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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Ziel dieses Teilprojektes des Verbundprojektes ,MRSA-Problematik in Nutztierbe-
standen® ist die Erforschung des Verlaufs der Kolonisierung von Mastschweinen so-
wie die MRSA-Besiedlungsdynamik in Schweinemastbestanden. Des Weiteren gilt
es, erste Ansatze fur effiziente Kontroll- und Bekampfungsmaflinahmen von laMRSA
bei Mastschweinen zu ergrinden und zu erarbeiten. Die Ergebnisse sollen als wis-
senschaftliche Entscheidungshilfe bei der Planung angemessener Verhutungs- und
Bekampfungskonzepte gegen den Eintrag von [aMRSA aus Nutztierbestanden in die
Bevolkerung dienen. Innerhalb des Teilprojektes wurde auf eine nahezu deutsch-
landweite Verteilung der Studienbestande in landwirtschaftlich strukturell unter-
schiedliche Regionen insbesondere in Bezug auf die Schweinedichte geachtet. Aus
diesem Grund wird das Projekt regional in Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen,
Ostdeutschland und Bayern bearbeitet.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick (iber die geplanten Teilaufgaben mit deren

entsprechenden Zeitfenstern.

Tabelle 1: Milestones fur das Projekt 2808HS030

2009 2010 2011
Quartal Quartal Quartal
Teilaufgabe 2131412 (34|12 |3 |4

Erstellung + Abstimmung des Fragebogens

Einfiihrung + Etablierung der Triplex-PCR

Querschnittsstudie in Mastbestanden

Mikrobiologische Untersuchungen

der Proben

Untersuchung aller MRSA-Isolate mittels Triplex-
PCR

Auswahl geeigneter Bestande

Untersuchung im 1. Mastdurchgang

Auswertung + Erarbeitung
von speziellen Mallnahmenkatalogen
Untersuchung im 2. Mastdurchgang

Endergebnisse + Erarbeitung

von allgemeinen MaRnahmenkatalogen
Berichtswesen + Dokumentation

der Ergebnisse

Vorbereitung wissenschaftlicher
Publikationen




Ablauf

Um der Zielsetzung des Projekts gerecht zu werden, wurde es in zwei Phasen ge-
gliedert. In einer ersten Phase wurden in einer Querschnittsstudie geeignete Betriebe
identifiziert. Diese wurden dann in einer zweiten Phase in einer Longitudinalstudie
uber einen langeren Zeitraum uber zwei Mastdurchgange hinweg begleitet. Dabei
wurden im ersten Mastdurchgang das bestandsspezifische MRSA-Vorkommen und
der zeitliche Verlauf untersucht und anschlieRend im zweiten Mastdurchgang eine
bestandsspezifische Interventionsmallnahme zur Senkung des I|aMRSA-

Vorkommens erarbeitet und angewendet.

Die Querschnittsstudie

Die Ermittlung des MRSA-Status von Mastbestanden erfolgte Uber den kulturellen
Nachweis von MRSA in Stallstaubproben in Anlehnung an das Verfahren in der
Grundlagenstudie zur Erhebung der Pravalenz Methicillin-resistenter Staphylococcus
aureus-Bakterien (MRSA) in Haltungsbetrieben mit Zuchtschweinebestanden in der
EU im Jahre 2008 der EFSA. Dabei wurde in jedem Bestand Uber alle Stallabteile
hinweg eine reprasentative Staubprobe an funf Stellen a 100 cm? gesammelt.

Auf diese Weise wurden in Niedersachsen 19, in Nordrhein-Westfalen 25, in Bayern
acht und in Ostdeutschland vier Bestande beprobt.

Zur Bestatigung des durch Stallstaub ermittelten MRSA-Status im Hinblick auf die
Longitudinalstudie und zur Schatzung der Intraherdenpravalenz wurden pro Region
in je vier Bestanden noch jeweils Nasenabstriche von 60 Schweinen untersucht. Um
eine maoglichst reprasentative Auswahl innerhalb der Bestandspopulation zu errei-
chen, wurde die Beprobung an Tieren verschiedener Altersklassen in unterschiedli-

chen Stallabteilen durchgefihrt.

Die Longitudinalstudie
Die Auswahl der in der Longitudinalstudie beprobten Bestande (pro untersuchter Re-
gion vier Bestande) wurde zum einen auf Grund folgender durch die Projektbe-
schreibung vordefinierter Tiergruppen getroffen:

e Tiere, die aus Betrieben stammen, in denen kein Zukauf stattfindet (geschlos-

senes Betriebssystem)



e Tiere, die in einem zweiten Betrieb gemastet werden und nur aus einer Fer-
kelherkunft stammen
e Tiere, die in einem zweiten Betrieb gemastet werden und aus mehreren Fer-
kelherkunften stammen. Die Tiere aus unterschiedlichen Herkinften werden
jeweils getrennt aufgestallt
e Tiere, die in einem zweiten Betrieb gemastet werden und aus mehreren Fer-
kelherkunften stammen. Die Tiere aus unterschiedlichen Herklnften werden
gemischt aufgestallt.
Zum anderen wurde der in der Querschnittsstudie ermittelte MRSA-Status berlck-
sichtigt; er sollte laut Projektvorgaben MRSA-negativ sein.
Da trotz intensiver Suche nicht genigend MRSA-negative Mastbestande in der
Querschnittsstudie identifiziert werden konnten, wurden auch MRSA-positive Mast-

bestande in die Longitudinalstudie aufgenommen.

Die Datenerhebung anhand eines spezifisch erarbeiteten Fragebogens

Um einen mdglichst aussagekraftigen und spezifisch auf das Projekt abgestimmten
Fragebogen erstellen zu konnen, wurde dieser in Kooperation mit allen Mitgliedern
des Verbundprojekts erstellt. Jeder Projektpartner hatte die Moglichkeit, speziell auf
das zu bearbeitende Teilprojekt abgestimmte Fragen einzubringen.

Dieser Betriebsfragebogen wurde flur jeden der in der Longitudinalstudie geflihrten
Bestande von dem jeweiligen Projektbearbeiter gemeinsam mit dem Betriebsbesitzer
ausgefillt. Neben einem Stammdatenblatt wurden insbesondere Haltungsbedingun-
gen, Hygienemal3nahmen, Tierkontakte, Bestandsdaten und routinemafRige antibioti-
sche Behandlungen und Impfungen erfasst. Zusatzlich wurde bei jedem Besuch Ab-
fragen nach Zu- und Verkaufen, antibiotischen und sonstigen Behandlungen getatigt
und erfasst.

Zielsetzung der Befragung war es, eventuell bestehende Zusammenhange zwischen
dem Auftreten Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus im Bestand und be-

triebstechnischen sowie tierhygienischen Ablaufen zu erfassen und auszuwerten.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekntpft wurde

Staphylococcus aureus



Staphylcococcus aureus sind fakultativ pathogene Kommensalen von Mensch und
Tier. Sie gehoren einerseits zu den asymptomatischen Besiedlern von Haut und
Schleimhauten, andererseits konnen sie als Infektionserreger insbesondere bei Im-
munsupprimierten zu gravierenden Krankheitsbildern mit folgenschwerem Ausgang
fuhren (ANON. 2009a). Staphylcococcus aureus zahlen zu den weltweit haufigsten
human- und tierpathogenen Erregern von bakteriellen Infektionen (HIRSH u.
BIBERSTEIN 2004). In der Veterinarmedizin sind S. aureus vor allem als Verursa-
cher von Mastitiden beim Rind und Entzindungen des Bewegungsapparates beim
Geflugel von weitreichender Bedeutung (ANON. 2009a). Beim Schwein kénnen sie
zu Wundinfektion, multipler Abszessbildung, Nabelentziindung, neonataler Septika-
mie, Mastitis, Vaginitis und Metritis fuhren (TAYLOR 2006).

Staphylcoccus aureus sind ebenso entlang der Lebensmittelkette nachweisbar. Auf-
grund ihrer Fahigkeit Enterotoxine zu bilden, bergen sie das Potential vom Lebens-
mittel ausgehende Toxin-vermittelte Erkrankungen des Menschen auszuldsen
(TAYLOR 2006, ANON. 2007). S. aureus sind in der Humanmedizin an einer Fulle
unterschiedlicher eitriger Infektionen beteiligt (ANON. 2009a).

Die Ausstattung von S. aureus mit Pathogenitatsfaktoren (Panton-Valentine-
Leukozidin, Enterotoxine, etc.) ist vielfaltig und variabel (TENHAGEN et al. 2008).
Daruber hinaus haben einige S. aureus-Stamme Resistenzen gegen verschiedene
Antibiotika wie beispielsweise die Methicillin-Resistenz ausgebildet. Eine Besiedlung
mit diesen Methicillin-resistenten Stammen flhrt zu einer Erhéhung der Wahrschein-
lichkeit des Auftretens einer Infektion (KLUYTMANS et al. 1997). Zudem verfigen S.
aureus uber eine hohe Tenazitat in ihrer Umwelt und besitzen die Fahigkeit auf den
unterschiedlichsten Flachen zu haften (ANON. 2000; FOSTER 2002).
Staphylokokken gehoéren zu der Familie der Staphylococcaceae (ehemals Micrococ-
caceae). Einschlie3lich S. aureus sind augenblicklich insgesamt 45 Staphylokokken-
Spezies und 24 Subspezies (EUZEBY 2011) bekannt, deren Differenzierung anhand
von physiologischen, biochemischen und molekularen Eigenschaften erfolgt (QUINN
et al. 2002; SELBITZ 2007; BECKER u. PETERS 2009).

KURODA et al. publizierte 2001 die erste vollstandige Gensequenz von S. aureus
(KURODA et al. 2001). Gegenwartig eroffnen molekularbiologische Verfahren wie die
spa-Typisierung, die SCCmec-Typisierung, die MLST-Typisierung und die Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE) neue Differenzierungswege (ANON. 2009a).



Staphylococcus aureus sind unbewegliche, kugelférmige, gram-positive Bakterien
mit einem Durchmesser von 0,5 - 1,5 um, die sich traubenférmig, aber auch einzeln,
paarweise oder unregelmallig gelagert anordnen. Obwohl sie weder Sporen noch
andere Dauerformen bilden, zeichnen sie sich durch eine hohe Tenazitat aus. Sie
sind ubiquitar vorkommende, fakultative Anaerobier und kénnen noch bei Kochsalz-
gehalten von bis zu 10% wachsen (SELBITZ 2007). Auf Blutagar bilden S. aureus
nach einer Inkubationszeit von 18 bis 24 Stunden bei 37°C weil3-gelbe, mittelgrolde,
feuchte Kolonien mit einer Hamolyse, die in unterschiedlicher Intensivitat und mehr-
phasig erscheinend auftreten kann (SELBITZ 2007; BECKER u. PETERS 2009).
Staphylokokken besitzen im Gegensatz zu Streptokokken und Enterokokken die
Fahigkeit das eisenhaltige Enzym Katalase zu bilden, welches sie vor Sauerstoffradi-
kalen schutzt. S. aureus bilden zudem das Enzym Koagulase. Dies ermdglicht eine
Abgrenzung von den Koagulase-negativen Staphylokokken wie beispielsweise
Staphylococcus epidermidis (BECKER u. PETERS 2009). Die Koagulase fungiert als
Fibrinogenaktivator und fuhrt zur Bildung von Fibrin, welches S. aureus zur Oberfla-
chenanheftung nutzt (FOSTER 2002). In biochemischen Testverfahren wird die An-
wesenheit beider Enzyme getestet und zur Spezies-Diagnose verwendet (KNIEHL
2006).

Pathogenitat und Virulenz

Das pathogene Potential von S. aureus beruht auf der Produktion einer Vielzahl von
Virulenz-assoziierten Toxinen und Enzymen, der Fahigkeit der Adharenz an Epithel-
zellen, den antiphagozytaren Eigenschaften und der Ausbildung von Resistenzen
(HARTMANN 1978; FOSTER 2002; BECKERS u. PETERS 2009).

Nahezu alle Stamme produzieren Hamolysine (a, B, y und 8), Nukleasen, Proteasen,
Lipasen, Hyaluronidase und Kollagenase. Die Hauptaufgabe dieser Proteine besteht
aus dem Abbau von Wirtsgewebe und dessen Umwandlung in Nahrstoffe fur das
bakterielle Wachstum. Einige Stamme produzieren zusatzlich Exoproteine, wie z.B.
das Toxischer Schock Syndrom Toxin 1 (TSST-1), sowie Enterotoxine (SEA, SEB,
SECn, SED, SEE, SEG, SEH, und SEI), exfoliative Toxine (ETA und ETB) und Leu-
kozidine, welche alle hauptsachlich dazu dienen, die Immunantwort des Wirtes zu
hemmen (DINGES et al. 2000). Beim Menschen kdonnen infolgedessen schlecht hei-
lende Wundinfektionen, eitrige Prozesse, Pneumonie, Dermatitis, Osteomyelitis, En-
dokarditis bis hin zur Septikdmie entstehen (ANON. 2000; GILLET et al. 2002;
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MONGKOLRATTANOTHAI et al. 2003; MORAN et al. 2006, BOUCHER et al. 2010).
Beim Tier konnen gleichermalien eine Fulle von pyogenen und invasiven Infektionen
z.B. Mastitiden oder Arthritiden beobachtet werden (ANON. 2009a).

Pradisponierend flr eine Infektion mit S. aureus wirken vor allem eine Immunsupp-
ression jeglicher Art (z.B. durch vorherige Virusinfektion), das Vorhandensein von
Fremdkorpern (z.B. Katheter oder metalllegierte Implantate), Verletzungen der Haut
und Hygienemangel (ANON. 2000).

Zudem kann die Aufnahme von Nahrungsmitteln, welche hochgradig mit Toxin bil-
denden S. aureus (Enterotoxine) kontaminiert sind, zu schweren Lebensmittel-
vergiftungen fliihren (ROSEC et al. 1997; ANON. 2000).

Weitere Eigenschaften wie die hohe Tenazitat gegen Trockenheit und Warme
(FOSTER 2002), die Fahigkeit Biofiime auszubilden (CRAMTON et al. 1999) und an
verschiedensten Materialien insbesondere auch an hydrophoben Oberflachen wie
z.B. Plastik und Edelstahl zu haften (NEELY u. MALEY 2000, EXNER u. GEBEL

2009), unterstreichen die Pathogenitat des Keimes.

Resistenzen

Mit der Entdeckung und Einfihrung des Penicillins 1928 wurde ein Meilenstein in der
Bekampfung bakterieller Infektionen (Pest, Cholera, Fleckfieber) gesetzt. Doch be-
reits kurz nach dessen Einsatz wurde bei verschiedenen Bakterien eine Unempfind-
lichkeit gegen dieses Antibiotikum beobachtet. Diese Bakterien bildeten das Penicil-
lin-abbauende Enzym Penicillinase und waren so gegen Penicillin resistent gewor-
den. Bei jeder Einflhrung eines neuen Antibiotikums ist oft das Phanomen der Bil-
dung von bakteriellen Resistenzen zu finden (KAYSER 1998).

Dabei versteht man unter Resistenz die Widerstandskraft eines Organismus gegen
aullere meist lebensbedrohliche Umstande. Sie ist keine direkte Reaktion auf einen
Einfluss, sondern entsteht durch Selektion derer, die dem aufleren Umstand zu wi-
derstehen vermogen (KAYSER 1998).

Bakterien wie S. aureus haben zudem eine sehr kurze Generationszeit und kénnen
daher einen einmal gewonnenen genetischen Vorteil sehr schnell nutzen. Die Resis-
tenzen von Staphylokokken entstehen meist durch Mutationen oder den Erwerb von
Resistenzgenen (ANON. 2000). Hospitalismuskeime, zu denen auch S. aureus geho-
ren, unterliegen aufgrund des regelmalligen Einsatzes von Antibiotika und Desinfek-

tionsmitteln in Krankenhausern, Altenheimen und anderen Pflegeeinrichtungen ei-
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nem besonders hohen Selektionsdruck, der die Bildung von sogenannten ,Multi-
resistenten Keimen" fordert (ANON. 2000).

Methicillin-resistente S. aureus (MRSA) gehdren zu den wichtigsten Vertretern dieser
nosokomialen multiresistenten Keime (LINDE und LEHN 2006). Seit den frihen
1960er Jahren werden MRSA beim Menschen beschrieben. Sie tragen neben der
Resistenz gegen B-Lactam-Antibiotika eine grol3e Anzahl weiterer Resistenzen. Das
Resistenzspektrum ist dennoch nicht starr (ANON. 2009a). So konnte das Nationale
Referenzzentrum fur Staphylokokken des Robert Koch-Instituts anhand der unter-
suchten MRSA der letzten Jahre zeigen, dass Stamme die Resistenzen gegen
Oxytetrazyklin, Gentamicin und Trimetoprim/Sulfonamid trugen, seit 1994 ricklaufig
waren. Der Anteil an Isolaten mit Resistenzen gegen Erythromycin, Clindamycin und
Ciprofloxacin blieb hingegen gleich hoch (ANON. 2007). Die eingesendeten MRSA-
Isolate reagierten gegenuber Vancomycin stets sensibel. Vancomycin wird aus die-
sem Grunde bei der Therapie von MRSA-Infektionen eingesetzt. Die Tatsache, dass
indes sowohl Vancomycin-intermediare MRSA (HIRAMATSU et al. 1997) als auch
Vancomycin-resistente MRSA (HIRAMATSU 2001) isoliert werden, verdeutlicht wie

anpassungsfahig dieser Keim ist.

Mechanismen gegen B-Lactam-Antibiotika

Zu den B-Lactam-Antibiotika zahlen Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme.
Ihre bakterizide Wirkung beruht auf der kovalenten Bindung von Penicillin bindenden
Proteinen (PBP) an der Zelloberflache des Bakteriums, wodurch sowohl die Zell-
wandstabilitat geschadigt wird als auch eine direkte Lysis der Bakterienzelle mdglich
ist (FREY u. LOSCHER 2002).

Staphylococus aureus stehen zwei verschiedene Resistenzmechanismen gegen
B-Lactam-Antibiotika zur Verfigung. Zum einen bilden sie B-Lactamasen und kénnen
somit durch Spaltung des B-Lactam-Ringes Penicilline, Aminopenicilline und Ureido-
penicilline inaktivieren. Zum anderen haben einige S. aureus-Stamme die Eigen-
schaft der ,Methicillin-Resistenz“ durch die Aufnahme einer Genkassette (Staphy-
lococcal Cassette Chromosome mec, SCCmec) in ihre chromosomale DNA erwor-
ben. Diese Kassette enthalt das mecA Gen, welches fur die Bildung des Penicillin-
bindenden Proteins 2a (PBP2a) kodiert. Wahrend andere PBPs an [(-Laktam-
Antibiotika binden, hat PBP2a eine viel geringere Bindungsaffinitat und hebt somit

die Wirkung der B-Lactame einschliel3lich der Penicillinase-festen (3-Lactame wie Me-
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thicillin, Oxacillin, Cephalosporine und Carbapeneme auf (HARTMANN u. TOMASZ
1984; PINHO et al. 2001; ANON. 2009a).

Mechanismen gegen Nicht-B-Lactam-Antibiotika

Zu den Nicht-p-Lactam-Antibiotika zahlen Aminoglycoside, Tetracycline, Makrolide,
Lincosamide, Chinolone, Glykopeptide, Sulfonamide und Trimethoprim.
Staphyloccus aureus verfugen Uber eine beachtliche Anzahl von Resistenzmecha-
nismen gegen Nicht-B-Lactam-Antibiotika (LYON u. SKURRAY 1987). Dennoch ist
das Auftreten dieser Resistenzen standig im Wandel. So kénnen Stamme mit einem
breiten Resistenzspektrum aber auch Stamme mit nur wenigen Resistenzen gefun-
den werden (ANON. 2009a).

e Resistenz gegen Tetrazykline

Die von Streptomyces-Arten gewonnenen Tetrazykline binden innerhalb der Bakteri-
enzelle an die 30-s-Untereinheit der Ribosomen. Dadurch wird die Bindung der Ami-
noacyl-t-RNA an die ribosomale Akzeptorstelle verhindert, wodurch es zur Hemmung
der bakteriellen Proteinsynthese kommt und eine bakteriostatische Wirkung eintritt
(FREY u. LOSCHER, 2002).

Die Tetrazyklinresistenz von MRSA ist haufig plasmid-tbertragen und wird von den
Genen tetM oder tetK codiert. Diese codieren fir ein Efflux-Pumpen-System, wel-
ches das aufgenommene Tetrazyklinmolekul wieder aus der Zelle hinaus befordert,
oder fur eine veranderte Bindungsstelle an der Untereinheit der Ribosomen mit deut-
lich geringerer Tetrazyklinaffinitat. Bei S. aureus kommen aufRerdem haufig chromo-
somale Resistenzgene vor, welche Uber die Determinanten tet-3490 und tmn codiert
werden (LYON u. SKURRAY 1987; WALTHER 2007).

e Resistenz gegen Aminoglykoside
Aminoglykoside (z.B. Gentamicin, Kanamycin) wirken durch eine Bindung an die ri-
bosomale 30-s-Untereinheit bakterizid, wobei die Proteinsynthese nicht verhindert
wird, sondern es durch Translokationsfehler zur vermehrten Bildung von ,non-
sense“-Proteinen kommt (FREY u. LOSCHER, 2002).
Zur Resistenzbildung gegen Aminoglykoside kann es uber drei verschiedene Wege
kommen. Zum einen kdnnen mutationsbedingte Strukturanderungen der Ribosomen

eine Bindung verhindern. Zum anderen kann es durch enzymatische Veranderung
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der Amino- oder Hydroxylgruppen des Aminoglykosid-Molekuls im periplasmatischen
Raum zur Verhinderung des Transports in die Bakterienzelle kommen. AuRerdem
kann es durch Punktmutationen zur Veranderung der Porine der Zellwand und somit
zu einer Inhibition der Aufnahme kommen. Die Codierung fur die Aminoglykosid-
Resistenz erfolgt auf den Genen aacA — aphD (LYON u. SKURRAY 1987;
WALTHER 2007).

e Resistenz gegen Glykopeptide

Die bereits 1956 entdeckten Glykopeptide (z.B. Vancomycin) waren jahrelang die
Reserveantibiotika in der Intensivmedizin. Leider wurden in den letzten Jahren ver-
starkt Glykopeptid-resistente S. aureus gefunden, wobei in den USA auch Vancomy-
cin-resistente MRSA auftraten. Glykopeptide wirken durch eine hoch-affine Bindung
an die Acetyl-D-Alanin-D-Alanin-Endungen der Quervernetzung der Peptidoglycan-
matrix der bakteriellen Zellwand, wodurch deren Aufbau gestort wird (FREY u.
LOSCHER 2002; SCHAFER 1998).

Die Atiologie der Resistenzbildung ist bislang nicht vollstéandig geklart; es wird eine
Ubertragung der vanA-Determinante von Vancomycin-resistenten-Enterokokken
(VRE) auf S. aureus (bzw. MRSA) vermutet. Durch diese Gendeterminante kommt es
zu einer Veranderung der Quervernetzung, wo anstelle des Acetyl-D-Alanin-D-
Alanin-Pentapeptids ein D-Alanin-D-Lactat-Depsipeptid entsteht. Dadurch wird die
Affinitat der Quervernetzung zu Vancomycin um den Faktor 1000 reduziert (LYON u.
SKURRAY 1987; FITZNER 2003).

e Resistenz gegen Makrolide und Lincosamide

Sowohl bei Makroliden (z.B. Erythromycin, Tylosin, Tilmicosin) als auch bei Lincosa-
miden (Lincomycin, Clindamycin) erfolgt die Wirkung durch eine Behinderung der
bakteriellen Proteinsynthese. Dies geschieht an der ribosomalen 50-s-Untereinheit
durch eine kovalente Bindung an die Peptidyltransferase, wodurch es zur Blockade
der Translokation kommt (FREY u. LOSCHER 2002).

Bakterien konnen verschiedene Resistenzmechanismen gegen Makrolide und Lin-
cosamide entwickeln, die aufgrund ihrer vergleichbaren Wirkungsweise nahezu im-
mer Kreuzresistenzen sind. Es kann durch Enzyminduktion zur Spaltung des Lacton-
ringes und dadurch zur Inaktivierung kommen; alternativ kdnnen auch Effluxmecha-

nismen eine Ausschleusung aus der Zelle bewirken. Ein weiterer, haufiger Weg der
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Resistenzbildung ist die enzymatische Methylierung der Nucleotide A2058. Durch die
Methylierung kommt es zur Konformationsanderung der 23-s-rRNA, wodurch die
Hauptangriffspunkte der Makrolide und Lincosamide zum Grofteil ausgeschaltet
werden. Dieser MLSB-Resistenztyp ist bei MRSA meistens durch Gene der erm(A)-
Klasse codiert und wird durch Transposons uUbertragen, wahrend bei Methicillin-
sensiblen Staphylokokken die Codierung durch erm(C)-Klasse-Gene dominiert, wel-
che plasmid-assoziiert Ubertragen werden (GEISS et al. 2003).

e Resistenz gegen Gyrasehemmer

Die Wirkung der Gyrasehemmer (Enrofloxacin, Marbofloxacin) besteht in einer
Hemmung des Enzyms DNA-Gyrase (Toposisomerase IlI) und der Topoisomerase IV.
Dadurch wird die Fahigkeit der Bakterien ausgeschaltet, die ringférmige Anordnung
der DNA in einem Molekiil aufzuspalten und eine Uberspiralisierung der DNA zu be-
wirken, was essentiell fur die bakterielle Replikation ist. Durch Hemmung der To-
poisomerase |V wird aullerdem die Dekaternierung verhindert, also das Trennen ge-
schlossener DNA-Fragmente. Dadurch wird ebenfalls die Zellteilung unterbunden
(FREY u. LOSCHER 2002).

Zur Resistenzbildung kommt es vor allem durch eine Veranderung der Aminosauren-
struktur der Topoisomerasen. Dadurch wird eine Komplexbildung mit dem Antibioti-
kum verhindert. Die Veranderung dieser Struktur ist auf der Region QRDR codiert,
welche chromosomal auf den Genen gyrA, gyrB und parC lokalisiert ist. Neben die-
ser Genmutation findet sich ein Effluxpumpensystem, welches eine deutliche Verrin-
gerung der Konzentration innerhalb der Bakterienzelle bewirkt. Dieses Pumpensys-
tem ist bei S. aureus auf dem Gen norA lokalisiert und bietet lediglich eine Resistenz
auf niedrigem Niveau, welche im klinischen Resistenztest haufig nicht erkennbar ist.
Zudem bewirkt das Effluxpumpensystem eine verringerte Empfindlichkeit gegenuber
Fenicolen, Tetrazyklinen und B-Lactam-Antibiotika (WIEDEMANN u. HEISIG 1999;
BURGMAN 2006).

o Resistenz gegen Pleuromutiline
Die Pleuromutiline (z.B. Tiamulin) wirken durch eine Hemmung der Proteinsynthese
bakteriostatisch. Diese Wirkung ist bedingt durch Interaktion mit der bakteriellen 50-
s-Untereinheit der Ribosomen im Bereich des Peptidyltransferasezentrums (FREY u.
LOSCHER 2002). Zur Resistenzbildung gegen Pleuromutiline kommt es durch Struk-
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turanderung der ribosomalen Bindungsstelle oder einen unspezifischen Efflux-
Mechanismus. Interessant ist die Moglichkeit einer Kreuzresistenz zwischen den in
der Tiermedizin weit verbreiteten Pleuromutilinen und den in der Intensivmedizin ge-
nutzten Linezoliden. Diese scheint jedoch nur unidirektional zu funktionieren; gegen
Tiamulin resistente S. aureus wiesen keine Linezolid-Resistenz auf (MILLER et al.
2008).

e Resistenz gegen Fenicole

Fenicole (Chloramphenicol, Florfenicol) kommen bereits seit Ende der vierziger Jah-
re des vergangenen Jahrhunderts zum Einsatz. Ihr Wirkmechanismus liegt in einer
Stoérung der Proteinbiosynthese im Bereich der Ribosomen, wo die Fenicole die Bil-
dung der Peptidketten durch Interaktion mit den Rezeptoren der Peptidyltransferase
inhibieren (FREY u. LOSCHER 2002).

Die Resistenzentwicklung ist auf mehrere Mechanismen zurtckzufuhren, wobei nur
zwei Resistenzmuster gegen das neuere Florfenicol Wirkung zeigen. Zum einen
kann durch die Ausbildung eines Effluxmechanismus die Fenicolkonzentration ge-
senkt werden. Diese Wirkung wird Uber das fexA-Gen auf dem Transposon Tn558
codiert (KEHRENBERG et al. 2005). Der zweite Mechanismus vermittelt eine Kreuz-
resistenz gegen Fenicole, Lincosamide, Oxazolidinone, Streptogramine und
Pleuromutiline. Dieser Mechanismus liegt in einer Modifikation der Bindungsstelle der
diversen Antibiotikaklassen an der 23-s rRNA begrundet, bei der durch die exprimier-
te cfr-Methyltransferase das Adenin an Position 2503 metyhliert wird (LONG et al.
2006). Dadurch wird eine Bindung der Antibiotika verhindert. Das cfr-Gen wird plas-
mid-vermittelt Ubertragen, wobei meistens noch weitere Resistenzgene gefunden

werden konnen.

e Resistenz gegen Sulfonamide und Trimethoprim
Sulfonamide waren die ersten Chemotherapeutika und werden in der Veterinarmedi-
zin auch heute noch haufig verwendet. |hre bakteriostatische Wirkung beruht auf der
Hemmung der bakteriellen Folsduresynthese. Dies geschieht durch eine kompetitive
Verdrangung der p-Aminobenzoesaure, wodurch eine Substratmangelsituation flr
die Dihydropteroinsaure-Synthetase entsteht. Das haufig in Kombination mit Sulfo-
namiden verabreichte Trimethoprim wirkt durch eine Hemmung der Dihydrofolsau-

rereduktase; dadurch wird ebenfalls die Bildung von Folsaure verhindert. Aufgrund
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der ahnlichen Pharmakodynamik zeigen beide Stoffe einen Wirksynergismus (FREY
u. LOSCHER 2002).

Naturliche Resistenz besitzen Bakterien, welche Folsaure aus ihrer Umgebung auf-
nehmen kdnnen. Resistenzen entstehen aufl’erdem durch verstarkte Bildung von p-
Aminobenzoesaure, Verringerung der Membranpermeabilitat oder einer Veranderung
der Dihydropteroinsaure-Synthetase. Diese kann entweder in sehr groler Anzahl
oder in veranderter Struktur exprimiert werden. Auf gleiche Weise konnen Resisten-
zen gegen Trimethoprim entstehen. Die Sulfonamid-Resistenz wird bei Staphylokok-
ken durch Mutation des chromosomalen dhps(folP)-Gens vermittelt; die Trime-
thoprimresistenz wird durch das dfrA-Gen auf Transposon Tn4003 codiert (GEISEL
u. SCHMITZ 2003).

Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA)

MRSA gehoren zu den S. aureus-Stammen, die eine Resistenz gegen alle -Lactam-
Antibiotika erworben haben. Durch die Aufnahme einer mobilen Kassette (SCCmec)
in ihr Genom, besitzen MRSA das mecA Gen, welches fir ein besonderes Penicillin-
bindendes Protein (PBP2a) kodiert. Die B-Lactame kdénnen an dieses Protein und
somit an die bakterielle Zellwand nicht mehr binden. Die bakterizide Wirkung ist
dadurch aufgehoben (BERGER-BACHI 1999; BERGER-BACHI u. ROHRER 2002).
MRSA unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Virulenz nicht wesentlich von Methicillin-
sensiblen S. aureus Stammen (KLUYTMANS et al.1997). Vielmehr ist es die grolde
Anzahl an Resistenzen kombiniert mit den Vertretern der aggressiveren S. aureus-
Stamme, die das Gefahrenpotential steigern.

Der Nachweis von MRSA erfolgt kulturell und molekularbiologisch und soll im Fol-

genden naher beschrieben werden.

Nachweismethoden

Kultureller Nachweis

Fiar den direkten kulturellen Nachweis von Methicillin-resistenten S. aureus stehen
verschiedene kulturelle Systeme zur Verfliigung. Sie beruhen auf dem Einsatz von
Selektivmedien, die Substanzen zur Unterdrickung der Begleitflora und zur gezielten
Selektion Methicillin-resistenter Keime enthalten sowie mit einem Indikatorsystem
ausgestattet sind. Untersuchungsmaterial kann dabei direkt auf ein Selektivmedium

uberfuhrt werden oder aber zunachst zur Voranreicherung in eine selektive Flissig-
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bouillon gegeben werden und dann auf einem Selektivmedium subkultiviert werden
(KNIEHL 2006).

Zur weiteren phanotypischen und biochemischen Differenzierung werden MRSA-
verdachtige Kolonien traditionell auf Schafblutagar kultiviert. Nach einer 18 bis 24-
stiindigen Inkubationszeit bei 36°C ist die Kulturmorphologie von S. aureus auf
Schafblutagar durch weil} bis gelb pigmentierte, mittelgrol3e, feuchte Kolonien mit
einer Hamolyse, die in unterschiedlicher Intensivitat und mehreren Phasen auftreten
kann, gekennzeichnet. Eine Unterscheidung zwischen MRSA- und den Ubrigen
S. aureus-Kolonien ist hierbei nur Uber eine biochemische Testung maoglich
(BECKER und PETERS, 2009).

Molekularbiologischer Nachweis

Der molekularbiologische Nachweis dient nicht nur der schnellen Identifizierung von
MRSA sondern ermdglicht zudem Untersuchungen zu epidemiologischen Zusam-
menhangen wie z.B. Populationsdynamiken und Ausbreitungsmuster mittels Typisie-
rung (FETSCH 2009).

PCR-Methoden nach POULSEN et al. (2003) und nach HULETSKY et al. (2004)
stehen fir den schnellen molekularbiologischen Nachweis von MRSA (bzw. den
Nachweis des mecA Gens) zur Verfigung. Um wirksame Strategien zur Kontrolle
von MRSA entwickeln zu kénnen, sind Kenntnisse Uber die Epidemiologie und die
molekulare Evolution erforderlich. Daher sind in den letzten Jahrzehnten einige mo-
lekularbiologische Typisierungsmethoden entwickelt worden (DEURENBERG u.
STOBBERINGH 2008). Als die bedeutendsten molekularen Typisierungsmethoden
sind die Multi Locus Sequenztypisierung (MLST), die spa-Typisierung, die SCCmec-
Typisierung sowie die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) zu nennen (TENHAGEN
et al. 2008).

e Genotypische Identifizierung - Nachweis des mecA Gens
Zur genotypischen ldentifizierung von MRSA steht eine Multiplex-PCR Methode zur
Verfugung. Sie beruht auf der Detektion des 16S rDNA Gens der Staphylokokken,
des fur die Methicillin-Resistenz codierenden mecA Gens und des S. aureus spezifi-
schen Nukleasegens nuc. Je nach positiv detektietem Gen kann eine Bestatigung
von MRSA (16 S, nuc, und mecA positiv), MSSA (16S und nuc positiv) und Staphy-
lococcus spp. (nur 16S positiv) erfolgen (POULSEN et al. 2003).
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Eine weitere Mdglichkeit der genotypischen MRSA Identifizierung bietet eine re-
al-time PCR. Hierbei wird der Nachweis des mecA Gens direkt mit dem Nachweis
des fur S. aureus spezifischen orfX Gens verknupft. Ein positives PCR Ergebnis be-
statigt die Anwesenheit des mecA Gens (Methicillin-Resistenz) und die der Spezies
S. aureus (HULETZKY et al. 2004).

e Multi Locus Sequenztypisierung (MLST)

Die MLST st ein Verfahren zur genomischen Typisierung und basiert auf der Se-
quenzanalyse von sieben Gensequenzen. Dabei werden die sieben polymorphen
Housekeeping Gene arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi und yqiL eines S. aureus-Isolates
jeweils einzeln in getrennten Ansatzen mittels PCR amplifiziert und sequenziert
(ENRIGHT et al. 2000). Die Sequenzierung beruht auf der Aufschlisselung der ver-
schiedenen Allele der sieben Genloci. Jedes Isolat kann mittels seines Allelmusters
einem bestimmten Sequenztyp (ST) zu geordnet werden. Beispielsweise hat der epi-
demische MRSA-16 Klon das MLST-Profil 2-2-2-2-3-3-2 und wird somit als ST36 de-
finiert. Eine Internetplattform ermdglicht heutzutage einen internationalen Vergleich
der Typen (www.mlst.net). Des Weiteren werden Isolate verwandten Sequenztyps
mittels eines Algorithmus in klonale Gruppen (Clonal Complexes, CCs) eingeordnet
(www.eburst.mist.net). Sie gewahren einen Einblick in die Verbreitung und die mole-
kularen Veranderungen von MRSA.

Die MLST eignet sich daher vor allem bei phylogenetischen Fragestellungen. Sie ist
gut reproduzierbar und besitzt ein hohes Mal} an Vergleichbarkeit. Allerdings ist sie
kosten-, zeit- und personalaufwandig (DEURENBERG u. STOBBERINGH 2008).

e spa-Typisierung
Die spa-Typisierung ist ein von FRENAY et al. (1996) entwickeltes Verfahren zur mo-
lekularbiologischen Typisierung von MRSA mittels nur einer Gensequenz, demge-
malf eine Single Locus Sequenztypisierung. Das spa Gen, welches fur das zell-
wandstandige S. aureus Protein A kodiert, enthalt an seinem 3 Ende die polymorphe
Region X. Diese wird auch Repeat-Region genannt, da sie eine sich wiederholende
Abfolge von 24 bp beinhaltet. Die Region X wird mittels PCR amplifiziert, anschlie-
Rend anhand ihrer Basenabfolge sequenziert und zu einem spa-Typ zu geordnet.
Die Variationsbreite des spa Gens ist auf Veranderungen der Repeat-Region durch
Punktmutation, Deletion, und Duplikation zurtckzufuhren (SHOPSIN et al. 1999;
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KAHL et al. 2005; DEURENBERG u. STOBBERINGH 2008). Aktuell besteht die
Maoglichkeit die Software StaphType (Ridom GmbH, Wurzburg, Germany) zur Analy-
se der Sequenzierungsergebnisse zu nutzen wund in den spa-Server
(www.spaserver.ridom.de), der gegenwartig als Internetplattform einen internationa-
len Vergleich der spa-Typen erlaubt, einzupflegen. Ebenso wie bei der MLST steht
ein Algorithmus zur Verfugung, mit dem verwandtschaftliche Beziehungen errechnet
werden konnen. Der Vergleich von publizierten spa-Typen war in der Vergangenheit
nur bedingt mdglich. Der Grund dafur lag in einer uneinheitlichen Nomenklatur. Zur
Einordnung der Sequenzierungsergebnisse wurden sowohl das von KOREEN et al.
(2004) als auch das von HARMSEN et al. (2003) beschriebene Nomenklatur-System
genutzt. Um dieser Diskrepanz entgegen zu wirken, bildete sich die SegNet.org Initi-
ative (www.seqnet.org). Sie verwaltet und synchronisiert die Daten des spa-Servers
(FRIEDRICH et al. 2006; DEURENBERG u. STOBBERINGH 2008).

Die spa-Typisierung hat im Vergleich zur MLST einen hoheren Differenzierungsgrad.
Beispielsweise lassen sich die spa-Typen t011, t034, und t108 dem MLST 398 zu-
ordnen. Zudem ist sie kostenglnstiger und weniger personen- und zeitaufwandig als
die MLST (DEURENBERG u. STOBBERINGH 2008).

MELLMANN et al. (2008) zeigten, dass Uber den Algorithmus BURP (based upon
repeat pattern) gebildete spa-Typ-Gruppen mit denen der MLST (96,5%) und denen
der Pulsfeld-Gelelektrophorese (94,9%) hoch Ubereinstimmend waren (MELLMANN
et al. 2008).

e SCCmec-Typisierung
Die SCCmec-Typisierung stellt eine weitere Typisierungsmethode von MRSA dar.
Dabei wird die Struktur der mobilen SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosom
mec) Kassette, die Trager des Methicillin-Resistenz vermittelnden mecA Gens ist,
mittels einiger PCR-Methoden aufgeschlisselt und einem der verschiedenen
SCCmec-Typen zugeordnet. ITO et al. (2001), OLIVEIRA u. LENCASTRE (2002),
MILHEIRICO et al. (2007) sowie ZANG et al. (2005) und BOYE et al. (2007) be-
schreiben jeweils alle mehr oder minder verschiedene Methoden zur SCCmec-
Typisierung. Ein Nachteil dieser gro3en Anzahl an unterschiedlichen Methoden ist
die nur bedingte Vergleichbarkeit der Ergebnisse, da es zu unterschiedlichen Einord-
nungen in die SCCmec-Typen kommt (DEURENBERG u. STOBBERINGH 2008;
JANSEN et al. 2009; HUIJSDENS et al. 2009). Dennoch ist erkennbar, dass einige
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der unterschiedlichen SCCmec-Typen bestimmten MRSA-Gruppen zu geordnet wer-
den konnen:

SCCmeclbislll — Healthcare-associated MRSA (COHN et al. 2010)
SCCmec IVundV — Community-associated MRSA (COHN et al. 2010)
SCCmecl lll, IVaundV  —livestock-associated MRSA (DE NEELING et al. 2007)

e PFGE - Pulsfeld-Gelelektrophorese
Die Pulsfeld-Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Typisierung von MRSA, bei der
die bakterielle, chromosomale DNA durch einen Verdauungsvorgang mittels des
Restriktionsenzyms Smal zunachst in Segmente geschnitten wird und anschliel3end
gelelektrophoretisch aufgetrennt wird. Im Folgenden entsteht fur jedes MRSA-Isolat
ein spezifisches Bandenmuster. Aufgrund der hohen Diskriminationsfahigkeit und
des damit verbundenen hohen Aufklarungswertes in Bezug auf epidemiologische
Zusammenhange wird die PFGE mit Smal als ,Goldstandard® der S. aureus-
Typisierung angesehen. Leider ist sie jedoch personal-, zeit- und kostenaufwandig
(FETSCH et al. 2009).
Die chromosomale DNA des nutztierassoziierten MRSA ST398 lasst sich hingegen
nicht mit dem Restriktionsenzym Smal fragmentieren. Der ST398 besitzt ein Restrik-
tionsmodifikationsenzym, welches die Zielsequenz des Enzyms Smal methyliert.
Smal kann somit die Zielsequenz nicht mehr erkennen und infolge dessen die DNA
nicht schneiden. Eine Typisierung des ST398 mittels PFGE mit Smal ist deshalb
nicht moglich. MRSA ST398 werden daher auch als NT-(non-typeable) MRSA be-
zeichnet (BENS et al. 2006).
Inzwischen ist diese Bezeichnung nur noch bedingt gultig, da eine Typisierung des
MRSA ST398 mittels PFGE unter Verwendung anderer Enzyme z.B. Apal und Cfr9l
realisierbar ist (KADLEC et al. 2009; RASSCHAERT et al. 2009). Das Enzym Cfr9l
beispielsweise ist ein Neoschizomer von Smal. Cfr9l nutzt die gleiche Zielsequenz
wie Smal, aber schneidet sie an einer anderen Position (ARGUDIN et al. 2010a).
Studien von ARGUDIN et al. (2010) und BOSCH et al. (2010) zeigen, dass die Typi-
sierung von MRSA ST398 mittels einer PFGE mit dem Enzym Cfr9l erfolgreich und
hinsichtlich des epidemiologischen Wertes sehr vielversprechend ist (ARGUDIN et
al. 2010b; BOSCH et al. 2010). Ebenso konnte in Studien von KADLEC et al. (2009)
und FERLER et al. (2010) veranschaulicht werden, dass MRSA ST398 auch mittels
einer PFGE mit dem Enzym Apal typisierbar sind.
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Epidemiologie von MRSA bei Mensch und Tier

Methicillin-resistente S. aureus konnten erstmals 1961 in Grol3britannien nachgewie-
sen werden (JEVONS 1961; BARBER 1964). Bereits in den 70er Jahren wurden
MRSA auf den verschiedenen Kontinenten z.B. in Australien, Japan, USA und Euro-
pa nachgewiesen (DEURENBERG u. STOBBERINGH 2008). Inzwischen gehdren
MRSA zu den weltweit meist gefurchteten Erregern nosokomialer Infektionen
(GRUNDMANN et al. 2006). Bis Anfang der 90er Jahre wurden MRSA ausschlieRlich
mit Krankenhausern assoziiert.

Im Jahr 1993 jedoch wurde erstmals aus Westaustralien von MRSA-Isolaten berich-
tet, die von Patienten, die keinen Kontakt zu einem Krankenhaus hatten, isoliert wur-
den. Zudem unterschieden sich diese Isolate von denen, die gewdhnlich im Kran-
kenhaus gefunden wurden. Des Weiteren konnte eine Ausbreitung dieser Isolate be-
obachtet werden (UDO et al. 1993). MRSA-Stamme wurden daraufhin in die Grup-
pen healthcare-associated MRSA (haMRSA) und community-associated MRSA
(caMRSA) eingeordnet. Innerhalb der letzten zehn Jahre haben sich caMRSA nicht
nur in der Gesellschaft sondern auch im Gesundheitswesen weltweit verbreitet. Auf-
grund ihrer Virulenzfaktoren sind sie im Vergleich zu haMRSA meist virulenter
(CHAMBERS 2001; ETIENNE 2005; DEURENBERG u. STOBBERINGH 2008).
Ebenso konnten MRSA in den letzten Jahren bei vielen Tierarten wie z.B. Pferden
(WEESE et al. 2005, 2006; CUNY et al. 2006), Hunden und Katzen (BAPTISTE et al.
2005), und verschiedenen Heimtieren (WALTER et al 2008) nachgewiesen werden.
In den meisten Fallen waren es jedoch Isolate, die vom Menschen auf das Tier Uber-
tragen worden waren (SMITH u. PEARSON 2010).

Eine weitere Gruppe stellen die livestock-associated MRSA (laMRSA) dar (WULF u.
VOSS 2008). Diese Gruppe umfasst MRSA, die bei landwirtschaftlichen Nutztieren
gefunden werden. Uberwiegend findet man hier MRSA ST398, der gehauft als nasa-
ler Besiedler bei Schweinen vorkommt (LINDE u. LEHN 2006; DE NEELING et al.
2007; MEEMKEN et al. 2008). S. aureus sind bekannt als Verursacher von Mastiti-
den beim Rind, die mit hohen wirtschaftlichen Verlusten einhergehen (NICKERSON
2009). Der erste Fall von laMRSA beim Rind wurde Mitte der 70er Jahre beschrieben
(DEVRIESE u. HOMMEZ 1975). NEMATI et al. und DULLWEBER berichten zudem
uber das Vorkommen von MRSA beim Gefligel (NEMATI et al 2008; DULLWEBER
2010).
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Healthcare-associated MRSA, community-associated MRSA und livestock-
associated MRSA lassen sich anhand ihrer Epidemiologie, im Speziellen mittels ihres
genetischen und klinischen Bildes, unterscheiden (DAUM et al. 2002; DE NEELING
2007). In Bezug auf die Gefahrdung des Menschen stellt jede Gruppe flr sich einen
eigenen Problemkreis dar (ANON. 2009a). Die folgende Abbildung 1 zeigt die
MRSA-Komplexe, deren Grolde eine Schatzung des Anteils am Gesamtvorkommen
ist (MEEMKEN et al. 2009). Hierbei kann allerdings kein Zusammenhang zwischen
Anteilsgrofie am Gesamtvorkommen und der Gefahrdung des Menschen gezogen

werden. Der Schluss ,je grofier der Anteil desto problematischer* ist nicht zu lassig.

laMRSA

LM = Lebensmitiel

Abbildung 1. MRSA-Komplexe und deren geschatzte AnteilsgréRe am Gesamt-
volumen nach MEEMKEN et al. (2009)

e healthcare-associated MRSA (haMRSA)
MRSA-Infektionen beim Menschen werden bereits seit 50 Jahren beschrieben
(JEVONS 1961). Dennoch hat die Bedeutung nicht etwa abgenommen, sondern zu-
genommen. Gerade in den letzten Jahrzehnten ist die Zahl der nosokomialen Infekti-
onen verursacht durch MRSA in den Krankenhausern gestiegen (KIPP et al. 2004;
KLEIN et al. 2007). Datenanalysen des deutschen Krankenhausinfektions-
Surveillance-System (KISS), speziell des MRSA-KISS, zeigen ebenfalls eine starke
Zunahme der Gesamtinzidenz der MRSA-Falle in den teilnehmenden Krankenhau-
sern Uber die Jahre 2004 bis 2009 (ANON. 2011).
Healthcare-associated MRSA bilden die Gruppe der MRSA, die in Krankenhausern
und in den letzten Jahren verstarkt im Bereich anderer Pflegeeinrichtungen durch
Patienten erworben werden. Basierend auf folgenden Faktoren wie beispielsweise

Venen- oder Harnréhrenverweilkatheter, Wunden, Antibiotikatherapie, lange Liege-
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zeiten, mehrmalige Hospitalisierung, hohes Alter, Diabetes oder andere chronische
Krankheiten, unterliegen diese Patienten einem erhohten Risiko von MRSA besiedelt
und infiziert zu werden (BAUER 2007; FRIEDRICH 2009). Zudem erhoht eine vorhe-
rige Besiedlung mit MRSA das Infektionsrisiko um den Faktor flinf bis zwanzig
(KLUYTMANS et al. 1997). Patienten auf Intensivstationen gelten als besonders ge-
fahrdet an MRSA infiziert zu werden (COELLO et al. 1997).

Nasenvorhof, Rachen, Achselhdhle, Perineum und Stirn-Haar-Grenze sind beliebte
Kolonisationsorte von haMRSA (ANON. 2000). Dabei stammen die haufigsten Isolate
vom Nasen-Rachen-Raum und von Wunden (LOWY 1998; KENNER et al. 2003).
Das klinische Bild von haMRSA-Infektionen wird angefuhrt von den Wundinfektionen
gefolgt von Pneumonien, Bakteriamie/Sepsis und Harnwegsinfektionen (ANON.
2009b). Dabei wird bei Patienten mit einer MRSA-Bakteridamie eine Mortalitat von bis
zu 35% angenommen (WYLLIE et al. 2006; GUILARDE et al. 2006; SHURLAND et
al. 2007).

Das Hauptreservoir fur haMRSA sind meist besiedelte oder gar infizierte Patienten
(HADDADIN et al. 2000). Aber auch Pflegepersonal, Arzte und Besucher kénnen als
Reservoir und als Ubertrager fungieren. Hierbei spielen haufig die Hande eine her-
ausragende Rolle bei der Ubertragung. Inkonsequenzen im Hygienemanagement
fuhren ebenfalls zur Verbreitung der Keime beispielsweise Uber nicht grundlich ge-
reinigte und nicht desinfizierte unbelebte Gegenstande (ANON. 2000).

In den letzten Jahren wurden einige klonale Linien der haMRSA sehr haufig und ver-
breitet nachgewiesen. Man bezeichnet sie auch als Epidemiestamme. In den Jahren
2005 bis 2008 waren dies am haufigsten Isolate des ST22 (,Barnim'-
Epidemiestamm), des ST225 (,Rhein-Hessen‘-Epidemiestamm) und des ST45 (,Ber-
liner'-Epidemiestamm) (ANON. 2009b). Zudem gehoren healthcare-acquired MRSA
meist zu den SCCmec Typen | bis IIl (COHN et al.2010). Diese sind mit einer Viel-
zahl von unterschiedlichen Resistenzgenen ausgestattet und lassen haMRSA zu
Multi-resistenten Keimen werden (MORGAN 2008).

TIEMERSMA et al. konnten mithilfe des European Antimicrobial Resistance Sur-
veillance Systems (EARRS) zeigen, dass die MRSA-Pravalenzen von Krankenhaus
zu Krankenhaus und von Land zu Land verschieden sein kdnnen. So gibt es ein
deutliches Nord-Sud-Gefélle. Wahrend die skandinavischen Lander MRSA-Anteile

von < 1% aller S. aureus Isolate aufwiesen, konnten im Westen und Siden Europas
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Werte von >40% ermittelt werden (TIEMERSMA et al. 2004). Deutschland liegt mit
einem mehr oder weniger konstanten MRSA-Anteil von 20% (+/-5) der S. aureus Iso-
late in den letzten Jahren in einem mittleren Bereich. Im Gegensatz dazu waren es
1999 nur 8% in Deutschland (http://www.rivm.nl/earss/database/).

Mit einem adaquaten, systematischen Hygienemanagement, prophylaktischen
Screening- und Monitoring-Methoden, konsequenter Isolation MRSA-kolonisierter
bzw. -infizierter Patienten sowie umfassender Information und Schulung des Perso-
nals ist eine Reduzierung der MRSA-Belastung in den Krankenhausern moglich
(ANON. 2000).

e community-associated MRSA (caMRSA)

Eine weitere Gruppe stellen die community-associated MRSA dar. Im Gegensatz zu
haMRSA erwerben Menschen caMRSA in ihrer ,normalen‘ Umgebung. Zudem unter-
liegen diese Personen keinen besonderen nosokomialen Risikofaktoren
(VANDENESCH et al. 2003). Dennoch begunstigen eine eher geringe Kdrperhygie-
ne, die gemeinsame Nutzung von personlichen Dingen sowie sportliche Aktivitaten
mit Kérperkontakt eine Besiedlung bzw. Infektion mit caMRSA (KOCK 2010).
Community-associated MRSA wurden in den letzten 10 Jahren mit steter Zunahme
nachgewiesen und sind weltweit verbreitet (SPRINGER et al. 2009). Wahrend haM-
RSA-Infektionen eher bei alteren Menschen anzutreffen sind, werden caMRSA ver-
mehrt bei Kindern und jungen gesunden Erwachsenen isoliert (CRUM 2005). Das
klinische Bild einer caMRSA-Infektion wird dominiert von Haut- und Weichteilinfektio-
nen wie Furunkel bis hin zu nekrotisierender Fasciitis. Weniger haufig werden
schwerwiegende nekrotisierende Pneumonien mit einer Mortalitat von bis zu 75%
beobachtet (GILLET et al.2002; LINDE u. LEHN 2008).

Dabei spielt Panton-Valentin-Leukozidin als Mitverursacher dieser pathologischen
Veranderungen eine grof3e Rolle. Community-acquired MRSA besitzen meist den
Genlocus lukS-lukF, der fur das Exotoxin Panton-Valentin-Leukozidin (PVL) kodiert
(DUFOUR et al. 2002; WITTE et al. 2007). Durch das PVL sind caMRSA potentiell
virulenter als haMRSA (CHAMBERS 2001; ETIENNE 2005). NAIMI et al. gehen von
77% PVL-bildenden caMRSA aus (NAIMI et al. 2003).

Bei caMRSA findet man vor allem die SCCmec Typen IV und V. Beide SCCmec
Elemente IV und V sind kleiner als SCCmec |, Il und lll der haMRSA. Es wird vermu-

tet, dass das klurzere SCCmec Element ein Grund fur das schnellere Wachstum von
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caMRSA im Vergleich zu haMRSA ist. Die SCCmec Elemente IV und V beinhalten
ebenso das mecA Gen, welches fur die Methicillin-Resistenz kodiert, aber sie besit-
zen deutlich weniger Resistenzgene. Neben der Resistenz gegen alle 3-Laktame und
Erythromycin besitzen caMRSA deutlich weniger Resistenzen gegenuber Antibiotika.
Infektionen sind daher leichter therapierbar (ANON. 2009b; SPRINGER et al. 2009).
In den letzten Jahren konnten in den USA caMRSA mit dem PFGE-Profil USA300
(MLST8, SCCmec IV, PVL+) vermehrt bei Infektionen nachgewiesen werden. Dabei
konnte eine sehr erfolgreiche Ausbreitung dieser klonalen Linie nachvollzogen wer-
den (TENOVER u. GOERING 2009). Auch in Europa konnten Infektionen mit dem
USA300 bzw. ST8 nachgewiesen werden. Allerdings Uberwiegen in Europa caMRSA
ST80 (SCCmec IV, PVL+). Ein weiteres Phanomen stellt das gehaufte Auftreten von
caMRSA in den skandinavischen Landern und den Niederlanden dar, deren im Ge-
gensatz dazu stehenden haMRSA Pravalenzen aulderst niedrig sind (WITTE et al.
2007; BARTELS et al. 2007; LARSEN et al.2007).

In Deutschland wird zurzeit davon ausgegangen, dass von allen in den Laboren iso-
lierten MRSA etwa 10% caMRSA sind. Dominierend sind hierbei ST8 und ST80
(OTTER u. FRENCH 2010).

e livestock-associated MRSA (laMRSA)

Livestock-associated MRSA bilden die Gruppe der MRSA die vorrangig bei Nutztie-
ren vorkommen. Der erste Nachweis gelang 1972 bei der Mastitis einer Kuh
(DEVRIESE et al. 1972). Rinder, Schweine und Wirtschaftsgefligel gelten mittlerwei-
le als Reservoir fur laMRSA. Eine klonale Linie, der MRSA MLST398 (kurz: ST398),
konnte in den letzten Jahren weltweit bei Nutztieren nachgewiesen werden (DE
NEELING et al. 2007; MEEMKEN et al. 2008; VAN DUIJKEREN et al. 2008;
WAGENAAR et al. 2009; KHANNA et al. 2008, PERSOONS et al. 2009;
DULLWEBER 2010).

Der ST398 kann mittels PFGE mit Smal nicht typisiert werden. Er wurde daher in der
Vergangenheit auch als non-typeable MRSA bezeichnet (BENS et al. 2006). Die spa-
Typen t011, 1034, t108, t567, t899 und t989 u.a. sind mit dem ST398 assoziiert. Meist
werden die SCCmec Elemente lll, 1V, IVa oder V gefunden. Wahrend beispielsweise
beim spa-Typ t011 die SCCmec Elemente IV und IVa gehauft auftreten, wird beim
t108 eher SCCmec V nachgewiesen (MORGAN 2008). ST398 tritt haufig als nasaler

Besiedler von Schweinen auf. Auch eine Transmission auf den Menschen gelingt
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(VAN LOO et al. 2007; MEEMKEN et al. 2008). Beim Menschen findet ebenfalls
meist nur eine Besiedlung statt. Infektionen wurden bislang nur in Einzelfallen be-
schrieben (HUIYSDENS et al. 2006; EKKELENKAMP et al 2006, WITTE et al. 2007,
ANON. 2009a). Die Erkenntnis, dass auch MRSA ST398 Isolate mit der Fahigkeit
das Exotoxin Panton-Valentin-Leukozidin zu bilden, gefunden wurden, zeigt, dass
dieser Stamm das Potential hat virulenter, zu werden (VAN LOO et al. 2007).
Wahrend die Mehrzahl der Wissenschaftler ST398 bei Nutztieren isolierten, konnten
WAGENAAR et al. (2009) den spa-Typ t899, der mit dem MRSA MLST9 (kurz: ST9)
assoziiert wird, in Umgebungsstaubproben chinesischer Schweinebestande nach-
weisen. Sie implizierten daher, dass IaMRSA nicht nur auf die klonale Linie des
ST398 und dessen verschiedenen spa-Typen beschrankt sind (WAGENAAR et al.
2009).

Im Folgenden wird auf die drei Nutztierarten Schwein, Gefligel und Wiederkauer so-

wie auf die Bedeutung von MRSA beim Menschen naher eingegangen.

e Schwein

VOSS et al. beschrieben 2005, dass der Kontakt zu Schweinen ein Risikofaktor fur
eine Besiedlung mit MRSA darstellt. Vorangegangen war der MRSA-Nachweis bei
einem sechs Monate alten Madchen wahrend eines praoperativen Routine-
Screenings. Es konnte ein direkter Bezug zu den Eltern und zu den Schweinen des
elterlichen Schweinebetriebs hergestellt werden. Die isolierten MRSA waren alle vom
spa-Typ t108, also ST398 (VOSS et al. 2005).

Weitere Nachforschungen hinsichtlich des MRSA-Vorkommen bei Schweinen wur-
den begonnen und seitdem weltweit weitergeflhrt und publiziert (VOSS et al. 2005;
HUIJSDENS et al. 2006; DE NEELING et al. 2007; DENIS et al. 2007; SERGIO et al.
2007; KHANNA et al 2007; GUARDABASSI et al. 2007; LEWIS et al. 2008; EFSA
2008; VAN DUIKEREN et al. 2008; MEEMKEN et al. 2008; SMITH et al. 2009;
BATTISTI et al. 2009; WAGENAAR et al. 2009; KOCK et al. 2009; TENHAGEN et al.
2009; NATHAUS et al. 2010; FRICK 2010; u.a.). MRSA wurden inzwischen bei
Schweinen aller Produktionsstufen nachgewiesen (DENIS et al. 2007). Folgende
Tabelle 2 soll einen kurzen Uberblick liber einige Studien mit den jeweiligen sich er-
gebenen Pravalenzen geben. Es wurden jeweils Schweine mittels Nasentupfer be-
probt. Auffallig ist, dass die Spanne der Angaben sehr grof ist. Sie reicht von 1% bis

80% bei den Pravalenzen auf Einzeltierbasis und von 18% bis 81% auf Herdenbasis.
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Dennoch zeigen alle Studien zusammen, dass das Vorkommen von MRSA beim

Schwein kein Einzelfall ist, sondern ein weltweites Phanomen darstellt.

Tabelle 2: Untersuchungen einiger Autoren zum MRSA-Vorkommen beim Schwein

mit den daraus resultierenden Pravalenzen

Autor Land Pravalenz Pravalenz
(Einzeltier) (Herde)

HUIJSDENS et al. 2006 Niederlande 80% /

DE NEELING et al. 2007 Niederlande 39% 81%
DENIS et al. 2007 Belgien 44% 68%
GUARDABASSI et al. 2007 Danemark 1% /

VAN DUIJKEREN et al. 2008 Niederlande 11% 23%
MEEMKEN et al. 2008 Deutschland 13% 18%
LEWIS et al. 2008 Danemark 46% 80%
SMITH et al. 2009 USA 70% /
BATTISTI et al. 2009 Italien / 38%
KOCK et al. 2009 Deutschland / 70%
TENHAGEN et al. 2009 Deutschland 60% /

Ein Vergleich der Pravalenzen ist aufgrund der unterschiedlichen Probenanzahlen
und der verschiedenen Designs der Studien jedoch nur bedingt mdglich. So nahmen
HUIJSDENS et al. 2006 in den Niederlanden von zehn Mastschweinen Nasentupfer
aber auch Rachen- und Perianaltupfer. Bei acht von zehn Schweinen konnte MRSA
isoliert werden. Die Studie wurde initiiert, da die Tochter und die Ehefrau des Land-
wirts zuvor MRSA-positiv getestet worden waren. Die Isolate waren vom spa-Typ
t108 und somit ST398 (HUIJSDENS et al. 2006).

DE NEELING et al. (2007) hingegen fuhrten eine groRere Studie auf neun niederlan-
dischen Schlachthéfen durch. Sie untersuchten jeweils zehn Mastschweine von 54
Betrieben. Von den 540 Mastschweinen waren 209 MRSA-positiv. Auf Herdenebene
betrachtet, hatten 44 von 54 Betrieben MRSA-positiv getestete Schweine. Dement-
sprechend ermittelten die Autoren eine Pravalenz auf Einzeltierbasis von 39% und
auf Herdenbasis von 81% (DE NEELING et al. 2007). Im direkten Vergleich dazu
konnten GUARDABASSI et al. (2007) in Danemark bei 100 Schlachtschweinen von
drei Betrieben nur ein einziges MRSA-positives Schwein identifizieren. Die Pravalenz
lag somit bei 1% (GUARDABASSI et al. 2007).

VAN DUIJKEREN et al. (2008) wiederum beprobten jeweils zehn Schweine in 31

Betrieben mit unterschiedlichen Produktionsstufen. Auf Einzeltierebene berechneten
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sie eine Pravalenz von 11% (35/310 MRSA-positiv) und auf Herdenebene von 23%
(7/31 MRSA-positiv). Die sieben MRSA-positiven Betriebe setzten sich aus drei
Mastbestanden, drei Zuchtbestanden und einem geschlossenen System zusammen.
Daraufhin wurden ebenfalls sechs Zuliefererbetriebe der positiven Mastbestande be-
probt. Finf von ihnen hatten ebenfalls MRSA-positive Schweine. Anhand der spa-
Typen konnte ein Zusammenhang vermutet werden. VAN DUIJKEREN et al. schlos-
sen daraus, dass MRSA auch innerhalb der Produktionskette Ubertragen werden
kénnen (VAN DUIJKEREN et al. 2008).

Eine groRe Studie in Belgien von DENIS et al. (2007) zeigte, dass es Unterschiede in
den Pravalenzen der Schweine verschiedenen Alters und ebenfalls hinsichtlich der
verschiedenen Betriebstypen gibt. Insgesamt untersuchten sie 1500 Schweine, da-
runter Sauen, Absetzferkel und Mastschweine, in 50 Betrieben. Davon waren 663
(44%) Schweine und 34 (68%) Betriebe MRSA-positiv. Sauen (26%) waren weniger
MRSA-positiv als Absetzferkel (41%) und Mastschweine in geschlossenen Syste-
men (26%) waren seltener betroffen als in reinen Mastbetrieben (71%) (DENIS et al.
2007). In Kanada (Ontario) untersuchten KHANNA et al. (2007) 285 Schweine in 20
Betrieben. Die Pravalenz der Einzeltiere lag bei 25% und die der Herden bei 45%.
Die Autoren konnten im Gegenteil zu DENIS et al. keine eindeutigen Pravalenzunter-
schiede bei den verschiedenen Altersklassen feststellen. In einer weiteren Studie von
SMITH et al. (2009) aus den USA konnte wiederum ein Zusammenhang zwischen
Alter und Besiedlung der Tiere erkannt werden. Allerdings waren es hier die Absetz-
ferkel die MRSA-positiver waren als die Endmastschweine eines Betriebes (SMITH
et al. 2009). Zwei neuere Studien von NATHAUS et al. (2010) und MOODLEY et al.
(2010) veranschaulichen, dass von MRSA-positiven Sauen eine direkte vertikale
Ubertragung auf das Ferkel mdglich und wahrscheinlich ist. Wahrend NATHAUS et
al. in ihrer Intraherdenpravalenzstudie in zwei Zuchtbetrieben den Einfluss der
MRSA-positiven Sau auf das Ferkel kurz nach Geburt untersuchten, flhrten
MOODLEY et al. hingegen eine experimentelle vaginale Kolonisation mit ST398 und
ST9 bei hochtragenden Sauen durch und konnten die Ergebnisse von NATHAUS et
al. bestatigen (MOODLEY et al. 2010; NATHAUS et al. 2010).

Des Weiteren wurden auch retrospektive Studien anhand von porcinen, klinischen
MRSA-Isolaten angefertigt. In Bayern konnten beispielsweise 20 % von 100 isolier-
ten S. aureus Isolaten aus klinischem Untersuchungsmaterial vom Schwein als
MRSA identifiziert werden (ANON. 2009a). In Niedersachsen konnten MEEMKEN et
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al. (2010) von 138 S.aureus Isolaten, die in den Jahren 2004 bis 2007 von verander-
ten Geweben bei Schweinen aus pathologisch-anatomischen Untersuchungen iso-
liert worden waren, je nach Jahr 30% bis 55% als MRSA identifizieren. Es konnte
gezeigt werden, dass auch schon im Jahre 2004 Isolate des ST398 beim Schwein
vorkamen (MEEMKEN et al. 2010).

Nur wenige Studien berichten von einer Infektion mit MRSA beim Schwein. In einem
Fall wurden MRSA bei einer exsudativen Dermatitis bei Ferkeln (sogenannter Ferkel-
rufl) isoliert. Da der typische Erreger Staphylococcus hyicus fehlte, schlussfolgerten
die Autoren, dass eine Infektion mit MRSA ursachlich war (VAN DUIJKEREN et al.
2007). Zudem wurden Infektionen des Urogenitaltraktes, des Uterus und des Gesau-
ges mit dem Nachweis von MRSA in Verbindung gebracht (SCHWARZ et al. 2008).
KADLEC et al. (2009) untersuchten 54 MRSA-Isolate, die von akut kranken Schwei-
nen isoliert wurden. Die Autoren vermuten bei 17 der 54 MRSA-Isolate einen direk-
ten kausalen Zusammenhang zwischen MRSA-Nachweis und der akuten Erkrankung
der Schweine. Diese 17 MRSA-Isolate wurden bei folgenden klinischen Bildern iso-
liert: Hautinfektionen (n=8), Urogenitaltraktinfektionen (n=5), Septikédmien (n=2), Po-
lyserositis (n=1) und nekrotisierende Enteritis (n=1). Die restlichen 37 MRSA-Isolate
stammten von Schweinen mit respiratorischen Erkrankungen, die die Autoren als
nasale Besiedler der Tiere und nicht als Krankheitsgrund ansahen.

Alle untersuchten Isolate unterschieden sich nicht wesentlich hinsichtlich ihrer Gene-
tik und ihrer Virulenz- und Resistenzmuster (KADLEC et al. 2009).

o Gefliigel

Bisher wurden nur wenige Studien zum Vorkommen von MRSA beim Geflugel publi-
ziert. Das meiste Wissen Uber MRSA beim Gefligel stammt von Untersuchungen
von Geflugelfleisch, wie z.B. von DE BROER et al. (2009) und FETSCH et al. (2009)
beschrieben.

LEE et al. (2003) konnten in Korea MRSA aus Gelenksflissigkeit von Gefligel mit
Gelenksentzindungen isolieren. NEMATI et al. (2008) zeigten erstmals in Belgien
anhand von klinischen S. aureus-Isolaten, dass laMRSA ST398 auch beim Geflugel
vorkommen. Es wurden klinische S. aureus-Isolate, die 1971 und 1972 sowie 2006
von pathologischen Veranderungen und bei klinisch gesunden Masthahnchen aus
der Kloake und der Nasenhdhle isoliert wurden, retrospektiv auf ihre Resistenzen

gegen Antibiotika untersucht. Dabei fanden sie vor allem die spa-Typen t011 und
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t567 (NEMATI et al 2008). In einer weiteren Studie aus Belgien konnten in zwei von
14 Betrieben MRSA identifiziert werden, welche dem spa-Typ 11456 und ebenso dem
MLST398 angehdrten (PERSOONS et al. 2009). MULDERS et al. (2010) untersuch-
ten in den Niederlanden 405 Hahnchen aus 40 Betrieben bei Ankunft in Schlachtho-
fen. Von allen Tieren konnten ca. 7% als MRSA-positiv identifiziert werden. Die Her-
denpréavalenz betrug 35%. Uberraschend war die Tatsache, dass zwei verschiedene
Multi Locus Sequenztypen ermittelt werden konnten. Dies war zum einen ST398 und
zum anderen mit rund 30 % ST9 mit dem spa-Typ t1430. Die Autoren schlussfolger-
ten daraus, dass eine generelle Assoziation zwischen MRSA vom spa-Typ t1430 und
Geflugel besteht (MULDERS et al. 2010).

Eine neuere Studie von DULLWEBER (2010) bei Mastgefligel zeigte in der Vorun-
tersuchung von 20 Mastgeflugel-Betrieben mittels einer Umgebungspoolprobe, dass
bei 8 von 20 Betrieben MRSA isoliert werden konnten. Die weitere Untersuchung der
acht MRSA-positiv-getesteten Betriebe anhand von verschiedenen Proben der Um-
gebung und der Tiere (Trachealtupfer) veranschaulichte, dass die MRSA-
Nachweishaufigkeit von Betrieb zu Betrieb stark schwanken kann (DULLWEBER
2010)

o Wiederkéduer
Der erste MRSA Nachweis beim Nutztier gelang 1972 bei einer Milchkuh mit Mastitis
(DEVRIESE et al. 1972). Nachweise dieser Art blieben bis in die letzten Jahre spora-
disch. S. aureus sind bekannt als Erreger von Mastitiden beim Rind. Daher werden in
Deutschland Milchproben von Rindern routinemafige auf diese Bakterien untersucht.
Bei den meisten dieser Untersuchungen waren jedoch mittels phanotypischer Resis-
tenztestung keine Oxacillin-resistenten  Staphylococcus aureus zu finden
(TENHAGEN et al. 2006; WALLMANN 2006; ANON. 2009a). Auch in England konn-
ten bei der Untersuchung von 1043 Milch- und Euterproben aus Rinderbetrieben kein
MRSA Nachweis erbracht werden (MORGAN 2008). In Korea wiesen LEE et al.
(2003) hingegen bei neun von zwolf Proben aus Mastitisgemelk MRSA nach. Im Jahr
2007 konnten in Ungarn ebenso MRSA (28/595 positiv) aus Milchproben subklini-
scher Mastitiden aus einem gro3en Milchviehbetrieb nachgewiesen werden. Auch
ein Mitarbeiter wurde MRSA-positiv getestet. Da alle MRSA Isolate dem spa-Typ

t127, der mit dem ST1 assoziiert ist, angehorten, schlossen die Autoren auf die Mog-
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lichkeit einer direkten Ubertragung zwischen Rindern und Menschen (JUHASZ-
KASZANYITZKY et al. 2007).

In einer belgischen Studie von VICCA et al. wurden 2008 einige Betriebe untersucht,
deren Tankmilchproben zuvor einen MRSA Nachweis erbrachten. Dabei waren bis
zu 15% der untersuchten Tiere in den Betrieben MRSA-positiv (VICCA et al. 2008).
Ebenfalls in Belgien konnten VANDERHAEGEN et al. (2010) anhand von Milchpro-
ben aus 118 Kuhherden, die regelmalig Probleme mit Mastitiden hatten, von allen
isolierten S. aureus 9,3% MRSA nachweisen. Die Intraherdenpravalenzen hingegen
betrugen bis zu 7,4%. Alle Isolate konnten dem ST398 zu geordnet werden
(VANDERHAEGEN et al. 2010).

In einer Studie von FERLER et al. (2010) wurden 25 MRSA-Isolate von Rindern mit
Mastitiden und zwei MRSA-Isolate von Farmarbeitern untersucht. Die Isolate konnten
alle dem MLST 398 zugeordnet werden. Es wurden Uberwiegend die spa-Typ t011
und t034 gefunden. Die Autoren stellten eine Vergleichbarkeit zu den bei Schweinen
isolierten MRSA hinsichtlich ihrer Virulenz fest (FERLER et al. 2010).

In den Niederlanden untersuchten GRAVELAND et al. (2010) das MRSA Vorkom-
men bei Mastkalbern. Dabei wurden insgesamt 2151 Kalber aus 102 Betrieben un-
tersucht. Es wurden 458 Kalber und 90 Betriebe als MRSA-positiv (ST398, t011 und
t034) identifiziert. Dementsprechend konnte eine Pravalenz auf Einzeltierebene von
28% und auf Herdenebene von 88% ermittelt werden. Des Weiteren wurde ein An-
stieg der Pravalenzen nach antibiotischer Behandlung der Tiere beobachtet. Ein gu-
tes Hygienemanagement wurde mit niedrigeren Pravalenzen assoziiert. Aufgrund der
ermittelten, hohen MRSA Haufigkeiten wird vermutet, dass Kalbermastbestande ge-
nerell ein hohes MRSA Vorkommen aufweisen. Die Autoren untersuchten ebenso die
Landwirte und Familienmitglieder der Betriebe und konnten 33% der Landwirte und
8% der Familienmitglieder MRSA-positiv testen. Die Isolate von Mensch und Tier
waren genetisch identisch (GRAVELAND et al. 2010).

Bedeutung und Vorkommen von MRSA beim Menschen

MRSA-Nachweisraten weisen in Europa ein starkes Nord-Sud-Gefalle auf, welches
von einem Vorkommen von unter 1% in den skandinavischen Landern bis zu Uber
50% in Sudeuropa mit den Spitzenreitern Portugal (53% in 2008) und Malta (56% in
2008), reicht. Dennoch zeigte sich 2008 erstmals ein Trend abnehmender MRSA-

Nachweishaufigkeiten in den meisten europaischen Landern. Deutschland nahm da-
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bei mit 19% eine mittlere Position ein
(http://www.rivm.nl/earss/Images/EARSS%202008_final_tcm61-65020.pdf).
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Abbildung 2: Pravalenz von MRSA in Deutschland seit den 1970er Jahren (mo-
difiziert nach PEG-Resistenzstudie 2007 und EARRS Annual Report 2008)

Gesunde Personen
Man geht davon aus, dass ca. 20% der Bevolkerung standig mit einem S. aureus-
Typ, 60% intermittierend und mit verschiedenen Typen und 20% so gut wie nie mit S.
aureus besiedelt sind. Vor allem das Vestibulum nasi dient als 0kologische Nische
fur diesen Keim, da hier in der keratinisierten Epidermis nur relativ wenige Abwehr-
zellen vorkommen (KLUYTMANS et al., 1997). Zwei bis vier Prozent der Menschen
sind symptomlose Trager von Methicillin-resistentem S. aureus (HARLIZIUS, 2009).
ACTON et al. fanden 2009 zudem heraus, dass vor allem junge Menschen, die nasal
mit MRSA besiedelt sind, auch haufig eine intestinale MRSA-Kolonisation aufweisen.
Weitere Pradilektionsstellen sind der Rachen, die Achselhéhlen und der Haaransatz,
von wo aus die Keime sehr leicht und effektiv durch normale Kontakte andere Perso-
nen kolonisieren und infizieren konnen. Bei gesunden Personen verlaufen Infektio-
nen jedoch im Allgemeinen subklinisch (WIELER, 2008).
Werden nasal kolonisierte Personen lokal mit Mupirocin behandelt, kann nicht nur die
nasale Besiedlung eliminiert werden, sondern S. aureus verschwindet normalerweise
auch von allen anderen betroffenen Lokalisationen des Korpers (VON EIFF et al.,
2001).
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Immunsupprimierte Personen und Personen mit Risikofaktoren

Immunsuppression oder Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Dialysepflichtigkeit,
Katheter oder Verletzungen der Haut als aul3ere Barriere wirken pradisponierend fur
eine endo- oder exogene Infektionen mit S. aureus. Daraus resultierende Erkrankun-
gen konnen lokalisierte oder generalisierte pyogene Infektionen wie Pyodermien,
Abszesse oder Wundinfektionen oder tiefer gehende Infektionen wie Parotitis, Masti-
tis puerperalis oder Ostemyelitis sein. Nicht selten geht die Bakteriamie infolge Kei-
mausschwemmung in die Blutbahn in eine Sepsis Uber, bei der die Letalitat immer
noch bis zu 15% betragen kann (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2009).

Menschen mit Kontakt zu Kleintieren

Bereits 1988 beschrieben SCOTT et al. den Ausbruch von S. aureus-Infektionen in
einem Pflegeheim, bei dem eine Therapiekatze als Ubertrager der Keime von den
infizierten Patienten auf das Pflegepersonal und andere Patienten diente.

Neuere Berichte Uber eine Ubertragung von Tier zu Mensch stammen von MANIAN
(2003), der den Fall eines Diabetikers und seiner Frau beschrieb, die beide an wie-
derkehrenden MRSA-Infektionen litten. Erst nachdem der Hund der Familie, in des-
sen Nase identische MRSA-Isolate gefunden wurden, erfolgreich saniert wurde, trat
auch bei dem Ehepaar keine Infektion oder nasale Besiedlung mehr auf. Auch SING
et al. berichteten 2008 Uber eine Frau, die an wiederkehrenden tiefen Abszessen
durch PVL-positive MRSA litt. Eine Sanierung ihrer Familie brachte keine Besserung.
Erst nachdem auch ihre drei klinisch gesunden, aber MRSA-positiven Katzen mit
Ciprofloxacin und Rifampin behandelt wurden, heilten die Abszesse der Frau ab und
alle Familienmitglieder konnten MRSA-negativ getestet werden. Einen ahnlichen Fall
beschrieben VAN DUIJKEREN et al. 2005. Auch hier wurden PVL-positive MRSA
zwischen einem Hund und der Familie Ubertragen.

STROMMENGER et al. charakterisierten 2006 die MRSA-Isolate von Haustieren und
verglichen sie mit Humanisolaten. Sie fanden heraus, dass alle Haustierisolate eng
miteinander und auch zu MRSA ST22, einem weit verbreiteten Typ in deutschen
Krankenhausern, verwandt waren. Daraus schlossen sie, dass ein mutmalliches
Risiko der Ubertragung von MRSA zwischen Haustieren und Menschen besteht.
WALTHER et al. untersuchten 2009 die Verwandtschaft von MRSA aus dem Nasen-

vorhof hospitalisierter Hunde, Personal und Umweltproben in einer Kleintierklinik.
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Auch sie fanden MRSA ST22 als dominierenden Genotyp in 72% der untersuchten
Proben. Des Weiteren konnte ein temporarer Nachweis von hohen nasalen Koloni-
sierungsraten beim Kilinikpersonal von 20% festgestellt werden, der vermutlich ur-
sachlich im Zusammenhang steht mit dem vermehrten Auftreten nosokomialer Infek-

tionen in der Kleintierklinik.

Menschen mit beruflichem Kontakt zu landwirtschaftlichen Nutztieren

VAN LOO et al. (2007) fanden 2003 in den Niederlanden zum ersten Mal einen
MRSA-Typ, der durch Pulsfeldgelelektrophorese nicht zu typisieren war. Durch wei-
tere molekulare Typisierung konnte festgestellt werden, dass er zum klonalen Kom-
plex (CC) 398 gehdrte. Vorrangig waren die spa-Typen t108, t011 und t034. Auler-
dem konnte ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieses Stammes und der
Schweinedichte einer Region festgestellt werden. Im Jahr 2006 war dieser Stamm
schon fur 21% aller MRSA-Nachweise beim Menschen in den Niederlanden verant-
wortlich.

2004 fahrten AUBRY-DAMON et al. in Frankreich eine Studie durch, die zu dem Er-
gebnis kam, dass Schweine haltende Landwirte signifikant haufiger eine nasale Be-
siedlung mit MRSA aufwiesen als die durchschnittliche Bevdlkerung. ARMAND-
LEFEVRE et al. konnten dies 2005 bestatigen. Sie fanden heraus, dass 44,6% der
Schweine haltenden Landwirte im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 24,1% eine nasa-
le Besiedlung mit MRSA aufwiesen. Zusatzlich untersuchten sie auch noch Na-
sentupfer von Schweinen und fanden heraus, dass bei Schweinen und Landwirten
die Sequenztypen ST9, ST398 und ST433 vorherrschten, diese jedoch in der Kon-
trollgruppe nicht vorkamen. Diese Ergebnisse stutzten die Vermutung, dass zwi-
schen Schweinen und Landwirten ein Austausch spezifischer Stamme stattfindet.
Eine Ubertragung von S. aureus von Tier zu Mensch konnte davor nur einmal in ei-
ner Untersuchung mit einer Milchschafherde nachgewiesen werden (VAUTOR et al.,
2003).

Ahnliche Zusammenhénge zwischen dem Auftreten von nasaler Besiedlung mit
MRSA bei Landwirten und dem Vorkommen von MRSA bei Schweinen kdnnen in
Belgien (DENIS et al., 2009), Kanada (KHANNA et al., 2007), Danemark (LEWIS et
al., 2008), USA (SMITH et al., 2009), Osterreich (SPRINGER et al., 2009) und weite-

ren Landern aufgezeigt werden.
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In Deutschland fuhrten MEEMKEN et al. 2008 Untersuchungen zu diesem Thema
durch und bezogen nicht nur Landwirte, sondern auch sonstige beruflich exponierte
Personen, wie Tierarzte oder amtliche Fachassistenten in der Fleischuntersuchung in
ihre Studie mit ein. Dabei konnten sie feststellen, dass bei 13% der Tiere und bei
23% der beruflich exponierten Personen laMRSA ST398 nachgewiesen werden
konnte.

In wie weit das Auftreten von nasaler Besiedlung mit MRSA an die berufliche Exposi-
tion geknupft ist, untersuchten auch WULF et al. 2008 auf einem internationalen
Tierarztekongress und stellten fest, dass 12,5% der Teilnehmer aus neun verschie-
denen Landern mit MRSA kolonisiert waren. Bereits 2006 konnten WULF et al. bei
Tierarzten und  Tiermedizinstudenten  eine 160fach hohere = MRSA-
Nachweishaufigkeit als in der niederlandischen Gesamtbevdlkerung feststellen.
FRICK (2010) untersuchte Nasentupfer von 116 Schweine haltenden Landwirten und
konnte dabei bei 34 Personen eine nasale Besiedlung mit aMRSA feststellen. Dies
entspricht einem Prozentsatz von 29,3%. Jedoch ergaben sich zwischen den ver-
schiedenen Betriebsarten teils erhebliche Unterschiede. Wahrend Landwirte in Fer-
kelerzeugungsbetrieben eine Kolonisationsrate von 26,9% aufwiesen, lagen Schwei-
nemaster bei 21,4%. Der grofite Unterschied bestand zu Landwirten in geschlosse-
nen Betriebssystemen. Hier lag die MRSA-Pravalenz bei 50%. AuRerdem konnte der
Autor nachweisen, dass eine 104fach hohere Chance des MRSA-Nachweises bei
Landwirten bestand, wenn auch bei den Schweinen des Betriebs MRSA nachgewie-
sen werden konnten.

In wie fern eine nasale Besiedlung mit aBMRSA ST398 im familiaren Umfeld von Per-
sonen mit Kontakt zu Schweinen festzustellen ist, untersuchten CUNY et al. 2008
und kamen zu dem Ergebnis, dass dieser Keim auch ohne Exposition zur Tierhaltung
durch zwischenmenschliche Kontakte weiteribertragen werden kann. Die Transmis-
sionsrate von laMRSA ST398 aus dem Kreis der Exponierten in das nicht exponierte
familiare Umfeld betragt je nach untersuchter Personengruppe zwischen 4,3% und
7%. Wie weit laMRSA ST398 bei Bewohnern landlicher Gebiete jedoch generell ver-
breitet ist, ist bis dato noch nicht bekannt.

Im Jahr 2007 konnten JUHASZ-KASZANYITZKY et al. zum ersten Mal die Ubertra-
gung von MRSA von einer Kuh mit subklinischer Mastitis auf einen Menschen nach-

weisen. Es handelte sich hier um MRSA ST1 mit dem spa-Typ t127.
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Im Jahr 2010 untersuchten MULDERS et al. die Pravalenz von MRSA bei Angestell-
ten in niederlandischen Geflugelschlachthausern und stellten auch hier fest, dass
5,6% des Personals MRSA-positiv waren im Gegensatz zu 0,1% in der Gesamtbe-
volkerung. Von den schlachtreifen Broilern waren durchschnittlich 6,9% MRSA-
positiv. Mehrheitlich wurden MRSA-Isolate des MLST-Typs ST398 gefunden, 27,7%
der Isolate gehorten jedoch zum Typ ST9 (spa-Typ t1403). Abschliefend kamen die
Autoren zu dem Ergebnis, dass fur Angestellte in Geflugelschlachthausern ein erhoh-
tes Risiko bestand, MRSA-Trager zu sein, vor allem solche, die dort mit lebenden

Tieren in Kontakt kamen.

Vorkommen von MRSA bei Pferden, Kleintieren und Wildtieren
o Pferde

Die ersten Nachweise von Methicillin-resistenten S. aureus bei Pferden wurden Ende
der 1990er Jahre erbracht. Neben einer symptomlosen, nasalen Besiedlung werden
MRSA beim Pferd immer wieder in Zusammenhang mit postoperativen Wundinfekti-
onen, aber auch mit MRSA-assoziierten Erkrankungen wie Pleuropneumonien, chro-
nischer septischer Arthritis und Dermatitis nachgewiesen (ANZAI et al. 1996;
HARTMANN et al. 1997; SEGUIN et al. 1999, O'MAHONY et al. 2005; CUNY et al.
2006; VAN DUIJKEREN et al. 2010). Der Grolteil der isolierten MRSA sind dabei
human-assoziierten Stammen (z.B. ST254) zu zuordnen. Ebenso wurden bei Stall-
personal, Personal in Pferdekliniken und Pferdebesitzern und den jeweiligen Pferden
MRSA der gleichen klonalen Linien gefunden, so dass man von einer Ubertragung
zwischen Pferd und Mensch ausgehen kann (SEGUIN et al. 1999; WEESE et al.
2005; O'MAHONY et al. 2005).

WEESE et al. (2005) untersuchten in ihrer Studie 922 Pferde und 194 Personen aus
verschiedenen Tierkliniken und Zuchtbetrieben. Bei 79 Pferden und 27 Menschen
konnten sie MRSA aus der Nase isolieren. Des Weiteren konnten sie bei 16% der
MRSA-positiven Pferde und bei 4% der positiv getesteten Menschen klinische Symp-
tome beobachten. Dabei wurden hauptsachlich MRSA mit dem spa-Typ 7 isoliert
(WEESE et al. 2005). In der Pferdeklinik der Universitat Wien konnte in den Jahren
2003 bis 2005 aus Wundmaterial und Gelenkpunktaten 24 Mal MRSA isoliert wer-
den. Eine nasale Untersuchung der 43 Mitarbeiter und der 24 zum Zeitpunkt einge-
stallten Pferde ergab eine Besiedlung mit MRSA von zwei Tierarzten und einem

Pferd. Die drei Isolate wurden als human-assoziierter MRSA ST254 identifiziert. Da

33



34

die Autoren jedoch andere SCCmec Elemente fanden, als die von ST254 Ublichen,
schlossen sie auf eine Ausbreitung in der Pferdepopulation ohne Einfluss des Men-
schen (CUNY et al. 2006).

VAN DUIJKEREN et al. (2010) untersuchten an der Pferdeklinik der Universitat Ut-
recht in einer groRangelegten Studie 259 Pferde vor Einweisung in die Klinik und
wahrend des Klinikaufenthaltes. Sie konnten zeigen, dass die Pravalenz vor Einwei-
sung bei 9% und die der zweiten Beprobung bei 42% lag. Dies spricht fiir eine Uber-
tragung von MRSA innerhalb der Klinik. Des Weiteren wurden bei 52% der zusatzlich
untersuchten Umgebungsproben von Behandlungsraumen und Stallungen ebenfalls
MRSA nachgewiesen. Die Isolate gehdrten zunehmend dem spa-Typ t011 und somit
dem ST398 an. Die Haltung von Pferden mit Schweinen und Kalbern auf einem Hof
konnte ein Grund fur die erhdhte Pravalenz des Nutztier-assoziierten MRSA ST398
sein (VAN DUIJKEREN et al. 2010).

LOEFFLER et al. (2010) untersuchten 448 Pferde davon 296 ,Gesunde in naturlicher
Umgebung® und 152 ,Kranke bei Vorstellung zur Behandlung®. Es konnten lediglich
bei den ,Kranken® drei (2%) Pferde MRSA-positiv getestet werden. In der gleichen
Studie wurde ebenfalls eine héhere Pravalenz von MRSA bei kranken Hunden und
kranken Katzen festgestellt. ,Kranke Tiere®, die im Zusammenhang mit einer veteri-
narmedizinischen Behandlung standen, erwiesen sich demnach 6fter positiv zu sein
als ,Gesunde“ (LOEFFLER et al. 2010).

e Kleintiere

Eine Reihe von Untersuchungen belegt das weltweite Vorkommen von MRSA beim
Kleintier. Eine Auswahl dieser soll verdeutlichen, bei welchen Tierarten und welche
MRSA Typen vorkommen.

O'MAHONY et al. (2005) konnten bei Hund, Katze, Kaninchen und Seehund MRSA
nachweisen. Des Weiteren schlossen die Autoren, dass eine direkte Ubertragung
zwischen tierbetreuenden Personen und ihren Tieren mdglich ist, da bei beiden der
gleiche MRSA Typ (ST22) gefunden wurde (O'MAHONY et al. 2005).

WALTER et al. (2008) untersuchten in einer Studie in der Kleintierklinik der Freien
Universitat Berlin 869 Proben, die groflitenteils von Wunden von verschiedenen
Tierarten stammten. Dabei konnten sie bei Hunden (8%), Katzen (10%), Ziervogel
(2%), Kaninchen, Meerschweinchen, einem Papagei, einer Schildkréte und einer

Fledermaus MRSA isolieren. Es wurden vorrangig MRSA ST22 nachgewiesen
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(WALTHER et al. 2008). LOEFFLER et al. (2010) sehen Haustiere eher als kontami-
nierte Vektoren und nicht als ein wirkliches Reservoir fur MRSA. Sie untersuchten
insgesamt 704 Hunde und 540 Katzen. Davon waren 15 Hunde und acht Katzen
MRSA-positiv (Uberwiegend ST22). Die Risikofaktoren ,Chronische Erkrankungen,
Antibiotikatherapie, mehrmalige Hospitalisierung und das Vorhandensein von ande-
ren Koagulase-positiven Staphylokokken“ konnten mit einem positiven MRSA-Status
signifikant assoziiert werden, doch die Autoren gaben zu bedenken, dass aufgrund
der geringen Anzahl MRSA-positiver Tiere die statistische Auswertung nur eine ge-
ringe Aussagekraft besitzt. Sie schlussfolgern, dass Tiere keinen besonderen noso-
komialen Risikofaktoren unterliegen. Dennoch kdnnen sie bestatigen, dass Tiere, die
in den veterinarmedizinischen Einrichtungen vorstellig wurden, tendenziell eine hohe-
re MRSA Nachweisrate haben als gesunde Tiere in gewohnter Umgebung
(LOEFFLER et al. 2010).

Zahlreiche Studien belegen, dass eine Ubertragung zwischen Haustier und seinem
Menschen gelingt. Ein weiterer Hinweis dafur ist die Tatsache, dass der MRSA
ST22, der zu den healthcare-associated MRSA gehort, ebenso bei Haustieren, die
meist in engem Kontakt zu ihren Menschen stehen, gefunden werden (O'MAHONY
et al. 2005; BOOST et al. 2007; SING et al. 2008; LOEFFLER et al. 2010).

e Wildtiere
Eine erste Studie stammt von MEEMKEN und BLAHA (2009). Sie untersuchten dafur
die Nasenabstriche von 75 erlegten Wildschweinen aus zehn deutschen Landkreisen
und konnten keines dieser Tiere als MRSA-Trager identifizieren. Bei zehn Wild-
schweinen konnten aber Methicillin-sensible S. aureus (MSSA) nachgewiesen wer-
den, woraus die Autoren schlossen, dass die Nasenschleimhaut von Wildschweinen
generell empfanglich fur eine Besiedlung mit S. aureus ist. Im Jahr 2009 veré6ffent-
lichten VAN DE GIESSEN et al. eine Studie zum Vorkommen von MRSA bei Ratten.
Sie untersuchten dabei 40 Ratten von zwolf verschiedenen landwirtschaftlichen Be-
trieben und konnten darunter finf Trager von MRSA identifizieren. Vier von ihnen
zeigten MRSA ST398 mit spa-Typ t011, eine Ratte war kolonisiert mit MRSA ST97
mit spa-Typ t1236. Aufgrund dieser Ergebnisse schlossen die Autoren, dass Ratten
eine nicht unerhebliche Rolle in der Verbreitung und Ubertragung von MRSA inner-

halb und auch zwischen Schweinebestanden spielen kdnnen.
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Vorkommen von MRSA in Umgebungsproben

Die Keimflora der Luft in Schweinestallen setzt sich Uberwiegend aus Staphylokok-
ken (60%), Streptokokken (30%), Pilzen, Sporenbildnern und einer wechselnden
Zahl anderer Mikroorganismen zusammen (HARTUNG, 2005). WATHES (1994)
zahlte S. aureus zu den aerogen Ubertragbaren Mikroorganismen in Schweinestallen
und MULLER und WIESER gingen schon 1987 von einem Luftkeimgehalt in Schwei-
nestallen von 354-2000 koloniebildenden Einheiten pro Liter Luft aus.

CHAPIN et al. fihrten 2005 in den USA Luftmessungen in einem leeren Schweine-
stall durch und fanden 137 Bakterienisolate von denen 32% als koagulase-negative
Staphylococci identifiziert werden konnten. Die Stamme zeigten Resistenzen gegen-
uber den gewdhnlich in der Schweineproduktion eingesetzten Antibiotika. Jedoch
konnte keine Resistenz gegenuber Vancomycin gefunden werden, einem Antibioti-

kum, das in den USA nicht fur Schweine zugelassen ist.

GIBBS et al. (2006) und GREEN et al. (2006) ermittelten die Konzentration von anti-
biotikaresistenten Bakterien in der Abluft von Schweinstallen und stellten fest, dass
S. aureus mit 76% der vorherrschende Keim war. Er konnte noch in Entfernungen
von 150 m zum Stallgebaude nachgewiesen werden. Jedoch nahm die Konzentrati-
on mit zunehmender Entfernung zum Gebaude signifikant ab. Die Autoren sahen
darin eine potentielle Gesundheitsgefahrdung exponierter Personen und empfahlen
einen Mindestabstand von 200 m zum nachsten Wohnhaus.

Stallstaub besteht zu etwa 90% aus organischem Material und stammt vorwiegend
vom Futter und von den Tieren selbst oder geht von den Fakalien oder der Einstreu
aus. Er ist Trager von Gasen, Mikroorganismen, Toxinen und weiteren Stoffen wie
Hautzellen der Tiere, Haarbruchsticken, Kotpartikeln und Teilen von Insekten
(DONHAM, 1989). Dabei zeigen sich aber Unterschiede im mittleren Staubgehalt der

Luft in Schweinestallen je nach Alter der Tiere, wie folgende Tabelle zeigen soll:

Tabelle 3: Mittlerer Staubgehalt in der Luft von Schweinestéallen in mg/m3 (nach
TAKAI et al., 1998)

Tieralter einatembarer Staub alveolengangiger Staub
Mastschweine 1,21 -2,67 0,10-0,29
Sauen 0,63 - 3,49 0,09-0,46
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Ferkel 2,80 - 5,50 0,15-0,43

BROENS et al. (2008) untersuchten in 50 niederlandischen Schweinebestanden zu-
gleich Nasentupfer von 60 Schweinen und funf Umgebungswischproben und konnten
sowohl in den Nasentupfern als auch in den Umgebungsproben MRSA ST398 nach-
weisen. Die Ergebnisse korrelierten so gut miteinander, dass die Autoren vorschlu-

gen, Umgebungsproben als Monitoringverfahren einzusetzen.

Aufgrund der unterschiedlichen Nachweishaufigkeiten von MRSA als nasalen Be-
siedler von Schweinen, hat sich die European Food Safety Authority (EFSA) 2008
dazu entschieden, eine einheitliche Pravalenzstudie fur MRSA in Zuchtschweinebe-
standen in EU-Staaten anhand von Staubproben durchfliihren zu lassen (Entschei-
dung 2008/55/EG). Dazu wurden pro Bestand flinf 500 cm? grol3e Flachen abgestri-
chen und in einem selektiven Anreicherungsverfahren kulturell auf MRSA untersucht.
In Deutschland konnten in 42% der bisher untersuchten 201 Bestande MRSA in den
Staubproben nachgewiesen werden, wobei die Isolate zu 95% MRSA ST398 zuzu-
ordnen waren (EFSA, 2009).

Auch VAN DEN BROEK et al. (2009) und WAGENAAR et al. (2009) untersuchten in

ihren Studien den Stallstaub und konnten darin MRSA-Stamme nachweisen, die de-

nen der Schweine und auch denen der dort beschaftigten Personen entsprachen.

37



38

2.2. Material und Methoden

2. Studienaufbau

Untersuchungsschema - Querschnittsstudie
Um geeignete Mastbestande fur die Studie auszuwahlen, wurde in allen vier Regio-
nen eine Querschnittsstudie durchgefuhrt. Dabei werden sowohl Staubproben aus
den Bestanden im selektiven Anreicherungsverfahren auf MRSA untersucht wie auch
Nasenabstriche. Insgesamt werden 60 Nasenabstriche von Mastschweinen ent-
nommen und in einem zweistufigen Verfahren wie folgt untersucht:
1. Untersuchung von zwolf Nasenabstrichen im Einzelansatz im Anreicherungs-
verfahren
2. Weisen alle 12 Untersuchungen ein MRSA-negatives Ergebnis auf, werden
die restlichen 48 Nasentupfer in insgesamt 12 Pools a 4 Tupfer ebenfalls auf
MRSA im Anreicherungsverfahren untersucht
3. Weisen die Staubprobe und die insgesamt 60 untersuchten Nasenabstriche
ein MRSA-negatives Ergebnis auf, ist der Bestand als MRSA-negativ definiert,
da mit dieser Stichprobe mit 95%iger Wahrscheinlichkeit eine MRSA-

Pravalenz von mindestens 5 % nachweisbar ist.

Die Moglichkeit des zweistufigen Verfahrens erlaubt eine Schatzung der Intraher-
denpravalenz (Untersuchung von 12 Nasenabstrichen im Einzelansatz) sowie eine
Aussage Uber den Status MRSA-negativ definierter Bestand (Untersuchung der 48
ubrigen Tupfer als zwolf Poolproben). Nachteil dieses Untersuchungsverfahrens ist
jedoch die eingeschrankte Aussagekraft bei stark positiven Bestanden, da die

Pooltupfer-Ergebnisse keine prazisen Angaben erlauben.

Untersuchungsschema — Longitudinalstudie

Das Untersuchungsschema der Longitudinalstudie ist zweistufig aufgebaut.

Innerhalb eines Mastdurchganges wurden zwolf Schweine an vier Beprobungstermi-
nen (Tab. 4) nasal beprobt. Dazu wurden in den ausgewahlten Bestanden bei der
Anlieferung der Mastlaufer eines neuen Mastdurchganges zwolf Laufer nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt und mit fortlaufend nummerierten Ohrmarken (Primaflex
Ohrmarken, GroRe 0, 006-002, Caisley International GmbH, Bocholt) markiert. Im
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Anschluss daran wurden die Tiere jeweils mittels eines Nasentupfers (Transporttup-
fer in Amies Agar Gel Nr. TS 0001 A steril, Oxoid, Wesel) beprobt. Diese nasale Be-
probung wurde nach zwei Wochen, nach sechs Wochen und am Ende der Mast wie-
derholt. Des Weiteren wurden ein Sockentupfer an allen vier Beprobungsterminen
und eine Umgebungsstaubprobe vor der Einstallung im gereinigten und desinfizierten
Stall und am Ende der Mast im belegten Stall entnommen und auf MRSA untersucht.
Gegen Ende des ersten beprobten Mastdurchganges wurde in Anlehnung an die Be-
stands- und Managementspezifika und der zuvor gewonnen Ergebnisse im ersten
Mastdurchgang ein bestandsspezifischer Malinahmenkatalog erarbeitet. Dieser fur
jeden Bestand individuelle Malinahmenkatalog wurde mit den Landwirten und dem
tierbetreuenden Personal besprochen und die tatsachliche Erfullung der Ma3nahmen
soweit moglich kontrolliert. Es folgte die Untersuchung des zweiten Mastdurchgan-

ges nach gleichem Beprobungsprinzip (Tab.: 4).

Tabelle 4: Beprobungstermine innerhalb beider Mastdurchgénge

Nasentupfer Umgebungsstaub Sockentupfer
Bei der Einstallung X X X
Nach 2 Wochen X X
Nach 6 Wochen X X
Ende der Mast X X X

Probenentnahme und Transport

Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden samtliche Beprobungsverfahren

innerhalb eines Projekttreffens miteinander abgestimmt und praktisch erprobt.
Tupferproben am Tier

Zur Probengewinnung bei Mastschweinen wurden diese mittels Treibbrettern in einer
Ecke der Bucht fixiert. Kleinere Mastlaufer bis zu einem Gewicht von ca. 30 kg wur-

den zur Beprobung von einer zweiten Person gehalten.

Nasentupfer
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Je Tier wurde ein steriler Tupfer (Transporttupfer in Amies Agar Gel Nr. TS 0001 A
steril, Oxoid, Wesel) ca. 2 cm tief in ein Nasenloch eingefuhrt und eine komplette

Runde abgestrichen.

Umgebungsproben

Staubproben

Zur Gewinnung der Staubproben wurden pro Probe funf Stellen regelmaRig uber das
Abteil verteilt mit einer Flache von je 500 cm? (in Anlehnung an die Entscheidung
2008/55/EG) mit einem handelsublichen sterilen Pinsel zusammengekehrt und in ein
Stuhlréhrchen (Universalprobengefald mit Loffel PP 12ml, Fa. Nerbe plus GmbH,
Winsen-Luhr) tberfuhrt. Das Volumen der Probe sollte mindestens 15 cm?® betragen.
Sockentupfer

Bei jedem Bestandsbesuch wurden nach Passieren der Schleuse die trockenen
Sockentupfer (PP-16-Schuhschutz, Fa. Finnimport GmbH, Hamburg) Uber die Ein-
mal-Stiefeluberzieher (PE-Ueberstiefel, Hele GmbH, Heilbronn) gezogen und mit
ihnen einmal der gesamte Stallgang hin und zurtck abgeschritten. Anschlief3end
wurden die Sockentupfer in der Schleuse Uber links ausgezogen und in einen sterilen
Stomacherbeutel (BA 6041/CLR closure bags, Seward, West Sussex) gegeben.

Aus logistischen Grunden innerhalb des Projekts wurden die Proben noch am glei-
chen Tag zur kulturellen und eventuellen molekularbiologischen Untersuchung an
das Chemische und Veterinaruntersuchungsamt Ostwestfalen-Lippe (CVUA OWL)
versandt. Die Ergebnisse wurden anschlieRend zur Auswertung wieder zur Verfu-

gung gestellt.

Probentransport

Die Aufbewahrung der Proben wahrend des Transportes zum Labor erfolgte bei tro-
ckenen Proben wie Staubproben und Sockentupfer ungekuhlt und bei feuchten Pro-
ben wie den Nasentupfern gekuhlt. Die Aufbewahrungsdauer bis zur Untersuchung
der Proben wurde wie folgt festgelegt:

. trockene Proben (Staub- und Sockentupferproben) maximal 10 Tage

. feuchte Proben (Nasentupferproben) maximal 72 Stunden bei +4°C

In Praxi wurde auch mit der Untersuchung der Staubproben innerhalb von 72 Stun-

den begonnen. Die Sockentupfer wurden ohne Verzug ungekuhlt nach den Vorschrif-
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ten fur Gefahrgutversand UN 3373 zur Untersuchung zum Chemischen und Veteri-

naruntersuchungsamt Ostwestfalen-Lippe — CVUA nach Detmold versendet.

Kulturelle Untersuchung
Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden in Anlehnung an die Entscheidung
2008/55 EG der Europaischen Gemeinschaft durchgefuhrt.

Anzucht und Isolierung von Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus
Aus Staubproben

Zur qualitativen Auswertung wurden 0,1 g Staub in 10 ml PBS (Fa. Invitrogen,
Paisley, Grol3britannien) mit Tween 20 (Fa. Merck, Darmstadt) in 0,01 %iger Ver-
dinnung 30 Minuten bei Zimmertemperatur gevortext (Vortex Genie 2, Fa. Scientific
Industries, Bohemia, USA). Anschlielend wurde 1 ml dieser Suspension zu 9 ml
Mueller-Hinton-Bouillon (Fa. Merck, Darmstadt) mit 6,5 % NaCl (Fa. AppliChem,
Darmstadt) pipettiert und bei 37°C fur 24 Stunden inkubiert.

Im nachsten Schritt wurde 1 ml der inkubierten Bouillon zu 9 ml Trypton-Soja-
Bouillon (Fa. Merck, Darmstadt) mit Zusatz von 75 mg/l Aztreonam (Fa. Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Mldnchen) und 3,5 mg/I Cefoxitin (Fa. Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Manchen) gegeben und 17 Stunden bei 37°C bebrutet.

Eine Ose dieser Bouillon wurde dann mit Einmalésen (Fa. VWR, Darmstadt) auf
CHROMagar MRSA (Fa. Mast Diagnostica Laboratoriumspraparate GmbH, Reinfeld)
als Drei-Osen-Ausstrich aausgestrichen und fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Bei MRSA-typischem Wachstum (malvenfarbene Kolonien mit einem Durchmesser
von 2 — 3 mm) wurden funf verdachtige Kolonien auf Blutagar (Columbia Agar mit
Schafblut plus, Fa. Oxoid, Wesel) subkultiviert und 24 Stunden bei 37°C bebrutet. Im
Falle des fur Staphylococcus aureus spezifischen Wachstumsverhaltens (weifl} bis
gelb pigmentierte, mittelgrof3e, feuchte Kolonien mit biphasischer Hamolysezone)

wurde eine biochemische Uberpriifung eingeleitet.

Aus Nasentupfern

Einzeltupferproben
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Die Tupferréhrchen wurden vor der Bearbeitung im Labor von aul3en desinfiziert. An-
schliefend wurde je eine Tupferspitze in 10 ml Mueller-Hinton-Bouillon (Fa. Merck,
Darmstadt) mit Zusatz von 6,5 % NaCl (Fa. AppliChem, Darmstadt) verbracht und fur
24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Im nachsten Schritt wurde 1 ml der inkubierten Bouillon zu 9 ml Trypton-Soja-
Bouillon (Fa. Merck, Darmstadt) mit Zusatz von 75 mg/l Aztreonam (Fa. Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Mldnchen) und 3,5 mg/I Cefoxitin (Fa. Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Munchen) gegeben und 17 Stunden bei 37°C bebrutet.

Eine Ose dieser Bouillon wurde dann mit Einmalésen (Fa. VWR, Darmstadt) auf
CHROMagar MRSA (Fa. Mast Diagnostica Laboratoriumspraparate GmbH, Reinfeld)
als Drei-Osen-Ausstrich ausgestrichen und fir 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Bei MRSA-typischem Wachstum (malvenfarbene Kolonien mit einem Durchmesser
von 2 — 3 mm) wurden funf verdachtige Kolonien auf Blutagar (Columbia Agar mit
Schafblut plus, Fa. Oxoid, Wesel) subkultiviert und 24 Stunden bei 37°C bebrutet. Im
Falle des fur Staphylococcus aureus spezifischen Wachstumsverhaltens (weil} bis
gelb pigmentierte, mittelgrof3e, feuchte Kolonien mit biphasischer Hamolysezone)

wurde eine biochemische Uberpriifung eingeleitet.

Pooltupferproben

In der Querschnittsstudie wurden zur Bestatigung des durch die Staubproben ermit-
telten MRSA-Status in einigen Bestanden 60 Nasentupferproben Uber alle Stalle und
Altersklassen hinweg entnommen.

Diese wurden in zwolf Pools a funf Tupferproben unterteilt. Vom jedem Pool wurde
dann ein Tupfer einzeln und vier Tupfer gemeinsam in 10 ml Mueller-Hinton-Bouillon
(Fa. Merck, Darmstadt) mit Zusatz von 6,5 % NaCl (Fa. AppliChem, Darmstadt) ver-
bracht und 24 Stunden bei 37°C bebritet.

Biochemische Uberpriifung der Isolate

Katalase-Test

Dieser Test wurde durchgefihrt mit ID Color Katalase (ID-ASE, Fa. bioMérieux, Nurt-
ingen). Hierbei wird das Vorhandensein des Enzyms Katalase in Bakterienkulturen
nachgewiesen. Staphylococcus aureus ist katalase-positiv.

Zur Durchfihrung wurde auf einen Objekttrager mit einer sterilen Einmaldse (Fa.

VWR, Darmstadt) eine Kolonie des Testkeims in einem Tropfen des Testreagenzes
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suspendiert. Die Anwesenheit von Katalase wurde durch die sofortige Freisetzung

von Sauerstoffblaschen angezeigt.

Oxidase-Test

Dieser Test wurde durchgefiuihrt mit Bactident® Oxidase-Teststreifen (Fa. Merck,
Darmstadt). Beim Aufbringen einer oxidase-positiven Bakterienkolonie verfarbt sich
der Teststreifen innerhalb von 20 bis 60 Sekunden blau bis blauviolett, bei oxidase-
negativen Mikroorganismen wie Staphylococcus aureus unterbleibt dieser Farbum-
schlag. Diese Reaktion beruht auf dem Nachweis der Cytochromoxidase. Hierbei
handelt es sich um ein in der Natur sehr weit verbreitetes Enzym der Eisenporphyrin-
Gruppe aus der Atmungskette (KEILIN, 1925).

Koagulase-Test

Dieser Test dient dem Nachweis des von Staphylococcus aureus gebildeten Enzyms
Plasmakoagulase, welches die Fahigkeit hat, das vorliegende lyophilisierte EDTA-
Kaninchenplasma zu koagulieren.

Zur Durchfuhrung wurde das gefriergetrocknete EDTA-Kaninchenplasma (BBL Coa-
gulase Plasma, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) nach Herstellerangaben mit
destilliertem Wasser aufgeldst und je 0,3 ml wurden mit einer sterilen Pipette (Fa.
Eppendorf, Hamburg) in ein steriles Rohrchen (safe-lock tubes, Fa. Eppendorf,
Hamburg) Uberfluhrt. Anschlielend wurde darin vorsichtig eine halbe Impfése voll
Koloniematerial suspendiert und die Réhrchen bei 37°C fur vier Stunden inkubiert.
Der Test wurde dann als positiv beurteilt, wenn der Rdhrcheninhalt zu mehr als
Dreiviertel zusammenhangend vorlag.

Bei negativem Ausfall des Tests nach vier Stunden, wurde das Réhrchen weiterbe-

britet und nach 24 Stunden abschlielRend beurteilt.

Hamolyseverhalten

Beurteilt wurde hier das Hamolyseverhalten auf Schafblutagar (Columbia Agar mit
Schafblut Plus, Fa. Oxoid, Wesel) nach einer Inkubation von 24 Stunden bei 37°C.
Typischerweise lag eine mehrphasische Hamolysezone vor.

Abweichend hiervon war teilweise der Small-Colony-Variant-Phanotyp mit nadel-
spitzgroRen, nicht bzw. schwach pigmentierten Kolonien bei fehlender bzw. schwa-
cher Hamolyse, festzustellen (BECKER und PETERS, 2009).

43



44

Asservierung der Isolate

Von den als MRSA-positiv getesteten Bakterienstammen wurde mit sterilen Wat-
tetupfern (Fa. bioMérieux, Nirtingen) oder Wahlweise mit einer sterilen Ose reichlich
Bakterienmaterial abgenommen und in Cryobank-Réhrchen (Fa. Mast Diagnostica
Laboratoriums-Praparate GmbH, Reinfeld) homogen suspendiert. Nach kurzer Inku-
bation bei Raumtemperatur wurde die enthaltene Flussigkeit mit sterilen Einwegpi-
petten (Fa. bioMérieux, Nurtingen) abgezogen und verworfen. Die Rohrchen wurden

anschlie3end bei -80°C eingelagert.

Molekularbiologische Differenzierung der Isolate

Die molekularbiologische Differenzierung der Isolate wurde an der AuRenstelle fur
Epidemiologie der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover in Bakum durchge-
fuhrt.

Von den Probennehmern der anderen Regionen wurden dafur pro Bestandsbesuch
drei Kolonien von einem als mikrobiologisch positiv getestetem Isolat in ein R6hrchen
(safe-lock tubes, Fa. Eppendorf, Hamburg) mit 1 ml TE Puffer suspendiert und ge-
kihlt und nach den ublichen Bestimmungen fir den Versand von ,Biologischen Stof-

fen” (UN 3373) verpackt und nach Bakum versandt.

Beschreibung der Methode

Mit dieser Multiplex-PCR-Methode wurden das nuc-Gen (spezifisch fur Staphylococ-
cus aureus) sowie das mecA-Gen (spezifisch fur die Methicillinresistenz) gleichzeitig
nachgewiesen. Dabei erfolgte der Nachweis von genomischer DNA aus Bakterien-
kulturen durch Extraktion der DNA und anschlielender Amplifikation eines spezifi-
schen DNA-Teilstlicks mittels hinzugefiigten komplementaren Genomfragmenten,
sog. Primern. Die Auftrennung der DNA erfolgt durch Elektrophorese und die Identifi-
zierung mittels Fluoreszenz (POULSEN et al., 2003).

Extraktion bakterieller DNA aus Staphylococcus aureus

Zur manuellen Extraktion von genomischer DNA aus der Bakterienkultur wurde je
1ml Tris-EDTA-Puffer in 2 ml fassende Safe-lock Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg)
pipettiert. Darin wurde das mikrobiologisch als MRSA-positiv getestete Isolat mit ei-

nem McFarland-Standard von 2,0 suspendiert. AnschlieRend wurde diese Suspensi-
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on fur 10 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert (Centrifuge 5415C, Fa. Eppendorf, Ham-
burg).

Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet durch Zugabe von je
500 ul Lysispuffer Tris-HCI pH 8,5 in jedes Tube resuspendiert. Zur Durchmischung
wurden die Proben gevortext (Vortex Genie 2, Fa. Scientific Industries, Bohemia,
USA) und anschliefend zuerst 60 Minuten bei 60°C und dann 15 Minuten bei 95°C
im Thermoschuttler (Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Da-
nach wurden die Proben nochmals fur 10 Sekunden bei 6.000g zentrifugiert (Centri-
fuge 5415C, Fa. Eppendorf, Hamburg). Der DNA-Extrakt wurde entweder sofort wei-
terverarbeitet oder bei -20°C tiefgefroren.

Bei jedem Lauf wurden eine Praparationspositivkontrolle bestehend aus dem Sus-
pensionsmedium und einem spezifischen Referenzstamm sowie eine Praparations-

negativkontrolle bestehend aus dem Suspensionsmedium mitgeflhrt.

Herstellung des MasterMix

Die Herstellung des MasterMixes erfolgte mit SIGMA® ReadyMix™ Taq PCR Reac-
tion Mix (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen).

Dabei wurden folgende testspezifische Primer (Fa. Metabion International AG, Plan-

neg-Martinsried) verwendet:

Primer mecA Zielgen (Amplikongrofie 527 bp)
mec up1 5-GGG ATC ATA GCG TCA TTA TTC-3
mec up2 5°-AAC GAT TGT GAC ACG ATA GCC-3°
Primer nuc Zielgen (Amplikongrolde 255 bp)
nuc PCR1 5°-TCA GCA AAT GCA TCA CAA ACA G-3
nuc PCR2 5-CGT AAATGC ACT TGC TTC AGG-3°

Zur Herstellung des MasterMix wurden mec up1 und mec up2 auf je 25 pmol/ul und
nuc PCR1 und nuc PCR2 auf je 20 pmol/ul geldst.

Die Lésungen eines jeden Primers wurden zu gleichen Teilen in ein 0,2 ml Safe-lock
Tube (Fa. Eppendorf, Hamburg) pipettiert, um einen Primer-Mix mit einem Volumen
von 5,0 pl herzustellen. Des Weiteren wurden noch 2,50 pl LiChrosolv (Fa. Merck,

Darmstadt) zugeftgt.
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AnschlieRend wurden noch 12,50 pl Ready-Mix™ Taq PCR (Fa. Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen) und 2,50 yl H,O (DNA-/RNA-frei) zugegeben, um 22,50 pl

MasterMix zu erhalten.

Referenzmaterial

Als Positivkontrolle diente ein zuvor vom Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR)
getesteter und spa-typisierter MRSA-Stamm, dessen DNA wie Proben-DNA extra-
hiert und wie eine Probe in der PCR amplifiziert wurde. Sie enthielt eine ausreichen-

de Anzahl von Kopien der Zielsequenz oberhalb der Nachweisgrenze.

Extraktions- und Amplifikationskontrolle
Anstatt eines DNA-Extrakts wurde hier Wasser (DNA-/RNA-frei) in entsprechender

Menge verwandt und als Negativkontrolle wie eine Probe in die PCR eingesetzt.

Durchfihrung der PCR
Fir jede zu untersuchende Probe wurden 22,50 pl MasterMix in einen 0,2 ml fassen-
den Safe-lock Tube (Fa. Eppendorf, Hamburg) pipettiert und mit 2,5 pl Template-

DNA versetzt, wie in folgender Tabelle dargestellt:

Tabelle 5: Pipettierschema des Reaktionsvolumens

Pipettierschema der Losungsmengen pro Probe
12,50 pl Ready Mix "'Taq PCR (Sigma, Taufkirchen)
7,50 pl Primer-Mix
2,50 yl H,0
22,50 pl Master-Mix
2,50 yl Template DNA
25,00 pl Reaktionsvolumen

Der fertige Reaktionsansatz wurde dann fur 15 Sekunden bei 5.000g zentrifugiert
(Centrifuge 5415C, Fa. Eppendorf, Hamburg), anschlieBend in den Thermocycler
(Mastercycler ep Gradient S, Fa. Eppendorf, Hamburg) eingesetzt und gemal} dem

in folgender Tabelle dargestellten Temperatur-Zeit-Programm gefahren.

Tabelle 6: Amplifikationsprotokoll

Temperatur (°C) Zeit (Minuten)
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First denaturation |94 05:00
denaturation 94 00:30
annealing 55 00:30 30 Zyklen
extension 72 00:45
Final extension 72 05:00

Durchfuhrung der Gelelektrophorese

Herstellung des Agarosegels

Zur Herstellung des Agarosegels wurden 3 g Agarose (Agarose NEEO Ultra-Qualitat,
Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) in einem 200 ml fassenden Erlenmeyer-
kolben (Fa. Schott, Mainz) eingewogen, mit 20 ml Tris-Acetat-EDTA (TAE) - Puffer
(Fa. Merck, Darmstadt) und 180 ml LiChrosolv (Fa. Merck, Darmstadt) aufgefullt und
mit dem Magnetrihrer (IKAMAG® RCT, Fa. IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen)
eine Stunde bei 100°C verruhrt. Der flissige Agar wurde anschlieRend unter standi-
ger Temperaturkontrolle mit einem Stabthermometer unter flielendem, kaltem Was-
ser vorsichtig auf 60°C abgekuhlt, blasenfrei auf einen Geltrager (Sub-Cell® Model
96 Cell, Fa. Bio-Rad Laboratories, Minchen) mit einem 26iger Kamm gegossen und
fur 30 Minuten im Kuhlschrank bei 6°C abgekunhlt.

Durchfiihrung der Elektrophorese

Nach Entfernung des Gelkamms wurde die Elektrophoresekammer mit 500 ml Lauf-
puffer (1:10 verdunnter TAE-Puffer (Fa. Merck, Darmstadt)) beflllt und vorsichtig in
die Gelkammer eingesetzt, so dass die Taschen zur Kathode gerichtet waren.

In der Zwischenzeit wurden die Tubes mit dem Amplifikat bei 5.000g flr 15 Sekun-
den zentrifugiert (Centrifuge 5415 C, Fa. Eppendorf, Hamburg).

Anschlie®end wurden auf einer Mikrotiterplatte (Pro-BindTM, Assay Plate, 96 Well,
Fa. Becton Dickinson Labware, Heidelberg) eine der Probenzahl entsprechende An-
zahl Wells und zwei zusatzliche Wells fur die DNA-Ladder (Superladder-low 100bp
Ladder, Fa. Abgene, Epsom, GroRbritannien) mit 4 ul Gelladepuffer (nach Anhang 7)
befullt, je 10 pl Amplifikat dazu pipettiert und die Losung durch mehrmaliges vorsich-

tiges Aufziehen in die Pipettenspitze durchmischt. In das Well M' und M? wurden je
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1,5 ul DNA-Ladder (Superladder-low 100bp Ladder, Fa. Abgene, Epsom, GroRbri-
tannien) und 8,5 pl LiChrosolv (Fa. Merck, Darmstadt) pipettiert und ebenfalls
durchmischt.

AnschlieRend wurde die Elektrophoresekammer verschlossen und fir eine Stunde

eine Spannung von 170 Volt angelegt.

Gelfdrbung

Zur Farbung der DNA im Gel wurde eine Losung aus 50 ml TAE-Puffer (Fa. Merck,
Darmstadt), 450 ml LiChrosolv (Fa. Merck, Darmstadt) und 100 ul Ethydiumbromid
1%ig (Fa. Merck, Darmstadt) hergestellt und in eine Aluschale gegeben. Anschlie-
Rend wurde der Geltrager aus der Gelkammer entfernt und das Gel sofort in die Far-
belésung verbracht. Nach 30 Minuten wurde das Gel aus der Farbelosung entfernt
und fur funf Minuten in eine Wanne mit LiChrosolv (Fa. Merck, Darmstadt) verbracht.
Danach wurde das gewaschene Gel auf einer Kunststofffolie liegend in der Mitte der
Fotokammer (Alpha Imager® 1220 Biozym, Fa. Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf) platziert, mit UV-Licht bestrahlt (Exposition zwischen 8/30 und 20/30 Se-
kunden) und digital fotografiert.

Auswertung

Die Beurteilung erfolgte durch die Software ,Alpha-Imager® (Alpha Imager® 1220
Biozym, Fa. Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) und durfte nur dann vor-
genommen werden, wenn die Positivkontrolle beide spezifische Banden (mecA und

nuc) und die Negativkontrolle keine derartigen Banden aufwies.

Tabelle 7: Bandenbereich MRSA

Bande im Bereich nachgewiesenes Gen spezifisch fur
527 bp mecA Methicillinresistenz
255 bp nuc Staphylococcus aureus

Waren nach gelelektrophoretischer Auftrennung und anschlielRender Farbung der
PCR-Amplifikate Banden detektierbar, die im Vergleich zur Positivkontrolle und dem
DNA-Marker auch die hierbei erwartete Grolie besal’en, war die entsprechende Pro-

be hinsichtlich des in der PCR gesuchten spezifischen Gens positiv.
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Die Probe wurde dann als MRSA-positiv bewertet, wenn sowohl die mec- als auch

die nuc-Bande prasent war.

Spa-Typisierung und Feststellung des mec-Kassetten-Typs

Pro Bestand wurden in der Regel die erste MRSA-positive Umgebungsprobe sowie
MRSA-positive Isolate von Nasentupfern von zwei Schweinen jeweils zu Beginn und
am Ende der Mast, soweit zweifelsfrei als MRSA identifiziert, zur weiterfUhrenden
Subtypisierung an das Nationale Referenzlabor fur Staphylokokken am BfR in Berlin

versandt.

3. Ergebnisse
3.1 Ausfiuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Querschnittsstudie — Gesamtergebnis

Herdenpravalenz

Es wurde in 56 Schweinemastbestanden je eine Umgebungsstaubprobe entnommen
und auf das Vorkommen von MRSA kulturell untersucht. In 44 Bestanden konnten
MRSA identifiziert werden. Dies entspricht einem Anteil von 79% der beprobten Be-
stande. In der folgender Tabelle (Tab. 8) werden die Gesamtergebnisse der Quer-

schnittsuntersuchung differenziert nach Regionen dargestellt.

Tabelle 8: Ubersicht der Querschnittsstudie in Mastbetrieben in allen vier un-
tersuchten Regionen

Staub:

Region Anzahl  |Anzahl Bestande MRSA-

Bestande |positiv/ Anzahl untersuch-

te Bestande

Niedersachsen |19 16/19 (84%)

NRW 25 21/25 (84%)

Bayern 8 5/8 (63%)

Ostdeutschland ¢4 2/4 (50%)

Gesamt 56 44/56 (79%)
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Intraherdenprévalenzen

Aus diesem oben genannten Bestandspool von 56 Bestanden wurden insgesamt 16
Bestande, jeweils vier Bestande pro Region, zur weiteren Untersuchung ausgesucht.
Es folgte in diesen 16 Bestanden zur Einschatzung des Vorkommens von MRSA auf
Tierebene eine Beprobung von 60 Schweinen mittels Nasentupfer und die Ermittlung
der jeweiligen Intraherdenpravalenz. In Tabelle 9 werden die errechneten Intraher-
denpravalenzen von den ausgesuchten Bestanden im Einzelnen dargestellt. Die Er-
mittlung der Gesamtpravalenzen erfolgte ungewichtet.

Es konnte eine durchschnittliche Intraherdenpravalenz von 51% ermittelt werden.
Diese durchschnittliche Intraherdenpravalenz muss einer kritischen Betrachtung un-
terzogen werden, da die einbezogenen Bestande sehr unterschiedliche Intraherden-
pravalenzen aufwiesen. Das Bild wurde gepragt durch acht hochpravalente (>73%),
drei mittelpravalente (44-63%) und funf niedrigpravalente (< 16%) Bestande.

Alle 16 Bestande wurden fur die Longitudinalstudie ausgewahilt.

Tabelle 9: Ubersicht der errechneten Intraherdenpravalenzen der auswahlten
Mastbetriebe in allen vier untersuchten Regionen

Bestand Ermittelte Pravalenz Gesamtpravalenz
Einzeltupfer Pooltupfer (ungewichtet)
3| Nds 12/12. 100%| 12/12. 100% >95% 100%
4| Nds 12/12. 100%| 11/12. 92% 68%-78% 73%
6] Nds 11/12. 92%| 12/12. 100% 73%-83% 78%
7] Nds 12/12. 100%| 12/12. 100% >95% 100%
22] Ost 0/12 0% 2/12. 16% <5% 2%
24| Ost 11/12. 92%| 12/12. 100% 73%-83% 78%
25| Ost 0/12. 0% 0/12. 0% <5% 0%
118] Ost 10/12. 83%| 12/12. 100% 68%-78% 73%
511 NRW 1/12. 8% 3/12. 25% 2%-12% 7%
52| NRW 0/12. 0% 0/12. 0% <5% 0%
53] NRW 3/12. 25% 3/12. 25% 11%-21% 16%
541 NRW 10/12. 83%| 10/12. 83% 55%-65% 60%
61| Bayern 12/12. 100%| 12/12. 100% >95% 100%
62| Bayern 3/12. 17%| 12/12. 100% 58%-68% 63%
66| Bayern 12/12. 100%| 12/12. 100% >95% 100%
67| Bayern 5/12. 42%| 11/12. 92% 39%-49% 44%

Das nachfolgende Diagramm zeigt die berechneten Intraherdenpravalenzen (in%)
vergleichend fur alle 16 Bestande. Die rote Linie kennzeichnet die durchschnittliche

Intraherdenpravalenz von 51%.
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Vergleich der Intraherdenpravalenzen der

Bestdnde
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Abbildung 3: Vergleich der Intraherdenprévalenzen

Querschnittsstudie und Logitudinalstudie in den Regionen

Region Niedersachsen

Querschnittsstudie in Mastbestanden:

Es wurden 19 Bestande mittels Staubproben auf MRSA untersucht. Davon erwiesen
sich drei als MRSA-negativ und 16 als MRSA-positiv. Die Ergebnisse sind zusam-

mengefasst in Tabelle 8 aufgefuhrt.

Auswahl geeigneter Mastbestande:

Von diesen 19 Bestanden wurden vier Bestande ausgewabhlt. In allen vier Bestanden
wurden zum Zweck einer Pravalenz-Schatzung je 60 Nasentupfer entnommen. Es
konnte in Niedersachsen trotz intensiver Suche kein Bestand als MRSA-negativ iden-
tifiziert werden. So ergaben sich MRSA-negative Staubproben, aber in jedem Be-

stand mindestens ein positives Ergebnis bei den gepoolten Nasenabstrichen.

Bestand 3: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Nasentupfer
ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 12/12 Pooltupfer: 12/12
Bestand 4: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Nasentupfer
ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 12/12 Pooltupfer: 11/12
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Bestand 6: Die Staubprobe war MRSA-positiv. Die Untersuchung der Nasentupfer

ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 11/12 Pooltupfer: 12/12

Bestand 7: Die Staubprobe war MRSA-positiv. Die Untersuchung der Nasentupfer

ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 12/12 Pooltupfer: 12/12

Diese Bestande wurden nachfolgend in der Longitudinalstudie weiterfuhrend unter-

sucht. Bestand 4 ist als geschlossenes System im Teilprojekt 020 wie auch im Teil-

projekt 030 vertreten.

Untersuchungen im ersten Mastdurchgang:

Bestand 3: Die Mastlaufer stammen aus einer Herkunft.

Beprobungstermin

Umgebung

beim Einstallen

nach 2 Wochen

nach 6 Wochen

Ende Mast

Sockentupfer

Schwein 1

Schwein 2

Schwein 3

Schwein 4

Schwein 5

Schwein 6

Schwein 7

Schwein 8

Schwein 9

Schwein 10

Schwein 11

Schwein 12

Bestand 4: Es handelt sich hierbei um ein geschlossenes System.

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen

Umgebung
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2

Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Ende Mast

verstorben | __________|

Es wurden 5 Stdmme des Bestandes subtypisiert: 5 x t034, mecV

Bestand 6: Die Mastlaufer stammen aus zwei Herkiunften.

Beprobungstermin

beim Einstallen | nach 2 Wochen

Umgebung

Sockentupfer

Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4

Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7

Schwein 8

Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11

Schwein 12

nach 6 Wochen

Ende Mast

Es wurden 5 Stdmme des Bestandes subtypisiert: 5 x t011, mecV
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Bestand 7: Es handelt sich um einen Bestand mit mehreren Herklnften.

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung

Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 5 Stamme des Bestandes subtypisiert: 5 x t011, mecV

Untersuchungen im zweiten Mastdurchgang:

Bestand 3: Die Mastlaufer stammen aus einer Herkunft.

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung - -

Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Bestand 4: Es handelt sich hierbei um ein geschlossenes System.

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5

Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Bestand 6: Die Mastlaufer stammen aus zwei Herkiinften.
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Beprobungstermin

beim Einstallen nach 2 Wochen | nach 6 Wochen |  Ende Mast

Umgebung

Sockentupfer

Schwein 1

Schwein 2

Schwein 3

Schwein 4

Schwein 5

Schwein 6

Schwein 7

Schwein 8

Schwein 9

Schwein 10

Schwein 11

Schwein 12

Bestand 7: Es handelt sich um einen Bestand mit mehreren Herkiinften.

Beprobungstermin

beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast

Umgebung

Sockentupfer

Schwein 1

Schwein 2

Schwein 3

Schwein 4

Schwein 5

Schwein 6

Schwein 7

Schwein 8

Schwein 9

Schwein 10

Schwein 11

Schwein 12

Bestandsspezifische Interventionsmaflinahmen zwischen den Durchgangen:

Bestand 3

Intensivere Reinigung und Desinfektion, Desinfektionsmatten, acht-
wochiger Leerstand des Stalles

Bestand 4

Einsatz Effektiver Mikroorganismen (EM) im Flatdeck und in der Mast

Bestand 6

Neue Rieseldecke, Einsatz atherischer Ole, Desinfektionsmatte

Bestand 7

Keine Veranderungen: Kontrollbestand

Region Ostdeutschland

Querschnittsstudie in Mastbetrieben:

Es wurden vier Mastbestande mittels Staubproben untersucht, wobei ein Mastbe-

stand von der FU Berlin in deren Querschnittsuntersuchung untersucht wurde. In

zwei Mastbestanden wurde im Staub ein MRSA-negatives Ergebnis erzielt und in

zwei ein MRSA-positives. Die Ergebnisse sind zusammengefasst in Tabelle 8 aufge-

fahrt.

Auswahl geeigneter Mastbestande:

54




55

Alle 4 Bestande wurden flr die Longitudinalstudie ausgewahlt. In allen vier Bestan-
den wurden zum Zweck einer Pravalenz-Schatzung je 60 Nasentupfer entnommen.
Es konnte in Ostdeutschland trotz intensiver Suche nur ein Bestand als MRSA-
negativ identifiziert werden.
0 Bestand 22: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 0/12 Pooltupfer: 2/12
0 Bestand 24: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 11/12 Pooltupfer: 12/12
0 Bestand 25: Die Staubprobe war MRSA-positiv. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 0/12 Pooltupfer: 0/12
0 Bestand 118: Die Staubprobe war MRSA-positiv. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 10/12 Pooltupfer: 12/12

Diese Bestande wurden nachfolgend in der Longitudinalstudie weiterfihrend unter-
sucht.

Bestand 118 ist als geschlossenes System im Teilprojekt 020 wie auch im Teilprojekt
030 vertreten.

Untersuchungen im ersten Mastdurchgana:

Bestand 22: Die Mastlaufer stammen aus einer Herkunft.

Beprobungstermin | beim Einstallen nach 2 Wochen nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung | =
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6

Schwein 7

Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 5 Stamme des Bestandes subtypisiert: 5 x t011, mecV

Bestand 24: Die Mastlaufer stammen aus zwei Herkinften.
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Beprobungstermin | beim Einstallen nach 2 Wochen nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung

Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5

Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 5 Stamme des Bestandes subtypisiert: 5 x 1034, mecV

Bestand 25: Die Mastlaufer stammen aus einer Herkunft.

Beprobungstermin beim Einstallen nach 2 Wochen nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung = = -
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Bestand 118: Es handelt sich hierbei um ein geschlossenes System.

Beprobungstermin beim Einstallen nach 2 Wochen nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11

Schwein 12
Es wurden 18 Stdmme des Bestandes subtypisiert: 6 x t034, mecV, 12 x t011, mecV

Untersuchungen im zweiten Mastdurchgang:

Bestand 22: Die Mastlaufer stammen aus einer Herkunft.

nach 6 Wochen Ende Mast

nach 2 Wochen

Beprobungstermin beim Einstallen
Umgebung =
Sockentupfer =
Schwein 1 -
Schwein 2 -
Schwein 3 -
Schwein 4 -
Schwein 5 -
Schwein 6 -
Schwein 7 -

Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12
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Bestand 24: Die Mastlaufer stammen aus zwei Herkiinften.

Beprobungstermin beim Einstallen nach 2 Wochen | nach 6 Wochen | Ende Mast
Umgebung - -
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Bestand 25: Die Mastlaufer stammen aus einer Herkunft.

Beprobungstermin beim Einstallen nach 2Wochen | nach 6 Wochen |  Ende Mast

Umgebung - - |
Sockentupfer =
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Bestand 118: Es handelt sich hierbei um ein geschlossenes

Beprobungstermin beim Einstallen nach 2 Wochen nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Bestandsspezifische Interventionsmaflinahmen:

System.

Bestand 22 Neuer Stall (Erstbesatz), Neue Herkunft

Bestand 24 Keine Veranderungen: Kontrollbestand

Bestand 25 Keine Veranderungen: Kontrollbestand

Bestand 118 | Keine Veranderungen: Kontrollbestand

Region NRW

Querschnittsstudie in Mastbetrieben:
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Es wurden 25 Bestande mittels Staubproben untersucht. Davon erwiesen sich vier
als MRSA-negativ und 21 als MRSA-positiv. Die Ergebnisse sind zusammengefasst

in Tabelle 8 aufgefuhrt.

Auswahl geeigneter Mastbestande:

Von diesen 25 Bestanden wurden vier Bestande ausgewabhlt. In allen vier Bestanden
wurden zum Zweck einer Pravalenz-Schatzung je 60 Nasentupfer entnommen. Es
konnte in NRW trotz intensiver Suche nur ein Bestand als MRSA-negativ identifiziert
werden, der auch von der Herkunftsstruktur fur die Longitudinalstudie in Frage kam.
Daher wurden zum Teil auch MRSA-positive Betriebe in die Longitudinalstudie auf-

genommen.

0 Bestand 51: Die Staubprobe war MRSA-positiv. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 1/12 Pooltupfer: 3/12

0 Bestand 52: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 0/12 Pooltupfer: 0/12

0 Bestand 53: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 3/12 Pooltupfer: 3/12
Der Bestand ist ein geschlossenes System und nimmt an der Untersuchung
zum TP 020 teil.

0 Bestand 54: Die Staubprobe war MRSA-positiv. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 10/12 Pooltupfer: 10/12

Untersuchungen im ersten Mastdurchgang:

Bestand 51: Die Mastlaufer stammen aus drei Herkiinften

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen [ nach 6 Wochen | Ende Mast |

Umgebung
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2

Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5§ = _
Schwein 6 - - =
Schwein 7 = = o
Schwein 8 o o 5
Schwein 10 - = S _
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 5 Stamme des Bestandes subtypisiert: 2 x t2510, mecV und 3 x t011mecV
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Bestand 52: Die Mastlaufer stammen alle aus einer Herkunft.

Ende Mast |

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen |
Umgebung =
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12 |

Es wurden 4 Stamme des Bestandes subtypisiert: 4 x t011, mecV

Bestand 53: Es handelt sich um ein geschlossenes System.

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen | Ende Mast |
Umgebung =
Sockentupfer
Sowein 1
Schwein 2
Schwein 3

Schwein 4

Schwein 5

Schwein 6 —

Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 5 Stamme des Bestandes subtypisiert: 5 x t2510, mecV

Bestand 54: Endmaster eines Ferkelerzeugers aus TP 020.

Beprobungstermin beim Einstallen [ nach 2 Wochen | nach 6 Wochen | Ende Mast
Umgebung
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 5 Stdmme des Bestandes subtypisiert: 3 x t011, mecV und 2 x 1451, mecV

Untersuchungen im zweiten Mastdurchgang:

Bestand 51: Die Mastlaufer stammen aus drei HerklUnften
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Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung

Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3

Schwein 4

Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung =
Sockentupfer o
Schwein 1 =
Schwein 2 -
Schwein 3 =
Schwein 4 -
Schwein 5 =
Schwein 6 -
Schwein 7 -
Schwein 8 =
Schwein 9 -
Schwein 10 =
Schwein 11 -
Schwein 12 -

Bestand 53: Es handelt sich um ein geschlossenes System.

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung

Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5

Schwein 6

Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12 Verstorben

Bestand 54: Endmaster eines Ferkelerzeugers aus TP 020.

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung

Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4

Schwein 5

Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12
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Bestandsspezifische Interventionsmaflinahmen:

Bestand 51 | Keine Veranderungen: Kontrollbestand

Bestand 52 | Erstbesatz eines neuen Stallgebaudes

Bestand 53 | Intensivere Reinigung und Desinfektion, Desinfektionsmatten

Bestand 54 | Einsatz von Effektiven Mikroorganismen (EM) im Flatdeck,

Reinigung und Desinfektion im Vor- und Endmaststall

Bayern

Querschnittsstudie in Mastbetrieben:

Es wurden acht Bestande mittels Staubproben untersucht. Davon erwiesen sich drei
als MRSA-negativ definiert und funf als MRSA-positiv. Die Ergebnisse sind zusam-

mengefasst in Tabelle 8 aufgefuhrt.

Auswahl geeigneter Mastbestande:

Von diesen acht Bestanden wurden vier Bestande ausgewahlt. In allen vier Bestan-
den wurden zum Zweck einer Pravalenz-Schatzung je 60 Nasentupfer entnommen.
Es konnte in Bayern trotz intensiver Suche kein Bestand als MRSA-negativ identifi-
ziert werden. So ergaben sich MRSA-negative Staubproben, aber in jedem Bestand

mindestens ein positives Ergebnis bei den gepoolten Nasenabstrichen.

0 Bestand 61: Die Staubprobe war MRSA-positiv. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 12/12 Pooltupfer: 12/12

0 Bestand 62: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 3/12 Pooltupfer: 12/12

0 Bestand 66: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 12/12 Pooltupfer: 12/12

0 Bestand 67: Die Staubprobe war MRSA-negativ. Die Untersuchung der Na-
sentupfer ergaben folgendes Ergebnis: Einzeltupfer: 5/12 Pooltupfer: 11/12
Dieser Bestand ist als Teil eines geschlossenen Systems auch in TP020 ver-

treten.

Untersuchungen im ersten Mastdurchgana:

61



62

Bestand 61: Die Mastlaufer stammen aus sieben Herkiinften.

Beprobungstermin beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4

Schwein 5

Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 5 Stamme des Bestandes subtypisiert: 5 x t011, mecV

Bestand 62: Alle Mastlaufer stammen aus einem Herkunftsbetrieb.

Beprobungstermin beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung = 5
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 4 Stamme des Bestandes subtypisiert: 4 x t011, mecV

Bestand 66: Die Mastlaufer stammen aus funf Herklnften.

Beprobungstermin beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung n.v. n.v.
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Es wurden 5 Stdmme des Bestandes subtypisiert: 2 x t011, mecV und 3x t1250, mecV

Bestand 67: Es handelt sich hierbei um ein geschlossenes System.

Beprobungstermin beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5§

Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12
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Es wurden 6 Stdmme des Bestandes subtypisiert: 4 x t011, mecV und 2 x t779, mecV

Untersuchungen im zweiten Mastdurchgang:

Bestand 61: Die Mastlaufer stammen aus sieben Herkiinften

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung =
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5

Schwein 6

Schwein 7

Schwein 8

Schwein 9 [ vendet | |
Schwein 10

Schwein 11

Schwein 12

Bestand 62: Alle Mastlaufer stammen aus einem Herkunftsbetrieb

Beprobungstermin beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung = -
Sockentuéfer _ - - _
Schwein 1 o o - -
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10

Schwein 11 -
Schwein 12 o 5

Bestand 66: Die Mastlaufer stammen aus funf Herkiinften.

Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast

Umgebung

Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3
Schwein 4
Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Bestand 64: Es handelt sich hierbei um ein geschlossenes System.
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Beprobungstermin | beim Einstallen | nach 2 Wochen | nach 6 Wochen Ende Mast
Umgebung -
Sockentupfer
Schwein 1
Schwein 2
Schwein 3

Schwein 4

Schwein 5
Schwein 6
Schwein 7
Schwein 8
Schwein 9
Schwein 10
Schwein 11
Schwein 12

Bestandsspezifische Interventionsmalinahmen:

Bestand 61 | Herkunftswechsel, intensivere Reinigung & Desinfektion, Desin-

fektionsmatte

Bestand 62 | Desinfektionsmatte

Bestand 66 | Herkunftswechsel

Bestand 67 | Einsatz von Effektiven Mikroorganismen (EM) im Flatdeck

MRSA-Nachweishéaufigkeiten bei den Umgebungsproben

Staubproben

Die Ergebnisse der Umgebungsuntersuchungen mittels Staubproben werden in der
nachfolgenden Tabelle dargestellt. Die Staubproben vor der Einstallung der Tiere im
gereinigten und desinfizierten Stall wiesen in beiden Durchgangen weniger MRSA-
Nachweise auf als bei der Ausstallung. Dennoch muss an dieser Stelle daraufhin
gewiesen werden, dass die Staubprobenentnahme im gereinigten und desinfizierten
Stall sich meist deutlich schwieriger gestaltete als bei der Ausstallung. Teilweise
wurden verkrustete Staubreste auf Leitungen und sonstigen Gegenstanden abge-

kratzt, um an Untersuchungsmaterial zu gelangen.

Tabelle 10: Ergebnisse der Umgebungsuntersuchung - Staub- gesamt

Durchgang 1 Durchgang 2

Bestand | Einstallung | Ausstallung | Bestand | Einstallung | Ausstallung

N[O~ |WIN|—~
1
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Sockentupfer

Die Ergebnisse der Umgebungsuntersuchungen mittels Sockentupfer werden in

nachfolgender Tabelle nach erstem und zweitem Durchgang getrennt dargestellt.

Dabei kann tendenziell eine geringere MRSA-Nachweisrate vor Einstallung der Tiere

beobachtet werden.

Tabelle 11: Ergebnisse der Umgebungsuntersuchung - Sockentupfer

Durchgang 1

Durchgang 2

2

Nach
Wochen

6

Ausstallung

Bestand | Einstallung \';lvaoi:r;\en
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

(%] 50% 80%

Ausstallung

75% 87,5% 87,5% 81,25%

Die nachfolgende Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.soll den

Verlauf der Sockentupferprobenergebnisse veranschaulichen. Hierbei wird ersicht-

lich, dass die Dynamiken von erstem und zweitem Durchgang nicht wesentlich unter-

scheidbar sind.
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Umgebung - Sockentupfer

100

MRSA-positiv in Prozent
N
3
i
c
S
E
~

o

Einstallung Nach2 ~ Nach6 Ausstallung
Wochen  Wochen

Abbildung 4: Verlauf der Sockentupferprobenergebnisse tber alle Bestande

MRSA Nachweishaufigkeiten bei den Schweinen

Im Folgenden sollen die MRSA-Nachweishaufigkeiten der Nasentupfer der jeweils
zwolf mittels Nasentupfer untersuchten Schweine pro Bestand vorgestellt werden.
Ebenso wird der Verlauf der Nachweishaufigkeiten von erstem und zweitem Mast-

durchgang vorgestellt.

Nasentupfer

Insgesamt konnten 521 von 753 (69%) Nasentupfer im ersten Durchgang und 491
von 758 (65%) Nasentupfer im zweiten Durchgang MRSA-positiv getestet werden. In
nachfolgender Tabelle werden die Summen der MRSA-positiven Nachweise Uber
den Zeitraum der jeweiligen Durchgange der Bestande dargestellt.

Die Bestande 3, 6, 7, 9, 10, 12, 14 und 16 wiesen im zweiten Durchgang tendenziell
weniger MRSA-Nachweise auf als im ersten Durchgang. Bei den Bestanden 1, 4, 5
und 8 hingegen konnten mehr MRSA-Nachweise im zweiten Durchgang verzeichnet
werden. Bestand 2 und 15 blieben konstant positiv und Bestand 11 blieb konstant

negativ.

Tabelle 12: Nachweishaufigkeiten/Durchgang/Bestand

Bestand 1
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Bestand 2 42/42 100% 48/48 100% 90/90 100%
Bestand 3 30/42 71% 26/48 54% 56/90 62%
Bestand 4 34/48 71% 34/46 74% 68/94 72%
Bestand 5 18/48 38% 43/48 90% 61/96 64%
Bestand 6 28/48 58% 22/48 46% 50/96 52%
Bestand 7 35/46 73% 31/44 71% 66/90 73%
Bestand 8 47/48 98% 48/48 100% 95/96 99%
Bestand 9 39/48 81% 1/48 2% 40/96 42%
Bestand 10 | 47/48 98% 40/48 83% 87/96 91%
Bestand 11 0/48 0% 0/48 0% 0/96 0%
Bestand 12 | 47/47 100% 47/48 98% 94/95 99%
Bestand 13 | 45/48 94% 45/45 100% 90/93 97%
Bestand 14 | 21/48 44% 2/48 4% 23/96 24%
Bestand 15 | 48/48 100% 48/48 100% 96/96 100%
Bestand 16 | 40/48 83% 33/48 69% 73/96 76%
Insgesamt 521/753 69% 491/758 65% 1012/1511 67%

Verlauf erster Mastdurchgang

In den Bestanden 1 und 11 konnten Uber den gesamten ersten Durchgang keine
MRSA identifiziert werden. Die Schweine der Bestande 2, 12 und 15 hingegen waren
konstant zu 100% MRSA-positiv getestet wurden.

In den Bestanden 3, 4, 6, 7, 9, 10 und 13 konnte ein Anstieg der MRSA-
Nachweisraten zwischen erstem und zweitem Beprobungstermin verzeichnet wer-
den. Die MRSA-Nachweisraten der Bestande 3, 4, 7, 8 und 14 waren zum Zeitpunkt
der dritten Beprobung geringer im Vergleich zur zweiten Beprobung. Bei der Ausstal-
lung konnte in den Bestanden 5, 7, 9 und 16 eine geringere Nachweisrate im Ver-
gleich zur Beprobung bei Einstallung beobachtet werden. Im Gegensatz dazu waren
bei Bestand 3, 4, 6, 10 und 14 die MRSA-Nachweisraten zum Zeitpunkt der Ausstal-
lung héher als bei der Einstallung.

Das Nachweis-Maximum lag durchschnittlich auf die zwdlf Bestdnde gerechnet
(76%) bei der zweiten Beprobung nach zwei Wochen. Wahrend bei der Beprobung
nach sechs Wochen durchschnittlich (69%) ein Absinken der Nachweisraten beo-

bachtet werden konnte, blieb dies bis zum Ende konstant.

Tabelle 13: Nachweisraten der einzelnen Beprobungstermine -Durchgang 1

Durchgang 1

Bestand | Einstallung Nach 2 Wochen Nach 6 Wochen Ausstallung
1 0% 0% 0% 0%

2 100% 100% 100% 100%

3 33% 100% 75% 42%

4 17% 100% 75% 92%

5 83% 17% 8% 42%
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6 8% 58% 83% 83%
7 92% 100% 36% 73%
8 100% 100% 92% 100%
9 83% 92% 100% 50%
10 92% 100% 100% 100%
11 0% 0% 0% 0%
12 100% 100% 100% 100%
13 75% 100% 100% 100%
14 0% 58% 50% 66%
15 100% 100% 100% 100%
16 100% 83% 92% 58%
%) 61% 76% 69% 69%

Die Betrachtung der durchschnittlichen Nachweisraten hinsichtlich einer allgemein
gultigen Dynamik ist allerdings sehr kritisch zu sehen. Da Bestande, die einen ge-
genlaufigen Verlauf der Nachweisraten aufwiesen, sich hierbei gegeneinander auf-
heben. Im ersten Durchgang konnten innerhalb der 16 beprobten Bestande sehr un-
terschiedliche Dynamiken, wie in der nachfolgenden Abbildung zu sehen, beobachtet

werden.

Durchgang 1

110

=fi—Bestand 1
100 -

== Bestand 2

90 - —#—Bestand 3

80 - ——Bestand 4
—#—Bestand 5
70 1 —e—Bestand 6

60 - —fi—Bestand 7

—8—Bestand 8
50
Bestand 9

40 - —&—Bestand 10

30 - —@—Bestand 11
Bestand 12

20 + == Bestand 13

10 4 Bestand 14

0 +— B¢ ‘ L ‘ L ‘ L

Einstallung Nach 2 Wochen Nach 6 Wochen Austallung

Bestand 15

= Bestand 16

-10 -

Abbildung 5: Nachweisraten der einzelnen Beprobungstermine -Durchgang 1b_




69

Verlauf zweiter Mastdurchgang

Im zweiten Mastdurchgang konnten ebenfalls sehr unterschiedliche Dynamiken fest-
gestellt werden. In der ersten Beprobung bei Einstallung konnten bei den Bestanden
1,3, 4, 6, 9, 11 und 14 kein MRSA-Nachweis erbracht werden. Bestand 11 blieb kon-
stant MRSA-negativ. Bestand 2, 8 und 15 hingegen wiesen durchgehend eine
MRSA-Nachweisrate von 100% auf.

Durchschnittlich konnte ein deutlicher Anstieg der MRSA-Nachweisraten von 54%
auf 71% vom ersten zum zweiten Beprobungstermin beobachtet werden. An den fol-
genden Beprobungsterminen blieben die durchschnittlich berechneten Nachweisra-
ten mit 68% und 67% auf dem Niveau der zweiten Untersuchung. Dennoch sei auch
hier darauf hingewiesen, dass die Dynamiken der einzelnen Nachweisraten einen

sehr unterschiedlichen Verlauf nahmen.

Tabelle 13 : Nachweisraten der einzelnen Beprobungstermine -Durchgang 2-

Durchgang 2

Bestand Einstallung Nach 2 Wochen Nach 6 Wochen Ausstallung
1 0% 75% 50% 73%
2 100% 100% 100% 100%
3 0% 58% 75% 83%
4 0% 100% 100% 100%
5 92% 100% 100% 67%
6 0% 58% 25% 100%
7 92% 36% 100% 50%
8 100% 100% 100% 100%
9 0% 0% 8% 0%
10 75% 100% 75% 83%
11 0% 0% 0% 0%
12 100% 100% 92% 100%
13 100 100 100 100
14 0 17 0 0

15 100 100 100 100
16 100 92 67 17

%) 54% 71% 68% 67%
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Abbildung 6: Nachweisraten der einzelnen Beprobungstermine -Durchgang 2-

Verlauf beider Mastdurchgange zusammengefasst

Die folgende Abbildung stellt den Verlauf beider Mastdurchgange zusammengefasst

dar. Diese Betrachtung erscheint legitim, da die bestandsspezifischen MalRnahmen

keinen signifikanten Effekt brachten. Allerdings muss bedacht werden, dass die Be-

stande selbst sehr unterschiedliche Dynamiken aufwiesen. Die Zusammenfassung

spiegelt daher das wirkliche Bild nur tendenziell wieder. So kann festgestellt werden,

dass die Mastlaufer in den ersten zwei Wochen der Mast signifikant haufiger MRSA-

positiv waren als bei der Einstallung. Danach folgte ein mehr oder minder gleichblei-

bendes Niveau an MRSA-Nachweisen bis zum Ende der Mast.
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Abbil'aung 7: MRSA-Nachweise der Nasentupfer nach Durchgéngen getrennt

Auswertung der Fragebogen auf mégliche Einflussfaktoren

Im Folgenden werden einige Bestandsspezifika auf einen signifikanten Zusammen-
hang bezlglich des Vorkommens von MRSA in Schweinemastbestanden mittels sta-
tistischer Auswertung untersucht. Die Betrachtung fand, falls nicht explizit angege-
ben, Uber beide beprobten Durchgange hinweg statt. Da die bestandsspezifischen
MafRnahmen durchweg keinen signifikanten Einfluss erzeugten, schien diese Vorge-
hensweise statthaft.

Einfluss der Herkunft der Tiere auf den Nachweis von laMRSA
In der nachfolgenden

Beprobung bei Einstallung * Herkunft
Proben gesamt (n) 384
p (eigene Aufzucht) 0,000 mehr MRSA-positive Nachweise
p (nur eine Herkunft) 0,000 mehr MRSA-negative Nachweise
p (mehrere Herkunfte, durchmischt) 0,032 mehr MRSA-negative Nachweise
p (mehrere Herklnfte, getrennt) 0,000 mehr MRSA-positive Nachweise

werden die verschiedenen Herkinfte in Bezug auf den MRSA-Status der Tiere bei

Einstallung in die Mast dargestellt. Es konnten signifikante Zusammenhange ermittelt
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werden. Laufer aus eigener Aufzucht waren haufiger MRSA-positiv und Laufer aus
nur einer Herkunft waren haufiger MRSA-negativ.
Die geringe Fallzahl jedoch schmalert die statistische Aussagekraft. Den vier Her-

kunftsarten konnten jeweils nur drei Bestande zugeordnet werden.

Tabelle 14: MRSA-Nachweis in Abh&ngigkeit der Tier-Herkunft

Beprobung bei Einstallung * Herkunft
Proben gesamt (n) 384
p (eigene Aufzucht) 0,000 mehr MRSA-positive Nachweise
p (nur eine Herkunft) 0,000 mehr MRSA-negative Nachweise
p (mehrere Herkunfte, durchmischt) 0,032 mehr MRSA-negative Nachweise
p (mehrere Herklnfte, getrennt) 0,000 mehr MRSA-positive Nachweise

Die Herkunft hat somit vermutlich einen generellen Einfluss auf die MRSA-
Nachweishaufigkeit. Waren Tiere MRSA-negativ zur Einstallung, so konnten durch-
schnittlich weniger MRSA-Nachweise ermittelt werden. Und in Durchgangen, bei de-
nen Tiere bei der Einstallung Uberwiegend MRSA-positiv waren, gab es in der Folge
mehr MRSA- Nachweise.

Einfluss der Bestandsgrof3e auf den Nachweis von MRSA

Die BestandsgroRen wurden in drei Kategorien zusammengefasst, um einen maogli-
chen Einfluss der Tierzahlen der Bestande auf den Nachweis von MRSA prifen zu
konnen. Dabei wurden die Bestande mit einer Gesamtkapazitat von unter 1000
Mastplatzen, zwischen 1001 und 2000 Mastplatzen und Uber 2000 Mastplatzen je-
weils Uber beide Durchgange und Beprobungstermine (exklusive der Beprobung bei
Einstallung) betrachtet. Bei der Beprobung nach zwei Wochen und nach sechs Wo-
chen konnten signifikant haufiger MRSA-positive Schweine aus den Bestanden mit

uber 2000 Mastplatzen identifiziert werden.

Tabelle 15: MRSA-Nachweis in Abh&ngigkeit zur Bestandsgrol3e

Beprobung nach | Beprobung Beprobung
zwei Wochen* nach sechs | bei der Ausstal-
Bestandsgrolie Wochen* lung*
Bestandsgrolie Bestandsgroflle
Proben gesamt (n) 381 378 374
p (Unter 1000 Tiere) | 0,589 0,502 0,491
p (1001-2000 Tiere) | 0,000(negativer) | 0,000(negativer) | 0,001(negativer)
p (Uber 2000 Tiere) | 0,000(positiver) | 0,007(positiver) | 0,001(positiver)
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Einfluss des Kontaktes der Schweine zu anderen Tierarten

Da MRSA auch bei anderen Tieren wie z.B. bei Hund, Katze und Wildvogeln als
Schleimhautbesiedler vorkommen, soll an dieser Stelle auch ein moglicher Einfluss
des direkten Kontaktes auf einen MRSA-Nachweis bei Schweinen gepruft werden.

Es wurden dazu die Untersuchungen nach zwei Wochen sowie nach sechs Wochen
und bei der Ausstallung hinsichtlich der Haufigkeit eines MRSA-Nachweises bei Kon-
takt zu anderen Tierarten betrachtet. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
ermittelt werden, d.h. in Bestanden, bei denen die Schweine Kontakt zu anderen
Tierarten hatten, konnten keine Unterschiede in der MRSA-Nachweishaufigkeit iden-
tifiziert werden. Eine Ausnahme stellen die Ergebnisse bei der Ausstallung dar. Hier
wurde eine Signifikanz ermittelt, die aufgrund der geringen Stichprobengrofe nicht

Uberbewertet werden sollte.

Tabelle 16: MRSA-Nachweis in Abhangigkeit zum Kontakt der Schweine mit
anderen Tieren

Beprobung nach | Beprobung Beprobung
zwei Wochen* nach sechs | bei der Ausstal-
Kontakt zu ande- | Wochen* lung*
ren Tieren Kontakt zu ande- | Kontakt zu ande-
ren Tieren ren Tieren
Proben gesamt (n) 381 378 374
Signifikanzniveau p | 0,670 0,605 0,042 (positiver)

Der Kontakt zu anderen, nicht landwirtschaftlich genutzten Tierarten scheint keinen
malfgeblichen Einfluss auf die MRSA-Nachweishaufigkeit im Schweinebestand zu

haben.

Einfluss von anderen Nutztierarten auf dem Bestand

Wie schon in der Literatur beschrieben kommen MRSA auch bei anderen Nutztieren
vor. Es wurde daher geprift, ob die Anwesenheit von anderen Nutztieren auf dem
Bestand einen Einfluss auf die MRSA-Nachweishaufigkeit der Schweine hat. An den
drei Beprobungsterminen nach zwei Wochen, nach sechs Wochen und bei der Aus-
stallung konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Allerdings sei
an dieser Stelle auf die geringe Anzahl von zwodlf Bestanden, die dieser Studie als
Grundlage dienten, hingewiesen. Die statistische Aussagekraft verliert dadurch an

Kraft.
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Tabelle 17: MRSA-Nachweis in Abhangigkeit anderer Nutztiere auf dem Be-
stand

Beprobung nach | Beprobung Beprobung
zwei Wochen* nach sechs | bei der Ausstal-
andere Nutztiere | Wochen* lung*

andere Nutztiere
auf dem Bestand
374

0,699

andere Nutztiere
auf dem Bestand
378

0,184

auf dem Bestand

381
0,272

Proben gesamt (n)
Signifikanzniveau p

Einfluss der Umgebung auf das Tier

Die Umgebung spielt eine groRe Rolle als Reservoir und ,Ubertragungsmittler* von
Keimen. So kénnen Keime aus der Umgebung auf das Tier ubergehen und umge-
kehrt vom Tier in die Umgebung abgegeben werden. Auch beim MRSA-Geschehen
konnen signifikante Zusammenhange zwischen MRSA-positiver Umgebung und dem
gehauftem Auftreten als nasale Besiedler beim Schwein festgestellt werden. So ist
die Wahrscheinlichkeit erhdht, dass in einer MRSA-positiven Umgebung auch
MRSA-positive Tiere nachgewiesen werden. Anders herum findet man, bei einer
MRSA-negativen Umgebung haufiger MRSA-negative Tiere vor. Der Einfluss lasst
sich an allen Beprobungsterminen nachvollziehen. Beide unterschiedlichen Umge-
bungsproben (Staub und Sockentupfer) weisen die gleichen signifikanten Beziehun-
gen auf. Der Einfluss der Umgebung auf die MRSA-Nachweishaufigkeit bei den
Schweinen liel3 sich auf allen Ebenen der Betrachtung reproduzieren, d.h. sowohl bei
der Anschauung nach getrennten Durchgangen sowie Uber alle Durchgange hinweg
als auch an allen Beprobungsterminen konnten die gleichen Signifikanzen erreicht

werden.

Tabelle 181: MRSA-Nachweis in Abhangigkeit von der Umgebung (Staub)

Umgebung (Staub) bei
Ausstallung® Beprobung

Umgebung (Staub) vor
Einstallung® Beprobung

nach zwei Wochen*

bei der Ausstallung

Proben gesamt (n)

384

374

Signifikanzniveau p

0,000

0,000

Tabelle 19: MRSA-Nachweis in Abhangigkeit von der Umgebung (Sockentupfer)

Umgebung

(Sockentupfer) vor
Einstallung* Bepro-

Umgebung Umgebung (Socken- | Umgebung
(Sockentupfer) tupfer) (Sockentupfer)
nach zwei Wo- | nach sechs bei Ausstallung*
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bung nach zwei | chen* Bepro- | Wochen* Beprobung | Beprobung
Wochen bung nach zwei | nach sechs Wochen bei der Ausstallung
Wochen
Proben gesamt (n) | 384 381 378 374
Signifikanzniveau p | 0,000 0,000 0,000 0,000

Einfluss einer antibiotischen Behandlung

Es konnten an zwei Beprobungsterminen signifikante Unterschiede zwischen Be-
standen mit und ohne Einsatz von Antibiotika statistisch ermittelt werden. In Bestan-
den, in denen eine antibiotische Behandlung zu Beginn des untersuchten Mast-
durchganges durchgefluhrt wurde, konnten signifikant haufiger MRSA-Nachweise
registriert werden. Fur die Bewertung dieser statistischen Aussage muss jedoch wie
auch bei allen vorangegangenen Auswertungen die geringe Anzahl der zugrunde

liegenden 16 Bestande berucksichtigt werden.

Tabelle 20: MRSA-Nachweis in Abhéangigkeit des Einsatzes von Antibiotika

Beprobung nach | Beprobung Beprobung
zwei Wochen* nach sechs | bei der Ausstal-
Vergleich Bestan- | Wochen* lung*®

de mit Einsatz von
Antibiotika zu Be-
standen ohne An-
tibiotika

Vergleich Bestan-
de mit Einsatz von
Antibiotika zu Be-
standen ohne An-
tibiotika

Vergleich Bestan-
de mit Einsatz von
Antibiotika zu Be-
standen ohne An-
tibiotika

Proben gesamt (n)

381

378

374

Signifikanzniveau p

0,022 (positiver)

0,058

0,000 (positiver)

Des Weiteren konnte ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischen haufigeren
MRSA-Nachweisen und einem Einsatz von B-Lactamen und Polypeptid-Antibiotika
ermittelt werden. Hierzu wurde nur die Beprobung nach zwei Wochen betrachtet, da
der Einsatz von Antibiotika hauptsachlich in den ersten zwei Wochen der Mast

durchgefuhrt wurde.

Tabelle 21: MRSA Nachweis in Abh&angigkeit von antibiotischen Wirkstoffklas-
sen

Beprobung | Beprobung | Beprobung Beprobung | Beprobung
nach zwei | nach zwei | nach zwei | nach zwei | nach zwei
Wochen* Wochen* Wochen* Wochen* Wochen*
Einsatz von | Einsatz Einsatz von | Einsatz Einsatz
B-Lactamen | von Ami- | Tetrazyklinen | von Mak- | von Po-
noglykosi- roliden lypeptid-
den antibiotika
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Proben 381 381 381 381 381

gesamt (n)

Signifikanz- | 0,000 0,497 0,007 0,000 0,001

niveau p (positiver) (negativer) (negati- (positiver)
ver)

In der Betrachtung der Anzahl eingesetzter Antibiotika-Wirkstoffklassen und der
Nachweishaufigkeit von MRSA konnte ein signifikanter Unterschied beim gemeinsa-
men Einsatz von zwei antibiotischen Wirkstoffen beobachtet werden, wahrend der
Einfluss von mehr als zwei antibiotischen Wirkstoffen keine statistisch signifikanten

Zusammenhange erkennen liel3en.

Tabelle 22: MRSA-Nachweis in Abhangigkeit von der Anzahl eingesetzter Anti-
biotika

Beprobung
nach zwei Wo-
chen*

Beprobung
nach zwei Wo-
chen*

Beprobung
nach zwei Wo-
chen*

Einsatz von nur | Einsatz von | Einsatz von

EINEM Antibio- | ZWEI Antibioti- | MEHR ALS

tikum ka ZWEI Antibiotika
Proben gesamt (n) 381 378 374
Signifikanzniveau p 0,814 0,000 0,171

Bestandsspezifische InterventionsmalRnahmen

Die bestandsspezifischen Mallhahmen sollten gezielt auf die vorhandenen bekann-
ten und vermuteten Risikofaktoren das Vorkommen von [aMRSA in den Bestanden
reduzieren. Eine allgemeine Reduktion der MRSA-Nachweise konnte im zweiten
Mastdurchgang im Vergleich zum ersten Durchgang nicht erbracht werden. Es gab
keine signifikanten Unterschiede zwischen erstem und zweitem Durchgang Uber alle
Bestande betrachtet.

So konnte durch den Einsatz eines &therischen Olgemisches, von ,Effektiver Mikro-
organismen“ und einer intensiveren Reinigung und Desinfektion (R&D) der ge-
wunschte Effekt einer Reduktion der MRSA-Nachweise nicht erreicht werden.

Einzig die Nutzung eines neuen Stallgebdudes und einer neuen (MRSA-negativen)

Ferkelherkunft konnten eine voribergehende MRSA-Freiheit bewirken.

3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse
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Das Vorkommen von [aMRSA beim Mastschwein sowie der Verlauf der Kolonisie-
rung und der Besiedlungsdynamik inklusive moglicher Einflussfaktoren wurden in
einem deutschlandweiten, mehrstufigen Projektaufbau untersucht.

Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass MRSA mit einer durchschnittlichen
MRSA-Herdenpravalenz von bis zu 80% in den untersuchten deutschen Mast-
schweinebestanden sehr verbreitet ist. Dennoch variierten die Intraherdenpravalen-
zen der einzelnen Bestande von 0% bis 100%. So konnten null-, niedrig-, mittel- und
hochpravalente Bestande identifiziert werden. Regionale Unterschiede lie3en sich
hinsichtlich des Vorkommens von MRSA aufgrund des teilweise nicht unvoreinge-
nommenen und dadurch nicht reprasentativen Auswahlverfahrens der Bestande,
namlich einer gezielten Suche nach MRSA-negativen Bestanden, nicht feststellen.
So konnte z.B. in NRW auf Ergebnisse aus einer vorherigen Studie zurtuckgegriffen
werden, sodass MRSA-negativ ,vorgetestete* Bestande auch flr diese Studie aus-
gewahlt wurden. In Niedersachen fand z.B. die Auswahl der Bestande nur aufgrund
von bestehenden Beziehungen der Aulienstelle fur Epidemiologie zu einem be-
stimmten Pool an Landwirten statt, da in diesem Bundesland keine gezielten Pra-
valenzstudien durchgefuhrt wurden.

Trotz der groRen, bestandsweisen Unterschiede in der Dynamik der Besiedlung der
Schweine im Verlauf einer Mastperiode konnte allgemein ein Maximum an mit MRSA
besiedelten Schweinen nach zweiwdchiger Mast verzeichnet werden. Dies kann im
Zusammenhang mit Stress in der neuen Umgebung, dem Aufeinandertreffen von
vielen Individuen in einem begrenzten Raum und den in dieser Zeit Ublichen antibio-
tischen Behandlungen, die zu einer Selektion von MRSA fuhren konnten, gesehen
werden. Danach blieb die Anzahl MRSA-positiver Tiere mehr oder weniger auf einem
Niveau. Dieses Niveau wurde allerdings nicht konstant von den gleichen Tieren er-
halten. Vielmehr wechselten Tiere ihren MRSA-Status von positiv zu negativ und
umgekehrt zwischen zwei Beprobungsterminen.

Die Umgebung spielt eine grol3e Rolle bei der MRSA-Verbreitung. So konnte an allen
Beprobungsterminen ein Zusammenhang zwischen Umgebungsprobe und der
MRSA-Besiedlung der Tiere festgestellt werden. Ebenso konnte veranschaulicht
werden, dass der MRSA-Status der Umgebung einen nicht zu unterschatzenden Ein-
fluss auf den Status der Tiere hat, aber auch umgekehrt, dass das MRSA besiedelte
Tier einen Einfluss auf eine MRSA-negative Umgebung nimmt. Bei der Beprobung

der Umwelt erwies sich der Sockentupfer als sehr gut geeignete Untersuchungsme-
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thode fiur den Nachweis von MRSA in der Tierumgebung. Ein weiterer identifizierter
Einflussfaktor ist die Tieranzahl: In Bestanden mit hohen Tierzahlen (>1000 Mast-
schweine) war eine hohere MRSA-Nachweisrate feststellbar als in Bestanden mit
geringen Tierzahlen (<500 Mastschweine). Ebenso hat die Herkunft der Mastlaufer
einen Einfluss auf den Nachweis von MRSA. So konnte beobachtet werden, dass ein
MRSA-Nachweis im Nasenabstrich der Mastlaufer bei Einstallung immer auch einen
MRSA-Nachweis bei den nachfolgenden Beprobungen zur Folge hatte.

Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von Antibiotika generell, aber auch im
speziellen bei Gabe zum Beispiel von B-Lactamen und Polypeptid-Antibiotika bzw.
deren zweier Kombination signifikant mehr MRSA-Nachweise bei den Tieren mit sich
brachte als ohne diese antibakterielle Medikation. Dennoch muss hierbei darauf hin-
gewiesen werden, dass die zugrunde liegende niedrige Fallzahl nur eine schwache
statistische Aussage zulasst. Antibiotika scheinen einen Einfluss auf das MRSA-
Geschehen zu nehmen. In wie weit dieser Einfluss geht, muss Gegenstand neuer,
gezielter Studien sein.

Die durchgefuhrten bestandsspezifischen Mallhahmen zur Reduzierung von MRSA
erbrachten nicht den gewinschten Effekt. Der Einsatz von ,Effektiven Mikroorganis-
men’‘ im Sinne einer verdrangenden Konkurrenzflora sowie die intensivere Reinigung
und Desinfektion konnten eine MRSA-Besiedlung der Tiere nicht verhindern. Die
eingesetzten pflanzlichen und &therischen Ole filhrten sichtbar zu einer Reduktion
des Staubes, dennoch konnte kein effektiver Einfluss auf die MRSA-
Nachweishaufigkeit beobachtet werden.

Ein Wechsel zu einer MRSA-negativen Herkunft und die Nutzung eines neuen Stall-
gebaudes veranschaulichten, dass MRSA-negative Schweine langerfristig MRSA-
negativ bleiben, wenn sie in eine MRSA-negative Umgebung verbracht werden. So-
mit besteht die Mdglichkeit MRSA-negative Bestande zu schaffen. Wie lange ein sol-
cher Status jedoch erhalten bleiben kann, muss in einer gezielten Langzeitstudie wei-
terfUhrend untersucht werden.

Eine weitere Erforschung der Wechselwirkung zwischen MRSA-Besiedlung der
Schweine und antibiotischer Behandlung beispielsweise in einer experimentellen
Studie erscheint ebenso sinnvoll wie die weitere Untersuchung von moglichen Mal3-

nahmen zur Reduktion von laMRSA.
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4. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden das Vorkommen, der Verlauf der Kolonisierung
und der Besiedlungsdynamik sowie damit verbundene Einflussfaktoren von Methicil-
lin-resistenten Staphylococcus aureus in Schweinemastbestanden in Deutschland
untersucht.

Es wurden 56 Bestande im Rahmen einer Querschnittsstudie mittels Staubproben
auf das Vorkommen von MRSA kulturell untersucht. Dabei konnte eine Herdenpra-
valenz von 79% MRSA-positiver Mastbestande ermittelt werden. Aus diesem Be-
standspool wurden 16 Bestande ausgewahlt und zur Ermittlung der Intraherdenpra-
valenz mit Nasentupfern von 60 Schweinen, von denen zwolf Einzeltupfer und zwolf
Pools a vier Tupfer auf MRSA untersucht wurden, beprobt. Es konnte eine mittlere
Intraherdenpravalenz von 51% berechnet werden. Von den 16 Bestanden waren funf
MRSA-negativ oder niedrigpravalent, drei mittelpravalent und acht hochpravalent.
Die zur Subtypisierung ausgewahlten MRSA-Isolate konnten ohne Ausnahme durch
ihre Typisierung im BfR (Dr. Fetsch) der klonalen Linie ST398, also dem livestock-
associated MRSA (laMRSA), zugeordnet werden, wobei in abnehmender Haufigkeit
folgende spa-Typen und mec-Typen dominierten: t011 mecV, t034 mecV, t011 me-
clVa und t034 meclll.

Diese 16 Bestande wurden im Rahmen einer Longitudinalstudie zur Untersuchung
der laMRSA-Dynamiken weiterfuhrend untersucht. Dabei wurden je zwolf Schweine
an je vier Beprobungsterminen innerhalb von zwei Mastdurchgangen beprobt. Eben-
so wurden Staub- und Sockentupferproben an den entsprechenden Beprobungster-
minen entnommen. Nach Untersuchung moglicher Einflussfaktoren wurden be-
standsspezifische Interventionsmalinahmen erarbeitet und erprobt. Die Auswirkun-
gen dieser Mallnahmen wurden in einem zweiten Mastdurchgang nach demselben
Beprobungsschema wiederholt bakteriologisch untersucht.

Innerhalb des ersten Mastdurchganges konnten bei 61% der Tieren bei der Einstal-
lung, 76% der Tiere nach zweiwochiger Mast, 69% der Tiere nach sechs Wochen
Mastdauer und bei 69% der Tiere bei der Ausstallung laMRSA nachgewiesen wer-
den. Innerhalb des zweiten Mastdurchganges konnten bei 54% der Tieren bei der
Einstallung, 71% der Tiere nach zweiwo6chiger Mast, 68% der Tiere nach sechs Wo-
chen Mastdauer und bei 67% der Tiere bei der Ausstallung laMRSA nachgewiesen

werden.
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Die MRSA-Nachweisraten stiegen in den ersten zwei Mastwochen signifikant an. Im
Anschluss stellte sich ein mehr oder weniger gleiches Niveau an MRSA-Nachweisen
ein. Die eigentliche Dynamik der einzelnen Bestande variierte jedoch in groRem Ma-
Re.

Ein Wechsel des MRSA-Status der Schweine konnte ebenfalls beobachtet werden.
Die Umgebung hatte je nach MRSA-Status einen Einfluss auf den Status der Tiere
und umgekehrt. Dementsprechend konnte auch bei den Ergebnissen der Umge-
bungsproben ein Anstieg der MRSA-Nachweise entlang der vier Beprobungstermine
beobachtet werden.

Im zweiten Durchgang blieben die erprobten Mallnahmen wie z.B. die intensivierte
Reinigung und Desinfektion, die Versprithung von pflanzlichen und &therischen Olen
und der Einsatz ,effektiver Mikroorganismen® (EM Rako®) zur Reduktion des MRSA-
Vorkommens aulder in einem Bestand, der die Herkunft seiner Mastlaufer wechselte
und ein neu gebautes Stallgebaude nutzte, erfolglos.

Allerdings konnten wichtige Einflussfaktoren detektiert werden. So waren Mastlaufer,
die nur aus einer Herkunft stammten bei der Einstallung weniger mit laMRSA besie-
delt als Mastlaufer aus mehreren Herklnften. Bestande mit Gber 2000 Mastplatzen
wiesen mehr [aMRSA-Nachweise als kleinere Bestande auf. Zudem wurden in Be-
standen, in denen haufiger antibiotische Bestandsbehandlungen durchgefuhrt wur-
den, haufiger laMRSA nachgewiesen als in Bestanden ohne Antibiotikaeinsatz. Der
Einsatz von B-Lactam- und Polypeptid-Antibiotika sowie die Anwendung dieser in
Kombination begunstigten zusatzlich eine Besiedlung mit laMRSA, gemessen an der

Nachweishaufigkeit einer nasalen Besiedlung.

5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsach-
lich erreichten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf weiterfihrende Frage-
stellungen

Anderungen wahrend der Projektphase
Inhaltlich haben sich wahrend der zuriickliegenden Projektphase folgende Anderun-
gen bzw. Anpassungen ergeben:

o0 Laut gestellten Anforderungen in der Projektausschreibung sollten die einzel-

nen Longitudinalstudien in MRSA-negativen Mastbestanden durchgefuhrt

80



81

werden. Anhand der schon beim Projekttreffen in Minster festgestellten Prob-
lematik, dass keine bzw. fast keine MRSA-negativ definierten Mastbestande
in Deutschland identifiziert werden kdnnen sowie wegen einer geringen Aus-
sagefahigkeit einer Longitudinalstudie in ausschlieBlich MRSA-negativen Be-
standen wurde in Absprache auf diesem Projekttreffen Mitte 2009 von dieser
Anforderung Abstand genommen. Lediglich ein Bestand in Ostdeutschland
hat sich als MRSA-negativ definieren lassen und ist somit der einzige Be-
stand in der Longitudinalstudie, dessen negativer Status Uber die Zeit verfolgt
werden konnte.

o0 Die Triplex-PCR zur Bestatigung von kulturell nachgewiesenen MRSA-
Stammen bestehend aus gleichzeitiger Detektion von 16S, nuc und mecA
wurde in Absprache auf dem 2. Projekttreffen in Munster Mitte 2009 in eine
Duplex-PCR bestehend aus Detektion von nuc und mecA geandert. Der
Nachweis von nuc als Bestatigung fur S. aureus-Isolate und von mecA als
Bestatigung fur die Methicillin-Resistenz wurden als vollkommen ausreichend
eingeschatzt.

o0 Laut Projektbeschreibung sollten samtliche wahrend der Longitudinalstudie
entnommenen kulturell identifizierten MRSA-Isolate mittels PCR bestatigt
werden. Dabei ging man anhand von Schatzungen bei der Projektbeantra-
gung von einer MRSA-Pravalenz von nicht mehr als 25% aus. Wie sich je-
doch herausstellte, war die MRSA-Pravalenz in dem vorliegenden Untersu-
chungsgut Uber 50%. Folglich waren durch die Untersuchung aller Isolate weit
Uber den geplanten Kosten liegende Zusatzkosten entstanden. Wahrend des
Projekttreffens in Berlin im Dezember 2009 wurde aufgrund der 100%igen
Ubereinstimmung zwischen der kulturellen und molekularbiologischen Unter-
suchungsmethode beschlossen, dass pro Probenentnahme in den Projektbe-
standen zunachst jeweils nur ein MRSA-Isolat mittels PCR bestatigt werden
braucht. Die Asservierung aller MRSA-Isolate blieb davon unberihrt, so dass
bei Bedarf samtliche MRSA-Isolate fur eine molekularbiologische Bestatigung
in Bakum bzw. flr eine anschlieRende Subtypisierung durch das BfR zur Ver-

fugung stehen wurden.

Urspringlich geplante Ziele/ Neu entstandene Fragestellungen:
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Ein groRRes Ziel dieser Studie war die Erforschung des Zeitpunktes und des Verlaufes
der MRSA-Besiedlung beim Schwein. Es konnte gezeigt werden, dass trotz unter-
schiedlichster MRSA-Dynamiken von Bestand zu Bestand, sich ein klarer Trend der
MRSA-Besiedlungshaufigkeit der Tiere mit einem Nachweishdhepunkt zum Zeitpunkt
der Beprobung zwei Wochen nach der Einstallung in die Mast zeigte. Welche Ein-
flisse in den ersten zwei Mastwochen zu dieser hdheren MRSA-Nachweishaufigkeit
fuhren, konnte mit dem vorgegebenen Untersuchungsbudget nicht weiterfuhrend und
gezielt untersucht werden. Denkbar ware eine Kombination aus hoher Tierdichte,
antibiotischen Bestandsbehandlungen sowie einer durch z.B. umstallungsbedingten,
stressinduzierten geschwachten immunologischen Abwehr der Tiere.

Ebenso konnten Parameter wie z.B. eine hohe Tierdichte und die MRSA-Belastung
der Tierumgebung als Einflussfaktoren auf die MRSA-Dynamik identifiziert werden.
Die geringe Anzahl an Studienbestanden lasst allerdings nur eine eingeschrankte
statistische Aussage zu. Die ermittelten Einflisse missen demnach erneut unter ge-
zielt geplanten Bedingungen abgeklart werden.

Ein weiteres Ziel war es, geeignete MalRnahmen zur Reduzierung des MRSA-
Vorkommens in den Bestanden zu finden und gegebenenfalls einen allgemeinen
Malnahmenkatalog zu erarbeiten. Fur die erprobten InterventionsmalRnahmen zur
Reduzierung von IaMRSA in den Studienbestanden konnte keine reproduzierbare
Effizienz nachgewiesen werden. Allerdings wurde bei der Auswertung der Ergebnis-
se der MRSA-Nachweise und der Bestandsfragebdgen festgestellt, dass die Haufig-
keit von laMRSA offensichtlich nach antibiotischen Bestandsbehandlungen hoéher ist
als in Bestanden ohne Antibiotikaanwendungen bzw. mit nur Einzeltierbehandlungen.
Um den Hinweisen auf diesen Effekt nachzugehen, sollten gezielte vergleichende
Untersuchungen des Einflusses von Antibiotikagaben auf die Haufigkeit von laMRSA
in Schweinemastbestanden durchgefuhrt werden (Case-Controll-Studien). Diese Un-
tersuchungen sind insbesondere im Licht der ohnehin anstehenden Reduzierung der

Antibiotikagaben in Nutztierbestanden von grofiter Wichtigkeit.
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