Material und Methoden

2.1 Studienumfang und Stichprobenplan

Die Isolate wurden vom 01.01.2008 bis 12.12.2008 von
den teilnehmenden Laboren eingesandt. An der Stu-
die waren 31 Labore aus 13 Bundeslindern (Baden-
Wirttemberg, Bayern, Berlin, Brandenburg, Hessen,
Mecklenburg-Vorpommern, Niedersachsen, Nordrhein-
Westfalen, Sachsen, Sachsen-Anhalt, Schleswig-Holstein,
Rheinland-Pfalz, Thiiringen) beteiligt. Es handelte sich
um staatliche und private Labore sowie um universi-
tare Einrichtungen (s. Anhang, Tab. 1, Liste der Labo-
re).

Die Labore sammelten Bakterienstimme entspre-
chend des Stichprobenplans. Es wurden ausschlief’lich
Isolate von klinisch erkrankten, nicht antibiotisch vorbe-
handelten Tieren berticksichtigt.

2.2 Identifizierung der Bakterienstimme

Die Diagnostik der Bakterienstimme erfolgte in den ex-
ternen, an der Studie beteiligten Laboren nach den dort

Tab. 2.1 Bakterienspezies vom Rind (Kalb, Jungrind, Mastrind,
Milchrind)

Tab. 2.2 Bakterienspezies vom Schwein (Ferkel, Liufer, Mast-
schwein, Zuchtschwein)

Indikation Altersstufe Bakterienspezies
Respiratorische Ferkel P. multocida
Erkrankungen Laufer Actinobacillus pleu-
Mast- ropneumoniae (APP)
schwein Bordetella bronchiseptica
Streptococcus suis
Actinobacillus suis
Enteritis Ferkel E. coli
Laufer S. aureus
Mast- Salmonella spp.
schwein
Genitaltraktin- alle E. coli
fektionen S. aureus
Septikdmie alle E. coli

Tab. 2.3 Bakterienspezies von Tauben

Indikation Bakterienspezies
alle E. coli
Staphylococcus spp.

Salmonella spp.

Tab. 2.4 Bakterienspezies von Stilwasserfischen (Nutz- und Zierfi-
sche)

Indikation Bakterienspezies

alle Aeromonas spp.

Pseudomonas spp.

Indikation Altersstufe Bakterienspezies L ;
Yersinia ruckeri
Respiratorische Kalb Mannheimia haemolytica Vibrio spp.
Erkrankungen Jungrind Pasteurella multocida
Mastrind
Milchrind
Vi Milchrind ~ Kiebsiella spp. glltigen Differenzierungsmethoden. Zur Qualitétssiche-
Enterococcus faecalis rung wurde im BVL eine zufillige Stichprobe von 10%
Enterococcus faecium der Isolate einer Uberpriifung unterzogen. Die Stim-
Enteritis Kalb E. coli me wurden unter Beriicksichtigung der Koloniemorpho-
Salmonella spp. logie, der mikroskopischen, biochemischen bzw. sero-
Genitaltrakt-  alle E. coli logischen Eigenschaften nach den im BVL etablierten
infektionen S. aureus Methoden differenziert. Zusatzlich erfolgte eine Diffe-
Septikdmie alle S. aureus renzierung im BVL bei unstimmiger Koloniemorpholo-
il gie, bzw. wenn die Isolate von den Laboren nicht bis
Berichte zur Resistenzmonitoringstudie 2008, DOI 10.1007/978-3-0348-0423-3_2, 3

@ Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) 2012



4

2 Material und Methoden

Tab. 2.5 Bakterienspezies vom Geflligel (Pute, Huhn, Ente, Gans)

Indikation Tierart/ Bakterienspezies
Altersstufe
Respiratorische Masthahn  P. multocida
Erkrankungen Legehenne E. coli
Pute B. avium
Ente B. bronchiseptica
Gans
Urogenital- Masthahn  E. coli
traktinfektio-  Legehenne Staphylococcus spp.
nen Pute Pseudomonas aeruginosa
Ente
Gans
Nabel- und Pute E. coli
Dottersackent- Huhn Staphylococcus spp.
ziindung Ente Ps. aeruginosa
Gans
Septikdmie Pute E. coli
Huhn Staphylococcus spp.
Ente Ps. aeruginosa
Gans
Gastritis, Ente- Masthahn  E. coli
ritis Legehenne Salmonella spp.
Pute Ps. aeruginosa
Ente
Gans
Arthritis alle E. coli
S. aureus
Streptococcus spp.
Polyserositis alle E. coli
S. aureus

Streptococcus spp.

Tab. 2.6 Bakterienspezies von Hund und Katze

Indikation Tierart Bakterienspezies
Respiratorische Hund P. multocida
Erkrankungen Katze B. bronchiseptica
Enteritis Hund E. coli

Katze
Genitaltraktin- Hund E. coli
fektionen Katze Ps. aeruginosa
Haut-, Hund S. aureus
Schleimhaut-  Katze P. multocida
infektionen Staphylococcus spp.

zur Speziesebene ausdifferenziert waren. Konnte eine
Diagnose bei den iberpriiften Isolaten nicht bestitigt
werden, wurde das Isolat aus der Studie ausgeschlos-
sen.

Tab. 2.7 Bakterienspezies von Schaf und Ziege

Indikation Tierart Bakterienspezies
Respiratorische Schaf P. multocida
Erkrankungen Ziege M. haemolytica
Septikdmie Schaf E. coli
Ziege M. haemolytica
Mastitis Schaf E. coli, S. aureus
Ziege M. haemolytica

Tab. 2.8 Bakterienspezies vom Pferd

Indikation Tierart Bakterienspezies
Urogenital- Pferd E. coli
traktinfektio-

nen

alle Pferd E. coli, S. aureus

P. multocida

B. bronchiseptica
Pseudomonas spp.
Klebsiella spp.

2.3 Empfindlichkeitspriifungen

Die Uberpriifung der Empfindlichkeit der Bakterien-
stimme gegeniiber den verschiedenen antibakteriel-
len Wirkstoffen (Bestimmung der minimalen Hemm-
konzentration, MHK) erfolgte mittels Bouillon-Mikro-
dilution nach den Vorgaben des Dokuments ,,Approved
Standard M31-A3“des Clinical Laboratory and Standards
Institute (CLSI, 2008)™.

Die Auswahl der getesteten Antibiotika orientierte
sich an veterindr- und humanmedizinischen Therapie-
ansidtzen. Da aus technischen Griinden fiir grampositi-
ve und gramnegative Bakterien gleiche Plattenlayouts
verwendet wurden, wurden teilweise auch Wirkstoffe
uberpriift, die fiir die jeweiligen Bakterienspezies kei-
ne Bedeutung haben. Es wurden industriell gefertigte
Mikrotiterplatten verwendet, die die Wirkstoffe in vaku-
umgetrockneter Form enthielten (Trek Diagnostics).

Zur Herstellung des Inoculums wurde kationen-
ausgeglichene Miiller-Hinton Bouillon verwendet, zur
Empfindlichkeitstestung von Streptococcus spp., Entero-
coccus spp., P. multocida und M. haemolytica wurde
2 % lysiertes Pferdeblut supplementiert. Die Testung von
Actinobacillus spp. erfolgte mit Veterinary Fastidious Me-
dium (VFM).

! Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI): Performan-
ce standards for antimicrobial disk and dilution susceptibility tests
for bacteria isolated from animals; approved standard. 3" Edition.
CLSI document M31-A3. National Committee for Clinical Labora-
tory Standards, Wayne, PA, USA, 2008



2.4  Grenzwerte

Tab. 2.9 Eingesetzte Wirkstoffe und Wirkstoffkombinationen

Wirkstoffklasse Wirkstoff
Penicilline Amoxicillin/Clavulansiure 2 : 1
Ampicillin
Oxacillin + 2 % NaCl
Penicillin G
Cephalosporine Cefoperazon
Cefotaxim
Cefquinom
Ceftiofur
Cephalothin
Tetracycline Tetracyclin
Doxycyclin
Makrolide Erythromycin
Tilmicosin
Tylosintartrat
Spiramycin
Tulathromycin
Lincosamide Clindamycin
Pirlimycin
Aminoglykoside Gentamicin
Apramycin
Spectinomycin
Phenicole Florfenicol
Chloramphenicol
(Fluor)chinolone Enrofloxacin
Nalidixinsdure
Diaminopyrimidine Trimethoprim
Polypeptide Colistin
Glykopeptide Vancomycin
Streptogramine Quinupristin/Dalfopristin
Pleuromutiline Tiamulin

potenzierte Sulfonamide

Die Inokulumsdichte von 2-8 x 10° CFU/ml wurde
nach CLSI Vorschrift eingestellt und regelmiaflig durch
Keimzahlbestimmung tiberpriift.

Die inokulierten Mikrotiterplatten wurden mit einer
Folie verschlossen, 18-24h aerob bei 34-38°C (Inku-
bation von fischpathogenen Bakterienspezies bei 22 °C,
Inkubation von Actinobacillus spp. unter 5% CO;) inku-
biert und danach halbautomatisch abgelesen.

Zur Qualitatssicherung wurden folgende Referenz-
stimme mit in die Empfindlichkeitspriifung einbezogen:
Escherichia coli DSM 1103, Staphylococcus aureus DSM
2569, Enterococcus faecalis DSM 2570. Die in der Studie

Trimethoprim/Sulfamethoxazol

Abkiirzung Testbereich
(mg/L)
AUG 0,03/0,015-64/32
AMP 0,03-64
OXA 0,015-8
PEN 0,015-32
FOP 0,06-32
FOT 0,015-32
CEQ 0,015-32
XNL 0,03-64
CEP 0,06-128
TET 0,12-256
DOX 0,06-128
ERY 0,015-32
TIL 0,06-128
TYL 0,06-128
SPI 0,06-128
TUL 0,03-64
CLI 0,03-64
PIR 0,03-64
GEN 0,12-256
APR 0,03-64
SPE 0,12-256
FFN 0,12-256
CHL 0,5-256
ENR 0,008-16
NAL 0,06-128
TMP 0,06-128
COL 0,03-16
VAN 0,015-32
SYN 0,015-32
TIA 0,03-64
SXT 0,015/0,29-32/608

2008 verwendeten Antibiotika und der jeweils gepriifte
Konzentrationsbereich sind in Tab. 2.9 aufgefiihrt.

2.4 Grenzwerte

Die Einstufung der Bakterien als ,empfindlich®, ,in-
termedidr empfindlich® oder ,resistent erfolgte aus-
schlieflich anhand der klinischen Grenzwerte des CLSI.
Im Dokument M31-A3 sind veterinadrspezifische Grenz-
werte fir zahlreiche Tierarten/Erkrankungen/Bakte-
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Tab.2.10 MHK-Grenzwerte fiir veterinarpathogene Bakterien nach CLSI

Wirkstoff

Ampicillin

Amoxicillin/
Clavulanséure

Apramycin
Cefoperazon
Cefotaxim
Cefquinom
Ceftiofur

Cephalothin
Chloramphenicol

Clindamycin
Colistin

Doxycyclin

Enrofloxacin

Erythromycin

Florfenicol

Tierart/
Bakterienspezies
Enterobacteriaceae
Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Enterococcus spp.

Hund
S. intermedius
E. coli

Staphylococcus spp.

andere Bakterien

Rind
M. haemolytica
P. multocida

Mastitis
S. aureus
E. coli

Schwein

APP
P. multocida
Sc. suis

Streptococcus spp.
andere Bakterien

Hiithner/Puten

P. multocida

E. coli

Rind

M. haemolytica

P. multocida
Enterococcus spp.
Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Rind

M. haemolytica

P. multocida
Schwein

APP

B. bronchiseptica
P. multocida

Sc. suis

MHK-Grenzwerte (mg/L)

empfindlich intermediir resistent

(S)
<8
<025
<025
<8

< 0,25
< 0,25
<4/2

< 8/4

<0,25

@
16

0,5-4

0,5

16/8

16

16

=1

0,5-1
1-4

0,5

(R)
> 32
>05
>38
> 16

> 0,5
>1
> 8/4

> 32/16

Anmerkung

kein Grenzwert verfiigbar
kein Grenzwert verfiigbar
kein Grenzwert verfiigbar

kein Grenzwert verfiigbar

kein Grenzwert verfiigbar
kein Grenzwert verfiigbar
kein Grenzwert verfiigbar
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Fortsetzung

Wirkstoff

Gentamicin

Nalidixinsdure
Oxacillin

Penicillin

Pirlimycin

Quinupristin/
Dalfopristin

Spectinomycin

Spiramycin
Tetracyclin

Tiamulin

Tilmicosin

Trimethoprim

Trimethoprim/
Sulfamethoxazol

Tulathromycin

Tierart/
Bakterienspezies

Hund
Enterobacteriaceae
Ps. aeruginosa

S. aureus
Staphylococcus spp.
Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Enterococcus spp.
Rind, Mastitis

S. aureus

Sc. agalactiae

Sc. dysgalactiae
Sc. uberis

Rind
M. haemolytica
P. multocida

Bakterien aufler
Streptokokken

Streptococcus spp. aufier

Sc. pneumoniae
Rind

M. haemolytica
P. multocida
Schwein

APP
P. multocida
Sc. suis

Schwein

APP

Rind

M. haemolytica
Schwein

P. multocida
APP

Staphylococcus spp.
Enterobacteriaceae
Rind

M. haemolytica

P. multocida

MHK-Grenzwerte (mg/L)

empfindlich intermedidr resistent

(S)

<4

<2

<2
<0,25
<012
<012
<8

@
8

0,25-2

64

16

32

Anmerkung
[R)

> 16
>8
kein Grenzwert verfiigbar
>4
> 0,5
> 0,25

>4
> 16

>4 humanmedizinischer Grenz-
wert

> 128

kein Grenzwert verfiigbar

kein Grenzwert verfiigbar
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Fortsetzung
MHK-Grenzwerte (mg/L)
Wirkstoff Tierart/ empfindlich intermediir resistent Anmerkung
Bakterienspezies (S) () (R)
Tylosin kein Grenzwert verfiigbar
Vancomycin Enterococcus spp. <4 8-16 > 32
Streptococcus spp. <1
Staphylococcus spp. <4 8-16 > 32

rienspezies aufgefiihrt. Dennoch ist fir viele Kom-
binationen kein veterinirspezifischer Grenzwert ver-
flgbar. Stand kein Grenzwert aus diesem Dokument
zur Verfigung, wurde auf eine Einstufung verzichtet.
In diesen Fillen erlaubt der MHKgy-Wert eine Beur-
teilung der Empfindlichkeitslage sowie eine Einschét-
zung der therapeutischen Wirksamkeit. Die verwen-
deten Grenzwerte sind in Tab. 2.10 aufgefithrt. Der

klinische Grenzwert wurde hier verwendet, um Be-
handlungshinweise fir die praktizierenden Tierdrzte
zu geben und eine Aussage iiber die Therapierbar-
keit einer Infektionskrankheit zu treffen. Der epide-
miologische Cut-off hingegen dient dazu, eine sensible
Wildtyp-Population von einer verdnderten Population
mit einer moglichen Resistenzentwicklung zu unter-
scheiden.
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