durch Tupfer von verschiedenen Oberflichen
(Spielzeuge, Buchtenwinde, Boden, Futtertrog) beprobt.

Die Beprobungszeitrdume lagen zwischen etwa 4 (Zucht 1 und Mast) und 12 Monaten
(Zucht 2). Der MRSA-Status wechselte in allen Betrieben, wobei anzumerken ist, dass
MRSA generell nur in einzelnen Proben nachgewiesen werden konnte. Eine Ausnahme
bildete der Zuchtbestand 3 in dem zwischen 2 und 6 positive Nasenpooltupfer gewonnen
wurden. Allerdings konnten in zwei darauf folgenden Probenahmen keine Tiere mehr
positiv getestet werden. In den Zuchtbestdnden 1, 2 und 3 herrschte augenscheinlich ein
gutes Hygienemanagement (Schleusen vorhanden, Schwarz-Weil3-Trennung, saubere
Giénge). Eine Verbreitung in diesen Bestdnden durch einzelne MRSA positive Tiere
konnte nicht festgestellt werden. Im Falle des zweiten Zuchtbestandes konnte beobachtet
werden, dass vor der dritten Beprobung sehr wahrscheinlich MRSA positive Sauen
zugekauft wurden. Die Beprobung der Sauen erfolgte im Isolierstall vor der Einstallung.
Sechs Tiere waren im Nasentupfer MRSA positiv. Dennoch wurden sechs Monate spéter

keine positiven Tiere im Bestand gefunden. Die positive Luftprobe in diesem Bestand
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konnte durch die zuvor positiven Tiere hervorgerufen worden sein, allerdings sind im
unmittelbaren Umfeld des Bestandes Gefliigelbestinde und ein Rinderbestand, so dass
hier eine Transmission von auflen nicht ginzlich ausgeschlossen werden kann. Das
gleiche gilt fiir den Zuchtbestand 4, in dessen Umfeld groBere konventionell betriebene
Mastschweinstélle liegen.

Interessant sind auch die Befunde aus dem Mastbetrieb. Zum Ende der ersten Mast traten
einzelne positive Hauttupfer auf. Im anschlieBend gereinigten und desinfizierten Stall
sowie am Anfang des neuen Mastdurchganges wurde jedoch kein MRSA im Bestand

gefunden.

3.1.2 Befunde aus Gefliigelmastbestinden

Es lagen insgesamt 38 Bestandsuntersuchungen aus Quer- und Langzeitstudien von 7
Mastputen- und 6 Broilerbestinden aus den Teilprojekten 029 und 041 zugrunde. Wie
beim Schwein sollte auch beim Mastgefliigel untersucht werden, welches
Probenahmeverfahren zur Bestimmung des MRSA- Status eines Betriebes am besten
geeignet erscheint. In den Bestinden wurden zeitgleich bis zu 11 verschiedenen
Probenahmeverfahren eingesetzt. Fiir die statistische Auswertung hinsichtlich
signifikanter Unterschiede in den Nachweishiufigkeiten der einzelnen Verfahren wurde
wie bei der Auswertung beim Schwein verfahren. Die folgende Tabelle 12 gibt eine
Ubersicht iiber die Ergebnisse.

Anders als beim Schwein sind Staubproben und auch Sedimentationsstdaube haufiger
positiv ausgefallen als die anderen Tierumgebungsproben. Insbesondere der Sockentupfer
scheint weniger gut fiir die Beprobung von eingestreuten Gefliigelmaststillen zu sein. Die
Hautpoolproben waren gegeniiber dem Staub das signifikant (p = 0,0348) sensitivste
Verfahren. Die Héufigkeiten der gepoolten Choanen- und Hauttupfer sind nicht
signifikant voneinander verschieden. Das Gleiche gilt fiir die gepoolten Coanentupfer und
den angereicherten Hauttupfer. Haut- und Choanentupfer zeigen gute Ubereinstimmung
in den Kappa-Werten. Zwischen den Proben aus Staub und von den Tieren stimmen die
Beobachtungen weniger gut iiberein. Eine Kombination aus Staub- und Hautpooltupfern

erzielte die hochste Nachweisrate mit 25 positiven von 35 Bestandsuntersuchungen
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(71,4% positive). Es sollte beriicksichtigt werden, dass die Hauttupfer bei Broilern und
Puten von verschiedenen Stellen stammen (unter dem Fliigel bzw. Halsfalten) und das

63% der Bestandsuntersuchungen in der Putenmast stattfanden.
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Tabelle 12: Paarweiser Vergleich von Probenahmeverfahren in Gefliigelmastbetrieben nach McNemar und Berechnung des Kappa-

Index.
Anza.hl Probenahme- Anzahl pos. Prozent Probenahme- Anzahl  pos. Prozent pos. 95% 95%
verglichener verfahren 1 Beprobungen pos. Be- verfahren 2 Beprobungen Be- untere oberere
Bestands- mit Verfahren probungen mit Verfahren probungen Grenze  Grenze
beprobungen 1 mit 1 2 mit 2 Kappa VB VB P
15 Staub 7 46,67 SedStaub 8 53,33 0,8673 0,6181 1,0000 0,3173
38 Staub 16 42,11 Socke 11 28,95 0,6053 0,3528 0,8578 0,0588
35 Staub 16 45,71 Kot 4 11.43 0,1434 -0.0870  0,3738 0,0013
36 Staub 16 44,44 ChoanenPool 22 61,11 0,3494 0,0633 0,6355 0,0833
35 Staub 16 45,71 ChoaneEinzelnA 19 54,29 0,3760 0,0745 0,6775 0,3657
35 Staub 16 45,71 Choane EinzelnD 13 37,14 0,5910 0,3247 0,8573 0,2568
35 Staub 16 45,71 HautPool 23 65,71 0,3879 0,1106 0,6652 0,0348
35 Staub 16 45,71 HautEinzelnA 21 60,00 0,4944 0,2205 0,7682 0,0956
35 Staub 16 45,71 HautEinzelD 17 48,57 0,5990 0,3338 0,8642 0,7055
18 Staub 8 44,44 UmgebungAD 5 27,78 0,4156 0,0114 0,8198 0,1797
35 Staub 16 45,71 Futter 13 37,14 0,4741 0,1837 0,7646 0,3173
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Anzahl Probenahme- Anzahl  pos. Prozent Probenahme- Anzahl  pos. Prozent pos. 95% 95%

verglichener verfahren 1 Beprobungen pos. Be- | orfahren 2 Beprobungen Be- untere oberere

Bestands- mit Verfahren probungen mit Verfahren probungen Grenze  Grenze
beprobungen 1 mit 1 2 mit 2 Kappa VB VB P

20 Staub 9 45,00 Einstreu 2 10,00 0,2391 -0,0558  0,5340 0,0082
35 Staub 16 45.71 Filter 11 31.43 0,5868 0,3258 84,79 0,0588
34 Staub 16 47,06 Impinger 12 35,29 0,6408 0,3878 0,8938 0,1025
34 Filter 11 32,35 Impinger 12 35,29 0,6718 0,4084 0,9352 0,6547
33 ChoanenPool 21 63,64 HautPool 23 69,70 0,7284 0,4820 0,9747 0,3173
33 ChoanenPool 21 63,64 HautEinzelnA 21 63,64 0,7381 0,4982 0,9780 1.0000
35 HautPool 23 65,71 HautEinzelnA 21 60,00 0,8780 0,7152 1,0000 0,1573
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3.1.3 Befunde aus Milchviehbestinden

Es wurden vier Milchviehbestidnde beprobt. Zwei davon viermal im Zeitverlauf und in
zwei Betrieben konnten nur einmal Untersuchungen durchgefiihrt werden. In den
Bestidnden kamen bis zu 9 verschiedene Probenahmeverfahren zum Einsatz. Gegeniiber
der Beprobung in Schweinebestainden wurden zusétzlich Vorgemelk- und
Sammelgemelkproben untersucht. Der Hauttupfer wurde von der Analfalte genommen.

Tabelle 13 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle13: MRSA Status in vier Milchviehbestinden

Bestand 1.Beprobung 2. Beprobung 3. Beprobung 5. Beprobung
1 20.08.2009 22.04.2010 17.08.2010 03.05.2011
negativ negativ positiv.  in  der | positiv. in  der
Einstreu Einstreu
2 08.02.2012
negativ
3 19.10.2010 06.12.2010 22.03.2011 12.05.2011
negativ positive Nasen- und | negativ negativ
Hauttupfer
4 16.05.2011
negativ

Die zwei Beprobungen der Bestinde 2 und 4 fielen MRSA negativ aus. In den
Verlaufsuntersuchungen iiber 19 bzw. 7 Monate wechselte der MRSA Status der
beprobten Bestinde 1 und 3. Obwohl MRSA im Bestand 1 wiederholt in einer
Umgebungsprobe nachgewiesen wurde, konnten weder Tiere noch Milchproben positiv
getestet werden. In Bestand 3 wurden 3 positive Nasenpoolproben gezogen, dennoch
blieb der Bestand in den darauf folgenden Beprobungen negativ. Der MRSA Eintrag oder
das Vorkommen von MRSA in einen Milchviehbestand, scheint nicht zwingend mit einer

Verbreitung im Bestand einherzugehen.
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3.2 Diskussion der Ergebnisse

Staphylococcus aureus ist ein fakultativ pathogenes Bakterium, das Haut- und
Schleimhdute von Menschen und Tieren voriibergehend (transient) oder dauerhaft
(resident) besiedeln kann. Nasentupfer und Hauttupfer von spezifischen Korperregionen
sind daher typische Methoden, die bereits seit Jahrzehnten eingesetzt werden, um
Staphylokokken auf Hautoberflichen von Menschen und verschiedenen Tierspezies
nachzuweisen (Kloos et al. 1992, Shumizu et al. 1992). Im Staub liegt S. aureus i.d.R. an
Haut- oder Schleimhautzellen gebunden vor und ist aufgrund seiner relativ hohen
Tenazitit gegenliber Umwelteinfliissen aus Staubproben iiber lange Zeitrdume
kultivierbar. Eigene weiterfiihrende Untersuchungen auflerhalb dieses Vorhabens (Daten
nicht im Bericht aufgenommen) haben gezeigt, dass Methicillin resistente S. aureus
Isolate aus Schweinehaltungen mindesten 12 Monate in Stallstaub {iberleben kénnen und

kultivierbar bleiben, wenn auch die absoluten Keimzahlen deutlich abnehmen.

Die Beprobung von Stallstauben und die Beprobung von Nasenvorhdfen bei Tieren sind
daher wichtige Verfahren zur Bestimmung des MRSA Status eines Tierbestandes.
Allerdings ist noch nicht hinreichend geklart, wie effizient diese Verfahren im Vergleich
zueinander und im Vergleich zu anderen Probenahmeverfahren MRSA in Tierbestinden
tatsdchlich nachweisen. Zudem gibt es kaum Informationen iber MRSA Konzentrationen
aus Tier- oder Umweltproben, die z.B. einen wichtigen Beitrag fiir dtiologische und
epidemiologische Betrachtungen darstellen koénnen oder auch der Bewertung von
Hygienemaflnahmen dienen kénnen. Die Hauptaufgabe dieses Teilprojektes lag in der
Priifung der Effizienz verschiedener Probenahmeverfahren mit dem Focus auf der
Schweinehaltung. Im Folgenden werden daher zundchst die Ergebnisse aus den

Untersuchungen von Mast- und Zuchtschweinebestinden diskutiert.

3.2.1 Untersuchungen in Mast- und Zuchtschweinebestinden
Es wurden Methoden zur Beprobung der Tiere und ihrer Umgebung entwickelt, die
qualitativ und quantitativ analysiert werden konnten. Es wurden insgesamt 14

verschiedene Stellen am Tier und im Stall untersucht. In allen beprobten Oberflachen, in
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der Luft, im Kot und in Futterproben aus Trégen im Stall konnte MRSA nachgewiesen
werden. Dies zeigt das hohe Verbreitungspotential des Keims im Stall {iber den Kontakt
der Tiere oder iiber den belasteten Staub, der sich iiber die Luft im Stallraum ausbreitet.
Im Staub wurden unabhingig von Mast- oder Zuchtbetrieb regelmidBig MRSA
Konzentrationen von > 10* und bis etwa 10° KBE/g Staub gemessen. Trotz dieses
Verbreitungspotentials war die Beprobung des Stallstaubes nicht das sensitivste
Nachweisverfahren zur Bestimmung des MRSA Status eines Bestandes. Sowohl in
Zucht- als auch in Mastbetrieben waren der Einsatz und die Analyse der
Sockentupferprobe, das Verfahren mit der signifikant hochsten Nachweisrate in der
Tierumgebung im Stall. Vermutlich wird mit dem Sockentupfer gegeniiber dem
Sammelstaub eine andere Qualitdt von Partikel erfasst, die z.B. grolere Aggregate mit
anhaftenden Bakterien bilden und einen hoheren Anteil an Kotpartikeln besitzen, in
denen z.B. auch von den Tieren ausgeschiedene MRSA gefunden werden konnen. Einen
ganz wesentlichen Einfluss auf den Nachweis mag aber auch die grole Oberfldche
besitzen, die durch das Abschreiten des Stalles mit den Sockentupfern erfasst wird. Die
Griinde fiir die deutlich hohere Nachweisrate gegeniiber der Staubbeprobung kénnen im
Einzelnen nicht geklart werden. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass sich sowohl der
Aufwand fiir die Anwendung des Verfahrens im Stall, als auch der Aufwand fiir die
Aufarbeitung und Analyse im Labor, in Grenzen hilt. Demnach ist das Verfahren z.B. fiir
ein ,,Screening™ von MRSA in der Tierumgebung von Schweinehaltungen geeignet, auch
wenn der Nachweis mit dem Verfahren, wie unter 4.1.2 angedeutet, durch
innerbetriebliche Hygienemaflnahmen vermutlich erheblich beeinflusst werden kann.
Unterstlitz wird die Eignung des Nachweisverfahrens noch durch die Befunde der
Oberflachenbeprobungen im AuBlenbereich in den Teilprojekten 29 und 41, in denen
MRSA regelmédBig auch in grofleren Entfernungen zum Stall (300m Abstand) mit dieser
Methode nachgewiesen werden konnte. Dennoch stellt der Sockentupfer nicht das
sensitivste Nachweisverfahren fiir MRSA in Schweinebestinden dar. Nasen- und
Hauttupfer und deren Analyse in Fiinfergruppen waren bei der Untersuchung von 60
Tieren im Bestand im direkten Vergleich mit der Sockentupferprobe die signifikant
sensitiveren Methoden fiir den MRSA- Nachweis im Tierbestand. Da mehrfach MRSA,

wenn auch sehr selten, zwar in Sockentupfern aber parallel nicht in Nasen- oder
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Hautpoolproben nachgewiesen werden konnte- und umgekehrt, diirfte die gleichzeitige
Beprobung der Tiere- und der Tierumgebung die Methode der Wahl sein und eine sehr
hohe Nachweissicherheit ergeben. Eine dhnliche Beobachtung machten bereits Broens et
al. (2011), die Nasenpoolproben in Sechsergruppen und Staubwischproben in Mast- und
Zuchtbestdnden genommen und miteinander verglichen haben. Von der Sensitivitét her
wire auch der etwas einfacher und Tier schonend zu nehmende Hautpooltupfer fiir den
Nachweis am Schwein geeignet. Diese Lokalisation kann jedoch erheblich stirker von
Tiermanagementmalinahmen, wie z.B. der Zuchtsauenwaschung, und von der Sauberkeit
der  Tierumgebung  beeinflusst werden als der Nasentupfer, wodurch
Pravalenzerhebungen, die sich allein auf Hautpooltupfer stiitzen, weniger belastbar und
schwerer zu interpretieren sein diirften.

Die zahlreich im  Verbund eingesetzten qualitativen und quantitativen
Probenahmeverfahren, insbesondere der Teilprojekte 029 und 041, ermdglichten die
statistische Untersuchung auf mogliche Zusammenhédnge zwischen Nachweishiufigkeiten
bzw. gemessenen Keimkonzentrationen im Stall und der Anzahl MRSA positiver Tiere.
Wurden die Keimzahlen in den Tierumgebungsproben aus Mast- und Zuchtbestinden
miteinander verglichen, so trat MRSA in &hnlichen Konzentrationen in den
verschiedenen Matrizes auf. Es konnen also &hnlich hohe Belastungen in der
Tierumgebung von Zucht- und Mastbestinden und damit auch in verschiedenen
Haltungssystemen vorliegen. Dies erscheint zundchst im Widerspruch zu dem Ergebnis
zu stehen, dass signifikant weniger MRSA positive Zuchtschweine in positiven
Bestinden detektiert wurden. Allerdings sind in Zuchtbestinden generell, und
insbesondere in den niedrig pravalenten Zuchtbestinden, die Umgebungsproben hiufiger
negativ und somit nicht in die Keimzahlbestimmung von Staub- und Sockentupfern
eingegangen, was den oben genannten scheinbaren Widerspruch erkléren diirfte.
Insgesamt zeigten die positiven Korrelationen zwischen der Anzahl positiver Einzeltiere
und der Anzahl positiver Tierumgebungsproben in Mast- und Zuchtbestinden einen
starken Zusammenhang. Es konnen also signifikant hdufiger positive Umgebungsproben
in Bestdnden gezogen werden, wenn die Anzahl positiver Tiere ansteigt. Es wird
vorgeschlagen, dass dieser in sich logische Zusammenhang =zukiinftig in einer

Risikoanalyse gemeinsam mit dem BfR noch genauer untersucht wird, um
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herauszustellen, welche Risikofaktoren fiir eine Verbreitung von MRSA im Bestand
hauptsédchlich verantwortlich sind. Wichtige Bestandsdaten sind dafiir erhoben und
aufgearbeitet worden und stehen flir weitere Analysen zur Verfiigung. In diesem
Zusammenhang diirfte auch eine weitergehende Typisierung von MRSA Isolaten, die
keine Aufgabe in diesem Teilprojekt war, von Bedeutung sein, um die
Verbreitungsmuster bestimmter MRSA Typen in den Bestéinden néher charakterisieren zu
konnen. Gerade die Untersuchungen in den niedrig pridvalenten Bestinden mit
wechselndem MRSA Status zeigen, dass der MRSA Eintrag in einen Bestand nicht
zwingend mit einer Verbreitung im Tierbestand einhergehen muss. Ein hoher
Hygienestandard, gekoppelt mit einer zweckméfigen Bestandsabschirmung bei
Vermeidung des Zukaufs MRSA positiver Tiere, kdnnte daher vermutlich der Schliissel

zur Etablierung oder Aufrechterhaltung MRSA freier Bestdnde sein.

Auf Grundlage der in den Untersuchungen beim Schwein erzielten Befunde konnen die
vom Projekttrager eingangs gestellten Fragen im Zuge der Hypothesenpriifung wie folgt

beantwortet werde:

1) Nein, das Vorkommen von MRSA aus Staubproben kann nicht mit hoher
Sensitivitit nachgewiesen werden.

2) Ja, im Kompartiment Nase kann MRSA am Héufigsten nachgewiesen
werden.

3) Ja, der Anteil MRSA positiver Tiere im Bestand schwankt in
Abhingigkeit einer Reihe unterschiedlicher FEinflussfaktoren (z.B.
Haltungssystem, Management, Nachweishéufigkeiten in

Tierumgebungsproben)

Inwieweit der letzte Punkt auch fiir die Verteilung MRSA positiver Tiere im Bestand gilt,
kann hier nicht beantwortet werden. Diesbeziiglich wird auf die Verlaufsstudien in den
Teilprojekten 020 und 030 verwiesen, in denen der Status von bestimmten Tieren iiber

langere Zeitrdume beobachtet wurde.
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3.2.2 Untersuchungen in Gefliigelmastbestiinden

Die Auswertung der Daten aus dem Mastgefliigelbereich beruht ausschlieBlich auf den
Datenerhebungen in den Teilprojekten 029 und 041. Sieben Mastputen und 6
Masthiihnerbestdnde wurden z. T. mehrfach beprobt, so dass fiir einen Vergleich der
Nachweishédufigkeiten mit verschiedenen Probenahmeverfahren insgesamt 38
Bestandsuntersuchungen zugrunde lagen. Die Beprobungen von Sedimentationsstduben
(n=15), von Einstreu (n=20) und Umgebungstupfern (n=18) ergaben fiir alle Verfahren
etwa 45% positive Nachweise, spielen aber aufgrund der geringen Stichprobe statistisch
keine weitere Rolle. Dennoch zeigen die positiven Befunde in den beprobten Materialien
bzw. auf den beprobten Oberflichen, dass MRSA auch innerhalb von
Mastgefliigelbestainden weit verbreitet sein kann.

Der héufigste Nachweis von MRSA in den Bestinden gelang mit den gepoolten
Hauttupfern, gefolgt von den einzeln analysierten Hauttupfern und den Choanentupfern.
Die Nachweishédufigkeiten mittels Haut- und Choanentupfer zeigten keine signifikanten
Unterschiede. Staphylokokken einschl. der Species S. aureus kolonisieren die Haut von
Hiihnern und Puten und binden an Epithelien des Atemtraktes (Shimizu et al. 1992;
Jensen et al. 1986). Insofern scheinen beide Lokalisationen flir eine erfolgreiche
Probenahme geeignet, was durch gute Ubereinstimmungen zwischen den beiden
Lokalisationen zum Ausdruck kommt. Dennoch waren die gepoolten Hauttupfer die
einzigen Proben vom Tier, die in der Nachweishédufigkeit signifikant besser abschnitten
(p < 0,05), als die Staubsammelproben. Letztere stellten die empfindlichsten
Tierumgebungsproben dar und anders als beim Schwein spielte der Sockentupfer als
alternatives Nachweisverfahren in Mastgefliigelstdllen nur eine untergeordnete Rolle.
Eine Kombination aus Hautpool- und Staubproben erreichte die hdochste
Nachweishéufigkeit, wenn je ein Probenahmeverfahren am Tier und ein Verfahren zur
Umgebungsbeprobung beriicksichtigt wurde. Wihrend die Beprobung des Staubes und
der Halshaut bei den Mastputen aufgrund der Datenlage aus dem Projekt eine
aussichtsreiche Vorgehensweise zur MRSA- Statuserhebung von Mastputenbestinden zu
sein scheint, kann aufgrund der geringen Anzahl an untersuchten positiven
Broilerbestinden bislang noch keine allgemeine Aussage bei Masthiihner getroffen

werden. Es wird empfohlen, in noch groBerem Umfang auf Bestandsebene zu
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untersuchen, ob potentielle Stellen, wie z.B. die Choane, die Kopfhaut oder der Bereich
unterm Fliigel, fiir einen Nachweis von der Haut der Tiere geeignet sind.

Auch auferhalb der Stallungen wurden Untersuchungen durchgefiihrt, die im Detail im
Bericht des Emissionsprojektes (TP029 und TP41) geschildert sind. Besonders
interessant sind die Befunde der AuBlensockentupferproben, die wie im Umfeld von
Schweinehaltungen Oberflichenkontaminationen mit MRSA zeigten. In einem Fall
konnten in zwei aufeinander folgenden Mastdurchgingen die Umgebung eines
Broilerstalles positiv getestet werden, wihrend im Bestand kein MRSA nachgewiesen
wurde. Zudem wurde auch der Halter positiv getestet. Ein Eintrag von MRSA in den
Bestand, obwohl Halter und Umgebung positiv getestet waren, konnte nicht beobachtet
werden. Fir Gefliigel ist lange bekannt, dass es Zusammenhinge zwischen der
Virulenzeigenschaft von S. aureus und der Bindung an Zellen bestimmter Gewebe oder
Organe gibt (Jensen et al. 1986). Eine Typisierung und Betrachtung der
Virulenzeigenschaften von verschiedenen Isolaten, die sich im Bestand ausgebreitet bzw.
nicht ausgebreitet haben, konnte helfen, die Ausbreitungsdynamik von MRSA Typen

zukiinftig noch besser zu verstehen.

3.2.2 Untersuchungen in Milchviehbestinden

Die Untersuchung von Milchviehbestinden konnte nicht vollstindig abgeschlossen
werden, was zum einen mit der offenbar niedrigen MRSA Préivalenz in
Milchviehbestinden (Friedrich et. al 2011) und zum anderen mit der Schwierigkeit
positive Bestinde beproben zu diirfen zu tun hatte. Eine Beurteilung der Sensitivitit der
verschiedenen eingesetzten Probenahmeverfahren konnte auf Grund der geringen
Probenzahlen nicht durchgefiihrt werden. Dennoch ergeben die Verlaufsuntersuchungen
in zwei Bestidnden wichtige Hinweise. Trotz des hohen Beprobungsaufwandes (60 Tiere,
60 Vorgemelksproben und etliche Umgebungsproben) konnte MRSA bei wechselndem
Status nur vereinzelt in den Bestinden gefunden werden. Eine Ausbreitung wurde in den
Bestinden nicht beobachtet. Eine Typisierung konnte weitere Aufschliisse dariiber geben,
ob zum Beispiel die in der Einstreu gefundenen Isolate von auBlen eingetragen wurden

oder doch eher zu typischen Vertretern beim Rind gehdren. Im Vorhaben wurden in
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beildufigen Untersuchungen z.B. Proben von Strohballen genommen, die in der Néhe
eines MRSA positiven Mastputenbestandes gelagert wurden. Das Stroh war MRSA
positiv. Es ist also denkbar, dass MRSA auch iiber eine kontaminierte Einstreu in
Nutztierstille eingetragen werden kann, was aber nicht zwingend bedeutet, dass sich der
Keim im Bestand auch ausbreiten muss.

Die Beobachtung, dass MRSA in einzelnen Proben in Bestéinden auftrat, sich im weiteren
Untersuchungsverlauf aber nicht im Bestand ausbreitete, konnte sowohl beim Schwein
als auch beim Mastgefliigel und auch beim Rind gemacht werden. Dies war nur aufgrund
der sehr umfangreichen Beprobung der Bestinde moglich geworden, in der Tier- und
Tierumgebungsproben zeitgleich genommen und analysiert wurden. So wurden 60 Tiere
untersucht, um statistisch eine Prédvalenzgrenze von 5% zu erreichen. Bei einer
Verringerung der Anzahl der beprobten Tiere auf z.B. 30, wiéren einige positiv getestete
Bestinde vom Status her als MRSA negativ eingestuft worden. Da die Beprobung der
Tiere und die anschlieBende Laboranalyse von 12 Tupferpools mit einem relativ hohen
Aufwand verbunden ist, konnte fiir die Statuserhebung ein Verfahren in zwei Stufen von
Vorteil sein und Kosten ersparen. Sockentupferproben beim Schwein, Staubproben beim
Gefliigel und Sammelmilchproben von Milchviehbestdnden konnten zur Detektion von
MRSA in die bereits bestehenden Uberwachungsprogramme einbezogen werden. Die
Proben sind einfach zu nehmen und mit dem selektiven Anreicherungsverfahren steht ein
gut etabliertes und sensitives Nachweisverfahren fiir MRSA zur Verfligung. Bei einem
positiven Nachweis in der Milch oder in den Tierumgebungsproben kann die
Statusbestimmung abgeschlossen werden. Im Falle von negativen Proben, miissten zur

endgiiltigen Abkldrung des Status, die direkte Beprobung der Tiere einbezogen werden.

4. Zusammenfassung

Es wurden qualitative und quantitative Probenahmeverfahren zur Beprobung von
Nutztieren und ihrer Umgebung entwickelt und gemeinsam mit bereits etablierten
Verfahren vor Ort in Nutztierstdllen eingesetzt. Insgesamt wurden 18 verschiedene
Lokalisationen, 7 am Tier und 11 in der Tierumgebung, in Bestinden der Nutztierarten

Schwein, Mastpute, Masthuhn und Rind beprobt. Am Ende des Projektes konnten mehr
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als 3200 Proben aus Untersuchungen in 56  Schweinebestinden, 13
Gefliigelmastbestinden und vier Milchviehbestinden zusammengefasst und ausgewertet
werden. Aufgrund verschiedener Fragestellungen in den einzelnen Teilprojekten, kamen
bei den verschiedenen Tierarten nicht immer alle fiir die jeweilige Tierart zur Verfligung
stehenden Probenahmeverfahren wihrend einer Bestandsbeprobung zum Einsatz. Durch
wiederholte Bestandsbeprobungen in verschiedenen Langzeitstudien beim Schwein und
beim Gefliigel lagen hinreichend Daten fiir statistische Auswertungen vor.

Fiir den MRSA Nachweis in der Tierumgebung beim Schwein wurden die signifikant
hochsten Nachweishdufigkeiten mit der Sockentupferprobe erzielt. Fiir die sichere Status
Erhebung im Bestand wird allerdings der Einsatz von 60 Nasentupfern mit
anschlieBender Aufarbeitung in Fiinfergruppen empfohlen. Es konnten deutliche
Zusammenhinge zwischen der Anzahl MRSA positiver Tiere im Bestand und der Anzahl
positiver Tierumgebungsproben festgestellt werden.

In Gefliigelmastbetrieben wurden die hochsten Nachweishdufigkeiten auf Bestandsebene
mit Haut- und Choanentupfern erzielt. Nur der Hauttupfer erreichte signifikant hohere
Nachweisraten gegeniiber der Sammelstaubprobe, die das empfindlichste Verfahren der
Umgebungsbeprobung darstellte.

In Milchviehbestinden konnten MRSA positive Proben von Tieren und ihrer Umgebung
nur vereinzelt gewonnen werden. Aufgrund der geringen Zahl an Bestandsbeprobungen
in positiven Bestdnden waren statistische Betrachtungen nicht moglich.

Ein interessanter Aspekt waren Ergebnisse aus Verlaufsstudien beim Schwein, Gefliigel
und Rind, die zeigten, dass trotz eines MRSA Eintrages in einen Bestand offenbar keine
weitere Ausbreitung des Keims stattfand. Die Befunde deuten an, dass eine Reihe ganz
verschiedener Faktoren hemmend oder fordernd auf die Ausbreitung von MRSA in einer
Herde wirken kann. Es wird vorgeschlagen, dass anhand der asservierten MRSA Isolate
und mittels der umfangreich erhobenen Daten eine Risikoanalyse durchgefiihrt wird, die
die Risikofaktoren fiir eine Verbreitung von MRSA in Tierbestinden eingehender

untersucht.
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5. Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsichlich
erreichten Zielen mit Hinweisen auf weiterfithrende Fragestellungen

Entsprechen den primdren Vorgaben und Zielsetzungen wurden verschiedene qualitative
und quantitative Probenahme- und Nachweisverfahren zur Detektion von MRSA
entwickelt, in Nutztierbestdnden eingesetzt und hinsichtlich ihrer Sensitivitét getestet. Fiir
Schweine und Mastgefliigel konnen standardisierbare Probenahmeverfahren zur
Statuserhebung vorgeschlagen werden. Die Quantifizierung von MRSA aus Tiertupfern
und Umgebungsproben ist optimiert worden und ermdglicht eine Einschitzung iiber die
Belastung in der Tierumgebung. Auch in Rinderbetrieben schlugen verschiedenen
Nachweisverfahren  an,  jedoch  sollten  zur  Bewertung noch  mehr
Vergleichsuntersuchungen in MRSA positiven Bestinden durchgefiihrt werden.

Der Einfluss des Erregernachweises (qualitativ und quantitativ) in Umgebungs- und
Tierproben auf den Anteil MRSA positiver Tiere wurde in Schweinebestinden untersucht
und Zusammenhdnge konnten dargestellt werden. Die vom Projekttriger mit der
Aufgabenbeschreibung aufgestellten Hypothesen wurden fiir die Tierart Schwein
tiberpriift bzw. beantwortet (siche Kapitel 3.2.1). Fiir die anderen untersuchten Tierarten
konnten diese Hypothesen nicht vollstindig iiberpriift werden, da die Anzahl der
vorgesehenen und durchgefiihrten Bestanduntersuchung fiir eine statistische Bewertung
nicht ausreichend war.

Etwaige Einfliisse auf das Vorkommen unterschiedlicher MRSA Stimme in den
untersuchten Bestdnden kénnen nur gemeinsam mit dem BfR untersucht werden, da eine
Typisierung der Stimme in den Teilprojekten des Verbundes nicht geplant war.
Samtliche MRSA Isolate aus den Bestandsbeprobungen wurden asserviert und die Daten
zu den untersuchten Bestinden wurden in Datenbdnken gespeichert. Somit sind die
Vorraussetzung flir weitere Untersuchungen, wie z.B. der Darstellung der Verbreitung

spezifischer MRSA Typen oder einer Risikomodellierung, gegeben.
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