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Die aviade Kolibazillose ig ene haufig vorkommende und mit erheblichen wirtschaftlichen
Verlugen verbundene Erkrankung des Wirtschaftsgefllgels [10]. Trotz zahireicher in vitro-
und in vivo-Untersuchungen ist bidang jedoch nicht geklat, mit welchen Mechanismen
aviade pathogene E.coli (APEC) in der Lage dnd, diese Infektion zu verursachen. Die
meiden avidren E. coli-lsolate gehdren zur normaen Mikroflora im Darm des Gefliigds und
bestzen bestimmte fUr den Wirt wichtige Stoffwechsdfunktionen. Diese gpathogenen Isolate
finden dch somit auch in der Umgebung der Vogd. Mittels horizontalem Gentransfer konnen
jedoch einige dieser gpathogenen E. coli-lsolate pathogen werden, sofern das Ubertragene
Genmaterid fir spezifische Virulenzfaktoren kodiert. Erst dann dnd diese nunmehr avidren
pathogenen E. coli (APEC) in der Lage, Erkrankungen aus dem Symptomenkomplex der
Kolibazillose zu verursachen. Aufgrund ihrer durch Virulenzfaktoren erworbenen Fitness
verbreiten sch diese APEC nun sdektiv und klond in der Geflligdpopulaion. Zu den bisher
untersuchten Virulenzfaktoren zéhlen u. a F1- [4, 5, 24, 25, 29-31, 45, 72, 87, 88, 119] und P-
Fimbrien [29, 30, 85-88, 109, 112] sowie Curli [73], Aerobactin [8, 16, 35, 38, 57, 65, 68, 77]
und Yedgnidbactin [41, 64, 99, 100], die zwea vonenander unabhéngige eisenaquirierende
Sydeme daddlen, das Hamegglutinin HIYE [92], das Temperaursenstive Hamagglutinin
[34, 73, 89, 103], verschiedene Wirtsabwehrsysteme, zu denen aul}ere Membranproteine
[120], das Iss-Protein [84], der Lipopolysaccharid-Komplex [119, 120], Kapsd [15, 120]
sowie die Colicin-Produktion gehdren [84, 111, 120] und schliefdich verschiedene Toxine
[82, 95, 98].

Ein wesentliches Problem gdlt in diesem Zusammenhang die Identifizierung enes
APEC-Wildtypstammes dar. Die bidang gebrauchliche und ds Diagnosikum engesstzte
Serotypiserung reicht nicht aus, agpathogene E. coli-lsolate, die in der Mikroflora von
gesundem und auch erkranktem Gefligd zu finden sind, von den pathogenen avidgen E. coli-
Isolaten zu differenzieren, da aufgrund diesr  Phénotypiserung die  spezifischen
Virulenzfektoren, die mit der Kolibazillose in Verbindung gebracht werden, nicht ermittelt

werden kénnen.

Weiterhin liegen bidang trotz der groRen Bedeutung dieser Erkrankungen nur sehr
wenige epidemiologische Arbaten vor, die ndheren Aufschluss Uber die Einschleppungs-
wege, die Vebretung und die weteren Ursachen der Kolibazillose geben [106]. Um
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Informationen v. a Uber die genotypischen Merkmade avidrer pathogener E. coli Stamme zu
erhdten, wurden deshdb in der vorliegenden Arbet 150 APEC-Stamme untersucht, die
Uberwiegend von Gefllgdbetrieben aus dem gesamten Bundesgebiet Uber enen Zetraum von
10 Jahren isoliet wurden. Eine vergleichbare Studie wurde unseres Wissens in Deutschland
bidang noch nicht durchgefuinrt.

Aviére pathogene E. coli gehdren laut Literaturangaben in erster Linie nur wenigen O-
Gruppen an. Vor dlem Isolae der O-Gruppen O78, Ol und O2 snd fir die mesten
Infektionen verantwortlich [27]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch nur die Hafte aler
untersuchten APEC-Stdmme auf der Grundlage der Objekitrager-Schndlagglutination  den
Serovaren bzw. O-Gruppen O78:K80, O1 und O2 zugeordnet werden. Die Serotypiserung
sdlt dlerdings nach wie vor die klasssche Methode zur Charakteriserung pathogener E. coli
dar. So belegen unsere Daen nachdriicklich, dass diese Methode unzureichend zur
Identifizierung von E. coli-Wildtypstdmmen ds APEC-S@mme i, da die Serotypisierung
enen unverhdtnismddg hohen Grad an Sdektion ausibt. Einersdts konnten 50% dler
untersuchten E. coli-Wildtypsamme mithilfe diessr dre Seren nicht typisert werden, obwohl
diee Isolale aus den Organen von an Kolibazillose verendetem Gefligd stammen.
Anderersaits gibt die Zuordnung enes Wildtypstammes zu einem der genannten O-Gruppen
bzw. Serovare keine schere Aussage Uber die Virulenz des jewelligen Isolates. Ein Problem
ddlt hier sowohl die gendtische Diverstdt innerhdb ds auch die Ubereindimmung zwischen
den jeweligen E. coli-Serogruppen dar [27, 116, 117]. Zwefddre lassen sch aviae
pathogene E. coli-lsolate somit nur durch zusdizliche diagnostische Untersuchungsmethoden
charakterigeren und identifizieren.

Das Anliegen der vorliegenden Arbeit war es deshalb, durch Uberprifung einer
Vidzahl von virulenzassoziieten Genen deren Vorkommen be APEC zu Uberprifen. Als
Methoden bieten sich hier u. a die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) sowie die DNS-DNS-
Hybridiserung an. Wahrend die DNS-DNS-Hybridiserung v. a be Testung einer grof3en
Zahl von Isolaten bevorzugt werden sollte, gelt bei der Diagnogtik enzelner Isolate die PCR
die Methode der Wahl dar. Deshdb wurden in dieser Arbeit beide Methoden etabliert.
Schliefldich wurde eine Makroredtriktionsandyse mittels  Pulfsfeld-Gelelektrophorese  (PFGE)
etabliert, um Aufschliisse bzgl. der klonden Vewandtschaft der untersuchten APEC-Isolate

Zu erhdten.
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Mittdls PCR sowie DNS-DNS-Hyhbridiserung wurden die aviden pathogenen E. coli
auf zehn virdenzasoziiete Gene untersucht. Es handdte sch hietbe um astA, fyuA, irp2,
iucD, tsh, iss, papC, fimC, hlyE und stx2f. Die Auswahl der Gene efolgte aufgrund ener
egen Studie, die im Ingitut wéhrend der Jahre 1998 und 1999 durchgefiihrt wurde. Damds
wurden insgesamt 17 virulenzessoziierte Gene an enem groferen APEC-Kollektiv - mittels
PCR gestedtet. In diesr Studie konnte belegt werden, dass die Shiga-toxin-Gene stx1 und
stx2, die Gene fur das Hitze-labile und das Hitze-stabile Enterotoxin (est, dt), fur die
Zytonekrose-Faktoren 1 und 2 €nfl/2), sowie fir den Cytolethad distending factor €dtb) und
den Anheftungfaktor Intimin (eae) gar nicht oder nur in Einzdfdlen be APEC vorkommen.
Weiterhin konnte auch belegt werden, dass die dreéi Hamolysine Alpha-Hamolysn (HlYaipha),
EHEC-Hamalysin (HIyenec) und Ha&molysin E (HIYE) bei APEC nicht vorkommen [58].

Obwohl in der genannten Arbeit das HIYE nicht nachgewiesen wurde, nahmen wir es
trotzdem in die vorliegende Untersuchung mit auf, denn diesss Gen wurde ds APEC-pezi-
fich publizet [92]. Aus enem d&nlichen Grund wurde auch das Gen stx2f in de
Untersuchungen mit einbezogen, da dieses Gen bidang ausschlieldich ba E. coli-St&mmen
nachgewiesen wurde, die von Tauben isoliet worden waren [43, 74, 98]. Allerdings war
diesss Gen in kenem enzigen APEC-Stamm vorhanden, wéahrend die anderen neun
virulenzassoziierten Gene in den Isolaten nachgewiesen wurden. Die von Tauben isolierten
Stx2f-produzierenden  E. coli  bestzen zusdtzlich haufig Gene die fur Intimin und das
Cytolethd distending toxin (CLDT) kodieren. Diese Toxine stelen in der Pathogenese des
Durchfalgeschehens bem Menschen wichtige Virulenzfektoren dar. Ob dlerdings die Stx2f-
produzierenden E. coli ds ene Gesundhetsgefahr fir den Menschen angesshen werden
konnen ig fraglich, da diese Isolate wirtsadaptiert zu sein scheinen [43, 74]. Aufgrund des
fehlenden Nachweises von stx2f in avid&ren pathogenen E. coli scheint das entsprechende
Toxin in der Pathogenese der Kolibazillose jedenfals keine Rolle zu spielen.

Als weteres Toxingen wurde in 31 (20,7 %) Stammen das fUr das enteroaggregative
hize-gtabile Toxin (EAST-1) kodierende astA nachgewiesen. Dieses Toxin aktiviert die
Guanylat-Zyklase und ig in der Wirkung dem Hitze-gtabilen Toxin der enterotoxischen
E. coli (ETEC) dnlich. Genetisch und immunologisch unterscheiden dch die Toxine jedoch
erheblich [121]. Aufgrund der Lokdisation von astA auf einem Trangooson i es sowohl in
verschiedenen mit Durchfalgeschehen assoziierten E. coli-1solaten nachweisbar, ads auch zu
enem groen Antell (38,0%) in gpathogenen E. coli-Stammen [75, 96, 121]. Aus diesem
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Grund kann die Bedeutung des EAST-1-Toxins fur die Pathogenese der Kolibazillose zur
Zeit nicht bewertet werden. Sollte das Toxin in die Wirtszdlen des Gefligels endringen
konnen, dann is jedoch eine Wirkung vorddlbar. Als mdgliche Zidzedlen kommen auch
Zdlen des Respirationdrektes in Betracht. So inhibiet z. B. die Adenyla-Zyklase von
Bordetella bronchiseptica, einem der wichtiggen lungenpathogenen Bakterium der Haus- und
Nutztiere, sowohl die Aufnahme der Bakterien ds auch nach Aufnahme in die Wirtszelle den
Lrespiratory burs“ der Alveolarmakrophagen. Bereits interndiserte Bordetdlen haben somit
eine hohere Uberlebenschance [53]. Ahnliche Effekte sind bidang beziiglich des EAST-1
nicht gezeigt worden, dlerdings wurde das Toxin auch bidang bevorzugt bel darmpathogenen
E. coli-Bakterien nachgewiesen [96, 121].

Laut Literaturangaben werden neben den Toxinen auch Hamolysne mit der Koli-
bazillose in Verbindung gebracht. Zu diesen zéhlen das Temperatur-sengtive Hamagglutinin
(Tsh) sowie das Hamolysn E. Das letztgenannte Hamolysn E (HIYE) ig en neues, ,Poren
formendes’ Toxin, das in zahlreichen pathogenen E. coli-Isolaten, aber auch in Salmonella
typhi- sowie Shigella flexneri-St&mmen nachgewiesen wurde und eine neue Klasse von Zyto-
toxinen représentiert [113]. Kodiert wird Hamolysin E durch das hlyE-Gen, welches zwar as
soezifiscch fir avidre pathogene E. coli beschrieben wird [92], jedoch bidang weder
phénotypisch noch genotypisch in APEC-Isolaten nachgewiesen werden konnte [8, 39, 58,
65, 90]. In dieser Arbeit konnte in vier (2,7 %) der 150 untersuchten E. coli-Wildtypstémme
mittels DNS-DNS-Hybridiserung das hlyE nachgewiesen werden, zusitzlich zeigten dre
diesr Isolate eine vollgandige Hamolyse auf Schafblutagar. Das geringe Vorkommen des
hlyE belegt zweifdsfrel, dass es sich um kein APEC- spezifisches Gen handdlt.

Im Gegensatz zu dem Hamolysn E scheint das APEC-spezifische Hamagglutinin Tsh
ds Virulenzmerkmd fir Kolibazillose von grof3er Bedeutung zu sein. Es handdt Sch um en
Autotransporter-Protein, welches darke Ahnlichkeiten mit  den  ImmunglobulinA-Proteasen
vom Sein-Typ aufweid [89, 103]. Das entsprechende Gen tsh lie3 sich sowohl in dieser
Arbeit (720%) ds auch in andeen Sudien in ene Vidzahl von APEC-S&mmen
nachweisen, welche von den Organen der an Kolibazillose verendeten Tiere isoliet wurden
[58, 78]. Des weiteren konnten Maurer et a., 1998 [73] in keinem enzigen E. coli-1solat, das
von gesunden Tieren stammte, tsh nachweisen. Dozois et d., 2000 [34] ddlten zudem fest,
dass ene enge Asozidgion zwischen dem Vorkommen von tsh und der Virulenz der
jewelligen APEC begent. Somit konnte tsh enen spezifischen genetischen Virulenzmarker
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fir APEC-lsnlate dargtellen, auch im Hinblick darauf, dass dieses Gen fur keine anderen
Bakterien beschricdben worden id. In weiteren Untersuchungen i dlerdings immer die
Lokalisation des tsh zu Uberprifen, da es sowohl episomd ds auch chromosoma
nachgewiesen werden konnte [17, 34]. Tsh wurde urgpringlich ds Tel ener genomischen
Insd beschrieben. Es ig aso nicht auszuschlie3en, dass dieses Gen be enzdnen APEC-
Sammen in mehreren Kopien vorkommt. Eine solche Beobachtung wurde bereits bel entero-
héamorrhagischen E. coli-Stdmmen der Serovar O26:H- gemacht. Auch hier konnte das
Vorliegen von zwel Genkopien eines Autotransporter-Proteins bewiesen werden, es handelt
gch in diesem Fdle um EspP. Die gleichzatige Lokdisgion von tsh auf Chromosom und
Pasmid konnte zwar bidang noch nicht festgestellt werden, ist aber nicht auszuschliel¥en. In
diesam Fdle i es madglich, dass das Gen unterschiedlichen Regulaionsmechanismen
unterworfen ist. Unterstrichen wird die hypothetische Lokdisation des tsh durch eine Studie,
in der die Sekretion von Tsh sowie die Fahigkeit der Hamaegglutination be  bestimmten
Temperaiuren vergleichend in E.coli K-12 und enem APEC-Wildtypstamm untersucht
wurde [103]. Auch konnten grofRe Ubereingtimmungen zwischen den Sequenzen, die das tsh
flankieren und Sequenzen in der Nahe von Pathogenitdtsnsan (PAI) sowie auf
Virulenzplasmiden anderer Bakterien festgestdlt werden, u. a in verschiedenen Yersinia-
Spezies und in uropathogenen E. coli [34]. Eine Untersuchung von Guillot et d., 1988 [44]
konnte des weiteren belegen, dass Plasmide von E. coli in der Lage snd, innerhdb kirzester
Zat im Dam von Hihnern zu trandferieren. Diessr horizontde Genaudtausch konnte eine
Erkl&rung dafir sein, dass avide pathogene E. coli ene Vidzahl von virdlenzasoziierten
Genen bestzen, weitaus mehr, ds dies bidang bel anderen E. coli-Pathovaren beschrieben ist.

Am haufiggen wurde in diesr Arbet Ubereinstimmend mit diversen anderen Studien
das fur F1-Fimbrien kodierende fimC nachgewiesen (92,7 %). F1-Fmbrien snd filamentGse
Organdlen auf der Oberflache von zahlreichen, sowohl mamméen ds auch avidren E. coli-
Sammen [32, 83]. Mithilfe dieser Fimbrien snd APEC-Isolate in der Lage, sch an die
Epithezellen des Respirationstraktes (Lunge, Luftsack und Trached) anzuheften [30, 31, 71,
85, 86]. Zudem emdglicht FImC den E. coli-Isolaten eine Persstenz in den Makrophagen
und erhoht somit die Uberlebengrate im Wirt [81, 83]. Allerdings sind F1-Fimbrien bzw. das
entsprechende fimC weder ds Virulenzmarker noch ds spezifisches Diagnosikum fir APEC
geeignet, daauch jeder zweite gpathogene E. coli diese Fimbrien besitzt [29, 119].
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Neben den F1-Fimbrien wurde auf das Vorkommen von RFmbrien in APEC-Isolaten
untersucht. Diese Fimbrien lassen dch haufig be E. coli-lsolaten nachweisen, die
extrantestinde Erkrankungen verursachen, v. a Infektionen der oberen Harnwege be
Menschen und Hunden, bel neonaden Meningitiden sowie Bakteridmien bem Schwen [59,
60]. P-Fimbrien werden auch von avidren pathogenen E. coli exprimiert, dlerdings in deutlich
gainggem Umfang ds Fl-Fmbrien (hier: 233%). Se emdglichen den APEC die
Besedlung von Luftsack und Lunge und, im Gegensaiz zu den Fl-Fimbrien, auch die
Adhérenz an innere Organe, wie z. B. Herz, Leber oder Nieren, snd dso auch fur die
sysemische Infektion reevant [30, 88, 109, 112]. P-Fimbrien selen somit nach derzatigem
Wissen enen wichtigen Virulenzfaktor in der Pathogenese der Kolibezillose dar, dlerdings ist
anzunehmen, dass noch weltere bidang unbekannte Faktoren fir die Anheftung und die
daraus resultierende Schédigung der inneren Organe und damit fir den systemischen
Infektionsverlauf verantwortlich snd, da sch das papC-Gen in nur rund enem Viertd der
hier untersuchten St&mme nachweisen lief3,

Eine wedtere Voraussstzung flr die systemische Vebretung ener Infektion ig v. a
auch die Resstenz gegenlber bestimmten Wirtssbwehrsystemen. Hier sdlt das Iss-Protein
(Increesed  Serum  Surviva) neben auleren Membranproteinen, den Lipopolysacchariden
sowie dem ColicinV enen wichtigen Faktor dar. Durch das Iss-Protein ist den APEC-
Stammen eine erhdhte Uberlebensrate im Blut moglich, so dass Se Uber die Blutbahn zu den
inneren Organen gelangen und dort die typischen Laonen verursachen. Das entsprechende
isssGen konnte in 121 (80,7 %) der in dieser Arbeit untersuchten 150 aviaen pathogenen
E. coli-lsolate nachgewiesen werden. Da entsprechende Zahlen durch die Literatur bestétigt
werden, gdlt iss dcherlich e@nen wichtigen Indikator zur Identifiziierung von APEC-St&mmen
dar, auch wenn es, jedoch in deutlich geringerem Umfang (18,7 %), ebenfdls in gpathogenen
E. coli vorhanden ig [84]. Da Iss jedoch erst vor kurzem ds Virulenzfaktor in APEC-Isolaten
identifiziet wurde, ollten weitere Studien durchgefiihrt werden, um die bidang erzidten

Reaultate zu verifizieren.

Wichtige Bedeutung in der Pathogenese der Kolibazillose kommt ebenfdls der Eisent
aquirierung zu. In den untersuchten APEC-Stammen konnten dré virdenzasoziiete Gene
nachgewiesen werden, die eine zentrde Rolle im Eisendoffwechsd spiden. Es handdt sch
um fyuA, irp2 und iucD. Die beiden erstgenannten Gene snd chromosoma auf ener sog.
»high pahogenicity idand” (HP) lokdigert, die urspringlich fir hochpathogene Yersinien
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beschrieben wurde [18]. Die auf dieser HPl vorhandenen Gencluster sind in die Biosynthese,
den Trangport sowie die Regulaion der Sderophore Yersniabectin involviert. In diversen
Studien wurde die HPl auch in zahlreichen E. coli-Stmmen nachgewiesen, und zwar zu
enem hohen Antel in enteroaggregaiven E.coli (EAgQgEC) sowie in  extrantestinden
E. coli, die aus Infektionen des Urogenitatraktes (UPEC) und aus Fdlen von Septikdmie des
Menschen isoliert wurden [33, 64, 99, 100]. In ener Studie von Gophna et a., 2001a [41]
konnten verschiedene Gene, die auf der HPl lokdiset snd, in 22 von insgesamt 26
untersuchten avidren pahogenen E. coli (APEC), vor dlem der O-Gruppen O78 und O2,
nachgewiesen werden. Auch hier spidt der horizontde Gentransfer der HPI zwischen
Yersnien-Spezies und enigen pathogenen E. coli offendchtlich eine grofle Rolle und
ermoglicht diesen pathogenen Isolaten eine optimale Anpassung an ihre Umwet und damit
verbunden ein Uberleben in bestimmten okologischen Nischen [64]. In der vorliegenden
Arbeit wurden insgesamt 150 APEC-Isolate auf das Vorkommen der Gene fyuA und irp2
untersucht. Sie wurden in 71,3% der untersuchten Isolale und nur in Kombination

nachgewiesen.

lucD schliefdich i ein Bedtandtell des iucABCD-Operons, welches fur Aerobactin
kodiert, einer Siderophore vom Hydroxamat-Typ, die ebenfdls fir die Eisenaufnahme von
E. coli-Isolaten essentiell ist. In Uberéingimmung mit zahireichen Untersuchungen [8, 29, 35,
68, 77, 78] konnte in der vorliegenden Arbet iucD in 116 (77,3 %) E. coli-Isolaten sehr
héufig nachgewiesen werden. Interessanterweise kamen die genannten drel Gene fyuA, irp2
und iucD zusammen in 99 (66,0 %) dler untersuchten 150 APEC-Isolate sehr haufig vor. Das
bedeutet, dass mindestens zwe vollig vonenander unabhdngige Eisenaguirierungssysteme
nebeneinander existieren. Das muss ds Bdeg fur die Wichtigkeit gedeutet werden, die Eisen
fur das Wachstum der APEC im Wirt dargelt. Dies weist jedoch auch auf die Rolle von
Eisen ds Regulator verschiedener Gene wéhrend der Pathogenese hin. So werden mehr as 90
Gene in verschiedenen E. coli-lsolaten durch Eisen bzw. das sog. ., Fur-Protein (ferric uptake
regulation) reguliert, u. a solche, die fur bestimmte Virulenzfaktoren, wie z. B. Colicin,
Hamolysne oder auch Shigatoxine kodieren [50]. APEC-Isolate missen in der Lage sain, an
verschiedenen Lokalisationen (u. a im Respirationstrakt, in der Blutbahn, in inneren Organen
und an serfsen Hauten) und daraus resultierend unter verschiedenen Bedingungen das
esantidle Eisen aufzunenmen, ene Fahigket, mit der die Pahogenitdt avidrer pathogener
E. coli deutlich erhoht ist. Welche genaue Rolle fyuA und irp2 und damit verbunden die , high
pathogenicity idand® (HP) fir die APEC-Vemehrung im Erkrankungsbild der Kolibazillose
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goiden, kann nur in nachfolgenden Infektionsversuchen geklat werden. Bidang wurde die
HP  zumindes nicht ds Virulenzfaktor im Erkrankungsbild der Kolibazillose angesehen,
dlerdings wurde deren héaufiges Vorkommen be APEC auch erdmas von unserer
Arbetsgruppe beschrieben [58].

Der horizontde Gentrandfer der chromosomd lokdiserten HP von  urspriinglich
Yersinia pestis auf pathogene E.coli und auch zwischen verschiedenen E. coli-Spezies
begrindet einma mehr die Tatsache, dass APEC diee Vidzahl an virulenzassoziierten
Genen bedtzen. Weitere potenzidle Virulenzgene snd bel E. coli-S@mmen zusdzlich auf
Pasmiden lokdigert, die ebenfdls in der Lage snd, zu trandferieren. Auch beziiglich der
avidZren pathogenen E. coli liegen Daten vor, die dies unterdreichen. Bel diesen Pathogenen
sdlen Plasmide der CoalicinV (ColV) —Gruppe ene wichtige gendtische Bass fur Virulenz-
faktoren dar. Nach Literaturangaben ist neben den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
virulenzasoziierten Genen tsh, iucD und iss zusdizlich das ColV-GenCluger auf diesem
Paamid lokdisert. Die drel ersigenannten Gene lie?en sch in dieser Arbet in 97 (64,7 %)
und somit in rund zwe Drittd dler untersuchten Isolate gemeinsam nachweisen. Eventudl
konnte dieses Plasmid enen Virulenzmarker fir die Kolibazillose dargdlen, was durch eine
Studie von lke et al., 1992 [57] untersrichen wird, in der die Virulenz von APEC-Isolaten mit
und ohne Pasmid untersucht wurde. Nach Verlus des Plasmids wurde ene deutlich
reduziete Virulenz fedgeddlt, wedche nach Wiedereinflhrung in  den Wildtypsamm
wiederum voll hergestdlt war. Diese Arbeten belegten jedoch auch, dass die Stdmme ohne
das ColV-Pasmid zwar eine deutlich geringere Virulenz aufwiesen, aber nicht avirulent
waren. Demnach missen im Genom noch weltere virulenzassoziierte Faktoren kodiert sain,
die zusdzlich fur die Virulenz der APEC verantwortlich snd und/oder mit den auf dem
Pasmid lokdiseten Virulenzgenen interagieren. Diese Annahme wird auch durch ene
Studie von Johnson et d., 2002 [62] belegt. In dieser Arbeit wurde ein ca. 100 kb groles R
Pasmid nachgewiesen, auf dem verschiedene virulenzassoziierte Gene, u. a iss, tsh, iucA
sowie Colicin- und Antiinfektiva-Ressenzgene lokaiset waren, in enen E.coli K-12-
Stamm  trandferiet  (Transkonjugant) und anschliefend  die  Virdlenz  mittds  Embryo-
Letditdtstest untersucht. Wahrend der APEC-Wildtypstamnm 80% der Embryonen tétete,
wurden durch den Transkonjuganten lediglich 20 % getotet.
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In jedem Fdle missen in weteren Experimenten die ColV-Plasmide eniger APEC-
Samme isoliert und sequenzandysiert werden. Es zeigt Sch immer wieder, das Plasmide ene
Vidzahl von virulenzassoziierten Genen aufnehmen konnen, de gdlen enen sehr vaiablen
Genpool dar. In diesem Zusammenhang muss auch das Vorliegen von Resgenzgenen gegen
Antiinfektiva, im Besonderen gegen die haufig in der Gefligdhdtung ds Futterzusazgtoffe
engesetzten Tetrazykling, genannt werden [62]. Auch diesbeziiglich konnten die ColV-
Pasmide eine wichtige Funktion bestzen, da die APEC aufgrund der Resstenzgene natrlich
im Habitat Darm bzw. in der Umwet sdektive Vortele bestzen. Zusdizlich konnten mittels
der Sequenzandyse evtl. bidang noch unbekannte virulenzessoziierte Gene identifiziert
werden. Einschrankend ig hier jedoch auf die telweise hohe Rae an horizontadem
Gentrandfer  hinzuweisen, durch die st8ndig neue Pasmidvarianten mit entsprechend neuer
Vertellung der Virulenzfaktoren entsehen. Ein weiteres Problem idt, dass APEC-Isolate
haufig mehrere grole Plasmide bedtzen, auf denen die Virulenzfaktoren vertelt sain konnen.
Da jedoch das ColV-Plasmid ene zentrde Rolle in der Pathogenese der Kolibazillose
gnnimmt, dnd weteflhrende in vitroo sowie auch in vivo-Untersuchungen in dieser
Richtung dringend notwendig. Aufgrund der Charakteriserung  zahlreicher  E. coli-
Wildtypstamme und der damit verbundenen ldentifizierung typischer, d. h. mit bestimmten
virulenzesoziierten Genen ausgedtaiteten APEC-Isolaten it mit der vorliegenden Arbeit ene
wichtige Grundlage gechaffen worden, die o. g. Untersuchungen gezidt durchfiihren zu

konnen.

Be Auswertung der Literatur sowie Gesprdchen mit diagnogtisch tétigen Ingtitutionen
wird immer wieder deutlich, dass die endeutige Differenzierung zwischen agpathogenen und
avigren pahogenen E.coli en aulerordentlich grofRes Problem dargtdlt. Eine eindeutige
Differenzierung i jedoch zwingend notwendig, um pathogene Isolate zu identifizieren und z.
B. ds Grundlage fur Impfsamme auszuwéhlen. Dies I&ss dch dleine durch die Serotypige-
rung nicht durchfiihren, was durch die hier vorgedtdlten Daten offendgchtlich wird. Einersdts
gehdrt ene Vidzahl von APEC-Wildtypstdmmen nicht den gangigen Serovaren OL:K1,
0O2K2 und O78:K80 an, des weiteren gibt auch ein postiver Serotypiderungsbefund nur
unzureichend Aufschluss bzgl. der Virulenz des entsprechenden Isolates. Aus diesem Grund
war es en Anliegen der vorliegenden Arbeit, ds diagnogisches Werkzeug eine Multiplex-
Polymerase-Kettenresktion (Multiplex-PCR) zu etablieren, mit der es innerhab kirzester Zeit
madglich ig, Aufschliisse Uber Vorkommen und Vertellung verschiedener virulenzassoziierter
Gene zu erhdten und s0 E. coli-Wildtypstdmme ds avid pathogen zu identifizieren und auf
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die Virulenz der jeweligen Wildtypgamme zurlickzuschlieRen. Basis hiefir waren die
mittels DNS-DNS-Hybridiserung und Polymerase-Kettenregktion (PCR) ermittelten Ergeb-
nise. Um ene entsprechende Multiplex-PCR routinemadg anwenden zu konnen, musste
vorher die Vdiditd der PCR Uberprift werden. Die hier erarbeiteten Daten belegten eine sehr
hohe Ubereingimmung der Ergebnisse von DNS-DNS-Hybridiserung und PCR, weshdb die
Multiplex-PCR ds Diagnostikum empfohlen werden kann.

Mithilfe dieser Multiplex-PCR, die unseres Wissens bidang noch nicht beschrieben
wurde, i es mdglich innerhdb weniger Stunden eine Aussage zu treffen, ob es sch um
avid&re pathogene oder um apathogene E. coli handdt. Insgesamt kdnnen so sechs virulenz-
asoziierte Gene (astA, irp2, iss, papC, iucD und tsh) glechzatig nachgewiesen werden. Vor
dlem der Nachwes der APEC-spezifischen Gene iss und tsh, die in gpathogenen Isolaten nur
in geinger Anzaehl nachgewiesen wurden [73, 84], erlauben Aussagen zur Pathogenitét des
Isolates, wéhrend die weiteren, nicht APEC-spezifischen Gene astA, papC, iucD und irp2
Aufschluss Uber die Virulenz geben und damit die Differenzierung der pathogenen E. coli von
den gpathogenen Isolaten untermauern. Da nach den Ergebnissen irp2 und fyuA nur in
Kombination auftreten, lasst dch folglich auch bzgl. des Vokommens von fyuA eine Aussage
mithilfe dieser Multiplex-PCR treffen. Die virulenzasoziieten Gene stx2f und hlyE wurden
in der vorliegenden Arbeit nicht bzw. nur in wenigen Isolaten nachgewiesen, so dass davon
auszugehen id, dass de in der Pathogenese der Kolibazillose keine entscheidende Rolle
siden. Das Fimbriengen fimC schliedich wurde aufgrund des héufigen Vorkommens in
gpathogenen E. coli-Isolaten (s. 0.) nicht berlicksichtigt.

Die Multiplex-PCR konnte in  Zukunft die Serotypiserung ds gebrauchliches
Diagnogikum ablésen. Durch den gleichzeitigen genotypischen Nachwels von sechs
virulenzasoziierten Genen und durch die smple Methode der DNS-Gewinnung (es werden
lediglich Bakterien-Kolonien des zu untersuchenden E. coli-Wildtypstammes engesetzt) Selt
de en schndles, kogtengiingiges und zudem exaktes diagnostisches Werkzeug dar. Fir die
Multiplex-PCR kann zwar direkt eingesandtes Probenmaterial (z. B. Kot, Staub, Blut oder
betroffene Organe) nicht eingesetzt werden, dlerdings sind E. coli-1solate sehr leicht und vor
dlem schndl zu isolieren, s0 dass eine Etablierung der Methode im Hinblick auf die o. g.
Proben nicht eforderlich is. Aufgrund des Vorkommens und der Vertelung
virllenzasoziieter Gene in den einzdnen Kolonien konnen prospektive besonders virulente

Isolate identifiziert und as Grundlage fur Impfs¢dmme ausgewdhlt werden. Des wateren
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konnen mithilfe der Multiplex-PCR  Infektionsquellen  audfindig gemacht und damit die
Veschleppung der avidren pahogenen E. coli-Isolate in verschiedene Bestdnde verhindert
werden. Das Muder der Virulenzfaktoren steht namlich direkt im Zusammenhang mit der
Klonditét der jeweligen Bakterien. In der Zukunft konnen die Daten auch zur Generierung
von Genchips dienen, entsorechende Entwicklungen snd in der Humammedizin  beraits
fortgeschritten. So wurde z. B. inzwischen en E. coli-Pathochip vorgestdlt. Dieser Mikrochip
macht sch den Nachweis der bidang bekannten Viedzahl von E. coli-Virulenzfaktoren und
Pathogenitdtsinsan durch die entsprechend aufgespotteten Gene zunutze [47]. Diese Technik
kann problemlos auf Virulenzfektoren tierpathogener E. coli ausgeweitet werden bzw. vide

der Virulenzfaktoren besitzen sowohl human- as auch tierpathogene E. coli-Stémme.

Ein weteres Zid diesr Arbet bestand darin, mittds Makrorestriktionsanayse die
klonde Verwandtschaft der APEC-Stdmme sowie eventudle Assozigtionen zu den Serovaren,
der Vertealung der Virulenzgene und der regionden Herkunft festzugtelen. Deshdb wurden
die APEC-Stamme, die Uber einen Zetraum von 11 Jahren von Gefligelbetrieben aus dem
gesamten Bundesgebiet isoliet worden waren sowie zehn St&mme aus Bedsténden aus
Agypten, Jordanien und  GroRuritannien, zusdizlich mittels  Makrorestriktionsanayse
untersucht. Mehr ds die Hafte dieser APEC-Stdmme kamen aus dem Nordwesten Deutsch
lands (61,1 %), dlerdings aus neun verschiedenen Regionen und insgesamt 19 verschiedenen
Gefligelbesténden.  Nach  durchgefUhrter  Makrorestriktion  und — anschlielfender  Anayse
mittels des Computerprogramms Gelcompar® wurden die Stamme, die identische Banden-
muster aufwiesen sowie aus dem gleichen Betrieb sammten und densdben Serovaren
angehorten, fir die wetere Andyse nicht berlickschtigt. Damit sollte sichergestdlt werden,
dass en moglichs bretes Spektrum an unterschiedlichen APEC-Stammen fir die Auswer-
tung zur Vefligung dand und somit die epidemiologische Aussagekraft erhoht werden
konnte. Diese APEC-Stamme wurden sowohl von einem diagnogisch tétigen Labor von den
Organen der an Kolibazlillose verendeten Tiere isoliert, ds auch von wenigen Ligferanten an
das genannte Labor Ubersandt und anschlielend ads Kolonien an uns zwecks Untersuchung
weitergdetet. Somit hat hier eine gewisse Vorsdektion stattgefunden.

Aus der Makroredtriktionsandyse ist ersgchtlich, dass die APEC-Stamme klond eng
miteinander verwandt sind. Die 150 St@mme liel¥en sch in zwe grofe Cluder untertellen, die
untereinander eine Ahnlichkeit von 60,9 % aufwiesen. Innerhab des Clusters |, dem 125
APEC-Stamme angehdrten, lag die interne Uberéingtimmung bei Uber 80 %, innerhab des
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Clugters Il sogar bei Uber 90 %. Daraus last dch folgern, dass zur Zet offenschtlich nur
wenige avid&re pahogene E. coli-Samme fir Kolibazillose-Ausbriiche verantwortlich  sind.
Die geringen klonden Unterschiede zwischen den einzenen Isolaien lassen sch durch die
berets ewdhnte Lokdisation mehrerer Virulenzgene auf enem oder mehreren Plasmiden
erkléren, durch die der horizontae Gentransfer erleichtert wird. Die Daten unterstreichen
enmd mehr die klonde Vebreitung von E. coli. Allerdings it die Tatsache bemerkenswert,
dass Uber enen Zeitraum von 11 Jahren nur so wenige Klone nachweisbar snd. Hier muss
auch berlicksichtigt werden, dass in Deutschland eine grof3e Hihnerpopulation vorhanden ist -
laut Bericht der Zentrden Makt- und Preisberichtssdle fir Erzeugnise der Land-, Forst-
und Erndhrungswirtschaft GmbH (ZMP), Bonn, vom 31.07.2002 gab es im Dezember 2001 in
Deutschland 41,1 Mio. Hennenhdtungspldize (http://www.zmp.de/presse/zb/zbko30.pdf)-,
und dass in grof¥en Besténden mehrere 100.000 Tiere auf engem Raum zusammen leben.

Deshab muss von ener hohen Passagerate der APEC ausgegangen werden. Unter diesen
Bedingungen wére das Auftrelen ener Vidzahl von Klonen zu ewarten. Offenschtlich
herrscht bei APEC jedoch eine strenge Selektion.

Be de Berachtung der einzednen Redriktionsmuster konnten eindeutige Assozia-
tionen zwischen den Serovaren, der regionden Herkunft und auch der Vertelung der
virulenzassoziierten Gene nur in beschrénktem Male fesigestellt werden. Bzgl. der Serovare
snd lediglich in einer Subgruppe zu 100 % APEC-Isolate des Serovars O78:K80 vorhanden,
wobel neun der insgesamt zehn Stmme aus dem Nordwesten sammen. Zudem konnte eine
Anhdufung von nicht typiserbaren Stmmen in zwel Subgruppen festgestellt werden, diese
dammen aus dem gesamten Bundesgebiet sowie auch aus Betrieben aul}erhadb Deutschlands.
Stamme der O-Gruppe O2 schlieldich fanden sich ebenfals gehauft in ener Subgruppe, in der
dle APEC-Stamme im Nordwesten Deutschlands isoliert worden waren, sowie in Cluster I,

in der eine eindeutige regionae Zuordnung nicht getroffen werden kann.

Wesentlich interessanter i jedoch, dass eine Assoziaion zwischen Klonen und
regionder Herkunft lediglich in zwel Gruppen erkennbar ig. Hierbel handdt es sch um
Samme, die zu 100% im Nordwesten isoliet wurden. Be der Bewertung dieser
Zusammenhange muss jedoch berticksichtigt werden, dass die Gruppen mit sechs bzw. seben
APEC-S&mmen nur sehr klen waren. Weterhin sammten mehr  ds die Héfte der
untersuchten APEC aus dem Nordwesten. Es lielen sch auch keine weiteren Assoziationen

zwischen Redriktionsmuster und regionder Herkunft erkennen. Das bedtétigt die o. g.
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Aussge, dass nur ene geinge Anzahl von Klonen Uber ganz Deutschland vertelt zu sen
scheint, was fur die Herstellung enes Impfstoffes eine giindige Voraussetzung i<

Schliedich wurde in der vorliegenden Arbeit  Uberprift, ob en  Zusammenhang
zwischen den Redriktionsmustern und der Vertelung der virulenzassoziierten Gene bestand.
Auffalig waren hier Subclugter 1B und Clugter 11, in der die Virulenzgene fimC, iss, iucD, tsh,
irp2 und fyuA zu jewels 100 % vorhanden waren. Diese Gene waren ebenfdls Uberdurch-
schnittlich haufig in zwel weiteren Subgruppen vorhanden. Auch hier sollte jedoch berlick-
gchtigt werden, dass die 0. g. Genkombination in enem Drittd dler untersuchten APEC-
Stamme vorkam. In einer anderen Subgruppe (18 Stamme) kamen die 0. g. Gene nur zu
enem geringen Antel vor, in den Ubrigen Gruppen und Subgruppen fehlte wiederum ene
endeutige Asoziation zwischen Redriktionsmugter und  virulenzassoziierten Genen.  Leider
fehlen in diesar Arbet genaue klinische sowie pathologische Vorberichte, aus denen hervor-
geht, welche klinischen Symptome be den verendeten Tieren aufgetreten sind, innerhadb
welchen Zetraumes der Tod engetreten i und welche pathologischen Veranderungen an den
verschiedenen Organen zu erkennen waren. Mithilfe diesr Berichte hétten evtl. dtérkere
Rickschlisse auf die Virulenz der jeweligen Stdmme gezogen werden konnen, so dass man
sogar von weniger virdlenten Stmmen mit entsprechend geringem Antell an Virulenzgenen
und umgekehrt héite sprechen konnen. Hier muss jedoch auch bertickschtigt werden, dass
diese klinischen Vorberichte aufgrund des z. T. perakuten Verlaufs der Kolibazillose und der
damit héufig fehlenden klinischen Symptomatik nur schwer bzw. gar nicht gestelt werden
konnen. Die Tatsache, dass die in diessr Arbeit untersuchten APEC-Stamme von Tieren
dammen, die nicht getétet wurden, sondern an Kolibazillose verendet sind, lasst vermuten,

dass es sch um gark virulente Stmme handdlt.

Um <chliedich Aussagen Uber evtl.  Infektketten zwischen verschiedenen Gefllgd-
bestdnden treffen zu konnen, wurden avidre pathogene E. coli-Stamme aus Betrieben, die
z T. miteinander in Kontakt standen (Produktionsbetrieb — Aufzuchtbetrieb) und z. T. ohne
jeglichen Kontakt waren, ausgewdhlt und mit den beschriebenen Methoden untersucht.
Samtliche APEC slammten aus dem Nordwesten Deutschlands.

Be der Berachtung der Vertelung der virulenzessoziieten Gene fid auf, dass die
Gene fimC, fyuA, irp2, iucD, tsh und iss Uberdurchschnittlich héufig, die Gene astA, hlyE,
stx2f und papC dagegen gar nicht (im Clugter |) bzw. nur in sehr geringer Anzahl vorhanden

waren. Dies scheint auf den ersten Blick nicht weiter verwunderlich, da vor dlem im Cluser |
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mehrere Gruppen mit bis zu neun Isolaten enthdten sind, die eine 100%-ige Ubereingim-
mung aufweisen, es sch somit um Klone handdt. Diese Klone sammen jedoch telweise aus
verschiedenen Betrieben, die untereinander Kontakt besitzen. Es kann aso davon ausgegan+
gen werden, dass die entsprechenden APEC-Stamme von enem Betrieb in enen anderen en-
geschleppt wurden. Die Daten zeigen, dass mit den etablieten Methoden Kausditdten fedt-
stelbar sind.

Ahnliche klonde Andysen wurden bidang lediglich von Changripornchai et a., 2001
[21] beschrieben, die insgesamt 50 E. coli-lsolate vom Gefligd (davon 35 von an
Kolibazillose erkrankten Tieren) mittes ,random amplified polymorphic DNA“ (RAPD) -
Anadysen differenzierten, sowie von Caya et d., 1999 [19] durchgefihrt, welche insgesamt
142 avidre E. coli-1solate und 91 humane E. coli-l1solate geno- und phénotypisch miteinander
verglichen. Die in diessr Arbeit etablierte Makrorestriktion, mit der insgesamt 150 APEC-
Wildtypgamme klord andyset wurden, lasst  nunmehr  Aussagen  zur klonden
Verwandtschaft verschiedener  APEC-Stdmme zu und kann fir weitere epidemiologische
Studien genutzt werden, um den Ursprung von E. coli-Infektionen sowie auch deren
Vebreitung festzugdlen. So konnen dauerhaft Malinahmen getroffen werden, die ene

weitraumige Verbreitung der Kolibazillose verhindern.

Neben der Bedeutung fur Geflige gibt es auch Hinweise darauf, dass Stamme der
Serovaren O2:K1 und O78:K80 Erreger von Zooanthroponosen sind [2, 22]. Demgegentiber
gellten Caya et d., 1999 [19] in ener vergleichenden Untersuchung von aviden E. coli und
E. coli-Isolaten, die aus intraa und extrantesinden Krankheitsgeschehen von Menschen
isoliert wurden fest, dass die aviden Isolae nur wenige Eigenschaften besalien, die in der
Lage sind, entsprechende Erkrankungen beim Menschen zu verursachen. Einschrankend muss
jedoch festgestellt werden, dass die E. coli-lsolate u. a auf das Vorkommen verschiedener
Virulenzfaktoren (CNF1, CNF2, VT1, VT2, Sta, STh, LT, eae, pap, Hly und Tsh sowie
Aerobactin) untersucht wurden, von denen nur drei in der vorliegenden Arbeit in APEC-
Isolaten nachgewiesen werden konnten. Allerdings bestzt der Ansaiz, lediglich aufgrund von
Viruenzfaktoren eine Einschdzung der Virdenz von Bakterien fir ene bedimmte
Tierspezies zu treffen, nur eingeschrénkte Aussagekraft. Um néhere Einblicke dartber zu
erhaten, ob APEC-Isolae eine Gefar fir den Menschen dargelen, sollten zukinftig mit
Hilfe der hier etablieten Makrorestriktionsandyse viedmehr die klonden Verwandtschaften
zu humanen Isolaten aus den sdben Regionen ermittet werden. Dies is insbesondere deshab
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interessant und wichtig, weil die humanen Isolate der Serogruppe O78:K80 vermehrt zu
extrantestinden, septikémischen  Infektionskrankheiten bem Menschen fihren, die nicht
sdten einen letalen Ausgang nehmen.

5.1 Schlussfolger ungen

Mit Hilfe dieser Arbeit i es gdungen, wesentliche und neue Einblicke in das Vorkommen
und die Vertdlung jener virulenzessoziierten Gene zu erhdten, die progpektive ene Ralle in
der Pathogenese der Kolibazillose spiden. In weterfihrenden Untersuchungen zur Pathoge-
nexe dea Kdlibazillose kan nun in Infektionsversuchen gezidt die Bedeutung enzelner
Virulenzfaktoren geprift werden. Auf Bass der genotypischen Untersuchung zahlreicher
APEC-S@mme mittddls DNS DNS-Hybridiserung und Polymerase-Kettenreaktion  konnte
weiterhin e@ne Multiplex- Polymerase-Kettenreaktion etabliert werden, die dazu dient, E. coli-
Wildtypstdmme innerhdb  kirzeter Zet und mit geringem finanzidlen Aufwand zu
charakteriseren und ds avi&r pathogen zu identifizieren. Im Gegensaiz zur bidang enge-
setzten Serotypiserung ermdglicht diese Methode somit ersdmas eine eindeutige Differerze-
rung zwischen apathogenen und pathogenen avidren E. coli. Waterhin lassen sch Aussagen
bzgl. der Virulenz der entsprechenden APEC-Isolate treffen, welche z. B. ds Grundlage fir
die Hersdlung von Impfgoffen genutzt werden kdnnen. Damit kénnte die Multiplex-PCR in
Zukunft die bidang gebréuchlichse diagnostische Methode der Serotypiserung ersetzen, die
aufgrund der o. g. Problematik as unzurechend angesehen werden muss. Durch die
Etablierung einer  Makrorestriktionsandyse  konnen  schliefdich  Aussagen  zur klonden
Verwandtschaft verschiedener E. coli-Isolate getroffen werden. Es lassen sich nunmehr Klone
von E. coli-Stémmen identifizieren, die Uberdurchschnittlich héufig beim Gefligd und evtl.
sogar auch bel Menschen isoliet werden. Anhand von Infektkettenforschungen  kdnnen
gesignete Mainahmen zur Verhinderung der Verbreitung der Kolibazillose vdide Uberprift

werden.

Die genotypische Charakteriserung avidrer pathogener E. coli ig weterhin ds Ansaz
fur die Entwicklung neuer und effektiver Kontrollen gegen die APEC-Infektionen zu sehen.
Diese gdnd aus verschiedenen Grinden unerldsdich. Einersaits gdelt die Kolibazillose nach
wie vor ene Erkrankung dar, die wdtweit erhebliche wirtschaftliche Verlugte in der Geflige-
indudrie mit dch  bringt [10]. Bis zum heutigen Tage exidieren jedoch kene
Thergpiemdglichkeiten oder Impfgoffe, um die Kolibazillose zu bekémpfen bzw. den
Ausbruch zu verhindern. Hier gdlt dcherlich die fehlende Kenntnis in die Pathogenese den
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limitierenden Faktor dar. Gerade auch im Hinblick auf die im Mé&z diesen Jahres in Kraft
getretenen Verordnung zum Schutz von Legehennen in K&fighdtung (,Erste Verordnung zur
Anderung der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung® v. 28.02.2002, BGBI. 2002 Teil | Nr.
16) dnd geeignete Thergpiemdglichketen spédtestens bis zum Jahre 2007 anzustreben. Laut
0.g9. Veordnung misen die Ké&ige besimmten Ausstattungskriterien genligen. Zu diesen
zédhlen u. a Einzdnester und en Bereich mit Eindreu, die nach jetzigem Wissensstand die
Ausbreitung der aviaren pathogenen E. coli férdern.

Ein weiteres wichtiges und nicht zu unterschétzendes Kriterium der APEC-Isolate it
sScherlich die Tatsache, dass bis heute noch nicht eindeutig geklart ist, ob es sch be diesen
E. coli evtl. um Zooanthroponose-Erreger handdt. Pathogene E. coli vor dlem der O-Gruppe
078, z. T. auch des Serovars O2:K1, isoliet aus an Septikdmie erkrankten Menschen,
Gefligd, Rindern, Schafen sowie Schweinen, snd klond eng mitenander verwandt und
gellen damit ein hohes Zooanthroponose-Risko dar [22].

Um neue und entscheidende Einblicke in die Pathogenese der Kolibazillose des
Huhnes zu erhdten, kann das Wissen bzgl. der Vertelung der virulenzassoziierten Gene ds
gebrauchliches  Ingrument fir weitere umfassendere  epidemiologische  Studien  genutzt
werden. Diee Arbet ha wichtige Grundlagen fir angtehende phéanotypische Andysen im
Rahmen von in vitro- (Zdlkultur) sowiein vivo- (Huhn) Infektionsversuchen gelegt.



