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Einleitung

1 Einleitung

E. coli - Bakterien erfiillen als Teil der physiologischen Darmflora bei den meisten
homoiothermen Tierarten wichtige Regulationsfunktionen. Dartber hinaus sind pa-
thogene Wirkungstypen bekannt, die bei Mensch und Tier als Krankheitserreger
vorkommen. Zu den humanpathogenen Erregern gehodren die enterohdmorrhagi-
schen (EHEC), die enteroaggregativen (EAEC) und die enteroinvasiven (EIEC) E.
coli.

EHEC sind seit einigen Jahren Gegenstand intensiver Forschung. In Deutschland
zahlen sie neben Salmonellen und Campylobacter zu den héaufigsten bakteriellen
Durchfallerregern beim Menschen. Aul3erdem verursachen sie schwere postenteriti-
sche Komplikationen wie das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS), das vor allem
bei Kindern unter 5 Jahren zu Todesfallen fiihren kann (BOCKEMUHL u. KARCH,
1996). Als Erregerreservoir wurden Wiederkduer insbesondere landwirtschaftlich
genutzte Rinder identifiziert. Bei anderen Tierarten konnten EHEC ebenfalls nach-
gewiesen werden, hier kommen sie jedoch weitaus seltener vor.

EIEC und EAEC wurden bisher ausschliel3lich beim Menschen nachgewiesen. Durch
EIEC - Bakterien hervorgerufene Durchfélle zeigen einen der Shigellenruhr ver-
gleichbaren Verlauf mit teilweise blutigem, febrilen Charakter (DU PONT et al.,
1991). Im Gegensatz dazu verursachen EAEC eher milde chroniche Durchfélle. Au-
Rerdem werden sie mit kindlichen Entwicklungsstérungen in Verbindung gebracht
(LAW u. CHART 1998).

Welche Rolle Hunde in der Epidemiologie der EHEC-, EIEC- und EAEC- Infektionen
spielen und ob Hunde in ahnlicher Weise wie der Mensch an einer Infektion mit die-
sen Erregern erkranken konnen ist ungeklart (BEUTIN, 1999). Da Hunde in enger
Hausgemeinschaft mit dem Menschen leben, sind Kenntnisse tUber das Vorkommen
dieser pathogenen E. coli- Bakterien bei Hunden fur den Tierarzt sowohl in thera-
peutischer Hinsicht, wie auch in seiner Verantwortung gegenuber dem Tierbesitzer

von grof3em Interesse.
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In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob diese Erreger bei Hunden vorkommen,
ob sie beim Hund Durchfall auslésen kdnnen und ob Hunde eine mégliche Infekti-

onsquelle fir den Menschen darstellen. Dazu sollten Kotproben von klinisch gesun-
den und durchfallkranken Hunden auf verschiedene Virulenzgene der EHEC, EAEC
und EIEC untersucht und die Untersuchungsergebnisse zu den Befunden aus der
parasitologischen und mikrobiologischen Untersuchung sowie zu verschiedenen

Anamnesedaten in Beziehung gesetzt werden.
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2 LiteraturtUbersicht

2.1 Durchfallerreger beim Hund

Durchfall ist das fir den Tierhalter auffalligste klinische Symptom einer gastrointesti-
nalen Erkrankung seines Hundes und einer der haufigsten Griinde aus denen Hun-
de in der Tierarztpraxis vorgestellt werden (BURROWS, 1983). Als Durchfall be-
zeichnet wird abnorm haufiger, abnorm weicher und in der Menge vermehrter Kotab-
satz (PHILLIPS, 1972).

Atiologisch kommen eine Vielzahl mdglicher Ursachen in Betracht. Neben diateti-
schen Mangeln, psychischen Faktoren oder systemischen Erkrankungen kdnnen
Infektionen des Magen-Darm-Kanals Durchfall auslésen. Im Folgenden sollen wich-

tige parasitare und bakterielle Durchfallerreger des Hundes beschrieben werden.

2.1.1 Enteroparasiten

Das Krankheitshild enteraler Parasitosen reicht von unspezifischen milden Diarrho-
en bis hin zu schweren hdmorrhagischen Enteritiden vorwiegend bei Welpen oder
geschwéchten Hunden. Der Gberwiegende Teil der Infektionen verlauft jedoch ohne
klinische Symptome (SHERDING u. BURROWS, 1992).

2111 Helminthen

Die enteroparasitischen Helminthen des Hundes werden in Nematoden (Rundwdir-

mer) und Cestoden (Bandwirmer) unterteilt.
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Weltweit am haufigsten beim Hund nachzuweisen ist die zu den Nematoden geho-
rende Askaridenart Toxocara canis (SHERDING u. BURROWS, 1992). Am Institut
fur Parasitologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover gelang der Nachweis die-
ser Parasiten im Zeitraum von 1984-91 in 6,9% der untersuchten Hundekotproben
(EPE et al., 1993, siehe Tabelle 2.1.2).

Die Toxokarose ist gekennzeichnet durch Husten, Erbrechen, schleimigen Durchfall,
akutes Abdomen, Darmverschluf? und allgemeiner Kréfteverfall. Betroffen sind in
erster Linie Welpen, die sich bereits intrauterin oder galaktogen durch hormonell
reaktivierte Larven aus der Muskulatur der Mutterhiindin infizieren. Beim Welpen
absolvieren die Prasiten ausgehend vom Darm eine Leber-Lungen-Wanderung,
wahrend der sie mehrere Larvenstadien durchlaufen, bevor sie tUber Trachea und
Oesophagus erneut in den Darm gelangen um dort ihre Entwicklung zu Adultes zu
vollenden (OVERGAAUW, 1997).

Die Infektion adulter Hunde erfolgt durch orale Aufnahme von infizierten Mausen
oder mit dem Kot ausgeschiedenen Oocysten. Beim erwachsenen Hund findet auf-
grund einer meistens bestehenden Immunitat nur eine unvollstandige Kérperwande-
rung statt. Sie endet in der Muskulatur, wo die Larven in Granulome eingeschlossen
werden und Uber Jahre hinweg symptomlos persistieren kénnen. (OVERGAAUW u.
BOERSEMA, 1998).

Den hohen latenten Durchseuchungsgrad der Population und die besondere Be-
deutung der Toxokarose beim Welpen verdeutlicht eine Untersuchung an 100 Hun-
defamilien aus Suddeutschland. Die Untersuchung ergab eine Oocystenausschei-
dung bei 67% der Wurfe und 45% der Mutterhindinnen (GOTHE u. REICHLER,
1990; siehe Tabelle 2.1.2).

In fakultativen Zwischenwirten wie z.B. M&usen, aber auch beim Menschen machen
die Larven als Larvae migrantes viscerales eine nur unvollstdndige Kérperwande-
rung durch und verursachen verschiedene teilweise schwerwiegende organische
Defekte. Beim Menschen sind vor allem zentralnervése Stérungen und Sehschaden
beschrieben (MAGNAVAL et al., 1997; DIETRICH et al., 1998).
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Toxascaris leonina, die zweite beim Hund vorkommende Askaridenart hat geringere
Bedeutung. Bei dieser Art erfolgt die Larvenentwicklung ausschlief3lich in der Darm-
wand.

Ebenfalls zu den Nematoden gehéren die Ankylostomen (Hakenwirmer), die beim
Hund mit zwei Arten vertreten sind, Ancylostoma caninum und Uncinaria stenoce-
phala. Ankylostomen absolvieren wie Toxocara canis eine Kérperwanderung, jedoch
nur nach perkutaner Infektion. Die infektiose Larve bohrt sich aktiv durch die Haut
des Wirts und gelangt lber eine Herz - Lungen - Oesophaguspassage in den Darm
um dort die Entwicklung zum Adultus abzuschlieRen. Nach galaktogener oder oraler
Infektion unterbleibt die Korperwanderung in der Regel. Adulte Wirmer besiedeln
vorwiegend das Jejunum, wo sie die Darmwand andauen und Blut saugen.

Infizierte Hunde sind anadmisch und zeigen allgemeinen Kréfteverfall. Meist wird blu-
tig breiiger Kot abgesetzt. Bei Jungtieren kann die Erkrankung tddlich verlaufen
(SCHNIEDER, 1996; EPE, 1999).

Beim Menschen wandern die Larven nach perkutaner Infektion als Larvae migrantes
cutaneae im Unterhautbindegewebe umher, wo sie extremen Pruritus verursachen
(STINGL, 1982). Enterale Infektionen mit Ancylostoma caninum sind beim Menschen
ebenfalls beschrieben (PROCIV u. CROESE, 1996; HENDRIX, 1996).

Die Nematodenfamilie der Trichuriden (Peitschenwirmer) ist beim Hund nur mit der
Art Trichuris vulpis vertreten. Die Larvenentwicklung dieses Parasiten findet im Darm
statt. Adulte Wirmer verankern sich in der Schleimhaut von Colon und Caecum und
saugen Blut. Starker Befall kann blutige Durchfélle verursachen und zu Anamie und
Abmagerung fihren (SHERDING u. BURROWS, 1992; BAUER et al., 1999).

Die Diagnose der Nematodeninfektionen erfolgt durch Anreicherungsverfahren an-
hand der charakteristischen mit den Faeces ausgeschiedenen Oocysten. Toxocara
canis kann auch anhand erbrochener adulter Wuiurmer diagnostiziert werden
(MEHLHORN, 1993).

Cestodeninfektionen verlaufen haufig asymptomatisch. Da Cestoden dem Chymus
erhebliche Mengen an N&ahrstoffen entziehen kdnnen, kommt es bei starkem Befall

zu Gewichtsverlust und allgemeinem Krafteverfall. Die hervorgerufenen Durchfall-
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symptome sind eher unspezifisch. Hamorrhagische Enteritiden oder lleus werden
nur sehr selten beobachtet (SHERDING u. BURROWS, 1992).

Bandwurmer folgen einem obligat mehrwirtigen Entwicklungszyklus. Der Endwirt
Hund scheidet terminale Bandwurmproglottiden aus, die fir Zwischenwirte infektiose
Oozysten enthalten. Nach oraler Infektion entwickeln sich in den Organen oder Ge-
weben des Zwischenwirts sog. Finnen. (siehe Tabelle 2.1.1). Hunde infizieren sich
durch orale Aufnahme finnenhaltiger Organe oder Gewebe von Zwischenwirten
(MEHLHORN, 1993), so daf} Cestoden- im Gegensatz zu Nematodeninfektionen als
Durchfallursache beim Welpen noch keine Bedeutung haben. In Tabelle 2.1.1 sind
die wichtigsten Bandwurmarten des Hundes aufgelistet.

Der in Europa bei Hunden am h&ufigsten nachgewiesene Bandwurm ist Dipylidium
caninum. Aufféallig wird die Infektion meist durch einen ausgepragten Juckreiz in der
Analgegend, der durch auswandernde Proglottiden verursacht wird (SHERDING U.
BURROWS, 1992). Zwischenwirte sind FI6he und Haarlinge, die vom Hund bei der
Fellpflege oral aufgenommen werden. Beim ZerbeiRen der Zwischenwirte kdnnen
Bandwurm-Zystizerkoide in der MundhOhle des Hundes freigesetzt und mit dem
Speichel durch Belecken auf den Menschen Ubertragen werden. Beim Menschen
bildet Dipylidium caninum im Gegensatz zu anderen Bandwurmarten keine Gewebe-
zysten sondern siedelt sich im Darm an. (NEAFIE u. MARTY, 1993;
BRANDSTETTER u. AUER, 1994).

Zu den wichtigstene Taenienarten des Hundes gehdren Taenia pisiformis, Taenia
ovis, Taenia hydatigena, Taenia multiceps, Taenia serialis und Taenia crassiceps.
Bei Hunden verlauft die Infektion meist subklinisch. Befallene Zwischenwirte zeigen
je nach Lokalisation der Finnen teilweise erhebliche gesundheitliche Stérungen
(siehe Tabelle 2.1.1; DEPLAZES u. ECKERT, 1988; EPE et al., 1993). Beim Men-
schen kdnnen Taenia multiceps und Taenia serialis zerebrale Coenurose bzw. Co-
enurose im Bindegewebe verursachen (PAU et al., 1990; BENGER et al.,1981).

Die Echinococcus - Arten sind als Zoonoseerreger von besonderer Bedeutung. Beim
Hund kommen zwei Arten vor, der dreigliedrige Hundebandwurm Echinococcus gra-

nulosus und der funfgliedrige Bandwurm oder Fuchsbandwurm Echinococcus multi-
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lokularis. Die Finnen von Echinococcus multilokularis, sog. multilokulare Zysten,
wachsen infiltrativ und metastasieren héaufig. Die Infektion ist fir betroffene Zwi-
schenwirte und fur den Menschen immer als lebensbedrohlich anzusehen. Die Fin-
nen von Echinococcus granulosus, sog. Hydatiden wachsen meist langsam und ex-
pansiv, so dafl} bei dieser Art bessere Heilungsaussichten bestehen. (ECKERT,
1997; TARATUTO u. VENTURIELLO, 1997).

Die Diagnose der einzelnen Bandwurmarten erfolgt anhand terminaler Proglottiden,
die mit dem Kot ausgeschieden werden. Durch Anreicherungsverfahren kénnen au-
Rerdem Oocysten nachgewiesen werden, wobei nur bei Dipylidium caninum anhand
seiner typischen Eipakete eine Artdiagnose moglich ist. Taenia- und Echinococcus -
Oocysten weisen keine morphologischen Unterschiede auf (MEHLHORN et al.,
1993).
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Tabelle 2.1.1: Ubersicht tiber die wichtigsten Bandwurm - Arten des Hundes

Bandwurmart |Zwischen- Finnen im Zwischenwirt Mensch
wirte
Dipylidium Flohe, Zystizerkoid Dipylidiasis
caninum Haarlinge
Taenia Nager, Zystizerkus
pisiformis Hasenartige
Taenia ovis Schafe, Zystizerkus in der Musku-
Ziegen latur
Taenia Pflanzen- Zystizerkus in Gekrése und
hydatigena fresser Leber
Taenia Schafe Coenurus cerebralis im|zerebrale
multiceps Gehirn Coenurose
Taenia serialis | Nager Coenurus im intermuskula- | Coenurose im
ren Bindegewebe Bindegewebe
Taenia Mause Zystizerkus
crassiceps
Echinococcus | Schweine, Hydatiden in Leber und|zystische
granulosus Wiederkauer, |anderen Organen (expan-|Echinokokkose
Pferde sives Wachstum)
Echinococcus |Nager multilokulare Zysten in Le-|alveolare
multilokularis ber und anderen Organen|Echinokokkose
(infiltratives, metastasie-
rendes Wachstum)
21.1.2 Protozoen

Unter den Protozoen sind vor allem die Giardien und die Kokzidien fiir den Hund von
Bedeutung (siehe Tab. 2.1.2).

Die wichtigste beim Hund vorkommende Giardienart ist Giardia canis. Da Giardien
teilweise nicht wirtsspezifisch sind und zwischen den einzelnen Arten nur geringe

Merkmalsunterschiede bestehen, wird nach wie vor diskutiert, die bei Haussaugetie-
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ren und Menschen vorkommenden Arten zu einer Art zusammen zu fassen
(KIRKPATRICK, 1987).

Giardieninfektionen verlaufen haufig subklinisch. Bei Jungtieren und geschwachten
Hunden treten neben akuten Durchfallen vor allem chronisch intermittierende,
schleimige, gelegentlich auch blutige Durchfélle auf. Eine Infektion kann unbehan-
delt monatelang persistieren (SHERDING u. BURROWS, 1992; KIRKPATRICK,
1987). Giardien besiedeln vorwiegend das Duodenum und Jejunum, wo sich die ve-
getativen Stadien, sog. Trophozoiten, an die Darmzoten heften und den Mikrovilli-
Rasen der Enterozyten beschadigen. Als infektibse Form werden Zysten mit dem
Kot ausgeschieden, die dber Wochen in der Umwelt Uberleben kénnen
(MEHLHORN et al., 1993).

Die Giardiasis gilt als Zoonose. Giardia lamblia, der Erreger der Giardiasis des Men-
schen konnte experimentell auf Hunde lbertragen werden (SHAW et al., 1977;
HEWLETT et al.,1982). Vergleichende Untersuchungen von Giardiaisolaten aus
Aborigenes und ihren Hunden in Australien ergaben jedoch genetische Unterschie-
de zwischen humanen und caninen Stammen, so dal} der Erregeraustausch zwi-
schen Hund und Mensch unter natirlichen Bedingungen nur eine untergeordnete
Bedeutung zu haben scheint (HOPKINS et al., 1997).

Die Diagnose erfolgt durch Nachweis der ausgeschiedenen Zysten mittels Anreiche-
rung oder durch Nachweis der Trophozoiten im Direktausstrich. Ein Antigennach-
weis in den Faeces ist ebenfalls moglich (KIRKPATRICK, 1987; HAHN et al.,1988).
Fur den Hund relevante Kokzidien sind die Isospora- und Cryptosporidium-Arten.
AulRerdem kdnnen Hammondia heydorni und verschiedene Sarcocystis-Arten nach-
gewiesen werden. Diese gelten aber als fur den Hund nicht pathogen (SHERDING
U. BURROWS, 1992).

Zu den caninen Isospora - Arten gehoren (Cysto)isospora canis, (Cysto)isospora
ohioensis und Isospora burrowsi. In unspezifischen Wirten wie z. B. Mausen bilden
Isospora - Arten Dauerstadien, sog. Dormozoiten, die fir den Hund infektés sind.
Nach oraler Aufnahme von Dormozoiten oder sporulierten Oozysten findet intrazel-

lular in den Darmepithelzellen eine Schizogonie und anschliel3end die Gamogonie
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statt. Ausgeschieden werden unsporulierte Oozysten, die dann in der Umwelt reifen.
Die Infektion verlauft meist symptomlos. Bei massivem Befall kommt es zu wéassrig-
blutigem Durchfall. Wenn erhebliche Teile der Darmschleimhaut zerstoért werden,
kann die Infektion letal verlaufen (MEHLHORN, 1993).

Von den Cryptosporidien kommt Cryptosporidium parvum als einzige Art beim Hund
vor. Im Gegensatz zu den Isospora-Arten vermehren sich Cryptosporidien extrazel-
lular. Die gebildeten Oozysten kdnnen bereits im Darm sporulieren und ihre Sporo-
zoiten freisetzen, was zu einem Massenbefall des infizierten Hundes fuhren kann
(MEHLHORN, 1993).

Die Kryptosporidiose verlauft meist asymptomatisch. Klinisch manifest wird die In-
fektion in erster Linie bei Jungtieren (WILSON et al., 1983). Symptome sind wal3rig-
schleimiger Durchfall, Maldigestion, Malabsorbtion durch Atrophie der Mikrovilli, De-
hydratation und gelegentlich Fieber. Oft ist die Kryptosporidiose mit anderen Infek-
tionen vergesellschaftet (FUKUSHIMA u. HELMAN, 1984).

Cryptosporidium parvum gilt als Zoonoseerreger. Neuere Untersuchungen zeigten
jedoch, dal} Isolate von verschiedenen Tierarten und vom Menschen genetische
Unterschiede aufweisen (XIAO, 1999).

Die Diagnose erfolgt durch Anreicherungsverfahren aus frisch abgesetztem Kot an-
hand der Gro6Re und des Sporulationszustands nachgewiesener Oozysten
(MEHLHORN, 1993).

10
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Tabelle 2.1.2: Nachweishaufigkeit verschiedener Enteroparasiten beim Hund

Enteroparasitenart Nachweishaufigkeit [%]
(2) Wirfe (2) Mutterhiindinnen (2)

Toxocara canis 6,9 67 45
Giardia spp. 6,0 - -
Isospora spp. 4,2

Isospora burrowsi 36 24

Isospora canis 16 8
Sarcocystis spp. 3,0 12 19
Ancylostomen 2,5 6 7
Trichuris vulpis 2,5 6 -
Toxascaris leonina 1,1 3 8
Dipylidium caninum [1,1 - -
Taenien 1,0 - -
Hammondia heydorni | 0,2 7 6

(1) Antell positiver Proben von 3329 in den Jahren 1984 -1991 am Institut fir Para-
sitologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover untersuchten caninen Kotpro-
ben (EPE et al., 1993)

(2) Anteil oocystenausscheidender Wirfe bzw. Mutterhindinnen von 100 unter-
suchten Hundefamilien aus Siddeutschland (GOTHE u. REICHLER, 1990)
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2.1.2 Bakterielle Durchfallerreger

Die bakteriellen Durchfallerreger werden in fakultativ pathogene und obligat patho-
gene Keimarten unterteilt. Fakultativ pathogene Keime wie z.B. Proteus spp., Pseu-
domonas spp., Klebsiella spp., Staphylokokken und Clostridien verursachen nur bei
einer Storung des mikrodkologischen Gleichgewichts Durchfallsymptome. In einem
intakten physiologischen Darmmilieu werden sie im Gegensatz zu obligat pathoge-
nen Keimen in der Regel symptomlos toleriert.

Zu den obligat pathogenen Keimen gehéren enteropathogene Stdmme der Arten
Escherichia (E.) coli (siehe Kapitel 2.2), Campylobacter (C.) spp., Yersinia (Y.) spp.
und Salmonella (S.) enterica (SELBITZ, 1992). Da Salmonellen und Yersinien in den
in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kotproben nachgewiesen werden konnten,

sollen diese Keime im Folgenden kurz beschrieben werden.

2121 Yersinien

Yersinien sind gramnegative, gelegentlich kokkoide Stdbchenbakterien, deren Be-
weglichkeit auf einen Temperaturbereich von 22-28°C beschrankt ist. Die Gattung
Yersinia besteht aus den Arten Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Y.
frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. rhodei, Y. aldovae, Y. mollarettii Y.
bercovieri und Y. ruckeri.

Y. pestis ist der Erreger der Pest beim Menschen. Y. pseudotuberculosis und be-
stimmte Serovaren von Y. enterocolitica verursachen Yersiniosen bei Mensch und
Haussaugetier. Y. ruckeri ist als Erreger der Rotmaulseuche bei Salmoniden be-
schrieben. Bei den Ubrigen Yersinienarten handelt es sich um apathogene Umwelt-
keime mit gelegentlich saprophytarer Lebensweise (ALEKSIC™ u. BOCKEMUHL,
1990).

Y. pseudotuberculosis verursacht meist subakut bis chronisch verlaufende Allge-
meininfektionen mit nekrotischen Herden in Organen und Darmlymphknoten. Seu-

chenhafte Erkrankungen treten vor allem in Nagetierzuchten, bei Zootieren und in
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Geflugelhaltungen auf. Bei Wildtieren, Nutz- und Heimtieren stehen Einzeltierer-
krankungen und latente Infektionen im Fordergrund. Y. pseudotuberculosis besitzt
eine hohe Tenazitat und kann in der Umwelt Uber Monate persistieren. Als Erreger-
reservoire gelten Nager und Wildvogel. Bei Hunden konnte Y. pseudotuberculosis
ebenfalls nachgewiesen werden, jedoch handelte es sich ausschlief3lich um gesun-
de Tiere, Krankheitsfalle sind nicht beschrieben (FUKUSHIMA et al.,, 1984,
SHERDING U. BURROWS, 1992).

Y. enterocolitica kommt bei allen warmblitigen Wild- Nutz- und Heimtieren, sowie
bei Fischen, Schalentieren und Reptilien vor, wobei aber nur wenige Serovaren als
pathogen einzustufen sind. Menschen erkranken in erster Linie durch die Serogrup-
pen O3, 05, 027 und O9 (HEESEMANN u. KARCH, 1995).

Bei gesunden Hunden konnte Y. enterocolitica mit einer Pravalenz von 1-6% nach-
gewiesen werden (WOOLEY et al.,, 1980; YANAGAWA et al., 1978). Durchfaller-
krankungen sind in Einzelfallen ebenfalls beschrieben (PAPAGEORGES et al.,
1983; FARSTADT et al., 1976).

Beim Menschen verursacht Yersinia enterocolitica fieberhafte Allgemeinstdrungen,
denen Durchfalle folgen. Dartber hinaus kdnnen durch diesen Erreger immunpa-
thologische Reaktionen wie Arthritiden und Erythema nodosum hervorgerufen wer-
den (HEESEMANN u. KARCH, 1995).

Die Pathogenitat von Yersinien ist an das Vorhandensein eines Virulenzplasmids
gebunden, das fur mehr als 15 Proteine kodiert die als Yop (Yersinia outer proteins)
bezeichnet werden und unter anderem fir die Serum- und Phagozytoseresistenz, fur
die Kollagenbindung und fur die Zytotoxizitat verantwortlich sind. Weitere wichtige
Virulenzfaktoren sind ein chromosomal kodiertes hitzestabiles Enterotoxin, ein Inva-
sin und ein Eisenaufnahmesystem (HEESEMANN, 1990).

Zur Anzucht von Yersinien werden verschiedene feste Nahrboden wie z.B. MacCon-
key-Agar oder Cefsulidin-Irgasan-Novobiocin-Agar verwendet. Die Anreicherung
erfolgt in verschiedenen Flussigmedien, die fur 2-21 Tage bei 22-29°C bebriitet
werden. Um pathogene von apathogenen Stamme abzugrenzen muld der Erregeri-

solierung eine Serotypisierung und Biotypisierung folgen. Bei Yersiniosefolgeer-
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krankungen wie Arthritis oder Erythema nodosum kann die Verdachtsdiagnose durch
serologische Methoden, wie die Widal-Agglutination bestatigt werden. AulRerdem
steht ein klassenspezifischer Immunoblot unter Verwendung von plasmidkodierten
Antigenen zur Verfugung (ALEKSIC u. BOCKEMUHL, 1990; HEESEMANN u.
KARCH, 1995).

2.1.2.2 Salmonellen

Salmonellen sind gramnegative, bewegliche Stabchenbakterien, die nach aktueller
Nomenklatur Gberwiegend der Art S. enterica angehéren. Anhand antigener Oberfla-
chenstrukturen erfolgt eine Einteilung in Serovaren, wobei Serovaren mit gleichen
Hauptoberflachenantigenen zu Gruppen zusammengefal3t werden (MC WHORTER-
MURLIN u. HICKMANN-BRENNER, 1994; siehe Tabelle 2.1.3).

Derzeit sind etwa 2300 Salmonellen - Serovaren bekannt, von denen jedoch nur et-
wa 10-15 als Krankheiterreger bei Hausséugetieren und beim Menschen Bedeutung
erlangt haben (MEYER, 1999).

Aus epidemiologischer Sicht wird zwischen speziesadaptierten und nicht spezi-
esadaptierten Serovaren unterschieden. Speziesadaptierte Serovaren wie z.B. S.
Abortusequi (Pferd), S. Gallinarum-Pullorum (Huhn) oder S. Typhi (Mensch) verur-
sachen bei der betreffenden Tierart typhoide Erkrankungen, sog. primare Salmo-
nellosen. Bei anderen Tierarten sind sie dagegen nur selten anzutreffen. Beim Hund
konnten bisher keine speziesspezifischen Serovaren nachgewiesen werden
(AMTSBERG u. KIRPAL, 1978).

Nicht speziesadaptierte Serovaren mit geringer Virulenz sind z.B. S. Agona, S. In-
fantis oder S. Hadar. Sie treten nur sporadisch auf und verursachen nur in Einzel-
fallen klinisch manifeste Salmonellosen.

Zu den wichtigsten Zoonoseerregern gehéren S. Enteritidis und S. Typhimurium, die
den weitaus Uberwiegenden Anteil der Salmonelleninfektionen verursachen und

schwere Erkrankungen mit Todesféllen hervorrufen kdnnen (MEYER, 1999).
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In einer Untersuchung von WEBER (1983) an gesunden Hunden in Nordbayern wa-
ren 2,0 - 18,9% der Kotproben Salmonella- positiv. Nachgewiesen wurden unter an-
derem S. Enteritidis, S. Typhimurium und S. Dublin.

Nach einer Statistik des Landesuntersuchungsamts fir Gesundheitswesen Nord-
bayern waren in Nordbayern in den Jahren 1975 - 1994 in 3,45% von 2985 unter-
suchten Hundekotproben Salmonellen nachzuweisen. Die Isolate gehérten zu 32
verschiedenen Serovaren, wobei S. Typhimurium mit 33% am haufigsten vorkam
(WEBER et al., 1995). Nach statistischen Erhebungen des Bundesinstitust fir ge-
sundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin waren 1996 bei 1,6% von
8812 untersuchten Hunden in Deutschland Salmonellen festzustellen. 16% der Kot-
proben waren positiv fir S. Enteritidis und 43% fur S. Typhimurium. S. Dublin konnte
nicht nachgewiesen werden (HARTUNG u. HELMUTH, 1998).

Bei landwirtschaftlich genutzten Tieren und beim Menschen stellen Salmonellosen
ein globales Gesundheitsproblem dar. Ab Mitte der achziger Jahre war europaweit
ein deutlicher Anstieg der Salmonelleninfektionen zu beobachten, der in Deutsch-
land 1992 mit 195 400 gemeldeten Krankheits- und 229 Todesfallen beim Menschen
einen vorlaufigen Hohepunkt erreichte (MEYER, 1999).

Beim Hund werden Salmonellosen dagegen nur selten und meist im Zusammenhang
mit pradisponierenden Faktoren wie Stref3, Primarerkrankungen, Hospitalismus,
chirurgischen Eingriffen oder Behandlung mit Glukokortikoiden oder Chemothera-
peutika klinisch manifest (NIEMAND u. SUTER, 1994).

Grundsatzlich kénnen vier Verlaufsformen unterschieden werden. 1. Die inapparente
Infektion 2. die Salmonellen-Gastroenteritis, gekennzeichnet durch waRrigen oder
schleimigen in schweren Féllen blutigen Durchfall mit Vomitus, Tenesmus, Fieber,
Anorexie, Abgeschlagenheit und fortschreitender Dehydratation, 3. die endotoxami-
sche oder septische Verlaufsform mit schweren Allgemeinstérungen und cardiovas-
kularen Schocksymptomen und 4. die Organmanifestation mit fokalen Nekrosen,
Polyarthritis, Pneumonie und ZNS-Stérungen. (SHERDING U. BURROWS, 1992;
NIEMAND u. SUTER, 1994).
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Die Ubertragung erfolgt in erster Linie durch kontaminierte Futter- und Lebensmittel.
Aufgrund der relativ hohen infektidsen Dosis von mindestens 10°-10° Keimen kommt
es in der Regel nur dann zur Infektion, wenn sich der Erreger nach der Primérkon-
tamination im Futter- oder Lebensmittel vermehren konnte. Schmierinfektionen sind
ebenfalls beschrieben, spielen aber nur eine untergeordnete Rolle (HARTUNG u.
HELMUT, 1997).

Wesentliche Virulenzeigenschaften pathogener Salmonellenstamme sind zum einen
ihre Fahigkeit zur Zellinvasion und intrazellularen Lebensweise und zum andern ihre
Fahigkeit, Abwehrmechanismen des Korpers Uberwinden und dartiber hinaus sogar
Zellen des korpereigenen Immunsystems als Vehikel zur systemischen Ausbreitung
benutzen zu kdnnen.

Im Mausmodell sind spezialisierte Enterozyten auf den Peyerschen Platten des Je-
junums, sog. M-Zellen primare Zielzellen der Invasion. Bei anderen Versuchstieren
wie Kaninchen, Kalbern und Schweinen konnte dieser Zelltropismus jedoch nicht
festgestellt werden (JONES et al., 1994; GIANELLA et al.,1973; SMITH u. JONES,
1967). Unter naturlichen Bedingungen besiedeln Salmonellen wahrscheinlich haupt-
sachlich das Colon, wo sie schwere Epitheldefekte und Entziindungsreaktionen in
der Lamina propria und den Mesenteriallymphknoten verursachen (MC GOVERN u.
SLAVUTIN, 1979).

Die initiale Anheftung an Enterozyten erfolgt wahrscheinlich tierart- und zellspezi-
fisch Uber verschiedene Fimbrien. Bei S. Typhimurium konnten bisher folgende vier
Typen identifiziert werden, Typ 1 (Fim) -Fimbrien mit noch ungeklarter Funktion, au-
Rerdem long polar (LP), plasmid encoded (PE) und thin aggregative (curli) -Fimbrien
(BAUMLER et al., 1997). Curli - Fimbrien ermoglichen den Bakterien neben der An-
heftung an Wirtszellen auch die Bildung von Konglomeraten, was das Uberwinden
der Saurebarriere des Magens erleichtert (COLLINSON et al., 1993).

Die Fahigkeit der Salmonellen, in Enterozyten einzudringen ist an das Vorhanden-
sein eines Invasionsplasmids gekntpft. Dieses Plasmid kodiert unter anderem fur
verschiedene Komponenten eines in seiner Funktionsweise noch ungeklarten Typ Il

- Sekretionssystems und fur Effektorproteine, die zur Invasion notwendige Umstruk-

16



Literaturibersicht

turierungsprozesse im Zytoskelett der Wirtszellen stimulieren (GALAN u. CURTISS,
1989; FINLAY et al., 1991). AuBerdem plasmidkodiert ist das aul3eres Membran-
protein Rck (resistance to complement Killing), das fir die Serumresistenz mancher
Salmonellenstdmme verantwortlich ist (HACKET et al., 1987).

Die Serumresistenz und die Fahigkeit nach Phagozytose den enzymatischen Abbau
in den Makrophagen verhindern zu kdnnen, ermdglicht den Salmonellen sich tber
den Blutstrom im gesamten Organismus auszubreiten und sich in verschiedenen
Organen abzusiedeln. Hier kbénnen sie Uber langere Zeit persistieren, ohne klinische
Symptome auszulésen (LOOS u. WASSENAAR, 1994).

Die Bedeutung von Entero-, Endo-, und Zytotoxinen bei der Auslésung von Durchfall
ist unklar. Wahrscheinlich wird Durchfall vorwiegend durch Prostaglandine verur-
sacht, die wahrend der Entziindungsreaktion in der Darmschleimhaut freigsetzt wer-
den. Prostaglandine erh6hen die Adenylatzyklaseaktivitat, was zu einer verminder-
ten Na® -Ruckresorption und vermehrten CI* -Sekretion der Enterozyten fiihrt
(GIANELLA et al., 1973).

Zum Nachweis von Salmonelleninfektionen wird eine Kombiantion aus fliissigen An-
reicherungsmedien und festen Selektivnahrbéden verwendet. Die ldentifizierung
erfolgt mittels spezifischer Antisera in der Objekttrageragglutination (BISPING u.
AMTSBERG, 1988). Fir epidemiologische Fragestellungen stehen aufwendigere
Verfahren wie Lysotypie, Elektrotypisierung, DNS-Fingerprinting, Plasmid-, Outer-
Membran-Protein- und Resistenzprofilanalyse zur Verfugung (HELMUTH et al.,
1990)
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Tabelle 2.1.3: Wichtige Salmonella - Serovaren

Gruppe Haupt-O- Serovar Wirt
Antigen
Gruppe B 04 S. Typhimurium Zoonoseerreger
S. Heidelberg nicht speziesspezifisch
S. Abortusequi Pferd (Genitaltrakt)
S. Abortusovis Schaf (Genitaltrakt)
S. Paratyphi B Mensch
Gruppe C1 O:7 S. Choleraesuis Schwein, aber auch ande-
re Spezies
S. Infantis nicht speziesspezifisch
Gruppe D1 09 S. Typhi Mensch
S. Enteritidis Zoonoseerreger
S. Dublin Rind, aber auch andere

Spezies
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2.2 Darmpathogene Escherichia coli

Enterobakteriaceen der Art Escherichia coli gehdren zu den in bakteriologischen
Untersuchungen am haufigsten angeziichteten Keimen. Es handelt sich um
gramnegative, fakultativ anaerob wachsende Stadbchenbakterien, benannt nach
ihrem Erstbeschreiber, dem deutschen Mediziner Theodor Escherich. Bei den
meisten homoiothermen Tierarten einschliel3lich des Menschen bewohnen E. coli
- Bakterien das Dickdarmlumen, wo sie als wichtiger Teil der physiologischen
Darmflora wesentlich Anteil am ungestorten Ablauf der Verdauungsfunktionen
haben (DRESAR u. HILL, 1974). An ihrem naturlichen Standort erftllen E. coli -
Bakterien vielfaltige Aufgaben: Sie halten das anaerobe Milieu im Dickdarmlumen
durch Sauerstoffverbrauch aufrecht und ermdéglichen somit den Anaerobiern das
Uberleben. Durch die Produktion von bakteriziden Substanzen, sogenannten Colici-
nen leisten Colibakterien einen wichtigen Beitrag zur mikrobiellen Barriere des Inte-
stinaltraktes. Auf3erdem schreibt man E. coli einen Einflul3 auf die Zytokinregulation
und damit Funktionalitdét des darmassoziierten Immunsystems zu (KARCH 1999,
personl. Mitt.).

Allerdings ist bei dieser Bakterienspezies auch ein breites Spektrum von pathoge-
nen Wirkungstypen bekannt: uropathogene, sepsis- und meningitis- verursachende
sowie verschiedene darmpathogene E. coli (AARSKOV u. ARSKOV, 1985; BEUTIN,
1990). Diese pathogenen Varianten unterscheiden sich von den apathogenen Coli-
stammen durch die Prasenz von Virulenzgenen. Die Vielfalt der Krankheitsbilder und
die immer bessere Aufklarung der Pathogenitatsmechanismen, fuhrte zu der Unter-
teilung der darmpathogenen E. coli in bisher 5 Untergruppen (siehe Tabelle 2.2.1).
Daruber hinaus sind weitere darmpathogene E. coli - Stdmme bekannt, die keiner

der genannten Gruppen zugeordnet werden kénnen.
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Tabelle 2.2.1: Einteilung darmpathogener E. coli

Gruppe Virulenzfaktoren Erkrankung bekannt
seit
Adhéasine Toxine
Enteropathogene BFP, Dysenterie bei NETER et
E. coli (EPEC) Intimine Séauglingenund  al., 1955
Jungtieren
Enterotoxische CFAI,CFAII LT, Reisediarrhoe SACK et
E. coli (ETEC) F4 (K88), STa, STb beim Menschen, al.,
F5 (K99), cholraghnliche 1971
F6 (987P), Diarrhoe bei
F41 Mensch und Tier
Enteroinvasive Ipa EIET ruhrahnliche Di- DU PONT
E. coli (EIEC) ShET arrhoe beim etal., 1971
Menschen
Enteroaggregative EAST1 Sauglingsenteri- VIAL et al.,
E. coli (EAEC) Zytotoxin tis, kindliche 1988
Hamolysin Entwicklungs-
stérungen beim
Menschen
Enteroh&morrha- Intimine Stx1, HUS, HC, TPP RILEYet
gische E. coli Stx2, Stx2- beim Menschen  al., 1983
(EHEC) Varianten, Odemkrankheit
EHEC-HIly beim Schwein

BFP = bundle forming pilus

CFA = colonization factor antigen

EAST-1 = Enteroaggregatives hitzesa-
tabiles Toxin - 1

E-Hly = EHEC - Hamolysin

EIET = Enteroinvasives Enterotoxin

F = Fimbrien - Antigene

HC = hamorrhagische Colitis

HUS = hamolytisch - urdmisches

Syndrom

Ipa = invasion plasmid antigen

K = Kapselantigen

LT = Hitzelabiles Toxin

P = Pilusantigen

ShET = Shigellenenterotoxin

ST = Hitzestabiles Toxin

Stx = Shigatoxin

TTP = thrombotisch - thrombozytopeni-
sche Purpura
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2.2.1 Darmpathogene Escherichia coli bei Hunden

Bei Hunden konnten bisher EPEC, ETEC und STEC nachgewiesen werden. Die iso-
lierten Stamme gehorten in der Regel jedoch nicht zu den aus der Humanmedizin

bekannten Serovaren und wiesen meist kein vollstandiges Virulenzmuster auf.

EPEC - Bakterien sind durch folgende Virulenzmerkmale charakterisiert: Sie bil-
den keine Shiga- oder Enterotoxine. Wie EHEC produzieren sie jedoch chromo-
somal kodierte Intimine, die es ihnen ermdglichen, sog. attaching and effacing
(AE) - Lasionen an der Darmwand zu verursachen. Die kodierenden Gene wer-
den als E. coli attaching and effacing (eae) - Gene bezeichnet (siehe Kapitel
2.2.4.1). Die meisten EPEC besitzen ein sog. EPEC- adherence factor (EAF) -
Plasmid, das fur bindelférmige Pili mit Homologie zur Familie der Typ 4 Fimbri-
enadhasine kodiert. Mittels solcher sog. bundle forming pili (BFP), sind sie in der
Lage, sich in Haufen an Gewebekulturzellen anzulagern. Das entstehende Adha-
renzmuster wird als localized adherence (LA) bezeichnet. Welche Rolle BFP als
Anheftungsfaktoren an Enterozyten spielen ist noch unklar (LAW, 1994,
NATARO u. KAPER, 1998).

Da die kodierenden Gene fir die genannten Virulenzfaktoren bekannt sind, ste-
hen zum Nachweis der EPEC genotypische Verfahren wie die DNS-DNS-
Hybridisierung und die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Verfiigung. Die
Diagnostik richtet sich dabei in erster Linie auf den Nachweis von eaf-
Gensequenzen, erganzt durch den Nachweis von eae- und bfp- Genen (KAPER,
1996). Attaching and effacing -Lasionen kdnnen mittels des Fluoreszenz-Aktin-
Farbungstests (FAS-Test) nachgewiesen werden. Dieser Test ist jedoch sehr
arbeitsintensiv und deshalb fir die Routinediagnostik nicht geeignet (KNUTTON
et al., 1989).

Das durch EPEC verursachte Krankheitsbild ist gekennzeichnet durch chronisch
rezidivierende wassrige Durchfélle mit Schleimbeimengungen bei Kindern unter

6 Monaten, sowie Enteritiden bei neugeborenen Kalbern, Kaninchen, Lammern
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und Ferkeln (KAPER, 1996; MOON et al., 1983; MOXLEY u. FRANCIS, 1986;
JANKE, 1989).

Uber das Vorkommen von EPEC bei Hunden ist wenig bekannt. Bei in der Mehr-
zahl unter 3 Monate alten durchfallkranken Hunden konnten eae-positive E. coli -
Stamme nachgewiesen werden, die zum Teil zusatzlich eaf- und bfp- Gense-
guenzen trugen. Es handelte sich jedoch Uberwiegend nicht um beim Menschen
vorkommende EPEC - Serovaren (JANKE et al., 1989; DROLET et al., 1994,
BEAUDRY et al., 1996).

Zum Virulenzmuster der ETEC gehotren verschiedene plasmidkodierte Fimbri-
enadhesine, die fur die Wirtsspezifitdt der Erreger verantwortlich sind (siehe
Tab. 2.2.1). AuBerdem produzieren ETEC ebenfalls plasmidkodierte hitzelabile
(LT) und hitzestabile (ST) Enterotoxine. Die hitzelabilen Enterotoxine werden in
LTI und LTIl eingeteilt. Sie bestehen aus funf rezeptorbindenden B-
Untereinheiten, die an die GM;-Gangliosid-Rezeptoren der Enterozyten binden
und einer A-Untereinheit mit Enzymwirkung. Die A-Untereinheit aktiviert
zytoplasmatische Adenylatzyklasen, was zu einer intrazellularen Anreicherung
von zyklischem AMP und damit zu einer gesteigerten Sekretion der Kryptenzel-
len und einer verminderten Absorptionsleistung der Zottenspitzenzellen der
Darmschleimhaut fuhrt. Die hitzestabilen Toxine kdnnen ebenfalls in zwei Typen,
STa und STb eingeteilt werden, wobei STa Toxine ihrerseits nochmals in ST-
porcine (STla) und ST-human (STIb = STh) unterteilt werden. ST binden an api-
kale Guanylatzyklasen und stimulieren deren Aktivitat. Der daraus resultierende
Anstieg des zyklischen GMP fiihrt ebenfalls zu einer gesteigerten Sekretions-
und verminderter Absorptionsleistung der Enterozyten (NATARO et al., 1998;
GYLES, 1994).

Zum Nachweis der ETEC stehen folgende Tests zur Verfiigung. Toxingene kon-
nen mittels PCR oder Kolonienblot - Hybridisierung und die Toxine mittels Enzy-
me-linked immunosorbent assay (ELISA) nachgewiesen werden. Zum Nachweis

der Toxinaktivitat werden biologische Testsysteme wie der Babymaustest, der
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Darmligaturtest und der Y-1 Adrenalinzell - Test eingesetzt (DEAN et al., 1972;
DONTA et al., 1974; YOLKEN et al., 1977; CRYAN, 1990).

Klinisch manifeste ETEC-Infektionen verlaufen choleraahnlich, gekennzeichnet
durch hochgradig wassrige Diarrhoe mit Dehydratationssymptomatik. Betroffen
sind in erster Linie Jungtiere wie Ferkel, Lammer und Kéalber. Beim Menschen
erkranken vor allem Kinder in Entwicklungslandern, aulerdem lassen sich etwa
70% der Reisediarrhéen auf diese Erreger zurickfihren.

Bei gesunden Hunden konnten ETEC - Bakterien nicht nachgewiesen werden.
Durchfallkranke Hunde waren dagegen zu 2,7 - 31,1% der Félle mit diesen Erre-
gern infiziert. Betroffen waren Uberwiegend Jungtiere. Die isolierten Stdmme
produzierten hitzestabile Toxine. (RICHTER et al.,, 1984; OLSON et al., 1985;
HAMMERMUELLER et al., 1995). Vereinzelt konnten auch ETEC - Stamme iso-
liert werden, deren Toxine eine &hnliche biologische Aktivitat zeigten wie die hit-
zelabilen Toxine, ohne jedoch mit diesen identisch zu sein (WASTLHUBER,
1998). Keiner der Stamme besal’ die Fimbrienantigene K88 (F4), K99 (F5), CFAI
(F2) und CFAIl (F3), ausgenommen einige O42:H37 ETEC- Stamme, die das
Fimbrienantigen K99 aufwiesen, das haufig bei bovinen ETEC vorkommt
(RICHTER et al., 1984; Olson et al., 1985). Alle nachgewiesenen caninen ETEC
- Stamme gehorten zu Serogruppen, die bei anderen Haussaugetieren und beim

Menschen nicht oder nur selten vorkommen (WOLF, 1997).

Bei EHEC handelt es sich definitionsgem&l um Shigatoxin-bildende E. coli
(STEC), die beim Menschen Krankheiten hervorrufen (BEUTIN et al. 1994). Als
fur den Menschen virulentester Serotyp gilt EHEC O157:H7. Bei Hunden sind
zwei Féalle einer EHEC O157:H7 - Infektion beschrieben. In einem Fall handelte
es sich um einen gesunden Hund, im andern Fall sind keine Angaben zum Ge-
sundheitszustand bekannt (TREVENA, 1996; KHAKHRIA et al., 1990).

STEC konnten bei gesunden und durchfallkranken Hunden etwa gleich h&ufig
nachgewiesen werden. Gesunde Hunde waren zu 3,2-12,3% STEC- Ausschei-
der, Hunde mit Durchfall schieden STEC in 8,9% der Falle aus (BEUTIN et al.,
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1993; BEUTIN et al., 1995; GALLIEN et al., 1994, HAMMERMUELLER et al.,
1995). (Virulenzfaktoren und Nachweismethoden der STEC siehe Kapitel 2.2.4).
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2.2.2 Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC)

EIEC zeigen eine enge biochemische und genetische Verwandtschaft zu den Shi-
gellen sowie ein dhnliches Pathogenitdtsmodell. Sie dringen in die Epithelzellen des
lleums und des Colons ein und vermehren sich intrazellular. Dies fuhrt zur Schadi-
gung der Wirtszellen, die schliel3lich zugrunde gehen. Hieraus resultiert eine heftige
entzindliche Reaktion mit Ulzerationen der Darmschleimhaut. Histopathologisch
finden sich Mikroabszesse, was sich klinisch in einem ruhréhnlichen Krankheitsbild
manifestiert. Es kommt zu hauptsachlich wafrigen Stuhlentleerungen, die in blutige
ruhradhnliche Durchfélle tbergehen kénnen (DU PONT et al., 1971).

2221 Pathogenitatsfaktoren

EIEC sind nicht motil und biochemisch deutlich weniger aktiv als andere E. coli
(TOLEDO et al., 1983). Die Invasivitat ist an den Besitz eines ca. 200 kb grof3en
Plasmids gekoppelt. Dieses Plasmid wurde pINV genannt und findet sich auch bei
den Shigellen (HARRIS et al., 1982). Das Plasmid kodiert unter anderem fur so-
genannte Ipa-Proteine (invasion plasmid antigen), wobei die Funktionsweise die-
ser Proteine noch nicht eindeutig geklart ist (HALE 1991).

Zur Pathogenitat der EIEC tragt au3erdem noch die Produktion von Enterotoxinen,
EIET und ShET bei. Das kodierende Gen sen (shigella enterotoxin-Gen) ist eben-
falls plasmidkodiert (NATARO et al., 1995).

2.2.2.2 Diagnostik

Die Diagnose der EIEC gelang friher nur Gber den sogenannten Keratokonjunktivtis-
test an Meerschweinchen (Sereny-Test) (SERENY, 1957). Aus Tierschutzgrinden

wird dieser Test in Deutschland nicht mehr durchgefihrt.
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Inzwischen stehen Gensonden zur Verfigung, die einen Teil der DNA-Sequenz des
INV-Plasmids erkennen. Der Nachweis der Invasionsgene kann auch mittels einer
PCR erfolgen (FRANKEL et al., 1990). Es bleibt aber zu beachten, dal3 alle ge-
nannten Nachweismdglichkeiten genauso positiv ausfallen, wenn Shigellen im Un-
tersuchungsmaterial vorhanden sind, denn Shigellen und EIEC zeigen weitreichen-
de genetische Gemeinsamkeiten. Auf die grundsatzliche biochemische Identifizie-
rung der Krankheitserreger als E. coli oder als Shigellen kann also nicht verzichtet
werden (WOOQOD et al., 1986; TAYLOR et al., 1988).

EIEC besitzen in der Regel keine Kapselantigene. lhre Verbreitung ist auf wenige E.
coli - Serovaren beschrankt. Die meisten EIEC kdnnen folgenden Serogruppen zu-
geordnet werden: O28:H", 0124:H30, O136:H", O144:H" und O173:H" (ARSKOV et
al., 1991).

2.2.2.3 Epidemiologie

Epidemiologische Untersuchungen lassen vermuten, dal3 etwa 1-4% der Durchfall-
erkrankungen beim Menschen durch EIEC verursacht werden, wobei kein Unter-
schied zwischen den Entwicklungslandern und Europa zu bestehen scheint
(BEUTIN, 1990).

Die Ubertragung der EIEC erfolgt entweder durch Schmierinfektion von Mensch zu
Mensch oder Uber kontaminiertes Trinkwasser, seltener tber Lebensmittel. Heute ist
noch unklar, ob der Mensch das einzige Reservoir fir EIEC darstellt oder ob es
noch weitere Wirte gibt. Bei Hunden konnten EIEC bisher nicht nachgewiesen wer-
den (BEUTIN, 1999).
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2.2.3 Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC)

Diese Gruppe der darmpathogenen E. coli wurde 1987 anhand des charakteristi-
schen Phanotyps im HEp-2-Zellen-Adharenztest identifiziert. Im HEp-2-Zellen-
Adharenztest zeigen EAEC das typische aggregative Adharenzmuster, bei dem die
Bakterien an der Oberflache der HEp-2 Zellen wie auch zellunabhangig back-
steinartig geschichtete Konglomerate bilden (NATARO et al., 1992, VIAL et al.,
1988).

In vivo heften sich EAEC an die Schleimhautepithelzellen des Darms, wo sie eine
heftige Schleimproduktion induzieren. Daruber hinaus wurden an den betroffenen
Epithelzellen des Darms zytotoxische Effekte beschrieben. Im Tiermodell beobach-
tete man an der infizierten Darmschleimhaut von Ratten, Kaninchen und Schweinen
verkirzte Mikrovilli, hamorrhagische Nekrosen auf den Spitzen der Villi, eine milde
Entziindung mit Odem und mononuklearer Infiltration der Submukosa (VIAL et al.,
1988; TZIPORI et al., 1992).

Beim Menschen, insbesondere bei Kindern, verursachen EAEC persistierende, wal3-
rige Durchfallerkrankungen. Ausbriche von EAEC-Infektionen mit zum Teil todli-
chem Ausgang sind beschrieben (ESLAVA et al., 1993).

AulBer ihrer Darmpathogenitat scheinen die EAEC aber noch eine weitere magli-
cherweise viel bedeutendere Eigenschaft zu besitzen: EAEC werden mit kindlichen
Wachstumsverzogerungen in Verbindung gebracht. Die Besiedlung der Darm-
schleimhaut mit EAEC scheint auch ohne Durchfallerkrankung mit vermindertem
Langenwachstum sowie geringerem Gewicht der Patienten korreliert zu sein
(KARCH 1999, personl. Mitt.).

2231 Pathogenitatsfaktoren

Die Virulenz der EAEC liegt auf einem 55 bis 65 MDa grofRes Plasmid (VIAL et al.,

1988). Oft besitzen die EAEC noch weitere kleinere Plasmide. Das grof3ere Plasmid
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ist fir die Ausbildung der aggregativen Adharenz verantwortlich und enthalt die ge-
netische Information fur die Produktion von Fimbrien. Plasmidkodiert ist auch die
Produktion eines hitzestabilen Enterotoxins und eines hitzelabilen Toxins
(SAVARINO et al., 1991 und 1993; NATARO et al., 1992 und 1993). Das hitzestabile
Enterotoxin (EAST 1) der EAEC ist ein Polypeptid mit 38 Aminosauren und vier Cy-
steinresten. Die toxische Aktivitat von EAST 1 ist mit einer Erhdhung des zyklischen
GMP-Spiegels an der Darmschleimhaut assoziiert. Man geht davon aus, dal3 EAST
1 die Guanylatzyklase stimuliert, ebenso wie STa, das Enterotoxin der ETEC, zu
dem EAST 1 signifikante Sequenzhomologien aufweist. EAST 1 ist nicht spezifisch
fur die EAEC, das Toxin konnte bisher auch bei ETEC, EPEC, EHEC 0157:H7 und
diffus-adherenten E. coli (DAEC) nachgewiesen werden (YAMAMOTO et al., 1997).
In vitro haben EAEC die Eigenschaft, Erythrozyten verschiedener Herkunft zu agglu-
tinieren. Ein klinisches Korrelat wurde aber noch nicht beschrieben. In engem Zu-
sammenhang mit der Fahigkeit zur Hamagglutination scheint bei den EAEC die
Ausbildung eines sogenannten Kahmhautchens an der Oberflache von Kulturen in
Flissigmedium zu sein. Es wird als Ausdruck der Anheftung der EAEC aneinander
verstanden und findet sich bei keinem anderen darmpathogenen E. coli. Die Ausbil-
dung dieses Kahmhautchens ist nur bei denjenigen Stammen nachzuweisen, die die
Fahigkeit zur Hamagglutination haben. Weiterhin wurden bei EAEC ein Zytotoxin
von 108 kDa gefunden und ein Kontakt-Hamolysin beschrieben (ESLAVA et al.,
1993; NAVARRO-GARCIA et al., 1998).

Am haufigsten finden sich EAEC bei Stammen der Serogruppe 0O44. Gewisse H-
Antigene kommen bei den EAEC regelmaliig vor: H33, H10 und H2. Abgesehen von
wenigen Ausnahmen finden sich EAEC nicht innerhalb von Serogruppen, die fur an-
dere darmpathogene E. coli typisch sind. Allerdings wurde ein Shigatoxin-
produzierender Escherichia coli-Stamm O111:H2 beschrieben, der im Rahmen eines
hamolytisch-uramischen Syndroms isoliert wurde und aggregative Adharenz an
HEp-2 Zellen zeigte und mit der EAEC Gensonde pCVD,s; hybridisierte. Hier findet
sich eine bisher nicht bekannte Kombination von Virulenzfaktoren (MORABITO et
al., 1998).

28



Literaturibersicht

Die gegenwartige Vorstellung der Pathogenese a3t sich in einem dreistufigen Mo-
dell darstellen. Zunachst heften sich die EAEC mit Hilfe ihrer speziellen Adhéarenz-
fimbrien an die Mukosazellen. Dann initiieren die Keime eine Schleimproduktion, so
daRR die Epithelzellen schlieRlich von einer dicken mukdsen Auflagerung bedeckt
sind. Eingebettet in die Schleimauflagerung kénnen die EAEC schlecht ausgeschie-
den werden, was die persistierende Kolonisierung der Darmschleimhaut erleichtert.
AuBerdem fuhrt die Auflagerung auf der Mukosa zu einer schlechten Nahrstoffdiffu-
sion im Sinne einer Malabsorption. Im dritten Schritt kommt es zur Sezernierung von
Zytotoxinen und dadurch zum endgultigen Zellschaden der intestinalen Mukosa
(LAW u. CHART, 1998).

2.2.3.2 Diagnostik

EAEC konnen inzwischen nicht nur Uber den langwierigen HEp-2-Zellen-
Adharenztest nachgewiesen werden, sondern auch mittels zweier Gensonden. Au-
Rerdem wurde eine PCR entwickelt, die ein Screening innerhalb weniger Stunden
ermdglicht (BAUDRY et al., 1990; SCHMIDT et al., 1995).

2.2.3.3 Epidemiologie

In den Entwicklungslandern sind EAEC weit verbreitet (VIAL et al., 1988). Das Vor-
kommen der EAEC beschrénkt sich aber keineswegs auf diese Lander. Mehrere
Studien aus den Industrienationen belegen auch hier die Verbreitung der EAEC. In
Deutschland wurde die Haufigkeit von EAEC als Verursacher von Durchféllen im
Kindesalter mit 2 % angegeben (SCOTLAND et al., 1991; SCHMIDT et al., 1994;
HUPPERTZ et al.,, 1997). Bei Hunden konnten EAEC bisher nicht nachgewiesen
werden (BEUTIN, 1999).
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2.2.4 Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC)

EHEC gehoren zur Gruppe der in der Natur weit verbreiteten Shigatoxin-
produzierenden E. coli (STEC). In den angelsachsischen Landern werden die STEC
auch als Verotoxin-produzierende E. coli (VTEC) bezeichnet. Unter EHEC versteht
man STEC, die in der Lage sind, beim Menschen Krankheiten hervorzurufen
(BEUTIN et al. 1994). Erstmals beschrieben wurden die EHEC im Zusammenhang
mit zwei Ausbriichen von hamorrhagischer Colitis (HC) in den USA im Jahre 1982
(RILEY et al. 1983; JOHNSON et al. 1983; WELLS et al. 1983).

EHEC-Infektionen verlaufen meist als waliriger Durchfall, der aber in etwa 20% der
Falle in die namengebende hamorrhagische Colitis (HC) Ubergeht. In den meisten
Fallen heilt die HC ohne Residuen ab (BEUTIN u. NIEMER, 1995). Risikopatienten
sind altere Menschen ab 65 Jahren. In dieser Altersgruppe muf3 mit einer Mortali-
tatsrate von 15-23% gerechnet werden (GRIFFIN u. TAUXE, 1991).

AulRerdem gilt die HC als Risikofaktor fur die Ausbildung des lebensbedrohlichen
postenteritischen hamolytisch-uramischen Syndroms (HUS). Besonders gefahrdet
sind Kinder unter 5 Jahren. Ca. 7-8% der unter funfjahrigen Kinder mit HC erkranken
am HUS (BOCKEMUHL et al., 1997). Das HUS manifestiert sich etwa 3-12 Tage
nach Beginn des Durchfalls, der zu diesem Zeitpunkt oft bereits abgeklungen ist.
Neben einer schweren Niereninsuffizienz kommt es unter Umstanden zu zerebralen
Krampfanféllen und multipler Organbeteiligung. Etwa 50% der Patienten werden
dialysepflichtig. (BEUTIN u. NIEMER, 1995). In ca. 10 % der Falle verlauft die Er-
krankung letal, in weiteren 15 - 30% entsteht ein terminaler Nierenschaden. Perma-
nenter Bluthochdruck, Diabetes mellitus und andere Spatfolgen sind ebenfalls be-
schrieben (BITZAN et al., 1992; BOCKEMUHL u. KARCH, 1996).

Vorwiegend Erwachsene konnen das Krankheitsbild der thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura (TTP) ausbilden, wobei hier neurologische Sympto-
me im Vordergrund stehen (TARR, 1995).
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Die Erregerausscheidung bei EHEC-Patienten dauert durchschnittlich 2-3 Wochen
(ORR et al., 1994). Eine mehrwdchige asymptomatische Dauerausscheidung ist
ebenfalls beschrieben (TARR, 1995).

In sieben Staaten Europas wurden Reihenuntersuchungen an HUS-Patienten
durchgefihrt, die zeigten, dal3 diese in 61 - 93 % aller Félle auf EHEC-Infektionen
zurickzufuhren sind (BIELASZEWKA et al., 1996; BITZAN et al., 1993; DECLUDT et
al., 1997; PIERARD et al., 1997). Aus elf Landern wurde von Durchfallerkrankungen
berichtet, die mit einer Haufigkeit von 0,3 - 9,3 % auf EHEC zurtckzufihren waren
(ALLERBERGER et al.,, 1996; BURNENS et al.,, 1992; COBELJIC et al., 1995;
HUPPERTZ et al., 1996; KARCH et al., 1997; PIERARD et al., 1997).

Bei Tieren verlaufen STEC - Infektionen meistens inapparent. In Einzelfallen ist
wassriger, selten blutiger Durchfall bei Ferkeln und Kélbern beschrieben (CRAY u.
MOON, 1995; DEAN-NYSTROM et al., 1997).

224.1 Pathogenitatsfaktoren

EHEC bilden phagenkodierte Shigatoxine und chromosomal kodierte Intimine. Au-
Rerdem produzieren viele EHEC-Stamme das plasmidkodierte EHEC-Hamolysin.

Das EHEC-Hamolysin wurde erstmals 1988 unter der Bezeichnung Enteroh&molysin
als Virulenzmerkmal klassischer EPEC-Stdmme der Serovaren O26 und O111 be-
schrieben (BEUTIN et al., 1988). Diese Stamme konnten spater als EHEC identifi-
ziert werden. Weitere Untersuchungen ergaben, dal3 89% der EHEC das EHEC-
Hamolysin produzierten (BEUTIN et al., 1989). Neuere Untersuchungen belegen
jedoch, dal3 mittlerweile nur noch bei 75% der EHEC die EHEC-Hamolyse nachge-
wiesen werden kann (BOCKEMUHL et al., 1997). Das EHEC-Hamolysin ist ein zel-
lassoziiertes thermolabiles Hamolysin, das wahrend der stationaren Wachs-
tumsphase der Bakterienzellen produziert wird. Es handelt sich um ein ca. 60 kDa
grol3es aulReres Membranprotein, dessen zytolytische Aktivitat auf einer induzierten
Porenbildung in der Wirtszellmembran beruht. Seine Virulenz wird als eher gering

beurteilt. Auf Rinderblutagar, wie er in der bakteriologischen Routinedignostik Ver-
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wendung findet, zeigt das EHEC-Hamolysin keine hamolysierenden Eigenschaften.
Zum Nachweis der EHEC-Hamolyse wird Agar verwendet, der 5% gewaschene (fi-
brinfreie) Schaferythrozyten enthalt (BEUTIN et al., 1990).

Neben EPEC und anderen Bakterienarten wie z.B. Havnia alvei oder Citrobacter ro-
dentium konnen EHEC an der Darmwand sogenannte attaching and effacing (A/E) -
Lasionen hervorrufen (MOON et al.,, 1983). A/E - Lasionen sind gekennzeichnet
durch eine Zerstorung des Mikrovillisaums und eine sehr enge Anheftung der Bakte-
rien an die Enterozytenmembran. Die Darmepithelzellen bilden sockelartige Struktu-
ren, die einzelne Bakterienzellen tassenartig einfassen. Unterhalb der haftenden
Bakterien sind die Zytoskelettproteine polymerisiert und verdichtet (KNUTTON et al.,
1989).

Die sehr dichte Anheftung der EHEC an die Enterozytenmembran wird durch die
Produktion von sogenannten Intiminen ermdglicht (DONNENBERG et al., 1993).
Intimine sind bakterielle Oberflachenproteine mit einem Molekulargewicht von 94
kDa (JERSE et al., 1990). Anhand immunologischer Kriterien kdbnnen die Intimine in
die Subtypen a, b, g, d und nicht typisierbar eingeteilt werden. Die einzelnen Subty-
pen sind vermutlich verschiedenen clonalen E. coli - Gruppen eindeutig zuzuordnen
und wabhrscheinlich mitverantwortlich fur deren unterschiedliche Virulenz (ADU-
BOBIE et al., 1998).

Die Intimine werden durch E. coli attaching and effacing - Gene (eae) kodiert, deren
Genort als locus of enterocyte effacement (LEE) bezeichnet wird (KAPER et al.,
1996). Die LEE-Region ist Teil einer 35-kbp grofien chromosomalen Pathogenitat-
sinsel. Der G-C-Gehalt des LEE entspricht mit 38,4% etwa dem von Chlamydien-
DNA und liegt deutlich unter dem G-C-Gehalt von 50-51% des restlichen Chromo-
soms. Moglicherweise handelt es sich bei der LEE-Region um ein durch horizonta-
len Gentransfer aus einem Fremdorganismus tbertragenes DNA-Fragment.

Der LEE kodiert aul3erdem fir ein Typ-IlI-Sekretionssystem (JARVIS et al., 1995).
Die sezernierten bakteriellen Proteine werden als E. coli secreted proteins (Esp) be-

zeichnet. Nach der fimbrienvermittelten initialen Anheftung der EHEC an die Entero-
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zyten verursachen die Esp eine Aktivierung verschiedener Signallibertragungssy-
steme und die Phosphorylierung von Wirtszellproteinen (KENNY et al., 1996).

Bisher sind die Proteine EspA, EspB, EspD und EspE beschrieben. EspE wird syn-
onym auch als translocated intimin receptor (Tir) bezeichnet, da EsSpE in die Wirts-
zelle eingeschleust und als Intiminrezeptor in deren Zellmembran eingebaut wird.
(KENNY et al., 1997).

Untersuchungen mit einem deletionsmutanten EHEC-Clon zeigten, dal? EHEC eine
offenen Lesezone auf dem LEE stromaufwarts der esp besitzen, deren Zerstérung
die Sekretion der Esp hemmt. Die Lesezone wird als pas (protein associated with
secretion - Gen) bezeichnet. Das kodierte Protein konnte bei EHEC im Zytoplasma
nachgewiesen werden (KRESSE et al., 1998).

Bei EPEC wird die Genexpression der Intimine und anderer Pathogenitatsfaktoren
durch den sogenannten per locus reguliert, der auf dem 90 kbp groRen EPEC-
adherence-factor (EAF) -Plasmid lokalisiert ist. EHEC besitzen keinen regulatori-
schen per locus (GOMEZ-DUARTE u. KAPER, 1995).

Die Produktion von Shigatoxinen gilt als das wichtigste Virulenzmerkmal der EHEC.
Fiur die Toxinbildung kodierende Gene liegen auf temperenten Phagen innerhalb
des Bakteriengenoms. Durch Phageninfektion kdnnen diese Gensequenzen leicht
auf nicht toxinbildende E. coli - Stamme Ubertragen werden (SCOTLAND et al.,
1983).

Die Shigatoxine werden wegen ihres zytotoxischen Effekts gegenulber Verozellen
(Nierenzellen der afrikanischen griinen Meerkatze) auch als Verotoxine (VT) be-
zeichnet. Die Bezeichnung Shiga-like Toxine (SLT) ist ebenfalls noch gebré&uchlich.
Mittlerweile ist jedoch bekannt, dal3 diese Toxine nicht nur shigellentoxin-&hnliche
Eigenschaften besitzen, sondern in der Aminosaurensequenz weitgehend mit den
Shigellentoxinen identisch sind, so dal3 heute Uberwiegend die Bezeichnung Shiga-
toxine (Stx) verwendet wird (KONOWALCHUK et al., 1977; O'BRIAN et al., 1982).
Die Shigatoxine von E. coli werden nach immunologischen Kriterien in zwei Klassen

eingeteilt. Stx1 zeigt Kreuzreaktion mit Antisera gegen Shigella-dysenteriae-Typl-
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Toxin. Bei Stx2 tritt diese Kreuzreaktion nicht auf (ACHESON et al., 1991). Im Ge-
gensatz zu Stx1 handelt es sich bei Stx2 um eine heterogene Gruppe mit verschie-
denen Genotypen wie z.B. stx2, stx2d, stx2c und stx2e. Die Genotypen sind teilwei-
se wirtsspezifisch. So lassen sich stx2 und stx2c haufig bei STEC von Mensch, Rind
und Hund nachweisen, nicht aber bei STEC von Schaf und Ziege (BEUTIN et al.,
1995). Stx2e-bildende STEC verursachen die Odemkrankheit bei Schweinen
(WEINSTEIN et al., 1988).

Shigatoxine haben die chemische Struktur von Polypeptiden. Sie sind aus funf B-
Untereinheiten und einer A-Untereinheit aufgebaut. Die A-Untereinheit hat enzyma-
tische Aktivitdt und verursacht den eigentlichen toxischen Effekt, die B-
Untereinheiten bilden die Bindungsstelle. Die Bindung an Eukaryontenzellen erfolgt
an Glykolipidrezeptoren. Stx1 und Stx2 binden an das Globotriosyl-Ceramid (Gb3),
Stx2e bindet bevorzugt an Globotetraosyl-Ceramid (Gb4) (EDELMAN et al., 1988;
DE GRANDIS et al., 1989). Wirtszellen fir Shigatoxine sind in erster Linie Gefal3en-
dothelzellen (KAVI et al., 1987).

Der zytotoxische Effekt der Shigatoxine beruht auf einer Hemmung der zellularen
Proteinbiosynthese durch katalytische Veranderungen der 28SRNA (JACKSON,
1990). Die zytotoxische Wirkung auf Verozellen ist bei Stx2 ca. 1000 mal niedriger
als bei Stx1 (HEAD et al., 1988). Im Mausmodell wirkt Stx2 dagegen deutlich toxi-
scher als Stx1. Die LD50 bei M&usen ist fur Stx2 100-400 mal niedriger als fur Stx1,
was moglicherweise auf die grol3ere biochemische Stabilitat von Stx2 zurtckzufih-
renist (TESH et al., 1993).

Neben der Zelltoxizitat sind weitere Toxinwirkungen beschrieben. So steigern Shi-
gatoxine die Synthese von Tumornekrosefaktor (TNF) in der Niere und erhdéhen zu-
satzlich die Sensitivitat der Endothelzellen gegentber TNF (HAREL et al., 1993).
Der synergistische Effekt zwischen Stx und TNF in der Niere konnte im Mausmodell
bestatigt und bei Mausen auch im Gehirn nachgewiesen werden (ISOGAI et al.,
1998).
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Die Gruppe der EHEC ist durch eine grof3e Vielfalt unterschiedlicher Serogruppen
gekennzeichnet. Mittlerweile sind Uber 200 verschiedene Serovaren bekannt Die
wichtigsten EHEC - Serovaren sind 0157:H7, O111:H8, 026:H11, 0O26:H,
0103:H2, und 0O117:H14 (JOHNSON et al.,, 1996, BOCKEMUHL et al., 1997;
NATARO u. KAPER, 1998). EHEC-assoziierte HUS-Félle sind zu etwa 60 - 80 % auf
die Serogruppe 0157 zuriickzufuhren. Im Gegensatz dazu sind Nicht-O157- Stam-
me fur 80 % der auf EHEC zuruckzufuhrenden Enteritisfalle verantwortlich
(HUPPERTZ et al., 1996; KARCH et al., 1997; PIERARD et al., 1997).

2.24.2 Diagnostik

Biochemische Methoden sind aufgrund der groRen Erregervielfalt nur sehr einge-
schréankt einsetzbar. Zum Nachweis von 0O157:H7-Stamme kann der Sorbitol-
MacConkey-Agar (SMAC) als Selektivmedium eingesetzt werden, da diese im Ge-
gensatz zu den meisten anderen E. coli - Stdmmen nicht in der Lage sind Sorbitol zu
fermentieren (MARCH u. RATNAM, 1986).

Ausschlief3lich zum Nachweis von O157-Stammen verwendet werden kann die im-
munmagnetische Separation (IMS). Der gro3er Vorteil dieses Verfahrens ist die sehr
hohe Sensitivitat (KARCH et al., 1996).

Bei Screeningmethoden, die auch Nicht-O157-Stamme erfassen, werden entweder
die Zytotoxizitat, oder exprimierte Shigatoxine, oder Shigatoxingene nachgewiesen.
Als Zytotoxizitatstest wird der Verozelltest eingesetzt (KONOWALCHUK et al.,
1977). Dieser Test ist sehr sensitiv und spezifisch, aber schlecht standardisierbar
und fur die Routinediagnostik zu arbeitsaufwendig. Zur Validierung anderer Test-
verfahren ist der Verozellzytotoxizitatstest jedoch das Mittel der Wahl.

Zum immunologischen Nachweis von Shigatoxinen stehen kommerziell erhéltliche
ELISA-Testkits zur Verfigung. Sie sind weniger sensitiv und spezifisch als der Vero-
zellzytotoxizitatstest, aber wegen ihrer Benutzerfreundlichkeit gut fir die Routinedia-

gnostik geeignet.
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Die Shigatoxingene und andere wichtige Virulenzgene kénnen mit der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen werden (KARCH u. MEYER, 1989a; POLLARD
et al., 1990; PIERARD et al., 1998). Die PCR ist sehr sensitiv, was jedoch durch die
Reaktionsbedingungen und die Art des Probenmaterials negativ beeinflul3t werden
kann. Fir die Routinediagnostik ist die PCR gut geeignet, da grol3e Probenzahlen
mit relativ wenig Arbeitsaufwand untersucht werden kdnnen.

Der EHEC-Hamolysinagar zum Nachweis von EHEC-Hamolysin ist als Screeningtest
nicht mehr geeignet, da mittlerweile ca. 25% der EHEC keine EHEC-Hamolyse mehr
zeigen (BOCKEMUHL et al., 1997).

Zur Erregerisolierung im Anschluf3 an die Screeningtests kénnen der Kolonien-
Immunoblot oder die Kolonienblot-Hybridisierung eingesetzt werden, wobei beide
Techniken auch ohne vorheriges Screening Anwendung finden (KARCH et al., 1986;
KARCH und MEYER, 1989b; HULL et al., 1993).

Da bei HUS-Patienten die Erregerausscheidung im Stuhl oft bereits sistiert, ist hier
die zusatzliche Untersuchung von Patientenserum auf gegen Lipopolysaccharide
der EHEC gebildet IgM-Antikorper sinnvoll (BOCKEMUHL et al., 1997, MACKENZIE
et al., 1998).

2.24.3 Epidemiologie

EHEC sind weltweit verbreitet und endemisch. Der bis heute gréf3te EHEC-Ausbruch
mit mehr als 8000 infizierten Personen ist im Jahre 1996 in Japan aufgetreten.
Hauptsachlich betroffen waren Schulkinder. 106 Kinder erkrankten am hamolytisch-
uramische Syndrom, das in drei Fallen letal verlief. Hochstwahrscheinlich wurden
die EHEC durch Rettichsprossen im Schulessen Ubertragen (MICHINO et al., 1998;
WATANABE et al., 1996) Im Winter 1992/93 kam es zu dem bisher grofiten E. coli
0157:H7 - Ausbruch in Nordamerika. In den Bundesstaaten Washington, Idaho, Ne-
vada und Californien waren insgesamt 732 Personen betroffen. 55 Patienten, vor
allem Kinder, erkrankten am hamolytisch-uramische Syndrom. Vier Kinder starben.

Als Ubertrager der Infektion wurden die Hamburger einer Fast-Food-Kette identifi-

36



Literaturibersicht

ziert (BELL et al., 1994). Der bislang grof3te Ausbruch von E. coli O157:H7 in Europa
fand in Schottland im Jahre 1996 statt. Hier erkrankten nach dem Verzehr von
Fleisch aus einer einzigen Metzgerei 501 Personen, von denen schliel3lich 20 ver-
starben (AHMED u. DONAGHY, 1998; COWDEN u. CHRISTIE, 1997; LIDDELL,
1997).

Eine EHEC-Infektion kann bereits durch die orale Aufnahme von nur 10-100 Keimen
verursacht werden. Ein moglicher Grund fur diese extrem niedrige Infektionsdosis ist
die hohe Sauretoleranz dieser Keime. Manche EHEC-Stamme tolerieren pH 2,5 tber
5 Stunden, so dalR die Magenpassage keine effektive Barriere darstellt
(BOCKEMUHLE u. KARCH, 1996; BENJAMIN et al., 1995).

Aus Untersuchungen der hauptséchlich durch E. coli O157:H7 verursachten EHEC-
Ausbriiche lassen sich drei wesentliche Ubertragungswege ableiten, die 1. auf Nah-
rungsmittel, Trink- und Badewasser, 2. auf Mensch/Mensch-Kontakte und 3. auf
Tier/Mensch-Kontakte zuriickgefuhrt werden kdnnen.

Enteroh&morrhagische E. coli gelangen auf unterschiedlichste Art und Weise in die
Nahrungskette des Menschen. Vor allem beim Schlachtprozeld oder bei der Fleisch-
verarbeitung kann Fleisch durch Rinderfakalien mit EHEC kontaminiert werden
(ARMSTRONG et al., 1996). Rinderfakalien sind ebenfalls eine Kontaminations-
qguelle fur Milchprodukte (ANONYMOUS, 1996). Aus diesem Grund ist der Verzehr
von rohen oder unzureichend erhitzten Nahrungsmitteln, v. a. von Rinderhackfleich,
Hamburgern oder unpasteurisierter Milch, als Hauptursache fir Infektionen mit E.
coli O157:H7 anzusehen.

Daneben kdnnen auch Obst- und Gemiusearten, die beim Anbau oder wahrend der
Verarbeitung mit Kuhdung in Beriihrung gekommen sind, als Ubertrager fiir E. coli
0157:H7 fungieren. Beispiele hierfur sind Kopfsalat (ACKERS et al., 1998), Kartof-
feln (MORGAN et al., 1988), Rettichsprossen (WATANABE u. OZASA, 1997), sowie
unpasteurisierter Apfelsaft und Apfel-Cidre (BESSER et al., 1993; CDC,1996).
Mehrere Autoren haben E. coli O157:H7 - Ausbriiche mit dem Konsum von fakal
verunreinigtem Trinkwasser in Zusammenhang gebracht (JONES u. ROWORTH,
1996; SWERDLOW et al., 1992). Aber auch das Wasser in Badeseen kann den Er-
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reger enthalten und so die Ursache fur Infektionen mit E. coli O157:H7 sein
(BREWSTER et al., 1994; KEENE et al., 1994). Es hat sich gezeigt, dal’ gerade die-
se Serogruppe im Trink- und Badewasser v. a. bei niedrigeren Temperaturen viele
Wochen Uberleben kann. Es konnte nachgewiesen werden, dal3 E. coli O157:H7
nach zwolfwochiger Persistenz im Wasser zwar noch lebensfahig, aber mit her-
kdmmlichen Methoden nicht mehr anztchtbar ist (WANG u. DOYLE, 1998).

Da nur sehr wenige Keime fir eine Infektion mit E. coli O157:H7 ausreichen, findet
die Ubertragung von Mensch zu Mensch besonders leicht bei mangelnder Hygiene
und engen zwischenmenschlichen Kontakten statt. Aus epidemiologischen Erhe-
bungen lafi3t sich ableiten, dal3 der Erreger vornehmlich in Kindertagesstatten und
sozial-caritativen Einrichtungen tbertragen wird (BELONGIA et al., 1993; PAVIA et
al., 1990). Bei einigen Ausbrichen, die auf kontaminierte Lebensmittel zuriickzuftih-
ren waren, konnten in der Folge auch Mensch-zu-Mensch-Ubertragungen nachge-
wiesen werden (GRIFFIN et al., 1991). Deshalb ist es nicht verwunderlich, da3 man
diesen Ubertragungsweg auch fiir die Infektionsausbreitung in Familien und Kran-
kenh&usern verantwortlich macht (LUDWIG et al., 1997; KARMALI et al.,1988).
Einige der dokumentierten Falle von E. coli O157:H7-Infektionen lassen sich auf den
Besuch von Bauernhdfen und damit auf den Kontakt mit kontaminierten Tierbestan-
den zurickfihren (RENWICK et al., 1993; SHUKLA et al., 1995).

Das wichtigste Erregerreservoir von E. coli O157:H7 und anderer EHEC sind land-
wirtschaftlich genutzte Rinder, bei denen die Infektion in der Regel asymptomatisch
verlauft. (KARMALI 1989; ORSKOV et al., 1987; WELLS et al., 1991). STEC kénnen
in Uber 50% der Kotproben von Rindern nachgewiesen werden. Etwa 70% der iso-
lierten Stamme haben alle Virulenzmerkmale der EHEC (RICHTER et al., 1997,
WIELER et al., 1996).

Die Zusammensetzung des Futters hat wesentlich Einflu@ auf die EHEC-
Ausscheidungsrate. Bei Rindern, die Gberwiegend mit Heu, d. h. energiearm und
rohfaserreich geflittert werden ist der Gehalt an kurzkettigen Fettsauren im Verdau-
ungskanal niedrig. Der daraus resultierende neutrale bis basische ph-Wert beguin-
stigt das Wachstum von EHEC, so dal3 sich die Ausscheidungsrate erhoht (KUDVA
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et al., 1997). Bei energiereicher Fitterung z.B. mit Getreide sinkt der pH- Wert in
den sauren Bereich, was zu einer Absenkung der EHEC- Ausscheidungsrate fuhrt.
Es gibt aber auch Studien, die eine erhohte EHEC- Ausscheidung bei energiereicher
Futterung beschreiben. (DIEZ-GONZALEZ et al., 1998). Entscheidend ist aber letzt-
lich nicht die Gesamtzahl ausgeschiedener EHEC, sondern die Ausscheidungsrate
saureresistenter Keime. Wie alle E. coli besitzen EHEC Resistenzmechanismen, um
sich gegen hohe Protonenkonzentrationen in ihrer Umgebung zu schitzen. Diese
Resistenzmechanismen werden durch das moderat saure Pansenmilieu energiereich
gefutterter Rinder aktiviert und erméglichen den EHEC die Saurebarriere des Ma-
gens beim Menschen zu Gberwinden (LIN et al., 1996).

Neben Rindern konnten E. coli O157:H7 aus Schafen, Ziegen, Pferden, Hunden,
Hirschen und Seemowen isoliert werden (BEUTIN et al.,, 1993; TREVENA et al.,
1996; KEENE et al., 1997; WALLACE et al., 1997). Die haufigsten Ausscheider von
Nicht-O157 EHEC-Stdmmen sind Schafe und Ziegen. Mit geringerer Haufigkeit
wurden diese Stamme auch in Schweinen, Hunden und Katzen gefunden (BEUTIN
et al., 1993). Bei den meisten dieser aus Tieren isolierten Nicht-O157 EHEC-
Stamme fehlte jedoch das eae-Gen, das fiur die volle pathogenetische Bedeutung
beim Menschen verantwortlich ist (BEUTIN et al., 1995). Obwohl diese Stamme
demzufolge eine geringere Virulenz aufweisen, sind sie in Deutschland fur 34,5%
der durch EHEC verursachten Enteritisfalle und fir 4,3 % der HUS-Erkrankungen
verantwortlich (BOCKEMUHL et al., 1997).
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial und Versuchsaufbau

Untersucht und ausgewertet wurden 372 Hundekotproben, die von Oktober 1996 bis
August 1998 gesammelt worden waren. Die Hunde wurden nach klinischem Ge-

sundheitszustand und Lebensalter in folgende vier Gruppen eingeteilt:

1. G1: Kklinisch gesunde Hunde £ 6 Monate (n = 57)
2. G2: klinisch gesunde Hunde > 6 Monate (n = 52)
3. K1: durchfallkranke Hunde £ 6 Monate (n = 112)
4. K2: durchfallkranke Hunde > 6 Monate (n = 151)

Das Untersuchungsmaterial von durchfallkranken Hunden stammt aus der Routine-
diagnostik der Firma Laboklin, Bad Kissingen. Auswahlkriterien waren mehr als zwei
Kotentleerungen in 24 Stunden und der Absatz von ungeformtem Faeces. Die Kot-
proben von Hunden ohne Durchfall stammen aus dem Patientenklientel der Tier-
arztpraxis Dr. U. Heusinger und der Praxis fur Naturheilverfahren D. Shineflew, Bad
Neustadt.

Mittels Fragebogen (siehe S.4), der vom Patientenbesitzer auszufillen war, wurden

bei gesunden Hunden folgende Anamnesedaten erhoben:

Datum der Probennahme
Rasse

Alter

Geschlecht

Futterung (Dosenfutter, Trockenfutter, Kiichenreste, rohes Fleisch)
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Bei Hunden mit Durchfall wurden die entsprechenden Anamnesedaten dem mit der
Probe an das Labor eingesandten Untersuchungsantrag (siehe S. 5) entnommen.

Daruber hinaus wurden folgende Daten erfal3t:

Durchfall blutig / schleimig

Zahl der taglichen Kotentleerungen
Korpergewichtsverlust

Flatulenz

Meteorismus

Krankheitsverlauf

antibiotische / chemotherapeutische Pramedikation

Die Kotproben wurden zunachst nach klassischen Methoden parasitologisch und
mikrobiologisch untersucht, wobei fehlendes, oder nur geringgradiges Wachstum
von E. coli (weniger als 15 Kolonien) zum Probenausschlu3 fihrte. Aussortierte Pro-
ben blieben in der Ergebnisauswertung unberiicksichtigt.

Bei den ubrigen Proben wurde die kultivierte Enterobacteriaceenflora mit der Poly-
merase-Kettenreaktion auf verschiedene Virulenzgene von enterohéamorrhagischen,
enteroaggregativen und enteroinvasiven E. coli (EHEC, EIEC und EAEC) untersucht.
Zum Nachweis von Shigatoxinen wurde ein kommerziell erhaltlicher ELISA einge-
setzt. Die Isolierung virulenzgentragender Keime erfolgte mittels Kolonienblot-

Hybridisierung.
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Fragebogen zur Erhebung der Anamnesedaten bei gesunden Hunden:

UNTERSUCHUNGSANTRAG

Labornummer:

Probeneingang:

keine Laborkosten berechnen

tierarztliche Praxis: Patientenbesitzer:
Name:

Str.:
Wohnort;
Tel.:

Datum der Probennahme:

Angaben zum Hund:

Rasse: Alter:
Geschlecht: letzte Impfung:
Entwurmung: regelmaRig ja nein

Wie oft entwurmen Sie? :

Welches Praparat verwenden Sie? :

Futterung: (bitte ankreuzen)

Dosenfutter Trockenfutter Kichenreste
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Untersuchungsantrag fir durchfallkranke Hunde:

PPN USRS :eidesoy) 8BUBYSIq pun UsBUNMIBLILY BUISIUIY
uspiiiewla nz J8po Bunppquezy3 nz bunbieN (3 ~ :IneHy
uayoouybignels [] panuawbid In6 pun puazuelb ] HICE]
............................. :usbunieajusioy usyoyiBel Jop [yez
awyeuynesbuniyep Jap uoa Bibueyqeun ]

aswyeuynesBuniyep Jep yoeu uapunig alaiysw [] awyeuynesbuniyep Jap yoeu ] uiajyonu [ :uayoaaiqiy
ueu ] el ISNWSI0318 N

ueu ] el[] :zua|nje4

uteu [ el :aWwyYeuqesiyaiman

uu ] pujasyoem [ el :uoedisqo

uabuebisizeds jne ‘g z ‘uazinyd sne uaxuL| yoeu ]
swyeujnesbuniyep sap uoa Bibueyqe/Bibueyqeun ] pusjeyjus wisjyosg [] usbunbBuswiaqinig [ el[] :aoyuseiq

:uajaqeb usgebuy spuaysisyoeu wn pam uabunyonsiajun-sadae 1aq Bunyoaidsagpunjag aip N4
aoyuseiq pun uabunigissbunnepiap 19q Bunyonsiajunjynis Inz JYsuUaqiop

43



Material und Methoden

3.2 Parasitologische Untersuchung

Verwendet wurde das Anreicherungssystem der Firma Bio Répair, Waibstadt. Die-
ses Anreicherungssystem beruht auf dem sog. M.I.LF.C. - Verfahren (Merthiolate-
lodine-Formaldehyde-Concentration), mit dem sowohl samtliche Protozoenstadien

wie auch alle beim Hund relevanten Wurmeier nachgewiesen werden kénnen:

Material:
Probenrdhrchen (Art.-Nr. BR 102)
Filterrohrchen (Art.-Nr. BR 103)
Medium A (Art.-Nr. BR 111): 530 ml Aqua dest.
+ 400 ml Thimerosal (1:2000 verdinnt in aqua
dest.)
+ 60 ml Konz. Formalin (40 %)
+ 10 ml Glycerin
Medium B (Art.-Nr. BR 112): Ethylacetat
Medium C (Art.-Nr. BR 113): Lugol

Durchfiihrung:

Ein im Kit enthaltener Stempel dient zur Suspendierung einer definierten Kotpro-
benmenge in 3,3 ml Medium A.

Nach Zugabe von 1,25 ml Medium B, griindlichem Mischen und Filtern zur Entfer-
nung grober Partikel erfolgt eine zweiminutige Sedimentation. Anschlie3end wird zur
Phasentrennung 5-10 Min. bei 1500 - 2000 g zentrifugiert.

Wenige Tropfen des Sediments werden auf zwei Objekttrager tberfihrt und durch
Zugabe von Medium C angefarbt.

Zur ldentifizierung von Larvenstadien und Wurmeiern erfolgt die mikroskopische
Betrachtung des fertigen Praparats mit 100-facher und zur Identifizierung von Proto-

zoen mit 400 - 1000 facher Vergrof3erung.
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3.3 Mikrobiologische Untersuchung

Folgende Néhrmedien wurden beimpft und falls nicht anders beschrieben fir 24h bei
36°C inkubiert:

zum Nachweis gramnegativer Keime:
MacConkey II-Agar (Art.-Nr. 4354078; Becton Dickinson, Heidelberg) und
Hektoen-Enterobacteriaceae-Agar (Art.-Nr. 4354075; Becton Dickinson, Heidel-
berg).

zur Differenzierung hamolysierender E. coli:

Columbia-Agar mit 5% Schafblut (Art.-Nr. 43049; bioMérieux, Nurtingen)

zum Nachweis von Salmonellen:

XLD-Agar (Art.-Nr. 4354090; Becton Dickinson, Heidelberg) und

SMID-Agar (Art.-Nr. 43299; bioMérieux, Nurtingen)
wobei die Salmonellen vor der Beimpfung jeweils sowohl in Tetrathionate Broth Base
(Art.-Nr. DM 219; Mast Diagnostica, Reinfeld), 46 g/l + 20 ml JodIésung als auch in
Selenite F-Broth (Art.-Nr. DM 210; Mast Diagnostica, Reinfeld), 12,8 g/l Gber 24h

angereichert wurden.

zum Nachweis von Yersinien:

Yersinien-Agar (Art.-Nr.43209; bioMérieux, Nurtingen)
Die Inkubation erfolgte hier fir 48h bei Zimmertemperatur. Zur Kalteanreicherung
der Yersinien wurde in gepuffertem Peptonwasser (Art.-Nr. DM 494; Mast Diagnosti-
ca, Reinfeld), 20g/l Aqua dest., suspendierter Kot (1g Kot in 9-ml gepuffertem Pep-
tonwasser) im Kuhlschrank aufbewahrt und drei Wochen lang einmal wdchentlich

auf Yersinien-Agar ausgestrichen und jeweils 48h bei Zimmertemperatur bebritet.
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Die Differenzierung der Enterobacteriaceen erfolgte mittels API-ldentifizierungs-
system 32E (Art.-Nr. 32400; bioMérieux, Nurtingen).
Fur die Gruppenzuordnung der Salmonellen nach dem Kauffmann - White - Schema

wurden folgende Salmonellen-Testseren der Firma SIFIN, Berlin verwendet:

Polyspezifische Testseren:
polyspezifisches Testreagens | (A-E); Zulassungsnr. 183a/97
polyspezifisches Testserum Il (F-G7); Zulassungsnr. 295a/91

Monospezifische Testseren:
Enteroclon Anti-Salmonella Gruppe B (04, O5, O27); Zulassungsnr. 70a/97
Enteroclon Anti-Salmonella Gruppe C (07, O8); Zulassungsnr. 71a/97
Gruppenspezifisches Testserum Anti-Salmonella D (09, 046, Vi); Zulassungsnr.
301a/91
Gruppenspezifisches Testserum Anti-Salmonella E (O3, 010, 015, 019, 034);
Zulassungsnr. 301a/91

3.4 DNA-Analyse mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermoglicht eine exponentielle Amplifikation
von DNA-Fragmenten, die durch zwei synthetische Oligonukleotid-Primer spezifisch
definiert werden kénnen.

Durch wiederholtes Denaturieren der DNA-Matritze, Annealen der Primer und Syn-
these des Gegenstrangs, was zusammen als ein Zyklus bezeichnet wird, ist es mog-
lich, die definierten DNA-Fragmente in einer Kettenreaktion innerhalb kurzer Zeit
millionenfach zu vermehren. Die so vermehrten Zielsequenzen kénnen anschlie3end

durch Gelelektrophorese nachgewiesen werden (MULLIS 1990).
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34.1 Gewinnung und Reinigung bakterieller DNA

Die Keime wurden zunachst kultiviert und anschliel3end lysiert. Fur die Untersu-
chung auf die Zielsequenz invas des Invasionsplasmids pINV der EIEC war eine
Reinigung des Lysats notwendig. Fur die Zielsequenzen hlyA, stx;B, stx;B, stx,CB,
StX,A, StX,CA, stx.dA, stx,eA und eae der EHEC sowie die Sequenz eagg des Viru-

lenzplasmids pCVD.s, der EAEC konnte auf eine Reinigung verzichtet werden.

Die Kultivierung erfolgte auf MacConkey Il - Agar (Art.-Nr. 4354078; Becton Dickin-
son, Heidelberg) fur 24 h bei 36°C. Alle gewachsenen Kolonien wurden in 1 ml ste-
riler isotonischer Kochsalzlésung suspendiert und zur Lyse der Bakterien 1:25 mit
Wasser fur die HPLC (Art.-Nr. 27,073-3; Sigma-Aldrich, Steinheim) verdunnt, 480 pl
Wasser fur die HPLC + 20 ul Bakteriensuspension. Die verbliebenen 980 pul der
Bakteriensuspension wurden mit Glycerin (Art.-Nr. 3783.1.; Carl Roth GmbH+Co.,
Karlsruhe) 1:1 konserviert.

Die Anzichtung der fur die PCR verwendeten Kontrollstamme EDL 933 und 4140
bzw. D434 (siehe Tab. 3.4.3.) verlief in gleicher Weise. Von den gewachsenen Ko-
lonien wurden jedoch nur drei bis flnf mit einem sterilen Zahnstocher aufgenommen
und direkt in 500 pl Wasser fir die HPLC (Art.-Nr. 27,073-3; Sigma-Aldrich, Stein-
heim) suspendiert. Die Aufbewahrung der Bakterienlysate und Glycerinkonserven
erfolgte bei -20° C.

Zur Reinigung der DNA aus Bakterienlysat fur den Nachweis von invas wurde der
QIAamp Blood Kit (Art.-Nr. 29108; Qiagen GmbH, Hilden) nach Anleitung des Her-
stellers verwendet:

Die Bakteriensuspension wird mit 25 pl Qiagen-Protease und 200 ul AL-Puffer
grundlich vermischt und anschliel3end fir 10 Min. bei 70° C inkubiert. Nach Zugabe
von 210 pl Ethanol wird der Ansatz auf eine Saule mit Silicamembran pipettiert und 1

Min. mit 8000 upm zentrifugiert.
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Die Reinigung der an die Silicamembran reversibel gebundenen DNA erfolgt durch

zweimaliges Waschen mit AW-Puffer und jeweils anschlielBendem Zentrifugieren.

Zu

nu

m Eluieren der DNA wird die Saule mit 200 pl vorgewarmtem AE-Puffer fir 5 Mi-

ten bei 70° C inkubiert und anschlieend 1 Min. mit 8000 upm abzentrifugiert.

3.4.2 PCR-Ansatz

Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes betrug 50 pl, bestehend aus folgenden

Komponenten:

24 pl Wasser fiur die HPLC (Art.-Nr. 27,073-3; Sigma-Aldrich, Steinheim)

5 ul AmpliTag-Reaktionspuffer 10-fach (Art.-Nr. N 808-0245; Perkin Elmer, Wei-
terstadt)

3 I MgCl,-Puffer (Art.-Nr. N 808-0245; Perkin Elmer, Weiterstadt)

je 1 ul Primer 1 (30 uM) und Primer 2 (30 uM) (Sequenz und Bezeichnung siehe
Tab. 3.5.4; Hergestellt von Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe)

1 pul dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP),

Ultrapure d NTP Set 2’-Desoxynucleoside 5-Triphosphate Minimal Diphosphate

(Art.-Nr. 27-2035-02; Pharmacia Biotech, 79111 Freiburg)
0,4 ul Polymerase (5 Units / pl)

Um das Auftreten unspezifischer Elektrophoresebanden zu vermeiden, wurde fur die
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Zielsequenz eagg des Plasmids pCVDy3; Ampli Tag Gold Polymerase 250 U, 5
U/ul (Art.-Nr. N 808-0245; Perkin Elmer, Weiterstadt) verwendet. Fiur die anderen
Zielsequenzen wurde Ampli Taq DNA Polymerase 250 U, 5 U/ul (Art.-Nr. N 808-
0070; Perkin Elmer, Weiterstadt) benutzt.

15 pl verdinnte Bakteriensuspension oder gereinigte DNA

(5 ul Bakteriensuspension oder gereinigte DNA + 10 pl Wasser fur die HPLC bei

Kontrollstdmmen)
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Die PCR-Bedingungen sind in Tab. 3.4.3 beschrieben. Die Nukleotidsequenzen der
Primerpaare HIyAl/HIlyA4, KS7/KS8, GK3/GK4, LP43/LP44, SK1/SK2 und
Eaggl/Eagg2 wurden veroffentlicht von SCHMIDT et al., 1995; Infect Immun
63:1055-61, SCHMIDT et al., 1994; Zbl Bakteriol 251:201-23, GUNZER et al., 1992;
J. Clin. Microbiol. 30:1807-10, COBULA et al., 1995; J. Clin. Microbiol. 33:248-50,
SCHMIDT et al., 1994; Zbl. Bakteriol. 281:201-13 bzw. SCHMIDT et al., 1995; J.
Clin. Microbiol. 33:701-5. Die Kontrollstamme EDL 933 und 4140 wurden uns von
Herrn Prof. H. Karch, Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der Universitat Wirzburg
zur Verfugung gestellt. Die Sequenz des Primerpaars Invas F3 / Invas B1 und den
Kontrollstamm D434 erhielten wir von Herrn Prof. R. M. Batt, Departement of Me-

dicine, Royal Veterinary College, North Mymms, Hertfordshire.
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3.4.3 PCR-Bedingungen, Nukleotidsequenz der Primer, Kontrollstamme

Ziel- PCR-Bedingungen Lange |Kontroll-
Primer Primer-Sequenz Sequenz 30 Zyklen des PCR-| stamm
Denaturierun Annealing Extension|Produkts
)
HIlyAl |5’-ggt gca gca gaa aaa gtt gtag-3’ i o o o
Hiaa |5-tct cgc cig ata gtg ttt ggt a-3' E-hlyA 94°C, 30s |57°C, 60s| 72°,90s | 1550 bp | EDL 933
HS7 [5’-ccc gga tcc atg aaa aaa aca tta tta ata gc- o o o
KS8 |3’ 5-cec gaa tic age tat tct gag tca acg-3 stx1B 94°C, 30s |52°C, 60s| 72°,40s | 285bp | EDL 933
GK3 |[5-atg aag aag atg ttt atg-3’ stx2B o o o
GK4 [5'-tca gtc att att aaa ctg-3’ stx2cB 94°C,30s |52°C, 60s| 727 40s | 260 bp | EDL 933
Stx2A
LP43 |5'-atc cta ttc ccg gga gtt tac g-3’ Stx2cA o o o
LP44 |5'-gcg tca tcg tat aca cag gag c-3’ Stx2dA 94°C,30s |57°C, 60s| 72° 90s | 584 bp |EDL 933
stx2eA
SK1 5'-ccc gaa tic gge aca age ata age-3 eaeA | 94°C,30s |52°C,60s| 72°,60s | 863bp |EDL 933
SK2 [5’-ccc gga tcc gte tcg cca gta ttc g-3
Eaggl |5'-ctg gcg aaa gac tgt atc at-3’ o o o
Eagg2 |5-caa tgt ata gaa atc cgc tgt -3 eagg 94°C, 30s |53°C, 60s| 72°,60s | 630 bp 4140
Invas F3)5-1gg aaa aac tca gtg cct ctg cgg-3 Invas | *94°C, 30s |58°C, 30s| 72°,30s | 140bp | D434
Invas B1|5'-ttc tga tgc ctg atg gac cag gag-3

* Vorprogramm: 95°C 30s, 72°C 60s, 5 Zyklen

o
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3.4.4 Gelelektrophorese

Herstellung der Agarose- und der Visigele:

Zur Herstellung eines 1,5 %igen Agarosegels wurden 450 mg Agarose zur
DNA/RNA-Elektrophorese (Art.-Nr. 6352.2; Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe) in 30
ml 10x TBE Puffer (Art.-Nr. 3061.1; Carl Roth GmbH+Co., 76185 Karlsruhe) 1:10
verdinnt geldst, zweimal aufgekocht und anschlieend mit 3 pl Ethidiumbromidlo-
sung 1% (Art.-Nr. 2218.1; Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe) versetzt.

Zur Herstellung eines ca. 3,5 %igen Visigels wurden 3 ml Visi Gel™ Seperation Ma-
trix (Art.-Nr. 400750; Stratagene, Heidelberg) mit 50 ml TAE-Puffer (10x) (Art.-Nr.16-
011Y; Bio Whittaker, Boehringer Ingelheim, Heidelberg) 1:10 verdinnt gemischt und
zweimal aufgekocht. Um Blasenfreiheit zu erreichen, war es notwendig, die entstan-
dene zéahflissige Lésung 10-20 Min. im Wasserbad bei 60°C zu inkubieren. An-
schlieend wurden 5 pl Ethidiumbromidlésung 1% (Art.-Nr. 2218.1; Carl Roth
GmbH+Co., Karlsruhe) zugegeben.

Nach grundlichem Mischen konnten die Gele in die Giel3station gegossen und mit
Kammen versehen werden. Nach dem Ausharten wurden die Kamme vorsichtig
entfernt und die fertigen Gele in die Elektrophoresekammern verbracht. Die Visigele
wurde mit TAE- und die Agarosegele mit TBE-Puffer jeweils einfach-konzentriert

Uberschichtet.

Elektrophoresebedingungen und Auswertung:

Je 7,5 mMl PCR-Produkt vom jeweiligen Kontrollstamm und von den zu analysieren-
den Proben wurden mit 2,5 i Gel-Ladepuffer bestehend aus 125 mg Xylencyanol (A
513.1; Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe) + 125 mg Bromphenolblau Na-Salz (A
512.1; Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe) + 15 ml Glycerin (Art.-Nr. 3783.1.; Carl Roth
GmbH+Co., Karlsruhe) + 35 ml Wasser fur die HPLC (Art.-Nr. 27,073-3; Sigma-
Aldrich, Steinheim) vermischt und auf das Gel aufgetragen. Bei einer angelegten
Spannung von 80V betrug die Laufzeit in Abhangigkeit von der Lange des DNA-

Fragments und der Konzentration des verwendeten Gels 15-30 Minuten. Im An
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schluf’ an die Elektrophorese wurden die Gele unter UV-Licht ausgewertet und zur
Dokumentation fotografiert (siehe Abb. 3.4.3).

Proben galten dann als positiv, wenn sie eine Bande aufwiesen, deren Laufweite mit
der Laufweite der entsprechenden Kontrollstammbande (siehe Tab. 3.4.3.) Uberein-

stimmte.

Abbildung 3.4.4.. Elektrophoresegel

Aufgetragen wurden je 7,5 pl PCR — Produkt aus einer PCR-Reaktion zur Amplifizie-
rung des 863 bp grofRen eae — Gens.

Spur 1: Kontrollstamm EDL 933, Spur 2-12: untersuchte Proben,

Reihe A: positiv sind Probe 6-9 und 11, Reihe B: positiv sind Probe 4, 8, 10 und 12
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3.5 Shigatoxin - Test

Verwendet wurde der Premier EHEC (Art.-Nr. 608096V; HiSS Diagnostics GmbH,
Freiburg) nach Angaben des Herstellers. Der Premier EHEC ist ein in vitro Mikroti-
ter-Enzym-Immunoassay (EIA) zum Nachweis von Stx1 und Stx2.

Die Voranreicherung der Keimflora erfolgte in modifizierter tryptischer Sojabouillon

(m-TSB), das darin enthaltenes Mitomycin C induziert die Shigatoxinbildung.

3.5.1 Anreicherung in modifizierte tryptische Sojabouillon (m-TSB):

Herstellung des Anreicherungsmediums modifizierte tryptische Sojabouillon (m-
TSB):

Zusammensetzung:

30 g Tryptic Soy Broth (Art.-Nr. 14980-031; Gibco BRL, Life Technologies GmbH,
Eggenstein)

1,5 g Bile Salts No 3 (Art.-Nr. L56; Oxoid, Wesel)

1,5 g di-Kaliumhydrogenphosphat (Art.-Nr. 6875.1.; Carl Roth GmbH+Co., Karlsru-
he)

1000 ml entmineralisiertes Wasser

Die Bestandteile des Mediums wurden in der angegebenen Menge Wasser suspen-
diert, kurz aufgekocht und 15 min bei 121° C sterilisiert. (geforderter pH-Wert des
Mediums bei 25° C: 7,3 +/- 0,2 ). Unmittelbar vor Gebrauch erfolgte die Zugabe von
250 pl Mitomycinlésung, 0,2 mg Mitomycin C (Art.-Nr. 4150.1; Carl Roth GmbH+Co.,
Karlsruhe) / 1 ml entmineralisiertem Wasser steril filtriert pro 11 m-TSB-Medium.
Das fertige Nahrmedium wurde zu 4 ml in 100 ml-Kulturréhrchen unter sterilen Be-

dingungen portioniert und am Tag der Herstellung verwendet.

53



Material und Methoden

Beimpfen des Anreicherungsmediums und Kulturbedingungen:

Von den bei -20°C aufbewahrten Kotproben wurde mit einem sterilen Tupfer jeweils
eine geringe Menge Kot entnommen und in 2 ml steriler isotonischer Kochsalzlosung
suspendiert. 50 pl dieser Suspension wurden in die m-TSB-Kulturréhrchen tberfuhrt
und Uber Nacht (12-18 Stunden) bei 36°C geschiittelt.

In einem zweiten Versuchsansatz erfolgte die Beimpfung des m-TSB-Nahrmediums
mit 50 pl der in Glycerin konservierten Keimabschwemmungen (siehe Kap. 3.4.1),
wobei hier nur 9 Proben untersucht wurden, bei denen mittels PCR Shigatoxingene

nachgewiesen worden waren.

3.5.2 EIA

Nach Sedimentation der Kultur wurden 50 pl Kulturiberstand in 200 pul Probenver-
dinner suspendiert.

Die Kavitaten der Mikrotiterplatte wurden jeweils mit 100ul der verdinnten Proben
beschickt, die Kavitaten fur die Positiv- und die Negativkontrolle mit je 2 Tropfen der
entsprechenden im Kit enthaltenen Kontrollen.

Die Mikrotiterplatte wurde 30 Sekunden geschiittelt, mit Folie abgedeckt eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend 8 mal mit Waschpuffer gewaschen.

In drei weiteren Schritten wurden nacheinander je 2 Tropfen Detection Antibody,
Enzym-Konjugat und Substratlésung zugegeben, wobei die Mikrotiterplatte zwischen
den einzelnen Schritten jeweils wie oben geschiittelt, 30 Min. inkubiert und gewa-
schen wurde.

Im Anschlul3 an die Substratzugabe erfolgte die Unterbrechung der Farbreaktion
nach 10 minutiger Inkubation durch Zugabe von je zwei Tropfen Stoppldsung.

Die visuelle Auswertung erfolgte innerhalb von 15 Minuten nach Zugabe der
Stopplésung, die photometrische Auswertung innerhalb von 30 Minuten bichroma-

tisch bei 450 / 650 nm. Die Reaktion galt als positiv, wenn eine eindeutige Gelbfar-
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bung zu sehen war bzw. bei einem OD-Wert 3 0,180. Die Reaktion galt als negativ,

wenn die Losung farblos blieb, bzw. der OD-Wert unter 0,180 lag.

3.6 Kolonienblot-Hybridisierung

Die Kolonienblot-Hybridisierung wurde zur Isolierung der stx- und eagg- positiven E.
coli-Stamme verwendet.

Ausgangsmaterial der Analyse sind auf Nahragarplatten angezlichtete Bakterienko-
lonien, von denen Zellmaterial durch Auflegen einer Nylonmembran auf diese Uber-
tragen wird. Die bakterielle DNA wird denaturiert und auf der Nylonmembran fixiert.
AnschlieBend werden die gesuchten DNA-Fragmente mit einer Digoxigenin-11-
dUTP- markierten Sonde aus komplementarer einstrangiger DNA hybridisiert und
durch eine Enzym-Farbreaktion sichtbar gemacht. Durch vergleichende Betrachtung
der Nylonmembran mit der N&ahragarplatte kdnnen positive Kolonien identifiziert

werden.

3.6.1 PCR zur DNA-Sondenmarkierung mit Digoxigenin-11-dUTP

DNA-Sonden sind zu den Zielgenen komplementare DNA-Fragmente. Als Matritzen-
DNA diente hier gereinigtes PCR-Produkt, das mit den Primern LP43/LP44,
KS7/KS8, GK3/GK4 und Eaggl/Eagg2 reamplifiziert wurde (PCR-Bedingungen sie-
he Kapitel 3.4.3.). Zum Markieren der Sonden wurde dTTP im PCR-Ansatz zum Teill
durch Digoxigenin-11-dUTP ersetzt.
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Reinigung des PCR-Produkts:
Verwendet wurde der QlAquick PCR Purification Kit (250) der Firma Qiagen GmbH,
Hilden (Art.-Nr. 28106) nach Anleitung des Herstellers:

50 pl PCR - Produkt werden mit 250 ul PB - Puffer vermischt und auf eine Séule mit
Silicamembran aufgetragen. Nach dem Abzentrifugieren wird die an die Silicamem-
bran gebundenen DNA mit 750 ul PE - Puffer gewaschen und anschlielend mit 40

pl Elutionspuffer eluiert.

PCR-Ansatz:

Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes betrug 50 pl, bestehend aus folgenden
Komponenten:

34,5 pl Wasser fiur die HPLC (Art.-Nr. 27,073-3; Sigma-Aldrich, Steinheim)

5 ul AmpliTag-Reaktionspuffer 10-fach (Art.-Nr. N 808-0245; Perkin Elmer, Weiter-
stadt)

3 yl MgCl,-Puffer (Art.-Nr. N 808-0245; Perkin Elmer, Weiterstadt)

1 pl Primer 1 (30 puM), (Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe)

1 pl Primer 2 (30 uM)

1 pl dNTP-Mix (10 mM dATP, 10mM dGTP, 10mM dCTP, 7mM dTTP)

Ultrapure d NTP Set 2’-Desoxynucleoside 5'-Triphosphate Minimal Diphosphate
(Art.-Nr. 27-2035-02; Pharmacia Biotech, 79111 Freiburg)

3,5 pl Digoxigenin-11-dUTP (1mM) (Art.-Nr. 1093088; Roche, Mannheim)

2,5 pl Ampli Tag DNA Polymerase 250 U, 5 U/ul (Art.-Nr. N 808-0070; Perkin Elmer,
Weiterstadt)

4 ul aufgereinigtes PCR-Produkt (ca. 0,25 pg) als Matritzen-DNA

Im Anschlufl3 an die PCR wurden 5 pl des Reaktionsansatzes zur Kontrolle auf ein

Agarosegel (Herstellung siehe Kap. 3.4.4) aufgetragen.
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3.6.2 Hybridisierungsreaktion:

Puffer und Lésungen:

Denaturierungslosung:

0,5 N NaOH (Art.-Nr. KO21.1. 1N; Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)

1,5 M NaCl (Art.-Nr. 9265.1.; Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)
Neutralisierungslésung:

1M Tris-HCI pH 7,5 (Art.-Nr. 6331.1.; Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe)

1,5 M NaOH

SSC-Puffer 20-fach:

175,3 g/l NacCl

88,3 g/l Na-Citrat (Art.-Nr. 4088.1.; Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe)

pH 7,4

Hybridisierungslosung:

5-fach SSC-Puffer

0,1 % N-Lauroylsarcosin (Art.-Nr. L5125, Sigma, Steinheim)

0,02 % SDS (Natriumdodecylsulfat, Art.-Nr. 2326.1.; Carl Roth GmbH+Co., Karlsru-
he)

zur frisch angesetzten Losung Zugabe von 1 % (w/v) Blocking Reagans (Dig DNA
Labeling and Detection Kit, Art.-Nr. 1093657 Boehringer) und Inkubation fur 1 h bei
70° C unter stdndigem Ruhren

Puffer 1:

100 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM NacCl

Puffer 2:

0,5 % Blocking Reagans (Dig DNA Labeling and Detection Kit, Art.-Nr. 1093657
Boehringer) fur 1 h bei 70° C in Puffer 1 geldst

Puffer 3:

100 mM Tris-HCI

100 mM NacCl
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50 mM MgClI; (Art.-Nr. 5332.1.; Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe)

pH 9,5

Farbeldsung:

45 pyl NBT (Dig DNA Labeling and Detection Kit, Art.-Nr. 1093657 Boehringer)

35 pl X-Phosphat (Dig DNA Labeling and Detection Kit, Art.-Nr. 1093657 Boehrin-
ger)

10 ml Puffer3

TE-Puffer:

10 mM Tris-HCI

1 mM EDTA (Ethylendiamin - tetra - acetat, Art.-Nr. 8040.1.; Carl Roth GmbH+Co.,
Karlsruhe)

pH 8,0

Kolonie-Transfer auf eine Nylonmembran:

Von allen in der PCR positiven Proben wurde die in Glycerin konservierte Keimab-
schwemmung auf MacConkey llI-Agar ausgestrichen und bei 36°C Uber Nacht inku-
biert. Die gewachsenen Kolonien wurden in 1 ml isotonischer NaCl-Lésung abge-
schwemmt und in einer Verdunnungsreihe jeweils 1:10 verdiinnt. Die Verdinnungs-
stufen 10° - 10° wurden erneut auf MacConkey Il-Agar bei 36°C (iber Nacht kultiviert
und je Probe zwei mit abgegrenzten Einzelkolonien bewachsene Agarplatten aus-
gewahlt.

Zum Kolonien-Transfer wurde eine Nylonmembran (Rotid - Nylon plus, Art.-Nr.
K058.1 Carl Roth GmbH+Co., Karlsruhe) auf die ausgewéhlten Agarplatten gelegt,
deren Position markiert und anschlieRend wieder abgezogen. Als Positivkontrolle
diente eine zusatzlich auf die Nylonmembran aufgeriebene Kolonie des jeweiligen

Positivkontrollstammes.
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Lyse der Bakterien:

Die Nylonmembran wurde in drei aufeinanderfolgenden Schritten mit der Kolonie-
seite nach oben zunéchst fur 20 min. auf ein mit Denaturierungslosung, anschlie-
Bend fur 15 min. auf ein mit 0,2% Triton-X100 (Sigma, Steinheim) und 0,5 N NaOH
und danach fur 5 min. auf ein mit Neutralisierungslosung getréanktes Whatman 3 MM
Papier (Art.-Nr. F 595, A. Hartenstein Labor + Medizintechnik GmbH, Wurzburg)
gelegt. Zwischen den einzelnen Schritten und nach dem letzten erfolgte jeweils ein 5
minutiges Trocknen auf einem ungetréanktes Whatman 3 MM Papier. Abschlie3end
wurde die Membran fir 5 min. in 2-fach SSC gewaschen, trocknen lassen und zur

DNA-Fixierung zwischen 2 Whatman 3 MM Papieren bei 80° C fiir 1 - 2 h gebacken.

Waschen zur Entfernung von Zellresten:
Die Membran wurde nacheinander fiir 20 min. bei 50° C in 2-fach SSC; 1% SDS, fur
10 min. bei Raumtemperatur in 2-fach SSC; 0,1% SDS und abschlie3end fir 10 min.

ebenfalls bei Raumtemperatur in 2-fach SSC gewaschen.

Hybridisierung:

Zur Erhéhung der Spezifitat wurde die Membran mit 20 ml Hybridisierungslésung /
100 cm® Membranflache bei 86° fiir 1 h prahybridisiert. Die eigentliche Hybridisie-
rung erfolgte iber Nacht bei 60° C mit 2,5 ml Hybridisierungslésung / 100 cm® Mem-
branflache, der vor der Uberschichtung die zur Denaturierung fiir 10 min. auf 95° C

erhitzte und sofort fir 5 min. auf Eis abgekihlte Sonde zugesetzt worden war.

Waschen:
Die Membran wurde zunachst 2 mal fur jeweils 5 min. bei Raumtemperatur in 2-fach

SSC; 0,1% SDS gewaschen. Der spezifische Waschschritt, der Basenpaarungen bei
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weniger als 95% Homologie zwischen Sonde und DNA verhindert, erfolgte fir 2 mal
15 min. bei 60° C mit 0,04-facher SSC; 0,1% SDS.

Farbereaktion:

Die Membran wurde 1 min. in Puffer 1 gewaschen, fir 30 min. in 100 ml Puffer 2 bei
Raumtemperatur inkubiert, erneut 1 min. in Puffer 1 gewaschen und mit 20 ml Anti-
korperkonjugat fir 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end erfolgten
weitere 2 Waschschritte fur je 15 min. mit Puffer 1 und eine 2 mindtige &quilibrierung
mit Puffer 3. Zur Farbereaktion wurde die Membran mit 10 ml Farbelésung in eine
Plastiktasche eingeschweil3t und im Dunkeln bis zum Sichtbarwerden der Banden

inkubiert. Die Farbereaktion wurde mit 50 ml TE-Puffer unterbrochen.

Auswertung:
Zur Auswertung wurde die Nylonmembran mit der bewachsenen MacConkey-Il - Ag-

arplatte verglichen. Kolonien galten als positiv, wenn auf der Nylonmembran an der

entsprechenden Lokalisation eine Bande zu sehen war.

Pro Probe wurde jeweils eine positive Kolonie ausgewahlt und in 1ml isotonischer
NaCl-Losung suspendiert. Die genotypische und phénotypische Charakterisierung
der isolierten Stamme erfolgte am Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der Univer-
sitat Wirzburg im Rahmen der dort laufenden EHEC-Routinediagnostik. Die Unter-
suchung umfal3te den Nachweis der Virulenzgene stx1, stx2, stx2a, stx2c, stx2d,
stx2e, eae und hly mittels PCR und Restriktionsenzymverdau bzw. die Enteroh&dmo-
lysinbildund auf Blutagar, die Verotoxinbildung im Verozelltest und die Sorbitfer-
mentation auf SMAC-Agar. Zur Serotypisierung wurden die Stamme an Herrn Prof.

J. Bockemuihl, Hygiene Institut, Marckmannstr. 129a , 20 539 Hamburg geschickt.
AbschlieRend wurden die identifizierten Serovaren mit der von der World Health Or-

ganization veroffentlichten Liste aller bisher bekannten humanpathogenen STEC-
Serovaren verglichen (Dr. K. BETTELHEIM, 1998).
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der parasitologischen Untersuchung

Von den 372 untersuchten Hundekotproben konnten in 82 Proben (22,0%) mit dem
M.I.LF.C - Verfahren (siehe Kap. 3.2.) Enteroparasiten nachgewiesen werden, 14
Proben von durchfallkranken Hunden wiesen mehr als eine Parasitenart auf.

Bei 38 Hunden (10,2%) war ein Befall mit Wirmern festzustellen. Es handelte sich
um durchfallkranke sowie um klinisch gesunde Jungtiere und um durchfallkranke
adulte Hunde. Erwachsene Hunde ohne Durchfall waren bis auf ein Tier, das mit
Toxascaris leonina befallen war, nicht betroffen. Taenia spp. und Trichuris vulpis wa-
ren nur bei durchfallkranken Hunden nachzuweisen (0,8% bzw. 5,7%). Im Gegen-
satz dazu konnten Ankylostomen und Toxocara canis auch bei gesunden Jungtieren
nachgewiesen werden (gesund 3,7%, krank 4,6% bzw. gesund 2,8% und krank
5,7%). Gesunde erwachsenen Hunde waren nicht betroffen.

Ein Befall mit Protozoen war bei 49 Hunden (13,2%) festzustellen. Im Gegensatz zu
den Kokzidien, die bei gesunden und durchfallkranken Hunden etwa gleich haufig
nachgewiesen werden konnten (5,5% bzw. 6,5%), war die Giardienbefallsrate bei
durchfallkranken Hunden etwa 4 mal hoher als bei gesunden (10,6% bzw. 2,8%).

Ein deutlicher Unterschied in der Protozoenbefallsrate zeigte sich zwischen jungen
und adulten Hunden. Unabhangig vom Gesundheitszustand waren Jungtiere sowohl
mit Giardien als auch mit Kokzidien vier mal haufiger befallen als erwachsene Tiere
(jung 14,0%, adult 3,4% bzw. jung 10,1%, adult 2,5%). Tabelle 4.1. gibt eine Uber-
sicht zur Nachweishéaufigkeit der verschiedenen Parasitenarten in den einzelnen

Probandengruppen.
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Tabelle 4.1.: Nachweishaufigkeit von Enteroparasiten

G1 G2 K1 K2 G K S
Parasitenart (n=57) | (n=52) | (n=112) | (n=151) | (n=109) | (n=263) | (n=372)

Taenia spp. 0 0 1 1 0 2 2
(0,9%) | (0,7%) (0,8%) | (0,5%)

Toxocara canis 3 0 11 4 3 15 18
(5,3%) (9,8%) | (2,6%) | (2,8%) | (5,7%) | (4,8%)

Toxascaris leonina 0 1 1 0 1 1 2
(1,9%) | (0,9%) (0,9%) | (0,4%) | (0,5%)

Trichuris vulpis 0 0 1 3 0 4 4
(0,9%) | (2,0%) (1,5%) | (1,1%)

Ancylostomidae 4 0 7 5 4 12 16
(7,0%) (6,3%) | (3,3%) | (3,7%) | (4,6%) | (4,3%)

Giardien 2 1 22 6 3 28 31
(3,5%) | (1,9%) | (19,6%) | (4,0%) | (2,8%) | (10,6%) | (8,3%)

Kokzidien 5 1 13 4 6 17 23
(8,8%) | (1,9%) | (11,6%)| (2,6%) | (5,5%) | (6,5%) | (6,2%)

4.2 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung

Die Keime wurden auf MacConkey II-Agar, Hektoen-Enterobacteriaceen-Agar und
Columbia-Agar mit 5% Schafblut kultiviert und mittels API-Identifizierungssystem
differenziert (siehe Kap.3.3). Tabelle 4.2.1. zeigt die Nachweish&aufigkeit verschie-
dener fakultativ pathogener Keimarten in den einzelnen Probandengruppen.

E. coli - Bakterien mit hamolysierenden Eigenschaften auf Schafblutagar wurden bei
gesunden und bei durchfallkranken Hunden etwa gleich h&ufig nachgewiesen
(51,4% bzw. 54,4%). 15,1% der Proben waren positiv fur Proteus mirabilis. Bei er-
wachsenen Hunden konnte diese Keimart aus 17,3% der Proben gesunder und aus
13,2% der Proben durchfallkranker Hunde kultiviert werden. Aus Proben klinisch
gesunder Jungtiere gelang der Nachweis nur in 7,0% der Falle. Proben durchfall-
kranker Jungtiere waren dagegen zu 20,5% positiv. Die tbrigen Keimarten waren

ebenfalls vorwiegend bei durchfallkranken Jungtieren nachzuweisen. Im Fall von
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Enterobacter spp. und Providentia spp. waren ausnahmslos durchfallkranke Jungtie-
re betroffen (2,7% bzw. 0,9%). Klebsiella spp. waren bei durchfallkranken Jungtieren
in 3,8% der Proben und bei gesunden und durchfallkranken adulten Tieren in 1,9%
bzw. 2,0% der Proben nachzuweisen.

Citrobacter spp. konnten bei gesunden und bei durchfallkranken Jungtieren aus je-
weils 1,8% der Proben kultiviert werden. In der Gruppe der adulten durchfallkranken
Hunde war eine Probe positiv (0,7%).

Pseudomonas spp. konnten ausschlief3lich bei gesunden Jungtieren nachgewiesen

werden (3,5%).

Tabelle 4.2.1.: Nachweishéaufigkeit fakultativ pathogener Keime

G1 G2 K1 K2 G K S
(n=57) | (n=52) | (n=112) | (n=151) | (n=109) | (n=263) | (n=372)
E. coli hamol. 25 31 50 93 56 143 199
(43,9%) | (59,6%) | (44,6%) | (61,6%) | (51,4%) | (54,4%) | (53,5%)
Proteus 4 9 23 20 13 43 56
mirabilis (7,0%) |(17,3%) | (20,5%) | (13,2%) | (11,9%) | (16,3%) | (15,1%)
Klebsiella spp. 0 1 4 3 1 8 9
(1,9%) | (3,8%) | (2,0%) | (0,9%) | (3,0 %) | (2,4%)
Citrobacter spp. 1 0 2 1 1 3 4
(1,8%) (1,8%) | (0,7%) | (0,9%) | (1,1%) | (1,1%)
Enterobacter spp. 0 0 3 0 0 3 3
(2,7%) (1,1%) | (0,8%)
Providencia spp. 0 0 1 0 0 1 1
(0,9%) (0,4%) | (0,3%)
Pseudomonas spp. 2 0 0 0 2 0 2
(3,5%) (1,8%) (0,5%)

Tabelle 4.2.2. gibt eine Ubersicht zur Nachweishaufigkeit von Salmonellen. Die Sal-
monellen wurden in Tetrathionate Broth Base und Selenite F-Broth angereichert und
auf XLD-Agar und SMID-Agar kultiviert. Zur Gruppendifferenzierung wurde die Ob-

jekttrageragglutination mit verschiedenen Testseren eingesetzt (siehe Kap. 3.3).
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Insgesamt waren 12 der 372 Kotproben Salmonellen-positiv (3,2%). Die positiven
Proben stammten zum uberwiegenden Teil von Jungtieren unabhangig vom Ge-
sundheitszustand (5,3% der Jungtiere). Bei adulten Hunden waren Salmonellen
ausschlie3lich in Proben durchfallkranker Hunde (1,5% der Adulten) nachzuweisen.

Salmonellen der Gruppe B kamen bei gesunden und bei kranken Jungtieren gleich
haufig vor (3,5% bzw. 3,6%), positiv war au3erdem die Probe eines adulten kranken
Hundes. Salmonellen der Gruppe C waren bei einem durchfallkranken erwachsenen
Hund und Salmonellen der Gruppe D bei einem gesunden und zwei durchfallkran-
ken Jungtieren nachzuweisen. In einem Fall eines durchfallkranken adulten Hundes

konnten die nachgewiesenen Salmonellen keiner Gruppe zugeordnet werden.

Tabelle 4.2.2.: Nachweishéaufigkeit von Salmonellen

G1 G2 K1 K2 G K S
(n=57) | (n=52) | (n=112) | (n=151) | (n=109) | (n=263) | (n=372)

Salmonellen Gr. B 2 0 4 1 2 5 7
(3,5%) (3,6%) | (0,7%) | (1,8%) | (1,9%) | (1,9%)

Salmonellen Gr. C 0 0 0 1 0 1 1
(0,7%) (0,4%) | (0,3%)

Salmonellen Gr. D 1 0 2 0 1 2 3
(1,8%) (1,8%) (0,9%) | (0,8%) | (0,8%)

Salmonella spp. 0 0 0 1 0 1 1
(0,7%) (0,4%) | (0,3%)

Salmonellen ges. 3 0 6 3 3 9 12
(5,3%) (5,4%) | (2,0%) | (2,8%) | (3,4%) | (3,2%)

Tabelle 4.2.3. zeigt die Nachweish&ufigkeit von Yersinien. Die Keime wurden in
Peptonwasser bei Zimmertemperatur angereichert und auf Yersinien-Agar kultiviert.
Die Differenzierung erfolgte mittels API-Identifizierungssystem (siehe Kap. 3.3).

Insgesamt konnten in 6,5% aller untersuchten Proben Yersinien nachgewiesen wer-
den, wobei gesunde Hunde doppelt so haufig befallen waren wie durchfallkranke
Tiere (11% der Gesunden bzw. 4,6% der Kranken). Im Gegensatz zu den Enteropa-

rasiten und den Salmonellen, die bei Jungtieren haufiger nachzuweisen waren, als
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bei adulten Hunden, konnte bei Yersinien ein altersabhéngiger Unterschied in der

Befallsrate nicht festgestellt werden. Proben von jungen Hunden waren zu 6,5% po-

sitiv und Proben adulter Hunde zu 5,9%.

Der Nachweis von Yersinia enterocolitica gelang in 14 Proben (3,8%). Proben ge-

sunder Hunde waren zu 4,6% positiv und Proben durchfallkranker Hunde zu 3,4%.

Y. frederiksenii, Y. intermedia oder Y. kristensenii konnten in insgesamt 10 Proben

nachgewiesen werden (2,7%). Proben gesunder Hunde waren 6 mal haufiger positiv

fur diese Yersinienarten als Proben durchfallkranker Hunde (6,4% der gesunden

bzw. 1,1% der kranken). Bei Jungtieren mit Durchfall konnten diese Arten in keinem

Fall nachgewiesen werden.

Tabelle 4.2.3.: Nachweishaufigkeit von Yersinien

G1 G2 K1 K2 G K S
(n=57) | (n=52) | (n=112) | (n=151) | (n=109) | (n=263) | (n=372)

Yersinia enterocolitica 3 2 5 4 5 9 14
(5,3%) | (3,8%) | (4,5%) | (2,6%) | (4,6%) | (3,4%) | (3,8%)

Yersinia fredericsenii 1 1 0 1 2 1 3
(1,8%) | (1,9%) (0,7%) | (1,8%) | (0,4%) | (0,8%)

Yersinia intermedia 2 1 0 2 3 2 5
3,5% (1,9%) (1,3%) | (2,8%) | (0,8%) | (1,3%)

Yersinia kristensenii 1 1 0 0 2 0 2
(1,8%) | (1,9%) (1,8%) (0,5%)

Yersinien ges. 7 5 5 7 12 12 24
(12,3%) | (9,6%) | (4,5%) | (4,6%) | (11,0%) | (4,6%) | (6,5%)
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4.3 Nachweishaufigkeit ausgewahlter E. coli - Virulenzgene

Zum Nachweis von E. coli - Virulenzgenen wurden die 372 Kotproben auf MacCon-
key Il - Agar ausgestrichen. Alle gewachsenen Bakterienkolonien wurden abge-
schwemmt und mittels PCR auf die verschiedenen Virulenzgene untersucht. Die
eingesetzten Primer waren komplementar zu den fir das Invasionsplasmid der
EIEC, das Virulenzplasmid der EAEC (pCVDus;) und fiir verschiedene Shigatoxine
(Stx), das EHEC-Hamolysin (Hly) und die Intimine der EHEC kodierenden Gense-
quenzen.

Die Gensequenz invas des Invasionsplasmids war in keiner Probe nachzuweisen.
Zwei Proben waren positiv fur die Sequenz eagg des Virulenzplasmids pCVD,s, der
enteroaggregativen E. coli (0,5%). Wobei eine Probe von einem jungen gesunden
Hund und eine Probe von einem durchfallkranken erwachsenen Hund stammte.
Shigatoxin - Gene konnten in 26 (7,0%) der 372 Proben nachgewiesen werden. Pro-
ben gesunder Hunde waren zu 8,3% und Proben durchfallkranker Hunde zu 6,5%
stx - positiv. Unabhéangig vom Gesundheitszustand waren Jungtiere mit 10,7% 2,5
mal haufiger betroffen als adulte Tiere mit 4,0%.

Das stx;-Gen konnte in 3 der 372 untersuchten Proben nachgewiesen werden
(0,8%). Positiv waren ausschlie3lich Proben von jungen Hunden, wobei ein Hund
Durchfallsymptome zeigte und zwei Tiere keinen Durchfall hatten.

Zum Nachweis der Gene stx, und stx,-Varianten wurden zwei verschiedene Primer-
paare eingesetzt. Primerpaar GK3/ GK4 ist komplementar zu den Sequenzen stx,B
und stx.cB und Primerpaar LP43/ LP44 zu den Sequenzen stx,A, Stx,CA, stx,eA und
stx.dA. Da in jeder stx;- positiven Probe zusatzlich auch stx,- und stx,-Varianten -
Gene amplifiziert wurden (vgl. Tab. 4.8.a und Tab. 4.8.b), entspricht die Nachweis-
haufigkeiten der Gene stx,- und stx,-Varianten der Nachweish&ufigkeit von stx- Ge-
nen insgesamt.

Das EHEC-Hamolysin- Gen (hlyA) konnte in 9 Proben (2,4%) nachgewiesen werden.

Durchfallproben waren zu 2,7% positiv, Proben von Hunden ohne Durchfall zu 1,8%.
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Die Proben von gesunden Hunden stammten ausschlie3lich von Jungtieren. Proben
von klinisch gesunden adulten Hunden waren in keinem Fall hlyA-positiv.
Intimin-Gene (eae) konnten in 163 Proben (43,8%) nachgewiesen werden. Proben
gesunder und Proben durchfallkranker Hunde waren zu 49,5% bzw. 41,4% positiv.
In Proben von jungen Hunden war das eae-Gen unabhangig vom Gesundheitszu-
stand mit 66,3% doppelt so haufig nachzuweisen, wie in Proben adulter Hunde mit
35,0%. Tabelle 4.3. und Abbildung 4.3. zeigen die Nachweishaufigkeit der E. coli -
Virulenzgene in den verschiedenen Probandengruppen.

Bleiben Proben, bei denen Enteroparasiten und Salmonellen nachgewiesen werden
konnten in der Auswertung unberticksichtigt, verringert sich der Anteil stx-postiver
Proben von 7,0% auf 5,3%. Bei den gesunden Hunden sinkt der Anteil stx-positiver
Proben um 0,4% (von 8,3% auf 7,9%) und bei den durchfallkranken um 1,9% (von
6,5% auf 4,6%).

Der Anteil der Proben in denen das EHEC - Hamolysin - Gen hly nachgewiesen
werden konnte bleibt sowohl in der Gesamtnachweishaufigkeit (2,4% aller Proben
bzw. 2,5% der Proben ohne Enteroparasiten und Salmonellen), als auch bei durch-
fallkranken Hunden (2,7% bzw. 2,6%) konstant. Bei gesunden Hunden steigt der
Wert leicht an (1,8% bzw. 2,2%).

Bei den Intimin - Genen bleibt die Nachweish&aufigkeit ebenfalls konstant. Die Ge-
samtnachweish&ufigkeit betrug bei allen Proben 43,8% und bei Proben ohne Enter-
oparasiten und Salmonellen 41,7%. Bei durchfallkranken Hunden lag der Anteil bei
41,4%, bzw. ohne Berlcksichtigung der parasiten- und salmonellen- positven Pro-
ben bei 40,9% und bei klinisch gesunden Hunden bei 49,5% bzw. 43,8%.

Von den beiden eagg - positiven Proben, waren in der Probe des adulten Hundes
zusatzlich Parasiten nachzuweisen, was aber keinen Einflul} auf die Gesamtnach-
weisrate hatte (0,5% bei allen Proben bzw. 0,4% bei Proben ohne Enteroparasiten

und Salmonellen).
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Abbildung 4.3.: Nachweish&ufigkeit ausgewahlter E. coli-Virulenzgene in der Enter-

obacteriaceenflora klinisch gesunder und durchfallkranker Hunde
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4.3.1 Nachweis von Shigatoxinen

Im ersten Versuchsansatz wurden alle 372 Kotproben untersucht, wobei die Keimflo-
ra aus bei -20° C aufbewahrtem Kot angereichert wurde. Der anschliel3ende Toxin-
nachweis mittels EIA war bei allen Proben negativ.

Im zweiten Versuchsansatz wurden die in Glycerin konservierten, bei -20° C aufbe-
wahrten Keimabschwemmungen zur Voranreicherung verwendet. Untersucht wurden
nur die stx;B- und die stx;B-/ stx,cB- positiven Proben (n=9). Der Toxinnachweis

gelang in 3 der 9 untersuchten Proben.

4.4 Korrelation zwischen E. coli - Virulenzgenen und

Durchfallsymptomen

Tabelle 4.4. zeigt, dal3 Durchfallproben in denen das EHEC-Hamolysin- Gen nach-
gewiesen werden konnte mit 42,9% haufiger blutigen und mit 71,4% auch haufiger
schleimigen Charakter hatten, als der Durchschnitt aller Durchfallproben mit 28,5%,
bzw. 48,7%.

Eae- und stx- positive Proben waren jeweils mit 29,4% etwa gleich haufig blutig wie
der Durchschnitt aller Durchfallproben. Schleimigen Charakter hatten 43,1% der
eae-positiven aber nur 29,4% der stx- positiven Proben.

Eine erh6hte Anzahl Kotentleerungen wurde bei Hunden mit hlyA-, mit stx- und mit
eae-positivem Kotprobenbefund in 57,1%, 70,6% bzw. 63,3% angegeben. Der
Durchschnittswert lag bei 70,7%.
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Der Anteil der Hunde die Kérpergewicht verloren hatten war mit 14,3% bei hlyA-
positivem und mit 13,3% bei stx- positivem Kotprobenbefund niedriger als der Ver-
gleichswert von 26,2%. Bei eae- positiven Proben wurde in 28,4% der Falle ein Kor-
pergewichtsverlust angegeben.

Flatulenz und Meteorismus zeigten 35,3 % bzw. 17,6% der stx- positiven, 42,9%
bzw. 28,6% der hlyA-positiven und 45,9% bzw. 35,8% der eaeA-positiven Hunde.
Der Durchschnittswert lag bei 42,6% bzw. 31,6%.

In der eagg-positiven Probe waren zuséatzlich hochgradig Hakenwurmeier nachweis-
bar (siehe Tab. 4.8.c), so dal} die Durchfallsymptome wahrscheinlich auf den Ha-

kenwurmbefall zurtickzufiihren sind.

Tabelle 4.4.: Durchfallsymptome von Hunden bei denen E. coli-Virulenzgene nach-

gewiesen wurden

Durchfall- stx hlyA eae eagg | S Durch-
symptome (n=17) | (n=7) |[(M=109)| (n=1) |fallproben
(n=263)

blutig 5 3 32 1 75
(29,4%) | (42,9%) | (29,4%) (28,5%)

schleimig 5 5 47 1 128
(29,4%) | (71,4) |(43,1%) (48,7%)

Zahl Kotentlee- 12 4 69 1 186
rungen - (70,6%) | (57,1%) | (63,3%) (70,7%)

Korpergewicht 2 1 31 1 69
- (11,8%) | (14,3%) | (28,4%) (26,2%)

Flatulenz 6 3 50 1 112
(35,3%) | (42,9%) | (45,9%) (42,6%)

Meteorismus 3 2 39 1 83
(17,6%) | (28,6%) | (35,8%) (31,6%)
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4.5  Nachweishaufigkeit von E. coli - Virulenzgenen bei anti-

biotischer/ chemotherapeutischer Pramedikation

Die Daten zur antibiotischen/ chemotherapeutischen Pramedikation wurden dem
vom Tierarzt ausgefillten und zusammen mit der Probe eingesandten Untersu-
chungsantrag entnommen. Eine antibiotische/ chemotherapeutische Pramedikation
wurde bei 22,4% der Hunde mit Durchfall angegeben.

Tabelle 4.5. zeigt, dal3 das EHEC-Hamolysingen in Proben antibiotisch/ chemothe-
rapeutisch vorbehandelter Hunde (n=59) mehr als doppelt so h&ufig nachgewiesen
werden konnte, als in Proben nicht vorbehandelter Hunde (n=204). Das eagg- Gen
konnte in der Gruppe der antibiotisch/ chemotherapeutisch vorbehandelten Hunde
jeweils in einer Probe nachgewiesen werden. Die Proben von nicht vorbehandelten
Hunden waren alle eagg- negativ.

Stx- und Intimin- Gene wurden in Proben von vorbehandelten Hunden mit 6,8% bzw.
39,0% etwa gleich héaufig nachgewiesen wie bei Hunden ohne Pramedikation mit
6,4% bzw. 42,2%. In Abb. 4.5. ist die Nachweishaufigkeit der verschiedenen Viru-

lenzgene graphisch dargestellt.

Tabelle 4.5.: Nachweishaufigkeit von E. coli-Virulenzgenen bei antibiotischer/

chemotherapeutischer Pramedikation

Nachgewiesene | antibiotisch/ che- | nicht antibiot. vor- K
Virulenzgene motherapeutisch behandelt (n=263)
vorbehandelt (n=204)
(n=59)

Stx 4 (6,8%) 13 (6,4%) 17 (6,5%)
HIyA 3 (5,1%) 4 (2,0%) 7 (2,7%)
Eae 23 (39,0%) 86 (42,2%) 109 (41,4%)
Eagg 1 (1,7%) 0 1 (0,4%)
Inv. 0 0 0
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Abbildung 4.5.: Nachweishaufigkeit von E. coli-Virulenzgenen bei antibiotischer/

chemotherapeutischer Pramedikation
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4.6 Nachweishaufigkeit von E. coli - Virulenzgenen in Ab-

hangigkeit von der Ftterung

Die Daten zur Art der Futterung wurden bei klinisch gesunden Hunden mittels Fra-
gebogen erhoben, der vom Besitzer ausgefiillt wurde. Bei Hunden mit Durchfall wur-
den die entsprechenden Daten dem Untersuchungsantrag entnommen, der vom be-
handelnden Tierarzt ausgefullt und zusammen mit der Kotprobe zur Untersuchung
eingesandt worden war. Da bei Hunden mit Durchfall haufig nicht die Normalfutte-
rung, sondern die Zusammensetzung der Durchfalldiat angegeben worden war, wur-

den nur Fltterungsdaten von gesunden Hunden ausgewertet.
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Tabelle 4.6. und Abb. 4.6. zeigen, dal3 stx -Gene haufiger in Proben von Hunden
nachgewiesen werden konnten, die mit Kiichenresten (19,0%) und insbesondere mit
rohem Fleisch (33,3%) gefttert wurden, als bei Hunden, die weder rohes Fleisch
noch Kichenreste als Nahrung erhielten (6,0%).

Intimin- Gene waren am seltensten bei Hunden nachzuweisen, die mit Kiichenresten

gefuttert wurden.

Tabelle 4.6. : Nachweishaufigkeit verschiedener E. coli-Virulenzgenen in Abhangig-

keit von der Ftterung bei Hunden ohne Durchfall

Primerhomologe | Dosen- | Trocken- | Kichen- rohes | keine Ku-
Gensequenzen futter futter reste Fleisch chenr./
(n=64) (n=99) (n=21) (n=9) rohes Fl.
(n=84)
Stx 6 9 4 3 5
(9,4%) (9,1%) (19,0%) | (33,3%) (6,0%)
HIyA 2 2 1 1 1
(3,1%) (2,0%) (4,8%) (11,1%) (1,2%)
Eae 36 46 7 5 45
(56,25%) | (46,5%) | (33,3%) | (55,6%) | (53,6%)
Eagg 2 2 0 0 2
(3,1%) (2,0%) (2,4%)
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Abbildung 4.6. : Nachweishaufigkeit von stx- und eae- Genen in Abhangigkeit von

der Futterung bei Hunden ohne Durchfall
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4.7 Erregerisolierung und Serotypisierung

Wie aus Tabelle 4.7. ersichtlich konnten mittels Kolonienblot-Hybridisierung sieben
shigatoxinbildende E. coli-Stamme (STEC) und ein enteroaggregativer E. coli -
Stamm (EAEC) isoliert werden. Die isolierten STEC gehorten zu den Serovaren
022:H4, 0112:H21, Rauhform H™, Ont*:H4, 096:H16, O30:H21, 060: H . Der EAEC
- Stamm konnte nicht typisiert werden. Nach der von der WHO vero6ffentlichten Liste
aller bisher nachgewiesenen humanpathogenen STEC handelt es sich bei den hier

isolierten STEC nicht um humanpathogene Serovare.

* nt = nicht typisierbar
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Alle 7 isolierten STEC erwiesen sich als sorbitfermentierend und im Verozellzytoto-
xizitatstest als toxinbildend. Bei den Stdmmen 0112:H21 und O22:H4 war neben
verschiedenen Shigatoxingenen das EHEC-Hamolysingen nachzuweisen. Diese
beiden Stdmme zeigten auch phanotypisch EHEC-Hamolyse.

Vergleicht man die Virulenumuster der isolierten STEC - Stdmme mit den PCR -
Screening - Ergebnissen der zugehoérigen Proben ergeben sich folgende Abwei-
chungen. Bei STEC 022:H4 war das EHEC-Hamolysin - Gen beim Screening nicht
erfal3t worden. Im Gegensatz dazu hatte STEC 0O96:H16 kein hlyA - Gen. In der co-
liformen Keimflora der Probe, aus der dieser Stamm isoliert worden war, war das
hlyA - Gen jedoch nachzuweisen. Intimin-Gene konnten bei keinem der isolierten
STEC- Stamme nachgewiesen werden, obwohl beim Screening funf der sieben Pro-
ben aus denen diese Stamme isoliert wurden eaeA - positiv waren.

Wie aus Tabelle 4.8.a, Tabelle 4.8.b und Tabelle 4.8.c ersichtlich ist, stammen die
isolierten STEC von vier durchfallkranken und drei gesunden Hunden. Bei den ge-
sunden Hunden handelt es sich um zwei Riden im Alter von 16 Wochen bzw. einem
Jahr und um eine 4 jahrige Hundin. Die an Durchfall erkrankten Tiere waren eine 6
Wochen alte Hiindin, ein 12 Wochen alter Riude und zwei adulte Hiindinnen im Alter
von einem und zwei Jahren. Die 6 Wochen alte Hundin hatte schleimigen Durchfall.
Aus ihrer Kotprobe konnte neben E. coli auch Proteus mirabilis kultiviert werden. Der
12 Wochen alte Rude zeigte lediglich eine erhohte Anzahl Kotentleerungen. Die
einjahrige Hundin hatte blutig schleimigen Durchfall, mit Flatulenz und Meteorismus
und einer erhohten Zahl Kotentleerungen. Die Durchfallsymptome der zweijahrigen
Hundin bestanden in einer erh6hten Anzahl Kotentleerungen und Flatulenz. Beide
Tiere waren mit Hakenwirmern und die einjahrige Hindin zusatzlich noch mit Spul-
wiurmern befallen. Der EAEC stammt aus der Kotprobe eines durchfallkranken 8
Jahre alten Ruden mit blutig schleimigem Durchfall, einer erhdhten Zahl Kotentlee-
rungen, Gewichtsverlust, Flatulenz und Meterorismus. Bei diesem Tier konnte

ebenfalls ein Hakenwurmbefall nachgewiesen werden.
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Tabelle 4.7.: Isolierte STEC- und EAEC - Stamme

isolierte Stamme a
©
N
=
[7)]
$
S o S
2 8 £ 5 S 2
S s 2 = 5 T <
o e £ Q c N
O «© (B £ @ Fa s
. % s é '8 n 0
= e = 8 I S
3 g 8 © s« 8§88 € 3
. c o () = > X X X ©
w Genotyp w o > Serovar ol ®» ®» ®» O O
STEC stx2d X x 096:H16 G1| X X X
STEC stx2a, stx2e X X 0O60:H- G2 X X
STEC stx2 stx2d X x Rauhf. H- G2 X X
STEC hly, stx1, X X x 0112:H21 |K1| X X X
stx2
STEC stx2c 0O30:H21 K1l X
STEC hly, stx2, X 022:H4 K2 X X X
stx2d
STEC stx2c X X Ont:H4 K21 X X X
EAEC eagg nt K2 X

a: primerhomologe Gensequenzen in der kultivierten Enterobacteriaceenflora

nt: nicht typisierbar
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4.8 Anamnesedaten und Untersuchungsergebnisse von-
Hunden bei denen stx- hly- oder eagg- Gene nachge-

wiesen worden waren

Die Tabellen 4.8.a, 4.8.b und 4.8.c geben eine Ubersicht zu samtlichen Anamnese-
daten und Untersuchungsergebnissen von allen gesunden bzw. an Durchfall er-
krankten Hunden, bei denen stx - hlyA- oder eagg - Gene in der kultivierten entera-
len Keimflora nachgewiesen werden konnten.

Stx- positiv waren insgesamt 26 Proben. Bei vier Proben war zusatzlich das hlyA -
Gen und bei 13 Proben waren zusétzlich eaeA- Gene nachzuweisen (15,4% bzw.
50,0% der stx- positiven). Auffallig ist, dal3 in 4 von insgesamt 6 Proben in denen
Gensequenzen amplifiziert wurden, die fur die B-Untereinheiten der Toxine Stx2
bzw. Stx2c kodieren, fir die entsprechenden A- Untereinheiten dieser Toxine kodie-
rende Gene nicht erkannt wurden. Das EHEC - Hamolysin- Gen konnte in 9 Proben
nachgewiesen werden, wobei nur 4 Proben zuséatzlich auch stx- positiv waren
(44,4%). EaeA- Gene wurden wie erwartet in 16 (48,5%) der insgesamt 33 Proben
amplifiziert (vgl. Tab. 4.3.). Auffallig ist jedoch, daf bei den gesunden Hunden in 9
von 10 Proben (90,0%) eaeA- Gene nachgewiesen werden konnten.

17 der insgesamt 26 stx- positiven Proben stammen von durchfallkranken Hunden.
Neun dieser 17 Tiere waren mit Enteroparasiten oder Salmonellen befallen und bei
drei Tieren konnte Proteus mirabilis aus der Kotprobe kultiviert werden. Bei den ver-
bleibenden vier Hunden wurden keine obligat oder fakultativ pathogenen Keime
nachgewiesen.

Aus sieben Proben von durchfallkranken Hunden konnte das hlyA- Gen amplifiziert
werden. Zwei dieser 7 Hunde waren zusatzlich stx- positiv und dariber hinaus mit
Wirmern befallen. Aus 2 Proben konnte Proteus mirabilis kultiviert werden und eine
Probe war Giardien- positiv. In den verbleibenden zwei Proben waren keine obligat

oder fakultativ pathogenen Keime nachweisbar.
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Das eagg- Gen konnte aus einer Probe eines durchfallkranken Hundes amplifiziert
werden. Der betreffende Hund war dartuber hinaus zusatzlich hochgradig mit Ha-

kenwirmern befallen.

4.9 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Michael Ratz vom Lehr-
stuhl fir Statistik der Universitat Wirzburg statistisch ausgewertet. Aufgrund der
Vielzahl der erfaldsten Parameter und der Heterogenitét der erzielten Untersuchungs-

ergebnisse erwies sich eine statistische Bewertung jedoch als wenig sinnvoll.
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Tabelle 4.8.a : Anamnesedaten und Untersuchungsergebnisse klinisch gesunder Hunde in deren

Enterobacteriaceenflora stx-, hlyA- oder eagg- Gene nachgewiesen werden konnten

Hund Futter Parasiten ** Enterobacteriaceae *** primerhomologe
Gensequenzen
. e o5 393 3 £ g
r m w . W e w mw nr._w e m < D -
= 5 & 258 g | S 28 g5 5 2 2, < c o
S £ 358 3|s 8 & ¢ §E &8 Egc g 3 E PR g
o 2 2 S S I|lg 8@ g 2 < @ v« ¢ ¢ ¢c © w o n >L
o £ c 0 o o 2 = T = = & 23 T O O T n o < ° 0
a9 |8 F £ Pl >T T| 9 S © 2 35 EE D g o
S 9 o |9 c | X ¥ 5 x o o S 5 8 = £ 2|1< & 9 S @ L
= 0 = |0 2 353 £|5 ¢ 8 35 . . 2 2 2 8 8 O|> X X X © N =
OO0 |0 F X 2|l < O x| W w oo nn >l o o 6o o n
GI M 5BM[X X X X s X X X X
Gl M 6M X 1 100% s X X
GlwW 3M|X X s s X X X
GI1 M 4M| X X 100% X X X 96:H16
Gl M 4M X X X|2 100% 10% X X X
GI M 2M| X X s s X
G2 M 14| X X X X 100% 90% X
G2 M 1J|X X X 100% X X 060:H-
G2 W 4 X 100% 100% X X Rauhf.H-
G2 W 3J |keine Angaben s X X

** 1 = geringradiger; 2 = mittelgradiger; 3 = hochgradiger Befall

*** g = schwaches Wachstum (d.h. im 3-Osen-Ausstrich Wachstum nur in Impfstrich eins), bei starkerem

Wachstum wurde der Anteil der gewachsenen Kolonien am gesamten Keimwachstum in % angegeben
G: gesunde Hunde, K: durchfallkranke Hunde, (G bzw. K) 1: bis 6 Monate alt,

(G bzw: K) 2: alter als 6 Monate
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Tabelle 4.8.c: Anamnesedaten und Untersuchungsergebnisse durchfallkranker adulter Hunde in deren Enterobacteriaceenflora stx-,
hlyA- oder eagg- Gene nachgewiesen werden konnten

primerhomologe
Hund Durchfallsymptome Futter Parasiten ** Enterobacteriaceae *** Gensequenzen
. , .0 g
. | 2 . 8 5 §O0O0E o< Q%
y = 5 3ll;Euglsg . S . fs558 22: 55 =
E 2 & §n5|ElE280|lcs 85 E & E cg3E 5 x5 g g
2 = E & £ 55|82 55L|83 53 € 8 © & cc 8 2N g 23+
o < = ¥ o2 5|5l L o ,loL =5 T = = o =2 B © o & nom <3 St o
a o _|oo = S 0| Qlo § < 0O =T N o) o) ° L S £ % < o 0.9 c
> 3 2|l < = = =2 2|l2lw § © 2|x ¥ g x| o o = 5 8 = £ 2I< o 0 0 O =0
o =5 § < v ® 9|50 © 5 €|l5<c & O . . 2 2 238 B oO|l>X X XX © © no.=
OO0 < o N O S|3aor ¥ 2k <0 x| u Ww O o anun>cvnn oo oo Q2L
K2 W 2J 3 X X 1 100% X X X 022:H4
K2 M 1J 3 bis4 X M X X 100% 30% X X
K2 9J 4 bis 5 X X S X
K2 W 23 X S S S X
K2 W >2 90% 10% X
K2 W 8J| X X 6bis10 X X X|X[X X 3 100% X nt
K2 W 1J| X X 2bis3 X XX X X1 2 90% 30% 10% X X X Ont:H4

* antibiotisch/ chemotherapeutisch

*** g = gchwaches Wachstum (d.h. im 3-Osen-Ausstrich Wachstum nur in Impfstrich eins), bei starkerem Wachstum wurde der Anteil der
gewachsenen Kolonien am gesamten Keimwachstum in % angegeben

G: gesunde Hunde, K: durchfallkranke Hunde, (G bzw. K) 1: bis 6 Monate alt, (G bzw: K) 2: &lter als 6 Monate
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5 Besprechung der Ergebnisse

Enterohdmorrhagische (EHEC), enteroaggregative (EAEC) und enteroinvasive
(EIEC) E. coli sind als Krankheitserreger beim Menschen beschrieben. Um einen
Einblick zu gewinnen, ob Hunde ein Reservoir fur diese Erreger darstellen und ob
diese Erreger als Durchfallursache fur Hunde klinische Relevanz besitzen, wurden
Kotproben von 109 gesunden und 269 durchfallkranken Hunden auf das Vorhan-
densein verschiedener Virulenzgene der EHEC, EAEC und EIEC untersucht. Die
Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte unter Bertcksichtigung von Er-
gebnissen der parasitologischen und mikrobiologischen Kotprobenuntersuchung

sowie verschiedener Anamnesedaten.

Ergebnisse der parasitologischen und mikrobiologischen Kotprobenuntersu-

chung

Anhand der parasitologischen und mikrobiologischen Untersuchung sollte das
Spektrum moglicher Durchfallursachen eingegrenzt werden. Dazu wurden die nach-
gewiesenen Parasiten- und Bakterienarten aufgrund ihrer unterschiedlichen Prava-
lenz bei gesunden und kranken Hunden in durchfallverursachend und nicht durch-
fallverursachend eingeteilt. AuRerdem wurden Kriterien fir den Nachweis von
Durchfallerregern definiert, die im Folgenden dazu dienten, die pathogene Bedeu-
tung der nachgewiesenen E. coli - Bakterien einzuschétzen.

Um die bei Jungtieren noch unvollstandig entwickelte enterale Immunitat bertck-
sichtigen zu konnen, wurden sowohl die durchfallkranken als auch die gesunden
Hunde nach Jungtieren (bis 6 Monate alt) und adulten Hunden (&lter als 6 Monate)

getrennt ausgewertet.
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Hinsichtlich der Haufigkeit mit der Enteroparasiten vorkamen ergab sich folgendes
Bild. Helminthen konnten in 9,4% der untersuchten Proben nachgewiesen werden.
Befallen waren durchfallkranke aber auch klinisch gesunde Hunde (11,4% bzw.
7,3%). Jedoch handelte es sich bei den gesunden Hunden nur in einem Fall um ein
adultes Tier, bei dem Spulwirmer der Art Toxascaris leonina nachgewiesen wurden.
Die Ubrigen Tiere waren Jungtiere mit Spul- oder Hakenwurmbefall. Band- und Peit-
schenwirmer kamen ausschlief3lich bei durchfallkranken Tieren vor.

Die Ursache fir den Spul- und Hakenwurmbefall junger Hunde ist sicher im galakto-
genen und intrauterinen Ubertragunsweg dieser Parasiten zu sehen, der zu einem
hohen latenten Durchseuchungsgrad bei Hundewdurfen fihrt. So konnten GOTHE u.
REICHLER (1990) in 67 von 100 untersuchten Hundewurfen Toxocara canis und in
6 Ankylostomen nachweisen.

Giardien und Kokzidien kamen in den eigenen Untersuchungen sowohl bei durch-
fallkranken als auch bei klinisch gesunden Hunden in beiden Altersgruppen vor, wo-
bei bei den adulten gesunden Hunden wiederum nur jeweils ein Tier betroffen war.
Giardien waren bei durchfallkranken Hunden ohne Berticksichtigung des Alters der
Tiere vier mal haufiger nachzuweisen, als bei gesunden (10,6% bzw. 2,8%). Fr die
Kokzidien konnte ein solcher Unterschied nicht festgestellt werden (6,5% der Kran-
ken bzw. 5,5% der Gesunden). Die Ursache ist wohl darin zu sehen, dal3 zwischen
pathogenen und apathogenen Kokzidienarten nicht unterschieden wurde.

Nach Literaturangaben verlaufen Enteroparasiteninfektionen bei Hunden oft subkli-
nisch (MEHLHORN 1993, NIEMAND und SUTER 1994). Nach eigenen Untersu-
chungen traten latente Infektionen vor allem bei Jungtieren auf. Adulte Hunde waren
nur in Einzelféllen inapparent infiziert. Das Auftreten von Enteroparasiten wurde

deshalb als durchfallverursachend bewertet.

Der Nachweis von Salmonellen gelang in 3,2% der 372 untersuchten Proben. Be-
troffen waren durchfallkranke und gesunde Jungtiere in etwa gleicher Haufigkeit
(5,4% bzw. 5,3%), sowie adulte durchfallkranke Hunde (2%). Bei adulten gesunden

Hunden konnten keine Salmonellen nachgewiesen werden.
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Nach Literaturangaben werden Salmonelleninfektionen bei Hunden nur selten Kili-
nisch manifest, dartiber hinaus sind bei dieser Tierart im Gegensatz zu anderen
Haus- und Nutztieren und zum Menschen keine speziesadaptierten Serovaren be-
kannt, weshalb Salmonellen bei Hunden nicht als obligat pathogene Keime be-
trachtet werden (NIEMAND und SUTER 1994, AMTSBERG und KIRPAL 1978,
WEBER et al., 1995; HARTUNG und HELMUTH 1998).

Da Salmonellen nach eigenen Untersuchungen bei adulten Hunden ausschlief3lich
im Zusammenhang mit Durchfallsymptomen nachgewiesen werden konnten, wurde
der Nachweis dieser Erreger im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls als

durchfallverursachend bewertet.

Ein vollig anderes Bild ergab sich bei der Auswertung der Yersinien- Befunde. Kili-
nisch gesunde Hunde waren unabhéngig von der jeweils nachgewiesenen Yersini-
enart haufiger befallen als durchfallkranke. Aul3erdem kamen diese Keime auch bei
adulten gesunden Hunden vor. Nach ALECSIC” et al. (1987) handelt es sich bei den
meisten Yersinienarten um apathogene Umweltkeime. Klinisch manifeste Yersinio-
sen wurden bei Hunden nur infolge von Yersinia enterocolitica- Infektionen und nur
in seltenen Einzelfallen beschrieben (PAPAGE-ORGES et al., 1983; FARSTADT et
al., 1976). Die Yersinien wurden deshalb als nicht durchfallverursachend bewertet.
Ebenso als nicht durchfallverursachend eingestuft wurden hamolysierende E. coli-
Bakterien, da diese sowohl bei durchfallkranken, als auch bei klinisch gesunden
adulten Hunden in Gber der Halfte der untersuchten Proben nachgewiesen werden
konnten (61,6% bzw. 59,6%). Durchfallkranke und gesunde Jungtiere waren eben-
falls etwa gleich haufig befallen (44,6% bzw. 43,9%).

Proteus mirabilis kam bei durchfallkranken Jungtieren drei mal haufiger vor, als bei
klinisch gesunden jungen Hunden. Ebenso waren Klebsiella spp., Citrobacter spp.,
und Enterobacter spp. vorwiegend bei jungen durchfallkranken Hunden nachzuwei-
sen. Da diese Keime jedoch meistens zusammen mit anderen Durchfallerregern wie
Enteroparasiten oder Salmonellen auftraten und fir adulte Hunde kein Zusammen-

hang zwischen dem Nachweis dieser Keime und dem Auftreten von Durchfall fest-
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gestellt werden konnte, wurde ihr Nachweis nicht als priméar durchfallverursachend,

sondern als Zeichen einer Dysbiose bewertet.

Im Vergleich zu adulten Tieren waren Jungtiere haufiger latent mit Durchfallerregern
infiziert. Wahrscheinlich ist bei Jungtieren aufgrund der verzdgerten Immunreaktion
bei noch nicht bestehender Immunitat eine geringe nicht durchfallverursachende
Besiedelung des Verdauungskanals mit diesen Erregern moglich. Bei adulten Tieren
scheinen inapparente Infektionen dagegen in den meisten Féllen durch eine belast-
bare Immunitat verhindert zu werden. Eine nachweisbare Besiedelung ist hier wohl
Uberwiegend ein Zeichen dafur, dal3 enterale Abwehrmechanismen tberwunden und
pathologische Prozesse in Gang gesetzt wurden. Ob die nachgewiesenen Erreger
im Einzelfall Durchfall auslésen, wird dabei von einer Vielzahl endogener und exo-
gener Faktoren, wie z. B. der Gesamtkeimbelastung und der Kondition des Wirtsor-

ganismus beeinfluf3t.

Um die pathogene Bedeutung der nachgewiesenen Virulenzfaktoren von E. coli be-
urteilen zu kdénnen, wurden aufgrund eigener Beobachtungen folgende Kriterien fur
den Nachweis von Durchfallerregern definiert: Durchfallerreger kommen bei kranken
Hunden haufiger vor als bei gesunden, und bei gesunden adulten Hunden sind sie

nicht oder nur in Einzelfallen nachzuweisen.

Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung

Die Ergebnisse der Untersuchung auf verschiedene Virulenzgene von E. coli wurden
zum einen unter Berlcksichtigung aller Proben und zum andern unter Ausschlul3
derjenigen Proben, bei denen Enteroparasiten und Salmonellen nachgewiesen wur-
den ausgewertet. Aus dem Vergleich dieser beiden getrennten Auswertungen
konnten jedoch keine Hinweise auf eine mdgliche durchfallverursachende Wirkung

der verschiedenen Virulenzgene, oder ein gekoppeltes Auftreten dieser Gene mit
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Enteroparasiten oder Salmonellen abgeleitet werden. Im Fall von stx1B, hlyA, und
eagg war die Nachweishaufigkeit insgesamt zu gering und fir stx2 und Varianten
von stx2 sowie fur die eae - Gene waren Gruppenprimer benutzt worden, so daf3 hier
zwischen wahrscheinlich verschieden virulent wirkenden Genprodukten nicht diffe-
renziert werden konnte. Der urspringliche Plan, Proben mit positivem Salmonellen-
oder Enteroparasitenbefund aus der weiteren Auswertung auszuschlieBen wurde

deshalb nicht weiter verfolgt.

Die Virulenzgene von E. coli waren in folgender Haufigkeit nachzuweisen. Gense-
guenzen des Invasionsplasmids der EIEC konnten aus keiner der untersuchten 372
Proben amplifiziert werden, so dal3 Hunde wohl kein Reservoir fur diese Erreger
darstellen. Vergleichsdaten zur Pravalenz dieser Keime bei Hunden und anderen
Haustieren sind nicht bekannt. Bisher wurden EIEC ausschlief3lich beim Menschen
nachgewiesen, wo sie weltweit fur etwa 1-4% der Durchfallerkrankungen verantwort-
lich gemacht werden (BEUTIN 1990). Fur Hunde besitzen diese Erreger nach eige-
nen Untersuchungen keine klinische Relevanz.

EIEC lassen sich sowohl biochemisch wie auch in ihrem Pathogenitdtsmodell und
ihrer den Shigellen vergleichbaren intrazellularen Lebensweise deutlich gegen an-
dere pathogene E. coli - Bakterien abgrenzen, aul3erdem ist ihre Verbreitung im Ge-
gensatz zu anderen E. coli - Gruppen wie z. B. den STEC oder den EPEC auf nur
wenige Serovaren beschrankt, so daf3 es sich bei den EIEC mdglicherweise um aus-
schlie8lich an den Menschen adaptierte streng wirtsspezifische E. coli - Bakterien
handelt (DU PONT et al., 1971; TOLEDO et al., 1983; ARSKOVet al., 1991).

Die Gensequenz eagg des Virulenzplasmids pCVD.s, der EAEC konnte aus 2 Pro-
ben amplifiziert werden (0,5%). Wie bei den EIEC gibt es zur Pravalenz dieser Kei-
me bei Hunden bisher keine Untersuchungen. Auch fur andere Tierarten liegen kei-
ne Daten zur Nachweishaufigkeit vor. Es konnte jedoch gezeigt werden, dal3 huma-
ne EAEC im Tiermodell bei Ratten, Kaninchen und Schweinen Enteritissymptome
hervorrufen kénnen (VIAL et al., 1988; TZIPORI et al., 1992). Beim Menschen ins-
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besondere bei Kindern sind EAEC als Erreger chronisch waliriger Durchfalle be-
schrieben. In Deutschland werden sie fir etwa 2% der Durchfélle im Kindesalter
verantwortlich gemacht (HUPPERTZ et al., 1997).

Die beiden eagg- positiven Proben aus den eigenen Untersuchungen stammen von
einem zwei Monate alten klinisch gesunden mannlichen Welpen und von einer
achtjahrigen adulten Hundin mit blutig schleimigem Durchfall. Die Durchfallsympto-
me der adulten Hindin wurden aber wahrscheinlich nicht durch EAEC - Bakterien
sondern durch einen auf3erdem nachgewiesenen hochgradigen Befall mit Haken-
wirmern hervorgerufen. Ob EAEC- Bakterien bei Hunden als Durchfallerreger vor-
kommen, kann deshalb nicht beurteilt werden.

Neben ihrer durchfallverursachenden Wirkung scheinen EAEC - Bakterien aber
noch eine weitere, wahrscheinlich sogar bedeutendere Eigenschaft zu besitzen, sie
werden mit kindlichen Wachstumsverzégerungen in Verbindung gebracht. Die Ursa-
che ist vermutlich ein Malabsorbtionssyndrom, das durch die erhebliche Schleimpro-
duktion, die EAEC - Bakterien an der Darmmukosa induzieren hervorgerufen wird
(KARCH 1999, personl. Mitt.). Ahnliche Vorgange konnten auch bei infizierten jun-
gen Hunden zum Kummern fuhren. Zur Klarung dieser Fragestellung ware es inter-
essant das Vorkommen von EAEC- Bakterien in Hundewurfen zu untersuchen.

Beim Menschen wurden bisher keine typischen Infektionsquellen und Ubertra-
gungswege fur EAEC- Bakterien identifiziert. In den eigenen Untersuchungen konnte
aufgrund der geringen Nachweishaufigkeit der Erreger kein Zusammenhang zwi-
schen einer EAEC- Infektion und bestimmten Futtermitteln festgestellt werden.
Wegen der niedrigen Pravalenz der EAEC kann das vom Hund ausgehende Infekti-

onsrisiko fur den Menschen als gering beurteilt werden.

Ein wichtiges Virulenzmerkmal enterohdmorrhagischer E. coli (EHEC) ist die Bildung
des plasmidkodierten EHEC- oder Entero- Hamolysin (BEUTIN et al., 1988). Das
kodierende Gen hlyA wurde in 9 der 372 untersuchten Proben nachgewiesen
(2,4%). Zwei Proben stammen von klinisch gesunden und vier Proben von durchfall-

kranken Jungtieren (3,5% bzw. 3,6%). Bei den drei hlyA-positiven Proben adulter
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Hunde handelte es sich ausschlieBlich um Proben durchfallkranker Tiere (2,0%).
Gesunde adulte Hunde wiesen keine hlyA -Gene auf. Bemerkenswert erscheinen die
Parallelen zur Nachweishaufigkeit von Salmonellen, die wie hlyA bei durchfallkran-
ken Tieren haufiger als bei gesunden und bei durchfallkranken adulten, nicht aber in
der Gruppe der gesunden adulten Hunde nachgewiesen werden konnten. Entero-
hamolysin - bildende E. coli erfiillen damit die in den eigenen Untersuchungen defi-
nierten Nachweiskriterien fur Durchfallerreger. KRAMPE (1995) vermutete ebenfalls
einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen dieser Bakterien und dem Auftre-
ten von Durchfall beim Hund. Er konnte in 5,5% von 182 Kotproben durchfallkranker
Hunde EHEC- Hamolysin- bildende E. coli nachweisen. Im Gegensatz dazu wird die
pathogene Bedeutung des EHEC - Hamolysins fir den Menschen als eher gering
bewertet. Hier hatte es zuné&chst vor allem diagnostische Bedeutung. BEUTIN et al.
(1990) konnten zeigen, dal? 89% der EHEC- Stamme Enterohamolysine besitzen
und aufgrund dieser Eigenschaft mittels des Enterohamolysin - Agars nachgewiesen
werden konnen. Da sich das Erregerspektrum mittlerweile jedoch verschoben hat
und der Anteil Enteroh&molysin- bildender EHEC auf nur noch 75% zurlickgegangen
ist, hat dieses Nachweisverfahren als Screeningtest an Bedeutung verloren
(BOCKEMUHL et al. 1997). Nach eigenen Untersuchungen wiesen 2 von insgesamt
7 isolierten Shigatoxin- bildenden E. coli- Stdmmen zusatzlich auch Enteroh&amoly-
sinbildung auf (28,6%). KRAMPE (1995) konnte bei von Hunden isolierten E. coli-
Stdmmen keinen Zusammenhang zwischen Enterohamolysin- und Shigatoxinbildung
beobachten.

3 der 7 hlyA - positiven Durchfallproben hatten blutigen und 5 hatten schleimigen
Charakter (42,9% bzw. 71,4%). Im Vergleich dazu war der Durchschnitt aller unter-
suchten Durchfallproben nur zu 28,5% blutig und zu 48,7% schleimig. Einschrén-
kend muf3 jedoch bericksichtigt werden, daf’ in 2 der 7 hlyA- positiven Proben zu-
satzlich Enteroparasiten nachgewiesen wurden. Die beiden Proben stammten von
einem 3 Monate alten weiblichen Welpen mit Giardien- und einer einjahrigen Hindin
mit Spul- und Hakenwurmbefall. Beide Tiere zeigten Blut- und Schleimbeimengun-

gen im Kot, eine erhohte Anzahl Kotentleerungen, Flatulenz und Meteorismus. Wur-
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den diese Proben nicht berticksichtigt sank der Anteil der hly - positiven Proben mit
blutigem Charakter auf 20,0% und der mit schleimigem auf 60,0%. Andererseits
konnten bei einem 8 Monate alten Welpen mit hly- positivem Kotprobenbefund, der
vergleichbare Symptome und zusatzlich noch Korpergewichtsverlust aufwies, keine
anderen durchfallverursachenden Erreger nachgewiesen werden. Es kann deshalb
vermutet werden, dafl3 Enterohdmolysin- bildende E. coli in der Lage sind schwer-
wiegende Durchfallerkrankungen auszuldsen, wahrscheinlich ist ihre pathogene Be-
deutung aber vor allem darin zu sehen, dal3 sie in Zusammenhang mit anderen
Durchfallursachen den Krankheitsverlauf erschweren kdnnen.

Ein Zusammenhang zwischen bestimmten Futtermitteln und dem Auftreten von
Enteroh&molysin - bildenden E. coli konnte nicht festgestellt werden, da ausschliel3-
lich Futterungsdaten von gesunden Hunden ausgewertet wurden und das hlyA- Gen
in dieser Gruppe nur in 2 Fallen nachgewiesen worden war.

Bemerkenswert erscheint, daf3 hlyA bei antibiotisch oder chemotherapeutisch vorbe-
handelten Hunden h&ufiger vorkam, als bei nicht vorbehandelten Hunden (5,1%
bzw. 2,0%). Moglicherweise erhalten Enterohdmolysin- bildende E. coli durch den
Einsatz von Breitspektrumantibiotika oder breit wirkenden Chemotherapeutika, der in
vielen Tierarztpraxen immer noch zur Standardtherapie bei Durchfall gehért, einen

Selektionsvorteil.

Zum vollen Virulenzmuster der EHEC gehort das Intiminbildungsvermdgen. Intimine
sind chromosomal kodierte Oberflachenproteine, die eine sehr enge Anheftung der
Bakterien an die Wirtszellmembran ermdéglichen und Umstrukturierungsprozesse im
Zytoskelett der Wirtszellen hervorrufen. Die an der Darmschleimhaut entstehenden
histopathologisch nachweisbaren Veranderungen werden als Attaching-and-
effacing-Lasionen bezeichnet (KNUTTON et al., 1989; KENNY et al., 1997).

Das fur die Intimine kodierende E. coli-attaching-and-effacing - Gen (eae) konnte
aus insgesamt 43,8% der Proben amplifiziert werden. Attaching and effacing E. coli
(AEEC) wurden bisher im Zusammenhang mit Durchfallerkrankungen bei Hunden,

Kalbern, Ferkeln und La&mmern nachgewiesen (JANKE et al. 1989). In den eigenen
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Untersuchungen war ein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von eae - Genen
und dem Auftreten von Durchfall nicht festzustellen. In Proben durchfallkranker und
gesunder adulter Hunde kamen eae -Gene etwa gleich haufig vor (35,1% bzw.
34,6%), Proben durchfallkranker und gesunder Jungtiere waren zu 50,0% bzw.
63,2% eae - positiv.

In humanen Stuhlproben ist die Pravalenz von eae - Genen insgesamt deutlich nied-
riger, jedoch konnten sie in Stuhlproben von Durchfallpatienten ebenfalls in etwa
gleicher Haufigkeit nachgewiesen werden wie in Proben gesunder Probanden (2,9%
bzw. 2,5%). Bei der genotypischen Charakterisierung der humanen E. coli - Isolate
zeigte sich, dal3 die Stamme von Durchfallpatienten im Gegensatz zu den Stammen
von gesunden Probanden neben eae - Genen weitere Virulenzfaktoren wie stx - Ge-
ne oder Sequenzen des EPEC-adharenz-factor- Plasmids (EAF) besalien. Sie
konnten damit den EHEC bzw. EPEC zugeordnet werden (SCHMIDT et al., 1994).
Canine AEEC - Stdamme, die von Hunden mit Attaching-and-effacing - L&sionen iso-
liert worden waren besal3en ebenfalls Gensequenzen des EAF- Plasmid, sowie bfp -
Gene und wiesen somit ein den humanen EPEC vergleichbares Virulenzmuster auf.
Stx - Gene waren bei caninen AEEC jedoch nicht nachzuweisen (DROLET et al.
1994; BEAUDRY et al. 1996). Umgekehrt besalRen die in den eigenen Untersuchun-
gen isolierten Shigatoxin-bildenden E. coli- Stamme keine eae- Gene. Folglich kann
angenommen werden, dal3 Shigatoxinbildung und Intiminbildung bei caninen E. coli -
Isolaten im Gegensatz zu humanen E. coli- Stdmmen nicht oder nur sehr selten ge-
meinsam vorkommen.

Die Intimine humaner E. coli- Stdimme konnen in vier Subtypen eingeteilt werden,
wobei zwischen den einzelnen Typen Virulenzunterschiede zu bestehen scheinen
(ADU-BOBIE et al., 1998). Fur canine AEEC- Stamme konnte &ahnliches gelten.
Vermutlich ist die Intiminbildung aber &hnlich wie beim Menschen als alleiniges Vi-
rulenzmerkmal nicht ausreichend, um Durchfall beim Hund auszulésen.

Die antibiotische oder chemotherapeutische Therapie durchfallkranker Hunde hatte
keinen EinfluR auf die Nachweishaufigkeit der eae - Gene. Proben vorbehandelter

Hunde waren zu 39,0% eae- positiv und Proben nicht vorbehandelter Hunde zu
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42,2%. Ebenso konnte keine Beziehung zu bestimmten Futtermitteln festgestellt

werden.

Die Shigatoxinbildung gilt als das wichtigste Virulenzmerkmal der EHEC, jedoch
handelt es sich bei den EHEC nur um eine relativ kleine Fraktion innerhalb der gro-
Ben Gruppe der Shigatoxin - bildenden E. coli (STEC), so daf} die Bezeichnung
EHEC definitionsgeméal? den STEC vorbehalten bleiben soll, die beim Menschen
Krankheiten hervorrufen (BEUTIN et al., 1994).

Shigatoxingene (stx), wurden in 7,0% der 372 Proben nachgewiesen. Proben
durchfallkranker Hunden waren zu 6,5% stx - positiv und Proben klinisch gesunder
Hunde zu 8,3%. In vergleichbaren Untersuchungen konnten STEC bei 2,9% von 245
durchfallkranken Hunden (KRAMPE, 1995) und bei 4,8% von 63 gesunden Hunden
nachgewiesen werden (BEUTIN et al., 1993). Die eigenen ermittelten Nachweisraten
lagen hoher als die Werte der beiden anderen Untersuchungen, da neben den von
BEUTIN et al. und KRAMPE nachgewiesenen stx1- und stx2- Genen auch die inzwi-
schen bekannten Gene stx2c, stx2d und stx2e erfal3t wurden. Die insgesamt relativ
niedrige Pravalenz von STEC bei Hunden wird aber in allen 3 Untersuchungen
deutlich. Mit vergleichbar niedriger Pravalenz konnten STEC aus Kotproben anderer
Tierarten wie z.B. Schweinen, Katzen und Pferden isoliert werden. (BEUTIN et al.
1993, TREVENA et al. 1996). Im Gegensatz dazu wurden bei Schafen und Ziegen
Ausscheiderraten von 60-70% bestimmt (BEUTIN et al. 1993). Bei landwirtschaftlich
genutzten Rindern, die als Erregerreservoir fur EHEC gelten, konnten STEC weltweit
in Uber 50% der Kotproben nachgewiesen werden. (BALJER et. WIELER 1999).
Vom Menschen ist bekannt, dal3 EHEC- Infektionen in den meisten Fallen auf kon-
taminierte unzureichend erhitzte Nahrungsmittel zurtickzufiihren sind, wobei hier in
erster Linie vom Rind stammende Lebensmittel wie Rinderhackfleisch, Hamburger
oder unpasteurisierter Milch als Gefahrenquelle gelten (BELL et al. 1994). In den
eigenen Untersuchungen waren stx - Gene besonders haufig bei Hunden nachzu-

weisen, deren Futterangebot auch Kichenreste und rohes Fleisch enthielt. Hier lag
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der Anteil der stx - Ausscheider bei 19,0% bzw. 33,3% gegenuber 6,0% bei Hunden,
die ausschlief3lich mit Dosen- oder Trockenfutter geflttert wurden.

Eine chemotherapeutische oder antibiotische Vorbehandlung hatte keinen Einfluf3
auf die Nachweishaufigkeit von stx- Genen. Bemerkenswert erscheint in diesem Zu-
sammenhang aber, dald die Shigatoxinbildung durch die Verabreichung von Antibio-
tika oder Chemotherapeutika induziert werden kann, so da? EHEC-Patienten in der
Humanmedizin in erster Linie symptomatisch behandelt werden (GILLIGAN, 1999).
EHEC sind als Erreger der hamorrhagischen Colitis (HC) beschrieben. In Deutsch-
land werden sie fir etwa 5% der Durchfallerkrankungen beim Menschen verantwort-
lich gemacht (KARCH et al., 1997). Die besondere Bedeutung dieser Erreger ist
aber vor allem darin zu sehen, dal3 sie insbesondere bei Kindern unter 5 Jahren po-
stenteritische Komplikationen wie das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) aus-
I6sen konnen, das in etwa 10% der Félle zum Tod des Patienten fuhrt
(BOCKEMUHL und KARCH 1996). Bei Tieren verlaufen STEC - Infektionen mei-
stens inapparent. In Einzelfallen wurden wélrige bis blutige Durchfélle bei Ferkeln
und Kélbern beschrieben (CRAY et MOON, 1995; DEAN-NYSTROM et al., 1997).
Bei Hunden wurde ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von blutigem
Durchfall und dem Nachweis von STEC - Bakterien vermutet (KRAMPE, 1995), was
in den eigenen Untersuchungen in dieser Form jedoch nicht bestétigt werden konn-
te. Stx-Gene waren sowohl insgesamt, als auch in der Gruppe der adulten Hunde
bei gesunden Tieren (8,3% bzw. 7,7%) haufiger nachzuweisen, als bei durchfall-
kranken (6,5% bzw. 2,6%) und erflllten damit in ihrer Gesamtheit nicht die definier-
ten Kriterien fur Durchfallerreger. Da es sich bei den STEC jedoch um eine relativ
heterogene Gruppe von E. coli - Bakterien handelt, ist hier sicher eine differenzierte
Betrachtungsweise sinnvoll.

Aus humanmedizinischen Untersuchungen ist bekannt, daf} die Virulenz von EHEC-
Stammen in Abhéngigkeit vom Vorhandensein weiterer Virulenzmerkmale stark va-
riiert. So besitzen hochvirulente EHEC - Stdmme in der Regel das eae - Gen, wah-
rend es bei weniger virulenten Stammen fehlen kann (BEUTIN et al., 1995). Aul3er-

dem konnte sowohl im Verozellzytotoxizitatstest, wie auch im Mausmodell gezeigt
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werden, dafld zwischen verschiedenen Shigatoxinvarianten in Abhangigkeit vom
Testsystem zum Teil erhebliche Virulenzunterschiede bestehen (HEAD et al., 1988;
TESH et al., 1993).

In den eigenen Untersuchungen konnte in Einzelfallen durchaus ein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von Durchfall und dem Nachweis von STEC - Bakterien
vermutet werden. Insgesamt waren in 17 Proben durchfallkranker Hunde stx - Gene
nachzuweisen. 9 Tiere waren mit Enteroparasiten oder Salmonellen befallen. Bei
den verbleibenden 8 Hunden, 2 adulten und 6 jungen Tieren, konnten keine anderen
Durchfallerreger nachgewiesen werden. Die beiden adulten Hunde zeigten eine er-
hohte Anzahl Kotentleerungen, Flatulenz und Meteorismus. Die Jungtiere hatten in
zwei Fallen schleimigen, in einem Fall blutigen und in einem weiteren Fall blutigen
und schleimigen Durchfall. Bei diesen Tieren kdnnten die Durchfallsymptome mdogli-
cherweise durch die STEC - Infektion hervorgerufen worden sein.

Zum Nachweis der Shigatoxingene waren drei verschiedene Primerpaare eingesetzt
worden. Primerpaarl erfal3te das kodierende Gen fur die B-Untereinheiten von Stx1.
Primerpaar2 und 3 erfal3ten kodierende Gene fur die B-Untereinheiten von Stx2 und
Stx2c, bzw. fur die A-Untereinheiten von Stx2, Stx2c¢c Stx2d und Stx2e. Da stx1 ledig-
lich in 3 Proben nachgewiesen wurde und zwischen den einzelnen Varianten von
stx2 nicht differenziert worden war, konnten mdgliche Virulenzunterschiede der ein-
zelnen Toxinvarianten nicht beurteilt werden.

Interessant ist jedoch, dal3 in 4 von 6 Proben aus denen Gensequenzen amplifiziert
worden waren, die fur die B- Untereinheiten der Toxine Stx2 bzw. Stx2c kodieren,
die entsprechenden fir die A- Untereinheiten dieser Toxine kodierenden Gene nicht
erkannt wurden. Moglicherweise bilden canine STEC- Stamme Shigatoxinvarianten,
die den bisher bekannten ahnlich, aber nicht mit diesen identisch sind und deshalb
von den verwendeten Primern nicht Ubereinstimmend erkannt wurden. In diesem
Zusammenhang wére es interessant die amplifizierten Genprodukte der stx - positi-
ven Proben zu sequenzieren. Vielleicht handelt es sich hier um bisher noch nicht

bekannte Varianten von stx2.
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Die Ergebnisse des Shigatoxinnachweises mittels EIA kdnnen in ahnlicher Weise
interpretiert werden. Untersucht wurden zunachst alle 372 Proben, wobei in keiner
der Proben Shigatoxinbildung nachgewiesen werden konnte, was wohl darauf zu-
rackzufuhren ist, dal® als Ausgangsmaterial fur die Keimanreicherung nach Angaben
des Herstellers die bei -20°C aufbewahrten Kotproben verwendet wurden, wobei die
tiefen Lagerungstemperaturen wahrscheinlich zum Absterben der STEC - Stdmme
gefuhrt hatten. In einem zweiten Versuchsansatz wurden in Glycerin konservierte
Enterobacteriaceen, die unmittelbar nach der Probengewinnung aus den Kotproben
kultiviert worden waren als Ausgangsmaterial verwendet. Untersucht wurden 9 in der
PCR stx - positive Proben. Hier konnte in 3 Proben Shigatoxinbildung nachgewiesen
werden. In den Ubrigen 6 Proben wurden die Genprodukte entweder nicht exprimiert,
oder es wurden Shigatoxinvarianten gebildet, die durch den EIA nicht erkannt wur-

den.

Isolierte Stamme

Die Isolierung eines EAEC - Stamms gelang aus einer der beiden eagg - positiven
Proben. Aus den 26 stx - positiven Proben konnten insgesamt nur 7 STEC - Stamme
isoliert werden. KRAMPE (1995) berichtet von ahnlichen Problemen. Er konnte mit-
tels Verozell - Zytotoxizitatstest 13 verotoxinbildende E. coli- Stamme identifizieren,
in der Kolonienblot - Hybridisierung aber keine stx- Gene bei diesen Stammen
nachweisen. Zum Teil mag dies sicher darauf zurtickzufiihren sein, dal3 E. coli -
Bakterien bei der Subkultivierung plasmid - und phagenkodierte Virulenzmerkmale
verlieren konnen (KARCH et al.,, 1992). Jedoch kann dies ebenfalls ein weiterer
Hinweis darauf sein, daf} canine STEC wie bereits vermutet bisher nicht bekannte
stx - Varianten besitzen, die durch die bei der Kolonienblot - Hybridisierung einge-
setzten Gensonden nicht erkannt wurden. Fiur diese zweite Erklarungsmaglichkeit

spricht neben den bereits diskutierten Beobachtungen, dal3 bei der Kolonienblot-
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Hybridisierung teilweise extrem schwache unspezifische Banden zu erkennen wa-
ren, die in dieser Form bei humanen EHEC- Isolaten nicht festzustellen sind.

Alle isolierten STEC- Stamme bildeten im Verozell - Zytotoxizitatstest Verotoxine.
Zwei Stamme, die von durchfallkranken Hunden isoliert worden waren produzierten
aul3erdem das EHEC - Hamolysin. Eae- Gene waren dagegen bei keinem der STEC
- Stamme nachzuweisen. Aul3erdem gehorte keiner zu einer bisher bekannten hu-
manpathogenen Serovar, so dald es sich bei den isolierten STEC- wahrscheinlich
nicht um EHEC- Stamme handelt.

In der Literatur sind bisher nur zwei Falle dokumentiert, in denen aus Hundekot ein
klassischer O157:H7 EHEC- Stamm isoliert werden konnte. In einem Fall sind keine
weiteren Angaben bekannt (KHAKHRIA et al., 1990). Im andern Fall handelte es
sich um einen auf einer Farm lebenden Hund, der anlailich einer EHEC-Infektion
eines einjahrigen Jungen, der engen Kontakt zu diesem Hund hatte untersucht wor-
den war. Kind und Hund waren mit dem selben EHEC -0157:H7 - Stamm infiziert.
Da aber auch Kotproben von anderen auf dieser Farm lebenden Tieren diesen
Stamm aufwiesen, konnte der Hund nicht eindeutig als Infektionsquelle identifiziert
werden (TREVENA 1993).

Das Risiko fur den Menschen, sich bei Hunden mit EHEC- Bakterien anzustecken

kann deshalb als sehr gering beurteilt werden.
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6 Zusammenfassung

Bianca Thamm

Untersuchungen zur Pravalenz und pathogenen Bedeutung enteroha-
morrhagischer, enteroaggregativer und enteroinvasiver Escherichia coli

beim Hund

Enterohdmorrhagische (EHEC), enteroaggregative (EAEC) und enteroinvasive
(EIEC) E. coli sind als Krankheiterreger beim Menschen beschrieben. In der vorlie-
genden Arbeit sollte untersucht werden, mit welcher Prévalenz diese Keime bei
Hunden vorkommen und ob sie als Durchfallerreger klinische Relevanz fiir den Hund
besitzen. Dariiber hinaus sollte tberprift werden, ob Hunde eine mogliche Infekti-
onsquelle fir den Menschen darstellen.

Untersucht wurden 109 Kotproben klinisch gesunder und 263 Kotproben durchfall-
kranker Hunde. Von allen Hunden wurden Angaben zu Alter und Futterung bzw. bei
den durchfallkranken zusatzlich zur Art der Durchfallsymptome und zur bisherigen
Therapie erfal3t. Die Proben wurden parasitologisch und mikrobiologisch untersucht,
wobei Helminthen, Protozoen und Salmonellen in 10,2%, 13,2% bzw. 3,2% der Pro-
ben nachgewiesen werden konnten. Mittels PCR wurde das Probenmaterial auf die
Anwesenheit folgender Virulenzgene von E. coli Gberprift: Das Invasions- Gen invas
der EIEC, das Adhéarenz- Gen eagg der EAEC, sowie das Enterohamolysin- Gen
hlyA, das Intimin- Gen eaeA und die Shigatoxin- Gene stx1B, stx2B, stx2cB, stx2A,
Stx2cA, stx2eA und stx2dA der EHEC. Der Shigatoxinnachweis (Stx) erfolgte mittels
eines kommerziell erhaltlichen EIA.

Zur lIsolierung der EAEC- und der shigatoxinbildenden (STEC) E. coli- Stamme
wurde die Kolonienblot- Hybridisierung mit Digoxigenin-11-dUTP markierten Gen-
sonden eingesetzt. Die genotypische Charakterisierung der isolierten Stamme er-

folgte mittels PCR und Restriktionsenzymverdau. Die Bildung von Verotoxinen wur-
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de im Verozellzytotoxizitatstest Uberpruft. Der Nachweis der Enterohamolysinbildung
und Sorbitfermentation erfolgte durch Kultivierung auf Blutagar mit 5% defibrinierten
Schaferythrozyten bzw. auf SMAC- Agar.

Die erzielten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: Invas konnte in kei-
ner der untersuchten Proben nachgewiesen werden. Eagg kam bei gesunden und
durchfallkranken Hunden in jeweils einer Probe vor (0,9% bzw. 0,4%). Virulenzgene
der EHEC waren bei Jungtieren haufiger nachzuweisen als bei adulten Hunden und
ausgenommen hlyA bei gesunden héaufiger als bei durchfallkranken. HIyA- positiv
waren zwei Proben von gesunden und sieben Proben von durchfallkranken Hunden
(1,8% bzw. 2,7%), wobei Hunde die antibiotisch/ chemotherapeutisch vorbehandelt
waren hlyA mehr als doppelt so haufig aufwiesen, wie nicht vorbehandelte Hunde.
EaeA konnte in nahezu der Hélfte aller Proben nachgewiesen werden (49,5% der
Gesunden bzw. 41,4% der Durchfallkranken). Shigatoxin- Gene kamen bei neun
gesunden und 17 durchfallkranken Hunden vor (8,3% bzw. 6,5%). Betroffen waren
insbesondere Hunde, die rohes Fleisch als Futter erhielten.

Isoliert wurden ein EAEC- und sieben STEC- Stamme. Alle STEC-Stamme zeigten
Sorbitfermentation und Verotoxinbildung, wobei aber nur drei durch den Shigatoxin-
EIA angezeigt worden waren. Bei allen STEC- Stammen konnten stx2- oder Varian-
ten von stx2- Genen nachgewiesen werden. Ein Stamm besald zuséatzlich das hlyA-
und ein weiterer das hlyA- und das stx1B- Gen. EaeA- Gene waren bei keinem der
Stamme nachzuweisen. Ebenso gehorte keiner der Stamme zu einer bisher be-
kannten humanpathogenen Serovar.

Die Ergebnisse zeigen, da3 EIEC bei Hunden nicht und EAEC nur selten vorkom-
men und deshalb als Durchfallerreger fiir den Hund keine oder nur eine unbedeu-
tende Rolle spielen. STEC kommen bei durchfallkranken und gesunden Hunden vor.
Ein Zusammenhang zu Durchfall konnte in Einzelfallen vermutet, aber nicht sicher
belegt werden. Aufgrund des von den EHEC verschiedenen Virulenzmusters caniner
STEC und der fehlenden bzw. nur geringen Pravalenz von EIEC und EAEC sind

Hunde als Ansteckungsquelle fir den Menschen von untergeordneter Bedeutung.
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7 Summary

Bianca Thamm

Investigations on the Prevalence and Pathogenic Significance of Entero-
hemorrhagic, Enteroaggragative, and Enteroinvasive Escherichia coli in

Dogs

Enterohemorrhagic (EHEC), enteroaggregative (EAEC), and enteroinvasive (EIEC)
Escherichia coli are known pathogens of humans. The purpose of this study was to
determine the prevalence of these bacteria as well as their clinical relevance as a
cause of diarrhea in dogs. In addition, the possibility of dogs serving as a source of
infection for humans was examined.

Fecal samples from 109 clinically healthy dogs and 263 dogs with diarrhea were te-
sted. Data on the age and manner of feeding was collected for each dog, as well as
the symptoms and previous therapy in those dogs with diarrhea. The samples were
tested parasitologically and bacteriologically, whereby Helminths, Protozoa and
Salmonella were found respectively in 10.2%, 13.2% and 3.2% of the samples. Then
the samples were examined by PCR for the presence of the following E. coli viru-
lence genes: the invasive gene invas of EIEC, the adherence gene eagg of EAEC,
and the enterohemolysin gene hlyA, the intimin gene eaeA, and the shigatoxin ge-
nes stx1B, stx2B, stx2cB, stx2A, stx2cA, stx2eA, and stx2dA of EHEC. Shigatoxin
was demonstrated using a commercially available EIA.

In order to isolate EAEC and shigatoxin-producing (STEC) E. coli strains, a colony
blot hybridization with digoxigenin-11-dUTP - marked gene probes was used. The
genotypic characterization of the isolated strains was performed using PCR and re-
striction enzyme digestion. The formation of verotoxins was checked with the

Verocell cytotoxicity test. Enterohemolysin production and sorbitol fermentation were
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demonstrated by cultivation on blood agar with 5% defibrinated sheep erythrocytes
resp. SMAC agar.

The results obtained can be summarized as follows: Invas was not found in any of
the samples tested. Eagg was found in a single sample each from the healthy and
the sick dogs (0.9% resp. 0.4%). Virulence genes of the EHEC were demonstrated
more often in young dogs than in adults, and with the exception of hlyA, more often
in healthy dogs than in those with diarrhea. Two samples from healthy dogs and se-
ven from sick dogs (1.8% resp. 2.7%) were hlyA-positive, whereby it was over twice
as common in those dogs which had been previously treated with antibiotics or
chemotherapeutics than in those which had not been treated. EaeA was found in
nearly half of all the samples (49.5% of the samples from healthy dogs and 41.1% of
those from dogs with diarrhea). Shigatoxin genes were found in samples from nine
healthy dogs and from 17 dogs with diarrhea (8.3% resp. 6.5%). Dogs fed raw meat
were especially affected.

One EAEC and seven STEC strains were isolated. All of the STEC strains fermented
sorbitol and produced verotoxin, whereas only three produced shigatoxin, as shown
by EIA. Stx2 genes or variants thereof were shown in all STEC strains. One strain
also had the hlyA gene and another strain also had hlyA and stx1B genes. Eae ge-
nes was not found in any of the strains. None of the strains found belonging to
known pathogenic serovars of man.

The results show that EIEC are not found in dogs and that EAEC are rare. Therefore
it can be said that these bacteria only play a minor role as cause of diarrhea in dogs.
STEC are found in dogs with diarrhea as well as in healthy dogs. A relationship to
diarrhea could be presumed in some cases, but not proven. Because of the differing
virulence patterns of EHEC and canine STEC and the absence resp. low prevalence
of EIEC and EAEC, it can be concluded that the dog is of little importance as a sour-

ce of infection for humans.
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