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3.5. Fachbereich 5
Diagnostik und Epidemiologie

¢ Diagnostik und Epidemiologie von Infektionskrankheiten, die vom Tier auf den Menschen
Ubertragbar sind.

e Referenzlabor der Europaischen Union (EU) fur die Epidemiologie der Zoonosen (CRL-E).

¢ Nationale Referenzlaboratorien fir Salmonellen (NRL-Salm), E. coli (NRL-E.c.), Brucellose
(NRL-Bruc), Trichinellose (NRL-Trich) sowie fir die Epidemiologie der Zoonosen (NRL-E).

¢ Amtliche Zulassung von in-vitro-Diagnostika nach § 17c TierSG.

e Bakteriologische, virologische und parasitologische Forschung zu ausgewahlten Zoonosen.

3.5.1. Einfluss der Fiitterung auf E. coli und VTEC im Kot von Rindern

Heinz Richter, Marita Timm, Simone Lehmann, Heide-Marie Lochotzke

Gesunde Rinder scheiden in unterschiedlicher Haufigkeit und Menge Verotoxin-bildende E. coli
(VTEC) mit dem Kot aus. Solche VTEC kdnnen beim Menschen zu einer EHEC
(enterohamorrhagische E. coli)-Infektion mit blutigem Durchfall, mit Hamolytisch-uramischem
Syndrom (HUS) und mit tédlichem Ausgang flhren. Eine EHEC-Infektion ist von verschiedenen,
nur zum Teil bekannten Faktoren abhangig. Neben der Verotoxinbildung spielen bestimmte
weitere Virulenzfaktoren (eae-Gen, EHEC-Hamolysin) eine wichtige Rolle. Auch eine
erworbene Saureresistenz von VTEC wird als wesentlicher Faktor fiir die Auslésung einer
EHEC-Infektion diskutiert, da VTEC mit dieser Eigenschaft wahrscheinlich bereits in geringer
Zahl die Saurebarriere im Magen des Menschen iberwinden kénnen. Nach Untersuchungen
von Diez-Gonzalez et al. (1998) scheiden Rinder bei Giberwiegender Getreide-Ftterung im
Vergleich zu reiner Heu-Fiitterung 10°-mal mehr saureresistente E. coli mit dem Kot aus. Die
Schlussfolgerung, dass eine kurze Heufltterung vor dem Schlachten das Risiko einer
Lebensmittel-bedingten E. coli-Infektion reduziert, blieb nicht unwidersprochen (Hancock u.
Besser, 1999). Nach Hovde et al. (1999) kann eine Heufltterung die E. coli O157-
Infektionsgefahr flr den Menschen sogar vergrofRern. Als Beitrag zur Klarung des
Futterungseinflusses auf die Ausscheidung von E. coli, speziell von VTEC und deren
Saureresistenz wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

Versuchstiere: 10 weibliche HF-Rinder, 1,3-4,3 Jahre alt, 8 davon trachtig, separat aufgestallt
im Mittellangstand des Versuchsgutes des BgVV.

Futterung: Woche 1 - 2: Raufutter (Mischration aus Maissilage, Heu, Stroh,
Zuckerrliibenschnitzel), Woche 3 - 4: Kraftfutter (2/3 der Maissilage durch 6,0-8,5 kg Maisschrot
ersetzt), Woche 4 — 6: Raufutter (reine Heuration), Woche 7 — 9: Kraftfutter wie in Woche 3 - 4,
Woche 10 —12: Raufutter (reine Heuration).

Untersuchungsmaterial und Methoden: Uber den Versuchszeitraum wurden von jedem Tier
insgesamt 16 Kotproben rektal jeweils zwischen 7 und 8 Uhr morgens enthommen. Der pH-
Wert des Kotes (1 g Kot in 9 ml 0,9%iger NaCl-Lésung suspendiert) wurde mit dem pH-Meter
410A (Orion) und der pH-Elektrode BlueLine 25 pH (Schott) am Entnahmetag gemessen. Am
Folgetag wurden die E. coli-Konzentrationen vor und nach Saureschock bestimmt. Dazu
wurden die Kotproben in 0,9%iger NaCl-Losung (3g in 27 ml) suspendiert. Nach grundlichem
Vortexen wurden die Lebendkeimzahlen (LKZ) auf MacConkey-Agar-Platten (KbE E.coli/g Kot
vor Saureschock) bestimmt. 20ml der Kotsuspensionen wurden mit 1ml Glycin-HCI-Puffer(10x)
auf ~pH 2,5 eingestellt und 1h bei +37°C inkubiert. Nach anschliellender Neutralisation mit 1n
NaOH auf ~pH 7,5 wurden erneut die LKZ auf MacConkey-Agar (KbE E.coli/g Kot nach
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Saureschock) ermittelt. Aus 18 h -Anreicherungskulturen von unterschiedlichen Kotmengen
(250 mg — 0,04 mg/ 5 mI mTSB + 50 ng Mitomycin C/ml) wurden mit Hilfe eines VT-ELISA die
VTEC-Konzentrationen in den Kotproben festgestellt. Von Kotproben, die im VT-ELISA positiv
reagiert hatten, wurden mit einem Kolonie-Immunoblot (Timm et al., 1996) VTEC-Isolate
gewonnen, die hinsichtlich ihrer Saureresistenz Uberprift wurden. Von diesen Isolaten wurden
Schiittelkulturen in LB-Medium tber Nacht bei +37°C angelegt. In den Kulturen wurden die LKZ
auf MacConkey-Agar (KbE E.coli vor Saureschock) bestimmt. 0,1ml dieser Kuturen wurden mit
10ml LB-Medium, pH 2,5 fiir 1h bei +37°C inkubiert. Nach Neutralisation mit 1n NaOH auf ~pH
7,5 wurde erneut die LKZ-Bestimmung auf MacConkey-Agar (KbE E.coli nach Saureschock)
durchgeflhrt.

Ergebnisse: Die Ergebnisse sind in den Abb. 1-4 zusamengefasst. Der mittlere pH-Wert der
Kotsuspensionen lag bei der Raufutterration (alleinige Heufltterung) signifikant um 1-2 pH-
Einheiten héher als bei der Kraftfutterration (Maisschrotfiitterung). Die mittleren logarithmischen
E.coli-Konzentrationen verhielten sich wahrend der unterschiedlichen Flitterungsperioden
genau gegenlaufig zu den pH-Werten (Abb.1). Bei Kraftfuttergabe stieg die mittlere E. coli-
Konzentration auf Giber 10° KbE/g Kot an, um bei Heufiitterung auf Werte von 1 - 5x1 04KbE/g
Kot abzusinken. Die VTEC-Ausscheidung unterlag in Abhangigkeit von der Futterung
zyklischen Veranderungen. So nahm in der Regel nach jeder Futterumstellung die Zahl VTEC-
positiver Tiere auffallig ab, um im Verlauf der 2-3-wdchigen unveranderten Fltterung wieder
anzusteigen. Vor der 1. Futterumstellung auf Kraftfutter konnten bei 9 - 6 der 10 Versuchstiere
VTEC im Kot nachgewiesen werden, nach Beginn der Kraftfuttergabe gelang das nur noch bei
2-3 Rindern. Im Verlauf dieser Fltterung traten VTEC wieder bei 6 Tieren auf. Die Umstellung
der Futterung auf Raufutter bewirkte wiederum eine Reduktion der VTEC-Ausscheider auf 3
Tiere, wonach sich am Ende dieser Fltterungsperiode die Anzahl wieder auf 6 VTEC-
Ausscheider erhéhte. Nach Beginn der erneuten, nunmehr 3 Wochen dauernden
Kraftfutterftterung konnten nur noch 2 Tiere als VTEC-positiv gefunden werden (Abb.2). Dieser
Trend zur verminderten VTEC-Ausscheidung in Folge einer Futterumstellung war bei 2 Rindern,
die nahezu Uber die gesamte Versuchszeit VTEC im Kot enthielten, deutlich zu quantifizieren
(Abb. 3). Mit jedem Futterwechsel war eine Reduktion der VTEC-Konzentrationen verbunden.
So war nach Umstellung auf Kraftfutter trotz starkem Anstieg der E. coli-Zahl eine besonders
deutliche Verminderung der VTEC-Konzentrationen zu beobachten. Alle Kotproben wurden
einer Saureschockbehandlung unterworfen. Uber den gesamten Versuchsverlauf wurden die
vor Saurebehandlung beobachteten E. coli-Konzentrationen durch den Saureschock sowohl bei
Rau- als auch bei Kraftfutterflitterung bei den verschiedenen Tieren um 1 — 6 (meist um 3-4)
log-Stufen reduziert (Abb. 4). VTEC waren in den Saure-behandelten Kotproben in keinem Falle
mehr nachweisbar, selbst bei den héchsten gemessenen Ausgangskonzentrationen von
2,5x10* VTEC/ g Kot. Wurden jedoch die aus den Kotproben isolierten VTEC (n = 27)

direkt dem Saureschock unterworfen, war ein KbE-Abfall von nur ~ 0,5 log-Stufen zu
beobachten. Der Grad der Verminderung war auch hier vollig unabhangig von der jeweiligen
Futterart zum Zeitpunkt der VTEC-Isolierung, d.h. die isolierten VTEC waren von
Versuchsbeginn an weitgehend saureresistent. Fir die hohe Saurelabilitat der im Kot
befindlichen VTEC im Unterschied zu den VTEC-Isolaten sind unter den gewahlten
Versuchsbedingungen vermutlich verschiedenste Kotbestandteile (Begleitflora, chemische
Inhaltsstoffe usw.) verantwortlich.

Diskussion: Der von Diez-Gonzalez et al. (1998) beobachtete Einfluss der Fltterung auf die E.
coli-Konzentration und den pH-Wert im Kot konnte von uns weitgehend bestatigt werden.
Dagegen war die bei Getreidefiitterung beschriebene 10°-fache groRere Anzahl
saureresistenter E. coli im Kot im Vergleich zur Heufiitterung mit unseren Versuchen nicht
nachzuweisen. Zwischen den unterschiedlichen Futterrationen einerseits und der von Tier zu
Tier und von Probennahme zu Probennahme sehr stark variierenden Saureresistenz der E. coli
im Kot andererseits war keinerlei Zusammenhang zu erkennen. Gleiches beobachteten Hovde
et al. (1999) fur E. coli O157:H7. Die VTEC-Isolate zeigten im Unterschied zu den im Kot
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befindlichen VTEC Uber den gesamten Versuchszeitraum eine hohe in vitro Saureresistenz, die
aber ebenfalls nicht durch das Fitterungsregime beeinflusst wurde. Besonders hervorzuheben
ist, dass die VTEC-Ausscheidung innerhalb 1 Woche nach einer extremen Futterumstellung
sich deutlich verringerte oder ganz aufhorte. Ahnliches haben Kudva et al. (1997) bei
experimentell mit E. coli O157:H7 infizierten Schafen nach abruptem Futterwechsel von Heu-
auf Kraftfutter festgestellt. Um den Fitterungseinfluss auf die VTEC-Ausscheidung bei natrlich
infizierten Rindern als Mittel zur Reduzierung des VTEC-Eintrags in die Lebensmittelkette
nutzen zu kénnen, bedarf es noch umfangreicher weiterer Untersuchungen.

Abb. 1: pH-Wert und E. coli-Konzentration im Kot
in Abhdngigkeit von der Fiitterung
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log KbE E. coli/g Kot

Abb.2: E. coli-Konzentration und Zahl VTEC -
positiver Tiere in Abhdngigkeit von der
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Abb. 3: E. coli- und VTEC-Konzentration im Kot
von 2 Versuchsrindern
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Abb. 4: Mittlere E.coli-Konzentration im Kot in
Abhidngigkeit von der Futterung
vor und nach Saureschock
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