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Kalberpneumonien: Aktualisierung des bakteriellen
Erregerspektrums und der Resistenzlage gegeniiber

antimikrobiellen Wirkstoffena

G.Vogel', J. Nicolet!, J. Martig?, P. Tschudi3 und M. Meylan2

UInstitut fiir Veterinar-Bakteriologie, 2Wiederkéuerklinik und 3Klinisches Labor des Departements fiir klinische

Veterinarmedizin der Universitat Bern

Zusammenfassung

Die untersuchte Population umfasste junge
Kilber mit Pneumonie (Gruppe A, n=13) und
solche ohne Pneumonie (Gruppe B, n=9) als
Kontrollgruppe, sowie iltere Kilber, deren
Lungen nach der Schlachtung entnommen
wurden und makroskopische Pneumonielisio-
nen (Gruppe C, n=90), bzw. keine Lisionen
(Gruppe D, n=10) zeigten. In Gruppe A wurde
am hiufigsten Arcanobacterium pyogenes isoliert
(46%), gefolgt von Haemophilus somnus (23%),
Mannheimia haemolytica (15%), Streptococcus suis
und Pasteurella multocida (je 7.7%).In der Gruppe
B wurden nur S. suis (22%) und P multocida
(11%) gefunden. P multocida wurde bei 32% der
Kalber der Gruppe C isoliert, H. somnus bei
11%, A. pyogenes bei 7.8%, M. haemolytica bei
2.2% und S. suis bei 1.1%.In Gruppe D wurden
keine spezifischen Keime isoliert. Die Myco-
plasma bovis-Privalenz betrug bei jungen pneu-
monischen Kilbern 69% gegeniiber 37% bei
alteren Schlachtkilbern mit Lungenlisionen.
Antibiotika-Resistenz wurde bei 98 Stimmen
gepriift. Resistenz gegen Penicillin und Ampi-
cillin wurde nur bei M. haemolytica (43%) gefun-
den. Resistenz gegen Streptomycin (48—100%),
sowie gegen Tetrazykline (15—43%), Sulfona-
mide allein (14-100%) oder mit Trimethoprim
(0—100%) war sehr verbreitet.

Die therapeutischen Strategien gegen bakte-
rielle Kilberpneumonien sind in der untersuch-
ten Gegend dem beobachteten Erregerspek-
trum, der Resistenzlage und der wachsenden
Bedeutung von Mycoplasma bovis anzupassen.

Schliisselworter: Kalb — Pneumonie — Transtra-
cheallavage - Antibiotikaresistenz — Myco-
plasma bovis

Bacterial flora isolated from the lungs of
calves with pneumonia and their resistance
patterns to antimicrobial drugs

The population under study included young
calves with pneumonia (group A, n=13) and
their controls (group B, n=9), as well as older
calves from which the lungs with (group C,
n=90) or without (group D,n=10) lesions were
collected after slaughter.

Avrcanobacterium pyogenes was the organism most
commonly isolated from calves in group A
(46%), followed by Haemophilus somnus (23%),
Mannheimia haemolytica (15%), Streptococcus suis
and Pasteurella multocida (7.7% each). Only S. suis
(22%) and P multocida (11%) were found in
group B. P multocida was isolated from 32%
group C calves, H. somnus from 11%, A. pyogenes
from 7.8%, M. haemolytica from 2.2% and S. suis
from 1.1%. No specific pathogens were isolated
in group D. Prevalence of Mycoplasma bovis
infection was 69% in group A and 37% in
group C.

Ninety-eight strains were tested for resistence to
antibiotics. Reesistence to penicillin and ampicil-
lin was present only in M. haemolytica (46%).
High percentages of resistent strains were ob-
served for streptomycin (48-100%), tetracycline
(15—43%), sulfonamides alone (14-100%) or in
combination with trimethoprim (0-100%).
Therapeutic approaches to bacterial calf
pneumonia in the area under study should be
modified according to the isolated bacterial
population, the observed antimicrobial resist-
ances and the growing importance of Myco-
plasma bovis.

Key words: calf — pneumonia — transtracheal
wash - antibiotic resistance — Mycoplasma
bovis

?) Die Studie wurde vor dem Verbot von Chloramphenicol bei Nutztieren durchgefiihrt.
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Kalberpneumonien: Erregerspektrum und Resistenzlage

Einleitung

Bei Kilbern fithren akute und chronische Fille von
Respirationskrankheiten durch Appetitverminde-
rung, Kiimmern und sogar Abginge zu wirtschaft-
lich bedeutenden Verlusten (Martig, 1975; Griffin,
1997; Ames, 1997).

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica (M. haemolytica)
und Pasteurella multocida (P multocida) gehoren zu
den hiufigsten bakteriellen Pneumonie-Erregern.
Mit zunehmender Hiufigkeit wird auch Haemo-
philus somnus (H. somnus) aus pneumonischen
Kilberlungen isoliert (Wiske und Baker, 1996).
Anaerobier wie Arcanobacterium (Actinomyces) pyo-
genes (A. pyogenes) sind opportunistisch pathogene
Erreger, die nach Ruktus mit Pansengas inhaliert
werden konnen. Sie sind oft in Lungenabszessen
vorhanden und kénnen aus den Lungen ungefihr
eines Drittels von an Pneumonie verstorbenen
Tieren isoliert werden (Chirino-Trejo und Pre-
scott, 1983). Mycoplasma bovis (M. bovis) verursacht
bei Kilbern Pneumonie und Polyarthritis (Pfiitz-
ner et al., 1996; Bocklisch et al., 1983).In den USA
ist bei 50% der Pneumoniefille M. bovis nach-
weisbar (Adegboye et al., 1995). Nach anderen
Angaben betrigt seine Privalenz bei lungen-
kranken Kilbern 20% (Allen et al.,, 1992; Ter
Laak et al., 1992). Es wird eine weltweite Ver-
breitung vermutet, wobei die Privalenz wahr-
scheinlich geographisch sehr unterschiedlich ist
(Nicolet, 1994).

P multocida und M. haemolytica gehoren als tran-
siente Flora zur Nasen-Rachen-Flora kranker wie
auch gesunder Rinder und Kilber. Auch Myko-
plasmen (Mycoplasma spp.) konnen bei gesunden
Tieren im oberen Respirationstrakt angetroffen
werden (Ter Laak et al., 1992; Allen et al., 1992).
Dagegen findet man normalerweise bei gesunden
Tieren im unteren Respirationstrakt nur wenige
bis gar keine bakteriellen Keime. Daraus folgt, dass
bei Pneumonieverdacht nicht Proben von Nasen-
Rachen-Tupfern kultiviert werden sollten, son-
dern Proben aus dem unteren Respirationstrakt.
Empfehlenswert ist die Gewinnung von Lungen-
sekret, entweder mit Hilfe einer Bronchoalveolar-
lavage unter endoskopischer Kontrolle oder mit
Hilfe einer Transtrachealwaschung (Sanchez-Nieto
et al., 1995). Diese erlaubt eine elegante Umge-
hung des oberen Respirationstraktes als potentielle
Kontaminationsquelle und ist in der Literatur gut
beschrieben (Ziindel et al., 1985; Espinasse et al.,
1991; Pringle, 1992).

Der mikrobiologische Nachweis von Pneumonie-
erregern wie P multocida, M. haemolytica, A. pyogenes
und H. somnus ist eine Routineangelegenheit. Die
Diagnostik von M. bovis verlangt aber spezialisierte
Methoden.
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In der Schweiz sind seit den 70er Jahren (Martig et
al., 1976; Martig, 1975) die bakteriellen Pneumo-
nieerreger bei Kilbern nicht mehr systematisch
untersucht worden. Somit ist auch die aktuelle
Resistenzlage gegeniiber antimikrobiellen Wirk-
stoffen nicht bekannt. Rund 50% aller Kilber-
verluste in der Ammenkuhhaltung (Busato et. al.,
1997) und in der Milchmast (Martig, 1975) sind
hierzulande auf Respirationskrankheiten zuriick-
zufithren. Mit der vorliegenden Studie wollten wir
das heute in unserer Region bedeutsame Erreger-
spektrum, respektiv die aktuelle Situation der Anti-
biotika-Resistenz und die Privalenz von M. bovis
kennen lernen.

Tiere, Material und Methoden

Tiere

Zwischen Februar und August 1998 wurden insge-
samt 152 Kilber aus 122 Betrieben der Region
Bern, entweder lebend oder nach Schlachtung, auf
das Vorhandensein von spezifisch-pathogenen
Pneumonieerregern hin untersucht.

Die lebenden Kilber stammten teils aus der
Wiederkiuerklinik der Universitit Bern und teils
von umliegenden Bauernhofen. Aufgrund von
Anamnese und klinischer Untersuchung teilten
wir die Tiere in zwei Gruppen ein. Bei missigem
bis schlechtem Allgemeinzustand, erhdhter Atem-
frequenz und Korpertemperatur sowie Dyspnoe
mit oder ohne pathologische Lungengeriusche
wurde die Diagnose Pneumonie gestellt und die
betreffenden Kilber in die Gruppe A eingeteilt.
Diese Gruppe umfasste 13 Kilber aus 13 verschie-
denen Betrieben, die sich je zur Hilfte aus Auf-
zucht- und aus Mastbetrieben zusammensetzten.
Die neun Kilber der Gruppe B zeigten klinisch
keine Anzeichen einer Pneumonie, stammten aus
neun verschiedenen Aufzuchtbetrieben und dien-
ten als Kontrolle fiir die Gruppe A. Das mittlere
Alter beider Gruppen betrug 7.3 Wochen. Die
geschlachteten Kilber stammten ausschliesslich
vom Schlachthof Bern und waren alle fiir die
Gesundschlachtung bestimmt. Sie wurden nach
der Schlachtung aufgrund des makroskopischen
Lungenbefundes in zwei Gruppen eingeteilt. Die
Kilberlungen der Gruppe C (n = 90, aus 90 ver-
schiedenen Mastbetrieben) zeigten makroskopi-
sche Lisionen einer chronischen Pneumonie. Die
Lungen der Gruppe D (n = 10, aus zehn verschie-
denen Mastbetrieben) zeigten makroskopisch
keine Verinderungen und dienten als Kontrolle
fiir die Gruppe C. Das mittlere Alter fiir beide
Gruppen betrug 13.5 Wochen. Vergleichbare Iso-
late von 30 nicht in diese Studie einbezogenen
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Kilbern wurden ebenfalls in der Resistenzpriifung
berticksichtigt.

Probenentnahme

Bei den lebenden Kilbern (Gruppen A und B) er-
folgte die Probeentnahme mit Hilfe einer Transtra-
cheallavage (Ziindel et al., 1985; Espinasse et al.,
1991, Pringle, 1992), wobei die Methode gering-
fligig modifiziert wurde: Die Trachea wurde am
nicht sedierten Kalb nach subkutaner Anisthesie
(2.5 ml Lidocain 2%) mit einer Kaniile! punkdtiert,
deren Durchmesser die Einflihrung eines diinnen
Schlauches? bis in die grossen Bronchien ermog-
lichte. Es wurden vorerst 40 ml, bei ungeniigender
Ausbeute 80 ml steriler, physiologischer Kochsalz-
16sung injiziert und moglichst viel zuriickaspiriert.
Die auf diese Weise gewonnene Lavagefliissigkeit
wurde bakteriologisch untersucht. Fiir zytologi-
sche Untersuchungen wurden einige Tropfen auf
einen Objekttriger gebracht und an der Luft ge-
trocknet. Anschliessend erfolgte die Entnahme von
ca. 10 ml Vollblut aus der Vena jugularis. Bei den
Schlachtkilbern wurde der Hals-Lungen-Kom-
plex zur weiteren Untersuchung in das Bakterio-
logielabor gebracht. Spitestens 15 Stunden nach
der Entnahme erfolgte eine Transtrachealwaschung
analog der Methode bei den lebenden Kilbern.
Restblut in variabler Menge wurde aus dem Her-

zen entnommen.

Bakterienkultur

Je 10 pl der Lavagefliissigkeit wurden auf MacCon-
key-Agar, Schafblut-Agar und Kochblut-Agar auf-
getragen. Die Bebriitung, Ablesung, Keimzahlbe-
stimmung (Anzahl Keime/ml Lavagefliissigkeit)
und Identifizierung der isolierten Bakterien erfolg-
te nach den iiblichen Methoden der Routinediag-
nostik.Als signifikant fiir eine Infektion wurde eine
Keimzahl von =104/ml Lavagefliissigkeit betrach-
tet (Baselski und Wunderink, 1994). Das Vorliegen
von < 10* banaler Keime/ml Lavagefliissigkeit,
einer nicht reprisentativen Mischflora oder eines
sterilen Befundes wurde als negativ interpretiert.
Bei den Schlachthofkilbern (Gruppen C und D)
wurde gleich verfahren wie fiir die Lavagefliissig-
keit,
Lungengewebe kultiviert. Wachstum wurde mit
< 30 Kolonien/Platte (+), 30-100 Kolonien/
Platte (++) oder > 100 Kolonien/Platte (+++)
bewertet.

zusitzlich wurden Bronchusinhalt und

I Luer, TSK-SUPRA, 2.00x60
2 Polythene Tubing, ID 0.86 mm, OD 1.27 mm
3 Dr. Bommeli AG, 3097 Liebefeld

Kultur von Mykoplasmen

Fiir die gezielte Suche nach Mycoplasma spp., im
besonderen nach M. bovis, wurden zusitzlich zur
Kultur auf Blutagar 10 pl der Lavagefliissigkeit auf
PPLO-Agar gebracht und 0.5 ml in eine PPLO-
Bouillon gegeben, entsprechend bebriitet und
abgelesen (Bannerman und Nicolet, 1971). Die
Isolierung von M. bovis ist wegen hiufiger Konta-
mination mit M. bovirhinis schwierig. Deshalb
wurde nicht weiter umgeziichtet, sondern direkt
mit der Polymerase Kettenreaktion (PCR), basie-
rend auf dem urrC-Gen, nach M. bovis-DNA ge-
sucht (Subramaniam et al., 1998).

Hemmstoffnachweis

Der Hemmstoffnachweis in der Lavagefliissigkeit
erfolgte mit einer Seed-Agar-Platte, pH 7.2, die
vorgangig mit Bacillus subtilis als Gusskultur be-
impft worden war. Nach Auflegen eines mit 10pl
Lavagefliissigkeit benetzten Filterplittchens auf
eine Seed-Agar-Platte wurde diese bei 30°C aerob
wihrend 16 Stunden bebriitet. Ein Hemmbhof
von = 2 mm um das Filterplittchen herum wurde
als positiv bewertet. Bei den lebenden Kilbern
(Gruppe A und B) wurde anhand der Anamnese die
Anzahl Tage nach der letzten Antibiotikumappli-
kation berechnet und mit der entsprechenden
Absetzfrist verglichen.

Antibiotika-Empfindlichkeitspriifung

Insgesamt 98 isolierte Bakterienstimme (55 PR
multocida, 7 M. haemolytica, 20 A. pyogenes und
16 H. somnus) wurden auf ihre Antibiotika-
empfindlichkeit gepriift. Die Priifung der Anti-
biotikaempfindlichkeit mit dem Agardiffusionstest
und die Einteilung der Stimme als sensibel, inter-
mediir oder resistent wurde gemiss National
Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) durchgefiihrt (Anon. 1994; Anon. 1997,
Anon. 1998). Wo zu wenig Angaben des NCCLS
vorhanden waren, wurde auf andere Angaben ab-
gestiitzt (Tab. 4). Zusitzlich wurde bei P multocida,
M. haemolytica und H. somnus ein Beta-Lactamase-
Schnelltest (Dry Slides, Difco) durchgefiihrt.

Serologie

Mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)? wurden Antikorper (IgG) gegen M. bovis
in der Lavagefliissigkeit und im Serum gesucht. Die
Resultate geben das Verhiltnis der optischen
Dichte zwischen Positivkontrolle (= 100%) und
den Testproben in Prozenten an. Die Serum-
ELISA-Resultate wurden bis 70% als negativ,
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Kalberpneumonien: Erregerspektrum und Resistenzlage

zwischen 71 und 100% als zweifelhaft und ab 101%
als positiv interpretiert (Bonnemain, 1998). Der
ELISA mit Lavagefliissigkeit ist nicht validiert.
Deswegen wurden fiir die Lavagefliissigkeit nur
Resultate, die grosser als 110% der Positivkontrolle
waren, als positiv bewertet.

Zytologie

Die Ausstriche von Lavagefliissigkeit wurden
bauptsichlich auf vermehrtes Vorhandensein von
neutrophilen Granulozyten untersucht. Die Zell-
menge wurde angegeben mit sehr wenig (--),
wenig (-), missig (+), missig bis viel (++), viel
(+++) und massenhaft (++++).

Ergebnisse

Bakterienkultur

Die Tabellen 1 und 2 geben die Anzahl Kilber in
den vier Gruppen an, bei denen spezifisch-patho-
gene Keime aus der Lunge isoliert wurden*. P mul-
tocida und M. haemolytica traten nur bei Kilbern auf,
die ilter als 6 Wochen waren, aber nie bei jiingeren
Tieren. H. somnus dagegen wurde in allen unter-
suchten Altersklassen gefunden.

Fiir jede Gruppe ist die prozentuale Verteilung der
aus der Lavagefliissigkeit isolierten spezifisch-pa-
thogenen Erreger in Tabelle 3 dargestellt.

Bei den Schlachthofkilbern (Gruppen C und D)
wurde die Anzahl Bakterienisolationen aus der
Lavagefliissigkeit mit der Anzahl aus Lungenge-

4 M. bovis ist in Tabellen 1-3 nicht beriicksichtigt.

Tabelle 1: Keimzahl von spezifisch-pathogenen Erregern in der Lavagefliissigkeit
bei lebenden Kilbern mit (GruppeA) und ohne Pneumoniesymptome (Gruppe B)

Gruppe A 'ni v . Gruppe B/ 'in
Kilber mit klini- 13 Gesunde Kilber 9
scher Pneumonie (Kontrolle von A)
Keimzahl/ml Erreger Erreger
Signifikant A. pyogenes 3 S. suis 2
H. somnus 2 P multocida 1
A. pyogenes +
P multocida al
A. pyogenes + S.suis | 1
A. pyogenes +
M. haemolytica 1
H. somnus +
M. haemolytica 1
Nicht signifikant H. somnus + ‘
M. haemolytica 1 -
Negativ = 3 = 6

Signifikante Keimzahl: = 104/ml Lavagefliissigkeit
Nicht signifikante Keimzahl: < 104/ml Lavagefliissigkeit
Negativ: steril oder banale Flora

Mykoplasmen sind in Tabelle 1 nicht beriicksichtigt

Tabelle 2: Keimzahl von spezifisch-pathogenen Erregern in der Lavagefliissigkeit
aus Schlachtlungen mit (Gruppe C) und ohne Pneumonielisionen (Gruppe D)

Gruppe C n Gruppe D
Schlachtlunge 90 Gesunde
mit Pneumonie Schlachtlunge
(Kontrolle von C)
Keimzahl/ml Erreger Erreger
Signifikant P multocida 19 -
H. somnus 4
A. pyogenes
S. suis 1
P multocida +
H. somnus 6
A. pyogenes +
P multocida 4
A. pyogenes +
M. haemolytica
Nicht signifikant P multocida
A. pyogenes
A. pyogenes + :
P multocida 1 =
Negativ = 44 5

Signifikante Keimzahl: = 10%/ml Lavagefliissigkeit
Nicht signifikante Keimzahl: < 10%/ml Lavagefliissigkeit
Negativ: steril oder banale Flora

Mykoplasmen sind in Tabelle 2 nicht beriicksichtigt

webe und aus Bronchusinhalt verglichen. Alle H.
somnus-positiven Fille der Bronchien bzw. des
Lungengewebes waren immer auch in der Lavage-
fliissigkeit positiv. Gesamthaft wurden aus der
Lavagefliissigkeit 56% mehr spezifisch-pathogene
Erreger als aus Bronchusinhalt isoliert und 96%
mehr als aus Lungengewebe. Die zehn makros-
kopisch gesunden Schlachthofkilber (Gruppe D)
waren in allen drei Proben negativ (= steril oder
banale Flora).

Kultur von Mykoplasmen

Verschiedene Mykoplasmen-Arten (Mycoplasma
spp.) wurden aus Lavagefliissigkeit entweder auf
Schafblut-Agar, oder auf PPLO-Agar oder in
PPLO-Bouillon nachgewiesen. Es wuchsen deut-
lich mehr Mycoplasma spp. auf PPLO-Agar als auf
Schafblut-Agar (Tab. 4). Der spezifische Nachweis
von M. bovis wurde mittels PCR in allen PPLO-
Bouillons und in allen Lavagefliissigkeiten direkt
durchgeftihrt (Tab. 4). M. bovis-DNA konnte in

n
10

10

Tabelle 3: Prozentuale Hiufigkeit der aus der Lavagefliissigkeit isolierten spezifisch-
pathogenen Erreger bei lebenden Kdlbern mit (Gruppe A) und ohne Pneumonie
(Gruppe B), sowie aus Schlachtlungen pneumonischer (Gruppe C) und gesunder

Kalber (Gruppe D).
Erreger Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
A. pyogenes 46% 0% 8% 0%
H. somnus 23% 0% 11% 0%
P multocida 8% 11% 32% 0%
M. haemolytica 16% 0% 2% 0%
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Kalberpneumonien: Erregerspektrum und Resistenzlage

Tabelle 4: Isolierung von Mycopl, spp. i

allen vier Gruppen in der Lavagefliissigkeit viel
hiufiger nachgewiesen werden als in der PPLO-
Bouillon. Mit zwei Ausnahmen war eine positive
PPLO-Bouillon immer auch in der Lavagefliissig-
keit positiv.

Hemmstoffnachweis

Bei Kilbern der Gruppe A konnten aufgrund der
Anamnese zehn von dreizehn Kilbern als mit Anti-
biotika vorbehandelt betrachtet werden. Die Lava-
gefliissigkeit war bei sieben von diesen zehn und
bei den drei nicht vorbehandelten Kilbern hemm-
stoff-negativ, bei den restlichen drei Kilbern war sie
hemmstoff-positiv. Bei Kilbern der Gruppe B
waren anamnestisch drei von neun Kilbern aus

Tabelle 5: Aus Kilberlungen isolierte Stamme mit Resistenzen.

von M. bovis und Antikérper-Nachweis gegen M. bovis.

Aufgrund fehlender spezifischer NNCCLS-Angaben (Anon 1998) wurde entschieden, ob resistente Keime vorlagen:

anderen Griinden mit Antibiotika vorbehandelt
und deren Lavagefliissigkeit war hemmstoff-posi-
tiv. Die Lavagefliissigkeit der sechs nicht vorbehan-
delten Kilber war hemmstoff-negativ. Bei pneu-
monischen Schlachthofkilbern der Gruppe C war
die Lavagefliissigkeit bei 23 von 90 Proben (26%)
hemmstoff-positiv. Bei allen Kilbern der Gruppe D
war die Lavagefliissigkeit hemmstoff-negativ.

Antibiotika-Empfindlichkeit

Die Ergebnisse der Antibiotika-Empfindlichkeits-
priifung sind in Tabelle 5 dargestellt. Vergleichend
sind die Resultate von anderen Untersuchungen
aus der Schweiz und dem Ausland in Tabelle 6 auf-
gefiihrt.

(1) anhand der Beta-Laktamase-Test-Reesultate und anhand der NCCLS-Angaben fiir H. influenzae

(2) anhand der NCCLS-Angaben fiir Staphylokokken
(3) anhand der NCCLS-Angaben fiir H. influenzae
(4) anhand der NCCLS-Angaben fiir Pasteurellaceae

(5) anhand der NCCLS-Angaben fiir Ciprofloxacin, getestet mit H. influenzae

(6) anhand der NCCLS-Angaben fiir Staph. aureus
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Kalberpneumonien: Erregerspektrum und Resistenzlage

Tabelle 6:Vergleich der Ergebnisse verschiedener Resistenzpriifungsstudien

Eigene Martel

Resultate (1993)
P multocida
Penicillin/Ampicillin 0%
Streptomycin 48% 74%
Neomycin 51% 54%
Gentamicin 4% 22%
Tetrazyklin 15% 54%
Chloramphenicol 0% 35%.
Sulfonamide 44% 65%
Trimethoprim-Sulf. 11% 23%
Enrofloxacin 0%
M. haemolytica
Penicillin/ Ampicillin 43% 66%
Streptomycin 100% 95%
Neomycin 100% 55%
Gentamicin 0% 21%
Tetrazyklin 43% 75%
Chloramphenicol 0% 40%
Sulfonamide 14% 83%
Trimethoprim-Sulf. 0% 45%
Enrofloxacin 0%
A. pyogenes
Penicillin/Ampicillin 0%
Streptomycin 70%
Neomycin 100%
Gentamicin 0%
Tetrazyklin 35%
Chloramphenicol 0%
Sulfonamide 100%
Trimethoprim-Sulf. 100%
Erythromycin 45%
H.somnus / Gl
Penicillin/Ampicillin 0%
Streptomycin 50%
Neomycin 69%
Gentamicin 0%
Tetrazyklin 25%
Chloramphenicol 0%
Sulfonamide 94%
Trimethoprim-Sulf. 6%
Erythromycin 0%
Serologie

Antikorper gegen M. bovis wurden mittels ELISA
in der Lavagefliissigkeit und im Serum nachgewie-

sen (Tab. 4).

Zytologie

Bei den makroskopisch gesunden Schlachthof-
kilbern (Gruppe D) lag die Anzahl neutrophiler
Granulozyten in einem Bereich von sehr wenig
(--) bis missig (+). Bei den pneumonischen
Schlachthofkilbern (Gruppe C) wiesen 26% der

Willson Martig Corboz
(1990) (1975) (1975)
13%
10%
7%
64%
63% 0%
100%
0%
11%
48%
0%
89%
0%
78%
89%
15%
11%
4%
93%
81%
0%
5% 0%
33%
83%
0%
5% 0%
0% 6%
100%
0%
0%

Tiere mit negativen Kulturresultaten eine erhdhte
Anzahl von neutrophilen Granulozyten auf, die
aber nie {iber missig bis viel (++) hinausreichte.
Dreiundsechzig Prozent der Kilber mit nicht sig-
nifikanten Keimmengen in der Lavagefliissigkeit
zeigten eine erhohte Anzahl neutrophiler Granulo-
zyten, die aber ebenfalls nie tiber missig bis viel
(++) hinausreichte. Schliesslich war bei 71% der
Kilber mit signifikanten Keimmengen die Anzahl
der neutrophilen Granulozyten in der Lavagefliis-
sigkeit erhoht. Davon wies knapp die Hilfte viele
(t+++) oder massenhaft (++++)
Granulozyten auf.

neutrophile
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Diskussion

Die semi-quantitative Bakteriologie des Bron-
chialbaumes (bronchoalveolire Lavage, Transtra-
cheallavage) gilt bei Tieren mit Pneumonie als
Methode der Wahl fiir die Interpretation der Signi-
fikanz isolierter Erreger (Sanchez Nieto et al.,
1995). Resultiert aus der Kultivierung der Lavage-
fliissigkeit ein signifikantes Keimwachstum (=
10%/ml Lavagefliissigkeit), kann man davon ausge-
hen, dass eine aktive bakterielle Infektion im unte-
ren Respirationstrakt vorliegt. Es ist aber auch
moglich, dass bei nicht signifikanten Keimzahlen
eine aktive bakterielle Infektion vorhanden ist.
Dies kann aufgrund einer inhomogenen Verteilung
der Spiilflissigkeit im Bronchialbaum geschehen.
Dabei werden nur Randbezirke eines Pneumonie-
herdes erreicht, wo die Keimkonzentration noch
gering ist und geringe Keimzahlen vorgetiuscht
werden. Als weitere Entscheidungshilfe kénnen
die zytologischen Befunde beigezogen werden.
Aus der Literatur ist bekannt, dass zumindest bei
ilteren Mastkilbern als Folge einer Pneumonie die
Anzahl neutrophiler Granulozyten in der Lavage-
flissigkeit zunimmt (Allen et al., 1992). Die Resul-
tate der hier vorliegenden Studie bestitigen eine
solche Zunahme bei ilteren Mastkilbern. Man
darf aber nur bei Vorliegen von vielen (+++)
neutrophilen Granulozyten spezifisch-pathogene
Keime in signifikanter Menge im unteren Respi-
rationstrakt vermuten. Ist die Anzahl geringer, ist
gemiss unseren Resultaten keine sichere Aussage
moglich.

Der hohe Anteil (drei Kilber = 23%) negativer
Kulturresultate in der Lavagefliissigkeit von leben-
den, pneumonischen Kilbern (Gruppe A) kann auf
zwei Arten gedeutet werden. Einerseits kann eine
virale Infektion ohne Beteiligung von Bakterien
vorliegen oder die Spiilfliissigkeit kann bei diesen
Kilbern wihrend der Transtracheallavage im
Bronchialbaum inhomogen verteilt sein, so dass der
Pneumonieherd nicht erreicht wird. Andererseits
waren diese 3 Kilber alle mit Antibiotika vor-
behandelt, wobei der Hemmstoffnachweis bei
nur einem positiv ausfiel. In der Literatur wird
ein dhnlicher Anteil negativer Resultate bei der
Kultivierung von Lavagefliissigkeit von Rindern
und Kilbern mit Pneumonie angegeben (Viso,
1982; Ulmer, 1984; Bibal, 1986). Eine Studie
beim Menschen kommt zu ihnlichen Resultaten
(Sanchez Nieto et al., 1995). Fiir die pneumoni-
schen Schlachthofkilber (Gruppe C) besteht die
Moglichkeit, dass Mastkidlber mit chronischer
Pneumonie zuvor massiv und erfolgreich thera-
piert wurden. Da andererseits bekannt ist, dass
sich Makrolide und Trimethoprim im Lungen-
gewebe anreichern konnen, diirfte damit auch die

hohe Anzahl hemmstoff-positiver Lavagefliissig-
keiten (26%) in dieser Gruppe zu erkliren sein.
Bei allen isolierten spezifisch-pathogenen Erregern
ausser bei H. somnus fillt eine unregelmissige
Altersverteilung auf. Die relativ grosse Anzahl an
H. somnus-Isolaten, welche von Kilbern aller
Alterskategorien stammten, widerspricht der bis-
herigen Meinung, dass der Erreger nur selten in
Kilberlungen festgestellt werden kann (Corboz
und Nicolet, 1975). Ob dieser Widerspruch auf ein
hiufigeresVorkommen des Keimes oder auf geziel-
tere Diagnostikmethoden zuriickzuftihren ist, kann
nicht weiter beurteilt werden. A. pyogenes ist vor
allem als Verursacher von chronischen Pneu-
monien bekannt (Nicolet, 1985). Trotzdem wurde
der Erreger bei den lebenden, pneumonischen
Kilbern, die alle jung waren (2—18 Wochen), signi-
fikant hiufiger gefunden (Gruppe A: 46%) als bei
den pneumonischen Schlachthofkilbern (Gruppe
C:8%).Dies deutet darauf hin, dass A. pyogenes auch
im akuten Stadium von Pneumonien eine Rolle
spielen kann.

A. pyogenes oder H. somnus wurden bei den
jingeren Tieren der Gruppen A und B nur bei
erkrankten Kilbern nachgewiesen, und zwar ins-
gesamt in 77% der Fille, was auf eine aetiologische
Beteiligung dieser beiden Mikroorganismen hin-
weist. Uber die aetiologische Bedeutung der
anderen Erreger lisst die Studie wegen der kleinen
Zahlen keine sichere Aussage zu.

M. haemolytica konnte bei den lebenden Kilbern
der Gruppe A verhiltnissmissig hiufiger gefunden
werden als bei den Schlachthofkilbern (Gruppe C).
Der Erreger kam aber nur bei lebenden Kilbern
dlter als 6 Wochen vor. Dabei konnte er immer nur
zusammen mit anderen pathogenen Erregern isoliert
werden, nie alleine. Bei den Schlachthofkilbern
war P multocida nur in Lungen mit pneumonischen
Lisionen nachweisbar und dies bei mehr als 30%
der Kilber. Dagegen wurde dieser Erreger in Lun-
gen ohne Lisionen nicht nachgewiesen. Diese Be-
obachtungen weisen auf eine Rolle von P multocida
als Erreger von chronischen Pneumonien hin.
Martig (1975) fand in Nasen-Rachen-Tupfern
hiufig Mischinfektionen von P multocida und M.
haemolytica, eine Kombination, welche in unseren
Proben aus Tracheallavagen nie nachzuweisen war.
Mit spezifisch-pathogenen Erregern wurden nur
Monoinfektionen oder Doppelinfektionen beo-
bachtet. Dies entspricht den Angaben in der Lite-
ratur (Ulmer, 1984; Ziindel et al., 1985). Bei Kil-
bern der Gruppe A betrug das Verhiltnis zwischen
Mono- und Mischinfektionen 55 zu 45. In der
Literatur wird bei Transtracheallavagen einVerhilt-
nis von 83 zu 17 angegeben (Ziindel et al., 1985).
In der Schweiz ging man vor tiber 20 Jahren (Mar-
tig , 1975) davon aus, dass es nur wenige bis keine
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Penicillin-resistenten Pasteurellen-Stimme  gibt.
Der Anteil von 43% Penicillin-resistenter M.
haemolytica-Stamme darf aufgrund der geringen
Anzahl (3 von 7 Stimmen) nicht verallgemeinert
werden. Trotzdem sollte Penicillin bei gehiuftem
Auftreten von Pneumonien in einem Bestand oder
bei therapieresistenten Erkrankungen nicht als
Mittel der ersten Wahl fiir die Behandlung von
Kilberpneumonien betrachtet werden. Hinzu
kommyt, dass Penicillin gegen Mycoplasma spp., die
keine Zellwand besitzen, ohne Wirkung bleibt. In
der Praxis werden Kilber mit akuter Pneumonie
oftmals mit der Kombination Sulfonamid/Trime-
thoprim oder mit Tetrazyklinen behandelt. Auf-
grund der hiufigen Isolation von A. pyogenes aus
den unteren Atemwegen v.a. bei jiingeren Kilbern
mit klinischer Pneumonie und der 100%-igen
Resistenz der 20 gepriiften Stimme gegeniiber
Sulfonamiden (allein oder in Kombination) scheint
die Wahl dieser Wirkstoffe fiir die routinemissige
Behandlung von Kilberpneumonien nicht mehr
berechtigt zu sein. Resistenzen gegen Tetrazykline
waren bei allen vier untersuchten Keimen recht
hiufig (15-43%), was moglicherweise mit dem
massiven Einsatz dieser Wirkstoffe in Medizinal-
futter in Zusammenhang gebracht werden kann.
Enrofloxacin sollte trotz oder gerade wegen der
guten Wirkung auf alle vier spezifisch-pathoge-
nen Erreger, aber auch wegen seiner toxischen
Wirkung auf die Gelenksknorpel (Schadewinkel
und Scherkl, 1995a; Bostian et al., 1998) und der
Gefahr einer schnellen Resistenzentwicklung fiir
echte Problemfille reserviert bleiben. Mehrere
wirksame, nicht-toxische Produkte gegen Respi-
rationserkrankungen beim Wiederkiuer (Cepha-
losporine, Tilmicosin, Florfenicol) sind in den
letzten Jahren auf den Markt gekommen und
konnen bei Problemfillen eingesetzt werden. Im
Vergleich mit Berichten aus dem Ausland zeigen
Resultate aus unserer Gegend eine eher weniger
gravierende Resistenzlage bei Erregern von Kil-
berpneumonien (Tab. 6). Da je nach Intensitit und
Varietit des Einsatzes von Antibiotika die Resis-
tanzlage von Region zu Region unterschiedlich
sein kann, diirfen diese Resultate nur mit Vorsicht
auf die Situation in anderen Gegenden tibertragen
werden.

Isolierung von Mykoplasmen konnte in allen
Altersklassen beobachtet werden, was mit den An-
gaben in der Literatur tibereinstimmt (Bocklisch et
al., 1983).Bei Kilbern der Gruppen A und B traten
Mycoplasma spp. signifikant hiaufiger auf als bei
Tieren der Gruppen C und D. Dies konnte einer-
seits auf die unterschiedlichen Gegebenheiten bei

der Entnahme von Proben an lebenden und ge-
schlachteten Kilbern oder andererseits durch ein
gehiuftes Vorkommen von Mycoplasma spp. bei
jingeren Kilbern (Bocklisch et al., 1983) zuriick-
zufiihren sein.

Es war leider im Rahmen dieser Studie nicht mog-
lich, die PCR-Resultate mit der Identifizierung
der Mycoplasmenkulturen zu vergleichen. Die
Spezifitit der PCR fiir M. bovis ist aber bei anderen
Gelegenheiten dokumentiert worden (Subrama-
niam et al., 1998). Die PCR -Resultate zeigen, dass
M. bovis-DNA mit diesem Nachweisverfahren in
der Lavagefliissigkeit haufiger nachgewiesen wer-
den kann als im Nihrmedium.Als Ursache kénnen
die Uberwucherung und die Abtétung durch
starke Ansiuerung beim Glucoseabbau durch M.
bovirhinis und die Hemmung der PCR. durch hohe
Serumkonzentration in den Nihrbdden betrachtet
werden.

Der ELISA mit Serum ist bei jungen Kilbern
hiufiger positiv fiir Antikérper gegen M. bovis als
der ELISA mit Lavageflissigkeit. Dies konnte
durch eine zu starke Verdiinnung der Antikorper in
der Lavagefliissigkeit erklirt werden. Der ELISA
mit Serum ist bei den lebenden, pneumonischen
Kilbern (Gruppe A) ofter positiv als bei den pneu-
monischen Schlachthofkilbern (Gruppe C), was
die Resultate der bakteriologischen Untersuchun-
gen wiederspiegelt. Die Resultate der vorliegen-
den Studie zeigen, dass die durch PCR der Lavage-
fliissigkeit bestimmte Privalenz von M. bovis bei
den lebenden Kilbern mit klinischer Pneumonie
hoher ist (69%) als bei den pneumonischen
Schlachthofkilbern (37%). Dies weist auf eine
starke Verbreitung des Erregers bei jungen, pneu-
monischen Kilbern hin. Weitere Abkliarungen iiber
die Privalenz und die pathogene Rolle von M. bo-
vis sind wiinschenswert. Serum-ELISA-R esultate
zeigen gemiss einer neuen Studie im allgemeinen
eine gute Sensibilitit und Spezifitit (Bonnemain,
1998), obwohl sich mehr M. bovis-positive Kilber
in der hier vorgestellten Studie mit dem Nachweis
von M. bovis-DNA in der Lavagefliissigkeit als mit
dem Nachweis von entsprechenden Antikérpern
im Serum diagnostizieren liessen. Der ELISA mit
Serum kann aber trotzdem ein wertvolles Hilfs-
mittel flir die M. bovis-Diagnostik, besonders auf
Bestandesebene, darstellen.
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Pneumonies des veaux: mise a jour
du spectre bactérien incriminé et des
résistances aux antibiotiques

La population examinée comprenait de jeunes
veaux présentant des signes de pneumonie
(groupe A, n=13) et leur groupe de contrdle
formé de veaux sains (groupe B, n=9), ainsi que
des veaux plus agés dont les poumons avec
(groupe C, n=90) ou sans (groupe D, n=10)
signes macroscopiques d’inflammation ont été
collectés apres abattage. Dans le groupe A, le
germe isolé le plus fréquemment était Arcano-
bacterium pyogenes (46%), suivi de Haemophilus
somnus (23%), Mannheimia haemolytica (15%),
Streptococcus suis et Pasteurella multocida (7.7%
chacun). Dans le groupe B, seuls S. suis (22%)
et R multocida (11%) ont été mis en évidence. P
multocida a été isolée chez 32% des veaux du
groupe C, H. somnus chez 11%, A. pyogenes chez
7.8%, M. haemolytica chez 2.2% et S. suis chez
1.1%. Aucun pathogene spécifique n’a été mis
en évidence dans le groupe D. La prévalence de
Mycoplasma bovis atteignait 69% chez les veaux
jeunes souffrant de pneumonie, contre 37% chez
les veaux plus agés présentant des lésions pul-
monaires. La résistance aux antibiotiques a été
testée pour 98 souches de bactéries. La résistance
a la pénicilline et 'ampicilline n’a été observée
que pour M. haemolytica (43%). La résistance a la
streptomycine était tres répandue (48-100%), de
méme que les résistances a la tétracycline (15—
43%), aux sulfamidés seuls (14—-100%) ou com-
binés avec le trimethoprime (0—100%). Les stra-
tégies thérapeutiques utilisées dans la région
étudiée devraient étre revues en regard du
spectre d’agents infectieux observés, de la situa-
tion des résistances et de I'importance croissante
_de Mycoplasma bovis.

Korrespondenzadresse:

Polmoniti nei vitelli: attualizzazione dello
spettro batterico e delle resistenze agli
antibiotici

La popolazione esaminata comprendeva dei
giovani vitelli con sintomi di polmonite
(gruppo A, n=13) ed un gruppo di controllo
(vitelli sani, gruppo B, n=9), come pure dei
vitelli piu grandi nei quali I’esame macroscopico
alla macellazione ha rilevato lesioni (gruppo C,
n=90) o assenza di lesioni (gruppo D, n=10).
Nel gruppo A, il batterio isolato con maggiore
frequenza era I’Arcanobacterium pyogenes (46%),
seguito da Haemophilus somnus (23%), Mann-
heimia haemolytica (15%), Streptococcus suis e
Pasteurella multocida (7.7% per entrambi i bat-
teri). Nel gruppo B, sono stati isolati solamente
S. suis (22%) e P multocida (11%). P multocida &
stata isolata nel 32% dei vitelli del gruppo C,
H. somnus nell'11%, A. pyogenes nel 7.8%, M.
haemolytica nel 2.2% e S. suis nell’ 1.1%. Nes-
sun patogeno specifico ¢ stato identificato nel
gruppo D.La prevalenza di M. bovis raggiungeva
69% nei giovani vitelli con sintomi di polmo-
nite, contro un 37% nei vitelli con lesioni
polmonari alla macellazione. La resistenza agli
antibiotici ¢ stata testata per 98 colture di batteri.
Una resistenza alla penicillina e all’ampicillina
¢ stata riscontrata solo nel 43% dei ceppi di M.
haemolytica. Un tasso di resistenza piu alto € stato
riscontrato per la streptomicina (48-100%), la
tetraciclina (15-43%), i sulfamidici da soli (14—
100%) o in combinazione con la trimetoprima
(0-100%).

Le strategie terapeutiche adottate nella regione
coinvolta dallo studio dovrebbero essere riviste
considerando 1 batteri isolati, la resistenza agli
antibiotici testati e I'importanza crescente del
Mycoplasma bovis.
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