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Enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC) sind Zoonoseerreger und verursachen beim
Menschen Erkrankungen mit lebensbedrohlichen Komplikationen wie hdmorrhagische Colitis
(HC) und das hamolytisch-urdmisches Syndrom (HUS). Zwischen Mai und Juli 2011 kam es
zum bisher groBten HUS-Ausbruch in Deutschland und Europa. Schnell konnte ein
ungewohnlicher E. coli-Stamm als urséchliches Agens identifiziert werden. Der EHEC-
Stamm des Serotyps 0104:H4 kombiniert Virulenzfaktoren zweier unterschiedlicher E. coli-
Pathovare - der Shigatoxin-bildenden E. coli (STEC) und der enteroaggregativen E. coli
(EAEC). Er bildet sowohl die fir STEC typischen starken Zytotoxine, die als Shigatoxine
(Stx) bezeichnet werden, als auch Adhésine, die fur die Anheftung von EAEC an die
Darmwand verantwortlich sind [28]. Diese Merkmalskombination scheint beim Menschen fiir
den besonders schweren Krankheitsverlauf im Rahmen des europdischen HUS-Ausbruches
mit insgesamt 3842 Infizierten und 855 HUS-Erkrankten, von denen alleine in Deutschland
53 verstarben [246], verantwortlich zu sein [40, 251, 326]. Fir den EHEC-Ausbruch wurden
Bockshornkleesamen aus Agypten als wahrscheinliche Infektionsquelle identifiziert. Die
Herkunft der Kontamination der Samen liegt bislang noch im Dunkeln [80]. Mit dem EHEC-
Stamm des Serotyps O104:H4 ist ein vollkommen neuer Typ von EHEC aufgetreten, der
bislang nur im Verdauungstrakt von Menschen nachgewiesen wurde. Bei friilheren EHEC-
Ausbriichen haben sich Menschen meist durch den Verzehr von mit Rinderkot kontaminierten
Lebensmitteln (Rohmilch, nicht durchgegartes Fleisch, Gemise u.a.), direkten Kontakt zu
Rindern, Rinderkot oder mit Rinderkot verschmutzten Gewassern [79] und seltener durch
Kontakt zu bereits erkrankten Personen infiziert. Dagegen konnte ein tierisches Reservoir fir
den 0104:H4 Stamm bisher nicht nachgewiesen werden. Wahrscheinlich ist die Rinder-
population aber bisher kaum gegentber dem Erreger exponiert worden. Die Aufnahme von
Stx als potentiellem Kolonisationsfaktor in das EAEC-Genom kénnte Stdimme dieses E. coli-
Pathovars, das vor allem an den Menschen adaptiert zu sein scheint, in die Lage versetzen

auch Rinder zu kolonisieren und von dort aus in die Lebensmittelkette eingetragen zu werden.

Als Beitrag zur Beantwortung der Frage, ob der EHEC-Stamm des Serotyps 0104:H4
Wiederkduer als Reservoir nutzen konnte, wurde ein gut etabliertes experimentelles
Infektionsmodel [73] genutzt und die Reaktion des Wirtes auf den Erreger untersucht sowie

eine quantitative und qualitative Analyse der Erregerausscheidung durchgefihrt.
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4.1 Definition enterohamorrhagischer E. coli (EHEC)

Escherichia coli (E. coli) sind gram-negative Stabchenbakterien, die in der natlrlichen
Darmflora von S&ugetieren vorkommen. Neben kommensal lebenden E. coli-Stdmmen gibt
es jedoch auch pathogene Stdmme. Diese werden nach ihren wichtigsten Eigenschaften in
verschiedene Pathovare unterteilt. Einzelne E. coli-Stdmme bilden das sogenannte Shigatoxin
(Stx) und werden deshalb im Pathovar der Shigatoxin-bildenden E.coli (STEC)
zusammengefasst. Einige STEC-Stdmme konnen lebensbedrohliche Erkrankungen des
Menschen, wie die hdmorrhagische Colitis (HC) und das hamolytisch-urdmische Syndrom
(HUS) hervorrufen und werden deshalb als enteroh&morrhagische E. coli (EHEC) bezeichnet.
EHEC kdnnen des Weiteren aufgrund spezifischer Oberflachenantigene (O-, H-, K-Antigen)
mikrobiologisch in unterschiedliche Serotypen differenziert werden. Dabei treten einige

Serotypen haufiger im Zusammenhang mit HUS auf als andere.

EHEC gehdren zu den wichtigsten Erregern von Lebensmittelinfektionen [79]. Rinder stellen
das Hauptreservoir fir STEC einschliellich der humanpathogenen EHEC dar. EHEC kdnnen
direkt oder indirekt vom Tier auf den Menschen (bertragen werden und geh6ren somit zu den
zoonotischen Krankheitserregern. Da es keine spezifische Therapie fur das EHEC-bedingte
HUS des Menschen gibt, hat die Verhinderung der Infektion des Menschen gréite Prioritat.
Als wichtigste PraventionsmalRnahmen gelten die Einhaltung der Lebensmittel- (v.a. aus-

reichendes Erhitzen, Pasteurisieren), Kiichen- und Handehygiene.

4.2 Shigatoxin-bildende E. coli (STEC)

4.2.1 Virulenzfaktoren der STEC

Shigatoxin

Das von den STEC gebildete Toxin wird aufgrund seiner Ahnlichkeit zu dem Toxin des
Bakteriums Shigella dysenteriae als Shigatoxin (Stx) bezeichnet [220]. Synonym verwendet
wird der Begriff Vero-Toxin, der sich von den Verozellen, an denen die Zytotoxizitat des
Toxins zuerst getestet wurde, ableitet [159]. Stx sind potente eiweiRartige Zytotoxine und
stellen nicht nur die primdren STEC-Virulenzfaktoren in der Pathogenese humaner
Infektionen dar [210, 238], sondern wirken auch als immunmodulierende Agenzien wahrend
der STEC-Infektion von Rindern [118]. Die Stx-kodierenden Gene befinden sich im Genom

2
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temperenter lambdoider Bakteriophagen, welcher ihre DNS in das E. coli-Wirtszellgenom
integrieren. Nach der vom Promotor pr ausgehenden Induktion der Phagen erfolgt die
Produktion von Stx im Zusammenhang mit dem Replikationszyklus des Phagen im Rahmen
einer sogenannten SOS-Antwort der Bakterien [312]. Ausgeldst wird dieser Prozess durch
verschiedene Faktoren der intestinalen Umgebung wie der Kontakt zu intestinalen
Epithelzellen und Makrophagen oder zu Wasserstoffperoxid produzierenden neutrophilen
Granulozyten [273, 300, 311]. Auch einige Antibiotika konnen diesen Zyklus induzieren
[323]. Uber Transduktion ermdglichen die Phagen auch einen horizontalen Gentransfer
zwischen verschiedenen E. coli-Stdmmen [262]. Durch Aufnahme mehrerer Stx-

konvertierender Phagen kénnen einzelne Stdimme auch mehr als einen Toxintyp bilden.

Es sind zwei immunologisch nicht kreuzreaktive Gruppen der Stx bekannt [287]: Stx1 (mit
den Subtypen 1a [259], 1c [327] und 1d [51]) und Stx2 (mit den Subtypen 2a [259], 2b [231],
2¢ [263], 2d [185], 2e [317], 2f [261] und 2g [170]). Dabei scheint dem Toxintyp bei der
Ausbildung eines HUS beim Menschen eine groRe Bedeutung zuzukommen. Bei einer
Mehrzahl der HUS-Félle konnte entweder nur Stx2 oder Stx2 in Kombination mit Stx1
isoliert werden. Bei unkompliziert verlaufenden Féllen mit Diarrhoe ohne HUS scheinen
dagegen Stx1-bildenende E. coli vorzuherrschen [25, 149]. Das Toxin ist aus einer A- und
einer B-Untereinheit (UE) aufgebaut. Die A;-UE beinhaltet die enzymatische Aktivitat und ist
uber eine Disulfidbricke mit der A,-UE verbunden. Letztere bindet fiinf identische B-
Untereinheiten, welche fir die Bindung des Toxins an den spezifischen Glykolipidrezeptor
Globotriaosylzeramid (Gbs) syn. CD77 der eukaryotischen Zellen verantwortlich sind. Nur
Stx2e, typischerweise assoziiert mit der Odemkrankheit der Schweine, nutzt
Globotetraosylzeramid (Gb,) als zellularen Rezeptor. Nach der Bindung wird das Holotoxin
endozytiert und zum Golgi-Apparat bzw. anschlielfend zum endoplasmatischen Retikulum
transportiert. Nach Translokation der A;-UE ins Zytoplasma entfaltet sie ihre zytotoxische
Wirkung durch Interaktion mit ribosomaler RNS wund folgender Inhibition der

Proteinsynthese.

Infektionen mit STEC bei Mensch und Tier sind strikt enterale Infektionen mit eventuell
anschlieBender systemischer Intoxikation. Der Einfluss des Toxins auf das Kolonisations-
verhalten der STEC im Darm ist noch weitestgehend unklar. In mehreren Studien konnte ein
Einfluss des Toxins auf die Kolonisation im Darm des Rindes nachgewiesen werden [74,
118], andere zeigten jedoch keinen Unterschied in Menge und Dauer der Ausscheidung
zwischen Stx-positiven Wildtypstdmmen und entweder isogenen Stx-negativen Deletions-
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mutanten oder isogenen Phagen-depletierten Mutanten [64, 272]. Stx beeinflusst jedoch
nachweislich die sich entwickelnde Immunantwort der Kélber und kann somit durch eine
frihzeitige Behinderung der Entwicklung einer Antigen-spezifischen Immunitdt zum

persistierenden Charakter der Infektion beitragen [187].
Locus of enterocyte Effacement (LEE)

Ein haufiges Merkmal von EHEC-Infektionen sind die A/E-Lé&sionen des Darmepithels. Diese
sind charakterisiert durch die enge Anheftung der Bakterien an die Darmepithelzellen
(A = attachment) einhergehend mit dem lokalen Verlust der Mikrovilli (E = effacement)
[210]. Die Gene der hierfiir verantwortlichen Proteine befinden sich auf einer chromosomalen
Pathogenitatsinsel, dem sogenannten Locus of Enterocyte Effacement (LEE) [181]. Dieser
besteht aus drei funktionalen Regionen [144]. Die zentrale Region enthalt das eae Gen,
welches das Membranprotein Intimin codiert. Dieses bindet sich irreversibel an den ebenfalls
in dieser Region kodierten translozierten Intiminrezeptor (translocated intimin receptor, Tir)
der vom Bakterium Uber ein Typ I11-Sekretionssystem (T3SS) in das Zytosol der Wirtszelle
injiziert wird und sich anschlieend in die Zellmembran der Wirtszelle integriert [147]. Als
weitere mogliche Rezeptoren wurden B1-Integrine und Zelloberflachen-assoziiertes Nucleolin
identifiziert [86, 276]. Intimin ist somit der Hauptfaktor fiir die enge Anheftung des
Bakteriums an die Darmepithelzelle [210]. Es gibt mindestens 16 unterschiedliche Intimin-
typen (al, a2, B1, B2, v1, y2/6, é/x, €, {, m, 1, A, 1, v, &, 0) [93], die eine Heterogenitat im fur
die Rezeptorbindung verantwortlichen C-terminale Ende aufweisen. Diese Variabilitdt wird
unter anderem fur die spezifische Anheftung der EHEC im Dickdarm im Gegensatz zur
spezifischen Anheftung der EPEC im Dinndarm verantwortlich gemacht [210]. Der
Intimintyp kann zwischen den einzelnen Serotypen variieren. So wird das y1 Intimin mit
hochpathogenen STEC-Serotypen wie O157:H7 und O145:H- in Verbindung gebracht [35,
36].

Die Region oberhalb der zentralen Region enthélt Gene wie z.B. esc (= E. coli secretion
apparatus) und sep (= secretion of E. coli proteins), welche den T3SS kodieren. Dieser
vermittelt u.a. die Sekretion der Esp (= E. coli secreted protein), welche in der dritten Region
kodiert sind [132]. Diese werden vermehrt nach dem Kontakt mit der Wirtszelle gebildet. Das
filamentose EspA bildet dabei eine Art molekulare Nadel durch den die anderen Proteine in
die Wirtszelle geschleust werden kénnen. Erganzend dazu bilden das EspB in der Wirtszell-
membran und das EscC in der &ulleren Bakterienmembran Poren. Auf diesem Weg gelangt
auch Tir in die Wirtszelle. Tir und andere LEE-kodierten Effektorproteine (z.B. TccP) fuhren
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zu einer Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden und induzieren so lokale zyto-
skeletale Veranderungen. Diese &uBern sich in einer Aktinanreicherung lokal an der

Anheftungsstelle, sogenannte ,,pedestals, die schlieB8lich zu A/E-L&sionen fuhren [87, 88].

Der LEE spielt eine wichtige Rolle bei der Kolonisation des bovinen Intestinums. So wirkt
sich sowohl ein Fehlen des eae-Gens [63, 272, 305] als auch des Tir-Rezeptors [272, 284]
negativ auf die Kolonisation (d.h. sowohl auf die Héhe als auch auf die Dauer der
Ausscheidung) von EHEC aus. Ebenso wirkt sich das Fehlen des kompletten T3SS [305] oder
auch des LEE4-Operons (kodiert sepL, escF, espA, B, D & F) [216] negativ auf die
Kolonisation aus. Intimin konnte als Virulenzfaktor an der Pathogenese des Kalberdurchfalls
beteiligt sein [121, 320]. Beim Menschen spielt der LEE eine wichtige Rolle bei der
Entstehung der HUS. Es werden jedoch auch weitere intestinale Adhé&sionsfaktoren vermutet,

da zum Beispiel auch Stdamme ohne eae-Gen HC oder HUS ausldsen kdnnen [210].
Weitere Virulenzfaktoren

Ein Groliteil der STEC bildet weitere Toxine wie das EAEC heat-stable enterotoxin (EAST1),
welches zuerst in EAEC beschrieben wurde (Abschnitt 4.3.1). Es kdnnte fiir die initiale Phase
der waéssrigen Diarrhoe wahrend einer EHEC-Infektion des Menschen verantwortlich sein
[256]. Die meisten STEC besitzen ein 60 MDa groRes Plasmid, welches Gene (ehxA) fir ein
Enterohdmolysin (Ehly) codiert [260]. Das zur Familie der RTX-Toxine gehdrende Toxin
kdnnte durch Lyse von Erythrozyten eine Rolle als Eisenlieferant fiir die Bakterien wéhrend
des Infektionsgeschehens spielen. Auch der membranschéadigende Effekt auf eine Vielzahl
von Zellen und die F&higkeit die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen zu
induzieren, kénnte einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben [289].

Neben Intimin wird noch weiteren Adhésionsfaktoren, wie dem iron-regulated gene A-
homologes Adasin (lha) und dem EHEC factor for adherence (Efal), eine Bedeutung
zugeschrieben [218, 291]. Ein Fehlen des Efal wirkt sich negativ auf die Kolonisation des
bovinen Intestinums aus [283]. Auch wurden mehrere Fimbrienadhé&sine beschrieben [108].

4.2.2 STEC-Infektionen beim Menschen

Im Jahr 1983 wurden das erste Mal Stx-bildende E. coli mit dem Auftreten von HC [138, 221,
245] und HUS [152, 245] beim Menschen in Verbindung gebracht. Der Mensch infiziert sich
vor allem durch die orale Aufnahme von kontaminierten Nahrungsmitteln bovinen Ursprungs
(Rohmilch, nicht durchgegartes Fleisch) [41, 245], durch direkten Kontakt zu Rindern [58,
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175] oder durch fakale Verunreinigung der Umwelt (Trinkwasserreservoire, Badeseen) [6,
171] und anderer landwirtschaftlicher Erzeugnisse [22, 198]. Seltener kommt es zu einer
Infektion durch Kontakt zu bereits erkrankten Personen [16, 17, 249]. Kinder sind
empfanglicher fir die klinischen Manifestationen nach STEC-Infektionen als Adulte. Von
2001 bis 2010 waren bei 696 HUS-Fallen 69 % der Erkrankten in Deutschland unter 5 Jahren
alt [246]. Die meisten Ausbriiche von STEC-Infektionen wurden durch E. coli-Stdamme des
Serotyps O157:H7 hervorgerufen, dennoch treten auch Infektionen mit anderen Serotypen wie
026:H11, 0103:H2, O111:NM, 0113:H21 und 0O145:H28/H— auf [108, 183, 210].

Die Infektionsdosis ist mit unter 100 — 200 Organismen sehr gering [210, 297]. Nach der
oralen Aufnahme und Durchlaufen des sauren Magenmilieus setzen STEC im Darmlumen Stx
frei. Das freigesetzte Stx flhrt durch Zerstérung von absorptiven intestinalen Epithelzellen
zur Flussigkeitsakkumulation im Darmlumen [143, 154]. AuBerdem kommt es zur Bildung
von Stx-unabhangigen A/E-Ldsionen. Klassische A/E-L&sionen konnten bisher nur in Zell-
kulturmodellen [129, 157, 233], jedoch nicht in Gewebeproben vom Menschen nachgewiesen
werden. Neben der Darmbarriere wird die intestinale Mikrovaskulatur geschadigt. Letztere ist
durch Gbs-Rezeptoren [130] empfanglich fiir die zytotoxischen Wirkungen der Shigatoxine.
Histopathologisch sind Hamorrhagien, Odeme und fokale Neutrophileninfiltrationen in der
Lamina propria zu beobachten. AuRerdem treten in der Mukosa fokale Nekrosen und akute
Entzindungsvorgange unter Erhaltung der tiefen Krypten und Ausbildung von Pseudo-

membranen auf [104].

Das freigesetzte Stx wird, da humane intestinale Epithelzellen keine fur die Bindung des
Toxins bendtigten Gbs/CD77-Rezeptoren exprimieren [32, 119, 190, 265, 266], transzellulér
auf einem Ghs/CD77-unabhangigen Weg durch das Darmepithel aufgenommen und
anschlielend systemisch verteilt [1, 126, 127]. Die Art und Weise der Translokation durch
das Darmepithel scheint sich jedoch fiir Stx1 und Stx2 zu unterscheiden [126]. Sowohl Stx1
als auch Stx2 binden an Erythrozyten [30] und obwohl Stx auch an zirkulierenden polymorph-
kernige Leukozyten (PMN) bei HUS-Patienten nachgewiesen werden konnte, ist die
Bedeutung dieses Transportes zu den Zielorganen noch unklar [294, 295]. Systemische
Auswirkungen des Toxins sind von der Verteilung des Gbs/CD77 im Gewebe abhéngig. Der
Nachweis von Gbs/CD77 korreliert meist mit der Empféanglichkeit der Zellen oder Gewebe
gegenuber einer zytotoxischen Wirkung der Shigatoxine. Dem Stx kommt dabei nach der
Rezeptor-mediierten Endozytose meist nicht nur eine zytoletale, sondern auch eine
modulierende Wirkung zu [187]. Beim Menschen spielt vor allem das Vorkommen des
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Rezeptors in der Mikrovaskulatur der renalen Glomeruli [55, 176] und im ZNS [78, 242]
sowie in den glomerularen Epithelzellen [125] eine Rolle bei der Entstehung des HUS.
Histopathologisch stellt sich das HUS mit einer Verengung der glomeruléren Kapillaren von
auflen durch aufgetriebene glomeruldre Endothelzellen und subendotheliale Regionen sowie
von innen durch Ablagerung von Thrombozyten und Fibrin dar [191]. Die daraus
resultierende abfallende glomerulére Filtrationsrate fiihrt zu einer akuten Niereninsuffizienz.
AuBerdem kommt es zu einer mikroangiopathisch-hdmolytischen Andmie und einer

Thrombozytopenie.

Klinisch tritt nach einer Inkubationszeit von 3 bis 4 Tagen [16, 210] eine wassrige Diarrhoe
mit krampfartigen abdominalen Schmerzen und teilweise kurzzeitigem Fieber und Erbrechen
auf. Nach 1 bis 2 Tagen entwickeln 90 % der Patienten eine hdmorrhagische Colitis mit
blutiger Diarrhoe. In ca. 90 % der Félle kommt es zu einer spontanen Ausheilung ohne
Spétfolgen, bei 10 — 15 % der Patienten unter 10 Jahren (und vielen &lteren Patienten) kommt
es jedoch nach 5 bis 13 Tagen zur Entwicklung des HUS. Dies fuhrt bei 3 — 5 % der Patienten
zum Tod, 12 — 30 % der Patienten entwickeln Spatfolgen wie Nierenschaden, Hypertension,

Diabetes mellitus und neurologische Erkrankungen [148, 210].

Die Dauer der Ausscheidung von STEC O157:H7 ist sehr unterschiedlich. Bei Studien in den
USA zeigte sich eine Ausscheidung von max. 7 Tagen bei 66 % der Patienten [290] bzw. eine
mittlere Ausscheidungsdauer von 17 Tagen (Spanne von 2 bis 62 Tage) [17]. Auch eine
deutsche Studie zeigt eine mittlere Ausscheidungsdauer von 13 Tagen (Spanne von 2 bis
62 Tage) bei Patienten mit Durchfall oder HC und von 21 Tagen (Spanne von 5 bis 124 Tage)
bei Patienten mit HUS, wobei die Langzeitausscheider am Ende der Ausscheidungsperiode
asymptomatisch waren. Auch bei anderen Serotypen (026:H11, O145:NM) liegt die
Ausscheidungsdauer zwischen 15 und 37 Tagen [189]. Des Weiteren trat auch eine
intermittierende Ausscheidung auf [146]. In Einzelfallen konnen STEC nachweislich uber
langere Zeitrdume bis zu 5 Monaten ausgeschieden werden [226].

Es gibt keine spezifische Therapie fir das EHEC-bedingte HUS des Menschen. Der Einsatz
von Antibiotika ist umstritten. Es gibt positive Berichte iber den Einsatz von Antibiotika,
speziell Fosfomycin, bei denen Patienten, die in den ersten beiden Tagen der Erkrankung
behandelt wurden, signifikant seltener ein HUS entwickelten als unbehandelte Patienten
[128]. Andere Studien zeigten jedoch, dass das Risiko ein HUS zu entwickeln durch eine
antibiotische Behandlung gesteigert wird, da sie zu einer Induktion der Stx-Phagen und somit
zur Produktion von Stx im Rahmen der SOS-Antwort der Bakterien fihrt [323]. Dabei
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scheinen sich die Antibiotika je nach Stoffklasse zu unterscheiden. Fluoroquinolone wie z.B.
Ciprofloxacin steigern signifikant die Stx-Produktion [329], wéhrend andere Antibiotika wie
z.B. Carbapeneme einen inhibierenden Effekt haben [168]. Eine Antibiotika—Therapie ist nur
nach strenger Indikationsstellung angebracht. Die weitere Behandlung erfolgt symptomatisch
z.B. Uber parenterale Flussigkeitszufuhr und intensivmedizinische Betreuung [148, 292].

4.2.3 STEC-Infektionen beim Rind

Natirliche Infektionen

Rinder werden bereits im frihen Kalberalter mit einer Vielzahl unterschiedlicher STEC-
Stamme durch horizontale und vertikale Ubertragung infiziert und kénnen die Erreger Gber
lange Zeitrdume ausscheiden [60, 90, 268]. Mehrere Studien zeigten einen Nachweis von
STEC in Uber 50 % der untersuchten Bestande [33, 34, 97, 316]. Die Einzeltierprévalenz bei
Untersuchungen an natdrlich infizierten Rinderherden kann je nach Tierbestand und -gruppe
bei 0 — 100 % liegen [33, 34, 97, 316]. Auch die Hohe und Dauer der Ausscheidung variiert
sehr stark. STEC O157:H7 haben in den meisten Studien eine deutlich geringere Einzeltier-
pravalenz von unter 20 % als nicht-O157 STEC [23, 33, 34, 57, 97, 109, 330]. Haufig
auftretende nicht-O157 STEC sind in einigen Studien die Serotypen 026:H11 und O165:H25
[97], in anderen Studien gehorten ca. 50 % der isolierten STEC-Stdmme den Serogruppen 02,
08, 020, 022, 077, 082, 0105, 0113, 0126, 0162 und 0171 an [33, 34].

Die Ausscheidung ist dabei sowohl vom einzelnen Individuum als auch von &uferen
Faktoren, die das Individuum beeinflussen, abhangig. So zeigt sich in vielen Studien eine
starke Saisonalitat der Ausscheidung mit Spitzen im Frihjahr und im Sommer [23, 57, 110].
Einige Studien konnten keinen Unterschied in der Prévalenz bei jungen und bei adulten
Tieren finden [34], wéhrend andere Studien eine hdhere Ausscheidungsrate bei Kalbern als
bei adulten Tieren aufzeigten [227, 318]. Auch eine héhere Prévalenz bei abgesetzten Kalbern
als bei Saugkalbern wurde beschrieben [92, 330]. Grundsatzlich wird davon ausgegangen,
dass Rinder meist nur transient infiziert sind und den Erreger bis zu 1 Monat ausscheiden.
Nach initialer Vermehrung im Darm kommt es jedoch bei einigen Tieren zur Etablierung
einer persistierenden Infektion mit monatelangem Ausscheidertum, ohne dass dabei
erkennbare Krankheitserscheinungen ausbildet werden, die man dem Stx zuschreiben kdnnte.
Diese persistent infizierten Rinder stellen eine stdndige Ansteckungsquelle dar und kdnnen
somit fir eine intermittierende Ausscheidung bei Kontakttieren und eine andauernde Herden-
infektion ursachlich sein [23, 318].
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Ahnliche Krankheitserscheinungen wie das HUS beim Menschen sind beim Rind nicht zu
erwarten. Ging man lange Zeit davon aus, dass Wiederk&uern der fir die Bindung des Toxins
an eukaryotische Zellen benétigte spezifische Ghs/CD77-Rezeptor im Darm fehlt [239], so
konnte in einigen neueren Studien das VVorkommen von Gbs/CD77 auf Darmepithelzellen des
Rindes nachgewiesen werden [116, 187, 193]. Die Sensitivitdt von Zellen gegenlber den
zytoletalen Effekten der Stx héngt jedoch nicht nur vom Vorkommen des Gbs-Rezeptors
sondern auch von der Rezeptorverteilung- und struktur ab [81, 153]. Bei bovinen Darm-
epithelzellen flhrt die im Gegensatz zu humanen Zielzellen unterschiedliche Verteilung des
Gh3s/CD77 zu einer verringerten Sensitivitdt gegentiber Stx [117, 174]. Auch konnte bei
Rindern Ghs/CD77 zwar in Endothelzellen groRer Blutgefale nachgewiesen werden [31,
193], in der intestinalen und renalen Mikrovaskulatur fehlen die Rezeptoren jedoch, was vor
den systemischen Effekten des Shigatoxins schiitzen kénnte [116, 239]. Bovine Granulozyten
besitzen kein Gbs/CD77 [187] und kénnen weder durch Stx aktiviert werden, noch wie beim
Menschen zu einer verstarkten Stx-Aufnahme flihren [127] oder als Toxin-Transporter
fungieren [294, 295]. In der Folge treten beim Rind keine intestinalen Entziindungssymptome
auf. A/E-Lasionen, hervorgerufen durch auf dem LEE codierte Proteine, sind jedoch auch bei

natirlich infizierten Rindern bekannt [216].

Stx wirken jedoch Uber die Hemmung boviner Lymphozyten als immunmodulierende
Agenzien waéhrend der bovinen STEC-Infektion. In vitro- und in vivo-Untersuchungen
zeigten, dass Stx wéhrend der friihen Aktivierungsphase auf Immunzellen einwirkt und nicht
eine bestehende Immunitat wieder herunterreguliert [118, 280]. Das Vorkommen von
Ghs/CD77 auf und die Resistenz boviner Epithelzellen gegen zytoletale Effekte der Stx lasst
vermuten, dass Stx damit einen potentiellen Kolonisationsfaktor fiir das Rind darstellt. Die
frihzeitige Behinderung der Entwicklung einer Antigen-spezifischen Immunitét scheint zum

persistierenden Charakter der Infektion beizutragen.

Folglich treten klinische Erscheinungen in Folge einer STEC-Infektion bei Rindern nur sehr
selten auf. Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Kalberdiarrhoe und
einer hohen Prévalenz von STEC ausgemacht werden [97, 120, 319]. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass STEC sich unter bestimmten Voraussetzungen (Koinfektionen)
und Umweltfaktoren auch auf die Kélbergesundheit auswirken. Es wird tber Falle von
Durchfall und Colitis mit A/E-L&sionen im Zusammenhang mit dem Auftreten von STEC-
Stammen der Serotypen O5:H-, 026:H11, O111:H- und O118:H16 bei meist nur wenige
Wochen alten Kalbern berichtet [107, 201, 264]. Haufig sind auch Rota- und Coronaviren,
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sowie Kryptosporidien am Krankheitsgeschehen beteiligt [70]. Stx1-positive Stamme sind
dabei ofter an der Entwicklung von Kalberdurchfall beteiligt, als Stx2-positive Stamme [34,
319]. O157-STEC fihren im Gegensatz zu Nicht-O157-STEC (z.B. 026) seltener zu
Krankheitserscheinungen bei Rindern. Ein Grund konnten unterschiedliche Mechanismen
sein, den Darm von Wiederkduern zu kolonisieren [99, 305].

Infektionsmodelle beim Rind

Zur Untersuchung der Mechanismen der Kolonisation von STEC in Wiederk&uern gibt es
unterschiedliche Infektionsmodelle. Ziel dieser Modelle ist unter anderem die ldentifizierung
von Bakterien- und Wirtsfaktoren, die die Kolonisation von STEC beginstigen, sowie die
Aufdeckung von Interaktionen zwischen diesen beiden. Diese Erkenntnisse sollen
MalRnahmen ermdglichen, die die Ausscheidung von STEC durch Lebensmittel-liefernde

Tiere verringern und die Infektionsgefahr fir den Menschen reduzieren.

Als bevorzugte Tierart dient dabei das Rind (Tab. 1). Obwohl auch andere Wiederk&uer wie
Schafe, Ziegen und Wildwiederkduer als Quelle humaner Infektionen beschrieben wurden,
stellen Rinderbestédnde das wichtigste natirliche Reservoir fir STEC und somit die haufigste
Infektionsquelle fir den Menschen dar [105, 178, 210]. Modelle mit kleinen Wiederk&uern
[62, 102, 166, 271, 313, 314] weisen neben dhnlichen anatomischen und physiologischen
Gegebenheiten meist jedoch eine hohere Praktikabilitat auf.

Bei den in Infektionsmodellen eingesetzten STEC-Stammen handelt es sich vor allem um
Serotypen, die bei der Infektion von Menschen dominierend vorherrschen, d.h. E. coli des
Serotyps O157:H7 und O26:H" [105, 210, 248, 305]. Neben der tblichen Applikation eines
einzelnen Stammes pro Tier wurden auch mehrere Stdamme pro Tier inokuliert [45, 111, 271,
331], unter anderem um die Abhéangigkeit einer erfolgreichen Kolonisation des Wirtes von
stammspezifischen Kolonisationsfaktoren zu ermitteln. Um gezielt die Bedeutung einzelner
Virulenzfaktoren fur die Kolonisation zu erforschen, wurden auch genetisch manipulierte
Stdmme eingesetzt [63, 64, 216, 283]. Fir den 0104:H4 Ausbruchstamm von 2011 wurden
bis zum jetzigen Zeitpunkt nur Versuche an Mausen und Kaninchen durchgefuhrt, die mehr
als Model der Pathogenese des HUS und der blutigen Diarrhoe als zur Beschreibung eines

Reservoirwirtes dienten [251, 326].
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4 Literaturtbersicht

Die Versuche variierten auch in der eingesetzten Inokulationsdosis. Dabei zeigte sich, dass
die Anzahl der erfolgreich kolonisierten Tiere mit der Héhe der Inokulationsdosis stieg. So
waren in einer Studie bei einer Dosis von 10* KbE/Tier bei keinem der adulten Tiere, bei einer
Dosis von 10" KbE/Tier nur bei 40 % der inokulierten adulten Tiere die STEC in niedrigen
Raten im Kot wieder nachweisbar. Mit einer Inokulationsdosis von 10'° KbE/Tier konnten die
Tiere erfolgreich Uber einen langeren Zeitraum kolonisiert werden [66]. In einer anderen
Studie schieden bei einer niedrigeren Inokulationsdosis (10" KbE/Tier) zwar alle Tiere die
Inokulationsstdmme zu mindestens einem Zeitpunkt wieder aus, jedoch sinkt die Zahl der
ausscheidenden Tiere schneller ab, als bei héheren Inokulationsdosen (ca. 5 x 10'° KbE)
[271]. Auch bei Schafen steigt mit der HOhe der Inokulationsdosis die Hohe und Dauer der
Ausscheidung an [160]. Zu den am h&ufigsten angewandten direkten Inokulationsmethoden
gehoren die orale Inokulation, die Inokulation iber Pansensonden und die rektale Inokulation.
Einzelne Studien zeigten eine héhere Kolonisations- und Ausscheidungsrate bei der rektalen
Inokulation als bei oraler Inokulation oder indirekter Inokulation [271]. Solche indirekte
Inokulation (Tier-zu-Tier-Ubertragung) wurde mehrfach erfolgreich angewandt [24, 62, 140,
160, 214, 271]. Der Kontakt eines naiven Tieres zu einem STEC-ausscheidenden Tier kann zu
ahnlichen Nachweisraten bei dem naiven Tier wie bei direkt inokulierten Tieren fiihren [24].
Dabei zeigte sich eine groRe Abhangigkeit dieses Ubertragungsweges von den duBeren
Bedingungen wie Jahreszeit und Haltung [271]. Eine Ausscheidungsrate von < 10°> KbE/g
reichte in einigen Studien flr eine Kontaktiibertragung aus [62], in anderen Studien konnte
damit jedoch kein Nachweis bei naiven Tieren erbracht werden [160]. Auch eine Ubertragung

vom Jungtier zum Multtertier ist moglich [160].

Um ein stabiles Infektionsmodel zur genauen Untersuchung der Kolonisation von STEC im
Rinderdarm zu etablieren, wurden neben einer hohen Inokulationsdosis Strategien entwickelt
moglichst viele experimentell infizierte Rinder auch dauerhaft zu kolonisieren. Zu diesem
Zweck wurde Kélbern vor der Inokulation immunsupprimierende Dosen von Dexamethason
verabreicht [74, 285]. Dexamethason wird eingesetzt, um stressinduzierte Effekte auf die
Wirtsabwehr zu simulieren und Interaktionen zwischen Mikroorganismen und Wirt unter
diesen Bedingungen zu untersuchen. Dabei wird keine generelle Suppression aller Immun-
funktionen ausgeldst, sondern differenzierte Effekte auf Lymphozytensubpopulationen und
deren Funktionen [188]. Die Verabreichung von Dexamethason verandert das weif3e Blutbild
im Sinne eines Stressleukogramms mit Neutrophilie, Eosinopenie, Lymphopenie und Mono-
zytose [9]. Im Infektionsmodel fuhrt dies zu hoheren Nachweisraten von STEC in der Féazes

und den einzelnen Darmabschnitten sowie zum vermehrten Auftreten von A/E-Léasionen. Die
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Dexamethason-Behandlung erhoht somit die Empfanglichkeit der Kalber fiir eine STEC-
Infektion [74].

Die Ausscheidungsraten der inokulierten E. coli variierten stark zwischen den einzelnen
experimentell infizierten Tieren. Dabei traten diese Unterschiede sowohl bei Rindern wie
auch bei Schafen unabhangig von Rasse, Alter, Inokulationsdosis, Inokulationsstamm oder
Futterung auf. Als mogliche Griinde werden Unterschiede der tierspezifischen Immunitét, der
physiologischen und biochemischen Konditionen im GIT, der kompetitiven Mikroflora und
der genauen Lokalisierung der Infektion angefuhrt [102]. Auch zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen Kélbern und adulten Tieren beziliglich der H6he und Dauer der STEC-
Ausscheidung. Kalber scheiden unabhangig von der Kotmenge STEC in héheren Zahlen und
Uber einen langeren Zeitraum aus [66]. Dabei scheint vor allem der Entwicklungsgrad der
VVormagen von Bedeutung zu sein [66, 102]. Auch eine hohe Zellproliferationsrate im GIT
scheint einen vermindernden Effekt auf die Ausscheidung von STEC zu haben [177]. In den
meisten Studien nahm die Zahl der ausgeschiedenen STEC nach einer initial sehr hohen
Ausscheidung (ber eine Zeitdauer von 2 - 3 Wochen deutlich ab. Neben Tieren, die den
inokulierten Stamm nur Uber kurze Zeit oder in geringen Mengen ausschieden, konnten
mehrfach sogenannte ,,supershedder* beobachtet werden, die STEC meist intermittierend
uber einen sehr langen Zeitraum ausschieden [43, 45, 49, 66, 140, 156, 214, 223].

Unterschiedliche Lokalisationen wurden als primérer Kolonisationsort der STEC im GIT der
Rinder identifiziert. Lange galten die Vormégen als primérer Kolonisationsort [45, 111, 331].
Dem wiedersprachen jedoch nachfolgende Studien, die eine rasche Elimination des Erregers
aus dem Pansen postulierten und den Dickdarm als bevorzugte Lokalisation identifizierten
[49, 102]. Dabei scheint bei der Kolonisation der Vormégen vor allem das Alter der Tiere und
somit der Entwicklungsgrad der Vormdagen eine entscheidende Rolle zu spielen [102].
Speziell fur den STEC O157:H7 wurde die rektoanale Ubergangszone (rectoanal junction,
RAJ) als primarer Kolonisationsort identifiziert [72, 214, 216]. Fir Nicht-O157-STEC wie die
Serogruppen O5 und O26 werden andere Mechanismen und Lokalisationen der Kolonisation
des Darmes vermutet [99, 164, 305]. Histologische Veranderungen durch STEC O157:H7 wie
AJ/E-Lé&sionen konnten in vielen Studien nur sehr inkonstant nachgewiesen werden. Dabei
scheint es einen Zusammenhang zwischen der bakteriologisch nachgewiesenen Keimmenge
zum Zeitpunkt der Sektion und dem Nachweis von A/E-Lasionen zu geben. So gelang in einer
Studie der Nachweis von A/E-L&sionen 4dpi im Rektum bzw. Zakum nur, wenn
bakteriologisch > 10° KbE/g Gewebe bzw. >10° KbE/g Gewebe nachgewiesen werden
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konnten [72]. In einer weiteren Studie der gleichen Autorin war der Nachweis von A/E-
Lasionen 4 dpi im lleum, Zadkum, distalen Kolon (DC), der Gallenblase und der Galle an eine
fakale Ausscheidung von > 10° KbE/g Kot gekniipft. An der RAJ und der Ileozikalklappe
(ICE) konnten A/E-Ldsionen jedoch auch bei Tieren mit einer niedrigeren Ausscheidung
nachgewiesen werden. Dies spricht fur eine vorrangige Kolonisation der O157-STEC an
diesen Lokalisationen [74]. Anderen Autoren gelang der Nachweis von A/E-Ldsionen nicht,
vermutlich da entweder bakteriologisch nur < 10° KbE/g Gewebe nachgewiesen werden
konnten [66] oder die Sektion zu einem wesentlich spateren Zeitpunkt stattfand (13 - 32 dpi)
[45, 111, 331]. Es ist wahrscheinlich, dass der fehlende Nachweis von A/E-Lasionen eher auf
die stark fokale Verteilung der mikroskopischen Lé&sionen und nicht auf das fehlende
Vorhandensein eben dieser zurlckzufiihren ist [72]. Bei sehr jungen Tieren (12 h bis 11 d)
konnten haufiger A/E-Lé&sionen detektiert werden [75, 201, 282, 305, 313, 314].

Der Einfluss der Fitterung auf die Ausscheidung von STEC war Gegenstand mehrerer
Untersuchungen. Die Studien liefern jedoch immer wieder gegensétzliche Aussagen, welche
Rolle die Art der Fitterung bei der Hohe und Dauer der Ausscheidung spielt. Das Wachstum
von E. coli wird normalerweise durch einen hohen Gehalt an fliichtigen Fettsduren (FFS) in
Kombination mit einem niedrigen pH-Wert gehemmt [244, 274, 322]. Eine faserreiche
Futterung fuhrt jedoch zu einem Anstieg des pH-Wertes und einem Abfall des Gehaltes an
fliichtigen Fettsduren im Pansen [111, 244, 298]. Somit konnten in einigen Studien eine
langere Ausscheidung von E. coli O157:H7 bei faserreicher im Vergleich zu néhrstoffreicher
Futterung nachgewiesen werden [122, 161, 304]. Auch neuere Untersuchungen zeigten eine
verminderte Ausscheidung von STEC bei einer Stérke-reichen Ftterung, jedoch gegenléufig
eine erhdhte Gesamtzahl an E. coli sowie von sdureresistenten E. coli bei dieser Fitterung
[76, 98]. In anderen Studien wiederum kam es entweder zu einer hoheren Ausscheidung bei
nahrstoffreicher Fitterung [298] oder aber es war kein signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen Futtermitteln erkennbar [177]. Die Entwicklung einer Sdureresistenz, die bei
vielen STEC auftritt [18, 173], kdnnte die ausbleibende Korrelation zwischen der ruminalen
FFS-Konzentration und der STEC-Ausscheidung erklaren [111]. Auch die Verfutterung
unterschiedlicher Getreidearten als Starkequelle hat Auswirkungen auf die STEC-Aus-
scheidung. So wird z.B. Starke aus Mais bedeutend langsamer im Pansen abgebaut als Starke
aus anderen Getreidearten wie Gerste [134, 296]. Der Anteil der im Dickdarm mikrobiell
abgebauten Starke dirfte bei Mais also dementsprechend hoher sein, was zu einer héheren
fakalen FFS-Konzentration und einem niedrigeren pH-Wert fuhrt. Folglich konnte bei einer

Gerste-Futterung eine héhere STEC-Ausscheidung als bei einer Mais-basierten Fiitterung
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nachgewiesen werden [20, 49]. Auch ein abrupter Futterwechsel hat Auswirkungen auf die
STEC-Ausscheidung. So konnte eine gesteigerte STEC-Ausscheidung beim Umstieg von
einer nahrstoffreichen auf eine faserreiche Fitterung gezeigt werden [98, 160, 161] bzw. eine
verringerte Ausscheidung bei Umstellung von faser- auf nahrstoffreich [69]. Die Gesamtzahl
an E.coli scheint sich dabei jedoch immer gegensétzlich zu verhalten [69, 76]. Die
Auswirkungen eines Futterentzuges auf die STEC-Ausscheidung sind nach wie vor unklar.
Ahnlich wie bei einer faserreichen Fitterung kommtes zu einem Abfall des Gehaltes an FFS
und einem Anstieg des pH-Wertes im Pansen [52, 111]. Wahrend in einigen Studien ein
Futterentzug bei einzelnen Tieren zu erhdhten Ausscheidungsraten fihrte [46, 102, 160, 177,
253], konnte in anderen kein Zusammenhang festgestellt werden [45, 111, 161]. Es zeigte sich
jedoch, dass ein Fasten vor der Inokulation die Kolonisationsrate von STEC erhoht [67, 72].
Es wird vermutet, dass die S&urekonditionen im Pansen Auswirkungen auf die initiale
Kolonisation mit STEC haben, jedoch die Ausscheidung nach erfolgreicher Kolonisation des
Kolons nicht mehr beeinflussen [111]. Fraglich ist dabei, ob die Verdnderungen der Pansen-
und Darmflora nach dem Futterentzug und —wechsel die entscheidende Rolle spielen oder
Unterschiede in der STEC-Ausscheidung durch die fitterungsabhéngige Anderung der
Kotkonsistenz bedingt sind [215].

Einige Studien untersuchten den Einsatz von Probiotika zur Minimierung der STEC-
Ausscheidung. Durch den Einsatz von Laktat-produzierenden Bakterien im Versuchsverlauf
konnte die Ausscheidung von O157:H7 in einigen Fallen gestoppt werden. Daflir wurde eine
erhohte Konzentration an fliichtigen Fettsduren in den Féazes verantwortlich gemacht [224].
Auch der Einsatz von nicht-STEC E. coli-Stdammen und Proteus mirabilis zeigte eine positive
Wirkung, vermutlich basierend auf einer Rivalitdt um Bindungsflachen auf der Epithel-
oberflache und der Produktion von inhibierenden Metaboliten [331]. Neuere Studien belegten
einen hemmenden Effekt von rektal verabreichtem bovinen Lactoferrin auf die STEC-
Ausscheidung [156].

Unklar ist die Bedeutung der Immunreaktion der Tiere nach einer Infektion mit STEC und
deren mogliche protektive Wirkung. Mehrfach wurde gezeigt, dass eine vorherige Exposition
mit dem Erreger nicht vor erneuter Ausscheidung schitzt [102], eine Ausscheidung nach
Reinfektion jedoch manchmal vermindern kann [66, 139, 217, 253]. Eine Bildung von
Antikdrpern gegen E. coli-LPS und LEE-codierte Proteine (Intimin, Tir, ESpA und EspB)
hatte keine Auswirkungen auf die Dauer und HOhe der Ausscheidung [43, 118]. Eine

vorherige Vakzination mit Proteinen des Typ Il Sekretionsapparates scheint jedoch einen
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reduzierenden Effekt auf die Ausscheidung des Inokulats zu haben [8]. Die Entwicklung einer
adaptiven zelluldren Immunantwort ist nach experimenteller Infektion von Kélbern mit Stx2-
positiven STEC 0O157:H7 (Stamm 86-24) im Vergleich zu Kaélbern, die mit einem Stx-
negativen E. coli O157:H7 (Stamm 83-27) inokuliert worden waren, signifikant verzogert
[118], so dass zelluldaren Abwehrmechanismen eine bisher noch nicht definierte Bedeutung

fur die Kontrolle der intestinalen STEC-Kolonisation zukommen kdnnte.

E. coli-Infektionen mit der Serogruppe O157 resultieren meist in einer effizienten
Kolonisation, die nicht Kklinisch in Erscheinung tritt. Krankheitserscheinungen wie Fieber,
wassrige bis blutige Diarrhoe, Rehydratation, Kolonédem und Odeme der Gallenblasenserosa
kdnnen jedoch altersabhéngig bei Infektion von sehr jungen Tieren (< 3 Wochen) auftreten
[75, 201, 283]. Dabei schitzt auch die vorherige Gabe von Stx1- und O157-Antikorper-
positivem Kolostrum nicht vor der Entwicklung der Symptome [75]. Gesunde é&ltere Tiere (>
3 Wochen) erkranken nur in Ausnahmefallen nach der Infektion mit O157:H7 [45, 66, 72].
Krankheitssymptome wie wassrige Diarrhoe und erhdhte Temperatur bei Tieren hoéheren
Alters konnten vielfach auch auf Begleitinfektionen (Kokzidien) oder auf den Futterentzug
vor der Inokulation zurtickzufuhren sein, zudem diese Symptome auch bei nicht-infizierten
Kalbern hdufig auftreten. Die Verabreichung von Dexamethason vor der Inokulation scheint
die Entwicklung von Krankheitssymptomen zu begunstigen [74]. Auch bei experimentellen
Infektionen mit anderen Serotypen (O5, 026, O111) kann bei sehr jungen Kalbern (4 d)
Fieber und transienter Durchfall auftreten [56, 264, 305].

4.3 EAEC

4.3.1 Virulenzfaktoren der EAEC

Bei der Pathogenese von EAEC-Infektionen lassen sich drei unterschiedliche Mechanismen
unterscheiden: (1) Adhérenz an die Darmschleimhaut, (2) Bildung eines Biofilms und (3)
Induktion der Freisetzung von Zytotoxinen mit einer milden Immunantwort des Wirtes. Fir
diese Pathogenitatsmechanismen sind verschiedene Virulenzfaktoren verantwortlich, die
jedoch nicht konsistent in allen pathogenen Stdimmen auftreten [210, 211].

Adhérenz

Bei den enteroaggregativen Escherichia coli (EAEC) handelt es sich um E. coli-Stdamme, die
Uber ihre besondere Form der Adhédrenz an Wirtszellen definiert sind. Ihr Adhdrenzmuster

unterscheidet sich deutlich von der lokalisierten Adhérenz enteropathogener E. coli (EPEC),
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weshalb die Stéamme zu Beginn als diffus adhdrente oder enteroadhérente E. coli bezeichnet
wurden [179, 205, 257]. Der Nachweis einer prominenten Autoagglutination der
Bakterienzellen, frei oder auf der Wirtszelloberflache, fiihrte zur Bezeichnung aggregative
Adharenz (AA) und zur Schaffung eines neuen Pathovars - der EAEC [206]. Durch die
Ahnlichkeit mit aufgestapelten Mauersteinen heilt diese Formation auch stacked-brick
configuration. EAEC sind somit definitionsgemaR E. coli, die weder das Hitze-stabile noch
das Hitze-labile Enterotoxin der enterotoxischen E. coli (ETEC) sezernieren, sich jedoch an
HEp-2-Zellen im typischen AA-Muster anheften [210]. Verantwortlich fir die Adhasion sind
flexible Fimbrien (aggregativ adhdrente Fimbrien (AAF)), die auf dem Virulenzplasmid pAA
kodiert sind. Es sind funf strukturelle Untereinheiten bekannt: AAF/I [207], AAF/I1 [68],
AAF/III [21], AAF/IV [37] und AAF/V [71]. Neben der Adhérenz werden durch die AAF
jedoch auch eine Zytokinfreisetzung [112] und die Zerstérung der Barrierefunktion
epithelialer tight junctions [286] vermittelt. Es werden noch weitere Adh&sionsfaktoren
vermutet [77, 196]. Ein Hilfsfaktor fir die Anheftung ist das auf dem aap-Gen codierte
Protein Dispersin [270]. Dieses bindet an die LPS-Molekile auf der Bakterienoberflache und
neutralisiert so deren negative Ladung [307]. Dies ermoglicht es den positiv geladenen
Fimbrien sich nach aulen zu richten. Als zentraler Regulator dient AggR. Es vermittelt
sowohl die Expression Plasmid-kodierter als auch chromosomaler Virulenzfaktoren [211].
AggR-positive EAEC werden als typische EAEC bezeichnet [204]. Bisher konnten nur
typische EAEC mit Krankheitserscheinungen beim Menschen in Verbindung gebracht
werden. AggR-negative EAEC, auch als atypische EAEC bezeichnet, scheinen keine oder
kaum klinische Erscheinungen hervorzurufen [135, 225, 254].

Bildung eines Biofilms

Im weiteren Verlauf der Infektion kommt es zu einer gesteigerten Mukussekretion. Der
entstehende mukdse Biofilm ermdglicht es den Bakterien das lokale Immunsystem des Wirtes
zu umgehen und fihrt in einigen Féllen zu einer persistierenden Kolonisation mit andauernder
Diarrhoe. Die Biofilmbildung ist von den AAF oder funktionell dhnlichen Strukturen
abhéngig. Beteiligt an diesem Prozess sind auch die Uber die Gene Fis und yafK kodierten
Proteine [124, 269]. Pic, ein chromosomal kodiertes Protein mit mukolytischer Aktivitat,
fordert das intestinale Wachstum des Bakteriums durch Nutzbarmachung von Nahrstoffen aus
dem Mukus [113].
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Zytotoxizitat

Einige Stdmme induzieren zytotoxische Effekte. Als Ursache werden verschiedene Zyto-
toxine vermutet. Mitbeteiligt scheint das auf dem Genlokus astA kodierte EAEC heat-stable
enterotoxin (EAST1) [255], sowie das chromosomal kodierte Shigella enterotoxin 1 (ShET1)
[15] zu sein. Neben diesen Zytotoxinen verursachen auch sogenannte serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae (SPATES) Schleimhautschédden und flihren zu einer
Kolonisation des Darmes. SPATEs werden entweder chromosomal oder Plasmid-kodiert und
in zwei phylogenetisch unterschiedliche Klassen eingeteilt. Klasse | SPATEs, wie das auf
dem Virulenzplasmid pAA kodierte Enterotoxin plasmid-encoded toxin (Pet) [212] und das
Shigella IgA-like protease homolog (SigA) [241], sind zytotoxisch flr Epithelzellen. Klasse |1
SPATEs losen unterschiedliche Effekte aus und beinhalten z.B. Pic (s.0.) und Shigella
extracellular protease (SepA). Letzteres wird mit besonders virulenten Stdmmen in
Verbindung gebracht [39].

4.3.2 EAEC-Infektionen beim Menschen

In den 80er Jahren wurden erstmals in die heutige Klasse der EAEC eingeteilte E. coli als
Ursache von Durchféllen bei Reisenden oder Kindern in Entwicklungslandern nachgewiesen
[179, 206, 257]. Die Pathogenitat der EAEC wurde in mehreren Studien mit Freiwilligen
bestatigt [180, 208]. Neben sporadischen EAEC-Infektionen, die auf endemische Geschehen
zurlickzufuhren sind, treten auch EAEC-Ausbriichen auf [61, 279].

Das Hauptreservoir fir EAEC ist die humane Population. EAEC werden fakal-oral Gbertragen
[114, 124]. Als Ubertrager kommen kontaminierte Lebensmittel [2, 142] oder Wasser [275] in
Frage. Landwirtschaftliche Nutztiere wie Rinder, Schweine und Schafe scheinen kein
Reservoir fir EAEC darzustellen (Abschnitt 4.3.3). In Hunden und Katzen konnten jedoch
typische EAEC nachgewiesen werden [240]. Aufgrund des seltenen Nachweises von EAEC
bei Haustieren ist jedoch eher die Weitergabe zwischen Menschen und Tieren desselben
Haushaltes, wie fur andere E. coli-Stamme bekannt [136], wahrscheinlich. Es scheint sich

hierbei nicht um ein echtes Reservoir zu handeln.

Die groRe Heterogenitat unter den EAEC-Stdmmen fuhrt zu unterschiedlicher Auspragung
des Krankheitsbildes [208, 225]. Die Anheftung sowohl im Dunn- als auch im Dickdarm
bildet das erste Stadium in der Pathogenese [115, 158, 209]. Krankheitserscheinungen
entstehen aber vor allem durch die Wirkung im Dinndarm [210]. Die EAEC heften sich in
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grolRer Zahl mit dem typischen AA-Muster an das Darmepithel an und induzieren eine
gesteigerte Mukussekretion. Unter diesem mukésen Biofilm bleibt der Biirstensaum intakt, es
kommt nicht zur Ausbildung von A/E-Lésionen [115, 301]. Bei einigen Stammen zeigen sich
zytotoxische Effekte. Die Epithelschadigung duRert sich in einer Verkirzung der Mikrovilli,
hamorrhagischer Nekrose der Zottenspitzen, dilatierten Kryptoffnungen, der Entwicklung
prominenter interkryptaler Spalten und der Abschilferung der Enterozyten [115, 209, 308].
Die toxischen Effekte scheinen sich auf das Epithel des Dickdarmes zu beschréanken und
kénnen nicht am Dunndarmepithel beobachtet werden [209]. Neben Epithelschédden flhren
die Toxine wie das EAST1 und das ShET1 allerdings auch zu einer gesteigerten Chlorid- und
Flussigkeitssekretion und somit zum Bild einer sekretorischen Diarrhoe [83, 186]. VVon Seiten
des Wirtes kommt es als Reaktion zu einer milden Entziindungsantwort mit Odembildung und
mononukledrer Infiltration in der Submukosa [308]. Hauptfaktor dafur ist das Flagellin,
welches die Freisetzung von Zytokinen und Entzindungsmediatoren (z.B. Interleukin-8)
induziert [124, 281]. Auch die AAF scheinen an der IL-8-Freisetzung beteiligt zu sein [112].
Da ein Einzelnukleotid-Polymorphismus in der Promoterregion des Genes fir den LPS-
Korezeptor CD14 das Risiko einer EAEC-induzierten Diarrhoe erhoht, ist eine genetische

Pradisposition des Wirtes fiur eine Manifestation der Krankheit nicht ausgeschlossen [192].

Bei gesunden Erwachsenen kommt es klinisch meist zur Entwicklung einer sich selbst
limitierenden, wassrigen, sekretorischen Diarrhoe ohne Blut oder fékale Leukozyten [208].
Teilweise kann es jedoch bei Kindern [61, 65] oder immunsupprimierten Menschen [94, 315]
zu einem verlangerten Krankheitsverlauf (> 14 Tage) mit der Gefahr eine Dehydratation und
Malnutrition oder der Entwicklung von blutiger Diarrhoe kommen. Besonders in Ent-
wicklungslédndern werden EAEC mit persistierender Diarrhoe in Verbindung gebracht [27,
82]. EAEC sind der zweithaufigste Grund fiir Durchfall bei Reisenden [124].

4.3.3 EAEC-Infektionen beim Rind

Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnten keine typischen (AggR-positiven) EAEC beim Rind
nachgewiesen werden [53, 321]. Auch andere Tierarten wie Schweine und Schafe scheinen
kein Reservoir fir EAEC darzustellen [53]. Wéhrend einzelne Virulenzfaktoren wie das
AAF/I codierende aggA-Gen ebenfalls nicht bei Rindern nachgewiesen werden konnten
[228], konnten jedoch andere Merkmale der EAEC bei E. coli-Isolaten aus Rindern detektiert
werden. So konnten E. coli, die die typische aggregative Adhérenz (AA) aufwiesen, beim
Rind nachgewiesen werden, eine genaue geno- und phéanotypische Charakterisierung blieb in

dieser Studie jedoch aus [4]. Auch EAST1 konnte bei E. coli-lsolaten von verschiedenen
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Tierarten nachgewiesen werden. EAST1 tritt jedoch auch bei anderen E. coli-Pathovaren wie
EHEC, ETEC und EPEC auf [186, 256, 306, 321].

Bei vergleichenden Untersuchungen einer weiteren Studie von EAEC-Stammen humanen und
bovinen Ursprungs konnten beim Rind nur E. coli-lsolate nachgewiesen werden, die zwar die
typische aggregative Adhérenz zeigten, denen jedoch die Kklassischen Virulenzfaktoren
enteroaggregativer E. coli wie das aggR-Gen fehlten. Es wird spekuliert, dass beim Rind
andere Virulenzgene die aggregative Adharenz kodieren. Bovinen Isolate weisen die Gene shf
und irp2 auf, deren Rolle in der Pathogenese von EAEC-Infektionen jedoch noch weitest-
gehend unklar ist. Auch auf Basis der Serotypen konnte kein Zusammenhang zwischen den

humanen und bovinen Isolaten hergestellt werden [302].

4.4 E.coli 0104:H4

4.4.1 Virulenzfaktoren von E. coli 0104:H4

Der EHEC-Stamm 0O104:H4 vom Ausbruchgeschehen im Mai 2011 kombiniert die
Virulenzfaktoren zweier verschiedener E. coli-Pathogene [28]. Er bildet sowohl Merkmale
der STEC als auch der EAEC aus.

Merkmale der STEC

Mit dem Stx2, kodiert durch stx2a [258], besitzt der O104:H4-Stamm den namensgebenden
Virulenzfaktor der STEC [28]. Das stx2a zeigt eine 99 %ige Homologie zum stx2a des
Referenzstammes EDL 933 des Serotypes O157:H7. Es unterscheidet sich nur in einem
Nukleotid in der Gensequenz fiir jede Untereinheit [28]. Damit ist das Stx nahezu identisch
mit dem Stx von O157-Stdmmen aus Deutschland aus den Jahren 2002 und 2005 [258].
Ebenso gleichen sich die Insertionsstellen des stx2a-konvertierenden Phagen beim 0104:H4-
Stamm und bei Stamm EDL 933 [243]. Die genetische Ahnlichkeit zwischen Ausbruchstamm
und vielen enteroaggregativen E. coli 0104:H4 ohne Stx-kodierenden Phagen spricht daftr,
dass die Aufnahme des Phagen ein jlngeres Ereignis war [243]. Die Aufnahme des Phagen
aus dem tierischen STEC-Reservoir wird diskutiert [26]. Ein Verlust des Bakteriophagen
wahrend des Ausbruchgeschehens 2011 ist nicht bekannt [328].

Im Vergleich zu E. coli O157:H7 exprimiert der Ausbruchsstamm im Mausmodell initial
weniger Stx, bevor sich die gebildete Stx-Menge mit verléangerter Infektionsdauer erhoht. Die
Stx-Expression korreliert dabei nicht mit der zakalen Kolonisation [251]. In anderen Studien
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zeigte sich neben einer verminderten Stx-Freisetzung eine im Vergleich zum EDL 933 auch
signifikant geringere Translokation des Toxins durch einlagige Epithelzellschichten [299].
Trotzdem ist Stx2 in Tiermodellen mit M&usen und Kaninchen fur die hohe Virulenz des
Stammes verantwortlich. Sowohl bei Mdusen, als auch bei Kaninchen fuhrte der Stx-positive
Wildtypstamm zu einer hoheren Morbiditat und Mortalitat als ein Stx-negatives 0104:H4-
Isolat und ein Phagen-depletierter Mutant des Wildtypstammes [326]. In einem weiteren
Kaninchen-Modell wirkt sich das Stx zwar nicht auf die Kolonisation des Darmes, aber auf
die Entwicklung von Krankheitssymptomen oder histologischen Verénderungen aus [203].
Als weiteren Virulenzfaktor der STEC besitzt der Ausbruchstamm das lha [184], welches mit
der Adhdrenz an Epithelzellen vor allem in eae-negativen STEC in Verbindung gebracht wird
[291]. Weitere STEC-typische Virulenzmerkmale wie der LEE fehlen [28].

Merkmale der EAEC

Der Ausbruchstamm enthdlt das ca. 83 kbp groRe Virulenzplasmid pAA. Dieses ist identisch
mit dem Virulenzplasmid typischer EAEC. Auf dem Plasmid ist neben AAF/I auch der
zentrale Regulator AggR kodiert, astA fiir EAST1 fehlt jedoch [184]. Die Ausbildung von
AAF/l und Dispersin unter der Regulation von AggR fiihrt zur typischen aggregativen
Adhérenz in Zellkulturmodellen [28, 299]. In Zellversuchen reduziert die Ausschaltung von
aggR oder aggA sowohl die bakterielle Adhérenz als auch die Translokalisation des Stx durch
eine einlagige Epithelzellschicht signifikant [40]. Im Kaninchen-Modell wirkt sich ein Fehlen
des pAA-Plasmides jedoch weder auf die Kolonisation des Darmes noch auf die Entwicklung
von Krankheitssymptomen oder histologischen Veranderungen aus [203]. Trotz des relativ
stabilen Verhaltens des pAA-Plasmides in vitro, zeigte sich das pAA-Plasmid wéhrend des
Ausbruchgeschehens 2011 als ein relativ instabiles genetisches Element, welches in einigen
Fallen wahrend des Krankheitsgeschehens verloren ging. Die verminderte Fahigkeit
Epithelzellen effektiv zu kolonisieren und somit eine geringere systemische Absorption von
Stx durch den Wirt kdnnte zu einer verminderten Pathogenitét dieser pAA-negativen Stamme
gefiihrt haben [328].

Wie bei typischen EAEC kommt es auch bei E. coli O104:H4 zu einer Biofilmbildung,
welche positiv. mit der Expression von stx2 und aggR Kkorreliert ist [251]. Der
Ausbruchsstamm bildet verschiedene Zytotoxine wie das ShET1 und SPATEs. 0104:H4
unterscheidet sich jedoch in der Anzahl und Kombination seiner SPATEs (Pic, SigA und
SepA) von herkdmmlichen EAEC, welche selten mehr als 2 SPATEs besitzen [38, 243].
Besonders den chromosomal codierten Proteinen SigA und Pic wird im Kaninchen-Modell
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ein Einfluss auf die Kolonisation des Stammes und sein Persistenzverhalten zugesprochen

[203]. Auch dies kénnte ein Grund fiir die erhdhte Virulenz des Stammes sein.
Weitere Virulenzfaktoren

Neben dem pAA-Plasmid besitzt der O104:H4-Ausbruchsstamm ein ca. 90 kbp grof3es
konjugativ Ubertragbares Plasmid, das zur Inkompatibilitdtsgruppe 11 (Incll) gehoért [184].
Dieses weilt groRe Ahnlichkeit zum pEC_Bactec-Plasmid auf [47, 184, 243], welches in
verschiedenen E. coli-Isolaten humanen und tierischen Ursprungs identifiziert wurde [278].
Resistenzgene auf dem Plasmid kodieren eine Extended-Spektrum Beta-Laktamase (ESBL)
vom Typ CTX-M-15 mit der vorgelagerten Insertionssequenz ISEcpl und eine Beta-
Laktamase des Types TEM-1 [47, 184, 247]. Der Stamm zeigt entsprechend einen Resistenz-
Phé&notyp mit Resistenz gegenliber den Beta-Laktam Antibiotika der Gruppen der Acylamino-
penicilline und Cephalosporine, ist aber empfindlich gegentber Carbapenemen [28, 247].
Dieser ESBL-Phanotyp konnte bisher bei allen Isolaten aus dem Ausbruchgeschehen 2011
[100], jedoch bei keinem der anderen vor dem Ausbruch isolierten und sequenzierten
0104:H4-Stamme nachgewiesen werden [3, 101, 184]. Dies legt den Schluss nahe, dass es
sich bei der Aufnahme des Plasmids um ein neueres Ereignis handelt oder dass die anderen
Stamme das Plasmid verloren haben [243, 328]. Die Beta-Laktamase CTX-M-15 ist einer der
héufigsten ESBL-Typen, der bei nosokomialen ESBL-E. coli nachgewiesen wird, konnte

jedoch bisher nur bei wenigen Isolaten vom Tier detektiert werden [247].

Der Ausbruchstamm zeigt eine hohere Saureresistenz als der EHEC O157:H7-Referenzstamm
EDL 933. Dies konnte die Passage hoher Keimzahlen durch das saure Milieu des Magens
beglinstigen und somit zur Pathogenitit des Stammes beitragen [184].

4.4.2 0O104:H4-Infektionen beim Menschen

Eine Kombination der Merkmale von STEC und EAEC, wie bei dem E. coli-Stamm des
Serotyps 0104:H4, der im Mai 2011 einen HUS-Ausbruch in Deutschland und Europa
verursacht hat, wurde bisher nur selten beschrieben. Ein Stamm des Serotyps O111:H2 mit
ahnlichen Eigenschaften loste 1995 eine Haufung von HUS-Erkrankungen in Frankreich aus
[197]. Ein STEC/EAEC O111:H21 fihrte 2012 in Grol3britannien zu einer HUS-Erkrankung
[71]. In einer retrospektiven Studie aus Deutschland konnten aus einer Sammlung von etwa
2400 in den Jahren 2008 bis 2012 isolierten EHEC-Stdmmen 2 weitere Isolate mit entero-
aggregativen Eigenschaften identifiziert werden [237]. Auch der Serotyp O104:H4 trat bereits
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mehrmals in Erscheinung. Als Prototyp gilt der 2001 in der Zentralafrikanischen Republik bei
einem HIV-Patienten mit persistierender Diarrhoe isolierte Stamm 55989, der jedoch keine
Virulenzfaktoren von EHEC aufweist [21, 47, 200, 243, 258]. Auch weitere reine EAEC-
Isolate wurden immer wieder mit Durchfall bei Kindern in Zusammenhang gebracht [258].
Erste 0104:H4-Isolate mit den Merkmalen beider Pathogene, die von Patienten mit HUS
isoliert wurden, traten 2001 bei 2 Fallen in Deutschland [183], 2004 in Frankreich, 2005 in
Korea und zwei Falle 2009 in Georgien auf [258]. Der 2001 in Deutschland isolierte Stamm
01-09591 wird unter der Bezeichnung HUSECO041 in der HUSEC-Stammkollektion gefiihrt
[183]. Zur Entstehung des Ausbruchstammes von 2011 gibt es unterschiedliche Hypothesen.
Die Befunde sprechen daftr, dass der Ursprungsstamm kein EHEC-Stamm war, der Virulenz-
merkmale von EAEC ubernommen hat, sondern ein EAEC, der einen Stx-kodierenden
Prophagen und das Plasmid mit den ESBL-Genen (ber horizontalen Gentransfer
aufgenommen hat [243]. In einem weiteren Modell wird davon ausgegangen, dass sich von
einem dem Stamm 55989 dhnlichen Stamm uber den Stamm HUSECO041 durch Aufnahme
und Abgabe verschiedener Plasmide, Phagen und Genloki der Ausbruchstamm entwickelte
[3]. Diesem linearen Modell der Entwicklung vom Stamm 55989 zum Ausbruchstamm wird
ein Modell gegenuber gestellt, bei dem sich aus einem gemeinsamen Vorgénger parallel der
Stamm 55989, der Ausbruchstamm und der Stamm HUSECO041 entwickelten [184].

Als Infektionsvehikel wurden bei dem Ausbruch 2011 Bockshornkleesamen zur Sprossen-
herstellung aus einem agyptischen Betrieb identifiziert, auch wenn der Stamm nie direkt aus
den Sprossen isoliert werden konnte [48, 80]. Die Infektionsdosis des Ausbruchsstammes ist
nicht genau bekannt, es ist jedoch davon auszugehen, dass sie wie bei klassischen STEC sehr
niedrig ist [10, 151]. Wahrend des Ausbruchgeschehens kam es auch zu Sekundarinfektionen
durch Kontakt zu infizierten Personen [10, 246]. Der Stamm scheint gut an den Menschen
angepasst zu sein und somit ist ein humanes Reservoir wahrscheinlich [151]. Wé&hrend des
Ausbruches in Deutschland erkrankten 2.987 Menschen an akuter Gastroenteritis und 855 an
HUS. Der Uberwiegende Teil der Erkrankten war weiblichen Geschlechts (58 bzw. 68 %) und
der Altersmedian betrug 46 bzw. 42 Jahre. Dies unterschied sich deutlich von klassischen
EHEC-Infektionen, die vor allem im Kleinkindalter auftreten [246]. Ob diese Besonderheiten
des Ausbruchs auf bestimmten Verzehrsgewohnheiten oder auf einer besonderen

Empfanglichkeit beruhen, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt [84].

Die Merkmalskombination von Stx2 und EAEC scheint beim Menschen fir den besonders
schweren Krankheitsverlauf im Rahmen des europdischen HUS-Ausbruches verantwortlich
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zu sein [151]. Es wird gemutmalt, dass die erhohte Anzahl von HUS-Féllen darauf
zurlickzufuhren sein kdnnte, dass das Stx2a des 0104:H4 im Vergleich zu klassischen STEC
die Darmschleimhaut effektiver oder aber in gréReren Mengen Uberwindet. Ersteres kdnnte
eine Konsequenz aus unterschiedlichen Kolonisationsmechanismen und —lokalisationen sein
[234]. Die bereits oben beschriebene geringere Stx2-Expression und —Freisetzung durch
E. coli O104:H4 im Vergleich zum E. coli O157:H7 [251, 299] unterstitzen die These, dass
die erhohte Virulenz des O104:H4 nicht auf einer grolReren Menge an freigesetztem Stx
beruht, sondern durch seine gesteigerten F&higkeiten an das humane Kolonepithel zu
adhérieren und im Darm zu kolonisieren. Dies konnte zu einem erhohten Gewebeschaden
durch das Bakterium an sich, jedoch auch durch die AAF/I-induzierte Immunantwort des
Wirtes zu einer Stérung der Barrierefunktion der Epithelzellen fihren. Somit wirde ein
Durchdringen des Epithels durch das Stx und dessen systemische Absorption gefordert [28,
251, 299]. Die Zerstorung der Barrierefunktion epithelialer tight junctions durch die AAF, wie
fur die EAEC beschrieben [286], kdnnte hierbei eine zentrale Rolle spielen. Fir diese Theorie
spricht neben der verringerten bakteriellen Adhérenz in Zellkulturen auch die ausbleibende
Biofilmbildung, Stérung der Zellpermeabilitadt und die verringerte I1L-8-Freisetzung bei pAA-
negativen Isolaten [40]. An der Pathogenese der neurologischen Symptome scheinen dagegen
vorrangig Antikorper gegen E. coli O104:H4 beteiligt zu sein. Dafir spricht die Zeitdauer
vom Beginn der Durchfallsymptomatik bis zum Auftreten der ersten neurologischen
Symptome von 5 — 12 Tagen, die kompatibel ist mit der Entwicklung einer sekundéren IgG-
Immunantwort. Eine schnelle und anhaltende Besserung der neurologischen Symptome lief3
sich nach Durchfuhrung einer Immunadsorption beobachten. Direkte toxischen Effekte des
Stx auf die Neuronen als alleinige Ursache der neurologischen Symptome werden dadurch

unwahrscheinlich [103].

Im Vergleich zu Infektionen mit anderen STEC-Serotypen ist die Inkubationszeit bei EHEC
0104:H4 mit ca. 8 Tagen deutlich langer [246]. Dann kann es zum Auftreten von blutiger
Diarrhoe héufig mit krampfartigen abdominalen Schmerzen und teilweise mit Erbrechen
kommen. Nur wenige der Patienten entwickeln Fieber [84, 303]. Vornehmlich tritt ein
segmentaler Befall des deszendierenden Kolons mit einer im CT oder auf Rontgenaufnahmen
abnormal verdickten Kolonwand mit vorgeschalteter Dilatation des transversalen und
aszendierenden Kolons auf [13]. Endoskopisch kann eine hochgradige ulzerative Kolitis mit
spontanen Blutungen der hochgradig entziindeten Mukosa festgestellt werden. Histologisch
zeigt sich eine hochgradige Entziindung mit Infiltration von Lymphozyten und Granulozyten,

eine ulzerative Zerstorung des Epithel und fibrindse Ablagerungen [303]. Bei ca. 20 % der
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Patienten kommt es nach im Mittel 5 Tagen zur Entwicklung des HUS. Die mittlere Dauer
vom Auftreten erster Symptome bis zur Entwicklung eines HUS scheint somit kiirzer zu sein,
der Anteil an Patienten, die ein HUS entwickeln, jedoch héher als bei EHEC O157:H7 [151].
Entgegen friherer Falle entwickelten fast 50 % der HUS-Patienten auBerdem neurologische
Symptome wie Desorientierung, kognitive Dissoziation, okulomotorische Dysfunktion,
Somnolenz und epileptische Anfélle [131, 303]. Unter den HUS-Patienten verstarben 35
(4,1%) und unter den EHEC-Patienten mit Gastroenteritis 18 (0,6%) [246].

Ahnlich wie bei vorangegangenen EHEC-Ausbriichen wurde E. coli 0104:H4 durchschnitt-
lich fir eine Dauer von 17 — 18 Tagen ausgeschieden. Bei einzelnen Patienten konnte noch
nach dem Abklingen klinischer Symptome eine Ausscheidung von bis zu 157 Tagen fest-
gestellt werden. Patienten mit HUS schieden den Erreger signifikant kirzer, Kinder
(< 15 Jahren) signifikant langer aus [310]. Ebenso scheint eine Behandlung mit Azithromycin
die Ausscheidungsdauer zu verkirzen [219, 310].

Die Behandlung erfolgte wie bei vorherigen HUS-Ausbrichen symptomatisch mit
parenteraler Flissigkeits- und Elektrolytzufuhr, sowie intensivmedizinischer Betreuung und
Uberwachung der Nierenfunktion [151], Hamodialyse, Plasmapherese oder Immunadsorption
[103]. Einige Patient wurden mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das
Komplementprotein C5 behandelt, welcher eine Aktivierung der Komplementkaskade durch
das Stx und folglich eine Zelllyse und Gewebeschdden verhindern sollte. Dieses unter dem
Namen Eculizumab auf dem Markt befindliche Medikament konnte erfolgreich zur
Behandlung eines HUS eingesetzt werden [167]. Der therapeutische Einsatz von Antibiotika
ist wie bei klassischen STEC umstritten und muss je nach Stoffgruppe des Antibiotikums
differenziert betrachtet werden. Wahrend Ciprofloxacin in vitro den Stx2-Phagen des
Ausbruchstammes induziert und zu einer hoheren Stx-Freisetzung fuhrt [29, 243],
entwickelten Patienten, die wahrend des Ausbruchgeschehens 2011 noch vor Entwicklung
einer HUS mit Ciprofloxacin behandelt wurden, signifikant seltener HUS [95]. Fosfomycin,
Gentamicin und Kanamycin fiihrten in vitro zu keiner signifikanten Beeinflussung der Stx-
Freisetzung und bei Chloramphenicol, Meropenem, Azithromycin, Rifaximin und Tigecyclin

konnte sogar ein reduzierender Effekt beobachtet werden [29].

4.4.3 (0104:H4-Infektionen beim Rind

In stichprobenartigen Untersuchungen von Rinderkotproben aus der Ausbruchsregion von
2011 und weltweit konnte der 0104:H4 Ausbruchstamm nicht isoliert werden [12, 228, 321].
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Zwar traten in keiner der untersuchten Kotproben alle Virulenzmerkmale des O104:H4
gemeinsam auf, einzelne Virulenzmerkmale konnten jedoch, zum Teil in verschiedenen
Kombinationen, detektiert werden. So wurden z.B. in 6,1 % bis 15,3 % der Kotproben die
Kombination aus wzXoi04-, fliChs- und stx2-Genen gefunden. Ob diese jedoch alle auf ein und
dasselbe Isolat zurtickzufiihren sind, wurde nicht untersucht [12, 228]. In einer mexikanischen
Studie konnten aus 251 Kotproben 656 E. coli-Stdmme isoliert werden, von denen 3 Isolate
vom Serotyp 0O104:H12 waren und das stx2-Gen besalen [213]. Auch die ESBL-

Resistenzgene wie blacrx-m-15 kdnnen hdufig bei Rindern gefunden werden [321].

In einer Studie wurden bei 27 % der untersuchten Tiere Antikdrper gegen das E. coli O104-
LPS detektiert. Eine Kreuzreaktion mit anderen Serogruppen wie z.B. O9 konnten die

Autoren jedoch nicht ausgeschlief3en [213].

45 Ziel der Arbeit

Mit dem EHEC O104:H4 trat im Jahr 2011 ein neuartiger E. coli-Stamm auf. Er verbindet die
Eigenschaften zweier verschiedener E. coli-Pathovare - der STEC und der EAEC. Wie
typische EAEC-Stdmme konnte der Ausbruchstamm bislang nicht in der Rinderpopulation
nachgewiesen werden, die das Hauptreservoir fir STEC darstellt [12, 195, 321]. Zukinftig ist
nicht auszuschlieRBen, dass der Ausbruchsstamm in Tierpopulationen gelangt, beispielsweise
durch Aufnahme von verunreinigtem Wasser [50]. Die Etablierung von Infektketten bei
Rindern konnte neben den Virulenzmerkmalen klassischer EAEC vor allem durch das
Vermogen zur Bildung von Stx beginstigt werden, das vermutlich fir die Etablierung
persistenter STEC-Infektionen eine entscheidende Rolle spielt [187]. Zur Beantwortung der
Frage, ob der Stamm in der Lage ware die Speziesbarriere vom Menschen zum Tier zu
Uberwinden, sollte ein etabliertes experimentelles Infektionsmodel [73] genutzt und einerseits
die Reaktion des Wirtes auf den Erreger untersucht und andererseits eine quantitative und
qualitative Analyse der Erregerausscheidung durchgefiihrt werden. Im Ergebnis kdnnte die
Gefahr besser abgeschétzt werden, ob sich dieser EHEC-Stamm auch in einem tierischen
Reservoir festsetzen kann, und gezielt MalRnahmen zur VVorbeugung einer schwerwiegenden

und kausal nicht therapierbaren Erkrankung des Menschen ergriffen werden.
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5 Material und Methoden

Alle in dieser Arbeit verwendeten Tiere, Gerate, Verbrauchsmaterialien, Nahrmedien, Puffer

und Chemikalien sind im Anhang (ab Seite 148) aufgelistet.

5.1 Materialien

5.1.1 Bakterienstamme

Tab. 2: Escherichia coli- und Salmonella sp.-Referenzstdmme und deren wichtigste

Eigenschaften
Stamm Serotyp Pathovar wichtige Eigenschaften Herkunft
Escherichia coli-Referenzstamme
123 043:H28 k.A. Nal® NADC
86-24 Nal O157:H7  STEC stx2a, LEE, Nal® NADC
LB226692 0104:H4  STEC/ stx2a, EAEC Virulenz- IHM

EAEC Plasmid (pAA; 83 kbp; aatA,

aggR, aaf/l), ESBL
Resistenz-Plasmid (pESBL,;
90 kbp; blaTEM-1, blaCTX-
M-15), Nal®, Strep®, weiteres
Plasmid (1,5 kbp)

HUSEC041 0O104:H4  STEC/ EAEC Virulenz-Plasmid IHM

(01-09591) EAEC (75 kbp; aatA, aggR, aaf/lll),
weiteres Plasmid (95 kbp,
blaTEM-1)

EDL 933 0O157:H7  STEC stx1a, stx2a, LEE IHIT

2403 Orough:H- STEC stx1 IHIT

R27 k.A. k.A. Markerplasmid (180 kbp) IHIT

V517 k.A. k.A. Markerplasmide (54 kbp, IHIT

5,6 kbp, 5,1 kbp, 3,9 kbp,
3,0 kbp, 2,7 kbp und 2,1 kbp

Salmonella sp.-Referenzstamm
Stm Standard  k.A. k.A. Markerplasmid (94 kbp) IHIT

Erlauterung: EAEC = enteroaggregative E. coli, ESBL = Extended-Spektrum Beta-
Laktamase, IHIT = Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere
der Justus-Liebig-Universitat GieBen, IHM = Institut flr Hygiene des
Universitatsklinikums Munster, k.A. = keine Angabe, LEE = locus of
enterocyte effacement, NADC = National Animal Disease Center, Agricultural
Research Service, U.S. Department of Agriculture, Nal = Nalidixinsdure,

R Resistenz, STEC = Shigatoxin-bildende E. coli, Strep = Streptomycin
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5 Material und Methoden

5.1.3 Antiseren

Tab. 4: Antiseren fiir den Einsatz in der Objekttrédgerschnellagglutination, Immun-
histologie und Verozell-Neutralisationstest
Bezeichnung des Antiserums Ursprungs-  Zielantigen Gebrauchs-
tierart verdunnung
E. coli O43-Antiserum Kaninchen 043 (Stamm 123) unverdinnt®
E. coli OK 0157 Antiserum Kaninchen 0157 (Stamm 86-14 Nal-R) unverdinnt®,
1:4000°
E. coli K9 Antiserum Kaninchen K9 (Stamm LB226692) unverdgnnt§,
1:8000
Ziege-Anti-Kaninchen 1gG Ziege Kaninchen-1gG (H+L) 1:50
Antikorper
131C0006 (Kalb 1847) Rind Stx1 (Titer < 30) 1:10"
Stx2 (Titer < 30)
12E0097 (Kalb 5934) Rind Stx1 (Titer 480) 1:10"

Stx2 (Titer 3840)

Erlauterung: ® Einsatz in der Objekttragerschnellagglutination, * Einsatz in der Immun-
histologie (Verdiinnung in BSA/DPBS), * Einsatz im Verozell-Neutralisations-
test (Verdinnung in Zellkulturmedium 1)

5.1.4 Shigatoxin-Chargen

Die Herstellung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Shigatoxin-Chargen (Tab. 5) fur
den Einsatz im Verozell-Zytotoxizitatstest (Vero-ZT) und im Verozell-Neutralisationstest
(Vero-NT) ist in Abschnitt 5.3.6 und die Berechnung der zytotoxischen Dosis 50 % in
Abschnitt 5.6.2 beschrieben.

Tab. 5: Shigatoxin-Chargen fir den Einsatz im Verozell-Zytotoxizitétstest und
Verozell-Neutralisationstest
Bezeichnung  E. coli-Stamm Verdunnung CDsy/ml Herkunft
der Charge (Verdinnung)
Stx1 2403 1:100 81 CDso/ml eigene
Herstellung
rStx2wr BLR(DE3, pET-  1:500 83 CDso/ml IHIT

24b(+)::stx2)

Erlauterung: CDs = ,,verozytotoxische Dosis 50 %, IHIT = Institut fir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
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5 Material und Methoden

5.1.5 Zelllinie

Zur Uberprifung der Zytotoxizitat der verwendeten Toxinpraparationen, sowie zur
Bestimmung eines Antikorpertiters gegen Stx wurden Verozellen (interne Bezeichnung:
VERO-Giellen; ATCC-Nr.: #CRL 1587) verwendet. Diese adhérente Zelllinie wurde vom
Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitat GieRRen

bezogen. Sie stammt urspriinglich von Nierenzellen der Griinen Meerkatze ATCC [11].

5.2 Tierexperimentelle Methoden

Die Tierversuche wurden im Friedrich-Loeffler-Institut am Standort Riems durchgefihrt. Ein
Tierversuchsantrag nach § 8 Tierschutzgesetz mit dem Titel ,,Experimentelle Infektionen von
Kélbern mit Escherichia coli O104:H4“ war zuvor vom Landesamt fiir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern, Abteilung Veterinardienste,
Erndhrungswirtschaft und Tierzucht genehmigt worden (Aktenzeichen 7221.3-1.1-093/12).

5.2.1 Versuchsaufbau

Die Untersuchungen wurden an 87 bis 137 d (Median 113,5 d) alten weiblichen Ké&lbern der
Rasse Holstein Friesian durchgefiihrt (Tab. 22, Seite 148). Sie wurden von konventionellen

landwirtschaftlichen Betrieben zugekauft.

Das Versuchsvorhaben wurde in zwei Teilversuche (TV1 und TV2) gegliedert, wobei TV1 in
zwei unabhéngigen Durchgéngen durchgefiihrt wurde. Im Teil A des TV1 (TV1A) wurden
3 Kélber mit dem Ausbruchsstamm 0104:H4 (Stamm LB226692), und weitere je 3 Kélber
mit dem im Kalbermodell gut definierten EHEC 0O157:H7 Stamm 86-24 Nal
(Positivkontrolle) bzw. mit dem bei Rindern nicht-kolonisierenden E. coli-Stamm 123
(Negativkontrolle) inokuliert. Die Versuchsdauer betrug 4 d. Der Teil B (TV1B) verlief nach
demselben Prinzip wie Teil A, wobei nur 2 Kélber pro Gruppe inokuliert wurden.

Im TV2 wurden je 5 Kélber mit den oben genannten Stdmmen inokuliert und Uber einen

Zeitraum von 4 Wochen beobachtet und beprobt.
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5.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Vor Versuchsbeginn (35d vor bis 1d nach Einstallung) wurden mindestens 3 an
unterschiedlichen Tagen gewonnene Kotproben der Kalber aus der Ampulla recti auf
Nalidixinsaure-resistente und ESBL-tragende E. coli untersucht (Abschnitt 5.3.1). Anhand der
Ergebnisse wurden die Kélber in drei Inokulationsgruppen eingeteilt, wobei im TV2 darauf
geachtet wurde, die Kalber aus verschiedenen Betrieben gleichmdaRig zu verteilen. Ebenso
wurden Kotproben der Kalber vom Tag der Einstallung im Thiringer Landesamt fiir
Verbraucherschutz auf weitere bakterielle Durchfallerreger (Salmonella spp., Yersinia spp.)
und Endoparasiten (Eimeria spp., Trichuris spp.) getestet. Des Weiteren wurde die coliforme
Keimflora der Kotproben (Gassner-Abschwemmung, Abschnitt 5.3.3) von TagO vor
Inokulation per Multiplex-PCR auf stx1- und stx2-Gene, sowie per Monoplex-PCR auf das
aggR-Gen untersucht (Abschnitt 5.4.2). Die bereits im Aufzuchtbetrieb vorgenommenen
prophylaktischen und therapeutischen Behandlungen wurden dokumentiert. Eine weitere
Vorbehandlung erfolgte nicht.

Mindestens 7 d vor Inokulation wurden die Tiere zur Eingewdhnung in den Versuchsraum
verbracht. Sie erhielten einen Kraftfutter-Mix aus ithrem Herkunftsbestand, Heucobs und
hatten freien Zugang zu Selbsttranken. Die jeweiligen Gruppen wurden getrennt in den

einzelnen Versuchsraumen frei laufend aufgestallt.

Vor der Inokulation (48 h) wurde den Kalbern das Futter entzogen, Wasser war jedoch
weiterhin frei zuganglich. Die Inokulation der Kélber erfolgte intraruminal durch Gabe von
10" KbE des jeweiligen Inokulationsstammes geldst in 200 ml CASO-Bouillon, welche tber
ein geschlossenes System mittels Pansensonde verabreicht wurde. Anschlieend wurden
weitere 200 ml reine CASO-Bouillon appliziert. Direkt im Anschluss erhielten die Tiere

wieder Futter.

Alle Kélber wurden beginnend mit dem Tag der Inokulation taglich bis zum Versuchsende
klinisch untersucht und die erhobenen Daten protokolliert. Hierzu zéhlten die Messung der
rektalen Korpertemperatur und die mittels eines scoring-Systems numerisch bewerteten

Parameter der klinischen Untersuchung (Tab. 6).

Im TV1 wurden die Kélber 4 d nach der Inokulation euthanasiert, seziert und histologische
sowie bakteriologische Proben gewonnen. Im TV2 wurden die Kalber 28 d nach der
Inokulation per Bolzenschuss betédubt, durch Blutentzug getétet und anschlieRend

bakteriologische Proben gewonnen (Abschnitt 5.5.1, Seite 46).
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Tab. 6: scoring-System der klinischen Untersuchung
Untersuchungs- Score Kilinische Befunde
parameter

Appetit normal

lustlos und geringe Futteraufnahme
keine Futteraufnahme

normal
matt

sehr matt
festliegend

Allgemeinbefinden

normal

breiig

wassriger Durchfall
schleimiger Durchfall
blutiger Durchfall

Kotbeschaffenheit

Hydrationsstatus SH feucht, Bulbi normal, Hautfalte verstreicht sofort
SH pappig, Bulbi normal, Hautfalte verstreicht verzdgert
SH trocken, Bulbi eingesunken, Hautfalte verstreicht langsam

SH trocken, Bulbi tief eingesunken, Hautfalte bleibt stehen

kein
gering
maRig
schwer

Husten

kein
gering
maRig
schwer

Nasenausfluss

kein
gering
maRig
schwer

Augenausfluss

N P OW NP OWNPFEP OIWNPFP O WODNPEFP OIWNPFP O|NM —, O

w

Erlauterung: SH = Schleimhaut
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5.2.3 Gewinnung der Blut-, Kot- und Gewebeproben

Waéhrend des Versuches wurden in regelméaRigen Abstanden Blut- und Kotproben fur die Ge-
winnung von Serum bzw. den bakteriologischen Nachweis der Erregerausscheidung

gewonnen.

Einstallung Inokulation Sektion
//
Tag -7 01 2 3 4

‘<:::>‘ Sektio|n

Fllﬁ

Woche -2 0 1 2 3 4
| NS 1 1 A R A O Y A BN A
l Blutprobe l Kotprobe Gewebeproben

Abb. 1: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes und der Probenentnahme

in TV1 (oben) und TV2 (unten). grauer Pfeil: Quarantinezeit

Blutproben

Die Entnahme von Blut wurde bei den Kélbern durch Punktion der Vena jugularis vorge-
nommen. Das Blut wurde in sterilen 10 mi-Plastikréhrchen mit Serumgerinnungsaktivator
aufgefangen, kurz durchschwenkt und nach dem Transport bis zur weiteren Verarbeitung bei
4 °C gelagert. Pro Tier und Entnahmezeitpunkt wurden 5— 10 ml Blut enthommen. Zur
Gewinnung von Serum aus den Blutproben wurden diese fur 1 — 2 h bei 4 °C gelagert und
anschlieBend abzentrifugiert (4000 x g, 10 min, 4 °C). Im TV1 erfolgte die Blutproben-
entnahme beginnend am Tag der Inokulation (Tag 0) alle 2 Tage, im TV2 einmal pro Woche.
Vor der Sektion wurde den Kalbern mithilfe eines Blutentnahmesystems nach Straul® bis zu
500 ml Blut in Vakuumflaschen abgenommen und die Blutproben anschlieBend Uber Nacht
bei 4°C stehen gelassen. Das Serum wurde dann mit einer sterilen Plastikpipette
abgenommen, in CryoPure 5,0 ml Réhrchen aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C gelagert.
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Kotproben

Von allen Kalbern wurde zu jedem Entnahmezeitpunkt ca. 5—10 g Kot entnommen. Die
Kotproben wurden mit Hilfe eines sterilen Handschuhs manuell aus der Ampulla recti
entnommen und in einen Urinbecher Gberflhrt. Die von den Tieren gewonnenen Kotproben
wurden bis zu ihrer Aufarbeitung bei 4 °C gelagert. Im TV1 erfolgte die Kotprobenentnahme
beginnend am Tag der Inokulation (Tag 0) zweimal taglich, im TV2 wurden Uber die ersten

4 Versuchstage taglich und anschlielRend alle 2 Tage Kotproben entnommen.
Gewebeproben

Im Rahmen der Sektion wurden von jedem Kalb Darminhalts- und Darmgewebeproben fir
(a) die KbE-Bestimmung in den verschiedenen Darmabschnitten (Abschnitt 5.3.3) und fir
(b) histologische Untersuchungen (Abschnitt 5.5), gewonnen. Die genauen Entnahme-
lokalisationen sind in Tab. 11 (Seite 48) aufgefiihrt.

5.3 Bakteriologische Methoden

5.3.1 Fakale Ausscheidung Antibiotika-resistenter, coliformer Keime

Vor Versuchsbeginn wurden Kotproben der Kalber auf Nalidixinsaure-resistente und ESBL-
tragende E. coli untersucht. Dazu wurde jede Kotproben nach der Zustellung (Postweg) direkt
per Dreidsenausstrich auf MacConkey-Agar-Nal (50 pg/ml) und BRILLIANCE ESBL Agar
ausgestrichen. Das Wachstum coliformer Keime wurde fir jedes Selektivndhrmedium einzeln
nach einem scoring-System (Tab. 7) bewertet. Im Anschluss wurden die Kélber entsprechend
in die drei Inokulationsgruppen aufgeteilt. Diese Zuteilung erfolgte danach, dass die Kalber
einer Inokulationsgruppe zu allen 3 Beprobungszeitpunkten auf dem jeweiligen homologen
Selektivndhrmedium (Tab. 8) nur bis zu einem Score von (+) resistente coliforme Keime
aufweisen durften. Parallelansatze auf Blutagar, Gassner-Agar und MacCONKEY-Agar

wurden ebenso auf Keimwachstum kontrolliert und dienten somit als Positivkontrolle.
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Tab. 7: Untersuchung der Kotproben auf Nalidixinséure-resistente und ESBL-tragende
E. coli
Score  Wachstum auf dem Selektivndhrmedium  Zuteilung zu entsprechender
Inokulationsgruppe
- keine Wachstum coliformer Keime ja
) nur wenige coliforme Einzelkolonien (<10) ja
(+) Wachstum coliformer Keime in der ja
1. Verdinnungsstufe
+ Wachstum coliformer Keime bis zur nein
2. Verdinnungsstufe
++ Wachstum coliformer Keime bis zur nein

3. Verdinnungsstufe

5.3.2 Herstellung und Testung der Inokulationssuspensionen

Zur Herstellung der Inokulationssuspension mit 10'° KbE wurden die E. coli-Stamme auf dem

entsprechenden Selektivndhrmedium (Tab. 8) in einer Ubernachtkultur angeziichtet. Am

néachsten Tag wurden 3 bis 5 Kolonien in 50 ml des Anzuchtndhmediums (Tab. 8) in 250 ml-
Schott-Flaschen tberimpft und inkubiert (18 h, 37 °C, schittelnd). AnschlieBend wurden die
Kulturen in 50 ml-Plastikgefale Gberfuhrt und zentrifugiert (20 min, 4000 x g, RT), der

Uberstand verworfen und das Bakterienpellet in 2,5 ml CASOB-Glycerol-Ldsung resuspen-

diert. Je 1 ml der Inokulationssuspension wurde in Kryo-Roéhrchen aliquotiert und bei -80 °C

tiefgefroren und gelagert.

Tab. 8: Né&hrmedien zur Bakterienanzucht

Stamm Anzucht- Selektiv- Kolonie- Bestatigungstests
nahrmedium nahrmedium  morphologie nach Reisolierung

123 CASO-Bouillon  MacConkey-  groRe rote Koloniemorphologie,
mit 50 pg/ml Agar-Nal Kolonien mit OSA
Nalidixinsaure (50 pg/ml) tribem Hof

86-24 Nal CASO-Bouillon  MacConkey-  grofe rote Koloniemorphologie,
mit 50 pg/ml Agar-Nal Kolonien mit OSA, Multiplex-
Nalidixinsaure (50 pg/ml) tribem Hof PCR

LB226692 CASO-Bouillon  BRILLIANCE dunkelblaue Koloniemorphologie,
mit 20 pg/ml ESBL Agar Kolonien, glatter OSA, Multiplex-
Nalidixinséure oder leicht PCR

ausgefranster Rand

Erlauterung: Nal = Nalidixinsédure, OSA = Objekttragerschnellagglutination
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Die Bestimmung der Keimzahl nach dem Auftauen erfolgte durch das Anlegen einer log10-
Verdiinnungsreihe in PBS-Puffer” (iber acht Verdiinnungsstufen (je Stufe 100 pl verdiinnte
Keimsuspension plus 900 pl PBS-Puffer®). Von den Verdiinnungsstufen 10 bis 10 wurden
100 pl auf die entsprechenden Selektivndhrmedien (Tab. 8) gegeben, mit einem Drigalski-
Spatel ausplattiert und inkubiert (18 = 2 h, 37 °C, aerob). Zur Keimzé&hlung wurde die Platte
der Verdinnungsreihe ausgewéhlt, auf der zirka 30 - 300 deutlich abgesetzte Einzelkolonien
identifiziert werden konnten. Die Keimzahl in KbE pro ml Inokulationssuspension wurde

dann nach folgender Formel berechnet:
Keimzahl [KbE/mI] = Anzahl Kolonien x Verdiinnungsstufe x 10

AnschlieBend wurde anhand der Keimzahl die bendtigte Menge an Inokulationssuspension

berechnet um eine Dosis von 10 KbE pro Tier zu erreichen.

Die Kulturen wurden auflerdem auf Reinheit, sowie die Kolonien in ihrer Morphologie
beurteilt. Mit der Multiplex-PCR (Abschnitt 5.4.2) wurden auRerdem die stammspezifischen
Virulenzgenprofile Gberprift.

5.3.3 Anzichtung und Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl erfolgte aus Kot-, Darmgewebs- und
Darminhaltsproben. Hierflir wurden die Proben unterschiedlich vorbereitet. Die Durchfiihrung
der Gesamtkeimzahlbestimmung erfolgt dann fiir alle Probenmaterialien in gleicher Weise.

Bei festem Probenmaterial (Darmgewebe) wurde 1 g abgewogen, mit einer Schere grob
zerkleinert, in einen Homogenisationsbeutel mit 9ml PBS-Puffer® gegeben und
homogenisiert (Stomacher, 6 min, max. 4 Beutel pro Durchgang). Bei den Kot- und
Darminhaltsproben wurde ebenfalls 1 g einwogen, in ein 15 ml-Plastikgefal3 tberfuhrt und
mit 9 ml PBS-Puffer” auf dem Vortexer homogenisiert. Aus den Probensuspensionen wurde
anschlieRend eine log10-Verdiinnungsreihe bis zu einer Verdiinnung von 10 in PBS-Puffer”
erstellt (je Stufe 100 pl verdiinnte Keimsuspension plus 900 pl PBS-Puffer®). AnschlieRend
wurden 100 pl aus der ersten Verdinnungsstufe entnommen und auf einer Gassner-Agarplatte
mit einem Spatel ausplattiert. Weitere 100 pl jeder Verdinnungsstufe wurden auf dem
Selektivndhrmedium fiir den entsprechenden Stamm ausplattieren (Tab. 8). Die Platten
wurden bei 37 °C 18 + 2 h aerob im Brutschrank inkubiert.
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Die Bestimmung der Kolonie-bildenden Einheiten pro Gramm Probe (KbE/g Probe) erfolgte
wie im vorherigen Kapitel beschrieben. Die Nachweisgrenze lag bei 10? KbE/g Probe. Die
Kulturen wurden aufRerdem auf Reinheit, sowie die Kolonien in ihrer Morphologie beurteilt.

Die ausgezahlten Platten wurden dann der Koloniehybridisierung zugefiihrt.

Von jeder Kot- und Darminhaltsprobe wurden zudem 0,5 g Probenmaterial eingewogen, in
ein 15 ml-Plastikgefall Gberfihrt und mit 5ml CASO-Bouillon auf dem Vortexer gut
gemischt. Diese Keimsuspension wurde fir 18 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Falls
kein Wachstum auf dem Selektivnahrmedium in der ersten Verdunnungsstufe nachzuweisen
war, wurden 100 ul dieser Voranreicherung auf dem Selektivnahrmedium des entsprechenden
Stammes ausgestrichen, inkubiert (37 °C, 18 £ 2 h) und auf Bakterienwachstum kontrolliert.
Die Platten wurden entweder als Keimwachstum-positiv oder -negativ bewertet, jedoch die
Koloniezahl nicht erfasst. Zur Datenanalyse wurde positiven Platten ein Wert von 10 KbE/g

Probe, negativen Platten ein Wert von 1 KbE/g Probe zugewiesen [118].

Nach Abschluss der Keimzahlbestimmung wurden die Gassner-Agarplatte sowie die 107-
Verdinnungsstufe des Selektivndhrmediums mit 1,5 ml N&hrbouillon mit 30 % Glycerin ab-
geschwemmt, in ein Kryoréhrchen Gberfiuhrt und bei -80 °C gelagert. Falls diese Verdin-
nungsstufe nicht zur Verfugung stand (Einsatz in Koloniehybridisierung, kein Wachstum)
wurde alternativ eine nachfolgende Verdinnungsstufe oder das Selektivndhrmedium der
Voranreicherung abgeschwemmt. Diese Abschwemmungen dienten zur Archivierung des

gewonnenen Keimspektrums, sowie falls nétig fiir den Einsatz in der PCR.

5.3.4 Anzucht zur Resistenzbestimmung

Zur Isolierung und Untersuchung einzelner E. coli 0104:H4-Re-Isolate im Hinblick auf deren
Resistenzeigenschaften, speziell der Stabilitdt des ESBL-Plasmides, wurde eine logl0-
Verdiinnungsreihe in PBS-Puffer® bis zu einer Verdiinnung von 10 aus der Gassner-Ab-
schwemmung der Kotproben angelegt und auf MacConkey-Agarplatten mit 20 pg/ml
Nalidixinséure ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C 18 £ 2 h aerob im Brutschrank
inkubiert. Fur das weitere Vorgehen (Koloniehybridisierung) wurde die Verdunnungsstufe
ausgewahlt, auf der zirka 30 bis 300 deutlich abgesetzte Einzelkolonien identifiziert werden
konnten. Die Kulturen wurden auBerdem auf ihre Reinheit, sowie die Kolonien in ihrer

Morphologie beurteilt.

39



5 Material und Methoden

Nach der Identifizierung und Isolierung O2104-positiver Einzelkolonien per Kolonie-
hybridisierung (Abschnitt 5.4.1) wurden diese zur phénotypischen Bestimmung der ESBL-
Resistenz auf dem BRILLIANCE ESBL Agar angeziichtet. Dazu wurden jeweils 5 pl der in
der Stammhaltung archivierten Glyzerinkultur auf den Agar in einem Rasterverfahren
aufgetropft und bei 37 °C 18 £ 2 h aerob im Brutschrank inkubiert. Als positiv fir ein
Wachstum auf ESBL-Agar wurden Kolonien bewertet, die wie die Positivkontrolle (Stamm
LB226692) einen runden, klar abgegrenzten, erhabenen und am Rand abfallenden
dunkelblauen Bakterienrasen aufwiesen. Als Negativkontrolle wurden die Stamme 86-24 Nal
und der Stamm 123 parallel mit aufgetropft.

5.3.5 Objekttragerschnellagglutination (OSA)

Zur Bestatigung von morphologisch typischen Kolonien der entsprechenden Inokulations-
stdmme (min. 1 Kolonie pro Beprobungszeitpunkt) wurden zirka 10 pl unverdiinntes spezifi-
sches Antiserum (Tab. 4) auf einem Objekttrager mit einer kleinen Ose Koloniematerial
verrieben und unter Schwenken das Agglutinationsverhalten beurteilt. Als positiv wurde
angesehen, wenn das Koloniematerial und das Antiserum Agglutinate bildeten. Negativ
beurteilt wurde die homogene Vermischung des Serums mit dem Koloniematerial ohne
A

Agglutinatbildung. Spontanagglutinationen wurde durch einen Parallelansatz mit PBS-Puffer

anstelle des Antiserums ausgeschlossen.

5.3.6 Herstellung von Periplasma-Fraktionen (Polymyxin B-Praparation)

Die Gewinnung von Stxl-enthaltenden LoOsungen fur den Einsatz im Verozell-
Zytotoxizitétstest (Vero-ZT) und -Neutralisationstest (Vero-NT) erfolgte durch Periplasma-
Praparationen aus dem STEC-Stamm 2403. Dazu sind einige Kolonien des Stammes von
Blut-Agar-Platten in 20 ml CASO-Bouillon tberimpft und in 50 ml-Plastikgefalien fur 18 h
bei 37 °C und 180 U/min inkubiert worden. Die Kulturen wurden anschliefend zentrifugiert
(30 min, 3290 x g, 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 1,8 ml Polymyxin B-
Losung resuspendiert. Nach der Inkubation der Suspension fur 45 min bei 37 °C und
180 U/min wurde der Zentrifugationsschritt (s.0.) wiederholt, der Uberstand vorsichtig
abpipettiert und in ein 2 ml Plastik-ReaktionsgefaR Uberflihrt. Es folgte eine weitere
Zentrifugation (10 min, 13000 U/min, RT). AnschlieRend wurde nochmals der Uberstand
vorsichtig abpipettiert und aliquotiert. Die Lagerung der Lysate erfolgte bis zu ihrer weiteren
Verarbeitung bei -80 °C.
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Fur Stx1-Vero-NTs wurde das Stxla aus dem STEC-Stamm 2403 wie oben beschrieben
gewonnen. Fir Stx2-Vero-NTs wurde rekombinant hergestelltes Stx2a (rStx2wr) verwendet,
welches analog im Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-
Universitat Gielen aus dem Stamm BLR(DE3, pET-24b(+)::stx2) hergestellt worden war.
Dieses induzierte ebenso wie die hergestellten Stx1-Losungen die fir Stx typischen
zytopathischen Effekte auf Verozellen, die mit zunehmender Verdinnung nachliessen [155].
Zur Bestimmung der verozytotoxischen Dosis 50 % (CDso) wurden die hergestellten

Polymyxin B-Lysate anschliefend im Vero-ZT eingesetzt.

5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Koloniehybridisierung

Zur Isolierung von stx2- bzw. rfbosos-positiven Einzelkolonien aus verschiedenen Proben-
materialien wurden Koloniehybridisierungen modifiziert nach GEUE et. al [97] durchgefihrt.
Hierflr wurden die ausgezahlte Agar-Platte mit 30 bis 300 Einzelkolonien aus der
Gesamtkeimzahl-Bestimmung fur 30 min bei 4 °C kihl gestellt. Anschlielend wurden die
Nylonmembran und die Agar-Platte gekennzeichnet, die Nylonmembran fir zirka 1 min
luftblasenfrei auf die Agar-Platte aufgelegt und dann vorsichtig abgenommen. Die Agar-Platte

wurde als Masterplatte bei 4 °C aufbewahrt.

Die Kolonien wurden durch Auflegen der Nylonmembran mit den Kolonien nach oben auf ein
mit Denaturierungslosung durchtranktes Vlies denaturiert (15 min, RT), anschlieBend auf ein
mit Neutralisierungslosung durchtranktes Vlies aufgelegt (15 min, RT) und abschlieRend auf
einem Vlies mit 2x SSC (10 min, RT) durchtrdnkt. Nach dem Trocknen der Nylonmembran
(mindestens 30 min, RT), wurde die Nylonmembran zur Fixierung der DNS bei 80 °C fur
60 min gebacken. Nach der Fixierung der DNS wurde die Nylonmembran erneut mit den
Kolonien nach oben auf ein mit 2x SSC getranktes Vlies aufgelegt (10 min, RT). Parallel dazu
wurden 1,375 ml frisch hergestellte Proteinase K-LOsung in eine Petrischale mit Deckel
gegeben und anschliefend die Nylonmembran mit Kolonien nach unten eingelegt und
lichtgeschitzt inkubiert (60 min, 37 °C). Noch vorhandene Proteinreste wurden nach der

Proteinase-K-Behandlung durch Abrollen der Nylonmembranen auf Filterpapier entfernt.

Zur Vorbereitung auf die Hybridisierung wurden die Nylonmembranen in Glasrohren
verbracht und mit 8 ml auf 42 °C vorgewdarmter DIG Easy Hyb-Ldsung aquilibriert (60 min,
42 °C rotierend). Nach AbgieRen der DIG Easy Hyb-Losung wurden 8 ml der jeweiligen
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Hybridisierungslosung (Abschnitt 5.4.2) in die Glasrohren gegeben und inkubiert (42 °C, tber
Nacht, rotierend). Nach der Hybridisierung wurde die Hybridisierungslésung aufgefangen,
eingefroren und bis zu viermal wiederverwendet. Die Nylonmembranen wurden
verschiedenen Waschschritten unterzogen. Zuerst erfolgte die zweimalige Waschung mit je
5 ml 2x SSC/0,1 % SDS (je 5 min, RT, rotierend). Danach wurden die Membranen zweimal
mit 5 ml 0,5x SSC/0,1 % SDS gewaschen (je 15 min, 68 °C, rotierend). Anschliefend wurde
die Nylonmembran mit den Kolonien nach oben in Petrischalen tberfiihrt und in zirka 8 ml

1x Waschpuffer unter Wippen auf einem Plattformschttler inkubiert (5 min, RT).

Fur die Blockierung wurden die Membranen in 6 ml 1x Blockpuffer inkubiert (60 min, RT,
wippend). Zur Detektion wurde der Nylonmembran zuerst 6 ml Konjugatldsung
hinzugegeben (30 min, RT, wippend) und anschliefend die Membran zweimal mit 8 ml
1x Waschpuffer gewaschen (je 15 min, RT, wippend). Danach erfolgte die Aquilibrierung mit
55ml 1x Detektionspuffer (5 min, RT, wippend). Fur die Farbung wurde 5,5 ml
Substratldsung in eine neue Petrischale gegeben, die Nylonmembran mit den Kolonien nach
unten eingelegt und inkubiert (2 h, RT, lichtgeschitzt). Im Anschluss wurde das Substrat
abgegossen und die Farbreaktion durch dreimaliges Waschen mit A. dest. gestoppt. Die

Nylonmembran blieb bis zur vollstandigen Trocknung offen liegen.

Bei der Auswertung der Nylonmembranen wurden deutlich violett gefarbte Kolonien als stx2-
bzw. rfboios-positiv bewertet. Diese wurden den Originalkolonien auf den Masterplatten
zugeordnet und der absolute Anteil bestimmt. Von den Masterplatten wurden, falls
vorhanden, mindestens 5 bzw. 10 positive und 5 negative Kolonien gepickt, in je 700 pl Nahr-
bouillon in einem 1,5 ml Plastik-Reaktionsgefal} tiber Nacht bei 37 °C angeziichtet und nach
einer Wachstumskontrolle und der Zugabe von 300 pl Glycerin in die Stammhaltung bei -
80 °C Uberfihrt.

5.4.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Herstellung von Gensonden flir die DNS-DNS-Hybridisierung mittels PCR

Fur die Koloniehybridisierung wurden Digoxigenin (DIG)-markierte Gensonden fur das stx2-
und das das rfboips-Gen hergestellt. VVerwendet wurden hierfur die Primer-Paare MP3-
stx2A-F und MP3-stx2A-R bzw. 104rfbO-f und 104rfbO-r (Tab. 3), als Matrize dienten die
E. coli-Stdmme EDL 933 bzw. LB226692. Die PCR wurde nach VVorgaben des Herstellers mit
dem PCR DIG Probe Synthesis Kit durchgefiihrt. Die Kontrolle der erfolgreichen Markierung
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und Amplifikation der Genfragmente erfolgte mittels TBE-Agarosegelelektrophorese in
2 %igen Gelen und mittels Koloniehybridisierung unter Verwendung von Kolonien definiert

stx2-positiver und -negativer bzw. rfbois-positiver und -negativer E. coli-Stamme.

Fur die Verwendung in der Koloniehybridisierung wurden 16 pl markierte DNS-Sonde mit
8 ml DIG Easy Hyb-Lésung gemischt (,,Hybridisierungslosung®). Diese wurde bei Erst-
gebrauch fir 10 min bei 100 °C denaturiert und danach sofort fur 5 min in den Kuhlschrank
gestellt. Bei wiederholter Nutzung (bis zu viermal) erfolgte die Denaturierung fir 10 min bei

65 °C vor der Verwendung.
Mono- und Multiplex-PCRs

Die Charakterisierung von Einzelkolonien, sowie die Schnelltestung auf bestimmte Merkmale
der Inokulationsstdmme in der Gassner- und Selektivmedium-Abschwemmung erfolgten
entweder per Mono- oder per Multiplex-PCR. Dafir wurden von Glyzerinkulturen
archivierter Einzelkolonien bzw. von Abschwemmungen jeweils 100 pl in ein 1,5 ml safe
lock Plastik-Reaktionsgefal? aliquotiert, 10 min bei 100 °C inaktiviert und bei -20 °C gelagert.

Jeweils 3 ul dieser Losung wurde als Ausgangsmaterial in die Multiplex-PCR eingesetzt.

Fir die Identifikation der O104:H4-1solate wurde eine modifizierte HUSECO041-Multiplex-
PCR [28, 150], fur die Identifikation der O157:H7-lsolate eine O157-Multiplex-PCR
eingesetzt. Der Nachweis einer Extended-Spektrum Beta-Laktamase (ESBL) vom Typ CTX-
M-15 mit der vorgelagerten Insertionssequenz ISEcpl und der Beta-Laktamase des Typs
TEM-1 erfolgte tber eine ESBL-Multiplex-PCR, der Nachweis von stx1 und stx2 erfolgte
uber eine weitere Multiplex-PCR. Fir den Nachweis von aggR wurde eine Monoplex-PCR

eingesetzt.

Alle verwendeten Primer (Tab. 3) wurden bei der Firma Eurofins MWG GmbH, Ebersberg
hergestellt. Sie wurden mit A. dest. auf eine Konzentration von 100 uM eingestellt und
bei -20 °C gelagert. Sowohl fiir die Verwendung in einer Mono- wie auch in einer Multiplex-
PCR wurde vorab jeweils ein Primer-Mix hergestellt, in dem die Primer in einer
Konzentration zwischen 1,5 und 6,0 uM in A. dest. vorlagen. Die Primer-Mix-L6sungen
wurden bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Ein PCR-Reaktionsansatz (30 pul) enthielt die

in Tab. 9 aufgefiihrten Reagenzien, sowie 3 ul der wie beschrieben aufbereiteten Probe.
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Tab. 9: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes der PCRs
Reagenz Menge/ Stamm- Endkonzentration im
Testansatz  Konzentration Testansatz
Aqua destillata 18,6 pl - -
NH4Mix 3,0 ul 10 x 1x
MgCl, 1,2 ul 50 mM 2 mM
Primer-Mix 3,0 ul 1,5 bis 3,6 uM 150 bis 360 nM
(je Primer) (je Primer)
dNTP 1,0 pl 4 mM 133 uM
(je Nukleotid) (Je Nukleotid)
PANScript Polymerase 0,2 ul 5U/ul 1U
Hitzelysat 3,0 ul - -

Als Positivkontrolle dienten bei der HUSEC041/EAEC-, der ESBL-Multiplex-PCR und der
aggR-PCR der E. coli-Stamm LB226692 (0104:H4) sowie der E. coli-Stamm HUSECO041
(01-09591; O104:H4), bei der O157-Multiplex-PCR der E. coli-Stamm 86-24 Nal (0157:H7)
und bei der Stx-Multiplex-PCR der E. coli-Stamm EDL 933. Von diesen wurde eine fur 24 h
bei 37 °C in Né&hrbouillon inkubierte Kultur angelegt, welche anschlieBend fiir 10 min bei
100 °C denaturiert und dann in die PCR eingesetzt wurde (,,Hitzelysat™). N&hrbouillon (fur
subkultivierte Einzelkolonien) bzw. Nahrbouillon mit 30 % Glycerin (fir Abschwemmungen)
anstatt der Hitzelysate dienten als Negativkontrolle. Die PCR-Reaktionen wurden jeweils mit

den aufgefiihrten Parametern (Tab. 10) im Thermocycler durchgefihrt.

Tab. 10 Temperaturprofil fur die Amplifikation im Thermocycler

Zyklus Denaturierung Anlagerung Verlangerung
1. 95 °C - 60 sek - -

2. — 36. 95 °C — 30 sek 55 °C - 60 sek 72 °C — 60 sek
37. - - 72 °C -5 min
52. - - 4°C-

Als O157:H7-positiv wurden Isolate angesehen, bei denen alle vier Amplifikate (fliCy7, terD,
stx2, rfbois7) der O157-Multiplex-PCR detektiert wurden. Die Bestéatigung einzelner Kolonien
als Ausbruchstamm-lsolate galt als erbracht, wenn vier Amplifikate in der
HUSECO041/EAEC-Multiplex-PCR detektiert wurden (stx2, terD, rfboios, fliChg), Sowie drei
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Amplifikate in der ESBL-Multiplex-PCR (blaTEM, blaCTX-M, blaCTX-M-15). Der
Nachweis von stx1, stx2 und aggR galt als erbracht, wenn die jeweiligen einzelnen

Amplifikate detektiert wurden.

5.4.3 Préaparation von Plasmid-DNS

Zur Analyse von Plasmidprofilen wurde Plasmid-DNS nach dem modifizierten Verfahren von
KADO & LIU [141] prapariert. Eine Einzelkolonie wurde in 5 ml N&hrbouillon tberimpft
und tber 16 h bei 37 °C schiittelnd (180 U/min) inkubiert. Von der Kultur wurden 1,5 ml am
néchsten Tag in ein steriles safe lock Plastik-Reaktionsgefal’ tberfihrt, 10 min auf Eis gekuhlt
und anschlieBend zentrifugiert (4 min, 13200 U/min, RT). Der Uberstand wurde verworfen,
das Bakterienpellet in 20 ul TE-Puffer resuspendiert und mit 100 ul frisch angesetztem
Lysepuffer versetzt. Nach 25 min Inkubation bei 58 °C wurde die Lésung mit 100 ul des
Phenol-Chloroform-Gemisches homogen gemischt. Nach Zentrifugation (15 min,
13000 U/min, RT) wurden 90 pl des wassrigen Uberstandes mit der aufgereinigten Plasmid-
DNS in ein neues Gefal3 Giberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

Plasmid-DNS-Préparationen der E. coli-Stamme LB226692 und HUSEC041 (01-09591)
wurden als Positivkontrolle mitgefuhrt. Die Plasmide der E. coli-Stdmme V517 und R27,
sowie von dem Salmonella enterica ssp. enterica Serovar Typhimurium-Stamm Stm Standard

wurden zur GroRRenabschatzung als Standard mitgefuhrt.

Als Ausbruchsstamm 0104:H4-verdéchtig galten Proben, bei denen ein 90 kbp Resistenz-
Plasmid und ein 83 kbp EAEC Virulenz-Plasmid detektiert werden konnten. Der Stamm
LB226692 enthalt noch ein drittes Plasmid von ca 1,5 kbp GroRe [247], welches jedoch in
dieser Auftrennung nicht abgebildet wird.

5.4.4 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von PCR-Amplifikaten oder Plasmid-DNS erfolgte in horizontalen Agarose-
gelen. Als Laufpuffer wurde bei PCR-Amplifikaten 1x TBE und eine Agarosekonzentration
von 2 % verwendet. Es wurde eine Spannung von ca. 6 V/cm Elektrodenabstand fur 1 h
angelegt. Die TBE-Gele wurden vor dem Giel’en mit 0,4 pg/ml Ethidiumbromid-Gebrauchs-
I6sung versetzt. Der Probenauftrag erfolgte durch Mischen des PCR-Ansatzes mit 2 pl Lade-
puffer. Zur Bestimmung der GroRe der aufgetrennten Fragmente wurde der GeneRuler™
100 bp DNA Ladder Plus mitgefuihrt. Zur Auftrennung von Plasmid-DNS wurde ein Aliquot
des DNS-Préparates 4:1 (v/v) mit Ladepuffer versetzt und hiervon 10 ul auf ein 0,5%iges
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TAE-Agarosegel in 1x TAE aufgetragen. An das TAE-Gel wurde fir ca. 18 h eine Spannung
von 2,5 V/cm Laufstrecke angelegt und anschlieRend die Plasmid-DNS durch Einlegen des
Gels in ein Ethidiumbromidbad (0,4 ug/ml) angeféarbt (30 min, RT) und unter UV-Licht
sichtbar gemacht. Die Sichtbarmachung der im elektrischen Feld aufgetrennten DNS-
Fragmente erfolgte mit UV-Licht im Geldokumentationssystem.

5.5 Histologische Methoden

5.5.1 Euthanasie, Sektion, makroskopische Beurteilung und Probennahme

Am Ende des TV1 wurden die Tiere euthanasiert und seziert und dabei histologische und
bakteriologische Proben gewonnen. Hierzu wurde das jeweilige Tier mit Xylazin (0,2 mg/kg
LM, i.v.) und Ketamin (2,5mg/kg LM, i.v.) in einer Mischspritze, sowie Diazepam
(0,5 mg/kg LM, i.v.) betdubt. Die Narkose wurde durch intravendse Gabe von Ketamin,
welches nach Wirkung dosiert wurde, aufrechterhalten. Sobald sich das Tier in tiefer Narkose
befand, wurde die Bauchhohle durch Inzision erdffnet und das Darmkonvolut vorgelagert. An
definierten Abschnitten (Abb. 2) wurden Darmschlingen abgebunden und die fir die
histologische Aufarbeitung vorgesehenen Abschnitte mit neutral gepufferten Formalin nach
Lillie (4 %ig, NBF) als Fixierlosung gefullt. Diese Vorfixierung wéhrend der Narkose war
notwendig, um die unmittelbar nach der Euthanasie eintretenden Veranderungen der
Darmschleimhaut vor allem im Bereich der Zotten zu verhindern. Sobald diese Préparation
abgeschlossen war, wurden die Tiere mit Pentobarbital-Natrium (50 - 100 mg/ kg LM, i.v.)
euthanasiert. Die Feststellung des Todes erfolgte nach dem Sistieren von Atem- und
Herztétigkeit, dem Erloschen des Lid- und Kornealreflexes und der maximalen Weitstellung

der Pupillen.

Nach der T6tung wurde der Darm distal des Pylorus und im Colon descendens doppelt ligiert,
durchtrennt und das Darmkonvolut in toto aus dem Tierkdrper entfernt. Der Darm wurde am
Mesenterium abgetrennt, auf dem Tisch ausgelegt und die Lange des Diinn- und Dickdarms
ausgemessen. Anschlielend wurden die in Tab. 11 aufgefiihrten Gewebeproben zur Fixierung
in Formalin gewonnen und die fir die Fixierung in Formalin mit NBF gefllten
Darmschlingen herausgeschnitten. Die abgebundenen Darmabschnitte wurden eréffnet, durch
Stecknadeln mit der Schleimhaut nach oben auf Styroporplatten gespannt und mit der
Schleimhauseite nach unten in NBF gelegt. Die anderen Organproben wurden auf eine Dicke
von max. 1,5 cm zurechtgeschnitten und in NBF verbracht. Die Fixierung erfolgte fir 24 —

48 Stunden bei Raumtemperatur.
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1 bakteriologische Proben ﬂ histologische Proben
(Formalinfixierung)

Abb. 2: Darstellung der Entnahmestellen der Darmproben im TV1
(modifiziert aus SALOMON et al., 2005, Seite 296 [252])
AC = Ansa centralis, Cec = Z&kum, DC = distales Kolon, Duo = Duodenum,
ICE = lleozékalklappe, IPP = Peyer-Platten des lleums, Jej = Jejunum, JPP =
Peyer-Platten des Jejunums, PC = proximales Kolon, TV = Teilversuch,
RAJ = rectoanal junction

Des Weiteren wurden jeweils zirka 5cm lange Darmabschnitte fir die mikrobiologische
Untersuchung (Abschnitt 5.3.3) gewonnen und in sterile Einweggefalie verbracht. Die
Entnahmestellen sind in Abb. 2 dargestellt. Der Darm wurde makroskopisch von auf3en
begutachtet, in seiner gesamten L&nge ert6ffnet und der Darminhalt nach Farbe und
Konsistenz sowie die Darmschleimhaut nach ihrer Oberflache deskriptiv beurteilt.
AnschlieBend wurde eine ausfuhrliche Sektion und makroskopische Beurteilung des

Tierkorpers durchgefiihrt.

Am Ende des TV2 wurden die Kélber per Bolzenschuss betdubt, durch Blutentzug getdtet und
anschlieBend bakteriologische Proben gewonnen Die Feststellung des Todes erfolgte wie
oben beschrieben. Nach der Tétung wurde der Darm wie flr den TV1 beschrieben in toto aus
dem Tierkorper entfernt und am Mesenterium abgetrennt auf dem Tisch ausgelegt. An
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definierten Abschnitten (Abb. 2) wurden jeweils zirka 5 cm lange Darmabschnitte fur die
mikrobiologische Untersuchung an beiden Seiten doppelt ligiert, anschlieRend
kontaminationsfrei gewonnen und in sterile Einweggefale verbracht. Anschlieend wurde
eine makroskopische Beurteilung des Tierkorpers durchgefuhrt. Die Gewinnung von
histologischen Proben erfolgte im TV2 nicht.

Tab. 11: Ubersicht Gber die Probenentnahme bei der Sektion
Mikrobiologische
Lokalisationen Untersuchung
Nr. Organ Abkdur- NBF-fixiertes  Gewebe Inhalt
zung Gewebe

1 Duodenum Duo +1 + -
2 Mittleres Jejunum Jej + + ;
3 Peyer-Platten des Jejunums JPP +- + -
4 Peyer-Platten des lleums IPP +1 + -
5 lleozakalklappe ICE +- + ;
6 Zakum Cec +1 + -
7 proximales Kolon PC +1 + +
8 Ansa centralis AC +! + -
9 distales Kolon DC +1 + -
10 Rektum /rectoanal junction  RAJ + + +
11 Pansen Pans +1 - +1
12 Abomasum Abo +1 + +1
13 Gallenblase GB +! +1 +
14 Lymphonodus jejunalis Mes-LN + + -
15 Lymphonodus cecalis ICE-LN +1 +1 -
16 Lymphonodus popliteus P-LN +1 - -
17 Tonsille Tons +1 1 -
18 Leber Le +1 1 -
19 Milz Mi +1 - -
20 Niere Ni +1 - -
21 Lunge Lu +1 - -
22 Herz He +1 - -

Erlauterung: +: Probe entnommen, +: Probe nur in TV1 entnommen, -: Probe nicht ent-
nommen, NBF = neutral gepuffertes Formalin nach Lillie (4 %ig)
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5.5.2 Paraffineinbettung und Anfertigung von Paraffinschnitten

Zunachst wurden aus den fixierten Darmabschnitten jeweils 2 und von den tbrigen Organen
jeweils 1 reprasentative(s) Stiick(e) von 3 — 5 mm herausgeschnitten, in Einbettungskassetten
gelegt und 1 Stunde wunter flieBendem Leitungswasser gespult. Im Gewebeein-
bettungsautomaten erfolgte eine Entwésserung der Prdparate und Infiltration mit Paraffin
Typ 1. AnschlieBend wurden die Proben an der ParaffinausgieRstation in Paraffin Typ 6
eingebettet. VVon den eingebetteten Préparaten wurden mittels eines Rotationsmikrotoms 2 um
dicke Schnitte hergestellt, auf mit Chromalaungelatine beschichtete Objekttrager bzw.
Adhasionsobjekttrager (fir die Immunhistologie) aufgezogen und bei 37 °C getrocknet. Die
an der RAJ und ICE gewonnenen Gewebeproben der mit den Stdmmen 86-24 Nal und

LB226692 inokulierten Tiere wurden vollstandig aufgeschnitten und in Paraffin eingebettet.

5.5.3 Hamalaun-Eosin-(HE-)Farbung der Schnitte

Vor der Farbung wurden die Schnitte entparaffiniert. Hierzu wurden sie zuerst fir 30 min bei
60 °C zum Ablaufen des Paraffins gelagert und anschlieBend in Reagenzien zunehmender
Hydrophilie eingetaucht (Tab. 12).

Tab. 12: Alkoholreihe zur Entparaffinierung von Paraffinschnitten
HE-Farbung IH-Farbung

Reagenzien Dauer Durchfuhrung Dauer Durchfuhrung
Xylol je 2 min 2mal je 3min 2mal
Isopropanol - - je 3min 2mal

Alkohol (96 %ig) je 2 min 2mal je 3min 2mal

Alkohol (70 %ig) je 2min 2mal je 3min 1mal

Alkohol (50 %ig) - - je 3min 1mal

Aqua destillata 5 min Imal 5 min Imal

Erlauterung: HE = Hamalaun-Eosin, IH = Immunhistologie

Fir die Hamalaun-Eosin-Farbung wurden die Schnitte in eine filtrierte Hamalaun-Ldsung
nach P. Mayer verbracht und fur 15 bis 25 min geféarbt. Das Bl&uen erfolgte durch eine
10 min(tige Spilung mit Leitungswasser. Anschliefend wurden die Schnitte 3mal mit A. dest.
gespult, 3 min mit filtriertem 1%igem Eosin gegengeféarbt und wiederum mit Leitungswasser

gespult. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (zweimaliges
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Eintauchen in 70 %igem, 80 %igem und 2mal bis zu 2 min in 96 %igem Alkohol) und in
Karbolxylol und Xylol geklart. Das luftdichte Eindecken erfolgte mittels Deckglasern und

Kanadabalsam.

5.5.4 Immunhistologische (IH-) Farbung von E. coli-Antigen im Paraffinschnitt

Die Paraffinschnitte wurden zum Ablaufen des Paraffins vor Beginn der Reaktion 30 min bei
60 °C gelagert. Dann wurden die Schnitte in Reagenzien zunehmender Hydrophilie
eingetaucht (Tab. 12). Durch eine 25 minitige Inkubation der Schnitte in 0,45 %igem
Wasserstoffperoxid (in Methanol) erfolgte eine Hemmung der gewebeeigenen Peroxidase.
Danach wurden die Schnitte dreimalig in Dulbecco’s PBS-Puffer (DPBS)-Gebrauchslésung
gespiilt. Zur Freilegung vernetzter Epitope folgte ein Verdau mit Trypsinlésung® (20 min,
37 °C). Die Reaktion wurde durch Spulen mit kaltem Leitungswasser gestoppt (10 min) und
die Schnitte anschlieend mit DPBS gespllt. Nachfolgend wurden die Schnitte luftblasenfrei
auf Shandon™ Glass Coverplates befestigt, in slide racks eingesetzt und 2mal erneut mit
DPBS gespiilt. Zur Blockade unspezifischer Bindungen wurden sie mit Normalserum von der
Ziege (eigene Herstellung, Inaktivierung: 30 min, 56 °C, Verdinnung: 1:10 mit BSA/DPBS)
inkubiert (20 min, RT). Daraufhin wurde der entsprechende polyklonale Primé&rantikorper
(Tab. 4) aufgetragen und inkubiert (60 min, RT). Zur Kontrolle des korrekten Ablaufes der
Reaktion wurde stets ein Schnitt aus der Muskulatur eines Kalbes, welche mit dem
entsprechenden E. coli-Stamm versetzt wurde, als Positivkontrolle mitgefuhrt. Als
Negativkontrolle diente ein Konsekutiv der Positivkontrolle, welches mit BSA/DPBS statt des
primaren Antikorpers inkubiert wurde. Nach 3maliger Spulung mit DPBS wurde ein Ziege-
Anti-Kaninchen 1gG Antikorper (Verdinnung 1:50 mit BSA/DPBS) aufgetragen und
inkubiert (60 min, RT). Der sekundére Antikorper wurde 2mal mit DPBS abgespilt und die
Schnitte in Kuvetten mit DPBS verbracht. Zur Enzym-Substrat-Reaktion wurden die Schnitte
in DAB-L06sung inkubiert (10 min, RT) und anschliefend zur Beendigung der Reaktion 2mal
mit A. dest. gespullt. Nach mikroskopischer Kontrolle erfolgte eine Gegenfarbung mit
Hémalaun-Lésung fur 2 min. Durch 10mindtiges Spllen mit Leitungswasser wurden die
Schnitte gebldut. Sie wurden mit Kaiser’s Glyceringelatine und Deckglaschen luftdicht

eingedeckt.

5.5.5 Lichtmikroskopische Beurteilung der histologischen Schnitte

Die histologische Bewertung der Préparate erfolgte lichtmikroskopisch. Von jeder Gewebe-

probe wurde 1 HE-Ubersichtsfarbung sowie 1 immunhistologisch gefarbter Schnitt aus-
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gewertet. Von den an der RAJ und ICE gewonnenen Proben der mit den Stammen 86-24 Nal
und LB226692 inokulierten Tiere wurden je Lokalisation 2 HE-Ubersichtsfarbungen sowie
3 — 10 immunhistologisch gefarbte Schnitte untersucht. Dabei stand die Feststellung
histologischer Veranderungen und der Nachweis von kolonisierenden E. coli im Vordergrund.
Hierfur wurden die Schnitte in der HE-Férbung auf Epithel-assoziierte Bakterien untersucht
und, falls vorhanden, diese durch spezifische Markierung in der Immunhistologie bestétigt.
Als positiv wurden Schnitte mit spezifisch markierten adhdrenten Bakterien an einer oder
mehreren Lokalisation(en) gewertet, wenn zusatzlich die entsprechenden Bakterien bei
Féarbung mit einem unspezifischen Antikorper (z. B. bei Nachweis von LB226692 das E. coli
OK 0157 Antiserum) nicht markiert wurden. Ein Schnitt wurde als fraglich bewertet, wenn
die markierten Strukturen in Form, GroRe oder Lage oder aufgrund des Schnittzustandes nicht
eindeutig dem entsprechenden Inokulationsstamm zuzuordnen waren oder Interaktionen mit
den Epithelzellen nicht zweifelsfrei geklart werden konnten. Als negativ wurden alle Schnitte
gewertet, wenn in der IH-Féarbung keine spezifische Markierung erkennbar war, auch wenn in

der HE-Farbung Epithel-assoziierte Bakterien detektiert wurden.

5.6 Zellkulturmethoden

5.6.1 Kultivierung der Verozellen

Die Verozellen wurden in Zellkultur-Flaschen bei 37 °C, 5 % CO, und Wasserdampfséttigung
mit Zellkulturmedium 1 kultiviert. Zum Ernten der Zellen fur den Einsatz in Tests bzw. zur
Ausdinnung der Zellen zur Weiterkultivierung wurden nach Entnahme des Mediums die
Mediumreste durch Spiilen der Flaschen mit 10 ml PBS-Puffer® entfernt. AnschlieRend
wurden jeweils 4 ml Trypsinlésung™ zu den Zellen gegeben und diese fir 5 - 7 min im
Brutschrank bis zur Ablosung des Monolayers inkubiert. Nachdem die Zellen durch
Abklopfen vom Flaschenboden geldst wurden, wurde 5 ml Zellkulturmedium 1 zugegeben
und die Zellsuspension anschlieBend in ein 50 ml-Plastikgefale tberfihrt. Dann erfolgte eine
9 minitige Zentrifugation (9 min, 900 x g, RT). Nach dem Dekantieren des Uberstandes
konnten die Zellpellets in jeweils 3 ml Zellkulturmedium 1 resuspendiert und ein Aliquot fur

die Zellzdhlung entnommen werden.

Fur die Weiterkultivierung wurde die 0,1fache Menge der Zellsuspension in eine neue
Zellkultur-Flasche mit vorgelegten 15 ml Zellkulturmedium 1 gegeben. Fiir den Einsatz im

Test erfolgte die Bestimmung der Zellzahl nach Anfarbung mit Trypanblau-L6ésung in einer
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Neubauer-Z&hlkammer. Die fur den jeweiligen Test erforderliche Zellzahl wurde durch die

Zugabe von Zellkulturmedium 1 eingestelit.

5.6.2 Verozell-Zytotoxizitatstest (Vero-ZT)

Um die Zytotoxizitdt der verwendeten Toxinpraparationen (Stx1, rStx2yr) sowie der
Toxingebrauchslosungen (80 CDsp Stx1/ml bzw. rStx2wr/ml) zu kontrollieren, wurde ein
Vero-ZT, modifiziert nach GENTRY und DALRYMPLE [96] durchgefiihrt. Der
Zytotoxizitatstest erfolgt im Mikrotiterformat, wobei 3 Komponenten a 50 ul nacheinander in

die Vertiefungen der Mikrotiterplatten (96-Loch) pipettiert wurden:

1. Komponente: In die Vertiefungen der Kontrollen und zum Anlegen der Verdunnungsreihe

wurden jeweils 50 pl Zellkulturmedium 1 vorgelegt.

2. Komponente: Sie enthielt die auf Zytotoxizitat zu tberpriifende Probe, welche nach Bedarf
in Zellkulturmedium 1 vorverdiinnt war und dann in Zellkulturmedium 1 logarithmisch aus-
verdiinnt wurde. Bei der Uberpriifung der Zytotoxizitat des verwendeten Toxins wurde dieses
zunéchst unverdinnt vorgelegt und anschliefend in log10-Stufen tber 8 Schritte in Zellkultur-
medium 1 titriert. Im Falle der Uberpriifung der Zytotoxizitat der eingestellten Toxinge-
brauchslésung fir die weiteren Versuche wurde die fiir den Test frisch angesetzte Toxin-
gebrauchslésung (80 CDso/ml) in log2-Stufen in Zellkulturmedium 1 ausverdinnt. Jede
untersuchte Probe wurde in allen vorliegenden Verdunnungsstufen im Dreifachansatz
getestet. Die Kontrollen waren den Testansatzen benachbart auf der Mikrotiterplatte angeord-
net. Die Positivkontrolle enthielt bei allen Versuchen 50 ul einer 1 % SDS-L6sung und die

Negativkontrolle 50 pl Zellkulturmedium 1.

3. Komponente: Sie enthielt die Verozellsuspension in Zellkulturmedium 1, eingestellt auf
eine Zellzahl von 4 x 10* Zellen/50 pl/Vertiefung. In die duBeren Vertiefungen der Mikrotiter-
platte wurden jeweils 200 ul NaCl-Ldsung als Verdunstungsschutz pipettiert. Die Inkubation
des Testes erfolgte fir 96 Stunden (37 °C, 5 % CO,, Wasserdampfsattigung).

Nach 96 h Inkubation erfolgte die mikroskopische Auswertung zur Bestimmung des Anteils
abgestorbener Verozellen und zum Ausschluss von Kontaminationen. Eine Quantifizierung
der zytostatischen und -toxischen Effekte erfolgte anschlieRend durch einen kolorimetrischen
Test unter Verwendung eines Farbstoffes, der nur von lebenden Zellen reduziert wird. Dieser
Farbstoff, ein Tetrazoliumsalz, 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT), wird von Dehydrogenasen in aktiven Mitochondrien zu einem violettfarbenen

Formazan umgesetzt. Der im MTT-Test bestimmte Parameter wird als ,,Stoffwechsel-
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aktivitdt” bezeichnet. Der Test wurde in der Modifikation von TADA et al. durchgefihrt
[288]. Am Ende der Inkubationsdauer wurden zu jedem Ansatz in der Mikrotiterplatte 20 pl
der MTT-Stammldsung pipettiert und die Platte 4 h bei 37 °C inkubiert. Zum Abstoppen der
Reaktion durch Zerstérung der Zellen und zum Lésen des in wassriger Losung unldslichen
Formazans erhielt jede Vertiefung 100 pl einer 10%igen SDS-L6sung. AnschlieRend wurde
die Inkubation Uber Nacht fortgefiihrt. Die Messung der Extinktionsdifferenzen (540 nm als
Testwellenléange, 690 nm als Referenzwellenldnge) in den einzelnen Vertiefungen mit einem
Plattenphotometer erfolgte parallel zu einer makroskopischen Beurteilung des
Farbumschlages zur Absicherung des Testergebnisses. Alle im Weiteren getétigten

Berechnungen wurden mit Microsoft® Excel 2010 durchgefiihrt.

Die Ermittlung der absoluten optischen Dichte (ODJ[abs]) der Proben und Kontrollen erfolgte
durch die Berechnung des arithmetischen Mittelwertes der Ansétze:

OD[abs] = (ODansatz 1 + ODansatz 2 + ODansatz 3) / 3

Die Stoffwechselaktivitat der untersuchten Zellen wurde in Bezug zur Positiv- (OD[abs]poko)
und Negativkontrolle (OD[abs]neko) in der jeweiligen Mikrotiterplatte standardisiert. Dabeli

diente die folgende Formel der Ermittlung der relativen optischen Dichte OD[rel] [in %]:
ODfrel] [in %] = (OD[abs]prone — OD[abs]poko) / (OD[abs]neko — OD[abs]poko) X 100
Berechnung der verozytotoxischen Dosis 50 %

Zur Auswertung des Vero-ZT wurde die ,,verozytotoxische Dosis 50 % pro Milliliter
(CDso/ml) rechnerisch ermittelt. Dazu wurde zunédchst die Stoffwechselaktivitdt von
Verozellen (relative Zellaktivitdt, OD[rel]) nach Titration mit Stx1 und rStx2wr gegen die
log-Verdunnungsstufen der zu bestimmenden Probe gezeichnet (Abb. 3, A).

Die ermittelten ODJ[abs]-Werte wurden einer logit-log-Transformation unterzogen, um eine
Linearisierung des mittleren Abschnittes der Zellaktivitatskurve zu erreichen (Abb. 3, B).

Dies erfolgte mit Hilfe der Formel:
logit-log-OD[abs] = log10 [(OD[abs]-UG) / (OG-OD[abs])]

Als Untergrenze (UG) wurde die ODJ[abs] der Positivkontrolle (OD[abs]poko) €ingesetzt,
sofern alle ODJrel] -Werte der Proben > 0 % lagen. War dies nicht der Fall, wurde der
kleinste OD[abs]-Wert minus 0,001 als Untergrenze (UG) festgesetzt. Als Obergrenze (OG)
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wurde die OD[abs] der Negativkontrolle (OD[abs]nexo) €ingesetzt, falls alle OD[abs]-Werte
der Proben einen Wert < 100 % aufwiesen. Traf dies nicht zu, wurde der grofite OD[abs]-
Wert plus 0,001 als Obergrenze definiert.

Im néchsten Schritt wurde anhand der ermittelten logit-log-OD[abs]-Werte der Kurvenab-
schnitt ermittelt, bei dem eine relative Zellaktivitdat 50 % vorlag. Dies entspricht dem
Schnittpunkt der nach logit-log-Transformation linearisierten Kurve mit der x-Achse. Dann
wurden zwei Messwerte oberhalb und zwei Messwerte unterhalb dieses Schnittpunktes zur
Berechnung der Toxinkonzentration CDso/ml herangezogen. Es wurden nur dann weniger
Messwerte in die Berechnung einbezogen, wenn Werte innerhalb der linearisierten Kurve

nicht kontinuierlich anstiegen (Editierung der logit-log-transformierten Werte).

AnschlieBend wurde die Steigung ,,m“ und der y-Achsenabschnitt ,,b“ des entsprechenden

Kurvenabschnittes mit den folgenden Formeln berechnet:
Steigung m = INDEX (RGP(A:B;C:D);1)

Y-Achsenabschnitt b = INDEX (RGP(A:B;C:D);2)

wobei gilt:

A = kleinste gltige logit-log-ODJ[abs]

B = grolite gltige logit-log-OD[abs]

C = Verdunnungsstufe der kleinsten giltigen logit-log-ODJ[abs]
D = Verdunnungsstufe der groiten gultigen logit-log-OD[abs]

Als Verdinnungsstufen wurden bei diesem Rechenschritt die Exponenten der jeweiligen log-

Verdiinnungsstufe eingesetzt (z.B. -2 bei der Verdiinnungsstufe 1079).
Mit ,,m* und ,,b* wurde dann die Toxinkonzentration in CDso/Vertiefung mit der Formel
CDso/Vertiefung = x®™

berechnet. x stellt in diesem Fall den Modus der logarithmischen Verdinnung, z.B. 10 bei
einer log10-Verdinnungsreihe, dar. Dieser Schritt ermdglichte es, die log-Verdinnungsstufe
zu extrapolieren, bei der die transformierte Kurve die x-Achse schneidet, d.h. die Zellaktivitat

auf genau 50 % reduziert worden ware.
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Abb. 3: A: Kurvenverlauf der relativen Zellaktivitat nach einer logl0-Titration

von Stx (schematische Darstellung). Aufgetragen ist die relative Zellaktivitat
[%] gegen die entsprechenden log-Verdiunnungsstufen des titrierten Stx.

B: Kurvenverlauf der OD[abs]-Werte nach logit-log-Transformation
(schematische Darstellung). In die Berechnung zur Ermittlung des Schnitt-
punktes der Geraden mit der x-Achse (entspricht der Toxinverdiinnung, bei der
eine 50 %ige Zellaktivitat vorliegt) gehen zwei logit-log-OD[abs]-Werte ober-
und unterhalb des Schnittpunktes mit der x-Achse ein.
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Nachfolgend wurde durch Multiplikation des errechneten Wertes mit 20 die Toxin-

konzentration in CDsg/ml ermittelt;
CDso/ml = CDso/Vertiefung x 20

Zum Schluss erfolgte eine Plausibilitatsprifung ob der errechnete CDso-Wert mit den
mikroskopisch, farblich und grafisch ermittelten Werten tbereinstimmt.

Berechnung der Stamml6sung der Toxinpraparationen

Diese Berechnung wurde fir die Toxinpréaparationen (Stx1, rStx2yr) auf jeder neu
aufgetauten Charge von Verozellen durchgefiihrt. Der dabei ermittelte CDso-Wert diente der
Berechnung der bendtigten Menge dieser Ausgangsldsung fiir die Toxingebrauchslésungen
(80 CDsp Stx1/ml bzw. rStx2yr/ml) im Vero-NT. Ebenfalls nach dieser Methode wurde der
CDso-Wert dieser im NT eingesetzten Stx1/Stx2-Gebrauchslésungen ermittelt und so deren
korrekte Einstellung auf 4 CDsy/Vertiefung bzw. 80 CDso/ml Uberprift (Ricktitration). Die
mit Zellkulturmedium 1 eingestellte Losung wurde dann im Vero-NT zum Nachweis Stx-
spezifischer Antikorper in den Serumproben eingesetzt. Flr Stx1 ergaben die Rucktitrationen
im Mittel 81 CDso/ml (n = 8), fur rStx2y+ 83 CDso/ml (n = 10).

5.6.3 Verozell-Neutralisationstest (Vero-NT)

Zur Uberpriifung des Vorhandenseins von Stx-spezifischen Antikorpern in Serumproben
wurde der Vero-NT eingesetzt. Dabei wurde das Testsystem nach GENTRY und
DALRYMPLE [96] zum Nachweis der Zytotoxizitat von Stx modifiziert. Der Test wurde in
Mikrotiterplatten (96-Loch) durchgefuhrt und ausgewertet. Die Serumproben wurden vor dem
Einsatz im Vero-NT bei 56 °C fur 30 min im Schittelwasserbad hitzeinaktiviert und
anschlieRend zentrifugiert (10 min, RT, 13.400 x g).

Der Zellkulturtest setzte sich aus drei Komponenten a 50 ul Flissigkeitsvolumen zusammen,

welche nacheinander in die Mikrotiterplatten pipettiert wurden.

1. Komponente: Sie enthielt das auf Stx1/Stx2-spezifische neutralisierende Antikdrper zu
testende Serum, welches 1:10 in Zellkulturmedium 1 vorverdinnt wurde, so dass stets eine
Verdinnung der Proben von 1:30 je Vertiefung vorlag. Jede Probe wurde doppelt aufgetragen
und im Dreifachansatz getestet. Im Falle der Positiv- und Negativkontrolle wurden in dieser
Komponente ausschlielich 50 ul Zellkulturmedium 2 eingesetzt. Zur Kontrolle wurden
aullerdem 2 Seren (eigene Herstellung) mit einem definierten Antikorpertiter (Tab. 4)
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ebenfalls 1:10 in Zellkulturmedium 1 vorverdiinnt und im Test mitgefiihrt. Die Kontrollen

waren den Testansatzen benachbart auf der Mikrotiterplatte angeordnet.

2. Komponente:  In  dieser Komponente wurden die  Toxingebrauchslésungen
(80 CDsp Stx1/ml bzw. rStx2wr/ml in Zellkulturmedium 1) zugegeben. Das toxinhaltige
Medium wurde zu einem der beiden Dreifachansétze der Proben und der Kontrollseren (s.0.),
sowie zur Positivkontrolle gegeben. Der andere Dreifachansatz wurde zur Testung auf zyto-
toxische Effekte der Serumproben, ebenso wie die Negativkontrolle, dagegen ausschlielRlich

mit Zellkulturmedium 1 versetzt.

3. Komponente: Sie enthielt eine Verozellsuspension in Zellkulturmedium 1, eingestellt auf
eine Zellzahl von 4 x 10* Zellen/50 pl/Vertiefung. In die &uBeren Vertiefungen der
Mikrotiterplatte wurden jeweils 200 ul NaCl-Ldsung als Verdunstungsschutz pipettiert. Die
Inkubation des Testes erfolgte fiir 96 Stunden (37 °C, 5 % CO,, Wasserdampfsattigung).

Bestimmung des Neutralisationstiters

Im MTT-Test wurde die absolute optische Dichte (ODJ[abs]) der Proben und Kontrollen wie
fur den Vero-ZT beschrieben ermittelt. Die Stoffwechselaktivitdt der untersuchten Zellen
wurde in Bezug zur Positivkontrolle (ODJ[abs]poko) und zum jeweiligen toxinfreien
Dreifachansatz (ODJ[abs]wxrei) der Serumprobe standardisiert. Dabei diente die folgende
Formel der Ermittlung der relativen optischen Dichte OD[rel] [in %]:

ODfrel] [in %] = (OD[abs]prone — OD[abs]poko) / (OD[abs]ioxfrei — OD[abs]poko) X 100

Proben mit einer relativen Zellaktivitat von tber 50 % wurden als positiv bewertet, da ein
neutralisierender Antikorpertiter vorlag. Proben, die keine relative Zellaktivitat von

mindestens 50 % erreichten, wurden als negativ angesehen.
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5.7 Statistische Auswertung

Die Erfassung der Daten erfolgte unter Zuhilfenahme von Microsofte Excel Version 2010 fur
Windows. Die statistische Auswertung wurde mit IBM® SPSS® Statistics Version 22 fiir
Windows durchgeftihrt. Die Daten wurden zunéchst in einer deskriptiven Statistik auf Homo-
genitat der Varianzen in Vergleichsgruppen (Levene-Test) und auf Normalverteilung
(Shapiro-Wilk-Test, Q-Q-Diagramm) untersucht. Die Untersuchung auf statistisch signifi-
kante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurde mit Hilfe des Mann-Whitney U-
Test (exakte Signifikanz) durchgefiihrt. Korrelationen wurden mithilfe des Korrelationskoeffi-
zienten nach Pearson berechnet und anhand von Streudiagrammen dargestellt. Das
Signifikanzniveau wurde bei 0,05 festgelegt.

58



6 Ergebnisse

6 Ergebnisse

6.1 Ergebnisse der Vortestung der Versuchstiere

Fir die Einteilung in Inokulationsgruppen wurden im TV1 4 Kotproben je Kalb (enthommen
14 d, 13d, 12 d vor und am Tag der Einstallung) auf Nalidixinsiure-resistente und ESBL-
tragende E. coli untersucht. Im TV2 erfolgte die Untersuchung von 3 Kotproben je
Kalb (entnommen 35 d - 23 d vor, am Tag der und einen Tag nach Einstallung; Tab. 13).

Zur Untersuchung auf bakterielle Durchfallerreger und Endoparasiten wurden Kotproben der
Kélber vom Tag der Einstallung im Thiringer Landesamt fur Verbraucherschutz untersucht.
Bei keinem der Versuchstiere konnten Salmonella spp. und Yersinia spp. nachgewiesen
werden. Von den 30 Kélbern wurden jedoch 23 positiv auf Eimeria spp., sowie 11 positiv auf

Trichuris spp. getestet (Tab. 22, Anhang).

Zusatzlich wurde die coliforme Keimflora der Kotproben (Gassner-Abschwemmung) von
Tag 0, d.h. vor Inokulation, auf das Vorhandensein von stx1- und stx2-Genen, sowie des
aggR-Gens untersucht. In 4 Kotproben konnten nur stx1-Gene nachgewiesen werden, in
9 Kotproben nur stx2-Gene. In 6 Kotproben waren sowohl stx1- als auch stx2-Gene
nachweisbar. Bei keiner der Kotproben konnte das aggR-Gen nachgeweisen werden (Tab. 22,
Anhang).
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Tab. 13: Ergebnisse der VVortestung der Kotproben auf Selektivnahrmedien und die
Zuteilung der Kalber zu den Inokulationsgruppen
Tier Ver- Be- Wachstum auf E. coli-
nr. such trieb  njacConkey-Agar-Nal BRILLIANCE Inokula-
(50 pg/ml) ESBL Agar tions-
_ —— stamm
Beprobungszeitpunkt Beprobungszeitpunkt
Al A2 A3 B C Al A2 A3 B C

1 TVIA A () ) * - x - - - - X 123
2 TVIA A - () * - X - - - - X 123
3 TVIA A () () (O () x - - - - X 123
4 TVIA A () () () - x - () - - X 86-24 Nal
5 TVIA A - + * - X - () - - X 86-24 Nal
6 TVIA A (+) - () - X () - - - X 86-24 Nal
7 TVIA A () + ) - X - - - - X LB226692
8 TVIA A ) () ) - x - - - - X LLB226692
9 TVIA A - () * - X - - - - X LB226692
10 TVIB A () () () - x B *®H (- X 123
11 TV1B A ® ) - X ® 6 - X 123
2 TVIB A + () () - x + *) - - X 86-24 Nal
13 TVIB A () ) ) - X O 6 6 - x 86-24 Nal
14 TV1B A+ +H - X = & () - X LB226692
15 TVIB A + () *) - X @ 6 6 - x LB226692
16 TV2 B () x X - - ++ X X - - 123
17 TV2 C () x X - - ) x X - - 123
18 TV2 C - X X - - - X X - - 123
19 TV2 A - X X - - - X X - - 123
20 TV2 A - X X - - - X X - - 123
21 TV2 B ) x X - - ++ X X - - 86-24 Nal
22 TV2 B () x X - - +) x X - - 86-24 Nal
23 TV2 C - X X - - - X X - - 86-24 Nal
24 TV2 C () x X - - - X X - - 86-24 Nal
25 TV2 A - X X - - - X X - - 86-24 Nal
26 TV2 B - X X - - - X X - - LB226692
27 TV2 B () x X - - () x X - - LB226692
28 TV2 C ) X X - - - X X - - LB226692
29 TV2 A+ X X () () - X X - - LB226692
30 TV2 A (+) x X - - - X X - - LB226692

Erlauterung siehe nachfolgende Seite
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Tab. 14: (Fortsetzung)

Erlauterung: -: kein Wachstum coliformer Keime, (-): wenige coliforme Einzelkolonien
(< 10), (+): Wachstum coliformer Keime in 1. Verdiinnungsstufe, + =
Wachstum coliformer Keime bis 2. Verdinnungsstufe, ++: Wachstum
coliformer Keime bis 3. Verdiinnungsstufe, x: nicht durchgefiihrt,
" entnommen A) vor der Einstallung (TV1: 14, 13 und 12 d vorher; TV2:
zwischen 35 und 23 d vorher), B) am Tag der Einstallung oder C) und einen
Tag nach Einstallung, TV = Teilversuch

6.2 Ergebnisse der klinischen Untersuchung

Alle Kalber blieben wéhrend der gesamten Versuchsdauer klinisch unauffallig. Der klinische
score der Kélber variierte wahrend der Versuche zwischen 0 und 6 Bewertungspunkten (Abb.
4). Einige Kélber (n =13) entwickelten einen Tag nach der Inokulation oder sporadisch im
Versuchsverlauf (n = 11) Durchfall. Dieser dauerte jedoch nie langer als tber 2 Beprobungs-
zeitpunkte an. Bei allen Kalbern konnte des Weiteren zu mindestens einem

Untersuchungszeitpunkt Husten und/ oder Nasenausfluss festgestellt werden.

Die rektale Korpertemperatur der Tiere befand sich groftenteils im physiologischen Bereich
(38,0 — 39,5 °C; Abb. 5). Bei einzelnen Tieren (n = 8) wurden auch Temperaturen unter oder
uber (n =6 Tiere) dem physiologischen Bereich zu einem Zeitpunkt bestimmt, jedoch nie um

mehr als 0,5 °C abweichend und nie 6fter als zu einem Messzeitpunkt pro Tier.
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A:

klinischer score

20 123

® 86-24 Nal

10 m LB226692

8—

6—

K i

i ‘ 6 . [5“

2._.. ”I o

0 | I I I T

0 1 2 3 4
Tage nach Inokulation

B:

klinischer score

207 123

® 86-24 Nal

10 ® LB226692
8—

6—4

4 °

°
o |i’| hl ﬂ ﬁ ﬂ“I
0 I |
01 23 456 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Tage nach Inokulation

Abb. 4: Klinischer Score der Kalber im Versuchsverlauf (A: TV1, n =5 Kalber/

Gruppe; B: TV2, n = 5 Kdlber/Gruppe). Die Tiergruppen sind geméR der
jeweiligen zur Inokulation verwendeten E. coli-Stdmme farblich unter-
schiedlich dargestellt (siehe Legende fiir Stammbezeichnungen). Die farbliche
Zuordnung wird in allen weiteren Abbildungen einheitlich verwendet.
Darstellung als Boxplots mit 25. und 75. Perzentil (farbige Box), Median
(Linie), MIN/MAX, Ausreiler (-) und Extremwerten (). Score: 0: klinisch
unauffallig bis 20: moribund
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Abb. 5: Korpertemperaturen der Kélber im Versuchsverlauf (A: TV1, n =
5 Kalber/Gruppe; B: TV2, n = 5 Kalber/Gruppe). Bezeichnung der Tiergruppen
siehe Legende zu Abb. 4. Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung.
grau hinterlegt: physiologischer Bereich der Kérpertemperatur eines Kalbes
[89]
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6.3 Ausscheidung der Inokulationsstamme

6.3.1 Ausscheidung Uber den Kot

Mittels KbE-Bestimmung wurde die Gesamtkeimzahl coliformer Bakterien auf den jeweiligen
Selektivndhrmedien in den Proben bestimmt. Als Re-Isolate des entsprechenden Inokulations-
stammes wurden solche Isolate angesehen, die in Koloniemorphologie und Ergebnissen der
OSA, der Koloniehybridisierung und der Multiplex-PCR dem Inokulationsstamm ent-
sprachen. Der Anteil von Re-Isolaten des entsprechenden Inokulationsstammes an der

Gesamtkeimzahl coliformer Bakterien schwankte dabei je nach Probe zwischen 0 und 100 %.

In keiner der Kotproben war vor der Inokulation der entsprechende Inokulationsstamm
nachweisbar. Bei einem Tier (Kalb 5) konnte bereits 6 Stunden nach der Inokulation der
Stamm 86-24 Nal (O157:H7, Stx+, Intimin+) in geringen Keimzahlen nachgewiesen werden.
Die Kalber schieden die Inokulationsstdamme in unterschiedlicher Zahl und Dauer aus (Tab.
23 und 24, Anhang). Aufgrund der Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus TV1A und TV1B
(Abb. 6A und 6B) werden diese im Weiteren zusammengefasst als TV1 dargestellt. Uber die
ersten 4 dpi zeigte sich sowohl im TV1 (Abb. 7A) als auch im TV2 (Abb. 7B) ein ahnlicher
Verlauf,

Im TV1 wurde der Stamm 123 (O43:H28, Stx-) am ersten und zweiten Tag nach der
Inokulation mit 3,0 x 10% bis 3,7 x 10° KbE/g Kot ausgeschieden. Bis 4 dpi zeigte sich ein
stetiger Abfall in der Anzahl der KbE/g Kot. Zu diesem Zeitpunkt war bei 3 Kalbern der
negative Kontrollstamm auch in der Anreicherung nicht mehr nachweisbar, die anderen
2 Kalber zeigten eine Ausscheidung im Bereich zwischen 1 x 10* und 1,8 x 10° KbE/g Kot.
Der Stamm 86-24 Nal wurde die ersten beiden Tage nach der Inokulation mit 1,5 x 10° bis
8,1 x 10° KbE/g Kot ausgeschieden. Die Ausscheidung des positiven Kontrollstammes
variierte 4 dpi zwischen 8,0 x 10° und 1,1 x 10° KbE/g Kot. Der Stamm LB226692 (0104:H4,
Stx+, AAF/1+) wurde am ersten und zweiten Tag nach Inokulation mit 5,5 x 10° bis 2,4 x 10’
KbE/g Kot ausgeschieden. Ein Tier (Kalb 15) zeigte nach zundchst abfallenden Werten einen
sprunghaften Anstieg der Keimzahlen bis auf 1,3 x 10° KbE/g Kot in der VVormittagsprobe an
Tag 3. Die Ausscheidung variierte 4 dpi zwischen fehlendem Nachweis bei einem Kalb bis zu
einer Ausscheidung von 1,2 x 10* bis 6,6 x 10°> KbE/g Kot bei den tibrigen 4 Kalbern. Im TV1
waren die Unterschiede in der fakalen Ausscheidung zwischen dem Stamm 86-24 Nal und
Stamm 123 zu den Beprobungszeitpunkten 3 und 4 dpi statistisch signifikant (Mann-Whitney
U-Test (exakte Signifikanz), p < 0,05).
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Im TV2 wurde der Stamm 123 am ersten und zweiten Tag nach der Inokulation in
vergleichbaren Zahlen (3,0 x 10° bis 1,8 x 10°> KbE/g Kot) wie im TV1 ausgeschieden. Bei
einem Tier (Kalb20) war der erste Nachweis des Stammes erst 2 dpi mdglich. Zum
Beprobungszeitpunkt 4 dpi war analog zum TV1 bei 3 Ké&lbern der negative Kontrollstamm
auch in der Anreicherung nicht mehr nachweisbar, die anderen 2 Kalber zeigten eine
Ausscheidung im Bereich zwischen 1 x 10* und 7,0 x 10° KbE/g Kot. Im weiteren Verlauf
war der Stamm 123 ab 8dpi nur noch bei einem Kalb Gber die Verdinnungsreihe

quantifizierbar und ab 12 dpi auch bei diesem nicht mehr tiber Anreicherung nachweisbar.

Der Stamm 86-24 Nal wurde im TV2 an den ersten beiden Tagen nach Inokulation in
vergleichbaren Zahlen (2,6 x 10* bis 5,6 x 10° KbE/g Kot) wie im TV1 ausgeschieden. Die
Ausscheidung variierte 4 dpi analog zum TV1 zwischen 2,4 x 10% und 4,6 x 10° KbE/g Kot.
Anschliellend zeigte der positive Kontrollstamm einen alternierenden Verlauf, dabei fiel die
Ausscheidung teilweise bis unter die Nachweisgrenze. Bei allen 5 Kélbern konnte jedoch,
auch wenn zu einem Zeitpunkt keine Ausscheidung mehr detektierbar war, zu mindestens
einem nachfolgenden Beprobungszeitpunkt erneut eine Ausscheidung des positiven
Kontrollstammes nachgewiesen werden. Am Ende des TV2, 28 dpi, konnte der Stamm 86-
24 Nal bei 4 Kélbern im Bereich von 1 x 10" bis 3 x 10% KbE/g Kot und bei einem Kalb nicht

mehr nachgewiesen werden.

Im TV2 wurde der Stamm LB226692 am ersten und zweiten Tag nach der Inokulation in
vergleichbaren Zahlen (4,7 x 10° bis 6,2 x 10° KbE/g Kot) wie im TV1 ausgeschieden. Die
Ausscheidung variierte 4 dpi von 10 bis 4,2 x 10* KbE/g Kot. AnschlieRend zeigte der Stamm
LB226692 eine abfallende Tendenz in der Ausscheidungsrate. Der Stamm war 18 dpi nur
noch bei 2 Kélbern per Anreicherung nachweisbar. AnschlieBend war er jedoch 20, 22 und
24 dpi bei einem einzelnen Tier (Kalb 29) erneut per Verdinnungsreihe nachweisbar. Ab

26 dpi konnte kein Nachweis mehr erbracht werden.

Im TV2 zeigte sich 1 bis 12 dpi, sowie 16 bis 22 dpi und 28 dpi eine signifikant hohere
Ausscheidung des Stammes 86-24 Nal im Vergleich zum Stamm 123. Zwischen dem Stamm
LB226692 und dem Stamm 123 zeigte sich nur 2 dpi ein signifikanter Unterschied in der
Ausscheidung. Des Weiteren unterschied sich die Ausscheidung zwischen dem Stamm
LB226692 und dem Stamm 86-24 Nal 6, 8, 18 und 28 dpi signifikant (Mann-Whitney U-Test
(exakte Signifikanz), p < 0,05).
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Abb. 6: Quantifizierung der fakalen Ausscheidung der Inokulationsstamme
(A: TV1A, n = 3 Kalber/Gruppe; B: TV1B, n = 2 Kélber/Gruppe).
Bezeichnung der Tiergruppen siehe Legende zu Abb. 4. Angabe der Mittel-
werte mit Standardfehler. gestrichelte Linie: Nachweisgrenze, Pfeil: Zeitpunkt
der Inokulation, KbE = Kolonie-bildende Einheiten, nm = nachmittags,
vm = vormittags
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Abb. 7: Quantifizierung der fakalen Ausscheidung der Inokulationsstamme

(A: TV1, n =5 Kaélber/Gruppe; B: TV2, n =5 Kélber/Gruppe). Bezeichnung
der Tiergruppen siehe Legende zu Abb. 4. Angabe der Mittelwerte mit
Standardfehler. Signifikanter Unterschied des Mittelwerts (Mann-Whitney U-
Test (exakte Signifikanz), p < 0,05) der Keimzahlen zwischen a: Tiergruppe
inokuliert mit Stamm 123 zu Tiergruppe inokuliert mit Stamm 86-24 Nal,

b: Stamm 123 vs. Stamm LB226692, ¢: Stamm 86-24 Nal vs. Stamm
LB226692. gestrichelte Linie: Nachweisgrenze, Pfeil: Zeitpunkt der Inoku-
lation, KbE = Kolonie-bildende Einheiten, nm = nachmittags, vm = vormittags
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Es konnte keine Korrelation zwischen der ausgeschiedenen Keimzahl und der Kotkonsistenz
festgestellt werden, bei Tieren, die mit Stamm 123 (Korrelationskoeffizienten nach Pearson
r=0,086, p=0,185) oder Stamm LB226692 (Korrelationskoeffizienten nach Pearson
r=0,001, p =0,495) inokuliert wurden (Abb. 8). Bei Tieren, die mit Stamm 86-24 Nal
inokuliert wurden, bestand eine einseitig signifikante Korrelation zwischen der ausge-
schiedenen Keimzahl und der Kotkonsistenz (Korrelationskoeffizienten nach Pearson
r=0,206, p = 0,016).
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Abb. 8: Streudiagramm zum Zusammenhang der fakalen Ausscheidung der

Inokulationsstiamme und der Kotbeschaffenheit. Bezeichnung der Tier-
gruppen siehe Legende zu Abb. 4. Lineare Trendlinie und Steigungsformel.
0: normal, 1:breiig, 2:waéssriger Durchfall, 3:schleimiger Durchfall,
4: blutiger Durchfall, KbE = Kolonie-bildende Einheiten
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6.3.2 Nachweis der Inokulationsstamme in einzelnen Darmabschnitten

Im TV1 konnte der Stamm 123 4 dpi vereinzelt sowohl im Darminhalt als auch assoziiert mit
dem Darmgewebe bis zu einer maximalen Keimzahl von 3,2 x 10* KbE/g Probe nachgewiesen
werden (Abb. 9). Dabei erfolgte der Nachweis bei einem Tier (Kalb 10) an den Peyer-Platten
des Jejunums (JPP), den Peyer-Platten des lleums (IPP), an der Ileozdkalklappe (ICE), im
Z&kum, im proximalen Kolon und der Ansa centralis. Bei einem weiteren Tier (Kalb 11)
konnte der negative Kontrollstamm an der ICE und im Zakum, sowie im nachgewiesen
werden. Die 3 (brigen Tiere wiesen den Stamm entweder nur im Inhalt des proximalen

Kolons, des Rektums oder im Pansen auf.

Der Stamm 86-24 Nal war bei allen 5 Tieren in den Darminhaltsproben des Dickdarmes
(proximales Kolon, rektoanale Ubergangszone (rectoanal junction, RAJ)) bis 1,6 x 10° KbE/g
Darminhalt nachweisbar. Bei zwei Tieren (Kalb 4 und 5) gelang aulRerdem der Nachweis aus
dem Pansen. Der positive Kontrollstamm konnte bei einzelnen Tieren an jeweils
unterschiedlichen Lokalisationen assoziiert mit Dunndarmgewebe nachgewiesen werden. Bei
einem Tier (Kalb 12) erfolgte der Nachweis im Duodenum und an den JPP, bei 3 weiteren
Tieren (Kalb 4, 5 und 13) an den IPP. Im Ubergang zum und im Dickdarm erfolgte der
Nachweis mit Ausnahme von einem Tier (Kalb 6) bei allen Tieren an allen dort untersuchten
Lokalisationen bis zu einer Keimzahl von 4,1 x 10" KbE/g Darmgewebe. An der RAJ konnte

der Stamm fiir alle 5 Tiere bis 2,8 x 10" KbE/g Darmgewebe nachgewiesen werden.

Der Stamm LB226692 war ebenso bei allen 5 Tieren in den Darminhaltsproben des
Dickdarmes bis 5,6 x 10’ KbE/g Darminhalt nachweisbar. AuBerdem gelang bei 3 Tieren
(Kalb 7, 8,und 9) der Nachweis aus dem Pansen, bei einem Tier (Kalb 9) aus Labmageninhalt
und bei 2 Tieren (Kalb 7 und 8) aus dem Inhalt der Gallenblase. Auch der Stamm LB226692
konnte, &hnlich wie der Stamm 86-24 Nal, nur vereinzelt assoziiert mit Dinndarmgewebe
nachgewiesen werden. Bei einem Tier (Kalb 14) erfolgte der Nachweis im Duodenum, an den
JPP und den IPP, bei Kalb 15 im mittleren Jejunum, an den JPP und IPP. Bei Kalb 8 gelang
der Nachweis nur assoziiert mit dem mittleren Jejunum. Im Ubergang zum und im Dickdarm
erfolgte der Nachweis mit Ausnahme von Kalb 8 bei allen Tieren an allen dort untersuchten
Lokalisationen bis zu einer Keimzahl von 1,3 x 10’ KbE/g Darmgewebe. An der RAJ wurde
der Stamm bei 3 Tieren (Kalb 7, 14 und 15) bis 6,5 x 10° KbE/g Darmgewebe nachgewiesen.

Im TV1 konnte 4 dpi weder in den Lymphonodi jejunalis und cecalis, in der Leber, noch

assoziiert mit dem Gewebe des Abomasums oder der Gallenblase einer der Inokulations-
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stdmme nachgewiesen werden. Die ermittelte mittlere Keimzahl des Stammes 86-24 Nal
unterschied sich im Vergleich zum Stamm 123 sowohl im Inhalt wie auch Gewebe-assoziiert
im proximalen Kolon signifikant. Signifikante Unterschiede zwischen positivem und
negativem Kontrollstamm wurden auch im distalen Kolon und an der RAJ festgestellt.
Zwischen dem Stamm LB226692 und dem Stamm 123 zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der mittleren Keimzahl des Inhaltes und assoziiert zum Gewebe des
proximalen Kolons, sowie im Inhalt des Rektums und Gewebe-assoziiert im distalen Kolon
(Mann-Whitney U-Test (exakte Signifikanz), p < 0,05).
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Abb. 9:

Quantifizierung der Inokulationsstimme in einzelnen Darmabschnitten in
TV1 (A: Darminhaltsproben, B: Darmgewebeproben). Bezeichnung der
Tiergruppen siehe Legende zu Abb. 4. Angabe der Einzelwerte pro Kalb (Reihung
pro Lokalisation anhand der Hohe der KbE-Werte; gleiche Position eines Balkens
entspricht nicht notwendigerweise einem bestimmten Tier). Signifikanter
Unterschied des Mittelwerts (Mann-Whitney U-Test (exakte Signifikanz),

p < 0,05) der Keimzahlen zwischen a: Tiergruppe inokuliert mit Stamm 123 zu
Tiergruppe inokuliert mit Stamm 86-24 Nal, b: Stamm 123 vs. Stamm LB226692.
gestrichelte Linie: Nachweisgrenze, AC = Ansa centralis, Cec = Z&kum, DC =
distales Kolon, dpi = Tage nach Inokulation, Duo = Duodenum, ICE = lleozakal-
klappe, IPP = Peyer-Platten des Ileums, Jej = Jejunum, JPP =Peyer-Platten des
Jejunums, KbE = Kolonie-bildende Einheiten, PC = proximales Kolon, RAJ =
rectoanal junction, Tons = Tonsille
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Im TV2 erfolgte die Bestimmung der Keimzahlen 28 dpi (Abb. 10). Zu diesem Zeitpunkt
konnte sowohl im Darminhalt, wie auch im Darmgewebe nur noch der Stamm 86-24 Nal
nachgewiesen werden. Dabei gelang bei einem Tier (Kalb 24) der Nachweis aus dem
proximalen Kolon und Gewebe-assoziiert aus dem mittleren Jejunum. Bei einem weiteren
Tier (Kalb 25) gelang der Nachweis an das Gewebe des IPP assoziierter E. coli des Stammes
86-24 Nal. Bei 3 Tieren (Kalb 21, 22 und 25) konnte der Stamm 86-24 Nal an der RAJ

nachgewiesen werden.

Weder im Duodenum, an den JPP, der ICE, im Zakum, proximalen Kolon, der Ansa centralis,
dem distalen Kolon, noch im Inhalt des Rektums und der Gallenblase konnte einer der

Inokulationsstdamme bakteriologisch nachgewiesen werden.
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Abb. 10: Quantifizierung der Inokulationsstdmme in einzelnen Darmabschnitten in
TV2. Bezeichnung der Tiergruppen siehe Legende zu Abb. 4. Angabe der
Einzelwerte pro Kalb (Reihung pro Lokalisation anhand der Hohe der KbE-
Werte; gleiche Position eines Balkens entspricht nicht notwendigerweise einem
bestimmten Tier). gestrichelte Linie: Nachweisgrenze, dpi = Tage nach
Inokulation, IPP = Peyer-Platten des lleums, Jej = Jejunum, KbE = Kolonie-
bildende Einheiten, PC = proximales Kolon, RAJ = rectoanal junction
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6.4 Ergebnisse der makroskopischen Untersuchung des Gewebes

Eine zusammenfassende Darstellung aller Versuchstiere mit makroskopischen Veranderungen
findet sich in Tab. 16 (Seite 78).

6.4.1 Darmgewebe

Keines der Tiere des TV1 zeigte 4 dpi makroskopische Veranderungen der Darmschleimhaut
des Diinn- und Dickdarms. Die Schleimhaut stellte sich mit glatten bzw. mit verstreichbaren
Falten versehen, rosa, feucht, glatt und glédnzend dar. Bei 5 Tieren (Kalb 1, 8, 13, 14 und 15)
zeigte sich eine Aktivierung des Darm-assoziierten Lymphgewebes (gut-associated lymphoid
tissue; GALT) in einer Verdickung der Peyer-Platten des Jejunums (JPP) und des lleums (IPP;
Abb. 11, A und B), bei einem Tier (Kalb 8) auch in einer Dickenzunahme des Lymphgewebes
an der lleozakalklappe (ICE). Bei Kalb 14 waren zwei Knoten (& 1 cm) im Bereich der ICE
sicht- und palpierbar (Abb. 11, C). Bei 5 Tieren (Kalb 11 — 15) konnten des Weiteren in
grolRen Teilen des Dickdarmes etwa 1 cm lange, weille, an beiden Seiten spitz zulaufende

Nematoden diagnostiziert werden.

Auch im TV2 konnte 28 dpi keine makroskopischen Veranderungen der Darmschleimhaut
diagnostiziert werden. Lediglich 2 Kalber (Kalb 27 und 28) zeigten eine Aktivierung des
GALT, weitere 2 Kalber (Kalb 20 und 28) wiesen einen Nematodenbefall im Dickdarm auf.
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Abb. 11: Darstellung makroskopischer Veranderungen des Darmgewebes.
A: Kalb 14, Peyer-Platten des Jejunums, aktiviert, Inokulat: LB226692,
B: Kalb 15, Peyer-Platten des lleums, aktiviert, Inokulat: LB226692,
C: Kalb 14, lleozdkalklappe, zwei Knoten (& 1 cm) im Bereich der lleozakal-
klappe (Pfeile), Inokulat: LB226692,
A: Kalb 15, lleozakalklappe, unveréndert, Inokulat: LB226692

6.4.2 Darminhalt

Bei allen Tieren lag im Duodenum dunnbreiiger, helloliver bis olivgriiner Darminhalt
unterschiedlicher Menge vor. Die Schlingen des Jejunums und das Ileum waren
unterschiedlich stark mit einem grofRtenteils dinnbreiigen dunkeloliven Darminhalt gefullt.
Das Z&kum war mit viel dunkeloliven Inhalt von diinnbreiiger bis breiiger Konsistenz gefullt.
Im proximalen Kolon lag der Darminhalt meist noch in breiiger Konsistenz vor, ab der Ansa
centralis wurde er jedoch bei den meisten Tieren zunehmend fester und war ab dem distalen
Kolon und im Rektum tierartspezifisch geformt und von dunkeloliver Farbe. Teilweise befand
sich im Rektum jedoch auch kein Kot (Kalb 11 und 12) oder in dickbreiiger Konsistenz
(Kalb 8, 10 und 14) ohne Formung.
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6.4.3 Darmlymphknoten

Die Lnn. jejunales zeigten bei allen Tieren im TV1 eine feuchte und glatte Oberflache, sie
waren prall und gut abgegrenzt (Tab. 15). Die dunkle Rinde und das helle Mark waren gut
abgrenzbar und die Schnittflache geringgradig feucht. Bei zwei Tieren (Kalb 3 und 5) zeigte
sich jedoch ein mittelgradiges Odem, bei weiteren zwei Tieren (Kalb 6 und 13) waren die
Lymphknoten vergroRert (auf bis zu 6 x 3 x 1,5 cm). Die Lnn. cecales waren bei zwei Tieren
(Kalb 3 und 5) mittelgradig 6¢dematds, bei weiteren zwei Tieren (Kalb 6 und 13) waren die

Lymphknoten vergrofert (auf bis zu 6 x 3 x 1,5 cm).

Waéhrend der Sektion wurden auch weitere Lymphknoten des Magen-Darm-Traktes
untersucht, eine genauere Erfassung erfolgte jedoch nur bei auffélligen Befunden. So konnte
bei einem Tier eine VergroRerung der Lnn. anorectales (Kalb 5) und bei einem weiteren Tier
(Kalb 12) eine VergroRerung der Lnn. ruminales (auf @ 2 — 3 cm) und der Lnn. hepatici (auf

@ 1 — 2 cm) festgestellt werden.

Im TV2 waren bei 2 Tieren (Kalb 17 und 27) sowohl die Lnn. jejunales als auch die
Lnn. cecales sehr prominent. Bei einem Tier (Kalb 19) waren die Lnn. pancreaticoduodenales

hyperplastisch.

Tab. 15: GroRe der Lymphknoten bei den Versuchstieren aus TV1

Grole der Lymphknoten (in cm)
nach Inokulationsgruppe

Stamm 123 Stamm 86-24 Nal Stamm LB226692

Ln. jejunalis B1-2 @1-3 B1-2

Ln. cecalis 2x2x0,5- 2X2x1- 2x15x0,5-
5x2x1,5 7x5x15 3,5x2x0,5

Ln. popliteus 15x1x1- 2X2X%X1- 15x15x1-
2x2x1 3x2x1 2x2x1
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6.4.4 Makroskopische Befunde am tbrigen Tierkorper

Korperlymphknoten

Die Lnn. poplitei zeigten bei allen Tieren im TV1 eine feuchte und glatte Oberflache, sie
waren prall und gut abgegrenzt (Tab. 15). Die dunkle Rinde und das helle Mark waren gut
abgrenzbar und die Schnittfliche geringgradig feucht. Bei einem Tier (Kalb 5) zeigte sich
jedoch ein mittelgradiges Odem, bei einem weiteren Tier (Kalb 12) war der Lymphknoten
vergroRert (auf 2 x 2 x 2 cm). Im TV2 waren bei 2 Tieren (Kalb 17 und 27) die Lnn. poplitei

sehr prominent.
Brustorgane

Bei 3 Tieren (Kalb 4, 14 und 29) konnte in der Nasendffnung und in der Trachea eine

moderate Menge an eitrigem Sekret nachgewiesen werden.

Bei 25 Tieren (Kalb 1, 2, 4, 5, 7 — 15, 16 — 20, 22, 23, 25, 26, 28 - 30) konnten zum Teil
hochgradige Veranderungen an der Lunge, die dem Bild einer enzootischen Broncho-
pneumonie entsprachen, festgestellt werden. Die Veranderungen betrafen unterschiedliche
Anteile der Lunge. Bevorzugt betroffen waren die Spitzenlappen, sowie der kranioventrale
Bereich der Hauptlappen, welche in unterschiedlichem Ausmal} leicht derb und von
leberartiger Konsistenz (hepatisiert) waren. Zudem waren sie dunkel verfarbt. Die anderen
rechten Lungenlappen waren volumings, von lachsrosa bis grauer Farbe und puffig. Einige
Kélber wiesen multiple, unregelmagig verteilte rétliche Herde in den kranioventral gelegenen
Lungenabschnitten auf. Diese besalen meist L&ppchengroRe und waren zentral eitrig oder
nekrotisch. Die Schnittflache war feucht und es lieR sich eitriges Sekret abpressen. Die
Konsistenz war prall, elastisch. Es fanden sich weiterhin Bindegewebszubildungen und
blasige Gebilde.

Eine Mitbeteiligung der Pleura Uber den entzlindlich verdnderten Lungenbereichen fiihrte bei
4 Tieren (Kalb 2, 4, 7 und 20) zu einer fibringsen Pleuritis mit rauer Oberflache, und es
zeigen sich rotliche, fadige Auflagerungen, die nicht ablosbar waren. Weiterhin war das

Lungenfell an einigen Stellen mit dem Brustfell fest verwachsen.

Bei 6 Tieren (Kalb 3, 5, 6, 22, 26 und 28) konnte am Herzbeutel eine Nischenperikarditis
festgestellt werden.

76



6 Ergebnisse

Bauchorgane

Bei 2 Tieren (Kalb 3 und 4) zeigte sich eine Hyperamie der Milz, bei einem Tier (Kalb 2) eine
geringgradige pulpare Hypoplasie und bei einem weiteren Tier (Kalb 27) fibroblastische
Auflagerungen auf der Milz. Bei 2 Tieren waren Kapselhyalinosen (Kalb 23) bzw.
Kapselfibrosen (@ ca. 4 cm) (Kalb 27) auf der Leberoberflache feststellbar. Bei 2 Tieren

(Kalb 4 und 27) zeigte sich eine chronische fibroblastische Peritonitis im GrofRen Netz.
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6 Ergebnisse

6.5 Ergebnisse der histologischen und immunhistologischen Untersuchung

6.5.1 Darmwand und Schleimhaut-assoziiertes Lymphgewebe

In allen drei Versuchsgruppen des TV1 konnten bei allen Tieren in der HE-Farbung Epithel-
assoziierte Bakterien nachgewiesen werden, wie in Abb. 12 exemplarisch dargestellt. Diese
konnten jedoch nur in wenigen Fallen (siehe unten) in der immunhistologischen Farbung
spezifisch angefarbt werden.

Abb. 12: Histologische Darstellung Epithel-assoziierter Bakterien (Pfeile, HE-
Farbung)
A: Kalb 5, proximales Kolon, Inokulat: 86-24 Nal,
B: Kalb 7, Peyer-Platten des lleums, Inokulat: LB226692

In der immunhistologischen Farbung konnte der Stamm 86-24 Nal bei einem Tier (Kalb 13)
an den IPP nachgewiesen werden (Abb. 13). Bei einem Tier (Kalb 5) konnten sowohl an den
JPP als auch an den IPP markierte Strukturen im Bereich der Epithelzellen detektiert werden,
deren Zugehdrigkeit zu dem Inokulationsstamm und Interaktion mit den Epithelzellen nicht
zweifelsfrei geklart werden konnte (Abb. 14). Im Bereich der JPP konnte diesen Strukturen
eine GroRe von 1,14 bis 1,39 um zugeordnet werden. Diese Lokalisationen wurden als
fraglich gewertet.

Bei 3 Tieren (Kalb 4, 12 und 13) gelang der Nachweis adharierender Bakterien im ICE (Abb.
15 - 17). Bei Kalb 12 zeigten sich spezifisch markierte adharierende Bakterien im ICE (Abb.
16, A und B), welche fokal im Inneren eines lymphoglanduldren Komplexes auf dem Follikel-
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6 Ergebnisse

assoziierten Epithel nachgewiesen werden konnten. Des Weiteren konnten bei 3 Kélbern
(Kalb 5, 6 und 13) adharierende Bakterien an der RAJ detektiert werden (Abb. 18 - 20). Dabei
wurden die Enterozyten der Rektumschleimhaut hdufiger besiedelt als das verhornende
Plattenepithel des Analkanals. Bei einem Tier (Kalb 12) konnten im Exsudat einer eitrigen
Proktitis einzelne spezifisch markierte Bakterien detektiert werden. So gelang bei jedem der
5 histologisch untersuchten Kaélber an mindestens einer Lokalisation der Nachweis von
spezifisch markierten adhdrierenden Bakterien auf den Darmepithelzellen (Tab. 17). Diese

lagen an den Adhésionsstellen meist in Form von Mikrokolonien vor.
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Abb. 13 — 14: Immunhistologischer Nachweis des Stammes 86-24 Nal an den Peyer-
Platten des Jejunums (JPP) und des lleums (IPP)

Abb. 13 A: Kalb 13, IPP, Inokulat: 86-24 Nal; Kolonie aus mehreren spezifisch mar-
kierten adhérierenden Bakterien (Kasten)
B: AusschnittsvergrofRerung aus A
S
A: .a
Abb. 14:

A: Kalb 5, JPP, Inokulat: 86-24 Nal; fraglich markierte Struktur im Bereich der
Epithelzellen (Pfeil)

B: Kalb 5, IPP, Inokulat: 86-24 Nal; fraglich markierte Strukturen im Darm-
lumen (Pfeile)
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Abb. 15 - 17:

Abb. 15:

Abb. 16:

Abb. 17:

Immunhistologischer Nachweis des Stammes 86-24 Nal an der lleozékal-
klappe (ICE; néachste Seite)

A: Kalb 4, ICE, Inokulat: 86-24 Nal; lymphoglandularer Komplex in der
Peyer-Platte der ICE, positive Markierungen in einem Pfropf aus neutrophilen
Granulozyten und Zelldetritus in dem in die Tiefe ziehenden Epithelschlauch
(Kasten),

B: AusschnittsvergroRerung aus A (spezifische markierte Bakterien mit Pfeilen
markiert)

A: Kalb 12, ICE, Inokulat: 86-24 Nal; Kolonie aus mehreren spezifisch mar-
kierten adhérierenden Bakterien (Kasten),
B: AusschnittsvergrofRerung aus A

A: Kalb 13, ICE, Inokulat: 86-24 Nal; Kolonie aus mehreren spezifisch mar-
kierten adhérierenden Bakterien (Kasten),
B: AusschnittsvergréfRerung aus A
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Abb. 15:
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6 Ergebnisse

Abb. 18 - 20: Immunhistologischer Nachweis des Stammes 86-24 Nal an der rectoanal
junction (RAJ; néachste Seite)

Abb. 18: A: Kalb 5, RAJ, Inokulat: 86-24 Nal; spezifisch markierte adharierende
Bakterien genau am Ubergang von Rektumschleimhaut (rechts) in Anal-
schleimhaut (links), einzelne Bakterien liegen zwischen den Hornschuppen der
Analschleimhaut und im lumennahen Bereich einer Krypte der Rektum-
schleimhaut (Kasten)

B: AusschnittsvergroRerung aus A (spezifische markierte Bakterien mit Pfeilen
markiert)

Abb. 19: A: Kalb 13, RAJ, Inokulat: 86-24 Nal; Kolonie aus mehreren spezifisch mar-
kierten adhérierenden Bakterien auf den Enterozyten der Rektumschleimhaut
(Kasten)
B: AusschnittsvergrofRerung aus A

Abb. 20: A: Kalb 13, RAJ, Inokulat: 86-24 Nal; Kolonie aus mehreren spezifisch mar-
kierten adharierenden Bakterien genau im Bereich eines Ubergang von
Rektumschleimhaut (rechts und links) in Analschleimhaut (mittig, Pfeil), die
Kolonie adhérierender positiv markierte Bakterien befindet sich auf Entero-
zyten der Rektumschleimhaut, einzelne positiv markierte Bakterien liegen
zwischen den abschilfernden Hornschuppen der Analschleimhaut (Kasten),
B: AusschnittsvergrofRerung aus A

84



6 Ergebnisse

Abb. 19:
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6 Ergebnisse

Adhérierende Bakterien des Stammes LB226692 konnten bei einem Tier (Kalb 14) an der
RAJ nachgewiesen werden (Abb. 21 - 23). Diese befanden sich an abgel6sten Hornschuppen
des Epithels oder an der Epitheloberfliche der Analschleimhaut. Im Bereich der
Rektumschleimhaut war keine bakterielle Adhésion zu beobachten. Die an die
Epitheloberflache adhérierenden Bakterien lagen einzeln und bildeten keine Kolonien. Bei
Kalb 14 traten des Weiteren im ICE massiv spezifisch angefdarbte Bakterien an der
darmlumenseitigen Offnung eines Kryptabszesses (zystische Veranderung des lympho-
glandularen Komplexes) auf. Die spezifisch markierten Bakterien befanden sich frei zwischen
Uberwiegend neutrophilen Granulozyten (Abb. 24). Bei selbigem Tier traten auch im Exsudat
einer ulzerativen Proktitis einzelne spezifisch markierte Bakterien auf. Eine unregelméaiige
Oberflache in der HE-Ubersichtsfarbung deutet des Weiteren auf Verhornungsstérungen in
diesem Bereich bei diesem Tier hin. Bei 2 Tieren (Kalb 7 & 15) konnten des Weiteren im
JPP, bei 1 Tier im IPP (Kalb 14) und bei 1 Tier im Z&kum (Kalb 8) auch einzeln gelegene,
markierte Strukturen aufgezeigt werden, deren Zugehorigkeit zu dem Inokulationsstamm und
Interaktion mit den Epithelzellen nicht zweifelsfrei geklart werden konnte (Abb. 25 und 26).
Diese Lokalisationen wurden als fraglich gewertet. Weitere fragliche Lokalisationen traten bei
3 Tieren (Kalb 7, 8 und 14) in der Gallenblase auf (Abb. 27 - 29). Bei jedem der mit dem
Stamm LB226692 inokulierten 5 Tiere gelang auBerdem der Nachweis spezifisch angefarbter

Bakterien im Darmlumen bzw. der Ingesta (nicht gezeigt).

Abb. 21 -23: Immunhistologischer Nachweis des Stammes LB226692 an der rectoanal
junction (RAJ; néachste Seite)

Abb. 21: A: Kalb 14, RAJ, Inokulat: LB226692, HE-Farbung; adhdrierende Bakterien
(Pfeile) an abgeschilferten Epithelschuppen in der HE-Ubersichtsfarbung
B: Kalb 14, RAJ, Inokulat: LB226692, IH-Farbung; zahlreiche spezifisch
markierte adhdrierende Bakterien (Pfeile) an abgeschilferten Epithelschuppen
der Analschleimhaut

Abb. 22: A: Kalb 14, RAJ, Inokulat: LB226692; zahlreiche spezifisch markierte
adhé&rierende Bakterien an abgeschilferten Epithelschuppen und einzelne an der
Epitheloberflache der Analschleimhaut (Kasten)

B: AusschnittsvergroRerung aus A (einzelne spezifisch markierte, an der
Schleimhautoberflache adharierende Bakterien mit Pfeilen markiert)

Abb. 23: A und B: Kalb 14, RAJ, Inokulat: LB226692; einzelne spezifisch markierte
adhdrierende Bakterien an abgeschilferten Epithelschuppen (offener Pfeil) und
an der Epitheloberflache der Analschleimhaut (Pfeil)
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Abb. 24 - 26: Immunhistologischer Nachweis des Stammes LB226692 in verschiedenen

Abb. 24:

Abb. 25:

Abb. 26:

Darmabschnitten (ndchste Seite)

A: Kalb 14, lleozékalklappe, Inokulat: LB226692; massiv spezifisch markierte
Bakterien an der darmlumenseitigen Offnung eines Kryptabszesses (zystische
Veranderung des lymphoglandulédren Komplexes), Bakterien befinden sich frei
zwischen den tberwiegend neutrophilen Granulozyten (Kasten)

B: AusschnittsvergrofRerung aus A

A: Kalb 7, Peyer-Platten des Jejunums, Inokulat: LB226692;
markierte Struktur im Bereich der Epithelzellen (Pfeil)

B: Kalb 15, Peyer-Platten des Jejunums, Inokulat: LB226692;
markierte Struktur im Bereich der Epithelzellen (Pfeil)

A: Kalb 14, Peyer-Platten des Ileums, Inokulat: LB226692;

markierte Struktur im Bereich der Epithelzellen (Pfeil)

B: Kalb 8, Zakum, Inokulat: LB226692; markierte Strukturen im Bereich der
Epithelzellen (Pfeil)
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Abb. 24:

Abb. 25:

Abb. 26:
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Abb. 27 - 29: Immunhistologischer Nachweis des Stammes LB226692 in der Gallenblase
(nachste Seite)

Abb. 27: A: Kalb 7, Gallenblase, Inokulat: LB226692; zahlreiche markierte Strukturen
(Kasten) an abgeschilferten Epithelschuppen
B: AusschnittsvergrofRerung aus A

Abb. 28: A: Kalb 8, Gallenblase, Inokulat: LB226692; markierte Struktur im Bereich
der Epithelzellen (Pfeil)
B: Ausschnittsvergréfierung aus A

Abb. 29: Kalb 14, Gallenblase, Inokulat: LB226692; markierte Struktur im Bereich der
Epithelzellen (Pfeil)
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Tab. 17: Immunhistologischer Nachweis spezifisch markierter adhérenter Bakterien

Anzahl der Tiere mit positivem oder fraglichem Nachweis
nach Inokulationsgruppe

86-24 Nal LB226692
Lokalisation positiv fraglich positiv fraglich
Duodenum 0/5 0/5 0/5 0/5
Mittleres Jejunum 0/5 0/5 0/5 0/5
Peyer-Platten des Jejunums  0/5 1/5 0/5 2/5
Peyer-Platten des Ileums 1/5 1/5 0/5 1/5
lleozékalklappe 3/5 0/5 0/5 0/5
Z&kum 0/5 0/5 0/5 1/5
proximales Kolon 0/5 0/5 0/5 0/5
Ansa centralis 0/5 0/5 0/5 0/5
distales Kolon 0/5 0/5 0/5 0/5
rectoanal junction 3/5 0/5 1/5 0/5
Gallenblase 0/5 0/5 0/5 3/5

Bei allen 15 Tieren konnten in verschiedenen Lokalisationen des Darmes Kryptabszesse
nachgewiesen werden. Bei 4 Tieren (Kalb 5, 6, 12 und 13) waren Entwicklungsstadien von
Kokzidien im Darmepithel des Dickdarmes nachweisbar. Diese stellten sich als gekdrnte
runde Gebilde von eosinophiler bis hell violetter Farbe im Epithel liegend dar. Das Auftreten
von Kokzidien war mit einer vermehrten Infiltration der Lamina propria mit eosinophilen

Granulozyten vergesellschaftet.

6.5.2 Ubrige histologisch untersuchte Organe

Bei allen 15 Tieren des TV1 konnte mikroskopisch eine eitrige Tonsillitis festgestellt werden.
Diese war charakterisiert durch Kryptabszesse mit hochgradiger Einlagerung von
Granulozyten, abgeschilfertem Epithel und Kalkeinlagerungen (Detrituspfropfe), sowie
reaktiven Lymphfollikeln. Teilweise erfolgte eine Transmigration der Granulozyten durch das
Tonsillarepithel. Es handelte sich um ein oberflachliches Geschehen unter Beteiligung
bakterieller Erreger. Bei einem Tier (Kalb 14) konnten spezifisch markierte E. coli des
Stammes LB226692 im Nekrosebereich einer Tonsillarkrypte (Kryptabszess) nachgewiesen
werden (Abb. 30). Neben den spezifisch markierten Bakterien befanden sich an dieser

Lokalisation auch viele nicht markierte Bakterien.
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Abb. 30: Immunhistologischer Nachweis des Stammes LB226692 in der Tonsille
(Pfeile), Kalb 14, Tonsille, Inokulat: LB226692

Bei 13 Tieren (Kalb 1, 2, 4, 5, 7 — 15) konnten neben den makroskopischen Verdnderungen
der Lunge auch histologische Veranderungen, die mit einer enzootischen Bronchopneumonie
einhergehen, festgestellt werden. Diese zeigten sich durch zahlreiche Granulozyten in
Bronchien, Bronchiolen (Bronchiolitis obliterans) und Alveolen. Teilweise kam es zu einem
alveolaren Odem und der Einlagerung von Fibrinnetzen in die Alveolen. Parallel dazu konnte
ein hochgradig aktiviertes bzw. hyperplastisches Bronchus-assoziiertes lymphatisches
Gewebe (BALT) beobachtet werden. Bei einigen Tieren kam es zu einer Verdickung bzw.

Fibrinbeldgen auf der Pleura (chronisch proliferative Pleuritis).

Bei 6 Tieren (Kalb 6 — 9, 12, 13) konnten im Pansen intrakorneale Mikroabszesse nach-
gewiesen werden. Die oberste Hornschicht war zum Teil abgeschilfert und es kam zu einer

Para- bzw. Hyperkeratose.

93



6 Ergebnisse

6.6 Vergleich zwischen den bakteriologischen, makroskopischen und
histologischen Befunden

Ein positiver Nachweis spezifisch markierter adhdrierender Bakterien in der Immunhistologie
ging auch immer mit einem positivem Nachweis des entsprechenden Inokulationsstammes in
der bakteriologischen Untersuchung einher (Tab. 19). Umgekehrt fiihrte ein positiver
bakteriologischer Nachweis nur in 23 % (Stamm 86-24 Nal) bzw. 3 % (Stamm LB226692)
der Falle auch zu einem positivem immunhistologischen Nachweis. In der Immunhistologie
als fraglich gewertete Lokalisationen hatten zu 56 % auch einen positiven bakteriologischen
Nachweis. Ein positiver immunhistologischer Nachweis erfolgte im Mittel bei einer Keimzahl
von 1,14 x 10" KbE/g Darmgewebe, in Einzelfallen jedoch auch bei einer Keimzahl von
8,10 x 10° KbE/g Darmgewebe (Tab. 18). Der Nachweis spezifisch markierter Bakterien im
Darmlumen bzw. der Ingesta korrelierte mit dem positiven bakteriologischen Nachweis im

Inhalt des PC oder des Rektums, im Kot, sowie Gewebe-assoziiert.

Tab. 18: Bakteriologischer Nachweis der Inokulationsstdamme in einzelnen Darm-
abschnitten mit immunhistologisch positivem Nachweis spezifisch markierter
Bakterien
Lokalisation Tier-  Inokulat Anzahl positiver Keimzahl
nr. (Stamm) Schnitte/ [KbE/g
Gesamtzahl der Darmgewebe]
Schnitte
Peyer-Platten des lleums 13 86-24 Nal 11 1,04 x 10’
lleozakalklappe 4 86-24 Nal 1/6 8,10 x 10°
12 86-24 Nal 1/4 4,10 x 10’
13 86-24 Nal 1/4 1,03 x 10’
rectoanal junction 5 86-24 Nal 1/6 1,03 x 10°
6 86-24 Nal ~ 2/9 6,30 x 10°
13 86-24 Nal  4/10 2,80 x 10’
14 LB226692  4/5 3,20 x 10*

Makroskopische Veranderungen der Lymphknoten gingen in keinem Fall mit einem bakterio-
logischen Nachweis der Inokulationsstdamme einher. Teilweise spiegelten sich die makros-

kopischen Veranderungen jedoch auch in der histologischen Untersuchung wider.
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Bei einem Tier (Kalb 14) mit positivem immunhistologischem Nachweis spezifisch markier-
ter Erreger des Stammes LB226692 im Tonsillargewebe, konnte der Stamm LB226692 auch
bakteriologisch nachgewiesen werden. Bei einem weiteren Tier mit bakteriologischen
Nachweis (Kalb 13) des Stammes 86-24 Nal in der Tonsille, gelang jedoch kein
immunhistologischer Nachweis des Erregers. Bei 4 exemplarisch bakteriologisch
untersuchten Gewebeproben von Tieren mit makroskopischen und histologischen
Veranderungen der Lunge konnte entweder Pasteurella multocida in Reinkultur oder in
Mischkultur mit saprophytaren Keimen und teilweise Staphylococcus simulans festgestellt
werden. Histologisch sichtbare Verdnderungen des Pansens wie intrakorneale Mikroabszesse
und Para- bzw. Hyperkeratose des Epithels traten bei 6 Tieren auf (Kalb 6 — 9, 12, 13), bei
3 Tieren (Kalb 7 — 9) erfolgte gleichzeitig der bakteriologische Nachweis des entsprechenden

Inokulationsstammes im Pansen.
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6 Ergebnisse

6.7 Charakterisierung der LB226692-Re-Isolate

Im Rahmen der Verifizierung der aus den Kotproben angeziichteten Re-Isolate des Ausbruch-
stammes wurden insgesamt 323 via Koloniehybridisierung mit einer stx2-Gensonde
identifizierte stx2-positive Einzelkolonien in der HUSECO041/EAEC-Multiplex-PCR weiter
charakterisiert. Von diesen wurden 300 Einzelkolonien in der Multiplex-PCR als LB226692-
Re-Isolate bestatigt, da sie alle vier fur die Bestatigung benétigten Charakteristika (stx2, terD,
rfboios, fliCha) aufwiesen. AuBerdem wurden insgesamt 105 in der Koloniehybridisierung als
stx2-negativ identifizierte Einzelkolonien ebenfalls in der HUSEC041/EAEC-Multiplex-PCR
getestet. Davon wurden 15 Einzelkolonien als stx2-positiv erkannt. Auch diese wurden alle
mittels drei weiterer Amplifikate als LB226692-Re-Isolate bestétigt. Insgesamt wurden also

315 Einzelkolonien aus 68 verschiedenen Kotproben als LB226692-Re-Isolate identifiziert.

Aus dem Darmgewebe und —inhalt konnten via Koloniehybridisierung 214 stx2-positive
Einzelkolonien identifiziert werden, welche in der HUSEC041/EAEC-Multiplex-PCR weiter
charakterisiert wurden. Von diesen wurden 181 Einzelkolonien in der Multiplex-PCR als
LB226692-Re-Isolate bestétigt, da sie alle vier fiir die Bestatigung benétigten Charakteristika
(stx2, terD, rfboios, fliCha) aufwiesen. Weitere 8 mittels Koloniehybridisierung eigentlich als
stx2-negativ identifizierte Einzelkolonien wurden in der HUSEC041/EAEC-Multiplex-PCR
als LB226692-Re-Isolate bestatigt. Somit wurden 189 Einzelkolonien aus den verschiedenen
Darmabschnitten als LB226692-Re-Isolate identifiziert.

Neben den charakteristischen Amplifikaten (stx2, terD, rfbois, fliChs) konnte bei
6 LB226692-Re-1solaten aus Kotproben, sowie 4 aus Darmproben ein zusétzliches Amplifikat
fur astA detektiert werden. Dabei stammten 3 der aus Kotproben isolierten astA-positiven Re-
Isolate, sowie alle astA-positiven Re-lIsolate aus Darmproben von einem Tier (Kalb 14). Die
weiteren 3 astA-positiven Re-lIsolate stammten aus Kotproben von 3 verschiedenen Tiere
(Kalb 8, 9 und 15).
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Einzelkolonien aus Kotproben (Kalb 30)

Kontrollen 3 dpi 8 dpi

VIO EL = 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

bp
3000-
1500-
1000-
- stx2
500- - terD
- 10004
300- - aggR
200_ _ﬂlC‘N
- pic

- ast4

Abb. 31: Elektropherogramm einer HUSEC041/EAEC-Multiplex-PCR
von stx2-positiven Einzelkolonien aus den Kotproben von Kalb 30 (TV2) vom
3. bzw. 8. dpi. 2 %iges TBE-Agarosegel nach Ethidiumbromidfarbung.
Kontrollen: +%: LB226692, +%: HUSEC041, -: unbeimpftes Medium,
M: GrolRenstandard GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, bp = Basenpaare

6.7.1 Stabilitat und Vorkommen des pAA-Plasmids

Von den 315 oben genannten LB226692-Re-Isolaten aus Kotproben besallen 199 Isolate das
aggR-Gen, 116 wiesen jedoch kein aggR-Gen auf (Abb. 31; Tab. 20). Uber die Versuchsdauer
nahm der prozentuale Anteil aggR-negativer Einzelkolonien kontinuierlich zu (Abb. 32). Von
den 189 oben genannten LB226692-Re-1solaten aus Darmproben besal3en nur 143 Isolate das
aggR-Gen, 46 Isolaten fehlte das aggR-Gen. Bezlglich ihrer Morphologie auf BRILLIANCE
ESBL Agar (Tab. 8, Seite 11) unterschieden sich die aggR-negativen jedoch nicht von den

aggR-positiven Kolonien.
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Tab. 20: Charakterisierung der LB226692-Re-Isolate hinsichtlich des pAA-Plasmides
Probenart Versuch Anzahl der LB226692-Re-Isolate
insgesamt aggR-positive aggR-negative
Isolate Isolate
Kotproben TV1 152 111 (73 %) 41 (27 %)
TV2 163 88 (54 %) 75 (46 %)
gesamt 315 199 (63 %) 116 (37 %)
Darmproben TV1 189 143 (76 %) 46 (24 %)
Erlauterung: TV = Teilversuch
KbE/g Kot [log10] aggR-neg. Isolate [%]
8.0 ll-v-—l—-"-lv-v-lv"—l-ml-vw—-lif 100
7.0 - .f-f-.‘ ,'I - 90
N : - 80
6.0 S of —+—Keimzahl LB226692 ||
L -&- aggR-neg. Isolate - 70
5,0 - 60
4,0 - — 50
3.0 - 40
l . - 30
2,0 1
/ P - 20
0,0 1 T , 0
0123456 78 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Tage nach Inokulation
Abb. 32: Anteil der aus dem Kot isolierten aggR-negativen LB226692-Re-Isolate an

der Keimzahl des Inokulationsstammes bei mit LB226692 inokulierten
Tieren (KbE/g Kot aus TV1 und TV2 zusammengefasst)

Von 37 repréasentativ ausgewahlten, in der HUSEC041/EAEC-Multiplex-PCR aggR-positiven
Isolaten aus Kotproben wurde eine Plasmid-Préparation durchgefuihrt, wobei bei allen Isolaten
ein dem pAA-Plasmid im Molekulargewicht entsprechendes Plasmid (ca. 83 kbp)
nachgewiesen werden konnte (Abb. 33, Probe 1 und 10 — 13). Bei 20 reprasentativen, in der
HUSECO041/EAEC-Multiplex-PCR aggR-negativen Isolaten konnte auch in der Plasmid-

Praparation kein entsprechendes Plasmid nachgewiesen werden (Abb. 33, Probe 2 — 4 und
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6 Ergebnisse

14). Die Ergebnisse der Multiplex-PCR konnten damit bei allen 57 getesteten Einzelkolonien

durch die Ergebnisse der Plasmid-Préparation bestatigt werden.

Einzelkolonien aus

Einzelkolonien aus Kotprobe Kotprobe
(Kalb 30, 8 dpi) (Kalb 26, 2 dpi)
71D o104 POS. 1fbojpsneg. Kontrollen 11D o104 POS.

23 4 56 R 9 A BC DR A0 12 13 14

- e e e 8 s L o e e

Abb. 33: Elektropherogramm einer Praparation von Plasmid-DNS
von rfboags-positiven und rfboios-negativen Einzelkolonien aus der Kotprobe
8 dpi von Kalb 30 (TV2) und rfbo104-positiven Einzelkolonien aus der Kot-
probe 2 dpi von Kalb 26 (TV2). 0,5 %iges TAE-Agarosegel nach Ethidium-
bromidfarbung,
Kontrollen: A: E. coli V517, B: Salmonella Stm Standard, C: E. coli R27,
D: LB226692; E: HUSECO041, kbp = Kilo-Basenpaare
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6.7.2 Stabilitdt und Vorkommen des ESBL-Plasmids

Zur Identifizierung von ESBL-negativen Einzelkolonien wurden aus 16 Gassner-Abschwem-
mungen von 16 verschiedenen Kotproben aus TV2 Verdiinnungsreihen angelegt und diese
ausplattiert. Durch die sich anschliefende Koloniehybridisierung mit einer Gensonde fir das
rfbo104-Gen wurden insgesamt 152 rfboigs-positive Einzelkolonien identifiziert und diese in
der HUSECO041/EAEC-Multiplex-PCR  weiter charakterisiert. Von diesen wurden
122 Einzelkolonien in der Multiplex-PCR als stx2-, terD-, rfbois-, und fliCps-positiv
bestatigt. Mit allen 122 Kolonien konnten in der ESBL-Multiplex-PCR Amplifikate fur
blaTEM, blaCTX-M und blaCTX-M-15 generiert werden (Tab. 21, Abb. 34). Bei 32 von 32
untersuchten Kolonien konnten diese Ergebnisse durch den Nachweis eines entsprechend

grofRen Plasmides bekréftigt werden.

Vergleichend zu den rfboios-positiven Isolaten wurden auch rfbojos-negative Isolate mit
entsprechendem Wachstum auf BRILLIANCE ESBL Agar genotypisch untersucht. Dafr
wurden weitere 13 rfboigs-positive und 12 rfboios-negative Einzelkolonien, welche (ber
ESBL Agar aus den Kotproben isoliert wurden, zundchst mit der ESBL-Multiplex-PCR
getestet. Mit allen rfboios-positiven Kolonien konnten Amplifikate fir blaTEM, blaCTX-M
und blaCTX-M-15 erzeugt werden. Die rfboios-negativen Kolonien generierten in allen Fallen
die Amplifikate fir blaCTX-M und blaCTX-M-15, blaTEM konnte jedoch nur bei 3 Isolaten
nachgewiesen werden. Alle 13 rfboios-positiven Kolonien enthielten ein im Molekulargewicht
dem pESBL des E. coli-Stammes LB226692 entsprechendes Plasmid (ca. 90 kbp; Abb. 33,
Probe 1 — 4 und 10 - 14). Die 12 rfboios-negativen Kolonien enthielten jeweils ein in der
GroRe zum pESBL nur geringgradig abweichendes Plasmid (> 90 kbp) sowie ein weiteres
deutlich groReres Plasmid (ca. 140 kbp; Abb. 33, Probe 5 - 9).
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Tab. 21: Gesamtzahl der in der ESBL-Multiplex-PCR- und Plasmid-DNS-Préparation
untersuchten LB226692-Re-Isolate

Anzahl positiver Re-Isolate in der Anzahl positiver Re-lsolate

ESBL-Multiplex-PCR in der Plasmid-Praparation
Re-Isolate gesamt CTX-M CTX- TEM  gesamt pAA"~  pESBL’
M-15

rfbo104-pos.”

Gassner- 122 122 122 122 32 28 32

Abschwemmung

ESBL Agar 13 13 13 13 13 9 13
gesamt 135 135 135 135 45 37 45
rfboos-neg.” 12 12 12 3 12 0 0

Erlauterung: * Identifizierung anhand HUSEC041/EAEC-Multiplex-PCR, * Identifizierung
anhand Molekulargewicht

Einzelkolonien aus GA-Abschwemmung (Kalb 30)
Kontrollen 2 dpi 4 dpi

M +1 1 - 1 2 3 4 5 6 7

- blaTEM

- blaCTX-M
- blaCTX-M-15

Abb. 34: Elektropherogramm einer ESBL-Multiplex-PCR
von rfbozos-positiven Einzelkolonien aus der Gassner (GA)-Abschwemmung
von Kalb 30 (TV2) vom 2. bzw. 4. dpi. 2 %iges TBE-Agarosegel nach
Ethidiumbromidfarbung,
Kontrollen: +%: LB226692; +*: HUSECO041; -: unbeimpftes Medium,
M: Groélenstandard GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder; bp = Basenpaare
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6.8 Nachweis Stx-neutralisierender Antikorper

Die Kalber der vorliegenden Studie wurden auf das Vorkommen Stx-spezifischer Antikdérper
am Tag O vor der Inokulation und am letzten Tag des Versuches (TV1: 4 dpi bzw. TVZ2:
28 dpi) untersucht.

In 24 von 30 untersuchten Serumproben konnten mittels Vero-NT Stx1-Ak am TagO
nachgewiesen werden (Abb. 35). Bei zwei Tieren ohne neutralisierende Stx1-Ak aus TV1
(Kalb 2 und 7) und bei 3 der 4 Tiere ohne neutralisierende Stx1-Ak aus TV2 (Kalb 16, 21, 26
und 27) konnten auch 4 dpi bzw. 28 dpi keine Antikorper detektiert werden. Ein Tier
(Kalb 27) aus TV2 entwickelte wéhrend des Versuches neutralisierende AntikOrper gegen
Stx1. Somit konnten am letzten Tag der Versuche bei 25 Tieren neutralisierende Stx1-Ak

nachgewiesen werden.

In keiner der 60 Serumproben von Tag 0 vor der Inokulation und vom letzten Tag des
Versuches (TV1: 4 dpi, TV2: 28 dpi) konnten Stx2-spezifische neutralisierende Antikorper
(Stx2-Ak) nachgewiesen werden (Abb. 36).

Die Probe von Kalb 3 4 dpi zeigte im VeroNT sowohl im toxinhaltigen wie auch im
toxinfreien Dreifachansatz ein stark verringertes Wachstum der Zellen &hnlich dem der

Positivkontrolle.
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Tiernummer

6 2I5 5I0 73 100 (I) 2‘5 SIO 715 160
relative Zellaktivitit [%] relative Zellaktivitit [%]
Abb. 35: Stx1-spezifische Antikorper im Vero-NT A: zum Zeitpunkt der ersten

Probenentnahme (0 dpi), B: zum Zeitpunkt der letzten Probenentnahme (4 dpi
(Tier 1 —15) und 28 dpi (grau hinterlegt; Tier 16 - 30)). gruin: Tiere inokuliert
mit Stamm 123, blau: mit Stamm 86-24 Nal, rot: mit Stamm LB226692,
-: Antiserum mit definiert negativem Antikdrperstatus (131C0006),
+: Antiserum mit definiert positivem Antikdrperstatus (12E0097),
n.t. = nicht testbar
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Tiernummer

Tiernummer

25 50 75 100 0 25 50 75 100
relative Zellaktivitit [%] relative Zellaktivitit [%)]

Stx2-spezifische Antikoérper im Vero-NT A: zum Zeitpunkt der ersten
Probenentnahme (0 dpi), B: zum Zeitpunkt der letzten Probenentnahme (4 dpi
(Tier 1 —15) und 28 dpi (grau hinterlegt; Tier 16 - 30)). grtin: Tiere inokuliert
mit Stamm 123, blau: mit Stamm 86-24 Nal, rot: mit Stamm LB226692,

-. Antiserum mit definiert negativem Antikorperstatus (131C0006),

+: Antiserum mit definiert positivem Antikorperstatus (12E0097),

n.t. = nicht testbar
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7 Diskussion

Die genetischen und phénotypischen Eigenschaften des humanpathogenen und besonders
virulenten STEC/EAEC-Stammes des Serotyps O104:H4 stellten 2011 das vorherige Ver-
stdndnis der Infektionsbiologie von STEC/EHEC in Frage. Wéhrend Rinder das Haupt-
reservoir fiir typische STEC darstellen [12, 195, 321] konnten EAEC-Stamme bislang nicht in
der Rinderpopulation nachgewiesen werden. Es ist nicht auszuschlieBen, dass der
Ausbruchsstamm, dessen eigentliche Herkunft jenseits der Kontamination von Sprossen fir
den menschlichen Verzehr noch nicht bestimmt werden konnte, in Nutztierpopulationen
eingetragen wird. Fir eine Risikobewertung im Hinblick auf die zukiinftige Sicherheit von
Lebensmitteln ergab sich die Frage, ob der Stamm in der Lage ist, dauerhaft eine biologische

Nische im Nutztier, z.B. den Darm von Wiederkauern, zu kolonisieren.

7.1 Infektionsmodell

Fur die Untersuchungen wurde ein Infektionsmodell am FLI implementiert, wobei auf ein gut
dokumentiertes Modell von Kooperationspartnern [73] zuriickgegriffen wurde. In einem
ersten Teilversuch (TV1), durchgefiihrt in zwei unabhangigen Durchgéangen, wurde Uber eine
Versuchsdauer von 4 Tagen die Quantitat und der Verlauf der fakalen Ausscheidung unter-
sucht. Die kurze Versuchsdauer ermdéglichte die Betrachtung von Wirt-Erreger-Interaktionen
in der Phase der Infektion, in der eine hohe Erregerzahl fakal ausgeschieden wird und mit
grolRer Wahrscheinlichkeit Bakterienzellen des positiven Kontrollstammes 86-24 Nal
adhérierend an die Mukosa nachgewiesen werden kénnen. Eine enge Adhé&sion der STEC an
die Mukosa ist essentiell fiir eine Persistenz der Stdamme im bovinen Intestinum [63, 272, 284,
305]. Nach erfolgreichem Nachweis des Ausbruchsstammes im ersten Teilversuch wurden im
TV2 die Dauer der Ausscheidung und die Entwicklung einer Immunantwort tber einen
Zeitraum von 28 Tagen dokumentiert.

Bei den verwendeten Tieren handelte es sich um ca. 100 Tage alte, konventionell aufgezogene
Kélber. Sie wurden noch im Herkunftsbetrieb auf eine raufaserreiche Futterung umgestellt
und wiesen altersgerecht entwickelte Vormagen auf. Abgesetzte Kalber scheiden STEC meist
in hoheren Raten als adulte Rinder aus [60, 90, 92, 268, 330] und stellen somit ein hohes
Gefahrenpotential fir die Verbreitung von STEC in der Rinderpopulation dar. Da Kalber
dieses Alters unter konventionellen Haltungsbedingungen freilaufend in Gruppen gehalten
werden, wurde diese Art der Aufstallung auch fur diesen Versuch gewahit.

Vor Versuchsbeginn wurde sichergestellt, dass die Kalber nicht bereits groRe Mengen

resistenter coliformer Keime mit dem Kot ausschieden, die die spatere Quantifizierung der
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Inokulationsstdmme auf Selektivnahrbdden mit Antibiotikumzusatz erschwert hatten. Fir die
Quantifizierung wurden verschiedene Medien mit unterschiedlichem Antibiotikumgehalt
getestet. Es wurden schlieBlich Medien ausgewahlt, die trotz mdglichst hoher Selektivitat das
Wachstum der Stdimme nicht beeintrachtigten. Bei der Voruntersuchung war zu beobachten,
dass die Menge an resistenten coliformen Keimen mit der Dauer der ungekuhlten Lagerung
der Kotprobe bis zur weiteren Bearbeitung, z.B. im Herkunftsbetrieb der Tiere oder wahrend
des Transportes, zunahm. Dies dirfte darauf zurlickzufiihren sein, dass E. coli sich in einer
frischen Kotprobe bei ungekuhlter Lagerung tber einen sehr langen Zeitraum vermehren
kdnnen [199, 277]. Da es nicht gelang eine ausreichende Anzahl an Kélbern zu identifizieren,
die keine coliformen Keime mit der gleichen Resistenz wie die Inokulationsstimme
ausschieden, wurden die Kalber zumindest so in die entsprechende Inokulationsgruppe
eingeteilt, dass sie zu jedem Zeitpunkt der Vortestung nur sehr wenige Keime mit Wachstum
auf dem entsprechenden Selektivndhrmedium aufwiesen. Die dann wahrend der Versuche
gewonnenen Kotproben wurden fur die Quantifizierung der Ausscheidung noch am Tag der
Probenentnahme weiterverarbeitet.

Die Inokulation erfolgte wie in mehreren Studien beschrieben intraruminal [72-74]. Vor der
Inokulation wurde den Kalbern fir 48 h das Futter entzogen, um die Empfindlichkeit
gegenuber den Inokulationsstdmmen bzw. deren Ausscheidungsrate zu erhéhen [72, 244]. Die
Kalber wurden mit einer Dosis von 10™ KbE inokuliert. Mit dieser Keimzahl ist bei
klassischen STEC eine Kolonisation aller Versuchstiere erreichbar [66, 74, 118, 271].

Eine Versuchsgruppe wurde als Negativkontrolle mit dem Stamm 123 inokuliert. Dieser aus
Schweinen isolierte E. coli-Stamm weist keine bekannten Virulenzfaktoren auf und wurde
bereits in mehreren Infektionsversuchen mit Kalbern auf sein Ausscheidungsverhalten
untersucht [74, 75, 118]. Die Ausscheidungskurven geben keinen Hinweis auf eine
Kolonisation und Proliferation dieses kommensalen Stammes im Rinderdarm. Auf den
Einsatz eines EAEC-Stammes ohne Stx-Bildungsvermdgen als Negativkontrolle wurde
verzichtet, da bisher noch zu wenig zum Kolonisationsverhalten von EAEC im Rinderdarm
bekannt ist. Als Positivkontrolle wurde der Stamm 86-24 Nal eingesetzt, dessen
Kolonisationsverhalten im verwendeten Modell bereits intensiv erforscht wurde [74, 118,
253]. Hohe und Dauer der Ausscheidung von Stamm 123 und Stamm 86-24 Nal in unseren
Versuchen waren mit den Ergebnissen vorangegangener Versuche [74, 118] vergleichbar.
Waéhrend Kalber, inokuliert mit Stamm 123, im Mittel einen stetigen Abfall in der
Ausscheidung zeigten, zeigten Kalber, die mit Stamm 86-24 Nal inokuliert wurden, eine

intermittierende Ausscheidung. Dies konnte auch in Feldstudien oder anderen Infektions-
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versuchen immer wieder nachgewiesen werden und wurde auf einen zwischenzeitlichen
Abfall der Keimzahl unter die Nachweisgrenze, eine tatsachliche intermittierende Aus-
scheidung oder eine standige Reinfektion durch den Kontakt zu anderen Tieren zuriickgefthrt
[97, 140]. Die Kalber zeigten unabhdngig vom Inokulationsstamm eine hohe Variation
innerhalb der Inokulationsgruppe in der Hohe und Dauer der fékalen Ausscheidung. Es wird
vermutet, dass eine unterschiedliche Empféanglichkeit einzelner Tiere dazu fihrt, dass neben
Tieren, die STEC nur Uber kurze Zeit oder in geringen Mengen ausscheiden, auch sogenannte
., supershedder* auftreten, die den Erreger meist intermittierend ber einen sehr langen
Zeitraum ausscheiden [45, 66, 74, 214].

Der Stamm 86-24 Nal loste bei allen Tieren das beschriebene histologische Bild der A/E-
Lé&sionen aus [74, 285]. Als bevorzugte Kolonisationsorte konnten auch in unseren Versuchen
die rectoanal junction (RAJ) und die lleozékalklappe (ICE) [72, 74, 214, 216] identifiziert
werden. Die Enterozyten der Rektumschleimhaut waren hdaufiger besiedelt als das
verhornende Plattenepithel des Analkanals. An den Adhdsionsstellen waren meist Mikro-
kolonien des Stammes 86-24 Nal zu finden. Ein Nachweis positiv markierter adharierender
Bakterien gelang ab einer Keimzahl von 8,10 x 10° KbE/g Darmgewebe. Durch Auswahl der
Kontrollstimme war es moéglich den Stamm LB226692 mit einem nicht kolonisierenden,
kommensalen E. coli (Stamm 123) und einem gut an das Rind adaptierten, klassischen STEC
(Stamm 86-24 Nal) zu vergleichen und somit Ruckschlisse auf sein Kolonisationsverhalten

Zu ziehen.

Krankheitserscheinungen durch STEC-Infektionen wie Durchfall sind beim Rind selten und
treten auch bei experimentellen Infektionen nur in wenigen Fallen und vor allem bei sehr
jungen oder immunsupprimierten Kélbern auf [75, 107, 201, 264, 283]. Bei dem neuartigen
Stamm LB226692, fur den bisher nur ein humanes Reservoir nachgewiesen wurde [151], war
ein schwerwiegender Krankheitsverlauf unwahrscheinlich, da bisher weder inapparente noch
klinisch manifeste Infektionen von Rindern mit typischen EAEC bekannt sind [53, 321].
Einige Kélber entwickelten zwar nach der Inokulation oder sporadisch im Versuchsverlauf
Durchfall. Dieser trat aber in allen Inokulationsgruppen einschlief3lich der Negativkontrolle
auf. Bei den Tieren, welche mit Stamm 123 oder dem Ausbruchstamm LB226692 inokuliert
wurden, konnte keine Korrelation zwischen der jeweils ausgeschiedenen Keimzahl und der
Kotkonsistenz festgestellt werden. Der Durchfall kénnte auf die Endotoxinabsorption nach
der massiven Gabe von gramnegativen Bakterien zurlickzufiihren sein [45], aber auch ein
Zusammenhang mit dem 48 h dauernden Futterentzug ist nicht auszuschlielen. Haufig kommt

es bei augenscheinlich gesunden Kélbern dieses Alters auch zu spontaner transienter Diarrhoe
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[66]. Somit hat der Ausbruchstamm keine Auswirkungen auf das Allgemeinbefinden
gesunder Kélber. Die schwache Korrelation zwischen der ausgeschiedenen Keimzahl von
Stamm 86-24 Nal und der Kotkonsistenz konnte auf eine Beteiligung dieser klassischen

STEC am Durchfallgeschehen hindeuten.

In der parasitologischen Voruntersuchung konnte bei den Kélbern ein Nematoden- und
Kokzidienbefall nachgewiesen werden. Die Kombination eines bestehenden Parasitenbefalls
mit der Inokulation von Bakterien konnte sich beglnstigend auf die Entwicklung von
Symptomen wie z.B. Durchfall ausgewirkt haben [72]. Als weiteren Nebenbefund zeigten alle
Kélber mindestens an einem Untersuchungszeitpunkt Husten und/oder Nasenausfluss,
einzelne Tiere sogar Uber den kompletten Versuchszeitraum. Bei der Sektion und histo-
logischen Untersuchung konnten sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch hochgradige
Verénderungen an der Lunge festgestellt werden, die dem Bild einer enzootischen Broncho-
pneumonie entsprachen. Dieser Befund wurde bei ausgewéhlten Kalbern auch bakteriologisch
bestatigt. Mit fortschreitender Infektion kam es bei einigen Kalbern zur Einbeziehung der
umliegenden Strukturen und Ausbildung einer fibrindsen Pleuritis und Nischenperikarditis. Es
handelte sich grofitenteils um chronische Veranderungen mit fortschreitender Abheilung und
nicht um ein paralleles akutes Infektionsgeschehen. Auswirkungen dieser Koinfektionen auf
das Versuchsgeschehen konnen nicht ausgeschlossen werden, entsprechen jedoch den
Bedingungen einer konventionellen Tierhaltung. Das Auftreten dieser Verdnderungen bei
allen Versuchsgruppen erlaubte trotzdem einen Vergleich der Infektionsdynamiken zwischen

den Inokulationsstammen.

7.2 Ergebnisse der experimentellen Infektion

Entscheidend fir die Frage, ob der Stamm LB226692 tatsédchlich im Rind kolonisieren kann,
ist die Definition des Begriffes Kolonisation. Dieser wird bei verschiedenen Autoren sehr
unterschiedlich verwendet. So ist bei einigen Autoren eine hohere fakale Ausscheidung des
entsprechenden Stammes verglichen mit einem kommensalen E. coli das ausschlaggebende
Kriterium [72, 305]. Auch wird bei der Ausscheidung von Keimzahlen, die auf eine Pro-
liferation des Inokulationsstammes schlieBen lassen, von einer moglichen Kolonisation ge-
sprochen [73, 140]. In unseren Versuchen gelang es nicht nur, die Kalber in mehreren Teil-
versuchen erfolgreich mit dem E. coli-Stamm LB226692 zu infizieren, er war im Mittel auch
in hoheren Keimzahlen als der kommensale E. coli-Stamm 123 nachweisbar. Zu Beginn des

Versuchszeitraumes konnten ahnliche Keimzahlen wie bei Stamm 86-24 Nal nachgewiesen
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werden, doch mit andauernder Infektion zeigte sich ein stetiger Abfall der Keimzahlen und
somit eine geringere Ausscheidung als bei dem klassischen STEC-Stamm. Neben der Hohe ist
die Dauer der Ausscheidung ein weiteres wichtiges Kriterium, wobei je nach Autor eine
Ausscheidung von wenigen Tagen [74, 305] bis mehreren Wochen [140, 271] als Indiz fur
eine Kolonisation angesehen wird. Als Ansatzpunkt, ob es sich um eine reine Passage des
Inokulums oder eine Proliferation des Erregers im Intestinum handelt, kann auf die
experimentell ermittelte Magen-Darm-Passagezeit unterschiedlicher sich nicht vermehrender
Partikel bei laktierenden Kuhen von bis zu 60 h [5, 123] zurlckgegriffen werden. Jedoch kann
nach Meinung einiger Autoren auch bei einer Ausscheidungszeit von mehreren Tagen bis zu
einer Woche nicht sicher ausgeschlossen werden, dass es sich nicht nur um Replikate aus dem
Darmlumen handelt, die nicht auf eine stabile Assoziation zwischen der Mukosa und dem
Bakterium zurtckzufiihren sind [271]. Der Stamm LB226692 wurde von allen Kalbern tber
einen Zeitraum von mindestens 3 Tagen im Kot ausgeschieden. Er konnte im TV2 (ber einen
weitaus langeren Zeitraum als der Stamm 123 detektiert werden Die Kalber zeigten, wie auch
die Kélber inokuliert mit Stamm 123 und Stamm 86-24 Nal, eine hohe Variation innerhalb der
Inokulationsgruppe in der Dauer der fékalen Ausscheidung. Bei einem Tier gelang der
Nachweis des Stammes LB226692 bis ins letzte Drittel des TV2. Folgt man den in der
Literatur aufgefiihrten Kriterien, lasst sowohl die Hohe als auch die Dauer der Ausscheidung
auf eine Kolonisation des Stammes LB226692 im bovinen Intestinum schlieRBen.

Diese Schlussfolgerung wird durch bakteriologische und histologische Befunde am Darm-
gewebe unterstitzt. In einigen Studien wird fur die Definition des Begriffes Kolonisation auch
das Vorhandensein einer bestimmten Keimmenge am Darmgewebe zum Zeitpunkt der
Sektion herangezogen [73, 74]. Auch in unseren Versuchen konnte der kulturell-bakterio-
logische Nachweis des Stammes LB226692 in entsprechender Zahl an verschiedenen Darm-
lokalisationen 4 dpi erbracht werden. Bakterien konnten vor allem in den Gewebeproben am
Ubergang zum und im Dickdarm nachgewiesen werden. Wahrend der Stamm im Dunndarm
nur vereinzelt detektierbar war, war er im Dickdarm bei der gleichen Anzahl an Tieren und in
einer ahnlichen Keimzahl wie der Stamm 86-24 Nal nachweisbar. Auch war der Ausbruch-
stamm bei mehr Tieren und in hoheren Zahlen als der Stamm 123 nachweisbar. Dies spricht
dafur, dass der Ausbruchstamm besser als der kommensale Stamm 123 an den einzelnen
Darmlokalisationen haften kann. Wie fiir klassische STEC [49, 102] scheint der Dickdarm
inklusive der RAJ auch die bevorzugte Darmlokalisation fiir den Stamm LB226692 zu sein.
Nach einer Versuchsdauer von 28 Tagen war der Ausbruchstamm an keiner der untersuchten
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Darmlokalisationen mehr kulturell-bakteriologisch nachweisbar. Einzig der Stamm 86-24 Nal

konnte zu diesem Zeitpunkt an einigen Darmlokalisationen nachgewiesen werden.

Als weiteres Merkmal einer erfolgreichen Kolonisation der Darmschleimhaut werden die fur
die meisten STEC typischen A/E-Ldasionen aufgefiihrt [45, 73, 74], da eine enge Adhé&sion der
STEC an die Mukosa essentiell fiir eine Persistenz der Stdmme im bovinen Intestinum ist [63,
272, 284, 305]. Auch der Ausbruchstamm ist mit Adharenzfaktoren ausgestattet, die eine enge
Anheftung an Darmepithelzellen in Form einer aggregativen Adharenz erlauben [28, 299].
Der Nachweis adhé&rierender Bakterien gestaltete sich in unseren Untersuchungen insgesamt
schwierig. Auch in anderen Studien war ein Nachweis von durch STEC verursachten
A/E-Lasionen nicht immer moglich. Dies wurde entweder auf eine zu niedrige Keimzahl an
der entsprechenden Lokalisation (< 10° KbE/g Gewebe) [66, 72] oder auf einen zu spéten
Sektionszeitpunkt (13 - 32 dpi) [45, 111, 331] zurlckgefihrt. In der histologischen Unter-
suchung konnten an das Darmepithel adh&rierende Erreger des Stammes LB226692 4 dpi bei
einem der 5 inokulierten Kalber gefunden werden. Bei diesem Kalb Iésten sich im Analkanal
Hornschuppen vom Epithel ab. In diesem Bereich waren zahlreiche positiv markierte
Bakterien an den abgeldsten Hornschuppen und auch einzelne Erreger an der Epithel-
oberflache zu finden. Der Nachweis spezifisch markierter adharierender Bakterien gelang bei
einer Keimzahl des Stammes LB226692 von 3,20 x 10* KbE/g Darmgewebe an dieser
Lokalisation. Sowohl bei Stamm 86-24 Nal als auch bei Stamm LB226692 ging ein positiver
immunhistologischer Nachweis immer mit einem positivem Nachweis des entsprechenden
Stammes in der bakteriologischen Untersuchung einher und erfolgte im Mittel bei einer
Keimzahl von 1,14 x 10" KbE/g Darmgewebe. Ein positiver bakteriologischer Nachweis
fihrte in 23 % (Stamm 86-24 Nal) bzw. 3 % (Stamm LB226692) der Félle auch zu einem
positivem immunhistologischen Nachweis. Es ist davon auszugehen, dass wie bereits von
anderen Autoren vermutet [72], ein fehlender Nachweis von adhédrenten Bakterien an einigen
Lokalisationen eher auf die stark fokale Verteilung als auf ein generelles Unvermégen des
Stammes zur Adhésion bei der untersuchten Tierspezies zurtickzufiihren ist.

Die bakteriologischen und histologischen Befunde am Darmgewebe sprechen, erganzend zu
den Ausscheidungskurven, fiir eine Kolonisation des E. coli-Stammes LB226692 im bovinen
Intestinum. Dabei deuten jedoch die negativen bakteriologischen Befunde 28 dpi sowie die
geringere Nachweisrate von adhdrierenden Bakterien auf eine schlechtere Adaption des

Stammes an Rinder im Vergleich zu Stamm 86-24 Nal hin.
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Aufféllig war die bakteriologische Detektion des Stammes LB226692 4 dpi im Pansen- und
Labmageninhalt. Auch Stamm 123 und Stamm 86-24 Nal konnten in vergleichbaren Keim-
zahlen, jedoch bei weniger Einzeltieren im Panseninhalt nachgewiesen werden. Fir klassische
STEC wurden die Vormagen als primarer Kolonisationsort beschrieben [45, 111, 331], bis
dies durch andere Studien widerlegt wurde [49, 102]. Dennoch konnten auch in neueren
Studien klassische STEC in niedrigen Keimzahlen bis zu 16 dpi in den Vormagen
nachgewiesen werden [49, 102]. Als Erklarung fiir frei im Panseninhalt vorhandene Bakterien
der Inokulationssttmme kommt eine stdndige Reinfektion der Tiere durch Tier-zu-Tier-
Kontakt oder durch die kontaminierte Stallumgebung in Betracht. Da die Kalber freilaufend in
Gruppen gehalten wurden, kann eine Reinfektion einzelner Kélber innerhalb der Versuchs-
gruppen durch infizierte Kalber der gleichen Gruppe nicht ausgeschlossen werden. Weiterhin
besteht die Mdglichkeit, dass der Stamm LB226692 und der Stamm 86-24 Nal tatsachlich die
kutane Pansenschleimhaut kolonisieren konnen. Dies konnte jedoch in friheren Studien fur
klassische STEC nicht nachgewiesen werden [45]. In der vorliegenden Studie erfolgte keine
immunbhistologische Untersuchung des Pansenepithels. Mdglich ist dennoch, dass der Futter-
entzug vor der Inokulation oder eine Vorschadigung des Epithels die Ansiedlung des Erregers
beglinstigten. Bei den 3 mit dem Stamm LB226692 inokulierten Tieren mit positivem
bakteriologischem Befund im Panseninhalt konnten histologisch intrakorneale Mikroabszesse
sowie Para- bzw. Hyperkeratosen der obersten Hornschicht im Pansen nachgewiesen werden.
SchlieBlich ist auch ein langerer Verbleib dieser Bakterien im Pansen als bisher angenommen
nicht unwahrscheinlich, da auch der negative Kontrollstamm 4 dpi noch im Panseninhalt
nachweisbar war. In den beiden letztgenannten Szenarien kénnte der Pansen die Funktion
eines Reservoirs haben und somit als Quelle einer standigen Reinfektion der nachfolgenden
Darmabschnitte dienen. Dies konnte auch den Nachweis des Stammes LB226692 im
Labmageninhalt 4 dpi erklaren, wo eine erhéhte S&ureresistenz des Ausbruchstammes [184]
zu einer unbeschadeten Passage des Labmagens geflhrt haben kénnte.

Des Weiteren gelang der bakteriologische Nachweis des Stammes LB226692 aus dem Inhalt
der Gallenblase. Bereits fir klassische STEC wurde die Gallenblase als mdgliche Nische und
Lokalisation fir eine persistierende Infektion beschrieben [74, 285], der Nachweis gelang
jedoch nur bei Dexamethason-behandelten Kélbern. Dies kénnte der Grund sein, warum in
unseren Versuchen der Stamm 86-24 Nal nicht in der Gallenblase nachgewiesen wurde. Bei
den zwei mit Stamm LB226692 inokulierten Tieren mit positivem bakteriologischem
Nachweis in der Galle wurden auch in der histologischen Untersuchung markierte Strukturen

an der Schleimhaut der Gallenblase entdeckt, die jedoch nicht eindeutig dem Ausbruchstamm
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zuzuordnen waren oder deren Interaktionen mit den Epithelzellen nicht zweifelsfrei geklart
werden konnten. Fir klassische STEC wurde ein Zusammenhang zwischen der Hohe der
fakalen Ausscheidung und dem Nachweis von adhérenten Bakterien in der Gallenblase
beschrieben [74]. Auch in der vorliegenden Studie waren die histologischen Befunde in der
Gallenblase bei zwei Kalbern an einen hohen bakteriellen Nachweis im Inhalt des Rektums
gekniipft (> 10" KbE/g Probe). Die Gallenblase konnte somit eine weitere Nische fiir den
Stamm LB226692 darstellen und zu einer prolongierten und/oder intermittierenden
Ausscheidung des Erregers flhren.

Der Stamm LB226692 wurde bei einem Tier bakteriologisch auch in der Tonsille nachge-
wiesen. Ebenso gelang bei einem Tier, inokuliert mit Stamm 86-24 Nal, der Nachweis aus
Tonsillargewebe. Der Nachweis klassischer STEC an dieser Lokalisation war bisher selten
[66, 85, 313], allerdings war diese Lokalisation auch selten Gegenstand der Untersuchungen.
Es ist unklar, ob es sich hierbei um eine Adhérenz der Bakterien an das Gewebe handelt oder
um eine transiente oberflachliche Kontamination durch die Inokulation (bei oraler Gabe),
Aufnahme von kontaminiertem Material wahrend des Versuches oder durch den Prozess des
Wiederk&auens [66]. Der komplexe Aufbau der bovinen Tonsillen ermdglicht vielen Bakterien
die Kolonisation auch ohne eine echte Anheftung an das Epithel [85]. Begunstigend scheinen
sich dabei die histologisch festgestellten entziindlichen Veranderungen der Tonsille auszu-
wirken. Bei dem mit dem Stamm LB226692 inokuliertem Tier mit positivem bakterio-
logischem Befund konnten auch in der histologischen Untersuchung spezifisch markierte
Bakterien im Nekrosebereich einer Tonsillarkrypte (Kryptabszess) nachgewiesen werden. Sie
befanden sich dabei in enger Nachbarschaft zu eingestromten Granulozyten. Die Tonsille
kdnnte also auch eine biologische Nische fiir den Ausbruchstamm darstellen. Eine stéandige
Reinfektion des GIT oder die orale Ubertragung auf andere Tiere ist nicht auszuschlieBen.
Wie die Kontrollstamme konnte der Stamm LB226692 weder in Lymphknoten (Lnn.
jejunalis, Lnn. cecalis) noch in der Leber der Tiere nachgewiesen werden. Bei STEC wie auch
bei EAEC wurde zwar immer wieder Uber eine gewisse Invasivitét in vitro berichtet [19, 222],
es gibt jedoch keinerlei Hinweise darauf, dass diese E. coli-Pathotypen in vivo tatséchlich
invasiv sind [115, 182, 209, 210]. Der gelegentliche Nachweis von STEC aus Lymphknoten
in anderen Infektionsversuchen wurde von den Autoren auf eine Kontamination bei der
Sektion zurtickgefuhrt [313].

Es zeigte sich also, dass der Stamm LB226692 neben der Kolonisation der Darmschleimhaut
auch andere Lokalisationen des GIT als biologische Nische nutzen kdnnte. Ob es sich dabeli
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um eine tatséchliche Adhdrenz an das jeweilige Epithel oder aber um einen transienten
Verbleib an der jeweiligen Lokalisation handelt, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden.

Auffallig ist die Form der Adhérenz des Ausbruchstammes, die sich vom Stamm 86-24 Nal
unterscheidet. Da ihm der klassische Adh&sionsfaktor der STEC — das Intimin — fehlt [28],
bildet er keine A/E-Lasionen aus. Dabei weil3t der Ausbruchstamm jedoch auch nicht die fir
EAEC typische [206] und in Zellkulturen fir den Ausbruchstamm nachgewiesene [28, 299]
aggregative Adharenz (AA) auf. Die adharierenden Bakterien bildeten in unseren Versuchen
keine Kolonien, sondern lagen einzeln. Dies konnte ein erster Hinweis darauf sein, dass das
pAA-Plasmid und somit die Ausbildung von AAF/I und Dispersin unter der Regulation von
AggR nicht an der Adharenz im Rinderdarm beteiligt sind. Ahnliche Erkenntnisse lieferte
bereits ein Kaninchenmodell wo ein Fehlen des pAA-Plasmides weder auf die Kolonisation
des Darmes, noch auf die Entwicklung von Krankheitssymptomen oder von histologischen
Veranderungen Auswirkungen hatte [203]. Ob weitere Adhdsionsfaktoren wie das Iha fir
diese Form der Adhérenz verantwortlich sind, kann zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert
werden. Thnen wird jedoch auch bei humanen Infektionen eine gewisse Beteiligung an der
gesteigerten Adhadrenz des Ausbruchstammes an das humane Kolonepithel und somit dem
besonders schweren Krankheitsverlauf nachgesagt [151]. Des Weiteren wurde das Iha auch
bei anderen STEC-Stdmmen ohne eae-Gen nachgewiesen [184, 291]. Aufgrund der
besonderen Form der Adhérenz des Ausbruchstammes, insbesonders der isolierten Lage der
Bakterien, konnten markierten Strukturen nicht immer eindeutig dem Stamm LB226692
zugeordnet bzw. eine tatsdchliche Adharenz an die Epithelzellen nicht zweifelsfrei geklart
werden, z.B. an den Peyer-Platten des Jejunums (JPP) und des lleums (IPP) sowie an der
Zakum-Schleimhaut. Klassische O157-STEC zeigten im Tiermodell immer wieder eine hohe
Affinitdt zum Lymphfollikel-assoziierten Epithel an der RAJ, wéhrend sie in anderen
Abschnitten des GALT, wie den Peyer-Platten, nicht nachgewiesen werden konnten [172,
214]. Bei in vitro-Versuchen mit humanen Gewebeproben erfolgte die initiale Adhésion von
0157:H7-STEC jedoch ausschlielich an das Follikel-assoziierte Epithel der Peyer-Platten
[233], und auch andere bakterielle Erreger préaferieren die Peyer-Platten flr eine initiale
Anheftung [133]. Teilweise handelt es sich dabei um spezifische Bindungen [14, 59, 309]. Bei
0157:H7-STEC wird eine spezifische Bindung des y1 Intimin an die B1-Integrine der M-
Zellen der Peyer-Platten vermutet [86, 232, 233]. Da der Ausbruchstamm kein Intimin besitzt,
kénnten andere Adhdasionsfaktoren fur die Befunde an den JPP und IPP verantwortlich sein.
Allerdings kann auch eine unspezifische Bindung einzelner Bakterien nicht ausgeschlossen

werden.
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Der Stamm LB226692 war vor allem auf der kutanen Schleimhaut des Rektums zu finden,
nicht jedoch im Bereich der Drisenschleimhaut. Studien zur Persistenz klassischer O157-
STEC an der RAJ konzentrierten sich oft auf die Besiedlung der Enterozyten der Rektum-
schleimhaut [214]. Aber auch am verhornenden Plattenepithel des Analkanals wurden in vivo
und in vitro adhdrierende O157-STEC beschrieben [74, 162, 236]. Wahrend in vivo-
Untersuchungen AJ/E-dhnliche Lé&sionen an der kutanen Schleimhaut aufzeigten [236],
konnten invitro unterschiedliche Mechanismen der Adhdrenz an die verschiedenen
Epitheltypen nachgewiesen werden. Wahrend am Follikel-assoziierten hochprismatischen
Epithel des Rektums umschriebene Mikrokolonien zu finden sind, adharieren die Bakterien an
der kutanen Schleimhaut des Rektums diffus [162]. Dies entspricht dem oben aufgefihrten
Bild der Adhédrenz des Ausbruchstammes an die kutane Schleimhaut. Der LEE, welcher flr
die Kolonisation der Driisenschleimhaut eine essentielle Rolle spielt [214, 215], scheint nicht
an der Adhérenz des Erregers an der kutanen Schleimhaut beteiligt zu sein [163]. Das outer
membrane protein A (OmpA), aber auch das Iha werden als Adhdasionsfaktoren diskutiert
[165]. Obwohl diese Gene auch beim Ausbruchstamm nachgewiesen werden konnten [44,
184], kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht gesagt werden, ob sie fiir die Anheftung an das
Epithel ebenfalls eine Rolle spielen oder ob sich die Mechanismen grundlegend unter-
scheiden. Ebenfalls fraglich ist in dem Zusammenhang, ob der Ausbruchstamm nicht auch an
anderen GIT-Lokalisationen mit kutaner Schleimhaut, wie z.B. dem Pansen, kolonisieren
kann. In der vorliegenden Studie kann dazu jedoch keine Aussage getroffen werden, da keine
immunhistologische Untersuchung dieser Lokalisationen erfolgte. Neben einem gewissen
Gewebetropismus fiir kutane Schleimhaut zeigte sich jedoch auch eine Praferenz der
Bakterien des Ausbruchstammes fir beschadigte Mukosa. Vielfach sind spezifisch markierte
Erreger des Stammes LB226692 in unseren Untersuchungen frei an vorgeschadigten
Lokalisationen des Darmgewebes, z.B. in ulzerativen Verdnderungen mit massivem Einstrom
von polymorphkernigen Leukozyten (PMN), zu finden. Moglich ist, dass Erreger des
Stammes LB226692 auslosendes Agens fur den massiven Einstrom an PMN sind. Beim
Menschen ist bekannt, dass EAEC zu einer milden Entziindungsantwort mit Odembildung
und mononukleérer Infiltration in der Submukosa fiihren [308]. Auch klassische STEC
induzieren eine Transmigration von PMN durch das intestinale Epithel sowie eine vermehrte
Sekretion von IL-8 [127]. Auch Koinfektionen mit anderen Darmerregern konnte eine
Bedeutung in diesem Geschehen zukommen. In unseren Untersuchungen konnten bei den
Kalbern nicht nur verschiedene Darmparasiten nachgewiesen werden, mittels PCR wurden

vor der Inokulation auch Stx-Gene im Kot der Kalber festgestellt. Da Stx-Gene nahezu
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ausschlie3lich bei STEC anzutreffen sind [145, 210], kann der Nachweis von stx in Kotproben
mit der Ausscheidung von STEC gleichgesetzt werden. Die hohe Pravalenz von STEC bei
den Versuchstieren vor Versuchsbeginn entspricht den in der Literatur gemachten Angaben
[33, 34, 97, 316]. In der Hamalaun-Eosin-(HE-)Farbung konnten 4 dpi Epithel-assoziierte
Bakterien histologisch nachgewiesen werden, die sich jedoch in den meisten Féllen in der
Immunbhistologie nicht spezifisch anfarbten. Dieser Befund deutet auf eine Koinfektion mit
anderen sich an die Darmschleimhaut adh&rierenden Mikroorganismen hin, wobei andere
STEC-Stamme nicht auszuschlieflen sind. Haufig wurde dies auch in anderen Studien
beobachtet [45, 73]. Eine Interaktion zwischen den bereits vorhandenen STEC und den
Inokulationsstdammen ist genauso wenig wie eine Interaktion mit anderen Darmbakterien
auszuschlief’en und muss bei der Deutung der Ergebnisse berticksichtigt werden. Neben dem
positiven Effekt anderer Mikroorganismen auf eine Kolonisation des Ausbruchstammes z.B.
durch Schaffung von prédisponierten Stellen, kommt jedoch auch ein hemmender Effekt in
Betracht. In einigen Studien konnte z.B. der inhibitorische Effekt des probiotischen E. coli
Nissle 1917 auf den Ausbruchstamm nachgewiesen werden [194, 250] und auch bei
Infektionen mit klassischen STEC zeigten sich immer wieder inhibitorische Effekte anderer
Bakterien [224, 331]. Da der Ausbruchstamm bereits vorhandene Schédigungen des Epithels
und Ansammlungen von PMN als biologische Nische zu nutzen scheint, hangt die Bedeutung
des Rindes als mogliches Reservoir fur diesen neuartigen E. coli-Stamm auch von
Vorerkrankungen und Koinfektionen ab. Dies entspricht jedoch den in landwirtschaftlichen
Betrieben herrschenden Bedingungen, wahrend die Verwendung von spezifisch pathogen-
freien Tieren bzw. in experimentellen Haltungsbedingungen gezogenen Tieren ohne Begleit-

infektionen zu falschen Schlussfolgerungen Anlass geben kénnte.

Zur Uberprifung einer Immunantwort wurden Serumproben der Kalber auf das
Vorhandensein von Stx-spezifischen Antikorpern im Verozell-Neutralisationstest (Vero-NT)
untersucht. Bei 24 von 30 Tieren konnten vor der Inokulation neutralisierende Stx1-
spezifische Serumantikorper (Stx1-Ak) nachgewiesen werden. Dies entspricht Angaben in der
Literatur, wonach Stx1-Ak bei Rindern relativ hdufig nachweisbar sind [42, 90, 137, 235].
Erstaunlich ist die hohe Pravalenz an Stx1-Ak-positiven Kéalbern jedoch im Hinblick auf das
Alter der Tiere, da in einer Verlaufsstudie die meisten der Tiere erst ab einem Alter von ca.
einem halben Jahr Stx1-Ak bildeten [90]. Auch die Ergebnisse der bakteriologischen
Vortestung sprechen dafir, dass sich einige der Kélber bereits vor der Inokulation mit STEC
auseinander gesetzt haben. Bei 6 Tieren konnte kein Neutralisationstiter detektiert werden,

obwohl zwei dieser Tiere nachweislich stx1-Gene in den Kotproben ausschieden. Es ware
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maoglich, dass die Tiere erst kurz vor der Beprobung den ersten Kontakt zu STEC hatten und
sich somit noch keine Immunantwort entwickeln konnte. Eines der in der ersten Beprobung
negativen Tiere entwickelte Uber den Versuchsverlauf Antikorper gegen Stx1. Bei diesem
Tier konnten bereits bei der Vortestung stx1-Gene im Kot nachgewiesen werden, eine
andauernde Infektion wahrend des Versuches oder ein hoher Infektionsdruck durch eine
stdndige Reinfektion durch andere Stx1-ausscheidenden Kaélber seiner Gruppe kénnten zur
Antikorperbildung gefihrt haben. Auswirkungen des Stx1-Ak-Titers der Kalber auf die
Ausscheidung der Inokulationsstimme sind unwahrscheinlich, da es sich bei den Stdmmen
LB226692 und 86-24 Nal um Stx2-positive Stdamme handelt und Stx1-Ak nicht in der Lage
sind Stx2 zu neutralisieren [267, 287].

Bei keinem der Tiere konnten vor der Inokulation neutralisierende Stx2-spezifische
Serumantikorper (Stx2-Ak) nachgewiesen werden, obwohl bei 15 Tieren stx2-Gene im Kot
detektiert werden konnten. Dies deckt sich mit verschieden Studien Uber die niedrige
Seroprévalenz von Stx2-Ak nach nattrlichen Infektionen [42, 235]. Auch die Inokulation mit
hohen Dosen (10™ KbE) von Stx2-exprimierenden STEC fiihrte wie schon in friiheren
Studien nicht zur Bildung von neutralisierenden Antikorpern [118, 137]. Eine geringere
Immunogenitat von Stx2 verglichen mit Stx1 bei Rindern konnte als Ursache in Betracht
kommen [42, 137, 235].

7.3 Charakterisierung der LB226692-Re-Isolate

Die aus Kot- und Darminhalts- und Darmgewebeproben gewonnenen LB226692-Re-Isolate
wurden mittels Multiplex-PCR und Plasmid-Préparation weiter charakterisiert, um genetische
Veranderungen des Ausbruchstammes nach der Darmpassage aufzudecken. Dabei fiel auf,
dass mit zunehmender Versuchsdauer der prozentuale Anteil aggR-negativer Einzelkolonien
stetig zunahm und schlief3lich ab 12 dpi bei 100 % lag. Der Verlust des pAA-Plasmides ging
dabei besonders sprunghaft zwischen dem 4. und 6. dpi von ca. 40 % auf ca. 90 % aggR-
negative Kolonien vonstatten. Da die Ergebnisse der Plasmid-Praparation in allen Fallen mit
den Ergebnissen der PCR Ubereinstimmten, ist davon auszugehen, dass ein Fehlen des
Genlokus aggR mit einem vollstandigen Verlust des pAA-Plasmides einhergeht. Der
Verlustes des pAA-Plasmids mit zunehmender Infektionsdauer wurde auch bereits wahrend
des Ausbruchgeschehens 2011 beim Menschen beobachtet und fiihrte zu einer verringerten
Adharenz des Erregers an die Darmschleimhaut und somit zu einer verringerten systemischen
Absorption von Stx. Folglich wurde die Fahigkeit des Ausbruchstammes HUS zu induzieren
hierdurch reduziert [40, 328]. Da beim Rind bisher keine typischen, d.h. aggR-positiven
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EAEC nachgewiesen werden konnten, ist die Bedeutung des pAA-Plasmides fir die
Adhérenz an die bovine Schleimhaut nicht bekannt. Auswirkungen des Verlustes des pAA-
Plasmides auf die Kolonisation im Rinderdarm sind somit fraglich. Fiir die Hypothese, dass
dem pAA-Plasmid keine grofiere Bedeutung bei der Besiedlung des bovinen Intestinums
zukommt, spricht nicht nur, dass die aggR-negativen Re-lIsolate tber einen relativ langen
Zeitraum von 12 bis 24 dpi nachgewiesen werden konnten, sondern auch die fehlende

Ausbildung einer aggregativen Adhérenz an die Darmschleimhaut.

Aufgrund der Instabilitat des pAA-Plasmides, stellte sich die Frage wie stabil sich das
Extended-Spektrum Beta-Laktamase (ESBL)-Plasmid verhélt. Dafiir wurden einerseits auf
einem Nicht-ESBL-Selektivndhrmedium (Gassner-Agar) aus Kotproben angeziichtete
LB226692-Re-Isolate auf das Vorkommen des ESBL-Plasmides untersucht. Andererseits
wurden auch rfboigs-negative Isolate mit ESBL-Phénotyp aus den Kotproben isoliert und auf
das Vorkommen des ESBL-Plasmides getestet. Die Existenz des pESBL bei diesen rfboios-
negativen Isolaten hatte Hinweise auf eine erhdhte Mobilitat dieses genetischen Elements
liefern kdnnen. Bei allen rfboio4-positiven Isolaten konnte sowohl in der Multiplex-PCR eine
ESBL vom Typ CTX-M-15 und eine Beta-Laktamase des Types TEM-1, sowie in der
Plamid-Praparation ein im Molekulargewicht entsprechendes Plasmid nachgewiesen werden.
Dagegen gelang nur flr 3 rfboios-negative Isolate der Nachweis einer ESBL vom Typ CTX-
M-15 und einer Beta-Laktamase des Types TEM-1. Diese Isolate enthielten jedoch ein in der
GrolRe vom pESBL abweichendes Plasmid. Das ESBL-Plasmid stellt somit, wie im Ausbruch-
geschehen 2011 bei humanen Infektionen [310], auch bei intestinalen Infektionen des Rindes
ein relativ stabiles genetisches Element des Stammes LB226692 dar, das auch in Anwesenheit
anderer E. coli mit abweichenden ESBL-Plasmiden im gleichen Mikrobiom, nicht verloren

wird.

Im Rahmen der Multiplex-PCR-Untersuchung fiel weiterhin auf, dass 10 LB226692-Re-
Isolate zusatzlich ein astA-Gen besalien, obwohl fiir den Ausbruchstamm von 2011 kein astA-
Genlokus beschrieben wurde. astA, welches das EAST1 kodiert, wurde zuerst in EAEC
entdeckt [255], ist jedoch auch hdufig bei anderen E. coli-Pathovaren oder Bakteriengenera zu
finden [186, 256, 306]. Es kann auf einem Plasmid oder im Chromosom, in einer oder
mehreren Kopien kodiert sein. Es gibt verschiedene Varianten des EAST1. Die Lage des astA
auf Transposonen-dhnlichen Sequenzen, neben Insertionselementen oder invertierten
terminalen Sequenzwiederholungen (inverted repeats), konnte eine Ubertragung des Gens
vereinfachen [186]. Das astA-Gen konnte somit von einigen Bakterienzellen des
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Stammes LB226692 wéhrend der Tierpassage aufgenommen worden sein. Fraglich ist, ob die
Aufnahme eines zusdtzlichen Virulenzfaktors der EAEC Einfluss auf das
Kolonisationsverhalten des Stammes hat. Prinzipiell ist davon auszugehen, dass mit der
Aufnahme des Gens auch eine Expression des Zytotoxins einhergeht [256]. EAST1 wird
immer wieder mit Diarrhoe bei Kélbern in Verbindung gebracht [186]. Aufféllig ist, dass
besonders viele der astA-positiven Isolate von einem Tier stammen. Bei diesem Tier konnten
an der RAJ spezifisch markierte adhdrierende, sowie an der ICE viele spezifisch markierte
freie Bakterien nachgewiesen werden. Auffallig waren bei diesem Tier zystische
Verénderungen lymphoglanduldrer Komplexe an der ICE und eine ulzerative Proktitis. Ob
dies auf EAST1 zuruckzufihren ist, ist aufgrund der Schwere und Dauer des Bestehens der
Befunde fraglich. Moglich wére jedoch, dass die durch EAST1 verursachten Epithelschédden
eine Kolonisation des Stammes LB226692 unterstlitzen.

7.4 Fazit

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Stamm LB226692 in der Lage ist, den Darm von
Wiederkduern tber einen bestimmten Zeitraum zu kolonisieren. Wie bei klassischen STEC
hat die Infektion keine Auswirkungen auf das Allgemeinbefinden der Kalber. Der
Stamm LB226692 unterscheidet sich jedoch in der Hohe und Dauer der Ausscheidung sowie
im Adharenzmuster von klassischen STEC. Der Stamm LB226692 scheint damit nicht so gut
an das Rind adaptiert zu sein wie klassische STEC. Dennoch wird der Stamm Uber einen
Zeitraum von mehreren Wochen ausgeschieden und zeigt eine besondere Form der Adhérenz
an das bovine Intestinum. Unklar bleibt aufgrund des Versuchsaufbaus, ob der Erreger nach
dieser Zeit vollstandig aus einer Rinderpopulation getilgt wird oder ob er ber den hier
untersuchten Zeitraum hinaus intermittierend ausgeschieden wird. Der Ausbruchstamm
unterliegt wie auch andere E. coli-Stdmme einem standigen Wandel. Im Verlauf der Infektion
wurden Virulenzfaktoren wie astA aufgenommen, andere Virulenzfaktoren wie das pAA-
Plasmid gingen verloren, wahrend weitere Merkmale wie das ESBL-Plasmid erhalten blieben.
Auch wenn der Stamm bisher noch nicht in der Rinderpopulation nachgewiesen werden
konnte, sind seine genetischen Merkmale in einzelnen Rinderherden zeitgleich nachweisbar
[12, 228]. Die Neuentstehung eines solchen Stammes ist auch in Zukunft nicht aus-
geschlossen. Auch der Eintrag in die Rinderpopulation durch das Zirkulieren des Ausbruch-
stammes in der humanen Population ist mdglich. Im Hinblick auf die Ergebnisse der
vorliegenden Studie ist eine anschlieBende Verbreitung des Stammes in der Rinderpopulation
nicht unwahrscheinlich. Auch eine niedrige Ausscheidungshohe tber wenige Wochen birgt
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ein hohes Risiko fiir die (Riick-)Ubertragung auf den Menschen, da bereits eine sehr niedrige
Infektionsdosis zu einer lebensbedrohlichen Erkrankung beim Menschen fuhren kann [10,
151]. Da Rinder als Reservoir fur neuartige STEC/EAEC-Stdamme grundsétzlich in Frage
kommen, bedarf es einer Anpassung der diagnostischen Methoden fiir das Zoonose-

Monitoring, um solchen Stdimme in Zukunft schneller zu identifizieren.

7.5 Ausblick

Fur zukinftige Untersuchungen wéren einige Modifikationen im Infektionsmodell denkbar.
Fir den Ausschluss einer intermittierenden Ausscheidung oder einer stdndigen Reinfektion
der Tiere in den Versuchsgruppen miussten Langzeitstudien unter teilweise veranderten
Haltungsbedingungen (Einzelhaltung) durchgefiihrt werden. Auch der Einsatz neonataler
Kélber oder adulter Rinder kdnnte neue Erkenntnisse zur Empfanglichkeit der Tiere liefern.
Mdogliche Auswirkungen einer Infektion auf immunsupprimierte Kélber kénnten durch ein
bereits gut etabliertes Modell untersucht werden. Durch die Behandlung mit Dexamethason
wird die Kolonisation der STEC-Stamme im Gastrointestinaltrakt von Kalbern erleichtert
[74]. Das Modell imitiert Stressbelastungen, wie sie unter landwirtschaftlichen Haltungs-
bedingungen auftreten konnen, und ist hinsichtlich der Wirkung auf die Immunantwort
umfassend charakterisiert [188]. Der Einsatz spezifisch pathogenfreier Tiere konnte
Wechselwirkungen mit anderen Darmbakterien (z.B. andere STEC-Stdmme) sowie flr eine
Infektion pradisponierende Faktoren minimieren. Ein néachster Schritt zur Untersuchung des
Kolonisationsverhaltens des E. coli-Stammes LB226692 im Rinderdarm wére die
Identifizierung einzelner Kolonisationsfaktoren. Der Einsatz von stx-, pAA- oder Iha-
negativen Derivaten konnte Aufschluss Uber deren Bedeutung fir die Kolonisation geben.
Auch der Vergleich mit klassischen EAEC wére moglich. Bei der Auswertung der Versuche
sollte des Weiteren ein Augenmerk auf die besondere Form der Adhérenz des
Stammes LB226692 gelegt werden. Hinweise auf eine gewisse Praferenz des Erregers fir die
kutane Schleimhaut der RAJ bedirfen ebenso weiterer Untersuchungen wie die in der

Immunbhistologie als fraglich eingestuften Lokalisationen.
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Mit dem EHEC-Stamm des Serotyps O104:H4 trat im Jahr 2011 ein neuartiger E. coli-Stamm
auf, der die Eigenschaften zweier verschiedener E. coli-Pathovare - der Shigatoxin-bildenden
E. coli (STEC) und der enteroaggregativen E. coli (EAEC) - verband. EAEC-Stdmme konnten
bislang nicht bei Rindern nachgewiesen werden, die das Hauptreservoir fur STEC-Stdamme
darstellen. Da nicht auszuschlieBen ist, dass Stamme wie der EHEC-Stamm 0O104:H4 in
Nutztierpopulationen eingetragen werden, ergab sich die Frage, ob Stdmme mit solchen
genetischen Merkmalen in der Lage waren, dauerhaft den Darm von Wiederkduern zu

kolonisieren und somit die Speziesbarriere vom Menschen zum Tier zu Uberwinden.

Unter Nutzung eines etablierten Infektionsmodels mit Kélbern wurden zwei Teilversuche
(TV1 und TV2) mit einer Versuchsdauer von 4 d bzw. 28 d durchgefuhrt. Je Teilversuch
wurden 5 ca. 100 Tage alte Kalber mit dem EHEC-Stamm des Serotyps O104:H4 (humanes
Isolat LB226692 aus dem Ausbruchgeschehen 2011; stx2-positiv), und weitere je 5 Kalber
mit dem STEC O157:H7-Stamm 86-24 Nal (Positivkontrolle; stx2-positiv) bzw. mit dem
kommensalen E. coli-Stamm 123 (Negativkontrolle; stx-negativ) inokuliert. Alle Kélber
blieben wahrend der gesamten Versuchsdauer klinisch unaufféllig. In 24 von 30 Tieren waren
vor der Inokulation Shigatoxin 1 (Stx1) -neutralisierende Antikorper (Stx1-Ak) nachweisbar.
Eines der Tiere inokuliert mit Stamm LB226692 entwickelte wahrend des Versuches
messbare anti-Stx1 Titer. Bei keinem der Kalber konnten vor der Inokulation oder am letzten

Tag der Versuche Stx2-Ak nachgewiesen werden.

Durch Bestimmung der Zahl Kolonie-bildender Einheiten (KbE), Beurteilung der Kolonie-
morphologie und Bestatigung des Serotyps wurde die Keimzahl des entsprechenden
Inokulationsstammes im Kot bestimmt und die Ergebnisse (ber Koloniehybridisierung und
Multiplex-PCR bestatigt. In allen Inokulationsgruppen variierten die Dauer und Hohe der
fakalen Ausscheidung stark. Der Stamm LB226692 wurde am ersten und zweiten Tag nach
Inokulation (dpi) mit einer maximalen Keimzahl von 2,4 x 10" KbE/g Kot ausgeschieden. Die
Ausscheidung variierte 4 dpi zwischen fehlendem Nachweis und einer Ausscheidung von
6,6 x 10° KbE/g Kot. Im weiteren Versuchsverlauf fiel die Menge ausgeschiedener Bakterien
des Stammes LB226692 bis unter die Nachweisgrenze ab, war jedoch bei einem Tier bis
24 dpi nachweisbar. Vier Tage nach Inokulation konnte der Stamm sowohl im Darminhalt
(bis zu 5,6 x 10" KbE/g) als auch assoziiert mit dem Darmgewebe nachgewiesen werden. Der
Nachweis gelang aus dem Pansen, dem Labmageninhalt und der Galle. Ahnlich wie der
Kontrollstamm 86-24 Nal war LB226692 nur vereinzelt mit Dunndarmgewebe assoziiert. Im
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Ubergang zum und im Dickdarm erfolgte der Nachweis bei 4 Tieren an allen Beprobungs-
punkten mit bis zu 1,3 x 10’ KbE/g Darmgewebe. Bei 3 Tieren wurde LB226692 an der
rektoanalen Ubergangszone mit bis 6,5 x 10° KbE/g Darmgewebe nachgewiesen. Bei der

Sektion 28 dpi war LB226692 weder im Darminhalt noch am Darmgewebe nachweisbar.

Keines der Tiere wies 4 dpi signifikante makroskopische oder histologische Veranderungen
der Dinn- oder Dickdarmschleimhaut auf. Adhdrierende Bakterien des Stammes LB226692
waren bei einem Tier immunhistologisch an der kutanen Schleimhaut des Rektums, nicht
jedoch im Bereich der dortigen Drusenschleimhaut, zu finden. Bei diesem Tier traten
spezifisch markierte Bakterien auch an mehreren ulzerativen Verdnderungen der Darm-
schleimhaut auf. Bei einem anderen Tier konnten spezifisch markierte E. coli des Stammes

LB226692 im Nekrosebereich einer Tonsillarkrypte (Kryptabszess) nachgewiesen werden.

Alle untersuchten Re-Isolate von LB226692 enthielten die ESBL-Genloki und das pESBL.
Zehn Re-lIsolate besalRen nach Tierpassage zusétzlich ein astA-Gen, das dem Ausbruchstamm
fehlt. Dagegen hatten 116 von 315 untersuchten LB226692-Re-Isolaten das aggR-Gen und
das entsprechende Plasmid (pAA) wéhrend der Tierpassage verloren. Der prozentuale Anteil

aggR-negativer Einzelkolonien nahm tber die Versuchsdauer kontinuierlich zu.

Der EHEC-Stamm LB226692 des Serotyps O104:H4 ist somit in der Lage, den Darm von
Wiederkdauern Klinisch inapparent (ber einen bestimmten Zeitraum zu kolonisieren. Der
Stamm ist in deutlich héheren Keimzahlen und tber einen wesentlich langeren Zeitraum als
der kommensale Stamm 123 nachweisbar, jedoch in geringeren Keimzahlen und kurzer als
klassische STEC. Dies spricht fur eine schlechtere Adaption des Stammes LB226692 an das
bovine Intestinum als bei klassischen STEC, jedoch unterliegt der Stamm nachweislich wie
auch andere E. coli-Stdimme einem standigen Wandel durch Aufnahme und Verlust von
Genen flr Virulenzfaktoren. Es ist deshalb davon auszugehen, dass Rinder als Reservoir fir

STEC/EAEC-Stamme und als Quelle einer Ubertragung auf den Menschen fungieren konnen.
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In 2011, a novel enterohemorrhagic E. coli (EHEC) strain of serotype 0104:H4, possessing a
combination of virulence factors of both Shiga toxin (Stx)-producing E. coli (STEC) and
enteroaggregative E. coli (EAEC) strains, caused an unprecedent, food-borne outbreak in
humans. E. coli strains belonging to the EAEC pathovar have not been detected in cattle, the
primary STEC/EHEC reservoir, so far. As exposure of the cattle population to EHEC/EAEC
hybrid strains like EHEC 0O104:H4 can occur, the current study aimed at assessing the
possibility that strains with this genetic make-up can utilize ruminants as reservoir allowing

such strains to cross the interspecies barrier from humans to livestock.

We used a well decribed bovine infection model for two experiments lasting 4 and 28 d,
respectively. In each trial, fifteen (five per strain) approx. 100-day-old weaned calves were
inoculated with EHEC strain of serotype 0104:H4 (LB226692; isolated from a human patient
during the outbreak 2011; stx2-positive), with STEC O157:H7 strain 86-24 Nal (positive
control; stx2-positive) or with non-pathogenic E. coli 043:H28 strain 123 (negative control;
stx-negative). All calves remained clinically normal throughout the experiments. Before
inoculation, neutralizing antibodies against Stx1 were detectable in 24 of 30 animals. One calf
inoculated with strain LB226692 developed antibodies to Stx1 during the experiment. None
of the calves had neutralizing antibodies against Stx2 before the inoculation or on the last day

of the experiment.

For quantification of the inoculum strains in feces, colony-forming units (CFU) were counted,
colony morphology was evaluated, the serotype confirmed, and the results were approved by
hybridization and multiplex PCR. Magnitude and duration of detectable shedding varied
among individuals in all inoculation groups. Bacteria of EHEC strain LB226692 were shed in
maximum numbers of 2.4 x 10’ CFU/g feces on the first and second day post inoculation
(dpi). Fecal shedding varied by 4 dpi between missing detection and 6.6 x 10° CFU/g feces. In
the 28 d trial, numbers of LB226692 bacteria shed eventually decreased below the detection
limit. However shedding was detectable until 24 dpi in a single animal. EHEC 0104:H4 could
be recovered from intestinal content (up to 5.6 x 10’ CFU/g) as well as from mucosal tissue
samples at 4 dpi. Isolation was possible from the rumen, the content of the abomasum and the
bile. The outbreak strain LB226692, similar to the positive control strain 86-24 Nal, was only
sporadically associated with the small intestinal mucosa. At the transition to and in the large
intestine detection was possible in 4 animals at every sampling spot with up to
1.3 x 10" CFU/qg tissue sample. In 3 animals LB226692 was detected at the rectoanal junction
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with up to 6.5x 10°CFU/g tissue sample. At necropsy 28 dpi LB226692 was neither

detectable in intestinal content nor associated with intestinal tissue.

Gross pathological or histological abnormalities of the small or large intestinal mucosa were
vastly absent in any of the calves 4 dpi. Adherent bacteria of strain LB226692 were immuno-
histochemically detectable in one calf at the squamous epithelium of the rectum, but not in the
area of the columnar epithelium. In this calf, specifically stained bacteria were also found at
several ulcerative alterations of the intestinal mucosa. In another calf E. coli of strain

LB226692 were detectable in a necrotic area of a tonsillar crypt (crypt abscess).

All tested re-isolates of LB226692 contained the ESBL gene loci and the pESBL. Ten re-
isolates possessed an additional astA, which the outbreak strain lacked. In contrast, 116 of 315
LB226692-re-isolates had lost the aggR-gene and the corresponding plasmid (pAA) during
animal passage. The percentage of aggR negative colonies steadily increased in the course of

the experiment.

In conclusion, EHEC strain LB226692 of serotype O104:H4 is able to colonize the intestine
of ruminants asymptomatically for a significant period of time. The outbreak strain has been
recovered in considerably higher numbers and for a longer time period than the commensal
strain 123, but in lower numbers and for a shorter period than a classical STEC strain. EHEC
0104:H4 appear to be less well adapted to bovine intestine as compared to classical STEC.
However, E. coli strains are subject to a steady change through uptake and loss of genetic
information encoding for virulence factors. It must be considered, therefore, that cattle can
serve as reservoir for STEC/EAEC strains and a source of transmission to the human

population.
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11 Anhang

Tab. 26: Einzelwerte des Nachweises der Inokulationsstdmme in den einzelnen
Darmabschnitten in TV2 (28 dpi)
Tier- E. coli- KbE/g Probe [log10]
nr.  Inokula- Gewebeproben Darminhalt
tionsstamm -
Kot Jej IPP RAJ PC

16 123 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

17 123 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

18 123 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

19 123 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

20 123 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

21 86-24 Nal 1,00 0,00 0,00 4,68 0,00
22 86-24 Nal 3,15 0,00 0,00 2,60 0,00
23 86-24 Nal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 86-24 Nal 1,00 3,20 0,00 0,00 2,00
25 86-24 Nal 3,48 0,00 2,60 4,25 0,00
26 LB226692 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
27 LB226692 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
28 LB226692 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
29 LB226692 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 LB226692 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Erlauterung: dpi = Tage nach Inokulation, IPP = Peyer-Platten des lleums, Jej = Jejunum,
KbE = Kolonie-bildende Einheiten, PC = proximales Kolon, RAJ = rectoanal
junction

auflerdem getestet, ohne positiven Befund: Duodenum, Peyer-Platten des Jejunums,
lleozékalklappe, Zdkum, proximales Kolon, Ansa centralis, distales Kolon,
rectoanal junction (Inhalt), Gallenblase (Inhalt)
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11 Anhang

11.2 Ubersicht tber verwendete Gerate, Chemikalien und

Verbrauchsmaterialien

11.2.1 Geréate

Gerat/Modell

Firma

Brutschrank MCO-19AIC CO, incubator

Brutschrank WTB Binder

Elektrophoresekammer fiir Agarosegele, Model
41-1325

Elektrophoresekammer fiir Agarosegele, Model
Mupid-One

Feinwaage MC1 LC 820
Geldokumentationssystem G:BOX EF
Gewebeeinbettungsautomat Tissue-Tek VIP®

Hybridisierungsofen Unitherm 6/12

Mehrkanalpipette Xplorer®, 8-Kanal, 5 — 100 pL

Mikroskopkamera Leica DFC450C
Mikrowellengerat 8018

Minimix (Stomacher), Model W
Minishaker MS1

Multipette® plus

Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,1 mm, 0,0025
mm?)

Paraffinausgiefstation Tissue-Tek® TEC® 5

Pipetboy acu 2

Pipetten, Pipetman Classic™, P 2, P 10, P 20,
P 100, P 200, P 1 000

Pipetten, Reference® o. Research® plus, 0,5-

10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 i, 100-1 000 pl

Plattenphotometer Sunrise™
Plattformschuttler Duomax 1030

Prazisionswaage Extend ED323S — CW
Reagenzglasschuttler lab dancer
Rotationsmicrotom HM355S

Schittelwasserbad GFL 1092

Sicherheitswerkbank Biowizard KR-130

Fa. Panasonic (ehem. Sanyo) Biomedical
Sales, Etten Leur, NL

Fa. Binder GmbH, Tuttlingen
Fa. Peglab, Erlangen

Fa. Advance Co. Ltd., Tokio, Japan

Fa. Sartorius, Gottingen
Fa. Syngene, Cambridge, UK

Fa. Sakura Fintek U.S.A., Inc., Torrance,
USA

Fa. LTF Labortechnik GmbH & Co. KG,
Wasserburg/Bodensee

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Fa. Privileg, Stuttgart

Fa. interscience, Saint Nom, Frankreich

Fa. IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Fein-Optik, Bad Blankenburg

Fa. Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen
Fa. Integra Biosciences AG, Zizers, CH
Fa. Gilson, Inc., Middleton, USA

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Fa. Sartorius AG, Gottingen
Fa. IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Fa. Microm, Thermo Fisher Scientific
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

Fa. Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel

Fa. Kojair Tech Oy, Vilppula, FI
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Gerat/Modell

Firma

Sicherheitswerkbank Safe 2020

Sicherheitswerkbank BioVanguard 6
Spannungsgerat 1000/500 Power Supply

Fa. Thermo Fisher Scientific Biosciences
GmbH, St. Leon-Rot

Fa. Telstar, JA Woerden, NL

Fa. BIO-RAD Laboratories GmbH,
Minchen

Stomacher Lab-Blender 80, Model-No. BA 6020 Fa. Seward Medical, Worthing; UK

Systemmikroskop BX41
Thermocycler TPersonal 48
Thermomixer® comfort
ThermoStat plus™
Tischzentrifuge MiniSpin
Trockenschrank HST 5020
Vortex 2 Genie G-560E
Waage MC1 LC 820
Zentrifuge Universal 30 RF

Zentrifuge Labofuge 400

Fa. Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Fa. Biometra GmbH, Gottingen

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. VEB MLM Dentalfabrik, Treffurt

Fa. Scientific Industries, Bohemia, USA
Fa. Sartorius, Gottingen

Fa. Andreas Hettich GmbH & Co0.KG,
Tuttlingen

Fa. Heraeus Instruments GmbH, Hanau

11.2.2 Chemikalien

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.
3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)2,5- Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M2128
diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) Steinheim

3,3"- Diaminobenzidine Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 32750-5G-F
tetrahydrochloride hydrate (DAB) Steinheim

4-Nitro blue tetrazolium chloride, Fa. Roche, Mannheim 11383213001
solution (NBT)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, ~ Fa. Roche, Mannheim 11383221001
4-toluidine salt (BCIP)

Agarose (peqGOLD Universal Agarose) Fa. Peglab, Erlangen 35-1020
Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments Fa. Roche, Mannheim 11093274910
from sheep

Blut (Rind), steril defibriniert Fa. Fiebig, ldstein - Niederauroff 40000500
Blut-Agar (Basis) Fa. SIFIN, Berlin TN1106
Bovines Serum Albumin (BSA), Fa. SERVA Electrophoresis GmbH, 11930.03
Fraction V, pH 7,0 Heidelberg

Brilliance ESBL Agar Fa. Oxoid, Wesel PO5302A
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

CASO-(Tryptic-Soy)-Broth Fa. SIFIN, Berlin TN 1263

(Trockenndhrmedium)

Chromalaun VEB Laborchemie Apolda -

Diazepam-ratiopharm® 10 Fa. WDT, Garbsen 05300

Injektionsloesung

DIG Easy Hyb Fa, Roche, Mannheim 11603558001

DIG Wash and Block Buffer Set Fa. Roche, Mannheim 11585762001

E. coli K9 antiserum Fa. Statens Serum Institut, Kopenhagen, 55344
Dénemark Uber Fa. medco Diagnostika
GmbH, Miinchen

E. coli O43 antiserum Fa. Statens Serum Institut, Kopenhagen, 85040
Dénemark Uber Fa. medco Diagnostika
GmbH, Miinchen

E. coli OK 0157 antiserum Fa. Statens Serum Institut, Kopenhagen, 44309
Dénemark Uber Fa. medco Diagnostika
GmbH, Miinchen

Eosin G Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 7089.1
Karlsruhe

Ethidiumbromidldsung 1 % (10 mg/ml)  Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 2218.3
Karlsruhe

Fetales Kélberserum (FKS) Fa. Thermo Fisher Scientific 10664083
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

Formaldehydldsung, min. 37 %, Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1039992500

saurefrei

Gassner-Agar (Basis) Fa. SIFIN, Berlin TN 1194

Gelatine, from porcine skin Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 48722
Steinheim

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Fa. Thermo Fisher Scientific SM0323

ready-to-use Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

Glycerin, wasserfrei Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 3783.1
Karlsruhe

Goat-Anti-Rabbit 1gG (H+L) Fa. Jackson ImmunoResearch 111-035-003

Antikorper, Peroxidase-AffiniPure Laboratories Inc., West Grove, USA

Hé&matoxylin Fa. Riedel de Haen, Seelze -

Kaiser’s Glyceringelatine Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1092420100

Kanadabalsam Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 8016.2
Karlsruhe

Ketamin 10 % Fa. WDT, Garbsen 21114
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

Ladepuffer DNA Loading Dye (6 x) Fa. Thermo Fisher Scientific SM0323
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

MacConkey-Agar (Basis) Fa. SIFIN, Berlin TN1156

MgCl, (50 mM) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  MB-1100500

Nahrbouillon I (Trockennahrmedium) Fa. SIFIN, Berlin TN 1172

Nalidixinséure Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, N8878
Steinheim

Natriumchlorid Fa Carl Roth GmbH & Co. KG, HNOO0.1
Karlsruhe

NH;-Mix (10 x PCR-Puffer) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  MB-1100500

Nukleotide, dNTP Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  PAN 739028

PANScript Polymerase (5 U/ul) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  MB-1100500

Paraffin Typ 6, 10 x 2 LB Fa. Thermo Fisher Scientific 10279858
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

Paraffin Typ 1, 10x 2 LB Fa. Thermo Fisher Scientific 10096688
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

PCR DIG Probe Synthesis Kit Fa. Roche, Mannheim 11636090910

PCR Primer Fa. Eurofins MWG Operon, Ebersberg -

Penicillin (10 000 IE/ml)/ Streptomycin ~ Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  P06-07100

(10 000 pg/ml)-Losung

Pentobarbital-Natrium (Release®, Fa. WDT, Garbsen 25574

500 mg/ml)

Phenol:Chloroform:1soamylalkohol Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 77618

49.5:49.5:1 Steinheim

Polymyxin B - Sulfat Fa. AppliChem GmbH, Darmstadt A0890

Proteinase K, recombinant, PCR Grade, Fa. Roche, Mannheim 3115879001

100 mg

RNase-free DEPC behandeltes Wasser Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, T 143.2
Karlsruhe

RPMI 1640 Medium (mit L-Glutamin Fa. PAN-BIOTECH GmbH, Aidenbach  P04-16500

und 2,0 g/l NaHCO3)

Salzséure 32 % Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, P074.4
Karlsruhe

SDS (Natriumdodecylsulfat) Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 4360.1
Karlsruhe

TBE-Puffer (10 x) Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 3061.2

Karlsruhe
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

Thymol Tharingische Universitats- -
klinikapotheke Jena

Trypanblau-Ldsung Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 93595
Steinheim

Trypsin (Histo), from porcine pancreas  Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 93613
Steinheim

Trypsin, lyophilisiert Fa. SERVA Electrophoresis GmbH, 37289.01

Wasserstoffperoxid 30 %

Heidelberg
Fa. Merck KGaA, Darmstadt

8.22287.1000

Xylazin (Rompun® 2 %) Fa. WDT, Garbsen 03406

Xylol, > 98 %, rein Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 97134
Karlsruhe

Ziege-Anti-Kaninchen 1gG Antikorper Fa. Jackson Immuno Research, 111-035-003

(Peroxidase AffiniPure Goat Anti- Newmarket, UK

Rabbit 1gG (H+L))

11.2.3 Verbrauchsmaterial

Artikel Bezugsquelle Artikel-Nr.

10 ml Einmalspritzen HSW SOFT- Fa. WDT, Garbsen 93155

JECT®

20 ml Einmalspritzen HSW SOFT- Fa. WDT, Garbsen 93156

JECT®

50 ml Spritze, Luer-Lock Fa. A. Hartenstein, Wiirzburg SE24

15 ml Plastikréhrchen Fa. Greiner Bio-One GmbH, 188271
Frickenhausen

50 ml Plastikréhrchen Fa. Greiner Bio-One GmbH, 227261
Frickenhausen

Blotting papers (= Filterpapier) Fa. Neolab, Heidelberg 742113

Blutentnahmebesteck nach StrauR, Fa. WDT, Garbsen 29431

1,8 mm

Combitips advanced®, 10 ml/ 5 ml/ 1 ml  Fa. Eppendorf AG, Hamburg 0030089642/

669/ 677
CryoPure 5,0 ml Réhren Fa. Sarstedt, Numbrecht 72.383.007
Deckglaser, 24 x 24 mm/24 x 32 mm Fa. Engelbrecht Medizin- und k12424/k12432

Labortechnik GmbH, Edemiinde
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Avrtikel Bezugsquelle Artikel-Nr.

Einbettungskassetten Fa. Engelbrecht Medizin- und 17980
Labortechnik GmbH, Edermiinde

Einmalkaniilen curaVet EASY-LANCE, Fa. WDT, Garbsen 90278

1,2 x 40 mm

Filterspitzen, TipOne®, 10 pl, 200 ul, Fa. Starlab GmbH, Hamburg S$1121-3810,

1000 pl S1120-8810,

S1122-1830

Homogenisationsbeutel (Grade Fa. VWR International GmbH, 432-0000

Standard 80 Blender Bags) Hannover

Kryordhrchen, 1,8 ml Fa. Starlab GmbH, Hamburg E3090-6222

Mikrotiterplatten, 96-Loch, Flachboden  Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 167008

Monovette® (92 x 16 mm) zur Fa. Sarstedt, Numbrecht 02.263

Serumgewinnung

Nylon Membranes for Colony and Fa. Roche, Mannheim 11699075001

Plague Hybridization

Objekttrager, StarFrost Fa. Engelbrecht Medizin- und 11240
Labortechnik GmbH, Edermiinde

Adhasionsobjekttrager, Siissefrost plus Fa. Stisse GmbH, Gudensberg 041300A

PCR-GefaRe, 0,2 ml Fa. Starlab GmbH, Hamburg 11402-8100

Petrischalen, steril, 94 mm Fa. Greiner Bio-One GmbH, 633102
Frickenhausen

Pipettenspitzen TipOne®, 1000 pl Fa. Starlab GmbH, Hamburg S1111-2020

Pipettenspitzen epT.I.P.S.® Standard, Fa. Eppendorf AG, Hamburg 0030000854/

0,5-20 ul/2-200 pl 870

Plastik-Reaktionsgefale 1,5/ 2,0 ml Fa. A. Hartenstein, Wirzburg RK1G/ RK2G

safe lock Plastik-Reaktionsgefafie 1,5/ Fa. Eppendorf AG, Hamburg 0030120086/

2,0 ml 94

Shandon™ Glass Coverplates Fa. Thermo Fisher Scientific 72110017
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

Slide Racks Fa. Thermo Fisher Scientific 73310017
Biosciences GmbH, St. Leon-Rot

Spatel, T-Form Fa. VWR International GmbH, 612-2653
Hannover

Spritzenvorsatzfilter, 0,22 um Fa. Neolab, Heidelberg 7-9000

Urinbecher 125 ml mit Schraubdeckel Fa. WDT, Garbsen 90151

Vakuumflasche 500 ml zur Transfusion ~ Fa. WDT, Garbsen 27526
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Avrtikel Bezugsquelle Artikel-Nr.

Venenverweilkanile Vasofix Brauntile, Fa. Braun Melsungen AG, Melsungen 4268172B

1,7 x50 mm

Zellkultur-Flaschen, Corning®, 75 cm®  Fa. Corning B.V. Life Science, 430725
Amsterdam, NL

Whatman® gel blotting paper, Grade Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 2698202

GBO003 (= Vlies) Steinheim

11.3 Verwendete Puffer und Medien

11.3.1 Puffer und Medien fir die bakteriologischen Methoden

Blutagar

Blutagar (Basis) 36,09

Blut (Rind), steril defibriniert 7,5%

Aqua destillata 1 000,0 ml

CASOB-Glycerol-Ldsung

CASO-Bouillon 250 ml

Glycerol 100 ml

Aqua destillata 150 ml

CASO-Bouillon

CASO-(Tryptic-Soy)-Broth 30,09

(Trockenn&hrmedium)

Aqua destillata 1 000,0 ml

Gassner-Agar

Gassner-Agar (Basis) 47,7 ¢

Aqua destillata 1 000,0 ml

MacCONKEY-Agar

MacConkey-Agar (Basis) 48,5¢

Aqua destillata 1 000,0 ml

MacCONKEY-Agar-Nal (50 pg/ml)

MacConkey-Agar (Basis) 48,59

Nalidixinsaure-Stammldsung 2,0 ml

Aqua destillata 1 000,0 ml

MacCONKEY-Agar-Nal (20 pg/ml)

MacConkey-Agar (Basis) 48,5¢

Nalidixinsaure-Stammldsung 800

Aqua destillata 1 000,0 ml

160



11 Anhang

NaCl-Lésung (0,89 %)
Natriumchlorid
A. dest.

Nalidixinsaure-Stammldsung (25 mag/ml)
Nalidixinsaure
NaOH (0,2 M)

Né&hrbouillon (NB)
Né&hrbouillon I (Trockenn&hrmedium)
Aqua destillata

PBS-Puffer” (pH 7,4)
PBS-Stammlésung” 10x
Aqua destillata

PBS-Stammldsung” 10x (pH 7.4)
NaCl

KCI

KH,PO,

Na,HPO, x 2 H,0

Aqua destillata

Polymyxin B-Lésung
Polymyxin B - Sulfat
NaCl-Losung (0,89 %)

11.3.2 Puffer und Lésungen fur molekularbiologische Methoden

Blockpuffer (1x)
Blockingpuffer (10x, DIG Wash and Block Buffer Set)
Maleinséurepuffer (1x)

Denaturierungslésung
NaOH (0,5 M)

NaCl (1,5 M)

Aqua destillata.

Detektionspuffer (10x)
Tris-HCI (1 M, pH 9,5)
NaCl (1 M)

Aqua destillata.

161

8,949
ad 1 000,0 ml

0,25¢g
10,0 ml

25,09
1 000,0 ml

100,0 ml
ad 1 000,0 mi

100,0 g
2,59
2549

18,09
1 000,0 ml

1,0 mg
1,0 ml

5,0ml
45,0 ml

20,005 g
87,629
ad 1 000,0 mi

39,49
14,6 ¢
ad 250,0 ml
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Detektionspuffer (1x)

Detektionspuffer (10x, DIG Wash and Block Buffer Set
oder eigene Herstellung)

Agua destillata.

Ethidiumbromid-Gebrauchsldsung (1 mg/ml)
Ethidiumbromidlésung 1 % (10 mg/ml)
Aqua destillata.

Hybridisierungslésung
markierte DNS-Sonde
DIG Easy Hyb-Ldsung

Konjugatlosung (1:5.000)
Anti-Digoxigenin-AP
Blockpuffer (1x)

Lysepuffer
10 % SDS

Tris (250 mM, ungepuffert)
NaOH (5 N) -> unmittelbar vor Gebrauch zugeben!
Aqua destillata.

Neutralisierungsldsung (pH 7,4)
Tris-HCI (1,0 M)

NaCl (1,5 M)

Aqua destillata.

Maleinsdurepuffer (1x)

Maleinsdurepuffer (10x, DIG Wash and Block Buffer Set)

Aqua destillata.

Proteinase K-L&sung
Proteinase K (20 mg/ml in A. dest. geldst)
SSC (2x)

TAE-Puffer (50x)
Tris-Base

Eisessig

EDTA (0,5 M, pH 8,0)
Aqua destillata.

TAE-Laufpuffer (1x)
TAE-Puffer (50x)
Aqua destillata.
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4.4 ml

ad 44,0 ml

1,0 ml
ad 10,0 ml

16,0 pl
8,0 ml

4,8 ul
ad 24,0 ml

3,0ml
2,0ml
150,0 pl
4,75 ml

121,14 g
87,629
ad 1 000,0 mi

45 ml
ad 45,0 ml

500,0 pl
5,0 ml

242 ¢

57,1 ml
100,0 ml

ad 1 000,0 ml

20,0 ml
ad 1 .000,0 ml
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TBE-Laufpuffer (1x)
TBE-Puffer (10 x)
Aqua destillata.

TE-Puffer (pH 7.,5)
Tris-HCI
EDTA-acid

in Aqua destillata

SDS-L6sung (10 %)
Dodezylsulfat Natriumsalz
HCI1N

Aqua destillata.

20x SSC (pH 7,0)
Na-Zitrat (0,3 M)
NaCl (3 M)
Aqua destillata.

2x SSC (pH 7,0)
SSC (20x)
Aqua destillata.

2x SSC/0,1 % SDS
SSC (2x)
SDS-L6sung (10 %)

0,5x SSC/0,1 % SDS
SSC (2x)
SDS-L6sung (10 %)
Aqua destillata.

Substratlosung (1x)

4-Nitro blue tetrazolium chloride (NBT)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP)

Detektionspuffer (1x)

Woaschpuffer (1x)

Waschpuffer (10x, DIG Wash and Block Buffer Set)

Aqua destillata.

163

100,0 ml
ad 1 000,0 ml

10 mmol/I
1 mmol/l

10,09
1,0 ml
ad 100,0 ml

88,23 ¢
175,23 g
ad 1 000,0 mi

100,0 ml
ad 1 000,0 mi

99,0 ml
1,0 ml

25,0 ml
1,0 ml
ad 100,0 mi

110,0
82,5
22,0 ml

10,0 ml
ad 100,0 mi
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11.3.3 Puffer, Losungen und Medien fur Zellkulturmethoden

MTT-Stammldsung (5 mg/ml)
MTT
PBS-Puffer” (1x)

NaCl-Ldsung (0,89 %)
NaCl
Aqua destillata

PBS—Puffer® (pH 7.4)
PBS 10x Stammldsung™
Aqua destillata

PBS-Stammldsung” 10x (pH 7.4)
NaCl

KCI

KH,PO,

Na,HPO, x 2 H,0

Aqua destillata

SDS-L6sung (1 %)
Na-Dodecylsulfat
NaCl-Losung (0,89 %)

SDS-L6sung (10 %)
Na-Dodecylsulfat
HCI 1IN

Aqua destillata

Trypsinlosung™ 10x (pH 7,2 — 7,3)
Trypsin, lyophilisiert

NaCl

KCI

Dextrose

NaHC03

EDTA-Na

Aqua destillata

Zellkulturmedium 1

RPMI 1640 (mit L-Glutamin)

FKS

Penicillin (10 000 IE/ml)/ Streptomycin
(20 000 pg/ml)-Lbsung

0549
ad 100,0 ml

8,949
ad 1 000,0 ml

100,0 ml
ad 1 000,0 ml

100,0 g

2549

259

18,09

ad 1 000,0 ml

0549
50 ml

100,0 g
10,0 ml
1 000,0 ml

059

8,09

0,8¢g

10¢9

0,58 ¢
0,29

ad 1 000 ml

890,0 ml
100,0 ml
10,0 ml
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Zellkulturmedium 2

RPMI 1640 (mit L-Glutamin)

FKS

Penicillin (10 000 IE/ml)/ Streptomycin
(20 000 pg/ml)-Losung

11.3.4 Puffer und Reagenzien fur die histologischen Methoden

BSA/DPBS-Puffer
Bovines Serum Albumin (BSA)
DPBS-Gebrauchslésung

Chromalaungelatine

Gelatine (4,5 mg/ml in Aqua destillata geldst)
Chromalaun (40 mg/ml in Aqua destillata geldst)
Thymol

DAB-L0sung

3,3 -Diaminobenzidine (DAB)
PBS-Puffer®

Wasserstoffperoxid 30 %

(1:10 in Aqua destillata verdunnt)

Dulbecco’s PBS-Puffer (DPBS)-Stammldsung
Natriumchlorid

Kaliumchlorid

KH,PO,

NazHPO4 X 2H20

Aqua destillata

Dulbecco’s PBS-Puffer (DPBS)-Gebrauchsldsung

DPBS-Stammlésung
Aqua destillata.

Eosin (1%iq)
Eosin G

Alkohol (50%iQ)
Eisessig

Hamalaun-L&sung nach P. Mayer
H&matoxylin

Natriumjodat (NaJO3)

Kalialaun (KAI(SO4)>)
Chloralhydrat

Zitronensaure, kristallisiert

Aqua destillata

165

790,0 ml
200,0 ml
10,0 ml

1259
100,0 ml

100,0 ml
3,85 ml
5 Kornchen

24,0 mg
40,0 ml
400,0 pl

40,0 ¢

109

10¢g

7,159

ad 1 000,0 ml

200,0 ml
800,0 ml

10¢9
100,0 ml
1 Tropfen

109

029

50,09

50,09

10¢g

ad 1 000,0 ml
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Karbolxylol
Phenol

Xylol

Neutral gepuffertes Formalin nach Lillie (4 %iq)

Formaldehydlésung, min. 37 %, saurefrei
NaH2PO4 X Hgo

Na,HPO,4 x 12H,0

Aqua destillata

PBS-Stammldsung® (pH 6,8)
Natriumchlorid

NaH2PO4 X Hgo

Aqua destillata

PBS—Puffer® (pH 7,1)
PBS-Stammlésung®
Aqua destillata

Trypsinlosung® (pH 7,8)
Trypsin (Histo)
Calciumchlorid
Aqua destillata

166

10,0 g
100,0 ml

100,0 ml
4049

16,4 ¢

ad 1 000,0 ml

40,09
8,89
ad1 000,0 ml

200,0 ml
ad 1 000,0 mi

0,05¢g
0,05¢g
50,0 ml
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