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Aus dem Veterinir-bakteriologischen Institut der Universitit Bern,
Abteilung fiir Bakteriologie (Prof. Dr. J. Nicolet)!
und der Fidgendssischen Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft?

Resistenzsituation der wichtigsten Mastitiserreger beim Rind

W. Schaeren', T. Jemmi' und M. Schiillibaum?

Euterentziindungen gehdren nach wie vor zu den die hochsten Verluste verursa-
chenden Krankheiten beim Rindvieh [2, 6, 12]. Dabei gelingt es trotz des Finsatzes von
Antibiotika haufig nicht, die verantwortlichen Erreger aus den betroffenen Eutern zu
eliminieren [8, 10]. In diesem Zusammenhang stellt sich denn auch immer wieder die
Frage nach der Empfindlichkeit von Mastitiserregern gegeniiber den gebriuchlichsten
Antibiotika.

Das Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der Resistenzbestimmung einer grosseren
Anzahl von Isolaten aus Mastitismilchproben cinen Uberblick iiber die gegenwiirtige
Resistenzsituation in der Schweiz zu erhalten. Um die Moglichkeit eines Vergleiches
der Resultate mit einer dhnlichen, 1980 durchgefiithrten Untersuchung [12] zu gewihr-
leisten, wurden fiir alle Isolate die minimalen Hemmkonzentrationen der entsprechen-
den Antibiotika bestimmt. Ein Vorgehen, das es erlaubt, nicht nur Auskunft iiber all-
fallige Verianderungen des Prozentsatzes resistenter Stimme sondern auch iiber Ver-
schiebungen der MHK-Werte des empfindlichen Populationsanteiles zu erhalten.

Material und Methoden

Stdmme: In finf regionalen Veterinir-Bakteriologischen Laboratorien der Schweiz (Fre.ibu?g,
Lausanne, St. Gallen, Ziirich und Bern)® wurden im Herbst 1985 je ungefahr 50 Stimme der wichtig-
Sten Mastitiserreger (S. aureus, Streptokokken, Enterobacteriaceae) gesammelt. Die Isolate mussten

folgende Mindestanforderungen erfiillen:

. aureus: Grampositive, Katalase-positive Kokken mit nachweisbarer beta-Haemolysin-
und/oder DNase-Bildung.

Streptokokken: Grampositive, Katalase-negative Kokken.

S. agalactige: Streptokokken mit positiver CAMP Reaktion bei fehlender Aesculinhydrolyse.

E’”?i'Obacteriaceae: Oxydase-negative, Glucose fermentierende, gramnegative Stibchen.

Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen:

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) wurde in Microtiterplatten
urchgefithrt, Dabe; hielten wir uns an die durch das National Committee for Clinical Laboratory

Slandards (NCCLS) erlassenen Vorschriften [9]. Die Herstellung, Inokulation und Ablesung der
\_\———

; Aﬂdresse.:_Veterinéirbakteriologisches Institut der Universitit, Postfach 2735, 3012 Bern
D Fir die Uberlassung der Stimme mochten wir uns bei den Herren Prof. Dr. F. Untermann,
"PA. de Meuron, Dr. J.H. Penseyres und Dr. C. Breer bestens bedanken.
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Platten erfolgte mit Hilfe des halbautomatischen MIC 2000 Systems® (Dynatech) [13]. Die Verdiin-
nungsreihen der antimikrobiellen Substanzen fiir die Priifung der S. - aureus- und Enterobacteriaceae-
Stamme wurden in Mueller-Hinton Bouillon (Difco) und fiir die Prifung der Streptokokken-Stamme
in Todd-Hewitt-Bouillon (Oxoid) hergestellt. Um auch Methicillin-resistente S.-aureus-Stimme zu
erfassen, wurde fiir die MHK-Bestimmung von Methicillin die Mueller-Hinton-Bouillon mit 4%
NaCl angereichert [1].

Alle S.-aureus-Isolate wurden mit einer induktiven jodometrischen Methode auf deren Fihigkeit
zur Bildung von beta-Lactamase getestet [11].

Referenzstdmme: Als Kontrollstimme, die bei jeder Durchfithrung einer Bestimmung mitgefiihrt
wurden, dienten folgende Referenzstimme: S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922, S. faecalis
CIP 54.127.

Resultate

Die Ergebnisse unserer, sowie als Vergleich diejenigen der fritheren Untersuchun-
gen, sind in den Tabellen 1 bis 3 dargestellt. Beim Vergleich der Resultate muss beriick-
sichtigt werden, dass Unterschiede von bis zu drei Verdiinnungsstufen der MHK-Werte
bei wiederholten Untersuchungen im Rahmen methodisch bedingter Abweichungen
liegen [7]. Fiir die Einteilung in die Gruppe der resistenten Stimme wurden die 1980
vorgeschlagenen Grenzwerte iibernommen [12] obschon diese zum Teil deutlich von
den fiir die Humanmedizin giiltigen Werten abweichen [9]. Da Mastitiden meist auch
lokal behandelt werden und demzufolge hohere Antibiotikakonzentrationen am Orte
der Infektion erreicht werden konnen, scheinen uns diese Werte die im Euter zu erwar-
tenden Gegebenheiten besser wiederzugeben.

Tabelle ] Minimalhemmkonzentrationen von 279 Streptokokken-Stimmen, isoliert aus Mastitis-
milchproben. Vergleich 1980 mit 1986

Antibiotikum Empfindliche Stimme Resistente Stimme

MHK = sd! MHK (mg/L) Prozent

1986 (1980) 1986 (1980)
Penicillin <025+058  (<0.07) =16 0 (0.5)
Ampicillin =023+0.61  (<0.09) =16 0 (0.5)
Cloxacillin <087+164 (=025 =16 9.7 (3.6)
Cefalotin <0.56+2.00  (NT?) =32 32 (ND
Gentamicin <313%233 (NT) =16 14  (NT)
Tetracyclin <046+134 (.10 1.52) =16 11.5 (10)
Chloramphenicol <250%201 (327x1.62) =32 43 (19
Erythromycin <0.08+0.09 (<0.07) 2 4 6.5 (1.8)
Spiramycin <0.16%0.11  (0.27+0.11) =16 6.8 (1.2)
Lincomyecin <0.16+0.51  (=0.10) > g 93 (6D
Nifuraquinon =1.75%2.11 (NT) =16 6.8 (NT)
Cotrimoxazol =548=x=574 (NT) =32 48.4 (ND)

' MHK-Mittelwerte (mg/L) + Standardabweichungen der empfindlichen Stamme (MHK-Wert¢ -

untersuchten Stdmme zum Teil kleiner oder gleich der tiefsten gepriiften Konzentration)
2NT: Nicht getestet
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Streptokokken

Die Resultate fur S. agalactiae (38 Stimme) und die iibrigen Streptokokken sind
wmsammengefasst in Tabelle 1 dargestellt. Obschon sich die gefundenen MHK-Werte
der empfindlichen Stimme kaum von denjenigen der fritheren Untersuchungen unter-
scheiden, hat der Prozentsatz resistenter Stimme im allgemeinen leicht zugenommen.
Dies trifft vor allem fiir die Makrolid Antibiotika (Erythromycin, Spiramycin, Linco-
mycin) und, wenn auch weniger ausgepragt, fiir Cloxacillin und Chloramphenicol zu.

Demgegeniiber lagen die hochsten fiir Penicillin und Ampicillin gefundenen MHK-
Werte bei 4 mg/L beziehungsweise § mg/L und damit immer noch im Bereiche der im
Euter erreichbaren Antibiotikakonzentrationen [8].

Die htchsten MHK -Mittelwerte der empfindlichen Stimme fanden wir fiir Genta-
micin und Cotrimoxazol, was mit der beschrankten Empfindlichkeit von Strepto-
kokken gegeniiber Aminoglycosid-Antibiotika [4] sowie dem Gehalt an Sulfonamid-
antagonisten im verwendeten Nihrmedium [14] erklarbar ist.

S. aureus

Die Prozentsitze resistenter S.-aureus-Isolate gegeniiber Cloxacillin, Cefalotin,
Neomycin und den Makrolid-Antibiotika lagen immer noch unter einem Prozent (7a-
belle 2). Verglichen mit 1980 ist der Anteil resistenter Stamme fir alle Antibiotika
leicht, und fiir Penicllin deutlich zuriickgegangen. Des weiteren hat sich bestitigt, dass
Nifuraquinon-resistente S.-aureus-Stimme aus Mastitismilchproben nur sehr selten
isoliert werden konnen.

Tabelle2  Minimalhemmkonzentrationen von 249 S.-aureus-Staimmen isoliert aus Mastitismilch-
proben. Vergleich 1980 mit 1986

Antibiotikum

Empfindliche Stamme Resistente Stamme

MHK = sd! MHK (mg/L)  Prozent
1986 (1980) 1986  (1980)
Cloxacillin 0404030  (025+022) =4 0 0)
Cefalotin 0.35+0.53 (NT2) =32 0 (NT)
Enythromycin 0.17+0.11 (024+0.12) =4 0 0)
Spiramycin 3.46+1.24 (3.28 £ 1.37) =16 0.4 0.2)
incomycin 0.95 =+ 0.55 (NT) >3 24 (NT)
Chloramphenicol 430+ 1.42 607277 =32 20 (5.3)
“racyclin 0.53 + 0.65 020+025) =16 4.8 (8.7)
Neomycin 0.55 =+ 0.88 041+026) =16 04  (0.2)
Gentamicin 0.28 =0.39 (NT) =16 0 (NT)
Nifuraquinon 1.99 +0.92 (NT) >16 0.8 (NT)
olrimoxazol 1.66 +2.23 (NT) =32 4.0 (NT)
Penicillinage
e - . B3 (479

1 ¢ . .
2MHK-AMlttelwerte (mg/L) + Standardabweichungen der empfindlichen Stimme

NT: Nicht getestet
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Tabelle 3 Minimalhemmkonzentrationen von 224 Enterobacteriaceae-Stimmen isoliert aus Masti-
tismilchproben. Vergleich 1980 mit 1986

Antibiotikum Empfindliche Stimme Resistente Stimme

MHK =+ sd! MHK (mg/L)  Prozent

1986 (1980) 1986 (1980)
Ampicillin 322+ 155 (226 154) = 16 26.8 (16.0)
Cefalotin 781+ 462 (519 357) = 32 9.8 (37
Neomycin 1.11+ 047 ( 1.15% 0.75) = 16 12.9 (134)
Gentamicin 052+ 0.29 (063 030) =16 0 (0)
Tetracyclin 115 0.65 (1.81x 1.09) = 16 19.6 (20.6)
Chloramphenicol 533+ 223 (563x 290 = 32 14.7 (124)
Polymyxin 1.88 = 0.68 (153 154) = 16 2.2 (0)
Cotrimoxazol 2.87+ 2.68 ( 142+ 1.62) = 32 8.9 (37
Sulfamethoxazol 20.83x16.70  (22.60+17.93) =128 24.6 (227

! MHK-Mittelwerte (mg/L) + Standardabweichungen der empfindlichen Stimme

Enterobacteriaceae

Bei der Auswertung der MHK-Werte fiir die Gruppe der Enterobacteriaceae (Tu-
belle 3) darf nicht vergessen werden, dass neben Isolaten der Species E. coli auch andere
coliforme Keime (Klebsiella sp., Serratia sp., Proteus sp.) gepriift werden. Da in der
Routinemastitisbakteriologie meist ebenfalls auf eine genauere Identifikation colifor-
mer Keime verzichtet wird, scheint es uns legitim, die Resultate fiir die ganze Gruppe
gesamthaft darzustellen.

Eine deutliche Zunahme der MHK-Werte und des Prozentsatzes resistenter
Stamme war fiir Ampicillin, Cefalotin und Cotrimoxazol festzustellen. Demgegeniiber
konnten resistente Stimme gegen Gentamicin und Polymyxin auch in dieser Unterst-
chung nur vereinzelt nachgewiesen werden. Bei vier der fiinf Polymyxin-resistenten
Isolate handelte es sich um Angehorige der Species S. marcescens (3 Staimme) und ki
vulgaris (1 Stamm), welche eine natiirliche Resistenz gegeniiber Polymyxin aufweisen
[4]. Fiir die iibrigen Antibiotika ergaben sich weder fiir die MHK-Werte noch die Pro-
zentsitze resistenter Stimme wesentliche Verinderungen.

Diskussion

Generell kann festgestellt werden, dass sich die Resistenzsituation der wichtigste"
Mastitiserreger im Verlaufe der letzten finf Jahre in der Schweiz kaum veréndert hit
Eine deutliche Zunahme des Prozentsatzes resistenter Stimme ist nur fiir die SIT?PFO'
kokken gegentiber den Makrolid-Antibiotika sowie den Penicillinase-festen Penicillin-
derivaten festzustellen. Diese Tatsache diirfte ursichlich auf die vermehrte Verve"
dung dieser Antibiotika in der Mastitistherapie zuriickzufiihren sein. Daneben schernt
auch eine genetische Ubertragung der Makrolidresistenz innerhalb der Streptokokk‘?“
moglich zu sein [5]. Inwieweit diese Resistenziibertragung bei der Ausbreitung der Md'
krolidresistenz bei den Mastitiden verursachenden Streptokokken eine Rolle spielt
miisste weiter abgeklirt werden.
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Fir die iibrigen Erreger-Antibiotika-Kombinationen ergaben sich weder fiir die
MHK-Werte noch die Prozentsitze resistenter Stimme wesentliche Verinderungen.
Die gleiche Tendenz der Stabilisierung der Resistenzsituation wurde auch fiir human-
pathogene Erreger beobachtet [3]. Es scheint sich hierbei um eine Selbstlimitierung der
Resistenzentwicklung auf einem fiir jedes Antibiotikum charakteristischen Niveau zu
handeln. Eine Verschlechterung der Resistenzsituation diirfte deshalb in Zukunft nur
bei fir die Mastitistherapie neu eingefithrten Antibiotikumpraparaten zu erwarten
sein.

Da unsere Resultate kaum grundlegend neue Erkenntnisse fiir die Mastitisbehand-
lung ergeben haben und deshalb die 1980 [12] gemachten Empfehlungen nach wie vor
Gultigkeit haben, mochten wir uns auf die Diskussion einiger ausgewihlter Sonderfille
beschranken.

Als Mittel der Wahl fiir die Behandlung von Streptokokkenmastitiden miissen ein-
mal mehr Penicillin und Ampicillin erwahnt werden. Wegen der deutlichen Zunahme
der Resistenz bei Streptokokken gegeniiber den Makrolid-Antibiotika kénnen diese,
trotz ihrer guten Eigenschaften im Eutergewebe (gute Verteilung, lange Verweildauer)
ohne Resistenzpriifung nur noch beschrinkt als Alternativen empfohlen werden.

Demgegeniiber bestétigen unsere Ergebnisse, dass Therapiemisserfolge bei Masti-
tiden verursacht durch S. qureus nicht mit dem in vitro festgestellten Resistenzbild kor-
reliert werden konnen, erwiesen sich doch die S.-aureus-Isolate als weitgehend emp-
findlich gegeniiber den heute gebriuchlichen Mastitispriparaten.

Bei den durch Enterobacteriaceae verursachten Mastitiden kommen fiir die Be-
handlung neben Polymyxin nach wie vor Neomycin, Cefalotin, Chloramphenicol und
Ampicillin als Alternativen in Frage, wobei der doch recht hohe Prozentsatz resistenter
Stimme gegeniiber diesen Antibiotika in gewissen Fillen die Anfertigung eines Anti-
biogrammes sinnvoll erscheinen lisst.

Trotzdem sich in der Resistenzsituation in den letzten Jahren bei den Mastitiserre-
gern nichts Wesentliches verandert hat, scheint es wiinschenswert, dhnliche Untersu-
chungen auch in Zukunft periodisch zu wiederholen.

Zusammenfassung

I_:iirje ungefahr 250 S.-aureus-, Streptokokken- und Enterobacteriaceae-Stimme, isoliert aus
Mas_t“ismﬂChproben, wurden die Minimalhemmkonzentrationen (MHK) von verschiedenen Anti-
biotika bestimmt und mit den Werten einer fritheren Untersuchung verglichen. Eine deutliche Zu-
ﬂahme des Prozentsatzes resistenter Stimme war nur fiirr Streptokokken gegeniiber den Makrolid-
Antibiotika Erythromycin und Spiramycin festzustellen. Fiir die anderen Antibiotika hat sich die in
der Humanmedizin gemachte Beobachtung bestitigt, dass sich der Prozentsatz resistenter Stimme
auf einem fijr jede Erreger-Antibiotikum-Kombination charakteristischen Niveau stabilisiert. Trotz-

emdSCheint es uns wichtig, dass dhnliche Untersuchungen auch in Zukunft periodisch wiederholt
Werden,

Résumé

. Laconcentration minimale inhibitrice de divers antibiotiques a été déterminée 4 I'aide d’environ
o Souches de S. aureus, d’autant de Streptocoques et d’Enterobacteriaceae. Ces germes ont été isolés
':Pirnr de lait provenant de mammites. Ces résultats furent comparés aux valeurs d’u’ne précédente

nalyse. Une nette augmentation du pourcentage de souches résistantes ne fut observée que chez les
*eptocoques vis-a-vis des antibiotiques macrolides tels qu’Erythromycine et Spiramycine. Pour les
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autres antibiotiques la constatation faite en médecine humaine s’est confirmée: le pourcentage de
souches résistantes se stabilisait & un niveau caractéristique pour chaque combinaison germe-antibio-
tique. Néanmoins il nous semble important de répéter ces analyses périodiquement dans Iavenir.

Riassunto

Per circa 250 ceppi di S. aureus, Streptococchi e Enterobatteri isolati da campioni di latte di ma-
stiti sono state calcolate le concentrazioni inibitrici minime di alcuni antibiotici e comparate in seguito
con i valori di una precedente ricerca. Solo per gli Streptococchi si € potuto constatare un chiaro au-
mento della percentuale di ceppi resistenti contro gli antibiotici macrolidi eritromicina e spiramicina.
Per quanto riguarda gli altri antibiotici la constatazione, fatta in medicina umana, che la percentuale
di ceppi resistenti si stabilisce, dopo un certo periodo di utilizzazione, a un livello caratteristico per
ogni combinazione di microbo e antibiotico, si & rivelata esatta. Ciononostante ci sembra importante
che tali ricerche vengano ripetute periodicamente anche in futuro.

Summary

For about 250 strains of S. aureus, Streptococci and Enterobacteriaceae isolated from bovine mas-
titis milk samples the minimal inhibitory concentrations (MIC) for various antimicrobial agents were
determined and compared with the results of a similar evaluation performed five years ago. An obvious
increase in the percentage of resistant strains was found only for Streptococci against erythromycin and
spiramycin. The percentages of resistant strains against other antimicrobial agents seem to have stabiliz-
ed at a certain level characteristic for each combination of antibiotics and microbial agents. These results
are in accordance with the same phenomenon observed in human medicine. In spite of these findings we
think that it would be important to repeat periodically such evaluations of bacterial resistance.
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