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Aus dem Veterinär-bakteriologischen Institut der Universität Bern

Plasmidfingerprints von Escherichia coli,
isoliert von Rindermastitiden

von A. Baumgartner1, J. Nicolet und M. Eggimann

Einleitung

Als Erreger von Mastitis beim Rind wurden die heute als E.coli bezeichneten
Bakterien 1886 von Kitt erstmals erwähnt. Durch E.coli ausgelöste Euterentzündungen

sind meistens akut und von allgemeinen Symptomen begleitet. Es handelt sich
um eine galaktogene Infektion, die besonders frisch laktierende Kühe betrifft.

Epidemiologisch betrachtet sind E. eo/z-Mastitis-Stämme heterogen. Fey [5]
isolierte in einer Studie 85 Mastitis-Stämme, die sich auf insgesamt 36 verschiedene
O-Serogruppen verteilten. Rund 50% der Stämme Hessen sich 7 O-Gruppen zuordnen.

McDonald et al. [4] ziehen aus ähnhchen Ergebnissen den Schluss, dass Mastitis-
coli aufgrund einer solchen Heterogenität keine Epidemiestämme sein können. Jasper
et al. [8] stellten fest, dass die Erreger der Colimastitis wahrscheinlich aus der
Umgebung aufgenommen werden, im Gegensatz zu den Mastitis verursachenden Streptokokken

und Staphylokokken, welche von Tier zu Tier weitergegeben werden.
Lange bestand die Auffassung, dass toxische E. coli auf hämatogenem oder lym-

phogenem Weg in das Euter gelangen können. Fey [6] bewies jedoch, dass bei
Colimastitis nie eine Septikämie und nur selten geringe bakteriämische Schübe zu beobachten

sind. Es ist deshalb anzunehmen, dass das Euter von aussen her mit E.coli
infiziert wird.

Häufig finden sich bei medizinisch bedeutsamen Bakterien Antibiotikaresistenzen.
In den meisten Fähen sind dafür R-Plasmide verantwortlich. Daneben werden

weitere wichtige bakterielle Eigenschaften durch Plasmide kontrolliert. So Enterotoxin-,

Hämolysin- und Colicinbildung, aber auch Stoffwechseleigenschaften. Von
grosser Wichtigkeit sind auch plasmidkodierte Haftmechanismen von pathogenen
Erregern. Plasmide können heute mit Schnellmethoden und ohne grossen apparativen

Aufwand isoliert und im Agarosegel dargestellt werden. Dies eröffnet die
Möglichkeit, Bakterienstämme aufgrund ihrer Plasmidzusammensetzung zu identifizieren.
Dieses Verfahren wird «Plasmidfingerprinting» genannt [10].

Plasmide gleichen Molekulargewichtes sind nicht zwingend identisch. Mit Re-
striktionsendonucleasen lässt sich jedoch die Verwandtschaft von Plasmiden zeigen
[!]• Die Anzahl Fragmente gleicher Grösse im Agarosegel ist ein Parameter für die

1 Adresse: A. Baumgartner, Veterinär-bakteriologisches Institut, Länggassstrasse 122, CH-
3012 Bern
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Ähnlichkeit zweier Plasmide. Ziel dieser Arbeit ist es abzuklären, ob die Mastitiscoli,
obschon serologisch heterogen, gemeinsame Plasmide aufweisen, die für die
Pathogenese oder die Epidemiologie von Bedeutung sein könnten.

Material und Methoden

Bakterienstämme

- Mastitiscoli wurden aus der Routinediagnostik in unserer Mastitisstation gesammelt. Nur

Stämme mit eindeutiger Anamnese von akuter Mastitis wurden berücksichtigt. Ein erster Befund

erfolgte aufgrund von klassischen kulturellen Merkmalen. Eindeutig als E. coli identifiziert wurden

die isolierten Stämme bezüglich ihrer Reaktionen auf Laktose (+), Indol (+ Urea (—) und Zitrai

—). Für die Differenzierung von Problemkeimen kamen API 20-E-Teststreifen zur Anwendung.

- Die E. co/r-Stämme mit den Referenzplasmiden RSF 2124, S-a und RP 4 stammen von Dr.

E. Lederberg, Plasmid Reference Center, Stanford University. E.coli 921 Rif mit Plasmid pBR322
stammt von Prof. G. Lebek, Institut für Hygiene und medizinische Mikrobiologie der Universitäl
Bern.

- In einem Landwirtschaftsbetrieb mit 11 Kühen wurde ein Mastitiscoli-Stamm mit Resistenz

gegen Chloramphenicol, Kanamycin, Neomycin, Streptomycin, Sulfonamid und Tetracyclin in

Faeces nachgewiesen. Zur Vorselektion des gesuchten Keimes wurden 0,1 ml von 20% Kotsuspensionen

auf Mc Conkey-Agar mit Chloramphenicol 50 pg/ml, Streptomycin 26 pg/ml und
Tetracyclin 20 pg/ml ausgespatelt.

Antibiogramme

Antibiogramme wurden auf Müller-Hinton-Agar (Institut Pasteur) nach den Richtlinien des

Institut Pasteur ausgeführt. Folgende Substanzen wurden geprüft: Ampicillin (Amp), Cefalotir

(Ctn), Chloramphenicol (Cmp), Furazolidon (Fur), Gentamicin (Gen), Kanamycin (Kan), Neomycin

(Neo), Polymyxin (Pol), Streptomycin (Str), Sulfonamid (Suf), Tetracyclin (Tet), Trimethoprim-
Sulfamethoxazol (Tsu).

Isolation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde nach einer Methode von Birnboim und Doly [3] isoliert. Nach Lyse der

E. coli-Zellen mit Lysozym folgt eine selektive alkalische Denaturierung. Plasmide bleiben doppel-

strängig, chromosomale DNA bildet Einzelstränge. Nach Neutralisierung renaturiert das
Bakterienchromosom zu einem unlöslichen Klumpen. Plasmid-DNA bleibt im Überstand und kann mit

Aethanol bei — 20 °C präzipitiert werden.

Restriktionsverdauungen

Plasmid-DNA wurde mit Eco RI (Boehringer) nach Vorschrift der Firma Boehringer
Mannheim verdaut. Vor der Verdauung wird die DNA zweimal mit Phenol extrahiert. Die Grössen der

gebüdeten Fragmente können mit Hilfe eines Längenstandards eruiert werden. Dabei handelt es

sich um Hind Ill-verdaute DNA des Phagen A (Boehringer).

Agarosegelelektrophorese i

0,8% Agarose (Sigma Typ II) wurde in Elektrophoresepuffer der Zusammensetzung 40 mM,

Tris, 20 mM Na-Azetat, 2 mM EDTA pH 7,8 gelöst. Nach 3-stündiger Laufzeit bei 8 V/cm
(Elektrophoresesystem Biowerk) wurden die Gele mit Ethidiumbromid 1 pg/ml Elektrophoresepuffe
während 20 Min. gefärbt und mit einer Polaroid-MP 4-Kamera unter UV-Einstrahlung bei 302 nt

photographiert (Lampe C 63, Ultra Violet Inc., San Gabriel USA).
1
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Resultate

Plasmidfingerprints von Mastitiscoli

Abbildung 1 zeigt die Plasmidfingerprints von 12 E. co/z-Stämmen aus Fällen akuter,

boviner Mastitis. Die Isolate stammen aus 12 verschiedenen Landwirtschaftsbetrieben

und besitzen keine Antibiotikaresistenzen. 2 Stämme (Nr. 6 und 12)
enthalten keine, die restlichen 10 nur sehr wenig und nicht identische Plasmide.

Plasmidfingerprints von E. coli aus Rinderfaeces

Es wird versucht, mit Plasmidfingerprints die Herkunft der Mastitiscoli aus
Rinderfaeces zu zeigen. Zu diesem Zweck wurden in einem Kleinbetrieb mit 11 Kühen
nach einem klinisch eindeutigen Fall akuter Colimastitis Kotproben entnommen.
Der aus Milch isolierte Mastitiscoli konnte im Kot der erkrankten Kuh nachgewiesen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

Abb. 1: Plasmidfingerprints von 12 E. cofi-Stämmen ohne Antibiotikaresistenz aus 12 verschiedenen

Landwirtschaftsbetrieben, isoliert nach Fällen akuter Mastitis.
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12 3 12 3

Abb. 2: Identifikation eines Mastitiscob in Rinderfaeces mit Hilfe von Plasmidfingerprmts.
1: Referenzplasmide: RP 4 34 Mdal, S-a 25 Mdal, Chromosomale Fragmente, RSF 2124

7,4 Mdal, pBR 322 2,6 Mdal.
2: E. coli, isoliert aus Milch nach akuter Mastitis.
3: E. coli, isoliert aus den Faeces der erkrankten Kuh.
Abb. 3: Eco RI-Restriktionsverdauung eines 50 Mdal-Plasmides aus einem Mastitiscoli unC

einem E. coli aus Rinderfaeces.
1: Molekulargewichtsstandard (Phag Ä DNA Hind III verdaut) Fragmente: 15,88/6,36/4,38/2,86

1,49/1,31 Mdal.
2: Eco RI-Fragmente des 50 Mdal-Plasmides eines E. coli, isoliert aus Milch nach akuter Mastitis.

3: Eco RI-Fragmente des 50 Mdal-Plasmides eines E.coli, isoliert aus den Faeces der an Mastiti

erkrankten Kuh.

werden. In den Faeces der restlichen 10 Kühe liess sich der entsprechende Stamm

nicht auffinden. Abbildung 2 vergleicht die Plasmidfingerprints der aus Milch urn

Kot isolierten Stämme. Beide Stämme enthalten ein einziges Plasmid mit dem üb

gefahren Molekulargewicht von 50 Megadalton (Mdal). Die aus Kot isolierten Kc«'
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haben nicht nur den gleichen Biotyp (API 20 E) wie der Mastitiscoli, sondern auch
ein identisches Resistenzspektrum (Resistenzen: Cmp, Kan, Neo, Str, Suf, Tet).

Abbildung 3 zeigt das Eco RI-Restriktionsmuster der 50 Mdal-Plasmide der
E. co/f-Stämme aus Milch und Faeces. Beide Plasmide weisen im 0,8%-Agarosegel
nach der Verdauung 15 identische Fragmente auf. Eine Keimzahlbestimmung ergab,
dass der Mastitiscoli nur einen kleinen Bruchteil der gesamten E. co/i-Darmflora
ausmacht. Auf 3,7 X 106 E. coli/g Kot finden sich 6,0 X 102 Mastitiscoli (0,016%).

Diskussion

Plasmidfingerprints von Mastitiscoli verschiedener Herkunft zeigen keine
Gemeinsamkeit. Dies bestätigt die mit serologischen Methoden beobachtete Heterogeni-
tät [4, 5], Das zeitweilige Fehlen von Plasmiden, sowie das beobachtete uneinheitliche
Plasmidbild, lassen auch die Existenz eines bei Mastitiscoli gemeinsamen und weit
verbreiteten Virulenzplasmides ausschliessen. Ein vollständig anderes Bild ergeben
zum Beispiel enteropathogene E. coli 0149:91:K88ac des Schweines. Das identische
oder sehr ähnliche Plasmidbild zeigt eindrucksvoll die epidemische Natur dieser
Stämme [2].

Aufgrund der Variabilität in Plasmidbild und Serologie ist anzunehmen, dass die
Infektion des Euters mit fäkalen E. coli aus der näheren Umgebung erfolgt. In einem
ausgewählten Fall gelang es uns mittels Plasmidfingerprint, einen bei akuter Mastitis
isolierten E. co/i-Stamm auch in den Faeces der erkrankten Kuh zu finden. Dieser
Stamm stellte mit 0,016% nur einen kleinen Teil der gesamten Coliflora dar. Zur
Identifikation des Mastitisstammes im Kot wurde die Biotypisierung, das Antibiogramm

und der Plasmidfingerprint eingesetzt. Der aus Faeces isolierte Stamm hatte
mit dem Mastitiscoli Biotyp, Resistenzbild sowie ein 50 Mdal-Plasmid gemeinsam.
Dass die Plasmide in den beiden verglichenen Stämmen identisch sind, durfte
aufgrund des gleichen Molekulargewichtes noch nicht ausgesagt werden. Erst die
Restriktionsverdauung mit Eco RI bewies die tatsächliche Identität.

Es ist bekannt, dass R-Faktoren bei adulten Rindern relativ wenig verbreitet sind
[7, 9], Die Tatsache, dass Mastitiscoli im allgemeinen wenig Antibiotikaresistenzen
zeigen (Daten nicht publiziert), ist ein weiteres Argument für die akzidentelle Infektion

des Kuheuters durch E. coli der näheren Umgebung.
Aufgrund dieser epidemiologischen Überlegungen ist ein spezifisches Vorbeugen

der Colimastitis nicht denkbar. Hingegen kann auf die hygienischen Verhältnisse und
Mastitis fördernde Umwelteinflüsse besondere Aufmerksamkeit gerichtet werden.

Zusammenfassung

Mit Hilfe von Plasmidfingerprints liess sich zeigen, dass bei Mastitiscoli des Rindes ohne Anti-
botikaresistenzen wenig und keine gemeinsamen Plasmide vorhegen. Dies im Gegensatz zu entero-
Pathogenen E. coli 0149:91: K 88 ac des Schweines. Es ist gelungen, einen bei akuter Mastitis
isolierten E. co/z-Stamm auch im Kot der erkrankten Kuh nachzuweisen. Im Kot der restlichen 10
Kiihe der Herde konnte der Stamm nicht gefunden werden. Dies unterstützt die Vermutung, dass
das Kuheuter durch Faecesspuren der näheren Umgebung infiziert wird.
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Resume

A l'aide des empreintes plasmidiques (plasmid fingerprints) on a pu montrer que, contraire-
ment aux E. coli 0149:91 :K 88 ac enteropathogenes du pore, il n'existe pas ou peu de Plasmides

communs pour des souches de E. coli responsables de mammites chez le bovin et ne presentant pas

de resistance aux antibiotiques. Une souche de E. coli, isolee lors de mammite aigtie, a egalement pu

etre mise en evidence dans les excrements de la vache malade. Cette souche n'a pas pu etre isolee

dans les excrements des 10 autres vaches de l'exploitation. Ceci soutient l'hypothese que la mam-
melle de la vache est infectee par des traces d'excrements provenant de son environnement le plus

proche.

Riassunto

Per mezzo dei plasmid fingerprints si dimostra che nelle mastiti da E. coli del bovino nessunoo
pochi piasmidi comuni sono presenti. II contrario si verifica nel caso del ceppo enteropatogeno
E. coli 0149:91: K 88 ac del suino. E stato possibile, in un caso di mastite acuta, isolare il ceppo di

E. coli responsabile dell'affezione mammaria anche nelle feci della vacca malata. Nel caso dei rima-

nenti 10 animali il ceppo batterico non e stato isolato dalle feci. Questo reperto conferma il so-

spetto che la mammella del bovino pub venire infettata da tracce di feci dell'ambiente circostante.

Summary

With the aid of plasmid fingerprints it could be shown that E. coli from bovine mastitis without

antibiotic resistance harbour few plasmids, and none in common. This is in contrast to the ent-

eropathogenic E. coli 0149:91 K 88 ac in pigs. It has been possible to prove that the E. coli strain

isolated in an acute mastitis was also present in the faeces of the cow. But the strain could not be

found in the faeces of the other 10 cows in the same herd. This gives weight to the supposition that

the cow's udder is infected by traces of faeces in the immediate proximity.
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