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Was wissen wir lGber Coli-Infektionen bei Legehennen?

Dr. Hans-C. Philipp und Dr. Matthias VoB (Cuxhaven)

Einleitung

Escherichia coli ist ein gramnegatives Bakterium aus der
Familie der Enterobacteriaceae, dem als Krankheitserre-
ger in der Human- und Veterindrmedizin eine erhebliche
Bedeutung zukommt. Die Keime sind Bestandteil der nor-
malen Darmflora und in der belebten und unbelebten Um-
welt weit verbreitet. Es gibt eine groBe Vielzahl von Stdm-
men, die sich in ihrer Wirtsspezifitat und Pathogenitat, d. h.
ihrem Potential, Krankheitszustdnde zu verursachen, stark
unterscheiden. Mit verschiedenen Methoden werden aus
diesem Grund in der bakteriologischen Diagnostik Pa-
thogenitatsfaktoren identifiziert. Erst dies macht neben der
eigentlichen Keimidentifizierung auf Speziesebene den
Befund vollstandig (GYLES, 1994).

Die Wechselbeziehungen zwischen Erreger und Wirt sind
fur Saugetiere schon intensiv bearbeitet worden, so dass
eine Reihe relevanter Pathogenitatsfaktoren routinemaBig
erfasst werden kénnen, etwa bestimmte Toxine, die Le-
bensmittelvergiftungen des Menschen verursachen koén-
nen (BOCKEMUHL et al., 1997). Weitere bedeutende Pa-
thogenitatsfaktoren sind Oberflachenstrukturen der Bak-
terien, welche die Anheftung an Wirtszellen vermitteln
(Adhasine, Fimbrien) oder eine erhéhte Widerstands-
fahigkeit gegenudber im Blutstrom vorhandenen antimi-
krobiellen Proteinen vermitteln (Serumresistenz). Fur Stam-
me mit humanpathogenem Potenzial (z. B. EHEC) stellt
das Wirtschaftsgefligel kein Reservoir dar (WASTLHU-
BER et al., 1998).

Der aktuelle Kenntnisstand tber durch E. coli vermittelte
Krankheitszust&nde bei Legehennen ist vergleichsweise
gering. Im Unterschied zu den Verhéaltnissen beim Sau-
ger stehen hier verlustreiche Krankheitsausbrtche bei er-
wachsenen Tieren im Mittelpunkt des Interesses. Als Er-
krankung bei Kuken kommen Dottersack- und Nabelen-
zUindungen vor. Diese kénnen erfolgreich durch gute
Hygienepraxis bei der Bruteigewinnung und der Brut
zurtickgedrangt werden (BARNES und GROSS, 1997). Da
die Verabreichung von Antibiotika an Ktken unter Einhal-
tung der vorgeschriebenen Wartezeiten wirtschaftlich trag-
bar ist, besteht hier auch die Méglichkeit der Behandlung.
Waéahrend der Junghennenaufzucht werden klinische Er-
krankungen durch E. coli selten beobachtet.

Bei Legehennen kommt es hingegen héaufig zu generali-
sierten, fibrinds-exsudativen Entzindungen von Luftsdcken,
Bauchfell und Legeorganen. Das Sektionsbild wird allge-
mein als , Colibazillose" oder , Eileiter-Bauchfell-Entzin-
dung*” (Peritonitis) bezeichnet. Fibrindse Bauchfell- und
Luftsackentziindungen sind wenig spezifisch, sondern
sind eher Ausdruck einer generalisierten bakteriellen Ent-
zUndung, die auch durch Pasteurellen, Salmonellen oder
Rotlauferreger bedingt sein kénnen. Daher sind Labor-
untersuchungen unerlasslich.

Sofern die Widerstandskraft der Hennen durch weitere In-
fektionen (1B, TRT, Mycoplasmen), Impfreaktionen oder
Stress geschwacht ist, kdnnen Coliinfektionen sich in star-
kerer Auspragung bemerkbar machen. Als bedeutende
Stressfaktoren sind schlechte Umweltbedingungen
(Schadgase, Staub, Temperaturschwankungen) und so-
zialer Stress (Federpicken, Kannibalismus) zu nennen.
Durch gegenseitiges Bepicken beigefligte Hautverlet-

zungen dienen darUber hinaus als direkte Eintrittspforte
fur Infektionen.

Unter den mitteleuropé&ischen Bedingungen der Lege-
hennenhaltung sind , E. coli-Verluste* besonders schwie-
rig zu kontrollieren:

¢ |n der Kéfighaltung kommt es seltener zu gehauften
Verlusten durch E.-coli-Peritonitis als bei der Boden-,
Volieren- und Freilandhaltung (BOHLAND, 1999). Folg-
lich nehmen insgesamt auch die Probleme gerade bei
den letztgenannten Haltungsformen zu.

e Tiere mit geklUrztem Schnabel fugen sich weniger Ver-
letzungen zu, die als Eintrittspforten von Infektionen
dienen kénnen. Der Verzicht auf das Schnabelkurzen ist
daher mit der Inkaufnahme eines erhdhten E. coli-Risi-
kos verbunden.

e Der Verbraucherschutz erfordert die Gewinnung von
Lebensmitteln, die frei von Arzneimittelrickstanden
sind. Konsequenterweise kommt daher aufgrund der
einzuhaltenden Wartezeiten die Verordnung systemisch
wirkender Antibiotika in der Praxis der Eierzeugung
nicht in Frage.

Welche Méglichkeiten bieten sich den Hennenhaltern und
ihren betreuenden Tierarzten zur Vorbeugung und Be-
handlung?

e Primarinfektionen missen durch angemessene Hygie-
nebedingungen, die regelmaBige Gesundheitsiber-
wachung und abgestimmte Impfprogramme so weit
wie moglich eingedammt werden. Eine besondere Rol-
le kommt der Gestaltung des Stallklimas zu.

e Akute Ausbrlche kénnen mit Antibiotika behandelt wer-
den. Von praktischer Bedeutung sind nur Colistin und
Neomycin, da bei diesen Wirkstoffen keine Wartezeit
auf Eier eingehalten werden muss.

e Bestandsspezifische Impfstoffe gegen Colibazillose
stehen zur Verfigung. Seit einigen Jahren werden be-
sonders Herden in Boden- und Freilandhaltung zu-
nehmend geimpft.

Die Umsetzung der oben genannten MaBnahmen bereitet
in der Praxis haufig Schwierigkeiten. Eine zuverlassige Ab-
schirmung von Infektionserregern ist bei der Auslaufhal-
tung ebensowenig moglich wie bei der Bodenhaltung die
Reduzierung der Staubbelastung der Luft auf das Niveau
einer Kafiganlage (STEIN, 1997). Daher konzentrieren sich
die Erwartungen auf den Erfolg von Impfprogrammen.

Das Veterinar-Labor der Lohmann Tierzucht GmbH stellt
seit einigen Jahren inaktivierte bestandsspezifische Impf-
stoffe her. Dazu werden E. coli-Stamme von erkrankten
oder verendeten Tieren isoliert vermehrt, inaktiviert (ab-
getodtet) und als Suspension zur Injektion aufbereitet. Jung-
hennen sollten damit vor dem Beginn der Produktions-
phase nach Moéglichkeit zweimalig im Abstand von vier
bis sechs Wochen geimpft werden. Die zunehmende Ver-
breitung solcher Impfstoffe spricht fur ihre Wirksamkeit,
obwohl selten prazise Daten Uber das Ausmal des ver-
mittelten Impfschutzes erhoben wurden. Experimentelle
Daten belegen eine gute Wirksamkeit, die sich aber nur
auf homologe Stamme beschrankt (DHO-MOULIN und
FAIRBROTHER, 1999).
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Eigene Untersuchungen

Seit 1999 werden in unserem Labor bei isolierten E. coli
verschiedene phanotypische Parameter bestimmt mit dem
Ziel, mégliche Zusammenhange zwischen diesen und der
Pathogenitat der Stdmme zu ermitteln. Es sollen bei der
Zusammenstellung von Impfstoffchargen die jeweils
,schlimmsten” Keime eines Bestandes erkannt werden,
um dann als Impfantigen gezielt zum Einsatz zu kommen.

Material und Methoden

Isolate

In den Jahren 1999 und 2000 wurden 442 E. coli-Stam-
me von Legehennen, Eltern- und GroBelterntieren ge-
wonnen oder uns als Reinkulturen Ubergeben. Das Mate-
rial stammte von 53 Einsendern aus 11 Landern. Nur Iso-
late aus dem Herzen oder dem Knochenmark wurden
berlcksichtigt. Alle Stdmme wurden Uber das API 20 E-
System (Bio Mérieux, Nurtingen) identifiziert. Die Hdmo-
lyse wurde auf Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafblut
(Oxoid, Wesel) beurteilt, die Beweglichkeit mikroskopisch
in frischen Bouillonkulturen.

Serotypisierung

Von 339 Isolaten wurde der Serotyp der somatischen An-
tigene (O-Antigen) bestimmt. Dazu wurden koagglutinie-
rende Reagenzien gegen die O-Antigene 1, 2 und 78 ver-
wendet (BioVac, Beaucouzé, Frankreich). Sofern keine
positive Reaktion beobachtet wurde, wurden die Stamme
zur weiteren Untersuchung an das Central Veterinary La-
boratory in Weybridge, Surrey, UK versandt.

Antibiogramme

Von 278 Stdmmen wurden Antibiogramme im Mikro-Dilu-
tionsverfahren angefertigt. Dazu wurden kommerzielle
Testkits verwendet (Merlin, Bornheim-Hersel, Deutsch-
land).

Embryo-Letalitétsindex

In Anlehnung an die von WOOLEY et al. (2000) beschrie-
bene Methode wurde von 31 Stdmmen ein Embryo-Leta-
litdtsindex ermittelt. Dazu wurden ca. 300 koloniebilden-
de Einheiten (KbE) des Teststammes in die Allantoishohle
von jeweils 11 neun Tage lang vorgebriteten SPF-HUh-
nerembryonen injiziert (VALO, Lohmann Tierzucht, Cux-
haven). Die infizierten Eier wurden weiter bebrutet und
durchleuchtet, um die Absterberate wéhrend einer Be-
obachtungszeit von sechs Tagen taglich zu erfassen. Die
Ergebnisse wurden als Index angegeben. Dazu wurde an
jedem Beobachtungstag die Zahl der abgestorbenen Em-
bryonen ermittelt. Die Addition der Werte aller Beobach-
tungstage ergibt den Embryo-Letalitatsindex. Sofern alle
Eier bereits am 1. Beobachtungstag absterben, wird der
Maximalwert von 66 erreicht.

Ergebnisse

Alle 442 Stamme wurden auf Hdmolyse untersucht. Posi-
tiv reagierten zwei Stdmme einer Einsendung, die serolo-
gisch nicht typisiert werden konnten. Die Beweglichkeits-
prifung von 315 Isolaten ergab 213 positive und 84 ne-
gative Resultate (Tab.1).

Von den 339 der Serotypisierung unterzogenen Stammen
konnte in 303 Fallen der O-Antigentyp ermittelt werden,
die Ubrigen 33 Stamme waren nicht typisierbar. Insge-

Tabelle 1: Kultureigenschaften von E. coli-Stammen
der Legehennen
Positiv Negativ
Hamolyse 0,45 % 99,55 %
Beweglichkeit 67,6 % 32,4 %

samt wurden 40 verschiedene O-Antigene nachgewiesen,
am haufigsten traten die Serotypen 02, 078, O1 und 08
auf (Abb.1).

Abbildung 1: Nachweishaufigkeit verschiedener O-Sero-
typen
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Die Resistenzlage von 278 untersuchten Stdmmen ge-
genuber einigen in der Gefligelpraxis verwendeten Anti-
biotika ist in der Abbildung 2 wiedergegeben. Drei Isola-
te waren gegen alle in der Tabelle genannten Antibiotika
mit Ausnahme von Colistin resistent. Je ein Isolat wies
Empfindlichkeit nur gegen Colistin und Ampicillin bzw.
Colistin und Gentamicin auf. Acht weitere Stdmme waren
nur gegen Colistin sowie zwei weitere Antibiotika emp-
findlich.

Abbildung 2: Resistenzrate gegeniiber ausgewahlten
Antibiotika in %
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Die Embryo-Letalitatsindices wurden von 31 E. coli-Isola-
ten ermittelt, darunter waren 9 der Serogruppe O2 und 8
der Serogruppe O78 zugehorig. Von funf Stammen war
der Serotyp nicht bekannt. Die Mittelwerte der Embryo-
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Letalitatsindizes betragen 51 fur alle getesteten Stamme,
42 fur die E. coli O2 und 53 fur die E. coli O78. In Form
eines Histogrammes sind die Resultate in der Abbildung
3 dargestellt.

Abbildung 3: Embryoletalitéts-Indices verschiedener O-
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Im taglichen Routinebetrieb unseres auf Geflugel spezia-
lisierten Diagnostiklabors nimmt Escherichia coli eine be-
sondere Rolle ein. Dies betrifft sowohl den Sektionsraum,
wo typische Verdnderungen sehr hdufig beobachtet wer-
den, als auch das Bakteriologielabor, wo zahlreiche Stam-
me isoliert, nach Moglichkeit charakterisiert und archiviert
werden. Die Vielzahl der Einsender aus zahlreichen Lan-
dern beweist, dass E. coli-Infektionen bei Legehennen ein
groBes Problem von internationaler Bedeutung sind. So-
weit wie mdglich wird durch serologische und virologi-
sche Laboruntersuchungen versucht, Priméarinfektionen
bei betroffenen Bestdnden zu identifizieren. So werden in
manchen Fallen zurlckliegende Infektionen durch ange-
stiegene Serumtiter gegen das infektidse Bronchitis- oder
das Aviare Pneumovirus nachgewiesen. Haufig aber tre-
ten verlustreiche E. Coli-Infektionen in ansonsten aus Sicht
des Labors unauffalligen Herden auf, auch in Betrieben,
die negativ fur Mycoplasma gallisepticum- und Myco-
plasma synoviae-Antikdrper sind.

Dies lenkt das Interesse auf die Frage, in welchem MaBe
bestimmte E. col-Stdmme auch ohne infektiése Vorscha-
digung der Wirte Krankheiten verursachen kénnen. Der-
artige Stamme mussten mit Pathogenitatsfaktoren aus-
gestattet sein, die in besonderer Weise die produzieren-
de Legehenne als Wirt schadigen. Die Erfassung einiger
zur Stammcharakterisierung von E. coli Ublicher Parame-
ter diente dem Ziel, mégliche Zusammenhange aufzuzei-
gen.

Dartber hinaus sollte die systematische Erfassung von
Resistenzen relevanter Stdmme helfen, die Grenzen und
Moglichkeiten der Antibiotikatherapie abzuschéatzen. Bei
den Wirkstoffen Colistin und Neomycin, die ohne Warte-
zeit auf Eier angewandt werden durfen, ist die Lage gun-
stig. Sofern andere Produkte mit systemischer Wirkung
eingesetzt werden sollen, z. B. bei Eltern- oder Masttie-
ren, ist eine Uberprufung der Wirksamkeit dringend zu
empfehlen, da Resistenzen in verschiedenen Kombina-
tionen weit verbreitet sind.

Aus den von uns erhobenen Befunden geht hervor, dass
die Hamolyse als Pathogenitatsfaktor bei Legehennen kei-
ne Rolle spielt. Ungefahr zwei Drittel der Stdmme sind be-

weglich. Unter den mit Hilfe des Embryo-Letalitatstests
als besonders pathogen eingestuften Isolaten befinden
sich aber gleichermaBen solche mit und ohne Bewe-
gungsaktivitat.

Die Serotypen O1, O2 und O78 werden allgemein als be-
sonders verbreitet bei Geflugel beschrieben (DHO-MOU-
LIN und FAIRBROTHER, 1999). Unsere Ergebnisse be-
statigen dies besonders fur O2 und O78. Ein gehauftes
Auftreten von O1 konnten wir in dem von uns bearbeiteten
Material nicht feststellen.

Der Embryo-Letalitatstest wurde von WOOLEY et al. (2000)
beschrieben und von uns in abgewandelter Form Uber-
nommen. Mit diesem Test kann die Wechselwirkung ei-
nes definierten Erregers mit dem Huhnerembryo beob-
achtet werden, ohne dass ein Tierversuch erforderlich ist.
Nachteile sind der erhebliche Materialaufwand sowie eine
relativ geringe Wiederholbarkeit. Diese erklart sich teil-
weise dadurch, dass Bruteier definierter Qualitat in Be-
zug auf E. coli-Antikdrper schlecht verfligbar sind. Daher
sind die Testergebnisse nur als Trends zu interpretieren.
Far die Praxis ist die Beobachtung wichtig, dass die Pa-
thogenitat innerhalb einer Serogruppe stark schwanken
kann. Deshalb fuhren wir bei jedem Testansatz je einen
stark und schwach embryoletal wirkenden E. coli-Stamm
der Serogruppe als Kontrollen mit. Weiterhin fallt auf, dass
die zur O2-Serogruppe gehdrenden Isolate trotz ihrer zah-
lenmaBig Uberragenden Verbreitung in Legehennen ge-
ringer embryoletal wirken als O78-Stamme. Gerade , exo-
tische" oder nicht typisierbare Isolate ergaben bei der In-
dexermittlung oft sehr hohe Werte von 60 und daruber.
Die Bestimmung des Serotyps allein erlaubt also keinen
Ruckschluss auf die Pathogenitat eines Stammes.

Ausblick

Préazise molekularbiologische Methoden sollten zukunftig
auch in der Veterindrmedizin zur Identifizierung von Pa-
thogenitatsfaktoren eingesetzt werden. Dies setzt aber
voraus, dass solche Pathogenitatsfaktoren fur das Wirts-
tier ,Legehenne"” identifiziert und charakterisiert werden.
Diese Thematik wird von einigen Arbeitsgruppen intensiv
untersucht und erste Ergebnisse liegen vor (CHAFFER et
al., 1999; FOLEY et al., 2000; POURBAKSH et al., 1997).
Mithilfe dieser Erkenntnisse werden dann die Grundlagen
fur eine verbesserte Diagnostik und fur die Entwicklung
neuer Impfstoffe geschaffen, im Idealfall von Lebend-
impfstoffen.

Der Embryo-Letalitatstest hat zurzeit mangels besserer
Alternative durchaus eine Bedeutung etwa zur Abschét-
zung des pathogenen Potenzials von E. coli-Stdmmen,
die als Antigene zur Impfstoffherstellung dienen sollen.
Labor- und Feldversuche sollen zukunftig die Wirksam-
keit verschiedener Impfstoffe und Impfprogramme objek-
tiv beurteilbar machen.

Zusammenfassung

Die Pathogenitatsbestimmung von E. coli-lsolaten anhand
einfach zu ermittelnder Eigenschaften wie Hadmolyse und
Beweglichkeit ist unergiebig. Bei der Serotypisierung wird
ein gehauftes Auftreten bestimmter Serotypen, besonders
von 02, festgestellt. Ein Rickschluss auf die Pathogenitat
ist Uber den Serotyp im Einzelfall nicht moglich. In der
Tendenz waren E. coli O78 starker pathogen als E. coli
02. Eine praktische Bedeutung kommt der hier beschrie-
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benen Erfassung phéanotypischer Parameter insbeson-
dere bei der Herstellung bestandsspezifischer Impfstof-
fe zu, wenn aus zahlreichen verfligbaren Isolaten eines
Bestandes eine sinnvolle Auswahl zu treffen ist. Dabei
empfehlen wir, Stdmme verschiedener Serotypen mit dem
jeweils hochsten Embryo-Letalitatsindex zu bertcksichti-
gen.
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