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Originalarbeit

Vorkommen verotoxinbildender Escherichia coli (VTEC)
in Kottupfern von Schlachtrindern und Schlachtschafen -
eine Betrachtung aus fleischhygienischer Sicht

Institut fiir Lebensmittelsicherheit und -hygiene der Universitét Ziirich

R. Stephan, S. Ragettli, F. Untermann

Zusammenfassung

‘Zw1schen Januar und ]um 1999 wurden von
544 Schlachtrindern und 140 Schlachtschafen
Kottupfer nach einem Direktausstrich auf Mac-
Conkey—Agar bzw. nach Anrelcherung in Bril-
lantgrun—GaHe~Laktose—BomHon mittels PCR;]j},
auf das Vorkommen von VTEC untersucht Bei
Rmdern erwiesen 51ch 6.1% (nach Anreiche-
rung 14%) und bei Schafen 10% (nach Anrei-
cherung 29. 2%) der Proben posmv Auftillig war\y‘,
bei Rindern eine alcarsabhanglg veranderte‘
Pravalenz. ‘ -

Bis anhin wurden von 5 Rmder— und 6 Schaf
“proben zudem VTE—Stamme isoliert und‘,;

weitergehend charakterisiert. Erwartungsge—f“‘

miss befanden sich darunter auch Stimme mit
zusitzlichen Virulenzfaktoren (Int:lmm EHEC-
Hamolysm} die grundsatzhch als humanpatho—‘ ‘

‘{gen emzustufen sind. ‘Der Emhaltung und der
Uberwachung der Schlachthyglene kommt
eine zentrale Bedeutung zu.

‘esSchlusseIworter. VTEC Hauflgkelt - Rmd -
Schaf - Schlachttiere

Einleitung

Seit der ersten Beschreibung einer lebensmittelbe-
dingten Infektion mit verotoxinbildenden E. coli
(VTEC) des Serovars O157:H7 (Riley et al., 1983)
haben auch der Serovar O157:H- und andere Sero-
gruppen wie z.B. O111, 026, 0103, O22 und
O118 bei VTEC-bedingten Erkrankungen des
Menschen an Bedeutung gewonnen (Bockemiihl
und Karch, 1996). Und laufend wird die Liste der
bisher tiber 200 beschriebenen Serotypen linger. In
den letzten Jahren traten zudem weltweit auch
haufiger Lebensmittelinfektionsfille  grdsseren
Ausmasses auf (z.B. USA 1991, Japan 1996, Schott-
land 1996). Neben der Fahigkeit, Verotoxine zu bil-
den, besitzen diese VTEC meistens zusitzliche Vi-
rulenzfaktoren, die entweder chromosomal oder
auf Virulenzplasmiden codiert sind.

Als Hauptreservoir flir VTEC gelten fast weltweit
grosse und kleine Wiederkduer (Karmali, 1989;
Wilson et al., 1992; Rios et al. 1998). Fiir die

Prevalence Vof verotoxin;hfoducing
_ Escherichia coli (VTEC) in feces of | healthy
: ‘beef cattle and sheep in Swntzerland ‘

 Fecal samples from 544 beef cattle and 140 sheep
”wex:‘e investigeted by PCR for verotoxin (VT)-
producing Escherichia coli (VTEC) without and
thh anénr—iphherit step. 6.1% (after enrich-
ment 14%) of cattle samples and 10% (after en-
 richment 29.2%) of sheep"fsamples were VI-
«’,1PCR—posmve Moreover, a noticeable age-de-
pending prevalence in cattle was found.
ElevenVTEC strains isolated from fecal samples
~of 5 cattle and 6 sheep were taken for further
. characterlzauon None of the strains belonged
_to s serogroup 0157 But, as reported prevmusly,
we also found in this study strains with virulence
: genes that are associated Wlth increased patho—
gemc1ty - ,
:‘The 1mportance of slaughter hyglene and of

bacteriological monitoring of carcass contami-
- nation has to be pointed out. -

‘:;\:Key words: VTEC prevalence cattle sheep—~ ‘
animals for slaughter

Schweiz wurde von Burnens et al. (1995) bei der
Untersuchung von 4 Betrieben eine Herdenpriva-
lenz von 14.8-58.8% beschrieben.Im Mittel waren
21% der 147 untersuchten Tiere aus diesen Betrie-
ben positiv. In einer anderen Arbeit zur schweize-
rischen Situation, in der 208 Rinder aus wesentlich
mehr unterschiedlichen Betrieben untersucht
wurden, wurde dagegen nur eine Privalenz von
5.3% gefunden (Steinmann und Kennel, 1995).
Diese Autoren untersuchten zudem noch 54
Schafe, bei denen sie eine Privalenz von 27.8%
fanden. Busato et al. (1998) fanden bei 395 Kilbern
aus 67 schweizerischen Betrieben eine Privalenz
von 38.2%.

Ziel dieser Untersuchungen war es, iiber einen
Zeitraum von einem halben Jahr Daten zur Hiu-
figkeit und Altersabhingigkeit asymptomatischer
Ausscheider bei Schlachtrindern und Schlacht-
schafen zu erheben, die z.B. als Grundlage fiir
Schlachthygienemonitoring-Programme, die nach
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Artikel 30 der schweizerischen Fleischhygienever-
ordnung (FHygV) vom 1. Mirz 1995, aber auch
immer hiufiger von Seiten der Abnehmerbetriebe
als Selbstkontrollmassnahmen gefordert werden,
dienen konnten.

Tiere, Material und Methoden

Insgesamt wurden im Zeitraum von Januar 1999
bis Juni 1999 von 544 Schlachtrindern (38 Kilber,
39 Fresser, 84 Rinder, 129 Kiihe und 254 Mast-
munis) und 140 Schlachtschafen an einem grossen
schweizerischen Schlachthof Kottupferproben
entnommen. Die Probenentnahme erfolgte direkt
am Schlachtband, wobei darauf geachtet wurde,
Tiere aus moglichst unterschiedlichen Betrieben
und bei Rindern auch unterschiedlichen Alters-
gruppen (Kilber, Fresser, Rinder/Mastmunis,
Kiihe) auszuwihlen. Die Proben wurden unver-
ziiglich ins Labor gebracht und am selben Tag
weiterverarbeitet.

Die Tupferproben wurden zunichst als Direktaus-
strich auf MacConkey-Agar (Difco 1818-17-1)
ausgestrichen. Anschliessend wurde der Tupfer
in Brillantgriin-Galle-Laktose-Bouillon ~ (BBL
4311080) verbracht und beide Nihrmedien 18
Stunden bei 37 °C bebriitet, wobei die Anreiche-
rung zusitzlich bei 100 rpm geschiittelt wurde. Die
Anreicherung wurde danach auf Schafblutagar aus-
gestrichen und noch einmal 24 Stunden bei 37 °C
bebriitet. Fiir den VITEC-Nachweis wurden die
Abschwemmungen (mit 2 ml 0.85% NaCl-Lo-
sung) von MacConkey-Agar und Blutagar mittels
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und dem
von Burnens et al. (1995) beschriebenen Primer-
paar auf dasVorkommen verotoxinbildender E. coli
gescreent. '
UmVTEC-Stimme zu isolieren, wurden jeweils 20
PCR-positive Abschwemmungen von Rindern
und Schafen noch einmal ausplatiert und jeweils bis
zu 18 Einzelkolonien mit demselben PCR-Proto-
koll tiberpriift. Die biochemische Identifizierung
der Isolate erfolgte tiber die Sdurebildung aus Man-
nit,den ONPG-Test, den Ureasenachweis, die H,S-

und Indolbildung und den Nachweis der Lysin-
decarboxylase. Ein Stamm pro Probe wurde dann
fur die weitergehende Differenzierung verwendet.
Mit der PCR wurden die Stimme mit entspre-
chenden Primern (Tab. 1) auf die Art des Vero-
toxins sowie das Vorkommen des ese und des
EHEC-Ehly untersucht. Uber den Fluorocult-
Agar (Merck 4036) wurde die Sorbitfermentation
und die B-D-Glucuronidase-Aktivitit bestimmt.
Die Uberpriifung der Zugehdrigkeit der Stimme
zur Serogruppe O157 erfolgte mittels Latex-
agglutination (Wellcolex E. coli O157, Murex).

Ergebnisse und Diskussion

Bei den insgesamt 544 untersuchten Rinderkot-
tupferproben konnten bei den Abschwemmungen
der Direktausstriche 6.1% PCR-positive, bei den
Abschwemmungen der Anreicherungen jedoch
14% PCR-positive Proben gefunden werden. Ein
dhnliches Bild zeigte sich bei den Schafproben. 10%
der Proben waren nach Abschwemmung der Di-
rektausstriche PCR-positiv aber 29.2% der Proben
nach einer Anreicherung in Brillantgriin-Galle-
Laktose-Bouillon. Die zusammengefassten Ergeb-
nisse sind in Abbildung 1 graphisch dargestellt.
Diese massiven Unterschiede zeigen, dass Litera-

turangaben zur Hiufigkeit von VTEC bei Tieren

B Direktausstrich nach Anreicherung

Abbildung 1: Nachweishiufigkeit V'T-PCR positiver Tiere in Abhdngigkeit der

Untersuchungsmethode (Direktausstrich-Anreicherungsverfahren).

Tabelle 1: Genotypische Charakterisierung der VTEC-Stiamme mittels PCR
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% VT-PCR positive Proben
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Abbildung 2: Einfluss des Alters auf die Privalenz von VT-PCR-positiven

Kottupferproben beim Rind (n = Anzahl untersuchter Tiere, Ergebnisse nach

Apnreicherung in Brillantgriin- Galle-Laktose-Bouillon).

nicht ohne Berticksichtigung der verwendeten
Methode (mit oder ohne Anreicherung) verglichen
werden konnen. Vergleicht man unter diesen Vor-
aussetzungen die Daten zum Vorkommen von
VTEC bei Rindern und Schafen in unseren Nach-
barlindern, so entsprechen sie den Ergebnissen die-
ser Untersuchungen (Montenegro et al. 1990; Ca-
prioli et al. 1993; Zschock et al. 1997).

Betrachtet man die PCR-positiven Proben bei
Rindern in Bezug auf das Alter der Tiere, ergibt sich
eine geinderte Verteilungshiufigkeit (Abb. 2). Auf-
grund einer Alterspridisposition beziiglich des
Ausscheidens ist somit eine Durchschnittsangabe
zum Vorkommen von VTEC tiber die ganze Rin-
derpopulation nicht aussagekriftig. So konnten bei
129 untersuchten Kiihen nur 2.3% PCR-positive
Tiere gefunden werden, bei jiingeren Tieren lag die
Privalenz jedoch zwischen 23.7% (Kilber) und
18.4-20.5% bei Mastmunis bzw. bei Fressern. Diese
Ergebnisse bestitigen Tendenzen, die bereits in Ar-
beiten von Caprioli et al. (1993) und Steinmann
und Kenel (1995) vermutet wurden.

Aus 5 Rinder- und aus 6 Schafkottupferproben der
jeweils 20 weiter untersuchten PCR-positiven

Tabelle 2

: Genotypische und phinotypische Charakterisierung von 11 VTEC-Stammen isoliert aus 5 Rinder- und 6 Schafkottupferproben

anhin VTEC-
Stimme isoliert. Die Charakterisierungsergebnisse

Screeningproben wurden bis

dieser Stamme sind in Tabelle 2 zusammengestellt.
Alle Staimme gehorten zur Gruppe der non-O157
und waren sowohl Sorbitol- wie auch B-D-Glu-
curonidase-positiv. Dass in Europa der Serotyp
O157 nur in sehr geringem Prozentsatz nachge-
wiesen werden kann, entspricht im iibrigen auch
Angaben von Beutin et al. (1993) und Caprioli und
Tozzi (1998).

Zwei der 5 Rinderstimme bildetenVT'1,4 Stimme
VT2 und 1 StammVT1 undVT2;bei den aus Scha-
fen isolierten Stimmen bildeten 50% VT1. Der
Nachweis der Virulenzmerkmale eae und EHEC-
Hly mittels PCR gelang nur bei einem Stamm. Kei-
ner der Stimme besass das eae-Gen allein, dagegen
war bei 45% der Stimme nur das EHEC-Hly vor-
handen. Bei 6 Stimmen liess sich keiner der zu-
sitzlich Uberpriiften Virulenzfaktoren nachweisen.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Beutin et al.
(1993, 1995) beschrieben.

Aus fleischhygienischer Sicht ldsst sich Folgendes
zusammenfassen: VTEC kommen in der Schweiz
mit relativ hoher Privalenz bei Schlachtrindern
und Schlachtschafen vor. Auch findet man Stimme
mit breiterem Virulenzspektrum, die grundsitzlich
als humanpathogen einzustufen sind. Im Rahmen
eines Lebensmittelsicherheitskonzeptes bei der
Gewinnung von Fleisch kommt somit der strikten
Einhaltung der Schlachthygiene als Massnahme zur
Verhinderung einer fikalen Kontamination der
Schlachttierkorperoberfliche eine zentrale Bedeu-
tung zu. Eine auf die VTEC-Problematik ausge-
richtete Uberwachung der Schlachthygiene mittels
eines bakteriologischen Schlachttierkdrpermoni-
torings, wie dies z.B. als Selbstkontrolle nach Art. 30
FHyV durchgefiihrt werden konnte, muss aber im
Rahmen eines «risk assessments» die altersabhin-
gige Ausscheidungshiufigkeit mit berticksichtigen.
Dabher sollten vor allem TierkSrper von Kilbern,
Mastmunis und Rindern hiufiger und in grésserer
Zahl in die Uberwachung mit einbezogen werden

‘Weitere Viruenzfaktoren
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als Schlachttierkorper von Kiihen. Als Untersu-
chungsstellen am Schlachttierkdrper bieten sich
hierfiir vor allem Stellen an, bei denen hiufiger
auch Enterobacteriaceae gefunden werden. In An-
lehnung an eigene Untersuchungsergebnisse
(Untermann etal., 1997) bzw.an die Forderung der
USA (Guidelines for Escherichia coli Testing for Pro-
cess Control Verifikation in Cattle and Swine
Slaughter Establishments) sind folgende Lokalisa-
tionen zu empfehlen: auf der lateralen Seite Hals,
Vorderarm, Schulter, Brust und Bauch und auf der

medialen Seite Stotzen.

verotoxme (VT EC) dans des écouv:llons de
feces de bovins et de moutons d'abattage,
‘vue dans 'optique de

,yglene d’aba‘ age.
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