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Einleitung

1 Einleitung

Staphylococcus aureus zahlt zu den bedeutendsten Erregern boviner Mastitiden (KAPUR et al. 1995).
Als Verursacher schwer zu therapierender, vorwiegend chronischer Euterentziindungen bedingt
dieser Erreger hohe 6konomische Verluste (ZECCONI 2006). Epidemiologische Studien lassen auf die
Existenz verschiedener Staphylococcus aureus-Stamme mit unterschiedlicher Relevanz im
Mastitisgeschehen schlieRen (SOMMERHAUSER 2001, HERRON-OLSON et al. 2007). Die genetische
Heterogenitat des Erregers wird darliber hinaus durch die An- bzw. Abwesenheit verschiedenster
Resistenzdeterminanten und Pathogenitatsfaktoren erhoht, die auch aus humanmedizinischer Sicht
von Bedeutung sind. So sind mehrfachresistente Staphylococcus aureus-Stamme als gefahrliche
Zoonose-Erreger anzusehen. Weiterhin ist die Fahigkeit des Bakteriums zur Bildung hitzestabiler
Enterotoxine von lebensmittelhygienischer Relevanz.

Ziel der durchgefiihrten Untersuchung war daher, Aufschluss (iber Resistenzdeterminanten und
Pathogenitatsfaktoren am Beispiel der in Thiringer Milchviehherden vorkommenden Staphylococcus
aureus zu erhalten, wobei die DNA-Microarray-Technologie zum Einsatz kam. Die Anwendung dieses
innovativen Verfahrens sollte zudem Kenntnisse Uber die Verbreitung verschiedener klonaler
Komplexe des Erregers in Thiiringer Bestanden vermitteln. Darlber hinaus sollte analysiert werden,

inwieweit der Genotyp mit dem Phanotyp der Isolate korreliert.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Staphylococcus aureus

2.1.1 Taxonomie

Staphylococcus aureus zahlt zu den unbeweglichen, grampositiven Kokken aus der Familie der
Staphylococcaceae (friiher Micrococcaceae). Die ca. 0,7-1,2 um groRen Bakterien wachsen fakultativ
anaerob. Eine Ausnahme bildet Staphylococcus aureus ssp. anaerobius, eine obligat anaerobe
Subspezies (SOMERVILLE und PROCTOR 2009).

Die Gattungsbezeichnung ,Staphylococcus” |eitet sich vom griechischen Begriff staphyle (=Traube) ab
und bezieht sich auf das fiir Staphylokokken charakteristische mikroskopische Bild trauben- oder
haufenformiger Kokkenaggregate (OGSTON 1882, GATERMANN und MIKSITS 2009). Allerdings
kdnnen Staphylokokken auch einzeln oder paarweise gelagert vorkommen (SELBITZ 2006). Sie bilden
keine Sporen und sind in der Regel zur Bildung von Katalase fahig, die die Reaktion von H,0, zu H,0
und O, katalysiert (BLOBEL und SCHLIESSER 1994). Staphylokokken sind Besiedler der Haut,
Hautdriisen und Schleimhaute des Menschen und warmbliitiger Tiere (KLOOS und SCHLEIFER 1986).

Aufgrund seines pathogenen Potentials ist Staphylococcus aureus der bedeutendste Vertreter der
Koagulase-positiven Staphylokokken (MARTINEAU et al. 2000). Im Gegensatz zu den Koagulase-
negativen Staphylokokken sind diese in der Lage, das extrazelluldre Protein Koagulase zu bilden.
Neben Staphylococcus aureus sind auch Staphylococcus intermedius, Staphylococcus
pseudintermedius, Staphylococcus delphini, Staphylococcus lutrae, Staphylococcus schleiferi ssp.
coagulans und einige Vertreter der Spezies Staphylococcus hyicus zur Bildung von Koagulase fahig
(PHILLIPS und KLOOS 1981, VARALDO et al. 1988, DEVRIESE et al. 2005). Alle Koagulase-positiven
Staphylokokken sind Erreger eitriger Infektionskrankheiten (BLOBEL und SCHLIESSER 1994, DEVRIESE
et al. 2005). Wahrend einige der aufgeflihrten Spezies bzw. Subspezies in ihrem Vorkommen auf
wenige Wirte beschrankt sind, besitzt Staphylococcus aureus ein sehr breites Wirtsspektrum
(VALENTIN-WEIGAND 2011).

2.1.2 Morphologie

Staphylococcus aureus ist durch schnelles aerobes oder anaerobes Wachstum auf einem breiten
Spektrum von Ndahrmedien charakterisiert. Einzelne Kolonien sind deutlich voneinander abgegrenzt,
glatt und konvex mit einem Durchmesser von 1-6 mm nach 18-20h Bebriitung bei 37 °C. Die
klassische goldfarbene Pigmentierung, nach der die Spezies benannt ist (lateinisch: aureus = golden),
wird durch Carotinoide hervorgerufen. Sie ist allerdings nicht immer vorhanden, so dass die Farbe
der Kolonien von Grau, Grauweild Gber Gelblich, Gelborange bis Orange variiert.

Die Koloniemorphologie ist weiterhin vom Vorhandensein einer Kapsel abhangig. Stark bekapselte
Kolonien sind meist kleiner, starker gewdlbt und haben ein glanzend feuchtes Aussehen.

Auf Blutagar zeigt Staphylococcus aureus in aller Regel hamolytische Aktivitat (KLOOS und
SCHLEIFER 1986, BLOBEL und SCHLIESSER 1994).
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2.1.3 Genom

Neben einer konservierten Kernregion umfasst das Genom von Staphylococcus aureus akzessorische

Gene, die unter anderem fiir eine Vielzahl von Virulenzfaktoren kodieren.

Zur Kernregion gehoren die Abschnitte des Genoms, die in mehr als 80 % aller Isolate einer Spezies
vorhanden sind (GILL 2009). Diese Abschnitte sind essentiell fir regulatorische und metabolische
Funktionen (sog. ,housekeeping functions”), kodieren aber auch fir eine Reihe von Virulenzfaktoren,
die bei nahezu allen Staphylococcus aureus-1solaten vorhanden sind. So beherbergt das Kerngenom
unter anderem die Gene, die fiir Koagulase (coa), Protein A (spa), Clumping-Faktor (c/fA, clfB) und
Fibronectin-bindendes Protein A (fnbA) kodieren (OHLSEN et al. 2006). Die GroRe der Kernregion
variiert zwischen 2,8 und 2,9 Mbp, wobei sie 75 % der gesamten Erbinformation des Bakteriums
beinhaltet (LINDSAY und HOLDEN 2004).

Das akzessorische Genom stellt einen flexiblen Genpool dar, der ausschlaggebend fiir die Virulenz
bestimmter Staphylococcus aureus-Stamme ist. Neben Genen, die fiir verschiedene Virulenzfaktoren
(Exotoxine, Enterotoxine) kodieren, sind auch Resistenzgene vorhanden. Die Mehrheit dieser Gene
liegt auf mobilen genetischen Elementen wie Pathogenitdtsinseln, chromosomalen Kassetten,
Transposons und Plasmiden, wodurch der horizontale Gentransfer zwischen verschiedenen Stammen
moglich wird (MOORE und LINDSAY 2001, OHLSEN et al. 2006, HERRON-OLSON et al. 2007,
HAVERI 2008). Durch Kombination bestimmter ,,mobiler” Virulenzfaktoren entstehen Stimme, die in

der Lage sind, in einem bestimmten Wirt ein bestimmtes Krankheitsbild hervorzurufen (GILL 2009).

2.1.4 Klassifizierung boviner Staphylococcus aureus-lsolate

Bereits in den 1960er Jahren wurde beschrieben, dass sich Staphylococcus aureus-lsolate aus
bovinem Material von solchen unterscheiden, die aus anderen Wirten isoliert werden (MEYER 1967).
Aufgrund der Ubereinstimmung morphologischer Merkmale und einfacher biochemischer Tests bei
einigen lsolaten, die aus derselben Wirtsspezies stammten, beschrieben MEYER (1967) und WITTE et
al. (1977) verschiedene Varianten von Staphylococcus aureus. Die Autoren betrachteten dabei die
Koagulation von humanem und bovinem Plasma, das Wachstum auf Kristallviolett-Agar, den
Hamolysintyp, die Fibrinolysinproduktion und die Pigmentbildung. Der Uberwiegende Teil der
bovinen Isolate wurde von den Autoren der Variante Staphylococcus aureus var. bovis zugeordnet.
Neben den von MEYER (1967) und WITTE et al. (1977) bericksichtigten Merkmalen bezogen HAJEK
und MARSALEK (1971) das Vorhandensein des Clumping-Faktors in ihre Untersuchungen ein. Sie
beschrieben auf dieser Grundlage die Biotypen A-F, wobei der Biotyp C spezifisch fiir Rind und Schaf

war.

Durch die fortschreitende Entwicklung molekularbiologischer Verfahren ist heute die detaillierte
Betrachtung des Genoms von Staphylococcus aureus moglich. Bei epidemiologischen
Untersuchungen zum Vorkommen von Staphylococcus aureus beim Rind kamen in der Vergangenheit
verschiedene molekularbiologische Methoden wie die Pulsfeldgelelektrophorese und die Analyse von
Restriktionsfragmentliangenpolymorphismen zum Einsatz (SOMMERHAUSER 2001, CABRAL 2003).

3
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Allerdings gestaltet sich der Vergleich der Ergebnisse innerhalb verschiedener Labors schwierig.
Moglich wird ein Vergleich bei Methoden wie der DNA-Sequenzierung bestimmter Genloci (z.B. spa-
Typisierung), dem ,Multi-Locus-Sequenz-Typing” (MLST) und der Microarray-Technologie. Dariiber
hinaus ermoglichen diese Methoden die Ermittlung epidemiologischer Zusammenhange zwischen
verschiedenen Staphylococcus aureus-lsolaten (FRENAY et al. 1996, SUNG et al. 2008, GRABER et
al. 2009, HATA et al. 2010a, SALAM et al. 2010).

Ein weit verbreitetes Klassifizierungsverfahren, das die Betrachtung der Nukleotidabfolge in den
Mittelpunkt riickt, stellt die MLST dar. Die Charakterisierung erfolgt beim MLST durch die
Sequenzierung von sieben etwa 450 bp groRen Genfragmenten, die sich innerhalb essentieller Gene
der jeweiligen Bakterienspezies (sog. ,housekeeping genes”) befinden (SMITH et al. 2005a). So ist

Ill

jedes Bakterienisolat durch die Allele an diesen sieben Loci, das sog. ,allelische Profil“, definiert.
Jedem allelischen Profil wird ein Sequenztyp (ST) zugeordnet, der eine eindeutige Charakterisierung
des Isolates darstellt. Isolate mit demselben ST weisen an allen sieben Loci identische Sequenzen auf
und werden als Angehdrige eines Klons angesehen.

Klonale Komplexe (Clonal Complexes, CC) sind aus mehreren ST bestehende Gruppen. Sie sind
dadurch definiert, dass jeder ST liber ein allelisches Profil verfligt, das mit dem Profil mindestens
eines weiteren Sequenztyps desselben klonalen Komplexes verwandt ist. Die Verwandtschaft zweier
Sequenztypen wird dadurch definiert, dass mindestens fiinf von sieben Allelen identisch sind. Die
Bezeichnung der klonalen Komplexe richtet sich nach dem Sequenztyp, der sich von den meisten
anderen ST innerhalb des klonalen Komplexes lediglich in einem Allel unterscheidet (FEIL et al. 2003,

FENG et al. 2008) (Abb. 1).

Abb.1: Exemplarische Darstellung von CC45 (modifiziert nach FEIL et al. 2003)

Wahrend einige ST, die aus Milch isoliert werden kdnnen, bei einer Vielzahl von Wirten vorkommen,
kénnen andere ST nur beim Rind nachgewiesen werden (VAN DEN BORNE et al.2010). Die
Wirtsspezifitdt dieser Stamme lasst auf eine Adaption an die bovine Milchdriise schlieRen (HERRON-
OLSON et al. 2007, VAN DEN BORNE et al. 2010). Laut HERRON-OLSON et al. (2007) gehen die
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kuhspezifischen ST auf einen gemeinsamen Vorfahren zuriick, der groBe Ahnlichkeit mit
humanspezifischen Staphylokokken aufweist. Sie unterscheiden sich von solchen, die mit anderen
Tierarten assoziiert sind (VAN DEN BORNE et al. 2010).

Verschiedenen Studien hatten zum Ergebnis, dass nur wenige Genotypen fir den GroRteil der
Mastitiden in Rinderbestdanden verantwortlich sind (KAPUR et al. 1995, FITZGERALD et al. 1997,
MORK et al. 2005, SMITH et al. 2005b, FOURNIER et al. 2008, SUNG et al. 2008). Wahrend einige
dieser Genotypen kuh- bzw. wiederkauerspezifisch sind, kommen andere bei einer Vielzahl von
Spezies vor (SUNG et al. 2008, MONECKE et al. 2011a). Laut BARKEMA et al. (2006) dominiert
innerhalb einer Herde in der Regel ein bestimmter Stamm, der sich kontagios verhalt. Neben diesem

Stamm existieren weitere Stamme mit geringer Pravalenz.

2.1.5 Unterschiede bezliglich der Virulenz verschiedener Staphylococcus aureus

Die verschiedenen ST unterscheiden sich neben ihrer Epidemiologie auch in ihrer Virulenz, woraus
unterschiedliche Therapie- und SanierungsmalRnahmen resultieren (GRABER et al. 2009).

In Untersuchungen von VAN DEN BORNE et al. (2010) wiesen Mastitiden, die durch kuhspezifische ST
hervorgerufen worden waren, verglichen mit Mastitiden durch nicht-kuhspezifische Staphylococcus
aureus eine niedrigere Heilungsrate nach antibiotischer Behandlung auf. Die Autoren schlossen
daraus, dass Mastitiden durch kuhspezifische ST langer behandelt werden miissen als solche durch
nicht-kuhspezifische ST. Als weiteres Ergebnis ihrer Untersuchungen stellten VAN DEN BORNE et al.
(2010) fest, dass die Mehrheit der Stamme, die ausschlieflich bei Kilhen vorkommen, Penicillin-
sensibel war, wohingegen alle nicht-kuhspezifischen ST resistent gegeniber Penicillin waren.

ZADOKS et al. (2000) konnten Zusammenhadnge zwischen dem Genotyp und der Schwere der
Erkrankung feststellen. Auch HAVERI et al. (2005) setzten mittels Pulsfeldgelelektrophorese
ermittelte Genotypen mit der Manifestation und Persistenz boviner Staphylococcus aureus-
Infektionen in Beziehung. Von fiinf in der Untersuchung vorherrschenden Genotypen ging einer
(Pulsotyp B) mit schwerwiegenden Mastitiden einher, die jedoch gut auf eine Therapie ansprachen.
Diese Zusammenhange konnten MIDDLETON et al. (2002) nicht bestatigen, als sie die Immunantwort
von 191 Kiihen mit dem jeweils isolierten Staphylococcus aureus-Stamm verglichen. Die Autoren
folgerten, dass die Immunantwort in erster Linie vom individuellen Wirt abhangt und nicht vom
verursachenden Staphylococcus aureus-Stamm.

Weiterhin wurde ein unterschiedlicher Einfluss der verschiedenen ST auf die Zellzahl (GRABER et al.
2009) und den Milchproduktionsverlust (MIDDLETON und FOX 2002) ermittelt.

Bei in vitro Untersuchungen von MULLARKY et al. (2001) unterschieden sich einige Stamme in ihrer
Fahigkeit, die Phagozytose zu umgehen. Dariiber hinaus wiesen HENSEN et al. (2000) Unterschiede

im Potential nach, in bovine Alveolarepithelzellen einzudringen.
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2.1.6 Mutmaliliche Pathogenitatsfaktoren

Die Pathogenese einer Staphylococcus aureus-Infektion stellt ein komplexes Zusammenspiel einer
Vielzahl sog. Pathogenitatsfaktoren dar, die zum einen fest mit der Zellwand verbunden sind, zum
anderen in Form von Enzymen und Toxinen in die Umgebung der Staphylokokken sezerniert werden.
In ihrer Gesamtheit kdnnen sie Staphylococcus aureus nicht nur die Adhadsion an wirtseigene Matrix-
und Plasmaproteine sowie die Invasion von Wirtsgewebe, sondern auch die Umgehung der
Immunantwort ermoglichen (BLOBEL und SCHLIESSER 1994). Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber die
wichtigsten dieser Faktoren, auf die im Folgenden naher eingegangen wird.

Tab. 1: Pathogenitatsfaktoren von Staphylococcus aureus

(modifiziert nach VALENTIN-WEIGAND 2011)

sezerniert

Hamolysine (a, B, v, 6)
Enterotoxine
Toxic-shock-syndrom-Toxin
Exfoliative Toxine

Leukozidin

Extrazelluldre Enzyme

hla, hib, hig, hid
sea-see, seg-seu
tst-1

eta, etb

lukS-PV, lukF-PV,
luks, IukF,
lukF-P83, lukM,
lukD, lukE

sak, katA, nuc

Vorkommen Faktor kodierendes Gen | Referenz
Kapsel cap SAU et al. (1997)
zellgebunden Protein A spa PATEL et al. (1989)
Fibronectinbindendes Protein | fnbA, fnbB BURKE et al. 2010
Clumping-Faktor clfA, clfB GANESH et al. (2008)
Koagulase COA MONECKE et al. (2007a)

FRITSCHE (1970)
ARGUDIN et al. (2010)
DINGES et al. (2000)
LADHANI et al. (1999)
MONECKE et al. (2007a)

MONECKE et al. (2007a)

Wahrend einige Faktoren wie Koagulase, Clumping-Faktor und Protein A bei nahezu allen
Staphylococcus aureus-lsolaten vorhanden sind und daher als taxonomische Merkmale dieser
Bakterienspezies fungieren, treten insbesondere verschiedene Toxine nicht regelmaRig auf (MULLER
et al. 1983, OHLSEN et al. 2006).

Die zeitliche Abfolge der Expression der Pathogenitdtsfaktoren wird durch verschiedene
regulatorische Loci gesteuert. Zu diesen zahlen laut NOVICK (2003a) unter anderem agr (accessory
gene regulator), die sar (staphylococcal accessory regulator)-Familie, sae, srr und sigB. Eine zentrale
Stellung nimmt dabei das agr-System ein, mit dem die anderen Regulatoren in unterschiedlicher
Weise interagieren (OHLSEN et al. 1997, GOERKE und WOLZ 2004). Die Aktivitdt des agr-Systems

steht in Zusammenhang mit der vorliegenden Bakteriendichte (RECSEI et al. 1986). In der Frihphase
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einer Staphylococcus aureus-Infektion, in der nur eine geringe Keimdichte vorliegt, ist die agr-
Aktivitat gering. So kommt es in erster Linie zur Expression von Oberflachenproteinen, die die
Adhasion an wirtseigene Strukturen ermdoglichen. Bei fortschreitender Kolonisation fihrt eine
Aktivitatssteigerung des Regulatorsystems zur verminderten Expression von Adhasionsstrukturen
und zur vermehrten Expression von Exotoxinen und Exoproteinen. Letztgenannte Faktoren kdnnen
zur Ausbreitung der Bakterien und zur Bezwingung des wirtseigenen Immunsystems fithren (PENG et
al. 1988, OTTO 2001).

Die beschriebene Fahigkeit, auf eine fluktuierende Bakteriendichte mit einer Regulation der
Genexpression zu reagieren, wird als ,Quorum sensing” bezeichnet (MILLER und BASSLER 2001).
Grundlage fir diese bakterielle Kommunikation bilden sog. Autoinducer oder Pheromone, die von
den Bakterien in die Umgebung abgegeben werden und deren Konzentration daher in direktem
Zusammenhang mit der Dichte der Bakterienpopulation steht. Durch Bindung der Pheromone an
Rezeptoren auf der Bakterienoberflaiche kann die Populationsdichte von den Bakterien
wahrgenommen und die Genexpression entsprechend der vorliegenden Verhéltnisse reguliert
werden (MORSCHHAUSER 2008).

Im agr-System fungiert das Oktapeptid AgrD als Autoinducer. AgrD akkumuliert extrazelluldr und
bindet an das membranintegrierte Sensorprotein AgrC, wodurch bei Anreicherung des Oktapeptids
eine Rickkopplungsschleife in Gang gesetzt wird. In der spaten exponentiellen Wachstumsphase
kommt es dadurch zur Aktivierung der meisten extrazelluldiren Proteine sowie der
Polysaccharidkapsel und zur Inhibierung einiger Zellwand-assoziierter Bindeproteine (GOERKE und
WOLZ 2004). Anhand der Autoinducer-Rezeptor-Spezifitat werden Staphylococcus aureus-lsolate in
vier Interferenzgruppen eingeteilt. Innerhalb einer Gruppe kann das autoinduzierende Peptid die
agr-Antwort aktivieren, wo es hingegen die agr-Expression anderer Gruppen hemmt (JARRAUD et al.
2002, SHOPSIN et al. 2003). Dabei muss keine phylogenetische Verwandtschaft der Mitglieder einer
Gruppe vorliegen (FENG et al. 2008).

JARRAUD et al. (2000) stellten einen Zusammenhang zwischen Toxinproduktion und agr-
Interferenzgruppe her. Wahrend Isolate der agr-Interferenzgruppe Ill gehduft Toxic-shock-syndrom-
Toxin produzieren, ist bei der agr-Interferenzgruppe IV eine Korrelation zu Stdmmen vorhanden, die

Exfoliatives Toxin produzieren.

2.1.6.1 Zellgebundene Substanzen
2.1.6.1.1 Polysaccharidkapsel

Beobachtungen zum Vorkommen von Kapseln bei Staphylococcus aureus gehen auf BIGGER et al.
(1927) zuriick. Diese Autoren beschrieben bei einigen Kolonien eine schleimige Morphologie, die
durch eine Bekapselung der Bakterien bedingt war (GILBERT 1931). Die meisten Staphylococcus
aureus-lsolate sind jedoch mikrobekapselt und daher nicht von auffdllig schleimiger
Koloniemorphologie (ARBEIT 1984).

Kapseln von Staphylococcus aureus haben eine Polysaccharidstruktur (WILEY und
WONNACOTT 1962) und finden sich bei Giber 90 % der klinischen Isolate (SAU et al. 1997, THAKKER et
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al. 1998). Bei den elf bisher beschriebenen Serotypen dominieren die Kapseltypen 5 und 8 (SAU et al.
1997, O'RIORDAN und LEE 2004), wobei in bovinen Kulturen der Kapseltyp 5 mit einer Pravalenz von
51,4 % am haufigsten vorkommt (POUTREL et al. 1988).

Wahrend das Ausbleiben der Komplementaktivierung und damit die pathogene Bedeutung der stark
bekapselten Serotypen 1 und 2 nachgewiesen ist (MELLY et al. 1974, VERBRUGH et al. 1982), wird die
Pathogenitat der Kapseltypen 5 und 8 kontrovers diskutiert (THAKKER et al. 1998). So sprachen
KARAKAWA et al. (1988) und NILSSON et al. (1997) den Serotypen 5 und 8 antiphagozytire
Eigenschaften zu, wahrend XU et al. (1992) diese Ergebnisse nicht bestatigen konnten. Die Rolle der
Kapsel in der Pathogenitdt von Staphylococcus aureus scheint daher vom Versuchsaufbau und der
jeweiligen Untersuchung abhéangig zu sein (THAKKER et al. 1998).

2.1.6.1.2 Protein A (IgG-Fc-Rezeptor)

SIOQUIST et al. (1972) beschrieben Protein A als eine Substanz, die kovalent an die
Peptidoglykanstrukturen der Oberflaiche von Staphylococcus aureus gebunden ist. Jedoch wird
insbesondere bei Methicillin-resistenten Stammen auch von einem extrazelluldren Vorkommen
berichtet (MOVITZ 1976, LINDMARK et al. 1977).

Die pathogene Bedeutung dieses Proteins ergibt sich aus der Bindung an die Fc-Domane von IgG. Auf
diese Weise blockiert Protein A die Bindungsstelle der Komplementkomponente C1q. Der klassische
Weg der Komplementkaskade wird gehemmt und infolgedessen die Opsonisierung vermindert
(LAMBRIS et al. 2008).

2.1.6.1.3 Fibronectin-bindendes Protein

Die erstmals von KUUSELA (1978) beschriebenen Wechselwirkungen zwischen Fibronectin und
Staphylococcus  aureus basieren  auf  Fibronectin-bindenden Proteinen  auf  der
Staphylokokkenoberflache (RYDEN et al. 1983). Diese Proteine befahigen die Staphylokokken, unter
Vermittlung von Fibronectin an Epithel- sowie Endothelzellen und damit auch an bovine Euterzellen
zu binden (VANN et al. 1989, DZIEWANOWSKA et al. 1999).

LAMMERS et al. (1999b) bezeichnen die Fibronectin-bindenden Proteine als essentiell fir die
Adhasion und Invasion der bovinen Euterzelle und rdaumen ihnen damit eine bedeutende Rolle im
Mastitisgeschehen ein. Im Gegensatz zu anderen Bakterien, die durch Sekrete vom
Entzindungsgeschehen fortgespiilt werden, kénnen adharierte Staphylokokken sich am Ort ihrer
Anheftung vermehren und durch gebildete Enzyme und Toxine den Wirtsorganismus schadigen
(BLOBEL und SCHLIESSER 1994). Fiir die Invasion der Wirtszelle ist die Ausbildung einer Fibronectin-
Briicke zwischen dem Fibronectin-bindenden Protein A und einem Integrin der Wirtszelle von
Bedeutung (SINHA et al. 1999).

2.1.6.1.4 Clumping-Faktor

Laut DUTHIE (1954) reagiert der Clumping-Faktor direkt mit Fibrinogen und fihrt so zu einer
Verklumpung der Staphylokokken im Plasma. Damit unterscheidet sich dieses Protein, das auch als
»,gebundene Koagulase” bezeichnet wird, von der freien Koagulase, fir deren Verklumpungsreaktion

die Aktivierung von Prothrombin nétig ist (BLOBEL und SCHLIESSER 1994, McDEWITT et al. 1997).
8
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Andere Autoren stellen den Clumping-Faktor nicht der freien Koagulase gegeniber, sondern sehen
ihn vielmehr als Zellwand-assoziierten Teil derselben an (JACHERTS 1956, BODEN und FLOCK 1989).
NI EIDHIN et al. (1998) beschrieben neben dem bis zu diesem Zeitpunkt bekannten
fibrinogenbindenden Clumping-Faktor A einen zweiten Clumping-Faktor. Diese als Clumping-Faktor B
bezeichnete Komponente bindet an a- und B-Ketten des Fibrinogens, wahrend Clumping-Faktor A
mit den y-Ketten interagiert.

Die Tatsache, dass der Clumping-Faktor bei nahezu allen pathogenen Staphylokokken nachweisbar
ist, stellt einen Hinweis fiir seine pathogene Relevanz dar (BLOBEL und SCHLIESSER 1994, GANESH et
al. 2008). Von Bedeutung ist hierbei die durch den Clumping-Faktor bedingte Hemmung der
Opsonisierung, die eine Beeintrachtigung der Phagozytose nach sich zieht. Als Folge der
Wechselwirkungen zwischen Fibrinogen und dem Clumping-Faktor der Staphylokokkenoberflache
kommt es zu einer sterischen Behinderung, die die Anlagerung der Komplementkomponente C3
hemmt. C3 wird dadurch in vermindertem Umfang zu C3b aktiviert und seine opsonisierende
Wirkung dementsprechend reduziert (BLOBEL und SCHLIESSER 1994).

2.1.6.2 Extrazelluldre Enzyme und Toxine

Extrazelluldre Proteine befdhigen Staphylococcus aureus, das Wirtsgewebe zu besiedeln und
Krankheiten hervorzurufen. Hamolysine, Koagulase und verschiedenste Enzyme werden von nahezu
allen Staphylococcus aureus-lsolaten gebildet. Sie modifizieren das Wirtsgewebe und schaffen damit
die Bedingungen, die die Bakterien fur ihr Wachstum benétigen. Dariiber hinaus werden von einigen
Isolaten zusatzliche Exoproteine produziert, zu denen das Toxic-shock-syndrome-Toxin, die

Enterotoxine, Exfoliative Toxine und Leukozidine gehéren (DINGES et al. 2000).

2.1.6.2.1 Koagulase

Die Koagulase wird von allen Staphylococcus aureus-Kulturen gebildet und gilt als wichtigstes
Kriterium zur Identifizierung dieser Bakterien (KLOOS und SCHLEIFER 1986). Sie stellt ein
extrazellulares Protein ohne enzymatischen Charakter dar (McDEWITT et al. 1992). Durch Bindung
von Prothrombin durch die Koagulase entsteht ,Staphylothrombin®, ein proteolytisch wirkender
Komplex. Dieser Komplex hat Thrombin-dhnliche Funktionen, ohne dass es zur Uberfiihrung des
Prothrombins in Thrombin kommt. So fiihrt Staphylothrombin durch Abspaltung der Fibrinpeptide A
und B vom Fibrinogen zur Polymerisation des Fibrinogens. Dies resultiert in einer Koagulation des
Plasmas (LUCZAK-KADLUBOWSKA et al. 2006, CHENG et al. 2010). Nach BODEN und FLOCK (1989) ist
die Koagulase weiterhin zu direkten Wechselwirkungen mit Fibrinogen fahig und so auch in
Abwesenheit von Prothrombin in der Lage, Plasma zu verklumpen. Die Polymerisation des
Fibrinogens bedingt in vivo die Ausbildung einer Fibrinbarriere, die die Phagozytose beeintrachtigt
und die Staphylokokken vor der wirtseigenen Abwehr schiitzt (BLOBEL und SCHLIESSER 1994, PANIZZI
et al. 2006).
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2.1.6.2.2 Hamolysine

Nahezu alle Staphylococcus aureus-Isolate produzieren die vier Hamolysine a, B, vy und 6, die
aufgrund ihres zytotoxischen Charakters auch als Alpha-, Beta-, Gamma- und Deltatoxin bezeichnet
werden (DINGES et al. 2000).

Das Alphatoxin wurde von allen Hiamolysinen am intensivsten untersucht. Es wird vom hla-Gen
kodiert und stellt ein aus 293 Aminosauren bestehendes Polypeptid dar (OHLSEN et al. 1997, DINGES
et al. 2000). Dieses Hamolysin interagiert mit vielen Zelltypen und ist mit einem weiten Spektrum
zytotoxischer und pharmakologischer Effekte assoziiert (ROGOLSKY 1979). Die Zytotoxizitat wird
durch den porenbildenden Charakter des Alphatoxins vermittelt. Es wird als Monomer von
Staphylococcus aureus abgegeben und bindet an die Membranen der Zielzelle. Dort unterliegt es
starken Konformationsanderungen, in deren Folge es zur Ausbildung transmembrandser Poren
kommt, die die osmotische Lyse der Zielzelle bedingen. Diese Zelllyse ist nicht auf Erythrozyten
beschrankt. Ebenso werden Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen zerstért (VANN und
PROCTOR 1988, BHAKDI und TRANUM-JENSEN 1991). Da die Porenbildung allein nicht alle
pathophysiologischen Effekte des a-Hamolysins hinreichend erklart, wird von weiteren sekundaren
Mechanismen des Toxins ausgegangen. WISEMANN (1975) beschreibt unter anderem Auswirkungen
auf den Kreislauf, das Zentrale Nervensystem und den Atmungsapparat.

20-50 % der an einer Mastitis beteiligten Staphylococcus aureus-lsolate produzieren das Hamolysin a
(SUTRA und POUTREL 1994), das auf Blutagar eine vollstandige Hamolyse hervorruft (BLOBEL und
SCHLIESSER 1994). Um einen Aufschluss (iber die Rolle des Hamolysins a im Mastitisgeschehen zu
erhalten, fihrten WARD et al. (1979) Untersuchungen an Kaninchen durch. Die Injektion von
Alphatoxin in deren Milchdrise fiihrte zu einer dosisabhangigen hdamorrhagischen Nekrose des
Drisengewebes. Diese hdamorrhagische Nekrose der Milchdrise findet sich laut SEFFNER und
BERGMANN (1994) auch beim Rind und ist auf eine Vasokonstriktion zurickzufiihren. Laut
ANDERSON (1976) Gbernimmt das Alphatoxin im bovinen Mastitisgeschehen eine Schlisselrolle bei
akuten gangrandsen Mastitiden. KERRO DEGO et al. (2002) verglichen die Sensitivitdit von
sekretorischen Zellen und Epithelzellen der bovinen Milchdriise gegeniiber Hamolysin a und wiesen

dabei eine héhere Empfindlichkeit der sekretorischen Zellen nach.

Das Betatoxin wird von einer Vielzahl Staphylokokken gebildet und stellt das Haupthamolysin bei
tierischen Isolaten, insbesondere solchen vom Rind, dar (SUTRA und POUTREL 1994). Laut
LARSEN et al. (2002) ist das Vorhandensein von Betatoxin typisch flir Staphylococcus aureus-Isolate,
die in boviner Mastitismilch nachgewiesen werden. Als Phospholipase C fiihrt dieses Hamolysin durch
die Hydrolyse von Sphingomyelin aus der Zellmembran zum Untergang der Erythrozyten (DOERY et
al. 1963, FRITSCHE 1970). Auf Blutagar ist diese Himolyse nach einer 18-stiindigen Bebritung bei
37 °C zunachst unvollstandig. Eine auf die Bebritung folgende Kuhllagerung verstarkt die
hamolytische Aktivitdt in vitro, so dass es zu einer vollstiandigen Hamolyse kommt (SELBITZ 2006).
Aus diesem Grund wird das Betatoxin auch als , hot-cold“~-Hamolysin bezeichnet (DINGES et al. 2000).
Die pathogene Bedeutung von Betatoxin im Mastitisgeschehen ist nicht eindeutig geklart. Nach
SUTRA und POUTREL (1994) fiihrt die Injektion von gereinigtem Toxin in die Milchdriise von
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Kaninchen zur Odematisierung des Gesiduges und zur Ansammlung von somatischen Zellen.
Weiterhin berichten diese Autoren von toxinbedingten Gewebsnekrosen und einer verminderten
Aktivitat des Alveolarepithels. Vergleichbare Auswirkungen des Betatoxins auf die bovine Milchdriise
wurden von NAIDU und NEWBOULD (1975) beschrieben.

Das Hamolysin y stellt ein Zwei-Komponenten-Toxin dar. Strukturell bestehen diese Toxine aus einer
S (,,slow eluted”)- und einer F (,fast eluted”)-Komponente, die voneinander unabhangig sezerniert
werden und in Kombination die Zelllyse bedingen (PREVOST et al. 1995, BOWNIK et al. 2004). Der
dem Hamolysin zugrundeliegende Genkomplex hlg setzt sich aus den drei offenen Leserastern higA,
lukF-hlg und lukS-hlg zusammen, die fiir die Proteine HIgA, HIgB und HIgC kodieren. Durch
Kombination der F-Komponente HlgB mit einer der beiden S-Komponenten HIgA und HIgC ergibt sich
die Moglichkeit zweier unterschiedlicher, aktiver y-Hamolysine (DALLA SERRA et al. 2005).

Die hohe Sequenzhomologie mit den Genen des Panton-Valentine-Leukozidins legt eine enge
Verwandtschaft der beiden Zwei-Komponenten-Toxine nahe, die unterschiedlich diskutiert wird. So
lassen Untersuchungen von COONEY et al. (1993) vermuten, dass Hamolysin y und Panton-Valentine-
Leukozidin vom selben Genkomplex kodiert werden, wahrend PREVOST et al. (1995) von zwei
unterschiedlichen Loci ausgehen.

Hamolysin y wird von nahezu allen Staphylococcus aureus-lsolaten gebildet. Da es durch Agar
gehemmt wird, wurde das Vorhandensein dieses Toxins jedoch oft Ubersehen (BLOBEL und
SCHLIESSER 1994). Durch die Bildung von Poren ist es in der Lage, Erythrozyten zu lysieren und
neutrophile Granulozyten und Makrophagen zu schadigen. Sein pathogener Einfluss im
Mastitisgeschehen ist unklar (DINGES et al. 2000).

Das Hamolysin 6 wird von 97 % aller Staphylococcus aureus-Stamme gebildet. Es ist in der Lage, die
Membranen von Erythrozyten, Leukozyten sowie vieler anderer Saugetierzellen und -zellorganellen
zu zerstéren (FREER und BIRKBECK 1982, DINGES et al. 2000). Der zugrunde liegende Mechanismus
beruht vermutlich auf der amphipathischen Struktur des Toxins. Durch das gleichzeitige Vorliegen
hydrophiler und hydrophober Doméanen kann eine Einlagerung in die Zellmembran erfolgen, in deren
Folge es zur Zerstérung der Membran kommt (FREER und BIRKBECK 1982, LEE und BIRKBECK 1983).
THELESTAM und MOLLBY (1975) verglichen Hamolysin & in Struktur und Wirkmechanismus mit dem
Bienengift Mellitin. JANZON und ARVIDSON (1990) schrieben dem zugehorigen Gen hld dariber
hinaus eine Rolle im agr-Regulationssystem zu. Laut WILLIAMS und HARPER (1947) ruft das Deltalysin
auf Schafblutagar eine schmale, scharf begrenzte Zone vollstandiger Hamolyse hervor. Die Rolle des
Hamolysins & im bovinen Mastitisgeschehen ist nicht geklart (DINGES 2000).

2.1.6.2.3 Exfoliatives Toxin

Das Exfoliative Toxin (ET) wurde erstmals von KAPRAL und MILLER (1971) isoliert. Bislang wurden vier
Serotypen beschrieben: ET A, ET B, ET C und ET D (LADHANI 2003). Nach PIEMONT et al. (1988)
produzieren etwa 5 % der humanen Staphylokokken Exfoliatives Toxin.

ET A und ET B sind verantwortlich fur das ,Staphylococcal Scalded Skin Syndrome”, eine mit

schwerwiegenden Hautlasionen einhergehende Krankheit, und eine Vielzahl anderer dermaler
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Erkrankungen des Menschen (RIFAI et al. 1989, LADHANI 2003). Die beiden hitzestabilen Proteine
fungieren als Serinproteasen (DANCER et al. 1990), die Desmoglein 1, ein Protein des Stratum
granulosum, verdauen und dadurch zum Verlust des Zell-Zell-Kontaktes in diesem Bereich fiihren
(LADHANI et al. 1999, LADHANI 2003). Darliber hinaus wird die Rolle von ET A als Superantigen
diskutiert (FLEISCHER und BAILEY 1992, MONDAY et al. 1999). Uber die Rolle von ET C und ET D im
,Staphylococcal Scalded Skin Syndrome" wird spekuliert (LADHANI 2003)

Die Bedeutung des Exfoliativen Toxins bei bovinen Staphylococcus aureus-Infektionen wurde von
AKINEDEN et al. (2001) untersucht. Die Autoren wiesen in keiner der von ihnen untersuchten 103 aus
Mastitismilch isolierten bovinen Staphylococcus aureus-Kulturen Exfoliatives Toxin nach. Sie leiteten
daraus eine geringe Bedeutung dieses Toxins im Mastitisgeschehen ab. Diese Schlussfolgerungen
wurden von HAVERI et al. (2007) untermauert, die bei 161 bovinen Staphylococcus aureus-lsolaten

kein Exfoliatives Toxin nachwiesen.

2.1.6.2.4 Enterotoxine

Die Staphylokokkenenterotoxine (SE) sind eine Gruppe extrazelluldrer Proteine, die aufgrund ihrer
Fahigkeiten, humane Lebensmittelintoxikationen hervorzurufen, von groRer
lebensmittelhygienischer Relevanz sind (LOIR et al. 2003).

Neben den flinf sog. ,klassischen” Enterotoxinen A-E wurden in den letzten Jahren weitere Typen
beschrieben, die mit SEG-SEV bezeichnet werden (REN et al. 1994, SU und WONG 1995, MUNSON et
al. 1998, ZHANG et al. 1998, ORWIN et al. 2001, LETERTRE et al. 2003, ORWIN et al. 2003).
Verschiedene Studien deuten jedoch darauf hin, dass die Fahigkeit, zu gastrointestinalen Symptomen
zu fuhren, auf SEA-SEE sowie evtl. SEG, SEH, SEI, SER, SES und SET beschrankt ist (ORWIN et al. 2003,
KLOTZ et al. 2003, ARGUDIN et al. 2010), wobei 95 % der durch Staphylococcus aureus bedingten
Lebensmittelvergiftungen durch SEA-SEE verursacht werden (OMOE et al. 2002). Aufgrund der
fehlenden oder bisher nicht nachgewiesenen emetischen Aktivitdt der erst in den letzten Jahren
beschriebenen Enterotoxine SEJ-SEV werden diese von einigen Autoren auch als ,staphylococcal
enterotoxin-like” (SE/) bezeichnet (OMOE et al. 2005a, ARGUDIN et al. 2010).

Nach Aufnahme des praformierten Toxins treten nach einer kurzen Inkubationszeit von zwei bis
sechs Stunden Ubelkeit, Erbrechen, abdominaler Schmerz und Diarrhoe auf. Die Symptome enden in
der Regel nach ein bis zwei Tagen, in seltenen Fillen kann es jedoch zu lebensbedrohlichen
kreislaufbedingten Schockzustdanden kommen (BALABAN und RASOOLY 2000, ARGUDIN et al. 2010).
Der den gastrointestinalen Symptomen zugrunde liegende Mechanismus bleibt unklar (BALABAN und
RASOOLY 2000, HU et al. 2007). HU et al. (2007) wiesen jedoch nach, dass Hydroxytryptamin-
Rezeptoren auf vagalen Afferenzen essentiell flir den Emesis-auslosenden Effekt sind. Die fur
Menschen toxische Dosis von etwa 10 ug Enterotoxin ist sehr gering (RAJ und BERGDOLL 1969).

Von lebensmittelhygienischer Relevanz ist die Thermostabilitdt der Toxine und ihre relativ hohe
Resistenz gegeniiber proteolytischem Verdau, so dass sie sowohl eine Hitzebehandlung als auch die
Magenpassage Uberstehen (BALABAN und RASOOLY 2000). Wahrend bei einer Pasteurisierung
vegetative Formen der Bakterien abgetétet werden, bleiben die Enterotoxine aktiv
(HEESCHEN 1994). Neben beschriebener Fahigkeit, gastrointestinale Symptome in Primaten

hervorzurufen und ihrer Thermostabilitat listen DINGES et al. (2000) den Superantigencharakter als
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weitere Eigenschaft der Enterotoxine auf. Nach der Bindung an MHC-II-Molekiile
antigenprasentierender Zellen fiihren sie zur unspezifischen Aktivierung von T-Zellen (BALABAN und
RASOOLY 2000). Die dadurch bedingte massive Freisetzung proinflammatorischer Substanzen kann
im potentiell lebensbedrohlichen , Toxic Shock Syndrom“ miinden (ARGUDIN et al. 2010).

Die Enterotoxin-Gene sind auf akzessorischen genetischen Elementen kodiert und befinden sich auf
mobilen oder ehemals mobilen genetischen Elementen wie Plasmiden, Prophagen oder
Pathogenitatsinseln, wodurch der horizontale Transfer der Gene erméglicht wird (ORWIN et al. 2001,
ARGUDIN et al. 2010). Aufbau und Verteilung der mobilen genetischen Elemente variieren innerhalb
der bisher vollstdndig sequenzierten Staphylococcus aureus-Genome zum Teil stark
(HOLTFRETER 2006). Eine Besonderheit liegt bei den Genen von SEG, SEI, SEM, SEN und SEO vor.
Diese sind zusammen im enterotoxin gene cluster (egc) lokalisiert und werden gemeinsam
transkribiert (JARRAUD et al. 2001). Auf der Basis ihrer Untersuchungen zum egc vermuteten
JARRAUD et al. (2001) weitere Enterotoxine, die aus diesem Operon hervorgehen. Diese Annahme
wurde durch verschiedene Autoren aufgegriffen, so dass bislang seu, seu, und sev als Produkte
genetischer Rekombinationen des egc identifiziert wurden (LETERTRE et al. 2003, THOMAS et al.
2006).

Die Synthese der Toxine erfolgt Uberwiegend in der postexponentiellen Wachstumsphase der
Bakterien, wobei eine nachweisbare Bildung von Enterotoxinen erst bei Keimzahlen von mindestens
10°/g Lebensmittel auftritt. Jedes Enterotoxin wird als Vorlduferprotein gebildet und nach
Abspaltung einer Signalsequenz aus der Zelle ausgeschleust (BLOBEL und SCHLIESSER 1994, DINGES
et al. 2000).

Charakteristische Eigenschaften der einzelnen Enterotoxine sind in Tab. 2 dargestellt.

13



Literaturibersicht

Tab.2: Charakteristische Eigenschaften der Staphylokokken-Enterotoxine

SE-Typ | MG iP Emetische | Lokalisation Referenz
(in Da) Aktivitat
SEA 27100 | 7,26 |ja Prophage KLOTZ et al. (2003)
ARGUDIN et al. (2010)
SEB 28336 | 8,6 |ja Pathogenitatsinsel (SaPI3) | JONES und KHAN (1986)
NOVICK (2003b)
SEC 27500- | 7,6- | ja Pathogenitatsinsel (SaPl4) | NOVICK (2003b)
27600 | 8,1 ARGUDIN et al. (2010)
SED 27300 7,4 ja Plasmid (p!B485) CHANG und BERGDOLL (1979)
BAYLES und IANDOLO (1989)
SEE 26425 | 7,0 |ja Prophage BORJA et al. (1972)
COUCH et al. (1988)
SEG 27043 | k.A. | ja genomische Insel (vSAB) MUNSON et al. (1998)
ARGUDIN et al. (2010)
SEH 28500 | 5,7 |ja SCCmec SU und WONG (1995)
ARGUDIN et al. (2010)
SEI 24928 | k.A. | schwach genomische Insel (vVSAB) MUNSON et al. (1998)
ARGUDIN et al. (2010)
SEJ 28565 | 8,65 | k.A. Plasmid (p!B485) BAYLES und IANDOLO (1989)
ZHANG et al. (1998)
SEK 26000 | 7,0 k.A. Pathogenitatsinsel (SaPI3) | ORWIN et al. (2001)
SEL 26000 | 8,5 nein’ Pathogenitatsinsel (SAPI14) | ORWIN et al. (2003)
SEM 24800 | k.A. | k.A. genomische Insel (vVSAB) ARGUDIN et al. (2010)
SEN 26100 | k.A. | k.A. genomische Insel (vVSAB) ARGUDIN et al. (2010)
SEO 26700 | k.A. | k.A. genomische Insel (vSAB) ARGUDIN et al. (2010)
SEP! 27000 | k.A. | k.AZ Prophage ARGUDIN et al. (2001)
KURODA et al. (2001)
SEQ 28200 | k.A. | nein Pathogenitatsinsel (SaPI3) | YARWOOD et al. (2002)
SER! 27000 | k.A. | ja Plasmid (pIB485-like, ARGUDIN et al. (2001)
pF5)
SES* 26214 | k.A. | ja Plasmid (pF5) ONO et al. (2008)
ARGUDIN et al. (2010)
SET! 22614 | k.A. | schwach Plasmid (pF5) ONO et al. (2008)
ARGUDIN et al. (2010)
SEU! 27100 | k.A. | k.A. genomische Insel (vVSAB) LETERTRE et al. (2003)
ARGUDIN et al. (2010)
SEU? k.A. k.A. | k.A. genomische Insel (vVSAB) THOMAS et al. (2006)
(SEW)? ARGUDIN et al. (2010)
SEV? k.A. k.A. | k.A. genomische Insel (VSAB) ARGUDIN et al. (2010)

'Genprodukt bisher nicht in klinischem Material nachgewiesen; Angaben zu MG und iP beziehen sich
auf rekombinantes Produkt.
“Existenz aufgrund molekularbiologischer Untersuchungen postuliert; bislang keine Darstellung des
Genprodukts.
*Emetische Aktivitt bei Kaninchen und Mausen, jedoch (bislang) nicht bei Primaten dargestellt.
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Untersuchungen zur Bedeutung der Enterotoxine im Mastitisgeschehen wurden von SCHUBERTH et
al. (2001) durchgefiihrt. Die Autoren verglichen die Prdvalenz Enterotoxin-bildender Staphylococcus
aureus-Isolate bei klinischen und subklinischen Mastitiden und konnten keine relevanten
Unterschiede feststellen. Sie leiteten daraus eine geringe Bedeutung der Enterotoxine im
Mastitisgeschehen ab. Dagegen konnten MATSUNAGA et al. (1993) bei perakuten Staphylococcus
aureus-Mastitiden vermehrt SEC-produzierende Staphylokokken feststellen. Die Autoren schrieben
diesem Enterotoxin daraufhin eine Bedeutung im Mastitisgeschehen zu.

Unbestritten bleibt jedoch der lebensmittelhygienische Aspekt (HOBBS 1951, BALABAN und RASOOLY
2000, SCHERRER et al. 2004, BECKER et al. 2007). Nach ORDEN et al. (1992) ist Mastitismilch die
haufigste Ursache fir Lebensmittelvergiftungen durch Staphylokokken tierischen Ursprungs. Die
Autoren verglichen die Prdvalenz Enterotoxin-bildender Staphylococcus aureus-Kulturen bei Rind,
Schaf und Ziege und konnten die héchste Pravalenz bei ovinen Isolaten feststellen. Die Angaben zur
Pravalenz von Enterotoxin-Genen in Milchproben variieren stark. So ermittelten LARSEN et al. (2000)
in einer danischen Studie, dass nur in einem der untersuchten 414 Staphylococcus aureus-lsolate ein
Enterotoxin-Gen vorhanden war. Die Autoren untersuchten ihre Isolate allerdings nur auf die bis dato
bekannten Enterotoxine A—E und H. AKINEDEN et al. (2001) kamen zur Erkenntnis, dass die Gene seg,
sei und sej neben sea und sec am haufigsten in Mastitismilch gefunden werden kénnen. ZSCHOCK et
al. (2005) konnten in einer hessischen Studie in 61 (58,7%) der untersuchten 104 aus Mastitismilch
isolierten Staphylococcus aureus-Kulturen die Gene von SEG, SEl und SEJ nachweisen. 37 dieser
Stamme verfligten gleichzeitig iber Gene der klassischen Enterotoxine. In Italien detektierten
MORANDI et al. (2007) in 67 % der untersuchten 112 Staphylococcus aureus-Isolate aus Kuh-, Schaf-,
Ziegen- und Biiffelmilch Enterotoxin-Gene. BECKER et al. (2007) wiesen allerdings darauf hin, dass
der Nachweis der Enterotoxin-Gene keinen Aufschluss dariiber gibt, ob die Gene exprimiert werden
und so Toxine im Lebensmittel vorhanden sind. Nach TRANTER und BREHM (1990) kommen durch
Konsummilch hervorgerufene Lebensmittelintoxikationen selten vor. Infolge der technologischen
Verarbeitungsprozesse wird die Vermehrung und die damit einhergehende Toxinbildung von
Staphylococcus aureus in der Regel ausgeschlossen. Rohprodukte hingegen verfligen (ber ein
hoheres Risiko, zu Enterotoxin-bedingten Erkrankungen zu fiihren (JORGENSEN et al. 2005).

2.1.6.2.5 Toxic-shock-syndrome-Toxin

Das Toxic-shock-syndrome-Toxin (TSST-1) fungiert als Superantigen und ist hauptverantwortlich fir
das ,, Toxic Shock Syndrome“ (TSS) (LINDSAY et al. 1998, DINGES et al. 2000, PARSONNET et al. 2010).
SHANDS et al. (1980) stellten fest, dass dieses in erster Linie bei jungen gesunden Frauen auftritt, die
Tampons benutzen. Es handelt sich um eine akute und potentiell todlich verlaufende Krankheit, die
durch das gleichzeitige Auftreten von Hypotension, Fieber, Erythrodermie und einer ein bis zwei
Wochen nach Krankheitsbeginn auftretenden Hautdesquamation gekennzeichnet ist. Um der
Definition eines TSS zu genligen, missen dartliber hinaus mindestens drei weitere Organsysteme
betroffen sein. Im weiteren Krankheitsverlauf kann es zur disseminierten intravasalen Gerinnung und
zur Ausbildung eines ,Acute Respiratory Distress Syndrome” kommen, die beide lebensbedrohliche
Komplikationen darstellen (TODD 1988, DINGES et al. 2000).
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Neben der menstruationsassoziierten Form, die immer durch TSST-1 hervorgerufen wird, existiert
eine Form des TSS, die aulRerhalb der Menstruation auftritt und neben TSST-1 auch durch SEB und
SEC ausgelost werden kann. Betroffen sind in diesem Fall v.a. Patienten beiderlei Geschlechts mit
Wundinfektionen, fokalen Staphylokokken-Infektionen oder Nasenoperationen.

Das entsprechende Gen tst-1 befindet sich auf einem mobilen genetischen Element des
Bakterienchromosoms, der sog. Pathogenitatsinsel 1 (SaPI1) (LINDSAY et al. 1998, NOVICK. 2003b,
RUZIN et al. 2001). Uber die Zwischenstufe eines Vorlduferproteins aus 234 Aminosiduren kommt es
nach Abspaltung einer Signalsequenz aus 40 Aminosduren zur Reifung des Proteins, das bei einem
Molekulargewicht von 22 000 Da gegeniiber Hitze genauso resistent ist wie gegenliber einem Verdau
durch Trypsin (DINGES et al. 2000).

Die biologischen Effekte von TSST-1 sind vielfdltig. Neben der genannten Wirkung als Superantigen,
welches lGber Bindung an MHC-lI-Komplexe zur exzessiven Freisetzung von T-Lymphozyten und damit
zu einer Zytokinliberproduktion fiihrt, bindet TSST-1 auch direkt an Endothelzellen und fihrt auf
diese Weise zu deren Untergang. Dariliber hinaus erhoht TSST-1 die Sensitivitat gegeniiber
Endotoxinen, was weitere zytotoxische Effekte nach sich zieht (VON BONIN 1995). Dabei fiihrt das
alleinige Vorliegen von TSST-1 nicht zwangsweise zu einer Erkrankung. Mehrere Studien bringen eine
reduzierte Immunantwort mit dem Auftreten von klinischen Symptomen in Verbindung (BERGDOLL
et al. 1981, STOLZ et al. 1985, TODD 1988). So wird vermutet, dass niedrige Steroidhormonspiegel,
die beispielsweise wahrend der Menstruation oder in der postpartalen Phase auftreten, zu dieser
verminderten Immunantwort fiihren kénnen.

Laut SUTRA und POUTREL (1994) bilden etwa 20 % der bovinen Staphylococcus aureus-lsolate TSST-1,
wobei gewohnlich eine gleichzeitige Produktion von SEC und SED vorliegt. LARSEN et al. (2002)
ermittelten in ihren Untersuchungen eine Produktionsrate von 25 %, wobei bei 109 von 114 Isolaten
gleichzeitig das Gen sec vorlag. VAN LEEUWEN et al. (2005) stellten bei bovinen Mastitisisolaten eine
starke Haufung des Gens tst-1 fest. Das von bovinen Staphylococcus aureus-Stammen gebildete
TSST-1 ist im Gegensatz zu caprinen und ovinen Varianten dem humanen TSST-1 sehr dhnlich (SUTRA
und POUTREL 1994). Die Expression von TSST-1 hat nach Untersuchungen von KENNY et al. (1993)
einen Einfluss auf das Mastitisgeschehen: Durch die Zytokiniberproduktion fiihrt TSST-1 zu einer
verstarkten intramammaren Entziindungsreaktion und zur Chronifizierung des Prozesses. Dagegen

konnten LARSEN et al. (2002) keinen Einfluss auf das Mastitisgeschehen nachweisen.

2.1.6.2.6 Leukozidine

Leukozidine stellen gegen Leukozyten gerichtete Toxine dar (BLOBEL und SCHLIESSER 1994). Die
meisten aus bovinen Milchproben stammenden Staphylococcus aureus-lsolate produzieren
Leukozidin und Kiithe mit chronischer Mastitis verfligen tber erhebliche Antileukozidin-Antikorper-
Titer (SUTRA und POUTREL 1994).

Wie das Hamolysin y bestehen Leukozidine aus zwei synergistisch wirkenden Domé&nen F und S,
deren Konformationsdanderungen in der Membran der Zielzellen zur Porenbildung fihren.
Verschiedene Staphylococcus aureus-Stamme produzieren unterschiedliche F- und S-Komponenten,
die in mehreren Kombinationen auftreten kénnen. LukS, LukS-PV, LukS-R und LukE, aber auch HigA

und HIgC des y-Toxins sind Beispiele fiir S-Komponenten. Als F-Doméanen fungieren LukF, LukF-PV,
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LukF-R, HlgB, LukD und LukM (PREVOST et al. 1995, BOWNIK et al. 2004, KANEKO und KAMIO 2004).
Die lytische Aktivitat der verschiedenen Kombinationen ist unterschiedlich (BARRIO et al. 2006).

Die Kombination von LukS-PV und LukF-PV stellt das Panton-Valentine-Leukozidin dar. Dieses wird als
Leukozidin im engeren Sinne angesehen, da es nur leukozid wirkt und keine hamolytische Aktivitat
aufweist (LOEFFLER et al. 1988). Das Panton-Valentine-Leukozidin wird von 2-3 % aller humanen
Staphylococcus aureus-lsolate produziert (DINGES et al. 2000, LOFFLER et al. 2010). Die
S-Komponente wird durch das Gen /ukS-PV, die F-Komponente durch das Gen lukF-PV kodiert. Der
porenbildende Mechanismus ist mit dem anderer Leukozidine identisch. Die S-Komponente bindet
an das Gangliosid Gy; der Plasmamembran, wodurch die Aktivitdat der membrangebundenen
Phospholipase gesteigert wird. Dies ermdoglicht die Bindung der F-Komponente an die
Plasmamembran, in deren Folge es durch die Zusammenlagerung jeweils dreier S- und
F-Komponenten zur Porenbildung und damit zur Zelllyse kommt (NODA et al. 1981, STAALI et al.
1998, BOWNIK et al. 2004). Die lytische Aktivitat ist hochspezifisch fliir humane Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen (KANEKO und KAMIO 2004, FERRY et al. 2005). Im Zuge der Lyse
dieser Zelltypen kommt es zur Freisetzung chemotaktisch wirkender Faktoren, die eine
Vasodilatation und einen vermehrten Einstrom von Leukozyten bedingen. Letztere fiihren durch die
Abgabe degradierender Enzyme und reaktiver O,-Verbindungen zur Gewebszerstérung (FERRY et al.
2005).

PVL-produzierende Staphylococcus aureus-Stamme sind beteiligt an humanen Furunkulosen,
rezidivierenden Abszessen und nekrotisierenden Pneumonien (PREVOST et al. 1995, KANEKO und
KAMIO 2004, BOYLE-VAVRA und DAUM 2007). Durch Bakteriophagen wird die Ubertragung der PVL-
Gene zwischen verschiedenen Staphylococcus aureus-Stammen ermoglicht (KANEKO und
KAMIO 2004). Bei Ubertragung auf Methicillin-resistente Staphylococcus aureus entstehen PVL-
produzierende Bakterienstimme, die gegeniliber einer Vielzahl von Antibiotika resistent sind. Die
beim Menschen vorkommenden community-aquired MRSA (caMRSA), die in der Lage sind, auch bei
Gesunden auBerhalb von Krankenhiusern lebensbedrohliche Infektionen hervorzurufen, treten
nahezu immer in Verbindung mit PVL auf (BOYLE-VAVRA und DAUM 2007). Im Gegensatz dazu kann
das PVL-Gen bei nutztierassoziierten MRSA - anders als bei MRSA-Stdmmen von Pferden und
Kleintieren - in der Regel nicht gefunden werden (RANKIN et al. 2005, JUHASZ-KASZANYITZKY et al.
2007, LEWIS et al. 2008).

LukM wurde von CHOORIT et al. (1995) aus dem bovinen Staphylococcus aureus-Stamm P83 isoliert.
Seine Sequenz entspricht zu 70 % der von LukS und nur zu 17 % der von LukF. Dariiber hinaus
kreuzreagiert es mit anti-LukS-Antikorpern, nicht jedoch mit Antikérpern gegen LukF. Dennoch hat es
dieselbe physiologische Aktivitat wie LukF.

In Kombination mit dem ebenfalls aus P83 isolierten LukF-PV(P83) bildet LukM das Leukozidin mit der
hochsten Leukotoxizitat gegeniber bovinen neutrophilen Granulozyten (LOEFFLER et al. 1988,
KANEKO et al. 1997, RAINARD et al. 2003, BARRIO et al. 2006). Das Vorkommen der zugehdrigen
Gene ist nahezu ausschlieBlich auf Staphylococcus aureus-Stamme beschrdnkt, die aus Rindern
isoliert wurden (SMELTZER et al. 2009). Weiterhin wurde dieses Leukozidin bei Schaf und Ziege
beschrieben (RAINARD et al. 2003). MONECKE et al. (2007a) konnten mittels DNA-Chip-Technologie
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bei 53,1 % der untersuchten deutschen und schweizerischen Staphylococcus aureus-lIsolate aus
bovinem Material das Gen des Bovinen Leukozidins nachweisen. Die Bedeutung des Bovinen
Leukozidins im Mastitisgeschehen wird in der Literatur unterschiedlich bewertet. SCHUBERTH et al.
(2001) verglichen in einer deutschen Studie die Pravalenz Leukotoxin- und Enterotoxin-
produzierender Staphylococcus aureus-Isolate bei subklinischen und akuten Mastitiden und konnten
keine signifikanten Unterschiede feststellen. Sie folgerten eine untergeordnete Rolle dieser Faktoren
bei bovinen Mastitiden. Dagegen mutmafRten RAINARD et al. (2003), dass dem Leukozidin eine groRRe
Bedeutung in der Toxizitdt der Mastitis-verursachenden Staphylokokken-Stamme zukommt. Die
Autoren verglichen das leukotoxische Potential verschiedener Staphylococcus aureus-Stamme
gegenliber aus Wiederkdauern stammenden neutrophilen Granulozyten. Stamme, die Uber das Gen
far LukM verfiigten, wiesen eine signifikant hohere Leukotoxizitat auf als solche ohne das Gen lukM.
Weiterhin stellten RAINARD et al. (2003) fest, dass ovine und caprine Isolate den bovinen hinsichtlich
ihrer Leukotoxizitdt Uberlegen waren. Sie sahen dies als moglichen Grund fiir die beim kleinen
Wiederkduer haufiger vorkommenden klinischen Mastitiden an. Diese Untersuchungen wurden von
HAVERI et al. (2007) aufgegriffen, die die Anwesenheit des Gens lukM mit schwerwiegenden
klinischen, jedoch nicht persistierenden Mastitiden in Zusammenhang brachten. YOUNIS et al. (2005)
beschrieben nach intrazisternaler Injektion von LukF-PV(P83)/LukM eine Erhohung des somatischen
Zellgehalts. Bei in vitro-Tests beobachteten sie dariiber hinaus eine durch das Leukozidin

hervorgerufene starke Proliferation mononuklearer Zellen.

2.1.6.2.7 Extrazellulare Enzyme

Staphylococcus aureus produziert eine Vielzahl extrazelluldrer Enzyme, die laut SUTRA und POUTREL
(1994) ihren Beitrag zur Pathogenese der Staphylococcus aureus-Mastitis leisten. Die Autoren ziehen
in Erwdgung, dass die enzymatische Ausstattung es den Bakterien ermdoglicht, die Inhaltsstoffe der
Milch als Substrat zu nutzen, so dass eine Vermehrung moglich wird. Letztendlich ist die Bedeutung
von Phosphatase, Hyaluronidase, Thermonuklease, Lipase, Staphylokinase, Katalase und Protease im
Mastitisgeschehen unklar (BLOBEL und SCHLIESSER 1994).
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2.2 Mastitiden durch Staphylococcus aureus

2.2.1 Epidemiologie der durch Staphylococcus aureus bedingten Mastitiden

Mastitiserreger werden aufgrund ihrer epidemiologischen und pathophysiologischen Eigenschaften
in verschiedene Klassen eingeteilt. Zum einen wird zwischen ,major pathogens” and ,minor
pathogens”, zum anderen zwischen ,kontagitésen” und ,umweltassoziierten” Erregern

unterschieden.

Entsprechend seiner Pathogenitdt und der Reaktion des infizierten Organismus auf den Erreger wird
Staphylococcus aureus zu den sog. ,major pathogens” gezdhlt (GREENE et al. 1991, HARMON 1994,
WILSON et al. 1997). Im Gegensatz dazu werden Koagulase-negative Staphylokokken und
Corynebacterium bovis als ,,minor pathogens” angesehen (PANKEY et al. 1985, HOGAN et al. 1988). In
betroffenen Herden sind ,major pathogens” haufig hochprdvalent (WILSON et al. 1997).
Entsprechende Mastitiden gehen mit deutlicheren Erhéhungen der Zellzahl und starkeren
Veranderungen der Milchzusammensetzung einher als die durch ,,minor pathogens” verursachten.
Dariber hinaus sind sie mit hoheren finanziellen Verlusten verbunden (HARMON 1994, WILSON et al.
1997). Die Ausheilungsrate klinischer Mastitiden, die durch , major pathogens” verursacht werden,
war in einer von GREENE et al. (1991) durchgefiihrten Untersuchung deutlich geringer als bei
Mastitiden durch ,,minor pathogens”. Neuere Untersuchungen lassen jedoch darauf schlieBen, dass
auch als ,minor pathogens” angesehene Erreger zu irreversiblen Veranderungen des Zitzengewebes
fiihren kénnen (KROMKER 2010).

Eine weitere Einteilung der Mastitiserreger erfolgt anhand der Herkunft und Ubertragung der
Erreger. Dabei wird zwischen kontagitsen (kuh-/euterassoziierten) und umweltassoziierten Erregern
unterschieden (SMITH und HOGAN 1993, BRADLEY 2002).

Kontagiose Mastitiserreger sind gut an die Milchdriise adaptiert. Das Haupterregerreservoir ist
dementsprechend das infizierte Euter und die Ubertragung erfolgt in erster Linie wihrend des
Melkens von Tier zu Tier bzw. von Zitze zu Zitze (HARMON 1994, BRADLEY 2002). Ein Uberleben der
kontagiosen Erreger ist auf Dauer nur in der Milchdrise moglich (WINTER und ZEHLE 2009a).
Entsprechende Mastitiden sind meist subklinisch mit periodisch auftretenden klinischen Episoden,
wobei die subklinische Infektion durch eine Erhéhung der Zellzahl deutlich wird. In der Regel verlauft
die Infektion chronisch (GREENE et al. 1991, HARMON 1994). Zum Teil persistieren kontagitse
Erreger lebenslang (BANNERMAN et al. 2004).

Umweltassoziierte Mastitiserreger kommen in der Umgebung der Tiere vor. Reservoire sind
organische Einstreumaterialien, mit Mist bedeckte Triebwege und nasse oder feuchte Bereiche im
Stall (SMITH und HOGAN 1993). Das krankmachende Potential dieser Erreger ist gering, jedoch kann
es bei reduzierter Infektabwehr zu einem Eindringen ins Gewebe und einer daraus resultierenden
Mastitis kommen (WINTER und ZEHLE 2009a)

Die diesbeziigliche Zuordnung von Staphylococcus aureus ist nicht ganz eindeutig. Meist wird er zu
den kontagiosen Mastitiserregern gerechnet (FOX und GAY 1993, HARMON 1994). Dabei ist er bei
weitem nicht so stark an das Eutergewebe adaptiert wie z.B. Streptococcus agalactiae, der ebenfalls
zu den kontagiosen Erregern gezahlt wird (SEFFNER und BERGMANN 1994). Untersuchungen von
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SOMMERHAUSER (2001) zeigten, dass in Rohmilch verschiedene Staphylococcus aureus-Stimme
nachgewiesen werden kénnen, die tUber ein unterschiedliches epidemiologisches Verhalten verfligen.
Die Autoren untersuchten Staphylococcus aureus-Isolate von sechs Herden geno- und phanotypisch.
Einige Stamme verbreiteten sich wahrend des Melkens schnell von Viertel zu Viertel. Nach dem
Klassifizierungsschema nach MEYER (1967) und WITTE et al. (1977) gehorten diese Stamme zur
Variante Staphylococcus aureus var. bovis. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass es sich dabei
um Stdmme handelte, deren Vorkommen lberwiegend auf das Rind beschrankt ist, wurden diese
Stimme von SOMMERHAUSER (2001) als euterassoziiert betrachtet. Andere Staphylococcus aureus-
Stamme hingegen zeigten kaum Verbreitungstendenz und wiesen damit eher Ahnlichkeiten mit
umweltassoziierten Erregern auf. Diese Stamme konnten durch eine Optimierung der Melkhygiene
nicht aus den Bestdanden eliminiert werden.

Diese Beobachtungen zur Existenz umweltassoziierter Staphylococcus aureus-Stamme wurden durch
Untersuchungen von SMITH et al. (2005b) bestatigt. Die Autoren verglichen Staphylococcus aureus-
Genotypen aus der Milch und aus der Umgebung der Kiihe. Sie griffen dabei Untersuchungen von
MATOS et al. (1991), ROBERSON et al. (1998) und ZADOKS et al. (2000) auf, in denen Staphylococcus
aureus-Reservoire in der Umgebung der Tiere nachgewiesen wurden. In einer Herde konnten
SMITH et al. (2005b) einen Staphylococcus aureus-Stamm in der Einstreu der Tiere identifizieren, der
im selben Bestand als Mastitiserreger fungiert. Sie werteten dies als Beweis umweltassoziierter
Staphylococcus aureus-Mastitiden. Nach Ansicht der Autoren muss diese Form der Ubertragung
gerade in gut geflihrten Betrieben in Betracht gezogen werden, in denen effizientes

Hygienemanagement eine Ubertragung wahrend der Melkzeiten unwahrscheinlich macht.

2.2.2 Invasion und Infektion bei boviner Mastitis

Der GroRteil der Mastitiden beginnt mit einer galaktogenen Infektion. Die Erreger passieren dabei
den Strichkanal und gelangen tiber den Zitzenkanal, die Zisterne und die Milchrdume bis in die
Alveolarhohlrdume (SEFFNER und SCHULZ 1994). Die galaktogene Infektion durch Staphylococcus
aureus wird dadurch beglinstigt, dass dieser Erreger zur aktiven Passage des Zitzenkanals fahig ist
(HOEDEMAKER et al. 2001).

Die Erregeriibertragung erfolgt in erster Linie wahrend des Melkvorgangs (HARMON 1994,
BRADLEY 2002). Dabei stellt alles, was mit einem infizierten Euter bzw. Euterviertel in Kontakt kommt
und anschliefend ein anderes Euter bzw. Euterviertel beriihrt, eine potentielle Ansteckungsquelle
dar (PHILPOT 1979). Durch die Hande des Melkpersonals, das Melkzeug oder den Euterlappen
gelangt Staphylococcus aureus auf die Zitzenhaut und in den Bereich der dauRReren Strichkanal6ffnung
(TSCHISCHKALE 2002). Der Erreger ist dabei haufig im Bereich kleiner Verletzungen an der
Zitzenkuppe nachzuweisen (SEFFNER und BERGMANN 1994), auf gesunder Zitzenhaut kommt er laut
PHILPOT (1979) nicht vor. Das Eindringen des Erregers in die Zitze wird durch Kapillarkrafte
ermoglicht. Darliber hinaus koénnen die beim maschinellen Milchentzug erzeugten zyklischen
Druckschwankungen den Erreger von der Zitzenhaut ins Zitzeninnere beférdern
(TSCHISCHKALE 2002). Dieser Vorgang wird durch Lufteinstrom, wie er z.B. beim Abfall eines

Zitzenbechers auftritt, erheblich verstarkt. Die mit Milchpartikeln durchsetzte Luft strémt dabei in die
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drei verbleibenden, noch unter Vakuumeinwirkung stehenden Zitzenbecher und trifft dort auf die
Zitzenoffnung. Des Weiteren gelangt die einstromende Luft Uber den kurzen Milchschlauch, das
Sammelstlick und die langen Milchschlauche zur Melkleitung. In dieser sinkt das Vakuum ab,
wodurch bei einem benachbarten, noch unter vollem Melkvakuum stehenden Melkzeug die evtl.
kontaminierte Milch aus dem Leitungssystem zuriick zu den Zitzen stromt (WEHOWSKY und TROGER
1994). Keime konnen durch diesen Effekt, der auch als ,Impact” bezeichnet wird, weit in den
Zitzenkanal vordringen (SUTRA und POUTREL 1994, KROMKER 2007a).

Die Tatsache, dass Staphylococcus aureus auch aus den Eutern von nulliparen Farsen isoliert werden
konnte, fiihrte zur Identifizierung weiterer Ubertragungsquellen auBerhalb des Melkprozesses
(MATOS et al. 1991, GILLESPIE et al. 1999). So berichteten OWENS et al. (1998) von der Bedeutung
der Kleinen Weidestechfliege (Haematobia irritans) im Mastitisgeschehen. Nach Exposition zweier
nicht-infizierter Farsen mit infizierten Fliegen konnten die Autoren eine intramammare
Staphylococcus aureus-Infektion nachweisen. Diese Ergebnisse wurden von GILLESPIE et al. (1999)
bekraftigt, die eine hohe Ubereinstimmung der DNA von aus Fliegen und aus Firseneutern isolierten

Staphylokokken ermittelten.

Das Risiko einer Ubertragung von kontagidsen Mastitiserregern durch die Verfiitterung
kontaminierter Milch wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So konnte SCHALM (1942) eine
hohere Inzidenz von durch Streptococcus agalactiae hervorgerufenen Mastitiden in Betrieben
feststellen, die die Milch infizierter Kiihe vertrankten. Durch das Haften und Sistieren dieses Erregers
in den Tonsillen und das gegenseitige Ansaugen der Jungtiere konnte es nach Ansicht des Autors zu
einer Verbreitung in der Herde kommen. Auch BRENTRUP (1998), KEIL et al. (2000), KEIL und
LANGHANS (2001) und KROMKER (2007a) fithren das gegenseitige Besaugen der Jungtiere in der
Aufzuchtphase als Ubertragungsmoglichkeit fiir kontagiose Mastitiserreger auf.

BARTO et al. (1982) griffen die Untersuchung von SCHALM (1942) auf und wendeten die
Fragestellung auf Staphylococcus aureus an. Die Verfiitterung Staphylococcus aureus-kontaminierter
Milch flhrte dabei weder zu einer Erhohung der Keimzahl im Fleisch der Tiere, noch zu einer
erhohten Inzidenz von Staphylococcus aureus-Mastitiden zum Zeitpunkt der ersten Kalbung. An
Schlachtkorpern durchgefiihrte Untersuchungen von BRAMMER (1981) sprechen gegen eine
bedeutende Rolle der Tonsillen in der Pathogenese der Farsenmastitis. Auch Studien von ROBERSON
et al. (1994) an verschiedenen Korperstellen sprechen gegen eine Staphylococcus aureus-Besiedlung,

die Giber einen Zeitraum von der Trankeperiode bis zur Abkalbung persistiert.

Als weitere Ubertragungsmaoglichkeiten identifizierten ROBERSON et al. (1998) den gegenseitigen

Korperkontakt der Tiere sowie den Kontakt zu einer infizierten Umgebung.

2.2.3 Pathogenese der bovinen Mastitis durch Staphylococcus aureus

Grundsatzlich hat die Infektion eines Euterviertels durch Staphylococcus aureus keinen Einfluss auf
die verbleibenden Driisenkomplexe (SUTRA und POUTREL 1994). Fir den Erreger ist es von

entscheidender Bedeutung, nach Eindringen ins Gangsystem mit Zellen der bovinen Milchdrise zu
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interagieren (LAMMERS et al. 1999a). So ist er in der Lage, unter Vermittlung von Fibronectin-
bindendem Protein an Epithelzellen zu adhérieren, in sie einzudringen, sich in ihnen zu vermehren
und zu persistieren. Auf diese Weise gelingt es Staphylococcus aureus, unter Umgehung der
Wirtsabwehr weiter ins Gewebe vorzudringen (FROST 1975, ALMEIDA et al. 1996, LAMMERS et al.
1999b, ATALLA et al. 2010). Durch die Polysaccharidkapsel und die Produktion von Protein A wird die
Phagozytose des Erregers beeintrachtigt (SUTRA und POUTREL 1994). Laut CUCARELLA et al. (2003)
flihrt dartiber hinaus die Ausbildung von Biofilmen zur Unangreifbarkeit des Erregers gegeniiber
Makrophagen. Wie in Punkt 2.1.3 aufgefiihrt, wird die Bedeutung anderer Pathogenititsfaktoren im
Mastitisgeschehen kontrovers diskutiert.

Staphylococcus aureus ist weiterhin in der Lage, nach Phagozytose durch Leukozyten in diesen Zellen
zu Uberleben, wodurch er gegeniiber einer antibiotischen Behandlung unangreifbar wird (CRAVEN
und ANDERSON 1984, HEBERT et al. 2000). Infolge der Abkapselung staphylokokkenhaltiger
neutrophiler Granulozyten entstehen Abszesse, die das Gangsystem der Milchdriise verlegen und
den Milchabfluss blockieren. Die betroffenen Regionen kdénnen nicht mehr zur Milchproduktion
beitragen (ANDERSON 1982).

2.2.4 Klinik und Verlauf der Staphylococcus aureus-Mastitiden

In Abhangigkeit von der Pathogenitat des Staphylokokken-Stammes, seiner Anreicherung im Gewebe
und pradisponierenden Faktoren konnen sich nach der Infektion verschiedene Krankheitsbilder
manifestieren, die von einer latenten Infektion bis hin zu einer perakuten, gangrandsen Mastitis
reichen (SEFFNER und BERGMANN 1994). Letztere kommt in erster Linie bei Farsen vor (WAAGE et al.
2001).

In der Regel flhrt Staphylococcus aureus zu einer subklinischen Mastitis mit chronischem Verlauf
(SUTRA und POUTREL 1994, LEITNER et al. 2000). Bei betroffenen Tieren kann neben einer Erhéhung
der Zellzahl und der Leitfahigkeit der Milch eine Reduktion der Milchmenge und -qualitat festgestellt
werden (SEFFNER und BERGMANN 1994). Allerdings kann auch bei Tieren mit Zellzahlen unter
100 000 Zellen/ml Milch Staphylococcus aureus isoliert werden (JONES et al. 1984).

Besonders postpartal kann es zu akuten Episoden der Infektion kommen, die durch
Umfangsvermehrung und Schmerzempfindlichkeit der betroffenen Euterviertel, einen verdanderten
Sekretcharakter sowie eine stark reduzierte Milchmenge gekennzeichnet sind. Das
Allgemeinbefinden ist bei erhdhter Korpertemperatur maRig reduziert (SEFFNER und BERGMANN
1994).

Sowohl bei der chronischen als auch bei der akuten Form der Staphylococcus aureus-Mastitis geht
funktionelles Drisengewebe zugrunde und wird durch Bindegewebe ersetzt (RADOSTITIS et al. 2000).
Den dadurch bedingten Milchmengenverlust bezifferten SUTRA und POUTREL (1994) bei chronischen
Staphylococcus aureus-Mastitiden auf 10-25 %; SEFFNER und BERGMANN (1994) berichteten von
einem Milchverlust von 35 %.

Perakute Staphylococcus aureus-Mastitiden treten in der Regel wenige Tage nach der Kalbung auf
und gehen mit schwerwiegenden systemischen Symptomen einher. Die Korpertemperatur
betroffener Tiere steigt auf bis zu 42°C, das Allgemeinbefinden ist stark reduziert, die

Nahrungsaufnahme und die Pansentatigkeit sistieren. Darlber hinaus kdnnen Tachykardie
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(100-120/min) und Muskelschwéche auftreten. Das betroffene Viertel ist hart und geschwollen. Als
Folge der Berlihrungsempfindlichkeit kdnnen hochgradige Lahmheiten der anliegenden GliedmalRe
auftreten (MATSUNAGA et al. 1993, RADOSTITIS et al. 2000). Bedingt durch eine ischamische
Nekrose werden die distalen Euterteile einschlieBlich der Zitzen im weiteren Verlauf kalt und
zyanotisch. Ursachlich beteiligt sind hierbei Toxine mit gefaBverengender Wirkung wie das Alpha-
und Betatoxin, TSST-1 sowie SEC (MATSUNAGA et al. 1993, TOLLERSRUD et al. 2000). Das Geschehen
endet ohne Therapie meist tédlich (SEFFNER und BERGMANN 1994).

2.2.5 Diagnose der Staphylococcus aureus-Mastitiden

Im Sinne einer prognostischen Krankheitsbewertung und einer zielgerichteten Behandlung ist die
atiologische Mastitisdiagnose anzustreben. Aus diesem Grund ist bei Tieren mit klinischer Mastitis
eine Untersuchung des Sekrets durchzufiihren (WENDT et al. 1998). Subklinisch infizierte
Staphylococcus aureus-Tiere sind im Rahmen von Kontrolluntersuchungen nach dem Abkalben oder
vor dem Trockenstellen bzw. in Bestandsuntersuchungen zu erfassen (SCHULZ 1994).

Die kulturelle bakteriologische Milchuntersuchung stellt den Goldstandard der Mastitisdiagnostik dar
(RIFFON et al. 2001, GODDEN et al. 2002, PYORALA 2003). Hierbei wird die zu untersuchende Milch
auf ein zumeist bluthaltiges Nahrmedium aufgebracht, inkubiert und im Falle eines
Erregerwachstums eine Differenzierung dieser Keime durchgefiihrt (WENDT et al. 1998). Die
Aussagekraft einer kulturellen Anziichtung der Mastitiserreger wird entscheidend von der Qualitat
der Probenahme beeinflusst (HAMANN 2003). Weiterhin sind der Zeitpunkt der Probenahme, die
Lagerung und die Bearbeitung der Milchproben von Bedeutung (GODDEN et al. 2002). Nachteile
einer kulturellen bakteriologischen Untersuchung sind die Zeit- und Arbeitsintensivitdt des
Verfahrens (RIFFON et al. 2001). Des Weiteren kdnnen gerade in Bezug auf Staphylococcus aureus
nicht alle positiven Tiere sicher erfasst werden, da aufgrund der intermittierenden Ausscheidung
dieses Erregers die Anzahl der Keime zeitweise zu gering fiir einen kulturellen Nachweis ist (GODDEN
et al. 2002, GRABER et al. 2007). Um eine hohe Sensitivitat zu erzielen, ist daher die kostenintensive
wiederholte Untersuchung von Viertelgemelken notig (GRABER et al. 2007). So gaben
SEARS et al. (1990) fiir die kulturelle bakterielle Untersuchung einer einmaligen Viertelgemelksprobe
eine Sensitivitdt von 74,5 % an, wahrend fir eine zweimalige Untersuchung eine Sensitivitat von 94 %
und fiir eine dreimalige Untersuchung eine Sensitivitdt von 98 % ermittelt wurde. Dagegen gehen
Gesamtgemelksproben, die das Sekret aller Euterviertel enthalten, mit einem wesentlich hoheren
Anteil falsch-negativer Ergebnisse einher. LAM et al. (1996) ermittelten beim Vergleich der
Nachweisrate von Staphylococcus aureus in Viertel- und Gesamtgemelksproben fiir Gesamtgemelke
nur eine relative Sensitivitdit von 63 %. In einer Studie von GODDEN et al. (2002) waren
Viertelanfangsgemelke, die nach dem Abmelken der ersten Milchstrahlen gewonnen wurden, den
nach dem eigentlichen Melkvorgang entnommenen Viertelendgemelken in Bezug auf einen
Staphylococcus aureus-Nachweis signifikant Uberlegen. Weiterhin konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass das Einfrieren der zu untersuchenden Milchprobe die Nachweisrate von Staphylococcus
aureus erhoht. Darlber hinaus kann der Einsatz groRerer Inokulamengen zu einer
Sensitivitatssteigerung fihren (LAM et al. 1996).
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Im Falle eines Wachstums von grampositiven, Katalase-positiven Staphylokokken stellt die
Unterscheidung zwischen Staphylococcus aureus und anderen Staphylokokken den wichtigsten
klinischen Aspekt dar (BOERLIN et al. 2003). In Kombination mit morphologischen Kriterien
(Hadmolyseverhalten, Pigmentierung) ist hierbei vor allem der Nachweis der Koagulase von
Bedeutung, die allerdings keine Unterscheidung zwischen Staphylococcus aureus und anderen
Koagulase-positiven Staphylokokken zuldsst (LAM et al. 1995, DVG 2009). Dariber hinaus wurden in
verschiedenen Studien weitere Methoden wie die Priifung kulturell-biochemischer Eigenschaften
(Anwesenheit des Clumping-Faktors, Vorhandensein des Protein A, Mannitolfermentation unter
anaeroben Bedingungen, Acetoin-Produktion, Aurease-Aktivitdt) und die Verwendung von
Selektivndhrmedien (modifizierter Baird-Parker-Agar, mit Acriflavin supplementierter P-Agar) zur
Abgrenzung von Staphylococcus aureus gegeniliber anderen Staphylokokken als geeignet erachtet
(ESSERS und RADEBOLD 1980, ROBERSON et al. 1992, OLLIS et al. 1995, CAPURRO et al. 1999,
BOERLIN et al. 2003).

Mit dem Ziel, den Staphylococcus aureus-Nachweis zu beschleunigen, wurden in den letzten Jahren
sog. Petrifilm-Systeme entwickelt. Diese gebrauchsfertigen Nahrmediensysteme arbeiten mit relativ
groRen Inokulamengen, kénnen direkt im Betrieb verwendet werden und lassen Staphylococcus
aureus-Kolonien nach einer Bebriitungszeit von 24 h als violettrote Kolonien erkennen (SILVA et al.
2005, KROMKER et al. 2007). Die Sensitivitit des Petrifilms bei der Beurteilung von
Herdensammelmilch wurde von KROMKER et al. (2007) mit 94 % beurteilt, so dass die Autoren das
System fiir diese Indikation als empfehlenswert beurteilten. Allerdings ermdoglicht dieses Verfahren
lediglich den gezielten Staphylococcus aureus-Nachweis ohne das Vorhandensein anderer
Mastitiserreger zu Uberprifen (SILVA et al. 2005). Dariber hinaus erfordert die Beurteilung eine
hinreichende Ausbildung der durchfiihrenden Personen (GODDEN et al. 2007) und im Gegensatz zur
bakteriellen kulturellen Untersuchung kénnen Kontaminationen bei diesem Verfahren nicht erkannt
werden (McCARRON et al. 2009).

Neben den genannten Verfahren besteht die Moglichkeit, Staphylococcus aureus mittels PCR-Technik
nachzuweisen (RIFFON et al. 2001, GRABER et al. 2007, SPITTEL et al. 2011). Im Gegensatz zur
bakteriellen kulturellen Untersuchung kénnen mit diesem Verfahren auch abgestorbene und nicht
vermehrungsfihige Erreger nachgewiesen werden (SPOHR 2011). Die Sensitivitat des Verfahrens ist
hoher als bei anderen Methoden des Erregernachweises und im Gegensatz zum Petrifilm kann
gleichzeitig auf das Vorhandensein mehrerer Erreger getestet werden (PHUEKTES et al. 2001,
GRABER et al. 2007, KOSKINEN et al. 2009). Die Untersuchungszeit ist mit 3—4 h deutlich kiirzer als
bei anderen Verfahren, jedoch ist fraglich, ob dies unter Praxisbedingungen von Vorteil ist. Akut
kranke Tiere sind in jedem Fall sofort zu versorgen und das Therapieregime ist nach Erhalt des
Befundes lediglich anzupassen. Nachteilig auf einen praktischen Einsatz wirken sich der hohe Preis,
die Anfilligkeit gegeniliber Kontaminationen und die Tatsache aus, dass die Erstellung eines
Antibiogramms aufgrund der fehlenden Anzlichtung des Erregers nicht moglich ist (SPITTEL et al.
2011, SPOHR 2011).
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Gemeinsam ist den dargestellte Methoden, dass sie lediglich den Nachweis von Staphylococcus
aureus anstreben, ohne einen Rickschluss auf die Pathogenitit der vorliegenden
Staphylokokken-Isolate zuzulassen.

2.2.6 Therapie der Staphylococcus aureus-Mastitiden

Bei der Therapie kommen in erster Linie Antibiotika zum Einsatz, wobei mehrere Autoren eine
Verlangerung des Standardtherapie-Protokolls empfehlen. Die fiinf- bis achttdgige Anwendung von
Pirlimycin (GILLESPIE et al. 2002, DELUYKER et al. 2005) und Penicillin bzw. Penethamat (ZIV und
STORPER 1985) bei subklinischen Mastitiden fiihrte im Vergleich zur zweitdgigen Behandlung zu
einem deutlichen Anstieg der Heilungsrate. Laut WINTER und ZEHLE (2009b) bedarf es einer
Behandlungsdauer von acht bis zehn Tagen, um auch intrazellular Giberlebende Erreger abzutoten.
OWENS et al. (1988) verglichen den Behandlungserfolg einer alleinigen intrammammaren
Amoxicillin-Behandlung mit einer Kombination aus systemisch verabreichtem Penicillin G und
intrammammar verabreichtem Amoxicillin. Die Kombination der Applikationsformen brachte mit
51 % eine doppelt so groRe Heilungsrate wie die alleinige intramammare Behandlung. TAPONEN et
al. (2003) verglichen die Kombination aus intramammaérer (Penicillin G/Neomycin) und systemischer
Behandlung (Procain/Penicillin G) mit der alleinigen systemischen Anwendung von Penicillin. Auch in
dieser Studie flihrte die Kombinationstherapie zum gréRBeren Behandlungserfolg. BARKEMA et al.
(2006) fiihrten die bessere Wirksamkeit der Kombinationstherapie auf die Eigenschaften des Erregers
zurick, tief ins Euterparenchym vorzudringen. Die alleinige intramammare Antibiotika-Applikation
flhrt in der Tiefe des Gewebes nicht zu ausreichend hohen Konzentrationsspiegeln (WINTER und
ZEHLE 2009b).

Ein weiterer Therapieansatz liegt in der intramammaren Applikation von Interleukinen (DALEY et al.
1991). Diese Immunmodulatoren steigern laut ERSKINE et al. (1998) die wirtseigene Abwehr und
kénnen unterstiitzend zu einer Antibiotika-Therapie angewandt werden. In der von den Autoren
durchgefiihrten Untersuchung flhrte die Kombination aus Cefapirin und Interleukin-2 bei 53,6 % der
Viertel zur bakteriologischen Heilung und war damit der alleinigen antibiotischen Behandlung mit

einer Heilungsrate von 33,3 % Uberlegen.

In  Abhdngigkeit vom Behandlungszeitpunkt wird zwischen der Laktations- und der
Trockenstelltherapie unterschieden (NICKERSON et al. 1995). Aufgrund der mit einer
Antibiotikatherapie verbundenen Wartezeiten und des geringen Heilungserfolgs wird die Therapie
subklinischer Mastitiden wihrend der Laktation nur selten durchgefiihrt (PYORALA 2009). Eine
Ausnahme stellen hier GegenmaRnahmen zu einer Uberschreitung der Tankmilchzellzahl dar (SOL et
al. 1997). Die Laktationstherapie infizierter Erstkalbinnen fiihrt zu einer Verringerung der
Gewebeschadigung und erreicht haufiger als bei dlteren Tieren die vollstdndige Elimination des
Erregers (SOL et al. 1997).

Die in der Literatur angegebenen Heilungsraten variieren zwischen 4 und 92 % (ERSKINE et al. 1994,
SUTRA und POUTREL 1994, SOL et al. 1997, NICKERSON et al. 1999, DINGWELL et al. 2003).
BARKEMA et al. (2006) machten die Heilungsrate abhangig von dem betroffenen Tier, dem Pathogen
und der durchgefiihrten Behandlung. Mit zunehmendem Alter der Kuh, Erhohung der Zellzahl,
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zunehmender Dauer der Infektion und Ausweitung der Infektion auf die anderen Viertel kam es zur
Abnahme des Therapieerfolgs (SOL et al. 1997, BARKEMA et al. 2006).

2.2.7 Prophylaxe der Staphylococcus aureus-Mastitiden

Die Basis flr ein Vorgehen gegen kontagiose Mastitiserreger wurde durch NEAVE et al. (1969)
formuliert. Die darin aufgefiihrten Bekdampfungsstrategien wurden als Funf-Punkte-Programm
bekannt. Dieses umfasst Hygienemallnahmen wahrend des Melkens und in der Zwischenmelkzeit,
die Therapie klinischer Mastitiden, eine antibiotische Versorgung zum Trockenstellen, die Kontrolle
der Melkanlage und einen fachgerechten maschinellen Milchentzug.

Malgebend fiir die Senkung der Neuinfektionsrate und damit den Erfolg eines Staphylococcus
aureus-Bekampfungsprogramms ist die rasche ldentifizierung infizierter Tiere (ZADOKS et al. 2002).
In Abhdngigkeit von der Therapiewirdigkeit des Einzeltiers und den raumlichen, personellen und
finanziellen Gegebenheiten des Betriebs werden diese Tiere behandelt, von nicht-infizierten Tieren
abgesondert oder gemerzt.

Fir die Sanierung eines Bestandes ist neben der Identifizierung und Therapie infizierter Einzeltiere
die Pravention von Neuinfektionen von entscheidender Bedeutung (NEAVE et al. 1969, JONES und
OHNSTAD 2002). Essentiell sind neben der griindlichen Reinigung des Euters (SCHREINER und RUEGG
2003) unter anderem das Zitzendippen (EBERHART et al. 1983), die Melkzeugzwischendesinfektion
(KROMKER 2007b) und die Beachtung der Melkreihenfolge bzw. die Bildung von Staphylococcus
aureus-positiven und -negativen Gruppen (JONES und OHNSTAD 2002). Bedingt durch ihre
variierende Kontagiositat reagieren verschiedene Staphylococcus aureus-Stamme unterschiedlich auf
diese MaRnahmen zur Verbesserung der Melkhygiene. Im Gegensatz zu Staphylococcus aureus-
Stammen, die sich kontagios verhalten, lassen sich Stamme mit den Charakteristika
umweltassoziierter Keime durch ein solches Sanierungsprogramm nicht eliminieren (MIDDLETON et
al. 2001, SOMMERHAUSER 2001, SOMMERHAUSER et al. 2003). In Anbetracht der Heterogenitat der
Staphylococcus aureus-Stamme fordern mehrere Autoren Untersuchungen zu stammspezifischen
TherapiemaRnahmen. Bereits 1995 stellten KAPUR et al. (1995) die Wichtigkeit von Studien zum
Verhalten der verschiedenen bovinen Staphylococcus aureus-Stamme heraus. BARKEMA et al. (2006)
betonten, dass Untersuchungen mit Referenzstdmmen wie Newbould 305 nicht reprasentativ fir
natiirliche Staphylokokkeninfektionen sind und Ergebnisse so nicht auf andere bovine Stamme

Gbertragen werden konnen.

Nach Ansicht einiger Autoren kann das Sanierungsprogramm durch den Einsatz von Vakzinen
unterstitzt werden (LEITNER et al. 2003, PELLEGRINO et al. 2008). Andere Autoren konnten dagegen
keinen positiven Effekt einer Impfung feststellen (HOEDEMAKER et al. 2001, TENHAGEN et al. 2001,
MIDDLETON et al. 2009, JOKIEL 2009). Allerdings war das Spektrum der in den Untersuchungen
verwendeten Vakzine und Versuchsbedingungen so vielfiltig, dass sie kaum miteinander verglichen
werden kdnnen. WOLTER et al. (2010) machten jedoch darauf aufmerksam, dass eine Impfung nicht
vor Neuinfektionen schiitzen kann, da eine zu Beginn der Infektion intakte Blut-Euter-Schranke einen

starken Anstieg der Antikérperkonzentration im Euter verhindert.
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Laut ZECCONI (2006) ist ein konsequent durchgefiihrtes Bekampfungsprogramm in der Lage,
Staphylococcus aureus-Mastitiden aus einem Bestand zu eliminieren. Die vollstandige Erregerfreiheit
des Bestandes kann jedoch wegen der Fahigkeit des Erregers, aullerhalb der Milchdriise zu
tiberleben, nicht erreicht werden. KROMKER (2009) beurteilte eine Rate von unter 5%
Staphylococcus aureus-infizierter Tiere in einem Bestand als akzeptabel.

2.2.8 Untersuchungen zur Haufigkeit und Pravalenz von Staphylococcus aureus-Mastitiden

In verschiedenen in Europa und den USA durchgefiihrten Untersuchungen wurde Staphylococcus
aureus als haufigstes ,major pathogen” identifiziert (SOBIRAJ et al. 1997, WAAGE et al. 1999,
MAKOVEC und RUEGG 2003, PITKALA et al. 2004, TENHAGEN et al. 2006, FERGUSON et al. 2007,
PIEPERS et al. 2007). Das Untersuchungsgut und damit die Nachweishaufigkeit von Staphylococcus
aureus variierten in den unterschiedlichen Studien zum Teil erheblich.

Mit den vorliegenden Gesamtbestandsuntersuchungen zur Staphylococcus aureus-Pravalenz in
Thiiringer Milchviehbestdanden direkt vergleichbar ist dabei lediglich eine finnische Studie von
PITKALA et al. (2004), in der Viertelgemelksproben aller laktierenden Kiihe von 216
Milchviehbestanden untersucht wurden. Staphylococcus aureus konnte dabei in 3,4% der
untersuchten 12 661 Proben nachgewiesen werden.

Einen dhnlichen Versuchsaufbau hatte eine in Brandenburg durchgefiihrte Untersuchung von
TENHAGEN et al. (2006), in der in 80 Herden jeweils 32 Tiere stichprobenartig auf Mastitiserreger
untersucht wurden. Staphylococcus aureus wurde in 5,7 % der 2560 Viertelgemelke gefunden.
Untersuchungen anderer Autoren sind in Tab. 3 dargestellt. Allerdings wurden bei diesen Studien

immer nur einzelne Tiere eines Bestandes beprobt.

Tab. 3: Studiendesign und Ergebnisse von Untersuchungen zur Nachweishaufigkeit von

Staphylococcus aureus-Euterinfektionen

Autoren Land Klinik Probenart Proben | Nachweishaufigkeit
Staphylococcus
aureus
n %

SOBIRAJ et al. (1997) D subklinisch | Viertelgemelk 1644 26,7
WAAGE et al. (1999) N klinisch Viertelgemelk 1349 44,3
MAKOVEC und RUEGG (2003) | USA | subklinisch k.A. 77 172 5,7

und klinisch
FERGUSON et al. (2007) I subklinisch Viertel- und 18 711 12,5

und klinisch | Gesamtgemelk

D = Deutschland; N = Norwegen; | = Italien

Untersuchungen in Regionen, in denen die Haufigkeit von Staphylococcus aureus-Mastitiden tber
mehrere Jahre hinweg erfasst wurde, lassen auf eine in den letzten Jahren sinkende

Nachweishaufigkeit dieses Erregers bei bovinen Euterentziindungen schlieRen (MYLLYS et al. 1998,
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MAKOVEC und RUEGG 2003, PITKALA et al. 2004, SAMPIMON et al. 2009). Als Grund hierfiir ziehen
MAKOVEC und RUEGG (2003) eine bessere Wirtschaftlichkeit und damit eine bessere
Wettbewerbsfahigkeit von Herden mit niedriger Staphylococcus aureus-Pravalenz in Erwagung, die
sich forderlich auf die Implementierung von Kontrollprogrammen auswirkt.

Laktationsabhangige Pravalenzunterschiede wurden von TENHAGEN et al. (2006) beschrieben. Die
Autoren stellten bei Tieren in spateren Laktationsabschnitten hohere Staphylococcus aureus-
Pravalenzen fest als bei Tieren in friihen Abschnitten der Laktation. Sie fiihrten dies auf eine
weitverbreitete Trockenstelltherapie zuriick, die zur Reduktion der Erregerpravalenz flihrte.

2.2.9 Bedeutung von Resistenzen gegeniiber Antibiotika

Bereits wenige Jahre nach Einfiihrung des Penicillins traten Penicillin-resistente Staphylococcus
aureus-Stamme auf (LYON und SKURRAY 1987). Der Anteil dieser Stamme ist regional unterschiedlich
und variiert zwischen 20-30 % in den skandinavischen Landern und 85 % in Irland (BARKEMA et al.
2006). Der Penicillin-Resistenz kdonnen verschiedene Mechanismen zugrunde liegen (LYON und
SKURRAY 1987), wobei die Produktion von B-Laktamase die haufigste Ursache darstellt
(LIVERMORE 1995). Diese Enzymgruppe, die den B-Laktamring der Antibiotika hydrolysiert, ist bei der
Mehrheit der Staphylokokken auf einem Plasmid lokalisiert, kann jedoch auch chromosomal kodiert
werden (LYON und SKURRAY 1987). Bis zum Jahr 2001 waren bereits 340 verschiedene B-Laktamasen
bekannt, die sich unter anderem in ihrer Lokalisation, ihrem hydrolytischen Spektrum und der
Empfindlichkeit gegenliber B-Laktamase-Inhibitoren unterschieden (BUSH 2001).

Das Verhalten gegenliber Penicillin wurde von mehreren Autoren als relevant fiir den Heilungserfolg
beschrieben. SOL et al. (2000), BARKEMA et al. (2006) und HAVERI (2008) verglichen die Heilungsrate
von Staphylococcus aureus-Mastitiden, die durch Penicillin-sensible und Penicillin-resistente Stamme
verursacht wurden. Selbst unter Verwendung von Nicht-B-Laktam-Antibiotika kam es bei durch
Penicillin-sensible Stamme verursachten Mastitiden haufiger zur Ausheilung als bei Mastitiden durch
Penicillin-resistente Stamme. Der Mechanismus, der diesem Zusammenhang zugrunde liegt, ist
bislang unbekannt (KAPUR et al. 1995, BARKEMA et al. 2006). BARKEMA et al. (2006) vermuteten,
dass die Pathogenitatsinsel, auf der das B-Laktamase-Gen blaZ lokalisiert sein kann, fir weitere

Mastitis-relevante Faktoren kodiert.

Mit Methicillin und Oxacillin entstanden in den 1960er Jahren halbsynthetische, B-Laktamase-feste
Penicillinderivate (LYON und SKURRAY 1987). Bereits kurze Zeit nach der Einfihrung dieser
Substanzen traten Staphylokokken auf, die neben Penicillin auch gegen Methicillin und Oxacillin
resistent waren (ENRIGHT et al. 2002). Der zugrunde liegende Mechanismus beruht auf der
Produktion eines verdnderten, als PBP2a bezeichneten Penicillin-bindenden Proteins, das sich durch
eine sehr niedrige Affinitat zu Methicillin und den meisten anderen B-Laktam-Antibiotika auszeichnet
(CHAMBERS 1997). Aufgrund der ausbleibenden Bindung des Antibiotikums wird die Aktivitdt der fir
die Zellwandsynthese essentiellen Enzyme nicht beeintrachtigt und der bakterizide Effekt unterbleibt
(LYON und SKURRAY 1987). Neben der Resistenz gegeniber B-Laktam-Antibiotika kommen bei
diesen Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) haufig weitere Resistenzen vor
(DIEKEMA et al. 2001, LOWY 2003).
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PBP2a wird durch das chromosomal gelegene Gen mecA kodiert, das innerhalb eines mobilen
genetischen Elements, dem staphylococcal cassette chromosome (SCCmec), lokalisiert ist. Durch
horizontalen Gentransfer kann es zur Ubertragung des Gens mecA zwischen verwandten Stimmen
kommen (ENRIGHT et al. 2002, LOWY 2003). Der Nachweis des mecA-Gens ist beweisend fiir das
Vorliegen eines Methicillin-resistenten Stammes. Ublicherweise erfolgt die MRSA-Bestimmung
jedoch mit den klassischen phanotypischen Methoden der Resistenztestung, wobei statt Methicillin
Oxacillin als Testsubstanz verwendet wird (BECKER 2004).

In der Humanmedizin stellen MRSA Problemkeime dar, die zu schwer therapierbaren
Wundheilungsstorungen fiihren und teilweise weit verbreitet sind (TIEMERSMA et al. 2004). Auch in
Tierkliniken werden MRSA seit einigen Jahren als Ursache nosokomialer Infektionen nachgewiesen
(FRIEDRICH et al. 2011). Bei landwirtschaftlichen Nutztieren ist die Gruppe der ,livestock associated
MRSA“ (laMRSA) beschrieben, die von den beim Menschen vorkommenden ,hospital acquired
MRSA“ und ,community acquired MRSA” abgegrenzt wird. Diese la-MRSA kommen vor allem in der
Schweinepopulation vor (FRICK 2010, VANDERHAEGHEN et al. 2010). DE NEELING et al. (2007)
stellten bei Schweinen in den Niederlanden eine Einzeltierpravalenz von 39% und eine
Herdenpravalenz von 81 % fest. In Niedersachsen und Nordrhein-Westfalen ermittelten MEEMKEN et
al. (2008) eine Einzeltierpravalenz von 13 % und eine Herdenpravalenz von 18 %. Alle MRSA-Isolate
konnten dabei dem MLST-Typ ST398 zugeordnet werden, der auch beim Nutzgefllgel, beim Rind, bei
verschiedenen Haustieren und beim Menschen vorkommt (MONECKE et al. 2011a). Laut TENHAGEN
et al. (2008) stellt ST398 den bei Nutztieren bedeutensten MLST-Typ dar.

Im Gegensatz zum Schwein gibt es kaum Daten zur MRSA-Situation beim Rind (personliche
Mitteilung: ALEXANDRA FETSCH, Jena, 24.06.2010). Bei Milchkiihen kénnen MRSA wie andere
Staphylococcus aureus Mastitiden hervorrufen. Nach FRIEDRICH et al. (2011) sind Mastitiden durch
Methicillin-resistente Staphylokokken nur bedingt antibiotisch zu behandeln. Das Aussondern und
Toten betroffener Tiere erscheint den Autoren zurzeit als einzige Moglichkeit der effektiven
Bekdampfung. Durch den Verzehr von MRSA-haltiger Rohmilch kénnen Verbraucher diese resistenten
Keime aufnehmen (FRIEDRICH et al. 2011). Aufgrund der vorgeschriebenen Pasteurisierung sieht das
BfR (2009) diese Gefahr allerdings als gering an. Kontaktinfektionen bei der Milchgewinnung und
Milchverarbeitung sind moglich. Als wahrscheinlicher wird jedoch die Ubertragung durch Rohmilch
bzw. Rohmilchprodukte sowie durch direkten Kontakt zwischen Mensch und Kuh erachtet
(TENHAGEN et al. 2008).

Verglichen mit der hohen Prédvalenz beim Schwein werden MRSA beim Rind eher sporadisch
nachgewiesen. Von 128 von MONECKE et al. (2007a) mittels DNA-Chip-Technologie untersuchten
Staphylococcus aureus waren zwei Methicillin-resistent. VANDERHAEGHEN et al. (2010) wiesen in 11
(9,3 %) der untersuchten 118 Staphylococcus aureus-Kulturen, die aus Mastitismilch isoliert worden
waren, das Gen mecA nach. Die MRSA-Pravalenz innerhalb der untersuchten Herden variierte dabei
zwischen 0% und 7,4 %. FRIEDRICH et al. (2011) untersuchten Tankmilchproben in Baden-
Wirttemberg und ermittelten eine MRSA-Pravalenz von 2,2 %. In dieser Untersuchung deutete sich
eine Korrelation zwischen der Dichte der Schweinepopulation und dem MRSA-Vorkommen in
Milchviehbetrieben an.

Die Resistenzmechanismen von Staphylococcus aureus gegeniber Nicht-B-Laktam-Antibiotika sind in

Tab. 4 ibersichtsartig dargestellt.
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Tab. 4: Resistenzmechanismen gegeniiber Nicht-f-Laktam-Antibiotika in Staphylococcus aureus

Kombination bakterizid)

AB Wirkmechanismus Resistenzmechanismus Gen Referenz
Bindung an 30S-UE bakterieller Ribosomen Effluxpumpen tetK - LYON und
w N2 tetl SKURRAY
é Blockierung des Zugangs der Aminoacyl- Ribosomale Schutzproteine | tetM (1987)
< tRNA zur ribosomalen Akzeptorstelle Konformititsanderung des - YAMAGUCHI
E NZ Ribosoms - herabgesetzte etal. (1995)
o Hemmung der Proteinbiosynthese Tetrazyklin-Affinitat - TAYLOR und
(bakteriostatisch) Enzymatische Inaktivierung ; CHAU (1996)
Bindung an 30S-UE bakterieller Ribosomen Mutation der ribosomalen - - LYON und
L N Gene SKURRAY
38 fehlerhafte Proteinsynthese Punktmutation der - (1987)
5 \Z Zellwandporin-Gene -ROUCH et al.
g Bildung von ,Nonsense-Proteinen” verminderte AB-Aufnahme (1987)
g (bakterizid) Enzymatische Modifikation | gacA— | - KROKER etal.
der AB aphD (2002)
Bindung an 50S-UE bakterieller Ribosomen Veranderung der ermA— | - LYON und
(kovalente Bindung der AB-Bindestelle durch ermC SKURRAY
9 Peptidyltransferase) Methyltransferasen (1987)
= N Effluxpumpen msrA, | - GEISS et al.
Hemmung der Proteinbiosynthese mefA (2003)
(bakteriostatisch) Enzymatische Inaktivierung -
Inhibition der bakteriellen DNA-Gyrase Mutation der Gyrase-/ - - MUNOZ-
o g (Topoisomerase Il) und der Topoisomerase IV-Gene BELLIDO (1999)
g o Topoisomerase |V Efflux " - HOOPER
S > pumpen nor.
[ J (2001)
© Hemmung der DNA-Synthese (bakterizid)
Sulfonamide: Mutation der DHPS- - - LYON und
a _ Kompetitiye Vel.’.dréngung d.er.’ p- und/oder DHFR-Gene SKURRAY
> Aminobenzoesdure flihrt zur Inhibition der
S 2 DHPS (1987)
ug" g Trimethoprim: Produktion einer DHFR mit | dfrA - SCHWARZ
<§t x Hemmung der DHFR reduzierter Affinitit und CHASLUS-
CZ> ué Inhibition der F\]c:Iséures th gegenuber Trimethoprim PANCLA (2001)
5 = on der rolsauresynthese - KROKER et al.
a (bakteriostatisch, in geeigneter (2002)

AB = Antibiotikum/Antibiotika/Antibiotikagruppe; UE = Untereinheit;
MLS = Makrolide/Lincosamide/Streptogramine; DHPS = Dihydropteroinsaure-Synthetase

DHFR = Dihydrofolsdurereduktase
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Mit Ausnahme der MRSA-Stamme ist die Resistenzsituation bei aus bovinen Milchproben isolierten
Staphylococcus aureus in Deutschland als (iberwiegend glinstig anzusehen, wobei die Resistenz
gegeniiber Penicillin in den verschiedenen Studien stark variiert (FEHLINGS et al. 2003, SCHRODER et
al. 2005). SCHRODER et al. (2005) konnten bei der Auswertung von Antibiogrammen im
norddeutschen Raum keine Resistenzen gegeniiber Oxacillin, Cephalothin, Cefacetril, Cefquinom und
Neomycin feststellen. 88 % der untersuchten Staphylococcus aureus waren sensibel gegeniber
Penicillin, Ampicillin und Cefoperazon.

2.3 DNA-Microarrays

2.3.1 Entwicklung der Microarray-Technologie

Die Entwicklung der Microarray-Technologie Mitte der 90er Jahre hat die Molekulargenetik im
Bereich der Genexpressionsanalysen revolutioniert (MERK und MARTIN 2008). Anders als bei
traditionellen Methoden wie dem ,Northern-Blot“, die nur Daten zu einzelnen wenigen Genen
liefern, ermoglichen Microarrays die simultane Untersuchung tausender Gene bei geringem
Material-, Zeit- und Platzbedarf (BROWN und BOTSTEIN 1999).

Der Grundstein fir die Microarray-Technologie wurde bereits 1975 gelegt, als Edwin Southern
entdeckte, dass immobilisierte einzelstrangige DNA mit ihrer komplementaren Sequenz hybridisieren
kann (SOUTHERN 1975). Auf dieser Basis entwickelte der Wissenschaftler den ,Southern Blot”, bei
dem die zu untersuchende DNA auf einer Membran immobilisiert und mit einer markierten DNA
bekannter Sequenz, einer sog. Sonde, hybridisiert wird.

Auch Microarrays basieren auf dem Prinzip der komplementdren Basenpaarung. Im Gegensatz zum
,Southern Blot” wird jedoch die Sonde auf dem Tragermaterial fixiert und mit den markierten
Genfragmenten der Probe hybridisiert (BROWN und BOTSTEIN 1999, CUZIN 2001, GABIG und
WEGRZYN 2001, KODADEK 2001). Dariber hinaus sind Microarrays wesentlich leistungsstarker als
der ,Southern Blot“. Wahrend beim Blottingverfahren eine bestimmte Gensequenz nachgewiesen
wird, kann bei der Microarray-Technologie eine Vielzahl molekularer Zielbereiche auf einer
Grundfliche von wenigen mm? detektiert werden. Aus diesem Grund werden DNA-Microarrays auch
als ,,DNA-Chips” bezeichnet. (GABIG und WEGRZYN 2001, MONECKE et al. 2008a, MONECKE und
EHRICHT 2005).

Als Tragermaterial dienen chemisch modifizierte Spezialglasscheiben, auf welche die Sonden unter
Anwendung verschiedener Verfahren aufgebracht werden (Abb. 2). Weit verbreit sind hierbei
photolithographische Methoden, bei denen die Sonden direkt auf dem Chip erzeugt werden. Méglich
ist auBerdem das Aufbringen fertig praparierter DNA-Sonden auf die Matrix durch einen Spotting-
Roboter oder durch ein Tintenstrahldrucker-dhnliches ,Inkjet“-Verfahren (KODADEK 2001,
HELLER 2002).

Stattfindende Hybridisierungen kdnnen auf verschiedene Weise sichtbar gemacht werden, wobei
haufig Fluoreszenzfarbstoff-markierte Nukleotide zum Einsatz kommen. Bei der in dieser
Untersuchung angewandten Technologie werden Hybridisierungen durch die Umsetzung eines
Substrats durch ein zugefiihrtes Enzym sichtbar. Um Hybridisierungen zwischen Proben-DNA und
Sonde lokalisieren zu koénnen, liegen die Sonden in einer definierten Anordnung auf dem

Tragermaterial vor (CUZIN 2001).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Arrayoberflache

Die Anwendungsgebiete der Microarray-Technologie sind vielfaltig und abhangig vom Charakter der
zugrunde liegenden Nukleinsdure (CUZIN 2001). So wird bei DNA-Microarrays zwischen cDNA- und
Oligonukleotid-Arrays unterschieden.

Bei cDNA-Microarrays werden relativ lange DNA-Molekiile als Sonde verwendet. Dieser Array-Typ
kommt in erster Linie bei Expressionsanalysen zum Einsatz. Oligonukleotid-Arrays basieren auf
wesentlich kiirzeren Nukleinsduresonden und werden unter anderem verwendet, um Mutationen
aufzudecken, bestimmte Gene nachzuweisen oder ein Genom zu entschlisseln (GABIG und
WEGRZYN 2001).

Wahrend mit dieser Technologie das genetische Potential eines Staphylococcus aureus-Isolates
bestimmt werden kann, ist keine Aussage Uber die tatsachliche Virulenz- und Resistenzsituation
moglich, da das Vorhandensein eines Gens nicht mit seiner Expression gleichzusetzen ist (BECKER et
al. 2007). So wird ein Gen immer dann exprimiert, wenn bestimmte Bedingungen vorliegen, in denen
das Genprodukt einen Beitrag zur Uberlebensfihigkeit der jeweiligen Zelle liefert (BROWN und
BOTSTEIN 1999).

2.3.2 Bisherige Untersuchungen zur Charakterisierung boviner Staphylococcus aureus-Isolate mittels

DNA-Microarray-Technologie

HERRON-OLSON et al. (2007) nutzten die Microarray-Technologie fiir den Vergleich humaner und
boviner Staphylococcus aureus-lsolate. Sie stellten dabei dem Stamm ST151, der in Untersuchungen
von KAPUR et al. (1995) bei den bovinen Stdmmen weltweit am haufigsten nachgewiesen wurde,
andere bovine und humane Stimmen gegenliber.

ST151-Isolate wiesen in dieser Untersuchung die geringste Ausstattung mit Resistenzgenen auf. Des
Weiteren verfligten ST151-Isolate konstant iber bestimmte mobile genetische Elemente (SaPlbov,
SaPlbov3). Diese Genausstattung fanden die Autoren auch in anderen bovinen Isolaten, die im
Rahmen der Untersuchung sehr haufig im Zusammenhang mit bovinen Mastitiden auftraten und
noch keinem MLST-Typ zugeordnet waren. Dagegen traten diese mobilen genetischen Elemente
weder bei humanen Isolaten, noch bei solchen auf, die sporadisch bei bovinen Mastitiden gefunden

wurden. Da die Funktion der Mehrzahl der kodierten Proteine unbekannt war, konnten die Autoren
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den genetischen Elementen keine definitive Rolle im Mastitisgeschehen zuordnen. Sie vermuteten
jedoch, dass eine spezifische Kombination der Gene ausschlaggebend fiir die Pathogenese der
Mastitis ist.

MONECKE et al. (2007a) bezogen in ihre Microarray-basierten Untersuchungen 128 bovine
Staphylococcus aureus-lsolate aus Deutschland und der Schweiz ein. Die Isolate, die aus dem
Untersuchungsgut verschiedener Labore stammten, gehorten den agr-Typen |, Il und Il an und
konnten sieben verschiedenen CC zugeordnet werden. Die Autoren stellten dabei kaum regionale
Unterschiede fest. Enterotoxin-Gene wurden bei 94 Isolaten, das Gen fiir TSST-1 bei 23 Isolaten
gefunden. Wahrend PVL nicht nachgewiesen wurde, konnte bei (ber 50 % der Isolate das Gen fiir
LukF-P83/LukM festgestellt werden. Die Isolate wiesen kaum Antibiotika-Resistenzgene auf. Lediglich
zwei Stamme waren Methicillin-resistent.

In einer in England durchgefiihrten Untersuchung wurden 56 Staphylococcus aureus-lsolate aus
Rindern, Schafen, Ziegen, Pferden und einem Kamel mittels Microarray-Technologie naher
charakterisiert und mit 161 humanen lsolaten verglichen (SUNG et al. 2008). Die Autoren konnten
61 % der tierischen Isolate Stimmen zuordnen, die beim Mensch nicht auftraten (ST151, ST771,
ST130 und ST873). Andererseits wiesen sie einige CC nach, deren Vorkommen in erster Linie auf den
Mensch beschrankt war (CC1, CC8 und CC22). Wahrend der GroRteil der bovinen Mastitisisolate den
Stammen ST151, ST771 und ST97 zugeordnet werden konnte, wurden einige wenige Mastitiden auf
humane Isolate zurlickgeflihrt. Die Ausstattung tierischer und humaner Isolate mit mobilen
genetischen Elementen divergierte in dieser Studie. Im Gegensatz zu humanen Staphylococcus
aureus wurden die fiir einen Komplement-Inhibitor (scn) und Staphylokinase (sak) kodierenden Gene
in tierischen Isolaten kaum nachgewiesen.

SALAM et al. (2010) charakterisierten bovine Staphylococcus aureus-Isolate eines thiiringischen
Milchviehbestandes unter Verwendung der Microarray-Technologie und verglichen sie mit
Staphylokokken-Kulturen aus Nasentupfern des Betreuungspersonals. Alle aus der Milch isolierten
Stamme gehdrten einem agr-Typ (agr lll) und einem klonalen Komplex (CC1) an. Dagegen wiesen alle
humanen Isolate den agr-Typ | auf. Die Autoren schlossen daraus, dass in dem von ihnen
untersuchten Betrieb keine Ubertragung zwischen Mensch und Tier stattgefunden hatte. Leukozidine
und TSST-1 konnten in diesen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden, jedoch verfiigte jedes
Isolat Uber zumindest ein Enterotoxin-Gen. Alle untersuchten Isolate waren sensibel gegeniber
Metbhicillin.
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3 Material und Methoden

Der vorliegenden Arbeit liegt das Projekt ,Untersuchungen zur Pravalenz und Schadwirkung von
Euterinfektionen durch Staphylococcus aureus” der Thiringer Tierseuchenkasse Ad6R zugrunde, das
durch die Thiringer Tierseuchenkasse und die Landesvereinigung Thiringer Milch e.V. finanziert

wurde.

Die im Folgenden in den Punkten 3.3-3.5 sowie 3.7—3.8 beschriebenen Methoden wurden im Labor
des Tiergesundheitsdienstes der Thiiringer Tierseuchenkasse mit Unterstlitzung der dortigen
Angestellten selbstindig durchgefiihrt. Die Charakterisierung ausgewahlter Isolate mittels
Microarray-Technologie und die dazu erforderlichen vorbereitenden Arbeiten erfolgten im Institut
fiir bakterielle Infektionen und Zoonosen des Friedrich-Loeffler-Instituts, Standort Jena, und wurden
mit Unterstiitzung der dortigen wissenschaftlichen Mitarbeiter ebenfalls eigenstandig durchgefiihrt.
Weiterfihrende Untersuchungen, die in 3.9 dargelegt werden, leistete die Arbeitsgruppe von Herrn
Dr. Stefan Monecke im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Carl-Gustav-Carus-
Universitat Dresden, die Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Hotzel im Institut fir bakterielle Infektionen
und Zoonosen des Friedrich-Loeffler-Instituts, Standort Jena, sowie die Alere Technologies GmbH,
Jena. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte selbstindig unter fachlicher Beratung von Herrn Andreas
Richter, Leipzig.

3.1 Darstellung der teilnehmenden Bestdnde

Am Projekt der Thiringer Tierseuchenkasse nahmen 34 Bestande aus 14 verschiedenen Landkreisen
und kreisfreien Stadten Thiringens teil.

Bei der Auswahl der Bestinde wurde auf deren Heterogenitdt in Bezug auf HerdengroRe,
Management und Haltung Wert gelegt. Der kleinste Bestand umfasste 15, der grofite 1229 zum
Zeitpunkt der Untersuchung laktierende Tiere (Anhang 1). Wahrend bei drei Bestdnden eine
Anbindehaltung vorlag, verfligten die restlichen Bestdnde Uber Laufstélle. Der iberwiegende Teil der
in diesen Bestdnden eingestallten Milchkiihe gehérte der Rasse ,Holstein-Friesian® an. Lediglich ein

Betrieb mit etwa 70 Kiihen hielt ausschlieRlich Kiihe der Rasse ,,Fleckvieh”.

3.2 Milchprobenahme und Transport

Die Milchproben wurden als Viertelanfangsgemelke entnommen.

Grundsatzlich wurden alle zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt laktierenden Tiere eines
Bestandes beprobt. Eine Ausnahme stellten hierbei Tiere dar, die sich innerhalb der ersten finf Tage
nach der Abkalbung befanden, sowie Tiere, die aufgrund einer Erkrankung Arzneimittel erhalten
hatten und sich noch innerhalb der Wartezeit fiir Milch fir das jeweilige Praparat befanden. Die
Tatsache, dass die Untersuchung nach drei bis sieben Monaten wiederholt wurde, sollte
gewahrleisten, dass Tiere, die zum Zeitpunkt der ersten Bestandsuntersuchung trocken gestanden
hatten oder behandelt worden waren und infolgedessen nicht beprobt wurden, bei der zweiten
Untersuchung miterfasst wurden. Auf diese Weise wurden Viertelgemelke von 14 157
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unterschiedlichen Kithen entnommen, wobei 6681 Tiere doppelt und 7476 Tiere einmalig beprobt
wurden. Die pro Untersuchungsdurchgang beprobten 10421 bzw. 10 417 Tiere entsprechen dabei
etwa einem Zehntel der im Jahr 2010 in Thiringen vorhandenen Milchviehpopulation (TVL 2010). Die
Anzahl der im ersten und zweiten Untersuchungsdurchgang beprobten Kiihe in den einzelnen
Bestdanden ist in Anhang 1 dargestellt.

Die Entnahme der Milchproben erfolgte Gberwiegend durch betriebseigene Melker, die durch die
Mitarbeiter des Tiergesundheitsdienstes der Thiringer Tierseuchenkasse eine Einweisung in die
Probenahme entsprechend der Leitlinien zur Entnahme von Milchproben unter antiseptischen
Bedingungen der DVG (2009) erhalten hatten. In einigen kleineren Bestdnden lGibernahmen Tieradrzte
des Tiergesundheitsdienstes die Probenahme.

Die Bestande wurden im Vorfeld mit einheitlichem laboreigenem Leergut ausgestattet. Jedes
Milchproben-Réhrchen hatte ein  Volumen von 10ml und enthielt 1,2ml Borsaure-
Konservierungsmittel (5 g Borsdure + 1 g Glyzerin in 100 ml A. dest.; NERBE PLUS GmbH, Winsen,
Deutschland), das eine Lagerung lber 24 h bei 5-20 °C ermdoglichte (DVG 2009).

Das in Thiringen etablierte Kuriersystem des Thiringer Landesamtes fiir Lebensmittelsicherheit und
Verbraucherschutz Gbernahm bei einem GroRteil der Bestdnde den Transport des Leerguts in die
Bestdnde sowie den Transport der Milchproben ins Labor der Thiringer Tierseuchenkasse in Jena,
wodurch das zeitnahe Eintreffen der Proben im Labor ermdoglicht wurde. Im Falle einer Probenahme
durch Tierarzte des Tiergesundheitsdienstes wurden die Proben im Anschluss an die Entnahme direkt
von den Tierdrzten zum Labor transportiert. Der Ansatz zur mikrobiologischen Untersuchung konnte

daher in jedem Fall binnen 24 h nach Abschluss der Probenahme durchgefiihrt werden.

3.3 Durchfiihrung der bakteriologischen Untersuchung

Die bakteriologische Untersuchung der insgesamt 81 567 entnommenen Milchproben erfolgte im
Labor der Thiiringer Tierseuchenkasse in Jena. Die angewandten Verfahren entsprachen den in den
Leitlinien zur Isolierung und Identifizierung von Mastitiserregern (DVG 2009) beschriebenen
Methoden, so dass sich die Untersuchung nicht auf den Nachweis von Staphylococcus aureus
beschrdankte. Auch Koagulase-negative Staphylokokken, Streptokokken (Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis und andere Askulin-positive Streptokokken),
Enterobacteriaceae, Arcanobacterium pyogenes, Corynebakterien, Pseudomonaden, aerobe
Sporenbildner, Hefen und Prototheken wurden mit diesem Verfahren erfasst.

Standardnidhrmedium war gebrauchsfertig bezogener Askulin-Agar mit Schafblut (ESC SB; OXOID,
Wesel, Deutschland). Das darin enthaltene Glykosid Asculin zeigt im UV-Licht Fluoreszenz, was beim
Nachweis Askulin-positiver Streptokokken genutzt wird. Diese Streptokokken fiihren durch Abbau
des Askulins in Glucose und Askuletin zu einem Verlust der Fluoreszenz in ihrer Umgebung, wodurch
eine Braunfarbung der Kolonien eintritt (DVG 2009).

Vor dem Ausstreichen der Milchproben wurde ein B-hdmolysierender Staphylococcus aureus-Stamm
(CC151) in vertikaler Linie auf den Agar aufgebracht. Dieser fiihrte in Kombination mit einem im
Inokulum vorkommenden Streptococcus agalactiae zum CAMP-Phanomen und ermoglichte so den

leichteren Nachweis des letztgenannten Mastitiserregers.
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Nach sorgfaltiger Durchmischung der Proben wurde mittels Glasstab eine Sekretmenge von
ca. 0,02 ml auf ein Viertel einer Agarplatte maanderformig ausgestrichen. Es folgte eine
20-24-stiindige Inkubation bei 37 °C (KB240; BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland). Das
Glasstabchen mit anhaftendem Restsekret wurde direkt nach dem Ausstrich in 2 ml einer Glucose-
Bouillon (OXOID, Wesel, Deutschland) gegeben. Letztere wurde als Trockenndhrboden bezogen, vor
Gebrauch in A. dest. (23g/1l) gel6st, in Plastikrohrchen mit 10 ml Volumen (NERBE PLUS GmbH,
Winsen, Deutschland) verteilt und 15 min bei 121 °C autoklaviert (HICLAVE HV-85-L; HMLC,
Engelsberg, Deutschland). Nach Beimpfung der Glucose-Bouillon wurde sie fiir 24 h bei 37 °C
bebriitet und anschlieBend wie fir die Milchproben beschrieben bakteriologisch untersucht. Die
Nahrbouillon diente dem Nachweis geschwachter oder in geringer Keimzahl vorhandener
Mastitiserreger. Sie stellte keine spezifische Anreicherung fiir Staphylococcus aureus dar.

3.4 Identifizierung von Staphylococcus aureus

Die Identifizierung der Bakterien erfolgte gemall den Leitlinien zur Isolierung und Identifizierung von
Mastitiserregern der DVG (2009). Bei dem beschriebenen Verfahren handelt es sich um den
Nachweis Koagulase-positiver Staphylokokken. Neben Staphylococcus aureus werden daher auch
andere Koagulase-positive-Staphylokokken wie Staphylococcus intermedius und einige Stamme von
Staphylococcus hyicus miterfasst (PHILLIPS und KLOOS 1981); ihre Bedeutung im Mastitisgeschehen
ist verglichen mit der von Staphylococcus aureus jedoch so gering, dass ihre gesonderte Angabe
vernachlassigt werden kann (ROBERSON et al. 1992). Der Einfachheit halber soll im Folgenden immer
von ,Staphylococcus aureus” gesprochen werden, auch wenn das Nachweisverfahren alle Koagulase-

positiven-Staphylokokken erfasst.

3.4.1 ldentifizierung anhand Koloniemorphologie, Latexschnellagglutinationstest und Nachweis der

Plasmakoagulase

Flache Kolonien von beiger bis goldgelber Farbe wurden als Staphylococcus aureus bezeichnet, wenn
sie Uiber eine B-Hamolysezone verfligten und 1-3 mm groR waren. Bei fraglichen Staphylokokken-
Kolonien, die nicht alle aufgeflihrten Merkmale aufwiesen, wurde zur Identifizierung der
Latexschnellagglutinationstest Staphaurex Plus® (Remel, Lenexa, USA) angewandt. Grundprinzip
dieses Schnelltests ist die Agglutination zwischen Staphylococcus aureus-spezifischen
Pathogenitatsfaktoren (Clumping-Faktor, Protein A und spezifischen Oberflichenantigenen) und
Substanzen mit komplementaren Strukturen im Testlatex. So kommt es zur Interaktion zwischen
Clumping-Faktor und Fibrinogen, zwischen Protein A und IgG und zwischen Oberflachenantigenen
und spezifischem IgG.

Die fraglichen Kolonien wurden mit einer Ose aufgenommen und auf einem schwarzen
Reaktionskartchen mit einem Tropfen Testlatex verrieben. Als Richtwert sollte eine Menge
verwendet werden, die ungefahr sechs mittelgroen Kolonien entsprach. Durch Schwenken der
Emulsion auf der Karte kam es im positiven Fall binnen 30 Sekunden zu einer Agglutinationsreaktion,
wahrend andernfalls eine Verklumpung ausblieb. Die Absicherung des Ergebnisses erfolgte durch
Wiederholung des Tests mit einem Kontrolllatex. Eine Agglutination des Testlatex bei gleichzeitigem

Ausbleiben einer Agglutination des Kontrolllatex sprach fir das Vorliegen von Staphylococcus aureus.
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Bei nicht eindeutigen Agglutinationsreaktionen wurde unter Verwendung von Kaninchenplasma
(STAPH-ASE; BioMerieux, Marcy-l'Etoile, Frankreich) die bakterielle Koagulase im Rohrchentest
nachgewiesen. Die zu testenden Staphylokokken wurden hierbei zundchst in Peptonwasser
Uberimpft und 18-24 h lang bei 37 °C inkubiert. Das lyophilisierte Plasma wurde entsprechend den
Angaben des Herstellers in A. dest. rekonstituiert und in gleicher Menge mit beimpftem
Peptonwasser versetzt. Nach Bebriitung bei 37 °C erfolgte die Auswertung nach 4 h, wobei im
positiven Falle eine Gerinnselbildung beobachtet werden konnte. Bei ausbleibender Gerinnselbildung
wurde die Auswertung nach 24 h wiederholt.

3.4.2 Verwendung weiterer Tests zur Identifizierung von Staphylococcus aureus

Bei Unsicherheiten bezlglich der Zugehdrigkeit der jeweils vorliegenden Keime zur Familie der
Staphylococcaceae wurde auf weitere Schnelltests zuriickgegriffen. So kam zur Unterscheidung von
Streptokokken und Staphylokokken der Katalase-Test zum Einsatz. Der Besitz des
Atmungskettenenzyms Katalase ermoglicht es Staphylokokken, Wasserstoffperoxid-Losung in H,0
und O, zu spalten. Beim Test auf Vorhandensein der Katalase wird eine Ose Koloniematerial auf einen
Objekttrager aufgebracht und ein Tropfen einer 3%igen Wasserstoffperoxid-Losung (Bactident®;
MERCK, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben. Bei Vorliegen von Staphylokokken bedingt der
freiwerdende O, ein sofortiges Aufsteigen von Gasblasen, wdhrend diese Schaumbildung bei

Streptokokken ausbleibt.

Zur Abgrenzung hamolysierender Staphylokokken von B-hamolysierenden E. coli wurde auf den
KOH-Test zurlickgegriffen. Der KOH-Test dient der Unterscheidung grampositiver und gramnegativer
Erreger. Er stellt in dieser Hinsicht eine schnelle Alternative zur Gramfarbung dar.

Ein Tropfen 3%ige Kalilauge (MERCK, Darmstadt, Deutschland) wird auf einem Objekttrager mit einer
Ose Koloniematerial verrieben. Die in der Zellwand gramnegativer Bakterien vorhandenen
Lipopolysaccharide werden durch die Lauge aus ihrer Umgebung geldst, wodurch die bakterielle DNA
austreten kann. Letzteres flhrt zu einer zdhen Konsistenz, die sich in einer Fadenbildung beim
Abheben der Ose vom Objekttrager duBert (RIEMELT et al. 2003)

|ll

Der Befund ,Staphylococcus aureus-positives Viertel” erfolgte entsprechend dem Laboratory
Handbook on Bovine Mastitis des NMC (1999). Demzufolge weist Staphylococcus aureus auch im
Keimgemisch eine hohe Signifikanz auf, so dass jede einzelne Kolonie sowohl in Rein- als auch in

Mischkultur angegeben wurde.

3.5 Auswahl von Staphylococcus aureus-lsolaten fiir weiterfihrende Untersuchungen

Mit den beschriebenen Verfahren wurde in 1902 der untersuchten 81567 Milchproben
Staphylococcus aureus nachgewiesen. Eine  detaillierte Ubersicht ~ der  ermittelten
Einzeltierpravalenzen der Bestdnde findet sich in Anhang 1.

Von diesen 1902 Staphylococcus aureus-lsolaten wurden 189 fir weiterfiihrende Untersuchungen
herangezogen. Dabei wurde aus jedem Projektbestand pro Untersuchungsdurchgang ein Cluster von

drei Isolaten ausgewahlt.
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Diese drei Isolate wurden im Falle gleicher Koloniemorphologie aller zum jeweiligen
Untersuchungsdurchgang im Bestand nachgewiesenen Staphylococcus aureus zufillig aus dem
Untersuchungsgut ausgewahlt. Traten zwei morphologisch unterschiedliche Staphylococcus aureus-
Typen auf, wurden zwei Vertreter des dominierenden Morphologietyps und ein Vertreter des
weniger haufigen Typs weiterfiihrend untersucht. Bei drei morphologisch unterschiedlichen Typen
wurde ein Vertreter jedes Morphologietyps fir die Untersuchung herangezogen. Mehr als drei
Morphologietypen pro Untersuchungsdurchgang kamen in keinem Bestand vor.

Zur weiteren Untersuchung wurden dabei nur Staphylokokken verwendet, die in Reinkultur in einer
Menge von mindestens 500 KbE/ml (10 Kolonien pro Ausstrich) vorlagen. Auf diese Weise sollten
Kontaminationen als Ursprung der nachgewiesenen Staphylokokken limitiert werden.

Mit den beschriebenen Verfahren wurde ein reprasentativer Querschnitt der Isolate im
Untersuchungsgut zusammengestellt. Alle ausgewadhlten Staphylokokken stammten dabei von
unterschiedlichen Tieren. Bei Bestanden mit weniger als drei Kiilhen mit Staphylococcus aureus-
Nachweis wurde ein Isolat von jedem der positiv getesteten Tiere charakterisiert.

Die zwischenzeitliche Kryokonservierung (Cryobank™; MAST DIAGNOSTIKA, Reinfeld, Deutschland)

aller 189 Isolate ermdglichte eine spatere gleichzeitige Anziichtung.

3.6 DNA-Microarray-basierte Genotypisierung

Die im Folgenden geschilderten Arbeitsschritte wurden im Institut fir bakterielle Infektionen und

Zoonosen des Friedrich-Loeffler-Instituts, Standort Jena, durchgefihrt.

3.6.1 Extraktion der DNA

Jeweils eine Impfdse einer Ubernachtkultur der ausgewahlten Isolate wurde in ein 2-ml-Tube (ROCHE
DIAGNOSTICS, Mannheim, Deutschland) Gberfiihrt und mit 300 pl PBS vermengt. Im Anschluss
erfolgte die Isolation der Staphylococcus aureus-DNA, fir die Komponenten aus dem
,StaphyType Kit“ (ALERE TECHNOLOGIES GmbH, Jena, Deutschland) und dem ,High Pure PCR
Template Preparation Kit“ (ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim, Deutschland) kombiniert wurden. Aus
dem ,StaphyType Kit“ wurden Lysis-Enhancer und Lysispuffer verwendet, wahrend dem ,High Pure
Template Preparation Kit“ Bindungs-, Wasch- und Elutionspuffer entnommen wurden, deren
Zusammensetzung im Anhang 3 aufgefihrt ist. Die eingesetzten Tubes sowie die verwendete
Proteinase entstammen ebenfalls dem ,High Pure Template Preparation Kit“.

Von oben genannter Suspension wurden 100 pl in Tubes Uberflhrt, die Lysis-Enhancer enthielten.
Zum Aufbrechen der bakteriellen Zellwand wurden 200 ul Lysispuffer zugegeben und nach
Verwendung des Vortex Schiittlers (Vortex Genie 2, Scientific Industries, New York, USA) eine Stunde
lang bei 37 °C und 75 x g" im Thermomixer (TMix; Analytik Jena, Jena, Deutschland) homogenisiert.
Nach Zugabe von 200 pl Bindungspuffer und 40 ul Proteinase K erfolgte eine zehnminitige erneute
Inkubation im Thermomixer bei 72 °Cund 75 x g".

An den Zusatz von 100 pl Isopropanol zur auf Raumtemperatur abgekihlten Suspension schloss sich
eine weitere Homogenisierung im Vortex-Schittler an. Die Auswirkungen des Alkohols auf die
Hydrathille der DNA fiihrten dabei zu einer Abnahme der Loslichkeit mit der Folge einer Ausfallung
der DNA (MATISSEK et al. 2010).
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Der gesamte Inhalt eines Tubes wurde in ein High Tube Filtertube Uberfiihrt, das zwei Lagen
Glasfaservlies als DNA-Filter enthielt, und eine Minute bei 1096 x g° zentrifugiert (MiniSpin®,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Nach Verwerfen des Inhalts des AuffanggefdBes folgten zwei
Reinigungsschritte mit jeweils 500 ul Waschpuffer, an die sich eine einminiitige Zentrifugation bei
1096 x g” anschloss.

Zur Elution der gereinigten DNA vom Glasfaservlies wurden 200 ul des auf 70 °C vorgewarmten
Elutionspuffers hinzugegeben und nach Verbringen des Filtertubes in ein 1,5-ml-Eppendorf-Gefald bei
1096 x g’ eine Minute lang zentrifugiert.

3.6.2 Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA erfolgte nach dem Prinzip der
Absorptionsmessung mittels NanoDrop®-ND-1000-Spektrophotometer (Fa. NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA) entsprechend den Angaben des Herstellers.

3.6.3 Molekularbiologische Typisierung mittels Microarray-Technologie
3.6.3.1 Prinzip der DNA-Microarray-Untersuchungen

Bei der Durchfiihrung der Microarray-Untersuchungen kommt es zunachst zu einer PCR-dhnlichen
linearen Amplifikation mit Markierung von 334 unterschiedlichen Zielbereichen, sog. Targets, die 185
klinisch relevanten Genen und Allelen entsprechen (MONECKE und EHRICHT 2005, MONECKE et al.
2009). Zur extrahierten DNA werden zu diesem Zweck neben einem Primergemisch, das pro zu
untersuchendem Zielbereich (Target) einen Primer enthalt, einer Polymerase und dNTPs auch
biotinylierte dUTPs gegeben. Letztere werden wie die dNTPs in einem PCR-dhnlichen Schritt in die
Amplifikate eingebaut und erméglichen deren spatere Detektion auf dem Array.

Die mit Biotin-dUTP markierten entstandenen DNA-Einzelstrange hybridisieren mit spezifischen,
kovalent auf der Arrayoberflache gebundenen DNA-Strangen bekannter Sequenz, sog. DNA-Sonden.
Streptavidin-Meerrettichperoxidase (Streptavidin-HRP) wird hinzugegeben und zieht die Ausbildung
von Streptavidin-HRP-Biotin-Komplexen nach sich. Wird nun TMB als Substrat der Peroxidase
zugefiigt, kommt es zur Ausbildung eines Niederschlages, der mithilfe eines speziellen Array Mate
Readers aufgezeichnet wird. Uber die Lokalisation des Niederschlages ist ein Riickschluss auf die
biotinylierten DNA-Einzelstrange moglich und da die Anordnung der Sonden auf der Arrayoberflache
bekannt ist, kann nachvollzogen werden, zu welcher Sonde komplementare Einzelstrange existieren.

Das beschriebene Funktionsprinzip ist in Abb. 3 dargestellt.
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Abb. 3: Funktionsweise eines Microarrays

Im Gegensatz zu einer konventionellen exponentiellen PCR sorgt die Abwesenheit eines zweiten
Primers dafir, dass der Primer in jedem Zyklus an die Original-DNA binden muss. Dies ermoglicht es
zum einen, viele Reaktionen gleichzeitig ablaufen zu lassen. Zum anderen fiihrt es — bedingt durch
zwei aufeinander folgende sequenzspezifische Hybridisierungen — zu einer hohen Spezifitat. So
bindet zunéchst der Primer an die Original-DNA und im nachsten Schritt das entstandene Amplifikat
an die entsprechenden Sonden. Der im Vergleich mit der gewohnlichen PCR vorhandene
Sensitivitatsverlust ist bei dieser Methode von untergeordneter Bedeutung, da eine Kultivierung des
Erregers vorausgeht und die Anreicherung, die bei einer PCR durch die Amplifikation erreicht wird,
bereits auf dem Nahrmedium erfolgt (MONECKE und EHRICHT 2005, MONECKE et al. 2008a,
MONECKE et al. 2009).

Mithilfe dieser Technologie war es moglich, in einem einzigen Untersuchungsgang die gesammelten
Staphylococcus aureus-lsolate auf die bisher bekannten Toxin-, Adhdsionsfaktor- und Resistenzgene
zu untersuchen (MONECKE et al. 2008a). Neben dem Nachweis klinisch und therapeutisch

interessanter Gene konnte dariber hinaus eine Einordnung der Isolate in das MLST-
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Klassifizierungsschema erfolgen. Die Ubereinstimmung zwischen Hybridisierungsmuster und MLST-
Typ wurde von MONECKE et al. (2008b) aufgezeigt.

3.6.3.2 Durchfiihrung der DNA-Microarray-Untersuchungen

Bei der Umsetzung der Microarrays wurde die Anwendungsvorschrift des verwendeten ,StaphyType
Kit“ grundsatzlich befolgt. Eine Ausnahme stellte hierbei die Modifikation des Thermocycler-
Protokolls dar, die in Absprache mit der Firma Alere Technologies GmbH, Jena, erfolgte. Da die
verwendeten Array-Strips aus acht in einer Reihe angeordneten Tubes (Wells) bestanden, an deren
Boden sich jeweils ein DNA-Chip befand, konnten immer acht Isolate gleichzeitig typisiert werden.

Fir die Biotinylierung der extrahierten DNA wurde durch Vermengen von 4,9 ul Markierungspuffer
und 0,1 pl DNA-Polymerase in einem 20 pl-Tube zunachst ein Mastermix fiir die anschlieende PCR-
ahnliche Amplifikation geschaffen. AnschlieBend wurden 5 pl der eluierten DNA hinzugegeben und
folgendes Thermocycler-Protokoll (Mastercycler; EPPENDORF, Wesseling-Berzdorf, Deutschland)

durchlaufen:

300 sec bei 96 °C

60 sec bei 96 °C
50 Zyklen mit 20 sec bei 50 °C
40 sec bei 72 °C

Zur Verhinderung einer Kondensation wurden die Deckel der Tubes wahrend des ganzen Protokolls

auf 105 °C erhitzt. Im Anschluss an die Amplifikation erfolgte eine Kiihlung auf 4 °C.

Zur Vorbereitung der Proben auf die Hybridisierung wurden jeweils 90 ul Hybridisierungspuffer zu
10 pl der biotinylierten DNA gegeben, der die Entwindung der DNA bedingte.

Die Arrays selbst durchliefen zunachst zwei Waschschritte, wobei 200 pl A. dest. in jedes Well
pipettiert wurden, die nach viermaligem Wiederaufnehmen in die Pipette und erneutem Abgeben in
das Well wieder entfernt wurden. AnschlieBend wurden in jedes Well 100 pl Hybridisierungspuffer
gegeben und die Arrays flir 2 min bei 75 x g” in den auf 55 °C vorgeheizten Thermomixer verbracht.
Nach Entfernen des Puffers aus den Tubes wurde die Mischung aus biotinylierter DNA und
Hybridisierungspuffer in die Tubes gegeben und die Array-Strips fiir weitere 60 min bei 55 °C und
75 x g" in den Thermomixer gegeben.

Nach Verwerfen der DNA/Puffermischung erfolgten zwei Waschschritte mit jeweils 200 pl
Waschpuffer 1. Die Pufferlosung wurde hierbei nach dem Pipettieren viermal erneut in die Pipette
aufgenommen und wieder abgegeben, bevor der Puffer moglichst vollstandig aus den Wells entfernt
wurde.

Vor der Zugabe des Streptavidin-Meerrettichperoxidase (HRP)-Konjugates wurde dieses im Verhaltnis
1:100 mit Konjugationspuffer vermengt. 100 ul der entstandenen Lésung wurden in die einzelnen
Wells pipettiert und fiir 10 min bei 30 °C und 75 x g" im Thermomixer konjugiert. AnschlieRend wurde

das Enzym/Puffergemisch entfernt und verworfen. Es folgten zwei weitere Waschschritte, bei denen
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genauso verfahren wurde wie nach Entfernung der DNA/Puffermischung, wobei an dieser Stelle
Waschpuffer 2 zum Einsatz kam. In einem letzten Schritt wurden 100 pl Substrat in jedes Well
pipettiert und nach 5 min bei Raumtemperatur wieder entfernt. Die Auswertung der Array Strips

erfolgte im ArrayMate™ Reader.

3.6.3.3 Auswabhl relevanter Pathogenitadtsfaktor-Gene und Resistenzdeterminanten

Da in der vorliegenden Arbeit nicht auf alle im Microarray erfassten Targets Bezug genommen
werden kann, wurde sich auf eine Auswahl von Pathogenitdtsfaktor-Genen und
Resistenzdeterminanten beschrankt. Relevant waren hierbei in erster Linie Gene, die in der Literatur
mit der Pathogenese von Staphylococcus aureus-Euterinfektionen in Verbindung gebracht wurden
oder die humanmedizinisch bedeutsam waren. Eine Auflistung der betrachteten Gene erfolgt in
Tab. 5 und Tab. 6. Die zugehdrigen Primer sind in Anhang 4 dargestellt. Eine Ubersicht samtlicher
Targets, die durch den Array erfasst werden, bietet MONECKE et al. (2011a).
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Tab. 5: Auswahl der im ,,StaphyType Kit“ erfassten Pathogenitatsfaktor-Gene

Gruppe Faktor Targetbezeichnung
Koagulase Koagulase COA
Protein A Protein A spa
Fibronectinbindende Proteine | Fibronectin-bindendes Protein A | fnbA
Hamolysine Hamolysin a hla
Hamolysin B hib
Hamolysiny lukF-hlg, hilgA, lukS-hlg
Hamolysin 6 hld
Exfoliative Toxine ETA etA
ETB etB
ETD etD
Enterotoxine SEA sea-320E, sea-N315
SEB seb
SEC sec
SED sed
SEE see
SEH seh
SEJ sej
SEK sek
SEL sel
SEQ seq
SER ser

SEG, SEl, SEM, SEN, SEO, SEU

seg, sei, sem, sen, seo, seu

(=egc-Cluster)

Toxic-shock-syndrome-Toxin TSST-1 tst-1
TSST-1 (bovine Variante) tst-RF122
Leukozidine Panton-Valentine-Leukozidin lukS-PV, lukF-PV
LukD/LukE lukD/IukE
LukF-P83/lukM lukF-P83/lukM
Extrazelluldre Enzyme Katalase katA
Thermonuklease nuc
Staphylokinase sak
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Tab. 6: Auswahl der im ,StaphyType Kit” erfassten Resistenzdeterminanten

Antibiotika-Gruppe Bezeichnung des Resistenz-vermittelnden Gens
-Laktam-Antibiotika mecA
blaz
Tetrazykline tetK
tetM
Aminoglykoside aacA-aphD
Makrolide/Lincosamide/Streptogramine ermA—C
mefA
msrA
vatA
vatB
VgaA
vgb
Trimethoprim dfrA
Chloramphenicol cat
fexA
cfr
Glykopeptide vanA
vanB
vanZ
Epoxyde fosB
Fusidinsaure far

3.7 Erfassung des Phdnotyps

Die Beschreibung des Phanotyps der 189 Staphylokokken erfolgte nach gleichzeitiger Anziichtung
aller Isolate auf zwei unterschiedlichen Nahrmedien mit Schafblut (Askulin-Agar ESC SB und
Columbia-Agar COL SB+; OXOID, Wesel, Deutschland). Nach einer Bebriitungzeit von 24 h bei 37 °C
wurde jedes Isolat hinsichtlich GréRe, Hamolyseverhalten, Pigmentierung, Querschnitt, Oberflache
und Rand auf beiden Medien beurteilt und die Ergebnisse in einem Erhebungsbogen festgehalten
(Anhang 2). Wahrend die Evaluierung des Hamolyseverhaltens im Durchlicht durchgefiihrt wurde,
erfolgte die Beschreibung der anderen Eigenschaften unter Einsatz der Stereolupe (16fache
VergrolRerung). Die Ergebnisse der vorausgehenden Microarray-Typisierung der 189 Isolate lagen bei
der Beurteilung der Kolonien nicht vor und hatten daher keinen Einfluss auf die Beschreibung der
Staphylokokken.

Zusatzlich zur Beschreibung des Hamolyseverhaltens wurde die Hamolyse nach einer von SKALKA et
al. (1979) entwickelten Ausstrichmethode charakterisiert. Die zu prifende Kultur wurde hierbei
senkrecht zu einem PB-hdmolysierenden Staphylococcus aureus (CC151) auf Askulin-Agar
ausgestrichen und 24 h lang bei 37 °C bebriitet. Nach SKALKA et al. (1979) sowie HEBERT und
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HANCOCK (1985) liegt beim zu testenden Isolat eine a-Hamolyse vor, wenn eine Zone vollstandiger
Hamolyse im Bereich des B-hamolysierenden Stammes gehemmt wird. Eine f-Hamolyse zeigt sich als
eine Zone unvollstandiger Hdmolyse um den Staphylokokken-Impfstrich. 6-Hamolyse stellt sich als
schmale Zone vollstandiger Hamolyse dar, die im Bereich des B-hamolysierenden Stammes eine
halbmondformige Zone vollstandiger Himolyse ausbildet.

3.8 Erstellung eines Antibiogramms

Zur Bestimmung der in vitro-Empfindlichkeit der Isolate gegeniliber verschiedenen Antibiotika kam
der Agardiffusionstest zum Einsatz.

Die Resistenzbestimmung erfolgte gegenliber folgenden Wirkstoffen bzw. Wirkstoffkombinationen:

Penicilline Amoxicillin/Clavulansaure

Ampicillin/Cloxacillin

Cloxacillin

Oxacillin

Penicillin

Cephalosporine Cefacetril

Cefalexin

Cefazolin

Cefapirin

Cefoperazon

Cefquinom

Aminoglykoside Gentamicin

Neomycin

Fluorchinolone Danofloxacin

Enrofloxacin

Marbofloxacin

Makrolide Erythromycin
Tylosin
Lincosamide Pirlimycin
Trimethoprim Trimethoprim
Tetrazykline Tetrazyklin

Kombinationen verschiedener Gruppen | Lincomycin/Neomycin

Penicillin/Streptomycin/Nafcillin

Cefalexin/Kanamycin

Zwei bis funf Kolonien einer Reinkultur des Erregers wurden in 5 ml NaCl Gberfihrt, um eine
Bakteriensuspension mit der Dichte ,McFarland 0,5“ zu erhalten. Nach dem Aufbringen der

Suspension auf vier Agarplatten (Mueller Hinton mit Schafblut; OXOID, Wesel, Deutschland) wurden
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mithilfe eines Andruckdispensers (OXOID, Wesel, Deutschland) jeweils sechs mit Antibiotika
getrankte Filterpapierplattchen (OXOID, Wesel, Deutschland) auf den Nahrboden platziert.

Durch die Diffusion des Antibiotikums in die Umgebung des Wirkstofftragers kommt es zur
Ausbildung eines Konzentrationsgefdlles. Abhangig von der Empfindlichkeit des inokulierten Erregers
wird das Wachstum der Bakterien wahrend der 18- bis 20-stiindigen Inkubation gehemmt und ein
sog. Hemmhof entsteht. Die GroRe dieses Hofes ist abhdngig von der Empfindlichkeit des Erregers
gegeniber dem jeweiligen Wirkstoff. Der Durchmesser des Hemmhofs wird mit einem Lineal
gemessen und zur Resistenzbewertung herangezogen (DVG 2009).

Die Referenzdaten fiir die Einteilung der Hemmhofdurchmesser in die drei Kategorien ,sensibel”,
Sintermediar” und ,resistent” entstammten den ,Performance standards for antimicrobial disk and

dilution susceptibility tests for bacteria isolated from animals” des CLSI (2008).

3.9 Weiterfihrende Untersuchungen

Bei der Aufarbeitung der Ergebnisse ergaben sich gezielte Fragestellungen, die die Durchfiihrung
weiterflihrender Untersuchungen notwendig machten.

So sollte bei einem Isolat ein ausbleibendes lukF-P83/lukM-Signal und daher die Abwesenheit dieser
Genkombination bestdtigt werden. Im Institut flr bakterielle Infektionen und Zoonosen des
Friedrich-Loeffler-Instituts, Standort Jena, wurde aus diesem Grund eine PCR nach YAMADA et al.
(2005) durchgefihrt.

Aullerdem sollte eine Antwort darauf gegeben werden, ob das Vorhandensein der Genkombination
lukF-P83/lukM mit der Expression des kodierten Leukozidins einhergeht. Daher wurde in der Alere
Technologies GmbH, Jena, bei 15 zuféllig ausgewahlten Isolaten eine Expressionsanalyse
durchgefiihrt. Mithilfe von Protein-Arrays wurden dabei die translatierten funktionellen
Genprodukte nachgewiesen und ihre Expression gemessen. Dieses Verfahren wird in EHRICHT et al.
(2009) sowie in MONECKE et al. (2011b) ausfihrlich beschrieben.

Weiterhin erfolgte bei vier Isolaten neben dem Agardiffusionstest eine auf der Bouillon-Mikrodilution
basierende Resistenzbestimmung mittels VITEK-2-Gerdtesystem (bioMérieux, Nurtingen,
Deutschland). Diese wurde im Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Carl-Gustav-
Carus-Universitdt Dresden gemaf den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das getestete

Antibiotikaspektrum ist in Anhang 10 dargestellt.

3.10 Statistische Methoden

Die Zusammenhdnge zwischen der Zugehorigkeit zu bestimmten CC und dem Vorhandensein
verschiedener Pathogenitatsfaktor-Gene, Resistenzdeterminanten sowie ausgewahlter
Morphologiekriterien wurden unter Verwendung der Statistiksoftware SPSS 15.0 fiir Windows (Fa.
SPSS inc., lllinois, Chicago, USA) statistisch ausgewertet. Bei der Bewertung der statistischen
Signifikanzen wurde ein Signifikanzniveau a = 0,05 zugrunde gelegt. Werte von p < 0,05 wurden als
signifikant, Werte von p < 0,01 als hochsignifikant erachtet.

Die Testung auf Abhangigkeit zwischen CC und agr-Gruppe, Pathogenitidtsfaktor-Gen bzw.
Resistenzdeterminante wurde nach Erstellung einer Kontingenztabelle mit dem x’-Test vollzogen,
wobei die zweiseitige exakte Signifikanz betrachtet wurde. Im Gegensatz zur asymptotischen
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Standardmethode liefert diese unabhdngig von der GroRRe, Verteilung und Ausgewogenheit der
Daten zuverldssige Ergebnisse (DIEHL und STAUFENBIEHL 2002). Als Nullhypothese diente die
Behauptung, dass CC und das jeweils betrachtete Gen stochastisch unabhédngig seien. Diese
statistische Methode fand auRerdem Anwendung bei der Gegeniiberstellung der vorhandenen
Resistenzdeterminanten und der Ergebnisse des Agardiffusionstests sowie beim Vergleich von
Resistenzhaufigkeiten.

Bei der Prifung des Zusammenhangs zwischen CC und Hamolyseverhalten wurde auf das Monte-
Carlo-Verfahren als Alternative zur Berechnung der exakten Signifikanz zuriickgegriffen. Die
Berechnung der exakten Signifikanz war in diesem Fall aufgrund der Rechenintensitdt des Verfahrens
technisch nicht moglich. Im Gegensatz zur exakten Signifikanz, der die exakte Verteilung der
Stichprobe zugrunde liegt, wird der Signifikanzwert beim Monte-Carlo-Verfahren aus einer
Zufallsauswahl von standardmafig 10 000 Stichproben aus der Verteilung der Priifgrofle festgelegt
und ein 99 %—Konfidenzintervall angenommen (JANSSEN und LAATZ 2007).

In Fallen, in denen 185 (97,9 %) oder mehr der 189 Isolate Uber ein bestimmtes Gen verfligten,
wurde wegen der fehlenden Diskrepanz der Daten auf eine statistische Auswertung verzichtet.
Ebensowenig wurde bei Genen, die bei finf oder weniger Isolaten detektiert wurden, eine Statistik
erhoben.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestatigung der Spezieszugehorigkeit

Mittels Microarray-Technologie wurden in allen 189 Isolaten die Staphylococcus aureus-spezifischen
Gene der Koagulase (coA), der Katalase (katA), des Protein A (spa), des Fibronectin-bindenden
Proteins A (fnbA) und der Thermonuklease (nuc) detektiert. Das Vorhandensein dieser Markergene
bestatigte die Zugehorigkeit der Isolate zur Spezies Staphylococcus aureus.

4.2 Zuordnung zu CC und agr-Gruppen

Entsprechend dem MLST-Klassifizierungsschema konnten alle Isolate bestimmten CC zugeordnet
werden, wobei elf verschiedene CC auftraten.

98 der 189 Isolate (51,9 %) gehorten dem Komplex CC151 an. 33 Isolate (17,5 %) zahlten zu CC479
und 21 Isolate (11,1 %) zu CC133. Insgesamt waren 80,4 % der bei dieser Untersuchung aus
Milchproben isolierten Staphylococcus aureus diesen drei CC zugehorig.

Die (brigen lIsolate wurden CC97 (n=9;4,8%), CC398 (n=8;4,2%), CC9 (n=5;2,6%), CC20
(n=5; 2,6 %), CC45 (n=5;2,6%), CC101 (n=3;1,6%), CC7 (n=1;0,5%) und CC50 (n=1;0,5%)

zugeordnet.

Das Verteilungsmuster der CC in den einzelnen Bestianden wird in Tab. 7 aufgezeigt. Pro Bestand
wurden bis zu vier verschiedene CC detektiert. In 18 der 34 Bestdande gehorten alle typisierten Isolate
den Komplexen CC151, CC479 und CC133 an. In einer einzigen Herde (Bestand 1) wurde keiner dieser
drei CC detektiert. Alle in Bestand 1 untersuchten Staphylokokken gehorten dem Komplex CC97 an.
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Tab. 7: Verteilung der CC in den 34 teilnehmenden Bestanden

cC
£ s
o SG‘J §¢, < - o ™ ) -
Tl Bes|8 5§ 2|8 8 8 8 £/ 8§ 5 8
|z R3E|l8 8 8|l 8 ¢ © o8 ©° 0O
g |§ =
g (%)
%
1 79 50,00 6
2| 273 18,38 3
3| 117 33,33 6
a4l 322 9,91 5 1
5] 1156 6,32 4 1
6| 645 3,04 1 1 4
7|l 1111 6,29 1 3
g| 2172 13,22 1 3
9| 1482 2,37 3
10| 699 2,40 4 2
11| 349 23,21 5 1
12 75 4,00 1 1
13| 678 0,63 1 1
14| 773 8,29 5 1
15| 739 6,04 3 3
16| 125 6,98 6
17| 233 8,23 3 2 1
18| 354 16,80 3 1 2
19| 684 12,27 4 2
20| 714 11,31 6
21| 259 7,88 5 1
22| 1029 3,77 6
23| 194 8,47 3 3
24| 996 0,31 1
25| 1738 18,89 2 2
26| 749 14,12 1 2 2
27 32| 40,00 2
28| 863 14,71 4 1
29 74 19,51 5
30| 410 12,27 6
31| 332 0,84 1 1
32| 380 13,65 5
33| 666 4,71 5 1
34| 336 12,12 6
5 |20838 98 33 21 9 5
X 528 9,19
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Eine Darstellung der geographischen Verteilung der CC bietet Anhang 5. Dabei wurden die in der
vorliegenden Untersuchung haufigen Komplexe CC151, CC479 und CC133 ebenso wie die
vergleichsweise sporadisch beobachteten Komplexe CC97, CC9, CC20, CC45, CC101, CC50 und CC7 zu
jeweils einer Gruppe zusammengefasst. Aufgrund seiner Bedeutung im Resistenzgeschehen wurde
CC398 einzeln dargestellt.

Alle Isolate, die zu CC7, CC20, CC45, CC97, CC101, CC133 und CC398 zihlten, wurden der
agr-Gruppe | zugeordnet, wohingegen CC9-, CC151- und CC479- Isolate der agr-Gruppe ll
angehorten. Das CC50-Isolat gehorte zur agr-Gruppe V. Es besteht daher eine hochsignifikante
Abhangigkeit zwischen CC und agr-Gruppe (p < 0,01).

4.3 Detektion von Pathogenitdtsfaktor-Genen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchung auf Pathogenitatsfaktor-Gene dargelegt,
wobei neben Kapsel-, Hamolysin-, Exfoliatin- und Leukozidin-Genen auch auf die Gene der
Superantigene (Toxic-shock-syndrome-Toxin, Enterotoxine) eingegangen wird. Im Mittelpunkt der
Betrachtung steht dabei der Bezug der vorhandenen bzw. nicht vorhandenen Faktoren zu den
verschiedenen CC. Einen Gesamtiiberblick (iber samtliche erfasste Pathogenitatsfaktorgene in den

einzelnen CC bietet Anhang 6.

4.3.1 Detektion von Kapsel-Genen

Polysaccharidkapsel-Gene wurden in samtlichen untersuchten Isolaten detektiert, wobei Angehorige
eines CC Uber identische Allele verfiigten. So besalRen alle CC151-, CC479-, CC133-, CC45-, CC101-,
CC7- und CC50-Isolate das den Kapseltyp 8-kodierende Gen cap8, wahrend Isolate der Komplexe
CC97, CC398, CCY und CC20 liber cap5 verfligten.

Der Kapseltyp, hier reprasentiert durch die Gene cap5 sowie cap8, und die CC-Zugehorigkeit waren

stochastisch abhangig (p < 0,01).

4.3.2 Detektion von Hamolysin-Genen

Das Hamolysin a-Gen hla war in 185 Isolaten vorhanden. Es fehlte lediglich in zwei CC398-Isolaten
sowie in jeweils einem CC479- und CC20-Isolat (Tab 8).

hib, das Hdmolysin B-kodierende Gen, wurde in 170 Isolaten nachgewiesen. Es war in allen Isolaten
der Komplexe CC7, CC9, CC20, CC50, CC97, CC101 und CC151 sowie in 28 der 33 CC479- und 20 der
21 CC133-Isolate vorhanden. Dagegen kam es in keinem CC398- und CC45-Isolat vor (Tab. 8).

Die Unterschiede in der Verteilung des Hamolysin B-Gens in den verschiedenen CC waren
hochsignifikant (p < 0,01). Das Vorhandensein dieses Gens und die CC-Zugehorigkeit waren daher

voneinander abhangig.
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hlgA, das Gen der S-Komponente HIgA, wurde in 180 Isolaten detektiert. Es konnte kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Verteilung innerhalb der verschiedenen CC ermittelt werden.

lukF-hlg, das im verwendeten Array das Gen der F-Komponente HIgB des y-Hamolysins darstellt, war
in 185 Isolaten vorhanden, das HIgC-Gen lukS-hlg wurde bei 188 Isolaten nachgewiesen.

Tab. 8 bietet einen Uberblick iiber den Nachweis von Hamolysin-Genen in den untersuchten 189

Isolaten in Abhangigkeit vom CC. Auf die Darstellung des Hamolysin 6-Gens hld, das in allen Isolaten
detektiert wurde, wurde dabei verzichtet.

Tab. 8: Vorkommen der Hamolysin-Gene in Abhangigkeit vom CC

CC n | Hamolysin | Hamolysin, Hamolysin
a B Y
hla hib lukF-hlg higA lukS-hlg

pos | neg | pos | neg | pos | neg | zw | pos | neg | zw | pos | neg | zw
CC151 | 98 98 0 98 0 98 0 0 92 4 2 98 0 0
cca79 | 33 32 1 28 5 32 1 0 32 1 0 33 0 0
CC133 | 21 21 0 20 1 20 0 1 20 1 0 21 0 0

cco7 [ 9| 9 of 9 of 7/ 1] 1| 9] o o 9] o] o

cCc398 | 8 6 2 0 8 8 0 0 7 1 0 8 0 0
CcC9 5 5 0 5 0 5 0 0 5 0 0 5 0 0
CC20 5 4 1 5 0 5 0 0 5 0 0 5 0 0
Cccas 5 5 0 0 5 5 0 0 5 0 0 5 0 0
CcCi01| 3 3 0 3 0 3 0 0 3 0 0 3 0 0
cc7 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0
CC50 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
)3 189 | 185 4] 170 19| 185 2 2| 180 7 2| 188 1 0
% 100|978 | 2,2|899|101]978| 1,1 | 1,1|952 | 3,7 1,1]995| 05| 0,0

o = a-Hamolyse; B = B-Hamolyse; a + B: a- und B-Hamolyse; pos = positives Signal; neg = negatives
Signal; zw = Signalintensitat zweifelhaft

92,8 % der in dieser Untersuchung haufig aus Milchproben isolierten CC151-, CC479- und CC133-
Isolate besalRen alle aufgefiihrten Hamolysin-Gene. Ein Fehlen dieser Gene wurde am haufigsten bei
CC398 beobachtet. Keines der acht CC398-Isolate verfligte Gber das Gen hlb; zusatzlich fehlte hla in

zwei Isolaten.

4.3.3 Detektion von Genen des Exfoliativen Toxins

In keinem der untersuchten 189 Isolate wurden Exfoliatin-Gene nachgewiesen.
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4.3.4 Detektion von Enterotoxin-Genen

Insgesamt verflgten 148 (78,3 %) der untersuchten Staphylococcus aureus-Isolate Gber Enterotoxin-
Gene. Dabei dominierten die Gene des egc-Clusters (seg, sei, sem, sen, seo und seu), die bei 147
Isolaten (77,8 %) detektiert wurden (Tab. 9).

Tab. 9: Verteilung der Gene des egc-Clusters innerhalb der CC

cc egc-Cluster >
positiv negativ
CC151 98 0 98
Cca79 33 0 33
CC133 0 21 21
cco7 | o | 9 | 9
CC398 0 8 8
CcC9 5 0 5
CC20 5 0 5
CC45 5 0 5
CC101 0 3 3
cc7 0 1 1
CC50 1 0 1
)3 147 42 189
% 77,8 22,2 100

Alle Angehorigen von CC151 und CC479, die in der vorliegenden Untersuchung am haufigsten aus
Staphylococcus aureus-Euterinfektionen isoliert wurden, verfligten Gber die Gene des egc-Clusters.
Dagegen wurden samtliche Isolate des dritthdufigsten Komplexes CC133 negativ auf das egc-Cluster
getestet. egc-Cluster-positive Isolate gehorten weiterhin den Komplexen CC9, CC20, CC45 und CC50
an, wobei alle Angehorigen der genannten CC (ber die Clustergene verfligten (Tab. 10). Mit
Ausnahme eines CC151- und eines CC50-Isolates, in denen einzelne Clustergene nicht nachgewiesen
wurden (Tab. 10) kamen die Gene des egc-Clusters immer gemeinsam vor. Die Verteilung der

Clustergene innerhalb der CC ist als hochsignifikant (p < 0,01) zu werten.

Die Gene der ,klassischen” Enterotoxine B und C wurden bei 23 Isolaten (12,2 %) nachgewiesen. Am
haufigsten trat hierbei das SEC-kodierende Gen sec auf, das bei 23 Isolaten (12,2 %) der Komplexe
CC151 und CC45 festgestellt wurde (Tab. 11). Insgesamt verfligten 18,4 % der in der vorliegenden
Untersuchung haufigen CC151-Isolate und 100 % der vergleichsweise sporadisch nachgewiesenen
CC45-Isolate liber das Gen sec, wobei in diesen Isolaten gleichzeitig die Gene des egc-Clusters
detektiert wurden. Im xz—Test wurde die Nullhypothese signifikant abgelehnt (p < 0,01). Das

Vorkommen des Gens sec und die CC-Zugehorigkeit waren daher voneinander abhangig.
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Das Enterotoxin B-Gen seb wurde bei vier CC151-Isolaten detektiert, die gleichzeitig das Gen sec
besallen. Dariiber hinaus wurde sea-N315, eine allelische Variante von sea, bei lediglich einem CC7-
Isolat aus Bestand 24 nachgewiesen.

Die Gene von SED und SEE kamen im Untersuchungsgut nicht vor. Ebensowenig wurden die Gene
seh, sej, sek, seq und ser nachgewiesen. Lediglich sel kam als Angehoriger der ,nicht-klassischen”
Enterotoxin-Gene bei 23 Isolaten vor, die identisch mit den sec-positiven Isolaten waren. Tab. 10
bietet eine Ubersicht iiber die nachgewiesenen Enterotoxin-Gene sowie ihre Zugehdrigkeit und ihr
Vorkommen bei den unterschiedlichen CC.

Tab. 10: Anzahl, Zugehorigkeit und Vorkommen der detektierten Enterotoxin-Gene

cC n Gene der klassischen sonstige
Enterotoxine Enterotoxin-Gene

sea seb sec | seg* | sei* sel | sem* | sen* | seo* | seu*
CC151 98 0 4 18 98 98 18 96 97 97 97
Ccca79 33 0 0 0 33 33 0 33 33 33 33
CcC133 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

cco7 | 9 | o [ o | 0o | o | o | o | o | o | o | 0o

CC398 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cco 5 0 0 0 5 5 0 5 5 5 5
CC20 5 0 0 0 5 5 0 5 5 5 5
CCa5 5 0 0 5 5 5 5 5 5 5 5
CccC101 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cc7 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CC50 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1
)3 189 1 4 23 146 147 23 145 146 146 146
% 100 | 0,5 2,1 12,2 | 77,2 | 77,8 | 12,2 | 76,7 | 77,2 | 77,2 | 77,2

* Angehoriger des egc-Clusters

4.3.5 Detektion von Genen des Toxic-shock-syndrome-Toxins

tst-1, das bei humanen Staphylococcus aureus-Isolaten fur das Toxic-shock-syndrome-Toxin kodiert,
wurde bei einem CC45-Isolat aus Bestand 13 nachgewiesen. Dieses Isolat verfligte gleichzeitig tiber
die Gene sec, sel, egc sowie sak. Wesentlich haufiger wurde die allelische Variante tst-RF122
detektiert. Letztere kam bei 19 CC151-Isolaten vor, von denen 18 gleichzeitig Gber das Gen sec
verfligten.

Bei der stochastischen Gegeniberstellung von tst-RF122 und CC wurde die Unabhangigkeit der

Variablen ermittelt.
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4.3.6 Detektion von Leukozidin-Genen

Die Gene des humanmedizinisch bedeutsamen PVL wurden in keinem der Isolate gefunden. Dagegen
wurde in 138 Isolaten die Kombination aus lukD und lukE nachgewiesen. Mit Ausnahme von neun
Isolaten, die nur Uber eines der beiden Gene verfligten, wahrend fiir das andere Gen schwache,
zweifelhafte oder negative Signale gemessen wurden, kam [lukD/E in allen CC7-, CC50-, CC97-,
CC101-, CC151- und CC479-Isolaten vor. CC20-Isolate verfiigten zwar Uber lukE, jedoch nicht tber
lukD, wahrend Angehorige von CC133 /ukD-positiv waren, aber nur in zwei von 19 Fallen ukE
besaRen. Keines der beiden Gene wurde in CC398-, CC9- und CC45-Isolaten detektiert.

Sowohl der Zusammenhang zwischen /ukD bzw. lukE und CC als auch der Zusammenhang zwischen
der Genkombination /ukD/IukE und CC waren hochsignifikant (p < 0,01).

In 151 Isolaten (79,9 %) konnte die Kombination aus /ukF-P83 und lukM detektiert werden, wobei die
Anwesenheit der beiden Gene auf CC133, CC151 und CC479 beschrankt war. Mit Ausnahme eines
einzigen CC479-Isolates aus Bestand 24 verfiigten alle Angehorigen dieser drei in der vorliegenden
Untersuchung dominierenden CC uber lukF-P83/lukM (Abb. 4). Die Abwesenheit von lukF-P83/lukM
in besagtem CCA479-Isolat wurde dabei durch eine im Institut fiir bakterielle Infektionen und

Zoonosen des Friedrich-Loeffler-Instituts, Standort Jena, durchgefiihrte PCR bestatigt.

120

100

80

60 B mit lukM/IukF-P83

40 O ohne lukM/lukF-P83

Anzahl Isolate

20

Abb. 4: Zusammenhang zwischen Vorhandensein von lukF-P83/lukM und CC

Nach Erstellung einer Kontingenztabelle (Tab. 11) wurde die Unabhangigkeit von CC und [ukF-
P83/lukM geprift. Die exakte Signifikanz lag mit p < 0,01 deutlich unterhalb des Signifikanzniveaus.
Das Vorkommen von lukF-P83/lukM und die CC-Zugehdrigkeit waren daher voneinander abhangig.
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Tab. 11: Verteilung der Kombination aus /ukF-P83 und lukM innerhalb der CC

cc lukF-P83/lukM >
positiv negativ
CC151 98 0 98
Cca79 32 1 33
CC133 21 0 21
cco7 | o 9 9

CC398 0 8 8
CcCo 0 5 5
CC20 0 5 5
CCca5 0 5 5
CC101 0 3 3
cc? 0 1 1
CC50 0 1 1
3 151 38 189
% 79,9 20,1 100

Da die Anwesenheit von lukF-P83/lukM ein wesentliches Charakteristikum der in der vorliegenden
Untersuchung haufig aus Milchproben isolierten CC151-, CC479- und CC133-Isolate darstellte, wurde
die Expression dieser Genkombination lberprift. Bei allen untersuchten 15 lukF-P83/lukM-positiven
Staphylococcus aureus aus dem Untersuchungsgut wurden im Zelliberstand nachweisbare Mengen
von LukF-P83/LukM gemessen (Anhang 7). Die untersuchten CC133-Isolate produzierten dabei mehr
Leukozidin als die CC151- und CC479-Isolate.

4.3.7 Detektion von Genen extrazelluldrer Enzyme

Das Staphylokinase-Gen sak kam in allen CC101-Isolaten (n=3) vor. Darlber hinaus wurde es jeweils
in einem CC7- (Bestand 24), CC9- (Bestand 15) und CC45-Isolat (Bestand 13) detektiert, so dass dieses
Gen insgesamt sechsmal nachgewiesen wurde.

Bei der Testung auf Unabhangkeit zwischen sak und CC wurde eine exakte Signifikanz von p < 0,01
ermittelt, so dass die Hypothese der Unabhangigkeit verworfen und die Abhangigkeit der beiden

Variablen angenommen wurde.
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4.4 Detektion von Resistenzdeterminanten

Im Folgenden werden die Ergebnisse zu den detektierten Resistenzgenen dargelegt, wobei auch bei
diesen Betrachtungen der Bezug zur CC-Zugehorigkeit im Vordergrund steht.

4.4.1 Detektion des B-Laktamase-Gens blaZ

Das Penicillin-Resistenz vermittelnde B-Laktamase-Gen blaZ wurde in 21 (11,1 %) der untersuchten
189 Staphylokokken nachgewiesen, wobei die Komplexe CC151, CC398, CC9, CC20, CC45 und CC7
(Tab. 12) und die Bestande 2, 5, 8, 9, 13, 12, 15, 24, 25, 26, 28 und 32 betroffen waren. In all diesen
Bestanden konnten neben blaZ-positiven Staphylokokken auch blaZ-negative lsolate detektiert
werden. Nur ein einziges (CC151-) Isolat (0,7 %) der drei in der vorliegenden Untersuchung
dominierenden CC war blaZ-positiv, wahrend 54,1 % der lsolate der verbleibenden, sporadisch
nachgewiesenen CC Uber blaZ verfugten.

Tab. 12: Vorkommen des B-Laktamase-Gens blaZ innerhalb der verschiedenen CC

cC blaz >
positiv negativ
CC151 1 97 98
Ccca79 0 33 33
CC133 0 21 21
cc97 |« o | 9 | 9
CC398 8 0 8
CcC9 5 0 5
CC20 5 0 5
CCa5 1 4 5
CC101 0 3 3
cc7 1 0 1
CC50 0 1 1
)3 21 168 189
% 111 88,9 100

Die Gegenlberstellung von CC und blaZ lieferte eine exakte Signifikanz von p < 0,01. Die Anwesenheit

des Gens war daher abhangig vom CC.

4.4.2 Detektion des Gens mecA

Das Methicillin-Resistenz vermittelnde mecA war bei vier (2,1%) der untersuchten 189

Staphylokokken vorhanden, wobei diese Staphylococcus aureus in vier unterschiedlichen Herden

isoliert worden waren (Bestand 5, 8, 28 und 32). Alle mecA-positiven Isolate gehérten zu CC398 und

besaBen sowohl blaZ als auch tetK, das Gen einer Tetrazyklin-Effluxpumpe. tetM, ein weiteres

Tetrazyklin-Resistenzgen, war bei drei der vier Isolate vorhanden. Darliber hinaus wurde in jeweils
56



Ergebnisse

einem mecA-positiven Isolat vgaA, ein Streptogramin-Resistenz-vermittelndes Gen, und aacA-aphD,
das Aminoglykosid- (insbesondere Gentamicin-)Resistenz vermittelt, detektiert.

4.4.3 Detektion weiterer Resistenzdeterminanten

In den untersuchten Isolaten kamen neben blaZ und mecA sowie den nur bei mecA-positiven Isolaten
auftretenden Genen (vgaA, aacA-aphD) insgesamt noch sechs weitere Resistenzdeterminanten vor,
deren Auftreten und Haufigkeit in Tab. 13 aufgefiihrt sind.

Tab. 13: Auftreten und Haufigkeit von Resistenzdeterminanten in den verschiedenen CC

cC n Tetrazykline Fosfomycin/ Chloramphenicol MLS
Bleomycin

tetK tetM fosB fexA cat msrA
pos | neg | pos | neg [ pos | neg | pos | neg | pos [ neg | pos | neg
CC151 98 0 98 0 98 3 95 0 98 1 97 11 97
Ccca79 33 0 33 0 33 2 31 2 31 0 33 0| 33
CC133 21 0 21 0 21 20 1 3 18 0 21 of 21

cco7 | ol o 9of of o 2| 7| o 9| o 9| o 9

CC398 8 3 5 7 1 0 8 3 5 0 8 0 8
CcC9 5 0 5 0 5 5 0 0 5 0 5 0 5
CC20 5 0 5 0 5 5 0 0 5 0 5 0 5
Cccas 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5 0 5
CC101 3 0 3 0 3 3 0 0 3 0 3 0 3
cc7 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
CC50 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
)3 189 3| 186 7| 182 40 149 8| 181 1| 188 1| 188
% 100| 1,6] 984 3,7( 96,3 21,2| 78,8 421958 05| 995| 0,5]99,5

pos = positiv; neg = negativ; MLS = Makrolide/Lincosamide/Streptogramine

Die beiden Gene tetM und tetK traten ausschlieRlich bei CC398-Isolaten auf, wobei sowohl mecA-
positive als auch mecA-negative Isolate betroffen waren. Beide Variablen waren vom CC abhangig
(p=0,01 bzw. p < 0,01).

Bei 21,2 % aller untersuchten Staphylokokken kam die Fosfomycin/Bleomycin-Resistenz-vermittelnde
Determinante fosB vor. Innerhalb der in der vorliegenden Arbeit dominierenden CC wurde sie
vereinzelt bei CC151- und CC479-Isolaten detektiert; dagegen trat sie bei 20 (95,2 %) der 21 CC133-
Isolate auf. Weiterhin war sie bei allen Angehdrigen von CC9, CC20 und CC101 sowie bei zwei der
neun (22,2%) CC97-Isolate vorhanden. Der Zusammenhang zwischen CC und fosB war
hochsignifikant (p < 0,01). Das Chloramphenicol-Resistenz-vermittelnde fexA wurde in acht Isolaten
(4,2 %) nachgewiesen, die zu CC479, CC133 und CC398 gehorten. Die Gegenliberstellung von CC und
fexA ergab die Abhédngigkeit der Variablen (p<0,05). Die zweite Chloramphenicol-
Resistenzdeterminante cat wurde ebenso wie das Makrolid/Lincosamid/Streptogramin-Resistenz

vermittelnde msrA lediglich in einem CC151-Isolat gefunden. Keine der Ubrigen mittels Microarray

57



Ergebnisse

detektierbaren Resistenzdeterminanten (ermA—C, mefA, vatA, vatB, vgb, dfrA, cfr, vanA, vanB, vanZ,
far) wurde detektiert. In 135 (71,4 %) der 189 Isolate wurde keine einzige Resistenzdeterminante

nachgewiesen.

4.5 Erfassung des Phanotyps

Alle betrachteten Kulturen waren flach und von glatt-glanzender Oberflache. Die Einzelkolonien
waren nach einer Bebritungszeit von 24 h ca. 2 mm groRR und scharf begrenzt. Himolyseverhalten
und Pigmentierung der untersuchten Isolate variierten.

In Tab. 14 sind die Phanotypen der 189 untersuchten Isolate entsprechend ihrer Zugehdrigkeit zu den
verschiedenen CC aufgelistet. Die Angaben zum Hamolyseverhalten und der beobachteten
Hamolysezone nach SKALKA (1979) stimmten dabei fiir beide herangezogene Nihrmedien (Askulin-
Agar ESC SB und Columbia-Agar COL SB+) iiberein. Die in der Tab. 14 angegebenen Daten zur
Pigmentierung wurden auf Askulin-Agar erhoben. Kulturen auf Columbia-Agar waren grundsétzlich
etwas weniger stark pigmentiert, verhielten sich aber untereinander identisch zu den auf Askulin-
Agar gewachsenen. So waren Kolonien, die auf Askulin-Agar ,maisgelb” beurteilt wurden, auf
Columbia-Agar von einem ,hellen maisgelb”. Auf Askulin-Agar ,hellgelbe” Kulturen wurden auf
Columbia-Agar mit ,eierschalenfarben” angesprochen und auf Askulin-Agar ,eierschalenfarbene”

Kolonien waren auf Columbia-Agar ,,cremeweiR”.

Tab. 14: Phanotyp der 189 Isolate in Abhadngigkeit vom CC

Hamolyseverhalten | Hamolysezone nach Pigmentierung
Skalka
CC n vH uH dzH o B oa+B| mg hg ei
CC151 | 98 3 95 3 95 97 1 0
cca79 | 33 2 31 2 31 33 0 0
CcCc133 | 21 21 0 0 21 0 0 0 21 0
cc97 | o ol o o ol ol o ol 9| 0
CC398 8 0 0 8 0 0 8 0 0 8
cco 5 1 0 4 1 0 4 4 1 0
CC20 5 5 0 0 5 0 0 3 0 2
CCa5 5 0 0 5 0 0 5 0 5 0
CccC101 3 3 0 0 3 0 0 0 3 0
cc7 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0
CC50 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0
)3 189 31 5 153 31 5 153 137 42 10
% 100| 16,4 2,61 81,0| 16,4 26| 81,0| 725| 222 53

vH: vollstdndige Hamolyse; uH: unvollstindige Hamolyse, dzH: doppelzonige
Hamolyse; a: a—Hamolyse, B:—Hamolyse; mg: maisgelb; hg: hellgelb;

ei: eierschalenfarben
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Samtliche untersuchten lIsolate waren hamolysierend. Der (berwiegende Teil der betrachteten
Staphylokokken (81,0 %) verfuigte liber eine doppelzonige Hdmolyse, die sich aus einer vollstandigen
Hamolyse in unmittelbarer Umgebung des Impfstrichs und einer sich daran anschlieBenden Zone
unvollstandiger Hamolyse ergab. Unter Anwendung des von SKALKA et al. (1979) entwickelten
Verfahrens wurden diese Zonen als a- und B-Hamolysezone identifiziert. 31 Isolate (16,4 %) wiesen
eine Zone vollstandiger Hamolyse unterschiedlichen Ausmales auf, die sich nach der Methode von
SKALKA et al. (1979) als a-Hamolyse herausstellte. Eine Zone unvollstindiger Hamolyse ohne
benachbarte vollstandige Hamolyse wurde bei finf Isolaten festgestellt. Nach Durchfiihrung der von
SKALKA et al. (1979) ermittelten Methode wurden diese unvollstindigen Hamolysezonen als B-
Hamolyse angesprochen. Eine 6&-Hamolysezone wurde bei keinem der untersuchten Isolate
festgestellt.

Angehdrige desselben CC verfiigten in den durchgefiihrten Untersuchungen im Wesentlichen {iber
identische phanotypische Merkmale (Tab. 14). Eine alleinige o-Hamolyse trat bei samtlichen
Angehorigen von CC133, CC20, CC101 und CC7 auf. Mit Ausnahme eines Isolates waren die
Hamolysezonen bei allen CC133-Staphylokokken mindestens 2 mm breit. Die Hamolysezonen der
CC20- und der CC101-Isolate waren von unterschiedlichem Ausmali, das CC50-Isolat verfligte Uber
eine 1 mm breite Zone vollstandiger Hamolyse. Finf Isolate, die zu CC151 sowie CC479 gehorten,
zeigten eine alleinige B-Hamolyse. Bei allen ibrigen Isolaten wurde eine doppelzonige Hdmolyse
beobachtet.

Die Pigmentierung der untersuchten Kulturen variierte von ,eierschalenfarben” bis , maisgelb”,
yJreinweife” Kulturen wurden nicht beobachtet. Wahrend CC398-Isolate grundsatzlich
,eierschalenfarben” waren, wurden alle Angehérigen von CC133, CC97, CC45, CC101, CC7 und CC50
als ,hellgelb” beurteilt. Bei den lbrigen Isolaten dominierte eine ,maisgelbe” Pigmentierung.

Zur Beschreibung des Zusammenhang zwischen CC und Hamolyseverhalten wurde das Monte-Carlo-
Verfahren angewandt, bei dem eine Signifikanz von p < 0,01 und damit die Abhdngigkeit der beiden
Variablen ermittelt wurde. Bei der Testung auf Unabhéangkeit zwischen CC und Pigmentierung wurde
eine exakte Signifikanz von p < 0,01 eruiert, so dass auch hier die Hypothese der Unabhangigkeit

verworfen wurde.

In der vorliegenden Untersuchung waren 130 (68,8 %) der charakterisierten 189 Isolate maisgelb und
verflgten (iber eine doppelzonige Hamolyse. 126 (96,9 %) dieser 130 Isolate gehdrten dabei zu
CC151 und CC479. Andererseits gehorten 21 (80,8 %) der 26 ,hellgelben” Isolate mit vollstandiger
Hamolyse zu CC133. Alle acht ,eierschalenfarbenen” Isolate mit doppelzoniger Hamolyse waren

Angehorige von CC398.

4.6 Zusammenflihrung von Ergebnissen der Phdnotypisierung und der Genotypisierung

Um abzuwagen, ob die verschiedenen beobachteten Phdnotypen aus einer unterschiedlichen
Ausstattung mit Hamolysin-Genen resultierten, wurde der Faktor ,,Hdmolysezone” den vorhandenen
Hamolysin-Genen gegeniibergestellt (Tab. 15). Da das Hamolysin y durch Agar gehemmt wird
(BLOBEL und SCHLIESSER 1994), entfdllt die Gegenliberstellung von Hamolysin-Genen und
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v-Hamolysezone. Auf die Darstellung des Hamolysin 6-Gens, das bei allen untersuchten
Staphylokokken vorhanden war, wurde verzichtet.

Tab. 15: Gegenuberstellung von Hamolyseverhalten und Hamolysin-Genen

Hamolyse- | n | Hamolysin | Hamolysin Hamolysin
zone nach a B 4
SKALKA hla hib lukF higA lukS

(1979) pos | neg | pos | neg | pos | neg | zw | pos | neg  zw | pos | neg | zw
a 31 30 1 30 1 30 0 1 27 3 1 30 1 0
B 5 5 0 5 0 5 0 0 5 0 0 5 0 0
a+f 153 | 150 3| 135 18 | 150 2 1| 148 4 1| 153 0 0
2 189 | 185 4| 170 19 | 185 2 2| 180 7 2| 188 1 0
% 100 | 97,8 | 2,2 |/899 10,1978 | 1,1 |11|952| 3,7|{11/995| 05/]0,0

o = a-Hamolyse; f = B-Hamolyse; a + B: a- und B-Hamolyse; pos = positives Signal; neg = negatives
Signal; zw = Signalintensitat zweifelhaft

Samtliche Auspragungen der phanotypisch erfassten Faktoren kamen in Anwesenheit aller
Hamolysin-Gene vor. Gleichzeitig resultierten aus der Abwesenheit der Hamolysin-Gene keine

bestimmten Phanotypen. Es konnte keine Abhangigkeit der Variablen ermittelt werden.

4.7 Resistenzbestimmung mittels Agardiffusionstest

Einen Uberblick iiber das im Agardiffusionstest ermittelte Resistenzverhalten der getesteten 189
Isolate bietet Tab. 16. Um eine bessere Ubersicht zu gewahrleisten, wurde bei den einzelnen CC auf
die Darstellung der intermedidr getesteten Isolate verzichtet.

Bei 132 (69,84 %) der 189 Isolate konnten unter Anwendung des Agardiffusionstests keine

Resistenzen oder intermedidare Empfindlichkeiten gegeniiber den getesteten Substanzen festgestellt
werden.

21 lIsolate (11,1 %) zeigten eine Resistenz gegeniber Penicillin. Bei 15 dieser 21 Isolate war

gleichzeitig eine Resistenz gegenliber Amoxicillin/Clavulansdure ausgepragt.

Resistenzen gegeniliber Oxacillin, die einen Hinweis auf Methicillin-resistente Isolate dargestellt
hatten, wurden im Agardiffusionstest nicht beobachtet.

Cephalosporin-Resistenzen waren selten. 184 Isolate wurden gegenilber allen getesteten
Cephalosporinen als sensibel beurteilt. Einzelne Resistenzen bzw. intermedidre Empfindlichkeiten
wurden gegenilber Cefacetril, Cefalexin, Cefazolin und Cefoperazon ermittelt, wahrend alle Isolate

sensibel gegeniliber Cefapirin und Cefquinom waren.

Bei den getesteten Aminoglykosiden und Fluorchinolonen wurden ebenso wie beim

Makrolidantibiotikum Erythromycin nur vereinzelt Resistenzen festgestellt. Hingegen wurden elf
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Isolate resistent und 15 Isolate intermedidr auf das zweite Makrolidantibiotikum Tylosin getestet.
Nahezu so viele Resistenzen wurden auch bei Trimethoprim und Tetracyclin verzeichnet, wahrend
Uber 97% der lIsolate sensibel auf Pirlimycin und die Antibiotikakombinationen
Penicillin/Streptomycin/Nafcillin sowie Cefalexin/Kanamycin getestet wurden.

Beim Vergleich des Resistenzverhaltens der verschiedenen CC fallt auf, dass Angehorige von CC398
im Agardiffusionstest wesentlich haufiger Resistenzen aufwiesen als Angehorige der (ibrigen CC. Alle
acht CC398-Isolate wurden resistent gegentiber Amoxicillin/Clavulansédure, Penicillin und Tetracyclin
getestet; darliber hinaus wurden Resistenzen und intermedidre Empfindlichkeiten gegeniber allen
Ubrigen getesteten Antibiotika bzw. Antibiotikakombinationen — mit Ausnahme von Oxacillin,
Cefapirin, Cefquinom und Cefalexin/Kanamycin — beobachtet.

Andere CC verfigten nur vereinzelt Uber Resistenzen. Auffdllig war hierbei vor allem das
stammspezifische Verhalten gegeniber Penicillin. Wahrend alle Angehérigen von CC9, CC20 und CC7
als Penicilllin-resistent beurteilt wurden, waren alle CC479, CC133-, CC97-, CC101- und CC50-Isolate

Penicillin-sensibel. Dieser Zusammenhang wurde als hochsignifikant (p < 0,01) beurteilt.
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Tab. 16: Mittels Agardiffusionstest ermitteltes Resistenzverhalten der getesteten 189 Isolate in Abhangigkeit vom CC

= Penicillin/Streptomycin/Nafcillin)

Amoxicillin/Clavulansaure; Pen/Str/N

(Amox/Clav
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4.8 Zusammenfihrung von Ergebnissen zur Antibiotikaresistenz

Im durchgefiihrten Agardiffusionstest wurde das Resistenzverhalten gegeniliber Antibiotika getestet,
die zum Zeitpunkt der Untersuchungen in Deutschland als fiir das Rind zugelassenes Arzneimittel im
Handel waren, wohingegen die verwendeten DNA-Microarrays fiir den Einsatz in der Humanmedizin
entwickelt wurden. Die Gegenliberstellung der Ergebnisse des Agardiffusionstests und der
Genotypisierung beschrankt sich daher auf neun verschiedene Wirkstoffe, die in Tab. 17 mit den
entsprechenden Resistenzdeterminanten in Zusammenhang gebracht werden. Die Berechnung der
exakten Signifikanz erfolgte bei Variablenpaaren, bei denen beide Variablen in zumindest zwei
Auspragungen (positiv/negativ bzw. resistent/intermediar/sensibel) auftraten.

Alle 21 blaZ-positiven Isolate wurden im Agardiffusionstest als Penicillin-resistent beurteilt, wahrend
alle blaz-negativen Staphylokokken im Agardiffusionstest Penicillin-sensibel waren. Die exakte
Signifikanz wurde mit p < 0,01 angegeben.

Das mecA-Gen wurde bei vier CC398-Isolaten detektiert, obwohl kein Isolat resistent gegeniber
Oxacillin getestet wurde. Zwar wurden bei diesen vier Isolaten Resistenzen und intermediare
Empfindlichkeiten gegenlber anderen penicillinasefesten -Laktam-Antibiotika beobachtet, jedoch
traten diese nicht signifikant haufiger auf (p > 0,05) als bei mecA-negativen CC398-Isolaten (Anhang 8
und Anhang 9). Unter Anwendung der Bouillon-Mikrodilution wurde bei allen vier Isolaten eine
Oxacillin-Resistenz ermittelt (Anhang 10).

Das Aminoglykosid-Resistenzgen aacA—aphD war in einem |Isolat vorhanden, das im
Agardiffusionstest als resistent gegeniiber beiden getesteten Aminoglykosid-Antibiotika getestet
wurde. Bei drei weiteren Isolaten, die resistent gegeniiber Neomycin waren, fehlte dieses Gen. Der
Uberwiegende Teil (97,9 %) der Staphylokokken verfiigte jedoch nicht Giber aacA—aphD und wurde als
sensibel gegeniliber beiden Substanzen bewertet.

Resistenzen gegeniiber den getesteten Makroliden und Pirlimycin traten zwar auf, jedoch konnte nur
bei einem lIsolat eine entsprechende Resistenzdeterminante (msrA) detektiert werde. Dieses msrA-
positive Isolat wies im Agardiffusionstest keinerlei Resistenzen auf.

21 Isolate wurden zwar als nicht-sensibel gegeniiber Trimethoprim getestet, ein Nachweis von dfrA
blieb jedoch aus.

Das Tetrazyklin-Resistenzgen tetM trat — teils in Kombination mit tetk — bei sieben der acht CC398-
Isolate auf. Diese sieben Isolate wurden im Agardiffusionstest als resistent gegentiber Tetrazyklin
bewertet. Bei einem weiteren CC398- sowie einem CC479-Isolat, die im Agardiffusionstest ebenfalls
resistent gegeniiber Tetrazyklin waren, wurde keine der beiden Resistenzdeterminanten festgestellt.

Die exakte Signifikanz wurde mit p < 0,01 angegeben.
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Tab. 17: Gegenlberstellung

Resistenzdeterminanten

der Ergebnisse des Agardiffusionstests und der

detektierten

Erzebnis Verhalten des Antibiotikums Exakte
Antibiotikum Gen g .. im Agardiffusionstest Signifikanz
Genotypisierung
R | S 4]
iti 21 - -
Penicillin blaz p05|t|Y <0,01
negativ - - 168
Oxacillin mecA p05|t|Y - - 4 entfallt
negativ - - 185
- positiv 1 - -
Gentamicin aacA—-aphD - <0,01
negativ - 3 185
. positiv 1 - -
Neomycin aacA—-aphD - <0,05
negativ 3 - 185
. positiv - - 1
E
rythromycin msrA negativ 1 1 136 > 0,05
. positiv - - 1
Tylosin msrA negativ 11 15 162 > 0,05
- . positiv - - 1
Pirlimycin msrA negativ 1 0 187 > 0,05
. positiv - - - .
Erythromycin mefA negativ 1 1 136 entfallt
. positiv - - - .
Tylosin mefA negativ 11 15 ) entfallt
- . positiv - - - )
Pirlimycin mefA negativ 1 0 138 entfallt
. positiv - - - ..
Erythromycin ermA—-ermC negativ 1 1 136 entfallt
. positiv - - - ..
Tylosin ermA—-ermC negativ 11 15 162 entfallt
- . positiv - - - .
Pirlimycin ermA—-ermC negativ 1 0 188 entfallt
ositiv - - -
Trimethoprim dfrA P - entfallt
negativ 10 11 168
positiv 3 - -
tetk <0,01
, € negativ 6 11 169 ’
Tetrazyklin oositiv -
tetM <0,01
€ negativ 2 11 169 ’




Diskussion

5 Diskussion

5.1 Klassifizierung der 189 Staphylococcus aureus-lsolate

Der vorliegenden Studie zur weiterfihrenden Charakterisierung boviner Staphylococcus aureus-
Isolate mittels Microarray-Technologie ging die Untersuchung von 81 567 Viertelgemelksproben
voraus, von denen 1902 Proben als Staphylococcus aureus-positiv beurteilt wurden. Die Aussage zur
Zugehorigkeit der angeziichteten Kulturen zur Spezies Staphylococcus aureus wurde dabei aufgrund
phanotypischer Eigenschaften und der Ergebnisse einfacher biochemischer Reaktionen getroffen,
wobei die verwendeten Methoden nur eine Unterscheidung zwischen Koagulase-positiven und
Koagulase-negativen Staphylokokken zulassen. Im Rahmen der Routinediagnostik wird diese
Differenzierung jedoch als hinreichend genau angesehen, weil Staphylococcus aureus wesentlich
haufiger in Mastitismilch nachgewiesen wird als andere Koagulase-positive Staphylokokken
(ROBERSON et al. 1992). Alle 189 als Staphylococcus aureus angesprochenen und fiir weiterfiihrende
Untersuchungen ausgewdhlten Isolate wurden mittels Microarray-Technologie in ihrer
Spezieszugehorigkeit bestatigt. Dies unterstreicht die geringe Bedeutung anderer Koagulase-positiver

Staphylokokken im bovinen Mastitisgeschehen.

Alle 189 Isolate konnten bekannten CC zugeordnet werden, wobei drei CC (CC151, CC479 und CC133)
deutlich haufiger detektiert wurden als die (ibrigen vorkommenden Komplexe. In 18 der 34
teilnehmenden Bestande wurden nur diese drei CC nachgewiesen, wahrend lediglich in einer Herde
(Bestand 1) keiner dieser CC vorkam. Anhang 5 zeigt, dass diese 18 Bestdnde gleichmaRig Uber ganz
Thiiringen verteilt waren und das Vorkommen der drei dominierenden CC daher nicht auf bestimmte
Regionen des Freistaats begrenzt war. Dies bestatigt Ergebnisse anderer Studien, in denen wenige CC
fir den Grofteil der bovinen Staphylococcus aureus-Euterinfektionen verantwortlich gemacht
wurden. In einer von SMITH et al. (2005b) durchgefiihrten Untersuchung von 259 Staphylococcus
aureus-lsolaten aus den USA, GroBbritannien und Chile dominierte CC97 deutlich. Am
zweithdufigsten in dieser Studie wurde CC151 nachgewiesen, der vor allem in GroRbritannien
detektiert wurde und innerhalb dieses Landes haufiger vorkam als CC97. SUNG et al. (2008) ordneten
die Mehrzahl der von ihnen in GroBbritannien untersuchten bovinen Staphylococcus aureus-lsolate
CC97, CC133 und CC151 zu, wahrend sie andere CC nur sporadisch nachwiesen. HASMAN et al.
(2010) konnten den GroRteil ihrer 101 bovinen Staphylococcus aureus-lsolate CC50, CC97 und CC151
zuordnen. Auch Autoren, die mit anderen Klassifizierungsschemata als der MLST-Klassifizierung
arbeiteten und Studien in den USA, Norwegen und der Schweiz durchfiihrten, berichteten von der
Dominanz einiger weniger Genotypen bei bovinen Mastitiden (KAPUR et al. 1995, MORK et al. 2005,
FOURNIER et al. 2008).

Die in den aufgefiihrten Studien erfassten Komplexe CC151 und CC133 wurden in der Untersuchung
haufig detektiert. Dagegen trat der vielfach genannte CC97 nur in einem der teilnehmenden 34

Herden (Bestand 1) auf, wobei ihm alle sechs typisierten Isolate angehorten.

Von den drei in der vorliegenden Untersuchung dominierenden CC gelten CC151, der nach neueren
Erkenntnissen zum Ursprung des Komplexes auch als CC705 bezeichnet wird (WOLF et al. 2011), und
CCA479 als auf das Rind beschrankt (HERRON-OLSON et al. 2007, SUNG et al. 2008, HATA et al. 2010b,
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VAN DEN BORNE et al. 2010). CC133 kommt dartiber hinaus in Milchproben von Schafen und Ziegen
vor (JOKIEL 2009, SMYTH et al. 2009, GUINANE et al. 2010). Das Wirtsspektrum der Ubrigen
detektierten CC ist dagegen nicht auf Rinder bzw. Wiederkauer begrenzt. So wurden CC7, CC9, CC20,
CC45 und CC101 bisher vor allem aus dem Menschen isoliert (McCARTHY und LINDSAY 2010),
dartber hinaus sind sie aber bei einer Vielzahl von Haus- und Nutztieren beschrieben (MONECKE et
al. 2007a, HASMAN et al. 2010, MONECKE et al. 2011a). Ebenso kann CC50 sowohl aus humanen als
auch aus tierischen Quellen isoliert werden (CONCEICAO et al. 2009, VAN DEN BORNE et al. 2010).
CC398 kommt vor allem in Schweinehaltungen und Gefliigelbetrieben groRe Bedeutung zu, wo er
vereinzelt sogar aus der Abluft isoliert werden konnte (personliche Mitteilung: ALEXANDRA FETSCH,
Berlin, 23.11.11). Darliber hinaus kann er aber auch bei anderen Nutztieren, Pferden, Hunden und
beim Mensch nachgewiesen werden (KADLEC et al. 2009, MONECKE et al. 2011a). Methicillin-
resistente Stamme dieses CC bilden die Gruppe der IaMRSA, die beim Tier keine Symptome
hervorrufen, jedoch im Menschen Erkrankungen hervorrufen kénnen (SCHWARZ et al. 2008).
Tatsachlich sind aber nur vereinzelt laMRSA-Erkrankungen beim Menschen beschrieben (personliche
Mitteilung: ALEXANDRA FETSCH, Berlin, 23.11.11).

Der haufig in bovinen Milchproben detektierte CC97 tritt neben Rindern unter anderem in Menschen
und Schweinen auf (SUNG et al. 2008, Monecke et al. 2011a). HATA et al. (2010b) wiesen CC97 in
einem japanischen Milchviehbestand an den Pfoten von Stallkatzen, den Flotzméaulern von Farsen,
der Einstreu von Milchrindern, der Melkmaschine und an Melkerhdnden nach. Die Autoren
verglichen Staphylococcus aureus-lsolate aus der Milch der Kiihe dieses Bestandes mit den Isolaten,
die in der Umgebung der Tiere gefunden wurden und konnten aus beiden Quellen identische CC97-
Staphylokokken gewinnen. Ebenfalls in dieser Studie detektierte CC151-Isolate waren dagegen auf
die Kuhmilch beschrankt. Die Studie von HATA et al. (2010b) zeigt, dass bei der Staphylococcus
aureus-Sanierung auch andere Erregerreservoire als das infizierte Kuheuter in Betracht gezogen
werden miissen. Diese Aussage wird von weiteren Autoren vertreten, die Staphylococcus aureus
nicht als rein kontagiosen Mastitiserreger betrachten (MATOS et al. 1991, ROBERSON et al. 1998,
ZADOKS et al. 2000, SMITH et al. 2005b, CAPURRO et al. 2010). Die Studie von HATA et al. (2010b)
zeigt darliber hinaus, dass epidemiologische Unterschiede zwischen verschiedenen im Rind
vorkommenden CC existieren. Diese epidemiologischen Unterschiede werden auch in der
vorliegenden Untersuchung deutlich. Wahrend CC151, CC479 und CC133, die zusammen 80,4 % der
typisierten Staphylococcus aureus bildeten, als auf das Rind bzw. den Wiederkduer beschrankt
gelten, kommen alle anderen isolierten CC auch in anderen Wirten vor. Es lagen daher zwei
epidemiologisch unterschiedliche Varianten von Staphylococcus aureus vor. Wegen der
Wirtsspezifitdt der drei dominierenden CC kénnen Nicht-Wiederkduer in der Umgebung der Tiere
(z.B. Melker, Hofhunde, Stallkatzen) eventuell gar nicht als Reservoir fiir diese Staphylococcus aureus
fungieren. Einziges Erregerreservoir ware in diesem Fall das infizierte Kuheuter und diese CC kénnten
daher als ,euterassoziiert” betrachtet werden. Dagegen zeigen die anderen in dieser Studie
detektierten CC Eigenschaften ,umweltassoziierter” Keime. So weisen sie eine hohe genetische
Variabilitait auf und koénnen auch in der Umgebung der Tiere nachgewiesen werden.
Literaturangaben zu Reservoiren, Charakteristika und Ubertragungswegen euter- und

umweltassoziierter Mastitiserreger sind in Tab. 18 zusammengefasst.
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Tab. 18: Reservoire, Charakteristika und Ubertragungswege euter- und umweltassoziierter Keime

Mastitiserreger

euterassoziiert umweltassoziiert Referenz
Reservoir - infiziertes - Umwelt (Kot, GRANZ (2005)
Milchdrisengewebe Einstreu, Futter)
- Zitzenverletzungen - &duBere Haut, Vagina, | TOLLE et al. (1977)
Darm
Charakteristika | - kaum Uberleben STRIEZEL (2005)

bzw. Vermehren
aulBerhalb der

Milchdrise
- kontagidses - geringe Pravalenz bei | HOEDEMAKER et al.

Verhalten bei hoher Variabilitat (2007)

geringer Variabilitat der Stémme

der Stamme
Ubertragungs- - beim Melken - jederzeit GRANZ (2005)
wege (Melkerhande, - im Liegebereich

Zitzengummis, Milch, | - in unhygienischen

Fliegen) Melkstéanden durch

Spritzwasser

Sowohl kleine Bestande mit weniger als 100 Kihen als auch Bestidnde mit mehr als 300 Kiihen
verfligten Uber beide ,epidemiologischen Varianten”. Weiterhin liel die BetriebsgroRe keinen
Rickschluss auf die Anzahl der unterschiedlichen nachgewiesenen CC zu. So konnte sowohl in
Bestand 1 mit 79 Kiihen als auch in Bestand 22 mit 1029 Kihen beobachtet werden, dass alle
charakterisierten Staphylokokken zum selben CC gehoérten. Das verwendete Verfahren zur Auswahl
von Isolaten fiir die weiterfiihrende Charakterisierung legt nahe, dass die Dominanz eines einzigen CC
sich hierbei nicht auf die untersuchten sechs Isolate beschrinkt, sondern auch innerhalb der
gesamten Herde fortbesteht. Einem innerhalb der Herde dominierenden CC muss es aufgrund
unbekannter Faktoren oder aufgrund eines mangelnden Vorliegens anderer CC bzw. einer
Kombination aus Beidem gelungen sein, sich im Bestand durchzusetzen. Andererseits kann ein
gleichzeitiges Vorliegen mehrerer CC in einem Bestand durch den Zukauf von Tieren aus mehreren
Bestdanden oder durch die schwache Tendenz der beteiligten CC, sich innerhalb der Herde zu
profilieren, erklart werden.

Die Dominanz eines CC geht dabei nicht zwangsweise mit einer hohen Staphylococcus aureus-
Pravalenz einher. Zwar gehoérten sowohl in Herde 1 als auch in Herde 3, die in der vorliegenden
Untersuchung sehr hohe Staphylococcus aureus-Pravalenzen aufwiesen (50,00 % bzw. 33,33 % der
untersuchten Tiere) alle Isolate zu einem CC (CC97 bzw. CC151), jedoch verfiigte z.B. Bestand 22, in
dem alle sechs typisierten Staphylokokken zu CC151 zahlten, lber eine Pravalenz von nur 3,77 %.
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die Staphylococcus aureus-Pravalenz weniger von der
Kontagiositdt des Erregers, als vielmehr von MalRnahmen der Euter- und Melkhygiene beeinflusst

wird.
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Staphylococcus aureus-lsolate kénnen insgesamt vier agr-Typen zugeordnet werden (JARRAUD et al.
2002). In der durchgefiihrten Studie waren CC-Zugehorigkeit und agr-Typ voneinander abhéngig.
Ohne Ausnahme gehorten Angehérige von CC7, CC20, CC45, CC97, CC101, CC133 und CC398 zum
agr-Typ | und Angehorige von CC9, CC151 und CC479 zu agr-Typ Il. Das detektierte CC50-Isolat zahlte
zum agr-Typ IV. Laut MONECKE et al. (2011a) kénnen Angehorige eines CC und sogar eines ST
grundsatzlich im agr-Typ divergieren, so dass der beobachtete Zusammenhang nicht
selbstverstandlich ist. Ein CC umfasst mehrere untereinander verwandte ST, wobei die
Verwandtschaft zweier ST dadurch definiert ist, dass mindestens fiinf der sieben betrachteten
,housekeeping genes” (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi und ygil) identisch sind (FENG et al. 2008).
Eventuell deutet die Konformitat der CC hinsichtlich ihres agr-Typs auf eine enge Verwandtschaft der
Isolate innerhalb eines CC hin. Die bei bovinen Mastitiden isolierten Staphylococcus aureus wiirden
sich demnach noch weniger voneinander unterscheiden als die Aussage zur Zugehorigkeit zu
identischen CC zulasst.

Mit Ausnahme eines CC50-Isolates gehorten alle untersuchten Staphylokokken zu agr | und Il. Auch
MELCHIOR et al. (2009) konnten das Uberwiegen dieser zwei agr-Typen bei bovinen Mastitiden
feststellen. Im Gegensatz zur vorliegenden Untersuchung bei subklinischen Staphylococcus aureus-
Euterinfektionen, in der die beiden haufigsten CC und damit die Mehrheit der Isolate zu agr-Typ Il
gehorten, dominierte in Studien von GILOT et al. (2002), GILOT und VAN LEEUWEN (2004) und
BUZZOLA et al. (2007) bei klinischen Mastitiden in Frankreich, den USA, Japan und Argentinien agr |.
BUZZOLA et al (2007) konnten bei agr I-Isolaten eine gesteigerte Aufnahme in Epithelzellen und eine
hohere Persistenz im Driisengewebe feststellen als bei Isolaten anderer agr-Typen. Die Autoren
leiteten daraus eine hohere Empfindlichkeit von agr II-, agr Ill- und agr IV-Isolaten gegenliber der
wirtseigenen Abwehr ab. Auf die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung Ubertragen wiirde dies
bedeuten, dass Angehdrige von CC7, CC20, CC45, CC97, CC101, CC133 und CC398 fiir das wirtseigene
Immunsystem schwieriger zu eliminieren waren als CC9-, CC151- und CC479-Staphylokokken.
Weiterhin kénnte die Tatsache, dass in den aufgefiihrten Studien bei klinischen Mastitiden vermehrt
agr | isoliert wurde, wahrend bei den subklinischen Mastitiden aus der vorliegenden Untersuchung
vor allem agr |l vorlag, auf eine héhere Pathogenitat von agr |- und damit von CC7-, CC20-, CC45-,
CC97-, CC101-, CC133- und CC398-Isolaten hindeuten.

5.2 CC-spezifische Ausstattung der 189 Staphylococcus aureus-Isolate mit Pathogenitatsfaktor-Genen

Durch die Typisierung der betrachteten Isolate mittels Microarray-Technologie war es moglich, die in
Thiringer Milchviehherden auftretenden elf CC bzw. zwei epidemiologischen Varianten von
Staphylococcus aureus weitgehend zu charakterisieren. So konnte in der vorliegenden Studie gezeigt
werden, dass die verschiedenen CC bzw. die zwei epidemiologischen Varianten hinsichtlich ihrer

Ausstattung mit Pathogenitatsfaktorgenen variieren.

Alle 189 Isolate verfiigten ausnahmslos Uber die Kapselgene cap5 oder cap8, die fir die bei
Euterinfektionen haufigsten Kapseltypen 5 und 8 kodieren (SALASIA et al. 2004). Die in der
vorliegenden Untersuchung dominierenden CC (CC151, CC479 und CC133) besalRen dabei ebenso wie
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CC7, CC45, CC50 und CC101 das Gen cap8, wahrend bei den (ibrigen CC cap5 nachgewiesen wurde.
Da weder cap5 noch cap8 zu den ,housekeeping genes” zdhlen (FENG et al. 2008), liegt die
Abhangigkeit zwischen CC und cap nicht in der CC-Definition der MLST-Klassifizierung begriindet.
Laut Monecke et al. (2011a) kdonnen Angehorige eines CC durchaus im Kapseltyp variieren. Die
Tatsache, dass alle drei in Thiringer Milchviehherden dominierenden CC (iber cap8 verfiigen, lasst
vermuten, dass der Kapseltyp 8 den Staphylokokken zu einem Selektionsvorteil verhilft. Eventuell ist
der von KARAKAWA et al. (1988) und NILSSON et al. (1997) zugesprochene antiphagozytare Effekt
der Kapsel bei Kapseltyp 8 starker ausgebildet als bei Kapseltyp 5. Alternativ kann die Abhangigkeit
zwischen Kapseltyp und CC darauf hinweisen, dass die Kapselgene zu einem bestimmten Zeitpunkt in
das Staphylococcus aureus-Genom integriert wurden und z.B. aufgrund einer Mutation in den
entsprechenden Endonukleasen nicht mehr ausgeschleust werden kénnen. In jedem Fall spricht die
Assoziation zwischen CC und Kapseltyp dafiir, dass die vorliegenden CC sich untereinander stark

ahneln.

Die Hamolysin-Gene hla und hlb konnten bei 97,8 % bzw. bei 89,9 % der untersuchten Isolate
detektiert werden. Die Komponenten des y-Hamolysins (lukF-hlg, hlga, lukS-hlg) wurden bei 97,8 %,
95,2 % bzw. 99,5 % der Isolate nachgewiesen. Alle Isolate waren hld-positiv.

Mit Ausnahme des y-Hamolysins, das durch Agar gehemmt wird (BLOBEL und SCHLIESSER 1994),
kann die Produktion der Toxine durch die Beurteilung des Hamolyseverhaltens gepriift werden,
weshalb in 5.4 eingehend auf die Hamolysine eingegangen werden soll. Laut LARSEN et al. (2002) ist
vor allem das Vorhandensein von Betatoxin typisch flir bovine Staphylococcus aureus. In mehreren
Studien konnte das entsprechende Gen bei einem Grol3teil der bovinen Isolate detektiert werden. So
fand CABRAL (2003) h/b bei 84 (96,6 %) der 87 in Brasilien aus subklinischen bovinen Mastitiden
isolierten Staphylococcus aureus. FUEYO et al. (2005) untersuchten ebenfalls subklinische Mastitiden
und wiesen hlb bei 76 (90,5 %) der 84 typisierten Staphylococcus aureus nach. EISSA (2007) konnte
hilb in einer hessischen Studie bei 60 (78,9 %) der untersuchten 76 Staphylococcus aureus-Kulturen
detektieren. Leider erfolgte in dieser Studie keine Angabe zum Schweregrad der Mastitiden.

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine dhnliche Nachweisrate von hl/b ermittelt. Das Gen war
bei 96,1 % der ,euterassoziierten” CC151-, CC479- und CC133-Isolate vorhanden, fehlte jedoch bei
CC398- und CC45-Staphylokokken, die liber ein breites Wirtsspektrum verfligen. Diese Beobachtung
koénnte auf eine untergeordnete Bedeutung des Betatoxins bei anderen Tierarten als dem Rind sowie
beim Menschen hinweisen. Diese Hypothese wird von AARESTRUP et al. (1999) untermauert, die
bovine und humane Staphylococcus aureus verglichen und in bovinen Isolaten signifikant mehr hib
nachwiesen als in humanen Isolaten. Eventuell liegen bei CC398 und CC45 aber auch
Sequenzvariationen des Gens vor, die durch eine PCR abgeklart werden kénnten. Dies wiirde
erklaren, warum andere Autoren bei bovinen Staphylococcus aureus dieser CC das Hamolysin B-Gen
detektieren konnten (GOMEZ-SANZ et al. 2010, ARGUDIN et al. 2011).

Im Gegensatz zu hlb konnte fir hla sowie fir die Gene des Hamolysins y keine CC-spezifische

Abhangigkeit ermittelt werden.

Konform zu Studien von AKINEDEN et al. (2001) und HAVERI et al. (2007) wurden in keinem der 189

untersuchten Staphylococcus aureus die Gene der Exfoliatine detektiert. Selbst das zu agr IV-
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zdhlende CC50-Isolat besal kein Exfoliatin-Gen, obwohl laut JARRAUD et al. (2000) eine Korrelation
zwischen der agr-Interferenzgruppe IV und Exfoliatin-produzierenden Stammen existiert. Aus diesen
Beobachtungen kann auf eine geringe Bedeutung des Exfoliativen Toxins im bovinen
Mastitisgeschehen geschlossen werden. Demnach ist auch die Gefahr, durch bovine Staphylococcus

aureus Exfoliatin-bedingte Dermatosen im Menschen hervorzurufen, als gering einzuschatzen.

Im GrofSteil der untersuchten bovinen Staphylococcus aureus-lsolate war grundsatzlich das
Vermogen zur Enterotoxinbildung vorhanden. 78,3 % der Staphylokokken verfiigten (iber mindestens
ein Enterotoxin-Gen. Die Nachweisrate war damit deutlich héher als bei ZSCHOCK et al. (2005) und
HAVERI et al. (2007), die in 58,7 % bzw. 44,8 % der untersuchten bovinen Staphylococcus aureus
Enterotoxin-Gene detektierten. Allerdings handelte es sich in der vorliegenden Untersuchung
weniger um die Gene der ,klassischen” Enterotoxine A—E, als vielmehr um die Gene des egc-Clusters
(seg, sei, sem, sen, seo, seu), deren Zusammenhang mit humanen Lebensmittelintoxikationen noch
nicht eindeutig geklart ist. Zwar berichteten MUNSON et al. (1998) von einer emetischen Aktivitat
von SEG und SEI im Primatenmodell, jedoch werden mindestens 95 % der durch Staphylococcus
aureus bedingten Lebensmittelvergiftungen durch SEA-SEE verursacht (OMOE et al. 2002).

Die Gene des egc-Clusters sind auf einem gemeinsamen Operon lokalisiert und treten mit Ausnahme
von sehr selten auftretenden Deletionen gemeinsam auf (JARRAUD et al. 2001). Insofern sind die
beiden Falle in der vorliegenden Untersuchung, in der Signale einzelner Gene ausblieben, sehr
wahrscheinlich auf Sequenzvariationen oder zu schwache Signalintensitdten (z.B. infolge einer
grenzwertigen DNA-Konzentration) zurtickzufihren.

Alle CC9-, CC20-, CC45-, CC50-, CC151- sowie CC479-Isolate und damit 77,8 % aller untersuchten
Staphylokokken verfligten tiber die egc-Cluster-Gene. Dagegen wurden nur bei 12,7 % der Isolate die
Gene ,klassischer” Enterotoxine nachgewiesen. Auch in anderen Untersuchungen zum Vorkommen
von Enterotoxinen in bovinen Staphylococcus aureus-lsolaten wurden die Gene des egc-Clusters
wesentlich haufiger detektiert als andere Enterotoxin-Gene (EISSA 2007, MONECKE et al. 2007a). Die
hohe Pravalenz der egc-Cluster-Gene lasst vermuten, dass sie Staphylococcus aureus bei der
Kolonisation bzw. Invasion unterstitzen. Der Superantigencharakter der Clustergene, der im
Gegensatz zum emetischen Potential unbestritten ist (ARGUDIN et al. 2010), kénnte durch den
lokalen Verbrauch von Zytokinen zur Immunsuppression des Wirts fihren (FERENS und BOHACH
2000), die eine Ausbildung persistierender Infektionen erleichtern kdnnte.

Bei CC7-, CC97-, CC101-, CC133- und CC398-Isolaten wurden keine Clustergene detektiert. Mit
Ausnahme des CC7-lIsolates, das liber sea-N315 verfiigte, wurden in diesen CC auch keine anderen
Enterotoxin-Gene nachgewiesen. Von besonderer Bedeutung ist diese Tatsache fiir die Angehorigen
von CC398, zu denen vier MRSA-Isolate gehorten. Zahlreiche Studien berichteten von der
Abwesenheit der Enterotoxin-Gene bei MRSA CC398 (MONECKE et al. 2007a, WALTHER et al. 2009,
FERLER et al. 2010, TENHAGEN et al. 2010, ARGUDIN et al. 2011, HUBER et al. 2011). Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie, in der bei CC398 weder Enterotoxine, noch Leukozidine oder Exfoliatine
detektiert wurden, untermauern die Beobachtung von TENHAGEN et al. (2010), dass dieser MRSA-
Typ nur schwach mit virulenzassoziierten Genen ausgestattet ist. Dies konnte einen Grund dafir
darstellen, dass die Besiedlung mit MRSA CC398 bei Mensch und Tier nicht immer und nicht

unmittelbar zur klinischen Erkrankung fihrt. Die Abwesenheit der Gene und damit die Abwesenheit
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der verschiedenen Pathogenitatsfaktoren bedingt dabei eine Reduktion des krankmachenden
Potentials. Eventuell bringt die geringe Ausstattung mit Pathogenitatsfaktor-Genen dabei sogar einen
evolutionaren Vorteil fir MRSA CC398 mit sich. Das Ausbleiben von Krankheitssymptomen fiihrt zu
einer stillen Tragerschaft, die eine Ausbreitung innerhalb einer Tiergruppe moglich macht.

Bei den Ubrigen nachgewiesenen Enterotoxin-Genen handelte es sich vor allem um sec, das auf
CC45-Isolate sowie einige CC151-Isolate beschrankt war und bei 12,2 % der Isolate detektiert wurde.
Diese Isolate verfiigten gleichzeitig liber das Gen sel und in 19 von 23 Fallen zusatzlich liber tst-RF122
bzw. tst-1, was durch das Vorkommen der Gene auf einer gemeinsamen Pathogenitatsinsel zu
erklaren ist (FITZGERALD et al. 2001). MATSUNAGA et al. (1993) und HAVERI et al. (2007) konnten ein
vermehrtes Auftreten des SEC-Gens im Zusammenhang mit akuten und perakuten bovinen
Mastitiden nachweisen. Auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie libertragen wiirde dies bedeuten,
dass Tiere mit einer Infektion durch CC45-Staphylokokken schwerwiegendere Mastitissymptome
zeigen als Tiere, die mit Staphylokokken anderer CC infiziert sind. In der vorliegenden Untersuchung
wurden jedoch nur subklinisch infizierte Tiere beprobt. Es kann daher nur spekuliert werden, ob das
Gen sec bei einem anderen Beprobungsverfahren haufiger detektiert worden ware. Fir eine
derartige Aussage miusste der Zusammenhang zwischen sec und dem Schweregrad einer Mastitis
weiter untersucht werden.

Wahrend die Relevanz der klassischen Enterotoxine im Mastitisgeschehen fragwiirdig ist, sind diese
aus lebensmittelhygienischer Sicht von hoher Bedeutung. SEC ist wie SEB, dessen Gen ebenfalls
detektiert wurde, in der Lage, Lebensmittelvergiftungen hervorzurufen (OMOE et al. 2002). Damit
hatten zumindest 23 (12,2 %) der typisierten 189 Staphylokokken das Vermoégen, Erkrankungen im
Menschen hervorzurufen.

Das emetische Potential des durch sea-N315 kodierten Toxins ist anders als das von SEA fraglich.
Diese allelische Variante von sea wurde erstmals aus dem Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus-Stamm N315 isoliert (KURODA et al. 2001) und ist auch als sep bekannt (MONECKE et al.
2009). Bislang konnte lediglich gezeigt werden, dass SEA-N315 in Moschusspitzmausen
gastrointestinale Symptome hervorruft, ein Nachweis der Symptomatik im Primaten steht dagegen
noch aus (OMOE et al. 2005b, ARGUDIN et al. 2010).

Festgehalten werden muss in jedem Fall, dass die Ergebnisse der verwendeten DNA-Chips keine
Aussage zu den tatsdchlich exprimierten Enterotoxinen zulassen. Selbst bei Vorhandensein der
entsprechenden Gene kann bei Optimierung der Verarbeitung und Lagerung des Lebensmittels Milch
keine Enterotoxin-Produktion erfolgen, da die hierfiir nétige Vermehrung der Staphylokokken auf
Keimzahlen von mindestens 105/g in diesem Fall ausbleibt (BLOBEL und SCHLIESSER 1994, BECKER et
al. 2007).

Das humane Allel des Toxic-shock-syndrome-Toxins tst-1 wurde nur in einem einzigen CC45-Isolat
nachgewiesen, so dass die Gefahr eines Kuhmilch-assoziierten Toxic-Shock-Syndroms
vernachlassigbar klein erscheint. Dieses Isolat verfligte gleichzeitig Gber sec, sel, egc sowie sak und
besaR damit wesentlich mehr Pathogenitdtsfaktor-Gene als andere Isolate. Das gemeinsame
Vorkommen der Gene tst-1, sec und sel liegt in der Lokalisation auf einer gemeinsamen
Pathogenitatsinsel begriindet (FITZGERALD et al. 2001). Da das Staphylokinase-Gen sak in humanen

Isolaten hochpravalent ist, wahrend es in bovinem Material kaum gefunden wird (MONECKE et al.
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2007b), konnte die Anwesenheit von sak in Kombination mit dem Vorliegen von tst-1 auf ein
urspriinglich humanes Isolat hindeuten. Die Ubertragung vom Mensch auf das Tier wird dadurch
gestiitzt, dass CC45 vor allem aus humanen Quellen isoliert wird (McCARTHY und LINDSAY 2010) und
daher keinen ,,rein euterassoziierten” CC darstellt. Alternativ kann nicht ausgeschlossen werden, dass
es sich bei dem nachgewiesenen Isolat um eine Kontamination handelt und der Ursprung dieses
Isolates nicht im bovinen Euter liegt. Durch das angewandte Auswahlprinzip der Staphylococcus
aureus-lsolate wird diese Moglichkeit jedoch unwahrscheinlich.

Wesentlich haufiger als tst-1 wurde die allelische Variante tst-RF122 detektiert, die bei 19 CC151-
Isolaten auftrat. Mit einer ermittelten Prdvalenz von 10,1 % wurde in der vorliegenden Untersuchung
seltener tst-RF122 nachgewiesen als in Studien von SUTRA und POUTREL (1994) und LARSEN et al.
(2002), die Produktionsraten von 20 % bzw. 25 % ermittelten. Leider erfolgt in beiden Studien keine
Aussage zum Schweregrad der bovinen Mastitis, so dass nur unzureichende Vergleichsmoglichkeiten
bestehen. Unter der Annahme, dass tst-RF122 zu einer starken Entziindungsreaktion fiihrt (KENNY et
al. 1993), konnte die niedrigere Pravalenz der vorliegenden Untersuchung darin begriindet liegen,
dass Ergebnisse anhand subklinischer Mastitiden erhoben wurden.

Mit einer Ausnahme verfligten tst-RF122-positive Isolate gleichzeitig Uber sec und sel, wofir
wiederum das gemeinsame Vorliegen auf einer Pathogenitatsinsel verantwortlich ist (FITZGERALD et
al. 2001). Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass dem TSST zugesprochene
Entziindungsreaktionen (KENNY et al. 1993) durch sec oder sel verursacht werden.

Der Zusammenhang zwischen tst-RF122 und CC151 liegt darin begriindet, dass das Allel auf
Staphylococcus aureus-RF122 beschrankt ist, der CC151 zugerechnet wird (GUINANE et al. 2010). Da
CC151 nur im Rind vorkommt (HERRON-OLSON et al. 2007, SUNG et al. 2008) besteht nicht die

Moglichkeit eines durch tst-RF122 verursachten toxischen Schocksyndroms beim Menschen.

Lediglich in 3,2 % der Isolate wurde das Staphylokinase-Gen sak detektiert. Dieses Gen war auf CC7,
CC9, CC45 und CC101 beschrankt und wurde in keinem der CC nachgewiesen, die ausschlieBlich beim
Rind vorkommen. Auch SUNG et al. (2008) berichteten von der Absenz des Staphylokinase-Gens in
CC151. Die Autoren verglichen Staphylococcus aureus-1solate aus humanen und tierischen Quellen
hinsichtlich sak und stellten eine deutliche Haufung in humanen Isolaten fest. Sie machten damit
dieselben Beobachtungen wie MONECKE et al. (2007a). In humanen Stammen fiihrt die Insertion von
sak-tragenden Phagen, auf denen zum Teil zuséatzlich sea vorhanden ist, in das Himolysin B-Gen zur
Inaktivierung von hlb (GOERKE et al. 2006). Vermutlich bietet HIlb, das funktionell eine
Phospholipase C darstellt, den Staphylokokken im bovinen Mastitisgeschehen einen groferen
Selektionsvorteil als der Plasminogen-Aktivator Staphylokinase. In der vorliegenden Untersuchung
wurde das Gen hlb bei 89,9% der Staphylokokken detektiert, wobei es bei 96,1 % der
,euterassoziierten” Komplexe CC151, CC479 und CC133 auftrat. Die Tatsache, dass die in Thiringer
Milchviehherden dominierenden Komplexe CC151, CC479 und CC133 nicht tber sak verfiigten, stltzt
die aufgestellte These eines durch h/b bedingten Selektionsvorteils.

Andererseits wurde sak in funf Isolaten gemeinsam mit hlb detektiert. Dies konnte auf eine andere
Integrationsstelle des sak-tragenden Phagen hinweisen. Desweiteren konnte die Ursache fir ein
simultanes Vorkommen von hlb und sak in der hib-Sonde begriindet liegen. Da die Array-Sonden

immer nur einen kleinen Abschnitt des jeweiligen Gens umfassen, kdnnte dieser Abschnitt abseits
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von der Integrationsstelle liegen. Selbst bei Integration des Phagen, in deren Folge es zur
Veranderung des intakten Gens kommt, wiirde der Array dann ein positives Signal liefern. Diese
Moglichkeit misste durch eine PCR oder eine DNA-Sequenzierung abgeklart werden.

Als wichtige Erkenntnis der vorliegenden Untersuchung erwies sich die CC-spezifische Ausstattung
mit Leukozidin-Genen. Die 189 lIsolate verfligten Uber eine umfangreiche Ausstattung mit den
Leukozidin-Genen lukD/IukE sowie lukF-P83/lukM, wohingegen die Gene des PVL nicht nachgewiesen
wurden.

Auch in anderen Studien, in denen Isolate von Nutztieren betrachtet wurden, konnten lukF-PV und
lukS-PV nicht detektiert werden (VAN LEEUWEN et al. 2005, JUHASZ-KASZANYITZKY et al. 2007,
MONECKE et al. 2007a, LEWIS et al. 2008). Dagegen tritt PVL laut DINGES et al. (2000) in 2—3 % aller
humanen Isolate auf. Die Anwesenheit der PVL-Gene ist allerdings nicht auf humane Isolate
beschrankt. PVL-positive MRSA wurden auch in einer Reihe von Heimtieren nachgewiesen (RANKIN
et al. 2005). Hierbei fiihrt der intensive Kontakt zum Besitzer zur Ubertragung der PVL-positiven
Staphylokokken vom Mensch auf das Tier (und umgekehrt) und bedingt das Auftreten identischer
Stdamme in Mensch und Heimtier (RUTLAND et al. 2009). Bei Nutztieren hingegen treten eigene
Staphylococcus aureus-Stamme auf, bei denen humane Gene fehlen (personliche Mitteilung:
ALEXANDRA FETSCH, Berlin, 23.11.11).

Mit Ausnahme der CC398-, CC9- und CC45-Isolate wurde /ukD/IukE in allen CC nachgewiesen. Das
vereinzelte Auftreten schwacher, zweifelhafter oder negativer Signale bei jeweils einer der beiden
Komponenten liegt vermutlich in Sequenzvariationen begriindet, die durch eine PCR oder eine DNA-
Sequenzierung abzukldaren waren. Flir den Aufbau des kodierten Zwei-Komponenten-Toxins
LukD/LukE, das dem PVL sehr dhnlich ist und mit postantibiotischer Diarrhoe sowie Dermatosen in
Verbindung gebracht wird, sind die Genprodukte beider Gene nétig (MORINAGA et al. 2003). Das
alleinige Auftreten einer Komponente ware daher ohne Vorteil fiir die Staphylokokken bzw. wiirde
durch das Auftreten Gberflissiger DNA sogar einen evolutiondren Nachteil bedingen.

Das Fehlen von lukD/IukE in deutschen CC398-Isolaten wurde auch von MONECKE et al. (2007a) und
KOCK et al. (2009) beobachtet. Eventuell liegen bei CC398-, CC9- und CC45-Isolaten grundsatzlich
Sequenzvariationen vor, die mit den Sonden der verwendeten Microarray-Technologie nicht erfasst
werden konnen. In Studien anderer Autoren wird beim Nachweis der Genkombination nicht
zwischen verschiedenen CC unterschieden, so dass keine Aussagen zu einem CC-spezifischen
Verhalten der CC moglich sind. So fanden FUEYO et al. (2005) bei 83 der 84 (98,8 %) aus
subklinischen bovinen Mastitiden isolierten Staphylococcus aureus die Genkombinantion /ukD/IukE.
HAVERI et al. (2007) konnten lukD/IukE bei 96,6 % aller Mastitisisolate nachweisen.

Die Genkombination lukF-P83/lukM, die fir das Leukozidin LukF-P83/LukM kodiert, trat bei 151
(79,9 %) der untersuchten 189 Isolate auf. Die beiden Gene wurden damit deutlich haufiger
detektiert als in einer von MONECKE et al. (2007a) in Deutschland und der Schweiz durchgefiihrten
Studie, in der 53,1 % der untersuchten Staphylococcus aureus-lsolate aus bovinem Material Giber die

Gene verfligten.
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Laut FROMAGEAU et al. (2010) kommt die Genkombination in 27-86 % aller bovinen Staphylococcus
aureus vor. Gleichzeitig ist das Vorkommen von [ukF-P83/lukM auf bovine, caprine und ovine
Staphylococcus aureus beschrankt (SMELTZER et al. 2009, YAMADA et al. 2005). Bisher ist es jedoch
fraglich, warum manche Isolate boviner Herkunft die beiden Gene besitzen und andere nicht
(RAINARD et al. 2003, YAMADA et al. 2005).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie kénnen diese Frage unter Umstanden beantworten. Nahezu
alle Isolate der dominierenden CC (CC151, CC479 und CC133) verfiugten Uber lukF-P83/lukM,
wohingegen diese Genkombination bei keinem Isolat der (ibrigen nachgewiesenen CC auftrat.
Lediglich ein einziges lukF-P83/lukM-negatives CC479-Isolat bildete die Ausnahme dieses CC-
spezifischen Vorliegens der beiden Gene. Die Anwesenheit von [ukF-P83/lukM stellte damit ein
wesentliches Charakteristikum derjenigen CC dar, die in Thiringer Milchviehherden deutlich
erfolgreicher waren als andere CC. Dies ldsst vermuten, dass lukF-P83/lukM bzw. dem kodierten
Leukozidin eine essentielle Rolle in der Atiologie boviner Mastitiden zukommt.

CC151, CC133 und CC479 stellen gleichzeitig die Komplexe dar, die auf das Rind bzw. den
Wiederkduer beschrankt sind (HERRON-OLSON et al. 2007, SUNG et al. 2008, SMYTH et al. 2009,
GUINANE et al. 2010, HATA et al. 2010b, VAN DEN BORNE et al. 2010). Die konsequente Anwesenheit
von lukF-P83/lukM in diesen CC kdnnte daher in einer Marker-Funktion der Genkombination
resultieren. Die Detektion von lukF-P83/lukM in ausgewdahlten Isolaten eines Milchviehbestandes
wirde daher auf das Vorliegen ,rein euterassoziierter” Staphylococcus aureus hindeuten, die in
Sanierungsprogrammen gezielt bekdmpft werden kénnen (SOMMERHAUSER et al. 2003).
Andererseits missen bei Abwesenheit von JukF-P83/lukM in ausgewdahlten Isolaten auch andere

Eintragsquellen fiir Staphylococcus aureus in Betracht gezogen werden als das infizierte Euter.

Die Betrachtung friiherer Studien, in denen zwar die MLST-Klassifizierung zum Einsatz kam und
lukF-P83/lukM detektiert wurde, aber kein Zusammenhang zwischen CC und /[ukF-P83/lukM
hergestellt wurde, zeigt, dass die dargestellte Relation nicht nur fiir die untersuchten Isolate aus
Thiiringer Milchviehherden gilt. So fanden MONECKE et al. (2007a), die bovine Milchproben aus
Deutschland und der Schweiz untersuchten, die Leukozidin-Gene ebenfalls bei CC133- und
CC151-Isolaten. Die Autoren konnten die Genkombination weiterhin bei einem CC20-Isolat
nachweisen, wohingegen ein weiteres CC20-Isolat negativ getestet wurde. Ebenso besalRen die CC20-
Isolate der vorliegenden Untersuchung kein lukF-P83/lukM. Vermutlich ist diese Diskrepanz innerhalb
eines CC auf die Zugehorigkeit zu unterschiedlichen ST zurickzufihren. Zwar ist das Vorkommen von
CC20 bei Mensch und Tier beschrieben, jedoch ist es fraglich, ob das lukF-P83/lukM-positive CC20-
Isolat auch das Potential hat, auBerhalb von Wiederkduern vorzukommen. Bisher wurde die
Genkombination nur bei bovinen, ovinen und caprinen Isolaten detektiert (SMELTZER et al. 2009,
FROMAGEAU et al. 2010). Selbst bei japanischen CC151-Isolaten konnte die Anwesenheit von [ukF-
P83/lukM ermittelt werden (HATA et al. 2010a). Dariber hinaus wurde die Genkombination in CC97-
Isolaten detektiert, woflr dieselben Ursachen in Frage kommen wie bei dem CC20-Isolat aus der
Studie von MONECKE et al. (2007a).
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Die Detektion eines lukF-P83/lukM-negativen CC479-Isolates in der vorliegenden Untersuchung zeigt,
dass die Absenz der Genkombination in ,euterassoziierten” CC grundsatzlich moglich ist, wobei die
tatsachliche Abwesenheit der Gene durch die durchgefiihrte PCR bestatigt wurde.

Die Genkombination lukF-P83/lukM ist auf dem Genom eines Prophagen lokalisiert und gilt daher als
mobil (KANEKO und KAMIO 2004). Es ist zu erwarten, dass die VergroRerung des Staphylococcus
aureus-Genoms durch die Integration eines Bakteriophagen mit einer langsameren Replikation der
Bakterien und damit mit einem evolutiondren Nachteil einhergeht. Wiirde das Vorhandensein der
auf dem Phagen lokalisierten Gene nicht mit einem Selektionsvorteil einhergehen, der diesen
Nachteil ausgleicht, sollte es daher zur AusschleuBung des Gens aus dem Genom kommen.
Grundvoraussetzung ist dabei, dass die Integration des Phagen einen reversiblen Prozess darstellt.
Falls die Integration des Phagen weder einen Vorteil, noch einen Nachteil fir die Staphylokokken
darstellen wiirde, ware mit einer geringeren Frequenz von lukF-P83/lukM zu rechnen, da sowohl die
spontane Zunahme als auch der Verlust von Erbsubstanz selten sind (ENDER et al. 2004).

Das lukF-P83/lukM-negative CC479-Isolat wurde in Bestand 24 detektiert. In dieser Herde wurden in
zwei Untersuchungsdurchgangen insgesamt nur zwei Kihe als Staphylococcus aureus-positiv
identifiziert, wobei in der Milch eines Tieres CC7, in der anderen CC479 isoliert wurde. Damit wurde
in dieser Herde mit 0,31 % gleichzeitig die niedrigste Staphylococcus aureus-Pravalenz der
vorliegenden Untersuchung festgestellt. Das offensichtliche Unvermdgen des [ukF-P83/lukM-
negativen CC479-lIsolates, sich innerhalb des Bestandes auszubreiten, ldsst wiederum auf eine

Relevanz der Genkombination in der Atiologie boviner Mastitiden schlieRen.

Fir eine Bedeutung der Genkombination lukF-P83/lukM im Mastitisgeschehen sprechen weiterhin
die Ergebnisse der Expressionsanalyse. Die Anwesenheit der beiden Gene ging in allen 15 getesteten
Kulturen mit der Produktion von LukF-P83/LukM einher. Dieses Ergebnis bestatigt Untersuchungen
von RAINARD et al. (2003), die ebenfalls die Expression des Leukozidins durch lukF-P83/lukM-positive
Isolate nachwiesen.

LukF-P83/LukM stellt ein Leukozidin dar, dessen Aufbau dem des PVL gleicht (KANEKO und KAMIO
2004). Theoretisch bedingt der porenbildende Charakter dieses Toxins wie beim PVL die Lyse von
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, die zur Freisetzung chemotaktisch wirksamer Faktoren
flhrt. Der hervorgerufene Einstrom von Leukozyten zieht durch die Abgabe degradierender Enzyme
und reaktiver O,-Verbindungen die Zerstérung des Gewebes nach sich (FERRY et al. 2005).

Bisher liegen lediglich in vitro-Untersuchungen zur Pathogenitat von LukF-P83/LukM vor. So
verglichen RAINARD et al. (2003) das leukotoxische Potential verschiedener Staphylococcus aureus-
Stamme gegeniiber aus Wiederkauern stammenden neutrophilen Granulozyten. Stamme, die liber
lukF-P83/lukM  verfligten, wiesen eine signifikant hohere Leukotoxizitdit auf als
lukF-P83/lukM-negative Stamme. Im Kuheuter konnte diese Eigenschaft bestimmter Staphylococcus
aureus-Stamme einen entscheidenden Selektionsvorteil darstellen. Eine auch in vivo existierende
Leukotoxizitdt wirde die Wirtsabwehr reduzieren und zur schnelleren Besiedlung des Euters fihren.
RAINARD et al. (2003) stellten weiterhin fest, dass der leukotoxische Charakter oviner und capriner
lukF-P83/lukM-positiver-Isolate wesentlich ausgepragter war als der boviner Staphylokokken und
sahen dies als moglichen Grund fir die beim kleinen Wiederkduer haufiger vorkommenden

klinischen Mastitiden. Auch in der vorliegenden Untersuchung lagen Unterschiede hinsichtlich des
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leukotoxischen Potentials vor. CC133-Isolate produzierten wesentlich mehr LukF-P83/LukM als
CC151- und CC479-Isolate (Anhang 7). Gleichzeitig stellt CC133 den CC dar, der beim kleinen
Wiederkduer am haufigsten isoliert wird (JOKIEL 2009, GUINANE et al. 2010). Eventuell handelte es
sich bei den von RAINARD et al. (2003) beobachteten Isolaten von Schaf und Ziege um CC133. Das
erhohte leukotoxische Potential von CC133-Isolaten koénnte daher direkt in Verbindung mit der
ausgepragteren Klinik von Staphylococcus aureus-Mastitiden bei Schaf und Ziege stehen.

Aus den geschilderten Sachverhalten ergeben sich Parallelen zwischen LukF-P83/LukM und PVL. PVL-
positive Staphylococcus aureus breiteten sich in den letzten Jahren weltweit aus (MONECKE et al.
2007b). Wahrend Infektionen, die durch PVL-negative Staphylokokken verursacht werden, bei
immunkompetenten Personen oft symptomlos verlaufen, geht die Infektion mit PVL-positiven
Stammen bei Kindern und jungen Erwachsenen im Allgemeinen mit schwerwiegenden Infektionen
einher (ZETOLA et al. 2005). Ahnlich PVL kdnnte auch LukF-P83/LukM dariiber entscheiden, ob sich
ein Staphylococcus aureus-lsolat innerhalb eines Betriebes ausbreitet oder auf vereinzelte Tiere
beschrankt bleibt.

5.3 Resistenzverhalten der untersuchten 189 Isolate

Die Kenntnis der in Staphylococcus aureus vorliegenden Resistenzdeterminanten ist entscheidend fir
die Therapie der verursachten Mastitiden. Dariber hinaus kann nicht ausgeschlossen werden, dass
Resistenzdeterminanten iber das Lebensmittel Milch in den Menschen gelangen und dort auf andere
Bakterien ibertragen werden (TENHAGEN et al. 2009).

Von den 189 untersuchten Staphylokokken verfligten 21 (11,1 %) Gber das Gen der B-Laktamase.
Zurickliegende Studien zum Nachweis von blaZ basieren meist auf Staphylococcus aureus-lsolaten,
die entweder aus akuten klinischen Mastitiden isoliert wurden oder in phdnotypischen Resistenztests
vermehrt Resistenzen aufwiesen. Aus diesem Grund sind Untersuchungen von VESTERHOLM-
NIELSEN et al. (1999), HAVERI et al. (2007), PITKALA et al. (2007) und ASFOUR und DARWISH (2011)
mit blaZ-Pravalenzen zwischen 27,4% und 100% kaum mit der vorliegenden Untersuchung
vergleichbar. Lediglich MONECKE et al. (2007a) verwendeten Staphylokokken aus dem
Routinematerial von deutschen und schweizerischen Untersuchungsamtern und wiesen blaZ mittels
Microarray-Technologie in 21,1 % der Isolate nach. Weiterhin konnte blaZ unter Anwendung der PCR
von EISSA (2007) in 59,2 % der untersuchten Staphylococcus aureus detektiert werden, wobei die
zugehorigen Milchproben den Routineeinsendungen eines hessischen Milchlabors entstammten.
Allerdings ist zu erwarten, dass bei akuten Mastitiden entnommene Milchproben einen hohen Anteil
der Routineeinsendungen eines Milchlabors darstellen, so dass auch die Untersuchungen von
MONECKE et al. (2007a) und EISSA (2007) nicht unmittelbar mit der vorliegenden Studie vergleichbar
sind.

Die Anwesenheit von blaZ war an sechs verschiedene CC gebunden (CC7, CC9, CC20, CC45, CC398,
CC151). Mit Ausnahme eines CC151-Isolates wurde blaZ daher nur in CC detektiert, die sich nicht

wirtsspezifisch verhalten. Damit verfiigten 54,1 % der Isolate der sporadisch nachgewiesenen, nicht
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wirtsspezifischen CC lber blaZ, wahrend das Gen nur in 0,7 % der zu den ,euterassoziierten” CC
zahlenden Isolate nachgewiesen wurde.

Bei Betrachtung des agr-Typs der verschiedenen CC fallt weiterhin auf, dass blaZ-positive Isolate
vorrangig dem agr-Typ | zugeordnet werden konnten. So gehoérten 15 blaZ-positive Isolate dem
agr-Typ | und nur sechs Isolate dem agr-Typ Il an. Eine Korrelation von blaZ und agr-Typ | wurde
bereits von MELCHIOR et al. (2009) beschrieben. Die Autoren fiihrten dies auf eine nur schwach
ausgebildete Fahigkeit des agr-Typs Il zurlick, das Penicillin-Resistenzgen zu akkomodieren.

Die Tatsache, dass alle blaZ-positiven Isolate im durchgefiihrten Agardiffusionstest Penicillin-resistent
waren, zeigt, dass die Anwesenheit des Resistenzgens in den untersuchten Isolaten mit seiner
Expression einherging. Weiterhin spricht diese Beobachtung fir die Eignung des verwendeten
Agardiffusionstests bei der Ermittlung der Penicillin-Resistenz.

Nach Ansicht einiger Autoren ist das Verhalten eines Staphylococcus aureus gegeniiber Penicillin
relevant fiir den Heilungserfolg der verursachten Mastitis (SOL et al. 2000, BARKEMA et al. 2006,
HAVERI 2008). Demnach kommt es selbst unter Verwendung von Nicht-B-Laktam-Antibiotika bei
Mastitiden durch Penicillin-sensible Staphylococcus aureus haufiger zur Ausheilung als bei Mastitiden
durch Penicillin-resistente Stamme. Der zugrunde liegende Mechanismus ist bislang unbekannt
(KAPUR et al. 1995, BARKEMA et al. 2006), wird aber in der Koexistenz von blaZ und (bisher
unbekannten) Mastitis-verursachenden Faktoren vermutet. Die vorliegende Untersuchung stellt
einen Zusammenhang zwischen blaZ und bestimmten CC und damit zwischen blaZ und agr-Typ | her.
Da keine Aussagen zum Behandlungserfolg der untersuchten Kiihe vorliegen, kann nur spekuliert
werden, dass Mastitiden, die durch Staphylococcus aureus-lsolate bestimmter ,umweltassoziierter”
CC verursacht werden, mit einer schlechteren Prognose in Zusammenhang stehen als solche durch

,euterassoziierte” CC.

Zusatzlich zur Penicillin-Resistenz konnte bei 15 der 21 blaZ-positiven Isolate im Agardiffusionstest
eine Resistenz gegenliber Amoxicillin/Clavulansdure beobachtet werden. Die Anwesenheit von
Clavulansaure, die die B-Laktamase kompetitiv hemmt (KROKER et al. 2002), sollte dagegen die
Stabilitdat und daher die Wirksamkeit der Verbindung in Anwesenheit des Enzyms erwarten lassen.
Bei vier der 15 Isolate wurde zusatzlich zu blaZ das Methicillin-Resistenzgen mecA nachgewiesen, das
die Resistenz gegeniiber allen B-Laktam-Antibiotika vermittelt. Die Resistenz der Gbrigen elf Isolate
gegenlber Amoxicillin/Clavulansdure ist moglicherweise auf Messungenauigkeiten bei der
Bestimmung des Hemmhofdurchmessers zuriickzufihren. Bei dieser Antibiotikakombination
entscheidet ein Unterschied von 1 mm im Hemmhofdurchmesser tber die Einordnung in ,resistent”
oder ,sensibel”. Eine andere Moglichkeit ist, dass die Dichte der auf die Agarplatten aufgebrachten
Bakteriensuspension zu gering war. Aufgrund der Komplexitdt des Verfahrens ist der
Agardiffusionstest relativ fehleranfillig. Allerdings werden auch andere phéanotypische
Resistenzverfahren wie die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von vielen duReren
Faktoren (z.B. Temperatur, pH-Wert) beeinflusst und sind daher fehlerbehaftet (WITTE et al. 2004).

Von besonderer lebensmittelhygienischer Relevanz ist das Auftreten von MRSA in Rohmilch. Die vier
detektierten mecA-positiven Isolate stellen 2,1 % aller untersuchten Staphylokokken dar. Verglichen

mit Untersuchungen zum Vorkommen von MRSA in Gefliigelfleisch, bei denen Pravalenzen von bis zu
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37,2 % ermittelt wurden (DE BOER et al. 2009, FERLER et al. 2011a), ist die festgestellte Pravalenz
sehr gering. Auch im Vergleich mit anderen Studien zum Vorkommen von MRSA beim Rind ist die in
der vorliegenden Untersuchung festgestellte Pravalenz niedrig. JUHASZ-KASZANYITZKY et al. (2007)
stellten in Ungarn bei 27 (7,2 %) der untersuchten 375 aus subklinischen Mastitiden isolierten
Staphylococcus aureus mecA fest. In einer belgischen Studie fanden VANDERHAEGHEN et al. (2010)
das Methicillin-Resistenz-Gen bei 11 (9,3%) der 118 aus klinischen Mastitiden isolierten
Staphylococcus aureus. NAM et al. (2011) ermittelten bei 402 aus Korea stammenden bovinen
Mastitisproben eine MRSA-Pravalenz von 6,2 %.

Die mecA-positiven Isolate der vorliegenden Untersuchung stammten aus vier unterschiedlichen
Bestanden, so dass in 11,8 % der 34 teilnehmenden Herden MRSA nachgewiesen wurde. Da jeweils
nur sechs Isolate typisiert wurden, kann diese Zahl lediglich als Naherungswert gelten. In
Baden-Wiirttemberg stellten FRIEDRICH et al. (2011) in Tankmilchproben eine MRSA-Prévalenz von
2,2% fest. In dieser Untersuchung deutete sich eine Korrelation zwischen der Dichte der
Schweinepopulation und dem MRSA-Vorkommen in Milchviehbetrieben an. Ein derartiger
Zusammenhang kann auch fiir die untersuchten Thiiringer Herden nicht ausgeschlossen werden,
insbesondere weil alle Isolate zu dem bei Nutztieren bedeutendsten Komplex CC398 gehdrten, der
Uber ein breites Wirtsspektrum verfiigt (TENHAGEN et al. 2008, MONECKE et al. 2011a). Im Rahmen
einer telefonischen Befragung der Betriebsleiter wurde ermittelt, dass drei der vier MRSA-Bestande
in rdumlicher Nahe zu Schweinebestianden des eigenen Betriebes oder anderer landwirtschaftlicher
Betriebe liegen. Die Frage nach betrieblichen Beziehungen der MRSA-Bestande untereinander wurde
hingegen verneint.

Obwohl Oxacillin Gblicherweise fiir die MRSA-Diagnostik herangezogen wird (BECKER 2004), gab der
durchgefiihrte Agardiffusionstest keinen Hinweis auf Methicillin-resistente Isolate. Alle vier
mecA-positiven Staphylokokken waren laut Agardiffusionstest Oxacillin-sensibel. Darliber hinaus war
die zu erwartende Resistenz gegeniber allen anderen [-Laktam-Antibiotika nur sporadisch
ausgebildet. Lediglich gegentber Penicillin und Amoxicillin/Clavulansdure waren alle Isolate resistent
(Anhang 8). Um sicherzustellen, dass mecA vollstandig vorlag und eine Expression erfolgen konnte,
wurden die vier Isolate mittels Bouillon-Mikrodilutionstest erneut auf ihr Verhalten gegeniber
Oxacillin geprift. Alle Isolate wurden dabei als Oxacillin-resistent getestet (Anhang 8). Diese
Beobachtungen bestatigen Erfahrungen von FERNANDES et al. (2005), die die Detektion von MRSA in
routinemaRig eingesetzten Resistenzprifungsverfahren wie dem verwendeten Agardiffusionstest als
problematisch bezeichneten. Die Autoren fiihrten nétige Abweichungen vom Standard-Protokoll wie
die Zugabe von NaCl zum Testmedium und die Absenkung der Bebriitungstemperatur auf, die eine
gesteigerte Expression von mecA bedingen. Das Ausbleiben zu erwartender Resistenzreaktionen im
durchgefiihrten Agardiffusionstest kann daher auf eine unter den gegebenen Bedingungen
verminderte mecA-Produktion zurickzufihren sein. Alternativ zur mecA-Bestimmung als
Goldstandard empfahlen FERNANDES et al. (2005) die mit geringem Aufwand verbundene
Resistenztestung gegeniliber Cefoxitin. Als Konsequenz der Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchung sollte diese fir alle Penicillin-resistenten Staphylococcus aureus-lsolate in Erwagung
gezogen werden, auch wenn in Deutschland gegenwartig kein Mastitisprdparat mit diesem Wirkstoff

zugelassen ist.
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Neben mecA und blaZ besalen alle MRSA der durchgefilhrten Untersuchung Tetrazyklin-
Resistenzgene (tetK, tetM), deren Anwesenheit sowohl im Agardiffusionstest als auch im
Mikrodilutionsverfahren in einer Tetrazyklin-Resistenz resultierte. Das Vorkommen von Tetrazyklin-
Resistenzgenen ist typisch fir CC398 (ASPIROZ et al. 2010, ALT et al. 2011) und steht in direktem
Zusammenhang mit dem haufigen Einsatz von Tetrazyklinen in der Veterinarmedizin (VAN
DUIJKEREN et al. 2007). Gerade in der Schweineproduktion findet diese Antibiotikagruppe haufig
Anwendung und bedingt einen starken Selektionsdruck hin zu Tetrazyklin-resistenten MRSA
(KIETZMANN 2003). Ausgehend von Schweinemastbetrieben, die zu 60 % MRSA-positiv sind
(personliche Mitteilung: ALEXANDRA FETSCH, Berlin, 23.11.11), kénnen die Staphylokokken uber
verschiedene Wege ins Rind und andere Wirte gelangen.

Abgesehen von blaZ, tetKk und tetM wurden in den MRSA-Isolaten der vorliegenden Untersuchung
kaum Resistenzgene detektiert. Zwei der vier MRSA (Isolat 2 und 4) besalen keine weitere
Resistenzdeterminante, obwohl bei einem dieser Isolate sowohl im Agardiffusionstest als auch der
Mikrodilution eine Resistenz gegentiber Trimethoprim bzw. Trimethoprim/Sulfamethoxazol vorlag.
Da beide phanotypische Resistenzpriifungsmethoden identische Ergebnisse lieferten, scheint diese
Resistenz tatsachlich vorzuliegen. Allerdings wurde sie nicht durch dfrA vermittelt, dessen Sonde auf
dem Array ein negatives Signal lieferte. Neben dem Vorliegen von dfrA, das plasmidkodiert ist, kann
Trimethoprim-Resistenz auch auf das chromosomal liegende dfrB zurickzufiihren sein, dessen
Anwesenheit durch den Array nicht geprift wurde. Beide Gene kodieren fir eine
Dihydrofolatreduktase mit verminderter Affinitat fir Trimethoprim (LYON und SKURRAY 1987, DALE
et al. 1993). Weitere dfr-Gene (dfrD, dfrG, dfrK) wurden in den letzten Jahren beschrieben (KADLEC
und SCHWARZ 2009). Mdoglich ist dariiber hinaus das Vorliegen unspezifischer
Resistenzmechanismen oder die Messung eines falsch-negativen Signals durch den ArrayMate
Reader, was unter anderem auf eine grenzwertige DNA-Konzentration zuriickgefiihrt werden kann. In
jedem Fall lagen bei den MRSA-Isolaten 2 und 4 Resistenzen gegen weniger als flinf Wirkstoffgruppen
vor, weshalb sie nicht als ,multiresistente” Isolate gelten (persdnliche Mitteilung: ALEXANDRA
FETSCH, Berlin, 23.11.11).

In jeweils einem der verbleibenden zwei MRSA-Isolate wurden vgaA und aacA-aphD nachgewiesen.
Das Genprodukt von vgaA ist ein Transportprotein, das an der Ausschleusung von Streptograminen,
Pleuromutilinen und Lincosamiden beteiligt ist (HAUSCHILD et al. 2011), aacA-aphD vermittelt
Gentamicin-, Tobramycin- und Kanamycin-Resistenz (ROUCH et al. 1987). Beide Gene wurden auch in
anderen MRSA-Studien detektiert (GOMEZ-SANZ et al. 2010, KADLEC und SCHWARZ 2010).

Das vgaA-positive Isolat (Isolat 1) zeigte im Agardiffusionstest eine intermedidre Empfindlichkeit
gegenlber der Lincosamid/Aminoglykosid-Kombination Lincomycin/Neomycin, in der Mikrodilution
war jedoch keine Resistenz gegeniiber dem einzigen getesteten Lincosamid-Antibiotikum
Clindamycin feststellbar. Eine Expression des Gens ist daher fraglich. Das zusatzliche Auftreten einer
im Agardiffusionstest und im Mikrodilutionsverfahren beobachteten Fluorchinolon-Resistenz in
Isolat 1 kann nicht auf das Vorhandensein bestimmter Gene zurickgefiihrt werden, da im
verwendeten Array kein Fluorchinolon-Resistenzgen Uberpriift wurde.

Die Tatsache, dass die Anwesenheit von aacA—aphD in Isolat 3 mit einer im Agardiffusionstest
beobachteten Gentamicin- und Neomycin-Resistenz sowie einer in der Mikrodilution festgestellten

Gentamicin- und Tobramycin-Resistenz einherging, legt die Expression des Gens nahe.
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Sowohl bei Isolat 1 als auch bei Isolat 3 trat zusatzlich in beiden phanotypischen
Resistenzprifungsverfahren eine Resistenz gegeniber Trimethoprim auf, die nicht mit einem
positiven dfrA-Signal einherging. Die moglichen Ursachen dafiir entsprechen denen, die fir das
MRSA-Isolat 2 beschrieben wurden.

Es bleibt festzuhalten, dass bei den vier MRSA-Isolaten eine gute Ubereinstimmung zwischen den
vorliegenden Resistenzdeterminanten und den phanotypischen Resistenzprifungsverfahren
vorhanden war. Durch die Kombination der drei Methoden wurde sowohl das Verhalten gegeniiber
veterindrmedizinisch eingesetzten Substanzen als auch gegeniiber humanmedizinischen Antibiotika
inkl. Reserveantibiotika erfasst. Die vier aus Kuhmilch isolierten MRSA zeigten dabei keine
Resistenzen gegeniiber humanmedizinischen Reserveantibiotika und waren in ihrem
Resistenzspektrum eher eingeschrankt. Eine Infektion des Menschen durch den Verzehr MRSA-
haltiger Lebensmittel wurde bislang nicht nachgewiesen (personliche Mitteilung: ALEXANDRA
FETSCH, Berlin, 23.11.11), doch selbst wenn Rohmilch als Vehikel fiir MRSA nicht ausgeschlossen
werden kann, ist das Potential dieser bovinen MRSA begrenzt. Sie verfligen nur (iber wenige
Resistenzen und weisen zudem kaum Pathogenitadtsfaktoren auf. Bovine MRSA sind daher kaum

vergleichbar mit multiresistenten Staphylokokken aus der Humanmedizin.

Die mecA-negativen Isolate verfligten mit Ausnahme von fosB nur sporadisch (ber
Resistenzdeterminanten. Das Fosfomycin-Resistenz vermittelnde fosB wurde in 40 (21,2 %) der 189
untersuchten Staphylococcus aureus detektiert, wobei das Gen in 20 der 21 CC133-Isolate auftrat
und in der vorliegenden Studie daher als Charakteristikum dieses CC betrachtet werden kann.
Weiterhin war fosB in allen CC9, CC20 und CC101-Isolaten vorhanden und kam vereinzelt bei CC97,
CC151 und CC479 vor.

Das zugehorige Genprodukt FosB ist eine Metallothiol-Transferase, die die Thiol-Gruppe von Cystein
auf Fosfomycin Gbertragt und damit zur Inaktivierung des Antibiotikums fiihrt (ALLOCATI et al. 2009).
Fosfomycin gilt in der Humanmedizin als Reserveantibiotikum bei MRSA-Infektionen und gewinnt als
Alternativsubstanz zunehmend an Bedeutung. Gleichzeitig wird immer haufiger vom Auftreten
Fosfomycin-resistenter Bakterien berichtet (FAHRBACH 2010).

Vergleichbar mit der vorliegenden Studie berichteten auch MONECKE et al. (2008b) von einem
CC-spezifischen Auftreten von fosB. Bei der Typisierung von 100 Staphylococcus aureus-
Referenzstammen mittels Microarray stellten die Autoren die Anwesenheit von fosB in CC5-, CC8-,
CC12-, CC15-, CC20-, CC25-, CC30- und ST75-Isolaten fest. Bei anderen Resistenzdeterminanten
konnten MONECKE et al. (2008b) dagegen kein CC-spezifisches Verhalten feststellen. Da CC133
keinen humanen CC darstellt und Fosfomycin nicht im Wiederkduer eingesetzt wird, ist die
Bedeutung von fosB in CC133 fraglich. Denkbar ist jedoch, dass auf dem fosB-tragenden Plasmid
(ALLOCATI et al. 2009) gleichzeitig andere (bisher unbekannte) Determinanten vorliegen, die CC133
im Gegensatz zu fosB zu einem Selektionsvorteil verhelfen. Diese Kopplung von
Resistenzdeterminanten wird als Koselektion bezeichnet (FERBLER et al. 2011b). Méglich ist weiterhin,
dass fosB zu einem bestimmten Zeitpunkt in das Genom von CC133, CC9 und CC20 integriert wurde
und aufgrund einer Mutation in den entsprechenden Endonukleasen nicht mehr ausgeschleust

werden kann.
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In neun der 189 aus Kuhmilch isolierten Staphylokokken wurden Chloramphenicol-Resistenzgene
(cat, fexA) detektiert, obwohl die Verwendung von Chloramphenicol bei lebensmittelliefernden
Tieren nach der VO(EU) Nr. 37/2010, ehemals VO(EWG) Nr. 2377/90 seit August 1994 untersagt ist.
Ein Verbot des Antibiotikums lasst einen Wegfall der Selektionsvorteile Chloramphenicol-resistenter
Keime erwarten. Unter der Voraussetzung, dass die entsprechenden Gene das Genom verlassen
kénnen, sollten cat und fexA nicht mehr in bovinen Isolaten vorkommen. Ein Gentransfer von nicht-
lebensmittelliefernden Tieren kann im vorliegenden Fall ausgeschlossen werden, da neben CC398
nur wiederkduerspezifische CC (CC133, CC151, CC479) Uber die Resistenzgene verfligten.

Vermutlich handelt es sich hierbei um koselektierte, persistierende Gene, die gemeinsam mit
anderen, evtl. unbekannten Resistenzdeterminanten auf einem mobilen genetischen Element
lokalisiert sind. Solche Resistenzdeterminanten werden immer gemeinsam selektiert, selbst wenn
nur eines der Gene einen Selektionsvorteil mit sich bringt (FERLER et al. 2011b). Der Selektionsdruck,
der durch den Einsatz eines einzigen Antibiotikums erzeugt wird, reicht damit aus, um in einer
Population mehrere Resistenzdeterminanten zu profilieren. Laut STEFAN SCHWARZ (personliche
Mitteilung: BERLIN, 23.11.11) werden Chloramphenicol-Resitenzgene sehr haufig koselektiert.

Identisch zu den detektierten MRSA kamen auch in den mecA-negativen CC398-Isolaten Tetrazyklin-
Resistenzen vor. Alle vier CC398-MSSA wurden im Agardiffusionstest als Tetrazyklin-resistent
getestet. Allerdings wurde tetM nur in drei Isolaten nachgewiesen. Vermutlich lag beim tetM-
negativen Isolat ein falsch-negatives Signal vor. Moglich ist weiterhin das Vorliegen einer Tetrazyklin-
Resistenzdeterminante, die durch den Array nicht detektierbar war. So kann neben tetK und tetM
auch tetL Ursache fiir eine Tetrazyklin-Resistenz sein (JIN et al. 2002). Alternativ kann ein Fehler im
Agardiffusionstest vorliegen.

Laut DAVIES et al. (2011) sind nahezu alle aus Nutztieren isolierten CC398 mit einer Tetrazyklin-
Resistenz ausgestattet. Vermutlich sind CC398-Staphylococcus aureus besser als andere CC zur
Akkumulation von Resistenzen fahig. So wird angenommen, dass CC398-MRSA durch die effektive
Aufnahme der SCCmec-Kassette aus CC398-MSSA hervorging (HASMAN et al. 2010)

Als weitere Resistenzdeterminante wurde das Makrolid-Resistenz vermittelnde msrA in einem
CC151-Isolat detektiert. Im Agardiffusionstest wurde bei diesem Isolat keine Resistenz gegeniiber
Erythromycin und Tylosin festgestellt. Moglich ist daher das Ausbleiben einer Expression von msrA

oder das Vorliegen eines falsch-positiven Signals.

Keine der librigen durch den verwendeten Array detektierbaren Resistenzdeterminanten (ermA-C,
mefA, vatA, vatB, vgb, dfrA, cfr, vanA, vanB, vanZ, far) wurde in den 189 aus Kuhmilch isolierten
Staphylokokken nachgewiesen. Dennoch waren im Agardiffusionstest bei einigen Isolaten weitere
Resistenzen zu verzeichnen.

Dies betrifft insbesondere festgestellte Resistenzen gegeniber Trimethoprim, auf deren madgliche
Ursachen bereits eingegangen wurde. Auffallig war zudem, dass elf Isolate eine Resistenz und 15
Isolate eine intermedidre Empfindlichkeit gegenliber Tylosin aufwiesen, obwohl in den betreffenden

Isolaten keine Makrolid-Resistenzdeterminanten gefunden wurden.
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Der parenterale Einsatz von Tylosin wird von einigen Autoren zur Behandlung von Staphylococcus
aureus-Mastititiden empfohlen (BOLOURCHI et al. 1995, WINTER und ZEHLE 2009c). Insofern ist das
Vorhandensein von Resistenzen in den vorliegenden Isolaten nicht abwegig. Mehrere Autoren
berichteten bereits von Tylosin-Resistenzen boviner Staphylococcus aureus. Laut BgVV (1998) lag
1995 bei 27 % und 1996 bei 23 % der in Deutschland untersuchten Staphylococcus aureus aus
bovinem Material eine Tylosin-Resistenz vor. TROLLDENIER und WAGNER (2001) stellten ebenfalls in
Deutschland bei 11,6 % der 125 aus Kuhmilch isolierten Staphylococcus aureus-lsolaten eine
Resistenz gegenlber Tylosin fest. Eine deutlich hdhere Resistenzrate wurde von WANG et al. (2008)
beobachtet, die in China bei 40,3 % der untersuchten 72 Staphylococcus aureus-lsolate aus klinischen
bovinen Mastitiden eine Tylosin-Resistenz verzeichneten.

Als Makrolid-Antibiotikum bindet Tylosin an die 50S-UE der Ribosomen und hemmt dadurch die
Proteinbiosynthese. Da die 50S-UE auch die Bindungsstelle der Lincosamide und Streptogramine
darstellt, treten Resistenzen in der Regel gleichzeitig gegeniiber allen drei Substanzgruppen auf
(GEISS et al. 2003). Am haufigsten werden Resistenzen durch Methyltransferasen vermittelt, die zur
Modifikation der Antibiotika-Bindestelle fiihren und damit eine Anlagerung verhindern (LECLERCQ
2002). Die untersuchten 189 Isolate wurden negativ auf die Gene der drei wichtigsten
Methyltransferasen (ermA, ermB, ermC) getestet, jedoch existieren Uber 40 verschiedene solche
Enzyme. Weiterhin kénnen Effluxpumpen vorliegen, die zur Ausschleusung des Antibiotikums flihren
und z.B. durch msrA, msrB und mefA kodiert werden. Im verwendeten Array wurde dabei nur auf
msrA und mefA getestet. AuBerdem ist die enzymatische Inaktivierung der Antibiotika moglich
(GEISS et al. 2003). Neben den durch den Microarray detektierbaren Genen kann daher eine Reihe

anderer Faktoren fiir eine Tylosin-Resistenz verantwortlich sein.

Die Tatsache, dass bei insgesamt 132 (69,8 %) der untersuchten Staphylococcus aureus-lsolate im
Agardiffusionstest keine Resistenz zu verzeichnen war und bei 135 Isolaten (71,4 %) kein einziges
Resistenzgen detektiert wurde, deutet erneut darauf hin, dass bovine Isolate gegenwartig nur liber
ein begrenztes Resistenzpotential verfligen. Es zeigt weiterhin, dass eine weite Ausbreitung von
Staphylococcus aureus als Mastitiserreger auch ohne den Besitz der untersuchten Resistenzgene
moglich ist. Allerdings stellen die durchgefiihrten Untersuchungen keine abschlieRende Betrachtung
zum gegenwartigen Resistenzspektrum von Staphylococcus aureus-Stammen aus Thiringer
Milchviehherden dar. Da der verwendete Microarray auf humanmedizinische Fragestellungen
ausgerichtet ist, kann die Anwesenheit weiterer, durch den verwendeten Array nicht detektierbarer
tierspezifischer Allele nicht ausgeschlossen werden. Die festgestellten Inkongruenzen zwischen
vorhandener in vitro-Resistenz und Abwesenheit eines Resistenzgens sollten bei einer eventuellen
Entwicklung veterindarmedizinisch ausgerichteter DNA-Microarrays bericksichtigt werden. In jedem
Fall sollten auf der Oberflache solcher Arrays Fluorchinolon-Resistenzdeterminanten immobilisiert
sein, da diese Antibiotika-Gruppe in der Veterinarmedizin haufig Anwendung findet und in vitro-
Resistenzen festgestellt wurden. Gleiches gilt fir Trimethoprim und Tylosin, bei denen im
Agardiffusionstest aufgetretene Resistenzen nicht auf entsprechende Resistenzdeterminanten

zuriickgefiihrt werden konnten.
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5.4 Phanotypisierung der 189 Isolate mit Bezug zu den einzelnen CC

Alle Isolate der vorliegenden Untersuchung waren hamolysierend, obwohl mit den beschriebenen
Methoden des Staphylococcus aureus-Nachweises auch Isolate ohne Hamolysezone erfasst werden.
Am haufigsten wurde eine doppelzonige Hamolyse beobachtet, die sich aus einer a- und einer
B-Hamolysezone zusammensetzte und bei 81,0 % der Isolate vorhanden war. Dieses Ergebnis ist
nahezu identisch mit dem von CABRAL (2003), der bei 81,6 % der untersuchten 87 bovinen
Staphylococcus aureus-Kulturen das gemeinsame Auftreten von a- und B-Hamolyse feststellte.

Von den 185 Staphylokokken, bei denen hla detektiert wurde, zeigten 180 (97,3 %) eine
a-Hamolysezone. Bei 150 dieser Isolate war gleichzeitig eine B-Hamolysezone vorhanden. Vier hla-
negative Isolate verfiigten ebenfalls Gber a-Hamolyse. Das Hamolysin B-Gen hlb wurde bei 170
Isolaten nachgewiesen, von denen 140 (82,4 %) auch phanotypisch eine B-Hamolyse zeigten. Bei 135
Isolaten ging diese mit dem gleichzeitigen Auftreten einer a-Hamolysezone einher. Dariliber hinaus
verfligten 15 hlb-negative Isolate ebenfalls (iber eine B-Hamolysezone. Die Expressionsrate des
y-Hamolysins konnte nicht Uberpriift werden, da Agar und andere in Blutagarplatten enthaltene
sulfonierte Polymere die Auspragung des Toxins hemmen (BLOBEL und SCHLIESSER 1994). Eine
6-Hamolyse wurde bei keinem Isolat festgestellt, obwohl das zugrunde liegende Gen hld in allen
Isolaten detektiert wurde.

Es lagen daher deutliche Diskrepanzen zwischen der detektierten Anwesenheit der Himolysin-Gene
und deren Expression vor. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von anderen Autoren gemacht, die
bovine Staphylococcus aureus-lsolate phanotypisch und genotypisch untersuchten. So detektierte
CABRAL (2003) bei 98,9% der betrachteten 87 bovinen Staphylococcus aureus-lsolate hla,
beobachtete jedoch nur bei 96,6 % der Isolate eine a-Hamolyse. Das Hamolysin B-Gen wies der Autor
bei 96,6 % der Isolate nach, eine B-Hamolyse zeigten aber nur 83,9 % der Staphylokokken. Weiterhin
berichtete CABRAL (2003) von Isolaten, die eine B-Hamolyse ausbildeten, ohne hlb zu besitzen. EISSA
(2007) detektierte hla bei 94,7 % der untersuchten Staphylococcus aureus-Kulturen, stellte jedoch
nur bei 39,5 % eine a-Hamolyse fest. Ebenso waren 31,5 % der von EISSA (2007) typisierten Kulturen
hlb-positiv, ohne eine B-Hamolyse auszubilden.

Die Ergebnisse konnen zum einen auf die ausbleibende Expression der Gene unter den gegebenen
Bedingungen zurtickgefiihrt werden. Eine auf dem Agarmedium fehlende Expression ist dabei nicht
unbedingt mit einer in vivo ausbleibenden Expression gleichzusetzen. Umgekehrt sagt die Ausbildung
einer Hamolysezone auf dem Nahrmedium lediglich aus, dass das entsprechende Gen vorhanden und
funktionstlichtig ist, jedoch nicht, dass es auch im Euter exprimiert wird. Die Abwesenheit einer
6-Hamolyse trotz der Anwesenheit des Gens hld kann aulRerdem dadurch erklart werden, dass die
schmale 6-Hamolysezone durch gleichzeitig auftretende a- und B-Hamolyse nicht erkennbar ist.

Das vereinzelte Auftreten einer Himolyse ohne die Anwesenheit des jeweiligen Gens konnte auf
Sequenzvariationen des Gens zuriickzufihren sein, die die Anlagerung der DNA an die auf dem Array
immobilisierte Sonde verhindern. Aufschluss in Bezug auf diesen Punkt wiirde eine PCR oder DNA-

Sequenzierung geben.
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Neben Unterschieden im Hamolyseverhalten divergierten die betrachteten Isolate auch hinsichtlich
ihrer Pigmentierung. Die Pigmentierung der Staphylokokken wird durch membrangebundene
Carotinoide verursacht, deren Hauptvertreter das orange Staphyloxanthin darstellt (CLAUDITZ et al.
2006). Staphyloxanthin fungiert als Antioxidationsmittel und verhindert die Reaktion mit reaktiven
O,-Verbindungen, die im Rahmen der unspezifischen Abwehr vom wirtseigenen Immunsystem
gebildet werden (LIU et al. 2008). LIU et al. (2005) konnten zeigen, dass Pigment-Mangelmutanten
von Staphylococcus aureus im Gegensatz zum Wildtyp eine stark erhohte Empfindlichkeit gegeniiber
einem Angriff durch neutrophile Granulozyten aufwiesen.

Die Pigmentierung von Staphylococcus aureus kann durch die Zugabe bestimmter Substanzen zum
Nahrmedium beeinflusst werden. So fiihren z.B. fermentierbare Kohlenhydrate, NaCl und
Glycerinmonoacetat, aber auch Kuhmilch zu einer starker ausgepragten Farbung der Kolonien
(WILLIS et al. 1966). Dies kénnte erkliren, warum auf Askulin-Agar gewachsene Kolonien
grundsatzlich starker pigmentiert waren als solche, die auf Columbia-Agar wuchsen. Der verwendete
Askulin-Agar enthilt mehr NaCl als der verwendete Columbia-Agar, woraus die ausgeprigtere
Pigmentierung resultieren koénnte. Alternativ kommen auch die anderen Komponenten der

Nahrmedien als Ursache fiir die unterschiedliche Pigmentierung in Frage.

Sowohl die Hamolyse als auch die Pigmentierung von bovinen Staphylococcus aureus-Isolaten
konnten in der vorliegenden Untersuchung in Zusammenhang mit dem CC der Isolate gebracht
werden. lsolate eines CC verfligten grundsatzlich Gber einheitliche phanotypische Merkmale
hinsichtlich Himolyse und Pigmentierung. Insbesondere CC133 und CC398 setzten sich dabei deutlich
von den anderen CC ab.

Zu CC133 zihlende Staphylokokken waren auf Askulin-Agar ,hellgelb” und verfiigten mit Ausnahme
eines lIsolates Uber eine breite Zone vollstdandiger Hamolyse. Isolate, die zu CC398 gehdrten, waren
selbst auf Askulin-Agar kaum pigmentiert und verfiigten alle iber eine doppelzonige Hamolyse. Sie
unterschieden sich damit deutlich von CC151- und CC479-Isolaten, die zwar in aller Regel ebenfalls
eine doppelzonige Hamolyse ausbildeten, aber als , maisgelb” beurteilt wurden. Phanotypische
Unterschiede zwischen CC398-MRSA und CC398-MSSA konnten nicht festgestellt werden.

In Anbetracht der Tatsache, dass die goldgelbe Pigmentierung der Kolonien ein wichtiges
Identifikationsmerkmal fiir Staphylococcus aureus ist und eines der klassischen Kriterien darstellt,
Staphylococcus aureus von Koagulase-negativen Staphylokokken zu unterschieden (WIELAND et al.
1994), kann dariber spekuliert werden, ob die mangelnde Pigmentierung der CC398-Staphylokokken
einen Selektionsvorteil darstellt, obwohl diese Staphylococcus aureus anfilliger gegenliber einem
Angriff durch 0O,-Radikale sind. Werden Staphylococcus aureus-lsolate falschlicherweise als
Koagulase-negative Staphylokokken angesprochen, wird im Falle subklinischer Mastitiden seltener
eine  antibiotische Behandlung bzw. die Merzung des Tieres erfolgen. Beide
BekdampfungsmaRnahmen wirden Staphylococcus aureus an einer weiteren Verbreitung hindern.
Eine schwach ausgepradgte Pigmentierung konnte dem Erreger daher einen evolutiondren Vorteil
einbringen.

In jedem Fall sollte Uberprift werden, ob die festgestellten CC-spezifischen Phanotypen auch in

anderen Regionen existieren, da dies z.B. eine gezieltere Testung auf CC398 ermoglichen wirde. Es
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kénnten dann bevorzugt Isolate gescreent werden, die von der klassischen goldgelben Pigmentierung
abweichen.

Die festgestellten CC-spezifischen Phanotypen bestdtigen weiterhin die Richtigkeit des verwendeten
Verfahrens zur Auswahl der zu typisierenden lIsolate. Um moglichst viele verschiedene CC zu
detektieren, wurden bevorzugt Isolate unterschiedlicher Koloniemorphologie typisiert. Zu diesem
Zeitpunkt konnte lediglich angenommen werden, dass unterschiedliche CC hinsichtlich Himolyse und
Pigment variieren. Die Ergebnisse der Phanotypisierung bestatigen diese Vermutung.

5.5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass in Thiringer Milchviehherden
mindestens elf verschiedene CC von Staphylococcus aureus auftraten, die zwei epidemiologisch
unterschiedlichen Typen zugerechnet werden konnten. Diese zwei Staphylococcus aureus-Typen
unterschieden sich zum einen in ihrem Wirtsspektrum, darliber hinaus aber auch hinsichtlich der
Ausstattung mit Virulenzfaktoren und Resistenzdeterminanten.

Der Grof3teil der typisierten Isolate gehorte den Komplexen CC133, CC151 und CC479 an. Diese drei
CC konnten in 33 der 34 Betriebe detektiert werden, wobei sie bei 18 Herden die einzigen
nachgewiesenen CC darstellten. Da CC133, CC151 und CC479 bisher nicht auBerhalb des Rinder- bzw.
Wiederkauer-Euters gefunden wurden (HERRON-OLSON et al. 2007, SUNG et al. 2008, GUINANE et
al. 2010), kénnen diese CC als , euterassoziiert” betrachtet werden. Dagegen traten die acht anderen
in der vorliegenden Untersuchung detektierten CC (CC7, CC9, CC20, CC45, CC50, CC97, CC101,
CC398) vergleichsweise sporadisch auf. Im Gegensatz zu CC133, CC151 und CC479 besitzen diese CC
ein breites Wirtsspektrum und kommen auch in der Umgebung der Tiere vor. Sie zeigen daher auch
Charakteristika umweltassoziierter Keime.

Entsprechend den Ergebnissen der durchgefiihrten Studie kann durch den Nachweis von
lukF-P83/lukM mit hoher Sicherheit zwischen beiden epidemiologischen Varianten unterschieden
werden. Die Detektion dieser Genkombination in ausgewdahlten Isolaten eines Milchviehbestandes
wirde daher auf das Vorliegen ,euterassoziierter” Staphylococcus aureus hindeuten, wahrend
andernfalls ,,umweltassoziierte” Staphylococcus aureus am Infektionsgeschehen der Herde beteiligt
waren.

Da die Microarray-Technologie ein sehr kostenintensives Verfahren darstellt, um den ,Marker”
lukF-P83/lukM zu detektieren, wire die Entwicklung eines preiswerten Schnelltests von Bedeutung.
Statt des Gens konnte dabei ebenso das Genprodukt nachgewiesen werden, da gezeigt werden
konnte, dass die Anwesenheit von [ukF-P83/lukM mit seiner Expression einhergeht. Ein solcher
Schnelltest existiert bereits fir das humanmedizinisch bedeutsame PVL (MONECKE et al. 2011b). Eine
Modifizierung des Tests fir den Nachweis eines dem PVL verwandten Zwei-Komponenten-Toxins
sollte daher moglich sein.

Die durchgefiihrte Microarray-Untersuchung zeigte dariber hinaus, dass beide epidemiologischen
Typen Unterschiede in der Ausstattung mit Resistenzdeterminanten aufwiesen. Sie unterschieden
sich vor allem in der Anwesenheit des PB-Laktamase-Gens blaZ, das bei lediglich 0,7 % der

,euterassoziierten”, aber bei 54,1 % der ,umweltassoziierten” Isolate auftrat. Laut Ansicht einiger
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Autoren geht die Anwesenheit von blaZ mit einer schlechteren Prognose fiir Staphylococcus aureus-
infizierte Tiere einher (BARKEMA et al. 2006, HAVERI 2008).

Sowohl das unterschiedliche Wirtsspektrum als auch die unterschiedliche Ausstattung mit
Resistenzdeterminanten, insbesondere blaZ, miissen bei der Konzeption von SanierungsmalRinahmen
zur Bekampfung von Staphylococcus aureus-Euterinfektionen in einer Herde beriicksichtigt werden.
Daher ergeben sich fiir beide epidemiologischen Typen unterschiedliche Sanierungs-Schwerpunkte,
die in Abb. 5 dargestellt werden.

Als weitere wichtige Erkenntnis der vorliegenden Studie erwies sich die geringe MRSA-Pravalenz von
Staphylococcus aureus-Isolaten aus Rohmilch, die vor allem aus lebensmittelhygienischer Sicht
bedeutsam ist. Neben einer Resistenz gegeniliber [-Laktam-Antibiotika verflugten die vier
detektierten MRSA iiber eine Tetrazyklin-Resistenz, waren dariiber hinaus jedoch nur mit wenigen
weiteren Resistenzen ausgestattet. Wichtige humanmedizinisch relevante Pathogenitadtsfaktor-Gene
wie Enterotoxin-, Exfoliatin- oder PVL-Gene wurden in den vier Isolaten nicht nachgewiesen. Da die
vorliegende Untersuchung nur subklinisch infizierte Tiere umfasst, sollten bei moglichen Folgestudien
auch klinisch erkrankte Tiere bericksichtigt werden, um die Giiltigkeit der dargestellten Sachverhalte
auch fir Isolate aus klinisch kranken Tieren zu Uberprifen. Allerdings sei darauf hingewiesen, dass
klinische Staphylococcus aureus-Mastitiden hinsichtlich der Erregerverbreitung ein geringeres
Problem darstellen als subklinische Euterinfektionen, da sie erkannt und bekdampft (Antibiotika-
Therapie, Merzung) werden kénnen.

Die Methicillin- bzw. Oxacilllin-Resistenz der Isolate wurde im Agardiffusionstest nicht erkannt. Als
Konsequenz dieser Beobachtung sollte zumindest bei Penicillin-resistenten Isolaten eine zusatzliche
Testung auf Cefoxitin-Resistenz zum MRSA-Nachweis in Erwdgung gezogen werden. Eine Penicillin-
Resistenz wurde im durchgefiihrten Agardiffusionstest ebenso wie eine Resistenz gegeniber
Tetrazyklinen sicher erkannt und auch bei Resistenzen gegeniliber anderen Antibiotikagruppen

lieferte der Agardiffusionstest gute Ergebnisse.

Lebensmittelhygienisch bedeutsam ist weiterhin die Ausstattung der untersuchten Staphylokokken
mit Enterotoxin-Genen. Wahrend die Gene von SED und SEE nicht nachgewiesen wurden, traten seb
und sec bei 23 Isolaten auf. Ein weiteres Isolat verflgte (iber das SEA-Allel sea-N315, dessen
Beteiligung bei humanen Lebensmittelintoxikationen fraglich ist. Damit hatten zumindest 12,2 % der
typisierten Staphylococcus aureus das Vermogen, durch die Expression der Toxine Erkrankungen im
Menschen hervorzurufen. Der Grof3teil der untersuchten 189 Isolate besal} jedoch lediglich die Gene
des egc-Clusters, deren Zusammenhang mit gastrointestinalen Symptomen noch nicht eindeutig
geklart ist. In jedem Fall schitzt der verantwortungsbewusste Umgang mit dem Lebensmittel Milch
vor einer Vermehrung der Staphylokokken auf Keimzahlen von 10°/g und damit vor einer

Toxinproduktion.

Diagnostisch nutzbar ist die Beobachtung, dass verschiedene CC sich phanotypisch voneinander
unterschieden. Die typisierten Isolate divergierten zum einen hinsichtlich ihres Hamolyseverhaltens,
wobei nur ein maRiger Zusammenhang zwischen Hamolysezone und vorhandenen Hamolysin-Genen

festgestellt wurde. Zum anderen unterschieden sich die Isolate in ihrer Pigmentierung. Abb. 5 zeigt
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ein Diagnostik-Schema, das auf den Beobachtungen der vorliegenden Untersuchung basiert. Es ist

durch Ergebnisse von Folgestudien zu Uberprifen und zu vervollstandigen.

| Pigmentierung* |

| Hamolyseverhalten |

| weiterfithrende Tests |

| Klassifizierung |

| Sanierungsschwerpunkte |

Antibiotikaregime

euterassoziiert
CC133,CC151,CC479

umweltassoziiert
z.B.CC7, CC9, CC20

*Verbesserung der
Melkhygiene inkl.
Zwischendesinfektion

* regelmaRige Wartung
der Melkanlage

* Gruppenbildung

* Merzen
therapieresistenter Tiere

* Senkung des Erregerdrucks
(Optimierung der Hygiene,
Schadnagerbekdampfung,
Fernhalten von Hunden
und Katzen, Ausschluss
von Melkern als
Staphylococcus aureus-
Reservoir)

* Verbesserung der
Zitzenreinigung und
Zitzendesinfektion

bestandsbezogene
Resistenztestung

isolatbezogene
Resistenztestung

* auf Askulin-Agar ESC SB (Oxoid, Wesel, Deutschland)

Abb. 5:

Flussdiagramm
,umweltassoziierter” Staphylococcus aureus und resultierende Sanierungsschwerpunkte

Diagnostisches

Zur

Identifizierung

,euterassoziierter”

Staphylococcus aureus
maisgelb hellgelb eierschalenfarben
doppelzonig
v
Test auf Test auf Cefoxitin-Test
lukF-P83/lukM lukF-P83/lukM . .
resistent sensibel
+ = + =
MRSA MSSA
v

und

Mit den dargelegten Ergebnissen koénnte die durchgefiihrte Untersuchung dazu beitragen, das

komplexe Geschehen der Staphylococcus aureus-Mastitis fassbarer zu machen.

87



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Anna Katharina Schlotter

Phanotypisierung und Genotypisierung von Staphylococcus aureus-lsolaten aus Rohmilchproben
Thiiringer Milchviehherden

Institut fiir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen der Veterindrmedizinischen Fakultit der
Universitat Leipzig

Eingereicht im Mai 2012

(91 Seiten, 18 Tabellen, 5 Abbildungen, 418 Literaturstellen, 10 Anhdnge)
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Staphylococcus aureus ist einer der bedeutendsten Erreger boviner Mastitiden. Die Vielgestaltigkeit
der Resistenzmuster und Virulenzfaktoren seiner Stamme macht ihn zu einem Problemkeim aus
therapeutischer und prophylaktischer Sicht. Seine Fahigkeit zur Bildung hitzestabiler Enterotoxine
verleiht ihm lebensmittelhygienische Relevanz. Mehrfachresistente Stamme stellen gefdhrliche
Zoonose-Erreger dar. Ziel der durchgefiihrten Untersuchung war es daher, Aufschluss uber
Resistenzdeterminanten und Virulenzfaktoren der in Thiringer Milchviehherden vorkommenden
Staphylococcus aureus zu erhalten, wobei eine Microarray-gestiitzte Genotypisierung zum Einsatz

kam. Weiterhin sollte analysiert werden, ob der Genotyp der Isolate mit dem Phanotyp korreliert.

In 34 Thiringer Milchviehherden wurde der gesamte Bestand der laktierenden Kiihe zweimal auf
Basis von Viertelgemelksproben bakteriologisch untersucht. Die Beurteilung der Kulturen erfolgte im
Nativausstrich nach 48-stiindiger Bebriitung und zusatzlich nach Voranreicherung in einer
Glucose-Bouillon mit anschlieRender 24-stiindiger Bebritung. Staphylococcus aureus-positiv waren
1902 von insgesamt 81 567 Milchproben. Aus diesen wurden 189 fiir die Herden reprasentative
Isolate ausgewahlt und mittels Microarray-Technologie umfassend charakterisiert und klassifiziert.
Zudem wurde der Phinotyp der lIsolate auf Askulin- und Columbia-Blutagar erfasst und das

Resistenzverhalten mittels Agardiffusionstest ermittelt.

Die 189 typisierten Staphylococcus aureus konnten elf verschiedenen klonalen Komplexen (CC)
zugeordnet werden. Der Grof3teil der Isolate (80,4 %) zdhlte zu CC133, CC151 und CC479. Diese
Isolate besaRen mit einer Ausnahme das Leukozidin-Gen [ukF-P83/lukM. Die Ubrigen Isolate, die
negativ auf [ukF-P83/lukM getestet wurden, gehorten acht vergleichsweise sporadisch
vorkommenden CC (CC7, CC9, CC20, CC45, CC50, CC97, CC101, CC398) an.
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In nur 0,7% der zu den drei dominanten CC zahlenden lIsolate war das p-Laktamase-Gen blaZ
vorhanden, wahrend es bei 54,1 % der sporadisch vorkommenden CC detektiert wurde. Das
Methicillin-Resistenzgen mecA wurde bei lediglich vier Isolaten (2,1 %) nachgewiesen, die alle CC398
angehorten. Sie verfligten neben Resistenzen gegeniiber B-Laktam-Antibiotika Uber eine Tetrazyklin-
Resistenz. Darlber hinaus wurde in einem Isolat das Makrolid/Lincosamid/Streptogramin-Resistenz
vermittelnde vgaA und in einem Isolat das Aminoglykosid-Resistenz vermittelnde aacA-aphD
detektiert. Humanmedizinisch relevante Enterotoxin-, Exfoliatin- oder PVL-Gene wurden in den vier
Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) nicht gefunden. Im Agardiffusiontest zeigten
diese lIsolate eine Penicillin- und eine Tetrazyklin-Resistenz, jedoch keine Resistenz gegeniiber
Oxacillin, welches als MRSA-Marker gilt.

Die Gene der klassischen, humanmedizinisch bedeutsamen Enterotoxine A, B und C waren bei 12,7 %
der Isolate vorhanden, wohingegen die Gene von Enterotoxin D und E nicht vorkamen. Insgesamt
fanden sich Enterotoxin-Gene bei 78,3 % der typisierten Staphylococcus aureus, wobei die fir
Enterotoxin G, |, M, N, O und U kodierenden dominierten.

Phanotypisch unterschieden sich die CC beziiglich Himolyse und Pigmentierung, wobei alle CC398-
Isolate als eierschalenfarben mit doppelzoniger Hdmolyse auftraten. Hamolysin-Gene besallen alle

Isolate, ein Zusammenhang zu den phanotypisch ausgepragten Hamolysezonen bestand jedoch nicht.

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass in Thiringer Milchviehbestanden zwei epidemiologisch
unterschiedliche Varianten von Staphylococcus aureus existieren. Die in dieser Studie
dominierenden, lukF-P83/lukM-positiven CC133, CC151 und CC479 verursachten einen GrofRteil der
Infektionen und gelten als auf das Euter beschrankte Erreger. Sie konnen daher als , euterassoziiert”
angesehen werden. Dagegen verfligten die anderen in dieser Untersuchung detektierten,
lukF-P83/lukM-negativen CC Uber Charakteristika ,umweltassoziierter” Keime. Sie besitzen ein
breites Wirtsspektrum und treten auch auBerhalb des bovinen Euters in der Umgebung der Kiihe auf.
Die Prufung auf [ukF-P83/lukM erwies sich als zuverldssige Methode, zwischen beiden
epidemiologischen Varianten zu unterscheiden. Folglich ldsst die An- oder Abwesenheit dieser
Genkombination einen Rickschluss auf die in der Herde verbreiteten CC zu. Das ermoglicht die
Beriicksichtigung der CC-spezifischen Erreger-Eigenschaften bei der Etablierung von
Sanierungsprogrammen, die somit effizient gestaltet werden konnen.

MRSA waren in Thiringer Milchviehbestanden wenig verbreitet und nur schwach mit
Resistenzdeterminanten und humanmedizinisch bedeutsamen Pathogenitatsfaktoren ausgestattet.
Diese MRSA aus Rohmilchproben sind daher nicht mit multiresistenten Isolaten aus der
Humanmedizin zu vergleichen.

Gene fir humanmedizinisch relevante Enterotoxine, flr die ein Zusammenhang mit
Lebensmittelintoxikationen belegt ist, wurden selten, andere Enterotoxin-Gene jedoch haufig

nachgewiesen.
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Staphylococcus aureus is one of the most important agents of bovine mastitis. The diversity of
resistance pattern and virulence factors of the different strains makes this agent to a problematic
germ in therapeutics and prophylaxis. Its ability to produce heat stable enterotoxins confers
relevance in food hygiene. Multiresistant strains are dangerous zoonotic agents. Therefore, the aim
of this study was to get information about resistance determinants and virulence factors of
Staphylococcus aureus occurring in Thuringian dairy herds using microarray-based genotyping.
Furthermore it should be analysed whether there are parallels between phenotype and genotype of

the isolates.

In 34 Thuringian dairy herds all lactating cows were bacteriologically investigated twice based on
quarter milk samples. The evaluation of cultures was done in smear of culture after 48 h of
incubation and after an additional pre-enrichment in glucose bouillon with a following 24 h
incubation period. Altogether 1,902 out of 81,567 milk samples were Staphylococcus aureus positive.
Out of these, 189 isolates, which were representative of the herds, were selected and
comprehensively characterized and classified using microarray technology. Furthermore the
phenotype of the isolates was gathered on esculin and Columbia blood agar and their resistance to

antibiotics was determined using agar diffusion test method.

The typed 189 Staphylococcus aureus isolates could be clustered into eleven different clonal
complexes (CC). The majority of them (80.4 %) were counted among CC133, CC151, and CC479.
Except one isolate these isolates harboured the leukocidin gene lukF-P83/IlukM. The other ones,
which were lukF-P83/lukM-negative, belonged to eight comparatively sporadically occurring CC (CC7,
CC9, CC20, CC45, CC50, CC97, CC101, CC398).
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Only 0.7 % of the three dominating CC possessed the B-lactamase gene blaZ, whereas the gene was
detected in 54.1 % of the sporadically occurring CC. The methicillin resistance gene mecA was only
found in four isolates (2.1 %), which all belonged to CC398. Besides resistance to B-lactam antibiotics
they also possessed a resistance to tetracyclines. Beyond that the
macrolid/lincosamid/streptogramin-resistance gene vgaA was detected in one isolate and the
aminoglycosid-resistance gene aacA-aphD was found in another isolate. Enterotoxin, exfoliatin or
PVL genes, which are relevant in humane medicine did not occur in the four methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). In agar diffusion tests these isolates showed a resistance to penicillin
and tetracyclines, but no resistance to oxacillin, which is regarded as a marker for MRSA.

The genes encoding for the classical enterotoxins A, B, and C were detected in 12.7 % of the isolates,
whereas the genes for enterotoxin D and E were not present. Altogether enterotoxin-genes were
found in 78.3 % of typified Staphylococcus aureus, in which those encoding for enterotoxin G, I, M, N,
0, and U dominated.

Phenotypically, the CC differed in haemolysis and pigmentation, whereas all CC398 isolates were
eggshell coloured with a double haemolysis zone. Haemolysin genes were present in all of the

isolates, but there was no connection to the phenotypically zones of haemolysis.

The current investigation demonstrates the existence of two epidemiological different variants of
Staphylococcus aureus in Thuringian dairy herds. The dominating, lukF-P83/lukM-positive CC133,
CC151, and CC479 were responsible for the majority of infections and are regarded as agents, which
are restricted to the udder. Therefore, they can be considered as “udder associated”. In contrast, the
other lukF-P83/lukM-negative CC detected in this study showed characteristics of “environmental
associated” germs. They possessed a wide host range and were also present in the environment of
the cows beyond the bovine udder. The test for lukF-P83/lukM proved to be a reliable method for
the discrimination between the two epidemiological variants. Hence the presence or absence of this
gene combination leads to conclusions to the CC in the herd. This offers the observance of the CC
specific properties in the establishment of treatment programs, which thereby can be organized
efficient.

MRSA were still present at a low level in Thuringian dairy herds and were rarely equipped with
resistance determinants and pathogenicity factors, which show great importance in human medicine.
Therefore they cannot be compared to multiresistant germs in human medicine.

Genes responsible for relevant enterotoxins in human medicine, which can be related to food

poisoning, were detected rarely, other enterotoxin genes, however, were determined frequently.
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Anhang

Anhang 1: Ubersicht tiber die Anzahl der untersuchten Tiere, die Anzahl der Staphylococcus aureus-

Nachweise und die ermittelten Einzeltierpravalenzen in beiden Untersuchungsdurchgangen

1. Untersuchung 2. Untersuchung Gesamt

Bestand| Kiithe |S. aureus- | Pravalenz | Kiihe |S. aureus- | Prdvalenz| Kiihe |S. aureus- | Priavalenz

Kiihe P, Kiihe P, Kiihe P,

n n % n n % n n %
1 45 22 48,89 34 10 29,41 52 26 50,00
2 141 44 31,21 132 18 13,64 185 34 18,38
3 61 20 32,79 56 6 10,71 66 22 33,33
4] 153 9 588| 169 15 8,88 222 22 9,91
5] 577 28 4,85| 579 26 4,49 807 51 6,32
6| 358 11 3,07| 287 5 1,74 460 14 3,04
7 541 6 1,11 570 40 7,02 715 45 6,29
8] 1229 143 11,64 943 56 594 1483 196 13,22
9] 732 6 0,82| 750 17 2,271 970 23 2,37
10| 347 6 1,731 352 8 2,27 459 11 2,40
11| 164 47 28,66| 185 8 4,32 237 55 23,21
12 37 1 2,70 38 2 5,26 50 2 4,00
13| 358 3 0,84 320 1 031| 474 3 0,63
14| 404 11 2,721 369 33 894| 531 44 8,29
15| 378 14 3,701 361 21 5821 513 31 6,04
16 55 2 3,64 70 4 571 86 6 6,98
171 111 10 9,01 122 5 4,10| 158 13 8,23
18| 179 26 14,53 175 22 12,57| 244 41 16,80
19] 339 23 6,78 345 37 10,72 481 59 12,27
201 341 33 9,68 373 26 6,97 495 56 11,31
211 136 7 515 123 7 569 165 13 7,88
221 403 13 3,231 626 17 2,721 796 30 3,77
23 97 6 6,19 97 7 7,22 118 10 8,47
241 515 2 1,17] 481 1 0,21| 643 2 0,31
251 850 100 11,76| 888 138 15,54 1138 215 18,89
26| 366 46 12,57 383 36 9,40 517 73 14,12
27 15 4 26,67 17 7 41,18 20 8 40,00
28] 413 31 7,51 450 63 14,001 578 85 14,71
29 35 4 11,43 39 6 15,38 41 8 19,51
301 205 17 8,29| 205 18 8,78 269 33 12,27
311 167 2 1,201 165 1 061| 237 2 0,84
321 188 10 532 192 29 15,10 249 34 13,65
331 328 13 3,96 338 10 2,96| 467 22 4,71
341 153 17 11,11 183 15 8,20 231 28 12,12

> 10421 737 10417 715 14157 1317

X 267 12 6,03| 246 15 6,99| 364 27 9,19
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Anhang 2: Erhebungsbogen zur Erfassung des Phanotyps der 189 Staphylococcus aureus-Isolate

6¢C1

Rand

Isolat

Grofle Hamolyseverhalten
klein ohne Hamolyse (oH)
mittel mit Hamolyse (mH)
grofRR* (groR/klein)

doppelzonige Hamolyse

Hamolysetyp nach
Skalka
a
B
6
nicht zuzuordnen
ohne Hamolyse

Pigmentierung

maisgelb
helles maisgelb
hellgelb
eierschale
cremeweild

Querschnitt

flach/flachig
konvex

Oberflache

glatt-glanzend

matt
rauh

scharf begrenzt
unregelmalig
gelappt

* klein = stecknadelkopfgroR
mittel = bis 2mm
grolR = ab 3mm
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Anhang

Anhang 3: Zusammensetzung der Reagenzien und Nahrboden

Askulin-Agar mit Schafblut (OXOID, Wesel, Deutschland)

Fertigplatte (Fillgewicht 17 g T 5 %)

Zusammensetzung g/l
Fleischextrakt "Lab-Lemco’ 1,0
Hefeextrakt 2,0
Peptone 5,0
Natriumchlorid 7,5
Askulin 1,0
Agar 16,0
Defibriniertes Schafblut 70,0 ml

pH7,2 10,2

Glucose-Bouillon (OXOID, Wesel, Deutschland)

Trockennihrboden zur Losung in Aqua dest. (23 g/11)

Zusammensetzung (g/l)
Fleischextrakt "Lab-Lemco’ 3,0
Tryptose 10,0
Glucose 5,0
Natriumchlorid 5,0

pH7,2 10,2
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Anhang

Columbia-Agar mit Schafblut™"* (OXOID, Wesel, Deutschland)

Fertigplatte (Fullgewicht 17 g Ts5 %)
Zusammensetzung (g/1)
Spezialpepton 23,0
Starke 1,0
Natriumchlorid 5,0
Agar 10,0
Defibriniertes Schafblut 50,0 ml
pH7,3 10,2

Mueller-Hinton-Agar mit Schafblut

Fertigplatte (Fullgewicht 20 g ts %)

Zusammensetzung (g/1)

Rindfleisch, getrocknete 2,0
Infusion aus 300g

Caseinhydrolysat 17,5
Starke 1,5
Agar 17,0
Defibriniertes Schafblut 50,0 ml
pH7,4 10,2
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Anhang

Zusammensetzung der verwendeten PBS-Losung

1000 ml enthalten 12 mM Na;HPO, (4,296 g)
12 mM NaH,PO, (1,656 g)
0,145 mM NaCl (8,5 g; pH 7)

Zusammensetzung der Komponenten des ,High Pure Template Preparation Kit”

(ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim, Deutschland)

Bindungspuffer

20 ml enthalten 6 M Guanidium-HCI
10 mM Harnstoff
10 mMTris-HCl

4 ml Triton® X100

Waschpuffer
20 ml enthalten 20 ml Ethanol
20 mM NacCl
2 mM Tris-HCI
Elutionspuffer
| 20 ml enthalten 5 mM Tris, pH 8,5 (25 °C) |

Zusammensetzung der Komponenten des ,Staphy Type Kit“ (ALERE TECHNOLOGIES GmbH, Jena,
Deutschland):

Auf die Zusammensetzung der einzelnen Komponenten des ,Staphy Type Kit“ (Lysis-Enhancer,
Lysispuffer, Markierungspuffer, DNA-Polymerase, Hybridisierungspuffer, = Waschpuffer 1,
Waschpuffer 2, Konjugationspuffer, HRP-Konjugat, HRP-Substrat) bestand kein Zugriff.
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Anhang 4: Verzeichnis der im ,,StaphyType Kit“ verwendeten Sonden und Primer (nach MONECKE et al. 2011a)

Gen Genprodukt/Funktion Allele Sondenname Sondendefinition Primername Primerdefinition
aacA- | Gentamicin-Resistenz aacA-aphD_10,4 | AB096217.1[28286:28313] | aacA-aphD_PM4 | AB096217.1[28367:28386]
aphD | (Transferasen)
blaz_11 AB074882.1 [417:441] blaZz_PM4 BX571856.1[1914099:1914121]
blaz_4,2 BX571856.1 I b_blaZz_651_rv BX571856.1[1914034:1914054:r]
[1913997:1914021]
blaz B-Laktamase BX571856.1
Z 611 ) Z 2 B 1 J1[191 1191 :
hp_blaz_6 (1914503:1914531] lb_blaz_652_rv X571856.1[1914553:1914570:r]
Ib_blaZ_653 rv DQ016047.1[1101:1120:r]
cond | Kapsel Tvo 1 capJ1 hp_cap)1_611 | U10927.2 [21322:21350] lb_cap)1_651_rv | U10927.2[21367:21385:r]
P PSELTYP capK1 hp_capK1l_611 | U10927.2 [22439:22466] lb_capK1l_651_rv | U10927.2[22490:22508:r]
hp_capJ5_611 CP000046.1 [163178:163206] | Ib_cap)5_651 rv | CP000046.1[163216:163233:r]
cap5 capl5 CP000046.1 _

Kapsel Typ 5 hp_capJ5_612 [163344:163373:1] Ib_caplJ5_652 _rv | CP000046.1[163316:163337]
capk5 hp_capK5_611 | CP000046.1 [164536:164564] | Ib_capK5_651_rv | CP000046.1[164576:164595:r]
capl8 hp_capl8 612 BX571856.1 [178269:178298] | Ib_capl8 651 rv | BX571856.1[178195:178214:r]

p lb_capl8_652_rv | BX571856.1[178312:178332:r]
cap8 | Kapsel Typ 8 capJ8 hp_cap)8_611 | BX571856.1[178770:178800] | Ib_capJ8_651_rv | BX571856.1[178809:178826:r]
capks hp_capk8 611 BX571856.1 [178990:179017] | Ib_capK8 651 rv | BX571856.1[179021:179045:r]
p hp_capK8 612 | BX571856.1[179930:179956] | Ib_capK8_652_rv | BX571856.1[179958:179980:r]
cat-pC221 hp_cat_613 M64281.1 [358:389] Ib_cat_654_rv AB080798.1[2860:2878:r]
cat Chloramphenicol-Resistenz | cat-pC223 hp_cat 611 AF507977.1[17615:17642] Ib_cat 653 rv AF507977.1[17658:17682:r]
(Acetyltransferase) cat-pMC524 hp_cat 612 AB080798.1 [2826:2854] Ib_cat_655_rv AJ312056.2[587:605:r]
cat-pSBK203R | hp_cat_615 M58515.1 [353:384] Ib_cat 652 rv M58515.1[407:431:r]
ofr Chloramphenicol-Resistenz hp_cfr_611 AJ249217.1 [1048:1074] lb_cfr 651_rv AJ249217.1[1075:1093:r]
(Methyltransferase)
c0A | Koagulase coa_consens_11 | CPO00046.1 [246925:246954] Zoa—conse”S—PM CP000046.1[246967:246988]
. dfrA_12 AE017171.1 [2588:2614:r] dfrA_PM4 AE017171.1[2494:2513:r]
dfrA Dihydrofolat-Redukt = =
fr iycrofolat-Reduitase 2,1-dfrA AB049452.1 [2076:2103]
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Gen Genprodukt/Funktion Allele Sondenname Sondendefinition Primername Primerdefinition
Erythromycin-/
ermA | Clindamycin-Resistenz ermA_9,4 BAOOOO17.4 ermA_PM4 BA000017.4[1762907:1762928]
[1762850:1762875]
(Methyltransferase)
Erythromycin-/ hp_ermB_611 | EF450709.1 [2405:2428] Ib_ermB_651 EF450709.1 [2443:2464]
B li in-Resi
ermB | Clindamycin-Resistenz hp_ermB_612 | EF450709.1 [2528:2557] Ib_ermB_652 EF450709.1 [2564:2584]
(Methyltransferase)
Erythromycin-/ ermC_8,1 M17990.1 [1775:1799] ermC_PM4 AF466402.1[130:150]
ermC | Clindamycin-Resistenz
(Methyltransferase) ermC_8,2 M17990.1 [1840:1864]
etA Exfoliatives Toxin A etA_8,2 AP001553.1 [42317:42344] etA_PM4 AP001553.1[42387:42406]
etB Exfoliatives Toxin B etB_9,3 AP003088.1 [5389:5416] etB_PM4 AP003088.1[5438:5460]
etD Exfoliative Toxin D etD_11 AB057421.1 [5648:5677] etD_51 AB057421.1[5694:5715:r]
far Fusidinsaure-Resistenz farl 10 AY047358.1 [1787:1814] farl_11 PM4 AY047358.1[1818:1838:r]
CP000046.1
fnbA (cons) hp_fnbA_615 [2570812:2570840:1] Ib_fnbA_652 rv CP000046.1[2571555:2571576]
CP000046.1
fnbA (COL) hp_fnbA_612 [2571598:2571624:1] Ib_fnbA_655 rv CP000046.1[2570764:2570784]
. . fnbA BX571856.1 )
fnbA Hbro?ecnn-Mndendes (MRSA252) hp_fnbA_613 [2662314:2662342:1] Ib_fnbA_653 rv | BX571856.1[2662290:2662308]
Protein A fnbA BA000017.4
(MuSO+MW2) hp_fnbA_611 (2644424:2644451:1] lb_fnbA_651_rv | BAO0D017.4[2644388:2644409]
fnbA (RF122) hp_fnbA_614 AJ938182.1 Ib_fnbA 654 rv AJ938182.1[2510030:2510048]
P_INPA_ [2510055:2510084:r] —INBA_B%_ ' '
lb_fnbA_656_rv | AM076033.1[1356:1379:r]
fexa | Chloramphenicol-Resistenz hp_fexA_611 | AJ549214.1 [332:357] Ib_fexA 651 rv | AJ549214.1[364:382:r]
(Effluxprotein)
Epoxyd-Resistenz fosB hp_fosB_611 CP000046.1 Ib_fosB_651 rv CP000046.1[2389252:2389271.:r]
fosB (Metallothiol-Transferase) [2389191:2389221]
fosB-plasmid | hp_fosB_612 AP006717.1 [448:478] Ib_fosB_652 rv AP006717.1[508:527:r]
hla Hamolysin a hla_11 CP000046.1 hla_51 CP000046.1[1180098:1180120]

dueyuy



GET

Gen Genprodukt/Funktion Allele Sondenname Sondendefinition Primername Primerdefinition
CP000046.1
hp_hlb_611 hib_51 P000046.1[2063925:2063944:
p_hlb_6 12063898,2063922] b_5 CP000046.1[2063925:2063944:r]
hib Hamolysin BA000017.4
hp_hlb_612 [2126171:2126196]
hp_hlb_613 $72497.1 [366:390]
] . CP000046.1
hld | Hamolysin & hid_11 2082840.2082864:1] hid_51 CP000046.1[2082797:2082819]
Hamolysiny, CP000046.1 _ _
higA | omoonente A higA_11 2479145,2479171] higA_51 CP000046.1[2479172:2479193:r]
CP000046.1
11 1[1374825:1
katA | Katalase katA_ (13747041374818] katA_PM4 CP000046.1[1374825:1374845]
lukD - CP000046.1
Leukozidin D lukD_11 (1934731,1934760:1] lukD_51 CP000046.1[1934686:1934706]
- CP000046.1
lukE | Leukozidin E lukE_11 (1935944,1935968:1] lukE_51 CP000046.1[1935901:1935920]
lukF- | Hamolysin'y, CP000046.1 _ _
hg | Komponente B lukF_10 2481634,2481659)] lukF_11b_PM4 | CPO00046.1[2481663:2481680:r]
lukS- | Hamolysin'y, CP000046.1 _ _
hg | Kemponente C JukS 1ukS_10 2480644,2480668] luks_11_PM4 CP000046.1[2480672:2480692:r]
ﬁ"'/‘F - | PVL (F-Komponente) lukF_PV_10 AB006796.1 [2256:2284] lukF-PV_11_PM4 | AB006796.1[2295:2316:r]
ﬁ"'/‘s' PVL (S-Komponente) lukS_PV_20 AB006796.1 [1628:1656] lukS-PV_21_PM4 | AB006796.1[1679:1699:r]
lukF-
Zﬁir— LukF-P83 luKF-PV-P83_11 | AB044554.1 [42010:42037] | IukF-PV-P83_51 | AB044554.1[42053:42070:r]
PV83)
lukM | LukM lukM_11 AB044554.1 [40866:40893] | lukM_51 AB044554.1[40914:40932:r]
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Gen Genprodukt/Funktion Allele Sondenname Sondendefinition Primername Primerdefinition
mecA | PBP2a mecA_1,4 CP000046.1 [39915:39942:r] mecA_PM4 CP000046.1[39857:39876:r]
mecA_11 CP000046.1 [40041:40068:r] mecA_51 CP000046.1[40007:40025]
mefA Makrolid-Resistenz hp_mefA 611 AB011259.1 [536:563] Ib_mefA 651 rv | AB011259.1[570:588:r]
(Effluxpumpe) hp_mefA_612 | AB011259.1 [1045:1072] lb_mefA_652 rv | AB011259.1[1078:1099:r]
msra | Erythromycin-Resistenz msrA_15,3 AB013298.1 [1525:1552] msrA_PM4 AB013298.1[1614:1635]
(Effluxpumpe)
nuc Thermonuklease hp_nucl_611 CP000046.1 [888207:888233] | Ib_nucl_651 rv CP000046.1[888249:888266:r]
BA000017.4
h k 611 [ k 1 BA 17.4[2 2 71
. p_sak_6 (2086572:2086601:1] b_sak_651_rv 000017.4[2086553:2086571]
sak Staphylokinase BAO00017 4
11 ) 1 B 17.4[2 2
sak_ [2086418:2086443:1] sak_5 A000017.4[2086376:2086395]
BA000017.4
2 -varl 51 B 17.4[2 2 2
sea entA_3, [2088572:2088598:r] entA-varl_5 A000017.4[2088473:2088492]
BA000017.4
entA entA_s3,3 [2088482:2088456]
. BA000017.4
sea Enterotoxin A entA-varl_11 [2088512:2088536:1]
sea-320E
(entA-320E) entA-var2_11 AY196686.1 [508:532]
sea-N315 BA000018.3
(entP, sep) entA-var3_11 [2011518:2011545:1] entA-var3_51 BA000018.3[2011492:2011510]
seb Enterotoxin B entB_11 CP000046.1 [916903:916927] | entB_51 CP000046.1[916957:916976:r]
entB_4,1 CP000046.1 [916583:916609] | entB-41_PM4 CP000046.1[916642:916663]
BA000017.4
e oo entC_5,2 [2134733:2134761:1] entC_PM4 BA000017.4[2134593:2134610:r]
entC 5.3 BA000017.4
= [2134652:2134680:r]
sed Enterotoxin D entD_11 M94872.1 [675:702] entD_51 M94872.1[705:723:r]
see Enterotoxin E entE_11 AY518387.1 [305:328] entE_51 AY518387.1[348:365:r]
seg Enterotoxin G entG_11 BAO00017.4 entG_51 BA000017.4[1954468:1954486]

[1954500:1954526:r]

dueyuy



LET

Gen | Genprodukt/Funktion Allele Sondenname | Sondendefinition Primername Primerdefinition
seh Enterotoxin H entH_11 AB060536.1 [139:164] entH_51 AB060536.1[178:196:r]
. : BA000017.4 .
sei Enterotoxin | entl_11 [1957319:1957343:r] entl_51 BA000017.4[1957273:1957293]
sej Enterotoxin J ent)_11 AB075606.1 [1849:1876:r] ent]_51 AB075606.1[1804:1823]
CP000046.1
h K 611 K_PM4 P 46.1[904957:904979:
p_entK_6 [905353:905384:1] entk_ CP000046.1[904957:904979:r]
CP000046.1
i h K 612 [ K 1 P 46.1 11: 4
sek Enterotoxin K p_entK_6 [905035:905065:1] b_entk_651_rv | CP000046.1[905311:905334]
Ib_entK_652_rv | CP000046.1[904995:905017]
Ib_entK_653 rv | BAO00033.2[2087412:2087433:r]
BA000017.4
E inlL L 11 L 51 B 17.4[2134182:2134202:
sel nterotoxin entL_ (2134144:2134171] entL_5 A000017.4[213418 34202:r]
BA000017.4
sem Enterotoxin M entM_11 [1958262:1958291:1] entM_51 BA000017.4[1958242:1958260]
entM_52 BX571856.1[1999451:1999468]
sen- other BA000017.4
. than RE122 entN_11 [1955521:1955545:1] entN_51 BA000017.4[1955492:1955513]
sen Enterotoxin N BAOO0O17 4
sen-consensus | hp_entN_611 [1955741:1955768:r] Ib_entN_651 rv | BA0O00017.4[1955709:1955731]
. BA000017.4
seo Enterotoxin O entO_11 [1958936:1958962:1] entO_51 BA000017.4[1958904:1958925
CP000046.1
hp_entQ_611 (906043:906072:1] entQ_PM4 CP000046.1[905715:905734:r]
seq Enterotoxin Q CP000046.1 )
hp_entQ_612 (905818:905848:1] Ib_entQ_651 rv | CP000046.1[905997:906018]
Ib_entQ_652 rv | CP000046.1[905862:905881]
ser Enterotoxin R entR_11 AB075606.1 [750:775] entR_51 AB075606.1[783:802:r]
seu Enterotoxin U hp_entU_611 BAOO0017.4 Ib_entU 651 rv | BA0O00017.4[1956633:1956653]

[1956679:1956708:r]
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Gen Genprodukt/Funktion Allele Sondenname Sondendefinition Primername Primerdefinition
spa Protein A proteinA_12 [ClP0070400074: 2'017 435:1] proteinA_51 CP000046.1[107900:107917]
proteinA_52 CP000046.1[107378:107395]
tetk Tetrazyklin-Resistenz tetk_12,3 M16217.1 [1424:1452] tetk_PM4 M16217.1[1582:1604:r]
(Effluxpumpe) tetk_12,4 M16217.1 [1507:1535]
tetM (Tsect;z‘z";'r'gt':iis)'smnz tetM_11,3 m%g%%z;é 40031 tetM_51 BA000017.4[440340:440358]
;;t;n(;t;gz )| tt162 Fﬁ%@%‘g;‘l 37879) tstl_PM4 BA000017.4[2137910:2137930]
tstl | TS5T1 tst1 BAO00017.4
(consensus) hp_tst_611 (2138016:2138044] lb_tst_651_rv BA000017.4[2138051:2138070:r]
vanA Vancomycin-Resistenz vanA_18,2 AE017171.1 [35199:35226] vanA_PM4 AE017171.1[35302:35321]
vanB Vancomycin-Resistenz vanB_11 AE016954.1 [78616:78640:r] | vanB_PM4 AE016954.1[78518:78535:r]
vanB_19,3 AE016954.1 [78613:78638:r]
vanZ Teicoplanin-Resistenz vanZ_20,3 AE017171.1 [37564:37589] vanZ_PM4 AE017171.1[37613:37632]
Resistenz gegenliber
vatA Makroliden/Lincosamiden/ vatA_15,3 AF117258.1[2296:2323:r] vatA_PM4 AF117258.1[2229:2247:r]
Streptograminen
Resistenz gegenliber
vatB Makroliden/Lincosamiden/ vatB_16,3 U19459.1 [543:570] vatB_PM4 U19459.1[659:680]
Streptograminen
Resistenz gegenliber vga A vga_17,3 AF117259.1 [3729:3756] vga_PM4 AF117259.1[3779:3799]
vgaA | Makroliden/Lincosamiden/ | vga (AMBM | o\ 15 AF186237.2 [6470:6497] vgaA_PM4 AF117259.1[3925:3944]
Streptograminen 3327
Resistenz gegenliber
vgb Makroliden/Lincosamiden/ vgb 19,2 M36022.1 [1040:1067] vgb PM4 M36022.1[1126:1148]

Streptograminen
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. CC133, CC151, CC479

CC7, CC9, CC20, CC45,
CC50,CC97, CC101

D cC398

Anhang 5: Geographische Verteilung der teilnehmenden 34 Bestande in Thiiringen und Darstellung der in den Bestdanden detektierten CC
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Anhang

Anhang 7: Ergebnisse der LukF-P83 /LukM-Expressionsanalyse

Lfd.Nr | CC LukF-P83/LukM im Zelliiberstand

[ng/ml]
1 CCi51 222,10
2 CCi151 118,38
3 CC151 150,04
4 CCi51 177,05
5 CC151 147,35
6 CC151 144,30
7 CCi151 148,20
8 CC151 145,80
9 CC151 138,20
10 CC151 157,35
11 CC479 130,07
12 CC479 116,33
13 CC4a79 129,10
14 CC133 1095,00
15 CC133 846,90
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Anhang

Anhang 8: Im Agardiffusionstest ermitteltes Resistenzverhalten vier mecA-positiver und vier mecA-

negativer CC398-Isolate

CC398

mecA-positiv mecA-negativ
Isolat Isolat

Amoxicillin/Clavulansiure

Ampicillin/Cloxacillin

Cloxacillin

Oxacillin

Penicillin

Cefacetril

Cefalexin

Cefazolin

Cefapirin

Cefoperazon

Cefquinom

Gentamicin

Neomycin

Danofloxacin

Enrofloxacin

Marbofloxacin

Erythromycin

Tylosin

Pirlimycin

Trimethoprim

Tetrazyklin

Lincomycin/Neomycin

=PI |V OO IN|ID|DIOLLILILI—OITD LIV D] W

Penicillin/Streptomycin/Nafcillin

DVWInNI—IIID VD OVIJ|I D OLILILLILHOLOLIO|——(D VLUK IOWV (D] =
NIV VDD |T O OLILIOLDILIOVIO—VLL OOV DD OOV D] N
ninumnmu unuuvuiunuuninfnlnnununm| | —— (I uviunnioun|)]| &
nN|——|J[DLVLIDITLLILHLLILHLIL I LLIV—|— DDV (D|D D] =
N|I—un|JIDTLILLIVLILLLLILDO—UOLLIOLILLIOLILLIOID LIV N
NV Ini—D[DUV—OLLILLILVVILKVOLILKILL L L LD LIV W
nNiunin|ddZuHVILILLIKLLLELKH LR O OO HIDITLLILKO D] &

Cefalexin/Kanamycin S
mecA
mecA
blaZ | mecA
blaZ | mecA
. . tetK | blaZ
detektierte Resistenzgene tetK | blaZ
tetM | tetK
tetM | tetM
aac- | tetM
vgaA
aphD

R =resistent, | = intermediar, S = sensibel
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Anhang

Anhang 9: Gegeniiberstellung des Resistenzverhaltens vier mecA-positiver und vier mecA-negativer

CC398-Isolate gegeniiber neun penicillinasefesten B-Laktam-Antibiotika (auler Oxacillin)

mecA Resistenzverhalten
sensibel intermediar resistent >
positiv 24 5 7 36
negativ 26 3 7 36
> 50 8 14 72
Anhang 10: Resistenztestung mecA-positiver Isolate mittels Bouillon-Mikrodilution
Antibiotika- Antibiotikum Ergebnisse der Resistenztestung
Gruppe Isolat 1 Isolat 2 Isolat 3 Isolat 4
MHK | Int | MHK | Int | MHK | Int | MKH | Int
B-Laktame Benzylpenicillin 20,5 R >0,5 R >0,5 R >0,5 R
Oxacillin 24 R >4 R 24 R >4 R
Makrolide Erythromycin <0,25 S >8 R <0,25 S <0,25 S
Lincosamide Clindamycin <0,25 S >8 R <0,25 S <0,25 S
Glykopeptide Vancomycin <0,5 S <0,5 S <0,5 S <0,5 S
Teicoplanin <0,5 S <0,5 S <0,5 S <0,5 S
Fluorchinolone | Levofloxacin =8 R 0,25 S 0,25 S 0,25 S
Moxifloxacin 4 R <0,25 S <0,25 S <1 S
Aminoglykoside | Gentamicin <0,5 S <0,5 S =16 R <0,5 S
Tobramycin <1 S <1 S =16 R <1 S
Mupirocin <2 S <2 S <2 S <2 S
Tetrazykline Tetracyclin 216 R 216 R 216 R =16 R
Rifamycine Rifampicin <0,5 S <0,5 S <0,5 S <0,5 S
Oxazolidinone Linezolid 1 S 2 S 2 S 2 S
Epoxyde Fosfomycin <8 S <8 S <8 S <8 S
Glycylcycline Tigecycline <0,12 S <0,12 S <0,12 S <0,12 S
Trimethoprim/ | Trimethoprim/ =320 R =320 R =320 R <10 S
Sulfonamid Sulfamethoxazol
Fusidinsaure <0,5 S <0,5 S <0,5 S <0,5 S
Nitrofurantoin 32 S <16 S <16 S <16 S
detektierte Resistenzgene mecA, blaZ, mecA, blaZ, mecA, blaZ, mecA, blaZ,
tetk, tetiM, tetM tetk, tetM, tetk, tetm
vgaA aacA-aphD

Int = Interpretation, R = resistent, S = sensibel
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