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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Antibiotikaresistenzen stehen im Fokus des Offentlichen Interesses. Der Erforschung der
molekularen Ursache von Resistenzmechanismen und der Entwicklung neuer Verfahren fiir
die Resistenzdiagnostik kommt daher eine erhebliche Bedeutung zu. Probleme mit
zunehmenden Resistenzen werden insbesondere bei Brachyspira hyodysenteriae, dem Erreger
der Schweinedysenterie, einer weltweit vorkommenden Durchfallerkrankung bei
Mastschweinen, beobachtet. Im Falle eines Krankheitsausbruchs sind im betroffenen Betrieb
erhebliche 6konomische EinbuBlen durch reduzierte Futterverwertung und Tageszunahmen zu
erwarten, zudem ist mit einer Zunahme der Totalverluste zu rechnen. Daher ist eine
umgehende Behandlung der betroffenen Schweine meist unabdingbar. Allerdings wird in den
letzten Jahren europaweit eine zunehmende Resistenzentwicklung bei B. hyodysenteriae
gegen die gingigen Antibiotika zur Behandlung der Dysenterie beobachtet.

Wihrend molekularbiologische Methoden zur raschen Diagnosestellung etabliert und
weltweit verfiigbar sind, ist die Priifung der Resistenzlage der Stamme nach wie vor ein
langwieriges Prozedere und nicht flaichendeckend verfiigbar.

Die Anzucht und Reinkultivierung der Brachyspiren ist aufwendig und nimmt Tage bis
Wochen in Anspruch. Der Resistenztest fiihrt zu weiterer Verzégerung. Die Anforderungen
nach guter veterindrmedizinischer Praxis und des Tierschutzes konnen daher bei akuten
Krankheitsausbriichen durchaus in Konflikt geraten.

Um die Diskrepanz zu entschirfen, sind neue, schnellere Moglichkeiten zur Resistenztestung
notwendig. Daher ist es sowohl von wissenschaftlichem als auch von praktischem Interesse,
die Resistenzmechanismen von Brachyspiren gegeniiber der effektivsten Antibiotikagruppe,
den Pleuromutilinen, zu untersuchen. Die Resistenzentwicklung bei Pleuromutilinen scheint
schrittweise zu erfolgen, unter Beteiligung eine Fiille von Punktmutationen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Assoziationen zwischen MHK-Werten und Genvarianten
in, fiir die Bindung der Pleuromutiline verantwortlichen, ribosomalen Genen, an 64

Brachyspira hyodysenteriae-Isolaten aus Deutschland zu untersuchen.



LITERATURUBERSICHT 2

2 Literaturiibersicht

2.1 Brachyspiren

Das Genus Brachyspira (B.) umfasst sieben Spezies, die Menschen, Tiere, darunter auch
Vogel, kolonisieren (Hampson und La, 2006). Brachyspiren sind gram-negative Erreger, die
eine hohe genetische Diversitdt zu anderen Spirochiten aufweisen. Sechs Spezies kolonisieren
den Dickdarm von Schweinen, namentlich B. hyodysenteriae, B. pilosicoli, B. suanatina, B.
murdochii, B. intermedia und B. innocens (Hampson, 2012).

B. hyodysenteriae und B. pilosicoli sind primér pathogene Durchfallerreger beim Schwein. In
den frithen 1970er Jahren wurde B. hyodysenteriae als ursdchlicher Erreger der Dysenterie
identifiziert (Taylor und Alexander, 1971). Zunichst als Treponema hyodysenteriae bekannt,
wurde dieses Bakterium der Gattung Serpula, dann Serpulina (Stanton, 1992) und schlielich
aufgrund von Sequenzanalysen der 16S rRNA der Gattung Brachyspira (Ochiai et al., 1997)
zugeordnet. Nach Neueintrag in naive Herden kommt es zu einem deutlichen klinischen Bild
mit massiven Okonomischen Verlusten. Diese sind begriindet in Wachstumsdepression,
schlechter Futterverwertung und langwieriger Futtermedikation (McOrist, 2010).

B. pilosicoli verursacht die Porcine intestinale Spirochédtose, die durch milde
Durchfallsymptomatik mit verringerten Tageszunahmen gekennzeichnet ist. Die anderen
genannten Spezies konnen als Sekundidrerreger bei Colitiden isoliert werden. B. intermedia
wird als apathogener Begleitkeim im Schweinedickdarm angesehen.

Alle Brachyspira spp. erreichen eine Linge von 5-11 pm und sind 0,2-0,4 pm breit. Wie bei
anderen Spirochidten inserieren auch bei Brachyspiren an jedem Zellende periplasmatische
Flagellen, die sie zur aktiven Bewegung befdhigen. Somit ist es ihnen moglich, sich durch
viskdsen Darminhalt und Mucus fortzubewegen.

Die GroBe des Genoms variiert innerhalb der Brachyspiren von 2,5-3,2 Mbp, jedes mit {iber
2300 Protein-kodierenden Sequenzen. Sequenzen des vollstindigen Genoms sind mittlerweile
fiir B. hyodysenteriae (Gen®Bank Accession No: 706763.1), B. murdochii (Gen®Bank
Accession No: 014150.1), B. intermedia (Gen®Bank Accession No: 017243.1) sowie B.
pilosicoli (Gen®Bank Accession No: 014330.1) verotfentlicht.

Brachyspiren sind strikte Anaerobier. Durch ihr langsames Wachstum werden sie schnell von
anderen anacroben Darmbakterien iiberwuchert, weshalb man sie auf Selektivnahrmedien mit

antibiotischen Zuséitzen anziichtet.
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Bakterienwachstum wird héufig erst nach 5 Tagen bei 37-42°C sichtbar. Es zeigt sich ein
ebener, flacher Bakterienrasen, umgeben von einer Zone starker () Hdmolyse, die nur bei B.
hyodysenteriae und B. suanatina zu sehen ist. Alle anderen Brachyspira spp. produzieren eine

unvollstindige Himolyse (Hampson, 2012).

2.2 B. hyodysenteriae

2.2.1 Charakteristika

B. hyodysenteriae ist ein gram-negatives, anaerob wachsendes Bakterium. Unter dem
Mikroskop erscheint es ldanglich und spiralformig. Periplasmatische Flagellen umschlieen
den protoplasmatischen Zylinder. Die gesamte Zelle ist von einer losen, dufleren Membran
umhiillt.

Die duBlere Membran beinhaltet Lipooligosaccharide (LOS), die einen dhnlichen Aufbau wie
Lipopolysaccharide haben (Halter und Joens, 1988) und als Grundlage zur Unterteilung von
Serotypen und Serogruppen von Brachyspiren herangezogen wurden. 11 Serogruppen wurden
auf dieser Basis etabliert, allerdings sind auch nicht typisierbare Isolate beschrieben
(Hampson et al., 1997). Fiir die Herstellung protektiver Vakzinen wurden duflere Membran-
und Lipoproteine identifiziert. Das rasch zunehmende Interesse an Membran- bzw.
Lipoprotein-kodierenden Genen und die neue Einordnung des Bakteriums aus der Gattung
Serpulina zu Brachyspira fihrten zu einer uneinheitlichen Nomenklatur (Hampson und La,
2006). Durch deren Standardisierung wurden die gut charakterisierten &ufleren
Membranproteine (OMP) BmpA und BmpB in bhlp16 und bhlp29,7 umbenannt (Hampson
und La, 2006; Lee et al., 2000). Die OMPs von B. hyodysenteriae sind an der Adhdrenz an
Darmepithelzellen mitbeteiligt (Richter et al., 2008). Zusédtzlich werden Antikorper gegen die
OMPs gebildet, die die Adhdrenz der Bakterien in vitro serotypiibergreifend zu inhibieren

scheinen.
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2.2.2 Genetische Eigenschaften

B. hyodysenteriae besitzt ein zirkuldres, 3,0-3,2 Mbp groBBes Chromosom. In dem vollstindig
sequenzierten Stamm WA-1 konnte zum ersten Mal ein ca. 36 Kbp grofles, zirkuléres
Plasmid, das 31 Gene beinhaltet, nachgewiesen werden. Hiervon beteiligen sich anscheinend
6 Gene (rfbA-D) an der Rhamnose Biosynthese und demzufolge an der Synthese der LOS
(Bellgard et al., 2009). Weitere Untersuchungen zeigten, dass plasmidtragende Stimme weit
verbreitet sind. In einem Infektionsversuch mit WA-1 und einem B. hyodysenteriae-Stamm,
der kein Plasmid trigt (WA-400), wurde gezeigt, dass der WA-1 Stamm deutlich haufiger (92
%) Dysenterie als der WA-400 Stamm (54 %) hervorrief. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass die plasmidkodierten Gene fiir die Entstehung und Ausprigung des Krankheitsgrades
relevant sind (La et al., 2011). Datenbankvergleiche von WA-1 zeigten, dass diverse Proteine
von B. hyodysenteriae eine hohere Ahnlichkeit zu Escherichia (E.) coli und
Clostridienspezies als zu anderen Spirochiten haben (Bellgard et al., 2009). Daher wird ein
reger horizontaler Gentransfer angenommen.

Weiterhin ist ein transduzierender Bakteriophage VSH-1 beschrieben. Dieser kann 7.5 kb-
grofle Genfragmente zwischen B. hyodysenteriae-Stimmen libertragen (Matson et al., 2005;
Motro et al., 2009).

Neuere Studien belegen innerhalb der Spezies eine grofle genetische Diversitdt der Stimme.
Molekulare Untersuchungen zeigen, dass neue Varianten von Stdmmen in gleichen Betrieben
entstehen, was darauf hindeutet, dass neben Mutationen auch Bakteriophagen durch
Transduktion (Rekombination) neuer Genfragmente an dieser Mikroevolution beteiligt sind.
Diese neuen Stimme konnen verdnderte Eigenschaften aufweisen, wie beispielsweise eine
verdnderte antimikrobielle Empfindlichkeit oder Virulenzeigenschaft (Hidalgo et al., 2010; La
et al., 2009; Rasbick et al., 2007).

2.2.3 Verbreitung

B. hyodysenteriae 1ist weltweit verbreitet. Epidemiologische Studien wurden mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), mikrobieller Anzucht oder serologisch durchgefiihrt.
1993 waren 11-33 % der Herden in den Vereinigten Staaten von Amerika serologisch positiv.

Aufgrund verbesserter Produktionssystemen und optimierten Hygienemanagements sowie
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durch den routineméfigen Einsatz von Carbadox in vielen Staaten der USA kam es
vorriibergehend zu reduzierten Infektions- und Erkrankungsraten. Allerdings lédsst sich
neuerdings ein Wiederaufflammen der Erkrankung in Nordamerika feststellen (Hampson,
2012).

Mittels PCR wurden weltweit B. hyodysenteriae-Pravalenzen ermittelt. In Korea waren 37,2
% der gesammelten Kotproben aus Betrieben mit Durchfallhistorie positiv (Suh und Song,
2005b). In Polen, Ungarn und Spanien wurden Prdvalenzen zwischen 34,8 % und 45,2 % in
Betrieben mit Durchfallsymptomatik ermittelt. Die innerbetriebliche Herdenprivalenz lag
zwischen 12,4 % und 45,5 % (Biksi et al., 2007; Carvajal et al., 2006; Plawinska et al., 2004).
In Studien aus Deutschland waren 18-46 % der Proben durchfallerkrankter Tiere und 6,7 %
der Proben klinisch gesunder Tiere positiv (Herbst et al., 2004; Nathues et al., 2007;
Ritzmann et al., 2009). Herden mit Diarrhoehistorie in Stiddeutschland, beprobt zwischen
2007 und 2009 waren zu 24,2 % positiv (Reiner et al., 2011a).

In australischen verwilderten Schweinen konnte B. hyodysenteriae ebenfalls mittels PCR mit
einer Privalenz von 8,1 % aus Kolongewebe bzw. Kot nachgewiesen werden (Phillips et al.,
2009). Auch fiir Deutschland ist das Vorkommen von B. hyodysenteriae in Wildschweinen
mit einer geringeren Pravalenz von 2,4 % nachgewiesen (Reiner et al., 2011b).

Mittels bakterieller Anzucht und biochemischer Differenzierung konnte B. hyodysenteriae
zwischen 1997 und 1999 in GroBbritannien zu 13 % als alleiniger Verursacher von Diarrhoe
und in weiteren 16 % der Fille als Koerreger nachgewiesen werden (Thomson et al., 2001).

In Dinemark wurden Pridvalenzen von 2,5 % in zufillig beprobten Herden bakteriologisch
nachgewiesen, wihrend die innerbetriebliche Herdenprivalenz bei 25-30 % lag (Stege et al.,

2000).

2.2.4 Infektionsquellen

Die Aufnahme von erregerhaltigem Kot ist in infizierten Herden eine héaufige
Infektionsquelle. Dieser Infektionsweg ist insbesondere in Betrieben mit kontinuierlicher
Belegung haufig (Hampson, 2012).

B. hyodysenteriae kann auch durch Personenverkehr zwischen infizierten und nicht infizierten

Gruppen verbreitet werden. In dlteren Standorten sammeln Giillekandle hiufig die Exkrete
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aus mehreren Abteilen, so konnen Fliegen die Erreger aus dem Kanal in nicht infizierte
Tiergruppen verschleppen (Glock et al., 1975).

Der Erreger iiberlebt in kontaminierter Erde fiir 10 Tage bei 10°C. Wenn 10% Schweinekot
zugesetzt wird, sind es 78 Tage und 112 Tage in reinem Schweinekot (Boye et al., 2001).
Auch Wild- und Haustiere stellen eine Infektionsquelle dar, wobei Miuse ein groBeres Risiko
als Ratten darstellen, da diese den Erreger nach experimenteller Infektion deutlich ldnger (180
Tage) mit dem Kot ausscheiden. Experimentell erkrankten Schweine 11 Tage nach dem ersten
Kontakt mit infiziertem Mausekot an Dysenterie (Joens und Kinyon, 1982).

Viele neue Ausbriiche kommen durch asymptomatische, zugekaufte Trigertiere zustande, die
weder in Quarantine waren, noch wéhrend der Zeit der Einstallung behandelt wurden

(Hampson und La, 2006).

2.2.5 Pathogenese der Dysenterie

Die Pathogenese der Dysenterie ist komplex und im Detail noch nicht geklédrt. Eine
Besonderheit ist, dass einige anaerobe Bakterien der normalen Darmflora Synergien mit B.
hyodysenteriae eingehen indem sie die Kolonisation, Entziindungen und Lé&sionen
begiinstigen (Whipp et al., 1979; Joens et al., 1981).

B. hyodysenteriae wird oral iiber kontaminierten Kot aufgenommen und {iberlebt, geschiitzt
durch anhaftenden Schleim, teilweise die Magenpassage. Im Darm folgt der Anaerobier
einem chemotaktischen Gradienten durch viskdsen Mucus. Eine Vielzahl von Genen sind fiir
die Beweglichkeit und Chemotaxis der Brachyspiren verantwortlich (Bellgard et al., 2009).
Durch Manipulation von Flagellengenen konnte in vitro die Beweglichkeit gehemmt werden,
was mit einer deutlichen Herabsetzung der Kolonisationsfahigkeit einherging. Aus Australien
sind avirulente Isolate beschrieben, die zwar den Darm besiedeln, allerdings nicht zur
Erkrankung fiihren (Lee et al., 1994; Thomson et al., 2001). Diese Isolate zeigen zum Teil
eine herabgesetzte Motilitdt, anderen fehlt das mglB-Gen, welches das Glucose-Galactose
Lipoprotein kodiert, das wichtige chemotaktische Eigenschaften zu besitzen scheint. Bei der
Besiedlung des Darms muss der Anaerobier die potentielle Sauerstofftoxizitit umgehen.
Durch die NADH-Oxidase (nox-Gen) konnen Brachyspiren Sauerstoff zu Wasser
metabolisieren und somit geringe Mengen Sauerstoffs tolerieren. Ein inaktiviertes nox-Gen

reduziert die Féhigkeit zur Kolonisation und vermindert so die Virulenz (Stanton et al., 1999).
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In infizierten Tieren finden sich die Spirochiten dicht an den Epithelzellen im Lumen und den
Krypten von Caecum und Colon. (Wilcock und Orlander 1979). Sie stimulieren die vermehrte
Freisetzung von Mucus ins Lumen. Klinische Symptome und Darmschéddigung treten bei
einer Bakteriendichte von 10%cm? Mucosa auf, wobei eine enge Korrelation zwischen
Erregermenge und Dickdarmschiddigung im Méausemodell gezeigt werden konnte (Davis et
al., 2005; Hughes et al., 1977; Whipp et al., 1979). Die Spirochéten sind im Kot 1-4 Tage vor
dem Auftreten der ersten Krankheitssymptome nachweisbar (Kinyon et al., 1977). Im Verlauf
der Pathogenese verdndert sich die Zusammensetzung der Mikroflora von vornehmlich gram-
positiven  Bakterien bei gesunden Tieren zu gram-negativen Bakterien bei
dysenterieerkrankten Tieren (Pohlenz et al., 1983).

Es ist nicht bekannt, ob das Anhaften an Epithelzellen eine wichtige Voraussetzung fiir die
Entstehung der Erkrankung ist. Obwohl B. hyodysenteriae in Epithelzellen, besonders in
Becherzellen und der Lamina propria von erkranktem Gewebe zu finden ist, scheint die
Invasion nicht essentiell fiir die Produktion der typischen Lésionen zu sein (Glock et al.,
1974).

Die Mechanismen der Gewebeschddigung bei Dysenterie sind nicht génzlich geklart,
Hamolysine und Lipooligosaccharide (LOS) scheinen jedoch eine wesentliche Rolle zu
spielen. Experimentell konnen die Lisionen, wie sie bei Dysenterie zu finden sind, durch
Zugabe von Himolysinen erzeugt werden (Hutto und Wannemuehler, 1999). Zunichst
schienen die Gene tlyA, tlyB und tlyC mutmaBliche Hdmolysine zu kodieren. Neuere
Arbeiten zweifeln die Relevanz der tly-Gene an und machen ein 8,93 kDa groB3es Polypeptid,
das von einem ginzlich anderen Gen, ndmlich hlyA kodiert wird, fiir die hdmolytische
Aktivitdt verantwortlich (Hsu et al., 2001). Es scheint, als seien die tly-Gene regulatorische
Elemente. Thre Inaktivierung fiihrt zu herabgesetzter Virulenz und Hamolyse (Hyatt et al.,
1994). In neueren Untersuchungen an B. hyodysenteriae WA-1 konnten drei weitere mdgliche
Hiamolysingene detektiert werden (Bellgard et al., 2009).

Die Bedeutung der Lipooligosaccharide (LOS) von B. hyodysenteriae fiir die Pathogenese
und fiir Darmldsionen wird kontrovers diskutiert. Aus neueren Studien geht hervor, dass
extrahierte LOS von B. hyodysenteriae lokale Entziindungen und Gewebeschiddigungen durch
die Hochregulation verschiedener Cytokine und Chemokine wie Interleukin—18, Interleukin-
10 und TNFo im Dickdarm bewirken konnen (Kruse et al., 2008).

Durch Schiddigung der epithelialen Barriere im Darm infolge der Hamolysine und LOS,
scheint die Invasion der Spirochdten sowie anderer Bakterien und Protozoen wie Balantidium

coli beglinstigt. B. hyodysenteriae und deren typische Lasionen sind nur bis zur Lamina
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propria zu finden. Das zeigt, dass sich die gesamte Pathogenese der Erkrankung auf das
Epithel beschriankt (Kinyon et al., 1980). Die systemischen Erscheinungen bei Dysenterie sind
auf Fliissigkeitsmangel und Elektrolytentgleisung zuriickzufiihren. Der Fliissigkeitsverlust ist
im Sinne einer sekretorischen Diarrhoe Folge einer gestorten Absorption aus dem Kolon, da
die epithelialen Transportmechanismen fiir Fliissigkeit und Chloridionen vom Lumen ins Blut
gestort sind (Argenzio et al.,, 1980; Waldmann und Lindemann, 1991). Die Ursache fiir
perakute Todesfdlle ist nicht gekldrt, scheint aber mit der Freisetzung von bakteriellem
Endotoxin zusammen zu héngen.

Andere mogliche Virulenzfaktoren sind Proteasen. Innerhalb des Genoms von WA-1 konnten
insgesamt 15 Gene fiir Proteasen identifiziert werden. Weitere Untersuchungen miissen

zeigen, ob diese an der Gewebeschddigung des Wirtes beteiligt sind (Bellgard et al., 2009).

2.2.6 Kultur und Identifikation

Die anaerobe mikrobiologische Kultivierung von B. hyodysenteriae aus Kotproben oder
Kolonmukosa mit anschlieBender Charakterisierung der phianotypischen Eigenschaften wird
hdufig als Diagnostikmethode herangezogen, insbesondere, weil sie die Anfertigung eines
Resistenztests erlaubt.

Fiir die erfolgreiche Anzucht ist zunédchst die rektale Entnahme von Probenmaterial mit
anschliefendem Transport in geeigneten Medien entscheidend (Verspohl et al., 2001;
Waldmann et al., 2000). Der Erfolg der Anzucht kann nach vorhergehender Inkubation in
Selektivbouillon verbessert werden (Calderaro et al., 2005).

Die Zugabe von 1 % Sauerstoff zur anaeroben Kultur verstirkt das Wachstum (Stanton et al.,
1997).

B. hyodysenteriae wichst langsam bei einer Temperatur von 37-42°C auf Tryptikase-Soja
Agar, versetzt mit 5-10 % Blut (fiir gew6hnlich Schaf- oder Rinderblut) (Fossi et al., 1999;
Molnér, 1996; Oxberry und Hampson, 1998; Renne und Szancer, 1990). Antimikrobielle
Zusitze verhindern eine Uberwucherung durch die Begleitflora. Zunichst wurde der Agar mit
Spectinomycin (400 pg/ml), Vancomycin und Colistin (je 25 pg/ml) versetzt, spéater kamen
die Antibiotika Spiramycin (25 pg/ml) und Rifampicin (12,5 pg/ml) hinzu, die die Selektivitit

des Agars weiter steigern konnten und eine Reduktion der Menge an Antibiotika ermdglichten
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(Achacha und Messier, 1992; Duhamel und Joens, 1994; Jenkinson und Wingar, 1981;
Kunkle und Kinyon, 1988).

Nach 3-10-tdgiger Inkubation der Platten wird das Wachstum der Brachyspiren sichtbar
(Barcellos et al., 2000; Feltrup et al., 1999; Hommez et al., 1998; Verspohl et al., 2001). Fiir
gewOhnlich erkennt man schon nach 3-5 Tagen einen diinnen Film auf der Oberfliche der
Platten, der von einer Zone vollstindiger Himolyse umgeben ist. Neben B. hyodysenteriae ist
die Produktion einer vollstindigen Hamolyse nur fiir B. suanatina bekannt. Die anderen
Brachyspira spp. produzieren lediglich eine unvollstindige Hamolyse.

Akut infizierte Schweine scheiden den Erreger in Mengen von bis zu 10® bis 10° Keimen pro
Gramm Kot aus. Die Angaben {iber die Nachweisgrenze in der Kultur schwanken erheblich
zwischen einer Erregermenge von 10° KbE/g Kot bzw. 10% bis 10’ KbE/g Kot und hingen
entscheidend vom verwendeten Medium und der Vorinkubation ab (Calderado et al., 2005;
Résbidck et al., 2005). Asymptomatische Triager scheiden teilweise nur intermittierend aus.
Eine vorangegangene Medikation kann die Ausscheidung unter ein detektierbares Level

reduzieren, was hiufig zu falsch negativen Ergebnissen flihrt.
Phinotypische Speziesdifferenzierung

Nach einer gelungenen Anzucht werden Kulturen mit vollstindiger Hamolyse auf ihre
biochemischen Eigenschaften hin untersucht. Hierfiir werden reine Kulturen benétigt, die
durch mehrere Passagen aufwendig zu erreichen sind. Zudem kann nicht sicher
ausgeschlossen werden, dass sich noch andere Brachyspira spp. auf der Platte befinden.

Fir die weitere Differenzierung sind  Indolbildung, Hippuratspaltung, a-
Galaktosidaseaktivitidt und a- und B- Glucosidaseaktivitit zu testen (Fellstrom et al., 1997;
Feltrup et al., 1999; Stanton et al., 1997).

Es sind jedoch atypische Isolate beschrieben, die nicht den erwarteten biochemischen
Reaktionen entsprechen, wie indolabbauende- und nicht abbauende Stimme von B.

hyodysenteriae (Fellstrom et al., 1999).
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2.2.7 Nukleinsidurebasierte Nachweisverfahren

Die PCR ist in der Routinediagnostik zum Nachweis von B. hyodysenteriae gut etabliert und
bietet einen hochsensitiven und zugleich hochspezifischen Nachweis. Falsch negative
Ergebnisse durch unsachgeméiBe Probennahme oder Transport spielen keine Rolle, da die
DNA lebender sowie abgestorbener Bakterien detektiert wird. Die Zeitersparnis im Vergleich
zur Anzucht ist ein weiterer Vorteil der PCR.

Der bedeutendste Nachteil dieser Methode ist die fehlende Moglichkeit zur
Resistenzbestimmung.

Wihrend frither iiblicherweise Material vom ersten Plattenausstrich untersucht wurde, ist die
direkte Detektion aus Kotproben nach DNA-Isolierung heute Standard. Die am haufigsten
genutzten Sequenzen liegen im 23S rRNA-Gen sowie im nox-Gen (Barcellos et al., 2000;
Rohde et al., 2002).

Eine weitere PCR-basierte Methode, die zur Speziesdifferenzierung genutzt werden kann, ist
der  Restriktionsenzym-Verdau nach  vorhergehender = Amplifikation  spezifischer
Genfragmente. Das anschlieende gelelektrophoretische Bandenmuster ist spezies-spezifisch.
Die 16S und 23S rRNA-Gene und das nox-Gen wurden mit dieser Methode bereits untersucht
(Barcellos et al., 2000; Rohde et al., 2002; Stanton et al., 1997; Thomson et al., 2001). In
Grofbritannien sind atypische Isolate gefunden worden, die keine Amplifikate in der 23S
rRNA-PCR bringen (Thomson et al., 2001). Mittlerweile konnten die PCR-Methoden
optimiert werden, sodass in einer Duplex-PCR gleichzeitig B. hyodysenteriae und B.
pilosicoli aus Kotproben nachgewiesen werden konnen (La et al., 2003).

Die Entwicklung einer Multiplex-PCR fiir den simultanen Nachweis von B. hyodysenteriae,
B. pilosicoli und L. intracellularis als die 3 wichtigsten differentialdiagnostischen Erreger
brachte einen noch schnelleren und effizienteren Nachweis (Elder et al., 1994, La et al., 2006;
Nathues et al.,2007, Phillips et al., 2009; Suh und Song, 2005a). Eine Weiterentwicklung war
die Etablierung einer Multiplex real time PCR, die nicht nur gleichzeitig Lawsonien, B.
pilosicoli und B. hyodysenteriae detektieren, sondern zugleich quantifizieren konnte (Willems
und Reiner, 2010). Ein Zusammenhang zwischen Erregermenge und Krankheitsgrad ist
sowohl fiir L. intracellularis als auch fiir B. hyodysenteriae belegt (Davis et al., 2005).

Mit dieser Methode konnen Diagnosen unter Beriicksichtigung der wichtigen

Differentialdiagnosen noch am Tag der Einsendung gestellt werden.
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Insbesondere bei Erregern, die schwierig anzuziichten sind, ist der Vorteil der Detektion nicht

vermehrungsfahiger Erreger mittels PCR von grofer Bedeutung.

2.2.8 Therapie und Bekidmpfung der Dysenterie

Die Art der Verabreichung der Antibiotika ist ein wichtiger Gesichtspunkt. Schwer betroffene
Tiere bendtigen so lange eine parenterale Behandlung, bis die Futteraufnahme gesichert ist
und sie so auf enteralem Wege die entsprechenden Dosen aufnehmen. In den meisten Féllen
wird parallel zur Einzeltierbehandlung iiber das Trinkwasser oder Futter therapiert. Zur
Vermeidung von Resistenzentwicklung und Rezidiven ist eine ausreichend lange Therapie
iiber 21 Tage erforderlich (Ritzmann et al., 2009). Bei akutem Krankheitsausbruch muss stets
freier Zugang zu Trinkwasser, mit oder ohne Elektrolytzusatz mdglich sein. Neben der
antimikrobiellen Behandlung muss das Management angepasst werden, um Reinfektionen
therapierter Tiere und Infektionen anderer Tiergruppen zu verhindern. Rein-Raus Belegung
und griindliche Reinigung und Desinfektion von Abteilen vor Neubelegung ist essentiell.
Brachyspira spp. sind gegen viele herkdmmliche Wirkstoffgruppen in Desinfektionsmitteln
empfindlich, wie z.B. Natronlauge oder Formalin (1-2 %) (Selbitz, 2002). Auch die
Bekdmpfung von Vektoren wie z.B. Fliegen und Schadnagern muss penibel durchgefiihrt
werden. Nach der Ausstallung sollte die Giille abgelassen und die Desinfektion aller Flachen
und des Giillekanals mit Cyanamid (Alzogur®) durchgefiihrt werden. Durch die Desinfektion
mit Cyanamid werden auch Fliegenlarven miterfasst. Idealerweise sollte eine infizierte
Gruppe nach Beendigung der Therapie in ein sauberes Abteil umgestallt werden, um den
Infektionszyklus zu durchbrechen. Dies ist jedoch iiblicherweise nur in chronisch verseuchten
Ferkelerzeugerbetrieben mit geplanten SanierungsmalBBnahmen moglich. Die Verwendung von
Desinfektionswannen und die Reinigung von Arbeitsmaterialien sowie das Wechseln der
Schutzkleidung zwischen getrennten Einheiten stellen wichtige Praventivmalnahmen dar. Da
die Erkrankung héufig durch Stress begiinstigt wird, sollten Stresssituationen wie

Uberbelegung, Umstallen oder Futterwechsel minimiert werden.
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2.2.8.1 Wirkstoffe

Derzeit stehen in Deutschland nur 3 Wirkstoffgruppen zur Behandlung der Dysenterie zur
Verfiigung: Makrolide, Lincosamide und Pleuromutiline (Ungemach et al., 2010). Alle
Gruppen binden an die grof3e (50S) Untereinheit des Ribosoms.

2.2.8.2 Makrolide

Die makrozyklischen Laktone sind lipophile Substanzen mit einem zentralen 14-16-gliedrigen
Laktonring. Frither wurden Makrolide aus Streptomyces (S.) Arten gewonnen, wobei als erster
Vertreter Erythromycin 1952 aus S. erythreus isoliert wurde. Spater wurden Makrolide halb-
oder vollsynthetisch hergestellt. Die Makrolide werden gegen grampositive, einige
gramnegative und zellwandlose Bakterien wie Mykoplasmen eingesetzt (Kroker et al., 2002).
Tylosin ist ein élterer Vertreter dieser Klasse und wurde erstmals aus einer Bodenprobe in
Thailand aus S. fradiae isoliert (Harvey et al., 1995). Chemisch handelt es sich um einen 16-
gliedrigen Laktonring mit den 3 Zuckern Mycinose, Mycaminose und Mycarose (Abbildung
1) (Spoo und Riviere, 1995). Tylosin ist eine schwache Base. Es wird als Salz (z.B. Tartrat,
Phosphat) verwendet und ist in diesen Formulierungen im Vergleich zur lipophilen
Reinsubstanz gut wasserloslich (Ungemach et al.,, 2010). Tylosinphosphat wird deutlich
schlechter aus dem Gastrointestinaltrakt resorbiert als Tylosintartrat (Waldmann und Plonait,
2004).

Die klassischen Makrolide wie Tylosin miissen von neueren Formulierungen, wie dem
Tylvalosin (Acetylisovaleryltylosin), unterschieden werden. Neue Formulierungen werden
insbesondere bei mangelnder Wirksamkeit anderer verfiigbarer Chemotherapeutika gegen B.
hyodysenteriae eingesetzt. Fiir Tylvalosin wurden beim Vorliegen von Resistenzen gegeniiber
anderen Makroliden erhohte MHK-Werte bestimmt. Somit konnen Kreuzresistenzen zu

anderen Makrolid-Antibiotika nicht ausgeschlossen werden (Angaben des Herstellers).


http://www.vetpharm.uzh.ch/lit/00000078/00007869.htm
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Abbildung 1: Strukturformel des Makrolid- Antibiotikums Tylosin (16-gliedriger Lakton-
Ring, 3 Zucker).

2.2.8.3 Bindung von Makroliden an das bakterielle Ribosom

Die ribosomale Proteinbiosynthese ist ein komplexer Prozess. Die Verkniipfung von
Aminosduren zu Peptiden erfordert eine korrekte Positionierung der 3'-Enden zweier tRNAs
in der 50S ribosomalen Untereinheit, um die Interaktion zwischen der Peptidyl-tRNA in der
ribosomalen P-Bindungsstelle und der Aminoacyl-tRNA in der A-Bindungsstelle zu
gewihrleisten (Vester und Douthwaite, 2001).

Die Makrolide binden an den Teil der 50S Untereinheit des Ribosoms, an dem die
Aminoacyl- und Peptidylenden der tRNAs enzymatisch miteinander verkniipft werden, bzw.
die wachsende Peptidkette durch einen Tunnel das Ribosom verlésst. In den Tunnel ragen die
ribosomalen Proteine L4 und L22 hinein. Mutationen in den Proteinen wurden bereits mit
Resistenzen gegeniiber Erythromycin in vitro in Verbindung gebracht (Pardo und Rosset,
1977, Chittum und Champney, 1994). Die Autoren nehmen an, dass
Konformationsédnderungen in den Proteinen zu einer verdnderten Faltung der 23S rRNA und
einer geringeren Bindungsaffinitit des Antibiotikums fiihren. Erythromycin bindet fiir
gewoOhnlich gleichzeitig an Domine Il (Haarnadelstruktur 35) und Doméne V der 23S rRNA.
In dem L22 mutierten Stamm ist die Faltung der Doméne II verdndert. Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass die Bindungstasche fiir Makrolid-Lincosamid-Streptograminb-
Antibiotika (MLSb) durch die Faltung der 23S rRNA bestimmt wird. Die 16-gliedrigen
Makrolide (Tylosin) gehen mehr Bindungen mit Teilen der 23S rRNA ein, als die 14-
gliedrigen Makrolide (Erythromycin). Eine Mutation im Nukleotid 2032 (Haarnadelstruktur
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72) ist zudem mit Resistenzen gegeniiber Lincosamiden in Verbindung gebracht worden,
wihrend die Mutation die Empfindlichkeit gegeniiber Erythromycin verstirkt und die Struktur
der Domine V der 23S rRNA verindert (Ubersicht bei Vester und Douthwaite, 2001).

Tylosin wirkt wie alle Makrolide bakteriostatisch, hat aber in hoheren Konzentrationen einen
bakteriziden Effekt. Dies beruht auf den verschiedenen Wirkungsmechanismen. Makrolide
binden an die P-Bindungsstelle des Ribosoms. Somit wird die Translokation der Peptiyl-
tRNA von der A-Bindungsstelle an die P-Bindungsstelle blockiert. Die unfertige Peptidkette
wird dadurch aus dem Ribosom verdringt. Ein weiterer Wirkmechanismus liegt in der
Blockierung der Peptidyltransferase, die die Peptidbindung zwischen den Aminosduren in der
A- und P-Bindungsstelle katalysiert. Eine Blockade der Bindung der Aminoacyl-tRNA ist
ebenfalls beschrieben (Furneri und Nicoletti 1991; Gaynor und Mankin, 2003; Mazzei et al.,
1993).

2.2.8.4 Lincosamide

Die Lincosamide bestehen aus 2 Heterocyclen, einem Derivat der Aminosdure Prolin und
einem schwefelhaltigen Aminozucker-Galacto-Octapyranring, die iiber eine Amidbindung
verkniipft sind (Abbildung 2) (Kroker et al., 2002). Sie werden in der Leber verstoffwechselt
und iiber die Galle und die Nieren ausgeschieden. Lincomycin ist in Deutschland als Mono-
und Kombinationspréparat fiir die Veterindrmedizin zugelassen. Fiir humanmedizinische
Anwendungen ist Lincomycin nur in den USA und Kanada zugelassen.

Lincosamide haben einen &dhnlichen Wirkmechanismus wie Makolide. Die Bindungsstellen an
der 50S Untereinheit des Ribosoms iiberlappen, wodurch entsprechende Wechselwirkungen

und Kreuzresistenzen auftreten (Karlsson et al., 1999).
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Abbildung 2: Strukturformel des Lincosamid- Antibiotikums Lincomycin: ein Propylprolin

mit dem Aminozucker Methylthiolincosaminid (oberer Bildteil).

2.2.8.5 Pleuromutiline

Die Pleuromutilinderivate wurden wurspriinglich von der natiirlich vorkommenden
Basidomycete Pleurotus mutilus isoliert (Besling et al., 2003; Pringle et al., 2004).

Tiamulin und Valnemulin sind die einzigen verfligbaren Vertreter der Pleuromutilinderivate
in der Veterindrmedizin (Schliinzen et al., 2004).

Das Zielkeimspektrum umfasst sowohl intestinale als auch pulmonale Pathogene wie
Brachyspira spp., Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma spp., und Pasteurella
multocida (Long et al., 2009).

Tiamulin ist ein semisynthetisches Derivat, das aus einem trizyklischen Mutilin-Kern (Cyclo-
Pentanon, Cyclo-Hexyl und Cyclo-Octan) mit einer aliphatischen Thioether-Seitenkette
aufgebaut ist (Abbildung 3) (Schliinzen et al., 2004).

Die Summenformel lautet C,3H47NO4S, wobei die Stickstoffkomponente im Molekiil die
Wasserloslichkeit beeinflusst und ein besseres Eindringen in das Gewebe erlaubt. Nach oraler
Gabe wird Tiamulin in Form von Hydrogenfumarat - in Wasser gelost - mit iiber 90 % sehr
gut absorbiert (Demuth und Miintener, 2008). Nach 2-4 Stunden wird die maximale
Serumkonzentration erreicht. Tiamulin wird zu 99 % metabolisiert und iiber Galle, Kot und
Harn ausgeschieden.

Bei parenteraler Applikation werden zur Behandlung der Dysenterie 10-12 mg/kg KGW, bei
enteraler Applikation 10 mg/kg KGW empfohlen.



LITERATURUBERSICHT 16

Valnemulin besitzt eine sehr dhnliche chemische Struktur. Es unterscheidet sich von Tiamulin
nur durch die ldngere Extension (Abbildung 3).
Mit Retapamulin steht seit November 2007 erstmals ein Vertreter der Pleuromutiline zur
Therapie in der Humanmedizin zur Verfiigung. Aufgrund der fortschreitenden
Resistenzentwicklung miissen stindig neue Wirkstoffe entwickelt werden. In vitro konnte
bereits eine gute Wirksamkeit gegen Methicillin empfindliche- sowie resistente
Staphylokokken gezeigt werden, die sich allerdings in vivo nicht bestitigen lie3
(Européischer 6ffentlicher Zulassungsbericht: Altargo®; 2007).

O o

O 0 -~ 0
O

Abbildung 3: Die Strukturformeln der Pleuromutilinderivate Tiamulin (-fumarat) (linke

Bildhélfte) und Valnemulin (Trizyklischer Mutilinkern mit aliphatischer Seitenkette) (rechte
Bildhalfte).

2.2.8.6 Bindung von Pleuromutilinen an das bakterielle Ribosom

Pleuromutiline binden an das Peptidyltranferasezentrum. Rontgen-Kristallstruktur-Analysen
einer 50S ribosomalen Untereinheit (2,4 A) und eines 70S-Ribosoms mit tRNAs in einer 5,5-
A-Auﬂésung zeigen die molekularen Details dieser Struktur (Ban et al., 2000; Nissen et al.,
2000). Sie besteht aus 23S rRNA und ist von zahlreichen ribosomalen Proteinen umgeben.
Eine Sonderstellung nimmt das Protein L3 ein, das mit einem verldngerten Arm bis ins
Peptidyltransferasezentrum hineinreicht. Friihere Hinweise der Vernetzung von tRNAs und
der 23S rRNA als Angriffspunkt verschiedener Proteinbiosyntheseinhibitoren konnten
bestitigt werden. Uber , Footprint“-Analysen wurden auch die Bindungsstellen und
Wechselwirkungen von Pleuromutilinen an das Ribosom gezeigt. Tiamulin geht im
Deinococcus radiodurans-Modell hydrophobe Wechselwirkungen mit folgenden Nukleotiden

der Domine V der 23S rRNA ein (G2061, A2062, C2063, A2451, C2452, A2503, U2504,
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G2505, U2506, U2585 und C2586) (E. coli-Nummerierung). AuBlerdem werden
Wasserstoftbriickenbindungen zu G2061 und U2585 ausgebildet (Abbildung 4) (Schliinzen et
al., 2004).

CEAE\Z.._J
1"_\.’I

Abbildung 4: Tiamulin bindet im Peptidyltransferasezentrum, am Eingang des ribosomalen
Tunnels. Dabei ist der Mutilin-Kern fest in der A-tRNA Bindungstasche an folgende
Nukleotide gebunden : G2061, A2451, C2452, A2503, U2504, G2505, U2506 (E. coli-
Nummerierung). Die Extension reicht bis auf die andere Seite des Tunnels, wo sie mit der P-

tRNA Bindungsstelle iiberlappt (nach Schliinzen et al., 2004).

In E. coli wurden Footprints an A2058/2059, U2506 und U2584/2585 fiir beide
Pleuromutilinderivate gezeigt. Die Positionen A2058/2059 sind zudem entscheidend fiir die
MLSb-Resistenzen. Wéhrend  Tiamulin, Valnemulin, die  Streptogramine und
Chloramphenicol die Mutationsrate dieser Nukleotide erhdhen, schiitzen Makrolide und
Lincosamide diese Nukleotide in unterschiedlichem Ausmall (Poulsen et al., 2001).

Erythromycin kann gleichzeitig mit den Pleuromutilinen binden. Da Erythromycin ein
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direkter Bindungspartner von A2058 ist, muss also die Wirkung von Tiamulin und
Valnemulin auf diese Positionen mittelbar, d.h. durch Konformationsédnderungen bedingt sein.
Die C-14 Extension von Tiamulin {iiberlagert die P—Bindungsstelle und kann den
Initiationskomplex iiber die Bindung der fMet-tRNA an die P-Bindungsstelle destabilisieren
aber dessen Bildung nicht zwangsldufig verhindern. Dies zeigt sich auch dadurch, dass die
Initiator-tRNA trotz Tiamulinbindung binden kann.

Wenn sich dennoch ein Initiationskomplex ausgebildet hat, verhindert der Mutilinkern in der
A-Bindungsstelle die Bindung der Aminoacyl-tRNA zur A-Bindungsstelle und somit die
erste Peptidkniipfung (Abbildung 5) (Wilson, 2011).

Dies passiert wahrscheinlich, indem durch die Bindung von Tiamulin Interaktionen oder
Bewegungen der Aminoacyl-Enden der tRNAs in der Ndhe der Nukleotide U2506 und
U2584/2585 gestort werden.

Bereits ablaufende Translationen in Ribsosomen werden durch Tiamulin nicht verhindert.

Abbildung 5: Uberlappung von Tiamulin mit den A- und P-tRNA-Enden (Schliinzen et al.,
2004).

2.3 Resistenzen

2.3.1 Allgemein

Im Bereich der Bakteriologie beschreibt der Begriff Resistenz eine graduell variierende
Unempfindlichkeit von Mikroorganismen gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen. Der Grad
der Unempfindlichkeit ist abhdngig vom Wirkstoff und seiner Konzentration, den Bakterien

und vorliegenden Resistenzmechanismen (Schwarz und Kehrenberg, 2000). Man
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unterscheidet intrinsische (natiirliche) und erworbene Resistenzen. Intrinsische Resistenzen
sind auf das Fehlen oder die Unzugénglichkeit des Wirkortes des Antibiotikums bei den
jeweiligen Bakterien zuriickzufiihren. Ein Beispiel fiir natiirliche Resistenzen sind
Mykoplasmen, die zellwandlos sind und somit unempfanglich gegeniiber Antibiotika, die die
Zellwand angreifen (B-Laktam-Antibiotika).

Erworbene Resistenzen konnen auf Mutationen in chromosomalen Genen zuriickzufiihren
sein. Mutationen konnen im Rahmen von Zellteilungsvorgingen weitergegeben werden.
Unter dem Selektionsdruck einer antibiotischen Behandlung koénnen durch Mutationen
erworbene Resistenzen auftreten (Kroker et al., 2002).

Eine wichtige Rolle bei der Ubertragung solcher Resistenzen spielen mobile Elemente wie
Plasmide oder Transposons.

Plasmide sind extrachromosomale Elemente. Thre Grof3e variiert von weniger als 2 kbp bis
tiber 100 kbp. Plasmide sind aufgrund von Replikationsgenen zur autonomen Replikation
befdhigt. Plasmid-kodierte Eigenschaften sind nicht essentiell, konnen allerdings unter
bestimmten Bedingungen einen Selektionsvorteil fiir das Bakterium darstellen, wenn sie
beispielsweise Resistenz- oder Virulenzgene tragen. Plasmide werden fiir gewohnlich bei der
Zellteilung auf die Tochterzellen verteilt. Groe Plasmide konnen Gene tragen, die sie zur
horizontalen Ubertragung zwischen verschiedenen Wirtszellen befihigen, wie den tra-Gen
Komplex, der sie zur Konjugation befdhigt. Im Gegensatz dazu besitzen Transposons keine
Replikationssysteme und sind daher auf die Integration in Wirts-DNA oder Plasmide
angewiesen. Transposons variieren in GroBe und Struktur. GroBere Transposons tragen
gewOhnlich Resistenzgene. Viele Transposons besitzen keine Zielspezifitit, wodurch sie sich
in verschiedenen Positionen der chromosomalen- oder Plasmid-DNA einbauen k&nnen

(Schwarz et al., 2005).

2.3.2 Minimale Hemmkonzentration (MHK)

Die Empfindlichkeit eines Bakteriums gegeniiber einem Antibiotikum wird durch die
Minimale Hemmkonzentration (MHK) definiert. Die MHK ist die niedrigste Konzentration
einer antimikrobiellen Substanz, die die Vermehrung eines Bakterienstammes unter
definierten Bedingungen verhindert. Die MHK-Werte werden derzeit zur Einteilung eines

Erregers in sensibel oder resistent gegeniiber einem Antibiotikum genutzt.
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Hierbei wird ein Erreger als sensibel eingestuft, wenn die MHK unterhalb der festgelegten
Grenzkonzentration liegt, sodass bei der gebrduchlichen Dosierung, einer geeigneten
pharmakologischen Verteilung, ausreichender Konstitution des Patienten und korrekter
Indikation ein Behandlungserfolg zu erwarten ist. Bei resistenten Bakterien liegt entsprechend
die MHK {iber der Grenzkonzentration, sodass auch bei Verwendung der zugelassenen
Hochstmenge kein Therapieerfolg zu erwarten wire. Eine dritte Einstufung als ,,intermediér*
ist flir viele Antibiotika festgelegt. Féllt die MHK in den Bereich intermediér, ist der
Therapieerfolg fraglich, kann jedoch unter Umstinden durch eine Dosiserhohung verbessert
werden. FEine Dosiserhohung kann bei lebensmittelliefernden Tieren eine verldngerte
Wartezeit notig machen und sie geht mit einer hoheren Stoffwechselbelastung einher
(Kahlmeter, 2003; Schwarz et al., 2003).

Fir den klinischen Therapieerfolg sind jedoch =zusidtzlich zu den MHK-Werten
pharmakokinetische und toxikologische Parameter, chemisch-physikalische Eigenschaften des
Antibiotikums sowie klinische Kenntnisse einzubeziehen (Béttner et al., 2000). Diesen
sogenannten klinischen ,,breakpoints kommt eine erhebliche Bedeutung bei der
Interpretation der MHK-Werte zu; sie konnten allerdings bislang fiir die meisten

tiermedizinisch relevanten Erreger noch nicht etabliert werden (Schwarz et al., 2003).

2.3.2.1 MHK-Grenzwerte fiir B. hyodysenteriae

Grenzwerte zur Einteilung von Brachyspira spp. in sensibel, intermedidr und resistent wurden
erstmals 1990 von Renne und Szancer festgelegt. Als Grundlage dienten die
Kolongewebskonzentrationen fiir Tylosin, Lincomycin und Tiamulin bei Standarddosierung
(Tabelle 1).

Der Grenzwert fiir Valnemulin wurde fiir Deutschland anhand der Kolongewebskonzentration
nach Hochstdosierung (11,7 mg/kg KGW) festgelegt (Tabelle 1). In Danemark wird zur
Behandlung der Dysenterie eine Dosierung von 3,8 mg/kg KGW eingesetzt. Hieraus ergeben
sich entsprechende Grenzwerte von < 0,5 pg/ml fiir empfindliche und > 2 pg/ml fiir
resistente Stimme (Rohde, 2007).

Diese Grenzwerte basieren jedoch ausschlieBlich auf pharmakokinetischen Daten. Nimmt
man sie als absolute Grenze an, wiren die meisten bekannten B. hyodysenteriae-Stimme

empfindlich gegeniiber Tiamulin. Im Hinblick auf Monitoring-Studien, die den graduellen
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Anstieg der Resistenzentwicklung untersuchen, ist die Etablierung neuer Grenzwerte bzw.
,breakpoints® (s.2.5.2.1) notwendig. Aufgrund der Segregation von B. hyodysenteriae
Stammen bei einer MHK von 0,5 pg/ml schlagen Karlsson et al. (2003) vor, Stdmme mit

einem MHK-Wert um 0,5 pg/ml als miBig resistent zu bezeichnen.

Tabelle 1: MHK-Grenzwerte und Gewebekonzentrationen fiir verschiedene

gegen Brachyspiren einsetzbare Antibiotika (zitiert nach KeBler, 2001)

Colongewebe | Coloninhalt MHK - Grenzwerte pg/ml

ng/s ne/g S 1 R
Tylosin' 1 / <1 >1<4 > 4
Lincomycin' 2 36 <4 >4<36 >36
Tiamulin' 2-4 8-137 <1 >1<4 > 4
Valnemulin 0,16° 1,68’ <0,5 / >2’
0,48" 52° <1 >1<5 >5

"hach Renne und Szancer, IPVS 1990; “nach Szancer, 2001; 3 Dosierung 3,8 mg/kg KGW
(Dénemark); 4Dosierung 11,7 mg/kg KGW ( Fa. Novartis Tiergesundheit); > Grenzwerte fiir

Valnemulin in Ddnemark

2.3.3 Resistenzmechanismen

Im Allgemeinen lassen sich 3 Gruppen von Resistenzmechanismen unterscheiden. Aktive
Transportsysteme wie Effluxpumpen verhindern die Anreicherung eines Antibiotikums in der
Zelle. Chemotherapeutika koénnen auBerdem durch enzymatische Inaktivierung ihre
antimikrobiellen Eigenschaften verlieren. Eine weitere Moglichkeit liegt in der Verdnderung
der Struktur der Wirkorte der Antibiotika. Diese kann durch Mutationen in chromosomalen
Genen aber auch durch die direkte Methylierung entscheidender Bindungspartner zu einer
herabgesetzten Affinitdt des Antibiotikums gegeniiber seinem Wirkort fiihren (Vester und

Douthwaite, 2001).
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2.3.3.1 Resistenzmechanismen gegen Pleuromutiline

Tiamulin-resistente Isolate von B. hyodysenteriae und B. pilosicoli werden zunehmend in
verschiedenen Teilen Europas beobachtet.

Die Entwicklung zur Resistenz geschieht langsam und stufenweise in vitro (Bock et al., 1982;
Drews et al., 1975; Karlsson et al., 2001). Die einzigen bisher nachgewiesenen
Resistenzmechanismen bei Pleuromutilinen beruhen auf Mutationen bzw. Methylierungen des
Peptidyltransferasezentrums. Es gibt Hinweise darauf, dass Mutationen in ribosomalen
Proteinen mit unmittelbarer Ndhe zum Peptidyltransferasezentrum einen Einfluss auf die
Empfindlichkeit der Bakterienstimme gegeniiber dort angreifenden Antibiotika haben (Long
et al., 2009; Pringle et al., 2004).

Methylierung der 23S rRNA

Eine kiirzlich beschriebene cfr-Methyltransferase methyliert die Position A2503 der 23S
rRNA und fiihrt so zu herabgesetzter Empfindlichkeit gegen Phenicole, Lincosamide,
Oxazolidinone, Pleuromutiline und Streptogramin A-Antibiotika (PhLOPSA). Dies konnte fiir
E. coli und Staphylococcus spp., inclusive Methicillin resistenten S. aureus, gezeigt werden.
Der erste Nachweis gelang mit aus Rindern bzw. Schweinen isolierten Staphylococcus spp.
(Long et al., 2006; LaMarre et al., 2011). Es handelte sich auBerdem um den ersten Nachweis
eines libertragbaren Resistenzmechanismus gegen Pleuromutiline. Der Nachweis des cfr-Gens
in deutschen Staphylokokken-Stdmmen gelang bis 2006 nur selten, was die Autoren auf den
selektiven FEinsatz der Pleuromutiline in der Rinder- und Schweinenutztierhaltung
zuriickfiihrten (Long et al., 2006). Weltweit nahmen seither Berichte iiber cfr-positive
Staphylokokken-Stamme zu, wobei unklar blieb, ob dies mit der raschen Ausbreitung durch
das mobile Element zustande kommt, oder das Gen bisweilen iibersechen wurde. Neuere
Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass die Methylierung dieser funktionell wichtigen
Position in der 23S rRNA nicht, wie angenommen, die Wachstumsrate der Staphylokokken

beeinflusst und somit keinen Selektionsnachteil darstellt (LaMarre et al., 2011).

Mutationen der 23S rRNA

Insbesondere bei Bakterien wie B. hyodysenteriae, die nur 1-2 rRNA-Operons besitzen, sind
Mutationen in der 23S rRNA die resistenzbestimmenden Faktoren. Uber ,,Footprinting-
Analysen konnte gezeigt werden, dass Mutationen an Nukleotiden, die nicht direkte

Bindungspartner darstellen, die Struktur der rRNA verdndern, wodurch die Bindungsaffinitit
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der Antibiotika herabgesetzt wird. Mutationen an den Positionen G2032, C2055, G2447,
C2499 und T2504 konnten in vitro mit einer herabgesetzten Empfindlichkeit gegeniiber
Tiamulin assoziiert werden (Tabelle 2) (Pringle et al., 2004; Long et al., 2009). Diese auf
Tryptikase-Soja-Agar mit Zusatz von Tiamulin passagierten Stidmme wiesen
Mutationskombinationen auf, wie sie im Feld nicht zu finden waren, was die Autoren auf eine
herabgesetzte Vitalitit dieser Stdimme oder auf eine zu hohe Tiamulinkonzentration bei langer
Exposition zuriickzufiihrten (Pringle et al., 2004). Jede Mutante zeigte ein unterschiedliches
Muster an Mutationen in der 23S rRNA. Die Stimme mit den hochsten MHK-Werten hatten
zwel Mutationen in der 23S rRNA und eine Mutation im ribsosomalen Protein L3. Eine der
Mutationen lag an Position U2504 (Tabelle 2). U2504 nimmt in der Tiamulinbindung eine
zentrale Stellung ein, da es direkt in der Bindungstasche der Pleuromutiline liegt und damit
einen direkten Bindungspartner darstellt. Eine G2032A Mutante bewirkte zusammen mit
T2504G und einem Aminosdureaustausch in L3 ebenfalls MHK-Werte von > 128 pg/ml fiir
Tiamulin (Tabelle 2) (Pringle et al., 2004). Die Gruppe um Hidalgo et al. (2011) konnte die
G2032A Mutante in 40 % der Tiamulin-resistenten Stimme nachweisen (Tabelle 3). Die
Mutante trat allerdings nie bei Tiamulin-empfindlichen Stammen auf. Zusétzlich waren die
Mutationen A2058T, G2535A, C2362T und A2031G in unterschiedlichen Mustern vorhanden
(Tabelle 3) (Hidalgo et al., 2011).

Neben U2504 spielt auch A2503 der 23S rRNA eine zentrale Rolle in der
Resistenzentwicklung zahlreicher Antibiotika, die am Peptidyltransferasezentrum angreifen,
unter anderem Phenicole, Lincosamide, Pleuromutiline und Streptogramin A, da sie Teil der
Bindungstasche im Ribosom sind. Eine A2503U Mutante fiihrte zu Resistenzen gegeniiber
Tiamulin und Valnemulin in Mycoplasma gallisepticum (Li et al., 2010). Eine Studie
versuchte die Interpretation der Relevanz der einzelnen Mutationen an Mycobacterium
smegmatis, da dieses nur ein funktionelles TRNA Operon besitzt. Eine A2503G sowie
U2504G Mutante brachte einen 4-fachen MHK-Anstieg fiir Chloramphenicol und Valnemulin
(Andersson und Hughes., 2010; Long et al., 2009).

Karlsson et al. (1999) beschrieben eine Einstufenresistenz gegen Makrolide und Lincosamide
auf Basis einer A2058T Mutante. Dieser Zusammenhang konnte anhand der Untersuchungen
von Hidalgo et al. (2011) bestitigt werden, die an dieser Position noch eine zweite Mutante
(A2058G) in Feldisolaten nachweisen konnten, die zuvor lediglich in vitro beobachtet worden
war (Karlsson et al., 1999). Diese Mutation scheint einen Selektionsnachteil zu haben, da nur

3 von 38 Isolaten die Mutante (G) aber 35 Isolate die T-Mutante trugen. Alle G-Mutanten
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waren mit den Mutationen G2057A und C2611T gekoppelt, was den Selektionsnachteil
eventuell wieder ausglich (Vester und Douthwaite, 2001).

Hidalgo et al. (2011) hielten Mutationen G2087T, C2146T, G2365C, G2535A und C2362T
fiir die Resistenzentwicklung gegeniiber Pleuromutilinen aufgrund des Abstandes zur
Bindungsstelle von 50-120A fiir irrelevant, schlossen aber einen synergistischen Effekt mit
anderen Mutationen nicht aus.

Die Methylierung des Guanin an der variablen Position 2535 (Treede et al., 2003) und die
Mutation zu Adenin (Hidalgo et al., 2011) wurden beide mit einer Resistenz gegen
Avilamycin in Verbindung gebracht. Allerdings scheint diese Resistenz einem hohen
negativen Selektionsdruck zu unterliegen (Delsol et al., 2005).

In deutschen Stdmmen konnten bislang keine Mutationen in der 23S rRNA gefunden werden,

die bei der Tiamulin-Bindung eine Rolle spielen (Pringle et al., 2004).

Tabelle 2: Punktmutationen von Teilsequenzen der 23S rRNA (Domine V) und dem Gen des
ribosomalen L3 Proteins von B. hyodysenteriae und B. pilosicoli und die dazugehdrigen
MHK-Werte. Die Varianten stammen aus in vitro kultivierten und auf Tiamulin-Agar
passagierten Staimmen und Feldisolaten (Pringle et al., 2004).

TIA= Tiamulin; CAM= Chloramphenicol

MHKs in ug/ml Punktmutationen in der 23S rRNA an Positionen L3 Mutationen
Stamm | Spezies |TIA CAM | G2032 | C2055 | G2447 | C2499 | T2504 | A2572
K4S B.h. 0,063 4
Kdp B.h. 4| 128 G
K4R B.h. >128 | 128 A G Asn148Ser
P2S B.h. 2-4
P2R B.h. 64 2 Ser149lle
P4S B.h. 0,25 2
P4R B.h. 8 16 T Asn148Lys
P5S B.h. 0,5 2 Asn148Ser
P5R B.h. 32 8 A A Asn148Ser
P6S B.h. 0,063 4
P6R B.h. 4 16 A T
K2S B.p. 0,031 8
K2R B.p. >128| 256 A G Asn148Ser
Feldstamme
El B.h. 16-32 4 Asn148Ser
E7 B.h. 0,5 2 Asn148Ser
E8 B.h. 0,063 8
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Tabelle 3: MHK-Werte und Punktmutationen von Teilsequenzen der 23S rRNA (Doméne V) und
dem Gen des ribosomalen L3 Proteins von B. hyodysenteriae spanischer Feldisolaten aus den
Jahren 2008 bis 2009 (Hidalgo et al., 2011).

TIA= Tiamulin; VAL= Valnemulin; LINC= Lincomycin; TYLO= Tylosin; TYLV= Tylvalosin

MHKSs in pg/ml Punktmutationen in der 23S rRNA an Positionen:
£

> 17 |* = |" |- |9 |88 |38 |6 |88 ]88 [8 |x
RSp37 | 0,125 <0,031 16 >128 4 T T C
RSp21 | 0,125 <0,031 16 >128 1 T T C
RSp38 | 0,125 0,25 4 >128 2 T A
RSp22 | <0,063 <0,031 4 128 1 T
RSp24 | <0,063 <0,031 16 >128 2 T T
RSp25 | <0,063 <0,031 16 >128 16 T T
RSp26 | <0,063 <0,031 | 8 >128 2 T T
RSp27 | <0,063 <0,031 | 8 >128 2 T T
RSp28 | 0,125 <0,031 16 >128 4 T T
RSp29 | 0,125 <0,031 16 >128 32 T T
RSp30 | 0,125 <0,031 16 >128 4 T T
RSp34 | <0,063 <0,031 | 8 >128 2 T T
RSp35 | 0,125 <0,031 | 8 >128 1 T T
RSp36 | 0,125 <0,031 16 >128 2 T T
RSp31 | 0,125 <0,031 | 8 >128 8 T C A N148S
RSp32 | 0,125 <0,031 16 >128 4 T C A N148S
RSp33 | 0,125 <0,031 | 8 >128 2 T A N148S
RSpl 32 32 32 1,024 8 T A
RSp2 32 32 64 2,048 4 T T C N148S
RSp3 32 8 128 512 4 A T A
RSp7 8 4 >64 >128 >32 T G
RSp9 4 2 16 >128 4 T
RSp19 | 8 4 64 >128 4 T
RSpl2 | 64 >32 256 1,024 16 A T T
RSp13 16 8 32 1,024 32 T
RSp4 16 4 128 1,024 4 A G T
RSpl10 | 4 2 >64 >128 2 A G T
RSp20 | 8 >4 64 >128 8 A G T
RSpl18 | 8 4 16 >128 16 T
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MHKSs in pg/ml Punktmutationen in der 23S rRNA an Positionen:

g
S S ISR A = I < I = < S < RS
RSp5 32 2 32 512 4 T T
RSpl5 | 4 2 32 >128 4 T
RSp6 4 2 >64 >128 4 A T
RSp8 8 2 >64 >128 2 A T
RSpll | 8 2 >64 >128 16 T A T S149T
RSpl4 | 4 1 >64 >128 2 T A T S149T
RSpl7 | 8 2 >64 >128 4 A T
RSpl6 | 4 >4 64 >128 8 A T
RSpll | 8 2 >64 >128 16 T A T S149T
RSpl4 | 4 1 >64 >128 2 T A T S149T
RSp17 | 8 2 >64 >128 4 A T
RSpl6 | 4 >4 64 >128 8 A T

L2146

Abbildung 6: Modell der Sekundérstruktur der Domidne V der 23S rRNA (Hidalgo et al.,

2011). Die Pfeile stellen die Punktmutationen, die Buchstaben die daraus induzierten

Resistenzen gegen die verschiedenen Antibiotika dar (M: Makrolid, L: Lincosamid, P:

Pleuromutilin).
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Mutationen im ribosomalen Protein L3

Bosling et al. (2003) beschrieben eine Punktmutation im ribosomalen Protein L3 an
Aminosdure (AS) 149 mit Aminosdureaustausch von Asparagin (Asn) zu Asparaginsidure
(Asp). Der Austausch fiihrte zu einer Tiamulin-resistenten E. coli Mutante.

Pringle et al. (2004) konnten an in vitro kultivierten und auf Tiamulin Agar passagierten
Stammen zeigen, dass dieser oder der Austausch der benachbarten Aminosédure 148 auch bei
Stammen von B. pilosicoli und B. hyodysenteriae mit verminderter Empfindlichkeit
gegeniiber Pleuromutilinen assoziiert waren. Die Autoren fanden bei insgesamt 6 Stimmen
aus in vitro Kultur einen Aminoséureaustausch von Asnl48Ser (Serin), Asn148Lys (Lysin)
und Ser149lle (Isoleucin) (Tabelle 2) (Pringle et al., 2004). In 2 von 3 aus dem Feld isolierten
resistenten Brachyspiren-Stimmen aus GrofBbritannien konnte die Mutation mit dem
Aminosdureaustauch von Asnl48Ser bestdtigt werden. In 12 Feldisolaten aus Deutschland
mit reduzierter Empfindlichkeit gegeniiber Tiamulin konnte Asnl48Ser allerdings nicht
nachgewiesen werden (Pringle et al., 2004). Sie war jedoch iiber in vitro Kultivierung auf
Tiamulin-Agar induzierbar. Footprint-Analysen bestétigten die verminderte Bindungsaftinitit
von Tiamulin an L3-mutierte Ribosomen. Da diese Mutation in einem verldngerten Arm des
ribosomalen Proteins L3 liegt und damit in das Peptidyltransferasezentrum reicht, nimmt man
dortige Strukturverdnderungen als Erkldrung fiir die Resistenzwirkung an. Die
vielversprechenden Ansdtze zur Kldrung der Resistenzmechanismen von Brachyspiren
wurden in einer Untersuchung von Hidalgo et al. (2011) aufgegriffen und anhand einer
groBeren Zahl von Feldisolaten aus Spanien ndher untersucht. In 18 Isolaten von B.
hyodysenteriae, gegeniiber denen Tiamulin jeweils eine MHK von < 0,125 pg/ml aufwies,
konnte dreimal ein Asnl48Ser-Aminosdureaustausch festgestellt werden, allerdings trat die
Variante auch in einem von 20 Isolaten mit einem MHK > 4 pg/ml auf. Zudem kam an

Aminosédure 149 zweimal ein Serin-Threonin-Austausch vor (Hidalgo et al., 2011).

2.3.3.2 Resistenzmechanismen gegen die MLS;, Gruppe

Die Resistenzmechanismen gegen Makrolide, Lincosamide und Streptogramine, sind
weitgehend gekldrt. Obwohl die Wirkstoffgruppen chemisch und strukturell sehr

unterschiedlich sind, teilen sie dhnliche Wirkmechanismen an der 50S Untereinheit des
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Ribosoms, wodurch Kreuzresistenzen auftreten (MLSy-Resistenz) (Vester und Douthwaite,

2001).

Methylierung der 23S rRNA

Bereits 1971 wurde die Methylierung an einer Position der 23S rRNA (A2058) mit
reduzierter Empfindlichkeit gegeniiber Erythromycin in einem Staphylococcus aureus-Stamm
in Verbindung gebracht (Lai und Weisblum, 1971). Mittlerweise ist bekannt, dass die
Expression einer Methyltransferase, die auf dem erm-Gen kodiert ist, fiir diese Methylierung
verantwortlich ist. Die Expression ist unter dem Einfluss von Erythromycin induzierbar
(Weisblum und Demohn, 1969). Besonders bei Bakterien, die mehrere rRNA-Operons

besitzen, ist die Methylierung der hauptsichliche resistenzinduzierende Faktor.

Mutationen in der 23S rRNA

Da fiir die Resistenzentwicklung gegen die MLSy,-Gruppe die Mutation einer Base in der 23S
rRNA ausreicht, spricht man von einer Einstufenresistenz (Vester und Douthwaite, 2001). Fiir
B. hyodysenteriae sind A2058U/G Mutanten fiir die hochsten MHK-Werte verantwortlich
(Karlsson et al., 1999). Diese Position ist die einzige, die eine echte MLSb-Resistenz auslosen
kann, d.h. die MHK-Werte aller drei Wirkstoffgruppen liegen im resistenten Bereich (Vester
und Douthwaite, 2001).

Generell ist die schnelle Resistenzentwicklung durch Mutationen an A2058 fiir
Bakterienspezies beschrieben, die, wie B. hyodysenteriae, 1 oder 2 rRNA-Operons besitzen
(Zuerner und Stanton, 1994). Arten mit multiplen rRNA-Operons wie Streptokokken,
Enterokokken und Staphylokokken entwickeln Resistenzen bevorzugt iiber die erm-
Methyltransferase oder iiber Efflux-Pumpen (Kataja et al., 1999; Ross et al., 1990).

So ist die Methylierung der 23S rRNA an Position A2058 durch eine erm-Methyltransferase
z.B. fiir S. aureus beschrieben (Vester und Douthwaite, 2001).

Weitere Mutationen sind fiir die geringere Empfindlichkeit verschiedener Bakterienspezies
gegenliber Makroliden verantwortlich. Mutationen an den gepaarten Positionen 2057 und
2611 fiihren zur Interaktion mit der Makrolid-Bindungsstelle (Vester und Douthwaite, 2001).
Die Position A2059 ist fiir die Bindung von Makroliden in einigen Bakterienarten von noch

groBerer Bedeutung als A2058. Eine A2059G Mutation in M. pneumoniae bedingt
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beispielsweise hohere MHK-Werte als die gleiche Mutation an Position 2058 (Lucier et al.,
1995).

Mutationen in den ribosomalen Proteinen L4 und L.22

Die ribsosomalen Proteine L4 und L22 bilden einen Teil des Tunnels, durch den die
verldngerte Peptidkette das Ribosom verldsst. Thre Ausldufer reichen bis in den Kern der
groflen ribosomalen Einheit (50S). Mutationen, die nahe dem Peptidyltransferasezentrum
liegen, konnten fiir eine herabgesetzte Empfindlichkeit gegeniiber Erythromycin in
Streptococcus pneumoniae verantwortlich gemacht werden (Tait-Kamradt et al., 2000; Zaman

et al., 2007).

2.3.4 Verbreitung von Resistenzen gegen B. hyodysenteriae

Tylosin wurde bis Ende der 90er Jahre héufig als Wachstumsforderer in der
Schweineproduktion eingesetzt (Karlsson et al., 1999). Als Therapeutikum wird es bis heute
genutzt. Brachyspira spp. weisen heute hohe Resistenzraten gegen Tylosin und
Kreuzresistenzen gegen Lincomycin auf (Binek und Szynkiewicz, 1984; Hommez et al.,
1998; Karlsson et al. 2002, 2003). Aus einigen Lidndern wie GroBbritannien, der
Tschechischen Republik, Schweden und Deutschland liegen B. hyodysenteriae Isolate mit
verringerter Empfindlichkeit gegeniiber Tiamulin vor (Karlsson et al., 2003; Lobova et al.,
2004; Rohde et al., 2004).

Von 57 schwedischen B. hyodysenteriae-Isolaten, die zwischen 1996 und 1999 gesammelt
wurden, waren zwei Drittel gegentiber Tylosin (MHK > 256 pg/ml) resistent. Gleichzeitig
bestanden Kreuzresistenzen gegen Erythromycin und Clindamycin (Karlsson et al., 2003).

94 % tschechischer Stimmen zeigten eine MHK zwischen 64 und 256 pg/ml fiir Tylosin und
89 % waren empfindlich gegen Tiamulin (0,016-0,25 mg/ml) und Valnemulin (0,016-0,064
ng/ml) (Novotna und Skardova, 2002).

Auch der Vergleich tschechischer Stammen aus 1997-1998 mit Stammen aus 1999-2001
ergab einen signifikanten Anstieg der MHK-Werte von B. hyodysenteriae gegen
Pleuromutiline. Die MHK-Werte stiegen fiir Tiamulin von 0,25 pg/ml auf 4 pg/ml, fir

Valnemulin von < 0,031 auf 8 ug/ml. Fiir diesen Anstieg machen die Autoren den Beginn des
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intensiven Einsatzes der Pleuromutiline in der Behandlung und Eradikation der Dysenterie
verantwortlich (Lobova et al., 2004).

In einer spanischen Studie wurden 108 B. hyodysenteriae Feldisolate von durchfallerkrankten
Schweinen zwischen 2000 und 2007 getestet. Die MHK fiir Tylosin lag bei 83,3 % der
Stimme {iber 256 pg/ml. Durch die Kreuzresistenz mit Erythromycin ergab sich fiir diesen
Wirkstoff ein vergleichbares Bild. Die MHKSs fiir Tiamulin zeigten eine bimodale Verteilung
mit einer Spitze bei 0,125 pg/ml (18,5 %) und einer bei > 2 pg/ml (17,6 %). Etwa 1/3 der
Isolate zeigten eine MHK von < 0,016 pg/ml fir Valnemulin und 1/3 zwischen 0,125-0,5
png/ml (Hidalgo et al., 2009). Eine Folgestudie aus 2008 und 2009 ergab einen 4-fachen
Anstieg der MHK-Werte fiir Tiamulin und Valnemulin. Acetylisovaleryltylosin (Aivlosin)
zeigte eine etwas gilinstigere Wirksamkeit: Die MHK aller Stimme betrug mindestens 0,5
png/ml; ca. 25% der Stamme waren resistent (Hidalgo et al., 2010). Die Resistenzsituation fiir
Tylosin blieb vergleichbar.

In einer Studie aus Belgien wurde zwischen 2006 und 2009 fiir B. hyodysenteriae-Stimme ein
Anstieg der MHK-Werte fiir Tiamulin von 2 pg/ml auf iiber 8 pg/ml und fiir Valnemulin von
0,5 pg/ml auf 8 ug/ml nachgewiesen (Vangroenweghe et al., 2010).

Umfangreiche Daten aus Deutschland fiir den Zeitraum von 1989-2001 zeigten einen Anstieg
der MHK von 1 pg/ml auf 8 pg/ml fiir Tiamulin und von 0,5 pg/ml auf 8 pug/ml fiir
Valnemulin im Agardilutionstest (ADT) (Rohde et al., 2004).

Untersuchungsergebnisse aus den Jahren 2002-2005, die mittels ADT QuickMIC® erzeugt
wurden, zeigten einen dramatischen Anstieg der MHK-Werte. Im Jahre 2005 hatten 100 %
der B. hyodysenteriae-Stimme von durchfallerkrankten Tiere einen MHK-Wert > 4ug/ml
gegen Tylosin und 98,1 % einen MHK-Wert > 36 pg/ml gegeniiber Lincomycin. Der Anteil
Stimme mit MHK-Werten > 4 pg/ml stieg von 2002 bis 2005 fiir Tiamulin von 43,8 % auf
45,5 %. Im gleichen Zeitraum sank die Anzahl der Stimme mit einem MHK-Wert > 4 pg/ml
gegen Valnemulin von 30,3 % auf 27,9 % (Rhode, 2007).

Eine weitere Studie aus Deutschland, durchgefiihrt mit dem Agardilutionstest zwischen 2003
und 2005 zeigte insgesamt Resistenzraten von 97,8 %, 65 %, 4,4 % und 0 % fiir Tylosin,
Lincomycin, Tiamulin und Valnemulin (Schlez, 2011).

Eine zweite Studie aus den Jahren 2005 bis 2006, durchgefiihrt mittels
Mikroboulliondilutiostest (MBDT) ergab eine mittlere MHK von 2 pg/ml fiir Tiamulin. Bei
anndhernd 80 % der Staimme wurden MHK-Werte <1 pg/ml ermittelt. 18,8 % hatten Werte

> 1 und <4 pg/ml und 2,1 % zeigten MHK-Werte > 4pg/ml (Ritzmann et al., 2009).
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2.3.4.1 Der Gene-Tranfer-Agent VSH-1

Der erste Nachweis eines Bakteriophagen von B. hyodysenteriae gelang aus dem
Referenzstamm B204. Der Name VSH-1 steht fiir ,,Virus von Serpulina dysenteriae*
(Humphrey et al., 1997). VSH-1 é&hnliche Elemente sind unter Brachyspira spp. weit
verbreitet, auch unter Stdimmen, die aus dem menschlichen Gastro-Intestinaltrakt isoliert
wurden. Wahrscheinlich haben sie zur Entstehung der hohen Variabilitit von B.
hyodysenteriae malgeblich beigetragen. VSH-1 ist der erste beschriebene, natiirliche
Gentransfer-Mechanismus in Spirochdten (Humphrey et al., 1997; Matson et al., 2005).
VSH-1 kann etwa 7,5 kb gro3e Genfragmente zwischen B. hyodysenteriae-Stdimmen mittels
Transduktion iibertragen. Weitere Untersuchungen konnten 11 Proteine identifizieren, die in
Kopf- und Schwanzproteine unterteilt sind. VSH-1 kann durch Mitomycin C, Carbadox,
Metronidazol und Wasserstoffperoxid in subtherapeutischen Dosen induziert werden. Die
durch diese Wirkstoffgruppen ausgelosten Mutationen an der DNA scheinen zu einer Art
,»30S-Signal* zu fiihren, das die Induktion des Bakteriophagen auslost. VSH-1 Elemente, die
durch diese Antibiotika induziert wurden, iibertrugen bei Co-Kultur empfindlicher und
resistenter Stdimme innerhalb von 24 Stunden Chloramphenicol- und Tylosinresistenz
zwischen B. hyodysenteriae Staimmen (Stanton et al., 2009).

Neun weitere Antibiotika, darunter Tylosin und Tiamulin, konnten keine Induktion von VSH-
1 bewirken (Stanton et al., 2009).

Mittlerweile konnten VSH-1 dhnliche Gene Transfer Agents (GTAs) auch in B. pilosicoli und
B. intermedia nachgewiesen werden. Weitere Arbeiten miissen kldren, in welchem Ausmal
die GTAs Wirtsgene zwischen verschiedenen Spezies und Stdmmen iibertragen kdnnen

(Motro et al., 2009).

2.3.5 Methoden zur Bestimmung der Antibiotikaempfindlichkeit

Verschiedene Systeme zum Nachweis der in vitro Empfindlichkeit eines Erregers gegeniiber
ausgewdhlten Antibiotika wurden beschrieben. Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Anwendbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sowie in den jeweils erreichten

Werten (Rocksin, 2005; Schwarz et al., 2003; Schwarz et al., 2005).
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Die konventionellen Methoden erlauben quantitative bis semiquantitative Aussagen iiber die
Empfindlichkeit eines Isolates, sind jedoch fiir Aussagen iiber die zugrunde liegenden
Resistenzmechanismen ungeeignet. Molekularbiologische Methoden wie die PCR, DNA-
Sequenzierung und Microarray-Systeme stehen fiir die Anwendung in der Praxis bislang noch

kaum zur Verfiigung (Guerra et al., 2003; Palka-Santini et al., 2009).

2.3.5.1 Agardiffusionstest

Beim Agardiffusionstest wird zunichst ein Inokulum einer definierten Bakteriendichte auf
einem Agar ausgestrichen. AnschlieBend wird der Agar mit einem Testplattchen mit
definierter Wirkstoffmenge beschickt. Der Wirkstoff diffundiert aus dem Testpléttchen in den
Agar hinein. Somit wird im Agar ein Wirkstoffgradient erzeugt, der im positiven Fall das
Wachstum der zu testenden Bakterien in der Umgebung des Plédttchens hemmt. Diese Zone
wird als Hemmhof bezeichnet. Aufgrund der GréBe des Hemmbhofes (in mm) wird der Keim
qualitativ als sensibel, intermedidr oder resistent eingeteilt (Schwarz et al., 2003). Eine
quantitative Aussage iiber die Empfindlichkeit des Erregers ist nicht moglich.

Der Agardiffusionstest hat den Vorteil, dass er schnell, kostengiinstig und mit geringem
Aufwand durchzufiihren ist (Altreuther et al., 1997; Kolbert und Shah, 2002).

Ein Nachteil ist, dass schon bei geringen Abweichungen von den Durchfiihrungsvorschriften
stark divergierende Ergebnisse beobachtet werden (Alreuther et al., 1997).

Aufgrund der Fehleranfilligkeit des Tests in Verbindung mit dem langsamen Wachstum der

Brachyspiren sollte auf andere Testmethoden zuriickgegriffen werden.

2.3.5.2 E (Epsilon)-Test

Der E-Test &dhnelt prinzipiell dem Agardiffusionstest. Hier wird jedoch anstelle eines
Testpléttchens ein Teststreifen mit einer graduell zunehmenden Antibiotikakonzentration im
Streifen auf den Agar aufgebracht. Eine Skala auf dem Teststreifen gibt die Antibiotika-
Konzentration an der jeweiligen Stelle an. Anhand des Bakterienwachstums wird eine

minimale Hemmkonzentration abgelesen (Altreuther et al., 1997). Der E-Test gilt als robustes
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Verfahren, mit dem auch langsam wachsende Erreger und Anaerobier zuverlédssig getestet
werden konnen. Zudem ist das Testsystem weniger fehleranfillig und ldsst sich gut
reproduzieren.

Nachteilig sind die hohen Kosten fiir die Teststreifen und das Fehlen kommerziell erhéltlicher
Teststreifen mit Chemotherapeutika, die in der Veterindrmedizin eingesetzt werden, weshalb

auch dieser Test nicht fiir Brachyspiren verwendet wird.

2.3.5.3 Dilutionstest

Der Mikroboulliondilutionstest fiir Brachyspiren wurde von Karlsson et al. entwickelt (2002,
2003). Seither wurden in verschiedenen Studien die {blicherweise verwendeten
Agardilutionstests und Boulliondilutionstests verglichen (Rohde et al., 2004).

Dilutionstests oder auch Reihenverdiinnungstests konnen unter Verwendung fliissiger Medien
in Rohrchen (Makroboullion), Mikrotiterplatten (Mikroboullion) oder festen Medien
(Agardilution) durchgefiihrt werden. Eine definierte Menge von Bakterien wird den
unterschiedlichen Konzentrationen des zu testenden Wirkstoffes zugesetzt und inkubiert. Bei
der Auswertung gilt als MHK die geringste Verdiinnungsstufe, bei der makroskopisch kein
Wachstum der Bakterien mehr sichtbar ist. Somit wird ein quantitatives Ergebnis erzeugt, das
einen guten Vergleich mit der bendtigen Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe zuldsst. Fiir
Mikrodilutionsverfahren gibt es bereits kommerziell erhéltliche Kits (Schwarz et al., 2003).
Ein Nachteil der Dilutionsverfahren ist die Gefahr von Kontaminationen. Mdglich ist auch,
dass die zu testenden Bakterien wihrend des Testverfahrens absterben. Das Mitfiihren einer
Wachstumskontrolle und eines Kontrollstammes ist unerldsslich. AuBlerdem miissen die
Konzentrationsbereiche der Antibiotika so gewihlt werden, dass der Ubergang von Wachstum
zu Hemmung der Bakterien erkennbar ist (Kolbert und Shah, 2002).

Problematisch sind die testabhingig abweichenden Ergebnisse. In einer Vergleichsstudie
zwischen dem Agar- und Bouillondilutionstest fanden Rohde et al. (2004) von 221 getesteten
B. hyodysenteriae Isolaten 26,7 % resistente Stimme mittels Agardilution, aber nur 6,8 %
mittels Boulliondilution. Im Durchschnitt lagen die MHKs beim Boulliontest eine
Verdiinnungsstufe unter der des Agardilutionstests (Abbildung 7). Hieraus ergeben sich
erhebliche Konsequenzen fiir die Interpretation der Ergebnisse (Rohde et al., 2004). Die

Autoren schlagen vor, verschiedene Grenzwerte fiir die Klassifizierung von Stimmen fiir die
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unterschiedlichen Testsysteme zu etablieren. Die Arbeitsgruppe Antibiotikaresistenz der
deutschen veterindrmedizinischen Gesellschaft erarbeitet derzeit ein Konzept zur
Harmonisierung und Standardisierung der Methodik fiir die Empfindlichkeitspriifung. Hierfiir
soll die Leitlinie des amerikanischen CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
etabliert werden. Die Methode der Wahl ist demnach der Mikrobouillondilutionstest. Weitere
Ziele sind die Erarbeitung von Grenzwerten anhand von vorhandenem Datenmaterial (DIN;
CLSI; relevante Publikationen). Die aktuell verwendeten Grenzwerte bei Brachyspiren sind in

Tabelle 1 aufgefiihrt.

4 +—| —*—Tiamulinim
Agardilutionsverfahren

—=—Tiamulin im
2 +— Bouillondilutionsverfahren

Mittlere MHK

A
NN/

0,063 ~7

0,031 \ T T T T T T T
1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Jahr der Isolierung

Abbildung 7: Vergleich der mittleren Minimalen Hemmkonzentrationen fiir Tiamulin im

Agar- bzw. Bouillondilutionsverfahren; Brachyspira hyodysenteriae (n=221) (Kessler, 2001).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien und Puffer

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Puffer sind im Anhang aufge-
fiihrt.

3.1.2 Bakterienstamme

64 Stimme von B. hyodysenteriae wurden in dieser Studie untersucht. Die Isolate stammen
aus den Jahren 1990 bis 2011. 40 Stamme vom Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten
der Tiere, JLU GieBlen (IHIT), 24 Isolate vom Institut fiir Mikrobiologie der Stiftung
Tierdrztliche Hochschule (TiHo), Hannover wurden in dieser Arbeit einbezogen (Tabellen 4
und 5). Die Speziesdifferenzierung wurde jeweils in vorherigen Arbeiten entweder mittels
biochemischer Differenzierung oder speziesspezifischer PCR vorgenommen. Fiir die Stimme
aus Hannover liegen lediglich die MHK-Werte fiir Tiamulin und Valnemulin vor, die mittels
MBDT ermittelt wurden. Fiir die Isolate aus dem IHIT wurden neben den MHK-Werten fiir
Tiamulin und Valnemulin auch die MHK-Werte fiir Tylosin und Lincomycin mittels MBDT
ermittelt. Aktuelle Isolate wurden aus Kottupferproben aus einem Mastbetrieb mit
hochgradiger Diarrhoe und Dysenterieverdacht im Rahmen der vorliegenden Arbeit isoliert
und nach Identifikation als B. hyodysenteriae in die Untersuchung einbezogen. Betroffene
Tiere wurden vor Beginn einer parenteralen Tiamulintherapie rektal mit Amies-Tupfern
beprobt. Die Tiere wurden individuell gekennzeichnet und 10 Tage nach Beendigung der
Therapie erneut beprobt. Dadurch sollte der Einfluss einer Therapie mit Tiamulin auf die
MHK-Entwicklung von Bakterienpopulationen an einem Betrieb in vivo nachvollzogen

werden.
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Tabelle 4: B. hyodysenterie-Isolate aus dem IHIT (Giellen) (n=40)

MHK MHK V-Vor

Stamm- (ng/ml) MHK(ug/ml) | MHK(ug/mDT | (ug/ml) N-Nach

Bezeich- Tylosin Lincomycin iamulin Valnemulin Tiamulin
Tgb-Nr. IHIT | nung Jahr (MBDT) (MBDT) (MBDT) (MBDT) Therapie
V2456/09 181| 2009 128 2 2|V
\2457/09 182 | 2009 128 2 1|V
\2458/09 183 | 2009 128 16 4 2|V
V2459/09 184 | 2009 128 8 4 2|V
\2640/09 201| 2009 128 32 16 4|N
V2641/09 202 | 2009 128 16 16 4|N
V2642/09 203 | 2009 128 64 16 4|N
V2643/09 204 | 2009 128 32 16 4|N
V2644/09 205| 2009 128 32 16 4N
\2750/09 207 | 2009 16 4|N
P6631/03-2 48| 2003 250 16 0,0195 0,0008
V0379/04 61| 2004 500 0,0195 0,0031
V1009/05 43| 2005 1000 0,078 0,0031
V0621/05 57| 2005 250 0,078 0,0008
V0615/05 76| 2005 1000 16 0,078 0,0031
V2953/04 101| 2004 1000 32 0,078 0,0031
\2787/04 50| 2004 500 16 0,625 0,1
P2677/04 32| 2004 3,9 0,125 0,0098 0,0001
\/2857/05 17| 2005 312 20 0,0243 0,0005
V1840/04 15| 2004 0,975 0,5 0,156 0,025
V1685/04 24| 2004 2000 16 0,156 0,1
V0779/05 36| 2004 500 64 0,025 0,1
P2677/04 2| 2004 1000 32 0,039 0,0031
VV1007/04 49| 2004 500 16 0,039 0,0063
V1008/04 51| 2004 250 16 0,039 0,0031
\V1843/04 30| 2004 1000 2 0,039 0,0031
\V1006/04 110| 2004 250 8 0,039 0,0008
V0482/04 42| 2004 250 8 0,039 0,0016
\2819/04-2 16| 2004 4,88 1 0,002 0,048
V2380/04 46| 2004 500 0,16 1,25 0,1
V0229/05 38| 2005 250 16 1,25 0,1
V2641/04 22| 2004 1000 16 2,5 0,1
V2483 V2483 | 2010 128 8 0,25 0,008 | V
V2458 V2485| 2010 128 16 0,25 0,004 |V
V2857 V2857 2010 128 16 16 4N
V2855 V2855| 2010 128 32 16 4|N
V1415/11 V1415 2011 128 8 4 4
V1412/11 V1412 | 2011 128 16 8 4
V1413/11 V1413 | 2011 128 8 8 4
V1414/11 V1414 2011 128 16 8 4
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Tabelle S: B. hyodysenteriae-Isolate aus dem Institut fiir Mikrobiologie, TiHo (Hannover)
(n=24)

MHK (ug/ml) | MHK (ug/ml)
Stamm- Tiamulin Valnemulin

Tgb-Nr. im [HIT Bezeichnung Jahr (MBDT) (MBDT)

V3135 A91638/01 2001 4 2
V3136 A489-9x/01 2001 4 0,125
V3137 84998/3x/99 1999 1 1
V3138 84253-1x/99 1999 8 2
V3139 90700-2x/00 2000 8 1
V3140 90700-3x/00 2000 8 4
V3141 90583/00 2000 2 4
V3142 A2366/97 1997 0,125 0,063
V3143 A2446/94 1994 0,063 0,063
V3144 A5530/94 1994 0,063 0,063
V3145 A4295/92 1992 0,125 0,063
V3146 A0461/91 1991 0,063 0,063
V3148 A0044/90 1990 0,063 0,063
V3149 A6000/90 1990 0,063 0,063
V3150 6916-2x/10 2010 16 5
V3151 6837-1x/10 2010 0,9 1
V2113 A89565-1x/00 2000 4 2
V2114 A90534-8x/00 2000 2 4
V2115 A3011/98 1998 4 4
V2116 2230-4x/02 2002 8 2
V2117 4257-1x/02 2002 8 2
V2118 4610-4x/02 2002 8 2
V2119 4610-6x/02 2002 8 4
V2120 5019-2x/02 2002 8 2

3.2 Methoden

3.2.1 Anzucht und Kultivierung der Brachyspiren

Aktuelle Isolate aus dem IHIT, GieBen (Tabelle 4) wurden im Rahmen von
Bestandsuntersuchungen von Mastschweinen mit Diarrhoe rektal entnommen. Die Tupfer in
Transportmedium (Amies Transportmedium) wurden am Tag der Entnahme auf festen
Selektivndhrmedien (TSA “*¥; s. Anhang) ausgestrichen. Die aus Hannover und GieBen zur

Verfiigung gestellten Stamme, die bei -80°C asserviert waren, wurden nach Auftauen bei
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Zimmertemperatur mit einer Impfose auf den gleichen Platten ausgestrichen. Anschlie3end
wurden die Platten fiir 5-10 Tage unter anaeroben Bedingungen in einem Anaerobiertopf
(Anaerocult, Fa. Merck, Darmstadt) unter Zusatz eines Anaerobiersticks (Anaerotest, Fa.
Merck, Darmstadt) sowie Anaerobierpdckchen (Anaerogen, Oxoid, Hampshire, England) bei
37 °C bebriitet. Platten mit vollstindiger H&molyse wurden makroskopisch und
mikroskopisch auf das Vorhandensein von Spirochdten untersucht. Verdachtige Kolonien
zeigten ein schwirmendes, an den Randbereichen unregelméfig abgrenzbares Wachstum.
Solche ,,Kolonien* wurden mit einer Impfose abgehoben, erneut auf dem Selektivagar mittels
Verdiinnungsausstrich passagiert und anschlieBend fiir 5-10 Tage anaerob bebriitet. Diese
Verfahrensweise wurde so lange wiederholt, bis makroskopisch und mikroskopisch keine
Fremdkolonien mehr zu erkennen waren. Vor der Resistenztestung wurden die Kolonien
erneut mittels Dunkelfeld- bzw. Phasenmikroskopie (DM RB, Leica, Darmstadt) auf das
Vorhandensein spiralférmiger, beweglicher Spirochidten und die Abwesenheit anderer

Kolonien hin iiberpriift.

3.2.2 Mikrobouillondilutionstest (MBDT)

Der MBDT wurde zur Empfindlichkeitspriifung der Bakterienstimme in Anlehnung an
Karlsson et al. (2002, 2003) durchgefiihrt. Getestet wurden Tylosintartrat (Sigma Aldrich,
Schnelldorf), Lincomycinhydrochlorid (MP Biomedicals, Eschwege),
Tiamulinhydrogenfumarat (Sandoz GmbH, Kundl, Osterreich) und Valnemulinhydrochlorid
(Sandoz GmbH, Kundl, Osterreich).

Die Antibiotika wurden in Aqua dest. geldost und eine Stammldsung sowie eine

Gebrauchslosung nach der folgenden Tabelle hergestellt:

Tabelle 6: Stammlosungen, Gebrauchslosungen und Endkonzentrationen der Antibiotika im

MBDT.

Konzentration |[1:20 Verdiinnung [ Endkonzentration

Antibiotikum [ mg/ml mit BHIF pg/ml [im Test pg/ml
Tylosin 5,12 256 128
Lincomycin 2,56 128 64

Tiamulin 0,64 32 16

Valnemulin 0,16 8 4
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Jeder Testansatz wurde in einer steril verpackten 96-well Platte (F-Form, Fa. TPP, Schweiz)
durchgefiihrt. Wihrend der gesamten Testung wurde unter einer sterilen Werkbank gearbeitet.
Zunichst wurde aufler in der 1. Reihe in alle Vertiefungen 100 ul BHIF (Brain Heart Infusion
Losung [s. Anhang] mit einem Anteil von 20 % Fetalem Kélberserum (FKS, Fa. PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich) vorgelegt. In Reihe 1 wurden dann je 200 pl
Antibiotikagebrauchslosungen pipettiert. Jedes Antibiotikum wurde in einem Doppelansatz
getestet. Anschliefend wurden die Antibiotikagebrauchslosungen in log 2 Schritten bis zur
Reihe 11 der Platte verdiinnt. Die Reihe 12 diente als Wachstumskontrolle und blieb somit
ohne Zusatz von Antibiotika (Abbildung 8). Als nichstes wurden die zu testenden
Brachyspiren zugefiigt. Hierfiir wurde mit einer Einmal-Ose mit der Vorder- und Riickseite
iiber die mit Brachyspiren bewachsene TSA-Platte gestrichen und die Bakterienkolonien in 12
ml BHIF Losung suspendiert. Dieser Vorgang wurde noch zwei Mal wiederholt (3-
Osentechnik nach Karlsson (2003). AnschlieBend wurde das Gemisch mittels Vortex
griindlich durchmischt.

SchlieBlich wurden 100 pl dieser Suspension mittels Multistepper in die wells der 96-well
Platte pipettiert.

Die 96-well Platten wurden abschlieend mit einem Deckel verschlossen und fiir 5 Tage bei
37 °C in einem Anaerobiertopf (Anaerocult, Fa. Merck, Darmstadt) unter Zusatz eines
Anaerobiersticks (Anaerotest, Fa. Merck, Darmstadt) sowie Anaerobierpdckchen (Anaerogen,
Oxoid, Hampshire, England) auf einem Schiittelinkubator unter leicht kreisenden
Bewegungen inkubiert. Nach 5 Tagen wurde das Ergebnis der Testansidtze auf einem
Leuchttisch beurteilt. Bei Bakterienwachstum war eine deutliche Triibung des Inokulats zu
erkennen. Bei Ausbleiben des Wachstums war weiterhin eine klare, durchsichtige Fliissigkeit
zu sehen.

Als MHK wurde die niedrigste Verdiinnungsstufe angenommen, bis zu der in beiden
Ansitzen makroskopisch kein Bakterienwachstum sichtbar war.

Zur Kontrolle wurde der Referenzstamm B204 mitgefiihrt. Uber diesen Stamm liegen
publizierte Daten fiir die Empfindlichkeit gegen die gepriiften Antibiotika vor (Karlsson et al.,
2003).

Zum Abschluss wurden die noch auf der TSA-Platte befindlichen Bakterienkolonien mittels
BHIF abgeschwemmt und bei -20°C in 2 ml Eppendorf Cups fiir die molekularbiologische

Untersuchung eingefroren.
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Abbildung 8: Testansatz des MBDT (Reihe 1: Gebrauchslosung der Antibiotika, Reihe 2-11:
log2 Verdiinnungsstufen, Reihe 12: Wachstumskontrolle) (nach Schlez, 2011).

3.2.3 Einordnung der Befunde

MHK-Grenzwerte

Fiir die Einteilung der Stimme in sensibel, intermedidr und resistent wurden die international
gebriduchlichen MHK-Grenzwerte nach Renne und Szancer (1990) fiir Tylosin, Lincomycin
und Tiamulin, bzw. der MHK-Grenzwert der Fa. Novartis Tiergesundheit fiir Valnemulin
verwendet (Tabelle 1). In Anlehnung an Karlsson et al. (2003) wurden zur Untersuchung der
Resistenzmechanismen eigene MHK-Grenzwerte, entsprechend der Verteilung der
untersuchten Stdmme, festgelegt. Als Grenzwert zur Unterscheidung maBig resistenter und

sensibler Stimme wurde ein Grenzwert von 0,625 pg/ml ermittelt.
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3.2.4 Amplifikation spezifischer Sequenzabschnitte mittels PCR

3.2.4.1 Konventionelle PCR

Sequenzabschnitte der 23S rRNA, L3; L4, L2 und L22 wurden von allen 64 in dieser Arbeit
verwendeten Brachyspira hyodysenteriae-Stimmen (Tabelle 4+5) mittels PCR amplifiziert.
Die jeweiligen Primerpaare wurden anhand der bekannten Gensequenzen (Gen®Bank
Accession No. NC 012225.1) kreiert (Tabelle 7).

Fir die Untersuchung der Domédne V der 23S rRNA wurden bereits publizierte Primer
verwendet (Pringle et al., 2004) (Tabelle 7).

Tabelle 7: Verwendete Primer

Literatur/ Zielgen (Ampli- Primersequenz Anealing-
Primerbezeichnung | fikatgréBe in bp) Temperatur

Pringle et al.(2004)
Karlsson et al.(1999)

F: 5"-GAG AGG TTA GCG TAA GCG AAG C-3’

(82958 2F0 Forward 71,34 \RNA (910) 51,5°C
piro 2 reverse)  B. R: 5-GCT TCC CAC TTA GAT GCT TTC AG-3

hyo23S F / B. hyo
23S R
cigeneEntwicklung || 750 F: 5-TAT AGA GGA TTC GCC GAT GGT AG-3’ o o
L3F/L3R R: 5'-TCT CTA AAT TGC CTA CGC TAT CTC C-3' ’
Eigene Entwicklung| 1460) F- 5-TAT AGA GGA TTC GCC GAT GGT AG-3’ 00oc
L3F/L23R R: 5"-ATA TTT TCT CAA CCG CTT TC-3 ’
Eigene Entwicklung| > 1770) F: 5-AAC TGA GCC TAG AGG AAC AG-3 <o 1o
L23F/L22R R: 5'-CTG CTT TAG GTG CTT CTT C-3’

3.2.4.2 Primerdesign

Die Entwicklung neuer Primer erfolgte auf Basis der Sequenzdaten aus der NCBI Nukleotid-
Datenbank Gen®Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Mithilfe der Software OLIGO 4.0
(Primer Analysis Software, Copyright 1989-1991 by Wojciech Rychlik) wurden die Primer
hinsichtlich Dimer- und Schleifenbildung, Annealingtemperatur sowie Amplifikatgrof3e

optimiert.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Die designten Primer wurden von den Firmen Biomers (Ulm) und Sigma-Aldrich®
(Schnelldorf) synthetisiert. Vor dem Einsatz wurden sie unter Zugabe von 1 x TE-Puffer (s.
Anhang) auf eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt.

Aus den einzelnen Primern wurde anschlieBend eine Primermix-Stammlosung mit einer
Konzentration von 20 uM hergestellt. Durch Verdiinnung mittels RNAse freiem Wasser um

den Faktor 5 wurde eine 4 uM PCR-Gebrauchsldsung angefertigt.

Die PCR wurde nach dem in Tabelle 8 aufgefiihrten Pipettierprotokoll durchgefiihrt.

Tabelle 8: Pipettierprotokoll fiir die PCR (30 ul Ansatz).

Reagenzien eingesetzte Menge (ul)
2x  Multiplex PCR  Mastermix

(Quiagen, Hilden) 15
Primermix-Gebrauchslosung (4pM) 3

RNAse freies Wasser

Probe 3

Volumen pro PCR-Cup 30

In dem Thermocycler TPersonal 48 der Firma Biometra GmbH, Géttingen wurde die PCR

nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Tabelle 9: Thermocyclerprogramm

Schritt Temperatur Zeit Anzahl

Denaturierung | 95°C 15 min Ix

Amplifikation

1 95°C 30 sek 35x
Annealing Temperatur

2 s. Tab 7 1,5 min 35x

3 72°C 2 min 35x

Extension 72°C 10 min 1x

Abkiihlung 4°C 0 o0
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3.2.5 Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der PCR-Produkte wurde auf einer Terasaki-Platte 1 pl Auftragspuffer
(Loading Dye) vorgelegt. Hierzu wurden 4 pl Probe pipettiert und durch mehrmaliges
Aufziehen und Ablassen des Gemischs mit der Pipette vermengt.

Die PCR Produkte wurden anschlieBend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Hierzu wurde
ein 1,5 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromidzusatz (0,4 pg/ml) hergestellt. Die Geltaschen
wurden mit je 4 ul PCR-Amplifikat befiillt. Als Langenstandard diente eine 100 bp Leiter
(Applichem, Darmstadt). Die Elektrophoreseldufe erfolgten in 1x TAE-Laufpuffer bei 120 V
fiir 20 min.

Anschlieend wurden die Amplifikate in einer Geldokumentationskammer (Bio Doc Analyze,
Whatman Biometra, Gottingen) bei 365 nm dokumentiert (Canon G2 Power-Shot, Canon

Inc., Tokio, Japan).

3.2.6 DNA-Sequenzierung und Auswertung der Nukleinsduresequenzen

Je 26 ul PCR-Produkt der positiven Proben wurden mit 4,5 ul Emzymmix (Alkalische
Phosphatase [Fast AP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Fermentas, St. Leon-Rot] und
Exonuclease I [Exol, Fermentas, St. Leon-Rot] in einem Verhiltnis von 2:1). Anschliefend
wurde die Probe erneut im Thermocycler 30 min. bei 37°C und anschlieBend 15 min. bei
80°C inkubiert. Durch den Enzymmix wurden die Primerreste und Nukleotide im PCR-
Amplifikat verdaut.

Anschlieend wurden 30 pl der gereinigten Probe mit der entsprechenden 10 uM Primer-

Gebrauchslésung zur Sequenzierung an die Firma GATC-Biotech weitergeleitet.

3.2.6.1 Die internationale Nukleinsduredatenbank Gen®Bank

Zundchst wurden die Sequenzen anhand der Datenbank des National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und dem daran
angeschlossenen Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) mit allen in der Datenbank

verfligbaren Sequenzen von Brachyspira spp. abgeglichen.
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3.2.6.2 A plasmid Editor (ApE)

Das Programm ApE (M. Wayne Davis) bietet neben vielen anderen Tools die Moglichkeit,
die Ursprungssequenz zu begutachten und lange Amplifikate, die mit einem Vorwérts- und
einem Riickwirtsprimer sequenziert wurden, zu einer Sequenz zusammenzufiigen. Auflerdem
wird bei der Betrachtung der Sequenz klar, ob es sich um die Sequenz nur eines Stammes
oder um eine mit anderen Stdmmen verunreinigte Sequenz handelt.

Nicht eindeutig erkannte Nucleotide werden mit dem Buchstaben ,,N“ dargestellt. Durch

manuelles Nachbearbeiten mit ApE wurden diese Liicken geschlossen.

3.2.6.3 ClustalX 2.0

Mit ClustalX 2.0 (M. A.Larkin) wurden die Sequenzen verschiedener Stimme miteinander

abgeglichen, um Polymorphismen, Insertionen und Deletionen nachzuweisen.

3.2.6.4 BioEdit

BioEdit (Tom Hall, Ibis Biosciences) besitzt im Vergleich zu ClustalX 2.0 umfangreichere
Tools zur Nachbearbeitung von Alignments. BioEdit wurde eingesetzt, um die korrekte

Position der SNPs im Gen bzw. in der Aminosduresequenz zu ermitteln.

3.2.6.5 Nomenklatur der Mutationen

Die Nomenklatur der Mutationen erfolgte in Anlehnung an Pringle et al. (2004) und Hidalgo
et al. (2011). Demnach wurden die variablen Positionen als Zahl ausgedriickt (z.B. 2535 der
23S rRNA). Entsprach die vorkommende Variable der des Referenzstammes, wurde die

Position mit einer vorangestellten Base bezeichnet (z.B. G2535). Wenn die vorhandene Base
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eine Mutante des Referenzstammes war, wurde der Position dic Base des Referenzstammes

vorangestellt und die Mutante angehéingt (z.B. G2535A).

3.2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit IBM-SPSS Version 20 (IBM, Miinchen).
Eine allgemeine Betrachtung der Daten erfolgte mit der Prozedur ,Descriptives®.
Haufigkeiten von Genvarianten wurden mit Kreuztabellen dargestellt und verglichen. Die
Effekte der einzelnen Genvarianten wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse
(,,Oneway*) berechnet. Da bei den meisten Stimmen keine weiteren Angaben zur Herkunft,
zum Krankheitsbild und zur Kategorie vorlagen, wurde auf eine Beriicksichtigung von

Effekten in statistischen Modellen verzichtet.
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4 Ergebnisse

4.1 MHK-Werte von B. hyodysenteriae

Von den insgesamt untersuchten 64 B. hyodysenteriae-Stammen lagen fiir 39 Stimme aus
dem IHIT, Giellen die MHK-Werte fiir Tylosin und Lincomycin vor. Aufgrund der Einteilung
nach Renne und Szancer (1990) (Tabelle 1) sind 95 % als resistent und 2,5 % als méaBig
empfindlich (intermedidr) gegen Tylosin einzustufen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Verteilung der Isolate nach MHK (Tylosin) (n=39); Grenzwerte zur Einteilung
in sensibel (S), intermediér (I) und resistent (R) (Renne und Szancer [1990]) sind markiert.

Die jeweilige Fallzahl findet sich {iber den Balken.

Fir Lincomycin war die Resistenzlage geringfiigig giinstiger. Die meisten Isolate (82 %)

lagen im intermedidren, 13 % im sensiblen und 5 % im resistenten Bereich (Abbildung 10).



ERGEBNISSE 47

40,0
S 14 | R
35,0
30,0 “
~ 250
o~
[}
E 200
:‘.(g
& 6
g 150
e}
E
£ 100
2
5.0 1 1 1 7 1 1 I
e B B . A i B
[Te) o o o o o o o o o
N © o o o o o o o o
< < 2 3 3 3 3 3 3 3
= 8 e ¢ g & 3
MHK pg/ml

Abbildung 10: Verteilung der Isolate nach MHK (Lincomycin) (n=39), Grenzwerte zur
Einteilung in sensibel (S), intermedidr (I) und resistent (R) (Renne und Szancer [1990]) sind

markiert. Die jeweilige Fallzahl findet sich {iber den Balken.

Die MHK-Werte fiir Tiamulin, die fiir alle 64 Stamme vorlagen, zeigten eine zweigipflige
Verteilung mit einem Grenzwert von 0,625 pg/ml. 45 % der Stamme lagen unterhalb, 55 %
oberhalb des Grenzwertes. Aufgrund der Segregation wurde dieser MHK-Wert fiir die
weiteren Auswertungen in Anlehnung an Karlsson et al. (2003) zur Einteilung der Stimme in
sensibel und beginnend resistent herangezogen. Nach den MHK-Grenzwerten von Renne und

Szancer (1990) (Tabelle 1) waren 47 % sensibel und 31 % resistent (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Verteilung der Isolate nach MHK (Tiamulin) (n=64), Grenzwerte zur
Einteilung in sensibel (S), intermedidr (I) und resistent (R) (Renne und Szancer [1990]) sind

markiert. Die jeweilige Fallzahl findet sich iiber den Balken.

Ahnlich wie fiir Tiamulin zeigte sich fiir Valnemulin eine zweigipflige Verteilung im
Grenzbereich zwischen 0,125 pg/ml und 1 pg/ml (Abbildung 12). Fiir Valnemulin sind die
Grenzwerte in Europa uneinheitlich. Nimmt man die in Deutschland gebrduchlichen
Grenzwerte der Fa. Novartis fiir die Hochstdosierung von Valnemulin (11,7 mg/kg) an
(empfindlich: < 1 pg/ml; resistent: > 5 pg/ml), liegen 54 % im sensiblen und 46 % im
intermedidren Bereich. Nach der dénischen Grenzwerteinteilung (empfindlich: < 0,5 pg/ml;

resistent: > 2pg/ml) sind 54 % sensibel, 17 % intermedidr und 29 % resistent (Tabelle 1).
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Abbildung 12: Verteilung der Isolate nach MHK (Valnemulin) (n=59). Die Grenzwerte der
Fa. Novartis zur Einteilung in sensibel (S) und intermedidr (I) sind markiert. Die jeweilige

Fallzahl befindet sich uber den Balken.

Die Verteilung der MHK-Werte fiir die gepriiften Antibiotika {iber die untersuchten Stimme
zeigen die Box-Whisker-Plots der Abbildungen 13 und 14. Fiinfzig Prozent der Stdmme
hatten MHK-Werte fiir Tylosin zwischen 128 pg/ml und 500 pg/ml. Weitere 25 % der
Stimme zeigten Werte zwischen 500 pg/ml und 1000 pg/ml sowie zwischen 3,9 pg/ml und
128 pg/ml.

Die MHK-Werte fiir die anderen Antibiotika waren signifikant niedriger als fiir Tylosin. Sie

finden sich daher zur besseren Illustration in Abbildung 14 ohne Tylosin.
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Abbildung 13: Box Plots mit Whisker: Darstellung der MHK-Verteilung fiir die untersuchten
Antibiotika. Die Mediane werden als Querstrich und Zahlenwert in den Abbildungen

angegeben (n= 39 [Tylosin; Lincomycin]; n= 59 [Valnemulin]; n= 64 [Tiamulin]).
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Abbildung 14: Box Plots mit Whisker: Darstellung der MHK- Verteilung fiir die
untersuchten Antibiotika. Die jeweiligen Mediane werden als Querstrich und Zahlenwert in
den Abbildungen angegeben (n= 39 [Tylosin; Lincomycin]; n= 59 [Valnemulin];

n= 64 [Tiamulin]).
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Fiinfzig Prozent der MHK-Werte fiir Lincomycin lagen zwischen 8 und 16 pg/ml, 25 %
zwischen 16 und 64 pg/ml und weitere 25% zwischen 0,16 und 8 pg/ml. Die entsprechenden
Werte flir Valnemulin betrugen 0,004 bis 4 pg/ml fiir 50 % der Stimme, 4 pg/ml bei 25 %
und 0,008 bis 0,004 pg/ml fiir weitere 25 % der Stdmme. Fiir Tiamulin lagen die MHK-Werte
fiir 50 % der Isolate zwischen 0,063 und 8 pg/ml, fiir 25 % zwischen 0,0207 und 0,063 pg/ml
und fiir 25 % zwischen 8 und 16 pg/ml (Abbildung 14).

Die MHK-Werte von Tylosin und Lincomycin lagen nur fiir die Isolate aus den Jahren 2003
bis 2011 vor.
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Abbildung 15: Zahl der Isolate (iiber der x-Achse [n=39]) und deren durchschnittliche MHK-
Werte (Mittelwert mit Standardirrtum) (y-Achse) iiber den Versuchszeitraum (Tylosin).

Im Jahre 2003 wurde lediglich ein Stamm mit einem MHK-Wert von 250 pg/ml fiir Tylosin
getestet. In den Jahren 2004 und 2005 lagen die durchschnittlichen MHK-Werte der
untersuchten Stimme deutlich hoher, bei 578 und 562 pg/ml. In den Jahren 2009 bis 2011
wurden niedrigere durchschnittliche MHK-Werte von 128 pg/ml festgestellt (Abbildung 15).
Die MHK-Werte fiir Lincomycin blieben in den Jahren 2003 bis 2005 relativ stabil, bei ca. 14
pug/ml. Im Jahr 2009 stieg der MHK-Wert auf einen Spitzenwert von 24 ug/ml an und sank in
2011 auf 12 pg/ml ab (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Zahl der Isolate (iiber der x-Achse [n=39]) und deren durchschnittliche MHK-
Werte (Mittelwert mit Standardirrtum) (y-Achse) iiber den Versuchszeitraum (Lincomycin).

Fiir Tiamulin und Valnemulin konnten MHK-Werte fiir den Versuchszeitraum zwischen 1990
und 2011 berechnet werden. Die MHK-Werte beider Antibiotika zeigten eine dhnliche
Entwicklung, mit signifikanten (p < 0,001) Anstiegen 1998 und 2009. Zwischen 1998 und
2001 sowie zwischen 2009 und 2011 lieBen die MHK-Werte im Durchschnitt eine Einstufung
der Stimme als intermedidr und empfindlich zu. Vor 1998 und zwischen 2002 und 2005 lagen

die MHK-Werte hingegen durchwegs im sensiblen Bereich (Abbildungen 17 und 18).
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Abbildung 17: Zahl der Isolate (iiber der x-Achse [n=59]) und deren durchschnittliche MHK-
Werte (Mittelwert mit Standardirrtum) (y-Achse) iiber den Versuchszeitraum (Valnemulin).
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Abbildung 18: Zahl der Isolate (iiber der x-Achse [n=64]) und deren durchschnittliche MHK-
Werte (Mittelwert mit Standardirrtum) (y-Achse) liber den Versuchszeitraum (Tiamulin).
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4.2 Mutationen in der 23S rRNA

In den insgesamt 64 untersuchten Stdmmen wurden 13 SNPs (Single Nucleotid
Polymorphisms) in Domidne V der 23S rRNA identifiziert (Tabelle 10). Keiner der SNPs ist
iiber hydrophobe Wechselwirkungen oder Wasserstoftbriickenbindungen direkt in die
Bindung von Tiamulin an das Ribosom involviert. Mittels Regressionsanalyse wurde fiir den
SNP an Position 2535 der 23S rRNA nahe der Signifikanzgrenze (p= 0.054) eine Assoziation
zu den MHK-Werten fiir Tylosin hergestellt.

Tabelle 10: Darstellung der Haufigkeit des Vorkommens (in %) von Genvarianten an

polymorphen Nukleotiden relativ zum Referenzstamm anhand der 64 untersuchten Stémme.

Referenznukleotid/Position | G A T C PTYL |pLINC|pVAL |pTIA
23S rRNA
T/1944 1,5 98,5 ns. |[ns. [ns. |n.s.
G/2057* 98,5|1,5 n.s. |[n.s. |[n.s. |n.s.
A/2058" 1,5 |6,1 |92,4 ns. |ns. |ns. |n.s.
G/2116 98,5|1,5 n.s. |[n.s. |[n.s. |n.s.
C/2146* 10,6(89,4|n.s. |n.s. |n.s. |[n.s.
C/2165 95,5 1,5 |3 ns. |ns. |ns. |n.s.
T/2202 1,5 |95,5|3 n.s. |[n.s. |[n.s. |n.s.
G/2221 3 95,5|/1,5 |n.s. |ns. |n.s. |n.s.
G/2365" 89,4 1,5 (9,1 |ns. |ns. |n.s. |n.s.
G/2481 97 |1,5 |1,5 n.s. |[n.s. |[n.s. |n.s.
T/2528 1,5 98,5 ns. |ns. |ns. |n.s.
G/2535" 80,3(19,7 0.054|n.s. |ns. |n.s.
c/2611* 1,5 [98,5|n.s. |n.s. |n.s. [n.s.
L3
A/443 26,7(73,3 n.s. n.s. 0.004 | 0.002

p TYL( LINC, VAL, TIA): Signifikanzniveau der Assoziation einer Variante zur MHK von
Tylosin (Lincomycin, Valnemulin, Tiamulin).
n.s. = nicht signifikant

ISNPS, deren Vorkommen bereits in der Literatur beschrieben ist
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4.3 Mutationen im ribosomalen Protein L3

Im ribosomalen Protein L3-Gen wurden in den untersuchten 64 Stimmen insgesamt 4 SNPs
identifiziert. Drei dieser SNPs kodieren die 3. Position im Basentriplett und kénnen als stille
Mutationen keinen Aminosadureaustausch bewirken. Der SNP an Position 443 im Gen (Gen®
Bank: B. pilosicoli AF114845 bzw. NC _012225.1) (Tabelle 10) kodiert fiir die zweite Stelle
des Basentripletts. AAC kodiert fiir Asparagin, AGC fiir Serin (Abbildungen 19 und 20).

ATGGTAGGAATAATTGGCAAAAAATTGGGTATGACAACAGTTTTCGATGAGACTGGTAATGCTATAGCAG
TAACAGTTGTAGAGGCTGGACCATGCACAGTTATGCAGATAAGAGATAATGAGAAAGATGGCTACAGTGC
TATTCAATTAGGCTACGGTGCCGTAAAAGAAAAGCATTTAAAAAAGCCTCAGATAGGTCAATTTAAAAAA
GCAAATTTAGAGCCTAAGAAATATTTAAAAGAGTTCAGAATGGACGATGCTAGTTCTTACACAGTAGGTC
AAGAGCTTAAAGCAGATATATTTCAAGCAGGCGATTTTATAGATGTTAGTTCTTTGAGTAAAGGTAGAGG
TTTTGCCGGCGTAATGAAAAGACATAATTATGACGGCGGTCCTATGAGCCATGGTTCTAACTTTAGAAGA
AGAGCAGGTTCTATAGGTTG TAICAG CTACCCTGCAAGAGTATGGAAAGGTAAAGGTATGCCTGGACATA
TGGGTAATACTTTGACTACTATACAAAACTTAAAAGTAGTTGAAATAAGACCAGATGATAATTTGATTAT
GATAAAAGGTGCTATACCAGGTGCTATAAATAGCATAGTGAAATTAACATCAGCAGTAAAGAAACGTAAT
AAGAAGAAAAACTCAATGAATTAA

A=2432545 (Erste Base L3-Gen)
A=2433198 (Letzte Base L3-Gen)

[l= 1443 (Position 2 im Triplett )
Abbildung 19: Gensequenz des ribosomalen Proteins L3 von B. hyodysenteriae

(NC_012225.1).

MVGIIGKKLGMTTVFDETGNAIAVTVVEAGPCTVMQIRDNEKDGYSAIQLGYGAVK
EKHLKKPQIGQFKKANLEPKKYLKEFRMDDASSYTVGQELKADIFQAGDFIDVSSLS
KGRGFAGVMKRHNYDGGPMSHGSNFRRRAGSIGCN/S(148)SYPARVWKGKGMPGH
MGNTLTTIQNLKVVEIRPDDNLIMIKGAIPGAINSIVKLTSAVKKRNKKKNSMN

N= Asparagin

S= Serin

Abbildung 20: Aminosduresequenz des ribosomalen Proteins L3 von B. hyodysenteriae

(NC_012225.1)
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Der SNP443, der fiir Serin (AGC) kodiert, ist in 17 von 61 Isolaten (27 %) nachweisbar.
Zwischen SNP 443 und dem MHK-Wert fiir Tiamulin konnte eine signifikante Assoziation (p <
0,001) errechnet werden. Serin kam in 89 % der Isolate mit einem MHK-Wert von < 0,625
png/ml vor (Abbildung 21).

Mit Asparagin lag der MHK-Wert bei 73 % der Stimme iiber dem genannten Grenzwert von
0,625 pg/ml. Die tibrigen Stimme (27%) waren sensibel.

Insgesamt konnten damit aufgrund von SNP443 die Empfindlichkeit/Resistenz von 77 % der

Stamme korrekt prognostiziert werden.
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Abbildung 21: Einfluss des SNPs an Position 443 im Gen des ribosomalen Proteins L3 auf
die MHK-Werte (Tiamulin). Die Signifikanz findet sich iiber den Plots, der Median wird als
Querstrich und Zahl dargestellt (n=64).
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Vergleicht man den Anteil der Serin-Variante und die MHK-Werte iiber die Jahre, so zeigt
sich auch hier ein Zusammenhang zwischen der Genvariante Serin und niedrigen MHK-

Werten. Allerdings blieb eine Restvariabilitit erhalten (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Zusammenhang zwischen der Variante Serin im ribosomalen Protein L3 und

den MHK-Werten von Tiamulin gegeniiber B. hyodysenteriae-Isolaten zwischen 1998-2012.

Trotz des signifikanten Zusammenhangs zwischen L3443 und der Hohe der MHK-Werte blieb
eine Restungenauigkeit durch eventuelle Interaktion mit Genvarianten anderer Gene oder

Genpositionen.

4.4 Einfluss kombinierter Genvarianten

In den 64 untersuchten Stimmen wurden die SNPs, die Assoziationen zu MHK-Werten
aufwiesen, kombiniert betrachtet. Die Kombination des SNPs L3443 mit dem SNP an Position
2535 der 23S rRNA ergab die Varianten Asn/G2535, Asn/G2535A und Ser/G2535. Bei der
Darstellung der Kombinationen der Varianten wurde beziiglich der L3-Ser Variante nur die
Kombination mit G2535 nachgewiesen. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine Aufspaltung der

L3-Asn Variante in Asn/G2535 und Asn/G2535A (Abbildung 23).
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Die aufgezeigten Kombinationen der SNPs L3443 in L3 und 2535 in der 23S rRNA waren
signifikant mit den Tiamulin-MHK-Werten assoziiert (p = 0,002). Eine Aufspaltung der L3-
Ser Staimme wurde durch Hinzunahme der G2353 Variante nicht erreicht, da die Kombination
Ser/G2535A unter den 64 untersuchten Stdmmen nicht vorkam. Damit blieb auch die korrekte
Zuordnung innerhalb der L3-Ser Gruppe (Abbildung 23) unbeeinflusst.

Mit der Aufspaltung der L3-Asn Variante (Abbildung 21) in Asn/G2535 und Asn/G2535A
(Abbildung 23), konnte hingegen ein Anteil der unerwartet sensiblen Stamme durch die
offensichtlich MHK-absenkende Wirkung der G2535A Variante erkldrt werden. Hierdurch
stieg die korrekte Zuordnung der Stamme innerhalb der L3-Asn Gruppe von 73 % auf 79 %
an. Innerhalb der G2535 Stdmme konnte damit die Aussagekraft durch Einbeziehung der L3-
SNPs von 77 % auf 82 % gesteigert werden. Allerdings war bei Vorliegen der G2535A
Variante praktisch keine Aussage beziiglich der Resistenzlage der Stimme, wenngleich auf

niedrigem Resistenzniveau (Maximum von 2,5 pg/ml) moglich (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Einfluss der Kombination der SNPs (443 L3; 2535) auf die MHK- Werte
(Tiamulin). Die Signifikanz findet sich iiber den Plots, der Median wird als Querstrich und
Zahl dargestellt (n=34 [Asn/G2535]; n= 12 [Asn/G2535A]; n= 16 [Ser/G2535]).
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Innerhalb L3-Asn zeigte sich der Effekt des SNPs 2535 auf die Tiamulin MHK-Werte
ebenfalls signifikant (p = 0,002) (Abbildung 24). Stimme mit der Variante G waren
resistenter gegen Tiamulin als Stimme mit der Variante A. Die entsprechenden Mediane

lagen bei 2 pg/ml bzw. 0,6 pg/ml.
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Abbildung 24: Einfluss des SNPs 2535 der 23S rRNA auf die MHK-Werte (Tiamulin). Der
Median ist als Querstrich mit Zahlenwert dargestellt(n= 51 [G2535]; n= 13 [G2535A)).
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Abbildung 25: Einfluss des SNPs 2535 der 23S rRNA auf die MHK- Werte (Valnemulin).
Der Median ist als Querstrich mit Zahl dargestellt (n=47 [G2535] n= 12 [G2535A])).

Der aufgezeigte Effekt der G2535A Variante wurde fiir Valnemulin-MHK-Werte noch
deutlicher (p < 0,001) (Abbildung 25). Die Mediane der MHK-Werte differierten zwischen
Stimmen mit unterschiedlichen 2535-Varianten um den Faktor 10 (Abbildung 25). Die
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MHK-Werte der Stamme mit G2535A Variante gingen im Vergleich zu Tiamulin (5 pg/ml)
nicht tiber 1,5 pg/ml hinaus (Abbildungen 24 und 25).
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Abbildung 26: Einfluss der Kombination der SNPs (443 L3; 2535) auf die MHK-Werte
(Valnemulin). Die Signifikanz findet sich {iber den Plots, der Median wird als Querstrich und

Zahl dargestellt (n=30 [Asn/G2535]; n= 12 [Asn/G2535A]; n= 16 [Ser/G2535]).

Ein grundsitzlich dhnliches Bild wie fiir Tiamulin und Valnemulin ergab sich auch fiir
Lincomycin, wenngleich die MHK-Werte insgesamt in den resistenten Bereich verschoben
waren. Dabei hatten 50% der Stimme mit der Kombination Asn/G2535 MHK-Werte
zwischen 8-32 pg/ml und 50% der Stimme mit der Kombination Ser/G2535 MHK-Werte
zwischen 2-16 pg/ml und waren damit signifikant verschieden (p = 0,015). 50 % der Stimme
mit der Kombination Asn/G2535A hatten MHK-Werte zwischen 10 und 19 pg/ml und

unterschieden sich damit nicht signifikant von den 2 weiteren Genvarianten (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Einfluss der Kombination der SNPs (443 L3; 2535) auf die MHK-Werte
(Lincomycin). Die Signifikanz findet sich {iber den Plots, der Median wird als Querstrich und

Zahl dargestellt (n= 19 [Asn/G2535]; n=9 [Asn/G2535A]; n= 16 [Ser/G2535]).

Ein kontrires Bild ergab sich hingegen fiir Tylosin (Abbildung 28). Insgesamt lagen die
MHK-Werte fiir alle Varianten deutlich iiber denen der Pleuromutiline (Abbildungen 23, 26
und 28). Innerhalb der Variante Asn/G2535 streuten die Werte der Pleuromutiline am
stairksten und hatten den hochsten Median (Abbildungen 23 und 26). Tylosin hat die
geringsten Streuungen innerhalb der Box plots fiir Asn/G2535 und der Median ist mit 128
ng/ml der niedrigste der 3 Varianten. Asn/G2535A kodiert fiir Stimme, deren MHK-Werte zu
50% zwischen 359 pg/ml und 1000 pg/ml liegen und deren Median 500 pg/ml betrdgt. Die —
innerhalb der Pleuromutiline - empfindlichste Variante Ser/G2535 hat fiir die Werte von
Tylosin die breiteste Verteilung mit 50 % zwischen 128 pg/ml und 1000 pg/ml. Der Median
liegt bei 250 pg/ml (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Einfluss der Kombination der SNPs (443 L3; 2535) auf die MHK-Werte
(Tylosin). Die Signifikanz findet sich iiber den Plots, der Median wird als Querstrich und Zahl
dargestellt (n= 19 [Asn/G2535]; n= 9 [Asn/G2535A]; n= 16 [Ser/G2535]).

4.5 Einfluss einer Therapie mit Tiamulin auf die MHK-Entwicklung von

Bakterienpopulationen im Feld

In einem Betrieb konnte die MHK-Entwicklung von B. hyodysenteriae durch Beprobung von
durchfallerkrankten Tieren vor und nach 3-tdgiger parenteraler Tiamulintherapie

nachvollzogen werden. Die MHK-Werte fiir Tylosin lagen sowohl vor, als auch nach der

Behandlung im resistenten Bereich (> 128 pg/ml) (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Einfluss einer 3-tdgigen parenteralen Tiamulin-Therapie auf die MHK-Werte
von 10 B. hyodysenteriae-Stimmen(Tylosin). Die MHK-Grenzwerte von intermedidr,

sensibel und resistent sind durch die Markierungen dargestellt (Renne und Szancer 1990).

Vor der Behandlung lagen die MHK-Werte fiir Lincomycin zwischen 8 und 16 pg/ml und
waren nach der Behandlung angestiegen auf 16-32 pg/ml (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Einfluss einer 3-tigigen parenteralen Tiamulin-Therapie auf die MHK-Werte
von 10 B. hyodysenteriae-Staimmen (Lincomycin). Die MHK-Grenzwerte von intermediér,

sensibel und resistent sind durch die Markierungen dargestellt (Renne und Szancer 1990).
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Fiir Tiamulin und Valnemulin gab es eine einheitliche Verteilung. Wahrend die MHK-Werte
fiir beide Antibiotika vor der Therapie im sensiblen Bereich bei 0,25 pg/ml bzw. 0,004-0,008
ng/ml lagen, waren die MHK-Werte bereits nach 3-tdgiger parenteraler Tiamulin-Behandlung
im resistenten bzw. intermedidren Bereich bei 16 pg/ml bzw. 4pg/ml (Abbildungen 31 und

32).
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Abbildung 31: Einfluss einer 3-tigigen parenteralen Tiamulin-Therapie auf die MHK-Werte
von 10 B. hyodysenteriae-Stdimmen (Tiamulin) (n=8). Die MHK-Grenzwerte von intermediir,

sensibel und resistent sind durch die Markierungen dargestellt (Renne und Szancer 1990).

20,0000 —

15,0000

10,0000

Valnemulin

5,0000 .
<— resistent

intermediéar
0000 — sensibel

24 h vor Therapie 10 d nach Therapieende

Probenentnahme

Abbildung 32: Einfluss einer 3-tdgigen parenteralen Tiamulin-Therapie auf die MHK-Werte
von 10 B. hyodysenteriae-Stimmen (Valnemulin) (n=5). Die MHK-Grenzwerte von

intermediér, sensibel und resistent sind durch die Markierungen dargestellt (Fa. Novartis).
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Wihrend in einem Tier vor der Therapie B. hyodysenteriae-Stimme mit der Variante G2535
detektiert wurden, wurden nach Beendigung der Therapie im gleichen Tier nur noch Stimme

mit der Variante G2535A nachgewiesen.

4.6 Mutationen in den ribosomalen Proteinen L4, L.2 und L22

Im ribsosomalen Protein L.22 der 64 untersuchten Stimme waren keine SNPs vorhanden. Im
ribosomalen Protein L2 wurden 4 SNPs, im ribosomalen Protein L4 2 SNPs identifiziert
(Tabelle 11). Bei all diesen SNPs handelt es sich allerdings um stille Mutationen. Damit

wurden sie keinen weiteren Betrachtung unterzogen.

Tabelle 11: Darstellung der Haufigkeit des Vorkommens (in %) von Genvarianten an

polymorphen Nukleotiden relativ zum Referenzstamm anhand der 64 untersuchten Stdmme.

Position im

Gen G A T C

273 14 14 86
53114 83 17
34212 45 55
417 12 89 11
663 L2 18 82
75312 55 45
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5 Diskussion

Aufgrund der weit verbreiteten Resistenzen von B. hyodysenteriae gegen Tylosin und
Lincomycin sind Pleuromutiline in Deutschland die Antibiotika der Wahl zur Behandlung der
Dysenterie. Resistenzentwicklungen gegen Tiamulin und Valnemulin werden jedoch
europaweit immer hdufiger beobachtet (Karlsson et al., 2003; Lobova et al., 2004; Rohde et
al., 2004).

Die Bindungsstellen von Pleuromutilinen und deren Wirkweise im Ribosom wurden bereits
eingehend erforscht (Ban et al., 2000; Nissen et al., 2000; Schliinzen et al., 2004).
Insbesondere bei Erregern wie B. hyodysenteriae, die nur ein RNA Operon besitzen, sind
ribosomale Mutationen resistenzinduzierend (Bellgard et al., 2009; Vester und Douthwaite,
2001; Zuerner et al., 1994). Auf dieser Basis sollten in der vorliegenden Arbeit die an der
Bindung der Pleuromutiline beteiligten Regionen, insbesondere die Domédne V der 23S rRNA
und das ribosomale Protein L3, mittels vergleichender Sequenzanalysen in 64 Stimmen von
B. hyodysenteriae aus Deutschland untersucht werden. Da das Stammbkollektiv {iber einen
Zeitraum von 1990 bis 2011 gesammelt wurde, konnte auch der zeitliche Einfluss auf die
Verdnderung der MHK-Werte beriicksichtigt werden. Da die Stimme jedoch nicht zufdllig
entnommen wurden, konnen anhand der Daten keine epidemiologischen Riickschliisse auf die
Gesamtsituation in Deutschland gezogen werden. Die ungiinstige Resistenzlage von
Brachyspiren gegeniiber Makroliden und Lincosamiden bestétigte sich in der vorliegenden
Untersuchung. 95 % der Isolate waren gegen Tylosin resistent. 82 % der Isolate waren noch
miBig empfindlich gegeniiber Lincomycin. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung
decken sich mit einer kiirzlich durchgefiihrten Studie aus Spanien, die fiir Lincomycin und
Tylosin 70 % bzw. 98 % resistente Isolate nachwiesen (Hidalgo et al., 2011).
Ubereinstimmend ist damit der Einsatz von Tylosin und Lincomycin zur Therapie der
Dysenterie aufgrund der jetzigen Antibiotika-Empfindlichkeit abzulehnen. Die Resistenz
gegentiber Tylosin, Lincomycin und Streptograminen (MLSy) basiert auf einer Mutation in
der 23S rRNA an der Position 2058 der 23S rRNA (Karlsson et al., 1999). Die
verantwortliche Genvariante A2058T persistiert in den Stimmen bereits seit mindestens 20
Jahren, trotz des mittlerweile eingefiihrten Verbots von Tylosin als Leistungsforderer. Hieraus
ergibt sich, dass diese Variante keinen Selektionsnachteil gegeniiber sensiblen Stimmen zu

besitzen scheint. Tylosin ist aber dennoch nicht verschwunden aus der Therapie, was den



DISKUSSION 67

Erhalt dieser Mutante in der Population ermdglicht haben konnte. Hidalgo et al. (2011)
wiesen eine weitere Variante, A2058G, in 3 Feldisolaten nach, die zuvor fiir B.
hyodysenteriae nur experimentell nach Passagierung von B. hyodysenteriae-Stimmen auf
Selektivagar beschrieben war (Karlsson et al., 1999). In Helicobacter pylori war diese
Mutation bereits mit einem erheblichen Selektionsnachteil in Verbindung gebracht worden
(Bjorkholm et al., 2001). In Mycobakterium smegmatis wurden 2 weitere Mutationen in
unmittelbarer Ndhe (G2057A und C2611T) zu A2058G fiir den Ausgleich des
Selektionsnachteils verantwortlich gemacht (Pfister et al., 2005). Die Daten von Hidalgo et al.
(2011) bestitigen diesen Zusammenhang, da auch hier die 3 Mutationen nur in Kombination
nachweisbar waren. In der vorliegenden Untersuchung konnte die A2058G Mutation lediglich
einmal nachgewiesen werden und war dabei mit den zwei genannten Mutationen (G2057A
und C2611T) assoziiert. Zudem hatte einer der in vorliegender Arbeit untersuchten 64

Stimme die urspriingliche Variante A2058 und war erwartungsgemif sensibel gegen Tylosin.

Fiir Tiamulin lagen die MHK-Werte der im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Stimme
zu etwa 45 % im empfindlichen und zu 30 % im resistenten Bereich. Die {ibrigen waren
intermedidr. Gegen Valnemulin war keines der untersuchten Isolate resistent, 54 % waren
sensibel und 46 % intermedidr. Die MHK-Werte fiir Tiamulin und Valnemulin lagen im
Vergleich zu anderen Arbeiten sehr hoch (Hidalgo et al., 2011; Karlsson et al., 2003; Lobova
et al.,, 2004). Interessant war die 2-gipflige Verteilung der Stimme beziiglich ithrer MHK-
Werte fiir beide Pleuromutiline. Da die Resistenz stufenweise entsteht, korrelieren die
Anstiege der MHK-Werte wahrscheinlich mit resistenzinduzierenden Mutationen in
Bindungsregionen (Bock et al., 1982; Drews et al., 1975; Karlsson et al., 2001). Eine
Gruppierung von B. hyodysenteriae Isolaten mit MHK-Werten unterhalb von 0,5 pg/ml fiir
Tiamulin wurde bereits von verschiedenen Autoren beschrieben. Sie vermuteten bereits erste
resistenzinduzierende Verdnderungen bei Stimmen mit einer MHK > 0,5 pg/ml und nahmen
diesen Wert als Grenzwert filir beginnend resistente Staimme an (Karlsson et al., 2003; Hidalgo
et al.,, 2011). Anhand der eigenen waren Grenzwerte von < 0,625 pg/ml fiir Tiamulin und
unter 0,125 pg/ml fiir Valnemulin eher wahrscheinlich. Die Beobachtung, dass die Anstiege
der Werte fiir beide Pleuromutiline parallel verliefen, ist wahrscheinlich auf den dhnlichen
Wirkmechanismus zuriickzufiihren. Valnemulin besitzt eine lingere Seitenkette als Tiamulin
und kann daher mehrere hydrophobe Wechselwirkungen mit Nukleotiden der 23S rRNA
eingehen. Damit hat Valnemulin eine stabilere Anlagerung am Ribosom und eine hohere

Bindungsaffinitit. Verschiedene Forschergruppen sprechen von einer Kreuzresistenz
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zwischen den Pleuromutilinen, wobei die MHK-Werte von Valnemulin 1-2
Verdiinnungsstufen unterhalb der von Tiamulin liegen (Hidalgo et al., 2011; Lobova et al.,
2004). Fiir Valnemulin gibt es keine einheitlichen Grenzwerte zur Einteilung in sensibel,
intermedidr und resistent. In Deutschland werden die von der Fa. Novartis festgelegten
Grenzwerte nach Hochstdosierung von Valnemulin (11,7 mg/kg) angenommen. In Didnemark
wird Valnemulin zur Therapie der Dysenterie mit 3,8 mg/kg KGW eingesetzt.
Dementsprechend werden vollig andere Grenzwerte zur Einteilung verwendet. Die
Grenzwerte flr die iibrigen Antibiotika basieren auf pharmakokinetischen Daten und wurden
1990 von Renne und Szancer etabliert. Diese Einteilungen bediirfen allerdings einer
Aktualisierung und Standardisierung, da die Methoden zur Bestimmung der MHK-Werte
nicht einheitlich sind. Gebrduchliche Agardilutionstests ergeben im Durchschnitt um eine
Verdiinnungsstufe hohere MHK-Werte als die mittlerweile etablierten Boulliondilutionstests
(Kessler, 2001; Rohde et al., 2004). Die Autoren schlagen eine Anpassung der Grenzwerte an
den durchgefiihrten Test vor. Die Arbeitsgruppe Antibiotikaresistenz der deutschen
veterindrmedizinischen Gesellschaft erarbeitet derzeit ein Konzept zur Harmonisierung und
Standardisierung der Methodik fiir die Empfindlichkeitspriifung. Hierfiir soll die Leitlinie des
amerikanischen CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) etabliert werden. Die
Methode der Wahl ist demnach der auch in der vorliegenden Untersuchung verwendete
Mikrobouillondilutionstest. Weitere Ziele sind die Erarbeitung von Grenzwerten anhand von
vorhandenem Datenmaterial (DIN; CLSI; relevante Publikationen).

Die MHK-Werte fiir Pleuromutiline zeigten im eigenen Untersuchungsmaterial deutliche
Anstiege zwischen 1998 und 2002. Ein Zusammenhang des Anstiegs mit dem zeitgleichen
Verbot des Einsatzes von Tylosin als Leistungsforderer (1999) in der Schweinemast ist
wahrscheinlich.

Bereits 2004 untersuchten Pringle et al. Bindungsregionen der Pleuromutiline an einer kleinen
Auswahl von B. hyodysenteriae Stammen aus Schweden. Jeder Stamm, der durch mehrmalige
Passagen auf Tiamulin-haltigem Agar resistent wurde, hatte entweder Mutationen in der
Doméne V der 23S rRNA oder im ribosomalen Protein L3. Keine Kombination von
Mutationen kam mehrmals vor. Die Hypothese des Zusammenhangs zwischen SNPs in der
23S rRNA und L3 und den MHK-Werten fiir die Pleuromutiline wurde auch von der
spanischen Arbeitsgruppe aufgegriffen (Hidalgo et al., 2011). In 5 von 38 B. hyodysenteriae-
Feldisolaten konnte neben der tylosinresistenz-bestimmenden Mutation an Position 2058
keine Mutation detektiert werden, die fiir eine Pleuromutilinresistenz verantwortlich wére.

Die Autoren folgerten daraus, dass weitere Genvarianten an der Resistenzentwicklung gegen
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Pleuromutiline beteiligt sein miissen. Im eigenen Datenmaterial wurden sechs SNPs
detektiert, die bereits von den genannten Autoren publiziert wurden (Hidalgo et al., 2011).
Neben der Mutation A2058T in nahezu allen Stimmen waren die dominierenden Mutationen
C2165G, T2202A und G2221T nachweisbar, die keine Assoziation zu MHK-Werten

aufwiesen.

Eine Mutation an Position 2504, einem direkten Bindungspartner von Tiamulin, die in vitro
mit hohen MHK—Werten assoziiert war, konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht
nachgewiesen werden (Pringle et al., 2004). Die Mutation G2032A, die nahe der Tiamulin-
Bindungsstelle liegt und in einem resistenten schwedischen und 40 % der resistenten
spanischen Stimme vorkam, konnte in keinem deutschen Stamm nachgewiesen werden. Eine
Mutation an Position 2535 wurde von Hidalgo et al. (2011) nachgewiesen. Aus
vorangegangenen Studien (Treede et al., 2003) sind sowohl Methylierung als auch Mutation
an der Position 2535 unter Einfluss des Leistungsforderers Avilamycin beschrieben. Hidalgo
et al. (2011) mutmalBten, dass das Vorkommen dieser Mutation nicht durch den Einsatz von
Pleuromutilinen, sondern durch einen vorangegangenen, Avilamycin-bedingten
Selektionsdruck oder aufgrund des Einsatzes eines anderen Antibiotikums aus der
Orthosomycin-Gruppe bedingt ist. Aus GroB3britannien kommen Studien, die die Persistenz
der Resistenz von Enterokokken gegeniiber Avilamycin untersucht haben. Die resistenten
Stimme waren innerhalb einer Woche nach Behandlungsende nicht mehr nachweisbar. Diese
Resistenz bewirkt scheinbar einen starken Selektionsnachteil. Innerhalb kiirzester Zeit nach
Beendigung des Selektionsdrucks wurden die resistenten Stdmme von der sensiblen
Mikroflora verdringt. In der vorliegenden Untersuchung wurde dieser SNP in 20 % der
Isolate detektiert. Wéhrend in einem Tier vor der Tiamulin-Behandlung Stimme mit der
Genvariante G2535 detektiert wurden, fanden sich im gleichen Tier 10 Tage nach Beendigung
der Therapie Stimme mit der Variante G2535A, was die Vermutung nahelegt, dass auch eine

Behandlung mit Tiamulin zur Herausselektion der G2535A Variante fiihren kann.

Die Variante G2535 hat in der vorliegenden Untersuchung einen um Faktor 3 héheren MHK-
Median fiir Tiamulin als G2535A. Fiir Valnemulin liegt der MHK-Median der Variante
G2535 sogar um den Faktor 10 hoher. In anderen Studien konnte die A-Mutante auch mit
niedrigeren MHK-Werten als die G-Mutante in Verbindung gebracht werden (Hidalgo et al.,
2011). Dabei konnte jedoch kein Zusammenhang mit anderen vorkommenden SNPs

hergestellt werden. In Kombination mit einem SNP im ribosomalen Protein L3, der zu einem
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Aminosdureaustausch fiihrt, zeigt der SNP an Position 2535 in der vorliegenden

Untersuchung signifikante Assoziationen zu den MHK-Werten der Pleuromutiline.

Ein SNP im Gen des ribosomalen Proteins L3 (Nukleinsdure 443) liegt an der 2. Position
eines Basentripletts und fiihrt zum Aminosdureaustausch (Position 148 in der
Aminosduresequenz). Die Variation der Aminosduren Asparagin und Serin war signifikant
mit den MHK-Werten fiir Tiamulin und Valnemulin assoziiert. Pringle et al. (2004) und
Hidalgo et al. (2011) konnten diesen SNP ebenfalls nachweisen, kommen jedoch zu teilweise
kontroversen Ergebnissen. Die Autoren vermuteten durch einen Aminosdureaustausch eine
Konformationsédnderung innerhalb der Struktur des Proteins und dadurch eine indirekte
Beeinflussung der Bindungsaffinitit der Antibiotika. In den schwedischen Stammen war
Asparagin einmal durch Lysin ausgetauscht. Diese Variante konnte in den vorliegenden
Stammen nicht nachgewiesen werden. Von 13 schwedischen Isolaten war Serin 4-mal
nachweisbar, davon einmal in einem Tiamulin sensiblen- (0,5 pg/ml) und dreimal in einem
Tiamulin resistenten Stamm. In 3 gleichzeitig untersuchten Feldstimmen war Serin zweimal,
einmal in einem sensiblen (0,5 pg/ml) und einmal in einem resistenten (16-32 pg/ml) Isolat
detektierbar (Pringle et al., 2004). Hidalgo et al. (2011) fanden Serin in 4 von 38 Isolaten (11
%), einmal in einem Tiamulin resistenten (32 pg/ml) Stamm und dreimal in sensiblen (0,125
png/ml) Stammen. Die Ergebnisse von Hidalgo et al. (2011) stimmen damit weitgehend mit
unseren Ergebnissen iiberein. Die Studie von Pringle et al. (2004) lidsst hingegen aufgrund des

geringen Vorkommens der Serin-Variante keinen validen Schluss zu.

Die MHK-Werte in den Asparagin-kodierten Stimmen zeigten eine deutliche Dissoziation. 50
% der Werte fiir Tiamulin lagen zwischen 0,156 pg/ml und 8 pg/ml, was impliziert, dass noch
weitere Mechanismen fiir die Entstehung der Pleuromutilinresistenz verantwortlich sein
miissen. Insgesamt konnte anhand dieses SNPs in 79 % der Fille eine korrekte Zuordnung der

Stimme (MHK < 0,625 pg/ml oder > 0,625 pg/ml) vorgenommen werden.

Von Pringle et al. (2004) und Hidalgo et al. (2011) wurde auBerdem ein weiterer
Aminosdureaustausch an Position 149 der Aminosduresequenz nachgewiesen. Wéhrend in
einem resistenten Stamm (MHK [Tiamulin]= 64 pg/ml) von Pringle et al. (2004) ein Serin
durch Isoleucin ausgetauscht war, konnten Hidalgo et al. (2011) in 2 resistenten Stimmen (4
bzw. 8 pg/ml) den Austausch von Serin zu Threonin feststellen. Alle Stimme der

vorliegenden Arbeit waren an Position 149 monomorph.
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Die Kombination der relevanten SNPs in L3 und der 23S rRNA lieferte die folgenden
Paarungen abnehmender Resistenz: Asn/G2535 > Asn/G2535A > Ser/ G2535. Durch die
Kombination beider Varianten unterteilen sich die L3-Asn Stimme in die signifikant
resistentere Gruppe Asn/G2535 und die entsprechend empfindlichere Kombination
Asn/G2535A. Die empfindlichste Kombination war Ser/G2535. Eine in der vorliegenden
Untersuchung nicht vorkommende Variante Ser/G2535A miisste damit theoretisch die
niedrigsten MHK-Werte fiir die Pleuromutiline aufweisen. Diese Vermutung bestdtigt sich in
der Untersuchung von Hidalgo et al. (2011), die 3 sensible Stimme (0,125 pg/ml fiir Tiamulin
und <0,031 pg/ml fir Valnemulin) mit der Kombination Ser/G2535A beschrieben. Diese

Genotypkombination wurde aber in keinem resistenten Stamm nachgewiesen.

Anhand des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Datenmaterials konnte zum ersten Mal
ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen kombinierten Genvarianten der 23S
rRNA und dem ribosomalen Protein L3 und den MHK-Werten fiir Pleuromutiline hergestellt

werden.

Der Einfluss der Kombinationen auf die MHK-Werte von Tylosin lieferte ein weiteres
interessantes Ergebnis. Fiir die Variante Asn/G2535, die liber das gesamte Stammkollektiv
mit den hochsten MHK-Werten fiir Pleuromutiline assoziiert war, konnten zugleich die
niedrigsten MHK-Werte fiir Tylosin detektiert werden. Die Variante Asn/G2535 scheint eine
Konformation des Peptidyltransferasezentrums zu begiinstigen, die die Bindungsaffinitdt von
Tylosin erhoht. Ein &hnliches Phdnomen war bereits fiir eine Mutation an Position 2032
beschrieben. Wihrend die Mutante eine Resistenz gegen Lincosamide bedingt, fiihrt sie

gleichzeitig zu einer erhohten Empfindlichkeit gegeniiber Erythromycin (Douthwaite, 1992).

Der Einfluss einer Tiamulin-Behandlung auf die MHK-Entwicklung in einer an Dysenterie
erkrankten Herde wurde anhand mehrerer Stimme getestet. Alle Stimme waren schon vor
Behandlungsbeginn resistent gegen Tylosin. Die MHK-Werte fiir Lincomycin stiegen fiir
nahezu alle Stimme, ausgehend von einem intermedidren Level, durch die Therapie in den
hoch-resistenten Bereich. Am deutlichsten jedoch war der Behandlungseffekt bei Tiamulin.
Wihrend die MHK-Werte vor der Therapie durchweg im empfindlichen Bereich lagen,
konnten nach Behandlung nur noch hoch-resistente Werte festgestellt werden. Parallel mit der
Entwicklung der MHK-Werte kam es auch zur Umverteilung der Genvarianten. Die
vorgefundene 3-tdgige parenterale Tiamulinverabreichung und zusétzliche 10-tdgige

Karenzzeit entsprach nicht der praxisiiblichen Behandlung. Es zeigte sich jedoch, dass die
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kurze Behandlungszeit von 3 Tagen ausreichte, um die Ausbreitung der resistenten
Genvariante zu begiinstigen. Auch 10 anschlieende, behandlungsfreie Tage hatten keine
erneute Verdrangung dieser Genvariante zur Folge. Es bleibt allerdings unklar, ob die
Genvariante durch Spontanmutation entstanden war oder durch den Selektionsvorteil bereits

vor Behandlungsbeginn resistenter Stimme in der Herde.

Fazit

Die vorliegende Arbeit identifiziert zwei Varianten in am Aufbau des Ribosoms beteiligten
Genen, deren Kombination signifikant zur Variabilitit der Empfindlichkeit/Resistenz der
untersuchten 64 B. hyodysenteriae Stimme beitrdgt. Die Verteilung der MHK-Werte der
Stamme weist auf einen Grenzwert von 0,625 pg Tiamulin/ml hin. Durch gleichzeitige
Berticksichtigung der varianten Positionen 2535 der 23S rRNA und 443 des ribosomalen
Proteins L3 konnte die Resistenzlage von 82 % der untersuchten Stimme korrekt
prognostiziert werden. Mutationen der 23S rRNA konnen bei Bakterien wie Brachyspiren, die
lediglich ein RNA Operon besitzen, direkt resistenzinduzierend wirken. Mutationen in der
DNA der ribosomalen Proteine haben nur dann einen Einfluss auf die Bindungsaffinitét der
Antibiotika, wenn sie mit einem Aminosdureaustausch einhergehen, der zu
Ladungsumverteilungen oder Konformationsidnderungen fiihrt. Die Kombination solcher
Varianten konnte fiir die bekannte, stufenweise Resistenzentwicklung verantwortlich sein. Die
nicht-prognostizierbaren Stimme, der Vergleich mit anderen Studien und die Variabilitdt der
Gesamtheit der bislang untersuchten Stimme sprechen dafiir, dass das jeweilige
Resistenzergebnis eines Stammes als Summe der Interaktionen einer Vielzahl verschiedener
Genvarianten zustande kommt. Moderne Hochdurchsatz-Sequenziertechniken werden die
Resistenzdiagnostik in die Lage versetzen, auch solche komplexe Interaktionen von Genen
und Genvarianten zu nutzen. Hierfiir miissen jedoch zunéchst die beteiligten Genvarianten
identifiziert werden. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten Assoziationen
zwischen Genvarianten der 23S rRNA und des ribosomalen Proteins L3 und MHK-Werten

stellen einen Beitrag zur Identifikation solcher Gene und Genvarianten dar.
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6 Zusammenfassung

Brachyspira hyodysenteriae 1ist der Erreger der Schweinedysenterie, einer weltweit
vorkommenden  Durchfallerkrankung  bei  Mastschweinen, die zu  schwerer
mucohdmorrhagischer Colitis und Typhlis fiihrt. Im Falle eines Krankheitsausbruchs sind
erhebliche 6konomischen Einbullen durch reduzierte Futterverwertung und Tageszunahmen
zu erwarten, zudem ist mit hohen Totalverlusten zu rechnen, weshalb eine umgehende
Behandlung unabdingbar ist.

Mit hoch sensitiven und spezifischen diagnostischen Verfahren — wie der PCR — kann binnen
eines Tages die Diagnose gestellt werden. Ein Resistenztest — der nach guter
veterindrmedizinischer Praxis der Therapie voransteht — ist aktuell nur iiber eine relativ
langwierige bakteriologische Anzucht moglich. Auferdem steht der Resistenztest fiir B.
hyodysenteriae nicht flichendeckend zur Verfligung.

Zudem werden steigende Resistenzraten gegen die derzeit effektivste Wirkstoffgruppe zur
Behandlung der Dysenterie — die Pleuromutiline — beobachtet.

In der vorliegenden Dissertation wurden 64 B. hyodysenteriae-Stimme aus deutschen
Betrieben auf Mutationen mit Assoziation zu den MHK-Werten fiir Pleuromutiline,
Makrolide und Lincosamide untersucht. Das Stammkollektiv wurde auf Tryptikase-Soja-Agar
mit 5% Schafblutzusatz und 5 Selektivantibiotika angeziichtet und reinkultiviert.
AnschlieBend wurden die MHK-Werte mit einem Mikroboulliondilutionstest (MBDT)
bestimmt. Mittels PCR wurden Gene, die fiir Bindungsregionen der Pleuromutiline in der 23S
rRNA kodieren, sowie Gene flir Proteine, die unmittelbar an das Peptiyltransferasezentrum
angrenzen (L3, L4, L2, L22), amplifiziert. Die Amplifikate wurden sequenziert. Durch
vergleichende Analysen konnten Mutationen detektiert und Assoziationen zu MHK-Werten
hergestellt werden. Von insgesamt 14 SNPs in der 23S rRNA und 4 SNPs in L3 waren 2
SNPs (L3443 in L3 und Position 2535 in der 23S rRNA) signifikant mit den MHK-Werten
assoziiert. Der SNP in L3 an Position 443 fithrte in 27 % der Fille zu einem
Aminosdureaustausch von Asparagin (Asn) zu Serin (Ser). Dieser Austausch war signifikant
mit den MHK-Werten fiir Tiamulin (p= 0.002) und den MHK-Werten fiir Valnemulin (p=
0.004) assoziiert. 73 % der L3443-Asparagin-Stdmme wiesen einen MHK-Wert unterhalb von
0,625 png/ml fiir Tiamulin auf. 89 % der L3 443.Serin-Stimme erreichten MHK-Werte oberhalb
von 0,625 pg/ml. Unter Einbeziehung des SNPs an Position 2535 der 23S rRNA, der in den

Varianten G2535 und G2535A vorkam, ergaben sich vier Varianten, von denen drei
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nachgewiesen werden konnten: Asn/G2535, Asn/G2535A und Ser/G2535. Innerhalb des
vorliegenden Stammkollektivs ergab sich allerdings keine weitere Aufspaltung der L3-Ser
Variante. Mit der Aufspaltung der L3-Asn Variante in Asn/G2535 und Asn/G2535A, konnte
hingegen ein Anteil der unerwartet sensiblen Stidmme durch die offensichtlich MHK-
absenkende Wirkung der G2535A Variante erkldrt werden. Hierdurch stieg die korrekte
Zuordnung der Stimme innerhalb der L3-Asn Gruppe von 73 % auf 79 % an. Innerhalb der
(2535 Stdmme konnte damit die Aussagekraft durch Einbeziehung der L3-SNPs von 77 %
auf 82 % gesteigert werden. Die vierte nicht vorkommende, Variante Ser/G2535A wurde in
einer spanischen Untersuchung in 3 von 18 gegen Tiamulin und Valnemulin hoch-sensiblen

Stimmen nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand der 64 untersuchten B. hyodysenteriae-Stimme
erstmalig ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen kombinierten Genvarianten
der 23S rRNA und dem ribosomalen Protein L3 und den MHK-Werten fiir Pleuromutiline
hergestellt werden. Die gewonnenen Erkenntnisse stehen damit fiir die Entwicklung neuer

molekularer Resistenztests zur Verfiigung.
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7 Summary

B. hyodysenteriae i1s the pathogenic agent of swine dysentery, a disease characterized by
mucohaemorrhagic colitis and typhlitis. The disease is spread worldwide. In case of an
outbreak, economic efficiency is reduced because of decreased daily weight gain, poor feed
conversion, treatment expenses and increased mortality. Immediate treatment is essential.
Highly sensitive and specific methods like PCR facilitate diagnostics within one day. Good
veterinary practics requires resistance testing prior to treatment, which is still based on the
time-consuming and elaborative cultivation of isolates, and not generally part of routine
diagnostics. At the same time, the resistance of B. hyodysenteriae to the most effective drug
class for the treatment of dysentery - the pleuromutilins — is significantly increasing.

The present thesis examined 64 German B. hyodysenteriae field strains for mutations of
ribosomal RNA and proteins and associations with corresponding MIC values of the strains
for pleuromutilins. Cultivation was done on trypticase soy agar with 5% sheep blood and 5
selective antibiotics. MIC values were determined using a micro bouillon dilution test
(MBDT). Genes involved in binding regions of pleuromutilins in the peptidyl transferase
center (23S rRNA, L3, L4, L2, L22) were amplified by PCR and sequenced. From a total of
14 SNPs in the 23S rRNA and 4 SNPs in L3, 2 SNPs (L3443 in L3 and SNP»s35 in the 23S
rRNA) were significantly associated with MIC values. The SNP in L3 at position 443 resulted
in amino acid substitution of asparagine (Asn; 73% of isolates) to serine (Ser; 27% of
isolates). This variability was significantly associated with MIC values of tiamulin (p = 0,002)
and valnemulin (p = 0,004). 73% of the asparagine-L.3 443 strains showed MIC values less than
0.625 pg/ml for tiamulin. 89 % of the serine strains reached MIC values higher than 0.625
ng/ml. The combination of SNPs at position 2535 of 23S rRNA and L3443 resulted in four
variants, three of which were found in the present batch of isolates: Asn/G2535, Asn/G2535A
and Ser/G2535. Subdividing the L3-Asn variant into Asn/G2535 and Asn/G2535A led to an
inproved explanation of sensitive strains among this generally resistant group of strains,
pointing out the MIC-decreasing effect of the G2535A variant. Thus, the correct assignment
of L3-Asn strains grew from 73% to 79%. At the same time, the corresponding assignment of
(G2535 strains grew from 77% to 82%. The fourth variant, Ser/G2535A, was not found in the
present study. It was, however detected in a Spanish study in 3 of 18 strains, highly sensitive

to tiamulin and valnemulin.
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Based on 64 B. hyodysenteriae field strains, the present study identified significant
associations between two combined SNPs (SNP,s3s of 23S rRNA and SNP44; of the
ribosomal protein L3) and the MICs of Pleuromutilins. These results might contribute to

future molecular testing for resistance in B. hyodysenteriae.
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9 Anhang

BHI-Medium
Fa. Merck KGaA, Darmstadt
A. dest.

TSACYSSR_Agar (mit Schafblut)
Caso-Agar, Fa. Merck KGaA, Darmstadt
defibriniertes Schafblut
Colistin (Fa. Sigma, Taufkirchen)
Vancomycin (Fa. Sigma, Taufkirchen)
Spectinomycin (Fa. Sigma, Taufkirchen)
Spiramycin (Fa. Sigma, Taufkirchen)
Rifampicin (Fa. Sigma, Taufkirchen)

A. dest.

1xTE
Tris

EDTA

50 x TAE-Elektrophoresepuffer
Zusammensetzung:

Tris

Essigsdure

EDTA

Einwaage fiir 1000 ml:

37¢
ad 1.000 ml

40 ¢g

50 ml

6,23 mg

6 mg

200 mg
15,25 mg
12,5 mg
ad 1000ml

10 mM
1 mM

2M
1M
50 mM

242,28 g Tris

60,05 g Essigséure

18,61 g EDTA

ad 1000 ml mit VE-Wasser



ANHANG

90

10x Probenauftrags-Puffer

Zusammensetzung:

Einwaage fiir 10 ml:

0,3% Orange G

25% Saccharose

0,03 g Orange G
2,5 g Saccharose

ad 10 ml mit aq. bidest.
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