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1 Einleitung

In der Humanmedizin gewinnen nicht zu den Streptokokken oder Enterokokken z&hlende
aerobe, Katalase-negative, Gram-positive Kokken als opportunistische Erreger von Infekti-
onserkrankungen insbesondere bei immunsupprimierten, chronisch kranken und/oder dro-
genabhéngigen Patienten zunehmend an Bedeutung. So wurden Vertreter von wenigstens
15 Gattungen dieser taxonomisch heterogenen Erregergruppe aus menschlichen Proben-
materialien isoliert [80]. Hierzu zahlen Spezies der Vancomycin-resistenten Genera
Leuconostoc, Pediococcus und Weissella, der Pyridoxal-abhdngigen Genera Abiotrophia
und Granulicatella sowie der Genera Aerococcus, Dolosicoccus, Dolosigranulum, Facklamia,
Gemella, Globicatella, Helcococcus, Ignavigranum, Lactococcus und Vagococcus [29; 30;
80; 81]. Relativ haufig wird in diesem Zusammenhang Uber Herzklappenentziindungen
berichtet, wobei Abiotrophia defectiva und Granulicatella spp. mit zusammen 4 — 6 % sowie
Gemella spp. mit ca. 3 % aller Endokardits-Isolate besondere Beachtung verdienen [6; 81].
Weitere Fallstudien betreffen Septikamien, Augen-, Wund- und Harnweginfektionen sowie
Osteomyelitiden.

Far die Veterindrmedizin sind Infektionen mit Vertretern o. g. Gattungen nur in Einzelféllen
beschrieben und betreffen im Wesentlichen: Globicatella sulfidifaciens, isoliert aus eitrigen
Lungen- und Gelenkinfektionen bei Rind, Schaf und Schwein; Globicatella sanguinis als Er-
reger von Meningoenzephalitiden bei L&mmern; Helcococcus ovis, nachgewiesen aus ver-
schiedenen Infektionsgeschehen bei Schaf, Rind und Pferd; Lactococcus lactis ssp. lactis als
Verursacher septikdmischer Erkrankungen bei Wassergeflligel; Lactococcus garvieae und
Vagococcus salmoninarum als anerkannte Fischpathogene sowie Weissella confusa als
Sepsiserreger bei einer Monameerkatze (Cercopithecus mona) [34; 79; 90; 91; 92]. Weitere
Fallberichte beziehen sich auf Gemella spp. bei Hund und Kaninchen, Vagococcus spp. bei
Fischotter, Robbe und Schweinswal sowie Eremococcus coleocola beim Pferd. Allerdings
wurden diese Isolate entweder von klinisch unauffalligen Tieren oder als Bestandteil einer
polymikrobiellen Flora gewonnen und waren somit von zweifelhafter pathogener Bedeutung
[22; 23; 41; 42; 50].

Anlass fur diese Arbeit war der zuféllige Nachweis von Helcococcus ovis aus einer bovinen
Endokarditis. Ziele der folgenden Untersuchungen waren: 1.) die Ermittlung der Prévalenz
von H. ovis bei der infektiésen Endokarditis des Rindes anhand einer gréBeren Stichprobe,
2.) die phanotypische Charakterisierung von H. ovis-Isolaten und der Vorschlag eines prakti-
kablen Identifizierungsschemas fur die mikrobiologische Diagnostik, 3.) die Empfindlichkeits-
prufung von H. ovis-Isolaten und die Darstellung potentieller Antibiotika-Resistenzen sowie
4.) die Entwicklung eines selektiven Mediums fur den Nachweis von H. ovis aus Probenma-
terialien mit umfangreicher Begleitflora.



2 Schrifttum

2.1 Gattung Helcococcus
2.1.1 Taxonomie

Die Gattung Helcococcus (griech.: helkos, Wunde; coccus, Kugel, Beere; Helcococcus, in
Wunden vorkommende Kugel) wurde 1993 durch COLLINS et al. [18] eingeflhrt. Taxono-
misch ist sie dem Stamm Firmicutes, Klasse Clostridia, Ordnung Clostridiales, Familie Pepto-
streptococcaceae zugeordnet [33] und beinhaltet die Spezies Helcococcus kunzii [18],
Helcococcus ovis [20] sowie Helcococcus sueciensis [19]. Die auf Grundlage eines Isolates
aus einer infizierten Knieprothese postulierte Art ,Helcococcus pyogenes” [64] erlangte bis
dato keinen offiziellen Speziesrang.

2.1.2 Morphologie und Wachstumseigenschaften

Helcococcus spp. sind Gram-positive, fakultativ anaerobe, unbewegliche Kokken [18; 19;
20]. COLLINS et al. [18; 19; 20] beschreiben die Zelllagerung als einzeln, in Paaren oder kur-
zen Ketten, die Mehrheit der Autoren beobachtete dagegen Paare und Haufen [10; 11; 53;
67; 68; 71; 78].

H. kunzii wachst auf bluthaltigen Agarmedien nach 24 h Inkubation bei 35 — 36 T in Form
stecknadelkopfgroB3er, unpigmentierter Kolonien. Die Atmosphéare (aerob, CO,-angereichert,
anaerob) hat keinen Einfluss auf die Wachstumsintensitat [18; 67]. Hinsichtlich der
Hamolyseeigenschaften gibt es unterschiedliche Angaben. COLLINS et al. [18] beschreiben
H. kunzii als nicht-hdmolysierend wahrend andere Autoren von a-Hamolyse nach 24 h [53]
bzw. 48 h Inkubation [67; 71; 96] berichten. H. kunzii qilt als lipophil, das Wachstum wurde
durch den Zusatz von 1 % Pferdeserum oder 0,1 % Tween 80 deutlich gefordert [11; 18].
Diese Eigenschaft konnte allerdings nicht flr jedes Isolat bestétigt werden [71].

H. ovis bildet ebenfalls stecknadelkopfgroBe, unpigmentierte Kolonien auf Blutagar. Ahnlich
H. kunzii wurde H. ovis ursprunglich als nicht-hdmolysierend charakterisiert [20], spater aber
von a-Hamolyse nach 72 h Inkubation berichtet [68; 78]. Zwei Isolate, darunter der Referenz-
stamm H. ovis CCUG 39041, zeigten initiales Wachstum nur in der Peripherie eines Staphy-
lococcus-Stammes, verloren diese Eigenschaft aber nach wiederholter Subkultur [20; 78].
Ein Isolat wurde als lipophil beschrieben mit verstarktem Wachstum unter Einfluss von 0,1 %
Tween 80 [78].

H. sueciensis wurde durch anaerobe Inkubation deutlich im Wachstum geférdert und bildete
nach 48 h stecknadelkopfgroR3e, graue, nicht-hdmolysierende Kolonien [19].



2.1.3 Biochemische Leistungen

Helcococcus spp. sind Katalase-negativ, reduzieren kein Nitrat, produzieren keine Urease
und weisen keine proteolytische Aktivitat (Gelatineverflissigung) auf [18; 19; 20]. Die Pri-
fung weiterer biochemischer Leistungen erfolgte mittels konventioneller Tests [11; 18; 19; 67]
sowie verschiedener kommerzieller Identifizierungssysteme wie API 20 Strep [11; 18; 36; 67;
78; 96], API rapid ID 32 Strep [19; 20; 71], APl ZYM [20], VITEK 2 GP [53] (alle bioMérieux,
Marcy-I‘Etoile) bzw. vereinzelt Rosco Diatabs (Rosco, Taastrup) [11; 71]. In einem Fallbericht
wurde das Testsystem nicht spezifiziert [68].

Bei Verwendung des API 20 Strep wurde fur H. kunzii Ubereinstimmend das Profil 4100413
erzielt [11; 18; 36; 67; 96]. Da Helcococcus spp. in der Datenbank der Identifizierungssoft-
ware (apiweb, bioMérieux) nicht hinterlegt sind, lautet das entsprechende Ergebnis ,Sehr
gute Identifizierung auf Genusebene, Aerococcus viridans®. Das mit diesem System getes-
tete H. ovis-lsolat zeigte das Profil 0440000 mit dem Identifizierungsergebnis ,Sehr gute
Identifizierung, Granulicatella adiacens® [78]. Die diesen Profilen zugrunde liegenden bio-
chemischen Leistungen sind in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1: Biochemische Leistungen von Helcococcus spp. im API 20 Strep

H. kunzii H. ovis

. . . 1
Biochemische Leistung Profil 4100413 Profil 0440000

Acetoin (Voges-Proskauer) - —

Hippurat-Hydrolyse - —

Esculin

+
Pyroglutaminsaure-Arylamidase + -

a-Galactosidase — —

B-Glucuronidase — +

B-Galactosidase — -

Alkalische Phosphatase — -

Leucin Aminopeptidase - +

Arginin Dihydrolase - —

Ribose — —

Arabinose — —

Mannitol — —

Sorbitol — —

Lactose

+
Trehalose + -

Inulin - —

Raffinose — —

Starke + —

Glycogen + —

+ positive, — negative Reaktion; ' Reihenfolge der Anordnung im Testkit




Ein auf dem API rapid ID 32 Strep beruhendes Schema zur Differenzierung aller Vertreter
der Gattung Helcococcus wurde von COLLINS et al. [19] entwickelt (Tab. 2).

Tab. 2: API rapid ID 32 Strep-Tests zur Differenzierung innerhalb des Gattung Helcococcus
(nach COLLINS et al., 2004)

Biochemische Leistung H. sueciensis H. ovis H. kunzii
Lactose + - +
Pullulan — — \Y
Trehalose + - +
Alkalische Phosphatase + + —
B-Glucosidase - — +
B-Glucuronidase - + -
Pyroglutaminséure-Arylamidase - - +
N-Acetyl-B-Glucosaminidase + - +

+, > 90 % der Isolate positiv; —, < 10 % der Isolate positiv; V, variabel

2.1.4 Kilinische Bedeutung und Virulenzfaktoren

H. kunzii gilt als Vertreter der Hautflora insbesondere der unteren Extremitaten [10; 36]. Pa-
tienten mit Diabetes mellitus und/oder vaskularen Stérungen der Beine bzw. FliBe scheinen
haufiger besiedelt zu sein als Gesunde [36]. Folgerichtig wurden Infektionen unter Beteili-
gung von H. kunzii vornehmlich im Zusammenhang mit Geschwiren, Phlegmonen oder
postoperativen Abszessen im Bereich dieser Kdrperregionen beschrieben [10; 18; 36; 53;
71]. Da H. kunzii aus den genannten Entziindungsprozessen nur selten in Reinkultur [71]
sondern Uberwiegend als Bestandteil einer polymikrobiellen Flora isoliert wurde, erschien die
pathogene Bedeutung oft zweifelhaft [10; 18; 36; 53].

Weitere Berichte Uber H. kunzii-assoziierte Infektionen betrafen Brustabszesse [10; 11; 18]
und entziindete Atherome (Talgzysten) [10; 67], auch hier z. T. in Vergesellschaftung mit
anderen Bakterienspezies wie obligaten Anaerobiern oder Staphylococcus aureus [10].
Septikdmische H. kunzii-Infektionen mit lebensbedrohlichem Verlauf wurden bislang fir zwei
intravends-drogenabhangige Patienten beschrieben [96].

Von H. suiciensis ist lediglich bekannt, dass dieses Bakterium aus Wundmaterial einer
83-jahrigen Frau isoliert wurde [19]. Detailliertere klinische Angaben liegen hierzu nicht vor.

H. ovis wurde erstmalig bei Schafen nachgewiesen, zum einen aus Lunge, Leber und Milz
eines adulten mannlichen Tieres in Mischkultur mit Arcanobacterium pyogenes, zum ande-
ren aus Milch eines Tieres mit milder Mastitissymptomatik, hier vergesellschaftet mit S. au-
reus. Die klinische Signifikanz der H. ovis-Isolate blieb in beiden Fallen unklar [20]. Spater




folgten Berichte Uber die Beteiligung an pulmonalen Abszessen bei Rindern und einem Pferd
[48; 78] sowie an bovinen Endokarditiden [56; 68].

Bezlglich Virulenzfaktoren von Helcococcus spp. gibt es nur sehr wenige Informationen. Fur
H. kunzii berichten STAVRI et al. [86] Uber ein Hamagglutinin-Lectin mit Spezifitat fur
Lactose und N-Acetylglucosamin als potentielles Adhéasin.

2.1.5 Empfindlichkeitsprifung und bekannte Resistenzen

Empfindlichkeitsprifungen von H. kunzii-lsolaten wurden aufgrund des unbefriedigenden
Wachstums in Mueller-Hinton-Bouillon mit und ohne 3 — 5 % lysiertem Pferdeblut [10; 11]
Uberwiegend im Agardiffusionsverfahren bzw. mittels Etest (AB Biodisk, Solna) durchgefihrt
[67; 71]. Einzelne Isolate wurden im Agardilutions- oder Bouillon-Makrodilutions-Verfahren
getestet [11; 96]. Die Interpretation der Ergebnisse in den Kategorien ,sensibel®, ,interme-
diar“ oder ,resistent erfolgte i. d. R. auf Grundlage der in den NCCLS (jetzt CLSI)-Doku-
menten M7-A (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
Aerobically; Approved Standard) bzw. M6-A (Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests; Approved Standard) fir Streptokokken festgelegten Kriterien [10; 11; 67;
71; 96].

Die gepriften H. kunzii-lsolate waren sensibel (MHK-Werte sofern angegeben) fur Penicillin
(0,032 — 0,94 pg/ml), Ampicillin bzw. Amoxicillin (0,25 pg/ml), Cefotaxim (0,032 — 0,5 pg/ml)
sowie Vancomycin (0,5 — 0,75 pg/ml) [10; 11; 18; 53; 67; 71; 96] und Uberwiegend resistent
gegen Erythromycin (> 2 — > 256 pg/ml), selten mit gleichzeitiger Clindamycin-Resistenz [11;
71; 96]. WOO et al. [96] konnten die Erythromycin-Resistenz eines Isolates auf ein ermA-
Gen zurlickfiihren, dessen Nukleotid-Sequenz 100 % Ubereinstimmung mit dem ermA-Gen
von Streptococcus pyogenes aufwies. Zehn auf ihre Ciprofloxacin-Empfindlichkeit getestete
Isolate erwiesen sich als intermediér bzw. resistent (2 — 4 pg/ml) [10].

H. ovis ist ebenfalls Vancomycin-sensibel [20; 68; 78]. Ein Isolat wurde mittels Etest gepruft
und war sensibel flr Penicillin (< 0,016 pg/ml) und Clindamycin (0,125 pg/ml) sowie resistent
gegen Metronidazol (> 256 pug/ml) [78].

2.2 Infektiose Endokarditis des Rindes

2.2.1 Atiologie und Pathogenese

Die infektidse Endokarditis ist eine wirtschaftlich bedeutende Erkrankung adulter Rinder, ins-
besondere Kihen [26; 38; 60]. Die Angaben zur Pravalenz variieren zwischen 0,12 % in
60.000 Schlachtrindern [87] und 9 % in 340 Sektionsfallen [60].



Verursacht wird die bovine Endokarditis durch bakterielle Erreger, wobei in allen neueren
Studien A. pyogenes (Basonym: Corynebacterium pyogenes) mit Nachweisraten um die
60 % deutlich dominierte [60; 62; 69; 83; 87]. Streptokokken wurden von SCHIELE et al. [83]
aus sieben von 28 (25 %) entzundlich veranderten Herzklappen isoliert, waren in anderen
Berichten aber von eher untergeordneter Bedeutung [60; 62]. Sporadische Nachweise erfolg-
ten neben H. ovis (siehe 2.1.4) auch flir Pasteurellen, Mannheimia haemolytica, Escherichia
coli, S. aureus [60; 83] sowie Corynebacterium pseudodiphthereticum [9]. MAILLARD et al.
[54] konnten in Untersuchungen an 22 veranderten Herzklappen mittels PCR und 16S rRNA-
Gen Sequenzanalyse in zwei Féllen Infektionen durch Bartonella bovis feststellen.

Aufbauend auf Erkenntnissen aus der Humanmedizin wird in der Kleintiermedizin davon
ausgegangen, dass die Entstehung einer vorwiegend aus Thrombozyten und Fibrin beste-
henden ,nicht-bakteriellen thrombotischen Vegetation“ (Non Bacterial Thrombotic Vegeta-
tion, NBTV) von zentraler Bedeutung fir die Pathogenese der infektidésen Endokarditis ist
[66; 95]. Die NBTV resultiert aus einer Schadigung des Klappenendothels in Turbulenzberei-
chen infolge kongenitaler oder erworbener Herzfehler. Bei bestehender Bakteridmie wird die
NBTV von Mikroorganismen kolonisiert und wandelt sich zur ,infizierten Vegetation®. In die-
sem Zusammenhang scheint Fibronectin, das von Endothelzellen aber auch Thrombozyten
und Fibroblasten als Reaktion auf die Endothelirritation gebildet wird, fir die Adhasion der
Mikroorganismen von besonderer Bedeutung zu sein. So besitzen zahlreiche Endokarditiser-
reger Oberflachenrezeptoren (Adhasine) fur dieses Glykoprotein [66]. Im weiteren Infektions-
verlauf bewirkt die nahezu ungehinderte Bakterienvermehrung standig neue Auflagerungen
von Fibrin und Thrombozyten sowie letztlich ein kontinuierliches Wachstum der Vegetation.

Beim Menschen und den meisten Tieren sind die Bikuspidal- und Aortenklappe &fter von
Entziindungen betroffen als die Klappen des rechten Herzens. Dies wird auf den hdheren
hdmodynamischen Druck und die hieraus resultierende starkere mechanische Beanspru-
chung zurickgefihrt [66]. Im Gegensatz dazu ist beim Rind die Trikuspidalklappe am
haufigsten involviert, oftmals in Kombination mit weiteren Klappen, selten dagegen unter
Einbeziehung des Wandendokards [60; 62; 69; 83; 87]. Die pathophysiologischen Ursachen
dieser Rechtsherzdominanz sind nicht bekannt.

Wesentlich fir die Entstehung der bovinen Endokarditis ist ein peripherer Sepsisherd. Als
Quellen der hamatogenen Erregerstreuung sind insbesondere Dekubitalphlegmonen, kompli-
zierte Klauenerkrankungen, chronische Mastitiden, traumatische Retikuloperitonitiden und
chronische Metritiden anzusehen [38; 60; 69].
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2.2.2 Klinische Symptomatik und Diagnose

Das Anfangsstadium der Erkrankung ist gekennzeichnet durch unspezifische Symptome wie
Fieber, Tachykardie, geringgradige Inappetenz und bei Kihen leicht rucklaufige Milchleis-
tung. Als einziger konkreter Hinweis dient u. U. ein bereits in der frihen Phase auskultierba-
res systolisches Herzgerdusch [69]. Im weiteren Krankheitsverlauf verstarkt sich die Sympto-
matik. POWER & REBHUHN [69] sowie HEALY [38] berichten Uber Tachykardie mit mehr
als 80 i. d. R. laut pochenden Schlagen pro Minute bei 77 % bzw. 90 %, wiederkehrendes
oder persistierendes Fieber bei 58 % bzw. 41 % und positiven Jugularvenenpuls bei 59 %
bzw. 70 % der von ihnen untersuchten Tiere. Ein systolisches Herzgerdusch wurde Ubereins-
timmend in ca. 50 % der Félle festgestellt. Merkmale der Herzdekompensation als finalem
Krankheitsstadium sind chronische Fressunlust mit Kachexie, drastischer Milchriickgang,
Lungenddem und Dyspnoe, ventrale Odeme, Venenstauung sowie wechselnde Lahmheiten
bis hin zum Festliegen.

Labordiagnostisch sind eine moderate Andmie (Hamatokrit < 24 %) sowie Neutrophilie, Hy-
perglobulindmie, Hyperfibrinogendmie und Proteinurie zu beobachten [38; 69]. In 25 — 96 %
der Félle, in denen post mortem der Erregernachweis aus entziindlich veranderten Klappen
gelang, konnte der identische Keim bereits ante mortem mittels Blutkulturen nachgewiesen
werden [38; 83]. In klinischen Verdachtsféllen sehen HOUE et al. [40] positive Blutkulturen
bei einer Sensitivitdt von 70 %, einer Spezifitdt von 93,8 % und einem positiven Vorhersage-
wert von 89 % als beweisend fir das Vorliegen einer Endokarditis an.

Von den bildgebenden Verfahren wurde zur Diagnostik der bovinen Endokarditis insbeson-
dere die Ultraschalltechnik erfolgreich angewendet [38; 97; 98]. So konnte HEALY [38] bei
20 von 21 Tieren die Erkrankung mittels Sonographie eindeutig nachweisen.

Nach POWER & REBHUHN [69] kann die klinische Diagnose Endocarditis valvularis bei
Erfillung von mindestens zwei der nachfolgenden Kriterien gestellt werden: 1.) Herzgerau-
sche und/oder Zeichen der Herzdekompensation, 2.) positive Blutkultur und 3.) Fieberepiso-
den. DOWLING & TYLER [26] erachten auch den sonographischen Nachweis einer Klap-
penlasion in Verbindung mit einer positiven Blutkultur oder wiederkehrendem Fieber als
diagnostisch beweisend.

2.2.3 Therapie und Prognose

Therapieerfolg und Prognose héngen wesentlich vom Zeitpunkt der exakten Diagnosestel-
lung ab. Bei Erkennung der Erkrankung im Anfangsstadium ist die Prognose mittelmé&Big bis
gut, bei fortgeschrittenem Verlauf eher zuriickhaltend bis infaust [69].
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Die Antibiotikatherapie sollte auf der Basis einer positiven Blutkultur mit Empfindlichkeits-
prifung des isolierten Erregers erfolgen [26; 38]. Mittel der Wahl sind aufgrund der zu erwar-
tenden Gram-positiven Erreger Penicillin oder Ampicillin in hoher Dosierung Uber einen Zeit-
raum von mindestens vier bis sechs Wochen, in den ersten funf bis sieben Tagen auch in
Kombination mit einem Aminoglycosid (Gentamicin). Begleitend kénnen bei Tieren mit be-
ginnender Herzdekompensation Diuretika (Furosemid) eingesetzt werden [26; 38; 69].

Die Uberlebensraten wurden von HEALY [38] wie folgt berichtet: 50 % der Tiere starben un-
ter Therapie oder mussten getétet werden, ca. 30 % Uberlebten die ersten drei bis sechs
Monate nach Therapie (Kurzzeitiberleben) und nur ca. 20 % konnten in ihre Herden zurlick-
kehren, erschienen klinisch unaufféllig und Uberlebten die folgenden sechs bis 20 Monate
(Langzeitiberleben). Die i. d. R. unbefriedigenden Therapieraten werden zum einen auf die
schlechte Bioverfligbarkeit des Antibiotikums innerhalb der Vegetation [26], zum anderen auf
die Stoffwechselinaktivitat von mehr als 90 % der darin eingeschlossenen Bakterien [95] zu-
rickgefuhrt. Daneben besteht ein hohes Risiko fur Reinfektionen der geschéadigten Klappen
[26].

Therapieversuche der Endokarditis sind bei oft zweifelhafter Prognose mit hohen Kosten
verbunden und bleiben im Regelfall genetisch besonders wertvollen Tieren vorbehalten. Eine
weitaus groBere Bedeutung haben prophylaktische MaBnahmen wie die Optimierung der
Haltungs-, Melk- und Geburtshygiene um der Entstehung potentieller Sepsisherde vorzu-
beugen, ggf. auch therapeutische Schritte, um solche schnellstméglich zu beseitigen [26;
38].
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3 Material

3.1 Art, Anzahl und Herkunft der Proben

Im Zeitraum September 2006 bis Februar 2008 gelangten 55 Rinderherzen mit pathologisch-
anatomischen Verénderungen i. S. einer Endocarditis valvularis thromboticans zur Untersu-
chung, dies waren 54 Proben von zwei Schlachthéfen im Land Brandenburg und eine Probe
aus dem Sektionsgut des LLBB. An den Schlachthéfen wurde der entsprechende Befund im
Zuge der amtlichen Schlachttier- und Fleischuntersuchung erhoben. Fir die sich anschlie-
Bende bakteriologische Untersuchung gemafR AVV Fleischhygiene bzw. AVV Lebensmittel-
hygiene [7; 8] wurde Probenmaterial am Tag der Schlachtung gekuihlt (4 ) zum LLBB
transportiert und hier unverzuglich bearbeitet. Die bakteriologische Untersuchung der Sekti-
onsprobe erfolgte im Rahmen der Diagnostik von Tierseuchen bzw. -krankheiten.

3.2 Kontrollstamme

Far diese Arbeit verwendete Kontrollstdmme (Tab. 3) wurden entweder als lyophilisierte
Referenzstdmme von anerkannten Kulturensammlungen bezogen oder es handelte sich um
Wildstdmme, deren Spezieszugehdrigkeit auf Grund umfangreicher phanotypischer und/oder
genotypischer Prifungen zweifelsfrei erschien. Die Bearbeitung erfolgte entsprechend den
Hinweisen der abgebenden Sammlung und unter Einhaltung der Qualitéatsrichtlinien der AKS
Hannover [37]. Die Stammkulturen wurden bei —-80 T gelagert.

Tab. 3: Kontrollstamme

Spezies Bezeichnung
Abiotrophia defectiva DSM 9849"
Aeromonas hydrophila DSM 30187"
Alcaligenes faecalis DSM 6174
Arcanobacterium pyogenes LLB 03uD25"
Bacillus cereus DSM 345
Corynebacterium pseudotuberculosis LLB 02YSz7"
Enterobacter aerogenes DSM 30053"
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Enterococcus faecium DSM 6177
Escherichia coli ATCC 25922
Granulicatella adiacens DSM 9848"
Granulicatella elegans DSM 116937
Helcococcus kunzii DSM 10548"
Helcococcus ovis CCUG 374417
Helcococcus ovis CCUG 39041
Helcococcus sueciensis CCUG 47334"
Lactobacillus fermentum DSM 20391
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Tab. 3: Kontrollstimme (Fortsetzung)

Spezies Bezeichnung
Listeria innocua DSM 20649"
Listeria monocytogenes DSM 12464
Mannheimia haemolytica DSM 105317
Micrococcus luteus DSM 1790
Pasteurella multocida LLB 04URF108"
Proteus mirabilis DSM 6674
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus LLB 03Ysw3"
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus capitis DSM 6180
Staphylococcus cohnii DSM 6669
Staphylococcus epidermidis DSM 1798
Staphylococcus xylosus DSM 6179
Streptococcus agalactiae DSM 2134"
Streptococcus dysgalactiae ssp. dysgalactiae DSM 20662"
Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis DSM 6176
Streptococcus equi ssp. zooepidemicus DSM 20727"
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
Streptococcus uberis LLB 08URF15"
Yersinia pseudotuberculosis DSM 8992"

T Typstamm, W Wildstamm

3.3 Geréate

Far diese Arbeit wesentliche Geréate sind in Tab. 4 angegeben.

Tab. 4: Geréte

Bezeichnung

Hersteller/Bezugsquelle

Anaerobensystem

Oxoid, Wesel

Digitalkamera EOS 400D

Canon Deutschland, Krefeld

Gelelektrophorese-Kammer

Angewandte Gentechnologische Systeme, Heidelberg

Inkubator (CO,) CB 210

Binder, Tuttlingen

Inkubatoren Heraeus B6420, B6200

Kendro Laboratory Products, Hanau

Lichtmikroskop DM LB mit Kamera DC 480

Leica Microsystems, Wetzlar

Pipetten ,Research” variabel, 1-, 12-Kanal

Eppendorf AG, Hamburg

Reagenzglasschuttler VF 2

IKA Labortechnik, Staufen i. Br.

Sicherheitswerkbank KR-170

Kojair Tech Oy, Vilppula

Ablesespiegel fur Mikrotiterplatten

Titertek, Huntsville, AL

Stereomikroskop SZ 60

Olympus Deutschland, Hamburg

Thermocycler Trio Thermoblock

Biometra, Géttingen

Tiefgefriertruhe Heraeus HFC 286 Top

Kendro Laboratory Products, Hanau

Turbidometer

Oxoid, Wesel
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34 Néhrmedien, Chemikalien und Lésungen fir die Mikrobiologie

3.4.1 Nahrmedien

Fir diese Arbeit verwendete Néhrmedien sind in Tab. 5 aufgefuhrt.

Tab. 5: Ndhrmedien

Bezeichnung

Hersteller

Zusammensetzung

Cation-Adjusted Mueller-Hinton-
Bouillon mit lysiertem Pferdeblut
und Pyridoxal

(CAMHB+PP) [16]

Mueller-Hinton-lI-Bouillon

lysiertes Pferdeblut

BD Diagnostics, Heidelberg
Oxoid, Wesel

Fertigmedium in Réhrchen
3 % (vol/vol)

Pyridoxal-HCI Sigma-Aldrich, Taufkirchen 0,001 % (wt/vol)
(C(;)élkr;]bla-Blutagar Oxoid, Wesel Fertigmedium in Platten

Columbia-Blutagar mit Pyridoxal
(CBPA) [39]

Columbia-Agar
defibriniertes Schafblut
Pyridoxal-HCI

Merck, Darmstadt
Fiebig, Idstein-Niederauroff

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trockenmedium (42 g/l aq. dest.)
10 % (vol/vol)
0,002 % (wt/vol)

Helcococcus-Elektivagar

(HEA)
Edwards-Nahrboden, mod.
defibriniertes Schafblut
Colistin-Sulfat
Aztreonam
Oxolinsaure
Pyridoxal-HCI

Oxoid, Wesel
Fiebig, Idstein-Niederauroff
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

MP Biomedicals, lllkirch
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trockenmedium (41 g/l aq. dest.)
7 % (vol/vol)
0,01 g/l
0,002 g/l
0,0025 g/l
0,002 % (wt/vol)

Hirn-Herz-Bouillon

Merck, Darmstadt

Trockenmedium (37 g/l aq. dest.)

Kligler-Eisen-Agar

Merck, Darmstadt

Trockenmedium (55 g/l aq. dest.)

Mueller-Hinton-Agar

Oxoid, Wesel

Fertigmedium in Platten

Serum-Agar nach Loffler

Standard-I-N&hrbouillon

D-Glucose

Rinder-Serum

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fiebig, Idstein-Niederauroff

Trockenmedium (8 g/l aq. dest.)
19/l

davon 100 ml

300 ml
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3.4.2 Chemikalien und Lésungen

Chemikalien und Lésungen fir die Mikrobiologie sind in Tab. 6 gelistet.

Tab. 6: Chemikalien und L6sungen

Bezeichnung

Hersteller

Zubereitung

gebrauchsfertig nach

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe .
autoklavieren

Gram'’s Kristallviolett-Lsg. Merck, Darmstadt gebrauchsfertig

Gram’s Safranin-Lsg. Merck, Darmstadt gebrauchsfertig

isotonische Kochsalzlsg.

Eigenherstellung

0,9 % (wt/vol)
waéssrige NaCl-Lsg.

Lugol‘s Lsg., stabilisiert Merck, Darmstadt gebrauchsfertig
McFarland Standard 0,5 Remel, Lenexa, KS gebrauchsfertig
McFarland Standards Kit bioMérieux Deutschland, Nirtingen gebrauchsfertig

(Standards 0,5; 2; 3; 4; 5)

Pyridoxal-HCI

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

wassrige Stammlsg.
0,01 % bzw. 0,2 % (wt/vol)
Lagerung bei —20 C

Brennspiritus

AVG Chemie, Berlin

gebrauchsfertig

Wasserstoffperoxid

Merck, Darmstadt

3 % (vol/vol)
wassrige Lsg.

3.5

Diagnostika und Testkits fur die Mikrobiologie

Diagnostika und Testkits fir die Mikrobiologie sind in Tab. 7 angegeben.

Tab. 7: Diagnostika und Testkits

Bezeichnung

Hersteller

API 20 Strep bioMérieux Deutschland, Nirtingen
API rapid ID 32 Strep bioMérieux Deutschland, Nirtingen
APl ZYM bioMérieux Deutschland, Nirtingen

Bactident Coagulase (EDTA-Kaninchenplasma)

Merck, Darmstadt

Bactident Oxidase

Merck, Darmstadt

Diatabs
Alkalische Phosphatase
Arginin Dihydrolase
a-Galactosidase
B-Galactosidase (ONPG)
B-Glucosidase
B-Glucuronidase
Hippurat-Hydrolyse
Leucin Aminopeptidase
Pyrrolidonyl Aminopeptidase

Rosco Diagnostica, Taastrup

Maltose

Saccharose
Polymyxin-Testblattchen (300 IE) Oxoid, Wesel
Streptokokken-Identifizierungs-Test Oxoid, Wesel
Testblattchen unbeschickt Oxoid, Wesel
Vancomycin-Testblattchen (30 pg) Oxoid, Wesel
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3.6 Aufarbeitungskits und Lésungen fir die Molekularbiologie

Far molekularbiologische Untersuchungen verwendete Aufarbeitungskits und Lésungen sind

in Tab. 8 aufgeflhrt.

Tab. 8: Aufarbeitungskits und Lésungen

Bezeichnung Hersteller Zubereitung
100 bp DNA-Marker Invitrogen, Karlsruhe 1 pg/pl
Agarose Biodeal, Markkleeberg 1,2 % (wt/vol)
Agarosegel
dNTP Mix Promega, Mannheim 10 mM (je dNTP)

Ethidiumbromid

Carl Roth, Karlsruhe

1,3 % (vol/vol)
Endkonzentration

MgCl,-Lsg. Invitrogen, Karlsruhe 50 mM
PCR-Puffer (10x) Invitrogen, Karlsruhe 1:10 Vfardunm.mg (vol/vol)
in aq. bidest.
Phosphatgepuffete Salzlésung 1:10 Verdinnung (vol/vol)
(10x PBS); pH 7,2 Carl Roth, Karlsruhe in aq. bidest.
QlAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden gebrauchsfertig
QIlAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden gebrauchsfertig
Taq DNA Polymerase Invitrogen, Karlsruhe 5 E/pl
TBE-Puffer Carl Roth, Karlsruhe 1:10 Verdunnung (vol/vol)
in aq. bidest.
Formamid 9,5ml

Stopp-Puffer

Eigenherstellung

EDTA-Lsg. pH 8,0 0,4 ml
Bromphenolblau 5,0 mg
Xylencyanol FF 5,0 mg
aqg. bidest. 0,1 mi

3.7 Oligonukleotid-Primer fiir die Molekularbiologie

Die in Tab. 9 angegebenen Oligonukleotid-Primer wurden von

Ebersberg, synthetisiert.

Tab. 9: Oligonukleotid-Primer

der Firma MWG Biotech,

. , , . Position in E. coli
Bezeichnung Sequenz (5’ - 3)) Amplifikat 16S rRNA-Gen
Hov-Seq-fw TGGCTCAGGACGAACGCT 1490 bp (F) 20-37
Hov-Seq-rev CTTCGGGTATTGCCAACTC 1490 bp (R) 1416 — 1435
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3.8 MHK-Mikrotiterplatten

Die MHK-Mikrotiterplatten (Trek Diagnostic Systems, West Sussex) wurden vom Bundesamt
flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL), Referat 503, zur Verfligung gestellt.

Die folgenden Abb. 1 — 5 zeigen die Layouts der verwendeten Platten NLV 41, NLV 58,
NLV 66, NLV 67 A und NLV 67 B. Die Werte in den Feldern A1 bis H10 geben die Konzent-
ration (ug/ml) des Wirkstoffes in der jeweiligen Kavitat an. In den wirkstofffreien Kavitaten
H11 und H12 befinden sich die Wachstumskontrollen (CON).

Die Platte NLV 41 wurde im Untersuchungszeitraum durch die Platte NLV 58 mit modifizier-
ten Wertebereichen fir Quinupristin/Dalfopristin, Vancomycin, Tilmicosin und Tylosin-tartat
abgeldst. Bei der Platte NLV 67 wurde im Studienverlauf der Wirkstoff Cefotaxim (NLV 67 A)
durch Cefazolin (NLV 67 B) ersetzt.

NLV 41 1 2 3 4 5 6 7 8 o | 10 | 11 | 12
Erythromycin | A | 0.015 | 0.03 | 0.06 | 012 | 025 | 05 | 1 2 4 8 | 16 | 32
Clindamycin | B | 0.03 | 006 | 012 | 025 | 05 | 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64
g:lif';‘;‘:i’;?i‘;"’ c | 0.008 | 0.016 | 0.03 | 0.06 | 012 | 025 | 05 | 1 2 4 8 16
Vancomycin | D | 0.008 | 0.016 | 0.03 | 0.06 | 012 | 0.25 | 05 | 1 2 4 8 | 16
Pirlimycin E| 003 | 006 | 012 | 025 | 05 | 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64
Tilmicosin F| o003 | 006 | 012|025 05 | 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64
Tylosintartat | G | 0.03 | 0.06 | 012 | 025 | 05 | 1 2 4 8 | 16 | 32 | 64
Oxacillin + H| 003 | 006 | 012 | 025 | 05 | 1 2 4 8 | 16 | CON | CON

Abb. 1: MHK-Platte NLV 41 mit Spektrum Gram-positive Erreger
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NLV 58 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Erythromycin 0.015 | 0.03 | 0.06 | 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32

Clindamycin 0.03 | 0.06 | 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 64

g:lif';‘g:i’;fi‘:‘"’ 0.015 | 0.03 | 006 | 012 | 025 | 05 | 1 2 4 8 16 | 32

Vancomycin 0.015 | 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32

Pirlimycin 003 | 0.06 | 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 64

Tilmicosin 0.06 | 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
Tylosin-tartat 006 | 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
20"/‘"‘,’;2'& * 0.03 | 006 | 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | CON | CON
Abb. 2: MHK-Platte NLV 58 mit Spektrum Gram-positive Erreger

NLV 66 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tulathromycin 0.03 | 006 | 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 64

Gentamicin 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 64 | 128 | 256
Enrofloxacin 0.008 | 0.016 | 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16

Sutameth | D | 015 | 05/ | 008/ | 01211 028 | 08 | no | s | ame |wns2 | 381 | &2
Spiramycin 006 | 0.12 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
Tetracyclin 012 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 64 | 128 | 256
Neomycin 006 | 0.12 | 025 | 05 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128
gi';'o"lramphe' 0.5 1 2 4 8 16 32 64 | 128 | 256 | CON | CON

Abb. 3: MHK-Platte NLV 66 mit Spektrum Gram-positive und Gram-negative Erreger
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NLV 67 A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Ampicillin 003 | 0.06 | 012 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16 32 64
Penicillin G 0.015 | 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16 32
Ceftiofur 003 | 0.06 | 0.12 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Cefquinom 0.015 | 0.03 | 0.06 | 0.12 | 025 | 0.5 1 2 4 8 16 32
Cephalothin 006 | 012 | 025 | 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
Cefotaxim 0.015 | 0.03 | 0.06 | 0.12 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16 32
Cefoperazon 006 | 012 | 025 | 0.5 1 2 4 8 16 32 | CON | CON
Abb. 4: MHK-Platte NLV 67 A mit Spektrum Gram-positive und Gram-negative Erreger

NLV 67 B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ampicillin 003 | 0.06 | 0.12 | 0.25 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Penicillin G 0.015 | 0.03 | 0.06 | 012 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16 32
Ceftiofur 003 | 0.06 | 0.12 | 025 | 05 1 2 4 8 16 32 64
Cefquinom 0.015 | 0.03 | 0.06 | 0.12 | 025 | 0.5 1 2 4 8 16 32
Cephalothin 006 | 012 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
Cefazolin 0.12 | 0.25 | 05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256
Cefoperazon 006 | 012 | 0.25 | 0.5 1 2 4 8 16 32 | CON | CON

Abb. 5: MHK-Platte NLV 67 B mit Spektrum Gram-positive und Gram-negative Erreger
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4 Methoden

41 Pathologisch-anatomische Untersuchung

Alle Herzen wurden pathologisch-anatomisch untersucht und die krankhaft verdnderten
Klappen anhand der vorliegenden anatomischen Gegebenheiten als Trikuspidal-, Mitral-,
Pulmonal- oder Aortenklappe bestimmt [63].

4.2 Primarkultur

Mittels steriler Schere und Pinzette wurde von den Klappenvegetationen (Abb. 6) ein ca.
haselnussgroBBes Stick entnommen, in Brennspiritus getaucht und kurz abgeflammt. Nach
Anlegen einer frischen Schnittflache wurde diese auf die Oberflache einer CBA-Platte ge-
driickt. Die weitere Ausimpfung des Materials erfolgte mittels Ose im dreifachen Verdiin-
nungsausstrich. AbschlieBend wurden die drei Fraktionen des Ausstriches mit S. aureus LLB
03YSW3 in Form einer Ammenkultur beimpft. Die Inkubation der Medien erfolgte aerob bei
36 +1 T flr48 h.

Abb. 6: Herzklappe mit charakteristischen Vegetationen (Pfeil)

Die Priméarkulturen wurden jeweils nach Ubernachtbebriitung sowie zum Ende der Inkubati-
onszeit beurteilt und die einzelnen Koloniemorphologien sowie deren relative Quantitat (ge-

21



ring, mittel, hoch) erfasst. Von potentiellen Erregern wurden zum Zweck der ldentifizierung
Subkulturen auf CBA angelegt und diese 24 — 48 h aerob bei 36 + 1 T inkubiert. Bei Keimen
mit Satellitismus-Phanomen (Abb. 7) erfolgte die Subkultur mit S. aureus-Amme sowie paral-
lel auf CBPA. Offensichtliche Kontaminanten in geringem Keimgehalt wurden von der weite-
ren Betrachtung ausgeschlossen.

Abb. 7: Isolat 08LB103, Primérkultur 18 h, Satellitismus um S. aureus-Amme (Pfeil)

4.3 Prasumtive Erregeridentifizierung

Die prasumtive Identifizierung erfolgte anhand phanotypischer Merkmale. Einbezogen wur-
den die Koloniemorphologie, die Zellmorphologie (Farbung nach Gram), biochemische
Schlisselreaktionen, wachstumsphysiologische Charakteristika sowie der Nachweis spezifi-
scher Antigene [28; 85]. Eine Ubersicht zu angewandten ldentifizierungsschemata gibt
Tab. 10. Im Einzelnen wurden die serologischen und biochemischen Prifungen wie folgt

durchgefuhrt:

o Lancefield-Gruppen: Streptokokken-ldentifizierungs-Test
e anaerobe Glucoseverwertung:  Kligler-Eisen-Agar

o proteolytische Aktivitat: Serum-Agar nach Loffler

o Katalase: Wasserstoffperoxid-Lsg. (3 %)

e Oxidase: Bactident Oxidase
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e Koagulase (Réhrchentest): Bactident Coagulase

e Clumping-Faktor: Bactident Coagulase
o diffusibles Pigment: Mueller-Hinton-Agar
¢ Polymyxin B-Resistenz: Polymyxin B-Testblattchen (300 IE)

Die abschlieBende Identifizierung von Streptokokken bzw. Enterokokken erfolgte z. T. unter
Verwendung des API 20 Strep Systems.

4.4 Lagerung und Rekultivierung von Helcococcus ovis-Isolaten

Prasumtiv als H. ovis identifizierte Isolate wurden auf CBPA subkultiviert und 24 — 48 h bei
36 + 1 T und 6 % CO, inkubiert. Nach Priifung der Reinheit wurde das Koloniematerial mit
einem sterilen Tupfer aufgenommen und bis zum Entstehen einer deutlichen Tribung in 8 ml
Hirn-Herz-Bouillon suspendiert. Von der Bakteriensuspension wurden jeweils 1,8 ml in vier
2 ml-Kryoréhrchen pipettiert und diese anschlieBend mit 0,2 ml sterilem Glycerol aufgefullt.
Die Réhrchen wurden verschlossen, gut durchmischt und gekennzeichnet. Nach 15 — 20 min
Lagerung bei Raumtemperatur erfolgte die Kryokonservierung der Stammkultur bei —80 T.
Vom Rest der Suspension wurden zum Zwecke der Reinheitskontrolle 100 pl auf CBA aus-
plattiert und 48 h aerob bei 36 + 1 T inkubiert.

Grundsatzlich wurde darauf geachtet, die Anzahl der Passagen zwischen Primér- und
Stammkultur so gering wie méglich zu halten. Im Regelfall wurden nicht mehr als zwei Sub-
kulturen benétigt. Zum Schutz vor Kontaminationen wurden alle Arbeiten mit Stammkulturen
in der Sicherheitswerkbank durchgeflhrt.

Fir die Herstellung von Gebrauchskulturen wurde die Stammkultur gedéffnet, mit einem ste-
rilen Tupfer etwas Material von der Oberflache entnommen und auf CBPA ausgeimpft. Die
weitere Inokulation des Mediums erfolgte mittels Ose im Verdiinnungsausstrich. Anschlie-
Bend wurde 48 h bei 36 + 1 T und 6 % CO , inkubiert und die Kultur auf Reinheit gepruft.

Ausgangskulturen fir phanotypische oder genotypische Charakterisierungen sowie Empfind-
lichkeitsprifungen wurden von der frischen Gebrauchskultur durch einmalige Subkultur
(CBPA,20-24h,36 +1 C, 6 % CO ) gewonnen.
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4.5 Ermittlung von Tierdaten und Herkunftsbestanden

Von Tieren mit positivem H. ovis-Nachweis wurden anhand der bekannten Ohrmarken-
Nummern im ,Herkunftssicherungs- und Informationssystem flr Tiere“ des Bayerischen
Staatsministeriums fir Landwirtschaft und Forsten [5] retrospektiv wesentliche Daten zum
Lebenslauf ermittelt. Hierzu zahlten das Geburts- und Todesdatum, die Rasse, das Ge-
schlecht sowie Name und Anschrift des Herkunftsbestandes.

4.6 16S rRNA-Gen Sequenzanalyse von Helcococcus ovis-verdachtigen Isolaten
4.6.1 DNA-Extraktion

Koloniematerial von der Ausgangskultur wurde mittels sterilem Tupfer in 500 pl PBS (pH 7,2)
suspendiert. Von dieser Bakteriensuspension wurden 100 pl in 180 pl ATL-Puffer des
»,QlAamp DNA Mini Kit“ Gberfihrt und gemanR dem Ergadnzungsprotokoll ,Protocols for bacte-
ria, Protocol C* aufgearbeitet. Die extrahierte DNA wurde in 100 pl ag. dest. eluiert und bei
—20 T gelagert.

4.6.2 PCR-Amplifikation des 16S rRNA-Gens und Sequenzanalyse

Ziel der Untersuchungen war die Sequenzanalyse des nahezu vollstandigen 16S rRNA-Gens
aller H. ovis-verdachtigen Isolate sowie des Referenzstammes H. ovis CCUG 39041. An-
hand der in GenBank fiir den Typstamm H. ovis CCUG 37441 hinterlegten 16S rRNA-Gen
Sequenz (Accession# Y16279) wurde ein Primerpaar ausgewahlt (Tab. 9), das die Amplifika-
tion eines 1490 bp groBen DNA-Fragments gewéhrleisten sollte. Der Reaktionsmix flr die
PCR-Amplifikation bestand aus folgenden Komponenten:

aqg. bidest. 39,75 pl
PCR-Puffer 10x 5,00 pl
MgCl,-Lsg. 50 mM 2,00 ul
dNTP Mix 10 mM 1,00 pl
Hov-Seq-fw 25 pmol 0,50 pl
Hov-Seq-rev 25 pmol 0,50 pl
Tag DNA-Polymerase 0,25 pl
H. ovis-DNA 1,00 pl

Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler unter nachstehenden Bedingungen durch-
gefuhrt:
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Initiale Denaturierung 94 C, 5 min

30 Zyklen mit T, 94 C, 30s
T, 56 C, 30 s
Ts 72 C,60s

Finale Elongation 72 C, 10 min

Um das Amplifikationsergebnis zu Uberprifen, wurden 10 pl des PCR-Produktes mit 3 pl
Stopp-Puffer vermischt und auf ein 1,2 % (wt/vol) Agarosegel aufgetragen welches 1,3 %
(vol/vol) Ethidiumbromid enthielt. Die Abschatzung der ProduktgréBe erfolgte anhand eines
parallel aufgetragenen 100 bp DNA-Markers (sog. DNA-Leiter). Die gelelektrophoretische
Auftrennung wurde bei einer Spannung von 120 Volt fir 30 min durchgefiihrt.

Bei erfolgreicher Amplifikation wurde das Restvolumen der PCR-Reaktion mittels ,QIAquick
PCR Purification Kit* aufgereinigt und stand anschlieBend fur die eigentliche Sequenzierung
zur Verfuigung, die von einem kommerziellen Dienstleister (AGOWA, Berlin) ausgefuhrt
wurde. Die initiale Sequenzierreaktion erfolgte unter Verwendung des Primers Hov-seq-fw,
weitere Sequenzierprimer wurden vom Dienstleister generiert.

Die fur H. ovis-verdachtige Isolate sowie den Referenzstamm H. ovis CCUG 39041 ermittel-
ten 16S rRNA-Gen Sequenzen wurden mit Hilfe der Software ,Basic Local Alignment Search
Tool: Nucleotide Databases” (BLASTN 2.2.18+) [2] gegen alle in den Datenbanken GenBank
(U.S.National Institutes of Health), EMBL (European Molecular Biology Laboratory) und
DDBJ (DNA Databank of Japan) hinterlegten 16S rRNA-Gen Sequenzen abgeglichen. Wei-
terflihrende Analysen erfolgten mit dem Tool ,MegAlign“ des Softwarepaketes ,Lasergene”,
Version 7 (DNASTAR Inc., Madison, WI).

4.7 Phanotypische Charakterisierung von Helcococcus ovis-Isolaten
4.7.1 Kolonie- und Zellmorphologie

Die Beurteilung der Koloniemorphologie erfolgte auf CBA mit S. aureus-Amme sowie CBPA
jeweils nach Bebritung (836 + 1 C, 6 % CO ,) Uber Nacht sowie abschlieBend nach 48 h.

Fir die Beschreibung der Zellmorphologie wurden die Isolate 48 h auf CBA mit S. aureus-
Amme (36 + 1 C, 6 % CO,) sowie in CAMHB+PP (36 + 1 C, aerob) kultiviert. Im Anschluss
wurden nach Gram gefarbte Praparate hergestellt und diese mikroskopisch im Hellfeld bei
ca. 1000-facher GesamtvergréBerung untersucht.

26



4.7.2 Priufung der Ammen- und Pyridoxal-Abhéangigkeit

Far die Prifung von Ammen- und Pyridoxal-Abhé&ngigkeit wurde Koloniematerial von einer
frischen Ausgangskultur in 0,9 %-iger Kochsalzldsung suspendiert und mittels Turbidometer
auf einen Trabungswert entsprechend 0,5 McFarland eingestellt. Danach wurde ein steriler
Tupfer in die Suspension getaucht, zum Entfernen Uberschulssiger Flissigkeit am Rand des
Réhrchens ausgedrickt und dreimal, stets versetzt um ca. 60 vollstandig Uber eine CBA-
Platte ausgestrichen. Nach Abtrocknen der Agaroberflache wurde auf einer Halfte des Me-
diums ein mit 0,01 %-iger Pyridoxal-HCI-Lsg. getranktes Testblatichen aufgelegt [39] und die
andere Hélfte mit einer S. aureus-Amme (LLB 03YSW3) beimpft.

Die Beurteilung von Ammen- und Pyridoxal-Abhangigkeit erfolgte anhand der Auspragung
des Satellitismus-Phdnomens (Wachstum in der Diffusionszone des Pyridoxal-Blattchens
bzw. der Himolysezone der S. aureus-Amme) nach Bebritung (36 + 1 C, 6 % CO ,) fir 24 h
sowie abschlieBend nach 48 h. Als positive Kontrollstimme wurden A. defectiva DSM 9849,
G. adiacens DSM 9848" und G. elegans DSM 11693" verwendet, als Negativkontrolle diente
H. kunzii DSM 10548".

4.7.3 Biochemische Leistungen

Fir die Prifung biochemischer Leistungen wurden Systeme zum Nachweis praformierter
Enzyme verwendet. Diese zeichnen sich dadurch aus, dass Wachstum und Vermehrung des
betreffenden Bakteriums im substrathaltigen Medium nicht erforderlich sind. Somit kénnen
auch anspruchsvolle Erreger (Faktorenabhangigkeit, obligat anaerobes Wachstum, etc.) re-
lativ einfach getestet werden. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass Ergebnisse oftmals
schon nach 4 — 5 h vorliegen.

Die Testdurchfiihrung ist fir alle auf dem genannten Prinzip beruhenden Systeme ahnlich.
Nach Kultur auf einem agarhaltigen Medium wird eine dichte Suspension des Bakteriums
hergestellt (Trubungswert 4 — 6 McFarland). Diese Suspension wird dem Testsubstrat zu-
gesetzt und der Ansatz aerob, i. d. R. bei 36 + 1 °C, inkubiert. Sind die suspendierten Bakte-
rien mit dem erforderlichen Enzym ausgestattet, wird das Substrat umgesetzt und dies durch
einen Indikator angezeigt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen die Systeme API rapid ID 32 Strep und APl ZYM
sowie verschiedene Substrate aus der Rosco Diatabs-Serie zum Einsatz. Testdurchfiihrung
und Interpretation der Ergebnisse erfolgten unter strikter Einhaltung der entsprechenden Ar-
beitsanweisung des Herstellers.
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4.7.4 Prufung weiterer Eigenschaften

Fir die Prifung der Katalase-Reaktion wurde Material von der Ausgangskultur entnommen,
mittels Platin-Impfése auf einem sauberen Objekttrager verrieben und mit Wasserstoffper-
oxid-Lsg. (3 %) Uberschichtet. Positive Reaktionen (Kontrollstamm: S. aureus LLB 03YSW3)
sind durch die spontane Bildung von Gasblaschen bis hin zu leichtem Aufschdumen gekenn-
zeichnet, bei negativem Reaktionsausfall (Kontrollstamm: S. pneumoniae ATCC 49619) ist
keine Blaschenbildung zu beobachten.

Far die Prafung der Vancomycin-Resistenz wurde Material von der Ausgangskultur entnom-
men und mittels Ose auf der Hélfte einer CBPA-Platte dicht ausgeimpft. AnschlieBend wurde
im Zentrum des Ausstriches ein Vancomycin-Blattchen (30 pg) platziert. Die Beurteilung er-
folgte nach Bebritung (36 + 1 C, 6 % CO,) Uber Nacht, wobei jede Auspragung eines
Hemmhofes um das Vancomycin-Blattchen als sensibel bewertet wurde.

Far die Prifung des anaeroben Wachstums wurde Material von der Ausgangskultur auf einer
CBPA-Platte subkultiviert. Die Beurteilung erfolgte nach 48 h Inkubation bei 36 + 1 T im
Anaerobensystem.

4.8 Empfindlichkeitspriifung von Helcococcus ovis-Isolaten
4.8.1 Wahl der Methodik

Die Empfindlichkeitsprifung der H. ovis-Isolate erfolgte im Bouillon-Mikrodilutionsverfahren
entsprechend den CLSI Dokumenten M31-A2 ,Performance Standards for Antimicrobial Disk
and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated From Animals” und M45-A ,Methods for
Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of Infrequently Isolated or Fastidious
Bacteria; Table 1. Abiotrophia species and Granulicatella species (Formerly Known as Nutri-
tionally Deficient or Nutritionally Variant Streptococci) - Information and Interpretive Criteria
for Broth Microdilution Susceptibility Testing” [15; 16].

4.8.2 Standardisierung des Inokulums

Das CLSI Dokument M31-A2 gibt fir die Inokulumdichte im Bouillon-Mikrodilutionsverfahren
einen Richtwert von 5,0 x 10° kbE/ml an. Abweichungen von = 3,0 x 10° kbE/ml gelten nach
Auffassung der DVG-Arbeitsgruppe ,Antibiotikaresistenz” als tolerabel [24].

Vorversuche zur Standardisierung des Inokulums erfolgten unter Einbeziehung von sieben
H. ovis-Isolaten, von denen im Vorfeld drei negativ und vier positiv auf Pyridoxal-Abh&ngig-
keit getestet wurden. Angelehnt an die im CLSI Dokument M31-A2 beschriebene Methodik
wurde Koloniematerial von der Ausgangskultur in einer 0,9 %-igen Kochsalzlésung suspen-
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diert und mittels Turbidometer auf einen Tribungswert entsprechend 0,5 McFarland einges-
tellt. Im Anschluss wurden 5,23 ml CAMHB+PP mit 52 pl (Verdinnung 1:100) bzw. 131 pl
(Verdinnung 1:40) dieser Suspension beimpft. Nach grindlicher Durchmischung mit dem
Reagenzglasschittler (3 x 10 s) wurden 10 pl der inokulierten CAMHB+PP in 10 ml einer
0,9 %-igen Kochsalzlésung Uberfihrt und abermals durchmischt. Von dem so erhaltenen
Ansatz wurden jeweils 100 pl auf zwei Platten CBPA ausgespatelt. Nach Inkubation (36
+1 C, 6 % CO,, 48 h) wurden die Kolonien fur jede Platte gezahlt, das arithmetische Mittel
(Zcera) berechnet und hiervon der Wert fiir die mittlere Inokulumdichte (Zcgpa x 10* kbE/m)
abgeleitet.

4.8.3 Bestimmung der MHK

Koloniematerial von der Ausgangskultur wurde in einer 0,9 %-igen Kochsalzlésung suspen-
diert und mittels Turbidometer auf einen Tribungswert entsprechend 0,5 McFarland einges-
tellt. Im Anschluss wurden 15 ml CAMHB+PP in einem nach Vorversuch (4.8.2) ermittelten
Verdinnungsverhaltnis mit dieser Suspension beimpft. Nach grindlicher Durchmischung mit
dem Reagenzglasschittler (3 x 10 s) wurde die inokulierte CAMHB+PP in eine sterile
Kunststoffwanne gegeben und hieraus mittels 12-Kanal-Pipette jede Kavitat der MHK-Mikro-
titerplatten NLV 41 (spater NLV 58), NLV 66 und NLV 67 A (spater NLV 67 B) mit 50 pl be-
fullt. Danach wurden die Kavitdten mit Folie gasdicht verschlossen, die Platten gekennzeich-
net und fiir 24 h inkubiert (36 + 1 C, aerob). Die Uberpriifung des Inokulums hinsichtlich
Dichte und Freiheit von Kontaminationen erfolgte ausgehend von der Uberschiissigen
CAMHB+PP wie unter 4.8.2 beschrieben.

Nach der Inkubation wurde die Folie von der MHK-Platte entfernt und, beginnend mit den
Kontrollen, das Wachstum in den Kavitdten unter Zuhilfenahme eines optisch nicht vergro-
Bernden Ablesespiegels beurteilt. Der MHK-Wert eines Wirkstoffes wurde bestimmt als die
geringste Konzentration, bei der kein Bakterienwachstum erkennbar war. Jede Isolat-Wirk-
stoff-Kombination wurde in zwei unabh&ngigen Messreihen gepruft.

Im Sinne der Qualitatskontrolle wurde jede Charge MHK-Mikrotiterplatten mit S. pneumoniae
ATCC 49619 gepruft. Die hierbei ermittelten MHK-Werte fir Erythromycin, Clindamycin, Qui-
nupristin/Dalfopristin und Vancomycin (MHK-Platten NLV 41 bzw. 58), Trimethoprim/Sulfa-
methoxazol, Tetracyclin und Chloramphenicol (MHK-Platte NLV 66) sowie Ampicillin, Am-
oxicillin/Clavulanséaure und Penicillin (MHK-Platten NLV 67 A bzw. 67 B) wurden mit den im
CLSI Dokument M45-A, Table 16A, angegebenen Kontroll-Wertebereichen verglichen und
bei Ubereinstimmung die Plattencharge fiir die Empfindlichkeitspriifung der H. ovis-Isolate
verwendet.
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4.8.4 Priufung auf induzierbare Clindamycin-Resistenz (,,D-Zonen“-Test)

Die Prifung auf induzierbare Clindamycin-Resistenz erfolgte fur H. ovis-lsolate, die bei min-
destens einer MHK-Bestimmung Werte fur Erythromycin von = 1 pg/ml und gleichzeitig far
Clindamycin von < 0,5 pg/ml aufwiesen. Die Methodik entsprach dem fur B-hamolysierende
Streptokokken empfohlenen Verfahren [70]. Koloniematerial von der Ausgangskultur wurde
in einer 0,9 %-igen Kochsalzlésung suspendiert, mittels Turbidometer auf einen Tribungs-
wert entsprechend 0,5 McFarland eingestellt und mit einem sterilen Tupfer auf eine CBPA-
Platte ausgeimpft. Um konfluentes Wachstum zu erzielen, wurde der Tupfer dreimal Uber die
gesamte Plattenoberflache ausgestrichen und die Platte dabei um jeweils ca. 60° gedreht.
AnschlieBend wurden im Zentrum der Platte ein Erythromycin- (15 pg) sowie ein Clindamy-
cin-Testblattchen (2 pg) im Abstand von 12 mm (Rand-zu-Rand) aufgelegt. Die Beurteilung
erfolgte nach 24 h Inkubation (36 + 1 T, 6 % CO ;). Ein in Richtung Erythromycin-Blattchen
deutlich abgeflachter Clindamycin-Hemmhof (,D-Zone“) wurde als positiv flr induzierbare
Clindamycin-Resistenz gewertet.

4.9 Entwicklung eines Helcococcus-Elektivagars
4.9.1 Rezeptur des Mediums

Die Grundlage des Elektivagars bildete der in der Mastitisdiagnostik gebrauchliche modifi-
zierte Edwards-Nahrboden zum Nachweis von S. agalactiae aus Rohmilch [25]. SAWANT et
al. [82] konnten durch den Zusatz von Colistin und Oxolinsdure die Selektivitat dieses Me-
diums steigern und insbesondere das Wachstum von Staphylococcus spp. sowie Vertretern
der Familie Enterobacteriaceae unterdriicken. Um die Hemmwirkung auf Gram-negative
Keime weiter zu verbessern, wurden im Rahmen dieser Arbeit der Colistin-Gehalt verdoppelt
und Aztreonam hinzugefligt. Fur das Wachstum von H. ovis wurde desweiteren Pyridoxal
zugesetzt. Die Rezeptur des Helcococcus-Elektivagars (HEA) ist in Tab. 5 angegeben.

4.9.2 Evaluierung des Mediums

Die Prufung von Produktivitdt und Selektivitéat des Elektivagars basierte auf der von MOSSEL
et al. [58; 59] entwickelten ,ecometric technique®. Hierbei handelt es sich um ein semiquanti-
tatives, sequenzielles Verdinnungsverfahren, das es ermdéglicht, anhand eines ,absoluten
Wachstumsindex“ (AWI) die Leistungsféhigkeit von Agarmedien in Platten zu beurteilen und
zu vergleichen.

Koloniematerial von der Ausgangskultur wurde in einer 0,9 %-igen Kochsalzlésung suspen-
diert und mittels Turbidometer auf einen Tribungswert entsprechend 0,5 McFarland einges-
tellt. AnschlieBend wurde mittels kalibrierter Ose (1 pl) einmalig Material von der Bakterien-
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suspension entnommen und in einem definierten Muster zuerst Gber vier Sektoren (A — D)
und abschlieBend durch das Zentrum des Mediums ausgimpft (Abb. 8). Nach Inkubation (36
+ 1 C, 6 % CO,, 72 h) folgten die Ablesung des Endpunktes, d. h. des in Reihenfolge der
Inokulation letzten Impfstriches mit Wachstum von mindestens einer Kolonie, sowie die Be-
stimmung des AWI entsprechend dem modifizierten Verfahren nach GURTLER & BEUCHAT
[35]. Der AWI ergab sich hierbei aus der Anzahl bewachsener Impfstriche (max. 21) multipli-
ziert mit dem Faktor 0,20 (max. AWI: 4,20).

In die Evaluierung wurden alle H. ovis-Isolate sowie 35 Kontrollstdmme Gram-positiver und
Gram-negativer Bakterienspezies einbezogen und jeweils die AWI fir HEA (AWIuea) und das
Referenzmedium CBPA (AWIcgpa) ermittelt. Im Anschluss wurde der resultierende ,relative
Wachstumsindex“ (RWI) in der Form RWI = AWlyes / AWlcgpa berechnet.

Fir Isolate und Kontrollstdmme mit einem RWI > 0,70 erfolgte zuséatzlich die Beurteilung der
koloniemorphologischen Eigenschaften Durchmesser (> oder < 1 mm), Hamolyseform und
Schwarzung. Hierzu wurden nach Subkultur auf HEA (dreifacher Verdiinnungsausstrich) und
Inkubation (36 + 1 C, 6 % CO,, 72 h) die letzten funf Einzelkolonien bewertet. Die Messung
der Koloniedurchmesser wurde mittels Stereomikroskop mit integrierter Okularmessplatte bei
vierfacher GesamtvergréBerung durchgefiihrt, wobei 40 Teilstriche einer Strecke von 1 mm
entsprachen.

Abb. 8: ,,ecometric technique” nach MOSSEL, Inokulationsmuster
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5 Ergebnisse

5.1 Pathologisch-anatomische Untersuchung

Alle untersuchten Herzen zeigten das Bild einer Endocarditis valvularis thromboticans mit
ausgepragten Klappenvegetationen, wobei die einzelnen Thrombi Haselnuss- bis Kinder-
faustgréfe erreichten. Der lumenseitige Anteil bestand im Wesentlichen aus unorganisiertem
fibrindsem Exsudat. Tiefere Anteile wiesen organisiertes Granulationsgewebe auf das
schlieBlich in avaskulédres Narbengewebe Uberging (Abb. 9). Die anatomischen Zuordnungen

der Endokarditiden sind in Tab. 11 dargestellt.

Abb. 9: Endocarditis valvularis thromboticans, Thrombus mit lumenseitigem Fibrin

(A) sowie Granulations- bzw. Narbengewebe (B)

Tab. 11: Anatomische Zuordnung untersuchter Endokarditiden

Falle

Herzklappe N %
Valva tricuspidalis 39 70,9
Valvae tricuspidalis et bicuspidalis (auch Myokardabszess) 1 1,8
Valvae tricuspidalis et trunci pulmonalis 1 1,8
Valva trunci pulmonalis 6 10,9
Valva bicuspidalis 6 10,9
Valva aortae 1 1,8
Atrioventrikularklappe (nicht néher identifizierbar) 1 1,8
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5.2 Priméarkultur und prasumtive Erregeridentifizierung

Aus allen 55 Proben veranderter Herzklappen wurden Bakterien in hohem Keimgehalt ange-
zlichtet. Die Isolate lagen meist in Reinkultur vor oder waren von nur vereinzelten Kolonien
unspezifischer Flora wie coliformen Bakterien, Enterokokkken und/oder Koagulase-negativen
Staphylokokken begleitet. Mischinfektionen wurden in lediglich drei Fallen festgestellt. Die
Ergebnisse der prdsumtiven Erregeridentifizierung sind in Tab. 12 zusammengefasst.

Tab. 12: Ergebnisse der prasumtiven Erregeridentifizierung

Priméres Isolat Weitere Isolate N Falle %

A. pyogenes keine 33 60,0
S. aureus 1 1,8

keine 16 29,1

H. ovis P. aeruginosa, E. faecalis 1 1,8
S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae 1 1,8

S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae keine 1 1,8
Streptococcus sp. keine 1 1,8
Spezies der Familie Neisseriaceae keine 1 1,8

H. ovis-Isolate zeigten in der Primarkultur deutlichen Satellitismus um die S. aureus-Amme
(Abb. 7). Nur in einem Fall (07LB237) konnte feines Wachstum auch auBBerhalb der Hamo-
lysezone des Ammenkeims beobachtet werden.

5.3 Ermittlung von Tierdaten und Herkunftsbestanden

Von 18 Rindern mit positivem H. ovis-Nachweis waren 17 weiblichen und eines mannlichen
Geschlechts. Das Durchschnittsalter betrug 47 Monate. Die Tiere stammten aus 17 Bestén-
den, welche Uber die Bundeslander Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Niedersach-
sen und Sachsen-Anhalt verteilt waren (Tab. 13).

Tab. 13: Tierdaten und Herkunftsbesténde von Rindern mit positivem H. ovis-Nachweis

Alter Herkunftsbestand

Isolat Geschlecht Rasse (Monate) L7 Bundesland
06LB560 W SBT 56 D-26725 Niedersachsen
06URF77 M FLF 20 D-14550 Brandenburg
06LB733 W SBT 27 D-14913 Brandenburg
06LB769 W SBT 55 D-15936 Brandenburg
06LB779 wW SBT 50 D-15910 Brandenburg
06LB813 W SBT 48 D-01945 Brandenburg
06LB838 W SBT 75 D-15926 Brandenburg
06LB842 wW XMM 53 D-14778 Brandenburg
07LB9 W SBT 29 D-39291 Sachsen-Anhalt

33




Tab. 13: Tierdaten und Herkunftsbesténde von Rindern mit positivem H. ovis-Nachweis

(Fortsetzung)
Alter
Isolat Geschlecht Rasse Herkunftsbestand
(Monate)
07LB26 wW SBT 33 D-39539 Sachsen-Anhalt
07LB227 wW SBT 61 D-01945 Brandenburg
07LB237 W SBT 59 D-15936* Brandenburg
07LB239 wW SBT 35 D-15936* Brandenburg
07/40066 wW SBT 43 D-04932 Brandenburg
07LB242 W SBT 48 D-14913 Brandenburg
07LB432 wW SBT 36 D-19357 Brandenburg
07LB637 wW SBT 61 D-39291 Sachsen-Anhalt
08LB103 W XMM 59 D-23936 Mecklenburg-Vorpommern

W weiblich, M mé&nnlich, SBT Schwarzbunt, FLF Fleckvieh Fleischnutzung, XMM Kreuzung Milchrind X Milchrind,

* identischer Bestand

5.4 16S rRNA-Gen Sequenzanalyse von Helcococcus ovis-verdachtigen Isolaten

Von den H. ovis-verdéchtigen Isolaten und dem Referenzstamm H. ovis CCUG 39041 wurde
ein jeweils ca. 1300 bp (1291 — 1355 bp) langer Abschnitt des 16S rRNA-Gens sequenziert
(max. 0,23 % fragliche Basenpositionen) und analysiert. Der mittels BLASTN durchgeflihrte
Vergleich der ermittelten Sequenz mit allen in GenBank/EMBL/DDBJ hinterlegten Daten
ergab in jedem Fall die groBte Ubereinstimmung mit dem Typstamm H. ovis CCUG 374417
(GenBank Accession# Y16279) (99 %) gefolgt von H. kunzii clone 1 (GenBank Accession#
DQ082898) (96 %).

In weiteren Analysen mit Hilfe des Softwaretools ,MegAlign“ wurde eine Ubereinstimmung
der Isolate untereinander von mindestens 99,6 % sowie mit dem Typstamm H. ovis CCUG
374417 von mindestens 99,7 % festgestellt. Die max. Ubereinstimmung mit den Typstdmmen
H. kunzii NCFB 2900 (entspricht DSM 10548"; GenBank Accession# X69837) und H. sue-
ciensis CCUG 47334" (GenBank Accession# AJ579914) betrug 95,5 % bzw. 94,2 %
(Abb. 10).
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5.5 Phanotypische Charakterisierung von Helcococcus ovis-Isolaten
5.5.1 Kolonie- und Zelimorphologie

Die H. ovis-Kulturen wiesen einen ausgepragten Polymorphismus auf der auch nach Sub-
kultur auf CBPA stabil blieb. Nach 48 h Inkubation (36 + 1 C, 6 % CO ) erreichten die groB-
ten Kolonien einen Durchmesser von ca. 0,5 mm, waren rundlich und von hellgrauer Farbe.
Dazwischen fanden sich feine, mit bloBem Auge eben noch sichtbare, rundliche, transpa-
rente Kolonien sowie feinste Kolonien, die nur mittels Stereomikroskop erkennbar waren
(Abb. 11). Nach 48 h Inkubation waren alle H. ovis-Isolate anhdmolytisch auf CBA und
CBPA.

Abb. 11: H. ovis-Isolat 08LB108, Koloniepolymorphismus auf CBPA nach 48 h,

VergréBerung x20

In der Gramféarbung stellten sich alle H. ovis-Isolate als positive bis labile Kokken dar und
waren Uberwiegend in Paaren und Haufen gelagert (Abb. 12).
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Abb. 12: H. ovis-Isolat 06LB838, Gram-positive Kokken in Paaren und Haufen,
VergréBerung x1000

5.5.2 Prufung der Ammen- und Pyridoxal-Abhéngigkeit

Die Beurteilung des Ammen- und Pyridoxal-Abh&angigkeit erfolgte in den Kategorien ,positiv*
(Wachstum auf die Diffusions- bzw. Hamolysezone beschréankt), ,indifferent” (Wachstum von
vereinzelten Kolonien auch auBerhalb der Diffusions- bzw. Hamolysezone) und ,negativ*
(Wachstum auf der gesamten Oberflache des Agarmediums). In Abb. 13 sind vergleichend
ein positiver Test sowie eine positive und die negative Kontrolle dargestellt.

Abb. 13: Ammen- und Pyridoxalabhéangigkeit; (1) positives H. ovis-Isolat (06LB769), (2) positive
Kontrolle (G. elegans DSM 11693"), (3) negative Kontrolle (H. kunzii DSM 10548"); CBPA, 48 h
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H. ovis-Isolate und -Referenzstamme sowie positive und negative Kontrollstamme zeigten fur
Ammen- und Pyridoxalabhangigkeit stets Gbereinstimmende Ergebnisse. Von den H. ovis-
Isolaten wurden 13 (72,2 %) positiv und 5 (27,8 %) negativ getestet. Der Referenzstamm
H. ovis CCUG 374417 zeigte ebenfalls ein negatives Resultat. H. ovis CCUG 39041 war po-
sitiv nach 24 h und indifferent nach 48 h Inkubation (Tab. 14).

Tab. 14: Ammen- und Pyridoxalabhangigkeit nach Inkubation fiir 24 h und 48 h

Amme Pyridoxal
Isolat bzw. Stamm 54 h A8F o o
06LB560 +/— — +/— _
06URF77 +/— - +/— —
06LB733 + + + +
06LB769 + + + +
06LB779 + + + +
06LB813 + + + N
06LB838 + + + +
06LB842 — — _ _
07LB9 + + + +
07LB26 + + + +
07LB227 + + + N
07LB237 +/— - +/— _
07LB239 + + + +
07/40066 + + + +
07LB242 + + + "
07LB432 + + + N
07LB637 + + + +
08LB103 +/— — +/— _
H. ovis CCUG 39041 + +/— + +/—
H. ovis CCUG 37441" — — — _
A. defectiva DSM 9849" (K+) + + + +
G. adiacens DSM 9848" (K+) + + ¥ +
G. elegans DSM 11693" (K+) + + ¥ N
H. kunziiDSM 10548"  (K-) - — _ _

(K+) positiver Kontrollstamm, (K-) negativer Kontrollstamm; + positiv, +/— indifferent, — negativ

5.5.3 Biochemische Leistungen

5.5.3.1 Ergebnisse mit API-Systemen

Alle H. ovis-lsolate und -Referenzstdmme wurden zweifach getestet. Die Interpretation der
Einzelreaktionen erfolgte fir jeden Test in den Kategorien ,positiv’, ,indifferent* und ,nega-
tiv'. Unabhéngig von der Reihenfolge der Reaktionsergebnisse wurde die abschlieBende
Beurteilung der biochemischen Leistung fur das jeweilige Isolat/den jeweiligen Referenz-
stamm entsprechend dem unten stehendem Schema durchgefiihrt (Tab. 15). Die Kombina-
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tion ,positiv/negativ‘ ergab sich fir kein Reaktionspaar, Testwiederholungen waren somit
nicht erforderlich.

Tab. 15: Beurteilungsschema fiir mit APl Systemen ermittelte biochemische Leistungen

Testergebnis 1 Testergebnis 2 Beurteilung
positiv positiv positiv
positiv indifferent positiv
positiv negativ Testwiederholung
indifferent indifferent negativ
indifferent negativ negativ
negativ negativ negativ

Far einige Enzymaktivitdten wurden in Abh&ngigkeit vom Substrat unterschiedliche Ergeb-
nisse erzielt. So war die Alkalische Phosphatase stets positiv im APl ZYM (Substrat:
2-Naphtylphosphat) aber negativ (Farbumschlag zu sehr blassem Gelb) im API rapid ID 32
Strep (Substrat: 4-Nitrophenyl-BD-Galactopyranosid-2-CHA). Die B-Galactosidase-Reaktion
war immer positiv mit dem Substrat Resorufin-BD-Galactopyranosid (API rapid ID 32 Strep),
bis auf ein Isolat aber negativ mit 2-Naphtyl-BD-Galactopyranosid (API rapid ID 32 Strep und
APl ZYM). H. ovis-lsolate bzw. -Referenzstdmme mit positiven Resultaten fur 3-Glucuroni-
dase im API rapid ID 32 Strep (Substrat: Resorufin-BD-Glucuronid) waren negativ im API
ZYM (Substrat: Naphtol-AS-BI-BD-Glucuronid). Detaillierte Darstellungen der mit den Syste-
men API rapid ID 32 Strep und APl ZYM ermittelten biochemischen Leistungen erfolgen in
Tab. 16 und Tab. 17.

5.5.3.2 Ergebnisse mit Rosco Diatabs

Mit Rosco Diatabs wurden die Aktivitdten von Alkalischer Phosphatase, Arginin Dihydrolase,
a-Galactosidase, B-Galactosidase, p-Glucosidase, B-Glucuronidase, Leucin Aminopeptidase
und Pyrrolidonyl Arylamidase, die Hippurat-Hydrolyse sowie die S&urebildung aus Maltose
und Saccharose fir alle H. ovis-Isolate und -Referenzstdmme einmalig gepruft (Tab. 18). Die
Bewertung von Alkalischer Phosphatase und Hippurat-Hydrolyse erfolgte nach 4 h, die der
anderen Tests nach Bebrltung Uber Nacht.

Fir Alkalische Phosphatase (Substrat: p-Nitrophenyl-Phosphat) wurden stets negative Er-
gebnisse erzielt. Bis auf zwei Isolate deckten sich die Resultate fur B-Galactosidase-Aktivitat
(Substrat: o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid) mit denen des API rapid ID 32 Strep (Subs-
trat: Resorufin-BD-Galactopyranosid), allerdings waren die Farbumschlage Uberwiegend
schwach. Mit Ausnahme eines Isolates waren die Ergebnisse fur B-Glucuronidase (Substrat:
p-Nitrophenyl-BD-Glucuronséaure) ebenfalls Ubereinstimmend mit denen des API rapid ID 32
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Strep. Fir Leucin Aminopeptidase zeigten vier H. ovis-Isolate und der Referenzstamm
H. ovis CCUG 39041 im Unterschied zum APl ZYM negative Ergebnisse (Farbumschlag
nach Gelb bzw. Gelb-Orange).

5.5.4 Prufung weiterer Eigenschaften

Alle H. ovis-lsolate und -Referenzstdmme waren Katalase-negativ, Vancomycin-sensibel und
zeigten Wachstum unter anaeroben Kulturbedingungen.
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5.6 Empfindlichkeitspriifung von Helcococcus ovis-lsolaten
5.6.1 Standardisierung des Inokulums

Nach Verdinnung 1:100 der 0,5 McFarland-Suspension in CAMHB+PP lagen die mittleren
Inokulumdichten (¥cgpa x 10* kbE/ml) mehrheitlich unterhalb und nach Verdinnung 1:40
iberwiegend oberhalb des DVG-Toleranzbereiches (5,0 + 3,0 x 10° kbE/ml) (Tab. 19). Fir
die sich anschlieBenden MHK-Bestimmungen der H. ovis-Isolate wurde daraufhin eine Ver-
dinnung 1:60, d. h. 250 pl 0,5 McFarland-Suspension in 15 ml CAMHB+PP, gewahilt.

Tab. 19: Koloniebildende Einheiten auf CBPA nach Verdiinnung 0,5 McFarland-Suspension in
CAMHB+PP 1:100 bzw. 1:40 und resultierende mittlere Inokulumdichten

Verdiinnung 1:100 Verdiinnung 1:40
Isolat CBPA 1 CBPA 2 Xcepa x 10* CBPA 1 CBPA 2 Fopea x 10°
(kbE) (kbE) (kbE/mI) (kbE) (kbE) (kbE/mI)
06URF77 11 6 8,5 86 110 98,0
06LB560 10 15 12,5 89 107 98,0
06LB733 16 18 17,0 129 88 108,5
06LB779 13 7 10,0 58 54 56,0
06LB813 37 17 27,0 61 85 73,0
07LB26 13 8 10,5 99 89 94,0
07LB237 30 22 26,0 69 70 69,5

5.6.2 Bestimmung der MHK

Fir jedes H. ovis-Isolat wurden in zwei unabhéangigen Messreihen die MHK von jeweils 22
Wirkstoffen ermittelt. Auf die MHK-Bestimmung von Oxacillin (Platten NLV 41 bzw. 58)
wurde verzichtet, weil dieser Wirkstoff als Surrogat fur Methicillin ausschlieBlich der Detek-
tion Methicillin-resistenter Staphylococcus spp. dient. Cefotaxim (Platte NLV 67 A) und Cefa-
zolin (Platte NLV 67 B) wurden nicht in die Auswertungen einbezogen da die entsprechen-
den Werte aufgrund des genannten Chargenwechsels nicht fir jedes Isolat ermittelt werden
konnten.

Die Tests waren bei Verwendung des Spiegels unter optimalen Lichtverhéltnissen i. d. R. gut
auswertbar. Die Kontrollen zeigten Ubereinstimmend einen teppichartigen, fein granulierten
Bodensatz mit einem Durchmesser = 2 mm (Abb. 14). In friiheren Arbeiten beschriebene,
Medium-bedingte ,Pseudoplaques” [1] konnten auch in dieser Studie beobachtet werden,
waren aufgrund fehlender Granulierung aber leicht von echtem Wachstum zu unterscheiden.

Die Uberprifung der mittleren Inokulumdichten ergab fiir fiinf Isolate in einer der Messreihen
geringe Abweichungen vom DVG-Toleranzbereich. Fur vier Isolate wurden Werte unterhalb
(0,8 — 1,7 x 10° kbE/ml) und fiir ein Isolat ein Wert oberhalb (11,5 x 10° kbE/ml) der
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Toleranzgrenzen ermittelt. In Ubereinstimmung mit allen anderen Isolaten unterschieden sich
die MHK-Werte der ersten und zweiten Messreihe auch in diesen Fallen um hoéchstens eine

log2-Verdinnungsstufe.

Abb. 14: MHK-Wachstumskontrollen

In Tab. 20 sind die Ergebnisse der MHK-Bestimmungen dargestellt. Unter Berlcksichtigung
aller Daten der ersten und zweiten Messreihe erfolgte fir jeden Wirkstoff die Ermittlung der
MHK-Werte, bei denen 50 % (MHKso) bzw. 90 % (MHKg) der gepruften Isolate im Wachstum

gehemmt wurden.
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5.6.3 Prifung auf induzierbare Clindamycin-Resistenz (,,D-Zonen“-Test)

Entsprechend den unter 4.8.4 festgelegten Kriterien wurden drei Isolate auf induzierbare

Clindamycin-Resistenz gepruft, davon eines mit positivem Ergebnis (Tab. 21, Abb. 15).

Tab. 21: MHK-Werte fiir Erythromycin und Clindamycin sowie Ergebnisse des ,,D-Zonen“-Tests

Erythromycin Clindamycin
Isolat MHK 1 MHK 2 MHK 1 MHK 2 »D-Zonen“-Test
(ug/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (ug/ml)
06LB779 > 32 > 32 0,12 0,12 positiv
06L.B838 1 0,5 0,12 0,12 negativ
06LB842 1 0,5 0,12 0,12 negativ

Abb. 15: ,,D-Zonen“-Test, positives H. ovis-lsolat 06LB779,
links Erythromycin (15 pg), rechts Clindamycin (2 pg)

5.7  Entwicklung eines Helcococcus-Elektivagars
5.7.1 Ermittlung des absoluten und relativen Wachstumsindex

Von den gepriften Bakterienspezies zeigten alle Katalase-negativen, Gram-positiven Kok-
ken (KNGPK) gutes Wachstum auf HEA (RWI = 0,79). Fir drei H. ovis-Isolate war der AWI
fir HEA sogar geringfligig héher als der fur das Referenzmedium CBPA (RWI > 1,00). Die
getesteten Nicht-KNGPK wurden vollstandig im Wachstum gehemmt (RWI = 0,00) (Tab. 22).
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Tab. 22: AWIlcgpa, AWl ea sOwie resultierende RWI fiir 18 H. ovis-lsolate und 35 Kontrollstamme

Spezies Bezeichnung AWlcgpa AW e RWI
A. defectiva DSM 9849" 4,20 4,20 1,00
A. hydrophila DSM 30187" 3,80 0,00 0,00
A. faecalis DSM 6174 4,20 0,00 0,00
A. pyogenes LLB 03UD25" 4,20 0,00 0,00
B. cereus DSM 345 2,80 0,00 0,00
C. pseudotuberculosis LLB 02YSz7" 4,20 0,00 0,00
E. aerogenes DSM 30053' 4,20 0,00 0,00
E. faecalis ATCC 29212 4,20 4,20 1,00
E. faecium DSM 6177 2,80 2,20 0,79
E. coli ATCC 25922 2,20 0,00 0,00
G. adiacens DSM 9848" 4,20 4,20 1,00
G. elegans DSM 11693" 4,20 4,20 1,00
H. kunzii DSM 10548" 4,20 4,20 1,00
H. ovis CCUG 374417 4,20 4,00 0,95
H. ovis CCUG 39041 4,20 4,00 0,95
H. ovis 06LB560 4,20 4,20 1,00
H. ovis 06URF77 4,00 4,20 1,05
H. ovis 06LB733 4,20 4,2 1,00
H. ovis 06LB769 4,20 4,20 1,00
H. ovis 06LB779 4,20 4,20 1,00
H. ovis 06LB813 4,00 4,00 1,00
H. ovis 06LB838 4,20 4,00 0,95
H. ovis 06LB842 4,20 4,20 1,00
H. ovis 07LB9 4,20 4,20 1,00
H. ovis 07LB26 4,20 4,20 1,00
H. ovis 07LB227 4,20 4,20 1,00
H. ovis 07LB237 4,20 4,20 1,00
H. ovis 07LB239 3,80 4,00 1,05
H. ovis 07/40066 3,80 4,20 1,11
H. ovis 07LB242 4,20 4,20 1,00
H. ovis 07LB432 4,00 4,00 1,00
H. ovis 07LB637 4,20 4,20 1,00
H. ovis 08LB103 4,20 4,20 1,00
H. sueciensis CCUG 47334" 4,20 4,20 1,00
L. fermentum DSM 20391 4,20 0,00 0,00
L. innocua DSM 20649T 4,20 0,00 0,00
L. monocytogenes DSM 12464 4,20 0,00 0,00
M. haemolytica DSM 105317 4,20 0,00 0,00
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Tab. 22: AWIlcgpa, AWl ea sOwie resultierende RWI fiir 18 H. ovis-lsolate und 35 Kontrollstamme

(Fortsetzung)

Spezies Bezeichnung AW lcgpa AW e RWI
M. luteus DSM 1790 4,00 0,00 0,00
P. multocida LLB 04URF108" 3,80 0,00 0,00
P. mirabilis DSM 6674 4,20 0,00 0,00
P. aeruginosa ATCC 27853 4,20 0,00 0,00
S. aureus ATCC 25923 4,20 0,00 0,00
S. capitis DSM 6180 4,20 0,00 0,00
S. cohnii DSM 6669 4,20 0,00 0,00
S. epidermidis DSM 1798 4,20 0,00 0,00
S. xylosus DSM 6179 4,20 0,00 0,00
S. agalactiae DSM 21347 4,20 4,20 1,00
S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae DSM 20662" 4,20 4,20 1,00
S. dysgalactiae ssp. equisimilis DSM 6176 4,20 4,00 0,95
S. equi ssp. zooepidemicus DSM 20727" 4,20 4,20 1,00
S. uberis LLB 08URF15" 4,20 4,20 1,00
Y. pseudotuberculosis DSM 89927 4,00 0,00 0,00

5.7.2 Ermittlung von Sensitivitat und Spezifitat

Definiert man KNGPK als auf HEA gesuchte und Nicht-KNGPK als auf HEA unerwilinschte
Mikroorganismen, lassen sich Sensitivitdt und Spezifitdt des Mediums wie in Tab. 23 darges-

tellt ermitteln [82].

Tab. 23: Sensitivitat und Spezifitdt von HEA auf der Basis von 53 Teststimmen (mod. nach

SAWANT et al., 2002)

KNGPK (n = 32)

Nicht-KNPGK (n = 21)

Sensitivitat (%)

Spezifitat (%)

Richtig positiv | Falsch negativ | Falsch positiv | Richtig negativ

(AWlHEA > 0) (AWlHEA = O) (AWlHEA > O) (AWlHEA = O)
A B C D (A/A+B)x100 |(D/C + D) x 100
32 0 0 21 100 100

5.7.3 Beurteilung koloniemorphologischer Eigenschaften

Sowohl alle H. ovis-lsolate und -Referenzstdamme als auch die Kontrollstamme H. kunzii
DSM 10548" und H. sueciensis CCUG 47334" wiesen auf HEA nach 72 h Inkubation
(36 £+ 1 C, 6 % CO,) einen Koloniedurchmesser < 1 mm auf und zeigten weder Hamolyse

noch Schwarzung. Helcococcus spp. konnten anhand dieser Merkmale von Enterokokken,

Streptokokken sowie A. defectiva und Granulicatella spp. abgegrenzt werden (Tab. 24). Der

zuvor fir H. ovis-Isolate beschriebene Koloniepolymorphismus (5.5.1) war auch auf HEA zu

beobachten.
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Tab. 24: Koloniemorphologische Eigenschaften von 18 H. ovis-Isolaten sowie 14 KNGPK-
Kontrollstammen auf HEA (72 h,36 +1 C, 6 % CO ,)

Spezies Bezeichnung (}ri:r[:) Hamolyse | Schwarzung
A. defectiva DSM 9849" 0,8 a -
E. faecalis ATCC 29212 1,6 Y —
E. faecium DSM 6177 1,4 a +
G. adiacens DSM 9848" 1,0 a +
G. elegans DSM 116937 0,9 a —
H. kunzii DSM 10548" 0,4 y -
H. ovis CCUG 374417 0,3 y -
H. ovis CCUG 39041 0,5 Y -
H. ovis 06LB560 0,6 Y -
H. ovis 06URF77 0,6 Y -
H. ovis 06LB733 0,4 Y -
H. ovis 06LB769 0,5 Y -
H. ovis 06LB779 0,7 Y —
H. ovis 06LB813 0,5 Y -
H. ovis 06LB838 0,4 Y -
H. ovis 06LB842 0,5 Y -
H. ovis 07LB9 0,5 Y —
H. ovis 07LB26 0,6 Y -
H. ovis 07LB227 0,8 Y —
H. ovis 07LB237 0,5 Y -
H. ovis 07LB239 0,7 Y -
H. ovis 07/40066 0,4 Y -
H. ovis 07LB242 0,5 Y —
H. ovis 07LB432 0,3 Y -
H. ovis 07LB637 0,7 Y —
H. ovis 08LB103 0,4 Y -
H. sueciensis CCUG 47334" 0,2 y -
S. agalactiae' DSM 2134" 1,9 v -
S. dysgalactiae ssp. dysgalacz‘iae2 DSM 20662" 0,8 a —
S. dysgalactiae ssp. equisimilis2 DSM 6176 0,7 B —
S. equi ssp. zooepidemicus DSM 20727" 1,2 B -
S. uberis LLB 08URF15" 2,4 y —

Xkos mittlerer Durchmesser funf aufeinanderfolgender Einzelkolonien; + positive, — negative Reaktion; ! plauliche

Kolonien; 2 trockene Kolonien
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6 Diskussion

Die vorliegende Arbeit stellt nach bestem Wissen des Autors die erste zusammenhangende
Studie zur Pravalenz von H. ovis in einem definierten Krankheitsbild, zu wesentlichen pha-
notypischen Eigenschaften dieses Erregers sowie zu dessen Empfindlichkeit gegenuber
antimikrobiellen Wirkstoffen dar. Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse bewertet und
im Kontext mit Resultaten anderer wissenschaftlicher Studien interpretiert. Die Reihenfolge
der Besprechung orientiert sich an den in der Einleitung definierten Untersuchungszielen.

6.1 Pravalenz von Helcococcus ovis bei der infektiosen Endokarditis des Rindes

Im Verlauf dieser Arbeit wurden 55 bovine Endokarditiden bakteriologisch untersucht und in
18 Féllen H. ovis isoliert, davon 16mal in Reinkultur. Die Pravalenz von H. ovis betrug somit
32,7 %. Anhand der verfugbaren Herkunftsdaten, denen zufolge nur zwei Tiere dem gleichen
Bestand entstammten und die Betriebe ansonsten Ulber weite Gebiete Brandenburgs und
benachbarter Bundeslander verteilt waren, ist eine zufallige Haufung nicht anzunehmen.
Dieses Ergebnis ist insofern beachtlich, als der Erreger im Zusammenhang mit Endokarditi-
den bislang erst zweimal beschrieben wurde [56; 68]. Der Hauptgrund fir den bis dato selte-
nen Nachweis von H. ovis durfte darin zu suchen sein, dass die wachstumsphysiologische
Besonderheit der Ammen- bzw. Pyridoxal-Abhangigkeit durch die Ublichen Kulturansatze
nicht bertcksichtigt wird. Dies betrifft insbesondere die bakteriologische Untersuchung (BU)
im Rahmen der amtlichen Fleischuntersuchung [27]. In den ,Methoden zur Untersuchung
von Fleisch®* [8] ist fur die ,semiquantitative Untersuchung des sonstigen Keimgehaltes®
lediglich ein Standardné&hrboden (z. B. Pepton-Fleischextrakt-Agar) vorgeschrieben, ergan-
zend kann ein Dextrose-Blutagar verwendet werden. Unter diesen Bedingungen gelingt die
Detektion von H. ovis nur zuféllig infolge Satellitismus des Erregers um Keime der Begleit-
flora [20; 78]. Eine weitere Ursache fir die geringen H. ovis-Nachweisraten kdénnte darin
bestehen, dass trotz initialer Isolierung die weitere Subkultur erfolglos bleibt und der Erreger
aufgrund erster Prifungen (Farbung nach Gram, Katalase-Test, etc.) falschlich als , Strepto-
coccus sp.“ identifiziert wird.

Wann immer ungewoéhnliche Mikroorganismen im Zusammenhang mit einer Erkrankung be-
schrieben werden, sollte deren ldentifizierung mittels 16S rRNA-Gen Sequenzanalyse erfol-
gen [14]. Nach einer aktuellen Empfehlung [44] sind hierbei folgende Grundséatze zu berlck-
sichtigen: 1.) die phanotypischen Eigenschaften des Isolates lassen nicht darauf schlieBen,
dass es einer Gruppe von Bakterien angehoért, die bekanntermafBen Probleme bei der Identi-
fizierung mittels 16S rRNA-Gen Sequenzanalyse bereiten (z. B. Edwardsiella: E. hoshinae,
E. ictaluri, E. tarda), 2.) es werden mindestens 500 — 525 bp, ideal 1300 — 1500 bp sequen-
ziert, wobei der Anteil fraglicher Basenpositionen < 1 % betragt und 3.) die Ubereinstimmung
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mit dem jeweiligen Typ- oder Referenzstamm betragt > 99 %, ideal > 99,5 %. Da alle im
Verlauf der vorliegenden Studie durchgeflhrten Analysen die genannten Kriterien erfillten
(FragmentgréBe 1291 — 1355 bp, fragliche Basenpositionen max. 0,23 %, Ubereinstimmung
mit Typstamm H. ovis CCUG 374417 sowie Referenzstamm H. ovis CCUG 39041 = 99,7 %)
kann die Speziesidentitat der 18 H. ovis-Isolate als gesichert gelten.

Die Pravalenz von A. pyogenes betrug 61,8 % und bestatigte insofern Ergebnisse friherer
Untersuchungen [60; 62; 69; 83; 87]. Streptokokken mit 5,5 % sowie andere Erreger mit zu-
sammen 7,3 % der Isolate waren dagegen von eher untergeordneter Bedeutung. Mischkultu-
ren aus zwei bzw. drei Erregern fanden sich in nur drei Féllen (5,5 %). Dies entspricht Er-
kenntnissen aus der Humanmedizin, wonach Endokarditiden polymikrobieller Atiologie mit
3 — 4 % aller Erkrankungsfalle selten sind und vorwiegend Risikopatienten (Drogenabusus,
Klappenprothesen) betreffen [61].

Pathomorphologisch wurde an 74,5 % der Proben eine Endocarditis valvularis thromboticans
der Trikuspidalklappe festgestellt. Dies spiegelt die fir das Rind charakteristische Neigung
zur Rechtsherzendokarditis wider [60; 62; 69; 83; 87]. Da von den Schlachthéfen haufig
keine vollstandigen Herzen eingesandt wurden, ist es nicht moglich, begriindete Aussagen
zur Beteiligung anderer Klappen zu treffen.

6.2 Phanotypische Charakterisierung von Helcococcus ovis-Isolaten

Nach anfanglichen Beobachtungen anderer Autoren [20; 78] wurde im Rahmen dieser Arbeit
Satellitismus/Pyridoxal-Abhangigkeit als wesentliches Charakteristikum von H. ovis aufge-
zeigt. In der Primarkultur wuchsen 17 von 18 Isolaten (94,4 %) nur in unmittelbarer Nachbar-
schaft zur S. aureus-Amme. H. ovis stimmt in dieser Eigenschaft mit den sog. ,nutritionally
variant streptococci (NVS) Uberein, die erstmalig von FRENKEL & HIRSCH [32] beschrie-
ben wurden und derzeit den Spezies A. defectiva, G. adiacens und G. elegans zugeordnet
sind [21; 46; 77]. In Analogie zu A. defectiva und Granulicatella spp. scheinen sich einige
Stdmme von H. ovis an ein Wachstum ohne Ammenstamm oder Pyridoxal-Supplement zu
adaptieren, was deren phéanotypische Identifizierung u. U. beeintrachtigen kann [13; 20; 30;
78]. In der vorliegenden Studie verloren insgesamt vier Isolate dieses spezifische Merkmal,
davon zwei schon nach einmaliger Subkultur auf CBPA.

Festzustellen bleibt, dass der Typstamm H. ovis CCUG 37441 Ammen- bzw. Pyridoxal-
unabhéngig ist und ihm somit ein Hauptcharakteristikum der Spezies fehlt. Dies steht
exemplarisch fir ein grundsatzliches Problem der klinischen Mikrobiologie in Human- und
Veterindrmedizin. Im Zeitraum 1990 — 2000 hat sich die Anzahl der im International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology als neu publizierten Spezies vervierfacht und
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die der Genera sogar versiebenfacht. Von diesen neuen Taxa, sowohl Spezies als auch Ge-
nera, wurden 40 % anhand eines einzigen Isolates beschrieben [12]. Der Typstamm wird
somit bereits festgelegt bevor eine reprasentative Sammlung von Stdmmen besteht und die
6kologische Diversitat der Spezies geklart wurde [99]. Unter diesen Umstanden ist es frag-
lich, ob die Merkmale des Typstammes die wahren Gegebenheiten der Spezies reflektieren
bzw. u. U. ist es mdglich, dass der Typstamm ein Extrem in der Variationsbreite der Spezies
darstellt [43; 99]. Da trotz einer breiteren Verfligbarkeit der 16S rRNA-Gen Sequenzanalyse
die routinemaBige ldentifizierung von Bakterienstdmmen in klinisch-mikrobiologischen La-
bors Uberwiegend auf phanotypischen Kriterien beruht, sind Berichte zu wachstumsphysiolo-
gischen, morphologischen und biochemischen Eigenschaften einer neuen Spezies auf der
Basis eines einzigen lIsolates fir die diagnostische Praxis nahezu bedeutungslos [12; 14;
43].

Die biochemischen Leistungsprufungen mit drei auf der Wirkung préaformierter Enzyme beru-
henden Testsystemen (API rapid 32 Strep, APl ZYM, Rosco Diatabs) ergaben fiir einige no-
minell identische Aktivitdten unterschiedliche Resultate. Besonders auffallig war dies bei den
Schlisselreaktionen [20] Alkalische Phosphatase- (100 % positivim API ZYM; 100 % negativ
im API rapid 32 Strep und mit Rosco Diatabs) und B-Glucuronidase-Aktivitat (Referenz-
stdmme und ca. 60 % der Isolate positiv im API rapid 32 Strep und mit Rosco Diatabs,
100 % negativ im API ZYM). Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die Erstbe-
schreibung von H. ovis als Alkalische Phosphatase- und B-Glucuronidase-positiv ebenfalls
unter Verwendung der Systeme API rapid 32 Strep und APl ZYM erfolgte, allerdings ohne
das Hinweise auf die oben dargestellten Unstimmigkeiten gegeben wurden [20]. Substrat-
abhangige Ergebnisse konnten desweiteren flr die B-Galactosidase-Aktivitdt demonstriert
werden (Referenzstdmme und 89 % der Isolate positiv mit o-Nitrophenyl-BD-Galactopyrano-
sid im Rosco Diatab, 100 % positiv mit Resorufin-BD-Galactopyranosid im API rapid ID 32
Strep, Referenzstdamme und 94 % bzw. 100 % der Isolate negativ mit 2-Naphtyl-BD-Galacto-
pyranosid im API rapid ID 32 Strep bzw. APl ZYM). Insgesamt scheinen Substrate auf der
Basis von Resorufin- und Nitrophenol-Derivaten fur die Detektion der B-Galactosidase- und
B-Glucuronidase-Aktivitdten eine héhere Empfindlichkeit aufzuweisen als die entsprechen-
den Naphtol-Derivate. Dies steht im Einklang mit Untersuchungsergebnissen, wie sie bei der
Prifung diverser Glycosidhydrolase-Aktivitdten sog. ,Viridans-Streptokokken® erzielt wurden
[47]. Hinsichtlich der nachgewiesenen Leucin Arylamidase- bzw. Leucin Aminopeptidase-
Aktivitaten bestanden zwischen dem APl ZYM (100 % positiv) und Rosco Diatabs (50 % der
Referenzstdmme und 78 % der Isolate positiv) ebenfalls deutliche Unterschiede.

Die hier gezeigte Inkonsistenz von Ergebnissen biochemischer Leistungen spiegelt einen
wesentlichen Aspekt der herrschenden Methodenvielfalt und der Veréffentlichung resultie-
render Daten wider. Biochemische Tests, sowohl in Form konventioneller Methoden als auch
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miniaturisierter Systeme, kénnen fur die Prifung einer nominell identischen Stoffwechselleis-
tung in Abhéangigkeit von der Art des Enzyms (konstitutiv oder induzierbar), dem verwende-
ten Substrat, der Empfindlichkeit des Detektionssystems, der GréBe des Inokulums und/
oder der Inkubationsdauer unterschiedliche Ergebnisse aufweisen [4; 11; 18; 31; 49]. Dies
macht fur die Publikation entsprechender Daten eine genaue Beschreibung der Methodik
zwingend erforderlich. Beim Einsatz kommerzieller Systeme sollten die Arbeitsanweisungen
der Hersteller strikt befolgt werden, jede Modifikation ist im Hinblick auf die Reproduzierbar-
keit von Testergebnissen kritisch zu bewerten. Fir Verdffentlichungszwecke qilt es ferner als
inkorrekt, den Vergleich der phanotypischen Eigenschaften eines Isolates mit den Merkma-
len des Typstammes ausschlieBlich auf der Basis publizierter Daten zu fihren, da diese
falsch sein kdnnen oder ggf. mit anderen Methoden erzielt wurden [14].

Anhand der mittels API rapid 32 Strep erzielten Ergebnisse fir die 3-Glucuronidase-Aktivitat
(61 % positive Isolate) ist festzustellen, dass es sich hierbei entgegen friiheren Auffassungen
[19; 20] um ein variables Speziesmerkmal handelt. Dies gilt auch flr die Verwertung von
Lactose, Trehalose und Pullulan mit 22 %, 27 % und 61 % positiven Isolaten. Dagegen war
die Cyclodextrin-Verwertung bei ca. 90 % der Isolate positiv und somit von relativer Kons-
tanz. Im Unterschied zu den Ergebnissen der Erstbeschreibung [20] zeigten alle H. ovis-lso-
late und -Referenzstamme im APl ZYM System Esterase (C4)- sowie Esterase Lipase (C8)-
Aktivitat und Uberwiegend schwache Valin Arylamidase-Aktivitat. Flur die a-Glucosidase-Akti-
vitat im APl ZYM existieren keine Vergleichsdaten. In der vorliegenden Studie zeigten 80 %
der H. ovis-Isolate, der Typstamm H. ovis CCUG 37441" und auch der Stamm H. ovis CCUG
39041 positive, wenngleich oft schwache Reaktionen.

Gestltzt auf die Merkmale Satellitismus/Pyridoxal-Abhangigkeit und Hamolyse auf Blutagar
sowie acht API rapid ID 32 Strep basierte biochemische Tests wurde ein Schema fir die
Identifizierung von H. ovis und dessen Differenzierung von anderen Helcococcus spp. sowie
den Pyridoxal-abh&ngigen Spezies A. defectiva, G. adiacens und G. elegans entwickelt (Tab.
25). Die in der Literatur [13; 18; 19; 21; 46; 77] fir H. kunzii, H. sueciensis, A. defectiva,
G. adiacens und G. elegans angegebenen biochemischen Leistungen wurden anhand des
Typstammes der jeweiligen Spezies (Tab. 3) fir das API rapid ID 32 Strep System im
Doppelansatz tberprift. Abweichend von CHRISTENSEN et al. [13] wurde fir den Typ-
stamm G. adiacens DSM 9848 eine negative B-Galactosidase Aktivitat festgestellt.
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Tab. 25: API rapid ID 32 Strep basiertes Identifizierungsschema fiir H. ovis

Ergebnis fur Spezies
Phéanotypische Eigenschaft H. H. H. A. G. G.
ovis kunzii | sueciensis| defectiva | adiacens | elegans
Satellitismus/
Pyridoxal-Abhangigkeit + - - + + +
H&molyse auf Schafblutagar Y Y Y a a a
Arginin Dihydrolase — — — - - +
a-Galactosidase — - — + - —
B-Galactosidase' + + + + _ _
B-Galactosidase® - - + + - _
B-Glucuronidase Vv - — - + -
Hippurat-Hydrolyse — - - — — +
Pyroglutaminsaure-Arylamidase — + - + + +
Saccharose - - — + + +
Herkunft Tier Mensch | Mensch | Mensch | Mensch | Mensch

+, 285 %; V, 16 — 84 %; —, < 15 % der Stamme positiv; ' Substrat: Resorufin-BD-Galactopyranosid; ® Substrat:

2-Naphtyl-BD-Galactopyranosid

6.3 Empfindlichkeitspriifung von Helcococcus ovis-lsolaten

Da fur H. ovis kein standardisiertes Verfahren der Empfindlichkeitsprifung zur Verfigung
steht, wurde aufgrund von Ahnlichkeiten in der Wachstumsphysiologie (Pyridoxal-Abhangig-
keit) auf eine anerkannte Richtlinie fur A. defectiva und Granulicatella spp. zurtckgegriffen
[16]. Mit der gewéhlten Methodik gelang es, eine akzeptable Reproduzierbarkeit zu erzielen,
d. h. far die jeweils getestete Isolat-Wirkstoff-Kombination MHK-Werte zu generieren, die in
zwei unabhéangigen Messreihen nicht mehr als eine log2-Verdunnungsstufe voneinander
abwichen [17]. Die fiir finf Inokulmdichten ermittelten Unter- bzw. Uberschreitungen des
DVG-Toleranzbereiches wirkten sich diesbezlglich nicht negativ aus. Dies entspricht Er-
kenntnissen, die im Zusammenhang mit Empfindlichkeitsprifungen von A. pyogenes gewon-
nen wurden. Schwankungen der Inokulumdichten im Bereich 0,5 x 10° — 10,0 x 10° kbE/ml
hatten hierbei keinen wesentlichen Einfluss auf die Ergebnisse der MHK-Bestimmungen,
was insbesondere auf die im Vergleich zu z. B. E. coli relativ lange Generationszeit des
Erregers zurtckgefihrt wurde [1].

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Empfindlichkeitsprufungen fur einzelne Substanz-
klassen besprochen. In Ermangelung H. ovis-spezifischer Grenzwerte ist eine Interpretation
der MHK-Werte in den Kategorien ,sensibel“, ,intermediar‘ oder ,resistent nur flr einige
Wirkstoffe moglich. So kénnen gemaf CLSI Dokument M 31-A3 Amoxicillin/Clavulanséure,
Cephalothin, Chloramphenicol, Gentamicin und Tetracyclin entsprechend den Grenzwerten
far nicht weiter spezifizierte ,andere“ Erreger beurteilt werden [17]. Da diese Werte auf Daten
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aus der Humanmedizin beruhen, sollten die Interpretationen fir veterinarmedizinische Fra-
gestellungen aber mit Vorsicht erfolgen [1].

B-Lactam-Antibiotika (Penicilline und Cephalosporine): Die MHK-Werte fiir Penicillin G und

Ampicillin waren nicht normal verteilt sondern tendenziell ansteigend. Dies deutet darauf hin,
dass die Empfindlichkeiten der getesteten Isolate keinen reprasentativen Querschnitt der
H. ovis-Normalpopulation darstellen. Verglichen mit den Literaturangaben zur Penicillin-MHK
des equinen H. ovis-Isolates (< 0,016 pg/ml) [78] wurden fir die Gesamtheit der bovinen
H. ovis-Endokarditisisolate deutlich héhere Werte fur Penicilin G (MHKs, = 0,12 pg/ml;
MHKg = 0,25 pg/ml) ermittelt. Fir Amoxicillin/Clavulansaure waren die MHK-Werte normal
verteilt und alle Isolate als sensibel (Grenzwert: < 8/4 pg/ml) zu bewerten.

Innerhalb der Cephalosporine wurden unterschiedliche Empfindlichkeiten beobachtet. So
lagen die MHK-Werte fir Cephalothin (1. Generation) stets im unteren sensiblen Bereich
(MHKso = 0,25 pg/ml; MHKg, = 0,5 pg/ml; Grenzwert: < 8 pyg/ml) und auch fiir Cefoperazon
(3. Generation) wurden Ubereinstimmend hohe Empfindlichkeiten (MHKs, = 0,12 pg/ml,
MHKg, = 0,12 pg/ml) nachgewiesen. Demgegeniber waren die normal verteilten MHK-Werte
fur Ceftiofur (3. Generation) im héheren Wertebereich angesiedelt (MHKs, = 4 pg/ml, MHKg,
= 4 ug/ml). Die MHK-Werte fur Cefquinom (4. Generation) zeigten im ebenfalls héheren Be-
reich von 0,25 — 2 pg/ml ein Verteilungsmuster analog zu Penicillin G und Ampicillin.

Fluorchinolone: Fur Enrofloxacin ergab sich eine bimodale Verteilung der MHK-Werte mit

einer 14 Isolate umfassenden empfindlichen Normalpopulation im MHK-Bereich von 0,12 —
0,5 pg/ml und vier resistenten Isolaten (22,2 %) mit MHK-Werten zwischen 8 und = 16 pg/ml.
In Anbetracht dieses Ergebnisses und unter Berlcksichtigung der bzgl. Ciprofloxacin bei
H. kunzii erzielten Resultate [10] ergibt sich die Vermutung, dass Helcococcus spp. relativ
h&ufig Resistenzen gegen Fluorchinolone aufweisen.

Tetracycline: Gegeniber Tetracyclin waren nur zwei Isolate als sensibel (Grenzwert:
< 4 ug/ml), eines als intermediar (8 pg/ml) und 15 Isolate (83,3 %) als resistent (Grenzwert:
> 16 pg/ml) zu bewerten. Die genetische Basis dieser auffallend haufigen Tetracyclin-Resis-
tenz von H. ovis bedarf weiterer Untersuchungen. Derzeit sind 36 bakterielle Tetracyclin
(tet)-Resistenzgene bekannt von denen 22 flur sog. Efflux-Systeme, 10 fir ribosomale
Schutzproteine und drei fur enzymatische Deaktivierungsmechanismen kodieren. Der auf
dem tetU-Gen basierende Mechanismus ist noch ungeklart [75]. Obwohl tet-Gene bereits bei
zahlreichen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterienspezies einzeln oder in Kombina-
tion nachgewiesen wurden [72; 73], liegen flr Helcococcus spp. bisher keine entsprechen-
den Informationen vor.
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Makrolide, Lincosamine, Streptogramine: Alle gepriften Makrolidantibiotika zeigten unab-

hangig von deren Struktur (14-, 15- oder 16-gliedriger Lactonring) bimodale Verteilungen der
MHK-Werte mit zwei resistenten Isolaten (06LB779, 07LB26). Das Isolat 07LB26 wies
gleichzeitig hohe MHK-Werte (> 64 pg/ml) fur die Lincosamide Clindamycin und Pirlimycin
auf. FUr das Isolat 07LB26 waren erhéhte MHK-Werte fir Lincosamide (= 0,12 pg/ml) nicht
feststellbar, mittels ,D-Zonen“-Test konnte im Folgenden aber eine induzierbare Clindamy-
cin-Resistenz nachgewiesen werden (Abb. 15). Die hier beobachteten Resistenzmuster sind
charakteristisch fur konstitutive (07LB26) bzw. induzierbare (06LB779) Makrolid-Lincosamin-
Streptogramin B (MLSg)-Resistenzen, die auf einer durch erm-Gene kodierten Methylase des
Adenin-Restes A2058 der bakteriellen 23S rRNA beruhen [51]. Obwohl sich Makrolide,
Lincosamine und Streptogramin B hinsichtlich ihrer chemischen Struktur deutlich unterschei-
den, Uberlappen die Bindungsstellen an der 23S rRNA, was bei Methylierung des A2058 zur
entsprechenden Kreuzresistenz fuhrt. Beim induzierbaren Resistenztyp wird inaktive Methy-
lase-mRNA produziert, die zur Aktivierung eines Induktors (i. d. R. ein Makrolidantibiotikum)
bedarf. Demgegeniber wird beim konstitutiven Typ bereits aktive Methylase-mRNA gebildet,
der Induktor ist somit nicht erforderlich [51]. Bisher wurden 32, meist auf Plasmiden und
Transposons gelagerte und daher Ubertragbare erm-Gene bei zahlreichen Gram-positiven
und Gram-negativen Bakterienarten nachgewiesen [51; 74; 76], darunter ein ermA-Gen bei
H. kunzii mit Auspragung einer konstitutiven MLSg-Resistenz [96]. Fur die genannten H. ovis-
Isolate wurden die genetischen Ursachen der MLSg-Resistenz bisher nicht ermittelt, dies ist
Bestandteil weiterfuhrender Untersuchungen.

Das Streptogramin Quinupristin/Dalfopristin (Synercid®) besteht aus einer Streptogramin B-
(Quinupristin) und einer Streptogramin A-Komponente (Dalfopristin) im Verhaltnis 30:70.
Wahrend beide Komponenten fir sich genommen bakteriostatisch wirken, kébnnen durch de-
ren Kombination bakterizide Effekte erzielt werden. Die MHK-Werte der gepriften H. ovis-
Isolate einschlieBlich jener mit nachgewiesener MLSg-Resistenz lagen im niedrigen Werte-
bereich von 0,06 — 0,12 pug/ml. Dies entspricht Literaturangaben, wonach MLSs-Resistenz
zwar die Wirksamkeit von Streptogramin B allein, nicht aber die von Streptogramin A bzw.
die der Kombination beider Komponenten beeintrachtigt [52; 94].

Aminoglycoside, Glycopeptide, Phenicole und potenzierte Sulfonamide: Gegeniiber Genta-

micin waren alle H. ovis-lsolate sensibel (Grenzwert: < 4 pg/ml), allerdings lagen die MHK-
Werte mehrheitlich im oberen Bereich von 2 — 4 pg/ml. Fir Neomycin ergaben sich Hinweise
auf eine intrinsische Resistenz. Die MHK-Werte waren fur 17 Isolate im hohen Wertebereich
von 8 — 32 pg/ml normal verteilt, ein Isolat wies einen MHK-Wert von = 128 pg/ml auf. Alle
Isolate waren sensibel fir Chloramphenicol (Grenzwert: < 8 pg/ml), die MHK-Werte fir Van-
comycin lagen im Bereich von 1 — 2 ug/ml. Fir potenzierte Sulfonamide ergab sich wiederum

57



ein bimodales Verteilungsmuster der MHK-Werte, wobei zwei Drittel der Isolate mit MHK-
Werten = 8/152 als resistent einzuschatzen waren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich trotz des relativ kleinen Testkollektivs von 18
H. ovis-Isolaten Uberraschend zahlreiche Hinweise auf Resistenzen ergaben und diese
Wirkstoffe verschiedener Substanzklassen (Fluorchinolone, Tetracycline, Makrolide und Lin-
cosamine, Aminoglycoside, potenzierte Sulfonamide) betrafen. Als mdgliche Ursache ist
anzunehmen, dass aufgrund der mit Endokarditiden einhergehenden klinischen Symptomatik
(remittierendes Fieber, Dyspnoe, Leistungsdepression, etc.) an den Tieren bereits diverse
Therapieversuche vorgenommen wurden. ErwartungsgemaB waren zum Zeitpunkt der
Schlachtung antibiotisch wirksame Substanzen mittels Dreiplatten-Hemmestofftest [8] jedoch
nicht mehr nachweisbar. Fir die klinisch-mikrobiologische Praxis ergibt sich aus den hier
dargestellten Resultaten die Notwendigkeit der regelméaBigen Empfindlichkeitsprifung von
Infektions-assoziierten H. ovis-Isolaten. Als therapeutische Mittel der Wahl erscheinen nach
den bisher vorliegenden Daten hoch dosierte Penicilline.

6.4 Entwicklung eines selektiven Mediums fir den Helcococcus ovis-Nachweis

Bei der zeitnahen postmortalen Diagnostik boviner Endokarditiden gelingt die Detektion von
H. ovis i. d. R. schon mittels einfacher S. aureus-Ammenkultur auf CBA. Dies wird durch die
vorherrschenden Monoinfektionen des natlrlicherweise keimfreien Herzens, die oft hohen
Erregerzahlen und die meist geringe Kontamination des Untersuchungsgutes begunstigt.
Anders stellt sich die Situation bei bakteriologischen Untersuchungen primar unsteriler Pro-
benmaterialien von Haut und Hautanhangorganen, oberem Respirationstrakt, Verdauungs-
oder Urogenitaltrakt dar. Aufgrund der hier oft polymikobiell bedingten Infektionen sowie ei-
ner umfangreichen Standort- und/oder Kontaminationsflora kann das relativ langsam wach-
sende H. ovis durch Begleitkeime schnell Gberwuchert werden. Ziel war es daher, ein Agar-
medium von hoher Produktivitat, Selektivitat und Elektivitat fir H. ovis zu entwickeln, das so-
wohl in der Infektionsdiagnostik als auch in Studien zur Erregerdkologie, u. a. der Ermittlung
des natlrlichen Standortes, einen regelmaBigen Nachweis erlaubt.

Fiar die Evaluierung des HEA wurde mit der ,ecometric technique“ (ET) [58; 59] ein
semiquantitatives Verfahren gewéhlt, dass verglichen mit den Ublichen, auf der Auszéhlung
koloniebildender Einheiten beruhenden quantitativen Methoden (Spatelverfahren, Tropfplat-
tenverfahren, Spiralplattenverfahren) mit einiger Ubung einfach durchzufiihren sowie zeit-
und materialsparend ist. Fir die Entwicklung von Kulturmedien ist die Genauigkeit der ET
ausreichend, da hierbei relativ groBe Unterschiede in der Leistungsféhigkeit betrachtet wer-
den [93]. Fur die positive Evaluierung eines selektiven Mediums sollten die RWI der gesuch-
ten Mikroorganismen (Produktivitat) > 0,70; besser = 0,80 und die RWI der unerwiinschten
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Mikroorganismen (Selektivitdt) < 0,25; besser < 0,20 betragen [3; 93]. Fir HEA wurden
KNGPK als gesuchte und Nicht-KNGPK als unerwiinschte Mikroorganismen definiert. Mit
Ausnahme von E. faecium DSM 6177 (RWI = 0,79) erreichten KNGPK, darunter alle H. ovis-
Isolate und -Referenzstdmme, einen RWI = 0,95 wahrend alle Nicht-KNGPK einen
RWI = 0,00 aufwiesen. Die Anforderungen an Produktivitdt und Selektivitdt des Mediums
wurden somit erfullt.

Eine alternative Form der Beurteilung selektiver Nahrmedien nahmen SAWANT et al. [82]
anhand des rein qualitativen Parameters ,Wachstum ja/nein“ vor und ermittelten die resultie-
rende Spezifitdt und Sensitivitat. Auf HEA zeigten alle KNGPK Wachstum (AWIlyea > 0,00)
wahrend alle Nicht-KNGPK vollstandig gehemmt wurden (AWIluea = 0,00). Sensitivitat und
Spezifitat des Mediums betrugen jeweils 100 %.

Inwiefern HEA geeignet ist, H. ovis von anderen KNGPK abzugrenzen, wird durch die Elekti-
vitdt des Mediums bestimmt. MOSSEL [57] definierte Elektivitat als ,einfaches Erkennen von
Kolonien unterschiedlicher Organismen, basierend entweder auf intrinsischen Eigenschaften
des Organismus oder spezifischen Reaktionen des zu prifenden Mediums®. Hinzuzufligen
bliebe der Passus ,unter festgelegten Inkubationsbedingungen®, da diese wesentlichen Ein-
fluss auf die genannten Eigenschaften bzw. Reaktionen nehmen kénnen. Nach 72 h Bebri-
tung bei 36 = 1 T und erhdhter CO »,-Spannung (6 %) konnten Helcococcus spp. anhand der
Charakteristika Koloniedurchmesser < 1 mm, fehlende Hamolyse sowie fehlende Schwaér-
zung relativ einfach von anderen KNGPK abgegrenzt werden. Eine Differenzierung innerhalb
der Gattung Helcococcus gelang dagegen nicht. Fir die diagnostische Praxis empfiehlt es
sich, verdachtige Kolonien auf CBA mit S. aureus-Amme zu subkultivieren. Unter der Maf3-
gabe, dass es sich bei dem jeweiligen Isolat um KNGPK handelt, kann bei positivem Satelli-
tismus die weitere ldentifizierung entsprechend Tab. 25 erfolgen. Isolate, die aufgrund
abweichender phanotypischer Eigenschaften nicht eindeutig zuzuordnen sind, kénnen ab-
schlieBend nur mittels 16S rRNA-Gen Sequenzanalyse identifiziert werden.

Grundsatzlich stellt HEA ein vielversprechendes Medium fir den Nachweis von H. ovis aus
klinischen Materialien dar. Die Prifung der Leistungsfahigkeit in der veterindrmikrobiologi-
schen Praxis steht allerdings noch aus. Nach ersten Erkenntnissen sollte der Einsatz in der
Routinediagnostik insbesondere bei Aborten und anderen Infektionen des Urogenitaltraktes
in Erwdgung gezogen werden.

6.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit rechtfertigen die Einstufung von H. ovis als ,,emer-
ging pathogen® des Rindes. Diese Bewertung wird weiterhin gestltzt durch Nachweise aus
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Endometritiden und Aborten, Pneumonien sowie einem Zungenulcus (KUTZER et al., unver-
offentlicht). Die Assoziation mit Infektionen unterschiedlichster Organsysteme weist deutliche
Parallelen zu A. pyogenes auf [45] und legt die Vermutung nahe, dass es sich bei H. ovis um
einen Vertreter der endogenen Flora und opportunistischen Krankheitserreger handelt. Im
Rahmen epidemiologischer Fragestellungen ist daher die Aufklarung des Habitats von we-
sentlichem Interesse. Im Fokus stehen hierbei die &uBere Haut sowie die Schleimhaute der
oralen Kavitat, des vorderen Verdauungs- und des Urogenitaltraktes. Daneben sind weitere
Untersuchungen zur Beteiligung von H. ovis an diversen Infektionsgeschehen sowohl beim
Rind als auch bei Schaf, Ziege und Pferd unerlasslich, wobei nicht zuletzt aus wirtschaftli-
cher Sicht bovine Mastitiden besondere Berlcksichtigung finden sollten. Um in Anbetracht
der vorstehend genannten Aufgaben die Leistungsfahigkeit der H. ovis-Diagnostik nachhaltig
zu verbessern, ist es erforderlich, das derzeitige Methodenspektrum (Isolierung, phanotypi-
sche Identifizierung) um eine speziesspezifische PCR zu ergénzen.

Der initiale Schritt in der Pathogenese der infektidsen Endokarditis ist die Kolonisierung der
NBTV (2.2.1). Folglich sind die Endokarditiserreger mit der hdéchsten Pravalenz besonders
befahigt, an geschadigten Klappenendothelien zu haften [55]. Vermittelt wird diese Fahigkeit
durch sog. MSCRAMMs (microbial surface component recognizing adhesive matrix
molecules), eine Klasse bakterieller Adhasine, die spezifisch an Liganden der extrazellularen
Matrix (u. a. Fibrinogen, Fibronectin, Kollagen, Laminin) binden [55; 65]. MSCRAMMs sind
wichtige Virulenzfaktoren insbesondere opportunistischer Gram-positiver Mikroorganismen
[65] und konnten sowohl bei den haufigsten Endokarditiserregern des Menschen (Staphylo-
coccus spp., Streptococcus spp., A. defectiva) [55; 65; 84] als auch bei A. pyogenes [45]
nachgewiesen werden. Insofern ist es sehr wahrscheinlich, dass H. ovis ebenfalls Uber
MSCRAMMs verfigt. Diese gilt es z. B. mittels Adhasionsassays [84; 88; 89] aufzuklaren
und somit erste Einblicke in die Pathogenese H. ovis-assoziierter Infektionen zu gewinnen.
Dem kénnten sich Untersuchungen zur Invasion in Epithelzellen sowie zum Uberleben in
Makrophagen anschlieBBen.
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7 Zusammenfassung

Anlass fur diese Arbeit war der zuféllige Nachweis von Helcococcus ovis aus einer bovinen
Endokarditis. Ziele der sich anschlieBenden Untersuchungen waren die Ermittlung der Préa-
valenz von H. ovis bei der infektidésen Endokarditis des Rindes, die phanotypische Charakte-
risierung und die Empfindlichkeitsprifung der H. ovis-Isolate sowie die Entwicklung eines
selektiven Mediums flr den kulturellen Erregernachweis.

Im Zeitraum September 2006 bis Februar 2008 wurden insgesamt 55 Rinderherzen mit pa-
thomorphologischen Veréanderungen i. S. einer Endocarditis valvularis thromboticans bakte-
riologisch untersucht. Die Anzucht erfolgte in Form einer Ammenkultur unter Verwendung
von Columbia-Blutagar und einem S. aureus-Stamm. Es wurden 18 (32,7 %) verdachtige
Isolate gewonnen, i. d. R. als hochgradiges Wachstum und in Reinkultur. Mittels Sequenz-
analyse eines ca. 1300 bp langen Abschnittes des 16S rRNA-Gens konnten alle Isolate als
H. ovis bestéatigt werden, wobei die Ubereinstimmung mit dem Typstamm H. ovis CCUG
37441 mindestens 99,7 % betrug.

Alle H. ovis-Isolate stellten sich als Katalase-negative, fakultativ anaerobe, Vancomycin-
sensible, in Paaren und Haufen gelagerte Gram-positive Kokken dar. Als phanotypisches
Hauptcharakteristikum zeigte die Gberwiegende Mehrheit der Isolate (94,4 % in Primarkultur,
72,2 % nach Subkultur) Satellitismus in der S. aureus-Peripherie bzw. Pyridoxal-Abhéangig-
keit. H. ovis gleicht darin den sog. ,nutritionally variant streptococci die aktuell den Genera
Abiotrophia und Granulicatella zugeordnet sind. Biochemische Leistungen wurden mittels der
Systeme API rapid ID 32 Strep, APl ZYM und Rosco Diatabs gepruft und hierbei fir die Akti-
vitaten von Alkalischer Phosphatase, p-Galactosidase, p-Glucuronidase und Leucin Amino-
peptidase divergente Resultate erzielt. Gestltzt auf die Merkmale Satellitismus/Pyridoxal-
Abhéngigkeit und Hamolyse auf Blutagar sowie acht API rapid ID 32 Strep basierte bioche-
mische Tests wurde ein Schema fir die Identifizierung von H. ovis und dessen Differenzie-
rung von anderen Helcococcus spp. sowie den Pyridoxal-abhangigen Spezies A. defectiva,
G. adiacens und G. elegans entwickelt.

Die Empfindlichkeitsprifung der H. ovis-Isolate erfolgte flir 22 Wirkstoffe aus 11 Substanz-
klassen im Bouillon-Mikrodilutionsverfahren entsprechend einer anerkannten CLSI-Richtlinie
fir A. defectiva und Granulicatella spp.. Mit dieser Methode gelang es, eine akzeptable
Reproduzierbarkeit der MHK-Werte zu erzielen. Trotz des relativ kleinen Testkollektivs wur-
den zahlreiche Resistenzen festgestellt, die Wirkstoffe verschiedener Substanzklassen
betrafen. So waren vier Isolate (22,2 %) resistent gegen Enrofloxacin, 15 Isolate (83,3 %)
resistent gegen Tetracyclin und 12 Isolate (66,0 %) resistent gegen potenzierte Sulfonamide.
Dartber hinaus konnten flir zwei Isolate (11,1 %) Makrolid-Lincosamid-Streptogramin B
(MLSg)-Resistenzen, sowohl konstitutiv als auch induzierbar, nachgewiesen werden.
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Basis fur die Entwicklung eines selektiven bzw. elektiven Mediums zum Nachweis von
H. ovis aus polymikrobiell bedingten Infektionsprozessen und/oder kontaminierten Proben-
materialien war eine Modifikation des in der Mastitisdiagnostik gebrauchlichen Edwards-
Nahrbodens. Um flr H. ovis geeignete Wachstumsbedingungen zu schaffen, wurde dieses
Medium um Pyridoxal-HCI ergénzt und zum Zwecke der verbesserten Hemmwirkung auf
Gram-negative Keime Aztreonam hinzugefligt. Die Evaluierung des Helcococcus-Elektiv-
agars (HEA) erfolgte mittels ,ecometric technique“ nach MOSSEL und unter Einbeziehung
aller H. ovis-Isolate sowie von 35 Kontrollstdmmen verschiedener Gram-positiver und Gram-
negativer Bakterienspezies. Im Ergebnis konnte eine sehr gute Produktivitdt und Selektivitéat
fir Katalase-negative, Gram-positive Kokken, einschlieBlich Helcococcus spp., festgestellt
werden. Die Differenzierung der Helcococcus spp. von anderen Katalase-negativen, Gram-
positiven Kokken (Elektivitat) gelang nach 72 h Bebritung bei 36 + 1 T und erhéhter CO »-
Spannung (6 %) relativ einfach anhand der Charakteristika Koloniedurchmesser < 1 mm,
fehlende Hamolyse sowie fehlende Schwarzung. Eine Diskriminierung innerhalb der Gattung
Helcococcus war dagegen nicht méglich.
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8 Summary

Investigations on the occurrence of Helcococcus ovis in bovine valvular endo-
carditis and phenotypic characterization and susceptibility testing of the iso-
lates

The study presented here was initiated by the accidental isolation of Helcococcus ovis from a
bovine endocarditis case. Major goals of the following researches were the investigation of
the H. ovis prevalence in bovine valvular endocarditis, the phenotypic characterization and
the susceptibility testing of the H. ovis isolates, and the development of a selective culture
medium.

Between September 2006 and February 2008, specimens from 55 bovine hearts with val-
vular endocarditis were examined by culture using Columbia blood agar and cross streaking
the inoculated plate with a Staphylococcus aureus strain. H. ovis was isolated from 18
(32.7%) cases, mainly as heavy growth and pure culture. Species identification was con-
firmed by sequence analysis of an approximately 1300 bp fragment of the 16S rRNA gene,
showing at least 99.7% sequence identity with the type strain H. ovis CCUG 37441".

All H. ovis isolates were gram positive, with cocci arranged in pairs and clusters. They were
catalase negative, vancomycin sensitive and grew facultatively anaerobically. As a main
feature, the vast majority of the H. ovis strains (94.4% in primary culture, 72.2% after sub-
culture) demonstrated distinct satellitism around the S. aureus streak and pyridoxal depen-
dency, resembling the case for the so-called “nutritionally variant streptococci”, which are
now assigned to the genera Abiotrophia and Granulicatella. Using the API rapid ID 32 Strep,
API ZYM, and Rosco Diatabs systems, incongruent results were obtained for alkaline phos-
phatase, B-galactosidase, B-glucuronidase, and leucine aminopeptidase activities. Based on
the characteristics satellitism/pyridoxal dependency, hemolysis on blood agar, and eight bio-
chemical reactions included in the API rapid ID 32 Strep, a scheme for the identification of
H. ovis and its differentiation from other Helcococcus spp. and the pyridoxal-dependent spe-
cies Abiotrophia defectiva, Granulicatella adiacens, and Granulicatella elegans was pro-
posed.

Susceptibility testing of the H. ovis isolates was carried out for 22 agents from 11 antibiotic
classes using broth microdilution method according to an approved CLSI guideline for
A. defectiva and Granulicatella spp.. By this method, it was possible to obtain MIC results of
acceptable reproducibility. Despite the small number of test subjects, numerous resistances
to agents from different antibiotic classes were observed. Four isolates (22.2%) were resis-
tant to enrofloxacin, 15 (83.3%) to tetracycline and 12 (66.0%) to trimethoprim/sulfamethox-
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azole. Furthermore, two isolates (11.1%) displayed coresistence, both constitutively and in-
ducibly, to macrolide, lincosamide and streptogramine B (MLSg) antibiotics.

The development of a selective or elelective medium, respectively, for the isolation of H. ovis
from polymicrobial infectious processes and/or contaminated specimens based on the modi-
fied Edwards medium commonly used in mastitis diagnostics. To ensure appropriate con-
ditions for the growth of H. ovis, this medium was supplemented with pyridoxal HCI. More-
over, aztreonam was added to enhance the inhibition of gram-negative bacteria. Evaluation
of the Helcococcus elective agar (HEA) was carried out by application of the “ecometric
technique” proposed by MOSSEL. Using this method, all H. ovis isolates and 35 control
strains of various gram-positive and gram-negative bacteria were tested for growth, resulting
in a very good productivity and selectivity for the catalase-negative gram-positive cocci in-
cluding Helcococcus spp.. After incubation for 72 h at 36 + 1T in an atmosphere of 6% CO.,
the discrimination of Helcococcus spp. from other catalase-negative gram-positive cocci
(electivity) was relatively simple considering the characteristics colony diameter < 1 mm and
absence of both hemolysis and blackening. In contrast, differentiation within the Helcococcus
genus was not possible.
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