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Einleitung

1. Einleitung

Escherichia (E.)) coli ist ein Gramnegatives, gerades, peritrich begeil3eltes
Stabchenbakterium, das mittels Identifizierung seiner somatischen (O-), seiner Kapsel- (K-)
sowie seiner GeilRel- (H-) Antigene in mehr als 200 Gruppen mit mehreren tausend
Serovarianten unterteilt werden kann (Orskov and Orskov 1992). Viele dieser Stamme
stellen fur ihre Wirte, in deren Dickdarm sie angesiedelt sind, nitzliche Kommensalen dar,
die unter Anderem dessen Immunsystem starken, seine Verdauung unterstitzen, und
Vitamin K produzieren (Tenaillon, Skurnik et al.) 2010). Einige E. coli-Stdmme kénnen jedoch
Erkrankungen auslosen. Diese Erkrankungen lassen sich grob in solche mit extraintestinaler
Symptomatik und solche mit intestinaler Symptomatik unterteilen. Zu ersteren zéhlen
Harnwegs- und Genitaltraktinfektionen, Wundinfektionen, Mastitis, Odemkrankheit, Sepsis
sowie Meningitis bei Neugeborenen, zu letzteren Gastroenteritiden, die zu mildem wassrigen
bis hin zu lebensbedrohlichem blutigen Durchfall fihren kénnen. Zu den Wirten von E. coli
gehoren Vogel, warmblitige Saugetiere sowie der Mensch.

Die Stdmme dieser Arbeit wurden von Rindern, Schweinen, Hunden und Katzen mit
Urogenitaltraktinfektion (UGTI) bzw. Gastroenteritis (GE) isoliert. Durch die Ermittlung der
phylogenetischen Verwandtschaft dieser Stdamme, sowie dem Vergleich zwischen den
Stammen der verschiedenen Spezies bzw. Erkrankungen, soll in dieser Arbeit eine eventuell
vorhandene Wirts- bzw. Habitatspezifitdt erkannt werden, und so auch die Bedeutung des
Kots der Wirte als Infektionsquelle fur ihre eigenen UGT-Infektionen. Durch den Nachweis
verschiedener Virulenz-assoziierter Gene (VAGe) sollen zum einen diese Spezifititen
bestdtigt werden, sowie zum anderen das Pathogenitatspotential bestimmter
phylogenetischer Gruppen eingeschatzt werden. Schlie3lich soll, durch Vergleich der
gewonnen Daten mit entsprechenden Daten zu humanen Isolaten gleicher Erkrankungen
von der MLST-Datenbank der University College Cork (http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli), das
Zoonosepotential der Stamme beurteilt werden. Zusatzlich wirde die positive Testung von
Stammen aus dem Kot der Tiere auf VAGe, die auf Grund zahlreicher Studien mit humanen
UPEC assoziiert werden (Johnson, Kaster et al. 2003; Johnson, Kuskowski et al. 2005;

Ewers, Li et al. 2007), diesen als Reservoir fir UPEC wahrscheinlich machen.

Fur diese Studie wurden von einigen Isolaten die O-Serotypen ermittelt. Da die Isolate dieser
Studie jedoch zu unterschiedlichen Zeiten und an unterschiedlichen Orten gewonnen
wurden, und die Serotypisierung besser fur Ausbruchssituationen geeignet ist, wurde zur
Klarung der Verwandtschaft aller 260 Isolate eine Typisierungsmethode angewandt, die auf

sehr stabilen Merkmalen beruht, und somit ideal fir langzeit-epidemiologische Studien ist.
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Einleitung

Bei allen Isolaten wurde die Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) angewandt, d.h. der
Sequenztyp (ST) fur jedes Isolat ermittelt. Die durch die MLST gewonnenen Daten basieren
auf eindeutigen Nukleotidsequenzen in den sogenannten ,Housekeeping Genen®, sind
dadurch laborunabhangig und kénnen weltweit in einer zentralen Datenbank gesammelt
werden. Hierdurch war es nicht nur moglich die Stamme dieser Studie untereinander zu
vergleichen, sondern auch mit tausenden anderen Isolaten von den verschiedensten Wirten
und Erkrankungen. So auch mit Isolaten von Menschen mit Gastroenteritis bzw.
Urogenitaltraktinfektion.
Ob ein E. coli-Stamm ein Kommensale oder ein Pathogen ist, ist unter anderem abhangig
davon ob er Trager bestimmter Gene, sogenannter Virulenz-assoziierter Gene (VAGe), ist.
Diese Gene kodieren unter Anderem flir Toxine, Adhasine, Eisenaquisitionssysteme sowie
Serumresistenzfaktoren. Des Weiteren werden pathogene E. coli-Stamme zum Teil nach
dem Vorhandensein bestimmter VAGe, bzw. nach dem Krankheitsgeschehen von dem sie
isoliert wurden, in sogenannte Pathotypen eingeteilt. Die fur diese Studie relevanten sind
Shiga-Toxin-bildende E. coli (STEC), Enteropathogene E. coli (EPEC), Enterotoxische E. coli
(ETEC) und Uropathogene E. coli (UPEC) (Tabelle 1). Alle Isolate dieser Studie wurden auf
45 verschiedene Virulenzfaktoren, von denen 34 mit extraintestinal pathogenen E. coli
(EXPEC) und elf mit durchfallauslésenden E. coli (INPEC) assoziiert sind, getestet.
Fur viele Phylotypen bzw. Serotypen von E. coli ist eine gewisse Wirts- oder Habitatspezifitat
bekannt. Dies kann bedeuten, dass die entsprechenden Stamme nur einen bestimmten Wirt
besiedeln, das heist auch nur innerhalb dieser Wirtsspezies tbertragen werden, und hier zu
einer Erkrankung fihren, oder, dass auch andere Spezies durch diesen Stamm latent
infiziert werden und ihm als Reservoir oder zumindest als Ubertrager dienen. Einige fiir den
Menschen pathogene E. coli-Stamme werden von Tieren Ubertragen und stellen somit ein
Zoonoserisiko dar (Blanco, Blanco et al. 1991; Ron 2006; Moulin-Schouleur, Reperant et al.
2007; Smith, Fratamico et al. 2007; Johnson and Taylor 2008; Mora, Lopez et al. 2009).
Ob ein E. coli-Stamm virulent ist, hangt aber auch vom Ort der Infektion ab
(Habitatspezifitdat). So koénnen uropathogene E. coli-Stamme im Dickdarm ihres Wirtes
Kommensale darstellen und erst mit der Ubertragung auf dessen Urogenitaltrakt (UGT) ihr
pathogenes Potential entfalten (Johnson, Kaster et al. 2003).
Um all diese Infektionsketten bzw. Infektionsquellen nachvollziehen zu kdnnen sind
epidemiologische Untersuchungen unerlasslich, die die Verwandtschaft verschiedenster
Isolate untereinander aufkléaren. Es stellen sich folgende Fragen:

» Konnen bestimmte Phylotypen bzw. Serotypen bei den Isolaten einer Wirtstierspezies

bzw. einer Erkrankung signifikant hdufiger nachgewiesen werden?
» Weisen die Isolate eines bestimmten Phylotypen signifikant mehr mit extraintestinalen

Infektionen bzw. Gastroenteritiden assoziierte Gene auf?
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Einleitung

> Zeigen sich Verwandtschaften bzw. Ahnlichkeiten in der Verteilung der VAGe
zwischen den E. coli-Isolaten von Tieren dieser Studie und den humanen Isolaten der
MLST-Datenbank bzw. anderer Studien?
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Schrifttum

2. Schrifttum

2.1. Pathovare von Escherichia coli

2.1.1. Ubersicht

Escherichia (E.) coli ist ein Pathogen hoher Diversitat, das eine grof3e Variabilitat in den von
ihm ausgelosten Erkrankungen, sowie bei den fur dieses Pathogen empfanglichen Wirten
aufweist. Auf Grund dieser unterschiedlichen Pathogenitat werden folgende Pathovare
unterschieden (Nataro and Kaper 1998; Johnson and Russo 2002; Smith, Fratamico et al.
2007):

Darmpathogene E. coli:
- STEC Shiga-Toxin-bildende E. coli

(EHEC) (Enterohamorrhagische E. coli)
(EDEC) (Edema Disease E. coli)

- EPEC Enteropathogene E. coli
- ETEC Enterotoxische E. coli

- EIEC Enteroinvasive E. coli

- EAEC Enteroaggregative E. coli
- DAEC Diffus Adhérente E. coli

Extraintestinal pathogene E. coli:

- UPEC Uropathogene E. coli

- SEPEC Septikdmie-assoziierte E. coli

- NMEC Neugeborenen-Meningitis-assoziierte E. coli
- APEC Aviare-pathogene E. coli

12



Schrifttum

ua||ez-z-d3aH
ue uoiseypy ayosiyizads oyirelq abussem
‘(sdvv) usuquiy ] ; ayosiuoyo 1z ‘appu 23V
-suoiseypy annebaibbe

piwse|d-suoiseAu| - - oyurelg syasibeysowry D313

uadjom
17punis laqeX Jsp oyurelpljod [94484 18p QyurelpljoD 19p QuuIelq ablsseM Qulielqg abussem o313
(oyurelq) (oyurelq) (oyurel@) (oyurelq)
331 snuLwalenbune snuaualenbune snuawalanbune snidIU3-usualogabnaN 93d3
HayueWIPO lapury J1ap
SPUNITT  onsest el 195 HeA D o eiowey  WOPUS sayosen (9363
o.c.:m_o mcom_mmr_..toEmc Quureld sydsibeyLowey .m_n obussem “yospAjowrey ‘uLreq 031S
" : : " sig ablssem : U ayosibeyliowey
(D3du)) 1109 ‘3 (epuabaaia|elysing) auaboyredwieq
pury uleMyos 9zZ1ey| / pUnH yosua
diy
I -oyred

uslaylapuosag

uslaylapuosag alyl aimos uabunyuelyig ‘mzq swoldwAs uaisgiabsne usuyl UOA aIp pun 1j02 *J uoA uadAloyred :T a||@qeL

13




Schrifttum

wia1sAs uodsuel) uodl jjauowes = qius
ulunnibbeweH sannisuasinieladwal = ys)
[EAIAINS WINJBS pasealoul = ssl
T Jopjejasonfpuokz = TIUD 109 '3 swareypy snyid = D3va
uisAoweH = Ay 1109 '3 annebalbbeocssug = D3v3
sn|id Jaualizosse sinuydauojaid 1w = ded 1109 "3 9AISBAUI0IBIUT = D313
auqui4-T dAL = wy 1109 "3 8yosIx010Ja1u] =0313
uIxojoJawg sa|ige|aziiH = 17 1109 '3 susboyredossug  =DH3d3
uIx0j0Ja1ug sa|IgeIsaziiH = 1S 1100 '3 @seasiq ewsp3 =253A3
uixo | -ebiys = XS 1109 3 ayosibeylioweyolaiuy =93H3
JuswWadky3 81A20483U7 JO SNIOT = 337 1100 "3 spuapig-uixol-ebiys  =D31S
a us ‘ysi ‘ssi - - - ¢ o3dv
aqi) auiayoid
(2qy) auie siBuiusw snibuluaw snibuiuaw snBuiusw
S[|99 [ellsylopua O3IAN
-uauaiogabnapN -uauaiogabnapN -uauaiogabnap -usuaiogabnaN
uleiq JO UoISeAU|
Jage ENIER| uada
. e = : aiwendes 03d3s
1ap aiwendasijod Jap slwexndss|jod 1ap siwexndasijod
e ) uomajul uonxajul uoipaul uoajul
TJu9 *Aly ‘ded ‘wy ! ! ! ! 53dn
-presenusboln -Dlenenuabolin -presenusboin -Djenenusaboln
(03dx3) 1102 '3 suaboyredeunsalurelix3y
G814 ‘us||9Z-2-d3H .
I - - - é 23vd
ue uoiseypy ssnyjip
pury ulemyos azie) / punH YoSua
uad/y
uallaylapuosag LM -oyred

14



Schrifttum

In Tabelle 1 findet sich eine Ubersicht Uiber die Krankheiten, die diese Pathovare beim
Menschen, bei Hund und Katze, beim Schwein sowie beim Rind ausldsen.

Da fir diese Studie E. coli-Stamme aus Duchfallgeschehen bei Hunden, Katzen, Schweinen
und Rindern sowie aus Urogenitaltraktinfektionenen (UGTI) bei Hunden, Katzen und
Schweinen isoliert wurden, sollen die Pathovare STEC, EPEC, ETEC und UPEC im

Folgenden naher betrachtet werden.

2.1.2. Intestinal pathogene E. coli

2.1.2.1. Shiga- Toxin-bildende E. coli (STEC)

Als STEC wird jeder Shiga- Toxin-bildende E. coli-Stamm bezeichnet. Das Shiga-Toxin (Stx)
wird wegen seiner zytotoxischen Wirkung auf Verozellen auch als Verotoxin und die E. coli-
Stamme auch als Verotoxin-bildende E. coli (VTEC) bezeichnet (Donnenberg and Whittam
2001). Die Bezeichnung EHEC fiur dieses Pathovar trifft nur fur Isolate zu, die von an
hamorrhagischer Diarrho leidenden Menschen isoliert wurden. Bei anderen Wirten spricht
man von Shiga-Toxin-bildenden E. coli (STEC). EHEC stellen somit eine Untergruppe der
STEC dar und besitzen in der Regel einen ,Locus of Enterocyte Effacement” (LEE) (Elliott,
Sperandio et al. 2000). Eine weitere Untergruppe der STEC sind die Erreger der
Odemkrankheit der Schweine (EDEC). Diese Stamme produzieren eine Stx 2e (e = edema)

genannte Variante des Shiga-Toxins (Moxley 2000).

Epidemiologie

Wiederkauer stellen weltweit das Hauptreservoir von STEC dar (Griffin and Tauxe 1991).
Adulte Wiederkauer sind haufig persistent infiziert, erkranken aber in der Regel nicht. Bei
Kalbern kann es hingegen wie beim Menschen zu einer hamorrhagischen Diarrhé kommen
(Cray and Moon 1995). Es wurden zahlreiche Studien zur Pravalenz der STEC in
Wiederkauern durchgefiihrt, deren Ergebnisse sehr unterschiedlich sind. Zum Teil konnten
Pravalenzen von tUber 50 % ermittelt werden (Hussein 2007). Die meisten Untersuchungen
haben jedoch ergeben, dass 4-18,2 % aller Rinder Trager pathogener STEC sind (Coia
1998; Wieler, Sobjinski et al. 2007). Fir Schwein, Hund und Katze gibt es hierzu sehr
wenige Daten. Die Pravalenz beim Schwein betrug in zwei Studien 7,5 (Beutin, Geier et al.
1993) bzw. 11,3 % (Cobeljic, Dimic et al. 2005), bei der Katze wurde eine Pravalenz von
13,8 % festgestellt (Beutin, Geier et al. 1993) und beim Hund von 4,8 (Beutin, Geier et al.
1993) bzw. 28 % bei an Durchfall leidenden Tieren (Sancak, Rutgers et al. 2004). Die
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Ubertragung erfolgt meist tiber kontaminierte Nahrung, inbesondere rohes Rindfleisch und
Milch oder Wasser (Karmali 2004), ist jedoch auch von Tier zu Tier bzw. zu Mensch mdglich.
Seit 1998 besteht eine Meldepflicht bei Verdacht auf eine EHEC-Infektion beim Menschen.
Seitdem wurden dem Robert Koch Institut ca. 1000 Falle jahrlich gemeldet (Karch, Mellmann
et al. 2009).

Klinisches Bild einer STEC-Infektion

Eine STEC-Infektion beginnt beim Menschen in der Regel mit wéassrigem Durchfall, meist
begleitet von Bauchschmerzen sowie Ubelkeit und Erbrechen. Fieber tritt selten auf.
Innerhalb von ein bis zwei Tagen kann der Durchfall blutig werden. Meist bleiben die
Beschwerden auf den Magen-Darmtrakt beschrankt, jedoch in 5-10 % der Falle entwickeln
Patienten unter funf Jahren ein hamolytisch-urdmisches Syndrom (HUS) (Verweyen, Karch
et al. 2000), welches einen Symptomenkomplex aus akutem Nierenversagen, hamolytischer
Anamie und vermutlich einer Thrombozytopenie darstellt. Verantwortlich hierfir ist das von
den STEC gebildete und in das Blut gelangte Shiga-Toxin, das die Intima der Gefalie
schadigt. Bei den vom HUS betroffenen Patienten handelt es sich meist um Kinder sowie
immunsupprimierte Menschen (Karmali 1989; van de Kar, Roelofs et al. 1996). Ein Reservoir
fur E. coli-Stamme (EHEC), die fahig sind diese Erkrankung auszuldésen, stellen klinsch
gesunde Rinder dar (Johnson and Taylor 2008).

Bei jungeren Kalbern koénnen STEC-Stamme hamorrhagischen Durchfall hervorrufen,
jedoch sind bei diesen nur wenige Tage alten Kalbern meist weitere Durchfallerreger,
hauptséchlich Rota- und Coronaviren sowie Kryptosporidien, an der Erkrankung beteiligt
(Wray, McLaren et al. 1989; Sandhu and Gyles 2002).

Eine katarrhalische bis hamorrhagische Diarrhé durch STEC tritt bei Ferkeln meist nach
dem Absetzen auf und wird daher auch als ,Postweaning E. coli-Enteritis* bezeichnet
(Nabuurs 1991; Amezcua, Friendship et al. 2002; Fairbrother, Nadeau et al. 2005). Sie
betrifft meist mehrere Ferkel einer Gruppe. Bei einigen Absetzferkeln und Lauferschweinen
fuhren EDEC zur Entstehung der Odemkrankheit. Durch die in dieser Phase meist
stattfindende Futterumstellung sowie Umstallung der Tiere, kénnen sich EDEC im Darm
massenhaft vermehren und Shiga-Toxin (Stx 2e) produzieren, das in den Blutkreislauf
gelangt und schlieRlich durch Schadigung der GefaRe zur Bildung von Odemen fihrt. Die
Odemkrankheit fuhrt meist zum schnellen Tod, bei langerem Verlauf zu zentralnervosen
Stérungen, die auf die, aus der GefalRschadigung resultierende, Hypoxie des
Nervengewebes zuriickzufiihren sind (Gannon and Gyles 1990; Cornick, Matise et al. 1999;
Moxley 2000).
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Bei Hunden und Katzen stehen STEC selten im Zusammenhang mit Durchféllen (Bentancor
2006). Da STEC sowohl im Darm gesunder als auch im Darm an Diarrho leidender Hunde
und Katzen gefunden wurden, ist noch nicht abschlieRend geklart, ob STEC Uberhaupt ein
pathogenetisches Potential fiir Hunde und Katzen haben (Smith, Kruth et al. 1998; Beutin
1999; Bentancor, Rumi et al. 2007).

Virulenzfaktoren

Shiga-Toxin

Die Shiga-Toxin-Familie beinhaltet zwei groRe Gruppen von Toxinen, Shiga-Toxin 1 und 2
(Stx 1 und Stx 2). Das Stx 2 kommt in funf unterschiedlichen Formen vor (Stx 2 und Stx 2c
bis Stx 2f). STEC-Stamme exprimieren eines oder mehrere der Toxine. Das Stx 1 der STEC
ist identisch mit dem Toxin von Shigella dysenteriae (Stx) (O'Brien and Holmes 1987).

Die Stx-Gene sind Teile des Genoms temperenter Lambda-Phagen (O'Brien, Marques et al.
1989; Neely and Friedman 1998; Muniesa, Recktenwald et al. 2000; Teel, Melton-Celsa et
al. 2002). Dies sind Bakteriophagen, fur die E. coli den Wirt darstellt, und deren Genom
bevorzugt in definierte Positionen des Wirtschromosoms integriert wird. Integriert werden
hierbei auch Regulatorgene, die entscheidend sind fur die Produktion des Toxins (Muniesa,
de Simon et al. 2003). Durch diese Phagen ist ein horizontaler Gentransfer zwischen
verschiedenen E. coli-Stammen moglich (Acheson, Reidl et al. 1998; Schmidt, Bielaszewska
et al. 1999), was mdglicherweise dazu filhren kann, dass sich aus nicht Shiga-Toxin
produzierenden E. coli-Stammen STEC entwickeln (Muniesa, de Simon et al. 2003).

Die Shiga-Toxine binden bevorzugt an Globotriaosylceramid (Gb3) auf der
Wirtszelloberflaiche, eine Ausnahme stellt das von EDEC gebildete Stx 2e dar, welches
Globotetrosylceramid (Gb4) als Rezeptor erkennt (DeGrandis, Law et al. 1989; Weinstein,
Jackson et al. 1989; Samuel, Perera et al. 1990). Die Empfindlichkeit eines bestimmten
Zelltyps gegeniuber Stx scheint von der Anzahl dieser Toxin-Rezeptoren auf dessen
Oberflache abhangig zu sein (Jacewicz, Mobassaleh et al. 1994). Beim Menschen tragen vor
allem die Endothelzellen der Niere sowie die Darmepithelzellen Gb3.

Alle Stx bestehen aus einer A-Untereinheit und einem Pentamer aus identischen B-
Untereinheiten. Die B-Untereinheiten vermitteln die spezifische Bindung des Toxins an Gb3
bzw. Gb4, wohingegen die A-Untereinheit eine N-Glykosidase darstellt, die, nachdem sie in
das Zytoplasma der Wirtszelle transloziert wurde, einen Adeninrest der 28S-rRNS der
eukaryontischen Zelle hydrolytisch entfernt. Durch diese Veranderung wird die Bindung der
tRNA an die Ribosomen verhindert und damit die Proteinsynthese der Zelle inhibiert. Dies
fuhrt zum Tod der Zelle (Endo, Tsurugi et al. 1988).

17



Schrifttum

Die Produktion des Stx ist essentiell fir die Entstehung einer hdmorrhagischen Diarrhd.
Ohne Stx, also z.B. nur durch die Ausbildung der sog. ,Attaching and Effacing“-L&sionen

(A/E-Lasionen), entwickelt sich in der Regel lediglich ein katarrhalischer Durchfall.

Locus of Enterocyte Effacement (LEE)

Die Fahigkeit von STEC, ebenso wie die von EPEC, A/E-Lasionen hervorzurufen, ist
verbunden mit einer grof3en, chromosomalen Pathogenitatsinsel (PAI) namens LEE (Locus
of Enterocyte Effacement) (McDaniel and Kaper 1997; Celli, Deng et al. 2000; Chen and
Frankel 2005; Dean, Maresca et al. 2005; Mellies, Barron et al. 2007). Der LEE ist in funf
Operons (LEE1 bis LEES5) organisiert (Jelcic, Hufner et al. 2008). Alle fur die Entstehung von

A/E-Lasionen essentiellen Gene sind auf dem LEE lokalisiert:

- esp E. coli-secreted protein (LEE4)

- esc E. coli secretion (LEE1 bis 3)

- sep secretion of E. coli proteins

- eae E. coli attaching and effacing (Intimin) (LEES)
- tir translocated intimin receptor (LEES)

Die Gene esc und sep kodieren fur ein Typ-lll-Sekretionssystem. Dieses Sekretionssystem
stellt einen Mechanismus dar, der die Translokation von pathogenen Proteinen durch die
Zellwand in das Zytoplasma eukaryontischer Zellen vermittelt. Die sekretierten Proteine
werden durch einen Multiprotein-Komplex, der einen kontinuierlichen Kanal durch die
Zellmembran des Bakteriums, das Periplasma und die angrenzende Zellwand der
eukaryontischen Zelle bildet, in die Zelle injiziert. Zu diesen translozierten Proteinen gehdren
einige der Esp-Proteine (EspF, EspG und eventuell EspB (Tacket, Sztein et al. 2000)) sowie
der Intimin-Rezeptor Tir (Kenny and Finlay 1995). EspF scheint eine Rolle in der
Permeabilitatssteigerung der Tight Junctions des Darmepithels zu spielen (McNamara,
Koutsouris et al. 2001). Da der Verlust des espG-Gens zu einer verringerten intestinalen
Kolonisierung fihrt, scheint EspG ebenfalls zur Virulenz der STEC beizutragen (Elliott,
Krejany et al. 2001). Nachdem Tir in das Zytoplasma des Enterozyten transloziert und dort
phosphoryliert wurde, wird es in dessen Zellmembran integriert und dient anschliel3end dem
Protein Intimin in der AuRenmembran des Bakteriums als Rezeptor. Hierdurch erfolgt eine
feste Bindung zwischen dem Bakterium und der Wirtszelle (Attachment). Durch Intimin und
Tir sowie einige translozierte Proteine kommt es durch eine Umstrukturierung des
Aktingerlsts der Zelle zu charakteristischen bis zu 10 um groRen Podesten unterhalb der

Bakterien und einem Verlust der Mikrovilli-Struktur (Effacement) des Enterozyten
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(Rosenshine, Ruschkowski et al. 1996). Hierdurch wird die Kolonisierung der
Wirtszelloberflache begtinstigt (Goosney, Knoechel et al. 1999).

Die LEE-PAI beinhaltet einen Mechanismus zur Mobilisierung und Integration, welcher den
horizontalen Transfer zwischen verschiedenen E. coli-Stammen ermdglicht (Tauschek,
Strugnell et al. 2002).

Intimin

Intimin ist ein Adhasionsprotein in der auReren Membran von STEC und EPEC (Jerse and
Kaper 1991), das die Bindung an die Enterozyten innerhalb der A/E-Lasionen vermittelt.
Intimin wird kodiert durch das eae-Gen (E. coli attaching and effacing), welches einen Teil
des LEE darstellt (Frohlicher, Krause et al. 2008) und essentiell fur die Ausbildung der A/E-
Lasionen ist (Rosenshine, Ruschkowski et al. 1996). Als Rezeptor dient der durch E. coli
gebildete Tir nach Einbau in die Wirtszellmembran (Hartland, Batchelor et al. 1999). Dieser
fungiert anschlieBend als Ausgangspunkt fur die Reorganisation des Aktins bei der
Podestbildung.

Intimin zeigt eine starke Ahnlichkeit zum Invasin-Protein von Yersinia pseudotuberculosis
(Donnenberg and Kaper 1991). Es konnten bisher mindestens zehn verschiedene Typen von
Intimin identifiziert werden (Agin and Wolf 1997; Adu-Bobie, Frankel et al. 1998; Oswald,
Schmidt et al. 2000; Zhang, Kohler et al. 2002), welche nicht nur eine gewisse

Wirtsspezifitdt, sondern auch eine Gewebespezifitdt zu vermitteln scheinen.

Hitzestabiles Enterotoxin EAST1

Bei diesem Toxin handelt es sich um ein Enterotoxin bestehend aus 39 Aminosauren, das
erstmals in EAEC entdeckt wurde und Ahnlichkeiten zu dem hitzestabilen Enterotoxin 1 der
ETEC aufweist (Savarino, Fasano et al. 1991; Savarino, Fasano et al. 1993). Kodiert wird es
durch astA, welches in vielen STEC, aber auch in anderen, nicht nur intestinal pathogenen
E. coli-Pathovaren nachgewiesen wurde (Savarino, McVeigh et al. 1996). Auf Grund seiner
Ahnlichkeit zu dem hitzestabilen Enterotoxin 1 ist davon auszugehen, dass das EAST1 wie
dieses zu einer Aktivierung der Guanylatzyklase fuhrt (Savarino, Fasano et al. 1993) (siehe
unten). Es wird angenommen, dass es zur Entstehung der katarrhalischen Diarrho, die zu

Beginn einer STEC-Infektion meistens vorherrscht, beitragt.
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Enterohamolysin EHEC-Hly

Dieses Hamolysin unterscheidet sich von dem haufig mit UPEC assoziierten Hamolysin HIyA
und konnte bei einem hohen Anteil der STEC nachgewiesen werden (Beutin, Montenegro et
al. 1989). Schmidt et al. konnten mittels einer PCR das fur EHEC-HIly kodierende Gen in der
Mehrzahl der getesteten STEC-Stamme nachweisen, in anderen Diarrhd-assoziierten E. coli
hingegen nicht (Schmidt, Beutin et al. 1995). Folglich scheint es eine Assoziation zwischen
Stx und EHEC-HIly zu geben. Die Rolle, die dieses Hamolysin in der Pathogenese einer
STEC-Infektion spielt, ist noch nicht geklart. Eine Moéglichkeit wére, dass das durch EHEC-
Hly freigesetzte Hamoglobin als Eisenquelle fur die STEC dient und somit ihr Wachstum
fordert (Law and Kelly 1995).

Extrazellulare Serin-Protease EspP

Die EspP ist durch das episomal kodierte Gen espP kodiert und stellt einen weiteren
moglichen Virulenzfaktor der STEC dar. EspP spaltet Pepsin sowie den humanen
Blutgerinnungsfaktor V, wodurch es zu einer Hemmung der Blutgerinnung kommt, was zu
einer Verschlimmerung der hamorrhagischen Diarrh6 beitragen konnte (Brunder, Schmidt et
al. 1997).

Pathogenese

Nach oraler Aufnahme gelangen die sauretoleranten STEC in den unteren
Gastrointestinaltrakt, um diesen anschliel3end zu kolonisieren. Nach initialer Bindung bilden
die Bakterien das Typ lll- Sekretionsystem aus, welches Uber die Einschleusung des Tir in
die Wirtszelle eine feste Bindung zwischen dieser und dem Bakterium mittels Intimin-Tir-
Interaktion vermittelt. Die STEC nutzen nun Komponenten des Zytoskeletts der Wirtzelle und
bewirken eine Aktinakkumulation, die zur Ausbildung so genannter Podeste in den
Enterozyten unterhalb der Stelle, an der sich die Erreger angelagert haben, fihrt. Durch die
Ausbildung dieser Podeste wird die Bindung der Bakterien untereinander sowie an der
Darmzelle erleichtert. Zudem fuhrt sie zum Verlust der Mikrovillistruktur, wodurch es zur
Malabsorption kommt. Nach der Adhéarenz der STEC kommt es im Zytosol der Wirtszelle zur
Phosphorylierung verschiedener Kinasen, wodurch diese aktiviert werden. Dies flhrt zu einer
verstarkten Elektrolytsekretion (Collington, Booth et al. 1998), der auf Grund des
osmotischen Drucks Wasser ins Darmlumen folgt. Zuséatzlich fihrt die Infektion mit STEC
dazu, dass die interzellularen Tight Junctions durchlassiger werden (Canil, Rosenshine et al.
1993; Spitz, Yuhan et al. 1995). Die zu Beginn einer STEC-Infektion auftretende
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katarrhalische Diarrhd resultiert wohl aus einer Kombination der oben erwéhnten
Erscheinungen.

Die im Darm des Wirtes in der Regel niedrige Konzentration an Eisenionen dient den
Bakterien wahrscheinlich als Ausloser zur Expression von Virulenz-assoziierten Genen
(VAGen) (Calderwood and Mekalanos 1987) und damit auch der Produktion des Stx. Das in
die Umgebung abgegebene Stx wird rezeptorvermittelt in die Enterozyten internalisiert. In
den abgespaltenen Vesikeln wird es zum endoplasmatischen Retikulum transportiert. Hier
kommt es zur Abspaltung der enzymatisch aktiven Al-Untereinheit, die nach Ausschleusung
ins Zytosol Uber den oben beschriebenen Mechanismus zur Hemmung der Proteinsynthese
und letztendlich zum Tod der Wirtszelle fiihrt. Die Folge hiervon sind Lasionen im
Darmepithel und schlieB3lich eine hamorrhagische Diarrhd.

Beim Menschen sowie beim Schwein kann es Uber die Vesikel jedoch auch zu einer
Translokation des Stx durch die Epithelzelle auf die basale Seite und von hier weiter in den
Blutkreislauf des Wirtes kommen (Sandvig and van Deurs 1996). Nach Bindung des Toxins
an Gb4-Rezeptoren des Endothels verschiedener Organe kann dies zur Ausprdgung des

HUS beim Menschen bzw. der Odemkrankheit beim Schwein filhren.

2.1.2.2. Enteropathogene E. coli (EPEC)

Die offizielle Definition fir EPEC nach einem internationalen Symposium in Sdo Paulo 1995
lautet: ,Escherichia coli, die an Darmzellen die charakteristischen A/E-Lasionen bilden und
kein Shiga-Toxin bilden. Weiterhin wird unterschieden zwischen ,typischen® und ,atypischen
EPEC®. Erstere besitzen ein so genanntes ,EPEC Adherence Factor (EAF)-Plasmid®, das
unter Anderem Gene tragt, die fur die ,Bundle-Forming Pili (BFP)“ kodieren, letztere sind

durch das Fehlen eines solchen Plasmides definiert (Trabulsi, Keller et al. 2002).

Epidemiologie

Typische EPEC wurden bisher nur vom Menschen isoliert (Nataro and Kaper 1998; Ishii,
Meyer et al. 2007), daher scheinen Menschen, und hier besonders latent infizierte
Erwachsene, das einzige lebende Reservoir fir diese Organismen zu sein (Trabulsi, Keller et
al. 2002). Wieler et al. konnten in Uber 1200 Kotproben von 221 Kalbern keine typischen
EPEC nachweisen (Wieler, Sobjinski et al. 2007). Dagegen kommen atypische EPEC in
verschiedenen tierischen Wirten vor. Es gibt bisher sehr wenige Studien lber die Pravalenz

dieser Erreger in Tieren. In einer Studie wurden im Kot von 2,7 % der getesteten Kalber (n =
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546) EPEC gefunden (Aidar-Ugrinovich, Blanco et al. 2007). In einer anderen Studie konnten
aus 13 % von an Diarrhd erkrankten Hunden und aus 8,3 % von gesunden Hunden EPEC
isoliert werden (Nakazato, Gyles et al. 2004). Weiter bestimmten Ishii et al. die EPEC-
Pravalenz in vielen verschiedenen Wirten und ermittelten fir Katzen, Rinder und Schweine
jeweils ca. 2,5 sowie fur Hunde ca. 4 % (Ishii, Meyer et al. 2007). EPEC gehéren zu den
wichtigsten Erregern persistierender Durchfélle bei Kindern in Entwicklungsl&ndern (je nach
Studie und angewandter Diagnosemethode liegen die Préavalenzen zwischen 5 und 20 %
(Ochoa, Barletta et al. 2008)), und ihre Pravalenz in den Industrielandern nimmt stetig zu.
Wichtig, insbesondere in Bezug auf das Zoonoserisiko, ist dabei zu erwahnen, dass
atypische EPEC, die hdochstwahrscheinlich nur von Mensch zu Mensch Ubertragen werden,
mittlerweile weltweit die grofite Rolle spielen (Trabulsi, Keller et al. 2002). Diese waren in
den oben erwéhnten Studien fir 78 % aller EPEC-Infektionen bei Kindern unter funf Jahren

verantwortlich (Ochoa, Barletta et al. 2008).

Klinisches Bild einer EPEC-Infektion

Beim Menschen sind EPEC die Erreger der klassischen Sauglingsdiarrh6. Zur Ausldsung
der Erkrankung ist nur eine sehr geringe Infektionsdosis notig. Die S&uglinge leiden an
einem wassrigen Durchfall und kénnen schnell dehydrieren, was in Entwicklungsl&andern mit
schlechter medizinischer und hygienischer Versorgung zu einer Mortalitdt von bis zu 50%
fuhrt. Im Stuhl befindet sich meist kein Blut. In einigen Féllen wird die Diarrhé von Fieber
begleitet. Obwohl der Durchfall in der Regel nach 5-15 Tagen aufhért, kann er jedoch auch
chronisch werden (Levine 1987).

Bei Rindern, Schweinen, Hunden und Katzen sind typische EPEC in der Regel nur fir

Jungtiere virulent und rufen bei diesen ebenfalls Durchfalle ohne Blutbeimengungen hervor.

Virulenzfaktoren

EPEC adherence factor (EAF) Plasmid

Der Besitz eines EAF-Plasmids befahigt die Bakterien Mikrokolonien auf der Oberflache des
Darmepithels zu bilden, die auf Grund ihrer typischen Morphologie ,Localized Adherence
(LA)* genannt werden (Baldini, Kaper et al. 1983; Donnenberg, Giron et al. 1992; Bieber,
Ramer et al. 1998). Die GroRRe dieses Plasmids variiert zwischen 85 und 110 kb, weshalb
anzunehmen ist, dass auch die enthaltenen Gene zum Teil variieren (Nataro, Scaletsky et al.

1985). Dennoch zeigt die fur die BFP kodierende Region eine hoch konservierte Sequenz
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(Nataro, Maher et al. 1987). Die BFP stellen Typ IV-Fimbrien dar, deren Expression
abhangig ist von einem Operon bestehend aus 14 Genen, inklusive dem bfpA-Gen, dass flr
die grof3e strukturelle Untereinheit ,Bundlin® kodiert (Stone, Zhang et al. 1996). Die meisten
dieser Gene sind essentiell fur die Synthese der BFP (Bieber, Ramer et al. 1998; Anantha,
Stone et al. 2000). Ein weiterer zur Virulenz von EPEC beitragender, auf dem Plasmid
lokalisierter Faktor stellt der ,Plasmid-Encoded Regulator® (Per), bestehend aus den Genen
perA, perB und perC, dar. Per aktiviert Gene innerhalb des bfp-Operons und des LEE (Tobe,
Schoolnik et al. 1996; Mellies, Elliott et al. 1999; Elliott, Sperandio et al. 2000).

Bundle-Forming Pili (BFP)

Die BFP sind aufgebaut aus dem Monomer Bundlin, mehrere Monomere bilden einzelne
Strange, die wiederum zu einer Tripelhelix verbunden sind (Ramboarina, Fernandes et al.
2005), die 50-500 nm breit sowie 14 bis 20 um lang ist (Clarke, Haigh et al. 2003). Verankert
sind die Pili in der inneren Membran des Bakteriums durch eine hydrophobe Doméne. Diese
Typ IV-Fimbrien zeigen einige Ahnlichkeiten zu denen anderer pathogener Bakterienspezies
(Stone, Zhang et al. 1996; Giron, Gomez-Duarte et al. 1997). Ein spezifischer Rezeptor fur
die BFP konnte bisher nicht identifiziert werden, jedoch wurde eine Bindung an das Lipid
Phosphatidylethanolamin festgestellt, welche sowohl die Adh&renz an die Wirtszelle als auch
die Verbindung der Bakterien untereinander vermitteln kénnte (Khursigara, Abul-Milh et al.
2001). Die Pili werden am starksten exprimiert in der exponentiellen Wachstumsphase bei
37°C, in der Gegenwart von Kalzium und der Abwesenheit von Ammonium. Diese
Konditionen finden sich im Dinndarm des Wirtes, nicht jedoch im Dickdarm oder in der
auReren Umwelt (Vuopio-Varkila and Schoolnik 1991; Puente, Bieber et al. 1996).

Die BFP tragen zur vollen Entfaltung der EPEC-Virulenz bei, da sie die initiale lokalisierte
Bindung (LA) an den Enterozyten des Wirtes sowie die Autoaggregation der
Bakterienkolonien vermitteln (Bieber, Ramer et al. 1998; Ramboarina, Fernandes et al. 2005;
Saldana, Erdem et al. 2009). Dennoch sind sie fiir die Adhasion an die Enterozyten nicht
essentiell. Atypische EPEC, welche BFP-negativ jedoch Intimin-positiv sind, adhérieren und
fihren ebenfalls zur Ausbildung der A/E-L&sionen. Die entstehenden Kolonien sind jedoch
kleiner und es fehlt ihnen die dreidimensionale Struktur (Hicks, Frankel et al. 1998).

In die Adhérenz der EPEC scheinen auch deren Flagellen, die durch das fliC-Gen kodiert
werden, involviert zu sein. fliC-Mutanten zeigten im Zellversuch eine deutlich geringere

Fahigkeit zur Adhasion sowie zur Bildung von Mikrokolonien (Giron, Torres et al. 2002).
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Locus of Enterocyte Effacement

EPEC bilden genauso wie STEC A/E-Lasionen, welche durch den gleichen LEE-kodierten
Mechanismus vermittelt werden (Badea, Beatson et al. 2009). Bei einem Vergleich des LEE
von EPEC mit dem von STEC waren die Gene des LEE hoch konserviert, besonders die des
Typ lllI-Sekretionssystems. Lediglich die Effektorproteine zeigten eine etwas hohere
Variabilitat (Muller, Benz et al. 2009).

EspA-Filamente

Ein wesentlicher extrazellularer Bestandteil des innerhalb des LEE kodierten filamentdsen
Typ-llI-Sekretionssystems ist EspA. Es bildet einen langen flexiblen, ca. 12 nm breiten
helikalen Kanal zwischen dem Bakterium und der Wirtszelle und ist in seiner Struktur dem
Flagellen-Filament sehr &hnlich (Crepin, Martinez et al. 2008). EspA interagiert jedoch auch
direkt mit der Wirtszelloberflache wéahrend der frihen Phase der Entstehung einer A/E-
Lasion (Knutton, Rosenshine et al. 1998). Daher kdnnte es besonders bei atypischen EPEC,
denen ein EAF-Plasmid fehlt, eine Rolle in der initialen Bindung der Erreger an den
Enterozyten spielen. Dies konnte durch Zelladh&sionsversuche mit espA-Mutanten bestatigt
werden (Cleary, Lai et al. 2004). Die durch EspA vermittelte Bindung scheint jedoch weniger
effizient zu sein als die durch BFP vermittelte, was dadurch begrindet sein kdnnte, dass
jedes Bakterium im Durchschnitt nur 12 EspA-Filamente ausbildet (Daniell, Takahashi et al.
2001).

Pathogenese

Es wurde ein Drei-Stufen-Modell fir die Pathogenese von EPEC entwickelt (Donnenberg
and Kaper 1992).

1. Initiale Adhasion an die Wirtszelle

2. Produktion und Translokation bakterieller Proteine in die Wirtszelle durch das

Typ-lll-Sekretionssystem

3. Enge Bindung des Bakteriums mit Podestbildung
Der erste Schritt in der Kolonisierung des Darms durch typische EPEC ist deren Bildung von
einzelnen Mikrokolonien in dem Muster der ,Localized Adherence“. Dieser Schritt ist
abhangig von der Anwesenheit des EAF-Plamids und entféallt daher flr atypische EPEC.
Diese vermitteln ihre initiale Bindung Uber andere Adh&sionsproteine, u.a. EsSpA, binden
jedoch nicht untereinander und es entsteht keine dreidimensionale Koloniestruktur wie bei
den BFP-tragenden EPEC.
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Die zweite und dritte Stufe in der Pathogenese der EPEC entspricht der Pathogenese der
STEC, mit Ausnahme der Produktion und Sekretion des Shiga-Toxins, daher bleibt eine
blutige Diarrhé bei einer EPEC-Infektion in der Regel aus. Es entstehen ebenfalls A/E-
Lasionen, in deren Folge es zur Malabsorbtion durch Verlust der Mikrovilli, zur

Elektrolytsekretion und zur Stérung der Tight Junctions kommt.

2.1.2.3. Enterotoxische E. coli (ETEC)

Die Definition fir ETEC lautet: E. coli-Stamme, welche mindestens ein Mitglied der zwei
Enterotoxingruppen, Hitzestabile und Hitzelabile Enterotoxine (ST und LT) produzieren
(Levine 1987). 46% der ETEC produzieren ausschlielich ST, 25% LT sowie 29% beide
Toxine (Wolf 1997). Ein weiteres typisches, jedoch nicht zwingendes Merkmal der ETEC ist
die durch die Adhasine vermittelte Adh&sion an den Darmepithelzellen. Einige der
wichtigsten dieser Virulenzfaktoren stellen die Fimbrien F4, F5, F6, F17, F18 sowie F41 dar.
Diese sind zum Teil auch wirtsspezifisch (Van den Broeck, Cox et al. 2000; Nagy and Fekete
2005).

Epidemiologie

Da die meisten Menschen und Tiere nach einer Uberstandenen ETEC-Infektion eine
Immunitat gegentiber diesen Erregern entwickeln und immune, asymptomatisch infizierte
Individuen ETEC in groRRer Zahl Uber ihren Kot ausscheiden, ist die Umgebung in fir ETEC
endemischen Gebieten haufig mit diesen kontaminiert (DuPont, Formal et al. 1971), so dass
Jungtiere bzw. Sauglinge in diesen Gebieten meist auch mit ETEC in Kontakt kommen.
Hieraus resultieren Pravalenzen von durch ETEC ausgeltsten Durchfallen von 10-30% bei
Kindern (Levine, Ferreccio et al. 1993; Mangia, Duarte et al. 1993; Flores-Abuxapqui,
Suarez-ltoil et al. 1994; Hoque, Faruque et al. 1994; Schultsz, Pool et al. 1994; Tornieporth,
John et al. 1995), 0-16% bei Kalbern (Krogh 1983; Sherwood, Snodgrass et al. 1983;
Bellinzoni, Blackhall et al. 1990; Blanco, Blanco et al. 1993), 17,5-26% bei Ferkeln (Wieler,
lieff et al. 2001; Lee, Kang et al. 2008) und 4-26% bei Welpen (Olson, Hedhammar et al.
1985; Hammermueller, Kruth et al. 1995). Die Erkrankungsrate sinkt mit zunehmendem Alter
(Qadri, Svennerholm et al. 2005). Besonders hohe Préavalenzen treten im Zusammenhang
mit schlechten hygienischen Bedingungen auf, auf Grund derer Lebensmittel und Wasser
immer wieder durch Kot kontaminiert werden. Dies trifft insbesondere auf Entwicklungslander

zu. Weltweit resultieren jahrlich geschatzte 650 Millionen Falle von Durchfall sowie 380.000
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Todesfélle von Kindern unter funf Jahren aus ETEC-Infektionen (Sizemore, Roland et al.
2004).

Klinisches Bild einer ETEC-Infektion

ETEC verursachen bei Sauglingen, Kindern und Erwachsenen eine choleradhnliche
Durchfallerkrankung. In der Regel kommt es zu plétzlichem, massivem wassrigen Durchfall,
der bei immunkompetenten Erwachsenen selbstlimitierend ist und nach drei bis vier Tagen
vorbei ist, jedoch bei Sauglingen durch die starke Dehydratation und den Elektrolytverlust
haufig letal verlauft. Begleitet wird dieser Durchfall haufig durch Erbrechen. Durch den
fortschreitenden FlUssigkeitsverlust kommt es zu Mundtrockenheit, erhéhtem Puls,
Lethargie, herabgesetztem Hautturgor, gesenkten Blutdruck sowie Muskelkrampfen (Qadri,
Svennerholm et al. 2005). Fieber bleibt in der Regel aus. Bei Erwachsenen steht die
massenhafte Vermehrung der Erreger im Darm meist mit pradisponierenden Faktoren, wie
Milieu-, Diat- oder Klimawechsel in Zusammenhang und wird daher in einigen Fallen auch
als Reisediarrhd bezeichnet, die zu 20 bis 50 % durch ETEC verursacht wird (Sizemore,
Roland et al. 2004; Qadri, Svennerholm et al. 2005; Okoh and Osode 2008). Bei einer
adaquaten Behandlung, insbesondere einem Ausgleich des Wasser- und Elektrolytverlustes,
ist die Mortalitat sehr niedrig (< 1 %) (Qadri, Svennerholm et al. 2005).

Die Coliruhr der Kalber tritt in der ersten Lebenswoche auf und ist gepragt von einer
wassrigen, grau-gelben Diarrhd, die auch Blutbeimengungen enthalten kann und zum Tell
von Fieber begleitet wird. In Folge des erheblichen Wasser- und Elektrolytverlustes kommt
es zu Exsikkose mit Azidose. Bei akutem Verlauf betragt die Krankheitsdauer drei bis sechs
Tage. Die Letalitat kann hoch sein (Nagy and Fekete 2005).

Bei Schweinen kdénnen sowohl Saug- als auch Absatzferkel von der Coliruhr betroffen sein.
Es kommt ebenfalls zu einer wassrigen Diarrhd und folgender Dehydratation, die ohne
Behandlung zu einer hohen Mortalitatsrate fihren kann (Stamm and Sorg 1993; Nagy and
Fekete 2005).

Bei Hunden und Katzen ist eine Colidiarrhd klinisch schwer von Virusinfektionen zu
unterscheiden und betrifft in der Regel nur Welpen. Auch bei diesen Tieren zeigt sich eine

profuse sekretorische Diarrh6é mit ausgepragter Dehydratation (Beutin 1999).
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Virulenzfaktoren

Hitzelabiles Enterotoxin (LT)

Das hitzelabile Enterotoxin (LT) von E. coli ist in seiner Struktur und Funktion dem Cholera
Enterotoxin (CT) von Vibrio cholerae sehr dhnlich (Sixma, Kalk et al. 1993). Die funktionelle
Ahnlichkeit betrifft vor allem die Rezeptorspezifitat, die enzymatische Aktivitit sowie die
Auswirkungen auf die Wirtszelle. Es konnten bisher zwei verschiedene Varianten des LT in
ETEC nachgewiesen werden, LT-1 und LT-IlI (Fukuta, Magnani et al. 1988). Da jedoch das
LT-1l weder beim Tier noch beim Menschen mit der Entwicklung einer Erkrankung assoziiert
ist, ist fur die Charakterisierung der ETEC ausschliel3lich das LT-I relevant (Nataro and
Kaper 1998). Das LT-I ist ein oligomeres Protein, das aus einer A-Untereinheit und funf
identischen B-Untereinheiten aufgebaut ist. Die B-Untereinheiten vermitteln die
Bindungsspezifitat, die A-Untereinheit tragt die enzymatische Aktivitdt. Nach der Sekretion
des Toxins ins Periplasma des Bakteriums binden die B-Untereinheiten des Toxins an
Zuckerketten des Gangliosids GM1 auf der Zelloberflache der Enterozyten (Fukuta, Magnani
et al. 1988). Nach Bindung an den Rezeptor wird das Toxin via Endozytose in die Wirtszelle
aufgenommen und mittels Golgiapparat zur basolateralen Seite der Darmzelle transportiert.
Hier entfaltet die Ai-Untereinheit, nach proteolytischer Abspaltung von der A-Untereinheit,
ihre enzymatische Aktivitat (Mekalanos, Collier et al. 1979). Ihr Ziel stellt das hier lokalisierte,
zellmembranstandige und signalUbertragende Gs-Protein dar, welches durch die ADP-
Ribosyltransferase-Aktivitat der Ai-Untereinheit aktiviert wird. Dieses wiederum aktiviert
daraufhin die Adenylatzyklase. Diese Aktivierung ist auf Grund der ADP-Ribosylation des Gs-
Proteins irreversibel. Es folgt ein Anstieg des cAMPs, der eine Aktivierung der Proteinkinase
A hervorruft. Nun werden die sich in der apikalen Membran der Zelle befindlichen Chlorid-
Kanéle massenhaft phosphoryliert, dies hat je nach Zelltyp eine Stimulation der Chlorid-
Sekretion oder eine Hemmung der NaCl-Absorption zur Folge. Wasser folgt auf Grund des
osmotischen Drucks und es kommt zur Diarrh6 (Lencer, Constable et al. 1995).

LT-1l erhéht den cAMP-Spiegel Uber den gleichen Mechanismus wie LT-I, bindet jedoch an
GD:1 statt an GMa1 (Fukuta, Magnani et al. 1988), woraus wahrscheinlich die Unféhigkeit eine

Erkrankung auszuldsen resultiert.

Hitzestabiles Enterotoxin (ST)

Im Gegensatz zu den LTs stellen die hitzestabilen Enterotoxine (STen) kleine Polypeptide
dar, deren hoher Cystein-Anteil Uber zahlreiche Disulfidbriicken zur Hitzestabilitat dieser

Toxine beitragt. Es gibt zwei verschiedene Klassen von STen, die sich in ihrer Struktur und
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Wirkungsweise unterscheiden, STa und STb. Die Gene beider Klassen sind zum grof3ten
Teil auf Plasmiden kodiert (So and McCarthy 1980; Lee, Hu et al. 1985).

Wahrend der Sekretion des STa ins Periplasma des Bakteriums besteht dieses aus 53
Aminoséauren. Das endgiiltige 18 oder 19 Aminosauren lange Toxin wird hier proteolytisch
abgespalten und diffundiert anschlieRend durch die duRere Membran (Nataro and Kaper
1998). Der Rezeptor flir STa ist die apikale Membran der Enterozyten durchspannende
Guanylatzyklase C (GC-C). Nach Bindung des Toxins an die extrazellulare Doméane der GC-
C wird deren intrazellularer Teil enzymatisch aktiv, wodurch die cGMP-Konzentration in der
Zelle ansteigt (Field, Graf et al. 1978). Auch dies bewirkt je nach Zelltyp eine verstarkte
Chlorid-Sekretion oder eine Hemmung der NaCl-Absorbtion (Field, Graf et al. 1978) und
schlieBlich einen Austritt von Wasser ins Darmlumen.

Obwohl einige humane ETEC-Isolate STb exprimieren, scheint dieses Toxin besonders mit
von Schweinen isolierten ETEC assoziiert zu sein (Handl, Olsson et al. 1992). Es besteht
aus 48 Aminosauren und zeigt keinerlei Ahnlichkeit zu STa (Sukumar, Rizo et al. 1995). Da
noch kein spezifischer Rezeptor fir STb identifiziert werden konnte, wird angenommen, dass
dieses, bevor es endozytiert wird, unspezifisch an die Lipide der Zellmembran bindet (Chao
and Dreyfus 1997; Rousset, Harel et al. 1998; Rousset and Dubreuil 1999). Dies fuhrt zur
Freisetzung von Serotonin, der Produktion von Prostaglandin E2 (Peterson and Whipp 1995)
sowie einem Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels (Dreyfus, Harville et al. 1993).
Letztendlich kommt es zu einer Steigerung der Bicarbonat-Sekretion (Sears and Kaper
1996). Obwohl STb im Gegensatz zu STa zu Epithelzellverlust und teilweiser Zottenatrophie
zu fuhren scheint (Whipp, Kokue et al. 1987), ist der Anteil dieses Toxins an einer Diarrhd
noch unklar, da in einer Studie an STb-negativen sowie STh-positiven ETEC mit Ferkeln
keine Korrelation zwischen STb und einer Erkrankung festgestellt werden konnte. Sowohl bei
den Tieren, die mit STh-positiven als auch bei den Tieren, die mit STb-negativen Stammen
infiziert wurden erkrankten rund 50 % (Casey, Herring et al. 1998).

Das STb kann mit 74 % haufiger bei porcinen ETEC nachgewiesen werden als STa (52 %)
(Moon, Schneider et al. 1986).

Kolonisationsfaktoren (KF)

Kolonisationsfaktoren sind Pili bzw. Fimbrien von E. coli, die die Adhé&sion der Bakterien an
Rezeptoren der Darmepithelzellen vermitteln. Fir Kolonisationsfaktoren, die mit Infektionen
des Menschen assoziiert sind, wurde eine einheitliche Nomenklatur festgelegt. Sie werden
,Coli Surface Antigens (CS)“ mit einer Nummer, die der Reihenfolge ihrer Entdeckung
entspricht, genannt. Eine Ausnahme stellt das ,Colonization Factor Antigen | (CFA/I)* dar.

Bisher wurden nach dieser Nomenklatur 18 Kolonisationsfaktoren humaner ETEC benannt,
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CS1 bis CS8, CS12 bhis CS15 sowie CS17 bis CS22. CS1, CS2 und CS3 sind
Antigenkomponenten des CFA/Il (Cravioto, Scotland et al. 1982; Hacker 1992) und werden
exprimiert in den Kombinationen CS1 + CS3, CS2 + CS3 oder CS3 alleine. Genauso sind
CS4, CS5 und CS6 Antigenkomponenten des CFA/IV (Thomas, McConnell et al. 1985), sie
kommen in den Kombinationen CS4 + CS6, CS5 + CS6 oder CS6 alleine vor (Svennerholm,
Wenneras et al. 1990). CFA/I hingegen besteht nicht aus mehreren Komponenten, sondern
scheint ein homogenes Antigen zu sein. CFA/I, CFA/Il und CFA/IV sind mit fast 75% die von
humanen ETEC am haufigsten exprimierten KFs und sind daher am besten charakterisiert
(Wolf 1997). Kolonisationsfaktoren kénnen nach ihren morphologischen Merkmalen in drei
verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Dies sind (i) die starren, dicken stabférmigen, (ii)
die sich zu Bindeln zusammenlagernden flexiblen stabférmigen und (iii) die dinnen,
flexiblen drahtférmigen. Bei elektronenmikroskopischer Betrachtung der ETEC werden haufig
peritrich angeordnete Fimbrien sichtbar, die bei einem einzelnen Bakterium unterschiedliche
Morphologien aufweisen kénnen. Meist sind die KFs aus einer einzigen sich wiederholenden
Protein-Untereinheit, die zu 2-7 nm breiten helikalen Filamenten zusammengelagert sind,
aufgebaut (Cassels and Wolf 1995; Gaastra and Svennerholm 1996). Kolonisationsfaktor-
Gene sind in der Regel plasmidkodiert und befinden sich haufig auf den gleichen Plasmiden
wie die Gene fir die Toxine LT und ST.

Die bestcharakterisierten Kolonisationsfaktoren sind die Fimbrien F4, F5 und F6, die jedoch
nur bei tierspezifischen ETEC vorkommen. So sind F4-tragende ETEC nur fur Schweine und

F5-tragende ETEC nur fur Ferkel, Kalber und LAmmer virulent (Nataro and Kaper 1998).

Pathogenese

Pradisponierende Faktoren sind vor allem Abwehrschwéache, meist durch fehlende
Versorgung mit kolostralen Antikdrpern, Haltungs- und Futterungsfehler sowie
vorausgehende Priméarinfektionen mit Viren (besonders Rota- und Coronaviren) und
Kryptosporidien. Die Infektion erfolgt in der Regel Uber kontaminierte Nahrung oder Wasser,
beim Menschen ist fir die Entstehung einer Erkrankung eine Infektionsdosis von 108 bis 10*°
notig (Tacket, Reid et al. 1994). Anschlielend kolonisieren die Erreger mit Hilfe ihrer
wirtsspezifischen KFs den oberen Dunndarm und vermehren sich dort (Koh, George et al.
2008). Nach erfolgter Kolonisierung kénnen Enterotoxine produziert und freigesetzt werden,
welche innerhalb kurzer Zeit zu einer sekretorischen Diarrh6 fihren (Nagy and Fekete 1999;
Nagy and Fekete 2005). Die Darmschleimhaut zeigt meist keine oder nur eine geringe
Entziindung. Eine Malabsorption in Folge einer Zottenatrophie wie sie bei einer EPEC- oder

STEC-Infektion zu sehen ist, liegt in der Regel nicht vor.
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2.1.3. Extraintestinal pathogene E. coli

2.1.3.1. Uropathogene E. coli (UPEC)

E. coli-Stamme, die fahig sind bei immunkompetenten Wirten Urogenitaltraktinfektionen
(UGTI) auszuldsen, unterscheiden sich von kommensalen E. coli, die fast immer Bestandteil
der physiologischen Dickdarmflora sind, durch zusatzliche Virulenz-assoziierte Gene
(VAGe). Zu den durch die VAGe kodierten Virulenzfaktoren  gehoren
Eisenakquisitionssysteme (u. a. iron-responsive protein (irp2)), Adhasine (u. a. Pilus
associated with pyelonephritis (papC) und S- und F1C-Fimbrien (sfa/foc)), Toxine
(Hamolysin, Zytotoxischer Nekrosefaktor (cnf) und Sekretiertes Autotransporter Toxin (sat)),
Serumresistenzfaktoren sowie O- und K-Antigene (Johnson 1991). Andere extraintestinal
pathogene E. coli (EXPEC) wie NMEC, SEPEC und APEC weisen haufig ahnliche VAG-
Muster auf, weshalb einige Autoren annehmen, dass sich einige UPEC-Stdmme von
anderen EXPEC nicht oder nur wenig unterscheiden (Russo and Johnson 2000; Johnson
and Russo 2002). Andere Autoren halten dagegen sogar eine weitere Unterteilung der
UPEC in verschiedene Pathotypen, Zystitis- und Pyelonephritis-Stamme, fir sinnvoll
(Blanco, Blanco et al. 1996; Tseng, Wu et al. 2002; Welch, Burland et al. 2002; Zhang,
Foxman et al. 2002), da sich bei diesen die Pravalenzen einiger VAGe in ihren Studien
unterschieden. Mdoglicherweise lassen sich EXPEC-Pathovare in Zukunft durch die MLST
exakter einordnen (Tartof, Solberg et al. 2005).

Meist als entscheidend fiir die Pathogenitdt von UPEC beschriebene Virulenzfaktoren sind
die P-Fimbrien, die Sfa-Fimbrien, das Afa-Adhasin, das Alpha-Hamolysin, der Zytotoxische
Nekrosefaktor CNF 1 sowie das Eisenaquisitionssystem Aerobactin mit seinen Rezeptoren
(Feria, Machado et al. 2001).

Epidemiologie

E. coli ist beim Menschen fur 70-95% aller UGT-Infektionen verantwortlich (Kucheria,
Dasgupta et al. 2005). Andere seltenere Erreger stellen Gram-positive Kokken,
Mykoplasmen, Ureaplasmen, Hefen, Chlamydien und Viren dar. Die Falle von UGT-
Infektionen beim Menschen weltweit wurden auf 150 Millionen pro Jahr mit
Behandlungskosten von Uber 6 Billionen Dollar geschatzt (Lau, Reddy et al. 2008).

Beim Rind stellt E. coli mit 30% bis 60% ebenfalls den haufigsten Erreger von UGTlen dar
(Rebhun, Dill et al. 1989; Yeruham, Elad et al. 2006). Andere Erreger beim Rind sind

Corynebacterium renale, das meist zu einer Nierenentzindung fiihrt, Gram-positive Kokken,
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Pseudomonas aeruginosa, Chlamydien, Mykoplasmen, Arcanobacterium pyogenes sowie
Fusobacterium necrophorum (Yeruham, Elad et al. 2006). In Studien zur Pravalenz von
UGTI bei weiblichen Rindern konnten Werte von 4% bis 6,2 % ermittelt werden (Markusfeld,
Nahari et al. 1989; Yeruham, Elad et al. 2006). Die Mortalitatsrate war mit etwa 50% hoch.
Uber die Halfte der Infektionen traten innerhalb der ersten 90 Tage nach dem Kalben auf,
dies scheint beim Rind ein pradisponierender Faktor fur UGTI zu sein.

In verschiedenen Schweineherden wurden bei 11-48% aller Sauen UGTI festgestellt (Krag,
Hancock et al. 2008). Auch beim Schwein werden UGTI hauptséchlich durch E. coli
ausgelost (Almanjd and Bilkei 2008). Weitere Erreger sind Gram-positive Kokken, seltener
Proteus spp., Klebsiellen sowie Pseudomonaden. In einer Studie an Zuchtschweinen wurden
8% aller Todesfalle durch Cystitiden/Pyelonephritiden verursacht, von denen 64% E. coli-
Infektionen darstellten (Chagnon, D'Allaire et al. 1991). Meist treten sie zum Zeitpunk der
Geburt oder wahrend des Puerperiums auf. E. coli spielt bei Schweinen auch besonders im
Zusammenhang mit der Coliformen Mastitis eine wichtige Rolle und stellt hier ebenfalls den
haufigsten Errger dar (Wagner 1982; Korudzhiiski, Bozhkova et al. 1987; Korudzhiiski,
Bozhkova et al. 1987). Die Pravalenz dieses Syndroms reicht in verschiedenen Herden von
1,1% bis 37,2%. 4% aller Ferkelverluste in diesen Herden waren auf eine Coliforme Mastitis
zurickzufuhren (Backstrom, Morkoc et al. 1984). Ob hierfir ein spezifischer Pathotyp
verantwortlich ist, ist jedoch fraglich, da viele andere Faktoren wie Hypotonie der glatten
Muskulatur, groRe Wiirfe, verlangerte Trachtigkeitsdauer, Uberfutterung, Bewegungsmangel
oder Umstallung an der Pathogenese dieser Erkrankung beteiligt sind (Dee 1992).

Bei Hund und Katze sind Infektionen des UGT die haufigsten bakteriellen Infektionen. 14%
aller Hunde leiden mindestens einmal im Leben an einer solchen Infektion (Feria, Machado
et al. 2001). E. coli stellt mit 44% bei Hunden ebenfalls den haufigsten Erreger urogenitaler
Infektionen dar (Norris, Williams et al. 2000; Ling, Norris et al. 2001). Neben diesen kommen
auch Gram-positive Kokken, Pasteurellen, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris sowie
Klebsiella pneumoniae als Verursacher vor. Bei Katzen sind allerdings weniger als 2% der
Infektionen  durch primare Infektionen verursacht, dies st auf die hohe
Konzentrationsfahigkeit des Urins zurtickzufiihren (Lees and Rogers 1986; Stegemann,

Passmore et al. 2006).

Klinisches Bild einer UPEC-Infektion

Die Mehrheit der durch UPEC verursachten UGTIs wird als unkompliziert bezeichnet. Es
handelt sich dabei meist um eine ausschlief3liche Infektion der Blasenschleimhaut (Bacheller
and Bernstein 1997). Am haufigsten betroffen sind weibliche Tiere bzw. Frauen, auf Grund

der kurzeren Harnrohre. Betroffene setzen immer wieder kleine Harnmengen ab, wobei die
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Blasenentleerung in der Regel schmerzhaft ist. Der Harn kann triibe und flockig sein. Zum
Teil kommt es auch zur Harninkontinenz und Hamaturie. Es lasst sich meist eine hohe
Anzahl an Bakterien im Urin nachweisen. Bei einer zusétzlichen Pyelonephritis kommen
Nierenschmerzen sowie unspezifischere Symptome, wie Lethargie, Stérung des
Allgemeinbefindens, Anorexie oder Fieber hinzu (Liebhold, Wendt et al. 1995; Faro and
Fenner 1998; Braun, Nuss et al. 2008). Zu solch schweren Verlaufen kommt es besonders

bei immunsupprimierten Patienten.

Virulenzfaktoren

Adhasine

Die Adhasion der Erreger an die Wirtszelloberflache ist der erste Schritt in der Pathogenese
einer UGTI und einer der wichtigsten Faktoren fir die Virulenz der UPEC. Diese exprimieren
eine grole Anzahl unterschiedlicher Fimbrien, die die Adhasion uber verschiedene
Rezeptoren in unterschiedlichen Bereichen des UGTes vermitteln. Zu diesen gehdren die P-,
F1C-, S-, Dr- und Typ 1-Fimbrien (Pere, Nowicki et al. 1987; Virkola, Westerlund et al. 1988;
Nowicki, Svanborg-Eden et al. 1989; Antao, Wieler et al. 2009).

Fimbrielle Adh&sine weisen meist eine Lange von 2 pm und einen Durchmesser von 7 nm
auf. Jede Fimbrie ist aus einer sich wiederholenden grof3en Untereinheit und weiteren
kleinen Untereinheiten zusammengesetzt.

Fur die Adhasion eines E. coli-Stammes an eine Uroepithelzelle ist aber auch deren
Rezeptorexpression entscheidend, daher sind einige Individuen empfanglicher als andere
(Schaeffer, Rajan et al. 2001).

Es scheint als wirde die Fahigkeit der Adhasion an das Uroepithel auch iber den Grad der
Auspragung einer UGTI entscheiden. So ist diese bei Isolaten von Patienten mit
Pyelonephritis sehr ausgepragt und nimmt bei Isolaten von Zystitiden Uber Isolate von
asymptomatischen Bakteriurien bis hin zu fakalen Isolaten immer mehr ab (Johnson 1991;
Zdziarski, Svanborg et al. 2008).

Auf Grund ihrer Eigenschaft, Erythrozyten verschiedener Spezies zu hamagglutinieren
lassen sich die Fimbrien von E. coli in zwei Gruppen einteilen. Bei den als Mannose-resistent
(MRHA) bezeichneten Fimbrientypen bleibt die Fahigkeit zur Hamagglutination auch in
Gegenwart von Mannose erhalten, im Gegensatz dazu wird jedoch bei der Gruppe der
Mannose-sensitiven (MSHA) Fimbrien die Hamagglutination durch Zugabe von Mannose
gehemmt. P-, F1C-, S- und Dr-Fimbrien sind alle MRHA, Typ 1-Fimbrien hingegen sind
MSHA (Johnson 1991).
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P-Fimbrien

Svanborg-Eden und Hansson entdeckten diese Fimbrien 1978 und beschrieben damit den
ersten mit UPEC assoziierten VF (Eden and Hansson 1978). Die Tatsache, dass diesen
Fimbrien bei der Agglutination humaner Erythrozyten das P-Blutgruppen-Antigen als
Rezeptor dient, fihrte zu der Bezeichnung als P-Fimbrien (Kallenius, Mollby et al. 1980;
Korhonen, Vaisanen et al. 1982). P-Blutgruppen-Antigene stellen Oligosaccharide dar, die
als fur die Bindung entscheidendes Epitop das Digalaktosid a-D-Gal-(1—4)-B-D-Gal (G-G)
beinhalten (Marcus, Kundu et al. 1981). Viele Saugetierzellen, u.a. die Uroepithelzellen
tragen dieses Digalaktosid, meist als Komponente der Glykosphingolipide. Die Annahme,
dass die P-Fimbrien an G-G binden wird dadurch unterstitzt, dass durch die Zugabe dieses
Digalaktosids die Agglutination von G-G-tragenden Strukturen gehemmt wird (Leffler and
Svanborg-Eden 1981; Kallenius, Svenson et al. 1982; Svenson, Hultberg et al. 1983).

Die P-Fimbrien werden durch 11 chromosomale Gene (papA bis papK (Pilus assoziiert mit
Pyelonephritis)), welche in einem Gen-Cluster lokalisiert sind, kodiert (Hacker 1992). PapA
stellt die groRe Untereinheit dar, hunderte dieser Untereinheiten bilden die Fimbrie. Das
eigentliche Adhasin, welches an der Spitze der Fimbrie lokalisiert ist, hei3t PapG und kommt
in drei verschiedenen Klassen (I bis Ill) vor, welche tber die Bindungsspezifitdt entscheiden
(Marklund, Tennent et al. 1992; Johnson and Brown 1996). PapE und PapF sind weitere
Untereinheiten an der Spitze der Fimbrie, die eine unspezifische Bindung an Fibronektin,
eine Komponente der extrazellularen Matrix vermitteln (Westerlund and Korhonen 1993).
Das F-Antigen-System zur Katalogisierung der serologisch unterschiedlichen E. coli-
Fimbrien (Orskov and Orskov 1983) unterscheidet zur Zeit 11 Serovarianten der P-Fimbrie,
F71, F72 sowie F8 bis F16. Diese antigene Variabilitst wird vermittelt Gber
Sequenzunterschiede in der PapA-Untereinheit. Ein E. coli-Stamm kann bis zu drei
verschiedene F-Antigen-Typen der P-Fimbrie tragen (Johnson, Stell et al. 2000).

Zahlreiche Autoren stellten fest, dass UPEC deutlich haufiger P-Fimbrien tragen als andere
E. coli-Isolate (Hagberg, Jodal et al. 1981; Kallenius, Mollby et al. 1981; Latham and Stamm
1984; Dowling, Roberts et al. 1987), daher ist eine Beteiligung an der Virulenz der Stamme
sehr wahrscheinlich. Zudem konnten die Fimbrien in sehr virulenten Stdmmen von
Entzindungen des Nierenbeckens zu 70% und in weniger virulenten Stammen aus
einfachen Blasenentziindungen nur halb so oft nachgewiesen werden (Johnson 1991). Die
Expression dieser Fimbrien ist am starksten bei 37°C in der exponentiellen
Wachstumsphase (Goransson and Uhlin 1984). Durch die P-Fimbrien wird die Ausbreitung
der UPEC im UGT erleichtert. Zusatzlich fordern die P-Fimbrien Uber die Bindung an
Glycosphingolipid-Rezeptoren der Mucosazellen, durch die es zu einer Zytokinausschittung

kommt, eine Entziindungsreaktion (Frendeus, Wachtler et al. 2001). Zusétzlich 16st die

33



Schrifttum

Bindung die Expression weiterer Gene aus, u. a. zur Regulation der Eisenaquisitionssysteme
(Zhang and Normark 1996).

F1C- und S-Fimbrien

Diese beiden Fimbrientypen sind genetisch, immunologisch und strukturell eng miteinander
verwandt. Beide sind durch Gen-Cluster kodiert (foc (sechs Gene (A,C,D und G-I) bzw. sfa
neun Gene (A-H und S)) (Riegman, Kusters et al. 1990; Schmoll, Morschhauser et al. 1990),
die eine groRe strukturelle Untereinheit (focA bzw. sfaA), aus der die Fimbrie aufgebaut ist,
eine kleine Untereinheit, die als Adhasin an der Spitze der Fimbrie sitzt, sowie einige
zuséatzliche Untereinheiten beinhalten (van Die, van Geffen et al. 1985; Johnson 1991;
Hacker, Kestler et al. 1993). Beide zeigen eine hoéhere Pravalenz in EXPEC als in fakalen E.
coli. S-Fimbrien scheinen jedoch starker mit Meningitiden (NMEC) und Septikdmien
(SEPEC) als mit UGTIs assoziiert zu sein (Ott, Hacker et al. 1986). lhre Bezeichnung
verdanken sie ihrer Bindungsspezifitat fur Sialyl-Galaktosid-Reste von Glykoproteinen
(Parkkinen, Finne et al. 1983; Hacker, Kestler et al. 1993). Ein spezifischer Rezeptor fur
F1C-Fimbrien ist bisher nicht sicher bekannt, Khan et al. nehmen jedoch auf Grund ihrer
Studien ein bestimmtes Disaccharid von Gangliotetraosylceramid an (Khan, Kniep et al.
2000). F1C-Fimbrien konnten zu einem hoheren Anteil in UGTI-Isolaten als in fakalen
Kontrollstammen nachgewiesen werden (Pere, Nowicki et al. 1987). In einer Studie an papC-
positiven E. coli-Isolaten vom Schwein konnten bei 79 % sfa und foc mittels PCR
nachgewiesen werden (Dozois, Clement et al. 1997). E. coli-Isolate von Hunden mit UGTI
wiesen zu 41 % die entsprechenden Gene auf, im Gegensatz hierzu konnten nur 6 % der
Kot-Isolate positiv fir sfa und foc getestet werden (Johnson, Kaster et al. 2003). Unter
Mastitis-Isolaten vom Rind fanden sich nur 8 % sfa-positive (Kaipainen, Pohjanvirta et al.
2002). Entsprechende Daten zu UGTI-Isolaten vom Rind sind leider bisher nicht erhoben
worden. Fir beide Fimbrien finden sich Bindungsstellen insbesondere an Epithelzellen der
Nierentubuli und Sammelréhren sowie den Endothelzellen der Nierengefaf3e. Fir diese
Zellen ist bekannt, dass sie auf ihrer Oberflache Sialinsaure tragen (Korhonen, Parkkinen et
al. 1986; Korhonen, Virkola et al. 1990). Um den Beitrag dieser Fimbrien zur UPEC-Virulenz
genauer zu bestimmen, mussen jedoch noch in-vivo-Versuche mit entsprechenden Mutanten

durchgefihrt werden.

Dr-Adhasine

Zu dieser Familie von genetisch und strukturell sehr ahnlichen Adhasinen gehéren neben

den Dr-Fimbrien auch die afimbriellen Adhésine AFA-I und AFA-III. Die fir die Komponenten

34



Schrifttum

und die Biogenese dieser Fimbrien kodierenden Gene befinden sich in dem dra-Gen-Cluster,
bestehend aus draA bis draE sowie draP. Die Fimbrien stellen Homopolymere aus DraE-
Untereinheiten dar (Zalewska, Piatek et al. 2005). Dr-Adhasine binden an eine Komponente
der Dr-Blutgruppen-Antigene. Dies sind Antigene auf humanen Erythrozyten und Bestandteil
des IFC oder Cromer-related Komplex, ein Glykoprotein, welches auch die Cr-, Tc-, Es- und
WES-Blutgruppen-Antigene enthalt (Daniels, Tohyama et al. 1982; Nowicki, Truong et al.
1988). Zusatzlich binden Dr-Fimbrien an Typ IV Kollagen (Carnoy and Moseley 1997).
Dieses Kollagen kommt in der Basalmembran der Nierentubuli sowie den Bowmankapseln
vor. Diese Bindung kénnte zu einer Etablierung der E. coli im interstitiellen Nierengewebe
und damit zur Entstehung einer chronischen Nierenentziindung beitragen (Goluszko,
Moseley et al. 1997; Selvarangan, Goluszko et al. 2004). Bei einer chronischen
Nierenentziindung kommt es zur Atrophie der Nierentubuli sowie zur interstitiellen Fibrose.
Die grol3e strukturelle Untereinheit der Dr-Fimbrie DraE scheint gleichzeitig die spezifische
Adhdasion an Dr-Blutgruppen-Antigene zu vermitteln, fir die Bindung an Typ IV Kollagen
kénnte jedoch eine andere Untereinheit verantwortlich sein (Van Loy, Sokurenko et al. 2002).
Dr-Fimbrien erméglichen UPEC die Bindung an viele Bestandteile des UGT, u. a. an das
Niereninterstitium, die Nierentubuli sowie die Epithelzellen der Harnleiter (Nowicki, Truong et
al. 1988).

Dr-Fimbrien sind besonders mit Zystitiden assoziiert, da bei bis zu 50% der in diesen Fallen
isolierten E. coli entsprechende Sequenzen nachgewiesen werden konnten, bei
Nierenbeckenentziindungen war dies nur bei bis zu 26% der Isolate der Fall (Arthur,
Johnson et al. 1989; Nowicki, Svanborg-Eden et al. 1989). Epidemiologische Studien haben
jedoch gezeigt, dass afa-positive Stamme auch zu Durchfallen bei Kindern fihren kénnen
(Lalioui, Jouve et al. 1999). Das afa-Operon tierpathogener Isolate unterscheidet sich jedoch

strukturell von dem humanpathogener Isolate.

Typ 1-Fimbrien

Es werden funf Fimbrientypen unterschieden (Typ | bis V), sie unterscheiden sich unter
andrerem in ihrer Dicke (von Typ | mit 3 nm Dicke bis Typ V mit 25 — 30 nm Dicke) sowie in
inrer Bindungsaktivitdt. Obwohl Typ 1-Fimbrien eine Rolle als VF in der Pathogenese einer
UGTI spielen, kénnen die fir diese Fimbrien kodierenden Gene (fimA bis fiml) nicht nur in
UPEC, sondern in fast allen E. coli nachgewiesen werden (Duguid, Clegg et al. 1979;
Johnson 1991). Allerdings kdnnen einige Mutationen in diesen Genen zu einer verbesserten
Anpassung an ein bestimmtes Habitat fiihren (Sokurenko, Chesnokova et al. 1998). Ein Typ
1-Fimbrien tragendes Bakterium weist ca. 500 dieser Fimbrien pro Zelle auf, die damit tUber

8% des Gesamtproteins der Zelle ausmachen. Die neun fim Gene sind chromosomal kodiert
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und gehoren zu einem Operon (Schilling, Mulvey et al. 2001), dessen Expression
transkriptional kontrolliert wird (fimB und fimE) und phasenweise nach dem Alles-Oder-
Nichts-Prinzip erfolgt, d.h. entweder ist die gesamte Bakterienoberfliche mit Fimbrien
bedeckt, dies ist in der Regel in der stationdren Wachstumsphase der Fall, oder die Fimbrien
erscheinen Uberhaupt nicht (Abraham, Freitag et al. 1985; Klemm and Christiansen 1987).
FimA kodiert fur die grof3e strukturelle Untereinheit und zusammen mit den fimB bis fimD fur
die Synthese der Fimbrie, fimH fur die adh&sive Untereinheit an der Spitze der Fimbrie
(Johnson 1991). Da diese Untereinheit, zusammen mit den Produkten der Gene fimF und
fimG, Uber die Bindungsspezifitat, und damit Gber eine erfolgreiche Adhéasion entscheidet,
steht sie unter einem hohen selektiven Druck (Klemm and Christiansen 1987; Weissman,
Chattopadhyay et al. 2006). Die Bindung erfolgt an Mannosiden, die weit verbreitet auf
Epithelien und Erythrozyten verschiedener Spezies vorkommen. Beim Menschen binden sie
aulBer an Epithelzellen der Blase und der Vagina auch an Darmepithelzellen (Falkowski,
Edwards et al. 1986; Wold, Thorssen et al. 1988; Wu, Sun et al. 1996). Zusatzlich tragt der
hydrophobe Charakter der Fimbrien zur Bindung bei (Hanson and Brinton 1988).

Die Bedeutung der Typ 1-Fimbrien fur die Virulenz der UPEC konnte durch verschiedene
Experimente eindeutig bestatigt werden (Connell, Agace et al. 1996; Langermann,
Palaszynski et al. 1997; Langermann, Mollby et al. 2000), u.a. konnte in einem Tierversuch
die Kolonisation der Harnblase mit E. coli durch Vakzinierung mit FimH um dber 99 %
reduziert werden. Eine Studie weist aul3erdem darauf hin, dass die Fimbrien nicht nur tber
die durch sie vermittelte Adhasion zur Pathogenese der UGTI beitragen, sondern auch dazu
fahig sind eine Apoptose der Wirtszelle auszulésen und anschlielend die Invasion und

Kolonisation des zerstorten Gewebes zu fordern (Mulvey, Lopez-Boado et al. 1998).

Toxine

Alpha-Hamolysin

Fur die Bildung, Aktivierung und Sekretion dieses Zytolysins sind die vier in einem Operon
liegenden Gene hlyA bis hlyD essentiell (Felmlee, Pellett et al. 1985). HIyA kodiert fir das
inaktive Protoxin des Alpha-Hamolysins (a-Hly), welches durch das durch hlyC kodierte
Zytoplasmaprotein aktiviert (Stanley, Koronakis et al. 1998) und anschlielBend mittels Typ I-
Sekretionssystem, welches durch die Produkte der Gene hlyB und hlyD gebildet wird, aus
der Bakterienzelle heraus transportiert wird (Wagner, Vogel et al. 1983).

Im extrazelluldaren Raum erfahrt das Toxin durch Kalziumanlagerung eine
Konformationsanderung, die erst eine Bindung an die Membran der Zielzelle ermdglicht

(Boehm, Welch et al. 1990). Die Bindung erfolgt Gber zwei Wege, zum einen Uber eine
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reversible Adsorption, ob diese Bindung durch einen spezifischen Rezeptor vermittelt wird ist
nicht bekannt, und zum anderen Uber eine irreversible Insertion, die durch Acylketten des
Hamolysins vermittelt wird (Herlax and Bakas 2003). Am N-terminalen Ende des Toxins
befinden sich vier hydrophobe a-Helices, die nun eine transmembrane zwei nm breite Pore
in der Zielzelle bilden (Stanley, Koronakis et al. 1998; Skals, Jorgensen et al. 2009). Dies
fuhrt ab einer bestimmten Toxinkonzentration zur Zelllyse.

Zur Pathogenese einer UGTI tragt dieses Toxin, neben der direkten Gewebeschadigung und
der damit verbundenen, das Wachstum der Bakterien fordernden Eisenfreisetzung (Mobley,
Green et al. 1990; Island, Cui et al. 1998), durch die Zerstérung der Immunzellen des Wirtes
bei (Bhakdi, Muhly et al. 1990). Zusatzlich bewirken sublytische Toxinkonzentrationen die
Freisetzung von Entziindungsmediatoren und wirken somit proinflammatorisch (Grimminger,
Scholz et al. 1991; Grimminger, Rose et al. 1997).

Alpha-Hamolysin ist haufig mit P-Fimbrien assoziiert und zusammen mit diesen in der
chromosomalen PAI Il kodiert. Dies kénnte auch ein Grund dafir sein, dass Alpha-
Hamolysin in UPEC eine hdhere Pravalenz (20 bis 64%) hat als in fakalen E. coli-Stammen
(7,3 bis 12%) (Johnson 1991; Blum, Falbo et al. 1995; Mitsumori, Terai et al. 1999; May,
Gleason et al. 2000; Kerenyi, Allison et al. 2005).

Zytotoxischer Nekrosefaktor (ZNF) 1/2

ZNF 1 und ZNF 2 sind zwei sehr ahnliche Holoproteine, bestehend aus 1.014 Aminosauren.
Das fur ZNF 1 kodierende Gen (cnfl) liegt ebenfalls haufig mit pap und hly zusammen auf
der PAI Il und kann in UPEC signifikant h&ufiger nachgewiesen werden als in fakalen E. coli-
Isolaten (Caprioli, Falbo et al. 1987; Falbo, Famiglietti et al. 1992; Dobrindt, Blum-Oehler et
al. 2002; Johnson, Scheutz et al. 2005). Das Toxin ZNF 2 ist auf einem Plasmid kodiert, auf
dem sich haufig auch das Gen flr das fimbrielle Adhasin F17b befindet (De Rycke, Milon et
al. 1999). ZNF 1-positive Stamme konnten von vielen Tieren und dem Menschen immer
wieder isoliert werden, wohingegen ZNF 2-positive Stamme bisher nur von Wiederkauern
isoliert wurden (De Rycke, Milon et al. 1999).

Nach Bindung des Toxins an einen bisher unbekannten Rezeptor der Wirtszelle wird dieses
endozytiert. Nach Freisetzung aus dem Endosom deamidiert das Toxin ein Rho-GTP-
bindendes Protein, dies fihrt schliel3lich Gber eine permanente Aktivierung der Rho-GTPase
zu einer starken Reorganisation des Zytoskeletts der Wirtszelle zu dicken Stressfasern und
dadurch zur Entstehung multinuklearer Riesenzellen (Boquet 2001).

ZNF 1 scheint bei Epithelzellen ein phagozytierendes Verhalten auszulésen und kodnnte

damit zur Aufnahme des Bakteriums durch die Wirtszelle fihren. Dies ware eine mogliche
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Erklarung fir die haufige Assoziation ZNF1l-exprimierender E. coli mit systemischen
Erkrankungen bei Mensch und Tier.

Obwohl ZNF1 nachweisbar Apoptose in Blasenepithelzellen auslost (Mills, Meysick et al.
2000), konnte in einem Maus-Modell kein Virulenzverlust fir cnfl-Mutanten bei UGTI erkannt
werden (Johnson, Drachenberg et al. 2000).

ZNF 2 konnte in einer Untersuchung an 396 E. coli-Isolaten von Kélbern bei 6,1 %
nachgewiesen werden (Osek 2001). Fur ZNF 1 konnten Pravalenzen von 13 bis 45,8%
festgestellt werden (Usein, Damian et al. 2001; Denden, Mahdouani et al. 2004; Ewers, Li et
al. 2007)

Sekretiertes Autotransporter Toxin

Dieses 2000 von Guyer et al. als Virulenzdeterminante von UPEC identifizierte Protein
gelangt Uber ein Autotransporter Sekretionssystem in den extrazellularen Raum (Guyer,
Henderson et al. 2000). Dies erfolgt in zwei Schritten, zunéachst wird es via Sec-System
durch die innere Membran und anschliel3end, Utber die Bildung einer Pore durch die
Autotransporterdoméane des Proteins selbst, durch die duRere Membran geschleust (Guyer,
Henderson et al. 2000).

Sat ist eine Serinprotease, gehdrt mit Tsh und Pic zur SPATE-Familie (serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae) und scheint zu einer Vakuolisierung der Wirtszelle
und zu L&sionen ihrer interzellularen Verbindungen zu fihren (Guyer, Radulovic et al. 2002;
Guignot, Chaplais et al. 2007).

Auf Grund der Tatsache, dass Sat Nieren- und Blasenepithelzellen schadigt sowie eine
Entziindungsreaktion foérdert, liegt eine Beteiligung an der Pathogenese einer UGTI nahe.
Dies wird inshesondere dadurch untermauert, dass dieses Toxin signifikant haufiger bei
humanen UGTI-Isolaten (86-88%) als bei fakalen Isolaten (14-16%) nachgewiesen werden

konnte (Guyer, Henderson et al. 2000; Guignot, Chaplais et al. 2007).

Eisenakquisitionssysteme

Sowohl kommensale als auch pathogene Bakterien bendtigen fur ihr Wachstum Eisen in
einer Konzentration von 10° mol/l. Obwohl die absolute Eisenkonzentration in biologischen
Fliissigkeiten bei tiber 2 x 10 mol/l liegt, ist im Darm, Blut und Gewebe von Mensch und
Tier durch die Einbindung fast des gesamten Eisens in Proteine das frei verfugbare Eisen mit
einer Konzentration von 10™® mol/l sehr rar (Annamalai, Jin et al. 2004). Jedoch kénnen
Bakterien durch die Freisetzung hoch-affiner Eisen-Chelatbildner (Siderophoren), die Eisen

aus bestehenden Komplexen im Wirt herauszulésen vermodgen, oder durch die Expression
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von Rezeptoren fir die eukaryotischen Eisen-Proteine wie Transferrin und Laktoferrin und
deren Aufnahme, ausreichend Eisen aus der Umgebung gewinnen (Neilands 1981; Konopka
and Neilands 1984; Wooldridge and Williams 1993; Cornelissen and Sparling 1994).

Die haufigsten von E. coli produzierten Siderophoren sind Enterobaktin und Aerobaktin.
Wahrend ersteres sowohl von pathogenen als auch von nicht pathogenen E. coli-Stdmmen
gebildet wird, wird letzteres hauptsachlich von EXPEC gebildet (Carbonetti, Boonchai et al.
1986; Johnson, Moseley et al. 1988). Dies ermdglicht UPEC bei sehr geringer
Eisenverfuigbarkeit, wie diese unter anderem im Urin vorliegt, zu wachsen. Weitere fur die
Virulenz von UPEC relevante Bestandteile von Eisenakquisitionssystemen sind das
vermutlich fir den Transport bestimmter Siderophoren wichtige ,Iron Responsive Element®
(ireA), der Rezeptor flir Siderophoren ,Iron Receptor” (iroN), der Hamin-Transporter ,E. coli
Haem Utilisation* (chuA) sowie die Siderophore Yersiniabaktin (,Iron Repressible Protein®
(irp2)) und deren Rezeptor ,Ferric Yersinia Uptake® (fyuA) (Schubert, Rakin et al. 1998;
Okeke, Scaletsky et al. 2004; Hancock, Ferrieres et al. 2008).

Aerobaktin

Da Aerobaktin die haufigste mit UPEC assoziierte Siderophore darstellt, soll diese im
Folgenden genauer besprochen werden. Diese Siderophore entzieht den Eisen-bindenden
Proteinen des Wirtes nach der Sekretion in den extrazelluldren Raum Fe®*, wird
anschlielend Uber einen Proteinrezeptor in der Auenmembran aufgenommen und im
Bakterium wieder vom Eisen befreit (Carbonetti and Williams 1984; de Lorenzo and Neilands
1986).

Dies wird durch funf in einem Operon liegenden Genen kodiert. Vier dieser Gene, iucA bis
iucD (Iron Uptake Chelate) kodieren fiir Enzyme, die die Synthese des Aerobaktin
katalysieren, das fiinfte Gen iut (Iron Uptake) fir den Aerobaktin-Reseptor auf der
AuRenmenbran. Dieses Operon kann entweder auf dem Chromosom liegen oder auf einem
ColV-Plasmid, wo es von mobilen Elementen flankiert wird (Neilands 1992).

Fur Aerobaktin konnten bei EXPEC Pravalenzen von bis zu 76% festgestellt werden (Usein,
Damian et al. 2001; Santo, Macedo et al. 2006)

Serumresistenzfaktoren

Ohne Serumresistenzfaktoren werden Bakterien in menschlichem oder tierischem Serum
durch die lytische Aktivitat des Komplementsystems abgetotet (Taylor 1983). Dieses wird
seltener Uber den von spezifischen Antikdrpern abhangigen klassischen Weg aktiviert, als

durch den alternativen Weg, der durch aktivierende Oberflachen, die die meisten
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mikrobiellen Erreger aufweisen, in Gang gesetzt wird. Die zentrale Komponente ist C3b,
nach deren Anlagerung an eine fremde Zelle ein aus den Komplementfaktoren C5-C9
bestehender Komplex (Membrane Attack Complex (MAC)) gebildet wird, der zur Lyse der
Zelle fuhrt. Zuséatzlich fuhrt die Auslosung des Komplementsystems zur Aktivierung
immunkompetenter Zellen und zur Opsonierung des Bakteriums zur Phagozytose.

Wie resistent ein E. coli-Stamm gegenuber diesen Komponenten des Wirtsserums ist, wird
durch dessen K- und O-Polysaccharide sowie verschiedene Oberflachenproteine bestimmt
(Johnson 1991).

Kapselantigene

Uber 80 serologisch unterschiedliche Kapsel-Polysaccharide werden unter den
verschiedenen E. coli-Stammen gebildet (Jann and Jann 1992). Sie bestehen aus linearen
Polymeren von sich wiederholenden Kohlenhydrat-Untereinheiten. Diese Kapseln werden in
vier Gruppen eingeteilt (Gruppe | bis IV). Die meisten E. coli tragen Gene, die fur Kapseln
der Gruppe | kodieren (Whitfield and Roberts 1999), kdnnen jedoch gleichzeitig Kapseln der
Gruppen Il und Il tragen, die an der Virulenz von UPEC beteiligt zu sein scheinen (Johnson
and Stell 2000). Das Gen-Cluster (kps) der Gruppe |- Kapseln weist eine konservierte
Organisation auf. Es beginnt mit den Genen orfX, wza, wzb und wzc, deren
Nukleotidsequenz bei jedem Serotyp gleich ist, diese Region bestimmt die Dazugehoérigkeit
zur Gruppe | und ist essentiell fir den Zusammenbau der Polymere und den Transport zur
Oberflache. Die dann folgenden kapseltypspezifischen Gene kodieren fir die Synthese der
Polymere und sind daher sehr unterschiedlich (Whitfield and Roberts 1999). Auch Kapseln
der Gruppe Il und Il sind durch Cluster kodiert, die Gene enthalten, die verantwortlich sind
fur die Synthese und Polymerisation der Untereinheiten sowie andere Gene fiir den
Transport durch die innere und auRere Membran (Johnson 1991).

Einige Kapseln sind kaum oder gar nicht immunogen, da sie bestimmten Strukturen des
Wirtes sehr ahneln oder mit diesen identisch sind (Jann and Jann 1992).

Von den 80 Kapseltypen kommen bei UPEC nur einige bestimmte vor, dies sind vor allem
K1, K2, K5, K6, K12, K13, K29 und K51 (Jann and Jann 1992).

Es wird angenommen, dass die Ausbildung einer Kapsel auch zur Virulenz der UPEC
beitragt, zum einen in dem dies die Adhdasion foérdert, und zum anderen durch einen Schutz
vor Phagozytose. Die Kapselantigene scheinen die Bindung des Komplementinhibitors B1H
an C3b zu steigern und blockieren damit die Komplementkaskade des klassischen sowie des
alternativen Weges (Harber, Topley et al. 1986; Leying, Suerbaum et al. 1990). Es konnte
gezeigt werden, dass die Serumresistenz eines Stammes proportional zur Menge an

Kapselmaterial steigt und besonders hoch fir den Kapseltyp K1 ist (Brooks, O'Grady et al.
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1980; Leying, Suerbaum et al. 1990). Dieser Kapseltyp ist auch bei APEC und NMEC héufig
und ist mit hoch virulenten Stammen assoziiert (Bonacorsi and Bingen 2005; Kim, Kang et al.
2005; Ewers, Li et al. 2007; Ananias and Yano 2008). Wie entscheidend der Beitrag einer
Kapsel zur Serumresistenz eines Stammes ist, ist denoch nicht bekannt und wird kontrovers
diskutiert, da bei klinischen Isolaten fur diese beiden Eigenschaften keine Assoziation

gefunden werden konnte, es konnten andere Faktoren entscheidender sein (Johnson 1991).

O-Antigene

Diese hitzestabilen somatischen Antigene sind Bestandteile des Lipopolysaccharid-(LPS)-
Komplexes der Zellwand. Die O-Antigene bestehen aus dem Lipid A, einer Kernregion,
bestehend aus einem Oligosaccharid, sowie einer O-spezifischen Polysaccharidseitenkette,
die die serologische Spezifitat bestimmt (Reeves 1995). Bei Abwesenheit dieser O-Ketten
wird das LPS als rauh bezeichnet. Es wurden bisher tber 180 verschiedene Seitenketten
identifiziert (Orskov and Orskov 1992). Die am héaufigsten mit UGTI assoziierten O-
Serotypen sind O1, 02, 04, 06, O7, 08, 016, 018, 025, O50 und O75 (Li, Liu et al;
Johnson 1991; Johnson, Kaster et al. 2003; Abe, Salvador et al. 2008; Lau, Reddy et al.
2008). Besonders die schwereren UGTlen werden meist von Stdmmen verursacht, die einer
dieser Serotypen angehéren. Ob diese speziellen Serotypen die Virulenz der UPEC steigern
ist unklar, es ist méglich, dass es sich lediglich um Marker fir Stamme mit einem bestimmten
phylogenetischen Hintergrund handelt, die Uber verschiedene Virulenzdeterminanten
verfigen. Sicher ist jedoch, dass Stdmme ohne O-Antigene, d.h. mit rauhem
Lipopolysaccharid, eine geringere bis keine Serumresistenz aufweisen (Johnson 1991). Fir
die Serumresistenz scheint besonders die Dicke der O-Antigen-Schicht entscheidend zu
sein, da durch diese der Kontakt zwischen dem MAC und der Bakterienzelle unterbrochen
werden konnte (Taylor 1983; Goldman, Joiner et al. 1984).

Mindestens 50 Gene, die Uber das gesamte E. coli-Chromosom verteilt liegen, sind ndétig fur
die Synthese der LPS.

Andere Serumresistenzfaktoren

Das iss (increased serum survival)-Gen konnte in etwa 60% der UPEC-Stamme und 75% bis
91% der EXPEC-Stamme nachgewiesen werden, jedoch nur in wenigen (18%) fakalen
kommensalen E. coli und fuhrt zu einer 20-fachen Steigerung der Resistenz eines Stammes
gegeniber dem Komplementsystem des Wirtes (Rodriguez-Siek, Giddings et al. 2005;
Rodriguez-Siek, Giddings et al. 2005; Johnson, Wannemuehler et al. 2008). Iss stellt ein

Lipoprotein der AuBenmembran dar (Lynne, Skyberg et al. 2007), welches vermutlich Gber
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eine Inhibition der MAC-Aktivitat wirkt (Johnson 1991). Das iss-Gen ist in einer PAI des
ColV-Plasmids lokalisiert, welches auch auf Grund weiterer auf ihm gelegenen Gene (s.0.)
mit Isolaten aus Pyelonephritiden assoziiert ist (O'Hanley, Low et al. 1985; Funfstuck,
Tschape et al. 1986). Da jedoch einige E. coli-Stamme auch iss-positiv sind, aber kein ColV-
Plasmid besitzen, ist davon auszugehen, dass das iss-Gen auch auf dem Chromosom zu
finden ist, was mehrfach bestatigt werden konnte (Johnson, Wannemuehler et al. 2008).

Ein weiteres Lipoprotein der AuRenmembran, das traT scheint durch Inaktivierung des MAC
die Serumresistenz eines Stammes zu erhdéhen (Sukupolvi and O'Connor 1990). Obwonhl es
haufiger in EXPEC (bis 77%) als in fakalen E. coli-Stammen (38%) nachgewiesen werden
kann (Kanukollu, Bieler et al. 1985; Rodriguez-Siek, Giddings et al. 2005), ist nicht sicher ob
es tatséchlich die Virulenz eines Stammes erhdht (Johnson 1991). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass das traT-Gen die Serumresistenz eines unbekapselten Stammes zu steigern
vermag (Aguero, Aron et al. 1984).

Ein weiterer Serumresistenzfaktor stellt das Protein der AulBenmembran OmpT (outer
membrane protein T) dar (Vandeputte-Rutten, Kramer et al. 2001), der Prototyp der Omptin-
Familie (McCarter, Stephens et al. 2004). Das aktive Zentrum dieser Serin-Endoprotease
befindet sich auf der extrazelluldren Seite. Die Funktion dieses Membran-gebundenen
Enzyms ist noch nicht vollstandig geklart (Baaden and Sansom 2004). Es konnte in UPEC
bis zu 94%, in fakalen E. coli nur zu 51% nachgewiesen werden (Johnson, Scheutz et al.
2005; Rodriguez-Siek, Giddings et al. 2005).

Pathogenese

Es wird angenommen, dass die Infektion mit der Kolonisierung des Darms durch einen
UPEC-Stamm beginnt. Nach Ubertragung auf die Harnrohre, welche bei weiblichen
Individuen auf Grund der anatomischen Gegebenheiten besonders leicht mdglich ist, und
deren Kolonisierung, steigen die Erreger durch die Harnréhre bis in die Blase auf. Die
Bedingungen in der Blase aktivieren die Expression der Typ 1-Fimbien, wodurch eine feste
Adhasion an das Ubergangsepithel der Blase mdglich wird. Diese Adhéasion fiihrt zur
Apoptose und zum Abschilfern der Epithelzellen. Bei Pyelonephritis-Stammen wird die
Expression der Typ 1-Fimbrien schliel3lich beendet, wodurch sich die Erreger vom
Blasenepithel I6sen, Uber die Harnleiter in die Nierenbecken aufsteigen und dort durch
Expression der P-Fimbrien am Nierenepithel adharieren kdnnen. Hier kommt es unter
anderem durch a-Hamolysin zur Gewebeschadigung und  Auslésung einer
Entziindungsreaktion. Auch durch die Sekretion des Sat-Toxins kann es letztendlich zu
einem Durchbruch der proximalen Tubuli und damit zu einem Eintritt der Erreger in den

Blutkreislauf kommen. Viele weitere oben erwdhnte VAGe tragen zur Pathogenese einer
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UGTI bei, indem sie das Uberleben und Wachstum der Bakterien im Urin sichern, eine
Entzindung férdern, zellschadigend wirken, die Ausschwemmung der Erreger Gber den Urin
verhindern oder zur Invasion fuhren (siehe ZNF 1) (Kaper, Nataro et al. 2004).

Auch bestimmte Diaten kénnen durch eine Senkung der Aziditat und damit antibakteriellen

Wirkung des Urins eine Besiedlung der Blase durch verschiedene Erreger férdern.

2.2. Verwandtschaftsanalyse

2.2.1. Multilokus-Sequenztypisierung (MLST)

Die MLST st eine relativ junge Typisierungsmethode die erstmals 1998 fur Neisseria
meningitidis angewandt wurde. Von da an wurde sie fur molekulare epidemiologische
Studien von immer mehr Spezies verwendet, unter anderem flr Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Campylobacter jejuni und Streptococcus
pyogenes (http://www.mist.net/databases/default.asp). Auf Grund der Reproduzierbarkeit der
Methode entstanden und entstehen immer mehr Datenbanken, die via Internet fur Forscher
in der ganzen Welt nutzbar sind (Spratt 1999; Urwin and Maiden 2003; Ibarz Pavon and
Maiden 2009). Mittels MLST kann einerseits die Struktur der Population ermittelt und
andererseits einzelne Sequenztypen (ST) und damit einzelne Isolate charakterisiert werden
(Spratt and Maiden 1999). So wird z. B. angenommen, dass die Zugehdrigkeit von Stammen
Zu einem bestimmten ST mit einer gewissen Virulenz assoziiert sein kann, da Sequenzypen
die Phylogenie der Bakterien wiederspiegeln.

Um die Verwandtschaft verschiedener E. coli-Isolate zu ermitteln wurden bisher meist
klonale Analysen mit einer begrenzten Zahl an Isolaten innerhalb eines Labors durchgefuhrt.
Bei klonalen Analysen werden Isolate direkt miteinander verglichen und nur relativ
zueinander eingeordnet. Hier sind unter anderem die Methoden Pulsfeld Gel-Elektrophorese
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)), Zuféllige Vervielfalltigung polymorpher DNA
(Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)) und Restriktionsfragment-
langenpolymorphismus (Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)) zu nennen
(Foley, Lynne et al. 2009).

Bei der PFGE wird die DNA des zu prifenden Stammes mit selten schneidenden
Endonukleasen in relativ groRRe Fragmente gespalten, die sich bei verschiedenen Stdmmen
einer Spezies unterscheiden. Nach gelelektophoretischer Trennung, bei der die Richtung des
elektrischen Feldes in einer bestimmten Frequenz geandert wird, um auch sehr groR3e

Fragmente eindeutig zu separieren, erzeugen diese Fragmente fiir den jeweiligen Stamm
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typische Bandenmuster (genetischer Fingerabdruck) (Kawamori, Hiroi et al. 2008; Durmaz,
Otlu et al. 2009; Lim, Yasin et al. 2009).

Bei der RAPD wird eine PCR mit willkirlich gewahlten kurzen, ca. 8-12 Nukleotid langen
Primern und der DNA des zu untersuchenden Bakterienstammes durchgefiihrt. Da die zu
den Primern komplementdren DNA-Sequenzen, sofern diese tberhaupt vorhanden sind, bei
den verschiedenen Stammen unterschiedlich verteilt sind, entstehen entsprechend
unterschiedliche Amplifikate, die nach gelelektrophoretischer Trennung ein Stamm-
spezifisches Bandenmuster ergeben (Peixoto, Bando et al. 2001; Carvalho, Irino et al. 2007;
Moore, Watabe et al. 2008; Lim, Yasin et al. 2009).

Bei der RFLP wird die Bakterien-DNA ebenfalls mittels Restriktionsenzymen gespalten.
Durch Mutationen oder Sequenzpolymorphismen unter den verschiedenen Stammen werden
die entsprechenden Erkennungssequenzen der Enzyme zerstdrt oder neu gebildet, so dass
die DNA in eine stammspezifische Zahl an Fragmenten geschnitten wird und diese
Fragmente nach gelelektophoretischer Trennung einen genetischen Fingerabdruck ergeben
(Cookson, Bennett et al. 2007; Japoni, Gudarzi et al. 2008).

Aktuelle Untersuchungen an E. coli-Isolaten, bei denen die auf solchen Makrorestriktions-
analysen basierenden Dendrogramme mit den Ergebnissen einer MLST verglichen wurden,
haben jedoch gezeigt, dass Stamme mit gleichem oder &hnlichem genetischen
Fingerabdruck z. T. in ganz unterschiedlichen Linien (Phylotypen) vorkommen, d. h.
polyphletisch sind (Wirth, Falush et al. 2006). Klonale Analysen eignen sich deshalb
prinzipiell nur fur den Vergleich von Stdmmen, die aus raumlich und zeitlich begrenzten
Arealen isoliert wurden, z. B. Ausbruchgeschehen.

Dass Stamme, die ihren letzten gemeinsamen Vorlaufer vor mehreren Millionen Jahren
hatten, einen sehr @hnlichen genetischen Fingerabdruck aufweisen koénnen, liegt daran, dass
E. coli eine schwach klonale, also auch durch Rekombination gekennzeichnete, bakterielle
Spezies ist (Spratt and Maiden 1999). Es kommt immer wieder zu horizontalem Gentransfer
(HGT) von so genannten akzessorischen Genen, die grofdten Teils auf mobilen Elementen
lokalisiert sind. So kann es vorkommen, dass nah verwandte Stamme ein sehr
unterschiedliches Genom aufweisen. Um die phylogenetisch relevanten Unterschiede
darzustellen ist es demnach unverzichtbar die essentiellen Gene, das so genannte
Kerngenom zu betrachten. Diese Housekeeping-Gene sind nicht nur hoch konserviert, da
Mutationen in ihnen meist negativ selektiert werden, sondern unterliegen auch sehr selten
dem HGT (Smith, Feil et al. 2000; Nemoy, Kotetishvili et al. 2005; Wirth, Falush et al. 2006;
Li, Li et al. 2008). Diese Tatsachen kénnen bei der MLST bertcksichtigt werden. Zwar
kénnen auch Housekeeping-Gene durch Rekombination ausgetauscht werden, jedoch sind

die hierdurch entstehenden Fehler in der Einordnung der Stamme durch die Tatsache, dass
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immer mehrere dieser Gene analysiert werden, so gering, dass sie zu vernachlassigen sind,
bzw. durch entsprechende bioinformatische Analysen bereinigt werden kénnen.

Die genetischen Fingerabdriicke basieren zudem nur auf Fragmentlangen und sagen nichts
Uber die Sequenzunterschiede zweier gleichlanger Fragmente aus.

Ein weiterer entscheidender Nachteil der oben genannten klonalen Methoden zur Analyse
der Langzeitepidemiologie einer Bakterienpopulation ist deren unzureichende
Standardisierung.

Da diese Methoden von sehr vielen Bedingungen abhangig sind, sind sie schwerer
reproduzierbar und deshalb eher laborspezifisch. Dies fiihrt dazu, dass die Daten zwar
laborlibergreifend gesammelt werden konnen, aber ein Vergleich sehr erschwert wird
(Maiden, Bygraves et al. 1998; Spratt 1999).

Da die meisten phylogenetischen Studien Uber E. coli in der Vergangenheit auf
bandenbasierten Methoden beruhten, ist das Verstandnis Uber die Mikroevolution von E.
coli-Pathogenen noch lickenhatt.

Fur Ausbruchsituationen, bei denen es sich um zeitlich und raumlich epidemiologisch eng
zusammenhangende Isolate handelt, sind klonale Analysen jedoch brauchbar und
verlasslich (Smith, Feil et al. 2000). Fir epidemiologische Langzeitstudien und um den
phylogenetischen Hintergrund einer gesamten Bakterienpopulation zu ermitteln, ist die MLST
jedoch die zuverlassigste Methode, daher sollten zukiinftige molekulare epidemiologische
Analysen auf der Ermittlung des Phylotypen mittels MLST basieren (Spratt 1999).

Zur Multilokus Sequenztypisierung (MLST) werden von jedem E. coli-Isolat in der Regel
sieben Housekeeping-Gene, bzw. ca. 500 bis 850 bp lange Abschnitte dieser Gene mittels
PCR amplifiziert und anschliel3end sequenzanalysiert (Smith, Feil et al. 2000).

Fur die vorliegende Studie wurden die Gene genutzt, auf denen die E. coli MLST-Datenbank
der University College Cork (http://mist.ucc.ie/mlist/dbs/Ecoli) beruht. Dies sind die Gene adk
(Adenylat-Kinase), icd (Isocitrat-Dehydrogenase), fumC (Fumarat-Hydratase), mdh (Malat-
Dehydrogenase), gyrB (Gyrase B), purA (Adenylosuccinat-Synthase) und recA
(Rekombinase) (Wirth, Falush et al. 2006).

Je nach Sequenz kénnen diese Gene anhand der Datenbank einem bestimmten Alleltypen,
die in der Reihenfolge ihrer Entdeckung durchnummeriert wurden, zugeordnet werden. Die
Kombination dieser sieben Nummern (Allelprofil) ergibt einen Sequenztypen (ST). Ahnliche
STen werden weiterhin zu ST-Komplexen zusammengefasst (Urwin and Maiden 2003;
Pitondo-Silva, Minarini et al. 2009). Nach der Datenbank der University College Cork miissen
diese aus mindestens drei STen bestehen, von denen jeder mit mindestens einem anderen
ST des selben Komplexes in sechs Alleltypen Gbereinstimmt.

Da sich die Allele eines Gens, auf Grund einer relativ konstanten Mutationsrate, bei zwei

Stammen umso mehr unterscheiden, je fruher sich diese Stdmme in der Phylogenie der
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Spezies getrennt haben, kann mit Hilfe dieser Daten ein phylogenetischer Stammbaum
erstellt werden, bzw. diese Isolate in einen bestehenden Stammbaum eingeordnet werden
(Spratt 1999; Spratt and Maiden 1999).

Die MLST basiert auf der zuvor fir epidemiologische Langzeitstudien am haufigsten
angewandten Typisierungsmethode, der Multiliokus Enzym Elektrophorese (MLEE). Die
MLEE nutzt indirekt genotypische Polymorphismen durch Unterschiede der
elektrophoretischen Mobilitat einzelner Enzyme des Primarmetabolismus, das heildt den
Produkten der Housekeeping-Gene. Die unterschiedliche Mobilitét ist Folge von Mutationen,
die zu Ladungsveranderungen in den entsprechenden Enzymen flhren. Jedes Isolat wird
schlie3lich charakterisiert durch die Kombination der untersuchten Enzymvariationen und
einem Elektrophorese-Typ (ET) zugeordnet, welcher mit dem ST bei der MLST zu
vergleichen ist (Spratt 1999; Urwin and Maiden 2003).

Die MLEE weist jedoch zwei entscheidende Nachteile gegeniiber der MLST auf. Zum einen
kdnnen durch die MLST mehr Variationen erkannt werden, da stumme Mutationen bei der
MLEE keine Rolle spielen. Dies bedeutet es kénnen mehr Allele pro Lokus benannt und ein
hoherer Differenzierungsgrad erreicht werden. Zum anderen sind die durch die MLEE, einer
auf Banden basierenden Methode, gewonnen Daten laborabhéngig und kénnen nur bedingt
mit denen anderer Labors verglichen werden. Die Daten sind zudem schlechter zu
speichern, da es sich um Bilder und nicht so eindeutige, solide Daten, wie es die
Allelsequenzen der MLST darstellen, handelt (Spratt 1999).

Die MLST-Datenbank enthélt derzeit (Aug. 2010) bereits ca. 3.100 E. coli-Isolate von den
verschiedensten Wirten, Erkrankungen und Landern, das heif3t, dass die im Rahmen dieser
Studie untersuchten Isolate vor dem Hintergrund der gesamten E. coli-Population dargestellt
und phylogenetisch eingeordnet werden kénnen.

Es gibt zwei Methoden den Grad der Verwandtschaft sequenztypisierter Stamme
abzuschéatzen und so einen Stammbaum zu erstellen. Zum einen sind dies Cluster-
Prozeduren. Sie basieren auf paarweisen Unterschieden in den Allelprofilen (Kombination
der sieben Nummern). Der Nachteil dieser Methode ist ein Verlust von Daten, da die
Unterschiede in den Allelprofilen nicht entsprechend der Unterschiede in den Sequenzen
gewertet werden, d. h. es wird nicht bertcksichtigt ob sich zwei Allele in einem oder in zehn
Basenpaaren unterscheiden. Auf3erdem ist keine Aussage Uber die Zeitperiode seit der
Trennung zweier Stamme von einem gemeinsamen Vorfahren mdglich. Die Cluster-
Prozeduren sind jedoch gut geeignet fir nahverwandte Isolate innerhalb eines klonalen
Komplexes.

Die andere Methode ist eine phylogenetische Analyse, die auf den Allelsequenzen basiert.
Hierbei werden die Sequenzen entweder Gen fir Gen oder nach Addition der Sequenzdaten

aller sieben Gene (,Supergen®) verglichen.

46



Schrifttum

Der Vorteil dieser Analyse ist, dass die Anzahl der Mutationen als molekulare Uhr dienen
kann, und so eine Anpassung des Stammbaums an einen Zeitmal3stab mdglich ist
(Aanensen and Spratt 2005). Mit der MLST steht eine molekulare epidemiologische
Analysemethode zur Verfiigung mit der die Phylogenie der E. coli-Population eindeutig und
zuverlassig dargestellt werden kann, was die Grundlage aller weiteren Untersuchungen ist.
Die erhaltenen Sequenzdaten sind eindeutig und unabhéngig von Laborbedingungen, dies
erma@glicht die Einrichtung einer zentralen, weltweiten Datenbank, so dass neue ST mit allen
zuvor sequenztypisierten Isolaten verglichen werden kénnen (Spratt 1999; Aanensen and
Spratt 2005).

Ein Nachteil der MLST ist, dass nur ein sehr kleiner Teil des Kern-Genoms betrachtet wird,
dies fUhrt zu einem relativ geringen Differenzierungsgrad, besonders bei wenig variablen
Spezies. Dies bedeutet, dass zwei Isolate, die dem gleichen ST zugeordnet wurden, in
anderen Genen durchaus differieren kdnnen, und keinesfalls Klone darstellen mussen.
Dieses Problem ist jedoch bei einer so variablen Spezies wie E. coli zu vernachlassigen, da
hier unterschiedliche Stamme meist auch unterschiedlichen STen zugeordnet werden
kénnen. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass zwei nicht verwandte lIsolate das gleiche
Allelprofil aufweisen (Spratt 1999).

Obwohl sich in der zentralen Datenbank schon Isolate von ca. 70 verschiedenen
Wirtsspezies befinden, sind die des Menschen noch Uberreprasentiert. Es wurden noch
relativ wenige Isolate von Rind, Schwein, Hund und Katze sequenztypisiert, so von der Katze
beispielsweise bisher (Aug. 2010) nur 22. Durch die MLST der 260 Isolate fur dieses
Promotionsvorhaben werden neue Alleltypen identifiziert, und so auch neue STen benannt.
Dies flhrt zu einer weiteren Vervollstandigung des E. coli-Stammbaumes und einer
reprasentativeren Anzahl an Tierisolaten, und dadurch mdglicher Weise zu einem besseren

Verstandnis der Mikroevolution von E. coli-Pathogenen dieser Spezies.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Bakterienstamme

3.1.1.1. Verwendete E. coli-Isolate

Es wurden insgesamt 260 Escherichia coli-Isolate von Hunden und Katzen (n = 139),
Schweinen (n = 53) und Rindern (n = 68) gewonnen und untersucht. 92 dieser Isolate
stammen von Klinisch erkrankten Tieren mit einer Infektion des Urogenitaltraktes (UGT)
(Hd/Kz: n = 69; Sw: n = 23), die restlichen 168 von Tieren mit einer Gastroenteritis (GE)
(Hd/Kz: n = 70; Sw: n = 30; Rd: n = 68). Die Tiere waren laut Vorbericht nicht mit Antibiotika
vorbehandelt. Fir die Isolierung der Erreger wurden den erkrankten Tieren folgende
Untersuchungsmaterialien entnommen. Bei Infektionen des Geschlechtsapparates wurden
Tupfer-, bei Harnwegsinfektionen Urin- und bei GE Kotproben genommen. Da zahlreiche
Erreger und Faktoren fur eine GE verantwortlich sein kénnen, wurden aus den Kotproben
isolierte E. coli nur dann in die Untersuchung aufgenommen, wenn die entsprechenden
Kolonien quantitativ dominierten. Die Stamme waren deutschlandweit in einem Zeitraum von
Januar 2004 bis Marz 2006 im Rahmen des BfT-GermVet-Projektes ,Antibiotika-Resistenz-
Monitoring bei Tieren* gesammelt und in einer vorangegangenen Studie phanotypisch auf
Resistenzen gegen Antiinfektiva untersucht worden (Grobbel, Lubke-Becker et al. 2007;
Schwarz, Alesik et al. 2007).

3.1.1.2. Referenz- und Kontrollstamme

Die Stdmme IMT7, IMT11, IMT19, IMT204, IMT1200, IMT1716, IMT2470, IMT3838,
IMT4830, IMT7920, IMT9260 sowie IMT9267 wurden als Positivkontrollen fiir den Nachweis

der verschiedenen VAGe mittels PCR genutzt.
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Stamm Gen Referenz
IMT7 stx1, stx2, eaeA (Barth, Tscholshiew et al.
2007)
IMT11 eltB-1, est-1 (Barth, Tscholshiew et al.
2007)
IMT19 est-1a, est-2, fedA, stx2e (Barth, Tscholshiew et al.
2007)
IMT204 est-1a, fanA, fimF41 (Barth, Tscholshiew et al.
2007)
IMT1200 papG I, papG lll, crlA, cnfl,
sat, fyuA, mat, feoB (Ewers, Li et al. 2007)
IMT1716 Negativkontrolle fur est-1a,
est-2, eltB-1, stx2e, faeG, (Schierack, Steinruck et al.
fanA, fasA, fedA und fimF41 2006)
IMT2470 papG IlI, chuA, ibeA, traT,
sitD (chr.),GimB, iroN, ompA,
sitD (epis.), astA, iss, irp2, (Ewers, Li et al. 2007)
papC, iucD, tsh, vat, colV
IMT3838 est-1a, fasA (Barth, Tscholshiew et al.
2007)
IMT4830 est-2, eltB-1, faeG (Barth, Tscholshiew et al.
2007)
IMT7920 fimC, iha, afa/draB, sfa/foc,
RPai (malX) (Ewers, Li et al. 2007)
IMT9260 crlA, ireA, tia, sat, fyuA, mat,
feoB (Ewers, Li et al. 2007)
IMT9267 kpsMTII, hlyA, pic, fimC,

hrlA, neuC, RPai (malX),
sfa/foc

(Ewers, Li et al. 2007)
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3.1.2. Gerate und Labormaterial

Gerat / Material:

Bezugsfirma:

96-Loch-Platten

Brutschrank
Elektrophoresekammern
Fluorometer DyNA Quant™ 200
Pipetten (2,5 bis 1000ul)
Pipettenspitzen (2,5 bis 1000pl)
Reaktionsgefalie (0,2 — 2 ml)
Schuttlerapparat 3031

Sterilwerkbank Laminar Flow

Thermocycler 2720

Thermomixer 5436
Transilluminator E.A.S.Y.
Vortexer REAX 2000

Waage BP 2100

Warmeschrank
Zentrifuge 5415 D

3.1.3. Chemikalien

Material:

Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Instruments GmbH, Berlin
AGS, Hybaid, MWG

Hoefer, Inc., Holliston, USA
Eppendorf AG, Hamburg

SARSTEDT, Numbrecht

Eppendorf AG, Hamburg

Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel

Steag, Pliezhausen

Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt

Eppendorf AG, Hamburg

Herolab, Wiesloch

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach

Sartorius AG, Gottingen

Heraeus Instruments GmbH, Berlin

Eppendorf AG, Hamburg

Bezugsfirma:

MasterPure Genomic DNA Purification Kit

Ethanol
Isopropanol
RNAse
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3.1.4. Losungen

3.1.4.1 Losungen fur die Agarose-Gelelektrophorese

TBE-Puffer Stammldsung Tris (890mM) 107,82 g
(10 x konz.)
Borséure (890mM) 55,03 g
EDTA-Lsg. pH 8.0 18,62 g

(eingestellt mit NaOH)
auf 100 ml
davon 40 ml auf 1000 ml A. bidest.

Stop-L6ésung Formamid 9,50 ml
EDTA-Lsg. pH 8,0 (500 mM) 0,40 ml
Bromphenolblau 5,00 mg
Xylencyanol FF 5,00 mg
A. bidest. 0,10 ml
Agarose Agarose! 1,00-1,50¢g

auf 100 ml 1 x TBE

Ethidiumbromidlésung 1 %
1 BIODEAL, Markkleeberg

3.1.4.2. Losungen fir Polymerase-Kettenreaktion

10 x PCR-Puffert Tris-HCL pH 8,4 200 mM

KCI 500 mM
Taq DNS-Polymeraset 5 U/l
Magnesium Chlorid Solution 50 mM
dNTP2 PCR Nucleotid Mix: je 10 mM

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

1 Biotherm, Rapidozym GmbH, Berlin
2 Rapidozym GmbH, Berlin

51



Material und Methoden

3.1.5. Nahrmedien

LB-Medium (Luria Broth) NacCl 5,00 g/l
Pankreatisches Pepton 10,00 g/l
(Casein)
Hefeextrakt 5,00 g/l
pH7,0+0,2

autoklaviert bei 121°C, 15 Minuten

Blutagar Pankreatisches Pepton 5,00 g/l
(Fleisch)
Pankreatisches Pepton 5,00 g/l
(Gelantine)
Pankreatisches Pepton 5,00 g/l
(Casein)
EiweiRhydrolysat 3,50 g/l
Hefeextrakt 3,50 g/l
NaCl 5,00 g/l
Agar 10,00 g/l
pH 7,0 £0,2

autoklaviert bei 121°C, 15 Minuten
abgekuhlt auf 45 — 50°C
anschliel3end Zugabe von 5 % defibrinierten Schafblut

3.1.6. Oligonukleotid-Primer fur die PCR-Amplifikation

Die Primer wurden von der Firma SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Minchen bezogen. Die

Primersequenzen sind den Tabellen 2 und 3 zu entnehmen.
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3.2. Methoden

3.2.1. Verwendete E. coli-Isolate

3.2.1.1. Isolierung von E. coli

Zur ldentifizierung wurden die Isolate auf CHROMagar kultiviert. Die Spezies wurde bei
jedem fiinften Isolat mittels APl 20E bestatigt.

3.2.1.2. Anzucht

Zur Anzucht wurden die bei -70°C gelagerten Stamme auf Blutagar ausgestrichen und bei
37°C fur 24 Stunden inkubiert. Anschlieend wurden Einzelkolonien entnommen.

3.2.1.3. Asservierung

Zur Asservierung wurden Einzelkolonien in BHI Flissigbouillon angeziichtet, mit 2% Glycerin
in Nunc Cryo-Tubes gegeben und bei -70 °C gelagert.

3.2.2. O-Serotypisierung

Diese Typisierungsmethode, die nach wie vor standardméaRig fur E. coli angewendet wird,
diente der ndheren Charakterisierung der E. coli-Isolate von Hunden und Katzen. Sie wurde
von Frau Dr. Fruth vom Nationalen Referenzzentrum fir Salmonellen und andere
Enteritiserreger des Robert-Koch-Instituts, Wernigerode mittels Mikrotiterplatte und Gefal3-
Agglutination mit Antiseren vom Kaninchen gegen E. coli-Teststdmme der O-Serotypen 1-
181 vorgenommen (Fruth 2005) (Prager, Strutz et al. 2003).

3.2.3. Aufreinigung der DNS

Zur Gewinnung der reinen DNS der Isolate wurden diese zunadchst aus den Cryo-Tubes auf
Blutagar Ubertragen und 24 Stunden bis zum Heranwachsen von Kolonien im Brutschrank

bei 37°C bebritet. AnschlieRend wurden Einzelkolonien in flissiges LB-Medium uberimpft
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und ebenfalls bei 37°C Uber Nacht im Schiittler bebritet. Aus zwei Milliliter dieser
Bakteriensuspension wurde anschlieRend mit dem MasterPure Genomic DNA Purification Kit

der Firma Epicentre Biotechnologies entsprechend der Arbeitsanleitung DNA gewonnen.

3.2.4. Konzentrationsbestimmung der DNS

Zur Bestimmung der Konzentration der aufgereinigten DNS wurde das Fluorometer DyNA
Quant™ 200 (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco CA, USA) verwendet. Hierzu
wurden zwei pl der zu messenden DNS-Ldsung mit zwei ml einer Lésung mit dem Farbstoff
.Hoechst 33258“ vermischt. Dieser Farbstoff lagert sich an die DNS-Doppelhelix an, wodurch
es zu einer Anderung seines Emissionsspektrums kommt, dies fiihrt bei der anschlieRenden
UV-Bestrahlung der Losung zur Emission einer bestimmten Menge Licht, die durch eine
Fotozelle gemessen wird und proportional zur DNS-Konzentration ist. Anhand einer
Eichkurve, die vorher mittels einer Standard-DNS bekannter Konzentration und eines
Leerwertes erstellt wird, wird die Intensitat des Lichtes in die DNS-Konzentration
umgerechnet. Da sich der Farbstoff nur an DNS anlagert, kann das Ergebnis nicht durch

RNS oder Protein verfalscht werden.

3.2.5. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, bei der mit Hilfe einer hitzestabilen DNS-
Polymerase und einem Primerpaar, zwei ca. 20 bp langen Oligonukleotiden, die an eine
komplementare Sequenz eines DNS-Einzelstranges binden, DNS in vitro vervielfaltigt wird.
Hierzu wird zunachst der DNS-Doppelstrang durch Erhitzen auf 94-96°C zu Einzelstrangen
denaturiert. Durch eine Senkung der Temperatur auf 50-65°C kdnnen sich daraufhin die
Primer an die komplementaren DNS-Strange anlagern. Die Primersequenzen sind dabei so
zu wahlen, dass die Primer nur an einer Stelle des Genoms und am jeweils anderen DNS-
Einzelstrang binden. Nach der Primeranlagerung werden diese bei ca. 70°C durch die
Polymerase um etwa 500 Basen pro 30 Sekunden in 3'-Richtung verlangert. Durch 20 bis
40-fache Wiederholung dieses Temperaturzyklus, d. h. der Denaturierung, der
Primeranlagerung sowie der Verlangerung (Elongation), wird der zwischen den beiden
Primeranlagerungen liegende DNS-Abschnitt exponentiell vervielfaltigt, da jeweils die
Produkte des vorherigen Zyklus als Ausgangsstoffe des folgenden Zyklus dienen. Die
PCRen fir diese Studie wurden mit dem Thermocycler 2720 von Applied Biosystems

durchgeflhrt, in den 96 Reaktionsansatze gleichzeitig eingesetzt werden kénnen.
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3.2.6. PCR zum Nachweis der Virulenz-assoziierten Gene (VAGe)

Es wurden sechs verschiedene Multiplex-PCRen (MP-PCR | — IV (Ewers, Li et al. 2007) und
MP-PCR V und VI (Casey and Bosworth 2009) zum Nachweis von insgesamt 45 VAGe
angewandt. Auf folgende VAGe wurde dabei getestet:

Multiplex-PCR:
VAGe:

MP-PCR | kpsMTII, hlyA, pic, fimC, hrlA/hek, iha, neuC,
afa/draBC, RPai (malX), sfa/foc

MP-PCR I chuA, ibeA, traT, sitD (chromosomal), gimB,
iroN, ompA, sitD (episomal)

MP-PCR I astA, iss, irp2, papC, colV, iucD, tsh, vat

MP-PCR IV crlA, ireA, cnfl, tia, sat, fyuA, mat, feoB

MP-PCR V est-1l, est-la, fanA, eltB-1, fedA, fasA, faeG,
fimF41, stx2e

MP-PCR VI stx2, est-1a, eltB-1, fanA, fimF41, eaeA, stx1

Reaktionsansatz fur die Multiplex-PCRen | bis IV:

2,5yl PCR-Puffer

2,0 pl MgClz (50 mM)

0,5 dNTP (je 10 mM)

0,8 ul Primermix (je 100 pmol)

0,1 pl Taq DNS-Polymerase (1 unit)

3,0 ul aufgereinigte DNS (20 ng/ul)
ad 25,0 ul A. bidest.

Das Thermocyclerprogramm begann mit einer Pradenaturierung bei 94°C Uber drei Minuten,
gefolgt von 25 Zyklen, die jeweils aus einer Denaturierung bei 94°C Uber 30 Sekunden, einer
Primeranlagerung bei 58°C ebenfalls Gber 30 Sekunden und einer dreimindtigen
Amplifizierung bei 68°C bestanden. AnschlieBend folgte nach dem letzten Zyklus eine

Endelongation bei 72°C lber zehn Minuten.
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Reaktionsansatz fur die Multiplex-PCRen V bis VI:

3,0ul PCR-Puffer

1,2 ul MgCl2 (50 mM)

0,4 ul dNTP (je 10 mM)

3,0 ul Primermix (je 100 pmol)

0,1 pl Taq DNS-Polymerase (1 unit)

3,0 ul aufgereinigte DNS (20 ng/ul)
ad 30,0 ul A. bidest.

Fur diese MP-PCRen wurde folgendes Thermocyclerprogramm verwendet:

Nach einer funfminttigen Pradenaturierung bei 94°C folgten 25 Zyklen mit jeweils einer
Minute Denaturierung bei 94°C, einer Minute Primeranlagerung bei 55°C sowie 90 Sekunden
Amplifizierung bei 72°C. Die an den letzten Zyklus anschlieende Endelongation bei 72°C

dauerte funf Minuten.

3.2.7. Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden Nukleinsaurestrange (RNS oder DNS) nach ihrer
GroRRe getrennt und diese durch Vergleich mit DNS-Strdngen bekannter GroR3e bestimmt.
Hierzu werden die negativ geladenen Nukleinsauremolekile mit Hilfe einer elektrischen
Spannung durch ein Netz von Agarosepolymeren in Richtung positiv geladener Anode
gezogen. Je kleiner die Molekuile sind, desto schneller kbénnen sie durch die Poren dieses
Netzes wandern, d.h. je langer die Nukleinsduremolekille wandern, desto groRRer wird der
Abstand zwischen den verschiedenen GréR3en.

Sechs Gramm Agarose wurden durch Aufkochen in 400 ml 1 x TBE-Puffer geldst. Nach
einer Abkuhlung auf ca. 60°C wurden 8 pl Ethidiumbromidlésung hinzugegeben.
AnschlieBend wurde die flissige Agarose in eine Gelkammer mit einem
Probentaschenkamm mit 24 Taschen gegossen. Nach Aushéartung durch Abkihlung wurde
das Gel so in eine Elektrophoresekammer mit 1 x TBE-Laufpuffer gelegt, dass die
Probentaschen auf der Seite der Kathode lagen, und dann der Kamm entfernt. In 23
Taschen wurden je 5 ul einer aufzutrennenden DNS-Probe, die zuvor mit 2 ul Stop-Puffer
vermischt wurden, gegeben, sowie in eine der Taschen ein 100 bp Marker. Durch den Stop-
Puffer wird die spezifische Dichte der Probe héher als die des Laufpuffers, wodurch die
Probe in der Tasche verbleibt. Nach einer Laufzeit von 30 Minuten bis 1,5 Stunden in einem
elektrischen Feld von 120 V wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer genommen und

im Transilluminator mit UV-Licht bestrahlt. Durch das im Gel befindliche Ethidiumbromid, das
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durch Anlagerung an doppelstrangige DNS im UV-Licht fluoresziert, wurden die einzelnen
Amplifikate sichtbar und konnten fotographisch zur spéateren Auswertung festgehalten

werden.

3.2.8. Multilokus-Sequenztypisierung (MLST)

3.2.8.1. Prinzip

Zur MLST werden von jedem E. coli-Isolat in der Regel sieben Housekeeping-Gene bzw. ca.
500 bis 850 bp lange Abschnitte dieser Gene mittels PCR amplifiziert und anschlieBend
sequenzanalysiert.

Housekeeping-Gene sind hoch konserviert, da eine Mutation, die den Austausch einer
Aminosaure bewirkt, meist zum Funktionsverlust eines lebenswichtigen Enzyms flhrt.

Je nach Sequenz kénnen diese Gene anhand der Datenbank
(http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli) bestimmten Alleltypen, die in der Reihenfolge ihres
Nachweises durchnummeriert wurden, zugeordnet werden.

Die Kombination dieser sieben Nummern (Allelprofil) ergibt einen Sequenztyp (ST). Ahnliche
STen werden weiterhin zu ST-Komplexen zusammengefasst. Diese bestehen nach der
University College Cork aus mindestens drei verschiedenen STen, die sich jeweils von
mindestens einem anderen ST aus dem entsprechenden Komplex nur in einem Alleltyp

unterscheiden.

3.2.8.2. Datenbank

Fur dieses Promotionsvorhaben wurden die Gene genutzt, auf denen die E. coli MLST-
Datenbank der University College Cork (http://mist.ucc.ie/mlist/dbs/Ecoli) beruht. Dies sind
die Gene adk (Adenylat-Kinase), icd (Isocitrat-Dehydrogenase), fumC (Fumarat-Hydratase),
mdh (Malat-Dehydrogenase), gyrB (Gyrase B), purA (Adenylosuccinat-Synthase) und recA
(Rekombinase).

Die MLST-Datenbank enthalt zur Zeit (Aug 2010) bereits ca. 3.100 E. coli-Isolate von den
verschiedensten Wirten, Erkrankungen und Landern, das heil3t, dass die im Rahmen dieser
Studie untersuchten Isolate vor dem Hintergrund der gesamten E. coli-Population dargestellt

und phylogenetisch eingeordnet werden konnten.
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3.2.8.3. PCR zur Amplifizierung der Genabschnitte fir die MLST

Reaktionsansatz fir alle sieben PCRen:

6,0 pl PCR-Puffer

3,4 ul MgCl2 (50 mM)

0,7 ul dNTP (je 10 mM)

1,2 ul Primer (je 10 pmol)

0,14l Taq DNS-Polymerase (1 unit)

3,04 aufgereinigte DNS (20 ng/ul)
ad 60,0 pl A. bidest.

Das Thermocyclerprogramm begann mit einer Pradenaturierung bei 95°C tber zwei Minuten,
gefolgt von 30 Zyklen, die jeweils aus einer 30sekiindigen Denaturierung bei 95°C, einer
ebenfalls 30sekiindigen Primeranlagerung bei je nach Primer 54°C bis 63°C (s. Tabelle 1)
und einer einmindtigen Amplifizierung bei 72°C bestanden. Anschliel3end folgte nach dem
letzten Zyklus eine Endelongation bei 72°C uber funf Minuten.

3.2.8.4. Darstellung der Amplifikate mittels Agarose-Gelelektrophorese

Nach der Amplifizierung der Genabschnitte wurden zur Kontrolle der Reinheit, d.h. der
Abwesenheit unspezifischer PCR-Produkte, 5 pl aus dem PCR-Ansatz entnommen, mit 2 pl
STOP-Puffer vermischt und auf ein 15 %iges Agarosegel aufgetragen. Die
Gelelektophorese wurde bei 120 V fiir 45 Minuten durchgefiihrt. Zeigte sich anschlieBend
eine einzelne Bande auf der jeweils richtigen H6he und mit ausreichender Intensitat, konnte

der Rest des entsprechenden Amplifikats zur Sequenzanalyse geschickt werden.

3.2.8.5. DNS-Sequenzanalyse

Zur Sequenzanalyse wurden die Amplifikate zur AGOWA GmbH in Berlin geschickt. Hierzu
mussten diese sehr rein sein, d.h. bei der Gelelektrophorese eines Teils des Amplifikats
durften keine weiteren Banden sichtbar sein. Die von der AGOWA GmbH ermittelten
Sequenzdaten wurden zur weiteren Analyse als Dateien mit entsprechenden Signal-Kurven

(Signale der einzelnen Basen) Ubertragen.
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3.2.8.6. Computergestitzte Analyse der MLST-Daten

Die Bearbeitung der von AGOWA erhaltenen Sequenzierungsdaten erfolgte mit dem EDV-
Programm Genome Assembly Program (Gap4). Nach visueller Kontrolle der Traces, in
denen die Signalstarke einer bestimmten Base fir jede einzelne Stelle der Sequenz mittels
einer Kurve dargestellt wird, wurden die Sequenzen des Vorwarts- und des
Ruckwartsstranges Ubereinander gelegt und auf die fur die MLST bendtigte Lange gekirzt
(s. Tabelle 1). Durch Eingabe der erhaltenen Sequenzen auf die MLST-Homepage
(http://mist.ucc.ie/mlist/dbs/Ecoli) konnte der entsprechende Alleltyp, sowie nach Eingabe des

gesamten Allelprofils, der ST des untersuchten Isolates ermittelt werden.

3.2.9. Statistische Auswertung

Die statischen Auswertungen wurden mit Hilfe von SPSS fur Windows, Version 18.0 (SPSS
Inc., U.S.A) durchgefiihrt. Die Darstellung der kontinuierlichen Variabeln erfolgte als
Mittelwerte.

Die kategorisierten Daten dagegen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests, bzw. des
exakten Tests nach Fisher ausgewertet. Bei Verwendung des Chi-Quadrat-Tests wurden die
erforderlichen Testvoraussetzungen erfillt, so dass bei allen Tests Uberwiegend weniger als
20% der erwarteten Haufigkeit kleiner 5 war. In den Fdéllen, in denen diese
Testvoraussetzung nicht gegeben war, wird dies jeweils bei der Ergebnisdarstellung
erlautert.

Bei allen durchgefiihrten Tests erfolgte eine zweiseitige Signifikanziberprufung, wobei fur
alle statistischen Tests ein p-Wert > 0,05 als statistisch nicht signifikant (-), < 0,05 als
statistisch signifikant (+), < 0,01 als sehr signifikant (++) und < 0,001 als hdchst signifikant

(+++) angenommen wurde. Ein p-Wert < 0,2 wurde als deutlicher Trend (!) interpretiert.
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4. Ergebnisse

4.1. O-Serotypisierung

4.1.1. O-Serotypen der E. coli-Isolate vom Kleintier

Tabelle 4. Relative Haufigkeit der O-Serotypen! bei 139 Isolaten von Hunden und
Katzen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (n = 69) bzw. Gastroenteritis (GE) (n = 70)

Wirt / Erkrankung Signifikanz2 der

O-Gruppe
Kleintier / UGTI Kleintier / GE Unterschiede

02 0,0 % 18,8 % +++
06 13,0% 23.2% !
018 18,8 % 1,4 % 4+
021 29% 5,8 % -
022 5,8 % 4,3 % -
025 4,3 % 5,8% -
Oo74 13,0 % 0,0 % ++
Orauh 7,2 % 72 % -
Andere 35,0 % 33,5 %

1 = dargestellt nur O-Serotypen, die mindestens
viermal nachgewiesen werden konnten

2 = exakte Signifikanz nach Fisher; Signifikanz der
Pravalenzunterschiede zwischen den beiden
Habitaten

Unter den 139 Isolaten wurden 23 Serotypen gefunden, jedoch Uber 60 % der Stamme
gehdrten zu einem von acht Serotypen (02, O4, 06, 018, 021, 022, 025, O74) (Tabelle 4).
Der am stéarksten vertretene Serotyp war der Serotyp O6, diesem konnten 18 % aller Isolate
von Hunden und Katzen zugeordnet werden (13 % Urogenitaltrakt (UGT); 23,2 %
Gastrointestinaltrakt (GIT)). Den zweit- und dritthaufigsten Serotyp stellten die Serotypen
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018 mit 10,1 % (UGT: 18,8 %; GIT: 1,4 %) bzw. O2 mit 9,4 % (UGT: 0 %; GIT: 18,8 %) dar.

20,1 % (n = 28) der Stamme waren nicht typisierbar.

4.1.1.1. Vergleich der Serotypen der E. coli-Isolate aus dem GIT und dem UGT

Wie in Tabelle 4 dargestellt, wurden von den sieben haufigsten O-Serotypen bei den Isolaten
vom Kleintier zwei (018 und O74) signifikant haufiger im UGT, sowie eine haufiger im GIT
nachgewiesen. Die Ubrigen vier kamen in beiden Habitaten, UGT und GIT in einer &hnlichen
Frequenz vor. Der exakte Signifikanz-Test nach Fisher wies bei den O-Serotypen 021, 022,
025 sowie O74 auf Grund der geringen Zahl positiver Falle eine eingeschrankte Validitat auf,
dennoch ist beim Vergleich der Daten von der Richtigkeit des Ergebnisses auszugehen. Der
bei Urogenitaltraktinfektionen (UGTI) haufigste Serotyp O18 (18,8 %) sowie der zusammen
mit O6 zweithaufigste Typ O74 (13 %) waren bis auf eine Ausnahme fiir diese Erkrankung
exklusiv. Gleiches gilt fur den bei GE mit 18,8 % zweithaufigsten O-Serotyp O2. Die bei
dieser Erkrankung mit 23,2 % am haufigsten nachgewiesene Gruppe O6, zeigte jedoch im
UGT ebenfalls eine hohe Pravalenz (13 %).

4.2. Virulenzgenotypisierung

4.2.1. Virulenz-assoziierte Gene der E. coli-Isolate vom Kleintier

Bei den 69 E. coli-Isolaten von Hunden und Katzen mit UGTI sowie den 70 Isolaten von
Kleintieren mit Gastroenteritis (GE) wurden fur die 34 verschiedenen ExPEC-assoziierten
Virulenzfaktoren Pravalenzen zwischen 0 % und 100 % nachgewiesen (Tabelle 5). Nicht
vorhanden waren die Adhasin-Gene afa/dra und tsh sowie das Toxin-Gen astA bei den
UGTI-Isolaten sowie das Toxin-Gen cnf 1 bei den GE-Isolaten. Das Adhéasin-Gen fimC
konnte bei den UGTI-Isolaten sowie das Protektin-Gen ompA, die Adhasin-Gene mat und
feoB sowie das Adhasin-assoziierte Regulator-Gen crlA bei den GE-Isolaten zu 100 %
nachgewiesen werden. Bei den dbrigen Isolaten vom Kleintier kamen diese Virulenz-
assoziierten Gene (VAGe), mit Ausnahme des Adhasin-Gens crlA, jedoch mit &hnlich hoher
Pravalenz vor (fimC bei GE: 98,6 %; ompA, mat, und feoB bei UGTI: 94,2 %, 97,1 %, und
94,2 %). Dagegen verfiigten unter den Isolaten beider Erkrankungen sehr wenige lber die
VAGe tsh (GE: 1,4 %; UGTI: 0 %), astA (GE: 8,6 %; UGTI: 0 %), iha (GE: 7,1 %; UGTI: 7,2
%) und das Virulenz-Plasmid-(colV)-assoziierte Operon-Gen cvi/cva (GE: 4,3 %; UGTI: 10,1
%).
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Bei keinem der 69 E coli-Isolate von Kleintieren mit UGTI konnte eines der funf Enterotoxin-
Gene, auf die getestet wurde, nachgewiesen werden. Nur jeweils vier der GE-Isolate (5,7 %)
waren positiv fir die Gene des Hitzestabile Enterotoxin 1 (ST-1) bzw. des Intimins (Tabelle
10).

Tabelle 5: Relative Haufigkeit der 34 getesteten ExXPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Hunden und Katzen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (n = 69) bzw. mit
Gastroenteritis (GE) (n = 70)

Wirt / Erkrankung Signifikanzt der
Gen
Kleintier / UGTI Kleintier / GE Unterschiede
Adhésine
afa/draBC 0,0 % 1,4 % -
crlA 63,8 % 100,0 % +++
hrlA/hek 81,2 % 72,9 % -
fimC 100,0 % 98,6 % -
iha 7,2 % 7,1% -
papC 66,7 % 54,3 % -
sfa/foc 75,4 % 70,0 % -
tsh 0,0 % 1,4% -
mat 97,1 % 100,0 % -
Eisenaquisitionssysteme
fyuA 69,6 % 74,3 % -
chuA 88,4 % 58,6 % +++
feoB 94,2 % 100,0 % -
sitD (epis) 145 % 8,6 % -
sitD (chro) 50,7 % 65,7 % -
ireA 29,0 % 27,1 % -
iroN 78,3 % 82,9 % -
irp2 88,4 % 74,3 % +
iucD 15,9 % 17,1 % -
Serumresistenz
colv 10,1 % 4,3 % -
iss 8,7 % 11,4 % -
neuC 13,0 % 15,7 % -
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Tabelle 5: Relative Haufigkeit der 34 getesteten ExXPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Hunden und Katzen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (n = 69) bzw. mit
Gastroenteritis (GE) (n = 70)

Wirt / Erkrankung Signifikanzt der
Gen
Kleintier / UGTI Kleintier / GE Unterschiede
kpsMTII 52,2 % 55,7 % -
ompA 94,2 % 100,0 % -
traT 31,9 % 24,3 % -
Toxine
cnfl 36,2 % 0,0 % +++
astA 0,0 % 8,6 % +
sat 24,6 % 8,6 % +
vat 59,4 % 70,0 % -
hlyA 68,1 % 70,0 % -
Invasine
gimB 15,9 % 12,9 % -
ibeA 29,0 % 22,9 % -
tia 21,7 % 8,6 % +
Rpai (malX) 85,5 % 80,0 % -
pic 34,8 % 47,1 % -

1 = exakte Signifikanz nach Fisher; Signifikanz der
Pravalenzunterschiede zwischen den beiden
Habitaten

4.2.1.1. Vergleich der VAGe der E. coli-Isolate aus dem GIT und dem UGT von Hund
und Katze

Bei den 139 Isolaten von Hunden und Katzen liel3 sich nur fir wenige Virulenzfaktoren eine
deutlich héhere Pravalenz fiur eine der beiden Erkrankungen erkennen (Tabelle 5). Exklusiv
fur die Erreger der UGTI war das Toxin-Gen cnf 1, mit einer Pravalenz von 0% bei Isolaten
von Kleintieren mit einer GE und 36,2 % bei Isolaten von an einer UGTI erkrankten
Kleintieren. Nur fur sieben VAGe konnte ein signifikanter Unterschied in der Pravalenz

zwischen den beiden Habitaten nachgewiesen werden. Hochst signifikant war das haufigere
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Vorkommen von cnf 1 und chuA bei den Isolaten aus dem UGT sowie von crlA bei den

Isolaten aus dem GIT.

4.2.2. Virulenz-assoziierte Gene der E. coli-Isolate vom Schwein

Auch bei den von Schweinen isolierten Stammen konnten fur die 34 ExPEC-assoziierten
Gene bei den beiden Erkrankungen UGTI und GE Préavalenzen zwischen 0% und 100%
nachgewiesen werden (Tabelle 6). Die bei den 53 Isolaten vom Schwein (GE: n = 30; UGTI:
n = 23) am haufigsten nachgewiesenen VAGe waren crlA, ompA und feoB mit jeweils 100 %
bei beiden Erkrankungen, gefolgt von mat (GE: 90 %; UGTI: 73,9 %) und fimC (GE: 63,3 %;
UGTI: 91,3 %). Mit 60 % (GE) bzw. 52,2 % kam traT ebenfalls bei den Isolaten beider
Habitate haufig vor. Dagegen wurden afa/draBC, gimB, sat, tia, ireA und iha gar nicht, sowie
vat (GE: 0 %; UGTI: 4,3 %), papC (GE: 3,3 %; UGTI: 4,3 %), sitD (chromosomal) (GE: 0 %;
UGTI: 4,3 %), pic (GE: 0 %; UGTI: 8,7 %) und ibeA (GE: 0 %; UGTI: 4,3 %) nur sehr selten
nachgewiesen.

Fir die elf getesteten mit Durchfall erregenden E. coli (InPEC)-assoziierten Virulenzfaktoren
konnten bei den Isolaten von Schweinen mit GE Pravalenzen von bis zu 50 % festgestellt
werden (Tabelle 7). Mit Ausnahme des Gens fur das Shiga-Toxins 1 kamen alle getesteten
Enterotoxin-Gene mit Pravalenzen zwischen 23,3 % und 50 % vermehrt vor. Am haufigsten
nachgewiesen wurden die Gene fir das hitzelabile Enterotoxin 1 (50 %) sowie flir das
Hitzestabile Enterotoxin 2 (46,7 %). Von den Genen der darmspezifischen Fimbrien kamen
nur die Gene fur F4 (46,7 %) und F18 (26,7 %) vermehrt vor.

Bei den lIsolaten von Schweinen mit UGTI konnte keines dieser elf VAGe nachgewiesen

werden.

Tabelle 6: Relative Haufigkeit der 34 getesteten EXPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Schweinen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (n = 23) bzw. mit
Gastroenteritis (GE) (n = 30)

Wirt / Erkrankung Signifikanzt der

Gen _
Schwein / UGTI Schwein / GE Unterschiede
Adhéasine
afa/draBC 0,0 % 0,0 %
crlA 100,0 % 100,0 %
hrlA/hek 17,4 % 23,3 % -
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Tabelle 6: Relative Haufigkeit der 34 getesteten ExPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Schweinen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (n = 23) bzw. mit
Gastroenteritis (GE) (n = 30)

Wirt / Erkrankung Signifikanzt der
Gen
Schwein / UGTI Schwein / GE Unterschiede
fimC 91,3 % 63,3 % +
iha 0,0 % 0,0 %
papC 4.3 % 3,3% -
sfa/foc 4,3 % 13,3 % -
tsh 13,0 % 0,0 % !
mat 73,9 % 90,0 % !
Eisenaquisitionssysteme
fyuA 30,4 % 0,0 % ++
chuA 8,7 % 20,0 % -
feoB 100,0 % 100,0 %
sitD (epis) 43,5 % 6,7 % ++
sitD (chro) 4.3 % 0,0 % -
ireA 0,0 % 0,0 %
iroN 34,8 % 6,7 % +
irp2 30,4 % 0,0 % ++
iucD 39,1 % 6,7 % “H-
Serumresistenz
colV 26,1 % 3,3% F
iss 39,1 % 0,0 % +++
neuC 26,1 % 0,0 % T
kpsMTII 26,1 % 20,0 % -
ompA 100,0 % 100,0 %
traT 52,2 % 60,0 % -
Toxine
cnf 1 17,4 % 0,0 % +
astA 8,7 % 26,7 % !
sat 0,0 % 0,0 %
vat 4,3 % 0,0 % -
hlyA 8,7 % 63,3 % +++
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Tabelle 6: Relative Haufigkeit der 34 getesteten ExPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Schweinen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (n = 23) bzw. mit
Gastroenteritis (GE) (n = 30)

Wirt / Erkrankung Signifikanzt der
Gen )
Schwein / UGTI Schwein / GE Unterschiede

Invasine

gimB 0,0 % 0,0 %

ibeA 4,3 % 0,0 % -

tia 0,0 % 0,0 %

Rpai (malX) 4,3 % 10,0 % -

pic 8,7 % 0,0 % !

1 = exakte Signifikanz nach Fisher; Signifikanz der
Pravalenzunterschiede zwischen den beiden
Habitaten

4.2.2.1. Vergleich der VAGe der E. coli-Isolate aus dem GIT und dem UGT des
Schweins

Beim Vergleich der Préavalenzen der VAGe der 30 Isolate von an einer GE erkrankter
Schweine mit denen der 23 Isolate von an UGTI erkrankter Schweine war auffallig, dass acht
der 34 EXPEC-assoziierten Gene (23,2 %) haufiger im GIT als im UGT nachzuweisen waren.
Dies waren unter Anderem hlyA (GE: 63,3 %; UGTI: 8,7 %), astA (GE: 26,7 %; UGTI: 8,7 %)
und chuA (GE: 20 %; UGTI: 8,7 %) (Tabelle 6). Im Gegensatz zu den Verhaltnissen beim
Kleintier (Tabelle 5) zeigten sich beim Schwein deutliche Unterschiede im Muster der VAGe
zwischen Isolaten aus dem GIT und dem UGT. Sehr bis hochst signifikant waren diese unter
den ExXPEC-assoziierten Genen bei hlyA, iss, neuC, sitD (episomal), irp2, iucD und fyuA.
Viele der ExXPEC-assoziierten Gene kamen bei den GE-Isolaten, trotz hoher Préavalenzen bei
den UGTI-Isolaten, nicht vor. Unter Anderem das Gen fir den Zytonekrosefaktor 1 (UGTI:
17,4 %). Nicht signifikant waren die Unterschiede in den Préavalenzen der VAGe zwischen
den beiden Habitaten, bis auf wenige Ausnahmen, nur bei den VAGen, die entweder bei
allen oder bei keinem der Isolate vorkamen, oder auf die so wenige Isolate positiv getestet
wurden, dass die Validitdt des exakten Signifikanz-Tests nach Fisher zu gering war. Bei

naherer Betrachtung der Daten lasst sich jedoch erkennen, dass die Unterschiede mit zwei-
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bis dreimal so hohen Pravalenzen bei den UGT-Isolaten wie bei den GIT-Isolaten auch hier
deutlich sind (z.B. sfa/foc: UGTI: 4,3 %; GE: 13,3 %; chuA: UGTI: 8,7 %; GE: 20,0 %; ibeA:
UGTI: 4,3 %; GE: 0,0 %). Insgesamt trugen die Isolate aus dem UGT wie erwartet wesentlich
mehr EXPEC-assoziierte Gene als die Isolate aus dem GIT.

Ganz deutlich wurden die Unterschiede zwischen den Isolaten aus dem UGT und denen aus
dem GIT aber bei der Betrachtung der Pravalenzen der mit Durchfall erregenden E. coli
(InPEC)-assoziierten Gene, die fur das Habitat GIT mit Pravalenzen von bis zu 50 % exklusiv
waren (Tabelle 7). Entweder konnten diese VAGe bei keinem der Isolate gefunden werden

oder die Unterschiede waren bis auf eine Ausnahme sehr bis hochst signifikant.

Tabelle 7. Relative Haufigkeit der 11 getesteten InPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Schweinen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (n = 23) bzw. mit
Gastroenteritis (GE) (n = 30)

Wirt / Erkrankung

Toxin / Signifikanz! der
Fimbrie Schwein /UGTI  Schwein / GE Unterschiede
est-ll 0,0 % 46,7 % ++
est-la 0,0 % 26,7 % ++
fanA 0,0 % 0,0 %
eltB-1 0,0 % 50,0 % Tt
fedA 0,0 % 26,7 % ++
fasA 0,0 % 3,3% -
faeG 0,0 % 46,7 % 4+
fimF41 0,0 % 0,0 %
stx2e 0,0 % 23,3 % ++
eaeA 0,0 % 0,0 %
stx1 0,0 % 0,0 %

1 = exakte Signifikanz nach Fisher; Signifikanz der
Pravalenzunterschiede zwischen den beiden
Habitaten
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4.2.3. Virulenz-assoziierte Gene der E. coli-Isolate vom Rind

Auch wenn einige der EXPEC-assoziierten Virulenzfaktoren bei den 68 Isolaten von Rindern
mit GE wie erwartet eine niedrige Pravalenz aufwiesen, waren jedoch viele der Daten, die fur
E. coli-Isolate aus diesem Habitat gewonnen wurden, Uberraschend hoch. So konnten zum
Beispiel die Gene fur die Eisenakquisitionssysteme sitD (episomal) und iucD mit 69,1 bzw.
61,8 % relativ haufig nachgewiesen werden, sowie traT (77,9 %), papC (35,3 %), colV (17,6
%), iss (14,7 %), und tsh (7,4 %) (Tabelle 8).

Hingegen waren die Pravalenzen fir die InPEC-assoziierten Virulenzfaktoren unerwartet
niedrig. Die hier am haufigsten nachgewiesenen VAGe waren die Gene fur F5 sowie fur das
Hitzestabile Enterotoxin 1 mit jeweils 8,8 % (Tabelle 10). Au3er diesen wurden nur flr die
Gene fur F41, Intimin sowie das Hitzestabile Enterotoxin 2 positive Isolate gefunden (5,9, 4,4
bzw. 1,5 %).

Tabelle 8: Relative Haufigkeit der 34 getesteten ExXPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Rindern mit Gastroenteritis (GE) (n = 68)

Wirt / Erkrankung

Gen

Rind / GE
Adhasine
afa/draBC 0,0 %
crlA 100,0 %
hrlA/hek 75,0 %
fimC 82,4 %
iha 0,0 %
papC 35,3 %
sfa/foc 1.5%
tsh 7,4 %
mat 89,7 %
Eisenaquisitionssysteme
fyuA 30,9 %
chuA 16,2 %
feoB 98,5 %
sitD (epis) 69,1 %
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Tabelle 8: Relative Haufigkeit der 34 getesteten ExPEC-assoziierten Gene bei

Isolaten von Rindern mit Gastroenteritis (GE) (n = 68)

Wirt / Erkrankung

Gen
Rind / GE

sitD (chro) 00,0 %
ireA 14,7 %
iroN 20,6 %
irp2 29,4 %
iucD 61,8 %
Serumresistenz
colvV 17,6 %
iss 14,7 %
neuC 0,0 %
KpsMTII 4,4 %
ompA 98,5 %
traT 77,9 %
Toxine
cnfl 0,0 %
astA 13,2 %
sat 0,0 %
vat 1,5 %
hlyA 7.4 %
Invasine
gimB 0,0 %
ibeA 2,9 %
tia 10,3 %
Rpai (malX) 29%
pic 1.5%
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4.2.4. Vergleich aller E. coli-Isolate aus dem Gastrointestinaltrakt

Beim Vergleich der Virulenzmuster aller Isolate aus dem GIT lassen sich fir diese deutliche,
meist hochst signifikante Unterschiede zwischen den Spezies erkennen (Tabellen 9 und 10).
So konnten besonders die VAGe sit (chromosomal) (Rd: 0 %; Sw: 0 %; KT: 65,7 %), vat (Rd:
1,5 %; Sw: 0 %; KT: 70 %), RPai (malX) (Rd: 2,9 %; Sw: 10 %; KT: 80 %), pic (Rd: 1,5 %;
Sw: 0 %; KT: 47,1 %) sowie neuC (Rd: 0 %; Sw: 0 %; KT: 15,7 %) wesentlich haufiger bei
Isolaten vom Kleintier als bei Isolaten vom Grofitier nachgewiesen werden. Umgekehrte
Verhéltnisse fanden sich bei den VAGen traT (Rd: 77,9 %; Sw: 63,3 %; KT: 24,3 %) und sitD
(episomal) (Rd: 69,1 %; Sw: 10 %; KT: 8,6 %), die bei den Isolaten vom Grof3tier haufiger
vorkamen, sowie dem VAG iucD (Rd: 61,8 %; Sw: 10 %; KT: 17,1 %), welches bei einem
wesentlich gréReren Anteil der Isolate vom Rind gefunden wurde als bei den Isolaten der
anderen Spezies. Die grof3ten Unterschiede zwischen den Isolaten der beiden Nutztierarten
tauchten bei den Genen hlyA (Rd: 7,4 %; Sw: 63,3 %), kpsMTIl (Rd: 4,4 %; Sw: 20 %) und
astA (Rd: 13,3 %; Sw: 26,7 %) auf, welche eine zwei- bis achtfach hohere Pravalenz bei den
Isolaten vom Schwein als bei den Isolaten vom Rind zeigten, sowie bei den Genen sitD
(episomal) (Rd: 69,1 %; Sw: 10 %), hrlA/hek (Rd: 75 %; Sw: 26,7 %), irp2 (Rd: 29,4 %; Sw: O
%) und papC (Rd: 35,3 %; Sw: 3,3 %), bei denen die Pravalenzen fir die Isolate vom Rind

wesentlich hdher waren.

Tabelle 9: Relative Haufigkeit der 34 getesteten EXPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Hunden und Katzen (n = 70), Schweinen (n = 30) bzw. Rindern (n = 68)

mit Gastroenteritis (GE)

Wirt / Erkrankung Signifikanz?

Gen der

Schwein / GE  Kleintier / GE Rind / GE Unterschiede

Adhasine

afa/draBC 0,0 % 1,4 % 0,0 % -
crlA 100,0 % 100,0 % 100,0 %

hrlA/hek 23,3 % 72,9 % 75,0 % +++
fimC 63,3 % 98,6 % 82,4 % +++
iha 0,0 % 7,1 % 0,0 % +
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Tabelle 9: Relative Haufigkeit der 34 getesteten ExPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Hunden und Katzen (n = 70), Schweinen (n = 30) bzw. Rindern (n = 68)

mit Gastroenteritis (GE)

Wirt / Erkrankung Signifikanz?

Gen der

Schwein / GE  Kleintier / GE Rind / GE Unterschiede

papC 3.3% 54,3 % 35,3 % +++
sfa/foc 13,3 % 70,0 % 1.5% +++
tsh 0,0 % 1,4 % 7,4 % !
mat 90,0 % 100,0 % 89,7 % +
Eisenaquisitionssysteme

fyuA 0,0 % 74,3 % 30,9 % +++
chuA 20,0 % 58,6 % 16,2 % +++
feoB 100,0 % 100,0 % 98,5 % -
sitD (epis) 6,7 % 8,6 % 69,1 % +++
sitD (chro) 0,0 % 65,7 % 0,0 % SRS
ireA 0,0 % 27,1 % 14,7 % ++
iroN 6,7 % 82,9 % 20,6 % +++
irp2 0,0 % 74,3 % 29,4 % +++
iucD 6,7 % 17,1 % 61,8 % +++

Serumresistenz

colV 3,3% 4,3 % 17,6 % +
iss 0,0 % 11,4 % 14,7 % !
neuC 0,0 % 15,7 % 0,0 % +++
kpsMTII 20,0 % 55,7 % 4,4 % +++
ompA 100,0 % 100,0 % 98,5 % -
traT 60,0 % 24,3 % 77,9 % +++
Toxine

cnfl 0,0 % 0,0 % 0,0 %

astA 26,7 % 8,6 % 13,2 % !
sat 0,0 % 8,6 % 0,0 % +
vat 0,0 % 70,0 % 15% S
hlyA 63,3 % 70,0 % 7,4 % +++
Invasine
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Tabelle 9: Relative Haufigkeit der 34 getesteten ExPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Hunden und Katzen (n = 70), Schweinen (n = 30) bzw. Rindern (n = 68)

mit Gastroenteritis (GE)

Wirt / Erkrankung Signifikanz?

Gen der

Schwein / GE  Kleintier / GE Rind / GE Unterschiede

gimB 0,0 % 129 % 0,0% +++
ibeA 0,0 % 22,9 % 2,9 % +++
tia 0,0% 8,6 % 10,3 % -

Rpai (malX) 10,0 % 80,0 % 29% +++
pic 0,0 % 47,1 % 1,5% +++

1 = asymptotische zweiseitige Signifikanz nach
Pearson (Chi-Quadrat-Test); Signifikanz  der
Pravalenzunterschiede zwischen den Spezies
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Tabelle 10: Relative Haufigkeit der 11 getesteten InPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Hunden und Katzen (n = 70), Schweinen (n = 30) bzw. Rindern (n = 68)

mit Gastroenteritis (GE)

Toxin / Wirt / Erkrankungen Signifikanz*
Fimbrie  gchwein/GE  Kleintier /GE  Rind / GE e
Unterschiede

est-Il 46,7 % 0,0 % 1,5 % ++t
est-la 26,7 % 5,7 % 8,8 % T+
fanA 0,0 % 0,0 % 8,8 % t
eltB-1 50,0 % 0,0 % 0,0 % +++
fedA 26,7 % 0,0 % 0,0 % 4+
fasA 3,3% 0,0 % 0,0 % !
faeG 46,7 % 0,0 % 0,0 % T+
fimF41 0,0 % 0,0 % 5,9 % +
stx2e 23,3 % 0,0 % 0,0 % T
eaeA 0,0 % 5,7 % 4,4 % T+
stx1 0,0 % 0,0 % 0,0 %

1 = asymptotische zweiseitige Signifikanz nach
Pearson (Chi-Quadrat-Test); Signifikanz  der
Pravalenzunterschiede zwischen den Spezies

4.2.5. Vergleich aller E. coli-Isolate aus dem Urogenitaltrakt

Insgesamt konnten fiir die meisten der 34 getesteten VAGe deutlich héhere Pravalenzen bei
den Isolaten aus dem UGT des Kleintieres als bei den Isolaten aus dem UGT des Schweins
festgestellt werden, dies war meist sehr bis hochst signifikant. Jedoch kam auch etwa ein
Drittel von ihnen, allerdings mit geringeren Differenzen (bis auf funf Ausnahmen nicht
signifikant), haufiger bei den Isolaten vom Schwein vor (Tabelle 11). Besonders
ausgepragte, sehr signifikante Pravalenzunterschiede zeigten sich unter Anderem fiur die
Gene ireA (Sw: 0 %; KT: 29 %), sat (Sw: 0 %; KT: 24,6 %) sowie tia (Sw: 0 %; KT: 21,7 %),
gefolgt von Rpai (malX) (Sw: 4,4 %; KT: 100 %), sfa/foc (Sw: 4,3 %; KT: 75,4 %), hlyA (Sw:
8,7 %; KT: 68,1 %), chuA (Sw: 8,7 %; KT: 88,4 %) und papC (Sw: 4,3 %; KT: 66,7 %),
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welche alle um ein Vielfaches haufiger bei den Isolaten vom Kleintier nachgewiesen wurden.
Bei den elf VAGen, die haufiger bei den Isolaten vom Schwein als bei den Isolaten vom
Kleintier vorkamen, waren die Unterschiede in der Préavalenz nur bei drei von Ihnen sehr bis
hochst signifikant. Dies waren die Gene iss (Sw: 39,1 %; KT: 8,7 %), sitD (episomal) (Sw:
43,5 %; KT: 14,5 %) und crlA (Sw: 100 %; KT: 63,8 %).

Tabelle 11: Relative Haufigkeit der 34 getesteten EXPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Kleintieren (n = 69) und Schweinen (n = 23) mit einer
Urogenitaltraktinfektion (UGTI)

Wirt / Erkrankung Signifikanz* der

o Schwein /UGTI  Kleintier / UGTI Unterschiede
Adhésine
afa/draBC 0,0 % 0,0 %
crlA 100,0 % 63,8 % +++
hrlA/hek 17,4 % 81,2 % +++
fimC 91,3% 100,0 % !
iha 0,0 % 7,2 % -
papC 4,3 % 66,7 % +4++
sfa/foc 4,3 % 75,4 % +++
tsh 13,0 % 0,0 % +
mat 73,9 % 97,1 % it
Eisenaquisitionssysteme
fyuA 30,4 % 69,6 % +++
chuA 8,7 % 88,4 % +++
feoB 100,0 % 94,2 % -
sitD (epis) 43,5 % 145 % ++
sitD (chro) 4,3 % 50,7 % +++
ireA 0,0 % 29,0 % ++
iroN 34,8 % 78,3 % T
irp2 30,4 % 88,4 % +++
iucD 39,1 % 15,9 % +
Serumresistenz
colv 26,1 % 10,1 % !
iss 39,1 % 8,7 % ++
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Tabelle 11: Relative Haufigkeit der 34 getesteten EXPEC-assoziierten Gene bei
Isolaten von Kleintieren (n = 69) und Schweinen (n = 23) mit einer
Urogenitaltraktinfektion (UGTI)

Wirt / Erkrankung Signifikanzt der
Gen
Schwein / UGTI Kleintier / UGTI Unterschiede
neuC 26,1 % 13,0 % !
kpsMTII 26,1 % 52,2 % +
ompA 100,0 % 94,2 % -
traT 52,2 % 31,9 % !
Toxine
cnfl 17,4 % 36,2 % !
astA 8,7 % 0,0 % !
sat 0,0 % 24,6 % ++
vat 4,3 % 59,4 % +++
hlyA 8,7 % 68,1 % +++
Invasine
gimB 0,0 % 15,9 % !
ibeA 4,3 % 29,0 % +
tia 0,0 % 21,7 % +
Rpai (malX) 4.3 % 85,5 % +++
pic 8,7 % 34,8 % +

1 = exakte Signifikanz nach Fisher; Signifikanz der
Pravalenzunterschiede zwischen den Spezies

4.3. Multilokus-Sequenztypisierung (MLST)

Alle Isolate wurden mittels Multilocus Sequenztypisierung (MLST) untersucht. Die 260 Isolate
konnten 83 verschiedenen Sequenztypen (STen) und 18 verschiedenen Sequenztyp-
Komplexen (STCen) zugeordnet werden, wobei 107 der Isolate einem ST angehdren, der
bisher keinem Komplex zugeordnet wird. Von den 83 STen waren 52 bekannte STen mit
Referenzstammen auf der MLST-Datenbank der University College Cork. Zu diesen

bekannten STen gehorten 83,5 % der Stamme. Es wurden 32 neue STen gefunden. Bis auf
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wenige Ausnahmen kamen die neuen STen nicht mehrmals vor. Diese neuen STen erhielten
nach Ubertragung auf die MLST-Datenbank in der Reihenfolge ihrer Identifizierung

entsprechende Nummern.

4.3.1 Sequenztypen der E. coli-Isolate vom Kleintier

Tabelle 12: Relative Haufigkeit der Sequenztypent bei 139 Isolaten von Hunden und
Katzen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (n = 69) bzw. Gastroenteritis (GE) (n = 70)

Wirt / Erkrankung Signifikanz? der

Sequenztyp
Kleintier / UGTI Kleintier / GE Unterschiede

ST10 4,3 % 2,9 % )
ST12 18,8 % 7.1 % +
ST73 18,8 % 22,9 % -
ST80 1,4 % 5,7 % -
ST127 7,2% 2,9% ;
ST141 8,7 % 8.6 % i
ST372 8,7 % 2,9% .
Andere 32,1 % 47,0 %

1 = dargestellt nur Sequenztypen, die mindestens
funfmal nachgewiesen werden konnten

2 = exakte Signifikanz nach Fisher; Signifikanz der
Pravalenzunterschiede zwischen den beiden
Habitaten

Der haufigste ST, der bei den 139 Isolaten vom Kleintier nachgewiesen wurde, war ST73,
dem 29 (20,1 %) der Isolate zugeordnet werden konnten (Tabelle 12). 13 dieser Isolate
stammten von Kleintieren mit UGT-Infektion und 16 von Kleintieren mit GE. Dem STC73
gehorten 32 (23 %) der Isolate an. Zweithaufigster ST war ST12 mit 18 Isolaten (12,9 %)
(UGTI: n=13; GE: n=5), gefolgt von ST141 mit zwdlf Isolaten (8,6 %) (UGTI: n=6; GE: n=6),
ST372 mit acht Isolaten (5,8 %) (UGTI: n=6; GE: n=2) und ST127 mit sieben Isolaten (5 %)
(UGTI: n=5; GE: n=2). Die Ubrigen 44 STen, die beim Kleintier gefunden wurden, sind jeweils

mit weniger als 4 % vertreten und kommen h&ufig nur einmal vor.
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4.3.1.1. Vergleich der STen der E. coli-Isolate aus dem GIT und dem UGT von Hund
und Katze

Wie in Tabelle 12 dargestellt ist keiner der mit mindestens 5 % vertretenen STen flr eines
der beiden Habitate Urogenitaltrakt oder Gastrointestinaltrakt exklusiv. Mit Ausnahme des
ST12, der mit 18,8 % gegenuber 7,1 % signifikant h&ufiger im UGT als im GIT nachgewiesen
wurde, waren die Unterschiede der Préavalenzen der einzelnen STen zwischen den beiden
Habitaten nicht signifikant. Obwohl dies im Falle des ST10 und des ST80 auch auf die
eingeschrankte Validitat des exakten Signifikanz-Testes nach Fisher, auf Grund der geringen
Zahl positiver Isolate, zurtickzufuihren ist, wird deutlich, dass in beiden Habitaten die gleichen
STen dominieren. Besonders der mit Abstand haufigste Sequenztyp 73 bei den Isolaten vom
Kleintier, kam mit 18,8 (UGTI) bzw. 22,9 % (GE) in beiden Habitaten fast gleich oft vor.

Abb 1: relative Haufigkeit der Sequenztypen bei Isolaten von Hunden
und Katzen mit Urogenitaltraktinfektion (UGTI) bzw. Gastroenteritis
(GE)

25

20

relative 10 DUGTI
Haufigkeit
[%] 10 EGE

10 12 73 80 127 141 372
Sequenztypen (STs)

Abb 1: Relative Haufigkeit der STen bei den 139 Isolaten von Hunden und Katzen mit UGTI
(weil3; n = 69) bzw. GE (grau; n = 70); dargestellt nur STen, die mindestens funfmal
nachgewiesen werden konnten

4.3.2. Sequenztypen der E. coli-lsolate vom Schwein

Bei den 53 Isolaten vom Schwein unterschied sich die Verteilung der STen stark von der bei
den Isolaten vom Kleintier. Der am h&ufigsten gefundene ST bei den Isolaten vom Schwein
war der ST100 mit 30,2 % (UGTI: 0 %; GE: 53,3 %), gefolgt von ST10 mit 11,3 % (UGTI: 8,7
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%; GE: 13,3 %) und ST1 mit 7,5 % (UGTI: 0 %; GE: 13,3 %) (Tabelle 13). Somit gehdrten
49,1 % aller Isolate vom Schwein einem dieser drei STen an. Alle tUbrigen STen konnten

maximal zweimal nachgewiesen werden.

Tabelle 13: Relative Haufigkeit der Sequenztypent bei 53 Isolaten von Schweinen mit
Urogenitaltrakt (UGTI) (n = 23) bzw. Gastroenteritis (GE) (n = 30)

Wirt / Erkrankung Signifikanz2 der

Sequenztyp .
Schwein / UGTI Schwein / GE Unterschiede
STl 0,0 % 13,3 % !
ST10 8,7 % 13,3 % -
ST23 4,3 % 0,0 % .
ST42 0,0 % 6.7 %
ST58 8.7 % 0.0 %
ST100 0,0 % 53,3 % ++
ST101 8,7% 0,0 %
ST398 13,0 % 0,0 %
ST641 8,7 % 0,0 % |
Andere 47,9 % 13,4 %

1 = dargestellt nur Sequenztypen, die mindestens
zweimal nachgewiesen werden konnten

2 = exakte Signifikanz nach Fisher; Signifikanz der
Pravalenzunterschiede zwischen den beiden
Habitaten

4.3.2.1. Vergleich der STen der E. coli-Isolate aus dem GIT und dem UGT des Schweins

Wie in Tabelle 13 zu erkennen gab es bei den Isolaten vom Schwein, mit Ausnahme des
ST10, bei den mehr als einmal vorkommenden STen keine Uberschneidungen zwischen den
Isolaten aus dem UGT und denen aus dem GIT. Auch wenn sich die Signifikanz nach Fisher
bis auf eine Ausnahme nicht oder nur mit eingeschrankter Validitat errechnen liel3, wurden
die starken Unterschiede zwischen diesen beiden Habitaten durch diese Exklusivitat doch
deutlich. Auffallig war, dass bei den Isolaten aus dem UGT die STen sehr variabel waren,

hier kam kein ST haufiger als dreimal vor und die meisten nur einmal. Hingegen gehdrten 80
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% der Isolate aus dem GIT zu nur drei verschiedenen STen (ST100 (53,3 %), ST10 (13,3 %)
und ST1 (13,3 %)). Diese STen gehoren jedoch unterschiedlichen ST-Komplexen an, bzw.

im Falle von ST1 keinem ST-Komplex.

4.3.3. Sequenztypen der E. coli-lsolate vom Rind

Die Verteilung der STen bei den 68 Isolaten vom Rind unterschied sich ebenfalls stark von
der bei den lIsolaten der anderen Spezies. 63,3 % der Isolate konnten nur sechs
verschiedenen STen zugeordnet werden (Tabelle 14). 50 % der Isolate gehérten nur zwei
verschiedenen ST-Komplexen an. Dies waren mit 36,8 % der STC10 sowie der STC23 mit
12,2 %. Die am haufigsten nachgewiesenen STen waren ST10 (22,1 %), ST167 (14,7 %)
sowie ST88 (8,8 %), gefolgt von ST783 (7,4 %), ST301 (5,9 %) und ST23 (4,4 %). Da
sowohl ST10 als auch ST167 zum ST-Komplex 10 gehéren, war mit 36,8 % eine grolde
Mehrheit der 80 Isolate vom Rind diesem ST-Komplex zuzuordnen. ST23 und ST88 gehdren
beide zum ST-Komplex 23.

Tabelle 14: Relative Haufigkeit der Sequenztypen! bei Isolaten von Rindern mit
Gastroenteritis (GE) (n = 68)

Wirt / Erkrankung

Sequenztyp
Rind / GE
ST10 22,1 %
ST23 4,4 %
ST88 8,8 %
ST167 14,7 %
ST301 59 %
ST783 7,4 %
Andere 36,7 %

1 = dargestellt nur Sequenztypen, die mindestens
zweimal nachgewiesen werden konnten
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4.3.4. Vergleich aller E. coli-Isolate aus dem Gastrointestinaltrakt

Tabelle 15: Relative Haufigkeit der Sequenztypen! bei Isolaten von Hunden und
Katzen (n = 70), Schweinen (n = 30) bzw. Rindern (n = 68) mit Gastroenteritis (GE)

Wirt / Erkrankung Signifikanz?

Sequenztyp der

Schwein / GE  Kleintier / GE Rind / GE Unterschiede

ST1 13,3 % 0,0 % 0,0 % +++
ST10 13,3 % 2,9 % 22,1 % ++
ST12 0,0 % 7,1 % 0,0 % +
ST23 0,0 % 0,0 % 4.4 % !
ST42 6,7 % 0,0 % 0,0 %

ST73 0,0 % 22,9 % 0,0 % +++
ST80 0,0 % 5,7% 0,0 % !
ST88 0,0 % 1,4 % 8,8 % +
ST100 53,3 % 0,0 % 0,0 % +++
ST127 0,0 % 2,9 % 0,0 % -
ST141 0,0 % 8,6 % 0,0 % ++
ST167 0,0 % 0,0 % 14,7 % +++
ST301 0,0 % 0,0 % 5,9 % +
ST372 0,0 % 2,9 % 0,0 % -
ST641 0,0 % 4,3 % 0,0 % !
ST783 0,0 % 0,0 % 7,4 % +
Andere 13,4 % 41,3 % 36,7 %

1 = dargestellt nur Sequenztypen, die mindestens
zweimal nachgewiesen werden konnten

2 = asymptotische zweiseitige Signifikanz nach
Pearson (Chi-Quadrat-Test); Signifikanz  der
Pravalenzunterschiede zwischen den Spezies

Mit Ausnahme des ST10, der bei allen Spezies im GIT zu finden war (KT: 2,9 %; Sw: 13,3 %;
Rd: 22,1 %), kamen die bei den verschiedenen Spezies haufig vorkommenden STen bei den
jeweils anderen Spezies sehr selten bzw. gar nicht vor (Tabelle 15). Auf Grund dieser

Exklusivitat werden die Unterschiede der ST-Muster zwischen den verschiedenen Spezies
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sehr deutlich. In den wenigen Fallen, in denen hierfiir keine Signifikanz errechnet wurde, lag
dies an einer zu geringen Zahl zugehdériger Stdimme, und damit einer herabgesetzten
Validitat des exakten Signifikanz-Testes nach Fisher. Hervorzuheben sind besonders die
Sequenztypen ST73, ST100 und ST167, die jeweils bei einer der Spezies besonders haufig

vorkamen, ohne bei einer der anderen beiden Tierarten nachgewiesen werden zu kdnnen.

Tabelle 16: Relative Haufigkeit der Sequenztypen! bei Isolaten von Kleintieren (n =
69) und Schweinen (n = 23) mit einer Urogenitaltraktinfektion (UGTI)

Wirt / Erkrankung Signifikanz2 der
Sequenztyp
Schwein /UGTI  Kleintier / UGTI Unterschiede

ST10 8,7 % 4,3 % -
ST12 0,0 % 18,8 % +
ST23 4,3 % 0,0 % -
ST58 8,7 % 0,0 %

ST73 0,0 % 18,8 % +
ST80 0,0 % 1,4 % -
ST88 0,0 % 29% -
ST101 8,7 % 0,0 %

ST127 0,0 % 7,2% -
ST141 0,0 % 8,7 % -
ST372 0,0 % 8,7 % -
ST398 13,0 % 0,0 %

ST641 8,7 % 0,0 % !
Andere 47,9 % 29,2 %

1 = dargestellt nur Sequenztypen, die mindestens
zweimal nachgewiesen werden konnten

2 = exakte Signifikanz nach Fisher; Signifikanz der
Pravalenzunterschiede zwischen den Spezies

4.3.5. Vergleich aller E. coli-Isolate aus dem Urogenitaltrakt

Auch bei den Isolaten aus dem UGT kamen, mit Ausnahme des ST10 (Sw: 8,7 %; KT: 4,3
%), die mindestens zweimal nachgewiesenen STen nur bei jeweils einer der Spezies vor

(Tabelle 16). Auch hier sind auf Grund dieser Exklusivitat der einzelnen STen fur eine der
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beiden Tierarten deutliche Unterschiede in den Pravalenzen zu erkennen, auch wenn diese
aus den oben beschriebenen mathematischen Grinden meist nicht als signifikant errechnet
werden konnten. Hervorzuheben sind bei Betrachtung der Isolate dieses Habitats, und beim
Vergleich der Isolate von Hund und Katze mit denen vom Schwein, die Sequenztypen ST398
bzw. ST12 und ST73, die beim Schwein bzw. beim Kleintier relativ haufig vorkamen, ohne

bei der jeweils anderen Spezies nachgewiesen werden zu kénnen.

4.4. Zusammenhang zwischen O-Serotypen und Virulenz-
assoziierten Genen der E. coli-Isolate vom Kleintier

Tabelle 17: Anzahl EXPEC-assoziierter Gene pro Isolat innerhalb der verschiedenen
O-Serotypen bei 139 Isolaten von Hunden und Katzen (UGTI: n = 69; GE: n = 70),

dargestellt nur O-Serotypen, die mindestens sechsmal nachgewiesen werden konnten

Anzahl ExPEC-assoziierter VAGe pro Isolat

O-Typ _ o _ _ Anzahl der
Mittelwert Minimum Maximum Median
Stamme

02 18,8 14 24 18 13
06 17,6 6 21 18 25
018 16,8 12 20 17 14
021 14,8 10 20 14,5 6
022 16,9 12 19 17 7
025 17,3 14 23 16 7
074 18,3 16 22 18 9
Orauh 12 9 19 11 10
Alle 15,8 6 24 17 139

Die durchschnittiche Anzahl an VAGen unterschied sich innerhalb der verschiedenen,
mindestens viermal nachgewiesenen O-Serotypen nur wenig. Mit einer durchschnittlichen
Anzahl von 18,8 VAGen pro Isolat wies der O-Serotyp O2 die meisten und mit 14,8 der O-
Serotyp 021 die wenigsten VAGe auf. Das Isolat mit der gré3ten Anzahl an Virulenzfaktoren
(24) konnte dem Serotyp O2 zugeordnet werden. Bei den ubrigen O-Serotypen liegt die
Anzahl der VAGe zwischen 16,8 und 18,3. Auffallig ist jedoch, dass die Isolate, die den in
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Tabelle 17 aufgefiihrten O-Serotypen zugeordnet werden konnten, mit durchschnittlich 17,5

VAGen mehr Virulenzfaktoren aufwiesen als der Gesamtdurchschnitt mit 15,8.

4.5. Zusammenhang zwischen O-Serotypen und Sequenztypen

4.5.1. Zusammenhang zwischen O-Serotypen und STen der E. coli-Isolate
vom Kleintier

Tabelle 18: Anzahl der ,Sequenz O Typen“ unter den 139 Isolaten von Hunden und
Katzen (UGTI: n = 69; GE: n = 70), d.h. der Isolate, denen Kombinationen einer der
haufiger nachgewiesenen O-Serotypen mit einer der héaufiger nachgewiesenen

Sequenztypen zugeordnet werden konnten.

STen O-Serotypen
02 o4 06 018 021 022 025 Oo74 0145
12 0 3 0 11 0 0 0 1 0
73 0 0 11 0 0 3 6 3 0
80 3 0 0 0 0 0 0 0 0
127 0 0 6 0 0 0 0 0 0
141 6 0 0 0 0 0 0 5 0
372 0 1 0 0 2 0 1 0 2
625 0 0 2 0 0 0 0 0 0
646 0 0 0 0 0 3 0 0 0
929 0 0 0 0 3 0 0 0 0
968 2 0 0 0 0 0 0 0 0

Es konnten deutliche Zusammenhéange zwischen dem Sequenztyp der Stdamme und dem O-
Serotyp, dem diese zugeordnet werden konnten, festgestellt werden. So gehorten z.B. elf
der vierzehn Isolate dem Serotyp 018 zum ST12 und umgekehrt elf der achtzehn Isolate des
ST12 zum Serotyp 018 (Tabelle 18). Die Isolate des Serotyp O6 gehdrten hingegen
Uberwiegend zu ST73 (n = 11) und ST127 (n = 6). Umgekehrt konnten jedoch auch viele der
Isolate des ST73 dem Serotyp 025 (n = 6) zugeordnet werden.
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Die haufigsten Kombinationen, beschrieben als ,Sequenz-O-Typen* (Bidet, Mahjoub-Messai
et al. 2007), sind ST12-018 (n = 11), ST73-06 (n = 11), ST73-025 (n = 6), ST127-06 (n =
6), ST141-0O2 (n = 6) und ST141-074 (n =5).

4.6. Zusammenhang zwischen Virulenz-assoziierten Genen und
Sequenztypen

4.6.1. Zusammenhang zwischen VAGen und STen der E. coli-Isolate vom
Kleintier

Bei einer gesamtdurchschnittlichen Anzahl von 15,8 VAGen pro Stamm unter den Isolaten
von Hund und Katze und 12,7 unter allen Isolaten, (GE: 15,5; UGTI: 16,1) wiesen die Isolate
mit dem ST80 mit im Durchschnitt 19 VAGen pro Isolat, gefolgt von ST73 (18,5) und ST141
(18,3), eine héhere Anzahl an VAGen auf (Tabelle 16). Der Stamm mit der héchsten Anzahl
an VAGen (24) wurde als ST141 typisiert. Im Gegensatz hierzu trugen die Isolate vom
Kleintier, die dem ST10 zugeordnet wurden, im Durchschnitt nur 8,6 der getesteten Virulenz-
assoziierten Gene (ST10 gesamt: 8,4). Einer der zwei Stamme mit der geringsten Anzahl (6)
an VAGen gehorte zu ST10. 52,9 % der Isolate mit mindestens 20 VAGen gehdrten zu
ST73. Von den Isolaten mit weniger als 10 VAGen gehorten 25 % zu ST10 und 18,8% zu
ST641 (Durchschnitt: 7,6), alle Ubrigen bei diesen Stammen nachgewiesenen STen kamen
nur einmal vor.

Bei Betrachtung der Virulenz-assoziierten Gene mit geringer Pravalenz fiel auf, dass von 23
satl-positiven Stammen 7 (30,4 %) dem STC73 und 3 (13 %) dem STC12, von 21 tia-
positiven 5 (23,8 %) dem STC73 und 5 (23,8 %) dem STC12, von den 39 ireA-positiven 13
(33,3 %) dem STC73 und 7 (17,9 %) dem STC12 sowie von 10 iha-positiven ebenfalls 6 (50
%) dem STC73 angehorten.

Fur andere STen konnte keine deutlich héhere Pravalenz eines bestimmten Virulenz-

assoziierten Gens nachgewiesen werden.
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Tabelle 16: Anzahl ExPEC-assoziierter Gene pro Isolat innerhalb der verschiedenen
Sequenztypen bei 260 Isolaten von Hunden und Katzen (n = 139), Schweinen (n =
53) und Rindern (n = 68), dargestellt nur STen, die mindestens viermal nachgewiesen

werden konnten

Anzahl ExPEC-assoziierter VAGe pro Isolat

STen

Mittelwert Minimum Maximum Median N
ST1 7,3 5 9 7,5 4
ST10 8.4 5 12 8 26
ST12 16,8 12 21 17 18
ST23 12,5 10 16 12 4
ST73 18,5 14 23 18 29
ST80 19 17 23 18 5
ST88 13,4 10 17 14 9
ST100 6,3 5 9 6 16
ST127 17,4 15 19 18 7
ST141 18,3 16 24 18 12
ST167 8,7 6 13 8 10
ST301 9,3 9 10 9 4
ST372 15,1 12 17 15,5 8
ST641 7,6 4 9 8 5
ST783 12 8 13 13 5
Alle STen 12,7 3 24 12 260
Wirt
Kleintier 15,8 6 24 17 139
Schwein 8,1 3 21 8 53
Rind 12,1 6 19 12 68
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4.6.2. Zusammenhang zwischen VAGen und STen der E. coli-Isolate vom
Schwein

Bei den Isolaten vom Schwein konnte lediglich eine durchschnittliche Anzahl von 8,1 (UGTI:
9,2; GE: 7,2) VAGen pro Stamm gefunden werden (Tabelle 16). Deutlich Gber diesem Wert
lagen bei diesen Isolaten der ST23 mit einer durchschnittlichen Anzahl von 12,5 VAGen pro
Stamm. Der Sequenztyp 100 wies mit einem Wert von 6,3 deutlich weniger Virulenz-
assoziierte Gene auf. 52,6 % der Isolate mit hdchstens sechs VAGen gehdrten diesem
Sequenztyp an. ST1 und ST641 lagen mit einer durchschnittlichen Anzahl von 7,3 bzw 7,6
VAGen pro Stamm nahe dem Durchschnitt. Das Isolat vom Schwein mit der gréf3ten Anzahl

an VAGen (21) gehorte dem, bei diesen nur einmal nachgewiesenen, ST625 an.

4.6.3. Zusammenhang zwischen VAGen und STen der E. coli-Isolate vom
Rind

Die Isolate vom Rind trugen im Schnitt 12,1 Virulenz-assoziierte Gene pro Stamm (Tabelle
16). Bei den Isolaten der Sequenztypen ST167 und ST301 konnten die geringsten Anzahlen
(8,7 bzw. 9,3) an VAGen nachgewiesen werden. Wie bei den Isolaten vom Kleintier wiesen
bei den Isolaten vom Rind ebenfalls die als ST10 typisierten Isolate durchschnittlich relativ
wenige (10,4) Virulenz-assoziierte Gene auf. 63,3 % der Isolate mit héchstens neun VAGen
gehortem dem ST-Komplex STC10 an. Die meisten Virulenz-assoziierten Gene (15,3)
konnten auch beim Rind bei den Isolaten des ST-Komplexes STC23 nachgewiesen werden
(ST88 und ST23 je 15,3). 83,3 % der Isolate mit mindestens 16 VAGen sowie der Stamm mit

den meisten VAGen (19) gehdrten diesem Komplex an.

92



Diskussion

5. Diskussion

5.1. Habitatspezifitat der Isolate vom Menschen

Um die fur die Isolate dieser Arbeit ermittelten Sequenztypen mit entsprechenden Daten zu
humanen Isolaten vergleichen zu kdnnen, wurden die zu diesem Zeitpunkt auf der MLST-
Datenbank der University College Cork (http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli) befindlichen
Stamme herangezogen. Diese Isolate wurden im Zusammenhang mit verschiedensten
Studien, und vermutlich nach sehr unterschiedlichen Kriterien, auf der ganzen Welt
gewonnen. Entsprechend kritisch ist die statistische Auswertung zu betrachten. Auf Grund
der groRen Anzahl von Stammen, kann man jedoch davon ausgehen, dass die Ergebnisse
der tatsachlichen Situation zumindest nahe kommen, und diese, besonders in Ermangelung
anderer Daten, zum Vergleich verwendet werden kénnen.

Zum Zeitpunkt der Auswertung befanden sich 1283 humane Isolate auf der MLST-
Datenbank. 339 dieser Stamme wurden von Menschen mit einer Gastoenteritis und 281 von
Menschen mit einer Urogenitaltraktinfektion isoliert. Von 150 der GE-Isolate sowie 69 der
UGTI-Isolate war zusatzlich auch der O-Serotyp bekannt.

Bei den E. coli-Isolaten von Menschen mit einer UGTI dominierten die O-Serotypen O6 und
025 (jeweils 14,5 %), gefolgt von O2 (11,6 %) sowie O1 (8,7 %). Bei den E. coli-Isolaten von
Menschen mit einer GE waren dies die Serotypen O111 (9,3 %), 0124 (8 %) sowie O55 (6
%).

Die mindestens sechsmal nachgewiesenen O-Serotypen bei den Isolaten vom Menschen
waren bis auf wenige Ausnahmen exklusiv fur jeweils nur eine der beiden Erkrankungen
(Abb. 2).

Bei der Verteilung der Sequenztypen zeigte sich ein ahnliches Bild (Abb.3). Mit Ausnahme
von ST10 waren alle der mindestens sechsmal vorkommenden STen fir eins der beiden
Habitate exklusiv.

Bei den Isolaten aus dem UGT wurden 101 und bei denen aus dem GIT 219 verschiedene
STen nachgewiesen. Die meisten dieser STen kamen nur vereinzelt vor. Gerade 13,7 % der
GE-Isolate konnten den funf haufigsten STen zugeordnet werden, bei den UGTI-Isolaten
waren dies 36,3 %. Insgesamt schienen die STen sehr variabel zu sein.

Die dominierenden STen bei E. coli-Isolaten von UGT-Infektionen des Menschen waren
ST69 (9,3 %) und ST95 (8,9 %), gefolgt von ST73 (6,4 %), ST141 (6 %), ST131 (5,7 %)
sowie ST10 (5 %). Bei Gastroenteritiden waren es ST10 (4,1 %) und ST6 (3 %), gefolgt von
ST243 (2,4 %), ST245 (2,1 %) sowie ST394 (2,1 %).
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Beim Vergleich der Isolate von Menschen mit UGTI mit den Isolaten von Menschen mit GE
fallt auf, dass die durchfallerregenden E. coli in ihren STen und O-Serotypen wesentlich
variabler sind als die UPEC-Stdmme. Dies konnte daran liegen, dass fur die Virulenz
darmpathogener E. coli-Stamme (InPEC) weniger VAGe entscheidend sind, sowie daran,
dass jeder Stamm die entsprechenden Gene leicht durch horizontalen Transfer erhalten und
exprimieren kann und damit Pathogenitat erlangt. Dies bestéatigen epidemiologische Studien,
die fir INPEC keinen evolutiondren Ursprung erkennen konnten, sondern zu dem Schluss
kamen, dass diese mehrfach unabhangig voneinander durch Aquirierung der
entsprechenden Gene entstanden sind, was auch dadurch erleichtert wird, dass sich diese
Gene auf Plasmiden, in einem Phagengenom oder innerhalb von Pathogenitatsinseln
befinden (Pupo, Karaolis et al. 1997; Peixoto, Bando et al. 2001; Turner, Chaudhuri et al.
2006).

Es wird allgemein angenommen, dass sich Menschen bei einer UGTI iber ihren Stuhl
infizieren, jedoch sind einige Autoren der Meinung dieser sei kein permantentes Reservoir
fur humane UPEC, da sich rektale Isolate meist stark von UPEC unterscheiden (Carbonetti,
Boonchai et al. 1986; Johanson, Plos et al. 1993; Guyer, Kao et al. 1998; Vagarali,
Karadesai et al. 2008). Dies bestatigen auch die Daten der MLST-Datenbank tber humane
Isolate. Jedoch zum Zeitpunkt einer UGTI lasst sich der entsprechende UPEC-Stamm fast
immer auch im Darm des Patienten finden. So auch in einer Studie von Moreno et al., in der
von 42 Frauen mit UGTI sowohl Urin- als auch Stuhl-Proben untersucht wurden, und bis auf
vier konnten alle Urin-Isolate auch im Stuhl der entsprechenden Frau gefunden werden
(Moreno, Andreu et al. 2008). Es gibt jedoch auch Untersuchungen, die fiir ein UPEC-
Reservoir im menschlichen Darm sprechen, in denen entsprechende VAGe in rektalen
Isolaten vermehrt nachgewiesen wurden (Siitonen 1992; Wold, Caugant et al. 1992; Kuhar,
Grabnar et al. 1998). Zelladh&sionsversuche mit humanen Darmzellen ergaben, dass
Fimbrien, die die Kolonisierung des UGT vermitteln sollen, méglicherweise auch zur Bindung
an Enterozyten beitragen, eine Etablierung von UPEC-Stdmmen im Darm erméglichen und
somit extraintestinale Infektionen erleichtern (Adlerberth, Hanson et al. 1995).

In einer Untersuchung, in der Isolate von Frauen mit UGTI mit Isolaten aus dem Stuhl
gesunder Frauen verglichen wurden zeigte sich bei beiden eine ahnliche Verteilung der
phylogenetischen ECOR-Gruppen, dennoch konnten keine Klone unter den urogenitalen und
rektalen Isolaten ermittelt werden (Zhang, Foxman et al. 2002).

Es ist insgesamt anzunehmen, dass der Darm des Menschen zumindest temporar von

humanen UPEC besiedelt wird.
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5.2. Habitatspezifitdt und Zoonosepotential der Isolate vom
Kleintier

Welche Rolle die klassischen Pathotypen von E. coli als Erreger von Gastroenteritiden bei
Hund und Katze spielen ist nicht bekannt. Dagegen ist E. coli sicher einer der haufigsten
Verursacher von Infektionen des Urogenitaltraktes dieser Tiere. Dabei sind bakterielle
Infektionen der Harnwege bei Hunden im Allgemeinen haufiger anzutreffen als bei Katzen,
da diese Uber eine hohere Konzentrationsfahigkeit des Urins verfigen. Meist sind die
unteren Harnwege betroffen, jedoch ist ein Aufsteigen der Bakterien in die Harnleiter und die
Nieren eine haufige Folge solcher Infektionen (Lees and Rogers 1986; Wilson, Keefe et al.
1988; Norris, Williams et al. 2000; Oluoch, Kim et al. 2001). AuBerdem ist E. coli der am
haufigsten bei Hindinnen und Katzinnen mit Pyometra isolierte Mikroorganismus. Hierbei
wiesen Uteri, die mit cnfl-positiven E. coli-Stdmmen infiziert waren, die schwersten
histologischen Lasionen auf (Dhaliwal, Wray et al. 1998).

Entsprechend der klinischen Relevanz konzentriert sich die Mehrheit der Studien zu E. coli
bei Hunden und Katzen auf deren Uropathogenitat. Uber Durchfall-auslésende E. coli bei
diesen Tierarten konnte in der Literatur nur sehr wenig gefunden werden. Auf Grund dieser
Tatsache ist der Vergleich zwischen den UGTI-Isolaten und den GE-Isolaten von Hund und

Katze in dieser Studie besonders interessant.

Obwohl Stamme des Serotyps O2 bei den Haustieren ausschlief3lich aus dem UGT und des
Serotyps O74 ausschlieB3lich aus dem GIT isoliert werden konnten, sowie der Serotyp O18
signifikant haufiger im UGT der Tiere vorkam, wurde besonders im Vergleich mit den
humanen Isolaten ein geringer Unterschied in der Verteilung der Serotypen innerhalb dieser
beiden Habitate deutlich (Tabelle 1 und Abb. 2). Hervorzuheben sind die besonders haufig
mit humanen UPEC assoziierten Serotypen 02, O6 und 025 (Abe, Salvador et al. 2008;
Lau, Reddy et al. 2008), die bei den Tieren sogar haufiger im GIT als im UGT nachgewiesen
wurden. Unter den O-Serotypen, die héufig bei UGTI des Menschen nachgewiesen wurden,
kam nur O1 nicht bei den Isolaten vom Kleintier vor. Bei den Tieren trifft dies fur die
Serotypen O18 und O74 zu, die bei den humanen Isolaten bei keiner der beiden
Erkrankungen gefunden wurden, beim Tier im UGT jedoch sehr h&ufig. Von den mindestens
sechsmal bei den GIT-Isolaten des Menschen nachgewiesenen O-Serotypen konnte bis auf
ein Isolat mit dem Serotyp O26 keiner bei den 139 E. coli-Isolaten von Hunden und Katzen

gefunden werden.

Die Produkte der virulenzassoziierten Gene (VAGe), auf die die 139 E. coli-Isolate von

Haustieren getestet wurden, haben unterschiedliche Funktionen, die letztendlich die
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Kolonisierung und Invasion des Wirtes fordern, eine Vermeidung oder Stérung dessen
Immunsystems ermoglichen oder zu einer Verletzung und / oder einer Entziindung des
Gewebes des Wirtes fuhren kénnen.

Die Virulenz eines Stammes ist meistens verbunden mit dem Vorhandensein verschiedener
VAGe (Picard, Garcia et al. 1999; Yuri, Nakata et al. 2000). Diese wiederum wurden in der
Vergangenheit mit bestimmten Klonen oder phylogenetischen Gruppen assoziiert (Picard,
Garcia et al. 1999; Johnson, Kaster et al. 2003). Nach der Meinung einiger Autoren sagt der
PCR-Nachweis verschiedener VAGe wesentlich mehr Uber die Pathogenitat eines Stammes
aus als dessen O-Serotyp (Yuri, Nakata et al. 2000). Es gibt jedoch auch Untersuchungen,
die vermuten lassen, dass nach dem bloRen Nachweis eines DNA-Abschnittes von einem
dieser Gene mittels PCR noch keine Aussage Uber die Virulenz des Stammes getroffen
werden kann, da die virulenzassoziierten Gene in einigen Stammen nicht exprimiert werden
(Zdziarski, Svanborg et al. 2008).

Von den meist als entscheidend fiir die Pathogenitat von UPEC beschriebenen VAGe, der P-
Fimbrie (pap), der S-Fimbrie (sfa), dem afimbriellen Adhasin (afa), dem Hamolysin A (hlyA),
dem Zytotoxischen Nekrosefaktor 1 (cnfl) sowie dem Eisenakquisitionssystem Aerobactin
(iucD) (Feria, Machado et al. 2001), konnte in dieser Untersuchung nur fir cnfl ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Habitaten festgestellt werden. Viele Studien
bestétigen, dass dieses VAG die Uropathogenitéat eines Stammes erheblich steigert (Yuri,
Nakata et al. 2000; Rippere-Lampe, O'Brien et al. 2001). Obwohl bei den Isolaten von Hund
und Katze dieses Gen signifikant mit den UGT-Isolaten assoziiert ist, ist jedoch auf Grund
seiner geringen Pravalenz (36,2 %) unter den UPEC-Stammen anzunehmen, dass er fir
eine UGTI nicht essentiell ist. Zudem konnte dieser Virulenzfaktor bei einer Untersuchung an
GE-Isolaten von Hunden bei 17 von 24 Stammen nachgewiesen werden (Prada, Baljer et al.
1991).

Eine Erklarung fir das vermehrte Auftreten von ,uropathogenen“ VAGen bei Kot-Isolaten
ware auch die Moglichkeit, dass bei diesen die Expression dieser Gene unterbleibt, da deren
Expression einen besonderen genetischen Background benétigt (Picard, Garcia et al. 1999;
Escobar-Paramo, Clermont et al. 2004), der bei den Genomen kommensaler bzw.
durchfallerregender E. coli nicht gegeben ist (Welch, Burland et al. 2002). Sie fuihren daher
zu keiner entsprechenden Virulenz.

Von den besonders haufig nachgewiesenen VAGen wie fimC, ompA, mat oder feoB ist
anzunehmen, dass sie entweder sehr friih in der Phylogenie von E. coli entstanden sind, und
sich so weit verbreiten konnten, dass sie sehr mobil sind, oder dass sie einen starken
evolutiondren Vorteil bringen, so dass sie sich sehr schnell verbreitet haben (Johnson,

Kaster et al. 2003). In beiden Fallen sind sie zwar fir die Diagnostik eines Pathotyps
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uninteressant, einige von ihnen kdnnten jedoch mdgliche Ziele fir Impfstoffe darstellen
(Johnson, Kaster et al. 2003).

Von den, mit einer Pathogenitat fir den Intestinaltrakt verbundenen, getesteten Genen sind
die Gene fur ST 1 und 2, LT 1 sowie die Fimbrien 4, 5, 6, 18 und 41 mit ETEC, Intimin mit
EPEC und STX 1 und 2 mit STEC assoziiert (Franck, Bosworth et al. 1998; Cornick, Matise
et al. 1999; DebRoy and Maddox 2001; Persson, Olsen et al. 2007). Nur jeweils vier der
getesteten GE-Isolate waren positiv flir das hitzestabile Enterotoxin 1 bzw. Intimin. Fir die
Ubrigen Isolate konnten keine VAGe fiir das Habitat Darm festgestellt werden. Es kénnte sich
demnach um avirulente Stamme handeln (Turner, Chaudhuri et al. 2006), die entweder nicht
die Ursache flr die GE waren oder diese nur in Verbindung mit anderen Faktoren auslésen
konnten. In anderen Studien, in denen ebenfalls E. coli-Isolate von Hunden mit Diarrh¢ auf
die oben genannten Toxine und Fimbrien getestet wurden, konnten diese &hnlich selten
nachgewiesen werden (Turk, Maddox et al. 1998; Starcic, Johnson et al. 2002).
Interessanterweise jedoch, genau wie in dieser Studie, UPEC-assoziierte VAGe relativ
haufig (Starcic, Johnson et al. 2002). Die Autoren diskutieren als Erklarung hierfir mehrere
Moglichkeiten. 1. Die Stamme koénnten ,bifunktional“ sein und sowohl UGT-Infektionen als
auch Diarrhd verursachen, 2. konnten die Isolate darmpathogene Stdmme sein, die UPEC
lediglich &hnlich sind (oder andersherum) oder 3. es sind UPEC-Stdamme, die zwar
dominierend im Darm sind, jedoch nicht die Ursache der Diarrh6. Die erste Theorie wird
durch den Nachweis verschiedener Diarrhd-assoziierter VAGe in UPEC-Stdmmen in einer
anderen Studie unterstitzt (Abe, Salvador et al. 2008), jedoch konnte dies in unseren
Untersuchungen nicht bestatigt werden. Zudem spricht dagegen, dass Burland und Welch
nur geringe Ubereinstimmungen der Genome der verschiedenen Pathotypen finden konnten
(Welch, Burland et al. 2002). Eine weitere Theorie anderer Autoren ist, dass die
extraintestinale Virulenz nur ,zufallig“ infolge einer Anpassung an das Habitat Darm
entstanden ist, da die entsprechenden VAGe hier ebenfalls die Fithness der Bakterien

verbessern (Le Gall, Clermont et al. 2007).

Da sich die MLST fir epidemiologische Langzeitstudien besonders eignet (Spratt and
Maiden 1999; Aanensen and Spratt 2005; Tartof, Solberg et al. 2005; Maiden 2006; Wirth,
Falush et al. 2006) wurde diese Methode verwendet um die Verwandtschaft der Isolate
untereinander zu ermitteln und diese zusétzlich in die Gesamtpopulation von E. coli
einordnen zu kénnen.

Da die MLST auf der Sequenzierung hoch konservierter Housekeeping-Gene basiert, ist es
moglich die Verwandtschaft zwischen fernverwandten Stammen, die an unterschiedlichen

Orten und zu unterschiedlichen Zeiten isoliert wurden, darzustellen. Im Gegensatz hierzu
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eignen sich klonale Analysen, die auf dem sich durch Mutationen und horizontalen
Gentransfer schnell verandernden Genom beruhen, nur fir nahverwandte Stamme, die
ortlich und zeitlich begrenzt isoliert wurden (Wirth, Falush et al. 2006).

Da bisher nur sehr wenige E. coli-Isolate von Hunden und Katzen sequenztypisiert wurden,
stellen die Ergebnisse dieser Studie eine grofRe Bereicherung fir das Wissen Uber die
Epidemiologie pathogener caniner und feliner E. coli-Stdamme dar. Ebenso wird die
Verwandtschaft dieser Stamme mit humanpathogenen Stammen deutlicher. Dies ist durch
das enge Zusammenleben des Menschen mit diesen Haustieren und das damit verbundene

Ubertragungsrisiko von besonderer Bedeutung.

Bei den 139 Isolaten von Hunden und Katzen war auffallig, dass keiner der sieben
mindestens fliinfmal vorkommenden STen fir eine Erkrankung exklusiv war (Tabelle 12). Mit
Ausnahme des ST12 konnte flr keinen Sequenztypen ein signifikanter Unterschied in der
Pravalenz zwischen den beiden Erkrankungen nachgewiesen werden. Und auch der ST12
kam zwar mit 18,8 % signifikant haufiger bei den Isolaten von UGTI vor, jedoch mit einer
Pravalenz von 7,1 % auch haufig bei den GE-Isolaten. ST73 und ST141 kamen fast gleich
haufig bei den GE-Isolaten wie bei den UGT-Isolaten vor. Diese Ahnlichkeit der Verteilung
der STen innerhalb der beiden Gruppen von Isolaten wird umso deutlicher, wenn man diese
mit der Situation bei den humanen Isolaten vergleicht (Abb. 3), bei denen es mit Ausnahme
des ST10 kaum Uberschneidungen zwischen den beiden Habitaten gibt.

Interessant ist, dass die nach der MLST-Datenbank (http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli)
besonders haufig mit humanen UPEC assoziierten ST73 (Zdziarski, Svanborg et al. 2008)
(6,4 %) und ST141 (6 %) bei den Haustieren &hnlich haufig im Darm (22,9 % bzw. 8,6 %)
wie im UGT nachgewiesen werden konnten. Die im Kot der Tiere ebenfalls mehrfach
nachgewiesenen ST12 (7,1 %) und ST80 (5,7 %) konnten ebenfalls, wenn auch mit
geringerer Pravalenz (1,8 % bzw. 2,1 %), den humanen UPEC zugeordnet werden

Die am haufigsten mit humanen UPEC assoziierten ST69 (9,3 %) und ST95 (8,9 %) sowie
der funfthaufigste ST131 (5,7 %) konnten dagegen bei den Isolaten vom Tier nicht

nachgewiesen werden.

Eine derartige Variabilitat, wie sie fur die STen der humanen GE-Isolate zu erkennen war
konnte bei den Isolaten vom Tier nicht festgestellt werden.

Die UGTI-Isolate vom Tier sind &hnlich stark mit bestimmten Phylotypen assoziiert wie die
vom Menschen. Die entsprechenden Phylo- und O-Serotypen finden sich haufig in der
normalen Darmflora dieser Tiere (Johnson, Kaster et al. 2003).

Diese Beobachtungen, sowie die Virulenzmuster der GE-Isolate fliihren zu der Vermutung,

dass es sich bei dem dominierenden Stamm im Kot der an Durchfall erkrankten Tiere nicht
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um den INPEC-Stamm handelte. In anderen Studien zeigten sich UPEC-Stamme haufig als
die dominierenden Stamme im Darm von Hunden (Low, Braaten et al. 1988; Ling, Norris et
al. 2001; Johnson, Kaster et al. 2003). Fur diese Annahme spricht auch die Tatsache, dass
bei den meisten GE-Isolaten keine Enterotoxine oder darmspezifische Fimbrien
nachzuweisen waren, da die verschiedenen Pathotypen unter den InPEC Uber das
Vorhandensein dieser Toxine und Fimbrien definiert sind (DebRoy and Maddox 2001;
Persson, Olsen et al. 2007). In anderen Studien konnten dagegen E. coli-Isolate von an GE
erkrankten Hunden bzw. Menschen zu fast 50 % Enterotoxin-positiv getestet werden (Prada,
Baljer et al. 1991; Hammermueller, Kruth et al. 1995; Bouzari, Jafari et al. 2007). Da P-
Fimbrien mit dem Pyelonephritis-assoziierten Pilus (Pap) auch an Rezeptoren im Darm
binden, ist es auch moglich, dass die isolierten Stamme an dem Durchfallgeschehen beteiligt
waren (Wold, Caugant et al. 1992; Adlerberth, Hanson et al. 1995; Starcic, Johnson et al.
2002) ohne InPEC zu sein. Dass UPEC madglicherweise auch darmpathogen sind, wurde in
einer Studie durch den Nachweis anderer mit Diarrhd verbundener Virulenzfaktoren
untermauert (Abe, Salvador et al. 2008), der Beweis durch ein in vivo Modell fehlt hier
allerdings noch. Da in der genannten Studie gezeigt werden konnte, dass UPEC-Stamme
auch fur InPEC typische VAGe tragen konnen, ist es fir den Nachweis solcher Stdmme
wichtig, dass die Isolate aus dem GIT auch in der vorliegenden Studie von an Diarrhd
erkrankten Tieren und nicht aus dem Kot gesunder Tiere gewonnen wurden. Fir die 69
Isolate von an UGTI leidenden Tieren konnten wir jedoch keine mit INPEC assoziierten
VAGe finden.

Auf Grund der deutlichen Zusammenhénge zwischen dem Sequenztyp der Stdmme und den
O-Serotypen, ist es mdglich die Ergebnisse dieser Studie mit den Ergebnissen ahnlicher
vorangegangener Studien, die meist nur eine O-Serotypisierung vorgenommen haben, zu
vergleichen. So konnten die O-Seroguppen 02, 04, 06, 018, 022 sowie 025 immer wieder
mit Infektionen des UGT des Menschen in Zusammenhang gebracht werden (Johnson,
Kaster et al. 2003; Lau, Reddy et al. 2008). Durch die deutliche Korrelation dieser Gruppen
mit den Sequenztypen ST12, ST73, ST127 sowie ST141 (Tabelle 18) liegt die Vermutung
nahe, dass auch dies Stamme waren, fur die der Kot von Hund und Katze ein Reservoir
darstellt. Zuséatzlich ist die Korrelation zwischen der MLST und der Serotypisierung eine
Bestatigung daflir, dass die O-Serotypisierung eine relativ aussagekréaftige Methode zur
Charakterisierung eines E. coli-Stammes ist. Sie ist jedoch auf Grund des Austausches, dem
aulRere Antigene unterliegen, nicht vollkommen zuverlassig. Die beiden haufigsten
»~oequenz-O-Typen® sind ST12-O18 und ST73-06. Ersterer ist gar nicht und letzterer nur
zweimal unter den humanen Stammen zu finden. In einer Untersuchung an humanen UPEC,

es handelte sich um extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-produzierende E. coli, eine
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besondere klonale Gruppe, war der ,Sequenz-O-Typ“ ST131-025 mit 48,8 % héaufig
vertreten (Lau, Reddy et al. 2008), dieser konnte hier zwar bei den Isolaten vom Kleintier
nicht nachgewiesen werden, jedoch in einer neueren Studie von Ewers et al. bei 5,6 % der
Isolate von verschiedenen Haustieren, darunter neun Isolate von Hunden (Ewers, Grobbel et
al.). Ob die VerknlUpfung dieser Typisierungsmethoden sinnvoll ist muss in nachfolgenden

Studien mit mehr Isolaten weiter untersucht werden.

Es konnten im Durchschnitt fir die Stamme der Sequenztypen ST80 (19), ST73 (18,5) sowie
ST141 (18,3) deutlich mehr mit UPEC assoziierte Gene, und fir ST10 (8,4) deutlich weniger
VAGe nachgewiesen werden, als fir die Gesamtheit der Isolate von Hunden und Katzen
(15,8). Die GE- und UGTI-Stamme unterschieden sich in der durchschnittlichen Anzahl an
VAGen nur gering (GE: 15,5; UGTI: 16,1). Bei der Betrachtung der Gene sat, tia, ireA, und
iha mit relativ geringer Pravalenz (zwischen 7,2 % und 28,1 %) fallt auf, dass diese gehauft
in den ST-Komplexen STC73 und STC12 vorkommen. Diese ST-Komplexe korrelieren stark
mit den O-Serotypen 06 bzw. O18. Diese ,Sequenz-O-Typen® koénnten besonders
extraintestinal pathogen sein, da diese VAGe deutlich mit EXPEC assoziiert zu sein scheinen
(Ewers, Li et al. 2007).

5.2.1. Habitatspeazifitat

Betrachtet man die Ergebnisse der MLST und der Sero- und Virulenzgenotypisierung der
139 E. coli-Isolate von Hunden und Katzen insgesamt, und vergleicht die Daten der Stamme
aus dem UGT mit denen der Stamme aus dem GIT, zeigen sowohl die phylogenetischen
Analysen als auch die Studie der VAGe, dass fur diese Tiere ihr eigener Kot eine
Hauptinfektionsquelle fir eine UGTI darstellt. Das heil3t, dass dieser ein Reservoir flr canine
und feline uropathogene E. coli ist. Zum Beispiel konnte der auf Grund seines
Virulenzgenmusters vermutlich extraintestinal pathogene ,Sequenz-O-Typ“ ST73-06 (s.0.)
hauptséachlich (81,8 %) im Kot der Tiere nachgewiesen werden.

In einer anderen Studie wurden von Hunden mit UGTI sowohl aus dem Urin als auch dem
Kot E. coli isoliert und die Isolate desselben Wirtes jeweils gepaart. Sieben der acht Paare
zeigten gleiche DNA-Sequenzen fur drei Virulenz-assoziierte Gene und gleiche
phanotypische Eigenschaften (Low, Braaten et al. 1988). In einer dhnlichen Studie wurden
solche Paare mittels RAPD-Analyse, O-Serotypisierung und Virulenzgenotypisierung
verglichen. Bei 20 der 37 Paare waren die jeweiligen Isolate auf der Basis der verwendeten
Methoden gleich. Die 17 Kot-Isolate, die sich von dem dazugehérigen Urin-Isolat
unterschieden, trugen deutlich weniger VAGe (Johnson, Kaster et al. 2003). Diese

Ergebnisse werden durch weitere Studien bestétigt (Yuri, Nakata et al. 1998; Johnson,
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O'Bryan et al. 2000; Johnson, Kaster et al. 2003). Generell konnten UPEC-typische VAGe
immer wieder in Kot-Isolaten von Hunden nachgewiesen werden (Chen, Wright et al. 2003).
Eine mdogliche Erklarung wére, dass die ,Spezielle-Pathogenitats-Hypothese® (Johnson,
Kaster et al. 2003) fur E. coli-Stamme von Hund und Katze nicht zutrifft, dass E. coli hier
keine speziellen Pathotypen bildet, und dass andere Faktoren fiir die Entwicklung einer
Erkrankung durch dieses Bakterium noétig sind, oder dass diese Erreger weitaus vielseitiger
sind als bisher angenommen (Starcic, Johnson et al. 2002; Abe, Salvador et al. 2008).

Auch in keiner dieser Studien wurde die enge Verwandtschaft von Kotisolaten mit UPEC-
Stammen mittels MLST bestéatigt. FUr die Betrachtung der Epidemiologie dieser Stamme ist
dies jedoch essentiell, da die Phylogenie dieser Erreger nur durch eine Methode eindeutig
geklart werden kann, deren Ergebnisse durch horizontalen Gentransfer nur gering verzerrt

werden kénnen.

5.2.2. Zoonosepotential

Beim Vergleich der Ergebnisse der Sequenz- sowie der Serotypisierung der humanen UGTI-
Isolate mit denen der animalen Isolate sind Hinweise fiir ein Zoonosepotential dieser
Stamme zu erkennen. Die fir humane UPEC typischen O-Serotypen 02, O6 und O25 sind
auch die im Darm der Tiere am haufigsten nachgewiesenen. Genauso verhalt es sich fur die
Sequenztypen ST73 und ST141. Die unter den humanen UGTI-Isolaten jedoch am
haufigsten vertretenen ST69 und ST95 sowie der vierthaufigste O-Serotyp O1 konnten unter
den Tierisolaten nicht gefunden werden. Es mag sein, dass fur diese Stamme Hund und
Katze kein Reservoir darstellen, nichtsdestotrotz wird das Zoonoserisiko anderer Stdmme
auch durch die Virulenzgenotypisierung der animalen Isolate bestéatigt.

Zum einen ist hier die hohe Pravalenz der fir humane UPEC typischen VAGe an sich
erwdhnenswert, zum anderen die, bis auf wenige Ausnahmen, fast gleichen Pravalenzen
dieser VAGe bei den Tierisolaten aus dem GIT, bei denen aus dem UGT und bei den
humanen UPEC in einer anderen Untersuchung (Ewers, Li et al. 2007).

Zusatzlich wird diese Theorie in der Literatur immer wieder bestatigt. In vielen Studien
wurden Isolate von Menschen mit einer UGTI mit Isolaten von Hunden und zum Teil auch
Katzen mit UGTI bzw. mit Isolaten aus dem Kot dieser Tiere verglichen und als sehr ahnlich
bis identisch befunden (Low, Braaten et al. 1988; Wilson, Keefe et al. 1988; Yuri, Nakata et
al. 1998; Johnson, O'Bryan et al. 2000; Ling, Norris et al. 2001; Starcic, Johnson et al. 2002;
Johnson, Kaster et al. 2003). In einer Studie von Johnson et al. wurden von einem
Familienhund 0Uber drei Jahre, immer wahrend dieser an einer UGTI litt, Urin-Proben
entnommen und mit Stuhl-Proben von Familienmitgliedern verglichen, die zur gleichen Zeit

entnommen wurden (Johnson, Clabots et al. 2008). Es zeigte sich, dass sich Hunde auch mit
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humanen Stammen infizieren, d.h. die Ubertragung zwischen Mensch und Hund kommt in
beiden Richtungen vor. Solberg et al. zufolge kénnen Urogenitaltraktinfektionen nicht nur als
Einzelerkrankungen, sondern auch als Ausbriiche auftreten (Tartof, Solberg et al. 2005), dies

unterstitzt die Annahme einer exogenen Infektionsquelle fur den Menschen.

Dennoch gibt es auch viele Autoren, die Unterschiede zwischen humanen und animalen
UPEC beschreiben (Garcia, Bergmans et al. 1988; Chen, Wright et al. 2003).
Untersuchungen Uber die Verteilung der papG-Allele | bis Ill und einer eventuell
vorhandenen Wirtsspezifitéat liefern widerspriichliche Ergebnisse. Einige fanden eine
Spezifitat fur Hund und Katze fir papG lll bzw. eine fiir Menschen fur papG Il (Turk, Maddox
et al. 1998; Ling, Norris et al. 2001), andere konnten keine Wirtsspezifitat feststellen (Low,
Braaten et al. 1988; Johnson, O'Bryan et al. 2000; Feria, Machado et al. 2001).

In den oben erwahnten Studien fehlt jedoch die Bestimmung des phylogenetischen
Hintergrundes der Tierisolate, so dass die epidemiologische Bedeutung des
Zoonosepotentials dieser Stdmme nicht eingeschétzt werden kann. Da keine bisher
bekannte Virulenzfaktorkombination exklusiv und essentiell fir UPEC ist, kann ein Stamm
durch Nachweis dieser VAGe zumindest nicht eindeutig als UPEC klassifiziert werden. Dies
bestétigen auch andere Untersuchungen (Johnson, Kaster et al. 2003). Bisher fand eine
Klassifizierung meist Gber die Quelle der Isolierung und den klinischen Vorbericht statt.

Durch die Verwendung der MLST in dieser Studie konnte die enge Verwandtschaft der
Isolate von Hunden und Katzen mit humanen UPEC-Stdmmen eindeutig belegt werden.
Zudem konnte eine hohe Pravalenz von nach ihrem Virulenzgenmuster wahrscheinlich
uropathogenen Stammen bei diesen Haustieren bestimmt werden. Dies ist besonders
wichtig fur die Einschatzung des Infektionsrisikos fir den Menschen.

Fur die darmpathogenen E. coli-Stamme des Menschen scheinen Hunde und Katzen kein
regelmafiges Reservoir darzustellen, da es hier, mit Ausnahme des ST10 und der jeweils
vier auf ST1 bzw. Intimin positiv getesteten Isolate, weder bei der Sero- und
Sequenztypisierung noch beim Virulenzfaktormuster Ubereinstimmungen gab. Das

Zoonoserisiko fur eine E. coli-Gastroenteritis scheint bei diesen Haustieren gering zu sein.

Zusammengefasst unterstitzen die Ergebnisse dieser Untersuchung zwei Annahmen
friherer Publikationen. Zum einen, dass der Darm von Hunden und Katzen ein Reservoir flr
uropathogene E. coli-Stamme darstellt und fir diese Tiere ihr eigener Darm eine
Hauptinfektionsquelle darstellt, und zum anderen, dass diese Stdmme auch fir den

Menschen pathogen sein kdnnen.
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Den eindeutigen Beweis fur die enge Verwandtschaft der Kot- mit den UGT-Isolaten bzw. der
animalen mit den humanen Isolaten mittels MLST wurde jedoch nur in dieser Studie
erbracht.

Da Hunde und Katzen eng mit dem Menschen zusammenleben und ihr Darm als Reservoir
fur humane UPEC zumindest sehr wahrscheinlich ist, ist es wichtig zu betonen, dass alle
nétigen Hygienemalnahmen, die zur Vermeidung einer Ubertragung von Erregern aus dem

Kot dieser Tiere auf den Menschen notig sind, strikt eingehalten werden sollten.

5.3. Habitatspezifitat und Zoonosepotential der Isolate vom
Schwein

Auch beim Schwein fluhren verschiedene E. coli-Pathotypen zu intestinalen und
extraintestinalen Erkrankungen. Die wichtigsten extraintesinalen durch E. coli Infektionen
verursachten Erkrankungen beim Schwein sind die Kolisepsis (Neonatale E. coli-Septikamie)
sowie Urogenitaltraktinfektionen, zu denen als haufigste Formen die coliforme Mastitis (auch
Mastitis-Metritis-Agalaktie-Syndrom (MMA)) sowie die Zystitis mit einer Pyelonephritis als
mogliche Komplikation zahlen.

Zur Kolisepsis kommt es in der Regel nur bei Ferkeln, die unzureichend kolostrale Antikorper
aufgenommen haben, durch parenterale Infektionen (Nabelinfektion). Meistens kommt es
nach zwolf bis 48 Stunden zum Tode.

In Sauenbetrieben stellen Harnwegsinfektionen mit einer Pravalenz von 11 bis 48 % und als
Ursache von 32,4 % der Todesfélle eine der haufigsten Erkrankungen dar (Carr and Walton
1993; Karg and Bilkei 2002; Krag, Hancock et al. 2008). Entzindungen der Harnorgane
finden sich eher bei alteren Sauen und entstehen in der Regel nach einer aszendierenden
Infektion der Blase, die sich am haufigsten zum Zeitpunkt der Geburt oder wahrend des
Puerperiums im Zusammenhang mit Infektionen des Genitaltraktes entwickelt. E. coli stellt
fur diese Infektionen den haufigsten Erreger dar (Almanjd and Bilkei 2008; Krag, Hancock et
al. 2008). Diese Zystitiden werden als pradisponierender Faktor fir das MMA-Syndrom
angesehen, da sie als Reservoir fur koliforme Keime in Frage kommen, die galaktogen in die
Milchdrisen eindringen oder auch aszendierend den Uterus besiedeln kdnnen.

Das MMA-Syndrom gehort, mit einer Préavalenz von im Durchschnitt 13 %, einer Mortalitat fur
die Ferkel der erkrankten Sauen von 56 % und als Ursache von 24,5 % der Todesfélle von
Muttersauen, weltweit zu den wirtschaftlich bedeutsamsten Schweinekrankheiten
(Hermansson, Einarsson et al. 1978; Backstrom, Morkoc et al. 1984; Karg and Bilkei 2002;
Hirsch, Philipp et al. 2003). Bei der Mehrzahl der an MMA erkrankten Sauen lasst sich eine
durch koliforme Bakterien verursachte Mastitis (Kolimastitis) mit Hypogalaktie sowie eine

Genitaltraktinfektion mit Scheidenausfluss und gestortem Allgemeinbefinden nachweisen.
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Der in diesem Zusammenhang am haufigsten (50 -72 %) isolierte Erreger ist ebenfalls E.
coli, die hier jedoch auch zu einem groRen Anteil mit anderen Erregern in einer
Mischinfektion vorkommen (Ross, Christian et al. 1969; Bertschinger, Pohlenz et al. 1977,
Ross, Harmon et al. 1983; Korudzhiiski, Bozhkova et al. 1987; Hirsch, Philipp et al. 2003).
Die wichtigsten intestinalen Erkrankungen durch E. coli-Infektionen beim Schwein sind die
Kolidiarrhé der Saugferkel oder ,Koliruhr* (Enteric colibacillosis, Neonatal diarrhoea (ND)),
die Kolidiarrhd der Absatzferkel (Postweaning diarrhoe (PWD)) sowie die Kolienterotoxamie
(Odemkrankheit) (Blanco, Lazo et al. 2006). Die beiden erstgenannten Erkrankungen werden
durch ETEC-Stamme ausgeldst, die jedoch zum Teil unterschiedliche Fimbrien sowie
unterschiedliche O-Antigene tragen (ND meist mit F5, F6 oder F41 und PWD meist mit F4
oder F18 assoziiert (Zhang, Zhao et al. 2007)).

Diarrho ist eine der haufigsten Erkrankungen bei Saug- und Absatzferkeln weltweit und ist
verantwortlich fir 10,8 % der Sterblichkeit unter diesen Tieren. Ein groRer Anteil dieser
Gastroenteritiden wird durch E. coli verursacht (Ngeleka 2002).

Die Odemkrankheit wird durch Stx2e-produzierende E. coli ausgeldst. Es kommt neben einer
durch Enterotoxine ausgelésten Diarrhd, nach Aufnahme des Shiga-Toxins in den
Blutkreislauf, zur GefaRschadigung, in deren Folge Odeme auftreten (Barman, Deb et al.
2008).

5.3.1. Habitatspeazifitat

Bei den Pravalenzen fir die 34 ExPEC-assoziierten sowie den elf INPEC-assoziierten Gene,
auf die die 53 Isolate vom Schwein getestet wurden, konnten deutliche Unterschiede
zwischen den beiden Habitaten UGT und GIT festgestellt werden. Generell konnten wie
erwartet etwas hohere Préavalenzen fur die meisten EXPEC-assoziierten Gene bei den 23
Isolaten von Schweinen mit UGTI bzw. signifikant hohere fir die InPEC-assoziierten Gene
bei den 30 Isolaten von Schweinen mit Gastroenteritis ermittelt werden (Tabelle 6 und 7).
Einzige Ausnahmen stellten dabei die sechs EXPEC-assoziierten Gene hlyA (GE: 63,3 %;
UGTI: 8,7 %), hrlA/hek (GE: 26,7 %; UGTI: 17,4 %); Rpai (malX) (GE: 10 %; UGTI: 4,3 %);
sfa/foc (GE: 13,3 %; UGTI: 4,3 %); chuA (GE: 20 %; UGTI: 8,7) sowie astA (EAST 1) (GE:
26,7; UGTI: 8,7) dar, die zwischen 1,5 bis sieben mal haufiger im GIT als im UGT
nachgewiesen wurden. Obwohl das Hamolysin hlyA nach verschiedenen Untersuchungen
klar mit UPEC assoziiert ist und auf der Pathogenitatsinsel Il des UPEC Stammes J96
lokalisiert ist (Ewers, Li et al. 2007), konnte es auch immer wieder in intestinalen E. coli-
Isolaten nachgewiesen werden (Schierack, Steinruck et al. 2006; Wu, Chapman et al. 2007).
Auch die Fimbrien sfa/foc (S- und F1C-Fimbrien) sind Teil einer UPEC-Pathogenitatsinsel

und konnten in einer Studie an 65 humanen UPEC in der Halfte der Stamme nachgewiesen
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werden (Ewers, Li et al. 2007), jedoch konnten auch diese bereits in anderen Studien
vermehrt in porcinen intestinalen E. coli-Isolaten, besonders in Zusammenhang mit der P-
Fimbrie gefunden werden (Maiti, Harel et al. 1993; Johnson, Kuskowski et al. 2003). Das
plamidkodierte Enteroaggregative hitzestabile Enterotoxin 1 (EAST-1) ist nicht nur mit
EXPEC assoziiert, sondern konnte bereits in vielen verschiedenen E. coli-Pathovaren (u.a.
ETEC, EPEC und STEC) von Mensch und Tier nachgewiesen werden (Yamamoto and
Nakazawa 1997; Choi, Cho et al. 2001; Frydendahl 2002; Ngeleka, Pritchard et al. 2003;
Noamani, Fairbrother et al. 2003; Osek 2003) und war in einer Studie, in der 250 porcine
intestinale E. coli-Isolate auf elf verschiedene InPEC-assoziierte Virulenzfaktoren getestet
wurden, mit einer Préavalenz von 65 % der haufigste Virulenzfaktor (Vu-Khac, Holoda et al.
2007). Da die Ubrigen oben genannten, haufiger in Isolaten aus dem GIT nachgewiesenen
VAGe nach bisherigen Untersuchungen als UPEC-assoziiert gelten, ist ihr 1,5 bis dreifach
haufigeres Vorkommen im Darm ulberraschend (Johnson, Kaster et al. 2003; Johnson,
Kuskowski et al. 2005; Ewers, Li et al. 2007).

Die Ubrigen der 34 getesteten EXPEC-assoziierten Gene kamen fast alle deutlich haufiger in
den Isolaten aus dem UGT vor.

Bei den InPEC-assoziierten Genen war die Situation genau umgekehrt, hier waren die VAGe
mit Pravalenzen von bis zu 50 % fir die Isolate aus dem Habitat GIT exklusiv.

Auch nach den Ergebnissen der MLST stellten sich die Isolate aus dem GIT gegeniber
denen aus dem UGT als sehr unterschiedlich dar. Hier gab es mit Ausnahme des ST10
keine Ubereinstimmungen zwischen den Isolaten der beiden Habitate. 80 % der Isolate aus
dem GIT gehoérten zu nur drei verschiedenen STen (ST100 (53,3 %), ST10 (13,3 %) und
ST1 (13,3 %)). Die STen der Isolate aus dem UGT waren sehr variabel. Der ST 398 kam hier
mit einer Pravalenz von 13 % am haufigsten vor.

Vergleicht man die Ergebnisse der MLST sowie der Virulenzgenotypisierung der porcinen
Isolate der beiden unterschiedlichen Habitate miteinander, ist eine Habitatspezifitat
wahrscheinlich. Diese Annahme wird durch andere Studien an E. coli-Isolaten von
Schweinen unterstiitzt. So wurden in einer Untersuchung 47 Isolate aus dem Kot von an
Durchfall erkrankten Schweinen sowie 158 Kotisolate von gesunden Schweinen auf 36
EXPEC-assoziierte Virulenzfaktoren getestet, jedoch konnten nur acht dieser
Virulenzfaktoren nachgewiesen werden (Wu, Chapman et al. 2007). In einer anderen Studie
wurden 151 Kotisolate vom Schwein auf 13 ExPEC-assoziierte Virulenzfaktoren getestet,
und auch diese Isolate waren fur die meisten der getesteten Virulenzfaktoren negativ.
Zusatzlich wurden die ECOR-Gruppen dieser Stamme bestimmt und festgestellt, dass sie,
im Gegensatz zu ExXPEC, die in der Regel zu den ECOR-Gruppen B2 und D gehoren, alle
zur Gruppe B1 oder A gehdrten (Dixit, Gordon et al. 2004).
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Die in dieser Studie gewonnenen Daten schlieBen jedoch den Darm der Schweine als
Reservoir fur ExXPEC nicht aus, da jeweils nur der dominierende Stamm, der hdchst
wahrscheinlich auch der entsprechende Diarrh6-auslésende Stamm war, isoliert wurde.
Jedoch besiedeln in der Regel noch weitere E. coli-Stamme den Darm. Die Ergebnisse
einiger anderer Studien lassen dies sogar als sehr wahrscheinlich erscheinen. So konnten im
Kot gesunder Schweine viele EXPEC-ahnliche Stamme gefunden werden (Schierack, Walk
et al. 2008). In einer anderen Studie trugen 5,9 % von 204 E. coli-Isolaten von an Durchfall
erkrankten Schweinen nur ExPEC-assoziierte und keine InPEC-assoziierten Gene (Toth,
Oswald et al. 2000). Andere Autoren bezeichneten Stamme aus dem GIT von Schweinen auf
Grund des Nachweises verschiedener Virulenzfaktoren als EXPEC und testeten diese
daraufhin auf noch weitere EXPEC-assoziierten Gene positiv (Johnson, Kuskowski et al.
2003). In mehreren weiteren Studien konnten extraintestinal pathogene Eigenschaften in
intestinalen Isolaten von Schweinen nachgewiesen werden (Harel, Fairbrother et al. 1993;
Maiti, Harel et al. 1993; Dozois, Clement et al. 1997; Toth, Oswald et al. 2000; Chapman, Wu
et al. 2006).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Studie, in der bei den Isolaten von Schweinen mit
UGTI keine der INPEC-assoziierten Gene nachgewiesen werden konnten, kamen diese bei
einer anderen Untersuchung an E. coli-Isolaten von der gleichen Erkrankung bei Schweinen
neben einigen EXPEC-assoziierten Genen vor. Dies fihren die Autoren darauf zuriick, dass
UGTIs bei Schweinen normalerweise durch Bakterien aus dem Darm entstehen, die in den
UGT aufsteigen (de Brito, Leite et al. 1999), was jedoch nicht gleichbedeutend mit einem

dauerhaften Reservoir dieser Stamme im Darm der Schweine ist.

5.3.2. Zoonosepotential

Die Pravalenzen, die in dieser Studie fur die 34 EXPEC-assoziierten Gene bei Isolaten von
Schweinen mit UGTI ermittelt wurden, liegen bis auf wenige Ausnahmen alle deutlich
niedrieger als die Préavalenzen, die in einer anderen Studie fur die selben VAGe bei Isolaten
von Menschen mit UGTI (UPEC) nachgewiesen wurden (Ewers, Li et al. 2007). Dies ist
besonders ausgepragt bei den VAGen iha, afa/draBC, GimB-Insel, ireA, tia und fyuA, die bei
den Isolaten vom Schwein nicht vorkamen und bei den humanen Isolaten der oben
erwahnten Studie Pravalenzen von 22,7 %, 6,1 %, 9,1 %, 19,7 %, 31,8 % und 21,2 %
zeigten. Die fur die Virulenz von UPEC als sehr entscheidend beschriebenen VAGe papC
und sfa/foc wurden bei den humanen Isolaten wie erwartet mit Pravalenzen von jeweils 50 %

haufig nachgewiesen, kamen jedoch bei den porcinen Isolaten nur selten vor (jeweils 4,3 %).
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Bei den Ergebnissen der MLST fur die Isolate vom Schwein (GE und UGTI) in dieser Studie
und den STen der Isolate vom Menschen (GE und UGTI) der MLST-Datenbank
(http://mist.ucc.ie/mlist/dbs/Ecoli) gibt es, mit Ausnahme des ST10 (GE/Ms: 4 %; GE/Sw: 13,3
%; UGTI/Ms: 5 %; UGTI/Sw: 8,7 %) unter den mehr als einmal vorkommenden STen keine
Ubereinstimmungen.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Untersuchung auf ein geringes Zoonosepotential
der Isolate vom Schwein bezuglich humaner UGTIs hin. Nur ein Stamm (ST625) aus dem
UGT eines Schweins, der sowohl papC als auch hylA, sfa/foc und cnfl positiv war, wies mit
21 ExPEC-assoziierten VAGe ein Zoonosepotential auf. Die Ubrigen Stdmme trugen im
Durchschnitt 8,1 (3-21) EXPEC-assoziierte Gene. Die gleiche Schlussfolgerung lassen auch
die Ergebnisse anderer Untersuchungen zu (Wu, Chapman et al. 2007). In einer Studie
konnten nicht nur wenige der mit humanen UPEC assoziierten Gene in intestinalen E. coli-
Isolaten von Schweinen nachgewiesen werden, sondern das Zoonosepotential auch auf
Grund von Phylogenetischen Analysen sehr gering eingeschatzt werden (Dixit, Gordon et al.
2004). In einer der wenigen Untersuchungen an porcinen UPEC Stammen wurden deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Virulenzfaktoren zu humanen UPEC gefunden. Unter anderem
exprimierte nur eines der Isolate funktionelle P-Fimbrien und keines der Isolate war F1C-
Fimbrien (foc) sowie nur 35 % der Isolate fyuA positiv. Im Gegensatz zu humanen UPEC, die
fur dieses Gen Préavalenzen von 82 — 99 % zeigten (Takahashi, Kanamaru et al. 2006;
Houdouin, Bonacorsi et al. 2007). Zusatzlich wurde auch in dieser Studie eine
phylogenetische Untersuchung vorgenommen, die ergab, dass alle porcinen UPEC Stamme
zu den ECOR-Gruppen A und B1 gehdérten. Humane UPEC gehéren in der Regel zu den
ECOR-Gruppen B2 und D (Krag, Hancock et al. 2008).

Auf Grund der sehr dhnlichen Anatomie und Physiologie des humanen und porcinen UGT,
gehen allerdings viele Autoren davon aus, dass humane und porcine UPEC hinsichtlich ihrer
VAGe ahnlich sein missen (Krag, Hancock et al. 2008).

Viele Studien sprechen schlieB3lich auch dafiir, dass Schweine ein Reservoir fir human-
pathogene UPEC sind (Harel, Fairbrother et al. 1993; Dozois, Clement et al. 1997; Martins,
Martinez-Rossi et al. 2000; Toth, Oswald et al. 2000; Toth, Oswald et al. 2000; Girardeau,
Lalioui et al. 2003; Johnson, Kuskowski et al. 2003; Chapman, Wu et al. 2006; Schierack,
Walk et al. 2008). In einer Studie an porcinen UPEC-Stdmmen, in der diese auf
verschiedene UPEC-assoziierte Gene getestet wurden, zeigten sich flir diese VAGe sehr
ahnliche Pravalenzen wie in humanen UPEC. Allerdings trugen auch 16,1 % bzw. 22,6 %
der Stamme Gene fir die Enterotoxine LT und Stx1 (de Brito, Leite et al. 1999). In einer
Untersuchung in der ebenfalls porcine EXPEC auf 19 ExPEC-assoziierte Gene getestet
wurden, wurde insbesondere fiir alle Stamme das papG-Allel Il nachgewiesen, welches

stark mit E. coli-Isolaten von humanen Zystitiden verbunden ist (Dezfulian, Batisson et al.
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2003). Fur einige porcine und humane E. coli-Isolate der Serogruppe O78, extraintestinalen
sowie intestinalen Ursprungs, konnte mittels Vergleich verschiedener phéanotypischer
Eigenschaften sowie einiger Proteine eine Verwandtschaft festgestellt werden (Cherifi,
Contrepois et al. 1994).

Funf Pathotypen von E. coli sind klar mit Diarrhd beim Menschen assoziiert. Dies sind
Enteropathogene E. coli (EPEC), charakterisiert durch das Adhasin Intimin (eae),
Enteroaggregative E. coli (EAEC), charakterisiert durch aatA, einem Teil einer Genkassette,
die fur ein spezifisches ATP-bindendes Transportsystem kodiert (Nishi, Sheikh et al. 2003)
sowie dem haufigen Vorkommen des EAST-1-Toxins (astA) (Yamamoto and Echeverria
1996), Enterotoxische E. coli (ETEC), charakterisiert durch hitzestabile (ST-1 und ST-2) und
hitzelabile Enterotoxine (LT), Enteroinvasive E. coli (EIEC), charakterisiert durch das
Invasivplasmid-Antigen H (ipaH) sowie Shiga-Toxin-bildende E. coli (STEC), charakterisiert
durch Shiga-Toxine (Stx1 und Stx2) (Aranda, Fagundes-Neto et al. 2004; Hien, Scheutz et
al. 2008). Einige dieser Virulenzfaktoren konnten bei den Isolaten von Schweinen mit GE mit
hoher Pravalenz (LT: 50 %; ST-2: 46,7 %, ST-1: 33,3 %; EAST1: 26,7 %; Stx2: 23,3 %)
nachgewiesen werden. Intimin sowie das Shiga-Toxin 1 kamen bei diesen Isolaten nicht vor.
Auf die beiden Ubrigen VAGe (aatA und ipaH) wurde nicht getestet, da die entsprechenden
Pathovare nur beim Menschen eine Rolle spielen.

Die Pravalenzen, die fur die InPEC-assoziierten Fimbrien ermittelt wurden, entsprechen in
ihrem Verhaltnis den Ergebnissen anderer Studien (Moon, Hoffman et al. 1999; Zhang, Zhao
et al. 2007). Diese sind jedoch wirtsspezifisch und spielen fir die Virulenz beim Menschen
wabhrscheinlich keine Rolle.

Auf Grund des Nachweises der auch fur humane InPEC typischen VAGe ist ein
Zoonosepotential beziglich humaner Gastroenteritiden nicht auszuschlief3en.

Durch den Nachweis eines Shiga-Toxins kdnnen 23,3 % der Isolate von Schweinen mit GE
als STEC eingeordnet werden, jedoch missen diese flir den Menschen nicht pathogen sein.
Nur bestimmte STEC-Stamme flhren beim Menschen zu Erkrankungen. In einer Studie
wurden humane mit porcinen STEC verglichen und sowohl Unterschiede in ihrem VAG-Profil
als auch in Zellversuchen, in denen die humanen STEC nur an humane Zellen und die
porcinen STEC nur an porcine Zellen adharierten, festgestellt (Ramboarina, Fernandes et al.
2005). Dies lasst auf eine Wirtsspezifitat der Stamme schlieRen. Auch andere Studien
sprechen gegen ein Reservoir fir humanpathogene STEC im Schwein (Caprioli, Morabito et
al. 2005; Oporto, Esteban et al. 2008). Es gibt jedoch auch Studien, die zeigen, dass
Schweine sogar den fur den Menschen hochpathogenen Serotyp O157:H7 in sich tragen

konnen (Cornick and Helgerson 2004). AulRerdem wurden Stx2e-positive STEC, die die
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Erreger der Odemkrankheit der Schweine darstellen, bereits von Menschen mit Diarrhd und
dem Hamolytisch-Uramischen Syndrom (HUS) isoliert (Fratamico, Bagi et al. 2004).

Auf Grund der hohen Wirtsspezifitat der Kolonisationsfaktoren (Ms: CFA/I bis CFA/IV; Sw:
F4, F5, F6, F18 und F41) geht man davon aus, dass ETEC-Stamme von Tieren mit diesen
VAGen fur Menschen nicht pathogen sind (Blanco, Blanco et al. 1995). Fur F17 konnte
jedoch auch eine Adhé&sion an humane Zellen festgestellt werden (Le Bouguenec and Bertin
1999).

EPEC-Stamme konnten unter den porcinen intestinalen Isolaten nicht gefunden werden
(Intimin-Pravalenz = 0), was gegen das Schwein als Reservoir flir EPEC spricht. Dies war in
anderen Untersuchungen jedoch nicht der Fall, in denen diese mit einer Pravalenz von 17,6
% bei Schweinen isoliert werden konnten (Krause, Zimmermann et al. 2005; Cheng, Sun et
al. 2006; Chen, Zhao et al. 2008).

Auf Grund der in dieser Arbeit bei den GE-Isolaten des Schweines nachgwiesenen Gene flr
bestimmte Enterotoxine, die auch beim Menschen Durchfalle ausldosen kdnnen, sollte man
davon ausgehen, dass der Darm des Schweins potentiell humanpathogene E. coli-Stamme
beherbergen kann. Das heil3t, dass ein Zoonoserisiko hinsichtlich einer GE beim Schwein

nicht ausgeschlossen werden kann.

5.4. Habitatspezifitdt und Zoonosepotential der Isolate vom
Rind

E. coli verursacht beim Rind ebenfalls intestinale und extraintestinale Erkrankungen. Die
wichtigste intestinale Erkrankung ist hier die Neonatale Kalberdiarrho (Koliruhr). Die Erreger
dieser Erkrankung sind in der Regel ETEC, die jedoch haufig auch als Mischinfektion
zusammen mit Rota- und Coronaviren sowie Cryptosporidien auftreten (Eichhorn, Bachmann
et al. 1983; Ok, Guler et al. 2009). Neben den Enterotoxinen (haufig ST-1) sind die Fimbrien
F5, F17 und F41 wichtige Virulenzfaktoren (Ok, Guler et al. 2009). In Infektionsversuchen
lie3 sich Diarrhd bei Kalbern auch durch STEC auslosen (Moxley and Francis 1986). Es
kommen auch Stamme mit Zytonekrosefaktor 2 (cnf2) vor.

Die bedeutsamsten extraintestinalen durch E. coli-Infektionen verursachten Erkrankungen
beim Rind sind die Koliseptikdmie der Kalber, die Kolimastitis der Kiuhe sowie
Urogenitaltraktinfektionen. Die KoliseptikAmie tritt in den ersten Lebenstagen auf und
entsteht bei Kaélbern mit mangelhafter Versorgung mit kolostralen Antikérpern Uber
Infektionen des GIT oder des Nasen-Rachen-Raumes. Die Kolimastitis tritt meist akut im
Zusammenhang mit Allgemeinstérungen auf und wird wahrscheinlich durch fakale

Kontamination verursacht (Passey, Bradley et al. 2008).
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Zystitiden und Pyelonephritiden entstehen bei Rindern meist durch aszendierende
Infektionen mit E. coli oder Corynebakterien (Yeruham, Elad et al. 2006). UGTI erreichen bei
laktierenden Kiihen eine Morbiditéat von 0,3 bis 10,4 %, von denen 18 bis 47 % auf Grund der
Erkrankung abgehen (Markusfeld, Nahari et al. 1989; Rebhun, Dill et al. 1989; Herenda,
Dukes et al. 1990; Yeruham, Elad et al. 2004; Yeruham, Elad et al. 2006). E. coli ist mit einer
Pravalenz von 31,5 % bis 78,3 % hier der Haupterreger (Franz, Winter et al. 2004; Yeruham,
Elad et al. 2004; Yeruham, Elad et al. 2006).

5.4.1. Habitatspezifitat

Die 34 EXPEC-assoziierten Gene konnten bei den 68 Isolaten von Rindern mit
Gastroenteritis mit Pravalenzen von 0 bis 100 % nachgewiesen werden. Es handelt sich bei
den wenigen Uber 80 % nachgewiesenen jedoch um VAGe, die fast jeder E. coli-Stamm
tragt, und bei den 21, mit einer Pravalenz von unter 20 % nachgewiesenen, VAGe
Uberwiegend um starker mit EXPEC-assoziierte Gene. So kamen die VAGe cnfl, afa/draBC,
sat, neuC, iha, sitD (chromosomal) sowie GimB Uberhaupt nicht und die VAGe sfa/foc, ibeA,
vat, pic sowie Rpai (malX) mit Pravalenzen von 1,5 bis 2,9 % nur sehr selten vor. Allerdings
wurde papC mit einer Pravalenz von 35,3 % relativ haufig gefunden.

Bei der Betrachtung der MLST-Daten fir die Isolate vom Rind fallt auf, dass mit Ausnahme
des ST10, der hier der haufigste (22,1 %) nachgewiesene ST war und auch unter humanen
UPEC vorkommt, keiner der mehr als zweimal nachgewiesenen STen mit humanen UPEC
assoziiert ist. Zu bovinen UPEC-Stammen liegen in der MLST-Datenbank leider keine Daten
vor. Zweithaufigster ST unter den Isolaten von Rindern mit GE war ST167 (14,7 %), der
ebenfalls zum ST-Komplex 10 gehort.

Insgesamt deuten die Ergebnisse der MLST und der Virulenzgenotypisierung auf ein
geringes uropathogenes Potential der Isolate aus dem GIT des Rindes hin. Dies macht den
Darm der Rinder als Reservoir fir bovine UPEC unwahrscheinlich. Mdglich wére jedoch
dass UGTI bei Rindern durch ,normale“ intestinale E. coli verursacht werden, die keine
Spezifitat fir das Habitat UGT aufweisen. So wurden in einem bovinen ETEC-Stamm
mehrere EXPEC-assoziierte Gene gefunden (Wu, Chapman et al. 2007). In einer anderen
Studie konnten in bovinen EXPEC sowohl EXPEC- als auch InPEC-assoziierte Gene und
zusatzlich fur intestinale E. coli typische O-Antigene gefunden werden (Girardeau, Lalioui et
al. 2003). Leider konnten keine Daten zu Pravalenzen von ExPEC-assoziierten VAGen in
bovinen UPEC-Stammen gefunden werden. Auch fir diese Studie standen keine E.coli-
Isolate von Rindern mit UGTlen zur Verfliigung.

Viele Untersuchungen sprechen jedenfalls dafiir, dass auch bei der UGTI des Rindes der

eigene Kot der Tiere die Infektionsquelle darstellt (Yeruham, Elad et al. 2006). Es konnten
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immer wieder EXPEC-assoziierte Gene in bovinen intestinalen E. coli-Isolaten nachgewiesen
werden (Harel, Daigle et al. 1991; Harel, Fairbrother et al. 1993; Maiti, Harel et al. 1993;
Mainil, Jacquemin et al. 1997; Bertin, Martin et al. 1998; Girardeau, Lalioui et al. 2003;
Johnson, Kuskowski et al. 2003).

5.4.2. Zoonosepotential

Vergleicht man die Pravalenzen, die in dieser Studie fur die EXPEC-assoziierten Gene bei
den lIsolaten von Rindern ermittelt wurden mit denen bei humanen UPEC einer anderen
Studie, wird deutlich, dass die meisten der VAGe bei den humanen Isolaten um ein
Vielfaches héaufiger nachweisbar waren (Ewers, Li et al. 2007). Besonders deutlich wird dies
bei den VAGen Rpai (malX) (Rd: 2,9 %; Ms: 65,2 %), sfa/foc (Rd: 1,5 %; Ms: 50 %), cnfl
(Rd: 0 %; Ms: 31,8 %), sitD (chromosomal) (Rd: 0 %; Ms: 56,1 %) sowie vat (Rd: 1,5 %; Ms:
54,5 %). Die drei erstgenannten gelten als besonders wichtig fiir die Pathogenitat von UPEC
(Johnson 1991; Johnson and Stell 2000; Johnson and Russo 2002; Johnson, Scheutz et al.
2005). Nur sechs der 34 gestesteten Gene kommen haufiger bei den Isolaten vom Rind vor
als in humanen UPEC, zudem sind hier die Unterschiede weniger ausgepragt.

Die Isolate vom Rind wiesen wesentlich weniger INPEC-assoziierte VAGe auf als die Isolate
von Schweinen mit GE. Von den Enterotoxinen konnten ST 1, ST 2 und Stx2 mit
Pravalenzen von 8,8 %, 1,5 % und 1,5 % nachgewiesen werden. Bei den Adh&sinen waren
dies F5 (8,8 %), F41 (7,4 %) sowie Intimin (4,4 %).

Bei den STen, die fur die bovinen Stamme bestimmt wurden, gab es, mit Ausnahme des
ST10, weder mit humanen UPEC noch mit intestinalen humanen Stammen der MLST-
Datenbank Uberschneidungen.

Es gibt einige Studien, die den Rinderdarm als mdgliches Reservoir fir humane UPEC in
Betracht ziehen (Harel, Fairbrother et al. 1993; Mainil, Jacquemin et al. 1997; Bertin, Martin
et al. 1998; Dezfulian, Batisson et al. 2003; Johnson, Kuskowski et al. 2003; Yeruham, Elad
et al. 2006). In einer Untersuchung, in der neben humanen ExPEC auch drei bovine E. coli
sequenztypisiert wurden, konnte einer dieser bovinen Stamme dem unter den humanen
Stammen mit 51,9 % haufigsten Sequenztyp ST69 zugeordnet werden (Tartof, Solberg et al.
2005). In einer Studie wurde die Sequenz des Gens fur den Zytonekrosefaktor 1 (cnfl) eines
bovinen E. coli-Isolates mit der eines humanen lIsolates verglichen und als sehr ahnlich
erkannt (Horne, Goplin et al. 2004). In einer anderen Studie konnte eine klonale
Verwandtschaft zwischen bovinen und humanen EXPEC erkannt werden (Cherifi, Contrepois
et al. 1994). In einer weiteren Untersuchung stimmten bovine und humane Isolate nicht nur
in ihrem Profil der EXPEC-assoziierten VAGe, sondern auch in ihren O-Serotypen uberein
(Girardeau, Lalioui et al. 2003).
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Dennoch lassen die Ergebnisse dieser Studie, in der erstmals eine grol3ere Anzahl boviner
E. coli-Isolate sequenztypisiert und auf ExXPEC-assoziierte Gene getestet wurde, das
Zoonosepotential der Isolate vom Rind hinsichtlich einer UGTI als gering erscheinen.

Es gilt allerdings als sicher, dass der Darm von Rindern ein Reservoir fur die fur Menschen
hochpathogenen Enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) darstellt (Wasteson 2001,
Fairbrother and Nadeau 2006; Oporto, Esteban et al. 2008). Diese Erreger zahlen zu den
STEC und fihren bei Rindern in der Regel zu keiner Symptomatik. Beim Menschen kénnen
sie jedoch zu hamorrhagischer Colitis sowie zum Hamolytisch-Urdamischen Syndrom (HUS)
(bei ca. 5 bis 10 % der Patienten) bis hin zum Tod fuhren und gehdren weltweit zu den
wichtigsten Erregern von Lebensmittelinfektionen. In Deutschland wird die Inzidenz auf 13
Falle pro 100.000 Einwohner geschatzt (Mead and Griffin 1998; Baljer and Wieler 1999). In
den USA fihren STEC zu geschatzten 110.000 Krankheitsfallen pro Jahr (Mead, Slutsker et
al. 1999). Die meisten ernsten Erkrankungen und Ausbriiche werden ausgeldst durch den
Serotyp O157:H7 (Gyles 2007). Jedoch sind auch andere Serotypen der STEC fur den
Menschen pathogen. In vielen verschiedenen Studien wurden fiir STEC im GIT von Rindern
Pravalenzen zwischen 4,2 und uUber 50 % festgestellt (Sanz, Vinas et al. 1998; Baljer and
Wieler 1999; Leomil, Aidar-Ugrinovich et al. 2003; Paiba, Wilesmith et al. 2003; Wani, Bhat
et al. 2003; Aidar-Ugrinovich, Blanco et al. 2007; Oporto, Esteban et al. 2008). Fur den
Serotyp O157:H7 lagen diese zwischen 0 und 28 % (Sanz, Vinas et al. 1998; Johnsen,
Wasteson et al. 2001; Cornick and Helgerson 2004; Aidar-Ugrinovich, Blanco et al. 2007,
Jelcic, Hufner et al. 2008; Oporto, Esteban et al. 2008) (Johnsen, Wasteson et al. 2001).

In dieser Studie konnten allerdings unter den 68 Isolaten vom Rind nur ein Shiga-Toxin
positiver Stamm und kein Stamm der Serogruppe 0157 gefunden werden.

Jedoch konnten 10,3 % der Isolate durch den Nachweis der Enterotoxine ST 1 oder ST 2
den ETEC sowie 4,4 % durch den Nachweis von Intimin den EPEC zugeordnet werden. Es
ist moglich, dass diese Stamme fir den Menschen pathogen sind, auch wenn die
entsprechenden STen, mit Ausnahme des ST10, bei Isolaten von Menschen mit GE bisher
nicht gefunden wurden. Andere Studien kommen zu dem Schluss, dass Rinder nicht nur ein
Reservoir fir STEC, sondern ebenso fir EPEC und ETEC sind (Nagy and Fekete 1999;
Wani, Bhat et al. 2003; Blanco, Schumacher et al. 2005; Yuste, De La Fuente et al. 2006;
Yuste, Orden et al. 2008). Die Pravalenzen, die fur diese Pathotypen beim Rind festgestellt
wurden, sind sehr unterschiedlich. In einer Untersuchung lag diese bei 10,4 % fur EPEC
(Krause, Zimmermann et al. 2005), in einer anderen konnten sogar bei 91 % der
untersuchten Kalber Intimin-positive E. coli isoliert werden, von denen die meisten Shiga-
Toxin negativ waren (China, Pirson et al. 1998).

In einer anderen Studie wurde jedoch nachgewiesen, dass Intimin-positive bovine E. coli mit

entsprechenden humanen E. coli nicht verwandt sind (Uber, Trabulsi et al. 2006). Zuséatzlich
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konnten in unserer Studie fir 8,8 bzw. 7,4 % der bovinen Isolate die wirtsspezifischen
Fimbrien F5 und F41 nachgewiesen werden. Es ist jedoch mdglich, dass diese Stamme
zusatzlich auch humanspezifische Kolonisationsfaktoren tragen.

Bei Betrachtung der fur die Isolate vom Rind ermittelten STen erscheint das
Zoonosepotential hinsichtlich humaner Gastroenteritiden gering, da es hier mit Ausnahme
des ST10 keine Ubereinstimmungen zwischen den humanen und den bovinen GE-Isolaten
gibt.

5.5. Fazit

Diese Arbeit kommt, in Ubereinstimmung mit zahlreichen anderen Studien, jedoch erstmals
basierend auf einer eindeutigen und vergleichbaren Typisierungsmethode, der MLST, zu
folgenden Ergebnissen:

» Hunde und Katzen scheinen sich bei einer durch E. coli ausgelosten UGTI héufig
Uber ihren eigenen Kot zu infizieren, da ihr Darm ein Habitat fir canin- und
felinpathogene UPEC ist.

> Der Darm der Heimtiere Hund und Katze ist als dauerhaftes Reservoir fir
humanpathogene UPEC sehr wahrscheinlich, was inbesondere durch den engen
Kontakt dieser Tiere zum Menschen ein hohes Zoonoserisiko in sich birgt.

> Im Gegensatz hierzu scheint er kein Reservoir fur humanpathogene InPEC zu sein,
so dass das Zoonoserisiko hinsichtlich einer Gastroenteritis bei diesen Spezies als
gering eingeschéatzt wird.

» Auch wenn es sich bei einer UGTI des Schweins hdchst wahrscheinlich auch meist
um eine aszendierende féakale Infektion handelt, scheint der Darm dieser Tiere kein
dauerhaftes Reservoir flr porcine UPEC darzustellen.

» Das Zoonoserisiko wird bei dieser Spezies hinsichtlich einer UGTI als gering
eingeschatzt.

» Ein Zoonoserisiko beziglich einer GE ist auf Grund der nachgewiesenen VAGe nicht
auszuschlief3en, jedoch nach den Ergebnissen der MLST nicht wahrscheinlich.

» Die bovinen lIsolate scheinen ein geringes uropathogenes Potential aufzuweisen, da
jedoch wenig Uber die Eigenschaften boviner UPEC bekannt ist, kann dieses fir
Rinder nicht ausgeschlossen werden.

» Das Zoonoserisiko wird hinsichtlich einer UGTI auch bei dieser Spezies als gering

eingeschétzt.
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» Trotz der allgemein bekannten Tatsache, dass Rinder ein Reservoir fir
humanpathogene EHEC darstellen, konnten in dieser Studie kaum Hinweise fiir ein

Zoonosepotential der E. coli-Isolate vom Rind gefunden werden.

An der Tatsache, dass fir jedes sechste Isolat ein neuer ST entdeckt werden konnte, wird
deutlich, dass die MLST-Datenbank noch lange kein vollstandiges Bild der E. coli-Population
liefert, und dass noch viele Isolate von vielen unterschiedlichen Wirten und Erkrankungen
sowie aus der Umwelt sequenztypisiert werden mussen. Da die Evolution dieser Spezies
immer weiter geht, wird das Bild zeitverzdgert sein. Dennoch wird sich durch die Phylogenie

der Gesamtpopulation viel Uber die Epidemiologie der einzelnen Pathotypen sagen lassen.
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6. Zusammenfassung

Molekulare epidemiologische Untersuchungen von klinischen
Escherichia coli-Isolaten

unterschiedlicher Wirtstierspezies

In dieser Studie wurden 260 E. coli-Isolate von Hunden, Katzen, Schweinen und Rindern mit
einer Urogenitaltraktinfektion (UGTI) (Hd / Kz: n = 69; Sw: n = 23) bzw. einer Gastroenteritis
(GE) (Hd / Kz: n = 70; Sw: n = 30; Rd: n = 68) mittels O-Serotypisierung,
Virulenzgenotypisierung und Multilocus-Sequenztypisierung (MLST) genauer charakterisiert
und mit humanen Isolaten entsprechender Erkrankungen aus der MLST-Datenbank fur E.
coli der University College Cork verglichen (http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli). Die Isolate von
Hunden und Katzen konnten 23 verschiedenen Serotypen zugeordnet werden, jedoch 60%
der Stamme gehorten zu einer von acht Serotypen (02, 04, O6; 018, 021, 022, 025, O74).
Mit Ausnahme der Serotypen O2 und O74, die nur im Darm bzw. Urogenitaltrakt (UGT)
nachgewiesen werden konnten, waren die anderen bei beiden Erkrankungen vorhanden.
Viele dieser O-Serotypen werden als typisch fir humane UPEC betrachtet, was auch durch
die humanen Isolate der MLST-Datenbank bestétigt wurde.

Von den insgesamt 45 verschiedenen Virulenz-assoziierten Genen (VAGen), auf die die
Isolate mittels verschiedener Multiplex-Polymerase-Kettenreaktionen (MP-PCR) getestet
wurden, wird die Mehrzahl (34) mit extraintestinalen Infektionen assoziiert. 11 dieser VAGe
gelten als charakteristisch fir intestinal pathogene E. coli (INPEC). Bei den 139 Isolaten von
Hunden und Katzen unterschieden sich die Pravalenzen, die fir diese VAGe festgestellt
werden konnten zwischen den beiden Erkrankungen kaum. Zudem waren sie den
Pravalenzen, die in einer anderen Studie fir dieselben VAGe bei humanen UPEC gefunden
wurden, sehr ahnlich. Zwischen den E. coli-Isolaten aus dem UGT des Schweins und denen
aus dem GIT waren dagegen deutliche Unterschiede zu erkennen, ebenso zwischen den
porcinen bzw. bovinen Isolaten und denen des Menschen.

Die Ergebnisse der O-Sero- sowie der Virulenzgenotypisierung konnten durch die
Ergebnisse der Multilokus-Sequenztypisierung bestédtigt werden, so dass als
Schlussfolgerung der Darm der Heimtiere als Infektionsquelle fur durch E. coli verursachte
UGTI sowohl der Tiere selbst als auch des Menschen als bestatigt angesehen, sowie das
Zoonoserisiko hinsichtlich dieser Erkrankung fur Schwein und Rind als gering eingeschatzt
wurde. Bezlglich Gastroenteritiden scheinen die E. coli-Isolate von Hunden und Katzen kein
Zoonoserisiko darzustellen, hingegen konnte ein gewisses Zoonosepotential der GE-Isolate

vom Schwein und Rind nicht ausgeschlossen werden.
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Zusammenfassung

Die Ergebnisse vieler Studien gehen mit den Ergebnissen dieser Arbeit konform, jedoch
kommen auch immer wieder Studien zu entgegengesetzten Schlussfolgerungen. Kaum eine
dieser Studien basiert auf der MLST, und verfigt damit Uber eine zweifellose
phylogenetische Einordnung der untersuchten Isolate, wodurch deren Aussagekraft

eingeschrankt ist.
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Summary

7. Summary

moleculare epidemiological examinations

of clinical Escherichia coli-isolates of different host's species

In this study 260 E. coli-Isolates of dogs, cats, pigs and cattle with urinary tract infection
(UGTI) (Hd / Kz: n = 69; Sw: n = 23) or a gastroenteritis (GE) (Hd / Kz: n = 70; Sw: n = 30;
Rd: n = 68) became more exactly characterized by means of O-serotyping,
virulencegenotyping and multilocus-sequencetyping (MLST), and were compared to human
isolates of suitable diseases from the MLST data bank for E. coli of the University college of
Cork (http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli). The isolates of dogs and cats could be assigned to 23
different serotypes. However, 60% of the strains belonged to one of eight serotypes (02, 04,
06; 018, 021, 022, 025, O74). With the exception of the Serotypes 02 and O74, which
could be proved only in the bowel or urinary tract (UGT), the others existed with both
diseases. Many of these O-Serotypes are considered as typical for human UPEC, what was
also confirmed by the human isolates of the MLST data base.

Of the altogether 45 different virulence-associated genes (VAGSs), on which the isolates were
tested by means of different multiplex polymerase change reactions (MP-PCR), the majority
(34) is associated by extraintestinal infections. 11 of these VAGs are considered as typical
for intestinal pathogen E. coli (INPEC). The prevalences, which could be identified for these
VAGs at the 139 isolates of dogs and cats, differed hardly between both diseases. Besides,
they were very similar to the prevalences which were found in another study with human
UPEC for the same VAGs. Between the E. coli-Isolates from the UGT of the pig and those
from the GIT clear differences were to be recognized against it, also between porcine or
bovine isolates and to those of the humans beings.

The results of O-serotyping as well as virulencegenotyping could be confirmed by the results
of the Multilocus-sequencetyping, so that, as a conclusion, the bowel of the home animals
was looked as an infection spring for E. coli caused UGTI of the animals as well as the
human beings as confirmed. And the zoonotic risk was estimated, concerning this disease, in
case of pig and cattle as low. With regard to gastroenteritis the E. coli-Isolates of dogs and
cats seem to show no zoonotic risk. In contrast, a certain zoonotic potential of the GE-
Isolates of pig and cattle could not be excluded.

The results of many studies go with the results of this work correspondent, however, other
studies come over and over again to opposite conclusions. No of these studies is based on
the MLST, and disposes with it of an indubitable phylogenetic classification of the examined

isolates, so their explanatory power is limited.
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