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1. Einleitung

Escherichia coli kann als Trager verschiedener Virulenzeigenschaften extraintestinale und
enterale Erkrankungen verursachen. Organe auBerhalb des Darmes, die hédufig von dem
grammnegativen Stdbchenbakterium befallen werden, sind der Urogenitaltrakt, die
Gallenblase, das Peritoneum, die Lunge sowie die Meningen, vor allem bei Friith- und
Neugeborenen. Dariliber hinaus werden E. coli-Bakterien héufig als Erreger von
Wundinfekten und Septikdmien isoliert [ 4] .

Nach heutigem Kenntnisstand lassen sich darmpathogene E. coli-Bakterien auf Grund
charakteristischer klinischer und epidemiologischer Eigenschaften in fiinf Gruppen einteilen:
Erstens enteropathogene E. coli (EPEC), die bis heute eine hidufige bakterielle Ursache
frithkindlicher Enteritiserkrankungen darstellen. Zweitens enterotoxinbildende E. coli
(ETEC), die meist als Erreger einer Reise-Diarrhd mit wéssrigen, zum Teil choleradhnlichen
Durchfillen aus den warmen Léndern eingeschleppt werden. Drittens enteroinvasive E. coli
(EIEC), die als Erreger der bakteriellen Ruhr, vornehmlich in Landern mit niedrigen
Hygienestandards auftreten [ 4,9,60] . Viertens enteroaggregative E. coli (EAEC), die bei
Kindern in Entwicklungslindern als Erreger von akuten und chronischen Durchfillen
diagnostiziert werden, aber auch in Deutschland sporadisch bei hospitalisierten Kindern als
Erreger von persistierenden Diarrhden isoliert werden [58,61,62,64].

Flinftens beschrieben Riley et al. [5] im Jahre 1983 erstmals darmpathogene E. coli-Stimme
des Serotyps O157:H7. Anlass fiir ihre Entdeckung war die Erkrankung von 47 Gésten einer
Fast-food-Kette in den USA an hdmorrhagischer Colitis (HC) nach Verzehr von EHEC-
kontaminiertem Rindfleisch. Die von den Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
durchgefiihrte epidemiologische Untersuchung identifizierte den bis dahin unbekannten
darmpathogenen Escherichia coli Serotyp O157:H7 aus Stiihlen der Erkrankten, sowie aus
dem kontaminierten Hackfleisch [ 30] . Im selben Jahr konnten in einem Pflegeheim in
Kanada wéhrend eines Ausbruchs blutiger Durchfallerkrankungen wiederum E. coli des
Serotyps O157:H7 als Verursacher einer hdmorrhagischen Colitis aus Stuhlproben der
erkrankten Bewohnern isoliert werden [ 1] .

Die Bezeichnung der neuen Krankheitserreger als ,,enterohdmorrhagische E. coli* (EHEC)
leitete sich von dem von ihnen verursachtem Krankheitsbild, der primdr hdmorrhagisch
verlaufenden Colitis, ab [ 7] . Spéter wurde in weiteren Untersuchungen neben E. coli der
Serogruppe O157, der fiir einen Grof3teil der Infektionen verantwortlich ist, auch eine

Vielzahl anderer Serovare, wie E. coli 026, O111 und O103 als Erreger von Epidemien mit
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dem Krankheitsbild einer primadr hdmorrhagisch verlaufenden Colitis isoliert [ 3,5] . Diese
neue Gruppe darmpathogener E. coli-Bakterien unterschied sich deutlich von den bis dahin
bekannten darmpathogenen Kolibakterien in ihrer Epidemiologie, den phénotypischen
Eigenschaften, sowie in denen von ihnen verursachten schweren, teils zum Tode fiihrenden
Krankheitsbildern [ 9] . Da es allen EHEC-Stimme gemeinsam ist, daf} sie als wichtigsten
Virulenzfaktor Shiga Toxin exprimieren, werden sie auch Shiga Toxin-produzierende E. coli
(STEC) genannt [6,7,9].

Besonders in den Industriestaaten mit hochentwickelter Landwirtschaft und Lebensmittel-
industrie sind Shiga Toxin-produzierende E. coli (STEC) in den letzten Jahren zu einem

gesundheitlichen Problem geworden [5,8].

STEC konnen mit einem sehr weitem Spektrum unterschiedlicher Erkrankungen assoziiert
sein. So konnen durch STEC verursachte Erkrankungen sowohl sporadisch auftreten, als auch
zu groflen Ausbriichen fiihren, die hdufig von einer kontaminierten Lebensmittelquelle
ausgehen. Obwohl die meisten Infektionen mit STEC leicht verlaufen und deshalb vielfach
unerkannt bleiben, konnen sie insbesondere bei Sduglingen, Kleinkindern, alten Menschen
und anderen Abwehrgeschwéichten zu klinisch schweren Krankheitsbildern und
Folgeerkrankungen fithren [5]. Die Inkubationszeit einer durch STEC hervorgerufenen
Infektion betrdgt in Abhingigkeit von der Infektionsdosis zwischen drei und neun Tagen. Die
Erkrankung beginnt mit wiBirigen Durchfillen, die im Verlauf der Erkrankung zunehmend
blutig erscheinen konnen. Selten tritt Fieber auf, oft jedoch Ubelkeit und zunehmende
Abdominalschmerzen. In 10-20% der Fille entwickelt sich aus der Gastroenteritis eine
hamorrhagische Colitis, begleitet von Leibschmerzen, blutigen Stuhl und Fieber. In etwa 5-
10% der Fille entwickeln sich hieraus die lebensbedrohlichen postinfektidsen Syndrome, wie
das hidmolytisch-urdmische Syndrom (HUS), das durch eine mikroangiopathische, hdmo-
lytische Andmie, Thrombozytopenie und einer schwere Nephropathie mit Hdmaturie und
Proteinurie definiert ist. Gelegentlich werden auch Bluthochdruck, zerebrale Krampfantille
und multiple Organbeteiligung gefunden. Circa 10-30% der Erkrankungen enden in einer
terminalen Niereninsuffizienz [5,9]. Vornehmlich beim Erwachsenen koénnen durch STEC
bedingte Infektionen zum histopathologisch dem HUS verwandten Symptomkomplex der
thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP), auch als Moschkowitz-Syndrom
bekannt, fithren, bei dem neurologische Symptome im Vordergrund stehen [13].

Seit ihrer Entdeckung fiihrten EHEC-Infektionen weltweit zu einer Reihe von teilweise

schwerwiegenden Ausbriichen von Durchfillen, die nicht selten mit der Entwicklung der
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lebensbedrohlichen  postinfektiosen Syndrome verbunden waren. So erkrankten
beispielsweise in einem Pflegeheim 55 von 169 Bewohnern an einer Enteritis, die durch E.
coli O157:H7 verursacht wurde. Zwolf dieser Patienten entwickelten im Verlauf ein
hidmolytisch-urdmisches Syndrom, an welchem insgesamt 11 Patienten verstarben. In einem
anderem Fall erkrankten in einem Heim fiir geistig Behinderte 20 Personen an einer Infektion,
die durch E. coli O157:H7 verursacht wurde. Acht von ihnen entwickelten ein hdmolytisch-

urdmisches Syndrom, an welchen wiederum vier verstarben [38,40,42].

Die Pathogenitit der Erreger wird hauptsdchlich durch die von Ihnen gebildeten
phagenkodierten Toxine, die Shiga Toxine (Stx) hervorgerufen, die synonym auch als
Verotoxine bezeichnet werden. Auf Grund ihrer genetischen und serologischen Eigenschaften
werden sie in die Subtypen Stx1, Stx2, Stx2c¢, Stx2d, Stx2e und Stx2f unterteilt [ 65] . Die
Bezeichnung Shiga Toxine beruht auf der strukturellen Verwandtschaft der Toxine mit dem
von Shigella dysenteriae Typ 1 gebildeten Shiga Toxin [5,19].

Bei den Shiga Toxinen handelt es sich um rRNA-N-Glykosidasen, die als potente Inhibitoren
der eukaryontischen Proteinbiosynthese wirken. Die Toxine sind bifunktionell aufgebaut. Sie
bestehen jeweils aus einer A-Untereinheit, die von fiinf, die Bindung an Glykosphingolipid-
Rezeptoren vemittelnden B-Untereinheiten, umgeben ist. Die A-Untereinheit stellt die
eigentliche rRNA-N-Glykosidase dar, die nach ihrer Translokation in der eukaryotischen
Zelle aktiv wird. Der Shiga Toxin-Rezeptor, der vornehmlich auf kapilliren Endothel des
Magen-Darm-Trakts, der Niere aber auch im Gehirn vorkommt [49], ist ein Glykolipid, das
Globotriaosyl-Ceramid (GB3) [9].

Ein weiteres charakteristisches Merkmal der EHEC ist die Bildung von Intiminen. Intimine
sind Oberflichenproteine, die nach der initialen Anheftung iiber Fimbrien einen besonders
engen Kontakt zwischen Bakterien und Darmepithelzellen vermitteln. Hierbei kommt es zu
Umstrukturierungsvorgidngen im Zytoskelett der Wirtszelle, die zu einer Zerstérung des
Mikrovillisaumes der Epithelzelle fiihren. Es kommt zu becherartigen Ausstiilpungen der
Enterozyten, auf denen die Bakterien in engem Kontakt angeheftet sind. Das dichte Anheften
und Zerstoren des Mikrovillisaums wird auch als “attaching and effacing“-Lasion bezeichnet.
Die gesamte genetische Information, die fiir die Ausbildung der charakteristischen Lésionen
verantwortlich ist, liegt auf einer ca. 43 kb grof8en Pathogenititsinsel im EHEC-Chromosom,
dem “Locus of enterocyte effacement (LEE)“[ 30,50,65] . Dariiberhinaus besitzen EHEC
verschiedene Plasmide. Ein 93,6 kb groB3es Plasmid, p0157, kann praktisch in allen klinischen

EHEC O157-Isolaten nachgewiesen werden [ 65] . Daneben konnten mit geringerer Héaufig-
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keit zwei weitere kleine Plasmide mit jeweils einer GroBe von 6,7 kb und 3,3 kb nach-
gewiesen werden [ 34,52] .

Somit sind alle bisher bekannten Virulenzdeterminanten auf mobilen genetischen Elementen
lokalisiert. Die Shiga Toxin-Gene liegen auf temperenten, lambdoiden Bakteriophagen, die
genetische Information fiir die “attaching and effaching“-Lésionen liegt auf einer
Pathogenitétsinsel im EHEC-Chromosom und zusitzliche Virulenzfaktoren werden von
Genen auf Plasmiden kodiert [ 30,50,52,65] .

So trigt das Plasmid pO157 die genetische Information fiir ein porenbildendes Zytotoxin, das
sogenannte EHEC-Hémolysin [ 12,65] . Ebenso kodiert pO157 fiir eine bifunktionale
Katalase-Peroxidase (KatP) [ 66] . Desweiteren konnte gezeigt werden, dal pO157 auch fiir
ein komplexes Typ II-Sekretionssystem (Etp) codiert, das bei vielen pathogenen Bakterien fiir
die Ausschleusung von Virulenzfaktoren verantwortlich ist. Die genaue Funktion des Typ II-
Sekretionsystem bei EHEC muss allerdings noch geklért werden. AuBlerdem ist pO157 fiir die
Bildung eines sezernierten Proteins (EspP) von ca. 104 KDa verantwortlich [ 63,65] . Hierbei
handelt es sich um eine Serinprotease, die einen Vertreter aus der Klasse der Auto-
transporterproteine darstellt. Proteine dieser Familie tragen am C-terminalen Ende eine
Domine, die den Transport des Proteins durch die &uBere Membran bewerkstelligt. Als
mogliche Substrate konnten Pepsin und der humane Gerinnungsfaktor V identifiziert werden.
Da ein Mangel an Faktor V zu einer verzogerten Blutgerinnung fiihrt, konnte EspP zur
Verstirkung der Darmblutungen beitragen, die bei Infektion mit EHEC auftreten kdnnen.
Dafiir spricht ebenfalls, daB EspP bei 37°C und basischem pH-Wert exprimiert wird.

Bedingungen, die denen im Colon des Menschen entsprechen.

Epidemiologische Untersuchungen, die nach dem Auftreten der ersten EHEC-Infektionen
beim Menschen unternommen wurden, flihrten zur Entdeckung des natiirlichen Reservoirs der
Krankheitserreger. Hierbei handelt es sich um landwirtschaftliche Nutztiere, primdr Rinder,
die EHEC in ihrem Kot ausscheiden [3,10]. Auffilligerweise zeigen Rinder und andere
Wiederkéauer, die diese Bakterien ausscheiden, gewohnlich keine Anzeichen einer Erkrankung
und konnen duBerlich als Keimtrager nicht erkannt werden [9].

Die Ubertragungsmdglichkeiten auf den Menschen sind zahlreich. Die groBe Umweltstabilitt
und die gute Uberlebensfihigkeit der EHEC in saurem Milieu erklirt die niedrige
Infektionsdosis von ca. 10> Keimen [5,18]. Die Infektion des Menschen erfolgt primér iiber
kontaminierte Lebensmittel, besonders durch nicht ausreichend erhitztes Rindfleisch, sowie

durch Rohmilch von Rind und von der Ziege [16]. Von Bedeutung sind ebenfalls fdkal-orale
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Ubertragungswege. Das ist besonders fiir Gemeinschaftseinrichtungen epidemiologisch zu
beachten [14]. Auch sind Tier-Mensch-Kontakte als Ubertragungsweg mittels einer
Schmierinfektion moglich [ 15] . Selbst rohes Gemiise und Obst gilt, wenn organischer
Diinger im Gartenanbau verwendet wird, als potentieller Risikofaktor. So wurden EHEC in

frisch gepreBtem und nicht-pasteurisierten Apfelsaft nachgewiesen [2,20].

Die Behandlung der durch STEC hervorgerufenen Krankheitsbilder erfolgt symptomatisch. In
der Regel sind die durch die Bakterien hervorgerufenen Durchfallerkrankungen selbst-
limitierend und heilen nach 6-10 Tagen ohne Residuen ab [3,5,17]. Das Verabreichen von
Antidiarrhoika sollte bei blutigen Durchfillen vermieden werden [22], da durch sie das
Risiko, ein hémolytisch-uramisches Syndrom zu entwickeln, wie auch das Auftreten
neurologischer Symptome, begiinstigt wird [13,23,24,27,59].

Auch ist die Wirksamkeit einer frithen Antibiotikatherapie zur Vorbeugung gegen das
hamolytisch-urdmische Syndrom nach wie vor unklar [19,20,21]. So zeigten eine prospektive,
wie auch zwei retrospektive Studien eine Verschlechterung des Krankheitsbildes durch das
Verabreichen von Antibiotika. Dagegen konnte in einer weiteren retrospektiven Analyse eine
deutliche Verbesserung des Krankheitsverlaufes durch eine Antibiotikatherapie erreicht
werden. Das Verabreichen von Antibiotika kann demnach den Krankheitsverlauf, als auch das
Risiko Komplikationen zu entwickeln, verschlimmern. Andererseits scheinen die Vorteile,
beziehungsweise Nachteile einer Antibiose, stark von dem verabreichten Chemo-
therapeutikum, seiner Dosierung und dem Infektstadium des Patienten abzuhdngen [20].
Ebenso ist das Risiko der Patienten stark erhdht, ein hdmolytisch-urdmisches Syndrom zu
entwickeln, wenn ein Antibiotikum verabreicht wird, gegen das sich der STEC-Stamm
resistent zeigt [51]. Dariliberhinaus scheint es bei EHEC stammspezifische Unterschiede
beziiglich der Toxinfreisetzung zu geben, wenn diese subtherapeutischen Antibiotika-
konzentrationen ausgesetzt sind. So wurde sowohl iiber eine erhohte Toxinfreisetzung, als
auch tber ein Riickgang der Toxinfreisetzung unterschiedlicher EHEC Stimme auf das
gleiche Antibiotikum berichtet [ 39] . In Anbetracht der moglichen Verschlechterung des
Krankheitsbildes stellen sowohl Antibiotika als auch Antidiarrhoika bei einer
nachgewiesenen STEC-Infektion nach den neusten Empfehlungen der ,,Infectious Diseases

Society of America“ (IDSA) eine Kontraindikation dar [ 13,40,55,59] .

Obwohl die Bakterienstimme demnach nicht unter selektiven Druck beim Menschen stehen,

wird weltweit von einer zunehmenden Antibiotika-Resistenzentwicklung bei EHEC berichtet
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[25,26,27,28,29]. Ein Grund hierfiir konnte im Selektionsdruck liegen, der durch den
therapeutischen und paratherapeutischen Antibiotikaeinsatz in der Tierhaltung gefordert wird
[ 71] . Seit vielen Jahren werden neben den therapeutischen, gegen Infektionserreger
gerichteten Einsatz, Antibiotika auch in subtherapeutischen Dosen als sogenannte
antibakterielle Leistungsforderer eingesetzt [ 71] . Ein Teil der Lander verbraucht mehr als
50% der eigenen Antibiotika-produktion in der Landwirtschaft [ 72] .

So werden seit den fiinfziger Jahren Antibiotika in niedrigen Dosierungen als
Leistungsforderer dem Futter von Masttieren beigemischt. Diese Maflnahme beruht auf der
Entdeckung, dal} gewisse Antibiotika eine signifikant bessere Futterverwertung bewirken, die
Gewichtszunahme beschleunigen, sowie die Haéaufigkeit von Krankheitsfillen in
Mastbetrieben reduzieren. Antibiotikadosierungen von maximal 100 mg pro kg Futter
geniligen, um die genannten Wirkungen sowie einen um 3-15 % hdoheren Betriebsgewinn zu
erzielen [31].

Daneben werden in der Tierhaltung auch weiterhin, in nicht unerheblichem Umfang,
Antibiotika zu therapeutischen Zwecken eingesetzt. In einer Studie wurde nachgewiesen, dal3
allein der therapeutische Einsatz von Antibiotika in einer Milchviehanlage ausreicht, den
Anteil mehrfachresistenter koliformer Keime, gemessen an der Gesamtzahl koliformer
Keime, auf iiber 10% zu erhéhen [ 67] .

Nicht zuletzt ist der Grund der zunehmenden Resistenzen bei Krankheitserregern auch in der
Humanmedizin zu suchen. Aktuelle Untersuchungen zeigen, dal hiufig bei mehr als 30%
aller Krankenhauspatienten Antibiotika eingesetzt werden. Somit gehdren Antibiotika in der
Klinik zu den meist verwendeten Arzneimitteln. Diese Zahl weist schon auf den enormen
Selektionsdruck hin, der durch die Antibiotikatherapien auf bakterielle Infektionserreger im

Krankenhaus ausgeiibt wird [ 67] .

Der Gebrauch von Antibiotika fiihrt jedoch in jedem Okosystem zur Selektion resistenter
Bakterien. Das trifft fiir alle Anwendungen in der Therapie, der Prophylaxe oder der
Verabreichung als Leistungsforderer zu. Besonders die in der Tiermast verabreichten ,,Low-
level“-Konzentrationen und die Langzeitexposition bergen ein hohes Risiko der
Resistenzentwicklung [ 72] . So konnen die Auswirkungen der jahrelangen Anwendung von
Antibiotika in der Tierzucht zur Selektion resistenter Bakterien bei Masttieren fithren. Hier
wiederum besteht die Gefahr des Transfers von resistenten Erregern auf den Menschen durch

direkten Kontakt mit Tieren oder mittels kontaminierter Nahrungsmittel. Die Ubertragung



von Resistenzgenen auf humane Erreger und somit der Anstieg der Inzidenz von Infektionen
mit resistenten Krankheitserregern beim Menschen kann die Folge sein [ 72] .

Gefahr hierbei ist die Tatsache, daB es die Arzte bei der therapeutischen Anwendung von
Antibiotika mit zunehmenden multiresistenten Krankheitserregern zu tun haben. Eine
Ursache konnte in der Bildung von Kreuzresistenzen liegen, die durch die Verfiitterung von
Antibiotika an Masttiere gefordert werden, die ebenso in der Humanmedizin angewendet
werden. Bis heute konnte bei einer Vielzahl von Krankheitserregern ansteigende
Antibiotikaresistenzen beobachtet werden, wodurch der Einsatz von Antibiotika in der

Tiermast wieder erneut in Diskussion gerit.

So konnte eine Zunahme der Antibiotikaresistenz bei EHEC-Bakterien in Italien [25], Nord
Amerika [26,27], Grof3 Britannien [28] und Chile [29] beobachtet werden. Ratnam et al. [ 20]
konnten beispielsweise bei 2,9% von 174 E. coli O157 Stimmen Resistenzen gegen
Antibiotika nachweisen. Farina et al. [25] zeigten, daBl 12/15 E. coli O157 Stimme
empfindlich gegeniiber den getesteten Antibiotika war, allerdings konnten bei nur 2/15 non-
0157 STEC eine Antibiotikaempfindlichkeit nachgewiesen werden. Die meisten der
untersuchten non-O157 STEC konnten ihre Resistenzen auf den E. coli K-12-Stamm mittels
Konjugation {ibertragen. Allerdings war es keinem der O157 Stimme mdglich seine
Resistenzen zu iibertragen.

In einer Arbeit von Kim et al. [27] wurden 176 E. coli O157:H7 Stamme, die zwischen 1989
und 1991 isoliert wurden, auf ihre Antibiotikaempfindlichkeit hin untersucht. 7,4% der
isolierten Stdmme zeigten Resistenzen gegen Streptomycin, Sulfisoxazole und Tetracyclin.
Dagegen konnte bei 56 STEC-Stimmen, die zwischen 1984 und 1987 isoliert wurden,
keinerlei Resistenzen gegeniiber Antibiotika nachgewiesen werden [27].

Prado et al. [29] untersuchten 83 EHEC Stimme, die von Patienten mit HUS und Diarrh6
isoliert wurden. 4 % waren resistent gegen Tetracyclin, 5 % gegen Chloramphenicol, 24 %

gegen Cotrimoxazol und 25 % gegen Ampicillin.

Ziel dieser Arbeit war es, im Rahmen einer infektionsepidemiologischen Studie, alle STEC-
Stimme, die sowohl von Patienten, als auch von asymptomatischen Ausscheidern 1996 in
Wiirzburg isoliert wurden, zu charakterisieren und hinsichtlich ihres Antibiotika-Resistenz-
profils zu untersuchen. Mittels des Agardiffusionstest wurde bestimmt, ob sich die Shiga
Toxin-produzierenden E. coli Isolate sensibel gegeniiber einer Reihe von Antibiotika, die

routineméfig in der Behandlung grammnegativer Infektionen angewendet werden, zeigen. Zu
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den untersuchten Antibiotika zdhlten die B-Laktam Antibiotika Ampicillin, Piperacillin,
Cefotaxim, Cefoxitin, Cefotiam und Imipenem, die Aminoglykoside Gentamicin und
Streptomycin, die Gyrasehemmer Ofloxacin und Ciprofloxacin, sowie Tetracyclin, Chlor-
amphenicol und die Sulfamethoxazol/Trimethoprim-Kombination Cotrimoxazol. Um zu
iiberpriifen, ob die resistenten STEC-Isolate einen hohen Resistenzstatus oder eher einen
niedrigen Resistenzstatus aufwiesen, wurde deren minimale Hemmkonzentration (MHK) mit
dem Etest® bestimmt. Weiter sollte mit Konjugationsversuchen geklirt werden, ob die
Resistenzen auf andere E. coli Stamme {iibertragbar sind, also auf mobilen genetischen

Elementen lokalisiert sind.



2. Material und Methoden

2.1. Abkiirzungen

A Ausscheider

AB Antibiotika

AMP Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

C Chloramphenicol

CIp Ciprofloxacin

CN Gentamicin

CT™M Cefotiam

CTX Cefotaxim

D Diarrh6

DNA Desoxyribonukleinsdure
dATP 2’-Desoxyadenosintriphosphat
dCTP 2’-Desoxycytidintriphoshat
dGTP 2’-Desoxyguanosintriphoshat
dNTP 2’-Desoxynucleosidtriphosphat
EHEC Enterohdmorrhagische E. coli
FOX Cefoxitin

g Gramm

h Stunde

HUS Hiamolytisch-urdmisches Syndrom
IMP Imipenem

LB Luria Bertani Medium

1 Liter

mM Millimolar

MHK minimale Hemmkonzentration
min Minuten

ml Milliliter

NAL Nalidixinsdure

OD optische Dichte



OFX
PRL

RT

SDS
ST
STEC
Stx
stx
SXT
TTP
TET
U/min
UNK

w/V

Ofloxacin

Piperacillin

Resistent

Raumtemperatur

Sensibel

Natrium-Laurylsulfat
Streptomycin

Shiga Toxin-produzierende E. coli
Shiga Toxin (Proteinbezeichnung)
Shiga Toxin (Genbezeichnung)

Cotrimoxazol

Thrombotisch-Thrombozytopenische Purpura

Tetracyclin
Umdrehung pro Minute
Ubernachtkultur

Gewicht/Volumen
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2.2. Bakterienstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten STEC wurden im Rahmen der Diagnostik im Institut fiir
Hygiene und Mikrobiologie der Universitit Wiirzburg im Jahre 1996 isoliert und fiir die
Untersuchungen aus Stammkonserven angezogen. Hierzu wurden LB-Agarplatten (siche
2.3.1.) mit einer Impf6se aus Nédhragarstichkulturen beimpft und bei 37°C bebriitet.

Insgesamt wurden 144 STEC-Stimme untersucht. Zur Anzucht in Fliissigkultur wurden
Bakterien von der Agarplatte mit einer Impfése in LB-Medium iibertragen und unter
Schiitteln bei 37°C bebriitet. Von 74 STEC-Stimmen der Serogruppe O157 wurden 27 von
Patienten mit der klinischen Diagnose eines hdmolytisch-urdmischen Syndroms isoliert, 18
0157 STEC-Stimme konnten von Patienten mit Diarrhd gewonnen werden und 15 O157
STEC-Stdmme stammten von asymptomatischen Ausscheidern. Von 70 non-O157 STEC, die
auBer den Stimmen der Serogruppe O157 alle anderen aufgefiihrten Serogruppen
einschlieen, wurden 17 von Patienten isoliert, die ein hdmolytisch-urdmisches Syndrom
aufwiesen. Vierundzwanzig non-O157 STEC-Stimme konnten von Patienten mit Diarrho
gewonnen werden und insgesamt 29 non-O157 STEC-Stimme stammten von
asymptomatischen Ausscheidern.

Als Positiv- und Negativkontrollen beim Nachweis des stx-Genotyps von STEC mittels der
Polymerasekettenreaktion dienten die STEC-Staimme EDL 933 (stx,"), E32511 (stx2.') und
der E. coli K12 Laborstamm C600 (szx’). Fiir die Konjugationsversuche wurde der E. coli

Laborstamm DHS5a als Rezipient verwendet.
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2.3. Kulturmedien

2.3.1. LB-Medium

Trypton 10,0 g/l
Hefeextrakt 50 gl
NaCl 10,0 g/l

Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,5 eingestellt. Zum Herstellen von festen Nahrboden

wurden dem Medium vor dem Autoklavieren 15,0 g/l Agar beigemengt. Fiir alle aufgefiihrten

Nahrboden wurde deionisiertes Wasser verwendet.

2.3.2. TSB-Medium

Trypticase Pepton 17,0
Phytone Pepton 3,0
NaCl 5,0
K,HPO,4 2,5
Glucose 2,5

Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,3 eingestellt.

2.4. Feste Ndhrboden

2.4.1. Miiller-Hinton-Agar

Rinderextrakt 30,0
Casaminosduren 17,9
Starke 1,5
Bacto Agar 17,0

2.4.2. Blutagar

g/l
g/l
g/l
g/l
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Zu 26,4 g “Tryptose blood agar base” (Oxoid Unipath Diagnostics GmbH, Wesel) wurden
760 ml deionisiertes Wasser zugegeben, anschlieend wurde die Losung autoklaviert und im
Wasserbad auf 48-50°C abgekiihlt.

In der Zwischenzeit wurden 40 ml defibriniertes Schafsblut (Oxoid Unipath Diagnostics
GmbH, Wesel) in einer Sigma Kiihlzentrifuge mit 3000 U/min bei 4°C fiir 20 min
zentrifugiert, der entstandene Uberstand abpipettiert und verworfen. Das Erythrozytenpellet
wurde nun in 15 ml Phosphat-gepufferter Saline (PBS) vorsichtig resuspendiert.
AnschlieBend wurde die Suspension unter gleichen Bedingungen, wie oben beschrieben,
zentrifugiert und dann unter erneuter Zugabe von 15 ml PBS gewaschen. Dieser Vorgang
wurde ebenfalls wiederholt. Bevor daraufthin die gewaschene Erythrozytensuspension in das
Tryptose Blut Agar Medium eingeriihrt wurde, wurden dem Medium sterilfiltriertes CaCl, in
einer Endkonzentration von 10 mM zugegeben. Je 20 ml des Mediums wurden unter einer

Sterilbank in sterile Petrischalen gegossen.

2.4.3. Nahragar fiir Stichkulturen

Pepton 10,0 g/l
NaCl 3,0 gl
Na,HPO4 2,0 gl
Fleischextrakt 5,0 g/l
Agar 15,0 g/l

Das Medium wurde vor dem Autoklavieren mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

2.4.4. Sorbit-MacConkey-Agar
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Pepton 20,0 g/l

Sorbit 10,0 g/l
Gallensalzmischung 1,5 g/l
NaCl 50 g/l
Neutralrot 0,04 g/1
Kristallviolett 0,001 g/l
Agar 150 g/l

2.5. Puffer und Losungen

Fiir alle Puffer und Losungen wurde Aqua dest. verwendet.

2.5.1. Phosphat-gepufferte Saline (PBS)

NaCl 10,0 g/l
KCl 0,25 g/l
KH,PO4 0,25 g/l

NazHPO4 X2 HZO 1,8 g/l

2.5.2. Elektrophoresepuffer

TAE-Puffer 10-fach

Tris-Base 48,5 g/l
Na-Acetat 27,2 g/l
EDTA- Nay 03 gl

Der Elektrophoresepuffer wurde mit konzentrierter Essigsdure auf einen pH-Wert

von 8,0 eingestellt und fiir den Gebrauch 1:10 in bidestillierten H,O verdiinnt.

TBE-Puffer 10-fach



Tris-Base 108,5 g/l

Borséure 55,8 g/l
EDTA-Nay 9,3 gl
Auftragspuffer

Bromphenolblau 100 pl (Stammlésung 1% w/v)

Xylencyanol 100 pl (Stammldsung 1% w/v)
EDTA 50 pl (Stammlosung 0,5 M)
SDS 10 pl (Stammldsung 10% w/v)

ad 1000 pl Glycerin (50 %)

2.5.3. Losungen fiir die Plasmidpriparation (alkalische Lyse)

Losung I
Glucose 5,0 ml (Stammldsung 50 mM)
Tris-HCI ph 8,0 2,5 ml (Stammldsung 25 mM)
EDTA ph 8,0 2,0 ml (Stammlosung 10 mM)
ad 100 ml H,O bidest.
Losung 11
NaOH 0,2 ml (Stammldsung 0,2 M)
SDS 1,0 ml (Stammlosung 1% w/v)
ad 10 ml H,O bidest.
Losung I11
K-Acetat 60,0 ml ( Stammldsung 3M)
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Eisessig 11,5 ml (11,4%)
ad 100 ml H,O bidest.

2.6. Antibiotika-Resistenzbestimmung mittels Agardiffusionstest

Beim Agardiffusionstest wurden mit Antibiotika getrdnkte Filterbldttchen (AB Biodisk,
Solna, Schweden) auf eine Agarplatte gelegt, die vorher gleichmidflig mit Bakterien
ausgestrichen wurde. Nach dem Wachstum eines Bakterienrasens wurde anhand des Radius
des entstandenen Hemmbhofes die Resistenz der Keime bestimmt.

Zum Herstellen einer Keimsuspension wurden 3-5 Kolonien des entsprechenden Stammes in
4 ml Tryptose-Soja-Bouillon inokuliert und anschlieBend bei 37°C im Wasserbad fiir zwei bis
drei Stunden inkubiert.

Die beimpfte Testbouillon wurde dann mit physiologischer Kochsalzlosung solange verdiinnt,
bis die Suspension gemiB der McFarland-Skala zur Triilbungsmesssung von Bakterien-
supensionen 0,5 entsprach. Zum Herstellen der Bariumsulfat-Triibungsreihe nach McFarland
wurde eine 1% Losung BaCl, (wasserfrei) und eine 1% (v/v) Losung von H,SO4 (in Aqua

dest.) verwendet.

Tabelle 1: Herstellung und Bewertung der Bariumsulfat-Verdiinnungsreihe nach McFarland

Rohrchen-Nr. 0,5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BaCl, (ml) 0,05 0,1 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
H,SO4(ml) 995 99 98 9,7 906 95 94 93 92 91 90

Bakterien/ml (x 10°) 5 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Anschliefend wurde die Testbouillon mittels eines Wattetupfers auf Miiller-Hinton (MH)—
Agar im 60° Winkel gleichmifig ausgestrichen. Zum Auflegen der mit Antibiotika getrinkten
Filterblattchen auf den MH-Agar wurden Dispenser (Oxoid Unipath Diagnostic GmbH,
Wesel) verwendet, die bis zu 6 verschiedene Kartuschen & 50 Antibiotikatestbléttchen
enthielten. Durch Druck auf den Stempel wurden die Testbldttchen auf die Platte aufgelegt
und anschliefend mit einer ausgegliihten Pinzette leicht angedriickt. Die Platten wurden
innerhalb von 15 min nach Auflegen der Testblittchen in den Brutschrank gestellt und bei

37°C fiir 18 h inkubiert. Nach Wachstum des Bakterienrasens erfolgte das Ablesen der
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entstandenen Hemmhofe um die Antibiotikabldattchen mit Hilfe von standardisierten
Schablonen, die den Vorgaben des National Comitee for Clinical Laboratory Standard
(NCCLS) entsprachen.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die in den Schablonen festgelegten sensiblen,
méBig empfindlich bzw. resistenten Bereiche. Die Bakterienstimme, die auflerhalb dieser
angegebenen Bereiche wuchsen, wurden als sensibel gewertet.

Bakterienstimme, die innerhalb der angegebenen Schablonengréfle wuchsen, wurden als
resistent gewertet. Als miBig empfindliche Keime wurden solche bezeichnet, die zwischen
den in den Schablonen angegebenen resistenten und sensiblen Bereichen wuchsen. Diese

Bakterienstimme wurden in dieser Arbeit ebenso als resistent gewertet.
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Tabelle 2: Zusammenstellung der im Agardiffusionstest gemessenen Hemmhofdurchmesser

und ihre Bewertung (nach NCCLS)

ANTIBIOTIKUM Hemmhofdurchmesser Bewertung
Ampicillin (AMP) < 12-13 mm Resistent
12-13 mm MaiBig resistent
> 13 mm Sensibel
Piperacillin (PRL) < 14-19 mm Resistent
14-19 mm MaiBig resistent
> 19 mm Sensibel
Cefotaxim (CTX) < 15-22 mm Resistent
15-22 mm MaiBig resistent
> 22 mm Sensibel
Cefotiam(CTM) < 16-19 mm Resistent
16-19 mm MaiBig resistent
> 19 mm Sensibel
Cefoxitin (FOX) < 15-17 mm Resistent
15-17 mm MaiBig resistent
> 17 mm Sensibel
Imipinem (IMP) < 13-15mm Resistent
13-15 mm MaiBig resistent
> 15 mm Sensibel
Gentamicin (CN) < 13-14 mm Resistent
13-14 mm MaiBig resistent
> 14 mm Sensibel
Streptomycin (ST) < 9-11 mm Resistent
9-11 mm MaiBig resistent
> 11 mm Sensibel
Ciprofloxacin (CIP) < 16-20 mm Resistent
16-20 mm MaiBig resistent
> 20 mm Sensibel
Ofloxacin (OFX) < 16-19 mm Resistent
16-19 mm MaiBig resistent
> 19 mm Sensibel
Tetracyclin ( TET) < 15-18 mm Resistent
15-18 mm MaiBig resistent
> 18 mm Sensibel
Chloramphenicol (C) < 13-17 mm Resistent
13-17 mm MaiBig resistent
> 17 mm Sensibel
Cotrimoxazol (SXT) < 11-15 mm Resistent
11-15 mm MaiBig resistent
> 15 mm Sensibel
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2.7. Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) der im Agardiffusionstest als
“resistent” bestimmten Stimme erfolgte durch den Etest” (AB Biodisk, Solna, Schweden).
Ein Etest” besteht aus einem diinnen, 5 mm breiten und 60 mm langem Plastikstreifen, auf
dessen Oberfldche sich eine MHK-Ableseskala in pg/ml befindet. Auf der Unterseite des
Streifens ist das getrocknete Antibiotikum so angebracht, dal es einen exponentiell
abfallenden Konzentrationsgradienten bildet. Das Konzentrationsgefille geht, abhingig vom
Antibiotikum von 32 bis 0,002 pg/ml bzw. von 256 bis 0,016 pg/ml.

Das Prinzip des Etest” ist nun wie folgt: Nachdem, wie unter 2.8. beschrieben, eine
Keimsuspension hergestellt wurde und diese bei 37°C fiir zwei bis drei Stunden im
Wasserbad inkubiert wurde, erfolgte die Verdinnung der Bakteriensuspension mit
physiologischer Kochsalzlosung, bis die Bakterientriibung nach McFarland 0,5 entsprach. Die
Testbouillon wurde dann mit einem Wattetupfer auf Miiller-Hinton (MH)-Agar im 90°
Winkel ausgestrichen. AnschlieBend wurde der Etest” auf den angetrockneten Bakterienrasen
gelegt und mit einer ausgegliihten Pinzette leicht angedriickt. Innerhalb der nichsten 15 min
nach Auflegen der mit Antibiotika getrinkten Streifen wurden die Platten in den Brutschrank
gestellt und bei 37°C fiir 18 h inkubiert. Nach der Inkubation wurden die durch das
Bakterienwachstum um den Streifen gebildeten Hemmhofe in Ellipsenform sichtbar. Die
minimale Hemmkonzentration wurde anschlieBend von der Skala in pg/ml dort abgelesen, wo

der ellipsenformige Hemmhof endet und gleichzeitig den Etest”-Streifen schneidet.
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Ausstrich der Testbouillon auf MH-Agar

v

Auflegen des Etest® - Streifens auf den Bakterienrasen

v

Bebriitung bei 37° fiir 18h

v

Ablesen der MHK

Abbildung 1: Schematische Darstellung der MHK-Bestimmung mit Etest”-Streifen

&: Ablesen der minimalen Hemmkonzentration

2.8. Ubertragung von Antibiotikaresistenzen durch Konjugation

Die Konjugationsversuche wurden mit einer “Filter Konjugations Methode” durchgefiihrt.

Hierbei wurden je 30 ml LB-Medium mit Ubernachtkultur eines Donor-Stammes und eines
Rezipienten-Stammes zu einer Anfangstriibbung von Agg = 0,1 angeimpft und dann bei 37°C
mit 180 U/min fiir weitere zwei bis drei Stunden bis zu einer Triibung von Agp = 0,8 bebriitet.
Anschliefend wurden 20 pl der Donorkultur und 80 pl der Rezipientenkultur vermischt und
auf einen sterilen Nitrocellulosefilter getropft, der dann auf eine LB-Agarplatte aufgelegt
wurde. Darauthin wurden die Platten fiir 8 h bei 37°C inkubiert. Als Donorstimme dienten
die untersuchten EHEC-Stimme, als Rezipient wurde ein Nalidixinsdure-resistenter E. coli
DH5a verwendet. Nach erfolgter Inkubation wurde der Filter mit einer sterilen Pipette
abgenommen, in ein Reagenzrohrchen iiberfiihrt, und die Bakterien durch Spiilen mit 500 pl

einer sterilen 10 mM MgSO, -Losung vom Filter abgelost und resuspendiert.
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Zum Ausplattieren von je 100 pl unverdiinnter Suspension, 1:10 verdiinnter Suspension und
1:100 verdiinnter Suspension wurden LB-Agarplatten verwendet, die 30 pg/ml Tetracyclin
und 50 pg/ml Nalidixinsdure enthielten. Die mit Tetracyclin und Nalidixinsdure versetzten
Néhrboden sicherten das alleinige Wachstum solcher Stamme, die mittels Konjugation ihre
Tetracyclinresistenz in den Nalidixinsdure resistenten E. coli DHS5a-Stamm iibertragen
konnten.

Nach einer weiteren Inkubationszeit von 36 h wurden die Transkonjuganten selektiert und
erneut auf frischen mit Tetracyclin und Nalidixinsdure supplementierten Agarplatten
ausgestrichen. Als Negativkontrolle dienten sowohl der Donor-Stamm als auch der Rezipient,
die beide ebenfalls auf mit Tetracyclin und Nalidixinsdure versetzten LB-Agarplatten
ausgestrichen wurden. Als Positivkontrolle wurde eine Kultur des entsprechenden Donor-

Stammes auf Sorbit MacConkey-Agar geimpft.

2.9. Herstellung eines Nalidixinsdure-resistenten E. coli Stammes

Ein Nalidixinsdure-resistenter E. coli DH50-Stamm wurde durch Selektion spontaner
Mutanten stufenweise hergestellt. Dreilig ml LB-Medium, versetzt mit 5 pg/ml Nalidixin-
siure, wurden mit einer frischen Ubernachtkultur des E. coli Laborstamms DH50 angeimpft
und iiber Nacht bebriitet. Dann wurden mittels einer Impfose Bakterien entnommen, auf eine
Agarplatte mit derselben Konzentration an Nalidixinsdure {iibertragen, und schlieflich
fraktioniert ausgestrichen um sicherzustellen, daf3 die Kulturen nicht kontaminiert wurden.

Dieser Vorgang wurde mit Nalidixinsdurekonzentrationen von 10 pg/ml, 15 ug/ml und 20
png/ml wiederholt, bis es zur Isolierung einer Einzelkolonie kam, die resistent gegen 20 pg/ml

Nalidixinsdure war und bei dieser Konzentration gutes Wachstum zeigte.
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2.10. Polymerasekettenreaktion zum Nachweis von EHEC

Der Nachweis von stx-Genen der STEC, die fiir eine Toxinuntereinheit oder deren Subtypen
kodieren, wurde mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Zur Amplifikation
der DNA lagern sich spezifische Oligonukleotide (Primer) an die denaturierte, einzelstrangige
DNA (Template) bei der fiir sie optimalen Bindungstemperatur (Annealingtemperatur).

Sie errechnet sich nach einer Faustformel [4°C x (G+C) + 2°C x (A+T)]-5°C. Nach Bindung
der Primer an die komplementére Sequenz des Templates synthethisiert die hitzestabile Taq-
DNA-Polymerase, ausgehend von dem freien 3 'Ende der Primer, ein neues DNA-Fragment.
Die hierfiir nétigen dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) werden dem Ansatz zugegeben.
Durch zyklische Wiederholung des dreistufigen Reaktionsablaufs, bestehend aus
Denaturierung, Annealing und Primer Extension, erfolgt die exponentielle Vervielfachung der

Ziel-DNA.

2.11. Primer fiir die stxB,-und st&xB,-PCR

stxB;-Startprimer KS7
5'-CCC GGA TCC ATG AAA AAA ACATTA TTA ATA-3

stxB;-Endprimer KS8
5’-CCC GAA TCC AGC TAT TCT GAG TCA ACG-3

stxB,-Startprimer GKS5
5'-ATG AAG AAG ATG TTT ATG GCG-3’

stxB,-Endprimer GK6
5'-TCA GTC ATT ATT AAA CTG CAC-3"
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2.12. Reaktionsansatz zum PCR-Nachweis von stx-Genen

H,O bidest. 27,0 ul
Bakteriensuspension (10° Zellen/ml) 15,0 ul
10-fach Tag-Polymerase Puffer 5,0 pl
dNTP Mischung (Stammldsung 10 mM) 1,0 pl
Startprimer (30 pmol/ul) 1,0 pl
Endprimer (30 pmol/ul) 1,0 pl
Tag-DNA-Polymerase (2U) 0,4 pl

Die Taq-DNA-Polymerase und der 10-fach konzentrierte Taq-Polymerase Puffer wurden von

Perkin Elmer/Applied Biosystems, Weiterstadt, bezogen.

2.13. PCR-Programme zur Amplifikation von stx-Genen

SixB;

94°C 45 sec
49°C 60 sec
72°C 45 sec
30 Zyklen

stxB,

94°C 45 sec
52°C 60 sec
72°C 45 sec
30 Zyklen
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2.14. Agarosegelelektrophorese

Zur Auswertung von PCR-Amplifikationsreaktionen wurden Agarosegele in einer Kon-
zentration von 0,6-1 % (w/v) verwendet. Hierzu wurde die Agarose abgewogen, mit einer
entsprechenden Menge TBE- oder TAE-Puffer versetzt und in einer Mikrowelle so lange
aufgekocht, bis eine homogene Suspension entstand. Nach dem Abkiihlen auf ca. 60°C wurde
das Agarosegel auf einen waagrecht positionierten Gelschlitten ausgegossen und am oberen
Ende mit einem Teflonkamm versehen, der als Taschenformer diente. Nachdem das Gel nach
etwa 20-30 min vollstindig auspolymerisiert war, wurde der Teflonkamm entfernt. Dann
wurde der Gelschlitten in die Gelkammer gelegt und mit 0,5-fachen TAE- oder TBE-Puffer
tiberschichtet. AnschlieBend wurden die Proben mit einem Auftragspuffer (Farbmarker)
gemischt und in die praformierten Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 5
V/em bis die erste Farbfront des DNA-Farbmarkers ca. das untere Drittel des Gels erreicht
hatte. Darauthin wurde das Gel fiir 20 min in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) gefarbt

und abschlieend unter einem UV-Transilluminator analysiert.

2.15. Differenzierung zwischen stx, und stx,,

Da mit den Primern GK5 und GK6 sowohl stxB, als auch die Variante stxB,. amplifiziert
werden, mufite der stx, Genotyp durch eine nachfolgende Restriktion der Amplifikate mit den
Restriktionsenzymen Haelll und Fokl differenziert werden. Das stxB, Gen wird durch Fokl in
zwei Fragmente von 116 bp und 154 bp geschnitten, stxB. bleibt unverdaut. Schneidet man
hingegen mit Haelll, so wird das Variantengen stxB;. in ein 128 bp und ein 142 bp Fragment
geschnitten, szxB; bleibt unverdaut. Durch nachfolgende Agarosegelelektrophorese kann auf
Grund der unterschiedlichen Molekulargewichte der restringierten Fragmente zwischen stxB;

und stxB,. unterschieden werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis des stx-Genotyps von STEC mittels Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der PCR wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Stdimme zunichst auf ihren stx-
Genotyp hin untersucht. Es wurden sowohl s#&xB;- als auch st&xB,-spezifische Primer
verwendet (siehe 2.12.). Um zwischen stxB,; und stxB,. zu unterscheiden, wurden die
Amplifikate mit den Restriktionsenzymen Haelll und Fokl geschnitten (siche 2.15). Die
erhaltenen PCR-Produkte der STEC-Stimme wurden in Agarosegelen aufgetrennt und
analysiert.

Insgesamt wurden 74 STEC-Stamme der Serogruppe O157 untersucht. Zwei dieser Stimme
waren stx;-positiv. Daneben konnten 40 stx,-positive STEC-Stimme der Serogruppe O157
nachgewiesen werden. Weitere 32 STEC-Stimme der Seroguppe O157 trugen zwei
Toxingene. Hierbei wurden die Toxin-Genkombinationen stxi/stxa, stxi/stxy. und stxa/ac
gefunden. Bei den non-O157 STEC-Stimmen konnten 46 stx;-positive Stimme bestimmt
werden. Siebzehn non-O157 STEC-Stimme waren stxp-positiv und bei weiteren sieben
Stimmen wurden jeweils zwei Toxingene nachgewiesen. Als Positiv- und Negativkontrollen
dienten die STEC-Stimme EDL 933 (stx;"), E32511 (stxz. ) und der Laborstamm C600 (stx’).
Die Ergebnisse der PCR-Untersuchungen sind in den Tabellen 3,4,5 und 6 aufgefiihrt.

3.2. Nachweis der Antibiotikaempfindlichkeit von STEC-Isolaten von Patienten

und Ausscheidern mit dem Agardiffusionstest

Im Rahmen der Doktorarbeit wurde das Antibiotikaresistenzspektrum der 144 STEC-Stdmme
mit dem Agardiffusionstest ermittelt. Zu den im Agardiffusionstest verwendeten Antibiotika
zdhlten sowohl solche, die in klinischer Anwendung gegen grammnegative Keime stehen, als
auch solche, die keine klinische Anwendung mehr finden. Alle STEC-Stimme wurden auf
Resistenzen gegen die B-Laktam Antibiotika Ampicillin, Piperacillin, Cefotaxim, Ceftazidim,
Cefotiam und Imipenem, die Aminoglykoside Gentamicin und  Streptomycin, die
Gyrasehemmer Ofloxacin und Ciprofloxacin sowie Tetracyclin, Chloramphenicol, und die
Sulfamethoxazol/Trimethoprim-Kombination Cotrimoxazol getestet. Nach 18 h Bebriitung
wurden die Hemmhofdurchmesser ausgemessen und die Empfindlichkeit anhand der
Schablonen, die den Vorgaben des National Comitee for Clinical Laboratory Standard
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(NCCLS) entsprachen, bestimmt. Die Tabellen 3-6 geben einen Uberblick iiber die
Charakteristika und Antibiotikasensibilitdt aller O157 und non-O157 STEC von Patienten und

Ausscheidern.

Tabelle 3: Charakteristika und Antibiotikasensibilitidt von E. coli O157:H7/H” Stimmen von
Patienten und Ausscheidern

Stamm-Nr. Serotyp stx Genotyp Klinik |Nachweis von Resistenzen gegen
AMP/PRL/CTX/CTM/FOX/IMP/CN/ST/
CIP/OFX/TET/C/SXT

3010 O157:H7 _|stxsc D -
3074 O157:H7 |stx» A -
3075 O157:H7 |stx> A -
3645 O157:H7 |stx; A -
4010 O157:H7 _|stxone A -
4011 O157:H7 _|stxanc D -
4232 O157:H7 |stxanc A -
4233 O157:H7 _|stxanc A -
4597 O157:H7 |stxone D -
4625 O157:H7 |stxin D -
5020 O157:H7 _|stxone A -
5407 O157:H7 _|stxanc D -
5822 O157:H7 |stxin A -
5900 O157:H7 _|stxone D -
6216 O157:H7 |stxac D -
6831 O157:H7 _|stxanc D -
1938 O157:H  |stxac D -
1994 O157:H  |stx A -
1996 O157:H  |stx> A -
2313 O157:H  |stxy A -
2473 O157:H  |stx A -
2711 O157:H  |stxy A -
4299 O157:H  [stxic D -
4300 O157:H  [stxic D -
4304 O157:H  [stxic D -
4564 O157:H  |stxic A -
4992 OIST:H |stxip D TET®
5028 O157:H  |stxic A -
5286 O157:H SIX17¢ D -
5531 O157:H  |stxic D -
5929 O157:H SIX1/7¢ D -
16110 O157:H  |stxy D -
16147 O157:H  [stxic D -

= Nachweis einer Tetracyclin—Resistenz; - = Sensibel.
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Tabelle 4: Charakteristika und Antibiotikasensibilitidt von non—O157 STEC-Stdmmen von Patienten und Ausscheidern

Stamm-Nr. Serotyp stx Genotyp Klinik AMP (PRL |CTX |CTM |FOX |[(IMP ([CN (ST (CIP |OFX |TET|C [SXT
3967 026:H11 Stx| A

5157 026:H11 Stx D

5236 026:H11 StX; D R R R R |[R
5499 026:H11 Stxy D

6153 026:H11 StX; D R R R R |R
8399 026:H11 StXy D R R R R |R
4141 026:H Stxy A

4395 026:H SEX1 /e A

4817 026:H Stxy A

6105 026:H Stxy D

8574 026:H StX; D R R R |[R
6404 026:H Stx A

6481 026:H Stxy A

7661 026:H St D

5380 Ol11:H StX; D R R R
5579 0103:H2 Stx A

5721 O111:H2 StX; D R R
5727 O111:H2 StXy D R
1858 0103:H2 Stxy D

2905 0103:H2 Stx D

3381 0103:H2 Stxy D

3386 0103:H2 Stx A

3390 0103:H2 Stxy A

3391 0103:H2 Stxy A

5577 0103:H2 StX| D

5714 0103:H2 Stxy D

5726 03:H10 Stxy A
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Stamm-Nr. Serotyp stx Genotyp Klinik [(AMP |PRL (CTX |[CTM |FOX |IMP |CN (ST |CIP |OFX |TET SXT
3204 O8:H SEX| A R

6480 O8:H SIX20c A

7139 O8:H StX; A

7140 O8:H StXi D R

7617 O8:H2 Stx) A

7619 O8:H2 Stx) A

3432 O8:H14 StxX) A

3757 025:H StXi D R
6561 025:H14 StX; D

7793 084:H StXi D R

4823 0104:H16  [stxi/c A R
3759 O113:H4 Stx) A

7395 O118:H StX1 D R R R R

7940 O118:H StXi A

3560 0128:H SEX| A

3378 O129:H StXi D

51571 0145:H StxX) D

7465 0145:H StXi A

7795 0145:H StX; A

7879 0152:H4 StxX; A R

1867 ONT:H StX; D

3558 ONT:H StX| A

5155 ONT:H SEX| A

0071 ONT:H14  [stx; A

2875 ONT:H14  [stx; A

5021 Orau:H St A R

|:| = Sensibel; E = Resistent.
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Tabelle 5: Charakteristika und Antibiotikasensibilitdt von O157 STEC-Stammen
von Patienten mit der klinischen Diagnose HUS

Stamm-Nr. Serovar  |stx Genotyp Klinik [Nachweis von Resistenzen gegen
AMP/PRL/CTX/CTM/FOX/IMP
/CN/ST/CIP/OFX/TET/C/SXT
0136 OI157:H7 |stx» HUS -
1104 O157:H7 |stx; HUS -
3232 O157:H7 |stxone HUS -
4049 O157:H7 |stx> HUS -
4140 O157:H7 |stx> HUS -
4366 O157:H7 |stxs HUS -
4391 O157:H7 |stxinn HUS -
4661 O157:H7 |stxisc HUS -
4797 OI157:H7 |stxipc HUS -
4963 O157:H7 |stx> HUS -
4996 OI157:H7 |stx» HUS -
5159 O157:H7 |stxanc HUS -
5459 OI157:H7 |stxone HUS -
5823 O157:H7 |stxin HUS -
5899 OI157:H7 |stxone HUS -
6334 O157:H7 |stxs HUS -
6361 O157:H7 |stx> HUS -
6648 O157:H7 |stx> HUS -
6651 OI157:H7 |stxone HUS -
6830 O157:H7 |stxanc HUS -
7898 OI157:H7 |stx» HUS -
0296 OI57T:H |stx» HUS -
1533 OIST:H |stxr HUS -
1575 OI57T:H  |stxo HUS -
1775 O157T:H  |stx> HUS -
1885 OI57:H  |stxo HUS -
1995 OIST:H  |stxr HUS -
2260 O157:H  |stxo HUS -
2471 O157T:H |stx> HUS -
3072 OI57T:H  |stxo HUS -
3172 O157T:H |stx» HUS -
3816 OI57T:H  |stxo HUS -
3817 OIST:H  |stxinc HUS -
5869 OI57T:H  |stxo HUS -
7006 O157:H |stx> HUS -
7273 OI57:H  |stxo HUS -
7325 O157:H |stx> HUS -
7462 OI57T:H |stx» HUS -
8054 O157:H |stx> HUS -
15998 OI57T:H  |stxo HUS -
16148 O157:H |stx» HUS -

- = Hemmhofdurchmesser zeigt Empfindlichkeit gegen diese verwendeten Antibiotika.
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Tabelle 6: Charakteristika und Antibiotikasensibilitdt von non-O157 STEC-Stdmmen von Patienten mit der klinischen Diagnose HUS

Stamm-Nr. Serotyp stx Genotyp Klinik |AMP |PRL |CTX |CTM |FOX |IMP |CN |ST [(CIP |OFX |TET SXT
3639 026:H11 |[stx, HUS R R R
6061 026:H11 |[stx HUS

5720 026:H StxX) HUS R R R R

6068 026:H Stx) HUS

7662 026:H Stxy HUS

4417 Ol11:H  |stq HUS R

4993 O111:H Stxy HUS

6037 Ol11:H  |stxin HUS R R

3985 O145:H  [stx, HUS R R R R

4865 Ol145:H  [stxo. HUS

3651 0O8:H19 SEX| HUS

7382 O8:H2 Stx) HUS

6833 O11:H2 Stxy HUS

3642 O55:H Stx1 HUS

9296 O77:H StX2/0c HUS

7792 O84:H StX| HUS R R
3942 O103:H2 |[stx, HUS

I:l = Sensibel; |I| = Resistent.
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Die Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht aller resistenten Stimme mit Resistenzmuster, stx-Genotyp

und dem assoziierten Krankheitsbild.

Tabelle 7: Antibiotika-resistente STEC-Stimme von Patienten und Ausscheidern

Stamm | Serotyp Stx Krankheit Resistenzprofil

4992 O157:H7 (1,2 D TET

6037 Ol111:H- 1,2 HUS TET ST
4417 OIl11:H- 1 HUS TET

5380 OIl11:H- 1 D TET ST
5727 Ol11:H2 |1 D TET

5721 Ol11:H2 |1 D TET ST
8574 026:H11 1 D TET | AMP | PRL C

6153 026:H11 |1 D TET | AMP | PRL C

5236 026:H11 1 D TET | AMP | PRL | SXT | C ST
8399 026:H11 1 D TET | AMP | PRL C ST
5720 026:H- 2 HUS TET | AMP | PRL ST
3204 O8:H- 1 A TET SXT

7140 O8:H- 1 D ST
7793 0O84:H- 1 D TET SXT

7792 084:H- 1 HUS TET SXT

3985 Ol145:H- (2 HUS TET | AMP | PRL C ST
7395 O118:H- 1,2 D TET | AMP | PRL ST
5021 Oraun:H- 2¢ A ST
7879 O152:H4 |1 A TET

TET = Tetracyclin; AMP = Ampicillin; PRL = Piperacillin; SXT = Cotrimoxazol;
C = Choramphenicol; ST = Streptomycin.
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Unter den 144 getesteten Stimmen wurden 19 Stamme gefunden, die gegen mindestens ein
Antibiotikum resistent waren. Resistenzen gegen Cefotaxim, Ceftazidim, Imipenem,
Gentamicin, Ofloxacin und Ciprofloxacin wurden in keinem der Stimme nachgewiesen (siche
Tabelle 7).

Von den 19 resistenten Stimmen wiesen sechs eine Resistenz gegen ein einzelnes
Antibiotikum auf. Vier dieser Stimme waren gegen Tetracyclin und zwei gegen Streptomycin
resistent. Sechs weitere Bakterienstimme waren gegen jeweils 2 Antibiotika resistent, wovon
3 dieser Stimme Resistenzen gegen Tetracyclin und gegen Streptomycin aufwiesen, die
anderen 3 Stdmme gegen Tetracyclin und Cotrimoxazol. Dreifachresistenzen wurden nicht
gefunden. Bei vier Stimmen konnte eine Vierfachresistenz gegen Tetracyclin, Ampicillin,
Piperacillin und Streptomycin nachgewiesen werden (Tabelle 7). Eine Fiinffachresistenz
gegen Tetracyclin, Ampicillin, Piperacillin, Streptomycin und Chloramphenicol zeigten zwei
Stamme. Ein einziger Stamm war gegen alle sechs in der Tabelle angefiihrten Antibiotika
resistent. Es war festzustellen, dafl die meisten Stimme (n = 17) gegen Tetracyclin resistent
waren.

Auftillig war auch die Assoziation des Resistenzprofils mit dem Serotyp. So zeigten zwei
von drei Stimmen des Serotyps O111:H das gleiche Resistenzmuster. Bei beiden konnten
Resistenzen gegen Tetracyclin als auch gegen Streptomycin nachgewiesen werden. Der dritte
Stamm des Serotyps O111:H™ zeigte dagegen nur eine Resistenz gegen Tetracyclin. Weiterhin
zeigten die beiden Stimme des Serovars O111:H2 iibereinstimmende Resistenzen gegeniiber
Tetracyclin, jedoch war nur bei einem dieser Staimme eine Resistenz gegeniiber Streptomycin
nachweisbar. Von den in Tabelle 7 aufgefiihrten vier Stimmen des Serotyps O26:H11 zeigten
zwei ein identisches Resistenzmuster gegen Tetracyclin, Ampicillin, Piperacillin und
Cloramphenicol, ein weiterer fiihrte eine zusitzliche Resistenz gegeniiber Streptomycin. Dem
vierten Stamm des Serotyps O26:H11 konnten Resistenzen gegeniiber allen aufgefiihrten
Antibiotika nachgewiesen werden. Bei den Stdmmen des Serotyps O8:H konnten keine
gemeinsamen Resistenzen gefunden werden. Dagegen wurden wieder bei den Stimmen des
Serotyps O84:H gemeinsame Resistenzen gegeniiber Tetracyclin und Cotrimoxazol
gefunden.

Es zeigte sich, daB von den 19 resistenten Stimmen nur einer der Serogruppe 0157
angehorte, die restlichen 18 dagegen zu den non-O157 Serotypen zéhlten.

Weiterhin zeigen die Daten, dal Antibiotika-resistente Stimme vor allem unter den Stx1-
produzierenden Bakterien gefunden wurden, weniger bei Stx2-produzierenden Bakterien,

oder solchen Stdmmen, die beide Toxine bilden. Das am héufigsten mit den aufgefiihrten
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resistenten Stdmmen assoziierte Krankheitsbild stellte mit 11 Féllen die Diarrh6é dar. Finf
Félle waren mit HUS assoziiert und 3 Stdmme stammten von asymptomatischen Aus-

scheidern.

3.3. Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) verschiedener

Antibiotika bei resistenten STEC-Stimmen mit Hilfe des Etest®

Um festzustellen, ob bei den resistenten Bakterienstimmen ein hoher Resistenzstatus vorliegt
oder ob es sich um niedrige Resistenzen handelt, wurde die minimale Hemmkonzentration
(MHK) mit dem Btest” in pug/ml bestimmt. Das Ablesen der MHK erfolgte wie unter
Abschnitt 2.9. beschrieben. Die MHK-Werte der 19 resistenten Stimme waren fiir fast alle
Antibiotika sehr hoch.

Die Konzentrationsgradienten-Skala fiir Tetracyclin auf dem Etest"-Streifen reicht von 0,016
bis 256 pg/ml. Zehn der gegen Tetracyclin resistenten Stimme zeigten MHK-Werte von >
256 pg/ml. Der E. coli O111:H2 Stamm 5727, der E. coli O26:H11 Stamm 8574 und der E.
coli O26:H Stamm 5720 erreichten den maximal ablesbaren Wert von 256 pg/ml. Auch der
E. coli O111:H Stamm 5380 zeigte einen hohen MHK-Wert von > 192 pg/ml. Bei dem E.
coli O152:H4 Stamm 7879 konnte ein MHK-Wert von 128 ng/ml abgelesen werden. Der E.
coli O111:H2 Stamm 5721 und der E. coli 0O26:H111 Stamm 8399 erreichten mit dem MHK
von 96 pg/ml den niedrigsten MHK-Wert fiir Tetracyclin. Alle gegen Ampicillin resistenten
Stimme {liberstiegen den maximal ablesbaren Werte von > 256 pg/ml auf der Konzentra-
tionsgradientenskala.

Dagegen zeigten die gegen Piperacillin-resistenten Stimme minimale Hemmkonzentrationen
im Bereich von 24 bis 48 pug/ml. Der E. coli O26:H11 Stamm 5236 und der E. coli O145:H
Stamm 3985 erreichten mit 24 pg/ml die niedrigsten MHK-Werte, gefolgt von dem E. coli
026:H11 Stamm 8399 und dem E. coli O118:H" Stamm 7395 mit einem MHK-Wert von 32
pg/ml. Einen MHK-Wert von 48 pg/ml konnte bei dem E. coli O26:H11 Stamm 8574 und
dem E. coli O26:H11 Stamm 6153 abgelesen werden. Den hochsten MHK-Wert erreichte der
E. coli O26:H  Stamm 5720 mit 64 pg/ml. Alle Cotrimoxazol-resistenten Stimme zeigten
MHK-H6chstwerte von > 32ug/ml. Zu ihnen zdhlte der E. coli O26:H11 Stamm 5236, der E.
coli O8:H Stamm 3204, der E. coli O84: H Stamm 7793 und der E. coli O84:H Stamm
7792. Fiir Chloramphenicol gibt der Etest” wiederum MHK-Werte von 0,016 bis 256 pg/ml

an. Auch hier iiberstiegen alle 5 Chloramphenicol-resistenten Stdmme, der E. coli O26:H11
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Stamm 8574, der E. coli O26:H11 Stamm 6153, der E. coli O26:H11 Stamm 5236, der E. coli
026:H11 Stamm 8399 und der E. coli O145: H Stamm 3985 wiederum den maximal
ablesbaren Wert von > 256 pug/ml an.

Bei Streptomycin, das ebenfalls eine Konzentrationsgradienten-Skala von 0,016 bis 256
pug/ml auf dem Etest"-Streifen besitzt, wiesen acht Stimme MHK-Werte von > 256 pg/ml
auf. Zu ihnen zdhlten der E. coli O111:H  Stamm 6037, der E. coli O111:H  Stamm 5380, der
E. coli O111:H2 Stamm 5721, der E. coli O26:H11 Stamm 5236, der E. coli O8:H Stamm
7140, der E. coli O145:H Stamm 3985, der E coli O118:H Stamm 7395 und der E. coli
Orougn:H'. Der E. coli O26:H" Stamm 5720 erreichte den maximal ablesbaren Wert von 256
png/ml. Ein MHK-Wert von 46 pg/ml konnte bei dem E. coli O26:H11 Stamm 8399 abgelesen

werden.
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Abbildung 2: Bestimmung der MHK-Werte von Tetracyclin fiir die E. coli Stimme
A) 3965 (0145:H"); B) 7879 (0152:H4) und C) 8399 (026:H11) mit Etest”.
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Die MHK fiir das Antibiotikum Tetracyclin von dem E. coli O145:H" Stamm 3985 war grofBBer
als 259 pg/ml, die MHK fiir das Antibiotikum Tetracyclin von dem E. coli O152:H4 Stamm
7879 lag bei 128 pg/ml und die MHK fiir das Antibiotikum Tetracyclin von dem E. coli
026:H11 Stamm 8399 lag bei 96 pg/ml.

Tabelle 8: Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen verschiedener Antibiotika bei
resistenten STEC-Stimmen von Patienten und Ausscheidern

Stamm | Serotyp Stx | Krankheit MHK-Werte

TET AMP PRL  SXT C ST
4992 O157:H7 (1,2 |D >256
6037 Ol11:H 1,2 |HUS >256 >256
4417 Ol11:H 1 HUS >256
5380 Ol11:H 1 D >192 >256
5727 Ol11:H2 |1 D 256
5721 Ol11:H2 |1 D 96 >256
8574 026:H11 |1 D 256 >256 48 >256
6153 026:HI1 |1 D >256 >256 48 >256
5236 026:HI1 |1 D >256 >256 24 >32 >256 >256
8399 026:H11 |1 D 96 >256 32 >256 46
5720 026:H 2 HUS 256 64 256
3204 O8:H 1 A >256 >32
7140 O8:H 1 D >256
7793 0O84:H 1 D >256 >32
7792 0O84:H 1 HUS >256 >32
3985 0145:H 2 HUS >256 >256 24 >256 >256
7395 O118:H 1,2 |D >256 >256 32 >256
5021 Orougn:H™ |2¢ A >256
7879 O152:H4 |1 A 128

TET = Tetracyclin, AMP = Ampicillin; PRL = Piperacillin; SXT = Cotrimoxazol;
C = Choramphenicol; ST = Streptomycin. MHK in pg/ml.

3.4. Ubertragung von Antibiotika-Resistenzen
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Um festzustellen, ob die Antibiotikaresistenzen durch Konjugation auf andere E. coli
Bakterien {ibertragbar sind, wurden mit allen resistenten Stimmen Konjugationsversuche
durchgefiihrt. Da 17 der als resistent bestimmten Stimme resistent gegeniiber dem
Antibiotikum Tetracyclin waren, wurde dieses Antibiotikum als selektiver Marker eingesetzt.
Die ausgewdhlten 17 Tetracyclin-resistenten STEC-Stimme wurden mittels "Filter-
konjugation" mit dem Nalidixinsdure-resistenten Rezipienten E. coli DH5a gekreuzt (siche
2.9). Nach der Konjugation wurde der Konjugationsmix auf Selektionsplatten mit Tetracyclin
und Nalidixinséure ausgestrichen. Lediglich bei 4 der 17 Konjugationsexperimente konnten
Transkonjuganten durch Wachstum auf den Selektionsplatten gefunden werden.

Um zu tiberpriifen, ob neben der Tetracyclin-Resistenz weitere Antibiotikaresistenzen auf den
Nalidixinsdure-resistenten E.coli DH50-Stamm iibertragen wurden, wurden die Ndhrboden
mit dem entsprechenden Antibiotika versetzt (siche Tabelle 9).

So wurde bei dem E. coli O26:H Stamm 5720 und dem E. coli O26:H11 Stamm 8399 neben
den mit Tetracyclin und Nalidixinsdure versetzten Agarplatten solche angefertigt, die
zusdtzlich noch Ampicillin oder Piperacillin enthielten. Der E. coli O118:H  Stamm 7395
wurde auf Grund seines Resistenzmuster neben den mit Ampicillin und Piperacillin
angereicherten Nadhrboden zusitzlich noch auf mit Streptomycin versetzten Agarplatten
ausgestrichen. Dagegen reichte bei dem E. coli O152:H4 Stamm 7879 das alleinige
Ausstreichen auf Nalidixinsdure und Tetracyclinsdure angereicherten Néahrboden.

Bei Wachstum der Transkonjuganten auf dem mit Antibiotika versetzten Néhrboden wurde
von einer Ubertragung der jeweiligen Antibiotikaresistenz ausgegangen.

Der E. coli O26:H Stamm 5720 konnte all seine Resistenzen, ndmlich gegen Tetracyclin,
Ampicillin und Piperacillin im Konjugationsversuch {iibertragen. Dagegen konnte der
multiresistente E. coli O118:H Stamm 7395 nur seine Tetracyclin-Resistenz weitergeben.
Der E. coli O26:HI1 Stamm 8399 war in der Lage auf seine Transkonjugante neben
Tetracyclin ebenfalls Ampicillin und Piperacillin, nicht jedoch Chloramphenicol und
Streptomycin weiterzugeben. Der einfach-resistente E. coli O152:H4 Stamm 7879 {iibertrug

seine Tetracyclinresistenz.
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Tabelle 9. Ubertragung von Antibiotika-Resistenzen von STEC Donor-

Stammenauf den Rezipienten E. coli DH5Q

Stamm |Amp Prl Tet Sxt St
5720 R R R S S
TK-5720 |R R R S S
7395 R R R S R
TK-7395 (S S R S S
7879 S S R S S
TK-7879 |S S R S S
8399 R R R S R
TK-8399 |R R R S S

TK- = Transkonjugante; R = Resistent; S = Sensibel.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dal 12,9% aller untersuchten STEC-Stdmme, die im
Jahr 1996 in Wiirzburg von Patienten und asymptomatischen Ausscheidern isoliert wurden,
mindestens eine Resistenz gegen die getesteten Antibiotika aufweisen. Bei genauerer
Betrachtung konnte man feststellen, dafl lediglich 1/74 O157 STEC-Stimmen eine
Antibiotikaresistenz aufwies, im Vergleich zu 18/70 non-O157 STEC-Stimmen. Resistenzen
wurden hédufiger bei Stx1-produzierenden Bakterienstimmen (13/19) gefunden, seltener bei
Stx2-produzierenden Stimmen oder solchen, die beide Toxine bilden. Diese Beobachtungen
stimmen mit denen von Farina et al. [25] und Prado et al. [29] iiberein, die jeweils die

Antibiotikaempfindlichkeit bei EHEC-Stammen in Italien und Chile untersucht hatten.

Als Reservoir der humanpathogenen Shiga Toxin-produzierenden E. coli-Bakterien gelten
landwirtschaftlich genutzte Tiere, insbesondere Rinder und Kélber, aber auch Schafe und
Ziegen, sowie Lebensmittel wie Fleisch- und Milchprodukte [2,5]. Insgesamt konnten bereits
mehr als 190 STEC Serotypen von Rindern und kleineren Wiederkduern isoliert werden [32].
Die Aufmerksamkeit vieler bisheriger Studien richtete sich vor allem auf die
Antibiotikaempfindlichkeit von STEC-Stimmen des Serotyps O157:H7, der weltweit als
wichtigster Erreger des enteropathischen hédmolytisch-urdmischen Syndroms und der
hdmorrhagischen Colitis gilt [9]. Dies fiihrte zur Unterschitzung der non-O157 STEC-
Stamme, deren Beteiligung an schweren Krankheitsbildern mehr und mehr zunimmt [11,20].
In dieser Studie wurde die Mehrzahl der Antibiotikaresistenzen bei non-O157 Stidmmen
gefunden, die bei Rindern allgemein héufiger nachgewiesen werden. Somit kénnte man

vermuten, dall die Resistenzen ihren Ursprung bei landwirtschaftlichen Nutztieren finden.

Tatsdachlich werden weltweit Antibiotika in der Tierfilitterung als sogenannte
Futtermittelzusatzstoffe eingesetzt, was pro Jahr und Land viele Tonnen dieser
hochwirksamen Therapeutika ausmacht [39]. Sie werden vornehmlich zur Prophylaxe und
Therapie von bakteriell bedingten Bestandserkrankungen sowie zur Streprophylaxe
eingesetzt. Hierbei werden insgesamt mehr Antibiotika angewendet als zur medikamentdsen
Therapie in der Humanmedizin [35]. Dieser quantitativ und qualitativ sehr umfangreiche
Einsatz von Antibiotika bedingt einen erheblichen Selektionsdruck auf alle empfindlichen
Infektionserreger, aber auch auf die normale Bakterienflora in der Umgebung von Mensch
und Tier. Die Bakterienarten entgehen diesem Selektionsdruck nur, indem sie resistente
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Varianten bilden [33]. Somit wird das Zufiittern subtherapeutischer Antibiotika-
konzentrationen als Wachstumsforderer als einer der Griinde fiir die ansteigenden
Antibiotikaresistenzen bei koliformen Krankheitserregern gesehen [33,35]. Da wiederum das
menschliche und tierische mikrobiologische Okosystem stark miteinander verbunden ist [35],
kann es sowohl durch Tierkontakt mittels Schmierinfektion, als auch iiber den Verzehr von

Fleisch zu Ubertragungen von Antibiotikaresistenzen auf den Menschen kommen [53].

In Ostdeutschland beispielsweise wurde von 1983 bis 1990 Nourseothricin, das strukturell
dem Oxytetracyclin verwandt ist, als Wachstumsforderer angewendet [35]. Vor 1983 konnte
man keine Resistenzen gegen dieses Antibiotikum bei E. coli-Bakterien der menschlichen und
tierischen Darmflora nachweisen. Bereits zwei Jahre spéter gelang es resistente E. coli-
Bakterien sowohl von der Darmflora der Tiere, als auch aus deren Fleischprodukten zu
isolieren. Im Jahre 1990 wurden dann Resistenzen gegen Nourseothricin bei E. coli-
Bakterien, die von den Tierziichtern, ihren Familien und Mitgliedern ihrer Gemeinde isoliert
wurden, nachgewiesen [35]. Ahnliche Beobachtungen konnten Mikrobiologen aus Holland
machen, die Tierfarmen untersuchten, in denen Antibiotika als Leistungsforderer anwendet
wurde. Hier konnten sie nicht nur eine grole Anzahl resistenter Bakterien in den Kotproben
feststellen, sondern auch, daB3 die Tierpfleger und die Schlachter, die in engem Kontakt mit

den Tieren standen, Trager der gleichen resistenten Bakterien waren [53].

Der iiberméBige Einsatz von Antibiotika in der Tiermast bedingt also, dal die residente
Mikroflora der Tiere als sogenannter ,,Genpool* fungieren kann, der genetisch determinierte
Antibiotikaresistenzen aufweist. Diese konnen durch horizontalen Gentransfer sowohl auf
apathogene, ubiquitdr vorkommende Bakterienspezies als auch auf pathogene Keime wihrend
deren temporaren Kolonisation {ibertragen werden [36,70].

Die eigentliche Problematik besteht nun vornehmlich darin, dal sowohl in die Tiermast, als
auch in der Humanmedizin Antibiotika der gleichen Stoffgruppe eingesetzt werden. Die
dadurch aufgetretenen Kreuzresistenzen konnen das Ansprechen dieser Antibiotika in der
Humanmedizin verhindern.

Ein Beispiel hierzu ist das seit April 1997 europaweit verbotene Antibiotikum Avoparcin, das
weltweit als Wachstumsforderer Verwendung fand. Avoparcin gehort zur Gruppe der
Glykopeptid-Antibiotika, zu denen ebenfalls Vancomycin zéhlt. Dieses in der Humanmedizin
eingesetztes Reserveantibiotikum wird unter anderem bei Erkrankungen, die durch den

Methicillin-resistente Staphlococcus aureus (MRSA) hervorgerufen werden, angewendet
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[56]. Die Zulassung von Avoparcin wurde nun widerrufen, da Glykopeptid-resistente
Enterokokken aus Nutztieren isoliert werden konnten. Gleichzeitig gab es Probleme bei der
Behandlung von Patienten, die Enterokokkeninfektionen aufwiesen [ 69] .

So konnte in den letzten Jahren gegeniiber dem Avoparcin verwandtem Vancomycin eine
starke Zunahme der Resistenzentwicklung bei Enterokokken beobachtet werden, die auf eine
entwickelte Kreuzresistenz zurlickzufiihren ist [56,57]. Seit dem Verbot von Avoparcin
konnte ein kontinuierlicher Riickgang Vancomycin-resistenter Enterokokken in Nutztieren
und in der menschlichen Darmflora beobachtet werden [53,73].

Seit Anfang 1999 diirfen weitere Antibiotika europaweit nicht mehr dem Tierfutter beige-
mischt werden. Dazu zéhlt beispielsweise das Streptogramin Virginiamycin. Hierzu gibt es im
humanmedizinischen Bereich Wirkstoffdquivalente, wie in Form des Kombinations-
praparates Synercid. Genauso verboten wurden die dem Tierfutter beigemischten Makrolide
Spiramycin und Tylosin. Ebenso untersagt wurde die Anwendung des Lokalantibiotikums
Zink-Bacitracin, dessen Wirkmechanismus dem der Glykopeptid-Antibiotika dhnelt. Fiir alle
vier in der Tierzucht verwendeten Antibiotika wurde die Mdglichkeit einer sogenannten
Kreuzresistenz bestétigt. Bei den noch restlichen vier zugelassenen Antibiotika, dem
Avilamycin, dem Flavophospholipol, dem Salinomycin-Natrium sowie dem Monensin-

Natrium konnte eine moégliche Kreuzresistenz noch nicht nachgewiesen werden [ 69] .

Dagegen sind die Antibiotika, gegen die in dieser Arbeit Resistenzen gefunden worden sind,
seit Jahren nicht mehr als Leistungsforderer zulédssig, oder wurden nie zur Unterstlitzung in
der Tiermast eingesetzt. So ist in Deutschland beispielsweise das Zufiittern von Tetracyclin
bei Masttieren seit 1972 verboten. Ahnlich verhilt es sich mit Streptomycin, das bis 1970 als
Wachstumsforderer bei landwirtschaftlich genutzten Tieren angewendet wurde. Die restlichen
Antibiotika, gegen die in dieser Arbeit Resistenzen nachgewiesen worden sind, wurden

dagegen nie nachweislich zur Unterstiitzung in der Tiermast und -zucht verwendet.

Zu beachten ist aber, daBl die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika in der
Veterindrmedizin zur Behandlung von generalisierten und lokalen Infektionen angewendet
werden. Das mit Abstand am héufigsten verwendete Antibiotikum ist Tetracyclin, welches
noch 1997 mit 2294 Tonnen in ganz Europa Anwendung fand. Zu therapeutischen Zwecken
wurden im selben Jahr 322 Tonnen des Antibiotikum Penicillin angewendet, gefolgt von 154
Tonnen Aminoglykosiden und 75 Tonnen Cotrimoxazol [37]. Anhand dieser Zahlen scheint

es nicht verwunderlich, dafl der jahrelange therapeutische, aber auch prophylaktische Einsatz

41



von Antibiotika in den Tierbestinden einen weiteren Grund fiir die ansteigende
Resistenzentwicklung bei Krankheitserregern darstellt. Inwieweit diese Praktiken zur
Resistenzsituation koliformer Bakterien beitragen, wurde beispielsweise Anfang der 90er
Jahre in der Forschungsstelle Bad Elster, einer Milchviehanlage mit 1930 Kiihen, untersucht.
Die Anwendung von Antibiotika erfolgte ausschlieflich therapeutisch, unter veterinér-
medizinischer Kontrolle, wobei zur Behandlung der Rinder Penicillin, Streptomycin und
Tetracyclin in verchiedenen Anwendungsformen verabreicht wurde. In der Kélberaufzucht
kamen zusétzlich Chloramphenicol, Sulfonamide, Trimethoprim und ein Aminoglykosid zur
Anwendung. Wie nachgewiesen wurde, gelangte aus dem Bereich der Kilberaufzucht {iber
10°, zumeist fiinf- bis sechsfach resistente coliforme Bakterien, vorrangig E. coli, in die
Giillesammelbecken und von da aus in die Umwelt. Damit wird deutlich, daB3 der
ausschlieflich therapeutische Einsatz von Antibiotika, wie er in diesem Bestand erfolgte,
ausreicht, um tliber die Giille antibiotikaresistente Bakterien in GroBBenordnungen freizusetzen,
wie sie sonst nur in Klinikabwidssern gefunden werden. Zieht man in Betracht, daf} die
Milchviehanlage dabei bei weitem nicht das bedeutendste Reservoir fiir antibiotikaresistente
Bakterien darstellt, dagegen Kélberaufzuchten sowie Schweine- und Gefliigelhaltungen noch
weit stirker betroffen sind, wird deutlich, dal der Landwirtschaft bei der Verbreitung von
bakteriellen Resistenzen eine bedeutende Rolle zukommt. Das Antibiotikaresistenzgene aus
dem tierischen Reservoir auch ohne entsprechenden Selektionsdruck auf Bakterien des

Menschen iibergehen konnen, wurde bereits beschrieben [ 67,68] .

Ein weiterer Grund fiir die steigenden Antibiotikaresistenzen bei Krankheitserreger kann auf
den hohen Umgang von Antibiotika in der Humanmedizin zuriickgefiihrt werden, wo
Antibiotika nach wie vor eine der wichtigsten Medikamentengruppen darstellen [33]. Studien
aus Kanada zeigen beispielsweise, dal 50% aller antibiotischen Verordnungen medizinisch
nicht gerechtfertigt sind [ 70] . Dazu kommen hiufig Anwendungsfehler, wie der vorzeitige
Abbruch einer wirksamen Therapie oder der fehlende Wechsel zu einer anderen
antimikrobiell wirksamen Substanz bei Sekundirinfektionen beziehungsweise die
Fortfiihrung der Therapie nach Resistenzentwicklung. Weiter konnen ein inaddquates
Therapieregime, sowie der vorschnelle Einsatz von Antibiotika bei Virusinfektionen die
Resistenzentwicklung fordern [ 70] . Dazu haben sich in den letzten 20 Jahren die betroffene
Patientengruppen verdndert. Es werden viel mehr alte Menschen behandelt und in

Verbindung mit dem medizinischen Fortschritt auch mehr immunsupprimierte Patienten in
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der Nephrologie, Hamatologie, Onkologie und Transplanatationschirugie. Die Folge ist ein

entsprechender Antibiotikaeinsatz [ 71] .

Ein weiter Problemkreis bei der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen konnten die
Antibiotikaresistenzgene in gentechnisch verdnderten Pflanzen darstellen. Gentechnisch
verdnderte Pflanzen, wie die Sojabohne, Mais oder Raps, tragen nicht nur das erwiinschte
Gen, zum Beispiel fiir die Pestizidresistenz, sondern auch zusétzlich ein Gen fiir eine
Antibiotikaresistenz als Marker. Hier stellt sich die Frage, ob die Resistenzgene beim Einsatz
in der Landwirtschaft auf natiirliche Bakterien {ibertragen werden und somit zum Problem der
zunehmenden Antibiotikaresistenz beitragen konnen. Bisherige Labor- und Feldexperimente
haben keinen Hinweis auf einen Genaustausch zwischen Pflanzen und Bakterien ergeben. In
neueren Arbeiten konnte allerdings nachgewiesen werden, dal durch homologe
Rekombination ein solcher Genaustausch moglich ist [ 55,68] . Die Aufnahme solcher
Bakterien durch Rinder und somit die mdgliche Ubertragung der Antibiotikaresistenzgenen
auf Krankheitserrreger ist nicht auszuschliefen.

Ebenfalls nicht vergessen sollte man die Tatsache, daB im Tierfutter teilweise gen-
maniupuliertes Sojaschrot verwendet wird. Da wiederum Gen-Soja als Marker Antibiotika-
resistenzgene enthélt, konnte es somit zur direkten Aufnahme von Antibiotikaresistenzgenen

bei Masttieren kommen.

Ein anderer Gesichtspunkt betrifft die Behandlung der von STEC verursachten
Krankheitsbilder. Es erscheint unwahrscheinlich, dall die Antibiotikaresistenzen durch
antibiotische Chemotherapie erworben wurden, da der GroBteil, der durch STEC-Stidmme
hervorgerufenen Krankheitsbilder, wie die hémorrhagische Colitis oder das lebens-
bedrohliche HUS, sich bevorzugt bei Kleinkindern bis zum Alter von fiinf Jahren
manifestiert. Die Anwendung von Tetracyclin, gegen welches sich 17 von 19 Stimmen in
dieser Arbeit resistent zeigten, stellt in dieser Altersgruppe eine Kontraindikation dar, da es
sich bevorzugt in Calcium- reichen Geweben -einlagert. So kann es sowohl das
Knochenwachstum hemmen, als auch zu Stérungen der Zahnbildung fiihren. Ahnlich verhilt
es sich mit Streptomycin, das auf Grund seiner Oto- und Nephrotoxizitit keine Anwendung
mehr findet und weitgehend durch neuere Aminoglykoside ersetzt wurde [27]. Weiter werden
Streptomycin, Tetracyclin und die meisten in dieser Arbeit aufgefiihrten Antibiotika nicht als

klassische Indikation zur Therapie von Durchfallerkrankungen gesehen.
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Desweiteren wird bei einer in der Klinik mikrobiologisch nachgewiesenen EHEC-Infektion in
den meisten Fillen auf eine Antibiotikatherapie verzichtet, da man auf Grund mehrerer
Studien bis heute zu keiner Ubereinstimmung iiber die Vor- bzw. Nachteile einer
Antibiotikatherapie gekommen ist [21,38,40,42,43,44,45].

So ist beispielsweise bei der Entwicklung des hdmolytisch-urdmischen Syndroms nach wie
vor keine kausale Therapie oder effektive Pravention bekannt. In mehren Studien wurde
bewiesen, da3 verabreichtes Antibiotikum die Freisetzung von Shigatoxin sowohl inhibieren
als auch fordern kann [38]. So zeigten sich bei in vitro Versuchen, in denen STEC-Stimme
subinhibitorischen Konzentrationen verschiedener Antibiotika ausgesetzt waren, beziiglich
der Verotoxin Produktion uneinheitliche Ergebnisse. Auf das Antibiotikum Cotrimoxazol
beispielsweise reagierten die Stimme mit einer signifikante Steigerung der Toxinfreisetzung
[38,49]. Andererseits gibt es wiederum Arbeiten, die von einem starkem Riickgang der
Produktion von Stx1 bei E. coli O157:H7 Stammen unter Zugabe von subinhibitorischen
Cotrimoxazol Konzentrationen berichten [41]. Ob sich dabei diese Phdnomene in vivo

abspielen ist unklar.

Daneben scheint es stammspezifische Unterschiede bei enterohdmorrhagischen E. coli zu
geben, die subinhibitorischen Antibiotikakonzentrationen ausgesetzt wurden. Bei drei
unterschiedlichen O157 Stimmen, die entweder Stx;, Stx, oder beide Toxine exprimierten,
zeigte sich ein unterschiedliches Verhalten hinsichtlich der Toxinfreisetzung. Ampicillin
fiihrte bei dem Stx2-produzierendem Stamm zu einer Abnahme der Toxinfreisetzung, zeigte
jedoch keinen Effekt auf die beiden anderen Stimme. Waren die Stimme gegeniiber
beispielsweise Penicillin G, Streptomycin oder Ciprofloxacin ausgesetzt, so konnte man ein
Riickgang der Toxinfreisetzung bei zwei Stimmen beobachten, wéhrenddessen die
Toxinproduktion des dritten Stammes zunahm. Aus diesen Versuchen 148t sich schlielen, daf3
die Reaktion von O157 Stidmmen auf subinhibitorische Konzentrationen verschiedener
Antibiotika stark von der Natur des Stammes abhéngt und so keine eindeutigen antibiotischen
Therapieverhalten vorgeschlagen werden konnen [39,59].

Auch eine Analyse der klinischen Literatur hinsichtlich eines postulierenden Zusammen-
hanges zwischen dem Verabreichen von Antibiotika und der Entstehung eines HUS ergibt ein
uneinheitliches Bild [20].

So fiihrte bei einer E. coli O157-Epidemie in einem Altersheim in Kanada die orale
Antibiotikabehandlung zu einer Verschlechterung der Prognose der Patienten. Dabei muss

erwiahnt werden, dal nur die Erkrankten Antibiotika erhielten, die bereits ein schweres
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Krankheitsbild zeigten [42]. Ein ungiinstiger Einflul der antibiotischen Therapie, wahrend
der Prodromalphase, wurde auch von Pavia et al. [ 40] wihrend zweier Ausbriiche von E.
coli O157 in einem Heim fiir geistig Behinderte beschrieben. Hier erkrankten insgesamt 23
Personen an iiberwiegend blutigen Durchfillen. Sechs von acht Patienten, die auf Grund der
hadmorrhagischen Durchfille ein Antibiotikum erhalten hatten, entwickelten das Vollbild des
hdmolytisch-urdmischen Syndroms [40], dagegen keiner von 15 Erkrankten ohne diese
Komplikation [38]. In einer weiteren Arbeit wurde von einem Kind berichtet, da3 bereits vor
seiner Infektion mit E. coli O157:H7 mit Antibiotika behandelt wurde. Auch hier konnte die
von Anfang an durchgefiihrte antibiotische Therapie nicht die Entwicklung des HUS
verhindern [45].

In einer anderen Studie dagegen wurde beobachtet, dal eher die Patienten ein hdmolytisch-
urdmisches Syndrom entwickelten, die nicht antibiotisch behandelt wurden. Allerdings wurde
mit der antibiotische Behandlung in diesem Fall relativ spédt begonnen [21]. Weiter ist
erwahnenswert, daB3 in einer Studie, in der 117 Kinder ein HUS einwickelten, gerade
diejenigen einen besseren Krankheitsverlauf zeigten, die in der Prodromalphase ein
Antibiotikum erhalten hatten [43].

Dagegen wiederum sprechen die Beobachtungen von Wong et al. [ 44] , die mittels einer erst
kiirzlich durchgefiihrten Studie, das Risiko zur Entwicklung eines hdmolytisch-urdmischen
Syndroms nach Antibiotikatherapie bei Kindern unter zehn Jahren untersuchte. Hier
entwickelten eindeutig jene Kinder ofter das hdmolytisch-urdmische Syndrom, die von
Anfang an eine Behandlung mit Antibiotika erhalten hatten. Besonders gefahrlich wurden
jene Antibiotika bewertet, die eine Sulfa-Komponente enthielten, ebenso wie [B-Lactam

Antibiotika [44].

Auf Grund der Dynamik der durch STEC hervorgerufenen Infektionen und der aufgefiihrten
in vitro Befunde bleibt als Fazit, daB3 eine antibiotische Behandlung nicht indiziert und
empfohlen wird [ 59] . Unter der Vorstellung, dall dem Shiga Toxin bei der Pathogenese des
HUS eine wesentliche Rolle zukommt, kann, gestiitzt durch in vitro Befunde, die Moglichkeit
einer Antibiotika induzierten Toxinfreisetzung in vivo und damit einer ungiinstigen
Beeinflussung des Krankheitsverlaufes nicht ausgeschlossen werden [38]. Selbst in Japan, wo
die Verabreichung von Antibiotika bei Durchfallerkrankungen, die durch EHEC-Bakterien
bedingt sind, haufig ist und wo die Antibiotika Norfloxacin, Fosfomycin und Kanamycin vom
Gesundheitsministerium zur Behandlung gegen EHEC empfohlen werden [46,47], beginnt

man das Einsetzen von Antibiotika kritischer zu sehen. Nicht zuletzt, dank neuster
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Untersuchungen, die zeigen, dafl subinhibitorische Konzentrationen des empfohlenen
Fosfomycin unter in vitro Bedingungen bei E. coli O157:H7 Stimmen zur vermehrten
Freisetzung von Stx1 und Stx2 fiihrten [46]. Diese Beobachtungen stimmen mit denen von
Yoh et al. [ 46] {berein, die unter anderen, die Wirkung von subinhibitorischen Konzen-
trationen des Antibiotikum Fosfomycin auf die Shiga Toxin Freisetzung bei entero-
hamorrhagischen E. coli O157 untersuchte [48].

Auf Grund der méBigen Therapiemoglichkeiten und der eventuellen lebenslangen Folge-
rerkrankungen von HUS und TTP, wie zum Beispiel das chronische Nierenversagen, als auch
Bluthochdruck und diverse neurologische Schiden, wird die Prévention von Infektionen
durch STEC-Stimme mehr und mehr zur Herausforderung [30]. Regelméaflige Kontrollen von
Bauernhofen und Schlachthdfen sind daher unumgénglich, genauso wie die Aufkldrung der

Verbraucher iiber mégliche Infektionsquellen.

Zusammenfassend weisen die Literaturdaten auf die hohe Antibiotikaanwendungen in der
Landwirtschaft, Veterindr- und Humanmedizin als Ursache fiir die zunehmende
Resistenzentwicklung bei STEC hin. Die in den letzten Jahren zunehmende Resistenz-
entwicklung der Krankheitserreger gegeniiber verschiedene Antibiotika, 1d6t auf eine
Plasmid-vermittelte Ubertragung schlieBen [27]. Diese extrachromosomalen Erbtriger haben
im Laufe der Evolution die genetische Aufgabe der bakteriellen Flexibilitdt und Anpassung
an verdnderte Umweltbedingungen {ibernommen. Somit konnten Bakterien mit Hilfe der
Plasmide in verschiedenen 6kologischen Nischen und unter einem extremen Selektionsdruck
iiberleben, wie er heute mit dem Einsatz von Antibiotika in der Landwirtschaft und in der
Medizin vorkommt [33]. Mittels der Plasmide konnen Bakterien relativ rasch durch
horizontalen Gentransfer Antibiotikaresistenzgene untereinander austauschen. So sind
Plasmide in der Lage Resistenzfaktoren mittels Konjugation von einem plasmidhaltigen auf
ein plasmidfreies Bakterium zu iibertragen. Genauso ist es ihnen moglich, Resistenzfaktoren
auf ein Bakterium mit einem bereits vorhandenen Resistenzplasmid zu iibertragen, wobei
Mehrfachresistenzen entstehen konnen. In dieser Arbeit konnten bei 15 von 19 STEC-
Stimmen Mehrfachresistenzen nachgewiesen werden, die auf eine Koselektion solcher
multiresistenter Plasmide zuriickgefiihrt werden kann. Eine andere Art des horizontalen
DNA-Transfers ist mit Hilfe von transduzierenden Phagen mdglich, der neben seinem
eigenem Genom noch Teile des Wirtsgenoms mit in eine neue Wirtszelle einbringen kann.

Auch so kann es zur Ubertragung und Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen kommen.
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In dieser Arbeit konnten bei vier der neunzehn Resistenzen aufweisenden STEC-Stimme
Resistenziibertragungen auf den Antibiotika sensiblen E. coli DHS50-Stamm mittels
Konjugation nachgewiesen werden.

Neben Tetracyclin, welches als primdrer Marker verwendet wurde, wurden bei zwei der vier
konjugierbaren Stimme ebenfalls Ampicillin und Piperacillin iibertragen. Nie kam es dagegen
zur Ubertragung der Antibiotika Chloramphenicol oder Streptomycin. Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, daB3 mit Verwendung des entsprechenden Antibiotika als Marker es
ebenfalls zur Ubertragung dieser, moglicherweise auf anderen Plasmiden lokalisierter,

Resistenzgene kommen kdnnte.

Die zunehmenden Antibiotikaresistenzen bei STEC haben sowohl klinische als auch
epidemiologische Bedeutung. Resistente STEC-Stimme haben in Viehbestéinden, in denen
Antibiotika zur Mistung oder zu therapeutischen Zwecken eingesetzt wird, einen selektiven
Vorteil gegeniiber anderen koliformen Bakterien. Daraus kann eine bessere Durchsetzungs-
fahigkeit resistenter STEC-Stdmme bei Rindern resultieren, wie auch die Gefahr einer

potentielle Ubertragung resistenter Pathogene auf den Menschen.

Auf der anderen Seite konnte die ansteigende Anzahl Antibiotika-resistenter Stimme in
Zukunft zu einer rasch durchfiihrbaren epidemiologische Nachweismethode fithren. So konnte
man beispielsweise mittels eines Antibiogrammes sporadisch auftretende Krankheitsfille von
solchen unterscheiden, die einer gemeinsamen Infektionsquelle entstammen. Auf Grund der
in dieser Arbeit aufgefiihrten Ergebnisse sollten hierzu Tetracyclin, Ampicillin, Piperacillin,
Cotrimoxazol, Chloramphenicol und Streptomycin in die zu untersuchenden Antibiotika

aufgenommen werden.

Um in der Zukunft eine Minimierung von Antibiotikaresistenzen tierischer Herkunft zu
erreichen, sollte eine Reihe von Mallnahmen tiberdacht werden. So sollte die nationale und
internationale Uberwachung der Resistenzentwicklung bei STEC-Stimme ein wichtiges
diagnostisches Kriterium darstellen, um Krankheitsverldufe in Zukunft besser kontrollieren zu
konnen. Weiter sollte man bemiiht sein, die Zufiitterung von Antibiotika in der Tierzucht zu
verringern und auf lange Sicht ganz abzuschaffen. Vorbild hierzu ist Schweden, wo
Antibiotika seit 1986 als Zusatzmittel bei der Tierzucht verboten ist. Hier konnte durch

verbesserte HygienemafBnahmen in der Tierhaltung der anfangliche Produktionsriickgang
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ausgeglichen werden [35]. Auch die Schweiz verzichtet als zweites européisches Land seit
Anfang 1999 auf antimikrobielle Leistungsforderer in der Nutztierhaltung [54].

Auf lange Sicht wiirde sich Investitionen in die Optimierung der Haltungs- und
Hygienebedingungen in der Tiermast auszahlen. Durch den so qualitativ und quantitativ
verminderten Einsatz von Antibiotika wiirde der Selektionsdruck der Bakterien nachlassen

und somit die Entstehung und Verbreitung resistenter Varianten vermindert werden.

48



5. Zusammenfassung

Einhundertvierundvierzig STEC-Stdamme von Patienten mit hédmolytisch-urdmischem
Syndrom (68 Stdmme), von Durchfallpatienten (42 Stdmme) und von asymptomatischen
Ausscheidern (44 Stdmme) wurden im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Antibiotika-
empfindlichkeit hin untersucht. Zu den insgesamt 13 getesteten Antibiotika z&hlten die B-
Laktam Antibiotika Ampicillin, Piperacillin, Cefotaxim, Ceftazidim, Cefotiam und Imipenem,
die Aminoglykoside Gentamicin und Streptomycin, die Gyrasehemmer Ofloxacin und
Ciprofloxacin sowie Tetracyclin, Chlorampenicol und die Sulfamethoxazol/Trimethoprim-
Kombination Cotrimoxazol.

Alle E. coli O157 Stimme, die von Patienten mit HUS isoliert wurden, waren sensibel gegen
die getesteten Antibiotika. Lediglich ein E. coli O157 Stamm, der von einem Durchfall-
Patienten isoliert wurde, zeigte eine Resistenz gegen Tetracyclin. Allgemein haufiger wurden
Antibiotikaresistenzen bei non-O157 Stdmmen gefunden. Fiinf von 22 non-O157 Stdmmen,
die von HUS-Patienten isolierten wurden, zeigten mindestens eine Resistenz gegen die
getesteten Antibiotika. Vierzehn von fiinfunddreilig non-O157 E. coli Stimmen, die sowohl
von Durchfall-Patienten als auch von asymptomatischen Ausscheidern stammten, konnten
sowohl Einfachresistenzen als auch Multiresistenzen aufweisen.

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) zeigte, daB3 alle resistente
Stimme einen extrem hohen Resistenzstatus besitzen.

Sowohl B-Laktam als auch Tetracyclin Resistenzen konnten mittels Konjugation auf einen E.
coli-Laborstamm iibertragen werden. Dies 146t die Anwesenheit von R-Plasmiden vermuten.
Die Tatsache, dall iiber 12% Shigatoxin produzierender E. coli Stimme aus humanen
Stuhlproben Antibiotikaresistenzen aufweisen, hat klinische und epidemiologische
Bedeutung. Resistente STEC-Stimme hétten einen selektiven Vorteil gegeniiber anderen
koliformen Bakterien in Mastbetrieben, die Antibiotika dem Futtermittel beimengen. Hieraus
wiederum steigt die Gefahr einer potentiellen Ubertragung resistenter Pathogene auf den
Menschen. Auf der anderen Seite konnte die ansteigende Anzahl Antibiotika-resistenter

Stimme zu einer rasch durchfiihrbaren epidemiologischen Nachweismethode fiihren.
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