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Zusammenfassung

Nutztier assoziierte Methicillin-resistente Staphylococcus
aurens (LA-MRSA) werden in den letzten Jahren hiufig
bei Schweinen nachgewiesen. Die Kolonisation des Be-
treuungspersonals mit LA-MRSA korreliert stark mit der
Intensitdt und der Dauer des Tierkontaktes sowie der
LA-MRSA-Herdenprivalenz. In der Humanmedizin
konnten Staphylokokken-Infektionen durch topische
oder systemische Verabreichung von Staphylokokken-
spezifischen Bakteriophagen erfolgreich bekdmpft wer-
den. Deshalb wurde in der vorliegenden Studie der Ef-
fekt des Einsatzes eines Bakteriophagencocktails auf die
Besiedelung der Haut und Schleimhaut der Schweine
mit MRSA in einem Schweinezuchtbetrieb mit hoher
MRSA-Privalenz untersucht. In einem ersten Versuch
wurden die Sauen vor dem Einstallen in den Abferkel-
stall mit einem Staphylokokken-Bakteriophagencocktail
gewaschen und Maul, Nase und Vagina gespiilt. Danach
wurden 10 ml eines Phagencocktails den Sauen tiglich
bis zum Absetzen iibers Futter verabreicht. Die Saugfer-
kel wurden wihrend der Siugezeit zweimal wochentlich
bespriiht und beprobt und wihrend der Absetzphase
tibers Futter mit dem Bakteriophagencocktail behandelt.
In weiteren Versuchen wurde im Absetzraum dreimal
taglich ein Bakteriophagencocktail vernebelt sowie die
Bakteriophagen in verschiedenen Dosierungen zusitz-
lich via Dosatron® dem Trinkewasser zugefiigt. In kei-
nem der Versuche konnte eine Eradikation der MRSA
in Nase oder Kot festgestellt werden.

Schlusselworter: Bakteriophagen, Eradikation, Kolonisations-
prévalenz, MRSA ST398, Schwein

Field trial for eradication of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) in a pig breeding farm by
bacteriophages

In recent years, Livestock Associated Methicillin-Resist-
ant Staphylococcus anrens (LA-MRSA) are found fre-
quently in pigs. The colonization of the care staff with
LA-MRSA is strongly associated with the intensity and
duration of animal contact and LA-MRSA herd preva-
lence. In human medicine, staphylococcal infections
have been controlled successfully by topical or system-
ic administration of Staphylococcus — associated bacte-
riophages. Therefore, the present study investigated the
effect of a bacteriophage cocktail on skin and mucosal
colonization of pigs with MRSA in a pig farm with high
MRSA prevalence. In a first experiment, the sows were
washed with a bacteriophage cocktail and nose, mouth
and vagina were rinsed before the sows were admitted
to the farrowing house. Then, 10 ml of the bacterio-
phage cocktail was administered daily to the sows over
the feed until weaning. The suckling piglets were sprayed
and sampled twice a week during the suckling period
and treated with the bacteriophage cocktail over the feed
during the weaning period. In further experiments, the
weaning room was nebulized three times a day with a
bacteriophage cocktail and different concentrations of
bacteriophages were added to the drinking water via
Dosatron®. None of the experiments, however, showed
an eradication of MRSA neither in nose nor in feces.

Keywords: bacteriophages, colonization prevalence,
eradication, MRSA ST398, pig
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Einleitung

Staphylococcus (S.) aureus, welche als normale Besiedler
der Haut und Schleimhaut iiber ein grosses Spektrum
an Virulenzfaktoren verfiigen,*> konnen sowohl in der
Human- wie auch in der Veterindrmedizin schwierig zu
bekimpfende Infektionskrankheiten sowie Lebens-
mittelintoxikationen verursachen.30:34 Als Folge eines
intensiven Antibiotikaeinsatzes entwickelten sich Resis-
tenzen gegen zahlreiche Antibiotika und fithrten welt-
weit zu einer starken Verbreitung von Methicillin-
resistenten Staphylococcus (S.) aurens (MRSA), sodass
antibiotische Behandlungen immer schwieriger wer-
den.”t Auf der Suche nach Alternativen wurde der Ein-
satz von Bakteriophagen, welche 1917 erstmals erfolg-
reich zur Behandlung von Dysenterie beim Menschen
eingesetzt wurden, wieder entdeckt.20

Bakteriophagen sind Viren, welche die Eigenschaft ha-
ben, sich nur in Bakterien zu vermehren. Ihre Anzahl
in der Biosphire wird auf 1030-103! geschitzt,?s also
rund 10-mal mehr als Bakterien.2 Zudem sind sie ein
natiirlicher Bestandteil des menschlichen Mikrobioms
und daher grundsitzlich gut fir die Therapie von bak-
teriellen Infekten?” oder zur Bekdmpfung multiresisten-
ter Keime® geeignet. Eine erfolgreiche Phagentherapie
erfordert eine Interaktion des Phagen mit den Bakterien,
welche zu einer Adsorption des Phagen an das Wirts-
bakterium fiihrt, gefolgt von einer Injektion der Pha-
gen-DNA in die Zelle, einem Phagenreplikationszyklus
mit anschliessender Zelllyse und der Freisetzung meh-
rerer Phagenvirionen.!! Da Phagen nur an ganz spezifi-
sche Zucker an der Oberfliche eines Wirtsbakterium
adhirieren konnen, wird zur Verbesserung der Wirk-
samkeit und zur Resistenzminimierung in der Regel ein
Bakteriophagencocktail eingesetzt.!!

In verschiedenen Untersuchungen konnte bereits der
positive Effekt des Einsatzes von Bakteriophagen zur
Bekidmpfung von Colidiarrhoe beim Kalb,5 der Coli-
bazillose beim Gefliigel,?” zur Reduktion der Darmbe-
siedelung mit S. typhimurium beim Schwein!2.66 oder zur
Leistungsforderung beim Schwein32.73 gezeigt werden.
Nach einer intranasalen Applikation von 107 MRSA
Kolonie bildenden Einheiten/ml bei Miusen fiithrte eine
kombinierte Therapie von Mupirocin und einer zwei-
maligen intranasalen Instillation von 50 Mikroliter einer
Bakteriophagenlésung mit 107 PFU/ml (plaque forming
units per milliliter) zu einer signifikanten Reduktion
von MRSA innerhalb von 2 Tagen, wobei mit der allei-
nigen Phagentherapie nach 12 Tagen eine Reduktion der
experimentell verabreichten MRSA um ca. 5.5 log-Stu-
fen erreicht werden konnte.1s

Auch in der Humanmedizin wurden Bakteriophagen
oder Bakteriophagencocktails zur Behandlung von Os-

teomyelitis, Peritonitis, Wundinfekten bei Diabetes-
Patienten, Pneumonien, Septikimien oder Harnwegs-
entziindungen, welche durch antibiotikaresistente
S. aureus, Streptococcus spp., Pseudomonas spp. oder Proteus
spp. verursacht wurden, mit Erfolg und ohne Neben-
effekte eingesetzt.41.:42.48,54,68

In der Lebensmittelindustrie werden heute Bakteriopha-
gen zur Kontrolle von Listeria (L.) monocytogenes in ,,con-
venience food“?! oder zur Kontrolle von Escherichia
(E.) coli O157:H7 und Salmonella (S.) enterica in erhitz-
ten Fleischwaren eingesetzt.6:44

Im Jahre 2005 wurden erstmalig ,livestock-associated”
MRSA (LA-MRSA) ST398 sowohl bei Schweinen
als auch bei Menschen isoliert.64 Mittlerweile konnen
vor allem bei Nutztieren LA-MRSA isoliert wer-
den.19.24.28,31,40,52,59,65 [n Deutschland sind tiber 75% der
Schweinehalter und etwa 4-5% ihrer Familienmitglieder
mit LA-MRSA kolonisiert.!® Intensitit und Dauer des
Tierkontaktes sowie die MRSA-Herdenprivalenz sind
sehr stark mit der LA-MRSA Kolonisation des Men-
schen assoziiert.23.36.57%.58 LA-MRSA sind Haut- und
Schleimhautbesiedler und konnen bei Schweinen so-
wohl horizontal, durch direkten Tier-zu-Tier-Kontakt,
und vertikal, wie auch indirekt tibertragen werden.!”
Der Zukauf von MRSA-positiven Schweinen in negative
Zucht- oder Mastbetriebe, eine hohe Tierdichte, grosse
Tierherden, der Kolonisierungsstatus der Muttersau, der
Einsatz von Zinkoxyd oder Desinfektionsmitteln, sowie
ein hiufiger Antibiotikaeinsatz werden als Risikofakto-
ren fiir die Besiedelung der Schweine mit LA-MRSA
beschrieben.47-10,18,19,49,56,59,62,70 Ebenso kdnnen Vekto-
ren wie Personen, Haus-, Nage- und Nutztiere sowie
Pferde zur Verteilung von LA-MRSA beitragen.l” Auch
in Staub oder in der Luft innerhalb und ausserhalb des
Stalles, in Futtertrogen und Wassertrinken sowie im
Kot und an Buchtenwinden kénnen MRSA nachge-
wiesen werden und sind somit eine Kontaminations-
quelle.3.22.50.62

In der Schweiz wurden im Jahr 2009 zum ersten Mal
MRSA ST398 aus Nasentupfern von Schlachtschweinen
isoliert.26 Seither nahm die Kolonisationsprivalenz von
2% im Jahre 2009 auf rund 26.5% im Jahre 2014 zu,
obwohl der Antibiotikaverbrauch im gleichen Zeitraum
um 28% abgenommen hat.! Diese Zunahme der MRSA
ST398 Privalenz ist in erster Linie auf den uneinge-
schrinkten Handel von kolonisierten Tieren zuriickzu-
fithren. So konnte gezeigt werden, dass wihrend des
Transportes auf einem MRSA-frei getesteten Dop-
pelstock-LKW, wo MRSA-positive Schweine auf der
oberen und MRSA-negative Schweine auf der unteren
Etage geladen waren, nach einer einstiindigen Fahrt in
den Schlachthof 20% der MRSA-negativen Schweine
mit MRSA in der Nase kolonisiert wurden.5 Uber Mass-
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nahmen zur Reduktion von MRSA in Schweinestillen
sind bisher wenige Studien publiziert. Alleiniges Wa-
schen trichtiger Sauen vor dem Umstallen in den Ab-
ferkelstall trug nicht zur Reduktion von MRSA bei.é!
Waschen mit Shampoo oder Desinfektionsmittellosun-
gen aus Chlorhexidine-Diglukonat und Isopropanol
fihrte zwar zu einer signifikanten Reduktion der
MRSA-Kolonisation, jedoch war der Erfolg nur von
kurzer Dauer.#¢

Der Handel mit MRSA kolonisierten Schweinen ist ein
grosses Risiko flir die Verbreitung von LA-MRSA. Des-
halb wurden in dieser Arbeit in einem Schweinebetrieb
mit hoher MRSA-Kolonisationsprivalenz bei Mutter-
sauen, Saug- und Absetzferkel MRSA-assoziierte Bakte-
riophagen eingesetzt und der Kolonisierungsstatus der
Sauen (Nase, Vagina, Rektum, Zitzenhaut) wihrend der
Sdugezeit sowie deren Ferkel (Nase, Rektum) regelmis-
sig bis zum Verkauf in die Mast untersucht. Ziel war
es, verschiedene Applikationsformen eines MRSA-Bak-
teriophagencocktails zu testen, um nicht nur eine
MRSA-Reduktion, sondern eine komplette Dekoloni-
sierung der Mastferkel bis zum Verkauf in die Mast zu
erreichen.

Material und Methoden

Die Studie wurde gemiss den ethischen Richtlinien der
Universitdt Zurich und der Vorgaben des Schweizeri-
schen Tierschutzgesetzes (Tierversuchsbewilligung ZH
037/16) durchgefiihrt.

Betriebsauswabhl

Die Feldstudie wurde in einem geschlossenen Zucht-
Mastbetrieb mit einer MRSA-Kolonisierungspravalenz
von 50-90% in den verschiedenen Alterskategorien
durchgefithrt.5 Der Betrieb hatte 100 Muttersauen-,
320 Absetz- und 200 Aufzuchtplitze. Im 3-Wochen-
Rhythmus ferkelten jeweils 10-14 Sauen ab und die Fer-
kel wurden nach durchschnittlich 28-tigiger Sdugezeit
abgesetzt. Die abgesetzten Ferkel wurden in einen sau-
ber gereinigten und nicht regelmissig desinfizierten
Ferkelaufzuchtbereich umgestallt und die nicht zur
Nachzucht selektionierten Tiere wurden im Alter von
9-10 Wochen an einen Mister verkauft.

Bakteriophagen-Herstellung

Der verwendete Phagencocktail wurde im Phagen Tech-
nologie Center (PTC), Bonen, Deutschland hergestellt.
Dieser gegen S. aureus wirkende Phagencocktail bestand
aus zwei genetisch unabhingigen Bakteriophagen, STA1
(Myoviridae) und EB1 (Podoviridae), beides Eigeniso-
late des PTC. STA1 stammt aus der Abwasserreinigungs-
anlage der Stadt Hamm, EB1 stammt aus Schweinekot
aus einem Absetzferkelstall in Nordrhein-Westfalen.
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Beide Bakteriophagen wurden jeweils auf verschiedenen
Wirtsstimmen propagiert, um den Wirtsbereich des
Cocktails zu erweitern. Bei den Wirtsstimmen handel-
te es sich um S. aureus Stamm 11, welcher als CC398
typisiert und aus Mastitismilch einer Kuh isoliert wurde,
sowie Stamm 27, welcher zum klonalen Komplex CC479
gehort und ebenfalls aus Mastitismilch einer Kuh iso-
liert wurde, sowie Stamm 29, ein Humanisolat des klo-
nalen Komplexes CC22 und Stamm 107, welcher aus
einem Versuchsbetrieb des PTC stammte.

Der Phagencocktail war zusammengesetzt aus STAL.
ST27; STA1.ST29; EB1.ST11 und EB1.ST107. Die vier
Komponenten wurden einzeln hergestellt. Dazu wurde
ein 100 Liter Fermenter mit 100 Liter steriler Ndhrlosung
befiillt und mit einer Ubernachtkultur beimpft. Die
Bakterien wurden bei 37°C unter Zufithrung von Sau-
erstoff und konstantem Riithren bis zu einer Zelldichte
von etwa 2x 108 KBE/ml angeziichtet. Unter diesen
Bedingungen vermehrten sich die Staphylokokken ex-
ponentiell und lieferten die Grundlage fiir eine optima-
le Vermehrung der Bakteriophagen. Die Bakteriophagen
wurden dann mit einer MOI (multiplicity of infection)
von 5 zugegeben. Damit wurden gemiss Poissonvertei-
lung etwa 99% der Bakterien durch mindestens ein
Bakteriophagen infiziert. Infizierte Bakterien stellten
ihr Wachstum ein und produzierten stattdessen Bakte-
riophagen. Nach etwa einer Stunde Inkubation lysierten
die Bakterienzellen und entliessen die Phagen ins
Nihrmedium, aus dem sie in einem mehrstufigen Fil-
trationsverfahren gewonnen und gereinigt wurden.?
Als Endprodukt entstand ein Intermediat mit einer Kon-
zentration von etwa 5x 10 PFU/ml (plaque forming
units per milliliter), welches in PBS (phosphate buffered
saline) gepuffert wurde. Die oben beschriebenen vier
Komponenten wurden dann im Verhiltnis 1:1:1:1 zum
fertigen Cocktail gemischt. Der Cocktail wurde iz vitro
auf seine Wirksamkeit gegen zwanzig MRSA-Isolate aus
Schweinemastbetrieben, darunter elf Isolate aus dem
Versuchsbetrieb, getestet und zeigte eine 95%-ige Ab-
deckung gegen diese 20 Isolate sowie eine 100%-ige
Abdeckung gegen die Isolate aus dem Versuchsbetrieb.
Nach mehrmaliger Uberpriifung der Bakteriophagen-
konzentration wihrend des Feldversuches wurde festge-
stellt, dass die Bakteriophagenkonzentration pro Woche
um eine log-Stufe abnahm. Deshalb wurde eine neue
Charge mit erhdhter Phagenkonzentration von 1010
PFU/ml und anderer Pufferung hergestellt. Diese Char-
ge wurde im zweiten und dritten Umtrieb eingesetzt und
wochentlich mittels Titrierung auf die Stabilitdt tiber-
prift. In der neuen Charge konnte die Bakteriophagen-
konzentration wihrend der gesamten Versuchsphase in
den ungeoffneten Versuchsgebinden (20 Liter-Kanister)
konstant zwischen 109-101° PFU/ml gehalten werden.
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Probenverarbeitung im Labor

Zur kulturellen Anziichtung von MRSA wurde ein
zweitstufiges Anreicherungsverfahren durchgefiihrt. Zu
jedem Tupfer wurde Miiller-Hinton-Broth mit 6.5%
NaCl hinzugefiigt und bei 37°C fiir 24 Stunden inku-
biert. Im nichsten Schritt wurde 1 ml der inkubierten
Bouillon zu 5 ml Trypton-Soja-Broth mit Zusatz von
75 mg/l Aztreonam und 3.5 mg/l Cefoxitin gegeben
und erneut fiir 24 Stunden bei 37°C bebriitet. Danach
wurde diese Bouillon mit einer Einmaldse auf
MRSA2-Platten (Oxoid, Basel, Schweiz) ausgestrichen
und fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Vorgehen Umtrieb 1

Zur Eruierung des MRSA-Status der Muttersauen im
Betrieb wurden bei einer ersten Probenentnahme alle
99 Muttersauen auf das Vorkommen von MRSA unter-
sucht. Die nichste Probenentnahme erfolgte eine Wo-
che vor dem Abferkeln bei 14 Sauen einer Abferkelgrup-
pe (siecben MRSA-positive und sieben MRSA-negative
Sauen). Die 14 Sauen wurden rund eine Woche vor der
Geburt nach dem Zufallsprinzip in 7 m?2 grosse Abfer-
kelbuchten mit einem 80%-igen Festbodenanteil eines
gereinigten und desinfizierten Abferkelstalls eingestallt.
Die Muttersauen und die Saugferkel befanden sich in
einem gemeinsamen Luftraum, waren aber durch
110 cm hohe Trennwinde voneinander getrennt, sodass
weder Muttersau noch Saugferkel direkten Kontakt hat-
ten. Von den Muttersauen wurde jeweils ein Nasen-,
Rektal-, Vaginal- und Zitzenhauttupfer entnommen. Fiir
die Zitzenhaut wurden sterile Tupfer mit physiologischer
Kochsalzlésung befeuchtet und das Gesduge damit ab-
gestrichen. Zusitzlich wurden nach der Beprobung der
Tiere auch Umgebungsproben von der Buchtenwand,
der Kotplatte, dem Futtertrog und vom Ferkelnest ent-
nommen. Fiir diese Proben wurden sterile Tupfer mit
physiologischer Kochsalzldsung befeuchtet und tiber die
Flichen gestrichen. Ferkel von drei zufillig ausgewihl-
ten MRSA-positiven und drei MRSA-negative Sauen
wurden zweimal wochentlich wihrend der Sdugezeit bis
zum Absetzen am 28. Tag resp. bis zum Verkauf in die
Mast in der 9./10. Lebenswoche mittels Nasen- und Rek-
taltupfern beprobt. Die Proben wurden unmittelbar
nach der Entnahme in sterile Plastikbeutel verpackt, in
einer mit Kithlelementen enthaltenden Styroporbox ins
Labor transportiert und innerhalb von 2 Stunden nach
der Entnahme im Labor weiterbearbeitet.

Bakteriophagenverabreichung bei
MRSA-positiven Muttersauen und deren
Saug- und Absetzferkel (Umtrieb 1)

Beim ersten Umtrieb erhielten alle siecben MRSA-posi-
tiven Muttersauen zwei Wochen vor der Geburt bis zum
Absetzen bei der Morgenfiitterung 10 ml des Bakterio-
phagencocktails iibers Futter verabreicht. Eine Woche
vor der Geburt wurden die MRSA-positiven wie auch

die MRSA-negativen Sauen mit dem Hochdruckreiniger
gewaschen und bei den positiven Sauen wurden zusitz-
lich Maul, Nase und Vagina mit der 1:1000 verdiinnten
Bakteriophagenldsung gesptilt sowie die Hautoberfldche
mit einem Handsprithgerdt mit der Bakteriophagenlo-
sung eingespritht. Wihrend der Siugezeit wurden die
MRSA-positiven Sauen und deren Ferkel nach jeder
Probenentnahme zweimal wochentlich mit dem Bakte-
riophagencocktail eingespritht. Zusitzlich wurde den
Ferkeln ab dem vierten Lebenstag Starter- bzw. Ferkel-
futter ad libitum angeboten, bei welchem nach dem
Hygienisierungsprozess in der Futtermiihle zehn Liter
Bakteriophagenlosung/1000 kg Futter auf das Futter
aufgespritht wurde. Die abgesetzten Ferkel von
MRSA-positiven Sauen wurden auch wihrend der Ab-
setzphase wochentlich mit dem Bakteriophagencocktail
bespritht und erhielten bakteriophagenhaltiges Futter
(10 L/1000 kg Futter) ad libitum. MRSA-negative Mut-
tersauen und deren Saug- und Absetzferkel wurden nie
mit Phagen behandelt und erhielten auch kein bakterio-
phagenhaltiges Futter.

Bakteriophagenverabreichung bei
Absetzferkeln (Umtrieb 2 und 3)

In den folgenden zwei Umtrieben wurden insgesamt
96 Absetzferkel, (26 MRSA-positive und 70 MRSA-ne-
gative Ferkel) in einen griindlich gereinigten und kon-
trolliert MRSA-freien Absonderungsstall eingestallt.
MRSA-positive und MRSA-negative Ferkel waren durch
Buchtenwinde getrennt, sodass kein direkter Kontakt
zwischen den Gruppen mdoglich war. Einige Tage vor
dem Einstallen bis zum Verkauf der Absetzferkel in die
Mast in der 9./10. Lebenswoche wurden wochentlich
aus jeder Bucht 12 Wischproben von Kotplatte (2), Bo-
den (1), Liegenest (2), Winde, Decken, Liiftung, Futter-
trog (2) und Trinkestellen (2) entnommen und auf
MRSA untersucht. Die Bakteriophagen wurden im
zweiten Umtrieb mittels Dosatron® in einer Konzent-
ration von 0.3% und im dritten Umtrieb in einer Kon-
zentration von 3% dem Trinkwasser zugemischt. Zu-
sitzlich wurde der circa 30 m3 grosse Versuchsraum
inklusive Liegebuchten in beiden Umtrieben dreimal
taglich wihrend je 15 Minuten mit einer ,ZELJET Trol-
ley“ Vernebelungs-Anlage mit insgesamt ca. 2.5 Liter
Bakteriophagencocktail vernebelt. In beiden Umtrieben
waren die Ferkel bei Versuchsbeginn durchschnittlich
28 Tagen alt und alle Versuchsferkel wurden einmal wo-
chentlich bis zum Verkauf in die Mast in der 9./10. Le-
benswoche beprobt.

PCR-Nachweis der Bakteriophagen

Aus funf Umgebungstupfern, welche am Ende des Ver-
suchs entnommen wurden (Ferkelnest-Deckel, Buchten-
wand, Deckeninstallationen, Fenster und Kotplatte),
wurde am Virologischen Institut der Vetsuisse-Fakultit
der Universitit Ziirich DNA isoliert (Qiagen DNA mini
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kit) und diese mittels PCR auf die Anwesenheit von
STA1 und EB1 DNA getestet. Die Primersequenzen
wurden vom PTC zur Verfiigung gestellt und waren
spezifisch fiir die eingesetzten Phagen.

Resultate

Die MRSA-Kolonisationsprivalenz der Muttersauen
betrug bei der ersten Probenentnahme 44%. Beim Eins-
tallen der 14 Muttersauen in den Abferkelstall, eine
Woche vor dem Abferkeltermin, bestand die Versuchs-
gruppe aus sieben MRSA-positiven und sieben MRSA-
negativen Muttersauen. Von den sieben MRSA-negati-
ven Sauen behielten drei ihren negativen MRSA-Status
wihrend der ganzen Siugezeit, wihrend die Schleim-
hiute der anderen vier mit MRSA kolonisiert wurden.
Eine Sau, welche zu Beginn der Sidugezeit MRSA-positiv
war, wurde im Verlaufe der Sdugezeit MRSA-negativ
(Nasen-, Rektum-, Vaginaltupfer und Zitzenhaut
MRSA-frei), so dass am Ende der Siugezeit zehn Sauen
MRSA-positiv und vier Sauen MRSA-negativ waren.
Wihrend der Sdugezeit dnderte sich der MRSA-Status
der urspriinglich positiven Muttersauen stindig, wobei
die Nachweisstellen von MRSA variabel waren (Nase,
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Rektum, Vagina, Zitzenhaut). Der Kolonisierungsstatus
und die Nachweisstellen der sechs Muttersauen, deren
Ferkel bis zum Verkauf in die Mast verfolgt wurden, sind
in Tabelle 1A dargestellt.

Von den 36 Saugferkeln der drei MRSA-positiven Sauen
waren wenige Tage nach der Geburt 33 mit MRSA
kolonisiert und nur drei wiesen einen negativen
MRSA-Status auf (Tab. 1B). Neun Saugferkel waren
wihrend der gesamten Siugezeit mit MRSA kolonisiert,
die restlichen hatten einen wechselnden Kolonisierungs-
status.

Bei den Saugferkeln der urspriinglich MRSA-negativen
Sauen waren wenige Tage nach der Geburt bereits 23
von 37 Saugferkeln mit MRSA kolonisiert (Tab. 1C).
Finfzehn Saugferkel waren wihrend der gesamten Siu-
gezeit mit MRSA kolonisiert.

Am Tag des Absetzens waren aus der Gruppe der
MRSA-positiven Sauen noch neun Ferkel MRSA-positiv
(Tab 1B). Bereits eine Woche nach dem Absetzen waren
jedoch wieder 27 Ferkel mit MRSA kolonisiert (Tab. 1D).
In der Negativgruppe waren zum Zeitpunkt des Abset-
zens 22 von 35 Ferkeln MRSA-positiv (Tab. 1C). Eine
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Tabelle 1: Kolonisierungsstatuts mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) von Muttersauen vor und wahrend der Sdugezeit (A),
der Saugferkel MRSA-positiver Muttersauen (B), der Saugferkel MRSA-negativer Muttersauen (C), der Absetzferkel MRSA positiver Muttersauen (D),
und der Absetzferkel MRSA negativer Muttersauen (E).

A 23.05. 22.06. 04.07. 07.07. 11.07. 14.07. 18.07. 21.07. 25.07. 28.07.
Anzahl (n) B8 8 4 6 6 5 6 6 6 5
Muttersauen (2/1/1/2)* (2/1/1/2) (2/0/1/4) (4/0/2/6) (5/3/3/5) (4/2/3/5) (4/3/4/5) (6/1/5/5) (3/2/2/6) (3/2/1/4)
MRSA +

(n) Sauen

MRSA - 3 3 2 0 0 1 0 0 0 1

B 04.07. 07.07. 11.07. 14.07. 18.07. 21.07. 25.07. 28.07.
(n) Saugferkel 33 29 26 22 19 24 22 9
MRSA + (20/1/12)° (22/1/6) (16/4/6) (19/1/2) (16/0/3) (20/0/4) (20/1/1) (8/1/0)
(n) Saugferkel & 6 7 1 13 7 9 22
MRSA -

C 04.07. 07.07. 11.07. 14.07. 18.07. 21.07. 25.07. 28.07.
(n) Saugferkel 23 33 31 23 25 29 25 22
MRSA + (13/0/10) (16/2/15 (5/1/25) (6/0/17) (7/2/16) (9/3/17) (6/2/17) (9/1/12)
(n) Saugferkel 14 S 5 12 10 6 10 13
MRSA -

D 02.08. 04.08. 08.08. 11.08. 15.08. 18.08.

(n) Absetzferkel 27 24 24 20 29 25

MRSA + (22/1/4) O (18/0/6) (18/2/4) (17/0/3) (19/4/6) (21/1/3)

(n) Absetzferkel 4 7 7 1 2 6

MRSA -

E 02.08. 04.08. 08.08. 11.08. 15.08. 18.08.

(n) Absetzferkel 33 34 32 28 33 33

MRSA + (20/1/12) (24/1/9) (28/1/3) (21/1/6) (23/0/10 (27/0/6)

(n)Absetzferkel MRSA - 1 0 2 6 1 1

*Anzahl positiver Muttersauen an den Lokalisationen (Nase/Rektum/Vagina/Zitzenhaut)
OAnzahl positiver Saug- und Absetzferkeln an den Lokalisationen (Nase/Rektum/Nase und Rektum)
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Woche nach dem Absetzen waren praktisch alle Ferkel
mit MRSA kolonisiert und blieben bis zum Verkauf in
die Mast positiv (Tab. 1E).

Uber die gesamte Beobachtungszeit des ersten Umtrie-
bes waren insgesamt neun Ferkel der beiden Versuchs-
gruppen dauerhaft mit MRSA kolonisiert. Alle anderen
Ferkel dnderten den Kolonisierungsstatus mehrfach.
Kein einziges Ferkel war wihrend der gesamten Ver-
suchsdauer negativ. Aufgrund der fehlenden Dekoloni-
sierung wurde entschieden, den Versuch in der 6./7. Le-
benswoche abzubrechen und nicht erst wie urspriinglich
vorgesehen beim Verkauf in die Mast in der 9./10. Wo-
che. Fir den zweiten und dritten Umtrieb wurde ein
hoher konzentrierter und anders gepufferter Bakterien-
phagen-Cocktail verwendet und der Cocktail nicht
mehr tibers Futter sondern mittels Dosatron® dem Trin-
kewasser (Umtrieb 2: 0.3%; Umtrieb 3: 3%) zugemischt,
sowie der Raum in beiden Umtrieben dreimal tiglich
mittels Bakteriophagen-Cocktail vernebelt.

Fiir den zweiten Umtrieb wurde eine Woche vor dem
Absetzen der MRSA-Status von 56 Ferkeln von finf
positiven Muttersauen Uberpriift. Zu diesem Zeitpunkt
waren 25 Ferkel mit MRSA kolonisiert (Tab. 2) und am
Absetztag waren 11 von 44 Ferkeln mit MRSA koloni-
siert, wihrend am Ende des Versuchs bis auf ein Ferkel
alle einen MRSA-positiven Status aufwiesen (Tab. 2).

Beim dritten Durchgang war am Absetztag nur eines
von 40 Ferkeln in der Nase mit MRSA kolonisiert
(Tab. 2). Dies war auch eine Woche spiter noch der Fall.
Vier Wochen spiter, kurz vor dem Verkauf an den Mis-
ter, waren alle Tiere MRSA negativ.

Sowohl in den drei Buchten mit MRSA-positiven als
auch in den Buchten mit den MRSA-negativen Mutter-
sauen konnten am Tage der Geburt aus den Umgebungs-
tupfern, welche von der Kotplatte, der Buchtenwand,

dem Futtertrog und dem Ferkelnest entnommen wur-
den, MRSA isoliert werden, obwohl alle Buchten beim
Einstallen der Muttersauen eine Woche vor der Geburt
MRSA-negativ getestet wurden. Die Verlaufsergebnisse
der Umgebungsproben aus dem ersten Durchgang sind
in Tabelle 3 dargestellt. Beim zweiten Durchgang konn-
ten zum Zeitpunkt des Absetzens keine MRSA aus den
12 Umgebungstupfern (Kotplatte (2), Boden, Liegenest
(2), Winde, Decken, Liftung, Futtertrog (2), Trinke-
stellen (2)) isoliert werden. Eine Woche spiter waren
jedoch alle 12 entnommenen Proben MRSA-positiv und
blieben positiv bis zum Verkauf der Ferkel. Im dritten
Durchgang wurde nur beim zweiten Probeentnahme-
Zeitpunkt eine Trinke positiv auf MRSA getestet. Alle
andern 11 Umgebungstupfer blieben bis zum Ausstallen
der Absetzferkel negativ. Interessanterweise konnte
mittels PCR in allen am Versuchsende entnommenen
Umgebungstupfern (Ferkelnest-Deckel, Buchtenwand,
Deckeninstallationen, Fenster und Kotplatte) EB1 nach-
gewiesen werden, wihrend der Nachweis von STA1 in
allen Proben negativ war.

Diskussion

Die direkte Ubertragung von LA-MRSA ST398 von
Schwein zu Schwein ist sehr leicht mdglich und ist somit
das Hauptrisiko fiir eine Verbreitung von MRSA inner-
halb der Schweinepopulation.5 Diese Ubertragungsket-
te kann nur wirkungsvoll unterbunden werden, wenn es
gelingt, die Schweine vor dem Verkauf in die Mast auf
dem Ferkelerzeugungsbetrieb zu dekolonisieren. Der
eingesetzte Bakteriophagencocktail zeigte iz vitro eine
sehr gute Wirkung gegen MRSA Isolate aus dem Ver-
suchsbetrieb. Trotz verschiedener Applikationsarten des
Bakteriophagencocktails in den einzelnen Durchgingen
konnte im Feldversuch ausser im Umtrieb 3, wo dem
Trinkwasser 3% des Bakteriophagencocktails zuge-
mischt und der Raum dreimal tiglich mit dem Bakterio-

Tabelle 2: Kolonisierungsstatus und Lokalisationsstelle mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA)

der Absetzferkel der Umtriebe 2 und 3.

11.01. 16.01. 23.01. 30.01. 06.02. 13.02.
Umtrieb 2 5 Tage vor Absetztag
Absetzen
25 1 44 35 32 43
(n) Ferkel MRSA+ | 5/0/5)0 (8/2/1) (19/0/25) (32/0/3) (26/0/6) (29/0/14)
(n) Ferkel MRSA - 31 & 0 9 12 1
17.05. 23.05. 30.5. 26.06.
Umtrieb 3 5 Tage vor Ab- Absetztag
setzen
1 1 1 2017
(n) Ferkel MRSA + (1/0/0)0 (1/0/0) (0/1/0)
(n) Ferkel MRSA - 39 39 39 40

0 Anzahl positiver Saug- und Absetzferkeln an den Lokalisationen (Nase oder Rektum/Nase und Rektum)
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Tabelle 3: Qualitativer mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA)-Nachweis von Umgebungstupfern aus Abferkelbuchten
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MRSA-positiver und MRSA-negativer Muttersauen des ersten Umtriebes.

Abferkelbucht mit MRSA-positiven Muttersauen Abferkelbucht mit MRSA-negativen Muttersauen
Kotplatte Buchtenwand Futtertrog Ferkelnest Kotplatte Buchtenwand Futtertrog Ferkelnest
25.06.2016 - - - - - - — _
04.07.2016 + + - + —- + - _
07.07.2016 - - + + + + + "
11.07.2016 + - + - - - + -
14.07.2016 + - + + + + + +
18.07.2016 + + + - + - + +
21.07.2016 + + + - + + + +
25.07.2016 + + + + - - - +
28.07.2016 + + + + + - + +
02.08.2016 + + + + + + + +
04.08.2016 + + - + + + + +
08.08.2016 + + - + + + + -
11.08.2016 + + + + - + + +
15.08.2016 + + + + + - + +
18.08.2016 + + + + + + - +

+ MRSA nachweisbar; - MRSA nicht nachweisbar

phagencocktail vernebelt wurde, keine MRSA-Eradika-
tion in der Nase resp. im Darm erreicht werden. Der
mangelnde Erfolg der Phagenintervention kann im
ersten Umtrieb mit der mangelnden Stabilitit des Bak-
teriophagencocktails erklirt werden. Capparelli et al.
(2007) zeigten, dass bei Miusen, welche mit S. aureus
infiziert und mit 10° Bakteriophagen intravends behan-
delt wurden, der Erreger vier Tage nach der Verabrei-
chung bei 97% der Miuse komplett aus der Blutbahn
eliminiert werden konnte.!? Eine geringere Phagenkon-
zentration zeigte jedoch keine Wirkung. Diese Erkennt-
nisse stimmen mit den Beobachtungen von anderen
Forschergruppen iiberein, bei welchen Bakteriophagen-
konzentrationen von minimal 108 Bakteriophagen/ml
zu einem Therapieerfolg fithrten.!44° Dass der Erfolg
einer Bakteriophagentherapie primir von der Bakterio-
phagenkonzentration abhingig ist, wird von zahlrei-
chen weiteren Autoren bestitigt.38.43.55.72 Nach Malik
et al. (2017) sollte die Bakteriophagenkonzentration
mindestens 100-1000-fach hoher sein als die Bakterien-
zahl.38

Der Therapieerfolg wird positiv beeinflusst, wenn zu
Beginn einer Phagentherapie eine grosse Anzahl Bakte-
rien, wie zum Beispiel bei einer akuten Infektion, vor-
liegt, da eine hohe Bakterienzahl die schnelle Vermeh-
rung der Bakteriophagen begiinstigt.33 Werden die
Phagen prophylaktisch oder bei Infektionen mit gerin-
ger Keimzahl eingesetzt, kann es zu einer Entfernung
der Phagen durch das Wirtsimmunsystem kommen, vor
allem durch Elimination der Phagen in der Milz.2?

Band 162, Heft 5, Mai 2020, 307-317, © GST | SVS

Auch im 2. Umtrieb konnte trotz einer hoheren Pagen-
konzentration von 101° Phagen/ml und verinderter
Pufferung, welche zu einer erhohten Stabilitdt des Bak-
teriophagencocktails fiihrte, zu keinem Beprobungs-
zeitpunkt eine Eradikation von MRSA erreicht werden.
Ahnliche Resultate wie in der vorliegenden Studie
wurden auch von Verstappen et al. (2016) berichtet,
welche die Wirksambkeit einer Bakteriophagenkombi-
nation bestehend aus den Phagen K*170 und P68 in
einer Konzentration von 10? PFU untersuchten.é® Der
Bakteriophagencocktail war in 7z vitro Versuchen wirk-
sam, jedoch blieb die Wirkung eines Bakteriopha-
gen-haltigen Gels bei experimentell mit MRSA kolo-
nisierten Schweinen aus. Ebenso fithrte das Aufbringen
von Bakteriophagen auf MRSA kolonisierte Schleim-
haut-Explantaten zu keiner signifikanten Reduktion
der MRSA.63

Experimente zeigten, dass die Uberlebensrate von Bak-
teriophagen eines gegen Staphylokokken gerichteten
Phagencocktails bei 45°C 100% betrigt, bei 65°C aber
auf 0% abfillt.¢” Aus diesem Grund wurde der Bakterio-
phagencocktail erst nach dem Hygienisierungsprozess,
bei dem das Futter mit Dampf auf 80°C erhitzt wird,
auf das Futter gespritht. In der gleichen Untersuchung
wurde auch der Einfluss des pH-Wertes auf die Uberle-
bensrate der Phagen untersucht. In einem pH-Bereich
zwischen 6 und 9.5 betrug die Uberlebensrate 100%,
wihrend diese bei pH 5 (bei 37°C wihrend 3 h) nur
noch ca. 60% und bei pH 4 nur noch 20% betrug.¢’ In
dieser Studie konnte auch gezeigt werden, dass unter
den getesteten Versuchsbedingungen UV-Licht keinen
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Einfluss auf die Uberlebensrate der Bakteriophagen hat-
te. Die Verkapselung von Bakteriophagen mit Liposo-
men zur Bekimpfung von Magen-Darminfektionen
oder Lungeninfektionen fithrte in einer anderen Studie
zu besseren Ergebnissen als der Einsatz eines ungekap-
selten Bakteriophagencocktails.’! Der Einfluss einer
Verkapselung auf die Uberlebensrate wurde in dieser
Studie nicht untersucht. Allerdings muss beriicksichtigt
werden, dass der eingesetzte, 3-mal tiglich verspriihte
Bakteriophagencocktail weder im neutralen pH-Bereich
in der Nase noch in der Umgebung zu den Messzeit-
punkten MRSA zu eliminieren vermochte.

In der Literatur wird mangelnder Erfolg einer Bakterio-
phagentherapie sehr kontrovers auch mit der Induktion
von Antikorper gegen die eingesetzten Bakteriophagen
diskutiert. Intravends applizierte Bakteriophagen indu-
zierten laut Loc-Carillo Antikorper, welche die Wirkung
der Bakteriophagentherapie negativ beeinflussten,3’
wihrend Kucharewicz-Krukowska3? aufzeigte, dass An-
tikorper gegen die Staphylokokken-spezifischen Bakte-
riophagen keinen negativen Einfluss auf den Therapie-
erfolg hatten.

Der negative MRSA-Nachweis am Ende des dritten Um-
gangs in unserer Studie muss kritisch betrachtet werden,
da in dieser Versuchsgruppe nur eines von 40 Ferkeln
mit MRSA kolonisiert war. Bemerkenswert ist, dass zwi-
schen dem ersten und zweiten sowie zwischen dem
zweiten und dritten Umtrieb, in 2 Umtrieben kein ein-
ziges von 80 Ferkeln, welche eine Woche vor dem Ab-
setzen getestet wurden, MRSA positiv war und daher
der Versuch bis zum Auftreten von positiven Ferkeln
im dritten Umtrieb unterbrochen werden musste. Die
Stallungen wurden zwar vor jeder Neubelegung griind-
lich gereinigt, aber ausser im Abferkelstall beim ersten
Umtrieb, nie desinfiziert, was das Uberleben der Bakte-
riophagen giinstig beeinflusst haben konnte, zumal die

Umweltbedingungen im Schweinestall das Uberleben
der Bakteriophagen nicht beeintrichtigen sollten.¢” Es
ist nicht auszuschliessen, dass durch das Besprithen der
Muttersauen vor dem Einstallen in den Abferkelstall,
das 2-mal wochentliche Besprithen der Saugferkel und
das 3-mal tigliche Vernebeln des Versuchsstalles sich
die Bakteriophagen im Versuchsbetrieb angereichert
haben und diese schlussendlich tiber verschiedene Vek-
toren in den ganzen Betrieb verschleppt wurden und so
zeitverzOgert, aber stetig zu einer Senkung des Infek-
tionsdruckes beigetragen haben. In den Umgebungstup-
fern, welche am Ende des Versuchs enthommen wurden,
konnten mittels PCR nur der im Phagencocktail einge-
setzte EB1 nicht aber der verwendete STA1 nachgewie-
sen werden. Dies konnte mir einer hoheren Tenazitit
von EB1 im Vergleich zu STA1 zu tun haben. Da mittels
einer PCR nur DNA nachgewiesen wird, ist ungewiss,
ob die Phagen noch infektids waren.

Fazit

Im Beobachtungszeitraum konnte durch die Anwen-
dung eines Phagencocktails keine Eradikation von
LA-MRSA in Nase und Kot der Ferkel erreicht werden.
Hauptgriinde sind wahrscheinlich in der zu geringen
Konzentration der Bakteriophagen am Wirkungsort
und der mangelnden Stabilitit des Bakteriophagencock-
tails zu suchen.
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Essai de terrain en vue de |'éradica-
tion de Staphylococcus aureus
résistants a la méthicilline (MRSA)
par des bactériophages dans un
élevage porcin

Au cours des derniéres années, des Staphylococcus
aurens résistant A la méthicilline associé au bétail
(LA-MRSA) ont été fréquemment trouvés chez les porcs.
La colonisation du personnel soignant par des
LA-MRSA est fortement corrélée a 'intensité et a la
durée du contact avec les animaux et a la prévalence de
LA-MRSA dans le troupeau. En médecine humaine, les
infections a staphylocoques ont été contrdlées avec suc-

Studio sul terreno in un allevamento
di suini per eradicare lo Staphylococ-
cus aureus resistente alla meticillina
(MRSA) utilizzando dei batteriofagi.

Negli ultimi anni tra gli animali da reddito, lo Staphylo-
coccus aureus resistente alla meticillina (LA-MRSA) era
maggiormente presente nei suini. La colonizzazione del
personale di custodia con LA-MRSA era strettamente
correlata all’intensita e alla durata del contatto con gli
animali e alla prevalenza della mandria con LA-MRSA.
Nella medicina umana, le infezioni da stafilococco sono
combattute con successo via la somministrazione topi-
ca o sistemica di batteriofagi specifici allo stafilococco.
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cés par 'administration topique ou systémique de bac-
tériophages associés a Staphylococcus. C’est pourquoi
la présente étude a étudié I’effet d’un cocktail de bacté-
riophages sur la colonisation de la peau et des muqueuses
des porcs atteints de SARM dans une exploitation por-
cine 2 forte prévalence de SARM. Dans une premiére
expérience, les truies ont été lavées avec un cocktail de
bactériophages et le nez, la bouche et le vagin ont été
rincés avant leur admission dans le local de mise bas.
Ensuite, 10 ml du cocktail de bactériophages ont été
administrés quotidiennement aux truies sur l’aliment
jusqu’au sevrage. Les porcelets allaitants ont été pulvé-
risés et échantillonnés deux fois par semaine pendant la
période d’allaitement et traités avec le cocktail de bac-
tériophages sur I’aliment pendant la période de sevrage.
Dans d’autres expériences, le local de sevrage a été né-
bulisée trois fois par jour avec un cocktail de bactério-
phages et différentes concentrations de bactériophages
ont été ajoutées a ’eau de boisson via Dosatron®. Ce-
pendant, aucune des expériences n’a montré d’éradica-
tion du SARM ni dans le nez ni dans les feces.

Mots-clés: bactériophages, prévalence de la colonisation,
éradication, SARM ST398, porc
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Per questo motivo nel presente studio si & voluto studia-
re leffetto della somministrazione di un cocktail di
batteriofagi sulla colonizzazione della pelle e delle mu-
cose dei suini affetti da MSRA in un allevamento con
un’alta prevalenza di MSRA. In un primo esperimento,
alle scrofe & stato lavato la bocca, il naso e la vagina con

Feldversuch zur
Eradikation von

(MRSA) mittels

un cocktail di batteriofagi per stafilococchi prima di ~ X. Sidler et al.
entrare nel box per il parto. Dopodiché, le scrofe hanno
ricevuto 10 ml di un cocktail di batteriofagi ogni giorno
fino allo svezzamento tramite il mangime. I suinetti
durante il periodo dell’allattamento sono stati spruzza-
ti e testati ogni settimana per due volte con un cocktail
di batteriofagi sul mangime. In altri esperimenti, un
cocktail di batteriofagi ¢ stato nebulizzato nella zona
dello svezzamento tre volte al giorno e diverse concen-
trazioni di batteriofagi sono state addizionate all’acqua
potabile via Dosatron®. In nessun esperimento ¢ stato
possibile rilevare un’eradicazione del MRSA nel naso o
nelle feci.

Parole chiave: batteriofagi, eradicazione, prevalenza di
colonizzazione, MRSA ST398, suini
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