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3.1 Bestandsbegehung

Es wurden 92 Milchviehbetriebe in Brandenburg besucht. Um in die Studie aufgenommen zu
werden, mussten die Betriebe mehr als 100 Milchkiihe haben und dem LKV angeschlossen
sein. Auf diesen Betrieben wurden von jeweils 32 laktierenden Tieren Viertelgemelksproben
fiir bakteriologische Untersuchungen entnommen.

Die sterile Probenentnahme erfolgte im Melkstand vor dem Melken nach Vorreinigung der
Euter mit einem feuchten Eutertuch und Desinfektion der Zitzen mit Zellstoff und 70%igem
Alkohol.

Die Auswabhl der Tiere aus der Herde erfolgte nach dem Zufallsprinzip aus denjenigen kli-
nisch gesunden Tieren, die sich einer der in Tabelle 6 dargestellten vier Gruppen zuordnen
lieBen.

Mittels der dabei vorgenommenen Einteilung lieBen sich eventuelle Unterschiede zwischen
Erstkalbinnen und multiparen Tieren aufdecken. Die Hauptrisikozeiten fiir Mastitiden am
Anfang und am Ende der Laktation wurden so beriicksichtigt.

Die Tiere durften keine du3erlich sichtbaren Symptome einer Euterentziindung erkennen

lassen, die Milch musste makroskopisch unverandert erscheinen.

Tabelle 6: Charakterisierung der untersuchten Tiergruppen

Anzahl der Tiere Laktationsnummer Laktationstage
8 1 bis 50. Tag
8 1 ab 250. Tag
8 >1 bis 50. Tag
8 >1 ab 250. Tag

3.2 Bakteriologische Untersuchungen der Milchproben

Die steril genommenen Milchproben wurden bei 4°C gelagert und nach spétestens 24 Stun-

den im Milchlabor der Tierklinik fiir Fortpflanzung der Freien Universitit Berlin mikrobiolo-

47



Material und Methoden

gisch untersucht. Sie wurden auf hemmstoffreien Blutagarplatten (Blood Agar Base Nr. 2,
Oxoid, Wesel; Zusatz von 5% Schafblut) mit 0,1% Aesculin-Zusatz ausgestrichen. Der Aus-
strich erfolgte nach sorgféltigem Durchmischen mit jeweils 0,01 ml der Proben.

Die diagnostischen Kriterien im Labor umfassten das Wachstums-, Himolyse-, und Gram-
Verhalten, CAMP-Phidnomen, Reaktion auf Katalase, Oxidase, Rohrchenkoagulase, anaerobe
Mannitolvergirung, Acetointest und Staphylase-Test” (Oxoid, Wesel) bzw. Slidex Staph®
Plus (bioMerieux, Niirtingen) sowie die Lancefieldgruppen-Bestimmung bei Streptokokken.
Die isolierten Staphylokokken wurden bei -80°C eingefroren und fiir weitergehende Untersu-
chungen aufbewahrt. Fiir das Einfrieren wurde eine Nahrbouillon (Brain-Heart Infusion/BHI,
Oxoid, Wesel) mit 2-3 makroskopisch gleichen Erregerkolonien beimpft. Die Bouillon wurde
bei 37°C ca. 24 Stunden bebriitet. Dann wurden 1500ul der bebriiteten Bouillon mit steriler
Pipette in Cryordhrchen gefiillt, 300ul steriles Glycerin hinzugegeben und gut vermischt. Die
Cryordhrchen wurden in Cryoboxen eingefroren. Somit standen sie fiir die Uberpriifung der
Hypothese der unterschiedlichen Stimme bei Altkiihen und Erstkalbinnen zur Verfiigung.
Weiterhin wurden diese Daten genutzt, um Einfliisse auf die Eutergesundheit und Verbrei-

tung von Mastitiserregern sowie deren Resistenzlage zu ermitteln (Kdster, 2004).

3.3 Auswahl der Betriebe zur Typisierung

Auf Grundlage der Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen im Milchlabor der
Tierklinik fiir Fortpflanzung wurden aus den 92 Betrieben die sechs mit der hochsten Prava-
lenz von S. aureus ausgewahlt. Die isolierten und aufbewahrten Staphylokokken-Stdmme aus
diesen Betrieben wurden dann fiir die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen genutzt.
Die Anzahl laktierender Milchkiihe lag auf den sechs ausgewahlten Betrieben zwischen 250
und 470. Die Viertelprdvalenz von S. aureus in diesen Betrieben lag zwischen 23,4% und
32,0% und die Tierpravalenz bei Werten zwischen 46,9 und 62,5% (Tabelle 7). Die Zellzah-
len bei der Milchleistungspriifung (MLP) waren in allen sechs Betrieben sehr hoch, sie lagen
zwischen 430.000 und 590.000 Zellen/ml. Verschiedene im Betrieb durchgefiihrte Hygiene-

malnahmen im Melkstand und beim Trockenstellen werden in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 7: S. aureus Viertel- und Tierprivalenzen der ausgewihlten Betriebe

Betrieb Viertelprédvalenz/ Anzahl Tierpridvalenz/ Anzahl infi-
infizierter Viertel zierter Tiere
1 30,5% (39) 62,5% (20/32)
2 31,3% (40) 56,3% (18/32)
3 23,4% (30) 46,9% (15/32)
4 26,6% (34) 62,5 % (20/32)
5 28,1% (36) 46,9% (15/32)
6 32,0% (41) 59,4% (19/32)

Tabelle 8: Hygienemallinahmen in den Betrieben

Betrieb Euterreinigung Zitzendippen = Zwischendesinfektion  Antibio. Trennung
TS

feuchtes Vlies  Dippbecher, = Handspriihg., regelm.,  nach ZZ ja
unregelméBig nach jedem Tier

feuchtes Vlies  Dippbecher, = Handspriihg., nur nach  ja, alle nein

0. Papier regelméaBig kranken Tieren

Papier Dippbecher,  Eimer, unregelmiBig, nachZ7Z/ ja
regelméaBig nach jedem Tier Mastitis

feuchtes Vlies  Handspriihg., Handspriihg., regelm.,  nach ZZ ja
regelméaBig nach jedem Tier

feuchtes Flies ~ Handspriihg., Handspriihg., nur nach  ja, alle teilweise
regelméaBig kranken Tieren

feuchter Lap-  Handspriihg., Eimer, regelmiBig, ja, alle teilweise

pen unregelméBig nach jedem Tier

Antibio. TS = Trockenstellen unter Antibiotikumschutz; Trennung = Trennung gesunder von kranken Tieren;
nach ZZ = nur bei Tieren mit erhdhter Zellzahl; Mastitis = nur bei Tieren, die in Laktation durch Mastitis aufge-

fallen waren
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3.4 Untersuchungen zur Differenzierung von Staphylococcus aureus von anderen

Staphylokokken

Alle auf den verschiedenen Betrieben isolierten, als Staphylokokken identifizierten und ein-
gefrorenen Stimme wurden nach folgenden Kriterien untersucht:

Héamolyseverhalten, Rohrchenkoagulase, anaerobe Mannitvergarung, Wachstum auf acri-
flavinhaltigem Agar, Acetoin Test, Staphylase-Test ® (Oxoid, Wesel) und Slidex Staph Plus ®
(bioMerieux, Niirtingen).

3.4.1 Hamolyseverhalten

Das Hamolyseverhalten wurde auf hemmstoffreien Blutagarplatten (Blood Agar Base Nr. 2,
Oxoid, Wesel; Zusatz von 5% Schafblut) beurteilt. Es wurde zwischen Stimmen ohne Hamo-
lyse, Stimmen mit vergriinender Himolyse (alpha-Hédmolyse), Stimmen mit vollstdndiger
Héamolyse (beta-Hédmolyse) und Stammen mit doppelzoniger Himolyse (alpha- und beta-

Héamolyse) unterschieden.

3.4.2 Rohrchen-Koagulase

Fiir den Nachweis der Koagulase wurde das lyophilisierte BBL™ Coagulase Plasma® (Bec-
ton Dickinson, Heidelberg) mit sterilem reinem Wasser resuspendiert. Dann wurde zu jeweils
0,5 ml des Plasmas in einem Réhrchen eine Ose der jeweiligen zu testenden Bakterienkultur
gegeben und gemischt. In jedem Ansatz wurden zusétzlich zu den zu untersuchenden Stdm-
men Kontrollstimme in Form eines bereits bekannten S. aureus Stammes und eines bekann-
ten Koagulase negativen Staphylokokken Stammes angelegt. Es erfolgte eine Inkubation im
Wasserbad bei 37°C fiir 24 Stunden.

Nach 4 und 24 Stunden wurden die Reaktionen abgelesen. Als positives Ergebnis wurde die
vollstdndige Koagulation des Plasmas gewertet, das gesamte Plasma haftete an der Rohr-

chenwand. Das Ausbleiben der Koagulation war ein negatives Ergebnis.
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3.4.3 Anaerobe Mannitvergirung

Zur Testung der anaeroben Mannitvergdrung wurden Réhrchen mit 1%Mannit-haltigem Agar
genutzt. Sie wurden mittels Ose jeweils mit ein bis zwei Kolonien der Stimme im senkrech-
ten Strich bis auf den Réhrchenboden beimpft. AnschlieBend wurde das Rohrchen mit einer
etwa 1cm hohen Sdule Paraffindl beschichtet und somit luftdicht abgeschlossen. Als positives
Ergebnis wurde ein Farbumschlag von rot nach gelb nach einer 2- bis 3tidgigen Bebriitung bei

37°C gewertet.

3.4.4 Acriflavinhaltiger Agar

Es wurde das Wachstum der gefundenen Staphylokokkenstdmme auf mit Acriflavin supple-
mentiertem Standard-I-Nahragar (Merck, Darmstadt) getestet. Der Agar wurde, bevor er in
Platten gegossen wurde, mit 7 pg/ml Acriflavin ergidnzt. Dann wurden jeweils einige Kolo-
nien jedes Staphylokokkenstammes auf den vorbereiteten Agarplatten ausgestrichen und bei
37°C fiir 24 Stunden inkubiert. Wachstum auf dem mit Acriflavin ergénzten Agar wurde als

positives Ergebnis gewertet.

3.4.5 Acetoinbildung

In der Voges-Proskauer-Reaktion wird aus Glucose anaerob gebildetes Acetoin (Butandiol)
mit Voges-Proskauer Reagenz durch eine rote Verfarbung nachgewiesen. Hierzu wurden 2 ml
beimpfter Bouillon (LB-Glucose-Medium) bei 37°C bebriitet. Nach 2 bis 3 Tagen wurden 1
ml 5%ige alpha-Naphtollosung und 0,5ml 40%ige wissrige Kalilauge zur Bouillon gegeben.
Nach 5 Minuten bei Raumtemperatur zeigte sich ein positives Ergebnis (Acetoinbildung)
durch rote Verfarbung an. Das Ausbleiben des Farbumschlags wurde als negatives Ergebnis

gewertet.

3.4.6 Staphylase-Test
Der Staphylase-Test” (Oxoid, Wesel) (CF) wurde nach Produktanleitung durchgefiihrt. Mit

einer Impfose wurden jeweils 2-3 Bakterienkolonien auf das Testfeld und das Kontrollfeld
der Reaktionskarte gegeben. Dann wurde ein Tropfen gut durchmischte Test-Reagenz auf das

Testfeld und ein Tropfen Kontrollreagenz auf das Kontrollfeld gegeben. Der Inhalt des Test-
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feldes wurde mit einer Impfose vermischt. Mit einer neuen Ose wurde auch der Inhalt des
Kontrollfeldes vermischt. Hierbei wurde auf das Auftreten von Agglutination geachtet.
Agglutinierte nur die Zellsuspension im Testfeld, war das Testergebnis positiv. Der unter-
suchte Stamm galt als S. aureus. Der Test konnte nicht ausgewertet werden, wenn die Sus-

pension im Kontrollfeld agglutinierte.

3.4.7 Slidex Staph Plus

Der Slidex Staph Plus Test” (bioMerieux, Niirtingen) (SSP) wurde entsprechend der Produkt-
anleitung folgendermaflen durchgefiihrt:

Die bei 4°C gelagerten Reagenzien wurden vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht und
gut aufgeschiittelt. Auf zwei unterschiedliche Felder der mitgelieferten Testkarten wurde
jeweils ein Tropfen des anti-Staphylococcus aureus Reagenzes und ein Tropfen des Kontroll-
reagenzes gegeben. Mit verschiedenen Impfosen wurden jeweils 1-2 Kolonien der zu unter-
suchenden Bakterienkultur in die Felder eingerieben und etwa 10 Sekunden durchmischt.
Dann wurde die Karte 20 Sekunden leicht rotierend bewegt und die Reaktion abgelesen.

Ein positives Ergebnis lag vor, wenn im Feld mit dem anti-Staphylococcus aureus Reagenz
innerhalb dieser Zeit (30 Sekunden) eine Agglutination sichtbar wurde und im Feld mit dem
Kontrollreagenz keine Agglutination auftrat. Dieses zeigte die Anwesenheit von S. aureus an.
Ein negatives Ergebnis lag vor, wenn keine der Zellsuspensionen agglutinierte. Der Test

konnte nicht interpretiert werden, wenn das Kontrollreagenz agglutinierte.

Die Aussagefahigkeit der Kombination einzelner Verfahren miteinander wurde im Anschluss

vergleichend betrachtet.

3.5 Typisierung der gefundenen Staphylococcus aureus Isolate

Mit Hilfe von Resistenzprofilen und RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA
Polymerase Chain Reaktion) wurden von fiinf der ausgewéhlten Milchviehbetriebe jeweils 22
und vom sechsten Betrieb 20 der gefundenen S. aureus Isolate identifiziert und auf ihre Vari-

abilitét gepriift.
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Zur Erhéhung der Sicherheit, dass unterschiedliche Stimme auch tatsédchlich als solche er-
kannt werden, wurde in Paralleluntersuchungen bei der Amplifikation der DNA fiir die PCR
mit zwei verschiedenen Primern gearbeitet.

Die Durchfiihrung erfolgte im Labor des Instituts fiir Tier- und Umwelthygiene der Freien
Universitét Berlin.

Die Genotypisierung mittels RAPD-PCR erwies sich in verschiedenen Untersuchungen als
sehr geeignet, um unterschiedliche S. aureus Stimme voneinander zu differenzieren (Lam et

al., 1996b; Lipman et al., 1996; Fitzgerald et al., 1997, Gillespie et al., 1999).

Die Auswabhl der fiir die Typisierung genutzten S. aureus Isolate erfolgte nach folgenden
Kriterien:

1. moglichst gleiche Anzahl von Isolaten aus unterschiedlichen Tiergruppen

2. moglichst viele verschiedene Tiere

3. die Auswahl der weiteren Isolate erfolgte per Zufall

Da die Anzahl der gefundenen S. aureus bei den Erstkalbinnen sehr begrenzt war, wurden
fast alle Isolate, die aus diesen Tiergruppen (1 und 2) isoliert wurden, fiir die Genotypisierung

genutzt.

3.5.1 Erstellung von Resistenzprofilen

Die Bestimmung des Resistenzverhaltens der Erreger gegeniiber Antibiotika wurde mit der
Agardiffusionsmethode durchgefiihrt. Diese Empfindlichkeitstests dienten der Erstellung von
Resistenzprofilen zur Absicherung der Ergebnisse aus der RAPD-PCR. Es wurden alle S.
aureus Isolate dem Agardiffusionstest unterzogen, die auch fiir die Genotypisierung ausge-
wihlt wurden.

Die Durchfiihrung und Bewertung der Antibiogramme erfolgte anhand der Richtlinien zur
Empfindlichkeitspriifung von bakteriellen Krankheitserregern (au3er Mycobakterien) gegen
Chemotherapeutika der Deutschen Norm DIN 58940.

Der Bewertungsschliissel fiir die Beurteilung des Agardiffusionstests ist in der Tabelle 9

dargestellt. Grundlage war die Arbeitsanweisung ,,Resistenzbestimmung schnell wachsender
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Mikroorganismen® des Arbeitskreises fiir veterindrmedizinische Infektionsdiagnostik der

DVG, Stand XI 1996 sowie die DIN Norm 58940.

Tabelle 9: Beurteilung der Agardiffusionstests anhand der HemmhofgrofBe (in mm)

Wirkstoff Konzentration/Blatt Resistent Intermediér Sensibel
(ug bzw. LE). (mm) (mm) (mm)
Penicillin 10 LE <28 13-23 >29
Cloxacillin Sug <15 >16
Amoxicillin/ 20/10 pg <28 21-27 >29
Clavulanséure
Erythromycin 15 ug <16 17-20 >21
Cefoperazon 10 ug <10 11-16 >17
Cefquinom 10 ug <17 >18
Neomycin 30 pug <16 >17
Tetracyclin 30 pug <16 17-21 >22
Danofloxacin S5ug <17 18-21 >22
Ampicillin 10 pg <28 15-21 >29
Potenzierte 25 ug <10 11-15 >16
Sulfonamide
Gentamicin 10 ug <14 15-20 >21

3.5.2 Durchfiithrung der RAPD-PCR

3.5.2.1 Isolierung und Reinigung der DNA

Die DNA wurde mit Hilfe des kommerziellen DNA-Isolierungssystems Wizard ® Genomic
DNA Purification Kit der Firma Promega (Madison, USA) (enthielt Nuclei Lysis Solution,
Protein Precipitation Solution und DNA Rehydration Solution) iiber verschiedene Bearbei-
tungs- und Zentrifugationsschritte (Technical Manual No. 050, Promega) isoliert und gewa-

schen.
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Hierzu wurden die bei -80°C aufbewahrten Staphylococcus aureus Isolate iber Blutplatten-
kultur (5% Schafblutagar) in LB-Bouillon (Merck, Darmstadt) iibertragen und iiber 24 Stun-
den angereichert.

Jeweils 2 ml dieser Bakteriensuspension wurden in 2 ml Mikrozentrifugenréhrchen pipetiert
und fiir 2 Minuten bei 16100 g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde entfernt und das zuriickbleibende, die Bakterien enthaltende Pellet in
480 ul EDTA (50mM) resuspendiert. Dann wurden 60 ul Lysostaphin (10mg/ml) (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) und 60 ul Lysozym (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zur
Bakterienwandlysis zugesetzt und die R6hrchen bei 37°C fiir 45 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurden die Réhrchen 2 Minuten bei 16.100 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde im Anschluf3 erneut verworfen.

Zum Riickstand wurden, um eine Kernlysis zu bewirken, 600 ul Nuclei Lysis Solution, gege-
ben und zum Mischen vorsichtig pipetiert. Im Anschlufl wurden die Réhrchen fiir 5 Minuten
bei 80°C inkubiert und danach wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt.

SchlieBlich wurden 3 ul RNAse Solution zugegeben und gemischt. Die anschlieende Inku-
bation bei 37°C dauerte 30 Minuten. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 200 ul
Protein Precipitation Solution hinzupipetiert.

Auf eine Smintitige Inkubation auf Eis folgte ein erneuter Zentrifugenschritt bei 16.100 g fiir
3 Minuten. Die DNA befand sich nun im Uberstand, von dem 1,5 ml in neue jeweils 600ul
Isopropanol enthaltende Mikrozentrifgugenrohrchen pipetiert wurde. Der Uberstand wurde
mit dem Isopropanol gemischt, so dass diinne DNA Strénge sichtbar wurden.

Im AnschluB wurde erneut 2 Minuten bei 16.100 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen und der Riickstand (das DNA-Pellet) mit 600 ul Ethanol (70%) versetzt, um die DNA
zu waschen. Nach 2 Minuten Zentrifugieren bei 16.100 g wurde das Ethanol wieder abgezo-
gen und das Réhrchen mit noch enthaltener DNA auf sauberem absorbierendem Papier zum
Trocknen an der Luft fiir 15 Minuten liegen gelassen. Die isolierte und gewaschene DNA
wurde dann mit 100 ul DNA Rehydration Solution rehydriert und eine Stunde bei 65 °C
inkubiert.

Die Lagerung der rehydrierten DNA erfolgte im Kiihlschrank bei 4°C.
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3.5.2.2 Bestimmung der DNA-Dichte

Zur photometrische Bestimmung der DNA-Dichte wurde das Photometer DyNA Quant 200
(Hoefer, San Francisco,USA) und das DyNA Quant 200 Kit (Hoefer, San Fransisco, USA)
verwendet. Hierbei wurde die Dichte der DNA jedes Isolats in der rehydrierten Losung gegen
eine Standardlosung gemessen.

Im Anschluss konnte die Konzentration der isolierten DNA so verdiinnt werden, dass die
Dichte der DNA aller Isolate {ibereinstimmte (2ng/ul).

Die Verdiinnungsprodukte wurden bis zur Durchfiihrung der RAPD-PCR bei 4°C im Kiihl-

schrank aufbewahrt.

3.5.2.3 Amplifikation der DNA

An einem sterilen Arbeitsplatz wurde die DNA fiir die RAPD-PCR vorbereitet. Hierzu wur-
den ,,Ready-To-Go RAPD Analysis Beads* (Amersham Biosciences, Piscataway, USA)
verwendet. Zu diesen Analysekiigelchen wurden jeweils 5 ul der verdiinnten DNA, 5 ul des
ausgewihlten Primers und 20 ul destilliertes Wasser gegeben. Die Analysekiigelchen enthal-
ten Puffer (3 mM MgCl,, 30 mM KCL und 10 mM Tris), dATP, dCTP, dGTP, dTTP, BSA
und hitzebestindige Polymerasen (AmpliTaq und Stoffel fragment). Als Primer wurden die
Primer 2 oder 5 des ,,Ready-To-Go RAPD Analysis Beads® (Amersham Biosciences, Pisca-
taway, USA) genutzt, da sich in einem Vorversuch gezeigt hatte, dass diese zwei Primer die
zu untersuchenden S. aureus Isolate am stdrksten differenzierten.

Primer 2 — (5'-d[GTTTCGCTCC] -3")

Primer 5 — (5"-d[AACGCGCAAC]-3")

Zur Kontrolle wurde bei jedem Durchgang neben der DNA der zu untersuchenden 22 bzw. 20
S. aureus Isolate jeweils ein Kontrollstamm E. coli und eine Leerkontrolle ohne DNA eben-
falls der RAPD-PCR unterzogen.

Der Inhalt der R6hrchen wurde gemischt und ziigig in den Thermocycler Typ Gene Amp,
PCR-System 2400 der Firma Perkin Elmer (Gottingen, Deutschland) gestellt. Dort wurden
folgende Zyklen durchlaufen:
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1 Zyklus: 95°C, 5 Minuten

95 Zyklen:  95°C, 1 Minute
36°C, 1 Minute
72°C, 2 Minuten

3.5.2.4 Gel-Elektrophorese

Nach Amplifikation der DNA muBten die vervielfiltigten DNA-Abschnitte sichtbar gemacht
werden. Hierzu wurden sie auf ein 1,5%iges Agarosegel, dem 0,5 ug/ml Ethidiumbromid
zugesetzt wurde, aufgetragen. Dieses wurde fiir 4 Stunden der Elektrophorese bei 90 Volt
unterzogen.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Bild der Banden unter UV-Licht sichtbar ge-
macht.

Die erscheinenden Bilder der Banden wurden direkt auf einen Computerbildschirm {ibertra-

gen und als Bild ausgedruckt.

3.5.2.5 Auswertung der RAPD-PCR Bilder

Die Auswertung der mittels Gelelektrophorese hergestellten PCR-Bilder erfolgte visuell. Es
wurden nur die Bandenmuster miteinander verglichen, die sich auf demselben Elektrophore-
segel und somit auf einem Bild befinden. Die Bandenmuster dieser S. aureus Isolate wurden
in denselben Verarbeitungsschritten hergestellt.

Traten bei der Leerkontrolle, der keine DNA zugegeben wurde, trotzdem Banden auf, war
dies als normal zu bewerten. Diese entstehen durch kleine Mengen DNA Verunreinigung in

den Polymerasen.

Von jedem typisierten Isolat standen zwei mit unterschiedlichen Primern erstellte Banden-
muster zur Verfligung, die zuerst unabhéngig voneinander ausgewertet und dann zu einem
Ergebnis zusammengefasst wurden. Die Auswertung geschah in Anlehnung an eine Anlei-

tung zur Auswertung von Pulsfeldgelelektrophorese-Bildern (Tenover et al., 1995).
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Unterschieden sich die durch beide Primer erstellten Bandenmuster zweier Isolate in keiner
Bande voneinander, wurden sie als identische Stamme betrachtet. Bei einer zusétzlichen oder
einer fehlenden Bande wurden sie als nah verwandt angesehen.

Isolate mit identischen Bandenmustern wurden mit gleichen Buchstaben bezeichnet. Unter-
schieden sich die Bandenmuster in nur einer Bande, erfolgte die Bezeichnung mit dem glei-

chen Buchstaben und einer zusitzlichen Ziffer.

3.6 Statistische Verfahren

Die Darstellung der Ergebnisse der Studie erfolgte rein deskriptiv.

Im diagnostischen Teil der Studie (Kapitel 2.4) wurden als klassische Bewertungskriterien
qualitativer Tests die Sensitivitit als Anteil der Testpositiven an den im Goldstandard positi-
ven und die Spezifitét als Anteil der ,,Nicht-Testpositiven* (Testnegative und keine Aussage)
an den im Goldstandard negativen berechnet.

Auf eine schlieBende Statistik wurde in Anbetracht des stark vorselektierten Untersuchungs-

materials verzichtet.

58



