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AMC
Aqua bidest.
Aqua dest.
ARBAO
ATCC
ATP

Aw

BHI
BSAC
bzw.

ca.

CDC
CDT, CDLT
CIP
CLDTEC
CLSI

cm

CO,

CTX
CXM
DAEC
DANMAP

DF
dfr-Gen
DGHM
DGI
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DIN
DVG
DNA
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grofler als

grofer oder gleich
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kleiner oder gleich

geschiitztes Markenzeichen

Markenzeichen (engl.: trademark)

Paragraph

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter
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Aminoglykosid-Adenotransferase-Gen

attaching and effacing

attaching and effacing Escherichia coli
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Aqua bidestillata

Aqua destillata

Antibiotic Resistance in Bacteria of Animal Origin
American Type Culture Collection, Manassas, USA
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activity of water (Wasseraktivitét)
Hirn-Herz-Bouillon (engl.: brain-heart-infusion broth)
British Society for Antimicrobial Chemotherapy
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circa

Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA
cytolethal distending toxin

Ciprofloxacin

cytolethal distending toxin-producing Escherichia coli

Clinical and Laboratory Standards Institute (ehemals NCCLS)
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Kohlendioxid

Cefotaxim

Cefuroxim

diffus-adhdrente Escherichia coli

Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and Research

Programme

Durchfall

Dihydrofolatreduktase-Gen

Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie
Deutsche Gesellschaft fiir Infektiologie

das heil3t

Deutsches Institut fiir Normung, Berlin

Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft
desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsiure)



VIII Verzeichnis hdufig verwendeter Abkiirzungen und Einheiten
E. Escherichia

eae-Gen E. coli attaching and effacing-Gen

EAggEC enteroaggregative Escherichia coli

EARSS European Antimicrobial Resistance Surveillance System
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ECDC European Centre for Disease Prevention and Control
EHEC enterohdmorrhagische Escherichia coli

Ehly [Alyenec] Enterohdmolysin [kursiv: Genbezeichnung]

EIEC enteroinvasive Escherichia coli
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evtl.
Fa.
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HUS
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LEE
LFGB
LVL
MDa
MEM
MHK

ml

mm

n

NA
NaCl
n.d.
NCCLS
NM
nm

Nr.
NSAID

extrazelluldre Serin-Protease [kursiv: Genbezeichnung]
und andere (lateinisch: et alibi)

enterotoxische Escherichia coli

eventuell

Firma

Galabiosylceramid

Globotriosylceramid

Globotetraosylceramid

German Network on Antimicrobial Resistance Surveillance
Gentamicin

Gesellschaft mit beschriankter Haftung

Hémorrhagische Colitis

Hemmbhofdurchmesser

Herausgeber

hamolytisch-urdmisches Syndrom

Infektionsschutzgesetz

Kolonie-bildende Einheiten

Kilo-Basenpaare

locus of enterocyte effacement

Lebensmittel-, Bedarfsgegenstinde- und Futtermittelgesetzbuch
Levofloxacin
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Meropenem

Minimale Hemmkonzentration (engl.: MIC; minimum inhibitory
concentration)

Milliliter

Millimeter

Anzahl

Nalidixinsdure (engl. nalidixic acid)

Natriumchlorid

nicht durchgefiihrt

National Committee for Clinical Laboratory Standards

non motile (unbeweglich)
Nanometer

Nummer

Nichtsteroidales  Antiphlogistikum  (engl.
inflammatory drug)

non-steroidal  anti-
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NTEC nekrotoxische Escherichia coli
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1. Einleitung

Escherichia coli sind sowohl beim Menschen als auch bei anndhernd allen Sdugetieren in der
physiologischen Darmflora vorhanden. Grofle und kleine Wiederkduer, aber vornehmlich
Rinder, sind als Reservoir fiir eine Gruppe gesundheitlich bedenklicher Stammformen dieser
Spezies, die enterovirulenten Verotoxin-bildenden E. coli (VTEC), anzusehen. Bei diesen
Tierarten werden VTEC weltweit nachgewiesen. Diese Erreger lassen sich hdufiger auch in
Lebensmitteln bovinen Ursprungs finden (BULTE und GOLL, 2006). Eine Infektion des
Menschen mit VTEC ist meist durch den direkten Kontakt zu Rindern bzw. anderen
Wiederkduern sowie durch die Aufnahme kontaminierter Lebensmittel boviner Herkunft
bedingt. Auch die Transmission von Mensch zu Mensch stellt einen wichtigen Infektionsweg
dar (RKI, 2008a).

Die in der Literatur aufgefiihrten Resistenzhdufigkeiten gegeniiber Antibiotka bei VTEC-
Stimmen von Rindern und Menschen differieren, wobei die Gefahr der Ubertragung
resistenter Erreger vom Rind auf den Menschen regelmiBig thematisiert wird (EFSA, 2008).
Obwohl humane VTEC-Infektionen nur in Ausnahmefillen antibakteriell zu therapieren sind
(ScHoLz et al., 2002), resultiert in der Ausbreitung resistenter VITEC eine Gefdhrdung
zukiinftiger Behandlungsstrategien, weshalb ein Resistenzmonitoring dieses pathogenen
Erregers zur Sicherung der offentlichen Gesundheit erforderlich ist (SCHROEDER et al.,
2002b). Diese Ausgangssituation ist der Ansatzpunkt fiir die innerhalb dieser Arbeit
dargestellten Untersuchungen zur Empfindlichkeitspriifung von den in der Stammsammlung
des Instituts fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde vorliegenden VTEC-Stammen aus Kot
und Lebensmitteln der Tierart Rind. Im ersten Durchgang sollten diese 254 VTEC-Stamme
(140 Stdmme aus Lebensmittelproben, 114 Stimme aus Kotproben) mittels der
Agardiffusionsmethode auf mogliche Resistenzen gegeniiber 11 ausgewihlten
antimikrobiellen Wirkstoffen iiberpriift werden, um so eine Einteilung in die Kategorien
»sensibel, ,intermedidr-emfpfindlich® und ,,resistent vornehmen zu koénnen. Nachfolgend
war eine erneute Untersuchung aller als unempfindlich eingestuften Erreger mittels der
Epsilon-Test- (E-Test) Methode vorgesehen. Ziel war die Erfassung der Resistenzsituation der
aus den beiden Matrizes innerhalb eines mehrjdhrigen Intervalles kultivierten bovinen VTEC-
Stamme. Dabei sollte eine Aussage iliber eine mogliche Resistenzzunahme oder -abnahme
(1987-2002) sowie iiber eventuelle signifikante Unterschiede der Resistenzhédufigkeiten beim

Vergleich von Stimmen aus Lebensmittel- und Kotproben getroffen werden.
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2. Literaturiibersicht
2.1 Escherichia coli
2.1.1 Taxonomie

Escherichia coli (E. coli) gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae und sind gramnegative,
fakultativ anaerobe, sporenlose, Oxidase-negative und Katalase-positive stibchenformige
Bakterien mit einer Grof3e von 1,1-1,5 pm x 2,0-6,0 um. Die meisten Stamme sind durch ihre
peritriche Begeillelung beweglich und bilden eine Kapsel aus. Das Wachstumsoptimum liegt
bei 37 °C. Neben E. coli werden unter dem Genus Escherichia im ,Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology* desweiteren E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii und
E. vulneris aufgefiihrt (HOLT et al., 1994). Im Jahre 2003 wurden von HUYS et al. die Spezies
E. albertii beschrieben, welche aus Stuhlproben von an Diarrhd erkrankten Kindern in
Bangladesch isoliert worden war. Eine weitere Charakterisierung dieser neuen Spezies fand
zu einem spéteren Zeitpunkt durch die Arbeitsgruppe von HYMA statt (HYMA et al., 2005). Im
Jahr 1885 wurde E. coli erstmals durch den Kinderarzt Dr. Theodor Escherich beschrieben,
der diese Stimme aus dem Stuhl von Sduglingen isolierte und zu dessen Ehren dieser Spezies
im Jahr 1919 der Name Escherichia coli zugeteilt wurde (BULTE und GOLL, 2006). Nach
ORSKOV und ORSKOV (1984) werden E. coli nach dem modifizierten Kaufmann-Schema nach
ihren Oberfldchen- (O), Geiflel- (H: von Hauch) und Kapsel- (K) Antigenen in verschiedene

Serovare eingeteilt.

2.1.2 Vorkommen und Bedeutung

E. coli gehoren bei Menschen und warmbliitigen Tieren zur Normalflora des Dickdarms,
wobei Meerschweinchen und Chinchillas eine Ausnahme darstellen. Trotz der je nach Tierart
auftretenden Keimzahlen zwischen 10" bis 10° KbE/g machen sie in der Eubiose maximal
1 % der Darmflora aus (ROLLE und MAYR, 1993). Die Besiedelung des humanen
Gastrointestinaltraktes durch diesen Mikroorganismus erfolgt bereits innerhalb weniger
Stunden nach der Geburt (KAPER et al., 2004). Ungeachtet der Tatsache ihres
kommensalistischen Vorkommens sind £E. coli auch als fakultativ pathogene
Krankheitserreger anzusehen. AuBlerhalb des Darmtraktes konnen sie unter gewissen

Voraussetzungen zu Erkrankungen wie Harnwegsinfektionen, Septikdmien und Meningitiden
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fiihren. Neben den fakultativ pathogenen Infektionserregern treten obligat pathogene Stdmme
(aufgrund bestimmter Virulenzfaktoren) auf. Diesen sind sowohl die Erreger intestinaler
Infektionen anzurechnen (BULTE und GOLL, 2006), als auch die Erreger extraintestinaler
Erkrankungen, die als uropathogene (UPEC), nephropathogene (NPEC) und
meningoseptische bzw. septischpathogene E. coli (SPEC) ausgewiesen werden (RKI, 1996a).
Die Erreger intestinaler Infektionen werden in Kapitel 2.1.2 ndher erlautert.

In der Humanmedizin wird der grofite Anteil bakterieller Infektionen durch E. coli verursacht
(BULTE und GOLL, 2006). Analog zur Situation bei Menschen sind diese Erreger auch bei
Tieren hédufig an Infektionen beteiligt und resultieren in schwerwiegenden Erkrankungen.
Wihrend bei Jungtieren ein besonderes Augenmerk auf Diarrhden, Septikdmien, Dysenterien
und die Odemkrankheit der Absatzferkel zu richten ist, sind bei adulten Tieren Mastitiden,
Harnwegs- und Wundinfektionen, das Mastitis-Metritis-Agalaktie-Syndrom der Sauen und
die Coligranulomatose des Gefliigels zu berlicksichtigen. Bei Papageien treten neben
Enteritiden und Septikdmien Eileiterentziindungen, Arthritiden und Luftsackentziindungen in
Erscheinung. Auch eine Beteiligung am Zwingerhusten des Hundes wird thematisiert (ROLLE
und MAYR, 2002). In der Lebensmittelhygiene erfiillen E. coli eine Funktion als
Markerorganismus fiir eine ungeniigende Hygiene bzw. fiir eine fdkale Verunreinigung.
Dieses ist in der Tatsache begriindet, dass der Darmtrakt von Menschen und den meisten
Saugetieren als natiirliches Habitat dieses Erregers anzusehen ist (BULTE und GoLL, 2006).
Die Untersuchung auf E. coli in Lebensmitteln ist daher auch in der Verordnung (EG) Nr.
2073/2005 {iiber mikrobiologische Kriterien (ANONYMOUS, 2005, erginzt durch die
Verordnung (EG) Nr. 1441/2007 [ ANONYMOUS, 2007]) vorgeschrieben.

2.1.3 Resistenzen

E. coli finden in verschiedenen Monitoring-Programmen als Indikatororganismen fiir die
Bestimmung des Resistenzstatus der enteralen Mikroflora bei Menschen und Nutztieren
Verwendung (TEUBER, 1999). Studien beziiglich der Empfindlichkeit dieses Erregers
gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen belegen demnach eine weltweite Verbreitung von
Resistenzen sowie einen stetigen Anstieg innerhalb der letzten Jahre (VON BAUM und MARRE,
2005; ROLLE und MAYR, 2002; EARSS, 2006). Besorgnis erregend ist dariiber hinaus die
Zunahme von Keimen, die gegen multiple Antibiotika Unempfindlichkeiten aufweisen. Als

ursdchliche Einflussfaktoren fiir die Resistenzzunahme sind der iiberméfBige Gebrauch
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antimikrobieller Wirkstoffe in der Human- und Veterindrmedizin sowie der Einsatz in
Landwirtschaft, Pflanzenschutz und Fischzuchten beschrieben (VON BAUM und MARRE, 2005;
FLUGS, 2007). Unempfindlichkeiten werden hdufig gegeniiber antimikrobiellen
Chemotherapeutika wie Aminopenicillinen, Cotrimoxazol, Fluorchinolonen, Cephalo-
sporinen, Carbapenemen und Aminoglykosiden aufgezeigt, welche bei E. coli-Infektionen
Verwendung finden (KRESKEN et al., 1999). Im Rahmen von Untersuchungen in europdischen
Krankenhdusern (2001-2005) erwiesen sich E. coli-Stimme zwischen 26 % und 77 % gegen
Aminopenicilline als resistent. Die Resistenzzunahme bei Fluorchinolonen wurde als
verheerend dargelegt. Insgesamt gesehen wurden bei den einbezogenen Stammen haufig
Unempfindlichkeiten gegeniiber mehreren Wirkstoftklassen ermittelt (EARSS, 2006).
Versuche der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fiir Chemotherapie e.V. (PEG) in Deutschland,
Osterreich und der Schweiz (iiberwiegend in Krankenhiusern der Maximalversorgung)
lieferten fiir E. coli-Stimme aus unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien Resistenz-
zunahmen gegeniiber Ampicillin von ca. 22 % auf tiber 50 % (1975-2004). Auch gegeniiber
Ciprofloxacin (14,5 auf 21,9 %), Cotrimoxazol (31,7 auf 32,9 %), Doxycyclin (34,9 auf
35,8 %) und weiteren Antibiotika waren in den Jahren 2001 bis 2004 zunehmende
Resistenzhéufigkeiten zu verzeichnen (KRESKEN, 2005; KRESKEN et al., 2006). In einer
ebenfalls auf dieser Fragestellung beruhenden Ermittlung kamen wihrend der Uberpriifung
von E. coli-Stammen im Stuhl von ambulanten Patienten im Alter von 40 bis 74 Jahren gegen
21 antimikrobielle Wirkstoffe hingegen geringere Resistenzen zum Vorschein (Ampicillin:
16,7 %; Doxycyclin: 14,0 %; Mezlocillin: 13,5 %; Piperazillin: 12,3 % und Cotrimoxazol:
8,8 %; andere bei 1,7 % oder darunter). Diese Erhebungen besagen zudem, dass von Patienten
mit einem weniger als ein Jahr zuriickliegenden Krankenhausaufenthalt isolierte Stamme
hiufiger Resistenzen aufweisen als Stimme von Beteiligten ohne stationidren Aufenthalt.
Demgegeniiber lie sich kein Zusammenhang zwischen Fleischkonsum und den erhobenen
Resistenzdaten aufzeigen (MARRE et al., 2002).

E. coli-Staimme aus Lebensmitteln wiesen im Rahmen eines europaweiten Resistenz-
monitorings geringere Unempfindlichkeiten auf als Stdmme tierischen Ursprungs, wobei sich
E. coli von Rindern und Schweinen seltener als resistent darstellten als Stimme von Hiihnern.
Zu einem Grofiteil fanden sich bei Stimmen boviner und porciner Herkunft Resistenzen
gegeniiber Ampicillin und Tetracyclin, wohingegen von Gefliigel kultivierte Staimme héaufig

Unempfindlichkeiten gegen das Chinolon Nalidixinsdure demonstrierten (EFSA, 2006).
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2.2 Enterovirulente E. coli-Stimme

Es existieren stark adaptierte E. coli-Stimme, welche durch spezifisch erworbene
Pathogenitétsfaktoren zur Anpassung an neue Nischen befdhigt und Ursache eines breiten
Spektrums humaner Erkrankungen sind (KAPER et al., 2004). Neben den uropathogenen
(UPEC), nephropathogenen (NPEC) und meningoseptischen bzw. septisch-pathogenen E. coli
(SPEC), die extraintestinale Erkrankungen verursachen (RKI, 1996a), sind auch
darmpathogene E. coli prasent. Dieser Gruppe sind die enteropathogenen (EPEC),
enterotoxinogenen (ETEC), enteroinvasiven (EIEC), enteroaggregativen (EAggEC), diffus-
adhdrenten (DAEC), nekrotoxischen (NTEC), cytolethal distending toxin-producing
(CLDTEC), cell-detaching (CDEC) bzw. diarrhea-associated haemolytic (DHEC) sowie die
Verotoxin-bildenden (VTEC) mit den enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) zugehorig. Die
genannten Pathovare werden in den folgenden Kapiteln abgehandelt und sind in Tabelle 1
(nach BULTE und GOLL, 2006) detailliert dargestellt. Diese enterovirulenten E. coli-Stimme
fithren regelméBig zu intestinalen Erkrankungen wie beispielsweise Diarrhd, Reisediarrhé und
Enteritis bei Kindern (VON BAUM und MARRE, 2005) und werden aufgrund der
unterschiedlichen Pathogenititsfaktoren den differenten Pathovaren zugeordnet (BEUTIN,
1990; RKI, 1996a). Teilweise rufen diese Erreger auch Erkrankungen beim Tier hervor; dabei
handelt es sich um Stimme von EPEC, VTEC und ETEC. Daneben existiert ein
tierspezifisches Pathovar, welches als ,,avian pathogenic E. coli* (APEC) bezeichnet wird und
extraintestinale Erkrankungen wie Infektionen des Respirationstraktes, Perikarditis und
Septikdmie beim Gefliigel bewirkt (KAPER et al., 2004). Die Identifizierung erfolgt
biochemisch, serologisch oder iiber die Bestimmung der Virulenzfaktoren. Letzteres gilt als
einzig sicheres Verfahren zur Differenzierung der Pathovare (RKI, 2002). Die Virulenzgene
sind hédufig in mobilen genetischen Elementen verankert, so dass sie auf andere Stamme
iibertragbar sind und dort ein gedndertes Spektrum an Virulenzeigenschaften hervorbringen
konnen (KAPER et al., 2004). GemiB dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) sind alle
darmpathogenen E. coli meldepflichtig (ANONYMOUS, 2000).
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2.21 Verotoxin-bildende (VTEC)/Enterohimorrhagische E. coli (EHEC)

Enterohdmorrhagische E. coli (EHEC) sind der Gruppe der Verotoxin-bildenden E. coli
(VTEC) zugehorig und konnen beim Menschen folgenschwere Erkrankungen wie das
hdmolytisch-urdimische Syndrom (HUS), die hédmorrhagische Colitis (HC) und die
thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP) hervorrufen (RKI und BGVV, 2001; BELL,
2002). Sie werden als die grofSte Herausforderung an die Lebensmittelindustrie seit dem
Botulismus geschildert, wobei E. coli O157:H7 als das dominierende Pathogen dieser Gruppe
gilt (BELL, 2002). Die Meldepflicht fiir Infektionen des Menschen mit EHEC ist in §7 des
Infektionsschutzgesetzes (IfSG) separat von der vorzunehmenden Meldung fiir ,.Escherichia
coli, sonstige darmpathogene Stimme* aufgefiihrt; ebenso sind Verdacht, Erkrankung und
Tod durch HUS gemiB3 §6 des IfSG meldepflichtig (ANONYMOUS, 2000). Im Jahr 2007
kamen 839 EHEC-Erkrankungen (auler HUS), 44 HUS-Fille und 6431 Erkrankungen durch
,»sonstige darmpathogene E. coli* zur Meldung; im Jahr 2006 waren es dagegen 1179 EHEC-
Erkrankungen (auBer HUS), 63 HUS-Félle und 6473 Erkrankungen durch ,sonstige
darmpathogene E. coli (RKI, 2008c). Ausfiihrlicher wird dieses Pathovar in Kapitel 2.3

thematisiert.

2.2.2 Enteropathogene E. coli (EPEC)

Lange Zeit erfolgte die Definition der enteropathogenen E. coli (EPEC) gemill bestimmten
O-Serogruppen und spéter nach O:H-Serotypen. Auf dem ,,Second International Symposium
on EPEC* in Sao Paulo im Jahr 1995 wurde jedoch beschlossen, den EPEC alle E. coli-
Stdimme zuzuordnen, die typische ,attaching and effacing*-Lisionen (A/E-Ldsionen)
hervorrufen, jedoch keine Verotoxine produzieren. Dieser Umstand unterscheidet sie von den
VTEC, welche ebenfalls A/E-Lasionen in der Darmschleimhaut auslosen, jedoch zusitzlich
das Verotoxin-Bildungsvermdgen innehaben. Gekennzeichnet sind A/E-Lésionen durch die
enge Adhidrenz (,,attaching™) zwischen dem Bakterium und der Epithelzelle der intestinalen
Schleimhaut und den Verlust der Mikrovilli (,,effacing) (ref. in NATARO und KAPER, 1998).
Die genetischen Determinanten der Pathogenititsfaktoren, welche fiir die Ausbildung der
A/E-Lésionen verantwortlich sind, liegen auf einer Pathogenititsinsel, dem ,locus of
enterocyte effacement (LEE) (McC DANIEL et al., 1995). Zugehorig sind das &ulBere

Membranprotein Intimin (codiert durch das ,,E. coli attaching and effacing- (eae-) Gen),
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Komponenten des Typ III-Sekretionssystems, der translozierte Intiminrezeptor Tir und einige
sezernierende Proteine. Zusétzlich werden bei den EPEC ,typische und ,,atypische® Stimme
unterschieden. Uber ein EAF- (EPEC adherence factor-) Plasmid verfiigende Stimme sind als
»typische EPEC* bzw. ,.class 1 zu klassifizieren, wihrend Stdmme ohne diesen weiteren
Virulenzfaktor den ,,atypischen* EPEC oder ,,class II* zugeordnet werden. Im EAF-Plasmid
sind Gene lokalisiert, welche fiir die ,,bundle forming pili“ codieren. Diese fiihren zum
Zusammenschluss der Bakterien untereinander. Nicht abschlieBend geklért ist, inwieweit sie
auch fiir die Adhérenz der Erreger an die Epithelzellen des Darms verantwortlich sind (ref. in

NATARO und KAPER, 1998).

An EPEC-Infektionen erkranken zumeist unter Zweijihrige. Altere Kinder und Erwachsene
sind haufig symptomlos. Die Ursache hierfiir ist nicht bekannt, eine These benennt jedoch den
Verlust spezifischer Rezeptoren mit dem fortschreitenden Alter. Durch Immunsuppression
oder durch Aufnahme enormer Inokula besteht dessen ungeachtet auch bei Erwachsenen die
Moglichkeit der Erkrankung. Die Ubertragung der EPEC erfolgt fikal-oral. Kranke Kinder
sowie asymptomatische Triger werden als Reservoir postuliert. In den 1940ern und 1950ern
waren diese Erreger in den Industrienationen bei Ausbriichen der Séduglings-Diarrhé von
groBer Bedeutung. Wihrend die Bedeutsamkeit in diesem Zusammenhang in der Folgezeit
abnahm, werden EPEC in den Entwicklungsldndern weiterhin als eine der Hauptursachen der
Diarrhd bei Kleinstkindern ausgewiesen. Bei einer durch EPEC, ebenso wie durch andere
intestinale Erreger ausgelosten Erkrankung, sind die therapeutischen Angriffspunkte die
Verhinderung einer Dehydratation und einer Elektrolytimbalanz. Zusitzlich kommen bei
schwerem Verlauf antimikrobielle Wirkstoffe zum Einsatz, wobei jedoch vielfach
Resistenzen bestehen. EPEC-Erkrankungen &uflern sich in akuter wissriger Diarrho,
Erbrechen und geringgradigem Fieber. Histopathologisch lassen sich durch Biopsien hiufig
charakteristische A/E-Lésionen feststellen (ref. in NATARO und KAPER, 1998). In Deutschland
machen EPEC seit mehreren Jahren den groften Anteil unter allen gemeldeten E. coli-Féllen
mit Angabe des Pathovars aus (RKI 2005; RKI, 2006; RKI, 2007a). So entfielen auch im Jahr
2007 77,8 % der gemeldeten E. coli-Enteritiden (ohne EHEC) auf diese Gruppe (RKI, 2008c).
Die bedeutendsten Serovare in diesem Land sind O26:H11, O86:H34 und O125:H19 (RKI,
1996a).

Wie bereits erwihnt, fiihren EPEC ebenso zu Erkrankungen bei Tieren und wenden dabei
viele der Virulenzfaktoren an, die auch in humanen Stimmen vorkommen (KAPER et al.,

2004). Als Reservoir der typischen EPEC wurde der Mensch charakterisiert; fiir atypische
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Stamme sind neben humanen Individuen verschiedene Tiere zu nennen (ref. in TRABULSI et
al., 2002). Untersuchungen von gesunden Rindern bewiesen eine Prévalenz von 8,2 %, wobei
sich keine prignanten Unterschiede in den Nachweisraten von Kélbern, Férsen und adulten
Tieren ergaben. Bei den am frequentesten detektierten Serogruppen handelte es sich um O10,
026, O71, O145 und O156 (ORDEN et al., 2002). Die Bedeutung von EPEC fiir die
Entwicklung einer Diarrho gilt als fraglich (ORDEN et al., 2002). Studien taxierten im Kot von
Kélbern mit Durchfall geringere Zahlen von EPEC als in Fidzes von gesunden Kélbern.
Dagegen wurden in Betrieben mit Durchfallproblemen bei Kilbern mit Diarrhé hohere
Keimzahlen ermittelt als bei nicht erkrankten Tieren (CHINA et al., 1998; HOLLAND et al.,
1999). Bei Hunden wird auf eine eindeutige Korrelation zwischen EPEC und intestinalen
Erkrankungen von Jungtieren hingewiesen (BEUTIN, 1999), und auch bei Kaninchen wird
bestimmten EPEC-Stimmen eine Bedeutung bei Darmerkrankungen zugesprochen (MILON et

al., 1999).

2.2.3 Enterotoxinogene E. coli (ETEC)

ETEC werden durch die Bildung hitzestabiler (ST) oder hitzelabiler (LT) Enterotoxine
charakterisiert (LEVINE, 1987). Die hitzelabilen Toxine besitzen eine groBe Ahnlichkeit zu
den Enterotoxinen von Vibrio cholerae (SIXMA et al., 1993) und lassen sich in LT-I und LT-II
unterteilen. Wahrend LT-I in Stdimmen aufzufinden sind, die Erkrankungen bei Menschen und
Tieren ausldsen, verursachen Stimme mit LT-II keine klinischen Symptome, kénnen jedoch
ungeachtet dessen bei Tieren und selten auch bei Menschen detektiert werden. Auch die
hitzestabilen Enterotoxine sind in zwei Gruppen eingeteilt, STa und STb. Die Gene fiir die ST
und LT sind auf Plasmiden lokalisiert. Durch Bindung der Enterotoxine an Membranen der
Wirtszellen werden Folgereaktionen ausgelost, die letztendlich durch Phosphorylierung von
Chloridkanilen in der osmotischen Diarrh6 resultieren. Neben diesen Begebenheiten sind die
Kolonisationsfaktoren von Bedeutung. Fiir die Anheftung der Erreger an die Epithelzellen der
Darmschleimhaut sind Fimbrien verantwortlich, die zudem die Speziesspezifitit dieser
Mikroorganismen ausmachen. Diese Virulenzfaktoren werden auf den gleichen Plasmiden
codiert wie die Enterotoxine (ref. in NATARO und KAPER, 1998).

ETEC l6sen hauptsichlich bei Kindern in Entwicklungslédndern ,,choleradghnliche* Diarrhden
aus und sind von Relevanz bei der sogenannten ,,Reisediarrhd (RKI, 1996a; NATARO und

KAPER, 1998). Als Hauptursache fiir ETEC-Infektionen in diesen Regionen wird die
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Aufnahme fdkal kontaminierter Lebensmittel einschlieBlich verunreinigten Trinkwassers
beschrieben. Durch die zunehmende Resistenz gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen und
aufgrund der schlechten Verfiigbarkeit von bei Kindern einsetzbaren Antibiotika in
Entwicklungslédndern, ist allein der orale Fliissigkeitsersatz fiir Kinder héaufig lebensrettend.
Ebenso ist die Rehydratation fiir Reisende beim Auftreten von Diarrhé von groer Bedeutung
(ref. in NATARO und KAPER, 1998). Die Gruppe der ETEC macht in Deutschland unter den
gemeldeten E. coli-Fillen (ohne EHEC) im Jahr 2007 mit 3,4 % den zweitgroBBten Anteil aus
(RKI, 2008c). Bedeutsame Serotypen in Deutschland beim Menschen sind O78:H12 und
08:H37; dhnliche Serovare werden auch bei Tieren dokumentiert (RKI, 1996a). Diese bei
Tieren vorkommenden Stidmme exprimieren jedoch andere Kolonisationsfaktoren als beim
Menschen (KAPER et al., 2004), weshalb davon ausgegangen wird, dass Stimme animalen
Ursprungs keine humanen Erkrankungen auslosen (ref. in NATARO und KAPER, 1998). ETEC
verursachen bei Jungtieren (Kéilber, Limmer und Ferkel) in den ersten Lebenstagen hiufig die
sogenannte Colidiarrhd und konnen durch starke Exsikkose zum Tod fiihren (ROLLE und
MAYR, 2002); bei Hunden und Katzen ist diese Gruppe dagegen wenig verbreitet. Die
Therapie besteht auch bei Tieren aus oraler bzw. intravendser Rehydratation und der

Verabreichung von Antibiotika (NAGY und FEKETE, 1999).

2.2.4 Enteroinvasive E. coli (EIEC)

EIEC weisen in ihrer Biochemie, Genetik und Pathogenetik groBe Ahnlichkeit mit Shigella
ssp. auf. Beide Erreger zeichnen sich durch das Invasionsvermdgen in die Epithelzellen des
Colons aus; die hierfiir codierenden Gene sind auf einem 140 MDa groflen Plasmid
lokalisiert. Ein mdgliches Vorkommen von Enterotoxinen wird als Erkldrung fiir das
Auftreten der typischen wissrigen Diarrho gesehen (ref. in NATARO und KAPER, 1998), wobei
teilweise auch Blut und Schleim enthalten ist (GROSS et al., 1983). Erkrankungen mit diesem
Mikroorganismus sind in der Aufnahme von verunreinigtem Trinkwasser und kontaminierten
Lebensmitteln begriindet, wobei auch Berichte von Mensch zu Mensch-Ubertragungen
vorliegen (ref. in NATARO und KAPER, 1998). Als bedeutende Serovare in Deutschland
werden O124:H’, O148:H und O164:H  aufgefiihrt (RKI, 1996a). Lediglich 0,8 % aller
gemeldeten E. coli-Fiélle (ohne EHEC) mit Pathovarangabe entfallen im Jahr 2007 auf EIEC
(RKI, 2008c). Diese geringe Inzidenz war auch schon in den vorangegangenen Jahren zu

verzeichnen (RKI, 2006; RKI, 2007a).
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2.2.5 Enteroaggregative E. coli (EAggEC)

EAggEC vermdgen Héamolysine und Zytotoxine, ein dem hitzestabilen Enterotoxin von ETEC
dhnliches Enterotoxin sowie verschiedenartige Fimbrien und duflere Membranproteine zu
bilden. Die Gruppe zeichnet sich durch die aggregative Adhdrenz an Hep-2-Zellen (Zellen
einer humanen Larynx-Epitheliom-Zelllinie) aus. Die Adhdsine AAF/I und AAF/II
(aggregative adherence fimbriae I und II) sind lediglich in wenigen Stammen nachzuweisen
(LAW und CHART, 1998; NATARO et al., 1998), ebenso wie AAF III (BERNIER et al., 2002).
Nur etwa 40 % der EAggEC bilden das Enterotoxin AST 1 (EAggEC heat-stable entero-
toxin 1), welches auch bei EPEC, ETEC und VTEC beschrieben wird (SAVARINO et al., 1993;
SAVARINO et al., 1996). EAggEC adhérieren an der intestinalen Schleimhaut und regen die
Schleimproduktion an, woraufhin sich ein dichter Mukus-Biofilm mit den enthaltenen
Erregern bildet. Dies begiinstigt eine andauernde Besiedelung mit den Bakterien und eine
Malabsorption. Die Bildung von Zytotoxinen sowie das Auftreten von
Entziindungsreaktionen werden als Begriindung fiir die Schiadigung der Schleimhaut und der
intestinalen Sekretion in Betracht gezogen (NATARO et al., 1998). Die Ursache fiir die
Auslosung persistenter Diarrhden ist noch nicht hinreichend gekldrt (WEINTRAUB, 2007). In
Entwicklungslandern wird dieser Gruppe aufgrund des héufig langwierigen, teilweise liber
zwei Wochen andauernden Durchfalls bei Kindern und der moglichen Todesfolge grof3e
Bedeutung beigemessen. Jedoch waren diese Erreger auch bei durch Lebensmittel ausgelosten
Ausbriichen in Industrielindern nachweisbar (ref. in NATARO et al., 1998). Klinische
Symptome bestehen in akuten, aber auch chronischen Durchfillen, wobei iiberwiegend
Kinder betroffen sind (HUPPERTZ et al., 1997). EAggEC sind ebenfalls als Ursache fiir
Diarrhden bei Erwachsenen zu verzeichnen und werden auch im Zusammenhang mit
persistenten Durchfall-Erkrankungen bei HIV- (Humanes Immundefizienz-Virus) Infizierten
genannt (BERNIER et al., 2002). Zudem wurde dieses Pathovar als wichtiger Ausloser fiir die
Reisediarrho postuliert (ADACHI et al., 2001). Fiir das Ausmal} der Erkrankung spielen das
Alter sowie der Erndhrungs- und Immunstatus eine Rolle, wobei zusitzlich die These besteht,
dass nur gewisse Staimme Erkrankungen auslosen konnen (LAW und CHART, 1998).
Resistenzerhebungen zeigten eine Unempfindlichkeit der Erreger gegen fiinf von neun
getesteten Antibiotika (SANG et al., 1997). In Deutschland entfielen im Jahr 2007 1,1 % aller
gemeldeten E. coli-Félle (ohne EHEC) mit Pathovarangabe auf EAggEC (RKI, 2008c).
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2.2.6 Diffus-adharente E. coli (DAEC)

DAEC zeichnen sich durch ihr charakteristisches und diffuses Anheftungsmuster an Hep-2-
Zellen aus und gelten als Ausloser wissriger Durchfille bei liber einjdahrigen Kindern (ref. in
NATARO und KAPER, 1998). In Deutschland machten DAEC im Jahr 2007 unter den nach
IfSG gemeldeten E. coli-Fillen (ohne EHEC) mit Angabe der Pathogruppe 0,1 % aus (RKI,
2008c). Empfindlichkeitstestungen mit 112 Stammen dieser Gruppe ergaben gegeniiber sechs
der getesteten Antibiotika eine Resistenz von iiber 50 %. Lediglich zwei der Stimme erwiesen
sich als sensibel. Die Gene fiir die diffuse Adhédrenz und die Antibiotikaresistenz liegen auf
denselben konjugativen Plasmiden. Dieser Umstand scheint fiir die Epidemiologie von

Bedeutung zu sein (LOPES et al., 2005).

2.2.7 Nekrotoxische E. coli (NTEC)

NTEC werden durch die Bildung von CNF (,,cytotoxic necrotizing factor*) charakterisiert.
Durch diesen Faktor kommt es zu nekrotisierenden Verdnderungen an der Haut von
Kaninchen und zu auffallenden morphologischen Verdnderungen in epithelialen Zelllinien
(CHO-, Vero- und HelLa-Zellen) (CAPRIOLI et al., 1983). Aufgrund der unterschiedlichen
ausgelosten Zellverdnderungen werden CNF-1 (NTEC-1) und CNF-2 (NTEC-2)
unterschieden; beide Typen sind mit verschiedenen Virulenzfaktoren assoziiert. Bei einigen
Stammen lassen sich Himolysine und CDT (,,cytolethal distending toxins‘) identifizieren. Die
Kombination dieser Virulenzfaktoren vermag eine enorme Pathogenitit zu verursachen. Beim
Menschen 16st diese Gruppe iiberwiegend extraintestinale Erkrankungen aus (ref. in DE
RYCKE et al., 1999), wobei sie jedoch ebenso in Verbindung mit Ausbriichen neonataler
Diarrh6 geschildert wird (BLANCO et al., 1992). NTEC-1 kommen bei Menschen und
Haustieren vor, wohingegen von NTEC-2 einzig bei Wiederkduern berichtet wird (DE RYCKE
et al., 1999). Bei Kélbern gelten NTEC als Ausloser von Diarrh6 und Septikdmie (OSWALD et
al., 1991; ORDEN et al., 1999), sie sind aber auch bei gesunden Tieren detektierbar. Aufgrund
dessen gelten Rinder als Reservoir fiir NTEC (ORDEN et al., 2002). In Lebensmitteln wird

diese Gruppe nur selten ermittelt (QUINTO und CEPEDA, 1996).
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2.2.8 Cytolethal distending toxin-producing E. coli (CLDTEC)

,Cytolethal distending toxins“ (CDT) bewirken bei verschiedenen Zelllinien (CHO-, Vero-,
HeLa- und Hep-2-Zellen) durch die irreversible Blockade des Zellzyklus in der G,-Phase vor
der Mitose eine Zell-Vergroerung und den Tod der Zellen (JOHNSON und LIOR, 1988;
COMAYRAS et al., 1997). Sie bestehen aus den drei Untereinheiten CDTA, CDTB und CDTC
(OHARA et al., 2004) und werden durch drei nebeneinander liegende Gene (cdtA, cdtB und
cdtC) codiert. Diese Toxine wurden bei vielen gramnegativen Bakterien, die fiir ihre
Schleimhaut-Pathogenitdt bei Menschen und Tieren bekannt sind, nachgewiesen (neben
E. coli und Shigella dysenteriae, auch bei verschiedenen Campylobacter- und Helicobacter-
Spezies, Actinobacillus actinomycetem-comitans und Haemophilus ducreyi) (ref. in DE
RYCKE und OSWALD, 2001). CDT-produzierende E. coli waren bei Kindern mit und ohne
Diarrh6-Erkrankung aufzufinden, weshalb sie als Ausloser akuter Diarrhéen nicht

abschlielend bestétigt werden konnen (ALBERT et al., 1996; MARQUES et al., 2003).

2.2.9 Cell-detaching (CDEC)/Diarrhea-associated haemolytic E. coli (DHEC)

Die erste Beschreibung der Cell-detaching E. coli (CDEC) findet sich in einer Publikation von
GUNZBURG et al. (1993). In dieser Arbeit waren die Assoziation dieser Stimme mit Kinder-
Durchfall sowie die nachweisbare Abtrennung des Hep-2-Zellen Monolayers auffillig. In
einer anderen Erhebung zu dieser Fragestellung war kein Zusammenhang dieser Gruppe zu
Diarrho-Erkrankungen bei Kindern darlegbar, wohingegen das Vermdgen zur alpha-
Hiamolysin-Bildung festgestellt wurde. Dieser Befund unterscheidet die CDEC von anderen
Pathogruppen wie DAEC und EPEC, die auch das Phdnomen der Zell-Ablosung aufweisen
(MARQUES et al., 1995). ELLIOTT et al. (1998a) benannten demzufolge diese Gruppe spéter als
»diarrhoe-associated haemolytic E. coli* (DHEC) und zeigten das Potential einiger Stdmme
zur Produktion von Pyelonephritis-assoziierten Pili, CNF-1 und anderen Toxinen auf.

In verschiedenen Studien wurden zahlreiche Resistenzen gegeniiber antimikrobiellen
Wirkstoffen und die Lokalisation der Resistenzgene auf mobilen genetischen Elementen
nachgewiesen, weshalb diese Gruppe als mdgliches Reservoir fiir Antibiotika-Resistenzgene

in Betracht gezogen wird (ABDUCH FABREGA et al., 2002; OKEKE et al., 2002).
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2.3 Nomenklatur und Pathogenititsfaktoren von VTEC/EHEC

2.3.1 VTEC, EHEC und E. coli 0157:H7

Die Gruppe der VTEC besitzen typischerweise das Potential, Verotoxine bilden zu kénnen
(BEUTIN, 1989; RKI, 2002; BULTE und GOLL, 2006; EFSA, 2007). KONOWALCHUK et al.
(1977) entdeckten, dass einige E. coli-Stimme ein Toxin mit einem irreversiblen
zytotoxischen Effekt auf Vero-Zellen produzieren und bezeichneten dieses als Verotoxin.
O’BRIEN et al. wiesen im selben Jahr ein dem Shiga-Toxin von Shigella dysenteriae Typ 1
sehr dhnliches Toxin bei EPEC-Stdmmen nach und beschrieben es als Shiga-like-Toxin. Zu
den untersuchten Stimmen gehorte ein von KONOWALCHUK et al. (1977) untersuchtes Isolat,
bei welchem Verotoxinbildung nachgewiesen wurde (O'BRIEN et al, 1977). Die
Untersuchungen der Nucleotid-Sequenz von Shiga-like-Toxin 1 durch CALDERWOOD et al.
(1987) ergaben ebenfalls eine groBe Ahnlichkeit zu dem von Shigella dysenteriae
produzierten Shiga-Toxin. Weitere Untersuchungen filihrten zu der Schlussfolgerung, dass es
sich bei Verotoxin und Shiga-like-Toxin um ein nahezu identisches Toxin handelt (O'BRIEN
und LA VECK, 1983; O'BRIEN und HOLMES, 1987). Dementsprechend wurde entschieden, die
Begriffe Verotoxin und Shiga-Toxin als Synonym verwenden zu konnen, ebenso die
Bezeichnungen VTEC und STEC (ACHESON, 1998) und vix bzw. stx als Benennungen der fiir
die Toxine codierenden Gene (BULTE und GOLL, 2006). Das RKI verwendet zusitzlich die
Nomenklatur enterohdmorrhagische E. coli (EHEC) als Synonym fiir VTEC und STEC. Als
EHEC im engeren Sinne werden VTEC bezeichnet, die beim Menschen zu akuter Enteritis,
hdmorrhagischer Colitis (HC) oder zu den lebensgefdhrlichen Erkrankungen hédmolytisch-
urdmisches Syndrom (HUS) oder thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP) fiihren
konnen. Da es momentan jedoch an préazisen Unterscheidungsmoglichkeiten mangelt, werden
alle vom Menschen isolierten (humanpathogenen) VTEC als EHEC definiert (RKI und
BGVV, 2001; RKI, 2002; RKI 2008a), weshalb im Infektionsschutzgesetz vollumfinglich der
Begriff EHEC vorzufinden ist (ANONYMOUS, 2000). Andere Autoren vertreten die Meinung,
der Ausdruck EHEC sei lediglich auf Stimme zu beziehen, welche Verotoxine produzieren,
A/E-Lasionen verursachen, ein 60-MDa-Plasmid besitzen sowie schwerwiegende
Erkrankungen wie HC und HUS beim Menschen hervorrufen (LEVINE, 1987; TZIPORI et al.,
1987). NATARO und KAPER (1998) bezeichnen Stimme mit den genannten Eigenschaften als
»typische EHEC* und Stimme, die keine A/E-Lésionen verursachen bzw. kein 60-MDa-
Plasmid besitzen als ,,atypische EHEC*. BOCKEMUHL und KARCH (1996) sind der Ansicht,

dass die pathogenen E. coli-Stimme als EHEC zu definieren seien, welche Verotoxine bilden
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und imstande sind, beim Menschen HC und HUS hervorzurufen. RICHTER et al. (1998)
ebenso wie BUSCH et al. (2004) deklarieren alle VTEC als potentielle EHEC. BULTE dagegen
ist der Auffassung, die Gruppe der EHEC miisse sich durch zusétzliche Pathogenitétsfaktoren
(eae-Gen) sowie die Isolation von erkrankten Menschen auszeichnen. Die Annahme, jeder
VTEC sei ein potentieller EHEC, kénne demnach nicht weiter unterstiitzt werden (BULTE und
HECKOTTER, 1997; BULTE, 2001).

Als bedeutendster Serotyp unter den EHEC wird E. coli O157:H7 betrachtet (BELL, 2002).
Diese Serovar wurde erstmals im Jahr 1983 durch RILEY et al. thematisiert, welche zwei
Ausbriiche in Oregon und Michigan untersuchten. Der Verzehr ungeniigend erhitzter
Hamburger aus Rindfleisch bei derselben Fast-Food-Kette fiihrte damals bei 47 betroffenen
Menschen zu starken Bauchschmerzen und —krdmpfen, erst wéssriger und spiter blutiger
Diarrh6, wéhrend Fieber sehr selten auftrat bzw. ginzlich ausblieb (RILEY et al., 1983). Die
Erkrankung wurde als Himorrhagische Colitis (HC) bezeichnet (WELLS et al., 1983; NATARO
und KAPER, 1998). Im selben Jahr stellten KARMALI et al. einen Zusammenhang zwischen
Verotoxin-produzierenden E. coli in humanem Stuhl und vereinzelten Fillen der Erkrankung
HUS dar (KARMALI et al., 1983). Heute wird die Serogruppe O157 weltweit am hdufigsten
nachgewiesen (RKI, 2008a). Das Risiko der Entstehung eines HUS bei infizierten Kindern
durch non-O157:H7 ist nicht bekannt, da die Isolationsrate von non-O157:H7-Stammen in
menschlichem Stuhl gering ist. E. coli O157:H7 wird daher als hauptsidchlicher Ausloser fiir
HUS gesehen (TARR et al., 1997). Im Einklang mit dieser Ansicht weisen JELACIC et al.
(2003) darauf hin, dass von non-O157:H7- seltener blutige Diarrhé ausgelost wird als von

0O157:H7-Stammen.

2.3.2 Verotoxine

KoNOWALCHUK et al. (1977) bezeichneten das von VTEC gebildete Toxin mit einer
zytopathogenen Auswirkung auf Vero-Zellen als Verotoxin, wihrend die Arbeitsgruppe um
O'BRIEN durch ihre Studien zu der Auffassung kam, dass es sich bei Verotoxin und Shiga-
like-Toxin um ein nahezu identisches Toxin handelt (O'BRIEN und LA VECK, 1983; O BRIEN
und HOLMES, 1987). Die Bezeichnungen Verotoxin und Shiga-Toxin, ebenso wie VTEC und
STEC sowie vix und stx, sind - wie bereits erwdhnt - synonym zu verwenden (ACHESON,

1998). So wird in dieser Arbeit die VTEC bzw. Verotoxin- (VT) Nomenklatur angewandt und
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alle in den urspriinglichen Publikationen verwendeten Begriffe wie STEC oder Shiga-Toxin

(Stx) bzw. Shiga-like-Toxin (SLT) vereinheitlicht.

Verotoxine lassen sich in die zwei Hauptgruppen VT 1 und VT 2 unterteilen, da eine
serologische Kreuzneutralisation ausbleibt (SCOTLAND et al., 1985; STROCKBINE et al., 1986).
Nur bei VT 1, nicht jedoch bei VT 2, kommt es zu einer Neutralisation durch Antiseren gegen
das Shiga-Toxin von Shigella dysenteriae Typ 1, da die Toxine VT 1 und Shiga-Toxin
hochgradig dhnlich sind (STROCKBINE et al., 1986; STROCKBINE et al., 1988). So eruierten
STROCKBINE et al. (1988), dass die Gene von VT 1 und Shiga-Toxin eine liber 99 % ige
Homologie aufweisen und sich die Aminosduresequenz lediglich in einer Aminosdure
unterscheidet. Dagegen verfiigen VT 1 und VT 2 nur zu 58 % iiber gemeinsame
Gensequenzen, und die Aminosduresequenz stimmt lediglich zu 56 % iiberein (JACKSON et
al., 1987). Die fiir Verotoxine codierenden Gene sind auf Bakteriophagen lokalisiert
(STROCKBINE et al., 1986; STROCKBINE et al., 1988). Aufgrund dieser Tatsache sind die
Toxingene auf andere Stimme iibertragbar, so dass diese darauthin ebenfalls zur
Verotoxinproduktion befdhigt sein konnen. Da von Patienten isolierte Verotoxin-
produzierende Stimme ihre Toxingene wihrend der Subkultivierung ebenso verlieren kénnen,
ist verstdndlich, dass das Toxinbildungsvermogen teilweise nicht mehr nachweisbar ist,
obwohl die Erkrankung durch einen VT-bildenden Erreger ausgelost wurde (KARCH et al.,

1992; MELLMANN et al., 2005; BIELASZEWSKA et al., 2007).

Das Holotoxin besteht aus einer aktiven A-Untereinheit, die fiir die Hemmung der
Proteinsynthese zustdndig ist, und aus fiinf B-Untereinheiten, die fiir die Bindung an die
Rezeptoren der Zelloberfldchen sorgen (DONOHUE-ROLFE et al., 1984; O'BRIEN und HOLMES,
1987). Zur Bindung der Verotoxine dient hauptsdchlich der Glycolipid-Rezeptor
Globotriosylceramid (Gbs) der eukaryotischen Zellen (LINGWOOD et al., 1987; WADDELL et
al., 1988). Die Hauptvarianten VT 1 und VT 2 werden aufgrund ihrer Unterschiedlichkeit in
Subtypen unterteilt. Eine detaillierte Zusammenstellung der Toxinvarianten fand durch BULTE

und GOLL (2006) statt und ist in den Tabellen 2 und 3 aufgefiihrt.

In ersterer Gruppe wurde zundchst nur das VT 1 benannt (STROCKBINE et al., 1986). Wihrend
ZHANG et al. im Jahr 2002 iber VT 1c berichteten, welches sie bei humanen Stimmen
detektierten, konnten im folgenden Jahr BURK et al. (2003) den Typ VT 1d sowie OHMURA-

HOSHINO et al. (2003) die Varianten VT 1v51 und VT 1v52 in Stimmen aus Rindermatrizes
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ermitteln. Andere Autoren beschreiben zudem eine VT 1-Variante mit einem IS1203-

dhnlichen Element (IS1203v;) (SUZUKI et al., 2004).

Tabelle 2: VT 1-Varianten bei E. coli-Stammen

(in Anlehnung an BULTE und GOLL, 2006)

. Nukleotidsequenz-
Toxin- homologie zu vzx1 Quelle Bemerkungen
Variante T m
A" B
SCOTLAND
2) o o et al., 1985
VT 1 100 % 100 % STROCKBINE
et al., 1986
0 identisch mit VT 1-0OX3
VT lc 95 % ZHANG et al., 2002 nach PATON et al., 1995
Aminosduresequenz
BURK et al identisch mit
VT 1d 91 % ? VT 1v51 und VT 1v52
2003
nach OHMURA-
HOSHINO et al., 2003
Aminoséuresequenz von VT
VT 1v51, k.AY k.A. OHMURA-HOSHINO  1v51 und VT 1v52 identisch;
VT 1v52 (94 % AS) (92 % AS) et al., 2003 identisch mit VT 1d
nach BURK et al., 2003
VT1-Variante KA SUZUKI et al., 1S1203-dhnliches Element

mit IS1203v,

2004

in A-Untereinheit

D Sequenzen, die fiir die A- bzw. B-Untereinheit codieren
% Verotoxin (VT)-Nomenklatur einheitlich angewandt

?) keine Angabe
% AS: Aminoséduresequenz-Homologie
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In der Hauptgruppe VT 2 wurde zunichst das von STROCKBINE et al. (1986) genannte VT 2
bekannt. Darauf folgend wiesen ITO et al. im Jahr 1990 den Subtyp VT 2vh in einem von
einem HUS-Patienten kultivierten Stamm nach und gliederten nochmals in die Untergruppen
VT 2vh-a und VT 2vh-b. Zu einem spéteren Zeitpunkt wurden diese Varianten in VT 2d1 und
VT 2d2 umbenannt (MELTON-CELSA et al., 1998; KOKAI-KUN et al., 2000). In der Arbeit von
MEYER et al. (1992) erfolgte eine Beschreibung der Variante VT 2vhc. Andere Autoren
berichteten wiederum von den Untergruppen VT 2¢ (SCHMITT et al., 1991) und VT 2d, wobei
letztere die Toxintypen VT 2d-Ount, VT-2d-OX3a und VT 2d-O111 beinhaltet (PIERARD et
al., 1998) und nicht mit der von KOKAI-KUN et al. (2000) beschriebenen Gruppe
iibereinstimmt. Von WEINSTEIN wurde der Typ VT 2e, welcher bei Schweinen die
Odemkrankheit ausldst, als VT 2v deklariert (MARQUES et al., 1987; WEINSTEIN et al., 1988).
Wihrend diese Arbeitsgruppe bei dem genannten Typ keine Toxin-codierenden Sequenzen
auf Bakteriophagen ermitteln konnte und daher von einer chromosomalen Codierung ausging
(WEINSTEIN et al., 1988), war es MUNIESA et al. (2000) allerdings mdglich, einen VT 2e
iibertragenden Bakteriophagen bei einem VT 2e-produzierenden Stamm darzustellen. Die
genannte Untergruppe bindet zudem nicht wie die anderen VT-Subtypen an den Gbs-
Rezeptor, sondern an den Globotetraosylceramid- (Gbs) Rezeptor (DE GRANDIS et al., 1989).
Von weiteren Toxinvarianten (VT 2f) berichteten SCHMIDT et al. (2000) in von Tauben
isolierten Stdmmen und zusétzlich LEUNG et al. (2003) in aus Rindermatrizes kultivierten
VTEC (VT 2g). Zudem fand durch BERTIN et al. (2001) eine Beschreibung des Subtyps
VT 2-NV206 statt. Eine Auflistung dieser Varianten ist in Tabelle 3 zu finden.
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Tabelle 3: VT 2-Varianten bei E. coli-Stammen

(in Anlehnung an BULTE und GOLL, 2006)

. Nukleotidsequenz-
VTO?‘m; homologie zu vzx2 Quelle Bemerkungen
ariante 0 B0
2 o o STROCKBINE et
VT2 100 % 100 % al.. 1986
Reklassifizierung zu VT 2¢
VT 2vh nach WHO, 1991;
(VT 2vh-a, 98,6 %’ 95,5 %" ITO et al., 1990 Umbenennung in VT 2d
VT 2vh-b) (VT 2d1, VT 2d2) nach
MELTON-CELSA et al., 1998
MEYER et al.
o 0 s
VT 2vh 99,0 % 95,0 % 1992
GANNON of al Vorschlag von SCHMIDT
VT 2va 69,5 % 78,1 % " et al., 2000: Reklassifi-
1990 . .
zierung in VT 2f
Beriicksichtigung von
VT 2¢ 99,7 % 95,2 % SCHMllngT A al, VT 2vh-a und VT 2vh-b,
gemill WHO, 1991
VT 2e 94,0 % 79,0 % WEINSIT;;? etal, urspriinglich VT 2v
nicht identisch mit VT 2d
VT 2d MELTON-CELSA nach PIERARD et al., 1998;
(VT 2d1, VT 2vh) ctal. 1998 identisch mit VT 2vh
VT 2d2) N (VT 2vh-a, VT 2vh-b)
nach ITO et al., 1990
VT 2d . . . .
, nicht identisch mit VT 2d
(VT 2d-Ount, 4) 4) PIERARD et al.,
94,9 % 86,6 % nach MELTON-CELSA et al.,
VT 2d-O111, 1998 1998
VT 2d-OX3a)
o 0/5) SCHMIDT et al., Beriicksichtigung
VT 2f 63,4 % 75,4 % 2000 von VT 2a
k.A.” k.A.
VT 2¢ (63,0- (76,7- LEUI;SO? al,
94,9 %)" 90,7 %)”
KA. kA BERTIN et al
VT 2-NV206 (94,5- (81,5- 2001 "
99,0 %)" 96,0 %)”

Y Sequenzen, die fiir die A- bzw. B-Untereinheit codieren

% Verotoxin-Nomenklatur einheitlich angewandt

% bezogen auf VT 2vh-a

» nach FRIEDRICH et al., 2002

% nach FRIEDRICH et al., 2002 (SCHMIDT et al., 2000: 57,4 %)

% keine Angabe

" bezogen auf VT 2 und VT 2-Varianten
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2.3.3 Weitere Virulenzfaktoren

Neben den Verotoxinen sind bei den VTEC noch die fiinf bislang beschriebenen
Pathogenititsinseln zu erwéhnen, die fiir verschiedene Pathogenititsfaktoren codieren und
von denen der ,Jlocus of enterocyte effacement” (LEE) am héufigsten benannt und am
besten untersucht wurde. Unter dem Begriff der ,,Pathogenitétsinsel” sind auf Chromosomen
lokalisierte DNA-Abschnitte zu verstehen, auf denen fiir Virulenzfaktoren codierende Gene
verankert sind. Diese unterscheiden sich beispielsweise von den anderen Genabschnitten
durch den G- und C-Anteil und die Codon-Verwendung, zudem sind deren Grenzen durch
sich wiederholende Sequenzen oder Insertions-Elemente gekennzeichnet. Daher wird
geschlussfolgert, dass diese DNA-Abschnitte einen fremden Ursprung aufweisen. Dariiber
hinaus sind diese Gensequenzen in nahe verwandten, avirulenten Bakterien groftenteils nicht
aufzufinden. Durch den Transfer dieser Pathogenitétsinseln konnen Bakterien innerhalb eines
Ubertragungsvorgangs komplexe Virulenzmerkmale erlangen (ref. in MECSAS und STRAUSS,
1996; BULTE und GoOLL, 2006), wobei auch die Weitergabe einzelner Gene flir moglich
gehalten wird (SCHMIDT et al., 2001; BULTE und GOLL, 2006). Die Pathogenitétsinsel LEE
codiert fiir Virulenzfaktoren, die zu den sogenannten ,,attaching and effacing® (A/E)-Lasionen
fiihren (MOON et al., 1983; McC DANIEL et al., 1995). Diese sind, wie bereits erwahnt, durch
den Verlust der Mikrovilli (,,effacing) und durch die enge Adhérenz (,,attaching®) zwischen
dem Bakterium und der Epithelzelle der intestinalen Schleimhaut gekennzeichnet (NATARO
und KAPER, 1998). Zusitzlich entstehen deutliche Verdnderungen am Zytoskelett der
Wirtszelle (PERNA et al., 1998). Alle E. coli-Stamme, die eine Ausbildung von A/E-Lésionen
verursachen, werden als AEEC (,,attaching effacing E. coli) bezeichnet (MOON et al., 1983).
Der LEE ist bei den EHEC nicht obligat vorhanden, wie es bei den EPEC der Fall ist,

dennoch ist er bei klinischen Stimmen hdufig vorzufinden (BULTE und GOLL, 2006).

Von den auf dem LEE liegenden Genen ist das eae- (E. coli attaching and effacing) Gen am
langsten bekannt (BULTE und GOLL, 2006). Es codiert fiir das &ullere Membranprotein
Intimin, welches fiir die enge Adhirenz zwischen Bakterium und Wirtszelle verantwortlich
ist. In vielen verschiedenen Versuchen wurden Intimin-Subtypen und Untergruppen
differenziert, so dass inzwischen 18 Intimin-Subtypen (alpha bis sigma) geldufig sind, die
teilweise noch weiter untergliedert werden (BULTE und GOLL, 2006; SCHONENBRUCHER,
2006). Die drei Gene espA, espB und espD codieren fiir Sekretionsproteine (EspA, EspB und

EspD), die in Signaltransduktionswege der Wirtszellen eingebunden sind, und die esc- bzw.
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sep-Gene codieren fiir Komponenten des Typ III-Sekretionssystems (TTSS). TTSS lassen
sich in human-, tier- und pflanzenpathogenen gramnegativen Mikroorganismen ermitteln. Sie
bestehen aus iiber 20 Proteinen, welche einen durch die Bakterien- und Wirtszellmembran
reichenden Kanal bilden, so dass es den Bakterien ermoglicht wird, die biochemischen
Zellgrenzen zu iiberwinden und somit Virulenzfaktoren aus dem bakteriellen Zytoplasma
direkt in die betroffene Wirtszelle einzubringen. Es werden Effektorproteine, die in das
Zytoplasma der Wirtszelle gelangen und dort ihre Funktion ausiiben, und
Translokationsproteine, welche den Transport vermitteln, unterschieden. Als Prototyp gilt das
TTSS von Yersinia-Spezies. Das am anderen Ende des LEE lokalisierte #ir-Gen codiert fiir
das Effektorprotein Tir (translocated intimin receptor). Dieses wiederum wird vom
Bakterium iiber das TTSS in die Wirtszelle transloziert und fungiert dort als Rezeptor flir das
Membranprotein Intimin (DONNENBERG et al., 1993; JARVIS et al., 1995; KENNY und FINLAY,
1995; JARVIS und KAPER, 1996; KENNY et al., 1996; KENNY et al., 1997; LAI et al., 1997,
ELLIOTT et al., 1998b; PERNA et al., 1998; CORNELIS und VAN GIISEGEM, 2000; GAUTHIER
und FINLAY, 2002).

E. coli-Stimme vermodgen verschiedene Hiamolysin-Typen zu produzieren, von denen das
a-Héamolysin funktionell, biochemisch und genetisch am besten charakterisiert wurde und mit
extraintestinalen Erkrankungen assoziiert ist. Bei EPEC-Stimmen der Gruppen O26 und
O111 lieB sich ein neues Hadmolysin nachweisen, welches sich von o-Hémolysin
morphologisch, immunologisch und genetisch unterschied und darauthin als
Enterohimolysin bezeichnet wurde (BEUTIN et al., 1988). Andere Autoren benannten dieses
Héamolysin aufgrund des hiufigen Vorkommens bei EHEC-Stdmmen als EHEC-Hadmolysin
(ScHMIDT et al., 1995; SCHMIDT und KARCH, 1996; BOERLIN et al., 1999). BEUTIN et al.
stellten zwischen dem Vorkommen von Enterohdmolysin und der Verotoxin-Produktion eine
Assoziation von 89 % fest. Der weiterhin nachgewiesene Zusammenhang zwischen der
Enterohdmolysin-Produktion und Durchfall-Erkrankungen konnte auf eine Funktion als
Virulenzfaktor hindeuten (BEUTIN et al., 1988; BEUTIN et al., 1989). Geméall anderer
Literaturstellen herrscht im Gegensatz dazu die Ansicht, experimentelle Beweise fiir die
Virulenz von Enterohdmolysin fehlten noch, weshalb dieses nur als vermeintlicher
Virulenzfaktor zu sehen sei (BOERLIN et al., 1999). Weitere Untersuchungen sehen aufgrund
des hohen Vorkommens in EHEC-Stimmen einen mdglichen Zusammenhang zwischen
Enterohdmolysin- und Verotoxin-Bildungsvermdgen und der Pathogenese von HC und HUS

(ScaMmIDT et al., 1995). Bei der Untersuchung von VTEC O111-Stdammen ergab sich ein



22 Literaturiibersicht

deutlicher Unterschied zwischen HUS- und Diarrho-Isolaten. So erwiesen sich 88 % der
Stimme von HUS-Patienten, jedoch lediglich 22,2 % der Isolate von Durchfall-Patienten als
Enterohdmolysin-positiv (SCHMIDT und KARCH, 1996). BULTE (2001) stellte dariiber hinaus
in seiner Arbeit bei 90 % der Stimme von HUS- oder HC-Patienten, aber auch bei 93,4 % der
Stamme von humanen Ausscheidern das Enterohdmolysin dar. Hingegen erwiesen sich
lediglich 57,5 % der aus Lebensmitteln kultivierten VTEC-Stdmme als positiv. Mithilfe dieser
Ausfithrungen sollen die teilweise sehr unterschiedlichen Ergebnisse und Ansichten

aufgezeigt werden.

2.4 Epidemiologische Situation von VTEC

2.4.1 Vorkommen bei Tieren

VTEC werden bei verschiedenen, in der Umgebung des Menschen vorkommenden Tierarten
nachgewiesen und gelten als potentielle EHEC fiir den Menschen (RKI, 1996b). BEUTIN et al.
(1993) wiesen bei 208 von insgesamt 720 gesunden Tieren VTEC nach. Dabei wurden diese
Erreger am haufigsten bei Schafen (66,6 %), jedoch auch bei Ziegen (56,1 %), Rindern
(21,1 %), Katzen (13,8 %), Schweinen (7,5 %) und Hunden (4,8 %) verzeichnet. Lediglich in
Kotproben von Hiithnern waren VTEC nicht nachzuweisen. Die Untersuchung von 516
gesunden und kranken Tieren ergab fiir 32 % der Schweine, 20 % der Schafe, 5 % der Rinder
und 4 % der Hunde einen positiven VTEC-Befund. Bei 29 untersuchten Katzen waren diese
Erreger dagegen nicht vorhanden (GALLIEN et al., 1994). Aufgrund solcher Ergebnisse ist zu
schlielen, dass VTEC im Kot vieler Tiere vorkommen, welche selbst nicht erkranken und so
als symptomlose Ausscheider fungieren (BEUTIN et al., 1993; BEUTIN et al., 1994; EFSA,
2007).

24.1.1 Hauswiederkauer

Rinder, aber auch Schafe und Ziegen werden als wichtigstes natiirliches Reservoir der VTEC
angesehen und stellen die primére Infektionsquelle fiir den Menschen dar (WIELER et al.,
1992; BEUTIN et al., 1993; CHAPMAN et al., 1993; BEUTIN et al., 1994; GALLIEN et al., 1994;

HEUVELINK et al., 1998a; BULTE, 2002; ORDEN et al., 2002; BULTE, 2004; CAPRIOLI et al.,
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2005; EFSA, 2007). Im Kot gesunder Kélber und adulter Tiere werden diese pathogenen
Erreger hiufig detektiert, ebenso aber auch bei Neugeborenen und bis zu vier Monate alten
Kélbern mit intestinalen Erkrankungen (MAINIL, 1999). So fanden WANI et al. (2003) bei 11
von 391 an Diarrh6 erkrankten Kélbern und bei einem von 101 durchfallkranken Ldmmern
VTEC, und auch WIELER et al. (1992) war es moglich, bei 21,9 % der untersuchten
durchfallkranken Kélber und bei 12,9 % der gesunden Jungtiere VTEC nachzuweisen.
Auffillig war die hdufigere Detektion von VT 1 (17,8 %) bei kranken Tieren im Gegensatz zu
gesunden Tieren (5,0 %), wihrend VT 2 zahlreicher bei gesunden (8,9 %) als bei an Diarrho
erkrankten Tieren (4,1 %) feststellbar war. Dies lieB3 auf eine groflere Bedeutung von VT 1-
produzierenden E. coli bei Kélberdurchfall schlieBen. Entgegen dieser Resultate wurden in
einer ebenfalls auf dieser Fragestellung beruhenden Studie haufiger VT 2 (3,4 %) als VT 1
(1,7 %) bei kranken Kélbern gefunden (GALLIEN et al., 1994). Im Kot anderer domestizierter
Hauswiederkduer und auch bei Wildwiederkduern sind diese Erreger ebenfalls (nachfolgend
in Kapitel 2.4.1.2 thematisiert) nachweisbar (BEUTIN et al., 1993; HEUVELINK et al., 1998a;
THOMS, 1999).

Aus Kot und Lebensmitteln von Wiederkéduern isolierte VTEC-Stdmme sind bereits iiber 300
unterschiedlichen Serotypen zugehorig. Als eine wesentliche Ursache hierfiir gilt die
Lokalisation der Verotoxingene auf Bakteriophagen, was eine einfache Weitergabe dieser
Gene innerhalb der E. coli-Populationen erméglicht (BULTE, 2002). Ungeachtet dessen lassen
Erhebungen auf eine Wirtsspezifitidt bestimmter VTEC-Serotypen schliefen (BLANCO et al.,
2003). Im Gegensatz hierzu besteht die Moglichkeit der einfachen Ubertragung fiir das ,,eae*-
Gen aufgrund der chromosomalen Codierung nicht; die sogenannten ,,klassischen®, das ,,eae*-
Gen innehabenden EHEC-Serovare sind relativ selten bei Wiederkduern zu verzeichnen
(BULTE, 2002). In Ubereinstimmung dazu wird berichtet, dass eae-Gen positive non-O157
VTEC-Stamme seltener bei Rindern (17 %) und Schafen (5 %) als beim Menschen (45 %)
gefunden werden. Daraus folgt, dass das eae-Gen signifikant zu der Virulenz humaner VTEC-
Stdimme beisteuert, und viele animale VTEC-Stimme von geringer Pathogenitét fiir den
Menschen sind (BLANCO et al., 1996; BLANCO et al., 2003). Studien aus unterschiedlichen
Léndern belegen regelmdBig das Vorkommen von VTEC-Stdmmen bei groen und kleinen

Wiederkduern (Tabellen 4, 5 und 6).
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Tabelle 4: Nachweis von VTEC bei Wiederkauern in Deutschland

Anzahl

Anzahl positiver

. Proben (%)
Tierart untersuchter Quelle
Proben VTEC allgemein VTEC 0157
Milchkiihe 82 10 (12,2) k.AY
BULTE et al.,1990
Mastrinder 212 20 (9,4) k.A.
Rinder 142 30 (21,1) 0
BEUTIN et al.,
Schafe 120 80 (66,6) 0 1993
Ziegen 66 37 (56,1) 0
Kalber (krank) 119 7 (5,9) k.A. GALLIEN et al.,
Schafe 15 3 (20,0) k.A. 1994
Schlachtrinder 204 97 (47,6) 0 RICH{SS;‘ al,
Rinder 533 82 (15,4) 15 (2,8) )
BULTE, 2002
Schafe 131 53 (40,5) 0

D keine Angabe



Literaturiibersicht

25

Tabelle 5: Nachweis von VTEC bei Wiederkiuern in Europa

Anzahl positiver

Anzahl Proben (%)
Land Tierart untersuchter Quelle
Proben VTEC. VTEC
allgemein 0157
1 Fleischrinder 544 76 (14,0)” k.AY
CcH" , X STEPHAN et al., 2000
Schafe 1407 41 (29,2)” k.A.
F> Schlachtrinder 471 162 (34,4) 1(0,2) PRADEL et al., 2000
GB®  Fleischrinder 14856 k.A. 1231 (8.3) GUNN et al., 2007
Schlachtrinder 2553 k.A. 121 (4,7)
GB” MILNES et al., 2008
Schafe 2825 k.A. 21 (0,7)
Kélber 101 8(7,9) k.A.
- Farsen 114 23 (20,2) k.A. ORDEN et al., 2002
adulte Rinder 197 5(2,5) k.A.
Lammer 1300 467 (35,9) 5(0,4) BLANCO et al., 2003
Schlachtrinder 100 k.A. 17 (17,0) BONARDI et al., 2001
I Rinder 145 16 (11,0) 8(5,3) BONARDI et al., 2004
Rinder 182 k.A. 6 (3,3) BONARDI et al., 2007
IRL'”  Schlachtrinder 220 k.A. 2(0,9) MADDEN et al., 2007
N Rinder 1541 k.A. 3(0,2) JOHNSEN ef al.. 2001
Schafe 665 KA. 0 ’
Schlachtrinder 540 k.A. 57 (10,6)
Nle) Kilber 397 k.A. 2 (0,5) HEUVELINK
Mutterschafe 52 k.A. 2(3,8) etal.,, 1998a
Lammer 49 k.A. 2(4,1)
" Schweiz %) fikale Tupferproben % nach Anreicherung
% keine Angabe > Frankreich % Grofbritannien (Schottland)
7 GroBbritannien % Spanien ? Italien

9 Irland ' Norwegen 2 Niederlande
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Tabelle 6: Nachweis von VTEC bei Wiederkiuern auflerhalb Europas

Anzahl positiver

Land Ti t tA nzahl:t Proben (o) 11
an ierar un If:‘(s)llizn er VTEC VTEC Que (Y
allgemein 0157
BR" Rinder 153 39 (25,5) k.A? IRINO et al., 2005
CN? Rinder 176 KA. 3(1,7) ZHOU et al., 2002
Kiihe 183 127 (69,4) 1 (0,5)
Firsen 88 58 (65,9) 0 KOBAYASHI et al., 2001
4)
I Kiilber 87 40 (46,0) 0
Schlachtrinder 605 97 (16.,0) KA. FUKUSHINA und SEKL,
Farsen 12664 k.A. 179 (1,4) HANCOCK et al., 1997a
Rinder 11881 k.A. 210 (1,8) HANCOCK et al., 1997b
Milchkiihe
USAS (Farm) 205 KA. 7(3,4)
RICE et al., 1997
Milchkiihe
(Sehlachthof) 103 k.A. 4(3,9)
Rinder 103 19 (18,4) k.A. SAMADPOUR et al., 2002
Y Brasilien % keine Angabe %) China
% Japan * Vereinigte Staaten von Amerika

Meist beruhen die Angaben auf Untersuchungen von Fézes, da es sich um intestinale Erreger
handelt. Bei den Pridvalenzangaben ist zu bedenken, dass VTEC nicht kontinuierlich
ausgeschieden werden und somit nicht zu jeder Zeit nachzuweisen sind (BULTE und
HECKOTTER, 1997; BULTE, 2004). Dariiber hinaus sind die hervorgehenden inhomogenen
VTEC-H4iufigkeiten teilweise mit methodischen Unterschieden zu erldutern (ARMSTRONG et

al., 1996; RICHTER et al., 1997).

BULTE (2004) bewies durch die Untersuchung der Kotproben von Mutterkiihen, dass die
Ausscheidung von VTEC je nach Probenahmezeitpunkt und Haltungsform variiert. Demnach
wurde dieses Pathovar bei der ersten Probenahme im November 2000 lediglich bei zwei
(4,0 %) von 50 im Stall gehaltenen Tieren nachgewiesen. Dagegen erwiesen sich zum zweiten
Untersuchungszeitpunkt im August 2001 66,7 % (36/54) der nun auf der Weide gehaltenen
weiblichen Rinder als VTEC-positiv. Die dritte Beprobung im November 2001 nach erneuter
Aufstallung der Tiere ergab abermals einen Riickgang der Ausscheidungsrate; so lieen sich

bei 19 (36,5 %) von 52 Mutterkithen VTEC detektieren. Hervorzuheben ist, dass sich kein
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Tier der insgesamt 61 untersuchten weiblichen Rinder bei allen drei Erhebungen als positiv
erwies, aber schlussendlich bei 57 verschiedenen Tieren VTEC gefunden wurden (BULTE,
2004). Ubereinstimmend mit dieser Tendenz vertreten auch HEUVELINK et al. (1998b) die
Auffassung, dass eine einzige Probenahme in einem Betrieb kein aussagekréftiges Ergebnis
iiber die Pravalenz von VTEC liefert, und diese Erreger mit groBerer Wahrscheinlichkeit im
Sommer anzutreffen sind. Als Begriindung hierfiir werden die unterschiedliche Haltung (Stall
oder Weide) und die daraus hervorgehende abweichende Fiitterung sowie das giinstigere
Klima fiir das Uberleben der Bakterien im Sommer vermutet. Von dieser Ansichtsweise
abweichende Ergebnisse lieferten die Erhebungen von JONSSON et al. (2001). Von 12 im
Vorfeld als VTEC O157:H7-positiv identifizierten Kélbern konnten diese Erreger lediglich
bei den Tieren in Stallhaltung weiterhin nachgewiesen werden. Dagegen erwiesen sich alle
sechs Kélber in Weidehaltung an den insgesamt fiinf Beprobungsterminen als VTEC-negativ.
Wieder andere Versuche ergaben keine saisonale Abhidngigkeit (SHERE et al., 1998).
Allgemein wird jedoch von einer groeren Pravalenz im Sommer ausgegangen (HEUVELINK

et al., 1998b; HANCOCK et al., 2001; BULTE, 2004; GUNN et al., 2007).

Die horizontale Ubertragung von Tier zu Tier gilt als wichtiger Faktor fiir die Verbreitung
von VTEC innerhalb eines Betriebes, aber auch biotische und abiotische Faktoren in der
Umgebung der Tiere wie Stallfliegen, Vogel sowie kontaminiertes Futter und Wasser werden
als Ubertriiger in Betracht gezogen (HEUVELINK et al., 1998b; SHERE et al., 1998; HANCOCK
et al., 2001). Bei Freilandhaltung reprisentieren durch Rinderfizes mit den Erregern
kontaminierte Weiden ein Infektionsrisiko (HEUVELINK et al., 1998b), wobei als Fazit neuerer
Untersuchungen anzunehmen ist, dass saisonal mit VTEC infizierte Tiere und kontaminierte

Weiden keine Infektion in der folgenden Saison hervorrufen (SCHOUTEN et al., 2008).

Die Begriindung fiir den Status als Hauptreservoir fiir VTEC sehen einige Autoren in der
Besonderheit des Verdauungssystems der Wiederkduer (GRAUKE et al., 2002). Den Protozoen
als natiirlichen Pansenbewohnern wurde, aufgrund einer mdglichen Beteiligung am Uberleben
der Erreger und deren Transport vom Rumen in den Darmtrakt, eine Wirtsfunktion fiir VTEC
in diesem Vormagen zugesprochen. Die Untersuchungsergebnisse beziiglich der Lokalisation
dieses Pathovars im Gastrointestinaltrakt differierten jedoch. Einerseits ergaben Erhebungen,
dass diese pathogenen Bakterien nicht durch die Protozoen aufgenommen zu werden
scheinen, weshalb geschlussfolgert wurde, dass durch das Vorhandensein der Protozoen nur

eine geringe bzw. keine Beeinflussung der VTEC-Population im positiven oder negativen
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Sinn vorliege, und dass die Pansenumgebung als bevorzugter Lebensraum unwahrscheinlich
sei (BUROW et al., 2005). BROWN et al. (1997) bewiesen dagegen durch die Sektion von neun
artifiziell mit E. coli O157:H7 kontaminierten Kéilbern, dass diese Keime bei allen Tieren im
Rumen nachzuweisen waren. Allerdings konnten die Erreger bei allen Kilbern ebenso im
Omasum gefunden werden und bei sieben Tieren im Retikulum, im distalen Caecum, in der
Colon-Spirale und bei sechs Kilbern im proximalen Caecum. Lediglich im Abomasum
wurden E. coli O157:H7 nicht ermittelt. Im Gegensatz dazu zogen GRAUKE et al. (2002)
durch die Untersuchung von oral mit E. coli O157:H7 inokulierten adulten Rindern und
Schafen die Bilanz, dass das Colon die primdre Lokalisation fiir die pathogenen Erreger sei,
und diese nicht lange in den Vormigen sowie im Abomasum und im Duodenum persistierten.
CRAY und MOON (1995) stellten bei der Sektion von adulten Rindern und entwohnten
Kilbern nach drei Tagen VTEC O157:H7 bei drei von drei adulten Tieren in Pansen und
Caecum und bei zwei von drei Tieren im Abomasum und im Colon fest. Bei Kdlbern wiesen
sie die pathogenen Bakterien bei drei von drei Tieren in Pansen, Retikulum, Ileum, Caecum
und Colon nach und bei zwei von drei Tieren im Abomasum. Bei der Sektion nach 14 bis 18
Tagen waren VTEC O157:H7 bei fiinf von sechs Kélbern in Caecum und Colon und bei drei
von vier Tieren im Rumen zu diagnostizieren. Als Ursache fiir die Diskrepanzen der Studien
wird das unterschiedliche Alter der Versuchstiere und die damit zusammenhidngende
abweichende Mikroflora fiir moglich gehalten, so dass kein letztendliches Resiimee gezogen

werden kann (GRAUKE et al., 2002).

Die Ausscheidungsdauer unterscheidet sich von Tier zu Tier und ist altersabhéngig. So
wurde bewiesen, dass einige Tiere nach artifizieller Kontamination umgehend frei von E. coli
O157:H7 waren (nicht infiziert), wihrend andere Wiederkéuer diese Erreger wiederum etwa
eine Woche, einen Monat oder mehr als zwei Monate post inoculationem mit dem Kot
ausgeschieden haben (GRAUKE et al., 2002). Untersuchungen von CRAY und MOON (1995)
ergaben fiir Kélber eine ldngere und grofere Ausscheidungsrate als fiir adulte Rinder. Analog
hierzu kamen auch HEUVELINK et al. (1998b) durch die Untersuchung von auf natiirlichem
Weg infizierten Wiederkduern zu der Auffassung, dass die Ausscheidung von VTEC
O157:H7 bei jungen Tieren hoher ist als bei adulten Rindern. Als Ursache hierfiir werden
Unterschiede in der Pansenfunktion und Diskrepanzen in Fiitterung, Immunantwort und
Management angenommen. Versuche mit verschiedenen E. coli-Pathotypen in Schafen
zeigten, dass VTEC eine ldngere Persistenz als ETEC- und EPEC-Stimme aufweisen

(CORNICK et al., 2000). Allgemein besteht die Vermutung, dass Managementmethoden wie
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Fiitterung und Haltung die Ausscheidung von VTEC durch grofle und kleine Wiederkéduer
beeinflussen (KUDVA et al., 1997; CRAY et al., 1998). Bereits 1967 und 1969 wurde
beschrieben, dass Futterreduktion bzw. Futterentzug die Population von E. coli und
Salmonellen im Pansen und in den Fazes der Tiere ansteigen ldsst (BROWNLIE und GRAU,
1967; GRAU et al., 1969). Die Studie von RASMUSSEN et al. (1993) ergab, dass die
Vermehrung von E. coli O157:H7 bei wohlgendhrten Rindern unterdriickt wurde, und im
Gegensatz dazu die Inhibierung bei Futterentzug fiir 24 bis 48 Stunden wegfiel. Eine andere
Arbeit brachte eine groBere Empfindlichkeit von vier bis fiinf Monate alten entwdhnten
Kélbern gegeniiber der Infektion mit E. coli O157:H7 bei Futterentzug zwei Tage vor der
artifiziellen Kontamination mit diesem Erreger als bei Tieren ohne didtetischen Stress hervor.
Das Fasten einen Tag oder zwei Wochen nach der Inokulation hatte dagegen nur eine geringe
Auswirkung auf die Ausscheidungsrate dieser Keime durch die Kélber (CRAY et al., 1998).
Ebenso kamen HARMON et al. (1999) durch ihre Ausarbeitung zu der Ansicht, dass der
Futterentzug bei bereits E. coli O157:H7-ausscheidenden Tieren lediglich eine geringe
Auswirkung auf die Proliferation im Pansen und die Ausscheidung der Erreger mit dem Kot
hat. Der Stellenwert der Futterzusammensetzung ist ebenfalls noch nicht ausreichend geklért
(TKALCIC et al., 2000). Von praktischer Bedeutung wire das moglicherweise erhohte Risiko
der Schlachttierkorperkontamination wiahrend der {blichen Hungerperioden von
Schlachttieren vor der Schlachtung aufgrund der damit verbundenen Auswirkung auf die
Ausscheidung von VTEC (HARMON et al., 1999).

GUNN et al. (2007) berichteten von weiteren Risikofaktoren fiir die Ausscheidung von VTEC
0O157-Stammen durch Fleischrinder. So waren schottische Farmen, die Kilber zukaufen,
gefidhrdeter als Betriebe, welche ihre eigene Nachzucht verwendeten; aullerdem zeigten
groBere Herden eine hohere Prédvalenz als kleinere. Auf Farmen mit hdéherem
Durchschnittsalter der Tiere war das Auftreten eines VTEC-positiven Tieres weniger
wahrscheinlich als in Betrieben mit jiingerem Tierbestand. Fleischrinder von Milchbetrieben
waren zudem héaufiger betroffen als von anderen Farmen. Dariiber hinaus schlussfolgerte
diese Arbeitsgruppe, dass die Anwesenheit von Schweinen ein groferes Risiko bedeutete, und
im Einklang zu der Studie von BULTE (2004) konnten auch sie im Sommer mehr VTEC-
positive Tiere nachweisen als im Winter. Obwohl aufgestallte Gruppen weniger haufig
Ausscheider aufwiesen als Herden in Weidehaltung, war jedoch die Anzahl der insgesamt
betroffenen Tiere in einer positiven, im Stall gehaltenen Gruppe gréfer als bei Herden in
Freilandhaltung. Im Gegensatz dazu waren aufgestallte Rinder, die im Zeitraum von vier

Wochen vor der Probenahme eine Anderung im Management oder in der Fiitterung erfahren
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hatten, mit einer groferen Wahrscheinlichkeit VTEC-positiv als Tiere in Weidehaltung
(GUNN et al., 2007). Ein erginzender Risikofaktor fiir die Ausscheidung der pathogenen
Erreger wird zudem in der Antibiotikaanwendung vermutet (SHERE et al., 1998), wobei
andere Autoren weder flir die Nutzung antimikrobieller Wirkstoffe, noch von Ionophoren
oder Kokkzidiostatika eine Korrelation mit der VTEC-Ausscheidung feststellen konnten
(DARGATZ et al., 1997). Die Uberlebensrate von VTEC in Rinderkot verhlt sich je nach
Erregerkonzentration und Temperatur unterschiedlich. So berichteten WANG et al. (1996) von
der Detektion des Erregers bei 37 °C fiir 42 bzw. 49 Tage (Inokulum: 10° und 10° KbE/g), bei
22 °C fiir 49 und 56 Tage und bei 5 °C fiir 63 bis 70 Tage und bewiesen zudem, dass die
Stimme wéhrend der gesamten Versuchsdauer in der Lage blieben, Verotoxine zu
produzieren. Prinzipiell analog dazu konnten FUKUSHIMA et al. (1999b) bei artifiziell
kontaminiertem Rinderkot mit Konzentrationen von 10' KbE/g sowohl bei 5 °C als auch bei
25 °C VTEC fiir ein bis vier Wochen und bei 15 °C fiir ein bis acht Wochen nachweisen.
Wurden die Inokulationen auf 10° bzw 10° KbE/g erhoht, iiberlebten die Erreger bei 5 °C und
25 °C bis zu 12 bzw. 14 Wochen und bei 15 °C bis zu 18 Wochen. Diese Ausfiithrungen
lassen auf die von Rinderkot ausgehende Gefahr der Kontamination von Lebensmitteln und
der Umwelt sowie auf die Bedeutsamkeit einer geeigneten Behandlung bzw. Nutzung der
tierischen Ausscheidungen zur Kontrolle der Ausbreitung von VTEC schlielen (WANG et al.,
1996; FUKUSHIMA et al., 1999b).

Adulte Wiederkduer gelten als Trager von VTEC, weisen jedoch keine klinischen Symptome
auf (BEUTIN et al., 1993; BEUTIN et al., 1994; ARMSTRONG et al., 1996). Das Krankheitsbild
bei Neugeborenen bis einige Monate alten Kilbern &uflert sich durch eine mukése und
teilweise auch hamorrhagische Diarrhd, die sich von der durch ETEC ausgeldsten wissrigen
Diarrhd unterscheidet. Die Erkrankung endet nur selten mit dem Tod, ist aber hiufig auch
nach Behandlung redundant und fiihrt zu Dehydratation, Schwiche und vermindertem
Wachstum. Bei einer Sektion der betroffenen Tiere sind die Lésionen hauptsdchlich im
Dickdarm aufzufinden; in schweren Féllen ist eine Ausbreitung auf den Diinndarm
feststellbar. Zusétzlich konnen lokalisierte oder diffuse Himorrhagien auftreten. HUS oder
andere systemische Komplikationen wurden bei Kélbern, wahrscheinlich aufgrund des
Fehlens spezifischer Rezeptoren auf den glomeruldren Endothelzellen, noch nicht beobachtet.
Serotypen, die hdufig mit Diarrhd bei jungen Kélbern in Zusammenhang gebracht werden,
sind O5:H, O8:HS8, 020:H19, 026:H11, O103:H2, O111:H, O111:HS; OI111:H11,
O118:H16 und O145:H". Einige dieser Serotypen sind auch bei Menschen auffindbar (ref. in
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MAINIL, 1999). Verschiedene Arbeiten thematisieren eine Altersabhingigkeit fiir das
Auftreten klinischer Symptome bei Tieren. Eine Inokulationsstudie mit entwohnten Kélbern
und adulten Rindern mit dem von einem gesunden Kalb kultivierten VTEC O157:H7-Stamm
3081 zeigte, dass 25 der 29 Tiere klinisch symptomlos blieben und es nur bei vier der 17
Kiélber zu einer voriibergehenden unblutigen Diarrhé kam. Die histologische Untersuchung
verschiedener Organe (Hirnstamm, Nieren, Jejunum, [leum, Caecum und Colon) ergab keine
signifikanten Lasionen. AbschlieBend kam die Arbeitsgruppe zu der Auffassung, dass der
verwendete Stamm keine Pathogenitit fiir Rinder besitzt (CRAY und MOON, 1995). Im
Unterschied dazu sprechen die Ergebnisse weiterer Studien fiir andere Einschédtzungen. So
belegen die Untersuchungen von DEAN-NYSTROM et al. (1997) die krankheitsverursachende
Wirkung von VTEC O157:H7-Stdammen auf neonatale, unter 36 Stunden alte Kélber. Die
Tiere zeigten 18 bis 72 Stunden nach der Inokulation Diarrhd, Colon-Odeme und A/E-
Lisionen in Rektum, Caecum, Colon und Ileum und ein Tier ebenso in Jejunum und
Abomasum. Auffillig war die groBere Virulenz der Bakterien in unter 12 Stunden gegeniiber
30 bis 36 Stunden alten Kélbern zum Zeitpunkt der Inokulation. Bei E. coli-Mastitiden
scheinen VTEC gemeinhin nur eine geringe Rolle zu spielen. So wurden in einer Erhebung
von 145 Milchproben Mastitis-kranker Rinder vier (2,8 %) als VTEC-positiv detektiert
(STEPHAN und KUHN, 1999), in einer anderen Studie nur eine (0,5 %) unter 223 Proben

(ZSCHOCK et al., 1998).

Der Infektion des Menschen iiber den direkten Tierkontakt wird eine erhebliche Bedeutung
zugesprochen. So gelten die groBen Wiederkduer als Hauptinfektionsquelle, wohingegen vom
Tier stammende Lebensmittel ein geringeres Gefadhrdungspotential darzustellen scheinen. Von
Relevanz sind aber auch {iber Rinderkot mit VTEC kontaminiertes Abwasser sowie Obst und
Gemiise (BEUTIN et al., 1994; BULTE, 2002). Dementsprechend gilt eine Verminderung der
Pravalenz von VTEC in Rindern als eine Strategie zur Reduzierung von
Lebensmittelkontaminationen und humanen Infektionen durch diese Pathovargruppe

(DEAN-NYSTROM et al., 1997).

2.4.1.2 Wildwiederkiauer

In Wildwiederkduern wurde abweichend zu den Erhebungen bei Hauswiederkduern keine

Pravalenzzunahme im Sommer beobachtet (DUNN et al., 2004), dennoch sind VTEC in den
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Féazes dieser Tiere ebenfalls regelmiBig nachweisbar (EFSA, 2007). Eine mogliche Rolle
dieser Tiere als Reservoir fiir in derselben Umgebung lebende domestizierte Wiederkduer
wird verschiedentlich in Betracht gezogen (DUNN et al., 2004). Inokulationsversuche besagen
auch fiir Wildwiederkduer ein Ausscheiden von VTEC ohne das Auftreten klinischer
Symptome und zudem das Vorkommen von Kontakttransmissionen. Zusitzlich waren diese
Erreger in allen Teilen des Gastrointestinaltraktes sowohl in den Fizes als auch in
Gewebeproben (hier geringere Keimzahlen) detektierbar, wobei der Dickdarm als
Lokalisation der ldngeren Persistenz angenommen wurde (FISCHER et al., 2001). Tabelle 7
soll einen exemplarischen Uberblick {iber Privalenzangaben zu VTEC in

Wildwiederkduerfazes geben.

Tabelle 7: Nachweis von VTEC bei Wildwiederkiuern

Anzahl positiver

Land Tierart tA nzahlit Proben (%) Quell
an ierar untersuchter uelle
Proben VTEC. VTEC
allgemein 0157
D" Rehe 53 4 (7,5) k.A? THOMS, 1999
FIN? Rentiere 1387 k.A. 0 LAHTI et al., 2001
GB? wild 10 KA. 2 (20,0) gf(fgff 11;;17
Elche 39 0 0
s ] WASTESON et al., 1999
N» Rentiere 17 0 0
Wild 2079 2(0,9) k.A. LILLEHAUG et al., 2005
Elche 84 k.A. 0
g7 Rehe 195 kA. 0 WAHLSTROM
Dam- und et al., 2003
Rothirsche 20 KA. 0
wild 108 KA. 2(1,9) RICE ““?91;5’*“0%
USA? Weib- 338 (gejagt) kKA. 0
Schwanz- DUNN et al., 2004
Wedel-Hirsche 5 (Gatterwild) k.A. 1(1,8)
Y Deutschland % keine Angabe % Finnland  Grofbritannien
% Norwegen % Poolproben von 135 Rothirschen, 127 Elchen, 150 Rentieren und 206 Rehen

7 Schweden % Vereinigte Staaten von Amerika
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2.4.1.3 Schweine

Bei Schweinen kann im Gegensatz zu Rindern keine saisonale Abhéngigkeit der
Ausscheidung beobachtet werden (MILNES et al., 2008). Eine Untersuchung von 225 porcinen
vix2-positiven Stammen ergab fiir alle VTEC ein VT 2e-Bildungsvermdgen. Bei keinem
Stamm waren andere Toxin-Varianten oder Gene fiir Intimin dokumentierbar (BAUERFEIND et
al., 2004). VT 2e-positive Stimme fiihren bei Absatzferkeln zur Odemkrankheit (RKI,
1996b). Die betroffenen Tiere werden hdufig tot aufgefunden; bei anderen kommt es zu
nervdsen klinischen Symptomen wie Ataxie oder Konvulsion und zu subkutanen Odemen im
Koptbereich. Nur in seltenen Féllen weisen die Tiere Durchfall auf (ref. in MAINIL, 1999).
Am héufigsten sind die beteiligten Stdamme den Serogruppen O138, O139 und O141
zuzuordnen (KRAMER, 1960). Die Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber Privalenzangaben zu
VTEC in Proben porciner Herkunft.

Tabelle 8: Nachweis von VTEC bei Schweinen

Anzahl positiver

Land Tierart tA nzahlit Troben (o) I
an ierar un I?:(s)gzn er VIEC VIEC Quelle
allgemein 0157
Mastscheine 75 5(6,7) k.A.% BULTE et al., 1990
Schweine 120 9(7,5) 0 BEUTIN et al., 1993
DY Lauferschweine 125 73 (58,4) k.A.
Ferkel (1.-6. %0 0 0 GALLIEN et al., 1994
Lebenswoche)
Schweine 1810 215 (11,9) k.A. BAUERFEIND et al., 2004
GB” Schweine 2114 k.A. 6(0,3) MILNES et al., 2008
NY Schweine 1976 k.A. 2(0,1) JOHNSEN et al., 2001
Y Deutschland ? keine Angabe *) GroBbritannien  Norwegen

Untersuchungen von Absatzferkeln ergaben fiir gesunde (14,0 %) sowie fiir intestinal
erkrankte Tiere (14,3 %) nahezu identische Pridvalenzen fiir VTEC. Aus diesen Resultaten
wurde geschlussfolgert, dass VTEC und Serogruppen, die der Odemkrankheit zuzuordnen
sind, zur physiologischen intestinalen Mikroflora der Absatzferkel gehoren. Dagegen beweist
die geringe Haufigkeit in neugeborenen Ferkeln, dass die pathogenen Erreger hier nicht
natiirlicherweise vorkommen. Die Zunahme dieses Pathovars wird mit dem Vorgang des

Absetzens in Zusammenhang gebracht (GANNON et al., 1988). Schweine werden jedoch trotz
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alledem nicht als Reservoir fiir humanpathogene VTEC-Stamme angesehen (GANNON et al.,
1988; EFSA, 2007).

2.4.1.4 Pferde

Die Erhebungen von VTEC-Prévalenzdaten in Pferdefizes bringen unterschiedliche
Ergebnisse zum Ausdruck (siehe Tabelle 9). So machten HEUVELINK et al. (1998b) bei einem
von vier untersuchten Pferden VTEC ausfindig, allerdings waren diese Tiere im selben
Gebidude wie VTEC-positive Rinder untergebracht. Dagegen wiesen GOLL und BULTE (2004)
in 100 Pferdekotproben keine VTEC der Serogruppe O157 nach und kamen insgesamt zu dem
Fazit, dass Pferde kein Reservoir fir VTEC einschlieflich pathogener O157-Stimme

darstellen.

Tabelle 9: Nachweis von VTEC bei Pferden

Anzahl positiver

) Anzahl Proben (%)
Land Tierart untersuchter VIEC VIEC Quelle
Proben allgemein 0157
D" Pferde 100 k.A” 0 GoLL und BULTE, 2004
3) Pferde 4 k.A. 1 (25,0) HEUVELINK
NL Pony 1 KA. 0 et al., 1998b
Fohlen mit 63 3 (4,8) 0
" Diarrho
USA Fohlen oh HOLLAND et al., 1996
ohlen ohne
Diarrho 30 0 0
Y Deutschland % keine Angabe
? Niederlande * Vereinigte Staaten von Amerika
2.4.1.5 Kleine Haustiere

Bei Hunden, Katzen und Kaninchen sind VTEC ebenfalls nachweisbar, wie exemplarisch
in Tabelle 10 aufgefiihrt ist. Pravalenzuntersuchungen von SMITH et al. (1998) ergaben fiir
diarrhokranke Katzen eine Haufigkeit von 9,7 % und fiir gesunde Katzen von 16,7 %, woraus
die Erkenntnis entstand, dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem intestinalen

Vorkommen von VTEC und Durchfallerkrankungen bei Katzen vorliegt. Dagegen waren
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ABAAS et al. (1989) einer gegensitzlichen Auffassung. In unterschiedlichen Studien wurden
bei durchfallkranken Hunden héufiger VTEC diagnostiziert als bei gesunden Tieren
(HAMMERMUELLER et al., 1995; SANCAK et al., 2004). Ein mdglicher Zusammenhang wird
auch fiir die Erkrankung ,idiopathic cutaneous and renal glomerular vasculopathy*
(,,Alabama rot*) bei Greyhounds gesehen, die groe Ahnlichkeiten zu dem HUS-Syndrom des
Menschen aufweist (ref. in ARMSTRONG et al., 1996). GARCiA und Fox (2003) kamen durch
die Priavalenzuntersuchungen von VTEC bei Kaninchen zu der Annahme, dass diese ebenfalls
als Wirt fiir die pathogenen Erreger fungieren und somit ein zoonotisches Risiko fiir

Menschen darstellen konnten.

Tabelle 10: Nachweis von VTEC bei kleinen Haustieren

Anzahl positiver

Land Ti t tA nzahl:t Proben (%) 11
an ierar un [?:(S)EZH er VTEC VTEC Quelle
allgemein 0157
Katzen
 (mit Diartho) 13 167 0
CDN" « SMITH et al., 1998
atzen
(ohne Diarrhd) 66 11(16,7) 0
Hunde 63 3(4,8) 0
BEUTIN et al., 1993
DY Katzen 65 9(13,8) 0
Hunde 25 1(4,0) 0
GALLIEN et al., 1994
Katzen 29 0 0
Hunde
(mit akuter 57 14 (24,6) 0
Diarrho)
Hunde
BY . . ANCAK et al., 2004
G (mit chronischer 82 23 (28,1) 0 SANCAK et al., 200
Diarrho)
Hunde
(ohne Diarrhd) 122 2(1.6) 0
. HEUVELINK et al.
4 5) )
NL Kaninchen 1 k.A. 0 1998b
USAY Kaninchen 49 8 (16.3) 0 GARCIA und FOX,
2003
D Kanada % Deutschland %) GroBbritannien » Niederlande

%) keine Angabe % Vereinigte Staaten von Amerika
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2.4.1.6 Gefliigel und Wildvogel

Auch Wildvogel und Wirtschaftsgefliigel wurden auf die Priavalenz von VTEC untersucht;
einige Resultate hierzu sind in Tabelle 11 dargestellt. Das Vorkommen der pathogenen
Bakterien in Vogeln ist moglicherweise durch deren Nahrungsaufnahme von Pldtzen wie
Abfalldeponien oder kotkontaminiertem Weideland, aus Abwéssern bzw. durch den Verzehr
kontaminierter Schalentiere begriindet (WALLACE et al., 1997). Bei Tauben ist ein hdufiges
Vorkommen des Verotoxin-Typs 2f auffallig. So stellten MORABITO et al. (2001) diese Toxin-
Variante bei allen von Tauben isolierten VTEC fest. Es waren héufiger juvenile als adulte
Vogel betroffen, und die Tiere wiesen keine klinischen Symptome auf. Auch andere
Erhebungen ergaben ein positives Ergebnis fiir VT 2f bei Tauben (KOBAYASHI et al., 2002).
Es wird angenommen, dass Wildvogel als Vehikel der Ubertragung zwischen verschiedenen
Farmen fungieren und die Persistenz in Nutztieren begiinstigen, da VTEC-positive Tiere in
der Umgebung von Nutztierbetrieben wie Rinder- und Schweinefarmen ausfindig gemacht
wurden. Trotzdem fiihren verschiedene Studien zu der Ansicht, dass in Wildvogeln ebenso
wie in Wirtschaftsgefliigel kein bedeutsames Reservoir fiir VTEC zu sehen ist (KOBAYASHI et
al., 2002; M@LLER NIELSEN et al., 2004; WANI et al., 2004; EFSA, 2007). Entgegengesetzt
dazu ldsst die Untersuchung eines Ausbruchgeschehens in GroBbritannien darauf schlieBen,
dass Vogel als Ursache humaner VTEC-Infektionen in Betracht zu ziehen sind, da die
humanen VTEC-Stimme mit einem aus Vogelkot kultivierten Stamm identisch waren

(EJIDOKUN et al., 2006).
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Tabelle 11: Nachweis von VTEC bei Wildvogeln und Wirtschaftsgefliigel

Anzahl positiver

Land Ti t tA nzahl:t Proben (%) 11
an ierar un lf::(s)ll;zn er VIEC VIEC Quelle
allgemein 0157
D" Hiihner 144 0 0 BEUTIN et al., 1993
R\."ilgelf(“ahe 125 2 (1.6) KA
DK? inderfarmen) MGOLLER NIELSEN et
Vogel (nahe 119 2(1.7) KA al., 2004
Schweinefarmen) ’ o
Mowen 86 0 0
4 KOBAYASHI et al.,
FIN Tauben 33 0 1(3,0) 2002
Broiler 199 0 0
S Hihner 401 0 0
IND? WANI et al., 2004
Tauben 25 0 0
g0 Méwen 111 k.A. 0 WAHLSTROM et al.,
Ginse 105 k.A. 0 2003
Y Deutschland “) Dénemark ?) keine Angabe
¥ Finnland %) Indien 9 Schweden
2.4.2 Vorkommen in Lebensmitteln

Wie bereits thematisiert, werden VTEC als eine der grofiten Herausforderungen an die
Lebensmittelindustrie seit dem Botulismus beschrieben. Ursachen hierfiir sind die
hochgradige Infektiositét fiir den Menschen, die Auslosung schwerwiegender Erkrankungen
mit teilweise langanhaltenden gravierenden Folgen, die sehr geringe Infektionsdosis, das
weltweite Vorkommen und das Auftreten in Wiederkduern und anderen Tieren bei
ausbleibender klinischer Symptomatik (BELL, 2002). Diese Aspekte erkldaren den Status eines
wichtigen, sogenannten ,,foodborne pathogens™ (EFSA, 2007). Gesamtheitlich werden rohe
Lebensmittel wie rohes Fleisch, Rohwurst, Hackfleischerzeugnisse, Rohmilch und
-erzeugnisse, Gemdiise, Salat, Obst, nicht pasteurisierte Obstsdfte sowie andere Lebensmittel,
welche direkt oder indirekt durch Rinderkot oder fakale Ausscheidungen anderer Tiere
kontaminiert wurden, ebenso wie Trinkwasser, als potentielle Risikofaktoren fiir EHEC-
Infektionen dokumentiert (BELL, 2002; BULTE, 2002). Dagegen ist davon auszugehen, dass

von Lebensmitteln wie Brith- oder Kochwurst und pasteurisierter Milch, die einer
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entsprechenden Temperaturfiihrung unterzogen wurden, keine Gefahr ausgeht (BULTE, 2002).
So ergab eine vor diesem Hintergrund durchgefiihrte Studie, dass pathogene E. coli nicht
sonderlich hitzeresistent sind, und daher eine Erhitzung auf 68,3 °C Kerntemperatur fiir
mehrere Sekunden eine Abtotung bewirkt. Im Gegensatz dazu verursacht eine Kiihlung von
2 °C bis 5 °C gemiB den in der Nahrungsmittelindustrie eingesetzten Temperaturen zwar
keine Vermehrung, aber auch kein Absterben von E. coli (BELL, 2002). Selbst eine neun-
monatige Lagerung von mit E. coli O157:H7 kontaminiertem Hackfleisch bei -20 °C zeigte
nur eine geringe Abnahme der Keimzahl, wodurch auf eine gute Uberlebensfihigkeit des
Organismus in eingefrorenem Hackfleisch geschlossen wurde (DOYLE and SCHOENI, 1984).
Die pathogenen Erreger tiberleben ebenso breite Spektren von pH- (séuretolerante Stimme bis

pH 1,5) und a,-Werten (BELL, 2002; BFR, 2005).

VTEC-Stamme der Serogruppe O157 sind nur selten in Lebensmitteln nachweisbar (ref. in
BULTE, 2001), und das Vorkommen von eae-Gen positiven Stimmen erweist sich ebenso als
relativ gering (BULTE, 2001). Es existieren jedoch von dieser Ansicht abweichende
Erhebungen, denn MORA et al. (2007a) stellten bei 26 % der aus Rinderhackfleisch isolierten
VTEC-Stimme das Intimin-Bildungsvermogen fest. Einen Uberblick iiber die Situation in

Lebensmitteln soll in den Tabellen 12, 13 und 14 aufgezeigt werden.
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Tabelle 12: Nachweis von VTEC in Fleisch und Fleischerzeugnissen in Europa

Anzahl positiver

Land Lebensmittel untjzll‘lszl?chl:ter Proben (Vo) Quelle
Proben VTEC VTEC
allgemein 0157
Rinderhackfleisch 1381 95 (6,9) 3(0,2) BULTE, 2001
Lammfleisch 267 14 (5,2) 0
Schweinefleisch 307 1(0,3) 1(0,3)
D" Rindfleisch 177 8 (4,5) kA? HARTUNG, 2007
Schaffleisch 36 4(11,1) k.A.
Schweinefleisch 148 1(0,7) k.A.
Wildfleisch 121 12 (9,9) k.A.
EY Rinderhackfleisch 785 95 (12,1) 8 (1,0) MORA et al., 2007a
FY Rindfleisch 411 16 (3,9) 0 PRADEL et al., 2000
r Rinderhackfleisch 931 k.A. 4 (0,4) CONEDERA et al., 2004
GB® r;?;ifﬁ;ﬁ;ﬁ?ed 1190 kKA. 2(0,2)” CoIA et al., 2001
GBY Rgﬁ)%ﬁif:' 4983 KA. 22(04)  CHAPMAN et al., 2001
Y Deutschland % keine Angabe *) Spanien
* Frankreich > Italien % GroBbritannien/Schottland
7 Rinderhackfleischprodukte ¥ GroBbritannien

Ebenso wie andere Lebensmittel boviner Herkunft gelten Rohmilch und Rohmilchprodukte
als Quelle alimentdrer Infektionen durch VTEC und bedeuten eine Gefahr fiir die 6ffentliche
Gesundheit (MURPHY et al., 2007). Eine einfache, kostengiinstige und praktische Methode zur
Uberpriifung groBer Gruppen von Milchrindern auf diesen pathogenen Erreger stellt die
Untersuchung von Milchfiltern auf VTEC dar (MURPHY et al., 2005). Positive VTEC-
Ergebnisse sind dahingehend als Index der Kontamination wéhrend des Melkvorgangs, fiir die
positive Ausscheidung der Tiere sowie als Gefahr fiir die Ubertragung auf den Menschen

einzuschitzen (MURPHY et al., 2007).
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Tabelle 13: Nachweis von VTEC in Milch und Milchprodukten in Europa

Anzahl positiver

Anzahl Proben (%)

Land Lebensmittel untersuchter VTEC VTEC Quelle

Proben allgemein 0157
B" Rohmilchkdse 153 0 0 VIVEGNIS et al., 1999
(gefroren)
2 Ziegenmilch 344 9(2,6)” 0 MUEHLHERR et al.
CH , 3 ’
Schafsmilch 63 3 (4,8) 0 2003
Rohmilchkése 267 2 (0,7) 0 .
) BULTE, 2001
DY Stutenrohmilch 1028 0 0
Rohmilch” 977 10 (1,0) kA
, HARTUNG, 2007
Rohmilch ab Hof 324 2 (0,6) k.A.
E” Kise 603 5(0,8) 0 PRADEL et al., 2000
8 Rohmilch 500 k.A. 0
GB ] CoOIA et al., 2001
Rohmilchkése 739 k.A. 0
Milchprodukte
- pasteurisiert/Rind 657 k.A. 0
% - roh/Rind 811 k.A. 0
I o CONEDERA et al., 2004
- pasteurisiert/Schaf 477 k.A. 0
- roh/Schaf 507 k.A. 0
- Mozarella'” 501 k.A. 0
IRL') Milchfilter'? 161 9 (5,6) 5(3,1) MURPHY et al., 2007
" Belgien ) Schweiz ?) keine Erregerisolierung, nur vtx-Nachweis
* Deutschland > Sammelmilch % keine Angabe
7 Frankreich ® GroBbritannien/Schottland ~ * Italien
'9 Wasserbiiffelmilch ' Irland '? yon bovinen, ovinen und caprinen Herden

Tabelle 14: Nachweis von VTEC in Lebensmitteln aulerhalb Europas

Anzahl positiver

. Anzahl Proben (%)
Land Lebensmittel untersuchter Quelle
Proben VTEC VTEC
allgemein 0157
BR" Rohmilchkise 50 3 (6,0) kA2 PANETO et al., 2007
3 Rindfleisch 40 k.A. 2(5,0)
CN? , ZHOU et al., 2002
Schweinefleisch 30 k.A. 1(3,3)

PEY Verschiedene 407 k.A. 33 (8,1) MORA et al., 2007b
USAY  Rinderhackfleisch 296 50 (16,8)° KA. SAMAD2P (‘))OgR ctal,
" Brasilien ? keine Angabe %) China
Y Peru * Vereinigte Staaten von Amerika

% keine Erreger-Isolierung, nur vtx-Nachweis
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Obwohl viele verschiedene Lebensmittel als VTEC-positiv detektiert und mit VTEC-
Infektionen in Verbindung gebracht werden, gilt ungeniigend erhitztes Rinderhackfleisch als
Hauptvektor fiir den Menschen (MORA et al, 2007a). Ebenso ist das Fleisch von
Wildwiederkduern mit humanen Erkrankungsfillen in Zusammenhang zu bringen (KEENE et
al., 1997; RABATSKY-EHR et al., 2002). Da der Verzehr von Wildfleisch in vielen Landern
iiberwiegend von Jagern sowie deren Familien und Freunden erfolgt, wird ein GroBteil des
Fleisches keiner Fleischuntersuchung unterzogen. Zusétzlich birgt das unsaubere Erlegen und
Aufbrechen ein grofleres Risiko der fakalen Kontamination (LILLEHAUG et al., 2005). Dartiber
hinaus muss ein potentielles Risiko von durch Wildwiederkéduerfazes kontaminiertem Wasser
und kontaminierten Lebensmitteln in Betracht gezogen werden (RENTER et al., 2001). Die von
durchgegartem Fleisch ausgehende Gefahr wird, wie bei Rindern, als gering angesehen,
wohingegen fiir rohes Wildwiederkduerfleisch und Wildrohwiirste wie Salami ein groferes
Risiko beschrieben wird (THOMS, 1999). In Schweinefleisch werden in iliberwiegender Zahl
vix2e-positive Stimme nachgewiesen, welche nicht mit humanen Erkrankungen assoziiert zu
sein scheinen. Zudem sind die meisten Stimme eae- und hlypypc-negativ, so dass bei diesen
Produkten von keiner Bedrohung fiir den Menschen auszugehen ist (BOUVET et al., 2002).
Gefliigelfleisch und Eier wurden bislang nicht mit lebensmittelbedingten VTEC-Ausbriichen
in Zusammenhang gebracht, ebenso wie Fisch und Meeresfriichte, obwohl Trink- und

Badegewiisser einen wichtigen Ubertragungsweg reprisentieren (BELL, 2002).

Auch auf Schlachttierkérpern werden wiederholt VTEC vorgefunden (Tabelle 15). Als
Ursache hierfiir sind die Kontamination des Schlachttierkérpers durch VTEC-positive Fazes
oder Fell der einzelnen Tiere, die Kreuzkontamination durch nah aneinander hidngende
Schlachttierkorper oder kontaminierte Geréte und zusétzlich der direkte Kontakt der Tiere vor
der Schlachtung aufzufiihren. Dies belegt die Bedeutsamkeit geeigneter Hygienestandards in
Schlachtbetrieben zur Einddimmung der Kontamination von Schlachttierkdrpern mit VTEC
(ELDER et al., 2000; BONARDI et al., 2001). Untersuchungen von Umgebungsproben in
Schlachtbetrieben vor Arbeitsbeginn beweisen jedoch die nicht immer erfolgreiche
Elimination von VTEC durch Reinigung und Desinfektion (BOUVET et al., 2002). Die
Tatsache, dass in Lebensmitteln von Wiederkduern seltener VTEC nachgewiesen werden als
auf Schlachttierkdrpern, ist durch das Zuriickdringen dieser mesophilen pathogenen Erreger
durch die sich unter vorschriftsmédBigen Kiihlbedingungen vermehrenden psychrotrophen

Mikroorganismen zu erkldren (BULTE und HECKOTTER, 1997).
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Tabelle 15: Vorkommen von VTEC auf Schlachttierkorpern

Anzahl positiver

Anzahl Proben (%)
Land Tierart untersuchter Quelle
Proben VTEC. VTEC
allgemein 0157
D" Lamm 87 63 (72,4) 0 BULTE, 2001
F? Schwein 546" 140 (25,6)" 2(0,4) BOUVET et al., 2002
s Rind 1500 k.A.” 21 (1,4)
GB” CHAPMAN et al., 2001
Lamm 1500 k.A. 10 (0,7)
g Rind 100" k.A. 12 (12,0) BONARDI et al., 2001
9) . VARELA HERNANDEZ
Mex Rind 258 2 (0,8) 1(0,4) et al., 2007
Y Deutschland % Frankreich %) Proben von 182 Schlachttierkrpern
% keine Erregerisolierung, nur vtx-Nachweis *) GroBbritannien
% keine Angabe 7 Italien ® duBere und innere Oberfliche

9 Mexiko

Die auftillig hohe VTEC-Detektionsrate auf Lammschlachttierkdrpern von 72,4 % ist nach
BULTE (2001) auf die hidufig hygienewidrige schlachttechnologische Herrichtung von
Schafschlachttierkérpern  zuriickzufiihren. Zur Reduzierung der VTEC-Privalenz auf
Schlachttierkdrpern empfiehlt dieser Autor das strikte Entfernen fdkal kontaminierter
Bereiche (sogenanntes ,,Trimming®) und sieht dies als moglichen Lenkungspunkt (,,Critical
Control Point*; CCP) im Rahmen des HACCP- (,,Hazard Analysis and Critical Control
Point*) Konzeptes (BULTE, 2002).

2.4.3 Vorkommen bei Menschen

Bereits im Jahr 1983 wurden zwei Ausbriiche durch E. coli O157:H7 beschrieben. Betroffen
waren 47 Menschen, welche symptomatisch starke Bauchschmerzen und abdominale
Krampfe sowie wissrige, spéter blutige Diarrhd und zudem in wenigen Féllen Fieber
aufwiesen (RILEY et al., 1983). Die als Himorrhagische Colitis (HC) bezeichnete Erkrankung
wurde durch ungentigend erhitzte ,,Hamburger* ausgeldst. Im selben Jahr stellten KARMALI et
al. (1983) einen Zusammenhang zwischen VTEC in humanem Stuhl und vereinzelten Féllen
des hdmolytisch-urdmischen Syndroms (HUS) dar. Inzwischen gelten EHEC weltweit als

hiufigster Ausloser von HUS (MELLMANN et al., 2005). In Deutschland und vielen anderen
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Landern treten diese pathogenen Erreger endemisch auf (BEUTIN und NIEMER, 1995; BEUTIN,
1998). GemiB §7 des Infektionsschutzgesetzes (IfSG) ist jeglicher Nachweis von EHEC
meldepflichtig, nach §6 ebenso Verdacht, Erkrankung und Tod durch HUS (ANONYMOUS,
2000).

2431 Vorkommen und Ausbruchsgeschehen

In den Tabellen 16, 17 und 18 sind exemplarisch einige Ausbruchsgeschehen von humanen

EHEC-Infektionen aus verschiedenen Liandern zusammengetragen. Eine Zunahme der
Erkrankungshdufigkeit im Sommer wurde von BEUTIN und NIEMER bereits im Jahr 1995
beschrieben. In der Folgezeit wurde wiederum von einer Umkehrung dieser Saisonalitét
ausgegangen, da die in den Jahren 1995 und 1996 aufgetretene EHEC-Epidemie in Bayern
ihren Hohepunkt in den Wintermonaten zeigte (BOCKEMUHL und KARCH, 1996). Neueste
Erkenntnisse erklaren moglicherweise die widerspriichlichen Ergebnisse. So wurde fiir EHEC
O157:H7 eine Privalenzzunahme in den Sommermonaten und fiir Sorbitol-fermentierende
(SF) EHEC O157:NM (non motile) in den Wintermonaten hervorgehoben (KARCH et al.,
2005). Zur Weiterverbreitung des pathogenen Erregers tragen klinisch unauffillige
Ausscheider bei. Untersuchungen von Ausbruchsgeschehen veranschaulichen, dass
Erwachsene mit Kontakt zu erkrankten Kleinkindern héufig den gleichen Krankheitserreger
ausscheiden, klinisch jedoch unauffillig sind. Nach Ansicht des Autors kann dies auf eine

mogliche individuelle Immunitét gegeniiber EHEC-Erkrankungen hinweisen (BEUTIN, 1998).

Tabelle 16: Ausbriiche von EHEC-Infektionen in Deutschland

Zusammenhang Serogruppe/ DF/HC HUS/TTP Tote Quelle
Vektor -typ (%) (%) (%)
Kindertagesstitte:
diverse LM, O157:H7 41 3(7,3) 1(2,4) REIDA et al., 1994
,person-to-person”
Mortadella und O157:H kA" 28 3[10,7]7  AMMON et al., 1999
Teewurst
. O80:H DREESMAN et al., 2007
Rohmilch 01452 ca. 50 1 k.A. RKI, 2008b
unklar O157:H 20 18 (90,0) k.A. FRUTH et al., 2007

" keine Angabe % Serogruppe des HUS-Falls [ ] bezogen auf HUS-Fille
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Die Inzidenzzahlen fiir VTEC schwanken zwischen 1,0 und 1,4 pro 100.000 Einwohner in
Deutschland. So lagen die Werte fir EHEC im Jahr 2004 bei 1,1, im Jahr 2005 bei 1,4, im
Jahr 2006 bei 1,4 und im Jahr 2007 bei 1,0 Personen pro 100.000 Einwohner. In Abbildung 1
sind gemifl dem Infektionsschutzgesetz gemeldete Erkrankungen mit EHEC sowie HUS in
Deutschland fiir die Jahre 2004 bis 2007 illustriert (RKI, 2006; RKI, 2007a; RKI, 2008c¢).
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Abbildung 1: In Deutschland gemeldete Fille an Erkrankungen mit EHEC bzw. HUS
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Tabelle 17: Ausbriiche von EHEC-Infektionen in Europa

Zusammenhang  Serogruppe/

DF/HC HUS/TTP

Tote

Land Vektor ! “typ (%) (%) (%) Quelle
2) . DE SCHRIJVER
B Speiseeis 0145 & 026 12 5(41,7) 0 et al., 2008
Biomilch, ,,pe‘r‘son— 0157-H- 24 0 KA JENSEN et al.,
3 to-person 2006
DK?
Waurst aus ETHELBERG et
Rindfleisch O26:H11 20 0 0 al., 2007
Urlaub; PEBODY et al
E” rohes Gemiise/ 0157 15 3(20,0) k.A. ”
1999
Wasser
Hochzeitsfeier; ESPIE et al.
6) > . 5
F gerOsteter Hammel O148:H8 10 2 (20,0) 0 2006
Musikfestival; CRAMPIN et al.,
Schlamm 0157 7 1 (14.3) 0 1999
GB” Farmfestival; PAYNE of al
Speiseeis/ 0157 24 3(12,5) 0 °
2003
Zuckerwatte
%) Schiilergruppe; DUFFELL et al.,
F Gurkensalat 0157 10 0 0 2003
9) CAPRIOLI et al.,
I unklar o111 k.A. 9 1[11,1] 1994
Trinkwasser; MANNIX et al.
10) s >
IRL ,person-to-person 0157 ? 2(222) 0 2007
. . vermutlich SCHIMMER et
e Rinderhackfleisch 0103 7 7 k.A. al.. 2006
gerducherte ) SCHIMMER et
Hammelwurst 0103:H25 16 10 (62,5) 1(6,3) al., 2008
rohes DOORDUYN et
Tatarbeefsteak/ 0157 31 k.A. k.A.
12) . al., 2006
NL rohes Gemiise
) FRIESEMA et al.,
Eisbergsalat 0157 35 0 k.A. 2007
Eisbergsalat 0157 120 7(5.8) kA SODERSTROMet
g1 al., 2005
,dry fermegted 0157-H7 36 12(333) KA. SARTZ et al.,
sausage 2008
D teilweise nur vermutet % Belgien %) Dinemark % keine Angabe
> Spanien % Frankreich 7 GroBbritannien
% Schiilergruppe aus England in Frankreich ? Ttalien ' Irland
') Norwegen ' Niederlande 1 Schweden

[ ] bezogen auf HUS-Fille
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Tabelle 18: Ausbriiche von EHEC-Infektionen auflerhalb Europas

Zusammenhang Serogruppe/ DF/HC HUS/TTP Tote

Land Vektor" “typ (%) (%) (%) Quelle
Altersheim O157:H7 73 KA (21373) RRISHRAN <
LM; person-to- (31 57 447 521 22(42)  2(04) ORRetal, 1994
person
cpno Genoa™Salami 0157:H7 29 2(6,9) KA. WILL‘;&A)% ctal,
PHAC, 2000
Trinkwasser O157:H7 1346 27 (2,0) 6(0,4) WOODWARD et
al., 2002
: MAC DONALD
Salami 0157 143 6 (4,2) 0 ot ., 2004
i kontaminierte LM; 026:H11 3 0 KA HIRUTA et al.,
,person-to-person” ’ o 2001
RAY “person-to-person” Oégzg% 1& 15 1(6,7) 0 GOMzEOZO? al.,
Badesee 0121 1 3(27,3) 0 Mcanggé{lY et
Gebaude- . VARMA et al.,
USA® oberflichen O157:H 23 267 0 2003
Cheerleading-
Camp; Salat, O111:H8 55 2 (3.,6) 0 BRO%S :t al,
Speiseeis
%%?\Ié%‘ Badewasser O157:H7 37 38,1) 0 BRUzc(fO? al,
D teilweise nur vermutet % Kanada * keine Angabe
¥ Japan % Argentinien % Vereinigte Staaten von Amerika

7 Vereinigte Staaten von Amerika und Kanada

2.4.3.2 Krankheitsbild

EHEC-Infektionen resultieren vorwiegend bei Kindern und &lteren Menschen in lebens-
bedrohlichen Erkrankungen (BEUTIN und NIEMER, 1995), wobei die Inkubationszeit zwei
bis acht Tage betrdgt (AFzA et al., 2006). Die Betroffenen sind klinisch symptomlos oder
weisen abdominale Schmerzen und eine diarrhdische Erkrankung auf, die durch den
Verotoxin-bedingten Gewebeschaden zu profusen Blutungen oder zu Hamorrhagischer Colitis
(HC) fiihren kann. HC ist durch starke Bauchschmerzen und —krdmpfe, erst wissrige, spiter

blutige Diarrh6 und in seltenen Fillen Fieber charakterisiert. In nahezu 50 % der Fille tritt
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zusitzlich Erbrechen auf (RILEY et al., 1983; BEUTIN et al., 1994; BEUTIN und NIEMER, 1995;
ANDREOLI et al., 2002). Ohne weitere Komplikationen ist die Erkrankung nach sechs bis 10
Tagen ohne spezifische Therapie liberstanden (BEUTIN et al., 1994). Bei etwa 5 % (AFzA et
al., 2006), 10 % (ANDREOLI et al., 2002) bzw. bis zu 20 % (BEUTIN et al., 1994) der Patienten,
vor allem bei Kindern unter 10 Jahren und bei dlteren Menschen, kommt es etwa drei bis 12
Tage nach der Ansteckung zum Auftreten des hidmolytisch-urdamischen Syndroms (HUS).
HUS ist symptomatisch durch mikroangiopathische himolytische Anédmie, Thrombozytopenie
und  Nephropathie mit Hamaturie und Proteinurie charakterisiert. In  ca.
50 % dieser Erkrankungsfille treten Oligurie oder Anurie zu Tage, und die Dialyse wird
unumgénglich. Bei 10-30 % der Betroffenen resultiert eine Niereninsuffizienz mit
lebenslanger Dialysepflicht, und in etwa 10 % der Fille endet die Erkrankung mit dem Tod
des Patienten (BEUTIN et al., 1994; BEUTIN, 1996; BEUTIN und NIEMER, 1995). Weitere
mogliche Komplikationen bei Erwachsenen sind die thrombotisch-thrombozytopenische
Purpura (TTP) mit schweren neurologischen Symptomen (GRIFFIN und TAUXE, 1991; AFZA et
al., 2006). TTP ist ein dem HUS nahe verwandtes Syndrom, welches sich jedoch durch die
neurologischen Auswirkungen, den hoheren Altersmedian und hdufiger auftretendes Fieber
unterscheidet (KARMALI, 1989; OSTROFF et al., 1990). Die Ausscheidungsdauer der
pathogenen Erreger betrdgt meist fiinf bis 20 Tage, kann aber vor allem bei Kindern auch
mehrere Monate andauern. Dabei fungieren symptomlose Ausscheider haufig als
Infektionsquelle. Ebenso kann es aber auch zur frithzeitigen Elimination der Erreger kommen,
so dass sie zum Zeitpunkt des Auftretens von HUS und TTP im Untersuchungsmaterial nicht
mehr nachweisbar sind. Aus diesem Grund wird eine friihe mikrobiologische Untersuchung
von durchfallkranken hospitalisierten Kindern empfohlen, in deren Umgebung die genannten
Erkrankungen oder wissrige bzw. blutige Durchfille aufgetreten sind (RKI und BGVYV,
2001).

2.4.3.3 Pathogenese

Die Infektionsdosis ist sehr gering und liegt bei unter 100 Zellen fiir EHEC O157 (BEUTIN
und NIEMER, 1995; RKI und BGVV, 2001; BFR, 2005; RKI, 2008a). Die erforderliche
Zellzahl liegt damit unter derjenigen fiir eine Salmonellen-Infektion (GRIFFIN und TAUXE,
1991). EHEC besitzen die Fahigkeit, in sauren pH-Bereichen zu iiberleben, wodurch sie nach

der oralen Aufnahme die Magenpassage unbeschadet tliberstehen und auch in geringer
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Zellzahl eine Infektion auszulésen imstande sind (BEUTIN und NIEMER, 1995; PATON und
PATON, 1998; RKI und BGVV, 2001). Die sich anschlieBende Kolonisierung des Darms,
hauptséchlich des Colons und des distalen Diinndarms, erfolgt durch Anheftung an die
Epithelzellen. Es werden verschiedene Erscheinungsformen der Anheftung beschrieben,
wobei die am besten charakterisierte Form bei LEE-positiven-Stimmen auftritt und zu den
typischen ,,attaching and effacing®-Lésionen fiihrt (Abhandlung in Kapitel 2.3.3). Nach der
Koloniesierung migrieren die ins Darmlumen sezernierten Verotoxine transzelluldr durch das
intestinale Epithel und gelangen in die darunterliegenden Gewebe, wie auch in die Blut- und
Lymphbahn. Mit Blut oder Lymphe werden diese zu den mit spezifischen Gbs-Rezeptoren
ausgestatteten Zielzellen transportiert, wodurch die lokalen (Zelltod durch Hemmung der
Proteinbiosynthese) und systemischen (HC und HUS) Auswirkungen in Erscheinung treten

(PATON und PATON, 1998; BFR, 2005).

2434 Beteiligte EHEC-Stimme

Serogruppen und -typen

EHEC des Serotyps O157:H7 und O157:H" gelten als Stimme mit besonders hoher Virulenz
fiir den Menschen (BEUTIN et al., 1994). Ferner wird anhand von Studien geschlossen, dass
die Serogruppe O157 hauptséchlich fiir das Auftreten von HUS verantwortlich ist (KARCH et
al., 1997). Im Gegensatz zu O157:H7-VTEC fermentieren O157:H -Stimme Sorbitol, zeigen
B-D-Glucuronidase-Aktivitdt, sind unbeweglich und weisen nur das vex2-Gen auf. Ergénzend
besteht die Vermutung, dieser Serotyp konne der virulenteste aller bekannten VTEC-Serovare
sein. In Europa ist fiir das Vorkommen von HUS durch Sorbitol-fermentierende (SF) O157:H"
-VTEC eine steigende Bedeutung zu sehen. In den untersuchten Tierspezies, worin auch die
- wie bereits dargelegt - als Reservoir fiir O157:H7 geltenden Wiederkduer mit einbezogen
waren, kann diese Serovar dagegen nur sehr selten bis gar nicht nachgewiesen werden. Auf
Basis dieser Gesichtspunkte kommen verschiedene Autoren zu der Annahme, dass der
Mensch als Reservoir dient (KARCH und BIELASZEWSKA, 2001; RKI, 2004; KARCH et al.,
2005). Andere héufig bei Menschen ermittelte EHEC-Serogruppen sind 026, 091, O103,
Ol111, O113, O118, 0121 und O145 (BEUTIN, 1995; KARCH et al., 1997; FRIEDRICH et al.,
2002; GERBER et al., 2002; BROOKS et al., 2005; BIELASZEWSKA et al., 2007; EFSA, 2007;
RKI, 2008a). Non-O157-EHEC fiihren seltener zu blutiger Diarrhé und HUS als O157-

Stamme (KARCH et al., 1997; JELACIC et al., 2003; WERBER et al., 2007), sondern 16sen
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hauptsidchlich wéssrige Diarrh6 aus (KARCH et al., 1997). VERWEYEN et al. (1999)
verifizierten jedoch bei unter dreijdhrigen Kindern am haufigsten non-O157:H7 als Ausloser
fiir HUS. Tatsdchlich werden non-O157:H7 aufgrund diagnostischer Einschrankungen und
inadidquater Uberwachung vielfach unterschitzt (Mc CARTHY et al., 2001; BULTE, 2002;
WOODWARD et al., 2002; BROOKS et al., 2005). Als Fazit dieses Aspektes wird die Priifung
von non-O157:H7-Stdimmen empfohlen, wenn Symptome wie blutige Diarrhd, HUS oder
schmerzhafter unblutiger Durchfall vorliegen und keine typischen Darmpathogene wie
Campylobacter, E. coli O157:H7, Salmonellen, Shigellen oder Yersinien feststellbar sind
(KARCH et al., 1997).

Verotoxine

Das Krankheitsbild der blutigen Diarrh6 und des HUS kommt laut Untersuchungen hiufiger
bei mit VT 2-positiven Stimmen infizierten Kindern vor, als bei der Ansteckung mit VTEC,
die VT 1 und VT 2 oder nur VT 1 bilden (OSTROFF et al., 1989; JELACIC et al., 2002; BROOKS
et al., 2005). Dariliber hinaus berichteten BOERLIN et al. (1999) iiber eine offensichtliche
Korrelation zwischen humanen Stdmmen mit VT 2-Bildungsvermdgen und der Schwere der
Erkrankung bei Menschen. Diese Feststellung konnte jedoch bei non-O157:H7-VTEC
zumindest fiir das Symptom der blutigen Diarrhé nicht bestétigt werden, da bei einem Drittel
der Staimme von einbezogenen Patienten v£x1, nicht jedoch vex2 nachweisbar war (JELACIC et
al., 2003). Untersuchungen von FRIEDRICH et al. (2002) ergaben, dass die Toxinvarianten
VT 2d und VT 2e zu milderen Infektionen fiihren, die mit einem geringeren Risiko einer
HUS-Erkrankung einhergehen. Auch andere Autoren kamen durch ihre Studie zu der Ansicht,
dass VT 2d-positive Stimme eine geringe Pathogenitit fiir Menschen aufweisen, da solche
Stimme seltener mit HUS- oder Diarrhd-Erkrankungen assoziiert waren (PIERARD et al.,
1998; RAMACHANDRAN et al., 2001) bzw. die Variante vt&x2d am hdufigsten bei VTEC-
Stammen von asymptomatischen Trigern nachgewiesen werden konnte (STEPHAN und
HOELZLE, 2000). Analog zu diesen Resultaten ermittelte BULTE (2001) bei keinem der 50 von
ithm untersuchten, von HUS-Patienten isolierten VTEC-Stimme vtx2d und v&x2e. Die
Detektionsrate von VT 2c erwies sich bei VTEC von HUS-Patienten und bei Durchfall-
kranken Menschen als gleich hoch, und auch der Nachweis von VT 2c¢, VT 2d und VT 2e bei
Stammen von asymptomatischen Trigern war vergleichbar zu der Situation bei Menschen mit
Diarrhd. Bei keinem der VTEC-Stdmme wurde der Subtyp VT 2f detektiert (FRIEDRICH et al.,
2002). KAWANO et al. (2008) konnten desweiteren weder bei EHEC O157-Stimmen von



50 Literaturiibersicht

HUS-Betroffenen und von Personen mit blutiger bzw. wéssriger Diarrhd, noch bei O157-
Stimmen von asymptomatischen Triagern v&x2d, vix2e oder vix2f feststellen.

Von BIELASZEWSKA et al. (2007) durchgefiihrte Untersuchungen mit Stuhl von an HUS-
erkrankten Personen ergaben, dass nicht alle dabei isolierten E. coli-Stimme das Verotoxin-
Bildungsvermogen, sondern lediglich das eae-Gen besaBlen. Bei diesen Stdmmen wurde
davon ausgegangen, dass sie ihre Verotoxin-Gene aufgrund des Verlusts von fiir vix-
codierenden Bakteriophagen wihrend der Infektion eingebiifit hatten. Man kam zu dieser
SchluBfolgerung, da die nachgewiesenen Serotypen bei diesen vix-negativen Stammen den
Serotypen bei vex-positiven EHEC-Stimmen, die von HUS-Patienten isoliert wurden, dhnlich
waren, und sie den von an HUS-erkrankten Personen kultivierten vx-positiven EHEC-
Stimmen &dhnliche sonstige Virulenzgene besallen. Zudem war der chromosomale Locus fiir
die Integration der vix-tragenden Bakteriophagen in den untersuchten Stdmmen unbesetzt.
Weil solche Stamme durch auf VT- oder vix-Vorkommen beruhenden Nachweismethoden
nicht gefunden werden, rit die Arbeitsgruppe von BIELASZEWSKA et al. (2007) ebenso andere
Untersuchungen (z.B. einen eae-Gen-Nachweis) durchzufithren. Durch eine solche
Erweiterung konnten betroffene Patienten adidquater als potentielle EHEC-Infizierte eingestuft
werden und entsprechend durch die behandelnden Arzte versorgt werden (BIELASZEWSKA et
al., 2007). Bereits in fritheren Studien wurde demonstriert, dass EHEC das Verotoxin-
Bildungsvermogen innerhalb relativ kurzer Zeit im menschlichen Wirt wéhrend einer
Infektion verlieren konnen. Dieser Hintergrund veranschaulicht die Bedeutsamkeit der frithen
Stuhlprobeentnahme bei HUS-Patienten, da bei spéterer Testung der Nachweis von EHEC
weniger hdufig gelingt (MELLMANN et al., 2005).

eae-Gen

Non-O157 VTEC-Stimme ohne Intimin-Bildungsvermdgen werden selten bei schwer-
wiegenden humanen Erkrankungen, sondern vorwiegend bei gesunden Individuen nach-
gewiesen (BOERLIN et al., 1999; PATON et al., 1999). Es wurde daher geschlussfolgert, dass
EHEC ohne eae-Gen weniger virulent fiir den Menschen sind als die sogenannten
,Kklassischen EHEC (BEUTIN et al., 1996), und zudem ein starker Zusammenhang zwischen
dem Vorkommen des eae-Gens und der Schwere der humanen Erkrankung vorliegt (BOERLIN
et al., 1999). Nichtsdestotrotz ist die Intimin-Produktion nicht zwingend fiir eine Erkrankung
notwendig, denn vereinzelte HUS-Félle wurden durch eae-negative non-O157 EHEC-Stamme

hervorgerufen (PATON et al., 1999). BROOKS et al. (2005) brachten bei non-O157 EHEC-
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Stammen weiterhin das eae-Gen-Vorkommen mit einem gesteigerten Risiko fiir die

Entstehung einer blutigen Diarrhd in Zusammenhang.

Enterohimolysin

Héufig kann bei EHEC-Stimmen Enterohdmolysin nachgewiesen werden (BEUTIN et al.,
1996). BOERLIN et al. (1999) sind jedoch der Ansicht, experimentelle Beweise fiir die
Virulenz von Enterohdmolysin fehlten noch, und in Folge dessen sei dieses nur als
vermeintlicher Virulenzfaktor anzusehen. SCHMIDT et al. (1995) weisen dagegen aufgrund des
hohen Vorkommens in EHEC-Stimmen auf den mdglichen Zusammenhang zwischen
Enterohdmolysin- und Verotoxin-Bildungsvermdgen und der Pathogenese von HC und HUS
hin, wobei die Ergebnisse der auf dieser Thematik beruhenden Untersuchungen divergieren

(ScHMIDT und KARCH, 1996; BULTE, 2001; LEOTTA et al., 2008).

2.4.3.5 Ubertragung und Risikofaktoren

Der Infektion des Menschen iiber den direkten Kontakt zu Wiederkduern wird eine immense
Bedeutung zugesprochen. Dementsprechend gelten Rinder als Hauptinfektionsquelle,
wohingegen vom Tier stammende Lebensmittel wie Rohmilch, ungeniigend erhitztes Rind-
oder Lammfleisch und Rohwurst ein geringeres Gefahrdungspotential darzustellen scheinen.
Zu den wesentlichen Ubertragungswegen zihlen auch die Weitergabe von Mensch zu
Mensch, ebenso wie iliber Rinderkot mit VTEC kontaminiertes Trink- und Badewasser sowie
Obst und Gemiise (CHAPMAN et al., 1993; BEUTIN et al., 1994; ARMSTRONG et al., 1996;
BULTE, 2001; RKI und BGVV, 2001; BULTE, 2002; BRUCE et al., 2003; WERBER et al., 2007).
Mogliche Infektionswege sind in Abbildung 2 (in Anlehnung an ARMSTRONG et al., 1996 und

BULTE, 2002) veranschaulicht.
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Abbildung 2: Mdagliche Ubertragungswege von und Risikofaktoren fiir VTEC-
Infektionen (in Anlehnung an ARMSTRONG €t al., 1996 und BULTE, 2002)

Der Verzehr von Rohmilch und ungeniigend erhitztem Rind- oder Lammfleisch ist folglich
Risikogruppen, den sogenannten ,, Y OPIS* (young, old, pregnant and immune-compromised
segments), nicht zu empfehlen (BULTE und HECKOTTER, 1997; RKI und BGVV, 2001,
DOORDUYN et d., 2006).

In einer bundesweiten Fall-Kontroll-Studie des RKI erwies sich das Spielen im Sandkasten
als weiterer moglicher Risikofaktor sowohl fir Kinder unter drei Jahren a's auch fur Kinder
von drei bis neun Jahren (RKI, 2004); dieses wurde auch mittels weiterer Untersuchungen
bestétigt (WERBER et al., 2007). Die Transmissionswege und -faktoren von SF O157:NM sind
dagegen haufig nicht bekannt, jedoch wurden kontaminierte Lebensmittel und Tierkontakt als
Ausloser ermittelt; alerdings wird die Ubertragung von Mensch zu Mensch as
Hauptibertragungsweg angenommen (ref. in KARCH und BIELASZEWSKA, 2001). Dartber
hinaus wies das RKI bestimmte Transmissionswege fir sporadische EHEC-Infektionen
hinsichtlich der Altersabhangigkeit nach. So ergab sich bei unter dreijahrigen Kindern der
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direkte Kontakt zu Wiederkduern als hochster Risikofaktor, gefolgt von Rohmilchkonsum und
der Anwesenheit eines durchfallkranken Familienmitgliedes. Bei liber 10-jdhrigen war der
Konsum von kontaminierten Lebensmitteln als wichtigster Infektionsweg feststellbar (RKI,

2004; RKI, 2008a).

2.5 Therapie bei vorliegenden EHEC-Infektionen

2.5.1 Antimikrobielle Chemotherapeutika

In der Literatur sind verschiedene Ansichten iiber die Therapie von EHEC-Erkrankungen mit
antimikrobiellen Chemotherapeutika dargestellt. Wéhrend einige Autoren von einer
antibiotischen Behandlung abraten (RKI und BGVV, 2001; MELLMANN et al., 2005; TARR et
al., 2005) und teilweise sogar bei Verwendung einiger Wirkstoffe von einer erhohten Gefahr
fiir die Entstehung eines HUS bei Kindern (SLUTSKER et al., 1998; IGARASHI et al., 1999;
WONG et al., 2000) und Erwachsenen (DUNDAS et al., 2001) ausgehen, sind andere Autoren
der Ansicht, die Anwendung habe gar keine Auswirkungen (PROULX et al., 1992; BELL et al.,
1997). Wieder andere vertreten die Meinung, eine frithe Verabreichung bestimmter
antimikrobieller Substanzen konne das Fortschreiten der Erkrankung verhindern (TAKEDA et
al., 1997 — zitiert in AHMED et al., 2005; FUKUSHIMA et al., 1999a; SHIOMI et al., 1999). Bei
der Beurteilung dieser Medikamente als mogliche Risikofaktoren fiir die Entstehung eines
HUS bei mit EHEC infizierten Kindern muss bedacht werden, dass der Schweregrad der
Erkrankung haufig mit der Anwendung von antimikrobiellen Substanzen in Zusammenhang
steht, und daher ein schwerer Krankheitsverlauf nicht mit einer Gefahr durch Antibiotika-
Behandlungen gleichzusetzen ist. Dies soll bedeuten, dass ein besonders schwerwiegender
Verlauf der Erkrankung nicht immer den antimikrobiellen Wirkstoffen anzurechnen ist, da
diese Pharmaka oftmals nur in solchen Fillen zum Einsatz kommen, und das
Krankheitsgeschehen moglicherweise ohnehin in diesem Mal} verlaufen wire (WONG et al.,

2000).

Als Griinde fiir die hédufige Ineffektivitit antimikrobieller Chemotherapeutika bei der
Behandlung von EHEC-Infektionen werden drei Vorginge vermutet. Als erste Ursache ist die
Eliminierung niitzlicher Darmbakterien durch eingesetzte antimikrobielle Wirkstoffe und die

sich moglicherweise anschlieBende gesteigerte Vermehrung der pathogenen Bakterien,
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insbesondere bei Vorliegen von Resistenzen, anzusehen. Der zweite negative Mechanismus
ist die erhohte Freisetzung der Verotoxine durch Zerstérung der Bakterienzellen (ref. in
PATON und PATON, 1998 und PANOS et al., 2006), und als dritte mogliche Ursache wird die
erhohte Verotoxinproduktion aufgrund der Anregung von fiir VT codierenden Bakteriophagen
nach dem Einsatz bestimmter antimikrobieller Substanzen (KIMMITT et al., 2000; ZHANG et
al., 2000) wie DNA schidigende-Therapeutika (z.B. Fluorchinolone und Cotrimoxazol) in
Betracht gezogen. Von Bedeutung ist, dass die genannten Antibiotika bei der Behandlung von
durchfallkranken Kindern und Erwachsenen zum Einsatz kommen (ZHANG et al., 2000;

ANDREOLI et al., 2002).

Wiederholt wurde der Einsatz antimikrobieller Chemotherapeutika in vitro und im
Miusemodell getestet, wobei unterschiedliche Ergebnisse zu Tage traten. Bei einzelnen
Untersuchungen erwiesen sich die Kombinationen von Makroliden und Lincosamiden
(MURAKAMI et al., 2000) bzw. von Imipenem (im Vergleich zu Ceftazidim) als hilfreich
gegen EHEC-Infektionen (TAKAHASHI et al., 1997). Das Fazit einer anderen in vitro-Studie
war, dass subinhibitorische Konzentrationen von Chinolonen die VT 1- und VT 2-Produktion
stimulieren, wahrend verschiedene Konzentrationen von Makroliden keinen solchen Effekt
bewirken (YOH et al., 1999). Aus weiteren Erhebungen wurde geschlossen, dass DNA-
schiddigende Antibiotika wie Chinolone, Trimethoprim und Furazolidon in Konzentrationen
iiber der minimalen Hemmkonzentration (MHK) die Transkription von v&x2-Genen bei einem
E. coli O157:H7-Stamm induzieren und daher bei humanen Betroffenen mit mdglicher oder
nachgewiesener EHEC-Infektion nicht eingesetzt werden sollten (KIMMITT et al., 2000).
Weiterhin fanden ITO et al. (1997) heraus, dass die Proteinsynthese inhibierende Mittel wie
Kanamycin und Tetrazykline die Entstehung von HUS oder TTP verhindern koénnen. Die
Arbeit von GRIF et al. (1998) brachte schlieflich hervor, dass die Auswirkungen des Einsatzes
subinhibitorischer Antibiotika-Konzentrationen vom jeweiligen Stamm abhédngig sind, was
eine mogliche Erkldrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der anderen in vitro-Studien in
Bezug auf die Toxin-Freisetzung darstellt (SAFDAR et al., 2002).

Einige japanische Arbeiten brachten im Maiusemodell, insbesondere bei friithzeitiger
Anwendung von Fosfomycin, Fluorchinolonen und Kanamycin, aber auch von Ampicillin,
Clarithromycin und Minozyklin, eine Verringerung des Verotoxin-Vorkommens in Blut und
Kot sowie eine Reduzierung der Mortalitétsrate hervor (KURIOKA et al., 1999; SAWAMURA et
al.,, 1999; YOSHIMURA et al., 1999). Dagegen fiihrte der zu einem spiteren Zeitpunkt

stattfindende Einsatz des Kombinationspriaparates Cotrimoxazol zu einem hdheren
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Toxinpegel und damit auch zu einer vermehrten Sterblichkeit bei Médusen (KURIOKA et al.,
1999). ZHANG et al. (2000) stellten abweichend zu den genannten japanischen Studien auch
nach der Anwendung des Fluorchinolons Ciprofloxacin bei mit E. coli O157:H7 infizierten
Maiusen eine Induktion der VT-codierenden Prophagen und somit eine verstirkte
intraintestinale VT-Produktion, eine vermehrte VT-codierende Phagen-Transmission und den
Tod eines Teils der behandelten Méuse fest und raten somit ebenso wie KIMMITT et al. (2000)
von der Verwendung Bakteriophagen-induzierender Antibiotika bei VTEC-Infektionen ab.
Stattdessen wird bei vorliegender Indikation zur Antibiotika-Therapie wéhrend einer EHEC-
Infektion die Behandlung mit Inhibitoren der Zellwandsynthese (z.B. Fosfomycin) oder der
Proteinsynthese (z.B. Makrolide) vorgezogen (ZHANG et al., 2000). Viele in vitro- und
Maiuse-Studien weisen auf die groe Bedeutung des Anwendungszeitpunktes und der —dauer
antimikrobieller Chemotherapeutika sowie der verwendeten Wirkstoftklasse hin (SAFDAR et
al., 2002).

Vergleichbar unterschiedliche Resultate wie bei in vitro- und Méuse-Versuchen ergaben auch
klinische Studien. Die Durchfiihrung klinischer Erhebungen in Bezug auf die Wirkung von
Antibiotika bei humanen EHEC-Infektionen wird jedoch durch vorliegende Resistenzen noch
erschwert (FARINA et al., 1996).

Wihrend des groBen EHEC O157-Ausbruchs in Sakai City (Japan) im Jahr 1996 wurde allen
425 hospitalisierten Kindern zu einem frithen Zeitpunkt Fosfomycin verabreicht. Bei 12
dieser Kinder entwickelte sich ein HUS, wobei sie alle wieder rekonvaleszierten und keine
schwerwiegenden Folgen zuriickblieben. Hierdurch schlussfolgerten die Autoren, dass eine
frithe intensive antibiotische Behandlung das Risiko der Entwicklung eines HUS vermindere
und gleichzeitig bei Zustandekommen dieser Erkrankung die Symptome und moglichen
Folgen verbessere. Zusitzlich habe die frithe intensive Gabe bakterizider Therapeutika den
Vorteil, dass die Erreger schnell eliminiert und Sekundirinfektionen verhindert werden
konnten (FUKUSHIMA et al., 1999a). Bei dieser Studie wurde jedoch kritisiert, dass alle
hospitalisierten Kinder mit Antibiotika behandelt wurden und so kein Vergleich mit
unbehandelten Patienten gezogen werden konnte (ZIMMERHACKL, 2000). Innerhalb der EU
findet der verwendete Wirkstoff Fosfomycin keine Anwendung (EFSA, 2008). Analog zu
FUKUSHIMA et al. (1999a) unterstreichen SHIOMI et al. (1999) den positiven Effekt der
frithzeitigen Anwendung und einer ausreichenden Konzentration von Fluorchinolonen bei
humanen EHEC-Infektionen. Die Metaanalyse von neun Studien ergab ebenfalls keine

Assoziation in Bezug auf die Verabreichung von Antibiotika und der Entwicklung eines HUS
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(SAFDAR et al., 2002), wobei diese Arbeit hdufig kritisiert wurde (THORPE, 2004; TARR et al.,
2005). Im Gegensatz zu den genannten Auffassungen vertreten andere Arbeitsgruppen den
Standpunkt, die frithzeitige Anwendung von Antibiotika bei Kindern konne mit HUS in
Zusammenhang gebracht werden und warnen daher vor dem Gebrauch dieser Medikamente
bei mit EHEC infizierten Kindern (SLUTSKER et al., 1998; IGARASHI et al., 1999). Die
Anwendung von antimikrobiellen Substanzen (Cotrimoxazol, Cephalosporinen und
Amoxicillin) bei 10 durch E. coli O157:H7 an Durchfall erkrankten Kindern unter 10 Jahren
wihrend einer Studie von WONG et al. (2000) fiihrte bei finf dieser Patienten zu HUS,
wohingegen von 62 nicht mit antimikrobiellen Chemotherapeutika behandelten Kindern
lediglich fiinf an diesem Syndrom erkrankten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das Fazit
gezogen, dass antibiotisch behandelte, mit E. coli O157:H7-infizierte Kinder haufiger HUS
entwickeln als nicht mit diesen Préparaten therapierte Patienten, und antimikrobielle
Wirkstoffe aus diesem Grund bei Infektionen mit diesem Pathogen kontraindiziert sind. Zu
der gleichen Schlussfolgerung kamen DUNDAS et al. (2001) im Bezug auf die Behandlung von

mit E. coli O157:H7-infizierten Erwachsenen.

Zusammenfassend scheint nun gesichert zu sein, dass die Verabreichung von Antibiotika bei
vorliegender moglicher VTEC-Infektion bei Erwachsenen und Kindern vermieden werden
sollte (WONG et al., 2000; ZIMMERHACKL, 2000; DUNDAS et al., 2001; TODD und DUNDAS,
2001). Dagegen bleibt allerdings hervorzuheben, dass durch E. coli (EIEC, EPEC, ETEC und
EHEC) ausgeloste Magen-Darm-Infektionen ausnahmsweise bei jungen Séuglingen und
immundefizienten Patienten sowie bei Verdacht auf eine systemische Infektion antibakteriell
(mit Aminopenicillinen oder einer Sulfonamid/Trimethoprim-Kombination) zu behandeln
sind (ScHOLz et al., 2002). Neben Antibiotika ist bei humanen EHEC-Infektionen ein
Verzicht auf Peristaltik-hemmende Medikamente, Betdubungsmittel sowie Nichtsteroidale
Antiphlogistika (NSAIDs) angezeigt, da auch diese zu einem erhohten HUS-Risiko fiithren
konnen (BELL et al., 1997; TARR et al., 2005).

2.5.2 Alternative Therapiemethoden

Da eine antibiotische Behandlung nur mit duBerster Vorsicht als Therapie fiir EHEC-
Infektionen angewandt werden sollte, ist die Entwicklung therapeutischer Alternativen

dringend erforderlich (NERI et al., 2007). In Betracht kommende alternative Therapeutika
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stellen Verotoxin-bindende und -blockierende Mittel dar, welche den durch die Toxine
ausgelosten Zelltod unterbinden und demzufolge ein HUS verhindern bzw. den Ausgang
eines bereits bestehenden HUS verbessern konnen. Das terminale Trisaccharid des Gbs-
Rezeptors, an welches die B-Untereinheiten der Verotoxine binden, ist aufgrund des in
Kapitel 2.3.2 beschriebenen Aufbaus des Holotoxins fiir die Gestaltung der Toxin-bindenden
Mittel von Bedeutung. In diesem Zusammenhang sind drei bedeutsame Ansatzpunkte zu
nennen. Dabei handelt es sich zundchst um synthetische Toxin-bindende Mittel, weiterhin um
probiotische Bakterien, die das Trisaccharid des Gbs-Rezeptors auf ihrer Oberfldche tragen
und schlieBlich um monoklonale Antikdrper, die gegen Verotoxine gerichtet sind (MAC
CONNACHIE und TODD, 2004).

Zu den synthetischen Mitteln ist das oral einzunehmende Synsorb-Pk zu rechnen
(SYNSORB Biotech Inc., Calgary, Alberta, Kanada). Ein von TRACHTMAN et al. (2003)
durchgefiihrter Ringversuch mit diesem VT 1- und VT 2-bindenden Préparat ergab jedoch
keine Verbesserung des Erkrankungsverlaufs. Ein moglicher Grund hierfiir besteht in dem
Umstand, dass die Patienten bereits ein HUS entwickelt hatten und somit nicht mehr von der
Toxinbindung im Darmlumen profitieren konnten (MAC CONNACHIE und ToDpD, 2004).
WATANABE et al. (2004) beschreiben die Entwicklung eines Gbs-Polymers mit in hohem Mal3
gebiindelten Trisacchariden, welches ebenfalls beide Toxintypen im Darm binden und somit
inhibieren kann, weiterhin bei Méusen gute Effekte zeigt und zudem eine 100.000-fach
hohere Affinitdt besitzt als Synsorb-Pk. Andere bei Mausen wirksame synthetische Mittel
sind vorhanden, wobei die Testung der Wirksamkeit und Sicherheit bei Menschen noch
aussteht (ref. in MAC CONNACHIE und TopD, 2004). Eine Verbesserung des Verlaufs eines
HUS konnen diese Praparate allerdings nicht bewirken, da freie fdkale Toxine ber HUS-
Patienten gering sind (INIMA et al., 2008). Im Jahr 2002 wurde die Entwicklung von SUPER
TWIG offenbart, einem Verotoxin-Neutralisierer, welcher in der Lage ist, im Blutkreislauf
vorkommende Verotoxine mit hoher Affinitdt zu binden und so den letalen Effekt bei Mausen
zu verhindern (NISHIKAWA et al., 2002). Zusdtzlich wurde erst kiirzlich die Verotoxin-
Neutralisierungsaktivitdit von synthetisch (mit Polyacrylamid als Basis) konjugiertem
Globotriaosyl (Gbs), Galabiosyl (Gb) und Galactotrehalose untersucht. Das Gb,-
nachahmende Galactotrehalose-Copolymer konnte nach Ansicht der Autoren mit einer
Modifikation fiir die Aktivitdit gegen VT 2 zu einem fithrenden Priparat fiir Verotoxin-
vermittelte Erkrankungen werden. Die beste neutralisierende Wirkung bewies jedoch das Gbs-

Polymer, da die Inhibierung der Toxizitdt im Blutkreislauf vorkommender Verotoxine
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aufgezeigt werden konnte. In Kombination mit dieser Art von Pridparaten wire ein
ungefahrlicherer Einsatz von Antibiotika somit moglich (NERI et al., 2007).

Als probiotisches Bakterium gilt der von PATON et al. (2000) mit einem Plasmid von
Neisseria rekombinierte E. coli-Stamm. Dieser bildet ein modifiziertes Lipopolysaccharid,
welches den Verotoxin-Rezeptor nachahmt und somit Verotoxine mit hoher Effektivitit
binden und neutralisieren kann. Dieses probiotische Bakterium wurde bei Méusen getestet, ist
jedoch nicht fiir Versuche beim Menschen geeignet, da es sich um einen pathogenen Stamm
handelt und das Plasmid zudem ein Kanamycin-Resistenzgen trigt, welches an andere
Darmbakterien weitergegeben werden konnte. Darauthin wurde ein nicht-pathogener E. coli-
Stamm eingesetzt, welcher sich als ebenso wirkungsvoll bei Méusen erwies, so dass dieser
auch bei Menschen getestet werden konnte (PINYON et al., 2004). Solche rekombinanten
Bakterienstimme besitzen eine 10.000-fach groBere Bindungsaffinitit zu Verotoxinen als
Synsorb-Pk, miissten aber wie die synthetischen Préparate ebenfalls im frithen Stadium der
Erkrankung verabreicht werden (MAC CONNACHIE und TODD, 2004).

Die Entwicklung von humanen monoklonalen Antikérpern gegen die A- und B-
Untereinheiten von VT 1 und VT 2 als mogliche passive immunotherapeutische Mittel zur
Priavention bzw. Behandlung von HUS wurden von MUKHERJEE et al. (2002atb)
hervorgehoben. Die Effektivitit dieser AntikOrper konnte bei Miusen durch verldngertes
Leben (MUKHERJEE et al., 2002a+b) und bei gnotobiotischen Ferkeln durch ldngeres
Uberleben sowie die Verhinderung von kranialen Lisionen und fatalen neurologischen
Erkrankungsanzeichen bei sechs- bis 12-stiindiger Gabe nach Infektion bewiesen werden
(MUKHERJEE et al., 2002a). Es wurde herausgefunden, dass gegen die A-Untereinheit von
VT 2 gerichtete Antikorper (verglichen mit gegen die B-Untereinheit gerichteten
Antikorpern) ein breiteres Aktivititsspektrum haben und somit auch VT 2-Varianten mit
einbeziehen. Zudem war im Mausemodell aufzeigbar, dass sich einzelne monoklonale
Antikorper bis zu 48 Stunden nach Anwendung verschiedener VT 2-Varianten als wirksam
erweisen (SHEORAN et al., 2003), was die mogliche klinische Anwendbarkeit erhoht. Wahrend
gegen die A-Untereinheiten gerichtete Antikdrper in der Lage sind, die Bindung an die
Ribosomen der Zielzellen zu verhindern, vermogen gegen die B-Untereinheiten gerichtete
Antikorper die Bindung des Toxins an den Zelloberflachenrezeptor zu unterbinden, so dass
durch eine Mischung verschiedener monoklonaler Antikorper die Entstehung eines HUS nach
VTEC-Infektion vermieden werden konnte. Dariiber hinaus sind monoklonale Antikorper
systemisch verabreichbar und so aufgrund der Bindung bereits systemisch vorkommender

Toxine in der Behandlung eines schon bestehenden HUS erfolgreicher als Toxin-bindende
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Mittel oder Bakterien, welche die Verotoxine lediglich im Darm binden (MAC CONNACHIE
und ToDD, 2004).

2.5.3 Anwendbare Therapien

Betroffene, die an EHEC-bedingter blutiger Diarrhé leiden, sind zu hospitalisieren, mit
intravendser Fliissigkeits- und Elektrolytsubstitution symptomatisch zu behandeln und auf
die Entwicklung eines HUS zu beobachten (AKE et al., 2005; LODE et al., 2006; POLLOCK et
al., 2007). Bei bereits vorliegendem HUS ist eine gewissenhafte, unterstiitzende Behandlung
von Bedeutung. Bei anhaltender Nierenschddigung ist die Dialyse notwendig, und bei einigen
Patienten, vor allem Risikopatienten, kann eine Plasmapherese helfen (FUKUSHIMA et al.,
1999a). Nach wie vor gibt es jedoch keine validierte spezifische Therapie, um den Verlauf
einer EHEC-Erkrankung zu verbessern (MAC CONNACHIE und ToDD, 2004; KARCH et al.,
2005; TARR et al., 2005; IMA et al., 2008). Es wurde zudem beschrieben, dass einige
Ansdtze wie die Gabe von Kortikosteroiden, Heparin, Aspirin, Dipyridamol und
Urokinase/Streptokinase sowie die Anwendung von Plasmapherese, Plasmainfusion und
Synsorb Pk in ihrer Wirkung nicht erfolgreich sind und daher heutzutage iiblicherweise nicht
in der Therapie verwendet werden (ref. in IJIMA et al., 2008). Stattdessen wird geraten, HUS-
Betroffene sorgfiltig auf Fliissigkeitsiiberlastung zu priifen und sowohl Fliissigkeitsbalance
als auch Gewicht tdglich zu kontrollieren (TARR et al., 2005). Allgemein gilt, dass die
effektivste Form, ein HUS zu verhindern, die Vermeidung einer EHEC-Infektion ist (WONG
et al., 2000; KARCH et al., 2005; TARR et al., 2005; IlJIMA et al., 2008).

2.6 Wirkungsweise antimikrobieller Chemotherapeutika

Fiir die Wirkung der antimikrobiellen Chemotherapeutika sind heutzutage vier mafigebliche
Mechanismen bekannt. Hierbei handelt es sich um die Hemmung der Zellwandsynthese
(B-Lactame), die Storung der Permeabilitit der Zytoplasmamembran, die Blockade der
Proteinbiosynthese = (Aminoglykoside, Tetrazykline) und die Unterdriickung der
Nukleinsduresynthese (Fluorchinolone [Gyrasehemmer]). Die Préparate werden in die

Wirkungstypen Bakteriostase (Hemmung der Keimvermehrung) und Bakterizidie
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(Keimzerstorung) eingeteilt. Hierbei wirken die Proteinsynthese blockierende Mittel meist
bakteriostatisch, und Pharmaka, welche die Synthese der Zellwand oder die Permeabilitit der
Zytoplasmamembran  storen, bakterizid. Zusétzlich erfolgt eine Einteilung der
antimikrobiellen Wirkstoffe hinsichtlich ihres Wirkungstyps in drei Klassen. Unter diesem
Gesichtspunkt sind Substanzen zu nennen, deren bakterizide Wirkung stark von der
Konzentration abhéngig ist (Aminoglykoside, Fluorchinolone) und andere, deren Bakterizidie
vor allem zeitabhidngig (und weniger konzentrationsabhéngig) ist (die meisten B-Lactam-
Antibiotika). Die dritte Klasse stellen bakteriostatisch wirkende Pharmaka dar, zu denen unter
anderem die Tetrazykline, Sulfonamide und Trimethoprim zu rechnen sind. Antimikrobielle
Wirkstoffe, die gegen eine Vielzahl von Keimen wirken, sind als Breitband-Antibiotika zu
bezeichnen. Die Wirkstirke eines antimikrobiellen Chemotherapeutikums wird durch die
minimale Hemmkonzentration (MHK) angegeben. Unter MHK wird die geringste
Konzentration eines antimikrobiellen Chemotherapeutikums verstanden, die in vitro das

Wachstum eines Keimes zu verhindern vermag (MUTSCHLER et al., 2008).

2.6.1 Aminoglykoside

Den Aminoglykosiden sind Streptomycin sowie Antibiotika der Neomycin- und Kanamycin-
Gentamicin-Gruppe (Gentamicin) zugehorig. Diese Substanzen besitzen eine tri- oder
tetrasaccharidartige Struktur; als gemeinsamer Bestandteil sind Streptamin oder Streptamin-
Derivate vorhanden. Die Molekulargewichte betragen zwischen 400 und 500 Dalton. Das
Wirkungsspektrum dieser Pharmaka (auBer Streptomycin) ist breit. Aminoglykoside weisen
einen bakteriziden Wirkungstyp auf und sind nur gegen extrazelluldr liegende Bakterien
effektiv. Durch die irreversible Bindung dieser Wirkstoffe an zwei im 16S-rRNA-Baustein
der ribosomalen 30S-Einheit lokalisierte Adeninbasen in der Bakterienzelle verursachen sie
eine Storung der Proteinbiosynthese, indem falsche Aminoséuren eingebaut werden. Auf
diese Weise entstehen defekte Enzyme und Strukturproteine, die irreversible
Membranschdden auslésen. Dariiber hinaus verhindern Aminoglykoside die Bindung von
N-Formylmethionyl-tRNA an die 30S-Untereinheit und damit den Anfang der
Proteinsynthese. Da auch keine andere Aminoacyl-tRNA angelagert wird, bewirken sie
zudem die Unterdriickung der Verldngerung der begonnenen Peptidkette (MUTSCHLER et al.,
2008).
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2.6.2 B-Lactam-Antibiotika

Zur Gruppe der B-Lactam-Antibiotika gehdren die Penicilline, die Cephalosporine, die
Carbapeneme und die Monobactame; charakteristisch fiir diese Substanzen ist der
viergliedrige p-Laktam-Ring. Die Molekulargewichte der B-Lactam-Antibiotika betragen
zwischen 300 und 500 Dalton. Die Pridparate erweisen sich als gut wasserloslich,
insbesondere in sauren pH-Bereichen, und sind sehr empfindlich gegeniiber Licht und
Temperatur (FREY und LOSCHER, 2002). Das Wirkungsspektrum umfasst grampositive und
gramnegative Keime, stellt sich jedoch je nach Verbindung unterschiedlich dar. Diese
Pharmaka zeichnen sich durch einen zeitabhédngigen bakteriziden Wirkungstyp aus, zerstéren
jedoch nur proliferierende Keime, da es wihrend der Zellteilung zur Offnung der
Peptidoglykanstringe kommt und nur hier die Mureinsynthese stattfindet. Murein macht bei
grampositiven Keimen etwa 50 % und bei gramnegativen Bakterien 5-10 % der Zellwand aus
(MUTSCHLER et al., 2008) und sorgt fiir die Stabilitit der Erregerzelle (FREY und LOSCHER,
2002). Zur Mureinsynthese werden die einzelnen intrazelluldr gebildeten Anteile, nachdem
sie iliber die Zytoplasmamembran transportiert wurden, zu einem Makromolekiil
zusammengesetzt (MUTSCHLER et al., 2008). Die genannten Pharmaka blockieren die
Transpeptidasen durch kovalente Bindung des gedffneten P-Lactam-Rings an das aktive
Zentrum dieser Enzyme irreversibel und inhibieren damit das Endstadium der Peptidoglykan-
Synthese (Quervernetzung des Mureins), was in der Bakteriolyse resultiert (HEESEMANN,
1993; FREY und LOSCHER, 2002; MUTSCHLER et al., 2008). Die Enzyme, welche bedeutsam
fiir die Peptidoglykan-Synthese sind und durch die Bindung an B-Lactam-Antibiotika
inaktiviert werden, tragen die Bezeichnung Penicillin-bindende Proteine (PBP). Diese
PBP's unterscheiden sich in den Bakterienarten ebenso wie der Aufbau der Zellwand variiert.
GleichermaBBen differieren auch die verschiedenen [-Lactam-Antibiotika in ihrer
Penetrationsfdhigkeit durch die Zellwand und in ihrer Bindungsfahigkeit zu den Enzymen.
Letztendlich stellen sich Prédparate, welche an viele PBPs binden, als sehr breit wirksam dar,
und bei der Kombination zweier B-Lactam-Antibiotika unterschiedlicher Bindungsaktivitat

besteht die Moglichkeit einer synergistischen Wirkung (MUTSCHLER et al., 2008).

Das Grundgertist der Penicilline bildet die 6-Aminopenicillansdure. Innerhalb der Penicilline
unterscheidet man Benzylpenicillin und dessen Salze, Oralpenicilline mit fehlender oder
geringer Penicillinase-Festigkeit, Penicillinase-stabile Penicilline sowie Penicilline mit

erweitertem  Wirkungsspektrum  (Aminopenicilline [Ampicillin, Amoxicillin] und
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Acylaminopenicilline). Die Kombination von Penicillinen mit Substanzen, welche die
bakterielle [B-Lactamase inhibieren (sog. [p-Lactamase-Inhibitoren), wird bei nicht
B-Lactamase-stabilen B-Lactam-Antibiotika genutzt. Zu erwéhnen ist hier die Kombination

von Amoxicillin mit Clavulansdure (MUTSCHLER et al., 2008).

Bei den Cephalosporinen erfolgt eine Einteilung in fiinf Gruppen. Zur Gruppe I werden
Substanzen mit guter Wirkung gegen grampositive Kokken inklusive B-Lactamase-bildender
Stamme gezéhlt. Der Gruppe II (Cefuroxim) sind Cephalosporine mit zusdtzlicher Wirkung
auf gramnegative Keime durch eine erhohte B-Lactamase-Stabilitdt aufgrund einer sterischen
Abschirmung des B-Lactam-Rings zugehorig. Wirkstoffe mit einem besonderen Effekt im
gramnegativen Bereich sind der Gruppe III (Cefotaxim) zugeteilt, und Substanzen, die
zusitzlich gegen Pseudomonas aeruginosa eingesetzt werden konnen, der Gruppe IlIb. Die
Gruppe IV weist eine zusitzliche Wirksamkeit gegeniiber Staphylokokken auf, und
Cephalosporine mit besonderer Stabilitdit gegeniiber von Anaerobiern gebildeten
B-Lactamasen gehoren der Gruppe V an. Cephalosporine stellen Abkdmmlinge der 6-Amino-

penicillansdure und Derivate der 7-Aminocephalosporansdure dar (MUTSCHLER et al., 2008).

Carbapeneme (Meropenem) zeichnen sich durch ein sehr breites Wirkungsspektrum aus, das
gegen die meisten grampositiven, gramnegativen und anaeroben Keime gerichtet ist.
Zusitzlich zeigen sie eine hohe Affinitét zu weitgehend allen PBP's und weisen eine geringe
Empfindlichkeit gegen bakterielle B-Lactamasen auf. Carbapeneme kommen bei schweren

bakteriellen Infektionen und Mischinfektionen zum Einsatz (MUTSCHLER et al., 2008).

2.6.3 Chinolone/Fluorchinolone

Unter den Chinolonen werden die Substanzen der 1. Generation und die fluorierten
Wirkstoffe der 2. Generation unterschieden. Die 4&lteren, nicht-fluorierten Substanzen
(Nalidixinsédure) haben iiberwiegend ihren Stellenwert verloren und zeichnen sich durch ein
schmales Wirkungsspektrum, eine geringe Wirkstiarke und erhebliche Resistenzentwicklung
aus. Die fluorierten Mittel der 2. Generation tragen die Bezeichnung Fluorchinolone. Die
Fluorsubstitution an C-6 sorgt fiir eine erhohte Penetration in die Bakterienzelle und damit fiir
eine bessere Wirkstirke. Die Wirkstoffe der 2. Generation sind in vier Gruppen unterteilt, die

sich in Resistenzentwicklung, Wirkungsspektrum, Wirkstirke und Gewebepenetration
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unterscheiden. Der Gruppe I sind orale Harnwegstherapeutika zugehdrig, wohingegen in
Gruppe II systemisch anwendbare Standardchinolone (Ciprofloxacin) vertreten sind. Diese
besitzen gegeniiber der Gruppe I eine stirkere Wirkung und ein breiteres Wirkungsspektrum.
Fluorchinolone der Gruppe III (Levofloxacin) wirken stirker gegen grampositive sowie
intrazelluldre Bakterien. Pharmaka der Gruppe IV sind dariiber hinaus wirkungsvoller
gegeniiber grampositiven und intrazelluliren Keimen und zudem gegen Anaerobier
einsetzbar. Die Chinolone werden als Gyrasehemmer bezeichnet, da sie die Untereinheit A
der bakteriellen DNA-Gyrase (Topoisomerase II) hemmen. Zusitzlich blockieren sie
iiberwiegend bei grampositiven Erregern die Topoisomerase IV. Die Topoisomerasen vom
Typ II sind fiir den Ablauf der DNA-Replikation bzw. Transkription von Bedeutung. Somit
bewirken diese Préaparate eine Unterdriickung der Nukleinsduresynthese; der Wirkungstyp ist

bakterizid (FREY und LOSCHER, 2002; MUTSCHLER et al., 2008).

2.6.4 Sulfonamid-Diaminobenzylpyrimidin-Kombination

Sulfonamide werden aufgrund der bereits vorliegenden Resistenzen und der betrdchtlichen
unerwiinschten Wirkungen nur noch in Kombination mit Diaminobenzylpyrimidinen genutzt.
Die Kombination des Sulfonamids Sulfamethoxazol mit dem Diaminobenzylpyrimidin
Trimethoprim (Cotrimoxazol) verursacht eine Wirkungssteigerung. Beide Priparate sind den
Folsdureantagonisten zugehorig und 16sen durch die Blockade des Folsdurestoffwechsels an
zwel unterschiedlichen Stellen (Hemmung der Dihydrofolsdure: Sulfonamid; Hemmung der
Dihydrofolsdurereduktase: Trimethoprim) einen synergistischen Effekt aus. Zu erwéhnen ist
hier neben der gesteigerten Wirksamkeit ein breiteres Wirkungsspektrum und eine
Verlangsamung der Resistenzentstehung. Aufgrund der breiten Anwendung dieses Préiparates
bestehen allerdings auch hier bereits erhebliche Resistenzen. Fiir eine optimale Wirkung wird
die Konzentration von Sulfamethoxazol und Trimethoprim in einem Verhéltnis von 20:1
empfohlen (MUTSCHLER et al., 2008). In diesem Konzentrationsverhiltnis wirkt das Priparat
bakterizid, wohingegen beide Substanzen fiir sich einen bakteriostatischen Wirkungstyp

aufweisen (FREY und LOSCHER, 2002).
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2.6.5 Tetrazykline

Tetrazykline sind durch das aus vier annelierten Sechserringen bestehende Grundgertist
charakterisiert und unterscheiden sich durch die Ringsubstituenten in ihrer Struktur. Das
Wirkungsspektrum erfasst grampositive und gramnegative, aerobe und anaerobe Keime;
weiterhin zeichnen sie sich durch einen bakteriostatischen Wirkungstyp aus. Diese Pharmaka
hemmen die Proteinbiosynthese durch Anheftung an die ribosomale 30S-Untereinheit und
verhindern dadurch die Bindung von Aminoacyl-tRNA an die Akzeptorstellen der Ribosomen
und damit die Verldngerung der Peptidkette. Durch Porine in der dufleren Membran und
aktive Transportsysteme in der inneren Membran gelangen die Wirkstoffe in gramnegative
Keime. Die erforderlichen MHK-Werte unterscheiden sich speziesabhédngig sehr stark und

variieren zudem regional (FREY und LOSCHER, 2002; MUTSCHLER et al., 2008).

2.7 Resistenz gegeniiber antimikrobiellen Chemotherapeutika

2.71 Definitionen

Definitionsgemd3 handelt es sich um einen resistenten Keim, wenn die minimale
Hemmbkonzentration (MHK) héher liegt als die hochste in vivo erreichbare Serum- bzw.
Gewebekonzentration, die nicht toxisch ist (MUTSCHLER et al., 2008). Klinisch gesehen wird
ein Bakterium als resistent eingestuft, wenn die erreichbare MHK mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu einem therapeutischen Misserfolg fithrt (EFSA, 2008). Zu
unterscheiden ist die primére (natiirliche) von der sekundéiren (erworbenen) Resistenz.
Bei der erstgenannten Form erweisen sich bestimmte Bakterien gegeniiber dem eingesetzten
Antibiotikum bereits vor Therapiebeginn als resistent. Ursachen fiir diese Unempfindlichkeit
bestehen im Fehlen entsprechender Zielstrukturen in der Bakterienzelle, in einer geringen
Permeabilitit der Zellwand sowie dem Vorkommen von Wirkstoff zerstérenden Enzymen
(EFSA, 2008). Bei der Behandlung kann eine Selektion dieser unempfindlichen Stimme
erfolgen. Ereignet sich dagegen wihrend des Einsatzes einer antimikrobiellen Substanz eine
spontane Mutation, liegt eine sekundédre Resistenz vor. Auch in diesem Fall kann eine
Selektion dieser resistenten Mutanten die Konsequenz sein. Zusétzlich wird zwischen der
Einschritt- (One-step-) und Vielschritt- (Multi-step-) Resistenz differenziert. Relativ rasch

nach Beginn der antibiotischen Behandlung kann eine Einschritt-Resistenz auftreten, wahrend
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sich die Vielschritt-Resistenz erst mit der Zeit und stufenweise durch mehrere
Mutationsschritte entwickelt. Eine Parallel- oder auch Kreuzresistenz liegt dagegen vor,
wenn eine Resistenz gegeniiber zwei oder mehr Antibiotika auffillt, die chemisch verwandt
sind oder sich durch den gleichen Wirkmechanismus bzw. den gleichen Angriffspunkt

auszeichnen (MUTSCHLER et al., 2008).

2.7.2 Grundlagen der Entwicklung und Mechanismen von Resistenzen

Zu unterscheiden sind die chromosomale Resistenz, in deren Fall die Resistenz gegeniiber
einem Antibiotikum im bakteriellen Chromosom verankert ist, und die extrachromosomale
Resistenz. Bei der zuletzt genannten Form liegt das genetische Material extrachromosomal in
Plasmiden vor. Diese besitzen das Vermogen, sich unabhidngig von der Teilung des
Bakteriums zu vermehren und sind zwischen Bakterien iibertragbar. Bei Resistenzplasmiden
handelt es sich um ringférmige, doppelstringige DNA-Molekiile unterschiedlicher Grofe (<2
kbp bis >100 kbp), welche Resistenzgene gegen ein oder mehrere Antibiotika tragen. Zudem
beherbergen sie einen Faktor, der die Ubertragung zwischen den Bakterien durch
Konjugation (Transfer liber Zell-zu-Zell-Kontakt durch Ausbildung von Fertilitétspili) oder
Transduktion (Ubertragung durch Bakteriophagen) erméoglichen. Die Weitergabe von
Plasmiden mittels Konjugation ist nicht speziesspezifisch, so dass Resistenzen auch auf
andere Bakterienspezies iibertragbar sind. Demgegeniiber sind Phagen keimspezifisch,
weshalb die Transduktion an die Bakterienart gebunden ist. Die Aufnahme reiner, von
anderen Bakterien abgegebener DNA aus der nahen Umgebung wird als Transformation
bezeichnet (SCHWARZ und CHASLUS-DANCLA, 2001; FREY und LOSCHER, 2002; MUTSCHLER
et al., 2008). Bei Transposons handelt es sich um bewegliche DNA-Segmente
unterschiedlicher GréBe (<1 kbp bis 60 kbp), die sich auf Plasmiden befinden, jedoch ebenso
in Chromosomen lokalisiert sein konnen. Sie vermdgen sich selbst von einer Donorzelle zu
einer Empfingerzelle zu iibertragen, sind jedoch nicht zur eigenstindigen Vermehrung
befdhigt. Nach dem Erreichen von Rezipientenzellen werden sie entweder in Plasmide oder in
Chromosomen eingesetzt (SCHWARZ und KEHRENBERG, 2000; SCHWARZ und CHASLUS-
DANCLA, 2001; FREY und LOSCHER, 2002). Genkassetten besitzen weder ein Replikations-
noch ein Transfersystem und liegen hédufig an einer bestimmten Stelle in einer
Integronstruktur, welche in Plasmiden oder Chromosomen lokalisiert sind (SCHWARZ und

KEHRENBERG, 2000). Mithilfe der genannten beweglichen DNA-Segmente besteht die
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Moglichkeit der Resistenzverbreitung (MUTSCHLER et al., 2008). Aufgrund der Tatsache, dass
Transposons und Plasmide mehrere Resistenzgene gleichzeitig tragen konnen, ist dariiber
hinaus gewihrleistet, dass bei Anwendung eines Wirkstoffs Resistenzen gegeniiber anderen

Substanzen mit {ibertragen werden konnen (SCHWARZ und KEHRENBERG, 2000).

Zu den Resistenzmechanismen zihlen die Produktion von Enzymen, welche antimikrobielle
Chemotherapeutika durch hydrolytische Spaltung oder chemische Verdanderungen inaktivieren
(B-Lactame und Aminoglykoside), die Verdnderung der Zellpermeabilitit und damit eine
eingeschrankte Aufnahme der Antibiotika (B-Lactam-Antibiotika, Aminoglykoside,
Fluorchinolone, Sulfonamide und Trimethoprim), die Bildung von substratspezifischen oder
-unspezifischen Effluxsystemen, welche zum Auswirtstransport von Wirkstoffen fiihren
(Tetrazykline) und zudem die durch Mutation bedingte Verminderung der Bindungsfahigkeit
an die Zielstruktur der Pharmaka (B-Lactame) (SCHWARZ und KEHRENBERG, 2000;
MUTSCHLER et al., 2008). Die fiir inaktivierende Enzyme codierenden Sequenzen sind
groBtenteils auf mobilen genetischen Elementen lokalisiert. Die Gene fiir spezifische
Effluxsysteme liegen ebenfalls auf beweglichen DNA-Segmenten, wohingegen die
codierenden  Sequenzen der substratunspezifischen ,Multidrug-Transporter auf
Chromosomen nachgewiesen wurden. Gene fiir die Verdnderung der Angriffsstelle der
Wirkstoffe sind auf Plasmiden und Transposons lokalisiert (SCHWARZ und KEHRENBERG,
2000). Die Informationen beziiglich der Resistenzmechanismen von VTEC-Stdmmen sind

sehr gering, so dass in dieser Hinsicht weiterer Forschungsbedarf besteht (MORA et al., 2005).

2.7.21 Aminoglykoside

Eine Resistenzentstehung gegeniiber Aminoglykosid-Antibiotika kann sehr rasch in der
Therapie auftreten (MUTSCHLER et al., 2008), wobei die Geschwindigkeit variiert. Altere
Aminoglykoside weisen Resistenzentwicklungen nach dem One-step-Typ auf und
Aminoglykoside der Gentamicin-Gruppe nach dem Multi-step-Typ (FREY und LOSCHER,
2002). Das Aufkommen von Resistenzen ist meist durch die Bildung von Enzymen
(Acetyltransferasen, Adenyltransferasen und Phosphotransferasen) begriindet, welche diese
Pharmaka modifizieren und damit inaktivieren. Die fiir diese Enzyme codierenden Gene sind

auf Plasmiden lokalisiert. Zusitzlich konnen chromosomale Mutationen eine verminderte
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Affinitit der am Ribosom gelegenen Bindungsstellen bzw. eine Anderung der Membran-

permeabilitit auslosen (SCHWARZ und KEHRENBERG, 2000; MUTSCHLER et al., 2008).

2.7.2.2 B-Lactam-Antibiotika

Fir die sich langsam entwickelnde Resistenz gegeniiber B-Lactam-Antibiotika kommen
unterschiedliche Ursachen in Frage. Zum Einen ist es moglich, dass die Keime
unempfindliche PBP's aufweisen, was mit der Mutation der fiir diese Zielstrukturen
codierenden Gene zu erkldren ist. Zum Anderen kann es zur Bildung von B-Lactamasen
kommen, die in der Lage sind, B-Lactam-Antibiotika durch Offnung des B-Lactam-Rings zu
inaktivieren und so deren antibakterielle Wirkung zu unterbinden. Die fiir diese Enzyme
codierenden Gene sind auf Chromosomen oder Plasmiden lokalisiert. Die B-Lactamasen
werden je nach Substratspezifitit in Penicillinasen und Cephalosporinasen unterteilt; es
kommen jedoch auch Breitspektrum-p-Lactamasen (ESBL: expanded-spectrum B-lactamases)
vor, die alle Gruppen der B-Lactam-Antibiotika zu inaktivieren vermdgen. Grampositive
Keime, welche B-Lactamasen produzieren, geben die Enzyme nach auflen ab, und
gramnegative -Lactamase-bildende Bakterien behalten diese im periplasmatischen Raum.
Die dritte Form der Resistenzentwicklung ist in Membranverdnderungen (Modifikation von
Porinen) begriindet (MUTSCHLER et al., 2008), und zusétzlich konnen diese Pharmaka durch
Effluxsysteme aktiv aus der Bakterienzelle transportiert werden (SCHWARZ und KEHRENBERG,
2000). Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Tatsache, dass bei den Substanzen der

Penicillingruppe hiufig Kreuzresistenzen zu verzeichnen sind (FREY und LOSCHER, 2002).

2.7.2.3 Chinolone/Fluorchinolone

Die Resistenzentstehung gegen Fluorchinolone wird durch chromosomale Mutationen
bewirkt. Resistenzen koOnnen einerseits in der Mutation der Gene, welche fiir die
A-Untereinheiten der bakteriellen DNA-Gyrase und der Topoisomerase IV codieren,
begriindet sein, so dass die genannten Enzyme eine geringere Empfindlichkeit aufweisen oder
aber in der gesteigerten Produktion von Effluxpumpen (SCHWARZ und KEHRENBERG, 2000;
MUTSCHLER et al., 2008). Plasmid-vermittelte Resistenzen kommen aufgrund der Hemm-

wirkung dieser Pharmaka auf die Replikation der Plasmide und die bakterielle Konjugation
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nicht vor. Bei der Nalidixinsdure als Vertreter der Chinolone ohne Fluorsubstitution
entwickeln sich durch One-step-Mutationen schnell Resistenzen, wohingegen antibakterielle
Unempfindlichkeiten bei Fluorchinolonen meist nach dem Multi-step-Muster mit geringer
Mutationshdufigkeit entstehen. Als positiv zu verzeichnen ist der Umstand, dass die
entstandenen Resistenzen nicht stabil und nach Absetzen der Pharmaka spontan reversibel
sind (FREY und LOSCHER, 2002). Es ist hervorzuheben, dass sich die neueren Gyrasehemmer

teilweise durch eine Parallelresistenz auszeichnen (MUTSCHLER et al., 2008).

2.7.2.4 Sulfonamid-Diaminobenzylpyrimidin-Kombination

Aufgrund des hiufigen Einsatzes des Sulfamethoxazol-Trimethoprim-Kombinations-
priaparates Cotrimoxazol sind heutzutage viele resistente Bakterien zu verzeichnen. Sowohl
bei Sulfonamiden als auch bei Trimethoprim erfolgt die Resistenzentwicklung durch die
Verringerung der Zellpermeabilitdt (MUTSCHLER et al., 2008); zudem konnen empfindliche
Angriffsstellen durch unempfindliche ersetzt werden (SCHWARZ und KEHRENBERG, 2000).
Die Resistenz gegeniiber Sulfonamiden ist auf Integrons (su//-Gen) und Plasmiden (sulll-

Gen) lokalisiert (RADSTROM et al., 1991; ENNE et al., 2001).

2.7.2.5 Tetrazykline

Bei gegentiber Tetrazyklinen resistenten Keimen kann zum Einen der aktive Transport iiber
die innere Membran verhindert sein und zum Anderen kdnnen Tetrazyklin-spezifische oder
Multi-drug-Effluxpumpen fiir den aktiven Transport des Wirkstoffes aus der Bakterienzelle
sorgen. Zusitzlich besteht die Moglichkeit einer strukturellen Anderung der ribosomalen
Bindungsstelle. Fiir diese Resistenzformen verantwortliche Gene sind auf Plasmiden

verankert (MUTSCHLER et al., 2008).
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2.7.3 Ausbreitung von Resistenzgenen und resistenten Mikroorganismen

Bewegliche, teilweise mehrere Resistenzgene tragende DNA-Segmente wie Plasmide und
Transposons und iiblicherweise ein Gen tragende Genkassetten erleichtern die Verbreitung
von Antibiotikaresistenzen (SCHWARZ und CHASLUS-DANCLA, 2001; MUTSCHLER et al.,
2008). Neben diesem horizontalen Gentransfer ist dic vertikale Weitergabe von Resistenz-
genen an Tochterzellen von Bedeutung. Mittels Resistenzgenen sind Resistenzen gegeniiber
einzelnen Pharmaka oder Substanzen der gleichen, aber auch gegen Vertreter unter-
schiedlicher Wirkstoffklassen, welche den identischen Wirkmechanismus nutzen, iibertragbar.
Zusitzlich ist die Weitergabe von Resistenzen gegeniiber strukturell und funktionell
unterschiedlichen antimikrobiellen Chemotherapeutika moglich, wenn es sich beispielsweise
um unspezifische Effluxsysteme (,,Multidrug-Transporter*) handelt, die Antibiotika mittels

aktiven Transports aus der Zelle bringen (SCHWARZ und KEHRENBERG, 2000).

Es existiert ein gewisses Repertoire an resistenten Keimen bzw. Resistenzgenen, welche
direkt oder indirekt auf den Menschen oder auf humanpathogene Erreger transferierbar sind.
Zur Weitergabe tragen der Kontakt zwischen Mensch und Tier bzw. deren Exkrete sowie
tierische und pflanzliche kontaminierte Lebensmittel oder fikal verunreinigte Abwésser und
Badegewdsser und das Ausbringen von Giille bzw. Mist bei (FEUERPFEIL et al., 1999; FREY
und LOSCHER, 2002; EFSA, 2008). Der Transfer resistenter Zoonoseerreger auf den
Menschen ist in diesem Rahmen von zentraler Bedeutung (STROH, 2002; FLUGS, 2007). Als
einer der wichtigsten Faktoren fiir die Verbreitung von resistenten Keimen und
Resistenzgenen wird der durch iiberméfige Antibiotikaanwendung in der Humanmedizin,
aber auch bei Tieren, in der Tiererndhrung und in der Landwirtschaft ausgelibte
Selektionsdruck angesehen (VON BAUM und MARRE, 2005). Es liegen geteilte Ansichten vor,
inwieweit sich die Verwendung von Antibiotika in der Tierhaltung auf das
Resistenzgeschehen humanpathogener Keime auswirkt (FREY und LOSCHER, 2002), denn ein
gravierender Teil dieser Substanzen ist Antibiotikaklassen zugehorig, die auch bei humanen
Infektionen Anwendung finden (EFSA, 2008). Vielfach geteilt wird allerdings die Ansicht,
dass die Resistenzprobleme in der Humanmedizin vorwiegend auf den liberméfigen und
oftmals auch unzulinglichen Einsatz (zu geringe Dosierung, zu kurze Anwendungsdauer) der
antimikrobiellen =~ Chemotherapeutika bei der Behandlung humaner Infektionen

zuriickzufiihren sind. Die genannten Aspekte erhohen den Selektionsdruck auf die Bakterien
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und bewirken eine Resistenzselektion (WALLMANN, 1999; FREY und LOSCHER, 2002;
FLUGS, 2007).

2.8 Resistenzlage bei VTEC

Viele VTEC-Stimme sind gegeniiber einigen antimikrobiellen Wirkstoffen, welche
gewoOhnlich in der Human- und Veterindrmedizin eingesetzt werden, resistent (KRISHNAN et
al., 1987; FARINA et al., 1996). Die Angaben zur Resistenzhiufigkeit dieser pathogenen
Keime differieren in der Literatur jedoch sehr stark. So lieBen sich in Indien (KHAN et al.,
2002) bei 49,2 % der untersuchten non-O157:H7-Stamme Resistenzen aufzeigen, wohingegen
in Irland nur geringe Resistenzen von 13,2 % bei VTEC-Stimmen zu verzeichnen waren
(WALSH et al., 2006). Ebenfalls zeigt ein Vergleich der Resistenzen von O157- und non-
O157-VTEC unterschiedliche Ergebnisse auf. So fanden MORA et al. (2005) gleiche
Resistenzhédufigkeiten bei O157:H7-Stammen (41,1 %) und bei non-O157:H7-VTEC
(41,3 %) aus Spanien. Im Gegensatz zu dieser Studie wurden in Deutschland bei humanen
Stammen haufiger resistente non-O157:H7-VTEC (20,5 %) als O157:H7-VTEC (1,3 %)
dargestellt (SCHMIDT et al., 1998), ebenso wie in Italien (85,7 % bei non-O157-Stdimmen und
20 % Resistenz bei O157-Stimmen; FARINA et al., 1996). Die Uberpriifung der aus
unterschiedlichen Liandern stammenden VTEC-Stimme verschiedenen Ursprungs ergab am
hiufigsten Resistenzen gegen Tetrazyklin, Streptomycin und Ampicillin sowie gegen
Sulfonamide (FARINA et al., 1996; SCHMIDT et al., 1998; STEPHAN und SCHUMACHER, 2001;
WILLSHAW et al., 2001; ZHAO et al., 2001; KHAN et al., 2002; SCHROEDER et al., 2002a+b;
BETTELHEIM et al., 2003; MORA et al., 2005; SINGH et al., 2005), ferner gegen Trimethoprim
(BETTELHEIM et al., 2003; MoORA et al., 2005) und Nalidixinsdure (WALSH et al., 2006).
Interessanterweise stellten VON MUFFLING et al. (2007) dariiber hinaus eine 100 %ige
Resistenz der untersuchten VTEC-Stdmme unterschiedlichen Ursprungs gegen alle getesteten
Sulfonamide fest. Mehrfachresistenzen sind fiir die Kombination Tetrazyklin, Streptomycin
und Sulfonamide beschrieben worden (FARINA et al., 1996; PEBODY et al., 1999; GIAMMANCO
et al., 2002; PAYNE et al.,, 2003; MORA et al., 2005). Als Begriindung fiir die hiufige
Resistenz gegen diese Antibiotika wird die verbreitete Nutzung bei Schweinen und Rindern
angenommen (STEPHAN und SCHUMACHER, 2001). Viele Arbeitsgruppen wiesen VTEC nach,

die gegen mindestens fiinf Antibiotika resistent waren (SCHMIDT et al., 1998; STEPHAN und
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SCHUMACHER, 2001; GIAMMANCO et al., 2002; MORA et al., 2005). WALSH et al. (2006) war
es tiberdies moglich, einen Stamm aufzuzeigen, welcher gegen 10 antimikrobielle
Chemotherapeutika (aus sieben unterschiedlichen Antibiotikaklassen) Resistenzen aufwies.
Durch die offensichtliche Resistenzentwicklung dieser Erreger wird eine weitere

Einschrankung der therapeutischen Moglichkeiten befiirchtet (EFSA, 2008).

SINGH et al. (2005) stellten in ihrer Studie dar, dass 16 % der untersuchten VTEC-Stimme
unterschiedlichen Ursprungs Resistenzgen-tragende Klasse 1-Integrons aufwiesen, welche
sich mittels Konjugation zwischen E. coli-Stimmen transferieren lieBen. Klasse 1-Integrons
ermoglichen die Entstehung und Verbreitung von Einfach- und Mehrfachresistenzen zwischen
den Stimmen, unabhéngig von deren Ursprung (LEVERSTEIN-VAN HALL et al., 2002; EFSA,
2008). Bereits in fritheren Jahren wurden Klasse 1-Integrons in Chromosomen und Plasmiden
dargestellt, welche fiir die Sulfonamid-Resistenz verantwortliche sull-Gene, die
Trimethoprim-Unempfindlichkeit codierende dfrXII- bzw. dfrA1-Gene und die Streptomycin-
und Spektinomycin-Resistenz-auslosende aadA2-Gene enthielten (ZHAO et al., 2001;
MAIDHOF et al., 2002). Diese lieBen sich mittels Konjugation auf einen anderen E. coli
O157:H7-Stamm und verschiedene Hafnia alvei-Stimme {bertragen (ZHAO et al., 2001).
Ebenso waren bet VTEC Klasse 1-Integrons auffindbar, welche B-Lactamase codierende tem-
1-Gene enthielten, und auch diese Resistenzen lielen sich auf einen Salmonellen-Stamm
mittels Konjugation und Transformation iibertragen (WALSH et al., 2006). Dessen ungeachtet
ist das Vorkommen von Klasse 1-Integrons jedoch nicht zwingend mit dem Phénomen der
Antibiotikaresistenz eines Stammes verbunden, da die Resistenzgene entweder nicht

vorhanden oder nicht exprimiert sein konnen (SINGH et al., 2005).

Vergleiche von VTEC mit nicht VT-produzierenden Stimmen ergaben wiederholt, dass non-
VTEC Stamme haufiger antimikrobielle Resistenzen aufweisen als VT-bildende Stamme. So
zeigten BETTELHEIM et al. (2003), dass 15,5 % der isolierten VTEC-Stimme
unterschiedlichen Ursprungs Resistenzen aufzeigten, wohingegen 32,9 % der untersuchten
nicht VT-produzierenden Stimme &hnlich differierender Herkunft resistent waren.
SCHROEDER et al. (2002a) wiesen flir humane Stdmme &hnliche Ergebnisse nach wie in der
zuvor genannten Studie, wohingegen VTEC- und andere E. coli-Stimme bovinen Ursprungs

Resistenzhaufigkeiten der gleichen Hohe aufwiesen.
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Die teilweise hohen Resistenzprivalenzen von VTEC werden als Anlass zur Besorgnis
gesehen (MORA et al., 2005). Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Uberwachung und
Charakterisierung resistenter Stammformen dieser Pathogruppe von erheblicher Relevanz

sind (WHITE et al., 2002).

2.8.1 Resistenzsituation bei von Menschen isolierten VTEC-Stimmen

In verschiedenen Léndern wurden bereits Resistenzen bei von gesunden und kranken
Erwachsenen und Kindern isolierten VTEC-Stdmmen nachgewiesen. Auch bei den Stimmen
humanen Ursprungs sind Resistenzen gegen einige bestimmte Antibiotika wie Tetrazyklin,
Streptomycin, Ampicillin und Sulfonamide auffillig (FARINA et al., 1996).

Durch die Entstehung und Verbreitung antimikrobieller Resistenzen innerhalb dieser
Pathogruppe werden negative klinische und epidemiologische Auswirkungen befiirchtet
(ScHMIDT et al., 1998; WHITE et al., 2002). So scheinen, obwohl in der Mehrzahl der Fille
keine antimikrobiellen Substanzen zur Therapie von EHEC-Infektionen eingesetzt werden,
die Resistenzen dieser Erreger anzusteigen (ref. in MORA et al., 2005). Einen Eindruck

beispielhafter antimikrobieller Resistenzen von humanen VTEC-Stdmmen liefert Tabelle 19.
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Tabelle 19: Antimikrobielle Resistenzen bei humanen VTEC-Stimmen
Zeit- Anzahl Ursprung  Anzahl Arrzzsazl)ll
Land Methode  get.” Anti- der get.” . Quelle
raum . L. . .. Stimme
biotika Stimme Stamme
(%)
Kranke/
3 1987- Platten- gesunde BETTELHEIM et
AUS™ 1992 Replikator 1 Kinder/Br- > 36D al., 2003
wachsene
Arbeiter der STEPHAN und
cu 1997- Agar 13 Fleisch- 47 13(277) SCHUMACHER,
1999 diffusion waren-
) . 2001
industrie
1) Agar-
diffusion HC-Kranke 64 11(17,2)
2) res. SCHMIDT et al.
5) HUS- ’
b 1996 Stamme: 12 Kranke 61 5(8,2) 1998
MHK mittels
E-Test Gesunde 41 3(7,3)
6) 1992- Agar- v.a. DF- MORA et al.,
E% 1999 diffusion 26 Kranke 138 349D 2005
7 8) Agar- ] GIAMMANCO et
F k.A. Jiffusion 13 DF-Kranke 9 1(11,1) al., 2002
Agar- HUS- GIAMMANCO et
KA diffusion 13 Kranke 4 2 (50,0) al., 2002
2 blutige
1988- Agar- Diarrho-/ FARINA et al.,
1994 diffusion 1 HUS- 22 11(50,0) 1996
Kranke
Agar- WALSH et al.
10) g s
IRL k.A. diffusion 15 k.A. 21 2 (9,5) 2006
D getestet resistent % Australien Y Schweiz
> Deutschland % Spanien 7 Frankreich % keine Angabe
9 Ttalien 19 Irland

Diese Tabelle zeigt die unterschiedlichen Resistenzpridvalenzen in verschiedenen Léindern,

wobei auch hidufig mehrfach resistente Keime zu verzeichnen waren. Beispielhaft zu

erwédhnen sind in diesem Zusammenhang die Untersuchungen von FARINA et al. (1996) iiber

22 EHEC-Stamme, welche von an blutiger Diarrh6 oder HUS erkrankten Menschen in Italien

kultiviert worden waren. Diese erwiesen sich zu 50 % als resistent, wobei 10 der 11

unempfindlichen Stdmme eine Resistenz gegen mindestens zwei der getesteten Antibiotika

aufwiesen. Die Empfindlichkeitsbestimmung von 59 humanen EHEC-Stdmmen aus

Australien (BETTELHEIM et al., 2003) ergab im Einklang mit der zuletzt genannten Studie,

dass drei der vier resistenten Stimme Mehrfachresistenzen aufzeigten. So erwies sich ein von
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einem HC-Patienten isolierter Stamm als resistent gegen sechs Antibiotika, und bei zwei
Stimmen von humanen HUS-Féllen wurden Drei- bzw. Vierfach-Resistenzen nachgewiesen.
Die Empfindlichkeitstestung von 166 von gesunden, Durchfall- und HUS-kranken Menschen
isolierten Stammen aus Deutschland ergab sechs einfach resistente EHEC, weitere sechs
Stamme mit Resistenzen gegen zwei Antibiotika und sieben Stdmme, welche gegen vier und
mehr dieser Pharmaka keine Empfindlichkeit zeigten, wobei die Durchfall-assoziierten EHEC
am hiufigsten Resistenzen aufwiesen (17,2 %) (SCHMIDT et al., 1998). Die Resistenztestung
von 18 wihrend eines Ausbruchs in Kanada isolierten VTEC O157:H7-Stimmen ergab
dagegen eine Sensibilitit der Stimme gegen alle getesteten, zur Behandlung von E. coli-
Infektionen  eingesetzten Antibiotika (u.a. Ampicillin, Tetrazyklin, Gentamicin,
Trimethoprim/Sulfamethoxazol und Nalidixinsdure) (KRISHNAN et al., 1987). Jedoch zeigten
auch wihrend weiterer Ausbruchsgeschehen durchgefiihrte Untersuchungen von EHEC-

Stammen multiresistente Staimme auf (PEBODY et al., 1999; PAYNE et al., 2003).

Da die Ausbreitung resistenter EHEC zukiinftige Behandlungsstrategien fiir Infektionen mit
diesen Erregern gefihrden, ist eine Uberwachung der Empfindlichkeiten zur Sicherung der

offentlichen Gesundheit erforderlich (SCHROEDER et al., 2002b).

2.8.2 Resistenzsituation bei von Rindern isolierten VTEC-Stammen

Rinder gelten als Reservoir fiir VTEC und sind daher von besonderer Bedeutung fiir die
Ubertragung unempfindlicher Stimme auf den Menschen (EFSA, 2008). Resistente VTEC
verfiigen im Darm von Rindern beim Einsatz von antimikrobiellen Chemotherapeutika
moglicherweise iiber einen Selektionsvorteil gegeniiber der fdkalen Flora, was eine
kumulative Ausscheidung dieses pathogenen Erregers auslosen und die Haufigkeit des
Auffindens von VTEC in Lebensmitteln bovinen Ursprungs erhdhen kann (FARINA et al.,
1996; ZHAO et al., 2001). Von den Lebensmitteln tierischen Ursprungs ist kontaminiertes
Fleisch boviner Herkunft als Ubertréiger resistenter Stimme auf den Menschen aufgrund des
Reservoirstatus dieser Tiere von entscheidender Relevanz (EFSA, 2008). Ein Grofteil der
alimentér bedingten Erkrankungen resultiert aus der fiakalen Kontamination wéhrend des
Schlachtprozesses oder durch Kreuzkontaminationen im Laufe der anschlieBenden
Verarbeitung (AARESTRUP und WEGENER, 1999). Antimikrobielle Resistenzen von VTEC-

Stammen bovinen Ursprungs sind exemplarisch in Tabelle 20 wiedergegeben.
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Tabelle 20: Antimikrobielle Resistenzen von VTEC-Stimmen bovinen Ursprungs

Zeit- Anzahl Ursprung Anzahl Arllzsazl)ll
Land  ~ ~~ Methode get.” Anti- der get.” Stimme Quelle
biotika Stimme Stimme o
()
3 1996- Platten- 4 BETTELHEIM
AUS™ 9001 Replikator 1 Kotund LM 83 SO0 oal, 2003
1996- Agar- . o STEPHAN und
1997 diffusion 10 Coli-Mastitis 4 12500 gyyn, 1999
6)
CHY  og7. Agar- Réljhflli 15926) STEPHAN und
1999 diffusion 13 Kilber (4) 23 8 (34.8) SCH%(‘)*ICHER
Mastitis (4)
Mastbullen 36 0
Dg) KA 9) Agar- 6 (20) BULTE et al.,
o diffusion Milchrinder 1990
28 0
(10)
Rinder, 514 207
g 1992- Agar- 26 gesund (40,3)  MoRrAetal.,
1999 diffusion 6) 2005
R.H.fl. 65 36 (55,4)
n Agar- . GIAMMANCO
F kA Giffusion 13 Kalber . 0 et al., 2002
Kélber 15 9 (60,0)
. hel3)
Agar- Spatse 6 1(16,7) GIAMMANCO
S KA Giffusion 13 Kalber . et al., 2002
franzdsische
Kélber 1 3(73)
Agar- . FARINA et al.,
k.A. diffusion 11 Rinder 7 4(57,1) 1996
2001- Agar- . MURPHY et
2003 diffusion 12 Milchfilter 16 P63 a1, 2005
2004- Agar- . MURPHY et
2005 diffusion 15 Milchfilter > 2000 Ty 2007
IRL'¥ Rinder,
klinische 18 6(33,3)
KA Agar- 15 Proben WALSH et al.,
o diffusion Rinderfell 204 13 (6,4) 2006
R.H.fl. 45 17 (37,8)
28
LA 1987-  Mikro- 3 R.HAL 30 933)  KLENund
o 1998 dilution BULTE, 2003
Kot 5 3 (60,0)
D getestet ? resistent 3 Australien  Lebensmittel
> Schweiz % Rinderhackfleisch 7 Schlachttierkérper ¥ Deutschland
% keine Angabe '9 Spanien ') Frankreich ' Jtalien
% importiert ' Irland
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Aus dieser Tabelle ist die in vielen Landern verbreitete Resistenz von VTEC-Stimmen
unterschiedlichen bovinen Ursprungs ersichtlich (Lebensmittel, Kot, Schlachttierkorper,
Milchfilter). Ungeachtet dessen wird in Australien aufgrund der Tatsache, dass alle taxierten
resistenten Stimme von gastrointestinal kranken Tieren stammten, Lebensmittel und gesunde
Tiere jedoch keine unempfindlichen VTEC aufwiesen, davon ausgegangen, dass VTEC-
Stdimme gesunder Rinder in Australien keine gravierende Gefahr in Bezug auf die
Resistenziibertragung auf den Menschen darstellen (BETTELHEIM et al., 2003).
Untersuchungen von 64 Stimmen (von 30 Rindern) in Deutschland ergaben keine
Resistenzen (BULTE et al., 1990). Im Gegensatz zu diesen geringen bzw. nicht auffindbaren
Pravalenzen stellten KLEIN und BULTE (2003) hohere Resistenzhdufigkeiten fest, wobei 22
der 28 resistenten bzw. intermedidr-empfindlichen Stimme aus Hackfleisch und alle
auffélligen Stimme aus Rinderkot Unempfindlichkeiten gegen Cefalotin aufzeigten. Ebenfalls
erwiesen sich in Italien vier von sieben untersuchten bovinen VTEC-Stdmmen als resistent
bzw. multiresistent, wobei immer die gleichfalls bei Menschen héufig auftretende
Kombination von Tetrazyklin, Streptomycin und einem Sulfonamid festzustellen war (FARINA
et al., 1996). Analog zeigten bei den von GIAMMANCO et al. (2002) untersuchten neun
resistenten Kélber-Stdmmen aus Italien sieben Stimme Resistenzen gegen mindestens zwei
antimikrobielle Substanzen, ebenso wie die resistenten Stdmme von den aus Spanien und
Frankreich nach Italien importierten Kélbern, und auch hier war die von FARINA et al. (1996)
festgestellte Kombination am hdufigsten vertreten. Zusétzlich gelang es in Indien mittels
PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) und RAPD (random amplification of polymorphic
DNA) nicht iibereinstimmende Stamme humanen und bovinen Ursprungs aufzufinden, wobei
phylogenetische Analysen auf einen evolutiondren Zusammenhang hinwiesen. Diese
Ergebnisse veranlassten die Autoren zu der Schlussfolgerung, dass in diesem Land Stimme
von Rindern bis dahin nicht auf Menschen iibertragen wurden, was mit dem religionsbedingt
relativ geringen Rindfleischkonsum in Indien zusammenhédngen konnte (KHAN et al., 2002).
Fékal kontaminierte Rohmilch und Rohmilchprodukte gelten ebenfalls als Ursprung fiir
VTEC und bedeuten eine Gefahr fiir die 6ffentliche Gesundheit (STEPHAN und KUHN, 1999;
MURPHY et al., 2007). Mit der Untersuchung von Milchfiltern ist es moglich, ganze
Milchrindherden auf den pathogenen Erreger zu iiberpriifen (MURPHY et al., 2005). Analog zu
anderen bovinen VTEC sind auch in solchen Stimmen antimikrobielle Resistenzen

nachweisbar (MURPHY et al., 2005; MURPHY et al., 2007).
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Das Vorkommen resistenter boviner VTEC-Stimme beweist die Bedeutsamkeit der
Resistenz-Surveillance bei diesem pathogenen Erreger (FARINA et al., 1996). Gleichfalls wird
die Uberwachung einer Antibiotikaresistenz-Entwicklung wihrend der Produktion tierischer
Lebensmittel als notwendig angesehen, da viele humane EHEC-Infektionen durch

ungeniigend erhitztes Rindfleisch ausgeldst werden (GALLAND et al., 2001).

2.8.3 Resistenzsituation bei von anderen Hauswiederkduern und

Schweinen isolierten VTEC-Stammen

Es ist anzuraten, besonders die Selektion neuer Unempfindlichkeiten bei Tieren zu
iiberwachen, da resistente und auch multiresistente Keime, welche in Tieren selektiert
werden, auf den Menschen iibertragbar sind (MAIDHOF et al., 2002). Bei anderen

Hauswiederkiduern und Schweinen taxierte Resistenzen sind in Tabelle 21 aufgezeigt.

Tabelle 21: Antimikrobielle Resistenzen von VTEC-Stimmen (ovin, caprin, porcin)

Zeit- Anzahl Ursprung Anzahl Anzahl

Land raum Methode get.” Anti- der get." res.” Quelle
biotika Stimme  Stimme Stimme
1970- Schafe 27 0
AUSY 2001 Platten- T BETTELHEIM
1996- Replikator- 27 et al., 2003
2001 Schweine 31 (71,0)
STEPHAN und
cHY 11999979' di%g*;;n 13 Schweine 12 9(75,0) SCHUMACHER
" 2001
5) 1992- Agar- Schafe, MORA et al.,
E 1999 diffusion 26 gesund > 1(20,0) 2005
2004- Agar- Milchfilter MURPHY et
6) g >
IRL 2005 diffusion 15 caprin 4 0 al., 2007
Schatkot 10 o
KA 1987 Mikro- 03 (90,0) KLEIN und
o 1998 dilution Lamm- 8) BULTE, 2003
: 5 5%(100)
fleisch
D getestet ? resistent %) Australien Y Schweiz
>) Spanien % Irland 7 keine Angabe

¥ intermedizr-empfindliche und resistente Stimme
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Die Uberpriifung von VTEC-Stimmen oviner, capriner und porciner Herkunft weisen sich
durch relativ niedrige Untersuchungszahlen aus. Die Testung von aus Irland stammenden
Milchfiltern capriner Herden (MURPHY et al., 2007) ebenso wie die Priifung von VTEC-
Stammen oviner Herkunft in Australien ergaben keine Resistenzen (BETTELHEIM et al., 2003).
Im Gegensatz zu diesen Daten stehen die Ergebnisse von KLEIN und BULTE (2003), welche
bei neun von 10 VTEC aus Schafkot und bei allen fiinf Stimmen aus Lammfleisch
Resistenzen ermittelten, wobei allen resistenten bzw. intermedidr-empfindlichen VTEC Un-

empfindlichkeiten gegen Cefalotin gemein waren.

Von den in Australien untersuchten Schweine-Stimmen erwiesen sich 71 % (22/31) als
unempfindlich. Vierzehn dieser Stimme waren gegen mindestens zwei Antibiotika resistent,
und am héufigsten lieBen sich Unempfindlichkeiten gegen Tetrazyklin, Streptomycin und
Sulfathiazol aufzeigen; eine Situation, die auch schon bei humanen und bovinen VTEC-
Stimmen auffillig war. Analog hierzu war es auch in Deutschland mdoglich, bei allen 16 von
fiinf Schweinen stammenden VTEC-Stimmen Resistenzen nachzuweisen (BULTE et al.,
1990). Die von VON MUFFLING et al. (2007) untersuchten VTEC-Stdmme porcinen Ursprungs
erwiesen sich, abgesehen von der Sulfonamid-Resistenz (100 %), zu 56 % als resistent, wobei
am haufigsten Resistenzen gegen Tetrazykline auffindbar waren und iiber die Hilfte der
VTEC Mehrfachresistenzen aufwiesen. Bei zusammenfassender Betrachtung lassen sich bei
VTEC-Stammen porcinen Ursprungs hiufiger Resistenzen ermitteln als bei VTEC boviner
Herkunft (BETTELHEIM et al., 2003; VON MUFFLING et al., 2007). Ein Begriindungsansatz fiir
diesen Zustand umfasst die hdufigere Anwendung von Antibiotika bei Schweinen (VON

MUFFLING et al., 2007).

Die Verbreitung und der Anstieg von Multiresistenzen bei VTEC-Stdmmen animalen
Ursprungs und die leichte Ubertragungsmoglichkeit antibakteriell unempfindlicher Bakterien
auf den Menschen iiber Lebensmittel liefernde Tiere beweist die Notwendigkeit des
reduzierten Einsatzes antimikrobieller Substanzen in der Tierproduktion (VON MUFFLING et
al., 2007).
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2.9 Pravention und Surveillance von Resistenzen

Zur Verhinderung der Verbreitung resistenter Keime und von Resistenzgenen besteht die
Forderung, nosokomiale Kreuzinfektionen durch adaptierte und standardisierte Hygiene-
mafBnahmen zu unterbinden und den Einsatz antimikrobieller Substanzen zu iiberwachen
sowie zu reduzieren. Der besonnene Gebrauch dieser Pharmaka und ebenso ein Uberdenken
der Anwendungsnotwendigkeit bei Tieren und in der Landwirtschaft werden postuliert (VON
BAUM und MARRE, 2005). Dariiber hinaus wird regelmiBig der Anspruch erhoben,
Antibiotika lediglich nach erfolgreichem Nachweis des ursdchlichen Keims (WALLMANN,
1999) und nur geméB der Empfindlichkeit des Erregers, in ausreichender Dosierung und tiber
einen geniigend langen Zeitraum, anzuwenden (MUTSCHLER et al., 2008). Wiinschenswert
wire additiv die Uberwachung der Resistenzentwicklung, die Privention iibertragbarer
Krankheiten, die Erforschung und Entwicklung neuer Produkte sowie eine internationale
Kooperation (MARRE et al., 2002). Empfehlungen werden in Bezug auf das
Resistenzmonitoring zudem dahingehend ausgesprochen, eine Verbindung zwischen Human-
und Veterindrmedizin aufzubauen und in regelmiBigen Abstinden eine externe Beurteilung

der Qualitét stattfinden zu lassen (WERNER und BRONZWAER, 2007).

Zur Kontrolle des Antibiotikakonsums dient das Europidische Projekt ESAC (European
Surveillance of Antimicrobial Consumption), welches durch das ECDC (European Centre for
Disease Prevention and Control) finanziert und durch die Universitit von Antwerpen
(Belgien) koordiniert wird (ESAC, 2008). Fiir die Empfindlichkeitspriifung von Bakterien
differierenden  Ursprungs sind  verschiedene  Netzwerke  existent. Ein  der
Resistenziiberwachung bei Menschen dienendes Programm in Deutschland ist das seit 1999
bestehende, nicht staatliche nationale Monitoringprogramm GENARS (German Network on
Antimicrobial Resistance Surveillance), welches durch die Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene
und Mikrobiologie (DGHM), die Paul-Ehrlich-Gesellschaft (PEG) und die Deutsche
Gesellschaft fiir Infektiologie (DGI) ins Leben gerufen wurde und das nach einheitlichem
Prinzip gewonnene Daten von Universitdtskliniken mit quantitativen Angaben zur Resistenz
auswertet (MARRE et al., 2002; RKI, 2007b). Zum Resistenzmonitoring bei Keimen humaner
Herkunft in Europa ist seit 1998 das EARSS (European Antimicrobial Resistance
Surveillance System) vorhanden, welches durch die Europdische Kommission finanziert wird.
Mithilfe dieses Systems werden verldssliche Daten ausgewdhlter invasiver Keime gesammelt,

um die Resistenzdaten zwischen den Lindern vergleichbar zu machen und eine mogliche
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Resistenzentwicklung wiederzugeben (OTEO et al.,, 2002; RKI, 2007b; WERNER und
BRONZWAER, 2007). Zur Empfindlichkeitsiiberwachung bei Lebensmittel liefernden Tieren in
Europa dient das Programm ARBAO II (Antibiotic Resistance in Bacteria of Animal Origin
IT). Vereinbarte Ziele dieser Gemeinschaft sind der Aufbau eines Netzwerkes von nationalen
veterindrmedizinischen Referenzlaboren in den EU-Mitgliedstaaten, die Vereinheitlichung der
antimikrobiellen Empfindlichkeitstestung, die Sammlung und Auswertung der Daten dieser
Labore und somit das Erlangen vergleichbarer Ergebnisse der Resistenzlage (ARBAO II,
2008). In Deutschland ist durch die beiden Monitoringprogramme GENARS und EARSS,
welche am Robert Koch-Institut koordiniert werden, eine bundesweite und kontinuierliche
Kontrolle in der stationdren Krankenversorgung moglich, wobei keine reprasentative Aussage
fiir Deutschland getroffen werden kann, da zu wenig Labore teilnehmen. Geplant ist jedoch
eine Emeuerung der Uberwachung in Deutschland durch das Programm
»Antibiotikaresistenz-Surveillance in Deutschland*“ (ARS), in dem auch die ambulante
Krankenversorgung mit einbezogen werden und eine flichendeckende Aussage mdoglich sein
soll (RKI, 2007b). Im Oktober 2008 wurde in Deutschland erstmals ein Bericht iiber den
,Antibiotikaverbrauch und die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der Human- und
Veterindrmedizin®“ vorgestellt. Diese Zusammenstellung ist in Gemeinschaftsarbeit
(Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL), Paul-Ehrlich-
Gesellschaft fiir Chemotherapie (PEG) und Medizinische Universititsklinik Freiburg)
entstanden und umfasst Daten fiir zahlreiche relevante Infektionserreger sowie den Verbrauch
von Antibiotika in den vergangenen Jahren und soll regelméfig aktualisiert werden
(GERMAP, 2008).

GleichermaBen gibt es in anderen Lindern nationale Surveillanceprogramme. Dazu zdhlen in
Dianemark das Programm DANMAP (Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring
and Research Programme), welches zur Uberwachung des Antibiotikaverbrauchs bei
Menschen und Lebensmittel liefernden Tieren (pathogene, Zoonose- und Indikatorbakterien)
dient und die antimikrobielle Resistenz in von Menschen, Lebensmittel liefernden Tieren und
Lebensmitteln tierischen Ursprungs kultivierten Stimmen ermittelt (DANMAP, 2008). In den
USA ist fiir die Uberwachung enterischer Bakterien das System NARMS (National
Antimicrobial Resistance Monitoring System) zu erwihnen, in Japan das JVARM- (Japanese
Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring) Programm, in Frankreich die AFSSA
(I'Agence francaise de securite sanitaire des aliments), und auer den Genannten sind auch in

weiteren Lindern Resistenziiberwachungssysteme vorhanden (AARESTRUP, 2004).
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Fiir das Monitoring von VTEC ist der internationale Verbund Enter-net (Internationales
Netzwerk fiir die Surveillance von humanen gastrointestinalen Infektionserregern) zu
erwédhnen, welcher durch die Europdische Kommission (EC) und das ECDC finanziert wurde.
Durch dieses Programm fand die Uberwachung von durch Salmonellen und VTEC O157
ausgelosten Infektionen und deren Resistenzen statt. Am 2. Oktober 2007 erfolgte die
Zusammenlegung des Enter-nets mit dem ECDC ,,food- and waterborne disease”-Programm
in Stockholm. ECDC plant die Aufrechterhaltung und Weiterentwicklung dieses Surveillance-
Programms (FISHER, 1999; WERNER und BRONZWAER, 2007; ECDC, 2008). Vielfach wird
dariiber hinaus gefordert, die Verbreitung aller resistenten VTEC-Stimme durch geeignete
Monitoringprogramme zu iberwachen (FARINA et al., 1996; SCHMIDT et al., 1998; MORA et
al., 2005), um mogliche ansteigende Resistenzprobleme zu ermitteln und die offentliche

Gesundheit zu gewihrleisten (MORA et al., 2005).

2.10 Methoden zur Durchfithrung von Empfindlichkeitspriifungen

2.10.1 Durchfiihrungsvorschriften fiir Empfindlichkeitspriifungen

Unabhéngig von der zur in vitro-Empfindlichkeitsbestimmung gewidhlten Methode, muss
diese einer international anerkannten und standardisierten Durchfiihrungsvorschrift folgen
(SCHWARZ et al., 2003). Fiir die Veterindrmedizin ist nach Ansicht der DVG- (Deutsche
Veterindrmedizinische Gesellschaft e.V.) Arbeitsgruppe ,,Antibiotikaresistenz* das CLSI-
Dokument M31-A2 (NCCLS, 2002) mit dem zugehorigen Supplement M31-S1 (NCCLS,
2004) als der am besten geeignete Standard anzusehen, da hier veterindrmedizinische
Grenzwerte zur Bewertung der Ergebnisse Beriicksichtigung finden (SCHWARZ et al., 2003).
Zur Beurteilung von humanmedizinisch eingesetzten Antibiotika ist auf das Dokument M100-
S17 (NCCLS, 2007) zuriickzugreifen. Auller den vom amerikanischen CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), ehemals NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards), stammenden Durchfiihrungsvorschriften gehdren die Richtlinien der
BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy, ANDREWS, 2001) in GroB3britannien,
dem franzosischen CA-SFM (Comité de I 'Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie, 2001) und vom Deutschen Institut fiir Normung e.V. (DIN, 2000) in
Deutschland zu den wichtigsten weltweit verwendeten. Die aufgefiihrten Vorschriften

unterscheiden sich in vielen Punkten, wie beispielsweise der technischen Durchfithrung der
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Methoden, den zu verwendenden Inokulumdichten, den fiir die Erreger empfohlenen Medien,
den zur Qualitdtssicherung mitzufiihrenden Kontrollstimmen, den Wirkstoffkonzentrationen
der Testplattchen fiir die Agardiffusion und nicht zuletzt in den Grenzwerten, aufgrund dessen
es fiir keinen Wirkstoff einheitlich geltende, von der verwendeten Methode unabhingige,
giiltige Grenzwerte gibt (SCHWARZ et al., 2003).

Neben der vom CLSI stammenden Durchfiihrungsrichtlinie M31-A2 (NCCLS, 2002) wird in
Deutschland die Durchfithrungsvorschrift DIN 58940 (2000) vom Deutschen Institut fiir
Normung e.V. angewendet. In diagnostischen Laboren werden hauptsédchlich die MHK-
Werte-liefernde Mikrodilution und der Agardiffusionstest, welcher eine Einteilung in die drei
qualitativen Kategorien ,,sensibel®, , intermedidr-empfindlich® bzw. ,,maBig empfindlich* und
Hresistent ermoglicht, angewandt. Der sogenannte E-Test, der ebenfalls MHK-Werte liefert
und eine Kombination von Agardiffusionstest und Reihenverdiinnungstest darstellt, spielt
aufgrund der relativ hohen Kosten und der nicht fiir jeden Wirkstoff verfiigbaren Teststreifen

in der Routinediagnostik eine lediglich untergeordnete Rolle (SCHWARZ et al., 2003).

2.10.2 Agardiffusionstest

Die Methode des Agardiffusionstests wurde von BAUER et al. (1966) etabliert und ist in
Anlehnung an diese Vorschrift im CLSI Dokument M31-A2 beschrieben. Somit liegt eine
aktuelle Richtlinie zur standardisierten Durchfiihrung mit den zu verwendenden Grenzwerten
vor. Der Agardiffusionstest wird mittels Testpldttchen, die mit einer definierten Menge eines
antimikrobiellen Wirkstoffes oder einer Wirkstoftkombination beschickt sind, durchgefiihrt.
Diese Plittchen werden auf einen homogen mit einem vorgegebenen Inokulum beimpften
Nihrboden aufgelegt bzw. mittels eines Dispensers aufgebracht. Das Prinzip beruht auf der
Diffusion des Wirkstoffes in den Niahrboden, wodurch um das Plittchen herum ein
Wirkstoffgradient entsteht. Dieser Wirkstoffgradient ist in unmittelbarer Nihe des Pléttchens
am hochsten und nimmt Richtung Peripherie ab. Je nach der Empfindlichkeit des zu testenden
bakteriellen Keimes wird das Wachstum in einem unterschiedlich groen Radius um das
Testplédttchen unterdriickt. Die Zone um das Pléttchen, in der kein Bakterienwachstum
sichtbar ist, wird als Hemmhof bezeichnet und nach der vorgegebenen Inkubationszeit
ausgemessen. Der Durchmesser des Hemmhofs (Hemmhofdurchmesser, HHD, angegeben in
mm) wird fiir die Beurteilung herangezogen und kann anhand von den in der jeweiligen

Durchfiihrungsvorschrift angegebenen Grenzwerten in einer qualitativen Aussage in Form der
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Einteilung in die Kategorien ,,sensibel®, ,,intermedidr-empfindlich* und ,,resistent resultieren
(SCHWARZ et al., 2003). Abbildung 3 vermittelt einen Eindruck des Resultats eines
durchgefiihrten Agardiffusionstests fiir einen VTEC-Stamm. Die Resistenz gegen die

antimikrobiellen Wirkstoffe ist aus dem fehlenden Hemmhof um die Testpléttchen ersichtlich.

Abbildung 3: Hemmhofe bei einem durchgefiihrten Agardiffusionstest zur Resistenz-
bestimmung bei einem VTEC-Stamm

Erfolgt mit dieser Methode eine Bewertung des getesteten Keimes gegeniiber einem
antimikrobiellen =~ Chemotherapeutikum als  ,empfindlich®, ist bei  geeigneter
pharmakokinetischer Verteilung damit zu rechnen, dass bei Einsatz des gepriiften Wirkstoffes
ein Therapieerfolg zu erzielen ist. Wird der Erreger als ,resistent eingeteilt, muss bei
Anwendung des Antibiotikums von einem Misserfolg in der Behandlung ausgegangen
werden. Unter der Beurteilung eines Keimes als ,intermedidr-empfindlich® bzw. , miBig
empfindlich ist zu verstehen, dass fiir eine erfolgreiche Therapie eine hohere Konzentration
des Pharmakons notig wire, als bei iiblicher Dosierung erreichbar ist (SCHWARZ et al., 2003).
Bei dem Agardiffusionstest handelt es sich um einen einfach durchzufiihrenden,
kostengiinstigen und leicht auszuwertenden Test, bei dem Kontaminationen und
Mischkulturen problemlos erkennbar sind. Dariiber hinaus sind zeitgleich mehrere Antibiotika
auf einer Agarplatte prifbar. Hinsichtlich der zu testenden Wirkstoffe ist er leicht zu

variieren. Als nachteilig zu erwdhnen sind die manuelle Beimpfung und die eingeschrinkte
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Moglichkeit, vom Hemmhofdurchmesser auf die minimale Hemmkonzentration (MHK) zu
schlieBen. Das Ablesen und die Auswertung der Hemmhofdurchmesser sind unter
Verwendung von Ablesegerdten und Auswertungssoftwares partiell automatisierbar, so dass
die Ergebnisse gespeichert werden konnen und zu einem spiteren Zeitpunkt wieder verfiigbar
sind (KOLBERT und SHAH, 2002). Aufgrund der einfachen Durchfiihrung und der geringen

Kosten findet dieser Test in vielen Routinelaboren Anwendung (SCHWARZ et al., 2003).

2.10.3 Epsilon-Test (E-Test)

Der E-Test, erstmalig von BOLMSTROM et al. (1988) beschrieben, gilt als anerkanntes
Verfahren zur Bestimmung der Antibiotika-Empfindlichkeit durch Festlegung der minimalen
Hemmkonzentration (MHK) (STock et al., 2001) und stellt eine Kombination von
Agardiffusionstest und Reihenverdiinnungstest dar (SCHWARZ et al., 2003).

Analog zu der Vorgehensweise beim Agardiffusionstest findet die Durchfiihrung dieser
Methode auf einem festen Medium statt. Anstelle des mit einer Wirkstoffkonzentration
beschickten Testplittchens wird ein mit einem Konzentrationsgradienten eines
antimikrobiellen Chemotherapeutikums beschickter Kunststoffstreifen (E-Test-Streifen)
verwendet. Die verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen sind auf der dem Antibiotikum
entgegengesetzten Seite des Streifens mittels einer Skalierung vermerkt, so dass die
Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung ablesbar sind. Die Durchfithrung des E-Tests ist der
des Agardiffusionstests weitgehend konform. Nach dem Auflegen des Teststreifens auf einen
homogen mit einem vorgegebenen Inokulum beimpften Néhrboden diffundieren die in dem
Streifen befindlichen unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen in den Agar und erzeugen
bei Anwesenheit eines empfindlichen bakteriellen Erregers anstatt eines kreisrunden
Hemmbhofes eine ellipsoide Hemmzone um den Teststreifen. Der MHK-Wert wird ermittelt,
indem die auf dem Streifen befindliche Skala (nach der vorgegebenen Inkubationszeit) an der
Stelle abgelesen wird, welche dem Zusammentreffen von Kunststoffstreifen und sichtbarem
Bakterienwachstum entspricht. Der E-Test liefert somit im Gegensatz zum Agardiffusionstest
quantitative Ergebnisse, ist jedoch arbeits- und zeitintensiver sowie kostenaufwendiger, da
pro 90 mm Agarplatte lediglich zwei Teststreifen aufgelegt werden kdnnen und die Streifen

vergleichsweise teuer sind (KOLBERT und SHAH, 2002; SCHWARZ et al., 2003).
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In Abbildung 4 sind Fotos eines durchgefiihrten E-Tests abgebildet. Anhand der linken
Darstellung ist ein gegeniiber dem getesteten antimikrobiellen Chemotherapeutikum
empfindlicher Stamm ersichtlich, wiahrend sich auf der rechten Agarplatte ein resistenter

VTEC-Stamm befindet.

Abbildung 4: Epsilon-Test zur Resistenzbestimmung von VTEC-Stimmen am Beispiel
von Ampicillin

2.10.4 Dilutionsmethoden

Die Beurteilung antimikrobieller Empfindlichkeiten unter Bestimmung des MHK-Wertes
mittels verschiedener Dilutionstechniken wird als anerkanntes Verfahren angesehen (STOCK
et al., 2001). Zu den Dilutionsmethoden, welche in der Durchfiihrungsvorschrift M31-A2
(NCCLS, 2002) beschrieben sind und auch als Reihenverdiinnungstests bezeichnet werden,
zéhlen unter Verwendung von fliissigen Medien die Makrodilution und die Mikrodilution
sowie unter Einsatz von festen Medien die Agardilution. Bei diesen Methoden wird eine
vorgegebene Menge an Keimen gemeinsam mit unterschiedlichen Konzentrationen der
entsprechenden Wirkstoffe, hdufig in einer zweifachen Verdiinnungsreihe, fiir einen
vorgegebenen Zeitraum inkubiert. Die niedrigste Konzentration des antimikrobiellen
Wirkstoffes in der definierten Verdiinnungsreihe, bei der nach der Bebriitungszeit kein

sichtbares Bakterienwachstum erkennbar ist, wird als MHK definiert (SCHWARZ et al., 2003).
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Bei der Agardilution finden Platten Verwendung, die jeweils eine bestimmte
Verdiinnungsstufe eines antimikrobiellen Chemotherapeutikums enthalten. Eine definierte
Menge des zu untersuchenden Erregers wird auf die bereits antimikrobiell vorbeschickten
Platten aufgebracht, und nach der Inkubationszeit folgt die Bewertung des
Bakterienwachstums auf den einzelnen Platten. Fiir diese Methode ist folglich, wenn auf
verschiedene Wirkstoffe und zudem auf viele unterschiedliche Konzentrationen getestet
werden soll, eine groe Anzahl von Platten notwendig. Bei der Bouillondilution sind in
Abhidngigkeit von der Menge des Fliissigmediums die ,Makrodilution und die
,Mikrodilution zu unterscheiden. Die Durchfiihrung der Makrodilution erfolgt in
Reagenzgldsern, wiahrend die Mikrodilution unter Verwendung sehr kleiner Volumina (50-
100 pl) in Mikrotiterplatten verrichtet wird. Das Wachstum der bakteriellen Erreger ist bei der
Makrodilution anhand der Triibung und bei der Mikrodilution durch einen ,,Knopf*“ am Boden
der jeweiligen Kavitit der Mikrotiterplatte erkennbar. Die bei der Mikrodilution verwendeten
meist 96 Kavititen umfassenden Mikrotiterplatten sind mit unterschiedlichen
Konzentrationen verschiedener Wirkstoffe vorbeschickt und bereits qualitdtsgepriift
kommerziell erhéltlich und daher auch fiir die Routinediagnostik zu empfehlen. Die Vorteile
der Mikrodilution bestehen in der manuellen und automatischen Durchfiihrbarkeit sowie der
Moglichkeit des direkten Ablesens der MHK. Als nachteilig zu erwédhnen sind der relativ
hohe Kostenaufwand und die fehlende Variabilitdit der zu testenden Wirkstoffe bei
vorgefertigten Mikrotiterplatten. Es besteht die Mdglichkeit, Mikrotiterplatten nach eigenen
Wiinschen mit bestimmten Antibiotika und Konzentrationen vom Hersteller beschicken zu
lassen, wobei der Preis pro Platte ansteigt und von der Abnahmemenge abhéngig ist. Zudem
sind Kontaminationen bzw. Mischkulturen bei der Mikrodilution ebenso wie bei der
Makrodilution nicht zu erkennen (STOCK et al., 2001; KOLBERT und SHAH, 2002; NCCLS,
2002).

Mit Hilfe der MHK koénnen anhand von Grenzwerten in den jeweiligen
Durchfiihrungsrichtlinien Aussagen iiber die therapeutische Nutzbarkeit des jeweiligen
antimikrobiellen Chemotherapeutikums gegen den getesteten Erreger getroffen werden
(Stock et al.,, 2001). Somit sind mit diesen Methoden quantitative Aussagen zum
Empfindlichkeitsgrad von bakteriellen Keimen moglich. Durch den Vergleich der MHK-
Werte mit den zugehoérigen Grenzwerten besteht dariiber hinaus die Moglichkeit einer
Zuordnung in die qualitativen Kategorien ,,empfindlich®, ,intermedidr-empfindlich® und

,resistent (SCHWARZ et al., 2003).
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3. Eigene Untersuchungen
3.1 Material
3.1.1 Referenzstaimme

Zur Qualitdtssicherung und Kontrolle der eingesetzten Medien und Antibiotika sowie der
durchgefiihrten Methoden zur Empfindlichkeitspriifung (Agardiffusionstest und E-Test) sind
im CLSI Dokument M31-A2 (NCCLS, 2002) und dem zugehdrigen Supplement M31-S1
(NCCLS, 2004) Referenzstimme vorgegeben. Diese Referenzstimme der ,,American Type
Culture Collection” (ATCC) wurden in den Empfindlichkeitsbestimmungen dieser Studie
mitgefiihrt. Ein im Supplement M100-S17 (NCCLS, 2007) aufgefiihrter Kontrollstamm fiir
die Kombination Amoxicillin/Clavulansidure wurde aufgrund der Einbeziehung dieser
Wirkstoffe zusitzlich iiberpriift. In Tabelle 22 sind die bei der Agardiffusions- und der
E-Test-Methode getesteten Referenzstimme (NCCLS, 2002; NCCLS, 2004; NCCLS, 2007)

aufgelistet.

Tabelle 22: Referenzstimme geméifl Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)

Referenzstimme Stammbezeichnung
Escherichia coli ATCC®35218 DSM 5923
Escherichia coli ATCC®25922 DSM 1103
Enterococcus faecalis ATCC*29212 DSM 2570
Pseudomonas aeruginosa ATCC*27853 DSM 1117
Staphylococcus aureus ATCC®29213 DSM 2569
Staphylococcus aureus ATCC®25923 DSM 1104
Streptococcus pneumoniae ATCC"49619 DSM 11967

3.1.2 VTEC-Priifstimme aus der institutseigenen Sammlung

Die in dieser Arbeit verwendeten bovinen VTEC-Stimme wurden im Rahmen der Diagnostik
und weiterer Studien im Institut flir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde (IFTN) sowie in
diversen anderen Instituten und Einrichtungen in den Jahren 1987 bis 2002 isoliert und
(teilweise nach Zulieferung) in der Stammsammlung des IFTN als Gefrierkulturen in

Cryorohrchen (Fa. VWR International) bzw. Cryobanken (Fa. Mast Diagnostika) aufbewahrt.
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Die Isolierung und weiterfithrende biochemische und molekularbiologische Charakterisierung
der Stamme erfolgte nicht im Rahmen der eigenen Arbeiten, vielmehr wurden die in
institutseigenen und externen Laboren gewonnenen Daten beriicksichtigt. In die
Untersuchungen dieser Studie wurden insgesamt 254 VTEC-Stdmme einbezogen. Eine
Zusammenstellung der bovinen VTEC-Stdmme aus Fazes (114) und Lebensmitteln (140) ist
in den Tabellen 23 bis 25 dargestellt. Eine detaillierte Auflistung befindet sich zusitzlich im
Anhang (Tabellen 49 und 50).

Tabelle 23: Ubersichtstabelle zu einbezogenen VTEC-Stimmen mit Angabe der vix-
Gene und des eae-Gens

Jahr der kein vex1-
Herkunft Isolation ‘é’zln- ‘éﬁ; T}ixx;- (l;:;l bzw. vix2-Gen  eae-Gen
(Anzahl) (nur eae-Gen)
1995 (2) 0 1 1 0 1
1996 (15) 0 6 7 2 5
2 18
1997 (43) (14nd") (1nd?) 8 15 20
Lebensmittel 1998 (20) 3 7 10 0 4
(n = 140) 1999 (35) 0 20 10 5 6
2000 (6) 0 1 4 1 3
2001 (13) 4 4 3 2 7
2nd") (@2nd?)
1 4
2002.6) (14" @2nd?) 0 ! 6
10 61
Summe 1995 - 2002 17nd") (5n.d.?) 43 26 52
1987 (25) 5 16 4 0 4
1988 (18) 2 6 10 0 0
1989 (2) 2 0 0 0 2
1990 (1) 0 1 0 0 1
Kot 1993 (1) 1 0 0 0 1
(n°: 114) 1994 (2) 2 0 0 0 2
1996 (27) 9 6 12 0 11
1997 (12) 2 3 5 2 7
1999 (5) 1 4 0 0 5
2000 (8) 0 3 5 0 0
2001 (13) 0 12 1 0 12
Summe 1987 - 2001 24 51 37 2 45
Summe
Lebensmittel 34 112
und Kot 1987 - 2002 17nd.”) (Gnd.?) 80 28 7
(n =254)

") Keine Testung auf VT1-Bildungsvermégen bei der angegebenen Anzahl von Stimmen
? Keine Testung auf VT2-Bildungsvermdgen bei der angegebenen Anzahl von Stimmen
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Tabelle 24: Ubersichtstabelle zu einbezogenen VTEC-Stimmen aus Lebensmitteln

bovinen Ursprungs mit Angabe der vix-Gene und des eae-Gens

Jahr der kein vix1-
Herkunft Isolation ‘gg; v(t}szzn- :t;;__ (I;Iel:li bzw. vix2-Gen  eae-Gen
(Anzahl) (nur eae-Gen)
1996 (3) 0 2 1 0 0
Rindfleisch- 1997 (17) 2 8 6 1 2
rohstoffe fiir 1998 (13) 2 4 7 0 2
Fertigprodukte 1999 (23) 0 11 7 5 5
(FP) 2000 (2) 0 0 2 0 1
2001 (4) 2 0 2 0 2
Summe 1996-2001 (62) 6 25 25 6 12
1999 (10) 0 8 2 0 1
2000 (2) 0 1 0 1 1
Rindfleisch- 1 3
FP 2001.65) 2nd") (1nd) 0 0 3
2002 (2) (1 ri.d.) 2n.d) 0 0 2
2 12
Summe 1999-2002 (19) 3 n.d) 3 n.d) 2 1 7
Rindfleisch-FP 2002 (4) 0 4 0 0 4
ungewurzt
1996 (2) 0 1 1 0 1
. . 1997 (1) 0 1 0 0 1
Rindfleisch 2000 (1) 0 0 | 0 )
2001 (3) 1 (1n.d) 1 1 2
Summe 1996-2001 (7) 1 a j d.) 3 1 5
2000 (1) 0 0 1 0 0
Tatar 2001 (1) 0 I 0 0 0
Summe 2000-2001 (2) 0 1 1 0 0
1996 (6) 0 0 4 2 2
Rinderhack- 1997 (21) (14?1 ) r?d) 1 0 14
fleisch 1998 (6) 1 2 3 0 1
1999 (1) 0 1 0 0 0
Summe 1996-1999 (34) (14 }1 ) d :d) 8 2 17
1995 (2) 0 1 1 0 1
1996 (4) 0 3 1 0 2
Milch 1997 (3) 0 2 1 0 3
1998 (1) 0 1 0 0 1
1999 (1) 0 0 1 0 0
Summe 1995-1999 (11) 0 7 4 0 7
Rohmilchkise 1997 (1) 0 1 0 0 0
Summe 1995-2002 10 61
Lebensmittel (140) (17nd) (5n.d.) 43 26 52

Y keine Testung auf VT 1- bzw. VT 2-Bildungsvermdgen bei angegebener Anzahl von

Stimmen
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Tabelle 25: Ubersichtstabelle zu einbezogenen VTEC-Stimmen aus Fizes bovinen
Ursprungs mit Angabe der vix-Gene und des eae-Gens

Jahr kein vix1-
Herkunft der Isolation vexl- VEX2- veel- und bzw. vix2-Gen  eae-Gen
Gen Gen vix2-Gen
(Anzahl) (nur eae-Gen)
1989 (2) 2 0 0 0 2
. 1990 (1) 0 1 0 0 1
Kalberkot 1993 (1) 1 0 0 0 |
1994 (2) 2 0 0 0 2
1996 (10) 1 2 7 0 1
1989-1996
Summe (16) 6 3 7 0 7
1987 (25) 5 16 4 0 4
1988 (18) 2 6 10 0 0
, 1996 (17) 8 4 5 0 10
Rinderkot 1997 (12) 2 3 5 2 7
1999 (5) 1 4 0 0 5
2000 (8) 0 3 5 0 0
2001 (13) 0 12 1 0 12
1987-2001
Summe (98) 18 48 30 2 38
Summe
Kilber- und 19?17 ii()ml 24 51 37 2 45
Rinderkot
3.1.3 Auswahl der antimikrobiellen Wirkstoffe

Bei den zur Empfindlichkeitspriifung mittels Agardiffusion in der eigenen Arbeit eingesetzten
antimikrobiellen Wirkstoffen handelt es sich um Substanzen wie Aminopenicilline
(Ampicillin, Amoxicillin) und die Kombination Sulfamethoxazol/Trimethoprim
(Cotrimoxazol), die in der Humanmedizin bei durch E. coli (EIEC, EPEC, ETEC und EHEC)
ausgelosten Magen-Darm-Infektionen junger Sduglinge und immundefizienter Patienten
sowie bei Verdacht auf eine systemische Infektion genutzt werden kénnen (SCHOLZ et al.,
2002). Desweiteren wurden Antibiotika wie Fluorchinolone (Ciprofloxacin, Levofloxacin)
und ebenso Cotrimoxazol mit einbezogen, die héufig bei der Behandlung von
durchfallkranken Kindern und Erwachsenen eingesetzt werden (ZHANG et al., 2000;
ANDREOLI et al., 2002) und auBerdem fiir zukiinftige Behandlungen bei EHEC-bedingten
Infektionen vorgesehene Wirkstoffe wie Carbapeneme (TAKAHASHI et al., 1997), Tetrazykline
(ITo et al., 1997), Ampicillin und Fluorchinolone (KURIOKA et al., 1999; SAWAMURA et al.,

1999; SHIoMI et al., 1999; YOSHIMURA et al., 1999). Ferner wurden Substanzen iiberpriift,
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gegen welche VTEC-Stamme bereits bei fritheren Untersuchungen teilweise (Ampicillin,
Gentamicin, Nalidixinséure, Tetrazykline) bzw. keine oder nur sehr selten (Cephalosporine
der zweiten [Cefuroxim] und dritten [Cefotaxim] Generation) Resistenzen aufwiesen (FARINA
et al., 1996; SCHMIDT et al., 1998; MORA et al., 2005; WALSH et al., 2006).

Zusammenfassend wurden Wirkstoffe beriicksichtigt, gegen die bei E. coli hdufig Resistenzen
vorliegen, da sie bei Infektionen mit diesen Erregern zum Einsatz kommen (Aminopenicilline,
Cotrimoxazol, Fluorchinolone, Cephalosporine, Carbapeneme und Aminoglykoside)
(KRESKEN, et al., 1999) und die geméal Infektionsschutzgesetz bei E. coli-Stammen getestet
werden sollten (Meropenem, Ciprofloxacin, Cefotaxim) (WITTE et al., 2004). Eine
Auffiihrung der im Agardiffusionstest verwendeten antimikrobiellen Chemotherapeutika (Fa.
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) mit Angabe der Testplittchenbeschickung ist in

Tabelle 26 zusammengestellt.

Tabelle 26: Belegung der im Agardiffusionstest verwendeten Antibiotika-Testpliittchen

Wirkstoff Konzentration (ng) Bestellnummer
Ampicillin (AM) 10 231264
Amoxicillin/Clavulanséure (AMC) 20+ 10 231629
Cefotaxim (CTX) 30 231607
Cefuroxim (CXM) 30 231621
Ciprofloxacin (CIP) 5 231658
Gentamicin (GM) 10 231299
Levofloxacin (LVL) 5 231705
Meropenem (MEM) 10 231704
Nalidixinsdure (NA) 30 231311

Sulfamethoxazol/Trimethoprim

(Cotrimoxazol, SXT) 23,75+ 1,25 231539

Tetrazyklin (TE) 30 231344
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Weiterhin fand mithilfe der E-Test-Methode (Teststreifen: Fa. Oxoid, Wesel bzw. Fa.
Inverness Medical Deutschland GmbH, Koéln) eine Testung aller Antibiotika (Tabelle 27)
statt, gegen die bei den untersuchten VTEC-Stdmmen bovinen Ursprungs Resistenzen zum
Vorschein kamen bzw. das Ergebnis ,,maBig empfindlich® erzielt wurde. Auf diese Weise
sollten zum Einen MHK-Werte bestimmt und zum Anderen das mittels der Agardiffusions-

Methode ermittelte Ergebnis verifiziert bzw. falsifiziert werden.

Tabelle 27: Verwendete Antibiotika-Teststreifen fiir die E-Test-Methode

Wirkstoff Konzentration (ng/ml) Bestellnummer
Ampicillin 0,016-256 MAO110F
Amoxicillin/Clavulansiure 2/1; 0,016-256 MAO0107D
Gentamicin 0,064-1024 MAO117D
Nalidixinsdure 0,016-256 16V01650
Sulfamethoxazol/Trimethoprim 1/19; 0,002-32 1602440

Tetrazyklin 0,016-256 16V02250
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3.14 Medien und Lésungen
Sowohl fiir die Vorversuche (Ermittlung der optischen Dichte zur Einstellung des Inokulums)
als auch fiir die Durchfiihrung der Empfindlichkeitspriifungen (Agardiffusionstest und E-Test)

wurden die in Tabelle 28 aufgefiihrten Medien und Losungen verwendet.

Tabelle 28: Medien und Losungen

Artikel-
Medium/Losung Herstellung Firma bzw. Bestell-
nummer
Fiir 1 Liter Agar: 39 g
. Agar Basis, Zusatz von
Columbia-Blut-Agar 5-10 % (bzw. 50 ml)
Schafblut
Columbia-Blut-Agar-Basis - Oxoid,Wesel CMO331B
Schafblut, defibriniert - Oxoid,Wesel SR0O051C
Merck,
Plate Count- (PC-) Agar - Darmstadt 1.05463.0500
) ) Merck,
Brain Heart- (BHI-) Bouillon - Darmstadt 1.10493.0500
Miiller-Hinton-Agar-Platten - Oxoid, Wesel PO5007A
M}Jller—Hlnton—Agar—Platten i Oxoid, Wesel PB5007A
mit Blut
) Merck,
Glycerin - Darmstadt 1.04094.2500
McFarland Standard qum§rleux, 70900
Nurtingen
1,0 g Pepton,
Verdiinnungslosung 8,5 g NaCl - -
ad Aqua dest.
Pepton (Pepton aus Casein, Merck,
pankreatisch verdaut) ) Darmstadt 1.07213.2500
Physiologische 0,9 g NaCl Merck,
Kochsalzlésung (0,9 %) + Aqua bidest. 100 ml Darmstadt 1.06404.5000
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3.1.5

Tabelle 29: Geriite

Gerate und Labormaterialien

Geritbezeichnung Typ Firma Seriennummer
) H+P Labortechnik,
Autoklav Varioklav 500E Oberschleissheim
BD Sensi Disc' - fiir 6 Kartuschen (90  Becton Dickinson,
Dispenser mm Petrischalen) Heidelberg
Memmert BVW 50K v GrnbH und C 964012/964021
. emmert GmbH und Co
Brutschrénke BE 800 KG, Schwabach €895.0107
BKE 50 890063
. Varioklav H+P H+P Labortechnik,
Dampfsterilisator 500EP Oberschleissheim 5900 1096/2313
Eppendorf Reference 100-1000 pil Eppendorf-Netheler- 369533
variabel Hinz, Hamburg
e . Zinsser Analytik,
Fliissigkeitsdispenser  Perifill IQ 2000 Frankfurt 0386
. GS 5203 Comfort Liebherr-Haustechnik
Gefrierschrank 410934 GmbH 74.000.839.7
Kiihlschrank FKS 5000,200071  icbherr-Haustechnik 56 595 304
GmbH
Kiihlzelle TE 900*2030*60 Vissmann, Allendorf TE-11
Labor-Spiilautomat G 7883 Miele Professional
Magnetrithrer mit g op a5 Janke & Kunkel, Staufen 821792
Heizplatte
Minischiittler MS 1 Minishaker Janke & Kunkel, Staufen 004127
Microprocessor-
pH-Meter Prizisions-pH/mV- WTW, Weilheim 43202044
Meter 539
Plattenabfiillgerat Technomat 125 Integra Bioscience, 2784
Fernwald
.. NeoLab Migge
Reagenzglasschiittler VM-300 Laborbedarf. Heidelberg 409432
Reinigungsautomat ~ 25-06 Gilowy/Riebesam, Essen 5479
Sicherheitsbrenner ~ Gasi Nr. 3.340102  >cnutt Labortechnik, - g5534,955 4
Gottingen
Spektralphotometer ~ Modell U-2000 Hitachi 9557-005
o HFC 586 Top Kendro Laboratory
Tiefkiihllagertruhe Freezer Products GmbH 51019566
Tischautoklav Agarklay 10 Integra Bioscience, 132.981105
Fernwald
Trockenschrank .
(HeiBluftsterilisator) FED 400 WTC Binder GmbH 910010
UV-Lampe 5135 Original Hanau 408036

Quarzlampengesellschaft
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Tabelle 30: Labormaterialien
Materialienbezeichnung Typ/Grofie/ Firma Bestellnummer
Volumen
. fiir Stomacherbeutel ~Meintrup DWS
Bag Clips (VerschluB3) 400 Laborgeriite, Lihden ME 001500
Baumwollwattestdbchen Medka MedlZl.n- 316843
produkte, Berlin
CO,-Compact Oxoid, Wesel CD 20
. Qualilab-
Cryor6hrchen Cryordhrchen, 2 ml VWR Darmstadt 4794503
Mast Diagnostika,
Cryobank Reinfeld
Cryobank Mast Diagnostika,
Aufbewahrungsbox Reinfeld
Gigasept Instru AF 107412
Desinfektionsmittel Desmanol industrial Schiilke und Mayr, 109424
Norderstedt
Buraton rapid 113912
Einmalhandschuhe Touch NT-Nitril Ansell, Miinchen
Einmalpapierhandtiicher Torx
Esemtan Waschlotion Schiilke und Mayr, 116604
Norderstedt
Schiilke und Mayr,
Esemtan Hautbalsam Norderstedt 109602
Filter-Tips PE/PP natur 100-1000 pl Nerbe plus, Winsen 07.692.5300
Impf6senhalter VWR, Darmstadt 631-0621
Kiivetten 4ml, 1x1cm,PS Sarstedt, Niimbrecht 67.741
Labocap-Kappen 15-16 mm, silber VWR, Darmstadt 391--0094
Messpipetten 1 und 10 ml VWR, Darmstadt
Metallspatel Roth, Karlsruhe -
Petrlﬁchalen mit 92 x 16 mm Nerbe plus, Winsen 09.0131.000
Enthiillungsnocken
Pinzetten Roth, Karlsruhe
Platinésen 0,5 mm/ID 3 mm VWR, Darmstadt 631-7122
Reagenzgldser 160 x 16 x 0,8-1,0 VWR, Darmstadt 212-0031
Reagenzglasstinder 2x6;2x12;3x12 VWR, Darmstadt
. Taschen-Mess- .
Schieblehre Schieber-Duo-Fix Conrad, Hirschau
Sicherheits-Pipettierball ~ (Peleusball) VWR, Darmstadt 612-1947
Sterile Probenbeutel Meintrup DWS
(Stomacherbeutel) 400 Modell GRADE Laborgerite, Lihden ME 001015
Verschlussfolien Parafilm® M VWR, Darmstadt 291-1212
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3.2 Methoden

3.21 Methode zur Einstellung der Bakteriendichte

Fir die zur Durchfiihrung der Empfindlichkeitspriifungen vorzunehmende Beimpfung der
Agarplatten wird gemd3 dem CLSI-Dokument M31-A2 (NCCLS, 2002) eine Bakterien-
suspension mit einem Triibungsstandard nach McFarland von 0,5 empfohlen. Die diesem
Standard entsprechende Triibung enthilt ca. 1 bis 2 x 10® KbE/ml. Bei Verwendung eines
Spektralphotometers mit einem Lichtweg von 1 cm ist fiir diese Bakteriendichte bzw. diesen
Triibungsstandard die Absorption bei 625 nm zwischen 0,08 und 0,10 beschrieben (NCCLS,
2002; MURRAY et al., 2003). Um mit einem solchen standardisierten Inokulum zu arbeiten,
wurde in Vorversuchen die vorgegebene Bakteriendichte mit Hilfe der photometrischen
Bestimmung und des Tropfplattenverfahrens ermittelt. Die Durchfiihrung dieser Versuche
erfolgte mit jeweils drei VTEC-Stdmmen pro eingestellter optischer Dichte (0,08; 0,1; 0,15
und 0,2), jeweils im Doppelansatz und mit dreimaliger Wiederholung pro Stamm. Ebenso
wurde auch mit den Referenzstimmen verfahren; mit jedem der sieben Referenzstimme
wurden die Versuche dreimal pro eingestellter optischer Dichte durchgefiihrt. Die

ausfiihrliche Vorgehensweise ist den folgenden Schritten zu entnehmen.

Tag 1: Kulturelle Anzucht der zu priifenden Stimme: Zunichst erfolgte eine Auswahl der
zu untersuchenden Stimme (insgesamt 12 VTEC- und alle Referenzstimme) aus der
institutseigenen Stammsammlung. Daran schloss sich die Entnahme von Material aus den
Cryordhrchen bzw. Cryobanken mithilfe einer Impfose und die Uberfithrung in Brain-Heart-
(BHI-) Bouillon an. Die Reagenzglasrohrchen mit BHI-Bouillon wurden nach
Homogenisierung mittels Vortex-Mixer (Minischiittler, Reagenzglasschiittler) fiir 20 bis 24
Stunden bei 37 °C unter aeroben Bedingungen (der Referenzstamm Streptococcus
pneumoniae ATCC®49619 in einer Umgebung mit 5 % CO, durch Verwendung von sterilen

Probenbeuteln, CO, Compact und Bag Clips [zum Verschluss der Beutel]) inkubiert.

Tag 2: Uberimpfung der zu priifenden Stimme: Am folgenden Tag wurde aus der
bebriiteten BHI-Bouillon Material mithilfe einer Impfose im Dreidsen-Ausstrich auf eine
Blutplatte (Columbia-Blut-Agar) kultiviert. Diese Blutplatten wurden wiederum fiir 20 bis 24
Stunden bei 37 °C unter acroben Bedingungen (Streptococcus pneumoniae ATCC*49619 in
5 % iger CO,-Umgebung) inkubiert.
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Tag 3: Einstellung auf Absorptionen und Herstellung von Verdiinnungsreihen: An Tag
drei fand eine Selektion von vier bis fiinf Kolonien desselben morphologischen Typs von der
jeweiligen Blutplatte statt. Mit einer Ose wurde das Bakterienmaterial nachfolgend in ein
Rohrchen mit 5 ml Kochsalzlosung eingerieben. Daran schloss sich die Homogenisierung
dieser Suspension mittels Vortex-Mixer, die Uberfiihrung von ca. 3 ml in eine 4 ml-Kiivette
und die Einstellung des nun in der Kiivette befindlichen Materials auf die Absorptionen bei
625 nm von 0,08, 0,1, 0,15 und 0,2 mittels eines Spektralphotometers an. Ergab sich ein zu
niedriger Messwert, wurde eine grolere Menge Koloniematerial in die Suspension gegeben,
nochmals homogenisiert und die Absorption gemessen. Erwies sich die Triibung dagegen als
zu stark, wurde noch etwas Kochsalzlosung hinzugegeben, erneut homogenisiert und mittels
Spektralphotometer gemessen.

Von der eingestellten Suspension wurde je 1 ml entnommen, in 9 ml Verdiinnungslosung
gegeben und nachfolgend ausreichend homogenisiert. AnschlieBend wurde auf gleiche Weise
eine dekadische Verdiinnungsreihe bis zur Stufe 10® angelegt. Aus den Verdiinnungsstufen
10 bis 10™® wurden jeweils 100 pl auf die entsprechenden Sektoren der Plate Count- (PC-)
Agar-Platten (Verdiinnungsstufen 10° bis 10”) aufgetragen und anschlieBend mit der
verwendeten Pipette gleichmiBig auf dem Sektor verteilt. Nachdem die Fliissigkeit auf dem
Medium getrocknet war, schloss sich die Inkubation der PC-Agar-Platten fiir 18 (VTEC- und
Referenzstimme) bzw. 24 Stunden (Streptococcus —pneumoniae ~ATCC®49619;
5 % ige CO,-Atmosphire) bei 35 °C an.

Parallel wurde ein steriler Baumwollwattetupfer in die eingestellten Ausgangssuspensionen
(Absorptionen bei 625 nm: 0,08, 0,1, 0,15 und 0,2) getaucht und durch das nachfolgende
Andriicken gegen die innere Wand der Kiivette oberhalb des Fliissigkeitsstandes tiberfliissiges
Inokulum abgeprefit. Mit diesem Tupfer wurde die gesamte Oberflidche einer PC-Agar-Platte
gleichmidfBig ausgestrichen. Die Indikation fiir dieses methodische Vorgehen war die
Uberpriifung der vorgegebenen konfluenten bzw. nahezu konfluenten Wachstumsfliche bei

der jeweiligen optischen Dichte.

Tag 4: Auswertung der Platten: Nach der Inkubationszeit von 18 bzw. 24 Stunden erfolgte
die Auswertung der Platten. Dazu wurden jeweils die Sektoren aufeinanderfolgender
Verdiinnungsstufen ausgezihlt, die zwischen fiinf und 100 Kolonien (BAUMGART, 2002)

aufwiesen und anschlieend das Ergebnis anhand der folgenden Formel berechnet:
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2L 4

C=——""=——x
n, x1+n,x01

¢ gewichteter Mittelwert der Koloniezahlen

>'c: Summe der Kolonien aller Platten, die zur Berechnung herangezogen wurden

ni: Anzahl der Platten der niedrigsten auswertbaren Verdinnungsstufe

ny: Anzahl der Platten der n&chst hdheren Verdlinnungsstufe

d: Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdunnungsstufe; hierbei handelt es sich um die
auf n; bezogene Verdinnungsstufe

In Abbildung 5 ist ein Beispiel der Anwendung dieser Formel bei vorliegendem Versuch

dargestellt.

B c

10°® 107 108 107 C= —z

> 150 95 150 88 N x1+n,x01

Kolonien | Kolonien Kolonien | Kolonien 11+95+15+88
© 2x1+2x01

10° 108 107 108 =05

1 11 2 15

Kolonie Kolonien Kolonien | Kolonien .
Ergebnis:
95x 10’ = 9,5 x 10®

Abbildung 5: Berechnungsbeispiel zur Erfassung der Kolonie-bildenden Einheiten
(KbE)

Aufgrund der mit diesen Vorversuchen (Errechnung von Mittelwerten) erzielten Ergebnisse,
die aufgeschlisselt in Kapitel 4.1 veranschaulicht sind, wurden alle VTEC- und ebenso die

mitgefihrten Referenzstdmme auf eine Absorption von 0,1 bei 625 nm eingestellt.

3.2.2 Anziichtung der VTEC- und Referenzstimme

Die kulturelle Anzucht der VTEC- und der mitgefiihrten Referenzstimme fir die
Empfindlichkeitspriifungen wurde an Tag eins vollzogen. Dazu erfolgten die Entnahme von
Material aus den Gefrierkulturen der Cryoréhrchen bzw. Cryobanken mithilfe einer Impfdse

und die Uberfithrung in BHI-Bouillon. Nach Homogenisierung mittels VVortex-Mixer fand die
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Inkubation der Reagenzglasrohrchen fiir 20 bis 24 Stunden bei 37 °C unter aeroben
Bedingungen (der Referenzstamm Streptococcus pneumoniae ATCC®49619 wie beschrieben
in einer Umgebung mit 5 % CO,) statt. An Tag zwei schlossen sich die Entnahme von
Material mit einer Ose aus der BHI-Bouillon nach durchgefiihrter Homogenisierung mittels
Vortex-Mixer sowie das Aufbringen auf eine Blutplatte (Columbia-Blut-Agar) an. Diese
Blutplatten wurden wiederum fiir 20 bis 24 Stunden aerob bei 37 °C (Streptococcus
pneumoniae ATCC®49619 in einer 5 % igen CO,-Umgebung) bebriitet, so dass an Tag drei
die Empfindlichkeitspriifungen stattfinden konnten.

3.2.3 Agardiffusion

Die Agardiffusion erfolgte gemd3 den Empfehlungen der Durchfithrungsrichtlinie M31-A2
der CLSI (NCCLS, 2002) zur Resistenzbestimmung bei veterindirmedizinisch relevanten
Bakterien fiir Routineempfindlichkeitspriifungen. Es wurde dieses Routineverfahren gewéhlt,
da die Durchfiihrung dieser Methode in Instituten und Kliniken zum Grofiteil auf diese im
CLSI-Dokument beschriebene, standardisierte Weise erfolgt. Die zur Qualitdtssicherung der
Agardiffusion empfohlenen Referenzstimme wurden bei den Versuchsdurchgingen
mitgefithrt, um so den Versuchsablauf und alle verwendeten Medien sowie die
antimikrobiellen Wirkstoffe zu {iberpriifen. Nur unter der Voraussetzung, dass die Werte
dieser Referenzstimme mit den fiir sie vorgegebenen Werten des CLSI-Dokuments M31-A2

(NCCLS, 2002) tibereinstimmten, wurden die Versuchsdurchginge gewertet.

Die Einstellung des Inokulums auf eine Bakteriendichte von 1 bis 2 x 10® KbE/ml fiir die
Durchfithrung der Agardiffusion fand, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, statt. Vom
gewiinschten Ergebnis abweichende Bakteriendichten wurden durch Zugabe von NaCl bzw.
Koloniematerial in die Suspension, abschlieBendem Homogenisieren und erneuter
Uberpriifung der Absorption mittels Spektralphotometer korrigiert. Zusitzlich erfolgte ein
optischer Vergleich der Triibung mit dem kommerziell erworbenen Standard nach McFarland
(Fa. Biomerieux, Niirtingen) von 0,5.

Die Entnahme der eingestellten Suspension erfolgte wie bereits in Kapitel 3.2.1 dargestellt
mittels eines sterilen Baumwollwattetupfers. Mit diesem Wattetupfer wurde daraufhin {iber
die gesamte Oberfliche der Miiller-Hinton-Agar-Platte (bei Referenzstamm Streptococcus

pneumoniae  ATCC®49619 Verwendung einer Miiller-Hinton-Agar-Platte mit Blut)
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gestrichen; gleichzeitig wurde die Platte mehrfach gedreht, um eine gleichmaflige Beimpfung
sicherzustellen. AbschlieBend erfolgte noch eine kreisrunde Drehung am gesamten Rand der
Platte, um auch diesen ausreichend zu erfassen. Nach dem Aufbringen der Suspension auf die
Agarplatten schloss sich das Ruhen bei geschlossenem Deckel fiir drei bis fiinf Minuten bei
Raumtemperatur und das anschlieBende Aufbringen der Testplédttchen mittels Dispenser auf
die Miiller-Hinton-Agar-Platten an. Dabei wurden jeweils sechs Testplittchen pro Platte
verwendet. Die Auswahl der aufgebrachten Testplittchen ist Tabelle 26 (s. S. 91) zu
entnehmen. Nachfolgend fand die aerobe Bebriitung dieser Agarplatten fiir 16 bis 18 Stunden
bei 35 °C statt. Die Miiller-Hinton-Agar-Platten mit Blutzusatz des Referenzstammes
Streptococcus pneumoniae ATCC®49619 wurden dagegen 20 bis 24 Stunden bei 35 °C in
einer Atmosphére von 5 % CO, inkubiert.

Nach Abschluss der Bebriitung erfolgte die Bestimmung der Hemmhofdurchmesser mithilfe
einer Schieblehre. In Tabelle 31 sind die Hemmbhofbewertungsschliissel —fiir
Enterobacteriaceae (zur Beurteilung der VTEC-Stdmme) und in Tabelle 32 fiir die

Referenzstimme gemil den CLSI-Vorschriften (NCCLS, 2002; 2004; 2007) wiedergegeben.

Tabelle 31: Hemmhofbewertungsschliissel fiir Enterobacteriaceae

Hemmhofdurchmesser (mm)

Antimikrobieller Wirkstoff Konz(e::gation Resistent Intermediir Sensibel
R) ) S
Ampicillin (AM) 10 <13 14-16 >17
Amoxicillin/Clavulansdure (AMC) 20+10 <13 14-17 > 18
Cefotaxim (CTX) 30 <14 15-22 >23
Cefuroxim (CXM) 30 <14 15-17 > 18
Ciprofloxacin (CIP) 5 <15 16-20 >21
Gentamicin (GM) 10 <12 13-14 >15
Levofloxacin (LVL) 5 <13 14-16 >17
Meropenem (MEM) 10 <13 14-15 >16
Nalidixinsdure (NA) 30 <13 14-18 >19
Sulfamethoxazol/Trimethoprim 2375+ 125 <10 11-15 > 16

(Cotrimoxazol, SXT)

Tetrazyklin (TE) 30 <14 15-18 >19
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Tabelle 32: Hemmhofbewertungsschliissel fiir Referenzstimme

Pseudomonas Streptococcus

Anti- Konzen-  E. coli  Staphylococcus . , E. coli
mi.krobieller tration ATCC® aureus ATCC® ael:%ggg%m p nzt;ztgz@me ATCC®
Wirkstoff (ng) 25922 25923 27853 49619 35218
AM 10 16-22 27-35 - 30-36 -
AMC 20+ 10 18-24 28-36 - - 17-22
CTX 30 29-35 25-31 18-22 - -
CXM 30 20-26 27-35 - - -
CIp 5 30-40 22-30 25-33 - -
GM 10 19-26 19-27 16-21 - -
LVL 5 29-37 25-30 19-26 - -
MEM 10 28-34 29-37 27-33 - -
NA 30 22-28 - - - -
SXT 231’7255 - 23-29 24-32 - 20-28 -
TE 30 18-25 24-30 - 27-31 -
3.2.4 Epsilon-Test

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) der im Agardiffusionstest als
Hresistent oder ,,intermedidr-empfindlich® bzw. ,,médBig empfindlich® beurteilten bovinen
VTEC-Stamme erfolgte mithilfe des E-Tests. Fiir die Durchfithrung dieser Methode wurden
antimikrobiell vorbeschickte Teststreifen (Fa. Oxoid bzw. Fa. Inverness Medical Deutschland
GmbH) kommerziell erworben. Die mittels der E-Test-Methode getesteten Substanzen sind in
Tabelle 27 (s. S. 92) detailliert (mit Wirkstoffgradienten) aufgelistet. Analog zum
Agardiffusionstest wird diese Methode auf einem festen Medium (Miiller-Hinton-Agar-
Platten) durchgefiihrt. Die zur Qualitéitssicherung der Empfindlichkeitspriifung mit MHK-
Bestimmung vorgegebenen Referenzstimme wurden bei den Versuchsdurchgéingen
mitgefithrt, um wiederum den Versuchsablauf, alle verwendeten Medien und ebenso die
antimikrobiellen Wirkstoffe zu iiberpriifen. Hier wurden die Versuchsdurchgénge ebenfalls
nur dann gewertet, wenn die ermittelten MHK-Werte dieser Referenzstimme mit den fiir sie

vorgegebenen Grenzwerten des CLSI-Dokuments M31-A2 (NCCLS, 2002) iibereinstimmten.
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Die kulturelle Anzucht der VTEC- sowie der Referenzstimme erfolgte wie in Kapitel 3.2.2
abgehandelt. Die Vorbereitung des Inokulums fand wie fiir die Agardiffusion beschrieben
statt, so dass eine Bakteriendichte von 1 bis 2 x 10® KbE/ml (McFarland-Standard von 0,5)
eingestellt wurde. Die Entnahme der eingestellten Suspension sowie die Uberfiihrung auf die
Miiller-Hinton-Agar-Platten (bei Referenzstamm Streptococcus pneumoniae ATCC*49619
Verwendung von Miiller-Hinton-Agar-Platten mit Blut) erfolgte wie bereits in Kapitel 3.2.1
dargestellt. Nach dem Aufbringen des Inokulums auf die Agarplatten blieben diese bei
geschlossenem Deckel zwischen drei und fiinf Minuten bei Raumtemperatur stehen.
AnschlieBend wurden die Kunststoffstreifen mittels im Vorfeld dekontaminierter Pinzette auf
den inokulierten Agar aufgelegt und leicht angedriickt, wobei darauf geachtet wurde, den
Teststreifen nach dem Auflegen nicht mehr zu verschieben und keine Luftblasen zwischen
dem Agar und dem Streifen entstehen zu lassen. An diese Schritte schloss sich die Bebriitung
der Platten fiir 16 bis 18 Stunden bei 35 °C unter aeroben Bedingungen (Streptococcus
pneumoniae ATCC®49619 20 bis 24 Stunden in 5 % iger CO,-Atmosphire) an.

Nach erfolgter Inkubation war bei Anwesenheit eines empfindlichen Erregers eine ellipsoide
Hemmzone um den Teststreifen erkennbar, wohingegen sich bei einem resistenten Stamm die
Hemmzone als kleiner oder gar nicht ausgepréigt darstellte (s. Abb. 4, S. 85). Anhand der
Skalierung des Teststreifens wurden die Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung in Form von
MHK-Werten (pg/ml) am Schnittpunkt des sichtbaren Bakterienwachstums mit dem
Kunststoffstreifen abgelesen. In Tabelle 33 sind die Standards zur Interpretation der MHK-
Grenzwerte fiir Enterobacteriaceae zur Beurteilung der VTEC-Stimme und in Tabelle 34 fiir

die Referenzstimme gemall den CLSI-Vorschriften (NCCLS, 2002; 2004; 2007) angegeben.
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Tabelle 33: Standards zur Interpretation der MHK-Werte fiir Enterobacteriaceae

MHK-Grenzwert (ug/ml)

Antimikrobieller Wirkstoff Kon(flegl;:;:l)tion Resistent Intermediir Sensibel
R) () ®)
Ampicillin (AM) 0,016-256 >32 16 <8
Amoxicillin/Clavulansdure (AMC)  2/1; 0,016-256 > 32*/16 16%/8 <8%/4
Gentamicin (GM) 0,064-1024 >16 8 <4
Nalidixinsdure (NA) 0,016-256 >32 - <16
Sulfamethoxazol/Trimethoprim 119:0,002-32 > 76/4* i <38/2*

(Cotrimoxazol, SXT)

Tetrazyklin (TE) 0,016-256 > 16 8 <4

*: bei der Herstellerfirma angegeben

Tabelle 34: Qualitiatskontrollbereiche der MHK-Werte fiir Referenzstimme

Staphylo-  Entero- Pseudo- Strepto-
Anti- Konz.2 coccus coccus E. coli monas coccus E. coli
mikrob. ( )' aureus  faecalis ATCC® qeruginosa pneumoniae ATCC®
Wirkst." B2 ATCC®  ATCC® 25922  ATCC® ATCC® 35218
29213 29212 27853 49619
AM 0,016-256 0,5-2 0,5-2 2-8 - 0,06-0,25 -
AMC 2/1; 0,12/0,06- 0,25/0,12-  2*/1- i 0,03%/0,016- 4%*/2-
0,016-256  0,5/0,25 1,0/0,5 8*/4 0,12*/0,06 16*/8
GM 0,064-1024 0,12-1 4-16 0,25-1 0,5-2 - -
NA 0,016-256 - - 1-4 - - -
SXT 1/19; <9,5/ <9,5/ <9,5/ 152/8- 2/0,12%*- i
0,002-32 0,5 0,5 0,5% 608/32 19/1*
TE 0,016-256 0,12-1 8-32 0,5-2 8-32 0,12-0,5 -
Y Antimikrobieller Wirkstoff ? Konzentration *: Angabe durch Herstellerfirma
3.25 Statistische Auswertung

Die Datenhaltung und —auswertung erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk
(LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinér-
medizin der Justus-Liebig-Universitit GieBen. Die statistischen Auswertungen wurden unter
Verwendung des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic, Release 7.0 (D1xoN, 1993), dem

Programm BiAS fiir Windows (ACKERMANN, 1998) sowie einem Eigenprogramm der
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Arbeitsgruppe Biomathematik fiir die Berechnung des ,Exakten Tests von Fisher*

durchgefiihrt.

Der statistische Vergleich der Resistenzhdufigkeiten zwischen verschiedenen Antibiotika
(Test auf Symmetrie) fand mithilfe des Symmetrie-Tests nach McNemar (FLEISS, 1973) statt.
Dabei wurde das Programm BiAS (ACKERMANN, 1998) eingesetzt. Der ebenfalls vollzogene
statistische Vergleich der Resistenzprivalenzen zwischen den verschiedenen Matrizes
(Lebensmittel und Féazes) der Tierart Rind erfolgte standardmiBig mit dem Chi-Quadrat
(Chi*-) Test (SACHS, 1997). Erwiesen sich einzelne Erwartungswerte als zu niedrig, fand der
,Exakte Test von Fisher* (FELDMANN und KLINGER, 1963; SACHS, 1997) Anwendung, wobei
in beiden Féllen die Testverfahren mit dem Programm BiAS (ACKERMANN, 1998) gerechnet

wurden.

Die statistische Priifung auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen den vorhandenen
Virulenzfaktoren der getesteten VTEC-Stdmme und den verifizierten Resistenzhdufigkeiten
wurde beziiglich des Verotoxin-Bildungsvermdgens mithilfe des ,,Verallgemeinerten Exakten
Tests von Fisher und im Falle der Betrachtung des eae-Gen-Vorkommens mittels des Chi’-
Tests (SACHS, 1997) durchgefiihrt, wobei zur Berechnung dieses Testverfahrens wiederum

das Programm BiAS (ACKERMANN, 1998) verwendet wurde.

Der statistische Test auf Homogenitédt der bei den VTEC-Stdmmen detektierten Resistenz-
hiufigkeiten zwischen den aufgestellten Beobachtungszeitraumen erfolgte mithilfe des
»Verallgemeinerten Exakten Tests von Fisher* (Eigenprogramm der Biomathematik).
Zusitzlich wurde fiir diese Fragestellung eine logistische Regression mit dem Programm
BMDPLR (DixoN, 1993) angestellt, um die Resistenzdaten der einbezogenen VTEC-Stimme
bovinen Ursprungs auf das Vorhandensein eines zeitlichen Trends in den einbezogenen

Beobachtungsjahren zu iiberpriifen.

Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau o = 0,05

zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Einstellung der Bakteriendichte

Die dem Triibungsstandard nach McFarland von 0,5 (gemifl dem CLSI-Dokument M31-A2
vorgegeben; NCCLS, 2002) entsprechende Bakteriensuspension belduft sich auf 1 bis 2 x 10
KbE/ml, wobei bei Verwendung eines Spektralphotometers mit einem Lichtweg von 1 cm die
Absorption fiir diese Keimdichte bei 625 nm zwischen 0,08 und 0,10 liegen sollte (NCCLS,
2002; MURRAY et al., 2003).

Um mit einem solchen standardisierten Inokulum zu arbeiten, wurde in Vorversuchen die
vorgegebene Bakteriendichte mithilfe der photometrischen Bestimmung und des Tropf-
plattenverfahrens ermittelt. Der Wert eines Stammes des im Doppelansatz durchgefiihrten
Experiments wurde mit der in Kapitel 3.2.1 aufgefiihrten Formel berechnet. Pro eingestellter
Absorption (0,08; 0,1; 0,15 und 0,2) kamen drei unterschiedliche VTEC-Stimme zum
Einsatz, und je Stamm wurde der Versuch dreimal wiederholt. Auf diese Weise ergab sich aus
insgesamt neun (drei Stimme, dreimalige Durchfiihrung pro Stamm) Werten ein
Durchschnittswert der vorliegenden Keimdichte pro Absorption, so dass nachfolgend die
optische Dichte, bei der das Inokulum am ehesten der vorgegebenen Bakteriendichte
(1 bis 2 x 10° KbE/ml) entsprach, ausgewihlt werden konnte. Die durchschnittlichen Werte
fiir die verschiedenen Absorptionen sind in Tabelle 35 und ausfiihrlich im Anhang (Tabelle

47, S. 193) wiedergegeben.

Tabelle 35: Ergebnisse der durchschnittlichen Keimdichte der VTEC-Stimme

Optische Dichte Durchschnittliche Bakteriendichte
bei 625 nm (KbE/ml)"
0,08 7,6 x 10
0,10 1,5x 10°
0,15 1,8x 10°
0,20 2,4x10°

Y Kolonie-bildende Einheiten/ml

Aus diesen Resultaten ergab sich fiir eine optimale Einstellung der Bakteriendichte auf

1 bis 2 x 10° KbE/ml die Absorption von 0,1 bei 625 nm fiir alle VTEC-Stimme. Fiir die
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Referenzstimme wurden diese Vorversuche ebenfalls durchgefiihrt, um eine dem
vorgegebenen Triibungsstandard (McFarland 0,5) entsprechende Keimdichte zu erlangen.
Hierzu wurde jeder Stamm im Doppelansatz dreimal pro Absorption (0,08; 0,1; 0,15 und 0,2)
getestet, so dass sich nachfolgende Durchschnittswerte von drei einzelnen Werten pro
Referenzstamm und optische Dichte ergaben. Die Durchschnittswerte fiir die
unterschiedlichen Absorptionen sind Tabelle 36 und ausfiihrlich dem Anhang (Tabelle 48,
S. 194-195) zu entnehmen.

Tabelle 36: Ergebnisse der durchschnittlichen Keimdichte der Referenzstimme

Referenzstamm Optische Dichte Durchschnittliche
clerenzsta bei 625 nm Bakteriendichte (KbE/ml)

0,08 9,2x 10

0,10 1,2x 10°

Escherichia coli ATCC® 35218 ’ X 3
0,15 1,7x 10

0,20 2,2x 10°

0,08 7,8 x 10

L ® 0,10 1,4 x 10°
Escherichia coli ATCC™ 25922 g
0,15 1,7x 10

0,20 1,8x 10°

0,08 8,0 x 10’

Ent feacalis ATCC®29212 0.10 L1x 10
nierococcus jeacalis 0’15 1’6 X 108
0,20 1,9x 10°

0,08 1,0x 10

. ® 0,10 1,2x 10°

Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853 g
0,15 1,8x 10

0,20 3,6 x 10°

0,08 8,5x 10

® 0,10 1,3x 10°

Staphylococcus aureus ATCC™ 29213 "
0,15 1,7x 10

0,20 2,2x 10°

0,08 8,3x 10

® 0,10 1,2x 10°

Staphylococcus aureus ATCC™ 25923 g
0,15 1,4x 10

0,20 2,1 x 10°

0,08 50x 10

, ® 0,10 1,1 x 10°

Streptococcus pneumoniae ATCC™ 49619 g
0,15 1,3x 10

0,20 1,9 x 108
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Aufgrund dieser Ergebnisse fiel auch bei den Referenzstimmen die Entscheidung auf eine
Absorption von 0,1 bei 625 nm.

Das Wachstum der Bakterien erwies sich auf den mit sterilen Wattetupfern beimpften Platten
bei den Absorptionen 0,08; 0,1 und 0,15 wie vorgegeben als konfluent; bei dem Messwert von
0,2 waren die Platten bereits zu stark bewachsen. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte davon
ausgegangen werden, dass die Einstellung auf eine Absorption von 0,1 bei

625 nm auch mit dem vorgegebenen Wachstum auf der Platte in Einklang zu bringen ist.

Somit wurden sowohl die VTEC-Stamme als auch die bei den Empfindlichkeitspriifungen
mitgefiihrten Referenzstimme auf die gleiche optische Dichte von 0,1 bei 625 nm
(Absorption) eingestellt. Mit diesem Inokulum fand darauthin die Beimpfung der Miiller-
Hinton-Agar-Platten (Streptococcus pneumoniae ATCC®49619: mit Blutzusatz) mittels
sterilem Tupfer flir beide Empfindlichkeitspriifungen statt.

4.2 Agardiffusion

Die Auswertung der mittels Schieblehre ausgemessenen Hemmhofdurchmesser erfolgte
gemil den im CLSI-Dokument M31-A2 (NCCLS, 2002) sowie den Supplementen M31-S1
(NCCLS, 2004) und M100-S17 (NCCLS, 2007) angegebenen Grenzwerten, worauthin eine
Einteilung in die Kategorien ,sensibel”, ,intermedidr-empfindlich und ,resistent*
vorgenommen werden konnte. Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 254 VTEC-
Stdimme bovinen Ursprungs (140 Stimme aus Lebensmittel- und 114 Stamme aus Kotproben)
mithilfe der Agardiffusionsmethode auf ihre Empfindlichkeit untersucht. Alle VTEC-Stamme
wurden auf Resistenzen gegeniiber den 11 ausgewdhlten antimikrobiellen Wirkstoffen
Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansiure, Cotrimoxazol, Cefotaxim, Cefuroxim, Ciprofloxacin,
Gentamicin, Levofloxacin, Meropenem, Nalidixinsidure und Tetrazyklin getestet.

Wie nachfolgend Tabelle 37 zu entnehmen ist, wurden bei 24 (17,1 %) der 140 aus
Lebensmitteln sowie bei 13 (11,4 %) der 114 aus Kot isolierten Stdmme, also insgesamt bei
37 VTEC-Stammen bovinen Ursprungs, Resistenzen festgestellt. Zusdtzlich erwies sich ein

Stamm aus Kot als ,,miBig empfindlich®.
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Tabelle 37: Auflistung unempfindlicher VTEC-Stimme mit Angabe der Isolationsjahre

Anzahl der Anzahl der Anzahl der .Anzahl c!gr
Herkunft Jal?r der getesteten sensiblen resistenten 1nterme(.llar-
Isolierung Stimme  Stimme (%) Stimme (%) C°mPpfindlichen
Stamme (%)
1995 2 2 (100) 0 0
1996 15 13 (86,7) 2(13,3) 0
1997 43 37 (86,0) 6 (14,0) 0
Lebensmittel 1998 20 18 (90,0) 2 (10,0) 0
(n= 140) 1999 35 26 (74,3) 9(25,7) 0
2000 6 6 (100) 0 0
2001 13 9 (69,2) 4 (30,8) 0
2002 6 5(83,3) 1 (16,7) 0
Summe 1995-2002 140 116 (82,9) 24 (17,1) 0
1987 25 25 (100) 0 0
1988 18 18 (100) 0 0
1989 2 0 2 (100) 0
1990 1 0 1 (100) 0
1993 1 0 1 (100) 0
Kot
(n=114) 1994 2 0 2 (100) 0
1996 27 22 (81,5) 4 (14,8) 1(3,7)
1997 12 9 (75,0) 3 (25,0) 0
1999 5 5(100) 0 0
2000 8 8 (100) 0 0
2001 13 13 (100) 0 0
Summe 1987-2001 114 100 (87,7) 13 (11,4) 1(0,9)
Summe
Lebensmittel
und Kot 1987-2002 254 216 (85,0) 37 (14,6) 1(0,4)
(n=254)

Unempfindlichkeiten lieBen sich gegen sechs Antibiotika nachweisen. Dazu gehoren die
Aminopenicilline Ampicillin und die Kombination Amoxicillin/Clavulanséure ebenso wie das
Aminoglykosid Gentamicin, die Sulfamethoxazol/Trimethoprim-Kombination Cotrimoxazol,
das Chinolon Nalidixinsdure sowie das Tetrazyklin. Dagegen erwiesen sich alle Stimme
gegeniiber fiinf Wirkstoffen als sensibel. Aufzufiihren sind unter diesem Gesichtspunkt die
Cephalosporine zweiter und dritter Generation, ndmlich Cefuroxim und Cefotaxim, die
Fluorchinolone Ciprofloxacin und Levofloxacin sowie das Carbapenem Meropenem. Diese

Ergebnisse sind in Abbildung 6 illustriert.
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Anzahl VTEC-Staimme
250 __—115 1 6 4 2 _215_ M intermediar-
empfindliche
Stamme
resistente
200 +— ..
Stamme
sensible
150 +— Stamme
253 254 254 254 53 250 254 254 252
234 228
100 +— —
50 +— —
0 T T T T T T T T T T 1
AM10 AMC30 CTX30 CXM30 CIP5 SXT25 GM10 LVL5 MEM10 NA30 TE30
Antibiotika und Konzentrationen (ug)

Abbildung 6: Ergebnisse der mittels Agardiffusion gegeniiber 11 Antibiotika getesteten
VTEC-Stimme

Bei 23 (20 aus Lebensmittel- und drei aus Kotproben) der 254 untersuchten VTEC-Stdmme
war eine Resistenz gegeniiber einem antimikrobiellen Wirkstoff ausfindig zu machen; diese
wurden als ,einfach resistente“ Stdmme benannt. Bei 13 bovinen VTEC zeigte sich
desweiteren eine Resistenz gegen zwei oder mehr Antibiotika; diese Stimme wurden als
,mehrfach resistent bezeichnet. Insgesamt erwiesen sich neun VTEC jeweils gegeniiber zwei
Antibiotika als resistent (6 x gegen Ampicillin und Tetrazyklin; 1 x gegen Gentamicin und
Tetrazyklin; 2 x gegen Sulfamethoxazol/Trimethoprim). Ein Stamm zeigte eine Resistenz
gegen drei antimikrobielle Chemotherapeutika (Ampicillin, Cotrimoxazol und Tetrazyklin)
und drei VTEC gegen vier Wirkstoffe (2 x gegen Ampicillin, Gentamicin, Nalidixinsdure und
Tetrazyklin; 1 x gegen Ampicillin, Gentamicin, Cotrimoxazol und Tetrazyklin). Ein gegen-
tiber der Kombination Amoxicillin/Clavulansdure resistenter Stamm aus Kot ergab zusétzlich
eine miBige Empfindlichkeit gegen Ampicillin, und bei einem weiteren VTEC-Stamm aus
dieser Matrix wurde lediglich eine ,,einfach intermedidr-empfindliche® Wirkung gegeniiber

Tetrazyklin verzeichnet. Eine Zusammenstellung dieser Erhebungen ist den Abbildungen 7

und 8 zu entnehmen.
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Stamme aus Lebensmitteln

14,3 % 2,9%

82,9%

M sensible Stdmme (n=116)

einfach resistente Stamme (n=20)

= mehrfach resistente Stamme (n=4)

Abbildung 7: Darstellung einfach und mehrfach resistenter Stimme aus Lebensmitteln

Stamme aus Kot

7,9% 0,9% 0,9 %
2,6%

87,7%

M sensible Stdmme (n=100)
einfach resistente Stamme (n=3)
= mehrfach resistente Stimme (n=9)
M intermediar-empfindliche Stdmme (n=1)
resistente und intermedidr-empfindliche Stamme (n=1)

Abbildung 8: Darstellung einfach und mehrfach resistenter sowie méflig empfindlicher
Stimme aus Kot
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Am héufigsten lieBen sich Unempfindlichkeiten gegeniiber den antimikrobiellen Wirkstoffen
Tetrazyklin und Ampicillin nachweisen. So wurden 20 (7,5 % resistent, 0,4 % intermediér-
empfindlich) der Stimme gegen Ampicillin als resistent bzw. méBig empfindlich ermittelt (10
aus Lebensmittel- und 10 aus Kotproben). Gegeniiber Tetrazyklin wiesen 26 (9,8 % resistent,
0,4 % intermedidr-empfindlich) der Stimme eine Resistenz bzw. eine miBige Empfindlichkeit
auf (14 aus Lebensmittel- und 12 aus Kotproben). Zusétzlich lieBen sich bei vier aus
Lebensmitteln und zwei aus Fiazes kultivierten VTEC-Stimmen (2,4 %) Resistenzen
gegeniiber der Kombination Cotrimoxazol feststellen; vier (1,6 %) aus bovinem Kot isolierte
Staimme erwiesen sich als resistent gegen Gentamicin und zwei (0,8 %) gegen Nalidixinsdure.
Zudem war bei einem (0,4 %) VTEC fdkalen Ursprungs eine Resistenz gegen die

Kombination Amoxicillin/Clavulansiure zu detektieren.

Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Resistenzen und dem Vorhandensein von

Virulenzfaktoren (vix1-, vix2-, vix1- und vix2-Gen, eae-Gen) ist aus Tabelle 38 ersichtlich.



112 Ergebnisse

Tabelle 38: Auflistung unempfindlicher VTEC-Stimme mit Pathogenititsfaktoren

intermediir- kein vzx1-
Jal}r der empfindliche vix1- vix2- vexl- & oder eae-
Herkunft Isolierung . vix2-
bzw. resistente Gen Gen vix2-Gen Gen
(Anzahl) .. Gen
Stimme (nur eae)
1995 (2) 0 0 0 0 0 0
1996 (15) 2 0 0 1 1 1
1997 (43) 6 1 4 1 0 1
1998 (20) 2 0 0 2 0 1
Lebens- 1999 (35) 9 0 7 2 0 0
mittel 2000 (6) 0 0 0 0 0 0
(n=140)
2000 (6) 0 0 0 0 0 0
1
2001 (13) 4 a n.d.)l) 3 0 0 1
2002 (6) 1 1 0 0 0 1
(1 n.d.)
Summe 1995 - 2002 24 3 14 6 1 5
" (Ind) (I1nd)
1987 (25) 0 0 0 0 0 0
1988 (18) 0 0 0 0 0 0
1989 (2) 2 2 0 0 0 2
1990 (1) 1 0 1 0 0 1
1993 (1) 1 1 0 0 0 1
Kot
(n=114) 1994 (2) 2 2 0 0 0 2
1996 (27) 5 3 0 2 0 5
1997 (12) 3 2 1 0 0 2
1999 (5) 0 0 0 0 0 0
2000 (8) 0 0 0 0 0 0
2001 (13) 0 0 0 0 0 0
Summe 1987 - 2001 14 10 2 2 0 13
Summe
Lebens- 13 16
mittel und | 1987 - 2002 38 8 1 18
(1n.d) (1n.d.)
Kot
(n=254)

" Testung auf vix bei einem Stamm nicht durchgefiihrt

Dieser Tabelle ist zu entnehmen, dass 16 VT 2- und 13 VT I1-Bildner unter den
unempfindlichen VTEC-Stammen gefunden wurden, wobei bei jeweils einem Stamm kein

Test auf vexl bzw. vix2 durchgefiihrt wurde. Es lieen sich acht Stdmme ausfindig machen,
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die das Bildungsvermogen fiir beide Toxintypen besitzen und lediglich ein Stamm, der weder
vix1 noch vix2 aufwies (nur das eae-Gen). Insgesamt war bei 18 der unempfindlichen VTEC
das eae-Gen zu finden. Eine Auflistung der Virulenzfaktoren der einzelnen VTEC-Stdmme ist

im Anhang tabellarisch dargestellt (Tabellen 49 und 50).

Die mithilfe der Agardiffusionsmethode ermittelten ,,resistenten* und ,,méBig empfindlichen*
VTEC-Stdamme wurden nachfolgend mittels der E-Test-Methode erneut getestet. Die durch
den Agardiffusionstest als unempfindlich identifizierten VTEC-Stdmme sind gemeinsam mit

den ermittelten MHK-Werten in den Tabellen 39 und 40 veranschaulicht.

4.3 Epsilon-Test

Wie bereits erwihnt, wurden die mittels der Agardiffusionsmethode bestimmten ,,resistenten*
und ,intermedidr-empfindlichen” VTEC-Stimme mit der E-Test-Methode mithilfe von
kommerziell erworbenen, antimikrobiell vorbeschickten Kunststoff-Teststreifen und unter
Verwendung von Miiller-Hinton-Agar-Platten nochmals getestet, um einerseits den MHK-
Wert zu analysieren und somit ein quantitatives Ergebnis zu erlangen und weiterhin die
Ergebnisse der Agardiffusionsmethode mit einem weiteren Testverfahren zu verifizieren.
Beziiglich der MHK-Werte iiberstiegen alle gegen Ampicillin resistenten Stamme den
maximal ablesbaren Wert von 256 pg/ml auf der Konzentrations-Gradientenskala;
ausgenommen ist lediglich der intermedidr-empfindliche Stamm (16 pg/ml). Ebenso
iibertrafen alle Cotrimoxazol-resistenten Stamme den groften Skalenwert von 32 pg/ml. Bei
den gegeniiber Tetrazyklin resistenten Stimmen lagen die Werte zwischen 64 und iiber dem
Maximalwert von 256 pg/ml (médBig empfindlicher Stamm: 8 pg/ml) und bei den gegen
Gentamicin unempfindlichen VTEC zwischen 24 und 384 pg/ml. Die Nalidixinsdure-
resistenten Stimme wiesen Werte von 192 und {iber dem hdchsten ablesbaren Wert von 256
pg/ml auf, und bei dem gegen Amoxicillin/Clavulansdure resistenten Stamm lag der Wert bei

64 pg/ml.

Die mittels der Agardiffusion und des E-Tests (MHK-Werte) ermittelten Ergebnisse fiir die

einbezogenen VTEC-Stdmme sind in den Tabellen 39 und 40 zusammengestellt.
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Tabelle 39: MHK-Werte der VTEC-Stimme aus bovinen Fazes

Ergebnis
Serovar Herkunft Jahr Agardiffusion E-Test (ug/ml)
Ol18:H Kilberkot 1993 R": AM? R: AM > 256
1 . . 3) R: AM Z 256
Ol118:H Kalberkot 1994 R: AM, TE R: TE 64
R: AM >256
Ol18:H Kilberkot 1994 R: AM, SXT?, TE R: SXT >32
R: TE 32
R: AM > 256
- ) R: AM, GM”, R: GM 384
O118:H Kalberkot 1989 SXT, TE R: SXT > 32
R: TE 64
] ) _ R: GM 24
O118:H Kailberkot 1989 R: GM, TE R: TFE 96
"OXO177"H" Kilberkot 1990 R: TE R: TE > 256
(Enteritis)
026:H" Rinderkot 1997 R: TE R: TE > 256
R: AM > 256
) ) R: AM, GM, R: GM 192
Ol111:H2 Rinderkot 1996 TE. NA R: TE > 256
R: NA 192
R: AM > 256
. ) R: AM, GM, R: GM 256
Ol11:H Rinderkot 1996 TE, NA? R: TE >256
R: NA >256
0103:H2 Rinderkot 1996 ¥: TE I: TE 8
. . R: AM > 256
O118:H Rinderkot 1996 R: AM, TE R: TE 96
. ) . R: AM > 256
O118:H Rinderkot 1996 R: AM, TE R: TE 96
. ) . R: AM > 256
Ol118:H Rinderkot 1997 R: AM, TE R: TE >256
) . R: AMC 64
. . 9. 1.
O155:H Rinderkot 1997 R: AMC”; I: AM L AM 16
" Resistent 9 Ampicillin *) Tetrazyklin

4 Cotrimoxazol
) Nalidixinsiure

% Gentamicin % nicht klassifiziert (unclassified)
® Intermedidr-empfindlich * Amoxicillin/Clavulansiure
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Tabelle 40: MHK-Werte der VTEC-Stimme aus Lebensmitteln bovinen Ursprungs

Serovar Herkunft Jahr Agardiffusiof l‘gebI]:]i-sTest (ng/ml)
8;;%:1}61/1 ] Rindflr. f. FP? 1997 RY: SXTY, TE” g; %TMZ 32
022:H8 Rindflr. f. FP 1998 R: AM®, TE g; %2422225566
091:H21 Rindfl.r. f. FP 1999 R: AM R: AM >256
81112:9}154/ Rindflr. f. FP 1999 R: AM R: AM > 256
Ol113:H Rindfl.r. f. FP 1997 R: TE R: TE >256
O113:H’ Rindfl.r. f. FP 1997 R: SXT, TE g; ?E(TMZ 32
Ol113:H Rindfl.r. f. FP 1998 R: TE R: TE 96
O157:H7 Rindfl.r. f. FP 1997 R: AM R: AM >256
Ont.:H Rindfl.r. f. FP 1999 R: TE R: TE >256
Osp.”:H4 Rindfl.r. f. FP 1999 R: AM R: AM > 256
Ont:H10 Rindflr. f. FP 2001 R: AM, TE g; ‘%“gﬁ 256
0103:H2 Rindfl. FP* 2002 R: SXT R: SXT > 32
0109:H4 Rindfl. FP 1999 R: AM R: AM >256
0109:H4 Rindfl. FP 1999 R: AM R: AM >256
O113:H4 Rindfl. FP 1999 R: SXT R: SXT > 32
O113:H" Rindfl. FP 2001 R: TE R: TE >256
0157:H" Rindfl. FP 2001 R: AM R: AM > 256
Ont.:H4 Rindfl. FP 1999 R: AM R: AM >256
0X”3:NM Tatar 2001 R: TE R: TE 128
O8:H Rinderhackfl.'” 1997 R: TE R: TE 96
O8:H Rinderhackfl. 1997 R: TE R: TE 64
022:H5 Rinderhackfl. 1996 R: TE R: TE 96
O113:H4 Rinderhackfl. 1999 R: TE R: TE >256
On.t..:H Rinderhackfl. 1996 R: TE R: TE >256

Y nicht typisierbar (nontypeable)

3 Resistent
%) Tetrazyklin

7 O-specific polysaccharide
% nicht klassifiziert (unclassified)

) Rindfleischrohstoff fiir Fertigprodukt
Y Cotrimoxazol
% Ampicillin

® Rindfleisch Fertigprodukt

19 Rinderhackfleisch
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Mit dem E-Test gelang es, die Ergebnisse der Agardiffusionsmethode zu bestétigen und somit
die gleichen Stidmme als resistent bzw. intermedidr-empfindlich zu ermitteln. Demnach
wurden auch mit dieser Empfindlichkeitspriifung bei 14 aus Fézes und bei 24 aus
Lebensmitteln bovinen Ursprungs kultivierten VTEC-Stammen Unempfindlichkeiten gegen

einen oder mehrere antimikrobielle Wirkstoffe festgestellt.

Der statistische Vergleich der Resistenzhdufigkeiten zwischen verschiedenen Antibiotika
(Test auf Symmetrie) fand mithilfe des Symmetrie-Tests nach McNemar (FLEISS, 1973) statt.
Dabei wurde das Programm BiAS (ACKERMANN, 1998) eingesetzt. Auf diese Weise war zu
ermitteln, dass sich die Unterschiede der Resistenzhdufigkeiten zwischen den Wirkstoffen
Ampicillin und Amoxicillin/Clavulansdure (p < 0,0001), Ampicillin und Gentamicin (p =
0,00015), Ampicillin und Nalidixinsdure (p < 0,0001), Ampicillin und der Kombination
Cotrimoxazol (p = 0,0043), Tetrazyklin und Amoxicillin/Clavulansiure (p < 0,0001), Tetra-
zyklin und Nalidixinsdure, Tetrazyklin und der Kombination Cotrimoxazol (p < 0,0001)
sowie Tetrazyklin und Gentamicin (p < 0,0001) als signifikant bis hochsignifikant darstellen.
Dahingegen erwiesen sich die Asymmetrien des Resistenzvorkommens zwischen den
Antibiotika Ampicillin und Tetrazyklin, Amoxicillin/Clavulansdure und Nalidixinsdure,
Amoxicillin/Clavulansdure und Gentamicin, Amoxicillin/Clavulansdure und Cotrimoxazol,
Nalidixinsdure und Gentamicin, Nalidixinsdure und Cotrimoxazol sowie Cotrimoxazol und
Gentamicin als nicht auffillig. Prozentangaben der in den einzelnen Jahren ermittelten

Hresistenten” und ,,intermedidr-empfindlichen” VTEC-Stdmme sind in den Abbildungen 9

und 10 illustriert.
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Jahr (Anzahl)

1995 (2) B Prozentanteil
1996 (15) se.r.15|bler
Stamme
1997 (43)
Prozentanteil
1998 (20) resistenter

2000 (6)

2001 (13)
2002 (6)

16},7 %

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
der VTEC-Stamme

Abbildung 9: Anzahl und Prozentanteile sensibler und resistenter Stimme aus

Lebensmitteln
Jahr (Anzahl)

1987 (25) M Prozentanteil
1988 (18) sensibler

i Stamme
1989 (2) 100,0 %
1990 (1) | : : : : 100,0 % | : : : Prozentanteil
1993 (1) 100.0 % reflstenter

1 | | | | | | | | Stamme
1994 (2) 100,0% |
1996 (27) 14,8%3,7% | = Prozentanteil
1997 (12) 2509 intermediar-

empfindlicher

1993 (3) Stamme
2000 (16)
2001 (13)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

der VTEC-Stamme

Abbildung 10: Anzahl und Prozentanteile sensibler, resistenter und intermediir-
empfindlicher Stimme aus Kot

Bei den Angaben dieser Diagramme ist allerdings zu beriicksichtigen, dass in einigen Jahren
nur sehr wenige VTEC-Stdmme getestet wurden. Demnach waren in diesen Jahren bei

Feststellung von Resistenzen Prozentzahlen von bis zu 100 zu verzeichnen.
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4.4 Vergleich der Resistenzen von VTEC-Stimmen aus

Lebensmitteln und Kot

Die mithilfe der Agardiffusions- und E-Test-Methode ermittelten Ergebnisse zur
Resistenzsituation von VTEC-Stimmen aus Lebensmitteln und Kot boviner Herkunft sollten
einmal insgesamt und zudem fiir die einzelnen antimikrobiellen Wirkstoffe miteinander
verglichen werden, wobei resistente und méaBig empfindliche Stdimme summiert wurden. Die
statistische Auswertung erfolgte standardmiBig mit dem Chi-Quadrat- (Chi*>-) Test (SACHS,
1997). Waren die Bedingungen zur Anwendung des Chi*-Tests allerdings nicht gegeben,
wurde der ,,Exakte Test von Fisher* (FELDMAN und KLINGER, 1963; SACHS, 1997) verwendet.
In beiden Fillen wurden die Testverfahren mit dem Programm BiAS (ACKERMANN, 1998)
berechnet.

Bezogen auf die Unempfindlichkeit aller getesteten Antibiotika erwiesen sich die aus
Lebensmittelproben isolierten VTEC zu 17,1 % und die aus Fézes kultivierten Stimme zu
12,3 % (11,4 % resistent, 0,9 % intermedidr-empfindlich) als nicht sensibel. Die statistische
Auswertung unter Verwendung des Chi*-Tests erbrachte beim Vergleich von Stimmen aus
Lebensmitteln und Kot in Bezug auf alle getesteten Antibiotika keine statistisch signifikanten

Unterschiede in der Resistenzhaufigkeit.

Aus Tabelle 41 ist ersichtlich, dass Unempfindlichkeiten gegen Ampicillin bei den aus Fézes
kultivierten Stidmmen geringfligig hdufiger vertreten waren als bei denjenigen aus
Lebensmitteln (8,8 % vs. 7,1 %); vergleichbare Ergebnisse zeigen die Unempfindlichkeiten
gegeniiber Tetrazyklin (10,5 % vs. 10,0 %). Die Unterschiede der Resistenzhdufigkeit waren
beziiglich der Wirkstoffe Ampicillin und Tetrazyklin zwischen aus Lebensmittel- und
Kotproben isolierten Stimmen statistisch jedoch nicht signifikant (Chi*-Test). Dagegen
stellten sich eine groere Anzahl der aus bovinen Lebensmitteln kultivierten VTEC als
resistent gegeniiber der Sulfamethoxazol/Trimethoprim-Kombination Cotrimoxazol heraus als
Stamme aus Kot (2,9 % vs. 1,8 %), doch auch diese Unterschiede erwiesen sich statistisch als
nicht auffillig (,,Exakter Test von Fisher). Resistenzen gegen die verbleibenden drei
antimikrobiellen Wirkstoffe Amoxicillin/Clavulansidure, Gentamicin und Nalidixinsdure
lieen sich lediglich bei den aus Kot isolierten Stimmen verzeichnen, wobei es sich hier um
mehrfach-resistente VTEC bzw. um gleichzeitig resistente und intermedidr-empfindliche

Stimme handelte. In diesem Zusammenhang ergab sich ausschlieBlich fiir den Wirkstoff
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Gentamicin eine statistisch signifikant hohere Resistenzhaufigkeit bei den aus Kot isolierten

Stammen (,,Exakter Test von Fisher®).

Tabelle 41: Gegeniiberstellung der bei VTEC-Stimmen aus Lebensmitteln (n = 140)
sowie aus Kotproben (n = 114) bovinen Ursprungs ermittelten Resistenzen

Lebensmittel Kot
Antimikrobieller Wirkstoff

Anzahl Prozent (%) Anzahl Prozent (%)

Ampicillin 10 7,1 10 8,8
Amoxicillin/Clavulansiure 0 0 1 0,9
Gentamicin 0 0 4 3,5
Nalidixinsdure 0 0 2 1,8
Sulfamethoxazol/Trimethoprim 4 2.9 2 1,8
Tetrazyklin 14 10,0 12 10,5
4.5 Abhangigkeit von Resistenzen und Virulenzfaktoren

Als weiterer Aspekt sollte der Zusammenhang zwischen den Resistenzhdufigkeiten (resistente
und miBig empfindliche Stimme) und den verschiedenen Virulenzfaktoren betrachtet werden.
Dazu wurden in der Tabelle 42 die genannten Daten fiir die einbezogenen VTEC-Stimme
zusammengestellt. Dariiber hinaus ist eine Auflistung der Virulenzfaktoren der einzelnen

VTEC-Stdmme im Anhang (Tabelle 47 und 48) ersichtlich.
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Tabelle 42: Zusammenhang zwischen Resistenzen und Virulenzgenen

Virulenzeene vexl? vix2 vixl + vex2 nur eae-Gen Summe
£ (%) (%) (%) (%)

Herkunft Stimme aus Lebensmitteln

Resistenz: ja ] 3(30,0) 14 (23,0) 6 (14,0) 1(3,8) 24
nein | 7 (70,0) 47 (77,0) 37 (86,0) 25 (96,1) 116

Summe 10 61 43 26 140

Herkunft Stimme aus Kot

Resistenz: ja ] 10 (41,7) 23,9 2(54) 0 14
nein | 14 (58,3) 49 (96,1) 35 (94,6) 2 100

Summe 24 51 37 2 114

Summe

Lebensmittel- 34 112 80 28 254

und Kotstimme

Y Verotoxin-Gen

Die statistische Auswertung mit Hilfe des ,,Verallgemeinerten Exakten Tests von Fisher*
ergab, dass sich bei den aus Kot isolierten Stimmen das Vermdgen zur Bildung von VT 1,
VT 2 oder von VT 1 und VT 2 bzw. das alleinige Vorhandensein des eae-Gens signifikant
unterschiedlich auf die Resistenzhdufigkeiten auswirkt (p = 0,0001). So treten die Resistenzen
bei VTEC-Stimmen mit VT 1-Bildungsvermodgen am haufigsten auf, gefolgt von Stimmen
mit v&x2-Gen bzw. vixl- und vix2-Gen. Weiterhin sind Resistenzen bei Stdmmen mit
alleinigem Vorkommen des eae-Gens, ohne das Vorhandensein der fiir Verotoxine
codierenden Gene, am niedrigsten. Im Gegensatz zu den aus Kot isolierten Stimmen war das
Vorkommen der unterschiedlichen Varianten bei den VTEC aus Lebensmittelproben nicht

auffallig.

Zusatzlich wurde tberpriift, inwiefern das Vorkommen des eae-Gens mit dem
Resistenzaufkommen der VTEC-Stimme in Bezug zu bringen ist. Eine Ausarbeitung dieser

Werte ist in Tabelle 43 zusammengestellt.
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Tabelle 43: Zusammenhang zwischen Resistenzen und dem Vorkommen des eae-Gens

Virulenzgen eae-Gen (%) kein eae-Gen (%) Summe

Herkunft Stimme aus Lebensmitteln

Resistenz: jal 5(9,6) 19 (21,6) 24
nein | 47 (90.,4) 69 (78.4) 116

Summe 52 88 140

Herkunft Stiamme aus Kot

Resistenz: ja ] 13(28,9) 1(1,4) 14
nein | 32 (71,1) 68 (98,6) 100

Summe 45 69 114

Summe Lebensmittel-

und Kotstimme 9 157 254

Bei der Betrachtung des eae-Gen-Vorkommens und einer moglichen Korrelation mit den
Resistenzhiufigkeiten fand der Chi*-Test (SACHS, 1997) Anwendung; zur Berechnung dieses
Testverfahrens wurde das Programm BiAS (ACKERMANN, 1998) eingesetzt. Wéhrend sich fiir
die aus Lebensmitteln isolierten Stdmme abermals keine auffdlligen Diskrepanzen der
Resistenzhéufigkeiten ausmachen lieBen, ergaben sich fiir die aus bovinen Fézes kultivierten
Stdimme hinsichtlich der An- bzw. Abwesenheit des eae-Gens hochsignifikante Unterschiede
(p < 0,0001); bei eae-positiven Stammen war eine deutlich hohere Resistenzhiufigkeit

auffallig.

4.6 Homogenititstest zu den betrachteten Zeitraumen

Fiir die aus Lebensmitteln und Kot isolierten bovinen VTEC-Stimme wurde eine Beurteilung
der Homogenitét des Resistenzvorkommens in bestimmten Beobachtungszeitraumen in Bezug
auf alle Antibiotika und fiir die einzelnen Wirkstoffe vorgenommen. Es wurden Zeitrdume
zusammengefasst, da in den einzelnen Jahren teilweise zu wenige Stdmme zur Testung
herangezogen werden konnten. Eine Aufstellung des Resistenzvorkommens in den gewéhlten
Beobachtungszeitrdumen zur Beurteilung der Unempfindlichkeiten der getesteten Wirkstoffe
insgesamt ist in Tabelle 44 veranschaulicht, wahrend die einzelnen Antibiotika in Tabelle 45

betrachtet werden.
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Tabelle 44: Betrachtung des Resistenzvorkommens gegen alle getesteten Antibiotika

Herkunft Stamme aus Lebensmitteln

Zeitraum 1995-1996 1997 1998 1999 2000-2002 Summe

Resistenz: ja 2(11,8) 6 (14,0) 2(10,0) 9(25,7) 5(20,0) 24 (17,1)

(%) nein | 15 (88,2) 37 (86,1) 18(90,0) 26(74,3) 20 (80,0) 116 (82,9)

Summe 17 43 20 35 25 140

Herkunft Stimme aus Kot

Zeitraum 1987 1988- 1993- 1997- 2000-2001 Summe
1990 1996 1999

Resistenz: ja 0 3(14,3) 8 (26,7) 3(17,7) 0 14 (12,3)

(%) nein | 25 18 (85,7) 22(73,3) 14(82,4) 21 100 (97,7)

Summe 25 21 30 17 21 114

Die Unterschiede der Resistenzhiufigkeiten in den Beobachtungszeitrdumen, bezogen auf alle
getesteten Antibiotika, erwiesen sich bei den Stimmen aus Lebensmitteln als nicht auffillig,
d.h. es lieB sich eine relativ homogene Verteilung der Resistenzen verzeichnen. Dahingegen
stellte sich die Inhomogenitit bei den aus Kot isolierten Stimmen in den
Beobachtungszeitrdumen mit einer Wahrscheinlichkeit von p = 0,0049 als statistisch
signifikant heraus (,,Verallgemeinerter Exakter Test von Fisher”, Eigenentwicklung der

Biomathematik).
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Tabelle 45: Betrachtung des Resistenzvorkommens gegeniiber einzelnen Wirkstoffen
a) Ampicillin
Herkunft Stamme aus Lebensmitteln
Zeitraum 1995- 1997 1998 2000- Summe
1996 2002
Resistenz: jal O 1(2,3) 1(5,0) 2(8,0) 10 (7,14)
(%) nein | 17 42 (97,7) 19 (95,0) 29 (82,9) 23(92,0) 130 (92,9)
Summe 17 43 20 25 140
Herkunft Stamme aus Kot
Zeitraum 1987 1988- 1993- 2000- Summe
1990 1996 2001
Resistenz: jal O 1 (4,8) 7 (23.,3) 0 10 (8,77)
(%) nein | 25 20 (95,2) 23 (76,7) 21 104 (91,2)
Summe 25 21 30 21 114
b) Cotrimoxazol
Herkunft Stamme aus Lebensmitteln
Zeitraum 1995- 1997 1998 2000- Summe
1996 2002
Resistenz: jal O 2(4,7) 0 1 (4,0) 42,9
(%) nein | 17 41 (95,4) 20 34 (97,1) 24 (96,0) 136 (97,1)
Summe 17 43 20 25 140
Herkunft Stamme aus Kot
Zeitraum 1987 1988-1990 1993- 2000- Summe
1996 2001
Resistenz: jal O 1 (4,8) 1(3,3) 0 2 (1,7)
(%) nein | 25 20 (95,2) 29 (96,7) 21 112 (98,2)
Summe 25 21 30 21 114
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¢) Tetrazyklin

Herkunft Stamme aus Lebensmitteln
Zeitraum 1995- 1997 1998 1999 2000- Summe
1996 2002
Resistenz: ja | 2(11,8) 5(11,6) 2(10,0) 2(5,7) 3(12,0) 14 (10,0)
(%) nein | 15(88,2) 38(88,4) 18(90,0) 33(94,3) 22(88,0) 126(90,0)
Summe 17 43 20 35 25 140
Herkunft Stiamme aus Kot
Zeitraum 1987 1988- 1993- 1997- 2000- Summe
1990 1996 1999 2001
Resistenz: jal O 3(14,3) 7(23,3) 2 (11,8) 0 12 (10,5)
(%) nein | 25 18 (85,7) 23 (76,7) 15(88,2) 21 102 (89,5)
Summe 25 21 30 17 21 114
d) Gentamicin
Herkunft Stamme aus Lebensmitteln
Zeitraum 1995- 1997 1998 1999 2000- Summe
1996 2002
Resistenz: jal O 0 0 0 0 0
(%) nein | 17 43 20 35 25 140
Summe 17 43 20 35 25 140
Herkunft Stamme aus Kot
Zeitraum 1987 1988- 1993- 1997- 2000- Summe
1990 1996 1999 2001
Resistenz: jal O 2(9,5) 2 (6,7) 0 0 4(3,5)
(%) nein | 25 19 (90,5) 28(93,3) 17 21 110 (96,5)
Summe 25 21 30 17 21 114
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e) Nalidixinséiure

Herkunft Stamme aus Lebensmitteln

Zeitraum 1995- 1997 1998 1999 2000- Summe
1996 2002

Resistenz: jal O 0 0 0 0 0

(%) nein | 17 43 20 35 25 140

Summe 17 43 20 35 25 140

Herkunft Stamme aus Kot

Zeitraum 1987 1988- 1993- 1997- 2000- Summe

1990 1996 1999 2001

Resistenz: jal O 0 2 (6,7) 0 0 2(1,8)

(%) nein | 25 21 28 (93,3) 17 21 112 (98,2)

Summe 25 21 30 17 21 114

f) Amoxicillin/Clavulansiure

Herkunft Stamme aus Lebensmitteln

Zeitraum 1995- 1997 1998 1999 2000- Summe
1996 2002

Resistenz: jal O 0 0 0 0 0

(%) nein | 17 43 20 35 25 140

Summe 17 43 20 35 25 140

Herkunft Stamme aus Kot

Zeitraum 1987 1988- 1993- 1997- 2000- Summe

1990 1996 1999 2001

Resistenz: jal O 0 1(3,3) 0 0 1(0,9)

(%) nein | 25 21 29 (96,7) 17 21 113 (99,1)

Summe 25 21 30 17 21 114

Die Betrachtung der einzelnen Antibiotika ergab bei den aus Kot isolierten Stimmen fiir die
Wirkstoffe Ampicillin (p = 0,0087) und Tetrazyklin (p = 0,013) einen signifikanten
Unterschied des  Resistenzvorkommens  zwischen den  Beobachtungszeitrdumen
(,,Verallgemeinerter Exakter Test von Fisher*; Eigenentwicklung der Biomathematik). Fiir die
anderen antimikrobiellen Wirkstoffe war eine solche Beobachtung nicht moglich, ebenso wie

bei allen aus Lebensmitteln isolierten VTEC-Stammen.

Demzufolge konnte lediglich fiir die Stdimme aus Kot, sowohl bei der Gesamtbeurteilung aller

antimikrobiellen Chemotherapeutika, als auch fiir die einzelnen Antibiotika Ampicillin und
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Tetrazyklin eine signifikante Inhomogenitit der Resistenzhdufigkeiten zwischen den

Zeitrdumen festgestellt werden.

4.7 Zeitliche Trends

Die mithilfe der durchgefiihrten Empfindlichkeitspriifungen detektierten Resistenz-
héufigkeiten sollten auf einen zeitlichen Trend, sowohl beziiglich aller getesteten Antibiotika,
als auch fiir die einzelnen Wirkstoffe, betrachtet werden. Dies sollte der Feststellung dienen,
inwiefern eine Resistenzzunahme oder -abnahme innerhalb der Isolationsjahre fiir die bovinen
VTEC-Stimme aus Fézes und Lebensmitteln zu verzeichnen ist. Dazu wurde die logistische
Regression (DIXON, 1993) zur statistischen Auswertung herangezogen. Eine
Zusammenstellung der Resistenzhiufigkeiten in den einzelnen Isolationsjahren ist in den

Abbildungen 11 und 12 illustriert.

unempfindliche VTEC
100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
20,0% 4,0% / 0 16,7%

10,0% - 6 16,6%
0,0% 6,0% T T . T U—6,0r% . .

1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

=0=Stamme aus Lebensmitteln

Abbildung 11: Resistenzhiiufigkeiten der Stimme aus Lebensmitteln

Fiir die bovinen VTEC-Stamme aus Lebensmitteln war bei gemeinsamer Betrachtung aller
getesteten Antibiotika und ebenso bei der Bewertung der einzelnen Wirkstoffe kein statistisch

signifikanter zeitlicher Trend nachweisbar.
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Abbildung 12: Resistenzhiufigkeiten der Stimme aus Kot

GleichermaBen lie} sich bei der Bewertung der Stidmme aus Kot bei Betrachtung aller

Antibiotika und der einzelnen Substanzen fiir sich keine auffillige Zu- oder Abnahme von

Resistenzen innerhalb der Isolationsjahre aufzeigen. Die in einigen Jahrgdngen sehr hohen

Unempfindlichkeiten von 100 % sind durch die niedrige Anzahl der getesteten VTEC-

Stdmme zu erklédren.
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5. Diskussion

5.1 Griinde fiir die Empfindlichkeitspriifung bei VTEC

Es existiert ein Repertoire an resistenten Keimen bzw. Resistenzgenen, welche direkt oder
indirekt (Kontakt zu Tieren, kontaminierte tierische und pflanzliche Lebensmittel, fakal
verunreinigte Abwésser und Badegewésser) auf den Menschen oder auf humanpathogene
Erreger tiibertragbar sind (FEUERPFEIL et al., 1999; FREY und LOSCHER, 2002). Von
besonderer Bedeutung ist hierbei der Transfer resistenter Zoonoseerreger wie beispielsweise
VTEC auf den Menschen. Dennoch sind fiir den Menschen urspriinglich ungeféhrliche
resistente Bakterien ebenfalls relevant, da diese im Darmtrakt des Menschen die
Resistenzgene an die physiologische Darmflora oder auch an Krankheitserreger transferieren
konnen, so dass das Risiko einer breiten Verteilung besteht (FLUCKEY et al., 2007; FLUGS,
2007).

Enterobacteriaceae sind in der Lage, Resistenzgene weiterzugeben (SCHMIDT et al., 1998),
wodurch die Mdglichkeit besteht, dass unempfindliche VTEC durch Ubertragung ihrer
Resistenzfaktoren an andere enterovirulente E. coli-Stimme und weitere Mikroorganismen
ein Resistenz-Reservoir darstellen (GALLAND et al., 2001). Somit ist die Surveillance der
antimikrobiellen Empfindlichkeit von VTEC zur Uberwachung der Verbreitung resistenter
pathogener Keime von Relevanz (SCHMIDT et al., 1998).

Durch die Entstehung und Verbreitung fehlender Empfindlichkeiten von VTEC-Stdmmen
werden negative klinische und epidemiologische Auswirkungen befiirchtet (SCHMIDT et al.,
1998; WHITE et al., 2002). Dementsprechend konnen in diesen pathogenen Erregern
vorkommende antimikrobielle Resistenzen und Resistenzgene nicht nur zukiinftige
Antibiotikatherapien gefdhrden, sondern auch den Transfer von Resistenzgenen anregen
(ZHAO et al., 2001). Im FEinklang zu diesen Risiken wird auf die schwerwiegenderen
Nachteile einer VTEC-Infektion durch unempfindliche Staimme hingewiesen, da diese einen
Selektionsvorteil beim Vorliegen antimikrobieller Wirkstoffe haben und damit die
Wahrscheinlichkeit eines Ausbruchsgeschehens grofler ist (BETTELHEIM et al.,, 2003).
Desweiteren haben resistente VTEC im Gastrointestinaltrakt von Rindern und anderen Tieren
gegeniiber der physiologischen Darmflora bei Antibiotikaanwendung einen Vorteil, so dass
die Moglichkeit eines Anstiegs der Keimzahl in den Tieren (SCHMIDT et al., 1998; ZHAO et
al., 2001; WHITE et al., 2002) sowie einer vermehrten fikalen Ausscheidung dieser

pathogenen Erreger besteht (ZHAO et al., 2001). Infolge dieser erhohten VTEC-Privalenz
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wird eine gravierendere Kontamination von Lebensmitteln tierischen und besonders bovinen
Ursprungs befiirchtet (WHITE et al., 2002; ZHAO et al., 2001). Aufgrund dieser Aspekte ist die
Bestimmung einer Antibiotikaresistenz-Entwicklung (obwohl antimikrobielle Substanzen
nicht bei humanen EHEC-Infektionen eingesetzt werden sollten) bei der Produktion tierischer
Lebensmittel notig, da Infektionen des Menschen mit diesem pathogenen Erreger haufig
durch ungeniigend erhitztes Rindfleisch ausgelost werden (GALLAND et al., 2001). Die
Kenntnis der antimikrobiellen Resistenzen von VTEC-Stimmen ist dariiber hinaus fiir die
Einschitzung der Verbreitung in Lebensmitteln tierischer Herkunft von entscheidender
Bedeutung (KLEIN und BULTE, 2003).

Da bei Rindern héufiger non-O157:H7-VTEC nachgewiesen werden als O157:H7-Staimme,
wurde aufgrund des frequenteren Auffindens von Resistenzen in bovinen non-O157:H7-
VTEC (als in von diesen Tieren stammenden O157:H7-Stdimmen) zusitzlich gefolgert, dass
die Resistenzphédnotypen ihren Ursprung in Rindern haben konnten (SCHMIDT et al., 1998).
Auch dieser Aspekt belegt, dass die Testung boviner VTEC-Stimme aufgrund des

anerkannten Reservoirstatus der Rinder von besonderem Interesse ist.

Obwohl gesichert scheint, dass die Verabreichung von Antibiotika bei vorliegender moglicher
VTEC-Infektion sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern vermieden werden sollte
(WONG et al., 2000; ZIMMERHACKL, 2000; DUNDAS et al., 2001; ToDD und DUNDAS, 2001),
besteht die Ansicht, dass durch darmpathogene E. coli wie beispielsweise EHEC ausgeloste
Magen-Darm-Infektionen im Ausnahmefall (junge Sduglinge, immundefiziente Patienten,
Verdacht auf eine systemische Infektion) antibakteriell zu behandeln sind (SCHOLZ et al.,
2002). Somit scheint festzustehen, dass trotz ausstehender finaler Definition zur Verwendung
antimikrobieller Substanzen bei vorliegender EHEC-Infektion die Uberwachung und
Untersuchung resistenter Keime dieser Art von Bedeutung ist (WHITE et al., 2002). Dies gilt
insbesondere auch deshalb, da resistente VITEC-Stimme humanen, bovinen und anderen
Ursprungs regelmifBig nachzuweisen sind (FARINA et al., 1996) und deren Anzahl zudem,
trotz grofltenteils ausbleibender antimikrobieller Therapie, anzusteigen scheint (ref. in MORA
et al., 2005). Ein solches Vorgehen ist notwendig, um ansteigende Resistenzprobleme zu
tiberwachen, zukiinftige Behandlungsstrategien fiir EHEC-Infektionen nicht zu gefidhrden und
die 6ffentliche Gesundheit zu gewihrleisten (MAIDHOF et al., 2002; SCHROEDER et al., 2002b;
MORA et al., 2005).
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5.2 Eigene Untersuchungen

Zentrale Ansatzpunkte flir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen waren zum
Einen die Frage nach einer eventuellen Zu- oder Abnahme antimikrobieller Resistenzen bei
aus den Jahren 1987 bis 2002 aus Lebensmitteln und Fézes isolierten bovinen VTEC-
Stimmen sowie die Klidrung eines mdglichen signifikanten Unterschiedes der
Resistenzhédufigkeiten zwischen den gewdéhlten Beobachtungszeitriumen. Zum Anderen
sollten die Resistenzpriavalenzen zwischen den beiden einbezogenen Matrizes Lebensmittel
und Kot verglichen sowie ein denkbarer Zusammenhang zwischen den taxierten

Resistenzhéufigkeiten und den vorhandenen Virulenzfaktoren erdrtert werden.

In die Untersuchungen wurden Stidmme bovinen Ursprungs einbezogen, da Rinder als
Reservoir fiir VTEC gelten und somit eine besondere Bedeutung fiir die Ubertragung
resistenter Staimme auf den Menschen innehaben (EFSA, 2008). Die Verbreitung
antimikrobieller Unempfindlichkeiten und von Resistenzgenen bei diesen Erregern kann in
negativen klinischen und epidemiologischen Auswirkungen resultieren (SCHMIDT et al., 1998;
WHITE et al., 2002); es konnten zukiinftige Antibiotikatherapien gefdhrdet und zudem der
Transfer von Resistenzgenen angeregt werden (ZHAO et al., 2001). Da Enterobacteriaceae in
der Lage sind, Resistenzgene weiterzugeben (SCHMIDT et al., 1998), konnten unempfindliche
VTEC durch Ubertragung ihrer Resistenzfaktoren an andere enterovirulente E. coli-Stimme
und weitere Mikroorganismen ein Resistenz-Reservoir darstellen (GALLAND et al., 2001). Im
Gastrointestinaltrakt von Rindern besitzen resistente VITEC zudem bei Anwendung von
antimikrobiellen Wirkstoffen gegeniiber der physiologischen Darmflora einen Vorteil,
wodurch sich aufgrund des moglichen Anstiegs der Erregerkeimzahl neben einer vermehrten
fakalen Ausscheidung eine groBere Kontamination von Lebensmitteln bovinen Ursprungs mit
diesen Mikroorganismen ergeben kann (SCHMIDT et al., 1998; ZHAO et al., 2001; WHITE et al.,
2002).

Als wichtigste Ursache fiir die Entstehung und Verbreitung von Resistenzen gilt die
Verwendung von Antibiotika selbst (EFSA, 2008). Ein progressiver Einsatz dieser Pharmaka
resultiert in einer Zunahme der Resistenzhédufigkeiten, da der Selektionsdruck auf die Erreger
erhoht wird (KRESKEN et al., 1999). VTEC-Stimme haben mittlerweile gegen viele
Antibiotikaklassen Unempfindlichkeiten entwickelt (ZHAO et al., 2001), und durch die

dhnliche chemische Struktur sowie den gleichen Wirkmechanismus liegen zudem hiufig auch
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bereits gegen neuere Substanzen einer Wirkstoffklasse Resistenzen vor (WALLMANN, 1999).
Inwieweit sich die Verwendung von Antibiotika in der Tierhaltung auf das
Resistenzgeschehen humanpathogener Mikroorganismen auswirkt, wird kontrovers diskutiert
(FREY und LOSCHER, 2002), jedoch gehort ein Grofteil dieser Wirkstoffe zu
Antibiotikaklassen, die ebenso in der Humanmedizin Anwendung finden (EFSA, 2008). Der
Einsatz bei Nutztieren beinhaltet die Gesichtspunkte der Prophylaxe, Metaphylaxe und der
Therapie von Erkrankungen (SNARY et al.,, 2004). Die Anwendung bei Tieren findet aus
strategischen Griinden meist iiber Futter oder Wasser bei einer groBBen Anzahl von Tieren
statt. Dies hat zur Folge, dass Wirkstoffe teilweise in zu geringer Dosierung bzw. iiber einen
zu langen Zeitraum gegeben werden (STROH, 2002) und fordert somit die Entstehung sowie
die Selektion antimikrobieller Resistenzen (EFSA, 2008). Es herrscht allerdings die Meinung
vor, dass die Resistenzprobleme in der Humanmedizin vorwiegend auf den iibermifBigen
Einsatz und die partiell falsche Anwendung der antimikrobiellen Chemotherapeutika bei der
Behandlung humaner Infektionen zuriickzufithren sind. So werden Antibiotika héufig
vorzeitig und in nicht ausreichender Konzentration eingesetzt bzw. wird die Therapie mit
diesen Substanzen oftmals friihzeitig beendet. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der ungezielte
Wirkstoffeinsatz. Die genannten Faktoren erhdhen den Selektionsdruck auf die Bakterien und
bewirken eine Resistenzselektion (WALLMANN, 1999; FREY und LOSCHER, 2002; FLUGS,
2007). Ungeachtet dessen besteht die Zielsetzung auch im Bereich der Tiererndhrung und der
Veterindrmedizin darin, Strategien zur Verminderung des Selektionsdrucks durch die
Anwendung antimikrobieller Wirkstoffe und somit der Resistenzentwicklung zu bedenken
(FREY und LOSCHER, 2002). Teilweise wurde bereits dementsprechend gehandelt; seit Januar
2006 ist in Europa der Einsatz antibiotischer Wachstumsforderer in Futtermitteln nicht mehr
erlaubt (FLUGS, 2007; EFSA, 2008). Diese wurden oftmals fiir vorkommende Resistenzen
verantwortlich gemacht (WITTE et al., 1999; FLUGS, 2007). Das Ziel dieses Verbotes besteht
in der Reduzierung der Anzahl resistenter Bakterien in Nutztieren, wobei die Auswirkungen
auf das Vorkommen resistenter Keime bei Lebensmittel liefernden Tieren und in Bezug auf

den Gesundheitszustand der Menschen bislang noch nicht bekannt sind (EFSA, 2008).

In den eigenen Untersuchungen wurden insgesamt 254 VTEC-Stdmme bovinen Ursprungs
mittels der Agardiffusionsmethode auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber 11 antimikrobiellen
Wirkstoffen untersucht. Es wurden Substanzen ausgewihlt, die in der Humanmedizin zum
Einsatz kommen, da Resistenzen dieser Pathogruppe gegeniiber humanmedizinisch

angewendeten Antibiotika von besonderem Interesse sind.
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Bei den einbezogenen Antibiotika handelt es sich um Substanzen wie Aminopenicilline
(Ampicillin, Amoxicillin  [Amoxicillin-Clavulansdure]) und die Sulfamethoxazol/
Trimethoprim-Kombination Cotrimoxazol, die in der Humanmedizin bei durch EHEC
ausgelosten Magen-Darm-Infektionen junger Sauglinge und immundefizienter Patienten
sowie bei Verdacht auf eine systemische Infektion angewendet werden kénnen (SCHOLZ et al.,
2002). Ferner wurden Substanzen wie Fluorchinolone (Ciprofloxacin, Levofloxacin) und
ebenso Cotrimoxazol mit iiberpriift, die hiufig bei der Behandlung von durchfallkranken
Kindern und Erwachsenen genutzt werden (ZHANG et al., 2000; ANDREOLI et al., 2002) und
zusétzlich fiir zukiinftige Behandlungen bei EHEC-bedingten Infektionen vorgesehene
Wirkstoffe wie Carbapeneme (TAKAHASHI et al., 1997), Tetrazykline (ITO et al., 1997),
Ampicillin und Fluorchinolone (KURIOKA et al., 1999; SAWAMURA et al., 1999; SHIOMI et al.,
1999; YOSHIMURA et al., 1999). Desweiteren wurden antimikrobielle Wirkstoffe einbezogen,
gegen welche VTEC-Stdmme bereits bei fritheren Studien teilweise (Ampicillin, Gentamicin,
Nalidixinsdure, Tetrazykline) bzw. keine oder nur sehr selten (Cephalosporine der zweiten
[Cefuroxim] und dritten [Cefotaxim] Generation) Resistenzen aufwiesen (FARINA et al., 1996;
SCHMIDT et al., 1998; MORA et al., 2005; WALSH et al., 2006). Zusammenfassend wurden
Substanzen beriicksichtigt, gegen die bei E. coli-Stimmen hdufig Resistenzen vorliegen, da
sie bei Infektionen mit diesen Erregern Anwendung finden (Aminopenicilline, Cotrimoxazol,
Fluorchinolone, Cephalosporine, Carbapeneme und Aminoglykoside) (KRESKEN, et al., 1999)
und die gemdBl Infektionsschutzgesetz bei E. coli getestet werden sollten (Meropenem,

Ciprofloxacin, Cefotaxim) (WITTE et al., 2004).

An die Empfindlichkeitspriifung mittels Agardiffusion schloss sich eine erneute Testung aller
38, dabei als ,resistent™ und ,,méBig empfindlich* eingestuften Stimme gegeniiber den sechs
Antibiotika, gegen die Unempfindlichkeiten bei den verwendeten VTEC vorlagen, mithilfe
der E-Test-Methode an. Die im Rahmen dieser Studie angewendeten Methoden zur
Empfindlichkeitspriifung folgten den Vorgaben des Standards M31-A2 (Resistenztestung bei
veterindrmedizinisch relevanten Bakterien) des Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI), vormals bekannt als National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2002). Es wurde die Methode der Routineempfindlichkeitspriifung des CLSI-Dokuments
M31-A2 gewihlt, da der Agardiffusionstest in Kliniken und Instituten groBtenteils auf diese
standardisierte Weise durchgefiihrt wird. Die Auswertung der Ergebnisse fand geméf den im
CLSI-Dokument M31-A2 (NCCLS, 2002) sowie den Supplementen M31-S1 (NCCLS, 2004)
und M100-S17 (NCCLS, 2007) angegebenen Grenzwerten statt, wodurch eine Einteilung der
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Stamme in die Kategorien ,,sensibel®, ,intermedidr-empfindlich und ,,resistent* erfolgen
konnte. Die zur Qualititssicherung der Empfindlichkeitspriifungen empfohlenen
Referenzstimme wurden bei den Versuchsdurchgingen mit getestet, und die durchgefiihrten
Untersuchungen wurden nur dann gewertet, wenn die Ergebnisse der Referenzstimme mit

den fiir sie vorgegebenen Grenzwerten libereinstimmten.

5.2.1 Einstellung des Inokulums

Fiir die Beimpfung der Miiller-Hinton-Agar-Platten zur Durchfithrung der Empfindlichkeits-
priifungen wird geméfl dem CLSI-Standard M31-A2 (NCCLS, 2002) ein Inokulum mit einem
Triibungsstandard nach McFarland von 0,5 empfohlen, was einer Bakteriensuspension von
1 bis 2 x 10® KbE/ml entspricht. Bei Verwendung eines Spektralphotometers (Lichtweg 1 cm)
ist fiir diese Bakteriendichte bzw. diesen Triibungsstandard eine Absorption zwischen 0,08

und 0,10 bei 625 nm angegeben (NCCLS, 2002; MURRAY et al., 2003).

Um mit einem solchen standardisierten Inokulum die Untersuchungen durchfiihren zu
konnen, wurde in Vorversuchen die vorgegebene Bakteriendichte mithilfe der
photometrischen Bestimmung und mittels des Tropfplattenverfahrens festgestellt. Diese
Versuche wurden im Doppelansatz mit jeweils drei VTEC-Stdmmen pro eingestellter
optischer Dichte (0,08; 0,1; 0,15 und 0,2) vollzogen, und je Stamm wurde der Vorgang
dreimal wiederholt. So ergab sich aus insgesamt neun (drei Stimme, dreimalige
Durchfithrung pro Stamm) Werten ein Durchschnittswert der vorliegenden Bakterien-
suspension pro Absorption, wodurch nachfolgend die Absorption mit der am ehesten der
Vorgabe von 1 bis 2 x 10® KbE/ml entsprechenden Keimdichte ausgewihlt werden konnte.
Ebenso wurde auch mit den Referenzstimmen verfahren, wobei die Versuche hier fiir jeden
Referenzstamm dreimal pro angegebene Absorption durchgefiihrt wurden. Die detaillierte

Vorgehensweise der Durchfithrung und der Auswertung sind Kapitel 3.2.1 zu entnehmen.

Aufgrund der mit diesen Vorversuchen durch Errechnung von Mittelwerten erzielten
Ergebnissen, die aufgeschliisselt in Kapitel 4.1 dargestellt sind, wurden alle VTEC-Stimme
und alle mitgefiihrten Referenzstimme auf eine Absorption von 0,1 bei 625 nm mittels
Spektralphotometer eingestellt. Auch die Ergebnisse der zur Uberpriifung des vorgegebenen

konfluenten Wachstums der mittels sterilen Wattetupfern mit Inokulum beimpften Platten
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bestitigten, dass die Einstellung auf eine Absorption von 0,1 bei 625 nm mit den Vorgaben
(NCCLS, 2002) in Einklang zu bringen war. Mit auf diese Weise -eingestellter
Keimsuspension wurden daraufthin alle Miiller-Hinton-Agar-Platten (bei Streptococcus
pneumoniae ATCC®49619 Verwendung von Miiller-Hinton-Agar-Platten mit Blut) mittels
sterilem Tupfer fiir die Durchfiihrung der Empfindlichkeitspriifungen beimpft, und alle

Platten wiesen nach der Inkubation das vorgegebene konfluente Wachstum auf.

5.2.2 Empfindlichkeitspriifungen

Viele VTEC-Stamme diversen Ursprungs erweisen sich gegeniiber in der Human- und
Veterindrmedizin eingesetzten Antibiotika als resistent (KRISHNAN et al., 1987; FARINA et al.,
1996), was die Notwendigkeit des Resistenzmonitorings bei diesem pathogenen Erreger

unterstreicht (FARINA et al., 1996).

In den eigenen Untersuchungen wurden zunichst alle 254 VTEC-Stdmme der Tierart Rind
mittels der Agardiffusions-Methode unter Verwendung von kommerziell erworbenen,
antimikrobiell vorbeschickten Testpldttchen auf ihre Empfindlichkeit untersucht. Dabei
erwiesen sich 24 (17,1 %) der 140 aus Lebensmitteln sowie 14 (12,3 %) der 114 aus Kot
kultivierten Stdimme bovinen Ursprungs als resistent bzw. miBig empfindlich gegeniiber sechs
der 11 getesteten Wirkstoffe. Bei einem der 14 aus Fézes isolierten unempfindlichen VTEC-
Stamme war eine intermedidre Empfindlichkeit gegen Tetrazyklin nachweisbar, und ein
Stamm aus Kot zeigte neben seiner Resistenz gegen Amoxicillin/Clavulansidure zusétzlich

eine reduzierte Empfindlichkeit gegeniiber Ampicillin.

Die Angaben der Resistenzhédufigkeit bei aus Lebensmitteln und Fézes bovinen Ursprungs
isolierten VTEC-Stdmmen differieren in der Literatur, liegen aber zumindest teilweise
deutlich hoher als die in den eigenen Untersuchungen ermittelten Resistenzen. Wéhrend sich
in Deutschland bei der Untersuchung von 36 aus Mastbullen und 28 aus Milchrindern
kultivierten Stdmmen keine Unempfindlichkeiten gegen die untersuchten Antibiotika
(Ampicillin, Kanamycin, Gentamicin, Tetrazyklin, Chloramphenicol und Sulfadimidin/
Trimethoprim) feststellen lieBen (BULTE et al., 1990), konnten auch BETTELHEIM et al. (2003)
bei der Testung von 83 in Australien aus Lebensmitteln und Kot isolierten VTEC-Stammen

lediglich 6,0 % resistente VTEC ausmachen, wobei diese alle von gastrointestinal kranken
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Tieren stammten. Resistenzen lielen sich bei den Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe gegen
die Wirkstoffe Ampicillin, Kanamycin, Streptomycin, Sulfathiazol, Tetrazyklin und
Trimethoprim ermitteln. Im Gegensatz dazu fanden MORA et al. (2005) in Spanien bei 40,3 %
der Stimme von gesunden Rindern und bei 55,4 % der VTEC aus Rinderhackfleisch
Resistenzen vor. Bei dieser Studie ist die Vielzahl der iiberpriiften antimikrobiellen
Wirkstoffe hervorzuheben. So lagen bei den VTEC von gesunden Rindern gegen eine
Vielzahl der getesteten Substanzen (Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansdure, Piperacillin,
Aztreonam, Cefalotin, Cefazolin, Cefuroxim, Cefotaxim, Cefoxitin, Streptomycin,
Gentamicin, Kanamycin, Neomycin, Tobramycin, Tetracyclin, Chloramphenicol,
Nitrofurantoin, Nalidixinsdure, Sulfisoxazol, Trimethoprim und Cotrimoxazol) Resistenzen
vor, wohingegen nur bei der Uberpriifung gegen fiinf der Wirkstoffe (Imipenem, Ceftriaxone,
Ceftazidime, Amikacin, Ciprofloxacin) keine Unempfindlichkeiten festzustellen waren. Die
aus Rinderhackfleisch isolierten Stimme zeigten gegen die gleichen Antibiotika Resistenzen,
lediglich gegen die Wirkstoffe Aztreonam und Cefotaxim waren sie im Gegensatz zu den
VTEC aus gesunden Rindern empfindlich. Sowohl bei den Stimmen aus Rinderhackfleisch
als auch bei den VTEC aus gesunden Rindern waren am héufigsten Resistenzen gegen
Sulfisoxazol, Tetrazyklin und Streptomycin aufzufinden.

Auch der Arbeitsgruppe von FARINA et al. (1996) war es mdoglich, in Italien bei 57,1 % der
Stamme bovinen Ursprungs Unempfindlichkeiten nachzuweisen. Diese untersuchten VTEC
erwiesen sich als resistent gegeniiber den Wirkstoffen Ampicillin, Chloramphenicol,
Gentamicin, Streptomycin, Sulfisoxazol, Tetrazyklin und Sulfamethoxazol/Trimethoprim,
jedoch als sensibel gegen Ceftazidim, Ceftriaxon, Cefalotin und Ciprofloxacin. Die teilweise
beachtlichen Resistenzpridvalenzen dieser pathogenen FErreger werden als Anlass zur
Besorgnis gesehen (MORA et al., 2005). GIAMMANCO et al. (2002) zeigten ebenso bei 60,0 %
der aus Kilbern isolierten Stimme in Italien Resistenzen (Amoxicillin, Ampicillin,
Chloramphenicol, Kanamycin, Streptomycin, Sulfonamide, Tetrazyklin und Trimethoprim,;
sensibel gegen: Amdinocillin, Ceftriaxone, Ciprofloxacin, Imipenem und Nalidixinsiure) auf,
wohingegen sich alle aus Kélbern in Frankreich kultivierten VTEC gegeniiber den
aufgefiihrten Antibiotika als sensibel erwiesen. KLEIN und BULTE (2003) detektierten dariiber
hinaus Resistenzen von 93,3 % bei Stimmen aus Rinderhackfleisch (Ampicillin/Sulbactam,
Cefalotin, Chloramphenicol, Tetrazyklin; sensibel gegen: Ampicillin, Cefazolin,
Ciprofloxacin, Gentamicin, Lomefloxacin, Nitrofurantoin, Norfloxacin, Ofloxacin und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol) und von 60,0 % bei VTEC aus Rinderkot, wobei sich bei
Stdimmen aus dieser Matrix lediglich Unempfindlichkeiten gegen den Wirkstoff Cefalotin
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feststellen lieBen. WALSH et al. (2006) machten in Irland unter den Stammen von Rindern
(klinische Proben) 33,3 % als resistent ausfindig (Ampicillin, Kanamycin, Minocyclin,
Streptomycin, Sulfonamide, Tetrazyklin), bei den Stimmen aus Rinderfell dagegen lediglich
6,4 % (Ampicillin, Cefachlor, Kanamycin, Minocyclin, Moxalactam, Nalidixinsiure,
Norfloxacin, Streptomycin, Sulfonamide, Tetrazyklin) und bei den VTEC-Stimmen aus
Rinderhackfleisch wiederum 37,8 % (Ampicillin, Cefachlor, Chloramphenicol, Doxycyclin,
Kanamycin, Monocyclin, Nalidixinsdure, Streptomycin, Sulfonamide, Tetrazyklin,
Trimethoprim). Keiner der Stimme zeigte eine reduzierte Empfindlichkeit gegeniiber Cefixim
und Ciprofloxacin, und hervorzuheben ist zudem, dass die VTEC-Stimme aus
Rinderhackfleisch am héufigsten Resistenzen gegen Nalidixinsdure und Streptomycin
aufzeigten.

Diese Werte belegen zum Einen, dass antimikrobiell resistente bovine VTEC-Stamme in
vielen Lindern weit verbreitet sind und zum Anderen auch die teilweise sehr
unterschiedlichen Resistenzhédufigkeiten der verschiedenen Studien, wobei in fast allen
Studien Resistenzen gegen die Wirkstoffe Streptomycin und Ampicillin sowie gegen die
Wirkstoftklassen Tetrazykline und Sulfonamide auffillig sind. Zudem unterstreichen sie die
Notwendigkeit einer Uberwachung der Antibiotikaresistenz-Entwicklung bei Erregern aus
Lebensmitteln tierischen Ursprungs, insbesondere von VTEC, da viele humane EHEC-
Infektionen durch ungeniigend erhitztes Rindfleisch ausgelost werden (GALLAND et al., 2001).
Desweiteren ist es von grofler Bedeutsamkeit, die Verbreitung vorkommender Resistenzen in

solchen Lebensmitteln einschitzen zu konnen (KLEIN und BULTE, 2003).

Fékal kontaminierte Rohmilch und Rohmilchprodukte sind wie andere Lebensmittel boviner
Herkunft als Ursprung fiir VTEC und somit als Gefahr fiir die 6ffentliche Gesundheit bekannt
(STEPHAN und KUHN, 1999; MURPHY et al.,, 2007). Ebenso kann eine sekretorische
Kontamination von Rohmilch mit VTEC wéihrend einer Mastitis-Erkrankung nicht
ausgeschlossen werden (STEPHAN und KUHN, 1999). Mit der Untersuchung von Milchfiltern
lassen sich ganze Milchrind- sowie auch caprine und ovine Herden auf den pathogenen
Erreger iiberpriifen (MURPHY et al., 2005), und augenscheinlich sind auch in solchen
Stdimmen antimikrobielle Resistenzen nachweisbar. So erwiesen sich bei zwei
Untersuchungen in Irland einmal 6,3 % (einer von 16 Stdmmen; Streptomycin) und ein
anderes mal 40,0 % (zwei von fiinf Stdimmen; 1. Stamm: Streptomycin, 2. Stamm Ampicillin,
Cefalotin,  Sulfamethoxazol/Trimethoprim, = Amoxicillin/Clavulansidure,  Streptomycin,

Tetrazyklin) der aus Milchfiltern isolierten VTEC-Stdmme als resistent (MURPHY et al., 2005;
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MURPHY et al., 2007). In den eigenen Untersuchungen wurden bei den 12 aus Rohmilch bzw.
Rohmilchprodukten kultivierten VTEC-Stimmen keine Unempfindlichkeiten festgestellt.
Positive VTEC-Ergebnisse in Rohmilch und Rohmilchprodukten sowie Milchfiltern sind als
Index fiir die Ausscheidung der Tiere und ebenso der Kontamination wihrend des
Melkvorgangs einzuschitzen. Zudem sind sie als Gefahr fiir die Ubertragung auf den

Menschen zu bewerten (MURPHY et al., 2007).

Wirkstoffe, gegen die sich in dieser Studie Unempfindlichkeiten verzeichnen lieen, waren
Ampicillin (7,9 %) und die Kombination Amoxicillin/Clavulansdure (0,4 %), ebenso
Gentamicin (1,6 %), die Sulfamethoxazol/Trimethoprim-Kombination Cotrimoxazol (2,4 %),
Nalidixinsdure (0,8 %) sowie Tetrazyklin (10,2 %).

Im FEinklang mit den eigenen Erhebungen stehen die hédufig in der Literatur beschriebenen
relativ hohen (teilweise auch sehr hohen) Resistenzhdufigkeiten gegen die Wirkstoffe
Ampicillin und insbesondere gegen Tetrazyklin bei VTEC-Stimmen sowohl bovinen aber
auch anderen Ursprungs (FARINA et al., 1996; ZHAO et al., 2001; KHAN et al., 2002; MORA et
al., 2005; VON MUFFLING et al., 2007). So wiesen FARINA et al. (1996) bei humanen bzw.
bovinen VTEC-Stimmen Resistenzen von 57,1 % bzw. 31,8 % gegeniiber Tetrazyklin und
Unempfindlichkeiten von 57,1 % bzw. 22,7 % gegen Ampicillin nach. Ebenso ermittelten
MORA et al. (2005) bei VTEC bovinen Ursprungs Resistenzen gegeniiber Ampicillin bzw.
Tetrazyklin von 7,4 % bzw. 32,3 %, bei Stimmen ovinen Ursprungs von 0 % bzw. 20 % und
bei von Menschen isolierten VTEC-Stimmen von 18,8 % bzw. 31,9 %. Auch VON MUFFLING
et al. (2007) stellten bei Stammen bovinen Ursprungs Resistenzen gegen Ampicillin bzw.
Tetrazyklinen (Chlortetrazyklin, Oxytetrazyklin) von 10,3 % bzw. 6,9 % und bei von
Schweinen kultivierten Stimmen von 12,5 % bzw. 78,3 % fest. Anzumerken ist, dass solche
Resistenzhéufigkeiten nach wie vor nachzuweisen sind, und zwar trotz der Tatsache, dass
B-Lactam-Antibiotika und Tetrazykline seit 1975 nicht mehr als Leistungsforderer in Europa
eingesetzt werden (SCHWARZ und CHASLUS-DANCLA, 2001).

Die fiir Cotrimoxazol angegebenen Resistenzen liegen meist hoher als die in den eigenen
Untersuchungen erzielten Ergebnisse. In der Literatur ist von Unempfindlichkeiten zwischen
ca. 6 % und 23 % bei bovinen VTEC-Stdmmen aus Kot- und Lebensmittelproben berichtet
worden (FARINA et al., 1996; MORA et al., 2005; VON MUFFLING et al., 2007), wohingegen
andere Autoren keine bzw. lediglich minimale Resistenzen gegen diese Wirkstoftkombination
detektierten (KLEIN und BULTE, 2003; WALSH et al., 2006). Die in dieser Studie ermittelten

sehr geringen Unempfindlichkeiten gegen Nalidixinsdure werden auch in anderen Arbeiten
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beschrieben; so finden sich Resistenzpriavalenzen von 0 % bis etwa 6 % (KHAN et al., 2002;
MORA et al., 2005; WALsh et al., 2006). Analog hierzu verhilt es sich mit den Werten von
Amoxicillin/Clavulansdure (ZHAO et al., 2001; MORA et al., 2005). So ermittelten MORA et al.
(2005) Resistenzen von 1,4 % bei humanen VTEC-Stdmmen, 1,6 % bei Stimmen bovinen
Ursprungs und 0 % bei von Schafen isolierten Stimmen.

Unempfindlichkeiten von VTEC-Stammen differenten Ursprungs gegeniiber Gentamicin
liegen gemif Literaturangaben hdufig bei 0 % (ZHAO et al., 2001; KLEIN und BULTE, 2003;
VON MUFFLING et al., 2007), teilweise aber auch etwas hoher (STEPHAN und SCHUMACHER,
2001), was gleichermallen fiir die eigenen Untersuchungen zutrifft, wihrend FARINA et al.
(1996) Werte von 9,1 % fir Stimme humanen Ursprungs und von 28,6 % fiir von Rindern
isolierte VTEC nachwiesen. Die in den eigenen Untersuchungen festgestellte Sensibilitét aller
VTEC-Stamme gegen Fluorchinolone wurde ebenso in anderen Arbeiten beschrieben
(FARINA et al., 1996; SCHMIDT et al., 1998; ZHAO et al., 2001; KLEIN und BULTE, 2003;
MORA et al., 2005), teilweise konnten aber auch sehr geringe Resistenzen von 0,4 % bei
Stimmen bovinen Ursprungs ermittelt werden (WALSH et al., 2006). Gleichfalls wurde die fiir
Carbapeneme aufgezeigte Empfindlichkeit aller Stimme ebenso von anderen Autoren
festgestellt (SCHMIDT et al., 1998), wohingegen MORA et al. (2005) bei humanen VTEC-
Stammen zumindest eine Resistenz von 0,7 % nachwiesen. Auch fiir Cephalosporine finden
sich  Ubereinstimmungen der eigenen Ergebnisse mit den Erhebungen anderer
Arbeitsgruppen; so belegten auch diese nur sehr geringe bis keine Resistenzen (FARINA et al.,
1996; MORA et al., 2005). Entgegen diesen Resultaten verzeichneten KLEIN und BULTE
(2003) unter den unempfindlichen Stimmen jedoch haufig Resistenzen gegen Cefalotin. So
stellte diese Arbeitsgruppe bei 73,3 % der aus aus bovinem Hackfleisch isolierten VTEC, bei
60,0 % der Stimme aus Rinderkot, bei 100 % der aus Lammfleisch kultivierten Stimme und
bei 90 % der VTEC aus Schafkot Unempfindlichkeiten gegeniiber diesem Cephalosporin der
ersten Generation fest.

Entsprechend der genannten Erhebungen ist vom Einsatz der Wirksoffe Ampicillin und
Tetrazyklin bei vorliegender humaner EHEC-Infektion abzuraten und demgegeniiber auf die
Vorteile der Anwendung von Fluorchinolonen, Cabapenemen und neueren Cepahlosporinen,

aufgrund der groBtenteils vorhandenen Sensibilitdt bei VTEC-Stdmmen, hinzuweisen.

Die bei humanen VTEC-Stimmen unterschiedlicher Lidnder nachgewiesenen Resistenzen
gegeniiber Penicillinen, Tetrazyklinen und der Sulfamethoxazol/Trimethoprim-Kombination

Cotrimoxazol liegen wie auch fiir Stimme bovinen Ursprungs verhdltnismiBig hoch. Dariiber
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hinaus sind aber auch partiell hohe Unempfindlichkeiten gegen Aminoglykoside und
Sulfonamide ermittelbar (FARINA et al., 1996; SCHMIDT et al., 1998; MORA et al., 2005);
wiederum lassen sich gegen Cephalosporine, Fluorchinolone und Carbapeneme wenige bis
keine Resistenzen bestimmen (SCHMIDT et al., 1998). Insgesamt sind die bei VTEC-Stammen
humanen Ursprungs detektierten Resistenzzahlen sehr unterschiedlich (zwischen ca. 6 % und
39 %) (SCHMIDT et al., 1998; BETTELHEIM et al., 2003; MORA et al., 2005; WALSH et al.,
2006). Bei einem Vergleich der Resistenzhidufigkeiten von humanen und bovinen Stimmen
bestimmten SCHROEDER et al. (2002a) und BETTELHEIM et al. (2003) hohere Auffalligkeiten
bei von Menschen isolierten Stimmen, wohingegen durch die Untersuchungen von FARINA et
al. (1996), MORA et al. (2005) und WALSH et al. (2006) gegensitzliche Ergebnisse aufgezeigt
wurden. So ermittelten FARINA et al. (1996) bei 57,1 % der humanen VTEC-Stimme und bei
50,0 % der Stdmme bovinen Ursprungs Resistenzen und MORA et al. (2005) bei 42 % der
vom Rind isolierten (Rinderhackfleisch inbegriffen) und bei 39,1 % der von Menschen
kultivierten VTEC. Die Untersuchungen von WALSH et al. (2006) ergaben ebenso bei allen
von Rindermatrices isolierten VTEC Unempfindlichkeiten von 14,6 % im Gegensatz zu 9,5 %
bei Stimmen von Menschen. Aufgrund dieser Erhebungen scheint es nicht mdglich, eine
allgemeingiiltige Aussage zu treffen, inwieweit bei VTEC-Stimmen bovinen oder humanen

Ursprungs haufiger Resistenzen gegen antimikrobielle Wirkstoffe im Allgemeinen vorliegen.

Bei VTEC-Stimmen porciner Herkunft lassen sich im Vergleich zu bovinen Stimmen
hiufiger Resistenzen detektieren (BETTELHEIM et al., 2003; VON MUFFLING et al., 2007), was
durch die hdufigere Anwendung von Antibiotika bei Schweinen begriindet sein kann (VON
MUFFLING et al., 2007). So wiesen BETTELHEIM et al. (2003) in Australien bei 71 % (22/31)
der von Schweinen isolierten VTEC Resistenzen nach, wobei 14 dieser Stimme gegen
mindestens zwei Antibiotika resistent waren und am hiufigsten Unempfindlichkeiten gegen
Tetrazyklin, Streptomycin und Sulfathiazol aufgezeigt wurden; eine Situation, die auch bei
humanen und bovinen VTEC-Stimmen aufféllig war. Im Gegensatz dazu lagen die
Resistenzen bei Stimmen von Rindern lediglich bei 6,0 %. Die von VON MUFFLING et al.
(2007) untersuchten VTEC-Stimme porcinen Ursprungs erwiesen sich, abgesehen von der
Sulfonamid-Resistenz (100 %), zu 56 % als resistent, wobei am héufigsten Resistenzen gegen
Tetrazykline auffindbar waren und iiber die Hilfte der VTEC Mehrfachresistenzen aufwiesen.
Bei den von Rindern kultivierten Stimmen lieen sich dagegen lediglich 11,8 % als resistent
ermitteln (abgesehen von der Sulfonamid-Resistenz von 100 %), und dabei zeigten sich am

hiufigsten Resistenzen gegen die Kombination Sulfamethoxazol/Trimethoprim. Die
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Uberpriifung von VTEC-Stimmen der Tierarten Schaf und Ziege weist in den meisten Fillen
niedrige bzw. keine Resistenzhiufigkeiten auf (BETTELHEIM et al., 2003; MURPHY et al.,
2007). KLEIN und BULTE (2003) ermittelten jedoch bei neun von 10 aus Schafkot isolierten
Stammen und bei allen aus Lammfleisch kultivierten VTEC (fiinf) Resistenzen, wobei allen
resistenten bzw. malig empfindlichen VTEC Unempfindlichkeiten gegen Cefalotin gemein
waren.

Es bleibt somit festzuhalten, dass die vielfach bewiesene Verbreitung und der teilweise
postulierte Anstieg von Resistenzen und Multiresistenzen bei von Tieren isolierten VTEC-
Stimmen sowie die leichte Ubertragungsmoglichkeit resistenter Bakterien auf den Menschen
iiber Lebensmittel liefernde Tiere die Notwendigkeit des reduzierten Einsatzes
antimikrobieller Chemotherapeutika in der Tierproduktion beweist (VON MUFFLING et al.,
2007). Diese Forderung wird durch den Aspekt unterstiitzt, dass Lebensmittel liefernde Tiere
und auch Lebensmittel tierischen Ursprungs heutzutage weltweit gehandelt werden, und die
Probleme auftretender Resistenzen somit nicht nur fiir ein einzelnes Land sondern Lédnder

iibergreifend bestehen (AARESTRUP, 2004).

Gemidll Literaturangaben sind relativ hdufig multiresistente Stdmme nachweisbar. Am
hiufigsten ist demnach die Kombination Tetrazyklin, Streptomycin und Sulfonamide
vertreten (FARINA et al., 1996; STEPHAN und SCHUMACHER, 2001; GIAMMANCO et al., 2002;
MORA et al., 2005). Auch in den eigenen Untersuchungen konnten 34,2 % (13 von 38
unempfindlichen VTEC) mehrfach resistente bovine VTEC-Stdmme gefunden werden. Dabei
wiesen neun Stamme (23,7 %) eine Zweifach-Resistenz (davon 6 x gegen Ampicillin und
Tetrazyklin, 2 x gegen Cotrimoxazol und Trimethoprim, 1 x gegen Gentamicin und
Tetrazyklin) und eines (2,6 %) eine Dreifach-Resistenz (Ampicillin, Cotrimoxazol,
Tetrazyklin) auf. Dariiber hinaus stellten sich drei (7,9 %) Stamme gegen vier der getesteten
Antibiotika (1 x gegen Ampicillin, Cotrimoxazol, Gentamicin und Tetrazyklin, 2 x gegen
Ampicillin, Gentamicin, Nalidixinsdure und Tetrazyklin) als unempfindlich dar. VON
MUFFLING et al. (2007) ermittelten desweiteren bei liber 50 % der von Schweinen und 25 %
der von Rindern isolierten unempfindlichen VTEC in Deutschland mehrfach (mindestens
dreifach) resistente Stdmme. Diese bei VTEC-Stimmen héufig nachgewiesenen
Multiresistenzen werden zumindest teilweise auf die Ubertragung mobiler genetischer
Elemente (Plasmide, Transposons und Integrons) zuriickgefiihrt, da mit diesen mehrere

Resistenzgene gleichzeitig transferierbar sind (MORA et al., 2005).
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Die mithilfe der Agardiffusionsmethode als ,,resistent” und ,,méaBig empfindlich® ermittelten
VTEC-Stdimme wurden nachfolgend mit der E-Test-Methode unter Verwendung von
kommerziell erworbenen, antimikrobiell vorbeschickten Kunststoff-Teststreifen erneut
getestet. Auf diese Weise sollte der MHK-Wert zur Erzielung eines quantitativen Ergebnisses
ermittelt werden. Gleichzeitig sollte mit Anwendung des E-Tests liberpriift werden, ob mit
dieser zweiten Methode die gleichen Stdmme als nicht empfindlich detektiert werden
konnten. Es stellte sich heraus, dass die identischen resistenten und miBig empfindlichen
VTEC-Stimme nachweisbar waren ebenso wie mit der Agardiffusionsmethode. Somit
wurden auch mit dieser Empfindlichkeitspriifung bei 14 aus Kot und bei 24 aus Lebensmitteln
bovinen Ursprungs kultivierten VTEC-Stdammen Unempfindlichkeiten gegen einen oder
mehrere antimikrobielle Wirkstoff(e) nachgewiesen. Eine prinzipiell analoge Vorgehensweise
war auch bei SCHMIDT et al. (1998) bei der Testung humaner VTEC-Stimme zu verzeichnen.
So fiihrte auch diese Arbeitsgruppe zuerst ein Screening aller Stdimme auf antimikrobielle
Resistenzen mit dem Agardiffusionstest durch und untersuchte danach noch einmal alle

unempfindlichen VTEC mit der E-Test-Methode.

Abschlielend bleibt festzuhalten, dass das Vorkommen resistenter VTEC-Stimme bovinen,
aber auch anderen Ursprungs, die Notwendigkeit des Resistenzmonitorings bei diesen
darmpathogenen Bakterien unterstreicht (FARINA et al., 1996). Dies ergibt sich vorwiegend
aufgrund der Tatsache, dass der Infektion des Menschen iiber den direkten Kontakt zu
Wiederkéduern eine besondere Bedeutung zugesprochen wird und in Folge auch durch vom
Rind stammende, insbesondere zum Rohverzehr vorgesehene Lebensmittel (BULTE und
HECKOTTER, 1997, BULTE, 2001). In diesem Zusammenhang ist eine hygienisch
einwandfreie, schlachttechnologische Herrichtung der Tierkdrper von besonderer Bedeutung,
da im Daramtrakt bzw. Kot des Rindes vorkommende resistente VTEC wihrend des
Schlachtvorgangs mittels Fazes den Schlachttierkdrper kontaminieren und somit durch den
Verzehr von Lebensmitteln bovinen Ursprungs auf den Menschen iibertragen werden konnen

(AARESTRUP et al., 1999).

5.2.3 Resistenzvergleich bei Stimmen aus Lebensmitteln und Kot

Beim Vergleich der Ergebnisse von den aus bovinen Lebensmitteln und Fézes kultivierten

VTEC-Stdmmen erwiesen sich insgesamt 17,1 % der aus Lebensmitteln und 12,3 % der aus
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Kot isolierten Stamme als resistent, wobei jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede
festzustellen waren (ChiZ-Test, SACHS, 1997 bzw. ,,Exakter Test von Fisher*, FELDMAN und
KLINGER, 1963; SACHS, 1997). Bei der Beurteilung der einzelnen Wirkstoffe lieBen sich fiir
den Wirkstoff Cotrimoxazol bei Stimmen aus Lebensmitteln hdufiger Unempfindlichkeiten
feststellen (2,9 %) als bei aus Kot isolierten VTEC (1,8 %), und im Gegensatz dazu waren fiir
die Substanzen Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansidure, Nalidixinsdure und Tetrazyklin bei
den Stdmmen aus Fizes hdufiger Unempfindlichkeiten zu ermitteln (Ampicillin: 8,8 %,
Amoxicillin/Clavulansédure: 0,9 %, Nalidixinsdure: 1,8 %, Tetrazyklin: 10,5 %) als bei den
aus Lebensmittelproben kultivierten VTEC (Ampicillin: 7,1 %, Amoxicillin/Clavulansédure:
0 %, Nalidixinsaure: 0 %, Tetrazyklin: 10 %). Analog zu der Betrachtung der Wirkstoffe
insgesamt waren jedoch auch hier keine auffilligen Differenzen aufzeigbar; lediglich
Resistenzen gegeniiber dem Antibiotikum Gentamicin waren bei den Stimmen aus Kot

signifikant hdufiger zu verzeichnen.

In der Literatur sind beim Vergleich von VTEC-Stimmen aus Kot und Lebensmitteln
unterschiedliche Ergebnisse aufgefiihrt. So ergaben die Erhebungen von MORA et al. (2005)
bei der Betrachtung aller getesteten Antibiotika insgesamt fiir VTEC aus Rinderhackfleisch
hiufiger Unempfindlichkeiten (55,4 %) als bei anderen (keine Lebensmittel) VTEC-Stdmmen
bovinen Ursprungs (40,3 %). Ebenso waren fiir die einzelnen Wirkstoffe Ampicillin,
Amoxicillin/Clavulanséure, Piperacillin, Cefalotin, Cefazolin, Cefuroxim, Cefoxitin,
Streptomycin, Gentamicin, Kanamycin, Neomycin, Tobramycin, Tetrazyklin, Chlor-
amphenicol, Nitrofurantoin, Nalidixinsdure, Sulfisoxazol, Trimethoprim und Cotrimoxazol
bei den aus Rinderhackfleisch kultivierten Stimmen haufiger Resistenzen festzustellen als bei
den nicht aus bovinen Lebensmitteln isolierten VTEC; lediglich bei den Wirkstoffen
Aztreonam und Cefotaxim erwiesen sich im Gegensatz zu den Stdmmen anderer boviner
Herkunft (Resistenzen von 0,5 %) alle Stimme aus Rinderhackfleisch als sensibel. Auch
WALSH et al. (2006) ermittelten bei der gesamtheitlichen Betrachtung aller antimikrobiellen
Wirkstoffe bei aus Rinderhackfleisch kultivierten Stdmmen sehr viel hoéhere Un-
empfindlichkeiten (37,8 %) als in sonstigen, nicht aus bovinen Lebensmitteln isolierten
VTEC-Stammen (8,6 %; Rinderfell und klinische Proben). Bei der Beurteilung der einzelnen
Substanzen wurden desweiteren fiir 12 der Wirkstoffe (Ampicillin, Cefachlor, Cefixim,
Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Doxycyclin, Minocyclin, Nalidixinsdure, Streptomycin,
Sulfonamide, Tetrazyklin, Trimethoprim) bei den Stidmmen aus Rinderhackfleisch hohere

Resistenzhéufigkeiten nachgewiesen als fiir die bovinen Stimme anderen Ursprungs; lediglich
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fiir die Antibiotika Kanamycin, Moxalactam und Norfloxacin waren bei den aus klinischen
Proben und aus Rinderfell isolierten VTEC héufiger Resistenzen festzustellen. Im Einklang
mit den Resultaten von MORA et al. (2005) und WALSH et al. (2006) detektierten auch KLEIN
und BULTE (2003) Resistenzen von 93,3 % bei Stdmmen aus Rinderhackfleisch und von
60,0 % bei VTEC aus Rinderkot, wobei die aus Hackfleisch isolierten Stimme gegen die
Wirkstoffe Ampicillin/Sulbactam, Cefalotin, Chloramphenicol und Tetrazyklin Resistenzen
aufwiesen und die Stamme aus Fizes lediglich gegen Cefalotin. Abweichend zu den zuvor
beschriebenen Ergebnissen befand sich keiner der fiinf aus Fleisch kultivierten Stimme bei
den Untersuchungen von BETTELHEIM et al. (2003) unter den 6,0 % resistenten bovinen
VTEC-Stdmmen, so dass abschlieBend keine einheitliche Aussage dariiber getroffen werden
kann, in welchen VTEC-Stammen unterschiedlichen Ursprungs haufiger Resistenzen

aufzufinden sind.

5.2.4 Zusammenhang von Resistenzen und Virulenzfaktoren

Als weiterer Aspekt wurde in den eigenen Untersuchungen eine mdgliche Korrelation
zwischen den Resistenzhdufigkeiten und dem Vorkommen von Virulenzfaktoren betrachtet,
da einigen Literaturstellen solche Assoziationen zu entnehmen sind (SCHMIDT et al., 1998;
SCHROEDER et al., 2002a; MORA et al., 2005), wohingegen andere Autoren keinen solchen
Zusammenhang feststellen konnten (STEPHAN und SCHUMACHER, 2001; KLEIN und BULTE,
2003).

Daher wurde in der eigenen Arbeit fiir alle aus Lebensmittel- und Kotproben isolierten
Stamme gepriift, wie viele sensible und wie viele unempfindliche VTEC-Stamme zur Bildung
von VT 1, VT 2 oder VT 1 und VT 2 in der Lage sind bzw. wie viele Stimme iiber kein
Verotoxin-Bildungsvermdgen verfiigen und lediglich das eae-Gen besitzen. Letztere wurden
ebenfalls in die Betrachtungen einbezogen, da solche VTEC-Stdmme ihre Verotoxingene
verloren haben. Dies kann aufgrund der Lokalisation der Gene auf Bakteriophagen
(STROCKBINE et al., 1986; STROCKBINE et al., 1988) der Fall sein (KARCH et al., 1992;
MELLMANN et al., 2005; BIELASZEWSKA et al., 2007). Mithilfe statistischer Auswertungen war
darlegbar, dass sich das jeweilige Vorkommen des Verotoxintyps bzw. der -typen ebenso wie
das alleinige Vorhandensein des eae-Gens bei den aus Fézes kultivierten Stimmen signifikant

unterschiedlich auf die Resistenzhdufigkeiten auswirkt. Dementsprechend waren bei VTEC
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mit VT 1-Bildungsvermdgen am haufigsten antimikrobielle Resistenzen feststellbar, gefolgt
von Stimmen mit dem vtx2-Gen bzw. dem vtxl- und vix2-Gen. Am niedrigsten waren die
Resistenzhédufigkeiten bei Stammen, die keine fiir Verotoxine codierenden Gene besaBlen.
Abweichend hierzu waren bei den aus Lebensmitteln isolierten Stammen die Unterschiede

zwischen dem Vorkommen der unterschiedlichen Varianten nicht auffallig.

Ahnlich der auffilligen Assoziationen bei den in der eigenen Arbeit verwendeten aus bovinen
Kotproben isolierten Stimmen brachten auch SCHMIDT et al. (1998) bei der Untersuchung
humaner VTEC-Stimme am hdufigsten das VT 1-Bildungsvermdgen (68,4 %) mit
Resistenzen in Zusammenhang, wobei sich gleich viele resistente VTEC unter den Stimmen
mit vix2-Gen (15,8 %) bzw. mit vix1- und vex2-Gen (15,8 %) feststellen lieBen. Prinzipiell
analoge Ergebnisse lieferten die Erhebungen von MORA et al. (2005) in Bezug auf VTEC-
Staimme unterschiedlichen Ursprungs. So wies diese Arbeitsgruppe bei non-O157:H7-VTEC
mit fiir VI 1 codierenden Genen hidufiger Resistenzen gegen bestimmte Antibiotika
(Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansédure, Piperacillin, Cefalotin, Streptomycin, Kanamycin,
Neomycin, Chloramphenicol, Trimethoprim und Cotrimoxazol) nach als bei Stimmen mit
VT 2- oder VT 1- und VT 2-Bildungsvermdgen. Abweichend hierzu besaen alle von FARINA

et al. (1996) ermittelten resistenten Stimme das vex1- und zusétzlich das vix2-Gen.

Desweiteren stellten MORA et al. (2005) eine positive Korrelation zwischen dem
Vorhandensein des eae-Gens und den Resistenzhdufigkeiten dar. So wurden bei non-O157-
VTEC mit vorhandenem eae-Gen hohere antimikrobielle Resistenzen gegen die Wirkstoffe
Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansiure, Piperacillin, Streptomycin, Kanamycin, Neomycin,
Tetrazyklin, Chloramphenicol und Sulfisoxazol ermittelt als bei Stimmen ohne das genannte
Virulenzgen. Bei der Uberpriifung, inwiefern das Vorkommen des eae-Gens mit der
Héaufigkeit von antimikrobiellen Resistenzen bei VTEC-Stimmen in Bezug zu bringen ist,
ergab sich auch in der vorliegenden Arbeit, dass bei den aus bovinen Fézes isolierten
Stdimmen hochsignifikante Unterschiede auszuwerten waren, da bei eae-Gen-Vorkommen
eine viel groBere Resistenzprivalenz auffillig wurde. Dagegen lieBen sich fiir die aus
Lebensmitteln kultivierten Stimme wiederum keine auffélligen Unterschiede ausmachen

(Chi*-Test, SACHS, 1997).

Zusammenfassend ist gemal der genannten Literaturstellen und auch der eigenen Ergebnisse

auf die Korrelation zwischen Resistenzhédufigkeiten und dem Vorkommen von Virulenzgenen
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(vtx-Gene und eae-Gen) bei VTEC-Stammen hinzuweisen, auch wenn sich die
Zusammenhidnge in den eigenen Untersuchungen nur fiir die Stdimme aus Kot als statistisch

signifikant erwiesen.

5.2.5 Homogenitit zwischen den betrachteten Zeitraumen
Ein weiterer Gesichtspunkt dieser Arbeit war die Frage, inwieweit sich Resistenzen der
bovinen VTEC-Stimme innerhalb der einbezogenen Jahre homogen verteilen. Zur

Auswertung wurden die in Tabelle 46 dargestellten Beobachtungszeitrdume verwendet.

Tabelle 46: Beobachtungszeitridume fiir den Test auf Homogenit:it

Matrix Zeitriume
Lebensmittel 1995-1996 1997 1998 1999 2000-2002
Kot 1987 1988-1990 1993-1996 1997-1999 2000-2001

Auf diese Weise sollte eine Aussage getroffen werden konnen, inwiefern in gewissen Jahren
besonders hohe bzw. niedrige Resistenzen aufzeigbar sind. Dabei ergab sich bei Betrachtung
aller getesteten Antibiotika zusammen fiir die Stimme aus Kot eine statistisch signifikante
Inhomogenitit innerhalb der Beobachtungszeitraume, wohingegen bei den aus Lebensmitteln
isolierten VTEC keine Auffiélligkeiten feststellbar waren (,,Verallgemeinerter Exakter Test
von Fisher®, Eigenentwicklung der Biomathematik), so dass die Resistenzhdufigkeiten hier
relativ homogen verteilt zu sein schienen. Ansonsten lieen sich signifikante Unterschiede
lediglich bei der Beurteilung der Wirkstoffe Ampicillin und Tetrazyklin bei den aus Kot
kultivierten Stimmen verzeichnen.

Wihrend somit bei den Stdmmen aus Lebensmitteln in allen Beobachtungszeitrdumen
Resistenzen festgestellt wurden, waren auffilligerweise bei den aus Kot isolierten VTEC zwei
Zeitrdume zu ermitteln, innerhalb derer tiberhaupt keine Unempfindlichkeiten zu verzeichnen
waren (bei allen Antibiotika gesamt und ebenso bei den Wirkstoffen Ampicillin und
Tetrazyklin). Dabei handelt es sich zum Einen um das Jahr 1987, wobei festzuhalten gilt, dass
auch im Jahr 1988 keine unempfindlichen VTEC-Stdmme ausgemacht werden konnten
(Zeitraum 1988-1990) und ebenso um den Zeitraum 2000 bis 2001. Auch BULTE et al. (1990)

wiesen bei diesen in frithen Jahren kultivierten Stimmen bovinen Ursprungs keine
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Unempfindlichkeiten gegen die iiberpriiften antimikrobiellen Wirkstoffe (Ampicillin,
Chloramphenicol, Gentamicin, Kanamycin, Sulfadimidin/Trimethoprim und Tetrazyklin)
nach. Dahingegen wurden in den nachfolgenden Jahren sowohl in den eigenen
Untersuchungen als auch in der Studie von MORA et al. (2005) (1992-1999) Resistenzen bei
von Rindern isolierten VTEC-Stdmmen ermittelt.

Der Aspekt, dass sich in den Jahren 2000 und 2001 alle Stimme aus Kot als sensibel
erwiesen, kann nicht mit einem Resistenzriickgang in diesem Zeitraum erkléart werden, da in
aus Lebensmittelproben isolierten VTEC abweichend dazu Resistenzen zu bestimmen waren
(Zeitraum 2000-2002). Allerdings lieBen sich diese lediglich im Jahr 2002 verzeichnen; im
Jahr 2000 waren analog zu den Stdmmen aus Fézes keine Unempfindlichkeiten

nachzuweisen.

5.2.6 Resistenzzunahme bzw. -abnahme

Vielfach wurde eine mogliche Resistenzzunahme aufgrund hoher ermittelter
Unempfindlichkeiten bei VTEC-Stdmmen unterschiedlichen Ursprungs postuliert (FARINA et
al., 1996; SCHROEDER et al., 2002a; WHITE et al., 2002; MORA et al., 2005), wéihrend andere
Studien ein relativ geringes Resistenzvorkommen signalisierten (SCHROEDER et al., 2002b;
WALSH et al., 2006), was partiell mit der Anzahl der getesteten Antibiotika in Zusammenhang
gebracht wurde (MORA et al., 2005). Auch in dieser Arbeit wurde der Fragestellung beziiglich
eines auffilligen zeitlichen Trends der Resistenzhdufigkeiten bei den einbezogenen bovinen
VTEC-Staimmen mit besonderem Interesse nachgegangen, wobei zum Einen die
Resistenzsituation allgemein und zum Anderen die Auffilligkeiten hinsichtlich einzelner
Wirkstoffe betrachtet wurden. Die statistische Auswertung mithilfe der logistischen
Regression (DIXON, 1993) erbrachte jedoch weder fiir Stimme aus Kot noch fiir VTEC aus
Lebensmitteln einen nachweisbaren zeitlichen Trend, d.h., weder fiir alle antimikrobiellen
Substanzen gesamt noch fiir einzelne Wirkstoffe war eine signifikante Zu- oder Abnahme der
Resistenzhéufigkeiten bei den VTEC-Stimmen zu verzeichnen, wobei darauf hinzuweisen ist,
dass die letzten einbezogenen VTEC aus dem Jahr 2002 stammten. Die in einigen Jahrgéngen
bei den aus Fizes kultivierten Stimmen sehr hohen Unempfindlichkeiten von 100 % sind
durch die niedrige Anzahl der getesteten Stimme zu erldutern und spiegeln keine

zwischenzeitliche Zunahme der Resistenzhdufigkeiten wider.
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Vergleicht man die in verschiedenen Arbeiten ermittelten Resistenzprdvalenzen von bovinen
VTEC-Stdmmen (unabhéngig welchen Ursprungs) beziiglich eines zeitlichen Trends, weichen
die Ergebnisse beachtlich voneinander ab. Wihrend BULTE et al. im Jahr 1990 bei der
Untersuchung von 36 aus Mastbullen und 28 aus Milchrindern kultivierten Stimmen von
keiner Resistenz gegeniiber den sechs getesteten Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin,
Gentamicin, Tetrazyklin, Chloramphenicol und Sulfadimidin/Trimethoprim) in Deutschland
berichteten, demonstrierten KLEIN und BULTE (2003) bei der Uberpriifung von bovinen
VTEC-Stdmmen aus den Jahren 1987 bis 1998 hohe Unempfindlichkeiten von 60,0 % (Kot)
bzw. 93,3 % (Hackfleisch). Bei den Angaben der zuletzt genannten Arbeitsgruppe ist
hervorzuheben, dass auch bei diesen Untersuchungen keine Unempfindlichkeiten bei den in
den ersten Jahren (1987-1988) isolierten Stimmen gefunden wurden, sondern lediglich bei
den VTEC spiteren Isolationsursprungs. Zudem waren vorwiegend Resistenzen gegen den
Wirkstoft Cefalotin (Rinderhackfleisch: 22 der 28 resistenten Stimme; Rinderkot: alle fiinf
resistenten Stimme) nachzuweisen. Auch MORA et al. (2005) wiesen bei Stimmen aus dem
Zeitraum 1992 bis 1999 (Spanien) hohe Auffalligkeiten zwischen 40,3 % (gesunde Rinder)
und 55,4 % (Rinderhackfleisch) nach. So lagen bei den VTEC von gesunden Rindern gegen
21 und bei aus bovinem Hackfleisch isolierten Stimmen gegen 19 der 26 einbezogenen
Wirkstoffe (Ampicillin [gesunde Rinder: 6,4 % vs. Stimme aus Hackfleisch: 15,4 %],
Amoxicillin/Clavulansdure [1,1 % vs. 4,6 %], Piperacillin [2,7 % vs. 10,8 %], Aztreonam
[0,5 % vs. 0 %], Cefalotin [1,2 % vs. 10,8 %], Cefazolin [0,5 % vs. 3,1 %], Cefuroxim [0,5 %
vs. 1,5 %], Cefotaxim [0,5 % vs. 0 %], Cefoxitin [0,2 % vs. 3,1 %], Streptomycin [27,4 % vs.
41,5 %], Gentamicin [0,8 % vs. 3,1 %], Kanamycin [6,2 % vs. 7,7 %], Neomycin [4,3 % vs.
6,2 %], Tobramycin [0,9 % vs. 3,1 %], Tetracyclin [31,5 % vs. 38,5 %], Chloramphenicol
[4,9 % vs. 15,4 %], Nitrofurantoin [0,4 % vs. 1,5 %], Nalidixinsdure [1,6 % vs. 6,2 %],
Sulfisoxazol [35,8 % vs. 41,5 %], Trimethoprim [6,6 % vs. 23,1 %] und Cotrimoxazol [6,6 %
vs. 23,1 %]) Resistenzen vor. Dahingegen waren lediglich bei der Uberpriifung gegen
Imipenem, Ceftriaxon, Ceftazidim, Amikacin und Ciprofloxacin keine Unempfindlichkeiten
festzustellen. Die aus bovinem Hackfleisch isolierten Stamme zeigten somit gegen die
gleichen Substanzen Resistenzen, lediglich gegen die Wirkstoffe Aztreonam und Cefotaxim
waren sie im Gegensatz zu den VTEC aus gesunden Rindern empfindlich. Sowohl bei den
Stammen aus Rinderhackfleisch als auch bei den VTEC aus gesunden Rindern waren am
hiufigsten Resistenzen gegen die drei Wirkstoffe Sulfisoxazol, Tetrazyklin und Streptomycin
aufzufinden. In der Schweiz isolierte VTEC (Coli-Mastitis) aus den Jahren 1996 bis 1997

wiesen Resistenzen von 25,0 % (Ampicillin, Neomycin, Tetrazyklin, Sulfonamid) auf
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(STEPHAN und KUHN, 1999), wohingegen bei den Stimmen des Zeitraums 1997 bis 1999
hohere Auftilligkeiten von 34,8 % (Rinderhackfleisch, Schlachttierkorper, Kélber, Mastitis)
gefunden wurden (STEPHAN und SCHUMACHER, 2001). Abweichend hierzu wurden in
Australien bei 83 aus Lebensmitteln und Kot bovinen Ursprungs (gastrointestinal kranke
Tiere) kultivierten VTEC-Stammen (1996 bis 2001) lediglich Resistenzen von 6,0 % gegen
die Wirkstoffe Ampicillin, Kanamycin, Streptomycin, Sulfathiazol, Tetrazyklin und
Trimethoprim ermittelt (BETTELHEIM et al., 2003).

Die Erhebungen von MURPHY et al. (2005, 2007) beziiglich von Milchfiltern isolierten
Stammen ergaben divergierende Resultate zwischen 6,3 % (gegen Streptomycin) bei VTEC
aus den Jahren 2001 bis 2003 und 40,0 % (1. Stamm: Streptomycin, 2. Stamm Ampicillin,
Cefalotin, Sulfamethoxazol/Trimethoprim, = Amoxicillin/Clavulansdure,  Streptomycin,
Tetrazyklin) bei Erregern aus dem Zeitraum 2004 bis 2005.

Desweiteren detektierten WALSH et al. (2006) je mnach Isolationsursprung sehr
unterschiedliche Resistenzprivalenzen von 6,4 % (Rinderfell; Ampicillin, Cefachlor,
Kanamycin, Minocyclin, Moxalactam, Nalidixinsdure, Norfloxacin, Streptomycin,
Sulfonamide, Tetrazyklin), 33,3 % (Rinder, klinische Proben; Ampicillin, Kanamycin,
Minocyclin, Streptomycin, Sulfonamide, Tetrazyklin) bzw. 37.8 % (Rinderhackfleisch;
Ampicillin, Cefachlor, Chloramphenicol, Doxycyclin, Kanamycin, = Monocyclin,
Nalidixinsdure, Streptomycin, Sulfonamide, Tetrazyklin, Trimethoprim). Keiner der Stimme
zeigte eine reduzierte Empfindlichkeit gegeniiber Cefixim und Ciprofloxacin.

Aufgrund dieser duBerst unterschiedlichen Ergebnisse aus den verschiedenen Landern und der
diversen Arbeiten kann somit beziiglich der VTEC-Stdmme bovinen Ursprungs kein

aussagekriftiger zeitlicher Trend dargestellt werden.

Eine Betrachtung der in unterschiedlichen Arbeiten verzeichneten Resistenzen humaner
VTEC-Stimme aus verschiedenen Léndern ergibt dhnlich schwankende Haufigkeiten. So
wiesen FARINA et al. (1996) bei im Zeitraum von 1988 bis 1994 in Italien isolierten Stimmen
gegeniiber den 12 einbezogenen antimikrobiellen Wirkstoffen (Ampicillin, Ceftazidim,
Ceftriaxone, Cefalotin, Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Gentamicin, Streptomycin,
Sulphisoxazol, Tetrazyklin und Sulfamethoxazol/Trimethoprim) eine 50 % ige Resistenz
nach. Dabei bleibt anzumerken, dass sich am héufigsten Unempfindlichkeiten gegen die
Substanzen Streptomycin (45,5 %), Sulfisoxazol (40,9 %) und Tetrazyklin (31,8 %)
feststellen lieBen und dass es sich bei den iiberpriiften VTEC um Stidmme von erkrankten

Menschen handelte (blutige Diarrhd, HUS). Abweichend zu diesen Resultaten ermittelten
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BETTELHEIM et al. (2003) lediglich bei 5,1 % der in den Jahren 1987 bis 1992 in Australien
kultivierten Erregern Unempfindlichkeiten (gegen die Wirkstoffe Ampicillin, Kanamycin,
Spektinomycin, Streptomycin, Sulfathiazol, Tetrazyklin und Trimethoprim) und SCHMIDT et
al. (1998) bestimmten bei VTEC-Stimmen aus dem Jahr 1996 Resistenzen von 11,4 %, wobei
hier die Substanzen Ampicillin, Piperacillin, Tetrazyklin, Sulfamethoxazol/Trimethoprim,
Chloramphenicol und Streptomycin aufzufiihren sind (alle VTEC sensibel gegeniiber:
Cefotaxim, Ceftazidim, Gentamicin, Ofloxacin, Ciprofloxacin, Imipenem). Bei diesen
Untersuchungen ist die Tatsache hervorzuheben, dass von HC-Patienten isolierte Stimme
hiufiger Auffilligkeiten zeigten (17,2 %) als VTEC von HUS-Betroffenen (8,2 %) bzw. von
gesunden Menschen (7,3 %). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen waren bei Stimmen aus
dem Zeitraum 1992 bis 1999 (Spanien) wiederum Unempfindlichkeiten von nahezu 40 % zu
verzeichnen (MORA et al., 2005), wobei sich dabei am héufigsten Resistenzen gegen die
Wirkstoffe Sulfisoxazol (32,6 %), Tetrazyklin (31,9 %), Streptomycin (31,9 %) und
Ampicillin (18,8 %) nachweisen lieBen. Auch VTEC-Stimme (1997 bis 1999) aus der
Schweiz erwiesen sich zu 27,7 % als resistent, wobei es sich um von Arbeitern aus der
Fleischwarenindustrie isolierte Erreger handelte (STEPHAN und SCHUMACHER, 2001).
Divergierend hierzu sind die Erhebungen von WALSH et al. (2006), die relativ niedrige
Resistenzen von 9,5 % dokumentierten. So wurden zwar auch Unempfindlichkeiten gegen die
antimikrobiellen Wirkstoffe Ampicillin (4,8 %), Nalidixinsdure (4,8 %) und Streptomycin
(9,5 %) nachgewiesen, jedoch nicht gegeniiber Tetrazyklinen und Sulfonamiden, gegen die in
anderen Arbeiten (FARINA et al., 1996; SCHMIDT et al., 1998; MORA et al., 2005) héufig
Resistenzen beschrieben werden.

Zusammenfassend bleibt somit festzuhalten, dass sowohl bei der Beurteilung humaner VTEC-
Stimme, als auch bei der Betrachtung boviner Stimme beziiglich der Resistenzhdufigkeiten
keine eindeutige Zu- oder Abnahme festgemacht werden kann, wie dies auch in den eigenen

Untersuchungen der Fall war.

Fir VTEC-Stimme oviner und capriner Herkunft sind in der Literatur duflerst divergierende
Erhebungen zwischen 0 % (BETTELHEIM et al., 2003; MURPHY et al., 2007) und 20 % (MORA
et al.,, 2005) bzw. 90 % bis hin zu 100 % (allerdings ausschlieBlich gegen den Wirkstoff
Cefalotin; KLEIN und BULTE, 2003) beschrieben, wohingegen bei den aus Schweinen
kultivierten VTEC-Stdmmen fortwéhrend hohe Resistenzen von 56 % (abgesehen von 100 %
iger Resistenz gegeniiber Sulfonamiden; VON MUFFLING et al., 2007), 71 % (BETTELHEIM et

al., 2003) bzw. 75 % (STEPHAN und SCHUMACHER, 2001) aufgezeigt wurden. Somit sind auch
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fiir VTEC-Stdmme oviner, capriner und porciner Herkunft Aussagen iiber einen zeitlichen

Trend nur schwer bis gar nicht zu treffen.

AbschlieBend muss, obwohl in der Literatur unterschiedliche Resistenzhaufigkeiten fiir
VTEC-Stimme sowohl humanen als auch animalen Ursprungs angegeben sind, und die
Aussagen beziiglich Resistenzentwicklungen sehr differieren, auf die Bedeutsamkeit
weitergehender Resistenzuntersuchungen bei diesen pathogenen Erregern hingewiesen
werden (SCHROEDER et al.,, 2002b). Empfehlungen werden in Bezug auf das
Resistenzmonitoring auch dahingehend ausgesprochen, eine Verbindung zwischen Human-

und Veterinirmedizin aufzubauen (WERNER und BRONZWAER, 2007).
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6. Schlussfolgerungen

In Lebensmitteln und Fizes der Tierart Rind sind resistente VTEC nachzuweisen, wobel sich
die in dieser Arbeit diagnostizierten Unempfindlichkeiten als mittelméfBig hoch darstellten
(15,0 %) und nur gegen sechs (Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansdure, Cotrimoxazol,
Gentamicin, Nalidixinsdure und Tetrazyklin) der 11 getesteten antimikrobiellen Wirkstoffe
aufzeigbar waren. Gegentiber Fluorchinolonen (Ciprofloxacin, Levofloxacin), Cephalo-
sporinen (Cefotaxim, Cefuroxim) und Carbapenemen (Meropenem) erwiesen sich alle
Stamme als sensibel. Ein Vergleich der Resistenzpriavalenzen von Stimmen aus
Lebensmitteln und Kot zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen diesen
beiden Matrizes, wobei sich die aus Fézes isolierten Stimme gegeniiber sechs Substanzen als
resistent erwiesen und die aus Lebensmitteln kultivierten Stimme lediglich gegen drei der
getesteten Antibiotika. Demnach muss sowohl bei Kot als auch bei kontaminierten
Lebensmitteln mit resistenten VTEC gerechnet werden, was aufgrund der in Literaturangaben
beschriebenen Ubertragungsmoglichkeiten solcher unempfindlicher Keime auf den Menschen
ein Risiko darstellt. Zuséatzlich lieB sich bei den Stimmen aus Kot eine positive Korrelation
zwischen dem alleinigen VT 1-Bildungsvermdgen und der Resistenzhiufigkeit feststellen, so
dass bei vexl-enthaltenden VTEC mit groBerer Wahrscheinlichkeit von resistenten Stimmen
ausgegangen werden muss, als bei solchen Erregern mit VT 2- bzw. VT 1- und VT 2-
Bildungsvermogen. Ebenso sollte auch bei Vorhandensein des eae-Gens ein groBeres
Resistenzvorkommen angenommen werden. Innerhalb der einbezogenen Jahre war weder bei
Stdimmen aus Lebensmitteln noch bei VTEC aus Kot eine signifikante Zu- bzw. Abnahme der
Resistenzhéufigkeiten zu bestimmen. So stellte sich heraus, dass die Unempfindlichkeiten in
dem betrachteten Zeitraum (1987-2002) relativ homogen verteilt waren, weshalb nicht von
einer sich vergroflernden Gefahr zu sprechen ist. Abschlieend muss aufgrund der genannten
Aspekte auf die Bedeutsamkeit der Rinder als mogliches Reservoir resistenter VTEC
hingewiesen werden. Desweiteren ist, trotz der nur in Ausnahmefdllen bei vorliegender
humaner EHEC-Infektion anzuwendenden antimikrobiellen Therapiemallnahmen, die
Notwendigkeit zu weitergehenden Empfindlichkeitspriifungen fiir diese darmpathogenen

Erreger hervorzuheben.
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7. Zusammenfassung

Wiederkéduer, v.a. Rinder gelten als Reservoir fiir enterovirulente Verotoxin-bildende
E. coli-Stimme (VTEC). Untersuchungen von Rinderkot ergaben sehr unterschiedliche
Konzentrationen dieses Erregers, und regelmiBig werden VTEC auch in Lebensmitteln
bovinen Ursprungs nachgewiesen (BULTE und GOLL, 2006). Eine Infektion des Menschen
resultiert vorwiegend aus dem direkten Kontakt zu Tieren bzw. aus dem Verzehr
entsprechend kontaminierter Lebensmittel; ebenso stellt die Ubertragung von Mensch zu
Mensch einen wichtigen Infektionsweg dar (RKI, 2008a).

In der Literatur sind inhomogene Resistenzhdufigkeiten fiir aus Rindermatrizes isolierte
VTEC erkennbar. Ungeachtet der héufig als niedrig taxierten Resistenzprivalenzen besteht
die Gefahr einer Ubertragung bereits resistenter Erreger auf den Menschen. Obwohl bei
humanen VTEC-Infektionen nur in Ausnahmefillen Antibiotika anzuwenden sind, ist in der
Ausbreitung resistenter Stimme eine Gefahr zukiinftiger Behandlungsstrategien zu sehen,
weshalb eine Uberwachung der Empfindlichkeiten dieser Erreger zur Sicherung der
offentlichen Gesundheit erforderlich ist (SCHROEDER et al., 2002b).

In eigenen Untersuchungen sollte daher die Resistenzlage von VTEC-Stammen der Tierart
Rind gegeniiber 11 Antibiotika (Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansidure, Cefotaxim,
Cefuroxim, Ciprofloxacin, Sulfamethoxazol/Trimethoprim, Gentamicin, Levofloxacin,
Meropenem, Nalidixinsdure und Tetracyclin) iiberpriift werden. Dazu wurden 254 VTEC-
Staimme (140 aus Lebensmitteln und 114 aus Kot isolierte Stimme) aus den Jahren 1987 bis
2002 auf Resistenzen gegeniiber den ausgewdhlten antimikrobiellen Wirkstoffen untersucht.
Die Empfindlichkeitsbestimmung fand zunichst mithilfe des Agardiffusionstests statt. Die mit
dieser Methode als ,resistent bzw. ,mdlig empfindlich“ eingestuften Stimme wurden
darauthin mit dem Epsilon-Test nochmals {iberpriift. Die Durchfilhrung der
Empfindlichkeitspriifungen erfolgte gemédf dem CLSI-Dokument M31-A2 (NCCLS, 2002).
Insgesamt erwiesen sich 24 (17,1 %) der Lebensmittel- und 14 (12,3 %) der Kotstimme
gegen ein oder mehrere antimikrobielle Substanzen als unempfindlich. Gegeniiber fiinf der
Antibiotika (Cefotaxim, Cefuroxim, Ciprofloxacin, Levofloxacin, Meropenem) war keine
Resistenz feststellbar. Obwohl sich die aus Fizes isolierten Stimme gegentiber sechs, und die
aus Lebensmitteln gewonnenen VTEC lediglich gegeniiber drei Wirkstoffen als resistent
erwiesen, erbrachte der Vergleich der Resistenzpridvalenzen von aus Lebensmittel- und
Kotproben kultivierten VTEC keine signifikanten Unterschiede. Bei den Stimmen aus Kot

war im Gegensatz zu den aus Lebensmitteln isolierten VTEC eine Korrelation zwischen dem
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Vorkommen der Virulenzgene vix1 sowie eae und der Resistenzhdufigkeit zu verzeichnen.
Die Betrachtung eines moglichen zeitlichen Trends der Resistenzprdvalenzen innerhalb der
einbezogenen Jahre (1987-2002) erbrachte keine statistisch signifikante Resistenzzunahme
oder —abnahme. Es stellte sich zudem heraus, dass die Unempfindlichkeiten in den gewéahlten
Beobachtungszeitrdumen bei den Stimmen aus Lebensmitteln relativ homogen verteilt waren,
wohingegen bei den aus Fizes isolierten VTEC sowohl bei der Betrachtung aller Antibiotika
als auch fiir die zwei antimikrobiellen Wirkstoffe Ampicillin und Tetrazyklin signifikante
Unterschiede auffillig wurden, da die Resistenzen ausschlieBlich in den Zeitrdumen 1988 bis
1990, 1993 bis 1996 und 1997 bis 1999 aufzufinden waren.

Abschlieflend ist hervorzuheben, dass Rinder nicht nur als Reservoir fiir VTEC-Stdimme im
Allgemeinen, sondern auch fiir resistente Stimme dieser Pathogruppe anzusehen sind. Die

Resistenzsituation sollte daher auch weiterhin kontrolliert werden.
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8. Summary

Ruminants, particularly cattle are considered as a reservoir for verocytotoxin-producing
E. coli (VTEC). Investigations of bovine faeces point out very different concentrations of the
pathogens and VTEC are routinely detected in foods of bovine origin, too (BULTE und GOLL,
2006). Human infections basically result from direct contact with animals and the
consumption of contaminated foods, respectively. Furthermore, the transmittance between
humans represents an important way of infection (RKI, 2008a).

In literature, inhomogeneous prevalences of antibacterial resistance for VTEC-strains from
bovine matrices are presented. In spite of the fact, that the detected frequentness of resistance
is often low, there is a risk for the transfer of already resistant pathogens to humans. Although
antibiotic agents are only used on rare occasions for human EHEC-infections, the emergence
and dissemination of antimicrobial resistant strains indicate a threat to future therapeutic
strategies. Due to this monitoring of antimicrobial susceptibility among this pathogen is
required to ensure public health (SCHROEDER et al., 2002b).

Experiments were accomplished to test the resistance of bovine VTEC-strains to 11 antibiotic
agents (ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, cefotaxime, cefuroxime, ciprofloxacin,
sulfamethoxazole-trimethoprim, gentamicin, levofloxacin, meropenem, nalidixic acid and
tetracycline). Therefore 254 VTEC-strains (140 from food and 114 from faeces), discovered
during the years 1987-2002, were first examined for their antimicrobial susceptibility to the
selected antibiotics with the disc diffusion method. For the strains found to be resistant or
intermediate with this method, the minimum inhibitory concentrations (MICs) were
investigated with the Epsilon-test-method. Testing was done according to the CLSI-document
M31-A2 (NCCLS, 2002). Altogether 24 (17,1 %) of the food-strains and 14 (12,3 %) of the
strains which were isolated from faeces proved resistance against one or more antibiotics. To
five antibiotic agents (cefotaxime, cefuroxime, ciprofloxacin, levofloxacin and meropenem)
all strains were sensitive. While the pathogens from faeces approved resistance to six
substances, the food-strains showed resistance to three of them. Nevertheless, the resistance-
rates of the strains isolated from food and faeces revealed no significant differences. In
contrast to the food-strains, an association between a higher resistance to antibiotics and the
presence of the virulence genes vix1 and eae was detected for faeces-strains. Consideration of
possible development of antimicrobial resistance within the included years (1987-2002)
pointed out neither statistical significant increase nor decrease of resistance. It turned out, that

the lacking susceptibility of the food-strains was homogeneously distributed during the
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regarded period, whereas the resistance of the faeces-strains showed significant differences as
well as for all antibiotics as for the two antibiotic agents ampicillin and tetrazykline, because
antimicrobial resistance could only be found in the periods 1988 to 1990, 1993 to 1996 and
1997 to 1999. In conclusion, the status of cattle as a reservoir not only for VTEC-strains but
also for resistant strains of this group has to be accentuated. Accordingly sustained

antimicrobial resistance screening of VTEC is of high significance.
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10. Anhang

10.1 Ergebnisse zur Einstellung der Keimdichte

Tabelle 47: Ergebnisse zur Erfassung der Keimdichte der VTEC-Stimme

Stamm optische Dichte Durchschnittliche
bei 625 nm Bakteriendichte (KbE/ml)
1 0,083 8,3x 10’
1 0,083 8,3x 10’
1 0,081 6,1 x 10
2 0,080 6,7x 10’
2 0,085 8,1x10’
2 0,079 9,7x 10’
3 0,085 7.4x 107
3 0,083 8,0x 107
3 0,081 5,7x 107
1 0,103 1,5x 10°
1 0,102 1,3x 10
1 0,100 1,6 x 10
2 0,102 9,8x 10’
2 0,099 1,4x 10
2 0,100 1,7x 10
3 0,105 1,9x 10
3 0,103 1,4x 10
3 0,097 1,5x 10
1 0,150 2,3x 10°
1 0,155 1,8x 10
1 0,150 1,3x 10
2 0,155 1,9x 10
2 0,153 2,1x 10
2 0,149 1,4 x 10°
3 0,152 1,6 x 10°
3 0,151 1,8x 10
3 0,151 1,7x 10
1 0,200 2,9x 10
1 0,197 1,8x 10
1 0,198 23x 10
2 0,199 2,3x 10
2 0,201 2,0 x 10
2 0,203 2,0x 107
3 0,201 3,2x 10
3 0,202 1,9x 10
3 0,216 3,3x 10
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Tabelle 48: Ergebnisse zur Erfassung der Keimdichte der Referenzstimme

Referenzstamm optische Dichte Durchschnittliche
bei 625 nm Bakteriendichte (KbE/ml)
0,078 9,6 x 10’
0,081 9,1 x 10’
0,080 8,8 x 10’
0,104 1,0x 10®
0,102 1,4 x 10:
. . ® 0,097 1,3x 10
Escherichia coli ATCC™ 35218 0.155 1.8x 10°
0,152 2,1x 10
0,152 1,3x 10°
0,196 24x 108
0,194 2,1x 10
0,204 2,0x 10
0,082 9,2x 10’
0,080 6,8 x 10’
0,080 7,4x 10’
0,107 1,0x 10*
0,101 1,7 x 102
— . ® 0,099 1,4x 10
Escherichia coli ATCC™ 25922 0.146 1.7x 10°
0,149 1,9x 10®
0,150 1,4 x 10°
0,204 1,7 x 10°
0,202 1,8 x 10°
0,020 2,0x 10
0,081 6,8x 10’
0,081 7,6 x 107
0,083 9,7x 107
0,099 1,0x 10*
0,100 1,2 x 102
. ® 0,104 1,2x 10
Enterococcus feacalis ATCC™ 29212 0.153 1.8 x 10°
0,150 1,4x10°
0,147 1,6 x 10°
0,196 1,9x 10*
0,193 1,8x 10*
0,98 2,0x 10
0,079 9,6 x 10’
0,082 1,0x 10*
0,080 1,0x 10*
0,101 1,5x 10*
0,099 1,0 x 10j
. ® 0,100 9,5x 10
Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853 0.147 22 % 10°
0,150 1,9x 10*
0,149 1,2x 10°
0,197 2,5x 108
0,202 4,3 x10°
0,119 40x 10
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Tabelle 48 Ergebnisse zur Erfassung der Keimdichte der Referenzstimme (Fortsetzung)

Referenzstamm optische Dichte Durchschnittliche
bei 625 nm Bakteriendichte (KbE/ml)
0,080 7,8 x 10
0,078 9,7 x 10’
0,081 7,9 x 10
0,100 1,2x 10°
0,098 1,4 x 102
® 0,105 1,4x 10
Staphylococcus aureus ATCC™ 29213 0,149 2,0x 10°
0,152 1,6 x 10°
0,148 1,6 x 10°
0,196 2,4x10°
0,194 2,1 x 10°
0,204 2,0x 10°
0,082 1,0 x 10°
0,080 9,5x 10’
0,082 5,5x% 10
0,100 1,1 x 10°
0,105 9,5 x 10;
® 0,102 1,4x 10
Staphylococcus aureus ATCC™ 25923 0,153 1,4x 10°
0,153 1,5x 10°
0,152 1,4 x 10°
0,196 2,6 x 10°
0,200 2,0x 10°
0,197 1,7 x 10°
0,080 42x 10’
0,082 5,6x 10
0,083 52x 10
0,102 9,8 x 10’
0,106 1,3 x 10°
, ® 0,105 9,2x 10’
Streptococcus pneumoniae ATCC™ 49619 0,147 1,3x 10°
0,150 1,0 x 10°
0,155 1,6 x 10°
0,195 1,8 x 10°
0,207 2,0x 10°

0,198 1,9x 10*
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10.2 Einbezogene VTEC-Stamme mit Resistenzergebnissen

Tabelle 49: Einbezogene VTEC-Stimme aus Rinderkot mit Resistenzergebnissen

Stamm isoliert vix1+ Ergebnis Ergebnis

Nr. Serovar aus Jahr vix2 vixl vixd - eae Agarﬁiffusion E%Test

1 O146:H28  Kilberkot 1996  + - - - s n.d.”

2 Ont”:H  Kilberkot 1996  + - - - S n.d.

3 046:H Kailberkot 1996 + - - - S n.d.

4 0146:H28  Kilberkot 1996 + - - - S n.d.

5 Ol116:H"  Kilberkot 1996 - - + - S n.d.

6 o Ralberkot 1996 -+ - - S n.d.

7 0O8:H21 Kalberkot 1996 + - - - S n.d.

8 046:H Kaélberkot 1996 + - - - S n.d.

9 O146:H28  Kilberkot 1996 + - - - S n.d.

10 Ol18:H  Kilberkot 1993 - + - + RY: AM R: AM
11 Ol18:H Kilberkot 1994 - + - + R: AM, TE R: AM, TE
12 Ol18:H  Kilberkot 1994 -  + - ¢+ RAMSXT, RoAM, SXT,

TE TE
13 Ol18:H  Kilberkot 1989 -  + -  + RIg’;g‘: TGéV[ RIg’;g‘: TGéV[
14 O118:H Kilberkot 1989 - + - + R: GM, TE R: GM, TE
15 oszuy  Kdlberkot e g S nd.
(Agypten)
I e --

16 OX T é‘ﬂ:’:ﬁ‘s’; 1990 - -+ 4 R: TE R: TE
17 Ol117:H" Rinderkot 1996 + - - - S n.d.

18 088:H" Rinderkot 1996  + - - - S n.d.

19 O113:H"  Rinderkot 1996 - - + - S n.d.

20 082:H" Rinderkot 1996 - - + - S n.d.

21 Ol117:H" Rinderkot 1996 + - - - S n.d.

2 Ol1:H  Rinderkot 1996 -  + -  + Ri?@f@“’ R:?%iM’
23 Ol11:H2  Rinderkot 1996 - + -+ Rzﬁé\j{]’\g\/[’ Rzﬁé\’/{&iM’
24 026:H11 Rinderkot 1996 - + - + S n.d.

25 O103:H2 Rinderkot 1996 - + - + 19: TE I. TE
26 0103:H2 Rinderkot 1996 - + - + S n.d.

27 0103:H2 Rinderkot 1996 - + - + S n.d.

28 084:NM”  Rinderkot 1996 - + - + S n.d.

29 084:H Rinderkot 1996 - + - + S n.d.

30 Ol18:H Rinderkot 1996 + - - + R: AM, TE R: AM, TE
31 Ol18:H Rinderkot 1996 + - - + R: AM, TE R: AM, TE
32 095:H4 Rinderkot 1997 + - - - S n.d.

33 O118:H Rinderkot 1997 - + - + R: AM, TE R: AM, TE
34 O156:H Rinderkot 1997 - - - + S n.d.

35 026:H" Rinderkot 1997 - + - + R: TE R: TE
36 O156:H"  Rinderkot 1997 - - - + S n.d.
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Stamm isoliert vix1+ Ergebnis Ergebnis
Nr. Serovar aus Jahr vix2 vixl vix2 - eae Agar(gliffusion EgTest
37 0O75:H8 Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
38 0136:H19  Rinderkot 1987 - + - - S n.d.
39 O113:H21 Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
40 O113:H21  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
41 0156:H21  Rinderkot 1987 - + - + S n.d.
42 039:H40 Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
43 0139:H8 Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
44 0136:H19  Rinderkot 1987 - + - - S n.d.
45 O116:H21  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
46 0157:H7 Rinderkot 1987 - - + + S n.d.
47 O157:H7 Rinderkot 1987 - - + + S n.d.
48 O3:H Rinderkot 1987 - + - - S n.d.
49 O3:H Rinderkot 1987 - + - - S n.d.
50 O113:H21  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
51 O116:H21  Rinderkot 1987 + - - - S n.d.
52 O116:H21  Rinderkot 1987 + - - - S n.d.
53 O113:H21  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
54 O113:H21  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
55 O113:H21  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
56 Orough:H18 Rinderkot 1987 + - - - S n.d.
57 Orough:H18 Rinderkot 1987 + - - - S n.d.
58 0126:H20  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
59 0126:H20  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
60 0O126:H21  Rinderkot 1987 - - + - S n.d.
61 O157:H7 Rinderkot 1987 - - + + S n.d.
62 On.t.:H16 Rinderkot 1988 - - + - S n.d.
63 022:H8 Rinderkot 1988 - - + - S n.d.
64 022:H8 Rinderkot 1988 - - + - S n.d.
65 082:H8 Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
66 O116:H21 Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
67 0O82:H8 Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
68 O116:H21  Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
69 O116:H21  Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
70 0O105:H18  Rinderkot 1988 - + - - S n.d.
71 On.t.:H29 Rinderkot 1988 - - + - S n.d.
72 On.t.:-H29 Rinderkot 1988 - - + - S n.d.
73 0104:H21 Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
74 O116:H21  Rinderkot 1988 - + - - S n.d.
75 082:H8 Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
76 082:H40 Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
77 0O116:H21 Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
78 O116:H21  Rinderkot 1988 + - - - S n.d.
79 091:H10 Rinderkot 1988 - - + - S n.d.
80 O157:H7 Rinderkot 1997 - - + + S n.d.
81 O157:H Rinderkot 1997 + - - + S n.d.
82 O157:H Rinderkot 1997 + - - + S n.d.
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Stamm isoliert vix1+ Ergebnis Ergebnis
Nr. Serovar aus Jahr vix2 vixl vix2 - eae Agar(gliffusion E§Test
83 O113:H21  Rinderkot 2000 - - + - S n.d.
84 On.t.:H8 Rinderkot 2000 - - + - S n.d.
85 022:H8 Rinderkot 2000 + - - - S n.d.
86 022:H8 Rinderkot 2000 + - - - S n.d.
87 On.t.:H49 Rinderkot 2000 - - + - S n.d.
88 O91:H- Rinderkot 2000 + - - - S n.d.
89 O91:H Rinderkot 2000 + - - - S n.d.
90 022:H8 Rinderkot 2000 + - - - S n.d.
91 0157:H7 Rinderkot 1999 - + - + S n.d.
92 0157:H7 Rinderkot 1999 - - + + S n.d.
93 O157:H- Rinderkot 1999 - - + + S n.d.
94 O157:H7 Rinderkot 1999 - - + + S n.d.
95 O157:H7 Rinderkot 1999 - - + + S n.d.
96 0157Aggl.?  Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
97 O157:H" Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
98 O157:H"  Rinderkot 2001 - - - + S n.d.
99 O157:H"  Rinderkot 2001 - - - + S n.d.
100 O157:H" Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
101 O157:H" Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
102 O157:H Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
103 O157:H Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
104 - Rinderkot 2001 + - - - S n.d.
105 O157:H" Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
106 O157:H"  Rinderkot 2001 - - - + S n.d.
107 O157:H7 Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
108 O157:H" Rinderkot 2001 - - + + S n.d.
109 032:H8 Rinderkot 1996 - - + - S n.d.
110 O77:H18 Rinderkot 1996 - - + - S n.d.
111 O73:H18 Rinderkot 1997 + - - - S n.d.
112 062:H49 Rinderkot 1997 + - - - S n.d.
. . R: AMC; R: AMC;
113 O155:H Rinderkot 1997 - - + - - AM - AM
114 O129:H Rinderkot 1997 - - + - S n.d.
" sensibel “ nicht durchgefiihrt
3 nicht typisierbar (nontypeable) Y resistent

%) nicht klassifiziert (unclassified)

7)

rote Schrift:

non motile

resistente Stamme

6)
8)agglutiniert

blaue Schrift: intermedidr-empfindliche Stimme

intermedidr-empfindlich
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Tabelle 50: Einbezogene VTEC-Stimme aus Lebensmitteln mit Resistenzergebnissen

Stamm - vxl Ergebnis Ergebnis
Serovar isoliert aus  Jahr +  vixl vix2  eae Agar-

Nr. yix2 diffusion =1 ¢St
1 (())181 ?—}/I ] Rm;i}f)ll.)r. f. 1996 ) i n ) g2 nd?
2 022:H8 Rindfl.r. f. FP 1996 + - - - S n.d.

3 Ol14:H Rindfl.r. f. FP 1996 + - + - S n.d.
4 O17:H18 Rindfl.r. f. FP 1997 - - + - S n.d.
5 O74:H Rindfl.r. f. FP 1997 - - + - N n.d.
6 O74.H Rindfl.r. f. FP 1997 - + + - S n.d.
7 Ol113:H Rindfl.r. f. FP 1997  + - - RY: TE R: TE
8 O8:H Rindfl.r. f. FP 1997 - - + - S n.d.
9 023:H Rindfl.r. f. FP 1997 - + - - N n.d.
10 062:H30 Rindfl.r. f. FP 1997 - - + - S n.d.
11 Rauhform:H23 Rindfl.r. f. FP 1997 + - - - S n.d.
12 046:H Rindfl.r. f. FP 1997 - - + - S n.d.
13 Ont.”:H24  Rindflr.f. FP 1997 - - + - S n.d.
14 065:H20 Rindfl.r. f. FP 1997 - - - + S n.d.
15 062:H8 Rindfl.r. f. FP 1997 + - - - S n.d.
16 O157:H7 Rindfl.r. f. FP 1997 - - + + R: AM R: AM
17 thHHlfé Rindflr. £ FP 1997 - + - . K %T R: %T
18 046:H8 Rindfl.r. f. FP 1997 + - - - S n.d.

. . R: SXT, R: SXT,
19 O113:H Rindfl.r. f. FP 1997 - - + - TE TE

20 062:H Rindfl.r. f. FP 1997 + - - - S n.d.

21 O113:H4 Rindfl.r. f. FP 1998 - - + - S n.d.

22 O17:H18 Rindfl.r. f. FP 1998 - - + - S n.d.

23 Ont.:H8 Rindfl.r. f. FP 1998 - - + - S n.d.

24 Ol113:H Rindfl.r. f. FP 1998 + - - - R: TE R: TE

25 022:H8 Rindfl.r. f. FP 1998 + - - - S n.d.

. R: AM, R: AM,

26 022:H8 Rindfl.r. f. FP 1998 + - - - TE TE

27 091:H21 Rindfl.r. f. FP 1998 + - - - S n.d.

28 Ont.:H19 Rindfl.r. f. FP 1998 + - - - S n.d.

29 082:H8 Rindfl.r. f. FP 1998 + - - - S n.d.

30 O113:H21 Rindfl.r. f. FP 1998 - - + - S n.d.

31 Ont.:H Rindfl.r. f. FP 1998 + - - - S n.d.

32 0O156:H Rindfl.r. f. FP 1998 - + - + S n.d.

33 0O156:H Rindfl.r. f. FP 1998 - + - + S n.d.

34 O153:H25 Rindfl.r. f. FP 1999 - - + - S n.d.

35 On.t.:H2 Rindfl.r. f. FP 1999 + - - - S n.d.

36 O113:H21 Rindfl.r. f. FP 1999 - - + - S n.d.

37 021:H21 Rindfl.r. f. FP 1999 - - + - S n.d.

38 Ont.:H" Rindfl.r. f. FP 1999 - - + - R: TE R: TE

39 076:H7 Rindfl.r. f. FP 1999 - - - + S n.d.
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vixl Ergebnis .
Stamm Serovar isoliert aus  Jahr +  vixl vix2  eae Aggar- Ergebnis
Nr. yix2 diffusion 1St
40 O113:H21  Rindfl.r.f. FP 1999 - - + - S n.d.
41 Ont.:H21 Rindfl.r. f. FP 1999 + - - - S n.d.
42 O113:H21  Rindflr.f FP 1999 - - + - S n.d.
43 Ont.:H8 Rindfl.r. f. FP 1999 - - + - S n.d.
44 091:H21 Rindfl.r. f. FP 1999  + - - - R: AM R: AM
45 On.t.:H2 Rindfl.r. f. FP 1999 + - - - S n.d.
46 Ont.:H2 Rindfl.r. f. FP 1999 + - - - S n.d.
47 O113:H6  Rindflr.f. FP 1999 - - - + S n.d.
48 O113:H6  Rindflr.f. FP 1999 - - - + S n.d.
49 O113:H6  Rindflr.f. FP 1999 - - - + S n.d.
50 O113:H6  Rindflr.f. FP 1999 - - - + S n.d.
51 0103:H42  Rindfl.r.f. FP 1999  + - - - S n.d.
52 039:H48 Rindflr. f. FP 1999 - - + - S n.d.
53 Oolr?ffgj/ Rindflr. fFP 1999 - - + - RAM R AM
54 022:H Rindfl.r. f. FP 1999  + - - - S n.d.
55 Osp.”:H4  Rindfl.r.f. FP 1999 - - - - R: AM R: AM
56 022:H8 Rindfl.r. f. FP 1999 - - + - S n.d.
57 Ont.:H7 Rindfl.r. f. FP 2000  + - - - S n.d.
58 O157:H Rindfl.r. f. FP 2000  + - - + S n.d.
59 082:H8 Rindfl.r. f. FP 2001  + - - - S n.d.
60 O157:NM  Rindfl.r.f FP 2001 - + - + S n.d.
61 O157:H" Rindflr. f. FP 2001  + - - + S n.d.
. R: AM, R: AM,
62 Ont:H10 Rindfl.r. f. FP 2001 - + - - TE TE
63 O113:H4 Rindfl. FP” 1999  + - - - R:SXT  R:SXT
64 O113:H21 Rindfl. FP 1999 - - + - S n.d.
65 0113:H21 Rindfl. FP 1999 - - + - S n.d.
66 0157:H7 Rindfl. FP 1999 - - + o+ S n.d.
67 Ont.:H7 Rindfl. FP 1999 - - + - S n.d.
68 Ont.:H7 Rindfl. FP 1999 - - + - S n.d.
69 022:H8 Rindfl. FP 1999  + - - - S n.d.
70 0109:H4 Rindfl. FP 1999 - - + - R: AM R: AM
71 0109:H4 Rindfl. FP 1999 - - + - R: AM R: AM
72 Ont.:H4 Rindfl. FP 1999 - - + - R: AM R: AM
73 0171:H2 Rindfl. FP 2000 - - + - S n.d.
74 0128:H2 Rindfl. FP 2000 - - - + S n.d.
75 O113:H" Rindfl. FP 2001 - - + - R: TE R: TE
76 O113:H" Rindfl. FP 2001 - - + - S n.d.
77 026:H Rindfl. FP 2001 - + - + S n.d.
78 015:H2 Rindfl. FP 2001 - nd. nd + S n.d.
79 0157:H" Rindfl. FP 2001 - nd. + + R: AM R: AM
80 0103:H2 Rindfl. FP 2002 - + nd o+ R:SXT  R:SXT
81 O157:H7 Rindfl. FP, =55, -+ o+ S n.d.

ungewlirzt
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vix1 Ergebnis .
Stamm Serovar isoliert aus  Jahr +  vixl vix2  eae Aggar- Ergebnis
Nr. yix2 diffusion =1 ¢St
82 0157:H7 Rindfl. EP, =500 0 0 4 4 S n.d.
ungewurzt
83 ots7:a7  RdLEP a0 4 S n.d.
ungewurzt
84 ots7:07  RILEP g 0 04 o S n.d.
ungewurzt
85 O157:H Rindfl. FP 2002 - nd. nd. + S n.d.
86 OXY3:NM Tatar 2001 - - + - R: TE R: TE
87 Ont.:H28 Tatar 2000 + + + - S n.d.
88 015:H2 Rindfleisch 2001 - - - + S n.d.
Rindfl.
89 O117:H' (Rohm. f. 2001 + - - - S n.d.
Warsth.)”
90 0113:H4 hRaL?(‘ifﬁa) 1998  + - - - S n.d.
91 Ont.:H18 Rinderhackfl. 1998 + - - - S n.d.
92 0113:H21 Rinderhackfl. 1998 - - + - N n.d.
93 0146:H21 Rinderhackfl. 1998 + - - + S n.d.
94 Ont.:H Rinderhackfl. 1997 - - + - S n.d.
95 022:H8 Rinderhackfl. 1997 + - - - S n.d.
96 022:H Rinderhackfl. 1996 + - - - S n.d.
97 073:H Rinderhackfl. 1996 + - - - S n.d.
98 022:H Rinderhackfl. 1996 + - - - S n.d.
99 O70:H Rinderhackfl. 1996 - - - + S n.d.
100 Ont.:H Rinderhackfl. 1996 - - - + R: TE R: TE
101 022:H5 Rinderhackfl. 1996 + - - - R: TE R: TE
102 O8:H" Rinderhackfl. 1997 - - + - R: TE R: TE
103 O8:H" Rinderhackfl. 1997 - - + - R: TE R: TE
104 0103:H2 Rindfleisch 2001 - + nd + S n.d.
105 O8:H27 Rindfleisch 1996 - - + - S n.d.
106 O157:H7 Rindfleisch 1996 + - - + S n.d.
107 O157:H7 Rindfleisch 1997 - - + + S n.d.
108 O113:H Rinderhackfl. 1998 - - + - S n.d.
109 06:H10 Rinderhackfl. 1998 - + - - S n.d.
110 O113:H4 Rinderhackfl. 1999 - - + - R: TE R: TE
111 O1:H2 Rinderhackfl. 1997 - - + - S n.d.
112 O15:H17 Rinderhackfl. 1997 - nd. nd + S n.d.
113 0O15:H2 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
114 0156:H47 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
115 0156:H47 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
116 056:H Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
117 O1:H2 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
118 0156:H47 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
119 0156:H47 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
120 0156:H47 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.




202 Anhang
vix1 Ergebnis .
Stamm Serovar isoliert aus  Jahr +  vixl vix2  eae Aggar- Ergebnis
Nr. . . E-Test
vix2 diffusion
121 0156:H47 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
122 0156:H8 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
123 O1:H2 Rinderhackfl. 1997 - - + - S n.d.
124 O56:H Rinderhackfl. 1997 - - + - S n.d.
125 026:H11 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
126 026:H11 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
127 0156:H47 Rinderhackfl. 1997 - n.d. - + S n.d.
128 0157 Rindfleisch 2000 + - - + N n.d.
129 /%222211{; Rohmilch 1995 + - - - S n.d.
130 O157:H Rindermilch 1997 - - + + S n.d.
131 0157 Rindermilch 1997 + - - + S n.d.
132 O157:H7 Rindermilch 1998 - - + + S n.d.
133 O157:H Rohmilch 1995 - - + + S n.d.
134 O17:H Rohmilch 1996 - - + - N n.d.
135 O157:H7 Rohmilch 1996 + - - + N n.d.
136 O157:H7 Rohmilch 1997 - - + + S n.d.
137 (/)(l)ifléij/ Vorzugsmilch 1996 - - + - S n.d.
138 O157:H Vorzugsmilch 1996 - - + + S n.d.
139 091:H21 Rohmileh- =9 S n.d.
sammelprobe
140 023:H15 Rinderroh- g9, S n.d.
milchkédse
D Rindfleischrohstoff fiir Fertigprodukt ) sensibel
%) nicht durchgefiihrt ? resistent

% nicht typisierbar (nontypeable)
7 Rindfleisch Fertigprodukt

? Rindfleisch (Rohmaterial fiir Wurstherstellung)

rote Schrift:

resistente Stimme
blaue Schrift: intermedidr-empfindliche Stimme

2 Ospecific polysaccharid

® nicht klassifiziert (unclassified)
'9 Rinderhackfleisch
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