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1. Einleitung

1. Einleitung

Fleisch, welches vom Metzger fachgerecht zerlegt, verarbeitet und im eigenen Geschaft
verkauft wird, ist in den Industrieldandern selten geworden. Hingegen boomt der Umsatz mit
fertig portioniertem Fleisch sogenannten ,,ready to eat-“, ,,ready to cook-“ und ,,ready to use-*
Produkten. Diese werden dabei auch unter Schutzgasatmosphare oder Vakuum verpackt und in
transparenten  Tiefziehschalen in den Kuihlregalen der Supermarkte angeboten
(FLEISCHATLAS 2015). Diese Art der Verpackung wird von Verbrauchen in besonderem
MaRe akzeptiert, da sowohl eine selbststandige Auswahl getroffen werden kann, als auch das
Fleisch durch die Modifikation der Farbe zum Teil ansprechender wirkt (ZAKRYS et al. 2009).
Daneben bestehen auch klare Vorteile fir den Lebensmittelunternehmer durch die hohere
Verbraucherakzeptanz sowie die verlangerte Haltbarkeit im Vergleich zu unverpacktem Fleisch
(DEVLIEGHERE et al. 2004; ZHOU et al. 2010). Ebenso wecken Werbeversprechen und
Bilder auf den Verpackungen zusétzlich das Interesse der Verbraucher (FLEISCHATLAS
2015). Abhangig von Faktoren wie Tierspezies, Zusammensetzung der Schutzgasatmosphare,
Lagerungstemperatur, Verpackungsmaterial oder sogenannten aktiven bzw. antimikrobiellen
Verpackungen l&sst sich die Haltbarkeit und die optisch wahrgenommene Frische verlangern
(ZHOU et al. 2010).

In Deutschland werden besonders haufig Gasgemische flr die Schutzgasverpackung von
Frischfleisch verwendet, die aus einem hohen Sauerstoffanteil und variierenden prozentualen
Anteilen an Kohlenstoffdioxid oder Stickstoff bestehen, wobei letzterer das
Verpackungsvolumen konstant halt (CHURCH 1994). Wahrend der zugesetzte Sauerstoff eine
attraktive rote Farbe des Fleisches bedingt, beeinflusst Kohlenstoffdioxid das mikrobielle
Wachstum (BORCH et al. 1996; CARPENTER et al. 2001). Sollen aerob ablaufende
mikrobielle Wachstumsvorgange verhindert oder minimiert werden, verspricht eine
Vakuumverpackung grofRten Nutzen. Neben der Vakuum- und der Schutzgasverpackung bzw.
MAP (Modified Atmosphere Packaging) spielen neuere Verpackungssysteme eine Rolle, um
Lebensmittel sicherer und verbraucherfreundlicher zu machen.

In den letzten 10 Jahren wurden Uber knapp 1000 wissenschaftliche Artikel Giber die Effekte
von Nanoprodukten beziiglich ihrer keimvermindernden Wirkung verdffentlicht (SHENG u.

LIU 2017). Mittels Nanotechnologie werden Verpackungen mit antibakterieller Beschichtung
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hergestellt (VANCE et al. 2015). So konnen antimikrobiell wirksame Nanopartikel (z. B. aus
Silber), die in Lebensmittelkontaktmaterialien eingearbeitet oder auf diese aufgebracht werden,
eine Reduktion der mikrobiologischen Belastung von Lebensmitteln entweder in der
Verpackung oder auf Oberflachen, die mit diesen Lebensmitteln in Kontakt kommen (z. B.
Schneidebretter), bedingen (CPI 2017). Der Einsatz solcher verbrauchernahen Biozidprodukte
bietet die Moglichkeit, Lebensmittel hygienischer und sicherer fur den VVerbraucher zu machen.
Jedoch birgt der Einsatz von Biozidprodukten, zu denen auch Nanopartikel wie Nanosilber
zahlen, auch Risiken. Da die Konzentrationen der enthaltenden Biozide oft sehr gering sind,
konnte dies zu einer verstarkten Selektion resistenter Mikroben fuihren. Zudem gibt es bislang
keine einheitlichen Kriterien wonach Bakterien als empfindlich oder resistent gegeniber
Bioziden eingestuft werden kénnen (MORRISSEY et al. 2014). Hinzu kommt die bis heute
nicht ausreichend untersuchte Gesundheitsschadigung durch Nanosilber und eine nicht
einheitlich geregelte Kennzeichnung nanosilberhaltiger Produkte. Bekannt ist jedoch, dass der
Anteil an Silber in der Umwelt durch menschliches Handeln gestiegen ist und
Nanotechnologieprodukte zur Umwelt-, Wasser- und Luftverschmutzung beitragen
(KEDZIORA et al. 2018).

Ziel der vorliegenden Studie war es, Empfindlichkeitsniveaus von Methicillin-resistenten und
-sensiblen Staphylococcus aureus-lIsolaten tierischen und menschlichen Ursprungs gegenuber
Silber und sieben weiteren Bioziden zu analysieren, das Vorkommen entsprechender
Resistenzgene und Toleranz vermittelnder Gene zu uUberprifen sowie die sensorischen,
mikrobiellen und physikalisch-chemischen Verénderungen zu untersuchen, die eine mit
Nanosilber beschichtete Lebensmittelverpackungsfolie im Vergleich zu einer herkémmlichen

Folie bei unter Vakuum- und Schutzgasatmosphére gelagerten Schweineschnitzeln herbeifhrt.
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2.1 Rechtliche Regelungen

Eine wichtige Saule zur Wahrung der menschlichen Gesundheit sind sichere Lebensmittel. Die
Lebensmittelbasisverordnung VO (EU) 178/2002 formuliert verbindlich fur alle EU-
Mitgliedsstaaten die grundlegenden und allgemeinen Lebensmittelvorschriften und schafft die
Grundlage fir ein hohes Schutzniveau fur die menschliche Gesundheit und die
Verbraucherinteressen unter Beriicksichtigung der Vielfalt des Nahrungsmittelangebots. Sie
gilt fur alle Produktions-, Verarbeitungs- und Vertriebsstufen, jedoch nicht fur jegliche
Herstellung, Verarbeitung oder Lagerung von Lebensmitteln fir den hduslichen privaten
Verbrauch. Lebensmittel werden laut VO (EU) 178/2002 als ,,Stoffe oder Erzeugnisse definiert,
die dazu bestimmt sind oder von denen nach verniinftigem Ermessen erwartet werden kann,
dass sie im verarbeiteten, teilweise verarbeiteten oder unverarbeiteten Zustand vom Menschen
aufgenommen werden®. Um biologischen, chemischen oder physikalischen Gefahren in
Lebensmitteln oder Futtermitteln, die eine Gesundheitsbeeintrachtigung verursachen kénnen,
vorzubeugen, gilt es ,,a) Praktiken des Betrugs oder der Téuschung, b) Verfilschung von
Lebensmitteln und c¢) sonstige Praktiken, die den Verbraucher irrefiihren konnen®,
vorzubeugen. Als ,nicht sicher gelten Lebensmittel, von denen auszugehen ist, dass sie
gesundheitsschadlich und fir den Verzehr durch Menschen ungeeignet sind. Das LFGB
(Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch) und die LMIV (Lebensmittelinformations-
verordnung) VO (EU) 1169/2011 legen fest, dass nur sichere und ausreichend gekennzeichnete
Lebensmittel in Verkehr gebracht werden. Durch die Verordnungen des Hygienepakets VO
(EVU) 852/2004, VO (EU) 853/2004 und VO (EU) 854/2004 werden die Lebensmittelbetriebe
ebenfalls dazu angehalten, die allgemeinen Hygienevorschriften einzuhalten, die Gefahren und
kritischen Kontrollpunkte im Prozessablauf zu identifizieren, zu dokumentieren und
betriebseigene Hygienekontrollen nach dem HACCP- (Hazard Analysis and Critical Control
Points) Konzept durchzufiihren, um die Sicherheit der Lebensmittel gewahrleisten zu kénnen.
Durch die EU-Kontrollverordnung 2017/625, die ab Ende 2019 vollstandige Anwendung findet
und die oben genannte VO (EU) 854/2004 und die VO (EG) 882/2004 tiber amtliche Kontrollen
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aufhebt, sollen die verschiedenen Bereiche der Lebensmitteliberwachung in der EU gebiindelt

werden.

2.1.1 Lebensmittelbedingte Erkrankungen, Lebensmittelintoxikationen, und -
kontaminationen

Lebensmittelbedingte Erkrankungen werden meist durch den Verzehr nicht sicherer
Lebensmittel verursacht. Ein lebensmittelbedingter Krankheitsausbruch ist laut AVV
(Allgemeine Verwaltungsvorschrift) Zoonosen Lebensmittelkette definiert als ,,das Auftreten
einer mit demselben Lebensmittel in Zusammenhang stehenden oder wahrscheinlich in
Zusammenhang stehenden Krankheit in mindestens 2 Fallen beim Menschen oder eine
Situation, in der sich die festgestellten Félle starker haufen als erwartet“. Man kann dabei
zwischen biologischen, chemischen und physikalischen Ursachen/Gefahren unterscheiden. Zu
den biologischen Ursachen zdhlen Bakterien, Viren, Parasiten oder deren Toxine, wéhrend
Unkrautbekampfungsmittel, Schwermetalle, Reinigungs- und Desinfektionsmittel oder andere
toxische Umweltstoffe chemische Ursachen und die radioaktive Belastung eine physikalische
Ursache repréasentieren. GemaR EU-Zoonosenrichtlinie 2003/99/EG bzw. AVV Zoonosen
Lebensmittelkette werden lebensmittelbedingte Ausbriche in Deutschland erfasst und an die
Européische Lebensmittelsicherheitsbehdrde (EFSA) weitergeleitet. Ob Erreger in der Lage
sind, eine Lebensmittelvergiftung hervorzurufen, hangt davon ab, ob der Mikroorganismus im
Lebensmittel infektids und vermehrungsféhig bleibt, von Toxizitat und Invasivitét, sowie von
der Infektionsdosis, Abwehrlage des infizierten Menschen und der Art des Lebensmittels. Die
Art des Lebensmittels ist entscheidend, da Fett- und Eiweil3bestandteile sich als Schutzkolloid
um die Erreger legen und diese somit vor Verdauungssaften schiitzen. Bei folgenden Personen
werden besonders schwere Krankheitsverldufe beobachtet 1) Kinder <6 Jahren, 2) Erwachsene
>60 Jahre, 3) Schwangere und Embryonen und 4) immunsupprimierte Personen (RKI 2014).
Haufig verlduft eine lebensmittelassoziierte Infektion als Darminfektion (OGUNMODEDE et
al. 2005). Sind Endo- oder Exotoxine ursdchlich beteiligt, spricht man von einer
Lebensmittelintoxikation. Die Endotoxine, die als Bestandteil der &auf3eren Zellmembran
gramnegativer Bakterien aus Lipopolysacchariden bestehen, sind sehr hitzeresistent, wahrend
Exotoxine, die aus Proteinen aufgebaut sind, zum Teil hitzeempfindlich sind. Allerdings gilt

dieses nicht fur die von Staphylococcus aureus und Escherichia coli gebildeten Exotoxine.
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2.1.1.1 Eigenschaften und Pathogenitat von Staphylococcus aureus

Staphylococcus (S.) aureus ist einer der bedeutendsten nosokomialen Erreger und kann zu
schweren Krankheitsverlaufen fuhren. Zudem zeigt S. aureus héufig Resistenzen gegeniber
antimikrobiellen Wirkstoffen (CHAMBERS 1997; TENOVER u. GAYNES 2000; FEY et al.
2003). S. aureus ist zudem sehr resistent gegentiber Desinfektionsmitteln (RKI 2016). In der
Veterindrmedizin verursacht S. aureus pyogene Prozesse, Otitiden, Peritonitiden,
Endokarditiden, Botryomykosen, Osteomyelitiden sowie postoperative Wundinfektionen
(HARTMANN et al. 1997; LOWY 1998; PETON u. LE LOIR 2014). Darber hinaus kann es
zu toxin-vermittelten Krankheitshildern wie exfoliativen Dermatitiden kommen (ARCHER
1998; VOJTQV et al. 2002; NOVICK 2003; PETON u. LE LOIR 2014). Die von Menschen
isolierten S. aureus-Isolate sind nach einer Studie zu 20% bis 50% in der Lage, Enterotoxine
zu bilden, wohingegen diese Féhigkeit bei tierischen Isolaten sehr viel seltener ist (KRAMER
u. PRANGE 2017). Beim Menschen verursacht S. aureus lokale Entziindungen, schwere
Wundinfektionen, Furunkel oder Karbunkel, die haufig postoperativ auftreten. Daneben kann
es zu Septikdmien kommen (HASSOUN et al. 2017). Chronisch verlaufende Infektionen mit S.
aureus wie Endokarditiden, Otitiden oder Rhinosinusitiden lassen sich oftmals schwer
therapieren und neigen trotz anhaltender und adaptierter Antibiotikatherapien zu Rezidiven.
Zudem ist S. aureus in der Lage, intrazelluldr in phagozytierenden Zellen (neutrophilen
Granulozyten) fur Wochen zu persistieren (BROOK u. FINEGOLD 1979; POWERS et a. 1990;
GITTELMAN et al. 1991; KAUFFMAN et al. 1993; LEW u. WALDVOGEL 2004; VOYICH
et al. 2005; GARZONI et al. 2007). S. aureus ist bei 20% bis 30% gesunder Personen auf
Schleimhduten des Nasen-Rachen Raumes, aber auch im Stuhl, der Kopfhaut und den Haaren
nachweisbar, wobei dieser Kolonisation keine pathogene Bedeutung zukommt (RKI 2014,
MOBASHERIZADEH et al. 2016). Die meisten durch Staphylokokken verursachten
Lebensmittelinfektionen werden durch das Enterotoxin A hervorgerufen, welches als
Superantigen eine gezielte Immunantwort unterbindet (DINGES et al. 2000; MCCORMICK et
al. 2001; TUFFS et al. 2018).
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2.1.1.2 Resistenzentwicklung bei Staphylococcus aureus

S. aureus ist sehr anpassungsfahig und viele Isolate zeigen Resistenzen gegeniiber mehreren
Wirkstoffklassen. Die ersten Penicillinase-bildenden S. aureus-Isolate wurden bereits kurz nach
der Einfuhrung des Penicillins, das zundchst zu sehr guten Therapieerfolgen fiihrte und die
Letalitat der Staphylokokkensepsis senkte (SKINNER u. KEEFER 1941), entdeckt (WISE et
al. 1989; RAMMELKAMP u. MAXON 1942; KIRBY 1944; SPINK u. FERRIS 1945).
Darauffolgend wurde die spezifische Rolle der Penicillinase (BONDI u. DIETZ 1945), die
durch das blaZz-Gen codiert wird, entschlisselt (KERNODLE 2002). Das blaZ-Gen codiert eine
B-Laktamase, die den B-Laktamring von B-Laktamantibiotika hydrolysieren kann. Das Gen
blazZ ist haufig auf einem groRen Plasmid, aber auch im Chromosom lokalisiert (OLSEN et al.
2006), oft zusammen mit anderen Resistenzgenen. Aktuell sind tber 90% der Isolate in der
Lage, Penicillinase zu produzieren (WISE et al. 1989; AYLIFFE et al. 1998; LOWY 1998;
WULLENWEBER u. HERRMANN 2003). Durch die Zugabe von B-Laktamase-Inhibitoren,
wie Clavulansdure oder Sulbactam oder den Einsatz von Isoxazolylpenicillinen wie dem
Oxacillin, lasst sich dieser Resistenzmechanismus jedoch therapeutisch umgehen. Kurz nach
Einflhrung des Penicillinase-stabilen Methicillins im Jahr 1961 erschwerte das VVorkommen
eines modifizierten, bakteriellen Penicillinbindeproteins (PBP), PBP2a oder auch PBP2’
genannt, welches durch das mecA Gen codiert wird, die Therapiemdglichkeiten von S. aureus-
Infektionen (JEVONS 1961; STEWART u. HOLT 1963). Die Verbreitung dieses Gens machte
S. aureus zu einem pandemischen Problemkeim, dessen Bedeutung bei nosokomialen
Infektionen besonders hoch ist (WISE et al. 1989; VAN BELKUM u. VERBRUGH 2001). Die
PBPs agieren als Transpeptidasen, Endopeptidasen und Carboxypeptidasen und sind an der
Zellwandsynthese von S. aureus beteiligt. Dadurch, dass -Laktam-Antibiotika schlechter an
das alternative, durch mecA codierte PBP2a binden, bleibt die Funktion des bakteriellen
Enzyms auch bei einer therapeutischen Anwendung von B-Laktam-Antibiotika erhalten. Dies
fuhrte zu einer groRen Verbreitung von Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA)
(JORGENSEN 1991; CROSSLEY et al. 2009; NAVRATNA et al. 2010). Anders als das blaz-
Gen vermittelt mecA somit nicht nur Resistenz gegendber Penicillinen, sondern auch gegenuber
Cephalosporinen der 1. bis 4. Generation und Carbapenemen (RKI 2014). Die Expression
beider Gene wird durch Anwesenheit von -Laktam Antibiotika induziert (CROSSLEY et al.
2009). Das mecA-Gen befindet sich auf transferablen, genetischen Elementen, die in das
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Chromosom von Staphylokokken integriert sind (SCCmec-Elemente, staphylococcal cassette
chromosome mec-Elemente). Im Jahr 2011 wurde das mecC-Gen als neue Methicillinresistenz
vermittelnde Determinante von S. aureus identifiziert, welches bei S. aureus-lsolaten von
Menschen, Haus- und Wildtieren zu einer high-level-Resistenz gegenuber Oxacillin fuhren
kann (GARCIA-ALVAREZ et al. 2011; KIM et al. 2012; PATERSON et al. 2014). So wie
viele mobile genetische Elemente auch, sind diese Elemente horizontal Ubertragbar. Wird ein
SCCmec-Element von einen Methicillin-sensiblen Stamm (MSSA) erworben und in das
Chromosom integriert, kann eine MRSA-Linie entstehen. Derzeit sind viele Typen, Subtypen
und Varianten von SCCmec-Elementen bekannt (ITO et al. 2009; KAYA et al. 2018). Eine
aktuelle Aufstellung mit Klassifikationsschema, herausgegeben von der International Working
Group on the Staphylococcal Cassette Chromosome Elements, findet sich auf der Seite
http://www.sccmec.org/Pages/SCC_ClassificationEN.html. Fir den diagnostischen Bereich
definiert werden MRSA laut Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Uber a) das
(genotypisch nachgewiesene) Vorhandensein des mecA-Genes oder b) durch den

phéanotypischen Nachweis des PBP2a.

2.1.1.3 MLST- und spa-Typisierung und Nomenklatur von S. aureus-Isolaten

Die Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST) ist eine sequenzbasierte molekulare
Typisierungsmethode und dient z. B. zur Analyse der klonalen Evolution von S. aureus. Das
Grundprinzip der Methode ist eine Bestimmung von internen Gen-Sequenzen von sieben
definierten Genen (housekeeping genes). Diese Gene, die fiir den zentralen Stoffwechsel
erforderlich sind, eignen sich daflir besonders, da sie hoch konserviert sind und kaum unter
Selektionsdruck stehen. Bei S. aureus werden Abschnitte der Gene arc (codiert eine Carbamat-
Kinase), aro (codiert eine Shikimat-Dehydrogenase), glp (codiert eine Glycerol-Kinase), gmk
(codiert eine Guanylat-Kinase), pta (codiert eine Phosphat-Acetyl-Transferase), tpi (codiert
eine Triosephosphat-Isomerase) und yqi (codiert eine Acetyl-Coenzym-Acetyltransferase)
sequenziert (MAIDEN et al. 1998). Jeder einzelnen Variante der Nukleotidsequenz der Gene
ist ein bestimmter Alleltyp zugeordnet. Diese werden durch arabische Ziffern beschrieben. Das
Allelprofil der sieben Gene bestimmt so den jeweiligen Sequenztyp (ST) (RICHARDSON u.
REITH 1993; MAIDEN et al. 1998). Unterscheiden sich Isolate in einem oder zwei Loci im

Allelprofil, so werden diese als single locus variants (SLV) bzw. double locus variants (DLV)
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bezeichnet. Isolate mit demselben ST sowie SLVs und DLVs werden unter demselben klonalen
Komplex (CC) zusammengefasst (FEIL et al. 2004). Eine weitere hdufige molekulare
Typisierungsmethode ist die spa-Typisierung, die verschiedene Sequenzen der variablen
Region X des spa (staphylococcal protein A) Gens, welches fur das Protein A der Zellwand
von S. aureus codiert, nachweist. Gegentiber der MLST wird bei der spa-Typisierung nur ein
Locus sequenziert, was schnellere und kostengtnstigere Ergebnisse liefert (O’HARA et al.
2016). Die ermittelten Sequenzen kdnnen dann per Hand oder mittels eines Algorithmus
(BURP- Based Upon Repeat Pattern) mit bereits bekannten spa-Typen als sogenannte Cluster-
Analyse verglichen werden. Die durch spa-Typisierung ermittelten Ergebnisse zu
verwandtschaftlichen Beziehungen einzelner Isolate zueinander stimmen sehr gut mit denen
mittels MLST und PFGE gewonnen Daten uUberein, sodass diese drei Methoden sich
international zur Typisierung von MRSA etabliert haben (STROMMENGER et al. 2006).
Weltweit werden MRSA-Stdmme nach diesen Methoden definiert (ROBINSON u. ENRIGHT
2003). Die Datenbank Ridom SpaServer gibt Aufschluss tber alle bisher identifizierten spa-
Typen (HARMSEN et al. 2003).

2.1.1.4 Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) in der Primarproduktion
und Risiken fur den Menschen

Seit 2005 gibt es vermehrt Berichte Gber MRSA bei landwirtschaftlichen Nutztieren. Dies sind
haufig S. aureus des klonalen Komplexes CC398 (ARMAND-LEFEVRE 2005; VOSS et al.
2005; DE NEELING et al. 2007; LEWIS et al. 2008). Durch die Nachweise zunéachst bei
Schweinen und den direkten Bezug zur Landwirtschaft wurden diese unter dem Begriff
»livestock-associated MRSA“ (LA-MRSA) zusammengefasst (MEEMKEN et al. 2010;
GOLDING et al. 2010). MRSA des CC398 wurden aber auch bei Mastk&lbern, Puten und
Pferden beobachtet (CUNY et al. 2008, 2009; NEMATI et al. 2008; MULDERS et al. 2010;
VAN DUIJKEREN 2010; VANDERHAEGEN et al. 2010). Dariiber hinaus kénnen CC398-
MRSA aus Stallstaub, der Umgebung der Tiere sowie aus unterschiedlichen Fleischproben
(nach Anreicherung) isoliert werden (VAN LOO et al. 2007; TENHAGEN et al. 2008;
LOZANO et al. 2009). Bei Hunden und Katzen lassen sich ebenfalls CC398-MRSA
nachweisen (WITTE et al. 2007; WALTHER et al. 2008; CUNY et al. 2010). Zudem wurden
CC398-MRSA nicht nur bei Tieren nachgewiesen, sondern es ist auch bekannt, dass Menschen
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kolonisiert oder sogar infiziert werden konnen (LEWIS et al. 2008; MAMMINA et al. 2010).
Aufgrund ihrer Fahigkeit, verschiedene Spezies zu kolonisieren oder zu infizieren, werden
diese S. aureus zur Gruppe der ,.extended host spectrum genotypes® (EHSGs) gezéhlt
(WALTHER et al. 2009). In den letzten Jahren wurde ein neuer Genotyp CC9/CC398 entdeckt,
der ein chromosomales Gerlst von CC398-Isolaten aufweist, jedoch auch eine kleine CC9-
Region innerhalb des spa-Gens enthalt (PRICE et al. 2012). Jungere Studien konnten zeigen,
dass dieser neue Genotyp (spa-Typ t899) unter anderem auch bei Menschen gefunden wird, die
weder selbst in der Landwirtschaft tatig sind, noch Kontakt zu Personen hatten, die sich
beruflich mit Nutztieren beschéftigen. Daher wird angenommen, dass die Transmission dieses
Genotyps vorwiegend Lebensmittel- und weniger Personen-assoziiert erfolgt (LARSEN et al.
2016; FETSCH et al. 2017). Generell birgt die Kolonisierung oder Infektion von Nutztieren mit
MRSA fiir den Menschen die Gefahr, durch direkten Kontakt oder uber Lebensmittel tierischer
Herkunft mit MRSA besiedelt zu werden oder sich zu infizieren, weshalb man von einem
zoonotischen Potenzial von MRSA spricht. Laut aktuellen Daten des Zoonosen-Monitoring-
Berichts des BVLs wurden innerhalb der Gefliigelfleischkette die hchsten Nachweisraten von
nutztierassoziierten MRSA gefunden. Die Daten zeigen, dass frisches Putenfleisch mit 30% bis
40% und Schlachtkdrper von Mastputen mit tiber 60% der Proben auffallend hdufig mit MRSA
kontaminiert sind (BVL 2010, 2012, 2014, 2016a). Auf Schlachtkdrpern von Masthdhnchen
und in frischem Hahnchenfleisch wurden MRSA bei 50% bzw. 25% der Proben beobachtet
(BVL 2010, 2013, 2015). Bei Mastschweinen lassen sich MRSA ebenfalls haufig nachweisen.
Im Einzelnen waren im Jahr 2015 26,3% der Sockentupferproben aus dem Wartebereich von
Zuchtsauen positiv fir MRSA, wohingegen die MRSA-Hé&ufigkeit mit 41,3% MRSA-positiven
Sockentupferproben aus dem Aufzuchtbereich von L&ufern deutlich héher lag. Schlachtkorper
von Mastschweinen waren zu ca. 20% und frisches Schweinefleisch zu 13% mit MRSA belastet
(BVL 2016Db). Mastkalber und Jungrinder sind innerhalb der gesamten Lebensmittelkette
haufiger mit MRSA besiedelt als Mastrinder (BVL 2012, 2013, 2014, 2015, 2016b). Dieses
zeigen die Ergebnisse von Nasentupferproben von Mastkdlbern und Jungrindern am
Schlachthof, die zu 35% bis 45% MRSA-positiv waren, wéhrend nur ca. 8% der Mastrinder
zum Schlachtzeitpunkt nasal mit MRSA besiedelt waren. Zudem scheinen die Schlachtkdrper
von Mastkalbern und Jungrindern ebenfalls hdufiger mit MRSA kontaminiert zu sein, was die
zu 30,8% MRSA-positiven Proben, gegenuber den nur zu 5,0% MRSA-belasteten Proben bei
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Mastrindern widerspiegeln. Auch das frische Fleisch von Mastk&lbern und Jungrindern ist mit
etwa 10% - 12% positiver Proben mehr mit MRSA kontaminiert als frisches Rindfleisch, das
zu 5% - 8% positiv fir MRSA getestet wurde (BVL 2010, 2012, 2013, 2014, 2016b). Nach
jetzigem Kenntnisstand ist der Verzehr oder die Handhabung MRSA-kontaminierter
Lebensmittel nicht mit einem erhdhten Risiko verbunden, Trager des Keims oder durch ihn
infiziert zu werden (EFSA 2009). Jedoch besteht ein sehr viel héheres Risiko fur Menschen,
die regelmaRigen Kontakt mit Tieren haben (Landwirte, Tierdrzte, Menschen die an
Schlachthofen arbeiten) sich zu infizieren (BISDORFF et al. 2012; CUNY et al. 2015;
REYNAGA et al. 2016, 2017). Laut Zoonose-Monitoring 2016 wiesen tber 86,8% der MRSA-
Isolate aus Puten- und Hahnchenfleisch aus dem Einzelhandel, sowie aus 6kologischen und
konventionellen Masthédhnchen-Erzeugerbetrieben spa-Typen auf, die dem klonalen Komplex
CC398 zuzuordnen sind (BVL 2017). Die Daten verdeutlichen, dass vor allem CC398-MRSA
Isolate auf Fleisch zu finden sind und somit eine Risikoquelle fiir eine Infektion von Menschen
darstellen, auch wenn das Risiko derzeit noch als gering eingeschatzt wird. Auch human-
assoziierte MRSA-Isolate sind auf unterschiedlichen Fleischprodukten zu finden und stellen
laut den Autoren unterschiedlicher Studien ein Risiko fir eine MRSA-Infektion durch
Handhabung und Verzehr dar (OGATA et al. 2012; JACKSON et al. 2013).

2.1.1.5 Haufige klonale Linien von MRSA beim Menschen

Da einige Linien von S. aureus sich besonders effektiv weiterverbreiten, bezeichnet man diese
als sogenannte Epidemiestimme. Urspringlich erfolgte die Benennung der deutschen
Epidemiestdmme nach der geografischen Region ihres ersten Auftretens. VVorherrschend bei
den Hospital-assoziierten (HA-) MRSA in Deutschland sind die klonalen Linien ST22
(,Barnim Epidemiestamm®) und ST225 (,,Rhein-Hessen Epidemiestamm®), die in ganz
Deutschland in Krankenhdusern auftreten und in einigen Regionen endemisch vorkommen.
Dagegen treten die klonalen Linien ST8 und ST45 (,,Berliner Epidemiestamm®) deutlich
seltener als epidemische MRSA in Krankenhdusern auf (RKI 2018; GRUNDMANN et al.
2014). Andere klonale Linien von MRSA, die in Deutschland vermehrt in der
Normalbevolkerung auftreten, sind ST30 (CC30), ST8 (CC8) und ST80 (CC80), wobei ST8
zunehmend und ST80 immer seltener auftritt. Fur die Sequenztypen ST1, ST152, ST59 und
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ST5 wird ein Import aus Landern angenommen, in denen diese MLST-Typen vorwiegend
vorkommen (RKI 2013, 2018; LEISTNER et al. 2015). Daneben kommt es zunehmend bei
Menschen, die in der Nutztierhaltung, in Schlachthéfen oder als Tierérzte arbeiten sowie auch
vermehrt in der Bevdlkerung in Gegenden mit hoher Nutztierdichte zur Kolonisierung mit
Isolaten des klonalen Komplexes CC398 (VAN CLEEF et al. 2011; LARSEN et al. 2015).
Nasale Kolonisationsraten mit CC398-LA-MRSA werden mit 77% - 86% bei Personen mit
beruflicher Exposition zu Schweinen angegeben, wahrend Familienmitglieder dieser
Personengruppe zu 4% - 5% kolonisiert sind (CUNY et al. 2015). Obwohl CC398 als
dominierender LA-MRSA in Europa gilt (GARCIA-ALVAREZ et al. 2012), liegt der
evolutiondre Ursprung beim Menschen (PRICE et al. 2012). In Verbindung mit dem
Wirtswechsel vom Menschen zum Nutztier kam es jedoch zu einem Verlust von Proteinen, die
S. aureus vor der menschlichen Immunantwort schitzen (PRICE et al. 2012). Neuere Studien
konnten zeigen, dass die Subpopulation des sogenannten Hybrid LA-MRSA CC9/CC398
Genotyps sich bereits an Menschen adaptiert hat, wobei die Transmission tber Gefliigelfleisch
erfolgen soll. Diese neuen Erkenntnisse sind jedoch unzureichend um, die allgemein akzeptierte
Meinung, dass die Ubertragung von MRSA (ber kontaminiertes Fleisch eine untergeordnete
Rolle spielt, zu revidieren (LARSEN et al. 2016).

2.2 Verderb und Lebensmittelkonservierung

Verderb wird als nachteilige Verédnderung von Lebensmitteln definiert, die dazu fiihren, dass
die Lebensmittel fir den menschlichen Verzehr unbrauchbar, oder fir den Verkauf nicht mehr
geeignet sind. Ein verdorbenes Lebensmittel ist in der Regel auch in seiner sinnfélligen
Beschaffenheit (Aussehen, Konsistenz, Geruch, Geschmack) so deutlich verandert, dass es fiir
den Verbraucher nicht mehr annehmbar ist (SINELL 2004). Daneben gibt es den Begriff der
Haltbarkeit, die als Zeitspanne, die ein verderbliches Lebensmittel unter (Gblichen
Lagerungsbedingen in seiner Qualitat akzeptabel bleibt, definiert wird (GYESZLY 1991).
Lebensmittel verderben durch (mikro-)biologische, chemische und physikalische Prozesse.
Von (mikro-)biologischem Verderb spricht man, wenn Mikroorganismen Inhaltsstoffe der
Lebensmittel abbauen und verstoffwechseln. Dadurch reichern sich Produkte im Lebensmittel

an, die - wie bei der Késeherstellung - zum Teil erwiinscht sind. Zum anderen Teil entstehen
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aber auch toxische Stoffe, die Krankheiten bedingen (SINELL 2004). Fleisch ist durch eine
sehr hohe Wasseraktivitat und groBe Konzentrationen an frei verfligbaren Néhrstoffen recht
anfallig fir mikrobielles Wachstum. Dadurch entstehen Fremdgeriiche, Fehlaromen,
Texturanderungen und Schleimbildung (SUN u. HOLLEY 2012). Kommt es im Lebensmittel
zu Abbauvorgéngen, die durch zelleigene Enzyme katalysiert werden, spricht man von
chemischem Verderb (HEISS u. EICHNER 2002). Beispielsweise fiihrt die Lipidoxidation zu
einer Farbanderung und zur Ranzigkeit des Fleisches. Unter physikalischem Verderb versteht
man Qualitatseinbuflen von Lebensmitteln durch physikalische Wechselwirkungen, wie
mechanische Beeinflussungen, Hitze, Kalte oder elektromagnetische Strahlung (SINELL
2004). Fur die Fleischindustrie sowie fur die Verkaufer und Konsumenten stellt der Verderb
von Lebensmitteln, welcher in Amerika bis zu 40% der Produktion umfassen kann, ein groRRes
Verlustgeschéaft dar (GUNDERS 2017).

2.2.1 Physikalische Methoden zur Haltbarmachung

Physikalische Konservierungsmethoden bewirken durch physikalische Kréfte (mechanische,
elektromagnetische, hydrostatische, thermische), dass Mikroorganismen abgetdtet und
nachteilig wirkende Enzyme im Lebensmittel zerstért werden (EBERMANN u. ELMADFA
2008). Die Kihlung oder das Tiefgefrieren von Lebensmitteln ist eine der effektivsten
Methoden, um den Verderb eines Lebensmittels zu beeinflussen, da sich Bakterien unter diesen
Umsténden nur sehr langsam bis gar nicht vermehren kénnen. Eine gesteigerte Luftbewegung
sowie die Erniedrigung der Temperatur beschleunigt die Zeit des Herunterkihlens
(OCKERMAN u. BASU 2004; NYCHAS et al. 2008; ZHOU et al. 2010). Hefen und
Schimmelpilze koénnen auch an Fleischverderb beteiligt sein, spielen jedoch eher eine
untergeordnete Rolle (DILLON 1998). Dagegen flhrt eine sehr schnelle Kiihlung (ultra-rapid
chilling) von Fleisch vor Eintritt des Rigor Mortis zur Kalteverkiirzung, die mit einer geringeren
Zartheit des Fleisches einhergeht. Durch eine Elektrostimulation, die den Abbau der
Energiereserven anregt (JUAREZ et al. 2012), kann dem jedoch entgegen gewirkt werden. Der
Vorteil der Tiefkiihlung von Fleisch besteht darin, dass Temperaturen von unter -4°C kein
bakterielles Wachstum erlauben. Dadurch treten keine bakteriell bedingten Veranderungen im
Fleisch auf und chemische Veranderungen werden reduziert (LAWRIE u. LEDWARD 2006).

Der Verderb wird dann durch abiotische Faktoren wie z. B. Lipasen bestimmt, die noch bei
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Temperaturen von -20 °C Fettséuren spalten. Bei Verfahren, die Hitze nutzen, stellt das
Pasteurisieren eine der wichtigsten Methoden der Haltbarmachung dar. Die relativ milde
Erhitzung des Produktes flihrt zu einer Inaktivierung von Enzymen und einer Abtdtung von
Hitze-sensitiven Mikroorganismen bei geringen Veranderungen der Produkteigenschaften,
wéhrend das Sterilisieren alle vermehrungsfédhigen Mikroorganismen und Sporen im und auf
dem Lebensmittel abtotet und zu deutlicheren Veranderungen der Qualitét fiihren kann. Durch
Trocknung mittels Luft und Wa&arme oder Zugabe von Salz und Zucker
(konzentrationsabhangig) wird dem Lebensmittel Wasser entzogen und damit der aw-Wert
gesenkt. Ein mikrobiologisch stabiles Lebensmittel sollte einen aw-Wert von 0,70 nicht
uberschreiten (FAO 1995; MOSSEL et al. 1995). Die Bestrahlung (Irradiation) von
Lebensmitteln  mittels energiereicher Strahlung (Gammastrahlung, Ro&ntgenstrahlen,
beschleunigten Elektronen) wird genutzt, um die Haltbarkeit von Lebensmitteln wie Getreide,
Obst, Gemdise, Fleisch und Fisch zu verlangern oder das Keimen und Sprossen von Kartoffeln,
Zwiebeln und Knoblauch zu verhindern und die Lagerfahigkeit zu optimieren. Zudem kann die
Reifung von Obst verlangsamt werden und Schadlinge bzw. Keime kénnen in Trockenobst,
Nussen, Gewiirzen und Getreide abgetotet werden (BVL 2018). Die Vorteile der Bestrahlung
ergeben sich aus der sehr effektiven Inaktivierung von Mikroorganismen und den sehr geringen
Veranderungen der produkttypischen Eigenschaften (LAWRIE u. LEDWARD 2006). Die
maximale Strahlendosis von 10 kGy entwickelt kaum thermische Energie, weshalb diese
Methode als non-thermal bezeichnet wird. Daher behé&lt Fleisch seine Frische und
nahrstoffspezifische Qualitdt (AYMERICH et al. 2008). In Deutschland durfen nach der
Lebensmittelbestrahlungsverordnung und den EU-Richtlinien 1999/2/EG und 1999/3/EG
lediglich  getrocknete aromatische Kréuter und Gewdlrze ohne entsprechende
Allgemeinverfligung mit ionisierenden (Elektronen, Gamma, Rontgen) Strahlen bestrahlt und
nach Kennzeichnung ,,mit ionisierenden Strahlen behandelt zum Verkauf angeboten werden.
Diese Allgemeinverfugung nach 854 LFGB wird vom BVL auf Antrag erlassen, wenn nicht
zwingende Griinde des Gesundheitsschutzes entgegenstehen. Weitere nicht-thermale Methoden
sind die Plasmabehandlung (KLEIN 2012; HAN et al. 2016) und die Hochdruckbehandlung
(High Hydrostatic Pressure HHP), wobei die sensorischen und Nahrstoffe betreffenden
Produkteigenschaften des Produktes erhalten bleiben und Verderbnis assoziierte
Mikroorganismen und Enzyme inaktiviert werden (CHEFTEL u. CULIOLI 1997).
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2.2.2 Chemische Methoden zur Haltbarmachung

Bei chemischen Verfahren fuhren Biozide, Konservierungsstoffe oder Substanzen, die beim
Rdauchern gebildet werden, zu einer Keimreduzierung im Lebensmittel. Auch die Senkung des
pH-Wertes durch das Sduern ist eine chemische Methode, die das Wachstum von
Mikroorganismen einschréankt. Chemische Substanzen wie Kohlendioxid oder Ozon
beeinflussen die oberflachlich vorkommenden Mikroorganismen, wobei der Einsatz von hoch
explosivem Ozon beispielsweise eine Gefahr fir Personen darstellt, die mit diesem Stoff
arbeiten mussen. Es gibt jedoch eine Reihe weiterer chemischer Substanzen, die laut der EU-
Lebensmittelzusatzstoff-Verordnung VO (EU) 1333/2008 als Zusatzstoffe erlaubt sind (z. B.
Sorbinséure, Benzoesdure, p-Hydroxybenzoesdure-Ester, Ameisensdure, Propionsdure,
Schwefeloxid, Natriumnitrit, Nisin, Apfelsaure, Lysozym und Natamycin). Natriumlactat wird
z. B. in der fleischverarbeitenden Industrie eingesetzt, um das Aroma zu intensivieren, die
Haltbarkeit zu verlangern und die mikrobiologische Sicherheit des Fleisches zu verbessern
(DIEZ et al. 2009). Auf die Mdglichkeit, die Haltbarkeit von Lebensmitteln mittels
Verpackungsstrategien zu verldngern und den Einsatz von Biozidprodukten wird an spéterer
Stelle dieser Arbeit genauer eingegangen (Kapitel 2.4.2), obwohl diese auch unter die Kategorie

der chemischen Konservierungsmittel fallen.

2.2.3 Biologische Methoden zur Haltbarmachung

Zu den biologischen Konservierungsmethoden (,,biopreservative methods®) z&hlt man
natiirlichen Substanzen wie atherische Ole (Oregano-, Rosmarin-, Thymian-, Nelken- und
Zimtdle), Chitosan, Nisin und Lysozym, sowie Bacteriocine der Milchsaurebakterien, die als
heterogene Gruppe von antibakteriell wirkenden Proteinen je nach Ursprungsorganismus
unterschiedliche antimikrobielle Wirkmechanismen und Fahigkeiten aufweisen (STILES u.
HASTINGS 1991; DA CRUZ CABRAL et al. 2013). Rosmarinextrakt ist beispielsweise laut
VO (EU) 1333/2008 mit einem erlaubten Grenzwert von 100 mg/kg in Trockenfleisch
zugelassen. Aber auch die Garungsprozesse durch Alkohol und Milchsdure, die einer
Keimreduktion dienen, werden als biologische Verfahren bezeichnet (CAPLICE u.
FITZGERALD 1999).
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2.2.4 Hurdenprinzip

LEISTNER et al. (2000) beschreiben das Hurdenprinzip als Prinzip zur Verbesserung der
mikrobiologischen Qualitat, der Sicherung der sensorischen und Nahrstoffe betreffenden
Produkteigenschaften mittels gemeinsamer Anwendung verschiedener Konservierungs-
methoden. Durch Kombination der oben beschrieben physikalischen, chemischen und
biologischen Haltbarmachungsverfahren werden verschiedene Zielstrukturen erreicht und die
Intensitat der einzelnen Methoden kann reduziert werden (LEISTENER u. GORRIS 1995,
LEISTENER 2000). O’NEILL et al. (2018) konnten beispielsweise durch kombinierte
Anwendung von HHP und einer Mixtur aus organischen Sauren die Haltbarkeit von salzarmen
Wairstchen hinsichtlich der mikrobiologischen Eigenschaften um 51% und Kochschinken um
97% verbessern.

2.3 Einsatz von Bioziden und Schwermetallen im Lebensmittelbereich

Biozide, zu denen laut Européischen Chemikalienagentur (ECHA) auch Metalle wie Silber
gezahlt werden, begegnen uns im Alltag vor allem in Form von Insektensprays,
Schimmelbekdampfungsmitteln oder Haut- und Flachendesinfektionsmitteln. Dartiber hinaus
gibt es antibakteriell wirkende Schneidebretter (z. B. Microstar® antibakteriell), deren Gehalt
an Silberionen einen dauerhaften Schutz vor Keimen und Bakterien verspricht. In Deutschland
gibt es zudem bereits zahlreiche antiseptische Produkte zur Wundversorgung wie
beispielsweise Wundkompressen mit einem antibakteriellen Silberanteil (ACTISORB™ Silver
220), welche das Infektionsrisiko durch die breite antibakterielle Wirkung der Silberionen
senken sollen. Ein weiteres weit verbreitet eingesetztes Biozid in Bedarfsgegenstanden, dessen
Einsatz in Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff jedoch verboten wurde, ist Triclosan
(5-chloro-2,4-dichlorophenoxyphenol) (BEDOUX 2012; BedGgstV 2013). Dariiber hinaus
gibt es durchaus Biozide, die fiir die Desinfektion im Lebens- und Futtermittelbereich
zugelassen sind, wobei sie (bspw. Wasserstoffperoxid, Benzoeséaure) jedoch nicht Produkten
beigemischt werden dirfen, die direkt in Berihrung mit Lebensmitteln kommen
(Durchflihrungsverordnung (EU) 1035/2013; Durchfiihrungsverordnung (EU) 2015/1730).
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2.3.1 Gesetzgebung

In der Verordnung Uber Biozidprodukte (VO (EU) 528/2012), kurz BPV, wird das
Inverkehrbringen und die Verwendung von Biozidprodukten, die aufgrund der Aktivitat der in
ihnen enthaltenen Wirkstoffe zum Schutz von Mensch, Tier, Materialien oder Erzeugnissen vor
Schadorganismen wie Schédlingen oder Bakterien eingesetzt werden, geregelt. Ziel der BPV
ist es flr ein reibungsloses Funktionieren des Biozidprodukt-Markts in der EU zu sorgen, sowie
ebenfalls ein hohes Schutzniveau fir die Gesundheit von Mensch und Umwelt zu
gewadhrleisten. Die Verordnung bestimmt, dass alle Biozidprodukte und deren einzelne
Wirkstoffe -bis auf einige Ausnahmen- vor dem Inverkehrbringen genehmigt und zugelassen
werden missen. Zu diesen Ausnahmen zahlen auch die Ubergangsregelungen fiir Wirkstoffe,
die bereits vor dem Jahr 2000 vermarktet wurden, deren Genehmigungsverfahren aber noch
nicht abgeschlossen sind. Diese Ausnahmeregelungen betreffen bspw. auch Kupfer und Silber.
Sofern eine vorlaufige Produktzulassung vorliegt, dirfen auch neue Wirkstoffe, deren
Bewertung noch lauft, ebenfalls in Verkehr gebracht werden. Die Bewertung der Wirkstoffe
erfolgt zundchst durch eine zustandige Behdrde eines Mitgliedstaats, welche die Ergebnisse
dieser Bewertungen anschlie}end an den Ausschuss fur Biozidprodukte der ECHA weiterleitet.
Die ECHA nimmt Stellung zu dieser ersten Bewertung. Die Stellungnahme ist Grundlage fur
die Entscheidung 0ber die Genehmigung, welche letztendlich von der Européischen
Kommission verabschiedet wird. Wirkstoffe konnen eine Genehmigung fiir maximal zehn
Jahre erteilt bekommen, die Genehmigung kann aber verlangert werden. Eine aktuelle Liste
(Positiv-Liste) mit genehmigten und zugelassenen Wirkstoffen ist online iber die Webseite der
Europdische Chemikalienagentur (ECHA 2018) abrufbar. Die delegierte VO (EG) 1062/2014
regelt die Durchfiihrung der systematischen Priifung aller alten Wirkstoffe. AuRerdem
beinhaltet sie in Anhang Il die Liste ber die Wirkstoffe, die ohne Zulassung verkehrsfahige
Biozidprodukte sind. In dieser Liste finden sich neben Silber und Kupfer auch verschiedene
Verbindungen dieser Elemente: Silbernitrat, Silberzeolith, Silber-Zink-Zeolith und Silber-
Kupfer-Zeolith, sowie Kupferthiocyanat, Dikupferoxid und Kupfersulfat. Die VO (EU)
528/2012 definiert unter anderem folgende Begriffe: 1) Biozidprodukt, 2) Nanomaterial, 2.1)
Partikel, 2.2) Agglomerat, 2.3) Aggregat Tabelle 1).

16



2. Literaturibersicht

Tabelle 1: Definitionen gemaR VO (EU) 528/2012

1) Biozidprodukt

»jeglicher Stoff oder jegliches Gemisch in der Form, in der er/es zum
Verwender gelangt, und der/das aus einem oder mehreren Wirkstoffen
besteht, diese enthalt oder erzeugt, der/das dazu bestimmt ist, auf andere
Art als durch bloRe physikalische oder mechanische Einwirkung
Schadorganismen zu zerstoren, abzuschrecken, unschadlich zu machen,
thre Wirkung zu verhindern oder sie in anderer Weise zu bekdampfen.* (Art.
3, Absatz 1 a)

2) Nanomaterial

,einen natiirlichen oder hergestellten Wirkstoff oder nicht wirksamen
Stoff, der Partikel in ungebundenem Zustand, als Aggregat oder als
Agglomerat enthélt und bei dem mindestens 50% der Partikel in der
Anzahlgrolienverteilung ein oder mehrere AuRenmalie im Bereich von 1
nm bis 100 nm haben. Fullerene, Graphenflocken und einwandige
Kohlenstoff-Nanoréhren mit einem oder mehreren Aullenmalien unter 1
nm sind als Nanomaterialien zu betrachten*

2.1.) Partikel

»sehr kleines Teilchen einer Substanz mit definierten physikalischen
Grenzen*

2.2.) Agglomerat

“Ansammlung schwach gebundener Partikel oder Aggregate, in der die
resultierende Oberflache ahnlich der Summe der Oberflachen der
einzelnen Bestandteile ist

2.3.) Aggregat

»Partikel aus fest gebundenen oder verschmolzenen Partikeln® (Art. 3,
Absatz 1 7).

In der Biozidverordnung werden 22 unterschiedliche Biozidproduktarten unterschieden,

welche wiederum 4 Hautgruppen zugeordnet sind. Tabelle 2 zeigt die Einteilung

unterschiedlicher Biozidprodukte in die 4 Hauptgruppen: 1) Desinfektionsmittel, 2)

Schutzmittel, 3) Schadlingsbekampfungsmittel und 4) Sonstige Biozidprodukte.
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Tabelle 2: Hauptgruppen der Biozidprodukte gemaR VO (EU) 528/2012

1) Desinfektionsmittel Produkte fir die menschliche Hygiene,
Oberflachendesinfektionsmittel, Desinfektionsmittel fur:
Veterinarbereich, Trinkwasser, Lebens- und
Futtermitteldesinfektion

2) Schutzmittel Schutzmittel fur Produkte wéhrend der Lagerung,
Beschichtungsmittel, Holzschutzmittel, Schutzmittel fur
Fasern, Leder, Gummi und polymerisierte Materialien,
Schutzmittel fur Baumaterialien, Schutzmittel fir Flussigkeiten
in Kuhl- und Verfahrenssystemen, Schleimbekampfungsmittel,
Schutzmittel fur Bearbeitungs- und Schneidefliissigkeiten

3)Schadlingsbekdmpfungs- | Rodentizide, Avizide, Bekd&mpfungsmittel gegen Mollusken

mittel und Wirmer, Produkte gegen andere Wirbellose,
Fischbek&mpfungsmittel, Insektizide, Akarizide, andere
Produkte gegen Arthropoden, Repellentien, Lockmittel,
Produkte gegen sonstige Wirbeltiere

4) sonstige Biozidprodukte | Antifouling-Produkte,
Flussigkeiten zur Einbalsamierung,
Taxidermie (Haltbarmachung Tierkadavern)

2.3.2 Einsatz und Gruppen von Bioziden

Es gibt eine Vielzahl biozid wirkender Stoffe, wobei im Folgenden nur die Wirkstoffe erléutert

werden, die in den Untersuchungen im Rahmen der Dissertationsschrift berticksichtigt wurden.

2.3.2.1 Quartare Ammoniumverbindungen

Quartdare  Ammoniumverbindungen (QAVs) sind wirtschaftlich bedeutsame Industrie-
chemikalien, die zur Gruppe der kationischen Tenside zahlen. QAVs sind Stoffe mit einer
hydrophoben Alkylkette und einer hydrophilen (wasserléslichen) Gruppe, weshalb sie sich an
die Lipidschicht lebender Organismen anreichern konnen. Dabei sind sie jedoch nur
mikrobiozid wirksam, wenn der am N-Atom gebundene Alkylrest eine Kettenldange von 8 - 18
C-Atomen aufweist (KULAPINA et al. 2013). Zur Gruppe der QAVs zahlen unter anderem
Benzethoniumchlorid (BEN), Benzalkoniumchlorid (BKC), Alkyldiaminoethylglycin-
hydrochlorid (ADH). Quartdre Ammoniumverbindungen sind die am hdufigsten eingesetzten
Desinfektionsmittel (GERBA 2015). Sie sind zudem in Reinigern, Seifen und
Algenvernichtungsmitteln  enthalten.  Produkte, die  Benzalkoniumchlorid  und
Dialkyldimethylammoniumchlorid enthalten, sind frei verk&uflich. Aber auch im 6ffentlichen
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und industriellen Bereich werden QAVs héufig eingesetzt, z. B. in Krankenhdusern,
Lebensmittelunternehmen oder landwirtschaftlichen Betrieben. Die keimabtétende Wirkung
der QAVs beruht auf der Interaktion mit der Zellwand und Zellmembran und anschlieender
Zellauflosung durch endogene Enzyme (MCDONELL u. RUSSELL 1999). Aufgrund ihrer
hydrophoben Eigenschaften sind sie zudem wirksam gegen lipidhaltige Viren (Influenzaviren),
jedoch werden auch lipidfreie Viren (Enteroviren, Rotaviren, Hepatitis A-Viren und Noroviren)
und Sporen in Abhéngigkeit der Wirkstoffkombination durch sie angegriffen (GERBA 2015).
Daruber hinaus interagieren QAVs mit intrazelluldren Zielstrukturen und sind fahig, an die
DNA der Zelle zu binden (ZINCHENKO et al. 2004). In geringen Konzentrationen wirken sie
bakteriostatisch, sporostatisch, algistatisch, mykobakteriostatisch und fungistatisch. In hohen
Konzentrationen sind QAVs abhangig von Wirkstoff und Organismus bakterizid, sporozid,
algizid, mykobakteriozid und fungizid wirksam (GERBA 2015).

2.3.2.2 Biguanidine

Ein sehr popularer Wirkstoff aus der Klasse der Biguanidine ist Chlorhexidin. Es wird
vorwiegend in Produkten fiir die Handwasche, in Mitteln zur Hautdesinfektion und zur
Mundhygiene eingesetzt, da es gut vertraglich ist und kaum zu Irritationen fihrt. Chlorhexidin
wirkt bakterizid, antiviral, sporostatisch und mykobakteriostatisch. Die Wirksamkeit ist jedoch
pH-Wert abhangig und wird durch organisches Material eingeschrankt (MCDONELL u.
RUSSELL 1999).

2.3.2.3 Acridine

Acriflavin gehort zur Gruppe der Acridine, wird jedoch teilweise auch als QAV eingeordnet
(KAWAI u. YAMAGISH 2009). Acriflavin wird vor allem zur Wundbehandlung eingesetzt.

Durch Zerstérung der Zellmembran wirkt es antimikrobiell.

2.3.2.4 Schwermetalle

Schwermetalle bzw. ihre lonen wie Silber (Ag®), Kupfer (Cu?*) und Zink (Zn?*) werden

aufgrund ihrer antimikrobiellen Wirkung seit langer Zeit zur Keimreduktion eingesetzt
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(MCDONELL u. RUSSELL 1999; CASTELLANO et al. 2007). Silberverbindungen werden
vor allem zur Wundversorgung und zur Behandlung von Augeninfektionen angewendet.
Dagegen werden Kupfersulfat und Zinkoxid als Futterzusatzstoffe in supranutritiven Mengen
verflttert, um die Darmflora der Tiere zu unterstitzen und zur Wachstumsverbesserung
beizutragen (AARESTRUP et al. 2004, CAVACO et al. 2011). Da grolRere Mengen an
antimikrobiell wirkenden Futterzusatzstoffen (z. B. Zink und Kupfer) jedoch die Entstehung
von Antibiotikaresistenzen durch Kreuz- und Ko-Selektion férdern und das Ausbringen von
Gulle mit hohen Schwermetallkonzentrationen auf landwirtschaftlichen Nutzflachen zur
Anreicherung dieser Substanzen in den Bdden beitrdgt, werden in letzter Zeit die erlaubten
Hochstmengen dieser Substanzen in der Tierfltterung reduziert. Das Gemeinschaftsregister
listet alle aktuell zugelassenen Futtermittelzusatzstoffe (VO (EU) NR. 1831/2003; European
Union Register of Feed Additives), wahrend in der Durchfiihrungsverordnung (EU) 2016/1095
folgende Hochstmengen beispielsweise fur Zinkoxid angegeben werden: maximal 150 mg/kg
in der Schweine/Ferkelfltterung, 200 mg/kg bei Katzen und Hunden und 180 mg/kg im
Milchaustauschfuttermittel fir Kélber. Dariiber hinaus wurde kirzlich die Zulassung fir einige
Futtermittelzusatzstoffe (Zinkcarbonat, Zinklactat und Zinkchlorid) fir alle Tierarten
zurickgenommen  (Durchfihrungsverordnung  (EU)  2017/1145). Der  genaue
Wirkmechanismus der Schwermetalle wie Silber und dessen Salze ist jedoch noch ungeklart
(MCDONELL u. RUSSELL 1999; RANDALL et al. 2013). Bekannt ist jedoch, dass
Silberionen innerhalb von 30 Minuten wahrend der Exposition in das Innere der Bakterienzelle
eindringen, in der Zellhiille akkumulieren und an zytoplasmatische Komponenten, Proteine und
Nukleinsauren binden (YAMANAK et al. 2005; JUNG et al. 2008). Anschlieend kommt es
zur Zelllyse mit Zytoplasmaverlust (KEDZIORA et al. 2018). Der Status, in den Silberionen
bakterielle Zellen versetzen, wird von JUNG et al. (2008) als ,,active but nonculturable*
(ABNC) bezeichnet.

2.3.3 Mogliche Risiken durch einen Einsatz von Bioziden und Schwermetallen

Die Moglichkeit, dass der Einsatz von Bioziden ein Risiko fur die Selektion von resistenten
Bakterien darstellt, wird kontrovers diskutiert. Dabei werden zumeist zwei grundsétzliche
Bedenken geduRert: 1) Es gibt Mechanismen - wie ,multidrug Effluxpumpen® - die bei

Uberexpression simultan Resistenz gegeniiber Antibiotika und Bioziden vermitteln
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(Kreuzresistenz); 2) Gene, welche Biozidtoleranz vermitteln, kdnnen gemeinsam mit
Antibiotika-Resistenzgenen auf mobilen genetischen Elementen (z. B. Plasmiden) lokalisiert
sein. Bei einer Ubertragung der Biozidtoleranz-vermittelnden Gene im Rahmen des
horizontalen Gentransfers konnen gleichzeitig Antibiotika Resistenzgene Ubertragen werden
(Co-Selektion) (COELHO et al. 2013). Es wird aber angenommen, dass bakterielle Toleranzen
gegenuber Bioziden aufgrund der Menge an unspezifischen Zielstrukturen in der Bakterienzelle
seltener auftreten (POOLE 2002). Antibiotika greifen dagegen in der Regel jeweils spezifische
Zielstrukturen in oder an der Bakterienzelle an, sodass Bakterien leichter
Resistenzmechanismen entwickeln und weitergeben kdnnen. AKIMITSU et al. (1999) zeigten,
dass MRSA-Mutanten, die resistent gegenuber Benzalkoniumchlorid waren, ebenfalls
unempfindlicher gegeniiber 3-Laktam-Antibiotika waren als der Elternstamm. YAMAMOTO
et al. (1988) entdeckten ein Multiresistenzplasmid in einem S. aureus-Isolat, das Resistenzen
gegentber Kanamycin, Gentamicin, Tobramycin, Amikacin, Acriflavin, Ethidiumbromid,
sowie Chlorhexidin und Benzalkoniumchlorid vermittelt. CHUANCHUEN et al. (2001)
zeigten, dass die Exposition von Bakterien gegenuber Triclosan fir antimikrobielle
Multiresistenzen via Aufregulation von Effluxpumpen selektieren kann, wobei Triclosan als
Substrat von drei verschieden Effluxpumpen fungiert. Dagegen belegen andere Studien, dass
Antibiotika-resistente Isolate nicht zwangslaufig auch Resistenz gegeniber Bioziden
entwickeln (AL-MASAUDI et al. 1991; SULLER u. RUSSELL 2000; WEBER u. RATULA
2006). Insgesamt scheint es mdglich zu sein, dass ein weitverbreiteter und unkontrollierter
Einsatz von Bioziden wie von Silber dazu flhrt, dass gleichzeitig auf bakterielle Resistenzen
gegenuber Antibiotika selektiert wird (SILVER 2003).

2.4 Verpackung von Lebensmitteln

Die Verpackung bietet dem Lebensmittel Schutz vor dufleren negativen Einflissen wie
Feuchtigkeit, Licht, mechanischer Beschadigung oder bakterieller und anderer (z. B. Schmutz,
Parasiten) Kontamination, verhindert, dass Lebensmittel austrocknen, Aromastoffe verlieren
und sorgt daftr, dass sich vorhandene Mikroorganismen langsamer oder gar nicht vermehren
(ZAKRYS et al. 2009).
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2.4.1 Rechtliche Regelungen fiir Verpackungen von Lebensmitteln/Kontaktmaterialien

In der VO (EG) 1935/2004 werden allgemeine Anforderungen tiber das Inverkehrbringen von
Materialien und Gegensténden, die dazu bestimmt sind, mit Lebensmitteln in Beruhrung zu
kommen (Lebensmittelkontaktmaterialien) bestimmt, wahrend die VO (EU) 10/2011 genauere
Vorgaben fir Lebensmittelkontaktmaterialien aus Kunststoff festlegt. Die VO (EU) 1935/2004
gilt fur Materialien und Gegenstdnde, einschlieBlich aktiver und intelligenter
,Lebensmittelkontaktmaterialien und -gegensténde, die als Fertigerzeugnis

a) dazu bestimmt sind, mit Lebensmitteln in Bertihrung zu kommen, oder
b) bereits mit Lebensmitteln in Bertihrung sind und dazu bestimmt sind oder

c) verninftigerweise vorhersehen lassen, dass sie bei normaler oder vorhersehbarer
Verwendung mit Lebensmitteln in Berlihrung kommen oder ihre Bestandteile an

Lebensmittel abgeben.*

Darunter fallen zum einen Verpackungsmaterialien, Verarbeitungsmaschinen, Rohrleitungen,
Transportbinder, Geschirr, Besteck und vieles mehr. Die Verordnung gilt nicht fir Uberzugs-
und Beschichtungsmaterialien, wie Materialien zum Uberziehen von Késerinden, Fleisch- und
Wurstwaren oder Obst, die mit dem Lebensmittel ein Ganzes bilden und mit diesem verzehrt
werden kénnen. Nach der VO (EG) 1935/2004 sind die Lebensmittelkontaktmaterialien nach
guter Herstellungspraxis so herzustellen, ,.dass sie unter den normalen oder vorhersehbaren
Verwendungsbedingungen keine Bestandteile auf Lebensmittel in Mengen abgeben, die
geeignet sind, die menschliche Gesundheit zu geféhrden, eine unvertretbare Veréanderung der
Zusammensetzung der Lebensmittel oder eine Beeintrachtigung der organoleptischen
Eigenschaften der Lebensmittel herbeizufiihren®. In Art. 3 wird festgelegt, dass aktive
Materialien und Gegenstande keine Verdnderungen der Zusammensetzung oder der
organoleptischen Eigenschaften von Lebensmitteln herbeifiihren dirfen, die den Verbraucher
irreflhren konnten. Hierzu zahlt beispielsweise das Kaschieren des Verderbs von
Lebensmitteln. Die VO (EG) 10/2011 legt fest, dass grundséatzlich keine Stoffe mit
Nanostruktur als Lebensmittelkontaktmaterialien zugelassen sind. Begriindet wird dieses mit
den anderen bzw. teils unbekannten physikalischen und chemischen Eigenschaften der

Nanopartikel. Auf nationaler Ebene werden Lebensmittelkontaktmaterialien durch die
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Bedarfsgegenstdndeverordnung (BedGgstV) geregelt. Die Verordnung legt fest, welche
Materialien fir Lebensmittelbedarfsgegenstande erlaubt sind und wie hoch der Anteil der

Stoffe, die aus der Verpackung in die Lebensmittel Gibergehen (Migration), sein darf.

2.4.2 Verpackungsarten

Die unterschiedlichen N&hrstoffe im Fleisch bieten typischen Verderbnis assoziierten
Mikroorganismen und Lebensmittelpathogenen ideale Wachstumsbedingungen (ZHOU et al.
2010). Aus diesem Grund ist es umso wichtiger, durch adaquate haltbarkeitsgarantierende
Technologien die Sicherheit und Qualitat des Fleisches zu gewéhrleisten (AYMERICH et al.
2008). Um diesen Anspruchen zu geniligen, werden neue Technologien im Bereich der
Lebensmittelverpackungen, welche die Haltbarkeit der Produkte verlangern, entwickelt (HAN
2003; CHA u. CHINNAN 2004; OZDEMIR u. FLOROS 2004). Beim sogenannten “active
packaging”, bei dem der Gasraum in der Verpackung verdndert wird, wird die sensorische
Qualitat des Produktes (Aussehen, Geruch) verbessert, das mikrobielle Wachstum reduziert und
dadurch die Haltbarkeit verlangert (DEBEAUFORT et al. 2000; QUINTAVALLA u. VICINI
2002; HAN 2003; SUPPAKUL et al. 2003). Obwohl die Farbe des Fleisches ein sehr schlechter
Anhaltspunkt fur die Qualitat des Fleisches ist, richten sich Verbraucher bei ihrer Auswahl
vorwiegend nach der Farbe des Fleisches, die nach ihren Gesichtspunkten die Bekdmmlichkeit
und Frische des Produktes widerspiegelt (KROPF 1980; MANCINI u. HUNT 2005;
MORRISSEY et al. 2008).

2.4.2.1 Schutzgasverpackungen (Modified Atmosphere Packaging MAP)

In Deutschland wird Frischfleisch vorwiegend mit Gasgemischen versetzt, die einen hohen
Sauerstoffanteil haben. Daneben werden Kohlenstoffdioxid und Stickstoff in veranderlichen
prozentualen Anteilen zugesetzt. Kohlenstoffdioxid verzdgert das mikrobielle Wachstum
(BORCH et al. 1996; CARPENTER et al. 2001). ROSSAINT et al. (2015) untersuchten
beispielsweise MAP mit hohem (70% O, 30% CO2) und ohne Sauerstoffanteil (70% N2, 30%
CO2) hinsichtlich  Unterschieden der mikrobiellen, sensorischen und chemischen

Fleischbeschaffenheitsparameter. Sie konnten feststellen, dass eine anaerobe Lagerung das
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Wachstum von Lactobacillus spp. und aerobe Lagerung das Wachstum von B. thermosphacta
beglnstigt. Bezliglich der sensorischen und chemischen Parameter wurden keine Unterschiede
beobachtet, sodass sich insgesamt keine positive Wirkung von MAP mit hohem O-Anteil
hinsichtlich Haltbarkeit und Qualitatserhaltung bei Geflugelfilets zeigte. Demgegenuber
wiesen BLACHA et al. (2014) geringe aber messbare Vorteile von MAP mit hohem

Sauerstoffanteil fir Putenfilets nach.

2.4.2.2 Vakuumverpackungen (VP)

Neben den Verpackungen, die ein Gasgemisch enthalten, werden Fleisch und
Fleischerzeugnisse auch unter Vakuum verpackt und verkauft. Unter Vakuum werden aerobe
mikrobielle Wachstumsvorgange reduziert, wodurch auch hier bei entsprechender Lagerung
eine langere Haltbarkeit erreicht werden kann (TAYLOR et al. 1990). RAJKUMAR et al.
(2007) konnten fir Putenschnitzel eine Haltbarkeit von 21 Tagen in Vakuum beobachten,
wahrend die Haltbarkeit in MAP (80 % O2/ 20 % CO>) bei 14 Tagen lag.

2.4.2.3 Aktive Verpackungen (AP)

Aktive Verpackungen enthalten z. B. antibakteriell oder antioxidativ wirkende Bestandteile, die
an das verpackte Lebensmittel abgegeben werden (SUNG et al. 2013). Als Bestandteile werden
beispielsweise  Silber, Wasabi und Ethanol eingesetzt (MEDIENDIENST DER
FRAUNHOFER-GESELLSCHAFT 2010). Andere Verpackungssysteme beinhalten CO2-, O,
Ethylen- oder Feuchtigkeits-Binder oder emittieren CO, bzw. Ethanol (DE KRUIJF et al. 2002;
HAN 2003; CHA u. CHINNAN 2004; OZDEMIR u. FLOROS 2004). Solche Bindesysteme,
die bereits in Japan und den USA kommerziell vermarktet werden, kénnen so unerwiinschte
Substanzen wie CO> und O», Feuchtigkeit und stérende Geruiche aus dem Gasraum oder der
Produktoberflache absorbieren (LABUZA u. BREENE 1989; QUINTAVALLA u. VICINI
2002; HAN 2003).

24



2. Literaturibersicht

2.5 Nanosilber

Nanosilberpartikel (Ag-NPs) bestehen aus Silberteilchen einer GréRRe von 1-100 nm und liegen
in verschiedenen Formen (spharisch, irregulér, planar) vor, je nachdem wie sie hergestellt
wurden (SHENG u. LIU 2017). Sie verfiigen durch ihre kleine GroRze tber ein sehr hohes
Oberflachen-Volumen-Verhéltnis, wodurch sie sehr reaktiv sind und gréfRere Mengen an
Silberionen freisetzen, von denen angenommen wird, dass sie die biologisch wirksame
Silberspezies darstellen (LOK et al. 2006; PARK et al., 2009; XIU et al. 2012). Andere
metallische NPs z. B. aus Kupfer, Titan, Magnesium, Zink und Gold sind aufgrund ihres grof3en
Oberflachen-Volumenverhéltnisses ebenfalls potenziell biozid wirksam (GU et al. 2003;
RETCHKIMAN-SCHABES et al. 2006). Silbernanopartikel scheinen unter allen metallischen
NPs jedoch die antimikrobiell wirksamste Wirkung gegen Bakterien, Viren und eukaryotische
Mikroorganismen zu haben (GONG et al. 2007). Zudem zeigen Ag-NPs eine hohere Toxizitat
gegenlber Mikroorganismen, als gegeniber humanen Zellen, wobei die genauen
Auswirkungen von Nanosilberpartikeln auf menschliche Zellen noch nicht génzlich geklart
werden konnten (RAI et al. 2009; GORENC 2012). XIU et al. (2012) zeigten, dass die Toxizitat
der Ag-NPs abhédngig von der O»-Anwesenheit ist und in Verbindung zur Freisetzung an
Silberionen steht. Zudem konnten SUTTERLIN et al. (2012) zeigen, dass die minimale
bakterizide Konzentration von Silberionen fiir grampositive Bakterien 32-fach héher lag als fiir
gramnegative Bakterien. Beziiglich der antibakteriellen Wirkung gegeniiber Staphylokokken
scheint die Zerstorung der inneren Membran durch Silberionen der wichtigste Mechanismus zu
sein (RANDALL et al. 2013), wobei die antibakterielle Wirkung abhéngig von Grélie, Form,
Konzentration und Dosis der NPs ist (MORONES et al. 2005; PAL et al. 2007; SHENG u. LIU
2017). Biologisch aktive Silberionen (Ag") bilden unlésliche Komplexe mit den
Sulfhydrylgruppen der zellwandassoziierten Transportproteine von Bakterien und Pilzen,
wodurch der transmembrane Energiehaushalt und Elektrolyttransport der Zelle gestort wird
(SAMUEL u. GUGGENBICHLER 2004). AuRerdem interagieren Ag" mit metabolischen
Enzymen wie der NADH-Dehydrogenase und dem Transmembranprotein Cytochrom b,
wodurch die Atmungskette und damit die ATP-Synthese beeintrachtigt wird (YAMANAKA et
al. 2005). YANG et al. (2009) beschreiben, dass Ag* durch die Bindung an die zellulare DNA
die Replikation inhibieren. Zudem fihrt die Penetration von Ag-NPs zur Schwdachung der
Membranintegritdt und Schadigung der Zelle durch Nanosilber induzierte intrazellulére
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Anreicherung von freien Sauerstoffradikalen (KIM et al. 2007, CHOI et al. 2008;
CHATTERJEE 2015). Abbildung 2 zeigt, mit welchen Zielestrukturen Ag-NPs interagieren.

Abb. 2: Wirkungsmechanismen von Nanosilberpartikeln bei gram-positiven Bakterien

Interaktion mit der DNA Hemmung der -
Zellwandsynthese + 4+ Ag-NPs

y +_ +DN Q. Interaktion mit
\‘:KJD%O' ;ellmembran

Verlust // Proteinsynthese -+

intrazellularen <o

Materials % RO<S>® +
A& -+ + Aktivierung

N o

Proteinsynthese

Zellauflosung durch
endogene Enzyme

Laut RAI etal. (2012) und DURAN et al. (2010) und einer Auflistung des ,,Scientific Commitee
on Emerging and Newly Identified Health Riks* (SCENIHR 2014) der Europaischen Union ist
Nanosilber bereits in den unterschiedlichsten Produkten enthalten (Tabelle 3).
Lebensmittelkontaktmaterialien und Lebensmittelzusatzstoffe, die Ag-NPs enthalten (Tabelle
4), sind in der EU jedoch bislang noch nicht generell zugelassen, sondern bendtigen eine
spezielle Genehmigung auf Einzelfallbasis aufgrund der Risikobewertung durch die EFSA.
Diese Produkte aufzuspiren ist schwierig, da die Produkte unter verschiedensten Markennamen
vertrieben werden und nur einige wenige Regularien [VO (EU) 1223/2009 (ber kosmetische
Mittel, VO (EU) 1169/2011, VO (EU) 10/2011] die Angabe von Nanosilber als Bestandteil des
Produktes fordern.
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Tabelle 3: Einsatzbereiche von Nanosilber und Beispiele fiir Konsumguter

Gesundheit Wundabdeckung, Textilien, Antiseptika, Krankenhausbetten und
Einrichtungsgegensténde

Konsum- Babyflaschchen, VVorratshoxen, Salatschusseln, Schneidebretter,

produkte im Staubsauger, Geschirrspiiler, Kiihlschréanke, Waschmaschinen,

Haushalt Toilettensitze, Badezimmerzubehdr, Kiichenzubehdr, Bursten, Glatteisen,
Ké&mme, Duschhauben, Zahnpasta, Deodorants, Zahnbiirsten,
Rasierapparate, Epilierer,
Tierhaarwaschmittel, Tierkorbchen,
Handlaufe (Busse), Tastaturen, Handtrockner, Yogamatten, Laminierfolie,
Klarsichtfolie, Blrozubehor

Bekleidung Babykleidung, Unterwasche, Socken, Schuhe, Badetlicher, Kissen,
Matratzenschoner, Handtiicher

Lebensmittel Verpackung, Nanobiotische Gefliigelproduktion *

Konstruktion Wandfarbe, Puderbeschichtung (Turknaufe), Klimaanlagen, Bodenbelége,
Oberflachen, Krankenhaustiren

Desinfektions- | Landwirtschaftliche, industrielle Desinfektionsmittel, Pool- und

mittel Aguakulturdesinfektionsmittel

*in EU nicht zugelassen. Die Produkte kdnnen aber auf Einzelfallbasis eine Genehmigung erhalten.
Quelle: modifiziert nach (SCENIHR 2014)

Die Produkte sind in der EU nicht zugelassen (konnen aber auf Einzelfallbasis eine

Genehmigung erhalten)!

Tabelle 4: Ubersicht tiber den Einsatz von Nanosilber in der Lebensmittelkette

Einsatzgebiet

Anwendung Nanotechnologie Funktion

Lebensmittel-
herstellung

Utensilien zur
Lebensmittel-
zubereitung

eingearbeitete
Nanosilberpartikel

antibakterielle Beschichtung in
der Lebensmittelverarbeitung

Konservierung

Kihlschranke, | eingearbeitete antibakterielle Beschichtung

konsum

Vorratsboxen Nanosilberpartikel von Vorratsbehéltnissen

Lebensmittel- | Nanosilbersprays antibakterielle Wirkung

produkte

Verpackungs- | eingearbeitete aktive | Sauerstofffanger, Pravention

materialien Nanosilberpartikel von bakteriellem Wachstum
Lebensmittel- Zusatzstoffe kolloidale gewunschte Aufnahme steigern

Metallnanopartikel

Quelle: modifiziert nach (SCENIHR 2014)
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zum einen a) die Empfindlichkeit von MRSA- und MSSA-
Isolaten menschlicher und tierischer Herkunft gegenliber Silbernitrat und sieben weiterer
Bioziden und b) der Nutzen -einer Nanosilberfolie beziglich Keimreduktion auf

Schweinefleisch ermittelt werden.

Durch diese Arbeiten sollten Rickschlisse auf die Empfindlichkeitslage von S. aureus, einem
wichtigen, ber Fleisch Ubertragbaren pathogenen Erreger gegenlber Bioziden mdglich
werden. Dartiber hinaus wurden Zusammenhénge zwischen dem Vorhandensein von
Biozidtoleranz vermittelnden Genen und einem Empfindlichkeitsverlust bei S. aureus-Isolaten
gegenlber Bioziden ermittelt. Zudem war es Ziel zu analysieren, ob Unterschiede im
Empfindlichkeitsstatus von S. aureus-Isolaten unterschiedlicher klonaler Linien oder in
Abhangigkeit von der Herkunft der Isolate oder dem Infektionsstatus bestehen. Nach den In-
vitro-Untersuchungen sollte in dieser Arbeit der Nutzen einer antimikrobiell beschichteten
Lebensmittelkontaktfolie untersucht werden. Wichtige Parameter waren dabei die
Auswirkungen der Nanosilberpartikel auf die Fleischbeschaffenheit, das Erscheinungsbild und
die mikrobielle Kontamination des Schweinefleisches. Zudem wurde auch der Einfluss der

Nanosilberfolie auf eine Kontamination von Schweinefleisch mit MRSA getestet.
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Dieser Dissertation liegen zwei Publikationen zugrunde.

Publikation 1: Isa Adriana Kernberger-Fischer, Carsten Krischek, Birgit Strommenger,
Ulrike Fiegen, Martin Beyerbach, Lothar Kreienbrock, Ginter Klein,
Corinna Kehrenberg

Susceptibility of methicillin-resistant and -susceptible Staphylococcus aureus isolates of
various clonal lineages from Germany to eight biocides

Applied and Environmental Microbiology 84(13), e00799-18, published online May 4, 2018

https://doi.org/10.1128/AEM.00799-18

Die erste Publikation beschéftigt sich mit der Empfindlichkeitstestung von MRSA und MSSA
Isolaten tierischer und menschlicher Herkunft gegentiber acht verschiedenen Bioziden, sowie
der Prifung auf Vorhandensein spezifischer Toleranz vermittelnder Resistenzgene.

Idee und Konzeption: C. Kehrenberg, C. Krischek, | Kernberger-Fischer

Experimentelle Umsetzung: I. Kernberger-Fischer, C. Kehrenberg, U. Fiegen

Auswertung der Ergebnisse: 1. Kernberger-Fischer. C. Kehrenberg, M. Beyerbach, L.

Kreienbrock

Verfassen des Manuskriptes: I. Kernberger-Fischer, C. Kehrenberg, C. Krischek
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Publikation 2: Isa Kernberger-Fischer, Corinna Kehrenberg, Guenter Klein, Dirk

Schaudien, Carsten Krischek

Influence of modified atmosphere and vacuum packaging with and without nanosilver-

coated films on different quality parameters of pork
Journal of Food Science and Technology 54(10), 3251-3259, published online August 8, 2017

https://doi.org/10.1007/s13197-017-2768-4

Die zweite Publikation beschéaftigt sich mit dem Einfluss, den Nanosilber beschichtete
Verpackungsfolie auf verschiedene Fleischqualitidtsparameter von natirlich kontaminierten

und mit MRSA beimpften Schweineschnitzeln nimmt.

Idee und Konzeption: C. Krischek, C. Kehrenberg, I. Kernberger-Fischer

Experimentelle Umsetzung: I. Kernberger-Fischer, C. Krischek, D. Schaudien,

Auswertung der Ergebnisse: I. Kernberger-Fischer, C. Krischek, D. Schaudien,

Verfassen des Manuskriptes: I. Kernberger-Fischer, C. Krischek, C. Kehrenberg, D. Schaudien
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ABSTRACT Few studies have been conducted on the susceptibility of bacteria to biocides. A
total of 182 methicillin-resistant and -susceptible Staphylococcus aureus isolates collected from
healthy or diseased humans and animals in Germany were included in the present study. Sixty-
three isolates of animal origin and 119 human isolates were tested for their MICs to eight
biocides or heavy metals by the broth microdilution method. The MICso and MICqo values of
human and animal isolates were equal or differed by not more than 1 dilution step, and statistical
analysis revealed that differences between MICs of human and animal isolates were not
significant. However, when taking into account the multilocus sequence type (MLST), a strong
tendency (P = 0.054) to higher MICs of silver nitrate was detected for clonal complex 398
(CC398) isolates from humans compared to those from animals. Furthermore, a comparison of
MIC values from isolates belonging to different clonal lineages revealed that important human
lineages such as CC22 and CC5 exhibited significantly (P < 0.05) higher MICs for the biocides
chlorhexidine, benzethonium chloride, and acriflavine than the main animal lineage sequence
type 398 (ST398). Isolates with elevated MIC values were tested for the presence of biocide
and heavy metal tolerance-mediating genes by PCR assays, and the following genes were
detected: mepA (n [no. of isolates containing the gene] = 44), ImrS (n = 36), norA (n = 35), sepA
(n =22), mco (n =5), czrC (n = 3), smr (n = 2), copA (n = 1), gacA and/or -B (n = 1), gacG (n
= 2), and gacJ (n = 1). However, only for some compounds was a correlation between the

presence of a biocide tolerance gene and the level of MIC values detected.

IMPORTANCE Biocides play an essential role in controlling the growth of microorganisms
and the dissemination of nosocomial pathogens. In this study, we determined the susceptibility
of methicillin-resistant and -susceptible S. aureus isolates from humans and animals to various
biocides and heavy metal ions and analyzed differences in susceptibilities between important
clonal lineages. In addition, the presence of biocide or heavy metal tolerance-mediating genes
was investigated. We demonstrated that important human lineages such as CC22 and CC5 had
significantly higher MIC values for chlorhexidine, benzethonium chloride, and acriflavine than
the main farm animal lineage, ST398. In addition, it was shown that for some combinations of
biocides and tolerance genes, significantly higher MICs were detected for carriers. These

findings provide new insights into S. aureus biocide and heavy metal tolerance.

KEYWORDS MIC values, susceptibility testing, Staphylococcus aureus, biocides, heavy

metals, tolerance
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ABSTRACT Pork is often marketed in packages with high oxygen atmosphere (MAP) or
vacuum to improve shelf life and appearance. As silver ions have antibacterial effects, food
contact films coated with silver might improve the shelf life of meat. In the present study, pork
was wrapped in commercially available films, coated with nanosilver particles, and stored in
the two packaging variants MAP and vacuum for 12 days. During storage, samples were
analyzed on days 1 (before packaging), 4, 8 and 12 for microbiological contamination, meat
quality (e.g., pH, color), and for the percentages of the myoglobin (Mb) redox forms. In
addition, the effects of the film were examined after inoculation of the meat with high quantities
of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) cells before vacuum storage for 8 days.
MAP storage resulted in higher lightness (L*) values, lower liquid loss and higher Mb oxidation
compared to vacuum. Microbiological spoilage was partly affected by the packaging variants
with reducing effects of the MAP. The nanosilvercoating only affects the Mb redox form
percentages of the pork cutlets and on day 4 the L* values, whereas microbiological parameters
were not influenced. As the nanosilver coating had no influence on the total viable bacteria
counts as well as Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae and MRSA counts, an advantage of

the nanosilver coating on the shelf life could be excluded.

KEYWORDS Pig meat, Nanosilver film, Meat quality, Total viable counts, Chemical spoilage
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse und Ubergreifende Diskussion

Aus den Arbeiten dieser Dissertation sind zwei Publikationen zu folgenden Themen entstanden:
a) Empfindlichkeitstestung von MRSA/MSSA-Isolaten gegenuber Bioziden einschlieRlich
Silbernitrat
b) Effektivitat einer nanosilberbeschichteten Lebensmittelkontaktfolie bezuglich der
mikrobiellen, physikalischen und chemischen Eigenschaften von beimpften (MRSA) und
nicht beimpften Schweineschnitzeln.
Die erste Publikation befasste sich mit der Bestimmung von minimalen
Hemmkonzentrationen (MHK) von MRSA- und MSSA-Isolaten, die von Tieren, Menschen
sowie in Umgebungsproben isoliert wurden, gegentiber den acht unterschiedlichen Bioziden
Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid (ADH), Benzethoniumchlorid (BEN), Benzalkonium-
chlorid (BKC), Acriflavin (ACR), Chlorhexidin (CHX), Kupfersulfat (COP) Silbernitrat (SIL)
und Zinkchlorid (ZKC). Zusatzlich wurden Isolate, die einen erhohten MHK-Wert gegenuber
einem Biozid aufwiesen und - zu Vergleichszwecken - einige Isolate ohne erhdhte MHK-Werte
(Vergleichsgruppe), mittels PCR und Southern Blotting auf das Vorhandensein und die
Lokalisation ausgewéhlter Toleranz vermittelnder Gene (ImrS, mepA, norA, sepA, qacA/B,
gacG, gacH, gacJ, smr, copA, mco und czrC) untersucht.
In der zweiten Publikation wurden Schweineschnitzel in vier verschiedene Verpackungs-
varianten verpackt:
1) MAP (Modified Atmosphere Packaging) + unbeschichtete Lebensmittelkontaktfolie
(bezeichnet als: MAP 1),
2) Vakuum + unbeschichtete Lebensmittelkontaktfolie (bezeichnet als: V 1),
3) MAP + Nanosilber beschichtete Lebensmittelkontaktfolie (bezeichnet als: MAP 2),
4) Vakuum + Nanosilber beschichtete Lebensmittelkontaktfolie (bezeichnet als: V 2).
In einem weiteren Versuch wurden Schweineschnitzel mit einem MRSA-Isolat inokuliert, mit
einer unbeschichteten oder mit Nanosilber beschichteten Lebensmittelkontaktfolie bedeckt und
wéhrend einer Lagerdauer von 8 Tagen unter Vakuum an mehreren Tagen (4 und 8) hinsichtlich

der Veranderung der MRSA-Keimzahlen untersucht.
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4.1 Bestimmung der Empfindlichkeit von S. aureus-Isolaten gegenuiber Bioziden

Da fir S. aureus keine oder nur sehr wenige Daten zu Empfindlichkeiten gegeniiber Silber und
anderen h&ufig eingesetzten Bioziden vorliegen, wurde im Rahmen der vorliegenden Studie der
Empfindlichkeitsstatus Methicillin-sensibler und Methicillin-resistenter S. aureus-Isolate unter
Verwendung eines Stammkollektivs, das Isolate von Menschen und unterschiedlichen Tierarten
aus Deutschland beinhaltete, gegenuber Silbernitrat und weiteren Bioziden untersucht. Da sich
die Anwendung von Bioziden im humanmedizinischen Bereich vom Hygienemanagement in
der Tierhaltung und den dort eingesetzten Biozidprodukten unterscheidet, ist auch mit
variierenden Empfindlichkeiten bei Isolaten von Menschen und Tieren zu rechnen, weshalb die
ermittelten humanen Empfindlichkeitswerte mit denen von Isolaten tierischer Herkunft
verglichen wurden. Vertiefende Analysen verglichen die Werte unterschiedlicher klonaler
Linien von S. aureus gegenuber Silber und den anderen Bioziden miteinander. AnschlieRend
erfolgte eine molekulargenetische Untersuchung einzelner Isolate, die eine reduzierte
Empfindlichkeit gegenuber einem oder mehreren Bioziden aufwiesen. Dabei wurden die Isolate
auf die Présenz von Genen untersucht, die eine Biozidtoleranz vermitteln kdnnen. Ein
Vergleich des Vorkommens von Toleranzgenen bei Isolaten mit einer reduzierten
Empfindlichkeit [héhere Minimale Hemmkonzentrationswerte (MHK-Werte) im Vergleich zu
den anderen Isolaten; MHK-Wert am rechten Rand der Verteilung] und Isolaten, die eine hohe
Empfindlichkeit (niedriger MHK-Wert; MHK-Wert am linken Rand der Verteilung) gegentiber
dem Biozid aufwiesen, wurde durchgefihrt. Da sich zeigte, dass die MHK-Werte von MRSA-
und MSSA-Isolaten humaner und tierischer Herkunft gegenuber Silber bzw. Silbernitrat sehr
gering waren (MHKg = 4pg/ml), konnte auf eine hohe Empfindlichkeit des Erregers
geschlossen werden. Daher konnte Silber als vielversprechende Substanz ausgemacht werden,
die bei einer Beschichtung von Lebensmittelkontaktmaterialien eine gute Wirksamkeit
erwarten lassen wurde. In einer anschlieBenden Studie wurde der Nutzen einer Nanosilber
beschichteten Lebensmittelkontaktfolie bezlglich der allgemeinen Keimreduktion und der
Haltbarkeitsverlangerung von Schweinefleisch in MAP- und Vakuumverpackungen untersucht.
Aufgrund des zuvor festgestellten glnstigen Empfindlichkeitsstatus war auch ein
Inokulationsversuch mit einem MRSA-Isolat, mit welchem das verpackte Schweinefleisch

kontaminiert wurde, Bestandteil dieser Studie.
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4.2 Einordnung der Empfindlichkeitsdaten von MRSA- und MSSA-Isolaten

Die In-vitro-Empfindlichkeit von Bakterien gegentber antimikrobiell wirkenden Stoffen wird
ublicherweise als MHK-Wert angegeben. Die MHK ist dabei die geringste Konzentration eines
Wirkstoffes, bei der nach einer definierten Testung kein sichtbares Bakterienwachstum im
Né&hrmedium mehr auftritt (ANDREWS 2001). Dagegen gibt die minimale bakterizide
Konzentration (MBK) die Konzentration eines Wirkstoffes an, die in der Lage ist 99,9% der
Bakterien unter definierten Versuchsbedingungen abzutéten (ANDREWS 2001). Zur
Ermittlung der antimikrobiellen Wirksamkeit von Substanzen wird die Angabe der MBK
bevorzugt, wahrend Informationen tGber den Empfindlichkeitsstatus innerhalb einer Population
von Bakterien vorwiegend mittels MHK-Werten angegeben werden. Folglich wurden die 182
MRSA und MSSA-Isolate von gesunden oder erkrankten Menschen (n=119) und Tieren (n=63)
in dieser Arbeit auf ihre MHK-Werte gegentber Silbernitrat und sieben weiteren Bioziden
untersucht. Beachtenswert ist, dass die Bewertung der Ergebnisse der Empfindlichkeits-
testungen nicht anhand von offiziell anerkannten epidemiologischen cut-off-Werten (ECOFFs)
erfolgen konnte, da diese (bis auf ganz wenige zum Teil variierende Empfehlungen) bis zum
jetzigen Zeitpunkt fir Biozide fehlen. Mittels der epidemiologischen cut-off-Werte lassen sich
Bakterienisolate z. B. bei Untersuchungen zur Antibiotikaempfindlichkeit in zwei Gruppen
einteilen: 1) dem Wildtyp = vermutlich ohne erworbene Resistenzmechanismen und 2) einem
Nicht-Wildtyp = vermutlich mit erworbenen Resistenzmechanismen beziglich der
entsprechenden antimikrobiellen Substanz (EUCAST 2018). Anders als bei Empfindlichkeiten
von Bakterien gegenliber Antibiotika lassen sich Bakterienisolate aufgrund ihrer MHK-Werte
gegenuber Bioziden auch nicht in die Kategorien sensibel, intermediér und resistent einteilen,
da klinische Grenzwerte hier keine Anwendung finden konnen. Bei Betrachtung der MHK-
Verteilungskurven (z. B. unimodale oder bimodale Verteilungskurve) koénnten jedoch
vermutliche Wildtyp-Isolate von Nicht-Wildtyp-Isolaten unterschieden werden. Zudem ist es
maoglich die Empfindlichkeit eines Isolates im Vergleich zu den anderen Isolaten zu erfassen
(z. B. Isolate mit MHK-Werten am rechten Ende der Verteilungskurve kdnnen als toleranter

bezeichnet werden und Isolate am linken Ende der Verteilungskurve als empfindlicher).

Da Silber im Fokus dieser Arbeit stand, wird dieses Schwermetall in den folgenden Abschnitten

getrennt von den anderen Bioziden beschrieben und diskutiert.
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4.2.1 Empfindlichkeit gegenuber Silber

Die mittels Mikrodilution ermittelten MHK-Werte des Stammkollektivs fur Silbernitrat lagen
zwischen 2 und 16 pg/ml. Die Verteilungskurve zeigte einen unimodalen Verlauf, sodass kein
Hinweis auf Bildung einer toleranten Subpopulation erkennbar war. Die MHKSsg90-Werte der
humanen Isolate betrugen jeweils 4 pg/ml, wahrend fur die Isolate tierischen Ursprungs
MHKso90-Werte von 2 bzw. 4 pg/ml ermittelt wurden. Tabelle 5 fasst die Ergebnisse
unterschiedlicher in der Literatur verfligbaren Empfindlichkeitsstudien von S. aureus-lIsolaten
gegenuber Silber und Silberverbindungen zusammen. Die Tabellen 5 bis 10 erheben dabei
keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Wie aus Tabelle 5 ersichtlich ist, ermittelten YUAN et
al. (2017) und LKHAGVAJAV et al. (2011) Empfindlichkeitsdaten, die denen der vorliegenden
Studie sehr nahe kommen. Mittels Mikrodilution wurde in der Studie von YUAN et al. (2017)
flr ein aus Ziegenmilch isoliertes multidrug-resistentes (MDR) S. aureus-Isolat ein MHK-Wert
von 2 pg/ml bestimmt, wahrend LKHAGVAJAYV et al. (2011) fur einen S. aureus-Teststamm
einen MHK-Wert von 4 pg/ml ermittelten. SARKAR et al. (2007) ermittelten mittels
Agardilution MHK-Werte fir drei unterschiedliche S. aureus-Isolate. Dabei wurden ebenfalls
Werte im Bereich von 2 bzw. 4 pg/ml erfasst. Weitere Studien zeigten etwas hohere MHK-
Werte gegenlber Silber. CAVACO et al. (2010) untersuchten die Empfindlichkeit eines S.
aureus-Teststammes bzw. eines Empfangerstammes und dessen Klone mit und ohne Zink- und
Cadmiumtoleranz vermittelndem czrC-Gen, wobei bei allen drei Isolaten MHK-Werte von 21
pg/ml festgestellt wurden. EGGER et al. (2009) verwendeten einen Oxacillin-sensiblen
Teststamm zur Empfindlichkeitstestung gegeniiber Silber-Zeolith, Silbernitrat und Nanosilber,
far die sich MHK-Werte von 16,6 bzw. 15,6 bzw. 250 pg/ml bei Verwendung der
Makrodilutionsmethode zeigten. Wie bei den zuvor beschriebenen Studien wurden die
Ergebnisse nur fur ein einzelnes Isolates bestimmt, sodass man bei der Einordnung dieser Werte
keine generellen Aussagen treffen kann. In zwei weiteren Studien wurden noch hthere MHK-
Werte fr Nanosilberpartikel (Ag-NPs) angegeben. SHARIFI-RAD et al. (2014) ermittelten per
Mikrodilution fur einen MRSA-Teststamm einen MHK-Wert von 5600 pg/ml gegeniber
Nanosilber. ABDEL RAHIM u. ALI MOHAMED (2015) untersuchten mittels Mikrodilution
30 MRSA-Isolate, die aus Blut, Urin und Eiter gewonnen wurden und gaben flr diese Isolate
einen mittleren MHK-Wert von 100 pg/ml gegenuber Ag-NPs an. Die stark variierenden MHK-

Werte dieser Studien lassen sich zum einen durch die kleine Anzahl an getesteten Isolaten
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erklaren, die nicht ausreicht um Rickschlisse auf Empfindlichkeitsniveaus von S. aureus
gegenuber Silber und Nanosilber in einer groReren Population ziehen zu kénnen. Zum anderen
wurden unterschiedliche Methoden zur Empfindlichkeitstestung und unterschiedliche
Silberverbindungen (Silbernitrat, Silber-Zeolith und Nanosilber) verwendet, welches die
Vergleichbarkeit der Werte stark einschrankt. Obwohl die antimikrobielle Wirkung von Silber
oder Nanosilber noch nicht ganzlich verstanden ist (FENG et al. 2000; BUTKUS et al. 2003),
ist bekannt, dass der inhibitorische Effekt auf das bakterielle Wachstum von den freigesetzten
Silberionen abh&ngt (MORONES et al. 2005; LOK et al. 2007). Daher kann man vermuten,
dass die Herkunft der Silberionen, sprich die Silberverbindung (z. B. AgNQg), bei einem
Vergleich der Empfindlichkeitswerte zu vernachlassigen ware, jedoch werden je nach
Ausgangsstoff (Nanosilber, Silbernitrat; Silber-Zeolith) unterschiedliche Mengen an lonen
freigesetzt. Beispielsweise werden erst durch Interaktion mit einer fliissig-wassrigen Phase
Silberionen aus Silber beinhaltender Polymer-Matrices (z. B. PE) gel6st und freigesetzt
(KUMAR u. MUNSTEDT 2005). Auf diese Weise tragen geringere oder hohere
Freisetzungsraten von Ag*-lonen ebenfalls zu unterschiedlichen Empfindlichkeitsergebnissen
bei. Beachtenswert ist, dass Nanosilber im Vergleich zu Silbernitrat in einigen Studien eher in
sehr hohen Konzentrationen das Wachstum unterschiedlicher S. aureus-Isolate hemmen konnte
(EGGER et al. 2009; SHARIFI-RAD et al. 2014; ABDEL RAHIM u. ALI MOHAMED 2015),
obwohl Nanosilber aufgrund des groReren Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses im
Allgemeinen als starker antimikrobiell wirksam gilt als groRRere Silberteilchen. Demgegentber
zeigte sich Silbernitrat in der vorliegenden Studie und in der Studie von EGGER et al. (2009)
schon in geringeren Konzentrationen als antibakteriell wirksam. Weiterhin l&sst sich auch kein
Zusammenhang zwischen der Hohe der MHK-Werte und der Herkunft der Isolate aus
unterschiedlichen Regionen ausmachen (Tabelle 5), da in den Studien groRtenteils
Referenzstamme zur Testung herangezogen wurden. Besonders interessant waren dabei
MHKSso90-Werte von Isolaten aus Landern, in denen nachweislich ein verstérkter Einsatz von
silberhaltigen medizinischen, lebensmittel-assoziierten oder verbrauchernahen Produkten
stattfindet. Dies wird beispielsweise aus China oder Japan berichtet (RAI et al. 2009;
BUMBUDSANPHAROKE u. KO 2015; SYAFIUDDIN et al. 2017). Aufgrund des Mangels
an anerkannten epidemiologischen cut-off-Werten fur Silber kénnen die verwendeten Isolate
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nicht in Wildtyp und Nicht-Wildtyp unterschieden werden. Es wurde lediglich ein visuell

ermittelter cut-off-Wert >32 pg/ml fiir die untersuchte Stammkollektion bestimmt.

4.2.1.1 Empfindlichkeiten anderer Bakterienspezies gegentiber Silber

Da nur sehr wenige MHK-Werte fur S. aureus in der Literatur verfligbar sind, wurden auch die
Empfindlichkeitswerte weiterer Bakterienspezies als Vergleich zu den hier ermittelten Werten
herangezogen. Die Studien von MORONES et al. (2005) und SARKAR et al. (2007) ermittelten
MHK-Werte im Bereich von 2 - 75 pg/ml fur E. coli gegentber Silber. Diese MHK-Werte
liegen auf dhnlich niedrigem Niveau wie die MHK-Werte der drei getesteten S. aureus-Stamme
(SARKAR et al. 2007) und in vorliegender Studie ermittelter Daten. Auch DEUS et al. (2017)
ermittelten mittels Mikrodilutionsplatten fiir Silbernitrat einen MHK-Bereich von 2 bis 4 pg/ml
und MHKSso90-Werte von 2/4 pg/ml jeweils fur E. coli-Isolate von Menschen und Gefliigel, die
den in der vorliegenden Studie ermittelten Empfindlichkeitsdaten sehr &hnlich sind.
Staphylokokken sind aufgrund ihrer Zellwandstruktur weniger empfindlich gegentiber Ag*-
lonen als gramnegative Bakterien wie E. coli. Diese Beobachtung wird durch die negativ
geladenen Bestandteile Teichonsdure und Lipoteichonsaure der Zellwand, die aus
Peptidoglycanen besteht, erklart. Die positiv geladenen Silberionen werden von den negativ
geladenen  Zellwandbestandteilen gebunden, wodurch sie wvon ihren ,normalen*
Bindungsstellen ferngehalten werden und ihr Eindringen in grampositive Zellen gehemmt wird
(VOLESKY 2001; WANG u. CHEN 2009). Obwohl S. aureus gemaR dieses Sachverhalts als
resistenter gegentber Silber einzuordnen wére als gramnegative Bakterien, konnten in der
vorliegenden Arbeit und anderen Studien ahnlich niedrige MHK-Werte bei beiden Spezies
ermittelt werden (SARKAR et al. 2007; LKHAGVAJAYV et al. 2011; YUAN et al. 2017).
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4.2.2 Empfindlichkeit gegeniiber den anderen Bioziden

Die mittels Mikrodilution erhaltenen MHK-Werte fur die 182 Isolate lagen in einem Bereich
von <2 bis 32 pg/ml fir Acriflavin (ACR), von <0,0625 bis 0,25 pg/ml fiir
Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid (ADH), von <1 bis 4 ug/ml fiir Benzethoniumchlorid
(BEN), von <2 bis 64 pg/ml fiir Benzalkoniumchlorid (BKC), von 0,125 bis 4 pg/ml fiir
Chlorhexidin (CHX), von 512 bis 8192 pg/ml fir Kupfersulfat (COP) und von 32 bis 8192
pg/ml fir Zinkchlorid (ZKC). Fir die meisten Biozide und Schwermetalle konnte ein
unimodales Verteilungsmuster der MHK-Werte beobachtet werden. Fir Benzalkoniumchlorid
und Zinkchlorid zeigte sich jedoch eine bimodale Verteilungskurve, was Anhaltspunkte fiir das
Vorhandensein einer toleranten bzw. weniger empfindlichen Subpopulation an Bakterien
liefert.

Fur Acriflavin wurden in einer groRangelegten Studie von NOGUCHI et al. (2005) mit 894
MRSA-Isolaten aus Asien, die im Rahmen des ,,Asian Network for Surveillance of Resistant
Pathogens®“ (ANSORP) gesammelt wurden, etwas hthere MHKsog0-Werte von 512/1024 pg/ml
und ein breiterer MHK-Bereich von <0,5 bis 1024 pg/ml ermittelt (Tabelle 6). Das ANSORP
ist ein Programm, das die Resistenzentwicklung verschiedener Pathogene Uberwacht und
entspricht in seiner Funktion dem europdischen EARS-Net (European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network), in dem nur Isolate aus Krankenh&usern untersucht werden. Dagegen
wurden in der vorliegenden Arbeit, die auch Isolate von nicht erkrankten Personen und Tieren
untersuchte, MHKSsg90-Werte von 8/16 pg/ml fir humane und 8/8 ug/ml fiir tierische Isolate
nachgewiesen, wobei die MHK-Ergebnisse von <2 bis 32 pg/ml reichten. Ein méglicher Grund
fur die geringere Empfindlichkeit der Isolate aus der Studie von NOGUCHI et al. (2005) kdnnte
die hospital-assoziierte Herkunft der Isolate und damit der vorausgegangene Kontakt der Isolate
zu Acriflavin sein. In einer anderen Studie der Autoren (NOGUCHI et al. 1999) wurden die
Isolate anhand ihrer MHK-Werte in vier Gruppen eingeteilt: 1) Isolate mit MHK-Werten von
>400 pg/ml und mit dem Resistenzgen gacA); 2) Isolate mit unterschiedlich hohen MHK-
Werten von 25 bis 400 pg/ml mit dem Resistenzgen smr; 3) Isolate mit MHK von 100 bis >400
pg/ml ohne die Resistenzgene gacA und smr; 4) Isolate mit MHK-Werten von 12,5 bis 100

png/ml ohne die Resistenzgene gacA und smr (Tabelle 6). Dabei fiel auf, dass Isolate der
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Gruppen 2) und 4) geringfiigig hohere und Isolate der Gruppe 1) und 3) sehr viel hohere MHK-

Resultate lieferten als die Isolate der vorliegenden Studie.

Fur die 894 S. aureus-Isolate aus der grofRangelegten Studie von NOGUCHI et al. (2005), die
aus Krankenhdusern unterschiedlicher Regionen Asiens stammten, wurden ebenfalls
Empfindlichkeiten gegenuber Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid ermittelt (Tabelle 6).
Diese lagen acht bis zehn Verdinnungsstufen hoher als die in unserer Studie ermittelten
Ergebnisse. Urséchlich fir die betrdchtlichen Unterschiede in den Empfindlichkeiten zwischen
den Daten aus der Literatur und denen aus der vorliegenden Studie konnte - wie im Falle von

Acriflavin - die ausschlieRliche nosokomiale Herkunft der asiatischen Isolate sein.
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Bezliglich des Empfindlichkeitsstatus von S. aureus gegeniber Benzethoniumchlorid,
Chlorhexidin und Chlorhexidindigluconat sind in der Literatur zum Teil etwas engere MHK-
Bereiche angegeben, verglichen mit den Daten der vorliegenden Studie. Fir
Benzethoniumchlorid liegen die in der Literatur (Tabelle 7) zu findenden MHKSsg90-Werte
meist hoher und die MHK-Bereiche umfassen zum Teil eine groRere Konzentrationsspanne als
die Daten der vorliegenden Studie (MHK-Bereich von <I bis 4 pg/ml und MHKsg90: <1/2
png/ml fiir humane und <1/4 pg/ml fiir tierische Isolate). Wahrend LAMBERT et al. (2004)
ahnliche MHK-Bereiche von 0,25 bis 8 pg/ml und MHKso90-Werte von 0,5/2 pg/ml angeben,
liegen die Daten von NOGUCHI et al. (1999) mit MHK-Werten von 1,56 bis 12,5 pg/ml und
MHKSso090-Werten flr die bereits beschrieben Gruppen 1) 12,5/12,5 pg/ml, 2) 6,25/6,25 pg/ml,
3) 3,13/3,13 pg/ml und 4) 1,56/3,13 pg/ml deutlich héher. Ebenfalls hohere MHK-Werte von
0,5 bis 64 pg/ml und hthere MHKso/90-Werte von 4/16 pg/ml fur MRSA, 1/2 pg/ml fir MSSA
und 4/16 pg/ml fur Koagulase-negative Staphylokokken fanden TAHERI et al. (2016) mittels
Mikrodilution fir humane Isolate aus einem iranischen Krankenhaus. AuBBerdem ermittelten
NOGUCHI et al. (2005) fiir die 894 asiatischen MRSA-Isolate MHK-Bereiche von 0,5 bis 32
pg/ml und MHKSsg90-Werte von 8/20 pg/ml, die auch auf einem hoheren Niveau lagen als die
des untersuchten Stammbkollektivs.
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Fur Chlorhexidin werden in der Literatur MHK-Bereiche und MHKsg90-Werte auf einem
ahnlichen bzw. identischen Niveau wie die ermittelten Daten dieser Arbeit beschrieben.
Waihrend in der vorliegenden Studie MHK-Bereiche von 0,125 bis 4 pg/ml und MHKSsgg0-
Werte von 0,5/1 pg/ml erfasst wurden, konnten VALI et al. (2017) fir 121 humane MRSA-
Isolate MHK-Werte von 0,2 bis 2 pg/ml und MHKso90-Werte von 1/2 pg/ml und fiir 56 MSSA-
Isolate MHK-Resultate von 0,5 bis 60 pg/ml und MHKSsgg-Werte von 1/2 pg/ml mittels
Plattendifussionstest ermitteln. Auch TAHERI et al. (2016) untersuchten MRSA-, MSSA- und
zusétzlich Koagulase-negative Staphylokokken-Isolate gegentiber Chlorhexidindigluconat und
ermittelten mittels Mikrodilution &hnliche Empfindlichkeiten wie bei den Isolaten dieser Arbeit
(Tabelle 8). HAYDEN et al. (2016) untersuchten ebenfalls humane MRSA-Isolate mittels
Mikrodilution, wobei die Empfindlichkeiten der Isolate getrennt nach Behandlungsart des
Patienten auf einer Intensivstation ermittelt wurden. 1) Fir Isolate von Patienten, die nach dem
Aufnahmescreening nur isoliert wurden und keine Behandlung mit Chlorhexidindigluconat
bekamen, wurden MHK-Bereiche von 0,5 bis 4 pg/ml als Ausgangswerte vor
InterventionsmaRnahmen und MHK-Werte von 1 bis 8 pg/ml nach der Isolation erfasst, wobei
identische  MHKsgg9-Werte von 2/4 pg/ml fir Isolate aus Aufnahmescreening und
Interventionsphase beobachtet wurden. 2) Fir Isolate von Patienten, die nach dem
Aufnahmescreening mittels gezielter Dekolonisationsmanahmen behandelt wurden, ergaben
sich jeweils identische MHK-Bereiche von 1 bis 4 pg/ml und MHKSsg90-Werte von 2/4 pg/ml
fir Ausgangswerte und Werte nach Intervention. 3) Fir Isolate von Patienten, die nach dem
Aufnahmescreening mittels universeller DekolonisationsmalRnahmen behandelt wurden,
ergaben sich ebenfalls identische MHK-Resultate von 0,5 bis 4 pg/ml und MHKsg90-Werte von
2/4 pg/ml fir Ausgangswerte und Werte nach Intervention. Diese Studie zeigt anhand eines
Stammkollektivs von insgesamt 3173 Isolaten, dass die Empfindlichkeiten der Isolate auf
ahnlichen Niveaus liegen wie in der vorliegenden Studie und dass sich kaum Unterschiede in
den Empfindlichkeiten gegeniiber  Chlorhexidindigluconat durch unterschiedliche
Interventionsmalinahmen entwickeln. In den Studien von NOGUCHI et al. (1999) und
MORRISSEY et al. (2014) wurden ebenfalls &hnliche MHK-Ergebnisse fir humane Isolate
ermittelt. NOGUCHI et al. (2005) konnten anhand von 894 humanen Isolaten aus
unterschiedlichen Regionen Asiens einen etwas breiteren MHK-Bereich von 0,5 bis 16 pg/ml

und etwas hohere MHKso00-Werte von 4/8 pg/ml, als in der vorausgegangenen Studien von
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse und Ubergreifende Diskussion

1999 und in der vorliegenden Studie nachgewiesen, ermitteln. Hinsichtlich der Empfindlichkeit
tierischer Isolate geben AARESTRUP u. HASMAN (2004) einen MHK-Bereich fur
Chlorhexidin von 0,5 bis 2 pug/ml fur 43 S. aureus-Isolate vom Rind an, wahrend CLARK et al.
(2015) MHK-Ergebnisse fir MSSA-, Methicillin-sensible und Methicillin-resistente S.
pseudintermedius-lsolate (MSSP und MRSP) von Hunden von 0,5 bis 4 pg/ml angeben, wobei
die MRSA-Isolate von Hunden héhere MHK-Werte von 4 bis 8 pg/ml aufwiesen. Abschliellend
bleibt anzumerken, dass die Isolate aus den anderen Studien sich hinsichtlich der Herkunft der
Isolate von der hier verwendeten Stammsammlung unterschieden. Wahrend hier ausschliellich
MRSA- und MSSA-Isolate verwendet wurden, bezogen andere Studien auch Koagulase-
negative Staphylokokken-, MSSP- und MRSP-Isolate ein. Zudem verwendeten andere Studien
uberwiegend Isolate, die von infizierten Personen aus Krankenhdusern stammten (NOGUCHI
et al. 1999, 2005; LAMBERT et al. 2004, HAYDEN et al. 2016 u. TAHERI et al. 2016),
wahrend in der vorliegenden Studie und in Studien von MORRISSEY et al. (2014) und VALI
et al. (2017) die Isolate sowohl von infizierten als auch von kolonisierten Personen stammten.
Ob die Herkunft der Isolate von gesunden oder erkrankten Personen tatsachlich Einfluss auf die
Empfindlichkeitswerte nimmt, bleibt zu kl&ren. Dartber hinaus lasst sich vermuten, dass der
Einsatz von Chlorhexidin-, Benzethoniumchlorid- und Acriflavin-beinhaltenden Oberflachen-
oder Hautdesinfektionsmitteln, die bekanntermallen in Kliniken eingesetzt werden, zu

Unterschieden der bakteriellen Empfindlichkeit fihren kann.
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse und Ubergreifende Diskussion

Bezlglich der Empfindlichkeit gegentiber Kupfer bzw. Kupfersulfat geben AARESTRUP u.
HASMAN (2004) fur 43 S. aureus-Isolate, die von Milchkiihen mit Mastitis stammten, einen
engen Empfindlichkeitsbereich von 319 bis 1915 pg/ml an, wobei die MHKsg90-Werte mit
319/1915 pg/ml niedriger liegen als in der vorliegenden Studie, in der MHK-Bereiche von 512
bis 8192 pg/ml und MHKSsg90-Werte von 1024/2048 fir tierische Isolate und MHK-Bereiche
von 512 bis 4096 pg/ml und ein MHKgo-Wert von 1024 fur humane Isolate ermittelt wurden.
In den beiden Studien von CAVACO et al. (2010, 2011) lagen die ermittelten
Empfindlichkeitsbereiche ebenfalls in etwas engeren Bereichen von 638 bis >4469 pg/ml.
Bekanntermallen werden Schwermetalle wie Zink und Kupfer in der Nutztierflitterung
vorwiegend bei Rind, Schwein und Gefliigel als supranutritive Futterzusatzstoffe eingesetzt, da
sie eine positive Wirkung auf die Darmflora und die Wachstumsraten der Tiere haben sollen
(AARESTRUP u. HASMAN 2004). Es gibt jedoch national unterschiedliche maximal
zugelassene Futterzusatzstoffkonzentrationen fur Zink und Kupfer, da eine tbermaRige
Futterung von Schwermetallen toxisch wirken kann und zudem zu sehr hohen
Schwermetallkonzentrationen in der Gille fihrt (GRASS et al. 2001; ZETHNER et al. 2007,
PIEPER u. HILLER 2013). Beispielsweise geben AARESTRUP u. HASMAN (2004) fir
Dénemark Konzentrationen im Futtermittel fir Ferkel von 175 mg Kupfersulfat/kg und 35 mg
Kupfersulfat/kg fur Mastschweine an, wéahrend das Futter fir Masthahnchen in Danemark zum
Zeitpunkt der Veroffentlichung der Arbeit von AARESTRUP u. HASMAN (2004)
typischerweise nur 20 mg Kupfersulfat/kg und Rinderfutter sogar nur 2 mg Kupfersulfat/kg
enthielt. In der EU wurden im Mérz 2018 die erlaubten Hochstgehalte an Zink und Kupfer
durch Anderungen im EU-Gemeinschafsregister iiber Futterzusatzstoffe Annex I entsprechend
der VO (EU) 1831/2003 im Tierfutter drastisch gesenkt. GemaR der Durchfiihrungsverordnung
(EU) 2018/1039 sind folgende Gehalte an zweiwertigem Kupfer als Spurenelement in
Futtermitteln erlaubt: Fur Rinder vor Beginn des Wiederkdueralters 15 mg/kg, danach 30
mg/kg, fur Saug- und Absetzferkel bis vier Wochen nach dem Absetzen 15 mg/kg, ab der
flnften Woche nach Absetzen bis acht Wochen nach Absetzen 100 mg/kg und fur alle anderen
Tierarten 25 mg/kg. Gemaél3 der Durchfuhrungsverordnung (EU) 2016/2261 werden fiir Kupfer
(1) Oxid als Bestandteil von Spurenelementen etwas hohere Gehalte fir Rinder von 35 mg/kg
und fur Schweine bis 12 Wochen 170 mg/kg im Futter erlaubt. Zudem werden teilweise auch

antibakterielle mit Kupfer beschichtete Tranken und Rohrleitungen in Gefligelstallungen
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse und Ubergreifende Diskussion

eingebaut, die ebenfalls dazu fiihren kdnnten, dass sich kupfertolerante Bakterienpopulationen
bilden (PIEPER u. HILLER 2013). In der vorliegenden Arbeit wurden neben Isolaten aus
Geflligelhaltungen auch Isolate von Haustieren, Wildschweinen und Umgebungsproben
untersucht. Bei den sechs Isolaten vom Wildschwein wurden MHK-Werte von 512 bis 1024
pg/ml nachgewiesen. Demgegentber wurde fir Isolate, die aus Gefliigelbetrieben stammten,
ein MHK-Bereich von 512 bis 8192 pg/ml bestimmt. Unter den sechs tierischen Isolaten des
vorliegenden Stammkollektivs mit erhohten MHK-Werten gegeniiber Kupfersulfat stammte
nur ein einziges nicht aus Gefliigelbestanden, sondern wurde aus einer Wunde vom Kleintier
isoliert. Zudem zeigte sich, dass die sechs Isolate vom Wildschwein einheitlich als empfindlich
gegenuber Kupfer einzuordnen sind, wahrend unter den Gefliigelisolaten sieben von 26 Isolaten
einen MHK-Wert von 2048 pg/ml Uberschritten. Dies lasst vermuten, dass die Kupfer-
Exposition der Isolate z. B. wahrend der Futterung des Gefliigels eine Rolle bei der
Toleranzentwicklung der Bakterien spielt.

Bezlglich zwei der hier beschriebenen Biozide sind bereits erste Vorschlage fir
epidemiologische  cut-off-Werte (MORRISSEY et al. 2014) bzw. vorlaufige
Schwellenkonzentrationen, die resistente von sensiblen Bakterienpopulation trennen
(AARESTRUP u. HASMANN 2004), verdffentlicht worden. MORRISSEY et al. (2014)
erarbeiteten anhand eines Kollektivs von n = 1635 S. aureus-Isolaten einen vorlaufigen
ECOFF-Wert fur Chlorhexidin von 8 pg/ml. Diesbeziiglich bleibt anzumerken, dass dieser
Wert allein anhand humaner Isolate ermittelt wurde. Demgegenuber konnten FURI et al. (2013)
in einer groBangelegten Studie mit 1602 klinischen S. aureus-Isolaten keine Hinweise flr einen
ECOFF-Wert fiir Chlorhexidin ermitteln. Fiir Kupfersulfat gaben AARESTRUP u. HASMAN
(2004) einen MHK-Wert von >12 mM (ca. 1915 pg/ml) als méglichen ECOFF an. Legt man
diese Empfehlungen zur Bewertung der Empfindlichkeitsergebnisse aus dieser Arbeit
zugrunde, so konnten fir Kupfersulfat und Chlorhexidin keine toleranten Subpopulationen in
dem getesteten Stammkollektiv nachgewiesen werden. Darlber hinaus weist die unimodale
Verteilung der MHK-Werte flr die meisten der untersuchten Biozide ebenfalls darauf hin, dass
keine toleranten Subpopulationen entstanden sind. Allerdings konnten flir das vorliegende
Stammbkollektiv durch visuelle Begutachtung der MHK-Verteilungskurven folgende ECOFFs
bestimmt werden: flir Acriflavin >64 pg/ml, fir Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid >0,5
png/ml, fiir Benzethoniumchlorid >8 pg/ml, fiir Chlorhexidin >6 pg/ml und fiir Kupfersulfat
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>4096. Der hier fiir Chlorhexidin ermittelte ECOFF-Wert liegt etwas niedriger als der von
MORRISSEY et al. (2014) vorgeschlagene Wert von 8 pg/ml. Demgegeniber liegt der
ECOFF-Wert fir Kupfersulfat fir das vorliegende Stammkollektiv weit Uber dem von
AARESTRUP u. HASMAN (2004) ermittelten ECOFF-Werte von 1915 pg/ml.
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Demgegenuber wurde fir Zinkchlorid und Benzalkoniumchlorid eine bimodale
Verteilungskurve nachgewiesen, sodass hier das VVorhandensein von Nicht-Wildtyp Bakterien
zu vermuten ist. Fur Benzalkoniumchlorid wurden ein MHK-Bereich von <2 bis 64 pg/ml und
MHKSso90-Werte von <2/4 pg/ml fiir tierische und von <2/<2 pg/ml fiir humane Isolate ermittelt.
TAHERI et al. (2016) konnten fir humane MRSA-Isolate einen MHK-Bereich von 1,64 bis 64
pg/ml und fir MSSA-und Koagulase-negative Staphylokokken MHK-Werte von 0,5 bis 64
pg/ml beobachten. Die MHKsog0-Werte lagen fur MRSA-Isolate bei 8/64 pg/ml und fur
Koagulase-negative Staphylokokken bei 4/32 pg/ml und damit deutlich héher als die in der
vorliegenden Studie ermittelten Werte. Dagegen wurden fir die MSSA-Isolate MHKsg90-Werte
von 1/4 pg/ml nachgewiesen, die den hier ermittelten Daten sehr nahe kommen. Ebenfalls
héhere MHKs000-Werte von 16/16 pg/ml und ein MHK-Bereich von 1 bis 16 pg/ml wurden in
einer asiatischen Studie fur humane MRSA-Isolate von NOGUCHI et al. (2005) beschrieben.
LAMBERT et al. (2004) und MORRISSEY et al. (2014) konnten ebenfalls fiir humane S.
aureus- und MRSA-Isolate ahnliche MHK-Bereiche von 0,5 bis 32 pg/ml bzw. 0,5 bis 64 pg/ml
feststellen. Hinsichtlich der MHKso00-Werte von 1/2 pg/ml flr die S. aureus-lsolate aus der
Studie von LAMBERT et al. (2004) und von 2/4 pg/ml (MORRISSEY et al. 2014) kdnnen
ebenfalls &hnliche Empfindlichkeiten, wie sie fur die Isolate des hier untersuchten
Stammkollektivs gefunden wurden, festgestellt werden. Bezuglich der Studien, die tierische
Isolate getestet haben, wurden engere MHK-Bereiche fiir S. aureus-Isolate von Milchkiihen aus
Dénemark von 1 bis 8 pg/ml in der Studie von AARESTRUP u. HASMAN (2004) und fir
MRSA-Isolate aus US-amerikanischen Schweinehaltungen von 2 bis 5 pg/ml in der Studie von
SLIFIERZ et al. (2015) beobachtet. In den Studien aus dem Iran, aus Asien, der Studie von
MORRISSEY et al. (2014) und der vorliegenden Arbeit wurden breitere MHK-Bereiche, aber
nur bei der asiatischen und iranischen Studie auch hdéhere MHKsgg90-Werte nachgewiesen
(NOGUCHI et al. 2005; TAHERI et al. 2016). Ursachlich fir die breitere Streuung der Werte
bei humanen Isolaten kénnen zum einen das heterogenere Stammkollektiv (wie in der
vorliegenden Studie) und zum anderen Unterschiede in der Exposition gegenlber
Benzalkoniumchlorid sein. In wie weit die Region und der evtl. vermehrte bzw. nicht
sachgemé&le Einsatz von Desinfektionsmitteln in einigen Landern eine Rolle beziiglich der
Empfindlichkeitswerte spielt, sollte und kann anhand dieser Arbeit nicht geklart werden.
Daruber hinaus wird in der Arbeit von MORRISSEY et al. (2014) fiir Benzalkoniumchlorid ein
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cut-off-Wert von 16 pg/ml vorgeschlagen. Anhand visueller Begutachtung der
Verteilungskurve fir die Empfindlichkeiten der hier getesteten Isolate wurde ein ECOFF-Wert
von >8 pg/ml ermittelt. Somit liegt dieser etwas niedriger als der von MORRISSEY et al.
(2014) vorgeschlagene ECOFF-Wert. Dennoch lasst sich eine tolerantere Subpopulation bei
den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Isolaten erahnen. Allerdings wurde diese
Subpopulation nur durch eine kleine Anzahl an Stdmmen reprasentiert. Daher wére es
interessant noch eine gréRere Anzahl an S. aureus-Isolaten auf ihre Empfindlichkeit gegeniber
Benzalkoniumchlorid zu untersuchen, um das Vorkommen weiterer Isolate mit reduzierter

Empfindlichkeit zu bestimmen.

Fur Zinkchlorid wurden in der vorliegenden Arbeit MHK-Werte zwischen 32 und 8192 pg/ml
ermittelt, wobei die MHKsog0-Werte einheitlich bei 128 pg/ml lagen. In keiner der
vergleichbaren Studien wurde ein so weiter MHK-Bereich, der mehr als neun
Verdinnungsstufen umfasste, ermittelt (AARESTRUP u. HASMAN 2004; CAVACO et al.
2010, 2011; SLIFIERZ et al. 2015). Allerdings lagen die detektierten MHK-Bereiche dieser
Studien in einem hoheren Konzentrationsbereich als die MHKsog0-Werte der vorliegenden
Arbeit. In der Studie von AARESTRUP u. HASMAN (2004) wurden fiir 26 S. aureus-Isolate
von Milchkiihen mit Mastitis MHKsg90-Werte von 136/273 pg/ml ermittelt, wahrend in den
Studien von CAVACO et al (2010, 2011) héhere MHKso90-Werte bis hin zu Werten von
1090/2180 pg/ml nachgewiesen wurden, wobei die MHKgo-Werte von 2180 pg/ml nur bei
MRSA-Isolaten vorkamen. Wie Kupfer wird auch Zink in der Tierflitterung vor allem
prophylaktisch und therapeutisch zur Behandlung von Durchfallerkrankungen bei Schweinen
(Absatzferkeln) eingesetzt. In der Literatur sind abhdngig von Studie, Tierart und Land
unterschiedliche Angaben bezlglich der Konzentrationen von Zink im Tierfutter verfligbar.
SLIFIERZ et al. (2015) geben Werte von >500 bis <3000 mg Zinkoxid/kg in den Futterrationen
von Schweinen in den USA an. Die aktuell zuldssigen Hochstgehalte betragen laut Eintrag im
Gemeinschaftsregister der Futtermittelzusatzstoffe (Annex I) fir wasserfreies Zinkchlorid als
erndhrungsphysiologischer Zusatzstoff im Futter fur Hunde und Katzen 200 mg/kg, fur
Milchaustauscher fiur Kalber 180 mg/kg, fir Ferkel, Sauen, Kaninchen, Fische (exkl.
Salmoniden) 150 mg/kg und fir alle anderen Tierarten 120 mg/kg (EUROPEAN UNION
REGISTER OF FEED ADDITIVES 2018). AuRerdem wurden im Juni 2018 einige
Zinkverbindungen wie Zinkcarbonat, Zinkchlorid Monohydrat und Zinklactat Trihydrat fir alle
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse und Ubergreifende Diskussion

Tiere gemall Anhang 1 der Durchflihrungsverordnung (EU) 2017/1145 von Mark genommen.
Ob die zum Teil stark variierenden MHK-Werte zwischen den Studien sich anhand der je nach
Tierart und Nation unterschiedlichen zuldssigen Hochstmengen von Zinkverbindungen im
Tierfutter erklaren lassen, bleibt zu kl&ren.

Anhand der MHK-Verteilung fir Zinkchlorid lassen sich gegebenenfalls tolerantere
Subpopulationen von S. aureus ausmachen. AARESTRUP u. HASMAN (2004) haben in ihrer
Arbeit fir Zinkchlorid einen Schwellenwert von >2 mM (ca. 273 pg/ml) vorgeschlagen, um
resistente von sensiblen Isolaten zu unterscheiden. Anhand visueller Inspektion der
Verteilungskurve wurde fur das vorliegende Stammkollektiv ein ECOFF-Wert von >512 pg/ml
flr Zinkchlorid ermittelt, der mit dem von AARESTRUP u. HASMAN (2014) vorgeschlagenen
Wert hinsichtlich des hier ermittelten bimodalen Verteilungsmusters gut Ubereinstimmt. Die
hier als resistenter bzw. toleranter identifizierte Subpopulation (MHK >512 pg/ml fiir
Zinkchlorid) wird allerdings nur durch flnf Isolate représentiert, wobei die Isolate mit den
héchsten MHK-Werten von >8192 ug/ml alle aus Gefllgelhaltungen und die Isolate mit MHK-
Werten von 512 pg/ml von humanen Patienten stammten. Des Weiteren fallt auf, dass von den
finf Isolaten mit sehr hohen MHK-Werten fiir Zinkchlorid (>512 pg/ml) vier Isolate dem
klonalen Komplex 398 angehdren, wahrend ein Isolat CC45 zugeordnet ist. Diese Ergebnisse
untermauern den Verdacht, dass supranutritive Zinkkonzentrationen im Futter, zinkhaltige
Antiseptika oder antibakteriell wirkende zinkhaltige Beschichtungen von Tranken und anderen
Materialien in den Stallungen oder Klinken zur Entstehung von Toleranzen filhren kénnten
(ZETHNER et al. 2007; PIEPER u. HILLER 2013; VILLAPUN et al. 2016).
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse und tUbergreifende Diskussion

4.3 Vergleichende Analyse von Empfindlichkeiten zwischen Isolaten von Mensch und
Tier

Im Zusammenhang mit dem Einsatz unterschiedlicher Biozidprodukte zur medizinischen
Anwendung in Konsumprodukten oder Oberflachendesinfektion - wie bei Chlorhexidin oder
Benzalkoniumchlorid - ist die Feststellung interessant, ob es zu einer vermehrten Toleranz bei
humanen S. aureus-lIsolaten gekommen ist. Im Gegenzug ist es vorstellbar, dass andere Biozide
wie Zink und Kupfer, die in der Nutztierhaltung bzw. Fitterung Anwendung finden, ein Risiko
fir eine Toleranzentwicklung bei tierischen S. aureus-lsolaten darstellen. Innerhalb der
vorliegenden Studie sollten Unterschiede zwischen den Empfindlichkeiten zwischen S. aureus-

Isolaten von Mensch und Tier untersucht werden.

4.3.1 Vergleich der Empfindlichkeiten zwischen Isolaten von Mensch und Tier
gegeniber Silbernitrat

Der Vergleich der MHK-Werte von menschlichen und tierischen Isolaten fur Silbernitrat zeigte,
dass kein signifikanter Unterschied zwischen menschlichen und tierischen S. aureus-Isolaten
beziglich der Empfindlichkeit gegenuber Silber nachgewiesen werden konnte. Jedoch konnte
die statistische Auswertung innerhalb der Isolate des CC398 zeigen, dass humane Isolate
tendenziell hohere (P = 0,054) MHK-Werte fr Silbernitrat aufwiesen als die animalen Stamme
des CC398. Dies zeigt, dass ein Einfluss der klonalen Linie von S. aureus auf die Ergebnisse
berticksichtigt werden sollte. Im Folgenden beziehen sich die Daten zum Mensch-Tier-
Vergleich bei den anderen Bioziden auf alle Isolate des Stammkollektivs unabhangig von der
klonalen Linie, es sei denn es wird explizit darauf hingewiesen, dass nur CC398-Isolate
analysiert wurden. Ein Vergleich der Ergebnisse von Isolaten unterschiedlicher klonaler Linien
wird an spaterer Stelle vorgenommen. Ein Grund fir die verminderte Empfindlichkeit
gegenuber Silbernitrat humaner MRSA- und MSSA-Stamme des CC398, die vorwiegend aus
Krankenh&usern stammten, kann der selektive Druck, der durch den langjahrigen und
umfanglichen Einsatz von Silber als Antiseptikum in der Humanmedizin ausgeubt wird, sein.
Zum anderen konnten die seit einiger Zeit auf dem Markt zu findenden verbrauchernahen
Produkte wie Deodorants, Sportbekleidung, Schneidebretter, Waschmaschinen oder
Kihlschranke, die Nanosilber enthalten, eine Ursache fur den Empfindlichkeitsverlust von

humanen Isolaten gegeniber Silber darstellen (SCENIHR 2014). Demgegeniber stammten die
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse und tUbergreifende Diskussion

animalen CC398-Isolate vor allem aus der Gefliigelhaltung, in der Silber keine Anwendung
finden sollte. Die Vergleiche mit Daten aus der Literatur lassen auf Hinweise flr
Empfindlichkeitsverluste humaner S. aureus-Isolate schlielen (Tabelle 1). Da in diesen Studien
nur selten Stammkollektive mit einer groReren Anzahl an Isolaten untersucht wurden, mussen

diese Ergebnisse jedoch sehr vorsichtig bewertet werden.

4.3.2 Vergleich der Empfindlichkeiten zwischen Isolaten von Tier und Mensch
gegeniiber anderen Bioziden

Hinsichtlich der Empfindlichkeit gegentber Acriflavin lassen sich in der vorliegenden Studie
keine signifikanten Differenzen zwischen den Isolaten der Tiere und Menschen nachweisen. In
den Studien von NOGUCHI et al. (1999, 2005) wurden jedoch fir eine reprasentative Anzahl
an lIsolaten aus Asien und Japan sehr viel héhere MHK-Werte gegeniber ACR bei
ausschlieBlich menschlichen Isolaten nachgewiesen. Diese stammen jedoch zumeist aus
Krankenh&usern. Acriflavin wird als Bestandteil von Desinfektionsmitteln und &uRerlich zur
lokalen antiseptischen Wundbehandlung eingesetzt. Obwohl einige Studien neben der
antiinflammatorischen und antimikrobiellen Wirkung auch eine antimalariale und
antikanzeroge Wirkung von Acridinderivaten annehmen, sollten diese Anwendungen nicht als
Grund fir erhohte MHK-Werte humaner S. aureus Isolate angenommen werden, da die
Anwendung von acridinhaltigen lokalen Antiseptika die hadufigste zu sein scheint
(AUPARAKKITANON et al.. 2003; PETRIKAITE et al. 2007; KUMAR et al. 2009; SONDHI
et al. 2010; TOMAR et al. 2010). Fir Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Empfindlichkeit der Isolate beziiglich der Herkunft
(Tier/Mensch) nachgewiesen werden. Die MHK-Bereiche und MHKso/90-Werte waren fir alle
getesteten Isolate von Menschen und Tieren unabhéngig von klonaler Linie identisch.
Hinsichtlich Benzalkoniumchlorid zeigt sich bei getrennter Betrachtung von menschlichen und
tierischen Isolaten, dass nur fur Isolate vom Menschen eine bimodale Verteilungskurve
vorliegt. Vereinzelt zeigen humane Isolate héhere MHK-Werte, dennoch liegt der MHKgo-Wert
flr die tierischen Isolate um eine Verdinnungsstufe hoher. Die statistische Auswertung ergab
keinen signifikanten Unterschied zwischen den humanen und animalen Isolaten. Dies gilt auch
beziglich des Vergleichs zwischen MHK-Werten von humanen und tierischen Isolaten

innerhalb des CC398. In der Literatur wird jedoch von humanen Isolaten berichtet, welche
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MHK-Werte >16upg/ml fir Benzalkoniumchlorid aufweisen, waéhrend tierische Isolate
einheitlich etwas niedrige Empfindlichkeitsniveaus hatten (AARESTRUP u. HASMAN 2004;
NOGUCHI et al. 2005; SLIFIERZ et al. 2015). Benzalkoniumchlorid ist ein weit verbreiteter
Bestandteil von Desinfektionsmitteln, die uneingeschrankt frei verkduflich sind. Daher kdnnten
Anwendungsfehler solcher verbrauchernahen Benzalkoniumchlorid enthaltender Produkte zur
Toleranzentstehung beitragen, ohne dass ein nosokomialer Hintergrund vorliegen muss.
Anwendungsfehler bei der Desinfektion kommen vor allem im h&uslichen Gebrauch vor,
weshalb BEUMER et al. (1999) sogar Richtlinien fir die hdusliche Hygiene fordern. Grundlage
fur die Forderung waren Studien, die eine Zunahme von kritischen Pathogenen (bspw. S.
aureus) in der hauslichen Umgebung und deren zoonotisches Potenzial beleuchteten
(MASTERTON et al. 1995; ALLEN et al. 1997; HEROLD et al. 1998). Fur
Benzethoniumchlorid konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen Isolaten
von Tier und Mensch festgestellt werden. Der MHKgo-Wert der humanen Isolate lag nur eine
Verdlunnungsstufe niedriger als der der tierischen Isolate. Auch innerhalb der CC398-Isolate
konnte kein signifikanter Unterschied erfasst werden. Auch Chlorhexidin ist ein sehr héaufig
eingesetztes Biozid, weshalb der Selektionsdruck, insbesondere bei falscher Anwendung, hier
als recht hoch angenommen werden kann. Innerhalb des getesteten Stammkollektivs konnte
ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den Empfindlichkeiten von tierischen und
menschlichen Stdmmen gegenuber Chlorhexidin beobachtet werden. Auch innerhalb der
CC398-Isolate wurden keine signifikanten Differenzen zwischen humanen und tierischen
Isolaten errechnet. Die in der Literatur beschriebenen MHK-Ergebnisse bei S. aureus bezliglich
Chlorhexidin liegen in sehr &hnlichen Bereichen, wobei auch hier kaum Unterschiede
hinsichtlich der Empfindlichkeiten menschlicher und tierischer Isolate zu erkennen sind.
Beispielsweise gibt es einige MRSA von Tier und Mensch die MHK-Werte von 8 pg/ml
aufweisen (CLARK et al. 2015; TAHERI et al. 2016), jedoch werden Werte von 16 pg/ml nur
von humanen MRSA erreicht (NOGUCHI et al. 2005; MORRISSEY et al. 2014).

Wie bereits beschrieben wird Kupfer bzw. Kupfersulfat in supranutritiven Konzentrationen als
Futterzusatzstoff eingesetzt. Daher waren hohere MHK-Werte bei tierischen lIsolaten zu
erwarten, allerdings konnte kein signifikanter Unterschied zu den humanen Isolaten berechnet
werden. Der statistische Vergleich humaner und tierischer Isolate des CC398 konnte ebenfalls

keine Signifikanz zeigen. BekanntermalRen wird neben Kupfer auch Zink in umfangreichem
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MaRe an Nutztiere verfiittert (NICHOLSON et al. 1999; ZHANG et al. 2012; DEBSKI 2016).
Die vorliegende Studie konnte fur die MHK-Verteilungen fur Zinkchlorid eine bimodale
Verteilungskurve aufzeigen. Im rechten Gipfel der Verteilung waren die MHK-Werte von drei
CC398-Isolaten vom Gefliigel zu finden. Dennoch lagen die MHKso/90-Werte von humanen und
tierischen Isolaten fur Zinkchlorid einheitlich bei 128 pg/ml. Verschiedene Untersuchungen
zeigten, dass MHK-Werte von >1951 upg/ml fiir Isolate aus Nutztierhaltungen héufig
nachgewiesen werden kénnen. Dagegen zeigt eine Studie von CAVACO et al. (2011), dass ein
Teststamm menschlicher Herkunft ohne die spezifische Resistenzdeterminate czrC einen
geringen MHK-Wert von 273 pg/ml aufweist. Die statistische Analyse der
Empfindlichkeitswerte von CC398-Isolaten zwischen menschlicher und tierischer Herkunft
ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

Abschlielend kann festgehalten werden, dass kein signifikanter Unterschied in den
Empfindlichkeiten zwischen Isolaten vom Tier und vom Menschen bestatigt werden konnte.
Lediglich fur Silbernitrat ergab die statistische Analyse der CC398-lsolate deutlichere
Unterschiede zwischen Isolaten von Mensch und Tier, wobei humane Isolate statistisch
auffallig (P = 0,054) hohere MHK-Werte aufwiesen als animale Isolate. Obwohl das
Signifikanzniveau von P = 0,05 knapp verfehlt wurde, untermauern diese Daten die Hinweise
beziiglich einer herabgesetzten Empfindlichkeit humaner S. aureus-Isolate des CC398

gegenuber Silbernitrat im Vergleich zu den tierischen CC398-Isolaten.

4.4 Vergleich der MHK-Werte von S. aureus-Isolaten unterschiedlicher klonaler Linien

In einem weiteren Schritt sollte geklart werden, ob S. aureus-Isolate unterschiedlicher klonaler
Linien Differenzen in der Hohe der MHK-Werte fiir die getesteten Biozide aufzeigen. Dabei
gibt es bekanntermalien klonale Linien, die als typisch Mensch- oder typisch Tier-assoziiert,
wie bspw. CC398, gelten. Innerhalb des Stammkollektivs waren insgesamt 28 unterschiedliche
Sequenztypen (ST) vertreten, von denen einige STs nur durch ein Isolat reprasentiert wurden.
Daher wurden nur Isolate der vier klonalen Linien CC5, CC22, CC9 und CC398, welche eine
reprasentative Anzahl an Isolaten umfasste, in die statistische Auswertung einbezogen. Isolate
des CC5 und CC22 gelten als typisch human-assoziierte Linien, wéhrend Isolate der CC398
und CC9 zu den typisch Tier-assoziierten Linien z&hlen. Dennoch kdnnen naturlich auch
CC398-Isolate vom Menschen isoliert werden (RKI 2015).
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4.4.1 Vergleich der MHK-Werte fur Silbernitrat von Isolaten unterschiedlicher klonaler
Linien
Fur Silbernitrat konnten mittels statistischer Analyse Unterschiede in der Empfindlichkeit
zwischen Isolaten der klonalen Linien CC5 und CC22 nachgewiesen werden, wobei die CC22-
Isolate signifikant niedrigere MHK-Werte als die CC5-Isolate aufwiesen. Betrachtet man die
Herkunft der einbezogenen CC5- und der CC22-1solate, zeigt sich, dass innerhalb der 22 CC5-
Isolate vom Menschen sieben Isolate von infizierten und drei von kolonisierten Personen
stammten, wobei 12 Isolate einen unbekannten Status aufwiesen. Unter den 19 CC22-Isolaten
waren neun Isolate von infizierten, vier von kolonisierten Personen und bei sechs Isolaten blieb
der Status ungeklart. Folglich ist es unwahrscheinlich, dass der Infektionsstatus einen
erheblichen Einfluss auf die ermittelten MHK-Werte hat. Dieses wurde spater durch statistische
Analysen bestétigt, bei denen der Faktor ,Infektionsstatus® bei der Herkunft der Isolate
berticksichtigt wurde. Da sowohl CC5- als auch CC22-Isolate h&ufig in Krankenhdusern
nachgewiesen werden (GRUNDMANN et al. 2014; RKI1 2015), kann dies nicht als Ursache fur

die Empfindlichkeitsunterschiede gegenuber Silber angenommen werden.

4.4.2 Vergleich der MHK-Werte von Isolaten unterschiedlicher klonaler Linien
gegeniber weiteren getesteten Bioziden

Fur Acriflavin zeigte sich, dass Isolate des CC5 und CC22, die in Deutschland zu den typischen
human-assoziierten HA-MRSA zahlen (RKI 2015), signifikant hohere MHK-Werte als die
CC398-Isolate aufwiesen. Ursédchlich fir die verminderte Empfindlichkeit dieser Isolate
konnte, wie bereits diskutiert, ein haufiger Einsatz von acridinhaltigen lokalen Antiseptika, zu
denen unter anderem auch Acriflavin zéhlt, im Krankenhausbereich sein (LEELAVATHI et al.
2011). Fur Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid konnten keine Unterschiede in den S. aureus
MHK-Werten zwischen den untersuchten klonalen Linien ermittelt werden. Hinsichtlich der
Empfindlichkeiten gegentiber Benzalkoniumchlorid zeigt sich, dass die klonalen Linien CC22,
CC5 und CC398 signifikant niedrigere MHK-Werte als die Isolate des CC9 aufweisen und
damit deutlich sensibler auf Benzalkoniumchlorid reagieren. Innerhalb dieser Studie stammten
alle ST9-Isolate (bis auf ein humanes ST9-lsolat) aus Gefliigelbetrieben. Ob in den

Gefllgelbetrieben, aus denen die Isolate stammten, Benzalkoniumchlorid im Rahmen des
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Desinfektionsmanagements als Wirkstoff eingesetzt wird, ist nicht bekannt. Grundsétzlich sind
jedoch einige Desinfektionsmittel, die Benzalkoniumchlorid enthalten, auf dem Markt
erhaltlich. Die Hersteller von Aldovet® Super und Aldekol®-Des-03 geben als
Anwendungsbereich unter anderem Geflgelstallungen, Batteriehaltungen, Schweinzucht- und
Mastbetriebe, Kélber- und Rinderbetriebe sowie Stalleinrichtungen und Tiertransportfahrzeuge
an. BJORLAND et al. (2001, 2003) berichten ebenfalls, dass auf Quartare Ammonium
Verbindungen basierende Desinfektionsmittel in unterschiedlichen Bereichen der
Veterindrmedizin und zur Behandlung von Infektionen bei Tieren Anwendung finden. Zudem
wird Benzalkoniumchlorid in Norwegen typischerweise als Bestandteil von Dippmitteln zur
Mastitis-Prophylaxe in Milchkuhherden eingesetzt. Fiir Benzethoniumchlorid zeigt sich, dass
die Isolate der klonalen Komplexe CC22, CC5 und CC9 signifikant héhere MHK-Werte
aufweisen als die CC398-Isolate. Allerdings ergab sich auch zwischen Isolaten des CC9 und
CC5 ein signifikanter Unterschied mit héheren MHK-Werten der CC9-Isolate. Wodurch die
verminderte Sensibilitat von Isolaten des CC9 gegeniiber Benzethoniumchlorid hervorgerufen
wird, l&sst sich an dieser Stelle nicht klaren. Allerdings kénnte das vermehrte VVorhandensein
und die Expression spezifischer toleranz-vermittelnder Gene bei CC9-Isolaten zu diesem Effekt
fuhren. In der Literatur sind jedoch keine Studien verdffentlicht, die fir S. aureus dieser
klonalen Linie eine verminderte Empfindlichkeit gegenlber QAVs nachgewiesen haben.
Bezlglich der Empfindlichkeiten gegenlber Chlorhexidin zeigte sich, dass CC22-lsolate
signifikant héhere MHK-Werte haben als CC398- und CC9-Isolate. Auch wiesen CC5-S.
aureus ebenfalls signifikant hohere MHK-Werte auf als CC9- und CC398-Isolate. Diese
Ergebnisse zeigen, dass fir die typischen humanen HA-MRSA eine verminderte
Empfindlichkeit gegeniiber Chlorhexidin vorliegt, was durch einen umfangreichen Einsatz von
Chlorhexidin als Bestandteil von Desinfektionsmitteln und Antiseptika in Krankenhdusern
erklart werden konnte (NAGENDRAN et al. 2009; BENJAMIN et al. 2012). Es konnten flr
beide Schwermetalle - Kupfersulfat und Zinkchlorid - keine signifikanten Unterschiede

bezlglich der Empfindlichkeiten zwischen den untersuchten klonalen Linien ermittelt werden.

Im Vergleich zu den getesteten Bioziden konnen Unterschiede in der Antibiotika-
Empfindlichkeit bei S. aureus-lIsolaten unterschiedlicher klonaler Linien vorkommen. So hat
eine Studie aus China gezeigt, dass Isolate der klonalen Linien ST5, ST239 und ST59 auch

unterschiedliche  Antibiotikaresistenzprofile aufweisen. Die ST5-Isolate verfiligten
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beispielsweise Uber Resistenzen gegentber Clindamycin, Erythromycin und Ciprofloxacin,
wahrend ST239-Isolate (t037) Resistenzen gegeniber Clindamycin, Erythromycin,
Ciprofloxacin, Gentamycin, Tetracyclin und Trimethoprim/Sulfamethoxazol aufwiesen. Dabeli
wurden fur ST239-lsolate (t030) erhohte Resistenzen gegeniiber Rifampicin und eine
Sensibilitat gegentber Trimethoprim/Sulfamethoxazol detektiert, die auch von CHEN et al.
(2010) und CHENG et al. (2013) beobachtet wurden. Im Gegensatz dazu wurde fiir ST59-
Isolate, die zu den typischen CA-MRSA von Kindern in China zéhlen, nur gegenlber
Clindamycin und Erythromycin eine Resistenzausbildung festgestellt (GENG et al. 2010;
WANG etal. 2012; KONG et al. 2017). Demgegeniiber konnten BENDARIF et al. (2016) keine
Korrelation zwischen Antibiotika-Empfindlichkeiten und klonalen Linien von S. aureus-
Isolaten aus Libyen feststellen. Allerdings wurde beobachtet, dass CC8- und CC339-Isolate die
breitesten Antibiotikaresistenzprofile aufwiesen. Da diese Daten einen gezielteren Einsatz von
Antibiotikaklassen in verschiedenen Bereichen (Veterindrmedizin, Tierhaltung oder
Humanmedizin) ermdglichen kdnnen, ist es ebenso wichtig, vergleichbare Daten zu
Biozidtoleranzen bei unterschiedlichen klonalen Linien zu erheben (KONG et al. 2017). Die
vorliegende Studie liefert dazu erste Ansatze, die durch Testung weiterer Isolate noch belegt

werden kdnnten.

4.5 Biozidtoleranz und Biozidtoleranz vermittelnde Gene bei Bakterien

Biozidprodukte werden seit langer Zeit in unterschiedlichen Bereichen (Medizin, Tierhaltung,
Haushalt) zur Keimreduzierung angewendet und schlief3en ein breites Spektrum an Substanzen
ein, die auf verschiedene Weise ihre antibakterielle Wirkung entfalten (ALAM et al. 2003;
AIELLO u. LARSON 2003; BJORLAND et al. 2005). Besorgniserregend sind die
zunehmenden Biozidtoleranzen, die durch Langzeitanwendung von Bioziden in
subinhibitorischen Konzentrationen entstehen konnen (MCCAY et al. 2010). Wahrend
Antibiotika bzw. Antibiotikaklassen eine bestimmte Zielstruktur der Bakterienzelle angreifen,
wirken Biozide an mehreren Zielstrukturen gleichzeitig, sodass eine Reaktion der Zelle
hinsichtlich einer Zielstruktur nicht gleich zu einer Resistenz des Bakteriums fiihrt, da noch
andere nicht modifizierte Ziele fir die Angriffe durch Biozide zur Verfligung stehen.
Beispielsweise greifen Chlorhexidin und Benzalkoniumchlorid als positiv geladene Substanzen

die negativ geladenen Zelloberflachenstrukturen an, zerstéren diese und vermitteln so ihre
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Aufnahme in die Zelle (GILBERT u. MOORE 2005). Dartiber hinaus interagieren Biozide mit
enzymatischen Systemen wie beispielsweise Chlorhexidin, das an die Adenosin-
Triphosphatase bindet und in hohen Konzentrationen die Funktion inhibiert
(KUYYAKANOND u. QUESNEL 1992). Viele Biozide wie Acridinderivate interagieren mit
Nukleinsduren (z. B. DNA) bzw. zerstdren Ribosomen (SILVER 1967, NAKAMURA u.
TAMAOKI 1968). Ein weiterer Mechanismus fur kationische Verbindungen wie Chlorhexidin
ist die Koagulation des Zytoplasmas (FITZGERALD et al. 1989). Wahrend diese Beispiele die
variablen Zielstrukturen der Biozide erldutern, gibt es ebenso unterschiedliche
Resistenzmechanismen. Als erworbene Toleranz- bzw. Resistenzmechanismen gegeniber
Bioziden werden Mutationen in der DNA oder der Erwerb genetischen Materials durch
Plasmide, Transposons oder selbst-replizierender extrachromosomaler DNA bezeichnet
(PAULSEN et al. 1993). Die Blockierung der Aufnahme und die Detoxifizierung sind die zwei
wesentlichen Resistenzmechanismen von Bakterien gegentiber Schwermetallen und Bioziden
(RENSING u. GRASS 2003; SOLIOZ u. STOYANOV 2003). Bei S. aureus ist die
Biozidtoleranz vorwiegend das Ergebnis einer verdnderten Zellhille, gesteigerter
Effluxpumpen-Aktivitdt bzw. des Erwerbs von plasmid-assoziierten Genen (ORTEGA-
MORENTE et al. 2013). Da diese Effluxpumpen bzw. Transporter mitunter wenig spezifisch
sind, konnen sie die Bakterienzelle gegeniiber einer Vielzahl von Bioziden schiitzen (GILBERT
u. MCBAIN 2003).

GemaR den Angaben in der Literatur und der Datenbank BacMet (2018) kénnen an der
Toleranzausbildung grampositiver Bakterien gegeniiber Bioziden wie QAVs, Acriflavin und
Chlorhexidin die Gene ImrS, norA und gacA/B, die fir Multidrugtransporter der ,,major
facilitator superfamily (MFS)*“ codieren, die Gene gacG, gacH, gacJ und smr aus der ,,small
multidrug resistance (SMR)“ Familie, das Gen SepA der ,,resistance nodulation cell division*
Familie und mepA als Vertreter aus ,,multidrug and toxic compound extrusion (MATE)*
Familie beteiligt sein (PAULSEN et al. 1995, 1996; HEIR et al. 1998, 1999; MITCHELL et al.
1998; NARUI et al. 2002; BJORLAND et al. 2003; HUET et al. 2008; FLOYD et al. 2010;
PAL et al. 2014).

Das Gen ImrS ist chromosomal gelegen und codiert eine Effluxpumpe, die neben QAVs und
Linezolid, welche zur Behandlung von MRSA- und VISA (Vancomycin-intermediére S.
aureus)-Infektionen eingesetzt werden, auch Natriumdodecylsulfat, Ethidiumbromid,
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Lincomycin, Fusidinsdure transportiert (FLOYD et al. 2010). Die Effluxpumpe MepA wird
durch das chromosomal lokalisierte Gen mepA codiert und vermittelt eine low-level Resistenz
gegenliber QAVs (Cetrimide, Benzalkoniumchlorid, Tetraphenylphosphonium, Dequalinium),
Chlorhexidin, Ethidiumbromid, Acriflavin, Rhodamine 6G, Pentadiamin,
Trimethylamindiphenylhexatrien, Kristallviolett, Pyronin Y und Antibiotika (unter anderem
Tigecyclin, Ciprofloxacin, Norfloxacin) (MCALEESE et al. 2005; KAATZ et al. 2005; HUET
et al. 2008; COSTA et al. 2013). Das im Bakterienchromosom vorkommende Gen norA codiert
fur einen Efflux-Transporter, der eine Reihe von unterschiedlichen Wirkstoffen ausschleust,
wie QAVs (Cetrimide, Benzalkoniumchlorid Tetraphenylphosphonium Dequalinium),
Acriflavin, Chlorhexidin, Kristallviolett, Ethidiumbromid, Pentamidin, Pyronin Y, Rhodamin
6G und Fluorchinolone (YOSHIDA et al. 1990; HUET et al. 2008; DENG et al. 2012). Die
Effluxpumpe SepA wird durch das chromosomale Gen sepA codiert und vermittelt eine low-
level Resistenz gegenuber Benzalkoniumchlorid, Chlorhexidindigluconat, Ethidiumbromid
und Acriflavin (NARUI et al. 2002). Die Gene gacA und gacB (hier als gacA/B bezeichnet, da
beide Gene mittels PCR detektiert werden) codieren fir eine Effluxpumpe, welche in der
Zellmembran lokalisiert ist und die eingedrungene Substanz wieder aus der Bakterienzelle
hinaus befordert und so die Konzentration der Substanz in der Zelle reduziert (PAL et al. 2014;
ZOU et al. 2014). Die Gene gacA/B codieren fur Proteine/Pumpen, die den Export von QAVs
(Benzalkoniumchlorid, Cetylpyridiniumchlorid, Cetrimide), Biguanidinen (Chlorhexidin,
Alexidin), Ethidiumbromid, Acriflavin, Kristallviolett, Pyronin Y, Quinaldinrot, sowie einer
Reihe von Substanzen, die den Xanthenen, Diamidinen und Guanylhydrazonen zugeordnet
werden, bedingen. Zudem belegen Studien, dass gacA zu einer erhdhten Toleranz gegenuber
Chlorhexidin fihren kann, waéhrend qacB nur geringfligig bis gar nicht zu einer
Toleranzsteigerung gegeniiber  zweiwertigen Kationen wie Chlorhexidin  beitragt
(LITTLEJOHN et al 1992). Die hdufig plasmid-lokalisierten Gene gacG und gacH codieren
flr Multidrug-Exporter, die Benzalkoniumchlorid, Ethidiumbromid und Proflavin (nur gacH)
aus der Zelle transportieren (HEIR et al. 1999). Das Multidrug-Efflux-Protein QacJ, das durch
das plasmid-assoziierte Gen gacJ codiert wird, schleust Benzalkoniumchlorid aus der Zelle
(BJORLAND et al. 2003). Dagegen vermittelt das Gen smr, das in der Literatur auch als gacC
oder gacD bezeichnet wird, Resistenz gegeniber QAVs (Cetrimide, Benzalkoniumchlorid,
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Tetraphenylphosphonium, Cetylpyridiniumchlorid, Dequalinium), Ethidiumbromid, Pyronin
Y, Rhodamin 6G und Kristallviolett (PAULSEN et al. 1993, 1995).

Dartiber hinaus gibt es einige Gene, die Toleranzen gegenuiber Schwermetallen vermitteln. Das
,»ATPase copper transport gene* copA, welches Toleranz vorwiegend gegentiber Kupfer, aber
laut Literatur auch vermutlich gegentber Blei und Eisen vermittelt, zahlt dazu (SITTHISAK et
al. 2007). RENSING et al. (2000) beobachteten jedoch, dass copA keine weiteren Resistenzen
gegenuber anderen Metallen vermittelt, obwohl die Expression des Gens beispielsweise durch
die Anwesenheit von Silber - nicht jedoch durch Zink oder Cadmium - induziert wird. Ein
weiteres Kupferresistenzgen ,,multicopper oxidase gene® mco, welches Toleranz gegenuber
Kupfer und Kobalt vermittelt, wurde bislang im Gegensatz zu copA auf Plasmiden oder auf
Plasmiden, die in das Chromosom integriert wurden, lokalisiert (HOLDEN et al. 2004;
SITTHISAK et al. 2005; BAKER et al. 2011; FESSLER et al. 2017). Toleranz gegeniiber Zink
und Cadmium wird dagegen durch das ,,cadmiun zinc resistance gene* czrC vermittelt, das
vorwiegend chromosomal lokalisiert ist, aber auch schon auf Plasmiden detektiert wurde
(SITTHISAK et al. 2005, 2007; CAVACO et al. 2010; GOMEZ-SANZ et al. 2013; SLIFIERZ
et al. 2015).

4.6 Vorkommen und Lokalisation von Biozidtoleranz vermittelnden Genen bei S.
aureus-lIsolaten der vorliegenden Studie

Mittels PCR-Analyse (polymerase chain reaction) wurden zunéchst Isolate, die auffallend hohe
MHK-Werte fir QAVs, Acriflavin und Chlorhexidin aufwiesen und damit am rechten Ende der
Verteilungskurve lagen, auf das VVorhandensein der spezifischen Toleranz vermittelnden Gene
ImrS, mepA, norA, sepA, gacA/B, qacG, gacH, gacJ und smr untersucht (Publikation 1, Tabelle
S1). Das Gen mepA wurde bei allen diesen Isolaten nachgewiesen. Fir Acriflavin wurden 27
Isolate getestet, die einen MHK-Wert >16 ng/ml aufwiesen, von denen 21 positiv fiir norA, 21
positiv fir ImrS, 19 positiv flr sepA und nur zwei Isolate positiv fir smr waren. VVon den 12
Isolaten mit MHK-Werten >4pg/ml fiir Benzalkoniumchlorid lieB sich bei 11 Isolaten das Gen
ImrS, bei neun Isolaten das Gen norA, bei drei Isolaten sepA, bei zwei Isolaten gacG und bei
einem Isolat smr nachweisen. Unter den 16 Isolaten mit MHK-Werten >4 ng/ml fiir

Benzethoniumchlorid wurde die Présenz der Gene &hnlich hdufig beobachtet: alle Isolate
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wurden positiv auf ImrS, 11 auf norA, vier auf sepA, eins auf qacA/B, zwei auf gacG, eins auf
gacJ und zwei auf smr getestet. Hinsichtlich Chlorhexidin ergibt sich ebenfalls eine &hnliche
Verteilung beztglich der Toleranzgen-Haufigkeiten. Es wurden neun Isolate mit MHK-Werten
>2 pg/ml untersucht, wobei ImrS bei acht, norA bei funf, und sepA bei drei Isolaten
nachgewiesen werden konnte (Publikation 1, Tabelle 2 und S1). LIU et al. (2015) konnten in
ihrer Studie mit Mupirocin-resistenten MRSA folgende Haufigkeiten der Plasmid-assoziierten
Gene gacA/B (83%) und smr (77,4%) beobachten. Die Prasenz fiir norA lag bei 49%, wobei
90,6% der Isolate als resistent gegentiber Chlorhexidin eingestuft wurden (LIU et al. 2015).
Demgegenuber beobachteten VALLI et al. (2008) bei klinischen MRSA in GroRbritannien, dass
36,7% der Isolate positiv fiir norA waren. CONCEICAO et al. (2016) konnten anhand ihres
Stammkollektivs von 82 MRSA- und 219 MSSA-Isolaten aus drei afrikanischen Landern sehr
hohe Vorkommen fur sepA (95,3%), mepA (89,4%) und norA (86,4%), etwas geringere
Présenzen flr ImrS (60,8%) und gacA/B (40,5%) und eine sehr geringe Prasenz fir smr (3,7%)
feststellen. Diese Héaufigkeiten kommen denen in der vorliegenden Studie ermittelten
Héufigkeiten sehr nahe. Allerdings wurde das Gen sepA in der vorliegenden Studie etwas
seltener nachgewiesen. Zudem wurden auch die Isolate mit MHK-Werten am rechten Ende der
Verteilungskurve gegeniber den Schwermetallen Kupfersulfat und Zinkchlorid auf das
Vorhandensein der Schwermetallresistenz vermittelnden Gene copA, czrC und mco untersucht.
Unter den sieben Isolaten mit MHK-Werten >4096 pg/ml gegeniiber Kupfersulfat wiesen fiinf
Isolate mco auf und ein Isolat wurde positiv auf copA getestet. Alle drei Isolate mit MHK-
Werten von >8192 pg/ml gegeniber Zinkchlorid wurden positiv auf czrC getestet.
AnschlieBend wurde mittels Southern Blotting die Lokalisation der Gene bestimmt. Als
plasmid-lokalisierte Gene wurden smr, mco, copA, gacG und gacJ nachgewiesen. In der
Literatur wird beschrieben, dass die Gene gqacA/B in S. aureus-Isolaten vorwiegend plasmid-
assoziiert vorkommen, in der vorliegenden Studie wurden gacA/B jedoch nur als chromosomale
Gene nachgewiesen (LEELAPORN et al. 1994; ORTEGA MORENTE et al. 2013). Alle
anderen Biozidtoleranz vermittelnden Gene waren im Chromosom lokalisiert. Auch das
Schwermetalltoleranz vermittelnde Gen czrC wurde als chromosomal lokalisiert nachgewiesen.
Dies entspricht den Ergebnissen von CAVACO et al. (2010), die das Gen czrC zu 74% (n = 23)
in tierischen und zu 48% (n = 24) in humanen CC398-MRSA-Isolaten auf dem SCCmec-

Element lokalisierten. Allerdings kann das Gen czrC ebenfalls auf Plasmiden lokalisiert
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werden, wie die Studie von GOMEZ-SANZ et al. (2013) fiir MRSA-Isolate von Menschen und
Schweinen zeigte. Ein Grund fur dieses gemeinsame Vorkommen von Zinktoleranz- und
Methicillinresistenz-Determinanten kann der Einsatz von Zinkchlorid enthaltenen Futtermitteln
bei zeitgleich erfolgender antibiotischer Behandlung der Tiere sein (CAVACO et al. 2010;
ORTEGA MORENTE et al. 2013). Dagegen wurde in der vorliegenden Arbeit bei einem Isolat,
das per PCR positiv fir das Vorkommen des Gens mco getestet wurde, zusatzlich das
Kupferresistenzgen copA auf einem Plasmid lokalisiert. Diese zweite zusatzliche
Kupferresistenzkomponente fiihrte jedoch nicht zu einem weiteren phénotypischen
Empfindlichkeitsverlust. Die Kupfertoleranzgene mco waren groRtenteils auf Plasmiden
lokalisiert, wahrend ein Isolat ein chromosomal gelegenes mco-Gen aufwies. Hinsichtlich der
Weitergabe und Verbreitung von Toleranz- und Resistenzgenen ist die Lokalisation der Gene
entscheidend. Bakterien wie S. aureus geben ihre DNA nicht nur vertikal an die
Tochtergeneration, sondern kdnnen DNA auch horizontal per Gentransfer (beispielsweise tber
Plasmide) an andere Bakterien weitergeben. Im Fall von plasmid-assoziierten Genen
ermdoglicht der horizontale Gentransfer eine einfache und schnellere Weitergabe auch mehrerer
Resistenz- bzw. Toleranzgene, denn diese kdnnen auch gemeinsam auf mobilen genetischen
Elementen vorkommen. Ein Transfer kann sogar an virulentere Staphylokokken oder auch
andere Bakterienspezies erfolgen (BJORLAND et al. 2001, 2005; CORREA et al. 2008;
ORTEGA-MORENTE et al. 2013).

4.6.1 Zusammenhang zwischen der Biozid-Empfindlichkeit und dem Vorhandensein
spezifischer Toleranz vermittelnder Gene

Anschliefend wurde (berpriift, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen der Présenz
spezifischer Toleranz vermittelnder Gene und einer erhdhten Toleranz der Bakterien gegenuliber
Bioziden besteht. Hierflir wurden die biozid-unempfindlicheren Isolate und einige ausgewahlte
biozid-empfindlichere Isolate (n = 15) in die Analysen einbezogen (Publikation 1, Tabelle S 1).
Dabei ist aber zu bedenken, dass bei einem reinen Nachweis von DNA-Sequenzen, wie er hier
per PCR erfolgte, die Expression dieser detektierten Gene nicht zwangslaufig auch stattfindet
(LIU et al. 2015). Bezuglich der Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid-Empfindlichkeit lief3
sich kein Zusammenhang zum Vorhandensein einzelner Gene beobachten. Die MHK-Werte flr

Acriflavin waren dagegen signifikant héher bei Isolaten, die das Gen norA aufwiesen.
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AuRerdem zeigte sich, dass Isolate mit dem Gen ImrS signifikant hohere MHK-Werte fir
Benzethoniumchlorid aufwiesen als Isolate ohne das Gen (Publikation 1, Tabelle S2). HE et al.
(2014) untersuchten in ihrer Studie bei S. aureus-1solaten den Zusammenhang zwischen einer
Benzalkoniumchloridtoleranz und der Présenz von Toleranzvermittelnden Genen. Die Isolate
stammten von Oberflachen, welche regelmaRig mit antibakteriellen Tuchern oder Sprays, die
Benzalkoniumchlorid in einer Konzentration von 0,02 bis 0,12% enthielten, desinfiziert
wurden. Sie konnten in ihrer Studie nachweisen, dass die Gene smr, gacG (und gacH) an der
Resistenz- bzw. Toleranzentstehung dieser Isolate beteiligt waren.

Hinsichtlich der Chlorhexidinempfindlichkeit fiel auf, dass kein Isolat mit erhéhten MHK-
Werten flr Chlorhexidin in der vorliegenden Arbeit tber die Gene gacA/B, gacG, gacH, gacJ
und smr verflgte. Offensichtlich wurde die geringere Empfindlichkeit gegenuber Chlorhexidin
bei diesen Isolaten nicht durch die Prasenz dieser Gene vermittelt. Diese Beobachtung wird
durch die Ergebnisse von SKOVGAARD et al. (2013) gestiitzt. Auch in dieser Studie konnte
kein Zusammenhang zwischen der gac-Gen-Prasenz bei Staphylococcus epidermidis und einer
Abnahme der Chlorhexidinempfindlichkeit gefunden werden. Hinsichtlich der Gene, die
Schwermetalltoleranz vermitteln (copA, mco und czrC) und erhdhten MHK-Werten fr
Kupfersulfat, Zinkchlorid und Silbernitrat wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zwischen Isolaten mit und ohne Gen festgestellt. Jedoch bleibt festzuhalten, dass von den sieben
Isolaten mit MHK-Werten >4096 ng/ml fiir Kupfersulfat nur 2 Isolate weder mco noch copA
aufwiesen, wahrend die anderen 5 Isolate jeweils mindestens Uber eine der beiden
Resistenzgene verfigten. In einer Studie von GOMEZ-SANZ et al. (2013) konnte jedoch eine
klare Abnahme der Empfindlichkeit von MRSA-Isolaten von Schweinen (um das 2-fache der
MHK-Werte von Isolaten ohne Gene) durch die Anwesenheit der Gene copA und mco

festgestellt werden.

4.6 Biozidtoleranz und Antibiotikaresistenz

Zahlreiche Studien zeigen, dass haufig ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
Biozidtoleranz- bzw. Schwermetalltoleranz vermittelnden Genen und dem Vorkommen von
Antibiotikaresistenz-Genen bei Bakterien gibt (GOMEZ-SANZ et al. 2013; CONCEICAO et
al. 2016). In Féllen, in denen die vermittelnden Gene fir Antibiotikaresistenz und

Biozidtoleranz beispielsweise gemeinsam auf einem Plasmid liegen, kdnnen diese gekoppelt
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weitergegeben werden. Das Ko-Selektionspotenzial von Genen fir Antibiotika- und
Metallresistenz ist seit langem bekannt (NOVICK u. ROTH 1968; FOSTER 1983), wobei
zunachst der Zusammenhang von Quecksilbertoleranz und Antibiotikaresistenz untersucht
wurde (SUMMERS et al 1993). Laut PAL et al. (2015) besteht fur Quecksilber- und QAVs-
Toleranzgene das weitaus groBte Potenzial im Rahmen einer Ko-Selektion mit
Antibiotikaresistenz-Genen  weitergegeben zu werden. Dies liegt daran, dass
Quecksilbertoleranzgene (bspw. merA, merB, merD und merT) und das QAV-Resistenz-Gen
qgacEAI die einzigen Metall- und Biozidresistenz-Gene sind, die h&ufig gemeinsam mit
Antibiotikaresistenz-Genen auf Plasmiden vorkommen. Somit sind beide durch horizontalen
Gentransfer leicht Ubertragbar. Daneben wurde aber bereits auch das Biozid- bzw.
Metalltoleranzgen cadD, das Toleranz gegentber Cadmium und Zink vermittelt, gemeinsam
mit Makrolidresistenz vermittelnden Genen wie mrs(A) und mph(C) und dem
Aminoglycosidresistenz vermittelnden Gen aph(3’)-lla auf Plasmiden nachgewiesen
(MATSUOKA et al. 2003; OJO et al. 2006; WOEGERBAUER et al. 2014; PAL et al. 2015).
Allerdings kommen Toleranzgene fur andere Biozide und Metalle einschlief3lich Silber und
Kupfer seltener gemeinsam mit Antibiotikaresistenz-Genen auf Plasmiden vor (PAL et al.
2015). Daher kann man hier von einem geringeren Potential fur Ko-Selektionsprozesse
ausgehen.

Es wurde weiterhin festgestellt, dass Bakterien, die Metall- und Biozidresistenz-Gene tragen,
auch haufiger Antibiotikaresistenz-Gene aufweisen. Metall- und Biozidresistenz-Gene wurden
laut PAL et al. (2015) in 86% der Bakteriengenome gefunden und sie kamen zu 17%
gemeinsam mit Antibiotikaresistenz-Genen vor. Auf Plasmiden dagegen kam es bei weniger
als 0,7% der Bakterien aus der Umwelt und etwas haufiger (5% bzw. 7%) bei Bakterien von
Haustieren und Menschen zu einem gemeinsamen Vorkommen von Antibiotikaresistenz-
Genen und Metall- und Biozidresistenz-Genen. Aullerdem sind Plasmide, die Metall- und
Biozidresistenz-Gene und Antibiotikaresistenz-Gene tragen, haufiger konjugativ und somit
selbstibertragbar. PAL et al. (2015) konnten zudem feststellen, dass Kupfer, Silber, Arsen,
Antimon, Kobalt, Nickel, Cadmium, Eisen, Zink, Quecksilber und QAVs als potentielle Ko-
Selektoren fiir Bakterien wirken, die resistent gegeniiber Sulfonamiden, p-Laktamen,

Amphenicolen, Tetracyclinen und Aminoglykosiden sind.
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Die Untersuchungen der vorliegenden Studie haben gezeigt, dass die Biozidtoleranz
vermittelnden Gene smr, gacG und gacJ und die Metall- bzw. Kupfertoleranz vermittelnden
Gene mco, copA und auf Plasmiden von S. aureus vorkommen, wobei das Gen mco in einem
Isolat chromosomal gelegen lokalisiert wurde. Demgegenlber konnten die anderen
Biozidtoleranz vermittelnden Gene ImrS, sepA, mepA, gacA/B und norA und das Zinktoleranz
vermittelnde Gen czrC im Chromosom nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang ware
es interessant, ob die Plasmide, welche die Gene smr, gacG, gacJ, mco und copA tragen, auch
uber Antibiotikaresistenz-Gene verfugen. Weiterfihrende Untersuchungen der Isolate konnten
Hinweise auf weitere Verkniipfungen zwischen Biozidtoleranz und Antibiotikaresistenz bei S.

aureus offenlegen.

4.7 Silbertoleranz bei S. aureus-Isolaten und anderen bakteriellen Erregern

Die Empfindlichkeitstestung fir Silbernitrat in der vorliegenden Arbeit ergab ein unimodales
Verteilungsmuster mit nur geringen Unterschieden in den ermittelten MHKSsg90-Werten bei
humanen und animalen Isolaten. Somit waren in der untersuchten Sammlung von S. aureus-
Isolaten vermutlich keine Nicht-Wildtyp Isolate vorhanden. Dennoch kann es durch eine
kontinuierliche Freisetzung von Silberionen Uber einen langeren Zeitraum zu einer Selektion
weniger empfindlicher Bakterien kommen. Wéhrend fir eine Vielzahl an gramnegativen
Bakterien wie Salmonella typhimurium, Enterobacter cloacae, Pseudomonaden,
Acinetobcacter baumannii, E. coli und Klebsiella pneumoniae Plasmid oder chromosomal
lokalisierte Silberresistenzgene, die zu einer Toleranzsteigerung gegeniber Silber fiihren,
beschrieben wurden (MCHUGH et al.1975; ANNEAR et al. 1976; HENDRY u. STEWART
1979; BRIDGES et al. 1979; KAUR et al. 1985; KAUR u. VADEHRA 1986; DESHPANDE
u. CHOPADE 1994; SILVER 2003), scheinen Silbertoleranzgene bei grampositiven Bakterien
seltener vorzukommen. Im Zuge dessen gibt es nur eine Veroffentlichung, die das
Silberresistenzgen silE in zwei MRSA und einem Methicillin-resistenten Koagulase-negativen
S. aureus nachweisen konnte, wobei das VVorhandensein dieser Determinante nicht zu einer
Toleranzsteigerung gegenuber Silber fiihrte. Dennoch erscheint es méglich, dass Bakterien sich
an steigende Silberkonzentrationen adaptieren kénnen.

Im Jahr 1998 wurden erstmals die genetischen Hintergriinde einer Silbertoleranz bei Bakterien
beschrieben (MCHUGH et al. 1975; GUPTA u. SILVER 1998, SILVER 1998; GUPTA et al.
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1999; SILVER et al. 1999). Die Mechanismen lassen sich in endogene und exogene (horizontal
erworbene) Mechanismen einteilen. Endogene Mechanismen sind beispielsweise mit einem
Verlust von speziellen outer membrane Proteinen (AulRenmembranproteinen OMP C/F) und
der Aufregulation von Effluxmechanismen (Cus-System) assoziiert, die als Effekt von zwei
Punktmutationen nach einer langeren Silberionen-Exposition (AgNOz) von Bakterien (bspw.
E. coli) auftreten konnen (RANDALL et al. 2015). RANDALL et al. (2015) zeigten, dass sich
nach einer 6-tagigen subinhibitorischen Silberexposition resistente Bakterien (E. coli)
entwickelten. Diese cusCFBA-Gene codieren fir ein System des aktiven extrazellularen
Exports von einwertigem Silber und Kupfer. Die Protein-Komponenten dieser Effluxpumpe
sind CusA, CusB und CusC, sowie ein periplasmatisches Chaperon CusF (SU et al. 2011a, b).
Die Transkription der Gene wird durch die extrazellulire Konzentration von
Schwermetallionen und dem Vorhandensein des cusRS Operons gesteuert (CHACON et al.
2014). 1975 wurde in einem S. Typhimurium Isolat ein Plasmid pMG101 entdeckt, welches
Resistenzgene (exogene Resistenz) fur Schwermetalle (Hg, Ag), Tellurit und Antibiotika
(Chloramphenicol, Streptomycin, Tetracyclin und Ampillicin) aufwies (SILVER et al. 1999;
RANDALL et al. 2015). Die spezifische Region fiir die Silbertoleranz besteht aus neun Genen
silRS, silE, silCFBAGP, die fir Sil-Proteine codieren (RANDALL et al. 2015). Wahrend die
Funktion von SilG noch unbekannt ist, konnten die anderen Proteine anhand ihrer Homologie
(>80 %) zu den CusCFBA-Komponenten bereits charakterisiert werden (SILVER 2003;
FINLEY et al. 2015).

Schlussendlich zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie die Daten aus der
Literatur, dass bei S. aureus bezlglich einer Toleranzentwicklung gegeniber Silber derzeit
noch wenig Grund zur Besorgnis besteht. Alle getesteten MRSA und MSSA-Isolate zeigten
einheitlich niedrige MHK-Werte fur das Schwermetall (MHKgg = 4ug/ml). Aus diesem Grund
sollten Nanosilberpartikel auf einer Lebensmittelkontaktfolie in einem Anwendungsversuch
hinsichtlich ihrer antibakteriellen Wirkung und der Effekte auf die Fleischbeschaffenheit

Uberpruft werden.
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4.8 Einflusse des Nanosilbers auf verschiedene Fleischbeschaffenheitsparameter

Verpackungen, bei denen ein Wirkstoff Giber einen langeren Zeitraum an das Lebensmittel oder
in den Gasraum abgegeben wird, bezeichnet man als ,,Controlled Release-“, ,, Time Release-*
oder ,,Slow Release-Verpackungen (LACOSTE et al. 2005; MALHOTRA et al. 2015). Neben
der Anwendung von organischen Substanzen wie Nisin, werden zunehmend anorganische
Stoffe verwendet, die sehr viel stabiler gegenliber hoheren Temperaturen sind (METAK u.
AJAAL 2013; METAK 2015). Zu den anorganischen Stoffen zahlen beispielsweise metallische
Nanopartikel (Cu, Zn, Au, Ti und Ag), deren Einsatzgebiete immer weiter zunehmen (TOKER
et al. 2013; CARBONE et al. 2015). Im Lebensmittelbereich sind vor allem
Verpackungssysteme - wie Vorratsboxen - mit Nanosilber ausgestattet. Unabhéngig von den
speziellen Beschichtungen bestehen Verpackungen fir Lebensmittel zumeist aus nicht
biologisch abbaubaren, polymeren Kunststoffen wie Polyethylen (PE), Polypropylen (PP),
Polyvinylchlorid (PVC) oder Ethylenvinylalkohol (EVOH). Die Kunststoffe PE, PVC und
EVOH sind gleichzeitig auch die hdufigsten Tragermaterialien fiir Nanopartikel wie Nanosilber
(CARBONE et al. 2016). PE und PP sind die am haufigsten verwendeten Kunststoffe, wobei
man bei PE zwischen dem high density PE (HDPE) und dem low-density PE (LDPE)
unterscheidet (CARBONE et al. 2016). Letzteres stellt das flexiblere, transparentere und
feuchtigkeitsresistentere Material dar. Aus diesem Grund wird auch nur das LDPE als
Verpackungsuberfolie eingesetzt (MAHDI et al. 2012). PVC ist ein starres, aber biegsames und
transparentes Material, welches vorwiegend fir Vorratsboxen und Container zur
Lebensmittelaufbewahrung eingesetzt wird (MAHDI et al. 2012; BRAGA et al. 2018). GemaR
der VO (EU) 10/2011 muss allerdings bei der Verwendung von PVC als
Lebensmittelkontaktmaterial sichergestellt werden, dass Vinylchlorid (bspw. als Bestandteil
von PVC-Folien) nicht in nachweisbaren Mengen in das Lebensmittel migrieren darf. EVOH
ist ein Copolymer aus Ethylen sowie Vinylalkohol und ist als diinne Folie gegentber Ol, Fett
und Sauerstoff unempfindlich, jedoch sehr sensitiv gegeniiber Feuchtigkeit. Wie Studien zeigen
konnten, sinken mit steigender Temperatur und hoherer relativer Feuchtigkeit die
Barriereeigenschaften gegentiber Sauerstoff (ZHANG et al. 1999; MURAMATSU et al. 2003;
LOPEZ-RUBIO et al. 2005). Grund daftr ist die Feuchtigkeitsabsorption durch einzelne
Hydroxylgruppen der EVOH-Folie, die Wassermolekiile Gber Wasserstoffbriickenbindungen
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binden, sodass es folglich zur Schwellung der EVOH-Folie kommt (APICELLA u.
HOPFENBERG 1982; IWAMOTO et al. 2006). Zudem muss wie im Fall von PVC-Folien
gemal der VO (EU) 10/2011 sichergestellt werden, dass Vinylchlorid als Bestandteil des
Copolymers EVOH nicht in nachweisbaren Mengen in das Lebensmittel migriert. Aus diesen
Grlnden eignen sich die EVOH-Folien nicht fiir Verpackungen mit direkten Kontakt zu
flissigen oder sehr feuchten Lebensmitteln. Deswegen werden diese Folien regelmaRig, auch
wegen der guten Barriereeigenschaften fir Gase wie Sauerstoff und Kohlendioxid, in
mehrschichtigen Folien als Zwischenfolie ohne direkten Kontakt zu Produkten eingesetzt
(MARTINEZ-ABAD et al. 2012). In dieser Studie wurde eine mehrschichtige Folie aus PE,
EVOH und PP verwendet (Suedpack GmbH & CO KG, Ochsenhausen, Germany), wobei PP
als Bestandteil der &uRersten Schicht zum StoRwiderstand sowie der Hitzebestandigkeit der
Folie beitragt. Die mittlere Schicht aus EVOH bedingt die sehr guten Barriereeigenschaften der
Folie gegenuber Gasen (z. B. Oz, CO2, N2, Wasserdampf, Aromastoffe). Die innerste PE-
Schicht, die Kontakt zum Fleisch hat, ist sehr widerstandsfahig gegeniiber Chemikalien und
Fetten und hinsichtlich der Freisetzung moglicher Migrationsstoffe sehr unbedenklich. Da
Nanosilber bakterizid gegenliber Hefen, Bakterien, Viren und Pilzen ist, gibt es verschiedene
Untersuchungen, die die antimikrobielle Wirksamkeit von Nanosilber bezuglich Fleisch, Reis,
Gemuse, Obst, Saften oder Lebensmittelsimulanzien in kommerziell vermarkteten
Verpackungsmaterialien analysierten auf die in Kapitel 4.8.3 eingegangen wird (RAI et al.
2009, 2012 CHERNOUSOVA u. EPPLE 2013; REALINI u. MARCOS 2014). Zur Beurteilung
der Fleischbeschaffenheit werden neben den Farbwerten, wie Rotwert (a*) und Helligkeitswert
(L*), oft auch der Tropfsaftverlust, der pH-Wert, die elektrische Leitfahigkeit (EC) und die
anteilsmaRige Verteilung der Myoglobin-Redoxformen bestimmt. Weitere Parameter, die sich
wéhrend der Lagerung verandern, sind die mikrobiologische Belastung des Lebensmittels,
sowie die Konzentrationen chemischer Verderbnisindikatoren, wie biogener Amine und
TBARS. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie diese Parameter an den Tagen

4, 8 und 12 wahrend der 12-tdgigen Lagerung von Schweinefleisch untersucht.
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4.8.1 Einfluss der Nanosilberfolie auf Fleischbeschaffenheits- und Myoglobin-
Redoxform-Ergebnisse

Der Einfluss der Nanosilberfolie auf die Farb-Werte mit signifikant (P < 0,05) niedrigeren L*-
Werten der Schweineschnitzel am Tag 4 nach Kontakt mit der Nanosilberfolie (Tabelle 3,
Publikation 1), welcher in der vorliegenden Arbeit festgestellt wurde, sollte nicht Uberbewertet
werden. Grund dafur ist, dass sich wéhrend der weiteren Lagerung keine weiteren signifikanten
Unterschiede der L*- und auch der a*- und b*-Werte zwischen den beiden Folientypen mehr
zeigten. Andere Studien konnten ebenfalls keine Auswirkungen von Nanosilberfolien auf die
Farb-Werte von Hahnchen-, Rind oder Putenfleisch feststellen (FERNANDEZ et al. 2010a;
AZLIN-HASIM et al. 2015, 2016; DEUS et al. 2017a). Da die Farb-Ergebnisse gering waren
und andere Studien variierende Farbveranderungen zeigten, kann der Effekt der Nanosilberfolie
auf Schweinefleisch als sehr gering angenommen werden. Um jedoch die Beeinflussung der
Farbwerte besser nachvollziehen zu kdnnen, wurden ebenfalls die Myoglobin-Redoxformen,
die maRgeblich die Farbe des Fleisches beeinflussen, in ihren veranderlichen Anteilen bestimmt
(MANCINI u. HUNT 2005). Dabei werden die drei Myoglobin (Mb)-Redoxformen
Oxymyoglobin (OxyMb), welches eine frischhellrote Farbe hervorruft, Deoxmyoglobin
(DeoxyMb), welches ein tiefes bis dunkelrot erzeugt und Metmyoglobin (MetMb), welches zu
einer Braunfarbung des Fleisches fuhrt, analysiert (ORKUSZ et al. 2013). Die Anteile der Mb-
Redoxformen wurden dabei durch die Nanosilberfolie starker beeinflusst als die Farbmessung
vermuten lie} (Publikation 2, Tabelle 4). Es zeigte sich, dass die OxyMb-Anteile von
Schweinefleisch, welches mit der Nanosilberfolie in Kontakt kam, an den Lagerungstagen 4
und 12 signifikant (P < 0,05) hoher waren als bei der Vergleichsgruppe, wiahrend die MetMb-
und DeoxyMb-Anteile an diesen Tagen nach Nanosilberkontakt niedriger waren. An Tag 8
konnte ein komplett gegenteiliger Effekt auf die Anteile der Mb-Redoxformen bestimmt
werden. Es lassen sich zwar Veranderungen der Farbe und der Myoglobin-Redoxformen durch
Ag-NP hervorrufen, jedoch ist der Effekt aufgrund der nicht schliissigen Ergebnisse schwer zu
diskutieren. Grundsétzlich zeigte sich, dass Nanosilber nicht nur die Oxidation der Myoglobin-
Molekiile, sondern auch deren Oxygenierung zu beeinflussen scheint. Bezliglich der Effekte,
die Nanosilber auf die Myoglobin-Redoxformen ausubt, sind in der Literatur keine
vergleichbaren Studien verfiugbar, die die Beobachtungen der vorliegenden Studie

untermauern. Jedoch haben MAHATO et al. (2011) nachweisen kdnnen, dass Ag-NPs an

78



4. Zusammenfassung der Ergebnisse und tUbergreifende Diskussion

Tryptophan-, Amid-, Hdm- und aromatische Amin-Reste des Hamoglobinmolekils binden
kdnnen, wodurch das Hamoglobinmolekiul seine Konformation &ndert und sich entfaltet.
Aufgrund der Strukturdhnlichkeit zwischen Hamoglobin- und Myoglobinmolekilen l&sst sich
vermuten, dass Ag-NPs ebenfalls zu Verédnderungen in der Tertidrstruktur der
Myoglobimolekule fiihren, weshalb anzunehmen ist, dass Nanosilber indirekt auch die Bildung
der Myoglobin-Redoxformen beeinflusst. Beriicksichtigt man andere Parameter, wie
Tropfsaftverlust, pH-Wert und elektrische Leitfahigkeit, so hat die Nanosilberfolie diese
Parameter nicht signifikant beeinflusst. Dies war allerdings auch unter Beriicksichtigung der
fehlenden mikrobiologischen Effekte zu erwarten. In einer Studie von AN et al. (2008), die die
physikalischen, chemischen und mikrobiologischen Effekte von Nanosilber fur Spargel
untersuchten, wurden hingegen wahrend der 25-tdgigen Lagerung positive Effekte der
Nanopartikel, wie ein geringerer Gewichtsverlust, eine grinere Farbe und eine zartere Textur
der Spargelstangen im Vergleich zu den Kontrollproben nachgewiesen. Hinsichtlich der
Beeinflussung des pH-Werts, Tropfsaftverlustes und der elektrischen Leitfahigkeit gibt es in
der Literatur keine vergleichbaren Studien, die diese Parameter fur Fleisch in Verbindung mit
Nanosilberpartikeln untersucht haben. Jedoch scheinen Nanopartikel einen generellen Effekt
auf die elektrische Leitfahigkeit und das visuelle Erscheinungsbild durch Lichtstreuung und -
absorption zu nehmen (DORIA et al. 2012).

4.8.2 Einfluss der Nanosilberfolie auf die chemischen Parameter

Zur Beurteilung der Frische werden oft zusatzlich die Konzentrationen biogener Amine und
thiobarbitursdurereaktiver Substanzen (TBARS) als wichtiges Kriterium neben der
mikrobiellen Kontamination bestimmt. Gewebs- oder mikrobielle Enzyme tragen durch die
Decarboxylierung von freien Aminoséuren dazu bei, dass biogene Amine entstehen
(NTZIMANI et al. 2008). Einige biogene Amine wie Histamin und Tyramin sind nicht nur
Indikatoren fir vorangeschrittenen Verderb, sondern fuhren bei empfindlichen Personen auch
zu Krankheitserscheinungen wie Kopfschmerzen und Ubelkeit (VINCI et al. 2002;
FRAQUEZA et al. 2012). Wé&hrend der 12-tagigen Lagerung konnten keine Effekte der Ag-NP
auf die Konzentrationen der biogenen Amine Tyramin, Putrescin, Cadaverin, Histamin und
Spermidin nachgewiesen werden. Dagegen konnten DEUS et al. (2017a) in einem identischen

Versuchsaufbau flr Putenbriste, die in Nanosilberfolie verpackt wurden, signifikant héhere
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Konzentrationen an Tag 4 der Lagerung fir Cadaverin und Tag 12 fur Tyramin im Vergleich
zu Putenbriisten der Kontrollverpackungen ohne Silber feststellen. DEUS et al. (2017a) wiesen
ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den Konzentrationen weiterer biogener Amine
fur vakuumverpacktes Fleisch nach. In diesen Fallen wurden héhere Werte fur Putrescin und
Cadaverin an Tag 4 fir Fleisch der Verpackungsvariante mit Nanosilber und fir Tyramin,
Histamin und Spermidin hohere Werte an Tag 8 fur Fleisch aus Verpackungen ohne
Nanosilberfolie ermittelt. Bezuglich der MAP Verpackungen konnten DEUS et al. (2017a)
ebenfalls signifikante Unterschiede an einzelnen Probeentnahmetagen ermitteln, wobei
allerdings eindeutige Effekte der Folie auf eine Erhohung oder Verminderung der
Konzentration einzelner biogener Amine nicht beobachtet werden konnte. Da es in der Literatur
bislang an Studien mangelt, die die Effekte von Nanosilber auf die Bildung von biogenen
Aminen untersucht haben, bleibt ungeklart, ob und in welchem Rahmen Nanosilberpartikel die
Bildung von biogenen Aminen hemmen oder beglinstigen. Bei der TBARS-Analyse wird
Malondialdehyd als Abbauprodukt des oxidativen Fettsdureabbaus nachgewiesen. Da eine
verstarkte Lipidoxidation zu sensorischen Veranderungen des Fleisches fiihren kann und das
Fleisch z. B. ranzig schmecken l&sst, ist die TBARS-Analyse angezeigt, um Ruckschliisse auf
die oxidativen Veranderungen innerhalb des Fleisches ziehen zu kdnnen (CORTEZ-VEGA et
al. 2012). Studien konnten zeigen, dass hohe Sauerstoffkonzentrationen zu starkerer
Lipidoxidation fuhren (MARTINEZ et al. 2006; BLACHA et al. 2014). In der vorliegenden
Studie konnte allerdings nur eine signifikante (P < 0,05) Erhéhung der Malondialdehyd-
Konzentration an Tag 8 bei Fleisch mit Nanosilberkontakt festgestellt werden, so dass der
Effekt von Nanosilber nicht tberbewertet werden sollte. Da die an einem Tag beprobten
Schweineschnitzel aus dem gleichen Teilstlick geschnitten wurden, ist auch nachvollziehbar,
dass der Fettgehalt und die damit assoziierte Lipidoxidation vergleichbar zwischen den
Verpackungsvarianten mit und ohne Nanosilber waren. In der mit dieser Studie vergleichbaren
Arbeit von DEUS et al. (2017a), die allerdings anstatt Schweinefleisch Putenbriste untersuchte,
wurden an Tag 4 der Lagerung signifikant hohere TBARS-Konzentrationen bei in
Nanosilberverpackungen gelagertem Fleisch nachgewiesen als bei den in Kontrollfolie
verpackten Proben, wohingegen an Tag 8 der gegenteilige Effekt beobachtet wurde. In der
Literatur gibt es bislang nur wenige Studien, die die Effekte von Nanosilberpartikeln

hinsichtlich der Lipidoxidation im Fleisch untersucht haben. In den Studien von AZLIN-
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HASIM et al. (2016, 2018) wird jedoch fir Hahnchenbrustfilets eine verminderte
Lipidoxidation bzw. verbesserte oxidative Stabilitit durch Verwendung Nanosilber
beinhaltender PVC- und LDPE-Folien beschrieben.

4.8.3 Einfluss der Nanosilberfolie auf mikrobiologische Parameter

Die Nanosilberfolie konnte in der vorliegenden Studie an keinem Lagertag die
Gesamtkeimzahlen sowie die Zahlen an Pseudomonaden und Enterobacteriaceae wéhrend der
12-tdgigen Lagerung reduzieren. Anhand von elektronenmikroskopischen Bildern konnte
jedoch eine geringere Konzentration und veranderte Anordnung der Ag-NPs auf der
beschichteten Folie nach der Lagerung festgestellt werden. Auch andere Studien konnten
keinen antimikrobiellen Effekt von Nanosilbermaterialien auf H&hnchen- und Rindfleisch
nachweisen, jedoch konnte ein keimreduzierender Effekt bestimmt werden, wenn der wéhrend
der Lagerung abtropfende Fleischsaft untersucht wurde (FERNANDEZ et al. 2009, 2010a).
Auch LLORET et al. (2012) stellten in ihren Untersuchungen Reduktionen der bakteriellen
Belastung von Rind- und Gefligelfleischexsudaten sowie Kiwi- und Melonenséften durch
nanosilberbeladene Absorptionsmaterialien fest. Dagegen konnten AZLIN-HASIM et al.
(2016) eine antimikrobielle Wirkung einer Nanosilberfolie gegenuiber Pseudomonas spp. und
der aeroben Gesamtkeimzahl auf Hahnchenbrustfilets nachweisen. MAHDI et al. (2012)
zeigten, dass PVC Folien mit Ag-NPs das bakterielle Wachstum auf gehacktem Rindfleisch
nach 7-tdgiger Lagerung bei 4°C verhindern, wobei das Wachstum von E. coli stérker inhibiert
wurde als das von S. aureus. MORSY et al. (2014) konnten ebenfalls fiir essbare, biologisch
abbaubare Pullulan-Folien, in die Ag-NPs und &therische Ole (Oreganoextrakt) eingebettet
wurden, die antimikrobielle Wirkung fur frisches und zuvor verarbeitetes rotes Fleisch und
Gefllgelfleisch belegen. MARCHIORE et al. (2017) zeigten, dass Milchsdurebakterien auf
H&hnchenwirsten wéhrend einer Lagerung uber 30 Tage durch das Eintauchen der Wirste in
eine Nanosilberlosung signifikant reduziert werden konnten. Moéglicherweise ist eine hohere
Lagerungsdauer wichtig, um die antibakteriellen Effekte der Nanosilberpartikel sichtbar zu
machen. So fanden LEE et al. (2011) ebenfalls keine Reduktion der Pseudomonas putida-
Keimzahlen fir Rind-, Schweine- und Putenfleisch nach 3-tdgiger Lagerung in Silberzeolith-
Verpackungsfolie. Auch GALLOCCHIO et al. (2016) zeigten, dass kommerziell
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nanosilberbeschichtete Plastiktiten nach 7-tagiger Lagerung zu Kkeiner signifikanten
Verminderung der Gesamtkeimzahl und der Konzentration an Pseudomonas spp. auf
Hé&hnchenfleisch und Fleischballchen flhrten. Hingegen gelang es in der Studie von DEUS et
al. (2017a) nicht, in einem 12-tadgigen Lagerungsversuch eine signifikante mikrobielle
Reduktion auf Putenbrustfilets nach Lagerung in Kontakt mit einer kommerziellen
Nanosilberfolie zu erzielen. MARTINEZ-ABAD et al. (2012) untersuchten die antibakterielle
Wirkung einer Folie, in die Silberionen eingebettet wurden, auf Lebensmittel mit variierenden
Proteingehalten, da diese die Silberionen in unterschiedlichem MaRe in ihrer Wirkung
inhibieren wirden. Als Lebensmittel mit geringem Proteingehalt wurden Gemise, Fruchtstlicke
und Fruchtsafte getestet, wahrend Kése und Fleisch als Lebensmittel mit hohem Proteingehalt
untersucht wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass Ag-NPs bei Lebensmitteln mit geringem
Proteingehalt weniger gehemmt wurden, wobei ein deutlicher antibakterieller Effekt erst bei
Folien mit 10 %-igen Ag-NPs erreicht wurde. Es gelang in dieser Studie jedoch nicht,
antimikrobielle Effekte bei Lebensmitteln mit geringem Proteingehalt mit Konzentrationen von
0,1 % Silbergehalt in den EVOH-Folien zu erzielen. Dagegen konnten LI et al. (2017) wahrend
einer 35-t4gigen Lagerdauer geringere Keimgehalte bei Reis, der in nanosilberbeschichteten
Folien eingepackt war, im Vergleich zu in Kontrollfolien verpacktem Reis beobachten. Da der
Reis, zum einen sehr viel trockener ist als frisches Fleisch und zum anderen tber einen langeren
Zeitraum gelagert wurde, ist davon auszugehen, dass die ldngere Kontaktzeit zu den
Nanosilberpartikeln sowie der Feuchtigkeitsgehalt der Produkte ebenfalls die antibakterielle
Wirksamkeit von Nanosilberfolien beeinflusst (LI et al. 2017). EMAMIFAR et al. (2010)
konnten ebenfalls zeigen, dass LDPE-Matrices, die Nanosilber beinhalteten, gute
antimikrobielle  Eigenschaften in  Verbindung mit Hitze erzielten, sodass die
Pasteurisierungstemperatur fiir Orangensaft um 10°C gesenkt werden konnte. FERNANDEZ
et al. (2010b) untersuchten die antimikrobiellen Effekte von Nanosilberpartikeln in
Absorptionsmaterialien auf Melonenstiicke. Sie konnten zeigen, dass Ag-NPs aus den
Absorptionsmaterialien freigesetzt wurden sobald diese mit Melonensaft durchtrankt waren. Da
die antimikrobielle Wirkung der Ag-NPs kaum durch Bindung bspw. an Proteine eingeschrankt
wurde, konnten die Nanosilberpartikel enthaltenden Absorptionsmaterialien das Wachstum der

Verderbnisflora auf Melonenstiicken teilweise reduzieren.
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4.8.4 Beeinflussung der antimikrobiellen Eigenschaften von nanosilberbeschichteten
Folien

Wahrend die antibakterielle Wirksamkeit der Silberionen zum einen durch Bildung unléslicher
Préazipitate (AgCl) oder durch Interaktion mit Proteinen (Albumin) vermindert wird, ist zum
anderen die Freisetzung der Metallionen aus den Materialien ein wichtiger Faktor hinsichtlich
deren antibakterieller Wirkung (ESPITIA et al. 2012; SHI et al. 2014; KEDZIORA et al. 2018).
Deswegen wurden in den letzten Jahren zahlreiche Studien veroffentlicht, die die Migration
von Nanosilber aus unterschiedlichen Kunstoffen (PE, PP, HDPE, LDPE, PVC) mit
unterschiedlichen  Lebensmitteln und spezifischen Simulanzien untersucht haben
(ECHEGOYEN u. NESRIN 2013; ARTIAGA et al. 2015; HANNON et al. 2016;
MACKEVICA et al. 2016; STORMER et al. 2017). Einige der Studien untersuchten auch das
Migrationspotential von Ag-NPs aus PE-Kunstoffen bei geringen Temperaturen von ca. 4 bis
8 °C, die vergleichbar mit der Lagerungstemperatur dieser Studie sind. Zusammenfassend sind
allerdings in diesen Studien bei diesen geringen Temperaturen, auch bei Produkten oder
Simulanzien mit erhohter Aziditat, nur sehr geringe Silberkonzentrationen von 0,01 bis 3,0
ng/dm? nachgewiesen worden. Die Ergebnisse dieser und weiterer Studien, bei denen die
Migration bei hoheren Temperaturen getestet wurde, sind allerdings auch aufgrund
unterschiedlicher Versuchsanordnungen und Nachweismethoden sehr heterogen. Beziglich
dieser Heterogenitat verweisen STORMER et al. (2017) darauf, dass bei einigen im Labor oder
kommerziell hergestellten Nanopartikel-beschichteten Kunststoffen die Partikel unter einer
dunnen Schicht eines Polymers liegen, wodurch kein direkter Kontakt zum Lebensmittel oder
Simulanz méglich ist. Werden die Kunststofffolien wahrend der Analyse der Migrationswerte
jedoch in kleinere Stuicke zerschnitten, so kdnnen an diesen Schnittkanten die Nanopartikel in
direkten Kontakt zum Lebensmittel oder Simulanz treten und folglich lonen auch besser
migrieren. Das Problem ist, dass dieser sogenannte ,cutting edges effect” bei den
Migrationsversuchen oftmals nicht beachtet wird, obwohl dieser hohere Konzentrationen der
Migrationssubstanzen bedingen kann (STORMER et al. 2017). Zudem beméangeln STORMER
etal. (2017), dass bei allen Studien als quantitative Nachweismethode ein Verfahren eingesetzt
wurde, das nicht zwischen Ag-NPs und Silberionen unterscheiden kann. Zusammenfassend
lasst sich also festhalten, dass heterogene Migrationsraten nachgewiesen wurden, allerdings

ubereinstimmend hohere Migrationsraten bei Lebensmitteln oder Simulanzien mit niedrigerem
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pH-Wert beobachtet wurden. Die Freisetzung der lonen ist aber auch von der Molekilmasse,
den Verpackungsmaterialien, der Zusammensetzung des Lebensmittels und der Lagerung bzw.
Zubereitungsart (bspw. Ofen oder Mikrowelle) abhangig (CARBONE et al. 2005; STORMER
et al. 2017). Nach STORMER et al. (2017) wird das Migrationsverhalten von Nanoteilchen in
einem Polymer von dessen molekularen VVolumen bestimmt. Nanopartikel mit einer GréRe von
1-2 nm haben eine reelle Chance sich zwischen den groéReren Plastikpolymeren zu bewegen,
jedoch werden Nanopartikel dieser GroRe praktisch nicht in Lebensmittelverpackungen

eingesetzt.

Dass in der vorliegenden Studie die Nanosilberfolie keine antibakterielle Wirkung zeigte,
kdnnte mit der zu geringen Konzentration an Ag-NPs auf der Folie, deren Form und GroRe,
sowie der geringen Migration bei der niedrigen Lagertemperatur und der zu kurzen Lagerdauer
zusammenhéngen. Aullerdem konnten die Ag-NPs durch den Tropfsaft, der wéhrend der
Lagerung vom Schweinefleisch abtropft, von der Fleischoberflache gespilt oder durch
Bindungen an Proteine und Fette inhibiert worden sein (CARBONE et al. 2005; FERNANDEZ
et al. 2010b, ¢, MARTINEZ-ABAD et al. 2012; LI et al. 2017; STORMER et al. 2017).

4.9 Antimikrobielle Effekte der Nanosilberfolie auf inokuliertes Schweinefleisch

Nachdem keine keimreduzierende Wirkung der Nanosilberfolie auf naturrlich kontaminiertem
Schweinefleisch beobachtet werden konnte, wurden in einer zweiten Studie inokulierte
Fleischstucke in einem &hnlichen Versuch Uber eine Lagerdauer von 8 Tagen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten beprobt. Als Keim zur Inokulation wurde ein Methicillin-
resistenter S. aureus vom Sequenztyp ST398 ausgewahlt. S. aureus dieser klonalen Line sind
h&ufig bei Schweinen zu finden. Allerdings konnte auch in diesem Versuch kein messbarer
antibakterieller Effekt durch Verwendung der Nanosilberfolie erzielt werden. Griinde dafir
konnen ebenfalls durch den angenommenen Verlust der Nanosilberteilchen in den Tropfsaft,
die zu geringe Konzentration an Partikeln auf der Folie, die inhibierende Wirkung der

Néahrstoffe im Fleisch und die zu kurze Lagerungsdauer sein.
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Isa Adriana Kernberger-Fischer

Nanosilberbeschichtete Lebensmittelverpackungsfolie zur Reduktion von Keimen auf
Schweinefleisch und Testung der Empfindlichkeit von MRSA- und MSSA-Isolaten

gegeniber Silber und sieben weiteren Bioziden

Wie Studien belegen, lassen sich auch MRSA auf Schweinefleisch nachweisen. Es besteht also
die Mdglichkeit, dass vor allem rohes Fleisch als Vektor flr eine Transmission von MRSA
zwischen Tier und Mensch fungiert. Wahrend Silber schon seit langem in der Medizin
Anwendung findet, wird der Einsatz von Nanosilber in Lebensmittelkontaktmaterialien zur

Keimreduktion auf Lebensmitteln und zur Haltbarkeitsverlangerung kontrovers diskutiert.

Ziel der vorliegenden Studie war es, zunéchst die Empfindlichkeit von humanen und tierischen
MRSA- und MSSA-Isolaten gegenuber Silbernitrat und sieben weiteren Bioziden zu
uberprifen. AnschlieBend sollten die Effekte einer mit Nanosilber beschichteten Folie auf
verschiedene mikrobiologische und physikochemische Fleischparameter von verpacktem
Schweinefleisch in einem Lagerungsversuch untersucht werden. In zusétzlichen Versuchen
wurde die gezielte Wirkung der mit Nanosilber beschichteten Folie auf mit MRSA inokuliertes

Schweinfleisch in einem weiteren Lagerversuch eruiert.

Die Empfindlichkeitstestung von MRSA und MSSA-Isolaten humaner und tierischer Herkunft
wurde mittels Bouillon-Mikrodilution durchgefuhrt. Hierbei wurden die Minimalen
Hemmkonzentrationswerte  (MHK-Werte)  fir  Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid,
Benzethoniumchlorid, Benzalkoniumchlorid, Chlorhexidin, Acriflavin, Kupfersulfat,
Silbernitrat und Zinkchlorid bestimmt. Zudem wurden Isolate mit erhohten MHK-Werten auf
das Vorhandensein Toleranz vermittelnder Gene (ImrS, mepA, norA, sepA, gacA/B, gacG,
gacH, gacJ, smr, copA, mco und czrC) untersucht. Die statistische Analyse zeigte, dass es keine
signifikanten Unterschiede der MHK-Werte zwischen Isolaten tierischer und humaner
Herkunft, sowie zwischen Isolaten von kolonisierten und erkrankten Wirten gab. Gegentber

Silbernitrat zeigte sich fur die getesteten MSSA- und MRSA-Isolate ein relativ enges,
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unimodales Verteilungsmuster der MHK-Werte. Isolate mit verminderter Empfindlichkeit
wurden nicht beobachtet. Innerhalb der CC398-Isolate wurden fir humane Isolate aber
tendenziell hohere MHK-Werte gegeniiber Silbernitrat im Vergleich zu den animalen Isolaten
ermittelt. Darlber hinaus wiesen CC5-Isolate signifikant hohere MHK-Werte gegenuber
Silbernitrat auf als CC22-lIsolate. Fur die zusatzlich untersuchten Biozide Acriflavin,
Alkyldiaminoethylglycinhydrochlorid, Benzethoniumchlorid, Chlorhexidin und Kupfersulfat
wurden ebenfalls unimodale, aber deutlich breitere Verteilungsmuster sichtbar. Eine bimodale
Verteilung der MHK-Werte fur Benzalkoniumchlorid und Zinkchlorid lieferte Hinweise auf
eine tolerantere Subpopulation der MRSA/MSSA. Nur fur Acriflavin, Benzethoniumchlorid,
Benzalkoniumchlorid und Chlorhexidin wurden signifikante Unterschiede der MHK-Werte
unterschiedlicher klonaler Linien beobachtet. Bei Isolaten mit erhéhten MHK-Werten fiir
Quartare Ammoniumverbindungen, Acriflavin und Chlorhexidin wurden vorwiegend die Gene
ImrS, sepA und norA detektiert, wahrend die Gene gacA/B, gacG, gacJ und smr nur vereinzelt
nachzuweisen waren. Fur Isolate mit erhéhten MHK-Werten fur Kupfersulfat und Zinkchlorid
wurden die Gene mco, copA und czrC nachgewiesen. Die statistische Analyse, die als
Vergleichsgruppe eine Auswahl an Isolaten mit niedrigen MHK-Werten einschloss, konnte
jedoch keinen Zusammenhang zwischen Genprasenz und verminderter Empfindlichkeit von
Isolaten offenlegen.

AnschlieBend wurden in Verpackungsversuchen Schweineschnitzel in vier unterschiedlichen
Verpackungsvarianten iber eine Dauer von 12 Tagen gelagert. Bei den vier unterschiedlichen
Verpackungsvarianten handelte es sich um: Schutzgasatmosphare (80% O2 + 20% CO2) mit
Kontrollfolie (MAP 1), Vakuum mit Kontrollfolie (V 1), Schutzgasatmosphédre mit
Nanosilberfolie (MAP 2) und Vakuum mit Nanosilberfolie (V 2). In einem sich anschliellenden
Versuch wurden Schweineschnitzel mit MRSA inokuliert und mit direktem Kontakt zur
Nanosilberfolie bzw. zur Kontrollfolie tber 8 Tage gelagert. Hinsichtlich des Folientyps zeigten
sich wéhrend der Lagerung nur vereinzelt signifikante Effekte der Nanosilberfolie. Zum einen
wurden fir das Fleisch an Tag 4 in den Verpackungen V 1 und MAP 1 signifikant hohere L*-
Werte als fiir Schnitzel in VV 2- und MAP 2-Verpackungen ermittelt. Deutlichere Ergebnisse
wurden fur die Anteile der Myoglobinredoxformen nachgewiesen. Fiur die
Verpackungsvarianten mit Nanosilber wurden an den Tagen 4 und 12 signifikant hohere und

an Tag 8 signifikant niedrigere OxyMb-Anteile nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurden fur
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die Verpackungsvarianten V 2 und MAP 2 an den Tagen 4 und 12 signifikant niedrigere
MetMb- und DeoxyMb-Anteile ermittelt, wahrend an Tag 8 der gegenteilige Effekt beobachtet
wurde. Demgegentiber wurden fir MAP oder Vakuumverpackungen signifikante Effekte auf
die Keimzahlen, die L*- und a*-Werte sowie die OxyMb- und MetMb-Anteile beobachtet.
Wahrend die Gesamtkeimzahl an Tag 12 in MAP 1 und 2 signifikant héher lag als in V 1 und
2, wurden flr Pseudomonas spp. (Tag 8) und fiir Enterobacteriaceae (Tag 8, 12) in den
Vakuumverpackungen hoéhere Keimzahlen ermittelt. Zudem wurden wahrend der gesamten
Lagerdauer hohere L*-Werte in MAP 1 und 2 beobachtet. Des Weiteren wurden in VV 1 und 2
(Tag 8, 12) signifikant hohere OxyMb-Anteile und signifikant niedrigere MetMb-Anteile
ermittelt. Innerhalb der Inokulationsversuche konnten keine keimreduzierenden Effekte der

Nanosilberfolie auf die MRSA-Keimzahlen im Vergleich zur Kontrollfolie beobachtet werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zum einen, dass die Empfindlichkeitslage der untersuchten
Isolate gegeniiber Silbernitrat als sehr gut einzustufen ist und innerhalb des untersuchten
Stammkollektivs keine Toleranzentstehung gegeniber Silber zu beobachten ist. Allerdings
zeigte sich auch, dass der Einsatz einer Nanosilberfolie nicht zu den erwarteten antimikrobiellen
Effekten bei Verpackung von Schweinefleisch fuhrte. Diesbezuglich sollten die Effekte der
Folie anhand eines weniger proteinreichen Produktes uberprift werden, sowie die
Konzentration an Nanosilber auf der Folie an das Produkt und die vermuteten Verluste durch
den Tropfsaft oder durch Bindung an andere Lebensmittel- oder Folienbestandteile angepasst

werden.
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Isa Adriana Kernberger-Fischer

Nanosilver-coated food packaging film for reducing germs on pork and susceptibility
testing of MRSA and MSSA isolates to silver and seven other biocides

Studies have shown that MRSA can also be detected on pork. It is therefore possible that raw
meat in particular acts as a vector for the transmission of MRSA between animals and humans.
While silver has long been used in medicine, the use of nanosilver in food contact materials for

germ reduction on food and for prolonging shelf life is controversially discussed.

The aim of the present study was first to test the susceptibility of human and animal MRSA and
MSSA isolates to silver nitrate and seven other biocides. Subsequently, the effects of a
nanosilver coated film on various microbiological and physicochemical meat parameters of
packaged pork should be investigated in a storage experiment. In additional experiments, the
targeted effect of the nanosilver-coated foil on MRSA-inoculated pork was investigated in a
further storage experiment.

The susceptibility testing of MRSA and MSSA isolates of human and animal origin was
performed by broth microdilution. The minimum inhibitory concentration (MIC) values were
determined for alkyldiaminoethyl glycine hydrochloride, benzethonium chloride,
benzalkonium chloride, chlorhexidine, acriflavine, copper sulphate, silver nitrate and zinc
chloride. In addition, isolates with increased MIC results were examined for the presence of
tolerance-mediating genes (ImrS, mepA, norA, sepA, gacA/B, gqacG, gacH, gacJ, smr, copA,
mco and czrC). The statistical analysis revealed that there were no significant differences in the
MIC values between isolates of animal and human origin or between isolates of colonised and
diseased hosts. The tested MSSA and MRSA isolates showed a relatively narrow, unimodal
distribution pattern of MIC values for silver nitrate. Isolates with reduced susceptibilities were
not observed. However, within the CC398 isolates, higher MIC results for silver nitrate were

observed for human isolates than for animal isolates. In addition, CC5 isolates showed
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significantly higher MIC values for silver nitrate than CC22 isolates. For the additionally
investigated biocides; acriflavine, alkyldiaminoethyl glycine hydrochloride, benzethonium
chloride, chlorhexidine and copper sulphate, not only were unimodal patterns visible, but also
significantly wider distribution patterns. A bimodal distribution of the MIC values for
benzalkonium chloride and zinc chloride indicated a more tolerant subpopulation of
MRSA/MSSA. For acriflavine, benzethonium chloride, benzalkonium chloride and
chlorhexidine, significant differences in the MIC values of different clonal lineages were
observed, whereas these differences were not detectable for alkyldiaminoethyl glycine
hydrochloride, copper sulphate and zinc chloride. Isolates with elevated MIC results for
guaternary ammonium compounds, acriflavine and chlorhexidine mainly harboured the genes
ImrS, sepA and norA, whereas the genes gacA/B, gacG, gacJ and smr could only be sporadically
detected. For isolates with increased MIC values for copper sulphate and zinc chloride, the
genes mco, copA and czrC were detected. However, the statistical analysis, which included a
selection of isolates with low MIC values as a comparison group, could not reveal any
correlation between gene presence and reduced susceptibility of isolates.

Subsequently, in packaging trials, pork cutlets was stored in four different packaging variants
for a period of 12 days. The four different packaging variants were as follows: 1) modified
atmosphere packaging (80% O + 20% CO3) with control foil (MAP 1), vacuum with control
foil (V 1), modified atmosphere packaging with nanosilver foil (MAP 2) and vacuum with
nanosilver foil (V 2). In a subsequent experiment, pork cutlets were inoculated with MRSA and
stored in direct contact with the nanosilver and the control foil for eight days. With regard to
the film type, only a few significant effects of the nanosilver foil were observed during storage.
For a start, significantly higher L* values were determined for the meat on day 4 in the VV 1 and
MAP 1 packaging than for cutlets in the V 2 and MAP 2 packaging. Clearer results were found
for the proportions of myoglobin redox forms. For the packaging variants with nanosilver,
significantly higher OxyMb proportions were found on days 4 and 12 and significantly lower
ones on day 8. In contrast, significantly lower levels of MetMb and DeoxyMb were found for
the VV 2 and MAP 2 packaging variants on days 4 and 12, while the opposite effect was observed
on day 8. In contrast, significant effects on microbial counts, L* and a* values, OxyMb and
MetMb content were observed for MAP or vacuum packaging. While the total viable counts on
day 12 were significantly higher in MAP 1 and 2 than in V 1 and 2, higher microbial counts
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were observed for Pseudomonas spp. (day 8) and Enterobacteriaceae (day 8, 12) in the vacuum
packages. In addition, higher L* values were observed in MAP 1 and 2 throughout the storage
period. Furthermore, significantly higher OxyMb proportions and significantly lower MetMb
proportions were observed in V 1 and 2 (day 8, 12). Within the inoculation experiments, no
antibacterial effects of the nanosilver foil on the MRSA microbial counts compared to the

control foil could be observed.

The results of this study show, on the one hand, that the susceptibility of the investigated isolates
to silver nitrate can be classified as very good and, on the other hand, that within the investigated
strain collection, no emerging tolerance to silver can be observed. However, it was also found
that using a nanosilver film did not lead to the expected antimicrobial effects in the pork
packaging. In this respect, the effects of the film should be assessed using a less protein-rich
product, and the concentration of nanosilver on the film should be adjusted to the product and
the presumed drip losses or binding to other food or foil components.
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