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Emissionen aus Schweinemastanlagen — Untersuchungen
zur Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft und

Antibiotikaresistenz

A. Gdrtner, A. Gessner, S. Groméller, K. Klug, S. Knust, U. Jdckel

Zusammenfassung Das Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbrau-
cherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV NRW) und die Bundesanstalt
fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA) untersuchten in einem ge-
meinsamen Projekt an zehn Schweinemastanlagen, ob und in welchem
Umfang antibiotikaresistente Bakterien in der Abluft der Stélle auf-
treten. Methicillin-resistente Staphylococcus aureus wurden an funf
Stallen nachgewiesen. Trimethoprim/Sulfamethoxazol-resistente Stam-
me von Enterococcus faecalis waren in zwei Proben detektierbar, aller-
dings nur in Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze. Tri-
methoprim/Sulfamethoxazol-resistente E. faecium, Erythromycin-resis-
tente Streptococcus spp. und ESBL-bildende Spezies aus der Familie der
Enterobacteriaceae (z. B. Escherichia coli) konnten durch Kultivierung
nicht gefunden werden. Des Weiteren wurden Erkenntnisse Uiber die
Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaften in den Bioaerosol-
proben gewonnen. Auf der Basis molekularbiologischer Untersuchun-
gen wurde festgestellt, dass Bakterien der Gattungen Clostridium und
Lactobacillus dominant in der Abluft der Schweinemaststélle auftreten.
AuBerdem wurden weitere Hinweise (ber die Eignung kommerziell er-
héltlicher Selektivnahrbéden zum quantitativen Nachweis bestimmter
Bakterienarten oder -gattungen erhalten.

Emissions from pig barns — Investigation on the
composition of bacterial community and antibiotic
resistance

Abstract The goal of the joint project of the North Rhine-Westphalian
State Agency for Nature, Environment and Consumer Protection
(LANUV NRW) and the Federal Institute for Occupational Safety and
Health (BAuA) was the determination of antibiotic resistant bacteria in
the exhaust air of pig barns. Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus strains were detected in five of the ten investigated stables. Tri-
methoprim/Sulfamethoxazole resistant Enterococcus faecalis could be
found in two samples in concentrations below the determination limit,
whereas Trimethoprim/Sulfamethoxazole resistant E. faecium, Erythro-
mycine resistant Streptococcus spp. und ESBL forming species of the
family Enterobacteriaceae (e.g. Escherichia coli) were not present on
the basis of cultivation. Based on molecular biological analyses the
composition of bacterial communities has been detected in more detail.
It seems that bacterial species of the genera Clostridium and Lacto-
bacillus dominate the bacterial composition in pig barns’ emissions.
Furthermore, the suitability of commercially available selective nutrition
media was tested for the qualification and quantification of bacterial
species and genera and cultivation independent analyses regarding the
airborne bacteria were made.
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1 Einfithrung

Bakterien sind in der Natur allgegenwdrtig, sie kommen
natiirlicherweise in allen Lebensraumen wie Wasser,
Boden und Luft vor und besiedeln auch Mensch und Tier.
Besonders hohe Konzentrationen luftgetragener Bakterien
treten bei der Haltung von Tieren mit hoher Belegungs-
dichte auf, wie sie bei der Nutztierhaltung tiiblich ist. Hier
konnen die Konzentrationen von Bakterien gegentiber den
ublichen Werten in der Aullenluft um mehrere Grofenord-
nungen erhoht sein. Solche Anlagen geraten zunehmend in
den Fokus o6ffentlicher Diskussionen, vor allem aufgrund
ungeklarter Fragen zur Gesundheitsgefahrdung von
Beschiftigten und Anwohnern, die moglicherweise den
emittierten Bakterien ausgesetzt sind. In diesem Zusam-
menhang kommt derzeit der Frage nach dem Austrag luft-
getragener antibiotikaresistenter Bakterien eine besondere
Bedeutung zu. Ahnlich wie im Gesundheitswesen, wo die
Problematik der Antibiotikaresistenz ein gravierendes und
schon ldnger bekanntes Problem ist, konnen auch die im
Bereich der Tierhaltung verabreichten Medikamente zur
Selektion resistenter Bakterien beitragen. Bei einer Infek-
tion des Menschen mit solchen resistenten Bakterien
besteht die Gefahr, dass medizinische Behandlungen lang-
wieriger und aufwendiger werden.

Aus nationalen und internationalen wissenschaftlichen
Untersuchungen ist z. B. bekannt, dass Methicillin-resis-
tente Staphylococcus aureus (MRSA) in der Nutztierhaltung
auftreten konnen. Hiervon sind insbesondere Schweine-
mastbetriebe betroffen. Im Rahmen des Verbundprojekts
»MRSA-Problematik in der Nutztierhaltung“ des Bundes-
ministeriums fiir Bildung und Forschung (BMBF) wurde
MRSA héufig in Tierbestinden sowie in der Stallluft, aber
auch im AuBlenbereich in der ndheren Umgebung von Stil-
len in Luft- und Bodenproben nachgewiesen. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass Personen mit engem Tier-
kontakt, wie Landwirte und Beschéftigte, hiufig mit MRSA
besiedelt sind [1 bis 6].

Innerhalb bestimmter Bakterienarten wird zunehmend die
Bildung spezieller Enzyme beobachtet, durch die diese Bak-
terien Resistenzen gegeniiber fast allen Beta-Laktamanti-
biotika entwickeln. Diese Enzyme werden als Extended-
Spekitrum-Beta-Laktamasen (ESBL) bezeichnet. Aufgrund
des Nachweises von ESBL-bildenden Enterobacteriaceae in
der Gefliigelstallluft sowie in Bodenproben im Umfeld die-
ser Stille wurde ein moglicher Austrag dieser Arten aus den
Tierhaltungsanlagen auch im Zusammenhang mit dem
Luftweg diskutiert [7; 8]. Kiirzlich wurden erstmals auch
Ergebnisse einer Studie an Schweinemaststillen veroffent-
licht, die vermuten lassen, dass ein Austrag von ESBL-bil-
denden Enterobacteriaceae aus Schweinemastanlagen tiber
Fakalien, Mause und Fliegen, aber auch iiber die Luft statt-
finden konnte [9; 10]. Da an diesen Anlagen bisher noch
keine standardisierten Emissionsmessungen durchgefiihrt
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wurden, bzw. insgesamt nur sehr wenige Studien existie-
ren, die der Beantwortung dieser Frage nachgegangen sind,
gibt es derzeit noch keine konkreten Angaben tiiber die
Bedeutung des Luftpfades fiir eine Verbreitung von ESBL-
bildenden Enterobacteriaceae.

In den letzten Jahren hat das Landesamt fiir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen in
Zusammenarbeit mit der Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz
und Arbeitsmedizin (BAuA) mehrere Untersuchungsvor-
haben zum Emissionsverhalten von Bioaerosolen durch-
gefiihrt. Insbesondere wurden repriasentative Messungen
an zwangsbeliifteten Hdhnchenmastanlagen vorgenom-
men, um die Emissionen von Mikroorganismen aus quanti-
tativer und qualitativer Sicht ndher zu charakterisieren
[11 bis 13]. MRSA konnte hierbei nur an einem von acht
untersuchten Stéllen festgestellt werden, wogegen in allen
Stédllen Trimethoprim/Sulfamethoxazol-resistente Stimme
von Enterococcus faecalis nachgewiesen wurden, allerdings
jeweils nur in sehr geringen Konzentrationen unterhalb der
Bestimmungsgrenze.

Ziel des hier beschriebenen Projekis war es, zu unter-
suchen, ob und in welchem Umfang MRSA sowie weitere
antibiotikaresistente Bakterien, die fiir den Menschen
gesundheitsrelevant sein konnen, wie z. B. resistente Ente-
rococcus faecalis und Enterococcus faecium, Enterobacteria-
ceae und Streptococcus spp. in der Abluft von Schweine-
maststillen auftreten. Die Untersuchungen sollten letztlich
Hinweise auf die Bedeutung des Luftpfads fiir die Ausbrei-
tung resistenter Bakterien in die Umgebung der betroffe-
nen Anlagen geben. Weiterhin sollten die bisher vorliegen-
den Erkenntnisse iiber die Zusammensetzung der Bakte-
riengemeinschaften verbessert werden, um ggf. weitere
Leitparameter fiir Schweinemastanlagen zu identifizieren.
Weiterhin sollten Informationen iiber die Eignung kom-
merziell erhéltlicher Selektivndhrbéden zum quantitativen
Nachweis der Zielorganismen erhalten werden.

2 Anlagen, Material und Methoden

2.1 Ausgewdhlte Anlagen

Alle Messungen erfolgten an beheizbaren und zwangs-
beliifteten Stéllen oder Betriebseinheiten gemal Nr. 5.4.7.1
der TA Luft (Anlagen zum Halten oder zur Aufzucht von
Nutztieren) mit einem Tierbestand von bis zu 1 440 Schwei-
nen. Die Tiere wurden in Einflichenbuchten mit vollper-
forierten Boden und Fliissigentmistung ohne Einstreu in
Klein- oder in GroBgruppen gehalten, was der iiblichen
Haltungstechnik entspricht. Keiner der Maststélle verfiigte
iiber eine Abluftreinigungsanlage. Da die Beteiligung der
Landwirte auf freiwilliger Basis erfolgte, war die Auswahl
der Anlagen nicht zwangsldufig repriasentativ. Es wurde
jedoch darauf geachtet, dass nur Anlagen in den Unter-
suchungsumfang einbezogen wurden, die typisch fiir die
Schweinemast sind.

2.2 Durchfiihrung der Messungen

Alle Messungen erfolgten nach dem Stand der Technik
unter Anwendung einschldgiger VDI-Richtlinien im Zeit-
raum von Oktober 2015 bis Februar 2015. An jedem Stall
wurden jeweils an einem Tag vier bis fiinf Probenahmen
mit einer Dauer von jeweils 30 min gemal VDI 4257 Blatt 2
[14] durchgefiihrt. Insgesamt fanden an zehn Messtagen
45 Einzelmessungen statt und es wurden zur Qualitits-

sicherung 17 Feld- und Laborblindwertproben erzeugt. Die
Proben wurden nach Beendigung eines Messtages mit
einem Transportunternehmen unter kontrollierten Bedin-
gungen gekiihlt zur Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und
Arbeitsmedizin (BAuA) nach Berlin transportiert, wo am
darauffolgenden Tag mit den mikrobiologischen Aufarbei-
tungen begonnen wurde.

Zusitzlich wurden an jedem Messtag neben den Abluft-
randbedingungen und dem Gesamtabluftvolumenstrom
weitere Parameter wie Anzahl, Alter und Masse der Tiere
erfasst.

2.3 Analytik

Die vier bis fiinf Emissionsproben eines Messtages wurden
zundchst zu einer Mischprobe vereint, homogenisiert und
in Aliquote aufgeteilt, aus denen die nachfolgenden analyti-
schen Untersuchungen vorgenommen wurden.

2.3.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Bei allen Proben erfolgte eine Bestimmung der Gesamtzell-
zahl nach den Vorgaben der Richtlinie VDI 4253 Blatt 4
durch Anfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI [15].
Dies dient ebenso wie das Mitfiihren von Feldblindwertpro-
ben der Qualitidtssicherung der Messungen, da der Para-
meter Gesamtzellzahl auch in den vorangegangenen Unter-
suchungen an Schweinemastanlagen ermittelt wurde und
entsprechende Vergleichsdaten vorliegen.

2.3.2 Qualitative Bestimmung antibiotikaresistenter Bakterien-
arten

Als Zielorganismen oder Zielorganismengruppe wurden
A) Staphylococcus aureus, B) Enterococcus faecalis und
E. faecium, C) Streptococcus spp. sowie D) Spezies der
Familie Enterobacteriaceae (z. B. Escherichia coli) fest-
gelegt, die zum einen im Vorfeld in der Abluft von Schwei-
nemastanlagen detektiert wurden oder im Rahmen von
Untersuchungen zu Bioaerosolen im Bereich der Schweine-
mast als relevante Expositionsparameter festgestellt wur-
den und im Zusammenhang mit negativen gesundheit-
lichen Effekten beschrieben sind.

Die Bestimmung antibiotikaresistenter Bakterien erfolgte
durch Kultivierung eines Aliquots der Mischprobe auf ver-
schiedenen Selektivndhrmedien, die einen Antibiotika-
zusatz enthielten (siehe Tabelle 1). Hierfiir wurde zundchst
eine dezimale Verdiinnungsreihe der Mischprobe bis zur
Verdiinnungsstufe 107 angelegl. Dieser Arbeilsschritt ist
erforderlich, um fiir jeden Zielorganismus auswertbare
Platten zu erhalten, d. h. es sollten weder zu viele (ca.
> 150) noch zu wenige (< 10) Bakterienkolonien vorhanden
sein. Aus jeder Verdiinnungsstufe wurden pro Ndhrmedium
drei Platten mit jeweils 0,1 ml Bakteriensuspension beimpft
und bei 37 °C inkubiert. Um den Anteil der antibiotika-
resistenten Bakterien an den Kkultivierbaren Zielorganis-
men zu ermitteln, wurden zuséatzlich Proben aller
Verdiinnungsstufen auf Nahrmedien ohne Zusatz von Anti-
biotika ausplattiert. Somit wurden insgesamt pro Misch-
probe 192 Ndahrmediumplatten beimpft. Des Weiteren wur-
den Feldblindwert- und Laborblindwertproben auf Selek-
tivmedien ohne Antibiotikumzusatz ausplattiert und eben-
falls im Brutschrank bei 57 °C inkubiert.

LieBen sich mit der beschriebenen Methode keine resisten-
ten Bakterien nachweisen, wurden zuséatzlich Proben in
konzentriertem Flissigndhrmedium mit Antibiotikum-
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Tabelle 1. Untersuchte Zielorganismen, Nahrmedien, Antibiotikumzusatz und Kultivierungsbedingungen.

Zielorganismus Nahrmedium (Hersteller) Antibiotikum Kultivierung
Dauer/Temperatur

Staphylococcus aureus | CHROMagar MRSA (CHROMagar) | unbekannt 24 h/37 °C
Enterococcus faecalis Citrat-Azid-Tween-Carbonat-Agar Trimethoprim, 44 h/37 °C
Enterococcus faecium | nach Reuter (CATC-Agar) Sulfamethoxazol

Streptococcus spp. COBA Selektivmedium (Oxoid) Erythromycin 24 h/37 °C
Enterobacteriaceae MacConkey-Il Agar Cefotaxim 24 h/37 °C

(BD Diagnostic Systems)

zusatz vorangereichert und, falls es zum Bakterienwachs-
tum kam, erneut kultiviert. Eine Quantifizierung der Bakte-
rien war dann aber methodisch bedingt nicht mehr mog-
lich.

Aufgrund der Bakterienvielfalt in Umweltproben und der
Erkenntnisse aus dem vorangegangenen Projekt zur
Ermittlung antibiotikaresistenter Bakterien an Hadhnchen-
mastanlagen [13] war zu erwarten, dass auf den ausgewéhl-
ten Selektivndhrmedien nicht nur Zielorganismen kulti-
viert werden konnen, sondern die Wachstumsbedingungen
auch fiir andere Bakterien geeignet sind. Es ist deshalb
erforderlich, die aufgetretenen Kolonien weitergehend zu
untersuchen und eine eindeutige Identifizierung zu Bakte-
riengattung und/oder -art vorzunehmen.

Hierfiir wurden pro Selektivndhrmedium mit Antibiotikazu-
satz mindestens drei morphotypische Bakterienkolonien
ausgewahlt. Ein Teil des Zellmaterials wurde jeweils auf
Glasobjekttriager verbracht, mikroskopisch beurteilt und
fotografiert. Um die Zellen zu vereinzeln, wurden weitere
Néahrmedienplatten durch fraktionierten Ausstrich der aus-
gewdhlten Kolonien beimpft und wiederum bebriitet. Die
durch diese Technik gewonnenen Einzelkolonien wurden
abermals mikroskopiert, fotografiert und erneut tibertra-
gen. Diese Vorgehensweise wurde so lange, mindestens
jedoch fiinfmal, wiederholt, bis bei der mikroskopischen
Analyse ein einheitlicher Zelltyp erkennbar war. Die so
erhaltenen Bakterienisolate wurden anschlieend weiter-
gehend charakterisiert und identifiziert. Die Identifizierung
der Reinkulturen erfolgte dabei anhand von 16S-rRNS-Gen-
analysen durch Vergleich mit in Datenbanken hinterlegten
Gensequenzen. Hierfiir wurde die genomische DNS aus
einem Teil der Reinkulturen extrahiert und anschliefend
das Gen der 16S-rRNS iiber eine Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR) vervielféltigt. Durch eine Sequenzierung der
PCR-Produkte wurde die Nukleinsduresequenz des Gens
ermittelt. Dabei wurden die von Martin et al. beschriebe-
nen Methoden zugrunde gelegt [16]. Die beiden pro Bakte-
rium erhaltenen Teilsequenzen wurden zunéchst vereinigt
und anschlieBend mit den Nukleinsduresequenzen von
Typstammen bekannter Bakterienarten, die in 6ffentlichen
Sequenzdatenbanken zur Verfiigung stehen (in silico), ver-
glichen (Ribosomal Database [17] oder GenBank [18]).
Erginzend zur 16S-rRNS-Genanalyse wurde ein fiir die
klinische Diagnostik verwendetes System (VITEK®2TM
Compact System, Fa. bioMérieux) zur Identifizierung ein-
geselzt, das die Verwertung unterschiedlicher Substrate
und die Pridsenz von Enzymen als Datengrundlage nutzt,
um die Reaktionsmuster von Isolaten mit denen von Kli-
nisch relevanten Arten zu vergleichen. Alle gewonnenen
Zielorganismen wurden mit dem VITEK®2TM-System
gegeniiber einer Vielzahl unterschiedlicher Antibiotika auf
ihre Resistenzeigenschaften getestet.

2.3.3 Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft in der
Emissionsprobe auf Gattungsebene und Ahnlichkeiten zu
Bakterienspezies

Zur Untersuchung der Bakterienvielfalt in der Abluft von
Schweinemastanlagen wurde bakterielle DNS aus einem
Aliquot der Mischproben extrahiert und mithilfe der Poly-
merase-Kettenreaktion die darin enthaltenen 16S-rRNS-
Gene vervielfiltigt. Die PCR erfolgte dabei mit universellen
Primern [19] unter den von Martin et al. [12] beschriebenen
Bedingungen. Fiir jede Mischprobe wurden fiir den Fall
eines positiven PCR-Produktnachweises die 16S-TRNS-Gene
durch das Anlegen einer Klonbibliothek vereinzelt. Aus die-
ser Genbibliothek wurden 500 16S-rRNS-Gene zuféllig aus-
gewihlt und sequenziert. Die Zuordnung bzw. Identifizie-
rung der DNS-Sequenzen erfolgte iiber den In-silico-Ver-
gleich mit 16S-rRNS-Gensequenzen bekannter bakterieller
Typstamme.

3 Ergebnisse und Diskussion

In Tabelle 2 ist die Belegung der Maststille bzw. der unter-
suchten Betriebseinheiten mit Schweinen zum Zeitpunkt
der Emissionsmessungen aufgefiihrt. Die Tabelle zeigt fiir
jeden Messtag den Masttag, die entsprechende Anzahl der
Tiere, die mittlere Einzeltiermasse und die daraus resultie-
rende Anzahl der GroBvieheinheiten im Maststall bzw. in
der Betriebseinheit. Die Groffivieheinheiten (GV) berechnen
sich aus der anzahlgewichteten Gesamttiermasse und der
Gesamttierzahl. Eine GV dient als Umrechnungsschliissel
zum Vergleich verschiedener Nutztiere auf der Basis ihres
Lebendgewichts und entspricht dabei 500 kg Tierlebend-
gewicht. Zusitzlich gibt die Tabelle fiir jeden Stall die
Gesamtabluftvolumenstrome (in Norm, trocken) wieder,
gemittelt tiber die Dauer der gesammelten Einzelproben.
Die Werte schwanken etwa um eine Grofenordnung; sie
sind von der Anzahl der im jeweiligen Stall befindlichen
Tiermasse sowie von der Aullentemperatur abhédngig und
als plausibel einzustufen.

Die Anzahlkonzentrationen der Gesamtzellen in der
Abluft variierten nur geringfiigig zwischen 2-107 und
6 - 107 Zellen/m?3. Diese Werte sind vergleichbar mit Ergeb-
nissen, die in anderen Studien mittels PCR-Verfahren oder
bei fluoreszenzmikroskopischen Analysen in der Stallluft
ermittelt wurden [20 bis 24].

Die spezifischen Emissionen bezogen auf Grofvieheinhei-
ten variierten zwischen 1-10% und 7-10% Zellen/(GV-s).
Vergleichbare Werte wurden auch bei vorangegangenen
Untersuchungen an Schweinemastanlagen festgestellt [25],
sodass die Ergebnisse als plausibel zu bewerten sind.
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Tabelle 2. Daten zur Stallbelegung zum Zeitpunkt der Emissionsmessungen und ermittelte Gesamtabluftvolumenstrome. GV = GroBvieheinheiten

Stall-Nr. | Datum Masttag Anzahl der Tiere Mittlere Masse Anzahl Vn
pro Tier in kg der GV in m3/h
1 09.10.13 89/124/44 538/121/628 95/110/52 194 42000
2 13.11.13 12 460 26 24 5000
3 13.03.14 111 500 105 105 65000
4 08.04.14 62/49/62/79 144/167/143/168 78/67/77/91 97 29000
5 13.05.14 45/38 720/720 66/60 181 48000
6 12.06.14 76 980 77 151 54000
7 05.08.14 85/18/29/73/50 200/312/223/225/305 |98/38/48/88/68 165 72000
8 17.09.14 21/120/92/64/42 160/54/157/159/160 42/125/108/80/60 105 71000
9 28.10.14 65 900 80 144 56000
10 25.02.15 83 199 103 41 6000

3.1 Resistente Staphylococcus aureus

Nach Kultivierung auf dem verwendeten Selektivnédhr-
medium fiir Staphylococcus aureus mit und ohne Antibio-
tikumzusatz wurden zunéchst bei Proben aus allen zehn
Stédllen ,verdédchtige“ Kolonien festgestellt, bei denen es
sich aufgrund ihrer charakteristischen Form und Farbe um
den Zielorganismus handeln konnte. Diese sollen geméaly
Herstellerangaben auf dem Ndhrboden als pink- bis mauve-
farbige Kolonien erscheinen. Das Bild zeigt die aus den
Zihlergebnissen, den Verdiinnungsfaktoren, den Impinger-
volumina und den jeweils abgesaugten Teilvolumina der
Abluft berechneten Konzentrationen verdachtiger Staphylo-
coccus aureus und verdiachtiger MRSA. Die weitergehenden
biochemischen (VITEK® 2TM Compact System) und mole-
kularbiologischen Untersuchungen (16S-rRNS-Genana-
lysen) zur Identifizierung der MRSA-verdédchtigen Kolonien
ergaben, dass MRSA-Stimme in fiinf der zehn Mischproben
tatséchlich vorhanden waren. Der Anteil der MRSA-emittie-
renden Stille an der Gesamtzahl der untersuchten Stélle ist
damit bei der Schweinemast deutlich hoher als bei der
Hadhnchenmast [13]. Die hier erzielten Ergebnisse bestéti-
gen somit die bisherigen Untersuchungen zur Prédvalenz

von MRSA in Schweinemaststillen, die zwischen 30 bis
iiber 70 % der untersuchten Schweineherden als MRSA-
positiv bezifferten [26 bis 30].
Die Ergebnisse verdeutlichen auch, dass in Bioaerosolpro-
ben aus der Abluft von Schweinemaststillen eine Vielzahl
von Bakterien vorhanden sein kann, die sich auf dem ver-
wendeten Selektivndhrboden CHROMagar™ MRSA Kkulti-
vieren lassen und deren koloniemorphologisches Erschei-
nungsbild eine einfache Differenzierung vom Zielorganis-
mus nicht ohne Weiteres erlaubt. Eine nachfolgende Identi-
fizierung der aufgetretenen Kolonien ist daher unerlésslich,
um belastbare Aussagen zum qualitativen und quantitati-
ven Auftreten von MRSA treffen zu konnen.
Die Abschiédtzung der in den Proben vorliegenden MRSA-
Konzentrationen erfolgte tiber das Verhéltnis von bestitig-
ten zu verdichtigen MRSA-Isolaten. Da diese auf den aus-
wertbaren Platten jeweils nur in geringer Anzahl vorlagen,
ist die quantitative Bestimmung der Konzentration des Ziel-
organismus MRSA auf der Grundlage der Zidhlergebnisse
der auf Selektivndhrboden gewachsenen Bakterienkolo-
nien mit einer nicht ndher bezifferbaren hohen statis-
tischen Unsicherheit behaftet. Als Schitzwert kann fiir die
finf Stéille jeweils eine Kon-
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Die bestitigten MRSA-Isolate
wurden auch auf Resistenz-
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biotika vorhanden sind.
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Bei den anderen Reinkulturen, die vom Nahrmedium
CHROMagar™ MRSA isoliert wurden, handelte es sich
nicht um MRSA. Die insgesamt untersuchten 65 Isolate
waren auf der Grundlage der Analyse der 16S-rRNS-Gene
folgenden Bakterienarten am dhnlichsten:

e Aerococcus viridans in acht Mischproben,

Rothia nasimurium in finf Mischproben.

Staphylococcus pasteuri in vier Mischproben,
Staphylococcus cohnii in drei Mischproben,

e Aerococcus suis, Bacillus licheniformis, Bacillus galactosi-
dilyticus, Brevibacterium avium in jeweils zwei Misch-
proben,

e Aerococcus urinaeequi, Corynebacterium mycetoides,
Luteococcus sediminum, Globicatella sulfidifaciens, Staphy-
lococcus haemolyticus, Staphylococcus jettensis, Staphylo-
coccus epidermidis, Kurthia huakuii, Microbacterium
ginsengiterrae, Kocuria palustris, Rothia amarae, Brevi-
bacterium epidermidis und Jeoigalicoccus halotolerans in
jeweils einer Mischprobe.

Einige der isolierten Organismen besitzen auf der Basis
ihrer 16S-rRNS-Sequenzen die hochste Ahnlichkeit zu den
Bakterien Aerococcus viridans, Aerococcus suis, Brevibacte-
rium avium, Globicatella sulfidifaciens, Staphylococcus
pasteuri, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus epi-
dermidis und Corynebacterium mycetoides, die gemal der
Technischen Regel fiir Biologische Arbeitsstoffe (TRBA) 466
[31] in Risikogruppe 2 eingestuft sind.

Auf der Grundlage der Untersuchungen kann keine Aus-
sage dartiber getroffen werden, ob die nicht als MRSA iden-
tifizierten Spezies dasselbe Gen tragen, das in Staphylo-
coccus aureus fiir die Methicillin-Resistenz verantwortlich
ist, oder ob andere Resistenzmechanismen vorhanden sind,
die ein Wachstum auf dem antibiotikahaltigen Selektiv-
ndhrboden ermdéglichen.

3.2 Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium

Die Herstellung von Reinkulturen zum Nachweis der Ziel-
organismen Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium
erfolgte auf einem CATC-Agar unter Zugabe des Antibio-
tikagemischs Trimethoprim/Sulfamethoxazol. Bei keiner
Probe konnten verdédchtige Bakterienstimme durch direkte
Kultivierung gewonnen werden. In zwei der zehn unter-
suchten Proben wurde aus der Anreicherungskultur Entero-
coccus faecalis nachgewiesen. Antibiotikaresistente Entero-
coccus-faecium-Stimme waren in keiner der Proben identi-
fizierbar.

Alle drei Enterococcus-faecalis-Isolate zeigten Resistenzen
gegeniiber Trimethoprim/Sulfamethoxazol. Dieses Ergeb-
nis ist plausibel, da die Kombination dieser Antibiotika zur
Selektion dem Kulturmedium zugesetzt wurde. Die Isolate
zeigten aullerdem Resistenzen gegeniiber den Antibiotika
Enrofloxacin, Erythromycin und Clindamycin. Resistenzen
gegeniiber dem Reserveantibiotikum Vancomycin konnten
hingegen nicht festgestellt werden.

Auch der verwendete CATC-Agar ist somit nicht vollstindig
spezies- und gattungsselektiv. Die tibrigen 15 gewonnenen
Isolate waren auf der Basis des 16S-rRNS-Gens am &dhn-
lichsten zu

e Staphylococcus cohnii in vier Mischproben,

e Fnterococcus hirae, Enterococcus durans, Enterococcus
avium, Aerococcus viridans, Staphylococcus nepalensis,
Staphylococcus saprophyticus in jeweils einer Mischprobe.

Bis auf Staphylococcus cohnii handelt es sich bei allen iso-
lierten Nichtzielbakterienarten um solche, deren 16S-rRNS-
Gen am &hnlichsten zu Vertretern von Mikroorganismen
der Risikogruppe 2 ist. Auch hier bleibt die Frage offen,
welche Resistenzeigenschaften diese Isolate gegeniiber den
eingesetzten Antibiotika besitzen.

Eine geringe Spezifitdt beim kulturabhingigen Nachweis
von Vertretern der Gattung Enterococcus wurde auch von
Chapin et al. [32] auf einem modifizierten m-Enterococcus-
Agar beobachtet. Unter den 137 von dieser Arbeitsgruppe
als Enterococcus verdachtig isolierten Bakterienspezies,
handelte es sich bei nur 34 % um Vertreter der Gattung
Enterococcus; 32 % der Isolate wurden als Koagulase-nega-
tive Vertreter der Gattung Staphylococcus identifiziert.

3.3 Streptococcus spp.

Aus allen Emissionsproben konnten bakterielle Reinkultu-
ren gewonnen werden, die auf dem fiir Streptococcus selek-
tiven COBA-Ndhrmedium ohne und mit Antibiotikumzusatz
wuchsen. Die Konzentration an Bakterien, die auf dem anti-
biotikumhaltigen COBA-Ndihrmedium wuchsen, variierte
zwischen den Proben von 3-10* bis 5-105 KBE pro m3
Abluft. Die nachfolgenden Identifizierungen von insgesamt
71 Isolaten auf der Basis des 16S-rRNS-Gens haben jedoch
gezeigt, dass keines der Isolate der Gattung Streptococcus
zuzuordnen war, sondern die Isolate folgenden Bakterien-
spezies am dhnlichsten waren:

e Aerococcus viridans in neun Mischproben,

e Aerococcus urinaeequi in sieben Mischproben,

o Staphylococcus cohnii in fiinf Mischproben,

o Luteococcus sediminum und Rothia nasimurium in
jeweils vier Mischproben,

e Corynebacterium freneyi in drei Mischproben,

e Brevibacterium luteolum, Corynebacterium confusum,
Corynebacterium xerosis, Jeotgalicoccus pinnipedialis,
Staphylococcus saprophyticus und Rothia endophytica in je-
weils zwei Mischproben

e Corynebacterium  frankenforstense,  Corynebacterium
stationis, Corynebacterium humireducens, Kocuria atrinae,
Kocuria carniphila, Lactococcus jformosensis, Staphylo-
coccus haemolyticus, Staphylococcus jettensis und Rothia
amarae in jeweils einer Mischprobe.

Ob die identifizierten Spezies die gleichen Resistenzeigen-
schaften tragen, die bei den Spezies der Gattung Sirepto-
coccus fir die Erythromycin-Resistenz verantwortlich sind,
oder ob andere Resistenzmechanismen vorhanden sind,
kann auf der Grundlage der vorliegenden Untersuchungen
nicht beantwortet werden. Unter den isolierten Organis-
men befinden sich auch solche, die auf der Basis ihrer 16S-
rRNS-Sequenzen die héchste Ahnlichkeit zu den Bakterien
Aerococcus viridans, Staphylococcus haemolyticus, Staphylo-
coccus saprophyticus, Corynebacterium confusum und Cory-
nebacterium freneyi aufweisen, die alle Vertreter der Risiko-
gruppe 2 darstellen.

3.4 Spezies der Familie Enterobacteriaceae (z.B. Escherichia
coli)

Auf dem verwendeten Ndhrmedium mit und ohne Zusatz
von Cefotaxim konnte bei keiner der Bioaerosolproben ein
Bakterienwachstum verzeichnet werden. In diesem Zusam-
menhang bestéitigen sich frithere Beobachtungen, die
zeigen, dass die gramnegativen Enterobacteriaceae als typi-
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Tabelle 3. Zuordnung der detektieren 165-rRNA-Gensequenzen auf Gattungsebene und relativer Anteil in % der Sequenzen, der diesen Gattungen zugeordnet wurde.
Gattungen, denen Sequenzen nur aus einer Probe zugeordnet werden konnten und deren Anteil in der entsprechenden Genbibliothek < 1% war, sind unterhalb der

Tabelle aufgelistet.

Stall1  [Stall2  [Stall3  [Stall4  [Stall5 [Stall6 |[Stall 7
Gattungen Relativer Anteil der den Gattungen zugeordneten Sequenzen in % Mittelwert | Haufigkeit
Clostridium 21 15 71 52 26 36 44.8 38 717
Lactobacillus 21 20 3 6,6 16 11 6,4 12 717
Terrisporobacter 10 5 8 9,4 7 12 7 8 717
Aerococcus 3 4 1 1.1 0,6 0,9 2,8 2 717
Turicibacter 0,7 1 3 1,4 0,3 0,9 0,9 1 717
Romboutsia 1 2 0,3 1,9 0 1.3 2,8 1 6/7
Prevotella 1 4 0 0,3 4 2 0 2 5/7
Streptococcus 9 3 0 0 0,3 0,3 0,3 2 5/7
Eubacterium 2 1,6 0,3 0 1,2 0 0 0,7 4/7
Blautia 1 2 0 0 3 0,6 0 0,9 4/7
Staphylococcus 2 0,3 0 0 0 1,3 0,9 0,6 4/7
Facklamia 0 0,3 0 0,3 0 0,3 0,3 0,2 4/7
Roseburia 1 1,6 0 0 0,3 0 0 0,4 3/7
Megasphaera 1 0 0 0 0,7 0,7 0 0,3 3/7
Gemmiger 0,7 1,6 0 0 0,3 0 0 0,4 3/7
Faecalibacterium 0,7 1 0 0 0,7 0 0 0,3 3/7
Psychrobacter 0,3 0,7 0 0 0 0,3 0 0,2 3/7
Dorea 0,3 0,3 0 0 1,3 0 0 0,3 3/7
Corynebacterium 0,3 0,7 0,3 0 0 0 0 0,2 3/7
Intestinibacter 0,3 0 0,3 0,5 0 0 0 0,2 3/7
Ruminococcus 0 2 0 0 1 0 0 04 2/7
Rothia 0 0,3 0 0 0 0,3 0 0,1 2/7
Collinsella 0 0 0,3 0 0 0,3 0 0,1 2/7
Enterococcus 4 0 0 0 0 0 0 0,6 1/7

Sequenzen mit héchster Ahnlichkeit zu Vertretern der Gattungen: Noscomiicoccus, Acidaminococcus, Globicatella, Planococcus, Brevibacterium, Leuconostoc,
Moraxella, Coprococcus, Catenibacterium, Weissela, Isoptericola, Mitsuokella, Peptoniphilus, Jeotgalibaca, Neisseria, Jeotgalicoccus, Fusicatenibacter, Phascolarc-
tobacterium, Kurthia, Selenomonas und Bacillus, wurden jeweils nur in einer Emissionsprobe gefunden. Der Anteil der Sequenzen in der entsprechenden Genbiblio-
thek war dabei immer < 1 %. Der Anteil der Sequenzen, die keiner bisher kultivierten Bakterienart zugerechnet werden konnte, betrug im Mittel etwa 25 %.

sche Darmbakterien in der Luft schnell abzusterben schei-
nen.

3.5 Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft in den
Emissionsproben

Die bisher durchgefiihrten molekularbiologischen Unter-
suchungen in sieben der zehn Mischproben zur Zusam-
mensetzung der emittierten Bakterien zeigten, dass in der
Abluft der Schweinestille eine sehr groffe Vielfalt unter-
schiedlicher Bakterien vorliegt. Bisher konnten 16S-rRNS-
Gensequenzen beobachtet werden, die mehr als 45 unter-
schiedlichen Bakteriengattungen zuzuordnen sind. Dabei
dominierten die Sequenzen mit hochster Ahnlichkeit zu
den Bakteriengattungen Clostridium, Lactobacillus, Terri-
sporobacter, Aerococcus, Turicibacter, Rombouisia, Prevo-
tella, Streptococcus, deren Sequenzen in mindestens fiinf
der ausgewerteten sieben Proben mit einem durchschnitt-
lichen Anteil von > 1 % auftraten (Tabelle 3).

Bei der Bewertung dieser Ergebnisse ist zu beriicksichti-
gen, dass die genannten Anteile nicht zwingend das Ver-
héltnis in den Originalproben widerspiegeln, da die hier
verwendeten molekularbiologischen Methoden ebenfalls
Limitierungen unterliegen kénnen, die bereits von Martin
et al. [12] ausfihrlich diskutiert wurden. So ist bekannt,
dass a) das 16S-rRNS-Gen in unterschiedlicher Anzahl in
verschiedenen Bakterien vorliegen kann, b) nicht aus allen
Bakterienarten die Extraktion der DNS in gleichem Male

gelingt und c) es mit der PCR auch zu selektiven Vervielfal-
tigungen bestimmter Gene kommen kann.

Diese erfassten Gattungen decken sich weitgehend mit
Untersuchungen zur Bakterienzusammensetzung, die
bereits in Studien von anderen Autoren zur Analyse der
Schweinestallluft, der Darmflora von Schweinen und der
Bakteriengemeinschaft in Schweinegiille beobachtet wur-
den [33 bis 35]. Insgesamt ldsst sich daraus schlussfolgern,
dass sich die Zusammensetzungen der Bakteriengemein-
schaften in der Abluft von Schweine- und Hihnchenmast-
stillen deutlich voneinander unterscheiden. Viele Bakte-
rienarten, deren 16S-rRNS-Gensequenzen denen am dhn-
lichsten sind, die in den Bioaerosolproben detektiert wur-
den, besitzen beispielsweise einen strikt anaeroben Stoff-
wechsel. Vertreter der Gattung Clostridium sind auBBerdem
in der Lage, Endosporen zu bilden. Es ist davon auszuge-
hen, dass die Sporen dieser Bakterien aufgrund ihrer
Widerstandsfahigkeit den Transport tiber die Luft und die
Probenahme gut tiberstehen. Daher gilt es, zukiinftig zu
iiberlegen und zu untersuchen, ob bestimmte Vertreter der
Gattungen Clostridium oder Lactobacillus als Leitpara-
meter genutzt werden konnen, wenn der Einfluss von
Bioaerosolemissionen aus Schweinemastanlagen auf die
Immissionsbhelastung untersucht werden soll.

Innerhalb der Genbibliotheken lag der Anteil der Sequen-
zen mit hochster Ahnlichkeit zur Gattung Staphylococcus
im Durchschnitt bei etwa 0,6 %. Dieser Wert ist gut ver-
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gleichbar mit den Ergebnissen von Masclaux et al. [3] in
Bioaerosolproben aus Schweinestillen. Hier betrug der mit
realtime PCR ermittelte Anteil der Gene aus der Gattung
Staphylococcus etwa 0,5 % an der Anzahl aller bakteriellen
Gene. Auch die Untersuchungen von Friese et al. [29] zeig-
ten, dass die kultivierbaren Staphylokokken in Bioaeroso-
len aus Schweinestillen mit etwa 5 bis 8 % nur einen gerin-
gen Teil der kultivierbaren Bakterien ausmachen. Anders
als bei den Emissionen aus Hdhnchenmastanlagen, bei
denen in Abhéngigkeit vom Masttag Anteile von bis liber
70 % detektiert wurden [12], gehoren Vertreter der Gattung
Staphylococcus damit nicht zu den dominanten Vertretern
in den Bioaerosolproben der Schweinemast, auch wenn sie
regelmiBig von den Kulturmedien isoliert wurden.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass viele der in
der Abluft vorhandenen Bakterien zu solchen gehdoren, die
ausschliefllich unter striktem Sauerstoffentzug wachsen
kénnen und somit spezielle Anforderungen an ihre Kulti-
vierung stellen. Des Weiteren konnten viele der detektier-
ten 16S-rRNS-Gensequenzen keiner bekannten Bakterien-
art oder Gattung zugeordnet werden.

4 Resiimee

Uber die Kultivierung und Identifizierung gewonnener
Reinkulturen konnten in der Abluft von fiinf der zehn unter-
suchten Schweinemaststdlle MRSA-Stimme nachgewiesen
werden. Damit decken sich die Ergebnisse mit den bisher
vorliegenden Aussagen iiber ein hédufiges Auftreten von
MRSA in der Stallluft, im Stallstaub und an untersuchten
Tieren. Aufgrund der Anwesenheit weiterer morpho-
typischer Bakterien auf dem verwendeten Selektivndhr-
medium CHROMagar™ MRSA ist eine Quantifizierung von
MRSA in diesen Proben mit hoher Unsicherheit behaftet.
Als grobe Abschitzung der Emissionskonzentration kann
ein Wert von 10> KBE/m? angegeben werden.

In der Abluft zweier Stille, allerdings nur aus Anreiche-
rungskulturen, wurden gegeniiber Trimethoprim/Sulfa-
methoxazol resistente  Enterococcus-faecalis-Stamme
nachgewiesen, die meist auch gegeniiber Tetracyclin und
Clindamycin resistent waren. Keines dieser Isolate zeigte
Resistenzen gegeniiber dem Reserveantibiotikum Vanco-
mycin. Trimethoprim/Sulfamethoxazol-resistente Entero-
coccus-faecium-Stamme, Erythromycin-resistente Strepto-
coccus spp. und ESBL-bildende Enterobacteriaceae konnten
in den Bioaerosolproben tiber den kultivierungsabhéingigen
Ansatz im Rahmen des Projekts nicht detektiert werden. Es
ist somit wenig wahrscheinlich, dass der Luftpfad fiir die
Ausbreitung dieser Bakterien aus quantitativer Sicht eine
Rolle spielt.

Inwiefern die Emissionen anderer Bakterienarten der Risi-
kogruppe 2 eine Bedeutung fiir die Bewertung der Bioaero-
solemissionen haben, sollte an anderer Stelle untersucht
bzw. gekldart werden. Die molekularbiologischen Unter-
suchungen bestitigten insgesamt, dass es sich um sehr
komplexe Gemische unterschiedlicher Bakterienspezies
handelt. Uber die Eigenschaften eines GroBteils der in der
Abluft von Schweinemastanlagen auftretenden Bakterien
kann bislang keine Aussage getroffen werden, da ihre
Detektion bisher nur auf der Basis molekularbiologischer
Methoden gelungen ist. Bei diesen Untersuchungen han-
delt es sich um einen ersten Ansatz zur Charakterisierung
der Bakteriengemeinschaft in der Stallabluft von Schweine-

mastanlagen. Insgesamt wird aus den Ergebnissen deut-
lich, dass noch weiterer Untersuchungsbedarf besteht.

Die vorgestellten Untersuchungen stiitzen auch die bisheri-
gen Erkenntnisse, dass Ndahrboden nur eingeschriankt fiir
eine quantitative Analyse von Bioaerosolproben mit kom-
plexer Mikroorganismen-Zusammensetzung, wie sie bei
Tierhaltungsanlagen auftritt, geeignet sind. Um sicher-
zustellen, dass es sich bei den Bakterienkolonien tatsdch-
lich um die Zielorganismen handelt, sollte immer eine Iso-
lierung und fachgerechte Identifizierung der Kolonien
erfolgen. Das zukiinftige Ziel der Normungsarbeit wird es
sein, Konventionen fiir Analysebedingungen festzulegen
und in diesem Zusammenhang auch die Messunsicher-
heiten fiir die Quantifizierung von Leitparametern zu
ermitteln und zu beschreiben.
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