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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Genus Brachyspira der Familie Brachyspiraceae umfasst bewegliche, schraubenfor-
mige, aerotolerante, jedoch strikt anaerob wachsende Bakterienspecies (Olsen et al., 2000)
und gehdrt taxonomisch zusammen mit den Familien Spirochaetaceae und Leptospiraceae
zur Ordnung der Spirochaetales. Zu den pathogenen Arten der Gattung Brachyspira gehoren
B. hyodysenteriae und B. pilosicoli, die Erreger der Schweinedysenterie und Spirochaten-
diarrhoe (Boye et al., 2001). Die weiteren beim Schwein vorkommenden Brachyspiren
gelten entweder als apathogen (B. innocens, B. murdochii) oder wurden hinsichtlich ihrer
Pathogenitat kontrovers diskutiert (B.intermedia). Bedeutung haben Brachyspiren
(B. alvinipulli, B. aalborgii) als darmpathogene Erreger auch beim Gefligel und dem
Menschen. B. hyodysenteriae ist, da sie fur die Schweineproduktion weltweit eine grof3e
Bedeutung besitzt, die wohl am umfangreichsten bearbeitete Spezies. Darlber hinaus sind
noch etwa 200 Spirochaten-Arten bekannt, von denen mehr als die Halfte nicht kultivierbar
sind und Uber die nur ein geringer Kenntnisstand vorliegt (Paster und Dewhirst, 2000). Die
durch diesen Erreger hervorgerufene Dysenterie verlauft unter dem Bild einer
katarrhalischen bis nekrotisierenden Dickdarmentziindung. Neben schweren Verlaufsformen
treten haufig auch milde Verlaufsformen mit weniger deutlich ausgepragten Klinischen
Symptomen und Klinisch inapparenten Infektionen auf. Der Erreger kann aus der
Dickdarmschleimhaut, dem Dickdarminhalt und aus Kotproben infizierter Tiere angezichtet

werden (Dunser et al., 1997).

Methoden zur Bekampfung umfassen allgemein-hygienische MalRnahmen, Versuche zur
Vakzination und die antibiotische Therapie. Zur Minderung der durch die Dysenterie
hervorgerufenen wirtschaftlichen Schaden steht im Vordergrund der tierérztlichen
Maflnahmen derzeit die antibiotische Therapie. Wie bei anderen bakteriellen Infektionen ist
der Erfolg der Therapie abhangig von der Antibiotikaempfindlichkeit der B. hyodysenteriae-
Feldstamme. Von den zur Behandlung der Dysenterie gebrauchlichsten Substanzen
(Tylosin, Lincomycin, Tiamulin, Valnemulin) erwiesen sich Tylosin und Lincomycin bei bis zu
30 % der untersuchten B. hyodysenteriae-Feldisolate nach in vitro Antibiotikaempfindlich-
keits-Prufungen als nicht wirksam (Dunser et al., 1997). Die Pleuromutiline Tiamulin und
Valnemulin waren dagegen von hoherer Wirksamkeit (Heinritzi et al., 2006; Lehmann,
2004). Allerdings wird auch bei diesen Substanzklassen von einer zunehmenden Resistenz
von B. hyodysenteriae-Feldstammen berichtet (Diinser et al., 1997; Karlsson et al., 2002).
Auf Grund der Dynamik der Resistenzentwicklung sind fur ein erfolgversprechendes thera-

peutisches Vorgehen in regelméRigen Abstanden durchzufiihrende Resistenzprifungen an



2 Einleitung

Feldisolaten von B. hyodysenteriae unabdingbar. Daher wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit Brachyspira spp. aus Kot- und Darminhaltsproben von Schweinen aus
deutschen Mastbestdnden im Zeitraum von 2003 — 2005 isoliert, bis zur Speziesebene
charakterisiert und anschlieBend auf ihre Antibiotikaempfindlichkeit gepruft. Ziel der Arbeit
war die Uberpriifung der Antibiotikaempfindlichkeit von Brachyspira spp.-Feldisolaten aus
deutschen Schweinebestdnden gegen in der Praxis eingesetzten Chemotherapeutika
(Tylosin, Lincomycin, Tiamulin, Valnemulin) in zwei unterschiedlichen Testsystemen
(Agardilutionstest und Mikrobouillondilutionstest) und der Vergleich der Werte mit bereits

erhobenen Daten aus dem In- und Ausland.
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2 Schrifttum

2.1 Erreger der Dysenterie

Durchfallerkrankungen sind in der Schweineproduktion weltweit ein sehr haufiges und
verlustreiches Gesundheitsproblem (Hampson et al., 1997, Harris et al.,, 1999).
Insbesondere Infektionen mit pathogenen Brachyspira-Arten konnen zu erheblichen
wirtschaftlichen EinbuRen fuhren. Man unterscheidet die Schweinedysenterie (SD),
hervorgerufen durch Brachyspira (B.) hyodysenteriae, und die Spirochatendiarrhoe, die
durch B. pilosicoli verursacht wird (Waldmann et al., 2000). Neben den bereits genannten
Brachyspira-Spezies kommen beim Schwein auch B.intermedia, B. murdochii und

B. innocens vor (Hommez et al., 1998).

Zur Familie Brachyspiraceae in der Ordnung Spirochaetales gehort nur das Genus Brachy-
spira (Olsen et al., 2000). Aktuell beinhaltet das Genus die sieben Spezies B. hyodysente-
riae, B. pilosicoli, B. intermedia, B. innocens, B. murdochii, B. aalborgii und B. alvinipulli
(Hampson und La, 2006). Funf weitere Spezies sind vorgeschlagen worden, aber derzeit
noch nicht als eigenstandige Spezies anerkannt (B. canis, B. christiani, B. corvi, B. pulli,
B. suanatina) (Duhamel et al., 1998; Jansson et al., 2008; Jensen et al., 2001; Phillips et
al., 2005; Rasback et al., 2007a). Die auBerdem noch vorgeschlagene Spezies B. ibaraki ist
vermutlich B. aalborgii zuzuordnen (Mikosza et al., 2004). Die ehemaligen Bezeichnungen
der Gattung Brachyspira waren Serpulina, Serpula oder auch Treponema (Hampson und
La, 2006; Ochiai et al., 1997; Stanton et al., 1991; Stanton, 1992). In der vorliegenden
Arbeit wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit ausschlieBlich die Bezeichnung Brachyspira

Sp. verwendet.

Brachyspiren sind ca. 0,25-0,4 x 6-9 um grof3 (Taylor und Alexander, 1971). Die gram-
negativen Erreger sind aufgrund ihrer Endoflagellen beweglich und B. hyodysenteriae besitzt
eine positive Chemotaxis zu Mucin (Holt, 1978; Milner und Sellwood, 1994). Die hohe
Beweglichkeit der Brachyspiren (Kennedy und Strafuss, 1976; Rosey et al., 1996) und ihr
Vermogen zur Chemotaxis zu Muzin (Kennedy und Yancey, 1996) filhren sie an die
Oberflache der Epithelzellen, an denen die hdchste Muzinkonzentration vorliegt. Die
Aerotoleranz der Brachyspira spp. spielt bei der Besiedlung der Dickdarmkrypten eine
wichtige Rolle und garantiert so ein Uberleben in geringen Sauerstoffkonzentrationen, wie
sie im Darm vorherrschen. Die Vermehrung dieser Erreger erfolgt unter strikt anaeroben

Bedingungen, wobei B. hyodysenteriae gegentber Sauerstoff eine gewisse Toleranz durch
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die im nox-Gen kodierte NADH-Oxidase besitzt (Stanton und Jensen, 1993; Stanton et al.,
1999).

2.1.1 Veterindrmedizinische Bedeutung von Brachyspiren

Brachyspiren haben veterindrmedizinische Bedeutung beim Schwein (B. hyodysenteriae als
Erreger der Schweinedysenterie und B. pilosicoli als Erreger der Spirochatendiarrhoe) und
besitzen grol3e wirtschaftliche Bedeutung. Darlber hinaus sind Brachyspiren Verursacher
intestinaler Spirochatosen des Gefligels (B. alvinipulli, B. pilosicoli, B. intermedia) sowie des
Menschen und anderer Primaten (B. aalborgi, B. pilosicoli). B. innocens und B. murdochii
kénnen den Darm verschiedener Tierarten kolonisieren, sie gelten als apathogen und sind
differentialdiagnostisch zu betrachten, wenn auch dieser Umstand teilweise kontrovers

diskutiert wird.
Durch Brachypiren verursachte Krankheiten beim Schwein

Die Schweinedysenterie, hervorgerufen durch B. hyodysenteriae, ist eine infektiose
Dickdarmerkrankung, die weltweit in La4ndern mit intensiver Schweineproduktion vorkommt
und zu hohen wirtschaftlichen Verlusten fiihren kann (Pohlenz et al., 1983). Sie hat sich in
Deutschland in den letzten Jahrzehnten zu einer zunehmend problematischen und verlustrei-
chen Krankheit entwickelt (Herbst et al., 2004; Verspohl et al., 2001). Das klinische Krank-
heitsbild tritt vorwiegend bei wachsenden Schweinen zwischen 15 und 70 kg Kérpermasse
auf und ist von Durchfallen mit Fressunlust, unzureichenden Gewichtszunahmen und
verlangerter Mastdauer gepragt. Die Krankheit ist charakterisiert als eine mukoide bis
hamorrhagisch-nekrotisierende Colitis, die klinisch zu schleimig-blutigen Durchfallen,
Anorexie, Exikkose, Gewichtsverlust und Todesfallen fihren kann (Hampson et al., 1997;
Harris et al., 1999). Die SD zahlt zu den sogenannten Komplex- oder auch Fakto-
renkrankheiten. So spielen unter anderem die Haltung, Futterung und das Hygienemana-
gement des Betriebes eine entscheidende Rolle, ob es zur klinischen Krankheitsauspragung
kommt. Nach einer durchschnittlichen Inkubationszeit von 10-14 Tagen kommt es haufig
zum Absatz von dinnbreiigem, blutig-schleimigem Kot, dem teilweise Pseudomembranen
beigefugt sind. Diese Symptome werden in vielen Fallen gefolgt von einer deutlichen
Verschlechterung des Allgemeinbefindens. Je nach Erregervirulenz, der Immunlage der
Tiere und den bereits durchgefiihrten BekampfungsmalRhahmen kann es in der Folge zu
einer Letalitatsrate von bis zu 50 % kommen (Waldmann und Wendt, 2004).

Nach der oralen Aufnahme dringt B. hyodysenteriae in die Becherzellen der tiefen Krypten
der Dickdarmschleimhaut ein (Kennedy et al., 1988). Die Infektion mit B. hyodysenteriae

bewirkt eine verstarkte Proliferation unreifer Zellen der tieferen Kryptenschichten und die
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vermehrte Bildung von Schleim (Whipp et al., 1979). Erst durch synergistische Interaktion
mit weiteren, enteral vorkommenden Bakterienarten sowie negativ auf die Schweine einwir-
kende Faktoren entstehen tief greifende morphologische Dickdarmalterationen in Form einer
hamorrhagisch-nekrotisierenden Typhlocolitis (Harris et al., 1978; Kinyon und Harris,
1979; Whipp et al., 1979). Durch diese geht in den entsprechenden Darmlokalisationen die

wesentliche Dickdarmfunktion der Wasser- und Elektrolytreabsorption verloren.

Histologisch wird das Bild von einer deutlichen Vermehrung und Anschwellung der Becher-
zellen gepragt. Durch die vermehrte Schleimproduktion kommt es zu einer Ausweitung der
Kryptenlumina (Jacobson et al., 2007), Propriainfiltration und lymphoretikulare Reaktionen
runden das entziundliche Bild der mucoiden Form ab. Bei der hamorrhagisch-
nekrotisierenden Krankheitsform Uberziehen blutig-schleimige Massen die Darmoberflache.
In unterschiedlichem Ausmalle finden sich kleieartige Nekrosebereiche und die
Darmlymphknoten sind auffallig vergroRRert. Histologisch erkennt man deutliche Nekrosen,
die an der Darmoberflache besonders ausgepragt sind. Die Kryptenanordnung erscheint in
diesen Bereichen aufgehoben und nicht mehr abgrenzbar (Wilcock und Olander, 1979).
Durch die verminderte Neubildung an Becherzellen kommt es zuné&chst zu einer lumen-
seitigen Verschiebung der Becherzellenpopulation. Letztendlich sind keine Becherzellen
mehr nachweisbar. Zusatzlich findet man ausgepragte Propria-Infiltrationen, hochgradige
Vermehrung des lymphoretikularen Gewebes sowie eine unterschiedlich starke Demarkation
nekrotischer Darmabschnitte (Dinser et al., 1997). Neben diesen Klinisch ausgepragten
Krankheitsformen kommen in Abhangigkeit von den oben genannten Faktoren jedoch auch

vollig inapparente Infektionsverlaufe vor (Waldmann und Wendt, 2004).

B. pilosicoli verursacht die porcine intestinale Spirochatose (PIS), eine mildere Form der

Colitis und Diarrhoe als die Schweinedysenterie (Thomson et al., 1997; Trott et al., 1996).
Das Auftreten der PIS wurde in vielen schweineproduzierenden L&ndern in Europa,
Sudamerika und Asien beschrieben (Barcellos et al., 2000; Mgller et al., 1998; Tasu et al.,
2004; Taylor et al., 1980). Die wirtschaftlichen Sché&den dieser Erkrankung beruhen
insbesondere auf der reduzierten Gewichtszunahme und schlechteren Futterverwertung der
Ferkel wahrend und nach der Erkrankung (Thomson et al., 1997). Ein typischer Befund bei
der PIS ist die Ausbildung eines falschen Burstensaumes durch die an die Epithelzellen des
Kolons an einem Ende adhérierten Spirochéten (Sellwood und Bland, 1997).

Neben den beiden erstgenannten Vertretern B. hyoysenteriae und B. pilosicoli wurde auch

B. intermedia in Verbindung mit Colitiden und Durchfallen bei Schweinen gebracht (Binek

und Szynkiewicz, 1984; Fellstrom und Gunnarsson, 1995; Komarek et al., 2009).
Allerdings lieRRen sich klinische Veranderungen nicht oder nur in deutlich reduzierter Form in

experimentellen Infektionsversuchen an Schweinen reproduzieren (Jensen et al., 2000a;
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Neef et al., 1994b), so dass die Pathogenitadt des Erregers fir Schweine noch als fraglich

angesehen wird.

Vor wenigen Jahren wurde eine weitere Brachyspiren-Spezies von Schweinen isoliert, die
eine hohe Verwandtschaft zu Isolaten von Stockenten aufwies und vorlaufig als B. suanati-
na bezeichnet wurde (Rasback et al., 2006; Rasback et al., 2007a). In Infektionsversuchen
an abgesetzten Ferkeln wurde aber belegt, dass B. suanatina als pathogen fiir das Schwein
anzusehen ist, da SD-ahnliche Symptome bei den Ferkeln ausgelost wurden (Rasbéack et
al., 2007a). Wie auch B. hyodysenteriae besitzt B. suanatina eine vollstandige Hamolyse und
ist Indol-positiv. Beide Spezies sind nur mit molekulargenetischen, nicht aber durch kulturelle

und biochemische Priifverfahren, unterscheidbar (Rasback et al., 2006).

Vorkommen von Brachyspiren bei anderen Tierspezies und dem Menschen

Brachyspiren sind nicht nur beim Schwein nachweisbar, sondern wurden bereits bei vielen

anderen Tierarten und auch von Menschen isoliert.

Veterinarmedizinisch relevant sind Brachyspiren-Infektionen auch beim Vogel. Sie
verursachen die aviare intestinale Spirochatose (AIS) und fuhren in Gefligelhaltungen zu
hohen wirtschaftlichen Verlusten (Stephens und Hampson, 2001). Eine ganze Reihe von
Veroffentlichungen aus mehreren européaischen Landern wie z. B. aus Holland (Davelaar et
al., 1986), England (Griffiths et al., 1987), aber auch aus den USA (Swayne et al., 1992)
oder Australien (Stephens und Hampson, 1999) beschaftigten sich mit dem Vorkommen
von B. spp. bei Vogeln. 1998 wurde eine eigenstandige Brachyspiren-Spezies beschrieben,
die von Hihnern isoliert wurde, sich genetisch von B. hyodysenteriae, B. innocens,
B. pilosicoli, B. murdochii und B. intermedia abgrenzen lief3, und als B. alvinipulli bezeichnet
wurde (Stanton et al., 1998). Auch beim Gefliigel gibt es eine akute und eine chronische
Verlaufsform der AIS, die alle Altersklassen betreffen kann (Stephens und Hampson,
2001). In den USA, Australien und Schweden wurde bei Wildgefligel (Wassergefligel und
Federwild) B. pilosicoli nachgewiesen. Mdglicherweise stellen diese Tiere ein Naturreservoir
fur B. pilosicoli dar, von denen Infektionen von Huhnern ausgehen (Jansson et al., 2001;
Oxberry et al., 1998). Ein ahnliches Bild ergab sich auch bei der Untersuchung von Zucht-
und Wildenten, die zu 93 % bzw. 78 % positiv fur B. hyodysenteriae waren. (Jansson et al.,
2004). Doch nicht nur bei Hihnern und Wildvogeln kommen Brachyspiren vor, sondern auch
viele andere Vogelarten konnen Brachyspira spp. beherbergen. So wurden bei Truthihnern
B. pilosicoli (Shivaprasad und Duhamel, 2005) und bei Gansen B. alvinipulli (Nemes et al.,
2006) gefunden. Auch bei diesen Tieren kdnnen AlS-Infektionen zu einer erhdhten
Mortalitdtsrate von 28 % bzw. 18 % und zu einer ha&morrhagisch bis nekrotisierenden

Entziindung des Dickdarms (Kolon und Rektum) fihren. Dass auch B. hyodysenteriae bei
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Vogeln vorkommen kann, zeigen Berichte tUber an Typhlokolitis erkrankten Nandus (Rhea

americana) (Jensen et al., 1996; Kutzer et al., 2005; Sagartz et al., 1992).

Wiederholt wurde in unterschiedlichen Untersuchungen B. pilosicoli bei Hunden
nachgewiesen (Duhamel et al., 1998; Fellstrom et al., 2001; Manabe et al., 2004; Munshi
et al., 2004; Oxberry und Hampson, 2003). Die Bedeutung von B. pilosicoli als Erreger der
intestinalen Spirochatose bei Hunden scheint gering zu sein. Der Hund kann aber als
moglicher Reservoirwirt flir die humanpathogene Spezies B. pilosicoli gelten. Daneben
wurden auch Brachyspiren bei Hunden nachgewiesen, die eine groRe Ahnlichkeit zu B.
innocens aufwiesen. Eine genauere Untersuchung mittels Ribotypisierung (Hybridisierung
Sau3Al restringierter chromosomaler DNS mit markierter rRNS) zeigte, dass sich die Isolate
von B. innocens in ihrem Bandenmuster unterschieden und somit vorlaufig als ,Serpulina
canis* bezeichnet wurden (Duhamel et al., 1998). Die Klassifizierung als eigenstandige

Spezies wurde aber bisher nicht bestéatigt.

Auch bei Affen wurde das Vorkommen von intestinalen Spirochaten untersucht. Der
Schwerpunkt der Untersuchung zielte auf dem Nachweis der humanpathogenen Spezies
B. aalborgi und B. pilosicoli. Von insgesamt 35 Primatenaffen wurde in sechs Kotproben
mittels PCR B. aalborgi, dagegen in keiner Probe B. pilosicoli detektiert (Munshi et al.,
2003).

Beim Menschen wird das Krankheitsbild der intestinalen Spirochatose (HIS: humane
intestinale Spirochatose) durch B. pilosicoli bzw. B. aalborgi hervorgerufen (Esteve et al.,
2006; Kraatz et al., 2001; Mikosza et al., 1999; Mikosza et al., 2001). Bereits 1982 wurde
B. aalborgi als neue Spezies identifiziert, die aus humanen Rektum-Biopsieproben von
Patienten mit HIS aus Aalborg (Danemark) isoliert worden war (Hovind-Hougen et al.,
1982). Daneben gibt es nur noch einige vereinzelte Untersuchungen, bei denen B. aalborgii
auch kulturell nachgewiesen wurde (Calderaro et al., 2003; Kraaz et al., 2000). In einer
Studie in Bali wurde gezeigt, dass bei durchfallkranken Menschen zu einem hdheren
Prozentsatz B. pilosicoli nachweisbar ist, als bei gesunden Menschen (Margawani et al.,
2004). Es lieR sich aber kein statistischer Zusammenhang mit dem Besitz oder Kontakt von
Haus- oder Nutztieren als mogliches Erregerreservoir ableiten. Allerdings wiesen diejenigen
Menschen vermehrt Spirochéten auf, die mit Brunnenwasser und nicht mit Leitungswasser

versorgt wurden (Margawani et al., 2004).

2.1.2 Diagnostik und Speziesdifferenzierung von porcinen Brachyspiren

Zur ldentifizierung und Differenzierung von Brachyspiren werden sowohl phanotypische als

auch genotypische Methoden angewandt.
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2.1.2.1 Kultureller Nachweis von Brachyspiren

Ein erster Schritt zur Identifizierung und phanotypischen Differenzierung porciner Brachy-
spiren ist die kulturelle Anzucht dieses strikt anaerob wachsenden, anspruchsvollen
Bakteriums aus geeignetem Probenmaterial (Schweinekot oder Darminhalte) (Waldmann et
al., 2000). Fur eine erfolgreiche Anzucht scheint vor allem die Wahl eines geeigneten

Transportmediums und eine kurze Transportdauer essentiell zu sein (Verspohl et al., 2001).

Da Brachyspiren sich nur langsam vermehren, kénnen sie leicht von der Begleitflora in den
jeweiligen Probenmaterialien Uberwachsen werden. Daher wurden verschiedene Versuche
unternommen, die Sensitivitat und Spezifitdt des Anzuchtverfahrens durch Zusatz von
Antibiotika oder Schweinekotextrakt zu verbessern. Zudem wurde eine 48-stindige
Vorinkubation der Proben in einer Brain-Heart-Infusion-Bouillon mit Zusatz von Rifampicin
und Spectinomycin vorgeschlagen (Calderaro et al., 2005). Als Basis-Nahrmedium fur die
Anzucht von Brachyspira spp. wurden Trypticase-Soja-Agar, Brain-Heart-Infusion-Agar,
Diagnostik-Sensitivity-Test oder Columbiaagar mit 5 bis 10 % Rinder-, Pferde- oder
Schafblut verwendet (Calderaro et al., 2005; Feltrup et al., 1999a; Verspohl et al., 2001).
Zusatzlich wurde auch die Supplementierung mit bis zu 10 % bovinem fetalen Serum
angeregt (Joens und Kinyon, 1982). Diesen Nahrmedien wurden dann Spiramycin,
Rifampicin, Spectinomycin, Vancomycin, und/oder Colistin zugegeben (Calderaro et al.,
2001a; Calderaro et al., 2005; Feltrup et al., 1999a; Kunkle und Kinyon, 1988; Verspohl
et al., 2001). Neben der Wahl des Nahrmediums scheint auch die Inkubationstemperatur
und -dauer einen Einfluss auf die Nachweisrate zu haben. Die Inkubationstemperatur lag in
den verschiedenen Studien zwischen 37 °C und 42 °C (Feltrup et al., 1999a; Hommez et
al., 1998; Verspohl et al., 2001; Waldmann et al., 2000). Die Dauer der Inkubation lag
zwischen drei bis vier Tagen (Feltrup et al., 1999a; Hommez et al., 1998), drei bis sechs
Tagen (Fellstrom et al., 1999), sieben Tagen (Verspohl et al., 2001) oder drei bis zehn
Tagen (Barcellos et al., 2000; Fellstrom et al., 1999). Die Nachweisgrenze fir kulturell-
bakteriologische Untersuchungen schwankt demnach auch sehr von mit 5 x 10% Zellen / g
Kot bei Anwendung einer Vorinkubation (Calderaro et al., 2005) bis hin zu 1 x 10°
Bakterienzellen / g Kot bei direkter Anzucht ohne Voranreicherung (Kunkle und Kinyon,
1988).

Um die Sensitivitdt der kulturellen Untersuchung zu erhdhen, wurden auch Versuche
unternommen, die Brachyspiren mittels Immunmagnetischer Separation (IMS) aus dem
Probenmaterial Kot anzureichern (Corona-Barrera et al., 2004). Dabei zeigte sich, dass
weder fir den Nachweis von B. hyodysenteriae, noch fur B. pilosicoli die Spezifitat und

Sensitivitat gegentber dem kultur-bakteriologischen Nachweis tUberlegen war.
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Nach der Isolation der Brachyspiren wurden zur Speziesidentifizierung ein Leitfaden von
Fellstom, Feltrup und Stanton (1997) veroffentlicht. Die Spezieseinteilung erfolgt demnach
nach Auswertung der Hamolyse (stark oder schwach), Indolbildung, Hippuratspaltung sowie
der a-Galaktosidase- und a- und B-Glucosidaseaktivitat (siehe auch Tabelle 4, Seite 29,
Fellstrom et al., 1997; Feltrup et al., 1999a; Stanton et al., 1997). Allerdings konnte auch
gezeigt werden, dass sowohl Indol-abbauende als auch Indol-nicht-abbauende
B. hyodysenteriae-Isolate bei Schweinen vorkommen kdnnen, da es sich um Stamme mit
identischen PFGE-Profilen handelte, die zudem identische 16S rRNS-Sequenzen besalien
(Fellstrom et al., 1999).

21.2.2 Molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Brachyspiren

Da in der akuten Phase einer Infektion von Schweinen ca. 1 x 10® Zellen pro Gramm Kot
ausgeschieden werden, konnen Nachweisverfahren, die auf der Anzucht der Isolate
basieren, deutlich an ihrer Nachweisgrenze liegen (Neef et al., 1994b). Daher befasste man
sich schon frihzeitig mit den Moglichkeiten des genotypischen Nachweises. Bereits 1994
wurde eine B. hyodysenteriae-spezifische PCR entwickelt, die eine Nachweisrate von 10 bis
100 Organismen in 1 g Schweinekot aufwies (Elder et al., 1994). Inzwischen wurden etliche
PCRs publiziert, mit deren Hilfe Brachyspiren-spezifische DNS, meist direkt aus Kotproben

ohne Kultivierung der Bakterien, erfolgen kann.

Als Zielsequenzen fur den Nachweis von B. hyodysenteriae diente meist das nox-Gen, das
die NADH-Oxidase kodiert und die Aerotoleranz vermittelt (Atyeo et al., 1999; La et al.,
2003) oder das tlyA-Gen (ein Hamolysin, dass nahezu ausschliesslich kodiert (Fellstrom et
al., 2001; Jansson et al., 2004)). Dagegen werden fir den Nachweis von B. pilosicoli
Sequenzen aus dem 16S rRNS-Gen genutzt (La et al.,, 2003). Neuere Entwicklungen
favorisieren den gleichzeitigen Nachweis verschiedener Brachyspira-Spezies oder sogar
Bakterien Genera. So wurde eine Duplex-PCR entwickelt, die parallel B. hyodysenteriae und
B. pilosicoli detektiert (La et al., 2003) oder auch eine Multiplex-PCR fur den Nachweis von
B. hyodysenteriae, B. pilosicoli und B. intermedia (Song und Hampson, 2009). Auch
Multiplex-PCRs wurden publiziert, die parallel B. hyodysenteriae, Lawsonia intracellularis
und Salmonella spp. (Suh und Song, 2005; Suh und Song, 2005) oder B. hyodysenteriae,
B. pilosicoli und Lawsonia intracellularis nachweisen (La et al., 2006). Eine multiplex-real-
time PCR detektiert aus Schweinekotproben B. hyodysenteriae, B. pilosicoli und Lawsonia

intracellularis (Willems und Reiner, 2010).

Die Identifizierung der Brachyspiren-Spezies erfolgte lange anhand der oben beschriebenen
biochemischen Marker. Allerdings erleichterte die Einflihrung genotypischer Methoden, die

Identifizierung erheblich. Im Vordergrund stand hier die Entwicklung speziesspezifischer
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PCRs auf Basis der bis dahin bekannten nox-Gen-Varianten von B. hyodysenteriae,
B. intermedia, B. pilosicoli, sowie B.innocens und B. murdochii (Atyeo et al., 1999;
Weissenbock et al., 2005). Eine Methode, mit der die geringeren Unterschiede einfach
genutzt werden konnten, war die Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)-
Analyse des nox-Gens. Hierfir wurde ein DNS-Fragment aus dem nox-Gen mittels PCR
amplifiziert und anschlielend mit den Restriktionsendonukleasen Bfml und Dpnll verdaut
(PCR-RFLP; siehe auch Tabelle 6 auf Seite 32). Anhand der so gewonnenen Fragmente
erfolgte die Zuordnung zu einer bestimmten Brachyspiren-Spezies, wobei die Spezies
B. hyodysenteriae, B. intermedia, B. innocens, B. murdochii, und B. aalborgii eindeutig
identifiziert werden konnten. B. pilosicoli und B. alvinipulli wiesen identische
Restriktionsmuster auf (Rohde et al., 2002; Townsend et al., 2005). Im direkten Vergleich
der Speziesidentifizierung mittels (1) biochemischer Methoden (Fellstrom und
Gunnarsson, 1995), (2) nox-Gen basierter PCR-RFLP (Rohde et al., 2002) und (3) spezies-
spezifischer nox-Gen-PCRs (Weissenbdck et al., 2005) besald die PCR-RFLP die hdchste
Spezifitat (Ohya et al., 2008). Die Unterscheidung der Spezies B. suanatina von B. hyo-
dysenteriae ist mittels PCR zuverlassig mdoglich, da bisher das H&amolysin-Gen tlyA
ausschlieB3lich bei B. hyodysenteriae-Isolaten, im Gegensatz zu den B. suanatina-lsolaten,

gefunden wurde (Rasback et al., 2007a).

Die in den letzten Jahren publizierten Methoden wie der Multilokussequenztypisierung
(MLST, La et al., 2009; Rasback et al., 2007b), Restriktionsendonukleasenanalyse (REA,
La et al., 2009), Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE, La et al., 2009) oder ,random amplified
polymorphic DNA“ (RAPD, Fellstrém et al., 2008; Hidalgo et al., 2010), spielen fur die
Routinediagnostik von Brachyspiren keine Rolle. Diese Methoden werden nur fir
epidemiologische Auswertungen oder fiir Untersuchungen zur genetischen Diversitat und der

Verwandtschaft von B. hyodysenteriae-Isolaten eingesetzt.

2.2 Therapie der Dysenterie

2.2.1 Zur Therapie verwendete Wirkstoffe und deren Wirkmechanismus
Tiamulin

Bei dem Wirkstoff Tiamulin handelt es sich um ein synthetisches Derivat des trizyklischen
Diterpen-Antibiotikums Pleuromutilin, das von bestimmten Basidiomyceten, wie Pleurotus
mutilis, hergestellt wird (Novak und Shlaes, 2010). In kommerziellen Praparaten ist es meist

als Tiamulinfumarat enthalten (Ungemach et al., 2010). Die bakteriostatische Wirkung wird
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durch die Bindung an die 50S-Untereinheit der Ribosomen und die darauffolgende
Hemmung der Peptidyltransferase vermittelt. Hieraus resultiert ein Proteinsyntheseabbruch
(Schlinzen et al., 2004). Tiamulin findet als freie Base fir die parenterale Applikation tber
das Futter oder Trinkwasser Verwendung. Der Wirkstoff wird gut enteral resorbiert und
erreicht nach zwei bis vier Stunden seine maximale Konzentration im Serum (zitiert nach
Kessler, 2001).

Valnemulin

Valnemulin ist ein semisynthetisches Derivat des Pleuromutilins Tiamulin, welches sich von
diesem durch eine andere Seitenkette unterscheidet, aber ein gleiches Wirkprinzip besitzt
(Long et al., 2006). In Form von Valnemulinhydrochlorid ist dieser Wirkstoff in Deutschland

kommerziell erhéltlich (Ungemach et al., 2010).

Lincomycin

Lincomycin gehort zur Gruppe der Lincosamide und ist somit ein Monoglykosid mit einer
Aminosaure-dhnlichen Seitenkette (Spizek et al., 2004). Handelspraparate enthalten meist
Lincomycinhydrochlorid (Ungemach et al., 2010). Lincomycin wirkt Uber eine reversible
Bindung an die 50S-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen bakteriostatisch, wodurch die

Proteinsynthese der empfindlichen Erreger unterbunden wird (Vazquez, 1967).

Tylosin

Tylosin gehort zur Gruppe der 16-gliedrigen Makrolide (Anadén und Reeve-johnson, 1999;
Mazzei et al., 1993). Der Wirkstoff ist schwach basisch und vom Aufbau her ein Lactonring
mit 16 Atomen, der glykosidisch mit den Monosacchariden Mycinose, Mycaminose und
Mycarose verbunden ist. Tylosin ist lipophil und dadurch gut membrangangig. Es ist in
Reinform ein weilRes bis blassgelbes Pulver, das eher schlecht in Wasser, aber sehr gut in
Ethanol und Fett 16slich ist. Das in Handelspréaparaten enthaltene Tylosintartrat und Tylosin-
phosphat ist hingegen gut wasserltslich (Ungemach et al., 2010). Der Wirkmechanismus ist
mit dem der Lincosamide vergleichbar, da die Proteinsynthese an der 50S-Untereinheit ge-
hemmt wird und die Bindung von Aminoacyl-tRNA blockiert wird (Furneri und Nicoletti,
1991; Mazzei et al., 1993). Tylosinphosphat, wie auch Lincomycin, wird nur in geringen
Mengen nach oraler Gabe resorbiert, so dass der Hauptwirkort der beiden Chemothera-
peutika im Darm liegt (Waldmann und Wendt, 2004).



12 Schrifttum

2.2.2 Aktuelle Daten zur Wirksamkeit beim Schwein

Wie bereits in Kapitel 1 erwadhnt, steht die antibiotische Therapie zur Bekdmpfung von durch
Brachyspiren  hervorgerufenen  Erkrankungen im  Vordergrund. Dabei ist die
Antibiotikaempfindlichkeit der B. spp.-Feldisolate grundlegend fiir eine erfolgreiche Therapie.
Die Antibiotikaempfindlichkeitsprifung von Brachyspira spp. aus Schweinekot- und Darmin-
haltsproben wurde bereits in zahlreichen Landern durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Wirksam-
keitsprifung der verschiedenen Chemotherapeutika meist entweder mit dem Agardilutions-
test (ADT) und / oder dem Mikrobouillondilutionstest (MBDT). Die Tabelle 2 gibt einen
Uberblick iber die fir B. hyodysenteriae erhobenen Daten gegeniber den

Chemotherapeutika Tiamulin, Valnemulin, Tylosin und Lincomycin.

Betrachtet man die fur B. hyodysenteriae aus deutschen Schweinebestanden im MBDT
erhobenen MHKs0- und MHKgo-Werte gegendber Tiamulin genauer, so ist bei den meisten
Publikationen eine Ubereinstimmung der Werte feststellbar. In einer aktuellen Untersuchung
zeigt sich, dass der MHKso-Wert von 48 in Deutschland untersuchten B. hyodysenteriae-
Isolaten bei 0,5 pg/ml lag und insgesamt 79,2 % der Isolate als sensibel eingestuft werden
konnten (Ritzmann et al., 2009). Dies stimmt mit den Daten von 102 Stdmmen Uberein, die
im Jahr 2002 isoliert wurden, und bei denen eine MHKs, von 0,5 pg/ml bestimmt wurde
(Rohde et al.,, 2004). In derselben Arbeit wurden auch Stdmme aus jungeren Jahren
untersucht und eine Zunahme der MHKso-Werte beschrieben. So wiesen Isolate aus den
Jahren 1989 bis 1993 mit 0,063 pg/ml die niedrigste MHKg, auf, die bis zu einer MHKso von
2 pg/ml im Jahr 2001 anstieg (Tabelle 1). Die Autoren haben fur den im Jahr 2002 beobach-
teten Abfall der MHKg, von 2 pg/ml auf 0,5 pg/ml keine Erklarung (Rohde et al., 2004).
Allerdings scheint es in den folgenden Jahren wieder zu einem Anstieg an resistenten
Stammen gekommen zu sein, denn Rohde und Kollegen konnten einen Anteil von 45,5 %
resistenter Stamme mit dem ADT QuickMIC® nachweisen, wie auch Gundlach (2001) mit
53,2 % im ADT. Dennoch liegen insgesamt die fir Isolate aus deutschen Betrieben mit dem
MBDT erhobenen Daten im europaischen Durchschnitt. Bei der Uberpriifung aus deutschen
Betrieben waren die mit dem MBDT erhobenen Daten vergleichbar mit denen aus
europdischen Landern. Bei der Sensibilitat von B. hyodysenteriae-Isolaten aus Spanien
gegen Tiamulin wurde ein MHKso-Wert von 0,25 pg/ml erreicht, wobei es in den Jahren 2000
bis 2008 zu keiner Veranderung dieses Wertes kam (Hidalgo et al., 2009). Auch in
Tschechien (MHKsq 0,25 pg/ml, Lobova et al., 2004), Schweden (0,08 pg/ml, Karlsson et
al., 2003), und Belgien (0,125 pg/ml, Vyt und Hommez, 2006) wurde die Uberwiegende

Anzahl der Stamme als sensibel gegeniber Tiamulin eingestuft.
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Zu Stammen anderer Brachyspira spp. als B. hyodysenteriae liegen nur sehr wenige Daten
vor. Bei B. pilosicoli-Isolaten ergab sich im QuickMIC-Test® eine Resistenzrate von 6,13 %
gegeniuber Tiamulin (Rohde, 2006). Auch in weiteren Untersuchungen erwies sich
B. pilosicoli im MBDT in der MHKsq oder MHKgo entweder vollstandig (Kessler, 2001) oder
zu Uber 70 % empfindlich (Ritzmann et al., 2009). Es zeigte sich, dass die im ADT
erhobenen MHKso- oder MHKgo-Werte jeweils um eine Konzentrationsstufe héher lagen, als
im MBDT (Kessler, 2001). Fur die Spezies B. intermedia, B. innocens und B. murdochii
lagen die ermittelten Werte jeweils im empfindlichen Bereich und haufig sogar unterhalb der
niedrigsten, gemessenen Konzentrationsstufe fur Tiamulin (Karlsson et al., 2003; Kessler,
2001; Ritzmann et al., 2009).

Im europaischen Vergleich lagen die im ADT ermittelten minimalen Hemmkonzentrationen
wesentlich niedriger und verhielten sich mit MHKs,-Werten zwischen 0,125 pg/ml — 0,3 pug/ml
in ihrer Antibiotikaempfindlichkeitspriifung &hnlich hoch wie die B. hyodysenteriae-
Feldstamme von Kefler. So ergab die Untersuchung von 100 tschechischen
B. hyodysenteriae-Isolaten eine MHKs, von 0,25 pg/ml und 90 % der getesteten Stamme
konnten mit einer Konzentration von 2,0 pg/ml Tiamulin gerade noch in ihrem Wachstum
gehemmt werden (Lobova et al., 2004). In Belgien lagen die im ADT gepriften 30
B. hyodysenteriae-Isolate nur bei 0,125 bzw. 0,5 pg/ml in ihren MHKso und MHKgo-Werten
(Vyt und Hommez, 2006).

2.3 Antibiotikaresistenz

2.3.1 Mechanismen der Antibiotikaresistenz

Allgemeines

Der Begriff ,Resistenz* beschreibt eine graduell variierende Unempfindlichkeit von Mikroor-
ganismen gegeniber antimikrobiellen Wirkstoffen (Schwarz und Kehrenberg, 2000). Der
Grad der Unempfindlichkeit hangt dabei von den jeweiligen Wirkstoffen, den zu

untersuchenden Bakterien und den spezifisch vorliegenden Resistenzmechanismen ab.

Grundsatzlich unterscheidet man zwischen der intrinsischen und der erworbenen Resistenz
eines Mikroorganismus. Die intrinsische oder auch natirliche Resistenz bezeichnet eine fir
eine bestimmte Bakteriengattung oder -art spezifische Eigenschaft, bei der entweder die
Wirkorte der Antibiotika ganz fehlen oder verandert sind. Im Gegensatz dazu stellt die

erworbene Resistenz eine fur einzelne Bakterienstamme spezifische Eigenschaft dar, die
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entweder auf resistenzvermittelnden Mutationen chromosomaler Gene oder auf dem Erwerb
von Resistenzgenen beruht. Die Produkte der Resistenzgene kdnnen entweder Resistenz
gegeniber (1) einzelnen Wirkstoffen oder Vertretern der gleichen Wirkstoffklasse (z. B. B-
Laktamantibiotika, Tetracycline oder Aminoglykoside), (2) unterschiedlichen Wirk-
stoffklassen, die jedoch die gleiche zellulare Angriffsstelle besitzen (z. B. Makrolide,
Lincosamide und B-Komponenten der Streptogramine) oder aber (3) gegentber strukturell
und funktionell verschiedenen antimikrobiellen Wirkstoffen, nukleinsaurebindenden Substan-

zen und Detergenzien (z. B. ,Multidrug-Transporter“) vermitteln.

Durch die Anwendung von antimikrobiellen Wirkstoffen kann es zur Selektion resistenter
Bakterien kommen. Grundlagen fir eine rasche Ausbreitung von Resistenzen sind die Loka-
lisation der Resistenzgene auf mobilen genetischen Elementen (Plasmide, Transposons,
Genkassetten) sowie ein enger Kontakt der Bakterien in einem polymikrobiellen Umfeld.
Neben den Transferprozessen, die in Bakterienpopulationen eines einzigen Wirtes (Tier oder
Mensch) erfolgen koénnen, stellt die Ubertragung resistenter Bakterien zwischen
verschiedenen Menschen, sowie unterschiedlichen Tieren und Menschen einen wichtigen
Gesichtspunkt bei der Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen dar. Doch nicht nur das Ein-
dringen und Haften, sondern auch die zumindest zeitweise Vermehrung der resistenten Bak-
terien im neuen Wirt bilden eine Voraussetzung der Antibiotikaresistenz (Schwarz, 2001).
Eine Gefahrdung des Menschen durch resistente Bakterien beim Tier beruht prinzipiell auf
zwei Moglichkeiten: der Ubertragung resistenter Zoonoseerreger und dem Transfer von
Resistenzgenen im Menschen zwischen fir den Menschen apathogenen, vom Tier
stammenden Erregern und humanpathogenen Bakterien. In beiden Fallen spielt der

notwendige Selektionsdruck eine entscheidende Rolle.

Eine Vielzahl antimikrobieller Resistenzen werden bei Staphylokokken, wie auch bei anderen
grampositiven und gramnegativen Bakterien, auf Plasmiden oder in Transposons kodiert.
Plasmide sind extrachromosomale, doppelstrangige DNS-Molekile unterschiedlicher GroRRe
und koénnen sich autonom replizieren. Transposons sind doppelstrangige DNS-Elemente, die
aufgrund ihrer Transposase- und Resolvasefunktionen zum eigenstandigen Ortswechsel
beféahigt sind, aber -im Gegensatz zu Bakterien- keine Replikationsfunktionen besitzen und
zu ihrer Vermehrung in Vektormolekile mit intaktem Replikationsapparat integrieren missen
(Werckenthin und Schwarz, 1997).

Zum effektiven in-vitro-Gentransfer werden die Transformation, Transduktion und Konjuga-
tion beschrieben. Dabei beschreibt die Transformation die Ubertragung von DNS in kom-
petente, d.h. fur die Aufnahme von Fremd-DNS bereite Empféngerzellen. Bei der Transduk-
tion handelt es sich um den Transfer chromosomaler bzw. extrachromosomaler DNS mit

Hilfe von Bakteriophagen. Wichtige Voraussetzung fir eine erfolgreiche Transduktion ist die
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Infektion der Spenderzelle mit einem lytischen Phagen bzw. die Induktion eines Prophagen
und das Vorhandensein der fir die Phagenanheftung erforderlichen Oberflachenrezeptoren
auf der Empfangerzelle (Werckenthin und Schwarz, 1997). Die Konjugation stellt einen
gerichteten Gentransfer aus einer Spenderzelle in eine entsprechende Empféangerzelle dar.
Die hierzu notwendigen Transfergene sind bei grampositiven Bakterien auf konjugativen
Plasmiden oder Transposons lokalisiert (Werckenthin und Schwarz, 1997). Betrachtet man
die Ergebnisse der Antibiotikaempfindlichkeitsprifung von B. hyodysenteriae-lsolaten
gegeniber Valnemulin, so wurden in Deutschland im MBDT meist niedrigere MHK-Werte
fur B. hyodysenteriae gemessen als bei Tiamulin. Die MHKso- als auch die MHKge-Werte
lagen jeweils im empfindlichen Bereich (Ritzmann et al., 2009; Rohde et al., 2004). Auch im
ADT erwiesen sich die Isoltate gleich empfindlich gegentber Valnemulin. Ein Anstieg der
MHKgo von 0,5 pg/ml auf 8 ug/ml im zeitlichen Verlauf der Isolation (zwischen 1989 — 2001)
war auch bei diesem Wirkstoff feststellbar (Kessler, 2001). Die mit Abstand hoéchste
Resistenzrate von 31,4 % wurde von Gundlach gemessen (Gundlach, 2001). Eine
geringfiigig niedrigere Resistenzrate von 28,55 % wurde mit dem ADT QuickMIC® erreicht
(Rohde, 2006).

Im europdischen Vergleich wurden die niedrigsten MHK-Werte in Belgien gemessen (Vyt
und Hommez, 2006). So lag die MHKgo mit 0,125 pg/ml Valnemulin in einem sehr geringen
Konzentrationsbereich. Dagegen wurden in England und Tschechien héhere MHKgo- bzw.
MHKgo-Werte von 0,125 und 4,0 pg/ml gemessen (Aitken et al., 1999; Lobova et al., 2004).
In australischen, schwedischen und spanischen Untersuchungen im Mikrobouillontest sowie
in Japan im Agardilutionstest erhobene MHK-Werte lagen fur Valnemulin ebenfalls im
empfindlichen Bereich (Hidalgo et al., 2009; Karlsson et al., 2003; Karlsson et al., 2004a;
Uezato et al., 2004).

Die ubrigen B. spp. waren nach Untersuchungen im ADT als auch im MBDT empfindlich

gegenuber Valnemulin (Kessler, 2001).

Das in der Praxis zur Behandlung der Schweinedysenterie eingesetzte Makrolidantibiotikum
Tylosin lag sowohl in Schweden (Karlsson et al., 2002; Karlsson et al., 2003) als auch in
Spanien (Hidalgo et al., 2009) in jeweils beiden MHKsq und MHKg,-Werten im resistenten

Bereich. Daten aus Deutschland liegen hierzu nicht vor.

Im Agardilutionstest ermittelte minimale Hemmkonzentrationen von Tylosin gegeniber dem
Erreger der Schweinedysenterie ergaben ahnlich hohe Werte wie im MBDT. Mit beiden
Prifmethoden lagen die MHKso und MHKg-Werte in Europa, Australien und Japan im
resistenten Bereich (Aitken et al., 1999; Hidalgo et al., 2009; Karlsson et al., 2002;
Karlsson et al., 2003; Uezato et al., 2004; Vyt und Hommez, 2006). Auf Deutschland
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bezogen erwies die Rate resistenter Stamme Werte von rund 99 % (Rohde, 2006). Der
Anteil empfindlicher B. hyodysenteriae-Isolate betrug lediglich 0,13 %. In einer weiteren
deutschen Studie wurde mit 99,25 % ein ahnlich hoher Anteil resistenter Stdmme gemessen
(Gundlach, 2001).

Das Lincosamidantibiotikum Lincomycin wird in Deutschland seit vielen Jahren zur
Behandlung der Schweinedysenterie eingesetzt und wurde bereits in zahlreichen Studien,
ebenso wie die bisher genannten Chemotherapeutika, auf seine in-vitro-Wirksamkeit gegen-
Uber Brachyspiren geprift. Insgesamt zeigte sich in Untersuchungen der letzten Jahre, dass
B. hyodysenteriae-Isolate aus deutschen Schweinebestdnden zu 90 % bis 95,1 % resistent
gegeniiber Lincomycin sind (Gundlach, 2001; Rohde, 2006).

Im européischen Vergleich lagen dazu die im MBDT getesteten B. hyodysenteriae-Isolate
aus Spanien bei einer MHKs5q von 16 pug/ml und einer MHKg, von 32 ug/ml und sind somit als
intermedidr zu beurteilen (Hidalgo et al., 2009). Eine log-Stufe hdher lag die im selben
Testverfahren bei einem gleich hohen MHKso-Wert in Schweden ermittelte MHKgyo (Karlsson
et al., 2002). In Belgien konnten noch hohere Werte mit einem MHKs,-Wert von 64 pg/ml
bzw. einem MHKgo-Wert von 128 pg/ml gezeigt werden (Vyt und Hommez, 2006). In Japan
wiesen die Isolate im Agardilutionstest eine MHKg von 50 pg/ml auf (Uezato et al., 2004)
und diese lagen damit unter dem Wert ihres belgischen Kollegen Hommez, der das gleiche

Testsystem verwendete.

2.3.2 Mechanismen der Antibiotikaresistenzen bei Brachyspira spp.

2.3.2.1 Resistenz gegenuber Tylosin und Lincosamiden

Bei Brachyspira spp.-Isolaten ist die Resistenz gegentiber Makroliden weit verbreitet. Isolate
mit hohen MHK-Werten gegentiber Makrolidantibiotika wie z. B. Tylosin zeigen haufig auch
hohere MHK-Werte gegenuber Lincomycin (Pringle et al., 2006). Dies liegt darin begrindet,
dass sowohl Makrolide als auch Lincosamide uberlappende Bindungsstellen an den
Ribosomen besitzen. Um die Grundlage dieser Resistenz zu ermitteln, wurden B. hyodysen-
teriae-Stdmme mit Hilfe der DNS-Sequenzierung der Peptidyltransferaseregion der 23S-
rDNS untersucht (Karlsson et al., 1999). Die hierfir untersuchten B. hyodysenteriae-Isolate
waren zuvor entweder als resistent (n = 7) oder als empfindlich (nh =7) eingestuft worden.
Dabei zeigte sich, dass die Resistenz der B. hyodysenteriae-Isolate gegeniber Tylosin,
Erythromycin und Clindamycin mit einer Transversionsmutation von Adenin zu Thymin an
der Nukleotidposition 2058 (Positionsangaben gemalR des 23S rRNS-Gens von E. coli)

assoziiert war. Bei empfindlich eingestuften Isolaten konnte in vitro die Resistenz durch die
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Subkultivierung auf Tylosin-haltigem Agar (f.c. 4 pg/ml) provoziert werden. Bei diesen Stam-
men wurde an der Position 2058 des 23S rRNS-Gens eine Substitution des
Adenin durch Guanin nachgewiesen. Dies zeigt, dass die Resistenz von B. hyodysenteriae
auf der Mutation eines einzigen Nukleotids beruhen kann. Da Tylosin weit verbreitet in der
Schweinehaltung sowohl als Therapeutikum als auch ehemals als Wachstumsférderer
eingesetzt wurde, ist das vermehrte Auftreten von Resistenzen der Brachyspiren gegentuber

dem Chemotherapeutikum nicht weiter verwunderlich (Karlsson et al., 1999).

Auch an B. pilosicoli-Isolaten wurden Untersuchungen zur Antibiotikaresistenz gegenuber
Lincosamiden und Makroliden durchgefihrt (Karlsson et al., 2004b). Zur genaueren Pri-
fung der Antibiotikaresistenz flihrten sie nach der vorangegangenen Resistenzprifung bei
zehn Tylosinresistenten (als resistent wurden die Isolate innerhalb dieser Studie eingestulft,
wenn ihr MHK-Wert > 32 ug/ml Tylosin lag) und zehn Tylosinempfindlichen B. pilosicoli-
Isolaten eine Sequenzierung durch. Die hierdurch erhaltenen Ergebnisse waren leider etwas
widerspruchlich. So wiesen sechs der zehn Tylosin-resistenten Stamme an Position 2058
eine Transversion von Adenin zu Thymin und an der Position 2059 den Austausch von
Adenin mit Guanin bzw. Cytosin auf. Bei den vier Ubrigen Tylosin-resistenten Stdmmen
waren diese Mutationen allerdings nicht nachweisbar. Da aber in dieser Studie nur die
Bindungsstelle der Makrolid- und Lincosamidantibiotika, also ein kleiner Teil der Doméane V
des 23S rRNS-Gens, genauer auf Mutationen untersucht wurde, vermuteten Karlsson und
Kollegen, dass eine Mutation im nachfolgenden, nicht untersuchten Teil des Gens vorliegen
koénnte. Dies wurde bereits bei Streptococcus pneumoniae an der Position 2610 — 2611 des
23S rRNS-Gens und am ribosomalen Protein L4 als Ursache einer Makrolidresistenz
beschrieben (Tait-Kamradt et al., 2000). Nach den Ergebnissen einer schwedischen Studie
stellte man fest, dass B. pilosicoli-Isolate mit hohen Tylosin MHK-Werten auch hohe MHK-
Werte gegen Lincomycin zeigten, was auf der Tatsache beruht, dass die Makrolide und

Lincosamide an lUberlappenden Stellen der Ribosome binden (Pringle et al., 2006).

2.3.2.2 Resistenz gegen Pleuromutiline (Tiamulin, Valnemulin)

Bei E. coli binden Tiamulin und Valnemulin an die 50S Untereinheit des Ribosoms der Bakte-
rien und inhibieren durch Interaktion mit dem Bereich der Peptidytransferase die Proteinbio-
synthese (Bgsling et al., 2003). Untersuchungen zur Wirkungsweise bei Brachyspiren
wurden erst vor wenigen Jahren durchgefuhrt. Dabei wurde sowohl mittels Sequenzierung
als auch einem chemischen ,footprinting” eine Mutation am ribosomalen Protein L3 und der
23S-rRNS am Peptidyltransferasezentrum als Ursache der Resistenz von Brachyspira spp.

gegeniber den Pleuromutilinen nachgewiesen (Pringle et al., 2004).
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Karlsson et al. (2004) untersuchte die Verwandtschaft von zuvor im MBDT als resistent
gegeniber dem Pleuromutilin Tiamulin eingruppierten B. hyodysenteriae-Isolaten aus
Deutschland, Schweden und England mittels Pulsfeldgelelekrophorese (PFGE). Die Autoren
vermuteten, dass die Resistenz der Stdmme durch einzelne Mutationen in der Domé&ne V der
23S rRNS hervorgerufen wird. Eine Auswirkung auf die PFGE-Profile war aber nicht

nachweisbar (Karlsson et al., 2004a).

2.3.3 Methoden zum Nachweis der Antibiotikaempfindlichkeit von Brachyspiren

Zum phanotypischen Nachweis der Empfindlichkeit eines Erregers gegentber Chemothera-
peutika gibt es mehrere verschiedene Testsysteme. Ziel ist es, den Erreger als ,,empfindlich®,
Jntermediar* oder ,resistent* gegen die gepruften antimikrobiellen Wirkstoffe zu beurteilen,
um einen geeigneten Wirkstoff fir eine Therapie auswéahlen zu kénnen. Am haufigsten
verwendet werden der Agardiffusionstest oder der Dilutionstest in verschiedenen Ausfih-

rungen der Reihenverdinnung (Schwarz, 2001).

2.3.3.1 Der Agardiffusionstest

Im Verfahren des Agardiffusionstests erfolgt die Diffusion der Wirksubstanzen aus einem mit
einer definierten Wirkstoffmenge beschickten Testblattchen in den Agar hinein, so dass ein
Wirkstoffgradient entsteht. Je nach Grad der Empfindlichkeit der zu untersuchenden
Bakterien wird das Bakterienwachstum in einen mehr oder minder groRen Bereich um das
Plattchen (Hemmhof) unterdriickt. Der Durchmesser des Hemmhofes gilt dabei als Mal} fur
die Beurteilung der Bakterien als resistent oder empfindlich und richtet sich individuell nach

dem getesteten Wirkstoff in Bezug zu dem jeweiligen Bakterium (Schwarz et al., 2003).

Der Agardiffusionstest hat sich als semiquantitative Bestimmungsmethode weltweit durchge-
setzt, da mit geringem Aufwand, preisgiinstig und relativ schnell ein Ubersichtsergebnis
erzielt wird (Altreuther et al., 1997; Kolbert und Shah, 2002). Um eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu erreichen empfiehlt es sich, vor der Durchfiihrung einer Resistenzstudie alle
Parameter (verwendetes Nahrmedium, pH-Wert und Schichtdicke des Agars, Inokulum,
verwendete Testblattchen, Inkubation, Auswertung und Qualitatssicherung mit Hilfe von
Kontrollkeimen, die bei jeder Prifung mitzufuhren sind) exakt zu definieren und damit fur
jedes Dbeteiligte Labor verbindlich festzuschreiben. Doch selbst bei bestmdglicher
Standardisierung bleibt der Agardiffusionstestverfahren ein semiquantitativer Test und
verfigt damit nicht Uber die fur allgemeine Aussagen zur Resistenzsituation erforderliche

Prazision (Altreuther et al., 1997). Aufgrund des langsamen und nur anhand der Hamolyse
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erkennbaren Wachstums der B. spp., ist dieses Testsystem zur Empfindlichkeitspifung von

Brachyspiren ungeeignet.

Der Epsilonmeter-Test, oder auch kurz E-Test, stellt eine Sonderform des Agardiffusions-
tests dar, der eine quantitative Aussage zur Empfindlichkeit der zu untersuchenden
Bakterien erlaubt. Beim E-Test wird ein mit einem Wirkstoffgradienten beschickter Streifen
auf eine Agarplatte aufgelegt. Die Auswertung der ellipsoiden Hemmzone ermdglicht dabei
Aussagen Uber den Grad der Empfindlichkeit der Bakterien und es kann auch bei diesem
Testverfahren anhand fortlaufender Konzentrationsstufen die minimale Hemmkonzentration
eines Antibiotikums gegeniber eines Bakteriums festgestellt werden (Baker et al., 1991;
Schwarz, 2001). Beim E-Test handelt es sich um ein gut durchzufiihrendes Verfahren,
welches auch bei nicht optimaler Standardisierung kritischer Parameter wie z. B. der
Inokulationsdichte, reproduzierbare Ergebnisse liefert. Daneben weisen die mit dem E-Test
ermittelten MHK-Werte auch eine Korrelation mit MHK-Werten, die mit Hilfe der klassischen
Dilutionsmethode erzielt wurden, auf. Auch langsam wachsende und anspruchsvolle Keime
wie Haemophilus spp. und Anaerobier kdnnen zuverlassig getestet werden. Jedoch stehen
die hohen Kosten fur die Wirkstoffstreifen sowie das fehlende Angebot von Chemothera-
peutika, die speziell in der Veterindrmedizin eingesetzt werden, einem breiten Einsatz des E-

Testes entgegen (Altreuther et al., 1997).

2.3.3.2 Dilutionsmethoden

Wahrend mit dem Agardiffusionstest im Wesentlichen nur qualitative Aussagen mdglich sind,
erlauben Reihenverdinnungstests auch quantitative Aussagen zum Grad der Empfindlichkeit
der Bakterien gegeniiber Chemotherapeutika (Schwarz, 2001). Bereits 1978 empfehlen
Hanson und Martin den Agardilutionstest zur Empfindlichkeitsprifung anaerober Bakterien.
Der Agardiffusionstest ist flr einige Anaerobier ungeeignet und zum anderen werden durch
den Dilutionstest MHK-Werte ermittelt (Hanson und Martin, 1978). Diese MHK-Werte liefern
am ehesten einen korrekten Wert fur die Empfindlichkeit von Mikroorganismen (Altreuther
et al., 1997). Die sogenannten Reihenverdinnungstests kdnnen unter Verwendung fester
Medien in Form der Agardilution (ADT) oder unter Verwendung flissiger Medien in Réhrchen
(Makrodilution) oder Mikrotiterplatten (Mikrodilution) durchgefuihrt werden. Hierbei wird eine
definierte Menge an Bakterien mit jeweils aufsteigenden Konzentrationen des zu
untersuchenden Wirkstoffs auf die Agaroberflache (ADT) bzw. in die Nahrbouillon (MBDT)
zugegeben und der Ansatz inkubiert. Bei der Anzucht der zu prifenden Bakterien in
flussigen Nahrmedien kommen haufig miniaturisierte Systeme wie die sogenannten
Mikrodilutionsteste zum Einsatz, die meist industriell vorgefertigt und standardisiert sind.

Dadurch kénnen bei der Testdurchfihrung Arbeitszeit und -kosten eingespart werden. Fur
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die Antibiotikaempfindlichkeitsprifung von anspruchsvollen Bakterien wie den Brachyspiren

fehlt jedoch meist ein entsprechendes, kommerziell erhéltliches Angebot.

Ein Nachteil der Dilutionstests im flissigen Nahrmedium stellt die Tatsache dar, dass eine
Kontamination oder eine Mischkultur nur schwer zu erkennen ist, da das Wachstum der
Keime lediglich eine Tribung des Nahrmediums verursacht. Das Mitfilhren einer
Reinheitskontrolle ist daher unerldsslich und das Problem des Nichterkennens einer
Kontaminante kann so auf einfache Weise ausgeschlossen werden. Es sollte darauf
geachtet werden, dass die Konzentrationsbereiche so gewéhlt werden, dass der Ubergang
von Wachstum zu Hemmung der Bakterien durch das Chemotherapeutikum erkennbar ist,

da sonst keine Endpunktbestimmung erfolgen kann (Kolbert und Shah, 2002).

Auch aus Sicht der Durchfiihrung eines Resistenzmonitorings ist das Dilutionsverfahren den
Diffusionstesten vorzuziehen. Grundvoraussetzung fur die Interpretation der dabei

ermittelten MHK-Werte sind aber auch hier valide Grenzwerte (Altreuther et al., 1997).

Zur Durchfiihrung der Antibiotikaempfindlichkeit von Brachyspiren sind Dilutionstests gut
geeignet. Am haufigsten erfolgten Antibiotikaempfindlichkeitsprifungen mit dem
Agardilutionstest. Bouillondilutionstechniken fanden weniger haufig Anwendung, da die
Durchfuhrung in  96-well  Platten (Miniaturisierung) auf Grund der hohen
Wachstumsanspriiche des Erregers nicht gelang. Fir eine erfolgreiche Durchfiihrung waren

mindestens 24-well Platten erforderlich (Karlsson et al., 2003).

2.3.3.3 Bewertung

Die ,Minimale Hemmkonzentration (MHK-Wert)“ stellt die niedrigste Konzentration eines
antimikrobiellen Wirkstoffes dar, ab der — unter standardisierten in vitro-Bedingungen — eine
bakteriostatische Hemmung eintritt (NCCLS, 2002). Es wird also die Wirkstoffkonzentration
ermittelt, die den Erreger am Wachstum hindert oder abtéttet (Altreuther et al., 1997). Dabei
ist der Trubungsgrad in den Vertiefungen der Mikrotiterplatten beim MBDT bzw. das
Wachstum der Bakterien im Bereich des aufgetragenen Inokulums beim ADT mit der
Wachstumskontrolle (enthédlt Bakteriensuspension ohne die Hemmsubstanzen des
antimikrobiellen Wirkstoffes) zu vergleichen und in die Auswertbarkeit des Testsystems mit
einzubeziehen. Der Vergleich zwischen der ,MHK in vitro* und den erreichbaren
~Wirkstoffspiegeln in vivo" bildet die Grundlage der bakteriologischen Resistenzbestimmung.
Dabei wird, unabhangig vom verwendeten Testsystem, die Antibiotikaempfindlichkeit als
-empfindlich” eingestuft, wenn die MHK des Erregers kleiner ist als die bei Ublicher, niedriger
Dosierung am Infektionsort erreichbare Antibibiotikakonzentration. Als ,intermediar® oder

,manig empfindlich* wird der Erreger bezeichnet, wenn seine MHK nur durch die hohe, vom
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Hersteller aber noch empfohlene Dosierung des Chemotherapeutikums erreicht wird. Ist ein
Erreger ,resistent* gegeniber einem Antibiotikum, so liegt die MHK des Erregers aul3erhalb
der vom Hersteller des antimikrobiell wirksamen Wirkstoffs empfohlenen und von amtlicher
Seite zugelassenen therapeutischen Breite und ist somit in vivo nicht realisierbar (Forth et
al., 1996). Fur die Einstufung des Erregers als ,empfindlich“ oder ,resistent* sind
therapeutisch relevante Grenzwerte (sogenannte ,Breakpoints®) notwendig (Kietzmann et
al., 2004). Bei der Festlegung der Breakpoints missen mikrobiologische Kriterien, chemisch-
physikalische Eigenschaften des Antibiotikums, dessen pharmakokinetisches und
toxikologisches Profil sowie klinische Kenntnisse berticksichtigt und in Einklang gebracht
werden. In diesem Zusammenhang stellt die Unterscheidung von konzentrationsabhéngig
und zeitabhangig wirksamen Antibiotika eine wesentliche Grundlage der Behandlungs-
planung dar. Fur konzentrationsabhéngig (z. B. Fluorchinolone, Aminoglykoside) wirksame
Antibiotika gilt, dass ihre Wirksamkeit in erster Linie vom Erreichen einer ausreichend hohen
Spitzenkonzentration abh&éngig ist. Fiur die Ubrigen, derzeit verwendeten Antibiotika, die
zeitabhangig wirken, ist die Zeitspanne entscheidend, innerhalb derer die Wirkstoffkonzen-
tration im Zielgewebe ausreichend weit oberhalb der MHK des zu bek&mpfenden bakteriellen
Erregers liegt. Dabei missen Breakpoints, die als Grundlage der Entscheidung tber den
therapeutischen Einsatz eines Antibiotikums und Uber die jeweiligen Behandlungskriterien
dienen sollen, so festgelegt werden, dass ein Behandlungserfolg gewahrleistet wird
(Kietzmann, 2003; Kietzmann et al., 2004).

Da die tatsachlichen Antibiotikakonzentrationen am Infektionsort nicht messbar sind, werden
bei der bakteriologischen Resistenzbestimmung leicht messbare ,Naherungswerte“ benutzt.
Dies sind die durchschnittlichen, in der Mitte eines Applikationsintervalls vorliegenden
Plasmakonzentrationen. Diese werden anhand von Normen mit ,niedriger und hoher
Dosierung realisierbaren Wirkstoffspiegel in vivo“ als die Grenzwerte fur die therapeutische
Beurteilung der minimalen Hemmkonzentration anerkannt. Jedoch setzen diese
Beurteilungsmal3stdbe akute Infektionen in gut durchbluteten Organen bei Patienten mit
intakter Immunabwehr voraus. Liegen ungunstigere therapeutische Bedingungen vor, z. B.
eine chronische Infektion, Diffusionsbarrieren oder eine Immunschwéache, so muss dies
arztlich speziell berticksichtigt werden, z. B. durch relative Dosiserhéhung oder Wahl einer
synergistischen Antibiotikakombination (Forth et al., 1996). Fur Brachyspiren schlugen
Ronne und Szancer 1990 bereits ein Schema zur MHK-Grenzwertfestlegung in die
Empfindlichkeitsstufen  sensibel, intermediar und resistent vor, dass auf
Kolongewebekonzentrationen nach Standarddosierung fur Tiamulin, Lincomycin, Tylosin und
Dimetridazol basierte. Dieses Schema wurde in der vorliegenden Arbeit zur Einteilung der
ermittelten MHK-Werte verwendet. Kel3ler flgte eine Eingruppierung fur Valnemulin hinzu

und verwandte als Basis die Konzentration an Valnemulin im Koloninhalt bei
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Hochstdosierung (Kessler, 2001). Jedoch gibt es fur Brachyspiren bislang keine
international festgelegten Breakpoints, was die Vergleichbarkeit erhobener Bewertungen

erschwert.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Bakterienstamme

Als Kontrollstamme fir molekularbiologische Fragestellungen wurden von Frau Dr. J. Rohde
(Institut far Mikrobiologie, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover) 13 Brachyspira sp.-
Isolate  zur  Verfugung gestellt  (Tabelle 2). Als Kontrollen fur die
Antibiotikaempfindlichkeitsprifung wurden die von der CLSI bzw. DIN vorgegebenen Re-
ferenzstamme mitgefuihrt. Diese Stamme und ihre relevanten Eigenschaften sind in Tabelle

3 aufgefihrt.

Tabelle 2: Verwendete Brachyspira sp.-Kontrollstamme
Stamm-Bezeichnung Spezies Herkunft
B204 B. hyodysenteriae TiHo
84999-19x/99 B. hyodysenteriae TiHo
84221/99 B. hyodysenteriae TiHo
84814/99 B. hyodysenteriae TiHo
84253-1x/99 B. hyodysenteriae TiHo
84850-1x/99 B. hyodysenteriae TiHo
84996-3x/99 B. hyodysenteriae TiHo
2943 B. hyodysenteriae TiHo
2933 B. innocens TiHo
2981 B. pilosicoli TiHo
2142 B. murdochii TiHo
2334 B. intermedia TiHo

Erlauterungen: TiHo = Dr. J. Rohde, Institut fir Mikrobiologie, Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover.
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Tabelle 3: Als Kontrollen fur die Antibiotikaempfindlichkeitsprifung (MBDT)
verwendeten Bakterienspezies
® MHK- Werte" MHK-Werte’
. . ATCC"- . ) .
Bakterien-Spezies Bezeichnung Tylosin Lincomycin
(g /ml] [ug /ml]

Staphylococcus aureus 29213 k. A. 1
Staphylococcus aureus 25913 05-4 k. A
Escherichia coli 25922 > 32 (Soll) k. A.
Pseudomonas aeruginosa 27853 > 32 (Soll) k. A.

Erlauterungen: * gemal3 den Vorgaben der CLSI M31-A2; k. A. = keine Angabe.
3.1.2 Herkunft der Proben

Das zur |Isolierung von Brachyspiren dienende Probenmaterial stammte aus 75
verschiedenen Schweinebestédnden aus Nord-, Sud- und Westdeutschland. Das Material
wurde von praktizierenden Tierdrzten, Ziichtergemeinschaften, Tiergesundheitsdiensten und
Einrichtungen der Justus-Liebig-Universitat Giessen (Klinik fir Wiederk&uer und Schweine,
Veterindrpathologie) eingeschickt. Zur Untersuchung auf Brachyspiren dienten Kotproben,
Kottupferproben und Darminhalte von Uberwiegend durchfallkranken Schweinen, die von
praktizierenden Tierdrzten zu diagnostischen Fragestellungen an das hiesige Institut im
Zeitraum von Ende 2003 bis Anfang 2005 eingesandt wurden. Insgesamt wurden 1.549 Kot-
und Darminhaltsproben auf TSAS“-Agar mit Spectinomycin- und Colistinzusatz ausgestrichen

und inkubiert.

3.2 Kulturell-bakteriologische Methoden

3.2.1 Kulturelle Untersuchung von Tupferproben auf Brachyspira spp.

Tupferproben wurden auf TSASC-Agar ausgestrichen und anschlieRend fiir finf bis sieben
Tage bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen (Anaerobiertopf, Oxoid, Wesel) inkubiert. Zur
Erzeugung von Reinkulturen wurden, wenn mdglich unter mikroskopischer Kontrolle
(Invertoskop, Leica, Darmstadt), verdachtige ,Kolonien* mit einer Impfése enthommen und
erneut mittels Verdiinnungsausstrich auf TSA®-Agar subkultiviert und anaerob bebriitet.
Diese Prozedur wurde so oft wiederholt, bis nach makroskopischer und mikroskopischer
Beurteilung die Kulturen frei von ,Fremdkolonien® erschienen. Eine abschlieBende
Beurteilung auf ,Reinheit erfolgte mittels Dunkelfeld- bzw. Phasenkontrastmikroskopie
(DMR, Leica, Darmstadt).
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3.2.2 Kulturelle Untersuchung von Kotproben auf Brachyspira spp.

Kotproben wurden in einer anndhernden Konzentration von 20 % [w/v] in fetalem
Kalberserum (FKS) suspendiert, niedertourig geklart (5 min, bei 5.000 U/min) und vom Uber-
stand 50 pl auf eine TSA®C-Agar beimpft und mit einer Ose ausgestrichen. Alle weiteren

Schritte erfolgten analog der Untersuchung der Tupferproben.

3.2.3 Dunkelfeldmikroskopie

Kot- und Darminhaltsproben wurden im Verhaltnis von 1:10 [w/v] in 0,89 %-iger NaCl-Losung
suspendiert und 15 pl dieser Suspension anschlieRend auf dem Objekttrager mit Deckglas
fur einen Zeitraum von durchschnittlich 5 min, aber mindestens 3 min, auf das Vorhanden-
sein von spiralig geformten Bakterien durchmustert. Insgesamt wurden 1.101 Proben (Kot-
proben und Darminhalte von Schweinen) im Dunkelfeldmikroskop (DMR, Leica, Wetzlar) auf

das Vorkommen von Spirochéaten untersucht.

3.24 Anzichtung von Brachyspiren und Gewinnung von Reinkulturen

In der Dunkelfeldmikroskopie positiv beurteilte Proben wurden auf TSASS-Agar ausgestrichen
und unter anaeroben Verhaltnissen (Anaerobiertopf, Oxoid, Wesel und Anaerogen-c®, Oxoid,
Wesel) funf Tage lang bei 37 °C inkubiert. Die Platten wurden makroskopisch auf das
Auftreten einer schwachen oder starken Hamolyse untersucht und im Bereich der
Hamolysezonen mikroskopisch (Invertoskop) auf Vorhandensein des fir Brachyspiren
typischen Wachstums in Form flachig ausgebreiteter, an den Randbereichen unregelméaRiger
.Kolonien“ kontrolliert. Im Verdachtsfall wurde mit der Impfése Material unter
mikroskopischer Kontrolle entnommen und auf TSAS-Agar im Verdiinnungsausstrich
beimpft (Subkultur). Diese Prozedur wurde so oft wiederholt, bis die Kulturen nach
makroskopischer und mikroskopischer Beurteilung frei von Kolonieformen waren, die von

denen der Brachyspiren abwichen.

Zur weiteren Prifung auf Reinheit wurden mehrere Abstriche mit der Impfése in ca. 25 ul
0,89 %-iger NaCl-Lésung suspendiert und im Dunkelfeld- und Phasenkontrastmikroskop

untersucht.

Als endgultiges Kriterium fiir eine Reinkultur galt die Abwesenheit makroskopisch und
mikroskopisch (Invertoskop) erkennbarer, von fur Brachyspiren abweichenden Kolonie-
formen sowie der ausschlie3liche Nachweis schlanker, spiralig geformter Bakterien im

Dunkelfeld- und Phasenkontrastmikroskop.
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3.25 Herstellung von Brachyspirensuspensionen

Jede auf Reinheit Uberprifte Bakterienkultur wurde mit sterilem Aqua dest. von der Platte
abgeschwemmt und jeweils 200 pl dieser Bakteriensuspension in Reaktionsgefal3e aus
Kunststoff (Eppendorf Nr. 3810, Hamburg) einpipettiert. Diese Ansétze wurden fur spatere

Untersuchungen in der Polymerasekettenreaktion bei -20 °C gelagert.

3.2.6 Archivierung von Brachyspira spp.-Isolaten

Bis zur weiteren Untersuchung wurden die Brachyspiren-lsolate in dem fiir Anaerobier
geeigneten Transportmedium Port-A-Cul™ (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) bei -70 °C
gelagert. Hierzu wurden die Kulturen unter der Reinraumwerkbank von einer mit
Brachyspiren bewachsenen TSASC-Agarplatte mit einem sterilen Wattetrager (Greiner bio-
one, Frickenhausen) entlang des Impfstrichs vorsichtig abgenommen und der Kopf des
Wattetragers vollstandig in das Port-A-Cul”-Transportmedium eingetaucht. Die beimpften
Réhrchen wurden anschlieRend sofort bei -70 °C eingefroren. Nach Vorversuchen war unter
diesen Bedingungen der Erhalt der Vermehrbarkeit der Brachyspiren fur einen Zeitraum von

mindestens sechs Monaten gewahrleistet.

Zur Stammhaltung wurden die Isolate in flissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert. Dazu
wurde eine mit Brachyspiren bewachsene TSASC-Agarplatte mit 2 ml sterilem PBS (pH 7,2)
unter der Reinraumbank abgeschwemmt und die Bakteriensuspension auf sterile 1 ml
Cryogefafie (MAGV, Lohndorf-Rabenau) verteilt und anschlie3end in flissigem Stickstoff

eingefroren.

3.2.7 Biochemische Charakterisierung

Die phanotypische Charakterisierung der Isolate erfolgte anhand der in Tabelle 4 aufgefiihr-
ten Kriterien. Zum Nachweis der a-Galactosidase, der a-Glucosidase und der (3-Glucosidase
wurde der rapid ID32A-Teststreifen als Identifizierungssystem fur Anaerobier (Biomérieux,
Nurtingen) eingesetzt. Zum Nachweis der Indolbildung wurden zusétzlich die Difco DMACA
Tropfpipetten (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) verwendet, da diese sensitiver waren,
als der rapid ID32A-Teststreifen. Zur Untersuchung auf Vorhandensein von
Hippurathydrolasen dienten BBL Taxo Hippurat-Differenzierungsblattchen (Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg). Alle Untersuchungsschritte erfolgten nach Angaben der Hersteller. Zur
Beurteilung der Hamolyseform (stark bzw. schwach) dienten beimpfte TSASC-Agar nach

einer funftagigen Inkubation unter anaeroben Bedingungen.
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Tabelle 4: Differenzierung intestinaler Brachyspiren anhand kulturell-
biochemischer Merkmale (nach Fellstrom et al., 1997; Feltrup et al.,
1999a; Stanton et al., 1997)

, . Indol- Hippurat- a-Galakto- a-Gluko- B-Gluko-

Spezies Hamolyse _ : : :
bildung hydrolyse sidase sidase sidase

B. hyodysenteriae stark -+ - - -1+ +
B. intermedia schwach + - - + +
B. murdochii schwach - - - -+ +
B. innocens schwach - - + -+ -+
B. pilosicoli schwach -+ + -+ -/ + -/ +
3.2.8 Keimzahlbestimmungen

Zur Bestimmung der Lebendkeimzahl wurde nach jeder Anzucht eine Titration mit
anschlieBender Auswertung nach Spaerman und Karber durchgefuhrt (Karber, 1931,
Spearman, 1908). Dafur wurde eine log10-Verdinnungsreihe Uber acht Stufen hergestellt.
Je Verdunnungsstufe wurden vier 10 pl-Tropfen auf eine TSASS-Agar (mit Zusatz von
Spectinomycin und Colistin) aufgebracht. Nach funf Tagen Inkubation (anaerob, 37 °C)
erfolgte die Auswertung makroskopisch anhand der Hamolyseplaques. Die je nach Verdinn-
ungsstufe entstandenen, vollstdndigen oder unvollstdndigen Hamolyseplaques wurden pro-
tokolliert und hieraus der Titer der Wachstum-bildenden Einheiten 50 je ml (WbEsy/ml)

geschatzt.

Optische Dichte. Die Bestimmung der optischen Dichte von Bakteriensuspensionen erfolgte
in einem Spektralphotometer (DU640, Fa. Beckman, Fullerton) bei einer Wellenlange von
625 nm.

Zellzahlung. Die Bestimmung der Zellzahl von Brachyspirensuspensionen erfolgte mit Hilfe
der Zahlkammer nach Thoma. Nach Beflillen der Zahlkammer wurden insgesamt mindes-
tens 400 Zellen gezahlt. Die Vorverdinnung der Brachyspirensuspension wurde so gewahlt,
dass je Kleinquadrat zwischen zwei und zwolf Bakterienzellen vorlagen. Die Zellzahl pro
Milliliter unverdiinnter Mikroorganismensuspension wurde dann nach folgender Formel

berechnet:

Gesamtzahl der gezahlten Zellen x Verdiinnungsfaktor x 4 x 108
Zahl der ausgezahlten Kleinquadrate x gemessene Kammertiefe in um

Zellzahl/ml =
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Préaparation von DNS aus Bakterienkulturen

Zur DNS-Extraktion wurden 200 pl Brachyspirensuspension (siehe Kapitel 3.2.5) in 1 ml
Lysispuffer (6 M Guanidinthiocyanat [Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim], 22 mM
EDTA, 100 mM Tris HCI [Merck KGaA, Darmstadt], pH 6,4) gegeben, gut geschuttelt und
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei
16.000 x g fiir eine Minute und der Uberstand wurde in ein steriles Eppendorfgefal mit 50 pl
DE-Suspension (20 % [w/v] Kieselgur [SiO,, Sigma-Aldrich Chemie GmbH] in 0,17 M HCI)
Uberfuhrt. Nach Inkubation (10 min, RT) und gutem Mischen (30 sek, RT) erfolgte erneut
eine Zentrifugation (16.000 x g). Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet nach
folgendem Schema gewaschen: zweimal mit 200 pl Waschpuffer (6 M GuSCN, 100 mM Tris-
HCI, pH 6,4), zweimal mit 200 pl eiskaltem Ethanol (Merck KGaA, Darmstadt) und zweimal
mit 200 pl eiskaltem Aceton (Merck KGaA, Darmstadt). Bei jedem Waschschritt wurde der
Ansatz gut geschittelt (30s) und zentrifugiert (16.000 x g, 1 min). Nach dem letzten
Waschschritt mit Aceton wurde das Pellet getrocknet (15 min, 56 °C), 75 ul Lagerungspuffer
(5 mM TrisHCI (pH 8,4), 0,5 mM EDTA) zugegeben und der Ansatz geschuttelt (30 sec) und
zentrifugiert (16.000 x g, 1 min). Der Uberstand wurde in ein neues, steriles Eppendorfgefal
Uberfiihrt und die DNS bei -20 °C gelagert.

3.3.2 Praparation von DNS aus Kotproben

Die DNS-Praparation aus Kotproben erfolgte analog der Préaparation der Gesamt-DNS (siehe

Kapitel 3.1.1), wobei als Ausgangsmaterial 0,2 g Kot in 1 ml Lysispuffer aufgenommen wird.

3.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bnox-PCR. Zum Spezies-Ubergreifenden Nachweis von Brachyspiren wurde die Bnox-PCR,
modifiziert nach Rohde et al. (2002) verwendet. Hierbei enthielt ein 25 pl-Reaktionsansatz
1 U Platinum Tagq DNA Polymerase, je 0,1 uM der Primer Bnoxf und Bnoxr, 200 pM je
Nukleotid (Fa. PAN Systems, Aidenbach), 1 x PCR-Puffer (Fa. Invitrogen, Karlsruhe),
2,5 mM MgCl; (50 mM, Fa. Invitrogen, Karlsruhe) und 1 pl Template-DNS. Die Amplifikation
erfolgte in einem Thermocycler T-1-Thermoblock (Fa. Biometra, Gottingen) dabei wie folgt.
Bei einer Heizdeckeltemperatur von 110 °C wurde ein initialer Denaturierungsschritt (60 sek,

95 °C), gefolgt von 35 Zyklen mit 30 sec Denaturierung bei 94 °C, 40 sec Anlagerung bei
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59 °C und 54 sec Verlangerung bei 72 °C, sowie einer finalen Verlangerungsphase (10 min,
72 °C) durchgefuhrt. Abschlielend wurden die Proben bis zur Entnahme auf 4 °C gekuhlt.

Bhyo-PCR. Fur den spezifischen Nachweis von B. hyodysenteriae-DNS in Kotproben wurde
die Bhyo-PCR eingesetzt (Herbst et al., 2004). Ein 25 pl-Reaktionsansatz entsprach dabei
dem der Bnox-PCR bis auf die Verwendung der Primer Bhyol und Bhyo2 und dem Amplifik-
ationsmuster, das nach dem folgenden Profil ablief: Bei einer Heizdeckeltemperatur von
110 °C wurde ein initialer Denaturierungsschritt (60 sec, 95 °C), gefolgt von 35 Zyklen mit
30 sec Denaturierung bei 94 °C, 30 sec Anlagerung bei 61 °C und 30 sec Verlangerung bei

72 °C, sowie einer finalen Verlangerungsphase (10 min, 72 °C) durchgefuhrt.

3.34 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) hergestellt.
Die Primer wurden als Stocklésungen (100 uM) bei -70 °C und als Gebrauchslésungen
(20 puM) bei -20 °C gelagert.

Tabelle 5: Verwendete Primer

Primer-

name Sequenz (5—3)' Gen Organismus Position?
Bnoxf TAGCYTGCGGTATYGCWCTTTGG nox B. hyodysenteriae  345-367
Bnoxr CTTCAGACCAYCCAGTAGAAGCC Stamm B204 1261-1283
Bhyol GCTAGTCCTGAAAGTTTGAGAGG nox B. hyodysenteriae  407-429
Bhyo2 AGCTTCATCAGTGATTTCTTTATCA Stamm B204 817-841
Erlauterungen: bp = Basenpaare; 2) Positionsangaben bezogen auf Eintrag U19610 in

der NCBI-Datenbank, Gegenstrangprimer sind unterstrichen.

3.35 Agarosegelelektrophorese

Fur die Agarosegelelektrophorese wurden horizontale Flachbettgele mit 1 — 2 % Agarose
(Fa. Serva Electrophoresis, Heidelberg) und 1 x TAE als Elektrophoresepuffer eingesetzt.
Der Probenauftrag fand nach der Mischung der Einzelproben mit Ladepuffer im Verhaltnis
1:5 statt. Zudem wurde ein Molekularmassenstandard (Gene Ruler™ 100 bp DNS Ladder
Plus, Fa. Fermentas, St. Leon Roth) mitgefthrt. Fir die Auftrennung der Proben wurde eine
Spannung von ca. 10 V pro cm Elektrodenabstand fur 40 bis 120 min angelegt. Die Visuali-
sierung und Fotodokumentation erfolgte mittels Bilddokumentationssystem E.A.S.Y. RH (Typ

RH-3) unter UV-Beleuchtung nach Zusatz von Ethidiumbromid (Fa. Serva Electrophoresis,
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Heidelberg). Bei der Untersuchung linearer DNS wurde Ethidiumbromid direkt der Agarose

zugesetzt (0,02 pg/ml).

3.3.6 Spezieshestimmung mittels PCR-RFLP-Analyse

Die Speziesbestimmung erfolgte durch RFLP-Analyse des nox-Gens der Isolate. Nox-
Genfragmente wurden mittels Bnox-PCR amplifiziert und jeweils mit dem Restriktionsenzym
Dpnll (New England Biolabs GmbH, Frankfurt/Main) und dem Enzym Bfml (MBI Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot) verdaut. Die Restriktionsansatze (20 ul), bestehend aus 1 x Puffer
(enzymspezifisch NEBuffer Dpnll bzw. Buffer Tango™), 3 U Dpnll bzw. Bfml, sowie 10 pl des
PCR-Amplifikats wurden kurz zentrifugiert (16.000 x g, 30 s) und danach inkubiert (37 °C,
16 h). Die Visualisierung erfolgte nach Auftrennung der Fragmente in einem 2 %-igen
Agarosegel mit Ethidiumbromid, die Speziesbestimmung anhand der in Tabelle 6

aufgefiihrten DNS-Fragmentgrofien.

Tabelle 6: RFLP der nox-Genfragmente verschiedener B. spp. nach Verdau mit
Dpnll und Bfml (modifiziert nach Rohde et al., 2002; Townsend et al.,
2005).
Muster und erwartete Fragmentgrof3en [bp] des
Spezies nox-Amplifikats nach Restriktion
Nr. Dpnll Nr. Bfml
B. hyodysenteriae I 43,212,684 B 197,742
B. ,suanatina“ I 43, 212, 684 C 248,691
B. murdochii Il 43, 55, 157, 684 A 27,197,211, 504
B. innocens I 43, 212, 684 A 27,197, 211, 504
B. pilosicoli identisch |l 43, 896 B 197,742
mit B. alvinipulli
B. intermedia I 43,212, 684 D 197, 238, 504
B. aalborgii v 939 E 238, 248, 453

3.4 Prufung der Antibiotikaempfindlichkeit der Brachyspiren-lsolate im
Agardilutions- und Mikrobouillondilutionstest

3.4.1 Antibiotika

Sowohl fur den ADT wie auch fir den MBDT wurden Tylosintartrat (Sigma Aldrich, Schnell-

dorf), Lincomycinhydrochlorid (MP Biomedicals, Eschwege), Tiamulinhydrogenfumarat (San-
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doz GmbH, Kundl, Osterreich) und Valnemulinhydrochlorid (Sandoz GmbH, Kundl,

Osterreich) verwendet.

3.4.2 Antibiotika-Stammldsungen

Zur Herstellung der Antibiotika-Stammldsungen wurden die Chemotherapeutika mit der Ana-
lysen-Feinwaage (Mettler AE 163, Mettler-Waagen GmbH, Giessen) abgewogen und in steri-
lem A. dest. vollstdndig gelost. Die Stammldsungen beinhalteten die Konzentrationen
100 mg/ml Tylosin, 51,2 mg/ml Lincomycin, 50 pg/ml Valnemulin und 250 pg/ml Tiamulin.
Die Antibiotika-Stammlésungen wurden bis zur Verwendung bei 4 °C fir einen Zeitraum von

maximal sieben Tagen aufbewahrt.

3.4.3 Agardilutionstest (ADT)

Die Durchfihrung des ADT erfolgte in sterilen Petrischalen (Durchmesser 92 mm, 16 mm
hoch; Fa. Nerbe plus, Winsen, Luhe) mit TSA-Agar (Merck). Die Mischung der jeweils zwdlf
in der Konzentration abnehmenden Antibiotikaldbsungen mit den vorbereiteten TSA-
Blutagarsuspensionen erfolgte bei einer Temperatur von 45 °C. Danach wurde der Agar in
Petrischalen gegossen und bis zum vollstédndigen Erstarren des Agars eine Stunde bei RT
gehalten und bis zur Verwendung jedoch nicht langer als 48 h bei vier °C aufbewahrt. Die zu
untersuchenden Brachyspiren-Isolate wurden auf TSAS“-Agar vermehrt, mit 0,15 M NaCl
abgeschwemmt und auf eine Dichte entsprechend Mc Farland Standard 1 eingestellt
(Inokulum). Von dieser Suspension wurden 10 pl im Doppelansatz auf TSA-Blutagarplatten
verimpft und bei 37 °C unter anaeroben Verhéaltnissen (Anaerobierbox Genbox, Fa.
Biomérieux, Nurtingen und Anaerogen-c, Fa. Oxoid, Wesel) fur finf Tage inkubiert. Aus
Abbildung 1 wird die Platzierung der Inokula auf den Testplatten ersichtlich. Als Kontrollen
dienten beimpfte TSA-Agarplatten ohne Antibiotikazusatz, die fir funf Tage anaerob

(Wachstumskontrolle) und aerob (Kontaminationskontrolle) inkubiert wurden.

Tabelle 7: Im ADT geprifte Konzentrationsbereiche der Antibiotika
Konzentrationsbereich der Antibiotika im TSA-Agar [ug/ml]
Antibiotikum .
von bis
Tylosin 2 1024
Lincomycin 1 512
Tiamulin 18,75 x 10™ 4

Valnemulin 18,75 x 10* 4
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1 0,5 0,25
Tiamulinkonzentration im TSA-Agar [pg/ml]

Abbildung 1:  Agardilutionstest, 5 d nach anaerober Inkubation und Beimpfung
Tiamulin-haltiger TSA-Agar

Als minimale Hemmkonzentration (MHK) galt die niedrigste Konzentration eines
Chemotherapeutikums, die das Wachstum (Hamolyse) der Brachyspira spp. in beiden

Ansatzen hemmte.

344 Mikrobouillondilutionstest (MBDT)

Beim MBDT erfolgte die Prufung der Wirksamkeit der Antibiotika in Nahrbouillon. Hierzu wur-
den verschiedene Verdinnungen des Antibiotikums in Nahrbouillon mit Brachyspiren be-
impft, anaerob inkubiert und die niedrigste Konzentration ermittelt, die das Wachstum der
Bakterien hemmte (MHK).

344.1 Geprifte Antibiotikakonzentrationen

Von den Antibiotikastammldsungen wurden zunachst Vorverdiinnungen in brain heart infu-
sion broth (BHI) mit einem Anteil von 20 % fetalem Kalberserum (FBS), im Folgenden be-
zeichnet als BHIF, hergestellt. Die weitere Verdinnung mit BHIF in log2-Schritten fiihrte zu

den in Tabelle 8 dargestellten Konzentrationsbereichen tUber 23 Verdinnungsstufen.

Tabelle 8: Im MBDT geprifte Antibiotikakonzentrationen
Konzentrationsbereich der Antibiotika [pg/ml]
Antibiotikum -
von bis
Tylosin 9,55 x 10 4,0 x 10°
Lincomycin 4,86 x 10 2,0 x 10°
Tiamulin 5,23 x 107 2,5 x 10°

Valnemulin 2,40 x 10°® 1,0x 10™
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3.4.4.2 Durchfuhrung des Mikrobouillondilutionstests

Die Durchfiihrung des MBDT erfolgte in Mikrotestplatten mit 96 flachen Vertiefungen (Fa.
TPP, Schweiz). Je Ansatz dienten zwei Platten, die in Langsrichtung hintereinander posi-
tioniert wurden. Zunachst wurden die Vertiefungen mit jeweils 100 pl der Néhrbouillon (BHIF)
beflllt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der Antibiotikavorverdiinnungen in BHIF im Dop-
pelansatz zu den Reihen A — H der Platte 1. Daraufhin wurden die Antibiotikavorverdin-
nungen in BHIF Uber 23 VerdUnnungsstufen in log2-Schritten tber beide Platten bis Reihe
11 der Platte 2 verdiunnt (Abbildung 2). Reihe 12 der Platte 2 diente als Wachstumskon-
trolle. Im Anschluss erfolgte die Zugabe der Inokula (in 0,15 M NaCl abgeschwemmte
B. spp.-Suspension mit einer Dichte entsprechend Mc Farland Standard 1, 1:20 [v/v] in BHIF
verdinnt) in Mengen von jeweils 100 pl je Vertiefung. Unter anaeroben Bedingungen (Anaer-
obierbox Fa. Biomérieux, Nirtingen) wurden die Platten daraufhin auf dem Schittelinkubator
bei leicht kreisender Bewegung fur finf Tage bei 37 °C inkubiert. Bei Auswertung der
Testansatze auf dem Leuchttisch zeigte sich im Falle des Wachstums der Bakterien eine
deutlich sichtbare, nebelartige Trilbung der Nahrbouillon. Die Grenze zu nicht-bewachsenen
Vertiefungen (durchscheinende, gelbe Farbung) war deutlich erkennbar. Zur Kontrolle
wurden von den Ansatzen im Grenzbereich zwischen Wachstum und Nicht-Wachstum als
auch von der Wachstumskontrolle Préparate angefertigt und im Dunkelfeldmikroskop
begutachtet. Als MHK-Wert wurde die niedrigste Verdinnung des Antibiotikums protokolliert,

die in beiden Testansatzen zu einer Hemmung des Wachstums fihrte.

Mikrotiterplatte 1 Mikrotiterplatte 2

1/2(3/4|5|6|7/8|9/|10{11[12 1123/ 4(5/6|7(8)9(1011|12
valne- |A OO OO000O0OCO0O0O0 (A OOOO0O00OCOOOW
mulin g O 00000000000 (8 OOOCOO0O000O00OW
riamain | [ OO0000000000] | 000000 0CO00®
p OO 00 O00O0OCO0QQ| [ OOOOO0O0O0OOOW
Linco- |[E|QOOQOOO0OO0O00QOQ [ OQOOCOO0O000OOOW
mycin  |r OOOO0O0O0O0O000OQ| [FOOO0O0O0OO0CO00 W
roem |£1000000000000 [¢ 00000000000 ®
H OO0 O0O0O0O0O0OCOOQ| [ OOOOOOO0OOOOW

I log2-Verdinnung Fl

der Antibiotikalésung
Abbildung 2: Platzierung und Verdinnung der Antibiotika im MBDT

W = Wachstumskontrolle (Vertiefung mit Bakteriensuspension, aber
ohne antimikrobiellen Wirkstoff).
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3.4.5 Bewertung der Ergebnisse

Fir die Bewertung des Resistenzverhaltens der Brachyspiren in die Stufen empfindlich,
intermediar und resistent wurden die aufgrund der ermittelten Wirkstoffkonzentrationen der

Antibiotika im Gewebe empfohlenen ,Breakpoints" herangezogen (Tabelle 9).

3.4.5.1 Definitionen der MHKso- und MHKgo-Werte

Die MHKg, gibt die Konzentration eines Antibiotikums in pg/ml an, die 50 % der getesteten
Brachyspira spp.-Isolate in ihrem Wachstum zu hemmen vermag. Entsprechend gibt die
MHKgo die Menge eines Antibiotikums in ug/ml an, die 90 % der Brachyspira spp.-Isolate in

ihrem Wachstum hemmt.

Tabelle 9: Gewebekonzentrationen und MHK-Grenzwerte flir verschiedene
gegen Brachyspiren wirksame Antibiotika (zitiert nach Kefler, 2001).

MHK-Grenzwerte

Kolon-
Serum gewebe  Koloninhalt empfind- inter- resistent

Antibiotikum [g/mI] [no/d] [no/d] lich mediar

Lincomycin® 06-1 2 36 <4 >4<36 > 36
Tylosin® 7 1 - <1 >1 <4 > 4
Tiamulin® 1 2-4 8-13? <1 >1 <4 >4
Valnemulin - 0,16° 1,68° <1 >1 <5 >5
Valnemulin - 0,48* 5,20* <1 >1 <5 >5

Erlauterungen: 1) nach Ronne und Scanzer (1990); 2) nach Scanzer (2001);
3) 3,8 mg/kg KGW (n. Fa. Novatrtis); 4) 11,7 mg/kg KGW (n. Fa.
Novartis)

empfindlich = MHK-Wert < halbe Wirkstoffkonzentration im Kolonge-
webe bzw. Serum bei Standarddosierung;

intermedidar = MHK-Wert > halbe Wirkstoffkonzentration im Kolonge-
webe bzw. Serum bei Standarddosierung;

resistent = MHK-Wert > Wirkstoffkonzentration im Kolongewebe
bzw. -inhalt oder Serum bei Standarddosierung.
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4 Ergebnisse

4.1 Diagnostische Untersuchungen

4.1.1 Ergebnisse der Dunkelfeldmikroskopie und kulturellen Untersuchungen

Von den 1.084 mittels Dunkelfeldmikroskopie direkt auf das Vorkommen von Spirochaten un-
tersuchten Proben wurden in 481 (44,4 %) der Proben Spirochaten nachgewiesen. Unter
Verwendung der B. hyodysenteriae-spezifischen Bhyo-PCR wurden 318 der 1.361 Proben
(23,4 %) positiv getestet. In 94 Fallen gelang es, Brachyspira spp.-Feldisolate zu kultivieren
und nach mehreren Passagen in Reinkultur darzustellen. In 45 der 94 Proben (47,9 %)
waren bereits im Dunkelfeldmikroskop Spirochaten sichtbar gewesen und 43 der 94 Proben
(45,7 %) waren mittels Bhyo-PCR als positiv fir B. hyodysenteriae bestimmt worden
(Tabelle 10).

Alle Isolate wiesen auf dem TSASC-Agar nur unter dem Invertoskop erkennbares Wachstum
in Form flachig am Impfstrich ausgebreiteter Kolonien auf. Einziges makroskopisch erkenn-
bares Wachstumskriterium war das Auftreten einer entweder vollstdndigen oder unvoll-
standigen Hamolyse. Im Dunkelfeldmikroskop waren sehr schlanke, spiralig geformte

Bakterien nachweisbar.

Tabelle 10: Nachweis von B. spp. bzw. schraubenféormigen Bakterien in 1549 Kot-
und Darminhaltsproben mittels Dunkelfeldmikroskopie, Bhyo-PCR
und kultureller Untersuchung

Dunkelfeldmikros- PCR-Nachweis von B. hyodys-  Kultureller Nachweis
kopie zum Nach- enteriae in Kotproben [n] von B. spp. [n]
weis von Anzahl

Spirochaten Proben  positiv negativ n. u. positiv negativ
Positiv 481 159 268 54 45 436
Negativ 603 60 494 49 2 601
nicht untersucht 465 99 281 85 47 418
Insgesamt 1.549 318 1.043 188 94 1.455

Erlauterung: n. u. = nicht untersucht.
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4.1.2 Herkunft der Brachyspiren-Isolate

Alle 94 Brachyspiren-Isolate stammten ausschlieBlich aus den alten Bundeslandern.
Prozentual waren die Anteile aus Hessen (44,4 %), Schleswig-Holstein (23,5 %) und
Niedersachsen (8,6 %) am hochsten (Abbildung 3). Allerdings standen auch Isolate aus
Rheinland-Pfalz (2,5 %), Nordrhein-Westfalen (6,2 %), Baden-Wirttemberg (3,7 %) und
Bayern (7,4 %) zur Verfugung. Bei 3,7 % der Isolate war die Herkunft innerhalb
Deutschlands nicht genauer nachvollziehbar, sie wurden von Tiergesundheitsdiensten in
Hessen eingeschickt.

Abbildung 3: Herkunft der 94 B. spp.-Feldisolate von Schweinen aus Deutschland.
e = ¢in Isolat.
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4.1.3 Molekularbiologische Charakterisierung der Brachyspira-Feldisolate

Was die molekularbiologische Differenzierung der Isolate anbetrifft, so konnte von allen
Isolaten (n = 94) mit Verwendung der nox-Gen-spezifischen Primer in der Bnox-PCR ein Am-
plifikat von jeweils ca. 939 bp generiert werden. Bei der Analyse der Restriktionsfragmente
nach Verdau der nox-Gen-Fragmente mit Dpnll und Bfml wiesen die erhaltenen Muster in
allen Fallen Ubereinstimmungen mit den nach Tabelle 6 (Seite 32) zu erwartenden Mustern
auf. In keinem Fall trat ein abweichendes Muster auf. Ein Beispiel fir diese Analyse ist der
Abbildung 4 zu enthehmen. Insgesamt wurden 48 (51,1 %) Isolate als B. hyodysenteriae,
acht (8,5 %) als B. pilosicoli, 33 als B. innocens (35,1 %), zwei Isolate als B. intermedia
(2,1 %) und drei Isolate als B. murdochii (3,2 %) identifiziert.

Isolat 41 Isolat 42 Isolat 43 Isolat 44

[bp]

1.000

800

600
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100

Abbildung 4:  Spezieshestimmung der Brachyspira-lsolate 41 bis 44 anhand der
Restriktionsmuster der nox-Gen-Fragmente nach Dpnll- und Bfml-
Verdau.
Dargestellt sind jeweils das () unverdaute, (B) Bfml- und (D) Dpnll-
verdaute Amplifikat der DNS der Bnox-PCR; 2 % Agarosegel nach
Etidiumbromidfarbung.
M: Gene Ruler™ 100 bp.
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414 Phéanotypische Charakterisierung der Brachyspira-Feldisolate

Die Ergebnisse der phanotypischen Charakterisierung der Isolate bis zur Speziesebene
differierten zum Teil erheblich von den Resultaten der molekularbiologischen Dif-
ferenzierung. Dariliber hinaus liessen sich sieben Isolate durch Bestimmung ihrer biochemi-

schen Leistungen nicht eindeutig zuordnen (siehe Tabelle 11).

Bei der Beurteilung der Hamolyse zeigte sich, dass es bei Zunahme der Keimmenge, wie sie
in sehr Uppig gewachsenen Kulturen vorkommt, zu einer unterschiedlichen Auspragung der
Hamolyseform kommen konnte. So gingen Brachyspira spp. mit unvollstandiger Hamolyse in

sehr dicht bewachsenen Arealen zu einer vollstandingen Hamolyse Uber.

Von den nach ihren biochemischen Leistungen als B. hyodysenteriae charakterisierten Isola-
ten (n = 44) wurden mittels PCR/RFLP 42 Ubereinstimmend als B. hyodysenteriae und je-
weils ein weiteres Isolat als B. innocens und B. murdochii identifiziert. Bei den nach ihrem
Phéanotyp als B. pilosicoli beurteilten Stammen (n = 17) lagen nach dem RFLP-Muster neben
B. pilosicoli (n = 7) sowohl B. hyodysenteriae (n = 3) und B. innocens (n = 7)-Isolate vor. Von
den 24 phéanotypisch als B. innocens diagnostizierten Isolaten wurden 22 mittels RFLP
bestétigt, je ein weiteres erwies sich jedoch als B. pilosicoli bzw. B. murdochii. Die beiden,
nach dem Phénotyp als B. murdochii, eingeordneten Isolate wiesen in einem Fall die in der
RFLP fur B. hyodysenteriae zu erwartenden Bandenmuster auf, das andere Isolat die fur
B. hyodysenteriae. Sieben Isolate waren mit den klassischen Methoden (Biochemie) nicht
zuzuordnen. In jeweils zwei Féllen handelte es sich nach der molekularbiologischen Analyse
um B. hyodysenteriae und B. intermedia, in drei Féallen um B. innocens. Die hamolytische
Aktivitat erwies sich ausschlielich bei allen mittels PCR/RFLP als B. hyodysenteriae identi-

fizierten Isolaten als stark. Alle Ubrigen Stamme wiesen eine schwache Hamolyse auf.

Eine Gegeniberstellung der nach phénotypischen Kriterien und den Ergebnissen der RFLP

erfolgten Speziesdifferenzierung ist in Tabelle 11 dargestellt.

Im Folgenden wird lediglich die Speziesdiffenenzierung gemal den Ergebnissen der RFLP

beriicksichtigt.
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Tabelle 11: Vergleichende Speziesdifferenzierung von 94 Brachyspira spp.-
Isolaten mittels biochemischer Methoden und PCR/RFLP
Ergebnis der Speziesdifferenzierung Ergebnis der Speziesdifferenzierung
mittels biochemischer Parameter mittels PCR/RFLP
Brachyspira sp. [n] Brachyspira sp. [n]
B. hyodysenteriae 44 B. hyodysenteriae 42
B. murdochii 1
B. innocens 1
B. pilosicoli 17 B. hyodysenteriae 3
B. pilosicoli 7
B. innocens 7
B. innocens 24 B. pilosicoli 1
B. innocens 22
B. murdochii 1
B. murdochii 2 B. hyodysenteriae 1
B. murdochii 1
nicht zuzuordnen 7 B. hyodysenteriae 2
B. innocens 3
B. intermedia 2
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4.2 Antibiotikaempfindlichkeitspriafungen

4.2.1 Etablierung eines Mikrobouillondilutionstests fiir die

Antibiotikaempfindlichkeitsprifung von Brachyspiren

4.2.1.1 Vergleich der Ergebnisse des etablierten MBDT anhand der Untersuchung
verschiedener Kontrollstdamme von B. hyodysenteriae mit bekannten MHK-

Werten®

Wie aus Tabelle 12 hervorgeht, stimmen die mit dem in Giessen entwickelten MBDT in 96
Wellplatten ermittelten MHK-Werte tendentiell mit dem QuickMIC®-assay (Bouillondilutions-
test in 24-Wellplatten) Gberein. Insgesamt ist der Giessener MBDT jedoch sensitiver, dies
bedeutet, dass die MHK-Werte niedriger waren gegeniiber den im QuickMIC® bestimmten

Werten. Dies trifft besonders flir die Pleuromutiline Tiamulin und Valnemulin zu.

Tabelle 12: Im MBDT (Giessen) und QuickMIC® bestimmte MHK-Werte
unterschiedlicher Antibiotika gegenliber verschiedenen
B. hyodysenteriae-Kontrollstammen (n = 6)

MHK-Werte [pg/ml] in MBDT (Giessen) | MHK-Werte [ug/ml] in MBDT (QuickMIC®)
T

Stamm-Name Tylosin n:gglon Tiamulin ~ Valnemulin | Tylosin n:ggin Tiamulin ~ Valnemulin
84999-19x/99 128 2 <0,0156  <0,0039 n.u. nu.  0,1257 0,063
84221/99" 32 1 0,5 0,0625 n.u. n.u. 2-47 22
84814/99 64 2 <£0,0156  <0,0039 n.u. nu.  0,063? 0,063%
84253-1x/99 128 4 2,0 0,125 > 128 8 2 1
84850-1x/99 32 1 <0,0156 <0,0039 > 128 8 0,125 <0,031
84996-3x/99 64 2 0,0625 0,0625 64 4 0,25 0,25
Erlauterung: Y Dieser Stramm vermehrte sich in Bouillon sehr schlecht, Ablesung und

Auswertung erfolgte mikroskopisch.
2 Nach Angaben von Dr. J. Rohde, Tierarztliche Hochschule Hannover

4.2.1.2 Reproduzierbarkeit des Mikrobouillondilutionstests

Um die Reproduzierbarkeit des Mikrobouillondilutionstests zu tberpriifen, wurde ein B. hyo-
dysenteriae-Teststamm wiederholt an verschiedenen Arbeitstagen auf seine Antibiotika-
empfindlichkeit gegeniber Tylosin, Lincomycin, Tiamulin und Valnemulin Gberpruft (siehe
Tabelle 13).
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Es zeigte sich, dass fir die vier gepriften Antibiotika eine sehr gute Reproduzierbarkeit vor-
lag, da es nur zu Abweichungen um maximal eine Verdinnungsstufe bei den MHK-Werten
fur Lincomycin, Tiamulin und Valnemulin gab. Alle sechs fir Tylosin ermittelten Werte

ergaben stets den gleichen MHK-Wert.

Tabelle 13: Im MBDT gegenliber dem B. hyodysenteriae-Stamm B 204 ermittelte
MHK-Werte verschiedener Antibiotika in zeitlich unterschiedlichen
Versuchsanséatzen (n = 6)

Versuch- MHK-Werte [pg/ml]

Nr. Tylosin Lincomycin Tiamulin Valnemulin
1 64 4 0,125 0,125

2 64 2 0,125 0,125

3 64 2 0,125 0,125

4 64 2 0,125 0,125

5 64 2 0,125 0,125

6 64 2 0,0625 0,0625

4.2.1.3 Einfluss der in vitro-Passagezahl auf die MHK-Werte

Um zu Uberprifen, ob eine in vitro-Kultivierung der Isolate einen Einfluss auf die MHK-Werte
hat, wurden die Referenzstamme flr die untersuchten Brachyspira-Spezies wiederholt auf
festen Nahrmedien subkultiviert und anschlieBend die MHK im MBDT ermittelt. Die geteste-
ten Kulturen differierten hierbei um mindestens drei (B. pilosicoli-Stamm 2981) bis maximal
57 (B. hyodysenteriae-Stamm B204) Passagen (Tabelle 14).

Bei einem der drei getesteten B. hyodysenteriae-Stamme, dem Stamm 2943, wurden MHK-
Werte gegeniiber einem Antibiotikum gemessen, die um mehr als zwei Verdinnungsstufen
differierten. So nahm die Sensibilitdt gegentiber Lincomycin, Tiamulin und Valnemulin mit zu-
nehmender Passagezahl um vier, acht bzw. sieben Verdunnungsstufen zu. Bei den beiden
anderen B. hyodysenteriae-Stammen B204 und B8044 variierte die MHK trotz deutlich

héherer Passageunterschiede dagegen um maximal eine Verdinnungsstufe.

Bei allen vier weiteren, getesteten Stammen zeigten sich insbesondere Anderungen in den
MHK-Werten gegeniiber Valnemulin. Wahrend bei dem B. pilosicoli- und dem B. murdochii-
Stamm nach drei bzw. 16 Passagen die MHK-Werte um vier bzw. flinf Stufen fielen, nahm er

Wert bei dem B. innocens-Stamm nach 16 Passagen um vier Verdinnungsstufen zu.
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Tabelle 14: Einfluss der Passagezahl auf die MHK-Werte der B.-Spezies-
Referenzstamme (Ergebnisse aus dem MBDT).
Pas- MHK-Werte [ug/ml]
Spezies Stamm sage' Tylosin  Lincomycin  Tiamulin Valnemulin
B. hyodys- B204 0 > 125 8 <0,0195 <0,00313
enteriae +42 > 125 8 0,039 0,00313
+57 > 125 16 0,039 <0,00313
B. hyodys- B8044 O > 125 8 <0,0195 <0,00313
enteriae +42 > 125 16 0,039 <0,00313
B. hyodys- 2943 0 500 32 225 0,1
enteriae +15 250 8 0,3125 0,1
+28 250 2 0,0098 0,00078
B. pilo- 2981 0 > 4000 64 0,078 0,013
sicoli +3 > 4000 32 0,0195 0,00078
B. inter- 2334 0 1,95 0,125 0,0098 0,00039
media +12 1000 16 0,0195 0,000195
B.innocens 2933 0 0,975 0,0625 0,00122 0,000024
+16 0,244 0,0625 0,00488 0,00039
B. murdochii 2142 0 1000 32 0,039 0,00078
+16 0,975 0,0156 0,00488 0,000024

Erlauterung:

4.2.2

1) Die Passagezahl bezieht sich auf die Anzahl der Passagen im Institut
fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, da fir einige Isolate
keine Angaben zur vorherigen Passagierung vorhanden waren.

Antibiotikaempfindlichkeit von B. spp. Feldisolaten im Agardilutionstest

Die unterschiedliche Anzahl der Brachyspira spp.-Feldisolate, die im Agardilutionstest bzw.
im Mikrobouillondilutionstest auf ihre Antibiotikaempfindlichkeit hin geprift wurden, resultiert
in Mangeln bei der Anzichtung auf festem Nahrboden (ADT) oder flissiger Nahrbouillon
(MBDT). Eine visuelle Veranschaulichung der Ergebnisse zur MHK-Wert-Bestimmung im
ADT st beispielhaft fur Tiamulin in Abbildung 1 dargestellt. Wie aus der Abbildung
hervorgeht, ist die Grenze zwischen Wachstum und Nicht-Wachstum durch die bei

Vermehrung der Brachyspiren auftretende Hamolyse makroskopisch eindeutig nachweisbar.

Die fur Tylosin, Lincomycin, Tiamulin und Valnemulin ermittelten MHK-Werte gegentber den
verschiedenen B. spp. sind getrennt nach Antibiotikum in den folgenden Abbildungen und als
MHKGso-

und MHKg-Werte tabellarisch dargestellt. Die verwendeten Grenzwerte zur
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Einstufung der Bakterien als sensibel, intermediar bzw. resistent orientieren sich an den von

Keller festgelegten MHK-Grenzwerten (siehe Tabelle 9, Seite 36).

4.2.2.1 Tiamulin

Wie aus Abbildung 5 hervorgeht, reichten die fir Tiamulin ermittelten MHK-Werte im ADT
von < 0,001875 bis > 4 pug/ml. Der Uberwiegende Anteil der Stamme lag dabei im empfindli-
chen und drei Isolate von B. hyodysenteriae im intermediaren Bereich. Lediglich zwei Isolate
von B. hyodysenteriae bzw. drei der sonstigen B. spp erforderten zur Hemmung ihres

Wachstums eine Tiamulinkonzentration von > 4 pg/ml (resistent).

Bei Zusammenfassung der fur Tiamulin ermittelten MHK-Werte waren mit Ausnahme von
drei B. hyodysenteriae- und B. intermedia-Isolaten 90 % aller untersuchten Spezies durch Ti-
amulinkonzentrationen im Wachstum hemmbar, die im Gewebe erreicht werden kdénnen.
Bezogen auf die Halfte der untersuchten Isolate war dies bei allen gepriften Spezies der Fall
(Tabelle 15).

4.2.2.2 Valnemulin

Die im ADT fur Valnemulin ermittelten MHK-Werte gegeniiber den B. hyodysenteriae und
den weiteren, vom Schwein isolierten B. spp. sind in Abbildung 6 dargestellt. Bis auf
insgesamt vier Isolate (drei Isolate B. hyodysenteriae, ein Isolat sonstige B. spp.) wies
Valnemulin bei allen anderen gepriften Isolaten MHK-Werte auf, die zur Einstufung dieser
Stamme als Valnemulin-empfindlich fiuhrte. Keines der untersuchten Isolate wurde als

resistent bewertet.

Nach Analyse der bei den einzelnen Spezies nachgewiesenen MHK-Werte von Valnemulin
lagen die MHKgo-Werte insgesamt im empfindlichen Bereich. Mit Ausnahme von B. interme-
dia waren auch die MHKg-Werte entsprechend zu bewerten. Mit dem Ziel einer Wachstums-
hemmung von mindestens 90 % aller B. intermedia-Isolate waren dagegen Hemmstoffkon-

zentrationen von 2 pg/ml Valnemulin (intermediérer Bereich) erforderlich (Tabelle 16).
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Abbildung 5:  Im Agardilutionstest gegeniber B. spp.-Isolate ermittelte MHK-Werte

von Tiamulin

Einstufung der Bakterien: S (sensibel): MHK = 1,

| (intermediér): MHK >1 und < 4; R (resistent): MHK= 4 pg/ml.

Tabelle 15: Fir Tiamulin im ADT ermittelte MHKso- und MHKgo-Werte gegentiber
den verschiedenen B. spp.
Brachyspira spp. Anzahl Isolate MHK-Werte von Tiamulin [pg/ml]
MHK MHKgo
B. hyodysenteriae 46 0,25 2
B. pilosicoli 8 0,031 0,125
B. intermedia 0,015 >4
B. innocens 32 0,015 0,25
B. murdochii 3 0,031 0,5
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Abbildung 6:  Im Agardilutionstest ermittelte MHK-Werte fur Valnemulin von B. spp.-
Isolaten
Einstufung der Bakterien: S (sensibel): MHK = 1,
| (intermediar): MHK >1 und < 5; R (resistent): MHK= 5 pug/ml.

Tabelle 16: Fur Valnemulin im ADT ermittelte MHKso und MHKgo-Werte gegeniiber
den verschiedenen B. spp.

Brachyspira spp. Anzahl Isolate MHK-Werte von Valnemulin [pg/ml]

MHKs MHK g

B. hyodysenteriae 46 0,063 1

B. pilosicoli 7 0,015 0,125

B. intermedia 4 1 2

B. innocens 31 0,015 0,125

B. murdochii 3 0,125 0,5

4.2.2.3 Tylosin

Ein Grof3teil der Isolate wies im Agardilutionstest MHK-Werte auf, die oberhalb des fur Tylo-
sin gewahlten Konzentrationsbereichs (>1024 pg/ml) lagen (Abbildung 7). So waren 45 der
B. hyodysenteriae-Isolate gegen Tylosin resistent und ein Isolat intermediar. Von den sonsti-
gen B. spp.-Isolaten (auf3er B. hyodysenteriae) wurden 32 Isolate als resistent, sechs Isolate
als intermediér und sieben als empfindlich getestet.
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Die MHKso und MHKg-Werte von Tylosin wiesen bei B. hyodysenteriae, B. intermedia und

B. murdochii jeweils vergleichbare Hohen auf und lagen im resistenten Bereich. Lediglich der

MHKso-Wert gegeniiber den B. pilosicoli-lsolaten war deutlich niedriger und lag im

empfindlichen Bereich (Tabelle 17).

Abbildung 7:  Im Agardilutionstest gegeniber B. spp.-Isolate ermittelte MHK-Werte

von Tylosin

Einstufung der Bakterien: S (sensibel): MHK = 1,
| (intermediar): MHK >1 und < 4; R (resistent): MHK= 4 ug/ml.

Tabelle 17: Fur Tylosin im ADT ermittelte MHKso und MHKgo-Werte gegeniber den

verschiedenen B. spp.

MHK-Werte von Tylosin [ug/ml]

Brachyspira spp. Anzahl Isolate
MHK s MHKgo
B. hyodysenteriae 46 >1024 >1024
B. pilosicoli 8 2 8
B. intermedia 2 1024 >1024
B. innocens 32 16 >1024
B. murdochii 3 >1024 >1024
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4.2.2.4 Lincomycin

Bei den im ADT gegen Lincomycin gepriften Brachyspira spp. fallt eine breite Verteilung der
MHK-Werte auf. Bei den B. hyodysenteriae-Isolaten lagen 30 im resistenten, sieben im inter-
medidren und neun im empfindlichen Bereich. Bei den sonstigen B. spp. wurde der
Uberwiegende Teil als empfindlich bewertet (n = 28), vier Isolate waren intermediar und 13

Isolate resistent.

Was den MHKgo-Wert von Lincomycin anbetrifft fallt auf, dass dieser Wert lediglich fir die
B. hyodysenteriae-Stamme im resistenten Bereich gemessen wurde. Bei den anderen
B. spp. liegt der MHKso-Wert darunter (intermedidrer bzw. empfindlicher Bereich). Unter
Zugrundelegung einer Wirksamkeit gegen 90 % aller Isolate waren fir B. hyodysenteriae,
B. innocens und B. murdochii Lincomycinkonzentrationen erforderlich, die mit in dem Bereich
liegen, der im Gewebe nach Tabelle 9 nicht erreicht wird. Lediglich fur B. pilosicoli und
B. intermedia waren die MHKg-Werte von Lincomycin dem empfindlichen bzw.

intermediaren Konzentrationsbereich zuzuordnen.

Abbildung 8:  Im Agardilutionstest gegeniiber B. spp.-Isolate ermittelte MHK-Werte
von Lincomycin
Einstufung der Bakterien: S (sensibel): MHK = 4,
| (intermediér): MHK >4 und < 36; R (resistent): MHK= 36 pg/ml.
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Tabelle 18: Fur Lincomycin im ADT ermittelte MHKs, und MHKgo-Werte gegeniber
den verschiedenen B. spp.
Brachyspira spp. Anzahl Isolate MHK-Werte von Lincomycin [pg/ml]
MHK 5o MHKgo

B. hyodysenteriae 46 64 512

B. pilosicoli 8 1 2

B. intermedia 2 16 32

B. innocens 32 0,5 256

B. murdochii 3 32 128

4.2.2.5 Vergleichende Darstellung der im ADT erzielten MHKqo-Werte der Antibiotika

gegenlber den Brachyspira spp.-Isolaten

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse der Antibiotikaempfindlichkeitsprifung der B. spp.-Isolate
dargestellt als MHKgo-Werte der zur Prifung verwendeten Antibiotika vergleichend gegen-
Ubergestellt. Tylosin wies gegenuber den meisten gepruften Stammen Ubereinstimmend sehr
hohe MHKg-Werte (jeweils >1024 pg/ml) auf. Die gepruften B. pilosicoli-Isolate erreichten
einen deutlich niedrigeren MHKgo-Wert (8 pg/ml).

Die Ubrigen Antibiotika zeigten dagegen speziesabhéngige Unterschiede in der Wirksamkeit
(ausgedriickt als MHKgo-Wert). Bei Lincomycin war der MHKgo-Wert gegeniber B. pilosicoli
um ein Vielfaches niedriger als gegenuber den tbrigen Spezies. Im Gegensatz hierzu wie-
sen die Pleuromutiline Tiamulin und Valnemulin ihre niedrigsten MHKgo-Werte gegentber
B. innocens und B. pilosicoli auf. Die jeweils hochsten Werte wurden fir B. intermedia

ermittelt.

4.2.2.6 Zusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse der MHK-Wert-Prufung im
ADT im Hinblick auf die Antibiotikaresistenz der Brachyspira spp.-Isolate

Gegenuber Tylosin waren alle B. hyodysenteriae-, B. intermedia- und B. murdochii-lsolate
im Agardilutionstest resistent (Tabelle 20). Von den B. pilosicoli- und B. innocens-Isolaten

erwiesen sich dagegen 25 bzw. 15 % als empfindlich.
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Bei Lincomycin traten die grof3ten Unterschiede im Resistenzverhalten zwischen den getes-
teten Brachyspira spp. auf. Die Resistenzraten reichten von 0 bis 65 % (B. hyodysenteriae).
Von den B. innocens- und B. murdochii-Isolaten wurden 31 % der Stdmme als resistent ein-

gestuft.

Gegenuber Tiamulin erwiesen sich ca. vier Prozent der B. hyodysenteriae-Isolate und 50 %
der B.intermedia- bzw. B. innocens-Stamme als resistent. Im Gegensatz hierzu war bei
keinem der untersuchten B. pilosicoli- und B. murdochii-Isolate eine Tiamulinresistenz vor-

handen.

Bei den Untersuchungen mit Valnemulin als Antibiotikum lagen die MHK-Werte im empfind-
lichen und z. T. im intermediaren Bereich (10 % der B. hyodysenteriae und 50 % der B. inter-

media-Isolate). MHK-Werte im resistenten Bereich waren nicht nachweisbar.

Tabelle 19: MHKgo-Werte von Tylosin, Lincomycin, Tiamulin und Valnemulin

gegenlber den Brachyspira spp.-Isolaten.

Anzahl MHKgo-Werte [ug/mil]

Brachyspira spp. Isolate Tylosin  Lincomycin  Tiamulin  Valnemulin
B. hyodysenteriae 46 >1024 512 2 1
B. pilosicoli 8 8 2 0,125 0,125
B. intermedia 2 >1024 32 >4 2
B.innocens 32 >1024 256 0,25 0,125
B. murdochii 3 >1024 128 0,5 0,5
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Tabelle 20: Antibiotikaresistenz von Brachyspira spp.-Isolaten von
Mastschweinen aus den Jahren 2003 bis 2005 gemessen an den im
ADT ermittelten MHK-Werten.

Brachyspira spp.-Isolate [%]

B. B. B. B.
Beurteilung B. hyo- S o -
Antibio- der MHK im dysenteriae pilosicoli intermedia innocens murdochii
tikum ADT [n = 46] [n=8] [n=2] [n =32] [n=3]
Tylosin  empfindlich 0 25,0 0 15,6 0
intermediar 0 50,0 0 6,3 0
resistent 100 25,0 100 78,1 100
Linco- empfindlich 19,6 87,5 0 59,4 33,3
mycin intermediar 15,2 12,5 100 9,4 33,3
resistent 65,2 0 0 31,3 33,3
Tiamulin empfindlich 86,9 100 50 93,8 100
intermediar 8,7 0 0 0 0
resistent 4.4 0 50 6,2 0
Valne- empfindlich 89,1 100 50 100 100
mulin intermediar 10,9 0 50 0 0

resistent 0 0 0 0 0
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4.2.3 MHK-Wert-Bestimmung im Mikrobouillondilutionstest (MBDT)

4.2.3.1 Tiamulin

Gegen Tiamulin waren die B. murdochii-Isolate am empfindlichsten. Diesen schlossen sich
die MHK-Ergebnisse der B. pilosicoli-Isolate an. Den hdchsten MHKgo-Wert von 1,25 pg/ml

wiesen die B. hyodysenteriae-, B. intermedia- und B. innocens-Isolate auf.

Tabelle 21: Fur Tiamulin im MBDT ermittelte MHKzo- und MHKgo-Werte gegentiber
den verschiedenen B. spp.

MHK-Werte von Tiamulin [ug/ml]

Brachyspira spp. Anzahl Isolate

MHK 50 MHKgo
B. hyodysenteriae 46 0,039 1,25
B. pilosicoli 6 0,039 0,625
B. intermedia 2 0,625 1,25
B. innocens 31 0,0098 1,25
B. murdochii 3 0,039 0,3125

Abbildung 9:  Im Mikrobouillondilutionstest ermittelte MHK-Werte in pg / ml
gegenuber Tiamulin
Einstufung der Bakterien: S (sensibel): MHK = 1,
| (intermediér): MHK >1 und < 4; R (resistent): MHK= 4 pg/ml.
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4.2.3.2 Valnemulin

Gegen Valnemulin wurden bei allen Brachyspira-lsolaten im MBDT die niedrigsten MHKsgo-
und MHKgo-Werte ermittelt. Besonders niedrige Konzentrationsstufen erreichten die Isolate

von B. innocens. Die MHKso- und MHKg-Werte flr B. pilosicoli und B. intermedia waren

identisch.
Tabelle 22: Fiar Valnemulin im MBDT ermittelte MHKso und MHKgo-Werte
gegenlber den verschiedenen B. spp.

Brachyspira spp. Anzahl 1solate MHK-Werte von Valnemulin [ug/ml]
MHK 5o MHKgo

B. hyodysenteriae 46 0,00313 0,05

B. pilosicoli 6 0,05 0,1

B. intermedia 2 0,05 0,1

B. innocens 31 0,00156 0,025

B. murdochii 3 0,05 0,05

Abbildung 10: Im Mikrobouillondilutionstest ermittelte MHK-Werte in pug / ml
gegeniber Valnemulin
Einstufung der Bakterien: S (sensibel): MHK < 1, | (intermediar):
MHK >1 und < 4; R (resistent): MHK= 4 pg/ml (nach Tiamulinangaben)
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4.2.3.3 Tylosin

Die im MBDT getesteten B. pilosicoli- und B. innocens-Isolate zeigten gleiche MHKs,- und
MHKgo-Werte. Die B. hyodysenteriae- und B. murdochii-Isolate &hneln sich auch in ihren
MHKSso- und MHKgo-Werten, wohingegen die B. intermedia-Isolate besonders hohe MHKgo-
Werte zeigten.

Tabelle 23: Fur Tylosin im MBDT ermittelte MHKso und MHKgo-Werte gegentiber
den verschiedenen B. spp.

Brachyspira spp. Anzahl Isolate MHK-Werte von Tylosin [ug/ml]
MHK 5o MHKgo

B. hyodysenteriae 46 500 1.000

B. pilosicoli 6 3,9 1.000

B. intermedia 2 250 2.000

B. innocens 31 3,9 1.000

B. murdochii 3 250 1.000

Abbildung 11: Im Mikrobouillondilutionstest ermittelte MHK-Werte in pug / ml
gegeniber Tylosin
Einstufung der Bakterien: S (sensibel): MHK = 1,
| (intermediér): MHK >1 und < 4; R (resistent): MHK= 4 ug/ml.
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4.2.3.4 Lincomycin

Am empfindlichsten gegeniber Lincomycin zeigten sich die B. pilosicoli-Isolate, gefolgt von

den B. intermedia-Isolaten.

Tabelle 24: Fur Lincomycin im MBDT ermittelte MHKs, und MHKgo-Werte
gegenlber den verschiedenen B. spp.

MHK-Werte von Lincomycin [pug/mi]

Brachyspira spp. Anzahl Isolate

MHKs MHKgg
B. hyodysenteriae 46 10 32
B. pilosicoli 6 0,006 0,050
B. intermedia 2 0,625 1,25
B. innocens 31 0,5 16
B. murdochii 3 8 16

Abbildung 12: Im Mikrobouillondilutionstest ermittelte MHK-Werte in pug / ml
gegenuber Lincomycin
Einstufung der Bakterien: S (sensibel): MHK = 4,
I (intermediér): MHK >4 und < 36; R (resistent): MHK= 36 pg/ml.



Ergebnisse 57

4.2.3.5 Vergleichende Darstellung der im MBDT erzielten MHKgq-Werte der Antibiotika

gegeniiber den Brachyspira spp.-Isolaten

In Tabelle 25 sind die Ergebnisse der Antibiotikaempfindlichkeitspriifung der B. spp.-Isolate
dargestellt als MHKgo-Werte der zur Prifung verwendeten Antibiotika vergleichend gegen-

Ubergestellt.

Tylosin wies gegenlber den meisten gepriften Stammen Ubereinstimmend sehr hohe
MHKg-Werte (jeweils 21.000 pg/ml) auf, die im resistenten Bereich angesiedelt waren.
Dagegen wurden sehr niedrige MHKgo-Werte gegen Valnemulin und Tiamulin ermittelt. Die
MHKgo-Werte gegen Valnemulin lagen bei allen Brachyspira Spezies im sensiblen Bereich.
Dagegen lagen die MHKgo-Werte gegen Tiamulin bei B. hyodysenteriae, B. intermedia und
B. innocens im intermediaren Bereich, die bei B. pilosicoli und B. murdochii aber auch im
sensiblen Bereich. Gegenuber Lincomycin wurden fir alle Brachyspira Spezies MHKgo-Werte

im intermedi&ren Bereich an der Grenze zum resistenten Bereich festgestellt.

Tabelle 25: Die im MBDT ermittelten MHKg-Werte von Tylosin, Lincomycin,
Tiamulin und Valnemulin gegeniber den Brachyspira spp.-Isolaten.

MHKgo-Werte [ug/ml]

Brachyspira spp. * Tylosin  Lincomycin  Tiamulin  Valnemulin
B. hyodysenteriae 1.000 32 1,25 0,05

B. pilosicoli 1.000 64 0,625 0,1

B. intermedia 2.000 16 1,25 0,1
B.innocens 1.000 16 1,25 0,025
B. murdochii 1.000 16 0,3125 0,05

* Die Anzahl der jeweils untersuchten Stamme sind den vorgehenden Tabellen zu
entnehmen.

4.2.4 Gegenuberstellung der im ADT und MBDT ermittelten MHKso- und MHKgo-
Werte von Tylosin, Lincomycin, Tiamulin und Valnemulin gegentiber den

verschiedenen B. spp.

Die im MBDT ermittelten MHKgo-Werte fielen in der Gberwiegenden Zahl der Falle z. T. be-
trachtlich niedriger aus, als die im ADT ermittelten Werte. Besonders ausgepragt waren die-
se Unterschiede bei Prifung des Antibiotikums Valnemulin. Nur vereinzelt lagen umgekehrte

Verhaltnisse vor (Tabelle 26).

Was die nach den Ergebnissen im ADT und MBDT errechneten MHKg,-Werte anbetrifft, so

waren in der Uberwiegenden Zahl der Féalle die im MBDT bestimmten Werte vergleichbar den



58 Ergebnisse

Ergebnissen der MHKso-Bestimmung niedriger. Auch hier lag nur vereinzelt die umgekehrte
Situation vor (Tabelle 27).

4.25 Gegenuberstellung der vergleichend im ADT und im MBDT ermittelten
Antibiotikaempfindlichkeit (empfindlich, intermediar, resistent) der
untersuchten B. spp.

Bei der Priifung auf Ubereinstimmung zwischen den nach den Ergebnissen des ADT und
des MBDT vorgenommenen Bewertungen als empfindlich, intermediar und resistent fallt auf,
dass die Ubereinstimmungsraten zwischen beiden Testsystemen bei den Pleuromutilinen
Tiamulin und Valnemulin weitaus grosser waren als bei Tylosin und besonders Lincomycin
(Tabelle 26). Unter ausschliesslicher Beriicksichtigung der Bewertungen empfindlich und
resistent ergibt sich bei dem Vergleich der Testsysteme fir die einzelnen Antibiotika folgende

Situation.

Tylosin

Ein Gbereinstimmendes Ergebnis (resistent bzw. empfindlich) lag in 57 Fallen vor. Vier nach
dem MBDT als resistent beurteilte Stamme erwiesen sich im ADT als empfindlich.
Umgekehrt waren drei nach dem ADT als resistent beurteilte Isolate im MBDT als
empfindlich beurteilt worden. Bezogen auf die Bewertungen resistent und empfindlich

machten die diskrepanten Ergebnisse einen Anteil von 10,9 % aus.

Lincomycin

In 19 bzw. drei Fallen fuhrten die Untersuchungen im ADT und MBDT zu gleichlautenden
Ergebnissen: empfindlich bzw. resistent. Widerspriichliche Resultate lagen in insgesamt 15
Fallen (40,54 %) vor. Hierauf entfielen elf Stamme, die im ADT, nicht aber im MBDT und vier

weitere, die zuvor im MBDT aber nicht im ADT, als resistent beurteilt wurden.
Tiamulin

Gegenuber Tiamulin erwiesen sich 72 Isolate nach den Ergebnissen beider Testsysteme als
empfindlich. Lediglich in zwei Fallen (2,7 %) kam es zu einem kontrdren Ergebnis. Diese
Stamme waren nach den Ergebnissen des ADT Tiamulin-resistent, jedoch im MBDT

empfindlich.
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Valnemulin

Bei Verwendung von Valnemulin war mit 81 gleichlautenden Ergebnissen (empfindlich) die

Ubereinstimmungsrate zwischen beiden Testsystemen am hochsten.

Tabelle 26: Vergleichende Darstellung der im ADT und im MBDT ermittelten
MHKso-Werte der Antibiotika gegeniiber den verschiedenen B. spp.
MHK-Wert- MHKso-Werte [ug/ml] *
Antibio- Bestim- B. hyo-
tikum mung dysenteriae B. pilosicoli B. intermedia B. innocens B. murdochii
Tylosin ADT 1024 4 > 1024 16 8
MBDT 500 3,9 250 3,9 250
Linco- ADT 128 0,125 0,015 1 0,25
mycin MBDT 10 2 1 0,5 8
Tia- ADT 0,25 0,015 >4 0,031 0,031
mulin MBDT 0,039 0,039 0,625 0,0098 0,039
Valne- ADT 0,063 0,015 32 0,015 0,125
mulin MBDT 0,00313 0,05 0,05 0,00156 0,05

* Die Anzahl der untersuchten Stamme sind den vorgehenden Tabellen zu entnehmen.

Tabelle 27: Vergleichende Darstellung der im ADT und MBDT ermittelten
MHKqo-Werte der Antibiotika gegentber den verschiedenen B. spp.
MHK-Wert- MHKgo-Werte [I.lg/ml] *

Antibio- Bestim- B. hyo-

tikum mung dysenteriae B. pilosicoli B. intermedia B. innocens B. murdochii

Tylosin ADT >1.024 >1.024 >1.024 >1.024 >1.024
MBDT 1.000 1.000 2.000 1.000 1.000

Linco- ADT 512 2 4 >512 128

mycin MBDT 32 64 16 16 16

Tia- ADT 2 0,063 >4 1 0,031

mulin MBDT 1,25 0,625 1,25 1,25 0,3125

Valne- ADT 1 0,25 0,25 0,25 0,125

mulin MBDT 0,05 0,1 0,1 0,025 0,05

* Die Anzahl der untersuchten Stamme sind den vorgehenden Tabellen zu entnehmen.
78 B. spp.-Isolate waren gegen Valnemulin im ADT und MBDT empfindlich. Ein Isolat war
im ADT empfindlich und im MBDT resistent. Keines der Isolate war im ADT oder MBDT

resistent.
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Tabelle 28: Vergleichende Darstellung der in ADT und MBDT ermittelten
Antibiotikaempfindlichkeit verschiedener B. spp.-Isolate (h= 88) von
Schweinen
ADT- MBDT-Beurteilung [Anzahl der Stamme]
Antibiotikum Beurteilung empfindlich intermediar resistent
empfindlich 0 3 5
Tylosin intermediar 0 3 3
resistent 3 15 56
empfindlich 19 14 2
Lincomycin intermediar 4 11 1
resistent 11 23 3
empfindlich 71 7 0
Tiamulin intermediér 6 0 0
resistent 2 2 0
valnemulin. empfindlich 78 0 1
intermediér 8 1 0
resistent 0 0 0

* Fir die Beurteilung der Antibiotikaresistenz gegeniiber Valnemulin wurden die fiir Tiamulin
etablierten ,Breakpoints* herangezogen.
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5 Besprechung der Ergebnisse

Bei der Prufung der Antibiotikaempfindlichkeit von Brachyspiren liegen wenig
Untersuchungen vor, weil die Gewinnung von Feldisolaten mit einem hohen Aufwand

verbunden ist und die Kultivierung der Erreger sehr anspruchsvoll ist.

Im Rahmen der eigenen Untersuchungen war eine unerwartet hohe Probenzahl fir die
Isolierung der 94 Feldisolate erforderlich. Nur von in etwa jeder zwanzigsten untersuchten
Kotprobe konnten B. spp. schlie3lich in Reinkultur vermehrt werden. Dies steht in krassem
Gegensatz zu Angaben anderer Autoren (Dinser et al., 1997; Hommez et al., 1998), die
uber eine weitaus hohere Isolierungsrate berichteten. Hierbei ist jedoch zu bertcksichtigen,
dass die genannten Autoren entweder Probenmaterial von klinisch Dysenterie-auffalligen
Tieren in die Untersuchung einbezogen oder auf Material, bei dem nur ein kurzer Zeitraum
von der Entnahme bis zur Kultivierung vorlag, zurlickgreifen konnten. Die in der vorliegenden
Studie verwendeten Proben, die in der tUberwiegenden Zahl der Falle von praktizierenden
Tierarzten eingesandt wurden, stammten nicht ausschlieBlich von durchfallkranken
Schweinen, sondern auch von gesunden Tieren, bei denen zu Kontrollzwecken

Untersuchungen auf Durchfallerreger in Auftrag gegeben worden waren.

Ferner ist zu beriicksichtigen, dass die meisten Proben auf dem Postweg versandt wurden.
Dies bedingt eine Transportzeit von in der Regel 48 h. Bei einer Uberlebenszeit der
Brachyspiren unter strikt aeroben Bedingungen von maximal 15 h (Richter, pers. Mitteilung)
ist somit von einer erheblichen Reduzierung der Vermehrungsfahigkeit der Erreger in dem
Probenmaterial auszugehen. Die nachgewiesene Isolierungsrate von 5,7 % durfte daher ein
sehr realistischer Wert bei der kulturellen Untersuchung auf Brachyspiren fir ein
mikrobiologisch-diagnostisches Labor sein. In Anbetracht der Dauer der Kultivierung unter
anaeroben Bedingungen wurden fir die Isolierung Selektivndhrbdden verwendet. Auch von
anderen Untersuchern wurden meist Tryptikase-Soja-Agarplatten mit Rinder- oder
Schafblutanteil sowie Zusatz an Antibiotika verwendet. So verwendeten Calderaro et al.
2001 den sogenannten BAM-SR (Agar auf Blutagarbasis mit Rinderextrakt, Peptonzusatz,
Pferdeblut, Spectinomycin und Rifampin) als Nahrmedium und reicherten vor der kulturellen
Anzucht die Brachyspiren mittels der Suspension BHI-SR (BHI mit 10 %FKS, Spectinomycin
und Rifampin und Schweinekotextrakt) an. Feltrup et al. verwandten 1999 zur Anzucht von
Brachyspiren Columbia- oder TSA-Agar mit Schaf- oder Rinderblut und Spectinomycinzusatz
und es gelang ihnen dadurch eine eindeutige Beurteilung der Hamolysestarke. Auch wurde

von der Verwendung von bis zu finf gleichzeitig zugegebenen Antibiotika (Spiramycin,
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Rifampicin, Vancomycin, Colistin und Spectinomycin) berichtet (Verspohl et al., 2001). Auch

Uber den Zusatz von Hefeextrakt zum TSA-Agar wurde berichtet (Hommez et al., 1998).

Da in fast allen Fallen der vorliegenden Studie in der Primarkultur eine reiche Begleitflora
vorhanden war, ist zu schluf3folgern, dass die verwendeten Antibiotikazusatze in ihrer
Wirksamkeit unzureichend waren. Fir kinftige Untersuchungen ist eine Erweiterung des
Spektrums nach Literaturangaben (Verspohl et al., 2001) zu empfehlen. Bei der
Subkultivierung mit dem Ziel der Gewinnung von Reinkulturen erwies sich die mikroskopisch
kontrollierte (Invertoskop) Entnahme von Material im Bereich von Hamolysezonen als sehr
vorteilhaft. Dies ist eine empfehlenswerte Technik, Uber die in der Literatur bisher keine
Hinweise gefunden wurden. Insgesamt erklart der fir Brachyspiren im Vergleich zu anderen
Bakterienspezies besondere Aufwand der Isolierung die sehr Uberschaubare Zahl an

Berichten zu der gestellten Fragestellung.

Fir die Speziesdifferenzierung der Isolate wurden phanotypische und genotypische Charak-
teristika herangezogen. Die Differenzierung nach biochemischen Stoffwechselleistungen
fuhrte, wie auch von anderen Untersuchern berichtet (Feltrup et al., 1999a), nicht in allen
Fallen zu einem eindeutigen Ergebnis. Sehr wahrscheinlich ist dies mit dem anspruchsvollen
Wachstum der Brachyspiren in Verbindung zu bringen. Auch ist zu bericksichtigen, dass
bestimmte Stoffwechselleistungen nicht existieren, wie z. B. der Abbau von Tryptophan
(Nachweis von Indol) bei einem hohen Anteil belgischer und deutscher Feldisolate (Feltrup
et al., 1999a; Gundlach, 2001). Daher stitzte sich die Differenzierung in der vorliegenden
Studie auf die RFLP-Analyse eines 939 bp-langen Fragments des nox-Gens (Rohde et al.,
2002).

Methodisch stehen fiur die in vitro-Antibiotikaempfindlichkeitspriifung von Bakterien Testsys-
teme unter Verwendung fester und flussiger Nahrbéden zur Verfliigung. Der Agardiffu-
sionstest auf festen Nahrbodden ist bis heute ein gebrauchliches Verfahren fir zahlreiche
Bakterienspezies. Dieses Verfahren besticht durch seine Einfachheit in der Durchfiihrung, ist
jedoch fir Brachyspiren aufgrund ihrer langen Generationszeit wenig gut geeignet. Als Alter-
native ist fir die Resistenzprifung bei Brachyspiren ein Agardilutionstest beschrieben (Meier
et al., 1984). Bereits 1978 wurde ein modifizierter Agardilutionstest zur schnellen Antibiotika-
empfindlichkeitsprifung anaerober Bakterien empfohlen (Hanson und Martin, 1978). Dieses
Verfahren wurde und wird von mehreren Arbeitsgruppen angewandt (Rasback et al., 2005).
Vorteil der Agardilutionstechnik ist im Gegensatz zum Agardiffusionstest die Moéglichkeit der
Ermittlung von MHK-Werten. Im Zuge der Standardisierung der Antibiotikaempfindlich-
keitsprifung von Tieren stammender Erreger wird vom ,National Committee for Clinical
Laboratory Standards“ (NCCLS, jetzt CLSI genannt) eine Mikrobouillondilutionsmethodik
(Durchfuhrungsvorschrift M31-A2) empfohlen (Schwarz et al., 2003). Weitgehend basierend
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auf diesem Standard wurde fur die eigenen Versuche ein Mikrotestsystem entwickelt und die
hierbei erzielten Ergebnisse mit denen des nach Literaturangaben (Kessler, 2001; Uezato
et al., 2004) durchgefihrten Agardilutionstests verglichen. Zwar existierten bereits Berichte
zur Prufung der Antibiotikaresistenz von Brachyspiren in flissigen N&dhrmedien (Karlsson et
al., 2001; Karlsson et al., 2003; Kessler, 2001), jedoch ist bisher eine Miniaturisierung
(Durchfihrung in 96-well Platten) dieser Technik nie gelungen. Zur Uberpriifung der
Wiederholbarkeit der mit dem MBDT ermittelten Ergebnisse wurden Prifungen an mehreren
aufeinanderfolgenden Tagen unter Verwendung des B. hyodysenteriae-Referenzstammes
B204 jeweils im Doppelansatz durchgefiihrt. Nach der hohen Ubereinstimmung der
Ergebnisse ist der Test als sehr prazise und aus dieser Hinsicht zur Bestimmung der
Antibiotikaempfindlichkeit als gut geeignet anzusehen. Zur Beurteilung des MBDT’s benétigt
man aufgrund des langsamen Wachstums der Brachyspiren vom Ansatz des Testsystems
bis zur Ablesung eine Inkubationszeit von finf Tagen. Die im Mikrobouillontest
durchgefuhrten Prifungen nach den CLSI-Vorgaben werden in der Regel jedoch bereits
nach 24 h abgelesen. Dies berechtigt zu der Frage, ob in dieser vergleichbar langen
Zeitspanne von funf Tagen nicht u. U. mit einem Wirkungsverlust der Antibiotika zu rechnen
ist. Um dieser Kritik vorzubeugen, wurden alle vier verwendeten Antibiotika in
Verdiunnungen, die den Prifbedingungen entsprachen, fir insgesamt funf Tage bei 37 °C
(Inkubationstemperatur fur die Priafung) vorinkubiert und erst anschlieBend auf ihre
Wirksamkeit geprift. Der Vergleich der Ergebnisse mit jenem aus einem Versuchsansatz mit
frisch verdiinnten Antibiotikalésungen ergab keine Unterschiede (in den Ergebnissen nicht
mitgeteilt). Hieraus ist zu schliessen, dass Tylosin, Lincomycin, Tiamulin und Valnemulin in
BHI mit 20 % FKS (Inkubationsmedium) bei 37 °C Uber funf Tage keinen Wirkungsverlust
aufweisen. Somit durften durch das zu der CLSI Methodik veranderte Prozedere der Prifung

keine negativen Auswirkungen auf die Testergebnisse zu befurchten sein.

Bei dem Vergleich der im ADT und MBDT ermittelten MHK-Werte waren in der
Uberwiegenden Zahl der Falle mit dem MBDT niedrigere Werte nachweisbar. Eine Antwort
auf die Frage nach moglichen Ursachen fir das Vorliegen der in einigen Fallen beobach-
teten, umgekehrten Situation bleibt offen. Insgesamt jedoch sprechen die Ergebnisse dafir,
dass der MBDT als das sensiblere Verfahren zu bewerten ist. Die geringere Empfindlichkeit
des ADT konnte auf eine Behinderung der freien Diffusion oder einer Reduzierung der
Wirksamkeit des Antibiotikums durch Inhaltstoffe des N&hrbodens, insbesondere Blut,
zurtckzufuhren sein. Fir den Agardiffusionstest werden daflr z. B. Blutagarplatten aufgrund
moglicher Wechselwirkungen der zu prifenden Antibiotika mit roten Blutkdrperchen generell
abgelehnt. Das Medium fiir den MBDT enthalt dagegen weder Blut noch Agar-Agar und das
Antibiotikum kann theoretisch in dem fliissigen Medium frei diffundieren. Es ist jedoch nicht

vollstdndig auszuschlieBen, dass auch dieses Milieu die Wirksamkeit des Antibiotikums
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beeintrachtigt, bedingt durch den hohen Anteil organischer Verbindungen im Medium. Nach
den vorliegenden Ergebnissen ist dies jedoch, wenn auch mit Ausnahmen, in einem weitaus
geringeren Umfang der Fall, als beim ADT. Fur die Bewertung der Resistenzsituation ist
daher zu empfehlen, mit Bouillondilutionsmethoden bestimmte MHK-Werte zugrunde zu

legen.

Die Bewertungen empfindlich, intermediar und resistent orientieren sich an der, nach
Therapie in der vom Hersteller vorgeschlagenen Dosierung, im Gewebe der Tiere vorlie-
genden Wirkspiegel (siehe Kapitel 3.4.5.1). Bei der Dysenterie und Spirochatendiarrhoe sind
dies besonders die im Kolongewebe und -inhalt auftretenden Konzentrationen des
Wirkstoffs. Unter Einbezug eines Sicherheitszuschlags wurden auf Basis dieser Daten die
Bewertungsbereiche angesetzt. Ob diese sogenannten ,Breakpoints® als realistisch
anzusehen sind, ist fraglich, da die in vitro-Ergebnisse oft nicht in Ubereinstimmung mit den
Erfahrungen in vivo stehen (Hellwig, 2002). Fur die vergleichende Beurteilung der vor-
liegenden Untersuchungsergebnisse ist jedoch festzuhalten, dass die Bewertung der MHK-
Werte unter Zugrundelegung von ,Breakpoints* erfolgte, die auch von anderen Untersuchern

als MaR3 verwendet wurden (Kessler, 2001).

Die ermittelte Resistenzsituation gegeniber Tylosin und Lincomycin steht weitgehend in
Ubereinstimmung mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen aus dem deutschen Raum
(Kessler, 2001). Auch aus anderen Landern (Vyt und Hommez, 2006, Belgien; Lobova et
al., 2004, Tschechische Republik; Karlsson et al., 2003, Schweden; Karlsson et al., 2002,
Brachyspira spp.-Isolaten aus Australien; Uezato et al., 2004, Japan) wird tber einen hohen
Anteil resistenter B. hyodysenteriae-Stamme bei diesen Antibiotika berichtet. Die fur Tylosin
bestimmten, extrem hohen MHK-Werte sprechen fir eine vollstdndige Unwirksamkeit dieses
Wirkstoffes gegentber B. spp.. Als Resistenzmechanismus wurde eine Mutation im Bereich
der Bindungsstelle des Tylosins am Ribosom (Position 2058) von B. hyodysenteriae
beschrieben (Karlsson et al., 1999). Die aul3erordentliche Hohe der ermittelten MHK-Werte
macht das Vorliegen derartiger Mutationen bei den gepriften B. hyodydenteriae-Stammen
sehr wahrscheinlich. Auffallig war jedoch der im MBDT ermittelte, deutlich niedrigere MHKso-
Wert der B. innocens-Isolate (3,9 pg/ml) gegeniiber den B. hyodysenteriae-Isolaten
(500 pg/ml). Ein Grund hierfir kdnnte die unterschiedliche Pathogenitat der verschiedenen
Brachyspirenspezies und dadurch bedingt der vermehrte Antibiotikaeinsatz bei Vorliegen
einer Schweindeysenterie sein. Durch den verstarkten Einsatz an Chemotherapeutika wird

die Entstehung von Resistenzen geférdert, was wiederum zu erhéhten MHK-Werten fihrt.

Da auch bei den anderen B.spp. (auer B. hyodysenteriae) sehr hohe MHK-Werte
gegenlber Tylosin vorlagen, ist davon auszugehen, dass auch bei diesen Stammen

entsprechende Mutationen vorliegen. Bei Lincomycin sind die Mechanismen der
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Antibiotikaresistenz nicht bekannt. Die aber auch bei diesem Antibiotikum, zwar nicht in
gleichem Umfang wie bei Tylosin, vorliegenden hohen MHK-Werte sprechen fur das
Vorliegen vergleichbarer Resistenzmechanismen bei den untersuchten Feldstdmmen.
Gegenuber Tiamulin und Valnemulin erwiesen sich alle gepriften Isolate aus der Zeit von
2003 bis 2005 als empfindlich. Dies steht in Widerspruch zu vorhergehenden Untersu-
chungen aus dem deutschen Raum. Nach Berichten von KefRler (2001) wurden immerhin
26,7 % der B. hyodysenteriae-lsolate gegenuber Tiamulin und 16,7 % der B. hyodysenteriae-
Isolate gegentiber Valnemulin als resistent eingestuft. Gundlach (2001) berichtete sogar von
noch hoheren Resistenzraten bei B. hyodysenteriae-Isolaten. Die Anteile resistenter Isolate
betrugen 83,8 % (Lincomycin), 98,5 % (Tylosin), 57,4 % (Tiamulin) und 47,1 % (Valnemulin).

An dieser Stelle ist zu hinterfragen, ob nicht u. U. auch die unterschiedlichen
Vorgeschichten der gepriften Isolate in den verschiedenen Laboratorien, Uber die in der
Regel selten berichtet wird, Einfluss auf die Ergebnisse nehmen kénnen. Im wesentlichen
sind hierbei unterschiedliche Passagezahlen der verwendeten Stamme von Bedeutung. Zur
Beantwortung dieser Frage wurden verschiedene B. spp. unterschiedlich haufig passagiert
und die Ergebnisse zur Antibiotikaempfindlichkeit verglichen (siehe Tabelle 14). Die
Ergebnisse sind nicht tbereinstimmend von gleicher Tendenz und daher auf3erordentlich
schwer zu interpretieren. Die Antibiotikaempfindlichkeit blieb mit zunehmender Passagezahl
je nach Prifstamm unbeeinflusst, wurde erheblich geringer aber auch erheblich gréRer.
Diese Tendenzen waren Uberwiegend einheitlich bei allen gepriften Antibiotika. Das
bedeutet, dal3 bei Abnahme des MHK-Wertes von Tylosin (siehe z. B. Tabelle 14 unter B.
murdochii) in héheren Passagezahlen auch mit einer Verringerung der MHK-Werte der
anderen Antibiotika zu rechnen ist. Dies erscheint logisch. Anscheinend werden wahrend der
Passagen, die ja jeweils mit einer aulRerordentlichen Vermehrung der Bakterien einhergeht,
die nicht ,resistenten* Keime selektiert, da sie sich unbeschwert von einem
Resistenzmechanismus vorteilhafter vermehren kénnen. Eine Zunahme der MHK-Werte
kénnte dagegen auf Selektionsmechanismen beruhen, bei denen eine Beteiligung der
Antibiotika in den Selektivnahrbdéden nicht auszuschlie3en ist. Es bleibt aber unerklarlich,
warum diese Beobachtung anscheinend nur auf einzelne Stamme zutrifft. Insgesamt ist trotz
mangelnder Erklarung festzuhalten, dass die Ergebnisse einer
Antbiotikaempfindlichkeitsprifung von der Passagezahl der Prifstamme, moglicherweise
auch von der Art der Antibiotika in den Selektivplatten, beeinflusst werden kann. Es erscheint
lohnenswert, die hier erhobenen Befunde und Hypothesen eingehender zu prifen. Auf die
vorliegenden Untersuchungsergebnisse haben die Beobachtungen aller Voraussicht nach
aber nur unbedeutenden Einfluss, da wahrscheinlich erst bei hdheren Passagezahlen

(n > 10) mit einem messbaren Effekt zu rechnen ist.
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Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Versuche zur Antibiotikaempfindlichkeit von
B. hyodysenteriae basieren auf Isolaten aus dem Zeitraum von 2003 bis 2005. Die eigenen
Ergebnisse belegen, dass die in diesem Zeitraum gewonnenen Isolate in der Uberwiegenden
Zahl der Falle gegenuber Tiamulin und Valnemulin aufl3erordentlich empfindlich waren. Dies
steht im Widerspruch zu Berichten aus anderen Teilen Deutschlands, besonders jenen
Regionen in Norddeutschland mit intensiver Schweineproduktion. Da mittlerweile (2009,
2010) ein hoher Anteil von Isolaten auch aus hessischen Schweinebetrieben als resistent
gegenlber Tiamulin und Valnemulin zu bewerten sind (Herbst, pers. Mitteilung), ist nicht
auszuschliessen, dass sich resistente Stamme von Nord nach Sid ausbreiteten. Eine
andere Erklarung konnte an Unterschieden im Verbrauch der entsprechenden Antibiotika
liegen. Auch hier ist die Situation im Norden Deutschlands mit einer hohen Konzentration an
Schweinen sicherlich forderlicher fur die Entstehung von Resistenzen zu bewerten, als jene

in Hessen.
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6 Zusammenfassung

Die Schweinedysenterie hat nach wie vor grosse Bedeutung fir die Schweineproduktion.
Neben prophylaktischen Massnahmen steht die antibiotische Therapie im Vordergrund. Fir
den Therapieerfolg spielt die Antibiotikaempfindlichkeit des Erregers Brachyspira (B.)
hyodysenteriae gegentber den eingesetzten Chemotherapeutika eine entscheidende Rolle.
Die Bestimmung der Antibiotikaempfindlichkeit von Brachyspiren, die vorab aus deutschen
Schweinebestanden isoliert und anschlieBend im Labor charakterisiert wurden
(Speziesbestimmung), war Ziel der vorliegenden Arbeit.

Von 481 mittels Dunkelfeldmikroskopie vorgepriften Kotproben von Schweinen wurden in 94
Fallen Brachyspiren kultiviert. RFLP-Analysen identifizierten 48 (51,1 %) der lIsolate als
B. hyodysenteriae, acht (8,5 %) als B. pilosicoli, 33 als B. innocens (35,1 %), zwei der Isolate
als B. intermedia (2,1 %) und drei als B. murdochii (3,2%). Die phéanotypischen Charakteri-
sierungsversuche ergaben hiervon abweichende Ergebnisse und wurden wegen ihrer mut-
malfilich geringen Sensitivitat nicht berlcksichtigt. Die Antibiotikaempfindlichkeitsprifung der
B. hyodysenteriae-Isolate (n = 48) als auch der weiteren Spezies (n = 46), im Folgenden als
.andere B. spp.“ bezeichnet, erfolgte im Agardilutionstest (ADT) und in einem Mikrobouillon-
dilutionstest (MBDT), der in Anlehnung an CLSI-Normen fir die Prifung von Brachyspiren

modifiziert wurde.

Insgesamt waren die unter Anwendung des MBDT fir Tylosin, Lincomycin, Tiamulin und
Valnemulin ermittelten MHK-Werte niedriger als die mit dem ADT bestimmten Werte.
Aufgrund dieser héheren Sensitivitat wurden den nachfolgenden Aussagen die MBDT-
Ergebnisse zugrunde gelegt. Bei vergleichender Betrachtung aller MHK-Werte war eine
weitaus geringere Empfindlichkeit gegentber Tylosin und Lincomycin als gegeniber den
Pleuromutilinen Tiamulin und Valnemulin auffallig. Die B. hyodysenteriae-Isolate unterschie-
den sich hierbei in ihrer Antibiotikaempfindlichkeit nur unwesentlich von den anderen B. spp..
Die MHKg-Werte von Tylosin gegeniber B. hyodysenteriae und den ,anderen B. spp.”
reichten von 1.000 bis 20.000 pg/ml, die von Lincomycin von 16 - 64 pg/ml, die von Tiamulin
von 0,31 - 1,25 pug/ml und jene von Valnemulin von 0,025 - 0,1 pg/ml. Gemessen an
aktuellen ,Breakpoints* war ein sehr grof3er Anteil der Isolate aus den Jahren 2003 bis 2005

als intermediér und resistent gegenuber Tylosin (97%) und Lincomycin (61%) zu bewerten.

Die entsprechenden Prozentzahlen fir Tiamulin und Valnemulin betrugen dagegen lediglich
10 % und 2 %.
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Anhand der durchgefihrten Untersuchungen ist der MBDT aufgrund seiner hoéheren
Empfindlichkeit, Praktikabilitat, Reproduzierbarkeit und methodischen Anlehnung an die
bestehende CLSI-Norm zur Prifung der Antibiotikaempfindlichkeit von Brachyspira spp. dem
ADT als auch Bouillondilutionstesten in grésseren Volumenanséatzen vorzuziehen. Nach der
ermittelten Antibiotikaempfindlichkeit von B. hyodysenteriae-Feldisolaten ist von Tylosin und
Lincomycin keine bzw. eine geringe Klinische Wirksamkeit zu erwarten. Beziglich der
Pleuromutiline ist in dem genannten Probenentnahmezeitraum dagegen von einer guten
therapeutischen Wirksamkeit auszugehen. Eine entsprechende Wirksamkeit ist auch

gegeniiber den anderen beim Schwein vorkommenden Brachyspira spp. zu erwarten.
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Summary

Swine dysentery (SD) caused by Brachyspira (B.) hyodysenteriae is one of the most
important enteric diseases in swine production. Improvement of farm-hygiene combined with
a specific treatment and antibiotic therapy are the primary actions to contain the disease. The
intention of this study was the isolation of B. spp. from feces of german pigs, their
characterisation with biochemical und molecularbiochemical methods and evaluating the

antimicrobial susceptibility in two different test systems.

Brachyspira spp. were successfully cultivated in 94 cases out of 481 dark-field microscopy
pre-tested porcine fecal samples. As a result of RFLP analysis, a number of 48 (51.1 %)
isolates were identified as B. hyodysenteriae, eight (8.5 %) as B pilosicoli, 33 (35.1%) as
B. innocens and three (3.2%) as B. murdochii. Deviating results from phenotypical
characterisation attempts were not taken into account due to assumed low susceptibility. The
B. hyodysenteriae isolates (n = 48) and other B.species (n = 46), were tested for
antimicrobial susceptibility by use of agardilution (ADT) and microbouillondilution (MBDT)

which was modified to reflect CLSI standards in testing B. spp..

While MBDT treatments for Tylosin, Lincomycin, Tiamulin and Valnemulin were leading to an
overall lower level of MIC values than those tested by ADT, the following conclusions are
based on the MBDT values because of its higher sensitivity. On a comparative examination
of all MIC results it was noticeable that the susceptibility to Tylosin and Lincomycin was
much lower than to Tiamulin and Valnemulin, both derivatives of pleuromutilin. In contrast,
there is only a marginal difference between the antibiotical susceptibility of B. hyodysenteriae
isolates and other B spp.. The MICq, values of Tylosin against B. hyodysenteriae and other
B. spp. range from 1.000 to 20.000 pg/ml, while Lincomycin range from 16 — 64 pg/ml,
Tiamulin from 0,31 — 1,25 pg/ml and those of Valnemulin from 0,025 — 0,1 pg/ml. As
measured by current breakpoints a huge portion of isolates from 2003 to 2005 were

classified as intermediate and resistant against Tylosin (97 %) and Lincomycin (61 %).

However the relevant percentages of Tiamulin and Valnemulin were only 10 % and 2 %,

respectively.

Based on the findings of this study, MBDT has been proven to be the preferred method
compared to ADT and broth microdilution testings of large volumes due to its higher
sensitivity, practicality, reproducibility and due to its methodical approach orientated on

existing CLSI standards in testing antimicrobial susceptibility of Brachyspira spp..



70 Zusammenfassung

Based on the determined antimicrobial susceptibility of B. spp. field isolates, it is assumed
that a clinical effectiveness of Tylosin and Lincomycin is only marginal. In contrast, it is
feasible that the pleuromutilins show a good therapeutic efficiency in the sampling period. A
similar effectiveness is also to be expected against the remaining swine-based

Brachyspira spp..
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8 Anhang
In dieser Arbeit verwendete Medien, Puffer und Gebrauchsldsungen:
B-Cult (Brachyspira Transport- und Einfriermedium)
Caso-Agar: Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 1.05458.0500 350 ml
Agarose 4.2 ml
Natriumthioglycolat 0,2 %
Spectinomycin 87,59
Colistin 87,59
BHI-Medium
Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 10493 379
A. dest. ad 1.000 ml
BHIF®Y*S*-Medium
Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 10493 3749
Colistin (62,25 mg in 125 ml A. dest.) 12,5 ml
Vancomycin (60 mg in 125 ml A. dest.) 12,5 ml
Spectinomycin (1.000 mg in 125 ml A. dest.) 25 mi
Spiramycin (152,5 mg in 25 ml Athanol und 100 ml A. dest.) 12,5 ml
Rifampicin (125 mg in 25 ml Athanol und 100 ml A. dest.) 12,5 ml
A. dest. ad 1.000 ml
FKS (Fotales Kalberserum) — immer frisch zugesetzt 20 %
Blut-Agar
Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 1.10886.0500 40 g
defibriniertes Schafblut 50 ml
A. dest. ad 1.000 ml
Elektrophorese-Stammlésung (50 x TAE)
Tris 242 g
Eisessig 5719
Na-EDTA x 2 H,O (0,5 M, pH 8,0) 100 ml
A. dest. ad 1.000ml
Ladepuffer
Bromphenolblau 12,5 mg
Xylencyanol FF 12,5 mg
Glycerin (30 %) 2,6 ml
A. dest. 7,4 ml
Loading Dye-DNS Ladder Gebrauchsverdiinnung
Gene Ruler™ 100 bp DNS Ladder Plus 0,01 ml
6x Loading Dye Solution (Fa. Fermentas, St. Leon-Roth, Kat.Nr. 0,03 ml
R0611 0,12 ml
A. dest.
TSASC-Agar mit Spectinomycin und Colistin (mit Schafblut)
Caso-Agar: Fa. Merck, Darmstadt, Kat.Nr.: 1.05458.0500 409
defibriniertes Schafblut 50 ml
Spectinomycin 400 mg
Colistin 400 mg
A. dest. ad 1.000 ml
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