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1 Einleitung

Ein Meilenstein in der Bekdmpfung bakterieller Infektion ist die Entdeckung von Antibiotika.
Waéhrend nach dem 2. Weltkrieg in den 1950er und 1960er zahlreiche Antibiotika
verschiedener Klassen mit unterschiedlichen Wirkungsmechanismen entdeckt und entwickelt
wurden, wird die Suche nach neuartigen Chemotherapeutika immer schwieriger und
aufwandiger. So hat seit den 1980er Jahren bis heute die Entwicklung neuer Antibiotika um
mehr als ein Drittel abgenommen und nur wenige echte Innovationen, deren Wirksamkeit auf
neuen Wirkungsmechanismen beruhen, sind hinzugekommen (Holzgrabe, 2010). Grund zur
Sorge bereitet in diesem Kontext auBerdem die Zunahme multiresistenter Keime in den
letzten 10 bis 20 Jahren, die sich in und zwischen Krankenhdusern ausbreiten kdnnen
(GERMAP, 2008). Diese zunehmend besorgniserregende Situation (EFSA, 2010; AHO,
2010b) hat nicht nur die Diskussion um den Einsatz von Antibiotika in der Humanmedizin in
die Offentlichkeit geriickt, sondern gibt auch in der Nutztiermedizin Anlass zu Appellen und
MaBnahmen, antibakterielle Chemotherapeutika verniinftig und verantwortungsvoll sowie in
geringeren Mengen einzusetzen (AHO, 2010a, b, c; BTK/AGTAM, 2010; FVE, 1999).

Zu den derzeit haufigsten nosokomialen, multiresistenten Infektionserreger sind Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus- (MRSA) und Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE)
zu zéhlen (Heudorf und Tessman, 2008). Auch bei Tieren wurde in den letzten Jahren
verstarkt Uber das Auftreten von MRSA und VRE als Besiedler und Infektionserreger
berichtet (Ellerbroek et al, 2004; Cuny et al., 2009; Leonard und Markey, 2008, Frick, 2010;
Spohr et al., 2010; Dullweber, 2010). Vor allem bei Schweinen gibt es hinsichtlich der MRSA-
Pravalenz zahlreiche aktuelle Untersuchungsergebnisse (Tenhagen et al., 2009). Aber auch
bei Kihen (Joo et al., 2001; Lee, 2006; Spohr et al., 2010), Pferden (Cuny et al., 2009;
Walther et al., 2009) und bei Kleintieren (Walther, 2007) konnten MRSA-Keime
nachgewiesen werden. Hingegen gibt es gegenwartig nur vereinzelt Berichte Uber MRSA-
Nachweise aus Gefligelbestanden und Angaben Uber deren Pravalenz fehlen vollstandig
(Fetsch et al., 2009a; Tenhagen et al., 2009).

Bei VRE-Keime konzentrieren sich die meisten Studien auf eine mégliche Ausbreitung von
VRE aus der landwirtschaftlichen Tierhaltung Uber die Nahrungskette auf den Menschen, da
der Einsatz von Avoparcin als Leistungsférderer in der Schweine-, Hihner- und Putenmast
maoglicherweise zur Entwicklung von Kreuzresistenzen bei Enterokokken gegen Vancomycin
und Teicoplanin gefuhrt hat.

MRSA- wie auch VRE-Keime kdnnen sowohl beim Menschen als auch beim Tier
nachgewiesen werden (Descheemaeker et al., 1999; Frick, 2010). Vor allem bei MRSA ist
sich die Fachwelt einig, dass es sich hierbei um einen Zoonoseerreger handelt. Im Falle
von VRE hingegen sind die Ubertragungswege vom Tier auf den Menschen noch nicht
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geklart. Somit sind Untersuchungen von Tieren sowie von Personen mit Tierkontakt als
Basis einer Risikoabschatzung zur Ubtragung von multiresistenten Keimen auf den
Menschen grundlegend.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es deshalb, erstmals die Pravalenz von MRS und VRE in
Mastputenbestanden sowie deren Verbreitung unter putenhaltenden Landwirten und ihren
Familienmitgliedern zu ermitteln. Dazu werden bereits bewdhrte Nachweismethoden
eingesetzt, mit deren Hilfe eine groBe Probenanzahl von Mastputen, Stallstaub und
Personen bearbeitet und deren Ergebnisse mit denen europaweiter Pravalenzstudien bei
anderen Tierarten verglichen werden kénnen.
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2 Literaturubersicht

2.1 Staphylokokken und Methicillin-resistente Staphylokokken
(MRS)

2.1.1 Vorkommen und Bedeutung von Staphylokokken

Nach Angaben von Newsom (2008) gehen die ersten Arbeiten Uber Staphylokokken auf den
schottischen Chirurgen Ogston im Jahre 1883 zurlick. Er wies traubenférmig angeordnete
Kokken in Eiterprozessen nach und gab diesen Mikroorganismen deshalb den Namen
Staphylococcus.

Die Gattung Staphylococcus (S.) gehort heute zur Familie der Staphylococcaceae und wird
zusammen mit den Familien Bacillaceae, Planococcacea und Listeriaceae sowie funf
weiteren Familien in die Ordnung Bacillales, Stamm Firmicutes eingegliedert (Becker und
Peters, 2009).

Staphylokokken sind grampositive, nichtbewegliche, Katalase-positive Kokken. Sie weisen
einen Durchmesser von 0.5-1.5 um auf, wachsen in der Regel fakultativ anaerob und bilden
keine Sporen. Staphylokokken kénnen einzeln, in Paaren, Tetraden, kurzen Ketten oder aber
in der namensgebenden typischen Traubenform auftreten (Kloos und Schleifer, 1986;
Selbitz, 2007). Die Gattung Staphylococcus enthalt mehr als 60 Spezies und Subspezies
(www.dsmz.de; Mai 2010).

Pathogene Staphylokokken besitzen an die Zelloberfliche gebundene Virulenzfaktoren wie
eine antiphagocytare Schleimhdille (Kapselpolysaccharid), eine Glykokalix,
fibronektinbindende Proteine, das Protein A (Immunglobulin-Rezeptor), Enzyme (Proteasen,
Lipasen, Nukleasen, Hyaluronidasen) und den Clumping-Faktor. Der Clumping-Faktor
enthalt Fibrinogenrezeptoren (zellgebundene Koagulase) und l6st die Verklumpung der
Bakterien im Blutplasma aus. Ein fir die Virulenz von Staphylokokken wichtiges
extrazellulares Enzym ist die Koagulase. Koagulase ist im Gegensatz zum Clumping-Faktor
nicht zellgebunden und flhrt zu sichtbaren Verklumpungen der Bakterien, indem es das
Fibrinogen im Plasma zu Fibrin umwandelt (Selbitz, 2007). Die Einteilung von
Staphylokokken in Koagulase-positve- und Koagulase-negative Arten, die J. von Daranyi
bereits 1926 begrindet wurde, ist nach dem heutigen Wissen molekulargenetisch nicht
untermauert und lasst auch keine eindeutige Abtrennung in pathogene und apathogene
Spezies zu. Diese Einteilung wird aber dennoch aus Grinden der bakteriologisch-
diagnostischen Praktikabilitdt und zumindest teilweiser klinischen Relevanz auch heute noch
angewandt (Becker und Peters, 2009; Hof und Dérries, 2005).
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Pathogene Staphylokokken bilden Toxine wie pyrogene Toxine (Toxic-Shock-Syndrome-
Toxins-1 [TSST-1], das das sog. Toxic Shock Syndrome [TSS] hervorruft) und Enterotoxine
mit Superantigenaktivitét (die Durchfall und Erbrechen auslésen kénnen), epidermiolytische
Toxine (Proteasen, exfoliative Toxine ETA und ETB, die die Epidermis massiv schadigen),
sowie Leukozidine und Hamolysine (o, B, v, 9), die extrazellular abgeben werden und

toxinvermittelte Krankheitsbilder auslésen kénnen (Becker und Peters, 2009).

Vorkommen beim Tier

Staphylokokken gehéren zu den gewdhnlichen Besiedlern der Haut von Tieren (Nagase et
al.,, 2002). Besondere Bedeutung kommt S. aureus bei Tieren und Menschen zu, da S.
aureus einer der haufigsten Erreger von eitrigen Entziindungen auBerer und innerer Organe
ist. Diese Entzindungen kdénnen 0&rtlich begrenzt sein, flachenhafte Ausdehnung erlangen
oder in einer Septikdmie mit schwerem Krankheitsverlauf gipfeln (Mayr et al., 1984).

Zu den bekanntesten Staphylokoken-Infektionen bei Tieren gehdren die exudative
Epidermitis der Schweine (,FerkelruB“) und die mit hohen wirtschaftlichen Verlusten
einhergehenden Mastitiden der Rinder und kleinen Wiederkauern. Bei allen Tierarten kbnnen
Hautinfektionen mit Ausbildungen von Pusteln, Akne, Furunkeln und Pyodermien, Otitis
externa und media, die Botryomykose sowie Septikdmien, die mit hohem Fieber
einhergehen, vorkommen (Lécuyer, 1967; Weigt und Grunert, 1984; Rich, 2005; Selbitz,
2007).

Staphylokokken sind auch beim Geflligel ubiquitar verbreitet und bei gesunden Tieren als
Kommensalen auf der Haut, Schleimhaut und den Federn nachgewiesen worden. S. aureus-
Infektionen treten aber ebenfalls beim Wirtschaftsgefligel wie Hihnern und Puten auf. Die
Krankheitsprozesse kénnen dabei bei Puten aller Altersstufen als akute Septikdmie oder
aber ortlich begrenzt verlaufen (Hafez und Jodas, 1997). Am verbreitetsten sind dabei
erhdhte Embryosterblichkeit, Nabel- und Dottersackentziindung, Septikdmie, Arthritis,
Synovitis, Ostitis und Dermatitis, wie z.B. Pododermatitis (,bumble foot*). Neben der
horizontalen Ubertragung von Staphylokokken durch direkten aber auch indirekten Kontakt
{ber Vektoren, ist bei Gefliigel auch die vertikale Ubertragung nachgewiesen, so dass man
S. aureus beim frisch geschlipften Kiken finden kann (Hummel und Witte, 1978; Hafez und
Jodas, 1997; Aarestrup et al., 1999; Selbitz, 2007).

Bei Puten konnten Aarestrup et al. (1999) verschiedene Staphylokokken-lsolate aus
klinischen Proben isolieren. Die meisten der Isolate erwiesen sich als S. aureus, gefolgt von
S. hyicus, S. xylosus, S. saprophyticus und S. cohnii.
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Auf die fir die Tiermedizin besonders wichtigen Koagulase-positiven Staphylokokken S.
intermedius und S. pseudintermedius sowie die Koagulase-negativen oder schwach positive
Spezies S. hyicus als Infektionserreger bei Tieren gehen speziell Devriese et al. (2005) ein.

Vorkommen beim Menschen

Bei gesunden Menschen kénnen Staphylokokken als natlrliche Besiedler der Haut
nachgewiesen werden. Personen, die mit S. aureus kolonisiert sind, haben allerdings ein
erhdhtes Risiko spaterer Infektionen. S. aureus-Infektionen sind eine der Hauptursachen fir
Haut-, Weichteil-, Atemwegs-, Knochen-, Gelenk- und Endovaskularerkrankungen. Die
Erkrankungen gehen meistens mit Fieber einher und kénnen unbehandelt zum Tod flhren.
Aufgrund dieser Gegebenheiten muss bei einem Nachweis von S. aureus zwischen einer
Kolonisation ohne Kklinischen Erscheinungen und einer Infektion mit klinischen
Erscheinungen unterschieden werden. Die Kolonisation ist zwar die Voraussetzung fir eine
Infektion, muss aber nicht zwangslaufig zu einer Infektion fihren (Lamikanra et al., 1985;
Marples et al., 1990; Nagase et al., 2002; Hof und Dérries, 2005; Stock, 2007; Becker und
Peters, 2009).

Bei immunsuppremierten Patienten, Patienten mit Drogenkonsum, &lteren Patienten,
Patienten mit klnstlichen Herzklappen oder stationar behandelten Patienten besteht ein
erhéhtes Risiko einer systemischen S. aureus-Infektion (Lowy, 1998).

Die enorme Bedeutung Koagulase-negativer Staphylokokken (KNS) als Krankheitserreger
vor allem nosokomialer, aber auch allgemein erworbener Infektionen, wurde erst in den
letzten Jahrezehnten erkannt. Schwere und fulminant verlaufende Erkrankungen werden
insbesondere bei alten Menschen, Kleinkindern und Neugeborenen beobachtet (Stock,
2007). Die medizinische Bedeutung von KNS resultiert unter anderem aus der ausgepragten
Fahigkeit, Kunststoffoberflachen zu besiedeln und dadurch fremdkérperassoziierte
Infektionen zu verursachen. Der in der modernen Medizien stark zunehmende Einsatz von
Geraten wie Venenkatheter, Liquorshunts, kinstlichen Herzklappen sowie Gelenk- und
GefaBprothesen brachte deswegen einen rasanten Anstieg der Haufigkeit nosokomialer
Septikdmien und fremdkoérper-assoziierter Infektionen durch KNS mit sich (Stock, 2007;
Becker und Peters, 2009).

Bestimmte S. aureus-Stdmme sind in der Lage, pathogenetisch bedeutsame Toxine zu
synthetisieren und extrazellular abzugeben. Dadurch kann es zu toxinvermittelten
Krankheitsbildern wie das Staphylococcal Scaled Skin Syndrom (SSSS), das Toxic Shock
Syndrom (TSS) und die Gastrointestinale Toxikose kommen. Das SSSS beim Menschen ist
eine Erkrankung der Haut, die durch exfoliative Toxine (ETA und ETB) verursacht wird und
zu Blasenbildungen und Verlust der Epidermis fihrt. Die generalisierte Form tritt vorwiegend
bei S&uglingen und Kleinkindern oder immunsuppremierten Erwachsenen auf. Das TSS ist
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eine Multiorganerkrankung, die durch die Superantigen- und spezifische Toxinwirkung des
Toxic-Shock-Syndrome-Toxins-1 (TSST-1) hervorgerufen wird (Bohach und Foster, 2000)
und aufgrund einer massiven Ausschittung von Entziindungsmediatoren zu einer
Schocksymptomatik fiihrt (Fraser et al., 2000). Die Gastrointestinaletoxikose ist eine
Lebensmittelintoxikation, die nach einer kurzen Inkubationszeit (2-6 Stunden) mit Ubelkeit,
Erbrechen und Abdominalschmerzen einhergeht. Das rasche Auftreten der Symptome wird
durch die Aufnahme des bereits im Lebensmittel von S. aureus gebildeten Toxins
hervorgerufen (Becker und Peters, 2009).

2.1.2 Antibiotikaresistenzen von Staphylokokken

2.1.2.1 Resistenzmechanismen

Als einer der gréBten Fortschritte in der Medizin gilt die Entdeckung des Antibiotikums
Penicillin, das zur Gruppe der B-Laktamantibiotika gehért, durch Alexander Fleming im Jahre
1928. Zahlreiche lebensbedrohliche bakterielle Infektionskrankheiten bei Mensch und Tier
waren nun durch diese Waffe beherrschbar und verloren weitgehend ihren Schrecken.
Jedoch treten Resistenzen gegen Antibiotika bei Bakterien wahrend deren Anwendung zur
Behandlung bakterieller Infektionen stets friiher oder spater auf (Kayser, 1998). Resistenzen
entstehen dadurch, dass Bakterien entweder durch Mutationen bereits vorhandener Gene
oder durch die Aufnahme von Genen in den Besitz von Resistenzgenen gelangen und diese
anschlieBend auch weitergeben kénnen (Piepersberg, 2001). Diese Resistenten-Varianten
erlangen gegeniber den empfindlichen Keimen einen Selektionsvorteil und nehmen dadurch
deren Platz ein. Der Gebrauch der Antibiotika in der Medizin und Veterinarmedizin flhrt nicht
zur Evolution von Resistenz-Genen, sondern selektiert die auf natdrliche Weise
entstandenen resistenten Varianten heraus (Kayser, 1998).

Fir die Behandlung von Stapyhlokokken-Infektionen haben B-Laktamantibiotika aufgrund
ihrer allgemein guten Wirksamkeit, die im Angriff an die Zellwand der Staphylokokken
begriindet ist und damit bakterizid wirken, besondere Bedeutung. Zu den B-Laktamantibiotika
zahlen neben dem klassischen Penicillin im engeren Sinne die Antibiotika Methicillin,
Ampicillin, Amoxicillin, Carbenicillin, u.a. sowie im weiteren Sinne die Cephalosporine
(Kroker, 2006).

Der Wirkungsmechanismus der [-Laktamantibiotika beruht zum einen auf einer
Synthesehemmung des Peptidoglykans. Die beim letzten Syntheseschritt zum Peptidoglykan
beteiligten Transpeptidasen werden durch Spaltung des B-Laktamrings acetyliert und damit

inaktiviert. Dadurch wird die Entstehung des fir die physikalische Stabilitat der Bakterienzelle
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verantwortliche Mureins gestort. Des Weiteren gehen B-Laktame kovalente Bindungen mit
Penicilin-bindende Proteinen (PBP) ein, die neben enzymatischen Eigenschaften auch an
Zellteilungsvorgangen beteiligt sind und somit zur Lysis und Abtétung der Bakterienzelle
fihren (bakterizide Wirkung) (Kroker, 2006).

In Methicillin-sensiblen Staphylokokken findet man vier membrangebundene Penicilin-
bindende Proteine mit Carboxypeptidase-, Transpeptidase- oder Endopeptidase-Aktivitat.
Normalerweise binden sich alle B-Laktamantibiotika an das aktive Zentrum der PBP und
unterbrechen dadurch die Zellwandbiosynthese.

Methicillin-resistente Stdmme besitzen ein zusatzliches finftes PBP, das PBP2a oder PBP2*
genannt wird. Dieses zusétzliche PBP2a hat eine 1000-fach niedrigere Affinitat zu allen B-
Laktamantibiotika und Ubernimmt in Anwesenheit dieser Antibiotika die essentielle
Transpeptidase-Reaktion. Dieser alternative Stoffwechselweg flhrt zur Bildung einer intakten
Zellwand und dadurch zur Resistenz gegeniiber B-Laktamantibiotika (Chambers, 1997;
Hiramatsu et al., 2001; Pinho et al., 2001; Deurenberg und Stobberingh, 2009).

Das Penicillin-bindende Protein PBP2a wird von dem Methicillin-Resistenzgen (mecA-Gen)
kodiert, das sich auf einem 20-40 kb groBen chromosomalen DNA-Fragment (mec-Komplex)
befindet (Chambers, 1997). Der mec-Komplex befindet sich wiederum auf einem mobilen
genetischen Element, der chromosomalen Staphylokokken-Genkassette (Staphylococcus
cassette chromosome mec, SCCmec) (Katayama et al., 2000). Derzeit werden acht Typen
von SCCmec (Typ | bis VIII) mit verschiedenen Subtypen unterschieden (Zhang et al., 2009).
Als Regulatorgene fir die Genexpression fungieren das mecR1- und mecl-Gen. Das mecR1-
Gen kodiert ein mecA-Inducer-Protein, welches sich aus einer penicillinbindenden und einer
transmembrandsen Doméne zusammensetzt. Das mecl-Gen stellt einen Repressor fir
mecA dar. Diese Regulatorgene &hneln in der molekularen Organisation, Struktur, Funktion
und dem Mechanismus der Regulierung, den Regulatorgenen fir die B-Lactamase-
Produktion blaR1 und blal (Niemeyer, 1996; Chambers, 1997).

Fir die Mobilitdt der chromosomalen Staphylokokken-Genkassette (SCCmec) sind die
Rekombinase-Gene (ccrA, ccrB, ccrC) verantwortlich (Katayama et al., 2000; lto et al.,
2001). Nach Angaben von lto et al. (1999) inseriert jede Genkassette an der gleichen Stelle
im Staphylokokken-Genom, das ist am 3"-Ende eines ,open reading frame® (ORF) mit bisher

unbekannter Funktion.

2.1.2.2 Resistenzevolution

Der Ursprung des mecA-Gens, das eine zentrale genetische Determinante der Methicillin-
Resistenz von S. aureus (MRSA) und Staphylokokken spp. ausgenommen S. aureus
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(MRSASA) darstellt, ist nicht eindeutig geklart (Wu et al., 1996). Die genannten Autoren (Wu
et al., 1996) entschlisselten die Aminosduresequenz eines PBPs von S. sciuri, die sich zu
88% identisch mit dem PBP2a von Methicillin-resistenten S. aureus-Keimen erwies. Daraus
schlieBen die Autoren, dass der Ursprung von PBP2a bei S. sciuri liegen kénnte. Auch
Hiramatsu et al. (2001) sehen den Ursprung des mecA-Gens in Koagulase-negativen
Staphylokokken.

Die Entstehung von MRSA-Keimen stellt keinen Einzelfall dar, da die SSCmec Genkassetten
von unterschiedlichen S. aureus-Populationen aufgenommen und weiterverbreitet wurden.
Ein Indiz fir mehrere Eintrdge von SCCmec in eine Genotypenlinie ist, dass sogar
unterschiedliche Genkasetten-Typen in den gleichen Genotypenlinien vorkommen. So
wurden ST5 und ST8 (ST = Sequenztyp) MRSA-Isolate mit jedem der damals vier bekannten
SCCmec-Typen gefunden (Enright et al., 2002). Daraus lasst sich schlieBen, dass diese
MRSA-Isolate vermutlich viermal entstanden sind. Zudem spricht die Présenz von vier
SCCmec-Typen in der gleichen Genotyplinie dafiir, dass der horizontale Transfer von mec-
Genen relativ haufig stattfindet (Enright et al., 2002).

Die wichtigsten Methoden zur Untersuchung der Evolution von MRSA beruhen auf der
molekularen Typisierung mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE), Multi-Locus-Sequenz-
Typisierung (MLST), SCCmec- und spa-Typisierung. Mit diesen Methoden wurde die
Entwicklung der MRSA-Klone, die seit den 1960er Jahren entstanden sind, untersucht und
ihre weltweite Verbreitung studiert (Robinson und Enright, 2004; Leonard und Markey, 2008;
Deurenberg und Stobberingh, 2009).

2.1.3 Nachweis von MRS

2.1.3.1 Isolierung, Identifizierung

Zur Abschéatzung der Pravalenz von MRSA in Zuchtschweinebestanden hat die Europaische
Union im Jahr 2008 eine Grundlagenstudie in allen Mitgliedsstaaten durchfihren lassen. In
der EU-Entscheidung 2008/55/EG zur Untersuchung von Zuchtschweinen auf MRSA werden
die Probenentnahme sowie die Methoden der Isolierung und Identifizierung von MRSA-
Keimen genau beschrieben (Anon, 2008a). Hierbei sind pro Betrieb mit trockenen sterilen
Abstrichtupfern flinf Staubproben von jeweils einer Flache von 500 cm? zu entnehmen. In
jedem Betrieb sollen die riickwartigen Oberflachen der Trennwénde abgestrichen werden.
Die Proben sollen so schnell wie méglich bei Temperaturen zwischen 2°C und 25°C an das
untersuchende Labor beférdert werden, so dass die Proben spéatestens nach 10 Tagen im
Labor ankommen. Die finf Staubproben sind in 100ml Muller-Hinton-Bouillon supplimiert mit
6,5% NaCl zu poolen und 16-24 Stunden aerob bei 37°C zu bebriten (Voranreicherung).
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Danach soll 1ml der Maller-Hinton-Bouillon in 9ml Trypton-Soja-Bouillon supplimiert mit 3,5
mg/l Cefoxitin und 75mg Aztreonam Gberfuhrt und 16-20h bei 37°C bebritet werden
(Anreicherung). Von der bebriiteten Trypton-Soja-Bouillon soll anschlieBend eine Ose voll
auf einen chromogenen MRSA-Selektivagar ausgestrichen und 24-48 Stunden bei 37°C
bebriitet werden. Danach sollen bis zu fiinf MRSA-verdachtige Kolonien, die auf der
Grundlage der Morphologie und der Farbe der Kolonien identifiziert werden, auf Blutagar
subkultiviert werden. Eine anschlieBende Multiplex-PCR ermdglicht zum einen die
Identifizierung auf Speziesebene und zum anderen das Detektieren des mecA-
Resistenzgenes. Zur Begrenzung des Arbeitsaufwandes sollte zundchst nur eins der finf
ausgesuchten Isolate identifiziert werden. Wird dieses Isolat als MRSA identifiziert, kbnnen
die restlichen vier Isolate verworfen werden, ansonsten sollen weitere Isolate untersucht
werden. Auf diese Weise soll sichergestellt werden, dass unter den finf selektierten S.
aureus-Isolaten kein MRSA-Isolat Ubersehen wird. AbschlieBend sollen alle MRSA-Isolate
einer spa-Typisierung unterzogen werden und mit etwa 2% der Sammelproben eine MLST-
Typisierung durchgefihrt werden. Ein Test auf Empfindlichkeit gegenlber Antibiotika ist
fakultativ.

In der Fachliteratur wurden bisher verschiedene Verfahren zur Isolierung von MRSA-Keimen
aus Proben von Tieren ver6ffentlicht, aber noch kein systematischer Vergleich der Methoden
durchgefiihrt (Graveland et al., 2009). Aus diesem Grund haben die genannten Autoren drei
haufige Verfahren und drei chromogene N&hrbéden zum Nachweis von MRSA in
Nasenabstrichen von Schweinen (n = 70) und Kélbern (n = 100) getestet. Die Ergebnisse
zeigen, dass ein Verfahren mit einer Voranreicherung bestehend aus einer Miller-Hinton-
Bouillon mit Zusatz von 6,5% NaCl, einer anschlieBenden Anreicherung in einer mit einem
Antibiotikum supplementierten Bouillon und abschlieBender Kultivierung auf einem MRSA-
Selektivnahrboden zu den besten Ergebnissen fuhrt. Als Antibiotikum empfiehlt sich Cefoxitin
und nicht Penicilline, da Cefoxitin eine vielfach stérkere Induktion des mecA-
Regulatorsystems auslést (McKinney et al., 2001). Graveland et al. (2009) kommen zu dem
Schluss, dass die Wahl eines Selektivagars von der Probenmatrix abh&ngig gemacht werden
sollte. Auch Brown et al. (2005) kommen zu der Schlussfolgerung, dass es kein Medium gibt,
das bei allen MRSA-Stdmmen gleich gute Ergebnisse erzielt, da die MRSA-Stdmme
heterogen sind und unterschiedliches Verhalten unter bestimmten Bedingungen zeigen.

FOr eine rasche Identifizierung von Bakterien stellt die Fourier-Transformations-
Infrarotspektroskopie (FT-IR) bei Anwendung standardisierter Aufzuchtbedingungen ein sehr
gut reproduzierbares Verfahren dar (Helm et al., 1991; Horlacher und Rau, 2006; Rau et al.,
2009). Das FT-IR-Verfahrens basiert darauf, dass unterschiedliche chemische Verbindungen
nach Bestrahlung mit Infrarot (IR) unterschiedliche Spektren (IR-Spektren) ergeben
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(Neumann et al., 1990). Dies bedeutet, dass bestimmte funktionelle Gruppen organischer
Substanzen charakteristische IR-Spektren aufweisen.

Bakterien bestehen aus unterschiedlichen organischen Substanzen, die in ihrer
Zusammensetzung fur bestimmte Bakterien-Arten, -Unterarten oder sogar -Isolate einheitlich
sind, sich aber aufgrund ihrer IR-Spektren von anderern Bakterien abgrenzen lassen. Durch
gemeinsame und unterschiedliche IR-Spekiren ist somit eine Differenzierung und
Identifizierung von Bakterien mdglich. Die aufgezeichneten IR-Spekiren bekannter Bakterien
werden in Datenbanken hinterlegt, so dass ein Vergleich von IR-Spekiren unbekannter
Keime eine Zuordnung zu Keimen der Datenbank mit hoher Sicherheit erlauben (Helm et al.
1991, Rau et al. 2009). Die IR-Spekiren machen sehr differenzierte Typisierungen von
Bakterien mdglich, ohne auf bestimmte Erregergruppen beschrankt zu bleiben. Darlber
hinaus erwies sich die FT-IR-Spektrokopie als schnelles und einfach durchfiihrbares
Verfahren zur ldentifizierung von Bakterien aus Kulturen (Naumann et al., 1990; Kirschner,
2004; Horlacher und Rau, 2006).

Nach Angaben von Horlacher und Rau (2006) ergab das FT-IR-Verfahren bei 810
verschiedenen Bakterien-Stdmmen eine Zuordnung auf Speziesebene mit einer Sicherheit
von von 89,5%. Bei 0,5% der Stamme wurde die Spezies nicht richtig erkannt und 10% der
Isolate konnten nicht eindeutig bestimmt werden. Von insgesamt 110 Staphylococcus
aureus-lsolaten konnten mit dem FT-IR-Verfahren 98,2% richtig auf Speziesebene
zugeordnet werden, nur zwei der Isolate konnten nicht eindeutig bestimmt werden (Horlacher
und Rau, 2006).

2.1.3.2 Nachweis des mecA-Resistenzgens

Die PCR ist ein Verfahren zur spezifischen Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen. Auch fur
die Detektion des mecA-Resistenzgens von MRSA ist die PCR das Verfahren der Wahl
(Grisold et al., 2002; Loo et al., 2003; Hope et al., 2004; Wellinghausen et al., 2009).
Wahrend mit Hilfe klassischer PCR-Verfahren am Ende eines Laufs die Amplifikate mittels
Agarose-Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden, ist dies bei der sog. Real-Time PCR
schon wéhrend des Laufs mdéglich. Dadurch kann der Zeit-, Material- und Arbeitsaufwand
entscheidend reduziert werden (Wittwer et al., 1997). Dies betrifft insbesondere die Real-
Time PCR, bei der mit Hilfe interkalierender Farbstoffe wie z.B. SYBR Green die Amplifikate
im Laufe ihrer Synthese durch Fluoreszenz sichtbar gemacht werden kdnnen. Dieses
Verfahren hat sich fur den Nachweis von Virulenzgenen bei Bakterien in Reinkulturen
bewahrt (Sting und Stermann, 2008).

20



2.1.3.3 Molekulare Typisierung

Die wichtigsten Methoden zur Untersuchung der Evolution von MRS-Keimen beruhen zum
einen auf molekularbiologischen Typisierungsverfahren wie der Pulsfeld-Gelelektrophorese
(PFGE), der Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST) und der spa-Typisierung, die eine
Einteilung in verschiedene Typen von S. aureus ermdglichen und zum anderen auf der
Grundlage der SCCmec-Typiserung, die eine Einteilung in die verschiedenen Typen der
chromosomalen Staphylokokken Genkassette (Staphylococcus cassette chromosome mec,
SCCmec) bei MRSA und MRSASA, ermdglicht (Shopsin et al., 1999; Enright et al., 2000;
Robinson und Enright, 2004; Leonard und Markey, 2008; Deurenberg und Stobberingh,
2009).

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) ist die am haufigsten eingesetzte Methode zur
Typisierung von MRSA-Isolaten (Murchan el al., 2003) und bildet den Goldstandard fir deren
Typisierung (Trindade et al., 2003; Bens et al., 2006). Bei der PFGE wird ein DNA-
Fingerabdruck des bakteriellen Genoms durch Restriktionsverdau mit Hilfe des Enzyms

Smal erstellt, so dass aufgrund der sehr guten Reprodozierbarkeit und Trennscharfe der
entstehenden DNA-Fragmente diese Methode zur Differenzierung von verwandten Stdmmen
herangezogen werden kann. Die Endonuklease Smal schneidet das Genom an bekannten

Schnittstellen in Fragmente, die sich anschlieBend durch Anwendung periodischer, in der
Richtung wechselnder elektrischer Felder, elekirophoretisch im Agarose-Gel auftrennen
lassen. Nachteile dieser Methode sind der hohe Personal-, Zeit- und der damit verbundene
hohe Kostenaufwand (Leonard und Markey, 2008; Fetsch et al., 2009a).

Einige Linien der MRSA-Typen, die von besonderem Interesse sind, wie z.B. ST398, sind
allerdings nicht mit Hilfe der PFGE und der Restriktionsendonuklease Smal typisierbar.
Diese werden deshalb als NT-MRSA (non-typeable MRSA) bezeichnet. NT-MRSA besitzen
ein Restriktionsmodifikationsenzym, das die Zielsequenz des Sma-Enzyms Smal methyliert
und somit inaktiviert (Bens et al., 2006). Eine neue Mdglichkeit der Typisierung mittels PFGE
besteht in der Nutzung des Neoschizomers Cfr9l (Bosch et al., 2010; Cuny, 2010).

Eine weitere Methode der Feintypisierung stellt die Multi Locus Sequenztypisierung (MLST)
dar. Die MLST beruht auf allelen Polymorphismen innerhalb von sogenannten
.housekeeping genes” (yqiL, arcC, aroE, glpF, gmk, pta und tpi). Dabei wird durch eine
Sequenzanalyse von diesen sieben ,housekeeping genes” die Verwandtschaft der MRSA
Isolate ermittelt. Uber eine Online-Datenbank (www.mlst.net) wird eine Zuordnung der
ermittelten Gensequenzen an jedem einzelnen Locus zu einzelnen Alleltypen mdéglich. Den
Allelen werden dabei verschiedene arabische Ziffern zugeteilt. Jeder Stamm ist durch die
Allele an den sieben Loci definiert. Der Sequenztyp setzt sich somit aus den sieben
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Alleltypen zusammen, der eine genetische Einordnung mit verwandten Linien erlaubt. Als
MaB fir den Verwandtschaftsgrad gelten die allelischen Ubereinstimmungen. So zeigen
Isolate, die einem Klon angehéren, denselben Sequenztyp (Enright et al., 2000; Enright et
al., 2002; Fetsch et al., 2009a). Die MLST Methode ist allerdings aufgrund der begrenzten
Trennschérfe weniger fir kurzfristige epidemiologische Analysen nitzlich und wegen der
notwendigen DNA-Sequenzierungen von sieben verschiedenen genomischen Loci sehr
teuer (Cuny et al., 2010).

Die sog. spa-Typisierung ist eine PCR Methode zur Typisierung von S. aureus. Frenay et al.
(1996) entwickelten eine Typisierungsmethode auf der Basis der polymorphen Region X in
dem Gen, welches das Protein A von S. aureus (spa) kodiert. Das Protein A bildet einen
Bestandteil der Zellwand von S. aureus. Die X-Region besteht aus einer variablen Anzahl
sich wiederholender Genabschnittte (Repeats), so dass aus der Nukleotidsequenz und der
Abfolge dieser Repeats ein bestimmter spa-Typ resultiert. Bei der spa-Typisierung handelt
es sich um eine Single Locus Sequenztypisierung (SLST), die im Vergleich zu Multi Locus
Sequenztypisierung wesentlich kostengiinstiger ausfallt (Shopsin et al., 1999; Fetsch et al.,
2009a). Die spa-Typen sind in der Regel mit spezifischen MLST-Typen assoziiert
(Strommenger et al., 2006). Die spa-Typisierung ist in ihrem Differenzierungsgrad mit der
Pulsfeldgelelektrophorese als gleichwertig anzusehen. Die niedrigeren Kosten, die weniger
komplizierten technischen Laborarbeiten und die Mdglichkeit der Typisierung von NT-MRSA
(non-typeable MRSA) machen die spa-Typisierung als Charakterisierungsmethode fir
MRSA-Stamme zu einer einfachen und rasch durchfihrbaren Typisierungsmethode fir die
Aufklarung stammesgeschichtlicher Beziehung von MRSA-Isolaten (Bens et al., 2006;
Strommenger et al., 2006; Wewers, 2008).

Eine weitere Mdglichkeit der Charakterisierung von MRS-Isolaten stellt die sog. SCCmec-
Typisierung dar. Der mec-Komplex, der das mecA-Gen enthélt und auf der chromosomalen
Staphylokokken Genkassette (Staphylococcus cassette chromosome mec, SCCmec) sitzt,
unterliegt einer gewissen Variabilitdt (Katayama et al., 2000). Diese Variabilitdt macht man
sich bei der SCCmec-Typisierung zunutze. Derzeit werden acht SCCmec-Typen (Typ | bis
VIII) mit verschiedenen Subtypen mittels Real-Time PCR unterschieden. Die Einteilung
erfolgt aufgrund der Rekombinase-Gene des vorliegenden mec-Komplexes (Zhang et al.,
2009). Die Staphylokokken-Genkassette SCC ist ein genetisches Austauschsystem fir
Staphylokokken, die nicht immer mit einem mec-Komplex verbunden sein muss und als
mobiles Element auch bei MRKNS weit verbreitet ist (lto et al., 2001). Jansen et al. (2009)
geben zu bedenken, dass einige etablierte SCCmec-Typisierungsmethoden jedoch zu
unterschiedlichen Ergebnissen bei der Typisierung fihren kénnen.
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2.1.4 Vorkommen und Bedeutung von MRS

2.1.4.1 MRS bei Menschen

MRSA-Infektionen stellen heute weltweit eine der gréBten Herausforderungen fir die
Infektionsmedizin dar (Pulz, 2009).

Die ersten Entdeckungen Methicilli-resistenter S. aureus-Stamme waren 1961 in
GroBbritannien und 1968 in einem Krankenhaus in Boston, USA (Barber, 1961; Barret et al.,
1968).

Angaben Uber Pravalenzen der Besiedlung mit MRSA in der Bevdlkerung sind weltweit nur
punktuell vorhanden. In einer international durchgefiihrten Metaanalyse wurden von Salgado
et al. (2003) eine Pravalenz fir MRSA in der Bevdlkerung von 1,3% ermittelt. In einer Studie
von Fluegge et al. (2006) waren ein Viertel von gesunden Kindern einer Schule in Stid-West
Deutschland mit S. aureus besiedelt, von denen aber nur 0,3% MRSA-Keime darstellten. In
den USA sind bei 2% der gesunden Bevélkerung die Schleimhdute des Nasen-
Rachenraumes mit MRSA besiedelt (Kenner, 2003).

In einer Studie von 1999 bis 2002 von Tiemersma et al. (2004) variiert der Anteil an MRSA
an S. aureus-Keime, die bei Patienten in Krankenh&usern isoliert werden konnten, von 1% in
Nordeuropa bis 40% in Sd- und Westeuropa.

Die mittlere Halbwertszeit fur MRSA im Nasen-Rachenraum wurde mit 40 Monaten
angegeben (Sanford et al., 1994). Keimtrdger kénnen dadurch ohne eine Sanierung flr
lange Zeit als potentielle Streuherde gelten (Hudson, 1994). Eine Besiedlung mit MRSA fiihrt
wiederum zu einer funf- bis 21-fachen Erh6hung der Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer
Infektion, die mit klinischen Symptomen verbunden ist (Kluytmans et al., 1997). Klotz et al.
(2005) stellten fest, dass eine Uberraschend hohe Zahl an MRSA-Isolaten aus Stuhlproben
isoliert wurde. Die Besiedlung des Magen-Darm-Trakts und damit eine fékale Kontamination,
spielt offenbar eine wichtige Rolle bei der Verbreitung von MRSA.

Als Risikofaktoren fir eine Infektion mit MRSA werden Aufenthalte in Krankenh&usern und
Pflegeheimen, einschlieBlich der beruflichen Tatigkeiten in diesen Einrichtungen, chronische
Erkrankungen, Hautwunden und der Einsatz von Antibiotika genannt (Schneider-Lindner et
al., 2007).

Derzeit werden drei Quellen fir Infektionen und Besiedlungen mit MRSA bei Menschen
unterschieden. MRSA-Stdmme, die ihren Ursprung in Krankenhdusern und Kliniken haben,
sogenannte hospitel acquired MRSA (haMRSA). MRSA-Stdamme die in einer stationaren
Einrichtungen erworben werden und durch Patienten wieder in Krankenhduser
zurlickgebracht und dort 48 Stunden nach Hospitalisierung identifiziert werden, sogenannte
health care associated MRSA (hcaMRSA) und MRSA-Stamme, deren Ursprung nicht mit
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solchen Einrichtungen verbunden sind, sogenannte community acquired MRSA (caMRSA)
(Bartels et al., 2007; Fetsch et al., 2009a; McCarthy et al., 2010). Im Bereich der
Tiergesundheit und Lebensmittelsicherheit gibt es die livestock-associated MRSA (laMRSA),
die Uberwiegend MRSA des MLST-Typ ST398 sind und weitgehend ohne Klinische
Erscheinung in Nutztierbestanden auftretten. Als Risikogruppe fir die Besiedlung und
Infektion mit laAMRSA werden Personengruppen angesehen, die sich beruflich mit Nutztieren
beschéftigen (Landwirte, Tierarzte, Schlachthofpersonal) (Fetsch et al., 2009a).

So hat MRSA ST398 eine weite Verbreitung als nasaler Besiedler beim Schwein sowie
exponierten Menschen und wurde mittlerweile auch bei anderen Tierspezies nachgewiesen.
Dies wird als Ausdruck gering ausgepragter Wirtsspezifitdt gesehen (De Neeling et al., 2007;
Meemken et al. 2008; Cuny et al., 2009). Infektionen mit dem Typ ST398 beim Menschen
sind insgesamt gesehen noch selten.

Die Pathopotenz von MRSA ST398 beim Menschen wird aus dem Nachweis bei
tiefgehenden Haut- und Weichgewebeinfektionen, bei Beatmungspneumonien, bei einer
Sepsis sowie zwei letalen Ausgangen deutlich (Cuny et al., 2009).

MRSA in Krankenhausern (haMRSA)
Das Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System (KISS) erfasst Daten von nosokomialen

Infektionen aus deutschen Krankenhdusern. So wurden im Jahr 2009 in 199
Krankenhausern 28.195 MRSA Falle erfasst, von denen 79,52% mitgebrachte und nur
20,48% nosokomial erworbene Félle darstellten (www.nrz-hygiene.de; Mai 2010). Kitzrow
(2000) berichtet von einem durchschnittlichen Anteil von 25% MRSA-Keimen von 3053

untersuchten S. aureus Isolaten aus Universitatskliniken in Europa und einem deutlichen

Nord-Siud-Gefélle innerhalb Europas.

Zwischen den einzelnen Abteilungen in Krankenhdusern gibt es hinsichtlich der MRSA
Pravalenz groBe Unterschiede. So lag der MRSA-Anteil in Abteilungen der Inneren Medizin
bei 33%, in Abteilungen der Intensivstation bei 27% und der chirurgischen Stationen bei
13%. Die niedrigsten MRSA-Prévalenzen wurden bei S. aureus-lsolaten aus der
Notaufnahmen (0%) und den Krankenhausambulanzen (1%) gefunden (Kitzrow, 2000).

Die Mehrzahl der bisher weltweit beschriebenen haMRSA kénnen 11 groBen Klonen, die vier
klonalen Komplexen angehéren, zugeordnet werden. FUr einige dieser sogenannten
Epidemiestamme ist eine kontinentale und sogar globale Verbreitung sehr wahrscheinlich
(Witte et al., 2008). In Deutschland gehdren die meisten klonalen Linien dem Sequenztyp
ST22 (1005, t002, t032) (,Barnim“-Epidemiestamm) an, an zweiter Stelle steht der ,Rhein-
Hessen“-Epidemiestamm mit den Sequenztypen ST5 (1002) und ST225 (1003)
(Epidemiologisches Bulletin, 2009).
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MRSA in Alten- und Pflegeeinrichtungen (hcaMRSA)
Alten- und Pflegeeinrichtungen kénnen Reservoire fir MRSA sein. In einer Uberregionalen

Studie in solchen Einrichtungen in den Jahren 1999 bis 2001 ergab sich fur Deutschland
eine MRSA-Pravalenz von 2,4% bezogen auf die Bewohnerzahl. 60% dieser MRSA-
positiven Bewohner hatten im letzten halben Jahr einen Klinikaufenthalt. So wurden in dieser
Studie immer wieder die gleichen MRSA-Epidemiestdmme in Alten- und Pflegeheimen
gefunden, die den Isolaten nosokomialer MRSA- Infektionen in Krankenhausern der
jeweiligen Region entsprachen (Epidemiologische Bulletin, 2003; Heuck et al., 2000;
Neuhaus et al., 2003).

MRSA in der Bevolkerung (caMRSA)
caMRSA-Stamme treten bei der Bevdlkerung auBerhalb der Krankenh&user vor allem bei

jungen gesunden Personen und auch Kindern auf. Die Mehrheit der caMRSA-Infektionen
sind milde Haut- und Weichteilinfektionen, es wird aber auch von schweren,
lebensbedrohlichen Fallen mit Pneumonie und Sepsis berichtet (Herold et al., 1998;
Maltezou und Giamarellou, 2006; Witte et al., 2008). Infektionen mit caMRSA treten in
Europa viel seltener auf als in den USA. In den USA gehéren diese Stdmme zu einem
einzigen Klon (USA 300 ST8), wahrend sie in Europa aus einer Vielzahl von Klonen
entstanden sind. Meistens treten andere klonale Linien als bei haMRSA-Infektionen auf, es
gibt jedoch klonale Linien, die sowohl bei haMRSA wie auch bei caMRSA auftreten (Pantosti
und Venditti, 2009; Witte, 2009).

2.1.4.2 MRS bei Tieren

Das Auftreten von MRSA-Keimen bei Tieren wurde erstmals von Devriese et al. (1972) fir
Milchproben an Mastitis erkrankter Kihe aus belgischen Milchviehherden beschrieben. In
den letzten Jahren wird nun verstarkt Uber das Auftreten von MRSA als Besiedler und
Infektionserreger von Tieren berichtet (Cuny et al., 2009; Leonard und Markey, 2008; Spohr
et al., 2010).

Nach Fetsch et al. (2009a) unterscheidet man heute im Bereich der Tiergesundheit zwei
Problemkreise. Der eine Problemkreis entsteht durch vorwiegend von Menschen stammende
MRSA-Keime bei Haus- und Heimtieren. Dabei steht eine nosokomiale Problematik in
Tierarztpraxen und -kliniken im Mittelpunkt. Der zweite Problemkreis umfasst MRSA, die bei
Nutztieren auftreten und deshalb auch als livestock-associated MRSA (laMRSA) bezeichnet
werden. Diese [aMRSA gehdren meistens zum MLST-Typ ST398, treten weitgehend ohne
klinische Erscheinungen auf und scheinen eine erhebliche Ausbreitungstendenz zu haben.
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2.1.4.2.1 MRS bei Nutztieren

Berichte zu Untersuchungen zu MRSA bei landwirtschaftlichen Nutztieren liegen vor allem
fur Schweine, aber auch fur Rinder, Pferde und nur in geringem Umfang fur Gefligel vor.

Schweine

Fir Schweine wurden bisher zahlreiche Untersuchungsergebnisse publiziert, in denen diese
Tierart in verschiedenen Produktionszusammenhangen und unterschiedlichen Landern auf
MRSA untersucht worden ist (Tenhagen et al., 2009). So wurde dartiber hinaus durch die
Europaische Union in Schweinezuchtbestéanden aller Mitgliedsstaaten eine Grundlagenstudie
im Jahr 2008 zur Abschatzung der Pravalenz von MRSA veranlasst (EU-Zuchtschweine-
Studie Entsch. 2008/55/EG; Anon, 2008a). Diese Studie erfasste in jedem Mitgliedsstaat
mindestens 80% der Zuchtschweinebetriebe. Pro Betrieb wurden finf einzelne Staubproben
aus verschiedenen Stallabteilen entnommen, diese wurden zur einer Probe je Betrieb
gepoolt und auf MRSA untersucht. Das Ergebnis flr Deutschland wurde vom BfR in der
Stellungnahme Nr. 044/2009 verdéffentlicht (BfR, 2009). Darin wird festgestellt, dass von 201
beprobten Bestanden 84 (41,8%) in den untersuchten Staubpoolproben MRSA-Keime
aufwiesen. Die isolierten MRSA konnten zu 93% dem bei Nutztieren haufig auftretenden
Sequenztyp (MLST-Typ) ST398 zugeordnet werden. Sechs der insgesamt 84 Isolate
gehorten nicht dem MLST-Typ ST398 an (7,1%). Die drei am haufigsten vorkommenden
spa-Typen waren t011 (66,7%), 1034 (14,3%) und t108 (6,0%) (MLST-Typ ST389). Weitere
einzelne Isolate konnten den spa-Typen t007 (MLST-Typ ST398), 11430 (MLST-Typ ST9),
t3992 sowie 15487 (MLST-Typ ST9) zugeordnet werden.

Frick (2010) konnte in Bayrischen Schweinebestanden (Ferkelproduzenten, geschlossene
Systeme und Mast) eine Bestandspravalenz von 45% ermitteln. Dabei erwiesen sich von 634
Schweinen aus 60 Bestdnden 211 Schweine aus 27 Besténden als MRSA-positiv. Die
Schweine wurden mittels Nasenschleimhautabstrichen beprobt.

Bei einer Studie zum Vorkommen von MRSA, die bei 678 Schweinen aus 347 Bestanden in
Niedersachsen und Nordrhein-Westfalen durchgeflihrt wurde, konnte auf Einzeltierebene
eine Nachweishaufigkeit von 13% (85 positive Tiere) und auf Bestandsebene eine
Nachweishaufigkeit von 18% (62 positive Bestédnde) ermittelt werden. Alle isolierten Stdmme
wurden dem MLST-Typ ST398 zugeordnet (Meemken et al., 2008). Eine andere Studie auf
der Grundlage von 1.600 Einzeltierproben aus 40 Schweinebetrieben ergab fiir Deutschland
das Vorkommen von MRSA-Keimen in 70% der untersuchten Betriebe. Dazu wurden 40
Nasentupferproben pro Betrieb in Achter-Pools zusammengefasst und auf MRSA untersucht
(n=320). Von diesen 320 Poolproben erwiesen sich 169 (52,8%) als MRSA-positiv, die sich
auf 28 Betriebe verteilten. Die spa-Typisierung der Isolate ergab die spa-Typen t011, 1034,
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t108, t1451 und t2510, die dem MLST-Typ ST398 zugeordnet wurden (Kdéck et al., 2009).
Untersuchungen von insgsamt 540 Nasentupfern an neun niederlandischen Schlachthéfen
ergaben, dass sich 209 Tiere (39%) als MRSA-Trager des MLST-Typ ST398 erwiesen,
wobei bei allen Schlachth6fen MRSA-positive Tiere auftraten. Die dazugehdérigen spa-Typen
waren hauptsachlich t011, t108 und 11254, bei den SCCmec-Typen handelte es ich um
SCCmec lll, IVa und V (De Neeling et al., 2007). Weitere Studien aus Danemark, Portugal,
den Niederlanden und Kanada belegen, dass Schweine MRSA-Trager ohne Kklinische
Symptome sein kdnnen (Huijsdens et al., 2006; Lewis et al., 2008; Khanna et al., 2008;
Pomba et al., 2009).

Van Duijkeren et al. (2007) berichten Uber MRSA Keime, die aus einer exsudativen
Dermatitis bei Ferkeln angeziichtet wurden. Auch Blaha et al. (2008) berichten von MRSA
Isolaten, die von pathologisch-anatomischen Veranderungen der Haut, der Gelenke, der
serfsen Haute, des ZNS und des Pericards stammen.

Sowohl S. aureus als auch koagulase-negative Staphylokokken von Schweinen, Hunden und
Katzen mit akuten Infektionen aus Deutschland wurden auf das Vorhandensein von mecA-
Genen in einer Studie von Schwarz et al. (2008) untersucht. Von den 248 untersuchten
Stdmmen waren funf MRSA Stdmme von Schweinen und zwei S. pseudintermedius von
Hunden mecA-Gen positiv.

Der Einkauf MRSA kolonisierter Schweine ist ein nachgewiesener Weg der Verbreitung von
MRSA-Keimen. In einer danischen Studie waren 23% der Schweinebetriebe MRSA-positiv.
Dabei erwiesen sich funf von sechs Betrieben, die Schweine von MRSA-positiven Betrieben
erhalten hatten, als MRSA-positiv. Zudem waren die spa-Typen der MRSA Isolate bei den
Betrieben, die die Schweine lieferten, dieselben wie in den Betrieben, die die Schweine
einstallten. Allerdings war auch ein Betrieb MRSA-positiv, der keine Schweine zukaufte. Ein
weiteres wichtiges Ergebnis dieser Studie ist, dass Betriebe, bei denen die Schweine
routinemaBig mit Antibiotika behandelt wurden, ein héheres MRSA-Risiko hatten als
Betriebe, in denen die Antibiotikabehandlungen der Schweine restriktiver gehandhabt
wurden (Van Duiykeren et al., 2008).

Milchrinder

Nach dem ersten Auffinden von MRSA Keimen in Mastitismilchproben 1972 gab es immer
wieder vereinzelte Berichte Uber das Auftreten von MRSA bei Milchkiihen (Devriese et al.,
1972; Devriese und Hommez, 1975; Joo et al., 2001; Lee, 2006). So isolierten klrzlich Spohr
et al. (2010) MRSA-Keime in Milchviehbetrieben in Baden-Wurttenberg sowohl aus
Viertelanfangsgemelkproben von Kihen mit Mastitiden als auch von Maul- und
Nasenabstrichen von Kélbern, Strichkanal-, Scheiden- und Nasenabstrichen von
eutergesunden Kiihen, Gemelksproben von eutergesunden Kihen, Nasenabstrichen von
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Melkern und aus Stallstaub angeschlossener Schweinestélle. Alle in der Studie von Spohr et
al. (2010) isolierten MRSA lIsolate trugen die SCCmec Kassette vom Typ V, den MLST-Typ
ST398 und den spa-Typ t011.

Virgin et al. (2009) berichtet Uber das Vorkommen von MRSA und Methicillin-resistenten
Koagulase-negativen Staphylokokken in Tankmilchproben von Milchkuhbestédnden in den
USA.

Pferde

In einer umfangreichen Studie wurden im Zeitraum von 2004 bis 2008 hospitalisierte Pferde
und betreuendes Personal der Veterindrmedizinischen Universitdt Wien auf MRSA
untersucht. Unter den Pferden waren bei 26% MRSA-Keime in relevanten
Infektlokalisationen sowie bei Nasenabstrichen nachweisbar, ebenso waren bei 12,5% der
Mitarbeiter auf der Nasenschleimhaut MRSA-Keime nachweisbar. Bei der anschlieBenden
Typisierung konnten die spa-Typen t036 (MLST-Typ ST254), t011 (MLST-Typ ST398) und
t0127 (MLST-Typ ST1) identifiziert werden. Wéhrend die MRSA-Keime vom spa-Typ t036
und spa-Typ t011 sowohl bei Pferden aus Wundabstrichen als auch bei Menschen aus
Nasenabstrichen isoliert werden konnten, gelang die Isolierung von MRSA vom spa-Typ
t0127 nur bei Pferden (Cuny et al., 2006; Cuny, 2008; Cuny et al., 2009).

Auch Walther et al. (2009) konnten MRSA Stdmme mit den MLST-Typen ST254, ST22,
ST117, ST398 und ST8 bei Pferden isolieren. Weese et al. (2005) isolierten denselben
MRSA Stamm bei Pferden und Kontaktpersonen in den USA.

Geflugel
Berichte Uber das Vorkommen vereinzelten Falle von MRSA-Keimen liegen vor. So berichten

Kwon et al. (2006) und Lee (2003) von drei MRSA-positiven SCCmec Il Isolaten von
Geflugelfleisch in Korea. Nemati et al. (2008) beschreiben, dass sie erstmals ST398 bei
gesundem Gefligel nachweisen konnten. Dazu wurden 90 S. aureus-lsolate, die im Jahr
1970 aus Sehnenscheiden von kranken Hihnern, aus der Nase und der Kloake von
gesunden Mastelterntieren und 81 Isolate, die im Jahr 2006 aus der Nase und Kloake von
gesunden Putenbroilern gewonnen worden waren, auf deren Resistenzeigenschaft
gegenlber Antibiotika untersucht. Von diesen erwiesen sich zehn S. aureus-lsolate als
MRSA. Bei der anschlieBenden Typisierung erwiesen sich die MRSA Isolate als spa-Typ
t011 des SCCmec-Typs IVa und V und zwei Isolate als spa-Typ t567 des SCCmec Typs lll.
Alle Isolate ordneten die Autoren deswegen dem MLST-Typ ST398 zu.

Persoons et al. (2009) untersuchte 50 Legehennen aus zehn Betrieben (finf pro Betrieb) und
75 Broiler aus 14 Betrieben (finf pro Betrieb) auf MRSA in Belgien. Ein Betrieb wurde
zweimal im Abstand von vier Monaten untersucht. Pro Tier wurden Tupfer von der Kloake
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und den Nasenléchern entnommen. Keine der Proben von den Legehennen war MRSA-
positiv. Die Autoren fihren dies méglicherweise auf den geringen Antibiotika-Einsatz bei
Legehennen zurlick. Dagegen wurden MRSA-Isolate bei den Broilern nachgewiesen, die mit
verschiedenen Antibiotika behandelt wurden. Von diesen erwiesen sich acht der Broiler aus
zwei verschiedenen Betrieben als MRSA-positiv. In einem positiven Betrieb waren alle finf
untersuchten Tiere positiv, in dem anderen positiven Betrieb war ein Tier positiv. MRSA
wurde in gleicher Anzahl in den Proben der Nasenlécher und denen der Kloake gefunden.
Die Anzahl dieser Proben reicht allerdings nicht aus, um Pravalenzdaten angeben zu
kénnen. Alle isolierten MRSA-Isolate gehérten dem spa-Typ 11456 an, mit der
dazugehdrigen MLST-Typisierung ST398. Nach Persoons et al. (2009) wurde dieser spa-Typ
bisher noch nicht bei anderen Tieren nachgewiesen und wird deshalb von den Autoren als
ein typischer Geflugel-spa-Typ angesehen.

Kawano et al. (1996) wiesen MRKNS in ein bis acht Wochen alten gesunden Junghennen in
Japan nach. Dazu untersuchten sie Haut- und Nasentupfer von 280 Tieren aus drei Stéllen
eines Betriebes. Bei 72 (25,7%) der Hiihner wurden MRKNS auf der Haut und oder der Nase
festgestellt. Im ersten Stall waren 8,6% der untersuchten Hihner im Alter von vier Wochen
MRKNS positiv. Im zweiten Stall waren alle der untersuchten Hihner im Alter von drei bis
vier Wochen positiv und im dritten Stall waren 2,2% der untersuchten Hihner im Alter von
ein bis acht Wochen MRKNS-positiv. Die ldentifizierung einiger Isolate mittels Api-Staph
erbrachte bei 36 Isolaten die Identifizierung als S. sciuri, bei drei Isolaten als S.
saprophyticus und bei finf Isolaten als S. epidermidis. Nur finf der Isolate wurden mittels
PCR auf das mecA-Gen untersucht, wobei alle finf das mecA-Gen trugen. Zudem isolierten
diese Autoren S. aureus bei 103 (79,2%) von 130 untersuchten Hihnern. Kein S. aureus-
Isolat wuchs bei 12.5 ug Methicillin oder 6.25 pg Oxacillin pro Liter Agar-Medium. Alle S.
aureus-lsolate wurden somit als Methicillin-sensible S. aureus charakterisiert.

Cortez de Jackel et al. (2006) wiesen Methicillin-resistente Koagulase-negative
Staphylokokken (MRKNS) in Puten nach. Dazu wurden 130 Staphylokokken-lsolate
untersucht, 128 der Isolate stammten von klinischen Proben von Puten und zwei Isolate
stammen von Impfausristungen unterschiedlicher Betriebe in Westfalen und Niedersachen.
Einbezogen wurden in diese Studie zudem die von Legehennen, Broilern, Puten, Enten und
Ganse isolierten Staphylokokken-Arten. Insgesamt 34 der 74 Isolate, die von Puten mit
klinischen Symptomen oder den Impfausristungen stammten, erwiesen sich als KNS. Von
diesen 34 KNS Isolaten waren vier (11,8%) mecA-Gen positiv. Zwei der MRKNS Isolate
wurden als S. sciuri identifiziert, ein Isolat als S. xylosus und ein Isolat als S. lentus. Keines
der 74 S. aureus-Isolate von Puten und anderem Geflligel war gegen Oxacillin resistent und
erwies sich somit nicht als MRSA. Die Autoren schlieBen daraus allerdings nicht, dass
MRSA-Keime in Zukunft keine Rolle bei Puten in Deutschland spielen werden.
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In einer umfangreichen Studie konnte Dullweber (2010) MRSA in deutschen
Masthahnchenbetrieben nachweisen. Dabei erwiesen sich 70 von 270 Tracheal- und
Staubproben (26%) aus 30 Masthahnchenbetrieben als MRSA-positiv. Zudem konnte in
dieser Arbeit festgestellt werden, dass Staubproben aus der Umgebung der Masthahnchen
sich genauso fir eine Abschatzung der Herdenpravalenz eignen wie auch Staubproben aus
Schweinestallen. 32 der Isolate wurden ausgewahlt und typisiert, dabei konnten die zwei mit
dem ST398-Komplex assoziierten spa-Typen t011 und t034 mit der SCCmec V-Kassette
nachgeweisen werden. Zudem konnte der spa-Typ t1430 mit der SCCmec |l-Kassette
nachgewiesen werden.

Hasman et al. (2010) untersuchten neben Rinder- und Schweine-Isolaten auch Gefligel-
Isolate in Danemark auf MRSA. Von den 85 Geflugel Isolaten gehérten 96% zum MLST-Typ
ST005 mit dem haufigsten spa-Typ t002. Dieser spa-Typ ist der siebthaufigste bei Menschen
in Danemark auftretende spa-Typ. Andere auftretende spa-Typen waren t006, t306, t688,
12049, 12308, t213 und t304. Im Vergleich zur Bandbreite der spa-Typen bei den Rinder- und
Schweine-Isolaten traten beim Gefligel weniger verschiedene spa-Typen auf. Eine
Erklarung dafir kénnte sein, dass die Anzahl an Britereien in Europa sehr begrenzt ist und
die meisten Kilken aus der gleichen Briterei stammen (Hasman et al., 2010).

Fetsch et al. (2009a) empfehlen, die Verbreitung von MRSA-Keimen in den verschiedenen
Nutztierbestanden noch besser zu untersuchen, da die Kenntnisse Uber das Verhalten von
MRSA in Nutztierherden und in der Lebensmittelkette bisher nicht ausreichen, um
spezifische BekdmpfungsmaBnahmen zu begriinden.

Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick ilber den derzeitigen Stand der Kenntnisse zum
Vorkommen von spa- und MLST-Typen bei MRSA-Keimen bei Nutztieren und Menschen.
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Tabelle 1: Ubersicht {iber verschiedene spa-Typen und die zugeordneten MLST-Typen die

bei Tieren und Menschen vorkommen

Isolations Ort spa-Typ MLST |Referenz
Schwein t011 ST398 |De Neeling et al., 2007; Khanna et al., 2008
t034 Koéck et al., 2009; Khanna et al. 2008
t002 ST005 |Khanna et al., 2008
t2330 Van den Broek et al., 2008
Kihe, Kéalber t011 ST398 | Spohr et al., 2010
(Milch, t034 Fetsch et al., 2009b
Nasenabstriche)
Pferde t011 ST398 |Cuny et al., 2006; Cuny 2008; Cuny et al., 2009;
Geflugel t011 ST398 |Nemati et al., 2008; Dullweber, 2010
11456 Persoons et al., 2009
t567 Nemati et al., 2008
t034 Dullweber, 2010
t002 ST005 |[Hasman et al., 2010; Fetsch et al., 2010
11430 Dullweber, 2010
Menschen t011 ST398 |Cuny, 2008
t034 ST398 |Khanna et al., 2008
12330 Van den Broek et al., 2008
t002 ST5 Epidemologisches Bulletin, 2009

2.1.4.2.2 MRS bei Haus- und Heimtieren

Uber MRSA-Infektionen bei Hunden und Katzen gibt es zahlreiche Berichte (Rich et al.,
2005; Strommenger et al., 2006; Guardabassi et al., 2004; Walther, 2007; Loeffler et al.,

2005; Weese et al., 2007). Diese umfassen sowohl gesunde als auch klinisch kranke Hunde

(Abbot et al., 2010). Ferner berichten Lilenbaum et al. (1998) Uber das Vorkommen von

Methicillin-resistenten S. intermedius und Koagulase-negativen Staphylokokken bei klinisch

gesunden Katzen und Guardabassi et al. (2003) Uber multiple Antibiotika-resistente S.

intermedius Stamme bei Hunden mit Hautinfektionen und deren Ubertragung auf ihre

Besitzer.

Untersuchungen von Walther (2007) belegen, dass sich nosokomiale Infektionen durch

MRSA in den veterindmedizinischen Kliniken etabliert haben und dass von einer zeitweisen

nosokomialen Verbreitung dieser Klone innerhalb dieser Einrichtungen ausgegangen werden
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kann. So wurden in einer spateren Studie 61 S. aureus-lsolate von Haustieren aus einer
deutschen Universitatsklinik auf MRSA untersucht, von denen 44,3% das mecA-Gen trugen
und somit als MRSA klassifiziert werden kénnen (Walther et al., 2008). Insgesamt wurde in
dieser Studie die Mehrheit der MRSA-Isolate in Proben von Hunden und Katzen gefunden.
Darilber hinaus erwiesen sich ein Meerschweinchen, ein Kaninchen, eine Schildkrote, eine
Fledermaus und ein Papagei als MRSA-Trager.

Die durch MLST ermittelten Sequenztypen von MRSA-Isolaten bei Haustieren erwiesen sich
als ST254, ST225, ST239, ST22 und ST8 mit den SCCmec Typen Il und IV. Diese Haustier-
Sequenztypen sind keine neuen genotypischen Linien, da diese schon héaufig beim
Menschen als MRSA in Erscheinung getreten sind und etablierten klonalen Komplexen
angehoéren (Walther, 2007). Auch Leonard und Markey (2008) und Strommenger et al.
(2006) kommen zu dem Schluss, dass die MRSA-Stamme, die bei Haustieren gefunden

wurden, mit Epidemie-Stamme aus Krankenhausern identisch sind.

2.1.4.3 Bedeutung von MRS als Zoonoseerreger

Zoonosen sind nach der Definition der WHO Infektionskrankheiten, die unter natlrlichen
Bedingungen zwischen Wirbeltieren und Menschen Ubertragen werden
(http://www.who.int/en/). Bezogen auf MRSA ist die WHO-Definition bezliglich einer Zoonose

erfiillt. Dies zeigt die mégliche Ubertragung von MRSA-Keimen des Typs ST398 zwischen
Schweinen und Menschen auf nattirlichem Wege (Meemken et al., 2008). Weitere Beispiele
fir das Vorkommen derselben MRSA-Stdmme bei Nutztieren und Kontaktpersonen wie
Landwirten, Melker, Schlachthofpersonal oder Tierarzten liegen fur Pferde (Weese et al.,
2005; Cuny et al., 2006; Cuny, 2008; Walther et al., 2009), Kiihe (Hummel und Witte, 1979;
Kaszanyitzky et al., 2007; Spohr et al., 2010) sowie fur Schweine vor (Van Loo et al., 2007;
Meemken et al., 2008; Khanna et al., 2008; Lewis et al., 2008; Cuny et al., 2009; Frick,
2010). Aber nicht nur bei Nutztieren, sondern auch bei Haustieren wie Hunde und Katzen
konnten dieselben MRSA- und MRKNS-Stdmme bei den Tieren wie auch bei den
Kontaktpersonen nachgewiesen werden (Strommenger et al., 2006; Guardabassi et al.,
2003).

Vergleichende Untersuchungen von Personen, die haufigen Kontakt zu Schweinen hatten,
wie Tierarzte mit Spezialisierung auf Schweine, und Personen, die weniger haufigen Kontakt
zu Schweinen hatten, wie amtliche Fleischuntersucher, die wiederholt Kontakt zu Schweinen
am Schlachtband hatten, ergaben deutliche Unterschiede des Nachweises von MRSA. So
konnten bei den Tierarzten mit 36% deutlich hdhere Nachweisraten an MRSA ST398 erzielt
werden, als bei den amtlichen Fleischuntersuchern, die nur zu 14% MRSA-positiv waren
(Meemken et al., 2008). Diese Untersuchungsergebnisse belegen, dass die MRSA-
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Besiedlung mit ST398 auf einen intensiven Kontakt zu Schweinen zuriickzufiihren ist und
andere Risikofaktoren, wie Antibiotikabehandlungen und Krankenhausaufenthalte, keine
oder nur eine untergeordnete Rolle spielen (Meemken et al., 2008). So sind Landwirte und
deren Familien, Tierarzte, Personen, die in der Tierproduktion als Dienstleister tatig sind, und
Schlachthofpersonal, ein Personenkreis, der regelmaBig direkten Kontakt zu Nutztieren hat,
als Risikogruppe in Hinblick auf Besiedlungen und Infektionen mit MRSA einzustufen (Fetsch
et al., 2009a; Tenhagen et al., 2008).

Allerdings gilt der direkte Kontakt mit Schweinen und anderen Nutztieren nicht als die einzige
MRSA-Quelle fur den Menschen (Fetsch et al., 2009a). Tenhagen et al. (2008) rechnen auch
Aerosolen und Emissionen aus Tierstéllen und Schlachthdfen eine mégliche Bedeutung bei
der Ubertragung von MRSA-Keimen zu. Ob dem Expositionsweg (iber die Abluft von Stéllen
derzeit eine Bedeutung zukommt, kann bisher nicht beantwortet werden. Berichte tUber das
Vorkommen von MRSA in Stallluft und Staub liegen aber vor (Anon, 2008a; BfR, 2009;
Spohr et al., 2010).

Die leichte Ubertragbakeit von MRSA-Keimen wird dadurch deutlich, dass der Einsatz von
klassischen SchutzmaBnahmen, wie das Tragen von Masken oder Schutzkleidern, nicht
generell zu einem verringerten Besiedlungrisiko fuhrt (Tenhagen et al., 2008). Das Risiko
einer Ubetragung von MRSA von gesunden Menschen zu anderen gesunden Menschen wird
hingegen als vergeleichsweise gering eingeschatzt (Tenhagen et al., 2008; Cuny et al.,
2010).

Eine Zunahme der Besiedlung mit MRSA von Personen mit landwirtschaftlichen Berufen
fihrt auch zu einem verstarkten Eintrag des Erregers in Risikobereiche wie Krankenhduser
und Pflegeeinrichtungen (Fetsch et al., 2009a; Tenhagen et al., 2008). Deshalb rat das
Robert-Koch-Institut Patienten, die regelmaBig Kontakt zur landwirtschaftlichen Tiermast
(Schweine) haben, sich vor Aufnahme in ein Krankenhaus mittels Nasenabstrich auf MRSA

untersuchen zu lassen (Epidemiologisches Bulletin, 2008). Im Fall eines positiven

Nachweises wird eine Behandlung mit Turixin-NasensaIbe® (Wirkstoff Mupirocin) nur vor

einem anstehenden operativen Eingriffe empfohlen, da bei fortwahrender beruflicher
Exposition nach einer erfolgreicher Elimination der MRSA-Keime mit einer hohen
Wiederbesiedelungsrate zu rechnen ist (Cuny et al., 2009; Empfehlungen des Robert Koch
Instituts, 2009).
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2.2 Enterokokken und Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE)

2.2.1 Vorkommen und Bedeutung von Enterokokken

Enterokokken wurden lange Zeit der Familie Streptococcaceae zugeordnet, bis sie als
eigene Familie abgetrennt wurden und heute der Familie der Enterococcaceae, Ordnung
Lactobacillales innerhalb der Klasse der Bacilli, angehéren (Kalka-Moll und Reinert, 2009).
Enterokokken sind grampositive, Katalase-negative Bakterien, die in kurzen Ketten oder in
Paaren gelagert vorkommen kénnen. Sie weisen einen Durchmesser bis zu 2um auf und
kénnen sich auch noch bei pH 9,6 in einem Medium mit 6,5% NaCl vermehren (Selbitz,
2007; Hof und Dérries, 2005; Kalka-Moll und Reinert, 2009). Sie sind fakultativ anaerob,
wachsen bei Temperaturen zwischen 10 und 45°C, mit einem Optimum bei 35°C. Einige
Enterokokken Spezies sind beweglich (Teixeira und Facklam, 2003).

Aufgrund unterschiedlicher hitzestabiler Zellwandpolysaccharide kénnen Streptokokoken mit
Hilfe spezifischer Antikorper in sog. Lancefield-Gruppen (Lancefield, 1933) eingeteilt werden,
die mit alphabetischen Buchstaben bezeichnet werden. Mittels RNA-Analysen konnten
Schleifer und Kilpper-Baelz (1984) zeigen, dass S. faecalis und S. faecium sich von anderen
Streptokokken so weit unterscheiden, dass eine neue Gruppe gebildet werden konnte.
Daraufhin wurde Streptococcus (S.) faecalis, S. faecium, S. avium und S. gallinarum in
Enterococcus (E.) faecalis, E. faecium, E. avium und E. gallinarum umbenannt. Derzeit sind
40 verschiedene Enterococcen Spezies bekannt (www.dsmz.de; Mai 2010). Die wichtigsten
Spezies sind E. faecalis und E. faecium, weitere Spezies sind E. avium, E. casseliflavus, E.
durans, E. gallinarum und E. hirae (Schleifer und Kilpper-Balz,1987).

Vorkommen beim Tier

Enterokokken kommen im Darm von Tieren und Menschen als Normalflora vor, so dass die
Bedeutung einer Beteiligung an oder sogar Ursache von Darminfektionen schwer zu
beurteilen ist. Anders sieht es dagegen bei Nachweisen bei extraintestinalen Entzindungen
aus. So werden Enterokokken als Erreger von Pneumonien, Endokarditiden, Mastitiden,
Urogenitalinfektionen und SeptikAmien bei Tieren beschrieben (Selbitz, 2007).

Beim Gefligel sind die dominierenden Enterokokken-Spezies im Darm E. faecalis und E.
faecium. Des Weiteren konnten E. hirae, E. durans und E. cecorum, selten hingegen E.
avium und E. gallinarum im Darm von Gefligel gefunden werden. Das Vorkommen von E.
faecalis beim Gefligel hangt vom Alter der Tiere ab, wobei bei dlteren Tieren die Pravalenz
abféllt (Devriese et al., 1991).

Die Fahigkeit, Erkrankungen auszulésen, wird von der Abwehrlage der Puten sowie den
Pathogenitatsfaktoren und Toxinen der Streptokokken bzw. Enterokokken bestimmt (Hafez
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und Jodas, 1997). Enterokokken-Infektionen kommen hauptséchlich bei Jungtieren vor und
kénnen dort eine erhéhte Sterblichkeit, Sepsis, Enzephalomalazie, Veranderungen an Leber
und Milz und Endokarditiden verursachen (Cardona et al., 1993; Hafez und Jodas, 1997;
Chadfield et al., 2004). Die Ubertragung erfolgt dabei oral, aerogen und selten durch
Hautverletzungen. Die Verbreitung erfolgt Gber Bruteiinfektionen und horizontal durch
direkten Kontakt von Tier zu Tier, aber auch indirekt Uber Vektoren wie kontaminiertes
Futter, Trinkwasser und Nagetiere (Hafez und Jodas, 1997).

Zudem koénnen Enterokokken auch in Untersuchungsmaterialien wie in Staub,
Lebensmitteln, Wasser, Futtermitteln und Pflanzen nachgewiesen werden (Murray, 1990).

Vorkommen beim Menschen

E. faecalis und E. faecium machen beim Menschen bei ballast- und kohlenhydratreicher, fett-
und eiweiBarmer Erndhrung bis zu 50% der aeroben Darmflora aus. E. durans und E.
casseliflavus kommen dagegen viel seltener beim Menschen vor (Hof und Dérries, 2005).

Bei Infektionen mit Enterokokken ist E. faecalis mit etwa 80-90% aller Isolate die wichtigste
humanpathogene Spezies, gefolgt von E. faecium mit etwa 10% der Laborisolate. Diese
beiden Spezies sind nach Werner et al. (2008b) wichtige Erreger, da sie die dritt- und
vierthdufigsten nosokomialen Erreger weltweit darstellen. Enterokokken kommen meist
durch Wund- oder Katheterinfektionen, Infektionen der Harnwege oder des Darmes in den
Kérper. So treten Enterokokken in der Humanmedizin gehauft im Zusammenhang mit
Urinkathetern oder nach instrumentellen Eingriffen auf. Vor allem &ltere Patienten erkranken
an Enterokokken-bedingten Endokarditiden (Murray, 1990; Hof und Dérries, 2005; Kalka-
Moll und Reinert, 2009). Der in den letzten Jahren zu beobachtende Anstieg an
enterokokkenbedingten nosokomialen Infektionen hat nach Kalka-Moll und Reinert (2009)
mehrere Ursachen. Zum einen spielt der vermehrte Einsatz von modernen Antibiotika mit
fehlender Wirksamkeit gegen Enterokokken eine Rolle, die sogenannte ,Enterokokkenlicke*
von zum Beispiel Fluorchinolonen und Cephalosporinen. Zum anderen gibt es eine deutliche
Verschiebung der Patientenpopulation zu alteren, immunsupprimierten, schwer erkrankten
Patienten, die eine erhéhte Empféanglichkeit fir Infektionen mit diesen opportunistischen

Erregern aufweisen.

Vorkommen im Lebensmittel

Enterokokken kommen haufig in Lebensmitteln wie Milch, K&se, Eiskrem und Fleisch vor
(Jacobsen, 1963; Stiles et al., 1978; Thompson und Marth, 1986). GemaR Untersuchungen
von Stiles et al. (1978) ist die in Rind- und Schweinefleisch vorherrschende Enterokokken-
Spezies E. faecalis, in verarbeitetem Fleisch ist es hingegen E. faecium. Bei Milch und
Milchprodukten kommen vor allem E. durans und E. faecium vor, die als Faulniskeime gelten
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und z.B. durch ungenigende Reinigung der milchwirtschaftlichen Gerate eingetragen
werden kénnen (Thompson und Marth, 1986). Enterokokken spielen aber auch bei der
Aromatisierung von Kase oder als Starterkulturen eine Rolle. So werden Enterokokken als
Milchsdurebakterien zur normalen Reifungsflora von Kase gerechnet und produzieren dort
typische Geschmackskomponenten (Centeno, 1996). Dartiber hinaus wurden E. durans- und
E. faecium-Keime mit hoher proteolytischer Aktivitat in griechischem Kése als dominierende
Mikroorganismen nachgewiesen (Tsakalidou et al., 1993).

In  der Lebensmittelhygiene  gelten  Enterokokken als Indikatorkeime  fUr
Fakalverunreinigungen. Knudtson und Hartman (1993) schlugen Enterokokkenkeimzahlen
als Indikatoren fir die Hygiene des Schlachtprozesses bei Schweinen und zur Festlegung
von Critical Control Points im Rahmen von HACCP-Konzepten vor.

2.2.2 Antibiotikaresistenzen von Enterokokken

Murray stellte bereits 1990 fest, dass die Medizin bald mit zunehmenden Zahlen von
Enterokokken konfrontiert werde, flr die es keine adaquate Therapie mehr gebe. Die
Beflrchtungen von Murray wurden insofern bestatigt, da im Jahr 2008 erneut festgestellt
werden musste, dass zunehmend Antibiotika-Resistenzen bei E. faecalis und E. faecium
auftraten, die das therapeutische Spektrum erheblich einschranken (Werner et al., 2008a).
Fir die Entstehung von Antibiotika-Resistenzen bei Enterokokken wird zum einen der
Antibiotika Einsatz in der Humanmedizin und zum anderen die Anwendung von
antimikrobiellen Wirkstoffen in der Nutztierhaltung verantwortlich gemacht (Ellerbroek et al.,
2004).

Antibiotika-Resistenzen  kdnnen entweder natdrlich  (intrinsisch) aufgrund  einer
chromosmalen Verankerung sein, sie sind damit nicht Ubertragbar und treten bei allen oder
den meisten Stdmmen einer Spezies auf. Die vorherrschende Auspragung der intrinsischen
Resistenz wird durch die Beschaffenheit der Zellwand vermittelt, die als Barriere das
Eindringen des Antibiotkums in die Zelle verhindert. Die andere Variante einer
Antibiotikaresistenz ist die erworbene, die an mobile genetische Elemente wie Plasmide oder
Transposons gebunden ist und von Bakterium zu Bakterium Ubertragen werden kann. Diese
Form der Antibiotikaresitenz entsteht meistens durch Mutationen und DNA-Transfer
(Moellering und Krostadt, 1979; Ellerbroek et al., 2004). Eine Ubersicht tber die natiirlichen
und erworbenen Resistenzen von Enterokokken gibt die Tabelle 2 (Werner et al., 2008a).
Seitdem VRE eine intrinsische Resistenz gegenliber den meisten gebrauchlichen Antibiotika
besitzen und die Fahigkeit haben, Resistenzen gegen die meisten der derzeit verfligbaren
Antibiotika zu erwerben, haben sie einen selektiven Vorteil gegenliber anderen
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Mikroorganismen und stellen deswegen eine groBe therapeutische Herausforderung dar
(Cetinkaya et al., 2000).

Bis zum Auftreten von Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) war Vancomycin
praktisch das einzige Medikament, das konsequent fiir die Behandlung von Infektionen mit
multiresistenten Enterokokken eingesetzt werden konnte (Cetinkaya et al., 2000). Da jetzt
die meisten Vancomycin-resistenten Enterokokken multiresistent sind, wird oft die
Bezeichnung GRE (Glykopeptid-resistente Enterokokken) oder VAAREF (Vancomycin-,
Ampicillin- und Aminoglycosid- resistenter Enterococcus faecium) verwendet.

Tabelle 2: Ubersicht (iber die natiirlichen und die erworbenen Resistenzen von Enterokokken
(Werner at al., 2008a)

Natirliche (intrinsische) Resistenz gegen | Erworbene Resistenz gegen

Cephalosporine Tetracycline

Monobactame Makrolide

Isoxazolylpenicilline Aminoglykoside (high level)

Aminoglykoside (low level) Chloramphenicol

Lincosamide (E. faecalis) Trimethoprim/ Sulfamethoxazol

Streptogramine (E. faecalis) Flurochinolone

Mupirocin (E. faecalis) Glykopeptide (vor allem E. faecium)

Vancomycin (low level, Ampicillin (vor allem E. faecium)

E. gallinarum, E. casseliflavus) Streptogramine (E. faecium)
Oxazolidinone (Linezolid)
Glycylcycline (Tigecyclin)
Lipopeptide (Daptomycin)

2.2.2.1 Resistenzmechanismus

Die Glycopeptid-Antibiotika interagieren im Gegensatz zu den B-Laktam-Antibiotika nicht mit
Enzymen der Zellwandbiosynthese, sondern mit dem Enzym-Substrat. Diese bilden eine
nicht-kovalente Bindung Uber mehrere Wasserstoffbriicken mit den beiden endstandigen D-
Alanyl-D-Alanin-Resten (D-Ala-D-Ala) der Peptidoglykanbausteine und dem Glykopeptid aus.
Durch die GréBe der gebundenen Glycopeptidmolekile kdénnen die zellwandaufbauenden
Enzyme, die Transpeptidase, die Transglycosidase und die D,D-Carboxypeptidase ihre
Zielsequenzen nicht erreichen und die Zellwandbiosynthese wird gestoppt. Somit wird die
Wirkung dieser Antibiotika nicht von der Affinitat eines Zielenzyms bestimmt, sondern durch
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die Substratspezifitat der Enzyme. Bedingt durch ihre volumindse Struktur sind Glykopeptide
gegen gramnegative Bakterien unwirksam, sie kénnen die &uBere Zellwand nicht
durchdringen (Werner et al., 2008b; Curvalin, 2006; Schéfer et al., 1996).

Die Glykopeptid-Resistenz wird im Falle der erworbenen und der natlrlichen Resistenz Uber
eine Modifikation des Angriffsorts der Glykopeptide erreicht. Bei der Glykopeptid-Resistenz
wird endstandiges D-Alanin Uber eine modifizierte Biosynthese durch D-Lactat
(Resistenzgene: vanA, vanB, vanD) oder D-Serin (Resistenzgene: vanC, vanE, vanG, vanlL)
ersetzt. Im D-Lactat fehlt im Vergleich zu D-Alanin ein Wasserstoffatom zur Ausbildung der
nicht-kovalenten Briickenbindung mit dem Glykopeptid-Antibiotikum. Dadurch sinkt das
Bindungsvermdgen von Vancomycin an der veranderten Zielstruktur um den Faktor 1000,
mit dem Ergebnis einer phanotypsichen Resistenz gegen Vancomycin (Werner et al., 2008
aus Jeffs und Nisbet, 1988; Sood et al., 2008). Derzeit sind sieben verschiedene
Resistenzgencluster bekannt (vanA, vanB, vanD, vanE, vanL, vanG, vanC) (Arthut und
Courvalin, 1993; Quintiliani und Courvalin, 1996; Perichon et al., 1997; Fines et al. 1999;
McKessar et al., 2000; Body et al. 2008). Namensgebend fur den jeweiligen Resistenztyp ist
nach Witte et al. (2008a) die entsprechende Ligase mit erweiterter Substratspezifitat, wie
z.B. die vanA-Ligase.

Der vanA-Genotyp bewirkt eine Hochresistenz ,high level“ sowohl gegen Vancomycin (MHK:
16-100ug/ml) als auch gegen Teicoplanin (MHK: 4-512ug/ml). Verantwortlich fur die
Glykopeptidresistenz ist ein Gencluster, das sich auf dem konjugativ tGbertragbaren Plasmid
Tn1546 befindet und nur in Gegenwart von Glykopeptiden als sogenannter induzierter
Resistenzmechanismus aktiviert wird. Dieses Gencluster enthélt mehrere Gene, die fur die
Funktion entscheidend sind. Das sind das vanH-Gen, das eine Dehydrogenase kodiert, die
Pyruvat zu D-Laktat reduziert, das vanX-Gen, das eine D,D-Dipeptidase kodiert, die D-Ala-D-
Ala spaltet, und das vanA-Gen, welches eine Ligase kodiert, die schlieBlich D-Alanin und D-
Laktat zu D-Ala-D-Lak verbindet. D-Ala-D-Lak ersetzt dann das Dipeptid D-Ala-D-Ala, so
dass es durch das fehlende Wasserstoffatom im D-Lactat zur reduzierten Affinitdt von
Vancomycin zu seiner Bindungsstelle kommt. Dartber hinaus enthalt dieses Gencluster eine
D,D-Carboxypeptidase (Resitenzgen vanY), welches das endstandige D-Alanin vom
Peptidoglykanbaustein abspaltet. Das Resistenzgen vanZ, ein Gen des vanA-Clusters,
Ubertragt auf bisher noch nicht bekannte Weise eine ,ow-level® Resistenz gegen
Teicoplanin. Insgesamt wird die Peptidproduktion durch das vanR- und vanS-
Regulationssystem kontrolliert, welche fir die Transkription der Resistenzgene vanA, vanH
und vanX verantwortlich sind. Der Ursprung des Gencluster liegt wahrscheinlich in
glykopeptidbildenenden Bakterien (Arthut und Courvalin, 1993; Nicolau et al., 1996; Arthur et
al., 1996; Arthur et al., 1997).
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Glykopeptidresistenzen vom vanA-Typ kommen am haufigsten bei E. faecium und E.
faecalis vor, seltener bei E. avium, E. durans, E. mundtii und E. raffinosus. Aber auch E.
gallinarum und E. casseliflavus kénnen neben den natirlich vorhandenen vanC-Genen das
vanA-Gen erwerben (Dutka-Malen et al., 1994; Werner et al., 2008a). Die mittels In-vitro-
Tests ermittelten minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) von Vancomycin kénnen beim
vanA-Typ mit (MHK: 16-100ug/ml) sehr hoch sein. Bei Teicoplanin schwanken die MHK-
Werte zwischen niedrig und hoch (MHK: 4-512ug/ml) mit phanotypisch empfindlichen,
intermediaren und resistenten Ausbildungen (Werner et al., 2008a; Eom et al., 2004). Die
durch das vanA-Gen vermittelte ,high-level” Resistenz besitzt unter den Enterokokken die
weiteste Verbreitung (Arthur und Courvalin, 1993). Die anderen Glykopeptid Resistenzcluster
ahneln in ihrem Aufbau und ihrer Funktion nach Werner et al. (2008a) dem vanA-Gencluster.

Der vanB-Genotyp vermittelt eine ,low-level® Resistenz gegen Vancomycin, bei dem die
MHK-Werte meist einige Stufen unter denen fir vanA liegen (MHK: 4-100ug/ml), bei
gleichzeitiger Empfindlichkeit gegen Teicoplanin (MHK: 0,5-1ug/ml). Dieser durch
Vancomycin induzierte Resistenzmechanismus kommt meistens bei E. faecalis und E.
faecium, selten bei E. durans und E. gallinarum vor (Hyden et al., 1997; Werner et al.,
2008a). Die genetischen Elemente, die die vanB-Glykopeptid-Resistenz vermitteln, sind
Tn1547, Tn1549 und Tn5382. Diese Gene sind oft chromosomal und nur selten auf einem
Plasmid lokalisiert und teilweise Ubertragbar (Quintiliani und Courvalin, 1996; Carias et al.,
1998; Garnier et al., 2000; Dahl et al., 2000). Anhand der DNA-Sequenzen kann das vanB-
Gen in drei vanB-Subtypen vanB1, vanB2 und vanB3 unterteilt werden (Gold et al., 1993;
Patel et al., 1998; Dahl et al., 1999; Dahl et al., 2000). Wobei das vanB1-Gen auch als vanB-
Gen bezeichnet wurde (Dahl et al., 1999).

Die durch das vanC-Gen vermittelte Resistenz ist eine natlrliche ,low-level” Resistenz, die
nicht Gbertragen werden kann. Sie ist durch maBige Empfindlichkeit bis schwacher Resistenz
gegen Vancomycin (MHK: 2-32ug/ml) und eine Sensibilitat gegen Teicoplanin (MHK: 0,5-
1ug/ml) gekennzeichnet. Es sind drei Subtypen beschrieben, wobei der Subtyp vanC1 nur
bei E. gallinarum und die beiden Syptypen vanC2 und vanC3 bei E. casseliflavus
vorkommen. Auch bei diesem Resistenzmechanismus wird die endstandige Aminosaure
ausgetauscht, es wird jedoch D-Alanin nicht durch D-Lactat ersetzt, sondern durch D-Serin.
Dieser Resistenzmechanismus kann sowohl konstitutiv wie auch induzierbar vorkommen und
ist chromosomal verankert (Arthur und Courvalin, 1993; Arias et al., 2000; Panesso et al.,
2005).
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Perichon et al. (1997) entdeckten als weiteres Resistenzgen das vanD-Gen, das eine
erworbene ,moderate-high level“ Vancomycin-Resistenz (MHK: 64ug/ml) und seltener eine
.ow level“ Teicoplanin-Resistenz (MHK: 4ug/ml) codiert. Die Aminosauresequenz des vanD-
Typs zeigt 69% Ubereinstimmung mir dem vanA- und vanB-Typ und 43% Ubereinstimmung
mit dem vanC-Typ. Das vanD-Gen ist auf dem Chromosom lokalisiert und der
Resistenzmechainismus gleicht dem des vanA- und vanB-Typs, indem ebenso D-Alanin
durch D-Laktat ersetzt wird. Es besteht aber im Gegensatz zu den beiden anderen Typen
keine Ubertragbarkeit durch Konjugation (Perichon et al., 1997; Sood et al., 2008).
Depardieu et al. (2009) konnten zwei verschieden Subtypen (vanD1 und vanD4) des vanD-
Gens bei E. faecium, E. faecalis und E. avium unterscheiden.

Das Vancomycin-Resistenzgen vanE wurde in einem E. faecalis Stamm mit einer ,low level*-
Vancomycin (MHK: 16ug/ml) und einer ,low level“- Teicoplanin (MHK: 0,5ug/ml) Resistenz
von Fines et al. (1999) zum ersten Mal beschrieben. Das Resistenzgen ist chromosomal
verankert und die Expression ist induzierbar. Die abgeleiteten Aminosauresequenzen haben
grdBere Ahnlichkeiten mit denen des vanC-Gens (55%) als mit denen des vanA-Gens (45%),
des vanB-Gens (43%) oder des vanD-Gens (44%) (Fines et al., 1999; Sood et al., 2008).

Ein weiteres Resistenzgen, das vanG-Resistenzgen, entdeckten McKessar et al. (2000) in
einen E. faecalis-Isolat, das phanotypisch eine moderate Resistenz gegen Vancomycin
(MHK: 16ug/ml) und eine volle Empfindlichkeit gegeniber Teicoplanin (MHK: 0,5ug/ml)
aufwies. Die Aminoséuresequenz zeigte nur eine Ubereinstimmung von 50% zu der
Aminosauresequenz von anderen van-Genen. Boyd et al. (2006) entdeckten in Kanada
einen E. faecalis Stamm vom Subtyp vanG2. Dieses Resistenzgen ist auf dem Chromosom
lokalisiert und dessen Expression ist induzierbar.

Eine Beschreibung des sog. vanL-Gens liegt bisher nur von Boyd et al. (2008) bei E. faecalis
vor, das mit der Ausbildung einer Jow level* Vancomycin-Resistenz (MHK: 8ug/ml)
verbunden ist. Das vanL-Gen ist chromosomal verankert und hat ein D-Ala-D-Ser Ligase-
Produkt.
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2.2.2.2 Resistenzevolution und Epidemiologie

Das fur die Humanmedizin bedeutsame Reservoir von Ubertragbaren vanA- und vanB-
Genen bei Enterokokken liegt eindeutig bei E. faecium (Vancomycin-resistente E. faecium
VREF). Somit ist das VRE-Problem in der Humanmedizin aus Okologischer und
nosokomialer Sicht ein VREF-Problem. Es ist aber unklar, warum die mobilen vanA- und
vanB-Gene bevorzugt in E. faecium zu finden sind (Werner et al., 2008a).

Durch molekulare Typisierungen der Isolate konnte man feststellen, dass das vermehrte
Auftreten von VREF auf verschiedene Entwicklungen zurlickzufiihren ist. Cluster von
Infektionen und Besiedlungen sind haufig polyklonal/oligoklonal. Dies bedeutet, dass
innerhalb eines lokal begrenzten urspringlich polyklonalen Ausbruches die VREF-Keime ein
identisches vanA-Gencluster (oligoklonal) Uber horizontalen Gentransfer erworben haben.
Bereits entstandene Vancomycin-resistente E. faecium-Keime kdnnen sich dann zwischen
den verschiedenen Krankenhausern verbreiten (Handwerger et al., 1995; Kuhn 2005;
Werner et al., 2008a und 2008c).

In der Tiermedizin gibt es nur wenige molekularbiologisch-epidemiologische Studien von
isolierten VRE-Stammen. In der Studie von Lemke (2003) zur Untersuchung von VRE-
Isolaten (vanA- und vanC-Gen positiv) aus Gefligel- und Schweinefleisch wiesen diese eine
beachtliche genotypische Heterogenitat auf, was fir eine Polyklonalitdt der VRE-Stamme
spricht. Der Autor kommt deswegen zu dem Schluss, dass sich die Ubertragung des vanA-
Gens nicht nur auf genetisch eng miteinander verwandte Enterokokken-Spezies beschrénkt
(Lemcke, 2003).

In VRE-Isolaten aus tiermedizinischen Proben konnte nur sehr selten das vanB-Gen
nachgewiesen werden (Woodford et al., 1995; Descheemaeker et al., 1999; Lemcke 2003;
Portillo et al., 2003; Ellerbroek et al., 2004). Das vanA-Gen und die vanC-Gene kdnnen
dagegen haufig detektiert werden (Khan et al., 2002; Lemcke, 2003; Ellerbroek et al., 2004).

Eine groBe Gefahr liegt in der Verbreitung der Vancomycin-Resistenz-Gene auf andere
grampositive Erreger. Dadurch wirde der Therapieerfolg des Reserveantibiotikum
Vancomycin zur Behandlung Enterokokken-bedingter Infektionen beim Menschen in Frage
gestellt werden (Ellerbroek et al., 2004). Die Ubertragung des vanA-Resistenzgens von
Enterokokken auf S. aureus gelang bereits in vitro (Courvalin, 1990; Noble et al., 1992) wie
auch in vivo durch das Auftreten klinischer Isolate, die das vanA-Resistenzgen trugen
(Tenover, 2008; Zhu, 2008). Darlber hinaus wurden bereits Vancomycin-resistente klinische
Isolate von Clostridium innocum (Mory et al., 1998), Streptococcus bovis (Poyart et al.,
1997), Oerskovia turbata und Arcanobacterium haemolyticum (Power et al.,, 1995)

nachgewiesen.
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2.2.3 Nachweis von VRE

2.2.3.1 Isolierung, Identifizierung und Nachweis der van-Resistenzgene

In einem umfangreichen Forschungsprojekt wurde eine Methode zur Isolierung,
Identifizierung und Resistenzbestimmung von Enterokokken, die aus Tupferproben von
Schlachtkérpern, Kot und Halshduten beim Gefligel ioliert worden sind, erarbeitet
(Ellerbroek et al., 2004). Die Autoren verwendeten zum selektiven Nachweis von VRE-
Keimen die Chromocult®-Enterokokken-Bouillon (Merck) als Voranreicherung und das Citrat-
Azid-Tween-Carbonat (CATC) Nahrmedium (Merck) mit Zusatz von 6mg/l Vancomycin als
SelektivnAhmediumplatte. Von jeder Selektivndhrmediumplatte wurden nach der Inkubation
bis zu drei verdachtige Kolonien auf Blutndhrmediumplatten UGberimpft und mittels
biochemischer Tests bestatigt. Die biochemischen Tests beinhalteten die Prifung von
Katalase, Pyrrolidonylarylamidase und Wachstum in Gegenwart von 6,5% NaCl.

Zusatzliche biochemische Parameter zur Identifizierung von Enterokkoken beschreibt Ruoff
(20083), darunter eine positive Pyrrolidonyl-Peptidase- und Leucin-Aminopeptidase-Aktivitat,
Wachstum bei 45°C und Hydrolyse von Asculin in Gegenwart von 40% Galle. Zudem sind
die Spezies E. casseliflavus und E. gallinarum beweglich.

Der Nachweis von van-Genen ist mit Hilfe von PCR- oder Real-Time PCR-Methoden mdglich
(Werner et al., 2008a). In der Humanmedizin erfolgt der Nachweis der zwei bedeutensten
Resistenzgene beim Menschen, vanA und vanB, haufig mit Hilfe von Real-Time PCR
Methoden (Huletsky et al., 2001; Fang et al., 2010; Bourdon et al., 2010). Fur Tupferproben
von Schlachtkérpern, Kot und Halshauten beim Gefligel wurde eine klassische Multiplex-
PCR entwickelt, die zum einen die Resistenzgene vanA, vanB1, vanC1 und vanC2
detektieren kann und zum anderen in den meisten Féllen zuverldssige Ergebnisse bei der
Enterokokken-Spezies Differenzierung lieferte. In Einzelfallen auftretende zweideutige
Befunde bei der Bestimmung der Spezies E. faecium mussten durch Einzel-PCR-
Untersuchungen oder weiterfihrenden biochemischen Differenzierungsreaktionen geklart
werden (Mac et al., 2003; Ellerbroek et al., 2004).
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2.2.4 Vorkommen und Bedeutung von VRE

2.2.4.1 VRE bei Menschen

Erstmals wurde 1988 Uber das Auftreten von Vancomycin-resistenten E. faecalis- und E.
faecium-Keime bei Krankenhauspatienten in England berichtet (Uttley et al., 1988).
AnschlieBend folgten Berichte tber den Nachweis von VRE in Frankreich (Leclercq et al.,
1988) und in verschiedenen Krankenhausern im Nord-Osten der USA (Frieden et al., 1993).
Seit der ersten Entdeckung haben sich VRE unerwartet schnell verbreitet und sind nun in
den Krankenhdusern der meisten Staaten anzutreffen. Zudem wird zunehmend in
Krankenhausern von VRE-Epidemien berichtet (Boyce et al., 1995; Cetinkaya et al., 2000;
Rice, 2001; Werner et al., 2008a). Deshalb wurden Vancomycin-resistente Enterokokken von
Spera und Farber (1992) bereits zu Beginn der 1990er Jahre als die nosokomialen
Infektionserreger in den USA bezeichnet. Auch im Rahmen des European Antimicrobial
Resistance Surveillance System (EARSS) konnte in einer 2009 erschienenen Surveillance-
Studie festgestellt werden, dass es in den Jahren 2001 bis 2009 zu einem Anstieg an
humanen, invasiven VRE-Keimen in Europa gekommen ist und dass die Bekampfung von
VRE nach wie vor eine Herausforderung darstellt (http://www.rivm.nl/earss; Mai 2010). Im
Jahr 2008 nahmen VRE-Keime in Deutschland nach MRSA und ESBL (extended spectrum
B-lactamase producing Enterobacteriacaeae) mit einer Haufigkeit von 12% sogar den dritten

Platz der nosokomialen, multiresistenten Infektionserreger ein (Heudorf und Tessmann,
2008). Klinisch bedeutsam und mit Abstand am meisten verbreitet in der Humanmedizin sind
dabei der vanA- und der vanB-Typ. Unter diesen beiden Resistenztypen dominiert der vanA-
Typ, dessen Hauptvertreter E. faecium ist. So werden ungeféahr 95% der VRE-Infektionen in
Deutschland durch E. faecium und 5% durch E. faecalis verursacht (Heudorf und Tessmann,
2008; Werner et al., 2008b; Werner at al., 2008c).

Weiterfiihrende molekularbiologisch-epidemiologische Studien haben gezeigt, dass im
Gegensatz zu MRSA viele durch VRE bedingte Epidemien in deutschen und anderen
Krankenhausern einem einzigen klonalen Komplex mit der Bezeichnung CC17 zugeordnet
werden kénnen (Leavis et al., 2006; Werner et al., 2008c; Top et al., 2008; Rabbenstein
2008). Diese Stamme haben sich bestens an das krankenhausspezifische Umfeld adaptiert
und einige dieser epidemischen Stamme besitzen die Mdglichkeit, Virulenzfaktoren wie
Hyaluronidase, Bacteriocine oder das Oberflachenprotein ESP (enterococcal surface protein)
zu bilden. Dartber hinaus sind diese Stdamme oft durch eine Ampicillin- und
Chinolonresistenz gekennzeichnet (Willems und Bonten, 2007; Top et al., 2008).
Vancomycin-resistente Enterokokken werden in der Humanmedizin vor allem in Urin,

Wundabstrichen, Stuhlproben, Bronchialsekret, Blut oder Sputum nachgewiesen (Heudorf
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und Tessmann, 2008). Eine gastrointestinale Kolonisation erhéht das Risiko, an einer VRE-
Infektion zu erkranken (Wells et al., 1995). Die Gefahr einer letalen VRE-Infektion wird vor
allem dadurch deutlich, dass die Sterblichkeit bei Patienten, die an einer Bakteriamie mit
VRE- im Vergleich zu vancomycinsensiblen Keimen erkrankt sind, 58 bis 70% erreichen
kann (Boyce et al., 1994; Edmond et al., 1995; Edmond et al., 1996).

Als Risikofaktoren flr eine Kolonisation mit VRE gelten Aufenthalte auf Intensivstationen,
BlutgefaB- oder Harnwegskatheter, hochgradige Immunsuppression, Vorliegen eines
Diabetes mellitus oder einer Krebserkrankung, Einnahme von Breitspekirum-Antibiotika
sowie die Nahe zu mit VRE besiedelten oder infizierten Patienten (Rabbenstein, 2008;
Heudorf und Tessmann, 2008).

In den USA kénnen im Gegensatz zu Europa VRE fast ausschlieBlich in Krankenh&usern
nachgewiesen werden. In Europa dagegen kann VRE auch bei gesunden Personen
auBerhalb von Krankenhdusern isoliert werden, die weder vor kurzem in Krankenhaus
waren, noch Antibiotika erhalten haben. Diese Community-Infektionen sind extrem selten,
sind aber wegen ihres auffallig ernsten Krankheitsverlaufs und der Gefahr des Eintrages in
ein Krankenhaus besorgniserregend (Klare et al., 1995a; Bates, 1997).

Zudem konnten VRE (vanA-Typ) auch aus Abwasserproben verschiedener Klaranlagen
isoliert werden, obwohl ein Selektionsdruck ausgehend aus den Krankenhdusern aus dieser
Region aufgrund der sehr seltenen Anwendung entsprechender Antibiotika sehr
unwahrscheinlich war (Klare et al., 1993; Klare et al., 1995a; Witte und Klare, 1995). Selbst
im Klarschlamm konnte VRE isoliert werden (Kuhn et al., 2005; Sahlstrom et al., 2009).
Aufgrund dieser weiten Verbreitung von VRE-Keimen wird diskutiert, ob der langjahrige
Einsatz des Antibiotikums Avoparcin in Europa als Leistungsférderer in der Tiermast zu einer
Ubertragung des kreuzresistenten Erregers iiber die Nahrungskette auf den Menschen
gefuhrt hat (Klare et al., 1995a; Bates, 1997; Lu et al., 2004). Kuhn et al. (2005) gehen
dagegen davon aus, dass es zu einer Anreicherung von VRE in Abwassern von
Krankenhausern kommt, die dann tber die kommunalen Abwasserkanéle in den natdrlichen
Wasserkreislauf abgegeben werden und dass VRE-Keime, die man im Klarschlamm und
Oberflachengewasser findet, nicht von der landwirtschaftlichen Tierhaltung stammen.
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2.2.4.2 VRE bei Tieren

2.2.4.2.1 VRE bei Nutztieren

Untersuchungen zu VRE bei Tieren konzentrieren sich hauptséchlich auf Nutztierbesténde.
Der Einsatz von Avoparcin als Leistungsférderer in der europdischen Schweine-, Hihner-
und Putenmast hat mdéglichrweise zur Entwicklung von Kreuzresistenzen bei Enterococcen
gegen Vancomycin und Teicolplanin gefuhrt. Avoparcin gehért zur Gruppe der Glykopeptid-
Antibiotika, die auch in der Humanmedizin eingesetzt werden. So gelten die Tierbestéande als
potenzielles Reservoir flr Glykopeptid-resistente Enterokokken, die Uber tierische
Nahrungsmittel auf den Menschen Ubertragen und in Krankenhauser eingetragen werden
kénnen (Klare et al., 1995a; Klare et al., 1995b; Bager et al., 1997). Im Januar 1996 wurde
daher von der Bundesregierung eine Dringlichkeitsverordnung mit  einem
Verwendungsverbot von Avoparcin als Zusatzstoff in der Tiererndhrung erlassen (Anon,
1996). Ein Jahr spéter entzog die EU diesem Leistungsférderer die Zulassung (Anon, 1997).
Aus diesem Grund konzentrieren sich in Europa die meisten Studien auf eine mdgliche
Ausbreitung von VRE aus der landwirtschaftlichen Tierhaltung Uber die Nahrungskette auf
den Menschen. Allerdings ist noch kein schliissiger Beweis fiir eine Ubertragung von VRE
Uber tierische Lebensmittel auf den Menschen verfligbar (Cetinkaya et al., 2000).

Bei einer Untersuchung von 115 Gefliigel- und 50 Schweinefleischproben aus dem Zeitraum
von Dezember 1995 bis Juni 1997, die sich somit auch auf einen Zeitraum nach dem
Avoparcin-Verbot erstreckt, konnten noch recht viele VRE-Stdmme nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen nach Ansicht von Lemcke (2003) den Schluss
zu, dass Lebensmittel tierischen Ursprungs durch den Einsatz von Fltterungsantibiotika in
der Tiermast als weitere Quelle fir die Resistenz-Entwicklung angesehen werden muissen.
Dies, obwohl mit Hilfe der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) eindeutig nachgewiesen
werden konnte, dass es keine enge genetische Beziehung zwischen den Isolaten aus
tierischen Lebensmitteln und den klinischen Isolaten von Menschen gibt (Lemcke und Biilte,
2000; Lemcke, 2003). Auch Kotzamanidis et al. (2009) konnten mittels PFGE eindeutige
genetische Unterschiede zwischen VRE-Stdamme von Schweinen und von Menschen
feststellen. So sprechen auch diese Erkentnisse eher gegen eine direkte Ubertragung von
den gleichen VRE-Stdmmen zwischen Tieren und Menschen. In einer weiteren deutschen
Studie wurde zur Klarung mdglicher Zusammenhange zwischen Avoparcinverfitterung und
dem Auftreten von Resistenzen Betriebe mit zwei unterschiedlichen Gefligelmast
Haltungsformen ausgewahlt. Darunter Bertriebe mit konventioneller Tierhaltung mit
potentiellem Einsatz von Avoparcin als Futtermittelzusatz (bis zu dessen Verbot) und
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Betriebe mit 6kologische Tierhaltung ohne Anwendung von Fltterungsarzneimitteln. Es
konnten sowohl in Proben konventionell als auch ékologisch geflihrter Betriebe VRE-Keime
(Typ vanA) nachgewiesen werden. Erklart werden diese Ergebnisse mit einer Kontamination
Uber belebte oder unbelebte Vektoren oder mit der Persistenz von VRE-Keimen Uber Jahre
in den Stéllen (Richter, 1999).

Bei VRE Untersuchungen im Tierbereich muss unterschieden werden zwischen Proben von
lebenden Tieren (Kot), von Schlachtkérpern oder von Fleisch.

Die meisten Untersuchungen hinsichtlich der Pravalenz von VRE bei Tieren wurden bei
Schweinen und beim Gefligel durchgefiihrt, d.h. bei Tierarten, bei denen die Verfitterung
von Antibiotika als Leistungsférderer die gréBte Rolle spielte. Es gibt aber auch Berichte Uber
das Vokommen von VRE-Keimen aus Milchproben von mastitiskranken Kihen (Khan et al.,
2002; Kang et al., 2003), aus Kot von Kiihen (Kang et al., 2003; Ellerbroek et al., 2004; Kuhn
et al., 2005), Tupferproben frisch geschlachteter Masttiere (Rind und Schwein) (Ellerbroek et
al., 2004) und aus Rinderhackfleisch (Klein et al., 1998).

Untersuchungen zum Vorkommen beim Gefligel

Der Nachweis von VRE beim Geflligel gelang sowohl bei Hihnern wie auch bei Puten.

So wiesen Khan et al. (2002) Enterokokken in Hihnermist nach, die die Resistenzgene
vanC1, vanC2 und vanC3 trugen. Ellerbroek et al. (2004) untersuchten an deutschen
Schlachthéfen Halshaute und Blinddarme von Gefligel und isolierten VRE-Keime, die Trager
der Resitenzgene vanA, vanC1 und vanC2 waren.

Auch in anderen Studien wurden in Geflugelfleischproben und Kotproben von Hihnern und
Puten Enterokokken mit den Resistenzgenen vanA, vanC1, vanC2 und vanC3 isoliert. Ein
Isolat trug sogar gleichzeitig das vanA- und das vanC71-Gen (Lemcke und Bulte, 2000;
Borgen et al., 2001; Khan et al., 2002; Lemcke 2003; Seo et al., 2005).

In einer umfangreichen schwedischen Studie im Jahr 2007 wurden Umwelt- und
Caecalproben von Masthdhnchen unterschiedlichen Alters nach Leerung der Stalle mit
anschlieBender Reinigung aus drei Betrieben entnommen und auf VRE untersucht. Die
Resistenz gegen Vancomycin wurde anhand von MHK-Werten bestimmt. Umweltproben
wurden mittels Sockentupfer entnommen und am Schlachthof wurden frische Caecumporben
gewonnen. Die Autoren stellten einen Zusammenhang zwischen dem Grad der
Kontamination der Umwelt und der Kolonisierung der Masthahnchen her. Weiterhin stellten
sie fest, dass VRE auch nach Reinigung in den leeren Stallen nachweisbar war. So stieg in
allen Betrieben der Grad der Kontamination wahrend der Mast erst an und sank nach der
Reinigung wieder ab. Allerdings reichte eine geringe verbleibende Kontamination mit VRE-
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Keimen im Stall am Anfang der Mast aus, um im Laufe der nachfolgenenden Mastperiode
zunehmend mehr Tiere mit VRE zu belasten (Nilsson et al., 2009).

In der oben bereits beschriebenen deutschen Studie in finf konventionellen und sechs
Okologischen Gefligelmastherden wurden Kotproben, Futterproben, Trankeproben sowie
Staubproben entnommen. Zudem wurden am Schlachthof Abstriche der Transportkisten, der
Kloaken, der Brihmaschine, des Rupfmaschinenabwassers und Abstriche von
Schlachtierkérpern entnommen. Dies ergab insgesamt 223 Proben, von denen 134 (60,1%)
phéanotypisch als VRE-positiv eingestuft wurden. Von diesen 134 phanotypisch VRE-
positiven Isolaten wurden nur 50 Isolate mittels PCR auf das Vorkommen des vanA
Rsistenzgens Uberprift und 48 konnten eindeutlig als Tréger des vanA-Resistenzgens
identifiziert werden. Die anderen Isolate wurden auf der Grundlage des Wachstums auf
einem mit Vancomycin supplementierten CATC-Agar als VRE-positiv eingestuft (Richter,
1999).

Untersuchungen zum Vorkommen bei Schweinen

Nachweise von VRE-Keimen, die die Resistenzgene vanA, vanC1 und vanC2/3 trugen,
gelangen in Kotproben oder Rektaltupfern von Schweinen aus zahlreichen Landern wie
Spanien, Schweden, Korea, ltalien, Costa Rica, Deutschland, Norwegen, Danemark und
Japan (Kruse et al., 1999; Bustamante et al., 2003; Peters J., 2003; Sakai et al., 2003; Kuhn
et al., 2005; Seo et al., 2005; de Niederhdusern et al., 2007).

Peters (2003) konnte bei 9% der E. faecium- Isolate, gewonnen aus Tupferproben von
Schweineschlachtkérpern und aus Rektumtupferproben von Schweinen aus Deutschland,
das vanA-Gen nachweisen. Auch Ellerbroek et al., 2004 untersuchten in einer Studie von
2000 bis 2002 an deutschen Schlachthéfen 97 Tupferproben von Schlachtkérperoberflachen
von frisch geschlachteten Mastschweinen und Kotproben auf VRE (Resitenzgene vanA,
vanB, vanC1 und vanC2). Hierbei konnten VRE-Isolate mit den Resistenzgenen vanC1 und
vanC2 isoliert werden.

Eine weitere deutsche Studie untersuchte 50 Schweinefleischproben (Bratwurst,
Schweinemett) auf VRE, es wurde allerdings kein vanA- oder vanB-Gen-positives
Enterokokken-Isolat gewonnen, jedoch ein vanC1-Gen-, 4 vanC2-Gen- und 3 vanC3-Gen—
positive Isolate (Lemcke, 2003).

In einer europaweiten Studie unter Einbeziehung von Kot-, Gllle- und Ceacal-Proben von
Schweinen konnte festgestellt werden, dass in Schweden (Verbot Avoparcin-Anwendung seit
1986) weniger VRE-Isolate auftraten als in Spanien, wo Avoparcin noch bis vor kurzem
eingesetzt wurde. Obwohl die meisten VRE-positiven Proben im Kot spanischer Schweine
isoliert werden konnten, konnten die Autoren keine positiven Proben von Pflanzen in

Spanien erzielen, die mit Schweinegulle gediingt worden waren (Kuhn et al., 2005).
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Portillo et al. (2003) wiesen zum ersten Mal das vanB2-Gen aus einer Kotprobe von

Schweinen nach.

2.2.4.2.2 VRE bei Haustieren

Berichte Uber VRE bei Haustieren gibt es nur sehr wenige. So wurden in einer Studie in
Portugal 147 Kotproben von Haustieren auf VRE untersucht. Ein Isolat erwies sich als vanA-
Gen positiv (0,68%) und vier Isolate erwiesen sich als vanC1-Gen positiv (2,72%) (Poeta et
al., 2008). Eine andere Studie untersuchte 22 Kotproben von Haustieren in Spanien und
isolierte funf vanA positive Enterokokken (2,5%) (Portillo et al., 2003). Beide Studien
beschreiben nicht, um welche Art von Haustieren es sich handelt.

Pressel et al. (2005) dagegen berichten Uber eine zwdlf Jahre alte Katze mit einer
Cholangiohepatitis, verursacht durch VRE. Eine zehn Tage lange Behandlung mit
Vanycomycin erbrachte keine Heilung der bakteriellen Cholangiohepatitis, selektierte aber
vielleicht die resistenten Keime heraus, weswegen die Autoren im nachhinein feststellen,
dass die Vancomycin Behandlung bei dieser Katze wohl unangebracht war und die Katze mit
VRE kolonisiert blieb.

Vom ersten Vancomycin-resistenten E. faecium (vanA-Gen positiv) Keim eines Hundes mit
Harnwegsinfektion in den Vereinigten Staaten berichten Simjee et al. (2002). Die
Sequenzanalyse ergab eine besondere Form von Tn1546, die bis jetzt nur in klinischen VRE
Isolaten aus der Humanmedizin in den Vereinigten Staaten isoliert wurde, weswegen eine

Ubertragung von Mensch zu Tier mdglich erscheint.

2.2.4.3 Bedeutung von VRE als Zoonoseerreger

Eine Ubertragung resistenter Mikroorganismen von Tieren auf den Menschen kann sowohl
durch direkten Kontakt als auch durch tierische Lebensmittel stattfinden (Ellerbroek et al.,
2004). So kommen auch Vancomycin-resistente Enterokokken aus Lebensmitteln tierischer
Herkunft als Quelle einer Ubertragung auf den Menschen in Betracht (Klare et al., 1995a;
Klare et al., 1995b; Bager et al., 1997; Franz et al., 1999). Zudem kénnen Enterokokken mit
Antibiotika-Resistenzgenen, diese Resistenzgene auch auf autochthone Enterokokken-
Populationen in dem Magen-Darm-Trakt von Menschen Ubertragen, auch wenn diese nicht
zwangslaufig den Wirt kolonisieren (Descheemaeker et al., 1999; Ellerbroek et al., 2004).
Hierzu gibt es Studien, die mit Hilfe von PFGE Analysen belegen, dass die gleichen oder
sehr &hnliche VRE Stdmme sowohl bei Geflligel als auch deren Haltern oder bei Gefligel

und Schweinen sowie Isolaten aus dem humanmedizinischen-klinischen Bereich auftreten
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(Stobberingh et al., 1999; Descheemaeker et al., 1999; Simonsen et al., 1998; Johnsen et
al., 2005). Andere Studien dagegen belegen durch PFGE Analysen, dass VRE-Isolate aus
der Tierhaltung und von Lebensmitteln tierischen Ursprungs deutlich von den VRE-Isolaten
aus dem humanmedizinisch-klinischen Bereich abzugrenzen sind (Descheemaeker et al.,
1997; Descheemaeker et al., 1999; Lemcke, 2003; Perri et al., 2003; Kolar et al., 2005; Seo
et al., 2005; Kotzamanidis et al., 2009; Sahlstrom et al., 2009). Mit Hilfe der Anwendung der
Technik des Amplifield-Fragment Length Polymorphism (AFLP) des Tn1546-Gens (vanA
Transposon) von Vancomycin- resistenten E. faecium-Isolaten (VREF) konnte gezeigt
werden, dass VREF-Keime in vier AFLP-Genogruppen eingeteilt werden kénnen, die auf
eine Wirtsspezifitdt von Subtypen hinweist. Die VREF-Isolate von nicht hospitalisierten
Patienten wurden dabei mit den VREF-Isolaten von Schweinen der Genogruppe A zugeteilt.
HOhner- und Puten-Isolate wurden der Genogruppe B zugeteilt. Die Gruppe C beinhaltet
Isolate von hospitalisierten Patienten, Kalbern, Katzen und Hunden. Und die Gruppe D
wurde ausschlieBlich aus Isolaten von Kalbern gebildet. Dies deutet darauf hin, dass
Heimtiere und Kalber eine potenzielle Quelle von VREF-Stammen fur Krankenhauspatienten
darstellen und dass dieselben VREF-Stdmme bei nicht hospitalisierten Patienten und
Schweinen vorkommen. Stamme, die dem Genotyp B und D angehéren, wurden dagegen
nicht bei Menschen isoliert. Diese Untersuchungen zeigen, dass es sehr schwierig ist, eine
genetisch-epidemiologische Beziehung zwischen Isolaten verschiedenen Ursprungs
herzustellen (Willems et al., 2000; Lemcke, 2003). Kuhn et al. (2005) dagegen gehen davon
aus, dass VRE von Menschen und Tieren zum groBten Teil zu getrennten Genotypen
gehdren und dass sich diese zwei Linien weitgehend aus zwei verschiedenen Richtungen
entwickelt haben.

Neben der Gefahr der Ubertragung von Resistenzgegen unter den Enterokokken besteht
zusatzlich die Gefahr der Ubertragung der Vancomycin-Resistenz-Gene auf andere
grampositive Erreger. Dies hatte den Verlust der Wirksamkeit von Vancomycin als
Reserveantibiotikums zur Folge mit verheerenden Auswirkungen auf die Behandlung
bakterieller Infektionen beim Menschen (Ellerbroek et al., 2004).
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material MRS und VRE

3.1.1 Untersuchte Betriebe und Tierhalter

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 200 Puten aus insgesamt 20 Mastbetrieben der Landkreise
Schwabisch Hall, Rems-Murr und Hohenlohe des Regierungsbezirks Stuttgart in Baden-
Wirttemberg auf MRSA- und VRE-Keime untersucht. Diese drei Landkreise sind mit 537559,
38539 und 68971 gehaltenen Puten pro Landkreis die putenstarksten Landkreise im
Regierungsbezirk Stuttgart (www.statstik.baden-wuerttemberg.de, Februar 2011). Die

Auswahl der Betriebe erfolgte zufallig. Die Proben von Puten wurden zwei Wochen bis ein
Tag vor der Schlachtung der Tiere entnommen. Die beprobten weiblichen Tiere waren somit
14 bis 16 Wochen alt und die beprobten mannlichen Tiere 18 bis 20 Wochen.

Zudem wurden von 20 Betrieben drei Personen beprobt, zwei Personen die sich am
haufigsten im Putenstall aufhalten und eine Person, die sich nie oder nur selten im Putenstall
aufhalt.

3.1.2 Probenmaterial

Von den 20 Betrieben hatten zehn Betriebe méannliche und zehn Betriebe weibliche Tiere
eingestallt. In jedem Betrieb wurden 10 Tiere zufallig ausgewahlt, von denen jeweils ein
Trachealtupfer fur den MRSA-Nachweis und zwei Kloakentupfer jeweils fir den Nachweis
von MRSA- oder VRE-Keimen entnommen wurden.

Neben den Tierproben wurden in jedem Betrieb fir den MRSA- und den VRE-Nachweis
zweimal finf Staubtupfer entnommen. Genaueres zu der Entnahme sowie zu der
Lokalisationen der Tupferentnahmen sind Kapitel 3.4.1 Probennahme in den Betrieben
aufgefihrt.

3.1.3 Fragebogen

Jeder Landwirt erhielt bei der Probenentnahme einen Aufklarungs- und Fragebogen (siehe
Anhang, Fragebogen Teil 1 und Teil 2). Mit dem Aufklarungs- und Fragebogen wurden die
Landwirte Uber das Thema MRSA und die Probenentnahme in ihrem Betrieb aufgeklart.
AuBerdem wurden Daten lber den Betrieb, die Haltungsform der Tiere und die beprobten
Personen festgehalten.
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3.1.4 Statistik

Im Rahmen der Untersuchungen zur Besiedlung von Personen mit MRSA wurde der sog.
OR-Wert (Chancenverhaltnis) (Bender und Lange, 2007) mit Hilfe des Statistikprogramms
Win Episcope 2.0 (Thrusfiled et al., 2001) berechnet.

3.2 Material MRS

3.2.1 Material flir die mikrobiologische Untersuchung von Feldproben

3.2.1.1 Bakterienkulturen

Die in die Untersuchungen einbezogenen Referenzstdmme und Feldisolate sind in der
Tabelle 3 aufgefuhrt.

Tabelle 3: Ubersicht Gber die in dieser Arbeit fur den MRSA-Nachweis verwendeten
Referenzstdmme und Feldisolate

Spezies Bezeichnung Merkmal
Staphylococcus aureus | DSM 11729 mecA-positiv
Staphylococcus aureus | ATCC 25923 mecA-negativ

Staphylococcus aureus | Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 15215 mecA-positiv

Staphylococcus aureus | Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 15214 mecA-positiv
Staphylococcus aureus | Feldisolat LGA Stuttgart 07LGA 00460 | mecA-positv

3.2.1.2 Stammerhaltung und Kultivierung

Zur kurzfristigen Aufbewahrung von Kulturen bis zu einer Woche wurden gekuhlte
Blutagarplatten mit 5% Schafblut verwendet. Die langerfristige Aufbewahrung erfolgte in
Cryobank™- Kryordhrchen bei -70°C.
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3.2.1.3 Nahrmedien und Reagenzien

Die zur Erstellung der Arbeit verwendeten Nahrmedien wurden im CVUA Stuttgart nach den
Anweisungen der Hersteller produziert und bei 4-7°C bis zur Verwendung, maximal 4
Wochen spéter, gelagert. Die bendtigten Materialien und Fertigndhrmedien wurden Gber die
aufgefihrten Firmen bezogen. Das fUr die Herstellung flissiger oder fester Nahrmedien
verwendete Wasser wurde mit Hilfe des Gerates Milli-Q Synthesis der Fa. Millipore

(Schwalbach) hergestellt.

Miller-Hinton-Bouillon mit 6,5% NaCl
Muller-Hinton-Bouillon (Merck, Darmstadt, 1.10293.0500)
Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe, 9265.3)
Trypton-Soja-Bouillon mit Zusatz von Cefoxitin und Aztreonam
Trypton-Soja-Bouillon (Oxoid, Wesel, CM0129)
Cefoxitin sodium salt 3,5 mg/I Bouillon (Fluka, Taufkirchen, C4786)
Aztreonam solid 75 mg/I Bouillon (Fluka, Taufkirchen, A6848)
MRSA-Ident-Agar

(Heipha, Eppelheim, 1348e)

Blut- Agar

Blut-Agar-Basis (Oxoid, Wesel, CM55)

Agar-Agar (Becton Dickinson, Heidelberg, 0140)

5% steriles defibriniertes Schafblut (Oxoid, Wesel, SR0051C)

3.2.1.4 Materialien
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Einmal- Reagenzglaser aus Glas

(Karl Hecht Assistent GmbH, Sondheim/Rhén, 2769/16)
Schraubflaschen Glas 250ml

(DURAN Group GmbH, Wertheim/Main, 218013651)
Plastikpetrischalen

(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 633180)

Pasteur Pipetten

(Hirschmann® Laborgerate GmbH & Co.KG, Eberstadt, 9250101)
Pipetierball

(Roth, Karlsruhe, C260.1)



e Einmal-Plastikosen
gelbe Stichésen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 731180)
Impfschlingen blau 10ul (nunc™, Langenselbold, 254437)
Impfschlingen weiB 1pl (nunc™, Langenselbold, 254410)
e Pipettenspitzen
Biosphere® Filter Tips 1000ul blue (Sarstedt AG &CO, Niimbrecht, 70.762.211)
Biosphere® Filter Tips 100pl yellow (Sarstedt AG &CO, Niimbrecht, 70.760.212)
Biosphere® Filter Tips 10ul natural (Sarstedt AG &CO, Niimbrecht, 70.1116.210)
e Objekttrager
Super Frost® GELB (R. Langenbrinck, Emmendingen, 4201888)
e Einmal-Handschuhe
Gentle Skin® sensitive (Rdsner-Mautby Meditrade GmbH, Kiefersfelden, 1221)
Unigloves® Expert plus (Unigloves GmbH, Troisdorf, B 0325)
e Tupfer
Mediumtupfer Bakteriette® (EM-TE-Vertrieb, Hamburg, 510 klar)
Tupfer Bakteriette® (EM-TE-Vertrieb, Hamburg, 169 Cotton)
Tupfer Bakteriette® (EM-TE-Vertrieb, Hamburg, 161 Rayon)

3.2.1.5 Gerate und Computerprogramme

e Vortexer
(IKA Labortechnik, Staufen, VF2)
e Kihl- und Gefrierschranke
Premium Kuihlschrank (Liebherr, Biberach an der Riss, 161664)
Comfort Kiihlschrank (Liebherr, Biberach an der Riss, 410934)
Gefrierschrank (GFL, Burgwerden, 6485)
e Brutschrank
(Memmert GmbH + CO. KG, Schwabach, UM 200)
e Sicherheitswerkbank
Holten LaminAir (Heto- Holten AIS, Allerod Danemark, S-20101.8)
e Kolbenhubpipetten
0,5-10pl, 10-100pl, 100-1000p! (Eppendorf, Hamburg)
¢ Bunsenbrenner
Teclubrenner fiir Erdgas (Bochem® Instrumente GmbH, Weilburg, 7400)
Gasprofit SCS (WLD-TEC GmbH, Géttingen, 6.1.3.000)
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pH-Meter

(WTW, Weilheim i. OB, PH521)

Analysenwage

(Sartorius AG, Géttingen, BP21005)
Sterilisatoren

Varioklav (H+P, UnterschleiBheim, VI500T)
Agarclav (Integra, Fernwald, 132.961203)
Petrischalenkarussell

PourMatic (New Brunswick Scientific, New Jersey USA, MP-100)
Wasserbad

(Memmert GmbH + CO. KG, Schwabach, WBU45)
Dampftopf

(Frtiz Goéssner, Hamburg, DT630)
FT-IR-Spektrometer

(Bruker Optics, Ettlingen, IFS 28/B)

Probenrad aus ZnSe

(Bruker Optics, Ettlingen)

Exsikator mit Vakuumpumpe

(Bruker Optics, Ettlingen, L 21220)

Vibrierende Platinése

3D pulsating toothbrush (Braun GmbH, Kronberg, 4729)
PC-Programm Opus-Software

(Bruker Optics, Ettlingen, Version 4.2)
PC-Programm NeuroDeveloper

ND (Synthon, Heidelberg, Version 2.5b)



3.2.2 Material fiir den molekularbiologischen Nachweis von

Resistenzgenen mittels Real-Time PCR

3.2.2.1 Reagenzien und Losungen fir die Real-Time PCR

Wasser

(Sigma, Deisenhofen, W4502-1L)

Tris-EDTA Puffer

100x konzentriert; 1M Tris-HCI, pH 8,0 mit 0,1M EDTA
(Sigma, Deisenhofen, T-9285)

Master Mix

SYBR Green PCR Master Mix (Eurogentec, Seraing Belgien, RT-SN2X-03WOU+)
Aufreinigungs Kit

QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden, 28104)
GelExtraktion Kit (QIAGEN, Hilden, 28704)
Nuklease-Free-Water

(Promega, Mannheim, 188616)

Isopropanol

(Fluka, Taufkirchen, 59304)

Primer-Sequenzen

Oligonukleotide 100uM in Wasser aufgelést (Eurogentec, Seraing, Belgien)

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Primersequenzen der selbst designten MRSA
Real-Time PCR

Primer Nukleotidsequenz (5°-3") Lange des Amplifikats

F-MRSA | TGAAAAATGATTATGGCTCAGGTACT
R-MRSA | CATATGAAGGTGTGCTTACAAGTGC

81

F = Vorwartsprimer (forward primer), R = Rickwartsprimer (reverse primer)
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3.2.2.2 Gerate und Computerprogramme

e Thermocycler
ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt,
270001525)
Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, 533105328)
e Thermoblock
ThermoStatplus 2ml (Eppendorf, Hamburg, 535200066)
¢ PCR- Werkbank
Biocap™ RNA/DNA (Captair, KéIn, 108 2003)
e Vortex-Schiittler
Heidolph Reax Top (Labfish, Aumuhle, 1200-210-05)
e Zentrifugen
Tischzentrifuge (Roth, Karlsruhe, 036838)
Zentrifuge Rotixa/AP (Hettich, Tuttlingen, 4202)
Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg, 5415R)
e Kolbenhubpipetten
0,5-10pl, 10-100pl, 100-1000u! (Eppendorf, Hamburg)
¢ Pipettenspitzen
Biosphere® Filter Tips 1000pl blue (Sarstedt, Niimbrecht, 70.762.211)
Biosphere® Filter Tips 100ul yellow (Sarstedt, Niimbrecht, 70.760.212)
Biosphere® Filter Tips 10ul natural (Sarstedt, Niimbrecht, 70.1116.210)
e ReaktionsgefaBe
Safe-Lock Tubes PCR clean 2,0ml; 1,5ml; 0,5ml (Eppendorf, Hamburg,
0030.123.344)
e Mikrotiterplatten
Thermo-Fast® 96 (Thermo Scientific, Schwerte, AB-0600)
¢ Rack fiir ReaktionsgefaBe
Top-Rack (neolLab, Heidelberg, 2-2561)
e Optische Klebefolien fur die PCR-Mitkrotiterplatten
ABI PRISM® Optical adhesive Covers (Applied Biosystems, Darmstadt, 95.1994)
e Mikro-Schraubréhre
(Sarstedt, Nimbrecht, 72.692.005)
e NCBI Datenbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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¢ Primer-Design-Programm
Primer Express V 2.0 (Applied Biosystems, Darmstadt)

3.3 Material VRE

3.3.1 Material flir die mikrobiologische Untersuchungen von Feldproben

3.3.1.1 Bakterienkulturen

Die in die Untersuchung einbezogenen Referenzstamme und Feldisolate sind in der Tabelle

5 aufgefuhrt.

Tabelle 5: Ubersicht Uber die in dieser Arbeit fur den VRE-Nachweis verwendeten
Referenzstdmme und Feldisolate

Spezies Bezeichnung Resistenzgen
Enterococcus faecium BM 4147 vanA-positiv
Enterococcus faecalis ATCC 51299 vanB-positiv (vanB1)
Enterococcus faecium UAA 522 vanB-positiv (vanB1)
Enterococcus faecium BM 4524 vanB2-positiv
Enterococcus faecalis BM 45 vanB3-positiv
Enterococcus gallinarum BM 4174 vanC1-positiv
Enterococcus casseliflavus ATCC 25788 vanC2-positiv
Enterococcus faecalis DSM 2570 van-negativ
Streptococcus agalactiae DSM 6784 van-negativ
Streptococcus equi ssp. Feldisolat CVUA Stuttgart van-negativ
zooepidermicus 63VarJi

3.3.1.2 Stammerhaltung und Kultivierung

Zur kurzfristigen Aufbewahrung von Kulturen bis zu einer Woche wurden gekuhlte

Blutagarplatten mit 5% Schafblut verwendet. Die langerfristige Aufbewahrung erfolgte in
Cryobank™- Kryordhrchen bei -70°C.

57



3.3.1.3 Nahrmedien und Reagenzien

Die zur Erstellung der Arbeit verwendeten Nahrmedien wurden in der Nahrbodenkiche des

CVUA Stuttgart nach den Anweisungen der Hersteller produziert und bei 4-7°C bis zur

Verwendung, maximal 4 Wochen spéater, gelagert. Die bendétigten Materialien und

Fertigndhrmedien wurden Uber die aufgefihrten Firmen bezogen. Das flur die Herstellung

flussiger oder fester Nahrmedien verwendete Wasser wurde mit Hilfe des Gerates Milli-Q

Synthesis der Fa. Millipore (Schwalbach) hergestellt.
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Chromocult Enterokokken-Bouillon

(Merck, Darmstadt, 1.1 0294.0500)
Kanamycin-Asculin-Azid-Agar mit Vancomycin

(nach Angaben von Ellerbroek et al., 2004)
Kanamycin-Asculin-Azid-Agar (Merck, Darmstadt, 1.05222.0500)
Vancomycin hydrochlorid 6mg/l (Sigma, Steinheim, V2002-100MG)
Blut- Agar

Blut-Agar-Basis (Oxoid, Wesel, CM55)

Agar-Agar (Becton Dickinson, Heidelberg, 0140)

5% Steriles defibriniertes Schafblut (Oxoid, Wesel, SR0051C)
CATC-Agar

(Heipha, Eppelheim, 2190e)

Blut-Glucose-Asculin Agar

Caso-Agar (Merck, Darmstadt, 1.05458)

D(+)-Glucose-Monohydrat (Merck, Darmstadt, 1.08342)

Asculin (Merck, Darmstadt, 1.00842)

Steriles defibriniertes Schafblut (Oxoid, Wesel, SR0051C)
CASO-Bouillon mit 6,5% NaCl

CASO-Bouillon (Merck, Darmstadt, 1.05459)

Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe, 9265.3)

SIM-Medium mit TTC

SIM-Medium (Becton Dickinson, Heidelberg, 211578)

2,3,5 Triphenyltetrazoliumchlorid 0,05g/I Medium (Merck, Darmstadt, 1.08380)
PYR-Test

Oxoid Biochemisches Identifizierungs-System O.B.1.S. (Oxoid, Wesel, ID580M)
LAP-Test

LAP Test Kit (Remel, Kansas USA, R30168501)



3.3.1.4 Materialien

Die fur mikrobiologischen Untersuchungen auf VRE verwendeten Materialien entsprachen

denen der mikrobiologischen Untersuchungen auf MRSA (s. Kapitel 3.2.1.4 Materialien).

3.3.1.5 Gerate und Computerprogramme

Die zur mikrobiologischen und molekulrbiologischen Untersuchungen auf VRE verwendeten

Gerate entsprachen denen der mikrobiologischen Untersuchung auf MRSA-Keime (s. Kapitel

3.2.1.5 Gerate und Computerprogramme).

3.3.2 Material fir den molekularbiologischen Nachweis von

Resistenzgenen mittels Real-Time PCR

3.3.2.1 Reagenzien und Losungen fir die Real-Time PCR

Wasser

(Sigma, Deisenhofen, W4502-1L)

Tris-Puffer

100x konzentriert; 1M Tris-HCI, pH 8,0 mit 0,1M EDTA

(Sigma, Deisenhofen, T-9285)

Master Mix

SYBR Green PCR Master Mix (Eurogentec, Seraing, Belgien, RT-SN2X-03WOU+)
Aufreinigungs Kit

QIlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden, 28104)

GelExtraktion Kit (QIAGEN, Hilden, 28704)

Nuklease-Free-Water

(Promega, Mannheim, 188616)

Isopropanol

(Fluka, Taufkirchen, 59304)

Primer-Sequenzen

Oligonukleotide 100puM in Wasser aufgelést (Eurogentec, Seraing, Belgien)
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Tabelle 6: Ubersicht (iber die Primersequenzen der selbst designten VRE Real-Time

PCR
Primer Nukleotidsequenz (5°-3°) Lange des Amplifikats
F-vanA TGCACGGATTACTTGTTAAAAAGAA 81
R-vanA ACTTGCCATGCAAAGCTGAA
F-vanB1/2/3 | AGCAAGCGATTTCGGGC .
R-vanB1/2/3 | TTTGATCCACTTCGCCGAC
F-vanC1 AATTGACGATTGGTGCTTGTGAT 8o
R-vanC1 CGCTGATTAATTGGTATTTCTCTTCA
F-vanC2/3 TTCCGCAGTGCTCCTACAAA g0
R-vanC2/3 GCACCGACAGTCAAAGAGTCG

F = Vorwartsprimer (forward primer), R = Rickwartsprimer (reverse primer)

3.4 Methode MRS und VRE

3.4.1 Probennahme in den Betrieben

Die Probennahme in den Betrieben erfolgte in enger Kooperation mit dem
Geflugelgesundheitsdienst Stuttgart.

Die Untersuchungen auf MRSA wurden gemaB den Angaben des BfR, die im Rahmen des
Zoonose-Monitorings bei Schweinen erstellt worden sind, durchgefihrt (BfR, 2009). Die
rechtlichen Grundlagen hierfiir sind die Richtlinie (EG, 2003) (Anon, 2003), die Entscheidung
(EG, 2008) (Anon, 2008a) und die AVV Zoonosen Lebensmittelkette vom 11.6.2008 (Anon,
2008b).

Die Untersuchungen auf VRE wurden in Anlehnung an die Methode von Ellerbroek et al.
(2004) durchgefuhrt.

Die Tupferentnahme erfolgte mit sterilen Gazetupfern unter Tragen von sterilen
Handschuhen. Eine Person fixierte die Puten fachgerecht, eine weitere Person strich die
Trachea und die Kloake der Puten mit jeweils sterilen Tupfern ab.

Die Entnahme der zweimal finf (finf fir den MRSA- und finf fir den VRE-Nachweis)
Staubtupferproben (finf Entnahmeorte im Stall) erfolgte in jedem Stall jeweils auf einer
Flache von ca. 500 cm? durch Abstreichen dieser Flache mit den Tupfern. Die flnf Orte der
Tupferentnahme wurden in jedem Betrieb einheitlich gewahlt. Diese waren zum einen eine

Flache eines Fenstersims der rechten und zum anderen der linken Seite des Stalles sowie
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die Oberflache eines Futtertroges, die Abtrennung zur Separatenbucht fir kranke Tiere und
die Oberflache eines Futterzuteilungssystems.
Die Proben wurden noch am selben Tag gekihlt ins Labor transportiert und bearbeitet.

3.4.2 Probennahme bei den Personen

Die Durchfiihrung der Probentnahme Ubernahmen die Personen jeweils selbstandig mit Hilfe
zugesendeter Tupferproben und einer Anleitung. Jede Person entnahm sich zwei Abstriche
der Schleimh&ute beider Nasenvorhéfe.

3.5 Methode MRS

3.5.1 Vorversuche zur Entwicklung der Real-Time PCR-Tests

Ziel der Vorversuche war es, PCR-Methoden auf der Basis der Real-Time PCR-Technik zu
entwickeln, um Isolate mit méglichst geringem Aufwand rasch und auch in groBer Anzahl
testen zu kénnen. Hierzu wurden als erster Schritt Gensequenzen des mecA-Resistenzgens
von MRSA der NCBI-Datenbank entnommen. AnschlieBend wurden Abschnitte der DNA-
Sequenzen der ausgewahlten Gene auf Ubereinstimmungen verglichen (DNA-Alignments),
um Bereiche einheitlicher DNA-Sequenzen fir das Design von PCR-Primern zu ermitteln.
Die verschiedenen mecA-Resistenzgene, die die Grundlage des Alignments darstellen, sind
in der Tabelle 7 dargestellt. Das Primer-Design wurde unter Anwendung des Programms
Primer Express 2.0 (Applied Biosystems) vorgenommen. Erste Tests zur Spezifitdt der
entworfenen Primer erfolgten mittels sog. BLAST-Abfragen der NCBI-Datenbank. Mit dem
Ziel, moglichst hohe Spezifitdtswerte der PCR-Tests zu erreichen, wurden jeweils
Primerpaare fir die einzelnen Resistenzgene ausgewahlt, deren Nukleotid-Sequenzen eine
mdoglichst groBe Abweichung zu Gensequenzen aufweisen, die nicht detektiert werden
sollen. Die entsprechenden Primerpaare wurden von der Firma Eurogentec im Auftrag
synthetisiert.

Die erste Funktionsprifung der Real-Time PCR erfolgte mit 20 mecA-Gen positiven und 20
mecA-Gen negativen Staphylococcus aureus Feldisolate des Labors
Lebensmittelmikrobiologie des CVUA Stuttgart, die im Anhang in Tabelle 50 aufgeflhrt sind.
Diese insgesamt 40 Feldstamme waren zuvor unter Verwendung des Light Cycler-Systems
(Roche) (Grisold et al., 2002) Uberprtft worden.

AnschlieBend erfolgte die Sequenzierung des mecA-Gen positiven Staphylococcus aureus-
Stamms DSM 11729. Mit Hilfe der Sequenzierung sollte gezeigt werden, dass die Primer

komplementér zur Sequenz des mecA-Gens dieses Referenzstammes sind.
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Dazu wurde eine klassische PCR entworfen, deren Primer einige Basenpaare entfernt von
den Primern der Real-Time PCR liegen. Die Primer und die Reagenzien dieser PCR sind in
Tabelle 8 und 9 aufgelistet. Um die optimale Temperatur der Primer-Anlagerung (Annealing-
Temperatur) zu bestimmen, wurde im Thermoblock des PCR-Cyclers ein
Temperaturgradient von 45°C bis 65,6°C aufgebaut, der in Tabelle 10 dargestellt ist. Das
Temperaturprofil der klassischen PCR ist in Tabelle 11 dargestellt. Nach Ablauf der PCR
wurde eine Bande entsprechend dem zu erwartenden Amplifikat aus dem Agarosegel
herausgetrennt und die DNA mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits aufgereinigt. Lagen
zwei Banden pro Ansatz vor, wurde das GelExtraktions Kit zur Aufreinigung der Bande
verwendet, anschlieBend wurde die Bande ausgewahlt, deren GrdBe des zu erwartenden
Amplifikats entsprach. Die aufgereinigten Amplifikate wurden anschlieBend in einem Mikro-
Schraubréhrchen zur DNA-Sequenzierung an die Firma Microsynth AG geschickt. Die
schematische Darstellung der Validierung der Real-Time PCR zeigt das Diagramm 1 auf.

Diagramm 1: Schematische Darstellung der Validierung der Real-Time PCR zum Nachweis
des mecA-Resistenzgens von MRSA

MRSA

Referenzstdmme

Uberpriifung der Real-Time PCR mit
positiven Referenzstdmmen und negativen

Stammen

J

PCR/Sequenzierung

1. DNA-Sequenzierung der Resistenzgene
von Referenzstdmmen
2. Abgleich der Sequenz der Primer der Real-
Time PCR mit der DNA-Sequenz der
Sequenzierten Resistenzgene

J

Validierung
20 mecA-Gen positive und

20 mecA-Gen negative S. aureus-Stamme

62



Tabelle 7: Ubersicht tiber die DNA-Sequenzen des mecA-Gens von MRSA aus der NCBI-
Datenbank, die die Grundlage fir das Alignments bilden

Resistenzgen | Accession No Alignment
mecA EU 790489

mecA AB 221123

mecA AB 221124 mecA
mecA AB 221120

mecA EO 9771

Tabelle 8: Sequenzen der Primer, die fur die Durchfihrung der klassische PCR zum Zwecke
der Gewinnung von Amplifikaten fir die DNA-Sequenzierung des mecA-Gens von MRSA

verwendet wurden

Primer Nukleotidsequenz (5°-3)
F-mecA-Sequenz CAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAA
R-mecA-Sequenz TCGAGTGCTACTCTAGCAAAGAAAAT

F = Vorwartsprimer (forward primer), R = Rickwartsprimer (reverse primer)

Tabelle 9: Ubersicht Giber die Reagenzien, die fiir die Durchfiihnrung der klassischen PCR
zum Zwecke der Gewinnung von Amplifikaten fir die DNA-Sequenzierung des mecA-Gens
von MRSA-Keimen verwendet worden sind

Menge (ul) pro
Reagenzien

Probe und Ansatz
Mastermix 20,0
F-Primer ( 0,1uM*) 1,0
R-Primer ( 0,1uM*) 1,0
Wasser 23,0
DNA (Probe) 5,0
Reaktionsansatz pro Reaktionsgefa3 ohne Probe (ul) |45,0
Reaktionsansatz pro Reaktionsgefa komplett (ul) 50,0

* Endkonzentration im kompletten Reaktionsansatz
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Tabelle 10: Ubersicht lber den Temperaturgradient, der fiir die Durchfilhrung der
klassischen PCR zum Zwecke der Gewinnung von Amplifikaten fir die DNA-Sequenzierung
des mecA-Gens von MRSA-Keimen angewendet wurde

Spalte | Temperatur

—_

45,0°C
45,3°C
46,4°C
48,2°C
50,4°C
53,0°C
55,8°C
58,5°C
61,0°C
63,1°C
64,7°C
65,6°C

O O Nf o o & W N

—_
o

—_
—

—_
N

Tabelle 11: Ubersicht (iber das Temperaturprofil, das fiir die Durchfilhrung der klassischen
PCR zum Zwecke der Gewinnung von Amplifikaten fir die DNA-Sequenzierung des mecA-
Gens von MRSA-Keimen angewendet wurde

Schritt Dauer Temperatur

Pre-Denaturierung 2 min 94°C

Anlagerung 30 sec Gradient von 45°C bis 65,6°C

Synthese 1 min 72°C 35 Zyklen
Denaturierung 30 sec 94°C

AbschlieBende Synthese 5 min 72°C
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3.5.2 Mikrobiologische Untersuchungen von Feldproben

3.5.2.1 Isolierung

Als erster Schritt der Gewinnung von MRSA Feldisolaten erfolgte die Voranreicherung. Jede
Tracheal-, Kloaken- und Humantupferprobe wurde hierftr in 10ml Muller-Hinton-Bouillon mit
Zusatz von 6,5% NaCl gegeben und flr 24 Stunden bei 37°C bebritet.

Die funf Staubtupferproben wurden gemeinsam als Pool in 100ml Muller-Hinton-Bouillon mit
Zusatz von 6,5% NaCl gegeben und flr 24 Stunden bei 37°C bebritet.

AnschlieBend erfolgte eine Anreicherung. Dazu wurde jeweils 1ml der bebriteten Muller-
Hinton-Bouillon zu jeweils 9ml Trypton-Soja-Bouillon mit Zusatz der Antibiotika Cefoxitin und
Aztreonam gegeben und fir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

AnschlieBend erfolgte der Ausstrich auf die MRSA-Selektivndhrb6den, wobei 20ul der
inkubierten  Anreicherungsbouillon im  Drei-Osen-Ausstrich auf den Selektivplatten
ausgestrichen und fir 24 Stunden bei 37 °C bebritet wurden.

Die Auswertung der Selektivplatten wurde nach den Angaben der Herstellerfirma
durchgefihrt. Pro Probe wurden bis zu drei als MRSA verdéchtige Kolonien auf Blutplatten
Uberimpft und fur 24 Stunden bei 37°C bebritet. Dabei galten die rot-violeten Kolonien als
MRSA verdéchtig.

Zusétzlich wurden pro Probe, wenn vorhanden, bis zu drei weiBe Kolonien auf Blutplatten
Oberimpft und flr 24 Stunden bei 37°C bebritet. Diese weien Kolonien erwiesen sich
Uberweigend als Staphylokokken ausgenommen S.aureus, die das mecA-Resistenzgen
trugen (MRSASA = Methicillin-resistente Staphylokokken ausgenommen S. aureus).
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3.5.2.2 Charakterisierung des mecA-Resistenzgens mittels Real-Time
PCR

Der molekularbiologische Nachweis von Resistenzgenen erfolgte mit Hilfe der Real-Time

PCR unter Verwendung von SYBR Green. Diese PCR-Methode ermdglicht einen Nachweis

von Amplifikaten durch Einlagerungen (Interkalation) des Fluoreszenzfarbstoffes (SYBR

Green) in DNA-Doppelstrange, die im Verlauf der PCR synthetisiert werden.

Die PCR gliedert sich dabei in drei Schritte.

1. Schritt Denaturierung: Trennung von DNA-Doppelstrangen in DNA-Einzelstdnge durch
Hitze.

2. Schritt Annealing: Anlagerung der Primer an Nukleinsaure-Einzelstrange.

3. Schritt Elongation: Mit Hilfe thermostabiler DNA-Polymerasen werden nach der
Anlagerung der Primer die chemischen Bindungen von Nukleotiden zu einem DNA-
Doppelstrang vervollstandigt, der der Template-DNA komplementar ist.

Die in der Elongationsphase entstehenden DNA-Doppelstrange (Amplifikate) sind in der

Lage, den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green einzulagern. Dies fUhrt zur Emission von

Fluoreszenzlicht nach Anregung durch UV-Licht bestimmter Wellenldnge. Die Emission von

Fluoreszenzlicht wird wahrend des PCR-Laufs kontinuierlich gemessen. Zusatzlich wird eine

Schmelzkurve im Anschluss an die PCR erstellt. Fir das Erstellen einer Schmelzkurve wird

die Temperatur beginnend bei 63,1-64 °C bis 91,5-92°C in Temperaturschritten von 0,3-0,4°C

kontinuierlich erhdéht (die Bereiche werden automatisch vom Programm festgelegt). Mit
ansteigender Temperatur trennen sich die DNA-Doppelstrange zunehmend in DNA

Einzelstrange auf. Tragt man in einem Fluoreszenz/Temperatur-Diagramm die Anderung der

Fluoreszenzsignals pro Zeiteinheit (-AF/AT) auf, erhadlt man eine Kurve deren Maximalwert

die Schmelztemperatur (TM) des Amplifikates angibt. Die Schmelztemperaturen der

Positivkontrollen und die der Proben kdénnen mit Hilfe grafischer Darstellungen auf deren

Ubereinstimmung gepriift werden.

Zur Gewinnung von DNA aus Bakterien wurden die als MRS positiv identifizierten Kolonien
von einer Blutplatte mit einer sterilen Ose abgenommen und in 200ul steriles Wasser
suspendiert. Die Bakteriensuspension wurde anschlieBend 15min bei 99°C erhitzt. Nach der
Zentrifugation bei 8.000xg konnte der klare Uberstand fir den Einsatz in der PCR
abpipettiert werden.

AnschlieBend wurde der PCR-Reaktionsansatz entsprechenden der Angaben in Tabelle 12
hergestellt. Nach dem Pipettieren in die PCR-Mikrotiterplatte wurde diese mit einer
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speziellen optischen Folie versiegelt, geschittelt und bei 2.000U/min flr 2 min zentrifugiert.
Das Temperaturprofil der Real-Time PCR ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 12: Ubersicht iber die fiir die MRSA Real-Time PCR verwendeten Reagenzien

Reagenzien Menge (ul) pro Reaktionsansatz
Master Mix 5,5

Primer F (0,1uM*) 0,4

Primer R (0,1uM*) 0,4

Destilliertes, steriles Wasser 1,5

Reaktionsansatz pro Reaktionsgefa3 ohne Probe (pl) 7,8

DNA (Probe) 2,2

Reaktionsansatz pro Reaktionsgefa3 komplett (ul) 10,0

* Endkonzentration im kompletten Reaktionsansatz

Tabelle 13: Ubersicht tiber das Temperaturprofil der MRSA Real-Time PCR

Schritt Dauer Temperatur
Pre-Denaturierung 10 min 95°C

Anlagerung und Synthese 60 sec 60°C

Denaturierung 15 sec 95° } 30 Zyklen
Schmelzkurve 20 sec 63,1-64°C bis 91,5-92°C

3.5.2.3 Identifizierung mittels FT-IR

Die anschlieBende Identifizierung der Isolate erfolgte mit Hilfe von FT-IR-Spektralanalysen
(Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie) (Naumann et al., 1990; Helm et al., 1991;
Kirschner, 2004; Horlacher und Rau, 2006). Die IR-Spektralanalyse bietet die Mdglichkeit der
Identifizierung von Molekllen anhand charakteristischer IR-Spektren. Bestimmte funktionelle
Gruppen organischer Substanzen zeigen charakteristische Absorptionen im Infrarotlicht (IR).
Da Mikroorganismen komplexe Gemische organischer Substanzen darstellen, kénnen
mittels getrockneter Filme mikrobieller Reinkulturen, die unter einheitlichen kulturellen
Bedingungen angezilchtet worden sind, reproduzierbare IR-Spektren gewonnen werden.
Durch vergleichende Analysen von IR-Spekiren unbekannter Spezies mit den in einer
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Datenbank hinterlegten Spektren bekannter Spezies sind Gattungs- und Spezies-
Bestimmungen méglich.

Von den mittels Selektivitatsplatten und Real-Time PCR als mecA-positiv identifizierten
Kolonien wurden Reinkulturen auf Blutplatten Gberimpft und bei 37°C fir 24 + 0,5 Stunden
kultiviert. AnschlieBend wurden die gewachsenen Keime fur die IR-Messung vorbereitet.
Hierzu wurden mit einer Ose Bakterien vorsichtig unter Vermeidung von Agarbestandteilen
entnommen und je Isolat in 80ul Aqua dest. in einem Reaktionsgefa3 unter Verwendung
einer vibrierenden Ose suspensiert. Von der nun vorliegenden triiben Bakteriensuspension
wurden 35ul auf eine ringférmige Position des ZnSe-Probenrades pipettiert. Auf dem ZnSe-
Probenrad kénnen bis zu 15 Stdmme und zusétzlich eine Messposition, die als Nullkontrolle
dient, aufgetragen werden.

AnschlieBend wurden die aufgetragenen Bakteriensuspensionen auf dem ZnSe-Probenrad
in einem Exsikkator bei 0,9 bar fir 25-30min getrocknet. Nach dem Trocknen erfolgten die
Messungen. Das FT-IR wird durch die OPUS Software 4.2 gesteuert. Jede Messung besteht
aus mehreren Scans, von denen die OPUS Software einen Mittelwert bildet. Die
aufgenommenen IR-Spektren wurden anschlieBend mittels des Programms NeuroDeveloper
2.5b zum Aufbau eines hierarchischen Klassifizierungsschemas verarbeitet.

3.5.2.4 Molekulare Typisierung

Die in der Real-Time PCR und FT-IR bestatigten Isolate wurden anschlieBend im Nationalen
Referenzlabor fir Koagulase positive Staphylokokken incl. S. aureus (NRL-Staph) im
Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) molekularbiologisch untersucht. Zunéchst wurde
die DNA der Isolate mit dem RTP bacteria DNA Mini Kit (Invitek, Berlin, Deutschland) isoliert
und die verdachtigen lIsolate mittels Multiplex-PCR bestétigt (Poulsen et al., 2003).
AnschlieBend erfolgte die SCCmec- und spa-Typisierung (Zhang et al., 2005; Shopsin et al.,
1999). Bei mindestens einem Isolat pro identifiziertem spa-Typ wurde zudem der MLST-Typ
bestimmt (Enright et al., 2000). Die Sequenzierung der PCR- Produkte Ubernahm Qiagen
(Hilden, Deutschland). Zur Bezeichnung von spa- und Sequenz-Typ (ST) wurde die Software
Ridom Staphtype (Ridom GmbH, Wirzburg, Deutschland) beziehungsweise die S. aureus
MLST database (http:/www.saureus.mlist.net) genutzt. Als Kontrollstimme wurden

umfassend charakterisierte Feldstdmme aus der Stammkollektion des NRL-Staph (spa-,
SCCmec-, MLST Typisierung) sowie die Referenzstdmme DSM 1104 bzw. DSM 13661
(Speziesidentifizierung) eingesetzt.

Die gesamten Schritte der Gewinnung, Identifizierung, Charakterisierung und Typisierung
von MRSA-Keimen sind in Diagramm 2 zusammenfassend dargestellt.
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Diagramm 2: Schematische Darstellung der Entnahme von Proben sowie der Isolierung,

Identifizierung und Charakterisierung von MRSA Keimen

Probenentnahme

Pro Betrieb:
10 Trachealtupfer
10 Kloakentupfer
5 Umweltproben zusammengefasst zu einer Poolprobe

Tupferproben von 3 Personen

J

MRS Isolierung

Voranreicherung
Muller-Hinton-Bouillon mit 6,5% NaCl

d
Anreicherung

\)

Selektivnahrboden

Chromogenagar (Fa. Heipha)

Trypton-Soja-Bouillon mit Zusatzen der Antibiotika Aztreonam und Cefoxitin

d

Charakterisierung

Nachweis des mecA-Gens mittels Real-Time PCR

4

Identifizierung

Fourier- Transformations-Infrarotspektoskopie (FT-IR)

J

Typisierung

SCCmec-, spa- und MLST-Typisierung
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3.6 Methode VRE

3.6.1 Vorversuche zur Entwicklung der Real-Time PCR-Tests

Ziel dieser Vorversuche war es, eine Real-Time PCR-Technik zu entwickeln, um
Enterokokken-Isolate mit méglichst geringem Aufwand, rasch und auch in entsprechend
groBer Anzahl auf Resistenzgene testen zu koénnen. Als erster Schritt wurden
Gensequenzen der NCBI-Datenbank des vanA-, vanB1/2-, vanCi1- und vanC2/3-
Resistenzgens von VRE entnommen. AnschlieBend wurden Abschnitte der DNA-Sequenzen
selektierter Gene auf Ubereinstimmungen verglichen (DNA-Alignments), um Bereiche
einheitlicher DNA-Sequenzen fir das Design von PCR-Primern zu ermitteln. Die
verschiedenen van-Resistenzgene, die die Grundlage des Alignments darstellen, sind in
Tabelle 14 dargestellt. Das Primer-Design wurde unter Anwendung des Programms Primer
Express 2.0 (Applied Biosystems) vorgenommen. Erste Tests zur Spezifitdt der entworfenen
Primer erfolgten mittels sog. BLAST-Abfragen der NCBI-Datenbank. Zur Erzielung mdéglichst
hoher Spezifititswerte der PCR-Tests wurden jeweils Primerpaare fir die einzelnen
Resistenzgene ausgewahlt, deren Nukleotid-Sequenzen eine mdglichst groBe Abweichung
zu Gensequenzen aufweisen, die nicht detektiert werden sollen. Die entsprechenden
Primerpaare wurden von der Firma Eurogentec im Auftrag synthetisiert.

Die erste Uberpriifung der Real-Time PCR erfolgte mit den in der Tabelle 5 aufgefiihrten
Referenzstdmmen.

AnschlieBend erfolgte die Sequenzierung des vanA-Gens des E. faecium-Stammes BM
4147, des vanB-Gen (vanB1) positiven E. faecium-Stammes UAA 522, des vanC1-Gen
positiven E. faecium-Stammes BM 4174 und des vanC2/3-Gen positiven E. casseliflavus-
Stammes ATCC 25788. Durch die Sequenzierung sollte der Nachweis erbracht werden,
dass die Primer der Real-Time PCR im Bereich der van-Gene der Referenzstdmme liegen.
Dazu wurde eine klassische PCR entworfen, deren Primer einige Basenpaare entfernt von
den Primern der Real-Time PCR liegen. Die Primer und der Mastermix dieser PCR sind in
Tabelle 15 und 16 aufgefihrt. Um die optimale Temperatur der Primer-Anlagerung zu
bestimmen, wurde ein Temperaturgradient von 45°C bis 65,6°C aufgebaut der in Tabelle 17
dargestellt ist. Das Temperaturprofil der klassischen PCR ist in Tabelle 18 dargestellt. Nach
Ablauf der PCR wurde eine Bande entsprechend dem zu erwartenden Amplifikat ausgewahlt
und mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits aufgereinigt. Lagen zwei Banden pro Ansatz
vor, wurde das GelExtraktions Kit verwendet und ebenfalls nur eine Bande entsprechend der
zu erwartenden GréBe des Amplifikats aufgereinigt. Die aufgereinigten Amplifikate wurden
anschlieBend in Mikro-Schraubréhrchen zur DNA-Sequenzieren an die Firma Microsynth AG
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geschickt. Die einzelnen Schritte der Validierung der Real-Time PCR sind in Diagramm 3
dargestellt.

Tabelle 14: Ubersicht liber die DNA-Sequenzen der van-Resistenzgene von VRE, die der
NCBI-Datenbank entnommen wurde und als Grundlage fur die Alignments dienten

Resistenzgen | Accession No Alignment
vanA EF206284

vanA EF206285

vanA X56895 vanA
vanA EF206286

vanB (vanB1) | U00456

vanB (vanB1) | ENEVANB

vanB2 AY 145441 vans1/2
vanB2 ENEVANB2A

vanC1 EU151772

vanC1 EU151771

vanC1 EU151769 vanC1
vanC1 EU151770

vanC1 EU151768

vanC2 ECU94523

vanC2 ECU94525

vanC2/3 EU151762 vanC2/3
vanC2/3 EU151764

vanC3 AY033764
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Tabelle 15: Sequenzen der Primer, die fir die Durchfiihrung der klassische PCR zum

Zwecke der Gewinnung von Amplifikaten der van-Gene von VRE mit dem Ziel der DNA-

Sequenzierung verwendet wurden

Target-Gen Primer Nukleotidsequenz (5°-3")
" F-vanA-Sequenz CTGCAATAGAGATAGCCGCTAACA
van
R-vanA-Sequenz TGTATCCGTCCTCGCTCCTC
F-vanB1/2/3-Sequenz | GCCTACATTCTTACAAAAAATGCG
VanB1/2/3
R-vanB1/2/3-Sequenz | GAGCCTTTTTCCGGCTCG
o1 F-vanC1-Sequenz GGGAATCGCTAGTGCTCCC
van
R-vanC1-Sequenz TGTGCCTGCTCCTTGATCTG
F-vanC2/3-Sequenz CCAGCAAGAACAAATCGAAGC
vanC2/3

R-vanC2/3-Sequenz TGCGAGCAAGACCTTTAAGTCC

F = Vorwartsprimer (forward primer), R = Rickwartsprimer (reverse primer)

Tabelle 16: Ubersicht iiber die Reagenzien, die fiir die Durchfiihrung der klassischen PCR

zum Zwecke der Gewinnung von Amplifikaten fir die DNA-Sequenzierung der van-Gene von

VRE-Keimen verwendet wurden

Reagenzien Menge (ul) pro Probe und Ansatz
Mastermix 20,0

F-Primer ( 0,1uM*) 1,0

R-Primer ( 0,1uM*) 1,0

Wasser 23,0

DNA (Probe) 5,0

Reaktionsansatz pro Reaktionsgefa3 ohne Probe (ul) | 45,0

Reaktionsansatz pro Reaktionsgefa3 komplett (ul) 50,0

* Endkonzentration im kompletten Reaktionsansatz
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Tabelle 17: Ubersicht lber den Temperaturgradient, der fiir die Durchfiihrung der
klassischen PCR zum Zwecke der Gewinnung von Amplifikaten fir die DNA-Sequenzierung
der van-Gene von VRE-Keimen angewendet wurden

Spalte | Temperatur

—_

45,0°C
45,3°C
46,4°C
48,2°C
50,4°C
53,0°C
55,8°C
58,5°C
61,0°C
63,1°C
64,7°C
65,6°C

O O N o o & W N

—_
o

—_
—

—_
N

Tabelle 18: Ubersicht (iber das Temperaturprofil, das fiir die Durchfilhrung der klassischen
PCR zum Zwecke der Gewinnung von Amplifikaten fir die DNA-Sequenzierung der van-
Gene von VRE-Keimen angewendet wurde

Schritt Dauer Temperatur

Pre-Denaturierung 2 min 94°C

Anlagerung 30 sec | Gradient von 45°C bis 65,6°C

Synthese 1 min 72°C 35 Zyklen
Denaturierung 30sec |94°C

AbschlieBende Synthese 5 min 72°C
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Diagramm 3: Validierung der Real-Time PCR zum Nachweis von Resistenzgenen bei VRE-

Keimen

VRE

Referenzstdmme

Kontrolle der Real-Time PCR mit positiven Referenzstdmmen und

negativen Isolaten

d

PCR/Sequenzierung

1. DNA-Sequenzierung der Resistenzgene der Referenzstamme
2. Abgleich der DNA-Sequenz der Real-Time PCR-Primer mit der
DNA-Sequenz der Resistenzgene

3.6.2 Mikrobiologische Untersuchungen von Feldproben

3.6.2.1 Isolierung

Als erster Schritt der lIsolierung von VRE-Keimen diente deren Anreicherung. Jede
Kloakentupferprobe sowie die Tupferproben von Personen wurden in 10ml Chromocult
Enterokokken-Bouillon gegeben und fir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Die finf
Staubtupferproben wurden als Poolproben in 100ml Chromocult Enterokokken-Bouillon fir
24 Stunden bei 37°C bebritet. Am zweiten Tag erfolgte der Ausstrich auf VRE-
Selektivnidhrbdden (Kanamycin-Asculin-Azid-Agar mit Vancomycin-Zusatz nach Angaben
von Ellerbroek et al., 2004). Hierfur wurden 20ul der inkubierten Anreicherungsbouillon im
Drei-Osen-Ausstrich auf den Selektivplatten ausgestrichen und fiir insgesamt 48 Stunden bei
37°C bebritet.

Die Auswertung der Selektivplatten erfolgte am dritten und abschlieBend am vierten Tag,
jeweils nach 24 Stunden und 48 Stunden Bebritung. Die Kriterien der Auswertungen wurden
den Angaben der Herstellerfirmen entnommen. Graue Kolonien mit schwarzem
Prazipitationshof wurden als VRE verdachtige Keime angesprochen. Pro Probe wurden,
wenn vorhanden, bis zu drei solcher Kolonien auf Blutplatten Uberimpft und fir 24 Stunden
bei 37 °C bebritet.
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3.6.2.2 Identifizierung mittels biochemischen Eigenschaften

Die Identifizierung von Enterokokken erfolgte in Anlehnung an Ruoff (2003). Die
Identifizierung umfasst mehrere Schritte, wobei eine Auswertung nach den in der Tabelle 19
angegebenen Kriterien vorgenommen wurde. Die mittels Selektivagar vorlaufig als
Enterokokken identifizierten Keime wurden auf einen CATC- und einem Blut-Glucose-
Asculin-Galle-Agar ausgestrichen und fiir 24 Stunden bei 37°C bebriitet. Um das Wachstum
von Enterokokken bei 6,5% NaCl zu testen, wurden die Kolonien in eine CASO-Bouillon mit
Zusatz von 6,5% NaCl und als Kontrolle in eine CASO-Bouillon ohne Zusatz von 6,5% NaCl
Uberimpft und bei 37 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte ebenfalls nach 24 Stunden, wobei
eine Trlbung der Bouillon mit Bodensatzbildung als Nachweis eines Wachstums galt.

Um das Wachstum von Enterokokken bei 45°C zu testen, wurden die Kolonien auf eine
Blutplatte Gberimpft und fiir 24 Stunden bei 45°C bebritet.

Die Beweglichkeit der Keime wurde in einem Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) -haltigen
SIM-Medium Uberprift. Dazu wurde das SIM-Medium beimpft und fir finf Tage bei 37°C
inkubiert. Das Ablesen des Mediums erfolgte taglich. Bewegliche Keime zeigen ein
glaserblrstenartiges Wachstum, die Prifung der Medien wird durch die Rotfarbung mittels
TTC erleichtert.

Die Pyrrolidonyl-Peptidase Aktivitédt von Enterokokken wurde mit dem O.B.l.S. PYR-Test und
die Leucin-Aminopeptidase-Aktivitat mit dem LAP-Test Kit nach den Herstellerangaben
getestet.
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Tabelle 19: Identifizierung von Enterokokken und Streptokokken (nach Ruoff, 2003; ergénzt durch CATC-Agar, Heipha)

Bakterienspezies CATC-Agar Blut-Glucose- | Wachstum | Wachstum | PYR- LAP- Beweglichkeit
Asculin-Galle- | bei 6,5% | bei 45°C Test Test
Agar NaCl
Enterococcus rote Kolonien positiv positiv Positiv positiv positiv negativ
faecalis
Enterococcus pink, roséfarbene positiv positiv Positiv positiv positiv negativ
faecium Kolonien
Enterococcus pink, roséfarbene positiv positiv Positiv positiv positiv positiv
casseliflafus Kolonien
Enterococcus pink, roséfarbene positiv positiv Positiv positiv positiv positiv
gallinarum Kolonien
Streptococcus equi | kein Wachstum oder | negativ negativ Negativ negativ | positiv negativ
ssp. zooepidermicus | kleine farblose
Kolonien
Streptococcus kein Wachstum oder | negativ negativ Negativ negativ | positiv negativ
agalactiae kleine farblose
Kolonien
Leuconostoc kein Wachstum oder | negativ negativ Negativ negativ | negativ | negativ
mesenteroides kleine farblose

Kolonien




3.6.2.3 Charakterisierung der van-Resistensgene mittels Real-Time
PCR

Der anschlieBende molekularbiologische Nachweis von Resistenzgenen erfolgte mittels
Real-Time PCR unter Verwendung von SYBR Green.

Zur Gewinnung von DNA aus Enterokokken wurden bis zu drei der Kolonien von einer
Blutplatte mit einer sterilen Ose abgenommen und in 200l sterilem Wasser suspendiert.
Die Bakteriensuspension wurde anschlieBend 15min bei 99°C erhitzt. Nach der
Zentrifugation bei 8.000xg konnte der klare Uberstand fiir die PCR verwendet werden.
Der Reaktionsansatz der PCR wurde wie in Tabelle 20 angegeben pipettiert.

Tabelle 20: Ubersicht tiber die verwendeten Reagenzien firr die VRE Real-Time PCR

Reagenzien Menge (ul) pro Reaktionsansatz
Master Mix 5,5
Primer F (0,1puM*) 0,4
Primer R (0,1uM*) 0,4
Destilliertes, steriles Wasser 1,5

Reaktionsansatz pro ReaktionsgeféB3 ohne Probe (ul) | 7,8

DNA (Probe) 2,2

Reaktionsansatz pro Reaktionsgefa3 komplett (ul) 10,0

* Endkonzentration im kompletten Reaktionsansatz

Nach dem Pipettieren des Reaktionsansatzes in die Vertiefungen von PCR-
Mikrotiterplatten wurde diese mit einer selbstklebenden optischen Folie versiegelt,
geschuttelt und bei 2.000U/min far zwei Minuten zentrifugiert. Die Bedingungen des PCR-
Laufs sind in Tabelle 21 Ubersichtlich dargestellt.

Die gesamten Schritte der Gewinnung, Identifizierung und Charakterisierung von VRE-

Keimen sind in Diagramm 4 zusammenfassend dargestellt.

77




Tabelle 21: Ubersicht (iber das Temperaturprofil der VRE Real-Time PCR

Diagramm 4: Entnahme von Proben sowie Isolierung, Identifizierung

Schritt Dauer | Temperatur
Pre-Denaturierung 10 min [ 95°C

Anlagerung und Synthese 60sec |60°C } 30 Zyklen
Denaturierung 15sec | 95°C

Schmelzkurve 20 sec | 63,1-64°C bis 91,5-92°C

Charakterisierung von VRE-Keimen
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Probenentnahme

Pro Betrieb:
10 Kloakentupferproben
5 Umweltproben zusammengefasst zu einer Poolprobe
Tupferprobe von 3 Personen

4

VRE Isolierung

Anreicherung
Chromocult Enterokokken-Bouillon

\)

Selektivndhrboden

Kanamycin-Asculin-Azid-Agar mit Vancomycin-Zusatz

d

Identifizierung

Selektive biochemische Eigenschaften nach Angaben von Ruoff (2003)

d

Charakterisierung

Nachweis von vanA-, vanB1/2/3-, vanC1- und vanC2/3-Genen
mittels Real-Time PCR

und



4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse MRS

4.1.1 Ergebnisse der Vorversuche zur Entwicklung der Real-Time PCR-
Tests

Sequenz-Alignment mit Hilfe von NCBI-Sequenzdaten

Mit Hilfe der NCBI-Datenbank wurden Gensequenzen des mecA-Resistenzgens von
MRSA ausgewahlt. AnschlieBend wurden diese ausgewahlten Abschnitte der
Gensequenzen auf Ubereinstimmungen verglichen (Nukleotid-Alignments), um Bereiche
einheitlicher Nukleotid-Sequenzen flr das Design von PCR-Primern zu erhalten. Bei den
mecA-Resistenzgenen, die als Grundlage des Nukleotid-Alignments verwendet worden
sind, handelt es ich um folgende in der NCBI-Datenbank unter den sog. Accession No
registrierten Gensequenzen: EU790489, AB221123, AB221124, AB221120 und EOQ9771.
Das Ergebnis Ubereinstimmender Nukleotid-Sequenzen des Alignments, die als
Grundlage fur das Primer-Design dienten, sind im Anhang in Diagramm 9 und 10
dargestellt.

Primer-Design

Das Primer-Design wurde unter Anwendung des Programms Primer Express 2.0 (Applied
Biosystems) vorgenommen. Erste Tests zur Spezifitdt der entworfenen Primer erfolgten
mittels sog. BLAST-Abfragen der NCBI-Datenbank. Zur Erzielung mdglichst hoher
Spezifititswerte der PCR-Tests wurden jeweils Primerpaare fir die einzelnen
Resistenzgene ausgewahlt, deren Nukleotid-Sequenzen eine mdglichst groBe
Abweichung zu Gensequenzen aufweisen, die nicht detektiert werden sollen.

Abgleich des Alignment mit den Sequenzen der Sequenzierung des Referenzstammes

und den Sequenzen der Primer

Mit Hilfe der klassischen PCR wurde ein Teilstiick des mecA-Gens des MRSA-Stammes
DSM 11729 Stammes vervielfaltigt und von der Firma Microsynth AG sequenziert.

Anhand dieses Sequenzierungsergebnisses ist ersichtlich, dass die Sequenz des
Alignments komplementér zu der Nukleotid-Sequenz des mecA-Gens des sequenzierten
MRSA-Stammes DSM 11729 ist. Zudem zeigt die Sequenzierung, dass die Primer der
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entwickelten SYBER Green Real-Time PCR zur Detektion des mecA-Gens komplementéar
zur Sequenz des sequenzierten DSM 11729 Stammes sind.

Die Sequenzen des Sequenzierungsergebnis des DSM 11729 Stammes, des Alignments
und der Primer der SYBR Green Real-Time PCR sind im Anhang im Diagramm 9 und 10

dargestellt.

Ergebnisse der Validierung der Real-Time PCR
Zur Validierung der SYBR Green Real-Time PCR wurden 20 mecA-Gen positive und 20
mecA-Gen negative Staphylococcus aureus-Stamme in der Real-Time PCR getestet. Die

Tabelle 50 im Anhang stellt die 40 Staphylococcus aureus-Stamme dar.

Alle 20 mecA-Gen positiven Staphylococcus aureus-Stdmme erwiesen sich in der SYBR
Green Real-Time PCR als MRSA-positive Stamme. Alle 20 mecA-Gen negative Stdmme
erwiesen sich in der SYBR Green Real-Time PCR als MRSA-negative Stamme.

80



4.1.2 Ergebnisse der Isolierung

Die Isolierung der MRS-Keime erfolgte in einem drei stufigen Verfahren bestehend aus
Voranreicherung, Anreicherung und Anzucht auf Selektivplatten. Die Auswertung der
Selektivplatten wurde nach den Angaben der Herstellerfirma durchgeflihrt, dabei galten
violett-blaue Kolonien mit glattem Rand als MRSA verdéchtig und weiBe Kolonien mit
glattem Rand als MRSASA verdachtig. Insgesamt wurden auf 271 Selektivplatten MRSA
verdachtige Keime und auf 60 Selektivplatten MRSASA verdachtige Keime identifiziert.

4.1.3 Ergebnisse der Charakterisierung des mecA-Resistenzgenes
mittels Real-Time PCR

Die Auswertung der SYBR Green Real-Time PCR zum Nachweis des mecA-Gens erfolgte
im Abgleich mit Ergebnissen des MRSA-Referenzstamms DSM 11729. Bakterienkulturen,
die in der Real-Time PCR eine mit dem Referenzstamm vergleichbare Amplifikationskurve
und vergleichbaren Schmelzkurvenverlauf sowie eine Schmelztemperatur von 73,5°C mit
einer Temperaturabweichung von £1°C in Anlehnung an Angaben von Sting (2009)
aufwiesen, wurden als MRS-Isolat bewertet. Insgesammt wurde bei 317 Stdmmen das
mecA-Gen nachgewiesen. Eine beispielhafte Darstellung der Schmelz- und
Amplifikationskurven liefern Diagramm 5 und 6. Angaben Uber die genaue Verteilung der
mecA-Positiven Isolate liefern die Tabellen 23 bis 42.
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Diagramm 5: Schmelzkurven der Real-Time PCR zum Nachweis des mecA-Resitenzgens
von dem mecA positiven Referenzstamm DSM 11729 (A), einem mecA positiven
Feldisolat (B) und dem mecA negativen Referenzstamm ATCC 25923 (NK). Dargestellt
sind die Fluoreszenzsignale (Derivative) im Verlauf einer Kkontinuierlichen
Temperaturerhéhung (Temperature (C)), sowie zusatzlich das Schmelzkurvenintervall
zwischen 72,5 und 74,5°C
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Diagramm 6: Amplifikationskurven der Real-Time PCR zum Nachweis des mecA-
Resistenzgens von dem mecA positiven Referenzstamm DSM 11729 (A), einem mecA
positiven Feldisolat (B) und dem mecA negativen Referenzstamm ATCC 25923 (NK).
Dargestellt sind die Fluoreszenzsignale (Delta Rn) im Verlauf der PCR-Zyklen (Cycler
Number)
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4.1.4 Ergebnisse der Identifizierung mittels FT-IR

Von den 317 mecA-positiven Stdmmen wurden 267 als Staphylococcus aureus (84,2%),
23 als Staphylococcus haemolyticus (7,3%), 15 als Staphylococcus saprophyticus (4,7%),
sechs als Staphylococcus epidermidis (1,9%), vier als Staphylococcus hyicus (1,3%) und
(0,6%)
Staphylokokkenstamme auf die

zwei als Staphylococcus intermedius identifiziert. Die Verteilung der

unterschiedlichen einzelnen  Betriebe und
unterschiedlichen Probenentnahmelokalisationen ist in Tabelle 22 dargestellt. Die
Verteilungen der Staphylokokkenstdmme auf die einzelnen Tiere und Personen sind in

Tabelle 23 bis 42 aufgeflhrt.

Tabelle 22: Verteilung der

Staphylokokkenstamme auf die beprobten Betriebe,

Lokalisationen im Stall und Personen

Betrieb | Trachea Kloake Staub Personen
1 8 S. aureus 5 S. aureus 1 S. aureus 3 S. aureus
1 S. saprophyticus |1 S. epidermidis
1 S. haemolyticus
1 S. hyicus
2 10 S. aureus 8 S. aureus 1 S. aureus 2 S.aureus
1 S. haemolyticus |1 S. haemolyticus
4 S. aureus 1 S. aureus 1 S. aureus
1 S. hyicus 3 S. aureus
1 S. intermedius
5 1 S. aureus
1 S. haemolyticus
6 10 S. aureus 6 S. aureus 1 S. aureus 2 S. aureus
1 S. saprophyticus
1 S. haemolyticus
7 10 S. aureus 4 S. aureus 1 S. aureus 2 S. aureus
1 S. saprophyticus
8 9 S. aureus 5 S. aureus 1 S. aureus 1 S. epidermidis
2 S. saprophyticus |3 S. haemolyticus
4 S. haemolyticus |1 S. saprophyticus
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Betrieb | Trachea Kloake Staub Personen
9 9 S. aureus 6 S. aureus 1 S. aurues 2 S. aureus
2 S. saprophyticus |3 S. saprophyticus
10 10 S. aureus 9 S. aureus 1 S. aureus 2 S. aureus
1 S. haemolyticus
11 6 S. aureus 1 S. aureus 1 S. aureus
2 S. haemolyticus |1 S. intermedius
2 S. hyicus
2 S. haemolyticus
12 1 S. aureus 1 S. aureus 1 S. epidermidis
13 10 S. aureus 10 S. aureus 1 S. aureus 2 S. aureus
1 S. saprophyticus 1 S. aprophyticus
14 1 S. aureus
15 9 S. aureus 8 S. aureus 1 S. aureus 1 S. aureus
16 3 S. aureus 3 S. aureus 1 S. aureus 2 S. epidermidis
1 S. saprophyticus |1 S. saprophyticus
3 S. haemolyticus
17 7 S. aureus 5 S. aureus 1 S. aureus 1 S. aureus
1 S. haemolyticus
18 4 S. aureus 8 S. aureus 1 S. aureus
19 9 S. aureus 9 S. aureus 1 S. aureus
20 10 S. aureus 10 S. aureus 1 S. aureus 1 S. aureus
2 S. haemolyticus 1 S. epidermidis
Summe | 129 S. aureus 98 S. aureus 18 S. aureus 22 S. aureus

8 S. haemolyticus
8 S. saprophyticus

12 S. haemolyticus
6 S. saprophyticus
4 S. hyicus

2 S. intermedius

1 S. epidermidis

1 S. saprophyticus

3 S. haemolyticus
5 S. epidermidis
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4.1.5 Ergebnisse der Betriebe

MRSA-Isolate

Von den insgesamt 20 untersuchten Putenmastbetrieben konnten in 18 Betrieben (90%)
MRSA-Keime nachgewiesen werden. Hierbei galt ein Betrieb als MRSA-positiv, wenn
mindestens eine von einer Pute entnommene Tupferprobe und/oder sich die
Staubtupferprobe als MRSA-positiv erwiesen hat. Bei allen 18 positiven Betrieben ergab
auch stets die Staubtupferprobe ein MRSA-positives Ergebnis. Von den 18 positiven
Betrieben hatten acht Betriebe Hahne und zehn Betriebe Hennen eingestallt.

In elf Betrieben traten MRSASA zusétzlich zu den MRSA auf, in einem Betrieb handelte
es sich um MRSASA-Keime, die sowohl in der Staubtupfer- als auch der
Tracheltupferprobe einer Pute zu finden waren. In den anderen zehn Betrieben traten
MRSASA jeweils nur bei den Tieren auf. In einem Betrieb waren weder MRSA- noch
MRSASA-Keime in den Puten- und Staubtupferproben nachweisbar, dafir aber bei den
beprobten Personen.

Von den insgesamt 200 beprobten Puten waren 143 Tiere MRSA-positiv (71,5%) und 57
Tiere negativ (28,5%). Von diesen 143 Tieren wiesen 84 Tiere sowohl in der
Trachealtupferprobe als auch in der Kloakentupferprobe (58,7%), 45 Tiere nur in der
Tracheltupferprobe (31,5%) und 14 Tiere nur in der Kloakentupferprobe (9,8%) MRSA-
Keime auf. Als Trager von MRSASA erwiesen sich 36 Puten (18%), wobei sechs Tiere ein
MRSASA-positives Ergebnis in der Trachealtupferprobe und in der Kloakentupferprobe
hatten (16,7%), elf Tiere nur in der Trachealtupferprobe (30,6%) und 19 Tiere nur in der
Kloakentupferprobe (52,8%).

Die Ergebnisse der Untersuchungen der 20 Betriebe kdnnen somit in vier Kategorien

eingeteilt und zusammengefasst werden:

— In 16 Betrieben konnten bei den Untersuchungen der Trachealtupfer-, der
Kloakentupfer- und der Staubtupferproben MRSA-Keime nachgewiesen werden.

— In einem Betrieb wiesen Staub- und Trachealtupferproben positive MRSA-Ergebnisse
auf, nicht aber die Kloakentupferproben.

— In einem Betrieb konnten nur bei den Untersuchungen der Staubtupferproben MRSA-
Keime nachgewiesen werden, nicht aber bei den Tracheal- und Kloakentupferproben.

— In zwei Betrieben konnten weder in Tracheal- oder Kloakentupferproben, noch in

Staubtupferproben MRSA-Keime nachgewiesen werden.
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Betriebsstruktur

Die Auswertung der Fragebdgen ergab, dass in den 20 untersuchten Betrieben im
Durchschnitt 7927 Puten eingestallt waren. Die Mastputenhdhne erreichten im
Durchschnitt ein Gewicht von 18,79kg, die Mastputenhennen von 10,32kg. Die
durchschnittliche Futterverwertung betrug 1:2,6. Die Mortalitat der Mastputenh&hne lag im
Durchschnitt bei 10%, die der Mastputenhennen bei 3,95%. In 18 Betrieben wurde die
Mastlinie Big 6, in zwei Betrieben die Mastlinie Big 9 gehalten. Die eingestallten
Mastputen stammten aus drei verschiedenen Brutereien, wobei eine Briterei zwdlf, eine
Briterei sieben und eine Brilterei einen Mastbetrieb belieferte. Alle Mastputenbetriebe
setzten bei dem beprobten Mastdurchgang im Falle einer bakteriell bedingten Erkrankung,
aber mindestens einmal, Antibiotika ein. Die dabei eingesetzten Wirkstoffe waren
Enrofloxacin, Benzylpenicillin, Amoxicillin, Colistin, Oxytetracyclin, Neomycin und
Tiamulin. Die meisten Stélle waren halboffen und als Einstreumaterial wurden
Hobelspane und Stroh verwendet.

Betrieb 1

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 1 waren 10320 Hahne der Mastlinie Big 6
eingestallt. Die Mastputenhdhne wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh als
Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein durchschnittliches
Lebendgewicht von 20kg bei einer Mortalitédt von 7,49% und einer Futterverwertung von
1:2,56.

Bei acht Tieren erwiesen sich die Trachealtupferproben und bei funf Tieren die
Kloakentupferproben als MRSA-positiv. Die gepoolte Staubtupferprobe war ebenfalls
MRSA-positiv. Zudem enthielt die Trachealtupferprobe eines Tieres und die
Kloakentupferproben dreier Tiere MRSASA.

Die drei beprobten Personen des Betriebes waren jeweils MRSA-positiv, wobei sich die
Personen A und B téglich im Putenstall aufhielten und die Person C sich nur beim
Ausstallen der Puten im Stall aufhielt. Bei keiner der Personen lebten Menschen im
Haushalt, die in der Patientenversorgung (Krankenhaus 0.4.) tatig sind und keine der
Personen hatte bisher bewusst Kontakt zu MRSA-Tragern. Die Person C war im letzten
Jahr vor der Beprobung im Krankenhaus. Keine der beprobten Personen wurde im letzten
Jahr vor der Beprobung mit Antibiotika behandelt.

Tabelle 23 gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 1.
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Tabelle 23: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 1

t011 = spa-Typ t011; V = SCCmec-Typ V; ST398 = Sequenztyp 398; n.t. = nicht

typisierbarer SCCmec-Typ
Betrieb 1 MRSA MRSASA

Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv t011, V positiv t011, V | negativ positiv V

S. epidermidis
Tier 2 negativ negativ negativ positivV
S. haemolyticus

Tier 3 positiv t011, V negativ negativ negativ
Tier 4 negativ positiv t011, V | negativ negativ
Tier 5 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 6 positiv t011, V negativ negativ negativ
Tier 7 positivt011,V, |negativ negativ positiv n.t.

ST398 S. hyicus
Tier 8 positiv 011, V negativ negativ negativ
Tier 9 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ
Tier 10 positiv t011, V positiv t011, V | positivV negativ

S. saprophyticus

Staub positiv t011, V Negativ
Person A positiv t011, V, ST398 Negativ
Person B positiv t011, V Negativ
Person C positiv t011,V Negativ
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Betrieb 2

Im dem beprobten Mastdurchgang des Betriebs 2 waren 7000 Hahne der Mastlinie Big 6
eingestallt. Die Mastputenhdhne wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh und
Hobelspanen als Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein
durchschnittliches Lebendgewicht von 20,78kg. Die Mortalitdt betrug 8,3% und die
Futterverwertung 1:2,68.

Die Untersuchungen im Betrieb 2 ergaben bei zehn Tieren in Trachealtupferproben und
bei acht Tieren in Kloakentupferproben positive MRSA-Nachweise. Die
Staubtupferpoolprobe war ebenfalls MRSA-positiv. Zudem erwies sich das Tier Nr. 2
aufgrund positiver Ergebnisse der Tracheal- und Kloakentupferprobe als Trager eines
mecA positiven S. haemolyticus-Stamms.

Die Personen A und B des beprobten Betriebes erwiesen sich als MRSA-Trager, die
Person C nicht. Die Personen A und B hielten sich jeden Tag im Putenstall auf, die
Person C 15-20 mal pro Mastdurchgang.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind und keine der Personen hatte bisher bewusst Kontakt zu
MRSA-Tragern. Keine der drei Personen hielt sich im letzten Jahr vor der Beprobung im
Krankenhaus auf. Nur die Person B wurde im Jahr vor der Beprobung mit Antibiotika
behandelt. Tabelle 24 gibt eine Ubersicht lber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der
Staubproben und der drei beprobten Personen des Betriebes 2.
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Tabelle 24: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 2

t011, 11456, t2330 = spa-Typen 1011, 11456, 12330; IVa, V = SCCmec -Typen IVa und V,;
ST398 = Sequenztyp 398

Betrieb 2 MRSA MRSASA

Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv t011, IVa |positiv negativ negativ

11456, IVa
Tier 2 positiv t011, IVa |positiv t011, IVa | positiv V positiv Ill
S. haemolyticus | S. haemolyticus

Tier 3 positiv 011, IVa | negativ negativ negativ
Tier 4 positiv t011, IVa |positivt011, IVa | negativ negativ
Tier 5 positiv t011, IVa |positivt011, IVa | negativ negativ
Tier 6 positiv t011, IVa |positivt011, IVa | negativ negativ
Tier 7 positiv 011, IVa | positiv 011, IVa | negativ negativ
Tier 8 positiv 11456, V | negativ negativ negativ
Tier 9 positiv 011, IVa | positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 10 positiv t2330, V, |positivt011, IVa | negativ negativ

ST398
Staub positiv t011, IVa negativ
Person A positiv t011, V negativ
Person B positiv t011, V negativ
Person C negativ negativ
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Betrieb 3

In dem beprobten Mastdurchgang des Betriebes 3 waren 3000 Hahne eingestallt. Die
Mastputenhahne der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh als
Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein durchschnittliches
Lebendgewicht von 18,3kg. Die Mortalitdtsrate lag bei 8%. Angaben Uber die
Futterverwertung der eingestallten Mastputen lagen nicht vor.

Bei vier Tieren erwiesen sich die Trachealtupferproben und bei einem Tier die
Kloakentupferprobe als MRSA-positiv. Die gepoolte Staubtupferproben ergaben ebenfalls
MRSA-positive Ergebnisse. Keines der zehn Tiere enthielt MRSASA in den Tracheal-
oder Kloakentupferprobe.

Keine der drei beprobten Personen des Betriebs 3 erwies sich als MRSA-positiv. Die
Personen A und B hielten sich jeden Tag im Putenstall auf, die Person C lberhaupt nicht.
Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(z.B. Krankenhaus 0.4.) tatig sind und keine der Personen hatte bisher bewusst Kontakt
zu MRSA-Tragern. Keine der drei Personen hielt sich im letzten Jahr vor der Beprobung
im Krankenhaus auf. Nur die Person A wurde im Jahr vor der Beprobung mit Antibiotika
behandelt.

Tabelle 25 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 3.
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Tabelle 25: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 3

t011, t002 = spa-Typen t011, t002; n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-Typ; ST1791
Sequenztyp 1791

Betrieb 3 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv t002, n.t. | negativ negativ negativ
Tier 2 positiv 1002, n.t. | negativ negativ negativ
Tier 3 negativ positiv 1002, n.t. | negativ negativ
Tier 4 negativ negativ negativ negativ
Tier 5 negativ negativ negativ negativ
Tier 6 positiv t002, n.t. | negativ negativ negativ
Tier 7 positiv t002, n.t., | negativ negativ negativ
ST1791
Tier 8 negativ negativ negativ negativ
Tier 9 negativ negativ negativ negativ
Tier 10 negativ negativ negativ negativ
Staub positiv t002, n.t. negativ
Person A negativ negativ
Person B negativ negativ
Person C negativ negativ
Betrieb 4

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 4 waren 8800 Hahne der Mastputenlinie Big
9 eingestallt. Die Mastputenhdhne wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh und
Hobelspanen als Einstreumaterial gehalten. Die Puten erreichten ein Lebendgewicht von
durchschnittlich 20,0kg bei einer Futterverwertung von 1:2,64 und einer Mortalitdt von
12,5%.

Im Betrieb 4 waren bei allen beprobten Tieren die Tracheal- und Kloakentupferproben
MRSA-negativ. Die gepoolte Staubprobe war ebenfalls MRSA-negativ. Die Tiere 1 und 6
erwiesen sich als Trager von MRSASA, wobei bei Tier 1 in der Kloakentupferprobe S.
hyicus und beim Tier 6 S. intermedius isoliert werden konnte. Alle drei beprobten
Personen erwiesen sich als MRSA-positiv.
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Die Person A halt sich jeden Tag im Putenstall auf, die Person B mehrere Tage pro
Woche und die Person C nur wéahrend der Aufzucht der Puten.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.3.) tatig sind und die Personen hatten keinen bewussten Kontakt zu
MRSA-Tragern. Keine der Personen hielt sich im Jahr vor der Beprobung im Krankenhaus
auf. Nur die Person C nahm ein Antibiotikum in dem Jahr vor der Beprobung ein.

Tabelle 26 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben

und der drei beprobten Personen des Betriebes 4.

Tabelle 26: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 4

t011 = spa-Typ t011; V = SCCmec-Typ V; n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-Typ

Betrieb 4 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 negativ negativ negativ positiv n.t.
S. hyicus
Tier 2 negativ negativ negativ negativ
Tier 3 negativ negativ negativ negativ
Tier 4 negativ negativ negativ negativ
Tier 5 negativ negativ negativ negativ
Tier 6 negativ negativ negativ positiv n.t.
S. intermedius
Tier 7 negativ negativ negativ negativ
Tier 8 negativ negativ negativ negativ
Tier 9 negativ negativ negativ negativ
Tier 10 negativ negativ negativ negativ
Staub negativ negativ
Person A positiv t011, V negativ
Person B positiv t011, V negativ
Person C positiv t011, V negativ
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Betrieb 5

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 5 waren 7200 Hahne eingestallt. Die
Mastputenhahne der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh, Spelz
und Hobelspanen als Einstreumaterial gehalten. Angaben Uber das Lebendgewicht, die
Futterverwertung und die Mortalitétsrate der eingestallten Mastputen lagen nicht vor.

Bei allen beprobten Tieren erwiesen sich sowohl die Tracheal- als auch die
Kloakentupferproben als MRSA-negativ. Die gepoolte Staubtupferprobe war ebenfalls
MRSA-negativ.

Die Nasentupferprobe der Person A war MRSASA-positiv, die Nasentupferprobe der
Person B MRSA-negativ und die Nasentupferprobe der Person C MRSA-positiv. Die
Person A hielt sich mehrere Tage pro Woche im Putenstall auf, die Person B ein mal pro
Woche und die Person C nie.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind und die Personen hatten keinen bewussten Kontakt zu
MRSA-Tragern. Die Personen A und B hielten sich in dem Jahr vor der Beprobung nicht
im Krankenhaus auf, im Gegensatz zur Person C, die sich in dem Jahr vor der Beprobung
im Krankenhaus aufhielt. Die Person A nahm in dem Jahr vor der Beprobung ein
Antibiotikum ein, die Personen B und C hingegen nicht.

Tabelle 27 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 5.
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Tabelle 27: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 5

t011 = spa-Typ t011; IVa, V = SCCmec-Typen IVa und V

Betrieb 5 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben

Tier 1 negativ negativ negativ negativ

Tier 2 negativ negativ negativ negativ

Tier 3 negativ negativ negativ negativ

Tier 4 negativ negativ negativ negativ

Tier 5 negativ negativ negativ negativ

Tier 6 negativ negativ negativ negativ

Tier 7 negativ negativ negativ negativ

Tier 8 negativ negativ negativ negativ

Tier 9 negativ negativ negativ negativ

Tier 10 negativ negativ negativ negativ

Staub negativ negativ

Person A negativ positivV S. haemolyticus

Person B negativ negativ

Person C positiv t011, IVa negativ

Betrieb 6

In dem beprobten Mastdurchgang des Betriebes 6 waren 3262 Hahne eingestallt. Die
Mastputenhahne der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh und
Hobelspanen als Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein
durchschnittliches Lebendgewicht von 20,61kg. Die Mortalitat betrug 10,45% und die
Futterverwertung 1:2,61.

Bei zehn Tieren ergaben die Trachealtupferproben und bei sechs Tieren die
Kloakentupferproben positive MRSA-Ergebnisse. Die Staubtupferpoolprobe war ebenfalls
MRSA-positiv. Tier 4 (S. saprophyticus) und 10 (S. haemolyticus) waren zudem noch
MRSASA-positiv in der Trachealtupferprobe.

Die Personen A und B erwiesen sich als MRSA-positiv, die Person C als MRSA-negativ.
Waéhrend sich Person A jeden Tag im Putenstall aufhielt, waren es bei Person B mehrere
Tage pro Woche. Person C hielt sich hingegen nur beim Verladen der Tiere am Ende der
Mast im Putenstall auf.
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Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind und keine der Personen hatte bisher bewusst Kontakt zu
MRSA-Tragern. Keine der drei Personen hielt sich im letzten Jahr vor der Beprobung im
Krankenhaus auf oder wurde im Jahr vor der Beprobung mit Antibiotika behandelt.

Tabelle 28 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben

und der drei beprobten Personen des Betriebes 6.

Tabelle 28: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 6

t011 = spa-Typ t011; V = SCCmec-Typ V

Betrieb 6 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv t011, V negativ negativ negativ
Tier 2 positiv t011, V positiv t011,V negativ negativ
Tier 3 positiv t011, V negativ negativ negativ
Tier 4 positiv t011, V positiv t011,V positiv V negativ
S. saprophyticus
Tier 5 positiv t011, V negativ negativ negativ
Tier 6 positiv t011, V positiv t011,V negativ negativ
Tier 7 positiv t011, V positiv t011,V negativ negativ
Tier 8 positiv t011, V negativ negativ negativ
Tier 9 positiv t011, V positiv t011,V negativ negativ
Tier 10 positiv t011, V positiv t011,V positiv V negativ
S. haemolyticus
Staub positiv t011, V negativ
Person A positiv t011, V negativ
Person B positiv t011, V negativ
Person C negativ negativ
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Betrieb 7

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 7 waren 7000 Hennen der Mastlinie Big 6
eingestallt. Die Mastputenhennen wurden in einem halboffenen Stall mit Hobelspanen und
Stroh als Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein Lebendgewicht
von zehn Kilogramm. Angaben Uber die Futterverwertung und die Mortalitatsrate der
eingestallten Mastputen waren nicht vorhanden.

Die Untersuchungen im Betrieb 7 ergaben bei zehn Tieren MRSA-positive
Trachealtupferproben und bei vier Tieren MRSA-positive Kloakentupferproben. Die
gepoolte Staubtupferprobe war ebenfalls MRSA-positiv. Die Kloakentupferprobe eines der
zehn Tiere erwies sich als MRSASA (S. saprohyticus) positiv.

Die Personen A und B waren MRSA-positiv, die Person C MRSA-negativ. Die Personen A
und B hielten sich jeden Tag im Putenstall auf, die Person C hielt sich nie im Putenstall
auf.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
tatig sind und keine der Personen hatte bisher bewusst Kontakt zu MRSA-Tragern. Alle
drei Personen hielten sich im letzten Jahr vor der Beprobung nicht im Krankenhaus auf
und keine Person wurde in dieser Zeit mit Antibiotika behandelt.

Tabelle 29 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 7.
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Tabelle 29: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 7

t011, t002 = spa-Typen t011, 1002; IVa = SCCmec-Typ IVa; n.t. = nicht typisierbarer

SCCmec-Typ
Betrieb 7 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv t011, IVa | negativ negativ negativ
Tier 2 positiv 011, IVa | positiv 1002, n.t. | negativ negativ
Tier 3 positiv 1002, n.t. | negativ negativ negativ
Tier 4 positiv 011, IVa | positiv 1002, n.t. | negativ negativ
Tier 5 positiv t011, IVa | negativ negativ negativ
Tier 6 positiv t011, IVa |positivt011, IVa | negativ negativ
Tier 7 positiv 1002, n.t. | negativ negativ negativ
Tier 8 positiv 011, IVa | positiv 1002, n.t. | negativ positiv n.t.
S. saprophyticus
Tier 9 positiv 011, IVa | negativ negativ negativ
Tier 10 positiv t011, IVa | negativ negativ negativ
Staub positiv t011, IVa negativ
Person A positiv t011, IVa negativ
Person B positiv t011, IVa negativ
Person C negativ negativ
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Betrieb 8

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 8 waren 8000 Hahne eingestallt. Die
Mastputenhahne der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh als
Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein Lebendgewicht von
durchschnittlich 15,3kg. Angaben Uber die Futterverwertung und die Mortalitatsrate der
eingestallten Mastputen waren nicht vorhanden.

Bei neun Tieren erwiesen sich die Trachealtupferproben und bei finf Tieren die
Kloakentupferproben als MRSA-positiv. Die gepoolte Staubprobe war ebenfalls MRSA-
positiv. Zudem enthielten die Trachealtupferproben von sechs und die
Kloakentupferproben von vier Tieren MRSASA.

Von der Person A ist keine Nasentupferprobe vorhanden. Die Nasentupferproben der
Person B war MRKNS positiv. Die Nasentupferproben der Person C war negativ. Die
Person B hielt sich mehrere Tage pro Woche, Person C hingegen nie im Putenstall auf.
Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind und keine der Personen hatte bisher bewusst Kontakt zu
MRSA-Tragern. Die beiden Personen hielten sich im letzten Jahr vor der Beprobung nicht
im Krankenhaus auf und keine Person wurde in dieser Zeit mit Antibiotika behandelt.
Tabelle 30 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 8.
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Tabelle 30: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 8

t1456 = spa-Typ 1456; V = SCCmec-Typ V; n.t.

ST398 = Sequenztyp 398

= nicht typisierbarer SCCmec-Typ;

Betrieb 8 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv 1456, V | negativ positiv n.t. positiv V
S. saprophyticus | S. haemolyticus
Tier 2 negativ negativ positivV positiv n.t.
S. haemolyticus | S. saprophyticus
Tier 3 positiv 1456, V, |positivt1456, V | positiv V negativ
ST398 S. haemolyticus
Tier 4 positiv 1456, V | positiv 11456, V | positiv n.t. negativ
S. saprophyticus
Tier 5 positiv 1456, V | negativ positiv V negativ
S. haemolyticus
Tier 6 positiv 11456, V | positiv 11456, V | negativ negativ
Tier 7 positiv 11456, V | negativ negativ positivV
S. haemolyticus
Tier 8 positiv 11456, V | negativ negativ positivV
S. haemolyticus
Tier 9 positiv 1456, V | positiv 11456, V | negativ negativ
Tier 10 positiv 1456, V | positiv 11456, V | positiv V negativ
S. haemolyticus
Staub positiv 1456, V negativ
Person A nicht vorhanden nicht vorhanden
Person B negativ positiv IVa, S. epidermidis
Person C negativ negativ
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Betrieb 9

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 9 waren 17500 Hennen der Mastlinie Big 6
eingestallt. Die Mastputenhennen wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh als
Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein durchschnittliches
Lebendgewicht von 10,8kg bei einer Futterverwertung von 1:2,63 und einer Mortalitat von
3,05%.

Im Betrieb 9 ergaben die Untersuchungen bei neun Tieren in Trachealtupferproben und
bei sechs Tieren in Kloakentupferproben positive MRSA-Nachweise. Die gepoolte
Staubtupferprobe war ebenfalls MRSA-positiv. Die Tiere 2 und 4 wiesen in den
Trachelatupferproben und die Tiere 1, 3 und 5 in den Kloakentupferproben MRSASA-
Keime auf.

Die Personen A und B des beprobten Betriebes erwiesen sich als MRSA-Trager, die
Person C nicht. Die Personen A und B hielten sich jeden Tag, die Person C einmal im
Monat im Putenstall auf.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tétig sind. Die Personen B und C hatten bisher keinen bewussten
Kontakt zu MRSA-Tragern. Die Person A machte dariber keine Angaben. Alle drei
Personen hielten sich im letzten Jahr vor der Beprobung nicht im Krankenhaus auf und
die Personen A und B wurden in dieser Zeit nicht mit Antibiotika behandelt. Die Person C
machte keine Angaben Uber Antibiotika-Behandlungen.

Tabelle 31 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 9.
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Tabelle 31: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 9

t002, t011

spa-Typen t002, t011; IVa, V = SCCmec-Typen IVa, V; n..

typisierbarer SCCmec-Typ; ST398 = Sequenztyp 398

= nicht

Betrieb 9 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben

Tier 1 negativ negativ negativ positiv n.t.

S. saprophyticus
Tier 2 positiv t002, n.t. |positivt011, IVa | positiv n.t. negativ

S. saprophyticus

Tier 3 positiv 1002, n.t. | negativ negativ positiv n.t.

S. saprophyticus
Tier 4 positiv t011, IVa | positiv t002, n.t. | positiv n.t. negativ

S. saprophyticus

Tier 5 positiv t011, IVa | positiv 011, n.t. [ negativ positiv n.t.

S. saprophyticus
Tier 6 positiv 011, IVa | positiv 011, IVa | negativ negativ
Tier 7 positiv 011, IVa | positiv 011, IVa | negativ negativ
Tier 8 positiv 011, IVa | positiv 1002, n.t. | negativ negativ
Tier 9 positiv t011, IVa | negativ negativ negativ
Tier 10 positiv t002, n.t. | negativ negativ negativ
Staub positiv t002, n.t. negativ
Person A positiv t034, V, ST398 negativ
Person B positiv 1456, V, ST398 negativ
Person C negativ negativ
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Betrieb 10

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 10 waren 5000 Hahne eingestallt. Die
Mastputenhahne der Mastlinie Big 6 wurden in einem offenen Stall mit Stroh und
Hobelspédnen als Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein
Lebendgewicht von druchschnitlich 19,89kg bei einer Futterverwertung von 1:2,0 und
einer Mortalitat von 5%.

Bei zehn Tieren erwiesen die Trachealtupferproben und bei neun Tieren die
Kloakentupferproben MRSA-positive Ergebisse. Die gepoolte Staubtupferprobe war
ebenfalls MRSA-positiv.

Die Personen A und B waren MRSA-positiv, die Nasentupferprobe der Person C enthielt
MRSASA. Wéhrend sich die Person A jeden Tag im Putenstall aufhielt, waren es bei der
Person B mehrere Tage pro Woche, wahrend sich die Person C nie im Putenstall aufhielt.
Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind. Alle drei Personen machten keine Angaben darUber, ob sie
bisher bewussten Kontakt zu MRSA-Tragern hatten und ob sie sich im letzten Jahr vor
der Beprobung im Krankenhaus aufhielten. Person A gab an, sich im letzten Jahr keiner
Antibiotika-Therapie unterzogen zu haben, wahrend die Personen B und C hierzu keine
Angaben machten.

Tabelle 32 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 10.
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Tabelle 32: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 10

t002, t011 = spa-Typen 1002, t011; IVa, V, lll = SCCmec-Typen IVa, V, lll; n.t. = nicht

typisierbarer SCCmec-Typ

Betrieb 10 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben

Tier 1 positiv t002, n.t. |positivt011,V |negativ negativ

Tier 2 positiv t011, V negativ negativ negativ

Tier 3 positiv t011, V positivt011,V | negativ negativ

Tier 4 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ

Tier 5 positiv t002, n.t. |positivt011,V |negativ negativ

Tier 6 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ

Tier 7 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ

Tier 8 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ

Tier 9 positiv t011, V positivt011,V | negativ negativ

Tier 10 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ

Staub positiv t002 n.t. negativ

Person A positiv t011, IVa negativ

Person B positiv t011, V negativ

Person C negativ positiv lll S. haemolyticus
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Betrieb 11

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 11 waren 7200 Hennen der Mastlinie Big 6
eingestallt. Die Mastputenhennen wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh und
Hobelspanen als Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein
Lebendgewicht von durschnittlich 10,2kg. Angaben (ber die Futterverwertung und die
Mortalitatsrate waren nicht vorhanden.

Die Untersuchungen ergaben bei sechs Tieren in den Trachealtupferproben und bei
einem Tier in der Kloakentupferprobe positive MRSA-Nachweise. Die gepoolte
Staubtupferprobe  war  ebenfalls MRSA-positiv. Zudem enthielten die
Trachealtupferproben bei zwei Tieren und die Kloakentupferproben bei funf Tieren
MRSASA.

Die Nasentupferproben aller drei beprobten Personen waren MRSA-negativ. Die Person
A hielt sich jeden Tag, die Person B mehrere Tage pro Woche und die Person C zweimal
im Monat im Putenstall auf.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind. Alle drei Personen hatten bisher keinen bewussten Kontakt
zu MRSA-Tragern. Nur Person B hielt sich in dem Jahr vor der Beprobung im
Krankenhaus auf. Im Gegensatz zur Person A wurden die Personen B und C im Jahr vor
der Beprobung mit einem Antibiotika behandelt.

Tabelle 33 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 11.
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Tabelle 33: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 11

t011 = spa-Typ t011; IVa, V = SCCmec-Typen IVa, V; n.t. = nicht typisierbarer

SCCmec-Typ
Betrieb 11 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv t011, V negativ positiv n.t. negativ
S. haemolyticus

Tier 2 positiv 011, IVa | negativ negativ positiv n.t.

S. intermedius
Tier 3 negativ negativ positivV positiv n.t.

S. haemolyticus | S. hyicus

Tier 4 negativ positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 5 positiv t011, IVa | negativ negativ positiv n.t.

S. haemolyticus
Tier 6 negativ negativ negativ positiv n.t.

S. haemolyticus
Tier 7 positiv 011, IVa | negativ negativ positiv n.t.

S. hyicus
Tier 8 positiv 011, IVa | negativ negativ negativ
Tier 9 positiv t011, IVa | negativ negativ negativ
Tier 10 negativ negativ negativ negativ
Staub positiv t011, V negativ
Person A negativ negativ
Person B negativ negativ
Person C negativ negativ
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Betrieb 12

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 12 waren 6000 Hennen der Mastlinie Big 6
eingestallt. Die Mastputenhennen wurden in einem halboffenen Stall mit Hobelspanen und
Stroh als Einstreumaterial gehalten. Die Puten erreichten ein durchschnittliches
Lebendgewicht von 10kg bei einer Mortalitat von 3%. Angaben Uber die Futterverwertung
der eingestallten Mastputen waren nicht vorhanden.

Bei einem Tier erwies sich die Trachealtupferprobe als MRSA-positiv, bei keinem Tier
jedoch die Kloakentupferproben. Die gepoolte Staubtupferprobe war ebenfalls MRSA-
positiv.

Alle drei beprobten Personen erwiesen sich als MRSA-negativ. Die Nasentuperprobe
Probe der Person C enthielt mecA-Gen positive S. epidermidis-Stamme. Die Person A
hielt sich jeden Tag, die Person B einmal pro Woche und die Person C nur beim Verladen
der Puten, ca. 6-8 mal pro Jahr, im Putenstall auf.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind und keine der Personen hat Angaben dartber gemacht, ob
sie bewussten Kontakt zu MRSA-Tragern hatte. Wahrend sich die Personen A und C ein
Jahr vor der Beprobung nicht im Krankenhaus aufgehalten haben, hatte die Person B in
dem Jahr vor der Beprobung einen Krankenhausaufenthalt. Die Personen A und C
nahmen in dem Jahr vor der Beprobung Antibiotika ein, Person B hingegen nicht. Tabelle
34 gibt eine Ubersicht liber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben und der
drei beprobten Personen des Betriebes 12.
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Tabelle 34: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 12

t011 = spa-Typ t011; IVa, V = SCCmec-Typ IVa, V; n.t. = nicht typiserbarere SCCmec-Typ

Betrieb 12 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben

Tier 1 negativ negativ negativ negativ

Tier 2 negativ negativ negativ negativ

Tier 3 negativ negativ negativ negativ

Tier 4 negativ negativ negativ negativ

Tier 5 negativ negativ negativ negativ

Tier 6 negativ negativ negativ negativ

Tier 7 negativ negativ negativ negativ

Tier 8 negativ negativ negativ negativ

Tier 9 negativ negativ negativ negativ

Tier 10 positiv 011, IVa | negativ negativ negativ

Staub positiv t011, V negativ

Person A negativ negativ

Person B negativ negativ

Person C negativ positiv n.t. S. epidermidis

Betrieb 13

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 13 waren 9500 Hahne eingestallt. Die
Mastputenhahne der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh und
Spéanen als Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein
Lebendgewicht von durchschnitlich 18kg. Angaben Uber die Futterverwertung und die
Mortalitatsrate waren nicht vorhanden.

Es erwiesen sich bei allen zehn Tieren sowohl die Trachealtupferproben als auch die
Kloakentupferproben als MRSA-positiv. Die gepoolte Staubtupferprobe war ebenfalls
MRSA-positiv und enthielt mecA-Gen positive S. saprophyticus-Stamme. Das Tier 5
erwies sich zudem als Trager eines mecA-Gen positiven S. saprophyticus-Isolats
(Trachealtupferprobe).

Die Person A erwies sich als MRSA-negativ, die Personen B und C hingegen als positiv.
Die Person A hielt sich jeden Tag im Putenstall auf, die Person B mehrere Tage pro
Woche und die Person C nur bei der Einstallung der Puten.
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Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tétig sind. Alle drei Personen hatten bisher keinen bewussten Kontakt
zu MRSA-Tragern. Die Personen A und B hielten sich in dem Jahr vor der Beprobung
nicht im Krankenhaus auf, die Person C machte dazu keine Angaben. Die Personen B
und C wurden im Jahr vor der Beprobung mit Antibiotika behandelt, die Person A nicht.
Tabelle 35 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 13.

Tabelle 35: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 13

t011 = spa-Typ t011; V = SCCmec-Typ V; n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-Typ

Betrieb 13 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ
Tier 2 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ
Tier 3 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 4 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 5 positiv t011, V positiv t011, V | positiv n.t. negativ
S. saprophyticus
Tier 6 positiv t011, V positivt011,V | negativ negativ
Tier 7 positiv t011, V positivt011,V | negativ negativ
Tier 8 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 9 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 10 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Staub positiv t011, V positiv n.t., S. saprophyticus
Person A negativ negativ
Person B positiv t011, V negativ
Person C positiv t011, V negativ
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Betrieb 14

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 14 waren 5000 Hahne der Mastlinie Big 6
eingestallt. Die Mastputenhdhne wurden in einem halboffenen Stall mit Stroh als
Einstreumaterial gehalten. Die Puten erreichten ein Lebendgewicht von durchschnittlich
20,5kg bei einer Mortalitat von 11%. Angaben Uber die Futterverwertung der eingestallten
Puten waren nicht vorhanden.

Bei der Untersuchung des Betriebes 14 erwies sich kein Tier, wohl aber die gepoolte
Staubtupferprobe als MRSA-positiv. Bei keiner der beprobten Personen konnte in der
Nasentupferprobe MRSA-Keime nachgewiesen werden. Die Person A hielt sich jeden Tag
im Putenstall auf, die Person B mehrere Trage pro Woche und die Person C 5-6 mal pro
Jahr.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.3.) tatig sind. Die Personen B und C haben keine Angaben darlber
gemacht, ob sie bewussten Kontakt zu MRSA-Tragern hatten, die Person A hatte keinen
Kontakt zu MRSA-Tragern. Keine der Personen hat sich in dem Jahr vor der Beprobung
im Krankenhaus aufgehalten. Die Personen A und B haben im Jahr der Berprobung im
Gegensatz zu Person C kein Antibiotikum eingenommen. Alle drei Personen trugen bei
der Arbeit im Putenstall immer FFP2 Staubmasken.

Tabelle 36 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 14.
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Tabelle 36: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 14

t011 = spa-Typ t011; IVa = SCCmec-Typ IVa

Betrieb 14 MRSA MRSASA

Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 negativ negativ negativ negativ
Tier 2 negativ negativ negativ negativ
Tier 3 negativ negativ negativ negativ
Tier 4 negativ negativ negativ negativ
Tier 5 negativ negativ negativ negativ
Tier 6 negativ negativ negativ negativ
Tier 7 negativ negativ negativ negativ
Tier 8 negativ negativ negativ negativ
Tier 9 negativ negativ negativ negativ
Tier 10 negativ negativ negativ negativ
Staub positiv t011, Iva negativ
Person A negativ negativ
Person B negativ negativ
Person C negativ negativ
Betrieb 15

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 15 waren 3000 Hennen eingestallt. Die
Mastputenhennen der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Hobelspanen
als Einstreumaterial gehalten und erreichten am Ende der Mast ein durchschnittliches
Lebendgewicht von 10,21kg bei einer Futterverwertung von 1:2,72 und einer Mortalitat
von 4,8%.

Bei neun Tieren erwiesen sich die Trachealtupferproben und bei acht Tieren die
Kloakentupferproben als MRSA-positiv. Die gepoolte Staubprobe war ebenfalls MRSA-
positiv.

Die Nasentupferprobe der Person A erwies sich als MRSA-positiv, die Nasentupferproben
der Personen B und C hingegen als negativ. Die Person A hielt sich jeden Tag im
Putenstall auf, die Person B mehrere Tage pro Woche und die Person C nie. Bei keiner
der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung tatig sind.
Alle drei Personen machten keine Angaben dariiber, ob sie bisher bewussten Kontakt zu
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MRSA-Tragern hatten. Keine der Personen hielt sich in dem Jahr vor der Beprobung im

Krankenhaus auf. Die Personen A und C wurden im Jahr vor der Beprobung mit
Antibiotika behandelt, die Person B nicht.
Tabelle 37 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben

und der drei beprobten Personen des Betriebes 15.

Tabelle 37: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 15

t011 = spa-Typ t011; IVa = SCCmec-Typen IVa; n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-Typ

Betrieb 15 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben

Tier 1 positiv t011, IVa | negativ negativ negativ
Tier 2 negativ positivt011, n.t. | negativ negativ
Tier 3 positiv t011, n.t. | positiv t011, n.t. |negativ negativ
Tier 4 positiv t011, n.t. |positivt011, n.t. |negativ negativ
Tier 5 positiv t011, n.t. |positivt011, n.t. |negativ negativ
Tier 6 positiv 011, n.t. | positiv t011, n.t. |negativ negativ
Tier 7 positiv 011, n.t. | positiv t011, n.t. |negativ negativ
Tier 8 positiv 011, n.t. | positiv t011, n.t. |negativ negativ
Tier 9 positiv t011, n.t. |negativ negativ negativ
Tier 10 positiv t011, IVa |positivt011,IVa |negativ negativ
Staub positiv t011, IVa negativ
Person A positiv t011, IVa negativ
Person B negativ negativ
Person C negativ negativ
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Betrieb 16

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 16 waren 20000 Hennen eingestallt. Die
Mastputenhennen der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Hobelspénen
und Stroh als Einstreumaterial gehalten.

Im Betrieb 16 ergaben die Untersuchungen der Trachealtupferproben bei drei Tieren und
die Klaokentupferproben bei ebenfalls drei Tieren positive MRSA-Ergebnisse. Die
Staubtupferpoolprobe war MRSA-positiv. Bei dem Tier 4 konnten zudem MRSASA in der
Trachealtupferprobe und bei vier weiteren Tieren in den Kloakentupferproben
nachgewiesen werden.

Die Person A und B erwiesen sich als Trager von MRSASA, wéahrend Person C negativ
getestet wurde. Wéhrend sich Person A jeden Tag im Putenstall aufhielt, waren es bei
Person B mehrere Tage pro Woche. Die Person C hielt sich nie im Putenstall auf.

Bei der Person A lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind, bei den anderen beiden Personen nicht. Die Person A hatte
keinen bewussten Kontakt zu MRSA-Tréagern, die anderen beiden Personen haben hierzu
keine Angaben gemacht. Die Personen A und B hielten sich im Gegensatz zu Person C
im Jahr vor der Beprobung nicht im Krankenhaus auf. Wahrend die Personen A und B im
Jahr vor der Beprobung nicht mit Antibiotika behandelt wurden, war dies bei Person C der
Fall.

Tabelle 38 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 16.
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Tabelle 38: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 16

t011 = spa-Typ t011; V = SCCmec-Typ V; n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-Typ

Betrieb 16 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 negativ negativ negativ negativ
Tier 2 negativ negativ negativ positivV
S. haemolyticus
Tier 3 negativ negativ negativ negativ
Tier 4 negativ negativ positivV positivV
S. saprophyticus | S. haemolyticus
Tier 5 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 6 negativ negativ negativ negativ
Tier 7 positiv t011, V positiv t011, V | negativ positiv V
S. saprophyticus
Tier 8 positiv 011, V negativ negativ positivV
S. haemolyticus
Tier 9 negativ negativ negativ negativ
Tier 10 negativ positiv t011, V | negativ negativ
Staub positiv t011, V negativ
Person A negativ positiv n.t. S. epidermidis
Person B negativ positiv n.t. S. epidermidis
Person C negativ negativ
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Betrieb 17

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebs 17 waren 8.500 Hennen eingestallt. Die
Mastputenhennen der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Dinkelspelz
und Stroh als Einstreumaterial gehalten. Die Puten erreichten ein Lebendgewicht von
durchschnittlich 10,5kg bei einer Futterverwertung von 1:2,9 und einer Mortalitat von
2,7%.

Im Betrieb 17 waren bei sieben Tieren die Trachealtupferproben und bei finf Tieren die
Kloakentupferproben MRSA-positiv. Die gepoolte Staubtupferprobe war ebenfalls MRSA-
positiv.

Die Nasentupferproben der Personen A und C waren MRSA-negativ, die
Nasentupferproben der Person B jedoch MRSA und MRSASA-positiv. Die Person A hielt
sich jeden Tag im Putenstall auf, die Person B mehrere Tage pro Woche und die Person
C ein bis zwei mal pro Mastdurchgang.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind und keine der Personen hat bewussten Kontakt zu MRSA-
Tragern. Alle drei Personen haben sich ein Jahr vor der Beprobung nicht im Krankenhaus
aufgehalten oder eine Antibiotika-Behandlung benétigt. Die Personen A und B haben
auBer zu Puten auch Kontakt zu Schweinen, bei denen ebenfalls, Uber eine andere
Studie, MRSA nachgewiesen wurden. Die Person C hat keinen Kontakt zu diesen
Schweinen.

Tabelle 39 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 17.
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Tabelle 39: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 17

t011, 1034 = spa-Typen t011, 1034; V = SCCmec-Typ V; ST398 = Sequenztyp 398

Betrieb 17 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben

Tier 1 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ

Tier 2 negativ positivt011, V [ negativ negativ

Tier 3 negativ negativ negativ negativ

Tier 4 positiv t011, V negativ negativ negativ

Tier 5 positiv t011, V negativ negativ negativ

Tier 6 positiv t034, V, |negativ negativ negativ
ST398

Tier 7 negativ positivt011,V [ negativ negativ

Tier 8 positiv t011, V negativ negativ negativ

Tier 9 positiv t011, V positivt011,V | negativ negativ

Tier 10 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ

Staub positiv t034, V negativ

Person A negativ negativ

Person B positiv t011, V positiv V, S. haemolyticus

Person C negativ negativ
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Betrieb 18

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 18 waren 5.400 Hennen der Mastlinie Big 6
eingestallt. Die Mastputenhennen wurden in einem halboffenen Stall mit Hobelspanen und
Stroh als Einstreumaterial gehalten. Sie erreichten ein durchschnittliches Lebendgewicht
von 11kg bei einer Mortalitdt von 5%. Angaben (ber die Futterverwertung der Puten
waren nicht vorhanden.

Die Untersuchungen ergaben bei vier Tieren in den Trachealtupferproben und bei acht
Tieren in den Kloakentupferproben positive MRSA-Nachweise. Die Staubtupferpoolprobe
war ebenfalls MRSA-positiv.

Alle drei beprobten Personen erwiesen sich nicht als MRSA-Trager. Die Person A halt
sich jeden Tag, die Person B mehrere Tage pro Woche und die Person C nie im
Putenstall auf.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
(Krankenhaus 0.4.) tatig sind und keine der Personen hatte bewussten Kontakt zu MRSA-
Tragern. Alle drei Personen hielten sich ein Jahr vor der Beprobung nicht im Krankenhaus
auf. Im Gegensatz zu den Personen A und B hat Person C im Jahr vor der Beprobung
Antibiotika eingenommen.

Tabelle 40 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 18.
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Tabelle 40: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 18

t002, t011 = spa-Typ t002, t011; IVa, V = SCCmec-Typen IVa, V; n.t. = nicht typisierbarer
SCCmec-Typ

Betrieb 18 MRSA MRSASA

Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 negativ positiv t002, n.t. | negativ negativ
Tier 2 positiv t011, V negativ negativ negativ
Tier 3 negativ positivt011,V [ negativ negativ
Tier 4 negativ positivt011,V [ negativ negativ
Tier 5 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 6 positiv t011, V negativ negativ negativ
Tier 7 negativ positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 8 negativ positivt011, V [ negativ negativ
Tier 9 negativ positivt011,V | negativ negativ
Tier 10 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ
Staub positiv t011, n.t. negativ
Person A negativ negativ
Person B negativ negativ
Person C negativ negativ
Betrieb 19

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebs 19 waren 4000 Hennen eingestallt. Die
Mastputenhennen der Mastlinie Big 9 wurden in einem halboffenen Stall mit Hobelspanen
und Stroh als Einstreumaterial gehalten. Die Puten erreichten ein Lebendgewicht von
durchschnittlich 10,1kg bei einer Futterverwertung von 1:2,6 und einer Mortalitat von 5%.
Bei neun Tieren ergaben die Trachealtupferproben und bei neun Tieren die
Kloakentupferproben MRSA-positive Ergebnisse. Die gepoolte Staubtupferprobe war
ebenfalls MRSA-positiv.

Keine der beprobten Personen erwies sich als MRSA-positiv. Die Person A hielt sich
jeden Tag im Putenstall auf, die Person B ein mal pro Woche und die Person C nur beim
Umstallen.

Bei keiner der Personen lebten Menschen im Haushalt, die in der Patientenversorgung
tatig sind und keine der Personen hatte bewussten Kontakt zu MRSA-Tragern. Alle drei
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Personen hielten sich im Jahr vor der Beprobung nicht im Krankenhaus auf oder hatten

eine Antibiotika-Therapie in Anspruch nehmen missen.

Tabelle 41 gibt eine Ubersicht (iber die Ergebnisse der beprobten Tiere, des Staubes und

der drei beprobten Personen des Betriebes 19.

Tabelle 41: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 19

t011 = spa-Typ t011; IVa, V = SCCmec -Typen IVa, V; n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-

Typ
Betrieb 19 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv 011, n.t. | negativ negativ negativ
Tier 2 positiv 011, n.t. |positivt011,V |[negativ negativ
Tier 3 negativ positivt011,V [ negativ negativ
Tier 4 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 5 positiv t011, V positiv t011, V | negativ negativ
Tier 6 positiv t011, V positivt011,V [ negativ negativ
Tier 7 positiv t011, V positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 8 positiv 011, IVa | positiv 011, IVa | negativ negativ
Tier 9 positiv t011, IVa |positivt011, IVa | negativ negativ
Tier 10 positiv t011, IVa |positivt011, IVa | negativ negativ
Staub positiv t011, IVa negativ
Person A negativ negativ
Person B negativ negativ
Person C negativ negativ
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Betrieb 20

Im beprobten Mastdurchgang des Betriebes 20 waren 8200 Hennen eingestallt. Die
Mastputenhennen der Mastlinie Big 6 wurden in einem halboffenen Stall mit Hobelspénen
und Stroh als Einstreumaterial gehalten. Die Puten erreichten ein durchschnittliches
Lebendgewicht von 10,9 kg bei einer Futterverwertung von 1:2,46 und einer Mortalitat von
1,7%.

Die Untersuchungen ergaben bei allen zehn Tieren sowohl in den Trachealtupferproben
als auch den Kloakentupferproben positive MRSA-Nachweise. Die Staubtupferpoolprobe
war ebenfalls MRSA-positiv. Zudem erwiesen sich die Tiere 3 und 8 aufgrund positiver
Ergebnisse der Kloakentupferproben als Tréger eines mecA-Gen positiven S.
haemolyticus-Isolats.

Die Person A des beprobten Betriebes erwies sich als MRSA-positiv und die Person B
erwies sich als Trager eines mecA-Gen positiven S. epidermidis-Isolats. Die Person C war
MRSA-negativ. Die Personen A und B hielten sich jeden Tag im Putenstall auf, die Person
C hingegen nie.

Bei den Personen A und B lebten keine Menschen im Haushalt, die in der
Patientenversorgung (Krankenhaus 0.a.) tatig sind. Die Person C ist Krankenschwester
und hat dadurch Kontakt zu humanen MRSA-Tragern. Die Personen A und B machten
keine Angaben dartber, ob sie Kontakt zu humanen MRSA-Tréagern haben. Die Person C
hat sich in dem Jahr vor der Beprobung im Krankenhaus aufgehalten und hat Antibiotika
zu sich genommen. Die Personen A und B hielten sich ein Jahr vor der Beprobung nicht
im Krankenhaus auf und nahmen auch keine Antibiotika ein.

Tabelle 42 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der beprobten Tiere, der Staubproben
und der drei beprobten Personen des Betriebes 20.
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Tabelle 42: Ergebnisse der Untersuchungen auf MRS-Keime in Betrieb 20

t011 = spa-Typ t011; IVa, V = SCCmec-Typ IVa, V; n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-Typ

Betrieb 20 MRSA MRSASA
Trachealproben |Kloakenproben |Trachealproben |Kloakenproben
Tier 1 positiv t011, V positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 2 positiv t011, IVa | positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 3 positiv 011, IVa | positiv 011, IVa | negativ positiv V
S. haemolyticus
Tier 4 positiv 011, IVa | positiv 011, IVa | negativ negativ
Tier 5 positiv 011, IVa | positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 6 positivt 011, IVa | positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 7 positiv 011, IVa | positiv t011, IVa | negativ negativ
Tier 8 positiv 011, IVa | positiv 011, IVa | negativ positiv V
S. haemolyticus
Tier 9 positiv 011, IVa | positiv 011, IVa | negativ negativ
Tier 10 positiv 011, IVa | positiv t011, IVa | negativ negativ
Staub positiv t011, IVa negativ
Person A positiv t011, V negativ
Person B negativ positiv n.t., S. epidermidis
Person C negativ negativ
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4.1.6 Ergebnisse der beprobten Personen

In 20 Betrieben mit Ausnahme eines Betriebes konnten bei drei Personen je Betrieb (in
Betrieb 8 nur zwei Personen) jeweils ein Nasentupfer fir den Nachweis von MRS
entnommen werden. Von den 59 beprobten Personen erwiesen sich 22 Personen MRSA-
positiv (37,3%), die sich auf zwdlf Putenmastbetriebe verteilten. Von diesen kamen in
zehn Betrieben auch positive Puten vor. In zwei Betrieben mit MRSA-positiven Personen
konnten in einem Betrieb nur MRSASA-, nicht aber MRSA-Keime, in dem anderen Betrieb
weder MRSA-, noch MRSASA-Keime bei den Tieren nachgewiesen werden. Bei acht
(13,6 %) der beprobten Personen gelang der Nachweis von MRSASA. Bei einer dieser
Personen konnten sowohl MRSA- als auch MRSASA-Keime kultiviert werden. Die acht
MRSASA-positiven Personen lebten verteilt auf sieben Betrieben. In drei dieser Betriebe
konnten auch MRSASA-Keime bei den Puten isoliert werden. In weiteren drei Betrieben
konnten nur MRSA-Keime bei den Puten isoliert werden und in einem Betrieb konnten
weder MRSA-, noch MRSASA-Keime bei den Puten nachgewiesen werden. Betrachtet
man die Haufigkeit des Stallaufenthaltes, so hielten sich 39 Personen regelméBig (taglich,
mehrmals oder mindestens einmal pro Woche) und 20 Personen nur selten (weniger als
einmal pro Woche) oder nie in den Putenstallen auf. Die Chance (Verhéltnis der
Wahrscheinlichkeit, dass ein Ereignis eintritt zur Wahrscheinlichkeit, dass das Ereignis
nicht eintritt) (Bender und Lange, 2007) der Besiedlung mit MRSA ist bei Personen, die
sich regelmaBig in Putenstallen aufhielten, im Vergleich zu Personen, die sich nur selten
oder nie in Putenstallen aufheilten, deutlich erhéht (OR = 3,43, Konfidenzlevel 95%,
Konfidenzintervall 0,0994 - 11,71). Die Tabelle 43 gibt eine Ubersicht tiber die Verteilung
von MRSA- und MRKNS- Isolaten bei den Personen in Abhangigkeit der Dauer der
Aufenthalte in den beprobten Putenstallungen.
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Tabelle 43: Ubersicht Giber die Verteilung MRSA und MRSASA in Nasentupferproben von
Personen aus den untersuchten Putenbetrieben in Abhangigkeit von der Dauer des
Aufenthalts in den Puten-Stallungen

Aufenthalt der Anzahl MRSA MRSASA MRSA und | Negativ

Personen im Stall |beprobter |positiv positiv MRSASA
Personen
positiv
RegelmaBig 39 17 5 1 16

(taglich, mehrere
Tage pro Woche
oder mindestens
einmal pro Woche)
Selten (weniger als |20 4 2 0 14
einmal pro Woche)

oder nie
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4.1.7 Ergebnisse der molekularen Typisierung

Alle 317 im Rahmen dieser Studie von Tieren, aus den Stallungen sowie von Personen
isolierten MRS-Stdmme wurden im Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR)
molekularbiologisch mittels spa- und SCCmec-Typisierung charakterisiert, um eine
Aussage (ber eine mégliche Ubereinstimmung der einzelnen Stdmme bei Tieren
(Tracheal- oder Kloakentupferproben), im Stallstaub und den beprobten Personen treffen
zu kénnen. Von 267 MRSA-Stammen konnten mit einem Anteil von 83,9% (n = 224) der
spa-Typ t011 am haufigsten detektiert werden. Andere spa-Typen wie t002 mit 7,9% (n =
21), 11456 mit 6,7% (n = 18), t034 mit 1,1% (n = 3) und 12330 mit 0,4% (n = 1) stellen
einen vergleichsweise geringen Anteil der detektierten spa-Typen dar. Bei den SCCmec-
Typen kam mit 54,7% (n = 146) der Typ V am haufigsten vor, gefolgt vom SCCmec-Typ
IVa mit 31,1% (n = 83). Insgesamt waren bei 14,2% (n = 38) der typisierten MRSA-
Stdmme der SCCmec-Typ nicht typisierbar.

Unter den spa- und SCCmec-Typkombinationen erwiesen sich 125 (46,8%) Stamme als
spa-Typ t011 und SCCmec-Typ V, 82 (30,7%) Stamme als spa-Typ t011 und SCCmec-
Typ IVa, 21 (7,8%) Stdmme als spa-Typ t002 verbunden mit einem nicht darstellbarem
SCCmec-Typ, 17 (6,4%) Stamme als spa-Typ 11456 und SCCmec-Typ V, 17 (6,4%)
Stamme als spa-Typ t011 (SCCmec-Typ nicht typisierbar), drei (1,1%) Stamme als spa-
Typ t034 und SCCmec-Typ V, 1 (0,4%) Stamm als spa-Typ 11456 und SCCmec-Typ IVa
und ein (0,4%) Stamm als spa-Typ t2330 und SCCmec-Typ V.

Betrachtet man die Vielfalt der Typen der MRSA-Isolate, so ist die der Tracheal- oder
Kloakentupferproben deutlich gréBer als die der Staubpoolproben. Von den 84 Tieren, die
sowohl in der Tracheal- wie auch in der Kloakentupferprobe MRSA-positiv waren, konnten
bei 70 Tieren (83,3%) die gleichen spa- und SCCmec-Typkombinationen in der Tracheal-
und in der Kloakentupferprobe nachgeweisen werden. 14 Tiere (16,7%) zeigten
unterschiedliche spa- und SCCmec-Typkombinationen in der Tracheal- und in der
Kloakentupferprobe.

Zuséatzlich wurden acht MRSA-Isolate von Puten und Personen einer MLST-Typisierung
unterzogen. Bei sieben Isolaten konnten die spa-Typen — t011, t034, 11456 und t2330 —
dem Sequenztyp ST398 zugeordnet werden. Bei einem Isolat aus einer
Trachealtupferprobe einer Pute mit dem spa-Typ t002 konnte der Sequenztyp ST1791

nachgewiesen werden.
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Bei den 50 isolierten MRSASA- Stammen erwiesen sich 24 (48%) Stamme als SCCmec-
Typ V, 2 (6%) Stamme als SCCmec-Typ Il und 1 (2%) Stamm als SCCmec-Typ IVa.
Nicht typisierbar waren 23 (46%) Stamme.

Von den 17 Betrieben, in denen MRSA-Keime sowohl bei Tieren als auch in
Staubtupferproben nachweisbar waren, waren in 15 Betrieben die Kombination von spa-
und SCCmec-Typen identisch.

Bei zehn Betrieben kamen MRSA-Keime bei den Tieren, den Staubtupferproben und auch
den beprobten Personen vor. Bei finf dieser Betriebe konnte dieselbe Kombination an
spa- und SCCmec-Typ in Puten- und Staubtupferproben sowie Tupferproben von
Personen nachgewiesen werden und bei drei dieser Betriebe stimmten dieselben
Kombinationen von spa- und SCCmec-Typ in Puten- oder Staubtupferproben mit denen
der Tupferproben von Personen Uberein.

Die Verteilungen der Staphylokokken-Stdmme und deren spa-, SCCmec- und MLST-
Typen auf die einzelnen Tiere und Personen der jeweiligen Betriebe sind in Tabelle 23 bis
42 aufgefihrt. Die Tabellen 44 und 45 geben eine Zusammenfassung der spa- und
SCCmec- Typisierungsergebnisse der MRS- Stamme an.
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Tabelle 44: Ergebnisse der spa- und SCCmec-Typisierung der MRS-Stamme

t011, 1456, 12330, t002, t034 = spa-Typ t011, 11456, 12330, t002, 1034
IVa, V, lll = SCCmec-Typ IVa, V, llI

n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-Typ

Die Anzahl der untersuchten Stamme stehen in Klammern. In Fettschrift gekennzeichnet sind die gleichen spa- und SCCmec-
Typkombinationen, die innerhalb eines Betriebes aufgetreten sind.

Das Symbol # kennzeichnet das Auftreten der gleichen spa- und SCCmec-Typkombination bei MRSA-Stdmmen von Tier- und

Staubtupferproben, das Symbol V kennzeichnet das Auftreten der gleichen spa- und SCCmec-Typkombination bei MRSA-Stammen von Tier-

oder Staubtupferproben und Tupferproben von Personen und das Symbol ® kennzeichnet das Auftreten der gleichen spa- und SCCmec-

Typkombination bei MRSA-Stammen von Tieren- und Staub- und Personentupferproben in den jeweilig beprobten Betrieben.

Betrieb 1 2 3 4 5
o # # #
MRSA (17)MRSASA (4)MRSA (21) |MRSASA (2) MRSA (6) MRSASAMRSA (3) IMRSASA (2)MRSA (1) |[MRSASA (1)

Trachea 011,V (8) |V (1) t011,Iva (8) |V (1) t002,n.t. (4)

t2330,V (1)

t1456,V (1)
Kloake t011,V (5) |V (2) to11,Iva (7) (lll (1) t002,n.t. (1) n.t. (2)

n.t. (1) t1456,IVa (1)

Staub t011,VvV (1) t011,IVa (1) t002,n.t. (1)
Personen (t011,V (3) t011,V (2) t011,V (3) t011,IvVa (1) |V (1)
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Betrieb 6 7 8 9 10
o # o # # # #V
MRSA (19) |MRSASA (2)MRSA (17) |MRSASA (1)MRSA (15) [MRSASA (11)MRSA (18) |MRSASA (5)MRSA (22) IMRSASA (1)
Trachea [t011,V (10) V(2 t011,IVa (8) t1456,V (9) |V (4) t011,IVa (6) |n.t. (2) t011,V (8)
t002,n.t. (2) n.t. (2) t002,n.t. (3) t002,n.t. (2)
Kloake [t011,V (6) to11,Iva (1) |n.t. (1) t1456,V (5) |V (3) t011,IVa (3) |n.t. (3) t011,V (9)
t002,n.t. (3) n.t. (1) t002,n.t. (2)
t011,n.t. (1)
Staub to11,Vv (1) t011,IVa (1) t1456,V (1) t002,n.t. (1) t002,n.t. (1)
Personen {t011,V (2) t011,IVa (2) IVa (1) t034,V (1) to11,v (1) [lll (1)
1456,V (1) t011,IVa (1)
Betrieb 11 12 13 14 15
# o # o #
MRSA (8) |MRSASA (7)MRSA (2) MRSASA (1)|]MRSA (23) |MRSASA (2) MRSA (1) MRSASA |MRSA (19) MRSASA
Trachea [t011,IVa (5) |n.t. (1) t011,IVa (1) t011,V (10) |n.t. (1) t011,n.t. (6)
to11,v (1) V(1) t011,IVa (3)
Kloake [t011,IVa (1) |n.t. (5) t011,V (10) t011,n.t. (7)
t011,IVa (1)
Staub t011,V (1) t011,V (1) to11,v (1) |n.t. (1) t011,IVa (1) t011,IvVa (1)
Personen n.t. (1) t011,V (2) t011,IvVa (1)
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Betrieb 16 17 18 19 20
# #V # #V
MRSA (7) |MRSASA (7)MRSA (14) |MRSASA (1)|MRSA (13) |MRSASA MRSA (19) MRSASA |MRSA (22) |MRSASA
(3)
Trachea [t011,V(3) [V (1) t011,V (6) t011,V (4) t011,V (4) t011,IVa (9)
t034,V (1) t011,IVa (3) to11,v (1)
t011,n.t. (2)

Kloake [t011,V (3) |V (4) t011,V (5) t011,V (6) t011,V (5) to11,IvVa (10) |V (2)

t011,IVa (1) t011,IVa (4)

t002,n.t. (1)
Staub to11,v (1) t034,V (1) t011,n.t. (1) t011,IVa (1) to11,IvVa (1)
Personen n.t. (2) to11,vV (1) V(1) to11,v (1) n.t. (1)
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Tabelle 45: Zusammenfassung der spa- und SCCmec-Typkombinationen der MRSA-

Stamme

t011, 1456, 12330, t002, t034 = spa-Typ t011, 11456, 12330, t002, 1034
IVa, V = SCCmec-Typ IVa, V
n.t. = nicht typisierbarer SCCmec-Typ

Spa- und SCCmec- | Trachea | Kloake | Staub | Personen | Summe
Typkombination

t011/V 55 49 6 15 125 (46,8%)
t011/1Va 43 28 6 5 82 (30,7%)
t011/n.t. 8 8 1 0 17 (6,4%)
t002 / n.t. 11 7 3 0 21 (7,8%)
11456 / V 10 5 1 1 17 (6,4%)
11456 / IVa 0 1 0 0 1 (0,4%)
1034/ V 1 0 1 1 3 (1,1%)
t2330/V 1 0 0 0 1 (0,4%)
Summe 129 98 18 22 267 (100%)
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4.2 Ergebnisse VRE

4.2.1 Ergebnisse der Vorversuche zur Entwicklung der Real-Time PCR-
Tests

Sequenz-Alignment mit Hilfe von NCBI-Sequenzdaten

Aus der NCBI-Datenbank wurden DNA-Sequenzen der van-Resistenzgene von VER
bezogen. AnschlieBend wurden Abschnitte der DNA-Sequenzen ausgewahlter Gene auf
(DNA-Alignments), DNA-

Sequenzen fir das Design von PCR-Primern zu ermitteln. Die verschiedenen van-

Ubereinstimmungen  verglichen um Bereiche einheitlicher

Resistenzgene, die die Grundlage des Alignments darstellen, sind in der Tabelle 46
dargestellt und die Ergebnisse Ubereinstimmender Nukleotid-Sequenzen des Alignments
sind im Anhang in den Diagrammen 11 bis 22 dargestellt.

Tabelle 46: Ubersicht iber die DNA-Sequenzen aus der NCBI-Datenbank, die die
Grundlagen fir die Alignments bilden

Resistenzgen | Accession No | Alignment
VanA EF206284

VanA EF206285

VanA X56895 vanA
VanA EF206286

vanB (vanB1) u00456

vanB (vanB1) ENEVANB

vanB2 AY 145441 vansi/z
vanB2 ENEVANB2A

vanC1 EU151772

vanC1 EU151771

vanC1 EU151769 vanC1
vanC1 EU151770

vanC1 EU151768

vanC2 ECU94523

vanC2 ECU94525

vanC2/3 EU151762 vanC2/3
Vanc2/3 EU151764

vanC3 AY033764




Primer-Design

Das Primer-Design wurde unter Anwendung des Programms Primer Express 2.0 (Applied
Biosystems) vorgenommen. Erste Tests zur Spezifitit der entworfenen Primer erfolgten
mittels sog. BLAST-Abfragen der NCBI-Datenbank. Zur Erzielung méglichst hoher
Spezifitdtswerte der PCR-Tests wurden jeweils Primerpaare fir die einzelnen Resistenzgene
ausgewahlt, deren Nukleotid-Sequenzen eine mdglichst groBe Abweichung zu

Gensequenzen aufweisen, die nicht detektiert werden sollen.

Abgleich des Alignment mit den Sequenzen der Sequenzierung der Referenzstdmme und

den Sequenzen der Primer

Mit Hilfe der klassischen PCR wurde jeweils ein Teilstlick des vanA-Gen positiven Stammes
BM 4147, des vanB-Gen (vanBT7) positiven Stammes UAA 522, des vanC1-Gen positiven
Stammes BM 4174 und des vanC2/3-Gen positiven Stammes ATCC 25788 vervielfaltigt und
eine DNA-Sequenzierung bei der Fa. Microsynth in Auftrag gegeben.

Anhand der Ergebnisse dieser Sequenzierungen konnte gezeigt werden, dass

— die DNA-Sequenzen der Alignments, die zum Primer-Design benutzt worden sind, mit
denen der Referenzstdmme identisch sind.

— die DNA-Sequenz der fir die entwickelten SYBER Green Real-Time PCR-Methoden
entworfenen und verwendeten Primer komplementar zu den Sequenzen der DNA-
Sequenzierungen sind.

Die Nukleotid-Sequenzen der Alignments, der DNA-Sequenzierungen und der Primer sind im

Anhang in den Diagrammen 11 bis 22 dargestellt.
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Validierung der Real-Time PCR
Zur Validierung der SYBR Green Real-Time PCR wurden vanA-, vanB1-, vanB2-, vanB3-,
vanC1-, vanC2-Gen positive und van-Gen negative Enterokokken- und Streptokokken-

Stamme in der Real-Time PCR getestet. Tabelle 47 stellt die verwendeten Enterokkoen-
Stdmme dar.

Alle van-Gen positiven Enterokokken-Stamme erwiesen sich in der Real-Time PCR als VRE-
positive Stdmme. Alle van-Gen negative Stdmme erwiesen sich in der Real-Time PCR als
VRE-negative Stamme.

Tabelle 47: Ubersicht iber die in dieser Arbeit fiir die Validierung der Real-Time PCR

verwendeten Referenzstamme und Feldisolate

Spezies Bezeichnung Resistenzgen
Enterococcus faecium BM 4147 vanA-positiv
Enterococcus faecalis ATCC 51299 vanB-positiv (vanB1)
Enterococcus faecium UAA 522 vanB-positiv (vanB1)
Enterococcus faecium BM 4524 vanB2-positiv
Enterococcus faecalis BM 45 vanB3-positiv
Enterococcus gallinarum BM 4174 vanC1-positiv
Enterococcus casseliflavus ATCC 25788 vanC2-positiv
Enterococcus faecalis DSM 2570 van-negativ
Streptococcus agalactiae DSM 6784 van-negativ
Streptococcus equi ssp. Feldisolat CVUA Stuttgart van-negativ
zooepidermicus 63VarJi
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4.2.2 Ergebnisse der Isolierung

Die Isolierung der VRE-Keime erfolgte in einem zweistufigen Verfahren bestehend aus einer
Anreicherung und der Anzucht auf Selektivplatten. Die Auswertung der Selektivplatten wurde
nach den Angaben der Herstellerfirma durchgefihrt, dabei galten graue Kolonien mit
schwarzem Préazipitationshof als VRE verdachtig. Ingesamt wurden auf 88 Selektivplatten
VRE verdéachtige Keime identifiziert.

4.2.3 Ergebnisse der Identifizierung

Von diesen auf 88 Selektivplatten als VRE verdachtig isolierten Keime konnten 77 Isolate bei
der Identifizierung als Enterokokken bestétigt werden. Dabei wurden die Isolate als
Enterokokken eingestuft, wenn sie bei 6,5% NaCl und 45°C wuchsen, eine positive
Pyrrolidonyl-Peptidase und Leucin-Aminopeptidase Aktivitéat zeigten, ein positives Wachtum
auf einem CATC -und Blut-Glucose-Asculin-Galle-Agar zeigten und sich als bewegliche oder
nicht bewegliche Keime in einem TTC- haltigen SIM-Medium erwiesen.

4.2.4 Ergebnisse der Charakterisierung der van-Resistenzgene

Die Auswertung der Real-Time PCR fir den Nachweis der Resistgene von Enterokokken
erfolgte in Abgleich mit Ergebnissen der entsprechenden Referenzstdmme. Dies betrifft
einerseits die mit den entsprechenden Referenzstdmmen vergleichbaren Verldufe der
Amplifikationskurven, als auch die in Tabelle 48 angegeben Schmelztemperaturen der
Schmelzkurven, deren Schwankungsbreite nach Angaben von Sting (2009) definiert wurden.
Alle van-Gen positiven Referenzstdmme erwiesen sich in der Real-Time PCR als positiv und
alle van-Gen negativen Referenzstdmme als negativ. Eine beispielhafte Darstellung der
Schmelz- und Amplifikationskurven liefern die Diagramme 7 und 8.

Insgesamt wurden 68 Enterokokken-Isolate mit positiven van-Genen isoliert. Von diesen
trugen zwolf Isolate das vanA-Gen (17,64%) und 56 Isolate das vanC7-Gen (82,35%). Die
vanB- und vanC2/3-Gene konnten nicht nachgewiesen werden. Keines der Enterokokken-
Isolate trug mehrere Resistenzgene gleichzeitig.
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Tabelle 48: Schmelztemperaturen der Amplifikate der Real-Time PCR-Methoden fiir den

VRE Nachweis

Resistenzgen

Schmelztemperatur (Tm) in £ 1°C)

vanA 72,5
VanB1/2/3 78,0
vanC1 73,0
vanC2/3 76,0

Diagramm 7: Schmelzkurven der Real-Time PCR zum Nachweis des vanA-Resitenzgens

von dem vanA positiven Referenzstamm BM 4147 (A), einem vanA positiven Feldisolat (B)

und dem vanA negativenr

Referenzstamm DSM 2570 (NK). Dargestellt sind die

Fluoreszenzsignale (Derivative) im Verlauf einer kontinuierlichen Temperaturerhéhung

(Temperature (C)), sowie zusétzlich das Schmelzkurvenintervall zwischen 71,5 und 73,5°C
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Diagramm 8: Amplifikationskurven der Real-Time PCR zum Nachweis des vanA-
Resitenzgens von dem vanA positiven Referenzstamm BM 4147 (A), einem vanA positiven
Feldisolat (B) und dem vanA negativen Referenzstamm DSM 2570 (NK). Dargestellt sind die
Fluoreszenzsignale (Delta Rn) im Verlauf der PCR-Zyklen (Cycler Number)

Delta Rnvs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

A

B
1.08-001 : / :
1.08-002 \ F

12 3 4 & 6B T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

Cvcle Mumber
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4.2.5 Ergebnisse der Betriebe und der beprobten Personen

Von den 20 beprobten Putenmastbetrieben wurden in 15 Betrieben VRE-Keime (75,0%)
nachgewiesen, in funf Betrieben hingegen nicht (25,0%). Hierbei gilt ein Betrieb als VRE-
positiv, wenn mindestens eine Kloakentupferprobe eines Tieres oder die gepoolte
Staubtupferprobe den Nachweis eines VRE-Isolates ergab. Von diesen 15 positiven
Betrieben hatten neun Betriebe Hahne und sechs Betriebe Hennen eingestallt. Bei zehn
Betrieben (Betrieb 2, 3, 5, 6, 8, 11, 13, 14, 15 und 19) waren sowohl die Staubtupferprobe
als auch einige Kloakentupferproben VRE-positiv. Von diesen zehn Betrieben hatten sieben
Betriebe Hahne und drei Betriebe Hennen eingestallt. In vier Betrieben (Betriebe 4 und 10
mit Hahnen, Betriebe 9 und 20 mit Hennen) waren nur die Staubtupferproben VRE-positiv,
wohingegen im Betrieb 12 (Hennen) zwar acht der Kloakentupferproben, nicht aber die
Staubtupferprobe VRE-positiv ausfiel. Somit ergab bei 93,3% der positiven Betriebe die
Staubtupferprobe ein VRE-positives Ergebnis.

Von den insgesamt 200 beprobten Tieren waren 54 VRE-positiv (27,0%) und 146 VRE-
negativ (73,0%). Im Durchschnitt erwiesen sich bei den elf Betrieben mit positiven Puten 4,9
von zehn beprobten Tieren als VRE-positiv (49,0%).

Jeweils drei auf den einzelnen Betrieben lebende Personen wurden mittels Nasentupfer auf
VRE untersucht. Auf dem Betrieb 8 konnten nur zwei Personen untersucht werden. Bei allen
59 beprobten Personen konnten keine VRE-Keime aus den Nasentupferproben isoliert
werden.

Die Tabelle 49 zeigt die VRE Ergebnisse der Kloakentupferproben der zehn Tiere, der
Staubtupferprobe und der beprobten Personen der insgesamt 20 Betriebe.
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Tabelle 49: Ergebnisse der Untersuchungen von Kloakentupferproben und der Staubtupferproben auf VRE-Keime in 20 Putenmastbetrieben

vanA, vanC1 = Resitenzgene vanA, vanC1
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Proben |(GeschlechtTier1 ([Tier2 [Tier3 ([Tier4 ([Tier5 ([Tier6 [Tier7 [Tier8 [Tier9 [Tier 10 Staub

Betrieb 1 |mannlich  |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ jnegativ jnegativ |negativ |negativ

Betrieb 2 |mannlich |negativ |negativ |negativ |positiv |negativ |negativ |negativ jnegativ |negativ |negativ |positiv
vanA vanA

Betrieb 3 |mannlich  positiv |negativ |negativ jnegativ |negativ |negativ |negativ jnegativ jnegativ |negativ |positiv
vanC1 vanC1

Betrieb 4 mannlich |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ jnegativ jnegativ |negativ |positiv
vanC1

Betrieb 5 méannlich negativ |negativ |negativ |positiv |negativ |negativ |negativ negativ negativ positiv positiv
vanC1 vanC1 |vanC1

Betrieb 6 mannlich negativ |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ negativ |positiv positiv positiv
vanC1 |vanC1 |vanC1

Betrieb 7 |weiblich negativ |negativ negativ jnegativ [negativ negativ |negativ jnegativ |negativ jnegativ jnegativ
Betrieb 8 mannlich  positiv negativ |negativ |positiv |negativ |negativ |negativ negativ |positiv negativ |positiv
vanC1 vanC1 vanC1 vanC1

Betrieb 9 |weiblich negativ |negativ negativ jnegativ negativ negativ |negativ jnegativ |negativ jnegativ |positiv
vanC1

Betrieb 10 |nannlich  negativ |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ |negativ jnegativ jnegativ |negativ |positiv
vanC1




Proben |(GeschlechtTier1 ([Tier2 [Tier3 ([Tier4 ([Tier5 ([Tier6 [Tier7 [Tier8 [Tier9 [Tier 10 Staub

Betrieb 11 jweiblich positiv positiv positiv negativ positiv positiv |positiv positiv negativ positiv positiv
vanC1 |vanC1 |vanC1 vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanC1 vanC1 |vanC1

Betrieb 12 weiblich positiv positiv positiv positiv |negativ |negativ |positiv |positiv positiv positiv negativ

vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanC1 vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanC1

Betrieb 13|méannlich  |negativ |positiv positiv negativ positiv positiv |positiv positiv jnegativ |positiv |positiv
vanC1 |vanC1 vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanC1 vanC1 |vanC1

Betrieb 14 mannlich  positiv positiv positiv |positiv |positiv |positiv |positiv positiv negativ positiv positiv
vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanC1 yanC1 |vanC1 vanC1 |vanC1

Betrieb 15 |weiblich negativ |positiv negativ positiv [negativ negativ |positiv |positiv |positiv positiv positiv
vanC1 vanC1 vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanC1 |vanA

Betrieb 16 jweiblich negativ |negativ jnegativ jnegativ negativ negativ |negativ jnegativ |negativ jnegativ jnegativ

Betrieb 17 |weiblich negativ |negativ jnegativ jnegativ [negativ negativ |negativ jnegativ |negativ jnegativ jnegativ
Betrieb 18 jweiblich negativ |negativ negativ jnegativ [negativ negativ |negativ jnegativ |negativ jnegativ jnegativ
Betrieb 19 |weiblich positiv positiv |negativ positiv positiv positiv |positiv jnegativ negativ |positiv positiv
vanA  |vanA vanA |vanA |vanA  |vanA vanA |vanA

Betrieb 20 |weiblich negativ |negativ jnegativ jnegativ negativ negativ |negativ jnegativ |negativ jnegativ |positiv
vanA
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5 Diskussion

5.1. Diskussion des Nachweisverfahrens und der Ergebnisse von
MRS bei Mastputen, in Mastputenstallen und bei Personen

Probenentnahme fiir den MRS-Nachweis

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von Mastputen Tracheal- und Kloakentupferproben sowie
Staubproben aus Putenstéllen fir den Nachweis von Methicillin-resistenten Staphylokokken
(MRS) entnommen. Zusatzlich wurden Nasentupferproben von Personen untersucht. Die am
haufigsten beprobte Kérperregion fir den Nachweis von MRSA-Keimen bei Saugetieren ist
die Nasenschleimhaut (EFSA, 2009). Weitere beschriebene Entnahmestellen sind die Haut,
das Perineum und das Rektum (EFSA, 2009). Sowohl beim Tier (Broiler) (Persoons et al.,
2009) als auch beim Menschen (Baker et al., 2010) konnte gezeigt werden, dass MRSA-
Keime mit vergleichbaren Ergebnissen in der Nase und extranasal gefunden werden
konnten. In der Arbeit von Dullweber (2010) erwies sich die Untersuchung von
Trachealtupferproben auf MRSA bei Masth&dhnchen als besonders geeignet.

In Anlehnung an das Zoonose-Monitoring bei Schweinen (EU-Zuchtschweine-Studie) (Anon,
2008a; BfR, 2009) wurden zusatzlich zu den Proben der Tiere, in den Putenstéllen flnf
Staubtupferproben pro Stall entnommen, um einen vergleichenden Uberblick {iber das
Vorkommen von MRSA bei den Tieren und deren Stalleinheit zu erhalten.

Isolierung von MRS

Als Verfahren fir den Nachweis von MRS wurde ein Vorgehen ausgewahlt, das einerseits
eine hohe Sensitivitait gewaéhrleistet und andererseits den Vergleich mit bereits
durchgefiihrten Studien erméglicht. Die Untersuchungen der Tracheal-, Kloaken-, Staub- und
Humanproben auf MRS wurden deshalb gemaB den Angaben des Bundesinstituts fir
Risikobewertung, die im Rahmen des Zoonose-Monitorings bei Schweinen erstellt worden
sind, durchgefihrt (Anon, 2008a; BfR, 2009). Dieses Verfahren kombiniert eine
Voranreicherung fir Staphylokokken in einem nicht selektiven Medium mit anschlieBender
Anreicherung fir MRS-Keimen in einem mit Antibiotikum supplementierten selektiven
Medium und abschlieBender Kultivierung auf einer selektiven chromogenen Agarplatte, die
eine vorlaufige Identifizierung von MRS-Keimen ermdéglicht. Die Anwendung dieser
standardisierten Methode hat sich sowohl fir den Nachweis von MRS-Keimen in
Umgebungsproben in Putenstéllen als auch fir Proben direkt von Puten (Kloaken- und
Tracheltupfer) bewahrt, wie die hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse der Tier- und

Umweltproben zeigt.
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Neben der Empfehlung der EFSA (EFSA, 2009) und des BfR (Anon, 2008a; BfR, 2009)
kommen auch andere Autoren zu dem Schluss, dass diese Methode fir den MRSA
Nachweis am besten geeignet ist. So stellen Graveland et al. (2009) und Dullweber (2010)
fest, dass ein Verfahren mit einer Voranreicherung bestehend aus einer Muller-Hinton-
Bouillon mit Zusatz von 6,5% NaCl, einer anschlieBenden Anreicherung in einer mit
Antibiotikum supplementierten Bouillon und abschlieBender Kultivierung auf einem MRSA-
Selektivnahrboden zu den besten Ergebnissen flhrt. Auch Otto-Kuhn et al. (2009) konnten
MRSA-Keime mittels Anreicherungsverfahren und Anzucht auf dem MRSA-Ident-Agar der
Firma Heipha nachweisen. Bdcher et al. (2008) halten fest, dass eine Voranreicherung mit
Zusatz von Kochsalz, Aztreonam und Cefoxitin bei einer starken Begleitflora eine hohe

Sensitivitat des Nachweises von MRSA-Keimen erméglicht.

Nachweis des mecA-Resistenzgens von MRS

Der spezifische Nachweis des mecA-Resistenzgens von MRS mit Hilfe von PCR-Verfahren
gilt allgemein als ,Goldstandard“ (Grisold et al., 2002; Loo et al., 2003; Hope et al., 2004;
Walther, 2007; Wellinghausen et al., 2009). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte der
molekularbiologische Nachweis von 317 mecA-Resistenzgen tragenden Isolaten mit Hilfe der
Real-Time PCR unter Verwendung von SYBR Green. Damit wurde ein rasches und wenig
arbeitsaufwendiges Verfahren angewandt. Die erfolgreich durchgefiihrte Validierung dieses
PCR-Verfahrens unter Einbeziehung der Ergebnisse einer Multiplex-PCR (Poulsen et al.,
2003) zeigt, dass diese Real-Time PCR-Technik ein geeignetes Verfahren fiir den Nachweis
des mecA-Resistenzgens darstellt.

Identifizierung von MRS

In der vorliegenden Arbeit wurden von den 317 mecA-positiven Stdmmen unter Verwendung
der Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR) 267 Stdmme als Staphylococcus
aureus (84,2%), 23 Stdmme als Staphylococcus haemolyticus (7,3%), 15 Stdmme als
Staphylococcus saprophyticus (4,7%), sechs Stamme als Staphylococcus epidermidis
(1,9%), vier Stdmme als Staphylococcus hyicus (1,3%) und zwei Stdmme als
Staphylococcus intermedius (0,6%) identifiziert.

Die FT-IR ermdglicht eine zuverlassige, rasche und sichere Alternative zur oft schwierigen
klassischen Identifizierung von Staphylokokken-Spezies (Naumann et al. 1990; Helm et al.,
1991; Kirschner 2004; Horlacher und Rau, 2006; Rau et al., 2009; Kateete et al., 2010).
Zudem wurde die Methode bereits erfolgreich bei der Identifizierung von MRSA-Keimen in
Fleischproben angewendet (Otto-Kuhn et al., 2009).
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Typisierung von MRS

Die mecA-Gen tragenden Isolate wurden molekularbiologisch im Bundesinstitut fir
Risikobewertung mittels spa- (Shopsin et al., 1999), SCCmec-Typisierung (Zhang et al.,
2005) und MLST-Typisierung (Enright et al., 2000) charakterisiert. Ziel dieser drei
molekularbioloischen Typisierungsmethoden war es, Aussagen Uber eine mdgliche
Ubereinstimmung der einzelnen Isolate treffen zu kénnen.

Die niedrigen Kosten, die weniger komplizierten technischen Laborarbeiten im Vergleich zu
anderen Methoden und die Mdglichkeit der Typisierung von NT-MRSA, machen die spa-
Typisierung zu einer einfachen, rasch durchfihrbaren und der derzeit besten
Typisierungsmethode, die in dieser Arbeit bei allen S. aureus-Isolate durchgeilhrt wurde
(Bens et al., 2006; Stommenger et al., 2006; Wewers et al., 2008; EFSA, 2009). Die
unterschiedlichen Typen des mecA-Resistenzgens auf der chromosomalen Staphylokokken
Genkassette (SCCmec) konnten sowohl bei MRSA als auch bei MRSASA mit der SCCmec-
Typisierung abgefragt werden (Katayama et al., 2000; Zhang et al., 2009).

Die MLST Methode wurde in der vorliegenden Arbeit nur bei mindestens einem Isolat jedes
identifizierten spa-Typs eingesetzt, da sie aufgrund der begrenzten Trennschéarfe weniger fur
kurzfristige epidemiologische Analysen nutzlich ist und wegen der notwendigen DNA-
Sequenzierungen von sieben verschiedenen genomischen Loci sehr teuer ist (Cuny et al.,
2010).

Vorkommen von MRSA in den Mastputenbetrieben

Derzeit stehen keine Untersuchungsergebnisse zum Vorkommen von MRSA- und MRS-
Keimen bei Mastputen zur Verflgung, so dass die Ergebnisse dieser Studie erstmals
wichtige Daten liefern. In diesem Umfang nicht erwartet, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit
das haufige Vorkommen von MRSA in Mastputenbestdanden. So konnte zu einem hohen
Anteil von 71,5% der untersuchten Puten in insgesamt 90% der Betriebe MRSA-Keime
nachgewiesen werden. Erzielt wurden diese Ergebnisse durch Untersuchungen von
Kloaken- und Trachealtupferproben, die von insgesamt 200 Mastputen stammen, sowie von
je funf gepoolten Staubtupferproben aus den 20 beprobten Mastputenstallungen.

Fetsch et al. (2009a) und Tenhagen et al. (2009) weisen darauf hin, dass das Vorkommen
von MRSA-Isolaten aus Geflligelbestanden zwar beschrieben worden ist, aber derzeit weder
umfassende Angaben zur Prévalenz von MRSA-Keimen beim Gefllgel, noch zum Anteil
betroffener Bestéande vorhanden sind. Nach Einschatzung der EFSA (EFSA, 2009) wird das
verbreitete Vorkommen des MRSA-Typs ST398 bei Puten in Europa als ,eventuell
auftretend eingestuft. Uber das vereinzelte Vorkommen von MRSA bei Gefliigel liegen
Berichte vor. So beschreiben Nemati et al. (2008), dass zehn MRSA-Isolate (ST398) aus
Nasen- und Kloakentupferproben von Mastelterntieren und Putenbroilern isoliert werden
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konnten. In Belgien konnten ebenfalls aus Nasen- und Kloakentupferproben von Broilern
MRSA-Keime isoliert werden. Betroffen waren acht von 75 untersuchten Tiere (Persoons et
al., 2009). Dullweber (2010) konnte MRSA in deutschen Masthdhnchenbetrieben
nachweisen. Dabei erwiesen sich 70 von 270 Tracheal- und Staubproben (26%) aus 30
Masthahnchenbetrieben als MRSA-positiv. Vereinzelte Nachweise von MRSA bei Puten und
HUhnern gelangen auch Hasman et al. (2010) und Fulhorst et al. (2010).

Dartber hinaus konnte der Nachweis von MRSA aus Huhner- und Putenfleisch gefiihrt
werden (Lee, 2003; Kwon et al., 2006; Otto-Kuhn et al., 2009). Mit 35,3% und 16,0%
positiven Ergebnissen aus Puten- und H&hnchenfleisch, kommen in der Studie von de Boer
et al. (2008) MRSA am haufigsten im Geflugelfleisch vor.

Umfassende Untersuchungen zu MRSA-Keimen wurden hingegen in Schweinebstanden
durchgefiihrt. Auf der Grundlage eines EU-weiten Monitoringprogramms, das mindestens
80% der Zuchtschweinebetriebe erfasste, konnte gezeigt werden, dass in 41,8% der in
Deutschland untersuchten Zuchtschweinebestdnden MRSA-Keime in Staubpoolproben
nachweisbar waren (Anon, 2008a; BfR, 2009). Auch andere Autoren konnten in Deutschland
Nachweishaufigkeiten in Schweinebestanden mit 18%, 45% und 70% positiven Betrieben
ermitteln (Meemken et al., 2008; Kock et al., 2009; Frick, 2010).

Diese Ergebnisse zeigen, dass bei Puten im Vergleich zu Schweinen mit einem vergleichbar
hohen oder sogar noch héheren Vorkommen von MRSA-Keimen in Bestanden zu rechnen
ist.

Vorkommen von MRBSA in verschiedenen Proben

In dieser Arbeit ergab bei allen Betrieben, die als MRSA-positiv eingestuft wurden, auch stets
die Staubtupferprobe einen MRSA-positiven Nachweis. Damit kann eine Vereinfachung des
Nachweises von MRSA-Keimen in Bestdnden bei Puten ebenso wie bereits bei Schweinen
durch die Entnahme von Staubtupferproben erreicht werden. Auch Dullweber (2010) konnte
in ihrer Arbeit bei deutschen Masthdhnchen feststellen, dass sich Einzelstaubproben,
besonders von der Tierwaage, fiir die Abschatzung der Herdenpravalenz eignen. Uber eine
erfolgreiche Anwendung von Staubtupferproben in Tierbestdnden berichten ebenso
Meemken und Blaha (2009) fir Schweine- und Spohr et al. (2010) fir Rinderbestande. Die
Entnahme von Staubtupferproben stellt somit in Tierbestdénden die Methode der Wahl fur
Monitoringuntersuchungen dar (EFSA, 2009).

Von den 143 MRSA-positiven Tieren der vorliegenden Studie erwiesen sich 84 Tiere sowohl
in der Trachealtupferprobe als auch in der Kloakentupferprobe (58,7%), 45 Tiere nur in der
Tracheltupferprobe (31,5%) und 14 Tiere nur in der Kloakentupferprobe (9,8%) als MRSA-
positiv. Somit konnten von den MRSA-positiven Tieren 90,2% der Tiere Uber eine alleinige
Trachealtupferprobenentnahme als MRSA-positiv identifiziert werden. Dies ermdglicht beim
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Einzeltier den Nachweis von MRSA durch die ausschlieBliche Untersuchung einer
Trachealtupferprobe.

Persoons et al. (2009) stellten dagegen fest, dass MRSA in gleicher Anzahl in Proben von
Nasenléchern und Kloaken bei Broilern gefunden werden kann. Im EFSA-Bericht zu MRSA
(EFSA, 2009) wird auf vergleichende Studien eingegangen, bei denen durch zwei oder
mehrere von verschiedenen Kérperregionen bei Tieren entnommen Proben keine
abschlieBende Aussage Uber eine gleichwertige Sensitivitit des MRSA-Nachweises

gemacht werden kann.

Beeinflussung der Tiergesundheit durch MRSA

Die Bedeutung von MRS-Keimen als Krankheitserreger in den untersuchten
Putenmastbetrieben ist vernachlassigbar. So fielen in dem gesamten Zeitraum der
Untersuchungen keine durch MRS bedingten klinischen Erscheinungen auf. Darlber hinaus
wurden keine Abweichungen der Leistungsdaten (Mortalidtsrate, Durchschnittsgewicht,
Futterverwertung) festgestellt. Die wichtigste KenngréBe, die Mortalitat, lag bei den
Mastputenhdhnen im Durchschnitt bei 10% und bei den Mastputenhennen bei 3,9%. Nach
Angaben von Petermann (2006) zeigen ,gute“ Mastdurchgange durchschnittliche Verluste
von 4-6% in der Hennen- und 8-10% in der Hahnenmast.

Uber das Vorkommen von MRSA-Keimen bei gesunden Schweinen, Kélbern und Gefliigel
liegen Berichte zahlreicher Autoren vor (Huijsdens et al., 2006; Nemati et al., 2008; Khanna
et al., 2008; Lewis et al., 2008; Pomba et al., 2009; Frick, 2010; Hasman et al., 2010; Spohr
et al., 2010). Nach Fetsch et al. (2009a) und Tenhagen et al. (2008) treten solche
sogenannten livestock-associated MRSA-Keime (LA-MRSA) bei Nutztieren weitgehend ohne
klinische Erscheinungen auf. Fulhorst et al. (2010) und Popp (persénliche Mitteilung, 2010)
schildern allerdings Einzelfélle von MRSA-Infektionen bei klinisch kranken Puten. Auch van
Duijkeren et al. (2007) und Blaha et al. (2008) berichten von MRSA-Keimen, die aus
pathologisch-anatomischen Veréanderungen der Haut, der Gelenke, der serésen Haute, des
Perikards und des ZNS von Schweinen stammen. Zudem gelang der Nachweis von MRSA
bei Kihen mit Mastitiden und bei Pferden aus relevanten Infektlokalisationen (Devriese et al.,
1972; Cuny et al., 2006; Cuny, 2008; Cuny et al., 2009; Spohr et al., 2010).
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Mdgliche Grinde fiir die MRSA Belastung
Die Grinde fir die hohe MRSA-Pravalenz in den untersuchten Mastputenbestanden kénnen

im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden und missen Gegenstand weiterfihrender
Untersuchungen sein. Ein méglicher Grund kdnnte der Zukauf MRSA-positiver Kiiken sein.
S. aureus-Infektionen treten beim Wirtschaftsgefligel bereits in Embryonen auf, mit der
Folge erhéhter Embryosterblichkeit, sowie von Nabel- und Dottersackentziindungen. So ist
neben der horizontalen Ubertragung von Staphylokokken bei Gefliigel auch deren vertikale
Ubertragung nachgewiesen (Hummel und Witte, 1978; Hafez und Jodas, 1997; Aarestrup et
al., 1999; Selbitz, 2007).

Dariiber hinaus kann eine Ubertragung von Staphylokokken durch belebte und unbelebte
Vektoren erfolgen (Hafez und Jodas, 1997; Selbitz, 2007).

Weitere MRSA-Quellen sind aufgrund der hohen Tenazitdt von S. aureus im Staub oder
nach einem Mastdurchgang in Staubresten zu suchen (Gerlach, 2000; EFSA, 2009). So
bringt Dullweber (2010) die vorgefundenen groBen Unterschiede in der MRSA-HAaufigkeit bei
verschiedenen Masthdhnchenbetrieben mit deutlichen Unterschieden im Reinigungs- und
Desinfektions-Managment in Zusammenhang. Zu der Fragestellung der Umweltbelastung
mit Staphylokokken konnten Chapin et al. (2005) bei einer Luftmessung in einem leeren
Schweinestall hochresistente KNS nachweisen, die fir eine Kolonisierung der neu
eingestallten Tiere verantwortlich sein kénnten. Auch Kontaminationsquellen auBerhalb der
Putenstallungen wie Haus- (Schweine) oder Wildtiere (Végel oder Nagetiere) missen in
Betracht gezogen werden. So diskutieren Spohr et al. (2010) die Ubertragung von MRSA-
Keimen von Schweinen auf Milchklhe, die auf dem selben Betrieb gehalten werden.

Unklar ist der Einfluss von Antibiotikabehandlungen auf das Vorkommen von MRSA-Keimen
bei Tieren. In den fir diese Arbeit untersuchten Betrieben wurden Antibiotika wie
Enrofloxacin, Benzylpenicillin, Amoxicillin, Colistin, Oxytetracyclin, Neomycin und Tiamulin
zur Behandlung von bakteriellbedingten Erkrankungen in unterschiedlichen Umfang
eingesetzt. Es konnte jedoch nicht abschlieBend festgestellt werden, ob hier ein
Zusammenhang zwischen dem Einsatz von Antibiotika und dem Auftreten von MRSA vorlag.
So wurden auch in den zwei MRSA-negativen Betrieben wéhrend des beprobten
Mastdurchgangs Antibiotika eingesetzt.

Auch Meemken und Blaha (2009) kénnen aufgrund ihrer Untersuchungen nicht abschlieBend
klaren, ob das Vorkommen von MRSA bei Schweinen als Folge haufiger Antibiotikagaben
und einem dadurch bedingten Selektionsdruck entsteht, oder ob das Zirkulieren von
Stdmmen einer klonalen Linie mit erworbener Multiresistenz vorherrscht. Nach Angaben von
Tenhagen et al. (2009) ist der Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von MRSA und
dem Einsatz von antimikrobiellen Substanzen in der Tiermedizin umstritten, wahrend diese

Wechselwirkung in der Humanmedizin als gesichert gilt. Dennoch kann der Einsatz
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antibiotischer Medikation zur Selektion auf natirliche Weise entstandener resistenter
Varianten fihren (Gonzales et al., 1997; Kayser, 1998; Pulz, 2009). Hinweis darauf gibt der
Nachweis eines erhéhten Risikos des Vorkommens von MRSA-Keimen in
Schweinebetrieben mit routinemaBigem Einsatz von Antibiotika im Vergleich zu Betrieben
mit restriktiver Antibiotikaverabreichung (de Neeling et al., 2007; van Duijkeren et al., 2007,
2008). Auch Persoons et al. (2009) fihren das Freisein von MRSA bei Legehennen im
Vergleich zu den Broilern auf den geringen Antibiotikaeinsatz in der Legehennenhaltung
zurlick. Generell birgt der Einsatz von Antibiotika bei Tieren, die der Lebensmittelgewinnung
dienen, die Gefahr einer zunehmenden Entwicklung, Selektion und Verbreitung von
resistenten S. aureus- Klonen, die sich einem breiten Spekirum 6kologischen Nischen als
Reservoir anpassen kénnen (EFSA, 2009). Einen VorstoB3 eingeschrénkter Anwendung von
Antibiotika zur Verhinderung von Resistenzentwicklungen ist in Danemark durch einen auf
zwei Jahre befristeten Verzicht der Anwendung von Cephalosporinen bei Nutztieren gemacht
worden (AHO, 2010).

Vorkommen von MRSASA in den Mastputenbetrieben
Zusétzlich zu MRSA-Keimen traten in elf Betrieben auch MRSASA-Keime (Methicillin-
resistente Staphylokokken ausgenommen S. aureus) auf. In zehn Betrieben traten MRSASA

jeweils nur bei den Tieren auf. In einem der Betriebe handelte es sich um MRSASA-Keime,
die sowohl in der Staubtupfer- als auch in der Trachealtupferprobe einer Pute zu finden
waren. In diesen elf MRSASA-positiven Betrieben erwiesen sich 36 Puten als Trager von
MRSASA (18%). Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Mastputen nicht nur
erheblich mit MRSA, sondern auch, wenn auch deutlich geringer, mit MRSASA-Keimen
belastet sind.

Angaben Uber das allgemeine Vorkommen von MRSASA bei Geflligel gibt es insgesamt nur
sehr wenige. Zum Vorkommen von Staphylokokken-Isolaten aus klinischen Proben von
Puten und von Impfausriistungen liegen Ergebnisse von Cortez de Jackel et al. (2006) vor.
Diese Autoren konnten 130 Staphylokokken-Isolate gewinnen, von denen sich 74 als KNS-
Isolate erwiesen und 11,8% (n = 4) das mecA-Gen trugen.

Untersuchungen mit vergleichbarem Probenmaterial wie in der vorliegenden Arbeit, wurden
bei Hihnern von Kawano et al. (1996) durchgefiihrt. Die Autoren erzielten Nachweisraten
von MRKNS in drei Stallungen eines Betriebs in Japan, die abh&ngig vom untersuchten Stall
von 2,2% Uber 8,6% bis zu 100% reichten. Untersucht wurden dazu Haut- und
Nasentupferproben von 280 Tieren. PCR Untersuchungen auf das Vorhandensein des
mecA-Gen erfolgte nur bei finf der als MRKNS angesprochenen Isolate, die allerdings alle
positive Ergebnisse lieferten. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte die Nachweisrate von
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MRSASA bei den Puten eine weite Spanne, die von 0% bis 80% positiven Tieren pro Betrieb
reichte.

Ebenso finden sich flir andere Tierarten nur vereinzelte Angaben Uber den Nachweis von
MRSASA-Keimen. So konnten MRSASA auch bei Schweinen, Pferden, Kiihen, Hunden und
Katzen nachgewiesen werden (Lilenbaum et al., 1998; Guardabassi et al., 2003; Schwarz et
al., 2008; Spohr et al., 2010).

MRKNS kdnnen bei Tier und Mensch fir klinische Infektionen verantwortlich sein
(Guardabassi et al., 2003; Cortez de Jackel et al., 2006; Schwarz et al., 2008). Dariber
hinaus geht von MRKNS-Keimen eine potenzielle Gefahr der Ubertragung des mecA-Gens
auf Staphylokokken aus. Nach Enright et al. (2002) findet ein horizontaler Transfer von mec-
Genen innerhalb von S. aureus relativ haufig statt. Hiramatsu et al. (2001) und Wu et al.
(1996) sehen sogar den Ursprung des mecA-Gens in Koagulase-negativen Staphylokokken.

Vorkommen von MRSA und MRSASA bei den untersuchten Personen

Von den 59 im Rahmen dieser Arbeit mittels Nasentupferproben untersuchten Personen
erwiesen sich 22 (37,3%) als Trager von MRSA und acht Personen (13,5%) als Trager von
MRSASA. Betrachtet man den Nachweis von MRSA unter Berlicksichtigung der Frequenz
des Aufenthaltes in den Putenstallungen, so war die Chance (Verhaltnis der
Wahrscheinlichkeit, dass ein Ereignis eintritt zur Wahrscheinlichkeit, dass das Ereignis nicht
eintritt) (Bender und Lange, 2007) der Besiedlung mit MRSA bei Personen, die sich
regelmaBig in Putenstallen aufhielten, im Vergleich zu Personen, die sich nur selten oder nie
in Putenstéllen aufheilten, deutlich erhdéht (OR = 3,43). Die Ergebnisse decken sich mit
denen aus Untersuchungen von Personen, deren MRSA-Nachweisrate mit dem Kontakt zu
Schweinen positiv korrelierte.

So wiesen Personen, die mit Schweinen Kontakt hatten und MRSA-Pravalenzraten von 20%
bis nahezu 40% auf und zeigen das erhdhte Risko einer MRSA-Besiedlung beim Menschen
im Zusammenhang mit MRSA-tragenden Tieren (Khanna et al., 2008; Meemken et al., 2008;
Frick, 2010). Aber nicht nur Schweine kommen als MRSA-Quelle fir Personen mit
Tierkontakt in Frage, sondern auch Pferde (Weese et al., 2005; Cuny et al., 2006; Cuny,
2008; Walther et al., 2009) und Kuhe (Hummel und Witte, 1979; Kaszanyitzky et al., 2007;
Spohr et al., 2010).

Nicht nur Landwirte und deren Familien, sondern auch Tierarzte, Personen, die anderweitig
in der Tierproduktion tatig sind und dabei direkten Kontakt zu Tieren haben, sowie
Schlachthofpersonal mussen als Risikogruppe in Hinblick auf Besiedlungen und Infektionen
mit MRSA eingestuft werden (Tenhagen et al., 2008; Fetsch et al., 2009a; EFSA, 2009). In
einer Studie von Meemken et al. (2008) konnte bei Tierarzten in der Schweinepraxis mit 36%
deutlich héhere Nachweisraten an MRSA ST398 erzielt werden als mit 14% bei Personen
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mit weniger hdufigem Kontakt (Personen der amtlichen Fleischuntersuchung). Diese
Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungsergebnissen der vorliegenden Studie, bei der
die MRSA-Besiedlung auf einen regelmaBigen Kontakt zu MRSA-tragenden Nutztieren
zurlickzufihren ist. Andere Risikofaktoren wie Antibiotikabehandlung,
Krankenhausaufenthalt oder eine Keimibetragung von Mensch zu Mensch spielen hierbei
keine oder nur eine untergeordnete Rolle (Tenhagen et al., 2008; Cuny et al., 2010).
Tenhagen et al. (2008) weisen auf das Risiko einer Besiedlung mit MRSA-Keimen fir
Personen mit direktem Tierkontakt hin, welches mit steigender MRSA-Pravalenz in der
Tierpopulation zunimmt. Somit muss auch bei Puten aufgrund des Zusammenhangs
zwischen einer hohen Nachweisrate von MRSA in 90% der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersuchten Mastputenbetrieben und einer hohen Besiedlungsrate von 37,3% der zu
diesen Betrieben assoziierten Personen der Kontakt zu Mastputen als ein bedeutender
Risikofaktor fiir eine Besiedlung des Menschen mit MRSA Keimen beurteilt werden. Als
Vergleich hierzu kénnen Untersuchungen bei der gesunden Normalbevdlkerung dienen, die
mit 1,3% bis 2% nachweislich deutlich niedrigere Pravalenzraten fir MRSA aufweisen
(Salgado et al., 2003; Kenner, 2003).

Wenngleich sich in der vorliegenden Arbeit alle MRSA-tragenden Personen als symptomlose
Trager erwiesen, besteht abhangig von der Virulenz der MRSA-Stamme fir den Menschen
insbesondere nach Gewebeverletzungen die Gefahr von Infektionen mit schweren lokal
begrenzten, aber auch systemischen (Sepsis) fatalen Verlaufen (Cuny et al., 2009). Auch bei
Tieren sind MRSA-Infektionen mit eitrigen Entziindungen und klinischen Symptomen
beschrieben (Van Duijkeren et al., 2007; Blaha et al., 2008; Fulhorst et al., 2010; Popp, 2010
persénliche Mitteilung). Hierbei stellt eine Kolonisation mit MRSA-Keimen das gréBte Risiko
fir eine Infektion dar (EFSA, 2009). Es sei an dieser Stelle deutlich darauf hingewiesen,
dass MRSA-Keime aufgrund zahlreicher Virulenzfaktoren (Selbitz, 2007) und, wie aktuelle
Untersuchungen zeigen, vermutlich auch genetischer Dispositionen (Ahn et al., 2010) in
Verbindung mit einer stark reduzierten antibiotischen Therapierbarkeit fatale
Infektionsverlaufe vorgeben kénnen. Diese Erkenntnisse unterstreichen die Forderung,
Personen, die Kontakt zu Tieren mit nachweislich hohen MRSA-Besiedlungsraten haben,
vorsorglich vor einem Krankenhausaufenthalt auf MRSA zu testen und entsprechend zu
behandeln (Cuny, 2008).

Verteilung der spa-, SCCmec und MLST-Typen bei den MRS-Isolaten

Ziel molekularbiologiescher spa-, SCCmec- und MLST-Typisierungen war es, Aussagen
iber eine mégliche Ubereinstimmung der einzelnen MRSA-Isolate von Tieren, Staub und
Personen treffen zu kdnnen. Unter den 267 MRSA-Isolaten konnte am haufigsten mit einem
Anteil von 83,9% der spa-Typ t011 nachgewiesen werden. Weitere spa-Typen wie 1002 und
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t1456 stellen mit Anteilen von 6-8% sowie die spa-Typen t034 und t2330 mit einem
Vorkommen von maximal 1% einen vergleichsweise geringen Anteil der detektierten spa-
Typen dar. Bei sieben Isolaten konnte der Sequenztyp ST398 (spa-Typen t011, t034, 11456
und t2330) und bei einem lIsolat aus einer Trachealtupferprobe der Sequenztyp ST1791
(spa-Typ t002) bestimmt werden. Auch andere Autoren konnten den Sequenztyp ST398 mit
den spa-Typen t011, t034 und t1456 bei Geflligelproben nachweisen (Nemati et al., 2008;
Perssons et al., 2009; Dullweber, 2010; Fetsch et al., 2010). Der spa-Typ t002 konnte
allerdings bisher nur in Kombination mit dem Sequenztyp ST005 bei Geflligel isloiert werden
(Hasman et al.,, 2010; Fetsch et al., 2010) und kommt zudem als sogenannter ,Rhein-
Hessen“-Epidemiestamm als zweithdaufigster haMRSA-Stamm in Deutschland vor
(Epidemiologisches Bulletin, 2009). Auch der spa-Typ t2330 konnte bisher nicht in Proben
von Puten, jedoch in Proben von Schweinen isoliert werden (Van den Broek et al., 2008).
Zudem werden auch bei Schweinen und deren Kontaktpersonen liberwiegend die spa-Typen
t011 und t034 mit dem dazugehdrigen Sequenztyp ST398 nachgewiesen (De Neelling, 2007;
Khanna et al., 2008; Anon, 2008a; BfR, 2009; Kéck et al., 2009; Frick, 2010).

Bei den SCCmec-Typen der MRSA-Isolate kam mit 54,7% der Typ V am haufigsten vor,
gefolgt vom SCCmec-Typ IVa mit 31,1%. Ebenfalls beschrieben wird das Vorkommen der
SCCmec-Typen V und IVa aus Proben von Gefliigel und Gefligelfleisch (Nemati et al., 2008;
Festch et al., 2009b; Dullweber, 2010). Der SCCmec-Typ Il konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht bei MRSA-, jedoch bei MRSASA-Isolaten nachgewiesen werden. Andere
Autoren dagegen konnten auch den SCCmec-Typ Il bei MRSA-Isolaten von Gefligel
isolieren (Lee et al., 2003; Kwon et al., 2006; Nemati et al., 2008).

Ein Hinweis auf eine horizontale Ubertragung der MRSA-Isolate zwischen dem Stallstaub
und den Puten gibt der Vergleich der Ergebnisse der spa- und SCCmec-Typkombinationen
der MRSA-Isolate, die von Tieren gewonnen worden sind, mit denen der Stauproben. Dabei
zeigt sich eine Ubereinstimmung von 88,2% (15 von 17 Betrieben). Auffallend ist, dass die
Vielfalt unterschiedlicher Typen im Gegensatz zu einem generellen Vorkommen von MRSA-
Keimen in einem Bestand nur durch die Beprobung von Einzeltieren und nicht mittels
ausschlieBlicher Staubpoolprobenentnahme erfasst werden kann.

Bei den beprobten Personen konnte in der vorliegenden Arbeit Uberwiegend der spa-Typ
t011, jedoch in jeweils nur einem Fall die spa-Typen t1456 und t034 nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse spiegeln zum einen das dominante Vorkommen des Typs t011 in den
Putenmaststallen wider und decken sich mit Ergebnissen anderer Studien, in denen bei
Personen mit Kontakt zu landwirtschaftlichen Nutztieren ebenfalls der Nachweis der spa-
Typen t011 und t034 gelang, die als livestock-associated MRSA (laMRSA) bezeichnet und
dem Sequenztyp ST398 zugeordnet werden (Khanna et al., 2008; Cuny et al., 2008; Frick,
2010). Der als typischer ,Gefligel-spa-Typ“ angesehene und bislang noch nicht beim
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Menschen isolierte Typ 11456 (Perssons et al., 2009) wurde in dieser Studie erstmals bei
einer Person isoliert, allerdings nicht in den Tier- und Staubproben des betreuten Betriebs.
Insgesamt lasst die hohe Ubereinstimmung von spa- und SCCmec-Typkombinationen bei
Puten- und/oder Staub- sowie Personentupferproben (acht von zehn Betrieben) auf eine
wechselseitige Ubertragung von MRSA-Keimen schlieBen und betont somit das zoonotische
Potential von laMRSA-Keimen, nicht nur der bisher untersuchten landwirtschaftlichen Tiere
(Khanna et al., 2008; Kéck et al. 2009; Frick, 2010; Spohr et al., 2010), sondern auch der
von Puten stammenden MRSA-Keime.
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5.2 Diskussion des Nachweisverfahrens und der Ergebnisse von
VRE bei Mastputen, in Mastputenstéllen und bei Personen

Nachweisverfahren von VRE

Fir den Nachweis von VRE-Keimen aus Kloakentupferproben von lebenden Puten und
Staubtupferproben aus Putenstallen sowie humanen Nasentupferproben hat sich die von
Ellerbroek et al. (2004) beschriebene Methode bewéhrt, die ein Anreicherungsverfahren mit
anschlieBender Kultivierung auf Selektivagar kombiniert. Dieser Methodik entsprechend
wurde in der vorliegenden Arbeit eine Chromocult®-Enterokokken-Bouillon zur VRE-
Anreicherung und ein mit Vancomycin suplimentierter Kanamycin-Asculin-Azid-Agar
eingesetzt. Abweichend von den Angaben von Ellerbroek et al. (2004) diente aufgrund von
Produktionsumstellungen der Kanamycin-Asculin-Azid-Agar als gleichwertiger Ersatz fiir den
von diesen Autoren verwendeten CATC-Agar.

Eine dem direkten Ausstrich auf Agarmedium vorangestellte Anreicherung wurde gewahlt,
weil das direkte Ausstreichen von Tupferproben auf einem Selektivndhrmedium bei
Untersuchungen von Schweinen und Gefliigel als zu wenig sensitiv beschrieben wurde
(Butaye et al., 1999a, b). Die Supplementierung des Selektivnahrbodens erfolgte mit einer
geringen Konzentration von 6ug/ml Vancomycin, um sowohl den Nachweis von
Enterokokken mit ,low- level-“ (vanC) als auch ,high-level-“ (vanA, vanB) Resistenzgenen zu
ermoglichen (Butaye et al., 1999a, b). Richter (1999) hingegen isolierte bei Mastgefligel nur
shigh-level” vanA-Resistengen tragende VRE Keime mit einer vergleichsweisen hohen
Vancomycin-Konzentration von 50mg/l. In der vorliegenden Arbeit wurden darlber hinaus
die Agarplatten nicht nur einen Tag, sondern zwei Tage bebritet, was nach Angaben von
Butaye et al. (1999a, b) eine signifikant héhere Nachweisempfindlichkeit von VRE-Keimen
ermdglicht. Bisherige Studien erzielten mit der angewandten Methodik bei Untersuchungen
nicht nur von Kloakentupferproben von Gefliigel, sondern auch bei Proben von frisch
geschlachteten Rindern, Schweinen, Gefligel und von Lebensmitteln gute Ergebnisse
(Butaye et al., 1999a, b; Peters, 2003; Ellerbroek et al., 2004).

Die Identifizierung der Enterokokken erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe
biochemischer Parameter nach Angaben von Ruoff et al. (2003) und Ellerbroek et al. (2004).
Die Auswahl von insgesamt sieben Parametern ermdglicht eine sichere Bestimmung der
Gattung Enterococcus.

Eine differenzierte Aussage Uber das Vorliegen von Resistenzgenen bei Enterokokken und
somit das Vorliegen von VRE-Keimen ist nur durch den Nachweis der Resistenzgene
maoglich (Werner et al., 2008a). Der Nachweis der vanA-, vanB1/2/3-, vanC1- und vanC2/3-
Gene konnte schnell und zuverlassig mittels Real-Time PCR unter Verwendung von SYBR
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Green durchgefiihrt werden. Mit Hilfe der DNA-Sequenzierung als Uberpriifung der Real-
Time PCR-Methode konnte gezeigt werden, dass die Resistenzgene vanA, vanB1/2/3,
vanC1 und vanC2/3 zuverlassig detektiert werden konnten. In dieser Arbeit wurden die zuvor
genannten Resistenzgene einbezogen, da diese bei Tier und Mensch als die am hdufigsten
vorkommenden beschrieben worden sind (Richter, 1999; Lemcke und Bilte, 2000; Borgen et
al., 2001; Khan et al., 2002; Lemcke, 2003; Ellerbroek et al., 2004; Seo et al., 2005). Dartber
hinaus erfullt die Real-Time PCR die Anforderung, sowohl zahlreiche Resitenzgene rasch mit
wenig Arbeitsaufwand detektieren zu kdnnen, als auch fir Untersuchungen groBer
Probenzahlen anwendbar zu sein. So war es im Gegensatz zu anderen Studien mdglich
(Richter, 1999; Butaye et al. 1999a, b), sich nicht auf den Nachweis nur weniger
Resistenzgene beschranken und nicht ausschlieBlich aufgrund des Wachstums auf
Selektivagar auf VRE-Keime schlieBen zu missen.

Vorkommen von VRE in den Mastputenbetrieben

Von 200 beprobten Puten aus 20 Betrieben erwiesen sich 54 Tiere als VRE-positiv (27%)
und 146 als VRE-negativ (73%). Damit waren 75% der untersuchten Putenmastbetriebe mit
mindestens einem VRE-positiven Ergebnis betroffen (Proben von Puten oder Staub).

Auch andere Studien erzielten vergleichbare Ergebnisse und belegen Ubereinstimmend,
dass VRE-Keime in der Gefliigelmast sehr weit verbreitet sind (Richter, 1999; Butaye et al.,
1999a, b; Borgen et al., 2001). So konnte beispielsweise Richter (1999) in Ihrer Arbeit in
insgesamt elf Masthahnchenherden, die auf 6kologischen und konventionellen Betrieben
standen, VRE-Keime nachweisen. Von insgesamt 223 an unterschiedlichen Lokalisationen
im Stall, beim Transport, im Schlachthof und von Tieren entnommenen Proben ergaben 134
positive Ergebnisse (60,1%). In Belgien konnten mittels Kloakentupferproben festgestellt
werden, dass junge Broiler im Alter von zwei und funf Wochen zu 95%, gleichaltrige junge
Legehennenkiken hingegen nur zu 12,5% mit VRE-Keimen besiedelt waren. Bei tber zehn
Wochen alten Legehennen waren VRE-Keime sogar nicht mehr nachweisbar (Butaye et al.,
1999). Im Rahmen einer norwegischen Studie wird mit 81% Uber ebenfalls hohe VRE-
Nachweisraten bei Schlachtkérpern von Broilern und Puten (n = 100) und mit 18% bei
Schlachtkérpern von Legehennen (n = 50) berichtet. Jeder Schlachtkérper stammte von
einem anderen Betrieb, so dass insgesamt 150 verschiedene Betriebe beprobt werden
konnten. Hierbei erwiesen sich 81% der Betriebe als positiv (Borgen et al., 2001).

Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in Hinblick auf die
Intraherdenpravalenz von VRE, ergeben sich sehr unterschiedliche Werte. So konnte im
Durchschnitt bei 4,9 Puten pro Herde VRE-Keime isoliert werden, wobei bei der Halfte der
Herden sechs bis neun Puten und bei der anderen Hélfte nur ein bis drei Tiere VRE-positiv

waren. Zu einer ebenso groBen Varianz der Intraherdenpravalenz gelangt eine andere
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Studie, bei der frische Caecumproben bei 60 Broilern aus drei Betrieben am Schlachthof
entnommen und auf VRE untersucht wurden. Im Betrieb A waren im Durchschnitt 70% der
untersuchten Tiere, im Betrieb B 55% und im Betrieb C 0% der Tiere VRE-positiv (Nilsson et
al., 2009). Anhand dieser Ergebnisse verwundert es nicht, dass das Vorkommen von VRE
bei Gefllgelfleisch eine genauso groBe Rolle wie bei lebenden Tieren spielt (Lemcke, 2003;
Ellerbroek et al., 2004).

Der Untersuchung von Staubtupferproben kommt in der vorliegenden Arbeit besondere
Bedeutung zu, da bei 93,3% der VRE-positiven Betriebe diese VRE-positive Ergebnisse
erzielten. Auch in anderen Studien konnte der Nachweis von VRE-Keimen bei
Masthahnchen mit hoher Sicherheit durch Proben aus der Umgebung der Tiere im Stall
(Sockentupfer vom Boden, Tupfer von den Zu- und Ablufteinrichtungen, Tupfer von den
Wasser- und Futterleitungen) gefuhrt werden (Richter, 1999; Nilsson et al., 2009).

Aufgrund  dieser  Ergebnisse  kénnen  fur  umfangreiche  Screening-  und
Monitoringuntersuchungen zum Vorkommen von VRE-Keimen bei Mastputen gepoolte
Staubproben, vergleichbar dem Nachweis von MRSA-Keimen, als Mittel der Wahl
angesehen werden.

Die Bedeutung von VRE-Keimen als Krankheitserreger in den untersuchten
Putenmastbetrieben ist, ebenso wie bei MRSA, vernachlédssigbar. In dem gesamten
Zeitraum der Untersuchungen fielen keine durch VRE-bedingte klinischen Erscheinungen bei
den Mastputen auf. Zudem erwiesen die wichtigsten Leitungsdaten (Mortaliatsrate,
Durchschnittsgewicht, Futterverwertung) Normalwerte auf.
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Mdgliche Griinde fir die VRE Belastung
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in Putenbestdnden mit einem

erheblichen Vorkommen von VRE-Keimen zu rechnen ist. Auf der Grundlage dieser
wichtigen Erkenntnis muss es Ziel weiterfiihrender Untersuchungen sein, die Griinde hierfr
zu eruieren. In der Literatur werden mehrere Grinde flr einen VRE-Eintrag und eine hohe
VRE-Belastung beim Gefllgel diskutiert. Neben dem Verbleib von VRE Keimen im Stall trotz
Leerung und Reinigung der Stallungen erschwert das Vorkommen wund die
Uberlebensfahigkeit von VRE-Keimen iber Wochen und Monate in der Umwelt deren
Elimination (Simon et al., 2004; Chapin et al., 2005; Nilsson et al., 2009).

Des Weiteren sind fur die Verbreitung von VRE in Mastputenbestédnden mit diesen Keimen
belastete Bruteier in Betracht zu ziehen (Richter, 1999). Auch belebte und unbelebte
Vektoren sollten als sekundér kontaminierende Faktoren nicht auBer Acht gelassen werden.
Nicht nur kontaminiertes Futter, Trinkwasser und Nagetiere (Hafez und Jodas, 1997),
sondern auch Arbeitsgerate und Stallinventar (Richter, 1999) kénnen als Vektoren von
Enterokokken in Frage kommen.

Als weitere Ursache fir die hohe VRE-Pravalenz in den untersuchten Mastputenherden ist
der Selektionsdruck durch den Einsatz von Antibiotika anzusehen. So standen alle im
Rahmen dieser Studie untersuchten Mastputen wahrend ihrer Mast mindestens einmal unter
Antibiotikatherapie. Fur die Therapie von bakteriell bedingten Erkrankungen kamen hierfir
Antibiotika wie Enrofloxacin, Benzylpenicillin, Amoxicillin, Colistin, Oxytetracyclin, Neomycin
und Tiamulin zum Einsatz. Da aber auch die VRE-negativen Betriebe wahrend des
beprobten Mastdurchgang mindestens einmal eine Antibiotikatherapie durchfiihrten, kann
nicht abschlieBend festgestellt werden, ob es einen Zusammenhang zwischen dem Einsatz
von Antibiotika und dem Auftretten von VRE gibt.

Es ist bekannt, dass Antibiotika Mutationen, die zur Resistenzbildung eines Isolates fuhren,
nicht auslésen, sondern bereits vorhandene oder spontan aufgetretene resistente Bakterien
selektieren (Simon et al., 2004). So wird der héhere Anteil VRE-positiver Proben aus der
konventionellen Gefligelmast im Vergleich zu Proben aus kleinbduerlichen, 6kologischen
Haltungsformen auf den Einsatz von Antibiotika zu therapeutischen und prophylaktischen
Zwecken zurlckgefuhrt (Richter, 1999; Lemcke, 2003). Besonders in den Blickwinkel der
Resistenzproblematik bei VRE ist der Einsatz des Antibiotikums Avoparcin geraten, das bis
1995 als Leistungsfoérderer in der Tiermast Anwendung fand. Avoparcin steht im Verdacht,
zur Entwicklung von Kreuzresistenzen bei Enterokokken gegen die derzeit in der
Humanmedizin angewendeten Glykopeptid-Antibiotika Vancomycin und Teicoplanin gefihrt
zu haben. Tierbestdnde gelten deswegen als potenzielles Reservoir fir Glykopeptid-
resistente Enterokokken (Klare et al., 1995a, b; Bager et al., 1997). Untersuchungen im Jahr
1996 haben gezeigt, dass sich das Verbot von Avoparcin noch nicht nachhaltig auf eine
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Reduzierung des Vorkommens von VRE-Stdmmen ausgewirkt hat. So konnten Lemcke
(2003) und Richter (1999) auch noch Jahre nach dem Verbot von Avoparcin als
Futtermittelzusatzstoff in Deutschland VRE-Keime bei lebendem Gefligel sowie in
Schweine- und Gefllgelfleisch nachweisen. Selbst in kleinbduerlichen, 6kologischen
Betrieben, die kein Avoparcin einsetzten, konnten VRE-Keime isoliert werden (Richter,
1999). Eine spatere, im Jahr 2003 durchgefiihrte Studie, die bei Rindern und Schweinen und
von diesen Tierarten gewonnenen Lebensmitteln durchgefiihrt worden ist, ergab hingegen
keine Hinweise auf das Vorkommen von Glykopeptid-resistente Enterokokken. AuBerdem
waren bei Mastschweinen Glycopeptidresistenzen nur in einem geringen Umfang von 9%
der untersuchten E. faecium-lsolate (n = 35) nachweisbar. Der Autor bringt diese positive
Entwicklung mit dem Verbot der Anwendung von Avoparcin in Zusammenhang (Peters,
2003).

Ein gegensatzliches Bild zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, die 14 Jahre nach
dem Verbot der Anwendung von Avoparcin VRE in 75% der untersuchten
Mastputenbestande aufdeckt.

Verteilung der einzelnen van-Gene

Das Spektrum nachweisbarer Resistenzgene beschrankt sich in der vorliegenden Studie
ausschlieBlich auf das vanA-Gen (17,6%) und das vanC1-Gen (82,4%) der insgesamt 68
isolierten VRE-Keime. Nicht nachgewiesen werden konnten die in die Untersuchungen
einbezogenen Resistenzgene vanB1/2/3 und vanC2/3. Keines der Enterokokken-lsolate trug
mehrere Resistenzgene gleichzeitig.

Auch in anderen Studien wurden in Geflugelfleischproben und Kotproben von Hihnern und
Puten Enterokokken Uberwiegend mit den Resitenzgenen vanA und vanC1 isoliert. Einige
Autoren konnten jedoch dartber hinaus vereinzelt die Resistenzgene vanC2 und vanC3
isolieren (Lemcke und Bulte, 2000; Borgen et al., 2001; Khan et al., 2002; Lemcke, 2003;
Ellerbroek et al., 2004, Seo et al., 2005). Einen Uberblick Uber das Vorkommen von
Resitenzgenen bei VRE-Keimen geben Untersuchungen von Halshduten und Blinddarmen
frisch geschlachteter Gefligel, Schweine- und Geflugelfleischproben sowie von Umwelt- und
Kotproben von Hihnern und Puten. Hierbei konnte das vanA-Gen bei 17,3% bis 48,1%, das
vanC1-Gen bei 9,0% bis 51,8% und das vanC2-Gen bei 2,1% bis 30,9% der Proben
nachgewiesen werden (Richter, 1999; Borgen et al., 2001; Khan et al., 2002; Lemcke, 2003;
Ellerbroek et al., 2004). Nur ein Isolat aus Schweine- und Gefllgelfleischproben trug
gleichzeitig das vanA- und das vanC1-Gen (Lemcke, 2003). Insgesamt kaum nachweisbar
ist das vanB-Gen. Wahrend Lemcke (2003) das vanB-Gen nicht nachweisen konnten und
Ellerbroek et al. (2004) und Woodford (1995) feststellen, dass vanB-Gen tragende VRE-
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Keime nur bei Humanisolaten vorkommen, gelangen Portillo et al. (2003) der Nachweis
dieses Resistenzgens bei einem Isolat aus einer Schweinekotprobe.

Vorkommen von VRE bei den untersuchten Personen

Obwohl in 14 Betrieben VRE Keime in der Staubprobe nachweisbar waren und 39 Personen
sich regelmaBig im Putenstall aufhielten, konnten bei keiner der 59 beprobten Personen
VRE-Keime in Nasentupferproben isoliert werden. Somit kam es im Gegensatz zu MRSA
trotz starker Exposition gegeniber VRE-kontaminiertem Staub zu keiner Besiedlung der
Nasenschleimhaut und einer Ubertragung von VRE-Keimen {iber Staub auf Personen kommt
kaum Bedeutung zu. In wie weit VRE-tragende Puten als Quelle fir eine Besiedlung von
Menschen in Frage kommen, muss durch weiterfihrende Untersuchungen geklart werden.
Zu bedenken ist jedenfalls, dass die Bedeutung von VRE in der Humanmedizin seit dem
ersten Nachweis 1988 immer mehr zunimmt. So nahmen VRE-Keime im Jahr 2008 in
Deutschland den dritten Platz hinter MRSA und ESBL (extended spectrum B-lactamase
producing Enterobacteriacaeae) der nosokomialen, multiresistenten Infektionserreger ein
(Uttley et al., 1988; Heudorf und Tessman, 2008). In Europa kénnen sogar VRE-Keime bei
gesunden Personen auBerhalb von Krankenhausern isoliert werden (Klare et al., 1995a;
Bates, 1997). In der Humanmedizin werden VRE vor allem in Urin, Wundabstrichen,
Stuhlproben, Bronchialsekreten, Blut und dem Atemtrakt (Sputum) nachgewiesen (Heudorf
und Tessmann, 2008). Als primares Habitat fir VRE beim Menschen gilt der
Gastrointestinaltrakt, besonders der Dickdarm, so dass diese Keime in hohen
Konzentrationen im Stuhl vorkommen und das Umfeld kontaminieren kénnen (Simon et al.,
2004). Dadurch kann es zu Infektionen von Wunden, Besiedlung der Hande, der Haut und
Infektionen aufgrund von Instillationen mittels Sonden sowie GefaB- oder Harnwegskathetern
kommen.

Ob eine Ubertragung von VRE von Tieren auf den Menschen sowohl durch direkten Kontakt
als auch durch tierische Lebensmittel stattfinden kann und somit eine Zoonose vorliegt, wird
insgesamt in der Literatur sehr unterschiedlich diskutiert. Nach Ellerbroek et al. (2004) kann
generell eine Ubertragung resistenter Mikroorganismen von Tieren auf den Menschen
sowohl durch direkten Kontakt als auch durch tierische Lebensmittel stattfinden. Vor allem in
der Humanmedizin geht man davon aus, dass VRE in Europa dber kontaminierte
Lebensmittel tierischen Ursprungs auf den Menschen Ubertragen wurde und somit den Weg
in Krankenhauser gefunden hat (Klare et al., 1995 a, b; Bager et al., 1997; Simon et al.,
2004). Nach Angaben von Cetinkaya et al. (2000) ist aber noch kein schlissiger Beweis flr
eine Ubertragung von VRE Uber tierische Lebensmittel auf den Menschen gefiihrt worden,
obwohl in der Literatur Studien zum Nachweis von VRE in Fleisch zu finden sind (Lemcke,
2003; Ellerbroek et al., 2004). Unklar stellt sich die Situation auch deshalb dar, da einerseits
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sehr dhnliche VRE-Stamme sowohl bei Geflliigel und Schweinen als auch bei deren Haltern
und aus dem humanmedizinisch-klinischen Bereich gefunden worden sind (Stobberingh et
al., 1999; Descheemaeker et al., 1999; Simonsen et al., 1998; Johnsen et al., 2005),
andererseits aber VRE-Isolate aus der Tierhaltung und von Lebensmitteln tierischen
Ursprungs deutlich von VRE-Isolaten aus dem humanmedizinisch-klinischen Bereich
abgrenzbar sind (Descheemaeker et al., 1997, 1999; Lemcke, 2003; Perri et al., 2003; Kolar
et al., 2005; Seo et al., 2005; Kotzamanidis et al., 2009; Sahlstrom et al., 2009). Es ist sehr
schwierig, eine genetisch-epidemiologische Beziehung zwischen Isolaten verschiedenen
Ursprungs herzustellen. Dies zeigen Untersuchungen, bei denen VREF- (Vancomycin-
resistente E. faecium) lsolate von nicht hospitalisierten Patienten und VREF-Isolate von
Schweinen sowie von hospitalisierten Patienten, Kalbern, Katzen und Hunden der gleichen
Genogruppe zugeordnet werden konnten. Dagegen bildeten Hihner- und Puten-Isolate nicht
mit VREF-Humanisolaten eine Genogruppe (Willems et al., 2000; Lemcke, 2003).

Die vorliegende Arbeit zeigt ein haufiges Vorkommen von VRE bei Mastputen und im Staub
der Stallungen. Um Ubertragungswege zu erforschen, sollten im Rahmen von
Folgeuntersuchungen weitere Kérperregionen (Darmtrakt) von stark und wenig exponierten

Personen beprobt werden und humane VRE-Isolate mit denen von Puten verglichen werden.
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6 Schlussfolgerung

MRSA

156

Fir den Nachweis von MRSA bei Puten, Personen und Stallstaub hat sich die bereits
im Rahmen des Zoonose-Monitorings bei Schweinen bewéahrte Methode (Anon,
2008a; BfR, 2009) ebenfalls als erfolgreich erwiesen.

Fir die Bestimmung der Herdenpravalenz von MRSA bei Mastputen hat sich die

Entnahme von Staubproben reprasentativer Lokalisation in den Mastputenstallen und

deren Zusammenfassung zu Poolproben als ein geeignetes Verfahren bewahrt.

Um jedoch einen Uberblick tiber das Vorkommen von MRSA-Typen innerhalb eines

Bestandes zu bekommen, ist die im Vergleich zur Staubprobenentnahme

aufwandigere stichprobenartige Entnahme von Trachealtupferproben notwendig.

Durch diese Studie konnten erstmals umfassende Daten zum Vorkommen von MRSA

bei Mastputen gewonnen werden. Die Nachweisraten fielen hierbei mit 71,5%

positiven Mastputen in 90% der untersuchten Mastputenbetriebe unerwartet hoch

aus.

Das zoonotische Potenzial von MRSA wird in folgenden Ergebnissen deutlich:

— Personen mit Kontakt zu Mastputen erwiesen sich weit haufiger MRSA-positiv als
Personen aus der Normalbevdlkerung.

— Die Chance der Besiedlung mit MRSA ist bei Personen, die sich regelméaBig in
Putenstéllen aufhielten, im Vergleich zu Personen, die sich nur selten oder nie in
Putenstéllen aufheilten, deutlich erhéht (OR = 3,43).

— Bei den beprobten Personen wurden ausschlieBlich und bei den beprobten Puten
Uberwiegend MRSA-Typen isoliert, die dem bereits bekannten Sequenztyp
ST398 livestock-associated MRSA (laMRSA) zugeordnet werden konnten.

Nicht nur Personen mit Kontakt zu Schweinen, sondern auch Personen mit Kontakt

zu Puten sollten vor einem Aufenthalt in einer medizinischen Einrichtung auf eine

Besiedlung mit MRSA getestet werden. Empfehlungen hierzu hat das Robert Koch-

Institut  bereits fir Personen mit Kontakt zu Schweinen veréffentlicht

(Epidemiologisches Bulletin, 2008).



VRE

Far die Bestimmung der Herdenpravalenz von VRE bei Mastputen hat sich, wie auch
fur MRSA, die Entnahme von Staubproben reprasentativer Lokalisation in den
Mastputenstéllen und deren Zusammenfassung zu Poolproben als ein geeignetes
Verfahren herausgestellt.

Mit 27% positiven Mastputen in 75% der untersuchten Betriebe konnte ein haufiges
Vorkommen von VRE festgestellt werden, dessen Ursache nach wie vor noch nicht
geklart ist.

Die Dominanz der in dieser Arbeit nachgewiesenen Resistenzgene vanA und vanC1
entspricht den in der Literatur beschriebenen Daten. Nicht nachgewiesen werden
konnten die Resistenzgene vanB1/2/3 und vanC2/3.

Obwohl sich die Staubpoolproben tberwiegend als VRE-positiv erwiesen und sich ein
Teil der beprobten Personen haufig im Putenstall aufhielt, konnten aus den von
diesen Personen entnommenen Nasentupferproben keine VRE-Isolate gewonnen
werden. Es bedarf deswegen weiterer Untersuchungen, um festzustellen, ob die
Entnahme von Tufperproben aus der Nase als alleinige Lokalisation fir den
Nachweis von VRE-Keimen bei Personen geeignet ist und ob die Ubertragung von
VRE auf den Menschen aufgrund einer hohen VRE-Prévalenz bei Tieren eine Rolle

spielt.

157



7 Zusammenfassung

Untersuchungen zum Vorkommen von Methicillin-resistenten Staphylokokken
(MRS) und Vancomycin- resistenten Enterokokken (VRE) in
Putenmastbetrieben

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Vorkommen von Methicillin-resistenten
Staphylokokken ~ (MRS) und Vancomycin-resistenten  Enterokokken (VRE) in
Mastputenbestanden sowie bei Personen dieser Betriebe zu ermitteln.

MRSA

Fir den Nachweis von Methicillin-resistenten Staphylokokken (MRS) wurden Kloaken- und
Trachealtupferproben von insgesamt 200 Mastputen und Staubproben aus 20 Putenstéllen
sowie Nasentupferproben von 59 Personen dieser Betriebe entnommen. Die
Untersuchungen wurden gemaB den Vorgaben des Bundesinstituts fir Risikobewertung
(BfR) auf der Grundlage der Entscheidung der Kommission 2008/55/EG mit Hilfe einer
Kombination aus nicht selektiver Voranreicherung, selektiver Anreicherung und
anschlieBender Kultivierung auf einer selektiven, chromogenen Agarplatte durchgeflhrt
(Anon, 2008a; BfR, 2009). Die Identifizierung von Gattung und Spezies wurde mittels
Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR) und der Nachweis des mecA-Gens
mittels Real-Time PCR durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die mecA-Gen tragenden Isolate
molekularbiologisch mittels spa- und SCCmec-Typisierung charakterisiert. Bei je einem Isolat
jedes identifizierten spa-Typs wurde zusatzlich der MLST-Typ bestimmt.

Nachgewiesen werden konnte MRSA bei 71,5% (143 von 200) der untersuchten Puten in
insgesamt 90% (18 von 20) der Betriebe. Bei allen 18 positiven Betrieben ergab auch stets
die Staubtupferprobe ein MRSA-positives Ergebnis. Somit kann eine Vereinfachung des
Nachweises von MRSA-Keimen in Bestdnden bei Puten durch die Entnahme von
Staubtupferproben mit ausreichender Sicherheit erreicht werden. Von den MRSA-positiven
Tieren konnten 90,2% Uber eine alleinige Trachealtupferprobenentnahme als MRSA-positiv
identifiziert werden. Dies ermdglicht beim Einzeltier den Nachweis von MRSA durch die
ausschlieBliche Untersuchung einer Trachealtupferprobe.

Zusatzlich zu MRSA-Keimen traten in elf Betrieben auch MRSASA (Methicillin-resistente
Staphylokokken, ausgenommen S. aureus) auf. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
untersuchten Mastputen nicht nur erheblich mit MRSA, sondern auch - wenn auch deutlich
geringer - mit MRSASA-Keimen belastet waren.

Von den 59 mittels Nasentupferproben untersuchten Personen erwiesen sich 22 (37,3%) als
Trager von MRSA und acht Personen (13,5%) als Trager von MRSASA. Betrachtet man den
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Nachweis von MRSA unter Berlcksichtigung der Frequenz des Aufenthaltes in den
Putenstallungen so war die Chance der Besiedlung mit MRSA bei Personen, die sich
regelmaBig in Putenstallen aufhielten, im Vergleich zu Personen, die sich nur selten oder nie
in Putenstallen aufheilten, deutlich erhéht (OR = 3,43). Bei den beprobten Personen konnten
ausschlieBlich und bei den beprobten Puten tUberwiegend MRSA-Isolate isoliert werden, die
dem Sequenztyp ST398 und damit den livestock-associated MRSA (laMRSA) zugeordnet

werden.

VRE

Fir den Nachweis von VRE-Keimen wurden Kloakentupferproben von 200 lebenden Puten
und Staubtupferproben aus 20 Mastputenstéllen sowie von 59 Personen dieser Betriebe
Nasentupferproben in diese Studie einbezogen. Der Nachweis der VRE-Keime wurde nach
der von Ellerboroek et al. (2004) beschriebenen Methode durchgefihrt, die ein
Anreicherungsverfahren mittels Chromocult®-Enterokokken-Bouillon mit anschlieBender
Kultivierung auf einem mit Vancomycin supplementierten Selektivagar kombiniert. Die
Identifizierung der Enterokokken erfolgte mit Hilfe biochemischer Parameter nach Angaben
von Ruoff et al. (2003) und der Nachweis der vanA-, vanB1/2/3-, vanC1- und vanC2/3-
Resistenzgene mittels Real-Time PCR.

VRE-Keime konnten bei 27% (54 von 200) der untersuchten Puten in insgesamt 75% (15
von 20) der untersuchten Mastbetriebe nachgewiesen werden. Bei 93,3% der positiven
Betriebe ergab die gepoolte Staubtupferprobe ein VRE-positives Ergebnis.

Das Spektrum nachgewiesener VRE-Resistenzgene beschrankt sich in der vorliegenden
Studie ausschlieBlich auf das vanA-Gen (17,6%, 12 von 68) und das vanC1-Gen (82,4%, 56
von 68). Nicht nachgewiesen werden konnten die in die Untersuchungen einbezogenen
Resistenzgene vanB1/2/3 und vanC2/3.

Obwohl zu einem hohen Anteil VRE-Keime in den Staubproben nachweisbar waren, konnten
bei keiner der 59 beprobten Personen VRE-Keime in Nasentupferproben isoliert werden.
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8 Summary

Investigations into the incidence of methicillin-resistant staphylococci (MRS)
and vancomycin-resistant enterococci (VRE) on turkey farms

The objective of the work presented here is to investigate presence of methicillin-resistant
staphylococci (MRS) and vancomycin-resistant enterococci (VRE) in turkey flocks and

personnel on the respective farms.

MRSA

For evidence of methicillin-resistant staphylococci (MRS), cloaca and trachea swab samples
were taken from a total of 200 turkeys and dust samples from 20 turkey houses as well as
swab samples from the noses of 59 personnel on the respective farms. The investigations
were conducted according to Federal Institute for Risk Assessment (BfR) guidelines based
on Commission Decision 2008/55/EG using a combination of non-selective pre-enrichment,
selective enrichment and subsequent cultivation on a selective, chromogenic agar plate
(Anon, 2008a; BfR, 2009). The identification of genus and species was by Fourier
transformation infrared spectroscopy (FT-IR) and mecA gene detection via real-time PCR. In
conclusion, the isolate carrying the mecA gene was molecularbiologically characterised via
spa and SCCmec typing. In each isolate of every identified spa type the MLST type was
additionally determined.

MRSA could be detected in 71.5% (143 from 200) of the examined turkeys in a total of 90%
(18 from 20) of the farms. In all 18 of the positive farms the dust swab samples always tested
positive for MRSA. In this way testing for MRSA bacteria presence in turkey flocks can be
simplified with sufficient reliability through collecting dust swab samples. 90.2% of the MRSA-
positive birds could be identified through a trachea swab sample alone. This enables
identification of MRSA presence with individual birds through testing the trachea sample
only.

In addition to MRSA bacteria, MRS/SA (methicillin-resistant staphylococci, with exception of
S. aureus) bacteria were also present on 11 of the farms. These results showed that the
examined turkeys were not only substantially infected with MRSA bacteria but also - although
to a clearly lesser extent — with MRS/SA bacteria.

From the 59 personnel examined via nose swab sampling, 22 of them (37.3%) were shown
to be MRSA carriers and eight (13.5%) to be carriers of MRS/SA. Looking at the detection of
MRSA in the light of the frequency of stay in the turkey stables so was the chance of
colonization with MRSA in people who were regularly in turkey stables clearly increased,
compared to people, who were rarely or never in turkey stables (OR = 3.43). MRSA isolates
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belonging to the sequence type ST398 and, with that, the livestock-associated MRSA
(laMRSA), were always isolated from the tested people and isolated in the majority of the
cases from the tested turkeys.

VRE

For detecting VRE bacteria in this study, cloaca swab samples were taken from 200 living
turkeys and dust swab samples from 20 turkey houses as well as nose swab samples from
59 humans. The detection of VRE bacteria was carried out using the method described by
Ellerbroek et al. (2004). This combines an enrichment procedure using Chromocult®
enteroccoci broth with subsequent cultivation of a selective agar supplemented with
vancomycin. The identification of the enterococci took place with the help of biochemical
parameters according to Ruoff et al. (2003) and real-time PCR was applied for identifying the
vanA, vanB1/2/3 and vanC2/3 resistance genes.

VRE bacteria could be identified in 27% (54 from 200) of the examined turkeys in total 75%
(15 from 20) of the examined feeding farms. At 93.3% of the positive flocks was the pooled
swab dust sample VRE-positive.

The spectrum of detected VRE resistance genes was limited in the study presented here to
only the vanA gene (17.6%, 12 from 68) and the vanC1 gene (82.4%, 56 from 68). The
resistance genes vanB1/2/3 and vanC2/3 which were also tested for, could not be detected
in the investigations.

Although VRE bacteria could be detected in a high proportion of dust samples, VRE bacteria
were not isolated from the nose swab samples from any of the 59 persons sampled.
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9 Anhang

Tabelle 50: Ubersicht tber die in dieser Arbeit verwendeten Staphylococcus aureus-Stamme

zur Validierung der Real-Time PCR
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Bezeichnung

Resistenzgen

Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 2593 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 15214 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 15215 mecA-positiv
Feldisolat LGA Stuttgart 07LGA00460 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 3TM1 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 3TM2 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 3KM1 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 3SM1 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 4KM5_ 1 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 4TM1_1 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 4TM9_3 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 18462 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 19006 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 19086 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 16074 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 3039/1 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 2741 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 3032/1 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 2741 mecA-positiv
Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 2728 mecA-positiv

Feldisolat CVUA Stuttgart 4TM2_6

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 4TM4_6B

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 4TM4_5

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 33844001

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 34917002

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 3537300

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 3538001

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 35697001

mecA-negativ




Bezeichnung

Resistenzgen

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 36429001

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 36486001

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 38693001

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 38243001

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 2452

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 3215/112

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 39783

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 397603

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 39759

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 3344

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 08L 38899/2

mecA-negativ

Feldisolat CVUA Stuttgart 03L 3350

mecA-negativ
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Diagramm 9: Darstellung der Sequenzen des Alignments, des Vorwartsprimers (F-Primer
[unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des mecA-Gens unter Verwendung des F-
Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die Gensequenzen EU790489, AB221124,
AB221120 und EO9771 aus der NCBI-Datenbank

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
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mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
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mecA_Alignment orig
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mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA

mecA_Alignment orig
Vorwdrts_Sequenzierung_mecA
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GACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAA

AGATGGCAAAGATATTCAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTA
************* ATTCN-CTAACTNTTGNTGCTAANNTTNAAAAGANTN

* * k% *hkkkkhkk kkhkk kkkkkk * Kk kkkkkk Kk

TTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCACCCT
TTTATAACNACATGAAAAATGATTATGGCTCAGGTNCTGCTNNCCNCCCT

khkkhkhkkhkhkk hhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk *kkkk * Kk kkkk

CAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTA
CAAACAGGTGAATTATTANCNCTTGTAANCNCNCCTTCATATGACGTCTA

khkhkkhhkhkhhkkhkh khkhhkkhkx * Hhkkhkkkhkk * * FhkkrkkhAhdhkkrkhkkh*Kh*

TCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAAGAATATAATAAATTAACCGAAG
TCCNTTTATGTNTGGCATGAGTAACGAANAATATAATAAATTANCCGAAN

hkkhk hhkhkkhhkkhk FhkhkhkhkAhdhdkhkkhhAkhdh *AhkAhkhdhkhkrhdkh* H*AKkk*

ATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGT
ATAAAAAANANCCTCTGCTCAACANNTTCCANATTACAACTTCNCCAGGT

kkkhkkhkkhkk K* KAkhkkhkhk Ak Kk hk Kk k* khkkhkkkhk Khkhkhkkhkkhkkhkk KAk KkKkK

TCAACTCAAAAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATAACAAAACATT
TCAACTNAAAAAATATNAACANCAATGATTGGGTNAAANAANAAAACATT

hhkhkkhk Khhkkhhkhk khkk k Khkk *Akhkhkhkkhkrkkhkh*x H*k*k ** Hrkkhkkk*xKk*

AGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATA
AGACNATAAAACANGTTATAAAATCGNTGGNAANGGNNGGNAAAAANANA

kkkhkk Khkhkhkkhkkhkk Fhkkhkhkk khkkrkkhkkk *k*x KKk KK *k KkkKkkKk Kk Kk

AATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAAT
AATCTNGGGGNGGTTACAACNTTACAAGATATNAAGNGGTAAATGGNAAT

kkkhkkkhk Khhkkkhk Khhkhkkhkkhkkhk FhkhAhkhkkhkhkkhkkx *hk*k hAkhkkhkkrkkhk*x *Kk*

ATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAG
ATCNACTTAAAACAAGCAANANAATCNTCANATAANTTTTTTTTT—————

dkkhk Khhkhkkhkkhhkhkhkkhkkhxkk* Kk Khkkk kkk KKhkkK *kKhk Kk KKk K

AGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAAC



Diagramm 10: Darstellung der komplementdren Sequenzen des Alignments, des
Rackwartsprimers (R-Primer [unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des mecA-Gens
unter Verwendung des R-Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die
Gensequenzen EU790489, AB221124, AB221120 und EOQ9771 aus der NCBI-Datenbank
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Rickwarts_Sequenzierung_mecA

MecA_Alignment_kompl
Rickwarts_Sequenzierung_mecA

CTGCTATTATCGTTATGTTAGCGTGTATGTAATTATCTCTTTTTICTTTTT

GTTTGTCCACTTAATAATCGTGAACATTCGTGTGGAAGTATACTGCAGAT
7777777777777777 ATCGTGAACATTCGTGTGGAAGTATACTGCAGAT

Kkhk Ak Kk hkhkh Ak dkhkhk Ak Ak kA kA hkhdhkhkkk* k%

AGGTAAATACATACCGTACTCATTGCTTCTTATATTATTTAATTGGCTTC
AGGTAAATACATACCGTAN-CATTNCTTCTTATATTATTTAATNGGCTTC

dkhkkhk Kk hkkkhk Ak Kk hk*kk* hhkkhkk KAk Ak Ak hkkrkhdhdhkhx Fhkkkk*x

TATTTTTTCTTGGAGACGAGTTGTTCAAGGTCTAATGTTGAAGTGGTCCA
TATTTTTTCTTGGAGACGAGTTGTTCAAGGT-TAANGTTGAAGTGGTCCA

Khkhk kA hk Kk hkhhkh Ak dhh Ak Ak dhkhhkhAhdhdhkh *kk *AhkAhkFhkkrkhkkh*Kh*

AGTTGAGTTTTTTATAATTGTCGTTACTAACCCAATTTATTGTTTTGTAA
AGTTGAGTTTTTTATAATTGTCGTTACTAACC-—-AATTATTGTTTTGTAA

khkhkkhkhhhkhkh Ak dhdkhkh Ak khkdk kA kA hkh*kk* * kkkKkhkhk Ak KAk KAk kK

TCTGCTATTTTGTTCAATATTTTAGCTACCATTTCCAACCGTTTTTCTAT
TCTGCTATTTTGTTCAATATTTTAGCTACCATTTCCANC-GTTTTTCTAT

Khkhk Ak Kk hkhhkh Ak dkhhk Ak Ak khkhhkhAhdhkhk Ak Ak dhkdx * Fhkkrkkhkkh*xh*

TTAGAACCCCACCAATGTTGCAATGTTCTATACTTCACCATTTACCATTA
T-AGAACCCCNCCAATGTTGCAATGTTINTATNTTC--NCATTTNC-ATTA

Kk hkkkkhkKhhkKh KhAkhkk Ak Ak Ak khkkAh*x FKh* * *kkhkkKk Kk KKkkK

TAGCTGAATTTTGTTCGTTATCTTAGTAGTCTATTGTAAAAGAAACGATC
TAGCTGAATTTTGTTCGNTNTCTTAGTAGTNTATTGTAAAAGAAACGATC

dhkhkkhk Kk hkhhkhkhdkhkhhkkhk * hhkhkkhAhkdkhkhkkx *AhFhhkrkhAhdhkdkhkkxh &Kk *

TCATCGTGAGCTTAATCCGTCATTCTTTAAACTTTTTCCGTACTTTTTTG
TCATCGTGAGCTTAATCCGTCNTTCINT ——————————————————————

kkhkkhk Kk hhhkhkkhkhkhkhkrxhdk* *kx* *

ATCCACAACCACTTCTATATGGTTCACTAATAGGTAAAATATTACGAGTT
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Diagramm 11: Darstellung der Sequenzen des Alignments, des Vorwartsprimers (F-Primer
[unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanA-Gens unter Verwendung des F-
Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die Gensequenzen EF206284, EF206285,
X56895 und EF206286 aus der NCBI-Datenbank
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77777777777777777777777777777777777777777777 NCNGTT
TCTGCAATAGAGATAGCCGCTAACATTAATAAAGAAAAATACGAGCCGTT

* Kk kk

ATACATTGGAATTACGAAATCTGGTGTATGGAAAATGTGCGAAAAACCTT
ATACATTGGAATTACGAAATCTGGTGTATGGAAAATGTGCGAAAAACCTT

dhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

GCGCGGAATGGGAAAACGACAATTGCTATTCAGCTGTACTCTCGCCGGAT
GCGCGGAATGGGAAAACGACAATTGCTATTCAGCTGTACTCTCGCCGGAT

hhkkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkhkkhkkkkk

AAAAAAATGCACGGATTACTTGTTAAAAAGAACCATGAATATGAAATCAA
AAAAAAATGCACGGATTACTTGTTAAAAAGAACCATGAATATGAAATCAA

Kk kA hk kA hk kA h Ak Ak h Ak Ak kA h Ak Ak A Ak h Ak Ak F Ak h Ak Ak Fh kA kK kk Kk *

CCATGTTGATGTAGCATTTTCAGCTTTGCATGGCAAGTCAGGTGAAGATG
CCATGTTGATGTAGCATTTTCAGCTTTGCATGGCAAGTCAGGTGAAGATG

Kk kA hk kA hk kA h Ak kA hkh Ak Ak kA hk Ak Ak A Ak h Ak Ak F Ak h Ak Ak Fh kA kK Kk k kK

GATCCATACAAGGTCTGTTTGAATTGTCCGGTATCCCTTTTGTAGGCTGC
GATCCATACAAGGTCTGTTTGAATTGTCCGGTATCCCTTTTGTAGGCTGC

B R R R R R T R R TR

GATATTCAAAGCTCANCAATTTGTATGGACAAATCGTTGACATACATCGT
GATATTCAAAGCTCAGCAATTTGTATGGACAAATCGTTGACATACATCGT

Khkhkkhkhhhhkhhhhhk hAhdhhhkhAhdkhd Ak A hFhdk Ak Ak Fh kA kK h &k K

TGCGAAAAATGCTGGGATAGCTACTCCCGCCTTTTGGGTTATTAATAAAG
TGCGAAAAATGCTGGGATAGCTACTCCCGCCTTTTGGGTTATTAATAAAG

B R R R R T R R TR

ATGATAGGCCGGTGGCAGCTACGTTTACCTATCCTGTTTTTGTTAAGCCG
ATGATAGGCCGGTGGCAGCTACGTTTACCTATCCTGTTTTTGTTAAGCCG

B R R R R R T R R TR

GCGCGTTCAGGCTCATCCTTCGGTGTGAAAAAAGTCAATAGCGCGGACGA
GCGCGTTCAGGCTCATCCTTCGGTGTGAAAAAAGTCAATAGCGCGGACGA

B R R R R R T R R R TR

ATTGGACTACGCAATTGAATCGGCAAGACAATATGACAGCAAAATCTTAA
ATTGGACTACGCAATTGAATCGGCAAGACAATATGACAGCAAAATCTTAA

B R R R R R R T R TR

TTGAGCAGGCTGTTTCGGGCTGTGAGGTCGGTTGTGCGGTATTGGGAAAC
TTGAGCAGGCTGTTTCGGGCTGTGAGGTCGGTTGTGCGGTATTGGGAAAC

B R R R R R R TR

AGTGCCGCGTTAGTTGTTGGCGAGGTGGACCAAATCAGGCTGCAGTACGG
AGTGCCGCGTTAGTTGTTGGCGAGGTGGACCAAATCAGGCTGCAGTACGG

E R R R R R R R R TR

AATCTTTCGTATTCATCAGGAAGTCGAGCCGGAAAAAGGCTCTGAAAACG
AATCTTTCGTATTCATCAGGAAGTCGAGCCGGAAAAAGGCTCTGAAAACG

B R R R R R R R TR

CAGTTATAACCGTTCCCGCAGACCTTTCAGCAGAGGAGCGAGNNNGNNNN
CAGTTATAACCGTTCCCGCAGACCTTTCAGCAGAGGAGCGAGGACGGATA

Kk hk Ak Kk hkhhkh Ak kA hhk Ak Ak Ak kA kA h Ak kA hAh Ak F A * A K* KK *

NANNNACNGCGTTTTCAGAGCCTTTTTCCGGCTCGACTTCCTGATGAATA
CAGGAAACG-GCAAAAAAAATATATAAAGCGCTCGGCT————————————

* * *  * *  * *  * *kkkk kK



Diagramm 12: Darstellung der

komplementdren Sequenzen des Alignments,

des

Rackwartsprimers (R-Primer [unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanA-Gens

unter Verwendung des R- Primers dar. Die Grundlage des Alignments bildeten die

Gensequenzen EF206284, EF206285, X56895 und EF206286 aus der NCBI-Datenbank
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_VRE_VanA_Alignment_kompl.
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777777777 NNCTATCGGCGATTGTAATTATTTCTTTTTATGCTCGGCAA
AGACGTTATCTCTATCGGCGATTGTAATTATTTCTTTTTATGCTCGGCAA

khkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk

TATGTAACCTTAATGCTTTAGACCACATACCTTTTACACGCTTTTTGGAA
TATGTAACCTTAATGCTTTAGACCACATACCTTTTACACGCTTTTTGGAA

hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

CGCGCCTTACCCTTTTGCTGTTAACGATAAGTCGACATGAGAGCGGCCTA
CGCGCCTTACCCTTTTGCTGTTAACGATAAGTCGACATGAGAGCGGCCTA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

TTTTTTTACGTGCCTAATGAACAATTTTTCTTGGTACTTATACTTTAGTT
TTTTTTTACGTGCCTAATGAACAATTTTTCTTGGTACTTATACTTTAGTT

Kk hk Ak kA hk kA kA kA Ak h Ak Ak kA h kA h Ak Ak kA h Ak Fhkd Ak Ak Fhk kA kK kk kK

GGTACAACTACATCGTAAAAGTCGAAACGTACCGTTCAGTCCACTTICTAC
GGTACAACTACATCGTAAAAGTCGAAACGTACCGTTCAGTCCACTTCTAC

B R R R R R R T R TR

CTAGGTATGTTCCAGACAAACTTAACAGGCCATAGGGAAAACATCCGACG
CTAGGTATGTTCCAGACAAACTTAACAGGCCATAGGGAAAACATCCGACG

Kk ok Ak kA hk kA h Ak kA h Ak Ak kA kA h Ak kA hk Ak Ak F Ak h Ak Ak F Ak Ak Kk k kK

CTATAAGTTTCGAGTCGTTAAACATACCTGTTTAGCAACTGTATGTAGCA
CTATAAGTTTCGAGTCGTTAAACATACCTGTTTAGCAACTGTATGTAGCA

B R R R R R R R R TR

ACGCTTTTTACGACCCTATCGATGAGGGCGGAAAACCCAATAATTATTTC
ACGCTTTTTACGACCCTATCGATGAGGGCGGAAAACCCAATAATTATTIC

B R R R R R R R TR

TACTATCCGGCCACCGTCGATGCAAATGGATAGGACAAAAACAATTCGGC
TACTATCCGGCCACCGTCGATGCAAATGGATAGGACAAAAACAATTCGGC

B R R R R R R TR

CGCGCAAGTCCGAGTAGGAAGCCACACTTTTTTCAGTTATCGCGCCTGCT
CGCGCAAGTCCGAGTAGGAAGCCACACTTTTTTCAGTTATCGCGCCTGCT

R R R R R R R R TR

TAACCTGATGCGTTAACTTAGCCGTTCTGTTATACTGTCGTTTTAGAATT
TAACCTGATGCGTTAACTTAGCCGTTCTGTTATACTGTCGTTTTAGAATT

E R R R R R R R R R TR

AACTCGTCCGACAAAGCCCGACACTCCAGCCAACACGCCATAACCCTTTG
AACTCGTCCGACAAAGCCCGACACTCCAGCCAACACGCCATAACCCTTTG

E R R R R R R R R R TR

TCACGGCGCAATCAACAACCGCTCCACCTGGTTTAGTCCGACGTCATGCC
TCACGGCGCAATCAACAACCGCTCCACCTGGTTTAGTCCGACGTCATGCC

E R R R R R R R TR

TTAGAAAGCATAAGTAGTCCTTCAGCTCGGCCTTTTTCCGAGN-TTTTGC
TTAGAAAGCATAAGTAGTCCTTCAGCTCGGCCTTTTTCCGAGACTTTTGC

Kk kA hkkhkhhkhk Ak kA hdk Ak Ak Ak kA kA h A hd Ak A A AR F A kA K* KK * ok kK kK

GTCAATATTGGNNNG——— === == mmm e
GTCAATATTGGCAAGGGCGTCTGGAAAGTCGTCTCCTCGCTCCTGCCTAT

*khk Kk Kk kK ok Kk Kk *

GTCCTTTGCCGTTTTTTTTATATATTTCGCGAGCCGACATCTCCAGATCG
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Diagramm 13: Darstellung der Sequenzen des Alignments, des Vorwartsprimers (F-Primer
[unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanB1-Gens unter Verwendung des F-
Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die Gensequenzen U00456 und ENEVANB

aus der NCBI-Datenbank

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_VanB_Alignment_orig
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ATTGTCTGGTATCCCCTATGTNGGCTGNGATATTCAAAGCTCCGCANTTT

77777777777777777777777777777777777777 GCGGGCATCGCC
GCATGGACAAATCACTGGCCTACATTCTTACAAAAAATGCGGGCATCGCC

* ok kk ok kkkkkkk

GTCCCCGAATTTNAATG-ATTGAAAAAGGTGACAAACCGGAGGCGAGGAC
GTNCCCGAATTTCAAATGATTGANAAAGGTGACAANCCGGAGGCGNGNNC

*k kkkkkkkkk kK khkhkkhkk hhkkkkkkhkkkhkkk khkkkkkkkk K *

GCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTG
GCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTG

ER R R R R R R R R TR R

GCGTAACCAAAGTAAACAGTACGGAAGAACTAAACGCTGCGATAGAAGCA
GCGTAACCAAAGTAAACNGTACGGAAGAACTNAACGCTGCGATAGAAGCN

hhkhkkhhkhhhkhAkhhhhhkkh *hkhdhkkhkAhdhkhkhkh *khdhhkAhdhdhkkxKh kK

GCAGGACAATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTG
GCAGGACAATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTG

Kk ok Ak kA hk Kk hkh Ak kA h kA h Ak kA hk Ak Ak kA h Ak Ak F Ak d Ak Ak F Ak Ak Kk k kK

TGAGGTCGGCTGCGCGGTCATGGGAAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCG
TGAGGTCGGNTGNGCGGTCATGGGNAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCG

khkhkkhkKhkhkhk Kk hhkhkkhAhkdkhkhhkhk *hkhhkrAhAhdhhk Ak Ak Fhk kA hk k& Kk *

AAGTGGATCAAATCCGGTTGAGCCACGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAA
AAGTGGATCAAATCCGGNTGAGCCACGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAA

hhkhkkhkhhhhkhAhdhhhkhk hAkhhkhkhAhdkhhk Ak Ak dhdk Ak Ak F Ak Ak Kk h &k K

AACGAGCCGGAAAAAGGCTCAGAGAATGCGATGATTATCGTTCCAGCAGA
AACGAGCCGGAAAAAGGCTCAGANAATGCGATGATTANNGTTCCNGCAGA

hhkhkk kK hhhkhAhdkhkhhkhdhdkhkdhx Fhdkhkhkrhkkhdhkk*x *kk KKk KKk kKkK

CATTCCGGTCGAGGGANATNTCTCNN-————————
CATTCCGGTCGAGGAACGAAATCGGGTGCANGAA

kkhkkhkKkhkk Ak Kk hk*k* *



Diagramm 14: Darstellung der

komplementdren Sequenzen des Alignments,

des

Rackwartsprimers (R-Primer [unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanB1-Gens

unter Verwendung des R-Primers.

Gensequenzen U00456 und ENEVANB aus der NCBI-Datenbank

Riickwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Riickwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Riickwdrts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanBl
VRE_vanB_Alignment_kompl

TTCNTGCACCCGATTTCGTTCCTCGACCGGAATGTCTGCNGGAACNNTAA

7777777777777777 CCTTTTTCCGGCTCGTTTTCCTGATGGATGCGGA
TCATCCATTNTCTGAGCCTTTTTCCGGCTCGTTTTCCTGATGGATGCGGA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

AGATACCGTGGCTCAACCGGATTTGATCCACTTCGCCGACAATCAAATCA
AGATACCGTGGCTCANCCGGATTTGATCCACTTCGCCGACAATCAAATCA

khkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

TCCTCGTTTCCCATGACCGCGCAGCCGACCTCACAGCCCGAAATCGCTTG
TCCTCGTTNCCCATGACCGCNCANCCGACCTCACAGCCCGAAATCGCTTG

khkhkkhh kK KhhkhhkhkhkhkkhhAh* * Kk KhdhhrAhAhdhhkhkh Ak dhk kA hkk k& Kk *

CTCAATTAAGATTTTTCCATCATATTGTCCTGCTGCTTCTATCGCAGCGT
CTCAATTAAGATTTTTCCATCATATTGTCCTGCNGCTTCTATCGCAGCGT

Kk hk kA hkkhkhhkh Ak dkhh Ak Ak khhhkh Ak dhkhhkhk*hk *hkrkhAhdhkk Ak kh &Kk *

TTAGTTCTTCCGTACTGTTTACTTTGGTTACGCCAAAGGACGAACCTGAC
TNAGTTCTTCCGTACNGTTTACTTTGGTTACGCCAAAGGACGAACCTGAC

Kk ok k kKA hkKhhkh Ak kK hAh A hh Ak A hdhd Ak Ak Fhkd Ak Ak Fh kA Kk Kk hk kK

CGTGCCGGCTTCACAAAGACAGGGTAGGTAAGCGTCCTCGCCTCCGGTTT
CGTGCCGGCTTCACAAAGACAGGGTAGGTAAGCGNNCNCGCCTCCGGNTT

Khkhk Ak Kk hk Kk kA kA hkhhk Ak Ak kA kA hkhd Ak kh* k% * kkkkhkKkhkKkK KK

GTCACCTTTTTCAATCATTTGAAATTCGGGGACGGCGATGCCCGCATTTT
GTCACCTTTNTCAATCATTTGAAATTCGGGNACGGCGATGCCCGCATTTT

hhkhkhkhKhhhk KhAkhhhkhAhdkhhkhkhAhdhdhx *AhFhhkrAhAhdhk kA kK h &k *

TTGTAAGAATGTAGGCCAGTGATTTGTCCATGCAATNTCCCTN-———————
TTGTAAGAATGTAGGCCAGTGATTTGTCCATGCAAANTGCGGAGCTTTGA

Khkhk Ak hhkhhkh Ak khhkhkh A hdhh Ak A hdhkhk Ak dhdkx ** *

ATATCNCAGCCNACATAGGGGATACCAGACAAT

Die Grundlage des Alignments bildeten die
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Diagramm 15: Darstellung der Sequenzen des Alignments, des Vorwartsprimers (F-Primer
[unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanB2-Gens unter Verwendung des F-
Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die Gensequenzen AY145441 und

ENEVANB2A aus der NCBI-Datenbank

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_VanB_Alignment_orig
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GCATGGACAAATCACTGGCCTACATTCTTACAAAAAATGCGGGCATCGCC

777777777777777777777 GATAAAGGTGACAAGCCGGAGGCGGGTGC
GTNCCCGAATTTCAAATGATTGANAAAGGTGACAANCCGGAGGCGNGNNC

kk kkkkkkkkkhkkk khkkkkkkkk Kk *

GCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTG
GCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTG

Kk ok Ak kA hk kA h Ak kA h Ak Ak Ak kA kA kA Ak h Ak Ak F Ak d Ak Ak Fh* Ak Kk & kK

GCCTAACCAAAGTAAACGGTACGGAAGAACTTAACGCTGCGATAGAAGCG
GCGTAACCAAAGTAAACNGTACGGAAGAACTNAACGCTGCGATAGAAGCN

hk Khkkhkhhkkh Ak hhhkkh hAkhdkhkhkAhdhkhkhk *hkhdhhkAhdhdhkhxKh kK

GCAGGACAATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTG
GCAGGACAATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTG

B R R R R T R R R TR R

TGAGGTCGGGTGTGCGGTCATGGGGAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCG
TGAGGTCGGNTGNGCGGTCATGGGNAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCG

khkhkkhkKhkhkhk Kk hhkhkkhhAhkdkhkhkhkkhk hhkhhkrhhAhdhhk Ak Ak d kA hkh &Kk *

AAGTGGATCAAATCCGGCTGAGCCACGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAA
AAGTGGATCAAATCCGGNTGAGCCACGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAA

hhkhkkhkhhhhkhAhdhhhkh hhkhhkhhAhdhd Ak Ak dhkhk Ak Ak F Ak Ak Kk h &k K

AACGAGCCGGAAAAAGGCTCA-————————mmmmmm e
AACGAGCCGGAAARAGGCTCAGANAATGCGATGATTANNGTTCCNGCAGA

kkhkkhk Kk hhhkhk Ak khdhkxKh kK

CATTCCGGTCGAGGAACGAAATCGGGTGCANGAA



Diagramm 16: Darstellung der komplementdren Sequenzen des Alignments, des
Rackwartsprimers (R-Primer [unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanB2-Gens
unter Verwendung des R-Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die

Gensequenzen AY145441 und ENEVANB2A aus der NCBI-Datenbank

Riickwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Riickwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Riickwdrts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB2
VRE_vanB_Alignment_kompl

TCATCCATTNTCTGAGCCTTTTTCCGGCTCGTTTTCCTGATGGATGCGGA

*************** GCCGGATTTGATCCACTTCGCCGACAATCAAATCA
AGATACCGTGGCTCANCCGGATTTGATCCACTTCGCCGACAATCAAATCA

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

TCCTCGTTCCCCATGACCGCACACCCGACCTCACAGCCCGAAATCGCTTG
TCCTCGTTNCCCATGACCGCNCANCCGACCTCACAGCCCGAAATCGCTTG

hkhkkhh kK Khhkh khkhhkkhkkh* H Kk KhdhhkrAhAhdhhk Ak Ak dhkk Ak h &k *

CTCAATTAAGATTTTTCCATCATATTGTCCTGCCGCTTCTATCGCAGCGT
CTCAATTAAGATTTTTCCATCATATTGTCCTGCNGCTTCTATCGCAGCGT

Kk hk kA hkkhkhhkh Ak dkhh Ak Ak khhhkh Ak dhkhhkhk*hk *hkrkhAhdhkk Ak kh &Kk *

TAAGTTCTTCCGTACCGTTTACTTTGGTTAGGCCAAAGGACGAACCTGAC
TNAGTTCTTCCGTACNGTTTACTTTGGTTACGCCAAAGGACGAACCTGAC

Kk hk kA hkKhhkh Ak kK hAhAkhhhAhAhdhk x *AhFhdkrAhAhdhk kA hk Kk h &k *

CGTGCCGGCTTCACAAAGACAGGGTAGGTAAGCGCACCCGCCTCCGGCTT
CGTGCCGGCTTCACAAAGACAGGGTAGGTAAGCGNNCNCGCCTCCGGNTT

Khkhk Ak Kk hk Kk kA kA hkhhk Ak Ak kA kA hkhd Ak kh* k% * kkkkhkKkhkKkK KK

GTCACCTTTATCAATCATTTGAAATTCGGGAACGGCGATGCCCGCATTTT
GTCACCTTTNTCAATCATTTGAAATTCGGGNACGGCGATGCCCGCATTTT

hhkhkkhhhkhk KhAkhhhkhAhdkhhkhkhAhdhkdhx KAhFhhkrAhAhdhk kA hkkh &k *

TTGTAAGANGNAGGCN———————————————m oo
TTGTAAGAATGTAGGCCAGTGATTTGTCCATGCAAANTGCGGAGCTTTGA

Kok kK k Kk K *

ATATCNCAGCCNACATAGGGGATACCAGACAAT
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Diagramm 17: Darstellung der Sequenzen des Alignments, des Vorwartsprimers (F-Primer
[unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanB3-Gens unter Verwendung des F-
Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die Gensequenzen U00456, ENEVANB,

AY 145441 und ENEVANB2A aus der NCBI-Datenbank

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig

Vorwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_VanB_Alignment_orig
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GCATGGACAAATCACTGGCCTACATTCTTACAAAAAATGCGGGCATCGCC

777777777777777777777777777 GGTGACAAGCCGGAGACGGGTGC
GTNCCCGAATTTCAAATGATTGANAAAGGTGACAANCCGGAGGCGNGNNC

khkkkkhkkhkkk khkkkkk kk Kk *

GCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTG
GCTTACCTACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCACGGTCAGGTTCGTCCTTTG

B R R R R R TR

GCTTAACCAAAGTAAACGGTACGGAAGAACTTAACGCTGCGATAGAAGCG
GCGTAACCAAAGTAAACNGTACGGAAGAACTNAACGCTGCGATAGAAGCN

hk Khkkhkkhhkkh Ak hhhkh hAkhdhhkAhdhkhhkh *AkhdhhkAhdhd Kk xh kK

GCAGGACAATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTG
GCAGGACAATATGATGGAAAAATCTTAATTGAGCAAGCGATTTCGGGCTG

Kk ok Ak kA hkhhkh Ak kA hhk Ak Ak A Ak Ak Ak A Ak h Ak Ak F Ak d Ak Ak F Ak Ak Kk * kK

TGAGGTCGGCTGTGCGGTTATGGGGAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCG
TGAGGTCGGNTGNGCGGTCATGGGNAACGAGGATGATTTGATTGTCGGCG

kkkhkkhkKhkhkhk Kk hhkhkkhkk Fhkhkhkkhk hhkhhrAhAhdhhkAkhAhdhkk Ak h &Kk *

AAGTGGATCAAATCCGGCTGAGCCATGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAA
AAGTGGATCAAATCCGGNTGAGCCACGGTATCTTCCGCATCCATCAGGAA

hhkhkk kK hhhkhhkhhhhhkkhk *xkhkhkhkkh*x FhhkrAhAhdhhkrh Ak dhk kA hk Kk h &k *

AACGAGCCGGAAAAAGGCTCA-————————mmmmmm e
AACGAGCCGGAAARAGGCTCAGANAATGCGATGATTANNGTTCCNGCAGA

khkhkkhkkhkhhkhk Ak khdhhxKh k%

CATTCCGGTCGAGGAACGAAATCGGGTGCANGAA



Diagramm 18: Darstellung der

komplementdren Sequenzen des Alignments,

des

Rackwartsprimers (R-Primer [unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanB3-Gens

unter Verwendung des R-Primers.

Die Grundlage des Alignments bildeten die

Gensequenzen U00456, ENEVANB, AY145441 und ENEVANB2A aus der NCBI-Datenbank

Rilckwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rilckwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rilckwdrts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

Rickwarts_Sequenzierung_vanB3
VRE_vanB_Alignment_kompl

TCATCCATTNTCTGAGCCTTTTTCCGGCTCGTTTTCCTGATGGATGCGGA

7777777777777777777777 TTGATCCACTTCGCCGACAATCAAATCA
AGATACCGTGGCTCANCCGGATTTGATCCACTTCGCCGACAATCAAATCA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

TCCTCGTTCCCCATAACCGCACAGCCGACCTCACAGCCCGAAATCGCTTG
TCCTCGTTNCCCATGACCGCNCANCCGACCTCACAGCCCGAAATCGCTTG

kkhkkhkk kK Khhkhkk Khkkhkk H Kk KhdhhhhAhdhhk Ak A hdhkk Ak k Kk &k *

CTCAATTAAGATTTTTCCATCATATTGTCCTGCCGCTTCTATCGCAGCGT
CTCAATTAAGATTTTTCCATCATATTGTCCTGCNGCTTCTATCGCAGCGT

Kk hk kA hkkhkhhkh Ak dkhh Ak Ak khhhkh Ak dhkhhkhk*hk *hkrkhAhdhkk Ak kh &Kk *

TAAGTTCTTCCGTACCGTTTACTTTGGTTAAGCCAAAGGACGAACCTGAC
TNAGTTCTTCCGTACNGTTTACTTTGGTTACGCCAAAGGACGAACCTGAC

Kk hk kA hkKhhkh Ak kK hAhAkhhhAhAhdhk x *AhFhdkrAhAhdhk kA hk Kk h &k *

CGTGCCGGCTTCACAAAGACAGGGTAGGTAAGCGCACCCGTCTCCGGCTT
CGTGCCGGCTTCACAAAGACAGGGTAGGTAAGCGNNCNCGCCTCCGGNTT

Khkhk Ak Kk hk Kk kA kA hkhhk Ak Ak kA kA hkhd Ak kh* k% * kK Khkkkkk KK

GTCACCTTTATCAATCATTTGAAATTCGGGAACGGCGATGCCCGCATTTT
GTCACCTTTNTCAATCATTTGAAATTCGGGNACGGCGATGCCCGCATTTT

hhkhkhkhKhhhk KhAkhhhkhAhdkhhkhkhAhdhdhx *AhFhhkrAhAhdhk kA kK h &k *

TTGTAAGAATGTAGGCANN————————————— o
TTGTAAGAATGTAGGCCAGTGATTTGTCCATGCAAANTGCGGAGCTTTGA

dkhk Kk hk Kk hk kA hk Kk kK kK *x

ATATCNCAGCCNACATAGGGGATACCAGACAAT
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Diagramm 19: Darstellung der Sequenzen des Alignments, des Vorwartsprimers (F-Primer
[unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanC1-Gens unter Verwendung des F-
Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die Gensequenzen EU151772, EU151771,
EU151769, EU151770 und EU151768 aus der NCBI-Datenbank

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.

Vorwdrts_Sequnezierung_vanCl
VRE_VanCl_Alignment_orig.
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CCGCATTATGTATGAACAAATGGCTCTTGCATCAACTTGCTGATACCATG

———————————————————————————— NTTNCCGCTN--GAANCGATCC
GGAATCGCTAGTGCTCCCACTTTGCTTTTATCCCGCTATGAAAACGATCC

*  kkkkk * Kk kkkkkk

TGCN-CAATCGATCGTTTTATTNA-GACCATGGATTCCCGATCTTTATCA
TGCCACAATCGATCGTTTTATTCAAGACCATGGATTCCCGATCTTTATCA

* % % khkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkk * hhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

AGCCGAATGAAGCCGGTTCTTCAAAAGGGATCACAAAAGTAACTGACAAA
AGCCGAATGAAGCCGGTTCTTCAAAAGGGATCACAAAAGTAACTGACAAA

B R R R R R TR

ACAGCGCTCCAATCTGCATTAACGACTGCTTTTGCTTACGGTTCTACTGT
ACAGCGCTCCAATCTGCATTAACGACTGCTTTTGCTTACGGTTCTACTGT

E R R R R R R R TR

GTTGATCCAAAAGGCGATAGCGGGTATTGAAATTGGCTGCGGCATCTTAG
GTTGATCCAAAAGGCGATAGCGGGTATTGAAATTGGCTGCGGCATCTTAG

Kk kA hk kA hk kA h Ak Ak hk Ak Ak Ak hk Ak Ak A Ak hk Ak Ak F Ak d Ak Ak F Ak Ak Kk Kk K

GAAATGAGCAATTGACGATTGGTGCTTGTGATGCGATTTCTCTTGTCGAC
GAAATGAGCAATTGACGATTGGTGCTTGTGATGCGATTTICTCTTGTCGAC

B R R R R R T R R TR R

GGTTTTTTTGATTTTGAAGAGAAATACCAATTAATCAGCGCCACGATCAC
GGTTTTTTTGATTTTGAAGAGAAATACCAATTAATCAGCGCCACGATCAC

B R R R R R T R R TR

TGTCCCAGCACCATTGCCTCTCGCGCTTGAATCACAGATCAAGGAGCAGG
TGTCCCAGCACCATTGCCTCTCGCGCTTGAATCACAGATCAAGGAGCAGG

Kk ok Ak kA hk kA hk Ak Ak kA h Ak kA kA h Ak kA kA kA hF Ak d Ak Ak Fh kA kK kk kK

CACANN-ACTATN--———=——————
CACAGCTGCTTTATCGAAACTTGGG

* ok kK *x  x



Diagramm 20: Darstellung der

komplementdren Sequenzen des Alignments,

des

Rackwartsprimers (R-Primer [unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanC1-Gens

unter Verwendung des R-Primers.

Die Grundlage des Alignments bildeten die

Gensequenzen EU151772, EU151771, EU151769, EU151770 und EU151768 aus der NCBI-

Datenbank

VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Riickwdrts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Riickwdrts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Riickwdrts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Riickwdrts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Riickwdrts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Riickwdrts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Riickwdrts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Riickwdrts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Rickwarts_Sequenzierung_vanCl

_VRE_VanCl_Alignment_EU151771_
Rickwarts_Sequenzierung_vanCl

GGCGTAATACATACTTGTTTACCGAGAACGTAGTTGAACGACTATGGTAC
—————————————————————————————————————— TTNGTNTCAAAC

*  * * %

CCTTAGCGATCACGAGGGTGAAACGAAAATAGGGCGATACTTTTGCTAGG
CCTTAGCGATCACGAGGGTGAAACGAAAATAGGGCGATACTTTTGCTAGG

Kk ok Ak Ak kA h Ak kA hhk Ak Ak kA kA kA kA Ak hk Ak Ak F Ak d Ak Ak Fh kA kK Kk k Kk *

ACGGTGTTAGCTAGCAAAATAAGTTCTGGTACCTAAGGGCTAGAAATAGT
ACGGTGTTAGCTAGCAAAATAAGTTCTGGTACCTAAGGGCTAGAAATAGT

B R R R T R R R R TR

TCGGCTTACTTCGGCCAAGAAGTTTTCCCTAGTGTTTTCATTGACTGTTT
TCGGCTTACTTCGGCCAAGAAGTTTTCCCTAGTGTTTTCATTGACTGTTT

B R R R R R TR

TGTCGCGAGGTTAGACGTAATTGCTGACGAAAACGAATGCCAAGATGACA
TGTCGCGAGGTTAGACGTAATTGCTGACGAAAACGAATGCCAAGATGACA

B R R R R o R T R TR

CAACTAGGTTTTCCGCTATCGCCCATAACTTTAACCGACGCCGTAGAATC
CAACTAGGTTTTCCGCTATCGCCCATAACTTTAACCGACGCCGTAGAATC

B R R R o R R TR

CTTTACTCGTTAACTGCTAACCACGAACACTACGCTAAAGAGAACAGCTG
CTTTACTCGTTAACTGCTAACCACGAACACTACGCTAAAGAGAACAGCTG

B R R R R T R R TR

CCAAAAAAACTAAAACTTICTCTTTATGGTTAATTAGTCGCGGTGCTAGTG
CCAAAAAANNTAAAACTTCTCTTTATGGTTAATTAGTCGCGGTGCTAGTG

Kok kK k Kk K R R R R R R

ACAGGGTCGTGGTAACGGAGAGCGCGAACTTAGTGTCTAGTTCCTCGTCC
AN-GGGTCGTGENN————————mmm e

* *k kK k Kk kK

GTGTCGACGAAATAGCTTTGAACCC
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Diagramm 21: Darstellung der Sequenzen des Alignments, des Vorwartsprimers (F-Primer
[unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanC2/3-Gens unter Verwendung des F-
Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die Gensequenzen ECU94523, ECU94525,
EU151762, EU151764 und AY033764 aus der NCBI-Datenbank

VanC2/3_Vorwdrts_Sequenzierung
VRE_VanC2/3_Alignment_orig.

VanC2/3_Vorwdrts_Sequenzierung
VRE_VanC2/3_Alignment_orig.

VanC2/3_Vorwdrts_Sequenzierung
VRE_VanC2/3_Alignment_orig.

VanC2/3_Vorwdrts_Sequenzierung
VRE_VanC2/3_Alignment_orig.

VanC2/3_Vorwdrts_Sequenzierung
VRE_VanC2/3_Alignment_orig.

VanC2/3_Vorwdrts_Sequenzierung
VRE_VanC2/3_Alignment_orig.

VanC2/3_Vorwdrts_Sequenzierung
VRE_VanC2/3_Alignment_orig.

VanC2/3_Vorwdrts_Sequenzierung
VRE_VanC2/3_Alignment_orig.
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ACCAGCAAGAACARATCGAAGCTTTTATCCAGACCCATGGCTTCCCAGTT
———————————————————————————————————————————— CCAGTT

* k ok k k k

TTCTTTAAGCCTAATGAAGCGGGCTCCTCAAAAGGGATCACTAAAGTCAC
TTCTTTAAGCCTAATGAAGCGGGNTCCTCAAAAGGGATCACTAAAGTCAC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

CTGCGTTGAAGAAATCGCTTCTGCCTTAAAAGAAGCCTTTACTTATTGTT
CTGCGTTGAAGAAATCGCTTCTGCCTTAAAAGAAGCCTTTACTTATTGTT

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

CCGCAGTGCTCCTACAAAAAAATATTGCCGGTGTTGAGATCGGTTGCGGT
CCGCAGTGCTCCTACAAAAAAATATTGCCGGTGTTGAGATCGGTTGCGGT

Kk kA hk kA hk kA h Ak Ak h Ak Ak Ak kA kA kA Ak hk A h Ak Fk Ak d Ak Ak F Ak Ak Kk k Kk *

ATTTTGGGCAACGACTCTTTGACTGTCGGTGCTTGTGACGCCATTTCATT
ATTTTGGGCAACGACTCTTTGACTGTCGGTGCTTGTGACGCCATTTCATT

B R R R R R R R TR

AGTAGACGGCTTTTTCGATTTTGAAGAAAAGTACCAGCTGATCAGCGCCA

TCCN



Diagramm 22: Darstellung der

komplementdren Sequenzen des Alignments,

des

RlUckwartsprimers (R-Primer [unterstrichen]) und der DNA-Sequenzierung des vanC2/3-

Gens unter Verwendung des R-Primers. Die Grundlage des Alignments bildeten die
Gensequenzen ECU94523, ECU94525, EU151762, EU151764 und AY033764 aus der

NCBI-Datenbank

vanC2/3_Rickwérts_Sequenzierun
vanC2/3_Alignment_komp.

vanC2/3_Rickwérts_Sequenzierun
vanC2/3_Alignment_komp.

vanC2/3_RlUckwarts_Sequenzierun
vanC2/3_Alignment_komp.

vanC2/3_RlUckwarts_Sequenzierun
vanC2/3_Alignment_komp.

vanC2/3_RlUckwarts_Sequenzierun
vanC2/3_Alignment_komp.

vanC2/3_RlUckwarts_Sequenzierun
vanC2/3_Alignment_komp.

vanC2/3_RlUckwarts_Sequenzierun
vanC2/3_Alignment_komp.

vanC2/3_RlUckwarts_Sequenzierun
vanC2/3_Alignment_komp.

GCTGAGCTTGTTCTTTGACCTTGGTTTCAATCGTTTCAGGCAATGGCGCA

AAAGCCGTCTACTAATGAAATGGCGTCACAAGCACCGACAGTCAAAGAGT
77777777777 CTAATGAAATGGCGTCACAAGCACCGACAGTCAAAGAGT

Kk kA hk Kk hk Kk hkh Ak hhkh Ak Ak khd Ak Ak dkh kA kA hkh Kk kK *

CGTTGCCCAAAATACCGCAACCGATCTCAACACCGGCAATATTTITTITIGT
CGTTGCCCAAAATACCGCAACCGATCTCAACACCGGCAATATTTTTTTGT

Kk ok Ak kA hkhhkh Ak kA h kA h Ak kA h kA h Ak kA h kA h Ak Fhd Ak Ak F kA kK k& kK

AGGAGCACTGCGGAACAATAAGTAAAGGCTTCTTTTAAGGCAGAAGCGAT
AGGAGCACTGCGGAACAATAAGTAAAGGCTTCTTTTAAGGCAGAAGCGAT

E R R R R o R T R R TR

TTCTTCAACGCAGGTGACTTTAGTGATCCCTTTTGAGGAGCCCGCTTCAT
TTCTTCAACGCAGGTGACTTTAGTGATCCCTTTTGAGGANCCCGCTTCAT

Kk kA hk Kk hkhhkh Ak kA hh Ak Ak khh Ak Ak khkhk Ak Ak dhkhhkh*x Fhkrkhkkh*Kh*

TAGGCTTAAAGAAAACTGGGAAGCCATGGGTCTGGATAAAAGCTTCGATT
TAGGCTTAAAGAAAACTGG ~———— ——mmmmmmm mmmmmmmmmm

khkhkkhk Kk hkhkhkkhkdhKhxKh kK

TGTNTTGCTGGAAA
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1. Wie haufig halten Sie sich im Putenstall auf?

Téglich mehrere Tage pro Woche einmal pro Woche
2. Geschlecht
Mannlich Weiblich

3. Leben Sie mit Personen im Haushalt, die in der humanmedizinischen Patientenversorgung titig
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c. Antibiotika Therapie in letzten 12 Monaten
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Untersuchungen zum Vorkommen von Methicillin-resistenten Staphylokokken
(MRSA) bei Mitarbeitern von Putenmastbetrieben
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