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1 Einleitung

Erkrankungen des Menschen durch Shiga-Toxin bildende Escherichia coli (STEC)
gehdren zwar nicht zu den héaufigsten zoonotischen Krankheiten, besitzen aber durch
lebensbedrohende Komplikationen in Verbindung mit einer niedrigen Infektionsdosis
groBe Bedeutung. Sie flihren beim Menschen zu verschiedenen Krankheitsbildern,
beginnend bei wéssrigem Durchfall bis hin zu hamorrhagischen Colitiden. Besonders
bei Kleinkindern tritt nach Infektionen mit STEC das schwerwiegende Krankheitsbild
des Hamorrhagisch-Uramischen Syndroms (HUS) auf, bei &lteren Patienten
gelegentlich die ebenso lebensbedrohende Thrombotisch-Thrombozytopenische
Purpura (TTP). Wesentlicher Virulenzfaktor der STEC ist das namensgebende Shiga-
Toxin, wobei sich bei humanpathogenen Isolaten haufig der Adhasionsfaktor Intimin,
sowie ein spezifisches Hamolysin zusatzlich nachweisen lassen.

Als Reservoir fiir STEC gelten Wiederkduer und hier in besonderem MaBe Rinder. In
ihrem Kot sind diese Erreger regelmaBig nachweisbar. Die Tiere selbst zeigen jedoch
keine Krankheitssymptome, wodurch die Erkennung ausscheidender Tiere erschwert
wird. Eine Identifikation von mit der STEC-Ausscheidung zusammenhangenden
Faktoren er6ffnet die Mdglichkeit zur Verminderung der STEC-Prévalenz in rinder-
haltenden Betrieben.

Verschiedene Faktoren, wie die Futterung, die Haltung, das Herdenmanagement und
verschiedene Umweltfaktoren wurden bereits untersucht und zum Teil als
Risikofaktoren identifiziert (Cobbold et al., 2004; Ellis-lversen et al., 2007; Garber et al.,
1999; Gunn et al., 2007; Ogden et al., 2004; Rugbjerg et al., 2003). Weiterhin setzt sich
die Erkenntnis durch, dass Tier-individuelle Faktoren eine Rolle bei der STEC-
Ausscheidung spielen. Relevant sind hier das Alter der Tiere (Stanford et al., 2005a),
aber auch Leistungsmerkmale, wie die Milchleistung und der Fett- und EiweiBgehalt
der Milch (Kuhnert et al., 2005; Schouten et al., 2005). Viele Milchmerkmale,
beispielsweise der Milchharnstoff-, Fett- und EiweiBgehalt, sowie die somatische
Zellzahl geben ebenfalls Hinweise auf die Stoffwechselsituation und den
Gesundheitsstatus der Kuh und kdénnen damit auf STEC-Ausscheider hinweisen
(Kuhnert et al., 2005). Infolge der individuellen Differenzen der Tiere bestehen
deutliche Unterschiede der Ausscheidungsintensitdt und -dauer (Matthews et al.,
2006b), deren detaillierte Ursache noch zu ergriinden ist.
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In der vorliegenden Arbeit wird eine Uber den Zeitraum von zwdlf Monaten angelegte
Longitudinalstudie vorgestellt, die es durch die Auswahl fester Probentiere auf sechs
verschiedenen Milchvieh-haltenden Betrieben ermdglicht, individuelle
Ausscheidungsmuster ebenso zu erkennen wie Aussagen uber die Herde zu treffen.
Zusétzlich erfolgt eine Analyse Tier-individueller Laktationsmerkmale, der
Koérperkondition und des Gesundheitszustandes in Hinblick auf die STEC-
Ausscheidung. Zur Bewertung des humanpathogenen Potentials der auf diesen
Betrieben vorhandenen STEC erfolgt zusétzlich die Charakterisierung der STEC-
Isolate von ausscheidenden Tieren.



2 Literaturubersicht

2.1 Escherichia coli

2.1.1 Taxonomie

Durch Theodor Escherich im Jahre 1885 erstmals aus Sauglingsstuhl isoliert, gehort
Escherichia (E.) coli phylogenetisch zur groBen Gruppe der Enterobacteriaceae.
Escherichia coli ist ein Gram-negatives, stdbchenférmiges, meist durch peritriche
BegeiBelung bewegliches Bakterium mit einem fakultativ anaeroben Stoffwechsel. Eine
Kapselbildung ist bei vielen Stdmmen vorhanden. In der biochemischen
Charakterisierung reagiert E. coli Oxidase-negativ und Katalase-positiv und ist in der
Regel fahig, Glukose, Laktose, Mannose, Sorbitol, Rhammnose, Melibiose und
Arabinose zu fermentieren. Vorhanden sind meist auch die Enzyme B-Galactosidase,
Lysin- und Ornithin-Decarboxylase, Tryptophanase (Indol-Test) und Gelatinase. Die
optimale Wachstumstemperatur liegt bei 37°C, so dass E. coli den mesophilen
Bakterien zuzuordnen ist (Holt et al., 1994).

Naturliches Habitat von E. coli ist der Dickdarm und der hintere Teil des Dunndarms
des Menschen und anderer warmblitiger Tiere. Die Darmflora wird dominiert durch
Bacteroides-, Eubacterium-, Bifidobacterium- und Fusobacterium-Arten (Moore und
Holdeman, 1974). Escherichia coli stellt mit einen Anteil von bis zu einem Prozent der
Biomasse ein Bakterium der Begleitflora dar (Moore und Holdeman, 1974). Die
natirlicherweise im Darm vorkommenden Varianten sind apathogener oder fakultativ
pathogener Natur.

Aufgrund seines in Kultur relativ anspruchslosen Wachstums und zahlreichen
Informationen Uber seine Eigenschaften — E. coli ist einer der best untersuchtesten
Modellorganismen der Welt (Farmer et al., 1985) — bietet das Bakterium sich vielfach
fir eine Verwendung in der Molekularbiologie und Biotechnologie an. Zu nennende
Beispiele sind unter anderem die Anwendung zur Biosynthese verschiedener Stoffe,
wie Insulin, aber auch als Rezipient fir in der Gentechnik verwendete Vektoren.

Escherichia coli weisen eine starke Heterogenitét in ihrem Geno- und Phanotyp auf,
dies wird durch ihre Empfénglichkeit fir den horizontalen Genaustausch erklart (Kéhler
et al.,, 2001). Eine friiher obligatorisch vorgenommene Art der Klassifizierung der
verschiedenen E. coli ist die Einteilung nach dem modifizierten Kauffmann-White-
Schema. Hier erfolgt eine Gruppierung aufgrund der mit verschiedenen Antisera
nachzuweisenden Oberflachen (O)- und GeiBel (H)-Antigenen in verschiedene
Serovaren (Drskov und Qrskov, 1984). Mit dieser Typisierung wurde der Versuch
unternommen, pathogene und apathogene Serovare zu definieren. Die Verteilung der
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Virulenzfaktoren ist innerhalb der einzelnen Serovare jedoch haufig verschieden und
eine zuverlassige Differenzierung allein Uiber die Serovare ist nicht gewahrleistet.

Aus diesem Grund erfolgt die Einteilung inzwischen haufig in Abhangigkeit von den im
Genom des Bakteriums enthaltenen Virulenzfaktoren, dem so genannten Virulenzprofil,
in Form von Pathovaren.

Wéhrend apathogene und fakultativ pathogene Varianten nur beim Vorkommen von
pradisponierenden Faktoren eine Krankheits-verursachende Rolle spielen, sind obligat
pathogene E. coli aufgrund ihres Virulenzprofils zur Infektion eines Wirtes beféahigt und
fuhren regelmé&Big zu gastroenteralen und extraintestinalen Erkrankungen (Hahn et al.,
1999).

2.2 E. coli-Pathovare

Eine erste Einteilung der obligat pathogenen Varianten erfolgt anhand der Lokalisation
ihres krankheitsverursachenden Potentials im Wirtsorganismus. Man unterscheidet die
darmpathogenen Varianten von denen, deren Habitat auBerhalb des Darmes liegt.

Zu den fir Menschen extraintestinal pathogenen E. coli (ExPEC) gehéren die
uropathogenen E. coli (UPEC), die durch ihre Virulenzfaktoren in Form von Adhé&sinen
und dem Hamolysin hly,; zu einer Infektion des Harnapparates féhig sind, die humane
Neugeborenen-Meningitis verursachenden E. coli (NMEC), sowie die Sepsis
verursachende Pathovare (SEPEC) (Redford und Welch, 2002). Bis zu 80% der
Harnwegs- und Blaseninfektionen beim Menschen sind auf uropathogene E. coli
zurlickzufiihren, verkomplizierend kdénnen Pyelonephritiden daraus resultieren (Rolle
und Mayr, 2007). Die NMEC sind bei Neugeborenen die typischen Erreger der
bakteriellen Meningitis und Sepsis, wobei bis zu 40% der Erkrankungen tédlich enden
(Russo und Johnson, 2003). Bei der Septikdmie adulter Menschen spielen Sepsis
verursachende E. coli (SEPEC) ebenfalls eine Rolle, so werden etwa 30% der durch
Gram-negative Keime hervorgerufenen Septikdmien durch SEPEC hervorgerufen
(Hahn et al., 1999).

Eine Rolle als Erreger von extraintestinalen Erkrankungen bei Tieren spielen die aviar
pathogenen E. coli (APEC), die bei jungen Hihnern und Puten Coliseptikdmien
verursachen. Bedeutung hat weiterhin die bei L&mmern und Kélbern relevante
Coliseptikdmie, die durch SEPEC-&hnliche Stdmme hervorgerufen wird. Eine
Besonderheit ist die porcine Odemkrankheit, deren Erreger ein Subtyp der Shiga-Toxin
bildenden Escherichia coli (STEC) ist, die grundsétzlich zu den darmpathogenen
Pathovaren zu rechnen sind. Exprimierte Virulenzfaktoren dieser porcinen Stamme
sind F18ab-Fimbrien und das Shiga-Toxins, ein Neurotoxin, das zur Odembildung
fuhrt. Andere extraintestinale E. coli verursachen beim Tier Mastitiden, Pyometren,
Harnwegs- und Wundinfektionen (Rolle und Mayr, 2007).
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Die darmpathogenen E. coli verursachen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Virulenzprofile Erkrankungen verschiedener Symptomatik im Magen-Darmtrakt des
Menschen; ein Teil der Pathovare ist auch tierpathogen.

Einige Virulenzfaktoren dienen der Einteilung in die Pathovar-Gruppen, diese sind in
der Tabelle 1 fett dargestellt, andere Virulenzfakioren sind lediglich fakultativ
vorhanden und erhéhen die Virulenz.

Tabelle 1: Einteilung darmpathogener E. coli-Pathovare

Erkrankungen beim

Pathovar Virulenzfaktoren Menschen Tier
. . Shiga-Toxin . .
Shiga-Toxin bildende Py ) Diarrhoe, HC, o
E. coli (STEC) Adhaﬂsme, E.HEC- HUS, TTP Diarrhde
Hamolysin,
Enteropathogene Adhasine

Sauglingsdiarrhée  Jungtierdiarrhée

E. coli (EPEC)  (LEE', EAF-Plasmid?)

E. coli(DAEC) i riale Adhasion)

CNF®, Hamolysin,
Adhésine

Nekrotoxische
E. coli (NTEC)

Neonatale
. 3 . . o
ENE o ey Enterotoxine (LT N <:iberdiarhoe,
. und/ oder STY), Cholera-ahnlicher .
E. coli (ETEC) . Coliruhr des
Adhésine Durchfall
Ferkels
Enteroaggregative Adhisine (AAFY), chronisch vl
) Zytotoxine (EAST-1°, persistierende —_
E. coli (EAggEC) hly,rlike Hamolysin) Diarrhée Ferkeldiarrh6e

Enteroinvasive Invasin, Shigellenruhr- KA
E. coli (EIEC) Enterotoxine ahnliche Erkrankung o
. . Adhasine (AIDA-

OIS EElrel e 1)7, fimbriale und non-  wassrige Diarrh6e k.A.

extraintestinale
Infektion

Kalberdiarrhoe, -
septikémie

" Locus of Enterocyte Effacement
% Hitze-labiles Toxin

5 Aggregative Adherence Fimbriae
7 Adhesin Involved in Diffuse Adherence-1
k.A.: keine Angaben

2EPEC Adherence Factor-Plasmid

* Hitze-stabiles Toxin

® EAggEC Heat Stabile Enterotoxin 1
8 Cytotoxic Necrotising Faktor

fett dargestellt: zur Pathovareinteilung dienende Virulenzfaktoren
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Enteropathogene E. coli (EPEC) bilden eine wichtige Untergruppe der
darmpathogenen Pathovare, sie sind der haufigste bakterielle Erreger von Sauglings-
und Jungtierdurchfallen. Per definitionem gelten durch einen Beschluss des ,Second
International Symposium of EPEC" (Trabulsi und Kaper, 1996) solche Stdamme als
EPEC, welche die typischen Attaching und Effacing (A/E)-L&sionen in der
Darmschleimhaut verursachen und kein Shiga-Toxin produzieren. Diese zweite
Einschrankung ist essentiell, da auch Stdmme der Shiga-Toxin bildenden Escherichia
coli (STEC) A/E-Lasionen verursachen kénnen, diese jedoch nach Definition der STEC
den Shiga-Toxin bildenden E. coli zugeordnet werden mussen. Eine weitere
Unterteilung erfolgt aufgrund der Prasenz eines zusétzlichen Virulenzfaktors, des
EPEC Adherence Factor (EAF)-Plasmids, das flir das bundle-forming-pili (bfp) und
andere Pathogenitatsfaktoren der EPEC codiert. Als ,typische EPEC*" oder auch ,Class
1“ werden in diesem Sinne EPEC bezeichnet, die EAF positiv sind, als ,untypische
EPEC" oder ,Class 2“ solche, die kein EAF-Plasmid aufweisen (Kaper, 1996). Die
Infektion erfolgt initial Uber eine lokale Adhasion mittels der im EAF-Plasmid codierten
bfp. Daraufhin kommt es zu einer Reihe von Signaltransduktionen zur intestinalen
Epithelzelle. Das fir die Signaliibertragung verantwortliche Gen liegt chromosomal
codiert auf der ,Pathogenitatsinsel* LEE (Locus of Enterocyte Effacement) und
verschlisselt Proteine eines Typ IlI-Sekretionssystem und weitere sezernierte
Proteine, es enthélt auch das eae (E. coli Attaching und Effacing)-Gen. Im Laufe der
Kolonisation erfolgt eine festere Anlagerung Uber den durch das eae-Gen codierten
Adhasionsfaktor Intimin. Dieses flhrt zur Ausbildung der A/E-L&sionen, die durch
Anheftung und cytoskeletalen Umbau verursacht werden. Toxine werden nicht
exprimiert (Nataro und Kaper, 1998).

EPEC sind in Industrielandern nur noch selten mit Krankheit assoziiert. Lediglich
Kinder unter zwei Jahren gelten als empfanglich fir den typischen Erreger des
Sauglingsdurchfalls. Im Jahr 2008 wurden 64% der E. coli-bedingten Enteritiden, bei
denen ein Pathovar mitgeteilt wurde, durch EPEC verursacht (Robert Koch-Institut,
2009). Ein groBes Problem stellen EPEC in Entwicklungslédndern dar: Teilweise ist die
Inzidenz EPEC-verursachten Durchfalls bei Sauglingen héher als die der Rotaviridae-
bedingten Durchfélle (Robins-Browne et al., 1980). Tierrelevant zeigen sich EPEC
ebenfalls. In der Jungtieraufzucht von Kaninchen verursachen diese Pathovare
erhebliche Verluste (Rolle und Mayr, 2007), weiterhin treten sie als Erreger von
Jungtierdurchféllen bei Kalbern, L&dmmern, Ferkeln und Hundewelpen auf (Janke et al.,
1989; Moon et al., 1983).

Enterotoxin bildende E. coli (ETEC) verursachen beim Menschen einen in der Regel
selbstlimitierenden, wéassrigen Durchfall. Zur Differenzierung von anderen Pathovaren
dienen zwei Plasmid-codierte Virulenzfaktoren, das hitzelabile Toxin LT und/oder das
hitzestabile Toxin ST, sie sind obligatorisch bei ETEC vorhanden (Levine, 1987). Das
Toxin LT ist strukturell und funktionell eng mit dem Cholera-Entertoxin (CT) von Vibrio
cholerae verwandt. Die Aminosédurensequenz ist zu 80% ahnlich (Nataro und Kaper,
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1998). Es existieren zwei Serogruppen von LT, benannt in LT-l und LT-Il, die keine
immunologische Kreuzreaktion aufweisen. Wahrend LT-I haufig bei humanpathogenen
ETEC-Stammen nachzuweisen ist, wird LT-ll nahezu ausschlieBlich bei ETEC-
Stammen gefunden, die keine Pathogenitat aufweisen. Auch beim hitzestabilen Toxin
ST existieren zwei Subgruppen. STa wird von ETEC und mehreren anderen
gramnegativen Bakterien produziert, STb ist hingegen eindeutig den ETEC
zuzuordnen. Interessanterweise weisen STa und das bei den enteroaggregativen E.
coli beschriebene EAST-1 50% Homologie in der Aminosaurensequenz auf (Nataro
und Kaper, 1998). RegelmaBig von humanen ETEC-Stdmmen isoliert wird besonders
das Toxin STa. STb tritt eher bei porcinen ETEC-Stammen auf. LT und ST haben
einen &hnlichen Wirkmechanismus: Sie flihren zu einer Aktivierung der
Adenylatcyklase, bzw. der Guanylatzyklase. Dies hat schlussendlich Uber eine
Phosphorelierung von Chloridkanélen der apikalen Zellmembran eine sekretorischen
Diarrhée zur Folge (Nataro und Kaper, 1998). Eine wichtige Rolle bei der Infektion
durch ETEC spielen weiterhin zahlreiche Adhasionsfaktoren, die in einer Vielzahl von
Formen als starre Fimbrien, fibrillare, flexible Zellauslaufer oder als bfp ausgeprégt sein
kénnen. Diese Kolonisationsfaktoren unterscheiden sich nach Art des Wirtes, so
weisen humanpathogene ETEC-Stdmme im Vergleich zu tierpathogenen ETEC einen
anderen, typischen Fimbrientyp auf. Daraus ist zu folgern, dass kein Zoonosepotential
besteht.

Plasmide codieren fiir die verschiedenen Toxine, aber auch fir die Gene der
Kolonisationsfaktoren (Nataro und Kaper, 1998). Wie bereits erwahnt verursachen
ETEC beim Menschen eine wassrige Diarrhde, die meist ohne Fieber und Erbrechen
einhergeht. Der Durchfall setzt plétzlich ein, ist aber in der Regel selbstlimitierend.
Risikopatienten stellen vor allem Sauglinge und Reisende dar, die immunologisch naiv
mit ETEC in Kontakt kommen. Etwa 20% bis 40% der sogenannten ,Reisedurchfalle”
werden durch ETEC verursacht, das Vorkommen beschrankt sich aber auf die
tropischen und subtropischen Breitengrade (Nataro und Kaper, 1998). In gemaBigten
Temperaturzonen und héher industrialisierten Landern stellen ETEC-Durchfélle eine
Raritat dar (Nataro und Kaper, 1998). Von den 2008 in Deutschland diagnostizierten
Enteritiden durch darmpathogenen E. coli wurden lediglich 4% von ETEC verursacht;
Erkrankte waren in fast allen Fallen Kinder unter 10 Jahren (Robert Koch-Institut,
2009). Infektionen von ETEC bei Tieren kommen vor allem bei Kalbern in Form des
neonatalen Kélberdurchfalls und beim Ferkel als Coliruhr vor. Gekennzeichnet sind
diese Erkrankungen durch starken wéssrigen Durchfall mit erheblichem Flissigkeits-
und Elektrolytverlust, der regelmaBig zu Kiimmerern oder auch zum Tode fiihrt (Nagy
und Fekete, 1999).



8 2 Literaturiibersicht

Nataro et al. (1985) zeigten, dass einige E. coli-Stamme, die aufgrund fehlender
Toxinproduktion nicht als ETEC bezeichnet werden kénnen, trotzdem ahnlich wie
EPEC an HEp-2-Zellen adhérierten, ihre Adh&sion wurde jedoch anders vermittelt.
Dies fuhrte 1987 zur Erstbeschreibung einer neuen Variante von darmpathogenen E.
coli, den enteroaggregativen E. coli (EAggEC) (Nataro et al., 1987). Diese
Untergruppe zeigt eine Aggregative Adharenz (AA) und ist durch das Vorkommen einer
lokalen Autoagglutination charakterisiert. Enteroaggregative  Escherichia coli
verursachen eine Sekretion von Mucus durch die Darmepithelzellen. In der Folge
kommt es zur Ausbildung eines in groBen Mengen Keime enthaltenen Biofilms auf der
Mucosa-Oberflache. Experimentelle Studien mit EAggEC deuten auch auf eine
Beteiligung von Zytotoxinen an der Pathogenese der Erkrankung hin (Nataro und
Kaper, 1998). Von Bedeutung scheint das dem ST-Toxin der ETEC verwandte
EAgQgEC Heat Stabile Enterotoxin 1 (EAST-1) zu sein. In Arbeiten der Forschergruppe
Zambioni et al. (2004) wurde ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
EAST-1 und dem Auftreten von Durchfall nachgewiesen. Zum Teil erfolgt die Bildung
eines dem hly,; der UPEC &hnelnden Hamolysins. Weitere exprimierte
Adhéasionsfaktoren kénnen die Aggregative Adherence Fimbriae | und Il (AAF-1 bzw.
AAF-Il) sein, sie werden jedoch nur bei einem geringen Anteil der EAggEC ausgebildet
(Nataro und Kaper, 1998).

Humane Krankheitsbilder sind zum einen das ,Chronic Diarrhea Syndrome®, aber auch
sporadische wéssrige Durchfalle mit Schleimbeimengungen. Erkrankungsfélle treten
vornehmlich bei Kindern und in Entwicklungslédndern auf, die Bedeutung von EAggEC
in den Industrienationen nimmt aber zu. Der Anteil der E. coli-Enteritiden durch
EAQQEC stieg seit 2001 von 0,3% auf 2% in Jahr 2008 (Robert Koch-Institut, 2002b;
Robert Koch-Institut, 2009) . Uber die Rolle von EAggEC bei Durchfallerkrankungen
von Tieren ist bisher noch wenig bekannt. Studien zufolge scheinen sie zumindest fiir
immunologisch naive Ferkel pathogen zu sein (Tzipori et al., 1992).

Eine humane Infektion mit enteroinvasiven E. coli (EIEC) fuhrt zu einem Shigellose-
ahnlichen Krankheitsgeschehen. Gekennzeichnet ist die Erkrankung durch wéassrige
Durchfélle, die im weiteren Verlauf auch schleimig-blutig werden kénnen. Eine
Tierpathogenitat scheint nicht vorhanden zu sein (Rolle und Mayr, 2007). Von EIEC
gebildete Virulenzmerkmale ahneln denen der eng verwandten Spezies Shigella. Die
fur die Pathogenitat verantwortlichen Virulenzfaktoren sind vor allem ein Invasin, das
auf den Plasmid plnv liegt und die Penetration des Bakteriums in die Darmepithelzelle
ermdglicht. Zusétzlich wird die Beteiligung eines Enterotoxins diskutiert (Nataro und
Kaper, 1998). Von den 5.290 dem RKI unter Angabe des Pathovars gemeldeten durch
E. coli verursachten Enteritiden wurden im Jahr 2008 weniger als 1% den EIEC
zugeordnet (Robert Koch-Institut, 2009).
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Diffus adhéarente E. coli (DAEC) wurden 1987 gemeinsam mit den EAggEC als neue
Untergruppe der darmpathogenen E. coli beschrieben (Nataro et al., 1987). Auch sie
ahneln den EPEC-Stammen, bisher ergaben Untersuchungen keine Toxinproduktion.
Im Unterschied zu den EAggEC adhérieren DAEC diffus an HEp-2-Zellen und zeigen
keine Autoagglutination. Die Anhaftung erfolgt teilweise tber Fimbrien, aber auch tber
AIDA-1  (Adhesin Involved in Diffuse Adherence-1), ein non-fimbriales
Adhasionsmolekdiil (Benz und Schmidt, 1992). Uber eine eventuelle Tierpathogenitat
gibt es bisher keine Angaben (Rolle und Mayr, 2007). Der Nachweis von DAEC im Kot
scheint mit dem Auftreten einer wassrigen Diarrhde assoziiert zu sein (Poitrineau et al.,
1995). Kinder im Schulalter leiden haufiger an Diarrhée durch diesen Erreger als
Kleinkinder, wobei die Ursache dieses Sachverhaltes noch nicht gefunden wurde
(Levine et al., 1993).

Nekrotoxische E. coli (NTEC) sind im eigentlichen Sinne nicht eindeutig den
darmpathogenen E. coli-Stdmmen zuzuordnen. Neben Enteritiden verursachen sie
wesentlich haufiger Infektionen des Harnapparates und Septikdmien. Zur
Klasseneinteilung verwendeter Virulenzfaktor ist ein Zytotoxin, das als Cytotoxic
Necrotising Faktor (CNF) bezeichnet wird. Die Namensgebung beruht auf dem
nekrotisierenden Effekt des Toxins auf Kaninchenhaut. Es existieren zwei Subtypen
der NTEC, die unterschiedliche Virulenzfaktoren exprimieren. NTEC-1 sezernieren
CNF 1, NTEC-2 CNF 2, wobei CNF 1 eine starkere zytotoxische Wirkung aufweist (De
Rycke et al., 1999). Zuséatzlich werden bei NTEC-1 Stdmmen noch ein a-Hamolysin
und ein P-fimbrialer Adhéasionsfaktor ausgepragt, wahrend CNF 2 im Zusammenhang
mit einem F17-verwandten fimbrialen Adhasin, genannt F17-b, und anderen non
fimbrialen Kolonisationsfaktoren steht. Bedeutung als Krankheitserreger haben vor
allem NTEC-1-Stdmme, sie sind beim Menschen uro- und darmpathogen.
Tierpathogene Relevanz weisen diese Stdmme bei Schweinen und Kalbern auf.
Infektionen flhren vor allem bei Jungtieren zu Durchféllen. Beim Schwein wurde von
pulmonalen Infektionen, beim Rind auch von Septikdmien berichtet (De Rycke et al.,
1999). NTEC-2 ist ein haufig in den Faeces symptomloser Wiederkduer
nachzuweisender Keim, kann jedoch gelegentlich auch Jungtierseptikdmien
verursachen (De Rycke et al., 1999).

2.3 Shiga-Toxin bildende E. coli (STEC)

Diese Pathovar nimmt unter den darmpathogenen E. coli eine besondere Rolle ein: Es
wird von einigen Autoren sogar als die zurzeit fir den Menschen wichtigste E. coli-
Pathovar bezeichnet (Karmali, 1989; Robert Koch-Institut, 1996a). Diese Bedeutung
resultiert im Wesentlichen aus der Schwere der durch STEC hervorgerufenen
humanen Krankheitsbilder in Kombination mit einer niedrigen Infektionsdosis von
weniger als 50 Keimen (Tilden et al., 1996). Eine haufig unterschétzte Rolle spielen in
vielen Regionen auch Durchfallerkrankungen durch STEC (Pai et al., 1988). Dieser
Humanrelevanz hat auch der Gesetzgeber Rechnung getragen: Seit 1998 besteht
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durch §3 des Bundes-Seuchengesetz, 2001 abgelést von §6 und §7 des
Infektionsschutzgesetz, eine Meldepflicht fir humane Ausscheider und Erkrankte. Zur
Differenzierung der Erkrankungen werden bei der Meldung ,Escherichia coli,
enterohdmorrhagische Stdmme“ separat von ,Escherichia coli, darmpathogene
Stammen* erfasst (Anonymus, 1998). Im Jahr 2008 wurden 835 STEC-Infektionen
(neben dem Hamolytisch-Urédmischen Syndrom (HUS)) beim Menschen Ubermittelt,
zusatzlich traten 59 enteropathische HUS-Falle auf, die ebenfalls seit dem 1.
September 2003 gesondert ibermittelt werden. Darmpathogene Stamme von E. coli
treten mit groBerer Haufigkeit auf, hier sind im Jahr 2008 7.004 Falle gemeldet worden
(Robert  Koch-Institut, 2009). Weiterhin wurde 2003 eine Zoonosen-
Uberwachungsrichtlinie (Richtlinie 2003/99/EG) verabschiedet, in der die Uberwachung
und Kontrolle von Infektionen mit verschiedenen Zoonoseerregern, darunter auch
STEC, neu geregelt wird und die in Deutschland im Jahr 2004 durchgefiihrt wurde
(Anonymus, 2004). Dies soll dazu fihren, dass eine verbesserte epidemiologische
Untersuchung von  Krankheitsausbriichen ermdglicht wird. Die folgenden
Betrachtungen und Untersuchungen in dieser Arbeit beziehen sich auf STEC.

2.3.1 Definition

STEC sind definiert als E. col-Stdmme, die die Fahigkeit besitzen, ein Shiga-Toxin zu
bilden (Nataro und Kaper, 1998). Dies beinhaltet auch Stdmme, deren Genom stx
enthalt und die damit die Fahigkeit zur Stx-Produktion besitzen. Shiga-Toxin wird in
vivo und in vitro nicht immer aktiv sezerniert (Melton-Celsa und O'Brien, 1998; Nataro
und Kaper, 1998; Robert Koch-Institut, 1999c). Das Shiga-Toxin ist der wichtigste
Virulenzfaktor der STEC, das Vorkommen von weiteren zusatzlichen Virulenzfaktoren,
wie Intimin und EHEC-Hamolysin, kann die Pathogenitat der STEC jedoch erhhen.
Welche der zusétzlichen Virulenzfaktoren vorhanden sein missen, um eine
Erkrankung beim Menschen hervorzurufen, ist nicht restlos geklart.
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2.3.2 Historie

STEC sind evolutiondr junge Keime, sie werden erst seit wenigen Jahrzehnten
vermehrt nachgewiesen. Die Entwicklung der STEC erfolgte vermutlich aus
apathogenen E. coli-Stammen durch horizontalen Gentransfer.

Im Jahre 1977 beschrieben Konowalchuk et al. (1977) die Reaktion von Vero-Zellen
auf ein vom LT-Toxin der ETEC differentes Toxin, welches von einigen E. coli-
Stdmmen exprimiert wird. Vero-Zellen sind Nierenepithelzellen von afrikanischen
grinen Meerkatzenaffen (Cercopithecus aethio), die regelmaBig in Zellkulturen
Verwendung finden. Dieses Toxin wurde daraufhin aufgrund seiner Pathogenitét fir
Vero-Zellen als Verotoxin bezeichnet. Im Unterschied zu LT, welches zu einem
Anschwellen und zur Ausbildung von filamentdsen Fortsétzen bei Vero-Zellen fiihrt, hat
das Verotoxin ein Zusammenschrumpfen der Zellen zur Folge. Eine Einwirkung von
Verotoxin (VT) Uber bis zu acht Tage fuhrt zu einer vélligen Auflésung der Zellrasens,
wahrend sich die Zellen nach Inkubation mit LT wieder erholen und nach drei Tagen
wieder ein normales Bild aufweisen (Konowalchuk et al., 1977).

In einer Arbeitgruppe von O’Brien et al. (1982) wurden zeitgleich E. coli-Stdmme
identifiziert, die ein Toxin produzieren, das dem Shiga-Toxin 1 von Shigella dysenteriae
strukturell, biochemisch und vor allem immunologisch gleicht. Aufgrund der Ahnlichkeit
zum Shiga-Toxin 1 wurde das Toxin von E. coli als Shiga-Like-Toxin (SLT) bezeichnet
(O'Brien et al., 1982). Zufalligerweise befand sich unter den untersuchten Isolaten auch
ein E. coli-Stamm, flr den Konowalchuk et al. (1977) in ihrer Studie eine Verotoxin-
Bildung nachgewiesen hatten. Weitere Analysen zur Charakterisierung des SLT
ergaben, das es sich bei Verotoxin, Shiga-Like-Toxin und dem Shiga-Toxin von
Shigella um das gleiche Toxin handelt (O'Brien und LaVeck, 1983).
Als Karmali et al. (1983) die Shiga-Toxin bildenden E. coli dann noch in
Zusammenhang mit sporadischen HUS-Fallen brachten, war die humanpathogene
Bedeutung der STEC bewiesen.

O'Brien et al. (1982) hatten ihre These fiir die immunologische Ubereinstimmung
aufgrund der Neutralisation von Shiga-Toxin; (Stx;) von STEC durch spezifische
Antikérper gegen Shiga-Toxin 1 von Shigella dysenteriae getroffen. Schon 1985 wurde
jedoch nachgewiesen, das das Antiserum nur an einen bestimmten Shiga-Toxin (Stx)-
Typ bindet, andere Stx-Typen damit aber nicht reagieren (Scotland et al., 1985). Diese
Hinweise lieBen auf eine Heterogenitat der Stx-Typen schlieBen (Karmali et al., 1986;
Scotland et al., 1985). Das nicht mit Stx;-Antikérpern neutralisierbare Shiga-Toxin,
(Stxz) konnte aber mit einem spezifischen monoklonalen Antikdrper fir Stx, gebunden
werden, so dass von zwei zwar verwandten, aber dennoch unterschiedlichen Stx-
Typen ausgegangen werden muss (Scotland et al., 1985).
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2.3.3 Nomenklatur

In den Jahren nach der Erstbeschreibung existierte keine einheitliche Nomenklatur des
Toxins, die Bezeichnungen Shiga-Like-Toxin (SLT) und Verotoxin (VT), bzw. Shiga-
Like-Toxin-bildende E. coli (SLTEC) und Verotoxin-bildende E. coli (VTEC) wurden
simultan verwendet. Zur Vereinheitlichung schlug Calderwood (1996) vor, SLT und VT
von E. coli und das Shiga-Toxin 1 von Shigella dysenteriae zu einer Toxinfamilie
zusammenzufassen und als Shiga-Toxin, abgekirzt Stx, zu bezeichnen, das
codierende Gen sollte in stx benannt werden. Diese Vereinigung begriindete er in der
Homologie der DNA-Sequenz der Toxine, ihres strukturellen Aufbaus, ihrer identischen
Enzymaktivitdt mit dem gleichen Rezeptor und ihrer gemeinsamen biologischen
Eigenschaften (Calderwood et al., 1996). Der Begriff Shiga-Toxin wurde bereits 1898
fir das Toxin 1 von Shigella dysenteriae durch seinen Entdecker, den japanischen
Mikrobiologen Kiyoshi Shiga, gepragt (O'Loughlin und Robins-Browne, 2001). Trotz
einiger Unstimmigkeiten innerhalb der Forschergemeinde — so widersprachen Karmali
et al. (1996) dieser Umbenennung — wird in der hier vorliegenden Arbeit der
Empfehlung von Calderwood et al. (1996) gefolgt und die Bezeichnung Shiga-Toxin
bildende Escherichia coli (STEC) verwendet.

Unter dem Oberbegriff der ,Enterohdmorrhagischen E. coli* (EHEC) fasste Levine
(1987) alle E. coli-Stamme zusammen, die beim Menschen hamorrhagische Colitis und
das hamolytisch-urdmische Syndrom verursachen, Stx produzieren, A/E-L&sionen
verursachen und ein ca. 60MDa Plasmid aufweisen. Als Prototyp der
humanpathogenen E. coli, und damit auch als Urtyp der EHEC, galt lange Zeit die
Serovare 0157:H7 (Karmali, 1989). Im Laufe der Jahre wurden jedoch auch andere
Serovare, darunter O157:H-, 026:H11, O111:H-, O103:H2 und 0O145:H28 von
erkrankten Menschen isoliert, die hinsichtlich hervorgerufener Klinik, ihrer
Epidemiologie und ihrer pathogenen Eigenschaften mit der Serovare O157:H7
vergleichbar sind. Zum gegenwartigen Zeitpunkt werden immer wieder neue Serovare
als humanpathogen erkannt, so dass sich die Beschrdnkung der EHEC auf die
Serovare O157:H7 als unzureichend erwiesen hat. In Deutschland betrachtet das
Robert Koch-Institut inzwischen jeden STEC zumindest als potentiell humanpathogen
und somit als potentiellen EHEC. Die Charakterisierung des Erregers erfolgt nun Gber
das Vorhandensein von verschiedenen Virulenzfaktoren und nicht mehr lber seine
Serovare (Robert Koch-Institut, 1999c). Diese Definition hat auch Eingang in die
rechtlichen  Grundlagen der Erregerbekdmpfung gefunden: so wird im
Infektionsschutzgesetz nur der Begriff ,EHEC®, stellvertretend fir alle STEC, erwahnt.
Biilte et al. (2000; 2001) vertreten hingegen die Ansicht, dass die Unterstellung eines
humanpathogenen Potentials bei allen STEC nicht gerechtfertigt erscheint. Zur
Verursachung von humanen Krankheitsbildern benétigen STEC ihrer Argumentation
folgend zumindest noch den Adhasionsfaktor Intimin. Die Bezeichnung ,EHEC* sollte
in diesem Sinne humanen klinischen Isolaten vorbehalten sein.
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2.4 Eigenschaften und Virulenzfaktoren der STEC

Shiga-Toxin bildende Escherichia coli sind in Hinblick auf ihre Koloniemorphologie, ihr
Wachstum in Kultur und ihren biochemischen Reaktionen in der Regel nicht von
apathogenen Varianten von E. coli zu unterscheiden. Gelegentlich treten Stoffwechsel-
defiziente STEC auf, die beispielweise nicht in der Lage sind, Sorbitol zu fermentieren
und keine B-Glucuronidase besitzen. Ein ,prominentes” Beispiel dafir ist die Serovare
0157:H7, welche regelmaBig zu humanen Erkrankungen fihrt und aufgrund dieser
UnregelmaBigkeiten im Stoffwechsel relativ leicht zu identifizieren ist. Auf diese
Besonderheit wird in Kapitel 2.5.2 weiter eingegangen. In folgendem Abschnitt werden
die Eigenschaften beschrieben, die STEC zur Auslésung verschiedener Erkrankungen
befahigen.

2.4.1 Virulenzeigenschaften

Flr eine erfolgreiche Kolonisierung des Magen-Darm-Traktes miissen die STEC
zundchst den ersten Abwehrmechanismus des Kérpers, das azide Milieu des Magens,
passieren. Saureresistenz ist jedoch eine der allgemeinen Eigenschaften von E. coli
und wurde auch fiir O157:H7 und andere Serovare nachgewiesen (Large et al., 2005;
Murinda et al., 2004). Es existiert jedoch eine deutliche Variation hinsichtlich der
Séureresistenz. So kann die Serovare O157:H7 sogar in Apfel-Cidre und geséuerter
Salami Uberleben und aufgrund ihrer Saureresistenz in sehr niedrigen Dosen zu
humanen Infektionen fihren (Bell et al., 1994; Tilden et al., 1996). Andere Serovare,
beispielsweise O111:H8 und 026:H11, waren bei In-vitro-Versuchen wesentlich
weniger sdureresistent (Bergholz und Whittam, 2007). Bei Inokulation gleicher
Keimzahlen von Non-O157:H7- und O157:H7-Serovaren wurde nach einer Inkubation
in Magen-ahnlichem Milieu eine doppelt so groBe Reduktion der Keimzahlen bei Non-
0157:H7-Serovaren im Vergleich zu O157:H7-Serovaren nachgewiesen (Bergholz und
Whittam, 2007). Escherichia coli O157:H7 scheint bei steigender Aziditat schneller in
eine stationdre Wachstumsphase Uberzugehen und weist daher eine wesentlich
héhere S&ureresistenz auf. Eine Inkubation bei einem pH-Wert von 2,5 fur den
Zeitraum von zwei Stunden Uberdauerten jedoch die meisten Pathovare von E. coli,
wahrend dies fir Salmonella spp. beispielsweise bereits problematisch ist. Daraus
resultieren auch die Unterschiede in der minimalen infektiésen Dosis (Gorden und
Small, 1993). Nach Erreichen des Magen-Darm-Traktes ist fiir eine Infektion des
Wirtes die Anhaftung des Erregers an die Epithelzellen der Darmwand notwendig.
Besitzt das Isolat keine Pathogenitatsinsel ,LEE", bzw. das eae-Gen, so kann es
trotzdem Erreger von HC und HUS beim Menschen sein (Toma et al., 2004). Uber die
Adhé&sion von eae-negativen Stdmmen ist jedoch bisher noch relativ wenig bekannt.
Die Bedeutungen verschiedener Adhésine, wie des STEC Autoagglutination Adhasins
(saa) (Paton et al., 2001), der Long polar fimbriae (Lpf) (Doughty et al., 2002) und des
E. coli Immunglobulin-bindende Proteins G (EibG) (Lu et al., 2006) werden zurzeit
diskutiert. Dytoc et al. (1994) wiesen durch eae-negative Isolate in vivo und in vitro
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hervorgerufenen lokalen Mirovilli-Verlust nach, der zytoskeletale Umbau, der bei
Ausbildung der AJ/E-La@sionen erfolgt, bleibt aber aus. Der GroBteil der
humanpathogenen Erreger verfligt hingegen Uber das eae-Gen. Die Anhaftung erfolgt,
wie schon in Kapitel 2.2 fir die Pathovare EPEC beschrieben, unter Bildung der
charakteristischen Attaching und Effacing (AE)-Lasionen und zytoskeletalem
Umbau (Finlay et al., 1996; Spears et al., 2006). Die Pathogenitatsinsel ,LEE" codiert
die bakteriellen Proteine, die zur Ausbildung der A/E-L&sionen notwendig sind. LEE
besteht aus den finf polycistronischen Operons LEE1 bis LEE5. LEE1 bis LEE3
codieren fir einen Typ IllI-Sekretions-Apparat, LEE4 hingegen fir ein System zur
Proteintranslokation (Barba et al., 2005). Ein Adhasionsfaktor, bestehend aus dem
Outer Membrane Protein Intimin, abgekirzt Eae (E. coli Attaching und Effacing Protein)
und seinem Rezeptor TIR (Translocated Intimin Receptor) ist durch LEE5 codiert. Der
Sekretionsapparat dient dem Transport der sezernierten Proteine aus dem Zytoplasma
der Bakterienzelle in eine Zelle des Wirtsorganismus. Bei den sezernierten Proteinen
handelt es sich um TIR, ein Mitochondrien-assoziertes Protein und um die
verschiedenen E. coli secreted proteins (Esp) F, G, H und Z. Zuséatzlich transportiert
der Sekretionsapparat weitere nicht LEE-codierte Proteine (Barba et al., 2005). Das
Protein TIR wird in die Zellmembran des Wirtsorganismus integriert und dient dort als
Rezeptor fir Intimin, das auf der Oberfliche des Bakteriums exprimiert wird. Die
Bildung der A/E-Lésion und die Umformung des Aktins wird bei STEC durch TIR, ein
weiteres Effektorprotein, das TIR cytoskeleton coupling Protein (TccP), welches
ebenfalls in die Wirtszelle transloziert wird, und andere sezernierte Proteine veranlasst.
Dies induziert den Ablauf einer Signalkaskade, welche zu einer Verdnderung des
Aufbaus und des Stoffwechsels der intestinalen Epithelzelle fiihrt. Es sind inzwischen
mindestens 17 Typen von Intimin (a1, a2, 1, B2, y1, y2/6, 8/k, €, ¢, n, N2, I, A, 4, v, §
und o) beschrieben, die unter STEC und EPEC weit verbreitet sind (Garrido et al.,
2006). Die Unterschiede der Intimintypen bestehen vor allem in der Sequenz des C-
terminalen Endes und dadurch bedingter unterschiedlicher Bindung an TIR (Blanco et
al., 2004a; Krause et al., 2005), sowie in ihrer Antigenitat und ihrer Reaktion in der
PCR (Kaper, 1998). EPEC weisen im allgemeinen a-Intimine auf, wéhrend
humanpathogene STEC eher mit den Intimintypen y und € assoziiert sind, Intimin 8
wird von STEC und EPEC exprimiert (Blanco et al, 2005). Besonders bei
hochpathogenen Std&mmen von der O-Gruppe O157, O111 und O145 kommt der
Intimintyp y1 regelmaBig vor, so dass bei der Besiedelung des Darmes und der
Invasivitat des Erregers der Intimintyp eine bedeutende Rolle zu spielen scheint
(Blanco et al., 2005; Caprioli et al., 2005; Rivas et al., 2006). Wahrend der Bildung der
A/E-Lasion im Darm kommt es zu einem strukturellen Umbau in der intestinalen
Epithelzelle, bestehend aus einer Abrasion des Mikrovilli-Birstensaums, Formation von
Zellausldufern und eine Ansammlung von zytoskeletalen Proteinen in der Nahe des
sich eng an die Wirtszelle anhaftenden Bakteriums (Nataro und Kaper, 1998). Die Art
des ausgepragten Intimins scheint relevant fir den Gewebetropismus des E. coli-
Stammes zu sein. B-Intimin-exprimierende EPEC sind in der Lage, den gesamten
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Dinndarm zu besiedeln, wahrend die Kolonisation von y-Intimin tragenden STEC
hingegen auf die Region der Follikel-assozierten Epithelien im Bereich der Peyer'schen
Platten begrenzt ist (Fitzhenry et al., 2002). Trotz des Invasionsvermdgens von STEC-
Stammen ist das Vorkommen von Septikdmien und anderen generalisierten
Erkrankungen selten. Systemische Effekte werden in der Regel durch die Wirkung des
Shiga-Toxins im Blutkreislauf hervorgerufen (Gyles, 2007). Dass der Besitz des
Intimins bei STEC gleichwohl eine Bedeutung hat, zeigten Studien von Paton et al.
(1997): Bei Stammen, die mit humanen Krankheitsausbriichen assoziiert waren, wurde
eine wesentlich héhere Adhésivitdt nachgewiesen als bei nicht humanpathogenen
Stammen.

Als zusétzlicher, die Pathogenitat bestimmender Faktor kann ein ca. 60MDa Plasmid
vorhanden sein. Wie in der Definition von EHEC in Kapitel 2.3.3 bereits erwahnt, ist
dieses Plasmid fur die Humanpathogenitat des Isolates durchaus von Bedeutung
(Levine, 1987). Das Plasmid, Ublicherweise als pO157 bezeichnet, wurde zuerst bei
der Serovare O157:H7 beschrieben, bei dem es in fast allen Fallen vorhanden ist
(Levine, 1987). Dessen ungeachtet ist pO157 auch bei anderen Serovaren weit
verbreitet und codiert unter anderem ein als Enterohdmolysin, oder auch EHEC-
Hamolysin bezeichnetes Hamolysin (Schmidt et al., 1995). Das EHEC-Hamolysin ist
ein Poren-bildendes Zytolysin und gehért zu einer Toxin-Familie, die aufgrund ihrer
hochkonservierten repetitiven Doméne allgemein als RTX (Repeats in Toxin)-Toxine
bezeichnet werden (Schmidt et al., 1996b). Andere Toxine dieser Familie sind
beispielsweise das Hamolysin der uropathogenen E. coli und das Toxin von
Pasteurella hdmolytica (Bauer und Welch, 1996). Das EHEC-Hamolysin codierende
Gen EHEC-hlyA zeigt mit dem hlyA der UPEC sogar eine Homologie von ca. 60%. Im
Gegensatz zum UPEC-Hamolysin wird das EHEC-Hamolysin jedoch nicht in das
Nahrmedium oder die Umgebung sezerniert, was auf einen defekten
Sekretionsapparat zurlckzufiihren ist (Schmidt et al., 1995). Neben dem EHEC-
Hamolysin codiert pO157 weitere Virulenzfaktoren, unter anderem eine Katalase-
Peroxidase, Serin-Proteasen, verschiedene weitere Toxine und Adhésionsfaktoren
(Nataro und Kaper, 1998). Zur Bedeutung des EHEC-Hamolysins ist bisher nur wenig
bekannt. Theorien zufolge kénnte eine die Stx-Toxinwirkung vorbereitende Rolle
vorhanden sein (Schmidt et al., 1996a). So wurde fiur das a-Hamolysin der
uropathogenen E. coli eine Stimulation der Produktion von B-Interleukin im
Zielorganismus nachgewiesen, wobei fiir das EHEC-H&molysin eine ahnliche Wirkung
angenommen wird (Schmidt et al., 1996a). Interleukin-B seinerseits erhéht die Toxizitat
von Stx durch eine vermehrte Expression des Stx-Rezeptors Globotriaosylceramid
(Gbs) (Kaye et al., 1993). Durch diese synergistische Wirkung kdnnte es in
besonderem AusmaB zu Stérungen der Zellfunktionen kommen (Suttorp et al., 1990).
Diese These wird durch den Sachverhalt bestétigt, dass bei klinischen HUS-Fallen
regelmaBig EHEC-hlyA-positive STEC-Stdmme nachgewiesen werden, bzw. ein
GroBteil der HUS-Patienten seropositiv fir dieses immunogene Zytolysin ist (Schmidt
et al., 1995). In Deutschland tragen ca. 90% der von Patienten isolierten STEC das
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Plasmid pO157 (Beutin et al., 1995). Zuséatzlich unterstiitzt das bei der Lyse der
Erythrozyten freiwerdende Ha&m und Hamoglobin Uber eine verbesserte
Eisenversorgung das Wachstum der STEC (Nataro und Kaper, 1998). Aldick et al.
(2007) formulierten die von den eben erwahnten epidemiologischen Daten unterstutzte
Hypothese, dass das EHEC-Hamolysin ursachlich an der Zellschadigung der renalen
Endothelzellen und der Ausbildung eines Hamolytisch-Urdmischen Syndroms beteiligt
ist. Die Forschergruppe analysierte die Virulenzeigenschaften von mehreren stx-
negativen lIsolaten, die von HUS-Patienten gewonnen worden waren. Alle Isolate
waren EHEC-hlyA-positiv und zeigten in In-vitro-Versuchen eine zytotoxische Wirkung
auf humane mirovaskulare Endothelzellen.

Zum Teil kdnnen noch weitere, putative Virulenzfaktoren bei STEC nachgewiesen
werden, unter anderem eine Plasmid-codierte Katalase-Peroxidase (KatP), die zur
Minderung des oxidativen Stress dient. Weiterhin der ebenfalls Plasmid-codierte
Autotransporter Serin-Protease (SerP), welcher Uber seine Protease-Aktivitat in der
Lage ist, verschiedene Enzyme zu inaktivieren. STEC mit diesen Virulenzfaktoren
kommen regelmaBig in Lebensmitteln tierischer Herkunft vor (Nataro und Kaper, 1998).
Das (ber einen Prophagen codierte Nle (Non-LEE-encoded) A, auch Espl genannt, ist
sogar mit Humanpathogenitat assoziiert und unter O157:H7 und non-O157:H7 STEC
weit verbreitet (La Ragione et al., 2009). Bekannt ist eine durch NleA hervorgerufene
Inhibition des Sekretionsmechanismus des Golgi-Apparates, die Bedeutung dieses
Virulenzfaktors bei der Kolonisation des Magen-Darm-Traktes ist jedoch bisher unklar
(La Ragione et al., 2009). Ein weiteres Nle-Protein, Espd, ist fir die Adhasion im Wirt
nicht notwendig, sondern scheint stattdessen die Phagozytose von Makrophagen zu
hemmen (Marches et al., 2008). Dariiber hinaus werden ,EHEC Type Il Secretion
Pathway“ (etp) als Transportproteine nachgewiesen (Nataro und Kaper, 1998). Das
bereits erwahnte, dem Toxin B von Clostridium difficile &hnelnde saa und der
Virulenzfaktor EAST-1 der EAggEC wurden ebenfalls in einigen Isolaten gefunden
(Nataro und Kaper, 1998).
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2.4.2 Tenazitat

STEC werden von Rindern in hohem MaBe Uber den Kot ausgeschieden (siehe Kapitel
2.6.2). Dieser Eintrag in die Umwelt stellt eine bedeutende Erregerquelle dar. Eine
lange Uberlebenszeit von STEC in Rindermist und Rindergiille spielt fir die
Aufrechterhaltung des Infektionszyklus im Betrieb und auch fiir die Kontamination von
Futter- und Lebensmitteln sowie des Trankewassers eine bedeutende Rolle.

In Kot auf der Weide und der darunter liegenden Erde (berdauern E. coli O157:H7 in
gemasigten Breitengraden (Irland) bis zu 99 Tage (Bolton et al., 1999). Bis 50 Tage
nach der Kontamination ist eine Anzucht direkt aus dem im Gras liegenden Kot ohne
zwischengelagerte Rekonstitutionsschritte méglich (Bolton et al., 1999). In einem Fall
wird sogar von einem Kind berichtet, welches sich eine Infektion von E. coli O157:H7
durch Kontakt mit Gartenerde zuzog, die 60 Tage zuvor mit Rindergille gedingt
worden war (Mukherjee et al., 2006). Durch kontaminierten Boden und auf der Weide
liegenden Schafkot von zuvor dort grasenden Schafen infizierten sich 20 Teilnehmer
eines Pfadfinderlagers mit E. coli O157:H7 (Ogden et al., 2002). Als Infektionsweg
wurde die Aufnahme des Erregers lber mit Bodenbestandteilen und Pflitzenwasser
verunreinigte Hande identifiziert. In sich anschlieBenden Studien wurden die Keime
Uber einen Zeitraum von 105 Tagen in vollstdndig erhaltener Virulenz aus dem
lehmhaltigen Boden isoliert (Ogden et al., 2002).

Ein Nachweis aus Giille gelang bei E. coli O157:H7 nach bis zu 70 Tagen Ablagerung
(Wang et al., 1996). Eine effektive DekontaminationsmaBnahme fir pathogene Keime
stellt in diesem Fall die Zugabe von Léschkalk dar: Durch die pH-Wert-Erh6hung auf
einen pH-Wert von 12,0 fiir mindestens 2 h werden E. coli zuverlassig abgetdtet
(Bujoczek et al., 2001).

Das Kompostieren von Rinderkot in Form eines Misthaufens stellt eine weitere
MaBnahme zur Reduktion der Belastung mit E. coli O157:H7 dar. Nach mehr als 14
Tagen Lagerung wurden auch mittels Anreicherungsverfahren keine Erreger mehr aus
dem Kompost isoliert (Shepherd et al., 2007). Problematisch stellt sich jedoch die
Oberflache des Misthaufens dar, da hier der Keim aufgrund mangelnder Erhitzung und
nicht ausreichender Konkurrenzflora-Entwicklung Uber einen Zeitraum von vier
Monaten nachgewiesen wurde (Shepherd et al., 2007). Zur effektiven Reduktion der
STEC ist also ein regelmaBiges Wenden des Misthaufens unbedingt erforderlich
(Shepherd et al., 2007). Relevant fiir das Uberleben von O157:H7-Serovaren im Dung
scheinen weiterhin der pH und der Fasergehalt der Kotes zu sein, wobei sich
niedrigere pH-Werte und geringere Fasergehalte begiinstigend auswirkten (Franz et
al., 2005).

Uber die Persistenz von Non-O157:H7-Serovaren existieren nur wenige Studien. Die
japanische Forschergruppe um Fukushima (1999) beschéftigte sich mit den O-
Gruppen 026, O111 und O157 aus Rinderkot. Die Erreger wurde bei
Lagertemperaturen von 5°C, 15°C und 25°C bis zu 56 Tage lang nachgewiesen. In
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einer weiteren Studie wurde die Tenazitdt von Non-O157:H7-Serovaren in Misthaufen
analysiert (Goncalves und Morin, 2007). Auch hier ergaben sich Unterschiede in der
Uberlebenszeit des Erregers in gewendeten und ungewendeten Misthaufen. Die
einfache Ablagerung des Mistes fuhrte innerhalb von 90 d (maximale Temperatur
35°C), 16 d (56°C) oder 9 d (65°C) zu einer Elimination der STEC im Kern des
Misthaufens, wahrend der Erreger in regelmaBig gewendeten Misthaufen auch bei
niedrigen Temperaturen nach 42 d nicht mehr nachzuweisen war. Zudem wurden stx-
negative E. coli im Kompost Uber einen Zeitraum von 120 Tagen wiederholt
nachgewiesen, wohingegen die stx-Gene von Non-O157:H7 STEC bereits nach 30
Tagen nicht mehr isoliert wurden (Goncalves und Morin, 2007). Dies unterstreicht die
Bedeutung der Konkurrenzflora bei der Reduktion von STEC-Stdmmen, diese
scheinen der Kompostierung gegenilber sensibler zu sein scheinen als apathogene E.
coli.

Kontaminationen von Trankebecken mit Rinderkot sind weit verbreitet. Enthalten diese
STEC, so besitzt die Trénke bei unzureichender Reinigung ein bedeutendes Potential
als Langzeitreservoir. Die Serovare O157:H7 wurde aus dem Sediment von
Trankebecken bei AuBentemperaturen Uber einen Zeitraum von bis zu sechs Monaten
isoliert und behielt dabei seine Infektiositat (LeJeune et al., 2001a). Eine Kontamination
von Trankebecken mit O157:H7 lag in 1,3% der untersuchten Proben vor (LeJeune et
al., 2001b; Sargeant et al., 2000). Es wird zum Teil auch von Kontaminationsraten von
bis zu 12% berichtet (Van Donkersgoed et al., 2001). Ein relativ zuverlassiger Indikator
fur die Verunreinigung mit STEC O157:H7 und Keimen allgemein ist der Grad der
Tribung des Wassers: ein Tribheitsgrad von 4 auf einer Skala von 1 (klares Wasser)
bis 10 (komplett getriibte, schwarze Flissigkeit) war in 54,5% der Proben mit einem
Keimgehalt von Uber 58 cfu/mL assoziiert (Smith et al., 2008).

Uber die Relevanz von Futtermitteln als Ubertrager von STEC finden sich in der
Literatur unterschiedliche Angaben. In den USA wurden in einigen Studien je nach
Labormethodik in etwa 10% der aus Futtertrégen entnommenen Futterproben E. coli
0157:H7 nachgewiesen (Dodd et al., 2003). Andere Studien ergaben, dass Futtermittel
keine STEC O157:H7 enthalten (Hancock et al., 1998b). Qualitativ hochwertige Silage
stellt durch die Absenkung des pH-Werts auf etwa 4,0 kein Reservoir fiir STEC dar.
Das relativ sdurefeste Serovare O157:H7 war nach 8 d in einer mit dieser Serovare
beimpftem Maissilage nicht mehr nachweisbar (Avery et al., 2005), so dass davon
ausgegangen werden kann, dass diese Fermentation auch zur Elimination anderer
STEC-Serovare  ausreicht.  Ahnliche  Ergebnisse erzielten auch andere
Forschergruppen, die in analysierter Silage keine O157:H7-Isolate nachwiesen (Faith
et al., 1996; Heuvelink et al., 1998b; Hutchison et al., 2006). Uberpriifungen schlecht
fermentierter Silage ergaben jedoch in Stellen mit aerobem Verderb neben
Schimmelpilzbefall auch eine Vermehrung von O157:H7 um vier Log-Stufen von 10°
auf 107 cfu/g (Fenlon und Wilson, 2000). Die Kontamination mit STEC erfolgt in der
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Regel Uber die mit Rinderkot benetzten Reifen der Zugfahrzeuge beim notwendigen
Verdichten der Silage (Fenlon und Wilson, 2000).

Kommerziell erhéltliche Fertigfuttermittel sind ebenfalls als problematisch
einzustufen, obwohl in Studien keine oder nur geringgradige Verunreinigungen mit
0157:H7 gefunden wurden (Hancock et al., 2001; Hutchison et al., 2006). Nach
Animpfung von Mischfuttermitteln mit O157:H7 und anschlieBender Lagerung bei den
naturlicherweise herrschenden Umgebungstemperatur fiir 24h wurde eine Vermehrung
des Erregers um zwei bis finf Log-Stufen festgestellt (Lynn et al., 1998). Dieses
Ergebnis unterstreicht die Relevanz von Fertigfuttermitteln als Erregerreservoir (Lynn
et al., 1998). Die zur Herstellung pelletierter Fertigfuttermittel verwendete Kombination
aus Temperatur und Zeit reicht nicht aus, um starker kontaminiertes Futter von
O157:H7 zu befreien. Eine Erhitzung der Pellets auf 70°C fir 120 s reduziert die
Belastung mit STEC O147:H7 lediglich um 2,2 Log-Stufen (Hutchison et al., 2007).

Auch Weidegras stellt eine Infektionsquelle fiir Rinder dar. Britische Wissenschaftler
wiesen in 6,3% der untersuchten Grasproben stx-Gene nach, wobei eine sichtbare
Kotkontamination der Proben nicht vorhanden war. Nachgewiesene Serovare waren in
diesem Fall 02, 022 und Isolate mit nicht typisierbarem O-Antigen (Ont) (Hutchison et
al., 2006).

Die Bedeutung der Umgebung als STEC-Reservoir wird haufig unterschatzt, wobei die
Substrate auf Betriebsebene auBerst vielfaltig sind. In dieser Arbeit wurde der
Schwerpunkt jedoch auf die Tierebene gelegt, ohne die Umwelt als Erregerreservoir
naher zu untersuchen.

2.4.3 Vielfalt der an STEC-Infektionen beteiligten Serovaren

2.4.3.1 STEC-Serovare beim Menschen

Der Erreger, der bei der erstbeschriebenen humanen STEC-Infektion durch Riley et al.
(1983) isoliert wurde, gehorte der Serovare O157:H7 an. O157:H7 ist weltweit mit einer
Vielzahl an menschlichen Krankheitsféllen assoziiert und wird haufig als der typische
humanpathogene STEC angenommen. Obwohl bis zum heutigen Tag tber 200 STEC-
Serovare bei erkrankten Menschen isoliert wurden (MicroBioNet, 2008; World Health
Organisation, 1998), verursachen doch nur einige Serovare den Hauptteil aller
Erkrankungen beim Menschen. So wurden in Ddnemark 81 von 312 doumentierten
STEC-Ausbriiche durch O157:H7 ausgeldst (Nielsen et al., 2006). Insgesamt wurden
nur acht der vielen mdoglichen Serogruppen als Erreger in 68% (212) der
Erkrankungsfélle nachgewiesen (Nielsen et al., 2006). Zu diesen gehauft
humanpathogenen O-Gruppen zéhlen 0157, 0103, 0146, 026, 0117, 0145, 0128
und O111 in der Reihenfolge der abnehmenden Haufigkeit des Nachweises (Nielsen et
al., 2006). Das gehaufte Auftreten bestimmter Serovare scheint landesspezifisch zu
sein, wahrend andere hingegen weltweit nachgewiesen werden. Zu diesen weltweit
verbreiteten O-Gruppen gehéren neben O157 unter anderen auch 026, 0103, O111
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und O145 (Gyles, 2007). In einer Studie in den USA, die retrospektiv durch Non-
0157:H7-STEC bedingte humane Krankheitsfalle aus dem Zeitraum 1998 bis 2002
analysierte, wurde gehauft die O-Serogruppe 026 (22%) isoliert. Etwas weniger haufig
traten Erkrankungen durch O111 (16%), 0103 (12%), 0121 (8%), 045 (7%), und 0145
(5%) auf (Brooks et al., 2005).

In Deutschland und anderen européischen Landern sind die Erreger unkomplizierter
STEC-Infektionen vor allem Non-O157:H7-STEC (Beutin et al., 1998). Die Serovare
0157:H7 verursachte im Jahre 2004 etwa ein Funftel der Infektionen; die Serovare
026 und O103 wurden etwas weniger haufig nachgewiesen (Robert Koch-Institut,
2005a). Im Verlauf der letzten Jahre verlor die Serovare O157:H7 zumindest fir
enteropathische STEC-Infektionen weiter an Bedeutung, 2008 verursachte es lediglich
15% der gemeldeten humanen EHEC-Erkrankungen in Deutschland (Robert Koch-
Institut, 2009). In den Jahren 2006 bis 2008 betrug der kumulierte Anteil der
Infektionen mit den Serovaren 026 und O103 Uber 30% (Abbildung 1) (Robert Koch-
Institut, 2007; 2008b; 2009). RegelmaBig mit humanen Erkrankungsféllen assoziierte
Non-O157:H7-STEC-Serovare sind 026:H11/H-, 0103:H2, O145:H28/H-, O111:H8/H-
und 091:H14/H21/H- (Bielaszewska, 2009). Gelegentlich kénnen auch andere
Serovare bei humanen Patienten nachgewiesen werden, dazu gehdren neben der
Gruppe Orauh, deren Serovare aufgrund einer Selbstagglutination nicht weiter
bestimmbar ist, vor allem 055, 0113, 0128, 0146, 078, aber auch andere seltenere
Serovare (Robert Koch-Institut, 2004a; 2005a; 2006¢; 2007; 2008b).
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Abbildung 1: Anteile humanpathogener O-Gruppen an STEC-Infektionen bei Menschen in
Deutschland (nach Angaben des Robert Koch-Institutes (2005a; 2006c; 2007;
2008Db; 2009))
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Beim Nachweis von STEC bei an HUS-erkrankten Patienten wird hingegen
groBtenteils die Serovare O157:H7 isoliert. Ihr Anteil an HUS-F&llen in Deutschland lag
seit Jahren im Bereich von 75% der verursachten HUS-Falle (Robert Koch-Institut,
2004a; 2005a; 2006c; 2007; 2008b), inzwischen sind jedoch lediglich 52% der mit
Serovare gemeldeten HUS-Erkrankungen durch E. coli O157:H7 bedingt (Robert Koch-
Institut, 2009). Zwei weitere Serovare, 026 und O145, wurden in den letzen Jahren
ebenfalls wiederholt bei HUS-Patienten nachgewiesen (Abbildung 2). Grundsétzlich
sind vermutlich viele Serovare in der Lage, HUS auszulésen. Sporadisch treten immer
wieder Félle mit bisher selten nachgewiesenen Serovaren auf: Im Jahr 2006 wurden
beispielsweise bei einigen Patienten in Deutschland die Serovare O2 und O158
nachgewiesen (Robert Koch-Institut, 2007). Im Jahre 2007 hingegen traten einige
HUS-Félle bedingt durch die Serovare 020 und Orauh auf (Robert Koch-Institut,
2008b). Auch im Jahr 2008 ftraten einige Félle an HUS, verursacht durch
ungewdhnliche STEC-Serovare, wie 022, 0103 und O113 auf (Robert Koch-Institut,

2009).
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Abbildung 2: Anteile bisher isolierter STEC-Serovare bei am Hamolytisch-Urdmischen
Syndrom erkrankten Menschen (nach Angaben des Robert Koch-Institutes
(2005a; 2006c; 2007; 2008b; 2009))
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Die Vielfalt der pathogenen Serovare wird aus der Auflistung von MicroBioNet (2008)
ersichtlich. Diese von Bettelheim et al. verfasste, regelmaBig aktualisierte Ubersicht
beinhaltet eine Vielzahl von aus HUS-Féllen isolierte Serovare und umfasst 115
Serovaren (Tabelle 2). Diese Auflistung verdeutlicht, dass die Zugehérigkeit zu einer
bestimmten Serovare fir die Virulenz eher unbedeutend ist und die Infektiositat und
Invasivitdt des Erregers von der individuellen Ausstattung mit Virulenzfaktoren
abhéangt. Dadurch treten auch immer wieder Erkrankungsfélle auf, die auf Serovare
zurlickzufihren sind, denen bisher noch kein humanpathogenes Potential
zugeschrieben wurde.

Tabelle 2: Ubersicht Giber weltweit mit HUS beim Menschen assoziierte STEC-Serovare,

sortiert nach O-Gruppe (MicroBioNet, 2008)

O1:H-,H7 069:H- 0125:H-
02:H29 0O70:H35 0126:H27
02:H6,H7 075:H5 0128:H-,H2,H7
04:H,H5 O77:H- 0134:H25
O5:H- O79:H7 0137:H41
06:H-,H2,H4 083:H1 0145:H-,H25,H28
08:H2,H19,H21 084:H- 0146:H8
09:H- 086:H- 0153:H2,H25
O11:H2 091:H-,H10,H21 0163:H19
O14:H- 092:H33,H? 0165:H-,H25
0O18:H? 098:H- 0168:H-
020:H19 0100:H25 0172:H-,H2
022:H5,H8 0101:H- 0174:H-,H2,H21
023:H- 0103:H-,H2, O?:H-,H11
025:H2 0103:H18,H21,H? 0O105ac:H18
026:H-,H11,H? 0104:H-,H2,H21 Ot11ac:H-
045:H2 0105:H18 O112ac:H- :H2
046:H31 0O111:H-,H2,H7,H8,H? 0128ab:H2,H45
048:H21 0113:H21 OR:H-,H4,H9,H11,H16,H25,H49
O50:H7 0118:H-,H2,H12,H16,H30,H? OX174:H21
055:H-,H6,H7,H10,H? 0119:H2,H5,H6 OX177:H-
068:H4 0O121:H10,H19 OX3:H-,H2,H21
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Serogruppen-Verteilung nicht nur
geographische Unterschiede aufweist, sondern dass auch Differenzen in Abhangigkeit
des Schweregrades der Erkrankung zu beobachten sind. Bei Erkrankungen mit
extraintestinalen Komplikationen wie beispielsweise HUS (iberwiegt die Serovare
0157:H7, wobei die Dominanz weniger auf das Oberflachenantigen zurlickzufiihren ist
als auf die bei dieser Serogruppe weit verbreiteten Virulenzfaktoren eae und stx..
STEC, die diese beiden Virulenzfaktoren tragen, fiihren bei Infektion regelméBig zu
schweren Krankheitsverlaufen. Von HUS-Patienten isolierte O157:H7 sind zu 92%
eae- und stxo-positiv, wahrend dies bei Non-O157:H7 nur fir 13% der Isolate gilt
(Werber et al., 2003). Bei STEC-bedingten Enteritiden wurden stattdessen in 39,8%
der Félle Stx;-bildende Stdmme nachgewiesen, wohingegen nur 2,9% der von HUS-
Patienten gewonnenen Isolate stx;-positiv waren (Bockemiihl et al., 1998). Die Arbeit
einer danischen Forschergruppe unterstiitzt die Aussage von einer Serovare-
unabhangigen, aber Virulenzfaktor-dependenten Invasivitat: Das Vorhandensein von
eae und stx; stellt einen Risikofaktor fir die Ausbildung vom HUS dar, nicht jedoch das
Vorliegen eines bestimmten Serovares (Ethelberg et al., 2004).

2.4.3.2 STEC-Serovare bei Rindern

Bis heute wurden im Gastrointestinaltrakt von Rindern unterschiedlichste Serovare mit
groBer serologischer Bandbreite nachgewiesen. Wie in Tabelle 3 dargestellt, wurden
bisher 125 O-Serogruppen und 340 STEC-Serovare von Rindern isoliert, wobei nur 18
O-Serogruppen (02, 05, 08, 020, 022, 026, 045, 082, 091, 0103, 0113, 0116,
0118, , 0153, O 156, 0157, 0171, 0172, O174) und 14 Serovare (020:H19; O22:H8;
026:H11; 0O45:H-; 082:H8; O103:H-; O113:H-, H21; O116H21; O153:H25; O157:H7;
0171:H2; O172:H21; O174:H-, H2, H21) regelm&Big nachgewiesen werden (Blanco et
al., 2002). Wahrend in Europa besonders O113:H21 dominiert, werden in Amerika und
Australien vorwiegend 026:H11 und in Japan O45:H8 und O145:H- aus bovinen
Kotproben identifiziert (Blanco et al., 2002). Von 340 bisher bei Rindern isolierten
STEC-Serovaren wurden 138 (40,5%) bereits beim Menschen isoliert, darunter waren
49 mit HUS assoziiert (Blanco et al., 2002).
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Tabelle 3: Ubersicht tiber bisher aus Rinder-Kotproben isolierte STEC-Serovare, sortiert nach

O-Gruppe (MicroBioNet, 2008)
O1:H18,H20 069:H11,H- 0126:H8,H20,H21,H27 H-
OZ:HS"’"’H25'r92,|7_|‘_"'29’H39’H45’H 0O70:H8,H11,H- 0127:H21,H-
O3:H- Q73:H? 0128:H31,H35,H-
04:H4,H7,H11,H16,H25,H- 074:H19,H28,H29,H42,H52,H- 0130:H11,H38,H43
0O5:H6,H11,H27,H- 075:H8,H19 0131:H2
06:H3,H8,H10,H34,H49,H- 076:H19,H21,H25 0132:H2,H18,H-
07:H4,H6,H40 077:H18,H41 0133
08:H2,H8,H9,H16,H19,H25,H35,H- 0O79:H19,H- 0136:H1,H12,H16,H19,H-
09:H4 H- 080:H31,H- 0138:H48
010:H21,H- 081:H28,H31 0139:H8,H19,H51
O11:H8 H- 082:H2,H8,H40,H- 0140:H21,H32
015:H4,H7,H11,H16,H19,H27 H- 084:H2,H8,H28,H- 0O141:H2,H7,H8,H-
016:H2,H21 085:H- 0145:H8,H16,H25,H28 H-
017:H18,H21,H41 086:H26,H28 0146:H1,H8,H21,H32,H-
O18:H11 087:H8,H16,H31,H- 0147:H11,H29
019 088:H8,H21,H25,H- 0148:H8
020:H7,H16,H19 090:H24,H- 0149:H1
021:H21 091:H7,H10,H14,H19,H21,H49 0150:H-
022:H1,H2,H8,H16,H21,H40,H- 092:H- 0152:H-
0153:H7,H9,H11,H12,H19,H21,
023:H15,H- 096:H19,H- H25,H31,H32. H-
025:H5 098:H25,H- 0156:H7,H8,H19,H21,H25,H46,H-
026:H11,H21,H- 0101:H4 0157:H7,H8 H-
028:H9,H21,H40,H- 0102:H21 0159:H28
0160

0103:H2,H16,H21,H39,H42 H-

029:H34
032:H7,H16,H- 0104:H11,H21 0162:H4,H7,H21,H28
035:H21 0105:H18 0163:H2,H19,H21,H-
038:H16,H21,H39 0106:H42,H- 0165:H21,H25,H-
039:H7,H8,H21,H40,H48,H49,H- 0109:H16,H- 0166:H28,H-
040:H8,H21,H- 0110:H2 0167:H21
041:H2,H14,H51 O111:H2,H8,H11,H- 0168:H8
042:H25 0112:H2,H19 0169:H19
043:H2 0113:H2,H4,H7 H19, 0170:H8
044:H25,H28,H- 0O114:H21,H- 0171:H2,H25
045:H2,H8,H- 0O115:H8,H18 0172:H21,H-
046:H2,H38,H- 0O116:H10,H21,H28,H- 0174 (OX3):H2,H7,H16,H21,
049:H12,H- 0O117:H4,H7 ,H28,H- H39,H43,H49,H-
053:H2 0118:H16,H30,H- 0175 (OX7):H16
055:H17 0119:H8,H25,H- OX177:H-
060:H19 0120:H2,H18,H42,H- OX178:H19
063:H19 0121:H7,H- OX6:H2
064:H34,H- 0123:H11,H16 OX8:H-
064:H34,H- 0125:H19 "0"K84:H19

fett dargestellt: ebenfalls beim Menschen nachgewiesene Serovaren
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2.4.4 Shiga-Toxin

Wie bereits erwahnt, sind STEC als E. coli definiert, die in der Lage sind, mindestens
eines der Shiga-Toxine zu bilden. Die wesentliche Bedeutung des Shiga-Toxins flr die
Pathogenitat von STEC-Stammen ergibt sich aus verschiedenen Faktoren.

Zum Einen sind von allen E. coli-Stdmmen nur STEC in der Lage, HUS zu induzieren.
EPEC-Stdmme, die in grundlegenden Eigenschaften mit STEC U(bereinstimmen,
jedoch kein stx-Gen aufweisen, 16sen kein HUS aus. Auch bei Shigella spp. ist zu
beobachten, dass nur Shigella dysenteriae Typ 1 die Eigenschaft besitzt, Shiga-Toxin
zu bilden und auch nur diese Shigella-Subspezies mit dem Auftreten von HUS
assoziiert ist (Melton-Celsa und O'Brien, 1998). Des Weiteren entspricht die hohe
Toxizitdt von Stx fir humane Nierenendothelzellen in vitro sehr gut der in vivo
auftretenden vaskularen Nierenschadigung beim Hamolytisch-Urdmischen Syndrom
des Menschen (Louise und Obrig, 1995). Auch im Maus-Modell geht eine Infektion mit
STEC mit einer Nekrose der Nierentubuli einher (Wadolkowski et al., 1990). Wird das
Stx durch passende Antikdrper neutralisiert, so induziert es zumindest im Maus-Modell
keine Schédigung der Nierenzellen (Wadolkowski et al., 1990). Im Kaninchen-Modell
kommt es bei Infektion mit einem Kaninchen-spezifischen EPEC-Stamm, der zuvor
mithilfe eines stx-codierenden Bakteriophagen verandert wurde, zu einer schwereren
Enteritis als ohne Bakteriophagen-Transduktion (Sjogren et al., 1994). Die
entstehenden Lé&sionen &hneln denen, welche bei der hamorrhagischen Colitis des
Menschen nachgewiesen werden (Sjogren et al., 1994).

2.4.4.1 Struktur und Wirkungsweise von Shiga-Toxinen

Shiga-Toxine bilden eine Toxin-Familie, deren Mitglieder genetische, strukturelle und
funktionale Merkmale miteinander teilen. Ein Toxin-Molekul besteht aus mehreren
Untereinheiten: einer A-Untereinheit, deren 28 kDa groBer A;-Teil Gber den 4 kDa
kleinen A,-Teil mit fiinf B-Untereinheiten kombiniert ist. Wahrend das insgesamt etwa
38,5 kDa groBe B-Pentamer die Bindung des Toxins an den Rezeptor vermittelt,
verflgt die insgesamt 32 kDa groBe, biologisch aktive A-Untereinheit Uber eine N-
Glykosidase-Aktivitat. Dieses Enzym bewirkt die Toxizitdt des Stx: Es kommt zu einer
Entfernung eines entscheidenden Purinrestes in der 28S rRNA des 60S-Ribosoms,
und damit zu einer Hemmung der Proteinsynthese und zum Zelltod (Endo et al., 1988).

Direkt nach seiner Synthese wird das Shiga-Toxin Uber ein Signalsequenz-vermitteltes
Typ 1I-Sekretionssystem in den periplasmatischen Raum transportiert. Wahrend Stx,
meist dort verbleibt, werden Stx, und seine Varianten haufiger in das Kulturmedium
oder die Umgebung abgegeben (Mainil, 1999).

Die genetische Codierung erfolgt Uber das Operon stxAB mit zwei offenen
Leserahmen, Open Reading Frames (ORF), fir die A- und die B-Untereinheit, die
gemeinsam transkribiert werden. Dieses Operon liegt auf einem Toxin-konvertierenden
lambdoiden Bakteriophagen (Smith et al., 1983). Eine Ausnahme stellt das Stx,. dar,
welches ahnlich dem Shiga-Toxin 1 von Shigella dysenteriae chromosomal codiert ist.
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STEC besitzen haufig nur ein Operon flr einen Shiga-Toxin-Typ. Zum Teil sind aber
auch mehrere Operons fir verschiedene Shiga-Toxin-Typen vorhanden. Das Operon
flr stx; ist dem stx-Operon von Shigella dysenteriae sehr ahnlich, wahrend das stx.-
Operon nur zu 57% bzw. 60% Ubereinstimmende Nukleotidsequenzen der Operons im
Bereich der Stx A- bzw. der Stx B-Untereinheit aufweist, was sich auch in der Struktur
des Toxins widerspiegelt. Trotz dieser Differenzen in der B-Untereinheit haben Stx;
und Stx, die gleiche Rezeptorspezifitit: Sie binden an den Glykolipidrezeptor
Globotriaosylceramid (Gbs). Eine Ausnahme bildet auch hier das Stx,., welches bei der
Odemkrankheit des Schweines relevant ist, da dieses bevorzugt an einen
Globotetraosylceramid (Gb,)-Rezeptor bindet (Degrandis et al., 1989). Es ist jedoch
auch in der Lage, den Gbs-Rezeptor zu aktivieren (Keusch et al., 1995). Die Stx-
Internalisation in die Wirtszelle erfolgt mittels einer Rezeptor-vermittelten Endocytose
Uber mit Clathrin-umhiillte Vesikel, gefolgt von einem Transport zum Golgi-Apparat und
zum Endoplasmatischen Retikulum. Die A-Untereinheit wird im Folgenden in das
Zytoplasma verlagert und inaktiviert durch Bindung an die 60S-Untereinheit der
Ribosomen die Proteinsynthese: Stx blockiert die Bindung der Aminoacyl-t-RNA an die
60-Untereinheit und verhindert damit die Elongation der Peptidkette (O'Loughlin und
Robins-Browne, 2001). Einen ahnlichen Effekt wie auf eukaryontische Zellen weist Stx
auch auf Bakterienzellen auf, so dass es also ebenfalls der Wachstumshemmung der
Konkurrenzflora dient (O'Loughlin und Robins-Browne, 2001). Stx weist zusatzlich
einen synergistischen Effekt mit dem Virulenzfaktors Intimin auf, da Stx die Expression
eines Intimin-Rezeptors induziert (Robinson et al., 2006).

Konowalchuk und Speirs (1979) beschrieben die zytotoxische Wirkung von Stx auf
Vero-Zellen. Diese Wirkung ist jedoch fiir verschiedene andere Zellen weniger
ausgepragt vorhanden (Blanco et al., 1983; Kashiwazaki et al., 1981; Konowalchuk
und Speirs, 1979). Stx; und Stx, zeigten auch fir HeLa-Zellen — humane Epithelzellen
eines Cervixkarzinoms, benannt nach ihrer Spenderin Henrietta Lacks — eine
ausgepragte Toxizitdt. Stxpe ist fUr diese Zellen 10.000-fach weniger toxisch als fir
Vero-Zellen, diese Tatsache ist mit der hauptsachlich exprimierten Rezeptorvariante
assoziiert (Mainil, 1999). Auf der Oberflache von Vero-Zellen werden Gbs- und Gb,-
Rezeptoren gleichmé&Big exprimiert, HeLa-Zellen hingegen tragen hauptséchlich Gbg-
Rezeptoren. Kontrér dazu weisen MDBK (Madin Darby Bovine Kidney)-Zellen nahezu
ausschlieBlich Gbs-Rezeptoren auf und sind damit favorisierte Zielzellen fir Stxoe
(Mainil, 1999).

Angriffspunkte von Stx beim Menschen in vivo sind vor allem die vermehrt Gbs-
Rezeptoren tragenden Endothelzellen in der Niere, im Gehirn und in den
Schleimhauten des Magen-Darm-Traktes. Daraus resultieren die typischen
Krankheitsbilder beim humanen Erkrankungsfall.

Die enterotoxische Wirkung von Stx zeigt sich in der Tatsache, dass es in ligierten
Darmsegmenten von Kaninchen zu einer Flussigkeitsakkumulation fuhrt. In dieser
Hinsicht &hnelt die Wirkung des Stx derjenigen der Hitze-stabilen und Hitze-labilen
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Toxine der ETEC-Stdmme. Die Enterotoxigenitat scheint aber abhangig vom Stx-Typ
zu sein. Stxpe Weist beispielsweise einen sehr geringen Effekt auf Darmzellen auf. Der
genaue Wirkmechanismus fir den enterotoxischen Effekt ist nicht bekannt (Mainil,
1999). Eine mdgliche Erklarung ist die Absorptionsverminderung infolge einer
Mikrovilliabrasion. Die Mikrovilli-Enterocyten werden wesentlich stérker vom Stx
beeinflusst als die Kryptenzellen, da sie deutlich mehr Gbs-Rezeptoren aufweisen. Eine
andere Erklarung des enterotoxischen Effektes ist die Absorptionshemmung von
Natriumchlorid ohne Veranderung der lonen-Sekretion oder eine Schadigung nahe
liegender Kapillaren, die einen Flussigkeitsverlust in das Darmlumen zur Folge hatte.
Aufgrund der geringen bisherigen Kenntnisse in diesem Bereich ist auch die
Beteiligung eines zuséatzlichen Enterotoxins, wie beispielsweise eines EAST-1-
ahnlichen Toxins denkbar (Mainil, 1999).

Neurotoxische Effekte des Stx wurden wiederholt bei Kaninchen und Mausen
beobachtet. Diese Tiere zeigten bei parenteraler STEC-Infektion eine aufsteigende
Paralyse mit letalem Ausgang (Mainil, 1999). Auch bei der Odemkrankheit des
Schweines wird bei Ferkeln eine neurotoxische Wirkung von Stxp. beobachtet, die
Neurotoxizitat scheint also eine Eigenschaft aller Stx-Typen zu sein (Mainil, 1999).

2.4.4.2 Shiga-Toxin-Typen

Von den zwei unterschiedlichen Shiga-Toxingruppen gleichen die zu Stx; gehérenden
Toxine strukturell den Shiga-Toxin 1 von Shigella dysenteriae und bilden eine sehr
homogene Gruppe. Stx, weist hingegen nur 55% Ubereinstimmung in der
Aminosaurensequenz mit Shiga-Toxin 1 von Shigella und Stx; von E. coli auf,
zusatzlich besteht die Stx,-Gruppe aus verschiedenen sehr heterogenen
Untergruppen. Trotz aller sequenzieller Unterschiede ist die Enzymaktivitdt von Stx;
und Stx; in Zell-freien System und an Vero-Zellen nicht zu unterscheiden, allerdings
differiert ihre Toxizitdt im Mausmodell (Tesh et al., 1993) und fur Vero-Zellen (Tabelle
4). In einem Fltterungsversuch an Streptomycin-behandelten CD-1-M&usen mit Stx;-
und Stx,-positiven STEC-Isolaten wurde die Wirkung von Stx, als ursachlich fur renale
Tubulus-Lasionen mit letalen Ausgang festgestellt (Wadolkowski et al., 1990). Diese
Unterschiede in der Toxizitat sind auch beim Menschen offensichtlich: So ist bei der
Inkubation von humanen Nierenendothelzellen Stx, 1.000-fach toxischer als Stx,
(Louise und Obrig, 1995). Dieser Sachverhalt spiegelt sich ebenfalls beim Nachweis
der bei HUS-Patienten isolierten STEC wider, wo vermehrt Stxp-positive Erreger
nachgewiesen werden (Ostroff et al., 1989; Scotland et al., 1987). Die Ursache dieser
Toxizitdtsunterschiede ist bisher nicht bekannt, es wird allerdings eine niedrigere
Bindungsaffinitdt von Stx, zum Gbs-Rezeptor angenommen. Aus dieser niedrigeren
Spezifitat folgt eine gréBere Anzahl an Zellen, die gebunden werden kénnen (Tesh et
al.,, 1993). Weiterhin scheint stx, vermehrt transkribiert und damit héhere Toxin-
Konzentrationen erreicht zu werden (Paton und Paton, 1998). Im Rahmen einer
anderen Theorie wird die Bedeutung der zwischen den verschiedenen Stxp-Subtypen
vorkommenden Aminosaurensequenzunterschiede im Ap-Teil der A-Untereinheit



28 2 Literaturiibersicht

diskutiert (Melton-Celsa und O'Brien, 1998). Diese Differenzen kénnten zu einer
anderen Interaktion des B-Pentamer mit dem Rezeptor und damit zu einer veranderten
Toxizitat fihren.

Tabelle 4: Vergleich von Stx;- und Stx,-Varianten (nach Melton-Celsa et al. (1998), modifiziert;
Schmidt et al. (2000) Leung et al.(2003))

Aminosaurenahnlichkeit Spe.‘z.lf!.sctll.e LDy, fir Mause  Aktivierbarkeit
zu Stxz (%) Aktivitat far .
Stx- bei durch
Vero- ) . . .
Typ A- B- intraperitondaler  intestinalen
Al L Zellen/mg Injektion (ng) Mukus
Untereinheit Untereinheit Protein | 9
1 55 57 1 x10° 400 N
0,75-5
2 100 100 ( 9 ) 0,5-2 N
x10
2c 100 97?2 - - N
1-5
2 72 107 ’
d % ° 5x10 aktiviert 0,5 J
2e 93 84 2 x10° 200 N
2f - - - - N
29 96 94 - - N
2die B-Untereinheiten von Stxz und Stxzq sind identisch LDso: mittlere letale Dosis
ng: Nanogramm Jija N: nein -: keine Angabe

24421 Shiga-Toxin;-Varianten

Die Mitglieder der Stx;-Familie weisen eine sehr groBe Homologie auf. Bekannte
Varianten differieren nur in wenigen Aminoséuren und ohne Auswirkungen auf die
Bindungsspezifitat, Toxizitdt und Antigenitat (Paton et al., 1995; 1993). Antisera gegen
Stx, sind in der Lage, das Stx; der STEC ebenso zu neutralisieren wie das Shiga-Toxin
1 von Shigella (Strockbine et al., 1985). Lediglich zwei Stx;-Varianten, Stx;. und Stxygq,
weisen gréBere Aminosdurensequenzdifferenzen auf. Bei Stx;, sind neun Aminosauren
der A-Untereinheit und drei Aminosauren der B-Untereinheit verandert sind, das
entspricht einer Aminos@urensequenzhomologie von 97%. Stxiq weist eine Homologie
von 93% auf, es differieren 20 beziehungsweise sieben Aminosduren im Vergleich zu
Stx, (Burk et al., 2003).
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24422 Shiga-Toxin,-Varianten

Im Gegensatz zu Stx; weist die Stx,-Familie groBe Unterschiede sowohl in der
Antigenitdt als auch in den Aminosdurensequenzen auf. Bisher wurden sieben
Varianten von Stx, beschrieben: Stx,, StXae, StXad, StXad activatables StXze, StXor und StXag.
Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Stx, liegen vor allem in
Sequenzunterschieden im Bereich der B-Untereinheit. Daraus resultiert eine
Verdnderung der Rezeptor-Affinitdt und -Spezifitdt. Das Stxpe beispielsweise
unterscheidet sich in 16% der Aminosdurensequenz der B-Untereinheit von Stx,
(Weinstein et al., 1988). Als Folge bindet Stx,, statt an Gbs; an Gb, als funktionellen
Rezeptor (Degrandis et al., 1989).

Weitere Unterschiede bestehen in der Zytotoxizitat der verschiedenen Stx,-Typen fir
Zellkulturen, sowie in der Aktivierbarkeit durch intestinalen Mukus, wie sie
beispielsweise bei Stxaqg activatanie €rfolgt (Melton-Celsa et al., 1996). Die Aktivierung von
StXog activatanle Wird mittels einer im Mukus enthaltenen Elastase durch enzymatische
Kirzung der Ax-Untereinheit initiert. Im SDS-Gel bewegt sich das aktivierte
StXag activatable WESENtlich schneller als das unaktivierte, da es um zwei Aminoséuren
kirzer ist (Kokai-Kun et al., 2000; Melton-Celsa et al., 2002; Melton-Celsa und O'Brien,
1998). Die Aktivierung verandert die Toxizitdt durch veranderte Rezeptoraffinitat und
effizienteren intrazelluldren Transport. Hingegen lasst sich diese Aktivierung bei Stxog
nicht nachweisen, obgleich die C-terminale Region der A,-Untereinheit identisch zu der
von StXyq ist.

Stxo. und nicht aktiviertes Stxaq sind im Vergleich fiir Vero-Zellen wesentlich weniger
toxisch als Stx, und aktiviertes Stxyy. Diese Unterschiede in der Toxizitat sind im
Grunde auf die Differenz nur einer Aminosaure in der B-Untereinheit zuriick zu fihren
(Lindgren et al., 1994).

2.4.4 3Einflisse auf die Shiga-Toxinbildung

Die Bildung von Shiga-Toxinen unterliegt einer Reihe von unterschiedlichen Einflissen.
Die Produktion von Stx; wird Uber die Transkription reguliert und durch hohe
Eisenkonzentrationen und niedrige Temperaturen supprimiert (Mainil, 1999), wahrend
die Regulation der Produktion von Stx, Uiber andere Mechanismen erfolgt und von zwei
relevanten Einflissen abhéangt. Zum Einen kann Uber eine Phagenvermehrung eine
Vervielfaltigung der Toxingene erreicht werden, zum Anderen erfolgt die Regulation der
Toxinproduktion Uber einen Phagen-codierten Faktor, welcher einen verstarkenden
Einfluss auf die Stx,-Sekretion ausiibt (Mihldorfer et al., 1996). Eine Induktion der
Phagen ist mit einer Steigerung der Toxinproduktion gleichzusetzen. Diese ist
beispielsweise durch Mitomycin, Trimethoprim, Furazolidon und Quionolon-Antibiotika
aber auch durch UV-Bestrahlung, die Einwirkung von Mutagenen oder eine Umgebung
mit mangelnder Nahrstoffversorgung zu erreichen (Acheson und Donohuerolfe, 1989;
Al-Jumaili et al., 1992; Kimmitt et al., 2000; Kdhler et al., 2000). recA ist ein Induktor
von DNA-Reparaturprozessen, der so genannten SOS-Antwort. Bei Induktion von recA
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erfolgt ebenfalls eine recA-dependente Phageninduktion (Fuchs et al., 1999). Kdhler et
al. (2000) auBerten die Hypothese, dass alle DNA-schadigenden Substanzen (ber
diesen Weg potentiell Phagen-induzierend wirken. Zwei ehemals als
leistungssteigernde  Zusatzfuttermittel verwendete Antibiotika, Carbadox und
Olaquindox, zeigten diese tUber DNA-Schédigung vermittelte Phageninduktion (Kéhler
et al.,, 2000). Diese Wirkung von Mitomycin und der ungiftigeren Variante Carbadox
wird in einigen Laborverfahren zum Nachweis von Shiga-Toxinen genutzt.

Auch andere Antibiotika haben in subinhibitorischen Mengen einen Phagen-
modifizierenden Effekt fir E. coli O157:H7. Je nach Wirkstoff traten Toxinmengen
oberhalb oder unterhalb des Kontrollansatzes auf (Karch et al., 1985). Escherichia coll,
die in Anwesenheit von Ciprofloxacin, Lincomycin oder Gentamycin inkubiert wurden,
wiesen niedrige Toxinproduktionen auf (Karch et al., 1985). Diese Verminderung der
Toxinbildung ist durch eine Blockierung der Proteinbiosynthese durch die oben
genannten Antibiotika zu erklaren. Im Gegensatz dazu verstérkte das Vorhandensein
von Sulfametoxazol, Trimethoprim oder Cotrimoxazol bei der Inkubation die Produktion
von Stx. Als verantwortlich fir diese Steigerung sahen Karch et al. (1985) jedoch nicht
eine Phageninduktion, sondern Veranderungen in der Zusammensetzung der
AuBenmembran der Bakterienzelle, die in einer erhéhten Zellpermeabilitat fir Stx und
damit einer erhdhten Freisetzung des Toxins resultieren. Ahnliche Mechanismen mit
Steigerung der Toxinbildung und -ausschleusung wurden auch fiir das Antibiotikum
Polymyxin B beschrieben: Durch die Abnahme der Toxinmenge in der Bakterienzelle
folgt im Anschluss Uber einen Feed-Back-Kontrollmechanismus eine verstarkte
Toxinproduktion (Karmali et al., 1985). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass
Cycloheximid die Sensibilitdt von Vero-Zellen gegen Stx erhéht, wohingegen
Puromycin das Gegenteil bewirkt (Petric et al., 1987).

Aufgrund der Shiga-Toxin-Produktion stimulierenden Wirkung von Antibiotika und einer
vermuteten Verlangerung der STEC-Ausscheidungsdauer ist die Gabe dieser
Medikamente bei Infektionen mit STEC nicht induziert (Robert Koch-Institut, 2008a)
und flhrt einigen Studien zufolge zu einem erhéhten Risiko, ein Hamolytisch-
Urémisches Syndrom zu entwickeln (Carter et al., 1987; Pavia et al., 1990; Wong et al.,
2000).

Neben Antibiotika und Chemikalien hat auch die Temperatur einen gewissen Einfluss
auf die Toxinbildung von Stx,: Niedrige Temperaturen vermindern die Produktion zu
einem geringen Grad (Muhldorfer et al., 1996).
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2.5 STEC beim Menschen

Shiga-Toxin bildende E. coli gehéren zu den human relevanten Erregern von
Lebensmittel- bedingten Infektionen. Ihre Bedeutung liegt nicht unbedingt in der groBen
Anzahl der Erkrankungsfélle. Wie aus Abbildung 3 ersichtlich, sind STEC mit 835
Erkrankungsféallen im Jahr 2008 und 839 Patienten im Jahr 2007 im Gegensatz zu
Campylobacter spp. und Salmonella spp. relativ seltene Erreger bei Lebensmittel-
assoziierten Erkrankungen (Robert Koch-Institut, 2009). lhre Relevanz liegt in der
Kombination einer niedrigen Infektionsdosis mit den mdglichen schweren
Komplikationen der Infektion, vor allem bei Kleinkindern.

@ Salmonella spp.

O Campylobacter spp.

O darmpathogene E. coli spp.
2008
& Yersinia spp.
ESTEC

[ Shigella spp.

Abbildung 3: Ubersicht (ber die Anteile Lebensmittel-assoziierter Infektionen durch Zoonose-
Erreger beim Menschen in den Jahren 2007 und 2008 in Deutschland (nach
Angaben des Robert Koch-Institutes (2008b; 2009))
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2.5.1 Humane STEC-Infektion

Die erste Beschreibung einer humanen Infektion durch E. coli O157:H7 erfolgte 1983
durch Riley et al. (1983). In den USA waren nach dem Verzehr von Hamburgern aus
Fast Food-Restaurants insgesamt 47 Personen an hadmorrhagischer Colitis erkrankt.
Bis zu diesem Zeitpunkt war O157:H7 nur selten als Krankheitserreger in Erscheinung
getreten. In einer retrograden Untersuchung fanden die amerikanischen Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) in insgesamt 3.000 zwischen 1973 und 1983
eingesandten E. coli-Isolaten nur einen O157:H7-Stamm (Riley et al., 1983). Auch in
GroBbritannien konnte aus 15.000 serotypisierten E. coli-Isolaten aus den Jahren 1982
bis 1990 nur ein O157:H7 gefunden werden (Griffin und Tauxe, 1991). Dies deutet
darauf hin, dass die neu entdeckte, humanpathogene Bedeutung der STEC nicht
unterdiagnostizert wurde, sondern STEC tatséchlich einen neu aufgetretenen
Krankheiterreger darstellen. Wie bereits erwéhnt, beschrieben Karmali et al. (1983) im
gleichen Jahr erstmals die Beteiligung von STEC-Stammen am Hamolytisch-
Uramischen Syndrom.

Das klinische Erscheinungsbild einer jeden Infektionskrankheit ist von der Virulenz des
Erregers, der Empfénglichkeit des Patienten und der aufgenommenen bzw.
notwendigen Infektionsdosis abhéngig (Rolle und Mayr, 2007). Stx, ist beispielsweise
wesentlich haufiger mit der Entwicklung eines HUS assoziiert als Stx;. Intimin hingegen
wird regelméBig von Stdmmen isoliert, die fir Hdmorrhagische Colitis verantwortlich
sind (Brooks et al., 2005). Eine besondere Bedeutung wird ebenfalls der Toxinvariante
zugeschrieben: stx,- und stxy.-positive STEC sind wesentlich haufiger mit HUS
assoziiert als die anderen Toxinvarianten (Orth et al., 2007).

Bei adulten Menschen verlauft eine STEC-Infektion haufig als Gastroenteritis, die
aufgrund ihres relativ milden Verlaufs oft nicht als STEC-bedingte Enteritis
diagnostiziert wird. In dieser Altersgruppe sind auch viele symptomlose Infektionen mit
Ausscheidung des Keims beschrieben worden. In einer Untersuchung von Mitarbeitern
fleischverarbeitender Betriebe wurden 3,5% als STEC-Ausscheider identifiziert
(Stephan et al., 2000). Silvestro et al. (2004) wiesen bei 1,1% der untersuchten
landwirtschaftlich tatigen Personen STEC der Serovare O157:H7 nach. Hier liegt die
Vermutung nahe, dass diese Personen im jungen Alter durch haufigeren Kontakt zu
weniger virulenten Stdmmen eine Immunitat aufbauen. Zu schwerwiegenderen
Krankheitsbildern mit nachfolgenden Komplikationen kommt es vor allem bei
Sauglingen, Kleinkindern und alteren, sowie immungeschwachten Menschen (Robert
Koch-Institut und Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterinarmedizin, 2001).

STEC-Infektionen flihren zundchst zu akuten entziindlichen Vorgéngen in der
Dickdarmschleimhaut. Eine wéassrige Diarrhde setzt nach einer Inkubationszeit von ein
bis drei Tagen, maximal bis zu acht Tagen ein. Begleiterscheinungen sind haufig
Ubelkeit, Erbrechen und Bauchschmerz, wobei Fieber nur selten ausgepragt ist
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(Nataro und Kaper, 1998). In 10 bis 20% der Falle entwickelt sich die Gastroenteritis
weiter zu einer hamorrhagischen Colitis (HC), die durch blutigen Stuhl und starke
Leibschmerzen gekennzeichnet ist (Riley et al., 1983; Robert Koch-Institut, 2008a).

Als schwerwiegende extraintestinale Komplikationen treten bei 5 bis 10% der STEC-
Infektionen das h&molytisch-urdmische Syndrom (HUS) oder die Thrombotisch-
Thrombozytopenische Purpura (TTP) auf (Robert Koch-Institut, 2008a). Das
Hamolytisch-Urdmische Syndrom wurde 1955 erstmalig von der Schweizer
Forschergruppe um Gasser beschrieben (Gasser et al., 1955). Das Hamolytisch-
Uramische Syndrom ist gekennzeichnet durch eine Trias von Symptomen: akutes
Nierenversagen, Thrombozytopenie und mikroangiopathische h@molytische Anamie.
Beim Auftreten von allen drei klinischen Symptomen spricht man von einem
Jkompletten HUS". Sind nur ein oder zwei der typischen Krankheitsanzeichen
ausgepragt, handelt es sich um ein ,inkomplettes HUS“. Etwa 90% der Falle sind
enteropathischen Ursprungs, das bedeutet, der extraintestinalen Infestation geht eine
intestinale Episode mit HC voraus (Gerber et al., 2002). Hauptursache von HUS sind
STEC-Infektionen: Bei 68% bis 83% aller Félle ist eine Assoziation nachweisbar
(Banatvala et al., 2001; Gerber et al., 2002; Gianviti et al., 2003). Das Hamolytisch-
Uramische Syndrom tritt vor allem bei Kleinkindern bis zu finf Jahren auf.

Die Ursache fur die besondere Sensibilitat von Kleinkindern ist bisher nicht hinreichend
bekannt. Der Zusammenhang des Vorkommens von Gbs-Rezeptoren im Gewebe und
der Empfanglichkeit von Zellen fiir Stx ist seit einigen Jahren bekannt (Obrig et al.,
1993). Die Vermutung, dass die Nierenzellen von Kleinkindern vermehrt Gbg-
Rezeptoren exprimieren und diese Altersgruppe aus diesem Grund besondere
Sensibilitat gegeniiber Stx aufweist, lag aus diesem Grund nahe. Diese Hypothese
konnte jedoch bisher nicht bestatigt werden (Boyd und Lingwood, 1989; Ergonul et al.,
2003). Bis heute besteht Unklarheit Gber die Ursache der vermehrten HUS-Falle bei
Kleinkindern. Weitere diskutierte Hypothesen sind eine selektive glomerulare Bindung
von Stx in Nieren von Kleinkindern: Eine Studie von Lingwood et al. (1994) ergab
Hinweise, dass die Expression von Gbz-Rezeptoren in den Glomeruli der Niere nur bei
Kindern vorhanden ist und wahrend des Wachstums verloren geht. Dies wurde jedoch
zumindest fir Stx; widerlegt. Im Rahmen immunologischer Farbungen wurde fir das
an Gbs-Rezeptoren gebundene Stx; eine homologe Verteilung der Gbs-Rezeptoren bei
juvenilen und adulten Menschen nachgewiesen (Ergonul et al., 2003), so dass
alternative Theorien formuliert werden mussen. Arbeitshypothesen sind nun mégliche
vorhandene Unterschiede in der Fettsduren-Zusammensetzung des Gbs-Rezeptors
von Adulten und Juvenilen. Die Bedeutung der Fettséduren-Zusammensetzung fur die
Toxinwirkung von Stx wurde bereits nachgewiesen (Lingwood, 1993). Eine weitere
Méglichkeit wére eine altersabhangige Zytotoxizitat fir Stx,. Flr Stx; scheint diese
Theorie aufgrund eben genannter Studie unwahrscheinlich. Die im Gegensatz zu Stx,
deutlich stérkere Zytotoxizitdt von Stx, flr humane Nierenzellen wurde bereits in
Kapitel 2.4.4.2 erwihnt. In Ubereinstimmung mit diesem Sachverhalt wird bei von
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HUS-Patienten isolierten E. coli O157:H7 Uberwiegend Stx,- oder Stx;- und Stxs-
Produktion nachgewiesen. Eine Infektion mit der STEC-Serovare O118:H2, die nur
stx;-positiv. war, flhrte beispielsweise bei 126 Patienten lediglich zu
Durchfallerkrankungen (Ruggenenti et al., 2001).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass nach heutigem Wissenstand eine
altersabhéngige Zytotoxizitdt fir Nierenendothelzellen unwahrscheinlich ist und die
nachgewiesenen geringen altersdependenten Differenzen in der Expression von Gbs-
Rezeptoren in den tubuldren und glomeruldren Nierenzellen nicht das Vorherrschen
von HUS bei Kleinkindern erklaren.

Die klinischen Symptome eines HUS treten in der Regel flinf Tage nach Beginn des
Durchfalls auf. Die Toxine gelangen auf lymphogenem und hdmatogenem Weg in die
Kapillaren von Niere, Pankreas und Gehirn und rufen dort Endothelschéden hervor, die
zu GeféaBverschlissen und Gewebsnekrosen und somit zu lokalen Funktionsverlusten
fuhren (Karmali et al., 1983; Wiss und Klare, 1987). In der Niere rufen diese
Schéadigungen das akute Nierenversagen hervor, bei dem es bei bis zu 60% der
Patienten zu einer zumindest temporaren Dialysepflicht kommt (Gerber et al., 2002).
Begleitend kdnnen Anurie, Hypertonie und neurologische Symptome auftreten. In 5%
der Falle hat die STEC-Infektion einen letalen Ausgang (Banatvala et al., 2001; Gerber
et al., 2002).

Die Thrombotisch-Thrombozytopenische Purpura tritt hauptsachlich bei Patienten auf,
die &lter als 30 Jahre sind. Dieses Krankheitsbild wurde bereits 1924 erstmalig
beschrieben (Moschcowitz, 2003) und gehért ahnlich wie HUS zu den thrombotischen
Mikroangiopathien, unterscheidet sich aber vom HUS durch zusétzliche Symptome und
ein regelmé&Biges Fehlen von prodromalen intestinalen Episoden (Banatvala et al.,
2001). Das TTP ist durch eine Pentade von Symptomen charakterisiert: Es treten
Fieber, thrombozytopenische Purpura, mikroangiopathische hamolytische Anamie,
neurologische Symptome und Nierenversagen auf (Amorosi und Ultmann, 1966).

2.5.2 Vorkommen und Epidemiologie von humanen STEC-Infektionen

Bei dem ersten dokumentierten Ausbruch einer STEC-Infektion wurde der Verzehr
unzureichend erhitzter Hamburger aus einem Fast-Food-Restaurant als urséchlich
ermittelt (Riley et al., 1983). In einer weiteren Studie wurden auch die Serovare 026,
0113 und O111 von verschiedenen Patienten, die an STEC-bedingter Diarrhée, HC,
HUS oder TTP litten, isoliert (Karmali et al., 1985). Dieser Nachweis lieB den Schluss
zu, dass auch andere STEC neben O157:H7 die typischen Erkrankungen auslésen
kénnen. In den USA werden weiterhin, besonders bei Gruppenerkrankungen, vor allem
E. coli O157:H7 nachgewiesen. Andere Serovare sind dort eher fiir sporadische
Erkrankungsfélle verantwortlich (Tabelle 5). Bei einer Analyse der von 1983 bis 2002
in den USA vorkommenden STEC-Infektionen, die durch Non-O157:H7-Serovare
hervorgerufen wurden, wurden vor allem die O-Serogruppe 026 (22% der Isolate),
aber auch 0111 (12%), O121 (8%) und 045 (5%) nachgewiesen (Brooks et al., 2005).
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Auffallig war bei diesen Isolaten die Ausstattung mit Virulenzfaktoren: 61% der Isolate
besaBen lediglich Stx; und nur 22% bzw. 17% wiesen Stx, bzw. Stx; und Stx, auf.
Intimin und H&molysinguec waren in 84% bzw. 86% der Isolate vorhanden (Brooks et
al., 2005).

Die Bedeutung von unzureichend erhitztem bzw. rohem Fleisch als Vektor fiir STEC
wird noch deutlicher, wenn die hohe Inzidenz von STEC-bedingten Erkrankungen in
Anbetracht der kulturell unterschiedlichen Verzehrsgewohnheiten in Argentinien
betrachtet wird. Im Vergleich zur Inzidenz in Deutschland (0,2-1,9/100 000 bei Kindern
von 0 bis 15 Jahren) ist die Inzidenz in Argentinien mit 22/100 000 bei Kindern jinger
als flinf Jahre wesentlich erhéht (Lopez et al., 1998). Zusétzlich sind 30 bis 38% der
blutigen Durchfélle dort mit STEC-Infektionen in Zusammenhang zu bringen (Lopez et
al., 1998). Interessant wird dieser Sachverhalt, wenn er vor den Hintergrund eines
beginnenden Fleischverzehrs im Alter von etwa drei Monaten gestellt wird. Bei etwa
20% der gesunden Kinder in Argentinien konnten Antikérper gegen Stx nachgewiesen
werden, was auf zurtickliegende Infektionen hindeutet. Die Serovare O157:H7 spielt in
Sudamerika eine eher unbedeutende Rolle. Dort werden vornehmlich andere, meist
ausschlieBlich stx;-positive Serovare isoliert (Lopez et al., 1998).

In Australien wurde von einem Ausbruch berichtet, bei dem 1995 (iber 100 Menschen
nach dem Verzehr einer Mettwurst an einer STEC-Infektion erkrankten (Paton et al.,
1996). Bei dem Uberwiegenden Teil der Patienten und aus den untersuchten
Mettwiirsten wurde die Serovare O111:H- isoliert. Zusatzlich wurden andere Serovare,
unter anderem auch O157:H-, in den gewonnenen Proben nachgewiesen (Paton et al.,
1996). Eine niedrige Dosis von einer E. coli-Zelle auf 10g Mettwurst war ausreichend
um eine Infektion hervorzurufen (Paton et al., 1996). Die Bedeutung dieser geringen
Infektionsdosis wird deutlich, wenn die Ubertragung des Keimes von Mensch zu
Mensch betrachtet wird (Reida et al., 1994; Spika et al., 1986). Die minimale infektitse
Dosis liegt bei etwa 10 bis 100 Keimen (Bockemuhl und Karch, 1996). In einer
amerikanischen Studie wurden minimale Infektionsdosen von weniger als 50 Keimen
nachgewiesen (Tilden et al., 1996).

Bemerkenswert sind die Infektionsquellen vieler STEC-Erkrankungsfélle in Japan
Zwischen 1990 und 1996 wurden dort regelméaBig Sprossen und andere pflanzliche
Lebensmittel als Trager von STEC identifiziert (World Health Organisation, 1996).
Beschrieben ist beispielsweise ein Ausbruch mit 42 STEC-Infektionen in einem
Kindergarten: 14 der Kinder erkrankten am Hamolytisch-Uramischen Syndrom.
Ursache war die Aufnahme von mit dem Serovare O157:H7 verunreinigtem Wasser
aus einem Brunnen (Akashi et al., 1994).
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In Deutschland liegen die bundesweiten Inzidenzraten von STEC-bedingten Enteritiden
seit mehreren Jahren konstant bei Werten um 1,4 /100.000 Einwohner (Robert Koch-
Institut, 2004a; 2005a; 2006c; 2007). In den Jahren 2007 und 2008 erkrankten sogar
nur 1,0 /100.000 Einwohner an STEC bedingten Enteritiden, wéhrend die Inzidenzraten
von HUS seit vielen Jahren unter 0,1 /100.000 Einwohner betragen (Robert Koch-
Institut, 2004a; 2005a; 2006c; 2007; 2008b; 2009)

Sowohl beim Vorkommen von STEC-Infektionen als auch bei den HUS-Fallen sind seit
mehreren Jahren deutliche regionale Unterschiede zu verzeichnen. H&here
Inzidenzraten werden regelmaBig aus Bayern, Niedersachsen und Nordrhein-
Westfalen gemeldet: Vor allem im Allgdu, Weser-Ems-Gebiet und im Bezirk Arnsberg
in Nordrhein-Westfalen traten Inzidenzen von Uber 1,8 Erkrankungen /100.000
Einwohner auf (Robert Koch-Institut, 2009). Bei einer durchschnittlichen Inzidenz von
1,0 im Jahre 2008 erkrankten in Sachsen 2,6 /100.000 Einwohner, in Berlin 1,7
/100.000 Einwohner, in Niedersachsen 1,6 /100.000 Einwohner und Schleswig-
Holstein 1,4 /100.000 Einwohner (Robert Koch-Institut, 2009). Die relativ niedrigen
Inzidenzen im Bundesdurchschnitt sind auf die mit weniger als 0,5 /100.000 Einwohner
sehr niedrigen Erkrankungsraten in Thiringen, Hessen und Bremen zuriickzufiihren
(Robert Koch-Institut, 2009).

Im Jahr 2002 wurde von mehreren Gruppenerkrankungen mit dem Sorbitol-
fermentierenden (SF) O157:H- berichtet (Robert Koch-Institut, 2003b). Schwerpunkte
dieser Haufungen waren Norddeutschland und Bayern, so dass es zu Inzidenzraten
von 2,4 (Bremen), 2,3 (Niedersachsen) und 2,1 (Bayern) kam (Robert Koch-Institut,
2003b). Der Bundesdurchschnitt lag in diesem Jahr bei 1,5 Fallen / 100.000 Einwohner
(Robert Koch-Institut, 2003b).

Eine hohere Spezifitit des Meldesystems resultiert meist in wesentlich hdéheren
Inzidenzen. So wurde das Vorkommen von STEC-Infektionen in einer Labor-Sentinel-
Studie auf 13 Falle /100.000 Einwohner geschétzt (Prager et al., 1998). Diese Zahlen
beinhalten neben den eigentlichen Erkrankungsfallen auch symptomlose Ausscheider,
die haufiger im Rahmen kleiner, familidrer Ausbrlche ermittelt werden. Innerhalb
dieser Studie wurde bestimmt, dass ein durchschnittlicher Anteil von 3,2% der
sporadischen Durchfallerkrankungen von STEC verursacht wird (Prager et al., 1998).
Im Jahre 1998 wurden jedoch nur 644 Félle von STEC-Erkrankungen freiwillig
gemeldet, was lediglich einem Anteil von einem Prozent an den Fallen der ,Enteritis
infectiosa“ in diesem Jahr entspricht (Robert Koch-Institut, 1999c). Die Meldepflicht fiir
STEC-assoziierte Erkrankungen als solche wurde erst ab 1998 in das Bundes-
Seuchengesetzt integriert (Anonymus, 1998). Das Robert Koch-Institut vermutet
generell auf jeden gemeldeten Fall noch einmal doppelt so viele nicht gemeldete oder
nicht diagnostizierte Félle, so dass entsprechend des geschéatzten 3%igen Anteils von
STEC an der ,Enteritis infectiosa“ im Jahre 1998 mit Fallzahlen in der GréBenordnung
von etwa 2000 Patienten zu rechnen wéare (Robert Koch-Institut, 1999c).



40 2 Literaturiibersicht

In den letzten Jahren gemeldete Erkrankungsraten liegen jedoch, wie aus Abbildung 4
ersichtlich, bei 800-1.200 Fallen/Jahr in Deutschland. Diese bis heute andauernde
Unterschatzung liegt nach Aussage des Robert Koch-Institutes an der Komplexitat der
Diagnostik und der durchschnittlichen Ausstattung der Labore, die es nicht ermdglicht,
die Diagnostik bei Verdacht auf STEC-Infektion bis hin zur Isolierung und
Serotypisierung des STEC zu verfolgen. Einer der Griinde, aus denen es bis heute
nicht mdglich ist, prézise zutreffende Aussagen Uber die Serovarenverteilung in
Deutschland zu treffen, ist der seit 2002 unter 50%-liegende Anteil der Ubermittelten
Serovaren von identifizierten Krankheitsféllen (Robert Koch-Institut, 2003b; 2004a;
2005a; 2006c; 2007; 2008b; 2009). Als Hilfestellung fir Humanmediziner verfasste das
Robert Koch-Institut 1998 eine Indikationsliste fir die Untersuchung auf STEC-
bedingte Gastroenteritiden und schlug weiterhin labordiagnostische Verfahren vor
(Robert Koch-Institut, 1999c).
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Abbildung 4: Entwicklung der Anzahl der STEC-Enteritis- und HUS-Falle des Menschen von
20083 bis 2008 in Deutschland, nach Angaben des Robert Koch-Institutes (2003b;
2004a; 2005a; 2006c; 2007; 2008b; 2009)

Kleinkinder unter fiinf Jahren stellen mit Gber 50% der STEC-Infektionen seit Jahren
die am meisten betroffene Altersgruppe dar; bei schwereren Krankheitsverlaufen ist
diese Gruppe mit Anteilen von 61-75% noch stérker vertreten (Robert Koch-Institut,
2006a; 2007; 2008b).

Auch wenn E. coli O157:H7 seit langerer Zeit auch in Deutschland das bedeutendste
Serovare bei HUS darstellt, werden bei HUS-Patienten regelmaBig Non-O157:H7-
STEC-Serovaren ermittelt. In einer Analyse von Non-O157:H7-STEC-Serovaren aus
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HUS-Patienten in ltalien und Deutschland wurden die Serovare O22:H8, 026:H-,
091:H-, O128:H- und ein nicht typisierbarer E. coli nachgewiesen (Russmann et al.,
1995). Diese Serovaren besaBen trotz der sich verkomplizierenden Erkrankung in der
Regel nur Stx; (Russmann et al., 1995). Ahnliches gilt auch fiir Enteritis-assoziierte
STEC-Serovare: Auch hier werden neben den friher als ,klassisch” bezeichneten Non-
0157-0O-Serogruppen O16 und O111 immer wieder neue Serovare isoliert, die zum
Teil Serogruppen mit bisher noch unbekanntem humanpathogenen Potential
angehoren (Bockemdihl et al., 1998). In den letzten Jahren von zunehmender Relevanz
als Erreger von humanen, STEC-bedingten Erkrankungen waren jedoch die O-
Serogruppen 026, 0103, 0145, 0111 und O91 (Bielaszewska, 2009).

Diese standige Ausweitung der Serovaren-Typen geht mit einer zunehmenden
Gefahrdung des Verbrauchers einher. Aufgrund der mit der Vielfalt der Serovare
steigenden Komplexitét der labordiagnostischen Nachweisverfahren stellt der optimale
Nachweis aller Erreger besondere Anforderungen an die Labore.

Seit mehreren Jahren tritt ein GroBteil der Erkrankungen (2006: 91%, 2007: 93%) in
Form von Einzelfallen auf, wéhrend von Gruppenerkrankungen nur in 55 Féllen von
STEC-Infektionen im Jahre 2007 berichtet wird. Hierbei handelt es sich jedoch meist
um kleinere familiare Haufungen, im Median waren zwei, maximal sechs Erkrankte
beteiligt (Robert Koch-Institut, 2008b).

In Deutschland verursacht das Sorbitol-fermentierende STEC-Serovare O157:H- (SF
0157:H-) seit einigen Jahren mehrfach groBe Ausbriiche. Die Diagnostik, die im
Regelfall auf einer Detektion des Serovares O157:H7 aufgrund seiner Unféhigkeit
Sorbitol zu fermentieren beruht, stéBt hier an ihre Grenzen. Escherichia coli O157:H-
sind in den meisten Fallen stx.-positiv, nicht beweglich (H-) und fermentieren Sorbitol
innerhalb von 24 Stunden Inkubationszeit. Von aus HUS Patienten isolierten STEC
0157 bilden SF O157:H- einen Anteil von 13,3 bis 40,5%, bei Durchfall-Patienten liegt
ihr Anteil bei 7,4 bis 25% (Karch und Bielaszewska, 2001). Sie besitzen ein mehrfach
mutiertes, nicht mehr funktionelles H7-Antigen, ein funktionelles Intimin y, sowie ein
groBes 90kb Plasmid, welches das EHEC-hlyA tragt, das aber nicht exprimiert wird.
Die weiteren Ublicherweise auf diesem pO157-Plasmid enthaltenen putativen
Virulenzfaktoren espP und katP sind nicht vorhanden. Stattdessen besitzen SF
0157:H- eine spezifische, plasmidkodierte Fimbriae sfp (sorbitol-fermenting EHEC
0157 fimbrae, plasmid-encoded), die vermutlich mit Wirtszellrezptoren interagiert
(Brunder et al., 2001). Die meisten in Deutschland und Europa vorkommenden SF
0157:H- weisen ein Ubereinstimmendes Muster in der Pulsfeldgelelektrophorese aus,
was flr eine enge klonale Verwandtschaft spricht.

Dieses Sorbitol-fermentierende Serovare wurde im Jahre 1988 bei einem Ausbruch
von HUS in Bayern zum ersten Mal isoliert (Robert Koch-Institut, 1996b). In den Jahren
1995 bis 1996 trat ein zweiter Ausbruch mit SF O157:H- auf, wiederum in
Suddeutschland (Ammon et al., 1999; Robert Koch-Institut, 1996b). Es erkrankten 28
Kinder an HUS, die Gesamtzahl der Infizierten konnte nur geschatzt werden
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(Robert Koch-Institut, 2003a). Wenn jedoch von einem Anteil von 5 bis 10% der
Erkrankten ausgegangen wird, die ein HUS entwickeln (Robert Koch-Institut, 2008a),
so betragt die Dunkelziffer etwa 300 bis 600 nicht erkannte STEC-Infektionen (Ammon
et al., 1999). Ausbriche in ahnlicher GréBenordnung wie 1995/1996 wurden auch im
Herbst 2002 und 2003 in Bayern gemeldet (Robert Koch-Institut, 2003a; 2003b). Im
Jahre 2002 wurde vom ersten Ausbruch mit SF O157:H- auBerhalb Bayerns berichtet:
Im Frihjahr 2002 wurde der Erreger bei zehn erkrankten Kinder in Niedersachsen
isoliert, wobei sechs Kinder am HUS und eines an TTP erkrankten (Robert Koch-
Institut, 2003a) Die Serovare SF O157:H- scheint vor allem in Deutschland vertreten zu
sein. Es wurden nur einige Funde im europaischen Ausland gemeldet, diese Serovare
hat sich jedoch bisher noch nicht weltweit verbreitet (Karch und Bielaszewska, 2001).
Dass SF O157:H- ein immer noch aktuelles Problem darstellen, beweist eine erneute
H&aufung von Erkrankungen im Frihjahr 2006 in Niedersachsen, Hamburg und
Schleswig-Holstein (Robert Koch-Institut, 2006b).

In verschiedenen Studien wurde ein Nachweis von SF O157:H- bei den Ublicherweise
als Reservoir fungierenden Wiederkauern versucht (Bielaszewska et al., 2000; Karch
und Bielaszewska, 2001): Es wurde jedoch nur ein Isolat aus 1.300 Rinderkotproben
gewonnen (Bielaszewska et al., 2000): Bei anderen Nutz- und Wildwiederkduern wurde
der Erreger nicht isoliert (Bielaszewska et al., 2000; Karch und Bielaszewska, 2001).
Deshalb ist bisher noch unklar, ob die bisher bekannten STEC-Ubertragungswege
ebenfalls auf die Serovare O157:H- zutreffen. Bei den aufgetretenen Ausbriichen
wurden die Vektoren nicht vollstédndig aufgeklart. Beim Ausbruch 1995/96 wurden
Mortadella und Teewurst, welche rohes Rindfleisch enthielt, als Erregerquelle vermutet
(Robert Koch-Institut, 1996b). Andere Erkrankungen mit diesem Serovare wurden
jedoch durch direkten Tierkontakt verursacht (Bielaszewska et al., 2000; Orth et al.,
2006; Robert Koch-Institut, 1999b). Aufgrund der geringen Nachweisrate in
Lebensmittel und Tieren wird jedoch auch vermutet, dass die SF STEC-O157:H- an
den menschlichen Darm adaptiert sind und der Mensch selbst als Reservoir dieser
Erreger dient (Karch und Koéhler, 1999). Zur Bestatigung dieser oder anderer
Hypothesen sind unbedingt weitere Studien erforderlich, da das Datenmaterial bisher
keine eindeutigen Schllsse zulésst.



2 Literaturiibersicht 43

2.6 STEC beim Rind

Obwohl viele E. coli-Infektionen mit Durchfall bei Rindern assoziiert sind, ist die
Bedeutung vom Pathovar STEC als Krankheitserreger bei Wiederk&uern noch unklar.
Bisher wird das Krankheitspotential aller Serovare von STEC bei Tieren als wenig
bedeutend eingestuft (Naylor et al., 2005a).

Die Besiedelung des Rinderdarmes mit STEC und das symptomlose Trégertum dieser
Tiere spielt jedoch fiir die Aufrechterhaltung des Infektionszyklus eine immense Rolle.

2.6.1 Bovine STEC-Infektion

Bei dem Versuch einer epidemiologischen Einordnung des Gefahrenpotentials von
STEC fir Rinder wurden mehrfach Studien mit dem Ziel durchgefiihrt, Unterschiede in
der Pravalenz durchfallkranker und gesunder Rinder aufzuzeigen. Ein Teil dieser
Studien wies STEC bei erkrankten Kélbern haufiger nach (Burnens et al., 1995; Kang
et al., 2004; Leomil et al., 2003; Wieler et al., 1992), andere Studien bestatigten dies
nicht (Orden et al., 2003; Sanz et al., 1998). Infektionen mit STEC O157:H7 bei
Kalbern verlaufen in vielen Féllen asymptomatisch (Brown et al., 1997; Sanderson et
al., 1999; Woodward et al., 1999; Wray et al., 2000). Trotz dieser Differenzen steht
jedoch fest, dass die Virulenzmerkmale der Isolate kranker Kélber sich von denen
gesunder Tiere unterscheiden. STEC kranker Tiere waren zum GroBteil stx;- und eae-
positiv, gehdrten meist den O-Serogruppen 026, O111, O118 und Orauh an und
besaBen die GeiBelantigene H11 oder H16, wéhrend die Isolate gesunder Kélber stx,-
positiv und eae-negativ waren und vielen verschiedenen Serovaren angehérten (Orden
et al., 1998; Pohl et al, 1997; 1991). Es wurde weiterhin gezeigt, dass das
Virulenzmuster von Isolaten kranker Kélber trotzdem bei gesunden Kélbern haufiger
vorkommt als bei adulten Rindern (Sanz et al., 1998). Dies lasst vermuten, dass diese
Virulenzfaktoren bei der Besiedelung des Darmes, auch ohne Auftreten einer
Erkrankung, relevant sind (Sanz et al.,, 1998). Wieler et al. (2007) wiesen flr
unterschiedliche Altersabschnitte der Kalber Assoziationen von Virulenzfaktoren und
Durchféllen nach:

Durchfallerkrankte Kélber schieden in ihrer ersten Lebenswoche signifikant haufiger
EHEH;s-positive STEC aus; &hnliches gilt bei der ersten und zehnten Lebenswoche
far Intimin und in der vierten Lebenswoche flr Shiga-Toxin.
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Unabhéngig von der unzureichenden Studienlage fir STEC-bedingte Erkrankungen im
Allgemeinen sind flr eae-positive STEC viele Falle von natirlichen und
experimentellen Infektionen beschrieben, die bei Kalbern bis zu finf Lebenswochen
unter Auslésung der A/E-Lasionen blutig-schleimige Durchfalle verursachten (Tabelle
6). Dagegen existieren nur wenige Berichte von Durchfallerkrankungen bei Jungrindern
(Pearson et al.,, 1999; Wada et al., 1994). Beachtenswert ist, dass in einigen Fallen
dieser Durchfallerkrankungen kein Shiga-Toxin nachgewiesen wurde (Pearson et al.,
1989), so dass die Rolle dieses Virulenzfaktors in der Pathogenese der Erkrankungen
fraglich ist.

Tabelle 6: Beispiele von STEC-Infektionen bei Kalbern, verursacht durch Intimin-positive
Isolate, chronologisch geordnet (nach Naylor et al. (2005a), modifiziert)

Erwerb der
Serovare __Infektion Alterdes o onfal S Referenz
E— Wirtes Typ
nat. exp.
blutig-
O5:H- X X 18-21 Tage L Stx+ Hall et al., 1985
schleimig
O111H- X X  5Wochen  DUIg~ g, ~ Schoonderwoerdet
schleimig al., 1988
lutia-
026:H11 X 147Tage  OMI9- g Wrayetal, 1989
schleimig
Iblich-
080:H- X 3 Wochen ge“b IC. Stx-  Pearson et al., 1989
wassrig
blutig-
015 X 19 Monate . Wada et al., 1994
schleimig
blutig- Stx;, Dean-Nystrom et al.,
157:H7 X N
Ol eugeborene schleimig  Stx, 1997
. StX1,
026 X 8-12 Monate blutig Six Pearson et al., 1999
2

O118:H16 X X 2 Wochen schleimig  Stx;  Stordeur et al., 2000

026:H11 X 2 Wochen blutig Stx;  Gunning et al., 2001
4und 11

O111:H- X und tw. blutig  Stx;  Stevens et al., 2002
Tage

van Diemen et al.,

016:H- X 4 Tage schleimig  Stxq 2005

nat.: natlrliche Infektion exp.: experimentelle Infektion  Stx: Shiga-Toxin .: unbekannt
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Einige O-Serogruppen, wie beispielsweise 026, O111 und O118, scheinen eine
groBere Virulenz fir Rinder, vor allem fir K&lber, aufzuweisen als anderen O-
Serogruppen. Die O-Serogruppe O26 wurde beispielsweise mehrfach von erkrankten
Rindern isoliert, etwa von einem 8-monatigen Jungrind mit blutigem Durchfall, aber
auch von &hnlich erkrankten Kélbern (Gunning et al., 2001; Pearson et al., 1999).
Andererseits ergab ein Infektionsversuch mit einem ehemals von Durchfall-erkrankten
Kélbern isolierten 0O26:H- -Stamm keine bzw. lediglich eine leichte transiente Enteritis
bei infizierten Kalbern (Dziva et al., 2004; Mainil et al., 1987). Die zumindest in
Deutschland bei Kalbern am haufigsten ermittelte O-Serogruppe ist 0118 (Wieler et al.,
1996). Bei STEC-Infektionen von Kalbern zeigt sich vielfach eine Assoziation mit
Durchfallerkrankungen; die Virulenz wurde in Infektionsversuchen (Stordeur et al.,
2000) und durch Nachweis der Virulenzmuster bestétigt (Wieler et al., 1998). Bei einer
Untersuchung von 42 O118-Isolaten trugen 97,6% der E. coli die genetische
Information fir eae, hlyA-Ehec und mindestens eine stx-Variante und somit ein
Virulenzmuster, welches bei HUS-verursachenden STEC in 94% der Erkrankungsfélle
nachzuweisen ist (Bockemiihl und Karch, 1996). Eine Ubertragung dieses
humanpathogenen Serovares vom Rind auf den Menschen wurde bereits in einigen
Fallen als Infektionsweg bei humanen Erkrankungen ermittelt (Beutin et al., 2000;
Weber et al., 1997; Wieler et al., 2000).

Zusammenfassend ist das Potential von Non-O157:H7- und O157:H7-STEC als
Krankheitserreger bei Kélbern aufgrund des epidemiologischen Datenmaterials
wahrscheinlich. Préazisere Charakterisierungen des AusmaBes der Gefahr, wie auch
die Erklarung der Pathogenese, sind jedoch noch vorzunehmen.

STEC kénnen bei adulten Rindern in einem geringen Anteil (2,8 bis 4,2%) von durch E.
coli-hervorgerufenen Mastitiden bei Kihen isoliert werden (Ribeiro et al., 2006;
Stephan und Kuhn, 1999). lhre Ausstattung mit Virulenzmerkmalen entspricht jedoch
nicht denen eines humanpathogenen STEC, so dass hier von keinem
Gefahrdungspotential fiir den Menschen auszugehen ist (Ribeiro et al., 2006; Stephan
und Kuhn, 1999). Zusétzlich ist unklar, ob der Nachweis der STEC in der Milchprobe
ein Zufallsbefund ist, aufgrund einer fékalen Kontamination der Milchprobe erfolgte
oder in Assoziation mit der Mastitis steht. Zwar konnten Zschéck et al. (1998) bei
Ziegen eine sekretorische Kontamination der Milch nachweisen, der sekundaren
fakalen Kontamination ist jedoch eine wesentlich gréBere Bedeutung beizumessen.
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Fir adulte Rinder gelten O157:H7-Serovare als apathogen, auch Non-O157:H7-
Serovare scheinen keine bovinen Erkrankungen hervorzurufen (Pearson et al., 1999;
Wada et al., 1994). Daher ist davon auszugehen, dass STEC fiir diese Tiere wenig
Virulenz aufweisen. Extraintestinale Komplikationen, wie sie beim Menschen auftreten,
sind bei Wiederkduern nicht bekannt. Ein Mechanismus fir die phé&notypische
Symptomlosigkeit von Rindern ist die Wirkung von Stx auf Immunzellen: Menge et al.
(2003) beschrieben fur Stx; modulierende Effekte auf bovine Lymphozyten, eine
resultierende verminderte Immunantwort kann persistierende STEC-Infektionen bei
Rindern verursachen. Im histologischen Bild ist jedoch sichtbar, dass auch Rinder auf
eae-positive O157:H7-STEC mit Verénderungen der Darmschleimhaut in Form von
A/E-Lésionen und einer verstarkten Immunabwehr durch neutrophile Granulozyten
reagieren (Nart et al., 2008; Naylor et al., 2005b).

2.6.2 Vorkommen und Epidemiologie von bovinen STEC-Infektionen

Als Erregerreservoir der STEC gelten in erster Linie Nutz- und Wildwiederkauer, die die
STEC in der Regel symptomlos im hinteren Magen-Darm-Trakt tragen (Karmali, 1989;
Robert Koch-Institut, 1999c; Wells et al., 1991). Nachweise von E. coli O157:H7 auf
der Haut und der Maulhéhe sind vermutlich auf Kontamination mit Fazes oder durch
den Wiederkéu-Vorgang bedingt (Keen und Elder, 2002). Aufféllig ist dabei jedoch der
Sachverhalt, dass E. coli O157:H7 vor allem an den weniger mit Fézes verschmutzten
Korperteilen, wie Riicken und Nacken nachzuweisen war (Keen und Elder, 2002).

In Deutschland wurden in den Fazes adulter Rindern differierende STEC-Pravalenzen
von 9,4 bis zu 47,6% berichtet (Gallien, 1994; Richter et al., 1997) (Tabelle 7). In
einzelnen Herden wurden sogar bis zu 81,5% der Rinder als stx-positiv ermittelt (Geue
et al, 2002). Bis zu 70% dieser von Rindern isolieten STEC weisen die
Virulenzmerkmale fir humanpathogene STEC auf (Richter et al., 1997; Wieler et al.,
1996). Die Serovare O157:H7 wurde in Deutschland hingegen weniger h&ufig
untersucht, die Pravalenzen sind zudem mit Werten zwischen 0 und 2,8% wesentlich
geringer (Biilte et al., 2002; Geue et al., 2002; Richter et al., 1997; Zschock et al.,
2000).
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Tabelle 7: Ubersicht {iber nachgewiesene STEC-Prévalenzen bei Rindern in Deutschland,
chronologisch sortiert

Anzahl

Gesamtzahl pos. Proben

rere Proben —51s7: h (%)Non-0157 reterenz
Milchkiihe 82 10 (12,2) Billte et al., 1990
Mastrinder 212 20 (9,4)

Rinder 142 0 30 (21,1) Beutin et al., 1993
kranke Kélber 119 7(5,9) Gallien, 1994
Schlachtrinder 204 0 97 (47,6) Richter et al., 1997

Milchkihe 726 0 131 (18,0) Zschock et al., 2000

Rinder 533 15 (2,8) 82 (15,4) Billte et al., 2002

Mal\j:{:;iz;:nd 2163  6(0,3) 810 (37,4) Geue et al., 2002
Milchkiihe 147 50 (34,0) MesselhauBer, 2005

.. nicht untersucht

0O157: H7: Serovare O157: H7

(): prozentualer Anteil (%)

Non-O157: andere O-Serogruppen als 0157

Im européischen Ausland liegen die Prévalenzen von Non-O157:H7-STEC mit 2,5%
bis 61,1% in ahnlichen Bereichen wie in Deutschland (Fremaux et al., 2006; Kuhnert et
al., 2005; LeJeune et al., 2006; Orden et al., 2002; Pradel et al., 2000). Die Serovare
0O157:H7 scheint dort hingegen haufiger bei Rindern aufzutreten: Es wird von
Prévalenzen von bis zu 17,0% berichtet (Bonardi et al., 2001; Chapman et al., 1997,
Orden et al., 2002; Pradel et al., 2000). Eine detailliertere Auflistung der vorhandenen
Studien zeigt Tabelle 8.
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Tabelle 8: Ubersicht iiber nachgewiesene STEC-Pravalenzen bei Rindern in Europa, nach
Landern alphabetisch sortiert

Gesamtzahl pos.

Land Tiere I/;\:oztj:r: Proben (%) Referenz
0157: H7 Non-O157
B' adulte Rinder 1281 55 (4,3) Tutenel et al., 2002
CH? Milchkihe 966 41 (4,6) 514 (57,6) Kuhnert et al., 2005
» (2_(;(32:;@) 443 38 (8,6) MoIIer—NzigI(;en etal,
Milchkiihe 975 23 (24)
Kélber 142 0 8(7,9) Orden et al., 2002
E* Farsen 120 0 23 (20,2)
adulte Rinder 66 0 5(2,5)
s Schlachtrinder 471 1(0,2) 162 (34,4) Pradel et al., 2000
F Milchkiihe 415 3(2,0) 142 (35,0) Fremaux et al., 2006
FIN® Mastbullen 688 110 (16,0) Lahti et al., 2003
Mastrinder 1.840 246 (13,4) Chapman et al., 1997
GB’ Milchkihe 1.661 268 (16,1)
Mutterkiihe 9.256 392 (4,2) Synge et al., 2003
. Schlachtrinder 100 17 (17,0) Bonardi et al., 2001
! Kalber 945 39 (4,1) Conedera et al., 2001
5 Rinder 1541 3(0,2) Johnsen et al., 2001
N Milchrinder 680 0 416 (61,1) LeJeune et al., 2006
adulte Rinder 540 57 (10,6) Heuvelink et al., 1998b
NL' Milchkiihe 830 49 (5,9) Schouten et al., 2005
Rinder 422 6 (1,4)

PL"  adulte Rinder 551 4(0,7) Tutenel et al., 2002
s"? Rinder 3071 37 (1,2) Albihn et al., 2003
'B: Belgien ®CH: Schweiz ~ °DK: Danemark “E: Spanien °F: Frankreich

®FIN: Finnland "GB: GroBbritannien 8): Italien °N: Norwegen

'NL: Niederlande

(): prozentualer Anteil (%)

0157: H7: Serovare O157: H7

"'PL: Polen

'23: Schweden

.2 nicht untersucht
Non-O157: andere O-Serogruppen als O157
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Tabelle 9: Ubersicht iiber nachgewiesene STEC-Pravalenzen bei Rindern auBerhalb Europas,
nach Léndern alphabetisch sortiert

Gesamtzahl pos.

Land Tiere I'::ozs:r: PI'(OO/E))G f Referenz
0157: H7 Non-O157
, Kélber 344 0 20 (5,6) Leomil et al., 2003
°R Wasserbuffel 100 0 37 (37,0) Oliveira et al., 2007
EAU?  Zebus 159 0 8 (7.9) Kadd“'M;gg‘fwa stal,
Farsen 2.744 153 (5,3) . Ezawa et al., 2004
2 . :
Schlachtrinder 605 97 (16,0) F“k“smg’(;"o:"d Skl
RC* Rinder 986 8(0,01) 401 (40,7) Leung et al., 2001
ROK® Kélber 254 7 (2,8) Kang et al., 2004

Rinder 11.881 210(1,8) Hancock et al., 1997c

Kélber 115

19 (16,5) Rahn et al., 1997
Milchkihe 291 26 (8,9)
ilchkiih
Milchkihe — oos 7 3.4 Rice et al., 1997
(Farm)
Milchkiihe

1 4
(Schlachthof) 03 (39)

6
USA®  Mastrinder ~ 3.162  719(22,7) Smith et al., 2001

Mastrinder 139 84 (60,4) Keen und Elder, 2002

Rinder 9.122  82(0,9) Renter et al., 2003

Mastrinder 888 27 (3,1) Riley et al., 2003

Kalber 408 10 (2,5) Dunn et al., 2004a

Fleischrinder 4790 636 (13) Ledeune et al., 2004

Milchrinder 750 5(0,7) 108 (14,4)

' BR: Brasilien 2 EAU: Uganda
5 ROK: Republik Korea
.2 nicht untersucht

Ledeune et al., 2006

% J: Japan

* RC: Republik China
8 USA: Vereinigte Staaten von Amerika

(): prozentualer Anteil (%)
0157: H7: Serovare O157: H7 Non-O157: andere O-Serogruppen als O157
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Aus Tabelle 9 ist ersichtlich, dass die bovinen STEC-Prévalenzen weltweit auf einem
ahnlichen Niveau wie in Europa liegen. Eine Ausnahme bilden die USA: Hier dominiert
die Serovare O157:H7 nicht nur die humanen Erkrankungsfélle (Tabelle 5), sondern
kann besonders h&ufig bei Rindern nachgewiesen werden. Bei Mastrindern sind
beispielsweise Prévalenzen von bis zu 60,4% verdffentlicht worden (Keen und Elder,
2002). Andere Serovare kommen in den USA bei Rindern weniger h&ufig vor als in
Europa. Diese Verteilung spiegelt sich auch in den Schwerpunkten der Studien wider:
Wéhrend in den USA in der Regel die Serovare O157:H7 untersucht wird, stellen
besonders in Deutschland, aber auch in vielen Landern auBerhalb der USA die Non-
0157:H7-Serovare aufgrund ihrer Haufung als humanpathogene Krankheitserreger in
den jeweiligen Landern ein bevorzugtes Studienobjekt dar.

Bei wiederholten Beprobungen STEC-positiver Rinder fiel auf, dass erhebliche
Schwankungen in der Ausscheidungsintensitat nachzuweisen waren (Hancock et al.,
1998a). Tiere, die einmal als STEC-Ausscheider identifiziert worden waren, wurden bei
Beprobungen in Folge haufig nicht mehr als stx-positiv erkannt. Die Ausscheidung von
STEC ist in der Regel transient und intermittierend (Garber et al., 1995; Hancock et al.,
1997a; 1997b; 1997c; Mechie et al., 1997; Robinson et al., 2004). Bei einmaligen
Beprobungen von Herden werden aufgrund der intermittierenden Ausscheidung keine
oder nur einige Rinder als stx-positiv erkannt (Ezawa et al., 2004; Sargeant et al.,
2000). Longitudinalstudien zeigten jedoch, dass STEC inklusive des Serovares
0157:H7 in allen Herden, wenn zum Teil auch nur gelegentlich, nachzuweisen sind
(Hancock et al, 1997a; 1997b), so dass zur Bestimmung von realen
Herdenpravalenzen mehrfache Beprobungen notwendig sind.

Die Wahrscheinlichkeit einer Ausscheidung Shiga-Toxin bildender E. coli durch Rinder
scheint mit verschiedene Faktoren in Zusammenhang zu stehen. Eine Rolle spielen
unter anderem Umweltfaktoren, wie die Jahreszeit, die Haltung und das
Betriebsmanagement, aber auch individuelle Faktoren, wie das Alter und Geschlecht
des Tieres und die Milchleistungsdaten bei Milchvieh (Abbildung 5).
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Fiitterung

Saison

Abbildung 5: Uberblick von mit STEC-Ausscheidung durch Rinder assoziierten Faktoren
(unvollstandig)

Ziel vieler Studien war die Abschatzung der Saisonalitdt der Ausscheidung. In den
USA und Europa durchgefiihrte Longitudinalstudien fir O157:H7 ergaben regelmaBig
hohe Préavalenzen in den Sommermonaten (Conedera et al., 2001; Hancock et al.,
1997a; Rugbjerg et al., 2003; Van Donkersgoed et al., 1999). Diese Haufungen weisen
zusétzlich Ubereinstimmungen mit den Erkrankungshéaufigkeiten von Menschen auf. In
anderen Studien konnte das Frihjahr (Dopfer et al., 2006; Hancock et al., 1994;
Heuvelink et al., 1998b) oder der Winter (Ogden et al., 2004) als Jahreszeit mit
erhdhten Pravalenzen bei Rindern erkannt werden (Tabelle 10). Fir die Saisonalitat
von Non-O157:H7-Serovaren existieren nur wenige Studien: Thran et al. (2001)
ermittelten bei Farsen die Ausscheidungsrate im Winter mit einer STEC-Pravalenz
15%. Im Frihling lag der Anteil der ausscheidenden Tiere bei lediglich 4%. In einer
weiteren Studie wurden jedoch im Herbst mit 9,0% héhere Pravalenzen nachgewiesen
als im Winter (5,0%) (Cobbold et al., 2004). Die Differenzen in den Studienergebnissen
deuten darauf hin, dass hier ein Einfluss von anderen bekannten und unbekannten
Faktoren nicht ausgeschlossen werden kann.

Neuere Studien wiesen flr E. coli O157:H7 eine Bedeutung der Tageslichtlange und
der Temperatur auf die STEC-Ausscheidung nach (Edrington et al., 2006). Mdgliche
Einflussfaktoren waren Schilddriisen- und Epiphysenhormone, wie beispielsweise
Trijodthyronin und Melatonin, die durch Stimulation des Immunsystems (Drazen et al.,
2001; Nelson und Drazen, 2000) die Kolonisierung mit und Ausscheidung von STEC
verringern kénnten (Edrington et al., 2007; Edrington et al., 2008; Schultz et al., 2005).
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Der jahreszeitliche Effekt kdnnte weiterhin durch die Durchfihrung der Studien in
verschiedenen Klimazonen bzw. die geographische Lage modifiziert werden. Die
Umgebungstemperatur der untersuchten Rinder ist ein bedeutender Faktor (Edrington
et al,, 2006): In den sidlichen Staaten der USA wurde eine wesentlich héhere
Pravalenz von STEC O157:H7 nachgewiesen als in den nérdlich gelegenen Staaten
(Hussein und Sakuma, 2005). Selbst das Jahr der Probenerhebung ist relevant; in Gber
mehrere Jahre andauernden Longitudinalstudien differierten die Prévalenzzahlen von
Jahr zu Jahr (Schouten et al., 2004).

Tabelle 10: Saisonal-bedingte STEC-Ausscheidungsunterschiede des Serovares O157:H7 bei
Rindern, nach Landern alphabetisch sortiert

héchste Pravalenzen/ Saison
Land Tiere Referenz
Frihj. Som. Herb. Wint.

ngrinder Van Donker

CAN' F‘Ijt.:isghrisceier X : :I., 1e9;%08d °
DK? Ju}rlerti):;er X Rugbjerg et al., 2003

D® Fleischrinder X X Dopfer et al., 2006

Milchkihe (X) X Mechie et al., 1997

GB* Mutterkiihe X Synge et al., 2003

Fleischrinder X Ogden et al., 2004

s Michkane X Heuvfgg;bet 2

Milchkiihe X X Schouten et al., 2004

. Schlachtvieh (X) X X Bonardi et al., 2001
| Kalber X X Conedera et al., 2001
F:\::L‘Jchhkr?nh deer X Hancock et al., 1994
USA’ Milchkiihe X X Hancock et al., 1997a
Milchkiihe X (X) Stanford et al., 2005b

Frihj.: Friihjahr (Mérz, April, Mai) Som.: Sommer (Juni, Juli, August)

Herb.: Herbst (September, Oktober, November) Win.: Winter (Dezember, Januar, Februar)
X: hohe Pravalenz Uiber gesamte Jahreszeit

(X): hohe Pravalenz wahrend eines Monats der Jahreszeit

'CAN: Kanada 2DK: Danemark °D: Deutschland “GB: GroBbritannien

°NL: Niederlande °!: Italien "USA: Vereinigte Staaten von Amerika
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Als weiterer Risikofaktor flr die Ausscheidung ist das Alter anzusehen. Kélber zeigten
in verschiedenen Studien fir 0O157:H7 und Non-O157:H7-Serovare hohere
Pravalenzen als adulte Rinder (Kuhnert et al., 2005; Rugbjerg et al., 2003). Diese
Altersverteilung ist von dem Standpunkt aus interessant, dass Hackfleisch, welches
eine der haufigsten Infektionsquellen fir Menschen darstellt, in der Regel aus dem
Fleisch von ausselektiertem Milchvieh hergestellt wird. Studien zufolge scheinen die
Pravalenzen bei gemerzten Kilhen jedoch héher zu sein als bei anderen Milchkihen,
so dass darin ein Erklarungsansatz zu finden ist (Rice et al., 1997). Mit Pravalenzen
von 8,6% bildeten Jungrinder im Alter von zwei bis sechs Monaten fiir die Serovare
0157:H7 eine besonders geféhrdete Risikogruppe (Moller-Nielsen et al., 2002).
Jungere Kaélber (0,7%) und altere Milchkiihe (2,4%) wiesen deutlich niedrigere
Pravalenzen auf (Moller-Nielsen et al., 2002). Bei Untersuchungen von Milchrindern
zeigten Primipara ebenfalls hdhere Pravalenzen als Pluripara (Fitzgerald et al., 2003;
Gunn et al., 2007). Untersuchungen von Stanford et al. (2005a) quantifizierten dieses
Ergebnis mit einem 2,6-fachen Ausscheidungsrisiko fir Farsen im Gegensatz zu
adulten Milchkihen.

Auch innerhalb der Laktation konnten Unterschiede im Ausscheidungsrisiko von
STEC O157:H7 ermittelt werden. Kihe in der Trockenstehperiode (in der Regel 8
Wochen ante partum bis zur Abkalbung) wurden im Gegensatz zu laktierenden Kiihen
in mehreren Studien (Fitzgerald et al., 2003; Kobayashi und El-Sawy, 2007) seltener
als Ausscheider identifiziert. Die Ausscheidungswahrscheinlichkeit von STEC ist um
die Kalbung im Vergleich zu Tieren in anderen Laktationsstadien erhéht, fallt jedoch
innerhalb des ersten Laktationsmonats wieder ab (Mechie et al., 1997). Im Laufe der
Laktation sinkt die Wahrscheinlichkeit des stx-positiven Nachweises wiederum, um
dann, langsam ansteigend, zum siebten Laktationsmonat erneut einen
Ausscheidungspeak zu erreichen (Chase-Topping et al., 2007; Mechie et al., 1997;
Synge et al., 2003). Zu den Risikofaktoren einer STEC-Ausscheidung z&hlen weiterhin
Milchmerkmale wie eine hohe Milchleistung sowie hohe Laktose- und Harnstoffgehalte
der Milch (Kuhnert et al., 2005; Schouten et al., 2005), wohingegen auf Herdenebene
hohe somatische Zellzahlen in der Milch ebenso wie eine andauernde Persistenz der
Laktation mit niedrigen STEC-Pravalenzen assoziiert sind (Kuhnert et al., 2005).
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Die Bedeutung von Krankheiten im Zusammenhang mit Infektionen durch STEC fur
Einzeltiere ist bisher wenig untersucht worden. In einer US-amerikanischen Studie
wurde jedoch bei Kihen mit ,Downer Cow Syndrom*, darunter wird das Festliegen
einer Milchkuh aufgrund einer Gebéarparese verstanden, eine im Verhaltnis zu
gesunden Tieren erhdhte STEC-Pravalenz nachgewiesen (Byrne et al., 2003). Tiere
mit metabolischen Erkrankungen weisen eine verminderte Immunkompetenz auf (Goff,
2006), so dass eine Infektion und Kolonisation durch STEC erleichtert wird. Die Ketose
einer Milchkuh beispielsweise geht mit hohen Ketonkdrperspiegeln im Blut einher. In
vitro und zum Teil auch in vivo wurden fir verschiedene Ketonkdrper inhibierende
Effekte auf die Lymphozytenproliferation, sowie auf die chemotaktischen und
phagozytotischen  Aktivitdten der neutrophilen  Granulozyten nachgewiesen
(Suriyasathaporn et al., 1999).

Von besonderer Bedeutung scheint das Herdenmanagement zu sein. Dazu gehéren
unter anderem die HerdengréBe, die Stall- und Weidenhygiene, der Zu- und Verkauf
von Tieren, die Haltungsform und die Fitterung.

Bei Milchvieh und Fleischrindern wurde von erhéhten Prévalenzen in gréBeren Herden
berichtet: Garber et al. (1999) identifizierten fir Milchviehherden GruppengroéBen Uber
100 Tieren als Risikofaktor. In weiteren Studien wurden ebenfalls vorwiegend gréBere
Herden mit 134 bis 274 Tieren als positiv fir O157:H7 erkannt (Faith et al., 1996). In
GroBbritannien wurde fiir Fleischrinder schon bei GruppengréBen lber 25 Tiere eine
3,8-fache Odds Ratio gegeniber kleineren Gruppen nachgewiesen (Ellis-lversen et al.,
2007). Ein Effekt der Herdengr6Be war ebenfalls bei Studien in den USA zu erkennen
(Gunn et al., 2007).

Von Bedeutung sind weiterhin die Hygiene des Stalles, sowie der Zustand der Weiden,
da die Uberlebensdauer von STEC im Kot erheblich ist, so dass der direkten und der
indirekten horizontalen Ubertragung der Tiere einer Herde eine wichtige Bedeutung
zugemessen wird (Cobbold und Desmarchelier, 2002; Heuvelink et al., 1998a). Im Stall
stellen vor allem ungepflegte, nasse Tiefboxen einen Risikofaktor dar (Ellis-Iversen et
al., 2007). Hygienischere Gummimatten-Liegeboxen wurden mit niedrigeren
Pravalenzen assoziiert (Kuhnert et al., 2005). Aus der Diingung von Weide- und
Grinflachen resultierten ebenfalls héhere Pravalenzen bei untersuchten Rindern. Dies
war vor allem dann der Fall, wenn keine ausreichenden Zeitabstande zwischen dem
Ausbringen der Gulle und dem Austreiben der Tiere bestand (Gunn et al., 2007;
Mechie et al., 1997). In einer Studie stellten Mechie et al. (1997) die mit Abstand
héchsten Préavalenzen (68,0% zu 4,3% im Durchschnitt) von E. coli O157:H7 bei
Farsen fest, die auf eine drei Tage zuvor mit Gullle behandelte Grinflache
ausgebrochen waren. Bei Fleischrindern in US-amerikanischen Feedlots wurde eine
Assoziation des Bodenzustandes und den STEC-Pravalenzen in den Tiergruppen
festgestellt; bei nassen und matschigen Béden stieg das Risiko, STEC-Ausscheider zu
finden (Smith et al., 2001; Stanford et al., 2005b). Durch Trockenhalten der Einstreu
und ein Verzicht auf UmstallungsmaBnahmen wurde die Last am Serovare O157:H7
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von einem Anteil an positiven Proben von 56% um 48% auf einen Anteil von 8%
gesenkt werden (Ellis-lversen et al., 2008). Obwohl eine verbesserte Hygiene im
Allgemeinen verminderte Pravalenzen zur Folge hat, wird die Reinigung des Stalles mit
Hochdruckreinigern als Risiko definiert (Garber et al., 1999). Vermutlich erfolgt durch
die durch den hohen Druck entstehende Vernebelung des Wassers eine Verteilung der
STEC im Stallbereich und demzufolge auch eine Kontamination von Futter und
Tréankewasser (Garber et al., 1999). Trotz der Infektionsgefahr im Stall durch
mangelnde Stall- und Trankehygiene resultiert eine ausschlieBliche Stallhaltung bzw.
ein reduzierter Auslauf der Milchkiihe von bis zu drei Stunden pro Tag in niedrigeren
STEC-Pravalenzen als bei einer kombinierten Stall-Weidenhaltung (Bilte, 2002;
Kuhnert et al., 2005). Mehrere Studien wiesen nach Umstallungen vermutlich auf
Stress zurlickzufiihrende (Hughes und Sperandio, 2008; Reading et al., 2009),
erheblich héhere Pravalenzen nach, wobei eine zu hohe Tierdichte im Sinne eines
,Crowding-Effektes” ahnlich wirkte (Garber et al., 1999; Gunn et al., 2007; Rugbjerg et
al., 2003; Smith et al., 2001; Stanford et al., 2005a; Synge et al., 2003). Kontrovers
diskutiert wird die Bedeutung einer ,geschlossenen Herde®, darunter versteht man
einen Verzicht auf den Zukauf von Tieren. Wahrend einige Studien bei Betrieben mit
regelméBigem Zukauf signifikant héhere Pravalenzen nachwiesen (Moller-Nielsen et
al., 2002; Schouten et al., 2004), konnten LeJeune und seine Arbeitsgruppe (2004)
zeigen, das in einer Herde trotz massiven Zukaufs von Tieren ein spezifischer Klon des
Serovares O157:H7 Uber den Zeitraum von sechs Monaten dominierte. Diese
Feststellung gibt Hinweise darauf, dass der Umgebung als Quelle einer Infektion mehr
Bedeutung zuzumessen ist als dem Zukauf von Tieren (Stanford et al., 2005a).

Die Haltung von Rindern auf Héfen mit weiteren Produktionsrichtungen scheint aus
bisher unbekannten Griinden ebenfalls ein Risikofaktor flir hohe Prévalenzen zu sein.
Besonders eine gleichzeitige Schweinehaltung ist relevant (Gunn et al.,, 2007;
Schouten et al., 2004). Eine 6kologische Bewirtschaftung hat jedoch im Vergleich zu
einer konventionellen Betriebsfiihrung keinen Relevanz fur die STEC-Ausscheidung
(Kuhnert et al., 2005).

Vielfach Zielobjekt von Studien war die Beeinflussung der STEC-Ausscheidung durch
die Fiitterung des Rindes. In Tabelle 11 sind einige Studien aufgefiihrt, deren
Ergebnisse Rickschliisse auf die Assoziationen von Futtermitteln und der STEC-
Ausscheidung des Serovares O157:H7 zulieBen. Fir andere Serovare sind solche
Studien bisher nur in vitro durchgefiihrt worden. Fir E. coli O157:H7 |&sst sich jedoch
zusammenfassend feststellen, dass eine Getreide-reiche Fitterung zu einer
vermehrten Ausscheidung von E. coli O157:H7 fihrt (Callaway et al., 2009).
Rauhfutter-reich gefiitterte Rinder scheiden E. coli O157:H7 regelmé&Big prolongiert,
aber in niedrigeren Konzentrationen aus (Van Baale et al., 2004).

Die zu Grunde liegenden Pathomechanismen dieser Reduktion oder Steigerung des
Ausscheidungsrisikos flr die verschiedenen Futtermittel sind nicht bekannt. Es scheint
jedoch ein Zusammenhang mit der Futterzusammensetzung, und hier besonders der
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Kohlenhydratverfligbarkeit zu existieren. Grundsatzlich wurde ein Effekt von
unterschiedlichen Kohlenhydrat-Arten auf die Struktur der bovinen intestinalen E. coli-
Flora festgestellt (McSweeney et al., 2004). Eine Getreide-reiche Futterung fuhrt
beispielsweise zu erhéhten Kohlenhydratkonzentrationen im Darm, da die Pankreas-
Aktivitét des Rindes gering ist. Dem folgt eine Proliferation der dortigen Bakterienflora,
die die Kohlenhydrate als Wachstumssubstrat nutzen (Diez-Gonzalez et al., 1998;
Tkalcic et al., 2000), so dass eine (erneute) Ausscheidung mdglich ist. Bei Rindern
wurden bei einer in den USA fir die Mast typischen Fitterung — 90% der Ration
bestehen aus Mais und Sojabohnen — 100-fach héhere E. coli-Populationen
nachgewiesen als bei Rindern, die vollsténdig mit hochwertigem Heu gefittert wurden
(Diez-Gonzalez et al., 1998). Zuséatzlich besaBen die von den Getreide-betont
gefltterten Tieren gewonnen Isolate eine wesentlich starkere Saureresistenz, wodurch
das humanpathogene Potential der Erreger deutlich erhéht wird (Diez-Gonzalez et al.,
1998). Die aus einer Fitterung von Schlempe und Treber resultierende vermehrte
Ausscheidung von E. coli O157:H7 (Dewell et al., 2005; Synge et al., 2003) koénnte
durch die Bereitstellung einiger Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise von Vitaminen
und organische Sauren, erklart werden, die bei der Hefefermentation entstehen und
sich begiinstigend auf das Wachstum der STEC auswirken (Callaway et al., 2009).
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Tabelle 11: Assoziation der Futterung mit der Ausscheidung von der STEC-Serovare O157:H7,
nach Léndern alphabetisch und nach Art der Beeinflussung sortiert

Land  Futtermittel Tiere Ausscheidungsrisiko Referenz
CAN' Gerste Mastrinder " Buchko et al., 2000a
CH? TMR Milchkiihe T Kuhnert et al., 2005
. Getreide Milchkihe " Rugbjerg et al., 2003
DK
Melasse A
Schlempe Mutterkiihe A Synge et al., 2003
GB* Stioh Mastringer R Ellis-Iversen et al.,
2007
Tiermehl Milchkiihe T~ Herriott et al., 1998
Maissilage Farsen "
USA®
Heu Farsen " Van Baale et al., 2004
Biertreber Rinder " Dewell et al., 2005
Gersten- . N .
DK?® - Milchkiihe 7 Rugbjerg et al., 2003
GPS
NL® Mais Milchkiihe 7 Schouten et al., 2004
USA® Baumwollsaat Rinder 7 Hancock et al., 1994
'CAN: Kanada 2CH: Schweiz °DK: Danemark *GB: GroBbritannien
SUSA: Vereinigte Staaten von Amerika ®NL: Niederlande TMR: Totalmischration
"Gersten-GPS: Ganzpflanzensilage aus Gerste A\: erhoht V: erniedrigt

Die Bedeutung der Ftterung und des Alters im Zusammenhang mit der Besiedelung
der Dickdarmmukosa durch 026:H11, O111:H- und O157:H7 wurde in einer Studie von
Cobbold und Desmarchelier (2004) untersucht. Verglichen wurden dabei Kalber und
adulte Rinder, sowie adulte Rinder mit Rauhfutter- oder Getreide-reicher Ration. Es
wurden keine Alters- und Futterungs-bedingten Unterschiede in der Kolonisierung
detektiert (Cobbold und Desmarchelier, 2004).

Relevanz fur die Ausscheidung besitzen auch Futterwechsel. Bei mehrfacher
Veranderung der Futterration im Heu (Rohfaser- und Getreidegehalt) wurden
bedeutend mehr Schafe als Ausscheider identifiziert als bei konstanter Fitterung
(Kudva et al., 1995; 1997). Allerdings flihrte ein Wechsel von Getreide-reicher Ration
zu einer Rohfaser-reichen Ration mit 100% Heuanteil innerhalb von fiinf Tagen zu
einer 1.000-fachen Reduktion des fékalen E. coli-Gehaltes (Diez-Gonzalez et al.,
1998), so dass die Autoren dazu raten, Rinder ab dem fiinften Tag vor der Schlachtung
vorwiegend mit Heu zu flttern (Diez-Gonzalez et al., 1998).
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Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Keen et al. (1999) in einem Fiitterungsversuch von
natlrlich mit E. coli O157:H7 infizierten Mastrindern: Bei einer Getreide-dominierten
Ration schieden 53,0% der Tiere O157:H7 aus. Die Versuchstiere wurden dann in zwei
Gruppen geteilt, wobei eine Gruppe weiterhin die bisherige Ration erhielt und die
Pravalenz bei 52,0% stagnierte, wéhrend in der anderen Gruppe eine abrupte
Futterumstellung auf Heu erfolgte. Daraufhin reduzierte sich die Pravalenz von E. coli
0157:H7 im Kot auf 18,0% (Keen et al., 1999). Der Futterumstellung auf Rohfaser-
reiche Rationen einige Tage vor dem Schlachttermin sollte jedoch nicht zuviel
Bedeutung zugemessen werden, da auch dadurch keine vollstandige Elemination des
Erregers erfolgt (Hussein et al., 2003).

Zudem wurde Fasten als weiterer, mit der Ausscheidung assoziierter Faktor
identifiziert. Die wéhrend der physiologischen Verdauung des Rindes entstehenden
Lakate und fliichtigen Fetts&duren weisen einen hemmenden Effekt auf die Proliferation
von STEC auf (Cobbold und Desmarchelier, 2004). Bei hungernden Rindern, z. B. bei
langeren Transporten zum Schlachthof, sinkt der Spiegel an flichtigen Fettsduren im
Pansen und ermdglicht somit eine Vermehrung von E. coli (Buchko et al., 2000b), auch
wenn in der Regel die Serovare O157:H7 im Pansen nicht nachzuweisen ist (Naylor et
al., 2003). In einer Studie von Kudva et al. (1995) wurden Schafe vor und nach einer
Fastenperiode untersucht. Durch den Futterentzug schieden zuvor scheinbar STEC
0157:H7 negative Tiere den Erreger in ihrem Kot aus.

Die in einigen Studien ermittelte Verldngerung der Ausscheidung von STEC O157:H7
bei Heufltterung (Hovde et al., 1999) wurde in anderen Studien weder in vitro noch in
vivo bestétigt (Cobbold und Desmarchelier, 2004; Magnuson et al., 2000). Die
Arbeitsgruppe um Magnuson (2000) zeigte, dass die Ausscheidungsdauer von STEC
bei Rindern mit der Epithelzellproliferation im Caecum und distalen Colon assoziiert ist;
diese korrelierte in den Untersuchungen jedoch nicht mit dem Rohfaser- und
Getreidegehalt der Ration.
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Bei einer Analyse der Felddaten von Synge et al. (2000; 2003) fielen die
Prévalenzstrukturen in 952 Herden auf. Der GroBteil der Herden war wahrend des
gesamten Probenzeitraumes im Kot flr E. coli O157:H7 negativ. In anderen Herden
traten zwischenzeitlich auch kurzandauernde Perioden mit ausscheidenden Tieren auf.
Weiterhin wurden in nur 2% der Herden Pravalenzen von 90 bis 100% nachgewiesen.
Diese augenfélligen Differenzen lieBen Matthews et al. (2006a; 2006b) vermuten, dass
in die Rinderpopulation Unterschiede in der Transmissionsdynamik auf Einzeltier- und
Herdenebene ausgeprdgt sein milssen. In einem biometrisch-statistischen
Erklarungsansatz modellierten Matthews et al. (2006a; 2006b) die Ausscheidungs- und
Innerherdentransmissionsdynamik anhand der realen Datensédtze von Synge et al.
(2000; 2003). Im Vergleich verschiedener epidemiologischer Modelle mit den realen
Pravalenzen zeigte sich, dass die beste Anpassung des Modells erreicht wurde, wenn
ein geringer Anteil der Tiere (4%) eine 50-fach héhere fakale Ausscheidungsrate von
E. coli O157:H7 aufweist als die Ubrigen Tiere. Diese hoch-ausscheidenden Tiere
wurden als ,Super Shedder“ definiert (Matthews et al., 2006b). Zusétzlich relevant
waren auch die Einbringung des Erregers in den Betrieb von auBen, sowie Herden-
bzw. Betriebs-bedingte Differenzen in der Ubertragung des Erregers (Matthews et al.,
2006b). Die ,Super Shedder‘ wiesen durch die hohen im Kot ausgeschiedenen
Erregerzahlen eine bedeutende Infektiositat auf und wurden in weiteren Analysen als
wichtige Ubertrager des Erregers identifiziert. Laut Matthews et. al. (2006a) gehen
etwa 80% der Ubertragungen von E. coli O157:H7 auf 20% der am meisten infektiésen
Tiere zurlck. Weitere Studien zeigten, dass die Unterschiede in der
Ausscheidungsdichte von E. coli O157:H7 mit einer Kolonisierung der Mukosa, einer
Lymphfollikel-reichen Region des rektoanalen Ubergangs, assoziiert sind; diese
Besiedelung erfolgt in Form von Enterocyten-adhérenten Mikrokolonien (Naylor et al.,
2003). Wie Bonardi et al. (2007) entdeckten, weist Escherichia coli O157:H7 einen
Tropsimus fir Lymphgewebe auf. Bei einem Drittel der Schlachttiere, die E. coli
0157:H7 ausschieden, wurde der Mikroorganismus ebenfalls aus den Tonsillen oder
anderem Lymphgewebe isoliert (Bonardi et al., 2007). Erleichtert wird den STEC die
Kolonisation des bovinen Darms durch die immunmodulierende Wirkung von Stx;,
welches mit bovinen Lymphozyten interagiert (Menge et al., 2003). Aus einer
erfolgreichen Kolonisation durch STEC resultiert eine persistierende Ausscheidung
Uber mindestens zwei Wochen — das entspricht vier aufeinanderfolgenden
Probenahmen- mit hohen fakalen Keimzahlen von tber 1x10* cfu/g Kot (Cobbold et al.,
2007; Low et al., 2005). Die Bedeutung der ,Super Shedder” fiir den Infektionszyklus in
der Herde wird deutlich, wenn die Verteilung E. coli O157:H7-ausscheidender Tiere in
den verschiedenen Abteilen des Betriebs betrachtet wird. In Rindergruppen, denen
ebenfalls ,Super Shedder* angehérten, lieBen sich deutlich héhere Pravalenzen
nachweisen (Cobbold et al., 2007). Von E. coli O157:H7 nicht kolonisierte, lediglich
transient infizierte Tiere schieden den Erreger in der Regel in einer niedrigeren
Erregerdichte und lediglich fir einige Tage aus, wahrend fur ,Super Shedder”
Nachweise von bis zu mehreren Monaten beschrieben wurden (Chase-Topping et al.,
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2007; Cobbold et al., 2007; Lim et al., 2007; Low et al., 2005). Eine Analyse der
Ausscheidungschancen in Form von Odds Ratio ergab, dass Rinder, in deren Fazes
kein E. coli O157:H7 nachgewiesen wurde, eine flinffach héhere Chance hatten, nicht
mit einem ,Super Shedder zusammen eingestallt gewesen zu sein (Cobbold et al.,
2007). Das in Herden mit ,Super Sheddern* mehr Ubertragungen von E. coli O157:H7
vorkommen, liegt zum Einen daran, dass die empfanglichen Rinder durch die
persistente Ausscheidung der ,Super Shedder® haufiger Kontakt zu dem Erreger
haben, aber zum anderen auch daran, dass die Tiere mit héheren Keimzahlen in
Kontakt kommen (Chase-Topping et al., 2008). Mit dieser héheren Infektionsdosis
steigt ebenfalls die Wahrscheinlichkeit einer Infektion. Auch wenn eine genaue
minimale Infektionsdosis fur Rinder bisher nicht bekannt ist, wird sie in der
GroBenordnung von weniger als 300 cfu vermutet (Besser et al., 2001).
BekdmpfungsmaBnahmen bei den ,Super Sheddern“ in Form von Impfung,
Medikamentenbehandlungen und Probiotika-Fltterung gehen mit einer Reduktion der
Ausscheidung und damit auch mit einer Verringerung der
Ubertragungswahrscheinlichkeit und niedrigeren Herdenpravalenzen einher (Matthews
et al., 2006a; Naylor et al., 2007; Potter et al., 2004) und bieten einen effektiven
Ansatzpunkt fir die Bekdmpfung von E. coli O157:H7 in Rinderbestanden.
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2.7 Ubertragungswege fiir den Menschen

Fir STEC-Infektionen wurden multiple Ubertragungswege ermittelt. Einige von ihnen
sind in Tabelle 5 aufgezeigt. Beschrieben sind, wie auch aus Abbildung 6 ersichtlich,
sowohl primér als auch sekundar mit STEC kontaminierte Lebensmittel, aber auch
direkte fakal-orale Infektionswege.
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Abbildung 6: Ubersicht iiber mégliche Infektionswege von bovinen STEC fiir den Menschen

Lebensmittel tierischer Herkunft, die roh oder nicht vollstdndig durcherhitzt verzehrt
werden und von Wiederkduern stammen, weisen das groBte Risikopotential auf. Seit
1982 wurde regelmaBig von auf Hamburger oder Hackfleisch zurlickzufihrende
Erkrankungsfalle berichtet (Centers for Disease Control and Prevention, 2007d; 2008;
Pavia et al., 1990; Ryan et al., 1986; Vogt und Dippold, 2005; Willshaw et al., 1994).
Hackfleisch und aus Hackfleisch hergestellte Erzeugnisse stellen aufgrund ihrer
groBen Oberflaiche, dem freigesetzten Fleischsaft und einer Schadigung der
mechanischen Schutzbarrieren gegen das Eindringen von Keimen (beispielsweise
Faszien) ein ideales Habitat fiir Mikroorganismen dar. Selbst bei einer Temperatur von
4°C bzw. -18°C erfolgte bei einer Lagerung von bis zu 180 Tagen lediglich eine
geringgradige Reduktion des Keimgehaltes in Hackfleisch oder Hamburger Patties
(Ciftcioglu et al., 2008). Bei primarer Kontamination des Schlachtkdrpers kdnnen STEC
im Kihlhaus ebenfalls mehrere Wochen Uberleben. In diesem Zusammenhang kénnen
die Keime auch von einem Schlachtkérper auf einen anderen Ubertragen werden.
Weitere Mbglichkeiten der sekundaren Kontamination bestehen im Rahmen der
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Fleischverarbeitung, bei der Zerkleinerung des Fleisches zu Hackfleisch und beim
Verpacken. Hier ist nicht nur die Gefahr einer Verschleppung der Keime von Teilstlick
zu Teilstlick existent, sondern auch die Problematik einer Kontamination durch das
verarbeitende Personal. In einer Schweizer Studie wurden 3,5% der 5590 gesunden
Mitarbeiter als STEC-Ausscheider identifiziert (Stephan et al., 2000). Nur fir das
sorgféltige und vollstédndige Erhitzen ist bisher eine ausreichende Reduktion von STEC
und anderen Enterobacteriaceae bewiesen (Robert Koch-Institut, 1999c). Dies stellt
zurzeit die einzige und wichtigste MaBnahme dar, die die Infektkette vom Fleisch zum
Menschen unterbricht.

Auch fermentierte Rohwursterzeugnisse wurden in den 1990er Jahren immer wieder
als Vektoren fir STEC nachgewiesen. So wurde beispielsweise durch kontaminierte
Mettwurst ein groBer Ausbruch im Siden von Australien hervorgerufen (Centers for
Disease Control and Prevention, 1999), aber auch in Norwegen gab es einen Ausbruch
in Folge des Verzehrs einer traditionellen fermentierten Salami, die aus Schaffleisch
hergestellt worden war (Schimmer et al., 2008). Rohwiirste sind aufgrund der sich aus
6konomischen Griinden verklrzenden Reifezeiten der Wirste in der industriellen
Herstellung als potentielle Infektionsquellen einzustufen. Der in den ersten Stunden der
Reifung eintretende deutliche Abfall des pH-Wertes von etwa 6,0 auf 5,0 fihrt lediglich
zu einer Hemmung des Keimwachstums, nicht aber zu einer Abtdétung der
Mikroorganismen. STEC kdénnen in der Rohwurst zum Teil mehrere Wochen tberleben
(Glass et al., 1992; Stiebing et al., 2000a; 2000b). Besonders die Serovare O157:H7
weist eine hohe Uberlebensfahigkeit gegentiber niedrigen pH-Werten bis zu pH 2,0 auf
und kann sich begrenzt an solche Umgebungen adaptieren (Lin et al., 1996). Diese
Anpassung an saure Milieus flhrt zu einer Resistenz gegeniiber der Salzséure bei der
Magenpassage, einer fehlenden Elimination durch dieselbe und daraufhin zu
wesentlich niedrigeren minimalen Infektionsdosen (Lin et al., 1996). Die Reduktion des
aw-Wertes in Folge der Abtrocknung bei der Reifung besitzt besonders bei industriell
hergestellter Rohwurst kein Potential, das Wachstum von Enterobacteriaceae zu
stoppen. Bei einer Verminderung des a,-Wertes in Bereiche um 0,94 erfolgt immer
noch ein, wenn auch reduziertes, Wachstum von Enterobacteriaceae (Fehlhaber,
2004). Eine Reduktion des a,-Wertes auf 0,7, wie es fur manche traditionelle Salamis
Ublich ist, fihrt jedoch zur deutlichen Wachstumshemmung (Gibson und Roberts,
1986).

Eine weitere Quelle fir STEC-Infektionen stellen Milch und Milchprodukte dar. Im
Jahre 1990 wurden in Deutschland die ersten Erkrankungsfélle durch den Verzehr von
unpasteurisierter Kuhmilch beschrieben (Bockemdihl et al., 1990). Auch bei einem der
groBten Ausbriiche in Deutschland in den Jahren 1996 und 1997 in Bayern wurde bei
einem Teil der Erkrankten Rohmilch als Infektionsvektor nachgewiesen (World Health
Organisation, 1997). In anderen Fallen von STEC-Infektionen in Europa wurde
Rohmilch oder sogar pasteurisierte Milch als Vektor bestétigt oder verdachtigt
(Bielaszewska et al., 1997; Liptakova et al., 2004; Robert Koch-Institut, 1996b; Upton
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und Coia, 1994). In einem Fall infizierten sich drei Patienten ber Rohmilchverzehr in
einem Urlaub in Tunesien (Robert Koch-Institut, 1999a). Aber auch Milcherzeugnisse,
hier in besonderem Fall Produkte aus Rohmilch, kénnen zu Erkrankungen fiihren. Es
wurde von einer Gruppenerkrankung berichtet, die in Folge des Verzehrs eines
Ziegenrohmilchkases entstand (N.N., 1999). Bereits mehrfach wurde gezeigt, dass in
Cheddar-Kése aus Rohmilch E. coli O157:H7 Uber die gesamte, 60 Tage dauernde
Reifeperiode infektionsféhig bleiben (Civera et al., 2007; Schlesser et al., 2006). Auch
auBerhalb Europas wurden Infektionen durch Milchprodukte, meist durch Rohmilch und
Rohmilcherzeugnisse, vielfach beschrieben (Centers for Disease Control and
Prevention, 2007b; Denny et al., 2008; Keene et al., 1997). In den USA ergab eine
Untersuchung von Tankmilchproben eine stx-Nachweisrate von 4,3%; es handelte sich
aber vor allem O157:H7-Serovare (Murinda et al., 2002) In GroBbritannien hingegen
wurden fir Non-O157:H7 Pravalenzen von 2,1% ermittelt (McKee et al., 2003), die
Serovare O157:H7 bildete eine Minderheit. Ahnliche Werte und Serovarenverteilungen
wurden auch in Deutschland ermittelt (Karns et al., 2007; Klie et al., 1997).

Lebensmittel pflanzlichen Ursprungs wurden in der Vergangenheit ebenfalls
regelmaBig als Vektor identifiziert. Im Jahre 1996 wurde in den USA ein Ausbruch
aufgrund von kontaminiertem Apfel-Cidre nachgewiesen werden (Hilborn et al., 2000).
Auch unpasteurisierter Apfelsaft stellte in Nordamerika und Kanada eine
Infektionsquelle fiir 45 Personen dar (Alpers et al., 1996). Der gréBte beschriebene
Ausbruch mit einem Vektor pflanzlichen Ursprungs ereignete sich 1996 in Japan: Uber
9000 Personen erkrankten, mehr als 500 Patienten benétigten eine Hospitalisation und
bei 101 Erkrankten kam es zu einem Hamolytisch-Urdmischen Syndrom (World Health
Organisation, 1996). Die Infektion erfolgte durch den Verzehr von Daikon-Kresse,
gekeimten Daikon-Rettichsamen, die im asiatischen Raum Ublicherweise roh verzehrt
werden und Uber GroBkiichen an mehrere Kindergarten und Kindertagesstatten
ausgegeben wurden (World Health Organisation, 1996). Weitere Falle in Schweden
und den USA sind bekannt, in denen kontaminierter Salat zu STEC-Infektionen fuhrte
(Brooks et al., 2004; Soderstrom et al., 2005). In den USA kam es 2006 zu einem
Ausbruch von STEC-Infektionen mit 199 Erkrankten in 26 Bundesstaaten, wobei sich
bei 31 Patienten die Infektion zu einem HUS verkomplizierte und drei Félle einen
letalen Ausgang nahmen (Centers for Disease Control and Prevention, 2006). Als
Erregerreservoir wurde abgepackter Spinat identifiziert (Centers for Disease Control
and Prevention, 2006). Im Herbst 2007 wurde in den USA ein Ausbruch beschrieben,
bei dem Peperoni auf einer Tiefkihlpizza als Infektionsquelle identifiziert wurden
(Centers for Disease Control and Prevention, 2007c), so dass inzwischen davon
ausgegangen werden muss, dass auch tiefgefrorene Lebensmittel als Vektoren in
Betracht gezogen werden mussen.
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Selbst kontaminiertes Wasser fiihrt immer wieder zu Erkrankungsfallen. Im Jahre
1992 kam es zu einem gréBeren Ausbruch mit 240 Patienten in einer Ortschaft in
Missouri/lUSA durch verunreinigtes Leitungswasser (Swerdlow et al., 1992). In
ahnlicher Art war ein Ausbruch in Kanada auf eine Kontamination der &ffentlichen
Wasserversorgung zurlickzufiihren (World Health Organisation, 2000). Auch
Brunnenwasser hat durch die Gefahr der fakalen Kontamination ein groBes
Geféahrdungspotential: In Japan infizierten sich so 174 Kinder mit STEC (Akashi et al.,
1994). Der Nachweis von STEC aus Wasser gestaltet sich haufig schwierig. In vielen
Fallen kann Wasser nur durch den Ausschluss anderer Infektionsquellen und durch
epidemiologische Hinweise als Ursache ermittelt werden.

Aufgrund der Rolle des Wiederkéuers als Reservoir fir STEC birgt der direkte Kontakt
zu Tieren im Allgemeinen und zu Wiederkduern als STEC-Reservoir im Besonderen
(Tabelle 5) ein bedeutendes Gefahrenpotential. Bei dem bereits beschriebenen
Ausbruch in Bayern hatten 43% der Patienten, bei denen eine Erregerquelle ermittelt
wurde, Kontakt zu Tieren von landwirtschaftlichen Hofen (World Health Organisation,
1997). Auch bei anderen Erkrankungsfallen konnten Nutztiere als Infektionsquelle
erkannt werden (Gallien et al., 1997).

Auf einer agrarwissenschaftlichen Messe in Texas/USA infizierten sich beispielsweise
25 Personen im Alter von 18 Monaten bis zu 67 Jahren mit STEC, wobei fiinf Patienten
mit lebensgeféhrlichen Folgen zu kampfen hatten (Durso et al., 2005). Als
Risikofaktoren wurde vor allem der Kontakt zu den Tieren der Ausstellung identifiziert,
auch wenn ein Erregernachweis dort nicht durchgefiihrt wurde (Durso et al., 2005).
Ahnliche Hinweise auf die Bedeutung des Kontaktes zu Rindern fiir eine Infektion mit
STEC geben auch andere Studien. So ermittelten Wilson et al. (1996) bei 41% der
untersuchten Blutproben von Landwirts-Familien Antikérper gegen Stx;. Antikdrper
gegen O157:H7 wurden nur in 12,5% der humanen Blutproben gefunden, allerdings
war dann O157:H7 auch bei den Rindern der entsprechenden Héfe nachweisbar
(Wilson et al. 1996). Das regelméaBige Vorkommen von Antikérpern gegen Stx; in
dieser Studie weist auf haufige Infektionen der Kinder mit wenig virulenten STEC-
Stdmmen aus Rindern hin. Schwerwiegende Erkrankungen treten bei diesen
Infektionen nur selten auf. Bei adulten Menschen kdnnen jedoch auch O157:H7-
Infektionen asymptomatisch verlaufen, wobei diese Personen dann als gesunde
Ausscheider ein erhéhtes Infektionsrisiko fir andere Menschen bergen (Silvestro et al.,
2004).
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Neben dem klassischen Reservoir ,Rind“ wurden auch kleine Wiederkduer und
Wildwiederkduer als Trager von STEC erkannt (Tabelle 12). Wé&hrend bei
Wildwiederk&uern hauptséchlich der Verzehr kontaminierten Fleisches als
Infektionsquelle dient, spielen kleine Wiederkauer besonders in Streichelzoos eine
Rolle. Der enge Kontakt der Risikogruppe Kleinkind mit Schafen und Ziegen, deren
Bedeutung als Reservoir fir STEC nicht zu unterschétzen ist, birgt bedeutendes
Gefahrenpotential (Robert Koch-Institut, 2004b) und flihrte bereits zu mehreren
Erkrankungsféallen (Centers for Disease Control and Prevention, 2005). Zur Starkung
des Bewusstseins der Eltern fir diese Gefahren haben das amerikanische CDC
(Center for Disease Control and Prevention) (2007a) und das Robert Koch-Institut
(2005b) einen Katalog von PraventionsmaBnahmen veréffentlicht, die zur Vermeidung
von Risiken befolgt werden sollten.

Tabelle 12: Ubersicht tiber nachgewiesene Prévalenzen von STEC bei kleinen Wiederkauern
und Wildwiederkauern, nach L&ndern alphabetisch sortiert

Gesamtzahl pos.
Proben (%)
Land Tiere Anzah Referenz
Proben Non-
0157: H7 0157
Schafe 15 . 3 (20,0) Gallien, 1994
Schafe 28 0 9 (32,1) Zschock et al., 2000
D' Ziegen 93 0 70 (75,3)
Schafe 131 0 53 (40,5) Biilte et al., 2002
Wildwieder- KA KA k.A. Bundesinstitut fir
kauer o o (14,0) Risikobewertung, 2007
« 467
Lammer 204 5(0,4) 35.9 Blanco et al., 2003
£ (35.,9)
Wildwieder-
rawieder 243 . 58 (23,9)  Sanchez et al., 2008
kauer
N3 Schafe 665 0 : Johnsen et al., 2001
NL* Mutterschafe 52 2(3,8) . Heuvelink et al., 1998b
Wildhirsche 338 1(0,3) . Dunn et al., 2004b
USA®
Gatter-Hirsche 55 1(1,8)
' D: Deutschland 2E: Spanien 3N Norwegen 4 NL: Niederlande
5 USA: Vereinigte Staaten von Amerika k.A.: keine Angabe .2 nicht untersucht

(): prozentualer Anteil (%)
0O157: H7: Serovare O157: H7 Non-O157: andere O-Serogruppen als 0157
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Andere Tierarten, wie Schweine, Hunde, Katzen, Wildenten, Rotfiichse und Huhner
wurden als Tréger von STEC ermittelt, spielen aber im infektionsepidemiologischen
Geschehen eher eine geringe Rolle (Beutin et al., 1993; Hérzer und Awad-Masalmeh,
2000; Synge et al., 1993). Trotzdem lag bei einem italienischen Ausbruch der Verdacht
nahe, dass sich die STEC-Infektion durch Kontakt zu Hihnern ausgebreitet hat (Tozzi
et al.,, 1994). Die Bedeutung von Haustieren im Infektionszyklus von STEC sollte
deshalb nicht unterschatzt werden. Zwar wird von geringen Prévalenzen bei
Haustieren berichtet, aber der Kontakt von Kleinkindern zu diesen Tieren ist vielfach
eng. In einem Fall wurde von einer ausschlieBlich in der Wohnung gehaltenen Katze
berichtet, die Uber sechs Monate als STEC-Ausscheider nachgewiesen werden konnte
und bei einem Kleinkind der Familie zu einer Erkrankung flihrte (Schranner et al.,
2007). STEC-positive Pferde fiihrten in einigen Féllen zu Erkrankungen beim
Menschen. In einem Fall erkrankte ein alterer Landwirt, der sich vermutlich beim
Entfernen von Kot eines Durchfall-kranken Pferdes mit STEC infizierte. In einem
weiteren Fall entwickelte ein 15 Monate alter Junge nach Kontakt zu Minipferden ein
inkomplettes HUS (Chalmers et al., 1997; Robert Koch-Institut, 1999b).

Zunehmende Bedeutung gewinnt die direkte Ubertragung des Erregers von Mensch
zu Mensch (,Person-to-Person®). Sie tritt neben dem Kontakt zu Tieren und dem
Verzehr von Tieren stammender Lebensmittel immer mehr in den Vordergrund (Brooks
et al,, 2004). Bei vielen groBeren Ausbriichen beginnt die STEC-Infektion mit
Einzelpersonen, die sich an verschiedenen Quellen anstecken und den Erreger
entweder indirekt Uber Lebensmittel oder Uber direkten Kontakt weiter verbreiten. Ein
solcher Fall ereignete sich beispielsweise in einem Altersheim: Eine erste
Erkrankungswelle resultierte aus dem Verzehr kontaminierter Sandwiches, die zweite
Erkrankungswelle schloss sich durch Mensch-zu-Mensch-Ubertragungen durch
infiziertes Pflegepersonal an (Carter et al., 1987) Die Relevanz der direkten
Ubertragung lasst sich bei der Betrachtung einiger Ausbriiche ermessen. So infizierten
sich 1995 in GroBbritannien 31 von 104 Kindern in einer privaten Kindertagesstatte mit
STEC O157:H7 (Al-Jader et al., 1999). Zwei der Kinder litten beim Besuch der
Kindertagesstéatte bereits an Hdmorrhagischer Colitis. Eines der beiden Kinder wurde
mit dieser Erkrankung sogar tber den Zeitraum einer Woche in die Kindertagesstatte
geschickt. Von diesen beiden Fallen ausgehend infizierten sich weitere 29 Kinder im
Alter von vier Monaten bis 7 Jahren, drei Betreuer des Kindergartens und 13 mit den
Kindern im Haushalt lebende Personen. Andere Infektionsquellen konnten nicht
ermittelt werden (Al-Jader et al., 1999). Ahnliche Ausbriiche mit Ausbreitung der
Infektion Uber direkten Kontakt zu STEC-Ausscheidern wurden auch in Deutschland
beobachtet (Reida et al., 1994).

RegelmaBig wird bei Ausbriichen die Infektion auf Familienmitglieder oder befreundete
Kinder, die symptomlose Ausscheider oder ebenfalls erkrankt waren, zuriickgefihrt. In
der Studie von Al-Jader et al. (1999) erkrankten Madchen héaufiger als Jungen. Dies
resultierte vermutlich aus ihrem ausgepragteren Sozial- und Gruppenverhalten und der
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damit verbundenen héheren Ansteckungsgefahr. Sporadische STEC-Infektionen
gingen jedoch auch vermehrt auf asymptomatische Ausscheider in der naheren
Umgebung oder der Familie zurlick (Gallien et al., 1997). In Frage kamen hier vor
allem die alteren Verwandten, wie beispielweise die GroBeltern, aber auch die Eltern
und andere Erwachsene, sowie Geschwisterkinder (Robert Koch-Institut, 2008b).
Dieser Sachverhalt wird ebenfalls durch epidemiologische Daten untermauert: Im Jahr
2007 traten in Deutschland nur vier Haufungen von STEC-Infektionen auf, wobei es
sich jeweils um ein Kind handelte, welches an HUS erkrankte, sowie um jeweils ein an
STEC-bedingter Enteritis leidendes Geschwisterkind (Robert Koch-Institut, 2008b).

Das Robert Koch-Institut (RKI) hat in den Jahren 2003 bis 2004 eine Fall-Kontroll-
Studie zu den Risikofaktoren fiir sporadische STEC-Infektionen in Deutschland
durchgefiihrt (Robert Koch-Institut, 2005b). Hier wurden die bereits beschriebenen
Vektoren bestatigt. Bedeutung haben fur Kleinkinder nach Aussage des RKI der direkte
und indirekte Kontakt zu Wiederk&uern, in besonderem MaBe der Besuch von
Bauernhdéfen und Streichelzoos mit und ohne Kontakt zu den Tieren, fir erwachsene
Menschen eher der Verzehr von Rohmilch, streichfahigen, industriell hergestellten
Rohwurstprodukten, rohem bzw. nicht vollstdndig durcherhitztem und D&nerkebab-
Fleisch. Insgesamt ist aber auch der Kontakt zu Infizierten und Ausscheidern relevant.
Bulte et al. (2001) messen dem Kontakt zu Wiederkduern ebenfalls die grdBte
Bedeutung zu; als zweitgréBte Infektionsquelle schétzen sie jedoch die Mensch-zu-
Mensch-Ubertragung ein.
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3 Eigene Untersuchungen

In dieser Studie wurde die STEC-Ausscheidung von Milchkiihen mit verschiedenen
Anzahlen absolvierter Laktationen Uber den Zeitraum von zwdlf Monaten in sechs
schleswig-holsteinischen landwirtschaftlichen Betrieben untersucht.

3.1 Material

3.1.1 Versuchsbetriebe und Probenzahl

Fir die Probennahme standen zehn Milchvieh-haltende Betriebe zur Auswahl, auf
denen bereits zuvor in einer abgeschlossenen Studie Daten zur Tierhaltung,
Tiergesundheit und zum Management erhoben worden waren (Kemper, 2007). Diese
Betriebe verteilten sich auf fiinf Regionen Schleswig-Holsteins, den Kreisen Schleswig,
Rendsburg-Eckerférde, Segeberg, Stormarn und Hamburg. In der entsprechenden
Region bildeten jeweils zwei Betriebe ein Betriebspaar, wobei jeweils ein Hof
Okologisch und der andere konventionell bewirtschaftet wurde.

Die Auswahl der drei Betriebspaare, die fiir diese Studie besucht werden sollten,
erfolgte aufgrund der Kooperationsbereitschaft der Landwirte und in Anbetracht der
Vergleichbarkeit der allgemeinen Bedingungen wie HerdengrdBe, Management und
Futterung.

Es wurden sechs Betriebe ausgewéhlt, die in etwa gleiche Kuhzahlen aufwiesen und
ahnliche Futtermittel vorlegten. Hierbei konnten allerdings nur Betriebe gleicher
Bewirtschaftungsformen verglichen werden, da sich die Futterration im Okolandbau
aufgrund der zuldssigen Futtermittel deutlich unterschied. In fiinf Betrieben wurden die
Tiere im Gruppenlaufstall mit Weidegang im Sommer gehalten. Lediglich ein Betrieb
hielt seine Kiihe im Anbindestall, wobei auch hier Weidegang im Sommer gewahrt
wurde.



3 Eigene Untersuchungen 69

Die Auswahl der Probentiere innerhalb der Betriebe wurde anhand der Daten des
Landeskontrollverbandes (LKV) vom Januar 2007 getroffen. Es wurde ein
geschichtetes  Stichprobenverfahren  mit  zufélliger, systematischer Auswahl
vorgenommen. Alle zu diesem Zeitpunkt gehaltenen Milchkihe ab der ersten
Abkalbung wurden in Gruppen entsprechend der Anzahl ihrer absolvierten Laktationen
eingeteilt. Hierbei bildeten die erstlaktierenden Tiere die Gruppe 1, die zweit- und
drittlaktierenden Milchkihe die Gruppe 2 und alle &lteren Tiere wurden der Gruppe 3
zugerechnet. Nach Cannon und Roe (1982) wurden die bei einer anzunehmenden
Prévalenz von 50% und einem Signifikanzniveau von 90% zu nehmenden
Stichprobenzahlen errechnet. Von einer Pravalenz von 50% wird in diesem Falle
ausgegangen, da die zu nehmenden Probenzahlen bei diesem Wert maximal sind und
die erwarteten STEC-Pravalenzen durchaus in diesem Bereich liegen kénnten (Geue
et al., 2002). Die Verteilung der Probenzahlen auf die verschiedenen Gruppen erfolgte
proportional entsprechend der jeweiligen Altersverteilung auf den Betrieben und ist in
Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 13: Ubersicht der teilnehmenden Milchvieh-haltenden Betriebe A, B, C, D, E und F und
Anzahl der jeweils monatlich untersuchten Kotproben in den drei Guppen der Kiihe
mit unterschiedlichen Anzahlen absolvierter Laktationen

Bewirtschaftungs- Kuh- Proben- Proben-Proben- - Proben-

Betrieb  Region form 2ahl 2ahl zahl zahl zahl
Gr. 1 Gr. 2 Gr..3
A 1 konventionell 89 22 10 7 5
B 1 6kologisch 55 21 6 6 9
C 2 konventionell 115 24 8 11 5
D 2 6kologisch 62 21 6 7 8
E 3 konventionell 77 21 7 7 7
F 3 Okologisch 73 23 5 9 7

Stand Kuhzahlen: 01/2007

Region 1: Landkreis Segeberg Region 2: Landkreis Stormarn Region 3: Hamburg
Gr. 1: Erstlaktierende Gr. 2: Kiihe in der zweiten und dritten Laktation

Gr. 3: Kithe mit mehr als drei absolvierten Laktationen
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3.1.2 Probennahme

Die Probennahme wurde als monatliches Monitoring von Kotproben durchgefiihrt.
Jeder Betrieb wurde in etwa vierwdchigem Abstand besucht, wobei jeweils das in der
gleichen Region liegende Betriebspaar an einem Tag beprobt wurde.

Die Probennahme erfolgte rektal mittels handelsiblicher Einmalhandschuhe (Krutex
Soft Rectal Gloves, Heiland Vet GmbH, Hamburg). In Vorversuchen erwies sich die
Besiedelung der Handschuhe mit bovinen Fékalerregern als vernachléssigbar, so dass
nicht sterile Handschuhe verwendet wurden.

Jedes Probentier wurde nach der Identifikation fixiert und eine Kotmenge von circa 20g
wurde aus dem Rektum entnommen. Diese Methode war bei trocken stehenden Tieren
aufgrund mangelnder Fixationsmdglichkeiten auf der Weide und im Tiefstreulaufstall
nicht durchfiihrbar, so dass in diesen Fallen eindeutig zuzuordnender Kot vom Boden
gesammelt wurde. Bei Abgang eines Probentieres aus der Herde wurde ein in der
Laktationsgruppe und dem Laktationsstadium adaquates Tier als Ersatz ausgewahlt.

Die Kotproben wurden innerhalb eines Zeitraumes von acht Stunden ins Labor
verbracht und dort untersucht.

3.2 Methoden

3.2.1 Voruntersuchungen

Zur Optimierung der Hauptuntersuchung wurden im Vorfeld Versuche in verschiedenen
Bereichen der Methodik durchgefuhrt.

Zunéchst war es erforderlich, ein praxistaugliches, zeiteffizientes
Probenahmeverfahren fur die zur Anreicherung notwendigen Kotprobentupfer zu
finden. Geue et al. (2002) verwendeten rektal entnommene Kotprobentupfer, fiir deren
Entnahme die Fixation der Tiere notwendig war, so dass in der genannten Studie
wéhrend der gesamten Zeit des Weidegangs auf eine Probennahme verzichtet wurde.
Um auch nicht fixierte Tiere beproben zu kénnen, wurden in dieser Studie im Rahmen
der Voruntersuchungen die Ergebnisse einer Untersuchung von Kotproben mit denen
des rektalen  Tupfers verglichen. Die Kotproben wurden entweder
— bei fixierten Tieren — rektal oder von auf dem Boden liegenden Kot entnommen.
Nach einer sorgfaltigen Durchmischung der Kotprobe wurden im Labor 2g Kot in eine
SchraubverschluBflasche mit 30mL 1xPBS-Lésung (137mM Natriumchlorid, 2,7mM
Kaliumchlorid und 12mM Phosphat, ph 7,4) eingewogen. Die Flasche wurde manuell
geschwenkt, bis eine homogene Verteilung der Kotprobe erreicht war. Im AnschluB
erfolgte ein einminiitiges Mischen auf dem Vortex (Vortex Genie 2, Scientific Industries,
Inc., New York / USA). Nach 15min dauernder Sedimentation der groben
Kotbestandteile wurde 2mL der Bakteriensuspension in 9mL LB-Bouillon (Carl Roth
GmbH+Co.KG) gegeben. Es erfolgte eine Anreicherung tber Nacht (18h) bei 37°C auf
dem Schiittler.
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Problematisch war bei diesem Verfahren jedoch die starke Verschleppung von
Kotinhaltsstoffen in die Anreicherungsbouillon und schlieBlich auch die Kontamination
der DNA mit denselben. Im Kot enthaltene Stoffe, beispielsweise Gallenfarbstoffe und
Hamoglobine, wirken als PCR-Inhibitoren (Rossen et al., 1992). Aus diesem Grund
wurde in der Hauptstudie ein anderes Verfahren (siehe Kapitel 3.2.3) angewandt, bei
dem mit dem Tupfer aus der Kotprobe hauptsachlich die in der Kotprobenflissigkeit
enthaltenen Bakterien aufgenommen werden, wahrend die anderen groben und feinen
Bestandteile des Kotes weitestgehend in der Kotprobe belassen werden.

In einem Testlauf der PCR wurden zur Verringerung der im Kot enthaltenen PCR-
Inhibitoren 2uL von 18 Proben mit 1uL stx-positiver DNA eines 1:1-Gemisches von den
Referenzstdmmen J1 und W34 angereichert und in verschiedenen Verdinnungen mit
sterilem bidestillierten Wasser mit den Primern MK1/2 (Tabelle 16) nach den
Reaktionsbedingungen der Tabelle 17 untersucht. Die verwendete Template-DNA
wurde dabei einmal unverdiinnt und zusétzlich in den Verdlnnungen 1:1, 1:2, 1:4 und
1:8 eingesetzt. Eine Verdinnung von 1:4 erwies sich in diesen Testlaufen als optimal,
bei niedrigeren Verdiinnungen wurden einige Proben als falsch negativ nachgewiesen.
Bei der Verdiinnung 1:8 wurden hingegen einige Proben bereits falschlicherweise als
negativ erkannt.

Das Ausstreichen der Voranreicherungsbouillon auf einer LB-Agarplatte (Carl Roth
GmbH+Co0.KG) mit dem Ziel des Wachstums von homogen verteilten, einzeln
liegenden Kolonien in einer GréBenordnung von 102 bis 5x102 nach einer Inkubation
von 18h bei 37°C stellte aufgrund der in den Anreicherungsbouilllons enthaltenen
verschiedenen Keimzahlen ein Problem dar. Testweise wurden von 25 Proben 100uL
verschiedener Verdiinnungen der Anreicherungsbouillon (unverdiinnte Bouillon, 1x10",
1x10%, 1x10%, 1x10%, 1x10°, 1x10% 1x10’, 1x10% mit dem Drigalski-Spatel
ausgestrichen. Wahrend bei der unverdiinnten Bouillon bis zu der Verdiinnung 1x10°
regelmassig ein Rasen-Wachstum auftrat, wuchsen bei den Verdiinnungen 1x10” und
1x108 nicht immer ausreichend Kolonien. Zur Absicherung des Vorhandenseins einer
angezichteten Agarplatte mit der gewlinschten Kolonienzahl und —verteilung nach der
Inkubation wurden drei LB-Agarplatten vorbereitet. Der Auftrag von jeweils 100uL der
Verdiinnungen 1x10° und 1x10°, mit einer zusatzlichen Abstufung von 50pL der 1x10°
Verdlinnung, erwiesen sich als optimal.
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3.2.2 Referenzstamme

Die verwendeten Referenzstdimme stellte freundlicherweise das Nationale
Referenzlabor fur Escherichia coli (BfR, Berlin) zur Verfigung.

Die in Tabelle 14 aufgefiihrten Stdmme dienten als Referenz fur die jeweilige PCR, der
Herstellung der Sonden und fir die Koloniehybridisierung. Sie wurden entweder auf
LB-Agarplatten (Carl Roth GmbH+Co.KG) oder in LB-Bouillon (Carl Roth
GmbH+Co.KG) kultiviert und im Anschluss im Kihischrank bei 4°C gelagert oder in
Mikrobank®- Réhrchen (Inverness Medical Deutschland, Kdin) bei -70°C tiefgefroren
aufbewahrt.

Tabelle 14: Referenzstdmme, Verwendung firr die PCR und die Koloniehybridisierung (Cebula
et al., 1995; Karch und Meyer, 1989; Schmidt et al., 1994a; Schmidt et al., 1994b)

BfR- vorh. Referenzstamm fir
Herkunft ) Serovare )
Nummer Virulenzgene folgende Primer
C 600 E. coliK-12 Or:H48 Negativ-Kontrolle
J1 E. coliK-12 stx; Or:H48 LP 30/31
W 34 E. coliK-12 Stx; Or:H48 LP 43/44
Aberdeen E. coliWT eae 055 SK1/2
CB 4270 E. coliWT eae, hlyenec 0157:H7 hly A 1/4

3.2.3 Anreicherung der Proben

Die gewonnenen Kotproben wurden schnellstméglich weiterverarbeitet. Dazu wurde
ein steriler Tupfer verwendet und drei bis funf Mal in die Kotprobe getaucht, so dass er
sich vollstdndig mit Kotwasser fillen konnte. Dieser benetzte Tupfer wurde dann in ein
Reagenzglas mit 2mL PBS gegeben und 1min auf dem Vortex gemischt. Von dieser
Suspension wurden 50pL in ein mit 3mL LB-Bouillon gefiilltes Reagenzglas gegeben
und Uber Nacht bei 37 °C auf einem Schiittler mit 150 rpm bebritet.

3.2.4 DNA-Isolierung aus den Proben

Der Ubernachtkultur wurde 1mL angereicherte Bakteriensuspension entnommen und
in 1,5mL groBe ReaktionsgefdBe Uberfihrt. Die Bakterien wurden zunéchst durch
Zentrifugation (1min, 14.000 rpm, RT) von der Néhrbouillon separiert und im Anschluss
— nach Verwerfen des Uberstandes — dreimalig mit jeweils 1mL bidestilliertem Wasser
gewaschen, um die im Kot und in der Anreicherungsbouillon enthaltenen PCR-
Inhibitoren zu entfernen. Danach erfolgte eine erneute Zentrifugation nach oben




3 Eigene Untersuchungen 73

genanntem Protokoll, verbunden mit einem wiederholten Verwerfen des Uberstandes.
Im Anschluss wurde das Pellet in 200uL bidestilliertem Wasser resuspendiert und 20
Minuten im Wasserbad gekocht, wobei nach 10 Minuten fir eine 3 minltige Ultraschall-
Lyse unterbrochen wurde. Unmittelbar danach erfolgte eine erneute Zentrifugation
unter oben genannten Bedingungen. Der Uberstand wurde nun in ein neues
ReaktionsgefaB Uberfihrt, 1:4 mit bidestilliertem Wasser verdinnt und stand fir die
Screening-PCR zur Verfligung.

3.2.5 Screening-PCR

Zur |dentifikation der Kotproben, die STEC enthalten, wurde eine Screening-PCR jeder
Probe durchgefliihrt. Das verwendete Primerpaar MK1 und MK 2 (Karch und Meyer,
1989) stellt degenerierte Primer mit Wobble-Basen (bei MK1 drei Wobble-Basen, bei
MK2 zwei Wobble-Basen) in den hoch konservierten Regionen des stx-Gens dar, so
dass mit diesen Primern verschiedene Sequenzen von STEC mit unterschiedlichen
Toxintypen nachgewiesen werden konnen. Sie weisen jedoch mindestens 90%
Ahnlichkeit mit den verschiedenen Toxinsequenztypen auf. Mit diesen Primern werden
alle stxs- und stxo-Subtypen bis auf stxy erfasst (Karch und Meyer, 1989; Leung et al.,
2003; Schmidt et al., 2000).
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Die Reaktionsansatze (15pL) zur Amplifikation der DNS-Sequenzen bestanden aus
den in Tabelle 15 genannten Reagenzien.

Tabelle 15: Eingesetzte Substrate fiir die PCR

Reagenzien Hersteller Inhalt Menge

- DyNAzyme-II-DNA-Polymerase
(rekombinante Thermus brockianus-
Finnzymes Oy = Polymerase)

DyNAzyme-II-
PCR Mastermix F(ii?l)::c;) - 2xDyNAzyme PCR-Puffer 7.5uL
(1.5 mM MgCly,)
- 400uM jeder Desoxyribonukleinsaure
Eurofins MWG
jeweiliger Primer Operon 30pM
(Ebersberg)
steriles Milipore
bidestilliertes Milli-Q UF plus 3,9 puL
Wasser (Schwalbach)
Template-DNA 3L
mM: Millimol pM: Mikromol uL: Mikroliter pM: Picomol

In Tabelle 16 und Tabelle 17 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Primer, ihre
Genspezifitaten und die Reaktionsbedingungen flr die PCR aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Reaktionsbedingungen der PCR zum Nachweis der verschiedenen Virulenzfaktoren

Gen Primer Anzahlder  Denaturierung Annealing Elongation
Zyklen
MK 1 1 94°C, 210s
stx MK 2 30 94°C, 90s 43°C, 180s 72°C, 240s
1 72°C, 300s
LP 30 1 94°C, 90s
StX1a 30 94°C, 90s 64°C, 90s 72°C, 90s
LP 31 1 72°C, 180s
LP 43 1 94°C, 90s
StXza 30 94°C, 90s 64°C, 90s 72°C, 90s
LP 44 1 72°C, 180s
SK 1 1 94°C, 60s
eae 30 94°<C, 60s 52°C, 60s 72°C, 90s
SK2 1 72°C, 180s
hiv A 1 1 94°C, 90s
hlyenec y 30 94°C, 60s 57°C, 60s 72°C, 120s
hly A 4 1 72°C, 180s

Referenz: Cebula et al. (1995), Karch und Meyer (1989); Schmidt at al. (1994a; 1994b)

Die Amplifikate wurden im Anschluss bis zur weiteren Verwendung bei 4°C oder aber
bei einer Lagerungsdauer von Uber 24h bei -20°C aufbewahrt. Die Analyse der PCR-
Produkte erfolgte durch Auftrennung per Agarosegel-Elektrophorese. Hierbei wurde
eine der GroBe des Amplifikats entsprechende Gelkonzentration gewahlt. Produkte bis
zu 600bp wurden in die Taschen eines 1,5%igen Gels gefiillt, groBere Amplifikate auf
einem 1%igen Gel untersucht. Das Gel wurde aus LE-Agarose (Biozym Scientific
GmbH), 230mL 0,5xTBE-Puffer (44,5 mM Tris-HCI, 44,5 mM Borséaure, 1 mM EDTA)
bei Gelkammer 1 (ComPhor Maxi MT, Biozym Scientific GmbH), bzw. 345mL 0,5xTBE-
Puffer bei Gelkammer 2 (PerfectBlue™ Breitformat-Gelsystem Maxi ExW, PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen) und 14pL bzw. 18uL Ethidiumbromid (Carl Roth
GmbH+Co0.KG) hergestellt. Nach dem Festwerden des Gels wurde es in der
entsprechenden mit 0,5xTBE-Puffer geflllten Gelkammer platziert. Die 15uL des
Reaktionsansatzes wurden mit 3uL Ladepuffer RotiLoad DNA (mit Glycerin) (Carl Roth
GmbH+Co.KG) vermengt und je 10uL des Gemisches in eine Tasche gegeben. Als
Léngenstandard wurde je nach Amplifikatslange der PuC19-Langenstandard (bis
600bp) oder der 1kb-DNA-Ladder, extended (beide Carl Roth GmbH+Co.KG)
verwendet. Nach einer Laufzeit von 50min bei 200V und 80mA wurden die Gele unter
UV-Licht der Wellenlange 302nm untersucht und fotografiert (Molecular Imager Gel
Doc Systems, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) sowie mit der GelDoc-Funktion
des Programms ,Quantity One-Analysis Software* (Bio-Rad Laboratories GmbH)
ausgewertet.
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Bei den Proben, deren Banden sich bei der Auswertung der PCR als deutlich stx-
positiv darstellten, erfolgte im Anschluss eine Koloniehybridisierung, die es
ermdglichte, die STEC-Kolonien aus der umfangreichen Kotflora zu isolieren.

3.2.6 Koloniehybridisierung

Die Koloniehybridisierung stellt eine elegante Methode zur lIsolierung stx-positiver
Kolonien dar (Bilte, 1991; Gallien et al., 1996; 1999). Die Ubertragung des
Koloniematerials erfolgt hierbei durch ein Abklatschverfahren von einer mit
Einzelkolonien bewachsenen Agarplatte auf eine Nylonmembran. AnschlieBend an
einige Denaturierungsschritte wird eine mit Digoxigenin markierte Sonde
hinzugegeben. Die Sonde bindet an stx-codierende Genabschnitte des
Bakteriengenoms, die in der Nylonmembran gebunden sind, und kann im weiteren
Untersuchungsverlauf tber eine Antikdrperreaktion gegen das Digoxigenin und eine
Farbreaktion sichtbar gemacht werden. Die farbig markierten Bereiche werden mit der
abgeklatschten Agarplatte in Deckung gebracht, so dass die stx-positiven
Einzelkolonien isoliert und einzeln weiter untersucht werden kdnnen.

3.2.6.1 Sondenherstellung

Die benétigten Polynukleotidsonden wurden mit Hilfe des Markierungskits der Firma
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim per PCR-Labelling synthetisiert. Als Marker
diente Digoxigenin-11-2°desoxyuridin-5"-triphosphat (DIG-11-UTP), welches in der
Amplifikationsreaktion der PCR zum Teil anstatt Thymin eingebaut wird. Die Reaktion
wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers durchgefihrt. Zur Kontrolle
wurden eine nichtmarkierte Probe und eine Labelling-Test-Probe mit standardisierter
DNA mitgefuhrt.

Der Erfolg der Labelling-Reaktion wurde durch das verlangsamte Laufverhalten bei der
Gelelektrophorese und durch eine Kontrollhybridisierung eines jeweils positiven
Referenzstammes Uberprift. Im Anschluss wurden die Banden aus dem Low-Melting-
Agarosegel (Biozym GP Plaque Agarose Low Melting, Biozym Scientific GmbH)
ausgeschnitten und vor der Zugabe zu DigEasyHyb einmalig fir 5min aufgekocht.
Die Sonden MK1 und MK 2 wurden jeweils mit Hilfe des stx;-positiven Stammes J1
und des stxz-positiven Stammes W34 hergestellt und im Anschluss als Mix eingesetzt.

Als PCR-Protokolle zur Sondenherstellung wurden die auch bei der Screening-PCR
und den Charakterisierungs-PCRs verwendeten Cycler-Programme (Tabelle 17)
genutzt.
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3.2.6.2 Durchflihrung der Koloniehybrisierung

Die Koloniehybridisierung erfolgte als Kolonie-Blot einer mit E. coli-Kolonien
bewachsenen Agarplatte. Die Bakterienkolonien wurden mittels Replika-Technik auf
eine Nylonmembran Ubertragen.

Vor der Koloniehybridisierung wurden zunachst 50uL und 100uL einer 10°-
Verdiinnung und 100uL einer 10°-fachen Verdiinnung auf einer LB-Agarplatte
ausgespatelt und bebritet (18h, 37°C). Zuséatzlich wurde eine LB-Agarplatte mit den
Kontrollstdmmen J1, W34 und C600 beimpft und bei der gesamten Vorbereitung und
Koloniehybrisierung mitgefiihrt. Am néchsten Morgen wurden Platten ausgewéhlt, die
verteilte, einzeln liegende Kolonien in einer GréBenordnung von 10% bis 5x10?
aufwiesen. Nach einer halbstliindigen Kihlung wurde auf jede Agarplatte eine
Nylonmembran (Roche Diagnostics GmbH) luftblasenfrei aufgelegt, eine Minute
anhaften gelassen, die Orientierung der Membran zur Agarplatte gekennzeichnet und
im Anschluss der Filter vorsichtig abgeldst. Die Membran wurde nun nach Protokoll
des Herstellers behandelt. Zunachst wurden die Bakterienzellen zweifach in einem
1xDenaturierungspuffer (0,5M NaOH, 1,5M NaCl, 15min) lysiert. Es erfolgte eine
Neutralisation mit 1xNeutralisationspuffer (1,5M NaCl, 1M Tris-HCI, ph 7,4 (RT) fir
15min) und eine Aquilibrierung der Membran mit 2xSSC-Puffer (300 mM NaCl, 30 mM
Natriumcitrat, pH 7,0, RT, 10min). Die Fixation der DNA an der Membran erfolgte per
Stratalinker® UV Crosslinker mit 1200mJ (Stratagene, La Jolla / USA). Zur Beseitigung
der Zelltrimmer schloss sich eine Behandlung mit in 2xSSC verdiinnter Proteinase K
(Roche Diagnostics GmbH) fir die Dauer einer Stunde und ein Abstreifen der
verbliebenen Zellreste auf befeuchtetem Filterpapier an. Nach dieser Behandlung
waren die Membranen bereit fur die Hybridisierung.

Nach einer einstiindigen Préhybridisierung (42°C, 6 rpm) mit DigEasyHyb-L&sung
(Roche Diagnostics GmbH) wurde die ebenfalls in DigEasyHyb geldste, vorher fur
5min auf 68°C erwarmte Sonde zu den Membranen in den Hybridisierungsinkubator
gegeben und Uber Nacht (18h, 42°C, 6 rpm) inkubiert.

Die Waschschritte zur Ablésung der unspezifischen Bindungen der Sonden erfolgten
zweimalig mit dem Low-Stringency-Waschpuffer 1 (2xSSC / 0,1%SDS) (5min, RT) und
zweimalig mit dem High-Stringency-Waschpuffer 2 (0,1xSSC / 0,1%SDS) (15min,
68°C). Danach wurden die Nylonmembranen aus den Rohrflaschen des
Hybridisierungsinkubators genommen und jeweils in eine Petrischale gelegt.

Der immunologische Nachweis der positiven Kolonien erfolgte mit dem Washbuffer-Set
(Roche Diagnostics GmbH), ovinen Anti-Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase-
gekoppelten Antikérpern (Roche Diagnostics GmbH) und der chromogenen Reaktion
von Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) und 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP)
(Roche Diagnostics GmbH) nach Anweisung des Herstellers. Zunachst wurden mit
einem Blockpuffer unspezifische Bindungen abgeséttigt und dann die (Anti-
Digoxigenin-haltige, Alkalische-Phosphatase-gekoppelte) Antikérperldsung auf die
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Membran gegeben. Nicht oder unspezifische gebundene Antikdrper wurden in den
nachsten beiden Schritten durch zweimalige Waschung mit dem 1xRoche Waschpuffer
entfernt. Im né&chsten Schritt wurde die Mischung aus NBT und BCIP mit
1xDetektionspuffer (0,1M Tris-HCI, 0,1M NaCl, ph 9,5, RT) verdinnt und auf die
Membran gegeben.

Das Abstoppen der Farbreaktion erfolgte je nach Farbentwicklung nach 3-4h durch
vierfaches Waschen mit 1xTE-Puffer (10mM Tris-HCI, imM EDTA, ph 8,0, RT). Zur
Aufbewahrung der Membranen wurde ebenfalls 1xTE-Puffer verwendet.

3.2.6.3Isolierung der stx-positiven Kolonien

Die beim Abklatschen der Agarplatte erfolgte Markierung der Orientierung der
Nylonmembran erméglicht es, die durch violettfarbenen Niederschlag markierten
Regionen der Membran den Bakterienkolonien auf der Agarplatte zuzuordnen. Durch
die helle Farbe und relative Transparenz des LB-Agars konnten die Membran und die
Referenz-Agarplatte  Ubereinander gelegt werden wund die als six-positiv
nachgewiesenen Kolonien mit einer Impfnadel abgenommen werden.

Membran A 2204.2006 Membran A 22.04 2006

abgeklatschte Kolonie ® angefarbte, stx-positive Kolonie

Der Punkt in der Mitte und die Markierung an der linken Seite dienen der Orientierung.

Abbildung 7: Nylonmembran nach dem Kolonielift (links) von einer LB-Agarplatte mit
abgeklatschtem Koloniematerial (gelb) und nach der Kolonie-Hybridisierung
(rechts) mit der DIG-markierten Sonder MK 1/2 nach Karch und Meyer (1989),
Uber eine Farbreaktion werden stx-Abschnitte in den Kolonien detektiert
(violette Punkte)
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Die so erhaltenen Reinkulturen stx-positiver Bakterien wurden in ein Reagenzglas mit
2mL LB-Bouillon Uberfihrt, kurz auf dem Vortexer gemischt und Uber Nacht (18h,
37°C) auf dem Schiittler bebriitet. Diese Isolate wurden im Anschluss auf Microbank®
(Inverness Medical Deutschland) archiviert.

3.2.7 Konservierung der Isolate

Zur Archivierung der gewonnenen Isolate wurden 20pL aus der Ubernachtkultur in LB-
Bouillon entnommen und in ein Mikrobank®-GefaB (Inverness Medical Deutschland)
Uberfiihrt. Nach Herstellerangaben wurde das Réhrchen vier bis fiinf Mal geschwenkt,
der Flissigkeitsiiberstand abgesogen und das GeféaB bei -70°C eingelagert.

3.2.8 Charakterisierung der Isolate

Zur weiteren Untersuchung auf zusétzlich Virulenzfaktoren wurden die auf Mikrobank®
(Inverness Medical Deutschland) archivierten Isolate wiederum in 2mL LB-Bouillon
angeziichtet und einer PCR zur Uberpriifung des Vorhandenseins von stx, eae und
EHEC-hly, unterzogen.

3.2.8.1 PCR zur Charakterisierung

Zur Erstellung eines Virulenzprofils wurden alle Isolate per PCR untersucht. Daflr
wurden die Primer LP30/31, LP43/44, Hly A1/4 und SK1/2 (siehe Tabelle 16) nach den
Programmen eingesetzt, die in Tabelle 17 aufgefiihrt sind. Die DNA wurde wie in
Kapitel 3.2.4 beschrieben hergestellt. Zusétzlich zu den bisher verwendeten
Kontrollstdammen J1, W34 und C600 wurden nun noch der eae- und hlyeyec- positive
Stamm CB 4270 und der eae-positive Stamm Aberdeen als Positiv-Kontrolle in der
PCR mitgeflihrt. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 3.2.5 dargestellt.

3.2.9 Weitere durchgefiihrte Untersuchungen

Tiere, die bei mindestens vier Probenahmen in Folge und bei mehr als der Hélfte ihrer
Proben stx-positiv waren, wurden als kontinuierlich auscheidende Tiere definiert. Von
den kontinuierlich ausscheidenden Tieren gewonnene STEC-Isolate wurden aufgrund
ihres Virulenzprofiles gruppiert und jeweils ein Stamm der Virulenzmustergruppe wurde
weiteren Untersuchungen unterzogen. Eine Uberpriifung der Serovarzugehérigkeit und
der Stoffwechselaktivitdt wurde vorgenommen.

3.2.9.1 Serotypisierung

Die Serotypisierung der 70 ausgewahlten STEC-Isolate wurde freundlicherweise vom
Nationalen Referenzzentrum flir Salmonella und andere bakterielle Enteritiserreger des
Robert Koch-Instituts (Wernigerode) Ubernommen und nach folgendem Schema
durchgefihrt:
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In Anlehnung an die ersten Serotypisierungsprotokolle von Qrskov et al. (1984) erfolgte
die  Agglutination mit  spezifischem  hyperimmunem  Kaninchenserum in
Mikrotiterplatten. Zur Bestimmung der O-Antigene wurden die Isolate zunachst mit
gepoolten Antiseren gegen 177 O-Antigene in 96-Well-Mikrotiterplatten (Greiner Bio
One GmbH, Frickenhausen) tber Nacht bei 50°C inkubiert, Agglutinationsreaktionen
zeigten sich in Form einer groBflachigen Tribung. Bei positiver Reaktion wurde das
Isolat mit den den Poolseren entsprechenden Einzelseren ebenfalls Gber Nacht bei
50°C inkubiert und zusétzlich mit den positiven Einzelseren in verschiedenen
Verdlinnungen titriert. Fir die Bestimmung der H-Antigene wurde zur Erlangung voll
beweglicher Isolate wiederholt iber Nacht bei 37°C in U-Rohren mit semisolidem
Schwérmagar angeziichtet. Nach mehrfachem Wachstum im gesamten U-Rohr
wurden die Bakterien mit 1% PBS-Formalin-Lésung abgetétet und wie bereits fur die
O-Antigene beschrieben mit gepoolten und einzelnen H-Antiseren gegen 53 H-
Antigene getestet (Prager et al., 2003; Robert Koch-Institut, 2004c).

Die entsprechenden hyperimmunen O- und H-Antiseren vom Kaninchen wurden im
Nationalen Referenzzentrum flr Salmonella und andere bakterielle Enteritiserreger in
Anlehnung an die Protokolle von @rskov et al. (1984) selbst hergestellt.

3.2.9.2 Untersuchung auf Sorbitol-Fermentation

Die 70 ausgesuchten Isolate wurden ebenfalls auf ihr Vermdgen der Sorbitol-
Fermentation innerhalb von 24h bei 37°C geprft.

Zu diesem Zweck wurden jeweils eine Perle der auf Mikrobank® (Inverness Medical
Deutschland) archivierten Stdmme in 2mL LB-Bouillon tber 18h, bei 37°C auf dem
Schittelinkubator bei 150 rpm angezlichtet. Am nachsten Morgen wurden die
Ubernachtkulturen auf SMAC (Sorbitol-MacConkey)-Agar (Oxoid Deutschland GmbH,
Wesel) dreifach fraktoniert ausgestrichen und wiederum inkubiert (37°C). Nach 24-
stindigem Wachstum wurde die Farbe der Kolonien beurteilt. Kolonien mit der
Fahigkeit der Sorbitol-Fermentation erscheinen pink-farben, solche denen diese
Fahigkeit fehlt weiB-opaque.
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3.2.10 Statistische Analyse

Die deskriptive Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Microsoft Office-
Programm Excel® (Windows 2003). Eine statistische Analyse der Daten wurde mit dem
Programmpaket SAS® (Version 9.1; SAS Institute Inc, Cary, NC, USA) und der
Prozedur ,Logistic“ in Form eines logistischen Regressionsmodell unter Berechnung
von Chancenverhéltnissen (Odds-Ratio) mit ausschliesslich kategorialen Variablen
durchgefihrt. Unter Odds wird der Quotient aus der Wahrscheinlichkeit, dass ein
Ereignis eintritt und der Wahrscheinlichkeit, dass es nicht eintritt
(Gegenwahrscheinlichkeit) verstanden. Um Unterschiede zweier Odds fiir ein Ereignis
zu bewerten und damit Aussagen Uber die Starke von Zusammenhéangen zu machen,
wird das Verhaltnis zweier Odds (Odds-Ratio) verwendet. Die Odds-Ratio ist
demzufolge ein AssoziationsmaB fir zwei kategoriale Variablen. Die Anwendung
erfolgt mit dem Ziel, die Assoziation eines Risikofaktors mit einer bestimmten
Erkrankung zu bestimmen.

3.2.10.1 Modellbildung mit den Ergebnissen der Screening-PCR (Modell1)

Zur Analyse der Ergebnisse der Screening-PCR wurde folgendes Modell zu Grunde
gelegt:

logit (p(y=1/0)) = Bo + B1 (MON) + B> (REG) + B; (FRM) + B4 (LNR) + B5 (LTG)+

Bs (KAT)
mit logit (p(y=1/0)) = QOdds des Ergebnis der Screening-PCR fiir den Fall y=1
(1=stx-positiv), entspricht In (p(y=1) / p(y=0))
Bos---16 = Regressionskoeffizienten
MON = Probenahmemonat (1-12)
REG = Region des Betriebes (1-3)
FRM = Bewirtschaftungsform des Betriebes (1,2)
LNR = Anzahl absolvierter Laktationen in Klassen (1-3)
LTG = Laktationstagsklassen je 50 Laktationstage (1-9)
KAT = Anwesenheit eines identifizierten kontinuierlich

ausscheidenden Tieres im Betrieb (0,1)

Als abhéngige Variable y floss in das Modell der logistischen Regression der Nachweis
von stx im Kot mittels der Screening-PCR mit den Primern MK1/2 ein. Unabhangige
Variablen waren der Probenahmemonat MON, die Region REG und die
Bewirtschaftungsform des Betriebes FRM, sowie die wie bereits erldutert klassierten
Anzahlen absolvierter Laktationen LNR und der Laktationstag LTG, der in Klassen von
jeweils 50 Tagen zusammengefasst war, wobei Gruppe 8 alle Tiere mit mehr als 350
Laktationstagen und Gruppe 9 alle trocken stehenden Tiere beeinhaltete. Zusétzlich
beinhaltete das Modell die Anwesenheit eines in dieser Studie als kontinuierlich
ausscheidend identifizierten Tieres KAT.
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Aufgrund des geringen Stichprobenumfanges wurden weitere Variablen, die vom LKV
zur Verflgung gestellt oder im Falle des Gesundheitszustandes und des BCS selbst
erhoben wurden, nur jeweils einzeln mit dem Modell geschatzt.

3.2.10.2 Modellbildung mit den Kiihen, bei denen eine STEC-Isolierung aus
den Kot gelang (Modell 2)

Zur Analyse der Ergebnisse der STEC-Isolierung wurde hingegen ein modifiziertes

Modell verwendet:

logit (p(y=1/0)) = Bo + B1 (QTL) + B2 (REG) + B (FRM) + B4 (LNR) + Bs (LTG)+

Bs (KAT)
mit logit (p(y=1/0)) = Odds des Ergebnis der Screening-PCR fiir den Fall y=1
(1=stx-positiv), entspricht In (p(y=1) / p(y=0))
Bos---6 = Regressionskoeffizienten
QTL = Quartal der Probenahme (1-4)
REG = Region des Betriebes (1-3)
FRM = Bewirtschaftungsform des Betriebes (1,2)
LNR = Anzahl absolvierter Laktationen in Klassen (1-3)
LTG = Laktationstagsklassen je 50 Laktationstage (1-9)
KAT = Anwesenheit eines identifizierten kontinuierlich

ausscheidenden Tieres im Betrieb (0,1)

In dieses Modell wurde als abhéngige Variable y wiederum das Ergebnis der
Untersuchung auf STEC ein, jedoch wurden bei diesem Modell nur die Tiere als positiv
gewertet, von denen die Isolierung von STEC aus dem Kot gelang. Als unabhéngige
Variablen gingen hier ebenfalls die Region REG und die Bewirtschaftungsform des
Betriebes FRM als Codierung fiir die einzelnen Betriebe ein, weiterhin die wie bereits
beschrieben gruppierte Anzahl absolvierter Laktationen LNR und der Laktationstag
LTG, der wiederum in Klassen von jeweils 50 Tagen zusammengefasst war. Aufgrund
der ungunstigeren Verteilung der Ergebnisse STEC-positiv/STEC-negativ musste flr
eine korrekte Ausflihrung der Analyse durch das Programm SAS® der
Probenahmemonat lediglich als Quartal QTL in das Modell eingefiihrt werden. Die
Monate Februar, Marz und April bildeten dabei das erste Quartal, Mai, Juni und Juli
das zweite, August, September und Oktober das dritte, sowie November, Dezember
und Januar das vierte Quartal. Die zusatzlichen Variablen wurden — ebenso wie bei
dem vorherigen Modell — jeweils nur einzeln mit dem Modell durchgerechnet. Auch in
diesem Modell wurde die Anwesenheit eines kontinuierlich ausscheidend identifizierten
Tieres KAT, beriicksichtigt.
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3.2.10.3 Zusétzliches Datenmaterial

Der Landeskontrollverband Ubermittelte flr die Probentiere (ber den gesamten
Probenahmezeitraum die bei der monatlichen Milchpriifung erfassten Daten Uber die
Milchmenge in Kilogramm, den Eiweiss- und Fettgehalt der Milch, sowie den
Lakatosegehalt in Prozent, den Milchharnstoffgehalt (mg/L) und die Anzahl der in der
Milch enthaltenen somatischen Zellen pro Mililiter Milch, sowie den pH-Wert der Milch.
Eine Auswertung der Daten fand jeweils im Vergleich zu den in der Literatur als optimal
empfohlenen Werten statt (Tabelle 18). Eine Einteilung erfolgte mit wenigen
Ausnahmen in Gruppe 1, welche Tiere mit Werten unterhalb des Optimums
beinhaltete. Gruppe 2 enthielt die Kilhe mit Werten im optimalen Bereich, wahrend
Gruppe 3 die Tiere beinhaltete, deren Werte oberhalb des Optimums lagen. Lediglich
beim Zellgehalt, bei dem niedrigste Werte optimal sind, und beim pH-Wert boten sich
Einteilungen in nur zwei Klassen an. Die Eingruppierung in Bezug auf den Fettgehalt
wurde mit engeren Grenzen vorgenommen, da die vorgegebenen Grenzen von 2,9-
5,0% Fettgehalt nahezu die gesamte Variation abdeckten.

Tabelle 18: Normwerte der Variablen, die vom Landeskontrollverband zur Verfligung gestellt
wurden und ihre Klasseneinteilung fiir die statistische Auswertung

Variable Klasse 1 Norm (Klasse 2) Klasse 3

Zellgehalt (/mL Milch) - <100.000' =2100.000
EiweiBgehalt (in Prozent) <3,00 3,00-3,80" >3,80
Fettgehalt (in Prozent) <3,50 3,50-3,807 (2,9-5,0") >3,80
Laktosegehalt (in Prozent) <47 4,7-5,0" >5,0
Harnstoffgehalt (mg/L) <150 150-300' >300
pH-Wert <6,6 6,6-6,7" >6,7

Klasse 1: liegt unterhalb der Normwerte Klasse 2: beeinhaltet die Normwerte

Klasse 3: liegt oberhalb der Normwerte
" Referenz Normwerte: Grabowski (2000) -: Klasse nicht vorhanden
2: aufgrund der weiten Variation der prozentualen Fettgehalte innerhalb der Norm wurde zur Auswertung

eine engere Klassifizierung fir dieses Merkmal vorgenommen

Eine Eingruppierung der Kuhe aufgrund ihrer Milchleistung erfolgte ebenfalls in drei
Leistungsgruppen, sowie einer Gruppe, die die trocken stehenden Tiere beinhaltete.
Dies sind die in der Regel ab etwa acht Wochen prépartal aufgrund der
bevorstehenden Kalbung nicht mehr gemolkenen Kiihe. Sie befinden sich in der
Trockenstehperiode, ihr vom LKV mitgeteilter Status &ndert sich in der Folge in
sTrocken®. Fir die Beurteilung der Milchleistung wurde fiir jeden Betrieb zu jedem 50
Tage beinhaltenden Laktationsabschnitt die mittlere Milchleistung bestimmt. Tiere, die
nach oben und unten nicht mehr als zehn Prozent von diesem Mittel abweichen gelten
als Tiere mit durchschnittlicher Milchleistung. Ubersteigt die Milchleistung das Betriebs-
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und Laktationsstadien-bedingte Mittel um mehr als zehn Pozent, so gilt das Tier als
hochleistend. Liegt die Milchleistung der Kuh unter mehr als zehn Prozent unter der fir
sie geltenden mittleren Leistung, wird sie als niedrigleistend definiert.

Weiterhin wurde im Rahmen der bereits erwdhnten Studie (Kemper, 2007) die
Koérperkondition der Probentiere als objektivierbarer Body-Condition-Score (BCS)
erhoben. Bei einer Skala von 1,0 bis 5,0 mit Viertelpunkt-Stufen wurde ein BCS von
2,75 bis 3,75 ohne Einbeziehung des Laktationsstadium als optimal betrachtet, davon
nach unten und oben abweichende BSC-Werte kdnnen Uber Stoffwechselbelastungen
einen negativen Einfluss auf die Leistung der Kuh ausuiben (Fritze, 2003). Diese Tiere
wurden somit in einer zweiten Gruppe den Kihen mit optimalem BCS
gegenibergestellt. Weiterhin erfolgte ein Vergleich der STEC-Ausscheideraten von
Kihen mit niedrigerem BCS (<3,50) mit Kiihen mit héheren BCS-Noten. Ebenfalls In
Rahmen der oben genannten Studie wurde der Gesundheitszustand jeder beprobten
Kuh bei jedem Probentermin umfassend beurteilt (Tabelle 19).

Ein Ergebnis mit p<0,001 wurde als hdchst signifikant bezeichnet und mit ****
abgekirzt. Bei einem p-Wert <0,01 war es hoch signifikant (***) und bei p<0,05
signifikant (**). Als Tendenz wurden Ergebnisse mit p<0,10 (*) bezeichnet. Ergebnisse
mit p-Werten >0,10 wurden als nicht signifikant (n.s.) angegeben.
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Tabelle 19: Erhobene Variablen zur Beurteilung des Gesundheitszustandes der Probenkiihe

Variable

Beispiele

Lahmheit

Fehlstellungen der GliedmaBen

weitere Erkrankungen der GliedmaBen

phanotyp. Auffalligkeiten des Euters

Fruchtbarkeitsstérungen

Hauterkrankungen

Verdauungsstérungen

Stoffwechselerkrankungen

Verhaltensauffalligkeiten

Liegeboxen-bedingte Technopathien

Fressgitter-bedingte Technopathien

sonstige Technopathien

Lungenfunktionsstérung

— Lahmheit
aufgewdlbter Ricken

Probleme beim Aufstehen

Kuhhessigkeit
Bockklauen

Klauenverletzung

assymetrische Bemuskelung
— Zwischenschenkelekzem

Euterasymmetrien

Fehlen von Strichen
Endometritiden

— Trichophytie, Schwanzraude

— Schirfwunden

— Durchfall

— Geruchsveranderung der Faeces

hoher Anteil unverdauten Futters in den
Faeces

,Festliegen”
— Acetongeruch

eingefallene Augen

Hypothermie
— ,Futterwerfen”

— Liegebeulen an den GliedmaBen

Verletzungen am Ricken

.Knickschwanz*

— Schirfwunden in der Nackenregion

Hautverdickungen/ Beulen im Nacken
— Hufthdckerfraktur
Schweratmigkeit

— NasenausfluB

Hypertrophie der Interkostalmuskulatur
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In dieser Studie wurden 1.646 Kotproben von 182 Milchkiihen untersucht, wobei 133
der Tiere regelmaBig Uber den gesamten Zeitraum von zwdlf Monaten beprobt wurden.
Auf die 49 Ubrigen Kihe wurde bei nicht mdglicher Beprobung des eigentlichen
Probentieres, zum Beispiel bei Abgangen, ausgewichen. Von den untersuchten Proben
waren 24,7% (407 Proben) bei der PCR mit den Primern MK1/2 (Screening-PCR) stx-
positiv. Im saisonalen Verlauf zeigte sich, dass der Anteil mittels der Screening-PCR
als stx-positiv nachgewiesenen Tiere in den Sommer-, Herbst und Wintermonaten mit
Prévalenzen von 25,0% bis 35,0% hoher war als im Frihjahr (16,3% bis 20,5%)
(Abbildung 8).
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Probenahme-Monat Anzahl positiver Tiere Anzahl beprobter Tier Anteil positiver Tiere

Februar 2007 27 132 20,5%
Marz 2007 23 131 17,6%
April 2007 22 135 16,3%
Mai 2007 34 136 25,0%
Juni 2007 36 139 25,9%
Juli 2007 37 141 26,2%
August 2007 39 140 27,9%
September 2007 40 139 28,8%
Oktober 2007 49 140 35,0%
November 2007 32 137 23,4%
Dezember 2007 31 138 22 5%
Januar 2008 36 136 26,5%

Abbildung 8: Entwicklung der STEC-Pravalenzen bei den untersuchten Milchkiihen von sechs
Milchvieh-haltenden Betrieben (n=1.646) im saisonalen Verlauf bei monatlichem
Untersuchungsrhythmus, der Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels Screening-
PCR nach Karch und Meyer (1989)
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Von 140 Kihen, die regelmaBig und bei mehr als sechs Probenahmen getestet
wurden, wurden 77 Tiere mit der Screening-PCR als stx-positiv identifiziert. Die
gesamten 140 Probenkiihe wurden zu Beginn der Studie ausgewahlt, sieben dieser
Tiere gingen jedoch aus dem Betrieb ab. Flr diese Kiihe musste ein Ersatz ausgewahit
werden, die nun ausgewahlten Kihe konnten aus diesem Grund nicht den gesamten
Zeitraum beprobt werden. Die weiteren 133 Probenahme-Kiihe wurden (ber den
gesamten Zeitraum von zwolf Monaten kontinuierlich monatlich beprobt.

Von allen beprobten Tieren wurden insgesamt 1.416 Isolate mittels
Koloniehybridisierung gepickt. Davon wiesen 1.105 ein oder mehrere stx-Gene auf und
kénnen somit als STEC bezeichnet werden. Daraus resultiert eine Rate der korrekten
Zuordnung der bei der Koloniehybridisierung angefarbten Dots zu den aufgrund ihrer
Lage ausgewahlten Kolonien von 78,1%.

Von den isolierten STEC (n=1.105) waren Uber die Hélfte in der PCR stxz-positiv
(56,7%). Ein Drittel der Isolate (34,9%) trugen stx;+stx, und lediglich 8,4% (93)
besaBen den Virulenzfaktor stx;. Als zusatzliche Virulenzfaktoren fanden sich bei 91
Isolaten (8,2%) eae und bei 862 Isolaten (78,0%) EHEC-hly, (Tabelle 20).

Tabelle 20: Vorkommen von Virulenzfaktoren bei isolierten STEC, gewonnen per
Koloniehybridisierung aus bovinen Kotproben, Charakterisierung mittels PCR
(Cebula et al. (1995); Schmidt et al. (1994a; 1994b))

Virulenzfaktor Anzahl stx-pos. Isolate Anteil stx-pos. Isolate an n=1.105
Stxq 93/1.105 8,4%
Stx; 626 /1.105 56,7%
Stxs+ Stxe 386/1.105 34,9%
eae 91/1.105 8,2%

EHEC-hlya 862/1.105 78,0%
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Besonders haufige Kombinationen bei den STEC-Isolaten waren der Besitz von stx,
bzw. stx;+stx, und EHEC-hlyA (434 Isolate, 39,3% bzw. 311 Isolate, 28,1%, Tabelle
21). Isolate mit diesen beiden Virulenzmustern stellten einen Anteil von mehr als zwei
Drittel (67,3%, 745) der gesamten Isolate. Weitere 145 Isolate (13,1%) trugen als
einzigen Virulenzfaktor stx.. Andere Virulenzmuster traten eher vereinzelt und lediglich
mit Anteilen von bis zu 5,1% auf.

Tabelle 21: Virulenzmuster der isolierten STEC, gewonnen per Koloniehybridisierung aus
bovinen Kotproben, Charakterisierung mittels PCR (Cebula et al. (1995); Schmidt
et al. (1994a; 1994b)), sortiert nach Haufigkeit des Auftretens

. + - + 434/1.105 39,3%
+ + - + 311/1.105 28,1%
> + - - 145/ 1.105 13,1%
+ + - - 56/1.105 5,1%
- + + + 43/1.105 3,9%
+ = - = 35/1.105 3,2%
+ - - + 33/1.105 3,0%
+ - + + 24/1.105 2,2%
+ + + + 17/1.105 1,5%
- + ¥ - 4/1.105 0,4%
+ + + - 2/1.105 0,2%
+ - + - 1/1.105 0,1%

Von den 1.105 STEC in dieser Studie isolierten STEC stammten 148 Isolate von
Betrieb A, 433 Isolate von Betrieb B, 16 Isolate von Betrieb C, 122 Isolate von Betrieb
D, 276 Isolate von Betrieb E und 110 Isolate von Betrieb F.
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Bei einer Analyse der haufig vorkommenden Virulenzmuster auf den einzelnen
Betrieben fiel auf, dass beispielsweise stx; bei den Isolaten von Betrieb A deutlich
unterreprasentiert war. Stattdessen wiesen 100% der auf Betrieb A gewonnenen
STEC-Isolate stx, auf. Mit prozentualen Anteilen von 14,2% und 21,3% wurden von
Betrieb A und F deutlich mehr eae-positive STEC isoliert als auf den andern Betrieben,
bei denen zum Teil keine eae-positiven STEC gewonnen wurden (Abbildung 9).

EHEC-hlya wurde bei Isolaten aus allen Betrieben nachgewiesen. Bei den STEC von
Betrieb E waren jedoch lediglich 50,9% EHEC-hlys-positiv, in Betrieb C hingegen
100,0%.
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Anteil der Isolate in %
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Milchvieh-haltende Betriebe

Anteil positiver Isolate in %
Virulenzfaktor
Betrieb stx; stx EHEC-hly, eae
A 25,0 94,6 83,1 14,2
B 55,7 89,8 82,3 3,0
C 6,3 100,0 100,0 0,0
D 36,2 96,3 82,6 6,5
E 58,2 90,9 50,9 11,8
F 29,5 82,8 68,0 21,3

Abbildung 9: Vorkommen der Virulenzfaktoren stx;, stx,, eae und EHEC-hly, bei den
untersuchten Milchkiihen auf den sechs Betrieben A, B, C, D, E und F, gewonnen
per Koloniehybridisierung aus bovinen Kotproben, Charakterisierung mittels PCR
(Cebula et al. (1995); Schmidt et al. (1994a; 1994b))
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Unter der Annahme, dass STEC-Isolate mit stx,, eae und EHEC-hly, die héchste
Humanpathogenitat aufweisen erfolgte eine Auswertung in Hinsicht auf das
Vorkommen solcher potentiell humanpathogenen lIsolate. Von Betrieb A wurden 17
solcher STEC (11,5% der vom Betrieb isolierten STEC), von Betrieb B 12 (2,8%) und
von Betrieb C keine potentiell humanpathogenen STEC gewonnen. Acht (6,2%) der
gewonnenen Isolate von Betrieb D, 20 (7,3%) von Betrieb E und finf (4,9%) von
Betrieb F wiesen dieses Virulenzprofil auf (Abbildung 10).

15

-
o

(4]

Anteil der Isolate in %

A B C D E F
Milchvieh-haltende Betriebe

Abbildung 10: Anteile der aus bovinen Kotproben gewonnenen STEC-Isolate mit potentiell
humanpathogenem Virulenzprofil (stx., eae, EHEC-hly,) an der Gesamtzahl
(n=1.105), separat fur die Milchvieh-haltenden Betriebe A, B, C, D, E und F,
gewonnen per Koloniehybridisierung, Charakterisierung mittels PCR (Cebula et
al. (1995); Schmidt et al. (1994a; 1994b))
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4.1 Ergebnisse auf Betriebsebene unter Beriicksichtigung der
Saisonalitat

4.1.1 Untersuchungen der STEC-Préavalenzen von Betrieb A

Betrieb A ist ein konventionell wirtschaftender Betrieb mit 89 Milchkihen, die
vorwiegend der Rasse Schwarzbuntes Milchrind angehéren (Stand: Januar 2007). Die
durchschnittliche Herdenleistung im Jahr 2006 betrug 9.232 kg Milch bei 4,12% Fett
und 3,39% EiweiB3. Allgemein lag der Mittelwert aller beprobten konventionellen
Betriebe bei 9.211 kg Milch, 4,06% Fett und 3,35% Eiwei3 (Kemper, 2007). Innerhalb
dieser Studie betrug die durchschnittliche Milchleistung jeder laktierenden Probenkuh
in diesem Betrieb 27,65 kg/Tag und damit befand sich die Leistung der Tiere Gber dem
Durchschnitt aller Betriebe (25,70 kg/Tag).

Nach den Annahmen in Kapitel 3.1.1 waren fir diese Studie 22 Probentiere
auszuwahlen, von denen sich — die Altersverteilung der Herde reprasentierend — zehn
Tiere (45,5%) zum Zeitpunkt der Auswahl der Probentiere in der ersten Laktation
befanden. Sieben Tiere (32,8%) waren in der zweiten oder dritten Laktation und finf
Tiere (22,7%) hatten schon mehr als drei Laktationen absolviert.

Bei der Beurteilung des Gesundheitszustandes der Probekiihe fiel auf, dass in Betrieb
A deutlich mehr Tiere Lahmheiten aufwiesen als durchschnittlich in den anderen
Betrieben festzustellen waren (15 Tiere, 12,0% in Betrieb A vs. 8,0% im
Uberbetrieblichen Durchschnitt). Weiterhin zeigten 7,2% (9) der Tiere Liegeboxen-
bedingte und 84,8% (106) Fressgitter-bedingte Technopathien (Vergleich Durchschnitt:
3,9% und 26,0%). Anhand des klinischen Erscheinungsbildes wurden bei vier Tieren
(3,2%) Fruchtbarkeitsstérungen in Form von Endometritiden festgestellt. Der Anteil an
Fruchtbarkeitsstérungen liegt im Durchschnitt aller Betriebe bei 1,8%. Insgesamt 4
Tiere (3,2%) zeigten Auffalligkeiten im Stoffwechsel, dies war im uUberbetrieblichen
Mittel nur bei 0,8% der Tiere der Fall.

Der durchschnittiche BCS innerhalb des Betriebes lag bei 3,17 Punkten. Die
Entwicklung des BCS im Laktationszyklus ist in Kapitel 1.1.1 im Vergleich mit den
anderen Betrieben dargestellt.

Uber den gesamten Probenahmezeitraum waren 32,2% (86) der 267 Proben von
Betrieb A in der Screening-PCR stx-positiv. Bei den monatlichen Probenahmen
variierte die Anzahl positiver Kihe in der Gesamtzahl der beprobten Tiere zwischen
vier und zwolf. Dies entspricht einer minimalen Pravalenz von 18,2% im Mai und
November 2007. Maximale Werte wurden im Sommer (Juli und August) 2007
nachgewiesen. Die Pravalenz lag bei 52,2% bzw. 37,5%. Entsprechend des
zweigipfeligen Verlaufs der Pravalenzkurve in Abbildung 11 zeichnet sich eine
weitere, wenn auch niedrigere Pravalenzerhéhung in den Wintermonaten bzw. den
friihen Friihjahrsmonaten ab.
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Probenahme-Monat stx-positive Tiere beprobte Tiere stx-positive Tiere
(absolut) (absolut) (prozentual)
Februar 2007 8 22 36,4%
Mérz 2007 7 22 31,8%
April 2007 8 22 36,4%
Mai 2007 4 22 18,2%
Juni 2007 6 22 27,3%
Juli 2007 12 23 52,2%
August 2007 9 24 37,5%
September 2007 7 22 31,8%
Oktober 2007 6 22 27,3%
November 2007 4 22 18,2%
Dezember 2007 7 22 31,8%
Januar 2008 8 22 36,4%

Abbildung 11: Entwicklung der STEC-Pravalenzen und Anzahl stx-positiver Milchkihe von
Betrieb A im Verlauf des Probenahmezeitraums bei monatlichem
Untersuchungsrhythmus, der Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels
Screening-PCR nach Karch und Meyer (1989)
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4.1.2 Untersuchungen der STEC-Pravalenzen von Betrieb B

Betrieb B ist ein dkologisch wirtschaftender Betrieb mit 55 Milchkiihen der Rasse
Altdeutsches  Schwarzbuntes  Niederungsrind  (Stand: Januar 2007). Die
durchschnittliche Milchleistung seiner Herde betrug im Jahr 2006 5.606 kg Milch bei
4,31% Fett und 3,36% EiweiB3 und befand sich somit deutlich unter dem Mittelwert der
Okologischen Betriebe (7.044 kg Milch, 4,16% Fett und 3,28% EiweiB (Kemper, 2007)).
Innerhalb des Probenahmezeitraumes lag die durchschnittliche Milchleistung der
laktierenden Probenkihe bei einem niedrigen Wert von 18,14 kg/Tag, im Vergleich mit
den durchschnittlichen Milchleistungen aller Betriebe von 25,70 kg/Tag.

Wie in Kapitel 3.1.1 bereits erlautert, waren nach Cannon und Roe (1982) in Betrieb B
21 Probentiere auszuwahlen (Cannon und Roe, 1982). Um die Altersverteilung der
Herde zu reprasentieren, befanden sich sechs Tiere (28,6%) zum Zeitpunkt der
Auswabhl der Probentiere in der ersten Laktation, ebenfalls sechs Tiere (28,6%) in der
zweiten oder dritten Laktation und neun Tiere (42,9%) in der vierten Laktation oder
alter.

Die Untersuchung des Gesundheitszustandes der Probekiihe ergab wenige
Auffalligkeiten, lediglich ein etwas gehauftes Auftreten von Erkrankungen der
Fortpflanzungsorgane war zu beobachten. Vier Tiere (3,2%) erkrankten daran in
Betrieb B, wohingegen im Durchschnitt nur bei 1,8% der Tiere eine Stérung der
Genitalorgane gegeben war.

Als durchschnittlicher BCS innerhalb des Betriebes wurde ein Wert von 3,34 Punkten
festgestellt. Die Entwicklung des BCS im Laktationszyklus ist in Kapitel 1.1.1 im
Vergleich mit den anderen Betrieben dargestellt.

Von 265 untersuchten Proben in Betrieb B wurden 29,8% (79) Kotproben in der
Screening-PCR als stx-positiv detektiert. Bei den monatlichen Probenahmen variierte
die Anzahl STEC-ausscheidender Kiihe stark. In den Friihjahrsmonaten wurde keine
Kuh, in den Sommer und Herbstmonaten hingegen bis zu zwdlf Tiere (54,5%) als stx-
positiv nachgewiesen (Abbildung 12). Maximale Pravalenzen wurden im Spatsommer
(August, September und Oktober) 2007 detektiert. Die Pravalenzen lagen in diesen
Monaten bei 54,5%, 52,4% bzw. 52,2%.
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Probenahme-Monat stx-positive Tiere beprobte Tiere stx-positive Tiere
(absolut) (absolut) (prozentual)

Februar 2007 7 21 33,3%
Mérz 2007 0 21 0,0%
April 2007 0 21 0,0%
Mai 2007 0 23 0,0%
Juni 2007 7 22 31,8%
Juli 2007 7 22 31,8%
August 2007 12 22 54,5%
September 2007 11 21 52,4%
Oktober 2007 12 23 52,2%
November 2007 9 23 39,1%
Dezember 2007 5 23 21,7%
Januar 2008 9 23 39,1%

Abbildung 12: Entwicklung der STEC-Pravalenzen und Anzahl stx-positiver Milchkiihe von
Betrieb B im Verlauf des Probenahmezeitraums bei monatlichem
Untersuchungsrhythmus, der Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels
Screening-PCR nach Karch und Meyer (1989)
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4.1.3 Untersuchungen der STEC-Pravalenzen von Betrieb C

Betrieb C ist ein konventionell wirtschaftender Betrieb mit 115 Milchkihen, die zum
GroBteil der Rasse Schwarzbuntes Milchrind angehéren (Stand: Januar 2007). Bei
einer durchschnittlichen Milchleistung von 10.969 kg lag dieser Betrieb deutlich tber
dem Mittelwert der konventionellen Betriebe (9.211 kg), wies jedoch im Gegensatz zu
den Vergleichsbetrieben niedrigere Milchinhaltsstoffe (3,86% vs. Mittelwert 4,06% Fett
und 3,33% vs. Mittelwert 3,35% EiweiB, (Kemper, 2007)) auf. Auch im Zeitraum der
Probenahme befand sich die durchschnittliche Milchleistung der laktierenden
Probentiere mit 30,20 kg/Tag deutlich Uber dem bei 25,70 kg/Tag liegenden
Durchschnitt.

Bei der Begutachtung des Gesundheitszustandes fielen einige Kiihe mit Lahmheiten
(16; 11,1%), aber auch mit klinisch offensichtlichen Endometritiden (3; 2,1%) auf. Beide
Erkrankungen kamen im Durchschnitt der Betriebe mit Werten von 8,0% und 1,8%
wesentlich seltener vor.

Im Durchschnitt wiesen die Probenkiihe auf Betrieb C einen BCS von 3,24 auf. Der
Verlauf der BCS-Kurve im Laktationszyklus ist in Kapitel 1.1.1 vergleichend mit den
anderen Betrieben dargestellt.

Nach Cannon und Roe (1982) waren in diesem Betrieb 24 Probentiere auszuwéhlen.
In der Herde befanden sich 33,3% der Tiere in ihrer ersten Laktation, 45,8% in der
zweiten oder dritten Laktation und 20,8% der Tiere waren mindestens in der vierten
Laktation. Dementsprechend wurden fir die Probenahmegruppe 1 acht Kihe und fur
die Gruppen 2 und 3 elf bzw. fiinf Tiere ausgewahlt.

In Betrieb C wurden 286 Kotproben genommen, von denen 18,2% (52) in der
Screening-PCR stx-positiv waren. Die hdchsten Pravalenzen im Jahresverlauf wurden
im Frihjahr (Marz: 45,8% und Mai: 41,7%) nachgewiesen, ein weiterer Zeitraum mit
héheren Pravalenzen zwischen 20,8% und 21,7% befand sich im Sommer (Juli und
August) (Abbildung 13).



4 Ergebnisse

99

60
50
40
30
20
10

stx -positive Tiere in %

03/2007
04/2007

o
02/2007

05/2007

06/2007 ||

07/2007
08/2007
09/2007

10/2007

11/2007 [

Monat der Probenahme

12/2007

01/2008 7]

Probenahme-Monat

stx-positive Tiere

beprobte Tiere

stx-positive Tiere

(absolut) (absolut) (prozentual)

Februar 2007 3 24 12,5%
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April 2007 4 24 16,7%
Mai 2007 10 24 41,7%
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Juli 2007 4 24 16,7%
August 2007 5 24 20,8%
September 2007 5 23 21,7%
Oktober 2007 3 24 12,5%
November 2007 1 24 4.2%
Dezember 2007 24 12,5%
Januar 2008 2 24 8,3%

Abbildung 13: Entwicklung der STEC-Prévalenzen und Anzahl stx-positiver Milchkihe von

Betrieb C im Verlauf des Probenahmezeitraums bei monatlichem
Untersuchungsrhythmus, der Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels
Screening-PCR nach Karch und Meyer (1989)
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4.1.4 Untersuchungen der STEC-Pravalenzen von Betrieb D

Betrieb D ist ebenfalls ein Okologisch wirtschaftender Betrieb. Es werden dort 62
Milchkiihe gehalten, die vorwiegend der Rasse Schwarzbuntes Milchrind angehdren
(Stand: Januar 2007). Die durchschnittliche Milchleistung lag im Jahr 2006 bei 7.432 kg
Milch mit 4,22% Fett und 3,21% EiweiB etwas lber dem Mittelwert der 6kologischen
Betriebe (7.044 kg Milch, 4,16% Fett und 3,28% Eiwei (Kemper, 2007). Im Zeitraum
der Probenahme wiesen die laktierenden Probetiere eine durchschnittliche
Milchleistung von 23,05 kg/Tag auf, dies war etwas niedriger als der Uberbetrieblich
bestimmte Durchschnitt von 25,70 kg/Tag.

Besonders auffallig war bei der Begutachtung des Gesundheitszustandes die groBe
Haufung der Tiere mit Fressgitter-bedingten Technopathien, wobei 95 Probentiere
(89,6%) im Nackenbereich verdickte Haut bis hin zu Beulen aufwiesen.
Durchschnittlich kamen solche Technopathien bei 26,0% der Tiere innerhalb aller
Betriebe vor.

Der Erndhrungszustand der Probentiere befand sich im Rahmen der BCS-Bonitierung
bei durchschnittlich 3,13 Punkten. Ein Vergleich der BCS-Entwicklung mit der anderer
Betriebe wird in Kapitel 1.1.1 vorgenommen.

Im Rahmen der bereits erlauterten Probentierauswahl wurden 21 Kiihe bestimmt. In
der Herde befanden sich 28,6% der Tier in ihrer ersten Laktation, 33,3% in der zweiten
oder dritten und 38,1% der Tiere hatten schon mehr als drei Laktationen absolviert.
Daraus folgte die Auswahl von sechs Tieren in Probenahmegruppe 1 und sieben bzw.
acht Tieren in die Gruppen 2 und 3.

Ein Anteil von 29,5% (77) der untersuchten 261 Kotproben war in der Screening-PCR
stx-positiv. Im Jahresverlauf waren die Prévalenzen im Juni, Juli und Oktober mit
Werten von 61,9%, 50,0% und 59,1% am héchsten. Besonders im Frihjahr und Winter
(Februar 2007 bis Mai 2007 und November 2007 bis Januar 2008) waren nur sehr
wenige Tiere STEC-Ausscheider (Abbildung 14).
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Februar 2007 3 21 14,3%
Marz 2007 o] 21 0,0%
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September 2007 8 24 33,3%
Oktober 2007 13 22 59,1%
November 2007 5 21 23,8%
Dezember 2007 3 21 14,3%
Januar 2008 5 21 23,8%

Abbildung 14: Entwicklung der STEC-Pravalenzen und Anzahl stx-positiver Milchkiihe von
Betrieb D innerhalb des Probenzeitraums bei monatlichem
Untersuchungsrhythmus, der Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels
Screening-PCR nach Karch und Meyer (1989)
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4.1.5 Untersuchungen der STEC-Préavalenzen von Betrieb E

Betrieb E wird konventionell bewirtschaftet und héalt 77 Milchkiihe der Rassen
Schwarzbuntes Milchrind und Rotbunte Red Holstein (RH) (Stand: Januar 2007). Bei
einer durchschnittlichen Milchleistung von 7.432 kg Milch im Jahr 2006 mit 4,21% Fett
und 3,33% EiweiB3 lag Betrieb D etwas unter dem Mittelwert der konventionellen
Betriebe (9.211 kg Milch, 4,06% Fett und 3,35% EiweiB (Kemper, 2007)). W&hrend der
Probenahme zeigten die laktierenden Probentiere eine Milchleistung von
durchschnittlich 27,68 kg/Tag, dies liegt etwas iber dem Betriebs-weiten Durchschnitt
von 25,70 kg/Tag.

Bei der Gesundheitsbeurteilung der Probenkiihe wurden uberdurchschnittlich viele
Tiere mit Lahmheiten identifiziert (15 Tiere; 11,1%, im Vergleich zum Uberbetrieblichen
Durchschnitt von 8,0%). Zusétzlich wiesen sieben Tiere (5,2%) Technopathien auf, die
durch mangelhafte Liegeboxen bedingt waren, im Durchschnitt der sechs Betriebe
wiesen nur 3,9% der Tiere derartige Technopathien auf.

Bei der Bestimmung des BCS konnte ein durchschnittlicher Wert von 3,30 Punkten
errechnet werden, die Entwicklung der BCS-Werte im Verlauf der Laktation ist in
Kapitel 1.1.1 im Vergleich zwischen den sechs Betrieben dargstellt.

Entsprechend der homogenen Altersverteilung der Herde wurden flr jede
Probenahmegruppe sieben Tiere (33,3%) ausgewahlt.

Von den 278 auf Hof E genommenen Kotproben erwiesen sich 29,1% (81) in der
Screening-PCR als stx-positiv. Deutlich als Perioden erhdhter Pravalenzen wurden
Herbst und Winter erkannt: Hier lagen die Prévalenzen von Oktober bis Januar mit
Werten von 39,2% bis 54,2% sehr hoch (Abbildung 15). Im Frihjahr und Sommer
wiesen jedoch immer weniger als ein Drittel der Kihe ein positives Ergebnis in der
Screening-PCR auf.
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Probenahme-Monat stx-positive Tiere beprobte Tiere stx-positive Tiere
(absolut) (absolut) (prozentual)
Februar 2007 4 21 19,0%
Marz 2007 4 21 19,0%
April 2007 4 24 16,7%
Mai 2007 7 23 30,4%
Juni 2007 4 24 16,7%
Juli 2007 1 24 4.2%
August 2007 5 24 20,8%
September 2007 7 24 29.2%
Oktober 2007 13 24 54,2%
November 2007 11 22 50,0%
Dezember 2007 12 24 50,0%
Januar 2008 9 23 391

Abbildung 15: Entwicklung der STEC-Pravalenzen und Anzahl stx-positiver Milchkihe von
Betrieb E innerhalb des Probenzeitraums bei monatlichem
Untersuchungsrhythmus, der Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels
Screening-PCR nach Karch und Meyer (1989)
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4.1.6 Untersuchungen der STEC-Préavalenzen von Betrieb F

Betrieb F ist ebenfalls ein 6kologisch wirtschaftender Betrieb, auf dem 73 Milchkiihe
der Rasse Schwarzbuntes Milchrind gehalten werden (Stand: Januar 2007). Mit einer
durchschnittliche Milchleistung von 8.094 kg Milch im Jahr 2006 bei 3,95% Fett und
3,32% EiweiB liegt Betrieb F deutlich Gber dem Mittelwert der 6kologischen Betriebe
(7.044 kg Milch, 4,16% Fett und 3,28% EiweiB (Kemper, 2007)). Diese hohe
durchschnittliche Milchleistung wurde auch im Zeitraum der Probenahme erhoben. Mit
einer Leistung von 27,46 kg/Tag lagen die laktierenden Probentiere in Betrieb F Uber
dem Uberbetrieblichen Durchschnitt von 25,70 kg/Tag.

Bei der Beurteilung des Gesundheitszustandes wurden wenig Auffélligkeiten analysiert.
Beobachtet wurde lediglich eine Periode mit vermehrten Hautveranderungen durch
Trichophytie. Dabei waren sieben Tiere (5,0%) befallen, dies liegt deutlich Uber dem
Uberbetrieblichen Durchschnitt von 1,4%.

Mit einem durchschnittlichen BCS-Wert von 3,48 wurde in Betrieb F der héchste
durchschnittliche BCS-Wert auf Betriebsebene errechnet. Auf den Vergleich sowie die
Entwicklung des BCS innerhalb der Laktation wird in Kapitel 1.1.1 detaillierter
eingegangen.

Es wurden entsprechend der Altersverteilung in der Herde funf Tiere (21,7%) in der
ersten Laktation, neun Tiere (39,1%) in der zweiten und dritten Laktation, sowie sieben
Tiere (30,4%) in der vierten Laktation oder héher ausgewahlt.

Insgesamt wurden von Betrieb F 289 Kotproben untersucht. Lediglich 32 Proben
(11,1%) zeigten sich in der Screening-PCR als stx-positiv. Maximale Pravalenzen in
diesem Betrieb waren im Mai und Juni 2007 (39,1%; 18,5%) nachzuweisen, ansonsten
wurden in den weiteren Monaten des Probenahmezeitraumes meist weniger als 10,0%
der Tiere als STEC-Ausscheider identifiziert (Abbildung 16).
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Februar 2007 2 23 8,7%
Méarz 2007 1 23 4,3%
April 2007 2 23 8,7%
Mai 2007 9 23 39,1%
Juni 2007 5 27 18,5%
Juli 2007 2 25 8,0%
August 2007 1 23 4,3%
September 2007 2 25 8,0%
Oktober 2007 2 25 8,0%
November 2007 2 25 8,0%
Dezember 2007 1 24 4.2%
Januar 2008 3 23 13,0%

Abbildung 16: Entwicklung der STEC-Pravalenzen und Anzahl stx-positiver Milchkihe von

Betrieb F innerhalb des Probenzeitraums bei monatlichem
Untersuchungsrhythmus, der Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels
Screening-PCR nach Karch und Meyer (1989)
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4.1.7 Vergleich der STEC-Pravalenzen zwischen den Betrieben

Zwischen den Betrieben sind deutliche Unterschiede in der Qualitdt des
Herdenmanagements bezliglich Erndhrungs- und Gesundheitszustand, aber auch in
den Milchleistungsdaten festzustellen.

In Tabelle 22 sind die Verlaufe der BCS-Scores in den verschiedenen
Laktationsabschnitten  dargestellt. Aufféllig sind die in einigen Betrieben
unterkonditioniert abgekalbten Tiere (Betriebe A, B, C), aber auch Tiere von Betrieb D,
deren Gewichtszunahme unter den empfohlenen Werten zuriickfallt und die daraufhin
in einigen Laktationsabschnitten unterkonditioniert sind. Hingegen sind auf Betrieb F
Uber viele Laktationsabschnitte Uberkonditionierte Kihe zu beobachten. Besonders
zum Ende der Laktation und im Rahmen der Trockensteh-Periode gibt es jedoch auch
in anderen Betrieben (C, D) Uberkonditionierte Tiere.

Tabelle 22: Entwicklung der BCS-Scores der untersuchten Probenkiihe (n=1.646) im Laufe des
Laktationszyklus auf den Milchvieh-haltenden Betrieben A, B, C, D, E und F

Laktations- Betricb Betrieb Betrieb Betrieb Betrieb Betrieb

1
abschnitt A B c D E F Empf.

0.-50.d 2,55 2,96 2,91 3,17 3,05 3,40 3,00-3,50
51.-100.d 2,86 2,97 2,75 2,97 2,81 3,35 2,50-3,25
101.-150.d 3,17 2,88 3,03 2,86 3,09 3,37
151.-200.d 3,28 3,06 3,21 2,94 3,23 3,44
201.-250.d 3,41 3,48 3,41 3,32 3,16 3,56
251.-300.d 3,54 3,40 3,56 3,20 3,34 3,58
301.-350.d 2,88 3,50 3,85 2,95 3,10 3,38 3,0-3,75

3,00-3,50

>350.d 325 355 363 331 375 381
trocken 325 338 368 382 337 361 | 325375
stehend

© 319 334 324 313 330 348

Empt.": Empfehlungen nach Mahlkow-Nerge (2003), davon abweichende Werte in Fett
O: innerbetrieblicher Mittelwert d: Tag BCS: Body Condition Score
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Betriebstypische Problembereiche beziiglich des Gesundheitszustandes sind oftmals
vorhanden und sind bei der Besprechung der einzelnen Betriebe bereits erwahnt. Eine
Ubersicht dieser Erkrankungsschwerpunkte wird in Tabelle 23 nochmals dargestellt.

Tabelle 23: Uberblick tiber beobachtete Erkrankungsschwerpunkte in den Betrieben A, B, C, D,
E und F bei den untersuchten Probenkiihen (n=1.646)

Betrieb Betrieb Betriecb Betrieb Betrieb Betrieb

Erkrankung A B c D £ F S Empf.
Lahmheit X X X 8,0% | <10%'
Genitalerkr. X X x 1,8% | <5%°
Hauterkr. X 1,4% !
ff hsel-
Stoffwechse % 0.8% I
erkr.
Technopathie,
Boxen- X X 3,9% !
bedingt
Technopathie,
Fressgitter X X 26,0% l
bedingt
-erkr.: Erkrankungenen  O: Uiberbetrieblicher Mittelwert |: méglichst niedrig
': Vermunt und Greenough (1997) 2: Esslemont und Peeler (1993)

prozentuale Anteile der einzelnen Erkrankungen: siehe Beschreibung in den jeweiligen Kapiteln 4.1.1,
41.2,413,41.4,415und4.1.6

Im Hinblick auf die Milchleistungsmerkmale der einzelnen Betriebe sind, wie in Tabelle
24 dargestellt, ebenfalls Unterschiede vorhanden. Die Streuung der durchschnittlichen
Milchleistung bei den 6kologisch bewirtschafteten Betrieben ist mit einer Spannweite
von 18,14kg/Tag bis 27,46kg/Tag héher als die der konventionell bewirtschafteten
Betriebe (27,65 kg/Tag bis 30,20 kg/Tag). Dabei fallt Betrieb B — auch im Vergleich der
Okologisch wirtschaftenden Betriebe — durch eine deutlich unterdurchschnittliche
Milchleistung von 18,14kg/Tag auf, Betrieb C hingegen durch eine tiberdurchschnittlich
hohe Milchleistung von 30,20kg/Tag. Beachtenswert ist ebenfalls die Uber dem
Durchschnitt fir konventionelle und 6kologische Betriebe liegende Milchleistung von
Betrieb F, einem ©kologischen Betrieb, fir den eine solche Leistung wesentlich
aufwendiger zu realisieren ist. Weiterhin sticht der niedrige Milch-Harnstoffgehalt der
6kologischen Betriebe heraus. Besonders auffallig sind hier die Betriebe B und D mit
Werten um und unter 200mg/L (201,79 mg/L und 181,82 mg/L). Bei einem
empfohlenen Wert von unter 300.000 somatischen Zellen/mL Milch (Kielwein, 1994)
sind besonders die erhdhten Zellzahl-Werte der Betriebe B, C und E bemerkenswert.
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Die Probentiere von Betrieb E liegen mit einer durchschnittlichen Zellzahl von 416.760
Zellen/mL sogar Uber dem von der Milchverordnung fir verkehrsfahige Milch
angegebenen Wert von 400.000 Zellen/mL (Anonymus, 2000).

Tabelle 24: Durchschnittliche Milchkennzahlen (Milchmenge, prozentualer MilcheiweiB und
-fettanteil, Milchharnstoffhelt und somatische Zellzahl) der Probenkiihe auf den

sechs untersuchten Milchviehbetrieben A, B, C, D, E und F

Betriebe
konventionell Okologisch
A C E B D F ()
Milchmenge
27,65 30,20 27,68 18,14 23,05 27,46 25,70
(kg/Tag)

EiweiB (%) 3,47 3,52 3,44 3,58 3,28 3,42 3,45
Fett (%) 4,46 4,15 4,21 4,44 4,33 4,09 4,28
Harnstoff 246,50 256,77 26331 | 201,79 181,82 2151 | 227,55

(mg/L)
somatische
117 331,53 416,76 | 356,61 280,7 132,49 | 272,
Zellen (*1.000/mL) 98 80,78 132,49 69

fett dargestellte Werte: Abweichung von Mittelwert um mehr als 10%

O: Uberbetrieblicher Mittelwert

kg: Kilogramm  mg: Miligramm  L: Liter mL: Mililiter
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Die Entwicklung der durchschnittlichen Milchleistung der Probentiere Uber den
gesamten Laktationszeitraum ist in Abbildung 17 dargestellt. Diese Mittelwerte
wurden zur Einteilung jeder Kuh in die Klassen niedrigleistend, mittelleistend und
hochleistend verwendet. Erwdhnenswert ist das gewlnschte Leistungsplateau mit
einer Persistenz der Milchleistung innerhalb der ersten drei Laktationsmonaten (Huth,
1995), welches in Betrieb C und F zu beobachten ist, bei den anderen Betrieben
jedoch nicht vorliegt. Die Verringerungen der durchschnittlichen Milchleistungen auf
den konventionell bewirtschafteten Betrieben weisen keine wesentlichen Unterschiede
untereinander auf. Anders verhalt es sich bei den 6kologisch bewirtschafteten
Betrieben: Die durchschnittliche Milchleistung auf Betrieb F fallt nach dem Plateau sehr
schnell ab und liegt nach 250 Laktationstagen sogar unter der Leistungen von Betrieb
D. Die bereits zu Beginn der Laktation relativ niedrige durchschnittliche Milchleistung
von Betrieb B zeigt aber im Vergleich zu den anderen Betrieben besonders innerhalb
der ersten 150 Tage eine verhaltnismaBig geringe Abnahme.

A C « E Milchvieh-haltene Betriebe <+ B D-aF

40 2 40
. Ly
2
30 = 30
\‘\\ g,
"\ c
(7]
g4 20 £ 20
£
L
10 = 10
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Nummer des Laktationsabschnittes Nummer des Laktationsabschnittes

Nummer des Laktationsabschnittes

1 2 3 4 5 6 7 8
Laktations- 0.- 51.- 101.- 151.- 201.- 251.- 301.- >350.d
tage 50.d 100.d 150.d 200.d 250.d 300.d 350.d :

Abbildung 17: Milchleistung der untersuchten Probentiere in den verschiedenen
Laktationsabschnitten fir die konventionell (links) und 6kologisch
bewirtschafteten (rechts) Betriebe A, B, C, D, E und F
kg: Kilogramm d: Tag
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Bei einem Vergleich der STEC-Herdenpravalenzen existieren deutliche Unterschiede
zwischen den Betrieben: Zwei Betriebe (C und F) liegen mit Pravalenzen von 18,2%
bzw. 11,1% in wesentlich niedrigeren Bereichen als die anderen Betriebe. Diese
weisen relativ gleichmaBig Prévalenzen um 30% auf (Betrieb A: 32,2%, Betrieb B:
29,8%, Betrieb D: 29,5% und Betrieb E: 29,1%). Im saisonalen Vergleich der Betriebe
ist aufféllig, dass mehrere relativ hdufige Peak-Varianten mit einem vermehrten
Auftreten von STEC nachzuweisen sind. Die graphische Darstellung der Verlaufe
erfolgt entsprechend der Gruppierung in Betriebspaaren (Abbildung 18). In Betrieb A,
C und F treten in den Sommermonaten Juni, Juli und August vermehrt positive
Ergebnisse in der Screening-PCR auf. Besonders fiir Betrieb C ist dies jedoch nicht die
Saison mit den hochsten Pravalenzen; diese finden sich dort in den Frithjahrsmonaten
Mérz, Aprii und Mai. In diesen Monaten ist auch bei Betrieb E eine
Prévalenzsteigerung zu beobachten; die gréBte Anzahl an positiven Ergebnissen in der
Screening-PCR ist jedoch in den Herbst- und Wintermonaten von Oktober 2007 bis
Januar 2008 zu verzeichnen. In diesen Monaten ist auch in den Betrieben A und B eine
Steigerung der Pravalenzen zu beobachten. Ein weiterer Zeitraum fir den Nachweis
hoher Pravalenzen ist der Spatsommer bzw. Frihherbst mit den Monaten August,
September und Oktober. Hier zeigen sich vor allem bei den Betrieben B und E
besonders hohe Préavalenzen, aber auch bei Betrieb D ist in dieser Zeit ein
Ausscheidungspeak nachzuweisen. Das vermehrte Auftreten von hdéheren
Pravalenzen in den Sommer- und Herbstmonaten fiihrt schlieBlich zu dem in
Abbildung 18 sichtbaren Peak in dieser Periode.
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Abbildung 18: Vergleich der Entwicklung der STEC-Préavalenzen der

Milchkiihe auf den sechs Betrieben A, B, C, D, E und F im
Verlauf des Probenahmezeitraums, geordnet nach regional
zusammen liegenden Betriebspaaren, monatlicher
Untersuchungsrhythmus, der Nachweis erfolgte aus
Kotproben mittels Screening-PCR nach Karch und Meyer
(1989)
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4.2 Deskriptive und statistische Auswertung

Im Rahmen der Auswertung wurden zwei statistische Modelle gebildet:
— Modell 1 mit den Ergebnissen der Screening-PCR (stx-Nachweis)
— Modell 2 mit den Ergebnissen der STEC-Isolierung (STEC-Nachweis)

Von 1.646 untersuchten Proben waren 407 (24,7%) in der Screening-PCR stx-positiv,
es wurden jedoch nur von 134 Tieren STEC isoliert. Die Ergebnisse des Nachweises
von STEC in der zweiten Untersuchung gingen in Modell 2 ein. Insgesamt wurden aus
labortechnischen und methodischen Griinden lediglich die Kotproben von 235 Kithen
einer Koloniehybridisierung unterzogen. Es gelang, von 134 Tieren (57,0%) STEC zu
isolieren. Bei isolierten E. coli von 24 weiteren Tieren war der Nachweis eines stx-Gens
nicht méglich.

4.2.1 Statistische Auswertung mit Modell 1 (stx- Nachweis mittels Screening-
PCR) auf Einzeltierebene

Das mit logistischer Regression geschéatzte Modell ergab mehrere signifikante

Risikofaktoren flir einen stx-Nachweis mittels Screening-PCR in den Fazes der
gesamten untersuchten Milchrinder. Relevant waren folgende Faktoren:

— der Monat der Probenahme,
— die Anzahl der absolvierten Laktationen,
— das Laktationsstadium,

— die Anwesenheit eines kontinuierlich ausscheidenden Tieres in der Herde.

4.2.1.1 Ergebnisse unter Beriicksichtigung der Laktation

Aufgrund der Auswahl der Kiihe imit verschiedenen Anzahlen absolvierter Laktationen
und Laktationsstadien konnte eine Analyse der Einflisse dieser beiden Faktoren auf
den stx-Nachweis mittels Screening-PCR aus den Fazes erfolgen.

4.21.1.1 Assoziation des stx-Nachweises mittels Screening-PCR und der Anzahl
absolvierter Laktationen (Berechnung mit Modell 1)

Insgesamt wurden 293 Tiere in der ersten Laktation (Gruppe 1), 626 Kihe in zweiter
und dritter Laktation (Gruppe 2) und 508 Tiere, die schon mehr als drei Laktationen
absolviert hatten (Gruppe 3), beprobt. Bei 199 Tieren lagen vom
Landeskontrollverband (LKV) keine Angaben zu Laktationsdaten vor, so dass diese
Tiere in der Auswertung nicht berlcksichtigt wurden. Die Auswahl der Tiere erfolgte im
Januar 2007 im Rahmen des bereits beschriebenen zufélligen Auswahlverfahrens.
Verschiebungen der Zuordnungen der Tiere in andere Laktationsnummerngruppen
ergaben sich im Laufe des Probenahmezeitraumes. Mit Hilfe der Daten des LKV Uber
die Abkalbungsdaten und die Anzahl der Laktationen war es mdglich, jede Kuh nach
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ihrer nachsten Kalbung der dann jeweils passenden Gruppe zuzuordnen. Insgesamt
fiel auf, dass der Anteil der in der Screening-PCR als stx-positiv nachzuweisenden
Tiere in der Gruppe der Erstlaktierenden mit 31,7% zu 22,8% bzw. 21,7% in den
anderen Gruppen deutlich hdhere Werte aufwies (Tabelle 25).

Tabelle 25: Bewertung des Risikos eines stx-Nachweises im Kot der Probenklhe mittels
Screening-PCR in Assoziation mit der Anzahl absolvierter Laktationen, Angabe
von Anteilen stx-positiver Kiihe, sowie der jeweiligen Odds Ratio, die mit Modell 1
(stx-Nachweis mittels Screening-PCR) berechnet wurden, Sortierung nach
Laktationsnummerngruppen, aufgetragen gegen Laktationsgruppe 3 mit Odds=1

Gruppe beprobte Tiere stx:ﬁ:itive Anteil %Z:Z 95%-KlI  Signifikanz
1 293 93 31,7% 1,74 1,22-2,47 e
2 626 143 22,8% 1,15 0,86-1,55 n.s.
3 508 110 21,7% 1,00 - -
***: hoch signifikant n.s.: nicht signifikant KI: Konfidenzintervall -2 nicht vorhanden

Gruppe 1: Erstkalbende  Gruppe 2: Zweit-und Drittkalbende
Gruppe 3: Klihe mit mehr als drei absolvierten Laktationen

Im Rahmen der statistischen Auswertung erwies sich die Odds-Ratio (OR) fir Kiihe der
Gruppe 1 mit einer 1,74-fachen Erhéhung hoch signifikant im Vergleich zur Gruppe 3.
Im Vergleich mit der Gruppe 2 zeigte die Gruppe 1 ebenfalls einen signifikanten
Unterschied (OR=1,51**; 95%-Kl=1.074-2.112). Hingegen traten zwischen den
Gruppen 2 und 3 &hnliche Chancen auf, in der Screening-PCR als stx-positiv
nachgewiesen zu werden (Tabelle 25).
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421.1.2 Assoziation des stx-Nachweises mittels Screening-PCR und des
Laktationsstadiums (Berechnung mit Modell 1)

Bei der zufélligen Auswahl der Probentiere wurde der Laktationstag nicht
beriicksichtigt, trotzdem ergab sich eine relativ gleichmaBige Verteilung der Tiere in die
verschiedenen Laktationsstadien. Die Anteile der six-positiven Tiere lagen in den
Gruppen der Tiere, die sich im 51.-150. Laktationstag befanden, sowie bei den Tieren,
die schon mehr als 350 Tage in Laktation waren oder trocken standen, bei Uber 25,0%
(Tabelle 26). Hingegen wurden besonders wenig stx-positive Tiere bei den Tieren
unmittelbar nach der Kalbung bis zum 50. Laktationstag und bei alt-melkenden Kihen
vom 301. bis zum 350. Laktationstag nachgewiesen.

Tabelle 26: Bewertung des Risikos eines stx-Nachweises im Kot der Probenklhe mittels
Screening-PCR in Assoziation mit dem Laktationstag, Angabe von Anteilen stx-
positiver Tiere, nach Laktationsstadien sortiert, sowie der jeweiligen Odds-Ratio,
die mit Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR) berechnet wurden,
aufgetragen gegen 0.-50. Laktationstag mit Odds=1

Stx-
Laktationsstadium be:IE)i;c:Zte positive Anteil Odds-Ratio 95%-KI  Signifikanz
Tiere
0.-50.d 152 25 16,4% 1,00 - -
51.-100.d 175 44 25,1% 1,73 0,98-3,04 *
101.-150.d 192 52 27,1% 1,93 1,11-3,35 >
151.-200.d 186 45 24,2% 1,59 0,91-2,80 n.s.
201.-250.d 166 38 22,9% 1,43 0,80-2,57 n.s.
251.-300.d 155 36 23,2% 1,36 0,75-2,45 n.s.
301.-350.d 105 20 19,0% 1,01 0,52-1,96 n.s.
>350.d 114 36 31,6% 2,06 1,12-3,79 **
trocken stehend 182 50 27,5% 1,67 0,95-2,91 *
**: signifikant ~ *: Tendenz n.s.: nicht signifikant -: nicht vorhanden
KI: Konfidenzintervall d: Tag

Bei der statistischen Auswertung hatten die Tiere im 101. bis 150. Laktationstag, sowie
Tiere mit mehr als 350 Laktationstagen im Vergleich zu den Kuhen innerhalb der
ersten 50 Laktationstage eine héhere Chance auf ein stx-positives Ergebnis in der
Screening-PCR. Diese Tiere besaBen im Vergleich zur ersten Laktationsstadiengruppe
signifikant héhere Odds (Tabelle 26). Trocken stehende Kiihe sowie Tiere im 51. bis
100. Laktationstag wiesen lediglich eine Tendenz zu einer hdoheren
Ausscheidungschance auf, welche nicht signifikant war.
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Signifikant héhere OR zeigten sich ebenfalls im Vergleich zu Tieren mit 301 bis 350
Laktationstagen bei Kiihen, die sich bereits mehr als 350 Tage in Laktation befanden
oder trocken standen (Tabelle 27). Kilhe mit 51 bis 150 Laktationstagen hatten im
Vergleich mit Tieren im 301. bis 350. Laktationstag eine tendenziell bis signifikant
erhéhte Chance in der Screening-PCR als stx-positiv nachgewiesen zu werden.

Tabelle 27: Bewertung des Risikos eines stx-Nachweises im Kot der Probenklhe mittels
Screening-PCR in Assoziation mit dem Laktationstag, Angabe von weiteren
signifikanten Odds-Ratio zwischen den Laktationsstadien, nach Laktationsstadien
sortiert, berechnet mit Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR), aufgetragen
gegen verschiedene Laktationsstadien (Odds=1)

Laktationsstadium Lakt?éi)zr;s;s:t?)d tum (I)Ri?iz- 95%-KI Signifikanz
51.-100.d 300.-350.d 1,72 0,93-3,19
101.-150.d 300.-350.d 1,92 1,05-3,50 **
>350.d 300.-350.d 2,05 1,07-3,93 **
trocken stehend 300.-350.d 1,66 0,91-3,03 *

**: signifikant *: Tendenz KI: Konfidenzintervall d: Tag
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421.1.3 Assoziation des stx-Nachweises mittels Screening-PCR und der
Milchleistung und den Milchinhaltsstoffen (Berechnung mit Modell 1)

Ein Vergleich des Anteils der in der Screening-PCR stx-positiven Kiihen in den
unterschiedlichen Milchleistungsgruppen ergab eine stetige Abnahme der Pravalenz
von der hochleistenden Kuh (mehr als 10% Uber dem Betriebs- und
Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel) bis hin zur niedrigleistenden Kuh (weniger als
10% unter dem Betriebs- und Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel, Tabelle 28),
welche allerdings nicht signifikant war. Trocken stehende Kiihe wiesen im Vergleich zu
den anderen Leistungsgruppen eine ebenfalls nicht signifikant hdhere Pravalenz auf.

Tabelle 28: Bewertung des Risikos eines stx-Nachweises im Kot der Probenklihe mittels
Screening-PCR in Assoziation mit der Milchleistung, Angabe von Anteilen six-
positiver Tiere sowie der jeweiligen Odds-Ratio, die mit Modell 1 (stx-Nachweis
mittels Screening-PCR) berechnet wurden, aufgetragen gegen niedrige
Milchleistung mit Odds=1

. . beprobte " . . L
Milchleistung 'Igere positive Anteil Odds-Ratio  95% KI  Signifikanz
Tiere
hoch 388 103  26,6% 1,34 0,92-1,95 n.s.
mittel 469 113 24.1% 1,24 0,87-1,77 n.s.
niedrig 388 80 20,6% 1,00 - -
trocken stehend 182 50 27,5% 1,36 0,88-2,11 n.s.
hohe Leistung: Milchleistung der Kuh befindet sich mehr als 10% lber dem Betriebs- und
Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel
mittlere Leistung: Milchleistung der Kuh weicht nach oben oder unten nicht mehr als 10% von
dem Betriebs- und Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel ab
niedrige Leistung: Milchleistung der Kuh liegt mehr als 10% unter dem Betriebs- und
Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel
n.s.: nicht signifikant -1 nicht vorhanden Kl: Konfidenzintervall

Eine Prufung der Anteile in der Screening-PCR als stx-positiv nachgewiesener Kiihe,
die in Bezug auf den prozentualen Fett- und Laktosegehalt, sowie dem Harnstoffgehalt
und dem pH-Wert in der Milch von den empfohlenen Normwerten abwichen, ergaben
keine signifikanten Assoziationen der genannten Variablen mit dem stx-Nachweis
mittels Screening-PCR (Karch und Meyer, 1989). Lediglich Tiere, in deren Milch der
Harnstoffgehalt geringer als 150 mg/L betrug, wiesen im Vergleich zu den in der Norm
befindlichen Tieren ein tendenziell erniedrigtes Risiko auf, in der Screening-PCR als
stx-positiv erkannt zu werden. Signifikante Risikofaktoren waren vor allem die Zellzahl,
aber auch der EiweiBgehalt in der Milch. Kiihe mit Zellzahlen bis 100.000 Zellen/mL
Milch wurden in der Screening-PCR 1,57-fach haufiger als stx-positiv identifiziert als
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Tiere mit hdheren Zellzahlen in der Milch. Ebenso hatte ein EiweiBgehalt von mehr als
3,00% in der Milch eine Erhéhung der Chance zur Folge, von der Screening-PCR als
stx-positiv nachgewiesen zu werden.

Tabelle 29: Bewertung des Risikos eines stx-Nachweises im Kot der Probenkiihe mitttels
Screening-PCR in Assoziation mit den Milchinhaltsstoffen, Berechnung der Odds-
Ratio mit Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR), aufgetragen gegen die
Referenzwerte mit Odds=1

Ref
Variable Wete O‘Zj;e:f) OR 95%Kl Signifikanz  Norm'
1,18-
Zeligehalt fmL 140000 >100.000 1,57 12 <100.000
Milch) 2,10
oy 300380 1,80 ;’82_ -
]weIBge alt <3,00 ’ 3,00-3,80
(in Prozent) 1,18-
>3,80 2,30 4,48
<3,50 0,81 ?’32- n.s.
!:ettgehalt 3,50-3.80 ’ 2,9-5,0
(in Prozent) 0,55-
>3,80 078 n.s.
1,13
<47 1,01 ?’;g' n.s.
Lak hal ’
g tosegehalt 4,7-5,0 4,7-5,0
(in Prozent) 0,30-
>5,0 0,72 1,73 n.s.
Hamstofigehalt < 000 ?’32_ *
arnstoffgehalt 150-300 ’ 150-300
(mg/L) 300 137 0,94-
S , 201 n.s.
0,84-
<6,6 1,51 273 n.s.
pH-Wert 6.6-6.7 SEiS
>6,7 107 7% n.s
’ ’ 1,47 -
***: hoch signifikant **: signifikant *: Tendenz n.s.: nicht signifikant
': Referenz: Grabowski (2000) KI: Konfidenzintervall L: Liter

mL: Mililiter mg: Miligramm OR: Odds-Ratio




118 4 Ergebnisse

421.2 Assoziation des stx-Nachweises mittels Screening-PCR und weiteren
untersuchten Merkmalen (Berechnung mit Modell 1)

Weiterhin erfolgte eine statistische Auswertung bezlglich der Bewirtschaftungsform,

sowie den erhobenen Gesundheitsmerkmale und den BCS-Werten.

Dieses Modell ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied in den Pravalenzen
Okologisch und konventionell bewirtschafteter Betriebe. Dies gilt ebenso fir alle
erhobenen Gesundheitsmerkmale, die keine statistisch signifikante Assoziation mit
dem Anteil der stx-positiven Tiere aufweisen.

Bei der Auswertung in Bezug auf den Ern&hrungszustand wurde deutlich, dass Kihe
mit einem BCS Uber 3,50 im Vergleich zu diinneren Tieren eine nahezu doppelt so
groBe Chance haben, in der Screening-PCR als stx-positiv identifiziert zu werden
(Tabelle 30).

Tabelle 30: Bewertung des Risikos eines stx-Nachweises im Kot der Probenklihe mittels
Screening-PCR in Assoziation mit dem Erndhrungszustand, erfasst in Form des
Body Condition Scores, Berechnung in Form von Odds-Ratio mit Modell 1 (stx-
Nachweis mittels Screening-PCR), aufgetragen gegen die jeweiligen Referenwerte

(Odds=1)
Variable  Werte oM o3 950k Signifikanz  Norm'
(Odds=1) ° 9
1,00-2,50
2,75-350 1,06 0,68-1,65 n.s.
BCS  3.75-5,00 2,75-3,50
3,50-5,00 1,00-3,25 1,92 1,22-3,04 >
**: signifikant n.s.: nicht signifikant OR: Odds-Ratio Kl: Konfidenzintervall
BCS: Body Condition Score ': Referenz: Fritze (2003)

4213 Assoziation des stx-Nachweises mittels Screening-PCR und des Monates
der Probenahme (Berechnung mit Modell 1)

Auf die Assoziationen der Anzahl absolvierter Laktationen, des Laktationsstadiums und

der Anwesenheit eines kontinuierlich ausscheidenden Tieres in der Herde mit dem

Risiko eines stx-Nachweises mittels Screening-PCR wird in den jeweiligen Kapiteln

(4.21.1.1, 421.1.2 und 4.2.2) eingegangen. In diesem Kapitel wird nun die

Saisonalitat der stx-Ausscheidung erlautert.

Wie in Abbildung 8 erkennbar, wurden im Spatsommer und Frihherbst (August,
September und Oktober) in der Screening-PCR die hdéchsten Pravalenzen Uber die
gesamte Tierzahl beobachtet. Die Unterschiede der OR im Vergleich der Monate
gegeneinander sind in Tabelle 31 dargestellt. Vom Monat Juli lagen aus
betriebstechnischen Grinden des LKV keine Laktationsdaten der Kiihe vor, so dass fir
diesen Monat keine Werte berechnet wurden.
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Am deutlichsten wurden die Pravalenz-Hohepunkte im Vergleich der Monate August,
September und Oktober mit den Friihjahrsmonaten Februar, Marz und April. Hier sind
fir die genannten Spatsommer- bzw. Herbstmonate nahezu durchweg signifikante OR
von 1,91 bis 3,22 (95%-Konfidenzintervalle im Anhang 10.3) errechnet worden
(Tabelle 31). Lediglich im Vergleich zu Méarz bestand fiir den Monat August nur ein
tendenzieller Unterschied. Dies entsprach deutlich héheren Ausscheidungschancen im
Spatsommer und Herbst. Weiterhin existierten tendenzielle bis signifikante
Unterschiede im Januar (OR=2,12; 95%-KlI=1,14-3,94) und Juni (OR=1,94; 95%-
KlI=0,94-3,26) im Vergleich zu April. Neben den bereits erwéhnen Friihjahrsmonaten
wies der Oktober im Vergleich zu Mai (OR=1,84; 95%-Kl=1,06-3,19), November
(OR=1,80; 95%-Kl=1,05-3,10) und Dezember (OR=2,11; 95%-KI=1,20-3,71) erhdhte
Odds-Ratio auf.
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4.2.2 Statistische Auswertung mit Modell 2 (STEC-Nachweis mittels
Kolonie-Hybridisierung) auf Einzeltierebene

Aufgrund der ungleichmaBigeren Verteilung der positiven und negativen Ergebnisse flr
die Tiere, von denen STEC isoliert wurden — von 1.646 untersuchten Proben gelang
nur bei 134 (8,1%) eine Isolierung von STEC — war das oben genannte Modell fiir
dieses Datenmaterial nicht anwendbar. Eine Einteilung der Daten in eine geringere
Klassenanzahl war notwendig und daraus ergab sich eine geringere Aussagekraft des
statistischen Modells. Signifikanz war folgenden Faktoren zuzumessen:

— dem Quartal der Probenahme,

der Anzahl der absolvierten Laktationen,
— dem Laktationsstadium,

— der Anwesenheit eines kontinuierlich ausscheidenden Tieres in der Herde.
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4.2.2.1 Ergebnisse unter Beriicksichtigung der Laktation

4.2.2.1.1 Assoziation der Prasenz von STEC im Kot und der Anzahl absolvierter
Laktationen (Berechnung mit Modell 2 —STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung)

Wie bereits erwédhnt, wurden 293 Tiere in der ersten Laktation (Gruppe 1), 626 Kihe in
zweiter und dritter Laktation (Gruppe 2) und 508 Tiere, die schon mehr als drei
Laktationen absolviert hatten (Gruppe 3), beprobt. Wie in Tabelle 32 dargestellt,
zeigten auch die Pravalenzwerte der Tiere, bei denen eine lIsolierung von STEC
maoglich war, eine Verminderung bei steigender Anzahl absolvierter Laktationen (von
8,9% auf 8,3%).

Tabelle 32: Bewertung des Risikos einer STEC-Isolierung aus dem Kot der Probenkiihe mittels
Kolonie-Hybridisierung in Assoziation mit der Anzahl absolvierter Laktationen,
Angabe von Anteilen gelungener STEC-Isolierungen bei Probenkiihen, sowie den
jeweiligen Odds Ratio, die mit Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung) berechnet wurden, Sortierung nach Laktationsgruppen,
aufgetragen gegen Laktationsgruppe 3 mit Odds=1

Odds-
Gruppe beprobte Tiere STEC-positiv  Anteil Ratisc; 95%-KI  Signifikanz
1 293 26 8,9% 1,68 0,95-2,96 *
2 626 53 8,5% 1,38 0,88-2,17 n.s.
3 508 42 8,3% 1,00 - -
*: Tendenz n.s.: nicht signifikant KI: Konfidenzintervall -: nicht vorhanden

Gruppe 1: Erstkalbende  Gruppe 2: Zweit-und Drittkalbende
Gruppe 3: Kithe mit mehr als drei absolvierten Laktationen

Bei der statistischen Auswertung zeigte sich, dass die Odds-Ratio (OR) fiir Kiihe der
Gruppe 1 mit einer 1,68-fachen Erhéhung im Vergleich zur Gruppe 3 in der Tendenz
erhoht ist. Die erhdhte OR der Gruppe 1 im Vergleich zur Gruppe 2 war in diesem
Modell nicht signifikant.
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4.2.2.1.2 Assoziation der Prédsenz von STEC im Kot und dem Laktationsstadium
(Berechnung mit Modell 2 - STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung)

Die Unterschiede der STEC-Prévalenzen von Kihen in unterschiedlichen
Laktationsabschnitten waren aufgrund des unglinstigen Verhaltnisses positiver zu
negativer Tiere im Allgemeinen nicht signifikant. Eine Ausnahme stellt der Abschnitt
vom 301. bis zum 350. Laktationstag dar, diese Tiere hatten im Vergleich zu Tieren
innerhalb der ersten 50. Laktationstage eine tendenziell erniedrigte Chance (OR=0,24;
95%-KI=0.05-1.15), als STEC-Ausscheider identifiziert zu werden (Tabelle 33).
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Tabelle 33: Bewertung des Risikos einer STEC-Isolierung aus dem Kot der Probenkiihe mittels
Kolonie-Hybridisierung in Assoziation mit dem Laktationstag,
Angabe von Anteilen gelungener STEC-Isolierungen bei Probenkiihen, sowie den
jeweiligen Odds Ratio, die mit Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-

Hybridisierung) berechnet wurden, Sortierung nach Laktationsstadien,

aufgetragen gegen 0.-50. Laktationstag mit Odds=1

. . beprobte STEC- Anteil Odds- L
Laki %o-KI fik
aktationsstadium Tiere  positiv STEC-positiv Ratio 95% Signifikanz
0.-50.d 152 10 6,6% 1,00 - -
o 0.53-
51.-100.d 175 15 8,6% 1,27 3.02 n.s.
o 0.43-
101.-150.d 192 13 6,8% 1,05 255 n.s.
0.54-
- o,
151.-200.d 186 17 9,1% 1,27 299 n.s.
o 0.45-
201.-250.d 166 12 7,2% 1,12 578 n.s.
0.68-
= 00 =N
251.-300.d 155 15 9,7% 1,62 3.86 n.s
301.-350.d 105 2 1,9% 0,24 ??g *
o 0.82-
>350.d 114 15 13,2% 1,98 4.81 n.s.
0.80-
trocken stehend 182 22 12,1% 1,82 413 n.s.
*:Tendenz n.s.: nicht signifikant KI: Konfidenzintervall

-: nicht vorhanden

d: Tag
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Gegenuber der Klasse der Tiere vom 301. bis zum 350. Laktationstag weisen hingegen
alle anderen Laktationsklassen signifikant oder zumindest tendenziell erhdhte OR auf,
diese sind in Tabelle 34 dargestellt.

Tabelle 34: Bewertung des Risikos einer STEC-Isolierung aus dem Kot der Probenkiihe mittels
Kolonie-Hybridisierung in Assoziation mit dem Laktationstag,
Angabe von Anteilen gelungener STEC-Isolierungen bei Probenkiihen, sowie den
jeweiligen Odds Ratio, die mit Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung) berechnet wurden, Sortierung nach Laktationsstadien, aufgetragen
gegen Laktationsklasse ,300.-350. Laktationstag” (Odds=1)

Laktationsstadium STE?-t:ci)Isitiv Odds-Ratio 95%-KI Signifikanz
0.-50.d 6,6% 4,15 0,87-19,82 *
51.-100.d 8,6% 5,26 1,15-24,05 >
101.-150.d 6,8% 4,34 0,94-20,06 *
151.-200.d 9,1% 5,25 1,16-23,71 >
201.-250.d 7,2% 4,62 0,99-21,51 *
251.-300.d 9,7% 6,70 1,147-30,50 >
301.-350.d 1,9% 1,00 - -
>350.d 13,2% 8,21 1,79-37,69 i
trocken stehend 12,1% 7,54 1,71-33,31

***: hoch signifikant **: signifikant ~ *: Tendenz n.s.: nicht signifikant

KI: Konfidenzintervall -2 nicht vorhanden d: Tag
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42.2.1.3 Assoziation der Prasenz von STEC im Kot und der Milchleistung und den
Milchinhaltsstoffen (Berechnung mit Modell 2 — STEC-Nachweis mittels
Kolonie-Hybridisierung)

Der Anteil an STEC-ausscheidenden Kiihen nahm in den unterschiedlichen
Milchleistungsgruppen von der hochleistenden Kuh (mehr als 10% Uber dem Betriebs-
und Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel) bis hin zur niedrigleistenden Kuh (weniger
als 10% unter dem Betriebs- und Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel) ebenfalls ab
(Tabelle 35). Dieser Zusammenhang war ebenfalls nicht signifikant. Lediglich im
Vergleich zu den trocken stehenden Kihen, die die hdchsten Pravalenzwerte
aufwiesen, zeigte sich eine tendenzielle Erhéhung der Odds im Vergleich zur Klasse
der niedrigleistenden Tiere.

Tabelle 35: Bewertung des Risikos einer STEC-Isolierung aus dem Kot der Probenkiihe mittels
Kolonie-Hybridisierung in Assoziation mit der Milchleistung,
Angabe von Anteilen gelungener STEC-Isolierungen bei Probenkiihen, sowie den
jeweiligen Odds Ratio, die mit Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung) berechnet wurden, Sortierung nach Milchleistung, aufgetragen
gegen niedrige Milchleistung mit Odds=1

beprobte STEC- Anteil Odds-

Milchleistun ) . - ) 95%-KI  Signifikanz
9 Tiere positiv.  STEC-positivl Ratio ° 9
0,52-
hoch 388 34 8,76 0,92 n.s.
1,65
. 0,60-
mittel 469 38 8,10 1,04 n.s.
1,81
niedrig 388 27 6,96 1,00 - -
trocken 0,71-
182 22 12,09 1,44 ’ n.s.
stehend 2,94
hohe Leistung: Milchleistung der Kuh befindet sich mehr als 10% liber dem Betriebs-
und Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel
mittlere Leistung: Milchleistung der Kuh weicht nach oben oder unten nicht mehr als 10%
von dem Betriebs- und Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel ab
niedrige Leistung: Milchleistung der Kuh liegt mehr als 10% unter dem Betriebs- und

Laktationsabschnitt-spezifischen Mittel
n.s.: nicht signifikant  -: nicht vorhanden KI: Konfidenzintervall
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Wie in Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR) ergaben sich in diesem Modell
wenige Milchinhaltsstoffe als Risikofaktoren. Zwischen der Chance, als STEC-
Ausscheider identifiziert zu werden und der somatischen Zellzahl, dem Harnstoffgehalt,
sowie dem prozentualen Laktosegehalt bestanden keine signifikanten
Zusammenhange (Tabelle 36).

Eine tendenzielle Erniedrigung der Odds fiir ein positives Ergebnis war lediglich fiir
Tiere feststellbar, deren prozentualer EiweiBgehalt im empfehlenswerten Bereich
zwischen 3,00% und 3,80% lag (OR=0,37 im Vergleich zu Werten <3,00%). Ebenso
hatten Tiere mit prozentualen Fettgehalten von Uber 3,80% eine erniedrigte Odds
(OR= 0,41 im Vergleich zu Werten zwischen 3,50% und 3,80%) als stx-positiv
identifiziert zu werden. Eine erhdhte Chance wiesen hingegen Tiere mit Milch-pH-
Werten von unter 6,6 im Vergleich zu Tieren, deren Milch-pH im empfehlenswerten
Bereich lag, auf (OR=2,98).

Tabelle 36: Bewertung des Risikos einer STEC-Isolierung aus dem Kot der Probenklihe mittels
Kolonie-Hybridisierung in Assoziation mit den Milchlinhaltsstoffen,
Angabe von Anteilen gelungener STEC-Isolierungen bei Probenkiihen, sowie den
jeweiligen Odds Ratio, die mit Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung) berechnet wurden, aufgetragen gegen Referenzwerte mit Odds=1

. Referenz  Odds Signifi- q
Vi I w %-KI N
ariable erte (Odds=1) Ratio 95% kanz orm
Zellgehalt 150000 100000 079 038165 ns 10000
(/mL Milch) 0
EiweiBgehalt 3,00-3,80 0,37 0,15-0,93 ** 3.00-
) <3,00 ’
(in Prozent) >3.80 0,86 028264 ns. 3,80
<3,50 0,82 0,26-2,59 n.s.
Fetigehalt 3,50-3,80 2,95,0
(in Prozent) >3,80 0,41  0,16-1,06 *
<4,7 0,77 0,35-1,71 n.s.
La}ktosegehalt 4.7-5.0 4,750
(in Prozent) >5,0 0,78 0,08-7,43  ns.
H ffgehal <150 1,66 0,71-3,84 n.s.
arnstofigehalt 150-300 150-300
(mg/L) >300 0,58 0,12292 ns.
<6,6 2,98 0,97-9,16 *
pH-Wert 6,6-6,7 6,6-6,7
>6,7 1,69 0,69-4,15 n.s.
**: signifikant *: Tendenz n.s.: nicht signifikant Kl: Konfidenzintervall
': Referenz: Grabowski (2000) ml: Mililiter mg: Miligramm L: Liter
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4222 Assoziation der Prasenz von STEC im Kot und weiteren untersuchten
Merkmalen (Berechnung mit Modell 2 — STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung)

Auch in diesem Modell wurde eine statistische Auswertung in Hinsicht auf die

Bewirtschaftungsform, sowie die erhobenen Gesundheitsmerkmale und den Body-

Condition-Score (BCS)-Werten vorgenommen.

Hier zeigte sich ein héchst signifikanter Effekt der Bewirtschaftungsform mit einer
erniedrigten Chance auf Seiten der konventionellen Betriebe (OR=0,35***; 95%-
Kl=0,21-0,58).

Wie im ersten Modell wurden fiir die erhobenen Gesundheitsmerkmale keine statistisch
signifikanten Assoziationen mit der Anzahl der STEC-ausscheidenden Tiere
identifiziert.

Hingegen ergab eine Auswertung beziglich des erhobenen BCS signifikante
Zusammenhange: im Vergleich zu Tieren mit BCS-Werten kleiner als 3,50 hatten Tiere
mit einem BCS=3,50 eine hoch signifikant héhere Chance (OR=3,07; 95%-Kl=1,50-
6,32), STEC auszuscheiden (Tabelle 37). Ebenso zeigte sich, dass Uber- oder
Unterkonditionierung eine tendenziell erhdhte Chance (OR=1,81; 95%-KI=0,89-3,68)
beinhaltet, als STEC-Ausscheider detektiert zu werden.

Tabelle 37: Bewertung des Risikos einer STEC-Isolierung aus dem Kot der Probenkiihe mittels
Kolonie-Hybridisierung in Assoziation mit dem Ern&hrungszustand, erfasst in Form
des Body Condition Scores,

Angabe von Anteilen gelungener STEC-Isolierungen bei Probenkiihen, sowie den
jeweiligen Odds Ratio, die mit Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung) berechnet wurden, aufgetragen gegen Referenzwerte mit Odds=1

Ref
Variable  Werte ijj;e:f) Odds Ratio  95%-KlI  Signifikanz ~ Norm'
1,00-2,50 2,75-3,50 1,81 0,89-3,68 *
BCS  3.75-5,00 2,75-3,50
3,560-5,00 1,00-3,25 3,07 1,50-6,32 o
***: hoch signifikant *: Tendenz BCS: Body condition Score KI: Konfidenzintervall

': Referenz: Fritze et al. (2003)
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4223 Assoziation der Prasenz von STEC im Kot und dem Zeitpunkt der
Probenahme (Berechnung mit Modell 2 — STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung)

Eine Auswertung der Assoziation der Saison in Hinsicht auf das Ergebnis der STEC-

Isolierung war aufgrund der ungunstigeren Verteilung der Ergebnisse nicht, wie in

Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR), fiir jeden Probenahme-Monat einzeln

moglich. Stattdessen musste eine Einteilung in Quartale vorgenommen werden. In

diesem Modell erwies sich die Chance, im Quartal 1 als STEC-Ausscheider erkannt zu
werden, als hdchst signifikant erniedrigt im Vergleich zu allen anderen Quartalen

(Tabelle 38). Hingegen war im Quartal 4 mit 13,9% der héchste Anteil an STEC-

ausscheidenden Tieren zu detektieren; dies spiegelt sich ebenfalls in den erhéhten

Odds (ORy vs. 1=20,13, OR;4 s 2=1,74 ORy \s. 35=1,52) dieses Quartals im Vergleich zu

den anderen wider.

Tabelle 38: Bewertung des Risikos einer STEC-Isolierung aus dem Kot der Probenkiihe mittels
Kolonie-Hybridisierung in Assoziation mit dem Quartal der Probenahme,
Angabe von Anteilen gelungener STEC-Isolierungen bei Probenkiihen, sowie
Berechnung in Form von Odds-Ratio mit Modell 2 (STEC-Nachweis mittels
Kolonie-Hybridisierung), aufgetragen gegen die jeweiligen Quartale (Odds=1)

Quartal  (Odds=1) Anteil STEC-
Quartal .
1 2 3 4 Ausscheider
1 X 0,09 0,08 0,05 0.8%
(0,03-0,30) (0,02-0,25) (0,02-0,16)
2 11,56 X 0,88 0,58 10,1%
(3,40-39,34) (0,50-1,53) (0,34-0,98)
3 13,22 1,14 X 0,66 10,0%
(4,01-43,61) (0,65-2,00) (0,42-1,04)
4 20,13 1,74 1,52 X 13,9%
(6,16-65,81) (1,02-2,98) (0,97-2,40)
Quartal 1: Februar, Marz, April Quartal 2: Mai, Juni, Juli
Quartal 3: August, September, Oktober Quartal 4: November, Dezember, Januar
Fett: signifikant ****: hochst signifikant **: signifikant *:Tendenz

graue Schrift: nicht signifikant in Klammern: 95%-Konfidenzintervall
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4.2.3 Vergleich der Risikobewertungen verschiedener Faktoren durch Modell 1
(stx-Nachweis mittels Screening-PCR) und Modell 2 (STEC-Nachweis
mittels Kolonie-Hybridisierung)

Ein Vergleich der beiden Modelle war nur unter Vorbehalt durchzufiihren, da die bei
Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR) vorgenommene Einteilung aufgrund
der ungleichméBigeren Verteilung positiver und negativer Ergebnisse zur Berechnung
von Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) verandert werden
musste. Zu erwéhnen ist hier zum Einen die Veranderung der Gruppierung vom
einzelnen Probenahme-Monat hin zu Quartalen. Zur Berechnung der Signifikanz des
zusatzlichen Datenmaterials (Milchleistung- und Inhaltsstoffe, Gesundheits- und
Erndhrungszustand) war es zuséatzlich notwendig, die Anzahl der Klassen der
Laktationsabschnitte zu verringern: Hier wurden fir Modell 2 (STEC-Nachweis mittels
Kolonie-Hybridisierung) aus den insgesamt neun 50 Laktationstage beinhaltenden
Gruppen vier 100 Laktationstage umfassende Klassen gebildet (Klasse 1: 1.-100.
Laktationstag, Klasse 2: 101.-200. Laktationstag, Klasse 3: 201.-300. Laktationstag,
Klasse 4: 301. Laktationstag bis zur Kalbung).

4.2.3.1 Vergleich der Ergebnisse der beiden Modelle unter Berlicksichtigung der
Laktation

4.2.3.1.1 Vergleich der Assoziationen des stx-Nachweises mittels Screening-PCR
(Berechnung mit Modell 1) und des STEC-Nachweises mittels Kolonie-
Hybridisierung (Berechnung mit Modell 2) mit der Anzahl absolvierter
Laktationen

In beiden Modellen wurde im Vergleich zur Laktationsnummerngruppe 3 eine erhéhte
Odds fir erstlaktierende Kihe bestimmt. Die in Modell 1 (stx-Nachweis mittels
Screening-PCR) errechnete signifikante Differenz von Laktationsnummerngruppe 2
und den Erstkalbinnen konnte in Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung) nicht bestatigt werden.

4.2.3.1.2 Vergleich der Assoziationen des stx-Nachweises mittels Screening-PCR
(Berechnung mit Modell 1) und des STEC-Nachweises mittels Kolonie-
Hybridisierung (Berechnung mit Modell 2) mit dem Laktationsstadium

Ubereinstimmend ergaben beide Modelle fiir Tiere in den ersten 50 Laktationstagen
niedrigere Chancen eines positiven Ergebnisses. Wahrend die Anteile der als stx-
positiv nachgewiesenen Kiihe in Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR)
jedoch ab dem 51. Laktationstag einen abfallenden Trend zeigten und in dem
Laktationsabschnitt vom 301. bis 350. Tag die niedrigsten Odds aufwiesen, war diese
Tendenz in Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) nicht zu
erkennen. Die Pravalenzen der STEC-Ausscheider bewegen sich innerhalb des
Bereiches von 6,8% bis 9,7%, wobei kein klarer Trend zu erkennen ist. Lediglich der
Laktationsabschnitt vom 301. bis zum 350. Laktationstag ist auch in Modell 2 (STEC-
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Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) als Monat mit niedrigen Pravalenzen und
sehr niedrigen Odds erkennbar. Ubereinstimmend als Perioden hdherer Pravalenzen
stellen sich die Abschnitte ab dem 350. Laktationstag bis hin zur Kalbung dar, auch
wenn dieser Unterschied nur in Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR)
signifikant ist.

Auch die Unterschiede der anderen Klassen gegenulber der Klasse der Tiere vom 301.
bis zum 350. Laktationstag zeigen sich in beiden Modellen Ubereinstimmend, in Modell
2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) weisen jedoch aufgrund der im
Vergleich sehr niedrigen Pravalenzwerte der Klasse 301.-350. Laktationstag alle
Klassen signifikant oder tendenziell héhere Odds auf (Kapitel 4.2.1.1.2 und 4.2.2.1.2).
Dies ist in Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR) nur fiir die Abschnitte vom
51.-150. Laktationstag, sowie fur Tiere mit mehr als 350 Laktationstagen und trocken
stehende Kihe zutreffend.
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4.2.3.1.3 Vergleich der Assoziationen des stx-Nachweises mittels Screening-PCR
(Berechnung mit Modell 1) und des STEC-Nachweises mittels Kolonie-
Hybridisierung (Berechnung mit Modell 2) mit der Milchleistung und den
Milchinhaltsstoffen

Der Zusammenhang der Milchleistung mit dem Ergebnis der Untersuchungen ist in
beiden Modellen nicht signifikant. Anhand der Pravalenzwerte ist jedoch in beiden
Féllen eine mit der Milchleistung abnehmende Wahrscheinlichkeit gegeben, ein Tier
dieser Leistungsklasse als positiv nachzuweisen. Die trocken stehenden Kihe weisen
hingegen von beiden Modellen Ubereinstimmend eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fiir
ein positives Ergebnis auf.

Bei der Auswertung der Relevanz der Milchinhaltsstoffe ergaben sich flir die meisten
Variablen ebenfalls Ubereinstimmende Trends, welche jedoch nur in wenigen Fallen
signifikant waren (Tabelle 39). Nur fir die Variable prozentualer EiweiBgehalt sind
signifikant unterschiedliche Ergebnisse zu verzeichnen.

Tabelle 39: Vergleich der Risikobewertungen durch Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening
PCR) und Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) in Assoziation
mit den Milchinhaltsstoffen,

Berechnung von Odds-Ratio mit den jeweiligen Modellen,
aufgetragen gegen die jeweiligen Referenzwerte (Odds=1)

. Referenz
Variable Werte (OddS =1) OR Modell 1 OR Modell 2
zellgehalt (mL— 150000 2100.000 A 157 > 0,79
Milch)
EiweiBgehalt 3,00-3,80 () 1,80** 2 0,37**
. <3,00
(in Prozent) >3,80 2\ 2,30* > 0,86
<3,50 > 0,81 > 0,82
fettgehalt 3,50-3.80
(in Prozent) >3,80 > 0,78 > 0,41*
Laktosegehalt <4,7 4750 > 1,01 2> 0,77
(in Prozent) 5,0 T > 0,72 > 0,78
<150 > 0,69* > 1,66
Harnstoffgehalt 150-300
(mg/L) >300 > 1,37 > 0,58
<6,6 6,6-6,7 > 1,51 > 2,98*
pH-Wert
>6,7 > 1,07 = 1,69
AN: signifikant erhdht ¥ signifikant erniedrigt - nicht signifikant
***: hoch signifikant **: signifikant *: Tendenz Modell 1: stx-Nachweis mittels Screening-

PCR Modell 2: STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung
95%-Konfidenzintervalle: siehe Tabelle 29 und Tabelle 36
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4.2.3.1.4 Vergleich der Assoziationen des stx-Nachweises mittels Screening-PCR
(Berechnung mit Modell 1) und des STEC-Nachweises mittels Kolonie-
Hybridisierung (Berechnung mit Modell 2) mit weiteren untersuchten
Merkmalen

Bei dem Vergleich der beiden Modelle hinsichtlich der Bewirtschaftungsform ergab sich
eine gegensatzliche Aussage, wobei der hichst signifikante Zusammenhang des in der
Variablen-Einteilung eingeschrénkteren Modells 2 vorsichtig zu betrachten ist.

Fir die Bedeutung des Gesundheits- und Erndhrungszustandes ergaben beide
Modelle tbereinstimmende Trends (Tabelle 40). Wahrend sich in den Modellen keine
signifikanten Zusammenhange der Wahrscheinlichkeit eines positiven Ergebnisses mit
den verschiedenen Gesundheitsmerkmalen feststellen lieBen, hatte der
Ernahrungszustand Ubereinstimmend in beiden Modellen eine signifikante Assoziation,
wobei auch hier wiederum das eingeschranktere Modell 2 (STEC-Nachweis mittels
Kolonie-Hybridisierung) mehr tendenziell bis signifikante Zusammenhange ergab.

Tabelle 40: Vergleich der Risikobewertungen durch Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening
PCR) und Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) in Assoziation
mit den Erndhrungszustand, erhoben in Form des Body Condition Scores
Berechnung von Odds-Ratio mit den jeweiligen Modellen,
aufgetragen gegen die jeweiligen Referenzwerte (Odds=1)

Referenz

Variabl W R OR
ariable erte (Odds=1) OR wogeil 1 Modell 2
1,00-2,50
2,75-3,50 = 1,06 = 1,81%
BCS 3,75-5,00
3,50-5,00 1,00-3,25 N 1,92** N 3,07
A\: signifikant erhdht - nicht signifikant BCS: Body Condition Score
***: hoch signifikant **: signifikant *: Tendenz
Modell 1: stx-Nachweis mittels Screening-PCR Modell 2: STEC-Nachweis mittels Kolonie-

Hybridisierung
95% Konfidenzintervalle: siehe jeweils Tabelle 30 oder Tabelle 37
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4.2.3.1.5 Vergleich der Assoziationen des stx-Nachweises mittels Screening-PCR
(Berechnung mit Modell 1) und des STEC-Nachweises mittels Kolonie-
Hybridisierung (Berechnung mit Modell 2) mit dem Zeitpunkt der
Probenahme

Aufgrund der verdnderten Einteilung in diesem Bereich stellt sich ein Vergleich der
saisonalen Einflisse besonders schwierig dar und ist nur unter Vorsicht und lediglich
unter Vergleich der Trends der beiden Modelle zu interpretieren. Bei einer Berechnung
des Modells 1 mit der veranderten Einteilung von Modell 2 (STEC-Nachweis mittels
Kolonie-Hybridisierung) stellen sich die OR, wie in Tabelle 41 gezeigt, Uberwiegend
Ubereinstimmend dar. Eine Ausnahme sind die Quartale 3 und 4 im Vergleich.
Wahrend Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR) im Vergleich zu Quartal 4 fir
das Quartal 3 eine signifikant niedrigere OR ausgibt, besteht nach Aussage des
Modells 2 eine tendenziell hdhere OR fiir das Quartal 4 im Vergleich zu Quartal 3.

Tabelle 41: Vergleich der Risikobewertungen durch Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening
PCR) und Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) in Assoziation
mit den Quartal der Probenahme, Berechnung von Odds-Ratio mit den jeweiligen
Modellen, aufgetragen gegen die jeweiligen Quartale (Odds=1)

Quartal
(Odds=1)
1 Modell 1 1 Modell 2 2 Modell 1 2 Modell 2 3 Modell 1 3 Modell 2 4 Modell 1 4 Modell 2
¥ ¥ (2 ¥ v N2
1
0,61 0,09  0,43"** 0,08*** 0,63 0,05
0 0 N > > v
2 0,70*
1,64  11,56**** ’ 0,88 1,02 0,58**
N N > > N >
3
2,35™** 13,22**** | 143" 1,14 1,47 0,66*
() 4‘ 2 ™ v >
4
1,60 20,13**** | 0,98 1,74 | 0,68 1,52*

Quartal 1: Februar, Marz, April

Quartal 3: August, September, Oktober

Modell 1 stx-Nachweis mittels Screening-PCR

****: hdchst signifikant
A\: signifikant erhdht

Quartal 2: Mai, Juni, Juli
Quartal 4: November, Dezember, Januar

Modell 2: STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung

**:signifikant

¥ signifikant erniedrigt
95%-Konfidenzintervalle: siehe Anhang 10.4

*: Tendenz

- nicht signifikant
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4.2.4 Analyse Tier-individueller stx-Ausscheidungsmuster

Bei der Beurteilung der Tier-individuellen Ausscheidungsmuster wurden nur die Tiere
berlicksichtigt, die mindestens bei sechs Probenahmen untersucht wurden. Dies
beinhaltete in dieser Studie 140 Kihe. Bei Tieren, die seltener als sechs Mal beprobt
wurden, ist es mdglich, dass STEC-Ausscheider aufgrund des kurzen
Beprobungszeitraums nicht erkannt werden.

Von den 140 untersuchten Kihen waren in der Screening-PCR lediglich 18 Tiere
(12,9%) nie als stx-positiv nachzuweisen. Die anderen 122 Kuihe (87,1%) waren in der
Probenahme-Periode mindestens in einer Screening-PCR stx-positiv. Ein GroBteil der
Tiere (98, 70,0%) waren jedoch in weniger als 50% ihrer Proben stx-positiv,
wohingegen ein kleinerer Teil von 24 Tieren (17,1%) bei mehr als der Halfte ihrer
Probenahmen als stx-positiv ermittelt wurde (Abbildung 19).

Anteil stx-positiver Proben
an der Tier-individuellen
Gesamtprobenzahl in %

oo

O<25
m <50
m=50
W75

stx-positive Proben A.
(prozentual an den Gesamtproben
des jeweiligen Tieres)

Tiere Tiere
(absolut) (prozentual)

0% = A, 18 12,9%

0% > A, > 25% 54 38,6%
25% < A, > 50% 44 31,4%
50% < A, > 75% 20 14,3%
75% < A, > 100% 5 2,9%

Abbildung 19: Verteilung der stx-Ausscheidungshéufigkeiten von mindestens sechsfach
beprobten Milchkiihen (n=140) innerhalb  des  zwdlfmonatigen
Probenzeitraums, stx-Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels Screening-
PCR nach Karch und Meyer (1989)
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Die Bedeutung der mehrmaligen Beprobung ist zu ermessen, wenn die
Ausscheidungshaufigkeiten der mindestens sechs Mal beprobten Tiere mit denen der
zwolfmalig beprobten 90 Tiere verglichen werden (Abbildung 20).

Nur noch ein Tier (1,1%) wurde bei den zwdlf Probenahmen nie als stx-positiv
nachgewiesen. Die anderen 89 Tiere (98,9%) waren zumindest einmalig in der
Screening-PCR stx-positiv. Der Anteil der Tiere, die bei bis zu 50% ihrer Proben als
stx-positiv nachgewiesen wurden, zeigte keine groBe Veranderung (70,0% vs. 73,4%
bei zwdlf Probenahmen). Hingegen stieg der Anteil der Tiere, die bei mehr als 50%
ihrer Proben stx-positiv waren, deutlich von 17,2% auf 25,5%.

Anteil stx-positiver Proben
an der Tier-individuellen
Gesamtprobenzahl in %

oo
0O<25
W <50
m=50
W=75
stx-positive Proben A, 5 5
Tiere Tiere
(prozentual an den Gesamtproben
. " . (absolut) (prozentual)
des jeweiligen Tieres)
0% = A, 1 1,1%
0% > A: >25% 23 25,6%
25% < A, > 50% 43 47,8%
50% < A, > 75% 22 24,4%
75% = A.> 100% 1 1,1%

Abbildung 20: Verteilung der stx-Ausscheidungshaufigkeiten von zwdlffach beprobten
Milchklihen (n=90) innerhalb des zwdlfmonatigen Probenzeitraums, stx-
Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels Screening-PCR nach Karch und
Meyer (1989)



4 Ergebnisse 137

Weiterhin wurde die individuelle Ausscheidungsdauer von den mindestens sechsfach
beprobten, mindestens einmal als stx-positiv nachgewiesenen 122 Tieren analysiert
(Abbildung 21).

Bei 57 Kihen (40,7%) wurde bei sechs bis zwdlf aufeinander folgenden Probenahmen
eine maximale Ausscheidungsdauer von einer Probenahme ermittelt; direkt
nachfolgende Kotproben waren in der Screening-PCR negativ. Von diesen Tieren
konnten jedoch 29 der 57 Tiere (50,9%) als intermittierend stx-positiv identifiziert
werden: 21 Tiere (36,8%) waren bei einer weiteren, nicht direkt nachfolgenden
Probenahmen in der Screening-PCR stx-positiv. Bei acht Kiihen (14,0%) ergab die
Screening-PCR sogar bei drei nicht aufeinander folgenden Probenahmen ein positives
Ergebnis.

Insgesamt 46 Kiihe (32,9%) wurden bei maximal zwei (28 Tiere) bzw. drei (18 Tiere)
Probenahmen in Folge als stx-positiv nachgewiesen. Dabei waren fir nur elf Tiere
(23,9%) diese zwei Probenahmen der einzige positive Nachweis, die anderen 35 Kiihe
wurden auch bei weiteren, wenn auch nicht den direkt darauf folgenden Probenahmen
als stx-positiv nachgewiesen. So wurde bei 17 Kiihen (37,0%) eine weitere Periode
positiver Ergebnisse an ein bis zwei aufeinanderfolgenden Probenterminen festgestellt.
Bei 14 Tieren (30,4%) wurden sogar zwei und bei vier Kiihen (8,7%) sogar drei weitere
Ausscheidungsperioden identifiziert.

50

40

30

Kiihe (%)

20

0
0 1 2 bis 3 4 bis 5 7 bis 8
aufeinander folgende Nachweise von stx im Kot

Abbildung 21: Maximale Anzahl der aufeinander folgenden stx-positiven Proben in der
Screening-PCR fir alle mindestens sechsfach beprobten, mindestens einmal
stx-positiven  Milchkiihe ~ (n=122) innerhalb  des  zwdlfmonatigen
Probenzeitraums, stx-Nachweis erfolgte aus Kotproben mittels Screening-PCR
nach Karch und Meyer (1989)
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Immerhin 17 Kuhe (13,9%) wurden bei vier (zwdlf Tiere) oder funf (finf Tiere)
aufeinander folgenden Probenahmen von der Screening-PCR als stx-positiv
identifiziert. In dieser Gruppe der langer ausscheidenden Kiihe waren 70,6% (12) der
Tiere lediglich in der eben erwahnten, vier Probenahmen andauernden Periode (vier
Kihe, 23,5%) und einer weiteren, kiirzeren Periode (acht Tiere, 47,1%) — meist bei ein
bis zwei aufeinander folgenden Beprobungen — stx-positiv. Weitere vier Kilhe wiesen
zusatzlich zur vier- bzw. finf Beprobungen andauernden Ausscheidungsperiode drei
oder vier positive Einzelproben auf.

Zwei Kihe (1,6%) zeichneten sich durch deutlich Uberdurchschnittlich positive
Probenzahlen aus. Bei einer Kuh waren an sieben aufeinanderfolgenden
Probenahmen, bei einer anderen an acht Probenahmen in Folge STEC mittels
Screening-PCR nachzuweisen. Da das letzte Tier zuséatzlich noch eine positive
Einzelprobe hatte, waren diese beiden Tiere bei Uber 75% der Beprobungen stx-positiv
(Kuh 1: sieben von neun Beprobungen, 77,8%; Kuh 2: neun von zwdlf Beprobungen,
75,0%).

Mindestens vier aufeinander folgende positive Kotproben in der Screening-PCR hatten
19 der 140 Probenkiihe (13,6%). Die Tiere stammten aus vier Betrieben: vier Tiere von
Betrieb A, sieben Kihe von Betrieb B, drei Tiere von Betrieb D und funf Kiihe von
Betrieb E. Im Folgenden wurden kontinuierlich ausscheidende Tiere als Kihe mit
einem positiven Ergebnis in der Screening-PCR bei vier aufeinander folgenden
Probenahmen und in mindestens der Hélfte ihrer gesamten Proben definiert. Nach
dieser Definition erwiesen sich 14 Tiere als kontinuierlich ausscheidende Tiere. Alle
vier Tiere von Betrieb A, fiinf der sieben Tiere von Betrieb B, eines der drei Tiere von
Betrieb D, sowie vier der finf Tiere von Betrieb E wurden somit als kontinuierlich
ausscheidende Tiere identifiziert.

Auf den Betrieben C und F wurde kein kontinuierlich ausscheidendes Tier identifiziert.
In Betrieben mit kontinuierlich ausscheidenden Tieren wurde mittels Screening-PCR
eine durchschnittliche Pravalenz stx-positiver Kotproben von 30,2% festgestellt,
wahrend die durchschnittiche Pravalenz in Betrieben ohne kontinuierlich
ausscheidende Tiere bei 14,6% lag. Dieser Unterschied war bei den Tieren mit STEC-
Nachweis im Kot (Modell 2) noch deutlicher zu erkennen. Hier lag die durchschnittliche
STEC-Préavalenz bei Betrieben ohne kontinuierlich ausscheidende Tiere bei
durchschnittlich 0,78%, die bei Betrieben mit kontinuierlich ausscheidenden Tieren
hingegen bei 12,26%.

Bei einer Berlicksichtigung des Vorhandenseins eines kontinuierlich ausscheidenden
Tieres im Betrieb in der statistischen Auswertung wurde mit beiden Modellen eine
héchst signifikante Assoziation (****) identifiziert. Im Vergleich zu Tieren, die in einer
Herde ohne ein kontinuierlich ausscheidendes Tier gehalten wurden, haben Tiere, die
in einer Herde zusammen mit einem kontinuierlich ausscheidenden Tier gehalten
wurden, nach Modell 1 (stx-Nachweis mit der Screening-PCR) eine 2,63****-fache OR
(95%-KI=1,90-3,64), stx-Ausscheider zu sein. Modell 2 (STEC-Nachweis mittels
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Kolonie-Hybridisierung) gibt sogar eine 5,78****-fache OR aus (95%-K=2,80-11,94),
STEC-Ausscheider zu sein. Der Argumentation folgend, dass die Pravalenzen in den
entsprechenden Betrieben durch die vorhandenen kontinuierlich ausscheidenden Tiere
erhoht waren, wurde das Modell 1 (stx-Nachweis mit der Screening-PCR) testweise
unter Entfernung der kontinuierlich ausscheidenden Tiere aus dem Datenmaterial
durchgerechnet. Es ergab sich eine immer noch héchst signifikante OR von 2,27****
(95%-KI=1,62-3,19). Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) konnte
auf diese Weise nicht ausgewertet werden, da die Kiihe, bei denen die Isolierung von
STEC gelang, zum GroBteil kontinuierlich ausscheidende Tiere waren.

4.3 Weitere Analyse ausgewahlter Isolate

Von als kontinuierlich auscheidend definierten Kihen gewonnene STEC-Isolate
wurden aufgrund ihres Virulenzprofiles gruppiert und jeweils ein Stamm jeder
Virulenzmustergruppe wurde weiteren Untersuchungen unterzogen. Eine Uberpriifung
der Serovarzugehorigkeit und der Stoffwechselaktivitat wurde vorgenommen.

4.3.1 Serotypisierung und Virulenzmuster

Von 70 serotypisierten E. coli-Isolaten besaBen 61 ein stx-Gen. Die Isolate gehérten 24
verschiedenen Serovaren an, wobei 70,0% der Isolate den sechs am haufigsten
vorkommenden Serovaren zuzuordnen waren. Die haufigste Serovare stellte mit 17
Isolaten (24,3%) O113:H- dar, eine beim Durchfall-erkrankten Menschen ebenfalls
nachzuweisende Serovare (MicroBioNet, 2008). Etwas weniger haufig wurden die
Serovare 022:H8 (10 Isolate, 14,3%) und O8:H19 (3 Isolate, 4,3%) gefunden. Beide
werden auch mit der Auslésung von HUS beim Menschen assoziiert (MicroBioNet,
2008). Der bisher lediglich von gesunden Rindern isolierten Serovare O130:H11
gehdrten sechs untersuchte STEC (8,6%) an. Des Weiteren wurden sieben STEC der
nicht typisierbaren Serovare Ont:H25 zugeordnet. Sechs E. coli, die gréBtenteils kein
stx-Gen trugen, gehdrten der Serovare Ont:H7 an. Die Zugehdrigkeit der weiteren
Isolate ist in Tabelle 43 dargestellt.

Auffallig ist das haufig vorkommende Virulenzmuster mit sitx,- oder stx;- und stxe-,
sowie EHEC-hlys;-Nachweis, welches 74,3% aller Isolate zeigen.
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4.3.2 Weitere Charakterisierung

Insgesamt 68 der 70 Isolate (97,1%) besaBen die Fahigkeit, Sorbitol eines Sorbitol-
MacConkey-Agars innerhalb von 24h zu fermentieren. Lediglich zwei Isolate (2,9%)
waren auf dem Sorbitol-MacConkey-Agar als nicht Sorbitol-fermentierend zu
identifizieren. Tabelle 42 stellt die Eigenschaften dieser zwei Isolate dar.

Tabelle 42: Eigenschaften der auf Sorbitol-MacConkey-Agar nicht Sorbitol-fermentierenden
STEC-Isolate, gewonnen mittels Kolonie-Hybridisierung aus Kotproben von Kuh
B18 von Betrieb B

Serovare Virulenzprofil Sorbitol-Fermentation

Ont:H19 Stxo+, EHEC-hlya+ negativ
0113:H- Stx1+, Stxo+, EHEC-hlys+ negativ
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4.3.2.1 Ausscheidung verschiedener STEC-Serovaren bei Einzeltieren

Die 61 serotypisierten und weiter charakterisierten STEC stammten von sieben Kiihen.
Bei vier kontinuierlich ausscheidenden Tieren wurden im Kot auch bei aufeinander
folgenden Probenahmen immer verschiedene Serovare identifiziert, die zum Teil
humanpathogenes Potential aufwiesen. Bei den Ubrigen drei kontinuierlich
ausscheidenden Tieren, die alle von Betrieb B stammten, scheinen andere
Mechanismen relevant zu sein. Hier kann anhand der Ergebnisse der Serotypisierung
ein Infektionsverlauf in der Herde skizziert werden. Das Tier B18 gehért zu den
urspriinglichen Probentieren und wurde Uber den gesamten Zeitraum von zwolf
Monaten beprobt, wohingegen die Kihe B6 und B15 erst ab Mai bzw. Juni als
Ersatztiere fir abgegangene Tiere heran gezogen wurden, so dass sie lediglich im
Zeitraum Mai bzw. Juni 2007 bis Januar 2008 beprobt werden konnten (Abbildung
22).

Feb Mrz Apr Mai Juni Juli Aug Sept Okt Nov Dez Jan

Kuh
B18

Kkahf| 0

B6 : : :

Kuh L.
B15 :

| 022:H8
‘ 0113 H- STEC-Serovare
0130:H11
verschiedene Serovare ohne Haufung
Stx -positiv (ohne Serotypisierung)

Abbildung 22: stx-Ausscheidungsmuster der Kiihe von Betrieb B, von denen STEC isoliert und
serotypisiert wurden (B18, B6, B15) lber den Zeitraum der Probenahme (Kuh
B18 von Februar 2007 bis Januar 2008; Kuh B6 von Mai 2007 bis Januar 2008
und Kuh B15 von Juni 2007 bis Januar 2008) unter Angabe von Haufungen
derselben Serovaren (022:H8, O113:H- und O130:H11)

Feb: Februar Mrz: Mérz Apr: April Mai: Mai Juni: Juni Juliz Juli

Aug: August Sept: September Okt: Oktober Nov: November Dez: Dezember
verschiedene Serovaren ohne Haufung: beinhaltet Einzelnachweise von O5:H7, O8:H19, 028:H31,
080:H45, 091:H7, O113:H21, 0138:H34, O150:H8, Ont:H7, Ont:H21, Ont:H25, Ont:H42 und Orauh:H-
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Auffallig ist, dass beispielsweise die Serovare O113:H- im August zunachst einmalig
bei Kuh B15 isoliert wurde und im September bei Kuh B18 bzw. im November bei Kuh
B6 bei mehreren, aufeinander folgenden Probenahmen nachgewiesen wurden.
Zusatzlich wurden auch bei diesen drei Tieren diverse andere Serovare (O5:H7,
08:H19, 028:H31, 080:H45, O91:H7, O113:H21, O138:H34, O150:H8, Ont:H7,
Ont:H21, Ont:H25, Ont:H42 und Orauh:H-) ein- oder mehrmalig bei Probenahmen im
Kot nachgewiesen (Tabelle 43), jedoch waren keine ladnger andauernden
Ausscheidungsperioden dieser Serovare bei den untersuchten Kihen feststellbar.

Weiterhin wurden die Serovare O22:H8 und O130:H11 bei diesen drei Kiihen isoliert.
Bei anderen Probenahmen wurden die Tiere lediglich als stx-positiv nachgewiesen,
eine Isolierung von STEC gelang nicht. Diese Serovare wurden ebenfalls bei den
Kihen B18 und B15 isoliert, jedoch ohne sich auf andere untersuchte Tiere der Herde
zu verbreiten.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Entwicklung von STEC-Pravalenzen in verschiedenen
Milchvieh-haltenden Betrieben Uber den Zeitraum eines Jahres zu verfolgen und
Risikofaktoren fir die STEC-Ausscheidung zu analysieren. Die zu diesem Zweck
ausgewahlten Probentiere wurden im monatlichen Rhythmus kontinuierlich beprobt.
Dies fihrte zu einer Identifikation von Tieren, die haufiger als andere Kihe als stx-
positiv nachgewiesen wurden. Weitere Kuh-bedingte Risikofaktoren wurden Uber eine
Analyse der erfassten Daten in Kombination mit Leistungsdaten des
Landeskontrollverbandes Schleswig-Holstein sowie ebenfalls erhobenen
Tiergesundheitsdaten festgestellt.

5.1 Bewertung der angewandten Methodik

5.1.1 Diskussion der Methoden zur Identifikation der STEC-Ausscheider

Die angewandte Screening-PCR wurde bereits 1989 als ad&quate Methode zur
Differenzierung positiver und negativer Kotproben eingefihrt (Karch und Meyer, 1989).
Der Vorteil dieser Methode ist eine Erfassung nahezu aller Stx-Typen — lediglich Stx
wird nicht detektiert — in nur einer PCR (Karch und Meyer, 1989; Schmidt et al., 2000).
Dies fUhrte zu einer Etablierung der PCR als empfohlene Methode zum Screening von
Hackfleischproben (Anonymus, 2002). Infolge der ziigigen ldentifikation der positiven
Proben mit dieser PCR ist ein deutlicher zeitlicher und 6konomischer Nutzen in
Hinblick auf eine Weiterbearbeitung der Proben in der Koloniehybridisierung gegeben.
Die relative Robustheit der PCR in Kombination mit der Verwendung einer sehr
thermostabilen Thermus brockianus-Polymerase fuhrt selbst bei gréBere DNA-Mengen
von nontoxinogenen E. coli (bis zu 107/ul Bouillon) bei einem Vorhandensein von 102
cfu STEC zu sichtbaren Banden in der PCR, so dass hier nicht von Interferenzen
auszugehen ist (Karch und Meyer, 1989). Lediglich die Bandenintensitat der einzelnen
STEC im Gel unterschied sich trotz gleicher PCR-Rahmenbedingungen, so dass hier
von kleineren Sequenzvariationen des Shiga-Toxins zum Primer ausgegangen werden
muss (Karch und Meyer, 1989). Auch in der vorliegenden Studie ist nicht
auszuschlieBen, dass undeutliche Banden eventuell félschlicherweise als negativ
gewertet wurden. Trotz der niedrigen Annealing-Temperaturen von 43°C wurden keine
unspezifischen Bindungen der Primer an non-Target-Sequenzen beobachtet (Karch
und Meyer, 1989). Dieses Ergebnis bestétigt auch eine In-silico-Analyse der
Primersequenzen mit BLAST: Passende Nukleotidsequenzen mit einem
entsprechenden, etwa 230bp groBen PCR-Amplifikat werden nur bei Vorhandensein
eines stx-Gens synthetisiert. Als problematisch stellte sich jedoch der direkte Einsatz
der aus dem Kot gewonnenen lIsolate dar, da vermutlich eine Interferenz von
Kotinhaltsstoffen mit der zur PCR verwendeten Polymerase bestand (Karch und
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Meyer, 1989), so dass in dieser Arbeit auf die etwas aufwendigere Methode des
Kotprobentupfers und das mehrmalige Waschen der Bakterienzellen in der DNA-
Herstellung zuriickgegriffen wurde. Zur Vermeidung einer PCR-Inhibition durch den im
Verhaltnis haufig wesentlich gréBeren Anteil der DNA der fakalen Begleitflora an der
Template-DNA wurde — wie von Thomas et al. (1994) empfohlen — ein vorheriger
Anreicherungsschritt in Bouillon und eine starke Verdinnung der Template-DNA
vorgenommen.

5.1.2 Diskussion der Methoden zur Isolierung der STEC

Zur Isolierung der STEC wurden mit den MK1/2-Primern entwickelte Oligonukleotid-
Sonden verwendet. Fiir diese Sonden gelten im Wesentlichen die bereits erwéhnten
Vorteile der Primer MK1/2, verbunden mit einer besonderen Relevanz des Nachweises
moglichst vieler Stx-Varianten, um die Anzahl der Durchgénge der arbeitsintensiven
Koloniehybridisierung auf ein Minimum zu reduzieren. Die Koloniehybridisierung ist
dabei zur Isolierung von STEC aus tierischen Matrizen eine empfohlene Methode
(Anonymus, 2002). Sie zeichnet sich allerdings im Allgemeinen durch eine methodisch
bedingte héhere Nachweisgrenze im Vergleich zur PCR aus (Dutta et al., 2001; Jensen
et al., 2005), so dass zu erwarten ist, dass nicht alle durch die PCR mit den Primern
MK1/2 als stx-positiv nachgewiesenen Tiere auch in der Koloniehybridisierung wieder
als stx-positiv erkannt werden. Ein Nachteil der PCR ist weiterhin der Nachweis aller,
also vitaler und non-vitaler Zellen, als stx-positiv, wohingegen in der
Koloniehybridisierung nur wachstums- und vermehrungsfahige Zellen nachgewiesen
werden. Durch die Notwendigkeit eines weiteren Kultivierungsschrittes auf Agarplatten
zur Durchfiihrung der Koloniehybridisierung ist durch die hohe Mobilitat der stx-Phagen
zusétzlich die Moglichkeit des stx-Genverlustes gegeben, wie er bei bei aus humanen
klinischen Proben gewonnenen STEC beschrieben wurde (Karch et al., 1992;
Mellmann et al., 2009; Mellmann et al., 2008). Von 407 in der PCR mit den Primern
MK1/2 als stx-positiv nachgewiesenen Tieren wurden aus arbeitstechnischen Griinden
nur Kotproben von 235 Tieren mit der Koloniehybridisierung untersucht. Bei einem
Anteil von 67,2% (158 Tieren) gelang die Isolierung von E. coli-Kolonien, die sich bei
134 Tieren (57,0%) als STEC erwiesen. Ahnliche Isolierungsraten erreichten auch
Geue et al. (2002), die bei 60,5% der im Screening als stx-positiv getesteten Tiere
STEC isolierten. Aufgrund eines weiteren Subkultivierungsschrittes nach dem Picken
der als STEC identifizierten Einzelkolonie fir die PCR zur Charakterisierung der STEC
bestand wiederum die mdgliche Problematik eines stx-Genverlustes, so dass dadurch
die eventuell lediglich scheinbar geringen Erfolgsraten bei der Isolierung resultieren.

Eine Einschréankung der Koloniehybridisierungs-Blots resultiert aus der Moglichkeit der
Zuordnung der violetten Spots auf der Membran zu den auf dem Agar liegenden,
abgeklatschten Kolonien. Bei einer zu hohen Dichte der Kolonien auf der Agarplatte ist
die Gefahr der Anzucht falscher Kolonien besonders hoch. Aus diesem Grund wurden
in dieser Arbeit Agarplatten mit einer Besiedelung von maximal 500 Kolonien fir die
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Koloniehybridisierung ausgewahlt. Von den gepickten Kolonien besaBen 1.105 von
1.146 E. coli-Isolaten ein oder mehrere stx-Gene; dies entspricht einer korrekien
Identifikation von 78,1% der Isolate. Diese Isolierungs- und Erkennungsrate positiver
Proben liegt jedoch immer noch weit Uber der, die bei einer zufélligen Auswahl einiger
Kolonien einer vermutlich STEC enthaltenden Agarplatte festgestellt wird. Jensen et al.
(2005) verglichen die Ergebnisse der Koloniehybridisierung mit und ohne vorherige
Anreicherung, sowie die zufallige Auswahl einiger phanotypisch passender Kolonien
mit den Ergebnissen einer RealTime (RT)-PCR fiir Campylobacter jejuni. Dabei wies
eine Koloniehybridisierung mit vorheriger Anreicherung — ahnlich wie sie in dieser
Studie durchgefiihrt wurde — eine Nachweisrate von 62,5% zur RT-PCR auf.

Aus 407 in der Screening-PCR stx-positiven Proben gelang eine Isolierung von STEC
bei 134 Tieren (32,9%). Da aus Labor- und methodisch-bedingten Griinden lediglich
die positiven Proben von 235 Kihen einer Koloniehybridisierung unterzogen wurden,
liegt die Bestatigungsrate der Koloniehybridisierung durch Isolierung von STEC sogar
bei 57,0%. Rogerie et al. (2001) gelang bei einer Pravalenzrate von 18,1% eine
Isolierung von STEC bei 43,5% der positiven Proben. In einer weiteren Studie (Blanco
et al., 1996) wurden nur bei 20,2% der PCR-positiven Proben STEC gewonnen, eine
Rolle kénnten auch hier die bereits oben erwahnten Verluste des stx-Gens und die
Problematik der Ablesbarkeit der Kolonie-Hybridsierung sein.
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5.2 Bewertung der erhobenen STEC-Pravalenzen

Zur Erhebung von Pravalenzen von der Serovare O157:H7 und anderen Serovaren bei
Rindern im Allgemeinen und bei Milchvieh im Besonderen wurden in den letzten
Jahren verschiedene Studien durchgeflihrt. Der Schwerpunkt der europaischen
Studien lag, im Gegensatz zu vielen Arbeiten in den USA, auf den Non O157:H7-
Serovaren; die Serovare O157:H7 wurde nur selten speziell untersucht.

Der in dieser Studie detektierte prozentuale Anteil von 24,7% stx-positiver Proben in
der Screening-PCR befindet sich in einem Bereich von STEC-Prévalenzen, die bereits
in mehreren deutschen und europdischen Studien mit ausreichend groB gewahlter
Probenanzahl bei gesunden Milchkiihen (Geue et al., 2002; MesselhauBer, 2005;
Zschock et al., 2000) veroffentlicht wurden, auch wenn allgemein in Europa etwas
niedrigere STEC-Pravalenzen von 11,0% bis 21,0% angenommen werden (Caprioli
und Tozzi, 1998). In Deutschland wurden bei gesunden Kélbern STEC-Pravalenzen
von 4,5% bis 12,9%, bei gesunden Rindern 9,4% bis 21,1% und bei gesunden
Milchkihen 12,2% bis 37,4% (Beutin et al., 1993; Bllte et al., 2002; Bilte et al., 1990;
Gallien, 1994; Geue et al., 2002; Richter et al., 1997; Wieler et al., 1992; Wieler et al.,
2007; Zschock et al., 2000) ermittelt.

Differenzen in der Héhe der Pravalenzen lassen sich zum Einen auf Unterschiede in
der Methodik zurtickflihren, zum Anderen spielt auch die Art der Probennahme und
des Probenumfangs eine entscheidende Rolle. So erfolgte beispielsweise in der
Arbeitsgruppe um Zschéck (2000) ein Direktausstrich der Kotprobentupfer auf
Gassner-Agar. Nach einem Bebritungschritt wurden 16 Laktose-fermentierende E.
coli-Kolonien selektiert und auf stx-Gene untersucht. Dass die Nachweisgrenzen dieser
Methode héher und die folglich damit nachzuweisenden Pravalenzen niedriger sind,
zeigten bereits Jensen et al. (2005) im Methodenvergleich. Im Gegensatz dazu wurde
in einer anderen Studie (Gallien, 1994) eine Koloniehybridisierung ohne vorherige
Anreicherung  durchgefiinrt.  Andere  Arbeitsgruppen  schalteten vor die
Koloniehybridisierung einen Anreicherungsschritt, der die Nachweisempfindlichkeit aus
der urspriinglichen Probe erh6éhen sollte (Geue et al., 2002). Aus dieser Kombination
von vorheriger Anreicherung mit Screening-PCR und  anschlieBender
Koloniehybridisierung mit DIG-markierten Sonden resultierten die héchsten bisher
nachgewiesenen Pravalenzen von bis zu 81,5% bei Mastrindern (Geue et al., 2002).

Von Bedeutung sind weiterhin die Art der Kotprobennahme und die Menge des
untersuchten Materials. So scheint fir einen Nachweis von O157:H7 die
Probenentnahme mittels eines rektoanalen Tupfers eine héhere
Nachweisempfindlichkeit aufzuweisen als der direkte Nachweis des Erregers aus einer
Kotprobe (Greenquist et al., 2005; Rice et al., 2003). Dies ist auf die bevorzugte
Kolonisierung der Darmschleimhaut durch O157:H7 in der rektoanalen Region
zurilickzufiihren (Low et al., 2005; Naylor et al., 2003), welche mittels des rektoanalen
Tupfers direkt beprobt wird. Vergleichende Studien (ber den Nachweis und die
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Isolierung von Non-O157:H7-Serovaren aus Kotproben und rektoanalen Tupfern fehlen
bislang, eine Kolonisierung des rektoanalen Uberganges des Rindes mit Non-
0157:H7-Serovaren wurde bisher nicht nachgewiesen.

Relevant fir die nachzuweisende Pravalenz ist ebenfalls auch die Anzahl der
genommenen Kotproben. Bei gréBeren Probenzahlen besteht eine hdhere
Wahrscheinlichkeit flir eine représentative Stichprobe. Ergebnisse von Studien mit
geringeren Probenumféngen besitzen eine niedrigere Aussagekraft und bergen
besonders bei Longitudinalstudien die Gefahr, dass bei mangelnder Beprobung von
kontinuierlich ausscheidenden Tiere eine Unterschatzung der Pravalenz vorgenommen
wird oder die Ausscheidungsperioden von kurzzeitig oder intermittierenden
ausscheidenden Kihen nicht detektiert werden (Heuvelink et al., 1998c). Beim
Vergleich der Verteilungen der Nachweis- und Ausscheidungsraten der sechsfach und
zwoélffach beprobten Tiere wird die Bedeutung einer mehrfachen und langfristigen
Beprobung ersichtlich (Kapitel 4.2.4). Durch die eventuell intermittierende und
groBtenteils lediglich transiente Ausscheidung ist eine einmalige Probenahme zur
Ermittlung von Herdenprévalenzen und zur lIdentifikation von STEC-Ausscheidern
unzureichend.

In dieser Arbeit wurden 1.646 Proben untersucht, so dass es sich hierbei um eine
Studie mit vergleichsweise groBen Probenzahlen handelt und von einer
reprasentativen Stichprobe auszugehen ist. Die Anzahl der genommenen Proben bei
den deutschen Studien schwankt in den meisten Fallen zwischen 82 und 726 Proben
(Beutin et al., 1993; Biilte et al., 1990; MesselhaduBer, 2005; Richter et al., 1997
Zschoéck et al., 2000), so dass verallgemeinernde Aussagen nur mit Vorsicht getroffen
werden kénnen. Lediglich in einer bisher durchgeflihrten Studie wurde mit 2.163 Tieren
eine ausreichend groBe Stichprobe untersucht (Geue et al., 2002).

5.2.1 Diskussion des Einflusses von Stress auf die STEC-Ausscheidung

Zum Verstandnis der Auswirkungen von Umwelt- und Management-bedingten
Faktoren ist der Einfluss von Stress auf das Tier zu berlcksichtigen. Stress wurde
bereits in mehreren Studien als Risikofaktor fir Ausscheidung von STEC identifiziert
(Chase-Topping et al., 2007; Moller-Nielsen et al., 2002). Das Risiko einer STEC-
Ausscheidung bei Stress resultiert aus Interaktionen zwischen dem Tier und den
Mikroorganismen. Das enterische Nervensystem des Darmes besitzt verschiedene
noradrenerge und domapinerge Nervenendigungen (Costa et al., 2000). Bis zur Halfte
des im Korper eines Saugetiers synthetisierten Noradrenalins wird im enterischen
Nervensystem hergestellt (Lyte, 2004). Bei Stress werden die Transmitter Noradrenalin
und Dopamin auch ins Darmlumen abgegeben (Aneman et al., 1996; Eisenhofer et al.,
1995). Eine Wirkung von Noradrenalin auf E. coli wurde in mehreren Studien
untersucht: Noradrenalin férdert die Vermehrung, die Beweglichkeit, die Toxin-
Expression, die Eisen-Aquisition von E. coli O157:H7 in vitro und die Adhasion von E.
coli O157:H7 in vivo (Chen et al., 2006; Freestone et al., 1999; Freestone et al., 2000;
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Green et al., 2004; Lyte et al., 1996; 1997; Vlisidou et al., 2004). Fir Noradrenalin,
aber auch fur Adrenalin ist eine Wirkung auf die bakterielle Quorum Sensing-
Kommunikation der Bakterienzellen untereinander beschrieben. Unter dem Begriff
Quorum Sensing werden Zell-zu-Zell-Signalmechanismen verstanden, mit Hilfe derer
Bakterien in der Regel untereinander Uber chemische, Hormon-ahnliche Molekile
kommunizieren (Reading und Sperandio, 2006). Diese Moleklle werden als
Autoinducer (Al) bezeichnet. Erreicht die Konzentration eines Al eine bestimmte
Grenze, reagieren die Bakterien auf dieses Signal und veréndern ihre Genexpression
(Reading und Sperandio, 2006). Diese Art von Kommunikation besitzt bei Gram-
negativen und Gram-positiven Bakterien Bedeutung. Findet eine Kommunikation
zwischen Bakterien und ihrem Wirt statt, so wird dies als ,Interkingdom Signaling”
bezeichnet (Reading und Sperandio, 2006). Im Sinne dieses ,Interkingdom Signaling“
besitzt E. coli O157:H7 sowohl Rezeptoren flr die durch den Wirt in das Darmlumen
abgegebene Katecholamine, wie die Quorum sensing E. coli Regulatoren (Qse) C und
E, ist aber auch in der Lage, das Molekil AI-3 zu synthetisieren, welcher
katecholaminerge Eigenschaften besitzt (Hughes und Sperandio, 2008). Uber eine
Bindung von Noradrenalin, Adrenalin oder AI-3 erfolgt eine Aktivierung der
Sensorkinase QseC, welche Uber eine Phosphorelierung weitere Qse-Regulatoren
aktiviert. QseC stimuliert Uber diese Signalkaskade die Transkription von LEE--
kodierten, stx- und Flagellen-Genen (Hughes und Sperandio, 2008). Der Rezeptor
QseE, der vermutlich ebenfalls Gber Noradrenalin, Adrenalin oder Al-3 aktiviert wird, ist
auch an der Expression der LEE-kodierten Gene beteiligt (Reading et al., 2009). QseE
induziert weiterhin die Bildung der Zellauslaufer und der Aktin-Transformation bei der
Entstehung der A/E-L&sionen (Reading et al., 2009; Reading und Sperandio, 2006;
Reading et al.,, 2007). Escherichia coli besitzt zusatzlich das IuxR-ahnliche
Rezeptorprotein SdiA, der die Steroidhormon-&hnlichen Acyl-Homoserin-Laktone
(AHL) binden kann (Reading und Sperandio, 2006). Zur Synthese von AHL ist ein luxI-
Gen notwendig, welches E. coli und beispielsweise auch Salmonella nicht besitzen
(Reading und Sperandio, 2006). AHL werden jedoch von verschiedenen anderen
Bakterienspezies in der Magen-Darm-Flora hergestellt und sind deshalb im Darmlumen
prasent (Reading und Sperandio, 2006). In verschiedenen Séaugetierzellen
(beispielsweise in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen) rufen AHL Apoptose
hervor, zudem besitzen sie proinflammatorische Eigenschaften (Hughes und
Sperandio, 2008; Reading und Sperandio, 2006). In E. coli sind die Effekte einer
Aktivierung von sdiA noch nicht hinreichend untersucht. Eine Beteiligung an der
Zellteilung wurde zunachst vermutet, ist allerdings in neueren Studien widerlegt worden
(Reading und Sperandio, 2006). Freestone et al. (2000) zeigten in vitro einen Einfluss
von Noradrenalin auf die verbesserte Verfligbarkeit des an Laktoferrin und Transferrin
gebundenen Eisens flir die mikrobielle Flora, wobei das bakterielle Siderophor
Enterobactin von besonderer Relevanz fiir die Eisen-Aquisition ist (Freestone et al.,
2003).
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Befindet sich eine Kuh in einer Stresssituation, so kdnnten alle oben erwahnten
Interaktionen der vom Tier synthetisierten Katecholamine und Steroidhormone mit der
mikrobiellen Flora des Magen-Darm-Traktes auftreten (Hughes und Sperandio, 2008).
Es wirde eine Steigerung der Virulenz von E. coli O157:H7 in Form einer erhéhten
Adhasions- und Kolonisationsféhigkeit folgen, aus der eine vermehrte STEC-
Ausscheidung resultieren kénnte. Uber die Stimulation der Expression vieler
Virulenzgene wirde zudem das Risiko der Ausscheidung hochvirulenter STEC
zunehmen, so dass hier von einem besonderen Risiko im Hinblick auf die
Humanpathogenitat auszugehen wére.

5.2.2 Diskussion der Bedeutung der Laktationskennzahlen

Die Anzahl der absolvierten Laktationen und das Alter der Tiere sind eng assoziiert.
Die erste Abkalbung erfolgt Management- und Betriebs-abhéngig im Alter von 24 bis
30 Monaten. Angestrebt wird eine Zwischenkalbezeit von 365 Tagen, so dass die Tiere
im Alter von 36 bis 42 Monaten zur zweiten Kalbung anstehen. Die Einteilung in die
Anzahl der absolvierten Laktationen statt des Alters wurde vorgenommen, da sich
Anderungen im Leben der Kuh — beispielweise in der Haltung und Fiitterung — im
Rahmen des Laktationszyklus ergeben. Die Umstallung der kurz vor der ersten
Kalbung stehenden Fé&rse in den Milchviehstall in ein bestehendes Herdengefiige,
verbunden mit einer Umstellung von Jungviehfutter auf eine Fitterung fir laktierende
Tiere, stellt eine Belastungssituation dar. Zusétzlich zu den bereits beschriebenen
Stress-Effekten wird eine durch den metabolischen und psychischen Stress
verminderte Futteraufnahme vermutet, welche mit einer Pansenminderfunktion
einhergeht (Buchko et al., 2000b; Wolin, 1969). Bei der Umstellung auf hdhere
Kraftfutteranteile verandert sich die Pansenflora, wodurch kurzfristig keine
ausreichende Inhibition der STEC durch kurzkettige flichtige Fettsauren dort gegeben
ist (Diez-Gonzalez et al., 1998; Kudva et al., 1995; 1997). Dadurch wird eine Aufnahme
von STEC und die darauf mdglicherweise folgende Kolonisierung des rektoanalen
Ubergangs erleichtert (Heuvelink et al., 1998c).

Im Pansen der Kuh kénnten unter diesen Bedingungen ebenso Phagentransduktionen
von stx-Genen auf nicht-Toxin bildende, kommensale E. coli statfinden, wie sie bereits
von Sekse et al. (2008) und Cornick et al. (2006) in vivo bei Schafen beobachtet
wurden. Dies fUhrt zur Entstehung von STEC-Varianten mit neuen Serovaren und
wirde ebenso die bovine Serovare-Vielfalt erkldren. Shiga-Toxin-Bakteriophagen
werden regelmassig in Wasser- und Bodenproben nachgewiesen (Creuzburg und
Schmidt, 2007) und stellen somit eine potentielles Reservoir mit engem Kontakt zum
Rind dar.

Das mit dem Alter der Tiere von Jungrind hin zur adulten Kuh abnehmende Risiko
einer STEC-Ausscheidung ist bereits seit einigen Jahren bekannt (Kuhnert et al., 2005;
Rugbjerg et al., 2003). Eine Risikogruppe mit deutlich erhéhter Ausscheidung
zumindest fur die Serovare O157:H7, stellen die zwei bis sechs Monate alten
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Jungrinder dar (Moller-Nielsen et al.,, 2002). Aber auch innerhalb der adulten
Milchrinder bestehen Unterschiede in der Ausscheidungshaufigkeit. Nach Moller-
Nielsen et al. (2002) wiesen neben den jinger als zwei Monate alten Kélbern die
alteren Milchkihe eine erniedrigte Pravalenz von STEC auf. Mehrfach wurde gezeigt,
das pluripare Rinder seltener als STEC-Ausscheider identifiziert werden als
Erstkalbinnen (Fitzgerald et al., 2003; Gunn et al., 2007; Moller-Nielsen et al., 2002;
Stanford et al., 2005a). Diese Aussage wurde in einer Studie von Stanford et al.
(2005a) quantifiziert; hier wiesen Erstkalbinnen mit einer OR von 2,6 eine etwas
héhere Chance auf STEC-O157:H7-Ausscheidung auf als adulte Milchklhe. Dies ist
ein Ergebnis, welches von den Daten dieser Studie untermauert wird. Beide Modelle
ergaben zum GroBteil signifikant erhohte OR fiir eine STEC-Ausscheidung bei
Erstkalbinnen, die im Vergleich zu &lteren Kihen in Bereichen von 1,38 bis 1,74 lagen.

Aufgrund der oben erwéhnten Stress-bedingten und Gruppen-dynamischen Prozesse
sind Schwankungen des STEC-Ausscheidungsrisikos auch innerhalb des
Laktationszyklus durchaus denkbar. Eine Abkalbung bedeutet flr die Kuh, besonders
auch fir Erstkalbinnen, Stress durch Umstallungen, neue Herdenkonstellationen und
umfangreiche Futterumstellungen mit verstarkter Kraftfutterfitterung. Frihere Studien
ergaben im  Allgemeinen fir die Serovare 0O157:H7 eine erhdhte
Ausscheidungswahrscheinlichkeit direkt nach der Abkalbung, welche im Anschluss
jedoch ab dem zweiten Laktationsmonat wieder deutlich abnahm (Mechie et al., 1997)
um dann bis zum 200. Laktationstag erneut anzusteigen (Chase-Topping et al., 2007;
Mechie et al., 1997; Synge et al., 2003). Um den 350. Laktationstag wies die
Forschergruppe um Mechie (1997) niedrigste Pravalenzen nach, die bei Tieren, die mit
mehr als 350 Laktationstagen noch nicht trocken gestellt wurden, wieder anstiegen.

Uber die Entwicklung der Pravalenzen von Non-O157:H7-STEC im Laktationszyklus ist
bisher nichts bekannt, vermutet wird ein &hnlicher Verlauf, der jedoch bisher nicht
bestatigt wurde. In der hier vorliegenden Arbeit wiesen die frisch abgekalbten Kihe
niedrige STEC-Pravalenzen auf. Dies spricht fir ein sorgfaltiges und
vorausschauendes Fitterungsmanagement mit guter Vorbereitungsfiitterung bereits in
den letzten Wochen der Trockenstehperiode. Weiterhin ist in den untersuchten
Betrieben eine separate Haltung dieser Kiihe Uber eine gewisse Zeit Uiblich, wodurch
den Tieren Stress und die Auseinandersetzung mit der Herde zuné&chst erspart bleibt.
Stattdessen ist diese Phase oft etwas nach hinten verschoben, dies wird durch die in
dieser Studie nachgewiesenen ansteigenden Prévalenzen ab dem 50. Laktationstag
sichtbar. Zudem kommt ein sich je nach Milchleistung allmahlich wieder
ausgleichendes postpartales Energiedefizit hinzu, welches nach der Kalbung dadurch
entsteht, dass die Futteraufnahmekapazitat des Tieres nicht in dem gleichen MaBe
ansteigt wie der Energiebedarf durch die Milchleistung. Diese negative Energiebilanz
besteht immer abhéngig von der jeweiligen Milchleistung und der
Futteraufnahmekapazitat des Tieres etwa Uber die ersten 100 Laktationstage (Butler
und Elrod, 1992; Flachowsky et al.,, 2002). Die kurzfristig einsetzende, schnell
ansteigende Milchproduktion nach der Kalbung stellt fir die Kuh eine enorme



5 Diskussion 153

Stoffwechselbelastung dar und bedingt eine erhéhte Krankheitsanfalligkeit der Kuh in
dieser Periode (Collard et al., 1999; Goff, 2006; Logue et al., 1999). Aus den auch bei
gesunden Kuhen nach der Abkalbung erhéhten Konzentrationen an Ketonkérpern im
Blut resultieren inhibierende Effekte auf die Lymphozytenproliferation, ebenso wie eine
Verminderung der Chemotaxis und Phagozytose der neutrophilen Granulozyten
(Suriyasathaporn et al., 1999). Dies wére ebenfalls ein Erklarungsansatz fir die in
dieser Periode nachgewiesenen hochsten Pravalenzen. Im Laufe der Laktation
vermindern sich die Stressfaktoren fiir das Tier, die Milchleistung sinkt, das Tier ist an
die Fltterung und Haltung adaptiert. Wie in der vorliegenden Arbeit und auch in
anderen Studien nachgewiesen wurde, sinkt in diesem Zeitraum ebenfalls die STEC-
Pravalenz. Hohere Pravalenzen treten erst wieder auf, wenn die Tiere sich nach mehr
als 350 Tagen noch in Laktation befinden, aber auch bei den trocken stehenden
Tieren, wie in der vorliegenden und anderen Arbeiten (Mechie et al., 1997) dargestellt
wurde. Um hierfir mégliche Ursachen zu finden, muss geklart werden, aus welchen
Grunden die Tiere nach mehr als 350 Laktationstagen noch nicht trocken gestellt
wurden. Gewiinscht ist lediglich eine 6konomisch glnstige 305-Tage-Leistung
(Esslemont und Peeler, 1993), um das Tier im Anschluss fir 60 Tage trocken zu
stellen, so dass das Intervall zwischen den Kalbungen (Zwischenkalbezeit) 365 Tage
betrégt. Denkbar wéren hier Fertilitdtsprobleme im eigentlichen Sinne ebenso wie die
Fruchtbarkeit indirekt beeinflussende Erkrankungen, die mit einem verspateten
Trachtigkeitsbeginn und Beeintrachtigungen des Immunsystems einhergehen und
dadurch zu einer langeren Laktationsdauer flihren. Erhéhte OR fiir trocken stehende
Kiihe ergaben beide Modelle einheitlich, auch wenn in vorangegangenen Studien in
den USA fiir die Serovare O157:H7 eine Reduktion der OR gezeigt wurde (Fitzgerald
et al., 2003). Rohfaserreiche Fitterung und andere Faktoren in der Trockenstehperiode
wurden bereits in verschiedenen Studien mit erniedrigten Prévalenzen O157:H7-
STEC-positiver Rinder assoziiert (Callaway et al., 2003; Diez-Gonzalez et al., 1998).
Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tieren scheinen jedoch andere Effekte
zu Uberwiegen: So ist die Haltung der trocken stehenden Kiihe haufig nicht optimal:
Aufgrund mangelnder Platzverhéltnisse im Winter entstehen Crowding-Effekte mit
Stress fiir die Tiere und einer Anreicherung der STEC in der Umgebung. Im Sommer
hingegen ist eine ausschlieBliche Weidehaltung Ublich, wobei in vielen Betrieben
dauerhaft beweidete Grinflachen flr diese Tiere zur Verfligung stehen und eine
Anreicherung der STEC im Boden wahrscheinlich scheint (Mukherjee et al., 2006;
Ogden et al., 2002).

Eine Analyse auf statistische Assoziationen der Milchleistung und der Ausscheidung
von Non-O157:H7-STEC flhrten bislang nur Kuhnert et al. (2005) durch. Wie in der
vorliegenden Arbeit war bei Kuhnert et al. (2005) kein signifikanter statistischer
Zusammenhang zu erkennen. Ein erhdhtes Risiko fir eine STEC-Ausscheidung wére
jedoch aufgrund der erhdhten Stoffwechselbelastung, mit der eine hohe Milchleistung
besonders in der Friihlaktation einhergeht, denkbar (Collard et al., 1999; Goff, 2006;
Logue et al., 1999); dieser Trend war ebenfalls an den Pravalenzzahlen zu erkennen.
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Die Studie von Kuhnert et al. (2005) ergab ebenfalls, dass hohe somatische Zellzahlen
in der Milch ebenso wie ein andauerndes Leistungsplateau mit einer sich allméahlich
verringernden Milchleistung wahrend der Laktation mit niedrigen STEC-Pravalenzen
assoziiert waren. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie bestatigten dies
ebenfalls. Tiere mit einer niedrigeren Zellzahl als 100.000/mL Milch haben nach Modell
1 (stx-Nachweis mit der Screening-PCR) eine 1,57-fache Odds-Ratio als stx-positiv
nachgewiesen zu werden. Ebenso weisen die beiden Betriebe C und F mit der
durchschnittlich langsten Persistenz der Milchleistung die niedrigsten STEC-
Pravalenzen auf. Der nach den Daten der vorliegenden Arbeit mit einem stx-positiven
Ergebns in der Screening-PCR assoziierte hohe prozentuale EiweiBgehalt in der Milch
kénnte auf einen Fiitterungs-bedingten Uberschuss an Energie zuriickzufiihren,
welcher in anderen Studien bereits als die STEC-Ausscheidung férdernd erkannt
wurde (Diez-Gonzalez et al., 1998; Rugbjerg et al., 2003; Tkalcic et al., 2000).
Hingegen deuten niedrige Harnstoffgehalte in der Milch auf einen Futterungs-bedingten
Mangel an verwertbarem Rohprotein hin. In der vorliegenden Arbeit waren diese
niedrigen Harnstoffgehalte der Milch mit einer tendenziellen Verminderung der STEC-
Ausscheidungsrate assoziiert. Rohprotein-Mangel ist regelmaBig mit einer
energiearmen Futterung verbunden, fur die bereits ein protektiver Zusammenhang mit
dem Risiko der STEC-Ausscheidung nachgewiesen wurde (Diez-Gonzalez et al., 1998;
Keen et al., 1999).

Zusammenfassen ist festzustellen, dass die Anzahl der absolvierten Laktationen
ebenso wie der Laktationsabschnitt einer Kuh eine statistisch signifikante Assoziation
mit dem Risiko einer Non-O157:H7-STEC-Ausscheidung besitzt.

5.2.3 Diskussion der Bedeutung der weiteren erhobenen Merkmale

Eine 6kologische Bewirtschaftung wird von der Offentlichkeit in der Regel mit einer
tiergerechteren Haltung gesiinderer Tiere assoziiert. Das in dieser Arbeit erhobene
Datenmaterial ergab bei der Auswertung mit den beiden verwendeten Modellen
kontroverse Ergebnisse. Wahrend Modell 1 (stx-Nachweis mit der Screening-PCR)
keine signifikanten Effekte der Bewirtschaftungsform ausgab, zeigte Modell 2 (STEC-
Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung) einen héchst signifikanten Effekt (****) mit
einer erhéhten OR fir die STEC-Ausscheidung bei Kuhen, die auf O6kologisch
bewirtschafteten Betriebe gehaltenen wurden. Diese Signifikanz wurde jedoch bei
Berechnung des Modells mit den einzelnen Variablen fir die Milchleistung und
-inhaltsstoffe, sowie den Gesundheits- und Ernahrungszustand auf einen eben noch
signifikanten bis tendenziellen Effekt abgeschwacht. Diese Unterschiede sind durch die
Differenzen im Ausscheidungsmuster zu erklaren. Die durchschnittiche STEC-
Pravalenz in Modell 1 (stx-Nachweis mit der Screening-PCR) von 23,5% fiir 6kologisch
bewirtschaftete Betriebe reduziert sich fiir Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung) lediglich auf 11,7%, wohingegen flr die konventionell bewirtschafteten
Betriecbe eine Reduktion von 26,5% auf 6,5% erfolgt. Aufgrund fehlender
Quantifizierung der STEC-Ausscheidung in dieser Studie ist es jedoch leider nicht
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méglich, aus dieser Studie Aussagen Uber die Anzahl der im Kot vorhandenen STEC
zu treffen. Eine Untersuchung auf Unterschiede in der Anzahl der ausgeschiedenen
STEC ware nétig gewesen, um festzustellen, ob die starke Reduktion bei den
konventionell bewirtschafteten Betrieben eventuell durch einen groBen Anteil nur
kurzzeitig, schwach und transient ausscheidender Tiere zu erklaren ist, bei denen mit
der Koloniehybridisierung aufgrund der niedrigen fakalen STEC-Zahlen selten eine
Isolierung der STEC gelingt. In vorhergegangenen Arbeiten wurde kein
Zusammenhang der Bewirtschaftungsform mit der STEC-Ausscheidungsrate
nachgewiesen (Kuhnert et al., 2005).

Assoziationen des Erndhrungszustandes und der STEC-Ausscheidung sind bisher
nicht untersucht worden. In der vorliegenden Arbeit wiesen Tiere mit einem BCS-Score
von mehr als 3,25 Punkten ein hdheres Risiko auf, als sitx-positiv erkannt zu werden.
Hier besteht mdglicherweise ein Zusammenhang mit der Variable Trocken stehen, da
die Kihe in der Trockenstehperiode in der Regel Uber die héchsten BCS-Scores
verfligen (Mahlkow-Nerge, 2003). Modell 2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-
Hybridisierung) ermdglichte eine genauere Aussage und ergab eine hdhere OR fir
Tiere, die Uber- oder unterkonditioniert waren, im Vergleich zu optimal konditionierten
Tieren. Diese gut konditionierten Tiere weisen optimale BCS-Werte auf, wodurch der
metabolische Stress zur Abkalbung und in der Frihlaktation minimiert wird (Mahlkow-
Nerge, 2003).

Die longitudinale Anordnung der Studie mit einer Beprobung festgelegter Kihe
ermdglichte eine Analyse der Ausscheidungsmuster. Fir viele Tiere wurde die bereits
publizierte lediglich transiente Ausscheidung bestatigt. Bei in dieser Studie nur
kurzzeitig ausscheidenden Tieren gelang eine Isolierung der STEC haufig nicht, ein
Erklarungsansatz daflir ware eine geringere Ausscheidungsintensitat dieser Tiere.
Auch intermittierende  Ausscheidungsmuster unterschiedlicher Dauer wurden
beobachtet. Auffallig waren jedoch die Ausscheidungsmuster einiger weniger Kihe, die
sich durch (Uber mehr als vier Probenahmen andauernde STEC-Ausscheidung
auszeichneten. Bei diesen als kontinuierlich ausscheidend definierten Tieren gelang
oftmals eine Isolierung von STEC. Auch wenn in dieser Arbeit keine quantitative
Bestimmung der STEC erfolgte, gibt der unterschiedliche Erfolg bei der Isolierung von
STEC mdglicherweise Hinweise auf bei diesen Tieren existierende Differenzen in dem
Anteil der fékal ausgeschiedenen STEC an der Gesamtflora, so wie es auch fir
0157:H7-STEC bei ,Super Sheddern* beschrieben wurde (Chase-Topping et al.,
2008). Die vorliegende Arbeit liefert also die ersten Hinweise auf eine ebenfalls
kontinuierliche Ausscheidung von Non-O157:H7-STEC, sowie Tier-individuelle
Differenzen in der Ausscheidung von Non-O157:H7-STEC, wie sie fir O157:H7-STEC
bereits beschrieben wurden (Chase-Topping et al., 2007; Cobbold et al., 2007; Lim et
al., 2007; Low et al., 2005). Bei einer Einbeziehung der Anwesenheit eines der
kontinuierlich ausscheidenden Tiere in die beiden statistischen Modelle ergab sich ein
hochst signifikanter Zusammenhang (****) mit einer Steigerung des OR flr eine
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Ausscheidung um das 2,63- beziehungsweise flir Modell 2 (STEC-Nachweis mittels
Kolonie-Hybridisierung) sogar um das 5,78-fache fur Kiihe, die mit diesen Tieren
zusammen gehalten wurden. Ahnliche Ergebnisse erhielten Cobbold et al. (2007) fiir
0157:H7-STEC, die ein funffach erhéhtes Risiko fir Tiere in Herden mit persistent
infizierten Kiihen publizierten, fir Non-O157:H7-STEC ist in diesem Zusammenhang
jedoch bisher nichts bekannt.

Bisher nicht bekannt war eine statistische Assoziation des Erndhrungszustandes mit
dem Risiko der Non-O157:H7-STEC-Ausscheidung, wohingegen der lediglich
phanotypisch  festgestellte Gesundheitstatus eventuell aufgrund mangelnder
weitergehender Untersuchungen keine Assoziation mit dem Risiko einer Ausscheidung
von STEC aufwies.

Da Uber eine kontinuierliche Ausscheidung von Non-O157:H7-STEC bisher nichts
bekannt ist, sollte den aus der vorliegenden Studie resultierenden Hinweisen auf Kiihe,
die Non-O157:H7-STEC kontinuierlich ausscheiden, nachgegangen werden. In diesem
Bereich besteht weiterhin dringender Forschungsbedarf.

5.2.4 Diskussion der Bedeutung saisonaler Faktoren

Die in dieser Studie erhaltene Vielfalt der Saisonalitdts-Schwerpunkte spiegelt die
Diversitat der bereits veréffentlichten Studien zu diesem Thema wider. Wahrend in den
Betrieben B und D der Spatsommer den Zeitraum mit den hdchsten Préavalenzen
bildet, ahnlich wie in den Studien von Hancock et al. (1997a) und Schouten et al.
(2004), weisen die Betriebe C und F —wie bei den Tieren in den Arbeiten von Dopfer et
al. (2006), Hancock et al. (1994) und Heuvelink et al. (1998b) beschrieben — die
héchsten Pravalenzen in den Frihjahrs- und Frihsommermonaten auf. Diese
Ausscheidungshdhepunkte im Frihjahr und Sommer sind vermutlich auf Futterwechsel
im Rahmen des Beginns des Weidegangs im Frihjahr zurickzuflihren. Zu diesem
Zeitpunkt werden die Tiere Uber einen sehr kurzen Zeitraum von sehr inhaltsreicher
Totaler Misch Ration (TMR) auf energie- und nahrstoffarmes Weidegras umgestellt und
nur noch zwei Mal taglich zum Melken hereingeholt und dabei mit TMR und Kraftfutter
zugefittert. Der Anstieg der Anzahl der STEC-positiven Tiere in dem Zeitraum kénnte
auf diesen Futterwechsel zurlickzuflihren sein, dies wurde fiir Austriebe von Schafen
auf magere Weideflachen bereits berichtet (Kudva et al., 1995). Weiterhin werden
Shiga-Toxin-Bakteriophagen regelmassig in Wasser- und Bodenproben nachgewiesen
(Creuzburg und Schmidt, 2007), eine Aufnahme und Transduktion der Phagen im
Pansen ist bei Weidehaltung daher durchaus denkbar (Cornick et al., 2006; Sekse et
al., 2008), wenn auch noch nicht im Detail nachgewiesen.

In den Betrieben mit eher in den Spatsommer verlagerten Ausscheidungshéhepunkten
wird die Bedeutung einer Anreicherung von STEC im Boden Uber die Kontamination
durch Rinderkot diskutiert (Heuvelink et al., 1998a). Bei Betrieben mit verhaltnisméaBig
wenig Weideflachen und mangelndem Weidemanagement kann dieser Faktor eine
Rolle spielen. Bekannt ist, dass die Serovare O157:H7 in gemaBigten Breitengraden im
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Kot und der umgebenden Erde bis zu 99 Tage nachzuweisen ist (Bolton et al., 1999).
Weiterhin sind verschiedene humane Erkrankungsfalle bekannt, bei denen als
Erregerquelle kontaminiertes Gras und Boden identifiziert wurde (Mukherjee et al.,
2006; Ogden et al., 2002), so dass davon auszugehen ist, dass diese Infektiositat
potentiell auch flir Rinder gegeben ist. Dazu kommen in den Sommermonaten
Umweltbedingungen, die das Uberleben und in einigen Fallen sogar das Wachstum
der STEC beguinstigen. Auch die Tageslichtlange und die Umgebungstemperatur sind
einigen Studien zufolge relevant: Bei kinstlichem Licht mit verlangerter
Beleuchtungsdauer behielten die Rinder Uber 43 Tage hohe Ausscheidungsraten von
STEC O157:H7 bei (Edrington et al., 2006). Eine diskutierte Ursache der verlangerten
beziehungsweise erhéhten Ausscheidung von STEC O157:H7 sind Einflisse auf
Schilddrisen- und Epiphysenhormone. Bekannt sind Tageslicht-abhé&ngige Effekte auf
Trijodthyronin und Melatonin, die durch Stimulation des Immunsystems (Drazen et al.,
2001; Nelson und Drazen, 2000) die Kolonisierung mit und Ausscheidung von STEC
verringern kdnnten (Edrington et al., 2007; Edrington et al., 2008; Schultz et al., 2005).
Im Gegensatz zu den berichteten STEC-Pravalenzsteigerungen im Sommer und
Herbst stehen die Ergebnisse einer britischen Studie: Hier stellte das Einstallen im
Herbst einen Risikofaktor verbunden mit vermehrter STEC-Ausscheidung dar (Synge
et al., 2003). Die in Betrieb A erhobene Entwicklung der Pravalenzen unterstitzt diese
Daten ebenso wie eine Pravalenzsteigerung in diesen Zeitraum in der Studie von
Mechie et al. (1997). Erklarungsansatze fur diese Préavalenzschwankungen sind
wiederum Futterwechsel- und Stress-bedingte Pansenfunktionsstérungen, aber auch
Crowding-Effekte mit erleichterter Anreicherung der STEC durch die erhéhte Tierdichte
im Stall (Synge et al., 2003) und die bereits in Kapitel 5.2.1 erlauterten Effekte von
Stress auf das Tier und die Mikroorganismen.

5.2.5 Diskussion des Vergleiches der Risikobewertungen verschiedener
Faktoren durch Modell 1 (stx-Nachweis mittels Screening-PCR) und Modell
2 (STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung)

Aufgrund des vorhandenen Datenmaterials war nur die Auswertung in Form der beiden
beschriebenen Modelle mdglich. Bei der Betrachtung der Ergebnisse sind allerdings
folgende Einschrankungen zu beachten: Durch die fir statistische Verhaltnisse immer
noch niedrige Anzahl an Beobachtungen (n=1.646) und der suboptimalen Verteilung
positiver und negativer Ergebnisse besonders im zweiten Modell (134 stx-positive zu
1.512 six-negativen Proben) ist die Aussagekraft beider Modelle begrenzt. Besondere
Vorsicht ist bei der Interpretation in Hinsicht auf die zum Modell einzeln hinzugefiigten
Variabeln der Milchleistung und -inhaltsstoffe, sowie des Gesundheits- und
Ernahrungszustandes geboten, da keine eindeutige Unabhangigkeit der Variablen vom
Betrieb, der Anzahl der absolvierten Laktationen und dem Laktationstag besteht. Die
Analyse dieser Faktoren dient alleine der Identifikation von potentiellen Trends.
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5.3 Bewertung der Pravalenz von Shiga-Toxin-Typen

Bei den in dieser Arbeit isolierten STEC handelte es sich zum GroBteil um stx-positive
Isolate (91,6%). Verschiedene Studien ergaben, dass dieser Toxintyp bei Rindern
h&ufiger vorkommt: Eine Arbeit von Zschéck et al. (2000) bezifferte den Anteil an six.-
positiven Isolaten bei Rindern auf 88,5% (Zschdck et al., 2000), eine spanische Arbeit
ermittelte einen Anteil von 80,0% (Blanco et al., 2004b). Ein Anteil von 38,1% (34,9%
von der Gesamtzahl der STEC) der stx-positiven STEC besalB zusatzlich noch stx;,
wohingegen stx; alleine nur von einem kleinen Anteil von 8,4% der Isolate getragen
wird. Dieses Verteilungsmuster der Shiga-Toxin-Typen bei Rindern ist bereits mehrfach
in Europa beschrieben worden (Blanco et al., 2004b; Rogerie et al., 2001; Zschéck et
al., 2000).

Humanpathogene STEC-Isolate wiesen in verschiedenen Untersuchungen zwischen
94,0% und 92,0% die Virulenzfaktoren Intimin und EHEC-H&molysin in Kombination
auf (Gyles et al., 1998; Karch et al., 1997). Der Besitz von EHEC-H&molysin wurde in
einigen Studien mit schweren Erkrankungen beim Menschen assoziiert (Sandhu et al.,
1997; Schmidt und Karch, 1996). Eine Assoziation von stx, und EHEC-hly, war in den
vorliegenden Daten bei 78,0% der Isolate zu beobachten, so dass wie bereits belegt
(Wieler, 1997), EHEC-hly, ein hinweisender, aber kein zuverlassiger Indikator fir das
Vorhandensein von stx, zu sein scheint. In statistischen Analysen wurde das
Vorhandensein von stx,oder eae als Risikofaktor fir eine schwere humane Erkrankung
identifiziert; ein noch hdheres Risiko ergab sich beim Vorhandensein der beiden eben
genannten Virulenzfaktoren (Boerlin et al., 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurden 62
STEC-Isolate (5,6%) gewonnen, die diese beiden Virulenzfaktoren und zusatzlich noch
EHEC-hly,besaBen; 1012 Isolate besaBen stx, und immerhin 91 STEC (8,2%) trugen
eae. Rogerie et al. (2001) wiesen lediglich bei 1,3% der STEC-Isolate eae nach. Diese
niedrige Pravalenz eae-positiver STEC bei Rindern wurde in weiteren Studien
bestatigt, so dass bei der Adhésion von STEC im Rinderdarm vermutlich andere
Adhasionsfaktoren relevant sind (Fantelli und Stephan, 2001; Toma et al., 2004; Toma
et al., 2008).

Einige innerhalb dieser Studie gewonnenen bovinen STEC weisen aufgrund ihres
Virulenzmusters eindeutig ein humanpathogenes Potential auf.

Insgesamt stellen STEC mit unterschiedlichen Serovaren und Virulenzfaktoren eine
sehr heterogene Gruppe dar. Es scheint eine unterschiedliche Wirtsspezifitat einiger
Stadmme zu geben (Beutin et al., 1997), wobei viele Serovaren beim Menschen aber
auch beim Tier sowie in von Tieren stammenden Lebensmitteln nachgewiesen werden.

Bei der Untersuchung von 70 ausgewahlten Isolaten auf ihre Serovaren wurden in
vorliegender Arbeit 24 Serovare identifiziert, von denen 18 bereits bei gesunden
Rindern isoliert wurden (MicroBioNet, 2008). Einige Rinder trugen dabei bis zu vier
verschieden Serovare an einem Probenahmetermin. Diese hohe Diversitat innerhalb
der bovinen STEC-Serovare auch einzelner Rinder ist jedoch bereits bekannt, so
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isolierten beispielweise Schurmann et al. (2000) von einigen Rindern bis zu 26
verschiedene Serovaren. Finf der isolierten Serovaren (O8:H19, 08:H21; 022:H8,
0113:H21 und Orauh:H-) wurden bereits bei Patienten mit HUS isoliert; fir sieben
weitere Serovare (O113:H-, Ont:H7, Ont:H19, Ont:H21, Ont:H25; Ont:Hnt; Orauh:Hnt)
ist eine Assoziation mit Diarrhée beim Menschen bekannt (MicroBioNet, 2008). Eine
ahnliche Heterogenitdt innerhalb der Serovarverteilung wurde auch von anderen
Autoren publiziert. So gelang Blanco et al. (1996) bei der Beprobung von 328 Rindern
die Isolierung von 66 STEC, die insgesamt 25 Serovaren angehérten. Drei (08, 022,
0113) der sieben héaufigsten Serogruppen aus dieser Veréffentlichung wurden auch
bei den Serovaren dieser Arbeit identifiziert. Die Serovare O157:H7 und die
klassischen non-O157:H7-EHEC-Serovaren 026, 0103, O111 und O145 (Bockemiihl
et al., 1998) wurden bei den gewonnenen bovinen STEC nicht detektiert. Die in einer
franzdsischen Studie bei Rindern dominierende Serogruppen O113 und 022 (Pradel et
al., 2000) wurden in dieser Arbeit auch fir Rinder in Deutschland bestatigt.

Interessant stellt sich zusétzlich der Fund von zwei Non-O157:H7-STEC dar, die, wie
eigentlich nur fir die Serovare O157:H7 bekannt, kein Sorbitol fermentierten. Eine
ahnliche Beobachtung machten bereits Bettelheim et al. (2005), die nicht Sorbitol-
fermentierende STEC in geringer Zahl vor allem bei Starke-reich gefitterten Tieren
sporadisch nachwiesen.

5.4 Konsequenzen fiir die Bewertung der humanen
Gefahrdung

Aus den vorliegenden Ergebnissen ist in Hinblick auf die potentiell humanpathogenen
Virulenzmuster der isolierten bovinen STEC im Zusammenspiel mit zum Teil als
humanpathogen bekannten Non-O157:H7-Serovaren von einer erheblichen
Gesundheitsgefahrdung durch Kihe und von ihnen hergestellte Produkte flr den
Menschen auszugehen. Eine Bestatigung der Bedeutung des Rindes als
Infektionsquelle fir STEC wird durch mehrfach nachgewiesene erhéhte Antikorpertiter
gegen STEC in der landwirtschaftlich und im Schlachtgewerbe tatigen Bevdlkerung
bestétigt (Reymond et al., 1997; Stephan et al., 2000).
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5.5 Prophylaxemoglichkeiten und Ausblick

In mehreren Studien wurde bereits die Bedeutung von HygienemaBnahmen, der
Futterung und der Haltung der Tiere eruiert. Einige Studien ergaben verschiedene
Risikofaktoren fiir die STEC-Ausscheidung, wie beispielsweise die Reinigung mit
Hochdruckreinigern, das Vorhandensein feuchter Einstreu und verschmutzter
Trankebecken, die Haltung in groBen Gruppen und eine energiereiche Fltterung (Ellis-
Iversen et al., 2007; Garber et al., 1999; Kuhnert et al., 2005), die jedoch vielfach in
weiteren Studien nicht bestétigt werden konnten. Der Vergleich von Effekten
verschiedener HygienemaBnahmen flir Jungrinder ergab jedoch eine eindeutige
Risikominderung bei einer sauberen Haltung mit trockener Einstreu und einer
geschlossenen Herde ohne Zukauf von Tieren (Ellis-lversen et al., 2008). Zuséatzlich
sollte bei Weidehaltung die Anreicherung von STEC im Boden nicht unterschatzt
werden (Mukherjee et al,, 2006; Ogden et al., 2002) und daher Wert auf ein
sorgféltiges Weidemanagement mit ausreichend langer Beweidungspause gelegt
werden. Eine Vermeidung von Fitterungs-bedingtem Stress fur die Kiilhe kann durch
allmahliche Futterungsumstellung und vorsichtiges Anweiden beziehungsweise die
vorherige Zufiitterung von Schnittgras erfolgen. Haltungs-bedingtem Stress sollte durch
die optimale Konzipierung des Stalls mit ausreichend Ausweichflichen bei
Rangstreitigkeiten und stabiler Gruppenzusammensetuzung begegnet werden. Als
erfolgsversprechendste praventive MaBnahme wurde in einem Simulationsmodell das
Verbringungsverbot fir STEC-ausscheidende Rinder bewertet (Liu et al., 2007),
wodurch bei Beibehaltung aller hygienischen MaBnahmen eine allgemeine Reduktion
der Pravalenz der Serovare O157:H7 resultieren wiirde.

Der vorliegenden Arbeit und neuesten Publikationen zufolge, scheinen vor allem Tier-
individuelle Unterschiede die gréBte Bedeutung hinsichtlich der STEC-Ausscheidung
von Non-O157:H7- und O157:H7-STEC zu besitzen (Chase-Topping et al., 2007;
Cobbold et al., 2007; Lim et al.,, 2007; Low et al., 2005). Eine Besiedelung des
rektoanalen Ubergangs im Darm mit O157:H7-STEC weist aus bisher unbekannten
Ursachen Tier-spezifische Unterschiede auf (Cobbold et al., 2007): Die Untersuchung
hereditar beziehungsweise genetisch bedingter Ursachen scheint aussichtsreich und
sinnvoll zu sein.
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6 Schlussfolgerungen

Kihe, die Shiga-Toxin bildende Escherichia coli (STEC) ausscheiden, stellen aufgrund
des typischen Virulenzmusters der bovinen STEC ein Gefahrenpotential fiir den
Menschen dar. Eine Verringerung der STEC-Prévalenz bei Rindern muss das primare
Ziel zum Schutz der humanen Gesundheit sein, so dass der Kontakt zu Rindern und
der Verzehr der von ihnen abstammender Lebensmitteln flr den Verbraucher sicher
sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Risikofaktoren identifiziert, die zu einer
vermehrten Ausscheidung von Non-O157:H7-STEC im Kot bei Rindern fiihren. Die im
Laktationszyklus der Kuh auftretenden Ausscheidungs-Schwankungen deuten auf
einen Einfluss von metabolischem und psychischem Stress hin, dem durch optimale
Fltterung mit allmahlichen und friihzeitigen Futterumstellungen sowie konstanten
geschlossenen Herden und ausreichendem Platzangebot fir die Tiere begegnet
werden kann. Besonders wichtig ist auch eine gute und rechtzeitige Eingliederung von
Farsen bereits vor der ersten Kalbung in die laktierende Herde, um die Eingewéhnung
dieser Tiere in einer stabilen metabolischen Situation durchzufiihren und eine
Ausscheidung von STEC zu verhindern.

Die untersuchten sechs Betriebe wiesen groBe Unterschiede in den STEC-
Pravalenzen und in der putativen Humanpathogenitét inrer STEC bei den Milchkiihen
auf, so dass hier eine klare Assoziation des Betriebsmanagements, der Haltung und
der Fltterung mit dem Risiko einer Ausscheidung von STEC zu erkennen ist. Eine gute
Betriebsfihrung ist von entscheidender Bedeutung und fiihrt durch optimales
Weidemangement mit regelmaBigen Umtrieben zu Verringerungen der saisonalen
Préavalenzerhdhungen im Spatsommer und durch allmahliches Anweiden zur
Verringerung der Ausscheidung in den Frihjahrsmonaten. Die Bewirtschaftungsform
hatte trotz der 6&ffentlichen Vorstellung geslinderer Kilhe auf 6kologischen Betrieben
keinen Einfluss auf die Ausscheidung von stx, es ergaben sich sogar Hinweise auf eine
vermehrte Anwesenheit von kontinuierlich STEC-ausscheidenden Rindern in dieser
Bewirtschaftungsform.
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Auch fir Non-O157:H7-STEC existieren kontinuierlich ausscheidende Tiere. Zur
Bekampfung des Erregers sollten besonders diese Tiere identifiziert, behandelt oder
ausselektiert werden, so dass die Infektionsgefahr fir andere Tiere und fir Menschen
gesenkt wird. Verschiedene Ansatze sind dabei die Immunisierung der Kihe mit
Oberflachenantigenen der STEC, aber auch die Fitterung von Probiotika und
antimikrobiell wirkenden Bestandteilen, wie beispielsweise Orangenschalen. Langfristig
sollte jedoch versucht werden, Ursachen fir die individuellen Differenzen in der
Anfalligkeit fir STEC-Infektionen zu identifizieren. Dabei wére zunachst eine
Identifizierung von SNP (Single Nukleotide Polymorphism)’s im Genom des Rindes
sinnvoll, die im Zusammenhang mit der Anfélligkeit einer Kolonisierung durch STEC
stehen.

Von Bedeutung ist aber trotz aller ReduktionsmaBnahmen der STEC-Pravalenz auf der
Ebene des Betriebes weiterhin auch die Aufklarung des Verbrauchers Ulber die von
nicht erhitzten tierischen Nahrungsmitteln ausgehende Gesundheitsgefédhrdung,
welche durch eine hygienische Gesichtspunkte beachtende Zubereitung und den
ausschlieBlichen Verzehr von durcherhitzten Produkten einfach reduziert werden kann.
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7 Zusammenfassung

Die Bedeutung von Erkrankungen des Menschen durch Shiga-Toxin bildende
Escherichia coli (STEC) hat in den letzten beiden Jahrzehnten zugenommen. Die sehr
niedrige Infektionsdosis in Kombination mit den méglichen Komplikationen einer STEC-
Infektion bedingen die hohe gesundheitsékonomische Relevanz der Erreger. Das stark
zytotoxisch wirkende Shiga-Toxin verursacht im Zusammenspiel mit anderen
Virulenzfaktoren in der Regel Gastroenteritiden, die sich jedoch auch zu
schwerwiegenden extraintestinalen Krankheitsbildern — besonders bei Kindern —
entwickeln kénnen. Wiederkduer, und hier in besonderem MaBe Rinder, die oft in
engem Kontakt zum Menschen gehalten werden und deren Produkte dem Verzehr
dienen, sind die natirliche Ansteckungsquelle der STEC. Shiga-Toxin bildende
Escherichia coli-ausscheidende Rinder zeigen keine Krankheitssymptome; von ihnen
stammende Lebensmittel kdnnen kontaminiert sein. Das regelméaBige Vorkommen von
STEC in den Faeces der Rinder und ihrer Umgebung wurde bereits in verschiedenen
Studien bestétigt. Verschiedene Faktoren hinsichtlich der Haltung, der Fitterung und
des Herdenmanagements wurden als Risiken identifiziert. GroBe Bedeutung besitzen
allerdings auch individuelle Eigenschaften des einzelnen Tieres.

Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung der fékalen Ausscheidung von STEC
durch Milchkiihe Uber den Lauf eines Jahres. Das longitudinale Design der Studie
erlaubte es, die STEC-Ausscheidung von ausgewahlten Probentieren (ber den
gesamten Zeitraum von zwdlf Monaten zu verfolgen und Aussagen uber die
Ausscheidungsmuster dieser Tiere zu treffen. Zusatzlich war eine Analyse der
Ergebnisse auf Herdenebene, sowie eine Bewertung verschiedener Risikofaktoren
méglich. Zur Verfligung standen Informationen Uber das Herdenmanagement, den
Erndhrungs- und Gesundheitszustand der Tiere, sowie Uber die Milchleistung und die
Milchinhaltsstoffe, die Anzahl der absolvierten Laktationen und den Laktationstag. Die
Daten wurden mit dem Programm ,Excel® und der Prozedur ,Logistic‘ des
Programmes ,SAS® statistisch in Form von zwei Modellen ausgewertet. Im ersten
Modell wurden alle in der Screening-PCR stx-positiven Tiere als positiv gewertet,
wohingegen in das zweite Modell alle Tiere als positiv eingingen, bei denen eine
Isolierung von STEC gelang.

Auf insgesamt sechs Milchvieh-haltenden Betrieben in Schleswig-Holstein wurden im
Zeitraum von Februar 2007 bis Januar 2008 insgesamt 1.646 Kotproben von 140
Kihen mit unterschiedlichen Anzahlen absolvierter Laktationen durch monatliche
Beprobungen gewonnen. Nach einem Anreicherungsschritt wurden stx-positive Tiere
per PCR identifiziert, von diesen Tieren wurden STEC isoliert und mittels PCR
charakterisiert. Bei ausgewahlten Isolaten erfolgte zusatzlich eine Uberpriifung des
Serovares und der Fahigkeit auf Sorbitol-Fermentation.
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Insgesamt waren 24,7% (407) aller Proben stx-positiv in der Screening PCR. Zwischen
den sechs Betrieben traten mit prozentualen Anteilen von 11,1% bis 32,3% stx-positive
Tiere in der Screening-PCR deutliche Unterschiede bei den Pravalenzen innerhalb der
einzelnen Herden auf. Als signifikante Einfliisse fir eine STEC-Ausscheidung erwiesen
sich der Zeitpunkt der Probenahme, die Anzahl der absolvierten Laktationen, der
Laktationstag, die Kérperkondition, der EiweiBgehalt der Milch sowie die Anwesenheit
eines kontinuierlich ausscheidenden Tieres in der Herde. Die Pravalenz in den
Monaten August, September und Oktober war mit Werten von 27,9%, 28,8% und
35,0% am hdchsten, dhnliche Ergebnisse ergaben auch weitere Studien. Erstkalbinnen
wiesen ebenso wie trocken stehende Tiere und Kihe innerhalb des Abschnittes vom
51. bis 150. Laktationstag ein signifikant erhéhtes Risiko fiir eine STEC-Ausscheidung
auf.

Lediglich 12,9% (18) der Tiere wurden wéhrend der gesamten Probenahme dauerhaft
als negativ nachgewiesen. Von 140 Kiihen wurden 122 (87,1%) mit der Screening-
PCR zumindest einmalig als stx-ausscheidend detektiert. Insgesamt 24 Kihe (17,1%)
wiesen in mehr als der Halfte ihrer Kotproben stx auf. Vierzehn Tiere (10,0%) schieden
stx zusatzlich noch Uber mindestens vier aufeinander folgende positive Beprobungen
aus und wurden als kontinuierliche Ausscheider definiert. Ausgewéhlte, von diesen
Tieren isolierte STEC (n=61), gehdrten 24 Sorbitol-fermentierenden Non-O157:H7-
Serovaren an, wobei bisher eine langerfristige Ausscheidung von Rindern nur fir die
Serovare O157:H7 beschrieben wurde. Zwolf der isolierten STEC-Serovare wurden
bereits mit Erkrankungen beim Menschen assoziiert. Zwei Isolate fermentierten kein
Sorbitol. In der Reihenfolge absteigender Haufigkeiten waren die fiinf dominierenden
Serovare O113:H-, 022:H8, Ont:H25, O130:H11 und O8:H19.

Insgesamt gelang die Isolierung von 1.105 STEC; dominierende Virulenzprofile waren
stxo EHEC-hly, (434 Isolate, 39,3%) und stx; stxo EHEC-hly, (311 Isolate, 28,1%).
Intimin wurde bei 91 Isolaten nachgewiesen.

Von humanpathogenen STEC bekannte Virulenzmuster werden regelméaBig auch bei
bovinen STEC detektiert, so dass die Ansteckungsquelle Rind ein bedeutendes
Gefahrenpotential fir den Menschen darstellt. Auch wenn die Evaluierung von
Risikofaktoren fir die bovine STEC-Ausscheidung bereits Gegenstand etlicher Studien
war, ist es bis heute nur unvollstdndig gelungen, die bedeutendsten Faktoren
aufzudecken. Es ist davon auszugehen, dass die Ursache dieser Schwankungen in
Tier-individuellen Charakteristika begriindet ist. Daher sollten zukinftige Studien
mdgliche Unterschiede, beispielsweise solche genetischer Natur, verstarkt
berlicksichtigen. Die vorliegende Studie zeigte klar die Bedeutung kontinuierlich
ausscheidender Tiere fir die Prévalenz innerhalb einer Herde. Diese Tiere stellen eine
dauernde Ausscheidungsquelle fir STEC dar und halten den Infektionszyklus
innerhalb des Bestands aufrecht. MaBnahmen auf der Ebene des Einzeltieres kdnnten
die Grundlage fir eine effektive Kontrolle dieses Erregers sein.
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8 Summary

Shiga-Toxin producing Escherichia coli (STEC) are an emerging human health issue
with special regard to their low infectious dose combined with serious sequelae of
disease. The highly cytotoxic Shiga-Toxin enhanced of other virulence factors causes
gastroenteritides and severe disease patterns in children.

Ruminants and especially cattle, often kept in close contact to humans and with
products frequently consumed, are known to be the natural source of infection for
STEC. Cattle are infected often, but without clinical signs of disease; hence, cattle
derived foods could be contaminated. The common occurrence of STEC in faecal and
environmental samples of cattle and its surroundings are confirmed by several studies.
Different factors like the kind of husbandry, the diet and the herd management were
identified as risk for shedding of STEC. However, the individual characteristics of the
single animal seem to have a major impact.

The aim of this study was to investigate the faecal excretion of STEC by dairy cattle
over the course of one year. The design of the study was longitudinal to follow selected
dairy cows over a period of twelve months to reveal their shedding patterns.
Furthermore, the data was analyzed at herd level to detect and evaluate different risk
factors. Additional information about herd management, nutritional and health status
were available as well as data about the amount and contents of milk, the number of
passed lactations and the days in milk. The data was statistically analyzed in two
different models using the program ‘Excel® and the procedure ‘logistic’ in ‘SAS®'. In the
first model, all positive samples in the screening-PCR were classified as positive; in the
second model, only animals from which STEC were isolated were considered as
positive.

On six dairy farms in Northern Germany, 1,646 faecal samples from 140 cows in
different lactation numbers were examined once per month in the period between
02/2007 and 01/2008. Following cultural isolation, stx-positive cows were identified by
PCR. STEC of these cows were isolated by colony-hybridization and characterized by
PCR. Furthermore, selected STEC-isolates were tested for their biochemical reaction
and their serotype.

In 24.7% (407) of all samples, stx were detected by the screening-PCR. Within the
herds, prevalence varied between 11.1% and 32.3%. The month of sampling, the
number of passed lactations and days in milk, the nutritional condition as well as the
content of protein in milk and the presence of a continuously positive cow in herd were
shown as significant factors on shedding of STEC. As described in literature, the
prevalence was highest in the late summer months (August, September and October)
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with 27.9%, 28.8% and 35.0%. First calvers, dry cows, and cows with 51 to 150 days in
milk showed a significant higher risk for shedding STEC.

Over the whole sampling period, only 12.9% (18) of the cows were detected as
constantly negative. Most of the 140 investigated animals excreted stx at least once
(87.1% 122 cows), and 17.1% (24) were detected as stx-positive by the screening-PCR
in more than 50% of their samples. Cows with at least four consecutive positive
samplings (10.0%, 14 cows) were classified as continuously shedding cows. Isolated
Shiga-toxin producing E. coli from these cows were selected (n=61). They belonged to
24 Sorbitol-fermenting non-O157:H7-STEC-serovares, although long term shedding by
cattle is only known for the STEC-serovare O157:H7. Twelve of these serovares have
already been associated with disease in human. Only two isolates did not ferment
Sorbitol. The five most predominant serovares, in descending order, were serovares
0113:H-, 022:H8, Ont:H25, O130:H11 and O8:H19.

In this study, 1,105 STEC were isolated. Dominating combinations of virulence genes
were stx, and EHEC-hly, (434 isolates, 39.3%), and stx;, stxo and EHEC-hly, (311
isolates, 28.1%). Intimin was detected in 91 isolates.

Pathogen virulence profiles, common in human isolates, are frequently found in bovine
STEC. Consequently, cattle represent an important source of infection and might act as
potential human health risk. Even though risk factors for the excretion of STEC have
been examined before, the main influencing factors still remain unknown. It could be
assumed that the reasons of these differences are based on individual characteristics.
Future studies should consider possible genetic individual varieties. This study
confirms the importance of continuously shedding cows as a major source of STEC.
These cows maintain the infectious cycle of STEC in the herd; therefore, interventions
on individual animal might serve as the base for an effective pathogen control.
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10. Anhang

10.1. Verwendete Geréate

Gerat Typ Hersteller (Ort)

Brutschrank B 6120 Heraeus, Langwedel
Gefrierschrank GSN 2825 Liebherr, Rostock

Gel- Biozym Scientific GmbH, Hess.

Elektrophoresekammer

Gel-
Elektrophoresekammer

Hybridisierungsofen
Kuhlschrank
Magnetrihrer
Plattenschuttler
Schuttler
Schuttelbrutschrank

Schittelwasserbad
Thermocycler
Tiefgefrierschrank
Tischzentrifuge

Ultraschallbad
UV-Gerat

UV-Gel-Betrachter

Vortexer
Waage
Wasseranlage
Wasseranlage

Wasserbad

ComPhor Maxi MT

PerfectBlue™
Breitformat-Gel-
system Maxi ExW

HIR4M
FKS 1800
MR 2000
RO 5
Reax 2000
3032

1083

Flex Cycler
HFU 586 Basic
3K 12

B 2210 E-MT
Stratalinker 2400

Molecular Imager
Gel Doc Systems

G 560 E
LC 2201 S
Milli-Q UF
Milli RO
WNE 14

Oldenburg

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Grant Boekel, Cambridge/GB
Liebherr, Rostock

Heidolph, Schwabach
Gerhardt, Kénigswinter
Heidolph, Schwabach

GFL, Burgwedel

GFL, Burgwedel

Biozym Scientific GmbH, Hess.
Oldenburg

Heraeus, Langwedel

Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz

Branson, Connecticut/USA
Stratagene, La Jolla/USA

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Scientific Industries, New York/USA
Sartorius, Goéttingen

Millipore, Schwalbach

Millipore, Schwalbach

Memmert, Schwabach
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10 Anhang

10.2. Verwendetes Labormaterial

Material

Lieferant

Pipetten Research
Pipetten Reference
Einmalésen

Petrischalen

Krutex Soft Rektal Gloves
Semper guard Vinyl Handschuhe kurz
Bovivet Gleitgel
Reagenzglaser klein
Reagenzgléaser gro3
96-er PCR-Platten
Nylonmembran
Filterpapier
ReaktionsgefaBe 1,5ml

Cryoréhrchen

Stoppuhr

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe
Erich Eydam KG, Kronshagen
Heiland Vet GmbH, Hamburg
Heiland Vet GmbH, Hamburg
Heiland Vet GmbH, Hamburg

Erich Eydam KG, Kronshagen

Erich Eydam KG, Kronshagen
Sarstedt AG+Co., Nimbrecht

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Erich Eydam KG, Kronshagen
Eppendorf AG, Hamburg

Inverness Medical Deutschland, KéIn

J Uhrenfabrik Junghans GmbH &
Co.KG, Schramberg
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10 Anhang

10.4. Angabe der 95%-Konfidenzintervalle fiir Tabelle 41

Quartal
(Odds=1)
Imodel 1 Tiodell2 ‘ 2Modell1 2Modeli2 | SModell1  SModell2 | 4Modell1 4 Modell2
82 82 N\ N\ N2 ¥
1 0,61*  0,09**** 0,43 0,08 | 0,63** 0,05****
(0,41-  (0,03- | (0,30-  (0,02- | (0,43-  (0,02-
0,92) 0,30) 0,61) 0,16) 0,91) 0,16)
A~ ) > > > N2
° 1,64**  11,56**** 0,70* 0,88 1,02 0,58**
(1,09- (3,40- (0,49- (0,50- (0,70- (0,34-
2,46) 39,34) 1,00) 1,53) 1,49) 0,98)
N N > > N >
3 2,35 13,22**** | 1,43" 1,14 1,47 0,66*
(1,63- (4,01- (1,00- (0,65- 1,06- (0,42-
3,38) 43,61) 2,06) 2,00) 2,03) 1,04)
Mt M > Mt (2 >
4 1,60**  20,13**** 0,98 1,74 0,68 1,52¢
(1,10- (6,16- (0,67- (1,02- (0,49- (0,97-
2,34) 65,81) 1,42) 2,98) 0,94) 2,40)
Modell 1 stx-Nachweis mittels Screening-PCR
Modell 2: STEC-Nachweis mittels Kolonie-Hybridisierung
(): 95%-Konfidenzintervall
****: hochst signifikant **:signifikant *: Tendenz

AN: signifikant erhoht

W: signifikant erniedrigt

- nicht signifikant
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