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Institutfür Lebensmittelsicherheit und -hygiene der Universität Zürich

Resistenzsituation und Enterotoxinbil-
dungsfähigkeit von Staphylococcus aureus
Stämmen aus bovinen Mastitismilchproben

R. Stephan, ü Dura, F. Untermann

Zusammenfassung

Die untersuchten S. aureus Stämme wurden
zwischen Februar und Juni 1998 aus bovinen
Mastitismilchproben unterschiedlicherTiere aus
57 verschiedenen Betrieben isoliert.
Von den 63 Stämmen zeigten 14 (22%) eine in
vitro Resistenz gegen mindestens ein
Chemotherapeutikum, wobei insgesamt sechs verschiedene

Resistenzmuster gefunden wurden. 14.3% der
Stämme waren Penicillin-resistent.
Eine Bildung von Staphylokokkenenterotoxinen
(SE) konnte bei 34 (54%) Stämmen nachgewiesen

werden, wobei drei Stämme SEA, 21 SEC, 3
SED und sieben Stämme 2 SE (SEAC, SEAD oder
SEBD) produzierten. Keines der untersuchten
Isolate bildete mehr als 2 SE.

Schlüsselwörter: S. aureus — Mastitis —

Antibiotikaresistenz - Enterotoxinbildung -
Rind

Resistance pattern and enterotoxin production
of Staphylococcus aureus strains isolated from
bovine mastitis milk samples

In total, 63 S. aureus strains from mastitis milk
samples of different animals in 57 farms were
isolated.
In 14 (22%) of the S. aureus strains resistancies
against one or several of the examined antibiotics

could be observed whereby six resistance

patterns were found. 14.3% of the strains were
penicillin resistant.
34 (54%) of the 63 S. aureus produced entero-
toxins (SE).Three strains formed SEA, 21 SEC,

three SED and seven strains 2 SE, SEAC, SEAD or
SEBD.

Key words: S. aureus — mastitis — antibiotic
resistance - enterotoxins - cattle

Einleitung

Die prozentuale Verteilung der häufigsten Erreger von
klinischen und subklinischen Mastitiden des Rindes ist
in den letzten Jahren in der Schweiz etwa gleich geblieben

(Schällibaum, 1996). Die «Staphylokokkenmastitis»
spielt dabei - besonders seit der erfolgreichen Bekämpfung

des «gelben Galtes» - die dominierende Rolle. In der
Schweiz werden etwa bei 40% der Mastitismilchproben
Staphylokokken isoliert (Schällibaum, 1996).
Um den gezielten therapeutischen Einsatz vonAntibiotika

gewährleisten und auf mögliche Resistenzverände-
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rungen reagieren zu können, sind regelmässige
Erhebungen zur Resistenzsituation notwendig.
Neben der Euterpathogenität besitzt zudem ein Teil der
S. aureus Stämme auch die Fähigkeit, Enterotoxine zu
bilden. Dies hat vor allem bei S. aureus bedingten
subklinischen Mastitiden eine besondere lebensmittelhygienische

Bedeutung.
Ziel dieser Untersuchungen war es, aktuelle Daten zur
Resistenzsituation und zur Enterotoxinbildungsfähig-
keit von S. aureus Stämmen, die aus Mastitismilchproben
isoliert wurden, zu erheben und diese Stämme phänotypisch

noch weiter zu charakterisieren.
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Material und Methoden

Die Milchproben wurden nach einer vorgängigen
Zitzendesinfektion entnommen, mit einer Stahlöse auf Blu-

tagar (Trypticase-Soy-Agar, BBL mit 5% Schlafblut)
ausgestrichen und bei 37°C 24 Stunden bebrütet.Von jeder
Milchprobe mit Gram-positiven und Katalase-positiven
Staphylokokken wurde jeweils eine Kolonie bildende
Einheit (KBE) isoliert und auf Bacto DNaseTestAgar Platten

(Difco, Nr 063-17-7) auf ihre DNase-Bildung überprüft

(Jeffries et al., 1957).DNase-positive Kolonien wurden

subkultiviert und für die weiteren Untersuchungen
verwendet.

Differenzierung

Alle DNase-positiven Kolonien wurden mittelsAPI ID 32

Staph (bioMerieux) identifiziert. S. aureus Stämme wurden

anschliessend zusätzlich über die Hämolyse auf Blu-

tagar (Trypticase-Soy-Agar, BBL mit 5% Schlafblut), die
Eigelbreaktion auf Baird-Parker-Agar (Oxoid CM 275 mit
Eigelb-Tellurit Lösung SR 054C) sowie den Nachweis des

Clumping Faktors und von Protein A mittels Latexagglutination

(Staphaurex, Murrex) weitergehend charakterisiert.

Resistenzprüfung

Die Resistenzprüfung erfolgte mit der standardisierten
Agardiffusionsmethode nach Kirby-Bauer (Bauer et al.,
1966) unter Mitführung eines Referenzstammes (5.

aureus KTCC 25923) gegenüber Cefoperazon (30 pg),
Oxacillin (1 pg), PenicillinG (10 pg), Cephalotin (30 pg),
Gentamicin (10 pg), Neomycin (30 pg), Tetracyclin
(30pg), Chloramphenicol (30pg), Lincomycin (15 pg),
Polymyxin B (300 U/IE), Erythromycin (15 pg) und
Sulfamethoxazol (25 pg).
Zusätzlich wurde ein /3-Lactamase-Nachweis durchgeführt

(Jorgensen et al., 1977). Das Prinzip dieses Penicil-
linase-Streifentestes beruht auf der Entfärbung einesJod-
Stärke-Komplexes durch die Bindung des Jods an das

Penicillinabbauprodukt Penicilloinsäure.

Nachweis der Enterotoxinbilung

Der Nachweis der Enterotoxinbildung erfolgte bei allen
S. aureus Stämmen mittels eines Sandwich-ELISA (Bom-
rneli,Bern) gemäss Herstellerangaben. Mit diesem ELISA-

Kit können die Staphylokokkenenterotoxine SEA-SED

nachgewiesen werden.

Ergebnisse und Diskussion

Die insgesamt 63 S. aureus Stämme wurden aus
Milchproben unterschiedlicher Tiere von 57 verschiedenen
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Betrieben isoliert. Aus sechs Betrieben stammten je zwei
Stämme, die sich aber phänotypisch klar voneinander
unterschieden. Laut Vorbericht handelte es sich bei 8%

der Proben um eine akute und bei 92% um eine
chronisch klinische oder subklinische Mastitis.
42 (70%) der 63 S. aureus zeigten eine /3-S, je sechs Stämme

eine y- oder 8- und neun Stämme eine /3-Hämolyse
auf Schafblutagar. Nur gerade 22 Stämme wiesen
phänotypisch den Clumping Faktor und/oder das ProteinA auf.
14 Stämme waren Eigelb-positiv. Mit lediglich 22.2%

Eigelb-positiven S. aureus bestätigt sich, dass die Eigelbreaktion

bei Milchstämmen für die Diagnostik von S. aureus

nicht geeignet ist.
Von den 63 Stämmen zeigten 14 (22%) eine in vitro
Resistenz gegen mindestens ein Chemotherapeutikum.Ta¬
belle 1 zeigt die Resistenzsituation gegen die einzelnen
Chemotherapeutika, wobei sich die Penicillinresistenz
bei 14.3% der Stämme als häufigste Resistenz erwies. Mit
der Agardiffusionsmethode wie auch mit dem
/3-Lactamase-Nachweis wurden dieselben Ergebnisse erzielt. In
Abbildung 1 ist das Verteilungsmuster der
Hemmhofdurchmesser aller S. aureus für Penicillin (10 pg) dargestellt.

Nach NCCLS (1998) gilt ein Stamm mit einem
Hemmhofdurchmesser von kleiner als 28 mm als

resistent, mit grösser als 29 mm als empfindlich.
Ein- und Mehrfachresistenzen der 14 resistenten Stämme

sind in Tabelle 2 dargestellt. Vier Stämme erwiesen
sich gegen zwei oder drei der geprüften Antibiotika
resistent. Insgesamt wurden die sechs verschiedenen Resi-

Tabelle 1: Resistenzsituation der 63 untersuchten
S. aureus Stämme (Angaben in "/>)

Gruppe Wirkstoff R I E

P-Laktame Cefoperazon _ _ 100
Oxacillin - - 100

Penicilline Penicillin G 14.3 - 85.7
Cephalosporin Cephalotin - - 100

Aminoglykoside Gentamicin - - 100

Neomycin - - 100

Tetracycline Tetracyclin - - 100

Chloramphenicol Chloramphenicol - - 100

Lincomycin Lincomycin 3.2 - 96.8
Polypeptide Polymyxin B - 6.3 93.7
Makrolide Erythromycin 3.2 - 96.8
Sulfonamide Sulfamethoxazol 4.8 - 95.2

R: resistent I: intermediär E: empfindlich

Tabelle 2: Ein- und Mehrfachresistenzen der 14
resistenten S. aureus Stämme

resistent gegen Ein- oder Mehrfächresistenzen
1-fach 2-fach 3-fach

Penicillin 5 2 2

Erythromycin 2

Lincomycin 2

Polymyxin B 3 1

Sulfamethoxazol 2 1

Total resistente Stämme 10 2 2
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Abbildung 1: Ergebnisse derAgardiffusionsmethode
für Penicillin (10 jug)

Stenzmuster Penicillin, Polymyxin B, Sulfamethoxazol,
Penicillin/ Polymyxin B, Penicillin/Erythromycin und
Penicillin/Erythromycin/ Lincomycin gefunden. Die
Prozentsätze resistenter S. aureus liegen in diesen
Untersuchungen in ähnlichem Rahmen, wie sie auch durch Müller

(1993) für die Nordostschweiz und Winter et al.

(1998) für Österreich beschrieben wurden.
Bleibt die Sanierung eines Staphylokokken-Problembe-
triebes aber trotz günstiger Resistenzsituation aufden Einsatz

von Antibiotika beschränkt und werden die zahlreichen

prädisponierenden Faktoren, z.B. ungünstige Auf-
stallungssysteme, Euterformen oder mögliche Fehler im
Zusammenhang mit der Melkmaschine nicht berücksichtigt,

sind auf längere Sicht keine rückläufigen Ergebnisse
hinsichtlich desAuftretens dieser Mastitiden zu erwarten.
Bei 34 (54%) S. aureus aus 34 unterschiedlichen Betrie¬

ben wurde Enterotoxinbildung nachgewiesen. 27 Stämme,

die jeweils ein einziges SE bildeten, teilten sich auf in
3 SEA-,0 SEB-, 21 SEC- und 3 SED-Bildner.Bei den insgesamt

7 Stämmen, die zwei SE produzierten, wurden 1 SE-

AC, 5 SEAD und 1 SEBD Bildner gefunden. Keiner der
untersuchten Stämme produzierte aber mehr als 2 SE.

Auffallend war, dass alle SED-Bildner sowohl Eigelb-positiv
wie auch in der Latexagglutination positiv waren. Bis auf
einen Stamm waren alle SEC bildenden S. aureus
Eigelbnegativ. Eine Häufung von SEC-Bildnern im Zusammenhang

mit Rohmilch bzw. Mastitismilchproben wurde in
der Literatur bereits beschrieben (Ombui, 1992; Müller,
1993;Zschöck et al., 1998).
Die in der älteren Literatur beschriebenen Häufigkeiten
von ca. 10% zum Vorkommen enterotoxinbildender
S. aureus bei bovinen Mastitiden stehen aber im
Widerspruch zu den in der vorliegenden Arbeit gefundenen
54% SE-positiven Stämmen (Rea et al., 1980; Brückler et
al., 1981; De Nooij et al., 1982). Dagegen fand auch Müller

(1993) in seinen Untersuchungen 41.9% und
Zschöck et al. (1998) bei einer aktuellen Untersuchung
in Deutschland 33% Enterotoxinbildner.
Ein Aspekt bei der Bewertung dieser Ergebnisse ist
sicherlich die verwendete Nachweismethode. Immundif-
fusionsmethoden, wie sie von den meisten Autoren in
früheren Arbeiten verwendet wurden, haben eine deutlich

geringere Nachweisempfindlichkeit, als die in der
vorliegenden Untersuchung benutzte ELISA-Methode.
Zum anderen muss man auch davon ausgehen, dass

regional erhebliche Unterschiede bestehen können.
Zudem sind die Häufigkeitsangaben erst aussagekräftig,
wenn nur Stämme unterschiedlicher Betriebe in die
Untersuchung einbezogen werden. Beim Vergleich mehrerer

Isolate aus demselben Betrieb hat sich auch in dieser
Untersuchung gezeigt, dass es sich meistens um einen
einzigen S. aureus Phänotyp handelt.

Resistance aux antibiotiques et production
d'enterotoxines chez des souches de S. aureus
isolees de lait de vaches souffrant de

mammites

Au total 63 souches de S. aureus, ont ete isolees
de lait provenant de differentes vaches souffrant
de mammites. 14 souches (22%) se revelerent re-
sistantes ä au moins une substance chimiothera-
peutique, le nombre des configurations de
resistance s'elevant ä six. 14.3% des souches etaient
resistantes ä la penicilline.
34 des 63 souches de 5. aureus analysees (54%)
etaient capables de produire de l'enterotoxine
(SE), dont trois souches de la SEA, 21 de la SEC,

trois de la SED et sept une combinaison de deux
enterotoxines au maximum (SEAC, SEAD ou
SEBD).

Rapporto sulla situazione delle resistenze
e sulla capacitä di produzione di enterotossine
di ceppi di Stafilococco aureus isolati da

campioni di latte proveniente da bovine affette
da mastite

In totale 63 S. aureus furono isolati da campioni
di latte provenienti da diverse bovine affette da

mastite.
14 (22%) ceppi di S. aureus mostrarono almeno
una resistenza in vitro ad un antibiotico; in totale
furono scoperte sei combinazioni diverse di
resistenze. 14.3% dei ceppi erano resistenti alla peni-
cillina.
34 (54%) dei 63 ceppi di S. aureus hanno prodot-
to enterotossine da stafilococco (SE): tre ceppi
produssero SEA, 21 SEC, tre SED e sette ceppi
2 SE, SEAC, SEAD oppure SEBD. Nessun ceppo
produsse piü di 2 SE.
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