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Allgemeines

Mastitis, die Entzlindung des Euters, ist eine der dkonomisch bedeutendsten Erkrankungen
von Milchkihen. Neben Staphylococcus aureus l6sen Isolate von Escherichia coli haufig
Mastitiden aus. Akute Mastitiden haben oft schwere klinische Folgen und kénnen tédlich ver-
laufen, Kiithe kénnen sich aber auch innerhalb von Tagen ganz von der Erkrankung erholen.
Die Schwere des Mastitisverlaufs hangt dabei auch vom Immunstatus, den Haltungsbedingun-
gen, dem Zeitpunkt in der Laktationsperiode, dem Alter und der Rasse der Kuh ab [1].

Bis vor einigen Jahren wurde diskutiert, ob Mastitis-Isolate von E. coli (MAEC) einen eigenen
Pathotyp (Mamma-pathogene E. coli (MPEC)) wie z. B. die enteroaggregativen E. coli (EAEC)
oder die enterohdmorrhagischen E. coli (EHEC) darstellen [2]. Um einen solchen Pathotyp zu
definieren, wurden die Gesamtgenomsequenzen boviner Isolate von E. coli verglichen, die
entweder aus an Mastitis erkrankten Kihen oder aus der Milch bzw. dem Kot gesunder Kihe
isoliert worden waren [3]. Genetische Marker oder Virulenzfaktoren, die spezifisch fir MPEC
waren, konnten in dieser und anderen Studien jedoch nicht identifiziert werden [3-5], so dass
es sich bei den MAEC nicht um einen umgrenzten Pathotyp von E. coli zu handeln scheint.

Im Rahmen der vorliegenden Stellungnahme sollen die in [3] charakterisierten Isolate einer
Risikogruppe zugeordnet werden. /n vivo-Daten zu einer moglichen Pathogenitat der Isolate
liegen nur in begrenztem Umfang vor:

— Der Stamm E. coli 1303 wird haufig als Modellstamm fir die Erzeugung akuter Mastitis
verwendet. Die Verabreichung 500 Kolonie-bildender Einheiten (KBE) Uber die Zitze in
Euter gesunder Holsteiner Kihe rief bei allen Versuchstieren eine akute Mastitis hervor,
die sich in erhdhter Kérpertemperatur, Leukopenie, Schwellungen des Euters, purulenter
Lymphadenitis und erhéhter somatischer Zellzahl in der Milch auf3erten [6].

— Die Fahigkeiten der MAEC ECA-727, ECA-O157, ECC-1470 und ECC-Z zur Invasion und
zur Vermehrung in der bovinen Euter-Epithelzelllinie MAC-T wurden in [7] untersucht.
E. coli ECC-Z und ECC-1470 waren invasiver als ECA-727 und ECA-O157, wobei diese
eine nur gering erhohte Invasivitat als der als Negativkontrolle verwendete E. coli K12-
Stamm DH5a zeigten. Alle vier Stdmme waren aber im Gegensatz zu E. coli DH5a dazu
in der Lage, sich intrazellular in MAC-T-Zellen zu vermehren [7].

— Daneben wurde das pathogene Potential der MAEC-Stamme D6-117.29 und 032:H37 P4
(der ebenfalls haufig als Mastitis-Modellstamm eingesetzt und oft auch nur als Stamm
»E. coli P4 bezeichnet wird) verglichen. Beide waren zur Invasion der bovinen Euter-
Epithelzelllinie PS in der Lage. Bei Mausen rief E. coli D6-117.29 nach Verabreichung von
103 KBE in die Brustdriisen zwar Mastitis-Symptome hervor, diese waren jedoch weniger
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schwerwiegend als die der durch E. coli 032:H37 P4 ausgelésten, schweren Mastitis und
vergleichbar mit den Symptomen, die durch den als Negativkontrolle verwendeten E. coli
K12-Stamm MG1655 ausgelést wurden. Die durch E. coli O32:H37 P4 ausgeltste
schwere Mastitis auRerte sich in einer erhohten Bakterienlast, einer erhéhten Zahl von
neutrophilen Granulozyten und der verstarkten Sekretion von Zytokinen [8].

Far die Stamme E. coli 131/07, 2772a, 3234/A, AA86, D6-113.11, D6-117.07, MPEC4839,
MPEC4969, O157:H43 T22, P4-NR, RiKo 2299/09, RiKo 2305/09, RiKo 2308/09, RiKo
2331/09, RiKo 2340/09, RiKo 2351/09, UVM2 und W26 sind keine Daten zur Pathogenitat im
Tiermodell oder Zellkultur verfigbar.

Die Einstufung der in [3] aufgefiihrten bovinen Isolate von E. coli erfolgt anhand von Virulenz-
faktorgenen wie Kapselbiosynthese-, Toxin-, Pili-, Fimbrien- und Adhasin- sowie Siderophor-
und weiteren Virulenzfaktorgenen. Informationen zur An- oder Abwesenheit dieser Gene im
Genom der einzelnen Isolaten wurden einer binaren Virulenzfaktormatrix enthommen, die die
556 von 1069 bekannten Virulenzfaktoren von E. coli auflistet, die im Genom mindestens eines
der bovinen Isolate vorliegen (Dataset 7 im Additional File 14 in [3]). Im Anhang ist die An-
bzw. Abwesenheit einiger Virulenzfaktorgene tabellarisch fir die einzelnen Stamme darge-
stellt. Die Einstufung in die entsprechende Risikogruppe erfolgte anhand dieser Tabellen und
wurde analog zur Bewertung der ECOR-Sammlung von E. coli-Stammen durch die ZKBS
durchgefuhrt (Az. 45241.0145, Juni 2015), um eine Vergleichbarkeit der Einstufungen zu er-
moglichen.

Empfehlung

Nach § 5 Absatz 1 GenTSV i. V. m. den Kriterien im Anhang | GenTSV werden Escherichia
coli 131/07, 2772a, 3234/A, D6-117.07, D6-117.29, O157:H43 T22, RiKo 2299/09, RiKo
2305/09, RiKo 2308/09, RiKo 2331/09, RiKo 2340/09 und UVM2 als Spender- und Empfange-
rorganismen fur gentechnische Arbeiten der Risikogruppe 1 zugeordnet. Escherichia coli
1303, AA86, D6-113.11, ECA-727, ECA-O157, ECC-1470, ECC-Z, MPEC4839, MPEC4969,
032:H37 P4, P4-NR, RiKo 2351/09 und W26 werden der Risikogruppe 2 zugeordnet.

Begriindung

Nicht naher charakterisierte Umweltisolate von E. coli werden im Allgemeinen aufgrund ihres
mdglichen pathogenen Potentials der Risikogruppe 2 zugeordnet. Liegen ausreichende Daten
zu den Isolaten vor, etwa zur genetischen Ausstattung mit Virulenzfaktoren oder zum patho-
genen Potential der Isolate in Adhasionsversuchen, Zytotoxizitatsuntersuchungen oder im
Tierversuch, die gegen eine Pathogenitat sprechen, kénnen sie der Risikogruppe 1 zugeordnet
werden (s. auch Stellungnahme der ZKBS zur Risikobewertung von bakteriellen Umweltisola-
ten bei gentechnischen Arbeiten, Az. 6790-10-43, Februar 1996).

Far die Stdmme E. coli 1303, ECA-727, ECA-O157, ECC-1470, ECC-Z, und O32:H37 P4 lie-
gen dariuber hinaus experimentelle Daten vor, die ein pathogenes Potential der Stdmme na-
helegen und damit ihre Einstufung in die Risikogruppe 2 gemaf der Analyse der Virulenzfak-
tormatrix unterstutzen. Dies ist bei E. coli D6-117.29 hingegen nicht der Fall. Entsprechend
der Analyse der Virulenzfaktormatrix wirde der Stamm als Mastitis-Isolat, in dessen Genom
mehrere Gene fir Fimbrien und Adhasine vorliegen, der Risikogruppe 2 zugeordnet. Tierver-
suchsdaten belegen jedoch, dass E. coli D6-117.29 im Maus-Mastitis-Modell nicht pathogener
ist als ein als Negativkontrolle verwendetes E. coli K12-Derivat. Da das Genom von E. coli D6-
117.29 auch nur sehr wenige weitere Virulenzfaktoren aufweist, darunter keine Toxingene,
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wird dieser Stamm aufgrund der vorliegenden experimentellen Daten in die Risikogruppe 1
eingestuft.

Literatur

1. Burvenich C, van Merris V, Mehrzad J, Diez-Fraile A, Duchateau L (2003). Severity of E. coli
mastitis is mainly determined by cow factors. Vet Res 34(5):521-64.

2. Shpigel NY, Elazar S, Rosenshine | (2008). Mammary pathogenic Escherichia coli. Curr Opin
Microbiol 11(1):60-5.

3. Leimbach A, Poehlein A, Volimers J, Goérlich D, Daniel R, Dobrindt U (2017). No evidence for
a bovine mastitis Escherichia coli pathotype. BMC genomics 18(1):359.

4. Leimbach A, Poehlein A, Witten A, Wellnitz O, Shpigel N, Petzl W, Zerbe H, Daniel R, Do-
brindt U (2016). Whole-Genome Draft Sequences of Six Commensal Fecal and Six Mastitis-As-
sociated Escherichia coli Strains of Bovine Origin. Genome Announc 4(4):e00753-16.

5. Kempf F, Slugocki C, Blum SE, Leitner G, Germon P (2016). Genomic Comparative Study of
Bovine Mastitis Escherichia coli. PloS one 11(1):e0147954.

6. Petzl W, Zerbe H, Giinther J, Yang W, Seyfert H-M, Niirnberg G, Schuberth H-J (2008). Esch-
erichia coli, but not Staphylococcus aureus triggers an early increased expression of factors con-
tributing to the innate immune defense in the udder of the cow. Vet Res 39(2):18.

7. Dogan B, Klaessig S, Rishniw M, Aimeida RA, Oliver SP, Simpson K, Schukken YH (2006).
Adherent and invasive Escherichia coli are associated with persistent bovine mastitis. Vet Microbiol
116(4):270-82.

8. Roussel P, Porcherie A, Répérant-Ferter M, Cunha P, Gitton C, Rainard P, Germon P (2017).
Escherichia coli mastitis strains: In vitro phenotypes and severity of infection in vivo. PloS one
12(7):e0178285.

Anhang: Bewertung boviner E. coli-lsolate, deren Gesamtgenomsequenz vorliegt

Die Informationen aus Dataset 7 (Additional File 14) von Leimbach et al. 2017 zum Vorliegen
einzelner Virulenzfaktorgene im Genom der jeweiligen Stdmme wurden in Tabellen nach dem
Typ des Virulenzgens sortiert zusammengestellt (Siderophore u. a. Virulenzfaktoren, Toxine,
Fimbrien, Pili und Adhasine bzw. Kapselgene). Dabei wurden nur die Virulenzfaktorgene be-
wertet, die bei der Bewertung der ECOR-Referenzstammsammlung ebenfalls herangezogen
wurden, um die Bewertungen miteinander vergleichen zu kdnnen. Die Bewertung aus den
einzelnen Tabellen wurde in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Ein gelb hinterlegtes ,pp* bedeutet, dass der betreffende Stamm aufgrund der in seinem Ge-
nom enthaltenen Gene fur Virulenzfaktoren méglicherweise pathogenes Potential hat. Sobald
fur den jeweiligen Stamm mindestens zwei ,,pp“ in den verschiedenen Virulenzfaktorkategorien
erscheinen und es sich um ein Isolat aus dem Kot oder der Milch handelt, oder mindestens
ein ,pp“ erscheint und es sich um ein MAEC handelt, wird empfohlen, den Stamm in die Risi-
kogruppe 2 einzustufen.
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Gesamtbewertung
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1303 MAEC 070:H32 A pp 2
131/07 MAEC Ont:H39 A 1
2772a MAEC 0174:H28 B1 1
3234/A MAEC Ont:H39 A 1
AA86 Comm (fékal) | O39:H4 B2 pp pp 2
D6-113.11 MAEC 080:H45 E pp pp 2
D6-117.07 MAEC 045:H11 A 1
D6-117.29 MAEC 028ac/0O42:H37 | A pp 13
ECA-727 MAEC 099:H9 A pp 2
ECA-0157 MAEC 029:H27 A pp 2
ECC-1470 MAEC Ont:H2 B1 pp 2
ECC-Z MAEC O74:H39 A pp 2
MPEC4839 MAEC 0105:H32 A pp pp 2
MPEC4969 MAEC 0O139:H19 B1 pp 2
0157:H43 T22 Comm (Milch) | O157:H43 B1 pp 1
032:H37 P4 MAEC 032:H37 A pp 2
P4-NR MAEC 0O15:H21/H54 B1 pp 2
RiKo 2299/09 Comm (fékal) | O8/0160:H8 B1 pp 1
RiKo 2305/09 Comm (fékal) | O8:H21 B1 pp 1
RiKo 2308/09 Comm (fékal) [ O9a/O89:H9 A pp 1
RiKo 2331/09 Comm (fékal) | Ont:H23 B1 1
RiKo 2340/09 Comm (fakal) | O89:H9 A pp 1
RiKo 2351/09 Comm (fakal) | O21:H4 B1 pp 2 pp 2
Uvm2 MAEC 053:H10 A 1
W26 Comm (fékal) | O45:H14 B1 pp pp pp 2

" MAEC: aus Kihen mit Mastitis; Comm: kommensale Isolate aus Kot oder Milch klinisch unauffalliger Kiihe;

Leimbach et al. 2017
2 Leimbach et al. 2017

3 Aufgrund vorliegender experimenteller Daten wurde das Isolat D6-117.29 der Risikogruppe 1 zugeordnet (s.

Begrindung).
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Siderophore u. a. Virulenzfaktoren

Sobald Stamme mehr als einmal positiv fur eines der unten aufgeflhrten Virulenzgene wa-

ren, wurden sie in dieser Kategorie mit einem ,pp“ versehen.
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1303 MAEC O70:H32 A 0 0 0 1 0
131/07 MAEC Ont:H39 A 0 0 0 1 0
2772a MAEC 0174:H28 B1 0 0 0 1 0
3234/A MAEC Ont:H39 A 0 0 0 1 0
AA86 Comm (fékal) 039:H4 B2 1 0 1 1 1 pp
D6-113.11 MAEC 080:H45 E 0 0 0 1 1 pp
D6-117.07 MAEC 045:H11 A 0 0 0 0 0
D6-117.29 MAEC 028ac/042:H37 | A 0 0 0 1 0
ECA-727 MAEC 099:H9 A 0 1 0 1 0 pp
ECA-O157 MAEC 029:H27 A 0 0 0 0 0
ECC-1470 MAEC Ont:H2 B1 0 0 0 1 1 pp
ECC-Z MAEC O74:H39 A 1 0 0 1 0 pp
MPEC4839 MAEC 0105:H32 A 0 0 0 1 1 pp
MPEC4969 MAEC 0O139:H19 B1 0 0 0 1 0
0157:H43 T22 Comm (Milch) | O157:H43 B1 0 0 0 1 0
032:H37 P4 MAEC 032:H37 A 0 0 0 1 1 pp
P4-NR MAEC 0O15:H21/H54 B1 0 0 0 0 0
RiKo 2299/09 Comm (fékal) | O8/0160:H8 B1 0 1 0 1 0 pp
RiKo 2305/09 Comm (fakal) | O8:H21 B1 0 1 0 1 0 pp
RiKo 2308/09 Comm (fakal) | O9a/O89:H9 A 0 1 0 1 0 pp
RiKo 2331/09 Comm (fékal) | Ont:H23 B1 0 0 0 0 0
RiKo 2340/09 Comm (fékal) 089:H9 A 0 1 0 1 0 pp
RiKo 2351/09 Comm (fakal) | O21:H4 B1 1 1 0 1 1 pp
UvM2 MAEC 053:H10 A 0 0 0 1 0
W26 Comm (fékal) | O45:H14 B1 0 1 0 1 0 pp
Siderophorgen

Invasion of brain epithelium-Gen

Komplementresistenz-Gen

outer membrane protein (Protease)-Gen




Toxine

Sobald Stamme einmal positiv fur eines der unten aufgefuhrten Virulenzgene waren, wurden
sie in dieser Kategorie mit einem ,pp“ versehen. Wurden mehrere Toxingene identifiziert,
wurden sie mit einer ,,2“ markiert. Diese Stamme sollten in die Risikogruppe 2 eingestuft wer-
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den.

= &
o -
£ b 2 Q| |oa|2e]|= o
5 g S 5 z |3 E5(E|8 5
»nc 4 n o | €| S| ©of +
1303 MAEC O70:H32 A 1]10]0]|0| pp
131/07 MAEC Ont:H39 A 0)j]0f0]O
2772a MAEC 0174:H28 B1 0)j]0f0]O
3234/A MAEC Ont:H39 A ofojJo]oO
AA86 Comm (fékal) 039:H4 B2 0)j]0f0]O
D6-113.11 MAEC 080:H45 E 0)j]0f0]O
D6-117.07 MAEC 045:H11 A ofo0o]Jo0O]oO
D6-117.29 MAEC 028ac/O42:H37 | A 0)j]0f0]O
ECA-727 MAEC 099:H9 A 0)j]0f0]O
ECA-0157 MAEC 029:H27 A 1 0O]J]O0O| O] pp
ECC-1470 MAEC Ont:H2 B1 0)j]0f0]O
ECC-Z MAEC 0O74:H39 A 0)j]0f0]O
MPEC4839 MAEC 0105:H32 A of1[0f[0] pp
MPEC4969 MAEC 0139:H19 B1 0 11010 pp
0157:H43 T22 Comm (Milch) | O157:H43 B1 OfO0fO]|1 pp
032:H37 P4 MAEC 032:H37 A ofo]JoO]oO
P4-NR MAEC 015:H21/H54 B1 0)j]0f0]O
RiKo 2299/09 Comm (fékal) 08/0160:H8 B1 oOojf0O]J0O]O
RiKo 2305/09 Comm (fakal) 08:H21 B1 ofo]JoO]oO
RiKo 2308/09 Comm (fékal) 09a/089:H9 A oOojf0O]J0O]O
RiKo 2331/09 Comm (fékal) Ont:H23 B1 ojfojJo]oO
RiKo 2340/09 Comm (fakal) | O89:H9 A ofofofo
RiKo 2351/09 Comm (fékal) 021:H4 B1 0 1 110 2
uvmM2 MAEC 053:H10 A 0)jJ]0f0]O
W26 Comm (fékal) | O45:H14 B1 ofoJo] 1] pp
8 Gen flir Hitzestabiles Enterotoxin;
9 Gen fir a-Hamolysin;
10 Gen fiir cytotoxic necrotizing factor

" Gen fiir cytolethal distending toxin
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Fimbrien, Adhédsine und Pili

Sobald Stamme mehr als einmal positiv fur eines der unten aufgeflhrten Virulenzgene wa-
ren, wurden sie in dieser Kategorie mit einem ,pp“ versehen. Nicht bericksichtigt wurde dabei
— wie bei der Bewertung der Stamme der ECOR-Sammlung — das Ergebnis fir das Fimbrien-
gen fimH, das im Genom nahezu aller Stamme vorhanden ist.
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g ‘a % o la | = ':z.»:.qE,
E o = 2 8 < |3 <|o|w|d T ‘:: @ 2:,; 5 _E'@
g5 F 3 £ 5|5/8|8 8| 8|8|§|8 & £3
1303 MAEC 0O70:H32 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
131/07 MAEC Ont:H39 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2772a MAEC 0174:H28 B1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
3234/A MAEC Ont:H39 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
AA86 Comm (fakal) 039:H4 B2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
D6-113.11 MAEC 080:H45 E 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 pp
D6-117.07 MAEC 045:H11 A 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
D6-117.29 MAEC 028ac/O42:H37 | A 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 pp
ECA-727 MAEC 099:H9 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
ECA-0O157 MAEC 029:H27 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
ECC-1470 MAEC Ont:H2 B1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
ECC-Z MAEC 0O74:H39 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
MPEC4839 MAEC 0105:H32 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
MPEC4969 MAEC 0139:H19 B1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
0157:H43 T22 | Comm (Milch) 0157:H43 B1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
032:H37 P4 MAEC 032:H37 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
P4-NR MAEC 015:H21/H54 B1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 pp
RiKo 2299/09 Comm (fakal) 08/0160:H8 B1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
RiKo 2305/09 Comm (fakal) 08:H21 B1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
RiKo 2308/09 | Comm (fakal) 09a/089:H9 A 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
RiKo 2331/09 Comm (fakal) Ont:H23 B1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
RiKo 2340/09 | Comm (fakal) 089:H9 A 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
RiKo 2351/09 Comm (fakal) 021:H4 B1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 pp
uvm2 MAEC 053:H10 A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
W26 Comm (fakal) | O45:H14 B1 111l0lolololo|o|o0]| 1] pp

Hauptuntereinheit des Pilus, der mit Pyelonephritis assoziiert ist (P-Fimbrien);
Pilus assembly;
14 verbindet PapG mit Schaft;

P-Fimbrien Pilusspitzenadhasin;
Zentrale Region der Operons von S-Fimbrien und F1C-Fimbrien;

i Zentrale Region von Dr-Antigen-spezifischen Fimbrien und Adhasin-Operons;
18 Nicht-Hamagglutinin-Adhasin von EHEC und UPEC;
19 D-Mannose-spez. Adhasin, Typ-I-Fimbrien;
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Kapsel

Sobald Stamme mehr als einmal positiv fur eines der unten aufgeflhrten Virulenzgene wa-

ren, wurden sie in dieser Kategorie mit einem ,pp“ versehen.

$ 5
E ‘e % E = | =
¥ E g 21398
& 2 2 P 2 & &8¢
1303 MAEC O70:H32 A 0 0
131/07 MAEC Ont:H39 A 0 0
2772a MAEC 0174:H28 B1 0 0
3234/A MAEC Ont:H39 A 0 0
AA86 Comm (fékal) 039:H4 B2 1 1 pp
D6-113.11 MAEC 080:H45 E 0 0
D6-117.07 MAEC 045:H11 A 0 0
D6-117.29 MAEC 028ac/0O42:H37 | A 0 0
ECA-727 MAEC 099:H9 A 0 0
ECA-O157 MAEC 029:H27 A 0 0
ECC-1470 MAEC Ont:H2 B1 0 0
ECC-Z MAEC O74:H39 A 0 0
MPEC4839 MAEC 0105:H32 A 0 0
MPEC4969 MAEC O139:H19 B1 0 0
0157:H43 T22 Comm (Milch) | O157:H43 B1 0 0
032:H37 P4 MAEC 032:H37 A 0 0
P4-NR MAEC 0O15:H21/H54 B1 0 0
RiKo 2299/09 Comm (fékal) | O8/0160:H8 B1 0 0
RiKo 2305/09 Comm (fékal) | O8:H21 B1 0 0
RiKo 2308/09 Comm (fékal) | O9a/0O89:H9 A 0 0
RiKo 2331/09 Comm (fékal) | Ont:H23 B1 0 0
RiKo 2340/09 Comm (fakal) | O89:H9 A 0 0
RiKo 2351/09 Comm (fékal) | O21:H4 B1 0 0
UvM2 MAEC 053:H10 A 0 0
W26 Comm (fékal) | O45:H14 B1 0 0




