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I Einleitung

Sepsis ist eine komplexe, systemisch inflammatorische Reaktion des Organismus auf
Bakterien und deren Toxine, Viren oder Pilze (Bone et al. 1992; Bone et al. 1997b; Robertson
et al. 2006). Im Bereich der Pferdemedizin sind besonders Fohlen betroffen. Dies wird in der
Fohlensaison durch gehaufte Todesfalle deutlich. Aufgrund der Tatsache, dass Sepsis bei
unter sieben Tagen alten Fohlen die haufigste Todesursache darstellt (Cohen 1994; Hollis et
al. 2008), ist die rechtzeitige Diagnose dieser Sepsisfalle und ihre adaquate Therapie fiir eine

héhere Uberlebenschance von Bedeutung (Goehring et al. 2011).

Die Diagnose Sepsis ist oftmals schwierig zu stellen, da der kulturelle Erregernachweis
langwierig ist und es durch eine geringe Anzahl zirkulierender Erreger zu einem falsch-
negativen Ergebnis kommen kann (Gramm et al. 1995; Pusterla et al. 2009). Die lange Zeit
bis zum Erregernachweis, dem Ergebnis des Resistenztests und dem daraus resultierenden
spaten Therapiebeginn mit einem addquaten Antibiotikum ist sowohl in der

Veterindrmedizin als auch in der Humanmedizin ein Grund fur die hohe Sterberate.

Im Bereich der Humanmedizin liegen im Gegensatz zur Veterindarmedizin hierfiir genaue
Daten vor, die das Problem der hohen Sterberate bei Sepsis anschaulich machen (deutsche
Sepsis Hilfe e.V.; Deutsche Sepsis Gesellschaft e.V.). In Deutschland erkranken pro Jahr
79.000 Menschen an Sepsis und 75.000 Menschen an einer schweren Sepsis bzw. an einem
septischen Schock (Engel et al. 2007). Damit stellt die Sepsis mit 154.000 Erkrankten die
siebthaufigste Diagnose unter den lebensbedrohlichen Erkrankungen dar (Hagel et al. 2011).
In  den USA  wurde  zwischen 1979 und 2000 ein  Anstieg  von
8,7 % der Sepsis-Inzidenzfalle festgestellt. Sepsis ist der zweithdufigste Grund fur Todesfalle
auf Intensivstationen und die allgemein zehnth&ufigste Todesursache in den USA (Martin et
al. 2003). Griinde fur die steigende Anzahl an diagnostizierten Sepsisfallen sind zum einen
die Entwicklung in der Diagnostik, der haufige Einsatz invasiver Untersuchungs- und
Behandlungsmethoden und das vermehrte Vorkommen resistenter Keime. Die haufig
immunologisch geschwéachten Patienten und das zunehmend hoéhere Alter der Bevolkerung

tragen zuséatzlich dazu bei (Balk 2000).

Die Diagnose einer Sepsis beruht in der Humanmedizin zum einen auf klinisch-chemischen

Parametern, sogenannten Biomarkern, zum anderen auf kulturbasierten Nachweisen mittels
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Blutkulturen (Gruhler 2008). Die Blutkultur, als etablierte Methode, gilt fur die
Sepsisdiagnistik als Goldstandard. Auch in der Veterinarmedizin ist der Nachweis eines
Erregers in einer Blutkultur ein nitzliches diagnostisches Verfahren (Taylor et al. 2001).
Jedoch ist das Anlegen einer Blutkultur aufgrund der langen Wartezeit bis zum Ergebnis in
der Praxis nicht ublich. Durch den Verzicht auf den kulturbasierten Nachweis kann vielen
Pferden, besonders Fohlen, nicht geholfen werden, denn ungefdahr ein Drittel aller
neonatalen Todesfdlle werden einer bakteriellen Infektion zugeschrieben (Goehring et al.

2011).

Bei Fohlen bis zum 12. Lebenstag ist eine Haufung von Erkrankungs- und Todesfille
erkennbar. Die Verlustquote ist in den ersten 24 Lebensstunden am hdéchsten. Bei adulten
Pferden tritt Sepsis haufig im Zusammenhang mit Koliken oder Infektionen durch

gramnegative Bakterien auf (van Deventer et al. 1988; Auer and Stick 2006).

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine DNA-basierte molekulardiagnostische
Methode, bei der durch gezielte Vermehrung spezifischer DNA-Abschnitte auch geringe
DNA-Mengen analysiert werden kdnnen (Rudolph et al. 1993; Dierkes et al. 2009; Yuan et al.
2009). Eine Beschleunigung des Nachweises ist die Multiplex-PCR. Anstatt vieler einzelner
Reaktionsansatze werden hierbei mehrere Erregernachweise parallel in einem
Reaktionsansatz gefiihrt (Anthony et al. 2000). Dadurch verkiirzt sich nochmals die Zeit bis
zum Vorliegen der Ergebnisse (Dierkes et al. 2009). Fiir einen positiven Erregernachweis ist
bei einer PCR das Vorhandensein von Mikroorganismen bzw. deren DNA nétig. lhre
Vermehrungsfahigkeit spielt hierbei im Gegenstaz zur Blutkultur keine Rolle. Eine PCR-
Untersuchung reflektiert nur das Vorhandensein der mikrobiellen DNA. Das bedeutet, dass
diese Technik jegliche DNA von lebenden, toten und zum Teil durch Antibiotika geschadigten
Mikroorganismen detektiert (Peters et al. 2004; Paolucci et al. 2010). Da keine
Unterscheidung zwischen inaktiven und aktiven Mikroorganismen mehr moglich ist, wird die
Interpretation erschwert (Sarookhani et al. 2010; Lucignano et al. 2011). Ein groBer Vorteil
des molekulardiagnostischen Verfahrens ist der deutlich geringere Zeitaufwand. Der
Zeitaufwand in dieser Studie betrug vier bis sechs Stunden. Auch in den Studien von Tsalik et
al. (2010) und Lucignano et al. (2011) konnte eine deutliche Zeitreduktion bis zum Ergebnis
durch die Verwendung einer PCR-Untersuchung gezeigt werden. Die Sensitivitdt der PCR ist
besser als die der Blutkultur. Geringe Mengen an DNA fithren schon zu einem positiven

Ergebnis. In einer Studie von Reier-Nilsen et al. (2009) wurde ein Detektionslimit von 103 bis
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10* CFU/ml ermittelt. In einer Studie von Al-Khatib (Al-Khatib and Carr) wird die PCR als
Detektionsmethode fiir geringe Mengen an DNA beschrieben. Eine Einschrankung ist das
notwendige Wissen (iber die Basensequenz der zu amplifizierenden DNA. Diese DNA-
Sequenzen, zumindest einzelne Abschnitte des Genoms der gesuchten Mikroorganismen,

missen bekannt sein, um die fiir den Nachweis notwendigen Primer zu entwickeln.

Ziel der Arbeit war ein Vergleich der molekulardiagnostischen Methode Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) mit der in der Laboranalytik gebrduchlichen Blutkultur, dem
sogenannten ,Goldstandard”. Dazu wurde Blut von Pferden mit Verdacht auf eine
systemische Infektion verwendet. Eine speziell entwickelte Multiplex-PCR wurde mit der als
Goldstandard geltenden Blutkultur verglichen. Hiermit soll die Vergleichbarkeit der
Methoden Uberprift werden und eine grundsatzliche Eignung eines
molekulardiagnostischen Nachweises fiir den tierarztlichen Einsatz untersucht werden.
AuBerdem sollen die Auswirkungen auf die Behandlung bzw. Prognose fiir septische Tiere

beschrieben werden.

Mit Hilfe dieser Diagnostikmethode kdnnte bei sepsisverdachtigen Pferden die gezielte
Therapie mit einer antimikrobiell wirksamen Substanz begonnen werden. Dies wiirde sich
positiv auf die Uberlebensrate auswirken (Hollis et al. 2008) und gleichzeitig auch der
zunehmenden Problematik der Resistenzentwicklung in der Veterindrmedizin

entgegenwirken.
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1l Literaturiibersicht

1 Bakterielle Pathogene der Pferde

Es gibt eine Vielzahl von Mikroorganismen, die bei Pferden und Fohlen vorkommen.
Meistens verursachen diese Erreger keine Sepsis, sondern sind Ausldser der entsprechenden
Erkrankung. Jedoch treten viele Erreger auch im Zusammenhang mit einer Sepsis auf. Von
einer Sepsis sind hauptsachlich Fohlen betroffen (Hirsh et al. 1993; Stewart et al. 2002;
Corley et al. 2007; Pusterla et al. 2009; Goehring et al. 2011).

Die haufigste Bakterienart, die mit einer Sepsis assoziiert wird, ist laut einer Studie von
Pusterla et al. (2009) zufolge Escherichia coli. Auch Corley et al. (2007) hat in seiner Studie
Escherichia coli mit 44 % als den am haufigsten isolierten Organismus bezeichnet. Jedoch
wurden auch andere Mikroorganismen wie Aktinobazillen, Klebsiellen, Enterokokken,
Proteus, Salmonellen, Pasteurellen, Pseudomonaden, Streptokokken, Staphylokokken,

Corynebakterien und Clostridien isoliert (Corley et al. 2007; Pusterla et al. 2009).

Im Folgenden werden mit Sepsis assoziierte bakterielle Erreger auf Grundlage der

vorhandenen Literatur beschrieben.

1.1 Gramnegative Bakterien
1.1.1 Enterobacteriaceae
1.1.1.1 Escherichia coli

Escherichia (E.) coli sind gramnegative, saurebildende, stdbchenformige Bakterien, die
sowohl unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen wachsen. Sie gehoren zur Familie
der Enterobacteriaceae. Die Spezies E. coli umfasst sowohl fakultativ pathogene, als auch
obligat pathogene Stamme, welche sich durch ihre Virulenzfaktoren von den apathogenen
Stammen unterscheiden (Hirsh et al. 1993; Hahn et al. 2009; Allocati et al. 2013). Die
fakultativ pathogenen Stamme von E. coli sind ein Bestandteil der natiirlichen Darmflora des

kaudalen Dinndarms und des Dickdarms bei Mensch und Tier.

E. coli ist bei Pferden ein Teil der natilrlichen Darmflora. Die Isolate, die bei septischen
Fohlen im Gewebe und Blut gefunden wurden, unterscheiden sich durch eine hohere

Serumresistenz von denen, die aus dem Kot klinisch gesunder Pferde stammen (Hirsh et al.
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1993). E. coli ist eine haufige Ursache einer Omphalitis (Ortega et al. 2007), dominiert in
Proben von Nabel- und Wundinfektionen und ist aulerdem in Rektalproben zu finden
(Rodich et al. 2009). Bei Fohlen stellt E. coli den am haufigsten isolierten Erreger in
Zusammenhang mit einer Sepsis dar (Reef et al. 1989; Marsh et al. 2001; Stewart et al.
2002). Bei Stuten bewirken die Bakterien eine Plazentitis und eine Pyometra oder
Endometritis. Wenn es bei der Stute schon perinatal zu Symptomen einer Plazentitis kommt,

ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich das Fohlen infizieren wird, sehr hoch (Parry et al. 2011).

1.1.1.2 Salmonella enterica ssp. enterica

Salmonella (S.) enterica ssp. enterica sind gramnegative stabchenformige, fakultativ
anaerobe Bakterien. Sie gehoren der Familie der Enterobacteriaceae an (Rolle and Mayr
2007; Hahn et al. 2009). Sie sind in zwei Arten, Salmonella enterica und Salmonella bongori,
eingeteilt. Salmonella enterica wird in sechs Subspezies aufgeteilt, die sich wiederum in eine
groRe Anzahl an Serovare aufschliisseln (Weese et al. 2001; Tindall et al. 2005). Die am
haufigsten isolierten Serovare in Pferden sind S. Typhimurium, S. Anatum, S. Newport, S.
Krefeld, S. Agona (Weese et al. 2001), S. Enteritidis und S. Abortus equi (Wenkoff 1973).
Salmonellen gehoren zu den Zoonoseerregern. Zu den tierischen Wirten zahlen wild lebende
Tiere, Nutz- und Haustiere, Amphibien und Reptilien. Salmonellen zdhlen weltweit zu den
wichtigsten Krankheitserregern bei Mensch und Tier (Alley et al. 2002; Krawiec et al. 2015)
und konnen bei Pferden zu ernsthaften Erkrankungen flihren (Owen et al. 1979; Weese et al.
2001; Ward et al. 2005). Faktoren die einen Ausbruch einer Salmonellose begiinstigen sind
alle fur das Pferd mit Stress assoziierten Tatigkeiten. AuRerdem kann ein starker Wurmbefall
oder auch die Entwurmung, eine Anderung der Fiitterung sowie antimikrobielle Therapie zu
einem Ausbruch flihren. Zusatzlich sind Pferde mit gastrointestinalen Erkrankungen wie
Diarrh6, Einklemmung des groflen Kolons oder Kolik pradisponiert eine Salmonellose zu
entwickeln (Wenkoff 1973; Weese et al. 2001; Ward et al. 2005). Eine Infektion mit
Salmonellen reicht von klinisch gesunden Ubertridgern bis hin zu einer fatalen Septikamie.
Der fehlende bakterielle Nachweis von Salmonellen ist kein sicherer Beweis firr eine
Abwesenheit von Salmonellen (Owen et al. 1979). Die haufigsten klinischen Erscheinungen
sind Diarrho, Fieber, sowie eine Leukopenie der eine Leukozytose folgt, begleitet von einer
Neutrophilie (Wenkoff 1973). Sepsis, welche als extraintestinale Manifestation bekannt ist,

kommt vor allem bei Fohlen und immunschwachen Tieren vor (Hahn et al. 2009). Bryans et
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al. (1961) stellte fest, dass Fohlen unter vier Monaten im Gegensatz zu alteren Fohlen
heftige klinische Veranderungen, wie Fieber, Gbelriechender Durchfall, Dehydratation und
Tod aufwiesen. Infizierte Stuten blieben meist asymptomatisch oder zeigten milde klinische

Veranderungen wie Anorexie, weichen Kot oder geringgradig erhohte Temperatur.

1.1.1.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae sind gramnegative, fakultativ anaerobe, stabchenformige Bakterien,
die der Familie der Enterobacteriaceae angehoren. Klebsiella pneumoniae ist ein Bestandteil
des menschlichen Magen-Darm-Traktes und gehort bei Tieren ebenfalls zur Normalflora.
Klebsiella pneumoniae ist in drei Subspezies aufgeteilt. Klebsiella pneumoniae ssp. ozaenae,
Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae und Klebsiella pneumoniae ssp. rhinoscleromatis. Als
pathogener Keim beim Tier, besonders bei Pferden, hat jedoch nur Klebsiella pneumoniae
ssp. pneumoniae eine Bedeutung. Klebsiella pneumoniae wird haufig bei Genitalinfektionen,
Erkrankungen der Atmungsorgane oder in Wunden nachgewiesen (Viala et al. 2004).
Klebsiellen sind eine wichtige Ursache flir Endometritis und Infertilitat bei der Stute (Gibbs et
al. 1985; Samper et al. 2006). Durch eine Infektion kann es auch zu einem bakteriellen Abort
kommen, der meist sporadisch, fast nie seuchenhaft von statten geht. Klebsiella pneumoniae
ist einer von mehreren Aborterregern, welcher meist in der Umgebung oder im distalen
Genitaltrakt gesunder Stuten vorkommt und durch eine aufsteigende Infektion zum Abort
fuhrt (Timoney et al.1983; Hong et al. 1993; Aurich 2005). Hengste spielen bei der
Ubertragung von Klebsiella pneumoniae eine groRe Rolle. Oft ist der Erreger Bestandteil der
normalen Praputialflora (Platt et al. 1976), was den Hengst zu einem symptomlosen Trager
werden lasst. Bakterielle Bronchopneumonien kdnnen vor allem bei Fohlen durch Klebsiella
pneumoniae ausgelést werden. Es handelt sich meistens um Mischinfektionen mit
gramnegativen und grampositiven Erregern. Aufgrund des beim Fohlen noch nicht komplett
ausgebildeten Immunsystems, stellt die Lunge eine gute Eintrittspforte fiir staubgebundene
Bakterien dar. Auch bei der Fohlensepsis ist die Lunge eines der betroffenen Organe. Fohlen
und junge Pferde zeigen ein plotzliches Auftreten respiratorischer Symptome wie Dyspnoe,
Zyanose, Hypoxamie, Tachypnoe oder respiratorische Azidose (Lakritz et al. 1993; Kolm et al.
2010). Auch bei adulten Pferden kann Klebsiella pneumoniae, aufgrund einer gestorten
Abwehr oder durch virale Vorschadigung, ins Lungengewebe eindringen und eine

Pneumonie verursachen. Weitere pradisponierende Faktoren sind lange Transporte,
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intensive Trainingseinheiten, Stress durch andere Faktoren, schlechter Erndhrungszustand,
schlechtes Stallklima oder eine Allgemeinanasthesie (Wilkins 2003; Dietz et al. 2006; Reuss
et al. 2015).

1.1.1.4 Proteus spp.

Proteus spp. sind gramnegative, Urease bildende, schwarmende Bakterien, welche ebenfalls
zur Familie der Enterobacteriaceae gehoren. Sie kommen als Faulniserreger im Erdboden,
Abwasser und auf Tierkadavern vor (Hahn et al. 2009). Proteus vulgaris gehort der normalen
Darmflora bei Tieren an (Gibbs et al. 1985) und kommt sporadisch als nichtpathogener Keim
in der Schleimhaut des Genitaltraktes vor (Aurich 2005; Rolle and Mayr 2007). Bei einer
Endometritis sind die am haufigsten isolierte Bakterien E. coli gefolgt von Klebsiella
pneumoniae und Proteus mirabilis (Gibbs et al. 1985). Bei einer E. coli- oder Proteus-
Infektion besitzt der Eiter eine schmutzige, schokoladenbraune Farbe, ist zahflissig und

geruchsspezifisch (Weiss 2007).

1.1.1.5 Enterobacter-cloacae-Komplex

Enterobacter cloacae sind gramnegative, anaerobe Stabchenbakterien, die zur Familie der
Enterobacteriaceae gehoren. Sie kommen ubiquitar vor und sind Bestandteil der Darmflora
gesunder Menschen. Enterobacter cloacae gehort zu den wenigen Spezies, die pathogen
sind und vor allem bei immunsupprimierten Menschen Erkrankungen auslésen kdnnen.
Enterbacter cloacae kann Ursache fir Atemwegserkrankungen, Sepsis, Meningitis,
nekrotisierende Enterocolitis bei Friihgeborenen, Harnwegsinfektionen und

Wundinfektionen sein (Hahn et al. 2009; Madigan et al. 2013).

1.1.2 Andere gramnegative Bakterienarten
1.1.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa sind gramnegative, aerobe, oxidase- und katalasepositive
stabchenférmige Bakterien, welche der Familie Pseudomonadaceae angehoren (Rolle and

Mayr 2007). Pseudomonas aeruginosa kénnen aus Pflanzen, Friichten und Lebensmitteln
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isoliert werden und sind als Boden- und Wasserkeim weit verbreitet (Viala et al. 2004).
Aufgrund des Vorkommens und der ausgepragten Resistenzlage wird Pseudomonas
aeruginosa auch als gefdhrlicher nosokomialer Keim betrachtet (Hariharan et al. 1995; Viala

et al. 2004; Rolle und Mayr 2007).

Pseudomonas aeruginosa ist an vielen lokalen Infektionen, aber auch an septikdmischen
Allgemeinerkrankungen beteiligt. Pseudomonas aeruginosa kommt im Genitaltrakt von
Pferden vor und kann somit ein Grund fir Endometritis und Unfruchtbarkeit bei Stuten sein
(Samper et al. 2006; Tiago et al. 2012). Die Endometritis bei der Stute ist meist eine
polymikrobielle Infektion, bei der aerobe und anaerobe Bakterien beteiligt sind (Gibbs et al.
1985). Pseudomonas aeruginosa gehort zu den Aborterregern, welche in der Umgebung
oder im distalen Genitaltrakt von Stute vorkommen und durch eine aufsteigende Infektion
zum Abort fiihren (Aurich 2005). Hengste hingegen sind nur Trager des Erregers (Allen et al.
2011).

Eine weitere Rolle spielt Pseudomonas aeruginosa bei schlecht heilenden Wunden, vor allem
an den unteren GliedmalRen von Pferden. Allgemein haben Wunden bei Pferden aufgrund
der Umgebung ein hohes Infektionsrisiko. Sie beherbergen verschiedenste
Mikroorganismuspopulationen. Die Wundheilung wird durch die Anwesenheit von
bakteriellen Biofilmen verzogert, was wiederum eine Ansiedelung weiterer

Mikroorganismen fordert (Freeman et al. 2009; Westgate et al. 2011).

1.1.2.2 Actinobacillus equuli

Actinobacillus equuli sind gramnegative, fakultativ anaerobe, pleomorphe stabchenférmige
Bakterien, die der Familie der Pasteurellaceae angehoéren. Die Spezies Actinobacillus equuli
ist in zwei Subspezies, in Actinobacillus equuli ssp. equuli ssp. nov. und Actinobacillus equuli
ssp. hemolyticus ssp. nov., eingeteilt. Actinobaclillus equuli ssp. hemolyticus kommt
ausschlieBlich beim Pferd vor (Christensen et al. 2002). Actinobacillus equuli ist ein
Kommensale der Mundhohle und des Verdauungstraktes von Pferden (Patterson-Kane et al.
2001; Schrottner et al. 2013). Actinobacillus equuli, friiher auch als Shigella equirulis
bekannt, kommt besonders bei gesunden Pferden auf den Tonsillen und im Pharynx vor.
Eine Ubertragung des Erregers ist durch latent infizierte oder chronisch kranke Tiere

moglich. Er wird intrauterin, omphalogen oder post partum Ubertragen. Bei einer
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intrauterinen Infektion kommt es bei der Stute zu einem Spatabort oder zur Geburt
lebensschwacher bzw. septikamischer Fohlen (Rolle und Mayr 2007). Meistens erkranken die
Fohlen in einem Alter von ein paar Stunden bis zu drei Tagen nach Geburt, was haufig durch
einen plotzlichen Beginn von Fieber und Durchfall gekennzeichnet ist (Stewart et al. 2002).
Aullerdem kommt es zu septikdamischen Krankheitserscheinungen, wie Polyarthritiden und
Glomerulonephritiden, was auch als Fohlenfriihlahme beschrieben wird. Der Tod tritt im
Normalfall innerhalb von 24 Stunden ein (Martens et al. 1986; Radostits et al. 2000). Bei
einem langsameren  Krankheitsverlauf  treten  Symptome einer fieberhaften
Allgemeinerkrankung, Dyspnoe in  Verbindung mit Pneumonien, Durchfille,
Kolikerscheinungen, Festliegen in Verbindung mit Polyarthritiden und Schlafrigkeit bis hin zu
komatdsen Zustinden, welche auch als ,sleepy foal disease” bekannt sind, auf. Altere Fohlen
weisen meist einen milderen Verlauf auf. Erkrankungen bei adulten Tieren sind weniger
haufig und meist mehr lokalisiert. Hierzu gibt es Berichte liber Arthritis, Endokarditis,
Meningitis, Orchitis, Periorchitis, Abort, Pleuropneumonie, Enteritis und akute oder
chronische Peritonitis. Todesfalle sind jedoch aufgrund der schnellen Immunantwort selten

(Ashhurst-Smith et al. 1998; Patterson-Kane et al. 2001).

1.2 Grampositive Bakterienarten
1.2.1 Streptococcaceae
1.2.1.1 Streptococcus spp.

Streptokokken (Strep.) sind grampositive, kugelféormige oder ovoide, in Ketten oder
paarweise angeordnete fakultative Anaerobier und gehoren zur Familie Streptococcaceae.
Man unterscheidet zwischen a- und B-hamolysierenden Streptokokken. Bei der a-Hamolyse
wird Hamoglobin in Methamoglobin umgewandelt, welches auf Blutagar eine griinliche Zone
erzeugt. Bei der B-Hamolyse werden Erythrozyten durch das Betahdamolysin der
Streptokokken vollstandig abgebaut, wodurch eine transparente Hamolysezone auf der
Blutagarplatte  entsteht.  Streptokokken kommen auf gesunden Haut- und
Schleimhautoberflachen von Menschen und Tieren vor. Allerdings konnen sie auch pathogen
sein und somit verschiedene Erkrankungen auslosen (Kohler et al. 2001; Hahn et al. 2009;

Selbitz et al.2010). Beim Pferd kommen Streptococcus equi ssp. equi, Streptococcus equi ssp.
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zooepidemicus, Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis und zum Teil Streptococcus

pneumoniae vor.

1.2.1.2 Streptococcus equi ssp. equi

Streptococcus equi ssp. equi gehort zu den B-hdamolysierenden Streptokokken und ist an
Equiden adaptiert. Streptococcus equi ssp. equi kommt nicht in der Umwelt vor und wird
somit auf aerogenem Weg oder durch Vektoren, Gber Wunden und Lasionen, durch den
Deckakt oder die Milch Ubertragen. Sehr selten findet eine intrauterine Infektion statt (Rolle

und Mayr 2007).

Streptococcus equi ssp. equi ist der Ausloser der Druse (Anzai et al. 1997; Erol et al. 2012).
Die Druse ist eine weltweit verbreitete und hochkontagiose Erkrankung, die sich durch
Entziindung der Schleimhaute der oberen Atemwege und eine Vereiterung der regiondren
Lymphknoten mit der Tendenz zur Abszedierung duBert (Anzai et al. 1997; Timoney 2004;
Boyle 2011). Betroffen sind vor allem junge Pferde bis ca. fiinf Jahre, aber auch adulte
Pferde, welche in groRen Bestinden stehen oder haufig ihren Standort wechseln. Die
Erkrankungswahrscheinlichkeit sinkt mit dem Alter (Anzai et al. 1997). Erste klinische
Anzeichen sind ein Anstieg der Korpertemperatur bis 41°C in Verbindung mit Inappetenz und
Apathie. Neben einer sertsen bis eitrigen Rhinitis kommt es zur Pharyngitis und im weiteren
Verlauf zu einer Schwellung der mandibuladren, spater auch retropharyngealen Lymphknoten
mit Neigung zur Abszedierung. Durch die Schwellung der Kopflymphknoten kommt es von
Stridores liber Atembeschwerden bis hin zur akuten Dyspnoe. Im anglo-amerikanischen wird
die Druse aus diesem Grund auch als ,strangles”, im Deutschen ,ersticken” bezeichnet
(Wintzer 1999; Dietz et al. 2006; Rolle und Mayr 2007). Komplikationen treten auf, wenn es
aufgrund einer hamatogenen Streuung zur Bakteridamie oder Metastasierung verschiedener
Lymphknoten oder Organe kommt. Am haufigsten sind hierbei die Gekréselymphknoten und
dadurch der Darm aber auch die Lunge betroffen (Berlin et al. 2013; Sweeney et al. 2005).
Eine weitere Erkrankung, die Streptococcus equi ssp. equi verursacht, ist die subkutane
Phlegmone. Es handelt sich um eine flachenartige subkutane Entziindung des Bindegewebes
und der LymphgefadRe. Sie ist zunachst serds, kann sich aber zu einer eitrigen Wundinfektion,
welche auch auf tiefere Gewebsschichten (bergreifen kann, entwickeln. Das

Allgemeinbefinden ist meist gestort und steht in Verbindung mit einem Temperaturanstieg,
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Inappetenz und Mattigkeit. Eine deutliche Schwellung des entsprechenden Bereichs ist zu

beobachten. AuBerdem sind regiondre Lymphknoten vergréRert (Dietz et al. 2006).

1.2.1.3 Streptococcus equi ssp. zooepidemicus

Streptococcus equi ssp. zooedpidemicus gehort zu den R-hamolysierenden Streptokokken.
Ihr Wirtsspektrum umfasst alle Haustiere und den Menschen. Besonders haufig ist er aber
von Pferden zu isolieren (Rolle und Mayr 2007; Selbitz et al. 2010; Erol et al. 2012).
Streptococcus equi ssp. zooedpidemicus ist ein Kommensale der Schleimhaut von Maulhohle,
Pharynx und des Respirationstraktes (Timoney 2004; Erol et al. 2012). Streptococcus equi
ssp. zooedpidemicus ist ein Grund fiir Erkrankungen des Reproduktionstraktes, da er haufig
von Feten, Plazenten und aus dem Genitaltrakt von Pferden isoliert wird (Giles et al. 1993;
Hong et al. 1993; Timoney 2004; Clark et al. 2008; Erol et al. 2012). Streptococcus equi ssp.
zooedpidemicus |6st durch eine akute Plazentitis und eine Bakteriamie im Fohlen zwischen
dem sechsten und neunten Monat einen Abort aus (Hong et al. 1993; Erol et al. 2012). Auch

ist er Verursacher von Endometritiden (Aurich 2005).

Bei Fohlen alter als vier Monaten tritt haufig eine subakute Bronchitis auf, die aus
unvollstdndig ausgeheilten meist viralen Bronchitiden resultiert. Aus einer eitrigen Rhinitis,
welche eine Bronchitis nach sich zieht, kann sich eine Bronchopneumonie entwickeln. Das
Allgemeinbefinden ist kaum gestort, es besteht leichtes Fieber, geschwollene
Mandibularlymphknoten, Husten und zum Teil eitriger Nasenausfluss (Wintzer 1999; Kolm et

al. 2010).

Streptococcus equi ssp. zooedpidemicus ist Verursacher der Fohlenspatlahme, auch als
Fohlenseptikimie oder -pyamie bezeichnet. Die Fohlenspatlahme duBert sich in Form einer
schmerzhaften Polyarthritis und einer neonatalen Septikamie. Entweder erfolgt die Infektion
pranatal oder postnatal. Pranatal infizierte Fohlen werden lebensschwach geboren und
zeigen respiratorische Symptome. Es kommt zu neurologischen Ausfallen, Polyarthritis und
Osteomyelitis. Bei einer postnatalen Infektion sind die Fohlen zunachst unauffallig, verlieren
plétzlich an Vitalitdt und weisen dann die gleichen klinischen Verdanderungen auf wie bei
einer pranatalen Infektion (Wintzer 1999; Dietz et al. 2006; Rolle und Mayr 2007; Selbitz et
al. 2010).
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1.2.1.4 Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis

Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis gehort zu den B-hamolysierenden Streptokokken
(Timoney 2004). Streptococcus dysgalactiae wird in zwei Subspezies unterteilt:
Streptococcus dysgalactiae ssp. dysgalactiae und Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis.
Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis gehort zu den normalen Bewohnern der Haut und
Schleimhautoberflache (Timoney 2004; Preziuso et al. 2010; Erol et al. 2012). Bei Pferden
kommt Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis bei uterinen Abszessen, Lymphadenitis
und chronischen Erkrankungen der oberen Atemwege vor und ist Grund fir eine Plazentitis
(Erol et al. 2012). Meist wird Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis von abortierten
Plazenten, abszedierenden Lymphknoten, selten von Patienten mit Druse-dhnlichen
Erkrankungen isoliert (Timoney 2004). Auferdem ist Streptococcus dysgalactiae ssp.
equisimilis Ausldser einer akuten oder chronischen Euterentziindung. Ein akutes Geschehen
weist eine katarrhalische Mastitis mit diffuser Schwellung und Eiter- oder Fibrinflocken im
Eutersekret auf. Eine akute Mastitis kann sich im weiteren Verlauf zu einer chronischen

Mastitis entwickeln (Reese et al. 1978; McCue et al. 1989).

1.2.1.5 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae gehort zu den a-hamolysierenden Streptokokken. Streptococcus
pneumoniae ist sowohl ein Kommensale des oberen Respirationstraktes des Menschen
(Benson et al. 1984) als auch ein ernstzunehmendes Pathogen, das als typischer Eitererreger
Bronchopneumonien, Menigitiden und Sepsis verursacht (Hahn et al. 2009). Der einzige
Streptococcus-pneumoniae-Stamm, der die Fahigkeit besitzt Pferde zu besiedeln und der
auch bei Pferden isoliert werden kann, ist Streptococcus pneumoniae vom Kapseltyp 3
(Benson et al. 1984; Timoney 2004). Bei Pferden spielt Streptococcus pneumoniae bei
Erkrankungen der unteren Atemwege entweder als sekundarer oder primarer Erreger eine

Rolle.

1.2.2 Staphylococcaceae

Staphylokokken (Staph.) sind grampositive, kugelférmige, weintraubendhnliche, in Haufen

angeordnete, fakultativ anaerobe Kokken. Sie gehoren zur Familie der Staphylococcaceae.
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Staphylokokken sind in 36 Spezies und 17 Subspezies unterteilt. Sie besiedeln als
Kommensale und Pathogene die Haut und Schleimhaute von Mensch und Tier und sind in

der Umwelt weit verbreitet (Nagase et al. 2002).

1.2.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein aerober Erreger, der katalse- und koagulasepositiv ist (Kohler
et al. 2001). Er ist gleichzeitig ein Kommensale der Flora von Sadugetieren und ein
opportunistischer Pathogener bei Mensch und Tier. Staphylococcus aureus kann vor allem
aus der Nase und von der Haut im Bereich des Karpus, im Nacken, am Widerrist und auf der
Kruppe gesunder Pferde isoliert werden (Shimizu et al. 1991; Yasuda et al. 2000; Haenni et
al. 2010; Van den Eede et al. 2012; Mallardo et al. 2013). Hauterkrankungen sind eine der
primdren Erkrankungen, die durch Staphylococcus aureus verursacht werden. Vor allem
kommt er bei Hautldsionen und Wunden vor. Eine weitere durch Staphylococcus aureus
ausgeldste Infektion ist die Botryomykose. Hierbei handelt es sich um eine chronisch
granulomatose Entziindung der Haut, bei der die Granulome oft mit zahlreichen
Mikroabszessen durchsetzt sind. Bei Stuten tritt die Botryomykose auch am Euter auf
(Aurich 2005; Dietz et al. 2006; Weiss 2007; Meissner et al. 2007). AuBerdem spielt
Staphylococcus aureus bei Infektionen des Respirationstraktes, des Genitaltraktes und bei

Sepsis eine Rolle (Shimizu et al. 1991; Haenni et al. 2010).

Infektionen des Respirationstraktes kdnnen aufgrund einer gestérten pulmonalen Abwehr
zur Erkrankungen flhren. Hierbei kommt es meist zu unspezifischen klinischen
Veranderungen. Es treten bronchiale und alveoldare Verdanderungen auf, die verschiedene
Formen einer Pneumonie nach sich ziehen (Dietz et al. 2006; Kolm et al. 2010). Ein
bakterieller Abort durch Staphylococcus aureus findet meist sporadisch statt. Durch das
Aufsteigen des Keims aus der Umgebung oder dem distalen Genitaltrakt der Stute stirbt der
Fetus entweder infolge einer intrauterinen Sepsis oder es wird durch eine mangelhafte

Versorgung des Fetus durch die Plazenta ein Abort ausgeldst (Prickett 1970; Aurich 2005).

Staphylococcus aureus ist in manchen Fallen auch der Grund fir ein septisches Geschehen.
Dies tritt vor allem bei Fohlen auf. Die Ubertragung findet entweder prinatal durch eine
Plazentitis, eine lokale oder systemische Infektion oder durch eine Endotoxamie der Mutter

oder postnatal statt. Postnatal gelten Nabel, Respirations- oder Gastrointestinaltrakt als
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Eintrittspforte. Die Fohlen werden entweder lebensschwach geboren oder ihr
Allgemeinbefinden verschlechtert sich innerhalb kiirzester Zeit nach Geburt (Kolm et al.

2010).

1.2.2.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis wird neben Staphylococcus hominis und Staphylococcus
haemolyticus hauptsachlich von der Haut des Menschen isoliert (Kloos et al. 1976; Busscher
et al. 2006). Staphylococcus epidermidis ist ein koagulasenegativer Erreger der Gattung
Staphylococcus. Vor allem wird er aus der Nase, von der Stirn, unter den Achseln und von
Armen und Beinen des Menschen isoliert (Nagase et al. 2002). In der Regel stellt
Staphylococcus epidermidis keine Gefahr dar. Jedoch kann er aus chronischen Wunden vor
allem bei Menschen isoliert werden (Freeman et al. 2009). Es gibt Autoren, die das
Vorkommen von Staphylococcus epidermidis auch bei Pferden beschreiben. In einer
Publikation von Corrente et al. (2009) wird das Vorkommen von einem Methicillin-
resistenten Stamm von Staphylococcus epidermidis beschrieben. Dieser konnte von einem
Knochenfragment eines Pferdes mit Osteolyse isoliert werden. Der gleiche Stamm konnte
ebenfalls aus der Nase des gleichen Pferdes und aus der Nase eines Pferdes mit einer
vermuteten generalisierten Infektion isoliert werden. Weiterhin wurden muskulosketale und
respiratorische Infektionen, verursacht durch Staphylococcus-epidermidis-Stamme, beim
Pferd beschrieben (Trostle et al. 2001). AuBerdem wurden in einer Studie von
Yasuda et al. (2000) bei 29,5 % der Pferde Methicillin-resistente Staphylokokken entweder
aus der Nase oder von der Haut isoliert. Hierbei konnten insgesamt sechs Spezies
identifiziert werden. Neben Staphylococcus epidermidis war Staphylococcus xylosus bei
diesen Isolaten enthalten (Yasuda et al. 2000). Eine andere Studie von Kloos et al. (1976)

sieht Staphylococcus epidermidis eher als Kontaminanten denn als Besiedler bei Tieren.

1.2.3  Andere grampositive Bakterienarten

1.2.3.1 Rhodococcus equi

Rhodococcus equi sind kokkoide, grampositive, aerobe Bakterien, die zur Familie der
Nocariaceae gehoren (Rolle und Mayr 2007; Selbitz et al. 2010). Es handelt sich um fakultativ

intrazelluldare Pathogene, die sich durch Phagozytose in Makrophagen der Abtétung durch
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Leukozyten entziehen (Prescott 1991). 1923 wurde Rhodococcus equi, damals noch
Corynebacterium equi, das erste Mal in Schweden bei Fohlen mit einer granulomatosen
Pneumonie isoliert (Prescott 1991; Guerrero et al. 2011). Es ist ein ubiquitdrer Keim, der vor
allem im Boden vorkommt. Nach Ausscheidung mit dem Kot von Pflanzenfressern und
Schweinen, erfolgt eine Infektion per Inhalation von kontaminiertem Staub oder durch
Koprophagie bzw. durch Nahrungsaufnahme lber den Intestinaltrakt (Takai et al. 1991; Nay
1996). Betroffen von der Erkrankung mit Rhodococcus equi sind hauptsachlich Fohlen bis zu
einem Alter von sechs Monaten, aber besonders Fohlen in den ersten zwei Lebensmonaten.
Erkrankungen bei adulten Pferden sind sehr selten und denjenigen der Fohlen sehr dhnlich
(Prescott 1991; Vengust et al. 2002; Bolton et al. 2010). Die Folge einer Infektion bei Fohlen
ist eine pyogranulomatdse Pneumonie mit Beteiligung der regionaren Lymphknoten in Form
einer eitrigen Lymphadenitis. Bei einem perakuten Verlauf kommt es rasch zum Tod. Ein
akuter Verlauf duRert sich in typisch respiratorischen klinischen Veranderungen, mit Fieber,
Tachypnoe, Tachykardie, Inappetenz, Nasenausfluss, gelegentlich Husten und
pathologischen Befunden der Lungenauskultation und —perkussion (Venner et al. 2005).
Zusatzlich konnen extrapulmonale Erkrankungen wie eine pyogranulomatdse oder ulzerative
Enterokolitis, Abszedierung von Lymphknoten im ganzen Korper, Polyarthritis oder eine
Osteomyelitis vorkommen (Nay 1996; Vengust et al. 2002; Bolton et al. 2010). Die
Rhodokokkenenteritis erfolgt durch Infektion des Darmtraktes meist in Verbindung mit einer
Rhodokokkenpneumonie. Eine Polyarthritis oder Polysynovisitis kann die Folge hamatogener
Streuung der Bakterien sein. Subkutane Abszesse und Phlegmonen durch Rhodococcus equi
verursacht, sind weitere klinische Veranderungen, die in Verbindung mit einer

Rhodokokkenpneumonie auftreten konnen (Kolm et al. 2010).

In der Literatur sind wenige Falle von Aborten aufgrund von Rhodokokkeninfektionen
bekannt. Eine Infektion geschieht entweder durch die Kontamination in der Vagina und eine
dadurch aufsteigende Infektion oder durch eine hdmatogene Streuung, die von einem
Infektionsherd in der Stute ausgeht. Die Stute abortiert in einem spaten Stadium der
Gestation. Rhodococcus equi kann anschlieend sowohl aus der Plazenta als auch aus dem

Fetus isoliert werden (Fitzgerald et al. 1995; Patterson-Kane et al. 2002; Szeredi et al. 2006).
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1.2.3.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes sind grampositive kurze Stdbchen und gehoren zur Familie der
Listeriaceae. Die fakultativ anaeroben Bakterien besitzen die Fahigkeit sich auch unter
ungunstigen Verhaltnissen zu vermehren. Das Wachstum ist in neutralem, schwach saurem
oder schwach alkalischem Milieu und bei niedrigeren Temperaturen moglich (Kréz et al.
1998). Listeria monocytogenes kommt ubiquitdar in der Umwelt vor. Sein natirlicher
Lebensraum ist der Boden. Die Ausscheidung erfolgt durch sogenannte Ubertriger iiber den
Intestinaltrakt oder die Milch (Wilkins et al. 2000). Somit erfolgt die Infektion meist oral
durch Aufnahme kontaminierter Nahrungsmittel oder durch unbelebte Vektoren wie
Futtermittel und Einstreu (Dedié 1993). AuRerdem ist eine Infektion Uber die Nasenmukosa,
die Konjunktividen oder durch eine Wundkontamination moglich (Wilkins et al. 2000;
Warner et al. 2012).

Bei Tieren tritt die Listeriose in verschiedenen Formen auf. Zum einen gibt es die zerebrale
Form, welche sich in einer Meningitis duRert (Warner et al. 2012), zum anderen die
metrogene Form (Kroz et al. 1998), die in der Graviditat auftritt und zu einer Infektion des
Fetus flihrt, was einen Abort oder die transplazentare Listerieninfektion, auch
»Granulomatosis infantiseptica® genannt, zur Folge hat. Diese Form der Listeriose zieht eine
Sepsis nach sich, die im Allgemeinen bei Neugeborenen sichtbar wird. Die Organlisteriose ist
eine Form der Erkrankung, welche im Rahmen einer systemischen Listeriose auftritt (Kroz et
al. 1998; Wilkins et al. 2000). Die Erkrankung ist relativ selten und manifestiert sich
hauptsachlich bei geschwachten oder immunsupprimierten Menschen oder Tieren (Clark et
al. 1978).

Listeria monoytogenes als Ursache fiir eine Sepsis bei neugeborenen Fohlen erscheint in der
Literatur nur sehr selten (Wallace et al. 1995; Wilkins et al. 2000) und auch die klinische

Erkrankung von Pferden tritt selten auf (Warner et al. 2012).

13 Grampositive anaerobe Bakterienarten

1.3.1  Clostridium spp.

1.3.1.1 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens sind grampositive, obligat anaerobe, plumpe Stdbchen, die der

Familie Clostridiaceae angehoren. Sie sind 1892 das erste Mal durch Welch et al. als Bacillus
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aerogenes capsulatus beschrieben worden. Clostridium perfringens ist ein ubiquitdrer Keim,
der im Erdboden, Staub, Wasser und im Darm von Mensch und Tier vorkommt (Hatheway
1990). Clostridium perfringens bildet mit finf Toxovaren (Toxintyp A-E) verschiedene Toxine,
wovon vier Toxine als Haupttoxine gelten (Diab et al. 2012). Diese vier Toxine, Alpha-, Beta-,
Epsilon-, lota-Toxin, werden aufgrund ihrer Pathogenitdt auch als Lethaltoxine bezeichnet.
Das Alpha-Toxin wird von allen Toxintypen (A-E) gebildet. Es ist verantwortlich fir
Gewebsschadigung bei Gasgangran, fiihrt zu Hypotension, Bradykardie, Schock und einer
erhohten GefaRpermeabilitdt. AuBerdem spielt es bei Lebensmittelvergiftungen eine groRe
Rolle. Das Beta-Toxin wird von den Toxovaren B und C gebildet und fiihrt bei Abwesenheit
von Protease zu nekrotischen Ldsionen im Dinndarm. AuRerdem fiihrt es zu einem
Blutdruckanstieg und zum Abfall der Herzfrequenz aufgrund der Freigabe von
Katecholaminen. Das Epsilon-Toxin wird von den Toxintypen B und D gebildet. Es ist
zunachst ein Prototoxin, welches durch Enzyme aktiviert wird. Dadurch wird die
Permeabilitat der Darmwand heraufgesetzt. Durch einen Eintritt in den Blutkreislauf kommt
es zu hyperamischen, geschwollenen Nieren und zu einem Lungenédem. Das lota-Toxin wird
von dem Toxintyp E gebildet und ist der Grund fiir eine Enteritis und eine generelle
Intoxikation. Das Clostridium-perfringens-Enterotoxin, welches vor allem durch die Toxovare
A und C produziert wird, verursacht durch seine Bindung an Oberflachenrezeptoren der
Darmepithelzellen eine Steigerung der Membranpermeabilitdit und einen Verlust von
Flussigkeit und lonen. Dies geschieht vor allem im lleum, aber auch im Jejunum (Hatheway
1990).

Bei Pferden spielen vor allem das Toxovar A und C eine Rolle. Der Toxintyp A ist ein Teil der
normalen gastrointestinalen Flora beim gesunden Pferd (Gautsch et al. 1993; Schoster et al.
2012), kann jedoch bei der ,Equine intestinal Clostridiosis“, auch als , Colitis X“ bezeichnet,
ein Grund fur einen Krankheitsausbruch sein. Im Anfangsstadium der Erkrankung steigt der
Gehalt an Clostridium perfringens Typ A im Kot an (Wierup 1977; Schiefer 1981). Des
Weiteren ist das Toxovar A fir die Entstehung einer Enterotoxdamie bei Schafen, Ziegen,
Rindern, Hunden, Alpakas und auch Pferden verantwortlich (Hatheway 1990). Die Toxovare
A, B und C von Clostridium perfringens fiihren zur Enterocolitis bei Fohlen (Diab et al. 2012).
Das Clostridium perfringens Typ C ist aber der wichtigste und meist erwahnte Vertreter von
Darmerkrankungen bei neugeborenen Fohlen (Uzal et al. 2012). Das Toxin ist gegenlber der

Trypsinaktivitat anféllig. Eine Infektion bei Fohlen ist durch die geringe Trypsinkonzentration
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im Darm und die durch das Kolostrum Ubertragenen Trypsininhibitoren begriindet. Ein
akuter Beginn von Kolik mit oder ohne Durchfall oder der plétzliche Tod von Fohlen und
jungen Pferden bis zu einem Jahr sind die typischen klinische Veranderungen fiir eine
nekrotisierende Enteritis und Enterocolitis, welche durch Clostridium perfringens Typ C

hervorgerufen werden (Diab et al. 2012).

1.3.1.2 Clostridium difficile

Clostridium difficile sind grampositive, obligat anaerobe, schlanke Stibchen mit ovalen
subterminalen Sporen, welche zur Familie Clostridiaceae gehoéren. Clostridium difficile
produziert zwei Toxine, die als Toxin A und B bezeichnet werden. Das Toxin A ist
enterotoxisch. Durch inflammatorische Prozesse, Neutrophileninfiltration im Ileum und die
Freigabe von Entziindungsmediatoren fiihrt es zu Gewebsschdaden und somit zu einer
FlUssigkeitsanreicherung, einer erhohten Membranpermeabilitat und zur hamorrhagischen
Nekrose. Die zytotoxische Aktivitat von Toxin B bewirkt eine Depolymerisation der
Aktinfilamente, indem das Zellzytoskelett zerstort wird und eine Abrundung der Zellen
stattfindet (Lyerly et al. 1985; Hatheway 1990).

Clostridium difficile ist einer der wichtigsten Griinde fir die Entstehung von Durchfall,
Enterokolitis und Typhlocolitis beim Pferd (Beier et al. 1994; Schoster et al. 2012; Diab et al.
2013). Zwei beglnstigende Faktoren fir die Entstehung einer Clostridium difficile
assoziierten Erkrankung bei Pferden sind ein Klinikaufenthalt oder eine vorausgehende
Antibiotikatherapie, jedoch kommen auch sporadische Erkranungen vor (Diab et al. 2013).
Aufgrund seines ubiquitaren Vorkommens, vor allem im Erdboden, aber auch im Kot von
Pferden oder anderen Tieren, findet eine fikal-orale Ubertragung statt (Diab et al. 2013).
Clostridium difficile kann aus verschiedenen Darmabschnitten sowohl gesunder als auch an
Durchfall erkrankter Pferde isoliert werden. Die Nachweishaufigkeit bei klinisch gesunden
Fohlen ist deutlich geringer als die bei an Durchfall erkrankten Fohlen oder Adulten, wobei

hier die unter 14 Tage alten Fohlen eine hohere Pravalenz zeigen (Beier et al. 1994).
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2 Infektion und Entziindungsreaktionen

2.1 Vereinfachte Darstellung der Pathogenese einer Infektionsabwehr

Eine inflammatorische Reaktion ist eine zelluldre und molekulare Reaktion auf einen
Stimulus durch Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten. Das Ziel dieser Reaktion ist, die

Ausbreitung des Erregers zu verhindern und ihn zu eliminieren (Gramm et al. 1995).

Die angeborene Immunantwort mit ihrer nicht-spezifischen Antwort ist der erste Schritt der
Abwehrkette. Zu den beteiligten Zelltypen gehéren Makrophagen und neutrophile
Granulozyten. Diese Zellen besitzen spezielle Rezeptoren, bekannt als , Pattern Recognition
Receptors” (PRRs), welche viele Molekiile als fremd, das heit nicht kdrpereigen erkennen.
Diese Molekiile werden als pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) bezeichnet.
Wenn ein PAMP von einem Rezeptor (PRRs) erkannt wird, wird eine unspezifische
Immunantwort ausgel6st, welche die Elimination des eindringenden Erregers zum Ziel hat.
Die unspezifische Immunantwort kann durch Phagozytose und durch die Hochregulierung

des angeborenen Immunsystems durchgefiihrt werden.

Nach Erkennung eines PAMPs beginnt die Produktion von Zytokinen. Zunachst werden
proinflammatorische Molekiile produziert, welche die Zellabwehr aktivieren. Kurz darauf
werden antiinflammatorische Molekile freigesetzt, welche die proinflammatorische Antwort
wieder schwachen bzw. stoppen (Bone et al. 1997a). Die zu den Glykoproteinen gehérenden
Zytokine umfassen Interleukine, den Tumornekrosefaktor o, Chemokine und
Wachstumsfaktoren. Sie regulieren die Entziindung und Immunantwort und wirken als
Mediatoren zwischen den Zellen. Aufgrund von Rezeptoren und anderen regulatorischen

Mechanismen zeigen sie verschiedene Effekte im Korper (Auer and Stick 2006).

Nachdem die Entziindungsmediatoren die Leber erreicht haben, stimulieren sie dort die
Produktion von etwa 30 verschiedenen Akute-Phase-Proteinen und weiteren
antiinflammatorischen Molekiilen. Diese haben die Funktion die Entziindung zu lokalisieren,
die Ausbreitung zu verhindern und das Immunsystem bei der Sanierung des

Entzindungsherdes zu unterstiitzen (Nystrom 1998; Tizard 2004).

Im zweiten Stadium beginnt die initiale systemische Antwort. Diese Antwort vermittelt, dass
die lokale Reaktion zur Bekampfung des urspriinglichen Agens nicht ausreicht. Sie gilt als

Warnsignal und stimuliert weiterhin die proinflammatorischen Mediatoren. Diese Kaskade
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flhrt zu einer kompensatorischen systemischen antiinflammatorischen Antwort, welche in

der Regel die anfangliche Entziindungsreaktion schnell herunterreguliert.

Ein Kontrollverlust der Entziindungsreaktion hat eine massive systemische Reaktion zur
Folge. Die Permeabilitdt der Blutgefille steigt, die Plattchenaggregation bewirkt einen
verlangsamten Blutfluss und moglicherweise eine Ischamie, es kommt zur Vasodilatation,

Transsudation und einer Fehlverteilung des Blutflusses.

Sepsis wird mit einer Immunsuppression verglichen. Durch Abschalten des Immunsystems
erfolgt keine Antwort mehr auf ein eindringendes Antigen. Die Zytokinproduktion wird
unterdriickt ohne die Funktion zu modifizieren (Robertson et al. 2006). Dieses Phanomen,
das bei Sepsispatienten auftritt, wird in der Immunologie als Anergie bezeichnet. Es kommt
zu einer metabolischen Storung. Durch die stetige Aktivierung von proinflammatorischen
Mediatoren kommt es zum Ungleichgewicht zwischen Gerinnung und Fibrinolyse. Die
Mediatoren beeinflussen durch lbergreifende Prozesse das Endothel, den Blutkreislauf, die
Hamodynamik und die Koagulationsmechanismen. Durch Endothelschadigung kommt es zu
Organdysfunktionen. Die Homoostase geht bei der Sepsis vollkommen verloren, weshalb das
Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Aktivitdaten nicht stabilisiert werden
kann. Dieser Prozess fuhrt zu einer massiven inflammatorischen Reaktion = SIRS (Kidokoro et
al. 1996; Vervioet et al. 1998). Als Gegenregulation setzt normalerweise eine
antiinflammatorische Immunantwort ein, die als Compensatory Antiinflammatory Response

Syndrome = CARS bezeichnet wird (Bone et al. 1997b).

Nach der Immunsuppression folgt im Endstadium die immunologische Dissonanz, welche
eine aus dem Gleichgewicht geratene lberschieBende Immunantwort darstellt (Bone et al.

1997bh).

2.2 SIRS

SIRS = Systemic Inflammatory Response Syndrom bezeichnet eine abnormale generalisierte
Entziindungsreaktion des Organismus durch infektiose oder nichtinfektiose Ursachen (Bone

et al. 1992; Gramm et al. 1995; Bone et al. 1997b; Kahnt et al. 2008).

1992 wurden vom American College of Chest Physicans (ACCP) und der Society of Critical

Care Medicine (SCCM) fir die Humanmedizin klinische Kriterien festgelegt, welche
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inzwischen flr die Tiermedizin angepasst wurden und in Studien mit Hunden, Katzen und
Pferden (Kahnt et al. 2008) verwendet werden. Fir den Menschen miissen zwei dieser
Kriterien erfillt werden, um von SIRS sprechen zu kénnen (Bone et al. 1992; Robertson et al.

2006):
1. Fieber > 38 °C oder Hypothermie < 36 °C
2. Tachykardie > 90 Schlage pro Minute

3. Tachypnoe > 20 Atemziige pro Minute oder Hyperventilation / Hypoknapie bei einem

PaCO; <32 mm Hg

4. Leukozytose > 12000 / pl oder Leukopenie < 4000 / ul oder ein erhohter Anteil von
stabkernigen neutrophilen Granulozyten (> 10 % unreife Neutrophile, Linksverschiebung)

(Bone et al. 1992; Robertson et al. 2006)

Wie schon oben erwahnt wurden in der Veterindrmedizin die Kriterien fir SIRS zum Teil
ibernommen und entsprechend angepasst. Hierzu gibt es verschiedene Studien, die sich mit
der Sensitivitdt und Spezifitat flir die SIRS- und Sepsiskriterien beschaftigen und diese

vergleichen. Dabei kommt es zu verschiedenen Grenzwerten.

Kriterium Einheit Purvis Hardie Hauptmann, Brady de
and Kirby  (1995) Walshaw, and Laforcade
(1994) and Oliver Otto et al.
(1997) (2001) (2003)
Temperatur °C <37,8 < 38,0 < 38,1 < 38,0 <37,8
> 39,7 >40,0 > 39,2 >40,0 >39,4
Herzfrequenz /min > 160 > 120 > 120 >120 > 140
Atemfrequenz /min > 20 >20 > 20 > 40 > 20
Leukozyten /ul <4000 <5000 <6000 <5000 < 6000
> 12000 > 18000 > 16000 > 18000 > 16000
Neutrophile % > 10 >5 >3 >3

SIRS kann in zwei grolRe Kategorien unterteilt werden: in eine nicht infektidsbedingte

Entziindungsform und in die Sepsis (Robertson et al. 2006).
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2.3 Sepsis

Die klassische Definition der Sepsis von Hugo Schottmiiller aus dem Jahr 1914 (Geschichte
der Sepsis), die besagt, dass bei einer Sepsis von einem Sepsisherd auf hamatogenen Wegen
konstant oder periodisch pathogene Bakterien im Korper verbreitet werden, so dass
Krankheitserscheinungen ausgelost werden, wurde inzwischen durch die Definition des

ACCP und der SCCM abgelost.

Eine Sepsis wird heute laut Consensus-Definition als eine komplexe inflammatorische
Wirtsreaktion infektidser Atiologie (Gramm et al. 1995), das heilt eine durch Infektion
ausgeloste SIRS (Bone et al. 1992), definiert. Der Wirt ist nicht in der Lage die Entzlindung
lokal einzudammen (Gramm et al. 1995). Friiher war der Ausdruck Sepsis grundsatzlich mit
einer Bakteriamie oder bakteriellen Toxinen verbunden. Inzwischen gilt der Ausdruck Sepsis
auch bei einer SIRS auf eine Infektion mit Viren, Parasiten, Protozoen oder Pilzen (Bone et al.

1992; Bone et al. 1997b; Robertson et al. 2006).

1992 wurden durch die ACCP und der SCCM Diagnosekriterien fiir Sepsis, schwere Sepsis und
septischer Schock festgelegt (Hagel et al. 2011). Nach diesen Kriterien wird eine Sepsis Uber
den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische Symptome und durch die Erfiillung
mindestens zweier der vier SIRS-Kriterien diagnostiziert. Der Nachweis einer Infektion ist

nicht notwendig (Gramm et al. 1995; Hagel et al. 2011).

Eine schwere Sepsis ist eine Sepsis, welche mit Organdysfunktion, einer abnormalen
Hypoperfusion und einer sepsisbedingten Hypotension einhergeht (Bone et al. 1992;

Nystrom 1998).

Der septische Schock ist eine Sonderform der schweren Sepsis und wird als sepsisbedingte
Hypotension definiert (Bone et al. 1992). Trotz Flissigkeitszufuhr bleibt die Hypotension
bestehen. Wenn es im weiteren Verlauf zu einem Versagen mehrerer voneinander
abhangiger Organsystemen kommt (Bone et al. 1992; Robertson et al. 2006), spricht man
von Multiorganversagen (multiple organ dysfunction syndrome = MODS). Man spricht von
primarem und sekundarem MODS. Beim primaren MODS wird das Organ direkt durch einen
bestimmten Stimulus geschadigt. Dieser fuhrt zur Dysfunktion des Organes. Das sekundare
MODS ist nicht die Antwort auf einen Stimulus, sondern die Konsequenz auf die

Wirtsantwort. lhr geht eine Infektion oder ein Trauma in einem Teil des Systems voraus,



Literaturibersicht 31

woraufhin der Korper mit einer systemischen Entziindungsreaktion reagiert und es
anderswo zur Dysfunktion der Organe kommt (Bone et al. 1992; Bone et al. 1997b; Nystrom

1998).

Welches Organ als erstes in seiner Funktion eingeschrankt wird ist von der jeweiligen Spezies
abhangig. Beim Pferd und Hund ist oft der Darm das Schockorgan, wohingegen bei der Katze
die Lunge meist als erstes ihre Funktion einstellt. Beim Pferd ist Hufrehe oft die Folge von
SIRS. Das Herz wird im Gegensatz zur Humanmedizin bei Tieren erst spat einbezogen (Kahnt

et al. 2008).

Abbildung 1: Der Zusammenhang zwischen systemischer inflammatorischer Reaktion (SIRS), Sepsis
und Infektion (Bone et al. 1992)

Sepsis ist die Wirtsantwort auf eine Infektion; sie wird als bestehende SIRS definiert und einer
vermuteten oder bestétigten Infektion zugeordnet.

24 Unterschied zwischen Sepsis und Bakteridmie

Bei einer Sepsis, schweren Sepsis und einem septischem Schock handelt es sich um klinische
Diagnosen mit einem nicht notwendigerweise positiven Erregernachweis. Die Diagnose
Sepsis bedeutet nicht automatisch das Vorhandensein einer Bakteridamie (Kappstein 2009;
Jauch et al. 2012). Vierzig bis flinfzig Prozent der Patienten mit der Diagnose Sepsis weisen
trotz eindeutiger klinischer Zeichen einer Infektion negative mikrobiologische Befunde auf

(Jauch et al. 2012).

Eine Bakteridamie wird als zeitweises Vorhandensein von lebensfahigen Erregern im Blut
(Bone et al. 1992) bzw. als ein kultureller Nachweis von Bakterien im Blut definiert (Hagel et
al. 2013). Dieser mikrobiologische Befund kann entweder asymptomatisch oder mit

klinischen Symptomen einer Sepsis assoziiert sein. Aus diesem Grund unterscheidet man
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eine primdre und eine sekundare Form der Bakteridamie. Bei der primadren Form liegt ein
Erregernachweis ohne Assoziation einer Infektion vor. Die sekundare Form weist einen
Erreger auf bei gleichzeitig vorhandener Infektion mit demselben Erreger an einer variablen
Korperstelle (Kappstein 2009). Die Bakteriamie ist ausschlieBlich ein mikrobiologischer

Befund, dem eine klinische Diagnose zugeordnet werden muss.

3 Mikrobiologischer Nachweis

3.1 Blutkultur

Die Blutkultur stellt eine mikrobiologische Untersuchung zum kulturellen Nachweis von
Bakterien bzw. Pilzen im Blut dar (Seifert et al. 2007; Gander et al. 2009; Lucignano et al.
2011).

Sowohl in der Humanmedizin als auch in der Veterindrmedizin wird die Blutkultur als
,Goldstandard” zum Nachweis bakterieller Infektionen und Pilzinfektionen im Blut

verwendet (Hall et al. 2006; Tsalik et al. 2010; Lucignano et al. 2011).

Eine Blutkultur wird bei Symptomen einer SIRS, welche eine Sepsis zur Folge haben kénnen,
angelegt. AulRerdem dient eine Blutkultur bei Verdacht auf Endokarditis, Fieber unklarer
Genese, Pneumonie, Meningitis und bei Fieber immunsupprimierter Patienten der Diagnose.
Das Ergebnis einer Blutkultur soll helfen, mit einer addquaten Antibiotikatherapie zu
beginnen und somit die Prognose zu verbessern und die Letalitdat zu senken (Seifert et al.

2007).

3.1.1 Auswertung mit mehreren Blutkultursets

In der Humanmedizin erfolgt die Blutentnahme durch die Punktion peripherer Venen
verschiedener Seiten (Washington 1975; Wilson 1996). Es wird empfohlen mindestens eine
Blutkulturflasche fiir aerobe und eine fiir anaerobe Bebritung zu beimpfen. Diese werden
dann als Blutkulturpaar oder Blutkulturset bezeichnet. Das Beimpfen mehrerer Sets wir
ebenfalls empfohlen (Wilson 1996; Seifert et al. 2007; Gander et al. 2009). Dies erleichtert
bei der Auswertung der Blutkultur eine echte Bakteridmie von Kontaminationen zu

unterscheiden.  Verschiede Studien zeigten, dass das Beimpfen mehrerer
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Blutkulturflaschensets zu einer besseren Rate der entdeckten Bakteriamien fuhrte.
Washington (1975) berichtete, dass bei Abnahme von ein bis drei Blutkulturen Bakteriamien
zu 80 % mit einer Kultur, zu 89 % mit zwei und zu 99 % mit allen drei Blutkulturen detektiert
wurden. Weinstein et al. (1983) prasentierte in einer Studie im Zeitraum zwischen 1975-
1977 &hnliche Ergebnisse (91 % mit einer, mehr als 99 % mit beiden Kulturen). In einer
Studie von Cockerill et al. (2004) konnten bei Verwendung eines automatischen
Blutkultursystems 65 % der Infektionen im Blut mit einem Blutkulturset, 80,4 % mit zwei und

95,7 % mit drei nachgewiesen werden.

Der beste Entnahmezeitpunkt ist ein bis zwei Stunden vor Fieberbeginn oder Fieberanstieg.
Da dies jedoch schwer zu realisieren ist, wird, sobald Symptome auftreten die fir eine Sepsis
sprechen, Blut fiir eine Blutkultur entnommen. AulRerdem soll die Entnahme vor Beginn der
antibiotischen Therapie stattfinden, da der kulturelle Nachweis unter antibiotischer Therapie

meist nicht oder nur noch verzogert moglich ist (Glerant et al. 1999; Grace et al. 2001).

In der Tiermedizin wird oftmals aufgrund der hohen Kosten, welche vom Besitzer selbst
getragen werden missen, nur ein Set, das heillt eine aerobe und eine anaerobe

Blutkulturflasche angelegt.

3.1.2 Kontaminationen

Ein groRes Problem stellen die falsch-positiven Ergebnisse dar. Durch Kontaminationen, die
beim Anlegen einer Blutkultur entstehen kénnen, kommt es zu falsch-positiven Ergebnissen.
Dies erschwert eine Unterscheidung zwischen einer echten Bakteriamie und einer
Kontamination. Das Ziel ist die Kontaminationsrate auf zwei bis drei Prozent zu senken
(Spitalnic et al. 1995; Hall et al. 2006; Gander et al. 2009). Griinde fiir Kontaminationen sind
zum einen mangelhafte Hautdesinfektion und Verunreinigung der Blutkulturflasche beim
Beimpfen durch die ,single needle” Technik, ein vermehrter Gebrauch von Kathetern und
dadurch eine geringere Blutentnahme durch Venenpunktion, zum anderen Methoden, die
zur Detektion kleinerer Mengen lebender Mikroorganismen im Blut fliihren und die eine
vermehrte Detektion von z.B. Staphylokokken (koagulase-negative Staphylokokken als

Kontamination) ermoglichen (Weinstein 2003; Hall et al. 2006; Seifert et al. 2007).

Die Blutentnahme durch Venenpunktion muss unter aseptischen Bedingungen erfolgen

(Washington 1975; Wilson 1996; Weinstein 2003). Hierfir sind das Tragen von
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Einmalhandschuhen und die Verwendung einer sterilen Kaniule notwendig. Die
Punktionsstelle darf nach Hautdesinfektion nicht mehr palpiert werden. Die Desinfektion der
Haut an der Entnahmestelle ist ein wichtiger Faktor, um Kontaminationen zu verringern.
Jedoch ist eine Kontamination auch bei einer addquaten Desinfektion der Haut nicht
auszuschlieBen. Hierfir sind Mikroorganismen in tieferen Hautschichten, die durch eine
Desinfektion nicht zu erreichen sind, verantwortlich. Verschiedenen Studien zufolge gibt es
unter Verwendung von Povidion-lod, Jodtinktur, Isopropyl-Alkohol oder Povidion-lod plus
Ethylalkohol keine signifikanten Unterschiede in der Kontaminationsrate (Washington 1975;
Hall et al. 2006). Die Punktionsstellen werden zundchst mit einem VAH- (Verbund fir
angewandte Hygiene) gelisteten Hautdesinfektionsmittel gereinigt. Hierbei werden vom
Zentrum aus beginnend konzentrische Kreise gezogen. Danach erfolgt die eigentliche
Desinfektion mit einem alkoholischen Hautdesinfektionsmittel, welches dann je nach
vorgeschriebener Einwirkzeit abtrocknet. Zusatzlich wird der Gummistopfen der
Blutkulturflasche vor dem Beimpfen gesdubert (Wilson 1996; Seifert et al. 2007; Gander et
al. 2009).

Um Kontaminationen weiterhin zu senken, gibt es eine ,Double-needle” Technik, bei der
eine sterile Kanilile benutzt wird, um den Patienten Blut zu entnehmen und eine weitere
sterile Kanilile, um die Blutkulturflasche zu beimpfen. Hierdurch konnte ein Abfall der
Kontaminationsrate von 3,7 % auf 2,0 % festgestellt werden (Spitalnic et al. 1995; Weinstein
2003). Mit dem Wissen Uber blutiibertragbare Krankheiten und das durch die , double-
needle” Technik erhdhte Risiko an Nadelstichverletzungen, wurde in der Humanmedizin

wieder auf die ,,Single-needle” Technik umgestellt (Tan et al. 2001; Weinstein 2003).

Koagulase-negative Staphylokokken (KNS), aerobe und anerobe grampositive Stabchen,
Micrococcus spp., Bacillus spp., Propionibacterium acnes und Streptokokken der Viridans-
Gruppe gehoren zur natlirlichen Hautflora des Menschen. Sie werden jedoch, vor allem
wenn sie nur in einer von mehreren Blutkulturflaschen wachsen, als potentielle
Kontaminanten einer Blutkultur angesehen (Souvenir et al. 1998; Richter et al. 2002; Hall et
al. 2006). In der Studie von Richter et al. (2002) betrug die Kontaminationrate durch KNS
61,7 %, durch Streptokokken der Viridans-Gruppe 42,5 %, durch aerobe grampositive
Stabchen 75,8 %, durch Bacillus spp. 28,6 %, durch Micrococcus spp. 80 % und durch

anaerobe grampositive Stabchen 77,8 %.
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Koagulase-negative Staphylokokken sind somit die am haufigsten isolierten Erreger. Sie
zahlen in bis zu 70 % zu den Kontaminationen. Jedoch gelten sie auch als Verursacher einer
echten Bakteriamie. Die Unterscheidung, ob KNS als Kontamination oder als klinisch
signifikante Bakteridmie auftreten, erfordert eine genaue Identifikation mit Hilfe der Klinik
des Patienten, der mikrobiologischen Daten und der Anzahl der positiven Blutkulturen

(Weinstein et al. 1997; Souvenir et al. 1998; Mirrett et al. 2001).

Bei der Detektion von Staph. aureus, Strep. pneumoniae, E. coli und anderen
Enterobacteriaceae und Pseudomonas aeruginosa wird immer von einer echten Bakteriamie

ausgegangen (Weinstein 2003; Hall et al. 2006).

3.1.3 Entnahmevolumen und Transport

Das Blutvolumen spielt fiir die Sensitivitat der Diagnostik eine groRe Rolle. In verschiedenen
Studien wurde gezeigt, dass je groRRer das Blutvolumen ist, desto besser die Ergebnisse und
Erkennung einer Bakteriamie sind (lIstrup et al. 1983; Plordeet al. 1985; Mermel et al. 1993;
Li et al. 1994; Weinstein et al. 1994). Bei Erwachsenen werden 20 ml Blut entnommen, das
gleichmaRig auf eine aerobe und eine anerobe Blutkultur aufgeteilt wird (Li et al. 1994;

Wilson 1996; Seifert et al. 2007).

Um eine Verzogerung der Patientenversorgung zu verhindern und eine baldige
Befundiibermittlung zu férdern, miissen die beimpften Blutkulturflaschen auf schnellstem
Weg ins Labor gebracht werden. Wenn dies nicht moglich ist, ist eine Lagerung bei
Raumtemperatur (25 °C) oder im Inkubator (35 °C) moglich. Eine Auskihlung muss

vermieden werden (Wilson 1996; Seifert et al. 2007).

4 Molekulardiagnostischer Nachweis
4.1 Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR) ist ein

molekulardiagnostisches in-vitro-Verfahren, bei dem ein definierter DNA-Abschnitt mit Hilfe
eines Enzyms, der DNA-Polymerase, vervielfaltigt wird (Dierkes et al. 2009; Yuan et al. 2009).

Dies ermoglicht den Nachweis der Ursache infektiéser Erkrankungen aus Patientenmaterial,
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welcher bei ausreichender Menge an Erregern auch direkt aus dem Blut erfolgt (Rudolph et
al. 1993; Rothman et al. 2002; Dierkes et al. 2009). Im Vergleich zur Blutkultur ist die
molekulardiagnostische Identifikation der Mikroorganismen deutlich schneller. Im
Durchschnitt bendtigt eine Blutkultur 24 bis 72 Stunden, eine PCR hingegen vier bis sieben
Stunden (Tsalik et al. 2010; Lucignano et al. 2011).

Als DNA-Polymerasen werden fiir die PCR vor allem Tag-Polymerasen verwendet. Diese
Enzyme sind Weiterentwicklungen der urspriinglich aus dem thermophilen gramnegativen
Bakterium Thermus aquaticus (Taqg), welches in der Nahe von heifen Quellen und Geysiren
vorkommt, isolierten Polymerase. Die Tag-Polymerase hat eine optimale
Extensionstemperatur von 75 bis 80 °C, wodurch sie fiir den Einsatz in einer PCR geeignet ist
(Lodish et al. 2001). Die Polymerase bendtigt fiir den Start der Reaktion zwei Primer, kurze
einzelstrangige Oligonukleotide. Ein Primer lagert sich an den Antisense-Strang der DNA (F-
Primer), der andere Primer an den Sense-Strang (R-Primer) der denaturierten DNA an. Das
Primerpaar schlieft das zu amplifizierende DNA-Fragment ein und bestimmt so dessen
Liange. Die freien 3‘-Hydroxygruppen der Primer dienen als Ausgangspunkte der DNA-

Replikation durch die Polymerase.

Ein PCR-Ansatz besteht somit aus einer zu amplifizierenden DNA, welche als Template
bezeichnet  wird, einer thermostabilen = DNA-Polymerase, zwei  passenden
Oligonukleotidprimern, Nukleotiden und einer auf die Polymerase abgestimmte gepufferte

Umgebung (Millhardt 2009).

Die PCR-Reaktion beruht auf wiederkehrenden Zyklen bestehend aus drei Schritten, der
Denaturierung, dem Annealing und der Elongation, auch Extension genannt. Durch das Losen
der Basenpaare bei 95 °C spaltet sich bei der Denaturierung die doppelstrangige DNA in ihre
Einzelstrange auf. Im zweiten Schritt, dem Annealing (ca. 55 - 60 °C) lagern sich die
Oligonukleotidprimer an ihre komplementare Bindungsstelle der Template-DNA. Im letzten
Schritt, der Elongation oder Extension, wird die Temperatur auf 72 °C, das
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase, erhoht. Hierbei verlangert die Polymerase die
angelagerten Primer vom 5°- zum 3’- Ende komplementadr zum Templatestrang. Somit
entsteht eine Kopie der Original-DNA, begrenzt auf ein von den Primern eingerahmtes
Fragment. Die Zyklenzahl einer PCR liegt zwischen 25 und 40 Zyklen. Da immer zwei Primer,

die jeweils an einem der beiden Einzelstrange binden, eingesetzt werden, wird die DNA-
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Menge in jedem Zyklus nahezu verdoppelt. Somit wird die Original-DNA wahrend einer PCR
exponentiell vermehrt (Anthony et al. 2000; Harada et al. 2008; Yuan et al. 2009; Miillhardt
2009; Lin et al. 2010; Lottspeich et al. 2012).

Es gibt verschiedene PCR-Verfahren. Die end-point-PCR wird bis zum Abschluss der Reaktion
durchgefiihrt und das Ergebnis anschlieBend analysiert. Bei der realtime-PCR wird der
Verlauf der Reaktion bzw. die Zunahme der PCR-Produkte liber Fluoreszensfarbstoffe in
Echtzeit verfolgt. Im Falle einer Multiplex-PCR, die sowohl mit einer end-point-PCR als auch
mit einer realtime-PCR moglich ist, finden mehrere Nachweise gleichzeitig in einer Reaktion

statt (Markoulatos et al. 2002; Yuan et al. 2009).
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i Material und Methoden

1 Probanden

Das fiir die Studie herangezogenen Patientengut waren Pferde, die von verschiedenen
Kliniken und Praxen betreut wurden. Insgesamt wurden 101 Pferde aus funf Kliniken/Praxen
beprobt. Die Pferde standen entweder als Patienten in den Kliniken und Praxen ein oder
wurden im Rahmen der Fahrpraxis im Stall beprobt. EIf der 101 Proben waren
Kontrollproben, welche von Pferden aus verschiedenen Stdllen, Altersklassen und
unterschiedlichem Trainingszustand stammten. Diese Pferde waren am Tag der
Blutentnahme und auch zuvor klinisch gesund. Die Pferde wurden in zwei Gruppen
eingeteilt, welche aus 5 adulten Pferden und 6 Fohlen bestanden. Eine Liste aller in die
Studie eingeschlossen Pferde bzw. Proben wird in Tabelle 29 gezeigt. Tabelle 29 beinhaltet
auBerdem eine Ubersicht tiber die Altersklasse, das genaue Alter und Geschlecht der Pferde,

die Art der entnommenen Proben und die klinischen Veranderungen.

Tabelle 1: Zuordnung der Kliniken zu den Probennummern
Anhand der ersten Zahl der Probennummer konnte die Probe einer Klinik zugeordnet werden

Probennummer Klinik
1 xxx Klinik 1
3 Xxx Klinik 3
4 xxx Klinik 4
6_ XXX Klinik 6
7 XXX Klinik 7
2 Teilnahmekriterien

Bei Teilnahme an der Studie, wurden die betroffenen Pferde klinisch untersucht und Blut
entnommen. Vor der Studie wurden Einschlusskriterien festgelegt und als Merkblatt
(Anhang 1) an die teilnehmenden Kliniken und Praxen verteilt. Die von Bone et al. (1992) und
Robertson et al. (2006) beschriebenen SIRS-Kriterien wurden als Anhaltspunkte genommen.
Das Hauptkriterium fiur diese Studie war eine erhohte Kérpertemperatur (> 38,5 °C). Andere
abgefragte, aber nicht fir den Einschluss in die Studie notwendige Kriterien waren
Hypothermie, Leukozytose, Tachykardie oder Tachypnoe. AulRerdem wurden
Krankheitsbilder und klinische Veranderungen abgefragt, die als Hinweis auf eine

Bakteriamie oder Sepsis dienten.
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Die Entscheidung zur Teilnahme wurde den praktizierenden Tierdrzten liberlassen. In Fallen,
in denen die Pferde bereits mit einem Antibiotikum therapiert wurden, es lber einen
langeren Zeitraum zu rezidivierenden Temperaturerhohungen kam oder der
Krankheitsverlauf schon einige Zeit anhielt bevor eine Blutprobe genommen werden konnte,

wurde der Einschluss in die Studie erwogen.

3 Mappen fiir Kliniken/Praxen

Jeder Klinik/Praxis wurde vor Beginn der Studie eine Mappe ausgehandigt, in der sich das
Merkblatt (iber die Einschlusskriterien (Anhang 1) und eine detaillierte Beschreibung zum
Ablauf der Blutentnahme (Anhang 2) befanden. Zusatzlich enthielt die Mappe Befundbdgen
(Anhang 3), die zur Auswertung dienten. Diese Befundbogen klarten iber die Herkunft der
Probe auf und Gbermittelten die Daten des Pferdes. Aulerdem informierten sie Uber eine
antibiotische Vorbehandlung und die klinischen Veranderungen, welche das Pferd zum

Zeitpunkt der Blutentnahme zeigte.

4 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte, wie in Anhang 2 beschrieben, durch die Punktion der Vena
jugularis dexter oder sinistra. Vor Entnahme wurde die Stelle rasiert und danach mit einem
geeigneten Hautantiseptikum, entweder Alkohol oder einer alkoholischen Povidon-Jod-
Losung, durch mehrmaliges Abwischen und erneutes Auftragen desinfiziert und entfettet.
Das Hautantiseptikum wurde erneut auf die rasierte Stelle aufgetragen und wahrend der
vorgeschriebenen Einwirkzeit feucht gehalten. Nach der Einwirkzeit wurde die tiberschiissige
FlUssigkeit mit einem sterilen Tupfer entfernt. Hierbei wurden entweder sterile Handschuhe
oder Einmalhandschuhe getragen, welche vor Beginn der Entnahmeprozedur mit Alkohol

oder einer alkoholischen Povidon-Jod-Losung bespriiht wurden.

Zehn Milliliter des entnommenen Blutes wurden fir das Beimpfen einer Blutkulturflasche
und 2 ml fir den molekularbiologischen Nachweis (PCR) verwendet. Um die insgesamt 12 ml
Blut sicher zu erhalten, wurden ca. 20 ml Vollblut enthommen. Hierfiir wurden eine sterile

Eimalkaniile und eine 20 ml fassende Spritze verwendet.
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5 Blutproben fiir die PCR

5.1 Stabilisieren der Blutproben fiir die PCR

Das Blut fiir die PCR-Untersuchung wurde sofort im Anschluss an die Blutentnahme in ein
hierfiir vorbereitetes Stabilisierungsréhrchen gefiillt. In diesem befanden sich 2 ml AL-Puffer,
zu denen 2 ml des entnommenen Vollblutes hinzugefligt wurden. Der AL-Puffer stammte aus
dem QlAamp DNA Blood Mini Kit und diente der Lyse des Blutes und eventueller
Mikroorganismen und somit der Stabilisierung der Probe. Nach Einfiillen des Vollblutes
wurde das Blutstabilisierungsréhrchen vorsichtig und langsam etwa zwei bis dreimal
geschwenkt. Die Stabilisierungsrohrchen wurden vor Beginn der Studie vorbereitet und an
die Kliniken und Praxen verteilt. Fir die Stabilisierungsréhrchen wurden sterile 15-ml—

Zentrifugenréhrchen mit 2 ml AL-Puffer befillt.

5.2 Aufbewahrung und Transport der Blutproben fiir die PCR

Das fiur die PCR bestimmte stabilisierte Blut (lll  Abschnitt 5.1) wurde bei
Kihlschranktemperatur (+4 - 8 °C) gelagert und transportiert. Die Kiihlung beim Transport

erfolgte in einer Kiihltasche mit Kiihlakkus und geschah innerhalb eines Tages.

6 Sekundarproben

Wenn verfligbar wurde parallel zur Blutprobe eine Sekundarprobe entnommen.
Sekundarproben wurden als Probeentnahme von einem potentiell fiir das Krankheitsbild

verantwortlichen Infektionsherd definiert.

Tabelle 2: Sekundarproben und deren Probengefilie

Sekundarprobenart Probengefal
Bauchhohlenflissigkeit Probenrdhrchen
Bronchialsekret Probenréhrchen oder Tupfer
Brusthohlenflissigkeit Probenrdhrchen
Eiter Probenréhrchen oder Tupfer
Kot Probenréhrchen
Nasensekret Probenréhrchen oder Tupfer
Praputialabstrich Tupfer
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Sekundarprobenart Probengefal
Synovia Probenroéhrchen
Trachealsekret Probenréhrchen oder Tupfer
Uterussekret Probenréhrchen
6.1 Aufbewahrung und Transport der Sekundarproben

Die Sekundarproben wurden entweder als Tupferproben oder im Fall von Sekret in
Probenréhrchen entnommen und aufbewahrt. Sie wurden wie die Blutproben (Il Abschnitt

5.2) gelagert und transportiert.

7 Blutkulturflaschen

Parallel zu den fir die PCR bestimmten Blutproben wurde jeweils eine Blutkulturflasche
beimpft. Wie schon in Il Abschnitt 4 beschrieben wurden 10 ml des entnommenen Blutes
unmittelbar nach der Entnahme in eine Blutkulturflasche beimpft. Nach vorherigem
Entfernen des Plastikschutzes von der Blutkulturflasche und Desinfektion des
Gummiverschlusses wurden die 10 ml Vollblut mit einer sterilen Einmalkanile in das
Medium der Blutkulturflasche verbracht. Zum Beimpfen wurden sterile Handschuhe
getragen. Die beimpften Blutkulturflaschen trafen innerhalb der nachsten 48 h im Labor ein.

Bis dahin wurden sie bei Zimmertemperatur (25 °C) gelagert.

7.1 Verarbeitung der Blutkulturflaschen

Nach Ankunft im Labor (IDEXX Vet Med Labor, Ludwigsburg) wurde der Blutkulturflasche ein
Detektionssystem in Form einer Signalkammer aufgesetzt. Das Blutkultursystem war fiir den
Nachweis von aeroben und anaeroben Bakterien geeignet. Ein positives Ergebnis wurde
durch das Aufsteigen des Blut-Medium-Gemisches in die aufgesetzte Signalkammer sichtbar.
Dies geschieht aufgrund der Gasproduktion, die beim Wachsen eines Erregers in der Flasche
entsteht und dem daraus folgenden Uberdruck. Die Flasche wurde mindestens bis zu einem
positiven Ergebnis, aber hochstens zehn Tage bei 37 °C bebritet. Von einer positiven
Blutkultur wurden fir den Erregernachweis verschiedene Agar-Platten mit
Selektivndhrboden, sowie Anreicherungs-Bouillons ausgestrichen und beimpft. Bei

Wachstum eines oder mehrerer Erreger wurde mit Hilfe des MALDI-TOF-MS (Bruker) oder
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des VITEK 2 (bioMérieux) eine Keimdifferenzierung ausgehend von Einzelkolonien
durchgeflihrt. Das Ergebnis wurde danach von erfahrenen Fachtierarzten fir Mikrobiologie
und Mikrobiologen interpretiert. Aullerdem bestand die Mdglichkeit der Erstellung eines

Antibiogramms unter Verwendung des VITEK 2.

7.2 Blutkulturproben

Nach Abschluss der Untersuchungen wurde aus der Blutkulturflasche eine Probe (Aliquot)
mit einem Volumen von 1 ml genommen und eingefroren. Die postkulturell entnommenen
Blutkulturproben wurden wie die Proben fiir die PCR verarbeitet und getestet (Il Abschnitt

8, 10 und 11).

8 Aufreinigung der Probe

Die Gesamt-DNA der Probe wurde mit dem DNA Blood Mini Kit von QIAGEN wie im

Folgenden aufgereinigt und isoliert.

Die stabilisierten Blutproben (lll Abschnitt 5.1), Sekundarproben (Il Abschnitt 6) und die
postkulturell entnommene Blutkulturproben (lll Abschnitt 7.2) wurden nach dem Protokoll
,DNA Purification from Blood or Body Fluids (Spin Protocol)” aus dem QlAamp® DNA Mini
and Blood Mini Handbook (Second Edition November 2007, Seite 27-29) verarbeitet.

Fir die Aufreinigung der stabilisierten Blutproben wurde die Reihenfolge der ersten drei
Schritte gedndert. Der laut Handbuch dritte Schritt, die Zugabe des Lysepuffers AL, wurde
schon in den Kliniken und Praxen durch das Einfiillen des entnommenen Vollblutes in das
Stabilisierungsrohrchen durchgefiihrt. Nach dem Eintreffen der Probe im Labor (Curetis AG,
Holzgerlingen) wurde die stabilisierte Blutprobe grindlich gemischt und fir die
Weiterverarbeitung 400 ul der Mischung entnommen. AnschlieRend wurde der laut

Protokoll erste Schritt, die Zugabe der Proteinase K, durchgefiihrt.

Wenn eine Sekundarprobe als Tupferprobe im Labor eintraf, wurden zunachst 200 pl PBS in
ein 1,5-ml Eppendorfreaktionsgefal pipettiert, in dem der Tupfer abgespiilt wurde. Danach

wurde nach Protokoll die DNA aufgereinigt.

Eine weitere Abweichung vom Protokoll bestand am Ende der DNA-Aufreinigung. Die



Material und Methoden 43

gereinigte DNA wurde in 200 pl AE-Puffer fiir 5 min anstatt laut Protokoll fir 1 min bei

Raumtemperatur inkubiert und danach eluiert. Das Isolat enthielt die equine DNA des Blutes

sowie potentiell bakterielle DNA, welche fiir die weitere Vorgehensweise benétigt wurde.

Tabelle 3: Aufreinigung der Proben

et . Temperatur/ . .
Menge Tatigkeit Um dzehungen Gerat Zeit
200 pl PBS Pipette
+ Sekundarprobe als .
Tupferprobe Pipette
mischen Vortexer fir Safe
Lock Tubes
Sekundarprobe oder
200 ul Blutkulturprobe
200 pl AL Buffer
mischen Vortexer fir Safe
Lock Tubes
ODER
Stab|I|S|erte Blutprobe Vortexer
mischen
400 pl Stabilisierte Blutprobe Pipette
ab hier gleiche Arbeitsschritte fiir allen Proben
20 ul Protease Pipette
mischen Vortexer
Inkubieren 56 °C Thermomixer 10 min
Zentrifugieren Zentrifuge kurz hoch
zentrifugieren
200 pl Ethanol Pipette
mischen intermittierend Vortexer 15 sec
Zentrifugieren Zentrifuge kurz hoch
zentrifugieren
Template in Spin column .
500 pl . Pipette
umfillen
Zentrifugieren 6000 x g Zentrifuge 1 min
Tubes wechseln
500 pl Buffer AW1 Pipette
Zentrifugieren 6000 x g Zentrifuge 1 min
500 pl Buffer AW?2 Pipette
Zentrifugieren 20000 x g Zentrifuge 3 min
Ausschiitten
Zentrifugieren 20000 x g Zentrifuge 1 min
In Safe lock Epi
(Eppendorf
ReaktionsgefaRe)
200 pl Buffer AE Pipette
Stehen lassen/inkubieren Raumterrlperatur 5 min
(25°C)
Zentrifugieren 6000 x g Zentrifuge 1 min
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9 Primer

Ein Grol3teil der verwendeten Primer wurde vor Beginn der Studie entwickelt (Anhang 4). Die
Primer wurden von der Firma Microsynth (Balgach, Schweiz) hergestellt und in lyophilisierter
Form geliefert. Die Primer-Stocklésungen wurden mit dem vorgegebenen Volumen an
Nukleasefreiem Wasser in eine Losung mit der Konzentration von 100 uM gebracht und
gefroren gelagert. Flr die weitere Verarbeitung und Verhinderung von Kontaminationen

wurden Aliquots der Stocklosungen hergestellt.

9.1 Primerdesign
9.1.1 Datenbanksuche mit BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Nach Festlegung der fiir diese Studie relevanten Pathogene wurde mit dem Primerdesign
begonnen (Verwendete Software siehe IX Tabellen, Tabelle 30). Soweit moéglich wurde fiir
das Primerdesign 23 S rDNA vewendet. Lediglich in einem Fall wurde auf die Sequenz von
gyrB zurlickgegriffen. Sequenzen wurden in den Datenbanken des NCBI gesucht, initial Gber
Stichwortsuche und anschlieBend mit BLAST. BLAST ist ein Tool zum Durchsuchen groRRer
Sequenzdatenbanken, das Nukleotid- oder Proteinsequenzen einer Suchanfrage (Query) mit
schon in Datenbanken vorhandenen Sequenzen vergleicht. Nach Abschluss der Suche liefert
das Programm lokale Alignments mit passenden Sequenzen aus der Datenbank. Die
Ergebnisse einer BLAST-Suche werden durch mehrere Qualitatskriterien bewertet. Eine
Aussage Uber die Signifikanz eines Ergebnisses ist der E-value (Expected value). Der E-value
ist ein Begriff aus der Wahrscheinlichkeitsrechnung und beschreibt hier die
Wahrscheinlichkeit, dass die ,Query” zufillig mit dem Ergebnis Ubereinstimmt und keine
Ahnlichkeit oder sogar Identitit aufgrund einer verwandtschaftlichen Beziehung zwischen
den Sequenzen besteht. Je niedriger der E-value ist, desto wahrscheinlicher ist die
Suchsequenz zur ,Query” homolog. Weitere Qualitatskriterien des Ergebnisses sind die
,Query coverage”, die angibt, welchen Anteil der Query das Suchergebnis abdeckt und die
,ldentity”, die eine Aussage dariiber macht wie groR die Ubereinstimmung innerhalb dieses

abgedeckten Bereichs ist (Altschul et al. 1990).
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9.1.2 Multiples Sequenzaligment

Clustal X ist ein Computerprogramm zur Berechnung multipler Sequenzalignments. In dieser
Studie wurde Clustal X 2.1 verwendet. Alignments sind die Grundlage aller Sequenzanalysen.
Das einfachste Alignment, das paarweise Alignment, besteht aus zwei Sequenzen, die
aufgrund der Position ihrer Nukleotide bzw. Aminosauren aneinander ausgerichtet werden.
Ziel ist es dabei, moglichst viele identische Positionen nebeneinander in den zu
vergleichenden Sequenzen zu finden. Die Bewertung dieses Vergleichs erfolgt mit einer
sogenannten Substitutionsmatrix, die die Berechnungsgrundlage fir die Ermittlung der
Werte fiir "Identitat" und "Ahnlichkeit" der Sequenzen bildet. Das Multisequenz-Alignment,
also das gleichzeitige Analysieren mehrerer Sequenzen, liefert im Vergleich zum paarweisen
Sequenz-Alignment genauere Informationen zur Nukleotid- bzw. Aminosaurenverteilung an
einzelnen Positionen ahnlicher Sequenzen. Alle Multisequenz-Alignments wurden mit
Clustal X unter Verwendung der Voreinstellungen durchgefiihrt. Ob ein multiples Alignment

biologisch sinnvoll ist, muss fir jedes Alignment neu geklart werden (Larkin et al. 2007).

Die Sequenzen aus Anhang 4 wurden sortiert und mit Gruppen verwandter Sequenzen
jeweils ein multiples Sequenzalignment durchgefiihrt. Anhand dieser Alignments wurden
spezifische Bereiche in der Sequenz fir die jeweilige bakterielle Spezies oder Gruppe
idetifiziert. Fur diese Bereiche wurden dann Primer entwickelt. Fir die Studien-Primer

wurden die folgenden Kriterien verwendet:

Tabelle 4: Kriterien flr das Primerdesign

Lange 20-25 Basen
Schmelzpunkt 50-59 °C
GC-Gehalt 40-60 %
Hairpin <40°C

Mogliche Primer wurden mit OligoAnalyzer 3.1 und Primer-BLAST auf ihre Eignung Uberprift

(Verwendete Software fiir das Primerdesign siehe Tabelle 30).

Mit dem OligoAnalyzer 3.1 konnten die Primer auf ihre Schmelztemperatur, ihren GC-Gehalt,
die Ausbildung sogenannte Hairpins (ein ,Zusammenklappen” des Oligonukleotides) und das
Selfpriming, also das Hybridisieren identischer Primer Uberprift werden. Um die

theoretische Spezifitdt der Primer zu analysieren, wurde mit den Sequenzen der Primerpaare
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mit Primer-BLAST eine Datenbanksuche durchgefiihrt. Primer-BLAST durchsucht die NCBI-
Datenbank nach mdglichen Templates fiir die eingegebenen Primer. Hierzu wurden in die
Rubrik Primer Parameters der Forward- und der Reverse-Primer eingegeben. In der Rubrik
»Primer Pair Specificity Checking Parameters” wurde die Datenbasis auf nr (non-redundant)

umgestellt und die Einschrankung auf ,Homo sapiens” herausgenommen.

9.2 Herstellung der Primermischungen fiir die Multiplex-PCR

Die Primer wurden zu sechs Primermischungen kombiniert. Die Mischungen bestanden
entweder aus drei oder vier Primerpaaren. Die Primer wurden in einer Konzentration von
3 uM in den Primermischungen eingesetzt. Bei der Zusammenstellung der
Primermischungen wurde auf eine ausreichende Unterscheidbarkeit in der Lange der zu
synthetisierenden Fragmente und auf eine dhnliche Schmelztemperatur geachtet. Um bei
der Auswertung verschiedene Analyte unterscheiden zu kdnnen, unterschieden sich
kombinierte Analyte um mindestens 50 Basenpaare in ihren Fragmentlangen. Die
Primermischungen wurden wie folgt pipettiert.

Tabelle 5: Pipettierschema zur Herstellung der Primermischungen fiir die Multiplex-PCR (fir

Studienproben)
Konzentration der einzelnen Primer in der Mischung = 3 uM

Anzahl der Primerpaare Volumen Material
Je3 ul F-Primer (100 uM)
3 bzw. 4 Primerpaare Je3ul R-Primer (100 puM)
76 ul/82 ul Nukleasefreies Wasser

Eine Ausnahme stellte Primermischung 6 mit dem Universal Primer (unspezifischer Primer
fur die Detektion einer Vielzahl an bakteriellen Spezies) dar. Hier wurde eine Konzentration
des Primers von 10 uM in der Primermischung eingesetzt.

Tabelle 6: Pipettierschema zur Herstellung der Primermischung des Universal-Primer bzw. fir die

Singleplex-PCR
Konzentration der einzelnen Primer in der Mischung = 10 uM

Primer Volumen Material
10 pl F-Primer (100 uM)
Universal Primer 10 pl R-Primer (100 uM)
80 ul Nukleasefreies Wasser
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Die Primermischungen setzen sich wie in Tabelle 31 gezeigt zusammen. Es wurden jeweils
100-200 pul der Primermischungen hergestellt. Aufgrund des geringen Volumens, wurden die
Primermischungen wahrend der Studie mehrmals erneuert, um Kontaminationen zu

verringern bzw. zu verhindern.

10 PCR

10.1 Pipettierschema fiir die Multiplex-PCR

Nach Aufreinigung der Blut-, Sekundar- und postkulturellen Blutkulturproben wurde die

isolierte DNA im weiteren Verlauf fur die PCR vorbereitet.

Zwolf Ansatze mit jeweils einem Gesamtvolumen von 50 pl wurden pipettiert. Diese Ansatze
setzten sich aus 25 pl Mastermix, 10 pl Template, 5 pl Primermischung und 10 pl
Nukleasefreiem Wasser zusammen. Der Mastermix (QIAGEN, Multiplex PCR Kit) ist doppelt
konzentriert und enthalt die Tag DNA-Polymerase, Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs),
sowie die fur die Polymeraseaktivitat bendtigte Konzentration an zweiwertigen Kationen.
AulRerdem bestimmt der Mastermix die Pufferbedingungen. Das Template bestand aus der
isolierten equinen sowie potentiell bakteriellen DNA. Die Konzentration der Primer im
Reaktionansatz betrug in den Primermischungen 1 bis 5 0,3 uM, im Reaktionsansatz der

Primermischung 6 (Universal-Primer) 1 uM.

Um mogliche Kontaminationen friihzeitig zu erkennen, wurden parallel Negativkontrollen

angesetzt. Hierfir wurde anstelle der Template-DNA Nukleasefreies Wasser verwendet.

Tabelle 7: PCR-Ansatz fiir die Multiplex-PCR (fir Studienproben)

Volumen Material
25 ul 2x Mastermix
10 pl Template/nukleasefreies Wasser
5ul Primermischung 1-6

ad 50 pl Nukleasefreies Wasser
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10.2 PCR-Programm

Nach Herstellung der PCR-Ansatze wurde eine end-point-PCR durchgefiihrt. Hierfiir wurde

der Mastercycler ® epigradient eppendorf von Eppendorf als Thermocycler verwendet.

Das fiur alle Proben verwendete PCR-Programm (Tabelle 32) begann mit einem initialen
95 °C-Schritt (10 min) zur Aktivierung der verwendeten Polymerase. Anschliefend erfolgte
ein Denaturierungsschritt bei 96 °C (30 sec), bei dem die Wasserstoffbriicken zwischen den
komplementdaren DNA-Strangen aufgeldst wurden. Dadurch fand die Auftrennung des
Doppelstrangs in zwei Einzelstrange statt. Bei der Hybridisierung bei 61 °C lagerten sich die
Primer an die komplementaren Sequenzen der Einzelstrange der Ziel-DNA an (Annealing).
Danach begann die DNA-Polymerase aktiv zu werden indem sie beginnend am 3’-Ende der
Primer den Gegenstrang synthetisierte. Hierzu wurden der Template-DNA komplementare
dNTPs (A, T und G, C) angelagert (Elongation, 72 °C, 50 sec) und somit aus den
Einzelstrangen wieder zwei komplementare DNA-Doppelstrange repliziert. Die ersten beiden
Zyklen hatten eine verlangerte Annealing-Phase (5 min), um auch bei geringer Template-
Konzentration ein Anlagern der Primer zu ermdéglichen und somit die Nachweisgrenze des
Assays zu senken. Der letzte Schritt (final extension) wurde im Zuge der Optimierung des
Programms auf 1 min reduziert. Diese drei Schritte wurden im vorliegenden Programm 2x

mit langer Annealingzeit (5 min) und 33-Mal mit kurzer Annealingzeit (1 min) wiederholt.

11 Auswertung der PCR

11.1 Bioanalyzer

Das fir die qualitative und quantitative Auswertung verwendete Gerdt war ein
2100 Bioanalyzer von Agilent, der als Ersatz fiir die klassische Gelelektrophorese heute in
vielen Labors eingesetzt wird. Die elektrophoretischen Assays des Agilent Bioanalyzers
beruhen auf einer herkdmmlichen Gelelektrophorese, welche auf einen Chip Ubertragen
wird. Der Chip besitzt Kavitaten unter denen sich ein Netzwerk aus Mikrokandlen befindet.
Diese werden mit einer Gelmatrix, die einen fluoreszierenden, interkalierenden DNA-
Farbstoff enthalt geflllt. Zur Eingrenzung des Messbereichs dient der obere und untere
Marker, der in die Kavidaten des Chips pipettiert wird. Fir die Berechnung der

FragmentgroBRen dient eine Mischung aus DNA-Fragmenten definierter Langen. Pro Chip
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konnen bis zu 12 unterschiedliche PCR-Proben in den jeweiligen Kavititen gemessen

werden.

Wie in einem Agarosegel wandern die DNA-Fragmente in der Gelmatrix des Chips in einem
angelegten elektrischen Feld. Ein konstantes Masse-Ladungs-Verhaltnis sorgt fir die
Trennung der Molekiile nach GroRe. Die Ausgabe der Ergebnisse erfolgt Gber Kurven eines
Elektropherogramms (Peaks) und Gel-dhnlichen Bildern (Banden). Im Elektropherogramm
entspricht die x-Achse der Basenzahl des DNA-Fragments und die Flache unter der Kurve
seiner Konzentration, welche in nM angegeben wird (Agilent Technologies). Wenn ein Signal
an der flir einen Analyten spezifischen Stelle auf der x-Achse erscheint, wurde das als

Hinweis flr das Vorhandensein der zu amplifizierenden DNA gewertet.

Flr diese Arbeit wurde das Agilent DNA 1000 Kit verwendet. Dieses Kit dient der Trennung,
GroRenbestimmung und Quantifizierung von dsDNA Fragmenten von 25 bis 1000

Basenpaaren.

12 Datenspeicherung

Die Daten, die von den Befundbdgen stammten, wurden in eine Datenbank (Access 2007-
2010; Microsoft Office) eingespeist. Diese Datenbank ermdoglichte es die Daten Ubersichtlich
zu verwalten. Fir diese Studie wurden in Access Formulare erstellt um die Dateneingabe zu
vereinfachen. Die in diese Formulare eingetragenen Daten wurden automatisch in Tabellen
gespeichert. Mit Hilfe der Datenbank konnten Abfragen erstellt werden, die das Sortieren,
Filtern und Auswerten erleichterten. Es wurden drei Formulare erstellt, die miteinander
verknliipft wurden. Im Formular ,Probenverwaltung” wurden die allgemeinen Daten
festgehalten. Im Formular , Probendetails” wurden Informationen zum Krankheitsbild und
zur Therapie abgelegt und im letzten Formular ,Ergebnisse” wurden die Ergebnisse der

Untersuchungen eingetragen.

Tabelle 8: Formulare der Datenbank

Probenverwaltung Probendetails Ergebnisse
Probennummer Probennummer Probennummer
Antibiotikagabe PCR-Ergebnis (Anzahl der

Blutprobennummer

wenn ja: Keime)
Sekundarprobennummer Dauer Blutkulturflaschen-ID
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Probenverwaltung

Probendetails

Ergebnisse

Sekundarprobenart Art Blutkulturergebnis
Eingangsdatum Erreger der Blutkultur
Analysedatum Fieber Analyte der PCR-Probe

Entnahmedatum

Hypothermie

Name des Pferdes

Tachykardie

Alter Tachypnoe

Geschlecht Leukopenie

Besitzer Leukozytose

Praxis/Klinik Neutrophilie

Anmerkung Labor (weitere Auffalligkeiten)

Sonstiges
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vV Vortests

1 Kultur

Flr die verschiedenen Vortests wurden vor Beginn der Studie definierte Bakterienisolate
(Tabelle 33) auf verschiedenen festen Nahrmedien, abhangig von der Bakterienart, durch

Ausstreichen angezlchtet. Sie wurden 24 Stunden bei 37 °C im Inkubator bebritet.

1.1 Verarbeitung der Bakterienisolate

Nach Anzucht der unterschiedlichen Bakterienarten wurden Bakteriensuspensionen
hergestellt. Daflir wurde eine Bakterienkolonie mit einer Pipettenspitze in 200 ul PBS
gebracht. Diese Suspensionen wurden wie die Proben (lll Abschnitt 8, Tabelle 3) aufgereinigt

und die bakterielle DNA isoliert.

2 Lagerungstest

Da sich die Kliniken und Praxen in einem Umkreis von circa 50 Kilometern befanden und
nicht sicherzustellen war, dass die Proben am selben Tag analysiert werden konnten, war
das Ziel der Lagerungstests herauszufinden, wie die Blutproben fir die PCR stabilisiert

werden kdonnten.

Die Lagerungstests wurden bei drei verschieden Temperaturen durchgefiihrt. Bei
Raumtemperatur (+25 °C), im Kihlschrank (+4 - 8 °C) und im Gefrierschrank (-20 °C). Hierfiir
wurden zwei Bakterienisolate (06_E-_coli und 24_S-pneumoniae) verwendet (IV Abschnitt
1). Mit dem Photometer wurde eine ODgyp = 1,0 eingestellt. Das entspricht einer
Konzentration im Isolat von ca. 10° Organismen/ml. Hieraus wurde nach einer Verdinnung
von 1:10 eine Konzentration von 10° Organismen/ml hergestellt und von dieser
Konzentration aus weiter auf 10’ und 10° Organismen/ml verdiinnt. Die verwendete Einheit

Ill

»,Organismen/ml“ berucksichtigt, dass diese Methode nicht zwischen lebenden und toten

bakteriellen Organismen differenzieren kann.

Das Blut, entnommen von klinisch gesunden Pferden, wurde mit den auf 10® Organismen/ml
eingestellten Bakteriensuspensionen beimpft. Das Blut wurde in sechs Portionen a 3 ml

aufgeteilt und mit jeweils 3 pl der Bakteriensuspension versetzt. Das entspricht einer
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Verdiinnung von 1:1000, so dass eine Konzentration von 10° Organismen/ml in dem
beimpften Blut entstand. Mit den Suspensionen der Konzentrationen 10’ und
10° Organismen/ml wurden analog beimpftes Blut mit den Konzentrationen 10* und
10° Organismen/ml hergestellt. Nachdem das Blut mit der Bakteriensuspension versetzt
wurde, wurde AL-Puffer im Verhaltnis 1:1 (3 ml) hinzugefligt. Dadurch wurde eine Lyse der
enthaltenen bakteriellen Zellen zur Stabilisierung der Probe erreicht. AnschlieBend wurden
die Proben auf die beschriebene Weise gelagert und deren DNA zu verschiedenen

Zeitpunkten isoliert.

Die Isolierung der DNA erfolgte wie bei den Studienproben (lll Abschnitt 8, Tabelle 3). Ein
Basalwert zum Zeitpunkt Null, das heilft nach Zufiigen der verdiinnten Bakterienisolate,

wurde bestimmt. Die flinf weiteren Messzeitpunkte wurden variabel ausgewahlt.

Es wurde eine Primermischung von E. coli und Streptococcus pneumoniae mit einer
Primerkonzentration von 3 uM (Tabelle 9) hergestellt. Der PCR-Ansatz wurde wie in

Tabelle 10 pipettiert. Negativkontrollen wurden mitgefihrt.

Tabelle 9: Pipettierschema zur Herstellung der Primermischung fiir den Lagerungstest
Konzentration der einzelnen Primer in der Mischung = 3 uM

Primer Volumen
E. coli— F-Primer 3ul
E. coli — R-Primer 3ul
Streptococcus pneumoniae — F-Primer 3ul
Streptococcus pneumoniae — R-Primer 3ul
Nukleasefreies Wasser 88 ul

Tabelle 10: PCR-Ansatz fiir Lagerungstest
Konzentration der Primer im Reaktionsansatz = 0,3 uM

Volumen Material
15 pl 2x Mastermix
6 ul Template/Nukleasefreies Wasser
3ul Primermischung

ad 30 ul Nukleasefreies Wasser

Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte wie bei den

Studienproben (lll Abschnitt 10.2, Tabelle 32: PCR-Programm und Il Abschnitt 11).




Vortests 53

3 Positivkontrollen mit Singelplex-PCR

Positivkontrollen wurden zur Uberpriifung der Primerfunktion durchgefiihrt. Hierfiir wurden
Einzelprimer-PCRs aller spater in der Studie eingesetzten Primer durchgefiihrt. Es wurden
Einzelprimermischungen wie in Il Abschnitt 9.2 Tabelle 6 hergestellt. lhnen wurde die
entsprechende Template-DNA zugefiigt (Tabelle 33, IV Abschnitt 1). Ein PCR-Ansatz wurde
wie in der untenstehenden Tabelle pipettiert. Negativkontrollen wurden mitgefiihrt. Die
Analyse erfolgte wie bei den Studienproben (lll Abschnitt 10.2, Tabelle 32: PCR-Programm
und lll Abschnitt 11).

Tabelle 11: PCR-Ansatz fiir die Singelplex-PCR
Konzentration der Primer im Reaktionsansatz = 0,3 uM

Volumen Material
15 pl 2x Mastermix
1l Template/Nukleasefreies Wasser
1l Primermischung
ad 30 pl Nukleasefreies Wasser
4 Positivkontrollen mit Multiplex-PCR

Zusatzlich wurden die Positivkontrollen mit vorlaufigen Primermischungen durchgefiihrt,
welche aus jeweils drei Primerpaaren bestanden. Die Primermischungen wurden wie in
IIl Abschnitt 9.2 (Tabelle 5) beschrieben hergestellt und setzten sich wie in Tabelle 34 gezeigt
zusammen. Der PCR-Ansatz wurde wie folgt pipettiert. Als Template kam die in IV Abschnitt

1 aufgereinte und isolierte DNA der Bakterienisolate (Tabelle 33) zum Einsatz.

Tabelle 12: PCR-Ansatz fir die Positivkontrollen der Multiplex-PCR
Konzentration der Primer im Reaktionsansatz = 0,3 uM

Volumen Material
15 pl 2x Mastermix
1ul Template/Nukleasefreies Wasser
3ul Gemisch 1-6

ad 30 pl Nukleasefreies Wasser

Von jeder Primermischung wurden drei Ansatze hergestellt, denen die entsprechende
Template-DNA zugefiigt wurde. Zusatzlich wurden Negativkontrollen mitgefihrt. Die Analyse

erfolgte wie bei den Studienproben (lll Abschnitt 10.2, Tabelle 32 und Il Abschnitt 11).
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5 Positivkontrolle des Universal-Primers

Die Primermischung wurde wie in [l Abschnitt 9.2 (Tabelle 6) hergestellt. Der
Reaktionsansatz wurde wie fir die Positivkontrollen der Singleplex-PCRs (IV Abschnitt 3,
Tabelle 11) angesetzt. Als Template wurden verschiedene Bakterienisolate (IV Abschnitt 1,
Tabelle 33) eingesetzt. Getestet wurden sowohl durch das Primerpanel abgedeckte
bakterielle Spezies als auch Arten, die nicht mit den restlichen Primerpaaren detektiert
wirden. Die Analyse erfolgte wie bei den Studienproben (Il Abschnitt 10.2, Tabelle 32: PCR-
Programm und Il Abschnitt 11).

6 Sensitivitat

Um herauszufinden bis zu welcher Bakterienkonzentration bei der PCR ein Ergebnis zu

erwarten war (Sensitivitat), wurden Verdliinnungsreihen analysiert.

Die Bakterien wurden wie in IV Abschnitt 1 angeziichtet und in Suspension gebracht. Sie
wurden mit 500 ul PBS vermischt. Photometrisch wurde ein ODgyo = 0,5 eingestellt. Dies

entspricht einer Bakterienkonzentration von ca. 5 x 108 Organismen/ml.

Vor der DNA-Isolation wurde von der Ausgangssuspension (ca. 5 x 108 Organismen/ml) durch

eine 1:500 - Verdiinnung eine Konzentration von 10° Organismen/ml hergestellt:

Tabelle 13: Verdiinnung der Bakteriensuspension

+ 2 ul Bakteriensuspension der

248 pl PBS Konzentration 10® Organismen/ml

Danach fand eine lIsolierung der DNA wie bei den Studienproben statt (lll Abschnitt 8,
Tabelle 3). Nach Isolierung der DNA wurden von dieser 10° Organismen/ml konzentrierten
Suspension weitere Verdlinnungen hergestellt. Verdlinnt wurde bis zu einer Konzentration

von 10° Organismen/ml.

Es wurden die in der Studie verwendeten Primermischungen eingesetzt (Tabelle 31). Auch
der PCR-Ansatz wurde wie fir die Studienproben pipettiert (Tabelle 7). Den
Primermischungen 1-5 wurden die entsprechenden Templates, bei denen ein Amplifikat zu
erwarten war, zugefiigt. Flr jede Primermischung wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt.

Die Analyse erfolgte wie bei den Studienproben (lll Abschnitt 10.2, Tabelle 32: PCR-
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Programm und Il Abschnitt 11).

7 Kreuzreaktionstest

Ein weiterer Vortest bestand in der Testung auf Kreuzreaktionen. Hierbei wurde jedes
Primerpaar mit den Templates der restlichen Primerpaare getestet. Als Template kam die in
IV Abschnitt 1.1 isolierte DNA der Bakterienisolate (Tabelle 33) zum Einsatz. AuRerdem
wurden die fiir die Studie hergestellten Primermischungen verwendet (Tabelle 31). Eine
Ausnahme bestand in Primermischung 6, dem Universal-Primer, welcher wie in IV Abschnitt
5 gestestet wurde. Der Reaktionsansatz wurde wie fiir die Positivkontrollen der Multiplex-
PCR pipettiert. (IV Abschnitt 4, Tabelle 12). Von Primermischung 1-5 wurde jeweils ein
Reaktionsansatz hergestellt zu dem das gleiche Template hinzugefiigt wurde. Dieses Schema
wurde fur alle Bakterien des Panels durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte wie bei den

Studienproben (Il Abschnitt 10.2, Tabelle 32: PCR-Programm und Il Abschnitt 11).

Verwendete Gerate im Labor: Tabelle 35

Verwendete Materialien im Labor: Tabelle 36
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\' Ergebnisse

1 Ergebnisse der Vortests

1.1 Lagerungstest

Der Lagerungstest wurde, wie in IV Abschnitt 2 beschrieben, bei drei verschiedenen
Temperaturen (Raumtemperatur = RT (+25 °C), Kihlschranktemperatur = KT (+4 - 8 °C),
Gefrierschranktemperatur = GT (-20 °C)) mit unterschiedlichen Endkonzentrationen einer

Bakteriensuspension durchgefiihrt.

Die Lagerung von E. coli mit der Konzentration 10° Bakterien/ml zeigte bei allen drei
Temperaturen vergleichbare Werte. Abgesehen von wenigen Messschwankungen blieb die
DNA-Konzentration der Proben nach der PCR konstant. Eine geringgradige Abnahme war zu

sehen.

Tabelle 14: Lagerung von 10’ E. coli Bakterien/ml bei RT, KT und GT

zeitin LR 10°E. coli Bakterien/ml | KT 10°E. coli Bakterien/ml | GT 10’ E .coli Bakterien/ml
Stunden DNA-Konzentration DNA-Konzentration DNA-Konzentration
nach PCR in nM nach PCR in nM nach PCR in nM

2,1 18,8 3,4

100,7 71,1 85,5

24 11,8 44,9 62,9
28 79,5 89,6 50,9
48 78,7 63,9 74,9
120 70,0 87,3 56,8

Die Lagerung von E. coli und Streptococcus pneumoniae mit einer Konzentration von
10* Bakterien/ml an allen drei Lagerungsorten zeigte, dass die Konzentration der DNA bei

Kihlschranktemperaturen am stabilsten war.

Da Anderungen in der Signalhthe einer end-point-PCR am deutlichsten im linearen
Konzentrationsbereich sind wurde ein weiterer Test mit E. coli mit einer Konzentration von
10% Bakterien/ml bei Kihlschranktemperatur (+4 - 8 °C) durchgefiihrt. Wie in Tabelle 15

aufgefiihrt, zeigte E. coli liber einen Zeitraum von 16,5 h konstante Werte fiir die Lagerung.
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Tabelle 15: Lagerung von 10° E. coli Bakterien/ml bei KT

Zeit in Stunden

KT 10° E. coli Bakterien/ml

DNA-Konzentration nach PCR in nM

4 38,6
12 35,8
16,5 30,2

1.2 Positivkontrollen fiir die Singleplex-PCR

Alle Primerpaare fiihrten als Singleplex PCR zu Amplifkaten der erwarteten Fragmentlange.

Tabelle 16: Positivkontrolle fiir die Singleplex-PCR

Liange des
Primer Produkts in Template
Basenpaaren
Ecoli_857_F - .
Ecoli 1319 R 469 Escherichia coli
S.enterica_1678 F . .
S.enterica_2078_R 411 Salmonella typhimurium
K.pneu_1300_F . .
K.pneu_1541 R 285 Klebsiella pneumoniae
Proteus_1851 F o .
Proteus 2049 _R 198 Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
Entero_895 F
Entero_1457 R 581 Enterobacter cloacae
P.aerug_124 F .
P.aerug 686 R 621 Pseudomonas aeruginosa
A.equuli+suis_620_F . . .
Aequuli+suis_813 R 197 Actinobacillus equuli
Strep.sp_789_F 515 Strep. equi ssp. zooepidemicus, Strep. equi ssp.
Strep.sp_1285_R equi, Strep. dysgalactiae, Strep. pneumoniae
Sequiequi_158 F . .
Sequi_435 R 278 Streptococcus equi ssp.equi
Strep_equi_608 F Strep. equi ssp. equi + Strep. equi ssp.
. 291 . .
Strep_equi_894 R zooepidemicus
Strep_equi_608_F . . .
Strep_equi_894 R 280 Streptococcus equi ssp. zooepidemicus
Strep_equi_608_F . .

- - = 2 .
Strep_equi_894_R 89 Streptococcus equi ssp.equi
S.dysgalactiae_1018 F; .
5.dysgalactiae_1317 R 307 Streptococcus dysgalactiae
S.pneumoniae_2450_F .
S.pneumoniae_2804_R 359 Streptococcus pneumoniae
S-aureu_1056_F 225 Staphylococcus aureus

S.aureu_1242 R
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Lange des

Primer Produkts in Template

Basenpaaren
S.epi_2171_F . .
S.epi_2868_R 682 Staphylococcus epidermidis
R.equi_129_F .
R.equi_528 R 402 Rhodococcus equi
Listeriasp._481 F . )
Listeria sp._770_R 284 Listeria monocytogenes
Cl.difficile_2181 F . o
Cl.difficile_2377 R 199 Clostridium difficile
Cl.perfringens_761_F . .
Cl.perfringens. 956_R 222 Clostridium perfringens

13

Positivkontrollen fiir die Multiplex-PCR

Die Primermischungen fir die Multiplex-PCR fihrten weder zu falsch-positiven noch zu

falsch-negativen Ergebnissen. Es wurde ausschlieBlich das erwartete Amplifikat in der

korrekten Lange gebildet.

Tabelle 17: Positivkontrolle fiir die Multiplex-PCR

Primer im Gemisch Template
. . Clostridium Enterobacter
Gemisch 1 Strep. pneumoniae .
perfringens cloacae

S.pneumoniae_2450_F
S.pneumoniae_2804_R (L
Cl.perfringens_761 F
Cl.perfringens_956_R 2215y
Entero_895 F
Entero_1457_R 596 bp

Gemisch 2 Actmobac'lllus Rhodocqccus Strep. EQL‘II ssp.

equuli equi equi
A.equuli+suis_620_F
A.equuli+suis_813_R 1T
R.equi_129 F
R.equi_528 R S
Sequiequi_158 F
Sequi_435_R wblog
Li j .
Gemisch 3 Colstridium difficile Isteria . > .
monocytogenes | typhimurium

Cl.difficile_2181_F
Cl.difficile_2377_R ——
Listeria sp._481 F
Listeria sp._770_R 288 bp
S.enterica_1678_F
S.enterica_2078 R 416 bp
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Primer im Gemisch Template
Strep. equi ssp.
. Pseudomonas equi + Strep.
Gemisch 4 Staph. aureus . .
aeruginosa equi ssp.
zooepidemicus
S.aureu_1056_F
S.aureu_1242 R A
P.aerug_124 F
P.aerug_686_R SRS
Strep.sp_789_F
Strep.sp_1285_R S 5fp
Strep. equi ssp.
Gemisch 5 Proteus mlrab/I/.s, equi + Strep. .Staph.' ‘
Proteus vulgaris equi ssp. epidermidis
zooepidemicus
Proteus_1851 F
Proteus_2049_R 198 bp
Strep_equi_608 F
Strep_equi_894 R AL 1D
S.epi_2171_F
S.epi_2868_R 686 bp
Klebsiell
Gemisch 6 Strep.dysgalactiae ebsie C.] E. coli
pneumonia
S.dysgalactiae_1018 F
S.dysgalactiae_1317_R 21D
K.pneu_1300_F
K.pneu_1541 R s
Ecoli_857_F
Ecoli_1319R U912
14 Positivkontrolle des Universal-Primer

Der Universal-Primer zeigte mit samtlichen Templates Signale im Bereich von 361 bis 464

Basenpaaren. Die erwartete Fragmentlange des Universal Primers lag laut Primer BLAST bei

371 Basenpaaren.

1.5 Nachweisgrenze

Ein GrofRteil der Primer zeigte mit entsprechendem Template bei erwarteter Fragmentlange

eine Amplifikation bis zu einer Konzentration von 10®> Bakterien/ml. Die Primer fir

Streptococcus equi ssp. equi und Listeria spp. zeigten bis zu einer Konzentration von

10° Bakterien/ml eine Amplifikation. Das Primerpaar fiir Rhodococcus equi amplifizierte nur

bis zu einer Konzentration von 10* Bakterien/ml.
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2 Probanden

Insgesamt wurden 101 Blutproben von Pferden unterschiedlichen Alters entnommen. Als
Fohlen wurden Pferde bis zur Vollendung des ersten Lebensjahres betrachtet. Die 101
Blutproben setzten sich aus 42,6 % adulter Pferde, 28,7 % Fohlen und 28,7 % Pferden ohne
Altersangabe zusammen. Im weiteren Verlauf werden die Pferde ohne Altersangabe zu den

adulten Tieren gerechnet.

Altersangabe

B Adulte
M Fohlen

i keine Angabe

Abbildung 2: Altersangabe

Blutproben wurden von 43 adulten Pferden (blau), 29 Fohlen (dunkelrot) und 29 Pferden ohne
Altersangabe (grin) entnommen. Im weiteren Verlauf der Studie wurden die Pferde ohne
Altersangabe den Adulten zugeordnet.

Klinik 3 lieferte mit 20 Proben (69 %) den GroRteil der Fohlenproben. Klinik 1 beprobte
sieben Fohlen (24,1 %) und Klinik 6 zwei Fohlen (6,9 %). Blutproben der Kliniken 1 und 6
stammten hauptsachlich von adulten Pferden (21 und 19 Proben). Klinik 3 lieferte drei
Proben von adulten Pferden. Proben von Pferden, bei denen das Alter im Befundbogen nicht
angegeben wurde belaufen sich fiir die Klinik 1 auf 20 Proben, Klinik 6 auf sechs Proben,

Klinik 4 auf zwei Proben und eine Probe fiur die Klinik 7.
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Altersverteilung in den Kliniken/Praxen
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Abbildung 3: Altersverteilung in den Kliniken/Praxen
In Klinik 3 (iberwiegen die Fohlenproben (rot). In den anderen Kliniken wurden hauptsachlich Proben
von adulten Pferden (blau) genommen.

3 Geschlechter

In der Studie wurden mehr mannliche als weibliche Tiere beprobt. Die untersuchte Kohorte
bestand aus 42 Wallachen, 25 Hengsten und 34 Stuten. Alle Wallache gehorten den adulten
Pferden an. Bei den 25 Hengsten zahlten 76,0 % zu den Fohlen und 24,0 % zu den adulten
Pferden. 29,4 % der Stuten waren Fohlen und 70,6 % adulte Pferde.

4 Kriterien fiir die Teilnahme an der Studie

In die Studie eingeschlossen wurden Proben, die ein vollstandiges Set ergaben. Ein Set
bestand aus einer Blutprobe im Stabilisierungsrohrchen fir die PCR-Untersuchung (llI
Abschnitt 5) und einer beimpften Blutkulturflasche (Il Abschnitt 7), die der
mikrobiologischen Untersuchung diente. Sekundarproben (Il Abschnitt 6) jeglicher Art

waren optional.

Die Pferde, die in die Studie einbezogen wurden, wurden nach den Einschlusskriterien
(Anhang 1) ausgewahlt. Das Hauptkriterium fir die Studienteilnahme war eine erhohte

Korpertemperatur (Il Abschnitt 2).
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5 Vorbehandlung

Als vorbehandelt galten Pferde, die vor Blutentnahme fiir die Studie ein oder mehrere
Antibiotika verabreicht bekamen. Dabei wurde vor allem der Zeitpunkt der letzten Eingabe

und die Dauer der Wirkung des Antibiotikums beriicksichtigt.

Danach galten 28 Pferde als vorbehandelt. Drei Pferde konnten weder als vorbehandelt noch

als nicht vorbehandelt eingestuft werden. Sie wurden als ,,unsicher” bezeichnet.

Vorbehandlung

m vorbehandelt
| nicht vorbehandelt

unsicher

Abbildung 4: Vorbehandlung
70 Pferde waren nicht vorbehandelt (violett). 28 Pferde erhielten vor Blutentnahme ein oder
mehrere Antibiotika (blau). Drei Pferde konnten nicht eindeutig eingestuft werden. Diese werden als
»unsicher” (gelb) bezeichnet.

Die vorbehandelten Pferde wurden mit den Antibiotikaklassen Penicillin, Aminoglykosid,
Cephalosporin der vierten Generation, Fluorchinolon, Makrolid, Pyrimidin und Sulfonamid
behandelt. Dreizehn Tiere erhielten Cefquinom, fiinf Pferde wurden mit der Kombination
Penicillin-Streptomycin und drei mit einem Depot-Penicillin (Penicillin-Procain) behandelt.
Jeweils ein Pferd bekam Trimethoprim-Sulfonamid, Enrofloxacin und Tulathromycin. Ein
Pferd wurde mit Trimethoprim-Sulfonamid, Cefquinom und einem Depot-Penicillin
therapiert. Bei drei Pferden war bekannt, dass sie vorbehandelt waren, das Antibiotikum
war im Befundbogen jedoch nicht angegeben. Die Behandlung der drei adulten Pferde, bei
denen eine Vorbehandlung als nicht sicher galt, lag eine langere Zeit zurlick. Eines der Pferde
wurde flir eine Woche mit Penicillin-Procain behandelt und die Blutentnahme erfolgte nach
einer weiteren Woche. Das verwendete Praparat ist ein Antibiotikum, dessen Gabe bei

Pferden alle 48 Stunden wiederholt werden sollte. Ebenfalls mit Penicillin-Procain wurde
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ein weiteres Pferd bis 38 Tage vor der Blutentnahme fiir die Studie behandelt. Ein drittes
adultes Pferd erhielt iber einen Zeitraum von finf Tagen den Wirkstoff Cefquinom. Die
letzte Eingabe erfolgte drei Tage vor Blutentnahme. Cefquinom ist bei adulten Pferden
einmal taglich, bei Fohlen zweimal taglich anzuwenden. Die Plasmakonzentration bleibt nur

kurze Zeit erhalten.

Cefquinom wird sowohl bei Adulten als auch bei Fohlen haufig eingesetzt. Da an der Studie
eine unterschiedliche Anzahl adulter Pferde und Fohlen teilnahmen, mussten die Zahlen, um
sie vergleichbar zu machen, gewichtet werden (Tabelle 18). Die Gewichtung zeigt, dass
Cefquinom in dieser Studie haufiger bei Fohlen (57,9 %) als bei Adulten (42,1 %) zum Einsatz
kam. Die Kombination Penicillin-Streptomycin wurde bei insgesamt fiinf Tieren angewendet,
wovon der Grofteil (90,8 %) in die Altersklasse der Fohlen gehorte. Ein adultes Pferd wurde
mit Penicillin-Streptomycin behandelt. Penicillin-Procain, Trimetoprim-Sulfonamid und
Enrofloxacin wurden in dieser Studie nur bei adulten Pferden eingesetzt (Tabelle 18). Der

Wirkstoff Tulathromycin wurde bei einem Fohlen angewendet.

Tabelle 18: Einsatz von Antibiotika in den verschiedenen Altersgruppen durch gewichtete Zahlen
Gewichtung: 72/29 = 2,48 (72 Adulte, 29 Fohlen)

0, (v)
. Ins- Anzahl | Anzahl | Gewichtete | Gewichtete 3 .
Wirkstoff Adulte Fohlen
gesamt | Adulte | Fohlen Adulte Fohlen . .
gewichtet | gewichtet
Cefquinom 14 9 5 3,6 8,6 42,1 57,9
Pen-Strep 5 1 4 0,4 4,4 9,2 90,8
Pen-Procain 4 4 1,6 1,6 100 0
Unbekanntes 3 3 12 12 100 0
AB
Trim-Sulf 2 2 0,8 0,8 100
Enrofloxacin 1 1 0,4 0,4 100
Tula- 1 1 0 1 0 100
thromycin
6 Proben der Kontrollgruppen

Von den insgesamt 101 Studienproben wurden 11 Proben fir die Kontrollgruppen
entnommen. Hierflir wurden Pferde aus verschiedenen Stallen, verschiedener Altersgruppen
und unterschiedlichem Trainingszustand ausgewahlt, welche am Tag der Blutentnahme und
auch zuvor klinisch gesund waren. Die Pferde wurden in zwei Gruppen eingeteilt, welche aus

5 adulten Pferden und 6 Fohlen bestanden.
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Drei der Kontrollblutproben wiesen Keime auf (Tabelle 19). Bei einer Blutprobe (1_032)

wurde durch die PCR-Untersuchung ein Staphylococcus epidermidis festgestellt, welcher zu

den Hautkeimen zadhlt. In zwei anderen Blutproben (1_012 und 1_019) wurde in der

Blutkultur das Wachstum von den Hautkeimen Staphylococcus hominis ssp. hominis,

Staphylococcus xylosus und Corynebacterium sp. festgestellt.

Tabelle 19: Ergebnisse der Blutproben der Kontrollgruppen

Probennummer Altersgruppe PCR-Ergebnis Blutkultur-Ergebnis
1 012 Adult negativ Stap hz éc;tj‘%c;::qs}nf;:minis
1 017 Adult negativ negativ
1 018 Adult negativ negativ
1.019 Adult negativ Stgfg’ggggzg;moss:s
1 020 Adult negativ negativ
1 032 Fohlen Staphy Iocqc;us negativ

B epidermidis

1045 Fohlen negativ negativ
1 046 Fohlen negativ negativ
1 047 Fohlen negativ negativ
1 048 Fohlen negativ negativ
3024 Fohlen negativ negativ
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7 Untersuchungsergebnisse aller Studienproben

Tabelle 20: Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse aller Studienproben

Ergebnisse der Blutkulturen (Blut-Kultur), der PCR-Analysen der Blutproben (Blut-PCR) und der postkulturell untersuchten Blutkulturproben (Blut- postkulturell
PCR) und wenn vorhanden der Sekundéarprobe, die ebenfalls mittels PCR analysiert wurde (Sekundarprobe-PCR). In wenigen Fallen konnte postkulturell keine
Blutkulturprobe entnommen werden. Bei diesen Proben fehlt das entsprechende Ergebnis. Wenn keine Sekundarprobe vorlag, ist dies ebenfalls durch einen
Strich gekennzeichnet.

Blut-Kultur | Blut-PCR Blut-postkulturell-PCR UP-positiv Universal-Primer zeigte ein Signal
gelb negativ positiv negativ grine Schrift Ubereinstimmung der Bakterien
= . . - . Streptococcus spp.-Primer -Signal
grin negativ negativ positiv blaue Schrift weist auf Streptokokken hin
tarkis positiv negativ negativ orange Schrift Vorkommen der gleichen Gattung
. positiv positiv positiv, gleiche Bakterien wie in Blut-PCR Differenzen zwischen Blut-Kultur;
- positiv UP-positiv UP-positiv Nicht farblich unterlegte Blut-PCR und Blut-postkulturell-PCR.
. negativ negativ negativ Proben Zum Teil Ubereinstimmungen mit
3 022 E. coli E. coli E. coli Sekundar-PCR
Proben- ..
nr. Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekundarprobe-PCR
Clostridium perfringens Trachealsekret
Actinobacillus equuli Actinobacillus equuli
1 001 |negativ negativ Pseudomonas aeruginosa Streptococcus sp.
Proteus sp. UP-positiv
Staphylococcus epidermidis
- negativ negativ negativ -
Nasentupfer
Streptococcus pneumoniae
- negativ negativ negativ Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus sp.
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Proben-
nr.

Blut-Kultur

Blut-PCR

Blut-postkulturell PCR

Sekundarprobe-PCR

Proteus sp.

Streptococcus equi ssp.
zooepidemicus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus dysgalactiae

1004

negativ

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus epidermidis

negativ

negativ

negativ

negativ

Nasentupfer

Klebsiella pneumoniae
Streptococcus sp.

Proteus sp.

Streptococcus dysgalactiae
E. coli

UP-positiv

1006

negativ

Streptococcus dysgalactiae
Clostridium difficile

negativ

Nasentupfer

Klebsiella pneumoniae
Actinobacillus equuli
Streptococcus sp.

Proteus sp.

Staphylococcus epidermidis
Streptococcus dysgalactiae
E. coli

UP-positiv

negativ

negativ

negativ

Nasentupfer

Streptococcus sp.

Proteus sp.

Staphylococcus epidermidis
Streptococcus dysgalactiae
UP-positiv

1_008

negativ

Klebsiella pneumoniae

Actinobacillus equuli




Ergebnisse

67

::f’be"' Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekund:rprobe-PCR
Listeria sp.
Staphylococcus epidermidis
- negativ negativ negativ -
Nasensekret
1 010 |negativ UP-positiv negativ Streptococcus equi ssp. equi
Streptococcus sp.
UP-positiv
. Staphylococcus aureus .
1 011 |negativ e negativ -
UP-positiv
1 012 |Staphylococcus hominis ssp. hominis | negativ negativ -
Eiter
Clostridium perfringens
Clostridium perfringens Actinobacillus equuli
1 013 |negativ Actinobacillus equuli negativ Streptococcus sp.
Proteus sp. Proteus sp.
Staphylococcus epidermidis
Clostridium difficile
1 014 |negativ Staphylococcus epidermidis negativ -
Nasentupfer
Actinobacillus equuli
Clostridium perfringens Streptococcus equi ssp. equi
. . . . Pseudomonas aeruginosa Streptococcus sp.
1_015 |negativ Actinobacillus equuli Proteus sp.
Streptococcus sp. .
Streptococcus dysgalactiae
Clostridium difficile
E. coli
UP-positiv
Eiter
- negativ negativ negativ Clostridium perfringens

Streptococcus equi spp. equi
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::f’ben' Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekund:rprobe-PCR
Streptococcus sp.
Clostridium difficile
UP-positiv
- negativ negativ negativ -
- negativ negativ negativ -
Clostridium perfringens
Streptococcus sp.
1 019 . negativ -
Corynebacterium sp. .
Streptococcus dysgalactiae
UP-positiv
1_020 |negativ negativ - -
1,021 |negativ Actinobacillus equgli By Klebsiella pneumoniae 3
Staphylococcus epidermidis
1 022 |negativ negativ UP-positiv -
1.023 |negativ Streptococcus pneumoniae negativ 3
Streptococcus sp.
Streptococcus pneumniae
Streptococcus pneumoniae Klebsiella pneumoniae
- KNS(Staphylococcus vitulinus) Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis -
UP-positiv Streptococcus dysgalactiae
UP-positiv
Clostridium perfringens
Actinobacillus equuli
1 025 [negativ Listeria sp. ) negativ -
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus sp.
UP-positiv
1 026 |negativ UP-positiv negativ Nasensekret

Streptococcus sp.
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::°b°"' Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekundarprobe-PCR
Proteus sp.
Streptococcus equi ssp.
zooepidemicus
Staphylococcus epidermidis
E. coli
UP-positiv
1.027 |negativ Streptogoccus dysgalactiae negativ 3
UP-positiv
Actinobacillus equuli Klebsiella pneumoniae
1 028 | Bacillus sp. Clostridium difficile p -
UP-positiv
- negativ negativ negativ -
1 030 |negativ UP-positiv negativ -
- negativ negativ negativ -
1 032 |negativ Staphylococcus epidermidis negativ -
1 033 |negativ negativ Proteus sp. -
Actinobacillus equuli Synovia
. . -, Streptococcus sp. Staphylococcus aureus
034 | Bacillus sp. Staphylococcus epidermidis .
g UP-positiv Proteus sp.
UP-positiv e
UP-positiv
1 035 |negativ Proteus sp. negativ -
1 036 |negativ Klebsiella pneumoniae negativ -
Praputiumtupfer
, Klebsiella pneumoniae . Klebsiella pneumoniae
1
037 | negativ Staphylococcus epidermidis negativ Staphylococcus epidermidis
UP-positiv
1.038 |negativ Klebsiella pneumoniae negativ 3

Proteus sp.
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::°be"' Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekund:rprobe-PCR
- negativ negativ negativ -
1 040 |negativ Klebsiella pneumoniae negativ -

Streptococcus equi ssp.

1 041 |negativ UP-positiv zooepidemicus -

1 042 Acintetobacter sp. negativ negativ -

= KNS

- negativ negativ negativ -

. . . Synovia

- negativ negativ negativ .

negativ
. . Streptococcus equi ssp. equi

1 045 |negativ negativ UP-positiv -

- negativ negativ negativ -

- negativ negativ negativ -

- negativ negativ negativ -
Uterusssekret
Clostridium perfringens
Streptococcus equi spp. equi

- negativ negativ negativ Streptococcus sp.
Proteus sp.
E. coli
UP-positiv
Kot

Staphylococcus xylosus
MSS

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis
Streptococcus dysgalactiae
UP-positiv

Streptococcus pneumoniae
Clostridium perfringens
Actinobacillus equuli
Staphylococcus aureus
Proteus sp.

Streptococcus dysgalactiae
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Proben-
nr.

Blut-Kultur

Blut-PCR

Blut-postkulturell PCR

Sekundarprobe-PCR

3_003 |negativ

Clostridium perfringens

Streptococcus equi spp. equi
Staphylococcus epidermidis

Kot

Clostridium perfringens
Salmonella enterica
Actinobacillus equuli
Streptococcus sp.

Proteus sp.

Streptococcus dysgalactiae
Clostridium difficile

E. coli

UP-positiv

- negativ

negativ

negativ

Synovia
Actinobacillus equuli
UP-positiv

3 005 |Staphylococcus equorum

Actinobacillus equuli
Proteus sp.

negativ

3 006 |Aerococcus viridans

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus sp.
UP-positiv

Actinobacillus equuli

Actinobacillus equuli
Streptococcus sp.

. Proteus sp.
- Streptococcus uberis . . Proteus sp. -
Escherichia coli L .
. Escherichia coli
UP-positiv "
UP-positiv
- negativ negativ negativ -

3_009 |negativ

Streptococcus sp.

Clostridium perfringens
Klebsiella pneumoniae

Kot

Clostridium perfringens
Actinobacillus equuli
Streptococcus sp.
Proteus sp.

E. coli
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::°b°"' Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekund:rprobe-PCR
UP-positiv
. . . Synovia
A Il |
3 010 |negativ ctinobacillus eqm./ / . negativ Actinobacillus equuli
Staphylococcus epidermidis o
UP-positiv
Bauchhéhlenfliissigkeit
Clostridium perfringens Actinobacillus equuli
. Streptococcus sp.
Pseudomonas aeruginosa
. . Proteus sp.
3 011 |negativ negativ Streptococcus sp. .
. Streptococcus equi ssp.
Streptococcus equi ssp. . .
. . zooepidemicus
zooepidemicus .
E. coli
up
Bauchhoéhlenfliissigkeit
. . . ;. Actinobacillus equuli
hyl
3 012 |negativ negativ Staphylococcus epidermidis Proteus sp.
UP-positiv
3 014 |Staphylococcus vitulinus negativ negativ -
3 015 |Pantonea sp. (Nnp) negativ negativ -
Bauchhéhlenfliissigkeit
Actinobacillus equuli
Staphylococcus aureus
Streptococcus sp.
3 016 |negativ UP-positiv negativ Streptococcus equi ssp.
zooepidemicus
Staphylococcus epidermidis
Clostridium difficile
UP-positiv
3 017 |Acintetobacter Iwoffii negativ negativ -
- negativ negativ negativ -
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::°b°"' Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekund:rprobe-PCR
- negativ negativ negativ -
- negativ negativ negativ -
Synovia
P ) Acti Il li
3 021 |negativ Actinobacillus equuli roteus sp ctinobacillus equuli
Proteus sp.
Staphylococcus epidermidis
3022 | . coli E. coli £ coll -
= UP-positiv
3 023 |Staphylococcus warneri negativ negativ -
negativ negativ negativ -

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

negativ

Streptococcus sp.

Streptococcus pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

UP-positiv Streptococcus sp.
Staphylococcus epidermidis
6_001 |negativ negativ - -
Trachealsekret
Actinobacillus equuli
. . Actinobacillus equuli Staphylococcus aureus
6002 |negativ negativ UP-positiv Streptococcus sp.
Clostridium difficile
E. coli
UP-positiv
6_003 |negativ negativ Clostridium perfringens -
Streptococcus pneumniae
6004 |negativ negativ Klebsiella pneumoniae -
Pseudomonas aeruginosa
6_005 | Propionibacterium acnes Staphylococcus aureus negativ -
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Proben- -
nr Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekundarprobe-PCR
- negativ negativ negativ -
6_008 |negativ UP-positiv Staphylococcus epidermidis -
6_009 |negativ Actinobacillus equuli negativ -
Eiter
6.015 |negativ Actinobacillus equgll ' negativ Streptococcus equi ssp. equi
Streptococcus equi ssp. equi Streptococcus sp.
UP-positiv
- negativ negativ negativ -
vergriinende Streptokokken Streptococcus sp.
6_017 |KNS negativ Streptococcus dysgalactiae -
Staphylococcus sp. upP
Tupfer von Bronchoskopie
Klebsiella pneumoniae
Actinobacillus equuli
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus Streptococcus sp.
Proteus sp. . - Proteus sp.
- Staphylococcus aureus .\ Staphylococcus epidermidis .
UP-positiv " Streptococcus equi ssp.
UP-positiv . .
zooepidemicus

Staphylococcus epidermidis
Streptococcus dysgalactiae
E. coli

UP-positiv
Streptococcus equi ssp.
6_022 |negativ zooepidemicus negativ -
UP-positiv
Nasentupfer
6.023 |negativ Streptococcus sp. 3 Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus epidermidis

Salmonella enterica
Actinobacillus equuli
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Proben-
nr.

Blut-Kultur

Blut-PCR

Blut-postkulturell PCR

Sekundarprobe-PCR

Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus sp.

Proteus sp.
Streptococcus equi ssp.
zooepidemicus
E. coli
UP-positiv

- Staphylococcus vitulinus Klebsiella pneumoniae Strepiz‘ococcus pnetmoniae -

Klebsiella pneumoniae
6_025 strep t?COCC.US equi Ssp- negativ negativ -
zooepidemicus
6_029 |negativ Pseudomonas aeruginosa negativ -
6_030 |Acinetobacter sp. negativ UP-positiv -
. Pseudomonas aeruginosa .

6_031 | negativ Staphylococcus epidermidis negativ -
Nasentupfer
Actinobacillus equuli
Staphylococcus aureus

6_032 | Burkholderia cepacia Proteus sp. negativ Proteus sp.
Streptococcus dysgalactiae
E. coli
UP-positiv

- negativ negativ negativ -

- negativ negativ negativ -

. . Clostridium perfringens

62038 | negativ negativ Klebsiella pneumoniae

6_040 |negativ Clostridium perfringens negativ -

6043 vergriinende Streptokokken UP-positiv 3

Acintetobacter sp.

Actinobacillus equuli
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Proben- -
nr Blut-Kultur Blut-PCR Blut-postkulturell PCR Sekundarprobe-PCR
- negativ negativ negativ -
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pneumoniae Klebsiella pneumoniae
6_045 |negativ P . P Actinobacillus equuli -
UP-positiv .
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus epidermidis
7 001 |[negativ negativ Klebsiella pneumoniae -
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8 Vergleich der Untersuchungsergebnisse von PCR-Blutanalysen und

Blutkulturen

Finfzig der insgesamt 101 Blutproben, die mittels PCR untersucht wurden (PCR-Blutproben),
erwiesen sich als positiv. Das heillt es wurden ein oder mehrere Erreger detektiert. Die
Mehrheit (77 Blutkulturen) der insgesamt 101 parallel zu den PCR-Analysen angelegten

Blutkulturen waren negativ.

Vergleich der Ergebnisse von PCR-Analysen und
Blutkulturen

150 -
100 -
Anzahl M Blutkulturen
50 - B PCR-Analysen
0 T .

positiv negativ
Ergebnis der PCR-Analysen bzw. Blutkulturen

Abbildung 5: Vergleich der Ergebnisse von PCR-Analysen und Blutkulturen
50 PCR-Blutanalysen (rot) und 24 Blutkulturen (blau) waren positiv.

Von den 51 Blutkulturen, die parallel zu den negativen PCR-Analysen angelegt wurden,
zeigten zehn ein Wachstum. Der Vergleich der negativen Blutkulturen (77 Blutkulturen) mit
den zugehorigen PCR-Blutproben ergab mehr positive Ergebnisse fir die
molekulardiagnostische Methode. SechsunddreiRig PCR-Blutanalysen waren trotz negativer
Blutkultur positiv. Bei 41 Proben stimmten Blutkultur und PCR-Blutproben in ihrem

negativen Ergebnis Uberein.

Die zu den 50 positiven PCR-Blutproben angelegten Blutkulturen zeigten in 36 Fallen kein

Wachstum. Auch hier wurden mehr positive Ergebnis mit einer PCR erreicht.

Von 24 positiven Blutkulturen waren 14 parallel dazu durchgefiihrte PCR-Blutanalysen

ebenfalls positiv. Bei den restlichen 10 PCR-Blutproben wurden keine Keime detektiert.
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Tabelle 21: PCR Ergebnisse vs. Blutkultur-Ergebnisse
Mit BK-positiv bzw. PCR-postitiv wurden positive und mit BK-negativ bzw. PCR-negativ wurden
negative Blutkultur bzw. PCR-Ergebnisse bezeichnet.

Negative PCRs: Positive PCRs: Negative BKs: Positive BKs:
51 50 77 24
BK - BK- BK - BK- PCR- PCR- PCR- PCR-
positiv negativ positiv negativ positiv negativ positiv negativ
10 41 14 36 36 41 14 10

Einundvierzig PCR-Blutanalysen und Blutkulturen stimmten in ihrem negativen Ergebnis und
14 in ihrem positiven Ergebnis lberein. Somit zeigte die Mehrheit der Ergebnisse (54,5 % =

55 Fille) eine Ubereinstimmung.

9 Uberpriifung der Primer-Spezifitit

Die Proben wurden hinsichtlich des Vorkommens von 18 Bakterienarten untersucht. Ein
Universal-Primer wurde als unspezifischer Primer flir die Detektion einer Vielzahl an
bakteriellen Spezies definiert. Ein daraus resultierendes positives Signal gab keine Auskunft
Uber die Art des detektierten Erregers. Das Signal zeigte nur das Vorhandensein eines
Mikroorganismus in der Probe an. Alle Primer (Anhang 4) wurden, wie in Ill Abschnitt 9.1
beschrieben, fiir diese Studie entwickelt. Bei der Entwicklung wurde auf eine moglichst hohe
Spezifitat der Primer geachtet. Die Primer wurden wie beschrieben gegen die NCBI

Datenbank verglichen. Dabei wurden bei einigen Primerpaaren Besonderheiten festgestellt.

Die Primer A.equuli+suis_ 620 F und A.equuli+suis_813 R amplifizierten sowohl das
Bakterium Actinobacillus equuli als auch den nahen Verwandten Actinobacillus suis. Der

Primer wurde trotzdem weiterhin als spezifisch fiir Actinobacillus equuli gewertet.

Die Primer Entero_895 F und Entero_1457 R amplifizierten laut Datenbank zusatzlich zu
dem gewiinschten Bakterium Enterobacter cloacae auch Enterobacter sp. und Klebsiella
pneumoniae. Da die Vortests aber zeigten, dass das Primerpaar DNA von Klebsiella
pneumoniae nicht amplifizierte, wird im weiteren Verlauf von Enterobacter cloacae

gesprochen.

Die Primer Listeria sp._481 F und Listeria sp._770_R wurden als Genus-Primer entwickelt

und sind laut Primer BLAST aber spezifisch fiir Listeria monocytogenes. Aus diesem Grund
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wird im Folgenden bei einem positiven Signal der beiden Primer von Listeria monocytogenes

gesprochen.

Die Primer Strep_equi_608_F und Strep_equi_894_R sind spezifisch flr Streptococcus equi
und amplifizieren DNA beider Subspezies Streptococcus equi ssp. equi und Streptococcus
equi ssp. zooepidemicus. Zur Differenzierung der beiden Subspezies wurde zusatzlich das
Primerpaar Sequiequi_158 F und Sequi_435 R verwendet, das spezifisch nur mit
Streptococcus equi ssp. equi-DNA reagiert. Somit wurde das Vorkommen von Streptococcus
equi ssp. equi durch beide Primerpaare angezeigt. Ein alleiniges positives Signal des
Primerpaars flr Streptococcus equi ssp. equi oder Streptococcus equi ssp. zooepidemicus
(Strep_equi_608_F und Strep_equi_894_ R) bedeutete, dass in der Probe Streptococcus equi
ssp. zooepidemicus vorlag. Es gab jedoch Ausnahmen, in denen nur die Primerpaare fir
Streptococcus equi ssp. equi ein Signal aufwiesen. Hier wurde dann das Vorliegen von

Streptococcus equi ssp. equi in der Probe gewertet.

10 Bakterielle Erreger der positiven PCR-Blutproben

Die 18 bakteriellen Erreger kamen in unterschiedlicher Haufigkeit in der Studie vor. Am
haufigsten wurden Actinobacillus equuli und Staphylococcus epidermidis detektiert (jeweils
in 13 Proben), gefolgt von Klebsiella pneumoniae und Proteus sp., die siebenmal vorkamen.
Flinfmal wurden Clostridium perfringens und Streptococcus sp. detektiert. Pseudomonas
aeruginosa kam viermal und Streptococcus pneumoniae dreimal vor. Jeweils zweimal
wurden Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Clostridium difficile und
Escherichia coli in den positiven PCR-Blutproben festgestellt. Streptococcus equi ssp. equi,
Listeria monocytogenes und Streptococcus equi ssp. equi und/oder zooepidemicus kamen
jeweils einmal in den Proben vor. Bei genauer Differenzierung wurde festgestellt, dass
Streptococcus equi ssp. equi und Strep. equi ssp. zooepidemicus jeweils einmal detektiert
wurden. Salmonella enterica, Rhodocccus equi und Enterobacter cloacae kamen in den PCR-

Blutproben nicht vor.
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Bakterielle Erreger der positiven mittels PCR untersuchten
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Abbildung 6: Bakterielle Erreger der positiven mittels PCR untersuchten Blutproben
Art und Anzahl der in den positiven PCR-Blutproben identifizierten Mikroorganismen

10.1 Anzahl der detektierten Erreger pro positiver PCR-Blutprobe

Die 50 positiven PCR-Blutanalysen variierten in der Anzahl der amplifizierten Analyten pro
Probe. 26 Proben (52 %) wiesen einen Analyten, 14 Proben (28 %) zwei, drei Proben (6 %)
drei und eine Probe (2 %) finf positive Analyte auf. Bei weiteren sechs Proben (12 %) zeigte
ausschlieBlich der Universal-Primer ein Signal an. PCR-Blutanalysen mit vier positiven

Ergebnissen lagen in dieser Studie nicht vor.

Eine Ubersicht welche Mikroorganismen wie oft allein oder zuammen mit anderen Keimen in

den PCR-Blutproben vorkamen ist in Tabelle 22 aufgelistet.
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Tabelle 22: Anzahl der Bakterienarten pro positiver PCR-Blutprobe

Anzahl
der Zahl der Analyte nur
. Bakterien Uni-
Bakterien ...
positiver versal-
PCR- ein zwei drei funf Primer
Proben
Insgesamt 68 26 14 3 1 6
Streptococ.cus 3 1 ) 0 0
pneumoniae
Clostf/d/um 5 ) 1 1 1
perfringens
Salmonella enterica 0 0 0 0 0
KIebs:eI/.a 7 4 ) 1 0
pneumoniae
Actinobacillus equuli 13
Rhodococcus equi 0 0 0 0 0
Streptococcus' equi 1 0 1 0 0
ssp. equi
Listeria
1 0 0 0 1
monocytogenes
Staphylococcus 5 5 0 0 0
aureus
Pseudomonas 4 1 1 1 1
aeruginosa
Streptococcus sp. 5 2 2 0
Proteus sp. 7 3 2 2 0
S.treptocc_)ccus_ 1 1 0 0 0
equi+zooepidemicus
Staphylococcus | 5 . 1 0
epidermidis
Streptococ.cus ) 1 1 0 0
dysgalactiae
Clostridium difficile 2 0 2 0 0
Escherichia coli 1 0 1 0
Enterobacter cloacae 0 0 0 0 0
Universal-Primer 17 6 3 1 1 6
11 Positive Blutkulturen

Insgesamt wurde in 24 Blutkulturen ein Wachstum festgestellt (Abbildung 5). Einundzwanzig
verschiedene Bakterienarten kamen vor. Der GroRteil (76,2 %) gehorte zu den grampositiven
Bakterien, dagegen wurden nur fiinf gramnegative Keime identifiziert. Staphylococcus

vitulinus und Acinetobacter sp. kamen dreimal vor und waren somit in den Blutkulturen die
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am haufigsten vorkommenden Bakterien. Zweimal wurden Bacillus sp., Staphylococcus
aureus, Staphylococcus xylosus und vergriinende Streptokokken kultiviert. Ein Wachstum der

restlichen Bakterienarten kam jeweils einmal vor.

Tabelle 23: Vorkommen und Anzahl der Bakterienarten der nicht sterilen Blutkulturen

Bakterielle Erreger der nicht sterilen Blutkulturen

Kontamination (K) /
Pathogener (P)

K

Bakterien Anzahl

Aerococcus viridans

Bacillus sp.

Clostridium clostridiforme

Corynebacterium sp.

Propionibacterium sp.

Staphylococcus aureus

Staphylococcus equorum

AN R|IONIARIAR|IRAR|R

Staphylococcus hominis ssp. hominis

Staphylococcus sp. K/P

Staphylococcus vitulinus

Staphylococcus warneri

Staphylococcus xylosus

koagulasenegative Staphylokokken

Streptococcus equi ssp. zooepidemicus

Streptococcus uberis

vergriinenede Streptokokken

Acinetobacter sp.

Acinetobacter Iwoffi

Burkholderia cepacia

Escherichia coli

RlRr[R|RPRIWIN|R[RPR|RLR|INRP|W[R[RPR|RLR|IN|R|R|[R[N]|F

R|OIRNIARNAR|IR|O|O N ARIAR|IAR|RAR

Pantoea sp.

Die Blutkulturen wiesen sowohl Mono- als auch Mischkulturen auf. Mit einer Anzahl von 21
kamen Monokulturen haufiger vor als Mischkulturen (3 Kulturen). Die 21 Monokulturen
wiesen 17 unterschiedliche Keime auf. Die drei Mischkulturen enthielten sieben
verschiedene  Bakterienarten. Eine  Mischkultur zeigte ein  Wachstum von
Corynebacterium sp. und Staphylococcus xylosus, eine andere von Clostridium clostridiforme,
vergriinenden Streptokokken und Acinetobacter sp. und die dritte Staphylococcus sp.,
koagulasenegativen Staphylokokken und vergriinenden Streptokokken. Eine Ubersicht der

Bakterienarten der nicht sterilen Blutkulturen wird in Tabelle 23 gezeigt.
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In den 10 positiven Blutkulturflaschen (Tabelle 21), deren zugehoriges PCR-Ergebnis negativ
war, wuchsen zum GrofRteil Umweltkeime bzw. handelte es sich um Kontaminationen
(Corynebacterium sp., Staphylococcus hominis spp. hominis; Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus vitulinus, koagulasenegative Staphylokokken,
vergriindende Streptokokken, Acinetobacter Iwoffi, Acinetobacter sp., Pantoea spp.). Nicht
als Kontamination zahlte das Wachstum von Streptococcus equi ssp. zooepidemicus in einer
Blutkultur. In den 14 positiven Blutkulturflaschen (Tabelle 21), deren zugehdérige PCR-
Blutproben ebenfalls positiv waren, wurden sowohl Umweltkeime bzw. Kontaminationen als

auch pathogene Erreger kultiviert.

12 Bakterielle Erreger der positiven Sekundarproben

Wenn moglich, wurde zu jeder PCR-Blutprobe und Blutkulturflasche eine Sekundarprobe
entnommen (lll Abschnitt 6). Insgesamt wurden 28 Sekundarproben wie die Blutproben
verarbeitet und mit der identischen Multiplex-PCR untersucht. Das Signal des Universal-
Primers war mit einem Vorkommen in 24 Sekundarproben das am haufigsten vorkommende
Signal. Als haufigster Erreger der Sekundarproben wurde Streptococcus sp. in 19 Proben
detektiert. Ebenso waren die Bakterien Proteus sp. mit einem Vorkommen in 18 Proben und
Actinobacillus equuli in 17 Proben haufige Vertreter. Escherichia coli wurde in 12,
Streptococcus dysgalactiae in 10 und Streptococcus equi ssp. equi und/oder zooepidemicus
und Staphylococcus epidermidis in jeweils neun Sekundarproben detektiert. Siebenmal
wurde Staphylococcus aureus detektiert. Clostridium perfringens und Clostridium difficile
wurden beide wie auch Streptococcus equi ssp. equi sechsmal identifiziert. Klebsiella
pneumoniae kam in fiinf Proben vor. In drei Proben kam Streptococcus pneumoniae vor.
Salmonella enterica und Pseudomonas aeruginosa waren in zwei Proben vorhanden.
Rhodococcus equi und Enterobacter cloacae kamen, wie auch in den Blutproben nicht vor.
Listeria monocytogenes, der bei den Blutproben einmal vorkam, war in den Sekundarproben
nicht zu amplifizieren. Bei genauer Differenzierung kam Streptococcus equi ssp.

zooepidemicus finf Mal und Streptococcus equi ssp. equi sechs Mal vor.
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Bakterielle Erreger der positiven mittels PCR untersuchten
Sekundarproben

25

20

15
Anzahl

10

Bakterien

Abbildung 7: Bakterielle Erreger der positiven Sekundarproben, die mittels einer PCR-Analyse
untersucht wurden.

12.1 Anzahl der detektierten Erreger pro positiver Sekundarprobe

Von insgesamt 28 Sekundarproben war nur eine Probe negativ. Die restlichen 27 Proben
waren mit einer unterschiedlichen Anzahl an Analyten positiv. Am haufigsten waren zwei
und finf Erregern in den Sekundarproben zu finden (jeweils flinfmal), gefolgt von vier
Proben mit je sechs Erregern. Bei jeweils drei Proben kamen drei bzw. acht Erreger vor.
Zweimal wiesen die Sekundarproben einen oder sieben Analyte auf. Jeweils einmal kamen
die Ergebnisse mit vier, neun bzw. zehn Erregern vor. Tabelle 37 enthilt eine Ubersicht der

Ergebnisse.

13 Gegeniiberstellung der PCR-Blutanalysen und der Blutkulturen

In 55 Fallen stimmten die PCR-Blutanalysen und die Blutkulturen beziiglich ihrer negativen
oder positiven Ergebnisse (iberein (Tabelle 21). Jedoch wurden nicht immer die gleichen
Mikroorganismen detektiert. In 42 Fallen war die Ubereinstimmung eindeutig. Diese setzten

sich aus 41 negativen PCR-Blutproben bzw. sterilen Blutkulturflaschen und einer positiven
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PCR-Blutprobe bzw. nicht sterilen Blutkultur (E. coli) zusammen (Tabelle 20). In weiteren 13
Fallen zeigten sowohl die PCR-Blutanalysen als auch die Blutkulturen positive Ergebnisse,

jedoch mit unterschiedlichen Mirkoorganismen (Tabelle 24).

Tabelle 24: Detektierte Mikroorganismen in positiven PCR-Blutanalysen bzw. nicht sterilen
Blutkulturen

Vergleich der bakteriellen Erreger der PCR-Blutproben bzw. Blutkulturen, wenn beide Methoden
positive Ergebnisse ergaben. Ausschnitt aus Tabelle 20

UP-positiv = Universal-Primer zeigte ein Signal

P"::?n- Blut-Kultur Blut-PCR
KNS Streptococcus pneumoniae
1 024 . Staphylococcus epidermidis
(Staphylococcus vitulinus) "y
UP-positiv
Actinobacillus equuli
1 028 Bacillus sp. Clostridium difficile
UP-positiv
Actinobacillus equuli
1 034 Bacillus sp. Staphylococcus epidermidis
UP-positiv
3 002 Staphylococcus xylosus Staphylococcus epidermidis
3_005 Staphylococcus equorum Actinobacillus equuli
Proteus sp.
3 006 Aerococcus viridans Staphylococcus epidermidis
Actinobacillus equuli
3_007 Streptococcus uberis Proteus sp.
E. coli
4 001 Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis
6_005 Propionibacterium acnes Staphylococcus aureus
Proteus sp.
6_018 Staphylococcus aureus UP-positiv
6_024 Staphylococcus vitulinus Klebsiella pneumoniae
6_032 Burkholderia cepacia Proteus sp.
Acinetobacter sp. . .
6_043 Vergriinende Streptokokken ZZT;ZZ:CWILT :Z:jﬁns
Clostridium clostridiforme

In 46 Fallen stimmten die positiven bzw. negativen Ergebnisse der PCR-Blutanalysen und der
Blutkulturflaschen nicht Gberein (Tabelle 21). Bei 30 Proben wurden in der PCR-Blutprobe
ein oder mehrere Bakterien detektiert. Die parallel dazu angelegten Blutkulturen waren
negativ (Tabelle 38). Bei zehn Proben lagen negative PCR-Blutanalysen und positive
Blutkulturen vor (Tabelle 25). Davon zadhlten zwei Proben zu denen der Kontrollgruppen
(siehe V Abschnitt 6). Die Erreger, die in den Blutkulturen kultiviert wurden, waren zum

Grolteil Hautkeime oder Kontaminationen. Eine Ausnahme bildete der in Probe 6_025
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kultivierte Streptococcus equi ssp. zooepidemicus. Dieser gilt als pathogener Keim.

Tabelle 25: Detektierte Mikroorganismen in positiven Blutkulturen vs. negativer PCR-Blutanalysen
Bei 10 Proben wurde trotz eines negativen PCR-Ergebnisses der Blutproben ein Wachstum in der
Blutkultur festgestellt. Ausschnitt aus Tabelle 20

Proben-nr. Blut-Kultur Blut-PCR Anmerkung
1 012 Staphy /OCOCCUS. I"{omlnls 55P- negativ Probe der Kontrollgruppe
hominis

1 019 Staphylococcus xylosus negativ Probe der Kontrollgruppe

Acinetobacter sp. .
1 042 KNS negativ
3 014 Staphylococcus vitulinus negativ
3_015 Pantoea sp. Nnp negativ
3 017 Acinetobacter Iwoffii negativ
3 023 Staphylococcus warneri negativ

Vergriinende Streptokokken

6_017 KNS negativ

Staphylococcus sp.
6025 Streptococ'cus egu: ssp. negativ

zooepidemicus

6_030 Acinetobacter sp. negativ

Bei sechs Proben, die sich in ihren Ergebnissen unterschieden, zeigte der Universal-Primer in
der PCR-Blutanalyse ein Signal (Tabelle 20: Proben 1 _010; 1 _026; 1 030; 1 _041; 3 016;
6_008). In der Probe befand sich somit ein Mikroorganismus, welcher nicht durch die
spezifischen Primerpaare des Panels detektiert werden konnte. Die Proben wurden als

positiv gewertet. Die Ergebnisse der paralell beimpften Blutkulturen waren negativ.

14 Gegeniiberstellung der PCR-Blutanalysen und der Blutkulturen bei

vorbehandelten Pferden

Wie in V Abschnitt 5 erwdhnt, wurden 28 Pferde mit einem oder mehreren Antibiotika
vorbehandelt. Drei Pferde konnten nicht eindeutig in die Gruppe der vorbehandelten oder
nicht vorbehandelten Pferde eingestuft werde. Dem Rest (70 Pferde) wurde vor

Blutentnahme kein Antibiotikum verabreicht.

Sechzehn PCR-Blutanalysen der 28 vorbehandelten Pferden zeigten trotz Vorbehandlung ein
positives Ergebnis. In 24 der 28 Blutkulturen konnte kein Wachstum festgestellt werden

(negativ). In den vier positiven Blutkulturen wurde in drei Fallen ein Wachstum von
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Hautkeimen festgestellt. Zwei der dazugehorigen PCR-Blutproben waren ebenfalls positiv.
Hier wurden ein Hautkeim und ein pathogener Mikroorganismus detektiert. Die dritte PCR-
Blutanalyse wies ein negatives Ergebnis auf. Im Fall der vierten positiven Blutkultur lag ein

pathogener Mikroorganismus vor. Die zugehorige PCR-Blutanalyse wies einen Hautkeim auf.

Tabelle 26: Vergleich der Ergebnisse der PCR-Blutanalysen mit denen der Blutkulturen
vorbehandelter Pferden. Ausschnitt aus Tabelle 20

Proben-nr. Blut-Kultur Blut-PCR

Clostridium perfringens
1 013 negativ Actinobacillus equuli

Proteus sp.
1021 | negaty Staphlococess epidermidis
1 027 negativ f}tfgéc:;ci)\fcus dysgalactiae
3 003 negativ Clostridium perfringens
3_009 negativ Streptococcus sp.
3010 | negatv Staphlococess epidermidis
3 021 negativ Actinobacillus equuli
4_002 negativ fffg:s’lct‘l’\fcus o
6_008 negativ UP-positiv
i negativ ?;ZZ?::;IC/Z? zgzggsp. equi
6022 negativ até'c_esctjziiiovccus equi ssp. zooepidemicus
6_040 negativ Clostridium perfringens
6045 negativ it;f‘sézi(:‘dovccus pneumoniae
1 003 negativ negativ
1 016 negativ negativ
3 001 negativ negativ
3008 negativ negativ
3 011 negativ negativ
3 012 negativ negativ
3 018 negativ negativ
3 020 negativ negativ
6_003 negativ negativ
6_036 negativ negativ
6_044 negativ negativ
3 002 i;clf S,L); lococcus Staphylococcus epidermidis
4 001 Staphylococcus Staphylococcus epidermidis
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Proben-nr. Blut-Kultur Blut-PCR

aureus

6_024 S?aphylococcus Klebsiella pneumoniae
vitulinus

3 015 Pantoea sp. negativ

Pferde, die weder als vorbehandelt noch als nicht vorbehandelt eingestuft werden konnten

1 010 negativ UP-positiv

6_001 negativ negativ
Vergriinende

6 017 Streptokokken, negativ
KNS

Die drei Proben, die als unsicher, also weder als vorbehandelt noch als nicht vorbehandelt
eingestuft wurden, wiesen jeweils zwei negative und jeweils ein positives PCR- und
Blutkultur-Ergebnis auf. In der positiven Blutkultur, deren PCR-Untersuchung negativ war,
lag ein Wachtsum von Hautkeimen vor. In der positiven PCR-Untersuchung wurde ein Signal
des Universal Primers nachgewiesen. Die parallel angelegte Blutkultur war negativ. Die
Blutprobe des dritten Pferdes, das als unsicher vorbehandelt eingestuft wurde, wies sowohl

in der PCR-Analyse als auch in der Blutkultur ein negatives Ergebnis auf (Tabelle 26).

Siebzig Proben stammten von Pferden, die vor der Blutentnahme nicht vorbehandelt waren.
Hier wiesen 29 Proben sowohl in der PCR als auch in der Blutkultur ein negatives Ergebnis
auf. Weitere acht Proben zeigten ebenfalls ein negatives Ergebnis in der PCR-Untersuchung,
in der Blutkultur war jedoch ein Erregerwachstum zu finden. Elf Proben von nicht
vorbehandelten Pferden wiesen in der PCR und in der Blutkultur ein positives Ergebnis auf.
Im Gegensatz dazu gab es 22 Proben, die ein positives Ergebnis PCR-Ergebnis zeigten, die

Blutkultur jedoch negativ war (Tabelle 39).

Beim Vergleich der Ergebnisse der PCR-Blutproben und der Blutkulturen wurde sichtbar,
dass mit der PCR-Untersuchung trotz Vorbehandlung haufiger ein positives Ergebnis erzielt

wurde als mit der Blutkultur (Tabelle 27).
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Tabelle 27: Vergleich der Ergebnisse der PCR-Blutproben und Blutkulturen vorbehandelter und nicht
vorbehandelter Pferde

PCR-positiv PCR-negativ Blutkultur-positiv BIUtkl.jltur-
negativ

16 12 4 24
Vorbehandeit (57,1 %) (42,9 %) (14,3 %) (85,7 %)

Nicht 33 37 19 51
vorbehandlet (47,1 %) (52,9 %) (27,1 %) (72,9 %)

unsicher . 2 ! 2
(33,3 %) (66,7 %) (33,3 %) (66,7 %)
15 Gegeniiberstellung von Blut- und Sekundarproben

Sechzehn von 28 mittels PCR untersuchten Sekundarproben enthielten unter Anderem
identische Mikroorganismen wie die zugehorigen PCR-Blutproben (Tabelle 20). In der Probe
6_018 zeigten Proteus sp. und der Universal-Primer in der PCR-Blutprobe wie auch in der
Sekundarprobe ein Signal. Die Sekundarprobe wies insgesamt neun Erreger auf, welche nicht
alle im Blut vorkamen. Die Blutkultur zu 6_018 zeigte ein Wachstum von Staphylococcus
aureus, der ebenfalls in der Sekundarprobe vorkam. Zwei weitere Erreger, Bacillus sp. und
Burkholderia cepacia, die in weiteren Blutkulturen vorkamen, konnten, da sie nicht
Bestandteil des Panels waren, in den PCRs der Blut- und Sekundarprobe nicht nachgewiesen
werden. In der PCR-Blutprobe 1_034 (Bacillus sp.) zeigte jedoch der Universal-Primer ein
positives Signal. In der Probe 6_032 (Burkholderia cepacia) wurde gleichzeitig in der PCR der
Blut- und Sekundarprobe Proteus sp. detektiert. In den restlichen Proben wurden bakterielle
Erreger identifiziert, die sowohl in der PCR-Blutprobe als auch in der Sekundéarprobe
vorkamen. Die Ubereinstimmung ist in Tabelle 20 durch eine griine Schrift gekennzeichnet.

Die parallel angelegten Blutkulturen zeigten kein Wachstum.

EIf Sekundarproben stimmten nicht mit ihren PCR-Blutanalysen Uberein. Zehn der PCR-
Blutanalysen wiesen ein negatives Ergebnis auf, wohingegen in den Sekundarproben
Erregern detektiert wurden (siehe Tabelle 20). Bei Probe 3_002 zeigte die PCR-Blutprobe ein
positives Ergebnis mit Staphylococcus epidermidis. In der parallel angelegten
Blutkulturflasche wurde das Wachstum von Staphylococcus xylosus festgestellt. In der
Sekundarprobe wurde keiner der beiden Keime detektiert. Aufgrund der schlechten
Datenlage fir Stapyhlococcus xylosus kann keine Aussage liber eine moglich Kreuzreaktion

des Staphylococcus epidermidis Primers mit Staphylococcus xylosus gemacht werden.
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Eine Sekundarprobe (1_044) wies ein negatives Ergebnis auf. Weiterhin konnten weder in
der Blutkultur ein Wachstum noch in der PCR-Blutprobe oder der postkulturellen PCR-

Untersuchung ein Keim detektiert werden.

16 Vorkommen von Staphylococcus epidermidis

Wie im Literaturteil beschrieben (Il Abschnitt 1.2.2.2) wird Staphylococcus epidermidis
hauptsachlich von der Haut des Menschen isoliert (Kloos et al. 1976; Busscher et al. 2006). In
der Regel zahlt er zu den Kontaminationskeimen (Freeman et al. 2009).

In dieser Studie wurde Staphylococcus epidermidis in 22 Proben identifiziert, davon waren 13
PCR-Blutproben und neun Sekundarproben. In 17 der 22 Proben kamen neben
Staphylococcus epidermidis weitere Organismen vor. In den verbleibenden flinf Proben
wurde nur das Staphylococcus epidermidis Signal positiv. Aufgrund des Vorkommens eines
bekannten Erregers wurden diese Proben als positiv gewertet. Jedoch handelte es sich, wie
schon oben erwidhnt, wahrscheinlich um eine Kontamination. Proben, in denen nur
Staphylococcus epidermidis als Erreger vorkam (5 Proben), waren ausschlieBlich Blutproben,

die mittels PCR untersucht wurden.

17 Nachtests der postkulturell enthommenen Blutkulturproben

Von den Blutkulturflaschen wurden, wie in Il Abschnitt 7.2 beschrieben, nach Abschluss der
Kultivierung Aliquots entnommen, um sie anschlieBend mit dem Multiplex-PCR-Panel zu
testen. Es war nur moglich von 98 der 101 Blutkulturflaschen ein Aliquot zu entnehmen. Bei
einer Gegenuberstellung der Ergebnisse der PCR-Blutproben, der Blutkulturflaschen und der
postkulturell entnommenen Blutkulturproben kamen Ubereinstimmungen, Diskrepanzen

und partielle Ubereinstimmungen vor.

Bei 29 Proben war eine Ubereinstimmung von PCR-Blutprobe, Blutkultur und postkultureller
Blutkulturprobe zu sehen. Achtundzwanzig der bereinstimmenden Proben zeigten in der
Blutkulturflasche kein Wachstum und die PCR-Blutprobe und das Blutkulturaliquot wiesen
ein negatives Ergebnis auf (in Tabelle 20 . markiert). In einer Probe (in Tabelle 20 Probe
3 022) wurde in allen drei Untersuchungen E. coli nachgewiesen. Zusatzlich war im

Blutkulturaliquot ein Signal des Universal Primers zu sehen.

Bei einem GroRteil (53 Proben) der Proben gab es eine partielle Ubereinstimmung. Entweder
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stimmten das Ergebnis der Blutkultur und das Ergebnis der PCR-Analyse der Blutprobe bzw.
des Blutkulturaliquots oder die PCR-Analyse der Blutprobe und des Blutkulturaliquots

stimmten Uberein.

Finfundzwanzig Proben (in Tabelle 20 gelb markiert) wiesen ein negatives Ergebnis der
Blutkultur und deren mittels PCR untersuchten Aliquots auf. In den zugehdrigen PCRs der
Blutproben waren hingegen Keime zu detektieren. Bei elf Proben (in Tabelle 20 grin
markiert) gab es eine Ubereistimmung zwischen Blutkultur und der PCR-Blutprobe. Beide
waren negativ. Bei der PCR-Analyse der Blutkulturaliquots wurden jedoch Keime detektiert.
In sieben weiteren Fallen (in Tabelle 20 tlirkis markiert) hatten sowohl die PCR-Analysen der
Blutproben als auch die der Blutkulturaliquots ein negatives Ergebnis. Die Blutkultur zeigte in
sechs Fallen ein Wachstum von Hautkeimen. In der Ubrigen Blutkulture wurde ein
Pathogener isoliert. Die Bakterienarten, die in sechs weiteren PCR-Blutproben (in Tabelle 20
- markiert) identifiziert wurden, wurden auch bei der PCR-Analyse der zugehdrigen
Blutkulturaliquots detektiert. Eine Besonderheit lag bei Probe 4_001 vor. Hier wurde
Staphylococcus aureus zusatzlich sowohl in der Blutkultur kultiviert als auch im mittels PCR
untersuchten Blutkulturaliquot detektiert. Auch bei Probe 3_007 wurde der in der Blutkultur
gewachsene Streptococcus uberis in der PCR des Blutkulturaliquots durch den Streptococcus
sp. Primer angezeigt. Bei zwei Proben (in Tabelle 20 - markiert) zeigte der Universal-
Primer sowohl in der PCR-Analyse der Blutprobe als auch im Blutkulturaliquot ein Signal. Fiir
Probe 6_018 wurde zusatzlich in der Blutkultur und in deren Aliquot Staphylococcus aureus
detektiert. Hier besteht die partielle Ubereinstimmung zwischen Blutkultur und Aliquot und

zwischen PCR-Blutprobe und Aliquot.

In der Blutkultur der Probe 6_017 wurden unter anderem vergriinende Streptokokken
kultiviert, welche in der PCR-Analyse des Blutkulturaliquots durch den Streptococcus sp.
Primer wieder detektiert wurden. Die PCR-Blutprobe war negativ. Hier besteht die partielle

Ubereinstimmung zwischen der Blutkultur und der PCR des Blutkulturaliquots.

Neben anderen Mikroorganismen wurde in Probe 6 043 ein Wachstum von Clostridium
clostridiforme in der Blutkultur nachgewiesen. In der parallel dazu untersuchten PCR-
Blutprobe wurde Clostridium perfringens detektiert. Das Aliquot wies ein Signal des

Universal-Primers auf.

Sechzehn Proben zeigten keinerlei Ubereinstimmung. Sie wichen in allen drei
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Untersuchungen voneinander ab. Entweder wurden verschiedene Bakterienarten
identifiziert oder eine Untersuchung war negativ wahrend in den anderen beiden

unterschiedliche Mikroorganismen gefunden wurden.

18 Signalh6hen bei der Auswertung der PCR-Proben

Die Signalhohen in den PCR-Proben variierten bei Auswertung mit dem Bioanalyzer von
Probe zu Probe. In vielen Fallen lagen geringe Signalhohen der PCR-Blutproben vor.
Trotzdem wurden diese als positives Ergebnis gewertet, wenn die mitgefiihrte Wasserprobe
(Negativkontrolle) steril war oder in der Sekundarprobe der gleiche Mikroorganismus wie in
der Blutprobe vorkam. Ab einer Signalhéhe von 5 nM wurde das Signal als eindeutig positiv
angesehen. Bei allen Signalen, welche kleiner 5 nM waren, wurden verschiedene Aspekte fir
die Auswertung herangezogen. Zum einen kam es darauf an, welches Primerpaar ein Signal
zeigte. Da Staphylococcus epidermidis als Hautkeim beim Menschen gilt wurde er in dieser
Studie als Kontaminationsmarker angesehen und bei jedem Signal zwar als Kontamination
aber als positiv gewertet. Auch der Universal-Primer wurde immer positiv gewertet, da
dieses Primerpaar durchgangig kleine Signale lieferte. AulRerdem wurden aufgrund des
Krankheitsbildes eines Pferdes Schliisse (iber die Signifikanz eines schwach positiven

Ergebnisses gezogen.

In Probe 1 006 wurde Streptococcus dysgalactiae aufgrund des hohen Signals in der
Sekundarprobe in der zugehorigen Blutprobe als positiv gewertet. Der gleiche Fall trat bei
Proben mit Proteus sp., Actinobacillus equuli, Klebsiella pneumoniae, Clostridium
perfringens, Streptococcus sp. und Streptococcus equi ssp. equi auf. In allen Proben lagen in
den Sekundarproben eindeutige Signale vor, das heilSt deutlich iber einer Signalhéhe von
5 nM, so dass das Vorkommen der Bakterien in der Blutproben als positiv gewertet werden
konnte. In einer Probe wurden aufgrund der parallen Detektion in der Blut- und
Sekundarprobe zwei Analyte als positiv gewertet (Probe 1_013: Clostridium perfringens und
Actinobacillus equuli). Auch die parallele Detektion des Universal-Primers und von
Staphylococcus epidermidis fihrten, obwohl Signale des Universal-Primers und von
Staphylococcus epidermidis immer positiv gewertet wurden, zu einer Bestatigung des

Vorkommens in Proben.
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Tabelle 28: Signalhohen der PCR-Proben
Einige schwache PCR-Signale in Blutproben wurden durch das gleichzeitige Vorkommen in Primar-
und Sekundarprobe bestatigt.

Proteus_2049 R

Proteus_2049 R

Probennummer Primarprobe Sekundarprobe
. Signalh6he . Signalh6he
Primerpaar ih M Primerpaar ‘h M
S.dysgalactiae_1018_F S.dysgalactiae_1018_F
1006 S.dysgalactiae_1317_R 0,7 S.dysgalactiae_1317_R 42,5
Universal_F Universal_F
1010 Universal_R 0,4 Universal_R 34,9
Cl.perfringens_761_F 49 Cl.perfringens_761_F 35
Cl.perfringens_956_R ! Cl.perfringens_956_R !
A.equuli+suis_620 F A.equuli+suis_620_F
12013 A.equuli+suis_813 R 75 A.equuli+suis_813 R 12,7
Proteus_1851 F 04 Proteus_1851 F 152
Proteus 2049 R ! Proteus_2049 R !
A.equuli+suis_620 F A.equuli+suis_620_F
101> A.equuli+suis_813 R 86 A.equuli+suis_813 R 16,6
Universal_F Universal_F
12026 Universal_R 0,5 Universal_R 25,2
Universal_F Universal_F
12034 Universal_R 0,5 Universal_R 0.1
K.pneu_1300_F 53 K.pneu_1300_F 555
1 037 K.pneu_1541 R K.pneu_1541 R
- S.epi_2171 F 43 S.epi_2171 F 36
S.epi_2868_R ! S.epi_2868_R !
Cl.perfringens_761 F Cl.perfringens_761 F
S Cl.perfringens_956_R 75 Cl.perfringens_956_R 147,1
Strep.sp_789 F Strep.sp_789 F
S Strep.sp_1285 R 0,4 Strep.sp_1285 R 87,4
A.equuli+suis_620_F A.equuli+suis_620_F
e A.equuli+suis_813 R 0.6 A.equuli+suis_813 R 61,2
Universal_F Universal_F
e Universal_R 0,2 Universal_R 0.2
A.equuli+suis_620_F A.equuli+suis_620_F
R A.equuli+suis_813 R 13 A.equuli+suis_813 R 149,4
Sequiequi_158 F Sequiequi_158 F
o Sequi_435 R 0,2 Sequi_435 R 20,6
Proteus_1851 F Proteus_1851 F
e Proteus 2049 R 9,9 Proteus_2049 R 68,2
Universal_F Universal_F
Universal_R 0,2 Universal_R 17,3
Strep.sp_789 F Strep.sp_789 F
i Strep.sp_1285 R 0,2 Strep.sp_1285 R 224
6032 Proteus_1851 F 4,9 Proteus_1851 F 85,4
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Vi Diskussion

Ziel dieser Arbeit war der Vergleich der molekulardiagnostischen Methode PCR mit dem
kulturellen Erregernachweis durch Blutkulturen fiir die Analyse von Blutproben bei Pferden

mit Verdacht auf eine systemische Infektion.

Blutkulturen sind in der Veterindrmedizin eine wichtige Methode zur Diagnose einer Sepsis
(Taylor et al. 2001). Die Blutkultur wird als , Goldstandard” beschrieben (Pusterla et al.
2009). Aufgrund der systembedingt langen Inkubationszeit von mindestens 12 bis 48
Stunden (Lucignano et al. 2011) ist die Blutkultur im Praxis- und Klinikalltag jedoch nicht sehr
praktikabel. Vor allem im Bereich der Fohlenmedizin sind schnelle Entscheidungen fiir die
weitere Behandlung essentiell. Hierzu kann die Untersuchung des Blutes mit Hilfe einer

Blutkultur oft nicht beitragen.

Die PCR als molekulardiagnostische Methode ist wesentlich weniger zeitaufwendig, da keine
Anzucht der Pathogene nétig ist, sondern die in der nativen Probe vorhandene DNA fiir den
Nachweis der Erreger verwendet wird. Mit Hilfe von spezifischen Primer-Paaren findet eine
direkte Detektion der Zielpathogene statt (Anthony et al. 2000). Durch die selektive
Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte konnen auch geringe Mengen pathogener Keime
detektiert werden (Rudolph et al. 1993). Aus diesem Grund betragt die Zeit bis zum
Vorliegen eines Ergebnisses nur wenige Stunden (Dierkes et al. 2009). Laut Hollis et al.
(2008) fuhrt dies zu einer Verbesserung der adaquaten Therapie und einer hdheren

Uberlebensrate im Fall der Sepsis.

1 Gegeniiberstellung der PCR- und Blutkulturergebnisse

In dieser Studie war das Ziel die Ergebnisse des Blutkultursystems Signal-Oxoid mit den

Ergebnissen einer end-point Multiplex-PCR zu vergleichen.

Beide Methoden wiesen bei 41 Blutproben (40,6 %) Gibereinstimmend ein negatives Ergebnis
auf. Allerdings konnte nur bei einer einzigen positiven Probe eine Ubereinstimmung eines
Erregers gefunden werden. Diese Probe zeigte in der Blutkultur ein Wachstum von
Escherichia coli, welcher ebenfalls mittels PCR detektiert wurde. Diese Blutprobe stammte

von einem septischen Fohlen.
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Weitere 12,9 % (13 Proben) der Proben zeigten mit beiden Methoden ein positives Ergebnis,
jedoch nicht die gleichen Mikroorganismen. Ein Grund hierfir ist, dass die Ergebnisse der
Blutkultur zumeist als Hautkeime identifiziert wurden und keine krankheitsrelevanten
Erreger zeigten. Anhand dieser Ergebnisse wird sichtbar, dass eine Ubereinstimmung
zwischen Blutkultur und PCR-Untersuchung gering ist. Die Ubereinstimmung von positiven
und negativen Ergebnissen zwischen der end-point-Multiplex-PCR und der Signal Oxoid
Flasche (54,5 %) ist mit anderen Studien nicht vergleichbar. Diese Studie weist eine geringere
Ubereinstimmung auf. In der Studie von Dierkes et al. (2009) betrigt die Ubereinstimmung
positiver und negativer Ergebnisse zwischen Blutkultur und PCR 77 %, was auch mit anderen

Studien vergleichbar ist (Mancini et al. 2008; Louie et al. 2008).

Eine deutlich hohere Positivrate ist in der aktuellen Studie im Gegensatz zu den Blutkulturen
bei den PCR-Untersuchungen zu sehen. Hier weisen 49,5 % der PCR-Blutproben ein positives
Ergebnis auf. Hingegen konnte nur bei 23,8 % der Blutkulturen ein Wachstum festgestellt
werden. Dies bedeutet, dass in dieser Studie mehr als doppelt so viele positive Ergebnisse
mit Hilfe der PCR erzielt wurden, als mit der Blutkultur. Auch in einer Studie von Lucignano
et al. (2011) wurden im Gegensatz zur Blutkultur durch die PCR-Untersuchung eine héhere
Rate positiver Ergebnisse festgestellt. Bei den PCR-Untersuchungen wiesen 14,6 % im

Gegensatz zu 10,3 % der Blutkulturen ein positives Ergebnis auf.

Diese Erkenntnisse spiegeln nochmal sehr deutlich die Vorteile einer PCR-Untersuchung
wider. Die enorme Zeitersparnis, die geringe Menge an Vollblut, die zur Untersuchung
eingesetzt werden muss und vor allem die hohe Sensitivitdt, die es ermoglicht geringe

Mengen an Erreger-DNA aus Vollblut zu detektieren.

Wie bereits erwdhnt, dienten Sekundarproben oftmals zur eindeutigen Auswertung der
Primarproben. So stimmten 16 der 28 Sekundarproben mit den Ergebnissen ihrer
Blutproben Uberein. Es konnten ein oder mehrere Mikroorganismen identifiziert werden,

welche sowohl in der Blut- als auch in der Sekundarprobe vorhanden waren.

Dies zeigt, dass eine PCR-Untersuchung eine gute Moglichkeit ist, einen Infektionsherd zu
bestimmen. Stimmen Blut- und Sekundéarprobe beim detektierten Mikroorganismus tberein,
kann mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass der ins Blut
streuende Infektionsherd gefunden und der Erreger mit dem positiven PCR-Ergebnis

identifiziert wurde (Peters et al. 2004).
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2 Auswabhl der Erreger

Die Auswahl der Erreger fand durch die Autorin basierend auf der Literatur-Recherche, mit
der Einschrankung auf bakterielle Sepsiserreger, statt. Ein Augenmerk wurde auf solche
Bakterienspezies gelegt, die bei Pferden als Krankheitserreger vorkommen und der Grund

flr ein septisches Geschehen sein konnen.

Der beim Menschen vorkommende Hautkeim Staphylococcus epidermidis wurde als
Kontaminationskontrolle mit in die Studie einbezogen. Auferdem wurde Enterobacter
cloacae eingeschlossen, obwohl er laut Literatur bei Pferden nicht vorkommt. Er ist ein
wichtiger  Verursacher von  Atemwegserkrankungen, Sepsis, Meningitis und
Harnwegsinfektionen bei Menschen sowie bei Friihgeborenen von nekrotischer Enterocolitis
und vor allem bei immunsupprimierten Menschen von Wundinfektionen (Madigan et al.
2013; Hahn et al. 2009; Allocati et al. 2013). Dieser Erreger konnte auch in dieser Studie

nicht bei Pferden detektiert werden, was die oben genannte Aussage bestatigt.

Laut einer Studie von Reef et al. (1989) ist E. coli bei Pferden der haufigste Sepsiserreger.
Auch die nahe verwandten Salmonellen kdnnen ernsthafte Erkrankungen verursachen
(Owen et al. 1979; Weese et al. 2001; Ward et al. 2005) und spielen im Zusammenhang mit
Sepsis, besonders bei Fohlen und immunschwachen Tieren eine Rolle (Hahn et al. 2009).
Weitere Bakterien, die in der Literatur bei Pferden mit einer Sepsis in Verbindung gebracht
werden, sind Actinobacillus equuli, Staphylococcus aureus (Kolm et al. 2010), Proteus spp.
(Pusterla et al. 2009) und in wenigen Fallen Listeria monocytogenes (Wallace et al. 1995;
Wilkins et al. 2000). AuRerdem wurden Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
verschiedene Streptokokken-Spezies, Rhododcoccus equi, Clostridium perfringens und

Clostridium difficile in die Studie einbezogen.

Die Auswahl der in die Studie eingeschlossenen Mikroorganismen stellt natirlich nur einen

Teil der bei Pferden vorkommen bakteriellen Pathogene dar.

In dieser Studie konnte kein Wachstum von Streptococcus pneumoniae in der Blutkultur
festgestellt werden. Mittels PCR wurde der Erreger jedoch insgesamt dreimal detektiert.
Diese Uberlegenheit gegeniiber der Blutkultur, Streptococcus pneumoniae mit einer PCR
nachzuweisen wird durch mehrere Studien bestatigt, in denen eine verbesserte Detektion

von Streptococcus pneumoniae durch PCR gezeigt wurde (Zhang et al. 1995; Lorente et al.
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2000; Wheeler et al. 2000).

Die fir den Nachweis von Actinobacillus equuli entwickelte Primer, amplifizieren laut Primer-
BLAST sowohl Actinobacillus equuli als auch Actinobacillus suis. Actinobacillus suis wird in der
Literatur als ein opportunistischer Erreger von Schweinen und Pferden angegeben. Er ist
Verursacher von Septikamien, Pneumonien und Arthritiden vor allem beim Schwein, kann
aber beim Pferd dhnliche Erkrankungen hervorrufen (Peel et al. 1991). Actinobacillus suis ist
phenotypisch und phenogenetisch sehr dhnlich zu Actinobacillus equuli (Bisgaard et al.
1984). AuBerdem wurden bislang manche Actinobacillus-equuli-Stamme falsch identifiziert
oder sogar als equine , Actinobacillus suis” falsch benannt (Kuhnert et al. 2003; Benavente et
al. 2012). Aus diesem Grund wurde in der Studie beim Vorkommen eines Signals des
Primerpaars fir Actinobacillus equuli und Actinobacillus suis nur von Actinobacillus equuli

gesprochen und nicht weiter differenziert.

3 Vor- und Nachteile der Oxoid-Signal-Blutkultur

Die Oxoid-Signal-Blutkulturflasche ist ein Blutkultursystem, welches das Wachstum von
aeroben, anaeroben und mikroaerophilen Mikroorganismen in einer Flasche unterstitzt
(Sawhney et al. 1986). Durch die Gasproduktion beim Wachstum von Mikroorganismen wird
in der Flasche ein Uberdruck erzeugt, welcher das Blut-Medium-Gemisch in die
Signalkammer beférdert. Dies gilt als optisches Signal fiir eine positive Blutkultur (Sawhney
et al. 1986). Laut einer Studie von Schwabe et al. (1990) liegen die Vorteile der Oxoid-Signal-
Blutkulturflasche in ihrer leichten Handhabung. Es wird kein zusatzliches Instrumentarium
bendtigt. Der Positivnachweis erfolgt durch ein leicht erkennbares optisches Signal und es
wird nur eine Flasche bendtigt. Weitere Vorteile sind die geringen

Kontaminationsmdglichkeiten und das niedrige Detektionslimit (Sawhney et al. 1986).

Im Gegensatz zur PCR, bei der spezifisch nach bestimmten Analyten gesucht wird, kann in
der Blutkultur im Rahmen der Moglichkeiten des jeweiligen Systems theoretisch alle
kultivierbaren Organismen gefunden werden. Laut einer Studie von Sawhney et al. (1986)
kénnen im Oxoid-System viele verschieden Genera (Actinomyces, Acinetobacter, Bacillus,
Bacteroides,  Bifidobacterium, Brucella, Campylobacter, Citrobacter, Clostridium,
Corynebacterium, Enterobacter, Escherichia, Fusobacterium, Gardnerella, Haemophilus,

Hafnia, Klebsiella, Legionelle, Listeria, Micrococcus, Morganella, Neisseria etc.) kultiviert
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werden.

In der aktuellen Studie waren 75,9 % der in Blutkulturen detektierten Mikroorganismen
grampositiv. Bei einem Vergleich des Oxoid-Signal-Blutkultursystems mit einer
angereicherten Peptonboullion konnte in einer Studie von Himmelreich et al. (1989) auch ein
erhohter Anteil an positiven Ergebnissen bei grampositiven Mikroorganismen festgestellt
werden. Koagulase-negative Staphylokokken, die als Kontaminanten gelten, bildeten dort
einen Grolteil der Gruppe der grampositiven Mikroorganismen. In der aktuellen Studie
zahlten 40,9 % der grampositiven Bakterien zu den koagulase-negativen Staphylokokken.
Laut einer Studie von Wilson et al. (1988) kommen in der Oxoid-Signal-Blutkulturflasche
sogar weniger koagulase-negative Staphylokokken vor als bei konventionellen Systemen,

was mit dem Ergebnis dieser Studie zu vereinbaren ist.

Unter den 75,9 % grampositiven Mikroorganismen befanden sich zwei anaerobe (9 %
Clostridium clostridiforme und Propionibacterium sp.) und ein aerobes bis fakultativ
anaerobes (4,5 % Corynebacterium sp.) Bakterium. Alle drei gelten als Kontaminaten. Die
Anzahl der Anaerobier wird auch in einer Studie von Fox et al. (1988) als gering beschrieben.
Jedoch hat das System zuvor gezeigt, dass es in der Lage ist, klinisch wichtige Anaerobier zu
detektieren (Sawhney et al. 1986; Fox et al. 1988). Eine andere Studie zeigte sehr gute
Ergebnisse bei der Detektion von Anaerobiern im Gegensatz zu anderen Blutkultursystemen

(Murray et al. 1988).

In dieser Studie waren 24,1 % der vorkommenden Mikroorganismen gramnegativ. Bei einer
Evaluation des Signal-Blutkultursystems fiir die Kinderheilkunde wurde in mehreren Fallen
ein verzogertes Signal bei gramnegativen Mikroorganismen beobachtet (Fox et al. 1988).

Auch in der Studie von Daley et al. (1990) wird dieses Detektionsproblem erwahnt.

Limitierend fir die Blutkultur ist die ausschlieliche Detektion von vermehrungsfihigen
Mikroorganismen. Bei Blutkulturen, die nach einer Antibiotikagabe angesetzt wurden, ist die
Sensitivitdt deutlich herabgesetzt (McKenzie et al. 1987; Heininger et al. 1999; Glerant et al.
1999). Auch der hohe Zeitaufwand bis zum Vorliegen eines Ergebnisses ist ein wichtiger
Limitierungsfaktor (Peters et al. 2004; Paolucci et al.2010; Paolucci et al. 2010; Lucignano et
al. 2011).

Wie die Ergebnisse der Blutkulturen in dieser Studie zeigen, ist die Blutkultur oft keine gute

Moglichkeit, wichtige Pathogene zu identifizieren. Auch Peters et al. (2004) beschreibt die
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Chance, wichtige Pathogene zu identifizieren, als Limitierungsgrund fiir die Blutkultur.

4 Auswirkung der Vorbehandlung auf die Blutkultur oder PCR-Analyse

Wie schon oben erwahnt, hat eine Vorbehandlung mit Antibiotika gréBere Auswirkungen auf
das Ergebnis der Blutkultur als auf das der PCR. Nach einer antibiotischen Therapie ist der
Erregernachweis mit Hilfe einer Blutkultur meist nur schwer oder nicht mehr maoglich. In
dem Blutkulturmedium ist dann kein oder nur ein sehr langsames Wachstum zu beobachten
(Fuchs 2007). In einer Studie von Heininger et al. (1999) wurde E.-coli-DNA in Rattenblut
mittels Blutkultur und PCR nachgewiesen. Vor der Antibiotikagabe konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Ergebnissen der Blutkultur und PCR festgestellt werden. Nachdem
den Ratten ein Antibiotikum (Cefotaxim) verabreicht wurde, war die Detektion von E. coli
mittels PCR deutlich hoher als mit Hilfe der Blutkultur. Somit wurde die Empfindlichkeit der
Blutkultur nach Gabe des Antibiotikums deutlich herabgesetzt. Die geringere Effizienz der

Blutkultur ist durch die Abtétung bzw. Hemmung der Mikroorganismen im Blut zu erklaren.

Der richtige Abnahmezeitpunkt, das heillt vor Beginn einer antimikrobiellen Therapie, ist
deswegen beim Anlegen einer Blutkultur wichtig. Wenn eine antibiotische Behandlung
besteht, ist darauf zu achten, dass die Blutentnahme entweder am Ende eines Antibiotikum-

Dosierungsintervalls erfolgt oder nach einer Therapiepause (Hagel et al. 2013).

Da bei einer PCR die DNA der Mikroorganismus im Blut nachgewiesen wird, hat eine
vorherige antibiotische Therapie nur geringe Auswirkung auf das Ergebnis. Die PCR ist
unabhangig von der Vermehrungsfahigkeit der Bakterien. Es zahlt die Anwesenheit des
Erregers im Blut, somit werden auch Mikroorganismen, die durch vorherige antibiotische
Behandlung im Wachstum gehemmt oder abgetdtet wurden, detektiert (Peters et al. 2004;
Paolucci et al. 2010). Bereits eliminierte Mirkoorganismen kénnen nicht mehr detektiert

werden.

Die PCR-Analysen der vorbehandelten Pferde zeigten neben Staphylococcus epidermidis,
welcher hauptsachlich von der Haut des Menschen isoliert wird (Kloos et al. 1976; Busscher
et al. 2006), positive Signale fiir erwartete Pathogene wie z.B. Clostridium perfringens,

Actinobacillus equuli, Proteus sp., verschiedene Streptokokken oder Klebsiella pneumoniae.

Insgesamt wurde in der Studie gezeigt, dass die Blutkulturen eine geringere Positivrate als
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die PCR-Untersuchungen aufweisen. Die Gegenuberstellung der PCR- und der Blutkultur-
Ergebnisse vorbehandelter Pferden zeigte, dass eine antibiotische Vorbehandlung eine
grofRere Auswirkung auf das Wachstum der Bakterien in einer Blutkultur hat. Beim Vergleich
der Blutkulturen vorbehandelter Pferde mit denen nicht vorbehandelter Pferde wurde
ebenfalls deutlich, dass eine antibiotische Vorbehandlung haufiger zu negativen Blutkultur-
Ergebnissen fuhrt als ohne Vorbehandlung (siehe Tabelle 26). Auch anhand der deutlich
geringeren Positivrate der Blutkulturen von vorbehandelten Pferden (14,3 %) im Vergleich zu
denen von nicht vorbehandelten (27,1 %) war die Auswirkung des Antibiotikums auf die
Blutkultur-Ergebnisse zu sehen. Die PCR-Untersuchung eignet sich nach einer antibiotischen
Vorbehandlung demnach besser, um krankheitsrelevante Erreger nach Vorbehandlung zu
identifizieren. Diese Feststellung machte, wie oben schon erwdhnt, auch Heininger et al.

(1999) in seiner Studie.

5 Griinde fiir falsch-positive oder negative Ergebnisse der Blutkultur

Oft findet im Medium der Blutkulturflasche ein Wachstum statt, bei dem es sich zum
Grofteil, wie in der Studie von Seifert et al. (2003) beschrieben, aufgrund einer
Kontamination, um falsch-positive Ergebnisse handelt. Kontaminationsgriinde sind eine
unzureichende Desinfektion der Entnahmestelle oder das unsaubere Beimpfen der
Blutkulturflasche. Weitere mogliche Kontaminanten befinden sich nachweislich auf dem
Gummistopfen der Blutkulturflasche (Noskin et al. 2001). Auch bei der Weiterverarbeitung

von Blutkulturflaschen kdnnen Kontaminanten eingetragen werden (Simhon et al. 2001).

In dieser Studie wurde eine Mehrzahl der in den Blutkulturflaschen gewachsenen
Mikroorganismen als Kontaminanten betrachtet. Die Kontaminationskeime dieser Studie
stimmen zum Grofteil mit denen der Studien von Hall et al. (2006), Weinstein (2003) und

Gander et al. (2009) Uberein.

Neben koagulasenegativen Staphylokokken, Streptokokken der Viridans-Gruppe
(vergriinende Streptokokken), Corynebacterium spp., Bacillus spp. und Propionibacterium
acnes wurden in dieser Studie zusatzlich Burkholderia cepacia und Pantonea sp. als

Kontaminanten festgestellt.

Um Kontaminationen so gering wie moglich zu halten wurde in der aktuellen Studie das als



Diskussion 101

»,double-needle” (Spitalnic et al. 1995) bekannte Verfahren angewendet. Dieses beinhaltet
die Verwendung von zwei sterilen Einmalkanilen, eine zur Blutentnahme, die zweite zum
Beimpfen der Blutkulturlfasche. Da hierbei eine erhéhte Gefahr der Nadelstichverletzungen
besteht, wird in der Humanmedizin von dieser Methode Abstand genommen (Weinstein
2003; Hall et al. 2006). In mehreren Studien wurde diskutiert, ob die ,double-needle”-
Technik zu einer Reduktion der Kontaminationen im Gegensatz zur ,single-needle“-Technik
fihrt. In der Studie von Spitalnic et al. (1995) wird ein Nadelwechsel beflirwortet, da hier
ohne Nadelwechsel ein signifikanter Anstieg von Kontaminationen zu sehen ist. Andere
Studien jedoch berichten von keinem signifikanten Unterschied in der Kontaminationsrate
(Leisure et al. 1990; Thamlikitkul et al. 1992; Smart et al. 1993). In der aktuellen Studie
wurde ein Wechsel der Kanile nach Blutentnahme durchgefiihrt. Kontaminationen konnten
jedoch nicht vollkommen verhindert und somit die Aussage der Studien von Leisure et al.

(1990), Thamlikitkul et al. (1992) und Smart et al. (1993) bestatigt werden.

Beim Vergleich der Ergebnisse beider Methoden (Blutkultur und PCR-Analyse), wurde eine
hohere Rate an negativen Ergebnissen fur die Blutkultur (76,2 %) im Vergleich zur PCR
(50,5 %) festgestellt. Das heilt 23,8 % der Blutkulturen zeigten ein positives Ergebnis im
Verhaltnis zu fast der Halfte der PCR-Untersuchungen. Eine Studie von Levin et al. (2000)
weist in der Humanmedizin dhnliche Zahlen auf. Hier erreichten 16-30 % der Blutkulturen
positive Ergebnisse. Eine Rate positiver Blutkulturen von 10 % (Nolte et al. 1993; Marchandin
et al. 1995; Murray et al. 1998; Muller-Serieys et al. 2002) weist auf die Blutentnahme unter
Gabe von Antibiotika hin (McKenzie et al. 1987; Glerant et al. 1999). In dieser Studie wurde
versucht, die Blutentnahme vor Antibiotikagabe durchzufiihren. Bei 28 Pferden war das nicht

moglich (V Abschnitt 5).

Verschiedene Faktoren kdnnen zu einer negativen Blutkultur fihren . Ein Grund ist z.B. eine
intermittierende Bakteridmie. Hierbei nimmt die Anzahl lebensfahiger Mikroorganismen
nach ihrem Ausbruch und dem dadurch ausgelosten Krankheitsbeginn schnell wieder ab
(Dow et al. 1989; Reimer et al. 1997). Die PCR wire in diesem Fall eventuell positiv, da sie
auf der Detektion von DNA basiert und nicht auf lebende und vermehrungsfiahige
Mikroorganismen angewiesen ist. Ein weiterer Grund fir das Versagen des kulturellen
Nachweises ist der Beginn einer antibiotischen Therapie vor Blutentnahme. Antibiotika sind
niedermolekulare Stoffwechselprodukte von Pilzen oder Bakterien, welche das Wachstum

anderer Mikroorganismen z.B. durch Lyse hemmen oder diese abtéten. Heutzutage schlief$t
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der Begriff auch synthetische Substanzen ein (Buckley 1989; Mutschler et al. 2008). Auch in
diesem Fall kann man bei einer PCR-Untersuchung ein positives Ergebnis erwarten, da sie
auch abgetotete und lysierte Mikroorganismen detektieren kann, bevor sie vom Wirtskérper

abgebaut werden.

Da Sepsis eine klinische Diagnose ist (Kappstein 2009; Jauch et al. 2012) und nicht
zwangslaufig eine bakterielle Ursache hat, ist ein Erregernachweis keine Voraussetzung.
Trotz eines negativen Ergebnisses der Blutkultur kann dennoch eine Sepsis vorliegen.
Weiterhin kann Sepsis in manchen Fallen, wie z.B. bei Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes oder bei enterohamolysierenden Escherichia coli, auch durch deren Toxine
ausgeldst werden. In diesen Fallen befinden sich die Bakterien nicht im Blut. Hierbei bleibt
die Blutkultur ebenfalls negativ (Annane et al. 2005). In den beiden letzten Fallen wiirde das

PCR-Ergebnis ebenfalls negativ ausfallen.

Ein weiterer haufiger Grund flr negative Blutkulturen auch in dieser Studie ist das
langsamere Wachstum einiger Bakterien. Wie schon oben erwdhnt, wurde in verschiedenen
Studien festgestellt, dass das Wachstum gramnegativer Bakterien (Fox et al. 1988) und
gramnegativer aerober Bakterien, die nicht zur Fermentation fahig sind, Non-Fermenter (Fox

et al. 1988; Daley et al. 1990), in der Oxoid-Signal-Flasche ein Problem darstellt.

6 Unterscheidung zwischen Kontaminationen und echten Signalen im

Falle der PCR

Bei der Auswertung einer PCR geht es darum, ein Signal fur relevante Infektionen von einer
Kontamination zu unterscheiden. Die in dieser Studie verwendete end-point-PCR kann bei
niedrigen Konzentrationen an Ziel-DNA zu variablen Konzentrationen an amplifizierter DNA
und damit zu variablen Signalhdhen bei der verwendeten Detektionsmethode fiihren. Diese
Variabilitdt erschwert die Unterscheidung zwischen einer Kontamination und einem
schwachen Pathogensignal. Kontaminationen eines PCR-Ansatzes konnen aus der
Blutentnahme stammen. Sie konnen auch wahrend der Probenvorbereitung in den
Reaktionsansatz gelangen oder schon in den verwendeten Reagenzien vorhanden sein
(Peters et al. 2004). PCR-Analysen erfordern deswegen standige Negativkontrollen und ein
Monitoring der Ergebnisse, um z.B. sich signifikant wiederholende Resultate bestimmter

Mikroorganismen als Kontamination zu erkennen (Peters et al. 2004).
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Sowohl Tsalik et al. (2010) als auch Lucignano et al. (2011) beschrieben in ihren Studien eine
geringere Rate an Kontaminationen bei PCR-Untersuchungen im Gegensatz zu Blutkulturen.
In den Studien von Dierkes et al. (2009) und Lehmann et al. (2008) wurden koagulase-
negative Staphylokokken durch die PCR-Untersuchung selten detektiert. Diese
Feststellungen stimmen mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie Gberein. Auch in dieser
Studie trat in der PCR eine geringere Anzahl an Kontaminationen, als bei der

mikrobiologischen Untersuchung auf.

7 Blutuntersuchungen der Kontrollgruppen

Die Proben der Kontrollgruppe wurden (V Abschnitt 6) von klinisch gesunden Pferden
genommen. In einer PCR-Blutprobe eines klinisch gesunden Fohlens wurde Staphylococcus
epidermidis, der als Kontaminationskeim gewertet wurde, detektiert. Bei zwei adulten
Pferden wurden in den Blutkulturen ebenfalls Keime der Hautflora festgestellt, welche

jedoch als nicht relevant gewertet wurden.

Die Ergebnisse der Kontrollgruppen zeigen, dass sowohl bei klinisch gesunden Fohlen als
auch bei klinisch gesunden adulten Pferden mit beiden Methoden keine pathogenen

Mikroorganismen im Blut nachzuweisen sind.

In einer Studie von Hackett et al. (2014) wurde neugeborenen Fohlen direkt nach Geburt
und in regelmaBigen Abstanden Blut entnommen um eine Blutkultur anzulegen. Dabei
wurde festgestellt, dass bei vier der sieben Fohlen innerhalb der ersten 12 Lebensstunden
eine transiente Bakteridmie bestand. Bei den betroffenen Fohlen war 24 Stunden nach
Geburt kein Keimnachweis mehr moglich. Diese Ergebnisse fiihren zu der Annahme, dass
gesunde Fohlen innerhalb der ersten 12 Lebensstunden eine transiente Bakteriamie
aufweisen, welche danach nicht mehr besteht. Da die in der Kontrollgruppe beprobten
Fohlen élter als 12 Stunden waren, entspricht das negative Ergebnis den Erwartungen. Die

beprobten Fohlen waren somit valide Negativkontrollen.
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8 Sekundarproben als Hilfe fiir die Auswertung der Blutproben

Als Sekundarprobe wird in dieser Studie Probenmaterial bezeichnet, dass zusatzlich zur
Blutprobe mitgeliefert wurde und vom potentiellen Infektionsherd stammt, z.B. Kot eines

Fohlens mit Durchfall.

Die Auswertung der in den Blutproben detektierten Mikroorganismen wurde durch das

Vorhandensein einer Sekundarprobe erleichtert.

In dieser Studie wurden 96,4% der Sekundarproben als positiv gewertet. Nur eine
Sekundarprobe wies ein negatives Ergebnis auf. Die PCR-Signale der Sekundarproben waren
groBtenteils deutlich starker als die der Blutproben und deswegen einfacher als positiv zu

werten.

Wenn ein Mikroorganismus, welcher in der Sekundarprobe detektiert wurde, mit einem
geringen Signal in der Blutprobe korrelierte, wurde dieses ebenfalls als positiv gewertet. Bei
gleichzeitigem Vorkommen eines Erregers im Blut und in der Sekundarprobe wurde davon
ausgegangen, dass eine Streuung von einem Herd ausgehend ins Blut stattgefunden hat. Der
infektiose Herd wurde hierbei als Primdrursache und als verantwortlich fir eine

Einschwemmung der Bakterien ins Blut angesehen.

Diese Behauptungen stimmen mit denen von Peters et al. (2004) lberein, dass ein PCR-
Ergebnis einer Blutprobe dann als tatsachlich positiv angesehen werden kann, wenn ein

Infektionsherd mit dem gleichen Pathogenen identifiziert wurde.

Eine Besonderheit lag bei einer Probe vor, bei der sowohl die Blut- als auch die
Sekundarprobe steril waren. In dem Fall, handelte es sich um ein Pferd mit einer diffusen
Schwellung am Full mit Austritt von Sekret. Das Pferd hatte angeblich erhohte Temperatur,
welche zum Zeitpunkt der Blutentnahme nicht festgestellt werden konnte. Die klinische

Diagnose einer Phlegmone konnte aufgrund der Ergebnisse nicht bestatigt werden.

In anderen Proben tauchten eindeutige Signale in Blut- und Sekundarproben auf. Hier
bestatigte das gleichzeitige Vorkommen des Mikroorganismus in beiden Proben das Ergebnis

der PCR-Blutprobe nochmals.

In einem Fall wurde Clostridium perfringens im Blut mit einem eindeutigen Signal detektiert.

Die Sekundarprobe zeigte jedoch nur ein geringes Signal. So wurde hier aufgrund der
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Blutprobe der Erreger in der Sekundarprobe belegt.

9 Der Unterschied zwischen dem Immunsystem adulter Pferde und

Fohlen

Das Immunsystem adulter Pferden und Fohlen unterscheidet sich. Theoretisch besitzen
Fohlen zum Zeitpunkt der Geburt ein vollentwickeltes Immunsystem, welches sich wahrend
der fetalen Entwicklung ausgebildet hat (Giguére et al. 2005). Die Immunorgane und die
spezifischen und unspezifischen Komponenten unterscheiden sich zwischen Fohlen und
Adulten nicht. Jedoch muss das Immunsystem der Fohlen erst heranreifen und trainiert
werden. Der Unterschied besteht darin, dass das Fohlen noch keinen Kontakt zur infektiosen
Umwelt hatte und somit keine Gedachtniszellen fir Fremdantigene besitzt, die eine schnelle

und effektive Immunantwort auslosen konnen (Kolm et al. 2010).

Innerhalb der ersten Lebensstunden findet eine Ubertragung der passiven Immunitat durch
die Aufnahme von Kolostrum statt. Dies sorgt in der Regel erst einmal fir ausreichend
Schutz vor der Mutter bekannten Infektionen und ist deswegen von grolRer Bedeutung

(Raidal 1996; Giguére et al. 2005; Raidal et al. 2005).

Das Komplementsystem ist eines der friihesten Immunkomponente, auf das der Kérper mit
einer Kaskade von weiteren Immunreaktionen anspricht. Die Komplementaktivitdat bzw. die
Komplementfaktoren im Serum von neugeborenen Fohlen betragen nur 12-60 % (Kolm et al.
2010) bzw. nach einer Studie von Bernoco et al. (1994) etwa 13 % von adulten Pferden. Dies
flhrt zu einer schwdcheren initialen inflammatorischen Reaktion. Diese Faktoren erkldren
zum Teil die groBere Empfanglichkeit gegenlber Infektionserkrankungen von Fohlen. Diese
Einschatzung spiegelt sich in dieser Studie anhand der Ergebnisse der untersuchten
Blutproben und der Krankheitsbilder bzw. -zustdnde der Pferde wider. Dies ist eine weitere
Erklarung dafiir, dass in der aktuellen Studie ausschlielich Fohlen an einer Sepsis
erkrankten. Auch viele andere Autoren berichten, dass hauptsdchlich Fohlen von einer
Sepsis betroffen sind (Hirsh et al. 1993; Stewart et al. 2002; Corley et al. 2007; Pusterla et al.
2009; Goehring et al. 2011).

Einer Studie von Sellon (2000) zufolge ist eine Hypogammaglobulindmie die haufigste

Ursache fiir eine schwache oder sogar fehlende Abwehr. Griinde fir eine
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Hypogammaglobulindmie sind eine Storung der Produktion bzw. die Aufnahme oder

Absorption von Immunglobulinen.

Haufige Erkrankungen, die durch Immunglobulindefizite verursacht werden, sind Arthritis,
Pneumonie und Sepsis (Raidal 1996). Hierfiir gibt es mehrere Beispiele in der Studie. Jedoch

wurde der Immunglobulinstatus der Pferde nicht tiberprift.

An einer Arthritis erkrankten insgesamt vier Pferde. Drei davon waren Fohlen im Alter

zwischen 3 bis 8 Tagen.

Ein Fohlen, welches in der Blutprobe ein negatives Ergebnis zeigte, wies in seiner Synovia ein
hohes Signal von Actinobacillus equuli und ein geringes Signal des Universal-Primers auf. Bei
den anderen beiden Fohlen war sowohl im Blut als auch in der Synovia Actinobacillus equuli
zu finden. In beiden Fallen waren die Signale in der Synovia sehr deutlich im Gegensatz zum
Blut, wo es nur mit Hilfe der Sekundarprobe zu einem positiven Ergebnis kam. Proteus sp.
war ein weiterer Erreger, der bei einem Fohlen in der Synovia auftrat. Alle drei Blutkulturen

zeigten kein Bakterienwachstum.

Ein weiterer Fall einer Arthritis war bei einer adulten Stute mit einer
Sehnenscheidenentziindung und einer hochgradigen Schwellung zu finden. Die Stute zeigte
ansonsten keine Symptome. Unter Narkose wurde hier die Sehnenscheide punktiert und mit
Hilfe der PCR die Synovia untersucht. Hier wurden Proteus sp. und Staphylococcus aureus
detektiert. Die Blutkultur dieser Probe zeigte ein Wachstum von Bacillus sp. Dieser wurde in
der PCR-Untersuchung nicht detektiert, da er kein Bestandteil des Panels war. Jedoch zeigte
die Blutprobe ein Signal des Universal-Primers, was ein Hinweis auf das Vorkommen von

Bacillus sp. im Blut sein kdnnte.

An Sepsis erkrankten in dieser Studie nur Fohlen, was die Aussagen einiger anderer Autoren
bestatigt (Hirsh et al. 1993; Stewart et al. 2002; Corley et al. 2007; Pusterla et al. 2009;
Goehring et al. 2011). Zwei septische Fohlen wiesen eine Hypothermie auf. Eines dieser
Fohlen war an Diarrho erkrankt. Im Kot wurden insgesamt neun Bakterienarten detektiert.
Clostridium perfringens wurde sowohl im Kot als auch im Blut festgestellt. Aufgrund der
schwerwiegenden Symptome wurde das Fohlen eingeschladfert. Das andere Fohlen wurde
schon von den Klinikern als septisch eingestuft, was durch die Detektion von E. coli im Blut
bestadtigt wurde. Bei einem weiteren septischen Fohlen mit Fieber wurden Proteus sp. und

Actinobacillus equuli im Blut detektiert. Ebenfalls zeigten E. coli und der Universal-Primer ein
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Signal. Dieses Fohlen verstarb aufgrund der schwerwiegenden Erkrankung.

Der entscheidende Vorteil adulter Pferde im Gegensatz zu Fohlen ist die schnelle Reaktion
auf Fremdantigene und vor allem der Kontakt mit vielen verschiedenen infektiosen
Umwelteinflissen (ber den Zeitraum ihres Lebens. Dieser Vorteil hat eine geringere

Empfanglichkeit gegenliber Infektionskrankheiten zur Folge.

10 Sagt die PCR-Sighalh6he etwas iiber den Krankheitszustand des

Pferdes aus?

Die Signalhohe der PCR-Signale variierte von Probe zu Probe und war zum Teil vom
Probenmaterial abhangig. Eine geringe Signalhohe im Blut kann auf eine Bakteriamie
hindeuten. In vielen Fallen ist eine Bakteriamie transient oder intermittierend. Um das zu

Uberprifen, ist eine zweite Blutentnahme nétig und sinnvoll.

Die PCR-Signale der Sekundarproben schwankten wie auch die der Blutproben. Meist wiesen
sie jedoch deutliche Signalhéhen auf, so dass sie als positiv gewertet werden konnten. Die

Art des Materials der Sekundarprobe spielte in dieser Studie eine Rolle.

In drei Kotproben, die von Fohlen mit Diarrhé stammten, wurden Clostridium perfringens,
Clostridium difficile, Escherichia coli, Proteus sp. und Actinobacillus equuli mit hohen PCR-
Signalen detektiert. Das Durchschnittsalter der Fohlen betrug drei Tage. Auch in einer Studie
von Frederick et al. (2009) wurde Clostridium perfringens haufig bei Fohlen mit einem
Durchschnittsalter von 3 Tagen kultiviert. Weitere klinische Veranderungen neben der
Diarrhd waren Hypo-, Hyperthermie, Tachykardie und Leukopenie. In einer Studie von
Netherwood et al. (1996) wird Clostridium perfringens mit Diarrhé und Tod assoziiert. Diese
Feststellung konnte in dieser Studie bestatigt werden. Zwei Fohlen Uberlebten die
Erkrankung nicht. Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie kein Zusammenhang
zwischen Clostridium perfringens und Durchfall bei drei Tage alten Fohlen erkannt (Tillotson
et al. 2002). Clostridium perfringens kam nur bei einem der Fohlen in der Blutprobe vor.

Auch alle anderen im Kot detektierten Bakterien waren im Blut nicht nachzuweisen.

In einer Probe, einem primar sterilen Probenmaterial, wurde ein deutliches PCR-Signal von
Actinobacillus equuli festgestellt. Das Vorfinden von Actinobacillus equuli in der

Bauchflissigkeit in dieser Studie stimmt mit einem Ergebnis einer anderen Studie (iberein
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(Patterson-Kane et al. 2001). Dort wurden zusatzlich wenige Kolonien von Escherichia coli in
der Bauchhohlenflissigkeit eines adulten Pferdes gefunden. In der aktuellen Studie handelte
sich um ein 12 Jahre altes Pferd mit Fieber und Tachykardie. Auch wurde schon im
Befundbogen auf die Diagnose ,Peritonitis“ hingewiesen. Actinobacillus equuli kommt bei
adulten Pferden weniger haufig vor und ist meist lokalisiert. Eine akute oder chronische
Peritonitis wird in mehreren Publikationen als klinisches Bild angegeben (Ashhurst-Smith et
al. 1998; Patterson-Kane et al. 2001). In diesem Fall handelte es sich nach Aussagen der
Kliniker um eine Peritonitis verursacht durch eine Dinndarmperforation. Jedoch auch dann
ist das Vorkommen von Actinobacillus equuli in der Bauchhohlenflissigkeit aufgrund seines

Kommensalismus im Verdauungstrakt des Pferdes zu erklaren.

Escherichia coli tauchte mit einem sehr deutlichen Signal im Uterussekret einer 12-jahrigen
Stute auf, welche einen Tag nach Geburt ihres Fohlens eine Hyperthermie entwickelte. In der
Literatur werden Escherichia coli bei einer Endometritis als die am haufigsten isolierten

Bakterien (Gibbs et al. 1985; Parry et al. 2011) erwahnt.

Weiter waren die Signale in einigen Nasensekreten sehr deutlich. Hier wurde Actinobacillus
equuli, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus equi ssp. equi, Clostridium difficile und
Proteus sp. mit deutlichen Signalhéhen detektiert. Die Pferde zeigten klinische
Verdanderungen wie Fieber, Nasenausfluss, geschwollene Lymphknoten, Husten, Mattigkeit
und Dyspnoe. Da Actinobacillus equuli zur Normalflora der Mundhohle gehort (Patterson-
Kane et al. 2001; Schrottner et al. 2013), Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimils ein
normaler Bewohner der Haut und Schleimhautoberflache ist (Timoney 2004; Preziuso et al.
2010; Erol et al. 2012), Proteus sp. als Fauniserreger im Erdboden, Abwasser und auf
Tierkadavern vorkommt und ein Teil der normalen Darmflora bei Tieren ist (Hahn et al.
2009) und Clostridium difficile vor allem im Erdboden vorkommt (Hahn et al. 2009; Diab et
al. 2013), waren die PCR-Signale im Nasensekret zu erwarten. Sie korellierten nicht mit den
Krankheitsbildern der betroffenen Pferde. Der einzige pathogene und relevante
Mikroorganismus in den Nasensekreten war Streptococcus equi ssp. equi. Dieser ist

Verursacher der Druse (Anzai et al. 1997; Rolle and Mayr 2007; Erol et al. 2012).

Alle betroffenen Pferde zeigten klinische Veranderungen, die zwar mit der Hohe der Signale
zu korrelieren schienen, jedoch keine Aussage dariiber zulieBen, ab welcher Signalhohe

Pferde erkranken bzw. welche Bakterienkonzentration in welchem Probenmaterial benétigt
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wird, um Krankheitssymptome auszuldsen. Hierbei sind vielen Faktoren beteiligt, wie z.B. der

Immunstatus und das Alter des Pferdes und die Variabilitdt der Messmethode.

11 Schlussfolgerung

Der in dieser Studie durchgefiihrte Vergleich der klassisch in der Infektionsanalytik
verwendeten Blutkultur mit der molekulardiagnostischen Methode PCR hat gezeigt, dass die
PCR eine gute Alternative zur Blutkultur darstellt. Sie dient vor allem zur schnellen Diagnose
und ermoglicht dadurch einen friihzeitigen Beginn einer addquaten Therapie mit einer
wirksamen antimikrobiellen Substanz. Dies wirkt sich positiv auf die Uberlebensrate von
Patienten mit einer systemischen Infektion aus. Schon Rudolph et al. (1993) sieht die PCR als

gute Alternative zur Blutkultur und als ein Screening fiir eine schnelle Diagnose.

In der Tiermedizin ist es wie auch in der Humanmedizin wichtig, schnell zu handeln und
adaquat zu therapieren. Dies gilt besonders im Bereich der Fohlenmedizin. Hier kann es
entscheidend sein innerhalb weniger Stunden Ergebnisse zu erhalten, was in dieser Studie
deutlich gezeigt werden konnte. Vielen der beprobten Fohlen konnte durch eine schnelle
Detektion der Mikroorganismen im Blut geholfen werden. Fiinf Fohlen konnten trotzdem
nicht gerettet werden. Sie Uberlebten den Zeitpunkt der Ergebnisbekanntgabe nicht. Auch
zwei adulte Pferde mussten aufgrund der schwerwiegenden klinischen Verdanderungen

vorher eingeschlafert werden.

Ganz besonders hervorzuheben ist die deutlich hdhere Positivrate der PCR-Untersuchungen
(49,5 %) im Vergleich zur Blutkultur (23,8 %). Die niedrige Nachweisgrenze der PCR
ermoglicht das Detektieren kleinster Mengen DNA aus Blut ohne vorherige Anreicherung der
bakteriellen DNA. Dies wurde ebenfalls in mehreren anderen Studien festgestellt (Peters et

al. 2004; Reier-Nilsen et al. 2009; Paolucci et al. 2010).

Aus diesen Griinden ist es gut vorstellbar, dass die PCR-Untersuchung in Zukunft haufiger im
Rahmen der Sepsisdiagnostik bzw. auch bei unspezifischen Fieberpatienten und ganz

besonders in der Fohlenmedizin eingesetzt wird.

Die Praxistauglichkeit ist gegeben, da der Aufwand nicht groBer ist als bei einer
mikrobiologischen Untersuchung in Form einer Blutkultur. Auch der Umgang mit den PCR-

Blutproben war in dieser Studie unkompliziert durchzufiihren und kann daher gut im Praxis-
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und Klinikalltag integriert werden.

Weil die PCR und die Blutkultur eine Reihe an sich (iberlappenden Blutinfektionen
identifiziert (Tsalik et al. 2010), sind andere Autoren der Meinung, dass sie zusatzlich zur
Blutkultur eingesetzt werden sollte (Louie et al. 2008; Tsalik et al. 2010). AuRRerdem wiirde
der parallele Einsatz von PCR und Blutkultur eine friihere Erkennung von Blutinfektionen

fordern (Louie et al. 2008).

Stehen Sekundadrproben vom eigentlichen Infektionsherd zur Verfligung kdnnen sie die
Auswertung der Ergebnisse einer Blutprobe deutlich vereinfachen, da hier die Konzentration
des oder der Erreger um ein vielfaches hdher ist. Die Entscheidung, ob eine lokale oder

systemische Infektion vorliegt wird durch diese Proben erleichtert.
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VII Zusammenfassung

Sepsis ist eine komplexe inflammatorische Reaktion des Organismus infektidser Atiologie. In der
Pferdemedizin treten Todesfdlle im Zusammenhang mit einer Sepsis vor allem bei Fohlen auf. Bei
unter sieben Tage alten Fohlen ist Sepsis sogar die haufigste Ursache fiir ein Versterben. Eine
rechtzeitige Diagnose und schnelle addquate Therapie konnten eine wichtige, die

Uberlebensrate fordernde MaRnahme sein.

In dieser Studie wurden mikrobiologische und molekularbiologische Untersuchungsergebnisse
gegenlibergestellt. Als mikrobiologische Methode wurde die als Goldstandard geltende
Blutkultur verwendet, als molekularbiologische Methode die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
AuRer dem Vergleich der Methoden sollte innerhalb dieser Studie auch die Praktikabilitdt der
PCR im Praxis- und Klinikalltag bewertet werden. Als Blutkultursystem wurden Oxoid-Signal-
Blutkulturflaschen verwendet, welche fiir den Nachweis aerober und anaerober
Mikroorganismen geeignet sein sollen. Die DNA fiir die PCR-Untersuchung wurde ohne vorherige

Kultur oder Anreicherung direkt aus dem Patientenblut isoliert und eingesetzt.

Die flr die Studie herangezogenen Probanden waren Pferde, die von verschiedenen Kliniken und
Praxen betreut wurden. Sie wurden nach zuvor festgelegten Einschlusskriterien ausgewahlt. Das
Hauptkriterium fir diese Studie war eine erhéhte Korpertemperatur. Nicht fiir die Teilnahme
notwendig waren SIRS-Kriterien wie z. B. Leukozytose, Tachykardie oder Tachypnoe. Neben
diesen Kriterien wurden auch Tiere mit spezifischen Krankheitsbildern wie Phlegmone, Kolik,

Peritonitis und Verdacht auf Druse in die Studie eingeschlossen.

Wenn moglich, wurden parallel zu den Blutproben sogenannte Sekundarproben entnommen. Als
Sekundarprobe wurde Probematerial eines potentiellen Infektionsherdes definiert. Wie bei den

Blutproben wurde auch bei den Sekundarproben eine PCR durchgefiihrt.

Die in dieser Studie eingesetzte PCR wurde als end-point-PCR im Multiplexverfahren
durchgefiihrt. Das bedeutet, dass mehrere Erregernachweise je PCR-Reaktionsansatz
durchgefiihrt wurden. Die Multiplex-PCR bestand aus sechs Reaktionsansatzen und umfasste
insgesamt 18 bakterielle Spezies. Die fiir die PCR benétigten Primer wurden vor Beginn der

Studie entwickelt und validiert.

Beim Vergleich der mikrobiologischen und molekularbiologischen Untersuchungen wurden Vor-
und Nachteile beider Methoden abgewogen. Die bedeutendsten Vorteile der PCR gegeniber der

Blutkultur liegen bei der enormen Zeitersparnis von mehreren Stunden im Vergleich zu Tagen
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und bei einer besseren Korrelation zu den klinischen Symptomen. AuRerdem wurde gezeigt, dass
eine antibiotische Vorbehandlung nur geringe Auswirkungen auf das Ergebnis einer PCR-
Untersuchung hat. Im Gegensatz dazu wurde in der Blutkultur aufgrund der durch die
Vorbehandlung, geschwachten Erreger nur ein sehr langsames oder gar kein Wachstum

festgestellt.

Die Positivraten der beiden Methoden unterschieden sich signifikant. Mit PCR untersuchte
Blutproben wiesen eine Positivrate von 49,5 % auf, Blutkulturen zeigten hingegen nur bei 23,8 %
ein Wachstum. Eine Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Methoden gab es bei 40,6 %. Diese
Proben wiesen bis auf eine Probe alle ein negatives Ergebnis auf. Weitere
12,9 % der Proben wurden mit beiden Methoden positiv getestet, zeigten jedoch keine
Ubereinstimmenden Ergebnisse hinsichtlich der Mikroorganismen. Die positiven Ergebnisse der
Blutkulturen wurden meist als Hautkeime identifiziert. Im Gegensatz dazu wurden mit Hilfe der
PCR oft pathogene Keime detektiert, welche mit dem klinischen Bild des jeweiligen Pferdes
assoziiert werden konnten. Die im Blut gemessenen PCR-Signalhdhen waren haufig sehr niedrig
und erschwerten die Interpretation des PCR-Ergebnisses. In diesen Fallen konnten
Sekundarproben oftmals zu einer besseren Auswertung der PCR-Blutproben beitragen. Sie
halfen potentielle Kontaminationen ein- oder auszuschlieBen und erlaubten eine Bestatigung der
Blutprobenergebnisse. So stimmten 57,1 % der in den Sekunddrproben detektierten

Mikroorganismen mit denen in der zugehdrigen Blutprobe liberein.

Samtliche Proben wurden von unterschiedlichen Tierdrzten im Rahmen ihrer normalen Tatigkeit
genommen. Die Probenentnahme fiir eine PCR unterscheidet sich nicht wesentlich von der fir
eine Blutkultur. In beiden Fallen muss das Blut so steril wie maoglich entnommen werden.
Waihrend fiir die Blutkultur mindestens 10 ml Vollblut entnommen und anschliefend in eine
Blutkulturflasche tUberfiihrt wurden, wurden in dieser Studie fiir den PCR-Nachweis lediglich 2 ml
Blut in ein sogenanntes Stabilisierungsrohrchen verbracht. Es stellt fir den Mediziner somit

einen vergleichbaren, wenn nicht geringeren, zeitlichen Aufwand dar.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen den Schluss zu, dass die molekulardiagnostische PCR eine
geeignete Methode fiir die Sepsisdiagnostik darstellt. Vor allem in Kombination mit
Sekundarproben konnte sie bei vergleichbarem Arbeitsaufwand bei Fieberpatienten

unspezifischer Herkunft und in der Fohlenmedizin eingesetzt werden.
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Vil Summary

Sepsis is a complex inflammatory response to an infectious agent. In equine medicine deaths
associated with sepsis mainly appear in foals. For less than seven-day-old foals sepsis is even the
most common cause of death. Timely diagnosis and an early start of adequate antibiotic

treatment have considerable potential to increase the survival-rate.

This study compares analysis results of traditional microbiology against a molecular diagnostics
method. In addition to the comparison of two different diagnostic approaches, the practicability
of PCR in daily veterinary routine has been assessed during this study. Microbiology results were
based on traditional blood cultures, still today’s gold standard, while polymerase chain reaction
(PCR) based testing was performed as molecular diagnostic method. For the blood cultures,
Oxoid Signal blood culture bottles have been selected, which are considered to be suitable for
the detection of both aerobic and anaerobic microorganisms. In contrast, DNA isolation for PCR
analysis was obtained directly from native equine blood samples without any prior culture or

enrichment steps.

All equine samples were collected from foals as well as from adult horses presented to various
veterinary hospitals and practices in Southern Germany. Study subjects were included in the
study based on predetermined inclusion criteria. For this study the main criterion was either an
elevated or decreased body temperature. Not required for inclusion were other SIRS criteria
such as leukocytosis, tachycardia or tachypnoea. Furthermore, animals with specific disease
symptoms like phlegmons, colitis, peritonitis and suspected strangles were included in the study.
When possible, so-called secondary samples were collected in parallel to the blood samples. The
definition of a secondary sample was material directly collected from the suspected source of
infection. PCRs were performed on the blood samples as well as for the corresponding

secondary samples.

The PCR assay system used was developed exclusively for this study and relies on multiplexed
end-point PCR reactions. “Multiplex” is defined as the simultaneous detection of several analytes
in a single PCR reaction. The multiplex PCR system used during the study consists of six
reactions, comprising a total of 18 bacterial species. All primer pairs required for the respective

PCRs were performance tested prior to the study.

Advantages and disadvantages of the microbiological and molecular biology methods were

assessed by comparison of the sample results. The most prominent advantages of the PCR were
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the substantial time savings with results available after only a few hours compared to days when
using blood cultures as well as the better correlation with clinical symptoms. Furthermore,
previous antibiotic treatment had no effect on PCR results compared to blood cultures in which
an antibiotic treatment typically leads to slower or even no growth at all due to weakened

pathogens.

The positivity rates of the two methods differed significantly. While blood samples tested with
the PCR assays reported a positivity rate of 49.5 %, blood cultures only came up positive in
23.8 % of the cases. Results of both methods were concordant in 40.6 % of cases, of which only
one sample was positive. 12.9 % of samples showed positive results with both methods although
none of the detected microorganisms matched not at all. Positive blood culture results were
usually identified as skin flora. In contrast, pathogens detected by PCR in most cases associated
well with the clinical picture of the particular horse. PCR signal levels derived from the blood
samples were often very low complicating the interpretation of PCR results. In many of these
cases, the secondary sample contributed to a better interpretation and helped to include or
exclude potential contaminations and allowed confirmation of blood sample results.
Microorganisms detected in secondary samples were in concordance with the pathogens

identified in the corresponding blood sample in 57,1 % of the cases.

Blood and secondary samples were collected by different veterinarians as part of their daily
working routine. Sampling for PCR and blood culture is not significantly different. In both cases,
blood is supposed to be collected as sterile as possible. For blood cultures at least 10 ml of whole
blood were collected and immediately transferred into a blood culture bottle. For the PCR
detection only 2 ml of whole blood were inserted into a so-called stabilization-tube at the same
time. Sample collecting required the same amount of time regardless of which method was

used.

The results of this study suggest that the PCR based molecular diagnostics method is suitable for
an early diagnosis of sepsis in horses. Especially, if combined with adequate secondary samples,
it could be useful for patients with fever of nonspecific origin and especially for medical care of

newborns and foals without introducing additional workload for the veterinarian.



Tabellen

115

IX

Tabellen

Tabelle 29: Liste der in die Studie eingeschlossenen Pferde und Fohlen mit Angaben zur Altersklasse, zum Alter, Geschlecht, zur Probenart und zu den
klinischen Veranderungen.
W = Wallach; S = Stute; H = Hengst

Proben- | Alters- Blut-
nr. klasse | Alter | Geschlecht | probe Sekundarprobe Klinische Verdnderungen weitere klinische Verdnderungen
1_001 Adult 151 w v Trachealsekret Fieber Husten
1 002 Adult k.A. S v - Fieber
1 003 Adult 4) S ' Nasentupfer Fieber, Leukopenie
1 004 Adult k.A. w v - Fieber, Leukozytose
1 005 Adult k.A. w ' Nasentupfer Fieber Mant;rgzilzt:s:i;ohii:)ten
1 006 Adult 4] S v Nasentupfer Fieber Nasenausfluss, Husten
1_007 Adult k.A. S v Nasentupfer Fieber Verdacht al;zDS:';:é_i?eEZZizzer Kontakt
1 008 Adult k.A. H v - rezidivierendes Fieber
1 009 Adult k.A. v - Fieber
1 010 Adult k.A. w ' Nasensekret Fieber, Leukozytose eitgii;chahsee:,a\l/JZilcliJ:;tgzZithr Elslsne
1 011 Adult 26 w v - Fieber
1 012 Adult 23 W v - Kontrollgruppe
1 013 Adult 5] W v Eiter Fieber eitrige OP-Wunde
1 014 Adult k.A. w v - Fieber Phlegmone
1 015 Adult k.A. S v Nasensekret Fieber, Leukozytose geschwollene MI;;S?:;J(IEarIymphknoten,
1 016 Adult 9l w v Eiter Fieber, Leukozytose Abszess im kaudalen Enddarm
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Proben- | Alters- Blut-

nr. klasse | Alter | Geschlecht | probe Sekundarprobe Klinische Verdnderungen weitere klinische Verdnderungen
1 017 Adult 7] S v - Kontrollgruppe
1 018 Adult 171 w v - Kontrollgruppe
1 019 Adult 16J w v - Kontrollgruppe
1 020 Adult k.A. w v - Kontrollgruppe
1 021 Adult k.A. w v - Fieber Husten, Nasenausfluss
1 022 Adult 20) w ' - Fieber, Tachykardie, Leukopenie
1 023 Adult k.A. S ' - Fieber, Leukozytose
1 024 Adult k.A. H ' - Fieber
1 025 Adult 3] w ' - Fieber, Tachykardie, Tachypnoe
1_026 Adult 3 w v Nasensekret Fieber Nasenausfluss
1 027 Adult k.A. w v - Fieber, Leukopenie Symptome einer Kolik
1028 Adult k.A. w v - Fieber, Leukopenie aus gleicher Herde wie 1_027
1 029 | Fohlen| 3 Mo S v - Inappetenz
1 030 Adult 21) W v - Fieber
1 031 | Fohlen 7Tg S v — IgG-Mangel
1 032 | Fohlen| 3 Wo S v - Kontrollgruppe
1 033 Adult k.A. S v - Fieber
1034 | Adult | KA. s v Synovia Te”do"agigict;f,vzliltu:c{’;hgradiger
1 035 Adult 211 W v - Fieber, Leukozytose
1 036 Adult 2) H v - Fieber
1 037 Adult k.A. W v Praputialtupfer Fieber Praputialodeme
1 038 Adult 13 w v - Fieber Gliedmale- und Praputialodeme
1 039 Adult 9l S v - Phlegmone
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Proben- | Alters- Blut-
nr. klasse | Alter | Geschlecht | probe Sekundarprobe Klinische Verdnderungen weitere klinische Verdnderungen
1 040 Adult k.A. w v - chronische Verletzung, Phlegmone
1 041 Adult 18 w v - Fieber, Leukozytose Husten, Bronchitis
1 042 Adult 10J H v - Fieber
1 043 Adult k.A. w v - Fieber Koliksymptome
1 044 Adult 2) w v Wundflissigkeit Phlegmone
1 045 | Fohlen | 23Tg S ' - Kontrollgruppe
1 046 | Fohlen| 1Mo H ' - Kontrollgruppe
1 047 | Fohlen | 3,5 Mo H ' - Kontrollgruppe
1 048 | Fohlen| 3 Mo S ' - Kontrollgruppe
3 001 Adult 12 S v Uterussekret Fieber
3 002 | Fohlen 3Tg H v Kot Fieber Diarrho
3 003 | Fohlen| 1,5Tg s v Kot HLZCI’(?;;T;eI\IT:S;‘;T;ﬁI': Diarrhé
3 004 | Fohlen 3Tg H ' Synovia Tachykardie, Leukozytose eitrige Arthritis
3 005 | Fohlen 1Tg S ' - Hypothermie
3 006 | Fohlen 1Tg H ' - Hypothermie, Tachykardie
3 007 | Fohlen | 15 Std H v - Fieber,Leukopenie
3 008 | Fohlen | 16 Std H v - Hypothermie
3 009 | Fohlen 5Tg S v Kot Tachykardie Verdacht auf Sepsis
3 010 |Fohlen| 7Tg H v Synovia FiekL’gL’kzazijt‘;'::’r?\::;Ifocsgﬁ’izoe'
3 011 Adult 12) S v Bauchhohlenflissigkeit Fieber, Tachykardie Peritonitis
3012 | Adult | 25J w v Bauchhahlenflussigkeit Fieb;:ufg';fjl‘i'zose’
3 014 | Fohlen | 4Std H ' - Hypothermie, Leukopenie
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Proben- | Alters- Blut-

nr. klasse | Alter | Geschlecht | probe Sekundarprobe Klinische Verdnderungen weitere klinische Verdnderungen
3 015 | Fohlen 4Tg H v - Hypothermie
3 016 | Fohlen | 16 Std S v Bauchhohlenflissigkeit Fieber Peritonitis
3 017 | Fohlen 1Tg H v - Tachykardie
3 018 | Fohlen | 7Std H v - Tachykardie, Tachypnoe Verdacht auf Sepsis
3 019 | Fohlen| 9Std H v - IgG-Mangel
3 020 | Fohlen | 14Tg S ' - Fieber, Tachykardie, Tachypnoe Diarrho, Pneumonie
3 021 | Fohlen 8Tg H ' Synovia Fieber, Leukozytose septische Arthritis
3 022 | Fohlen 2Tg H ' - Hypothermie, Leukopenie Verdacht auf Sepsis
3 023 | Fohlen | 4 Mo H ' - Koliksymptome
3 024 | Fohlen | 18Tg H v - Kontrollgruppe
4 001 Adult k.A. S v - Fieber, Leukozytose
4 002 Adult k.A. S v - Fieber, Leukozytose Vaskulitis
6_001 Adult 14) w ' - Fieber Andmie
6_002 Adult 4] w ' Trachealsekret Fieber Husten
6_003 Adult 17 w ' - Fieber, Leukozytose
6_004 Adult 8l w v - Fieber
6_005 Adult 22) w v - rezidivierende Phlegmone
6_006 Adult 51 S v - Fieber
6_008 Adult 5] W v - Fieber Nasenausfluss
6_009 Adult 12) S v - Fieber, Tachykardie, Leukozytose
6_015 Adult 1) W v Eiter Fieber, Leukozytose
6_016 Adult 71 W v - Fieber
6_017 | Fohlen | 8 Mo H v - Fieber
6_018 Adult 4] S v Tupfer von Bronchoskopie Fieber, Tachykardie Husten
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Proben- | Alters- Blut-

nr. klasse | Alter | Geschlecht | probe Sekundarprobe Klinische Verdnderungen weitere klinische Verdnderungen
6_022 Adult 20 w v - Fieber
6 023 Adult 1) H v Nasentupfer Leukozytose Nasenausfluss
6_024 Adult k.A. S v - Fieber, Leukozytose ikterische Schleimhaute
6_025 Adult k.A. w v - Fieber
6_029 Adult 71 S v - Kolik
6_030 Adult 7a w ' - Fieber, Tachypnoe
6_031 Adult k.A. w ' - Fieber
6_032 Adult 10J w ' Nasensekret Leukozytose Nasenausfluss
6_036 Adult k.A. w ' - Fieber
6_037 Adult 5] w v - Fieber
6_038 Adult k.A. S v - Fieber, Tachykardie verscharftes Atemgerdusch
6_040 | Fohlen| 1Wo H ' - Fieber, Leukozytose
6_043 Adult 231 S v - Tachykardie, Tachypnoe Nystagmus, Ataxie
6_044 Adult 1,5) H ' - Leukozytose
6_045 Adult k.A. w ' - Fieber
7 _001 Adult k.A. S v - Fieber, Leukozytose
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Tabelle 30: Verwendete Software fiir das Primerdesign

Verwendung Abkiirzung

Name

Internetadresse

Primerdesign NCBI

National Center

for

Biotechnology

Information

http://www.ncbi.nlm.gov

Primerdesign BLAST

Basic Local

Alignment Search

Tool

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Primerdesign Clustal X

Clustal: Multiple

Sequence
Alignment

http://www.clustal.org/clustal2/

OligoAnalyzer

IDT; Integrated

https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications

Primerdesign DNA .
3.1 Technologies /OligoAnalyzer/
. . . NCBI/Primer- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
P P -BLAST
rimerdesign rimer S BLAST blast/

Tabelle 31: Primermischungen fir die Multiplex-PCR (fiir Studienproben)

Primermischung 1

Primermischung 2

S.pneumoniae_2450_F
S.pneumoniae_2804_R
Cl.perfringens_761_F
Cl.perfringens_956_R
S.enterica_1678_F
S.enterica_2078_R
K.pneu_1300_F
K.pneu_1541 R

A.equuli+suis_620_F
A.equuli+suis_813 R
R.equi_129 F
R.equi_528 R
Sequiequi_158 F
Sequi_435 R

Primermischung 3

Primermischung 4

Listeria sp._481 F
Listeria sp._770_R
S.aureu_1056_F
S.aureu_1242_R
P.aerug_124 F
P.aerug_686_R
Strep.sp_789_F
Strep.sp_1285_R

Proteus_1851 F
Proteus_2049_R
Strep_equi_608_F
Strep_equi_894 R
S.epi_2171_F
S.epi_2868_R

Primermischung 5

Primermischung 6

S.dysgalactiae_1018_F
S.dysgalactiae_1317_R
Cl.difficile_2181_F
Cl.difficile_2377_R
Ecoli_857_F
Ecoli_1319R
Entero_895 F
Entero_1457 R

Universal_F
Universal_R
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Tabelle 32: PCR-Programm

Grad Dauer Anzahl der Zyklen

Aktivierung der 95 °C 10 min 1x
Polymerase

Denaturierung 96 °C 30 sec
Annealing 61°C 5 min 2x
Elongation 72 °C 50 sec

Denaturierung 96 °C 30 sec
Annealing 61 °C 1 min 33x
Elongation 72°C 50 sec

Final Extension 72 °C 1 min 1x

Tabelle 33: Bakterienisolate
Bakterienisolate Bezeichnung Herkunft

Actinobacillus equuli 01 _Act_eq 3465/2008; LMU
Clostridium perfringens 02_Cl_per Kursstamm LMU
Enterobacter cloacae 03 _En_clo 3041/2008 LMU

Enterococcus faecalis 04_En_faecalis 2925/2007 LMU
Enterococcus faecium 05_En_faecium 3794/2007 LMU
Escherichia coli 06_E_coli Kursstamm LMU
Klebsiella pneumoniae 07_Kl_pn 0155/2009 LMU
Listeria monocytogenes 08 _Lis_mo Kursstamm LMU
Pasteurella multocida 09 Pas_mu Kursstamm LMU
Proteus mirabilis 10_Pro_mi Kursstamm LMU
Proteus vulgaris 11 Pro_vu 4575/2011 LMU
Pseudomonas aeruginosa 12 _Ps_aer 3682/2011 LMU
Rhodococcus equi 13 _Rho_eq 3771/2009 LMU
Salmonella typhimurium 14_S typh 3015/2011 LMU
Staphylococcus aureus 15_St_au 5168/2002 LMU
Staphylococcus epidermidis 16_St_ep 5016/2007 LMU
fgffg@iﬁ'g’;jq“i >Sp- 17 S_eq_z00 2865/2011 LMU
Streptococcus equi ssp. equi 18 S eq_eq 5916/2002 LMU
Taylorella equigenitalis 19 Tay_eq 0518/2006 LMU
Arcanobacterium pyogenes 20_Arc_pyo 4653/2011

f,;gzo;/‘"fcotfggs dysgalactiae ssp- | 51 siren dys 4802/2011

Acinetobacter baumannii 22 Aci_baum 4784/2011

Fusobacterium necrophorum 23_Fuso_necro 4791/2011

Streptococcus pneumoniae

24 S _pneumoniae

Curetis, A 151

Clostridium difficile

25_Cl_difficile

Uni Thbingen ST 1347
(humaner Ursprung)
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Tabelle 34: Primermischungen fir die Positivproben der Multiplex-PCR

Gemisch 1

Gemisch 2

S.pneumoniae_2450_F
S.pneumoniae_2804_R

A.equuli+suis_620_F
A.equuli+suis_813 R

Cl.perfringens_761_F R.equi_129 F
Cl.perfringens_956_R R.equi_528 R
Entero_895_F Sequiequi_158 F
Entero_1457_R Sequi_435_R
Gemisch 3 Gemisch 4

Cl.difficile_2181_F
Cl.difficile_2377_R
Listeriasp._481 F
Listeria sp._770_R
S.enterica_1678 F
S.enterica_2078_R

S.aureu_1056_F
S.aureu_1242 R
P.aerug_124 F
P.aerug_686_R
Strep.sp_789 F
Strep.sp_1285 R

Gemisch 5

Gemisch 6

Proteus_1851 F
Proteus_2049 R
Strep_equi_608_F
Strep_equi_894 R

S.dysgalactiae_1018 F
S.dysgalactiae_1317_R
K.pneu_1300_F
K.pneu_1541 R

S.epi_ 2171 F Ecoli_857 F
S.epi_2868_R Ecoli_1319R
Tabelle 35: Verwendete Gerate im Labor
Gerat Bezeichnung Hersteller
. Eppendorf Research plus 1000
Pipette (100-1000 ) Eppendorf
. Eppendorf Research plus 100
Pipette (10-100 pl) Eppendorf
. Eppendorf Research plus 10
Pipette (0,5-10 ) Eppendorf
Vortexer fiir Safe Lock Tubes IKA® MS 3 basic Vortexer IKA®
Zentrifuge Heraeus Biofuge® fresco Heraeus

Sicherheitswerkbank
(clean bench)

HERAsafe Sicherheitswerkbank

Thermo Electron Corporation

Thermomixer® compact

Bakteriensuspension

Spectrophotometer

i E
Thermomixer Eppendorf ppendorf
Mastercycler epigradient
E
Thermocycler Eppendorf ppendorf
Vgrtexer fur Agllent IKA® Works Vortexer IKA®
Bioanalyzer Chip
Auswertung der PCR Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent
Besti - 1
estimmung der Triilbung der Genesys 10 UV Thermo

Inkubator

Brutschrank Incubat Typ 85

Melag
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Tabelle 36: Verwendete Materialien

Verwendung Material Hersteller
Stabilisierungsréhrchen 15 ml - Zentrifugenréhrchen Neolab
e Al-Puffer (Buffer AL, QlAamp
Stabilisierung der Blutproben DNA Blood Mini Kit) QIAGEN
i ®
Blutkulturflaschen OXOID Signal® Blood Culture OXOID
System
Gefalle flr PCR-Blutproben und Eppendorf tubes: Safe Lock
Eppendorf
Blutkulturproben Tubes, 1,5 ml PCR clean
Aufnahme fes.te.r PBS=Phosphat bufferd saline Sigma-Aldrich
Probenmaterialien
DNA-Aufreinigung/Isolation QIAmp DNA Blood Mini Kit QIAGEN
- . QIAGEN Protease stock solution
DNA-Aufreinigung/Isolation (QIAamp DNA Blood Mini Kit) QIAGEN
DNA-Aufreinigung/Isolation Ethanol 100% Carl Roth
DNA-Aufreinigung/Isolation Buffer AW1 (QIAarpp DNA Blood QIAGEN
Mini Kit)
DNA-Aufreinigung/Isolation Buffer AW2 (QIAarTlp DNA Blood QIAGEN
Mini Kit)
DNA-Aufreinigung/Isolation Buffer AE (QIAa)m'p DNA Blood QIAGEN
Mini Kit)
DNA-Aufreinigung/Isolation QIAGEN Multiplex PCR Kit QIAGEN
- . Nukleasefreies Wasser
DNA-Aufreinigung/Isolation (Nuclease Free Water) QIAGEN
. Mastermix
Reaktionsansatz PCR (Multiplex PCR-Kit) QIAGEN
Pipettenspitzen Eppendg’r;_lilsa:jlltertlps Eppendorf
. . Eppendorf Dualfiltertips
Pipettenspitzen 2-100 pl Eppendorf
. . Eppendorf Dualfiltertips
Pipettenspitzen 50-1000 ul Eppendorf
PCR-Reakti faRe 2 I
PCR-Reaktionsgefilie CR-Rea tlonsge. dBe 200 1 Neolab
12er Strips

Auswertung der PCR

Agilent DNA 1000 Kit

Agilent Technologies DNA
Kits & Reagents

Einmalspritzen

Einmalspritzen 20 ml

verschiedene Hersteller

Einmalkaniilen

Einmalkantlen verschiedene
GroRen

verschiedene Hersteller

Venenpunktionskandlen

Venenpunktionskanilen

verschiedene Hersteller

Mikrooorganismen

Primermischungen Primer (Anhang 4) Microsynth
Ku.It|V|erung \{on Schokoladen-Agar mit Vitox Oxoid
Mikrooorganismen

Kultivierung von Columbia Agar-Fertigplatte mit Oxoid
Mikrooorganismen Schafblut ,PLUS”

Kultivierung von LB Broth, Liquid Medium Sigma-Aldrich
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Tabelle 37: Anzahl der Bakterienarten pro positiver Sekundarprobe

Anzahl der Zahl der Analyte
Bakterien
Bakterien positiver
Sekundar-
BIeben Ein Zwei Drei Vier Funf Sechs Sieben Acht Neun Zehn
Insgesamt 134 2 5 3 1 5 4 2 3 1 1
Streptococcus 3 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1
pneumoniae
Clostridium 6 0 0 0 0 2 2 0 2 0 0
perfringens
salmonella 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
enterica
Klebsiella 5 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1
pneumoniae
Actinobacillus 17 2 2 2 0 3 2 2 3 1 0
equuli
Rhodococcus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
equi
streptococcus 6 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1
equi spp. equi
Listeria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
monocytogenes
Staphylococcus
7 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1
aureus
Pseudomonas
. 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
aeruginosa
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Zahl der Analyte

Anzahl der
Bakterien
Bakterien positiver
Sekundar-
BECERD Ein Zwei Drei Vier Fiinf Sechs Sieben Acht Neun Zehn
Strept;;coccus 19 0 2 2 1 4 4 2 2 1 1
Proteus sp. 18 0 2 1 1 4 3 2 3 1 1
Streptococcus
equi + 9 0 0 1 0 2 3 0 1 1 1
zooepidemicus
StaphylocqcFus 9 0 1 1 1 0 3 1 0 1 1
epidermidis
Streptococ.cus 10 0 0 0 1 2 1 2 2 1 1
dysgalactiae
Clostridium
1 2 1 2
difficile 6 0 0 0 ° ° °
Escherichia coli 12 0 0 0 0 4 2 2 3 1 0
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Tabelle 38: Bakterien der positiven PCR-Blutproben vs. sterilen Blutkulturen

Bei 30 Proben wiesen die PCR-Blutanalysen ein positives Ergebnis auf. Die zugehdrigen Blutkulturen
waren steril. Auschnitt aus Tabelle 20

UP-positiv = Universal-Primer zeigte ein positives Signal

Prt:‘t:en- Blut-Kultur Blut-PCR
Klebsiella pneumoniae
1 004 negativ Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus epidermidis
. Streptococcus dysgalactiae
S negativ Clostridium difficile
1 008 negativ Klebsiella pneumoniae
1 011 negativ Staphyl.o.coccus aureus
- UP-positiv
Clostridium perfringens
1 013 negativ Actinobacillus equuli
Proteus sp.
1 014 negativ Staphylococcus epidermidis
1 015 negativ Actinobacillus equuli
. Actinobacillus equuli
12021 negativ Staphylococcus epidermidis
1023 negativ Streptococcus pneumoniae
Streptococcus sp.
Clostridium perfringens
Actinobacillus equuli
1 025 negativ Listeria .
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus sp.
UP-positiv
1027 negativ Streptogoccus dysgalactiae
UP-positiv
1 032 negativ Staphylococcus epidermidis
1 035 negativ Proteus sp.
1 036 negativ Klebsiella pneumoniae
. Klebsiella pneumoniae
1
037 negativ Staphylococcus epidermidis
1 038 negativ Klebsiella pneumoniae
- Proteus sp.
1 040 negativ Klebsiella pneumoniae
3 003 negativ Clostridium perfringens
3_009 negativ Streptococcus sp.
. Actinobacillus equuli
e negativ Staphylococcus epidermidis
3 021 negativ Actinobacillus equuli
4 002 negativ Strepto'c occus sp-
- UP-positiv
6_009 negativ Actinobacillus equuli
6_015 negativ Actinobacillus equuli
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P"::e"' Blut-Kultur Blut-PCR
Streptococcus equi ssp. equi
6022 negativ StreptoFgccus equi ssp. zooepidemicus
UP-positiv
. Streptococcus sp.
6023 negativ Staphylococcus epidermidis
6_029 negativ Pseudomonas aeruginosa
. Pseudomonas aeruginosa
6_031 negativ Staphylococcus epidermidis
6_040 negativ Clostridium perfringens
6045 negativ Streptgcgccus pneumoniae
UP-positiv

Tabelle 39: Gegeniberstellung der Ergbnisse der Blutproben von vorbehandelten und nicht
vorbehandelten Pferden

AR | GRS | e oo PCR- Ergebnis der Blutkultur
nr. gruppe Ergebnis
1.003 | Adult ja negativ negativ
1.013 | Adult ja positiv negativ
1 016 Adult ja negativ negativ
1021 Adult ja positiv negativ
1 027 Adult ja positiv negativ
3 001 Adult ja negativ negativ
3_002 Fohlen ja positiv Staphylococcus xylosus
3003 Fohlen ja positiv negativ
3008 Fohlen ja negativ negativ
3_009 Fohlen ja positiv negativ
3 010 Fohlen ja positiv negativ
3 011 Adult ja negativ negativ
3 012 Adult ja negativ negativ
3 015 Fohlen ja negativ Pantonea sp.
3 018 Fohlen ja negativ negativ
3 020 Fohlen ja negativ negativ
3. 021 Fohlen ja positiv negativ
4_001 Adult ja positiv Staphylococcus aureus
4 002 Adult ja positiv negativ
6_003 Adult ja negativ negativ
6_008 Adult ja positiv negativ
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e Vorbehandelt PCR- . Ergebnis der Blutkultur
nr. gruppe Ergebnis
6_015 Adult ja positiv negativ
6_022 Adult ja positiv negativ
6_024 Adult ja positiv Staphylococcus vitulinus
6_036 Adult ja negativ negativ
6_040 Fohlen ja positiv negativ
6_044 Adult ja negativ negativ
6_045 Adult ja positiv negativ
1 001 Adult nein negativ negativ
1 002 Adult nein negativ negativ
1 004 Adult nein positiv negativ
1 005 Adult nein negativ negativ
1_006 Adult nein positiv negativ
1_007 Adult nein negativ negativ
1 008 Adult nein positiv negativ
1 009 Adult nein negativ negativ
1 010 Adult nein positiv negativ
1 011 Adult nein positiv negativ
1012 Adult nein negativ Staphylococcus hominis spp. hominis
1 014 Adult nein positiv negativ
1 015 Adult nein positiv negativ
1 017 Adult nein negativ negativ
1 018 Adult nein negativ negativ
1019 Adult nein negativ Staphylococcus xylosus, Corynebacterium sp.
1 020 Adult nein negativ negativ
1 022 Adult nein negativ negativ
1023 Adult nein positiv negativ
1 024 Adult nein positiv KNS
1025 Adult nein positiv negativ
1026 Adult nein positiv negativ
1 028 Adult nein positiv Bacillus sp.
1029 Fohlen nein negativ negativ
1030 Adult nein positiv negativ
1 031 Fohlen nein negativ negativ
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G L Vorbehandelt PCR- . Ergebnis der Blutkultur
nr. gruppe Ergebnis

1 032 Fohlen nein positiv negativ

1 033 Adult nein negativ negativ

1 034 Adult nein positiv Bacillus sp.

1 035 Adult nein positiv negativ

1 036 Adult nein positiv negativ

1 037 Adult nein positiv negativ

1 038 Adult nein positiv negativ

1 039 Adult nein negativ negativ

1 040 Adult nein positiv negativ

1 041 Adult nein positiv negativ

1042 Adult nein negativ Acinetobacter sp.

1_043 Adult nein negativ negativ

1 044 Adult nein negativ negativ

1 045 Fohlen nein negativ negativ

1 046 Fohlen nein negativ negativ

1 047 Fohlen nein negativ negativ

1048 Fohlen nein negativ negativ

3 004 Fohlen nein negativ negativ

3_005 Fohlen nein positiv Staphylococcus equorum

3_006 Fohlen nein positiv Aerococcus viridans

3_007 Fohlen nein positiv Streptococcus uberis

3_014 Fohlen nein negativ Staphylococcus vitulinus

3 016 Fohlen nein positiv negativ

3_017 Fohlen nein negativ Acinetobacter Iwoffi

3 019 Fohlen nein negativ negativ

3 022 Fohlen nein positiv E. coli

3_023 Fohlen nein negativ Staphylococcus warneri

3 024 Fohlen nein negativ negativ

6_001 Adult nein negativ negativ

6_002 Adult nein negativ negativ

6_004 Adult nein negativ negativ

6_005 Adult nein positiv Propionibakterium

6_006 Adult nein

negativ

negativ
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Proben- | Alters- P
roben ers Vorbehandelt PCR . Ergebnis der Blutkultur
nr. gruppe Ergebnis
6_009 Adult nein positiv negativ
6_016 Adult nein negativ negativ
6 017 Fohlen nein . vergriinende Streptokokken, KNS,
negativ
Staphylococcus sp.
6_018 Adult nein positiv Staphylococcus aureus
6_023 Adult nein positiv negativ
6_025 Adult nein negativ Streptococcus equi ssp. zooepidemicus
6_029 Adult nein positiv negativ
6_030 Adult nein negativ Acinetobacter sp.
6_031 Adult nein positiv negativ
6_032 Adult nein positiv Burkholderia sp.
6_043 Adult nein ositiv Acinetobacter sp., vergriinende Streptokokken,
P Clostridium clostridiforme
7_001 Adult nein

negativ

negativ
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X Anhange
Anhang 1
Merkblatt: Einschlusskriterien
Symptome/Kriterien:

e Fieber 2 38,5 °C oder Hypothermie

e Tachypnoe/ Dyspnoe

e Tachykardie

e Leukozytose oder Leukopenie

e Neutrophilie (Linksverschiebung - unreife / stabkernige Neutrophile)

in Kombination mit: Mattigkeit, Apathie, Anorexie und Unruhe

e Schleimhéaute: hochgradig gerotet oder blass ( KFZ: > 2 sec.)

e Geschwollene / vergroBerte Lymphknoten

e Nasenausfluss (seros, purulent)

Krankheitsbilder:

e Abszesse e Druse

e Kolik e  Phlegmone

e Colitis ,,X“ e  Waundinfektion nach Verletzung oder OPs
Anhang 2

Anleitung fiir sterile Blutentnahme

e Entnahmestelle: Vena jugularis rechts oder links

e Rasur der Entnahmestelle, Desinfektion mit Alkohol oder Povidon-iod-Losung (bitte Handschuhe

anziehen)
e 20 ml-Spritze + sterile Kaniile (bitte Handschuhe anziehen), Spritze mit Blut fillen
e Kanule und Handschuhe wechseln
e Entfernen des Plastikschutzes von der Blutkulturflasche und Desinfektion des Gummiverschluss

e  Blutkulturflasche mit steriler Kaniile und 10 ml des entnommen Blutes beimpfen.

e 2 ml des entnommenen Blutes in die vorbereiteten Stabilisierungsrohrchen. Gut schwenken und bei

ca. 4 - 8 °C (Kuhlschrank) lagern.

e  Blutkultur bei Raumtemperatur (25 °C) lagern und innerhalb der nachsten 48 Stunden ins Labor

schicken

e  Wenn moglich eine Sekundarprobe (Nasentupfer, Eiter aus Abszess, Wundsekret...) entnehmen.
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Anhang 3
Befundbogen
Einsendende Praxis / Klinik: Daten des Pferdes:
Name: Probennummer:
Name:
StraRe: Alter:
Geschlecht:
PLZ/Ort: Besitzer:
Untersuchungsmaterial: Entnahmedatum:
Blut: O
Sonstiges: O
Tag/Monat/Jahr
Vorbericht: (unbedingt erforderlich)
antibiotische Vorbehandlung:
nein ja Dauer: Tage
m] m] zuletzt am:
Tag/Monat/Jahr
Antibiotikum:
Symptome/Klinische Erscheinungen:
Ja Nein
e  Fieber m] m] Grad (°C):
e  Hypothermie a a Grad (°C):
e  Tachykardie O O Anzahl/Minute:
e  Tachypnoe o o Anzahl/Minute:
e Leukopenie m] O Werte (mit Einheit):
e lLeukozytose m] O Werte (mit Einheit):
e  Neutrophilie m] m] Werte (mit Einheit):

(Linksversch.)

e  Sonstige: O
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Anhang 4
Name F-Sequenz R-Sequenz Primerlange Fragmentldnge Organismus
A.equuli+suis_620_F CGCCGGCGTAGATTGTAGA 19 193 Actinobacillus equuli +
A.equuli+suis_813_R TACTGGGGCTTCGATCAGGA 20 A. suis
Cl.difficile_2181_F TGTAGTACTGGGACTCTAACCAT 23 o o
—— 195 Clostridium difficile
Cl.difficile_2377_R ATCCTTGCTCGACCTGTATGTCTT 24
Cl.perfringens_761_F CCTCGTGGAGGACCGAACCA 20 922 Clostridium
Cl.perfringens_956_R CTGCCGAGCTCAAAGTATGTG 21 perfringens
Entero_895_F ACCAACCCGATGCAAACTA 20 Enterobacter cloacae,
562 Enterobacter sp.,
Entero_1457_R AACCGTCGCCCGGCT 15 . .
Klebsiella pneumonia,
Ecoli_857_F GGTAGAGCACTGTTTCGGCA 20 Lo .
- 462 Escherichia coli
Ecoli_1319R GACAGGAACCCTTGGTCTTC 20
K.pneu_1300_F TTGTCCAGGCAAATCCGGAT 20 . .
280 Klebsiella pneumoniae
K.pneu_1541_R GCTGGTATCTTCGACTGGTC 20
Listeria sp._481_F ACCGGCGAGTTACGATTTGT 20 289 Listeria sp. (v.a. L.
Listeria sp._770_R TCTACCTCCATGACTCTTTACCTC 24 monocytogenes)
Proteus_1851 F GCTGTCTGAGCCTTCCCACT 20
— — 601 Proteus sp.
Proteus_2049_R GGGGGTAGAGCACTGTTTCGA 21
P.aerug_124 F CCGTACGCGAAAGGATCTTTG 21 601 Pseudomonas
P.aerug_686_R CCCATGCTCGGCACTTCTG 19 aeruginosa
R.equi_129_F TGAATCAGTGATGCTAAGCG 20 .
- 400 Rhodococcus equi
R.equi_528_R GTTCCGTCACCAGACGA 17
S.enterica_1678 F GTTCCAGGTAAATCCGGTT 19
— — 419 Salmonella enterica
S.enterica_2078_R TTTACCGGGGCTTCGATCAG 20
S.aureu_1056_F GGGCGTTGAAGCATGATCGT 20
227 Staphylococcus aureus
S.aureu_1242_R CCCCCATCGATTAAAACGATTA 22
S.epi_2171_F CTAGCTTACGTGGAGGCGT 19 698 Staphylococcus
S.epi_2868_R CCACCTCGAACCTATTAACCTCG 23 epidermidis
S.dysgalactiae_1018_F GTACCGGGGCTAAAACATAT 21 . Streptococcus
S.dysgalactiae_1317_R TACTGCGTCCCTCCATCACTT 21 dysgalactiae
Sequiequi_158_F AAACAACAGAATTTGACTACCAG 23 278 Streptococcus equi
Sequi_435_R GCTCATAACAGTCTCATGGTAA 22 ssp. equi
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Name F-Sequenz R-Sequenz Primerlange Fragmentldnge Organismus
Strep_equi_608_F AACCGGCGAGTTACGTTTAT 20 Streptococcus equi
. 287 ssp. equi oder S. equi
Strep_equi_894_R CTACCTCCAAGAGACTTCATATC 23 . .
ssp. zooepidemicus
S.pneumoniae_2450 F CCAAGAGTTCACATCGACGG 20 354 Streptococcus
S.pneumoniae_2804_R CTCTCAGGGCTCTTACTGATATAT 24 pneumoniae
Strep.sp_789_F TTGGATGACTTGTGGGTAGC 20
501 Streptococcus sp.
Strep.sp_1285_R CGGCATTCTCACTTCTATGC 20
Universal_F GCGATTTCYGAAYGGGGRAACCC 23 Universal Primer
. 371 (Anthony, Brown, and
Universal_R TTCGCCTTTCCCTCACGGTACT 22

French 2000)
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Xl  Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklarung

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

UM Mikromolar

Abb. Abbildung

ACCP American College of Chest Physicans
BAL bronchoalveoladre Lavage

BK Blutkultur

BKF Blutkulturflasche

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Compensatory Antiinflammatory Response

CARS Syndrome

CFU colony forming unit = koloniebildende
Einheit

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

dsDNA Doppelstrang DNA

E. Escherichia

Enro Enrofloxacin

F-Primer Forward-Primer

GT Gefrierschranktemperatur

H Hengst

h Stunde

Hg Quecksilber
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Abkiirzung Erklarung

ID Kennung, Identifikator

J Jahr(e)

k.A. kein Angabe

KFzZ kapillare Fillungszeit

KNS koagulase-negative Staphylokokken

KT Kihlschranktemperatur

LB Lysogeny Broth

LMU Ludwig-Maximilians-universitat

MALDI-TOE MS I\/.Iatrix—Ass.isted Laser Desorption lonization
Time-of-Flight mass spectrometer

min Minute

ml Milliliter

Mo Monat(e)
Multiple organ dysfunction syndrome =

MODS MEI:iEIZSOOnga:\:/:r:agc;no punreme

NCBI National Center for Biotechnology
Information

nm Nanometer

nM Nanomolar = nmol/I

nmol Nanomol

nr non-redundant

oD Optische Dichte

ODes K(ianzentra'.cionsbestimmung (optische
Dichte) bei 600 nm

OoP Operation

PAMPs pathogen-associated molecular patterns

PBS Phosphat bufferd saline

PCR Polymerase Kettenreaktion

Pen-Procain Penicillin-Procain
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Abkiirzung Erklarung

Pen-Strep Penicillin-Streptomycin

PRRs Pattern Recognition Receptors
R-Primer Reverse-Primer

RT Raumtemperatur

S Stute

S. Salmonella

SCCM Society of Critical Care Medicine
sec Sekunde

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
Staph. Staphylococcus

Std Stunde(n)

Strep. Streptococcus

Taq Thermophilus aquaticus

Tg Tag(e)

Trim-Sulf Trimetoprim-Sulfatrim

Tula Tulathromycin

uUp Universal Primer

VAH Verbund fiir angewandte Hygiene
VS. versus

W Wallach

Wo Woche(n)

z.B. zum Beispiel
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