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Einleitung

1. Einleitung

In den vergangenen Jahren hat das Auftreten von Methicillin-resistenten Staphylococcus anrens
(MRSA) in Krankenhiusern und Pflegeinrichtungen immer mehr zugenommen und auch im

Bereich der Tiermedizin treten sogenannte Livstock-associated MRSA (LA-MRSA) vermehrt auf.

Es stellt sich die Frage, wie weit sich die LA-MRSA bis heute unter der Schweinepopulation
verbreitet haben, da ihr Vortkommen bei Schweinen seit 2005 bekannt ist und meist Uber eine
nasale Besiedelung mit dem Sequenztyp 398 (ST398) berichtet wurde. Jedoch kommt es bei den
Schweinen selten zu klinischen Erscheinungen, weshalb die Kolonisation hdufig unbeachtet

bleibt.

So wurden in der vorliegenden Studie Schweine aus Baden-Wirttemberg, Hessen,
Nordrheinwestfalen und Niedersachsen auf das Vorkommen von MRSA mit Nasentupferproben
untersucht. Ebenso wurden die Umgebung der Schweine, die auf den Betrieben anwesenden
Landwirte, Tierirzte und Tiermedizinstudenten beprobt und die isolierten MRSA mit MRSA von
Krankenhauspatienten des Uniklinikums Heidelberg durch ein Microarrayverfahren zur

Genotypisierung verglichen.

Dabei bestand ein besonderes Interesse daran, welcher Sequenztyp bei den beprobten Schweinen
dominiert und ob die MRSA der Schweine auf Landwirte, Tierdrzte und Tiermedizinstudenten
tbertragen und durch diese Personen in Krankenhéuser eingetragen werden kénnen. Vor allem
bei immunsupprimierten Menschen fiihren MRSA aufgrund ihrer Antibiotikaresistenz und den
somit resultierenden schlechten Therapiemdglichkeiten zu schweren Infektionen und sogar zum
Tode, sodass der Fintrag von LA-MRSA ins Krankenhaus besonders untersuchenswert ist. Um
einen Vergleich mit anderen Lindern Europas zu haben, sollten noch MRSA-Isolate aus der
Schweiz, Spanien, den Niederlanden und Dinemark von Schweinen, Landwirten und

Umgebungsproben in die Studie mit einflieBen.

Von grofler Bedeutung war der Vergleich der Virulenzfaktoren der LA-MRSA mit den hiufig in
Krankenhdusern vorkommenden ,,Hospital-aquited MRSA“ (HA-MRSA) und den in der
Bevolkerung verbreiteten ,,Community-aquired MRSA®“ (CA-MRSA). Aulerdem war die Analyse
der bisher angenommenen Bedrohung, die ausgehend von den LLA-MRSA fir die Menschen
besteht sowie von den HA- und CA-MRSA ausgehend fiir die Schweine, von gro3er Bedeutung,.

So blieb zu erforschen, ob die MRSA der Schweine sich seit ihrer Entdeckung vermehrt
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ausgebreitet und neue Virulenzfaktoren von HA- oder CA-MRSA erworben haben, da bisher nur
bei einer geringen Anzahl von MRSA-Isolaten des ST398 ecine Analyse der Virulenzfaktoren

durchgefiihrt wurde und meist nur die Himolysine nachgewiesen werden konnten.

Die Ergebnisse kénnen ein Hilfsmittel zur Einschitzung des Risikos fir den Menschen
darstellen, welches von LA-MRSA ausgeht, anhand der Analyse der Kolonisationsdynamik und
der Ubertragungsmoglichkeiten des dominierenden MRSA-Sequenztyps der Schweine sowie

seiner Virulenzfaktoren.




Literaturubersicht

2. Literaturiibersicht

2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus — anrens (S.  aurens) ist ein weltweit vorkommender fakultativ human- und
tierpathogener Erreger. Schon im Jahre 1874 beschrieb der Chirurg Theodor Billroth, wie auch
Robert Koch 1878, Staphylokokken als ,, Kugelmikrobien in Eiter*. Louis Pasteur brachte sie
1880 in Niahrlosung zur Vermehrung. Die Namensgebung Szaphylococens (S.) wurde 1880 von dem
schottischen Chirurgen Alexander Ogston geprigt. Eine erste Klassifizierung, auf Grund ihres
Pigmentverhaltens, in S. pyogenes anrens, wegen ihrer goldenen Farbe und S. pyogenes albus, aufgrund
des weillen Aussehens, erfolgte durch den Gottinger Chirurgen Friedrich Julius Rosenbach im
Jahre 1884 (Gatermann 2009).

S. aureus tritt einerseits als asymptomatischer Besiedler von Haut und Schleimhéuten (BfR 2009),
des Respirationstraktes, des Urogenitaltraktes und seltener des Verdauungstraktes von Menschen
und Tieren auf (Quinn et al. 2002, Carter et al. 2004), gehort jedoch andererseits zu den
bedeutendsten human- und tierpathogenen §. gpp. (Biberstein et al. 1999, Hahn et al. 2001). Er
verursacht oberflichliche und tief-invasive eitrige Infektionen, Sepsis, Endokarditis sowie
Intoxikationen (Gatermann 2009). S. awrens besiedelt beim Menschen vor allem die vordere
Nasenhohle und kann in dieser 6kologischen Nische hdufig isoliert werden (Williams et al. 1963,
Kluytmans et al. 1997). Etwa 20 % der Bevolkerung ist persistierend nasal von . aureus besiedelt,
wihrend bei 30 % eine intermittierende Besiedelung vorliegt (Gordon et al. 2008).

In der Tiermedizin ist S. aureus v.a. als Erreger von Mastitiden beim Rind und bei Entziindungen
des Bewegungsapparates beim Gefliigel bekannt (BfR 2009). So wurden auch Methicillin-
resistente S. aurens (MRSA), zum ersten Mal im Jahre 1972, aus der Milch von an Mastitis
erkrankten Rindern isoliert (Devriese et al. 1972, O’Mahony et al. 2005). Jedoch verursachen .
anrens Infektionen auch bei Schweinen Mastitis, Vaginitis und Metritis sowie Wundinfektionen,
Abszesse, Omphalitis, Polyarthritis, neonatale Septikimie und wurden bei Schweinen mit
Botrymycose nachgewiesen (Rich et al. 2005).

Zu einer Infektion mit S. awrens kommt es v.a. bei Ferkeln infolge von Immunsuppression,
metabolischen und endokrinen Stérungen oder Wunden, die zur Schwichung des Tieres fihren
und somit die Invasion des Erregers und seine Ausbreitung im Tier ermoglichen (Quinn et al.
2009). So fihrt S. aureus v.a. bei Ferkeln mit Nabelabszessen zu aufsteigenden Infektionen, die zu

Polyarthritis und Septikdmie fithren (Quinn et al. 2002, Seibitz 2002, Henton 2004, Taylor 2000).
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Der Erreger konnte auch aus abortierten Foeten und der Plazenta von Schweinen isoliert werden

(Kéhler et Wille 1980).

2.1.1 Gattungsmerkmale

Staphylokokken gehoren zu der Gattung Micrococcaceae und sind gram-positive Kugelbakterien
mit einem Durchmesser von 0,5 bis 1,5 um (Schleifer et al. 1986). Die Bezeichnung
Staphylokokken leitet sich von dem griechischen Wort ,,Staphyle® ab, welches Traube bedeutet
und bezieht sich auf die traubenférmige Anordnung im mikroskopischen Praparat.

Die Gattung der Staphylokokken gliedert sich in zahlreiche Spezies, von denen . aureus durch die
Bildung von freier Koagulase von den Koagulase-negativen Staphylokokken (KNS) diagnostisch
getrennt werden kann (Gatermann 2009). Sie sind fakultativ anaerob, verstoffwechseln
Kohlenhydrate fermentativ, bilden keine Sporen, sind unbeweglich und koénnen bei
Kochsalzgehalten von bis zu 10 % wachsen (Selbitz 2002, Bannermann et al. 2003, Selbitz 2007,
Gatermann 2009). Aufgrund ihrer hohen Tenazitit werden sie zu den widerstandsfihigsten

Keimen der nicht sporenbildenden Bakterien gezihlt (Selbitz 2007).

Merkmal Auspriagung

Gramfirbung Gram-positive Kokken
Aerob/anaerob Fakultativ anaerob
Kohlenhydratverwertung Fermentativ

Sporenbildung Nein

Beweglichkeit Nein

Katalase Positiv

Oxidase Negativ

Besonderheiten Lysostaphin-Empfindlichkeit

Tabelle 1: Gattungsmerkmale von Staphylokokken (modifiziert nach Gatermann 2009).

2.1.2 Zellwandaufbau

Die Zellwand der Staphylokokken besteht aus einer 15 bis 80 nm dicken, vielschichtigen
Peptidoglycanschicht, welche aus tber Peptidketten verknipftem N-Acetylglucosamin und N-

Acetylmuraminsiure besteht. Die Peptidketten sind aus den Aminosiuren D-Alanin, D-
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Glutaminsdure und Meso-Diaminopimelinsdure aufgebaut. Sie stellen mit der sich
wiederholenden Abfolge von N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsidure Angriffspunkte
fir Antibiotika dar. Auflen ist der Zellwand eine dunne Schicht aus Polysacchariden,
Teichonsdure und Proteinen aufgelagert (Hahn et al. 2001, Kiriiger al. 2007). Ein
zellwandstindiges Protein ist der Clumping Faktor, der als Rezeptor fiir Fibrinogen wirkt. Die
meisten S. aurens Stimme bilden Protein A, das mit der Peptidoglycanschicht verbunden ist. Eine
Kapsel aus Polymeren der Glukosaminuronsiure oder der Mannosaminuronsiure wird von

einigen Stimmen von S. aureus gebildet (Gatermann 2009).

2.2 Biochemische Differenzierung

2.2.1 Kulturmorphologie

S. anrens ist ein widerstandsfihiges Bakterium und tberlebt eine Hitzeeinwirkung von 60° C tber
einen Zeitraum von 30min sowie Kochsalzkonzentrationen von bis zu 10 % (Selbitz 2002,
Gatermann 2009). Erst bei einem verlingerten Expositionszeitraum oder hoheren Temperaturen
wird S. aureus abgetotet (Gatermann 2009). S. aureus wichst bei Temperaturen zwischen 10 und
45 °C, mit einem Temperaturoptimum von 30 bis 37 °C, auf allen nicht-selektiven Nihrmedien
und bildet auf 5 % Schafblutagarplatten (Columbia 5 % Sheep Blood Agar/ COS-Agar 5 %), bei
Bebriitung, innerhalb von 18 bis 24 Stunden mittelgroQe, feuchte, weille bis goldgelbe Kolonien
mit Himolyse. Diese kann in unterschiedlicher Intensitit und mehrphasig auftreten (Quinn et al.
2002, Selbitz 2007, Becker et al. 2009). Durch die Produktion von Alpha-Himolysin kommt es
zu einer vollstindigen Hiamolyse, wihrend die Bildung von Beta-Himolysin zu einer
grofB3flachigen unvollstindigen Himolyse fihrt (Quinn et al. 2002).

Die . aurens-Kolonien auf COS-Agar, lassen sich phinotypisch nicht von MRSA unterscheiden.
Zur direkten Anzucht sowie zur weiteren Differenzierung miussen Selektivmedien verwendet
werden. Dabei wird das Wachstum der Begleitflora durch die Zugabe von Kochsalz, Oxacillin
und anderen Antibiotika unterdriickt (Kniehl 20006).

Zu den Selektivmedien gehdren chromogene Agar (z.B. Chromagar MRSA 1I, BD, BBL-
CHROMagar) oder NaCl-Mannitol Agar. Der Mannitol-Kochsalz-Agar niitzt die hohe
Kochsalztoleranz von . aureus durch den Selektivzusatz von 7,5 % Kochsalz aus (Chaberny
2005).

Im Gegensatz zu konventionellen Kulturmedien ermdglichen chromogene Medien eine direkte

Identifikation der Kolonien aufgrund ihrer Farbe (Malhotra-Kumar 2010). MRSA-verdichtige
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Stimme wachsen auf CHROMagar (Chromagar MRSAII, BD) nach 24h Bebritung bei 35-37 °C
als mittelgrof3e, feuchte, rosa bis malvenfarbene Kolonien. Die Aktivitit spezifischer bakterieller
Enzyme wird hierbei durch die Farbinderung angezeigt. Das Wachstum von Methicillin-
sensiblen S. aurens (MSSA) und anderer Begleitflora wird mit Hilfe von Antibiotika-Zusitzen wie

Oxacillin unterdriickt (Merlino et al. 2000, Diederen et al. 2005, Malhotra-Kumar et al. 2010).

2.2.1.1 ,,Small Colony Variants*

S. awrens tritt normalerweise im Wirt als extrazelluldr proliferierender Erreger auf. Jedoch fiel
schon frih auf, dass bestimmte chronisch-persistierenden Infektionen mit der Isolierung
bestimmter phinotypischer S. aureus-Varianten assoziiert sind (Becker et Eiff 2006). Das winzige
Wachstum als ,,Zwergkolonien® wurde 1906 erstmals beschrieben (Kolle et al. 1906) und deshalb
werden sie als ,Small Colony Variants™ (SCVs) bezeichnet. Sie besitzen die Fihigkeit der
intrazelluliren Persistenz (Von Eiff et al. 2003, McNamara et al. 2000, Becker et Eiff, 20006),
weisen somit eine héhere Antibiotikaresistenz auf und werden vor dem Immunsystem geschuitzt
(Balwit et al. 1994, Katl et al. 1998). SCVs von §. awureus stellen eine Subpopulation dar und
weisen ein langsameres Wachstum, mit einer um den Faktor sechs bis neun verlangsamten
Generationszeit, auf. Sie sind nur nadelspitzgrol3, oft unpigmentiert und bilden keine
Himolysezone aus (Von Fiff et al. 2003). Das langsamere Wachstum ist auf einen
Auxotrophismus fur Menandion und/oder Himin zuriickzufithren, die beide wichtig fiir den
Elektronentransport sind. SCVs wachsen erst nach 48-72h Bebriitung auf soliden Nidhrmedien.
Sie zeigen des Weiteren auch auf chromogenen Nihrmedien oft nicht die typische Farbreaktion

(Kipp et al. 2005).
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Abbildung 1: Model der metabolischen und energetischen Prozesse, die durch Menandion und

Himin gesteuert werden (modifiziert nach Proctor et al. 2000).

Auch die biochemischen Reaktionen, wie die Katalase- oder Koagulase-Testung, fallen bei SCV
negativ aus. Somit werden sie oft in kommerziellen Identifizierungssystemen, wie dem VITEK2,
nicht identifiziert oder mit KNS (Koagulase-negative Staphylokokken) verwechselt (Becker et al.
2004). Ein sicherer Nachweis der SCVs ist der Nachweis spezifischer Sequenzen, wie des
Thermonuclease-Gens (7z#c) oder des Koagulase-Gens (ra) (Brakstad et al. 1992, Schmitz et al.
1997, Becker et al. 2005). Nachweisen lassen sich SCVs auch mit dem Nachweis des
Auxotrophismus des Himin und Menandion, indem sie, auf festen Nidhrmedien nur um mit den
Substanzen getrinkte Plittchen wachsen (Van de Rijn 1980). SCVs sind oft resistenter gegeniiber
Antibiotika, v.a. Aminoglycosiden und Trimethoprim-Sulfonamiden und ihre Methicillinresistenz
lasst sich nur mit der mwecA-Gen PCR und dem PBPlalpha-Latex-Aglutinationstest nachweisen

(Kipp et al. 2004, Becker 2000).




Literaturubersicht

Merkmale S. aureus SCV-S. aureus
Grofle mittel sehr klein
Pigmentierung weil3-goldgelb reduziert bis fehlend
Himolyse meist-beta Himolyse reduziert bis fehlend

alpha-Hamolyse

Wachstumsdauer in 18-24h in 48-72h

Antibiotikaresistenz verschieden, je nach Isolat Die Resistenz gegen
Aminoglycoside und

Trimethoprim-Sulfonamide ist

erhoht
Koagulasereaktion positiv verzogert oder negativ
Katalasereaktion positiv verzogert oder negativ
Klinik oft akut, bis chronisch meist chronisch-persistierend

Tabelle 2: Vergleich des normalen S. aureus Phinotyps mit dem SCV-Phinotyp (modifiziert nach
Becker et Eiff, 2000).

2.2.2 Katalase- und Koagulasetestung

Staphylokokken sind in der Lage das eisenhaltige Enzym Katalase zu bilden. Dieses schiitzt sie
vor Sauerstoffradikalen und wird zur Speziesbestimmung herangezogen (Kniel et al. 2006). Des
Weiteren bildet S. aurens das Enzym Koagulase und verfiigt somit iiber einen Fibrinogenaktivator,
der zur Bildung von Fibrin fihrt. Fibrin wird von S. awrens zur Oberflichenanheftung genutzt.
Die Koagulase erméglicht eine Differenzierung von . aureus und den KNS (Foster 2002, Becker
2009). Dies geschieht, indem die Koagulase an Prothrombin bindet und der entstandene

Komplex proteolytisch wirkt. Er 16st direkt, durch Umgehung der Thrombinbildung, die
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Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin aus. Auf diese Weise ist die freie Koagulase auch als
Virulenzfaktor an der Bildung der Fibrinkapsel, um infizierte Lisionen herum, beteiligt. Der
Koagulasenachweis ~ mittels ~Kaninchenplasma  dient als  wichtiger ~Nachweis zur

Speziesbestimmung von . aurens (Bannermann 2003, Gatermann 2009).

2.3 Molekularbiologischer Nachweis von MRSA

2.3.1 Aufbau und Sequenzierung der SCCmec-Kassette mit Nachweis des

mecA-Gens

Die Methicillinresistenz von S. aureus beruht auf dem Erwerb eines exogenen Genes, des mecA-
Gens. Im Jahre 1987 wurde das mecA-Gen erstmals aus einem japanischen MRSA-Stamm geklont
und analysiert (Matsuhashi et al. 1986, Song et al. 1987). Es kommt sowohl bei . axreus als auch
bei KNS vor (Hurlimann-Delei et al.1992, Suzuki et al. 1992) und codiert ein neues beta-Lactam-
resistentes Penicillin-Bindungs-Protein (PBP), welches PBP2a oder auch PBP2" genannt wird.
Das PBP2 kann im Gegensatz zu den PBP1-4, die Bindungsaffinitit von beta-Lactam Antibiotika
herabsetzen und die MRSA kénnen so ihre Zellwandsynthese fortsetzen (Hartmann et al. 1984,
Reynolds et al. 1985, Utsui et al. 1985, Matthews et al. 1990, Hiramatsu et al. 2001).

Das mecA-Gen liegt auf einem mobilen genetischen Element, das in das Staphylokokken
Chromosom eingebaut wurde, der SCCmer-Kassette (SCCrme) (Song et al. 1987, Ito et al. 1999,
Katayama et al. 2000) und wurde nahe dem chromosomalen Ursprungs fiir Replikation eingebaut
(Kuroda et al. 2001, Baba et al. 2002).

SCCmec-Elemente besitzen vier charakteristische FEigenschaften. Sie tragen den mec-Gen
Komplex (mec), der aus der Methicillin-Resistenz Determinanten mecd besteht, ihrer
Regulationsgene und Insertionssequenzen. Sie sind Triger des «r~Genkomplexes (cassetten
chromosom recombinase), der aus cr~-Genen besteht, die fiir die Mobilitit der Elemente, die die
SCCmec-Kassette umgeben, verantwortlich sind. Die wr~Gene, ard und arB sind fir die
Rekombinationsvorginge, also die Integration und Exzision, der SCCmer-Kassette in und aus
dem Genom heraus, verantwortlich (Katayama et al. 2000). Sie haben charakteristische, sich
direkt wiederholende Nukleotidsequenzen und invertierende komplementire Sequenzen an
beiden Enden. SCCmer-Elemente tragen am 3 'Ende ein ,,open reading frame® (ORF) das orfX
genannt wird.

Obwohl alle SCCrec-Elemente diese Eigenschaften besitzen, weisen sie allotypische Unterschiede

auf, die fur die SCCmec-Typisierung verwendet werden. Diese Unterschiede wurden bei den ccr-
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und mec-Elementen gefunden. Bisher wurde tber vier verschiedene mec und cr-Klassen
berichtet. Die cr~Typen 1 bis 4 tragen die «wrA- und crB-Gene, welche zu 80 % identisch sind.
Des Weiteren gibt es noch den Typ «rC (Ito et al. 2001, Oliveira et al. 2001, Ma et al 2002, Ito et
al. 2004). CerC kommt bei dem SCCwec-Typ V vor und kann sowohl die Integration und die
Exzision, genau wie die crA4- und crB-Gene selbststindig ohne deren Hilfe durchfiihren (Ito et al.
2004). Bisher wurden vier verschiedene Klassen des mec-Gen-Komplexes identifiziert, bei
verschiedenen MRSA-Stimmen unterschiedlicher Spezies.

Diese sind die Klassen:
o A-mec, bestehend aus IS431mec-ecA-mecR1-mecl,
e die Klasse B-mec, bestehend aus 1S431mec-mec4-mecR1-1S1272,
o die Klasse C-mec, aus 1S431mec-mecA-mecR1-1S431
e und die Klasse D-mec, die aus IS431mec-mecA-mecR1 besteht (Katayama et al. 2003).

Die verschiedenen Typen der SCCmec-Elemente werden so mit Hilfe der verschiedenen
Kombinationsméglichkeiten  der  «r~ und mec-Klassen  definiert.  Aufgrund  dieser
Kombinationsmoglichkeiten unterscheidet man sechs verschiedene Typen bei MRSA.

Bei der Einteilung kann noch zwischen ,Junkyard regions (J) differenziert werden.
Unterschieden werden mit J1, zwischen ¢ und der rechten flankierenden Chromosomenregion,
J2 als Region zwischen mec und ¢ und ]3 als Bereich zwischen o7£X und ec. Jedoch sind die J-
Regionen nicht immer spezifisch fir jeden SCCmecTypen (Ma et al. 2002, Hisata et al. 2005,
Kwon et al. 2005, Shore et al. 2005).
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Abbildung 2: SCCrmec Typen (nach Kondo et al. 2000).

Bei HA-MRSA treten v.a. die SCCwec Typen I-11I auf, wihrend bei CA-MRSA der SCCwec Typ
IV und V und bei LA-MRSA die Typen IV und V gefunden werden (Ito et al. 2001, Daum et al.
2002, Enright et al. 2002, Vandesch et al. 2003, De Neeling et al. 2007, Cohn et al. 2010)

Als Goldstandard des mecA-Nachweises gilt die PCR (Polymerase-Chain-Reaction)(Geha et al.
1994, Barski et al. 1996, Bignardi et al. 1996, Salisbury et al. 1997, Kolbert et al. 1998).

So kann zur Identifikation von MRSA z.B. eine Multiplex-PCR herangezogen werden (Domann
et al. 2000), die der Detektion des 16S-rRNA Gens der Staphylokokken, des ¢.4-Gens und des
tir S. aurens-spezifischen Nukleasegens (nxc) dient (Louie et al. 2002, Maes et al. 2002, Elsayed et
al. 2003, Fang et al. 2003, Poulsen et al. 2003). Genauso kann der Nachweis des #ec4-Gens (Unal
et al. 1992), des fur S. awreus spezifischen ferzA-Gens und des Staphylokokken-Insertion-

11
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Elementes 18431, das als interne Kontrolle fiir potentiell falsch-negative Ergebnisse dient, zur
gleichzeitigen Speziesbestimmung und phinotypischen Resistenznachweises, mittels multiplex
PCR, herangezogen werden (Barberis-Maino et al. 1987).

Das mecA-Gen kann auch mit Hilfe der multiplex real-time PCR nachgewiesen werden, indem
sein Nachweis zusammen mit dem fur S. aurens-spezifischen o7fX-Gens erfolgt (Aires et al. 2000,
Huletzky et al. 2004).

So kann durch den gleichzeitigen Nachweis des mec4-Gens zusammen mit fir . aureus-
spezifischen Genen, wie dem fezA-Gen, dem nue-Gen oder dem orfX-Gens, falsch positive
Ergebnisse ausgeschlossen werden (Unal et al. 1992, Vannuffel et al. 1995, Maes et al. 2002,
Poulsen et al. 2003, Huletsky et al. 2004).

Auch Multiplex-real-time PCRs zum gleichzeitigen Nachweis des mec4-Gens, des nu-Gens, des
Toxic shock syndrome Toxins 1 (TSST-1) und des /#£S-PV (Panton-Valentine Leukozidin, PVL)
(Limbago et al. 2009) sowie des mec4-Gens zusammen mit dem spezifischen Genom Fragment
sa442 oder dem feB-Gen existieren (Domann et al. 2000, Reischl et al. 2000, Shrestha et al.
2002).

Mit diesen PCR-Methoden kénnen MRSA aber nicht in gemischten Bakterienkulturen, wie aus
Direktausstrichen der vorderen Nasenhohle, von KNS mit mecA-Gen unterscheiden werden
(Warren et al. 2004). Jedoch gibt es zum MRSA-Nachweis, real-time PCR Methoden, wie IDI-
MRSA (Infection Diagnostic, Inc., Sainte-Foy, Québec, Canada) die MRSA mittels SCCwec
Kassette (Ito et al. 1999) und des fiir MRSA-spezifischen 07£X-Gen auch aus gemischten
Bakterienkulturen nachweisen kénnen.

Zur MRSA-Identifizierung konnen weitere Methoden angewendet werden die auch auf dem
mecA-Nachweis beruhen. So gibt es z.B. die ,Slide latex agglutination assays® die das PBP2°
nachweisen, welches vom mecA-Gen codiert wird (Bakkaoui et al. 1999, Van Leeuwen et al. 2002,
Louie et al. 2002).

Direkte oder indirekte ,particle agglutination assays verwenden anti-PBP2" Antikorper
(Cavassini et al. 1999, Hussain et al. 2000, Rohrer et al. 2001) und werden auch nur in S. aurens

Reinkulturen eingesetzt (Cavassini et al. 1999, Wielders et al. 2001).

12
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Abbildung 3: Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten,
die durch Multiplex-PCR entstanden sind.
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Sie weisen das typische Bandenmuster von MRSA, MSSA

und Methicilin- resistenten sowie sensiblen KNS auf (nach

Vannuffel et al. 1995).

2.3.2 Multi-Locus Sequence Typing (MLST)

Das MLST dient der Typisierung von MRSA (Enright et al. 2000) beruhend auf den Sequenzen
von ca. 450bp (Basenpaaren), von sieben sogenannten Housekeeping Genen. Von jedem der
Housekeeping-Gene wird ein Allele-Profil erstellt und so der Sequenz-Typ (ST) ermittelt. Fur
jedes Genfragment werden die Allele bestimmt und somit kann jedes Isolat, durch die
Bestimmung der Allele der sieben Housekeeping Gene definiert werden. Dieses entspricht dem
Allele Profil, also dem Sequenztyp (ST). Die Sequenzen dieser Gene werden mit bekannten

Allelen jedes Genlocus, mit Hilfe der MLST Website, http://www.mlst.net verglichen. Dort ist

jedes Isolat beschrieben durch ein sieben Allele Profil, das den Sequenztyp definiert (Maiden et
al. 1998, Enright et al. 2000, Robinson et al. 2004).

Da jedes der sieben Housekeeping Gene tber viele verschiedene Allele verfigt, ist es
unwahrscheinlich, zufillig gleiche Alleleprofile zu erhalten. Deshalb koénnen Isolate mit dem
gleichen Alleleprofil dem gleichen MRSA-Klon zugeordnet werden (Maiden et al. 1998, Feil et al.
1999). Bei den ,,siecben polymorphen Housekeeping Genen® handelt es sich um das anC-, arkE-,

gpF-, gmk-, pta-, tpi- und yqil — Gen von S. awrens (Enright et al. 2000, www.eburst.mlst.net,

www.mlst.net).

13



Literaturubersicht

Gen Sequenzlinge (bp) Alleleanzahl
arcC 456 19
aroE 456 23
gIpF 456 14
gmk 429 13
pta 474 18
tpi 402 18
yqiL 516 19

Tabelle 3: Sequenzvariationen der sieben Housekeepinggenen (modifiziert nach Enright et al.

2000).

Das MLST kann auch mit Hilfe von DNA-Array Technologien durchgefithrt werden. Die
Oligonucleotide der MRSA werden auf dem Gen-Chip immobilisiert. Dabei wird jedes einzelne
Nucleotid dieser Probe gescannt, das passende Allel jedes Housekeeping-Genes wird identifiziert
und schlieBlich wird jedes Allele Profil von jedem Isolat definiert. So kann der DNA-Array jeder
MRSA-Probe den passenden Sequenztyp zuordnen (Van Leeuwen et al. 2003).

2.3.3 Spa-Typisierung (Staphylokokken-Protein A Typisierung)

Die spa-Typisierung ist eine molekularbiologische Methode zur Erkennung von
Zusammenhangen zwischen verschiedenen MRSA-Isolaten mit nur einer Gensequenz, also ein
,oingle Locus Sequence Typing* (Frénay et al. 1996, Hasman et al. 2010).

Das Protein A-Gen, bzw. sein codierendes spa-Gen, enthilt ca. 2150bp und verfiigt Gber viele
verschiedene funktionelle Regionen. Es besitzt die Fc-Bindungsregion und die sogenannte X-
Region, die auch ,,Repeat-Region® genannt wird, an seinem C-Terminus (3’-Terminus). Sie ist fur
die Zellwandanheftung verantwortlich (Schneewind et al. 1992). Die Fc-Bindungsregion besteht
aus finf 160bp langen Wiederholungen, wihrend die X-Region tber eine variable Anzahl von 3
bis 15 Wiederholungen, mit meist 24bp, verfigt (Guss et al. 1984, Uhlén et al. 1984).

Sie ist hochgradig polymorph, da die Anzahl und Sequenz jeder Wiederholung zwischen den
verschiedenen MRSA-Stimmen variiert. In unveréffentlichten Studien wurden 25 verschiedene
Wiederholungen entdeckt, die meistens 24bp enthielten. Um die Erstellung der spa-Typen zu
erleichtern, wurde jeder Wiederholung ein einziffriger Buchstabencode zugeordnet. Mit Hilfe

einer PCR kann eine Amplifikation der ,X-Region®, mit Primern wie spalll13f (5°-

14



Literaturubersicht

AAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3%) und spa 1514r (5-CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT-
3") durchgefihrt und mittels Sequenzierung der spa-Typ des Isolates bestimmt werden. Dieser
Vergleich der Basenpaarmuster der ,,X-Region® ermdglicht das MRSA-Isolat einem der bisher
tber 1200 verschiedenen spa-Typen zuzuordnen. Die Variation an spe-Typen ist auf
Punktmutation, Deletion und Duplikation der ,,polymorphen Region X* zurtickzufithren (Frénay
et al. 1996, Shopsin et al. 1999, Kahl et al. 2005, Deurenberg et al. 2006, Deurenberg et
Stobberingh 2008, Hasman et al. 2009). So kénnen mehrere spa-Typen, wie t011, t034 und t108,
dem ST398 zugeordnet werden, der deren tibergeordneter MLST-Typ (ST) ist und am Haufigsten
bei Nutztieren vorkommt (Stommenger et al. 2006, Neeling et al. 2007, Van Loo et al. 2007,
Witte et al. 2007, Deurenberg et Stobberingh 2008).

2.3.4  MRSA-Identifikation: = MALDI-TOF  (Matrix-assisted  laser

desorption/ionisation —time of flight mass spectrometry)

Der MALDI-TOF wird zur Identifizierung von Erregern mit Hilfe ihrer charakteristischen
Proteinspektren eingesetzt. Dabei wird der Erreger im Hochvakuum mit Laserstrahlen
zertrimmert und die Proteintrimmer in einem elektrischen Feld beschleunigt. So entsteht ein
Spektrum, das mit der MALDI-TOF-Datenbank verglichen (Standartarbeitsanweisung: Bode,
Burckhardt 2008) und fur die Typisierung von Mikroorganismen mittels Massenspektrometrie
erfolgreich eingesetzt werden kann (Fenselau et al. 1994, Drucker et al. 1994). Dubois et al.
identifizierten 151 von 152 Staphylokokken Stimmen (99,3 %), die zuvor mittels sod-A Gen
basiertem Oligonucleotid Array schon identifiziert wurden, auch mit dem MALDI-TOF richtig
(Giammarinaro et al. 2005, Dubois et al. 2010). Auch in einer vorherigen Studie mit den gleichen
Stimmen versagte der MALDI-TOF nur bei einem Staphylokokkenstamm, wihrend der
VITEK2 16 Staimme der falschen Spezies zuordnete (Delmas et al. 2008).

Der MALDI-TOF ist eine schnelle Methode zur Stamm- und Spezieserkennung und hat im
Gegensatz zur mecA-PCR nicht den Nachteil bei KNS mit 7ec4-Gen oder manchen phinotische
Methicillin-sensitiven S. aurexs Stimmen, Fehler zu machen (Kobayashi et al. 1994, Salisbury et al.

1997).
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2.3.5 MRSA-Identifikation: Microarray

Der Microarray basiert darauf die DNA von MRSA-Isolaten mittels einer DN A—Chiptechnologie
zu genotypisieren (Monecke et al. 2003, Korzak et al. 2005, Monecke et al. 2005), die Spezies zu
bestimmen und somit auf Virulenzgene, Resistenzgene und Toxine hin zu untersuchen (Williams
et al. 2000, Jarraud et al. 2002, Fitzgerald et al. 2003, Lina et al. 2004, Robinson et al. 2005,
Monecke et al. 2008). Eine SCCmecTypisierung und Erkennung von Kapselantigenen sowie
Allelevarianten von MSCRAMM (Microbial surface components recognising adhesive matrix
molecules) wird ebenfalls vom Microarray durchgefithrt. Der Nachweis beruht auf einer
Amplifikation und Markierung von Zielgenen aus der DNA des zu untersuchenden Isolates. Die
modifizierten einzelstringigen DN A-Molekiile werden gegen eine Vielzahl, an spezifischer DNA-

Sonden hybridisiert (Monecke et al. 2008a).

2.3.6 MRSA-Identifikation: Pastorex-Staph-Plus

Der Pastorex Staph-Plus (Pastorex Staph-Plus; Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany) ist ein
Latex-Agglutinationstest, zur weiteren Differenzierung von Staphylokokkenkolonien mit
gleichzeitigen Nachweis des Clumping-Faktors, des Protein A wund der spezifischen
Kapselpolysaccharide 5 und 8, als wichtige Virulenzfaktoren von S. aurens (Fournier et al. 1993,
Compernolle et al. 2007, Verdier et al. 2007). Allerdings fihren S. Jugdunensis und S. schleiferi zu
falsch-positiven Ergebnisse, da sie Clumping-Faktor produzieren (Kloos et al. 1999) und S.
haemolyticus fihrt ebenfalls aufgrund seiner Produktion von Kapselpolysacchariden des Types 8,

zu falsch-positiven Ergebnissen (Fournier et al. 1993, Davies et al. 1997, Wichelhaus et al. 1999).

2.3.7 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE beruht auf der Verdauung der bakteriellen DNA durch Restriktionsenzyme. Bei
MRSA wird normalerweise Smal als Endonuclease zur MRSA-Verdauung verwendet (Bens et al.
2006). Die entstandenen Genfragmente werden mittels Gelelektrophorese, anhand ihrer
verschiedenen GréBen und Molekulargewichte aufgetrennt und sichtbar gemacht. Dabei
entstehen verschiedene Bandenmuster bei genetischen Unterschieden (Bens et al. 2006, Fetsch et
al. 2009).

LA-MRSA, wie der ST398, kénnen mit dem Swal-Restriktionsenzym nicht verdaut werden, da sie

ein Restriktionsmodifikationsenzym besitzen (Bens et al. 2006, Arguidin et al. 2009). Dieses fiihrt

16



Literaturubersicht

zur Methilierung der Bindungsstellen des Enzyms Swal, durch die 5-Methyl-Cytosin-
methyltransferase, welche die Sequenz CmCNGG am zweiten Cytosin verindert und somit zur
nicht Typisierbarkeit der LA-MRSA mit diesem Enzym fihrt (Arguidin et al. 2009, Bens et al.
2000, Corina et al. 2006). Die DNA kann nicht mehr geschnitten werden, da Swal nicht mehr an
seine Bindungsstelle ansetzen kann. Wegen ihrer nicht Typisierbarkeit werden sie auch als ,,non-
typeable® MSRA bezeichnet (NT-MRSA) (Bens et al. 2006). Somit war ein Vergleich der NT-LA-
MRSA-Isolate mit den durch Swal schneidbaren und typisierbaren MRSA-Isolaten nicht méglich
(Arguidin et al. 2009).

Jedoch koénnen LA-MRSA-Isolate mit dem Neoschizomer Cfr97, des Smal, gespalten werden
(Fanoy et al. 2009, Bhat el al. 2009). Cfr97 setzt zwar an der gleichen Sequenz wie Swal an
schneidet aber eine andere Position dieser Sequenz. Die PFGE mit dem Neoschizomer Cfi97
ermoglicht auch einen Vergleich zu den mit Swal typisierbaren Isolaten. Somit kann die DNA
verschiedener MRSA-Stimme mit dem ST398 verglichen werden (Argudin et al. 2010).

Mit Hilfe des Neoschizomer Cfi97 konnte auch gezeigt werden, dass die spa-Typen t011, t034
und t108, die haufig bei dem ST398 vorliegen, in der PFGE eine weitaus gro3ere Diversitat
besitzen als in der spa-Typisierung oder im MLST zu erkennen ist (Bosch et al. 2010).

Auch die Enzyme Apa/ und Eag/ erméglichen die PFGE des ST398, jedoch kénnen sie nicht mit
den Banden von MRSA verglichen werden, die durch Swal entstehen (Witte et al. 2007, Kadlec et
al. 2009, Rasschaert et al. 2009, Smith et al. 2009). Das Neochizomer Xmal, das an der gleichen
Stelle wie Swal erkennt und an einer anderen Position schneidet, fuhrt nur zur unvollstindigen

Verdauung ohne Vergleichbarkeit zu den Szal-Banden (Bens et al. 2006, Arguidin et al. 2009).

2.4 Virulenzfaktoren

Das Virulenzpotential von . aurens beruht v.a. in der Fahigkeit das Immunsystem zu umgehen
und Toxine zu bilden (Foster et al. 2005, De Leo et al. 2009). Die Exotoxine, wie Himolysine,
Leukozidine, Nucleasen, Proteasen, Lipasen, Hyaluronidasen, Elastasen, Kollagenasen und die
Staphylokinase dienen der Bereitstellung von Nihrstoffen und der Ausbreitung der S. aurens im

Gewebe (Dinges et al. 2000).
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2.4.1 Exotoxine

2.4.1.1 Panton-Valentine-Leukozidin (PVL-Gen), Leukozidin-D/E (lukD-/
IukE-Gen) und Gamma-Himolysin (A/g-Gen)

Das PVL ist ein Zytotoxin, das zu Leukozytenzerstorung und Gewebsnekrosen fihrt und
meistens bei CA-MRSA isoliert wird (Vandenesch et al. 2003, Witte et al. 2007, Yu et al. 2008).
Das hohe Virulenzpotential der CA-MRSA wird mit PVL-assoziiert und von den Genen /#kF-PV
und /ukS-PV, die die beiden Untereinheiten des PVL bilden, codiert (Gillet et al. 2002,
Vandenesch et al. 2003). Es wird von weniger als 5 % der S. aurens Stimme produziert (Lina et al.
1999) und seine Produktion steht meist in Verbindung mit Furunkulose, Hautabszessen
nekrotischen Hautinfektionen und Pneumonien, die hiufig zum Tode fithren (Cribier et al. 1992,
Couppié et al. 1994, Morgan et al. 2007). Im Gegensatz zu dem PVL fithren die Leukozydine D
und E nur zu Hautinfektionen und Abszessen und nicht zu nekrotisierenden Pneumonien
(Morgan et al. 2007).

Das PVL gehort zusammen mit y-Hamolysin und anderen Leukotoxinen, wie den Leukozydinen
D und E, zur Familie der synergohymenotropischen Toxinen (SHT), die aufgrund der
Zusammenarbeit von zwei Proteinen wirken und Poren bilden (Supersac et al. 1993, Prévost et
al. 1995). Diese Toxine schidigen die Membrane der polymorphkernigen Neutrophilen (PMNs),
Monozyten und Makrophagen durch die sekretorischen, ionenkanalbildenden Proteine S und F
(Slow- and fast-eluting proteins). Die y-Hamolysine schiadigen zusitzlich noch die Erythrozyten
(Woodin et al 1959, Woodin et al. 1960, Prévost et al. 1994).

Das y-Hiamolysin wird von mehr als 99 % der isolierten . aurens-Stimme gebildet und ist auch
ein bikomponentes Toxin (Smith et al. 1983, Guyonnet et al. 1970, Taylor et al. 1974, Plommet et
al 1988, Cline et al. 1992), genau wie das PVL (Panton et al. 1932, Gladstone et al. 1957, Woodin
et al. 1972, Ward et al. 1980, Finck-Barbancon et al. 1991). Die Aktivitit von y-Himolysin beruht
auf der Aktivitit der Proteine, die von folgenden Genen codiert werden: h/gA und blgC, die zur
Klasse S gehoren und 4B das zur Klasse F gehort. So kénnen zwei S+F Paare gebildet werden
hlgA+hleB sowie hlgC+higB (Prévost et al. 1995). Alle PVL produzierenden Isolate bilden /x#£S-PV
und /u#kF-PV. Diese beiden Paare sind leukotoxisch wihrend die beiden y-Haemolysin-Paare
sowohl leukotoxisch sind als auch zur Lyse von Erythrozyten fithren (Finck-Barbancon et al.
1993, Prévost et al. 1994, Lina et al. 1999).

Nach ihrer Sekretion wird die S-Komponente von PVL an den Kalzium Kanal der Zellmembran

von polymorphkernigen Zellen gebunden. Dann bindet die F- an die S-Komponente, induziert
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die Offnung des Kalzium-Kanals mit Kalziumeintrom sowie dem Einstrom anderer zweiwertiger
Kationen. Der daraus resultierende gleichzeitige Einbau der beiden Komponenten S und F in die
Zellmembran, unter Bildung eines Heptamers fihrt zur Ausbildung von Poren die weit genug
sind um einen gleichzeitigen Ethidiumeinstrom zu ermoglichen (Staali et al. 1998).

Des Weiteren beschrieben Kaneko et al. nach Bindung der S-Komponente -eine
Phosphorylierung, durch eine Proteinkinase, mit Induktion von Kalziumkanilen (Kaneko et al.
2004). Der Ionenstrom fihrt auch zur Degranulation der PMNs (Colin et al. 1994, Meunier et al.

1995) und zum Freiwerden von Entziindungsmediatoren (Hensler et al. 1994, Konig et al. 1995).

Abbildung 4: Aktivitit der S- und F-Komponenten von SHT in der Zellmembran von PMNs
(nach Staali et al. 1998).

Eine mit PVL versetzte Injektion fihrt bei Kaninchen zu schweren Entziindungsreaktionen und

bei intradermaler Gabe, zur kapilliren Dilatation, Chemotaxis, Infiltration von PMN,

Karyorrhexis der PMN und Hautnekrosen (Ward et al. 1980, Prévost et al. 1995a). Das -
Himolysin fihrt, im Kaninchenmodell, zwar zu Entziindungsreaktionen aber nicht zu
Hautnekrosen (Hensler et al. 1994, Konig et al. 1995).

Bei CA-MRSA kann es im Unterschied zu HA-MRSA zur Integration der Bakteriophage phiSLT,
die Triger des PVL-Gens ist, in das Genom durch horizontalen Gentransfer kommen (Boyle-
Vavra et Daum 2007). Die CA-MRSA verfiigen iber eine kleinere SCCmer Kassette als HA-
MRSA und meistens die SCCrec Typen IV und V (Vandenesch et al. 2003, Diep et al. 20006). Die
SCCmec Typen IV und V kommen auch bei porcinen MRSA am hiéufigsten vor und somit kénnte
der Bakteriophage auch in diese eingebaut werden (Boyle-Vavra et Daum 2007, Welinder-Olsson
2008). Die phiSLT Phage, die Triger des /ukS- und ukF-Gens ist, kann MSSA befallen. Wenn
dann noch eine SCCwe Kassette vom Typ IV oder V, horizontal in das MSSA Genom
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tbertragen wird kommt es zur Ausbildung virulenter CA-MRSA mit PVL (Boyle-Vavra et Daum
2007).

2.4.1.2 Hamolysine
2.4.1.2.1 Alpha-Hé4molysin

Das alpha-Himolysin wirkt himolytisch, neurotoxisch und nekrotisch (Freer et al. 1983). Es wird
vom hla-Gen (Alpha-Himolysin Gen) codiert und vom der agr-Gruppe (Accesory Gene
Regulator) kontrolliert (Gray et al. 1984, O’Reilly et al. 1990).

Die Monomere des alpha-Hiamolysins lagern sich in der Zellmembran zu Heptameren zusammen
und fihren zur Zelllyse (Belmonte et al. 1987, Mellor et al. 1988, Gouaux et al. 1994, Valeva et al.
1997). Bei geringen Konzentrationen an alpha-Hamolysin bildet es an spezifische Rezeptoren der
Zellmembran wihrend es bei hohen Konzentrationen unspezifisch, zur Porenbildung, an die
Zellmembran bindet (Hildebrand et al. 1991). Die Porenbildung fihrt zum Kalium Efflux, zum
Efflux anderer kleiner Ionen sowie zum Natrium und Kalzium Einstrom. Dies fuhrt zur

osmotischen Schwellung der Zelle und schlieBlich zur Zellruptur (Dinges et al. 2000).

2.4.1.2.2 Beta-Héamolysin (Shingomyelase C)

Das beta-Hamolysin wird v.a. von S. awrens Isolaten tierischer Herkunft isoliert und fiihrt
wahrscheinlich zu einem selektiven Vorteil dieser Isolate, da die genaue Funktion noch ungeklirt
ist (Bernheimer et al. 1974, Freer et al. 1983, Dinges et al. 2000). Es wird vom A/b-Gen codiert,

enthalt Sphyngomyelinase und wirkt verstirkt gegen bovine und ovine Erythrozyten (Yamada et

al. 1988).

2.4.1.2.3 Delta-Himolysin

Das Delta-Himolysin wird von 97 % der S. aurens Stimme gebildet und tber einen Accessory
Gene Regulator kontrolliert (Birbeck et al. 1988, Dhople et al. 1993). Es ist fihig die Lyse von
Erythrozyten und weiterer Zellen und Organellen wie, Sheroblasten und Protoplasten, zu
verursachen (Freer et al 1982). Das delta-Hamolysin bildet eine alpha-Helix Struktur, mit einer

hydrophoben und hydrophilen gegentberliegenden Domine aus und zerstért so die

Zellmembran (Freer et al. 1982, Lee et al. 1987).
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2.4.2 Die Staphylokinase (sak-Gen), das Chemotaxis-inhibiting Protein
(chp-Gen) und der Staphylococcal Complement Inhibitor (scn-Gen)

Die sekretorischen Virulenzfaktoren wie der Staphylococcen Complement Inhibitor-Gen und das
Chemotaxis-Inhibiting Protein von . aureus (chp) sind besonders wichtige Virulenzfaktoren zur
Umgehung des Immunsystems. Diese Gene liegen auf einem beta-himolysierenden
Bakteriophagen (McCarthy et al. 2004, Van Wamel et al. 2006, Sung et al. 2008, Verkaik et al.
2008).

Wiahrend der Staphylococcal Complement Inhibitor zur Umgehung des Komplementsystems
fihrt und somit die Phagozytose durch die Neutrophilen hemmt, hemmt das Chemotaxis-
inhibiting Protein die Aktivierung und Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten (Rooijakkkers
et al. 2005, Van Wamel et al. 2006). Die Staphylokinase codiert ein Anti-Opsonin und
Defensininhibitor und dient wie die beiden anderen Gene des Immun-Evasion-Clusters (IEC: se,

chp, sak) der Umgehung des Immunsystems.

2.4.3 Accessory-Gen-Regulator (agr-Gen)

Das Accessory-Gen-Regulator Operon reguliert die Produktion vieler wichtiger Virulenzfaktoren
von S. aureus, wie die Expression der Exoproteine, Exotoxine und Adhesine. Der Accessory-
Gen-Regulator erhoht wihrend der Vermehrung von S. awrens die Produktion der sezernierten
Virulenzfaktoren, wie der Himolysine, Proteasen, Lipasen und Nucleasen wihrend er zu diesem
Zeitpunkt die Produktion von Oberflichen-assoziierten Virulenzfaktoren herabsetzt (Recsei et al.
1986, Arvidson et al. 2001). Diese Regulation beruht darauf, dass zu Beginn der Infektion
Virulenzfaktoren benétigt werden, die der Oberflichenanheftung dienen und in spateren Stadien,
mit vermehrter Accessory-Gen-Regulator Produktion, mehr Toxine und Exoenzyme, zur
Ernihrung und der Umgehung des Immunsystems gebraucht werden (Cheung et al. 1994, Ji et al.
1997, Wright et al. 2005).

Durch DNA-Sequenz-Polymorphismus sind vier verschiedene Accessory-Gen-Regulator
Gruppen entstanden, die mit verschiedenen klinischen Erscheinungen und MRSA-assoziierten
Gruppen in Verbindung stehen. So gehéren CA-MRSA und MRSA mit tsst-1 (Toxik-Schock-
Syndrom-Toxin-1) meisten zur agr-Gruppe III (Ji et al. 1997, Dufour et al. 2002, Pearman et al.
2002, Naimi et al. 2003, Vandenesch et al. 2003) intermediir Glycopeptid (Vancomycin)
resistente S. aureus (GISA) zur agr-Gruppe I und II (Sakoulas et al. 2002, Verdier 2004, Moise-

Broder et al. 2004). Die Exfoliatin bildenden Stimme, sowie Stimme die zum ,,Staphylococcal
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skaled skin syndrome* fithren, geh6ren meist zur agr-Gruppe IV (Jarraud et al. 2000, Jarraud et al.
2002). Bei LA-MRSA des ST398 wurde bisher nur die ag-Gruppe-I nachgewiesen (Kock et al.
2009). Wahrscheinlich beruht dies auf einem mdglichen selektiven Vorteil von ST398 mit agr-
Gruppe I (Sakoulas et al. 2003).

2.4.4 Pyrogenic toxins superantigens (PTSAg)

2.4.4.1 Die Enterotoxine und das Toxik Schock Syndrom Toxin-1 (zst7-Gen)

Jedes dieser Superantigene ist in der Lage das Immunsystem zu umgehen und pyrogen zu wirken
(Bohach et al. 1990, Marrack et al. 1990, Bohach et al. 1997, Dinges et al. 2000).

Die Staphylokokken Enterotoxine (SEs zu denen die Gene seaq, seb, secl-3, sed, see, seg, seh und sei
gehoren) fihren zu Erbrechen, mit oder ohne Diarrhoe, was als ,,Staphylococcal food poisoning*
(SFP) bezeichnet wird. Die Vergiftung wird durch den Verzehr von kontaminierten
Lebensmitteln, mit anschlieBender Verdauung der SEs, hervorgerufen (Spero et al 1978). Die SEs
binden bipolar an die MHCII (Major Histocompatibility Complex II) der antigenprisentierenden
Zellen ohne vorherige Prozessierung sowie an die T-Zellrezeptoren. Dies fihrt zu einer
verstirkten Zytokinproduktion, einer tibersteigerten zelluliren Immunreaktion und meistens zum
Schock (Regelmann et al. 1982, Fleischer et al. 1988).

Die SEs fithren auBlerdem zur Endotoxin Hypersensitivitit, da sie die Leberzellen schadigen und
somit zu einer verringerten hepatischen Clearance und folglich einer Erhohung der
zirkulierenden Toxinmenge fithren (Canonico et al. 1971, Schlievert et al. 1980, Schlievert et al.
1982, Fujikawa et al. 19806).

Das TSST-1 fuhrt zum Toxik-Schock-Syndrom (TSS), durch tibermiBlige Zytokinproduktion von
T-Zellen, welches durch akutes hohes Fieber, Erytheme, Desquamation nach ein bis zwei
Wochen (bei Ubetleben), Hypotension und Beteiligung von mindestens drei Organsystemen
gekennzeichnet ist (Spero et al. 1978, Todd et al. 1978, Shands et al. 1980, Reingold et al. 1982,
Chesney et al. 1989, Davis et al. 1990, Deresiewicz et al. 1996). Es ist in der Lage die
Mucosabarriere zu iberwinden (Hamad et al. 1997, Bohach et al. 1998, Melish et al. 1998) und
wird vom tst-Gen codiert, das auf einem mobilen genetischen Element (MGE) des
Staphylokokkenchromosoms sitzt, der sogenannten Pathogenititsinsel (Blomster-Hautamaa et al.
19806, Lindsay et al. 1998, Novick et al. 1998, Parsonnet et al. 1998).

Die Superantigenitit der PTSAgs beruht darauf die Proliferation der T-Lymphozyten zu steigern
(Regelmann et al. 1982, Fleischer et al. 1988, Marrack et al. 1990).
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Die Gene dieser Toxine werden tber MGE wie Plasmide, Bakteriophagen oder
Pathogenititsinseln tbertragen (Bohach et al. 1990, Lindsay et al. 1998, Zhang et al. 1998). Die
Expression der Gene wird von mindestens drei Regulationssystemen kontrolliert, zu denen der
accessory gene regulator, staphylococcal accessory gene regulator und ein Catabolite-Repression-

System gehdren (Recsej et al. 1986, Cheung et al. 1992).

2.4.4.2 Staphylococcen Superantigen-like Proteine

Die Staphylococcen Superantigen-like Proteine weisen eine strukturelle Ahnlichkeit mit den
Superantigenen auf, besitzen jedoch keine Superantigeneeigenschaften und liegen meist auf der
Pathogenititsinsel-2 (SaPnl2), die zu den mobilen genetischen Elementen gehort, welche die
Virulenzfaktoren Gibertragen und codieren (Fitzgerald et al. 2003, Itoh et al. 2010). Bisher sind elf
ssl-Gene bekannt. Die Staphylococcen Superantigen-like Proteine sind an der Umgehung des
Immunsystems beteiligt und dienen der besseren Kolonisationsfahigkeit von . aureus (Langley et
al. 2005, Bestebroer et al. 2007). So konnte bereits nachgewiesen werden, dass das Ssl5- bei
Endothelschiden die Thrombozytenaggregation erhéht und somit eine  bessere
Kolonisationsfahigkeit erreicht. Gleichzeitig setzt das Ssl5 die Neutrophileneinwanderung herab
und umgeht somit das Immunsystem. Diese Eigenschaft des Ssl5 ist besonders bei der
Besiedelung von Gefilen und Herzklappen von gro3er Bedeutung (George et al. 2007, Kerrigan
et al. 2008). Uber das Ssl7 ist bekannt, dass es an IgA bindet und somit die Phagozytose umgeht,
da kein Komplementfaktor-5 gebunden werden kann und somit die Aktivierung der
Komplementkaskade gehemmt wird (Otten et al. 2004, Langley et al. 2005). Das Ssl10 bindet
wiederum an die Fc-Region von IgG und verhindert somit die Komplementaktivierung und die
Phagozytose (Idusogie et al. 2000, Deepa et al. 2010, Itoh et al. 2010). Das SsI3 hemmt den Toll-
like Rezeptor-2 und somit die Stimulation von Makrophagen, was die Phagozytose von §. aureus

herabsetzt (Yokoyama et al. 2012).

2.4.5 MSCRAMMs (microbial surface components recognizing adhesive

matrix molecules)

Zu den MSCRAMMs zihlen zellwandassoziierte Proteine, die der Oberflichenanheftung von §.
anrens dienen. Dazu gehéren der Clumping Faktor A und B, die Kollagen- und Fibrinogen-
bindende Proteine, das Fibronektinbindende-Protein, das Staphylokokken Oberflichenprotein G,

sowie das Protein A (Foster et al 1998, Gordon et al. 2008). S-aurens verfiigt iber zahlreiche
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dieser Proteine, die sezerniert werden, um dann kovalent an der Zelloberfliche anhaften zu

kénnen (Clarke et al. 2000).

2.4.5.1 Protein A

Das Protein A ist zellwandassoziiert und besteht aus einer Region-X und einer Fc-
Bindungsregion, die der Bindung an das Fc-Fragment der Immunglobuline dient (Forsgren et al.
1966, Sjoquist et al. 1967, Sjoquist et al. 1968, Schneewind et al. 1992, Frénay et al. 1996). Durch
seine Bindung an das Fc-Fragment von Antikorpern der Klasse IgG blockiert es die Bindung des
Antikérpers mit dem Fe-Fragment an neutrophile Granulozyten, was seine Opsonierung und
Phagozytose verhindert (Gatermann 2009, Foster et al. 2002).

Die polymorphe Region-X des Protein-A Genes (spa) kann zur Sequenzierung von MRSA
herangezogen werden, um sie einem spa-Typen zuordnen zu kénnen (Frénay et al. 1990).

Das Protein A fihrt bei Hamstern, Meerschweinchen und Kaninchen zu Immunreaktionen, die
zur Gewebszerstorung fithren (Gustafson et al. 1967, Sjoquist et al. 1967, Gustafson et al. 1968).
Aullerdem kann die Fc-Bindungsregion des Protein A zu Gerinnungsstorungen durch Bindung
an den VWF (Van-Willebrand-Faktor) und zur Aktivierung der Tumor-Nekrose-Faktor-1
Kaskade (TNF-1 Kaskade) v.a. in der Lunge fithren. Die Aktivierung fithrt zu Entziindungen bis
hin zum Schock bei grolen TNF Konzentrationen. Dies erklirt die Virulenz von Protein A in

Verbindung mit Pneumonien (Hartleib et al. 2000, Gomez et al. 2004).

2.4.5.2 Clumping Faktor A und B (c/fA-/ clfB-Gen)

Der Clumping Faktor aktiviert die Gerinnungskaskade, fihrt zur Umwandlung von Fibrinogen

zu Fibrin und dient somit der Oberflichenanheftung und -besiedelung (Carter et al. 2004).
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2.5 MRSA bei Menschen und Tieren

2.5.1 Hospital-aquired Methicillin-resistente S. aureus (HA-MRSA)

MRSA-Vorkommen beim Menschen sind seit den 60ern bekannt und mittlerweile sind MRSA
weltweit verbreitet (Monecke et al. 2008a). Die urspriinglichen MRSA-Stimme des Types SCCrwec
Typ I-1II waren vor vielen Jahren noch HA-MRSA-Infektionen zuzuordnen (Ito et al. 2001).
Diese original MRSA wurden durch MLST typisiert und gehéren urspriinglich zu den CC5
(Clonal Complex), CC8, CC22, CC30 und CC45 (Olivera et al. 2001a, Enright et al. 2002). Sie
besitzen eine hohe Oxacillin-Resistenz (Ender et al. 2004), verbunden mit einem erhéhten
Glucose-Verbrauch, einer geringeren Wachstumsrate sowie einer geringeren Zellausbeute (Lee et
al. 2007). Dieser MRSA-Typ hatte nur in Krankenhdusern einen Selektionsvorteil, da er dort einer
hohen Antibiotikaexposition ausgesetzt war. Aullerhalb von Krankenhdusern konnte er jedoch
nicht mit den schnell wachsenden Wildtypen mithalten. Diese gehorten den neuen SCCrec Typen
IV und V an (Daum et al. 2002, Ito et al. 2004, Monecke et al. 2008a) und litten nicht unter einer
verringerten Replikationsrate im Gegensatz zu den HA-MRSA (Lee et al. 2007).

Stimme mit diesen neuen Eigenschaften konnten sind schnell in Krankenhéduser hinein aber v.a.
auch in der Bevolkerung verbreiten (O’Brien et al. 2004).

Insgesamt werden bei HA-MRSA v.a. die SCCmec-Typen 1, 11 und III nachgewiesen (Ito et al.
2001, Enright et al. 2002). Der Typ II und III enthilt neben dem mecA-Gen, noch weitere
Resistenzgene, was multiple Antibiotikaresistenzen zur Folge hat (Ito et al. 2001, Morgan et al.
2008).

Langzeittherapiepatienten, Immunsupprimierte und v.a. dltere Menschen infizieren sich oft bei
einer stationiren Behandlung oder auf Intensivstationen von Krankenhdusern mit HA-MRSA,
die z.B. zu eitrigen Infektionen, Pneumonien, Sepsis und Endokarditis fithren (Coello et al. 1997,
Haddadin et al. 2002, Friedrich et al. 2009, Gatermann 2009). Bei MRSA-Septikimien liegt die
Mortalititsrate bei tber 35 % (Wyllie et al. 2006, Guilarde et al. 2006, Shureland et al. 2007).
Auch eine Antibiotikatherapie, die zu einer verringerten Schleimhautflora fihrt, férdert die
Besiedelung mit MRSA (Daschner et al. 2002). Ein weiteres Hauptrisiko sich mit HA-MRSA zu
infizieren ist der Kontakt mit infizierten Patienten oder infiziertem Krankenhauspersonal. Die
Ubertragung erfolgt meist aufgrund einer Besiedelung der Haut des Personals, v.a. die Hinde des
Personals sind oft infiziert (Haddadin et al. 2002).

Die Datenanalysen des deutschen Krankenhausinfektions-Surveillance-Systems (KISS) zeigen

einen deutlichen Anstieg der MRSA-Fille in deutschen Krankenhdusern, mit einem Anstieg der
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Gesamtinzidenz von 0,83 im Jahre 2006 auf 0,89 im Jahre 2011. Auch die mittlere tigliche
MRSA-Last stieg von 2006 bis 2011 von 1,35 auf 1,79 als gepoolter arithmetischer Mittelwert
(Modul MRSA-KISS, Referenzdaten/http://www.nrz-hygiene.de/fileadmin/nrz/module/mrsa/
MRSAReferenz2011.pdf).

2.5.2 Community-associated MRSA (CA-MRSA)

CA-MRSA sind mittlerweile ein groles Problem in nahezu allen Industrielindern (De Leo et al.
2010). Im Gegensatz zu HA-MRSA, fur die es pridisponierende Faktoren gibt, befallen CA-
MRSA auch gesunde Menschen (Herold et al. 1998), da diese Stimme ein vermutlich héheres
Virulenzpotential haben (De Leo et al. 2010). Zusitzlich besitzen einige CA-MRSA, wie der
Stamm USA300, die Fahigkeit sich schnell auszubreiten (De Leo et al. 2010). Diese
Charakteristiken sind wahrscheinlich der Grund, warum sich die CA-MRSA in so vielen Linder
ausgebreitet haben (Vandenesch et al. 2003, Tristan et al. 2000).

Als klinische Bilder einer CA-MRSA Infektion tberwiegen Haut- und Weichteilinfektionen wie
Furunkel und nekrotisierende Fasciitis aber auch nekrotisierende Pneumonien (Gillet et al. 2002,
Linde et Lehn 2008). So konnte in Frankreich gezeigt werden, dass CA-MRSA Verursacher von
1-3 % aller Haut- und Weichteilinfektionen sind (Robert et al. 2005, Del Giudice et al. 20006).
Besonders oft sind Kinder und Jugendliche, ohne pridisponierende Risiken, betroffen (Paintsil et
al. 2007, O’Brien et al. 1999). Jedoch werden das Infektionsrisiko und die Verbreitung von CA-
MRSA durch Personen mit einer schlechten Koérperhygiene verstirkt. Dasselbe trifft auf
Personengruppen zu, die sportlichen Aktivititen mit viel Korperkontakt nachgehen, wie
Footballspielern, sowie auf homosexuelle Minner, Gefingnisinsassen, Soldaten und
Immunsupprimierte (Debresinski et al. 2005, Kazakova et al. 2005, Kéck et al. 2009, Popovich et
al. 2012).

Die ersten CA-MRSA Fille, von Personen, die keinen Kontakt zu Gesundheitseinrichtungen
hatten und in gering besiedelten Gebieten lebten, wurden in den frihen 90er Jahren in
Kimberley, West-Australien, beschrieben (Udo et al. 1993). Diese MRSA-Stimme, die spater als
WA-MRSA-1 oder WA-1 benannt wurden, waren nicht multiresistent (Udo et al. 1993, Coombs
et al. 2006). Auch in den USA wurden von 1997-1999 Fille beschrieben, bei denen gesunde
Kinder an CA-MRSA mit Sepsis oder nekrotisierender Pneumonie verstarben. Dieser CA-MRSA
Stamm ist unter dem Namen MW-2, mit SCCmec IV bekannt und ein naher Verwandter des

Stammes WA-1 (Coombs et al. 2006, Baba et al. 2002).
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Im Vergleich zu den meisten HA-MRSA sind viele CA-MRSA sensibel gegentiber nicht §3-
Laktam-Antibiotika und somit nicht multiresistent (Herold et al 1998, Daum et al. 2002). Diese
friheren Ausbriiche sind der Anfang der jetzigen CA-MRSA Epidemie (De Leo et al. 2010)

Die Methicillin-Resistenz des kompakteren und kleineren Types SCCrmec IV konnte besonders
gut an MSSA weitergegeben werden. Dies wiirde den Selektionsvorteil der schnelleren
Verbreitung, der CA-MRSA mit SCCmec 1V, in der Bevolkerung erkliren (Ma et al. 2002,
Vandenesch et al. 2003). Urspriinglich gehérten die CA-MRSA den CC8 und CC30 an (Carleton
et al. 2004, Robinson et al. 2005).

Der SCCmec Typ 1V, sowie das PVL-Gen lassen sich mit CA-MRSA weltweit assoziieren, wobei
das PVL nur von ca. 5 % der CA-MRSA gebildet wird (Vandenesch et al. 2003).

CA-MRSA treten v.a. als SCCmec Typ IV und V auf, da v.a. SCCwec IV sehr viel kleiner und
mobiler ist, als die HA-MRSA Typen I-I1I, was ihr schnelleres Wachstum und ihre schnellere
Ausbreitung, im Gegensatz zu den grofleren HA-MRSA, fordert (Baba et al. 2002, Daum et al.
2002). In Europa verbreitet sich v.a. der CA-MRSA Stamm ST80, der PVL-positiv ist und dem
Typ SCCmec IV angeh6rt und in den USA der Stamm USA300 (De Leo et al. 2010).

Abbildung 5: CA-MRSA Verbreitung und ST (modifiziert nach De Leo et al. 2010).
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2.5.3 Livestock associated MRSA (LA-MRSA)

2.5.3.1 Vorkommen und Evolution von LA-MRSA bei Schweinen, Personen

mit Schweinekontakt

Uber das Vorkommen von MRSA bei Schweinen wurde zum ersten Mal in Frankreich und den
Niederlanden berichtet und der ST398 isoliert (Armand-Lefévre et al. 2005). In Frankreich wurde
ein weitaus héheres Besiedelungsrisiko von Schweinebauern mit MRSA mit 44,6 %, im Vergleich
zur Normalbevolkerung mit 24,1 % festgestellt (Aubry-Damon et al. 2004). Danach wurde auch
in den Niederlanden eine hohe Besiedelungsrate von Schweinen mit MRSA des ST398 festgestellt
und auch in anderen Lindern Europas, sowie Asien und Nordamerika wurde dieser ST
nachgewiesen (Voss et al. 2005, Cuny et al. 2010, Graveland et al. 2011, Smith et al. 2011). Im
Schlachthof von Teneriffa wiesen die Schweine eine Kolonisationsrate mit MRSA von 85.7 %
auf (Arias 2012). In China wurde der ST9 in Staubproben aus Schweinebetrieben nachgewiesen
(Wagenaar et al. 2009) und auch andere ST, die hiufig beim Menschen vorkommen, wie der
ST5/ USA100 wurde in Kanada (Khanna et al. 2008) und ST22 in Irland bei Schweinen
nachgewiesen (Horgan et al. 2011). In Italien waren Schweine im Schlachthof mit dem ST9,
ST1/t127 und ST97 besiedelt (Battisti et al. 2010). Der ST1 und ST49 kommt hiufig in
italienischen Krankenhdusern vor und wurde auch bei Schweinen in der Schweiz nachgewiesen

(Monaco et al. 2010, Overesch 2011).
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Abbildung 6: ST398 und andere weltweit bei Schweinen isolierte ST (modifiziert nach Pantosti et

al. 2012).

Auch MSSA des CC398 kommen hiufig in Schweinebestinden vor, allerdings sind genauere
Erkenntnisse iber deren Evolution sowie weltweiten Verbreitung noch nicht geklirt (Ven
Belkum et al. 2008, Hasman et al. 2010).

Der ST398 scheint schweineassoziiert zu sein jedoch kann er auch andere Wirte befallen
(Rasigade et al. 2010, Schijffelen et al. 2010) und wird von Schweinen auf Landwirte sowie
seltener von diesen auf weitere Familienmitglieder iibertragen. In Belgien wurden bei 37,8 % der
Schweinebauern MRSA des ST398 nachgewiesen und in den Deutschland bei 86 % der
Landwirte und 45% der Schweinetierirzte (Cuny et al. 2009, Denis et al. 2009). Die Ubertragung
von Landwirten auf andere Menschen geschieht selten und deren Dekolonisation erfolgt relativ
schnell, solange kein weiterer Kontakt zu Schweinen besteht (Graveland et al. 2011, Van Cleef et

al. 2011). So konnte Kock et al. nachweisen, dass 94 % der Menschen, die wenig Kontakt zu
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Schweinen haben und nach dem Besuch eines Schweinebetriebes positiv waren nach 24h keine
MRSA des ST398 in der Nase aufweisen (Kock et al. 2012). Allerdings konnte er auch
nachweisen dass Landwirte eher persistent besiedelt sind und 59 % der Landwirte auch noch
nach lingerem Urlaub ohne Schweine besiedelt bleiben. Sanierte Landwirte infizieren sich bis auf
10 % innerhalb der ersten drei Tage wieder mit MRSA im Schweinebetrieb (Kock et al. 2012).
Somit besteht ein hohes Risiko sich bei der Routinearbeit im Schweinestall mit MRSA zu
besiedeln, da bei einer Studie mit Staubmasken 68 % der Masken nach dem Tragen im
Schweinebetrieb mit MRSA besiedelt waren. Dies zeigt, dass MRSA auch iber den Staub im
Betrieb ibertragen werden (Nathaus et al. 2011). Auch auf Tierdrzte wird der ST398 hiufig
wiahrend der Arbeit Ubertragen, wie Wulf et al. nachweisen konnten, da 12,5 % der
Schweinetierirzte, einer Schweinegesundheitskonferenz in Dinemark, besiedelt waren (Wulf et
al. 2008).

Allerdings wird der ST398 auch bei Menschen ohne Tierkontakt nachgewiesen, sodass ein ST398
Reservoir aul3erhalb von Schweinebetrieben bestehen muss (Van der Mee-Marquet et al. 2011).
So wurde tber einen Ausbruch von MRSA des ST398 in einem dinischen Krankenhaus 2007
berichtet. Dies zeigt, dass der Klon auch von Mensch zu Mensch tberspringen kann (Wulf et al.
2008). So zeigen immer mehr Studien, dass ST398 Stimme immer hdufiger schwerwiegende
Erkrankungen bei Landwirten und Angehérigen hervorrufen (Rasigade et al. 2010, Schijffelen et
al. 2010). In Spanien wurde der ST398 aus einem purulenten Thoraxexsudat eines daran
versterbenden Schweinebauern isoliert und auch ein Sohn und 50 % seiner Schweine waren mit
MRSA nasal besiedelt (Lozano et al. 2011).

In manchen niederlindischen Regionen sind bis zu 25 % der MRSA-Fille in Krankenhidusern auf
Infektionen mit dem CC398 zuriickzufiihren (Van Cleef et al. 2011). Bisher wurden noch keine
PVL-positiven CC398 Isolate bei Schweinen und Menschen mit Schweinekontakt nachgewiesen,
allerdings traten schon PVL-positive Isolate des CC398 in Krankenhdusern in China und den
Niederlanden sowie Schweden auf (Yu et al. 2008, Welinder-Olsen et al. 2008, Van Belkum et al.
2008, Stegger et al. 2010).

Die meisten ST398 Isolate gehdren den spa-Typen t011, t034 oder nahe verwandten spa-Typen an
und sind meistens Triger der SCCmec V (Smith et al. 2008, Wulf et al. 2008, Bhat et al. 2009,
Potel et al. 2012). So konnten Schmidt et al. in einer 6sterreichischen Krankenhausstudie den
Zusammenhang der Kolonisation eines Patienten und seiner Schweine mit MRSA des spa-Types
t011 nachweisen. Ebenso kam es innerhalb der Gesundheitseinrichtungen zur Ubertragung dieses

spa-Types auf Mitpatienten sowie auf eine Krankenschwester (Schmid et al. 2011).
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Abbildung 7: S$pa-Typ t011 und verwandte Subtypen (nach Reischl et al. 2009).

Da eine B3-converting Prophage bei einigen ST398 nachgewiesen wurde, die dem Entkommen der
MRSA vor dem menschlichen Immunsystems dient, mussen einige ST398 Stimme mehr an den
Menschen adaptiert sein (McCarthy et al. 2011). Der ST398 muss auch angesichts seiner vielen
verschiedenen spa-Typen tber eine grole genetische Diversitat verfugen (Argudin et al. 2010).
Price et al. untersuchten 88 MRSA des CC398 und fanden bei 61 % den SCCuec-Typ Ve (5C
2&5), welcher das Kadmium-Zink Resistenzgen czrC enthilt. AuBerdem wurde das czrC-Gen
auch bei zwei CC398 LA-MSSA Stimmen nachgewiesen. Das Resistenzgen wurde von LA-
MRSA des ST398 erworben bzw. MRSA mit dem crzC-Gen konnten sich besser verbreiten, da
Zink und andere Metalle in Schweinefutterrationen enthalten sind (Cavaco et al. 2011). Moodly et
al. konnten nachweisen, dass der Zusatz von Tetracyclin oder Zink im Schweinefutter die Anzahl
der MRSA des ST398 in der Schweinenase erhoht ohne einen Effekt auf die Ubertragung zu
haben (Moodly et al. 2010).

Der ST398 soll zunichst beim Menschen aufgetreten sein und sich in der Population gut
verbreitet haben. Vom Menschen aus wurde er dann versehentlich auf Schweine tbertragen.
Danach hat er aufgrund des Selektionsdruckes durch Antibiotikagaben verschiedene Resistenz-,

Virulenzgene sowie SCCmec-Kassetten erworben, sodass die Entwicklung und Ausbreitung von
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ST398 Stimmen in Schweinebestinden weiter geférdert wurde. Der urspriingliche CC398 Klon
konnte auch ein CC398-MSSA gewesen sein und in Schweinebetrieben die Methicillin- sowie
Tetracyclin-Resistenzgene erworben haben (Price et al. 2012). Die meisten ST398 Stimme sind
gegen Tetracycline, Macrolide, Lincosamide und Glycopeptide resistent, sowie einige Stimme
auch noch gegen Trimethoprim, Pleuromutiline und Apramycin (Kadec et al. 2009, Fessler et al.
2010, Hausschild et al. 2012). Da der Tetracyclinverbrauch in der Tiermast hoch ist, stellt er einen
Selektionsfaktor fiir MRSA des ST398 dar.

Des Weiteren hat die hohe Ubertragungsrate des ST398 zwischen Schweinen dazu beigetragen,
dass einen schnelle Wirtsadaptation stattgefunden hat und der entstandene Stamm schlechter an
Menschen angepasst war, was seine unregelmiBige Ubertragung von ,,Livestock™ zu Menschen
und weiter von Mensch zu Mensch erklirt (Baquero et al. 2012).

Das Resultat dieser Adaptation besteht in der Entstehung von zwei ST398 Subpopulationen,
einer menschen- und einer schweineassoziierten (Wright et al. 1982, Baquero et al. 2012).

Die Tatsache, dass den LA-MRSA assoziierten ST398, das RestriktionsmodifikationsenzymlI fehlt
konnte der Grund dafiir sein, dass der ST398 in der Lage ist weitere Gene schnell zu erwerben
(Schijffelen et al 2010). AuBlerdem tragen die wenigen Stimme die von Landwirten weiter
tbertragen werden dazu bei, dass MRSA des CC398 sich wieder besser an den Menschen
anpassen, jedoch ihre in der Schweinepopulation erworbenen Virulenz- und Resistenzgene nicht

verlieren (Freitas et al. 2011, Baquero et al 2012).
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Abbildung 8: Anpassung der MRSA (modifiziert nach Baquero et al. 2012).

In rot werden die menschenassoziierten und in griin die LA-assoziierten Berge, die die Fitness
(-»Angepasstheit™) der MRSA wiederspiegeln sollen, dargestellt.

Reihe 1 stellt die frithere Ubertragung des CC398 von Mensch auf Schwein dar. Die Fitness der
CC398 ST ist gering falls keine hohe Ubertragungsrate zwischen den Schweinen erfolgt.

Reihe 2 zeigt eine schnelle Ubertragung und schnelle Anpassung an den neuen Wirt bis zum
Erreichen optimaler Fitnessbedingungen. Der CC398 ist jetzt an Schweine angepasst

Reihe 3 stellt die erneute Ubertragung auf den Menschen dar. Sowohl die Fitness des CC398 als
auch die Ubertragungsrate zwischen Menschen ist noch gering kann aber unter glinstigen
Bedingungen wie einer Population mit Immunsuppression, z.B. in Krankenhiusern jederzeit

ansteigen und sich verbreiten.
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Abbildung 9: Verwandtschaft verschiedener LA-MRSA Stimme (nach Fitzgerald et al. 2012).

Die Verwandtschaftsverhaltnisse wurden mit MLST analysiert. Tier-assoziierte Stimme, die auch
beim Menschen nachgewiesen wurden, sind in rot markiert, haufig bei Wiederkduern auftretende
Stimme sind in blau markiert sowie der in Schweinehaltungen dominierende Stamm ST398

wurde aufgefiihrt.

Das Genom von MRSA besteht aus dem sogenannten ,,Core-Genom®, dem ,,Core-Variablen-
Genom® (CV) und mobiler genetischer Elemente (MGEs). Wihrend das ,,Core-Genom® bei .
anrens-Isolaten hoch konserviert ist codiert das CV-Genom Oberflichenproteine, sezernierte
Proteine und deren Regulatoren, deren Vorkommen variiert. Dabei besitzt jeder CC eine
festgelegte einzigartige Kombination an CV-Genen (McCarthy et al. 2010). Die MGEs koénnen
durch horizontalen Gentransfer zwischen Bakterien tbertragen werden. Dazu gehoéren
Bakteriophagen, Plasmide, Pathogenititsinseln ~ (SaPIs), SCCs, Transposons sowie
Insertionssequenzen (Iss) (Lindsay et al. 2006). Diese MGEs tbertragen klinisch wichtige
Virulenzgene, Antibiotika-, und Schwermetallresistenzgene und die Ubertragung variiert schon

innerhalb eines ST sowie zwischen verschiedenen ST (McCarthy et al. 2012). Das MRSA Genom
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kann sich durch Punktmutation verindern durch dullere Einflusse. So codieren MGEs meistens
Gene, die aufgrund von Selektionsdruck erworben wurden (Lindsay et al. 2010).

Da der ST398 keine einzigartigen Oberflichenproteine besitzt, die seine Anpassung an Schweine
erkliren konnte, sondern bestimmte Varianten die denen menschlichen MRSA ST ihnlich sind
lasst darauf schlieBen, dass weder das ,,Core-Genom® noch das CV-Genom fir die
Spezialisierung verantwortlich sind (Corvaglia et al. 2010, Guinane et al. 2010, Schijffelen et al.
2010, Herron-Olsen et al. 2011, Garcia-Alvarez et al. 2011). Jedoch sind verschiedene MGEs oft
bei tierassoziierten oder menschenassoziierten ST nachgewiesen worden, die die Wirtsspezifitit
erkliaren kénnten (Van Wamel et al. 20006).

S. anrens bendtigt Hisen, aus dem Himoglobin, zum Uberleben. Das Himoglobin wird von .
anrens mit Hilfe von Himolysinen gewonnen und an den Staphylokokken Rezeptor ,,Iron surface
determinant B“ (IsdB) gebunden. Jedoch unterscheidet sich die Aminosduresequenz von
Himoglobin verschiedener Tierarten, sodass die Bindungsfihigkeit von IsdB an Himoglobin
verschiedener Tierarten sowie dessen Mutation ein Grund fiir die Wirtsspezifitit einiger ST sein

konnte (Pishchany et al. 2010).

2.5.3.2 Rinder

S. aureus ist bei Milchkthen als Erreger von Mastitiden bekannt (Waage et al. 1998, Tenhagen et
al. 2000, Piepers et al. 2007). Erstmals wurden MRSA bei einer Milchkuh mit Mastitis im Jahre
1972 nachgewiesen (Devriese et al. 1972).

Der ST-398 konnte in Belgien bei Milchkihen mit Mastitis nachgewiesen werden. In 118
Milchkuhbestinden mit Mastitisproblemen wurde bei 9,3 % der Milchproben MRSA
nachgewiesen, sodass fast 10 % der Betriebe mit Mastitisproblemen durch . aureus auch unter
MRSA leiden. Alle Isolate gehorten zum ST398 mit SCCmec IV und V, mit spa t011 und t567
(Vanderhaegen et al. 2010).

Bei ungarischen MRSA-Isolaten von Rindern mit subklinicher Mastitis wurde der spa Typ t127,
mit ST-1 und SCCmec IV, der PVL-negativ war, isoliert. Da auch bei einem Mitarbeiter das
gleiche Isolat nachgewiesen wurde kann man auf eine direkte Ubertragung zwischen Rindern und
Menschen schlie3en (Juhasz-Kaszanyitzky et al. 2007).

In Kilbermastbestinden in den Niederlanden konnte bei 88 % der Betriebe MRSA nachgewiesen
werden. Fin gleichzeitiges Screening der dazugehorigen Landwirte und deren Familien ergab eine
MRSA-Privalenz von 33 % bei den Landwirten und bei 8 % der Familienmitglieder. Sowohl bei

den humanen als auch den Isolaten der Rinder konnte ST398 nachgewiesen werden (Graveland
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et al. 2010). Die unterschiedliche Privalenz bei den Landwirten und ihren Familienmitgliedern
kann auf eine unregelmifBige Mensch zu Mensch Ubertragung von ST398 hindeuten (VanRijen et
al. 2008, Wassenberg et al. 2008, Graveland et al. 2010). Der spa Typ t011, mit SCCmec V wurde
auch in deutschen Rinderbestinden und bei den dazugehdrigen Landwirten isoliert (Spohr et al.
2011).

Monecke et al. (2008b) untersuchten 128 S. awrens Isolate von Kithen mittels Microarray
(Clonding chip technologies, Jena, Germany). Darunter wurden zwei MRSA-Isolate identifiziert.
Ein Stamm gehorte zum CC8 und der andere Stamm zum ST398, mit spa typ 34 dessen
Vorkommen bereits auch bei anderen Tieren und bei Menschen beschrieben wurde (Monecke et

al. 2007).

2.5.3.3 Pferde
MRSA wurden 1996 zum ersten Mal bei Pferden beschrieben. Die MRSA-Kolonisationsrate

schwankt in den verschiedenen Lindern Europas. So fand in Portugal eine Studie statt, bei der 71
Pferde mittels Nasentupfer beprobt wurden. Von den Isolaten waren zwei Oxacillin-resistent und
Triger des mecA-Gens. Als Stimme lagen ST5 (FMVA3/10), mit SCCmec IV und ST398
(FMVA16/10), mit SCCmec Typ vor. Der ST5 (FMVA3/10) ist ein humaner Klon, det zuvor
noch nicht bei Pferden in Europa nachgewiesen wurde. Dies zeigt wiederum, dass eine
Ubertragung von MRSA zwischen Pferden und Menschen stattfinden kann (Couto et al. 2011).
Auch in Schweden wurde bei Pferden die ST-398, mit t-011 und ST-8 mit t-064 nachgewiesen.
Alle Isolate waren Triger des mecA- und des nue-Gens (Bergstrom et al. 2012).

Auch der Stamm ST8 (CMRSA5/USA500) fihrt zu Kolonisation und Infektion von Pferden v.a.
in Kanada. Bei ST8 handelt es sich vermutlich um einen humanen Klone, der sich an Pferde
adaptiert hat (Weese et al. 2010). ST8 wurde bereits bei Wundinfektionen, Infektionen von
Venenverwilkathetern, Bakteridmie, Pneumonien, Implantatinfektionen, septischer Arthritis,
Omphalophlebitis, Glutealabszess und Osteomyelitis von Pferden nachgewiesen (Weese et al.
2005).

In den Niederlanden dominieren bei Pferden die Stimme ST8, mit spa-typ t064 und ST398 mit
spa-type t011 (an Duijkeren et al. 2010). So wurde die Ubertragung von einem Friesenfohlen auf
ein 16-jahriges Madchen mit einer Wunde am Ful3 nachgewiesen. Sowohl das MRSA-Isolat des
Midchens, als auch das des Nasentupfer des Fohlens waren Triger des mec4-Gens und gehorten
zum Stamm ST398 mit spa Typ t011 (an Duijkeren et al. 2011). Auch eine Wundinfektion eines

Pferdetierarztes durch ein Pferd konnte nachgewiesen werden. Hierbei handelte es sich um eine
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Wundinfektion mit dem Stamm CMRSA-5, also ST-8 mit SCCmec-Typ IV und 5pa007 (Weese et
al. 2005), der auch bei drei Tierarzthelferinnen mit Kontakt zu Fohlen zu Hautinfektionen
gefithrt hat (Weese et al. 2000).

An der veterinirmedizinischen Universitit in Wien wurde bei finf Pferden der MRSA ST-254
nachgewiesen, mit SCCmec Typ IVd (Cuny et al. 2006). Dieser Stamm wurde schon oft in den
90er Jahren bei HA-MRSA isoliert (Witte et al. 1997). Jedoch besitzen der humane Stamm aus
den 90er Jahren und der equine ST-254 unterschiedliche SCCmec IV Subtypen, was einen
Austausch zwischen Pferd und Mensch jedoch nicht ausschlief3t. Der Unterschied kénnte jedoch
auch darauf beruhen, dass ein MSSA ST-254 auf Pferde tbertragen wurde und spiter die zum
humanen ST-254 unterschiedliche SCCrmec IV erwarb (Skov et al. 2005).

2.5.3.4 Esel

MRSA konnten in der Konjunktivalflora gesunder Esel auf Sizilien (Italien) nachgewiesen werden
(Foti et al. 2012). Von den untersuchten Isolaten handelte es sich bei 26,9 % um Staphylokokken,
von denen 26,9 % der Stimme Oxacillin und Methicillin resistent waren. Das mec4-Gen wurde
bei zwei S. aurens Stimmen nachgewiesen (Foti et al. 2012). Esel kénnen somit als Triger von
MRSA angesehen werden, gemil3 der Studie von Foti et al. und diese wahrscheinlich auf den
Menschen iibertragen. Eine Ubertragung kann entweder iiber direkten Kontakt mit den Eseln
oder durch den Vetrzehr von Eselmilch stattfinden, v.a. da Eselmilch von Personen mit
Hypersensitivitit gegeniiber Kuh-, Schaf- und Eselmilch immer mehr verzehrt wird (Carroccio et
al. 2000) und MRSA bereits aus Eselmilch aus Sizilien isoliert werden konnte (Naccari et al.

2009).

2.5.3.5 Gefligel
In Belgien konnten LA-MRSA, des ST398, erstmals bei klinisch gesunden Masthihnchen isoliert

werden. Bei finf von 39 Hihnchenfarmen wurden MRSA aus Nasenhohlen- und
Kloakenabstrichen nachgewiesen. Von zehn Isolaten des ST398 wurde der gpa-Typ untersucht
und acht konnten dem spa-Typ t011, mitSCC IV und V und zwei Isolate dem spa-Typ t567, mit
SCCmec 111 zugeordnet werden (Nemati et al. 2008).

Persoons et al. untersuchten in Belgien 50 Legehennen und 75 Broiler und konnten bei acht
Broilern, aus zwei Farmen, MRSA isolieren. Die MRSA wurden als ST398 mit spa-Typ t1456
identifiziert, welcher ein typischer Gefliigelstamm ist. Insgesamt liegt die Besiedelung in den

positiven Betrieben zwischen 20 bis 100 % (Persoons et al. 2009).
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In niederlindischen Schlachthéfen wurde bei 6,9 % der untersuchten Hihnchen und 5,6 % des
Schlachthofpersonals MRSA nachgewiesen. Davon gehorten 70 % dem ST398, mit t011 und 30
% dem ST9, mit gpa-Typ t1430 an (Mulders et al 2010).

2.5.3.6 Kleintiere

Uber MRSA wurde bei Kleintieren erstmals in den 70ern berichtet und 1972 erstmals in Nigeria
bei zwei gesunden Hunden nachgewiesen (Ojo 1972, Devriese et al. 1975, Hartmann et al. 1997,
Shimizu et al. 1997, Pak et al. 1999).

In Tierkliniken und Tierarztpraxen uberwiegen in Deutschland der ST-22 (Barmin-Stamm).
Jedoch wurden auch die ST-1, ST-8, ST-80, ST-254 und ST-239 nachgewiesen (Loeffler et al.
2010). An der Freien Universitit Berlin wurde eine Infektionsrate mit MRSA , meist von
Wunden, bei 7,5 % der Hunde, 10 % der Katzen, 2,3 % der untersuchten Ziervogel, sowie
Kaninchen, Meerschweinchen, einer Schildkréte, einem Papagei und einer Fledermaus,
festgestellt. Die Isolate wurden fast alle dem ST-22, mit SCComec Typ IV, sowie je einmal ST 239,
der als HA-MRSA gilt und dem Barnim-Stamm, sowie eines nahen Verwandten dieses Stammes
zugeordnet (Walther et al. 2008).

Der ST-22 ist ein in Krankenhdusern sehr verbreiteter HA-MRSA und kommt auch in
Tierkliniken vor. Dies lisst auf eine Ubertragung von MRSA von Haustieren auf den Menschen
schlieBen (O’Mahony et al. 2005, Strommenger et al. 2006, Boost et al. 2007, Sing et al. 2008,
Loeffler et al. 2010) und wurde durch Nachweis der direkte Ubertragung von einer Katze auf
ihren Besitzer bestitigt (Vitale et al. 2006). Ein weiterer Fall der MRSA-Ubertragung von einer
Katze auf ihre Besitzer beschreiben Sing et al. (2008). Sowohl bei einer Krankenhauspatientin,
mit einem tiefen rezidivierenden Abszess, als auch bei ihrem klinisch gesunden Ehemann und
ithren Kindern, wurde der spa-Typ 131 mit SCCmec Typ 1V isoliert. Der Abszess heilte erst ab
nachdem die Katze saniert wurde (Sing et al. 2008).

Loeffler et al. untersuchten 704 Hunde und 540 Katzen, von denen 15 Hunde und acht Katzen
MRSA-positiv - waren, mit ST-22. Als Risikofaktoren wurden Antibiotikabehandlungen,
Aufenthalt in Tierkliniken, Vorhandensein von Koagulase-positiven Staphylokokken und
chronische Erkrankungen angegeben (Loeffler et al. 2010). Auch in England konnten sie MRSA
des Types EMRSA-15 bei Kleintieren, ihren Besitzern und Tierarzthelfer nachweisen (Loffler et
al. 2005).

In Frankreich wurden bei 23 von 1250 Koagulase-positiven Staphylokokken-Isolate von Katzen

und Hunden MRSA identifiziert. Darunter waren Tiere mit Hautinfektionen, Otitis,
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Harnwegsinfektionen, Rhinitis, Gelenks- uns Vaginalinfektionen. Von den 23 Isolaten konnten
16 dem ,,Lyon-Klon* mit ggr-1, SCCmec Typ-1V, spa-Typ t008 oder verwandten t-024, t068, t622
oder t1171, zugeordnet werden (Haenni et al. 2011). Der ,,Lyon-Klon* ist der am Haufigsten in
Frankreich vorkommende HA-MRSA (Dauwalder et al. 2008, Haenni et al. 2011). Bei einem
Hund konnte die Infektion auf seinen, im Krankenhaus arbeitenden Besitzer zuriickgefihrt
werden. Die restlichen Isolate konnten dem ,,Geraldine-Klon*, welcher fir tber 7 % der
invasiven MRSA-Fille in Frankreich verantwortlich ist sowie (Dauwalder et al. 2008, Robert et al.
2011, Haenni et al. 2011), dem CC398, den humanen, PVL-positiven Isolat, USA 300 und dem
Barmin Klon, zugeordnet werden. Bisher wurden MRSA des ST398 nur bei Haustieren mit
Kontakt zu Schweinen oder Livestock-Farmen nachgewiesen. Von den untersuchten Hunden
hatte allerdings keiner Kontakt zu Farmtieren. Es wiesen sogar zwei der ST398 Isolate den
,»Cluster Typ B auf (sak, chp und sen) welcher ein humaner Virulenzfaktor ist (Witte et al. 2007,
Haenni et al. 2011). Somit konnte auch beine Ubertragung von MRSA von Menschen auf

Haustiere bestitigt werden (Haenni et al. 2011).

2.5.3.7 Zootiere

MRSA wurden bisher in drei Fillen bei Zootieren nachgewiesen. Ein afrikanisches Elefantenkalb
mit einer Hautinfektion, im Zoo von San Diego/ Kalifornien, wurde wahrscheinlich von drei
seiner Pfleger mit MRSA infiziert. Die Wundisolate des Elefanten und Nasentupfer der Pfleger
konnten dem Stamm USA 300 zugeordnet werden. Dies ist der in den USA am hiufigsten
vorkommende Stamm in Verbindung mit CA-MRSA.

In einem anderen Zoo wurden MRSA aus dem Panseninhalt eines Mufflons und aus einer

Kronsaumfistel eines indischen Nashorns isoliert (Vercammen et al. 2010).

2.6 Resistenzen

Die fortschreitende Problematik der Resistenzbildung von . aureus beruht auf seiner hohen
Tenazitit und kurzen Generationszeit. Jeder Antibiotikaeinsatz foérdert den Selektionsdruck und
das Risiko der Resistenzbildung (Kayser et al. 1998).

Zu Beginn der 40er Jahre war Penicillin G noch ein wirksames Antibiottkum gegen . awreus.
Jedoch entwickelten die Staphylokokken die Fihigkeit beta-Laktamasen zu bilden und schon im
Jahre 1946 galten 60 % der isolierten . aureus als Penicillin G resistent (Lyon et al. 1987), da sie

durch das Enzym beta-Lactamase die Hydrolyse des beta-Lactamringes bewirken. So wurde im
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Jahre 1960 das beta-Lactamase stabile, halbsynthetische Penicillinderivat Methicillin auf den
Markt gebracht, da sich Penicillin G resistente-S. aurens zunichst im Krankenhaus und dann in
der Bevolkerung rasch verbreitete. Doch die Methicillinresistenz trat bereits zu Beginn der 1960er
Jahre auf. Zuvor kam es bereits in den 1940er Jahren zur Sulfonamidresistenz von . aurens (Lode
et al. 2010).

Die beta-Laktam Antibiotika wurden 1928 vom Englinder Alexander Fleming als erste
Antibiotika entdeckt (Kayser et al. 2001). Sie wirken bakterizid und die namensgebende Struktur
ist der viergliedrige beta-Laktamring Der Wirkmechanismus beruht auf der irreversiblen
Hemmung der Transpeptidasen, die fir die Quervernetzung der Peptidoglycanstringe
verantwortlich sind (Herdegen et al. 2008). Die zugrundeliegenden Resistenzgene sind BlzZ, BlaR
und Blal.. Die Wirkung beruht auf der kovalenten Bindung an die penicillinbindenden Proteine
(PBP). Somit wird die Peptidoglycansynthese verhindert und kein Murein mehr gebildet. Das
Murein ist aber essentiell fiir die Stabilitit der Bakterienzellwand. (Kayser et al. 2001). AuBlerdem
werden PBPs direkt gehemmt, sodass es zum Untergang der Bakterienzelle kommt (Kroker et al.
2002).

Durch die Bildung der beta-Lactamase durch . aurens kommt es zur Hydrolyse des beta-Laktam-
Ringes und somit zur Inaktivierung der beta-Lactam Antibiotika (Lode et al. 2010). Mutationen
und Membranverinderungen fithren zur verminderten Aufnahme der Antibiotika in die Zelle
und zu deren Inaktivierung durch eine verminderte Affinitit zu den PBPs (Herdegen et al. 2008).

Die antibakterielle Aktivitit, sowie das Wirkspektrum der beta-Laktame wird durch die Affinitit
zu den PBPs, die beta-Laktamase-Stabilitit und die Penetrationseigenschaft, die auf die Porine in
der dulleren Membran zuriickzufthren ist, bestimmt (Lode et al. 2010).

Die Methicillinresistenz der MRSA beruht auf dem mecA-Gen, das zur Bildung des PBP2 fiihrt.
S. anreus ist in der Lage die PBP Typen 1-4 zu bilden. Der Subtyp PBP2a hat eine 1000x geringere
Affinitit an beta-Lactame zu binden und fithrt somit, durch die Aufrechterhaltung der Funktion
der PBPs der Bakterienzelle, zu deren Uberleben (Chambers et al. 1997, Pinho et al. 2001,
Deurenberg et al. 2007).

Die meisten porcinen ST398 verfiigen neben dem mec4-Gen tGber das beta-Laktam-Resistenzgen
blaZ und die Tetracyclinesistenzgene ze#(M), et(K) und zet(I). Des Weiteren kénnen haufig die
Gene dfiK oder dfrG, welche die Trimethoprimresistenz codieren sowie die Gene ermz(A), erm(B)
und emz(C) der Macrolid/ Lincosamid-Resistenz bei MRSA von Schweinen isoliert werden

(Kadlec et al. 2009).
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3. Material und Methoden

3.1 Projektaufbau

Die vorliegende Arbeit diente dazu, das Vorkommen von MRSA in Schweinebetrieben in
Hessen, Baden-Wiirttemberg, Nordrhein-Westfalen und Niedersachsen zu untersuchen. Dabei
wurde auch das Vorkommen von MRSA bei den Landwirten der Schweinebetriebe, den
betreuenden Tierdrzten, anwesenden Studenten und der Umgebung der Schweine analysiert. Die
schweineassoziierten MRSA wurden mit MRSA von Krankenhauspatienten des Uniklinikums
Heidelberg verglichen. Der Schwerpunkt der Dissertation lag auf dem Vergleich der
schweineassoziierten MRSA mit denen der Krankenhauspatienten in Bezug auf die

Genotypisierung mit Bestimmung der Virulenzfaktoren.

3.1.1 Schweinebettriebe

Als  Schweinebetriecbe ~wurden Ferkelerzeuger und Mastbetricbe mit  geschlossener

Betriebsstruktur, Betriebe mit Zukauf und ein Okobetrieb auf MRSA untersucht.

3.1.1.1 Nasentupfer von Schweinen und Umgebungsproben

In jedem Betrieb mussten mindestens zehn Schweine durch die Entnahme eines Nasentupfers,
beprobt werden, um genigend porcine MRSA fir den Vergleich mit den MRSA der
Krankenhauspatienten zu isolieren. Fine Ausnahme stellte ein Screeningbetrieb dar, der doppelt
beprobt wurde, um die Untersuchungsmethoden zu testen. Eine Nummerierung aller
entnommenen Proben erfolgte.

In Ferkelerzeugerbetrieben wurde versucht, falls es méglich war die Sauen zu fixieren, sowohl
Ferkel als auch Sauen zu beproben. In Betrieben mit Schweinen im Flatdeck wurden auch diese
untersucht und in Mastbetrieben erfolgte die Auswahl von Mastschweinen verschiedener
Altersklassen (siche Anhang) und Stallabteile zur Beprobung. Des Weiteren wurde in jedem
Schweinebetrieb mindestens ein Sockentupfer und eine Staubprobe, sowie ein Trinketupfer und
ein Tupfer der Spielzeuge entnommen und auf das Vorkommen von MRSA hin untersucht. Der
erste Betrieb diente als Screeningbetrieb, um die Privalenz von MRSA in den Betrieben sowie die

Entnahme der Nasentupfer und Umgebungsproben besser einschitzen zu konnen.
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In jedem Betrieb erfolgte die Erfassung des Medikamenteneinsatzes, mit besonderer
Berticksichtigung des Antibiotikaeinsatzes bei den beprobten Tieren. Dies zielte darauf, einen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von MRSA und der medikamentésen Behandlung der

Tiere zu erkennen.

3.1.1.2 Nasentupfer von Landwirten, Tierdrzten und Studenten der

Veterinirmedizin

Die auf den Hofen anwesenden Landwirte, Tierdrzte und Studenten der Veterindrmedizin (auch
unter dem Begriff ,,schweineassoziierte Menschen® zusammengefasst) wurden, auf freiwilliger
Basis, gebeten ebenfalls einen Nasentupfer abzugeben und einen anonymisierten Fragebogen zu

beantworten.

3.1.1.2.1 Personenbezogene Datenerhebung mit Hilfe eines Fragebogens

Um moglichst viel iber den Gesundheitsstatus der beprobten Tierdrzte, Landwirte und
Studenten zu erfahren wurde ein spezifischer Fragebogen erstellt. Dieser ist im Anhang
abgedruckt. Der Fragebogen ermoglichte es das Vorkommen von MRSA, bei den betroffenen
Personen mit Schweinekontakt, sowohl mit ihren Schweinen als auch mit einem vorherigen
Krankenhausaufenthalt in Verbindung zu bringen. Auch die Stammzuordnung als schweine- oder
krankenhausassoziierter Stamm wurde mit Hilfe des Fragebogens erleichtert. Er erfragte
vorangegangene  Krankenhausaufenthalte,  chronische = und  andere  Erkrankungen,

Medikamenteneinnahmen, Operationen, die Personengruppe und das Alter.

3.1.1.3 Beprobte Schweinebetriebe mit Betriebsdaten

Hessische Betriebe:

Schweinebetrieb Nr. 1:

Der Betrieb Nr. 1 lag in Hessen im Landkreis Gie3en. Der Betrieb besal3 zur Zeit der Beprobung
90 Sauen, 340 Aufzuchtplitze und 450 Mastplitze im geschlossenen System. Als Schweinerassen
wurden neben Masthybriden, deutsche Edelschweine, Schweine deutscher Landrasse, Piétrain,
Hampshire und Duroc gehalten. Sowohl der Maststall, das Flatdeck als auch die Sauen und
Ferkel in der Abferkelung wurden beprobt. Die Ferkel erhielten Eisen nach der Geburt und
auffallige Ferkel wurden mit Enrofloxacin behandelt. Dieser Betrieb diente als Screeningbetrieb

und wurde nochmals als Betrieb Nr.6 beprobt, wobei bei der Nachuntersuchung eine Beprobung

48



Material und Methoden

des zuvor nicht beprobten Wartestalles und der neuen Saugferkel erfolgte. In dem Betrieb Nr. 1
lieBen sich auch zwei Landwirte mit einem Nasentupfer beproben.

Schweinebetrieb Nr. 2:

Der Schweinebetrieb Nt. 2 war ein Mastbetrieb mit 800 Mastschweinen, in Hessen im Landkreis
Bergstra3e. Beprobt wurden neu angelieferte Absetzer und alle Altersklassen in der Mast. Die

Schweine wurden mit 4 Wochen zugekauft und eingestallt. Der Durchgang erhielt bereits
Doxycyclin - (Pulmodox®, 40mg/kg KGW; 1,4 g/Tier/Tag) als Antibiotikum. Auch die

Beprobung eines Landwirtes wurde durchgefiihrt.

Schweinebetrieb Nr. 3:

Der Mastbetrieb Nr. 3 lag in Hessen im Vogelsbergkreis. Der Betrieb besal3 800 Mastschweine
und kaufte aus drei verschiedenen Betrieben Schweine hinzu. Die Tiere litten zum Zeitpunkt der
Probenentnahme unter Rhinitis athrophicans mit Pasteurellen- und Bordetellenbefall. Sie wurden
mit Tetracyclin als Einstellbehandlung behandelt. Im Betrieb konnten die Mastschweine, zwei

Landwirte und zwei Tierdrzte beprobt werden.

Schweinebetrieb Nr. 4:

Der Betrieb Nr. 4 war ein Biobetrieb mit 300 Sauen, 1100 Aufzuchtplitzen und 120
Mastschweinen. Der Betrieb setzt keine Antibiotika ein und die Ferkel litten unter Kiimmern und
Auseinanderwachsen. Beprobt wurden Saugferkel und Sauen. Der Betrieb Nr. 4 besal3 auch eine

Rinderhaltung, die neben den Schweinestillen lag.

Schweinebetrieb Nr. 5:

Der Betrieb besal3 250 Sauen und 1600 Mastschweine im geschlossenen System. Der Betrieb lag
in Hessen im Vogelsbergkreis. Die Ferkel bekamen Enrofloxacin sowie Amoxicillin und bei
Einstallen in den Maststall Tetracyclin tiber eine Dauer von vier Tagen. Im Betrieb wurden die
Sauen, Saugferkel und Absetzer sowie zwei Landwirte beprobt. Die Tiere litten unter Husten,
dicken Gelenken und Kimmern. Im Bestand wurden bereits Mycoplasma hyopneumoniae

nachgewiesen.

Schweinebetrieb Nr. 6
Der Betrieb Nr. 6 war der Betrieb Nr. 1 und wurde als Screeningbetrieb anfangs verwendet, um

alle Materialien zu testen und die Durchfiihrbarkeit aller Labormethoden. In diesem Durchgang
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wurden zusitzlich noch der Wartestall beprobt, drei Tierdrzte sowie finf Landwirte, die
anwesend waren. Der Betrieb Nr. 6 und Nr. 1 wurden als ein Betrieb gewertet.

Schweinebetrieb Nr. 7:

Der hessische Betrieb Nr.7 lag im Vogelsbergkreis und verfiigte tiber eine Ferkelerzeugung mit
700 Sauen. Die Sauen wiesen eine hohe Abort- und Totgeburtenrate auf. Im Betrieb wurden die

Saugferkel, ein Landwirt und eine Studentin beprobt.

Schweinebetrieb Nr. 8:

Bei Schweinebetrieb Nr. 8 handelte es sich um den Maststall von Betrieb Nr. 7, allerdings an
einem anderen Standort mit 1200 Tieren und mit weiterem Zukauf. Die beprobten Mastschweine
litten unter einem Befall mit Staphylococcus hyicus. Im Betrieb konnten auch 3 Landwirte beprobt

werden.

Schweinebetrieb Nr. 9:

Der Masttrieb lag im stidhessischen Landkreis Darmstadt-Dieburg und kaufte alle 2-3 Wochen
120 Absetzer hinzu. Die beprobten Absetzer und die Mastschweine erhielten alle Amoxicillin
(Aciphen®, 40mg/kg) als Einstallbehandlung. Im Betrieb wurden noch zwei Studenten sowie ein

Tierarzt beprobt.

Schweinebetrieb Nr. 10:

Der Betrieb Nr. 10 lag im hessischen Schwalm-Eder Kreis und verfugt tber eine
Ferkelerzeugung mit 112 Sauen und 480 Mastschweinen. Die Tiere litten unter
Gelenksproblemen und Abszessen. Beprobt wurden Saugferkel und Absetzer. Der beprobte
Durchgang wurde mit Amoxicillin, Tetracyclin und Enrofloxacin behandelt. Alle Saugferkel
erhielten auBlerdem als Erstbehandlung Tylosin. Im Betrieb konnten noch drei Landwirte und

vier Studenten beprobt werden.

Schweinebetrieb Nr. 11:
Bei Betrieb Nr. 11 handelt es sich um einen hessischen Ferkelerzeuger mit 140 Sauen und 600
Ferkeln im Vogelsbergkreis. Der beprobte Durchgang mit Sauen und Ferkeln in der Abferkelung,

Sauen im Deck- und Wartestall sowie einem Eber, litt unter Fieber, Husten, ethohter Abortrate

und mumifizierten Feten. Die Ferkel waren mit Penicillin (Veracin®) am zweiten und dritten
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Lebenstag vorbehandelt worden. Im Betrieb wurde auch die Landwirtin sowie zwei Studentinnen

beprobt.

Schweinebetrieb Nr. 12:

Betrieb Nr. 12 war in Hessen im Vogelsbergkreis ansissig und bestand aus einer
Ferkelerzeugung- sowie einem Maststall mit 140 Sauen und 600 Mastschweinen. Alle Tiere
husteten im Betrieb zur Zeit der Probenentnahme. Beprobt wurden die Sauen mit Saugferkeln
sowie Absetzer im Flatdeck. Die beiden Landwirte des Betriebes sowie eine Studentin lieBen sich

auch mittels Nasentupfer beproben.

Schweinebetrieb Nr. 17:

Der hessische Betrieb Nr. 17 befand sich im Vogelsbergkreis und verfiigte tiber eine Abferkelung
mit 160 Sauen sowie einen Maststall mit 800 Plitzen. Beprobt wurden die Saugferkel und das
Flatdeck. Auch zwei Landwirte und Studenten sowie ein Tierarzt lieBen sich beproben. Als
Antibiotikum erhielten die beprobten Schweine Amoxicillin sowie Enrofloxacin. Die Tiere
zeigten Auseinanderwachsen, Kopfschiefhaltung, Juckreiz und wiesen eine verminderte

Fruchtbarkeit auf.

Baden-Wiirttembergische Betriebe:

Schweinebetrieb Nr. 13:

Der Jungsauenproduzent mit ca. 200 Tieren lag in Baden-Wirttemberg im Hohenlohekreis. Die
Tiere erhielten zum Zeitpunkt der Beprobung keine Antibiotika. Neben den Jungsauen lieBen

sich noch ein Landwirt und ein Tierarzt beproben.

Schweinebetrieb Nr. 14:
Der Maststall Nr. 14 mit ca. 600 Tieren lag in Baden-Wirttemberg im Hohenlohekreis. Im

Betrieb wurden die neu eingestallten Absetzer im Maststall sowie eine Landwirtin beprobt.

Nordhreinwestfilische Betriebe:
Schweinebetrieb Nr. 15:
Der Schweinebetrieb Nr. 15 befand sich in Nordrheinwestfalen in der Nihe von

Monchengladbach und verfiigte Gber ca. 120 Sauen und ca. 600 Mastschweine. Im Betrieb
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wurden Sauen mit Saugferkeln sowie Absetzer beprobt. Auflerdem lieBen sich auch zwei

Landwirte beproben.

Schweinebetrieb Nr. 16:
Der Maststall mit ca. 600 Plitzen von Betrieb Nr. 16 lag in Nordrheinwestfalen in der Nihe von
Monchengladbach. Nasentupfer wurden von neu eingestallten Absetzern im Maststall

entnommen. Im Betrieb lieBen sich auch die beiden anwesenden Landwirte beproben.

Niedersichsische Betriebe:

Schweinebetrieb Nr. 18:

Der Betrieb Nr. 18 mit einer Ferkelerzeugung mit 600 Sauenplitzen befand sich im
niedersichsischen Landkreis Vechta. Im Betrieb wurden die Saugferkel sowie der anwesende
Landwirt beprobt. Die beprobten Tiere waren mit Penicillin vorbehandelt und der Betrieb kauft

auch Schweine hinzu.

Schweinebetrieb Nr. 19:
Der Betrieb Nr. 19 im Landkreis Vechta verfligte tber eine Sauenhaltung mit 600 Sauen sowie
eine Mastanlage an einem weiteren Standort. Die beprobten Saugferkel waren alle mit

Langzeitpenicillin vorbehandelt.

Schweinebetrieb Nr. 20:
Auch der Ferkelerzeuger Nr. 20 lag im Landkreis Vechta und besa3 130 Sauen. Die beprobten

Saugferkel wurden bereits mit Penicillin behandelt.

Schweinebetrieb Nr. 21:

Der Maststall sowie die Abferkelung des Betriebes Nr. 21 aus dem ILandkreis Vechta wurde
beprobt. Der Betrieb besal3 zum Beprobungszeitpunkt 60 Sauen, 400 Mastschweine und kaufte
Schweine hinzu. Alle Saugferkel bekamen am ersten Lebenstag Penicillin. Beprobt wurden in

diesem Betrieb die Mastschweine und Saugferkel.

Schweinebetrieb Nr. 22:
Auch Betrieb Nr. 22 mit einer Abferkelung mit 80 Sauen und ca. 400 Schweinemastplitzen lag im

Landkreis Vechta. Der Betrieb kaufte Schweine zu. Die beprobten Saugferkel wurden mit
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Penicillin am ersten Lebenstag behandelt und im Betrieb lie3 sich neben den Schweine auch ein
Landwirt beproben. Der Betrieb besa3 auch noch eine Entenmast, die neben dem Schweinestall

lag.

Schweinebetrieb Nr. 23:
Der Betrieb Nr. 23 verfiigte Gber 260 Sauen mit Eigenremontierung und lag im Landkreis

Vechta. Die Beprobten Sauen und Saugferkel erhielten am ersten Lebenstag Langzeitpenicillin.

Schweinebetrieb Nr. 24
Die Abferkelung mit 130 Sauen und der Maststall mit 400 Platzen lag im Landkreis Oldenburg.
Beprobt wurden Saugferkel und zwei Landwirte. Die Tiere wurden am ersten Lebenstag mit

Penicillin behandelt. Der Betrieb kaufte auch Schweine hinzu.

Schweinebetrieb Nr. 25:
Der Betrieb Nr. 25 im Landkreis Vechta besal3 400 Mastplitze. Die neu eingestallten Absetzer,
die beprobt wurden, erhielten Amoxicillin. Auch von dem anwesenden Landwirt konnte eine

Nasentupferprobe enthommen werden.

Schweinebetrieb Nr. 26:
Die Ferkelerzeugung mit 100 Sauen und Mast von Betrieb Nr. 26 lag im Landkreis Vechta. Der
Betrieb kauft Jungsauen sowie Eber zu. Beprobt wurden neu eingestallte Absetzer im Flatdeck,

die gerade mit Amoxicillin behandelt wurden, da ein Streptokokkenproblem vorlag

Schweinebetrieb Nr. 27:

Der Betrieb Nr. 27 befand sich im Landkreis Vechta und verfiigte tber 250 Sauen, 1000
Flatdeckplitze und 1500 Mastschweine. Beprobt wurden die Schweine im Flatdeck, ein Landwirt
und ein Tierarzt. Die Tiere erhielten am ersten und vierten Lebenstag Penicillin und wurden nach

dem Absetzen immer mit Amoxicillin behandelt, da auch hier ein Streptokokkenproblem vorlag.

Schweinebetrieb Nr. 28:
In Betrieb Nr. 28 aus dem Landkreis Vechta wurden Saugferkel, Tiere im Flatdeck und die
beiden Landwirte beprobt. Der Betrieb verfugt tiber 1600 Flatdeckplitze, 600 Sauen und 1800
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Mastplitze. Die Tiere erhielten Amoxicillin am ersten Lebenstag. Der Betrieb verfiigt auBBerdem

Uber eine Pferdezucht und Legehennen.

In allen untersuchten Betrieben wurde den Saugferkeln Eisen verabreicht zur Vorbeugung einer
Eisenmangelanimie und eine regelmiflige Entwurmung der Tiere vorgenommen. Die erfassten
Antibiotikagaben und Betriebsdaten entsprechen den Angaben durch die Landwirte des

jeweiligen Betriebes.
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800 Mast.
Ferkelerzeugung,
Flatdeck+ Mast 11[}0 Ferkel
120 Mast
6=1 Ferkelproduktion, o) Sauen Enrofloxacin
Flatdeck+ Mast 340 Ferkel
450 Mast
Maststall von Betrieh 7 1200 Mast Keine Angaben
Ferkelerzeugung, 112 Sauen
480 Mast
Flatdeck, +Amoxicillin, Tetracyclin
Mastschweine und Enrofloxacin
12 Ferkelerzeuger, 140 Sauen Keine Angaben
Flatdeck+ Mast 600 Mast

600 Mast Keine Angaben

600 Mast Keine Angaben
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600 Sauen

130 Sauen

80 Saucn
Flaedeck+ Mast

130 Sauen

100 Sauen Amoxicillin
Flatdeck+ Mast

28 Ferkelerzeuger, 600 Sauen Amoxicillin

Flatdeck+ Mast 1600 Flatdeck

1800 Mast

Tabelle 6: Betriebsdaten der untersuchten Betriebe.
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Abbildung 10: Lage und Anzahl der untersuchten Betriebe in Deutschland, sortiert nach

Bundeslindern.

3.2 Schweineassoziierte Proben aus dem europiischen Ausland

Zum Vergleich der isolierten MRSA, der beprobten deutschen Schweinen, mit MRSA von
Schweinen aus anderen europiischen Lindern, wurden Universititen in der Schweiz, Dinemark,
Spanien und den Niederlanden, die zuvor Verdffentlichungen tiber das Vorkommen von MRSA
bei Schweinen verfasst hatten, angeschrieben, ob es méglich sei fiinf schweineassoziierte MRSA-
Isolate von Thnen zu erhalten. Die Isolate wurden in Amies-Medium von Prof. Perreten und

Prof. Huber aus der Schweiz, Dr. Hasmann aus Dinemark, Prof. Torres aus Spanien und Prof.
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Fluid aus den Niederlanden gesendet. Die Proben konnten dann analog der selbst enthommenen
Nasentupfer weiter untersucht werden, um ecine gute Vergleichbarkeit mit den selbst

entnommenen deutschen porcinen MRSA-Isolaten zu gewihrleisten.

Danemark: 0 3 2 0

Dr, Hasmann

Schweiz 0 6 0 0

Prof. Perreten

Tabelle 7: MRSA-Isolate aus Europa mit Herkunft.
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— i, Y

Abbildung 11: Herkunft der europiischen porcinen MRSA-Isolate.

3.3 Krankenhauspatienten

Proben von Patienten, die im Jahr 2012 in das Uniklinikum Heidelberg eingeliefert wurden mit
MRSA, konnten in die Dissertation aufgenommen werden. Die MRSA  der
Krankenhauspatienten wurden isoliert und mit denen der schweineassoziierten Isolate verglichen.
Dabei konnten Isolate von kolonisierten Patienten und von Patienten mit MRSA in primir

sterilen Materialien (z.B. Urin, Blut, OP-Wunden) unterschieden werden.
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3.4 Probenentnahme und Transport

3.4.1 Nasentupfer der Schweine

Die Nasentupfer von Schweinen wurden mit einem sterilen Tupfer (groflerer Tupfer: Fa.
Deltalab, Rubi, Spanien/ kleinere Tupfer: Fa. Copan, Brescia, Italien) entnommen. Beide
verwendeten Tupfersysteme verfiigten tiber Amies Medium und unterschieden sich lediglich in
threr Grofle. Der kleinere Tupfer der Firma Copan wurde aus Tierschutzgriinden fur unter drei
Wochen alte Ferkel verwendet. Die Nasentupfer wurden mindestens 2 cm tief, mit einer
kreisenden Bewegung, in die Nasen6ffnung der Schweine eingefiihrt. Bei neugeborenen Ferkeln
wurde der Tupfer so weit wie anatomisch moglich, mindestens bis zum Verschwinden des
Wattebauches, in die Nase eingeftihrt, um aus Tierschutzgrinden Verletzungen und Nasenbluten
zu vermeiden. GroBlere Schweine konnten dabei mit Hilfe einer Oberkieferschlinge (Fa.
Schippers, Kerken, Deutschland) fixiert werden. Ferkel und kleinere Mastschweine wurden von
einer zweiten Person auf den Arm genommen und festgehalten. Bei der Probenentnahme musste
darauf geachtet werden, einen Kontakt des Tupfers mit der Risselscheibe und der Kopthaut zu

vermeiden.

3.4.2 Staubproben

Staubproben wurden mit Hilfe eines autoklavierten Pinsels (Fa. Swing Color, Mannheim,
Deutschland, Pinsel: Aqua) entnommen und in ein steriles verschlieBbares Laborgefil3 verbracht
(Fa. Greiner, Frickenhausen, Deutschland, Inhalt: 50 ml). Der Staub stammte aus der tiernahen
Umgebung von den Buchtenabtrennungen, Fensterbianken, Lampen, Leitungen und Liftungen,
wobei darauf zu achten war méglichst wenig Futterstaub aus der Umgebung der Futterkrippen zu
sammeln. Fine Kennzeichnung der Staubproben erfolgte entsprechend ihrer Herkunft. Dabei
mussten alle Probenréhrchen gleichmiBig bis zur Markierung (s. Abbildung 12) gefillt werden,
um ein gleichmafiges Staubvolumen aus den verschiedenen Betrieben zu erhalten. War der Stall
frisch gereinigt und desinfiziert worden, wurde trotzdem versucht gentigend Staub fir die
Untersuchung zu gewinnen. Der Staub entstammte dann v.a. den Lampen, Fensterbinken,

Leitungen sowie hoher gelegenen und vergessenen Bereichen.
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Abbildung 12: Das Laborgefil3 (FFa. Greiner bio-one) wurde bis zur Markierung mit Staub gefullt.

3.4.3 Sockentupfer

Sockentupfer (Fa. Finnimport GmbH, Hamburg, Deutschland, PP-16-Schuhschutz) wurden tber
Einwegstiefeluberzieher (Fa. Securesse, Heilsbronn, Deutschland, PE-Uberstiefel), unter
Verwendung von Einweghandschuhen (Microflex Nitrile Gloves, Den Hague, Niederlande),
angezogen. Das Sockentupferpaar diente dazu den gesamten Stallgang und die Abteile, mit den
zu beprobenden Tieren abzugehen, damit Staub des Bodens anhaftete. Die Sockentupfer wurden
nach dem Auszichen in einem verschlieBbaren Stomacherbeutel (Fa. Zipp, Deutschland, 1 1

Beutel) verpackt.

3.4.4 Tranken

In den Betrieben wurden auch Trinken auf das Vorkommen von MRSA hin untersucht. Dabei
wurden vier bis fiunf Trinken als gepoolte Proben beprobt und die Trinkenippel mit einem

sterilen Tupfer (Fa. Deltalab, Rubi, Spanien) abgestrichen.

3.4.5 Spielzeuge

Die Spielzeuge der Schweine wurden mit einem sterilen Tupfer (FFa. Deltalab, Rubi, Spanien) von
allen Seiten beprobt. Dabei konnten immer vier bis finf Spielketten als gepoolte Proben mit
einem Tupfer abgestrichen werden. Es wurde darauf geachtet, falls Spielzeuge unterschiedlicher
Art wie Balle oder Ketten und unterschiedlicher Materialien, wie Plastik, Holz, Metall vorhanden

waren, alle zu beproben.
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3.4.6 Landwirte, Tierdrzte und Studenten

Auf den Hoéfen anwesende Landwirte, Tierdrzte und Studenten der Veterindrmedizin, wurden
gebeten auf freiwilliger Basis einen Nasentupfer (Fa. Deltalab, Rubi, Spanien) abzugeben und den
thnen ausgehindigten Fragebogen (s. Anhang) auszufillen. Der Nasentupferentnahme fihrten
die betroffenen schweineassoziiierten Personen selbst durch. Dabei wurde der Tupfer mit
kreisenden Bewegungen mindestens 2 cm tief in die Nase eingefiithrt, unter Vermeidung von

Hautkontakt, analog zu der Nasentupferentnahme bei den Schweinen.
3.4.7 Probentransport

Die Proben aus Hessen, Baden-Wirttemberg und Nordrhein-Westfalen konnten noch am Tag
der Probenentnahme in das Hygienelabor des Universititsklinikums Heidelberg, Department fir
Infektiologie, Sektion Krankenhaus und Umwelthygiene verbracht und untersucht werden. Alle
Proben aus Niedersachsen wurden am Tag nach der Probenentnahme im gleichen Labor

untersucht, da MRSA in den Tupfersystemen mindestens 72h sicher tiberleben kénnen.

3.4.8 Krankenhauspatienten

Tupferproben (Fa. Deltalab, Rubi, Spanien) von kolonisierten Patienten und von Patienten mit
MRSA in primir sterilen Materialien (Urin, Blut, Operationswunden) des Uniklinikums
Heidelberg mussten von den behandelnden Arzten entnommen werden. Alle Patienten waren
bereits MRSA-positiv getestet worden oder verdichtig und dann auch positiv. Die Proben
wurden am Tag der Probenentnahme in das Hygienelabor des Universititsklinikums Heidelberg,
Department fir Infektiologie, Sektion Krankenhaus und Umwelthygiene verbracht und auf

MRSA untersucht.
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Abbildung 13: Herkunft der MRSA-Isolate.

3.5 Bakteriologische Untersuchung
3.5.1 Anzucht und Isolierung von MRSA

3.5.1.1 Nasentupfer der Schweine, Landwirte, Tieridrzte, Studenten und die

iibersandten MRSA-Tupfer aus dem Ausland

Die Nasentupfer wurden nach Ankunft im Labor in ein Anreicherungsmedium, der sogenannten
CASO-Bouillon (Uniklinikum Heidelberg, Deutschland, 10 ml sterile CASO-Bouillon), verbracht.
Dabei mussten die Tupfer etwa 30 Sekunden, in mit CASO-Bouillon gefiillten, sterilen

Reagenzglisern unter Rihren, ausgedrickt werden. Die CASO-Bouillon war dann aerob, im
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Brutschrank bei 37 °C +/- 1°, 24 h lang, zu bebriten. Eine Tribung der CASO-Bouillon nach

24h zeigte bakterielles Wachstum an.

Die CASO-Bouillon wurde mittels Dreidsenausstrich, nach 24h Bebritung, bei 37 °C +/- 1 °C,
mit einer sterilen Einwegose (Fa. Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland, Inoculation
Loop, 10ul), auf einen MRSA-ID ChromAgar (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland,
BBL ChromAgar MRSA-II), und noch auf einem COS-5 %-Agar (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland, Columbia Agar with 5 % Sheep Blood) zur Kontrolle der Ausstrichtechnik und des
Bakterienwachstums, ausgestrichen. Vor dem Ausstreichen musste die CASO-Bouillon gevortext
(Kurt Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland, Vortexer) werden. Der ChromAgar diente
dem spezifischen Nachweis von MRSA und der Cefoxitin-Resistenz. Die Agar wurden 24h lang
bei 37 °C +/- 1 C°, bebriitet.

Abbildung 14: Unbeimpftes CASO-Réhrchen (links) und beimpfte, bebriitete getriibte CASO-

Bouillon mit Bakterienwachstum (rechts).

3.5.1.2 Anzucht der Trinketupfer und Tupfer der beprobten Spielzeuge

Diese Tupferproben wurden analog zu den Nasentupfer der Schweine angeziichtet.

3.5.1.3 Anzucht der Sockentupfer

Die Sockentupfer mussten in ein grof3es steriles Glasgefdl3 tiberfithrt und komplett mit CASO-
Bouillon tibergossen werden. Das Glasgefdl3 wurde mit einer sterilen Aluminiumfolie abgedeckt

und die Sockentupfer aerob bei 37°C +/- 1 °C fiir 24 h bebritet.
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Die weitere Anzucht auf dem MRSA-ID Agar und der COS-5 %-Agarplatte erfolgte
entsprechend der Anzucht der porcinen Tupferproben. Allerdings konnte die CASO-Bouillon

nicht gevortext werden, sondern wurde ca. 20 Sekunden mit einer sterilen Einwegose (Fa.

Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland, Inoculation Loop, 10 pl) umgeriihrt.

Abbildung 15: Mit CASO-Bouillon aufgefilltes steriles Glasgefd3 mit Sockentupfer (links) und
Staubréhrchen mit CASO-Bouillon (rechts).

3.5.1.4 Anzucht der Staubproben

Das Probengefi mit dem enthaltenen Staub musste auch mit CASO-Bouillon aufgefillt und
einer stetilen Alufolie abgedeckt werden. Der Staub wurde aerob bei 37°C +/- 1 °C fir 24h
bebriitet. Die weitere Anzucht auf dem MRSA-ID Agar und dem COS- 5 %-Agar erfolgte wieder
entsprechend der Anzucht der porcinen Tupferproben. Allerdings konnte auch die CASO-
Bouillon mit dem Staub nicht gevortext werden, sondern wurde ca. 20 Sekunden lang mit einer
sterilen Finwegose (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland, Inoculation Loop, 10 pl)

umgeriihrt.

3.5.1.5 Anzucht der MRSA von Krankenhauspatienten
Die Proben der Krankenhauspatienten entstammten der tiglichen Diagnostik des MRSA-Labors,
des Departments fur Infektiologie, Sektion Krankenhaus- und Umwelthygiene, des

Universitdtsklinikums Heidelberg. Die Tupferproben wurden analog zu den Schweineproben
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verarbeitet. Um in der Diagnostik, zur besseren Patientenbehandlung, schnellere Ergebnisse zu
erhalten mussten die Tupfer allerdings am Tag der Entnahme schon auf einer COS-5 %-
Agarplatte, dem MRSA-ID Agar ausgestrichen und wie bei den Schweinen in der CASO-Bouillon
ausgedrickt werden.

Alle drei Medien waten wiederum 24 h bei 37 +/-1 °C zu bebriiten. Der sofortige Ausstrich auf
dem MRSA-ID und der Kontrolle der Abstrichtechnik und dem Vorhandensein der
Standardflora auf dem COS-5 %-Agar diente der schnelleren Erhaltung von vorliufigen
Ergebnissen zur Behandlung der Patienten. Dies war bei den Schweineproben nicht nétig, da
einerseits keine schnelle Behandlung der Schweine, wie bei den Krankenhauspatienten nétig war
und andererseits aus Kostengriinden.

Die CASO-Bouillon wurde nach 24 h analog der schweineassoziierten Proben abgelesen. Waren
auf dem MRSA-ID Agar nach 24 h keine rosa Kolonien gewachsen, musste die getriibte CASO-
Bouillon analog zu der Untersuchung der porcinen Tupferproben auf einem MRSA-ID-Agar und
zur Kontrolle der Ausstrichtechnik auf einem COS-Agar nochmals ausgestrichen werden.

Blut- und Urinproben konnten auf Grund des Infektionsrisikos nur von Arzten und angestellten
Mitarbeitern des Uniklinikums Heidelberg aufbereitet und dann analog zu den Tupferproben auf
MRSA-ID-Agar und COS-5 %-Agar ausgestrichen werden.

Insgesamt wurden zwei Patientenpopulationen gebildet, eine mit MRSA in primar steriler Materie
wie z.B. Blut, Urin, Operationswunden und eine mit einer MRSA-Kolonisation z.B. in der Nase

oder auf der Haut.

3.5.1.6 Anzucht auf MRSA-ID und COS-Agar mit Auswertung

Zur Kontrolle der Anzuchttechnik und der Standardflora wurde die CASO-Bouillon nach 24h
auch auf einer COS-5 %-Agarplatte ausgestrichen und dabei ein Dreidsenaausstrich (Greiner bio-
one, Frickenhausen, Deutschland, Inoculation Loop, 10 pl) angefertigt. Die COS-5 %-
Agarplatten wurden 24 h bei 37 °C +/- 1°, bebritet.

Nach 24 h erfolgte das Ablesen der MRSA-ID- und der COS-5 %-Agarplatten. Waren auf dem
MRSA-ID Agar rosa Kolonien vorhanden konnten sie als MRSA gewertet und weiter untersucht
werden.

MRSA wachsen auch bei Anwesenheit von Cefoxitin, welches in dem MRSA-ID Agar enthalten
ist und produzieren durch die Hydrolyse der chromogenen Substanzen rosafarbene bis
hellviolette Kolonien. Nicht-MRSA Bakterien kénnen andere chromogenen Substrate des ID-

Agars verwerten wobei blaue bis blaugrine Kolonien entstehen. Falls keine chromogenen
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Substrate verwertet werden, wachsen weille oder farblose Kolonien. Das Wachstum eines S.
anrens auf CHROMagar MRSA-II lisst auf seine Oxacillin/ Methicillin-Resistenz schlieBen und
dient der MRSA-Bestitigung (BD BBL™ CHROMagar™ MRSA, Becton Dickinson GmbH,
http://prod.bd.com/europe/regulatory/Assets/IFU/HB/CE/PA/DE-PA-257308.pdf).

Dann wurden jeweils 1-3 rosa Kolonien von dem MRSA-ID Agar auf eine COS-5 %-Agarplatte,
durch Dreidsenaustrich, tberimpft. Auf den COS-5 %-Agar musste ein Aztreonam
Antibiotikaplittchen (Benex Limitex Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland, Sensi-Disc
Aztreonam) aufgebracht werden, um eine Reinkultur zu gewinnen und das Hidmolyseverhalten
der MRSA zu beurteilen.

Aztreonam gehort zu den Monobactamen und wirkt gegen gramnegative Bakterien. Es wurde als
ein mit Aztreonam getranktes Plittchen auf die zuvor mit Dreiésenausstrich beimpfte COS-5 %o-
Agarplatte aufgelegt und 24 h bei 37°C+/- 1 °C bebriitet. So konnte einer Uberwucherung der
MRSA durch gramnegative Bakterien, wie Proteus entgegengewirkt werden. Die somit angelegten

Reinkulturen wurden spiter nach der biochemischen Testung, eingefroren.

Abbildung 16: COS-Agar mit Aztreonam.

3.5.1.7 Himolyseverhalten

Das Wachstum in Reinkultur und das Hiamolyseverhalten der MRSA wurde auf dem COS-5 %-
Agar nach 24 h Bebriitung bei 37°C +/-1 °C beurteilt und diente der Bestitigung der Spezies S.
anreus.

S. aurens wichst auf COS-Agar nach ca. 18-24h bei 37°C+/-1 °C als weille bis goldgelbe
mittelgroBe, feuchte Kolonien, mit glatter, gew6lbter Oberfliche und einem Durchmesser von 1-
3 mm. Die Himolyse von S. aurens kann in verschiedener Intensitit auftreten. Das Alpha-
Himolysin fihrt zu einer vollstindigen Himolyse und das Beta-Himolysin zu einer

groBflachigen unvollstindigen Himolyse (Quinn et al 2002, Selbitz 2007, Becker et al. 2009).
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3.6 Biochemische Differenzierung

3.6.1 Katalasetest

Der durchgefithrte Katalasetest zeigte die Anwesenheit des Enzyms Katalase an, da es sich bei S.
anrens um Katalase-positive Staphylokokken handelt. Mit einer sterilen Einmalose (Fa. Greiner
bio-one, Frickenhausen, Deutschland, Inoculation Loop, 10 pl) wurden ein bis drei 24 h alte
Kolonien von dem COS-5 %-Agar mit Aztreonam auf einen Objekttrager tbertragen. Dann
erfolgte die Uberschichtung mit einem Tropfen 3 %o-igen Wasserstoffperoxids (H202).

Bei S. aurens kam es sofort zur Freisetzung von Sauerstoffbldschen, da bei Staphylokokken die
vorhandene Katalase das Substrat Wasserstoffperoxid in Wasser und elementaren Sauerstoff
spaltet. Der freiwerdende Sauerstoff wird als Gasbldschen sichtbar.

Der positive Katalasetest diente dem Nachweis von KPS, wie §. aureus, die schon durch ihr
Wachstum auf dem MRSA-ID Agar und dem COS-Agar aufgefallen waren sowie durch einen
positiven Pastorex-Staph-Plus Test (Fa. Bio-Rad, Munchen, Deutschland, Pastorex Staph-Plus)
spater identifiziert und bestatigt wurden (Standartarbeitsanweisung: Pohl, Mischnik, Sonntag,

2001).

3.6.2 Pastorex Staph-Plus Test

Der Pastorex Staph-Plus Test (Fa. Bio-Rad, Miinchen, Deutschland, Pastorex Staph-Plus) diente
der Unterscheidung zwischen . awrens und KNS. Es handelt sich hierbei um einen Latex-
Agglutinationstest zum gleichzeitigen Nachweis des Clumping-Faktors, des Protein A und der
spezifischen Kapselpolysaccharide, als wichtige Virulenzfaktoren von . aureus.

Zur Durchfihrung wurden eine bis drei gut isolierten Kolonien vom dem COS-5 %-Agar mit
Aztreonam verwendet. Dabei sollten die Kolonien mindestens 24 h und héchstens 48h alt sein.
Er funktioniert indem rote Latexpartikel mit Fibrinogen und IgG-Antikérpern gegen das Protein
A und monoklonalen Antikérpern gegen die Polysaccharidkapsel von S. awreus sensibilisiert
wurden. Durch diese Kombination kénnen MRSA-Stimme und auch solche Stimme, die nur
wenig Protein A oder Clumping-Faktor produzieren, erkannt werden.

Bei Vorhandensein von mindestens einem Merkmal kam es zur, mit dem bloB8en Auge zu
erkennender, Agglutination. Der gleiche Test mit nicht sensibilisierten Latexpartikeln (Kontroll-

Latex) musste negativ bleiben.
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Réf.: Réf.:
Date.: Date.:

Abbildung 17: Pastorex-Staph-Plus Test mit Agglutination (obere Reihe) und Negativkontrolle

(untere Rethe).

Um den Test durchzufthren wurden die Reagenzien gut gemischt und ein Tropfen des
Testreagenzes in einen Kreis der Agglutinationskarte gegeben. Mit Hilfe eines Rihrstibchens (Fa.
Bio-Rad, Miunchen, Deutschland, Pastorex Staph-Plus) wurden ein bis drei Kolonien in das
Latexreagenz verrieben und zehn Sekunden lang gemischt. Dann konnte die Karte (Fa. Bio-Rad,
Miinchen, Deutschland, Pastorex Staph-Plus) nach spitestens 30 Sekunden unter leichtem
Schaukeln bewertet werden. Trat eine Agglutination ein wurde der gleiche Test mit der
Negativkontrolle wiederholt.

Falsch positive Reaktionen sind allgemein in der Veterindrmedizin v.a. durch . Ayius und in der
Humanmedizin durch S. Zugdunensis, S. schleiferi und S. intermedins moglich. Falsch negative
Ergebnisse waren méglich wenn zu wenig Material verwendet wurde. In seltenen Fallen gibt es S.

anrens Kolonien, die weder Clumping-Faktor, Protein A noch Kapselpolysaccharide bilden.
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Kritische Einflussgré3en

Falsch positiv

(Schwach) positive Reaktionen sind mdglich bei: S. lugdunensis, S. schleifers, S. intermedins und S. hyicus

Bei S.-saprophyticus kann es zu einer unspezifischen Aggregation von Latexpartikeln sowohl im

Testreagenz als auch in der Negativkontrolle kommen

Kreuzreaktionen mit bestimmten Streptokokken mit Affinitit zum Fc-Fragment von

Immunglobulinen sind méglich

Kreuzreaktionen mit bestimmten Streptokokken mit Affinitit zum Fc-Fragment von

Immunglobulinen ist méglich

Unspezifische Reaktionen bei einer Latexagglutination mit z.B. E. coli und C. albicans sind

moglich

Tabelle 8: Weitere kritische EinflussgréBen, die zu falsch-positiven oder falsch-negativen

Ergebnissen fithren.

Allerdings wurde vorher weitestgehend sichergestellt, dass es sich um die Gattung
Staphylokokken handelte, mit der Durchfiihrung eines Katalasetestes. AuB3erdem wuchsen die
Kolonien auf dem MRSA-ID Agar als rosa Kolonien vor der Uberimpfung auf den COS-5 %-
Agar.

Die weitere Bestitigung erfolgte mittels VITEK2 (Fa. Biomérieux, Marcy, Frankreich, VITEK?2),
MALDI-TOF (Fa. Bruker Daltonik GmbH, Microflex MALDI-TOF Massenspektrometer,
Leipzig) und Microarray (Fa. Alere, Koln, Deutschland). Zusitzlich wurden, aus Kostengriinden,
nur die MRSA der Krankenhauspatienten durch PCR bestitigt.
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Tupferproben

CASO-Bouillon

MRSA-ID Agar

COS-Aga
Aot MRSA

COS-Agar
mit Aztreonam

Karalase-Test
Pastorex-Staph-Plus Test

MALDI-TOF

VITEK2

PCR

1\ . array ¥
licroarray Sequenztyp und
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Abbildung  18:  Anzucht, bakteriologische  Untersuchung und molekularbiologische

Differenzierung.

3.7 Konservierung der MRSA

Die MRSA-Reinkultur auf COS-5 %-Agar mit Aztreonam wurde mit Hilfe eines sterilen
Wattetupfers (Fa. Heinz-Herenz, Hamburg, Deutschland, Wattestibchen) von der Platte
abgenommen und in einem sterilen Skim-Milk Réhrchen (Skim Milk, Uniklinik Heidelberg,
Deutschland) ausgedriickt. Die Skim-Milk Réhrchen konnten dann gekennzeichnet und bei

minus 20 °C eingefroren werden.
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Abbildung 19: Skim-Milk Réhrchen zur Konservierung der MRSA.

3.8 Molekularbiologische Differenzierung

3.8.1 MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionisation —time of

flight mass spectrometry)

Die S. aurens Isolate wurden zur Speziesbestimmung mit Sicherstellung, dass es sich um . aureus
handelte mittels MALDI-TOF (Fa. Bruker Daltonik GmbH, Leipzig, Deutschland, Microflex
MALDI-TOF Massenspektrometer) untersucht. Die eingefrorenen humanen und porcinen
MRSA-Isolate mussten zunachst wieder aufgetaut und zur Untersuchung der Kolonien mittels
MALDI-TOF auf COS-5 %-Agar angeziichtet werden. Dabei sollten die Kulturen ein ideales
Alter von 18-24 h haben und nicht ilter als 48h sein. Zur Untersuchung wurden gut abgrenzbare
Kolonien der Reinkulturen verwendet.

Die Untersuchungsmethode des MALDI-TOF beruht auf der Identifizierung der Erreger mittels
charakteristischer Proteinspektren. Somit koénnen S. awrens anhand ihres Proteinspektrums

eindeutig charakterisiert werden.

3.8.1.1 Beladung des Metalltargets

Von den zuvor angeziichteten S. aurens-Isolaten wurde eine Kolonie mit einer Einwegdse (Fa.
Looplast, Mailand, 5 pl Osen) abgenommen, auf dem Metalltarget (Fa. Bruker Daltonik GmbH,
Leipzig, Deutschland, MALDI-TOF Metalltarget) ausgestrichen und mit einer speziellen Matrix

fixiert.
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Pro Target-spot konnte mittels Direktausstrich eine gut sichtbare Menge Bakterien aufgetragen
werden, die bei S. awureus etwa einer Kolonie entsprach. Es wurde pro Target-spot ein Mikroliter
Matrix mit einer Pipette (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland, 10 ul Laborpipette) auf jeden
beimpften ,,Target-spot™ aufgetragen und mit der Bakterienkolonie auf dem entsprechenden
,» Larget-spot™ verrieben.

Dabei mussten die Begrenzungen des ,, Target-spot™ eingehalten und fiir jeden Spot eine neue
Pipettenspitze (Fa. Starlab, Hamburg, Deutschland, TipOne 10 pl Graduated Filter Tip)
verwendet werden.

Die Matrix bestand aus 20 mg alpha-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure (Fa. Fluka, Neu-Ulm,
Deutschland), 500 pl Acetonitril (100 %) (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit einer

Endkonzentration von 50 % und 500 pl Tri-fluor Essigsiure (5 %-ig) (Fa. Fluka, Neu-Ulm,
Deutschland) mit einer Endkonzentration von 2,5 %. Die Matrix wurde nach dem Ansetzen
geschiittelt und 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. In der fertigen Matrix sollte ein
gelber Niederschlag erkennbar sein. Die Matrix musste immer dunkel gelagert und innerhalb

einer Woche verbraucht werden.

Abbildung 20: Metalltarget des MALDI-TOF.

Nachdem auf die aufgetragenen Bakterienkolonien die zuvor geschittelte (Fa. Kurt Migge

Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland) Matrix pipettiert wurde, musste das Target trocknen.

3.8.1.2 MALDI-TOF Programmierung

Insgesamt erhielt jeder Durchgang zur Identifizierung von S. awreus einen eigenen Namen, z.B.

Vet120814  (Bezeichnung/Jahr/Monat/Tag der Untersuchung) und jedes Isolat eine
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Positionsnummer auf dem Target (Analyte Position, z.B. E1, E2; s. Abbildung: 21) zur

Identifikation jeder Probe.

7] 17.07 2012 -
42 17.07.2012 35

Abbildung 21: Benennung jedes MALDI-TOF Durchlaufes und Zuordnung jedes Isolates zu

dem beimpften Target Spot.

3.8.1.3 MALDI-TOF Analyse
Das beimpfte Target musste zunichst trocknen und dann in das Hochvakuum des MALDI-TOF

eingebracht werden, um die Bakterien mittels Laserstrahlen zertrimmern zu koénnen. Die
FragmentgroBen betrugen 2000-20000 Dalton/ ILadung. Die entstandenen geladenen
,Proteintrimmer wurden in einem elektrischen Feld beschleunigt mit Registrierung der Flugzeit
und —strecke der ,,Proteintrimmer®. Aus der Anzahl, der GroéBe und der Ladung der
,»Proteintrimmer® konnte dann ein spezifisches Spektrum erstellt werden. Dieses Spektrum
wurde dann mit der Datenbank des MALDI-TOF verglichen und analysiert ob das Spektrum
gleich einem in der Datenbank registrierten Organismus war. Diese Methode diente der
Sicherstellung, dass es sich bei den Isolaten wirklich um . aureus handelte. Nach Abschluss der

Messung erschien die Liste mit den Ergebnissen, geordnet nach Target-spots.
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Analyte | Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Position Name D (best match) Value (second hest match) Value
El - “ “H“‘ w Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
(+) ap) ap)
182
E2 - ““ “m “ w Staphylococcus aurens Staphylococcus aureus
(+) * *
183

Abbildung 22: Ergebnisse des MALDI-TOF.
Die Ergebnisse wurden auch nach ihrer Sicherheit der Identifizierung (ID) der Ergebnisse in vier
Kategorien eingeteilt (Score value):
e Die Grine Ergebnisse bedeuteten hohe ID, mit einem Ergebnis tiber 2,0, sodass Genus
und Spezies sicher erkannt wurden.
e Die Gelbe Ergebnisse zeigten zwar eine Ubereinstimmung mit den bekannten

Proteinspektren des Gerites an, aber keine gute ID. Die Werte lagen zwischen 1,700 und
1,999.

® Rote Ergebnisse mit Werten unter 1,699 wurden nochmals wiederholt, sodass ein
besseres Ergebnis erzielt und alle Isolate sicher S. awrens zugeordnet werden konnten

(Standartarbeitsanweisung: Bode, Burckhardt et Heeg, 2008).

3.8.2 VITEK2

3.8.2.1 Beschreibung des VITEK2
Der Vitek2 (Fa. Biomérieux GmbH, Marcy, Frankreich, VITEK2®) wurde zur automatischen

Identifizierung, mit erneuter Speziesbestitigung, der S. aurens Kolonien, folgend auf die Versuche
des MALDI-TOF, verwendet. Er diente der qualitativen Resistenzbestimmung gegeniiber
Oxacilin, zur Bestitigung des Vorliegens der Oxacillin-/Methicillinresistenz.

Eine votliegende Oxacillinresistenz weist auf eine bestehende Methicillinresistenz hin und

bestitigt somit die Diagnose von Methicillin-resistenten S. axreus (Scheyer, 2007).

Das VITEK® 2 System verwendet zur Keimidentifizierung eine Methode, die auf den speziellen
Merkmalen der Keime und dem Wissen iiber ihre biochemischen Reaktionen beruht. Von

bekannten Stimmen wurde zuvor eine Datensammlung angelegt, die die typischen Reaktionen
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der betreffenden Spezies enthilt. Kann ein Identifizierungsmuster keiner Spezies eindeutig
zugeordnet werden, wird entweder eine Liste mit méglichen Keimen erstellt oder die Anmerkung
erfolgt, dass der Stamm mit der vorhandenen Datenbank nicht identifizierbar ist.

Fir die Messung stehen ganz allgemein zwei verschiedene optische Systeme zur Verfigung. Die
Fluoreszenzoptik misst das Wachstum und die Aktivitit der Keime indirekt anhand von
chemischen Nebenprodukten. Der fluoreszierende Farbstoff absorbiert Licht mit einer
Wellenlinge von 365 nm und strahlt das Licht sofort wieder mit einer Wellenlinge von 445 nm
ab.

Das vom Fluoreszenzfarbstoff abgestrahlte Licht wird dann mit einem Detektor gemessen und
ist direkt proportional zum Wachstum und zur Aktivitit der Keime. Die Fluoreszenzoptik ist ein
sich selbst kontrollierendes System und arbeitet mit einer internen Referenz.

Die Transmissionsoptik misst das Keimwachstum direkt anhand von sichtbarem Licht. Dieses
Optiksystem misst zuerst das Licht, das durch eine Kaviditit dringt, bevor ein signifikantes
Wachstum eingesetzt hat. Dann wird alle 15 min das Wachstum der Organismen gemessen. Dies
geschiecht durch die Messung der, aufgrund der mit steigender Triibung, abnehmenden
Lichtmenge. Das Optiksystem arbeitet mit LEDs, die Licht einer bestimmten Wellenlinge
erzeugen und mit Silizium-Photozellendetektoren, die das Licht einfangen. Die Daten werden
dann mit der Datensammlung des Vitek2 verglichen und die Spezies zugeordnet sowie das
Antibiogramm erstellt (bioMérieux, VITEK2, 2010).

Alle MRSA-Isolate wurden auch, im Uniklinikum Heidelberg in der Arbeitsgruppe Frank, auf
thre Antibiotikaresistenzen gegeniiber Oxacillin, Benzylpenicillin, Cefuroxim, Tetracyclin,
Clindamycin, Clarythromycin, Erythromycin, Trimethoprim, Gentamicin, Ciprofloxacin,
Moxifloxacin, Fosfomycin, Fusidinsdure, Tigecyclin, Vancomycin und Mupirocin getestet. Mit
den ST398-Isolaten aus dem Ausland von Schweinen wurden auch deren Resistenzen
tbermittelt, die mittels Vitek-2 nachgetestet wurden und somit auch mit den Ergebnissen der

Resistenzen der MRSA-Isolate, der deutschen verglichen werden konnten.

3.8.2.2 Aufarbeitung der MRSA-Isolate

Die zuvor als Reinkulturen eingefrorenen MRSA-Isolate wurden mit Dreiésenausstrich auf COS-
5 %-Agarplatten ausgestrichen und bei 37° C+/-1° C 24 h bebritet. Dann erfolgte mittels
aseptischer Technik die Umfillung von 3,0 ml steriler Kochsalzlésung (0,45 % bis 0,50 % NaCl,
pH 4,5 bis 7,0) in ein transparentes Réhrchen (12 mm x 75 mm) aus Kunststoff (Fa. Biomérieux

GmbH, Marcy, Frankreich, VITEK2® Polystyrol). Mit einer Einmalése (Fa. Greiner bio-one,
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Frickenhausen, Deutschland, Inoculation Loop, 10 ul) wurde eine ausreichende Anzahl an
Kolonien (meist 2-5 Kolonien), in das Roéhrchen mit Kochsalzlosung gegeben. Unter
Verwendung des kalibrierten VITEK® 2 DensiCHEK™ Plus Systems (Fa. Biomérieux, Marcy,
Frankreich) konnte eine homogene Keimsuspension mit einer Dichte, die dem McFarland-
Standard Nr. 0,50 bis Nr. 0,63 entspricht, hergestellt werden. Das Réhrchen wurde dann in den
Carrier eingestellt und eine Resistenzkarte fir grampositive Keime eingesetzt (Fa. Biomérieux,
GmbH, Marcy, Frankreich, VITEK2® gram positive Resistenzkarte). Nach Beladung mit bis zu
12 Rohrchen erfolgte die Einsetzung des Carriers in den VITEK2. Die Ergebnisse wurden vom
Gerit ausgedruckt und auch in elektronischer Form gespeichert. Zuvor musste dafiir jedem
Isolat ein Barcode zugeordnet werden, sodass jede Isolathummer wiederzufinden war

(Biomérieux, Vitek 2010).

3.8.2.3 Interpretation und Auswertung der Ergebnisse des VITEK2

Als wichtige FErgebnisse des VITEK2 in Bezug auf die spitere Identifizierung der
Virulenzfaktoren und Genotypisierung im Microarray (Alere, Koln, Deutschland) wurde im
Rahmen meiner Dissertation die Keimidentifizierung als S. awrens und die Oxacillinresistenz
berticksichtigt. Die Oxacillinresistenz lisst auf die Methicillinresistenz schlieBen und so wurde das
qualitative Ergebnis des Oxacilllin-Tests mit S als sensibel und R als resistent gewertet.

Das Cefoxitin Testergebnis musste auch beachtet werden, da es eingesetzt werden kann, um eine
mecA-vermittelte Oxacillin-Resistenz vorherzusagen. Der Cefoxitin-Test und die Oxacillin-MHK

in Kombination ergeben das Endergebnis fiir die Oxacillinresistenz.

Labemummer | Material | Eingangsdatum | Abnahmedatum | Kultur |PCR !
. SR201638 Abstrich 223 {07 BE.2012 |07.08.2012 | Staphylococcus '
| (K1) Screening auf | |aureus
i rasislente . i
[ grarm-nagative |
i Stabchen

Antiblogramm " [K1[ -0
{ Oxacillin R [

| Cofouxitin-Screen + |

Abbildung 23: Ergebnisse des Vitek2.
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3.8.3 PCR (Polymerasekettenreaktion)

3.8.3.1 Beschreibung der PCR-Methode zum Nachweis des mecA-, femB-

und nuc-Gens der MRSA der Krankenhauspatienten

Die PCR dient als Goldstandart der genotypischen Identifizierung des mecA-Gens der MRSA
(Unal et al. 1992, Vannuffel et al. 1995, Maes et al. 2002, Poulsen et al. 2003, Huletsky et al.
2004). Mit Hilfe der Real-Time Polymerasekettenreaktion (qPCR) wurden, die fir S. aureus
spezifischen subgenischen Abschnitte der Gene mecA, fewB und nue, des Bakteriengenoms in
einem Multiplex-Ansatz amplifiziert und durch jeweils eine spezifische, fluoreszenzmarkierte
Sonde detektiert. Normalerweise werden hierbei nur mecA- und femB-Gen bestimmt. Ein als

Alternative zu wihlender Genomabschnitt fiir fezB ist nuc.

| Gen-Abschnitt aus Fluoreszenzmarkierung Detektionskanal |
: der Sonde Smartcycler |
5'-Markierung | 3'-Markierung
(Reporter) (Quencher)
mecA (Methicillin-Resistenz) FAM BHQ-1 Kanal 1
 femB TET - |BHQ1 | Kanal2
| nuc (Thermonuclease)? CEVER BHQ1 | Kanal2

Abbildung 24: Die Genabschnitte wecA, fernB und nuc.

Aus Kostengrinden konnten nur die MRSA der Krankenhauspatienten mittels PCR untersucht
werden, da sie gemil3 der Vorschriften des MRSA-Diagnostiklabors eine PCR durchlaufen
miussen. Die PCR diente als eine weitere Moglichkeit der Speziesbestimmung von . aurens und
Sicherung des Vorliegens von MRSA.

Die Grundlage der qPCR beruht auf dem Forster- oder Fluoreszenz- Resonanz- Energie-
Transfer (FRED). Dabei beruht das Prinzip darauf, dass sich ein Fluoreszenzfarbstoff
(,reporter) mit Licht einer bestimmten Wellenlinge Al anregen ldsst und dann die
aufgenommene Energie als Licht der Wellenlinge E1 abstrahlt. Ein zweiter Farbstoff
(,quencher®) dessen Anregungswellenlinge A2 ist kann dabei angeregt werden und wieder
Energie als Licht mit der Wellenlinge E2 abgeben. Der Farbstoff1 gilt als sogenannter ,,reporter

der Farbstoff 2 als ,,quencher®.
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Die Grundlage der real-Time PCR beruht auf der Zugabe einer mit Fluoreszenzfarbstoffen
markierten, spezifischen Sonde (Tag-Man-Sonde). Diese bindet zwischen den beiden
verwendeten Primern. Dabei sitzen der ,Reporter” und der ,,Quencher” auf demselben
Oligonukleotid am 5’- bzw. 3’-Ende.

Solange die Sonde intakt ist, ist die Lichtstirke bei E1 gering. Durch die Exonuklease-Aktivitat
wird die Sonde bei der Elongation abgebaut. Die rdumliche Nihe der beiden Farbstoffe geht
verloren und die Lichtstirke E1 beginnt anzusteigen. Je mehr DNA gebildet wird, desto mehr
Reporter-Molekile werden frei und somit steigt die Signalstirke an. Die Lichtstirke wird am
Ende ecines jeden Elongationsschrittes gemessen.

Bei der durchgefithrten mecA-, fenB-PCR wurde durch die 5°-Nuclease-Aktivitit der Taq-
Polymerase wihrend des Reaktionsverlaufes, die Sonde zerstort, sodass der Reporterfarbstoff
rdaumlich vom Quencher-Molekil getrennt werden konnte. Dadurch wurde die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes detektiert und vom Smartcycler (Fa. Cepheid, Maurens-Scopont, Frankreich)

als Amplifikationskurve aufgezeichnet (Dalpke, Hofko 2008).

3.8.3.2 Nukleinsidureisolation aus den S. aureus Isolaten

Zur schnellen DNA-Extraktion aus S. awreus-Isolaten wurden die zuvor eingefrorenen Isolate mit
Drei6senausstrich auf COS-5 %-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C+/-1 °C 24 h bebritet.
Jeweils 1-2 Kolonien mussten dann in DNA-Aufreinigungspuffer (Uniklinik Heidelberg,
Deutschland) in 1,5 pl Eppendortubes (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland) tiberfithrt und
gevortext werden (Fa. Kurt Migge Laborbedarf, Heidelberg, Deutschland). Die Eppendorfgefil3e
mit den Kolonien wurden dann 10 min bei 95° C im Heizblock (Fa. Eppendorf, Hamburg,
Deutschland, Thermomixer comfort) erhitzt und dann 10 min geschiittelt. Danach fand 5 min
lang eine Zentrifugation bei 13000 UpM statt (Fa. Heraeus-Kendro, Hanau, Deutschland,
Biofuge pico) und der Uberstand konnte direkt als Probe in die PCR eingesetzt werden (Dalpke
et Hotko 2008).

3.8.3.3 Herstellung des Mastermixes
Zunichst mussten alle Primer (Fa. Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland) mit 0,01

umol bzw. 0,1 pmol in die Gebrauskonzentration (s. Tabelle 25) gelost werden.
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Sequenz (5" 2 37) Ezzr::chs- |
mecA-Gen (mecA): -]
mecA1 GAT AAA AAAR GAA CCT CTG CT sopmol/pl
mecA2 ACT GCC TAA TTC GAG TG sopmol/pl
mecA- FAM-ACA ACT TCA CCA GGT TCA ACT CAA A-BHQL F1.::_~;:,mn:r|,|"u|
Sonde
femB-Gen:
femB fw AAT TAA CGA AAT GGG CAG AAA CA 5 pmol/pl
femB rv TGC GCA ACA CCC TGA ACT T 5 pmol/pl
femB-Sonde | TET-AGA AAT TAA CTG GAT GGT ACG CGC GAA GA |10 pmol/pl
Thermonuklease (nuc)
nuc fw L Y P S g 5 pmol/pl
nuc v CAR GCC TTG ACG ARC TA 5 pmol/pl
nuc-Sonde m;m TGA CAT TCA GAC TAT TAT 166 TTG A- |1opmol/pl

Abbildung 25: Primer.

Zur Herstellung des Mastermixes (Fa. Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland) wurden
mecAL und meeA2 auf je 50 pmol/pl sowie fezBfiw und femBry auf jeweils 5 pmol/pl gelost. Die
Losungen jedes Primers wurden zu gleichen Teilen mit 0,25 pl/Ansatz in ein 200 pl
Eppendorftube (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland) pipettiert zur Herstellung des
Primermixes. Die Sonde 7ecA und fezB musste dann auf 10 pmol/pl gelést und dann jeweils mit
0,37 pl/Ansatz Mastermix verwendet werden. Dann wurden noch 12,5 pl 2Xtaq-Puffer und 2,5
pl Wasser (Fa. Braun, Melsungen, Deutschland, aqua ad injectabila) hinzugefiigt um 22,5 pl

Mastermix zu erhalten (Geiss et Frey 2005).

3.8.3.4 Extraktions- und Amplifikationskontrolle
Steriles DNA- und RNA-freies Wasser (Fa. Braun, Melsungen, Deutschland, aqua ad injectabilia)

wurde anstelle von DNA in entsprechender Menge verwendet und als Negativkontrolle in die

PCR eingesetzt.
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3.8.3.5 Durchfiihrung der PCR

Fir jede zu untersuchende Probe wurden 22,5 pl des Mastermixes in ein Smartcycler-

Reaktionsgefdl (Fa. Cepheid, Maurens-Scopont, Frankreich) pipettiert, 2,5 pl des
Lysattiberstandes der Probe hinzugegeben und das Gefil3 verschlossen und beschriftet. Das
Reaktionsgefdl musste kurz mit der Smartcycler-Zentrifuge (Fa. Cepheid, Maurens-Scopont,
Frankreich) anzentrifugiert werden, sodass sich danach keine Luftblasen mehr im Reaktionsraum
befanden. Das Rohrchen wurde dann in den Smartcycler gegeben und das Programm mecA

gestartet.
Als Positivkontrolle diente ein Ansatz mit 2,5 pl MRSA-Lysat und als Negativkontrolle ein

Ansatz mit 2,5 pl MSSA-Lysat (Geiss et Frey 2005).

3.8.3.6 Bewertung der Ergebnisse
Zur Auswertung wurden die Amplifikationskurven des wecA- (FAM-Kanal) sowie des fezB-Gens

(TET-Kanal), von der Aufzeichnung des SmartCyclers herangezogen. Die Probe war als positiv
zu werten, wenn die Amplifikationskurve den Grenzwert von dreif3ig tiberstieg und eine typische
Form aufwies. Eine Probe war als negativ zu werten, wenn sie anniahernd eine Gerade bildet und
so den Grenzwert nicht iiberstieg.

Die Positivkontrolle muss dabei zecA- und feB-positiv ausfallen, die Negativkontrolle zecA und
ferB-negativ sein. Falls eine Probe nur fezB-negativ war handelte es sich nicht um . awrens oder
die Probe war anderweitig gehemmt. In diesem Fall galt die PCR als nicht auswertbar und musste

wiederholt werden (Klotz et al. 2003, Costa et al. 2005, Geiss et Frey 2005).
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FAM-Kanal: mecA-Amplifikationskurven

Abbildung 26: Amplifikationskurven des mecA- (FAM-Kanal) und des fezB-Gens (TET-Kanal).

3.8.4 Microarray

Der Microarray (Fa. Alere GmbH, Koln, Deutschland) diente der Genotypisierung der MRSA
mit Vergleich der Virulenzfaktoren zwischen MRSA der Krankenhauspatienten und porcinen
MRSA. Diese Untersuchung war der Schwerpunkt der Dissertation. Im Rahmen der
Doktorarbeit wurde er zur Bestimmung der Stammzugehorigkeit mit SCC-mec-Typisierung, der
agr-Gruppen, der Exotoxine, dert MSCRAMMs, der ser-/ssi-Gene und v.a. der Virulenzfaktoren
verwendet.

Er misst insgesamt 330 klinisch relevante Marker zur Erkennung und weiteren Differenzierung,
von S. aureus.

Zunichst musste eine DNA-Extraktion erfolgen. In einer PCR dhnlichen Amplifikation mit der
Markierung von Zielgenen wurden die Reaktionsprodukte intern durch den Einbau von 16-
Biotin-dUTP markiert. Die dadurch markierten einzelstringigen DNA-Molekiile konnten dann
gegen eine Vielzahl auf dem DNA-Microarray enthaltene kovalent immobilisierter, spezifischer
DNA-Sonden hybridisiert werden. Die Sonden wurden in einer Matrixanordnung aufgebraucht,
wobei die Lage der Sonden auf dem Array bekannt war. Die DNA-Sonden dienten so der

Genotypisierung. Nach der Durchfithrung der Hybridisierung und einer Farbreaktion zur
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Visualisierung erhielt man das Ergebnis, welche Gene das MRSA-Isolat enthielt und welche nicht

(Monecke et al. 2008).

Praparation genomischer DNA
aus Kulturmaterial von S. aureus

Zyklische Amplifikation
und Einbau von Biotin-dUTP

Bildung von
Biotin-
_
Streptavidin-
- Peroxidase-

Komplexen

| Hybridisierung an die Pigmentfallung und
| Sonden auf dem DNA-array Aufzelchnung

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Microarray Analyse (nach Monecke et al. 2008).

3.8.4.1 DNA Extraktion

Die zuvor durch einfrieren konservierten MRSA-Isolate wurden 24h vor Beginn der DNA-
Extraktion auf einem COS-5 %-Agar ausgestrichen (Fa. Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland, Inoculation Loop, 10 pl) und bei 37 °C +/-1 Grad bebrutet.

Zur Durchfihrung der S. aurens-Genotypisierung, mit dem Microarray wurde 0.5-2 pg intakte
DNA eines einzigen Klons benétigt. Die extrahierte DNA durfte keine RNA Riickstinde mehr
aufweisen.

Zunichst wurden 0,2 ml des Alere Lysis Puffer Al (Fa. Alere GmbH, Koln, Deutschland), der
Lysostaphin, Lysozym und Tris-EDTA enthielt zum DNA-Aufschluss, in das Alere Tube mit
dem Lysis Enhancer A2 (Fa. Alere GmbH, Kéln, Deutschland) pipettiert. Dieses Tube enthielt

ein Pellet zur Zellwandlyse von S. aureus, sowie RNAse.
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In das mit Al Puffer gefillte Tube wurde eine komplett gefillte Einmaldse (Fa. Looplast,
Mailand, Italien, 5 ul Osen) mit 5. anreus-Kolonien gegeben. Dabei musste fast dreiviertel der
beimpften COS-5 %-Agarplatte verwendet werden. Das Tube wurde dann fir 60 min bei 37 °C
und 550 rpm in einem Thermoshaker (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland, Thermomixer
comfort) inkubiert und geschtttelt.

Die DNA-Extraktion erfolgte mit einem Qiagen Blood Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden,
Deutschland, Qiagen QIAamp DNA Blood Mini Kit 250).

Nach der Inkubation wurden 25ul Proteinase K (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland, Qiagen

ProteinaseK) zu den inkubierten Bakterien gegeben und dann 200ul des AL-Lysispuffers (Fa.
Qiagen, Hilden, Deutschland, Qiagen AL-Lysispuffer) hinzugegeben. Das Tube musste gevortext
und dann 60 min bei 56 °C und 550 rpm inkubiert werden. Dann erfolgte ein Spin-Down (Fa.
Heraeus-Kendro, Hanau, Deutschland, Biofuge pico) und das Hinzugeben von 200 pl absoluten
Ethanols (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland, Ethanol).

Danach wurden die Proben wieder 5-10 sec vorgetextet und es erfolgte ein Spin-Down mit 8000
U/min far 10sec. Das ganze Volumen wurde mit einer Pipette (Fa. Eppendorf, Hamburg,
Deutschland, Pipette 100-1000 pl) in ein Spintube (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland, Spintube)
tberfithrt. Dabei war darauf zu achten, dass der Rand nicht benetzt wurde. Eine Zentrifugation
des Spintubes bei 8000 U/min fir eine Minute folgte. Dann wurde das Spintube auf ein frisches
Collectiontube (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland, Collectiontube) gesetzt und dabei darauf
geachtet, den unteren Rand nicht zu berthren. Zu jeder Probe mussten 500 pul AW-1
Waschpuffer (Fa. Qiagen, Hilden, Qiagen AW-1 Puffer) dazugegeben werden und eine weitere
Zentrifugation fiir eine Minute bei 8000 U/min etfolgte.

Das Spintube wurde wieder auf ein neues frisches Collectiontube gesetzt und 500 pl AW-2
Waschpuffer (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland, Qiagen AW-2 Puffer) dazugegeben. Dann
erfolgte eine weitere Zentrifugation der Probe bei 13000 U/min fur drei Minuten und das
Spintube wurde auf ein beschriftetes (entsprechend des eingefrorenen Isolates) 1,5 ml
Eppendorftube (Fa. Eppendorf, Hamburg) gesetzt und mit 200 pl AE-Puffer (Fa. Qiagen,
Hilden, Deutschland, Qiagen AE-Puffer) eluiert. Die Probe wurde danach eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert und mit 8000 U/min fir eine Minute zentrifugiert. In dem

Eppendorftube war nach der Entfernung des Spintubes die DNA enthalten.
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3.8.4.2 Lineare Amplifikation mit Biotin-Markierung

Zur linearen Amplifikation wurden 0,5 bis 1,5 ug clonaler und intakter §. aurens-DNA verwendet.
Zunichst mussten 5 pl ultrapures Wasser (Fa. Braun, Melsungen, Deutschland, aqua ad
injectabilia) in jedes PCR Tube (Fa. Sarstel, Nimbrecht, Deutschland, Multiply pro Gefal3 0,5 ml)
gegeben werden. Der Mastermix, als Mischung von jeweils einem Primer pro Target, einer
Polymerase dNTPs und Biotin-markiertem dUDP entstand durch Kombination von 4,9 ul Bl
Puffer (Fa. Alere GmbH, Koéln, Deutschland, Labelling Puffer) und 0,1 ul B2 Puffer (Fa. Alere,
Koln, Deutschland, DNA-Polymerase). In jedes PCR Tube wurden dann noch 5 ul des
Mastermixes und 11 ul DNA pipettiert.

Dann musste ein Thermocycler Protokoll durchgefithrt werden indem zuerst der Deckel des
Primus-Thermocyclers (Fa. Hain Lifescience GmbH, Nehren, Deutschland, Primus25) auf 105
°C erhitzt wurde.

Es erfolgte zunichst ein Durchgang von 300 sec und 96 °C. Dann folgten jeweils 45 Cyclen mit
20 sec und 50 °C, 30 sec und 72 °C sowie 20 sec und 96 °C. Am Ende wurden die Proben auf 4
°C gekuhlt.

3.8.4.3 Genotypisierung

3.8.4.3.1 Hybridisation
Zur Durchfihrung der Hybridisation musste der Thermoshaker (Fa. Eppendorf, Hamburg,

Deutschland, Thermomixer comfort) zunichst auf 55 °C vorgeheizt werden. Dann erfolgte die
Gabe von 200 ul Wasser (Fa. Braun, Melsungen, aqua ad injectabilia) in jedes Microarray-
Reaktionsgefil3, (Fa. Alere, Koln, DeutschlandStripes) welches mit der Pipette (Fa. Eppendorf,
Hamburg mit Pipettenspitzen der Fa. Starlab, Hamburg, Deutschland, TipOne Graduated Filter
Tip) viermal wieder aufgenommen, durchmischt und dann wieder entfernt wurde. Dabei war
immer darauf zu achten die Array-Oberfliche nicht mit der Pipettenspitze zu beriithren, da
ansonsten der Array nicht mehr abgelesen werden konnte. Der Array bestand aus einer ca.
3x3mm grofien und chemisch verinderten Spezialglasscheibe, die am Boden der 1,5 ml Standart-
Microarray-Reaktionsgefil3e lag.

Danach wurden 200 ul C1 Puffer in jedes Reaktionsgefil3 gegeben, abgedeckt und fiir 2 min bei
55 °C und 550 rpm im Thermoshaker inkubiert. Dann wurde der Inhalt entfernt und jeweils10 pl
DNA und 90 ul C1 Puffer (Fa. Alere, Koln, Deutschland, C1-Puffer) in ein Reaktionsgefil3e

pipettiert. Zuvor war die Position jedes MRSA-Isolates in einer Excel-Tabelle einem
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Reaktionsgefill zugeordnet worden. Die Reaktionsgefile mussten verdeckt und bei 55 °C und

550 rpm fiir eine Stunde inkubiert werden.

3.8.4.3.2 Erster Wasch-Schritt
Nach der Inkubation wurde der Inhalt aus den Reaktionsgefillen heraus pipettiert und die

Reaktionsgefille insgesamt dreimal mit 200ul des Puffers C2 gesptlt, indem der Puffer viermal

mit der Pipette auf und ab gezogen und dann entfernt wurde.

3.8.4.3.3 Straptavidin-Horseradish-Peroxidase Verdiinnung

Zur Anfertigung der Straptavidin-Horseradish-Peroxidase (SHP) Verdinnung erfolgte eine
Mischung der Puffer C3 (Fa. Alere, Koln, C3 Losung/Straptavidin-Horseradish-Peroxidase) und
C4 (Fa. Alere, Koln, Deutschland, C4-Puffer) im Verhaltnis 1:100. Von dem C3/C4 Gemisch
wurden in jedes Reaktionsgefil3 100 pl gegeben und bei 30 °C und 550 rpm fiir 10 min inkubiert.
Der zuvor erfolgte Einbau der biotinylierten dUTP erméglichte die Erkennung dieser markierten
Amplifikationsprodukte an den im DNA-Array immobilisierten Sonden. Der SHP-Komplex
band an das dUTP, das bei der Amplifikation in die Reaktionsprodukte der DNA eingebaut
wurde und einen durch die Peroxidase katalysierten Niederschlages eines prizipitierenden

Tetramethylbenzidin bildete (Monecke et al. 2008).

3.8.4.3.4 Zweiter Wasch-Schritt

Dann wurde das Konjugat in den Reaktionsgefilen verworfen und zweimal mit 200 pl des
Puffers C5 (Fa. Alere, Koln, Deutschland, C5-Puffer) gespiilt. Die Entfernung des Puffers C5 aus
den Reaktionsgefillen erfolgte vollstindig, da sich vor der Durchfiihrung des letzten Schrittes

keine Flissigkeiten mehr in den Reaktionsgefil3en befinden durfte.

3.8.4.3.5 Farbreaktion
Dann wurde 100 pl des Puffers D1 (Fa. Alere, Koln, Deutschland, D1-Puffer) in jedes

Reaktionsgefil3 pipettiert und 5 min bei Raumtemperatur, verdeckt im Dunkeln, inkubiert.
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3.8.4.3.6 Analyse

Der Array-Streifen musste sofort nach der Inkubation in den ArrayMateReader (Fa. Alere, Koln,
Deutschland, Reader) zum Ablesen, eingelegt werden. Innerhalb von 10 min wurden von dem

Reader alle fiir die Doktorarbeit relevanten Gene der MRSA identifiziert.

Der Reader misst die aktiven Flichen der Arrays und ordnet jeder Sonde einen Grauwert zu der
einem internen Skript entspricht und damit verglichen wird. So wird das Vorhandensein oder die
Abwesenheit der untersuchten Gene der MRSA vom Microarray identifiziert (Monecke et al.

2008).

Abbildung 28: Aktive Flichen eines DNA-Arrays (nach Monecke et al. 2008).
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Abbildung 29: Microarray Protokoll (Ausschnitt).

3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung fand mit SPSS fir Windows Version 21.0 (Fa. IBM, Saarbriicken,

Deutschland) statt. Dabei wurde der Chi-Quadrattest bei Auswertung von Vierfeldertafeln

angewandt und das Signifikanzniveau berechnet. Des Weiteren wurde SPSS zur Berechnung des

Mittelwertes, der Normalverteilung und der Standartabweichung verwendet und zur Erstellung

der Tabellen und Grafiken in den Ergebnissen herangezogen.
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4. Ergebnisse

Teil I: MRSA-Privalenz in Schweinebetrieben

4.1 MRSA-Priavalenz in Schweinebetrieben

Die Schweinebetriebe in Hessen, Baden-Wirttemberg, Nordrhein-Westfalen und Niedersachsen
wurden im Zeitraum von Juni bis November 2012 beprobt. Insgesamt konnten 27 verschiedene
Betriebe untersucht werden. Der erste Betrieb diente als Screeningbetrieb und wurde einer
wiederholten Untersuchung unterzogen, allerdings umfasste die Beprobung einmal den
Abferkelstall sowie den Maststall und einmal nur den Wartestall. Das Hauptziel der
Untersuchung war es gentigend MRSA-Isolate zu erhalten, um sie auf ihre Virulenzfaktoren
mittels Microarray zu untersuchen und mit den Isolaten der Krankenhauspatienten aus dem
Universitatsklinikum Heidelberg zu vergleichen. So wurden in jedem Betrieb von mindestens 10
Schweinen Nasentupferproben entnommen, sowie Sammelstaubproben des beprobten Stalles
und Sockentupfer, um Staub vom Boden zu sammeln und analysieren zu kénnen. AuBlerdem
wurden noch Tupfer von Trinken und Spielketten der Schweine, falls sie vorhanden und zu
beproben waren entnommen, um Ergebnisse tber das Vorkommen von MRSA bei
Gegenstinden mit direktem Schweinekontakt zu erhalten.

In Hessen konnten zwolf Betriebe untersucht werden, in Baden-Wirttemberg und

Nordrheinwestfalen jeweils zwei Betriebe und in Niedersachsen elf Betriebe.
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Abbildung 30: Enthommene Proben in den einzelnen Betrieben.
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Entnommene Proben
Schweine-
assoziierte
Schwein Um&ebung Menschen Gesamt
Betrieb 1 20 7 2 29
2 15 3 1 19
3 12 4 4 20
4 14 4 1 19
5 17 2 2 21
6=1 11 4 11 26
TA 10 4 2 16
8=7B 13 4 2 19
9 14 5 4 23
10 11 8 7 26
11 15 6 3 24
12 21 5 3 29
13 14 6 2 22
14 11 5 1 7
15 10 4 2 16
16 10 4 2 16
7 12 8 5 25
18 10 5 1 16
19 10 3 0 13
20 o 3 0 12
21 11 3 0 14
22 11 3 1 15
23 12 3 0 15
24 10 6 2 18
25 10 4 1 15
26 10 4 1 15
7 10 4 2 16
28 10 7 2 19
Gesamt 343 128 64 535

Tabelle 9: Ubersicht tiber die Anzahl der entnommenen Proben in jedem untersuchten Betrieb
(* in Betrieb 20 war e entnommener Nasentupfer nicht mehr zu verwenden, daher nur 9

Isolate).

In Hessen konnten insgesamt 185 Schweine (53,9 %, n=185/343), 64 Umgebungsproben (50,0
%, n=64/128) und 47 schweineassoziierte Menschen (73,4 %, n=47/64) beprobt werden. Unter

dem Beguff ,,schweineassozierte Menschen werden alle Personen mit Schwemekontakt, wie
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Landwirte, Tierdrzte und Studenten der Veterindrmedizin zusammengefasst. In Niedersachsen
wurden 113 Schweine (32,9 %), 45 Umgebungsproben (35,2 %) und 10 Menschen (15,6 %)
beprobt. In Baden-Wiirttemberg lieSen sich 25 Schweine (7,3 %), 11 Umgebungsproben (8,6 %)
und 3 Menschen (4,7 %) beproben und in NRW konnten 20 Nasentupfer von Schweinen (5,8
%), 8 Umgebungsproben (2,3 %) und 4 Nasentupfer von Menschen (6,3 %) entnommen werden.

200+

Bl Hessen
l1Ticdersachsen

B Baden-Wiirtttemberg
[CJrrw

Anzahl

Schwein Umgebung schweineassoziierte
Mlenschen

Abbildung 31: Anzahl der entnommenen Proben mit geographischer Verteilung.

4.1.1 Anzahl positiver Betriebe: Herdenprivalenz

Von den untersuchten 27 Betrieben wurden in 23 Betrieben (85,2 %, n=23/27) MRSA aus
Nasentupferproben von Schweinen oder aus der Umgebung isoliert. Ein Betrieb galt als MRSA-
positiv wenn mindestens ein Schwein oder eine Umgebungsprobe MRSA-positiv war. Von den
untersuchten Betrieben wurde in 21 Betrieben (77,7 %) mindestens ein Schwein mit MRSA

identifiziert und in zwei Betrieben (7,4 %) war zwar kein Schwein aber mindestens eine
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Umgebungsprobe MRSA-positiv. In 74,1 % der Betriebe (n=20/27) waren sowohl der Staub als
auch die Schweine MRSA-positiv.

MRSA-positive
Proben
Schwein | Umgebung Gesamt
Betrieb 2 13 1 14
3 0 1 1
5 10 0 10
TA 5 3 8
7B 11 4 15
9 14 5 19
10 4 7 11
11 12 6 18
12 17 5 22
13 3 2 5
14 11 5 16
15 9 4 13
16 0 1 1
19 3 3 6
20 5 1 6
21 1 1 2
22 3 1 4
23 6 2 8
24 9 6 15
25 10 4 14
26 10 3 13
27 9 3 12
28 7 4 11
Gesamt 172 72 244

Tabelle 10: Anzahl der Nasentupferproben von Schweinen und Umgebungsproben mit MRSA
pro Betrieb (Siehe auch Tabelle: 12).
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Von den entnommenen 343 Nasentupfern von Schwemen waren 172 mit MRSA kolonusiert

(50,1 %). Auch 72 der entnommenen 128 Umgebungsproben (56,3 %) und 35 der 64 Proben

(54,7 %) von Landwirten, Tierdrzten und Studenten waren MRSA-positiv.

AuBlerdem wurden m 16 der 27 Betueben (59,3 %) MRSA bei den Landwirten des

entsprechenden Betriebes isoliert und ber 22 Betrieben (81,5 %) konnten MRSA in den

Umgebungsproben nachgewiesen werden.

MRSA bei Landwirten
positiv negativ Gesamt

Betrieb 1 0 7 7
2 1 0 1
3 0 2 2
4 0 1 1
5 2 0 2
TA 1 0 1
7B 1 1 2
10 3 0 3
11 1 0 1
12 2 0 2
13 0 1 1
14 1 0 1
15 1 1 2
16 0 2 2
17 0 2 2
18 1 0 1
22 1 0 1
24 2 0 2
25 1 0 1
26 1 0 1
27 1 0 1
28 2 0 2
Gesamt 22 17 39

Tabelle 11: Betriebe, in denen MRSA aus den Nasentupfern der untersuchten Landwirte 1soliert

werden konnten.
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In einem der Betriebe mit positivem Befund beim Landwirt konnten weder bei den Schweinen
noch in den Umgebungsproben MRSA nachgewiesen werden. Bei diesem Betrieb handelte es

sich um den Betrieb Nt. 18 aus Niedetrsachsen.
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Abbildung 32: MRSA-positive Proben in den untersuchten Betrieben.

Von den 27 untersuchten Betrieben wurden in 14 Betrieben (51,9 %) MRSA sowohl bei den

Schweinen, den Landwirten des Betriebes als auch in den Umgebungsproben nachgewiesen.

4.1.2 Intraherdenprivalenz der Schweine mit MRSA

Von den 21 Schweinebestinden mit MRSA-kolonisierten Schweinen konnte eine
Intraherdenprivalenz der Schweine mit MRSA von durchschnittlich 67,3 % ermittelt werden.
Dabei lag bei vier Betrieben eine sehr hohe Intraherdenpravalenz von tber 95 % vor. Als
niedrigprivalente Schweinebetriebe konnten lediglich die sechs der 27 Betriebe ohne MRSA-

kolonisierten Schweine identifiziert werden.
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Betriebsnummer Bundesland MRSA-positive Intraherdenprivalenz
Nasentupfer
2 Hessen 13/15 86,7 %
5 Hessen 10/17 58,8 %
7A Hessen 5/10 50 %
7B Hessen 11/13 84,6 %
9 Hessen 14/14 100 %
10 Hessen 4/11 36,4 %
11 Hessen 12/15 80 %
12 Hessen 17/21 81,0 %
13 Baden-Wirttemberg |3/14 21,43 %
14 Baden-Wirttemberg [11/11 100 %
15 NRW 9/10 90 %
19 Niedersachsen 3/10 30 %
20 Niedersachsen 5/9 55,6 %
21 Niedersachsen 1/11 9,1 %
22 Niedersachsen 3/11 27,3 %
23 Niedersachsen 6/12 50 %
24 Niedersachsen 9/10 90 %
25 Niedersachsen 10/10 100 %
26 Niedersachsen 10/10 100 %
27 Niedersachsen 9/10 90 %
28 Niedersachsen 7/10 70 %

Tabelle 12: Intraherdenprivalenz bei Schweinen der untersuchten Betriebe.
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Verteilung der Anzahl an Betrieben

Intraherdenprivalenz

<5%

5-24 %

25-49 %
50-74%

75-94%

N | L0 R OS] B '] B o,

95-100 %

Tabelle 13: Verteilung der Intraherdenprivalenzen von niedrig- zu hochprivalent.

4.1.3 MRSA-Privalenz bei Ferkeln, Absetzern, Sauen und Mastschweinen

unterschiedlicher Altersklassen

Von den 343 entnommenen Nasentupferproben von Schweinen stammten 112 von Absetzern,

126 von Ferkeln, 52 von Mastschweinen, 51 von Sauen und 2 von Deckebern.

W Ferkel
Blsau
[C]nastsclwrzin
BDeckeber

DAbsetzar,f Absetzer
zur Mast

Abbildung 33: Anzahl der untersuchten Schweine, eingeteilt nach Altersklassen in Prozent.
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Die hochste MRSA-Privalenz lag ber den Absetzern mit 64,3 % und die geringste bei den Sauen
mit 33,3 %. Der Unterschied des MRSA-Vorkommens bei Sauen und Absetzern ist signifikant
mut p=0,001. Die Privalenz der Ferkel lag be1 42,9 %, die der Mastschweine be1 53,8 % und die
der Deckeber bei 50 %. Die Gesamtprivalenz mit 172 MRSA-positiven Schweinen von 343

beprobten Schweinen lag ber 50,1 %.

MRSA-
positiv | negativ Privalenz
Absetzer/ Anzahl 72 40 112 64,3 %
Absetzer zur Mast 9 der 21,0 %| 11,7 %[ 32,7 %
(= neu im Flatdeck) Gesamtzahl
Ferkel Anzahl 54 72 126 42,9 %
% der 15,7 %| 21,0 %| 36,7 %
Gesamtzahl
Mastschwein Anzahl 28 24 52 53,8 %
% der 82% |7,0% |152%
Gesamtzahl
Sau Anzahl 17 34 51 33,3 %
% der 50% 19,9% |14,9 %
Gesamtzahl
Deckeber Anzahl 1 1 2 50 %
% der 0,3% |0,3% 0,6 %
Gesamtzahl
Gesamt Anzahl 172 171 343 50,1 %
% der 50,1 %] 49,9 %] 100,0 %
Gesamtzahl

Tabelle 14: Priavalenzen der unterschiedlichen beprobten Altersklassen (p=0,001).
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4.2 MRSA-Privalenz bei Landwirten, Tierdrzten und Studenten

Auf freiwilliger Basis wurden die auf den Hofen arbeitenden Landwirte beprobt. Auch
anwesende Tierdrzte sowie Studenten der Veterinirmedizin im 9. und 10. Semester, im Rahmen
der klinischen Rotation in der Schweineklinik in Gie3en, konnten sich mittels Nasentupfer selbst

beproben und einen freiwilligen Fragebogen ausfillen.

MRSA
25

W positiv
Mlnegativ

Anzahl

Sclrveinebauern Studenten Tierarzte

Abbildung  34:  Anzahl MRSA-positiver und -negativer Landwirte, Tierdrzte und

Tiermedizinstudenten.

Insgesamt konnten 39 Landwirte, 9 Tierdrzte und 16 Studenten beprobt werden. Die Landwirte

wiesen eine MRSA-Privalenz von 56,4 % (n=22/39) auf, die Tierirzte von 22,2 % (n=2/9) und
die Studenten von 68,8 % (n=11/16).
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Anzahl MRSA-
positiv negativ | Gesamt Privalenz
Landwirte 22 17139 56,4 %
Tierdrzte 2 719 22,2 %
Tiermedizinstudenten 11 5116 68,8 %
Gesamt 35 29164 54,7 %

Tabelle 15: Anzahl der entnommenen Nasentupfer bei beruflich in Schweinekontakt stehenden

Menschen (p=0,076).

In nsgesamt 15 Betrieben waren die Landwirte und ihre eigenen Schweine Triger von MRSA

(n=15/27). In einem Betrieb waren nur der Landwirt aber weder seine Schweine noch die

Umgebungsproben mit MRSA befallen. In drer Betrieben waren die Schweme mit MRSA

kolonisiert ohne, dass die entsprechenden Landwirte des Hofes damit kolonisiert wurden.
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Isolate MRSA besiedelter
Landwirte | Schweine | Umgebung Gesamt

Betrieb 1 13 1 15
Nr. 0 0 1 1
2 10 0 12

TA 1 5 3 9

B 1 11 B 16

9 - 14 5 19

10 3 4 7 14

11 1 12 6 19

12 2 17 5 24

13 0 3 2 5

14 1 11 5 17

15 1 9 B 14

16 0 0 1 1

18 1 0 0 1

19 - 3 3 6

20 5 1 6

21 - 1 1 2

22 1 3 1 5

23 0 6 2 8

24 2 9 6 17

25 1 10 B 15

26 1 10 3 14

27 1 3 13

28 2 B 13

Gesamt 22 172 72 266

Tabelle 16: Anzahl der nasal mit MRSA-besiedelten Bauern in jedem Betrieb.

Zum besseren Vergleich wurden auch die MRSA-positiven Schwemne und Umgebungsproben

aufgelistet. In griin markierten Betrieben waren sowohl die Landwirte als auch die Schweine mit

MRSA-kolonisiert. In dem rot markierten Betrieb war nur der Landwirt mut MRSA nasal

kolonisiert aber weder seine Schweine noch die Umgebungsproben aus seinem Stall (p=0,502).
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4.3 MRSA-Privalenz von Umgebungsproben

Insgesamt wurden 128 Umgebungsproben gesammelt und analysiert. Darunter waren 42
Tupferproben von Spielketten (32,8 %) und 28 Tupferproben von Trinken (21,9 %), als
Gegenstinden mit direktem Schweinekontakt, sowie 30 Sockentupfer (23,4 %) des Stallbodens

und 28 Staubproben (21,9 %) aus den beprobten Stillen.

W cocks
Bl Eette
[]Trinke
[]staub

Abbildung 35: Anteil der enthommenen Umgebungsproben in Prozent.

Von den 128 Umgebungsproben konnten bei insgesamt 72 Proben MRSA nachgewiesen werden
(56,3 %). Darunter waren 22 von 42 Spielketten (52,4 %), 14 von 28 Trinken (50 %), 21 von 30
Sockentupfern (70 %) und 15 von 28 Staubproben (53,6 %), MRSA positiv. Die Proben dienten
dazu, das MRSA-Vorkommen in der direkten Umgebung der Schweine zu analysieren, da MRSA
im Staub und an Gegenstinden anhaftend tber Monate iberleben kénnen und somit eine
stindige Infektionsquelle darstellen. In jedem Betrieb wurde mindestens eine Tupferprobe von
Trinken und Spielketten, falls diese vorhanden waren sowie mindestens eine Staubprobe und ein
Sockentupfer entnommen. Ein Betrieb galt in Bezug auf die Umgebungsproben als MRSA-

positiv, wenn in mindestens einer der Umgebungsproben MRSA nachgewiesen wurden.
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Abbildung 36: Anzahl MRSA-positiver und negativer Umgebungsproben aufgeteilt nach Ketten,
Trianken, Socken und Staub (p=0,379).
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MBSA-postive Proben, Gesamtzahl
Trinken Ketten Sccken Staub Gezamt Privalenz

Betrieb 1 0/1 0/2 0,2 0/2|0/7 0%
2 |j 0/0 0/0 0/2 1/1|1/3 33.3 %
3 0/1 0/1 1/1 0/1[1/4 25 %
4 0/1 0/1 0/1 0/1|0/4 0%
£ | 0/0 0/0 0/1 0/1|0/2 0%
1=6 0/1 0/1 0/1 0/1|0/4 0%
24l 0/1 1/1 0,0 2/2|% 75 %
] | 0/0 2/2 1/1 1/1|4/4 100 %
g 2/2 1/1 1/1 1/1|35/3 100 %
10 2/3 3/3 1/1 1/1]|7/8 87.5 %
1 1/1 2/ 2/2 1/1|6/6 100 %
12 1/1 4/4 0/0 0/0|3/3 100 %
K] 1/2 0/3 1/1 0/0|2/6 33.3 %
14 1/1 2/2 1/1 1/1]5/3 100 %
15[ 1/1 1/1 1/1 1/1|4/4 100 %
16 0/1 0/1 1/1 0/1|1/4 25 %
17 0/3 0/3 0/1 0/1|0/8 0%
15 0/2 0/1 0/1 0/1|0/3 0%
19 0/0 2/2 1/1 0/0|3/3 100 %
2% 0/0 0/1 1/1 0/1|1/3 333 %
] 0/0 0/1 1/1 0/1[1/3 33,3 %
22§ 0/0 0/1 1/1 0/1|1/3 33,3 %
23 0/0 0/1 1/1 1/12/3 66.7 %
241 2/2 2/2 1/1 1/1]6/6 100 %
b | 1/1 1/1 1/1 1/1|4/4 100 Y%
26l 1/1 0/1 1/1 1/1]3/4 73 %
271 1/1 1/1 1/1 0/1|3/4 75 Y%
2sf] 0/1 0/2 2/2 2/2|2/7 28.6 %

Gesamt 14/28 22/42 21/30 15/28|72/128 36,3 %

Privalenz 30 % 524 % 70 % 3.6 %

7 Privalenz 67,5 %

der 27

rerzchiedenen

Betnebe

Tabelle 17: Umgebungsproben pro Betrieb, in denen MRSA nachgewiesen wurden, mit

Gesamtanzahl, Pravalenz an positiven Umgebungsproben pro Betrieb und & Privalenz.
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In den griin markierten Betrieben waren die Schweine mit MRSA-kolonisiert und in den rot

markierten die Landwirte des Betriebes.

4.4 MRSA-Vorkommen nach geographischer Verteilung

Von den 27 untersuchten Betrieben lagen zwolf in Hessen, zwei in Baden-Wirttemberg, zwei in

Nordrheinwestfalen und 11 in Niedersachsen.
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Abbildung 37: Anzahl der entnommenen Nasentupferproben von Schweinen, Landwirten,

Tierarzten und Studenten sowie Umgebungsproben je Bundesland.

Die hochste MRSA-Privalenz bei den Schweinen kam in Baden-Wirttemberg vor mit 56 %
(n=14/25) und auch dort bei den Umgebungsproben mit 63,6 % (n=7/11). Die geringste
Privalenz bei den beprobten Menschen in den Schweinebetrieben wies NRW auf mit 25 %, die
hochste Hessen mit 48,9 %. Der Mittelwert lag bei 54,7 %. Die MRSA-Privalenz bei Schweinen

lag in den untersuchten Bundeslindern zwischen 45 % und 56 %, mit einem Mittelwert von 50,2
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%. Die MRSA-Privalenz der Umgebungsproben erstreckte sich zwischen 50 % in Hessen und

63,6 % in Baden-Wiirttemberg, mit einem Mittelwert von 56,3 % (p=0,538).

MRSA/ entnommene Proben
und Prozentsatz
Bundesland Landwirte,
Tierdarzte und MRSA/Gesamt
Studenten Schwein | Umgebung |Privalenz
Hessen 23/47 86/185 32/64(141/296
489%| 46,5 % 50 % | 47,7 %
Baden-Wiirttemberg 1/3 14/25 7/11(22/39
33,3 % 56 % 63,6 % | 56,4 %
NRW 1/4 9/20 5/8|15/ 32
25 % 45 % 62,5 % | 46,9 %
Niedersachsen 10/10 63/113 28/45(101/ 168
100 %| 558 % 62,2 % 60,1 %
Gesamt 35/ 64| 172/ 343 72/ 1281279/ 535
547%| 50,2 % 56,3 % | 52,1 %

Tabelle 18: Anzahl der MRSA-positiven Proben in Hessen, Baden-Wiirttemberg, NRW und

Niedersachsen.
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Betriebsprivalenz in den | Schweine und | Schweine Umgebung

verschiedenen Bundeslindern | Umgebung

anhand der unterschiedlichen

Proben

Hessen 75 % 75 % 75 %
(n=9/12) (n=9/12) (n=9/12)

Baden-Wirttemberg 100 % 100 % 50 %
(n=2/2) (n=2/2) (n=1/2)

NRW 100 % 50 % 100 %
(n=2/2) (n=1/2) (n=2/2)

Niedersachsen 90,9 % 90,9 % 90,9 %
(n=10/11) (n=10/11) (n=10/11)

Tabelle 19: MRSA-Privalenz in den Betrieben der untersuchten Bundeslander.

4.5 MRSA in unterschiedlichen Betriebsstrukturen

Unter den 27 untersuchten Betrieben waren vierzehn Betriebe (51,9 %) mit Ferkelerzeugung und
Mastschweinen, sieben reine Mastbetriebe (25,9 %), finf reine Ferkelerzeuger (18,5 %) und ein

Jungsauenproduzent (3,7 %).
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Anzahl der Betriebe

] Fedtelerzeugung+Mast
Bl Mastbetieb

O Fedeelerzeuges
._]u.ngs auenproduzent

Abbildung 38: Anzahl der untersuchten Betriebe unterschiedlicher Betriebsstruktur.

Die héchste MRSA-Privalenz wies der Jungsauenproduzent mit 100 % auf, allerdings wurde
insgesamt nur ein einziger Jungsauenbetrieb untersucht. Die zweithochste Privalenz zeigten die
Ferkelerzeuger mit 78,6 %, mit einer Differenz von 7,2 % im Vergleich zu den reinen

Mastbetrieben mit einer Privalenzrate von 71,4 %. Der errechnete Privalenzmittelwert lag bei

82,5 %.
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Betriebsart Anzahl der Betriebe mit
MRSA-Status der Schweine
Positiv Negativ | Positiv/Gesamt Privalenz
Jungsauen- 1 of1/1 100 %
produzent
Ferkelerzeuger 4 114/5 80 %
Mastbetrieb 5 215/7 71,4 %
Ferkelerzeugung+ 11 3|11/14 78,6 %
Mast
Gesamt 21 6|21/27 77,8 %
& Mittelwert 82,5 %

Tabelle 20: Anzahl der Betriebe mit MRSA-kolonisierten Schweinen geordnet nach Betriebsart
(p=0,926).

4.6 Angaben der Landwirte iber Antibiotikagaben in threm Betrieb

In den 27 verschiedenen Betrieben wurden die Schweine bis zur Beprobung mit verschiedenen
Antibiotika behandelt. Das hdufigste verwendete Antibiottkum war Penicillin, mit einem Anteil
von 29,6 %, als alleiniges Antibiotikum, mn den untersuchten Betrieben und mit zusitzlich emnem
Anteil von 3,7 % der Antibiotikagaben zusammen mit Amoxicillin. Allerdings wurden i 22,2 %
der untersuchten Betrieben keine Angaben zu Antibiotikagaben gemacht und 7,4 % der Betriebe

gaben an keine Antibiotika verwendet zu haben.
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Antibiotikagabe in %
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Abbildung 39: Antibiotikagaben in Prozent in den untersuchten Betrieben.

Die folgende Grafik zeigt die untersuchten 27 Betriebe und gibt an wie viele Betriebe, eingeteilt
nach Antibiotikanutzung, MRSA-positive oder negativ waren, gemessen am MRSA-Status ihrer
Schweine. Der FEinfluss der Antibiotikagabe auf den MRSA-Status war nicht signifikant
(p=0,163). Allerdings fillt auf, dass v.a. Schweinebetriebe mit der Gabe von Penicillin und
anderen beta-Laktamen eine hoéhere MRSA-Privalenz aufweisen als Betrieben mit anderen
Antibiotikaklassen. In Betrieben mit alleiniger Penicillingabe lag die MRSA-Privalenz bei 87,5 %
(n=7/8) und sogar bei 100 % bei der alleinigen Gabe von Amoxicillin.
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Schrweine des
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Abbildung 40: MRSA-positive und negative Betriebe, ermittelt durch den MRSA-Status ihrer

Schweine und eingeteilt nach Antibiotikagaben.
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Teil I1. Ergebnisse der MRSA-Anzucht

4.7 Ergebnisse der MRSA-Anzucht der schweineassoziierten Proben:
Anzucht, Katalase-, Pastorex-Staph-Plus Test, MALDI-TOF und Vitek2

Nach der MRSA-Anzucht in der CASO-Bouillon, auf dem COS-5 %-Agar und MRSA-ID-Agar,
mut Bestitigung durch den Katalase-Test und den Pastorex-Staph-Plus-Test wurden zunichst
msgesamt 291 (100 %) Isolate untersucht. Darunter waren Isolate von 175 Schwemen (60,1 %),
74 Umgebungsproben (25,4 %) und 43 schweineassozuerten Menschen (14,8 %), mit positivem
MRSA-Befund. Diese wurden zur weiteren Bestitigung mittels MALDI-TOF untersucht. Der
MALDI-TOF befand, aufler eme Umgebungsprobe, alle schwemeassozuerten Isolate fiir S.
aurens. Das einzige Isolat, das laut MALDI-TOF kein S. awurexs war, war eine Umgebungsprobe,
bei der es sich um S. sci#rz handelte (0,3 %).

Alle Isolate, die zuvor im MALDI-TOF waren, wurden mittels VITEK2 nochmals auf . aureus,
sowie thre Methicillinresistenz zur MRSA-Bestitigung, untersucht. Der Vitek2 bestitigte die eine
Umgebungsprobe (0,3 %) auch als Methicillin-resistenten S. se#ri und fand unter den S. aureus
Isolaten von Schweinen zwer MSSA (0,7 %). Die restlichen S. aurexs wurden alle durch den

VITEK2 auch als MRSA identifiziert (99 %).

Schweine-
assozilerte
Schwein | Umgebung Menschen Gesamt
Vitek MRSA 173 72 43 288
S. scinri 0 1 0 1
MSSA 2 0 0 2
Gesamt 175 73 43 291

Tabelle 21: Ergebnisse des VITEK?2.

Unter den 173 Schwemnen die durch den VITEK2 als MRSA bestitigt wurden fand der
Microarray noch emen MSSA und unter den schweineassoziuerten Menschenisolaten noch sechs
MSSA, so dass mnsgesamt 172 Isolate, von msgesamt 343 Schwemen (50,1 %), 72 von 128
Umgebungsprobenisolaten (56,3 %) und 35 von 64 Isolaten beprobter Menschen (54,7 %) mit

Schwemekontakt, MRSA-positiv waren.
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4.8 MRSA der Krankenhauspatienten: Die Ergebnisse der PCR der

Krankenhauspatienten

Insgesamt wurden 163 Patienten des Uniklinikums Heidelberg ausgewiahlt, um ihre MRSA mit
denen der schweineassoziierten MRSA zu vergleichen. Die Patienten wurden alle im Jahr 2012
von Arzten im Uniklinikum Heidelberg untersucht und in 81 kolonisierte Patienten, mit MRSA
in der Nase oder auf der Haut, sowie 79 Patienten mit MRSA in primir sterilen Materialien
(invasiv), wie z.B. Blut, Urin oder sterilen Operationswunden eingeteilt. Alle ausgewihlten und
untersuchten MRSA-Isolate erwiesen sich in der Anzucht mittels CASO-Bouillon, COS-5 %-
Agar und MRSA-ID-Agar sowie im MALDI-TOF als §. awreus. Ihre Methicillinresistenz wurde
mit dem VITEK2 und det mecA-/femB-PCR bestitigt.

60
50
40
7
I
g 30
i)
50,6 49 4
20
107
FPatient kolonisiert (n=81) TPatient infiziert (n=79)

Abbildung 41: Ausgewihlte humane MRSA-Isolate zum spiteren Vergleich mit den MRSA-

Isolaten aus Schweinebetrieben.

113



Ergebnisse

Teil IIl. Vergleich humaner und porciner MRSA unter besonderer

Beriicksichtigung der Virulenzfaktoren

4.9 Genotypisierung mittels Microarray

Im Microarray wurden insgesamt 399 MRSA aus deutschen Schweinebestinden und dem
Uniklinikum Heidelberg untersucht. Weitere 7 MSSA Isolate und die erhaltenen MRSA-Isolate
aus Europa wurden gesondert untersucht und dargestellt. Alle zuvor gefundenen MRSA-Isolate
von Schweinen und schweineassoziierten Menschen wurden angeziichtet. Eine DNA-Isolation
fand statt, um sie mit dem Microarray genotypisieren zu kénnen. Von den Umgebungsproben
wurden aus Kostengrinden nicht alle, jedoch mindestens ein Sockentupfer oder eine
Sammelstaubprobe sowie eine Probe eines Gegenstandes mit direktem Schweinekontakt, also

eine Trinke- oder Spielkettenproben, falls sie positiv und anzuziichten waren, genotypisiert.

B Frankenhavsp atienten

.]'_5.:"-?_1 Tierirte und
Studenten

B 5 clrareine
W Ungebung

Abbildung 42: MRSA-Isolate, die mit dem Microarray untersucht wurden in Prozent.
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Es wurden insgesamt weniger Schweine und schweineassoziierte-Menschenisolate genotypisiert,
da einige Isolate nach dem FEinfrieren nicht mehr anzuzichten waren oder auch nach
wiederholten Versuchen nicht vom Microarray erkannt wurden und aus Kostengrinden nicht alle
Umgebungsproben analysiert werden konnten.

Zur Genotypisierung konnten 140 Krankenhauspatienten und 132 Schweine mit dem Microarray
analysiert und verglichen werden. Weitere 33 Isolate von Landwirten, Tierdrzten und Studenten
sowie 33 Umgebungsproben wurden auch genotypisiert und deren Virulenzfaktoren bestimmt.
Von den untersuchten 338 MRSA-Isolaten konnte insgesamt bei 20 Isolaten (5,9 %) vom
Microarray keine SCCrnec aber ein CC zugeordnet werden. Von diesen 20 Isolaten wurden aber
auch alle Virulenzfaktoren genau identifiziert und die Isolate wurden in die Auswertung mit
aufgenommen.

Das folgende Diagramm gibt alle CC der Isolate von Krankenhauspatienten, Schweinen,
schweineassozzierten Menschen und der Umgebungsproben an und zeigt, dass alle Schweine-
und alle anderen schweineassoziierten Isolate dem CC398 angehoren. Der hiufigste CC, der
unter den Isolaten der Krankenhauspatienten vorkam, war der CC5 (62,9 %, n=88/140) und funf
Patienten (3,6 %) gehoren zu dem CC398, der in den Schweinebetrieben dominierte. Die Anzahl

der CC pro analysierte Gruppe ist hochsignifikant mit p<<0,001.
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Krankenhauspatienten
Schweine
schweineassozierte
Menschen

Umgebung

1257

100

73

Angzahl

504

257

[}
[
[}
)
[¥i)

(6ETLE) 800

MLST clonal complex affiliation

Abbildung 43: CC der untersuchten Isolate.

Unter den Krankenhauspatienten wurden insgesamt 24 verschiedene MRSA-Sequenztypen
gefunden, von denen der ST5/ST225-MRSA-II der dominierende war mit 76 von 140
untersuchten Isolaten, die im Microarray genotypisiert wurden (54,3 %). Am zweithaufigsten kam
der CC22-MRSA-IV unter den Krankenhauspatienten vor (8,6 %). Der CC398, der als alleiniger
CC bei den Menschen aus den deutschen Schweinebetrieben vorkam, kam bei finf MRSA-
Isolaten von Krankenhauspatienten (n=5/140, 3,8 %) vor. Der Unterschied zwischen dem

Vorkommen der einzelnen CC ist hochsignifikant (p<0,001).
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(Anmerkung: Der Microarray bezeichnet den Clonal Complex als solchen als CC und gibt den
ST mit Angabe der SCCmec entweder z.B. als ST398-V oder als CC398-V wieder, was als eine

identische Bezeichnung anzusehen ist.)

Bei den Schweinen konnten drei verschiedene ST identifiziert werden, wobei der CC398-V der
dominierende war mit 112 von 132 untersuchten Isolaten (84,8 9%). Weitere neun Isolate
gehorten dem CC398-1V (6,8 %) an und nur finf weitere Isolate (3,8 %) einem CC398 mit
atypischer SCCmec. Keine SCCmec konnten insgesamt sechs Schweineisolaten (4,5%) zugeordnet
werden, sie waren aber zuvor schon als CC398 identifiziert worden, allerdings ohne SCCec-

Zuordnung.

MESA Tsolate der Sclhrweine

Blccios-v

Bl cc39s-Iv
CC398-MRESA

B (atypical SCCmec-
Fassette)

Eine Zuordnung zu
ginem Stamm war
[Jnicht méglich
obwohl der CCT398
zuvor etkannt wurde

Abbildung 44: Identifizierte CC mit SCCrec der porcinen MRSA in Prozent.

Unter den Isolaten von schweineassoziierten Menschen wurden zwei verschiedene ST gefunden,
von denen 29 von 33 zu dem CC398-V gehérten (87,8 %) und zwei zu dem CC398-1V (6,1 %).

Insgesamt konnten zwei Isolate von schweineassoziierte Menschen (6,1 %) zwar keiner SCCrmec
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niher zugeordnet werden aber auch sie waren zuvor als CC398 identifiziert worden ohne eine
mogliche SCCmer Zuordnung. Auch unter den Umgebungsproben war nur der ST398 mut drei
verschiedenen SCCmec zu finden. Davon gehérten 72,7 % dem CC398-V (n=24/33), 12,1 % dem
CC398-IV (n=4/33) und 6,1 % dem CC398 mit atypischer SCCmec (n=2/33) an. Von den
Umgebungsproben konnten drei von 33 Isolaten (9,1 %) nur dem CC398 und keiner genauen

SCCmec zugeordnet werden.

4.9.1 Genotyp der MRSA verschiedener Schweinealtersklassen

Bei allen Schweinealtersklassen kam am Hiufigsten der CC398-V, mit einer Privalenz von 87,5
% der Isolaten von Ferkeln (n=35/40), 85,7 % der Isolate von Sauen (n=6/7), 95,7 % der
Mastschweinisolate (n=22/23) und 79 % der Isolate von Absetzern vor (n=49/62). Nur bei 14,5
% der MRSA-Isolate von Absetzern trat der ST398 mit SCCrmec-IV auf (n=6/62).

MRSA Ge-
Ferkel | Sau | Mastschwein | Absetzer/ | samt
Absetzer
fiir die
Mast
CC398-V 35 6 22 491 112
CC398-1V 0 0 9
CC398-MRSA (atypische SCCwer) 1 1 5
CC398 ohne genauere SCCmec 4 0 1
Zuordnung
Gesamt 40 7 23 62 132

Tabelle 23: Genotyp der Schweine-MRSA-Isolate (p=0,034).

4.9.2 Genotyp der MRSA von Landwirten, Tierarzten und Studenten

Die untersuchten und identifizierten Isolate der Landwirte, Tierdrzte und Studenten gehorten wie
die der Schweine am Hiufigsten zum CC398-V (87,9 %). Die Signifikanz des Vorkommens der

ST unter den verschiedenen Gruppen ist mit p=0,793 gering.
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MRSA Gesamt
Landwirt | Tierarzt | Tier-
medizin-
student
CC398-V 17 10 29
CC398-1V 2 0
Nur emne Zuordnung zum CC398 war 1 1
moglich
Gesamt 20 2 11 33

Tabelle 24: Genotyp der MRSA-Isolate von Landwirten, Tierdrzten und Studenten.

4.9.3 Genotyp der MRSA aus Umgebungsproben

Ber den analysierten Umgebungsproben konnte der Microarray den am

Hiufigsten

vorkommenden CC398-V auch bei 71,4 % der Sockentupfer (n=10/14), 83,3 % der Staubproben

(n=5/6), 87,5 % der Trianketupfer (n=7/8) und 40 % der Spielketten (n=2/5) identifizieren. Der
CC398-1V trat bei 40 % der Ketten und 14,4 % der Sockentupfer auf.

MRSA Gesamt
Socken | Staub Trinke Kette
CC398-V 10 7 24
CC398-1V 0 0
CC398-MRSA(atypische 0 0
SCCmec)
CC398 ohne genauere 2 0 1 3
SCCmec-Zuordnung
Gesamt 14 6 8 33

Tabelle 25: Genotyp der Isolate von Umgebungsproben (p=0,237).
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4.9.4 Genotyp der MRSA von Krankenhauspatienten

Von den 140 identifizierten MRSA-Isolaten von Patienten des Uniklinikums Heidelberg konnten
insgesamt elf verschiedene CC identifiziert werden. Der Microarray ordnete 88 Isolate (62,9 %)
dem CC5 zu, darunter 49 infizierte und 39 kolonisierte Krankenhauspatienten. Der CC398 wurde

bei fiinf Patientenisolaten (3,6 %) gefunden.

B0
a0
(1]
I
g
i
20
- REISESREY :
] ]
OS5 £C22 0 CCB 00398 o0 CCB0 CC45  CCE CCB CCe  CCoOY
{agrl) (ST239) (STT2)

Clonal complex
Abbildung 45: CC der MRSA der Krankenhauspatienten in Prozent (p=0,28).

Der ST5/ST225-MRSA-II/Rhein-Hessen-Stamm kam, mit 54,3 % als haufigster ST vor, sowohl
bei den kolonisierten als auch bei den invasiv befallenen Patienten. Am zweithaufigsten wurde
der CC22-MRSA-1V/Barnim-Stamm, mit einer Hiufigkeit von 8,6 % wunter den
Krankenhauspatienten nachgewiesen. Die Isolate des CC398 lieBen sich als CC398-V, zwei
kolonisierten (1,4 %) und einem invasiv befallenen Patienten (0,7 %) zuordnen. Der CC398 mit

atypischer SCCrmec konnte einem invasiv (0,7 %) befallenen Patienten zugeordnet werden.
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SCCmec-Typ | SCCmec-1 | SCCmec- | SCCmec- | SCCrmec- | SCComec- | Keine Gesamt
11 111 v \4 SCCrmec-
Zuordnung
Anzahl 1 77 1 48 3 10 140
Davon dem 3xCC398 | Darunter
ST398 1xCC398
zuzuordnen: mit
atypischer
SCCmec
und
1x CC398

Tabelle 27: MRSA-Isolate der Krankenhauspatienten geordnet nach SCCmec-Typ und Anzahl an
Isolaten mit der entsprechenden SCCmec, sowie Isolate die dem CC398 zugeordnet werden

konnen.

4.10 Das Vorkommen von Virulenzfaktoren und wichtigen Genen zur

Genotypisierung

4.10.1 Das mecA- und nuc-Gen

Das mecA-Gen der Methicillinresistenz, sowie das S. aureus spezitische nue-Gen konnten bei allen

338 untersuchten Isolaten, als MRSA-spezifische Gene, nachgewiesen werden.

4.10.2 Das Panton-Valentine-Leukozidin (PVL-Gen)

Das PVL-Gen wurde nur bei acht von 140 Krankenhauspatienten nachgewiesen (5,7 %) und
zwel weitere Patientenisolate (1,4 %) waren zweifelhaft auf PVL getestet worden. Die Signifikanz

tber das Vorkommen des PVL-Gens unter den verschiedenen analysierten Gruppen ist hoch

p=0,024.
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MRSA Gesamt
Kranken- Schweine Schweine- [ Umgebung

haus- assozilerte

patienten Menschen
positiv 8 0 0 0 8
PVL- negativ 130 132 33 33 328
zweifelhaft 2 0 0 0 2
Gesamt 140 132 33 33 338

Tabelle 28: Vorkommen des PVL-Gens unter den analysierten Isolaten.

Die acht PVL-Gen-positiven Isolate von Krankenhauspatienten gehéren mit emem kolonisierten
Patienten zu dem CC88-MRSA-IV (CC80), zwei kolonisierten und einem invasiven Patienten zu
dem ST8-MRSA-IV (CC8) und einem kolonisierten Patienten zu dem CC5-MRSA-V, alles CA-
MRSA. Des Weiteren gehorte das Isolat emnes kolonisierten Patientes zu dem CC5 und eines zu

dem CC8 sowie das Isolat emes Invasiven zu dem CC5, ohne mégliche Zuordnung der SCCec.

4.10.3 Das Gamma-Hamolysin (Alg-Gen)

Das Gamma-Héamolysin-Gen konnte bei 87,1 % der Patienten-, 82,6 % der Schweine-, 48,5 %
der schweineassoziierten Menschen- und 57,6 % der Umgebungsprobenisolate nachgewiesen

werden. Das Vorkommen dieses Virulenzfaktors ist signifikant mit p<<0,001.

Gesamt
Krankenhaus- | Schweine | Schweine- | Umgebung
patient assozilerte
Menschen
positiv 122 109 16 19 266
Gamma-
Hzimolysin- negativ 13 14 8 8 43
G .. N
< zweifelhaft 5 9 9 6 29
Gesamt 140 132 33 33 338

Tabelle 29: Anwesenheit des gamma-Hamolysin-Gens unter den analysierten Isolaten.
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Ber den 13 Gamma-Hamolysin-Gen-negativen Isolaten von Krankenhauspatienten handelte es
sich um sechs CC22-MRSA-IV-Barnim-Stimme, zwei CC22-MRSA-IV (tstl+), einen CC45-
MRSA-IV Berlin-Stamm, drei weitere CC22-Isolate und einen CC398, die nicht weiter zu
differenzieren waren. Unter den 14 Gamma-Himolysin-Gen negativen Schweineisolaten waren
zwolf CC398-V und jeweils ein CC398-IV sowie ein CC398 mit atypischer SCCmer Kassette. Zu
den acht Gamma-Himolysin-Gen-negativen Isolaten von schweineassoziierten Menschen
gehorten, sieben CC398-V und ein CC398 ohne mogliche SCCmes-Zuordnung. Aullerdem waren
unter den acht negativen Umgebungsisolaten vier CC398-V, ein CC398-1V, zwei atypische

CC398 und e CC398, ohne Méglichkeit einer naheren SCCmer-Zuweisung.

4.10.4 Das Alpha-Himolysin,
(Shingomyelase C) und Delta-Hamolysin (Alg-, hAla-, hlb und hld-Gen)

Gamma-Hamolysin, Beta-Hamolysin

In fast allen untersuchten Gruppen wurden die alpha-, beta- und delta-Himolysingene
nachgewiesen. Nur das Beta-Hidmolysin-Gen konnte bei keinem der MRSA-Isolate von
Schweimnen nachgewiesen werden. Die folgende Tabelle stellt das Vorkommen der einzelnen

Himolysingene in jeder untersuchten Gruppe in Prozent dar.

MRSA
Kranken- | Schweine | Schweine- Umgebung Signifikanz
haus- assoziierte

patienten Menschen
Alpha-Hamolysin- 84,2 % | 90,9 % 69,7 % 78,8 % p=0,018
Beta-Hamolysin- 80,0%|  0,0% 6,1 % 6,1 % p<0,001
Delta‘H?rf’°15’5”1‘ 100%| 100%| 97,0 % 97,0 % p=0,041
Gen-positiv
Gesamt n= 140 132 33 33

Tabelle 30: Vorkommen der Alpha-, Beta- und Delta-Héamolysin-Gen-positiven-MRSA-Isolate in

Prozent.
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Alpha-Hamolysin-Gen-negative Gesamt
[solate Kranken- Schwein | Schweme- | Umgebung
hauspatient assoziierte
Menschen
CC398 0 9 5 6 20
CC45(- 1 0 0 0 1
azr D)
CC5 11 0 0 0 11
CC22 2 0 0 0 2
CC8 (- 1 0 0 0 1
ST239)
Gesamt 15 9 5 6 35

Tabelle 31: Alpha-Héamolysin-Gen-negative Isolate geordnet nach CC und Herkunft.

Beta-Himolysin-Gen-negative Gesamt
[solate Kranken- | Schwein | Schweine- | Umgebung
12us- assoziierte
atient Menschen
CC398 4 132 31 31 198
CC45 (agr-I) 2 0 0 0 2
CC5 14 0 0 0 14
CC22 1 0 0 0 1
Gesamt 21 132 31 31 215

Tabelle 32: Beta-Hamolysin-Gen-negative Isolate geordnet nach CC und Herkunft.

4.10.5 Die Cassetten Chromosom Recombinase Gene (ccr-Gene)

Das ar-Gen Al war bei 0,7 % der Patienten- (n=1/140) und 6,1 % der Schweineisolate
(n=8/132) nachzuweisen. Das Auftreten war nicht signifikant mit p=0,005. Bei den
Schweineisolaten wurde ar47-Gen bei drei Ferkeln und fiinf Absetzern identifiziert. Darunter
kamen fiinf Mal der CC398-V vor und dreimal konnte der CC398, ohne moégliche SCCwer-
Zuordnung, identifiziert werden. Auch bei zwei Sockentupfern und eimner Staubprobe konnte der

CC398-V und bei einem Sockentupfer der CC398 nachgewiesen werden (n=4/33, 12,1 %). Das
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MRSA-Isolat eines Krankenhauspatienten mit dem ccr-Al Gen konnte dem ST-228-MRSA-I-
Stiddeutschland-Italien Klon zugeordnet werden.

Das «rB7-Gen kam bei 1,4 % der Patienten (n=2/140) vor. Diese beiden Isolate gehorten dem
ST5/ST225-MRSA-II-Rhein-Hessen-Stamm bzw. dem ST228-MRSA-I/ Siiddeutschland-Italien
Klon an. Die beiden positiven Ferkelisolate (1,5 %, n=2/132) gehorten wie auch der positive
Sockentupfer (3,0 %, n=1/33) zu dem CC398. Das Vorkommen des arB7-Gens ist nicht
signifikant mit p=0,517.
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Frankenhausp atierten
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Abbildung 46: Anzahl der MRSA-Isolate mit dem crA7-, ccrB7-, ccrA2- und cerB2-Gen.

Das ¢rA2-Gen war bei 93,6 % der Isolate von Krankenhauspatienten (n=131/140) nachweisbar
und kam bei 10,6 % der Isolate von Schweinen (n=14/134) vor. Auch nur 9,1 % der Isolate von
schweineassoziierten Personen (n=3/33) und 18,2 % der Umgebungsproben (n=6/33) wiesen
dieses Gen auf.

Unter den 9 Isolaten von Krankenhauspatienten ohne das cr42-Gen gehorten drei Isolate zu
dem CC398-V, ein Isolat zu dem CC398, drei Isolate zu dem CC22, ein Isolat zu dem
CC5/ST228-MRSA-I/Italienischer Klon und ein Isolat zu dem CC8/ST293-MRSA-III/
Vienna/Hungarian/Brazilian Klon.

Auch das c«rB2-Gen kam bei 93,6 % der Patienten- (n=131/140) aber nur bei 9,7 % (n=12/124)
der Schweine-, 9,1 % (n=3/33) der schweineassoziierten Menschenisolate und 12,1 % (n=4/33)
der Isolate der Umgebungsproben vor. Das Vorkommen der arA3-, crB3-, cerC-, ccrA4- und

cerB4-Gene wurde in Tabelle 33 dargestellt. Dabei kam das «r43-Gen bei zwei Patientenisolaten

132



Ergebnisse

mit CC5 und emnem Patientenisolat mut CC8 vor. Zwei positive Ferkelisolate gehérten dem
CC398-V an und ein weiteres dem CC398. Das «rB3-Gen konnte bei einem CC8/ ST293-
MRSA-III, Vienna/ Hungarian/ Brazilian Clone nachgewiesen werden. Das arC-Gen kam am
Hiufigsten unter den Isolaten aus den Schweinebetrieben vor, da es mit dem ST398-V, der unter
diesen Isolaten domuiniert korreliert.

Das «rA4-Gen konnte bei einem Studenten, mit CC398 und einer Staubprobe (jeweils n=1/33)
mit emnem atypischen CC398 nachgewiesen werden.

Das arB4-Gen wurde bei drei Patienten (n=3/140) mit CC22 gefunden, sowie bei einem

Studenten mut CC398 und einer Staubprobe mit emem atypischen CC398.

MRSA
Krankenhaus- | Schweme |Schweme- | Umgebung P=
patienten assozilerte
Menschen
orA3-Gen- 2,1 % 2,3 % 0,0 % 0,0%]| 0,589
[Jositiv (n=3/140) (n=3/132)
[3”33-66”7- 0,7 % 0,0 % 0,0 % 0,0%]| 0,701
ositiv (n=1/140)
L”C-G"”- 71 % 93,9 % 93,9 % 78,8 %| <0,001
e (n=7/140) | (n=124/132)| (0=31/33)| (0=7/33)
crA4-Gen-
I; . 0,0 % 0,0 % 3,0 % 30%| 0,077
ositiv
' (n=1/33)] (n=1/33)
crB4Gen
i 2,1 % 0,0 % 3,0 % 3,0% 0,321
ositiv
' (n=3/140) (n=1/33)] (n=1/33)

Tabelle 33: Vorkommen der cezA43-, arB3-, arC-, crA4- und crB4-Gene unter den analysierten

Isolaten in Prozent.
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MRSA Gesamt
Krankenhaus- | Schweine | Schweme- | Umgebung
patienten assozilerte
Menschen
CC398 4 124 31 26 185
CC5 2
CC22 3
CC8 (ST239) 1
Gesamt 10 124 31 26 191
Tabelle 34: CC der cctC-Gen-positiven Isolate (p<0,001).
Krankenhaus- | Schweine Schweine- Umgebung | Zuordnung
Patient assozilerte anhand des
Menschen SCCmec-Typs
und des
arC-Typs
(vorliegende
Gene)
ST398-V 10,8 % 88,9 % 93,5 % 80 % V;
n=1/126 n=112/126 n=29/31 n=24/30 arC
ST398-IV | 3,1 % 7,1 % 6,4 % 16,7 % 1v;
n=3/126 n=9/126 n=2/31 n=6/30 corA2+cerB2
CA- 35,9 % 0 % 0 % 0% 1v;
MRSA, n=45/126 corA2+cerB2
SCCmec- V;
IV, -V crC
HA- 61,1 % 0% 0% 0% I
MRSA, n=77/126 corA1+corB1
SCCmec- II, 111
I-11,-111 corA2+cerB2

Tabelle 35: Die Vertellung der SCCwec-Kassetten mit zugehorigen ar-Genen und die daraus

resultierende Emordnung in CA-, HA- und LA-MRSA.
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4.10.6 Die Accessory-Gen-Regulator-Gene (agr-Gen)

Das agr-I-Gen kam bei 32,1 % der Patienten- (n=45/140), 83,3 % der Schweine- (n=110/132),
42,4 % der schweineassoziierten Menschen- (n=14/33) und 54,5 % der Umgebungsprobenisolate

(n=18/33) vor. Das Vorkommen des agr-I-Gens unter den Isolaten ist signifikant mit p<0,001.

agr-1 Gesamt

positiv negativ | zweifelhaft

CC398 - 0
CC45 (agr-I) 0 1 2
CC5 0 88 0 88
CC22 19 0 0 19
CC1 0 3 0 3
CC8 (ST239) 0 0 1
CC8 15 0 0 15
CC80 1 1 0 2
CCo 2 0 0 2
CC80 0 1 0 1
CC8 (ST72) 1 0 0 1
CC97 1 0 0 1
Gesamt 45 94 1 140

Tabelle 36: Die CC der MRSA der Krankenhauspatienten mit dem a4gr-I-Gen.

Das agr-II-Gen konnte bei 88 von 140 Krankenhauspatientenisolaten (62,9 %) nachgewiesen
werden. Das Vorkommen des aggr-II-Gens ist signifikant mit p<<0,001. Alle positiven 88 Isolate

gehorten den CC5 an mit den ST und SCCwer, die i1 der Tabelle 37 dargestellt werden.
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Patienten mit MRSA Gesamt

Patient Patient

infiziert | kolonisiert
ST5/ST225-MRSAII, UK-EMRSA-3/Rhine-Hesse 42 34 76
EMRSA
ST228-MRSA-1, South German EMRSA/ Italian Clone 1 0 1
CC-5-MRSA-IV, Pediatric clone (PVL+) 0 2 2
CC5-MRSAIV, Paediatric clone 1 0 1
CC5MRSALIV, Paediatric clone(sed/j/r+) 2 0 2
CC5, MRSA with atypical SCCwec element "Montreal 1 0 1
strain I"
CC5-MRSA-IV, "Maltese Clone" 1
Eme Zuordnung zu emner SCCmec war nicht moglich, 1 2
obwohl der CC erkannt wurde
Gesamt 49 39 88

Tabelle 37: Isolate des CC5 mit dem agr-II-Gen der MRSA von Krankenhauspatienten.

Das agr-III-Gen war nur bei 5 von 140 Krankenhauspatienten (3,6 %) vorhanden und war bei

kemnem Isolat emes Schweines, schweineassozuerten Menschen und keiner Umgebungsprobe

nachweisbar. Die fiinf positiven Patientenisolate gehérten mit drei Isolaten zu dem CC1-MRSA-
IV, mit emnem Isolat zu dem CC88-MRSA-IV (PVL+) und mit emnem Isolat zu dem CC80-
MRSA-IV(PVL+)/ European CA-MRSA Klon. Das Vorkommen des aggr-II-Gens ist nicht

signifikant (p=0,066).

Das agr-IV-Gen konnte bei keinem der untersuchten Isolate nachgewiesen werden.
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Abbildung 47: Das Vorkommen der agr-I-IV-Gene unter den untersuchten Gruppen.
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4.10.7 Das Collagen-binding Adhesin (cna-Gen)
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Das Collagen-binding Adhesin-Gen, zur Anheftung an Kollagen, konnte bei allen Isolaten von

Schweinen, schweineassoziierten Menschen und Umgebungsproben nachgewiesen werden. Es

kam allerdings nur bei 25,7 % der Isolate von Krankenhauspatienten (n=36/140) vor. Das cna-

Gen-Vorkommen ist signifikant mit p<0,001.

MRSA Gesamt
Krankenhaus- | Schweine | Schweine- | Umgebung
patienten assozilerte
Menschen
_ positiv 36 132 33 33 234
Collagen-binding .
i negativ 103 0 103
adhesin-Gen )
zweifelhaft 1 0 1
Gesamt 140 132 33 33 338

Tabelle 38: Das Vorkommen

untersuchten Gmppen.

des Collagen-binding Adhesin-Gens beir den MRSA der

20

CcC22

Abbildung 48: Die CC der ena-Gen-positiven MRSA-Isolate der Krankenhauspatienten.
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Collagen-binding adhesin-Gen | Gesamt
positiv | negativ | zweifelhaft
CC398 5 0
CC45 (agr-I) 2 0 2
CC5 4 84 0 88
CC22 19 0 19
CC1 3 0 3
CC8 (ST239) 1 0 1
CCs8 0 14 1 15
CC80 0 2 0 2
CC6 2 0 0 2
CC80 0 1 0 1
CC8 (ST72) 0 1 0 1
CC97 0 1 0 1
Gesamt 36 103 1 140

Tabelle 39: Anzahl der ma-Gen-positiven und -negativen Isolate von Krankenhauspatienten

geordnet nach CC.

4.10.8 Potassium-translocating ATPase A und B (kdpA-, kdpB-Gen)

Sowohl die Potassium-translocating ATPase A- als auch B-Gene konnte nur ber den MRSA-
Isolaten von Krankenhauspatienten des Universititsklintkams Heidelberg nachgewiesen werden.
Das ATPase-A-Gen wurde bei 57,9 % (n=81/140) und das ATPase B-Gen bei 50,7 %
(n=71/140) der Patienten nachgewiesen. Die positiven Patienten gehérten alle dem CC5 an. Von
dem ATPase A-Gen-positiven Isolaten gehérten 93,8 % (n=76/81) zu dem ST5/ST225-MRSA-
II/ Rhine-Hessen-Stamm, 2,5 % (n=2/81) zu dem ,Montreal strain I" und 1,2 % (n=1/81) zu
dem CC5 mut atypischer SCCmec-Kassette. Dem CC5 ohne SCCmec-Zuordnung konnten weitere
2,5 % (n=2/81) zugeordnet werden.

Die Potassium-transporting ATPase-B-Gen-positiven Patienten gehérten auch alle dem CC5 an.
Davon gehérten 95,8 % dem ST5/ST225-MRSA-II-Rhine-Hessen (n=68/71) an, 14 %
(n=1/71) dem CC5-MRSA-IV-paediatric clone(sed/j/r+) und 2,8 % (n=2/71) konnten nur dem
CC5 zugeordnet werden. Das Vorkommen der Potassmum-transporting ATPase A- und B-Gene
1st signifikant (p=0,016).
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MRSA Gesamt
Krankenhaus- | Schweine [Schweine- | Umge-
patienten hssozierte bung
Menschen
Potassium- positiv 81 0 0 0 81
translocating ATPase ) 59 132 33 33 257
AGen negativ
Gesamt 140 132 33 33 338
Tabelle 40: Vorkommen des Potassium-transporting ATPase A-Gens.
MRSA Ge-
Krankenhaus- Schwein [Schweine- Umge- | samt
patienten Assozilerte bung
[Menschen
positiv 71 0 0 0 71
Potassium- .
) negativ 66 132 33 33 264
transporting  ATPase B
Zweifel- 3 0 0 0 3
B-Gens k
haft
Gesamt 140 132 33 33 338

Tabelle 41: Vorkommen des Potassium-transporting ATPase B-Gens.

4.10.9 Leukocidin D und E (JukD- und JukE-Gen)

Das Leukozidin D-Gen konnte bei 81,4 % der Krankenhauspatienten- (n=114/140) und nur 3,0

% (jeweils n=1/33) der schweineassoziierten Menschen- und Umgebungsprobenisolate

nachgewiesen werden. Das positive Umgebungsisolat gehorte zu einem atypischen CC398 und

auch das MRSA-Isolat emes Tiermedizinstudenten zu dem CC398. Die positiven Patientenisolate
gehorten den CC5 (62,9 %, n=88/140), CC8 (13,2 %), CC1 (2,6 %), CC8 (ST239) (0,9 %), CC80
(1,8 %), CC6 (1,8 %) sowie CC80 (0,9 %), CC8 (ST72) (0,9 %) und CC97 (0,9 %) an.
Das Leukozidin E-Gen konnte bei 80,7 % der Patienten (n=113/140) aber keinem MRSA-Isolat

aus Schweinebestinden nachgewiesen werden.
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Abbildung 49: Das Leukozidin D- und E-Gen Vorkommen bei den MRSA der untersuchten
Gruppen (p<0,001).
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Abbildung 50: ST der Leukocidin E-Gen positiven Krankenhauspatienten.

4.10.10 Die Staphylokinase (sak-Gen), das Chemotaxis-inhibiting Protein
(chp-Gen) und der Staphylococcal Complement Inhibitor (scn-Gen)

Die Gene der Staphylokinase und des Chemotaxis-inhibiting Proteins konnten nur bei den
Krankenhauspatienten nachgewiesen werden. Das Staphylococcal Complement Inhibitor-Gen
kam bei 83,6 % der Patienten (n=117/140) und bei jeweils einer Staubprobe und einem
Studenten (jeweils n=1/33) vor. Die Ergebnisse des Vorkommens aller drei Virulenzfaktoren, die

zum Immune-Evasions Cluster (IEC) gehoren, sind signifikant mit p<0,001.
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Positiver Krankenhaus- Schweine Schweineassoziierte Umgebung
Nachweis patienten Menschen

Staphylokinase- 92,1 % 0% 0 % 0%
gen (n=129/140)

Chemotaxis- 74,3 % 0 % 0% 0%
inhibiting (n=104/140)

Protein-Gen

Staphylococcal 83,6 % 0% 3,0 % 3,0 %
Complement (n=117/140) (n=1/33) (n=1/33)

Inhibitor-Gen

Tabelle 42: Vorkommen der Gene des Immune-Evasion-Clusters.

4.10.11 Protein A (spa-Gen)

Das Protein A wurde bei allen analysierten MRSA-Isolaten, als §. awrens spezifisches Gen,

nachgewiesen.

4.10.12 Das Fibrinogenbindungs-Protein (fib-Gen mit 19kDa)

Das Fibrinogenbindungs-Protein-Gen (fib-Gen) konnte bei 81,4 % der
Krankenhauspatientenisolate (n=114/140) jedoch keinem Schweine-, keinem
schweineassoziierten Menschen- und keinem Umgebungsprobenisolat nachgewiesen werden. Das
Vorkommen ist signifikant (p<<0,001). Das fib-Gen konnte unter den Krankenhauspatienten bei
88 CC5 (77,2 %), drei CC1 (2,6 %), einem CC8 mit ST239 (0,9 %), 15 CC8 (13,2 %), zwei CCO6
(1,8 %), einem CC80 (0,9 %), einem CC8 (ST72) (0,9 %) und einem CC97 (0,9 %) nachgewiesen
werden. Es fehlte komplett bei den CC398, CC45 (agr-I), CC5 und dem CC22, der Isolate von

Krankenhauspatienten.
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MRSA Ge-
Krankenhaus- | Schweine |Schweine- Umgebung | samt
patienten assozilerte
Menschen
Fibrinogenbin- positiv 114 0 0 0 114
dungs Protein-Gen  negativ 26 132 33 33 224
Gesamt 140 132 33 33 338

Tabelle 43: Vorkommen des Fibrinogenbindungs-Protein-Gens.

4.10.13 Fibronectinbindendes Protein (fnb-Gen)

Das Fibronectinbindende Protein-A-Gen konnte ber allen Isolaten von Krankenhauspatienten

(n=140/140) und bei 93,9 % der Schweine (n=124/132), 69,7 % der schweineassoziierten

Menschen (n=23/33) und 69,7 % der Umgebungsproben (n=23/33) nachgewiesen werden. Das

Fibrinogen-bindende Protein-B-Gen kam bei 85 % der Isolate von Patienten, 98,5 % der

Schweine, 97 % der schweineassozuerten Menschen und 90,9 % der Umgebungsproben vor. Alle

positiven schweineassoziierten Isolate gehérten dem CC398 an.
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Abbildung 51: Vorkommen des Fibrinogen bindenden Protein-A und —B-Gens (p<0,001).
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4.10.14 Das Staphylococcus aureus Oberflichenprotein G (sasG-Gen)

Das Gen des S. awureus Oberflichenprotemns G trat ber 95,7 % der Isolate von Patienten auf
(n=134/140), jedoch nur bei 15,2 % der Isolate von Schweinen (n=20/132), 3 % der
schweineassoziierten Menschen- (n=1/33) und 6,1 % der Umgebungsprobenisolate (n=2/33).
Die beiden positiven Umgebungsisolate gehérten zu dem CC398-V und emem CC398 mit
atypischer SCCmec. Das eine positive Studentenisolat gehérte zum CC398 und 14 Schweineisolate
zu dem CC398-V, sowie weitere vier Schweine zu dem CC398-IV und zwei Schweine zu dem

CC398 ohne mogliche SCCmer-Zuordnung.

MRSA Gesamt
Krankenhaus- | Schweine | Schweine- | Umgebung

patienten assozilerte

Menschen
positiv 134 20 1 2 157

sasG-Gen )

negativ 6 112 32 31 181
Gesamt 140 132 33 33 338

Tabelle 44: Vorkommen des sasG-Gens (p<0,001).
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sasG-Gen Gesamt
[positiv negativ
CC398 1 ! 5
CC45 (agr-I) JO 2 2
CC5 88 0 38
CC22 19 0 19
CC1 3 0 3
CC8 (ST239) |1 0 1
CC8 15 0 15
CC80 2 0 2
CCo6 2 0 2
CC80 1 0 1
CC8 (ST72) |1 0 1
CC97 1 0 1
[Gesamt 134 6 140

Tabelle 45: SasG-Gen-positive und -negative CC der Krankenhauspatienten.

4.10.15 Clumping-Faktor und Kapsel (c/f-und cna-Gen)

Das Clumping Faktor A- und B-Gen war bei allen untersuchten Isolaten nachzuweisen.
AuBerdem konnte unter allen schweineassoziierten Isolaten das Kapseltyp-5-Gen nachgewiesen
werden. Unter den Krankenhauspatienten gehorten auch 92,1 % der Isolate (n=129/140) dem

Kapseltyp-5 an und nur 7,9 % der Isolate (n=11/140) dem Kapseltyp-8.

4.10.16 Die Enterotoxine (sea—sej-Gene)

In der Tabelle 46 wurde das Vorkommen aller Enterotoxingene dargestellt. Dabei kamen
msgesamt bemessen bei den Krankenhauspatienten auller die Enterotoxingene se2320 und sef alle
getesteten Enterotoxingene vor. Bei den schweineassozuerten MRSA-Isolaten konnten nur die

sea-, sea320-, sed-, sef-, seg- sowie s¢j-Enterotoxingene nachgewiesen werden.
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Enterotoxin- Positive | Positive | Positive Positive Signifikanz
gene Patienten | Schweine | schweineassoziierte | Umgebungsproben | P=

in % in % Menschen in % in %
sea 9,3 0,76 0 0 0,001
sea320 0 23 9,1 0,1 0,042
sea N315=entP 52,1 0 0 0 <0,001
seb 0,7 0 0 0 0,739
se¢ 8,0 0 0 0 0,001
sed 57,1 10,6 3 6,1 <0,001
sef=Enterotoxin- | 0 0 3 3 0,040
gen B
seg 79,3 2,5 0,1 3 <0,001
seh 2,1 0 0 0 0,233
set 0,8 0 0 0 <0,001
¢ 55,7 1,5 0 0 0,000
sek 3,6 0 0 0 0,066
sel 7,9 0 0 0 0,007
Enterotoxin- 79,3 0 0 0 <0,001
like Protein M-
Gen
Enterotoxin-like | 78,6 0 0 0 <0,001
Protein O-Gen | 72,9 0 0 0 <0,001
seq 3,6 0 0 0 0,066
ser 471 0 0 0 <0,001
Enterotoxin-like | 78,6 0 0 0 <0,001
protein U-Gen
Gesamt n= 140 132 33 33

Tabelle 46: Vorkommen der Enterotoxingene (in Prozent), bei den MRSA-Isolaten der

untersuchten Gruppen.
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4.10.17 Das Toxik Schock Syndrom Toxin-1 (zst7-Gen)

Das Toxik Schock Syndrom Toxin-1-Gen konnte nur bei MRSA-Isolaten von sechs
Krankenhauspatienten (n=6/140, 4,3 %) und einem Schwein nachgewiesen werden. Die
Krankenhauspatienten gehorten mit vier Isolaten dem CC22-MRSA-IV (tstl+)/"Middle Eastern
Variant" und mit zwei Isolaten dem CC5 an. Das Schweineisolat war dem CC398-V zuzuordnen.

Das Vorkommen ist nicht signifikant (p=0,110).

4.10.18 Die Staphylococcen Superantigen-like Proteine 1-11 (ss/Z-11-Gen)

Die Staphylococcal-Superantigene like Proteingene 1-11 kamen insgesamt bemessen bei allen
MRSA-Isolaten von Krankenhauspatienten vor. Im Gegensatz dazu konnten bei den Isolaten aus
den Schweinebetrieben nur die Gene ss5/7, ss/3, ss/5 und s5/10 nachgewiesen werden. Bei einem
ST398 Isolat eines invasiv befallenen Patienten kam noch das ss/9-Gen vor, wahrend die anderen
vier Isolate von Patienten nur die Gene s5/7, -3, -5 und -70 aufwiesen. Das Vorkommen der ss/7-

17-Gene ist signifikant (p<0,001).
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Gene der Positive Positive Schweineassoziierte | Positive
Staphylococcal Patienten | Schweine in Menschen Umgebungsproben
superantigen like in % % in % in %
Protein-Gene

ssl1 80 100 97 97

512 83,6 0 0 0

i3 84,3 0,8 3 3

ssi 80 0 0 0

ssl5 94,3 0,8 0 0

ssl6 17,9 0 0 0

ssl7 79,3 0 0 0

ss/8 81,4 0 0 0

5509 80,7 0 0 0

55110 92,9 33,3 21,2 33,3
sl 12,9 0 0 0
Gesamt n= 140 132 33 33
(absolute Zahlen)

Tabelle 47: Vorkommen der Staphylococcen—like Superantigen-Gene

untersuchten Gruppe (Vorkommen jedes Superantigens: p<0,001).

4.10.19 MRSA des CC398 der Krankenhauspatienten

in Isolaten jeder

Die folgende Tabelle 48 stellt die fiinf Isolate des CC398 der Krankenhauspatienten dar, unter

denen auffillig ist, dass ein Isolat eines kolonisierten Patienten Triger des sak-, chp- und sen- Gens

ist und auch bei einem invasiven Patientenisolat konnten diese Gene nachgewiesen werden,

genauso wie das beta-Hamolysin-Gen, das 55/9-Gen und das czp-7-Gen.
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4.11 Die genotypisierten MSSA-Isolate

Neben den MRSA-Isolaten wurden noch 7 MSSA-Isolate genotypisiert. Die Isolate stammten
von vier Landwirten, zwei Studenten und einer Sau. Das Vorkommen der unterschiedlichen CC
bei den untersuchten Gruppen ist nicht signifikant (p=0,068). Alle nachgewiesenen
Virulenzfaktoren der MSSA wurden in der Tabelle 49 dargestellt. Besonders auffillig ist, dass das

ST211-MSSA Isolat einer Sau Triger des PVL-Gens war.

Isolatherkunft Gesamt
Schweine- Student Sau
bauer
CC45-MSSA 2 0 0 2
CC398-MSSA 2 2 0 4
ST211-MSSA 0 0 1 1
IGesamt 4 2 1 7

Tabelle 49: CC der MSSA-Isolate.
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Vorkommen 2 Landwirte 2 Landwirte und|Eine Sau
2 Studenten
PVL-Gen +
agrl-Gen + 2 (Landwirte)
tstl-Gen + (2 Studenten) |+
entd-Gen + (2 Studenten)
entB-Gen +
entG-Gen + + (2 Studenten)
entl-Gen + (2 Studenten)
ent/-Gen +
selm-Gen +
hlg-Gen + +2 (Landwirte) [+
hla-Gen + (2 Landwirte) [+
sak-Gen + + (2 Studenten)
chp-Gen + +
55l-1-Gen + (2 Landwirte)
ssl-5-Gen +
ssl-7-Gen + (2 Studenten)
551-9-Gen + (2 Studenten)
ssl-10-Gen + (2 Landwirte)
cna-Gen + (2 Landwirte)
fib-Gen + + (2 Landwirte) |+
sasG-Gen + (2 Studenten)
hld-Gen + + (2 Landwirte)
nuc-Gen + + (2 Landwirte) |+

Tabelle 50: Virulenzgene der MSSA mit Herkunft der Isolate (in Klammern steht welche
Herkunft die Isolate des CC hatten, die positiv waren, falls dies nicht bei allen Isolaten der Fall

war).

4.12 Die MRSA-Isolate aus Europa

Die MRSA-Isolate aus Spanien (n=5), Dinemark (n=5), den Niederlanden (n=4) und der
Schweiz (n=5 und n=06) wurden mit dem Microarray genotypisiert, nachdem sie analog den
deutschen Isolaten angeziichtet und mit dem MALDI-TOF sowie dem VITEK2 als MRSA
bestitigt worden waren. Alle erhaltenen Ergebnisse wurden in Tabelle 51 dargestellt. Die

tehlenden Isolate (n=4) konnten mit dem Microarray nicht analysiert werden. Bei 86,4 % (n=22)
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der schweineassoziierten auslindischen Isolate, von Schweinen, Landwirten und Staubproben,
handelte sich um den ST398. Zwei Schweineisolate (9,1 %) gehorten dem ST49 an und ein
Schweineisolat dem ST1 (4,5 %). Insgesamt konnten Isolate von 17 Schweinen (77,3 %), zwei
Staubproben (9 %) und drei Landwirten (13,6 %) untersucht werden. Die Angaben tber die spa-
Typen, SCCmec und Resistenzen wurden von den zusendenden Professoren gemacht und die

Resistenzen mittels VITEK2 bestitigt.
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Land SP1 SP2 SP3 SP4 SP5 DEK1 DEK2 DE3 DE4 DES5S
Herkunft Sw LW LW Sw LW St St Sw Sw S
MLST ST398 ST393 ST393 ST398 ST398 ST398 ST398 ST398 ST398 ST393
spalyp t1451 t011 t588 t011 t108 A kA EA kA EA
SCCmec |V W v W v v v v v
mecA- X X X X X X X
agril- 3 3 L
|agrll-
|agrlil-

cerd2- 3 z

cerB2- 3 z

cerC- X b4 X X X X

tstl-

sed- X by z

seg- X

seh- ]

JukF- 3 3 X X

JukS- by by X I
ssi01- k: k: z

55102-

55103-

55104-

55105-

ssl06-

55107-

55108-

55109-

sslf0- b4 I
cna- X 3 hin X X X

fib-

mbA- e e z I
mbB- k: k: X

map- k: k: X

sasG- X

vIFF- 3 3 X

aucl- 3 3 X

hid- b4 b4 4 b4
hib-

hla-Gen X X X X X X X X
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ILand NL1 NL2 Chl CH?2 CH3 |CH4 CHS5 CHe6 CH7 CHSE CHY9 CHI10
Herkunft Sw Sw Sw Swr Sw Sw Sw Sw Sw Sw Sw Sw
MLST ST398 |sT393 |SUMOIsT398  [SEAISTHO N IST308  |ST308 |ST398  [ST398  |ST398  |ST398
spalvp t011 t011 5t208 st011 t2279 |t208 t2034 t034 t034 t034 t034 t034
SCCmec v v v v v v v v v v v v
mecA- 4 4 4 z by iy z z
\agri- X X X X
\agrll-

\agrlli-

ccrAZ- X X X

ccrB2-
cerC- 4 z iy z z 4 4 e 4

tstt- R

sed-
[seg- z
seh-
\ukF- iy 4 4 e hiy by by iy 4 iy e
HukS-
ss101- X X X X X X X X X bt
s5102-
55103-
s5104-
s5105-
s5l06-
55107-
s5I08-
55109-
ssI10-
cna-
fib-
fmbA-
fnbB-
map- X

]

b

b

b

sasG-

=]
8
il
W

R ]
ERERECRERERERE]

=
§
]
ERERERERERERERERE
ERERERERERERERERE]
ERERERERERERERERE]

hla-Gen X X

Tabelle 51: Die Isolate aus dem Ausland (Spanien, Dinemark, Niederlande und Schweiz) mit
Angabe der Herkunft, der Genotypisierung und der Virulenzgene (X=Gen ist vorhanden).
Blaue Markierungen zeigen Unterschiede zu den deutschen MRSA-Isolaten aus den

Schweinebetrieben an.
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Die Isolate der Schweime des ST398 waren sowohl in Deutschland (Ergebnisse des Uniklinikums
Heidelberg, genaue Studien zu Antibiotikaresistenzen bei Schweinen laufen noch) als auch im
Ausland alle gegen Oxacillin, Penicillin, Cefuroxim und Tetracyclin resistent. Die Anzahl von 166
Schweineisolaten beruht darauf, dass von den insgesamt isolierten 172 MRSA von Schweinen nur

noch 166 anzuziichten waren bzw. zu Ergebnissen des Vitek2 fiihrten.

n=Anzahl d. Isolate [ n=166 n=13
Oxacillin 100 % 100 %
Benzylpenicillin 100 % 100 %
Cefuroxim 100 % 100 %
Tetracyclin 100 % 100 %
Clindamycin 75,90 % 76,90 %
Clarithromycin 73,50 % 69,20 %
Erythromycin 72,30 % 69,20 %
Trimethroprim 52,40 % 69,20 %
Gentamicin 20,50 % 15,40 %
Ciprofloxacin 9,00 % 7,70 %
Moxifloxacin 6,00 % 7,70 %
Fosfomycin 1,80 % 0 %
Fusidin Siure 1,80 % 0%
| Tigecycline 0 % 0 %
Vancomycin 0 % 0 %
Mupirocin 0 % 0 %

Tabelle 52: Resistenzen der Isolate von Schweinen, aus dem Ausland und Deutschland in

Prozent.

4.13 Ergebnisse des Fragebogens

Der ausgeteilte Fragebogen wurde nur von Studenten und Tierdrzten ausgefiillt und die
Landwirte machten, aus Vertrauensgriinden, nur miindliche Angaben zu den Antibiotikagaben in
threm Betrieb. In der folgenden Tabelle 53 wurde der MRSA-Status der Personen mit
Schweinekontakt und deren Antibiotikaemnahme in den letzten 6 Monaten dargestellt. Die
Tabelle 53 zeigt, dass der Zusammenhang zwischen emner Antibiotikaemnahme und dem

Auftreten des CC398-V nicht signifikant ist (p=1,039).
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Beruf MRSA Status AB-Einnahme in den letzten 6 Mo.
Studentin positiv

Studentin positiv

Tierarzt negativ negativ nein
Studentin negativ negativ nein
Studentin negativ negativ ja
Studentin negativ

Studentin positiv

Studentin positiv

Studentin negativ

Studentin positiv

Student positiv

Studentin positiv

Studentin positiv

Tierdrztin positiv

Tierdrztin positiv

Studentin positiv

Studentin positiv

Studentin positiv

Tabelle 53: Die beprobten Personen mit Schweinekontakt mit MRSA-Status und Angaben zum

CC und der SCCwec sowie zu ihren Antibiotikaecinnahmen in den letzten sechs Monaten.
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5. Diskussion

5.1 MRSA-Pravalenz in Schweinebetrieben

5.1.1 MRSA-Herdenprivalenz mit MRSA-Vorkommen nach geographischer
Verteilung und MRSA-Privalenz der Schweine

In der votliegenden Studie konnten in insgesamt 85,2 % der untersuchten Betriebe (n=23/27)
MRSA des CC398 in Nasentupfern von Schweinen oder der Umgebung nachgewiesen werden.
Von den 23 MRSA-positiven Betriecben war in 21 Betrieben mindestens ein Schwein nasal
besiedelt (77,7 %) und in 22 Betrieben (81,5 %) wurden MRSA in der Umgebung nachgewiesen.
In 51,9 % der Betriebe (n=14/27) konnten MRSA sowohl bei den Schweinen, den Landwirten

als auch in den Umgebungsproben gefunden werden.

Die MRSA-Privalenz in den beprobten Betrieben liegt unter der von Keller et al. (2010)
gefundenen MRSA-Privalenz, welche durch Nasentupferentnahme von Schweinen ermittelt
wurde. Diese betrug 88,5 % an MRSA-positiven Betrieben in Nordwestdeutschland. Die hohere
Anzahl positiver Betriebe in der Studie von Keller et al. (2010) ldsst sich darauf zurtickfihren,
dass Nordwestdeutschland die Region mit der hochsten Schweinedichte in Deutschland ist.
Insgesamt betrachtet besitzen Niedersachsen 30,6 %, NRW 24,2 %, Baden-Wirttemberg 7,7 %

und Hessen 2,5 % der deutschen Schweinebetriebe (Statistisches Bundesamt 2011).

In der vorliegenden Studie wurden allerdings neben Niedersachsen, Baden-Wirttemberg und
Nordrheinwestfalen, die iiber 90 % positiver Betriebe aufwiesen auch Hessen beprobt, mit einer
weitaus geringeren Schweinedichte und nur 75 % (n=9/12) MRSA-positiver Betriebe. Die
geringere Privalenz in Hessen ist auf die geringere Schweinedichte des Bundeslandes

zuriickzufihren und senkt somit die Gesamtprivalenz der vorliegenden Studie.

Vergleicht man dagegen die Betriebsprivalenz von Keller et al. (2010) von 88,5 % mit den
Ergebnissen an positiven Betrieben dieser Studie, ermittelt nur durch Nasentupfer von
Schweinen aus Niedersachsen, kommt man mit einer Betriebsprivalenz von 90,9 % (n=10/11)
zu vergleichbaren Ergebnissen. Diese lassen sich somit auf die Schweinedichte der Region
zurlickfihren, da Niedersachsen 30,6 % aller Schweinebetriebe in Deutschland besitzt
(Statistisches Bundesamt 2011) und die Ergebnisse somit fur eine gute Probenentnahme und

Anzucht sprechen.
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In Nordrheinwestfalen wurden von Harlizius et al. (2010) in 70 % der Schweinebetriebe
(n=28/40) MRSA aus Nasentupfern isoliert, was unter den 77,7 %, dutch Nasentupfer
ermittelten positiven Betrieben dieser Studie liegt. Zu beachten ist dennoch, dass in der
vorliegenden Studie nur zwei Betriebe in Nordrheinwestfalen lagen, von denen 50 % anhand
von Nasentupfern und 100 % mit Nasentupfern oder Umgebungsproben positiv getestet

wurden.

In Niedersachsen fanden Schulte-Wuelwer et al. (2010) in 57,4 % der untersuchten
Schweinebetriecbe MRSA im Staub oder in Nasentupfern (n=31/54). Somit liegt die MRSA-
Privalenz von Schulte-Wuelwer et al. (2010) auch unter der MRSA-Gesamtbetriebsprivalenz
von 85,2 % in dieser Studie, ermittelt anhand von positiven Schweine- und Umgebungsisolaten.

Des Weiteren lag sie auch unter der Betriebsprivalenz aus Niedersachsen von 90,9 %.

Tenhagen et al. (2010) wiesen in nur 52,4 % der beprobten Betriebe in Deutschland
(n=152/290) MRSA in Staubproben nach. Auch Kock et al. (2009) erfassten eine
Betriebsprivalenz von 59 % (n=51/86), durch den MRSA-Nachweis in Umgebungsproben
sowie bei 70 % der untersuchten Betriebe (n=28/70) durch MRSA-Nachweis in Nasentupfern
von Schweinen. Dagegen lag in dieser Studie eine weitaus hoéhere Privalenz von 81,5 % der
Betriebe mit MRSA in der Umgebung vor. Aullerdem wurden 77,7 % der Betriebe anhand von
Schweinenasentupfern als MRSA-positiv identifiziert, was auch tber den Ergebnissen der
anderen Studien liegt. Eine mogliche Ursache fiir die geringeren Bestandsprivalenzen von
Tenhagen et al. (2010) und Schulte-Wuelwer et al. (2010), trotz dhnlicher Anzucht mit vorheriger
Anreicherung, kénnte die mittlerweile noch bessere Anpassung der MRSA an die Schweine und
die vermutlich erhéhte Virulenz durch weitere Aufnahme von Virulenzfaktoren sein, da die
vorliegende Studie tiber drei Jahre spiter durchgefithrt wurde. Darauf deuten auch die Studien
von Frick (2010), aus Bayern, mit eciner Betriebsprivalenz, ermittelt durch
Schweinenasentupferentnahme, von 45 % (n=27/60), sowie von Fischer (2011) mit einer
Betriebsprivalenz von 66,7 % (n=12/18), ermittelt durch Staubproben hin. Auch diese
Ergebnisse bleiben hinter den Privalenzen der vorliegenden Studie zuriick. Dagegen konnte
Brockers (2011), durch Staubprobenentnahme in Ost- und Nordwestdeutschland, eine
Betriebsprivalenz von 81 % nachweisen (n=39/48), allerdings wieder in der schweinedichtesten

Region Deutschlands.

Auch in den Niederlanden konnten Broens et al. (2010) in nur 56 % (n=28/50) der beprobten

Schweinebetrieben MRSA in Nasentupfern nachweisen. Van Duikeren et al. (2007) wiesen in
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nur 23 % (n=7/31) der mit Nasentupfer von Schweinen untersuchten niederlindischen Betriebe
MRSA nach und blieben somit auch weit unter der Anzahl an MRSA-positiven Betrieben in
dieser Studie zuriick. Die geringere MRSA-Privalenz in den Niederlanden koénnte auf das
Resistenzmonitoring von MRSA in Krankenhdusern bei Einlieferung zuriickzufithren sein,
welche sowohl eine Ubertragung von Landwirten und Tierirzten auf andere Patienten als auch
eine Ubertragung von MRSA von Landwirten auf ihre Schweine, sowie die resultierende
Rickiibertragung, reduziert. Noch geringere Privalenzen wiren durch die Einfithrung eines
Entlassungsscreenings zu erzielen, um die Ubertragung von neu erworbenen MRSA bzw. MRSA
des ST398 mit neuen Virulenzgenen durch horizontalen Gentransfer, von den Landwirten nach
einem Krankenhausbesuch auf ihre Schweine zu unterbinden und den Kreislauf der

vermutlichen Virulenzsteigerung der MRSA aus den Krankenhausern heraus zu durchbrechen.

Zu ebenfalls geringeren Ergebnissen, verglichen mit dieser Studie, kamen Battisti et al. (2010)
und fanden in Italien in nur 38,1 % der untersuchten italienischen Schweinebetriebe (n=45/118)
MRSA in Schweinenasen und auch in Ontatio/Kanada lag die von Kanna et al. (2010) ermittelte

Betriebsprivalenz bei 45 % (n=9/20).

Zusammenfassend lassen sich die Ergebnisse der Betriebsprivalenzen der vorliegenden Studie
im oberen Drittel, der bisher durchgefithrten MRSA Studien mit Schweinen und
Umgebungsproben im In- und Ausland, einordnen. Dies geht einerseits auf eine immer weiter
gesteigerte Ausbreitung der MRSA durch Zukauf aus positiven Ferkelerzeugerbetrieben und von
Jungsauenproduzenten (Armand-Lefevre et al. (2005), Van Duijkeren et al. (2007), Smith et al.
2009) hervor. Andererseits wird die Anpassung der MRSA, des ST398, der in dieser Studie als
einziger ST in den Schweinebetrieben vorkam, an die Schweine immer besser und der Erwerb
von Virulenzfaktoren von HA- und CA-MRSA steigt an. Dies deckt sich auch mit der erhéhten
Anzahl an Virulenzgenen in dieser Studie und fihrt vermutlich Gber lingere Zeit gesehen zu
einem Anstieg der Virulenz der MRSA des ST398. Somit wire ein MRSA-Screening der
Zuliefererbetriebe erforderlich, um die Weiterverbreitung von MRSA auf andere Betriebe und
deren Landwirte einzudimmen. AuBlerdem miisste ein MRSA-Screening, aller Personen mit
Schweinekontakt vor und nach einem Krankenhausaufenthalt zur Vermeidung der

Weitertibertragung durchgefiihrt werden.

In der votliegenden Studie waren 50,1 % der untersuchten Schweine (n=172/343) nasal mit
MRSA besiedelt. Keller et al. (2010) konnten MRSA in 54,8 % (n=126/230) der untersuchten

Nasentupfer von Schweinen aus Nordwestdeutschland nachweisen und erhielten somit eine nur
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etwas hohere Privalenz, im Vergleich zu der vorliegenden Studie, trotz der hohen
Schweinedichte in Nordwestdeutschland. Auch in der Studie von Schulte-Wuelwer et al. (2010)
aus Niedersachsen wurde eine MRSA-Privalenz von 43,6 % bei Schweinen (n=235/540)
festgestellt. Diese liegt nur geringfiigig unter den Ergebnissen dieser Studie und die Anzucht mit
vorheriger Anreicherung war identisch. In Bayern erhielt Frick (2010) eine geringere MRSA-
Privalenz von 33,3 % durch die Entnahme von Schweinenasentupfern (n=211/634). Dies
deutet wiederum auf ecine gestiegene Verbreitung der MRSA unter den Schweinen, eine
vermutlich erhéhte Virulenz, verglichen mit dem Jahr 2010 in dem die Studie von Schulte-
Wuelwer et al. stattfand, sowie auf eine angestiegene Durchseuchung der Betriebe, auch in

Regionen mit geringerer Schweinedichte hin.

In Belgien wiesen Denis et al. (2009) unter Schweinen, die auch mit Nasentupfern beprobt
wurden, bei 44,2 % (n=663/1500) MRSA nach und erhielten eine etwas geringere Privalenz als
in dieser Studie und in Ontario/Kanada waren nur 24,9 % (n=71/285) der von Khanna et al.

(2008) untersuchten Schweine mit MRSA infiziert.

In Studien mit Schweinen, die auf dem Schlachthof vor der Schlachtung mit Nasentupfern auf
das Vorkommen von MRSA untersucht wurden, konnten Wulf et al. (2008) zeigen, dass 39 %
der beprobten Schlachthofschweine MRSA-Trager waren. Auch De Neeling et al. (2007)
untersuchten 540 Schweine, aus neun verschiedenen Schlachthéfen in den Niederlanden und
fanden eine MRSA-Privalenz von 39 % (n=209/540). Im Schlachthof von Teneriffa konnte
sogar eine MRSA-Privalenz bei Schweinen von 85,7 % (n=257/300) von Arias et al. (2011)
nachgewiesen werden. Diese sehr hohe MRSA-Privalenz im Vergleich zu der vorliegenden
Studie (50,1 %) ldsst sich auf den engen Kontakt der Schweine auf der Insel Teneriffa
zurickfihren, aufgrund der geographischen Bedingungen. Auf der Insel werden Schweine
auflerdem unter den einzelnen Betrieben verkauft und somit die MRSA verbreitet. Des Weiteren
konnte Broens et al. (2010) zeigen, dass die MRSA-Privalenz bei Schweinen im Schlachthof
hoher sei als bei den gleichen Schweinen zuvor in den Betrieben. Dies weist darauf hin, dass eine
schnelle Ubertragung der MRSA in kurzer Zeit unter engen Haltungsbedingungen und Stress
erfolgen kann und weiter ansteigen wird, worauf die erhchten Privalenzen in dieser Studie

hindeuten.

In der vorliegenden Studie ist insgesamt auffallig, dass die MRSA-Betriebspravalenz, von 77,7 %,
die durch Nasentupferentnahme von Schweinen ermittelt wurde, hoher ist als die MRSA-

Pravalenz der Schweine mit 50,1 %. Dies stimmt auch im Vergleich der MRSA-
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Bestandsprivalenz mit der Privalenz der beprobten Schweine, bei Keller et al. (2010) von 88,5
% und 54,8 %, bei Schulte-Wuelwer et al. (2010) von 57,4 % und 43,6 %, bei Van Duijkeren et
al. (2007) von 23 % und 11 % sowie bei Khanna et al. (2008) von 45 % und 24,9 %, tberein.

Auch anhand der MRSA-Privalenz bei Schweinen sind die Ergebnisse der vorliegende Studie im
oberen Drittel, im Vergleich zu anderen bisher stattgefundenen Untersuchungen, einzuordnen
und zeigen wiederum die gesteigerte MRSA-Ausbreitung und deuten bereits auf die vermutlich
ethohte Virulenz hin, durch den Erwerb neuer Virulenzgene, welche ebenfalls in dieser Studie

neu gefunden wurden, verglichen mit den ST398 Isolaten vergangener Jahre.

5.1.2 Intraherdenprivalenz der Schweine mit MRSA

Die Intraherdenpravalenz der Schweine mit MRSA lag bei durchschnittlich 67,3 %. Unter den
Betrieben waren vier hochprivalente Betriebe mit iiber 95 % positiver Schweine und sechs
(n=6/27) niedrigprivalente, mit einer Intraherdenprivalenz von 0 %. Die meisten Betriebe
wiesen Intraherdenprivalenzen von tber 50 % auf (n=16/27). Diese Ergebnisse zeigen, dass es
sich um keine Einzeltiererkrankung im Bestand handelt, sondern um ein Bestandsproblem.
Brockers (2011) erhielt eine geringere Intraherdenprivalenz von nur 49 %, im Vergleich zu der

vorliegenden Studie, allerdings mit gepoolten Nasentupfern von Schweinen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die leicht divergierende Anzahl an beprobten
Schweinen pro Betrieb einen geringen Finfluss auf das Finden von positiven Schweinen hat, da
bis auf einen Betrieb immer mindestens ein Viertel der beprobten Schweine positiv waren und
somit bei mindestens 10 beprobten Schweinen pro Betrieb kaum Betriebe mit MRSA, durch

Nasentupferentnahme, nicht erkannt werden.

Insgesamt ist aber auffillig, dass selten im Bestand MRSA bei allen Schweinen nachgewiesen
werden konnte. Dies kann darauf zurickzufihren sein, dass eine austechende Konkurrenzflora
mit MSSA vor der Besiedelung schiitze, wie Meemken et al. (2008) und Van Cleef et al. (2013)
nachgewiesen haben und welche auch in der vorliegenden Studie als Zufallsbefund gefunden und
mitanalysiert wurden. Auch Nathaus et al. (2010) zeigten, dass Ferkel mit nasaler MSSA-
Besiedelung, in ihrem weiteren Leben nur halb so oft MRSA-Triger sind, als nicht mit MSSA
besiedelte Schweine. Des Weiteren kénnen Schweine ihren MRSA-Status dndern und MRSA-

negativ werden, was auch erklart warum nicht alle Schweine betroffen sind (Weese et al. 2010).
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5.1.3 MRSA-Privalenz bei unterschiedlichen Altersklassen: Ferkel, Absetzer,

Mastschweine, Sauen und Deckeber

In dieser Studie wurde die hochste MRSA-Privalenz bei den Absetzern mit 64,3 % (n=72/112)
und den Mastschweinen mit 53,8 % (n=28/52) festgestellt. Dann folgten die Deckeber mit 50 %
(n=1/2), von denen allerdings nur zwei beprobt wurden, die Ferkel mit einer Privalenz von 42,9
% (n=54/126) und die Sauen mit 33,3 % (n=17/34). Die Unterschiede der Privalenz des MRSA-

Vorkommens zwischen den einzelnen Altersklassen waren signifikant (p<0,001).

Frick (2010) erhielt eine dhnlich hohe MRSA-Privalenz von Ferkeln mit 37,6 %, wie in dieser
Studie mit 42,9 %. Die hohe Privalenz der Absetzer gegeniiber den Ferkeln ist auf den
steigenden Stress und die daraus resultierende Immunsuppression zuriickzufithren, sodass v.a.
Absetzer gefihrdet sind mit MRSA kolonisiert zu werden. Die hohe Privalenz bei Absetzern
erklirte auch Weese et al. (2010) durch den Stress beim Absetzen, dem Zusammensetzen
MRSA-positiver und negativer Ferkel sowie dem vermehrten Staubaufkommen mit
zunehmendem Alter und zunehmender Bewegung. Einige Schweine werden mit zunehmenden
Alter wieder MRSA-negativ und auch die Sauen bauen mit ansteigendem Alter ein besseres
Immunsystem auf, was ihre geringere Besiedelung mit MRSA erklirt (Frick 2010) und eine
weitere Begrindung ist, warum nicht bei allen Tieren, aus MRSA-positiven Betrieben, MRSA

nachgewiesen wurden.

Die hohe MRSA-Privalenz bei Absetzern und Mastschweinen erklirt Van Duijkeren et al. (2007)
durch den Zukauf von MRSA-positiven Schweinen und der schnellen Verbreitung. Dies
geschieht aufgrund des Stresses und des engen Tierkontaktes im Flatdeck. Auch Staub mit
MRSA, der auch in dieser Studie eine hohe MRSA-Privalenz aufwies, fihrt zu einer raschen

Besiedelung der neu eingestallten Tiere.

Bei Mastschweinen erhielt de Neeling et al. (2007) eine Priavalenz von nur 39 % und auch Frick
(2010) nur eine Privalenz von 35,6 %, im Gegensatz zu den 53,8 % positiver Mastschweine
dieser Studie. Frick (2010) erhielt in Bayern eine etwas geringere MRSA-Privalenz von Sauen mit
23,9 % im Vergleich zu den 33,3 % dieser Studie. Die geringe MRSA-Pravalenz der Sauen, im
Vergleich zu den anderen Altersklassen, hingt mit dem besser ausgeprigten Immunsystem und
geringeren Antibiotikaeinsatz zusammen, da eher bei Bedarf des Einzeltieres Antibiotika gegeben

werden. Aullerdem erklirte Frick (2010), dass die Haltung der Sauen in Kastenstinden oder
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Kleingruppen mit weniger Kontakt zu anderen Schweinen und konstanteren Gruppen zu einem

geringeren MRSA-Infektionsrisiko fihren.

Meemken et al. (2008a) fand bei keiner der untersuchten Sauen in Nordwestdeutschland MRSA
(n=0/39). Auch in der Studie von Meemken et al. (2008a) wurde eine MRSA-Privalenz von 17,5
% der Absetzer, 11,1 % der Mastschweine und 10,2 % der Ferkel nachgewiesen, die unter den
Ergebnissen dieser Studie liegen. Zwambag et al. (2009) zeigten, dass Ferkel einer MRSA-
positiven Mutter ein 6,7 % hoheres Risiko haben sich bis zum Absetzen mit MRSA zu infizieren,

als Ferkel einer negativen Mutter.

Die hohen MRSA-Privalenzen bei den verschiedenen Altersklassen dieser Studie zeigen, im
Vergleich zu den Ergebnissen anderer fritherer Studien, dass sich MRSA unter den Schweinen
vermehrt ausgebreitet haben, durch das Erwerben von weiteren Virulenzfaktoren, wie in der

vorliegenden Studie gezeigt wurde und durch die hohe Ubertragungsrate unter den Schweinen.

5.2 MRSA-Privalenz bei Landwirten, Tierdarzten und Studenten

Bei 59,3 % der untersuchten Betriebe (n=16/27) in dieser Studie wurden MRSA bei den
Landwirten isoliert. Insgesamt waren 56,4 % der Landwirte (n=22/39), 22,2 % der Tietirzte
(n=2/9) und 68,8 % der Tiermedizinstudenten (n=11/16) mit MRSA kolonisiert. Davon waten
in 15 Betrieben (n=15/27) sowohl die Landwitte als auch ihre Schweine MRSA-Triger und in 14
Betrieben sowohl die Landwirte, die Schweine als auch die Umgebung positiv. Nur in einem
Betrieb war der Landwirt aber weder seine Schweine noch die Umgebungsproben MRSA-positiv.
Dieser Landwirt kann sich allerdings auch au3erhalb seines Stalles mit MRSA infiziert haben. In
drei Betrieben waren die Schweine mit MRSA kolonisiert ohne, dass die entsprechenden
Landwirte des Hofes sich infiziert hatten. Auffallig ist, dass alle Isolate von schweineassoziierten

Menschen dem ST398 angehéren, wie auch alle Umgebungs- und Schweineisolate dieser Studie.

Die hohe Anzahl an kolonisierten Studenten, Tierdrzten und Landwirten kann auf die hohe
MRSA-Privalenz im Staub zurtickgefithrt werden. Allerdings wurde die Nasentupferentnahme
von den schweineassoziierten Personen selbst durchgefiihrt ohne Fachleute zum genauen
Vergleich der Probenentnahme. Vermutlich lige die Privalenz noch héher wenn alle Proben vom
gleichen Arzt mit exakt gleicher Eindringtiefe in die Nase entnommen worden wiren.

Auch die Studie von Nathaus et al. (2010) mit 68 % MRSA-positiven Staubmasken, nach dem

Besuch eines Schweinebetriebes, zeigt das hohe MRSA-Besiedelungsrisiko fiir Menschen im
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Schweinebetrieb mit MRSA des ST398. Dies zeigt auch die hohe MRSA-Privelenz unter den
Tiermedizinstudenten, die in den Betrieben innerhalb kutrzer Zeit mit MRSA besiedelt werden,
wihrend ihres zweiw6chigen Praktikums in der Schweineklinik und ohne sonstigen regelmifligen
Kontakt zu Schweinen. Bisher wurden bekannterweise noch keine Tiermedizinstudenten in
anderen Studien auf das Vorkommen von MRSA nach einem Aufenthalt im Schweinebetrieb
untersucht, allerdings werden Tierdrzte bereits vom Robert-Koch Institut als MRSA-

Risikogruppe eingestuft (Wulf et al. 2008, Nathaus et al. 2010).

Das hohe Risiko der Landwirte sich in ihrem Betrieb mit MRSA zu besiedeln und diese weiter zu
Ubertragen zeigte auch Voss et al. (2005), da er nachwies, dass MRSA des ST398, zwischen
niederlindischen Schweinebauern mit positiven Schweinen und von diesen auf ihre
Familienmitglieder ohne Schweinekontakt tibertragen werden kénnen. In Frankreich konnte
Armand-Lefevre (2005) zeigen, dass Schweinebauern ein hoheres Risiko haben mit MRSA

kolonisiert zu werden als die normale Bevélkerung.

Des Weiteren besteht somit auch ein Risiko fiir die Gesellschaft, durch die Ubertragung von
MRSA des ST398 auf Personen ohne Schweinekontakt sowie die Einschleppungsgefahr in
Krankenhiuser mit Ubertragung auf andere Patienten. Daran schlieBt sich eine Riickiibertragung
potentiell virulenter gewordener ST398 auf die Schweine des Landwirtes nach einem
Krankenhausaufenthalt an und der Kreislauf der vermutlichen Virulenzsteigerung durch den
Erwerb immer neuer Virulenzgene geht aufgrund noch fehlender Entlassungsscreenings weiter.
Das Auftreten des ST398 in dem Universititsklinikum Heidelberg wurde in dieser Studie bereits
belegt. Denis et al. (2009) konnten zwar eine geringere MRSA-Privalenz von 37,8 %, bei
untersuchten Landwirten (n=48/127) in Belgien nachweisen. Jedoch liegt auch diese Privalenz

schon weit tiber der MRSA-Privalenz in belgischen Krankenhdusern.

In den Niederlanden konnten Wulf et al. (2010) bei 50 % der untersuchten Schweinebauern
MRSA nachweisen (n=13/26), was sich auch mit den Ergebnissen dieser Studie deckt. Bei
bayerischen Landwirten erhielt Frick (2010) nur eine MRSA-Privalenz von 29,3 % (n=34/110),
durch die Entnahme von Nasentupfern. Allerdings wurde in der vorliegenden Studie noch
Niedersachsen mit einer hohen Schweinedichte beprobt und auch in den Niederlanden ist die
Schweinedichte sehr hoch. Im Gegensatz zu den 22,2 % MRSA-positiver Tierdrzte, in der
vorliegenden Studie, erhielten Wulf et al. (2008) nur eine MRSA-Privalenz von 12,5 % bei der
Beprobung von Schweinetierdrzten einer Schweinegesundheitskonferenz in  Didnemark.

Allerdings konnten die Tierdrzte auch schon wihrend ihrer Anreise ithre MRSA-Trigerschaft
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verloren haben. Die insgesamt geringere MRSA-Privalenz bei Tierirzten, im Vergleich zu den
Landwirten, sowohl in der Studie von Wulf et al. (2008) als auch in der vorliegenden, kann auf
die geringere Expositionsdauer von Tierirzten zu MRSA verseuchtem Staub und Schweinen als
auch auf die Moglichkeit der Dekolonisation nach einigen Tagen zuriickzufiihren sein. Diese
wichtige Ubertragungsmoglichkeit iiber die Stallluft sowie den direkten Schweinekontakt stellten
auch Denis et al. (2009) heraus. Auch Huber et al. (2011) konnten durch Nasentupferentnahme
in der Schweiz nur bei 3 % (n=4/133) der beprobten Tierirzte MRSA nachweisen.

Im Schlachthof von Teneriffa wurden insgesamt 9,3 % (n=5/43) der anwesenden
Schweinebauern (n=3/17), Tierirzte (n=1/19) und Metzger (n=1/7) positiv auf MRSA des
ST398 getestet (Arias et al. 2011) und auch Van Cleef et al. (2010) fand eine geringe MRSA-
Privalenz von 5,6 % (n=14/249) bei Metzgern in Schlachthéfen. Diese Ergebnisse zeigen
deutlich, dass der MRSA verseuchte Staub ein héheres Infektionstisiko darstellt als die Schweine,
dem Tierirzte und Metzger nicht in dem hohen Mal3e wie Landwirte ausgesetzt sind. Aulerdem
besteht fiir Tierdrzte und andere Personen ohne tiglichen Schweinekontakt die Moglichkeit die

MRSA-Tragerschaft nach einigen Tagen wieder zu verlieren (Denis et al. 2009).

5.3 MRSA Privalenz von Umgebungsproben

Insgesamt waren in der vorliegenden Studie 56,3 % der Umgebungsproben (n=72/128) MRSA-
positiv. In den enthommenen Umgebungsproben wurden bei 52,4 % der Spielketten (n=22/42),
50 % der Trinken (n=14/28), 70 % der Sockentupfer (n=21/30) und 53,6 % der Staubproben
(n=15/28) MRSA nachgewiesen. Frick (2010) erhielt in Bayern eine Privalenz von 66%
(n=63/96) bei Staubproben und 78 % durch Sockentupferentnahme (n=74/95), welche etwas
tber den Privalenzen der vorliegenden Studie liegen, allerdings beprobte er nur Mastbetriebe in
denen das Staubvorkommen, durch die erthohte Bewegung grof3er Tiere hoch ist. Von Nathaus
et al. (2010) konnten bei 68 % der Staubmasken, welche von Tierdrzten in Bestinden getragen
wurden, MRSA nachgewiesen werden. Dies zeigt das hohe Risiko der MRSA-Ubertragung durch
Staub auf den Menschen. Auch Broens et al. (2010) wiesen MRSA im Stallstaub nach und
bestitigen das Risiko der MRSA-Transmission durch Staub von infizierten Schweinen auf andere
Tiere und auf Menschen. Die Ergebnisse dieser Studie sowie auch von Frick (2010) zeigen, dass
die Sensitivitit fir den MRSA-Nachweis der Sockentupfer hoher ist als bei den Staubproben.
Fischer (2010) analysierte Trankenippel und Spielketten beim Einstallen, wobei schon 20 %
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beim Einstallen positiv waren und 100 % beim Ausstallen. Die hohe Besiedelungsrate von 50 %
der Trinken und 52,4 % der Spielketten, die in dieser Studie erfasst wurde, ist auf die hohe
Tenazitit der MRSA zuriickzufihren. Zwar waren nur 50 % der untersuchten Trinken positiv
jedoch wurden die Tiere zu der Zeit auch noch nicht ausgestallt, wie in der Studie von Fischer
(2010), mit 100 % MRSA-positiven Trinken am Ende des Mastdurchganges. Durch ihre
Fahigkeit Biofilme zu bilden und an der Oberfliche zu haften sind MRSA schlecht zu beseitigen
und im nichsten Durchgang der Stallbelegung noch vorhanden, wie Fischer (2010) zeigte. Auch
in der votliegenden Studie waren in 95,7 % der Betriebe (n=22/23) sowohl der Staub als auch
die Schweine MRSA-positiv, was die Ansteckungsgefahr fiir neu eingestallte Schweine tiber den
MRSA verseuchten Staub bestitigt. Ebenfalls wurde in 51,9 % der untersuchten Betriebe
(n=14/27) MRSA sowohl bei den Umgebungsproben, den Schweinen und den Landwirten des
Betriebes nachgewiesen, mit dem ST398, was zeigt, dass sich die Landwirte tiber ihre Schweine

und Uber den Staub anstecken konnen.

Auch die Spielketten und Trinken stellen, da sie sowohl in stindigem Kontakt mit den
Schweinen als auch dem Staub sind, eine stindige Infektionsquelle fiir neue Schweine dar.
Sowohl auf diesen Oberflichen als auch im Staub kénnen MRSA bis zu sechs Monate
tberleben, jedoch mindestens bis zum nichsten Durchgang, da Schweineschuppen und Kot im
Staub eine gute Nahrungsgrundlage bilden, vor allem an Orten, die fiir die Reinigung und
Desinfektion schwer zuginglich sind. So stellen Staub und Gegenstinde bei unzureichender und
zu kurzer Reinigung und Desinfektion eine stindige Infektionsquelle dar. Dies zeigt auch den

hohen Schweregrad MRSA freie Schweinebestinde zu erhalten.

Die im Vergleich zur MRSA-Privalenz von Schweinen mit 50,1 % etwas hohere MRSA-
Pravalenz der Umgebungsproben mit 56,3 % kann mit dem stindigen Kontakt zu Antibiotika im
Futterstaub zusammenhingen (Murphy et al. 2007). Dieser stindige Kontakt, sowie die
Konkurrenzflora haben schon frith zu einer Selektion der MRSA gefiihrt, was auch die
Dominanz des ST398 erklirt und sie kénnen im Staub viel linger tiberleben und sich stindig

Vermehren, als in einem nur sechs Monate lebenden Schwein.

5.4 MRSA in unterschiedlichen Betriebsstrukturen

Die hochste MRSA-Pravalenz, ermittelt durch Nasentupfer von Schweinen und Staub, lag bei

den Ferkelerzeugern in dieser Studie bei 80 % (n=4/5) sowie den Systemen mit Ferkelerzeugung
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und angeschlossener Mast bei 78,6 % (n=11/14). Die Mastbetriecbe wiesen eine MRSA-
Privalenz von 71,4 % auf (n=5/7). Des Weiteren war noch ein positiver Jungsauenbetrieb in der

Studie erfasst worden aber ohne weiteren Betrieb zum Vergleich.

Die hohe MRSA-Privalenz der Ferkelerzeuger geht darauf zuriick, dass Ferkel positiver Sauen
ein 6,7fach hoheres Risiko haben sich mit MRSA zu infizieren als Ferkel MRSA-freier Sauen, wie
Zwambag et al. (2009) beschrieben haben.

Die MRSA-Privalenz in der Ferkelerzeugung mit angrenzender Mast ist etwas geringer, da
MRSA-positive Ferkel ihre Tragerschaft wieder verlieren kénnen, wie Weese et al. (2010)
beschrieb. Die sehr hohen Privalenzen, sowohl bei den Ferkelerzeugern als auch den
Ferkelerzeugern mit angeschlossener Mast lassen sich durch den Stress beim Absetzen, dem
Zusammensetzen MRSA-positiver und negativer Tiere, dem gesteigerten Risiko der MRSA-
Infektion fur Absetzer aufgrund des Stresses, der Neugruppierung im Flatdeck und der
gesteigerten Tierdichte mit einer héheren Anzahl an Kontakten zu anderen Schweinen erkliren
(Frick 2010, Weese et al. 2010). AuBerdem nimmt die Selektion der MRSA durch weitere
Antibiotikagaben in der Mast, angefangen mit der Einstallbehandlung zu. Dabei steigt die

Anzahl resistenter MRSA folglich immer weiter (Meemken et al. 2008).

Fischer (2011) erhielt eine MRSA-Privalenz von 75 % bei Mastbestinden, 70 % bei
Ferkelerzeugern und 50 % bei Ferkelerzeuger mit angeschlossener Mast, die mit den Privalenzen
dieser Studie korrelieren. Frick (2010) ermittelte in Bayern MRSA-Privalenzraten von 63,2 % der
Mastbetriebe und 50 % der Ferkelerzeuger mit angeschlossener Mast, durch
Nasentupferentnahme, welche unter den Privalenzen dieser Studie liegen. Allerdings wurden in
der vorliegenden Studie auch die schweinedichte Region um Vechta in Niedersachsen beprobt.
Auch das Bundesministerium fiir Risikobewertung erhielt 2009 weitaus geringere Ergebnisse mit
einer MRSA-Privalenz, ermittelt durch Staubproben von nur 58 % der Mastbetriebe und 29 %
bei Ferkelerzeugern mit anschlieBender Mast. Jedoch liegen auch die Ermittlungen des BfR
(2009) schon wvier Jahre zuriick und seitdem ist die MRSA-Privalenz in deutschen

Schweineherden angestiegen, wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen konnten.

5.5 Ergebnisse der MRSA-Anzucht

In der vorliegenden Studie wurden mittels Anzucht in der CASO-Bouillon, auf dem COS-5 %o-
Agar, dem MRSA-ID-Agar und Durchfiihrung des Katalasetest und Pastorex-Staph-Plus Test
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zunichst 175 Schweine (60,1 %), 74 Umgebungsproben (25,4 %) und 43 schweineassoziierte
Menschen fir MRSA-positiv befunden.

Davon identifizierte der MALDI-TOF ein Isolat einer Umgebungsprobe als S. scuri (n=1/292,
0,3 %) und auch der VITEK2 erkannte dieses Isolat als . sczuri. Der Vitek2 entdeckte unter den
fir MRSA gehaltenen Isolaten noch zwei Schweine mit MSSA (n=2/292, 0,7 %). Spiter
selektierte der Microarray unter den fiir MRSA gehaltenen Isolaten, noch sechs

schweineassoziierte Menschen als MSSA-Isolate aus, sowie ein Schweineisolat.

Die Ergebnisse zeigen, dass bereits die Anzuchtverfahren alleine sehr gut fir die MRSA-
Identifikation geeignet sind und wenige falsch positive Ergebnisse vorkamen, die mit dem
MALDI-TOF, VITEK2 und Microarray spater identifiziert wurden. Dies wiesen auch Dubois et
al. (2010) nach, indem sie 151 von 152 Staphylokokken Isolaten (99,3 %), die zuvor schon als .
anrens identifiziert wurden, auch mit dem MALDI-TOF richtig bestimmten (Giammarinaro et al.

2005, Dubois et al. 2010).

Im Gegensatz zu der vorliegenden Studie, in der der MALDI-TOF und der VITEK2, alle Isolate
identisch fir S. aureus befanden und nur einen S. sciuri aussortierten, versagte der MALDI-TOF,
in einer Studie von Delmas et al. (2008) nur bei einem Staphylokokken Isolat, wihrend der
VITEK2 16 Isolate der falschen Spezies zuordnete. Zur Identifikation von MSSA-Isolaten zeigte
sich der Microarray in der vorliegenden Studie dem Vitek2 und dem MALDI-TOF tberlegen, da
er noch sieben MSSA-Isolate erkannte, die von beiden anderen Geriten fir MRSA gehalten

wurden.

Die Isolate der 163 Krankenhauspatienten, deren MRSA zum Vergleich mit den
schweineassoziierten Isolaten dienten, wurden genauso wie die schweineassoziierten Proben
angeziichtet, mittels CASO-Bouillon, COS-5 %-Agar und MRSA-ID-Agar, MALDI-TOF sowie
Vitek2 zu 100 % als S. aurens bestitigt. Ihre Methicillinresistenz wurde dann mit dem VITEK2
und der mecA-/femB-PCR bestitigt bevor sie mit dem Microarray untersucht und alle fiir MRSA
befunden wurden, was wiederum fiir die gute MRSA-Anzucht und Nachweis der vorliegenden

Studie spricht.

Allerdings  konnte  hier keine Privalenzstudie uber die Zahl MRSA-positiver
Krankenhauspatienten durchgefiihrt werden, da die Proben der Krankenhauspatienten der
taglichen Diagnostik des MRSA-Labors, des Departments fiir Infektiologie, Sektion

Krankenhaus- und Umwelthygiene, des Universititsklinikums Heidelberg entstammten. Im
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Rahmen der Dissertation war nur ein begrenzter Kontakt zu neuen MRSA-Verdachtsproben
moglich da der GroBteil der falsch-positiven Proben schon vor ihrer Ankunft im MRSA-Labor
als negativ aussortiert wurden, sodass fast ausschlieBlich reine MRSA-Kulturen vorlagen. Die
jahtliche Zahl der MRSA-Fille in deutschen Krankenhdusern wird jedoch auf tber 132 000
geschitzt und tber 18 bis 20 % aller aus klinischen Untersuchungsmaterialien im stationiren

Versorgungsbereich nachgewiesenen . aureus sind MRSA (Kock et al. 2011).

5.6 Genotypen der Isolate von Schweinen, Umgebungsproben,

schweineassoziierten Menschen und der Krankenhauspatienten

In dieser Studie konnten alle MRSA-Isolate von Schweinen, Umgebungsproben sowie
schweineassoziierten Menschen, aus Deutschland, dem CC398 zugeordnet werden. Als
verschiedene ST kam der CC398-V mit 84,8 % (n=112/132) am Hiufigsten unter den
Schweineisolaten vor. Der CC398-1V trat bei 6,8 % (n=9/132) der Isolate auf und 3,8 %
(n=5/132) der Schweineisolate gehorten zu einem CC398 mit atypischer SCCmer-Kassette.
Weitere 4,5% der Schweine konnten nur dem CC398 zugeordnet werden, ohne SCCwmec-
Zuordnung. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Kock et al. (2009), die unter den Isolaten
von Schweinen nur den ST398 fanden. Auch Morcillo et al. (2011) konnten bei
Schlachtschweinen, Metzgern, Landwirten und Tierdrzten auf dem Schlachthof von Teneriffa,
nur den ST398-V und ST398-IV nachweisen, die auch bei MRSA von belgischen
Schweinebauern in der Studie von Denis et al. (2009) nachgewiesen wurden. Auch Meemken et
al. (2010) bestimmten 95 % der untersuchten MRSA-Isolate von Schweinen (n=57/60) aus
Nordwestdeutschland als ST398 und nur 5 % der Isolate gehorten dem ST97 an. Auch in Italien
isolierten Battisti et al. (2010) in 49 % (n=22/45) der MRSA-positiven Betriebe den ST398 und
sehr selten den rinderassoziierten ST97, den menschenassoziierten ST1 mit SCCrnec-V sowie den

ST9 und den ST1476.

Der ST1, der zum CC1 gehort und den CA-MRSA zugeordnet werden kann, konnte auch von
Franco et al. (2011) in Staubproben aus Italien, Spanien und Zypern sowie bei italienischen
Schweinen nachgewiesen werden nachdem sie vom Menschen auf diese iibertragen wurden. Bei
den schweineassoziierten Isolaten der vorliegenden Studie konnte nur der ST398 isoliert werden,
allerdings kam der ST-1 bei einem Schweineisolat aus der Schweiz und der ST49 bei zwei

Schweizer Schweinen vor. Dies zeigt, dass auch andere ST als der ST398, falls Landwirte nach
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einem Krankenhausaufenthalt Triger sind, in einen Betrieb eingetragen werden kénnen. Dies
fihrt dann wieder zur Selektion und dem Ruckibertragen virulenterer und anders resistenter
MRSA auf den Menschen. Der ST1 trat auch bei drei Krankenhauspatienten des

Universititsklinikums Heidelberg auf.

Unter den analysierten Krankenhauspatientenisolaten dieser Studie konnten insgesamt 24
verschiedene MRSA-ST gefunden werden. Darunter war der ST5/ST225-MRSAII/Rhein-
Hessen der Dominierende mit 54,3 % (n=76/140). Er kam sowohl unter den infizierten (58,3 %,
n=42/72) als auch den kolonisierten Patenten (50 %, n=34/68) am hiufigsten vor. Am
Zweithdufigsten kam der CC22-MRSA-IV  mit 8,6 % (n=12/140) unter den
Krankenhauspatienten vor sowie am dritthaufigsten der CC8-MRSA-IV (sea+), Lyon Clone/UK-
EMRSA-2 mit 6,4% (n=9/140).

In China wurde dieser ST9 bereits in Staubproben aus Schweinebetrieben nachgewiesen
(Wagenaar et al. 2009) und auch andere ST, die haufig beim Menschen vorkommen, wie der
ST5/ USA100 wurde in Kanada (Khanna et al. 2008) und auch der ST22 in Irland bei Schweinen
bereits isoliert (Horgan et al. 2011). Auch Gibbons et al. (2013) konnten nachweisen, dass
Schweine sich mit MRSA des CC5 infizieren kénnen.

Sunde et al. (2012) konnten die Ubertragung von MRSA des ST8, welcher auch bei den
untersuchten Krankenhauspatienten vorkam, von norwegischen Landwirten auf ihre Schweine
nachweisen. Somit bewiesen auch sie, dass eine gegenseitige Infektion moglich ist und auch
andere ST, als der weitverbreitete ST398, auf Schweine tGbertragen werden kénnen. Somit kann
ein Austausch von Virulenzfaktoren unter den verschiedenen ST stattfinden und virulentere
ST398 Isolate entstehen. In Italien waren Schweine im Schlachthof mit dem ST9, ST1/t127 und
ST97 besiedelt (Battisti et al. 2010). Der ST1 und ST49 kommt hiufig in italienischen
Krankenhdusern vor und wurde auch in dieser Studie bei Schweinen aus der Schweiz
nachgewiesen (Monaco et al. 2010, Overesch 2011), was die Ubertragungsméglichkeit von den
Menschen auf die Schweine beweist und eine Rickibertragung virulenterer MRSA aus den

Schweinebetrieben moglich macht.

In dieser Studie konnten insgesamt 3,6 % der Isolate von Krankenhauspatienten (n=5/140) dem
CC398 zugeordnet werden, welcher unter den Isolaten aus den Schweinebetrieben dominiert.
Diese Isolate des CC398 gehorten als CC398-V zu zwei kolonisierten (1,4 %) und einem invasiv
befallenen Patienten (0,7 %) an. AuBerdem kam bei einem Patienten mit MRSA in primar

stetilem Material (0,7 %, n=1/140) der CC398 mit atypischer SCCrmec vor (0,7%). Auch in dem
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Uniklinik Munster konnte bereits bei Patienten mit MRSA der CC398 nachgewiesen werden
(Kock et al. 2009). Dies zeigt, genau wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass sich der
LA-MRSA Klon CC398 schon bis in die deutschen Krankenhduser ausgebreitet hat. Deshalb
sollte, nach einem Aufnahmescreening aller Patienten mit Schweinekontakt und deren
Angehorigen, eine Sanierung durchgefiihrt werden wobei auch von einer schnellen
Rekontamination bei der Rickkehr in den Schweinebetrieb zu rechnen ist. Allerdings misste
auch eine Sanierung und Testung vor der Entlassung durchgefiihrt werden, um keine MRSA,
welche neue Virulenzfaktoren im Krankenhaus von anderen MRSA aufgenommen haben in die

Schweinebetriebe einzutragen.

Auch Van Belkum et al. (2008) fanden ein ST398 Isolat bei einem Krankenhauspatienten mit
Waundinfektion. Dieses MRSA ST398 Isolat enthielt allerdings die SCCrmec-111 und war PVL-
positiv. Dies zeigt aber, dass auch die SCCrmer-111 Kassette, die den HA-MRSA zugeordnet wird,
beginnt sich unter den ST398 MRSA auszubreiten auch wenn sie in der vorliegenden Studie
noch nicht zu finden war. Von Bedeutung ist, dass das PVL-Gen, welches durch horizontalen
Gentransfer Gbertragen wird bereits den Weg in die deutschen Schweinebestinde gefunden hat.
In dieser Studie wurde zwar kein MRSA-Isolat aus einem Schweinebestand mit dem PVL-Gen
isoliert, jedoch war ein MSSA-Isolat einer Sau PVL-positiv. Dies deutet auf den Beginn einer
Ausbreitung PVL-positiver Isolate unter Schweinen sowie die daraus folgende Ubertragung auf
den Menschen hin. So kénnte der PVL-Gen-positive ST398 bei Ausbreitung ein grof3es Risiko
fur den Menschen darstellen. Auflerdem kénnen MSSA oder MRSA des CC398 von HA-MRSA
neben deren SCCmec-Kassette auch deren Virulenzfaktoren durch horizontalen Gentransfer
erwerben, was zu einem neuen Risiko der Entstehung und Ausbreitung vermutlich virulenter
CC398 Isolate fuhrt, sobald es zu Kontakt zwischen den ST398 Isolaten der Schweine und
anderen CA- oder HA-MRSA kommt, die ihre Virulenzfaktoren iber MGE weitergeben.

Auch Yu et al. (2008) konnte ein PVL-positives MRSA-Isolat des ST398 bei einem
Krankenhauspatienten nachweisen. Van Rijen et al. (2007) wiesen bei 31,5 % (n=23/73) der
untersuchten MRSA von niederlindischen Krankenhauspatienten den ST398 nach und die
Privalenz liegt damit Uber der von 3,6 % dieser Studie. Allerdings liegt das Uniklinikum
Heidelberg nicht in einer Region mit einer hohen Schweinedichte, wie die untersuchten
niederlindischen Krankenhiduser, welche auch alle MRSA-Isolate einer Genotypisierung
unterziehen, was zu Privalenzunterschieden fihren kann. Die Anzahl der Patienten mit ST398

in dieser Studie liegt jedoch tber den Angaben des nationalen Referenzzentrums fir
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Staphylokokken von 2005 und 2006 mit Angaben von 0,3 % (n=16/5320), was zeigt, dass in den

letzten Jahren die Privalenz an MRSA des ST398 in deutschen Krankenhdusern angestiegen ist.

Voss et al. (2005) konnten bereits die Ubertragung des ST398 von Schweinen auf einen
Landwirten und von diesem auf eine Krankenschwester, sowie in einem Schweinebetrieb auf ein
6-Monate altes Kind, eines Bauern, nachweisen. Auch Lozano et al. (2011) wiesen in Spanien die
Ubertragung des ST398-V von Schweinen auf einen Landwirten nach und konnten den ST398
im Krankenhaus aus seiner Thoraxdrainage isolieren. Ekkelenkamp et al. (2006) beschrieben das
Auftreten des ST398 bei einem Endokarditispatienten sowie Pan et al. (2009) bei einem
Schweinebauern mit einem Abszess. Dies zeigt, dass auch gemil3 der Ergebnisse dieser Studie
bereits eine Einschleppung des ST398 in Krankenhiduser stattgefunden hat und der ST398 bei

Menschen auch klinische Erkrankungen hervorruft.

Auch Golding et al. (2010) fanden MRSA des ST398 unter den untersuchten MRSA-Isolaten
von Krankenhauspatienten aus Kanada. Allerdings lag die Privalenz unter der dieser Studie und
betrug 0,1 % (n=5/3687). In Kanada konnte nur der ST398-V nachgewiesen werden wihrend in
der vorliegenden Studie auch ein ST398 Isolat mit atypischer SCCmes-Kassette unter den
Patienten nachzuweisen war, welcher bisher noch bei keinem anderen Patienten bekannterweise

zu finden war und fir die fortschreitende Selektion und Anpassung des ST398 spricht.

Auch unter allen Schweinealtersklassen war der CC398-V der am Hiufigsten vorkommende
Typ. Nur bei 14,5 % (01=6/62) der MRSA-Isolate von Absetzern trat der ST398 mit SCCrmec-IV
auf. Der CC398 mit atypischer SCCrec kam bei einem Ferkel, einer Sau und drei Absetzern vor.
Unter den untersuchten Umgebungsisolaten kam nur der CC398 vor, der CC398-V dominierte
und nur selten kam der CC398-IV sowie der CC398 mit atypischer SCCmerKassette vor. Diese
Ergebnisse spiegeln die Dominanz des CC398 v.a. mit der SCCwec-V in den Schweinebestinden
wieder, da er sich besonders gut an die Gegebenheiten in Schweinebetrieben angepasst hat. Dies
geschah durch den Selektionsdruck aufgrund von Antibiotikagaben im Schweinebetrieb und
durch den Erwerb verschiedener Resistenz-, Virulenzgene sowie SCCmec-Kassetten, die ihm ein
Uberleben im Schweinebetrieb erméglichten (Price et al. 2012). Die hohe Ubertragungsrate des
ST398 zwischen Schweinen hat aulerdem dazu beigetragen, dass einen schnelle Wirtsadaptation

und Ausbreitung stattgefunden hat (Baquero et al. 2012).

Auch die Ergebnisse von Tenhagen et al. (2009) decken sich mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie, da von ihnen alle MRSA-Isolate aus Staubproben von deutschen Betrieben

dem ST398 zugeordnet werden konnten. Davon gehorten, wie auch in dieser Studie, die meisten
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Staubisolate mit 85 % zu dem CC398-V (n=129/152) und nur wenige zu dem CC398-111, der in
der vorliegenden Studie bei keinem Isolat einer Umgebungsproben und auch keinem Schweine-
sowie schweineassoziierten Menschenisolat nachgewiesen werden konnte. Auch Alt et al. (2011)
fanden in Staubproben von deutschen Schweinebetrieben auch am hiufigsten den ST398-V und
seltener den ST398-1V. Koéck et al. (2009) isolierten in NRW aus allen untersuchten Staubproben
mit MRSA den ST398 und auch 18 % der Krankenhauspatienten (n=305/1695), die einem
Screening auf MRSA durch Haut- oder Nasentupfer unterzogen wurden, vor der Einlieferung
ins Krankenhaus, wiesen MRSA des ST398 auf. Die hohe Privalenz zeigt, dass MRSA des
ST398 in Gebieten mit einer hohen Schweinehaltungsdichte leicht in Krankenhduser gelangen
konnen und deshalb ein MRSA-Screening fir Landwirte, Tierdrzte und andere Personen mit

Tierkontakt erfolgen sollte.

Die Isolate der Landwirte, Tierdrzte und Studenten dieser Studie konnten zu insgesamt 87,8 %
dem CC398-V zugeordnet werden und nur zwei Isolate dem CC398-1V (6,1 %). Huber et al.
(2009) wiesen bei 50 % der MRSA-Isolate von Schweinetierirzten den ST398-IV (n=2/4), bei
25 % den ST398-V (n=1/4) und bei 25 % den ST8-IV (n=1/4) nach.

Da sich die Landwirte, Tierdrzte und Studenten durch direkten Kontakt mit den Schweinen bzw.
den Stallstaub mit MRSA des ST398 infizieren ist ein Screening im Krankenhaus vor
Krankenhausaufenthalten durchzufihren und diese Personen bis zum Ergebnis zu isolieren, um
die Mitpatienten und das Personal nicht zu gefihrden. Die Ergebnisse zeigen somit, dass der
ST398 von Schweinen und der Umgebung auf das Personal der Betriebe tbertragen werden
kann und auch wie Voss et al. (2005), Cuny et al. (2009) und Van Cleef et al. (2009) zeigten auf
Familienmitglieder und andere Personen ohne Schweinekontakt, die es zu schiitzen gilt, da der
ST398 auch zu Kklinischen Erscheinungen fithren kann. Genauso muss nach einem
Krankenhausaufenthalt die Ubertragung von MRSA durch Landwirte und andere

schweineassoziierte Personen auf die Schweine verhindert werden.

5.7 Virulenzfaktoren und wichtigen Gene zur Genotypisierung

5.7.1 Das Panton-Valentine Leukozidin (PVL-Gen)

Das PVL-Gen, welches als PVL-Zytotoxin zu Leukozytenzerstorung und Gewebsnekrosen
fuhrt, konnte bei keinem der MRSA-Isolate von Schweinen, Tierdrzten, Studenten, Landwirten

oder Umgebungsproben, die alle dem CC398 angehorten, nachgewiesen werden. Dies weist auf
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die derzeitige wahrscheinlich noch geringere Virulenz der MRSA des CC398 aus
Schweinebetrieben, im Vergleich zu den MRSA der Krankenhauspatienten hin, da das PVL-Gen
bereits bei 5,7 % (n=8/140) der untersuchten Isolate von Krankenhauspatienten in dieser Studie
nachgewiesen werden konnte. Die PVL-Gen-positiven Krankenhauspatienten gehdrten den

CC80, CCB88-MRSA-IV, CC5 sowie CC8 und ST8-MRSA-IV an, welche bei keinem

schweineassoziierten Isolat dieser Studie vorkamen.

Der CC8 mit ST8-IV konnte allerdings bereits von Sunde et al. (2012) in Staubproben von
einem Schweinebetrieb in Norwegen nachgewiesen werden und bei zwei Landwirten, die die
Infektionsquelle fur die Schweine darstellten. Dieser Stamm war zwar PVL-negativ allerdings
kann der CC8, zu dem auch PVL-positive ST gehoren, sich von infizierten Menschen auf
Schweine ausbreiten und Virulenzfaktoren in die MRSA-Population der Schweinebestinde
eintragen. Auch Gibbons et al. (2013) konnten durch das Infizieren von Schweinen mit dem
CC5 nachweisen, dass er sich unter ihnen ausbreitet. Eine Ausbreitung findet auch statt, falls der

CC5 von Personen auf Schweine tGbertragen wird.

Die Ubertragung des PVL-Gens kann durch horizontalen Gentransfer (z.B. durch den
Bakteriophagen phiSLT), in das Genom der schon vorhandenen porcinen MSSA oder MRSA
erfolgen (Boyle-Vavra et Daum 2007). Die Gefahr besteht besonders, da auch bei den
Schweinen und schweineassoziierten Isolaten in dieser Studie, wie bei den bisher bekannten
PVL-positiven CA-MRSA-Isolat, die SCCmes-Kassetten V und IV vorliegen, welche leicht das
PVL-Gen aufnehmen kénnen. Das PVL-Gen wurde jedoch bereits von Yu et al. (2008) bei dem
ST398 von Krankenhauspatienten in China nachgewiesen, sowie auch von Welinder-Olsson et
al. (2009) und von Van Belkum et al. (2009) bei ST398 Isolaten von Krankenhauspatienten.
Jedoch stammten alle PVL-positiven ST398 Isolate bisher von Patienten ohne oder ohne
wissentlichen Tierkontakt. Dies weist auf eine bestehende humanadaptiertere Subpopulation des
ST398 hin (Wright et al. 1982, Baquero et al. 2012), welche durch die Aufnahme von
Virulenzfaktoren virulenter werden kénnte und sich auch auf Schweine tibertragen lieBe, mit der
grolen Gefahr einer Selektion im Schweinebetrieb und der Ruckiibertragung hochvirulenter

ST398 auf den Menschen.

Jedoch ist in dieser Studie bereits auffallig, dass ein untersuchtes MSSA-Isolat einer Sau mit ST-
211 bereits Triger des PVL-Gens war. Das Vorhandensein des PVL-Gens bei dem MSSA-Isolat
in dieser Studie zeigt, dass es schon den Weg in deutsche Schweineherden gefunden hat und sich

weiter ausbreiten kann. Der MSSA-ST211 gehért dem CC8 an, dessen Ubertrag vom Menschen
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auf das Schwein schon von Sunde et al. (2012) nachgewiesen wurde. Somit besteht die
Moglichkeit der Weitertibertragung des PVL-Gens in Schweinebetrieben oder die Aufnahme
einer SCCmec-Kassette durch die PVL-positiven MSSA, mit der Entstehung von PVL-positiven
MRSA, in Schweinebetrieben. Kadlec et al. (2009) konnten in Deutschland noch bei keinem
ST398 Isolat von Schweinen das PVL-Gen nachweisen, genauso wurde auch von Golding et al.
(2010) das PVL-Gen bei keinem ST398 Isolat (n=5) von kanadischen Krankenhauspatienten

nachgewiesen.

Durch die schnelle Ubertragung der MRSA unter den Schweinen und den Selektionsdruck,
aufgrund von Antibiotikagaben, kénnten auch andere CC als der CC398 sich besser an Schweine
anpassen, wie die CC5 oder CC8 oder der CC1 der CC49, welche bei den Schweizer Schweinen
nachgewiesen wurden, vom Menschen stammen und von diesem tibertragen wurden. Auerdem
kénnen die schon vorhandenen MRSA des CC398 in Schweinebetrieben durch neue MRSA-ST
neue Virulenzfaktoren erwerben und spater zur Ruckiibertragung von MRSA des ST398 vom
Schwein oder Staub auf den Menschen fihren, was ein Risiko fiir die Verbreitung in der
Bevolkerung darstellt. Genauso besteht wiederum die Gefahr der Aufnahme neuer
Virulenzfaktoren auflerhalb von Schweinebetrieben und der Einschleppung vermutlich noch

virulenterer MRSA des ST398 mit neuen Virulenzgenen in Schweinebetriebe.

5.72 Das Gamma-Himolysin, Alpha-Himolysin, Beta-Hamolysin
(Shingomyelase C) und Delta-Héamolysin (hlg-, hla-, hib- und hld-Gen)

Das Gamma-Himolysin-Gen konnte in der vorliegenden Studie sowohl bei 87,1 % der
Krankenhauspatienten- (n=122/140), 82,6 % der Schweine- (109/132), 485 % der
schweineassoziierten Menschen- (n=16/33) und 57,5% der Umgebungsprobenisolate (n=19/33)
nachgewiesen werden. Es fihrt zur Leukozyten- und FErythrozytenzerstérung durch
Porenbildung. Auffillig ist, dass das Alpha-, Beta- und Delta-Himolysin-Gen bei Isolaten von
tber 80 % der Krankenhauspatienten nachgewiesen werden konnte und auch das Alpha-
Himolysin-Gen bei 90,9 % der Schweine-, 69,7 % der schweineassoziierten Menschen- und 78,8
% der Umgebungsprobenisolate vorkam. Auch das Delta-Himolysin-Gen konnte bei 100 % der
Schweine-, 97 % der schweineassoziierten Menschen- und 97 % der Umgebungsprobenisolate in

dieser Studie nachgewiesen werden. Allerdings kam das Beta-Hamolysin-Gen, im Gegensatz zu
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den Krankenhausisolaten, bei keinem Schweineisolat und nur bei jeweils 6,1 % der Isolate von

schweineassoziierten Menschen und Umgebungsproben vor.

Noch weniger Himolysin-Gene konnten Kadlec et al. (2009) bei allen untersuchten deutschen
ST398 Isolaten von Schweinen nachweisen, da von ihnen nur das Gamma- sowie Alpha-

Himolysin-Gen nachgewiesen werden konnte.

Die Virulenz von beta-Hamolysin-Gen-positiven-MRSA ist hoher, wie Katayama et al. (2013)
nachweisen konnten, da neben der Erythrozytolyse noch eine erhéhte Kolonisationsfihigkeit
besteht sowie eine erhShte Zytotoxizitit gegentiber von Keratinozyten. Das Fehlen des beta-
Himolysin-Gens kann als eine der moglichen Ursachen angesehen werden, warum bei
Schweinen meistens nur eine Kolonisation vorliegt aber keine klinischen Erscheinungen wie
Haut- und Wundinfektionen vorkommen. Allerdings zeigen die positiven Isolate aus der
Umgebung und der schweineassoziierten Menschen, dass das Gen sich bereits durch
horizontalen Gentransfer in der CC398 Population auszubreiten beginnt. Auffillig ist auch, dass
unter den CC398 Isolaten der Krankenhauspatienten bereits ein Isolat eines Patienten, mit
MRSA in primir sterilem Material, mit Beta-Hdmolysin-Gen vorkam, was zeigt, dass auch dieses
Gen bereits seinen Weg in die CC398 Population gefunden hat und jederzeit durch horizontalen

Gentransfer auf MRSA des CC398 von Schweinen iibertragen werden kann.

Die Mehrzahl der bisher untersuchten ST398 Isolate aus anderen Studien trugen als einzige
Virulenzfaktoren die Hidmolysin-Gene und nur selten andere Virulenzgene, welche in der
vorliegenden Studie bereits entdeckt wurden und auf eine vermutlich erhohte Virulenz hinweisen

(Monecke et al. 2007, Monecke et al. 2008b).

5.7.3 Die SCCmec und die ,,Cassetten Chromosom Recombinase Gene

(ccr-Gene)

In der votliegenden Studie konnten 88,9 % der Isolate von Schweinen (n=112/126), 93,5 % der
schweineassoziierten Menschen (n=29/31) und 80 % der Umgebungsproben (n=24/30), von
denen die SCCmec zuzuordnen war, dem ST398-V zugeordnet werden. Nur 7,1 % der Isolate
von Schweinen, 6,4 % der schweineassoziierten Menschen und 16,7 % der Umgebungsproben
gehorten dem SCCmec-IV an. Aullerdem konnten 4 % der Schweine- und 6,7 % der
Umgebungsprobenisolate einem ST398 mit atypischer SCCwec-Kassette zugeordnet werden.

Uber diese Verteilung der SCCmec-Kassetten des ST398 mit haufiger SCCwec-V und nur seltener
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Zugehorigkeit zu den ST398-1V wurde auch von Kadlec et al. (2009) und Golding et al. (2010)
berichtet. Auch Schijffelen et al. (2007) fanden unter allen ST398 aus Nasentupfern deutscher
Schweine den ST398-V und nur bei einem Isolat den ST398-1V.

Unter den Krankenhauspatienten von denen der ST und die SCCrwer ermittelt werden konnte
kamen zu 60,0 % HA-MRSA (n=78/130) mit den SCCmec-1, -11 und 111, sowie zu 42,3 % CA-
MRSA mit der SCCwmec-IV und -V vor. Darunter waren, unter den Isolaten von
Krankenhauspatienten mit auswertbarer SCCrwer, drei LA-MRSA mit der SCCwec-V und ein
ST398 mit einer atypischen SCCrmec. Besonders zu beachten ist, dass die SCCmec-1V und -V, die
bei den schweineassoziierten MRSA dominieren, bei CA-MRSA vorkommen und diese SCCrzec-
Kassetten sehr klein sind, sodass das Methicillin-Resistenz Gen von ihnen besonders gut an
MSSA weitergegeben wird (Ma et al. 2002, Vandenesch et al. 2003). Aulerdem leiden die
SCCmec-Typen-IV und -V nicht unter einer verminderten Replikationsrate, wie die HA-MRSA,
was wiederum ihre schnelle Ausbreitung und die hohe Pravalenz in den Schweinebetrieben

erklirt (Daum et al. 2002, Ito et al. 2004, Monecke et al. 2008, Lee et al. 2007).

Der SCComec-Typ-1V und -V, sowie das PVL-Gen lassen sich mit CA-MRSA weltweit assoziieren
und so wurde in der vorliegenden Studie auch schon ein MSSA-Isolat einer Sau gefunden das
PVL-positiv war (Vandenesch et al. 2003). Dies zeigt, dass auch MSSA des ST398 das PVL-Gen
erwerben konnen, durch horizontalen Gentransfer und auch weiter in der Lage sind das wecA-
Gen aufzunehmen und somit zu MRSA zu werden. Des Weiteren besteht das Risiko der
Entstehung von PVL-positiven Schweinen, da der SCCmerIV in Schweinebetrieben schon
vorhanden ist, welcher besonders gut in der Lage ist das PVL-Gen aufzunehmen auch wenn er

bisher weitaus seltener vorkommt als der SCCmec-V.

Die SCCmec-V sind Triger des cr-Genkomplexes (cassetten chromosom recombinase), der aus
cer-Genen besteht, die fiir die Rekombinationsvorginge, also die Integration und Exzision, der
SCCmec-Kassette in und aus dem Genom heraus, verantwortlich sind (Katayama et al. 2000).
Dies konnte auch in dieser Studie gezeigt werden, da das «rC-Gen bei 93,9 % der Schweine-
(n=124/132), 93,9 % der schweineassoziierten Menschen- (n=31/33) und 78,8 % der
Umgebungsprobenisolate (26/33) nachzuweisen war und die SCCmec-V unter diesen ST398
Isolaten dominierte. Alle SCCwec-V trugen das «rC-Gen und unter den Schweinen waren noch
drei Isolate zusitzlich auch Triger des arAl-Gens, zwei des «r42-Gens und eines des arA43-
Gens. Auch unter den Umgebungsproben kamen drei ST398-V Isolate vor, die noch das «rA7-
Gen trugen. Alle ST398-1V Isolate in der vorliegenden Studie trugen das c42- sowie cerB2-Gen
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wie auch von Ito et al. (2001), Oliveira et al. (2001), Ma et al (2002), Ito et al. (2004) beschrieben
wurde. Die atypischen Isolate waren Triger des ccrC-Gens bei vier Schweinen, des c42- mit
cerB2-Gens bei einem Schwein sowie des «r44- mit c«rB4-Gens bei einer Staubprobe und einer
Kette und das Vorkommen einer atypischen SCCmec, wie in der vorliegenden Studie, bei dem

ST398 wurde bisher bei Schweinen noch nicht niher beschrieben.

Auch das seltene Vorkommen des arA7- bei nur 0,7 % der Patienten (n=1/140) und des crA42-
Gens bei 1,4 % der Patienten (n=2/140) spiegelt sich in dem Vorhandensein von nur einem
HA-MRSA-Isolat eines Krankenhauspatienten mit der SCCmer1 wieder, welche sich aus den
crAT- und crA2-Genen zusammensetzt und codiert wird. Auch das Dominieren der ¢«r.42-und
—B2 Gene zeigt sich im dominierenden Auftreten der SCCwec-Typen -11 und —IV, unter den

Krankenhauspatienten, welche von diesen Genen codiert werden (Kondo et al. 2000).

5.7.4 Die Accessory-Gen-Regulator-Gene (agr-Gen)

In der vorliegenden Studie konnte unter den schweineassoziierten ST398 Isolaten nur das agr-I-
Gen nachgewiesen werden, wihrend bei den Krankenhauspatienten neben dem agr-I-Gen auch

das agr-11- und agr-111-Gen vorkamen.

Bei LA-MRSA des ST398 konnte bisher, wie beteits von anderen Autoren beschrieben wurde,
nur das ggr-I-Gen nachgewiesen werden (Kadlec et al. 2009, Kéck et al. 2009, Lozano et al.
2011), welches zur Regulation der Virulenzfaktoren dient und zunichst die Faktoren der
Oberflichenanheftung und spiter die Faktoren zur Toxin- und Enzymproduktion, Ernidhrung
und der Umgehung des Immunsystems steigert. Wahrscheinlich beruht das alleinige
Vorkommen des ggr-I-Gens auf einem moglichen selektiven Vorteil von ST398 mit agr-Gruppe 1
(Sakoulas et al. 2003). Das agr-I- und —II-Gen korreliert hiufig mit einer intermedidren
Glycopeptid-Resistenz, welche das gehauftes Vorkommen des agr-1-Gens unter den Schweinen
erkliren konnte, mit dem Selektionsvorteil der ST398 unter Schweinen (Sakoulas et al. 2002,

Verdier 2004, Moise-Broder et al. 2004).

Auch in dieser Studie kam das agr-111-Gen, wie zuvor bereits von verschiedenen Autoren
berichtet wurde, nur bei CA-MRSA vor (Ji et al. 1997, Dufour et al. 2002, Pearman et al. 2002,
Naimi et al. 2003, Vandenesch et al. 2003).
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5.7.5 Potassium-translocating ATPase A und B (kdpA-, kdpB-Gen)

Die “Potassium-translocating ATPase A- und B-Gene* konnten in der vorliegenden Studie nur
bei MRSA-Isolaten von Krankenhauspatienten nachgewiesen werden. Das ATPase A-Gen kam
bei 57,9 % (n=81/140) der Patienten und das ATPase B-Gen bei 50,7 (n=71/140) der
Krankenhauspatienten vor. Sie konnten jedoch bei keinem schweineassoziierten MRSA-Isolat
nachgewiesen werden und wurden auch zuvor noch nicht bei schweineasssoziierten Isolaten zur

Energiegewinnung beschrieben.

5.7.6 Leukocidin D und E (JukD-, lukE-Gen)

In dieser Studie konnte das /#&D-Gen bei 81,4 % der Krankenhauspatienten- (n=114/140) und
nur  bei 3,0 % (eweils n=1/33) der schweineassoziierten Menschen- und
Umgebungsprobenisolaten nachgewiesen werden. Das «#&E-Gen kam bei 80,7 % der Patienten
(n=113/140) aber keinem schweineassoziierten Isolat vor. Auch Havaei et al. (2010) konnte bei
73,8 % (n=110/149) der untersuchten MRSA-Isolate, aus dem Universititsklinikum Teheran,
das /ukD und -E-Gen nachweisen. In Studien von Kadlec et al. (2009) und Arguidin et al. (2011)
konnten die beiden Leukocidine, die v.a. zu Hautinfektionen und Abszessen fiihren, nicht bei

dem ST398 aus Schweinebetrieben nachgewiesen werden.

Dies zeigt die noch vermutlich etwas geringere Virulenz des ST398 von Schweinen, da er bisher
noch keine Leukocidin-D und -E erwerben konnte, Gber horizontalen Gentransfer v.a. von HA-
MRSA. Auch das Fehlen des /#&D- und /ukE-Gens bei MRSA des ST398 von Schweinen ist eine
Ursache warum die Schweine meistens keine klinischen Erscheinungen zeigen, sondern nur nasal
besiedelt sind. Allerdings konnte das l#kD-Gen bereits bei 3% der MRSA-Isolate von
schweineassoziierten Menschen und Umgebungsproben nachgewiesen werden, was den Eintrag

des Gens in die ST398 Population beweist.

Auch in dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die beiden Leukozidine vermehrt bei HA-
MRSA des CC5 und CC8. Somit kann der ST398 von diesen neue Virulenzgene durch
horizontalen Gentransfer erwerben (Novick et al. 2007, Arguidin et al. 2011). Allerdings ist zu
beachten, dass bereits eine Umgebungsisolat und ein Isolat eines Studenten lugD-Gen-positiv
waren und somit der ST398 bereits in der Lage war diese Gene zu erwerben und die Leukocidin-
positiven ST398 Isolate sich folglich auch im Schweinebetrieb ausbreiten und auch auf den

Menschen zurtickiibertragen werden kénnen.
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5.7.7 Staphylokinase (sak-Gen), Chemotaxis-inhibiting Protein (chAp-Gen)

und Staphylococcal Complement Inhibitor (scn-Gen)

In dieser Studie konnte das sak-Gen nur bei 92,1 % (n=129/140) der MRSA von
Krankenhauspatienten nachgewiesen werden, allerdings bei keinem ST398 Isolat von Schweinen,

schweineassoziierten Menschen oder der Umgebung. Ebenfalls kam das ¢jp-Gen nur bei den

Krankenhauspatienten vor (74,3 %, n=104/140).

Besonders auffillig ist, dass das sez-Gen neben den MRSA-Isolaten von Krankenhauspatienten
(83,6 %, n=117/140) auch bei 3 % der ST398 Isolate von schweineassoziierten Menschen, also
ciner Studentin und 3 % der Umgebungsproben, also einer Staubprobe vorkam (jeweils
n=1/33), welche nicht zu den gleichen Betrieb gehorten und beide auch Beta-Himolysin-Gen
positiv waren. Alle deutschen MRSA-Isolate von Schweinen, die Kadlec et al. (2009)
untersuchten waren kein Triger des sen-Gens und auch die ST398 Isolate vom Arguidin et al.

(2011) waren sen-Gen-negativ.

Die Gefahr besteht darin, dass das sm-Gen es schafft sich unter den porcinen ST398
auszubreiten und wieder auf den Menschen ubertragen zu werden, sodass es zu einer
Ausbreitung in der Bevolkerung kommt. Das Vorhandensein des MRSA-Isolates einer
Staubprobe mit sen-Gen zeigt, dass der CC398 lingst in der Lage war neue Virulenzgene zu
erwerben und dabeti ist seine Virulenz vermutlich immer weiter zu steigern, tber horizontalen
Gentransfer von CA- oder HA-MRSA. Deshalb sollten Landwirte und Tierdrzte bei ihrer
Entlassung auf MRSA getestet werden, um den Eintrag von MRSA des ST398 und anderen ST,

mit neuen Virulenzfaktoren, in Schweinebetriebe zu verhindern.

5.7.8 Collagen-binding Adhesin (cna-Gen)

Das Collagen-binding Adhesin-Gen, welches fir die Kolonisation und die frihen Stadien der
Infektion verantwortlich ist, konnte mit dem ¢a-Gen in der vorliegenden Studie bei allen ST398
Isolaten von Schweinen, schweineassoziierten Menschen und Umgebungsproben nachgewiesen
werden. Allerdings kam es nur bei 25,7 % der Krankenhauspatienten (n=36/140) vor, die auch
dem CC398, sowie den CC22, CC5, CC1, CC6, CC45 und CC8 angehérten. Sein Vorkommen
unter den untersuchten Gruppen ist hochsignifikant (p<<0,001). Besonders auffallig ist, dass das
ema-Gen, als einziges untersuchtes Gen, bei allen schweineassoziierten Isolaten gefunden wurde

aber nur bei einer geringen Anzahl an MRSA-Isolaten von Krankenhauspatienten. Unter allen
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tiunf CC398 Isolaten der Krankenhauspatienten konnte jedoch auch das aa-Gen nachgewiesen
werden. Daraus kann geschlossen werden, dass es sich bei den CC398 Isolaten der
Krankenhauspatienten auch, um die gleiche CC398 Population wie bei den schweineassoziierten
Isolaten oder um eine humanadaptierte Subpopulation des CC398 handelt, die sowohl

Menschen als auch Schweine befallen kann.

Somit konnte das a-Gen malgeblich an der Ausbreitung des ST398 unter Schweinen
verantwortlich sein und den MRSA des ST398 ecine hohe Bindungsaffinitit zu porcinem
Kollagen verleihen. Auch McCarthy et al. (2010) gehen davon aus, dass die MSCRAMMs wie das
ma-Gen an der Wirtsspezifitit beteiligt sind. Das ea-Gen konnte somit ein entscheidender
Faktor fiur die Ausbreitung der ST398 unter den Schweinen sein aufgrund der guten

Bindungsaffinitit zu Schweinekollagen, was die Kolonisation der Schweinenasen begtinstigt.

Auch Kadlec et al. (2009) konnten bei allen deutschen porcinen MRSA-Isolaten des ST398 das
ena-Gen isolieren, jedoch ohne Vergleich zu humanen MRSA. Auch Atshan et al. (2011) wiesen
bei nur 28 % der untersuchten humanen MRSA-Isolate das eza-Gen nach, jedoch erfolgte kein

Vergleich zu porcinen MRSA.

Das geringere Vorkommen des aa-Gens, welches tiber das Collagen-binding Adhesin an der
Kolonisation und der frihen Infektion beteiligt ist, konnte darauf zurickzufthren sein, dass die
humanen MRSA-Isolate tber viel mehr Virulenzfaktoren verfiigen, welche eine Kolonisation
und Infektion moglich machen, als die LA-MRSA des ST398, bei denen bisher hiufig nur

Himolysin-Gene nachgewiesen wurden.

Allerdings konnte die Expression des a-Gens auch noch von den CC abhingig sein, wie
Atshan et al. (2011) vermuten, sodass manche CC das eza-Gen exprimieren wie der CC398 und
andere nicht. Diese Annahme stimmt auch mit den Ergebnissen dieser Studie tberein, da das
ena-Gen bei allen Isolaten des CC398, CC45 (agr-1), CC5, CC22, CC1, CC8 (ST239) und CC6
vorhanden war und bei den CC8, CC80 sowie CC80 (ST72) und CC97 fehlte. Die einzige
Ausnahme stellte der CC5 dar, da sowohl 4,5 % der analysierten Isolate das cza-Gen enthielten
und es bei 95,5 % der CC5 Isolate fehlte. Der ST dieses CC5 Komplexes mit gespaltenem ¢za-
Gen Vorkommen war der ST5/ST225-MRSA-II, Rhein-Hessen-Stamm. Das Vorkommen des
ena-Gens bei dem ST398 konnte ein Grund sein, warum sich der ST398 sehr gut an die Schweine
angepasst hat und mit dem Kollagen-binding-adhesin an Schweinekollagen in der Schweinenase
anheften kann und deshalb zu einer besseren Kolonisation der Schweine- als Menschennasen

beitrigt.
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5.7.9 Fibrinogenbindungs-Protein (fib-Gen, fib-19kDa)

In dieser Studie konnte das Fibrinogenbindungs-Protein-Gen, welches der Adhision von .
anrens dient, bei 81,4 % (n=114/140) der Krankenhauspatienten, unter denen die CC5, CCl,
CC8, CCo, CC80 und CCI7 vorkamen, isoliert werden. Allerdings kam es bei keinem Isolat von

Schweinen, schweineassoziierten Menschen oder der Umgebung vor.

Auch Monecke et al. (2008b) konnte durch Genotypisierung mittels Microarray kein fib-Gen bei
dem ST398 nachweisen und auch in der Studie von Kadlec et al. (2009) fehlte es zur
Oberflichenenhaftung. Palma et al. (1996) gehen davon aus das das Vorhandensein des fib-Gens
zu einer verstirkten Virulenz fihrt, da Fibrinogen in hohem Mafle in Wunden vorliegt und es
durch MRSA mit dem fi6-Gen verstarkt zu schlecht heilenden Wunden kommt. Das Fehlen des
fib-Gens kann ein Grund daftr sein, warum LA-MRSA bisher nur selten zu klinischen
Erscheinungen fithrten und bei Schweinen kaum klinische Erkrankungen durch MRSA des
ST398, wie Haut- und Wundinfektionen beschrieben wurden. Die Aufnahme des fi6-Gens durch
den ST398 von HA- oder CA-MRSA iber MGE ist moglich, weshalb Menschen mit
Schweinekontakt nach einem Krankenhausaufenthalt wiederum auf MRSA getestet werden
sollten, um eine Ansteckung ihrer Schweine und der Rickiibertragung dieser vermutlich

virulenteren MRSA mit dem fzb-Gen auf andere Personen entgegenzuwirken.

5.7.10 Fibronectinbindendes Protein (fnbA-und fnbB-Gen)

In der vorliegenden Studie konnte das Fibronectinbindende Protein-A-Gen bei allen Isolaten
von Krankenhauspatienten (n=140/140), 93,9 % der Schweine (n=124/132), 69,7 % der
schweineassoziierten Menschen und 69,7 % der Umgebungsproben (je n=23/33) nachgewiesen
werden. Das fibronectinbindende Protein-B-Gen trat bei 85 % der Patienten-;, 98,5 % der
Schweine- 97 % der schweineassoziierten Menschen- und 90,9 % der Umgebungsprobenisolate
auf. Auch Kadlec et al. (2009) konnten die f#zbA- und fubB-Gene, zur Anheftung, unter den
ST398 Isolaten deutscher Schweine isolieren. Dies zeigt, dass sie zusammen mit dem cna-Gen

wichtige Faktoren der Oberflichenanheftung von ST398 darstellen.
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5.7.11 Das Staphylococcus aureus Oberflichenprotein G (sasG-Gen)

In der vorliegenden Studie trat das Gen des S. awreus Oberflichenprotein-G, welches iiber das S.
anreus  Oberflichenprotein-G  zur Kolonisation  beitrdgt durch die Adhision an
Nasenepithelzellen und somit die Biofilmbildung unterstitzt (Roche et al. 2003, Geoghegan et
al. 2010), zwar bei 95,7 % der Krankenhauspatienten- (n=134/140) jedoch nur bei 15,2 % der
Schweine- (n=20/132), 3 % der schweineassoziierten Menschen- (n=1/33) und 6,1 % der
Umgebungsprobenisolate (n=2/33) auf. Die negativen Krankenhauspatienten gehorten den
CC398 (n=4/5) und dem CC45 (ag-l) (n=2/2) an. Da die anderen CC der
Krankenhauspatienten alle szsG-Gen-positiv waren, gibt es eine Verbindung des CC und des
sasG-Status. Die einzige Ausnahme stellte der CC398 unter den Krankenhauspatienten dar, da
ein sasG-Gen-positives Isolat und vier negative Isolate vorlagen was wiederum auf das
Vorhandensein von humanadaptierteren Subpopulationen des CC398 hinweist. Wahrend in den
Studien von Kadlec et al. (2009) und Jamrozy et al. (2012) kein MRSA-Isolat des ST398 Triger
des sasG-Gens war, ist besonders hervorzuheben, dass es in der vorliegenden Studie bereits bei
Schweine-, schweineassoziierten Menschen- und einem Umgebungsisolat nachgewiesen werden
konnte. Somit muss eine Ubertragung des sasG-Gens tiber horizontalen Gentransfer von sasG-
positiven MRSA-Isolaten auf den ST398 stattgefunden haben. Dies zeigt, dass die
schweineassoziierten MRSA des ST398 vermutlich bereits virulenter sind und tber eine bessere
Biofilmbildung verfiigen, durch einen weiteren Virulenzfaktor der ihre Kolonisation durch
Anheftung am Nasenepithel verstirkt. Aulerdem zeigt die vorliegende Studie, dass das S. aureus
Oberflichenprotein-G nicht nur zur Anheftung an humane Nasenepithelzellen dient, sondern
sich auch an Schweinenasenepithelzellen angepasst hat, durch das vermehrte sasG-Gen

Vorkommen.

5.7.12 Clumping-Faktor (c/fA- und clfB-Gen) und Kapsel

Das Clumping Faktor A- und B-Gen, welches tber den Clumping Faktor zur
Oberflichenanheftung und —besiedelung, durch Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin fiihrt,
konnte bei allen untersuchten Isolaten nachgewiesen werden. Auch Monecke et al. (2008b)
konnte bei allen mittels Microarray untersuchten ST398 Isolaten die ¢£4- und —B-Gene
identifizieren. Heiman et al. (2008) konnten nachweisen, dass der Clumping-Faktor-B besonders
wichtig ist bei der nasalen Kolonisation und somit steht das Vorhandensein des ¢/B-Gens bei

allen Isolaten des ST398 in direktem Zusammenhang mit der hohen Kolonisationstahigkeit der
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ST398 v.a. zusammen mit der gleichzeitigen Anwesenheit des cna-Gens. Somit wire der ¢//B

auch als ein moglicher Angriffspunkt zu wihlen bei Dekolonisationsstrategien fiir den ST398.

Alle schweineassoziierten Isolate und 92,1 % der MRSA-Isolate von Krankenhauspatienten
(n=129 /140) wurden dem Kapseltyp-5 zugeordnet. Auch bei bisherigen Analysen des ST398
wurden die Gene des Kapseltyps-5 nachgewiesen (Bardiau et al. 2013, Camoez et al. 2012).

5.7.13 Die Enterotoxine (sea-sej-Gen) und das Toxik-Schock-Syndrom-
Toxin (tst1-Gen)

In der vorliegenden Studie konnte bei den MRSA-Isolaten von Schweinen die Enterotoxingene
sea (0,76 %, n=1/132), sea320 (2,3 %), sed (10,6 %), seg (2,3 %) und s¢ (1,5 %) nachgewiesen
werden. Auch bei den schweineassoziierten MRSA-Isolaten von Menschen kamen die sez320-,
sed-, sef-, seg-Gene vor genauso wie bei den Umgebungsproben (alle unter 10 %). Wihrenddessen
kamen bei den Krankenhauspatienten insgesamt bemessen, auller das Enterotoxingen sea320
und das Enterotoxingen E (s¢fGen), alle existierenden Enterotoxingene vor. Selten wurde
bereits tiber das Vorkommen der Enterotoxingene seb, sek, seq, sed und seg in deutschen oder
franzosischen ST398 Isolaten berichtet (Kadlec et al. 2009, Laurent et al. 2009). Arguidin et al.
(2011) fanden das seb-Gen in niederlindischen ST398-Isolaten.

Das Auftreten der bisher neuen Enterotoxingene-A und -] aus porcinen MRSA-Isolaten und des
Enterotoxingens-E aus Isolaten von Umgebungsproben und schweineassoziierten Menschen
zeigt, dass es dem ST398 gelungen ist iiber MGE bereits neue Enterotoxingene, wie in dieser
Studie beschrieben wurde zu erwerben. Das Enterotoxin A fihrt zu Erbrechen, mit oder ohne
Diarrhoe und dem ,,Staphylococcal food poisoning® (SFP), welches somit auch tber infizierte
Schweine tibertragen werden kann und ein Risiko fiir die Bevolkerung darstellt. Deshalb sollte
jede Kontaktquelle fir Landwirte und Tierdrzte zu HA- und CA-MRSA unterbunden werden

und ein Screening dieser Personen nach einem Krankenhausaufenthalt durchgefiihrt werden.

Das #5¢1-Gen, konnte zwar nur bei wenigen Krankenhauspatienten mit CC22-MRSA-IV (tstl+)
und CC5 nachgewiesen werden, allerdings trat auch bei einem Schweineisolat das ##7-Gen auf.
Dies zeigt, dass der ST398 Kontakt zu MGE hatte, die als Ubertréiger des #5#71-Gens, von HA-
oder CA-MRSA aus, fungierten. So kann das #77-Gen als Virulenzgen in das Genom des ST398

eingebaut werden, was sich auch bereits ereignet hat.
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Bisher konnte es bekannterweise bei keinem porcinen ST398 Isolat identifiziert werden (Kadlec
et al. 2009, Arguidin et al. 2011) und trat in der vorliegenden Studie erstmals bei einem Schwein
auf. Auch bei den analysierten MSSA-Isolaten in dieser Studie trat das ##7-Gen bei den CC398-
MSSA und ST211-MSSA unterschiedlicher Betriebe auf, was zeigt, dass es bereits Ofters den
Weg in deutsche Schweinebestinde gefunden hat und auch von den MSSA auf MRSA

tbertragen werden kénnte.

5.7.14 Staphylococcen Superantigen-like Proteine 1-11 (ss//-11-Gen)

In dieser Studie konnten unter den Krankenhauspatienten alle mit dem Microarray
analysierbaren Gene ss/7-77, welche der Umgehung des Immunsystems dienen, nachgewiesen
werden. Bei den Schweineisolaten konnte das ss/7-, ss/3-, ss/5- und s5/710-Gen und bei den Isolaten
von schweineassoziierten Menschen und den Umgebungsproben die Gene ss/1, ss/3 und ss/10
gefunden werden. Besonders auffillig ist, dass das ss/7-Gen bei 100 % der Schweineisolate
(n=132/132) aber nur bei 80 % (n=112/140) der Krankenhauspatienten vorkam, wihrend die
anderen Superantigen-like Protein-Gene weitaus hdufiger unter den Patientenisolaten vertreten
waren. Auch Deepa et al. (2010) zeigten bereits, dass das Staphylococcen Superantigen-like
Protein-10 fahig ist an die IgG aus Schweineblut zu binden und somit die Phagozytose zu
verhindert. Das Vorkommen der Ssl bei dem ST398 ist eine weitere Ursache warum die MRSA
nicht von dem Immunsystem der Schweine erkannt werden und sich immer weiter in den
Schweinebetrieben ausbreiten koénnen. Aullerdem sind viele Ssl wie Deepa et al. (2010)
nachgewiesen haben, sowohl in der Lage das Immunsystem des Menschen, als auch das von
Schweinen und anderen Siugern zu umgehen. Aulerdem kann der ST398 iiber MGE von
anderen MRSA, weitere ss/-Gene als nur die Gene ss/1, -3,-5 und s55/10 erwerben. Dies ist auch
offensichtlich bereits geschehen, wie auch bei anderen Virulenzgenen in dieser Studie bereits
beschrieben wurde. In bisher veréffentlichten Studien konnten noch keine ss/7, -3, -5 und -70-
Gene bei Schweineisolaten, mit dem ST398 oder anderen schweineassoziierten Isolaten,
nachgewiesen werden. Auflerdem trug ein invasiver Patient mit ST398 auch noch das s5/9-Gen
und hat dieses offensichtlich bereits von einem HA- oder CA-MRSA im Krankenhaus tber
MGE erworben. Somit kann dieses ST398 Isolat, wie auch die ST398 Isolate aus den
Schweinebetrieben, welche bereits ssl-Gene erworben haben, besser das Immunsystem umgehen

und sind somit vermutlich virulenter als die bisher beschriebenen ST398-MRSA-Isolate.
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5.7.15 Vergleichende Darstellung der Virulenzfaktoren des ST398 aus
Schweinebetrieben mit anderen MRSA sowie die Entwicklung der

Aufnahme von neuen Virulenzfaktoren seit dem Jahr 2005

Im Vergleich der Virulenzfaktoren des ST398 von Schweinen mit den anderen MRSA der
Krankenhauspatienten sticht hervor, dass der ST398 von Schweinen, schweineassoziierten

Menschen und aus der Umgebung der Schweine weniger Virulenzgene aufweist.

Bei den Schweinen mit MRSA des ST398 konnte in der vorliegenden Studie das Alpha-,
Gamma- und Delta-Hémolysin-Gen, das agr-1-Gen, das ¢/f-A- und —B-Gen, das fnbA- und —B-
Gen, das cna-Gen und die Enterotoxingene-D und —G identifiziert werden, welche auch schon
seit der Entdeckung im Jahre 2005, bei Schweinen mit dem ST398 beschrieben wurden
(Monecke et al. 2007, Monecke et al. 2008, Kadlec et al. 2009, Kéck et al. 2009, Laurent et al.
2009, Lozano et al. 2011).

Das Auftreten des sasG-Gens, des ##7-Gens, der Staphylococcen-superantigen like Protein-Gene
und der Enterotoxingene-A und —J, bei dem ST398 von Schweinen wurde erstmals in dieser

Studie mit dem Microarray nachgewiesen.

Des Weiteren traten, neben den bei den Schweinen identifizierten Genen, bei den
schweineassoziierten Menschen- und den Umgebungsprobenisolaten noch das sen-Gen, das
nkD-Gen und das Beta-Himolysin-Gen auf. Bei den schweineassoziierten Menschen- und den
Umgebungsisolaten mit dem ST398 fehlten allerdings im Gegensatz zu den ST398-Isolaten von

Schweinen die Enterotoxingene sea und se¢f sowie das ss/5-Gen.

Im Vergleich zu den ST398 der Schweine traten bei den untersuchten MRSA der
Krankenhauspatienten als weitere Virulenzgene noch das Beta-Himolysin-Gen, das ag-1I- und
agr-1I1-Gen, die Gene kdpA, kdpB, ukD und /uk-E, die Gene ss/2, 4, -6, -7, -8, -9-, -11, alle
Enterotoxingene auller das entG-Gen, die Gene des IEC sak, sen, und chp, das fib-Gen sowie das
PVL-Gen auf.

Das Auftreten der Virulenzgene bei den Schweine- und den anderen CA- und HA-MRSA-
Isolaten der Krankenhauspatienten des Universititsklinikums Heidelberg wird in der Abbildung

52 dargestellt.
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Abbildung 52: Vergleichende Darstellung der Virulenzgene des ST398 mit anderen ST von
MRSA der untersuchten Krankenhauspatienten.
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Die Virulenzgene (kleine Kreise) welche den ST398 bzw. die anderen ST umgeben (grole graue

Kreise) kommen bei diesen vor.

ST398: Die in blau markierten Virulenzgene des ST398 wurden in dieser Studie nachgewiesen
und wurden auch schon zuvor bei MRSA des ST398 beschrieben. Die rot markierten
Virulenzgene sind neu. Die lila markierten Virulenzgene kamen bei Isolaten von
Umgebungsproben und schweineassoziierten Menschen, des ST398, zusitzlich zu den

Virulenzgene der Schweine vor.

Andere ST: Die blau markierten Virulenzgene kamen auch bei den Schweineisolaten des ST398
vor. Die grin markierten Virulenzfaktoren kamen nur bei den MRSA der Krankenhauspatienten

nicht aber bei den MRSA des ST398 von Schweinen vor.

Diese héhere Anzahl an Virulenzfaktoren, zu denen auch sehr virulente wie das PVL-Gen und
die Gene des IEC gehdren, macht sie zu einem hoheren Risiko fiir die Bevolkerung als die

MRSA des ST398 der Schweine.

Kommt es, wie in der Abbildung 53 dargestellt wird, zu einer Einlieferung von Landwirten,
Tierdrzten oder anderen Personen mit Schweinekontakt in Krankenhduser konnen die MRSA
des ST398 auf andere Patienten ubertragen werden, falls kein MRSA-Screening bei der
Einlieferung erfolgte. Die MRSA des ST398 koénnen im Krankenhaus tiber MGE neue
Virulenzfaktoren von HA- und CA-MRSA, welche sich bereits in Krankenhdusern ausgebreitet
haben, aufnehmen. Werden die schweineassoziierte Personen vor ihrer Entlassung nicht einem
Entlassungsscreening unterzogen konnen die vermutlich virulenteren MRSA mit den neuen
Virulenzgene aus Krankenhdusern in die Schweinebetriebe eingetragen werden. Dies erklart auch
den Anstieg der Virulenz seit der Entdeckung des ST398 bei Schweinen im Jahre 2005 und den
damit verbundenen vermutlichen Anstieg der Virulenz von MRSA des ST398. Um genaue
Informationen tiber den derzeitigen Stand der Virulenz des ST398 von Schweinen zu erlangen,
miussten Virulenzversuche durchgefithrt werden von kurzlich entnommenen MRSA-Isolate des

ST398 aus Schweinebetrieben und ein Vergleich mit den ersten Isolaten von 2005 stattfinden.

Die MRSA des ST398 mit neuen Virulenzgenen passen sich im Schweinebetrieb durch eine hohe
Ubertragungsrate, gute Wirtsadaption und weiterer Selektion der uberlebensfihigsten MRSA
nochmals besser an die Schweine an und kénnen wieder auf Kontaktpersonen tbertragen

werden, sodass der Ubertragungskreislauf von neuem beginnt.
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Deshalb miisste in Krankenhdusern ein Aufnahme und Entlassungsscreening durchgefiihrt
werden, um die Ausbreitung von MRSA des ST398 einzuschrinken und der weiteren Aufnahme

von Virulenzgenen entgegenzuwirken.
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Abbildung 53: Ubertragung neuer Virulenzgene von HA- und CA-MRSA im Krankenhaus auf

MRSA des ST398 von schweineassoziierten Personen die keinem Aufnahmescreening

unterzogen wurden.
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Bei Entlassung ohne Entlassungsscreening werden vermutlich virulentere Isolate des ST398 mit
mehr Virulenzfaktoren bzw. andere ST in die Schweinebetriebe eintragen, welche von dort
wieder auf Kontaktpersonen tbertragen werden koénnen. So entsteht ein Kreislauf, welcher
unterbrochen werden muss, um die Ausbreitung vermutlich immer virulenter werdender MRSA

des ST398 zu stoppen.

5.8 MRSA des CC398 der Krankenhauspatienten

Unter den nachgewiesenen Virulenzgenen der finf CC398 Isolate von Krankenhauspatienten
war besonders auffillig, dass ein CC398-V Isolat eines kolonisierten Patienten sowie ein CC398
Isolat mit atypischer SCCmec eines invasiven Patienten die sak-, sen- und chp-Gene des IEC
trugen. Diese Gene konnten in der vorliegenden Studie nur bei den Isolaten von
Krankenhauspatienten nachgewiesen werden und das saz-Gen trat auBerdem noch bei einem
schweineassoziierten Menschen- und einem Umgebungsisolat auf (jeweils n=1/33, 3 %).
Allerdings waren die Gene des IEC auch bei einem kolonisierten Patienten mit ST398-V und
einem Invasiven mit einer atypischen SCCwec nachweisbar. Bei dem Invasiven konnte auBlerdem
das beta-Hamolysin-Gen nachgewiesen werden, sodass ein horizontaler Gentransfer von HA-
oder CA-MRSA in die ST398 Population zur Ubertragung der beta-Himolysin-Gene und Gene
des IEC stattgefunden hat. Das Vorhandensein der Gene des IEC zeigt, dass der CC398 in der
Lage ist weitere Gene zu erwerben, die im Krankenhaus bei HA- oder CA-MRSA vorkommen
und diese vermutlich virulenteren MRSA kénnen dann von kolonisierten oder Personen mit
MRSA in primir sterilen Materialien, in die Schweinebetriebe eingetragen werden, die Schweine

befallen und auch auf den Menschen zuriickiibertragen werden.

Dies ist vor allem der Fall, da bereits in der vorliegenden Studie ein Umgebungsisolat positiv
getestet wurde und die Schweine sich v.a. tiber infizierten Staub anstecken und es dann zu einer
schnellen Ausbreitung unter den Tieren kommen kann. AuBlerdem entsteht eine Selektion der
MRSA, die gegen die Antibiotika, welche im betroffenen Schweinebetrieb eingesetzt werden,
resistent sind mit einer anschlieBenden Rickibertragung dieser resistenteren Bakterien auf den

Menschen.

Alle deutschen MRSA-Isolate von Schweinen, die Kadlec et al. (2009) untersuchten waren weder
Triger des sak-, sen- oder chp-Gens als Nachweis eines stattgefundenen horizontalen

Gentransfers und auch die ST398-Isolate von Arguidin et al. (2011) waren sen-Gen-negativ. So
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zeigt die vorliegende Studie das bereits virulentere CC398 existieren und folglich in die
Schweinebetriebe eingetragen werden koénnen, wie das sen-Gen-positive Umgebungsisolat und

das Isolat eines schweineassoziierten Menschen verdeutlichen.

Der CC398 mit der atypischen SCCwec hat aullerdem noch das s5/9-Gen erworben, was ihn von
den bisher isolierten schweineassoziierten CC398 Isolaten unterscheidet, da das 55/9-Gen bisher
nur bei Krankenhauspatienten aber keinem schweineassoziierten CC398 Isolat nachgewiesen
werden konnte. Auch dies deutet auf die Entstehung vermutlich deutlich virulenterer CC398

Isolate hin, die sich weiter ausbreiten werden.

5.9 MSSA

In der vorliegenden Studie konnten auch sieben MSSA-Isolate durch den Microarray
genotypisiert werden. Dabei war besonders auffillig, dass unter den CC398-MSSA-Isolaten das
Toxik-Schock-Syndrom Toxin-Gen, die Enterotoxingene -a, -g und -1, das alpha- und gamma-
Himolysin-Gen, die Staphylococcen-like Enterotoxingene-1, -7, -9, -10, das Collagen-binding-
adhesin-Gen, das Fibrinogen-binding Protein-Gen und das Gen der Staphylokinase als
Virulenzfaktoren vorkamen. Das Fibrinogen-binding Protein-Gen konnte dagegen bei keinem
schweineassoziierten MRSA-Isolat nachgewiesen werden, genauso wie das Toxik-Schock-
Syndrom Toxin-Gen, das Enterotoxingen-1 und die Staphylococcen-like Enterotoxingene ss/7
und /9. Das Enterotoxingen-A kam bei keinem MRSA-Isolat eines schweineassoziierten

Menschen in dieser Studie vor.

Diese Ergebnisse zeigen, dass diese Virulenzfaktoren bereits auch ihren Weg in die
Schweinebetriebe gefunden haben und durch MGE auch auf MRSA iibertragen werden kénnen,

was folglich zu einer vermutlichen Virulenzsteigerung fiihrt.

Jiménez et al. (2010) konnten bei einem untersuchten MSSA-Isolat des ST398 keine
Enterotoxingeme und kein Toxik-Schock-Syndrom Toxin-1-Gen nachweisen im Gegensatz zu
der vorliegenden Studie. Dagegen wurde von Uhlemann et al. (2012) bei MSSA des ST398
bereits das sak-Gen, welches der Umgehung des Immunsystems dient nachgewiesen, genauso
wie die ibertragende ,,beta-Converting Phage und Lozano et al. (2011a) wiesen das #77-Gen bei
MSSA des ST398 von gesunden Menschen nach. Somit wurde bereits die Auftnahmefahigkeit der
MRSA des CC398 in Bezug auf diese Gene bestitigt.
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Auch das ST211-MSSA-Isolat einer Sau war Triger des #77-Gens, des alpha- und gamma-
Himolysins-Gens, des Enterotoxin-B-Gens, des ¢ip-Gens, des fib- und fub-Gens sowie des s5/5-
Gens. Besonders wichtig ist, dass dieses ST211-MSSA-Isolat PVL-positiv war und somit das
PVL-Gen schon den Weg in die deutschen Schweinebetriebe gefunden hat und auch auf MRSA
des ST398 bzw. MSSA tbertragen werden kann.

Die beiden MSSA des CC45 von zwei Landwirten enthielten die Enterotoxingene-g und -j,
sowie das sak-, chp-, fib-Gen und das delta-Himolysin-Gen, welche durch horizontalen
Gentransfer tibertragen werden. Besonders auffillig ist auch, dass das fib-Gen noch bei keinem
schweineassoziierten MRSA-Isolat nachgewiesen werden konnte und somit von den Landwirten
mit MSSA in ihre Schweinebetriebe eingetragen werden kann, genauso wie das ¢jp-Gen und

andere Gene zur vermutlichen Virulenzsteigerung.

5.10 MRSA aus Europa

In der vorliegenden Studie wurden noch MRSA-Isolate von Schweinen und Landwirten sowie
Staubproben von Schweinebetrieben aus Spanien, Dinemark, den Niederlanden und der
Schweiz untersucht und mit den deutschen Isolaten verglichen. Besonders auffillig war, dass
neben dem ST398 (n=19/22), der der alleinige gefundene ST aus den deutschen
Schweinebetrieben dieser Studie darstellte, noch der ST1-IV (4,5 %, n=1/22) und ST49-V (9,1

%, n=2/22) aus Nasentupfern von Schweinen aus der Schweiz isoliert werden konnte.

Der ST1, eines Schweineisolates aus der Schweiz, unterschied sich von den bisher untersuchten
deutschen ST398 aus Schweinebetrieben, da er das agr-11I-Gen, das Enterotoxingen-h, die ss/2-, -
4-, -6-, -7-, -8, -9-Gene sowie das fib-Gen enthielt, welche bei keinem deutschen Schwein
vorkamen. Der ST49-V von Schweizer Schweinen, enthielt das agr-11-Gen sowie die Gene ss/2, -
4, -6, -7, -8, -9 welche auch nicht bei den deutschen Isolaten von Schweinen, Landwirten,
Tierarzten sowie der Umgebung nachgewiesen werden konnten. Allerdings war er im Gegensatz
zu den ST398 Isolaten ena-negativ. Dies zeigt, dass die Schweine auch mit anderen ST kolonisiert
werden kénnen, aber auch im Ausland meistens der ST398 vorkommt. Insgesamt gehorten 86,4
% der untersuchten auslindischen Isolate dem ST398 an und bisher trat nur selten der ST-1 oder

ST49 bei Schweinen auf (Overesch et al. 2011, Franco et al. 2011, Babtisti et al. 2010).

Der ST-1-1V, ein CA-MRSA, wurde wahrscheinlich von einem Landwirt auf seine Schweine

Ubertragen, genauso wie der ST-1, von dem bisher erstmals von Overesch et al. (2011) bei
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Schweizer Schweinen berichtet wurde. Die ST1 und ST49 sind meistens in italienischen
Krankenhdusern zu finden, in denen sich Landwirte anstecken kénnen (Monaco et al. 2010).
Auffillig ist auch, dass ein ST398 Isolat eines Schweizer Schweines Triger des ##7-Gens war,
welches nur bei einem deutschen Schwein mit MRSA des ST398 nachgewiesen werden konnte.
Dies zeigt wiederum, dass ST398 Isolate bei Kontakt zu Virulenzgene diese tiber horizontalen

Gentransfer aufnehmen kénnen und somit vermutlich in der Lage sind ihre Virulenz zu steigern.

Die tbermittelten und getesteten Resistenzen der auslindischen ST398 Isolate von Schweinen
stimmen mit den Ergebnissen des Uniklinikums Heidelberg von den Schweinen dieser Studie
tberein und zeigen alle eine 100 % Resistenz gegen Penicilline und Tetracycline und eine
Resistenz von 52-77 % gegen Clindamycin, Clarithromycin, Erythromycin und Trimethroprim
und von 20,5 % gegen Gentamicin. Dies zeigt, dass die Schweine im Inland und Ausland v.a.
gegen die haufig verwendeten Antibiotika in der Schweinezucht Penicilline, Tetraycline,
Trimethroprim und Gentamicin Resistenzen aufweisen (Smith et al. 2009, Kadec et al. 2009,
Fessler et al. 2010, Hausschild et al. 2012, Price et al. 2012). Der steigende Selektionsdruck,
welcher durch die Antibiotikagaben und den gesteigerten Konkurrenzdruck der Bakterien im
Betrieb ausgel6st wird, hat somit auch neben dem Erwerb der SCCmec-IV und -V und der
Resistenzgene, zum stetig steigenden Erwerb von Virulenzfaktoren geftihrt, um sich besser
anzupassen und iberleben zu kénnen, wie auch in der vorliegenden Studie bewiesen werden

konnte.

5.11 Auswertung der Fragebogen und Angaben der Landwirte zu

Antibiotikagaben in ihrem Betrieb

Insgesamt wurden nur Fragebogen an Tierirzte und Studenten ausgeteilt sowie die Landwirte zu
Antibiotikagaben in ihrem Betrieb befragt. Die Auswertung der Fragebégen zeigte, dass
Tierirzte und Studenten mit einer vorangegangenen Antibiotikacinnahme kein signifikant
hoheres Risiko haben nasal mit MRSA des CC398 besiedelt zu werden (p=1,039) und alle
besiedelten den CC398-V aufwiesen nach der Arbeit im Schweinebetrieb.

Auch die Ergebnisse des MRSA-Status der Schweinebetriebe, im Zusammenhang mit einer
vorangegangenen Antibiotikagabe an die Schweine, zeigen keinen signifikanten Unterschied. In
dieser Studie fallt allerdings auf, dass Schweinebetriebe mit der Gabe von Penicillinen und

anderen beta-Laktamen eine hohe MRSA-Privalenz von 87,5 % (n=7/8) aufweisen und eine
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MRSA-Privalenz von 100 % bei der alleinigen Gabe von Amoxicillin vorlag. Fischer (2011)
konnte keinen Zusammenhang zwischen Antibiotikagaben und der Privalenz MRSA-positiver
Schweine am Mastende feststellen genauso wie Frick (2010). Im Gegensatz dazu konnten Van
Duijkeren et al. (2008) und Tenhagen et al. (2009) eine hoéhere MRSA-Privalenz bei

Mastschweinen, die Antibiotika erhalten hatten, ermitteln.

Jedoch war auch auffallend, dass Betriebe mit einer metaphylaktischen Gabe von Amoxicillin
eine Privalenz von 100 % MRSA-positiver Schweine aufwiesen und somit durch die Gabe von
beta-Laktamen die Selektion der MRSA, des ST398, geférdert wird. Dies zeigten auch Van
Duijkeren et al. (2007), sodass die Gaben von beta-Laktamen wund Tetracyclinen
mitverantwortlich sind fiir die Selektion der MRSA in den Schweinebetrieben. Deshalb sollte der
Antibiotikaeinsatz bei Schweinen, genauso wie bei anderen Tieren und dem Menschen weiterhin
streng kontrolliert werden, nach den Empfehlungen der Europiischen Arzneimittelagentur, der
EFSA, der Weltgesundheitsorganisation und des Codex Alimentarius. Dadurch soll das Risiko
der Entstehung und Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen begrenzt und die Verfigbarkeit von
wirksamen Antibiotika gesichert werden. Ebenfalls muss der MRSA-Status von Personen mit
Schweinekontakt erfasst werden, um andere Patienten im Krankenhaus, sowie bei der Riickkehr
dieser Personen in den Betrieb, die Schweine vor MRSA, welche neue Virulenzgene erworben

haben oder andere ST zu schiitzen.
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6. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass 50,1 % der untersuchten Schweine und
85,2 % der Betriebe anhand von Schweinenasentupfern oder Umgebungsproben als MRSA-
positiv einzustufen waren. Auch bei 56,3 % der untersuchten Umgebungsproben, 56,4 % der
Landwirte, 22,2 % der Tierdrzte und 68,8 % der Studenten konnten MRSA nachgewiesen
werden. Die Privalenzen liegen im oberen Drittel verglichen mit bisher stattgefundenen Studien,
was fir eine gute Probenentnahme und Anzucht spricht und zeigt, dass im Vergleich zu den
vergangenen Jahren, seit ihrer Entdeckung 2005, die MRSA-Privalenz in deutschen
Schweinebetrieben immer mehr angestiegen ist. Dies geht darauf zuriick, dass die Anpassung der
MRSA des ST398 an die Schweine vermutlich immer besser und die MRSA immer virulenter
werden, worauf die erh6éhte Anzahl an Virulenzgene in dieser Studie hindeutet. Deshalb sollten

Virulenzuntersuchungen angestrebt werden, um genauere Hinweise auf die mitmaliliche Virulenz

von MRSA des ST398 zu erhalten.

Die MRSA-positive Umgebung der Schweine stellt aulerdem eine stindige Infektionsquelle dar,
was den Schweregrad, MRSA-freie Schweinebestinde zu erhalten, aufzeigt und auch die hohe
Anzahl an kolonisierten Studenten, Tierdrzten und Landwirten kann auf die hohe MRSA-
Privalenz im Staub zurlckgefithrt werden. Die Umgebungsproben stellen eine gute und schnelle
Screeningmoglichkeit der Betriebe dar, zur Erfassung des MRSA-Status eines Betriebes, da von
den 23 MRSA-positiven Betrieben in 22 Fillen (95,7 %) auch MRSA in der Umgebung
nachgewiesen werden konnten. In der vorliegenden Studie wurde des Weiteren gezeigt, dass die
Sockentupfer sensitiver sind als die Entnahme von Staubproben. Auch die Spielketten und
Trinken stellen, da sie immer in Kontakt mit den Schweinen stehen eine stindige

Infektionsquelle fiir die MRSA-Ubertragung zwischen den Schweinen dar.

In dieser Studie konnten alle MRSA-Isolate von Schweinen, Umgebungsproben sowie
schweineassoziierten Menschen, aus Deutschland, dem CC398 zugeordnet werden mit einer
deutlichen Dominanz des ST398-V und selten kam der ST398-1V sowie ein ST398 mit atypischer
SCCmec unter den Isolaten aus den Schweinebetriecben vor. Die hohe MRSA-Privalenz des
CC398, die im oberen Drittel im Vergleich zu bisher durchgefiihrten Studien einzuordnen ist,
zeigt die gestiegene MRSA-Ausbreitung bei Landwirten, Tierirzten und Tiermedizinstudenten
auf. Die MRSA des ST398 konnen auch von Landwirten oder anderen Personen mit

Schweinekontakt auf Menschen ohne Schweinekontakt tbertragen und in Krankenhauser

199



Schlussfolgerung

eingetragen werden. Dies ist schon geschehen, da der ST398 auch im Uniklinikum Heidelberg
nachgewiesen werden konnte. Uber HA- und CA-MRSA koénnen die ST398 Isolate neue
Virulenzfaktoren tber horizontalen Gentransfer erwerben. Sie werden dann wieder in
Schweinebetriebe eingetragen, was die Ausbreitung von neuen Virulenzgenen unter den ST398
Isolaten von Schweinen erklirt. Das Vorkommen des ST1 und ST49 unter den MRSA-Isolaten
von schweizerischen Schweinen zeigt, dass die Schweine auch mit anderen ST kolonisiert werden,
falls Landwirte sich mit diesen im Krankenhaus anstecken und bei der Entlassung keinem
MRSA-Screening unterzogen werden. Jedoch kommt auch im Ausland meistens der ST398 vor
und auch 86,4 % der untersuchten Isolate aus dem Ausland in dieser Studie geh6érten dem ST398
an. Unter den Isolaten von Krankenhauspatienten dominierte der ST5/ST225-MRSA-II/Rhein-
Hessen mit 54,3 % (n=76/140). Der in den Schweinebetrieben isolierte ST398 konnte bei 3,6 %
der Isolate von Krankenhauspatienten (n=5/140) nachgewiesen werden, sodass LA-MRSA des
ST398 schon den Weg in Krankenhduser gefunden haben. Deshalb sollten ein
Aufnahmescreening und eine Isolierung bis zum Ergebnis des MRSA-Status aller Patienten mit
Schweinekontakt durchgefithrt werden, um weitere Patienten zu schiitzen jedoch auch ein
Entlassungsscreening, um eine spitere Rickibertragung vermutlich virulenterer MRSA mit
neuen Virulenzgenen oder anderen ST in die Schweinebetriebe zu unterbinden. Bei den MRSA-
Isolaten des ST398 von Schweinen, Umgebungsproben und schweineassoziierten Menschen
konnte das alpha-, beta- und gamma-Himolysin-Gen sowie das agr-I-Gen nachgewiesen werden,
die bereits in anderen Studien bei dem ST398 isoliert wurden. Das Beta-Hidmolysin-Gen konnte
bereits bei MRSA-Isolaten aus der Umgebung und von schweineassoziierten Menschen
nachgewiesen werden, was zeigt, dass das Gen bereits auf MRSA des ST398 iibertragen wurde
und beginnt sich auszubreiten. Gerade bei diesen Isolaten konnte auch das so-Gen zur
Immunevasion nachgewiesen werden. Unter den Krankenhauspatienten mit dem ST398 kam
bereits ein Isolat mit Beta-Hamolysin-Gen vor, sodass es folglich tiber MGE auf Schweineisolate
tbertragen werden kann. Auch das #&£D-Gen wurde bei einem Isolat eines schweineassoziierten
Menschen und einer Umgebungsprobe nachgewiesen, aber es fehlte bei den Schweineisolaten
und das /ukE-Gen fehlte vollig bei dem ST398, was ein Grund fir das seltene Auftreten von
klinischen Erscheinungen bei Schweinen zu sein scheint, da diese Virulenzfaktoren zu
Hautinfektionen und Abszessen fuhren. Zu den nur selten auftretenden klinischen
Erscheinungen trigt des Weiteren noch das Fehlen des fib-Gens bei den Isolaten des ST398 aus

Schweinebestinden bei.
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Das ena-Gen kam als einziges Gen viel hiufiger unter den schweineassoziierten Isolaten vor und
wurde nur bei einer geringen Anzahl an MRSA-Isolaten von Krankenhauspatienten
nachgewiesen. Es spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Ausbreitung des ST398 unter
Schweinen, da es eine hohe Bindungsaffinitit zu porcinem Kollagen besitzt und somit die
Kolonisation férdert. Unter den schweineassoziierten ST398-Isolaten konnten als weitere
Virulenzfaktoren das fubA- und fubB-Gen, zur Oberflichenanheftung, sowie das sasG-Gen
nachgewiesen werden. Somit hat eine mogliche Ubertragung iiber hotizontalen Gentransfer von
HA- und CA-MRSA-Isolaten auf den ST398 bereits stattgefunden. Auch das ¢/fA-, ¢/fB- und
Kapseltyp-5-Gen, die Enterotoxingene sea (0,76 %, n=1/132), sea320 (2,3 %), sed (10,6 %), seg
(2,3 %) und s¢ (1,5 %) und die Staphylococcen Superantigen-like Proteingene-1, -3, -5 und -10
konnten bei den LA-MRSA des ST398 von Schweineisolate gefunden werden. Das Auftreten der
neuen Enterotoxingene enz-A und ent-] und der Superantigen-like Protein-Gene zeigt, dass es dem
ST398 gelungen ist weitere Virulenzgene zu erwerben und vermutlich seine Virulenz zu steigern.
Das Vorkommen der Ssl-Proteine bei dem ST398 ist eine weitere Ursache fiir das Nichterkennen
der MRSA durch das Immunsystem der Schweine und die weitere Ausbreitung in den

Schweinebetrieben.

Insgesamt besteht die Gefahr, dass MRSA des ST398 von schweineassoziierten Personen in
Krankenhduser eingetragen werden, dort von HA- und CA-MRSA weitere Virulenzgene iber
horizontalen Gentransfer aufnehmen und von den Landwirten in die Schweinebetriebe
eingetragen werden. Sie konnen sich von dort iiber Landwirte oder andere schweineassoziierte
Personen wieder in der Bevolkerung weiter ausbreiten. Dieser Erwerb von Virulenzfaktoren ist
bereits geschehen, da die LA-MRSA des ST398, im Vergleich zu frither analysierten LA-MRSA,
seit der Entdeckung 2005, mehr Virulenzgene besitzen. Dies wird auch durch das Auftreten des
#s11-Gens, bei einem MRSA-Isolat von einem Schwein, und des PVI.-Gens bei einem MSSA
Isolat von einer Sau verdeutlicht. Eine Ubertragung des PVI.-Gens auf porcine MSSA oder
MRSA kann durch horizontalen Gentransfer erfolgen. Die Gefahr besteht besonders, da die LA-
MRSA des ST398 die SCCmec-V und -1V besitzen. Diese kénnen leicht das PVI.-Gen, zur
Virulenzsteigerung, aufnehmen und dann zu einer potentiellen Gefahr fir die Bevélkerung
werden, wie es bei den CA-MRSA bereits erfolgt ist. So sollte durch Aufnahme- und

Entlassungsscreenings einer weiteren Ausbreitung viruleterer MRSA entgegengewirkt werden.

Die Auswertung der Fragebégen der Tierirzte und Studenten ergab, dass eine vorangegangene

Antibiotikaeinnahme kein signifikant héheres Risiko darstellt mit MRSA des CC398 besiedelt zu
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werden und auch vorangegangenen Antibiotikagaben an die Schweine zeigten keinen
signifikanten Unterschied in Bezug auf das MRSA-Besiedelungsrisiko. Allerdings wiesen Betriebe
mit Penicillin- und anderen beta-Laktamgaben eine hohe MRSA-Privalenz auf, sodass der
Antibiotikaeinsatz, in der Human- und Tiermedizin, weiterhin streng kontrolliert werden sollte,
um der Entstehung und Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen entgegenzuwirken und die

Verfugbarkeit von wirksamen Antibiotika zu sichern.

Zukunftige Studien miissen stattfinden, um den Eintrag von LA-MRSA in Krankenhduser sowie
die Virulenz des ST398 weiter zu erforschen und um zu kliren wie das Screening fur
Risikogruppen, welche LA-MRSA haben konnten durchgefihrt werden sollte, um einen

horizontalen Gentransfer von Virulenzgenen zu unterbinden.
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7. Zusammenfassung

LA-MRSA von Schweinen breiten sich seit ihrer Entdeckung im Jahre 2005 immer weiter unter
den Schweinebetrieben und Personen mit Schweinekontakt aus. Von diesen Personengruppen
konnen sie in Krankenhiuser eingetragen werden und stellen ein Risiko fiir die Bevolkerung dar.
Genauso konnen aber auch mutmallich virulentere MRSA des ST398, welche in
Krankenhdusern von HA-und CA-MRSA neue Virulenzgene tber horizontalen Gentransfer
erworben haben wieder von Landwirten, welche keinem Entlassungsscreening unterzogen
wurden auf Schweine iibertragen werden. So entsteht ein Kreislauf der Ubertragung vermutlich
immer virulenterer MRSA. Das Ziel dieser Studie war es MRSA von Schweinen, Landwirten,
Tierarzten, Tiermedizinstudenten und Umgebungsproben zu isolieren und mit MRSA von
Patienten aus dem Uniklinikum Heidelberg zu vergleichen, unter besonderer Berticksichtigung
der Virulenzfaktoren. Aulerdem sollte ein moglicher Fintrag von schweineassoziierten MRSA in

das Uniklinikum Heidelberg nachgewiesen werden.

Als MRSA-Proben wurden Nasentupfer von Schweinen, Landwirten, Tierdrzten und Studenten
sowie Umgebungsproben entnommen und mit MRSA von Patienten des Uniklinikums
Heidelberg verglichen. Die Tupfer wurden in CASO-Bouillon 24h bei 37 °C angereichert und auf
COS-5 %-Agar sowie MRSA-ID Agar ausgestrichen und 24h bei 37 °C bebriitet. Die rosa
gewachsenen MRSA-Kolonien von dem MRSA ID Agar wurden weiter durch MALDI-TOF als
S. awurens und mittels VITEK2 als MRSA bestitigt. Bei den MRSA der Krankenhauspatienten
erfolgte noch eine MRSA-Bestitigung mit einer mecA-/femB-PCR. Die Genotypisierung mit

Analyse des ST und der Virulenzfaktoren wurde mit dem Microarray durchgefiihrt.

In der votliegenden Studie konnten 85,2 % der Betriebe (n=23/27) anhand ihrer Schweine- bzw.
der Umgebungsproben als MRSA-positiv eingestuft werden. Von den 23 MRSA-positiven
Betrieben war in 21 Betriecben mindestens ein Schwein nasal besiedelt (77,7 %) und in 22
Betrieben (81,5 %) wurden MRSA in der Umgebung nachgewiesen. Von den beprobten
Schweinen waren 50,1 % (n=172/343) nasal mit MRSA besiedelt. Insgesamt watren 56,4 % der
Landwirte (n=22/39), 22,2 % der Tierirzte (n=2/9) und 68,8 % der Studenten (n=11/16)
MRSA-positiv und in 15 Betriecben (n=15/27) waren sowohl die Landwirte als auch ihre
Schweine MRSA-Triger. Insgesamt waren in der vorliegenden Studie 56,3 % der
Umgebungsproben (n=72/128) MRSA-positiv und alle Isolate aus den Schweinebetrieben
gehorten dem ST398 an, unter dem der ST398-V dominierte und selten der SCC398-IV oder ein
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ST398 mit atypischer SCCmer vorkam. Auch bei 3,8 % (n=5/132) der Isolate von
Krankenhauspatienten konnte der ST398 nachgewiesen werden und der ST5/ST225-MRSA-
I1/Rhein-Hessen dominierte mit 54,3 % (n=76/140). Bei 132 untersuchten MRSA-Isolaten von
Schweinen kamen als Virulenzfaktoren bei 90,9 % (n=129/132) der Isolate das alpha-, bei 82,6 %
das gamma- und bei 100 % das delta-Hamolysin-Gen vor. Aullerdem konnte das f#b-A-Gen bei
93,9 %, das fub-B-Gen bei 98,5 % sowie das sasG-Gen bei 15,2 % der Schweineisolate
nachgewiesen werden. Bei den MRSA-Isolaten von Schweinen wurden auBlerdem noch als
erstmals auftretende Gene, die Enterotoxingene sez sowie s¢f isoliert und auch die Staphylococcal
Superantigen-like Proteine-1, -3, -5 und -10. Das Collagen-binding-adhesin-Gen stellte eine
Ausnahme dar, da es bei allen Schweine- aber nur bei 25,7 % der Krankenhauspatientenisolate
nachgewiesen werden konnte, wihrend die anderen Virulenzgene hiufiger unter den MRSA-
Isolaten der Krankenhauspatienten nachzuweisen waren. Alle schweineassoziierten Isolate
konnten der agr-I-Gruppe zugeordnet werden und die SCCmes-V dominierte, wahrend die
SCCmec-IV und  eine atypische SCCwec selten vorkamen. Die MRSA-Isolate der
Umgebungsproben und der schweineassoziierten Menschen wiesen, zusitzlich zu den
Virulenzgenen der Schweine, noch das beta-Himolysin-Gen und das szk-Gen des IEC auf
(jeweils n=1/33). Das sasG-Gen konnte noch bei 3 % der Isolate von schweineassoziierten
Menschen (n=1/33) und 6,1 % der Isolate von Umgebungsproben (n=2/33) nachgewiesen
werden. Besonders auffillig war, dass das PVL-Gen welches bei 5,7 % (n=8/140) der
analysierten MRSA von Patienten auftrat, bei keinem schweineassoziierten Isolat nachgewiesen
werden konnte und auch bei keinem ST398 eines Krankenhauspatienten, allerdings kam es bei
einem Isolat einer Sau mit MSSA des ST398 vor. Aullerdem waren zwei ST398-Isolate von
Krankenhauspatienten Triger der IEC-Gene sak, sen, chp, welche somit ihren Weg in die LA-
MRSA-Population des ST398 gefunden haben. Unter den analysierten Schweizer-MRSA-Isolaten
von Schweinen konnte auch der ST49 und ST1 gefunden werden, was zeigt, dass die Schweine
auch von anderen ST befallen werden koénnen, die andere Virulenzfaktoren in die
Schweinebetriebe eintragen und so eine Rickiibertragung mutmaflich virulenterer MRSA auf den

Menschen erfolgen kann.

Die Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten schweineassoziierten-MRSA bereits mehr
Virulenzgene tragen als in fritheren Studien beschrieben wurden und der ST398 somit in der Lage
ist andere Virulenzgene tUber horizontalen Gentransfer von HA- oder CA-MRSA aufzunehmen.
Deshalb sollten Personen mit Schweinekontakt vor- und nach einem Krankenhausbesuch auf

MRSA getestet und gegebenenfalls saniert werden, da sie vor allem in Krankenhdusern MRSA
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des ST398 auf andere Patienten ubertragen koénnen. Des Weiteren tragen ST398-positive
Personen mit Schweinekontakt, welche nach einem Krankenhausbesuch nicht saniert wurden
und Virulenzfaktoren von HA- oder CA-MRSA tber horizontalen Gentransfer erworben haben,
die wahrscheinlich virulenter gewordenen MRSA des ST398, in ihre Schweinepopulation ein.
Diese MRSA des ST398 konnen nach weiterer Selektion im Schweinebetrieb wieder auf den
Menschen zuriickiibertragen werden und wieder neue Virulenzgene erwerben. Da unter dem
ST398, die SCCmecV tberwiegt und auch die SCC-1IV vorkommt sind diese LA-MRSA in der
Lage das PVL-Gen tiber horizontalen Gentransfer, welches bereits in dieser Studie bei einem
MSSA Isolat, einer Sau des ST398, nachgewiesen werden konnte zu erwerben. Das PVL-Gen hat
somit bereits den Weg in die deutschen Schweinebestinde gefunden. Das Vorkommen des sak-,
sen- und chp-Gens, bei zwei ST398 Isolaten von Krankenhauspatienten zeigt, dass der ST398 in
der Lage ist weitere Virulenzgene aufzunehmen, iber MGE von HA- oder CA-MRSA, was ihn
zu einem bedeutenden Risiko fiir die Bevolkerung sowie die Schweine macht. Folglich sollte vor
und nach einem Krankenhausaufenthalt der MRSA-Status von Personen mit Schweinekontakt
erfasst werden, um Kontaktpersonen sowie die Schweinen vor der Ubertragung vermutlich

immer virulenter werdender MRSA des ST398 zu schiitzen und die Ausbreitung einzuddmmen.
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8. Summary

Porcine LA-MRSA are spreading more and more at pig farms and among persons coming into
contact with pigs since they were discovered in 2005. They can be brought into hospitals by these
groups of persons and they pose a risk to the population. But in precisely the same way, probably
more virulent MRSA of the ST398 strain which have acquired new virulence genes by horizontal
gene transfer in hospitals from HA and CA-MRSA can be transferred again to pigs by farmers
without discharge screening. This produces an infection loop for probably more and more
virulent strains of MRSA. The aim of this study was to isolate MRSA strains from pigs, farmers,
veterinarians, veterinary students and ambient samples and to compare them with MRSA of
patients from the University Hospital of Heidelberg, with special consideration of the virulence
factors. Furthermore, a possible transfer of pig-associated MRSA strains into the University

Hospital of Heidelberg was to be proven.

As MRSA samples, nasal swabs were taken from pigs, farmers, veterinarians, veterinary students
and farm ambient samples and they were compared with MRSA strains from patients of the
University Hospital of Heidelberg. The swabs were enriched in tryptic soy agar (TSA) for 24
hours at 37°C and streaked on Columbia agar with 5% sheep’s blood (COS) and MRSA 1D agar
and were incubated for 24 hours at 37°C. The pink grown MRSA colonies from the MRSA 1D
agar were also confirmed as S. aureus using MALDI-TOF technology and as MRSA using the
VITEK 2 system. In addition, the MRSA strains from the hospital patients were confirmed as
MRSA by mecA-/ ferB-PCR. Genotyping with an analysis of the ST and of the vitrulence factors

was performed using the microarray.

85.2% of the farms (n=23/27) were classified as MRSA-positive farms on the basis of their pigs
ot the ambient samples in the present study. Twenty one of the 23 MRSA-positive farms had at
least one pig with nasal MRSA colonisation (77.7%) and the presence of MRSA in the
surrounding environment was verified at 22 farms (81.5%). 50.1% (n=172/343) of the tested pigs
showed nasal colonisation with MRSA. Altogether, 56.4% of the farmers (n=22/39), 22.2% of
the veterinarians (n=2/9) and 68.8% of the students (n=11/16) were MRSA-positive and both
the pig farmers and their pigs were cartiers of MRSA at 15 pig farms (n=15/27). All in all, 56.3%
of the ambient samples (n=72/128) were MRSA-positive in the present study; all isolates from
the pig farms belonged to the ST398 strain with a high dominance of the ST398-V strain and

with rare occurrence of the SCC398-1V strain or an ST398 with an atypical SCCrmec. Strains of
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ST398 were also found in 3.8% (n=5/132) of the isolates from hospital patients, and the
ST5/ST225-MRSA-II/Rhine Hesse strain dominated with 54.3% (n=76/140). In the MRSA
isolates from pigs, alpha-haemolysin occurred as virulence factor in 90.9% of isolates
(n=129/132), gamma-haemolysin in 82.6% and delta-haemolysin in 100%. Furthermore, the firb-
A gene was detected in 93.9% of the pigs, the f#b-B gene in 98.5% of pigs and the sas-G gene in
15.2% of the pig isolates. Furthermore in the MRSA isolates of pigs, we isolated for the first time
the enterotoxin genes sea and sej and the staphylococcal superantigen-like proteins 1, 3, 5 and 10.
Collagen-binding adhesin-gene was an exception because it was found in all pigs but in only
25.7% of the hospital patient isolates while the other virulence genes were detectable more
frequently among the MRSA of the hospital patients. All pig-associated isolates were able to be
assigned to agr-I-group and SCCwec type-V dominated while SCCrmer type IV and an atypical
SCCmec occurred rarely. The MRSA of the ambient samples and of the persons coming into
contact with pigs also showed beta-haemolysin and the sazk gene of the IEC system (each
n=1/33), in addition to the vitulence factors of the pigs. The sasG gene was still detected in 3%
of the persons coming into contact with pigs (n=1/33) and 6.1% of the isolates from ambient
samples (n=2/33). It was particulatly noticeable that the PVL gene which occurred in 5.7%
(n=8/140) of the analysed MSSA strains of patients was not detected in any pig-associated isolate
and not in any ST398 of hospital patients, but it occurred on an isolate from a sow with MRSA
of strain ST398. Furthermore, two ST398 isolates from hospital patients were carriers of the IEC
genes sak, sen and ¢hp which have thus found their way into the LA-MRSA population of ST398
strain. Amongst the analysed Swiss MRSA isolates from pigs, the ST49 and ST1 strains were also
found, which indicates that the pigs may also be infected with other ST strains which can bring
other virulence factors into the pig farms, thus possibly leading to back-transfer of probably more

virulent MRSA to humans.

The results indicate that the analysed pig-associated MRSA already carry more virulence genes
than described in earlier studies and that the ST398 strain is thus capable of assimilating other
virulence factors via horizontal gene transfer if it contacts HA- or CA-MRSA. This is why
persons coming into contact with pigs should have an MRSA screening examination before and
after a hospital visit and should be cleared of it if necessary since they can transfer MRSA of
strain ST398 to other patients, above all in hospitals. Moreover, ST398-positive persons having
contact with pigs who were not cleared of it after a hospital visit and who had contact with HA-
or CA-MRSA bring the MRSA of the ST398 strain which have become probably more virulent
into their pig population. These MRSA of the ST398 strain can be transferred back to humans
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after further selection at the pig farm and they can acquire new virulence genes again. Since
SCCmec type V dominates and SCC type IV also occurs amongst the ST398 strain, these LA-
MRSA are capable of assimilating the PVL gene via horizontal gene transfer. The PVL gene was
already proven to be present in this study in an MSSA isolate, a sow with strain ST398, which
indicates that it has already found its way into German pig farms. The appearance of the sak, scn
and ¢hp genes on two ST398 isolates from hospital patients indicates that the ST398 strain is
capable of assimilating further virulence genes via MGEs from HA- or CA-MRSA, which makes
it a significant risk for the population and the pigs. Consequently, the MRSA status of persons in
contact with pigs should be determined before and after a stay in hospital to protect persons they
come into contact with against transmission of more and more virulent MRSA of strain ST398

and to curb spread.
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Anhang
Fragebogen Nr.:...........coeeeeee
MRSA Fragebogen fiir Tierirzte und Studenten:
Beruf:
] Tierarzt
| Student

[] Rotationsstudent
[l Famulant

Wann hatten Sie Kontakt zu Schweinen?

[ Nur im Rahmen der Rotation in der Schweineklinik
"] Ich besitze eigene Schweine

Hiufigkeit des Kontakts mit Schweinen:

UJ mehrmals tiglich [l tiglich [l wochentlich [ seltener

Alter der beprobten Person in Jahren:
10-10 [J11-20 [121-30 [131-40 [141-50 [151-60 [161-70 [171-80 [181-90 [191-100

Haben Sie selbst in den letzten 6 Monaten Antibiotika eingenommen?
]a [] Nein

Welche Antibiotika?:
[] Penicillin
[ Amoxicillin

[l Amoxicillin+ Clavulansiure
] Clindamycin

| Tetracyclin

[ Andere

Warum?
[ Wunden [1OP [] Husten U Lungenentziindung I Schnupfen
[ Andere

Wie lange haben Sie Antibiotika eingenommen?
] 3-5 Tage []5-10 Tage I linger als 10 Tage I linger als 4 Wochen

Behandlungserfolg der Antibiotikaeinnahme:
] sehr gut [ gut [l maBig [schlecht
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Liegen bei Ihnen selbst Erkrankungen vor?
] Hauterkrankungen

U Schlecht heilende Wunden

[1,,0Offene Beine®

[ Lungenprobleme/ Atemwegsprobleme

[l Chronischer Husten

"] Chronischer Schnupfen

) Chronische Nasennebenhéhlenentziindung
U] Entztindung des Herzens

[ Augenentziindungen
[1 Andere

Seit wann liegen diese Etkrankungen vor?
[11 Monat [12 Monaten LI linger als 2 Monate L] linger als 6 Monate

Lag bei Ihnen ein Krankenhausaufenthalt in den letzten 6 Monaten vor?
]a [] Nein

Hat bei Ihnen eine Operation stattgefunden?
]a LI Nein
Wenn Ja: kam es zu

"I Wundheilungsstérungen ] Infektionen

Hatten Sie in den letzten 6 Monaten Kontakt zu Petrsonen im
[ Krankenhaus
[] Altersheim

Arbeiten Sie in einer/ einem

_| Zahnarztpraxis
U] Tierarztpraxis
[ Altersheim

[1 Krankenhaus

Haben Sie wissentlich Kontakt zu einer Person mit MRSA?
]a [] Nein

[1 Hiermit stimme ich der anonymen Auswertung meiner Daten/ Proben zu
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Altersklassen

Ferkel 1-4 Wochen |1,2-10 kg
Absetzer/Absetzer zur Mast 4-12 Wochen |10-30kg
Mastschwein 12-30 Wochen | 30-125kg
Sau >7Mo >125kg
Eber >1 Jahr >180kg
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