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| Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus Mastitismilch-
i proben von Schafen und Ziegen von iiber 40 Betrie- !
. ben der Schweiz Staphylococcus aureus und Koagulase- |
| negative Staphylokokken (CNS) isoliert. Bei den CNS |
. konnte mittels Restriktionsprofil-Analyse des groEL- |
Gens und 16S rDNA Sequenzierung gezeigt werden,
i dass verschiedene Spezies vorkamen, wenn auch ein- |
. zelne dominierten. Die Resistenzpriifung der Mastitis-
| erreger gegen ausgewihlte Antibiotika erfolgte mittels |
. des Mikrodilutionsverfahrens. Von den 67 S. aure- |
. us- und 208 CNS-Stimmen waren 31.3% und 8.2% |
i resistent gegen Penicillin, 29.9% und 1.0% resistent |
" gegen Ampicillin, 1.5% und 10.6% resistent gegen |
| Erythromycin sowie 3.0% und 7.7 % resistent gegen |
Tetracyclin. Zudem waren 10 CNS-Stimme (4.8 %)
 resistent gegen Oxacillin und ein CNS-Stamm gegen |
i Sulfamethoxazol/Trimethoprim. Die vorliegenden Da- !
ten stellen eine erste Bestandesaufnahme zur Resis- |
| tenzsituation bei Mastitiserregern von Schafen und |
| Ziegen in der Schweiz dar. Zur Mastitisbekampfung |
. sind aber bei Kleinwiederkiuern auch flankierende |
i und priventive Massnahmen von entscheidender Be-
deutung. '

- Schliisselworter: Mastitiserreger, Kleinwiederkiuer,
i Antibiotikaresistenz, Minimale Hemmkonzentration |
' (MHK)

Einleitung

In der Schweiz werden aktuell mehr als 36'000 Milchzie-
gen unterschiedlicher Rassen und mehr als 10'500 Milch-
schafe, iberwiegend der Rassen Ostfriesisches Milchschaf
und Lacaune, gehalten (Schweizerischer Bauernverband,
www.sbv-usp.ch). Aufgrund des Trends der Konsu-

| Antimicrobial resistance of Staphylococcus

. aureus and coagulase negative staphylococci
| isolated from mastitis milk samples from

. sheep and goats.

| Staphylococcus aureus and coagulase negative staphy- |
- lococci (CNS) were isolated from ovine and caprine |
. mastitis milk samples originating from more than 40 |
i Swiss farms. CNS dominated as causal microorgan- !
| isms of mastitis in small ruminants. By restriction |
| fragment length polymorphism (RFLP) analysis of |
. the groEL gene and sequencing of 16S rDNA, various |
. CNS species were identified, albeit certain of them
i predominated. For susceptibility testing of mastitis !
. pathogens to selected antibiotics, minimal inhibitory |
| concentrations were determined. Of the 67 S. aureus |
and 208 CNS strains, 31.3 % and 8.2 % were resistant
| to penicillin, 29.9% and 1.0% to ampicillin, 1.5%
i and 10.6 % to erythromycin, and 3.0% and 7.7% to |
tetracycline, respectively. Moreover, 10 CNS strains
| (4.8%) were resistant to oxacillin and one CNS strain |
| to sulfamethoxazole/trimethoprim. The results ob- |
. tained describe for the first time the resistance situ- |
i ation of mastitis pathogens from sheep and goats in !
. Switzerland. However, accompanying and preventing |
| measures are also of importance in mastitis control of |
: small ruminants. :

Keywords: Mastitis pathogens, small ruminants, an-
i timicrobial resistance, minimal inhibitory concentra- !
i tion (MIC) :

menten zu moglichst naturbelassenen Produkten besteht
eine steigende Nachfrage nach Schaf- und Ziegenmilch
sowie daraus hergestellter Rohmilchkise und Milchspe-
zialitdten.

Mastitiden bakterieller Atiologie gehdren zu den hiu-
figsten Gesundheitsproblemen von Milchkiihen, -schafen
und -ziegen. In der Schweiz sind im Durchschnitt zwischen
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20 und 40% der Euterhilften von Milchschafen und
-ziegen von einer Mastitis betroffen (Schaeren und
Maurer, 2006; Maurer und Schaeren, 2007). Akute und
chronische Mastitiden stellen fiir Milchproduzenten
ein grosses wirtschaftliches Problem dar, da sie durch
Reduktion der Milchleistung, Beeintrichtigung der
Milchqualitit (verinderte Zusammensetzung), Preisab-
ziige, zusitzlichem Arbeitsaufwand und den Behand-
lungskosten zu erheblichen Verlusten oder gar zum
Ausmerzen von Tieren fithren (Gonzalo et al., 2002;
Halasa et al.,, 2007). Aus milchhygienischer Sicht so-
wie im Rahmen des Veterinary Public Health (VPH)
Ansatzes sind dabei insbesondere subklinische Mastiti-
den von Bedeutung. Bei Kleinwiederkiduern nehmen
S. aureus bei klinischen Mastitiden und Koagulase-nega-
tive Staphylokokken (CNS) bei subklinischen Mastitiden
eine dominierende Stellung ein.

In der Schweiz gibt es zurzeit mit Ausnahme des Trocken-
stellers Nafpenzal® DC (Veterinaria, Pfiffikon, CH) keine
zur intramammaéren Anwendung bei Schafen und Ziegen
zugelassene Antibiotika. Die Tierarzneimittelverordnung
(TAMYV, SR 812.212.27) erlaubt jedoch die Umwidmung
von zur Mastitistherapie bei Kiithen zugelassenen Anti-
biotika. Insbesondere bei Kleinwiederkduern muss die
Mastitisbekdmpfung jedoch neben dem Antibiotikaein-
satz auch flankierende und priventive Massnahmen zur
Ausschaltung pridisponierender Faktoren wie ungiins-
tiger Aufstallungssysteme, fehlerhafter Betriebs- und
Melkhygiene oder Fehler im Zusammenhang mit der
Melkmaschine beinhalten (Bergonier et al., 2003; Zweifel
et al., 2005; Contreras et al., 2007). Daten zur Resistenz-
situation von Mastitiserregern von Schafen und Ziegen
fehlten bis anhin in der Schweiz. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es (a) Mastitiserreger (S. aureus, CNS) aus
Mastitismilchproben von Schafen und Ziegen zu iso-
lieren, (b) CNS weitergehend zu charakterisieren respek-
tive zu identifizieren und (c) Daten zur Antibiotika-Resis-
tenzsituation der isolierten Mastitiserreger zu erheben.

Material und Methoden

Mastitismilchproben

Im Verlauf eines Jahres wurden Milchproben von Schafen
und Ziegen mit klinischer oder subklinischer Mastitis ge-
sammelt und am Institut fiir Lebensmittelsicherheit und
-hygiene der Universitit Ziirich auf Mastitiserreger un-
tersucht. Die 275 Milchproben, in welchen S. aureus oder
CNS nachgewiesen wurden, stammten von mehr als 40
Betrieben aus verschiedenen Regionen der Schweiz.

Stammisolation, -identifizierung und
-charakterisierung

Zur Untersuchung auf Mastitiserreger wurden die Milch-
proben auf Blutagarplatten (Difco Laboratories, Detroit,
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USA; 5% Schafblut defibriniert, Oxoid Ltd., Hampshire,
UK) und auf Bromthymolblau Laktose Agarplatten
(BROLAC-Agar, bioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, F) aus-
gestrichen und bei 37 °C wihrend 24 h inkubiert. Von
jeder Probe mit Gram-positiven, Katalase-positiven Kok-
ken wurde eine Kolonie-bildende Einheit mittels DNAse
Test Agarplatten (Becton Dickinson AG, Allschwil, CH)
auf ihre DNAse-Bildung tiberprift (Fantelli und Stephan,
2003). Als Kontrollstamm diente S. aureus ATCC 25923.
Zudem wurde auf Baird Parker plus Rabbit Plasma Fibri-
nogen Agar (Oxoid Ltd.) die Koagulasereaktion tiberpriift.
DNAse-positive (Authellungszone auf DNAse Test Agar),
Koagulase-positive Kolonien mit Doppelhidmolyse (B/8)
auf Blutagar wurden als S. aureus und Koagulase-negative
Kolonien als CNS Klassifiziert. Die weiterfiihrende Cha-
rakterisierung von CNS erfolgte mittels Restriktionsprofil-
Analyse (PCR-RFLP) des groEL-Gens (Santos et al., 2008).
Aufgrund der Restriktionsprofile wurden die CNS-Stim-
me verschiedenen Clustern zugeordnet. Zur Speziesiden-
tifizierung wurde von einem oder zwei Stimmen ausge-
wihlter PCR-RFLP-Cluster (> 2 Isolate) eine 16S rDNA
Sequenzierung durchgefiihrt (Juretschko et al., 2002).

Priifung der Antibiotikaresistenz

Die Priifung der Antibiotikaresistenz erfolgte unter Ver-
wendung des Mikrodilutionsverfahrens (Sensititre NLV
72, Trek Diagnostik Systems Ltd., West Sussex, UK).
Isolierte S. aureus- und CNS-Stimme wurden auf die
Empfindlichkeit gegentiber Amoxicillin/Clavulansiure,
Ampicillin, Cefazolin, Cephalotin, Enrofloxacin, Ery-
thromycin, Gentamicin, Oxacillin, Penicillin G, Sulfa-
methoxazol/Trimethoprim und Tetracyclin getestet. Die
getesteten Konzentrationsbereiche sowie die zur Beur-
teilung der MHK-Werte (MHK = Minimale Hemmkon-
zentration) verwendeten Breakpoints sind in den Tabel-
len 2 und 3 aufgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Mastitisstimme

Im Stammbkollektiv der 275 Mastitisisolate von Kleinwie-
derkduern wurden 67 Stimme als S. aureus und 208 als
CNS identifiziert. Diese Stimme wurden jeweils zu etwa
gleichen Teilen aus Milchproben von Schafen und Ziegen
isoliert. Dabei stammten die 67 S. aureus-Stimme (36
von Schafen, 31 von Ziegen) aus 25 Betrieben sowie 203
der CNS-Stamme (105 von Schafen, 98 von Ziegen) aus
31 Betrieben.

Charakterisierung und ldentifizierung
Koagulase-negativer Staphylokokken (CNS)

CNS sind bei Schafen und Ziegen eine sehr hiufige Ursa-
che von Mastitiden, insbesondere von subklinischen (Mc-
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Dougall et al., 2002; Moroni et al., 2005a; Contreras et al.,
2007). Fur die Beurteilung der potentiellen Pathogenitit
bestimmter Spezies werden dabei Daten zur Charakteri-
sierung und Speziesidentifizierung immer wichtiger (Py-
orild und Taponen, 2009; Zadoks und Watts, 2009).

Die Restriktionsprofil-Analyse einer Auswahl von 155
CNS-Stimmen ordnete diese 18 verschiedenen Gruppen
(Clustern) mit unterschiedlichen Restriktionsmustern
zu. Die Anzahl der Isolate pro Cluster reichte von einem
bis zu 64 Stimmen. Dabei umfassten drei Cluster zwei
Drittel der 155 typisierten Stimme (66.5%). Zur Spe-
ziesidentifizierung wurde von jeweils einem oder zwei
Stammen aus 12 verschiedenen Clustern mit insgesamt
144 Isolaten eine 16S rDNA Sequenzierung durchge-
fithrt. Tabelle 1 zeigt die dabei erhaltene Zuordnung der
Restriktionsprofile zu 10 verschiedenen CNS-Spezies. In
den drei dominierenden Clustern wurden S. saprophyti-
cus, S. equorum und S. lentus nachgewiesen. Daher schei-
nen bei den CNS aus Mastitismilchproben von Schafen
und Ziegen in der Schweiz bestimmte Spezies zu domi-
nieren, wenn auch viele verschiedene als Mastitiserreger
bei Kleinwiederkduern verbreitet sind.

In anderen Studien (Rodrigues da Silva et al., 2004; Con-
treras et al., 2007; Marogna et al., 2010) wurde ebenfalls
eine Vielzahl von CNS-Spezies aus Milchproben von
Schafen und Ziegen isoliert. Trotz geographischer Un-
terschiede und Unterschieden zwischen den Tierarten
dominierten dabei oft S. epidermidis, S. caprae, S. simu-
lans, S. chromogenes und S. xylosus. Uberdies scheint ein
Zusammenhang sowohl zwischen der Zellzahl und der
CNS-Spezies wie auch zwischen dem Vorkommen von
Antibiotikaresistenzen und der CNS-Spezies zu beste-
hen (Rodrigues da Silva et al. 2004; Schaeren und Halde-
mann, 2009).
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Die Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung von S. aure-
us und CNS aus Mastitismilchproben von Kleinwieder-
kduern sind in den Tabellen 2 und 3 aufgefiihrt. Bislang
lagen nur wenige aktuelle Daten zur Resistenzsituation
von Mastitiserregern bei Schafen und Ziegen vor und fiir
die Schweiz fehlten solche bis anhin ganz. Zudem wird
ein Vergleich der Ergebnisse durch variierende Rahmen-
bedingungen wie der Auswahl der Mikroorganismen und
Antibiotika oder den Verfahren und Kriterien zur Resis-
tenzbeurteilung erschwert (Schwarz et al., 2010).

Bei den 67 aus Mastitismilchproben von Kleinwieder-
kduern isolierten S. aureus-Stimmen wurden Resi-
stenzen gegen Ampicillin, Erythromycin, Penicillin G
und Tetracyclin gefunden (Tab. 2). Knapp ein Drittel der
S. aureus-Stimme wies jeweils eine Penicillinresistenz
(31.3%) und eine Ampicillinresistenz (29.9 %) auf. Diese
lagen in der Regel in Kombination vor. Zudem war je-
weils ein Stamm resistent gegen die Kombination von
Penicillin G und Erythromycin oder Penicillin G und Te-
tracyclin. Mit Ausnahme der Penicillin- und Ampicillin-
resistenzen verfiigten die 67 isolierten S. aureus-Stimme
jedoch nur selten iiber Resistenzen gegen die getesteten
Antibiotika. In einer brasilianischen Studie (Rodrigues da
Silva et al., 2004) erwiesen sich ebenfalls etwa ein Drittel
der aus Ziegenmilchproben isolierten S. aureus-Stimme
(36%) als Penicillin-resistent, wihrend in Studien aus
Italien (Moroni et al., 2005b; Lollai et al. 2008), Norwegen
(Mork et al., 2005) oder Slowenien (Pengov und Ceru,
2003) nur vereinzelte S. aureus-Stimme aus Schaf- oder
Ziegenmilch eine solche Resistenz aufwiesen.

Bei den 208 aus Mastitismilchproben von Kleinwieder-
kduern isolierten CNS-Stimmen wurden Resistenzen

Tabelle I: Charakterisierung von 144 aus Schaf- und Ziegenmilch isolierten Koagulase-negativen Staphylokokken-Stammen.

Anzahl CNS-Stamme
(Schaf-/Ziegenmilch)

vRestriktionsprofil-Analyse (PCR-RFLP) des groEL-Gens (Santos et al., 2008).
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Tabelle 2: Minimale Hemmbkonzentrationen (MHK) bei den 67 aus Mastitismilchproben von Schafen und Ziegen isolierten
Staphylococcus aureus-Stimmen.

| Wirkstoff Anteil |

: : resistenter

i Stimme

Amoxicillin/Clavulansaure® 0%
Ampicillin 29.9%

Cefazolin 0%

Cephalotin 0%

Enrofloxacin 0%

Erythromycin 1.5%
Gentamicin 0%

| Oxacillin 0%

| Penicillin G 31.3%
Sulfamethoxazol/Trimethoprim® 0%

Tetracyclin 3.0% ;

Die fiir jedes Antibiotikum getesteten Konzentrationsbereiche sind weiss hinterlegt (Sensititre custom plate). Werte tiber

oder unter diesen Bereichen stehen fiir MHK-Werte grosser als die hochste getestete Konzentration bzw. kleiner oder gleich

als die geringste getestete Konzentration. Die vertikalen schwarzen Balken zeigen die jeweiligen, im CLSI Supplement M100-

S18 fiir S. aureus aufgefiihrten Breakpoints (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008).

@Konzentrationen fiir Amoxicillin (Verhiltnis Amoxicillin/Clavulansidure 2:1) und Trimethoprim (Verhéltnis Sulfametho-
xazol/Trimethoprim 19:1)

Tabelle 3: Minimale Hemmkonzentrationen (MHK) bei den 208 aus Mastitismilchproben von Schafen und Ziegen isolierten
Koagulase-negativen Staphylokokken-Stimmen.

| Wirkstoff Anzahl Stamme mit MHK (pg/ml) von ! Anteil
b TESISEENERT

i 4 i 8 | 16 | 32 | Stamme

0%

1.0%

Die fiir jedes Antibiotikum getesteten Konzentrationsbereiche sind weiss hinterlegt (Sensititre custom plate). Werte tiber

oder unter diesen Bereichen stehen fiir MHK-Werte grosser als hochste getestete Konzentration bzw. kleiner oder gleich als

die geringste getestete Konzentration. Die vertikalen schwarzen Linien zeigen die jeweiligen, im CLSI Supplement M100-S20

fiir Koagulase-negative Staphylokokken aufgefiihrten Breakpoints (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2010).

@Konzentrationen fiir Amoxicillin (Verhiltnis Amoxicillin/Clavulansidure 2:1) und Trimethoprim (Verhiltnis Sulfametho-
xazol/Trimethoprim 19:1)
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gegen Ampicillin, Erythromycin, Oxacillin, Penicillin
G, Sulfamethoxazol/Trimethoprim und Tetracyclin ge-
funden (Tab. 3). Dabei dominierten Resistenzen gegen
Erythromycin (10.6 %) und Penicillin (8.2 %). CNS wa-
ren im Vergleich zu den untersuchten S. aureus-Stim-
men signifikant weniger hiufig resistent gegen Penicil-
lin und Ampicillin sowie signifikant hiufiger resistent
gegen Erythromycin (P < 0.001; Chi-Quadrat Test).
Auch erwiesen sich 4.8 % der isolierten CNS-Stimme
als resistent gegen Oxacillin, wihrend eine solche Re-
sistenz bei den untersuchten S. aureus-Stimmen nicht
gefunden wurde. In anderen Studien (Rodrigues da
Silva et al., 2004; Lollai et al., 2008) wurden bei aus
Milchproben von Schafen und Ziegen isolierten CNS-
Stimmen oft hohere Resistenzraten gegen Penicillin,
insbesondere hohere als bei S. aureus, gefunden. Auch
erwiesen sich in der Studie von Rodrigues da Silva et al.
(2004) 22.5% der aus Ziegenmilch isolierten CNS als
Oxacillin-resistent. Zudem zeigten diese Autoren, dass
zwischen verschiedenen CNS-Spezies Unterschiede in
den Resistenzprofilen und -raten vorlagen (Rodrigues
da Silva et al., 2004).

Fir die Schweiz lagen bis anhin lediglich Resistenzdaten
zu bovinen Mastitiserregern vor. Bei bovinen S. aureus
wurden dabei insbesondere Penicillin- und Ampicillin-
resistenzen gefunden, wobei die Hiufigkeit in der Regel
bei < 15% lag (Busato et al., 2000; Corti et al.; 2003;
Roesch et al., 2006). Im Gegensatz zu den vorliegenden
Ergebnissen von Kleinwiederkduern wurden bei bovinen
CNS oft hohere Resistenzraten gegen Penicillin (> 30 %)
sowie Ampicillin nachgewiesen (Corti et al., 2003; Ro-
esch et al. 2006). So wiesen in der Studie von Corti et

| Résistance aux antibiotiques de Staphylococcus |
. aureus et de Staphylocoques coagulase '
i négatifs isolés dans des échantillons de lait
mammiteux de chévre et de mouton

. Dans le cadre de ce travail, on a isolé des Staphylo- |
| coccus aureus et des Staphylocoques coagulase négatifs |
i (CNS) dans le lait mammiteux de chévres et de mou- |
| tons provenant de 40 exploitations suisses. Chez les |
| CNS, on a pu montrer, au moyen d’une analyse du |
. profil de restriction du géne groEL et du séquengage |
| 16s rDNA, qu'il existait plusieurs especes méme si cer-
| taines prédominaient. Lanalyse de la résistance de ces !
agents face a des antibiotiques choisis a été effectuée
- avec un principe de micro-dilution. Des 67 souches |
de S. aureus et des 208 souches CNS 31 %, respective-
. ment 8.2 % étaient résistants a la pénicilline, resp. 1% |
i a Pampicilline, 1.5 % resp. 10 % résistants a I’érythro- |
| mycine, 3% resp. 7.7 % résistants a la tétracycline. En |
| outre, 10 souches CNS (4.8%) étaient résistantes a |

al. (2003) von den bovinen S. aureus-Stimmen 9 % eine
Penicillin- und 7% eine Ampicillinresistenz auf, wih-
rend 31 % der CNS gegen Penicillin und 26 % gegen Am-
picillin resistent waren.

Schlussfolgerungen

Koagulase-negative Staphylokokken (CNS) dominieren
als Erreger von Mastitiden bei Schafen und Ziegen in der
Schweiz. Bei gehduftem Auftreten von Mastitiden sollte
auch bei Kleinwiederkduern eine bakteriologische Ab-
klarung der Ursache durchgefiihrt werden, denn insbe-
sondere bei Ziegenmilch sind Zellzahlen zur Erkennung
von Mastitiden nur beschriankt tauglich (Schaeren et al.,
2007). Insgesamt dominierten bestimmte CNS-Spezies,
wenn auch viele verschiedene CNS als Mastitiserreger
bei Kleinwiederkduern nachgewiesen wurden. Dabei
konnten sich verschiedene CNS-Spezies in ihrer Patho-
genitit und auch hinsichtlich des Vorkommens von An-
tibiotikaresistenzen unterscheiden. Insbesondere in Be-
trieben mit Bestandesproblemen kann es daher angezeigt
sein, Infektionen mit CNS genauer zu untersuchen. Die
festgestellten Unterschiede in der Empfindlichkeit der
Mastitiserreger gegentiber den getesteten Antibiotika un-
terstreichen die Bedeutung der Resistenzpriifung, zusam-
men mit einer zuverldssigen Identifizierung der Erreger.
Allerdings sind die Aussagen unter Praxisbedingungen zu
relativieren, da die Priifung in vitro erfolgte. Die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit stellen eine erste Bestandes-
aufnahme zur Resistenzsituation bei S. aureus und CNS
von Schafen und Ziegen in der Schweiz dar.

| Resistenza agli antibiotici dello Staphylococcus
. aureus e degli stafilococchi coagulasi

i negativi, isolati in un campione di latte di
pecore e capre affette da mastite

| Nel quadro di questo studio sono stati isolati gli
| Staphylococcus aureus e gli stafilococchi coagulasi ne- |
i gativi (SCN) provenienti da campioni di latte infetti
. da mastite provenienti da pecore e capre di piu di 40 |
- aziende svizzere. Nel caso del SCN, si & potuto mo- |
 strare via analisi del tipo restrittivo del gene groEl e |
della sequenza del 16S rDNA, che ricorrevano in varie
i specie anche se dominavano alcune singole. Lesame !
' alla resistenza dell’agente patogeno della mastite verso |
- antibiotici scelti succedeva via la procedura della mi- |
. crodiluizione. Dai ceppi di 67 S. aureus e di 208 SCNsi |
. ¢ riscontrato che il 31.3 % risp. I'8.2 % erano resistenti |
i alla penicillina, il 29.9% risp. I'1.0% erano resistenti '
all’ampicillina, I'1.5 % risp. il 10.6 % erano resistenti
' alla eritromicina e il 3.0% risp. il 7.7% erano resi- |
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I’oxacilline et une souche CNS résistante au trimétho- !
. prime-sulfaméthoxazole. Ces données constituent un |
| premier point de situation quant a la résistance des |
. agents responsables de mammites chez les chevres et |
{ moutons en Suisse. Toutefois, particulierement chez !
' les petits ruminants des mesures d’accompagnement
. et de préventions sont décisives pour la lutte contre |
. les mammites. '
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