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I. Literaturiibersicht

Dass Schweine durch Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) kolonisiert sind,
ist seit mehr als zehn Jahren bekannt und wurde erstmals in den Niederlanden und in
Frankreich festgestellt [Voss et al. 2005; Armand-Leferve et al. 2005]. Hier wurde auch der
Begriff , Livestock-associated” (la) MRSA fiir diese epidemiologische Untergruppe von
Nutztier-assoziierten MRSA gepragt [Wagenaar et al. 2009]. In einem europaweiten Survey
wurde daraufhin das Vorkommen von MRSA in Schweinehaltungen in 24 EU und zwei Nicht-
EU Staaten untersucht. Deutschland gehorte dabei zu den Landern mit den hdchsten
Nachweisraten. Insgesamt waren 43,5% der 46 untersuchten Zuchtbetriebe (EU-Mittel 14%)
und 41,3% der 155 untersuchten Produktionsbetriebe (EU-Mittel 26,9%) betroffen [EFSA
2009].

Bei den bei Schweinen nachgewiesenen MRSA-Isolaten dominierten europaweit solche des
mittels Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) definierten klonalen Komplexes CC398 (93%
aller MRSA-Isolate). Mit MRSA CC398 assoziierte S. aureus Protein A-Gen-Sequenztypen
(spa)-Typen sind t011, t034, 1108, t571, t899 und andere [EFSA 2009]. Bei einer der ersten
Pravalenzuntersuchung in NRW wurden zwischen April und November 2007 1600 Schweine
in 40 schweinehaltende Betriebe in NRW und Niedersachsen mittels eines
Nasenabstrichtupfers untersucht [Kock et al. 2009a]. Es zeigte sich eine MRSA-Pravalenz auf
Betriebsebene von 70%, also deutlich Gber der Nachweisrate des EU-weiten ,Baseline-
Surveys”. Dies kann auf eine sensitivere Untersuchungsmethodik (Nasenabstriche vs.
Staubproben) zurlickgefiihrt werden. Eine Typisierung der dabei festgestellten MRSA zeigte
die spa-Typen t011 (75%, n = 127), t034 (5,3%, n =9), t108 (0,6%, n = 1), t1451 (3,6%, n = 6)
und t2510 (15,4%, n = 26); alle zur klonalen Linien CC398 gehorend [Kock et al. 2009a].

Neben der MRSA-Problematik in Schweinebetrieben erlangte kirzlich bei Rindern der
Nachweis von MRSA, welche ein neues Homolog des Methicillinresistenzgens mecA, genannt
mecC (bzw. zundchst auch mecALGA251), besaBen besondere Aufmerksamkeit. Die
Verbreitung von mecC ist vor allem deshalb relevant, da konventionelle PCR-basierte
Verfahren zur mikrobiologischen Bestatigung von MRSA, dieses Genhomolog nicht erfassen
[EFSA 2013]. Die mecC-positiven Isolate gehdrten vor allem zur klonalen Linie CC130 [Garcia-
Alvarez et al. 2011]. Fir Deutschland liegen bislang keine reprisentativen
Untersuchungsergebnisse zum Vorkommen von mecC-positiven MRSA in Nutztieren vor.

Menschen mit Exposition gegeniber  Schweinen (Landwirte, Veterinare,
Schlachthofmitarbeiter) kolonisieren sich sehr oft nasal mit MRSA CC398. In verschiedenen
Studien wurde nachgewiesen, dass in Deutschland etwa 80% der Landwirte mit dem Erreger
kolonisiert sind [Koéck et al. 2014a]. Die Ergebnisse einer Studie zur Dauerhaftigkeit der
MRSA-Besiedlung unter Landwirten in der Schweinehaltung in Nordrhein-Westfalen und
Niedersachsen zeigen, dass die Mehrzahl (50%) der Landwirte persistent besiedelt sind, d.h.



auch bei langerer Abwesenheit aus dem Tierstall besteht die Kolonisation fort [Kock et al.
2012].

In den meisten Fallen sind die Landwirte durch MRSA CC398 nur nasal besiedelt ohne
Symptome einer Infektion zu zeigen. Jedoch kann der Erreger alle typischen MRSA-
Infektionen, wie sie auch bei ,Krankenhaus-assoziierten”, ,humanen” MRSA-Stdmmen
vorkommen, ausldsen. Hierzu gehéren Pneumonien, Wundinfektionen und Sepsis [Kock et
al. 2014a]. Dies geschieht primar bei Verletzungen der Hautbarriere (z.B. Schnittverletzung)
oder bei medizinischen Eingriffen (Operation, Katheterisierung). Da der Grof3teil (>80%) aller
S. aureus-Infektionen des Menschen ,,endogen” entsteht [von Eiff et al. 2001], ist deshalb
insbesondere der kolonisierte Landwirt infektionsgefahrdet. Aus diesem Grund werden in
der Humanmedizin praventive Dekolonisierungstherapien (mittels Mupirocin Nasensalbe)
angeboten, welche durch antiseptische Dekontaminationstherapien begleitet werden. Diese
haben das Ziel peri-interventionell (z.B. vor einer Operation) die Keimlast auf ein Niveau zu
senken, dass endogene Infektionen aus dem nasalen Reservoir des Besiedelten
unwahrscheinlicher werden [Kock et al. 2014b]. Zahlreiche Studien belegen die
infektionspraventive Effektivitat dieser MaBnahme (Review in [Kock et al. 2014b]).

Der Einfluss einer durch Kontakt zu Nutztieren bedingten MRSA-Besiedlung auf die
Epidemiologie von MRSA in Krankenhdusern bzw. bei Infektionen des Menschen wurde in
Deutschland erstmals durch im Rahmen des Praventionsnetzwerks ,MRSA-net” im
Minsterland  durchgefiihrte  Untersuchungen  deutlich. In  einer  Aufnahme-
pravalenzuntersuchung 2006 wurde bei MRSA, die bei Patienten isoliert wurden, eine spa-
Typisierung durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass insgesamt 17,1% der MRSA-positiven
Patienten mit Stammen besiedelt waren, deren spa-Typen auf die klonale Linie CC398
hindeuteten [Kock et al. 2009b].

In einer multi-zentrischen Studie zur Dynamik der klonalen Struktur von MRSA in
Deutschland wurde nachgewiesen, dass der Anteil von MRSA CC398 an allen MRSA zwischen
2004 und 2011 signifikant von 0,3% auf 5,4% anstieg (P < 0,0005), wobei sehr hohe Anteile
von MRSA CC398 vor allem in landlichen Regionen in Nordwestdeutschland, die auch durch
eine hohe Schweine-, Rinder- und Geflligelhaltungsdichte charakterisiert sind, gefunden
wurden [Schaumburg et al. 2012]. Im Minsterland wurden im Rahmen des Projektes
EurSafety Health-net (www.eursafety.eu) MRSA-Isolate (n = 14036) von Patienten aus 39
Krankenhdusern und aus 754 Arztpraxen gesammelt und spa typisiert [Kock et al. 2013].
,Nutztier-assoziierte spa-Typen”, insbesondere t011 (10%) und t034 (6%) waren hier
insgesamt die dritt- und vierthaufigsten MRSA. Im Jahr 2012 machten MRSA CC398 einen
Anteil von 29% an allen MRSA-Isolaten aus Screeninguntersuchungen (Nasen-
/Rachenabstriche), aber auch einen Anteil von 8-14% in klinischen
Untersuchungsmaterialien aus [Kock et al. 2013].

Zur Bedeutung von mecC-positiven MRSA fiir den Menschen ist wenig bekannt. In Danemark
reprasentierten mecC-positive MRSA 1,9% der von Menschen gewonnenen MRSA-Isolate in
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2010 und 2,8% der lIsolate aus 2011 [Petersen et al. 2013]. Bei einem Screening der
Datenbanken des Universitatsklinikums Miunster (die auch Daten aus den deutsch-
niederlandischen Kooperationsprojekten EurSafety Health-net und MRSA-net beinhalten)
wurden insgesamt 16 MRSA-Isolate identifiziert, in denen mecC nachgewiesen wurde. Diese
Isolate gehorten liberwiegend zum spa-Typ t843, aber auch zu den Typen t978, t1535, t1773
und t7189 [Kriegeskorte et al. 2012].

Dies verdeutlicht, dass MRSA CC398 ein wichtiger Erreger von menschlichen (nosokomialen)
Infektionen in Krankenhdusern ist; dies betrifft vor allem die Regionen NRWs in denen viele
Menschen mit dem Erreger nasal besiedelt sind. Dekolonisierungen von Personen mit Bezug
zur Nutztierhaltung sind bislang langfristig erfolglos verlaufen, da sich diese Personen erneut
mit MRSA nasal besiedeln lieRen, sofern in den Tierstallen weiterhin MRSA in der Umgebung
bzw. Tier nachweisbar waren [Lozano et al. 2011]. Die Sanierung bzw. Dekontaminierung
von Nutztierbetrieben wurden bisher nur unzureichend durchgefiihrt. So wurde z.B. nur in
Teilen eines Betriebes versucht, diesen von MRSA zu dekontaminieren [Pletinckx et al. 2013].
Dabei wurden die involvierten Personen nicht dekolonisiert. In anderen Studien zeigte sich,
dass zwar die Personen saniert wurden, die Tiere hingegen weiterhin MRSA-Trager blieben
und so zu Re-Besiedelungen fiihrte [Lozano et al. 2011].

Eine weitere Quelle der Re-Besiedlung bzw. kontinuierlichen Auseinandersetzung mit MRSA
stellen Vektoren in landwirtschaftlichen Betrieben dar. So kénnen Ratten und auch Mause
MRSA-Trager sein [van de Giessen et al. 2009]. Vor allem Ratten, deren Revier sich Uber
mehrere Betriebe ausdehnen kann, sind als Vektoren von besonderer Bedeutung. Zudem
konnen auch Fliegen Trager von Staphylokokken [Gupta et al. 2012] bzw. MRSA sein
[Rahuma et al. 2005].

Um eine sinnvolle MRSA-Dekontamination in schweinehaltenden Betrieben vorzunehmen,
ware es zudem wichtig, die Zeitdauer der Vermehrungsfahigkeit von MRSA in verschiedenen
Kompartimenten zu kennen. Die Kompartimente Gille, Zuluftungen, Trankewasser,
Futterohre wurden bisher nicht betrachtet bzw. keine Begrenzung der Vermehrungsfahigkeit
von Staphylokokken bei Ublicher landwirtschaftlicher Lagerung beobachtet [Graham et al.
2009]. Bis jetzt sind keine Einschrankungen von MRSA gegeniber Desinfektionswirkstoffen
bekannt. Auch die im Tierstall haufig eingesetzten Desinfektionsmittel auf Peressigsaurebasis
oder quartare Ammoniumverbindungen sind voll wirksam [Campos et al. 2012]. Diese
Ergebnisse sind nur (zur Einschrankung) bei griindlich gereinigten Oberflachen zutreffend.

In einer neueren Studie von Schmidthausen et al. (2015) wurde zwar eine MRSA-Eradikation
in einem nordrhein-westfalischen Schweinebetrieb beschrieben, diese erfolgte aber durch
Stallneubau bzw. -umbau und ist somit nicht praxistauglich fir die Uber 9.000
schweinehaltende Betriebe in NRW. Zudem waren die Tiere nach zwei Tagen wieder MRSA
besiedelt, sodass von einer unzureichenden Reinigung, Desinfektion oder Dekolonisation
ausgegangen werden muss.



Il. Zielsetzung des Projekts

Multiresistente Erreger werden seit vielen Jahren in der Humanmedizin und auch in
tierhaltenden Betrieben nachgewiesen und ricken zunehmend in die Betrachtung bei
Verbrauchern. In schweine-, wie auch rinder- und gefliigelhaltenden Betrieben, ist das
Vorkommen multiresistenter Erreger bekannt. So sind bis zu 80-85% der Schweinehalter
nasal mit laMRSA besiedelt.

Um dem effektiv entgegenzuwirken, sollte eine MRSA-Dekontamination der Stallungen
inklusive aller Geratschaften erfolgen, damit sich neu einzustallende MRSA-negative Tiere
nicht besiedeln lassen. Es sollten Rahmenbedingungen fiir eine nachhaltige und dauerhaft
erfolgreiche Dekolonisation getroffen werden, in dem die Wiederbesiedlungsgefahr der
laMRSA-negativen Tiere durch die Umgebung (Tiere, Menschen, Stall) reduziert wird. Dafir
sollten sogenannte Hot-Spots identifiziert werden, in denen [aMRSA vorrangig anzutreffen
ist. In geeigneten Stallabteilen sollten anschlieBend mittels optimierter Durchfiihrung der
Reinigung und Desinfektion duRerst keimarme Umgebungsbedingungen prapariert werden,
welche mit Proben aus der Umgebung und der Luft bestatigt werden sollten.

Anpassung des Projektziels auf Basis der Zwischenergebnisse

Es wurde in der ersten Projektlaufzeit kein Betrieb mit MRSA-negativen Aufzuchttieren
identifiziert. Daher konnte die Maoglichkeit diese negativen Tiere in zuvor MRSA-
dekontaminierte Stallungen einzustallen, nicht umgesetzt werden. In diesem Zuge kam ein
weiteres Arbeitspaket hinzu, dass die Untersuchung einer Dekolonisation von
Mastschweinen in einem Strohstall einschloss. Hier sollte der Einfluss des Strohs als
moglicher Dekolonisator bezliglich laMRSA untersucht werden.

AuBerhalb  der urspriinglichen Projektplanung wurde zusatzlich als  dritter
Untersuchungspunkt die Exposition von Mitarbeitern bezliglich laMRSA und der méglichen
Kolonisation untersucht.



Ill. Material und Methoden

1. Rahmenbedingungen der Untersuchungen

Die Projektlaufzeit von 15 Monaten umfasste verschiedene Arbeitspakete. Zunachst wurde
der MRSA-Status unterschiedlicher schweinehaltender Betriebe ermittelt. Hierflir wurden
Tupferproben aus den Nasenvorhofen der Landwirte und Mitarbeiter, Proben in der
Umgebung und Abstriche aus den Riisseln von Schweinen genommen und mikrobiologisch
untersucht. Nach der Identifikation eines geeigneten Betriebes wurde die Stallumgebung auf
das MRSA-Vorkommen untersucht und eine Dekontamination mittels Reinigung und
Desinfektion nach praxistauglichem Standard durchgefiihrt. Die in das dekontaminierte
Abteil eingestallten Tiere sowie die Stallumgebung wurden bis zur Ausstallung untersucht
und der MRSA-Status festgestellt.

Wadhrend der Voruntersuchungen ergaben sich zwei weitere interessante Punkte, die
innerhalb des Projektzeitraumes naher untersucht wurden. Zum einen wurde der MRSA-
Status der Mitarbeiter, die in standigem Stall- und Tierkontakt standen dokumentiert, zum
anderen wurden Masttiere in einem Strohstall bis Mastende begleitet und die Besiedlung
mit MRSA Uberprift.

Die nachgewiesenen MRSA-Isolate wurden mittels spa-Typisierung vertiefend untersucht,
um insbesondere bei den Untersuchungen der Mitarbeiter die nachgewiesenen MRSA von
anderen, nicht [aMRSA differenzieren zu kdénnen. Bei den Isolaten aus der Umgebung
wurden jeweils reprdsentative Isolate unterschiedlicher Lokalisationen ausgewahlt, bei den
MRSA-Isolaten der Mitarbeiter wurden alle Isolate typisiert.

2. Teilnehmende Betriebe

Die untersuchten Betriebe setzen sich aus bereits bekannten Projektbetrieben der FH
Stdwestfalen und interessierten Betrieben zusammen. Wahrend der Projektlaufzeit wurden
18 konventionelle Betriebe genauer auf ihren MRSA-Status hin untersucht. Es handelte sich
um unterschiedliche Betriebsformen, die den reinen Sauenhalter (1), die Ferkelaufzucht (4)
oder die Mast (9) umfassten. Auch Kombinationen aus Sauenhalter/Ferkelaufzucht (1),
Ferkelaufzucht/Mast (1) oder offene Systeme (2) waren vertreten.

Der Hauptversuch zur Dekontamination eines MRSA-positiven Schweinebetriebes fand auf
einem konventionellen Betrieb mit geschlossenem System statt, auf dem die Ferkel geboren
und aufgezogen werden und teilweise bis Mastende verbleiben. Der Betrieb wird von zwei
Familien- und vier Fremdarbeitskraften bewirtschaftet und hat 790 Sauen-, 4.200
Ferkelaufzucht- und 1.300 Mastplatze. Die Ferkel werden in einem Zwei-Wochen-Rhythmus
geboren und 24 Tage gesdugt. Die durchschnittliche Aufzuchtdauer liegt bei 50 Tagen.



Der im Projekt untersuchte Strohstall ist ein Mastbetrieb mit offenem System, in dem die
Schweine auf Stroh gehalten werden. Besonders hierbei sind die freie Liftung und das hohe
Platzangebot mit 1,1-1,2 m? pro Tier. Die Schweine verbleiben ca. 16 Wochen bis Mastende
auf dem Betrieb.

3. Demonstrationsvorhaben zur Dekontamination MRSA-positiver Schweine-
betriebe

3.1 Auswahl des Versuchsabteils

Der komplette Versuch wurde in einer dreifachen Wiederholung durchgefihrt. Fir den
Hauptversuch wurde ein Abteil in der Ferkelaufzucht ausgewahlt. Dies ermdglichte eine gute
Versuchsplanung und kalkulierbare Zeitabstande, in denen die Tiere im Versuchsabteil
waren. Das Abteil hatte die MaRe 16,5 x 8,8 x 2,7 m mit durchgehenden
Plastikvollspaltenboden (Abbildung 1). Vom Kontrollgang gingen rechts und links jeweils fiinf
Buchten ab, in die im Schnitt ca. 40 Tiere mit einem Absetzgewicht von 6-8 kg eingestallt
werden. In der Mitte der Bucht befanden sich jeweils Troge einer Flussigfiitterungsanlage
mit Sensor. Die Buchten waren mit acht Trankenippeln und Beschaftigungsmaterial, das an
den Trennwdnden angebracht war, ausgestattet.

Abbildung 1: Ubersicht iiber das Versuchsabteil



Geheizt wurde das Abteil durch zwei lange Heizungen, die rechts und links hinter den
Buchten lagen. Die Zuluft wurde Uber sieben Schachte geregelt (Schlitzliftung), die sich iber
dem Kontrollgang befanden. Die zwei Abluftschachte waren (iber den ersten beiden Buchten
angebracht.

Die Ferkel wurden nach 24 Tagen Saugezeit eingestallt und verblieben dort ca. 50 Tage. Nach
Ausstallung der Tiere stand das Abteil 2-5 Tage leer und wurde durch Betriebsmitarbeiter
gereinigt und desinfiziert.

3.2 Reinigung und Desinfektion

Nach Ausstallung der Tiere wurde das Versuchsabteil gereinigt und desinfiziert. Diese
Arbeitsschritte wurden von den Mitarbeitern des Betriebes nach betriebseigenem Schema
durchgefiihrt und nicht speziell fiir das Projekt angepasst oder verdandert.

Gereinigt wurde von zwei Mitarbeitern, die parallel mit zwei Hochdruckreinigern (HDR)
gearbeitet haben. Der grobe Schmutz wurde direkt nach Ausstallung der Tiere entfernt,
anschliefend wurde mit dem HDR eingeweicht. Nach der Vorreinigung mit dem HDR, wurde
das komplette Abteil inklusive Gang, Treibgeraten und Anflitterungsschalen eingeschaumt.
Da der Reinigungsschaum (Wirkstoff Natriumhydroxid, Best Farm) von vorne nach hinten im
Abteil aufgetragen und anschlieBend sofort die Reinigung stattfand, bestand keine
festgelegte Einwirkzeit. Die Trocknung des Abteils erfolgte Gber Nacht fiir ca. 18 Stunden.

Die Desinfektion wurde von einem Mitarbeiter bis zu einer Hohe von ca. 2 m im kompletten
Abteil aufgetragen. Die Trocknung der Schaumdesinfektion (Sorgene 5, Wirkstoff
Peressigsaure, BASF) erfolgte Uber ein bis drei Tage.

3.3 Versuchsaufbau

3.3.1 Erfassung des MRSA-Status im Versuchsabteil

Die Probennahme erfolgte im kompletten Versuchsabteil, wobei bestimmte Buchten und
Orte ausgewahlt wurden, ohne die mit der Reinigung beauftragten Personen dariiber zu
informieren. Vorab wurden Bereiche benannt, die in fir den Landwirt gut und schlecht zu
reinigende Stellen eingeteilt wurden. Gut zu reinigende Stellen wurden hierbei als Orte
definiert, die bei einer normalen Reinigung und Desinfektion ohne Umstande und
offensichtlich zu erreichen sind. Schlecht zu reinigende Stellen umfassten Bereiche, die sich
beispielsweise in Zwischenrdumen oder unter Gegenstinden befanden und nicht ohne
weitere MalBBnahmen zu erreichen sind. Die folgenden Abbildungen beschreiben das
Versuchsabteil und die Probenahmeorte, wobei der untere (Abbildung 2) und obere Teil
dargestellt sind.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Probenahmeorte im unteren Teil des Versuchsabteils (unterhalb einer Hohe

von ca. 2 m)

Die Proben wurden in verschiedenen Bereichen des Stalls genommen. Die Probenahmeorte sind mit * markiert. Die

schwarz hinterlegten * kennzeichnen die gut zu reinigenden Stellen, die rot hinterlegten die schlecht zu reinigenden

Stellen.

Der untere Teil des Versuchsabteils umfasste alles unter einer Hohe von 2 m und die meisten
Bereiche in Tierhohe. Der obere Teil des Abteils deckte Bereiche, wie die Hauptleitung der

Flassigfiitterung sowie die Zuluft und Abluft des Stalls ab (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Probenahmeorte im oberen Teil des Versuchsabteils (ab einer H6he von ca. 2
m)

Der MRSA-Status der Abteiloberflaichen wurde zundchst im ungereinigten Zustand nach
Ausstallung der Ferkel erfasst. Nach der Reinigung und Desinfektion durch die
Betriebsmitarbeiter wurden die gleichen Stellen erneut beprobt.

Weiterhin wurde untersucht, ob der tierassoziierte Keim grofStenteils in Tierhohe vorkommt.
Die Orte der Probennahme mit der Anzahl der Wiederholungen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.



Tabelle 1: Festgelegte Probenahmeorte im Versuchsabteil

Gut zu reinigende Stellen Schlecht zu reinigende Stellen

Anzahl Anzahl
Ort Wieder- Ort Wieder-
holungen holungen

Boden 4 Hauptleitung Futter 2
Trennwand innen 4 zwischen Spalten 4
Abteilwande (Kunststoff/Beton) 4 Spaltenauflage (groRe Querstege) 4
Kontrollgang 3 Trogunterseite 4
Fenster 3 Halterung Fltterungsrohr (innen) 3
Heizung (lange Seiten) 3 hinter Futterleitung (Trog) 3
im Trog 4 hinter Wasserleitung 3
auf Trankenippelleitung 3 Nippelzapfen 3
Ablaufe Futter (senkrecht) 2 Trennwand Edelstahlkante 4
Ablaufe Futter (waagerecht) 4 Trennwand Unterseite 4
Zuluft innen 6 Offnung Heizung 3
Abluft innen 2 Heizungslécher 3
Wand 3 Hinterseite Wasserleitung 3
Decke 4 Spielzeug Rohre unten 3
Seite Eingangstir 2 zwischen Kabeln (Futterung) 3
Zentralgang Boden 3 Lampen 3
zwischen Spalten und Wand 2 Ventile Fltterung 3
Trennwand Uber Trog 4 Spaltenelement AulRenkante 2
Ecken 3 )
Abteilwande/Fensterwande Spaltenelement unter den Spalten

Spaltenelementauflage 2

Es wurden die Bereiche in Tierh6he festgelegt, die direkten Kontakt mit den Schweinen
haben (grau unterlegt).

3.3.2 Erfassung des MRSA-Status der neu eingestallten Tiere

Neben der Erfassung des MRSA-Status der Umgebung im Versuchsabteil vor und nach
Reinigung und Desinfektion, wurden die neu eingestallten Tiere auf ihre MRSA-Besiedlung
bzw. den MRSA-Besiedlungsverlauf untersucht. Pro Bucht wurden zwei Tiere mit
Transpondern (MS Quick Transponder FDX, Firma MS Schippers) versehen, um eine
Einzeltierverfolgung zu ermoglichen. Die Ferkel wurden bei Einstallung, eine Woche danach
und nach sieben Wochen (Ausstallung) beprobt.

4. Langzeituntersuchung des MRSA-Status von Mitarbeitern

Wiéhrend des Versuchszeitraums und aufRerhalb der Betriebsbesuche des Projektes wurden
die Mitarbeiter, die regelmaRig in schweinehaltenden Betrieben unterwegs sind, auf ihren
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MRSA-Status untersucht. Es wurden Tupfer der Firma VWR mit Amies-Flissigkeit als
Transportmedium verwendet. Die Beprobung erfolgte mit einem Abstrich der Nasenvorhofe
beider Nasenlécher direkt vor dem Stallbesuch. Die Probe nach Stallbesuch wurde direkt
danach oder hochstens nach einer Stunde genommen. Die Tupfer wurden anschlielend
zusammen im Labor bearbeitet und durch eine Anreicherung auf MRSA Uberprift.

5. Besiedlung von Mastschweinen mit MRSA im Strohstall

5.1 Auswahl der Versuchsabteile

Der Versuch fand auf einem konventionellen Betrieb mit offenem System statt. Der
Schweinebetrieb verfligte Uber zwei Maststidlle mit Stroheinstreu. Die Stidlle waren mit
jeweils sieben Buchten ausgestattet, in denen durchschnittlich 60-72 Tiere eingestallt
wurden. In beiden Buchten waren vorne Schalentranken und eine Breiflitterungsanlagen
angebracht. Die Zuluft erfolgte Uber grofe Fenster, die sich jeweils oberhalb des
Kontrollgangs an einer Seite des kompletten Abteils erstreckten. Zudem konnten in Bucht B
Tore geoffnet werden, die den Schweinen eine zusatzliche Frischluftversorgung
ermoglichten (vgl. Abbildung 4). Beide Abteile hatten einen Betonboden ohne Spalten und
Abteilwande teils aus Beton bzw. Holz. Die Einstreu bestand aus einem Strohballen, der in
die Mitte aufgestellt und von den Schweinen verteilt wurde. Je nach Bedarf wurde alle ein
bis zwei Wochen Stroh nachgelegt.

Es wurden zwei verschiedene Reinigungsvarianten untersucht. Wahrend in Variante 1 eine
Reinigung und Desinfektion stattfand, wurde in Variante 2 lediglich gereinigt.

v 3yong

Variante 1: Reinigung und Desinfektion (Bucht A)

Bucht B
Variante 2: Reinigung (Bucht B)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Versuchsbuchten in den zwei Betriebsgebduden

Der Stall mit Bucht A und der Reinigungsvariante 1 hatte eine GroRe von 42 x 15 m und
vollbelegt eine Tieranzahl von 504 Schweinen. Die Versuchsbucht hatte die MaRe 13,6 x 5,9
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m und bot damit ein Platzangebot von 1,1 m? pro Schwein bei 72 Tieren. Das Geb&dude mit
Bucht B umfasste 35 x 17 m mit einer Belegung von maximal 455 Tieren. Versuchsbucht B
hatte eine GroBe von 14,5 x 4,9 m, in der wahrend des Versuchs 60 Tiere eingestallt waren
(1,2 m?/Tier).

5.2 Reinigung und Desinfektion

In Versuchsbucht B (Variante 2: Reinigung) wurde nach Ausstallung der Mastschweine mit
dem Hochdruckreiniger eingeweicht. Die Fressplatze sowie die Wande wurden von einem
Mitarbeiter mit einem Hochdruckreiniger gereinigt, wobei kein Reinigungsmittel verwendet
wurde. Anschlieend wurde der Stall entmistet und besenrein hinterlassen.

Demgegeniiber fand in Versuchsbucht A eine Reinigung und Desinfektion statt. Hierfiir
wurde die Bucht ebenfalls eingeweicht und zusatzlich mit Schaumreiniger gereinigt
(alkalischer Einweichschaum, Best Farm). Die anschlieRende Desinfektion, mit einer
Trocknungsdauer Gber mehrere Tage, fand mit Venno vet 1 super (Menno Chemie) statt.

5.3 Erfassung des MIRSA-Status der Tiere und der Umgebung

Fir diesen Versuch wurden die Tiere beider Versuchsbuchten direkt vom Transporter, vor
dem ersten Stallkontakt, beprobt. Die Ferkel wurden individuell mit einem Transponder
versehen (MS Quick Transponder FDX, Firma MS Schippers), um eine Einzeltierverfolgung zu
gewahrleisten. Der MRSA-Status aller Transpondertiere wurde bei Einstallung, eine, funf,
zehn und 16 Wochen danach durch Nasentupferabstriche erfasst.

Neben den Tieren wurde die Umgebung zu denselben Zeitpunkten auf eine Kontamination
mit MRSA untersucht. Diese Proben umfassten die Trennwdande rund um die Bucht in
Tierhohe, verschiedene Orte am Buchtenboden, Rohre (iber den Trennwanden und die
Futterautomaten. Des Weiteren wurde das Stroh und die Luft beprobt.

6. Probenahme und mikrobiologische Methoden

Fiir die Untersuchung des MRSA-Status der Tiere und der Umgebung wurden Tupferproben
genommen, die anschlieffend mikrobiologisch im Labor untersucht wurden. Die Tupfer der
Firma VWR enthielten als Transportmedium Amies-Fliissigkeit. Die Proben wurden bei den
Tieren jeweils aus beiden Nasenléchern entnommen. Dazu wurden die Tupfer bereits im
Vorhinein in das Nahrmedium Uberfihrt, um besser in die Nasenvorhofe zu gelangen. Der
Abstrich wurde in drehenden Bewegungen ohne Beriihrung der RisselauRenseite
genommen. Die Mastschweine wurden mit einer Fangschlinge fixiert und beprobt.

Die Umgebung wurde mit den gleichen Tupfern beprobt. Abhangig von der Stelle wurden
definierte Flachen oder Strecken untersucht. Fiir die definierten Flachen wurden Schablonen
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(VWR) mit einem Flacheninhalt von 20 cm? verwendet. In Bereichen, wie beispielsweise
hinter Leitungen oder unterhalb von Trennwadnden, wurden Strecken von 10 cm ausgewahlt.
Die Strohproben wurden zerkleinert und in einer 1:10-Verdinnung im Stomacher 400
Circulator (Seward) vermengt. AnschlieBend wurden 500 ul in das erste flissige
Selektionsmedium uberfihrt.

Die Anzucht von MRSA im Labor erfolgte lber zwei flissige Ndahrmedien und anschlieRende
Ausbringung auf einem chromogenen Selektivagar.

6.1 Nihrmedien
Muller Hinton Bouillon (MHB + 6,5 % NaCl 9 ml)

Fir die erste Anzucht wurden die Tupfer in ein Selektivndhrmedium zur Anzucht von
Staphylokokken der Firma Media Products, Niederlande lberfihrt.

Zusammensetzung (pro Liter destilliertes Wasser):

Saurehydrolysat von Casein 17,5g
Rindfleischextrakt 30¢g
Starke 15g

Trypton Soja Bouillon + Cefoxitin/Aztreonam (TSB + C/AZ 5ml)

Medium zur Anreicherung und Kultivierung nicht anspruchsvoller, aerober Mikroorganismen
(Media Products, Niederlande). Der Zusatz der Antibiotika Cefoxitin und Aztreonam
ermoglicht eine weitere Selektion auf MRSA.

Zusammensetzung (pro Liter destilliertes Wasser):

Trypton (pankreatisch abgebautes Casein) 170g
Soyton (peptisch abgebautes Sojabohnenmehl) 3,0g
Glucose 25¢g
Natriumchlorid 50¢g
Dikaliumhydrogenphosphat 2,58
Aztreonam 20 mg
Cefoxitin 3,5mg

chromID MRSA SMART Agar (MRSM)

Der MRSM-Agar der Firma Biomérieux ist ein chromogenes Medium zum Screening auf
MRSA. Der Agar besteht aus einer reichen Nahrstoffgrundlage mit verschiedenen Peptonen.
Er enthdlt chromogene Substrate und eine Antibiotika-Mischung zur Forderung des
Wachstums von MRSA und zum direkten Nachweis der Enzymaktivitat. Gramnegative
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Bakterien, nicht zur Gattung Staphylococcus gehorenden Bakterien, Hefen und
Schimmelpilze werden durch die Selektivmischung gehemmt. Nach der Inkubation unter
aeroben Bedingungen bilden MRSA-Stamme rosafarbene bis rote Kolonien.

Zusammensetzung (pro Liter destilliertes Wasser):

Tierische und pflanzliche Peptone (Schwein oder Rind)  20,1g

Tribungsmittel 20¢g
Tris 08¢g
Agar 130¢g
Chromogene Mischung 0,25¢
Selektivmischung 40 ml

6.2 Kultivierung von MRSA

Die Anreicherung der im Stall gezogenen Proben erfolgte (iber zwei flissige und ein festes
Selektivndhrmedium. Die Tupfer wurden in die MHB + 6,5 % NaCl Uberfihrt und diese
Gefdlle gevortext. Nach der Inkubation fir 18 £ 2 h bei 36°C wurden 500 pl aus der MHB +
6,5 % NaCl in die TSB + C/AZ Uberfiihrt (erneute Inkubation bei 36°C, 18 + 2 h). AnschlieRend
wurden die Proberéhrchen gevortext und jeweils 10 pl der Zellsuspension auf eine MRSM-
Nahrplatte pipettiert und ausplattiert. Die Platten wurden nach Inkubation bei 37°C Uber
Nacht ausgewertet.

6.3 Untersuchung der Umgebungsluft auf MRSA

Zur Untersuchung der Stallluft auf MRSA wurde der MicroBio MB2 Luftkeimsammler der
Firma Laborshop 24 verwendet. In den Luftkeimsammler wurde eine MRSM-Agarplatte
eingespannt und Uber einen Zeitraum von einer Minute 100 | Luft durch das Gerat gezogen.
Die auf dem Nahrmedium gesammelten Mikroorganismen wurden nach Anleitung inkubiert
und die Kolonienbildenden Einheiten (KbE) am nachsten Tag ausgezahlt.

6.4 spa-Typisierung der MRSA-Isolate

Zur spa-Typisierung der nachgewiesenen MRSA-Isolate wurde zunachst die DNA der MRSA-
Reinkulturen mittels Chelex-Extraktion (Biorad) gewonnen und diese dann bis zur weiteren
Verwendung gekiihlt gelagert. Fir die Amplifikation und anschlieBende Sequenzierung
wurde ein bereits veroffentlichtes Protokoll (Mellmann et al. 2006) angewandt. Die spa-
Typen wurden mit der Ridom StaphType Software Version 2 (Ridom GmbH) aus den DNA-
Sequenzen bestimmt und deren Verwandtschaft mit dem BURP-Algorithmus (Mellmann et
al. 2007) untersucht.
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IV. Ergebnisse

1. MRSA-Status auf den im Projekt untersuchten schweinehaltenden
Betrieben

Im Projektzeitraum wurden 18 konventionelle, schweinehaltende Betriebe auf ihren MRSA-
Status untersucht. Pro Betrieb wurden durchschnittlich 20 Proben genommen, die die
Umgebung und die eingestallten Tiere unterschiedlicher Altersgruppen umfassten. Von den
ca. 360 Proben waren 252 MRSA-positiv. Insgesamt waren vier Betriebe zu 100% positiv,
wohingegen die anderen teils negativ und teils positiv waren. Kein Betrieb war rein negativ.
Der MRSA-Status lag bei den im Projekt teilnehmenden Betrieben bei 100%. Es war zudem in
allen Haltungsabschnitten MRSA nachweisbar.

2. Demonstrationsvorhaben zur Dekontamination MRSA-positiver Schweine-
betriebe

2.1 Vorkommen von MRSA im Versuchsabteil

Zur Klarung des Vorkommens von MRSA im Versuchsabteil vor Reinigung und Desinfektion
wurden zunachst die Bereiche verglichen, in denen die eingestallten Tiere in direktem
Kontakt mit der Umgebung stehen und denen auflerhalb der Tierh6he. Es wurde in allen
Bereichen des Versuchsabteils MRSA in den Umgebungsproben nachgewiesen. Die
Ergebnisse zeigen, dass Bereiche in Tierhohe mit 80% ein hdoheres MRSA-Vorkommen
gegenliber den anderen Bereichen im Stall haben (vgl. Abbildung 5). Mit 64% sind die Orte
aullerhalb des direkten Tierkontakts tendenziell weniger belastet.
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Abbildung 5: MRSA-Vorkommen in verschiedenen Bereichen des Versuchsabteils

Nur 20% der Proben in Tierhohe waren MRSA-negativ, wie beispielsweise die Oberflache der

Trankenippelleitung, wobei dies von Durchgang zu Durchgang unterschiedlich war. Bereiche

mit Staubablagerungen waren oft MRSA-positiv, wahrend Orte weit aullerhalb der Tierhdhe,
wie die Wande oder die Decke, 6fter MRSA-negativ waren. Im Abteil waren die spa-Typen
t011, t034 und t8616 zu finden. Diese spa-Typen gruppieren wie alle anderen spa-Typen, die
im Rahmen des Projekts bei den insgesamt 637 durchgefiihrten spa-Typisierungen
nachgewiesen wurden, alle mittels BURP-Algorithmus zusammen und sind dem CC398

zuzuordnen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Darstellung der Verwandtschaftsverhaltnisse der verschiedenen nachgewiesenen spa-Typen
Jeder Punkt entspricht einem spa-Typen und ist entsprechend gekennzeichnet; die Zahl auf den Verbindungslinien zwischen

zwei spa-Typen gibt an, wie viele Evolutionsschritte erforderlich sind, um von einem spa-Typen zum anderen zu evolvieren.
Alle spa-Typen, die sich in maximal vier Evolutionsschritten voneinander unterscheiden, werden in einer Gruppe
zusammengefasst. Der spa-Typ t011 ist aufgrund der meisten nah-verwandten anderen spa-Typen als Ursprung zentral
lokalisiert.

Im zweiten Durchgang des Versuchs waren vor Reinigung und Desinfektion 85% der Bereiche
in Tierhohe MRSA-positiv. AuRerhalb der Tierhéhe konnte in 72% der Bereiche MRSA
nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 2). Die spa-Typen wurden an ausgewahlten Orten
bestimmt.

Tabelle 2: Probenahmeorte im zweiten Durchgang des Versuches zur Reinigung und Desinfektion mit MRSA-Status und
spa-Typ (Bereiche in Tierh6he sind grau unterlegt; nb = nicht bestimmt)

Ort MRSA spa-Typ
Boden (Spalten) positiv t034
Boden (Spalten) positiv nb
Boden (Spalten) positiv nb
Boden (Spalten) positiv nb
Trennwand innen positiv 1034
Trennwand innen positiv nb
Trennwand innen positiv nb
Abteilwande positiv t034
Abteilwande positiv nb
Abteilwande positiv nb
im Trog positiv nb
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im Trog

im Trog

im Trog

auf Trankenippelleitung
zwischen Spalten und Wand
zwischen Spalten und Wand
Trennwand Uber Trog
Trennwand tiber Trog
Trennwand Uber Trog
Trennwand tiber Trog

Ecken Abteilwande/Fensterwande
Ecken Abteilwande/Fensterwande
Ecken Abteilwande/Fensterwande
zwischen Spalten

zwischen Spalten

zwischen Spalten

zwischen Spalten

Trogunterseite

Trogunterseite

Trogunterseite

Halterung Fiitterungsrohr (innen)
Halterung Fltterungsrohr (innen)
Halterung Fitterungsrohr (innen)
hinter Futterleitung (Trog)

hinter Futterleitung (Trog)
hinter Wasserleitung

hinter Wasserleitung

hinter Wasserleitung
Nippelzapfen

Nippelzapfen

Trennwand Edelstahlkante
Trennwand Edelstahlkante
Trennwand Edelstahlkante
Trennwand Edelstahlkante
Trennwand Unterseite
Trennwand Unterseite
Trennwand Unterseite
Spielzeugrohre unten
Spielzeugrohre unten
Trennwand innen

Abteilwande

auf Trankenippelleitung

auf Trankenippelleitung
Trogunterseite

hinter Futterleitung (Trog)
Nippelzapfen

Trennwand Unterseite

positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

nb
t034
nb
t034
nb
t034
nb
nb
1034
nb
nb
nb
nb
nb
t034
nb
nb
t034
nb
nb
nb
t034
nb
nb
t034
nb
nb
t034
nb
t034
nb
t034
nb
nb
nb
t034
nb
nb
t034

18



Spielzeugrohre unten

Kontrollgang

Kontrollgang

Kontrollgang

Fenster rechts auBen
Fenster mittig rechts
Heizung (lange Seiten)
Heizung (lange Seiten)
Heizung (lange Seiten)
Ablaufe Futter (senkrecht)
Ablaufe Futter

Abldufe Futter

Ablaufe Futter

Abldufe Futter

Zuluft innen

Zuluft innen

Zuluft innen

Abluft innen

Abluft innen

Wand

Wand

Wand

Seite Eingangstir

Seite Eingangstir
Zentralgang Boden
Hauptleitung Futter
Spaltenauflage (grofRe Querstege)
Spaltenauflage (grofRe Querstege)
Offnung Heizung

Offnung Heizung

Offnung Heizung
Heizungslocher
Heizungslécher
Heizungslocher

Hinterseite Wasserleitung
Hinterseite Wasserleitung
Hinterseite Wasserleitung
zwischen Kabeln (Futterung)
zwischen Kabeln (Futterung)
zwischen Kabeln (Futterung)
Lampen

Lampen

Lampen

Ventile Fltterung

Ventile Fltterung
Spaltenelement AulRenkante

negativ

positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv

nb
t034
nb
t034
nb
nb
t034
nb
t034
nb
nb
nb
t034
nb
t034
nb
nb
nb
nb
t034
nb
t034
nb
t034
t034
nb
t034
nb
t034
nb
nb
nb
nb
t034
nb
nb
nb
t034
nb
nb
t034
nb
nb
t034
t034
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Spaltenelement unter den Spalten
Spaltenauflage

Fenster mittig links

Ablaufe Futter (senkrecht)

Zuluft innen

Zuluft innen

Zuluft innen

Decke

Decke

Decke

Decke

Zentralgang Boden

Zentralgang Boden

Hauptleitung Futter
Spaltenauflage (groRe Querstege)
Spaltenauflage (grolRe Querstege)
Ventile Futterung
Spaltenelement AulRenkante
Spaltenelement unter den Spalten
Spaltenauflage

positiv

positiv

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

nb
nb

Es wurde der spa-Typ t034 nachgewiesen. Innerhalb des Versuchsbetriebes waren ebenfalls
die spa-Typen t011 und t8616 zu finden.

2.2 MRSA-Status des Versuchsabteils vor und nach Reinigung und Desinfektion

Nach der Ausstallung der Tiere aus dem Versuchsabteil wurden die Proben vor Reinigung

und Desinfektion genommen. Hierbei wurde zwischen den gut und schlecht zu reinigenden

Stellen unterschieden. Bei den gut zu reinigenden Stellen waren vor der Reinigung und

Desinfektion 74% der Umgebungsproben MRSA-positiv. Die schlecht zu reinigenden Stellen

waren mit 69% ahnlich stark mit MRSA kontaminiert (Abbildung 7).
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vor R&D nach R&D

Abbildung 7: MRSA-Status des Versuchsabteils vor und nach Reinigung und Desinfektion (R&D)

Nach der Reinigung und Desinfektion waren 97% der gut zu reinigenden Stellen MRSA-
negativ. Lediglich in 3% der Bereiche wurde noch MRSA nachgewiesen. Diese umfassten
Stellen, wie die Trankenippelleitung, die Ecken der Abteilwdande oder den Zentralgang vor
dem Versuchsabteil. Der Zentralgang wurde als potenzielle Quelle zur Wiedereintragung von
MRSA untersucht. Ahnliche Ergebnisse wurden bei den schlecht zu reinigenden Stellen
erzielt. Hier waren 98% der Bereiche MRSA-negativ und 2% positiv. Zu den Stellen zdhlten
Bereiche hinter der Wasserleitung, zwischen den Spalten und auf dem Ventil der Fitterung.
Durch die betriebsibliche Reinigung und Desinfektion konnte MRSA fast vollstandig aus dem
Versuchsabteil eliminiert werden.

2.3 MRSA-Status der neu eingestallten Tiere und der Umgebung im Verlauf der Ferkel-
aufzucht

Nach der Reinigung und Desinfektion des Versuchsabteils wurde in allen drei Durchgdangen
der MRSA-Status der Schweine untersucht, die neu eingestallt wurden. Die insgesamt 60
Tiere in allen Durchgangen wurden am Tag der Einstallung, eine Woche danach und am Ende
der Ferkelaufzucht mittels Nasentupfern beprobt. Bereits 72% der Ferkel kamen MRSA-
positiv aus der Abferkelung und wurden in das Versuchsabteil eingestallt. Die Typisierung
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konnte groRRtenteils den spa-Typ t034 nachweisen, es waren jedoch auch die Typen t011 und
t5462 vertreten (Tabelle 3).

Tabelle 3: spa-Typen der eingestallten Ferkel in den drei verschiedenen Durchgangen

Durchgang (h=7) (n=7) (n=9)
034 (5) 034 (7) t034 (8)
spa-Typ
t011 (2) t5462 (1)

Eine Woche danach waren alle Schweine mit MRSA besiedelt. Dieser Zustand anderte sich
zur nachsten Beprobung nicht (vgl. Abbildung 8).

100% - 100% 100%
spa-Typen:
t011
84% t034
80% - t5462
72%
X
> 60% -
2 ° 53%
3 Tiere
oy
< B Umgebung
4 40% -
=
20% -
2%
0% 4 B . . .

Einstallung 1 Woche 7 Wochen

Abbildung 8: Anteil MRSA-positiver Schweine- und Umgebungsproben im Verlauf der Ferkelaufzucht

Im gesamten Abteil waren in den drei verschiedenen Durchgédngen durchschnittlich 2% der
Umgebungsproben vor Einstallung der Tiere MRSA-positiv. Wahrend der Ferkelaufzucht
wurden Stichproben von festen Orten aus der Umgebung genommen, die auch im
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Hauptversuch untersucht wurden. Der positive MRSA-Status veranderte sich im Verlauf der
Ferkelaufzucht mit einem Anstieg auf 53% nach einer Woche. Zu diesem Zeitpunkt waren
Bereiche, wie der Spaltenboden, die Trennwand und die Abluft positiv. Bei Ausstallung
konnte in 84% der Umgebungsproben MRSA nachgewiesen werden, wobei Orte, wie die
Zuluft, meist negativ waren.

Neben den Ferkeln und der Umgebung wurde die Luft auf ihre Kontamination mit MRSA
untersucht. Die Proben wurden jeweils vor und nach Reinigung und Desinfektion und
wahrend der Ferkelaufzucht parallel zu den Tierbeprobungen genommen. Obwohl vor der
Reinigung des Abteils ein Grol3teil der Umgebungsproben positiv war, wurde in der Luft kein
MRSA nachgewiesen. Dies dnderte sich nach Reinigung und Desinfektion nicht, wohingegen
30 Minuten nach Einstallung der Tiere bereits 7 KbE/100I Luft nachweisbar waren (Abbildung
9). Im Verlauf der Ferkelaufzucht stiegen die Werte von 30 KbE auf 73 KbE/100lI.

Vor Reinigung & Desinfektion Nach Reinigung & Desinfektion

=)

0 KbE/100I 0 KbE/100I
Einstallung (30 min) 1 Woche 7 Wochen

7 KbE/100I 30 KbE/100lI 73 KbE/100lI

Abbildung 9: MRSA-Status der Luft vor und nach Reinigung und Desinfektion und zu verschiedenen Zeitpunkten in der
Ferkelaufzucht

In allen drei Durchgédngen vor und nach Reinigung und Desinfektion und zu verschiedenen
Zeitpunkten in der Ferkelaufzucht waren die Verlaufe der Kontamination mit MRSA in der
Luft ahnlich. Sofort nach Einstallung konnte MRSA nachgewiesen werden, in Woche 7 waren
die Werte am hochsten.
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3. Langzeituntersuchung des MRSA-Status von Mitarbeitern

Wahrend der ersten Stallbesuche des Projekts, zur Auswahl der Betriebe fiir die Versuche,
wurden die Mitarbeiter direkt vor und direkt nach Stallbesuch (max. 60 Minuten nach
Verlassen) auf MRSA beprobt. Es fiel auf, dass der Untersuchungsbefund bzgl. MRSA vor
Stallbesuch negativ war, in den meisten Fallen nach dem Stallbesuch jedoch als positiv
detektiert wurde. Vor dem nachsten Einsatz im Stall anderte sich dies wieder und die
Mitarbeiter waren vor Stallzutritt immer MRSA-negativ.

Insgesamt wurden Uber einen Zeitraum von 13 Monaten 225 Proben vor und nach
Stallbesuch gezogen, um die Auswirkungen regelmaBiger Exposition auf den MRSA-Status zu
untersuchen. Im Folgenden wurden drei Mitarbeiter exemplarisch ausgewadhlt und die
Stallbesuche mit der Haufigkeit negativer und positiver Befunde aufgelistet. Zusatzlich wurde
unterschieden, ob der betreffende Mitarbeiter wahrend seines Stallaufenthaltes Tierkontakt
hatte oder nicht.

Insgesamt hatte Mitarbeiter A 72 Stallaufenthalte, von denen 26 ohne Tierkontakt waren.
Dies waren beispielsweise Arbeiten, wie die Probenahme im unbelegten Stall. Davon war der
MRSA-Status in 25 Fallen negativ, eine Probe war nach Stallbesuch ohne Tierkontakt positiv
(vgl. Tabelle 4). Vor Stallzutritt war diese Person bis auf eine Ausnahme stets MRSA-negativ.

Tabelle 4: MRSA-Status der Mitarbeiter nach Stallaufenthalt ohne Tierkontakt

Stallaufenthalte davon ohne wie haufig wie haufi positiv
Mitarbeiter  (Anzahl Proben) . davon i & [%]
. Tierkontakt . positiv
insgesamt negativ
A 72 26 25 1 4
B 43 14 12 2 14
C 37 9 8 1 11

Ahnlich verhielt es sich bei den Mitarbeitern B und C. Hier waren zwei bzw. eine Probe nach
Stallaufenthalt ohne direkten Tierkontakt positiv. Die Haufigkeit innerhalb der Beprobung
der drei Mitarbeiter fiir einen MRSA-positiven Befund ohne Tierkontakt lag bei 4-14%. In
Tabelle 5 sind die Stallbesuche dargestellt, bei denen die Mitarbeiter Tierkontakt hatten.
Haufige Tatigkeiten waren hierbei das Wiegen von Schweinen oder die Probenahme bei den
Tieren. Von den 72 Stallbesuchen des Mitarbeiters A waren 46 mit Tierkontakt. Insgesamt
waren 74% der Befunde danach positiv.
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Tabelle 5: MRSA-Status der Mitarbeiter nach Stallaufenthalt mit Tierkontakt

. . Stallaufenthalte davon mit wie haufig wie haufig positiv
Mitarbeiter . davon -, [%]
(Anzahl Proben)  Tierkontakt . positiv
negativ
A 72 46 12 34 74
B 43 29 5 24 83
C 37 28 8 20 71

Die Mitarbeiter B und C hatten 29 bzw. 28 Stallaufenthalte mit Tierkontakt. Hier lag der
positive MRSA-Status bei 83 bzw. 71%. Innerhalb des Beprobungszeitraumes der Mitarbeiter
anderte sich kein MRSA-Befund zu einem dauerhaft positiven. Die Zeitabstande zwischen
den Beprobungen nach Stallbesuch und vor dem nachsten Stalleintritt waren
unterschiedlich, lagen jedoch im geringsten Zeitintervall bei ca. 12 Stunden. Das Ergebnis
war auch in diesem kurzen Abstand negativ, abgesehen von einem Befund, der sich jedoch
bei der nachsten Beprobung wieder in einen negativen anderte.

Die MRSA-Isolate der Mitarbeiter wurden typisiert. Die Zeitabstande zwischen den
Stallaufenthalten sowie die dazugehdorigen spa-Typen sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Typisierte MRSA-Isolate der Mitarbeiter mit Zeitabstdnden zum nachsten Stallaufenthalt (nb = nicht bestimmt;
* = positiver Befund vor Stallaufenthalt; ** = positiver Befund vor Stallaufenthalt, aber bereits ohne vorherige
Beprobung auf einem Betrieb gewesen)

Mitarbeiter A Mitarbeiter B Mitarbeiter C
Tage bis zum Tage bis zum Tage bis zum
nachsten spa-Typ nachsten spa-Typ nachsten spa-Typ
Stallaufenthalt Stallaufenthalt Stallaufenthalt
t011 t011 t011
14 t2011 2 t011 14 t011
7 t011 39 t011 84 nb
7 t011 3 15488 15 t034
0 to011 4 t011 33 t034
3 t011 1 t011 7 t034
4 t034 63 t2011 30 t034
1 t011 1 nb 12 t011
48 t011 33 t011 23 t011
16 nb 15 t011 13 t011
39 t034 21 t034 8 t011
1 t034 1 t034 1 t034
2 t034 11 t034 6 t034
6 t011 3 t034 29 t034
21 t034 12** t011 5 t034
1* t034 8 t034 14 t034
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26** t011/t034 13 t011 2 t034

8 t034 0** t034 26 t034
13 t011 8 t011 7 t034
8 t034 0** t011 13 t011
0** t011 7 t034 21 t034
7 t034 6** t034
6 t034 15 t011
1 t034 0** t011
14 t571 13 t011
0** t011 21 t6408
5 t034
8 t034
2 t034
7 t034
5 t034
2 t034
21** t034
14 t034
33 t034

Die spa-Typen variierten zwischen den Beprobungen. Am haufigsten waren die Typen t011
und t034 vertreten. In einigen Fallen wurde vor der Beprobung bereits ein anderer Betrieb
besucht. Hier wurde die vorherige Beprobung ausgelassen und es bestand im Vorhinein ein
positiver Befund. Nur bei einer Beprobung konnte nach einem Tag noch MRSA
nachgewiesen werden (grau unterlegt). Nach Abschluss der Untersuchungen waren alle
Mitarbeiter auch nach regelmaRiger Exposition MRSA-negativ.

4. Besiedlung von Mastschweinen mit MRSA im Strohstall

4.1 Untersuchungen zur MRSA-Dynamik nach Reinigung und Desinfektion

Zur Untersuchung der Besiedlung von Mastschweinen mit MRSA in einem Strohstall wurden
zwei verschiedene Varianten getestet. Die Tiere fiir die spateren Untersuchungen mit einem
Anfangsmastgewicht von ca. 25 kg wurden direkt im Transporter beprobt und tierindividuell
markiert, um eine Einzeltierverfolgung zu ermodglichen. Die Auswahl der Tiere erfolgte
zufallig.

Bei der ersten Variante fand vor der Einstallung der Schweine eine Reinigung mit
nachfolgender Desinfektion statt. Es wurden 63 der 72 Tiere aus der Bucht beprobt. Zu
Beginn der Mast waren alle tierindividuell markierten Tiere MRSA-positiv. Neben den
Beprobungen der Schweine wurde der MRSA-Status des Strohs und der Umgebung
untersucht, welcher in beiden Fallen zu Beginn negativ war (Abbildung 10). Eine und finf
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Wochen nach Einstallung waren sowohl die Tiere, als auch acht von neun bzw. sechs von
neun Umgebungsproben sowie das Stroh MRSA-positiv.

Variante 1: Reinigung und Desinfektion

100% -
spa-Typen:
28% t011
S
0, -
§ 60% positiv
S
;I 100% 100% 100% W negativ
3 40%
=
20% -
0% T T T T 1
Einstallung 1 Woche 5 Wochen | 10 Wochen | 16 Wochen
vor Einstallung - i . .
Stroh negativ positiv positiv negativ negativ
vor Einstallung positiv positiv positiv positiv
U b .
MEEVHNE | negati (8/9) (6/9) (4/9) (3/9)

Abbildung 10: Besiedlung der Mastschweine im Verlauf der Mast und Vergleich des MRSA-Status des Strohs und der
Umgebung (Variante 1: Reinigung und Desinfektion)

Ab Woche 10 nach Einstallung dnderte sich der MRSA-Status der Tiere, bei denen nun 57%
negativ waren. Auch im Stroh war kein MRSA mehr nachweisbar, von den
Umgebungsproben waren 4 von 9 positiv. Bei Ausstallung nach 16 Wochen waren insgesamt
72% der Tiere negativ und 28% positiv.

In Tabelle 7 ist die Verfolgung der Einzeltiere Gber den kompletten Verlauf der Mast
dargestellt. Zu Beginn waren 63 Tiere in der Untersuchung, wovon zwei bis Mastende
ausgeschieden sind. Von diesen Tieren behielten sieben einen dauerhaft positiven Status.
Insgesamt waren 19 Schweine in Woche 10 noch positiv, wurden aber bei Mastende negativ
getestet, wohingegen 25 Tiere diesen Status schon in der Untersuchung zum Zeitpunkt der
10. Woche erreichten. Auffallig waren die Befunde von 10 Schweinen, die in der letzten
Beprobung vor Mastende negativ getestet wurden, nach 16 Wochen bei Ausstallung jedoch
wieder positiv waren. Hier fand eine erneute Besiedlung mit MRSA statt.
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Tabelle 7: Einzeltierverfolgung mit Dokumentation des MRSA-Status liber den Zeitraum der Mast in Variante 1 (Reinigung
und Desinfektion)

MRSA-Status

Tiernummer Einstallung 1 Woche 5 Wochen 10 Wochen 16 Wochen
603 positiv positiv positiv positiv positiv
607 positiv positiv positiv positiv positiv
615 positiv positiv positiv positiv positiv
627 positiv positiv positiv positiv positiv
653 positiv positiv positiv positiv positiv
693 positiv positiv positiv positiv positiv
697 positiv positiv positiv positiv positiv
606 positiv positiv positiv negativ positiv
635 positiv positiv positiv negativ positiv
639 positiv positiv positiv negativ positiv
646 positiv positiv positiv negativ positiv
647 positiv positiv positiv negativ positiv
659 positiv positiv positiv negativ positiv
677 positiv positiv positiv negativ positiv
682 positiv positiv positiv negativ positiv
683 positiv positiv positiv negativ positiv
691 positiv positiv positiv negativ positiv
628 positiv positiv positiv
644 positiv positiv
604 positiv positiv positiv positiv negativ
612 positiv positiv positiv positiv negativ
616 positiv positiv positiv positiv negativ
620 positiv positiv positiv positiv negativ
621 positiv positiv positiv positiv negativ
622 positiv positiv positiv positiv negativ
625 positiv positiv positiv positiv negativ
642 positiv positiv positiv positiv negativ
645 positiv positiv positiv positiv negativ
655 positiv positiv positiv positiv negativ
657 positiv positiv positiv positiv negativ
663 positiv positiv positiv positiv negativ
664 positiv positiv positiv positiv negativ
665 positiv positiv positiv positiv negativ
674 positiv positiv positiv positiv negativ
679 positiv positiv positiv positiv negativ
680 positiv positiv positiv positiv negativ
696 positiv positiv positiv negativ
698 positiv positiv positiv positiv negativ
602 positiv positiv positiv negativ negativ
605 positiv positiv positiv negativ negativ
613 positiv positiv positiv negativ negativ
614 positiv positiv positiv negativ negativ
618 positiv positiv positiv negativ negativ
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619 positiv positiv positiv negativ negativ

638 positiv positiv positiv negativ negativ
640 positiv positiv positiv negativ negativ
643 positiv positiv positiv negativ negativ
648 positiv positiv positiv negativ negativ
649 positiv positiv positiv negativ negativ
651 positiv positiv positiv negativ negativ
658 positiv positiv positiv negativ negativ
672 positiv positiv positiv negativ negativ
673 positiv positiv positiv negativ negativ
675 positiv positiv positiv negativ negativ
676 positiv positiv positiv negativ negativ
678 positiv positiv positiv negativ negativ
681 positiv positiv positiv negativ negativ
685 positiv positiv positiv negativ negativ
687 positiv positiv positiv negativ negativ
689 positiv positiv positiv negativ negativ
690 positiv positiv positiv negativ negativ
694 positiv positiv positiv negativ negativ
699 positiv positiv positiv negativ negativ

Es wurde zudem die Umgebung, das Stroh und die Luft beprobt. Vor Einstallung wurden
insgesamt 20 Umgebungsproben genommen, die Bereiche wie die Trennwand, den Boden
oder den Zentralgang sowie zwei Strohproben umfassten. Von diesen 20 Proben wurden
neun ausgewdhlt und in Tabelle 8 (vor Einstallung) aufgefiihrt. Fliir den weiteren Verlauf
wurden diese neun Orte fortlaufend beprobt, um den MRSA-Status zu Uberprifen. Alle
Proben waren vor Einstallung MRSA-negativ. Bei Einstallung wurde nur die Stallluft
untersucht, die ca. 15 Minuten nach Tierkontakt 9 bzw. 10 KbE/100l enthielt. Nach einer
Woche war ein Grolteil der Umgebungsproben, inklusives des Strohs positiv und die Anzahl
von MRSA in der Luft stieg auf 39 bzw. 46 KbE/100lI.

Tabelle 8: MRSA-Status der Umgebung, des Strohs und der Luft wahrend der Mastphase in Variante 1

MRSA-Status

Umgebung vor Einstallung  Einstallung 1 Woche 5 Wochen 10 Wochen 16 Wochen
Trennwand (Zentralgang; rechts) negativ positiv negativ positiv positiv
Trennwand (Zentralgang; links) negativ positiv positiv negativ positiv
Trennwand (rechts) negativ positiv positiv positiv negativ
Trennwand (links) negativ positiv positiv negativ negativ
Trennwand (hinten) negativ positiv positiv negativ negativ
Boden (vorne) negativ negativ positiv negativ negativ
Boden (mittig) negativ positiv negativ negativ negativ
Rohr Uber Trennwand negativ positiv negativ positiv negativ
Futterautomat negativ positiv positiv positiv positiv
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Stroh negativ positiv positiv negativ negativ

Luft (vorne) negativ 9 KbE71001 39 KbE/100l 2 KbE/100I negativ 1 KbE/100I
Luft (hinten) negativ 10 KbE/100l 46 KbE/100I negativ negativ negativ

In Woche 5 begann die Tendenz eines Riickgangs von MRSA, was vor allem in der Stallluft zu
erkennen war, die nur noch 2 KbE/100I enthielt bzw. in einer Probe negativ war. Dies stiitzen
die Umgebungsproben, von denen am Ende der Mast nur noch drei MRSA-positiv waren.

4.2 Untersuchungen zur MRSA-Dynamik nach Reinigung ohne Desinfektion

Die zweite Variante erfolgte lediglich mit einer Reinigung des Stalls durch den Landwirt. Auch
hier waren die Schweine zu Beginn positiv, was sich nach Woche 1 nicht veranderte (vgl.
Abbildung 11). Die Umgebung und das Stroh waren solange negativ, wie keine Tiere
eingestallt waren. Im Vergleich zu Variante 1 waren die Tiere in Variante 2 bereits in Woche
5 zum Teil negativ (29%). Ab Woche 10 bis Ausstallung war das Stroh in allen Proben MRSA-
negativ und in der Umgebung nur noch in einer von neun Proben MRSA nachweisbar.
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Abbildung 11: MRSA-Status der Mastschweine, der Umgebung und des Strohs zu verschiedenen Zeitpunkten der Mast
(Variante 2: Reinigung)

Der MRSA-Status der Schweine anderte sich ab Woche 5 stetig und lag in Woche 10 bei 81%
negativen Tieren. Zur Ausstallung nach 16 Wochen war die komplette Bucht MRSA-negativ.

In der Einzeltierverfolgung wurden 58 Tiere zu Beginn und 59 Tiere in Woche 1 positiv

getestet. Anders als in Variante 1 traten die Schweine bereits nach fiinf Wochen in den

Prozess der Dekolonisierung ein. Zu diesem Zeitpunkt waren 17 Schweine MRSA-negativ.
Nach zehn Wochen erhéhte sich die Anzahl auf 48 Tiere, wobei flinf der zuletzt 17 negativen

Tiere ihren Status wieder gedndert hatten und MRSA-positiv waren (vgl. Tabelle 9).

Tabelle 9: MRSA-Status der Einzeltiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Mast in Variante 2 (Reinigung)

MRSA-Status

Tiernummer Einstallung 1 Woche 5 Wochen 10 Wochen 16 Wochen
328 positiv positiv positiv positiv negativ
346 positiv positiv positiv positiv negativ
347 positiv positiv positiv positiv negativ
381 positiv positiv positiv positiv negativ
387 positiv positiv positiv positiv negativ
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366 positiv positiv negativ negativ negativ

367 positiv positiv negativ negativ negativ
376 positiv positiv negativ negativ negativ
377 positiv positiv negativ negativ negativ
378 positiv positiv negativ negativ negativ
390 positiv positiv negativ negativ negativ
399 positiv positiv negativ negativ negativ

Zu Mastende nach 16 Wochen waren zwei Tiere bereits verkauft, die anderen 57 Schweine
zeigten einen negativen MRSA-Status. Dazu zahlten auch die flinf Tiere, deren Status nach 10
Wochen zunachst wieder positiv war.

Die Umgebung, das Stroh und die Luft wurden nach gleichem Schema, wie in Variante 1
beprobt. Hier waren alle 20 Umgebungsproben einschlieBlich der exemplarisch in Tabelle 10
aufgefihrten und weiterverfolgten Proben MRSA-negativ.

Tabelle 10: MRSA-Status der Umgebung, des Strohs und der Luft wahrend der Mastphase in Variante 2

MRSA-Status

Umgebung vor Einstallung  Einstallung 1 Woche 5 Wochen 10 Wochen 16 Wochen
Trennwand (Zentralgang) negativ positiv negativ negativ negativ
Trennwand (rechts) negativ positiv negativ negativ negativ
Trennwand (links) negativ positiv negativ negativ negativ
Trennwand (hinten) negativ positiv positiv negativ negativ
Boden (vorne) negativ positiv negativ negativ positiv
Boden (mittig) negativ positiv positiv negativ negativ
Rohr Uber Trennwand (rechts) negativ positiv positiv negativ negativ
Rohr tiber Trennwand (links) negativ positiv positiv negativ negativ
Futterautomat negativ positiv negativ positiv negativ
Stroh negativ positiv positiv negativ negativ
Luft (vorne) negativ 12 KbE71001 41 KbE/100l 3 KbE/100I negativ negativ
Luft (hinten) negativ 19 KbE/100l 43 KbE/100l 1 KbE/100I negativ negativ

Im Verlauf der Mast wurden alle bis auf eine Umgebungsprobe negativ. Bei den Luftproben
waren bei Einstallung 12 bzw. 19 KbE/100l nachweisbar. Die Zahl erhéhte sich nach einer
Woche auf 41 bzw 43 KbE/100l und die Umgebung wurde positiv getestet. In Woche 5
nahmen diese Zahlen mit 3 bzw. 1 KbE/100I deutlich ab und gegen Mastende war kein MRSA
mehr in der Luft nachweisbar.

Die zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zeigt den deutlichen Unterschied im
Dekolonisierungsverlauf der Tiere und der Umgebung bei den unterschiedlichen
Reinigungsvarianten (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Dekolonisierungsverlauf der Tiere und der Umgebung in den unterschiedlichen Varianten

Nach der Reinigung und anschlieRenden Desinfektion der Versuchsbucht, starteten die Tiere
in Variante 1 deutlich spater und langsamer in den Prozess der Dekolonisierung (A). In
Variante 2 war bereits nach finf Wochen ein Teil der Tiere MRSA-negativ, was sich bis
Mastende zur vollstindigen Dekolonisierung fortsetzte. Ahnlich verhielt es sich bei den
Umgebungsproben, die vor Einstallung negativ waren (B). Zwar waren in Variante 1 bereits
nach einer Woche Tendenzen eines MRSA-Riickgangs zu erkennen, diese entwickelten sich
im Laufe der Mast in Variante 2 jedoch stdrker, sodass ab Woche 10 90% der Proben negativ
waren. Auch in der Umgebung war die Dekolonisierung zu Mastende in Variante 2 weiter
fortgeschritten und ab Woche 5 deutlicher nachweisbar.

34



V. Diskussion

1. Dekontamination MRSA-positiver Schweinebetriebe und Langzeit-
untersuchung der Mitarbeiter

Bisher war es unbekannt, in welchem AusmaR die Verbreitung von MRSA im Schweinestall
ausgepragt ist, dies ist vor allem in Hinsicht auf die optimale Reinigung und Desinfektion ein
wichtiger Faktor. Als tierassoziierter Keim, der den Nasen-Rachenraum besiedelt, konnte
vermutet werden, dass MRSA groRtenteils in Bereichen zu finden ist, die in direktem Kontakt
mit den Tieren stehen. Demgegeniiber ist MRSA ein Keim, der im Stall und auch in der
Umgebung von Stallungen haufig in der Luft gefunden wurde [Bos et al. 2014, Schmithausen
et al. 2015]. Daher ist ein Riickzugsort in alle Ecken des Abteils und eine damit aufwandige
und schwierige Dekontamination denkbar. Die Ergebnisse stiitzen die These, dass vor allem
in Tierhdhe Uber 80% der Proben MRSA-positiv waren. Die Schweine beriihren mit ihren
Risseln die Oberflachen und sorgen fiir eine Verbreitung. In den Bereichen auBerhalb der
Tierhohe waren 64% der Proben positiv und der Wert im Vergleich leicht niedriger. Dies
zeigt, dass die Stellen auch aufRerhalb des Tierbereichs durch die Luft kontaminiert werden
und MRSA im kompletten Stall zu finden ist.

Im Hauptversuch sollte gezeigt werden, dass es moglich ist eine MRSA-freie Stallung in zuvor
kontaminierter Umgebung zu schaffen. In allen drei durchgefiihrten Durchgangen wurden
Uber 750 Proben genommen und der MRSA-Status des Versuchsabteils untersucht. Die
MRSA-positiven Stellen konnten auf bis zu 2% gesenkt werden. Zu den noch positiven
Bereichen zahlten beispielweise die Zuluft, die Trankenippelleitung oder das Ventil der
Fitterung (vgl. Tabelle 11).

Tabelle 11: MRSA-positive Stellen nach Reinigung und Desinfektion des Versuchsabteils

Durchgang Gut zu reinigende Stellen Schlecht zu reinigende Stellen

Zuluft innen
Zentralgang Boden -
Zentralgang Boden

auf Trankenippelleitung zwischen Spalten
Hinterseite Wasserleitung

auf Trankenippelleitung Hinterseite Wasserleitung

11 0 .. N
Ecken Abteilwdnde/Fensterwande Ventile Fltterung

Die betriebseigene Reinigung und Desinfektion wurde, wie auf dem Betrieb Ublich,
durchgefiihrt. Beim dritten Durchgang war ein neuer Mitarbeiter verantwortlich und das
Abteil war visuell noch verschmutzt. Jedoch waren auch hier nur vier Proben positiv und
durch eine leicht angepasste Reinigung und Desinfektion sind die in der Tabelle aufgefiihrten
Stellen ohne weiteres von MRSA freizubekommen. Die Probenorte schlossen zudem dufRerst
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schlecht zu reinigende Bereiche, wie eine gedffnete Trennwand oder Stellen zwischen den
Kabeln der Fiitterung ein.

Besonders wichtig war es hier, die Dekontamination in einem praxistauglichen Rahmen
durchzufihren, um den Transfer in die Landwirtschaft zu gewahrleisten. Die Ergebnisse
zeigen, dass dies moglich ist.

Auffallig war, dass sobald neue Tiere in das Abteil eingestallt wurden, sich der MRSA-Status
der Umgebung und zuvor negativer Tiere innerhalb von Tagen dnderte. Dies unterstreicht
die Rolle der Tiere als MRSA-Reservoir und eines der Hauptprobleme in der Verbreitung von
[aMRSA [Bangerter et al. 2016] und es ist eher unwahrscheinlich, dass die Neubesiedlung
von den wenigen positiven Stellen im Stall ausgeht. Die Ergebnisse aus den gesammelten
Luftproben verdeutlichen den erhohten Anteil an MRSA in der Luft bei der Einstallung
positiver Tiere. Neben dem direkten Tierkontakt konnten sich die negativen Tiere bei
standiger Exposition mit der Luft dauerhaft besiedeln.

Dies unterstiitzen die Ergebnisse aus der Langzeitbeprobung der Mitarbeiter, die nach
Stallbesuch positiv waren und Luftkontakt hatten. Besonders in Verbindung mit Tierkontakt
war ein GrolSteil der Befunde nach Stallaufenthalt positiv. Im unbelegten Stall hingegen war
die Prdvalenz deutlich geringer. Auffdllig war, dass in den 13 Monaten des
Untersuchungszeitraums keine dauerhafte Besiedlung mit MRSA stattfand. Hier konnte der
Mechanismus der mukoziliaren Clearance der Nasenschleimhaut von ca. 3-13 mm pro
Minute Richtung Nasen-Rachenraum eine Rolle spielen [Bachert 1998]. Der mechanische
Abtransport des Zelldetritus erfolgt innerhalb von Stunden und koénnte die negativen
Befunde vor dem nachsten Stallbesuch erklaren. Entscheidend scheint jedoch die Dauer der
Exposition zu sein. Zwar kann der kurzfristige Aufenthalt mit Tierkontakt zu einem positiven
MRSA-Status fuhren, dieser andert sich aber meist innerhalb von Stunden [van Cleef et al.
2011). Demgegeniiber ist die Persistenz bei dauerhaftem Kontakt deutlich héher und auch
nach langeren Zeiten aulRerhalb des Stalls besteht die Besiedlung [Kock et al. 2012]. Jedoch
ist die erforderliche Expositionsdauer, die fir eine dauerhafte Besiedlung bendtigt wird,
bisher unbekannt.

2. Besiedlung von Mastschweinen mit MRSA im Strohstall

Der Betrieb, in dem die Besiedlung von Mastschweinen mit MRSA untersucht wurde, war
innerhalb der interessierten Landwirte der einzige, der die Schweine auf Stroh halt. Neben
der freien Luftung durch grofRe Fenster und teilweise offene Tore, steht den Masttieren ein
im Vergleich zu anderen konventionellen Betrieben hoheres Platzangebot zur Verfiigung. Bei
den ersten Untersuchungen wurden fir die Klarung des MRSA-Status des Betriebes
vereinzelt Proben genommen. Dort fiel auf, dass die Endmasttiere groRtenteils MRSA-
negativ waren, ahnlich verhielt es sich mit der Umgebung. Weiterfiihrende Untersuchungen
in unterschiedlichen Haltungsabschnitten der Tiere zeigten gleiche Tendenzen.
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Bei der Versuchsplanung sollten zwei verschiedene Varianten getestet werden. Zum einen
die nur grobe Reinigung nach Ausstallung der Schweine, welche standardmaRig durchgefiihrt
wird, zum anderen die grindliche Reinigung und Desinfektion zur starken Keimreduktion,
welche fir die moderne Tierhaltung empfohlen wird [Lage et al. 2010].

Die Masttiere in den unterschiedlichen Versuchsbuchten hatten fiir den Versuch gleiche
Voraussetzungen. Beide Partien stammten aus den Niederlanden und wurden direkt auf
dem Transporter MRSA-positiv getestet und in eine MRSA-negative Bucht eingestallt.
Innerhalb der ersten Woche hat sich der MRSA-Status der beiden Gruppen nicht verandert.
Auch die Umgebungs- und Strohproben waren positiv. Ab Woche 5 sind in beiden Gruppen
unterschiedliche Tendenzen zu erkennen. Wahrend die Gruppe mit Variante 1 (Reinigung
und Desinfektion) weiterhin rein positiv ist, ist Variante 2 (Reinigung) bereits zu 29 %
negativ. Dies etabliert sich in Woche 10, wo 81 % der Tiere MRSA-negativ sind wahrend der
Umschwung in Variante 1 erst in dieser Woche mit 57 % startet. Die Ergebnisse in Woche 16
bei Ausstallung zeigen, dass in Variante 1 alle Tiere MRSA-negativ aus der Mast kommen,
wohingegen es bei Variante 2 nur 72 % sind.

Beim Vergleich beider Gruppen fallt auf, dass Variante 1 deutlich langsamer in den Prozess
eintritt, der anscheinend zu einer Dekolonisation von MRSA fiihrt. Variante 2 hingegen ist
deutlich schneller und die Tiere sind nach 16 Wochen Mast frei von MRSA. Auffallend war,
dass bei beiden Gruppen eine MRSA-Freiheit eines Tieres nicht unbedingt ein endglltiger
Status sein musste. In Abbildung 13 sind Einzeltierverfolgungen dargestellt, die dies zeigen.
Es scheint, dass erst mit Mastende ein stabiler Zustand bzgl. MRSA-Besiedlung eintritt.

Einstallung | 1 Woche | 5 Wochen | 10 Wochen | 16 Wochen

Tier 1 » positiv positiv positiv -
Tier 2 # positiv positiv positiv - positiv

Tier 3 » positiv positiv - positiv -

Abbildung 13: Einzeltierverfolgung bei der Untersuchung des MRSA-Status im Strohstall

Bei Tier 2 wurde in den ersten Wochen MRSA nachgewiesen. In Woche 10 war der Befund
jedoch wieder positiv und dnderte sich erneut zum Zeitpunkt der Ausstallung. Tier 3 dnderte
seinen Status zweimal zu negativ und war zwischendrin positiv. Wie in Bangerter et. al
(2016) beschrieben, lassen auch diese Ergebnisse auf einen duBerst dynamischen Prozess
der Besiedlung mit MRSA schlieRen. Daneben kann aber zumindest bei den Tieren 2 und 3
die Nachweistechnik eine Ursache fir die unterschiedlichen Ergebnisse sein, da hier
moglicherweise Untersuchungen im Bereich der Nachweisgrenze erfolgten.
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Der Effekt der Anderung des MRSA-Status der Tiere in diesem Versuch ist wahrscheinlich auf
den positiv unterstiitzenden Faktor der Stroheinstreu zurlickzufiihren. Das Stroh in den
beiden Buchten wies eine durchschnittliche Gesamtkeimzahl von 5,8 x 10° KbE/g auf. Die
coliformen Keime lagen bei 450.000 KbE/g Einstreu. Diese Bakterien unterschiedlichster
Arten konnten in Konkurrenz mit MRSA treten und diese verdrangen. Der Effekt von
kompetitiven Bakterien ist seit 1973 bekannt und wurde von Nurmi und Rantala
beschrieben. Der genaue Mechanismus ist unbekannt, es wird jedoch vermutet, dass die
Verdrangung auf der Konkurrenz um Nahrstoffe basiert [Caly et al. 2015]. Das Mikrobiom im
Stroh und bakterielle Gemeinschaften leben in komplexen Organisationen. Sie variieren in
ihrer Zusammensetzung und werden durch die jeweilige Umgebung beeinflusst
[Stubbendieck et al. 2016]. Die Einfliisse auf die Besiedlung der Mastschweine mit MRSA
kann also nicht genau geklart werden, da zu viele Faktoren eine Rolle spielen. Interessant
wiren zukiinftige Mikrobiom-Analysen, die einen Uberblick {ber die bakterielle
Zusammensetzung im Stroh geben und weiterfiihrende Untersuchungen im Labor, inwieweit
diese einen verdrangenden Effekt auf MRSA ausliben.

Neben der mikrobiellen Besiedlung des Strohs scheint die betriebliche Keimflora ebenfalls
eine Bedeutung zu haben. Wahrend diese in Variante 2 durch eine einfache Reinigung ohne
Reinigungsmittel aufrechterhalten wurde, wurde sie in Variante 1 durch die Reinigung und
Desinfektion eliminiert. Besonders die Desinfektion dient der Reduzierung und Inaktivierung
von Bakterien, wobei eine Reduktion der Keimzahl um 3-5 Logarithmenstufen moglich ist
[Selbitz et al. 2015]. In dieser Bucht hatten die Mastschweine einen deutlichen verzégerten
Start in die Dekolonisation und brauchten fiir die Dekolonisation langer. Zudem scheint der
Dekolonisationsprozess zum Zeitpunkt der Ausstallung nicht abgeschlossen. Moglicherweise
bieten die Stroheinstreu und Keimflora des Betriebes einen optimalen kompetitiven
Bakterienpool, der gegen MRSA wirken und diesen verdrangen kann.

In weiteren Untersuchungen sollte geklart werden, ob die Ergebnisse bei einem Tausch der
Versuchsbuchten reproduzierbar sind. Moglicherweise spielen auch die leicht baulichen
Unterschiede der Versuchsbuchten eine Rolle. Des Weiteren sollten weitere
schweinehaltende Betriebe mit Strohhaltung in die Untersuchungen einbezogen werden, um
diese Untersuchungsergebnisse zu bestatigen.
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VI. Zusammenfassung

Der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) ist eine Variante des Bakteriums
Staphylococcus aureus und kommt meist symptomlos im Nasen-Rachenraum vor. Der
landwirtschaftlich-assoziierte MRSA (laMRSA) ist vorwiegend in schweinehaltenden
Betrieben zu finden, wobei 80-85% der Schweinehalter nasal mit laMRSA besiedelt sind.
Kommt es zu Verletzungen und zu einem Eindringen von MRSA in den Koérper, kdnnen
schlecht verheilende Wundverlaufe und eine begrenzte Antibiotikaauswahl die Therapie
erschweren. Die zunehmende Verbreitung im landwirtschaftlichen und mittlerweile auch
gesellschaftlichen Bereich erfordert die Suche nach Moglichkeiten zur Dekontamination der
schweinehaltenden Betriebe.

Untersuchungen in konventionellen schweinehaltenden Betrieben sollten durch die Analyse
von Probepunkten im direkten wie indirekten Tierbereich klaren, wo und wann sich MRSA
nachweisen ldsst. Des Weiteren sollten basierend auf diesen Befunden die technischen und
personellen Madoglichkeiten ausgelotet werden, wie eine MRSA-Dekontamination
praxistauglich umzusetzen ware. Langfristiges Ziel ist die Reduktion von MRSA in den
Tierbestanden und den assoziierten Personen.

Der Hauptversuch fand auf einem konventionellen Betrieb mit offenem System in der
Ferkelaufzucht statt. Das Versuchsabteil war mit durchschnittlich 400 Absetzferkeln belegt,
die ca. 50 Tage in der Ferkelaufzucht verbrachten. Die Probennahme erfolgte in drei
Wiederholungen, in denen lber 750 Proben genommen wurden. Es wurde jeweils nach
Ausstallung der Tiere vor und nach Reinigung und Desinfektion beprobt. Das Vorkommen
von MRSA konnte im kompletten Abteil bestatigt werden, Bereiche in Tierhohe waren
besonders stark kontaminiert. Fiir die Beprobung vor und nach Reinigung und Desinfektion
wurden die Probenorte in gut und schlecht zu reinigende Stellen eingeteilt. Schlecht zu
reinigende Bereiche sollten Stellen abdecken, die z.B. hinter Leitungen oder unter Trégen
liegen und nicht ohne weiteres erreichbar sind. Vor der Reinigung und Desinfektion waren
74% der gut und 69% der schlecht zu reinigenden Stellen MRSA-positiv. Dies konnte nach
Reinigung und Desinfektion auf 3 bzw. 2% reduziert werden. Die daraufhin eingestallten
Tiere gingen zu 72% positiv in die Ferkelaufzucht. Nach sieben Wochen waren die Ferkel zu
100% und die Umgebung zu 84% wieder MRSA-positiv. Eine Dekontamination nach
praxistauglichem Standard ist moglich, jedoch missen die Tiere als Hauptreservoir fir MRSA
zuerst dekolonisiert werden.

Erstmals wurde in Hinblick auf eine mogliche Dekolonisierung der Tiere durch kompetitive
Bakterien, der MRSA-Status von Mastschweinen in einem Strohstall untersucht. Es gab zwei
Varianten, bei denen die Bucht gereinigt und desinfiziert (Variante 1) und nur gereinigt
(Variante 2) wurde. Alle Tiere gingen MRSA-positiv in die Mast. Nach 16 Wochen waren 72%
der Tiere in Variante 1 und 100% der Tiere in Variante 2 dekolonisiert von MRSA. Der
positive Effekt auf den MRSA-Status konnte auf die Stroheinstreu zurickzufiihren sein,
wodurch kompetitive Bakterien mit den MRSA-Bakterien konkurrieren. Die MalBnahme in
Variante 2 konnte zudem die zusatzlich unterstiitzende betriebseigene Keimflora
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aufrechterhalten haben, wodurch diese Gruppe schneller in den Dekolonisationsprozess
gestartet sein konnte.

Eine Langzeituntersuchung lber den MRSA-Status von Mitarbeitern der Fachhochschule
Sudwestfalen erfolgte liber einen Zeitraum von 13 Monaten mit (iber 225 Proben vor und
direkt nach Stallbesuch auf schweinehaltenden Betrieben. Nach Stallbesuch ohne
Tierkontakt war der MRSA-Status der Mitarbeiter zu durchschnittlich 10% positiv,
wohingegen der Wert bei Stallbesuch mit Tierkontakt bei liber 76% lag. Eine dauerhafte
Besiedlung mit MRSA trotz haufiger Exposition wurde nicht detektiert.

Die Schaffung MRSA-freier Stallung durch eine optimierte Reinigung und Desinfektion ist
moglich. Die Tiere als MRSA-Hauptreservoir kontaminieren die Umgebung jedoch wieder,
wodurch zunachst eine Strategie zur Dekontamination der Tiere geschaffen werden muss.
Kompetitive Bakterien oder eine Stroheinstreu kdnnten diesen Effekt induzieren und
unterstltzend bei einer dauerhaften Elimination von MRSA aus Tierstdllen wirken.
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