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Einleitung

1 Einleitung

Das fakultativ anaerobe, gramnegative Stabchenbakterium Escherichia coli
gehort zur Darmflora des Menschen und anderer Wirbeltiere. Einige Serotypen
weisen jedoch pathogene Eigenschaften auf, die diesen natlrlichen Darmbe-
wohner zu einem gefahrlichen Krankheitserreger wandeln konnen. Beim Men-
schen treten neben Enteritiden auch extraintestinale Manifestationen auf, vor
allem Harnwegsinfekte, Neugeborenen-Meningitis, nosokomiale Septikamien,
sowie das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) und die thrombotisch-
thrombozytopenische Purpura (TTP) konnen auf E. coli als Erreger zurtuckzu-
fuhren sein [40].

Mit molekularbiologischen Methoden konnte nachgewiesen werden, dass diese
Bakterien verschiedene krankheitsspezifische Pathogenitatsmerkmale erwor-
ben haben und dadurch in der Lage sind, z. B. das Blasen- oder Darmepithel zu
kolonisieren, die Blut-Hirnschranke oder intestinale Oberflachen zu durchque-
ren, sowie Toxine in die Blutbahn einzubringen [39, 63].

Anhand dieser Virulenzmerkmale werden mehrere Pathotypen charakterisiert,

die Verursacher der Darmerkrankungen teilt man dabei in fiUnf Gruppen ein [45]:

Enteropathogene E. coli (EPEC): Sie gelten als klassische Erreger der
Sauglingsdyspepsie und erzeugen im Intestinum charakteristische
»Attaching and Effacing—Lasionen®.

e Enterotoxinbildende E. coli (ETEC) verursachen Reisediarrhoe durch die
von ihnen gebildeten hitzestabilen und hitzelabilen Enterotoxine.

e Enteroinvasive E. coli (EIEC) l6sen eine ruhrahnliche Enteritis aus und
konnen in Darmepithelzellen eindringen.

e Enteroaggregative E. coli (EAEC) werden mit chronischen, wassrigen
Durchfallen bei Kindern (hauptsachlich in Entwicklungslandern) assozi-
iert, wurden aber auch bei Reisediarrh6e gefunden.

e Enterohamorrhagische E. coli (EHEC) treten als Verursacher der

hamorrhagischen Colitis (HC), des hamolytisch-uramischen Syndroms

(HUS) und der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP) auf.
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EHEC wurden 1982 erstmals als humanpathogene Bakterien beschrieben, als
nach dem Genuss von Hamburgern eine gréiere Anzahl Personen in Michigan
und Oregon (USA) an hamorrhagischer Colitis erkrankten [70]:

Die isolierten E. coli-Stdmme, die aufgrund ihrer Oberflachenantigene als
Serotyp O157:H7 identifiziert wurden, produzierten Zytotoxine, die dem Toxin
von Shigella dysenteriae stark ahnelten und toxisch auf Verozellen wirkten.
Daher wurden sie als Verotoxine oder Shiga-like Toxine bezeichnet. Seit 1996
verwendet man aufgrund dieser strukturellen und funktionellen Verwandtschaft
die Bezeichnung Shiga Toxine (Stx) als einheitliche Nomenklatur. Mittlerweile
wurden Uber 200 verschiedene Serotypen Stx-produzierender E. coli (STEC)
isoliert, lediglich 60 davon standen mit Erkrankungen von Menschen in
Verbindung, die anderen waren bei Tieren, nichterkrankten Ausscheidern oder
in Lebensmittelproben festgestellt worden [1]. Somit stellen die human-
pathogenen E. coli, die HC oder HUS verursachen kénnen und Uber weitere
typische Pathogenitatsfaktoren verfugen (EHEC), eine Untergruppe der STEC
dar [85].

Im Lauf der vergangenen beiden Jahrzehnte gewannen EHEC weltweit zu-
nehmend an Bedeutung, da sie mit rasch steigender Inzidenz sowohl fir
sporadische Erkrankungen als auch fur grof3ere Ausbriche verantwortlich
waren. In der Bundesrepublik Deutschland besteht seit 1998 eine amtliche
Meldepflicht fir EHEC-Infektionen.

1.1 Epidemiologie

EHEC treten weltweit auf, insbesondere Rinder und sonstige Nutzwiederkauer
gelten als Hauptreservoir, der Nachweis gelang jedoch auch bei Wildwieder-
kauern, Pferden, Kamelen, Kaninchen, Hamstern, Ratten, Gefligel und sogar
bei Fischen und Schildkroten. Bei Schweinen verursachen sie die gefurchtete
Odemkrankheit [3, 6, 10, 14, 22, 25, 27, 51, 86].

Die Ubertragung erfolgt fakal-oral durch Kontakt mit infizierten Tieren, durch
kontaminierte Rohmilch und Rohmilchprodukte oder unzureichend gegartes

Hackfleisch; weiterhin konnten auch Apfelsaft, Tiefkuhlkost, kopfgedungte
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Gemiuse, Wurstprodukte (Salami, Mettwurst), Sprossen, Speiseeis, Backwaren
mit nicht ausreichend erhitzter Flllung oder Auflage, sowie Trinkwasser als
Infektionsquellen gesichert werden. Schmierinfektionen von Mensch zu Mensch

wurden bei Ausbrichen in Kindertagesstatten und Familien belegt [63].

Seit Einfihrung der Meldepflicht gemall dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) von
1998 verzeichnet man auch in Deutschland steigende Fallzahlen von EHEC-
Infektionen, so nahmen die registrierten Meldungen 2001 gegenuber 1999 um
31%, gegenuber 2000 um 18% zu (Abb. 1).

1999 2000 2001 2002

Abb. 1: Anzahl der gemeldeten EHEC-Falle in den Jahren 1999 bis 2002 [71].

In der raumlichen Verteilung zeigt sich eine hdhere Inzidenz in den westlichen
und sudlichen Bundeslandern, tber 50% der Meldungen und mehr als 60% der
HUS-Erkrankungen betreffen Kinder unter funf Jahren, wobei die Haufig-
keitsgipfel im 1. und 2. Lebensjahr zu verzeichnen sind. Obwohl EHEC-
Infektionen meist eine ahnliche Saisonalitat wie die Salmonellen-Enteritis mit
Schwerpunkt in den Sommermonaten zeigen, wurden zwischen November
1995 und April 1996 in Bayern sieben Todesfalle bei 44 HUS-Erkrankungen im
Rahmen einer Epidemie durch das Robert Koch-Institut registriert [71].
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Durch den haufigen Nachweis von EHEC 0157 beim hamolytisch-uramischen
Syndrom gilt dieser Serotyp als ,Prototyp“ der HUS-Erreger und andere
Serogruppen wurden wenig beachtet. Inzwischen wurden bei Uber 100 ver-
schiedenen Subtypen von E. coli die Bildung von Shiga Toxinen nachgewiesen
[39, 44]. Dabei kommt heute den Serogruppen 0157, 0103, 026 und 0145
bisher die groflite Bedeutung zu (Abb. 2).

00157
mO103
0026
00145

B Sonstige

12%

Abb. 2: Prozentualer Anteil verschiedener Serogruppen bei EHEC-Infektionen 2001 [71].

In einer franzésischen Multicenterstudie wurden 1992 erstmals sechs E. coli
0103:H2-Isolate aus Stuhlproben von 69 Patienten mit manifestem HUS unter-
sucht und mit Stammen verglichen, die im Rahmen einer epidemiologischen
Studie 1984-87 in Kaninchenzuchten gewonnen worden waren. E. coli O103
ordnete man bis zu diesem Zeitpunkt den EPEC zu, sie traten selten als
humanpathogen relevante Erreger in Erscheinung, waren durch ihre weite
Verbreitung in Tierzucht und Mastbetrieben jedoch fur die Veterinarmedizin von
grolderer Bedeutung [6, 19, 50].
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1.2 Klinik der EHEC-Infektionen

Die typische Infektion mit EHEC O157 beginnt mit einer wassrigen Diarrhoe,
nach zwei bis drei Tagen kommen oft blutige Durchfalle hinzu. Mehr als die
Halfte der Patienten leidet unter Ubelkeit und Erbrechen, bei weniger als einem
Drittel tritt Fieber auf, oft werden primar Appendizitis, ischamische Colitis oder
andere  entzundliche  Darmerkrankungen  diagnostiziertt Das 1955
erstbeschriebene HUS oder Gasser-Syndrom begleitet in ca. 3-15% der Falle
eine Infektion durch EHEC [24, 98]. Hierbei tritt nach 8 bis 14 Tagen die Trias
von akutem Nierenversagen mit einer mikroangiopathisch-hamolytischen
Anamie und Thrombozytopenie in Erscheinung. Es kommt v. a. bei Kleinkindern

und immungeschwachten Personen in verschiedenen Verlaufsformen vor:

1. Das enteropathische HUS mit nach einem Prodromalstadium plétzlich
einsetzenden Durchfallen und anschlieendem Nierenversagen. Dieses
wird zwar typischerweise mit Shigella dysenteriae Typ 1 assoziiert, kann
jedoch auch durch die genannten E. coli-Serotypen ausgeldst werden,
welche eine oder mehrere Varianten der Shiga-Toxine exprimieren.

2. Das nicht-enteropathische HUS, hervorgerufen durch neuramidase-
produzierende Bakterien, z. B. Haemophilus influenzae, Meningokokken
oder diverse Viren.

3. Eine erregerunabhangige Form, bei der eine genetische Pradisposition
der betroffenen Patienten ebenso diskutiert wird, wie die Assoziation mit
bestimmten Medikamenten (Immunsuppressiva) oder Enzymdefekten.
Besonders in diesen pathogenetisch unklaren Fallen ist der Verlauf der

Erkrankung haufig rapide und die Prognose schlecht.

Bei der EHEC-Infektion des Erwachsenen treten dagegen haufiger thrombo-
tisch-thrombozytopenische Purpura auf, die 1925 als Moschkowitz-Syndrom
beschrieben wurden [56]. Durch die generalisierte mikrovaskulare Ischamie, die
aus der UberschieRenden Thrombozytenaggregation resultiert, kommt es zu
eher unspezifischen Symptomen wie Enzephalopathien mit Lethargie, Kopf-

schmerz, Krampfanfallen bzw. fokalneurologischen Zeichen, Sehstdrungen
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durch Beeintrachtigung der Retinadurchblutung, Fieber, sowie Angina pectoris
und mesenterica. Die Nierenbeteiligung ist hier geringer ausgepragt.
Laborchemisch fallen Thrombozytenzahlen unter 30.000/pl, Fragmentozyten
(Schistozyten) im Differentialblutbild, ein drastischer Anstieg der harnpflichtigen
Substanzen sowie des indirekten Bilirubins und der Retikulozyten, ein Abfall
des Serum-Haptoglobins, Hamaturie und Proteinurie auf [20].

Differentialdiagnostisch mussen jeweils andere Ursachen der Thrombo-
zytopenie bzw. des akuten Nierenversagens wie z. B. eine medikamentdse
Genese, das hepato-renale Syndrom, Septikdmien mit disseminierter
intravasaler Gerinnung (DIC), virale Infektionskrankheiten, systemische
Autoimmunvaskulitiden, Eklampsie oder maligne Hyperthermie ausgeschlossen

werden.

1.3 Pathogenese

Bei manifestem HUS und bei TTP kommt es durch Embolisation kleiner
Kapillaren ~ zur  thrombotischen Mikroangiopathie = mit  intrarenalen
Zirkulationsstérungen und damit zum akuten Nierenversagen.

Der Weg der Toxine beginnt mit der intestinalen Aufnahme und Passage von
Stx in die Zellen der Darmoberflache, hier kommt es zur Storung entscheiden-
der Stoffwechselvorgange (Proteinsynthese, unkontrollierte Freisetzung von
Calcium aus intrazellularen Speichern, Bildung freier Radikale), die letztlich eine
Signalkaskade auslésen, welche zum programmierten Zelltod (Apoptose) fuhrt
[15]. Die lokale Entzundungsreaktion mit Anlagerung von Leukozyten und
Ausschuttung von Mediatoren fuhrt zur weiteren Zellschadigung und Verlust
des enteralen Blrstensaums. Gelangen die Toxine in die Blutbahn, lagern sie
sich innerhalb von ca. 20 Minuten an nichtaktivierte segmentkernige,
neutrophile Leukozyten an und werden mit ihnen u. a. zur Niere transportiert,
dort erfolgt die Abgabe an den mesangialen Apparat [53, 95, 96, 101].

Die Invasion erfolgt dann Uber denselben Mechanismus wie intestinal, der Ver-
lust der Membranpolaritat und die Zerstérung der glomerularen Filterflache

fuhren hier jedoch zum ,backleak” der harnpflichtigen Substanzen. Die Vielzahl
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der Zytokine, die die apoptotischen Nierenzellen ausschutten (TNFa, IL-1, IL-8,
MCP1), sowie die lokale Erhdhung der Toxinkonzentration durch die mobili-
sierten Granulozyten treiben das inflammatorische Geschehen voran.
SchlieBlich verstopfen Zelldetritus und abgeschilferte Nierenepithelien das
Tubuluslumen, die chemotaktisch angezogenen neutrophilen Granulozyten
sowie die Fragmente der durch die aufgerauhten Endothelien mechanisch
geschadigten Erythrozyten verstarken die Mikrothrombenbildung und damit die
Ischamie der endkapillaren Strombahn [15, 68].

Der Circulus vitiosus aus mechanischer Hamolyse, toxisch-ischamischer
Tubulusnekrose und Uramie schliel3t sich, darliiber hinaus fihren die erhohten
Harnstoffwerte und die thrombotische Mikroangiopathie auch extrarenal zu
einer ZNS-Symptomatik, sowie zur intravasalen Hamolyse und zum Zellunter-
gang weiterer Organe und es kommt zusatzlich zum sekundaren prarenalen
Nierenversagen. Der Verbrauch von Gerinnungsfaktoren durch die initiale
kapillare Thrombenbildung fuhrt zur generalisierten Blutungsneigung, insgesamt
stellt sich im Maximalfall ein septisches Krankheitsbild mit Multiorganversagen
ein [1, 68].

1.4 Pathogenitatsfaktoren

Shiga-Toxine stellen die wichtigsten Pathogenitatsfaktoren der EHEC dar.
Daruberhinaus sind einige weitere Virulenzdeterminanten beschrieben worden,

welche im folgenden vorgestellt werden.

1.4.1 Shiga Toxine

Bei den Shiga-Toxinen handelt es sich um eine Gruppe entero- und neurotoxi-
scher Zellgifte, die humane Endothelien passieren kénnen [1]. Die
entsprechenden Allele liegen bei E. coli im Genom von chromosomal
integrierten temperenten lambdoiden Phagen vor [17, 28, 39, 76, 86]. Wird die
Expression der Phagen-DNA durch Zellstress, z. B. durch Mitomycin C, UV-
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Licht oder Antibiotikagabe gesteigert, wird die produzierte Toxinmenge erhoht
[42, 101, 102]. Da der klinische Verlauf mit dieser vermutlich korreliert, kdnnte
ein unspezifischer oder nicht testgerechter Einsatz von Antibiotika zur
Behandlung von Diarrhéen ohne entsprechenden Erregernachweis den
klinischen Verlauf einer EHEC-Infektion verschlechtern [74, 106].

Es werden zwei Toxingruppen, Stx1 und Stx2, unterschieden, wobei sich die
Varianten der Stx1-Familie genetisch und serologisch deutlich geringer von-
einander unterscheiden, als die Strukturvarianten a-f der Stx2-Gruppe [11, 86,
99, 108]. Die DNA-Sequenzen von Stx1 und Stx2 stimmen zu ca. 60% Uberein.
Immunologisch unterscheiden sich die Proteine jedoch.

Beide Holotoxine bestehen strukturell aus einer enzymatisch aktiven A-Unter-
einheit (32 kDa) und einer aus funf Monomeren (je 7,7 kDa) aufgebauten B-
Untereinheit. Dieses Pentamer ist in der Lage, an Globotriaosylceramid (Gb3)-
Rezeptoren, auch bekannt als CD77-B-Zell-Marker des Burkitt-Lymphoms, an
der Oberflache eukaryontischer Zellen zu binden, Stx2 bindet auch an Gb4. Die
vermehrte Expression der Gb3-Rezeptoren im Bereich des zentralen
Nervensystems, des Pankreas, des glomerularen Apparates sowie der
intestinalen Epithelien korreliert direkt mit den klinischen Auswirkungen der
Infektion [68].

Ebenfalls groBen Einfluss auf den Erkrankungsverlauf hat die Zahl der
segmentkernigen, neutrophilen Leukozyten im peripheren Blut [95]. Gelangen
uber die enteralen Eintrittspforten Shiga Toxine in die Blutbahn, lagern sie sich
schnell an nichtaktivierte Granulozyten an, mit denen sie u. a. die Niere
erreichen. Durch die 100-fach hohere Bindungsaffinitat zu den Gb3-tragenden
Endothelzellen der glomerularen Kapillaren erfolgt dort die problemlose Abgabe
an den mesangialen Apparat. Zusatzlich aktivieren die in die Blutbahn
gelangten bakteriellen Antigene Interleukine und Tumornekrosefaktor a, was
sowohl die Permeabilitat der Mukosa erhdht, als auch die Expression von Gb3
an den jeweiligen Zelloberflachen steigert [26, 68, 76].

Einmal rezeptorgebunden, werden die Toxine Uber einen Endozytosemecha-
nismus in die Zelle geschleust. lhre biologische Aktivitat hangt von der weiteren

intrazellularen Verarbeitung ab. Die Zellen mancher Organe sind zum lysoso-
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malen Abbau fahig, in Stx-sensiblen Zellen erfolgt letztlich die Freisetzung ins
Zytosol [26, 39, 68, 76, 95].

Wahrend eines retrograden Transports Uber den Golgi-Apparat zum endo-
plasmatischen Retikulum wird aus der A-Untereinheit das katalytisch wirksame
A1-Fragment abgespalten, dieses weist sowohl auf molekularer Ebene, als
auch funktionell Ahnlichkeit mit den Pflanzengiften Ricin, Abrin und Modecin
auf. Es fungiert als RNA-N-Glukosidase, deren Interaktionen mit dem Golgi-
Apparat und der ribosomalen 60S-Untereinheit der eukaryontischen Zelle zur
Hemmung der Proteinsynthese fuhren. Die Folgen sind Induktion der Apoptose,
Zelluntergang und dadurch Zerstorung der intestinalen bzw. renalen
Oberflachenstruktur [75, 98]. Die Interaktion der bakteriellen Lipopoly-
saccharide, Zytokine und Leukozyten fuhrt zu einer Entzindungsreaktion mit
zusatzlicher Schadigung der Endothelien und Mikrothrombosen der
mesangialen Kapillaren. Erythrozyten konnen nicht direkt beeintrachtigt werden,
da sie keine eigene Proteinsynthese betreiben. Die mechanische Schadigung
und die daraus resultierende, haufig fulminant verlaufende Hamolyse entsteht
vielmehr durch die veranderten rheologischen Verhaltnisse im Bereich der
endkapillaren Strombahn [20, 26, 76].

Trotz des ahnlichen Aufbaus und Wirkprofils zeigt Stx2 eine bis zu 1000-mal
starkere zytotoxische Potenz gegenuber Endothelzellen humaner Nierengefalie
als Stx1. Wahrend EHEC O157 meist nur Stx2 produzieren und damit haufiger
mit schweren Krankheitsverlaufen in Verbindung gebracht werden, zeigen
Nicht-O157-Stamme eine weitaus groRere Variabilitat in der Toxinherstellung.
Sie bilden vorherrschend Stx1 oder auch beide Toxinformen. So erfolgte 1995
in Wirzburg bei einem HUS-Patienten die Isolation eines E. coli O103:H2 aus
einer Stuhlprobe, der sowohl das stxs;- als auch das stx>-Gen tragt, zuvor
konnte bei O103 meist nur Stx1 nachgewiesen werden [50, 85]. Dieser EHEC
0103 wurde neben reinen Stx1-Produzenten im Rahmen dieser Arbeit

untersucht.
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1.4.2 Intimin

Wie alle durchfallauslosenden E. coli, missen sowohl EHEC als auch EPEC
zunachst die intestinale Mukosa besiedeln. Beide Pathovare verursachen bei
histopathologischer Betrachtung typische ,Attaching and Effacing (A/E)* —
Lasionen mit charakteristischer enger Verbindung zwischen Bakterium und
epithelialer Zellmembran sowie Niedergang des Burstensaums. Gesteuert wer-
den diese Prozesse durch eine ca. 43 kb grof3e chromosomale Pathogenitats-
insel, die als ,locus of enterocyte effacement” (LEE-Locus) bezeichnet wird und
in deren zentraler Region das eae Gen (fur E. coli attachment effacement) loka-
lisiert ist, welches flr das Adhasin Intimin codiert [22, 61, 108]. Dieses Protein
vermittelt den festen Verbund mit Hilfe des 78 kDa grof3en ,translocated intimin

receptor” Tir, der benachbart von eae auf dem LEE-Locus codiert ist [18, 30].

Der Kontakt zwischen Bakterien- und Epitheloberflache stimuliert die Produktion
der ebenfalls LEE-codierten Proteine Tir, EspA, EspB und EspD, dies geschieht
auch unter in vitro-Kulturbedingungen, die denen im Gastrointestinaltrakt
ahneln. Die genannten Proteine werden alle Uber den sogenannten Typ IlI-
Sekretionsweg exportiert [73]. Bei der Bildung eines Translocons entstehen
durch EspC bzw. EspB Poren in der Bakterienhille und der Oberflache der
Wirtszelle. Diese Poren werden mit einem hohlen EspA-Filament verbunden.
Uber diesen kontinuierlichen Kanal zwischen E. coli und dem Wirtszytosol kann
Tir in die Epithelzelle injiziert und schlieldlich in die Oberflachenmembran
integriert werden, deren Funktion es dann zerstort. Tir verfigt Uber drei
funktionelle Regionen: einen extrazellularen Bereich, welcher eine Art Sockel
fur die Bindung von Intimin bildet, einen transmembrandsen Abschnitt und
schliel3lich die zytoplasmatische Domane, die durch Modifikation der
Signaltransduktion Aktinfilamente und andere Proteine des Zellskeletts unter
dem adharenten Bakterium sammelt. Durch welchen Prozel3 das I6sliche
Polypeptid Tir jedoch ein fester Bestandteil der Wirtszellmembran wird, ist
bisher noch nicht geklart [20, 22, 61].

Mittlerweile wurden mehrere Varianten (a-¢) des ca. 95 kDa grof3en Intimins

beschrieben, die fir die unterschiedlichen Lokalisationen der Infektion im
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Magen-Darm-Trakt (lleum, Jejunum bzw. Colon) durch die diversen Pathovare
verantwortlich sein sollen. Wahrend sich bei allen untersuchten eae Genen die
N-terminale Region sehr ahnlich und bestandig zeigte, war das C-terminale
Ende (ca. 280 Aminosauren), das den adhasiven Teil des Intimins codiert, sehr
variabel. In humanen EPEC-Isolaten wurde meist Intimin a nachgewiesen,
Intimin B und y tauchten bei mehreren Serogruppen von EPEC und EHEC auf,
Intimin € entdeckte man bei E. coli O103:H2, es konnte jedoch mittlerweile auch

EHEC anderer Serogruppen zugeordnet werden [21, 22].

1.4.3 Hamolysine

Beutin et al. beschrieben die Zusammenhange zwischen der Produktion von
Shiga Toxin und der Herstellung eines bis dahin unbekannten Entero-
hamolysins (E-Hly), dessen Gene sich bei E. coli O157 auf dem 60 MDa grofl3en
Virulenzplasmid pO157 befinden [3, 9].

Sequenzanalysen erbrachten bis zu 60% Homologie zu dem bekannten
chromosomal codierten a-Hamolysin und weiteren porenformenden Zytotoxinen
der RTX (repeats in toxin)-Familie. E. coli mit a-Hamolysin-Produktion zeigen
bei Kultur auf Blutagar nach bereits ca. 4 h ausgepragte Hamolysehofe; es
spielt dabei keine Rolle, ob die Nahrmedien aus gewaschenen oder unge-
waschenen Erythrozyten hergestellt wurden. Im Gegensatz dazu erzeugen E-
Hly-bildende EHEC nur bei Wachstum auf Agar mit gewaschenen Erythrozyten
und nach langerer Kulturdauer (18-24 h) deutlich kleinere, trube Hamolysehdfe.
Obwonhl E-Hly spezifische Antikdrper in Rekonvaleszentenseren von Patienten
mit HUS gefunden wurden und E-Hly die Freisetzung von Interleukinen und
Tumornekrosefaktoren verursacht, konnte eine statistisch signifikante
Assoziation der E-Hly-Bildung mit EHEC-Erkrankungen nicht gefunden werden
[77, 80].

1.4.4 Katalase-Peroxidase (KatP)

Brunder et al. beschrieben 1996 eine bifunktionelle Katalase-Peroxidase KatP,

die im Gegensatz zu den chromosomal codierten Enzymen HP | (Katalase-
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Peroxidase) und HP Il (Katalase) auf dem Virulenzplasmid codiert ist. Die Rolle
des Enzyms bei der Entwicklung der klinischen Symptomatik ist unklar, es
akkumuliert in Peri- und Zytoplasma der Bakterien und kann sie vor oxidativen
Substanzen schitzen. Diese werden z. B. von Makrophagen beim Kontakt mit
Bakterienmaterial produziert. Das gleichzeitige Vorhandensein der beiden
Determinanten E-hly und katP scheint auf EHEC beschrankt zu sein. Die
Abwesenheit von katP bei sorbitfermentierenden EHEC O157, die HC und HUS
auslésen kénnen und rund 60% der EHEC anderer Serogruppen zeigt jedoch,
dass es wahrscheinlich keine zwingende Vorraussetzung zur Ausbildung der
hamorrhagischen Colitis und des HUS darstellt [7, 9, 44].

1.4.5 etp-Gencluster

Mehrere gramnegative Bakterienspezies setzen Exportproteine Uber einen
zweistufigen Sekretionsweg frei, der als ,type Il secretion pathway“ bezeichnet
wird. Die Analyse der 5°-Region des oben beschriebenen EHEC-hly-Operons
auf dem grol3en Virulenzplasmid zeigte 13 open reading frames (ORF), die
groRe Ahnlichkeit mit entsprechenden Genen von Klebsiella pneumoniae und
Yersinia enterocolitica aufweisen. Dieser Gencluster wurde von Schmidt et al.
1997 als etp (EHEC-type ll-pathway) bezeichnet [83].

Mittels PCR und spezifischen Southern Blot-Hybridisierungen wurde daraufhin
seine Verbreitung unter EHEC der Serogruppen O157 und 0103, speziell von
Patienten mit manifestem HUS oder Diarrhée, sowie STEC bovinen Ursprungs
und anderen enteropathogenen E. coli-Gruppen untersucht. Samtliche E. coli
0157 sowie 60% der EHEC anderer Serogruppen verfligten Uber diesen
Gencluster. Bei den bovinen STEC-Isolaten konnte er nur bei 10% nachgewie-
sen werden. Weiterhin scheinen nur Shiga Toxin produzierende E. coli-Gruppen
etp zu exprimieren. Wenn auch die genaue Bedeutung dieses Sekretionswegs
noch geklart werden muf3, eignet sich sein Nachweis, wie der von katP und

EHEC-hly, zur Subtypisierung verschiedener EHEC-Stamme.
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1.4.6 Serinprotease EspP

Ebenfalls auf dem Virulenzplasmid codiert wird die extrazellulare Serinprotease
EspP, die eine signifikante Homologie zu der von EPEC sezernierten Protease
EspC aufweist, sowie in geringerem Mal zu IgA1-Proteasen von Haemophilus
influenzae und einigen Neisseria spp. EspP spaltet Pepsin und den humanen
Gerinnungsfaktor V und kénnte so zu den beobachteten Schleimhautblutungen
im Gastrointestinaltrakt beitragen. Der Nachweis von Antikorpern gegen die
Protease im Serum STEC-infizierter Kinder konnte auf eine Beteiligung am

Krankheitsgeschehen hinweisen [8].

1.4.7 Metallprotease StcE

Lathem et al. entdeckten 2002 auf dem Virulenzplasmid pO157 die Gene einer
Protease, die den C1-Esterase-Inhibitor (C1-INH) in ca. 60-65 kDa grofe
Fragmente spaltet. Das als StcE bezeichnete Protein greift keine anderen
Serinprotease-Inhibitoren oder Bestandteile der extrazellularen Matrix an, ist
aber in der Lage, die Aggregation humaner T-Zellen zu veranlassen, wahrend
Makrophagen und Zellen der B-Zell-Linie unbeeinflusst bleiben. StcE wird tber
den o.g. EHEC-type-ll-pathway sezerniert, die extrazellulare Konzentration wird
durch einen im LEE codierten Regulator gesteuert. In Stuhlproben eines EHEC
O157:H7-infizierten Kindes gelang sowohl der Direkt- als auch der
Aktivitatsnachweis der Protease. Vermutlich ist sie Uber eine Beteiligung an den
lokal inflammatorischen Vorgangen, welche die Schadigung der epithelialen
Oberflachen, das intestinale Odem und die Gerinnungsstérungen bewirken,

wirksam [43].

1.4.8 ToxB

Zu Beginn der Infektion besiedeln EHEC die intestinalen Epithelien zunachst
vereinzelt, bevor sie zu Mikrokolonien proliferieren. Mehrere der LEE-codierten

Proteine sind an der initialen Adharenz beteiligt. Das ebenfalls plasmidcodierte
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ToxB dagegen, so benannt wegen der strukturellen Ahnlichkeit mit dem von
Clostridium difficile gebildeten Toxin B, ist nach Erkenntnissen von Tatsuno et
al. [94] fur die Steigerung der Produktion und Sekretion der Uber den type llI-
pathway transportierten Proteine EspA, EspB und Tir von Bedeutung und
fordert somit die Bildung der Mikrokolonien. Insbesondere die N-terminale
Halfte weist Homologien mit Adharenzfaktoren wie Efal von E. coli O111:H
und dem Produkt des Gens /ifA der EPEC auf. Deletiert man das Gen toxB bei
EHEC 0157, wird die Fahigkeit zur Kolonisation eingeschrankt, aber nicht vollig
aufgehoben, weil die Tir-Produktion nicht ausschlieBlich durch ToxB geregelt
und daher durch den Verlust lediglich vermindert wird. Die Hydrophilie des
Polypeptids lasst darauf schlieBen, dass es nicht exportiert wird, sondern im
Zytoplasma verbleibt [94].

1.5 Therapie

Vorraussetzung der erfolgreichen Behandlung ist eine moglichst schnelle
Diagnose des EHEC-assoziieten HUS. Die Therapie mit antibiotischen
Substanzen wird kontrovers diskutiert:

Studien zeigten bei Gabe von Trimethoprim-Sulfamethoxazol und B-Lactam-
Antibiotika ein steigendes Risiko, wahrend eine fruhzeitige Medikation mit
Fosfomycin innerhalb der ersten 48 h die Auspragung des HUS signifikant
verringern soll [74, 106]. Tatsachlich scheinen v. a. Antibiotika und Chemikalien,
die in das bakterielle Erbmaterial eingreifen, eine Reaktion auszulésen, in deren
Verlauf es zur Induktion und Vermehrung des chromosomal integrierten Phagen
und damit zur gesteigerten Produktion und Ausschuttung der Toxine, sowie zur
Beschleunigung des Krankheitsverlaufs kommt. Trotz der Gefahr, den Verlauf
Zu aggravieren, sollte die empirische, initiale antibiotische Behandlung von
Durchfallerkrankungen vor Erregerisolation nicht vollig verlassen werden, wenn
der Verdacht auf eine Infektion mit Shigella dysenteriae, Vibrio cholera oder
anderen invasiven Erregern vorliegt und die Maoglichkeiten einer

molekularbiologischen Diagnostik nicht gegeben sind [54].
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Im Ubrigen ist die Behandlung in erster Linie symptomatisch, mit intravendser
Flussigkeits- und Elektrolytsubstitution, extrakorporaler Hamodialyse und
Plasmapherese mit Plasmaersatz. Von fraglichem Wert sind die Gabe von
Steroiden und Antikoagulantien (Heparin, Prostacyclin, Streptokinase). Die
Plasmapherese bzw. der Plasmaaustausch haben den Vorteil, dass man
schadigende Faktoren wie Interleukine, verbrauchte Gerinnungsfaktoren und
Zelldetritus entfernt, wahrend intakte Plasmafaktoren substituiert werden.
Allerdings wurde der Benefit bei kleinen Kindern auch schon kritisch hinterfragt.
Nachteile dieser invasiven Behandlungsmethoden sind Komplikationen des
zentralvendésen Zugangs, Transfusionsreaktionen, die Sensibilisierung gegen-
uber den Fremdproteinen, die weitere mechanische Schadigung der noch
intakten Blutzellen bei der Dialyse und vor allem die schlechte Verfugbarkeit der
Methoden aulRerhalb nephrologischer Zentren [26].

Alternativ wurde die hochdosierte Plasmainfusion vorgeschlagen, wobei die
daraus resultierende hohe Volumenbelastung haufig eine subtherapeutische
Plasmapherese erforderlich macht, um eine relative kardiale Insuffizienz mit
Lungenddem und Pumpversagen zu vermeiden [16].

Die Substitution von Thrombozyten zum falschen Zeitpunkt kann die Aggrega-
tion und Entstehung von endkapillaren Thrombosen fordern, ist jedoch bei
starkerer Blutungstendenz unumganglich. Neuerdings werden in diesem
Zusammenhang Behandlungskonzepte mit gerinnungsaktiven Substanzen
diskutiert, wie Protaminsulfat, VWF (rekombinanter von-Willebrand-Faktor), das
Schlangengift Agkistin, Nukleotidtherapie-Derivate (Defibrotide) oder aktiviertes
Protein C (rhAPC, Xigris®), das bisher v. a. bei Sepsis mit disseminierter intra-
vasaler Gerinnung (DIC) eingesetzt wird [68].

In vitro- und in vivo-Studien mit humanen Antikdrpern gegen Stx 1 und 2 (Hu-
Mabs) zeigen bei rechtzeitiger Anwendung ein gemindertes Risiko, zentral-
nervose Symptome oder periphere Lasionen zu entwickeln. Die Antikérper
neutralisieren sowohl Stx1 als auch Stx2 und konnten blind als ,therapeutischer
Cocktail* bei Verdacht auf durch S. dysenteriae verursachtes oder EHEC-
induziertes HUS verabreicht werden [57, 58].
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Durch diese ,evidence-based“ TherapiemalRnahmen konnte die Letalitat des
infektassoziierten HUS von 90% (unbehandelt) auf ca. 30% gesenkt werden.
Weitere Optionen, z. B. die Zerstorung der Darmepithelien bzw. den Transport
der Toxine durch Antikdrperneutralisation zu verhindern, werden erforscht, sind

jedoch noch nicht in klinischer Erprobung [1].

1.6 Diagnostik

E. coli der Serogruppe 0157, die bei Kultur auf Sorbit-MacConkey-Agar bis auf
die in Deutschland und der Tschechischen Republik nachgewiesenen sorbit-
fermentierenden EHEC O157:H" kein Sorbitol fermentieren, gelten durch dieses
Merkmal phanotypisch als leichter detektierbar als pathogene Nicht-O157 [29].
Diese konnen im Rahmen der Routinediagnostik ohne Nachweis der EHEC-
typischen Eigenschaften leicht als Humanpathogene Ubersehen werden. Die
Serotypisierung  der  Oberflachenstrukturen  macht inzwischen die
Differenzierung uber 190 verschiedener E. coli -Subtypen und dadurch auch die
Isolation aus Probenaufschwemmungen mittels Immunmagnetseparation (IMS)
madglich. Dabei werden mit spezifischen Antikorpern bestiuckte Latexpartikel der
Probensuspension zugesetzt, die gesuchten Bakterien daran gebunden und im
Anschlul durch Waschschritte separiert und der weiteren Analyse zugefuhrt.
Klinisch sind bei begrindetem HUS/TTP-Verdacht vor allem schnelle De-
tektionsmethoden mit maoglichst ubiquitéar vorhandenen Mitteln von Interesse
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) bietet den schnelleren Nachweis von Stx-
Bildnern in einem Keimgemisch, laf3t jedoch primar keine Aussage Uber die
Serogruppe des Erregers zu. Ahnlich verhalt sich die Situation beim Toxin-
direktnachweis aus Stuhlproben: Das Vorhandensein eines Toxinbildners wird
ausgeschlossen oder bestatigt, die nahere ldentifikation unterbleibt.

Einzelne Kolonien Stx-bildender E. coli kdonnen mittels Shigatoxin-Immunoblot
aufgespurt werden: eine Probenl6sung wird auf einem Nahrboden kultiviert, das
Material auf eine Blotting-Membran Ubertragen und anschlieRend nach dem

Southern Blot-Prinzip weiterverarbeitet und mit einer stx-Sonde hybridisiert.
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1.7 Fragestellung

Nachdem 1994 erstmals die Beteiligung von EHEC der Serogruppe O103:H2
an der Entwicklung eines hamolytisch-uramischen Syndroms beschrieben
worden war und der Anteil Stx-produzierender O103 an der Gesamtzahl der
EHEC-Isolate in den letzten Jahren angestiegen ist, erforderte die offensichtlich
zunehmende Bedeutung dieser Serogruppe die nahere Analyse ihrer Patho-
genitatsfaktoren.

In der vorliegenden Arbeit wurden 11 EHEC-Isolate der Serogruppe O103 von
Patienten mit Diarrh6e oder HUS mit molekularbiologischen Methoden charak-
terisiert. Die Isolate wurden zwischen Dezember 1995 und Dezember 1996 am
Institut fGr Hygiene und Mikrobiologie der Universitat Wurzburg aus Stuhlproben
gewonnen. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden auch die Virulenzplasmide
der Stamme einer Restriktionsanalyse unterzogen und die auf dem Plasmid

vorhandenen Virulenzmarker analysiert.

Mit den Ergebnissen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Welche Rolle spielen die aufgeflihrten Pathogenitatsfaktoren ins-

besondere fur die Diagnostik von EHEC-Infektionen?
2. Kann man auf eine Verwandtschaftsbeziehung zwischen EHEC O103:H2
und O157:H7 schlielien oder ergeben sich Hinweise auf einen gemein-

samen klonalen Ursprung?

3. Welche Empfehlungen haben zur EHEC-Routinediagnostik zu gelten und

wie konnte diese verbessert werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Abkirzungen und Einheiten

A Adenin

bp Basenpaare

C Cytosin

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EHEC Enterohamorrhagische E. coli
EPEC Enteropathogene E. coli

G Guanin

HUS Hamolytisch — uramisches Syndrom
kb Kilobasenpaare

LB Luria Broth

M Mol / Liter

mg Milligramm

ml Milliliter

mM Millimol / Liter

Mg Mikrogramm

i Mikroliter

NBT Nitroblautetrazoliumsalz 70 %

oD optische Dichte

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzldsung
RFLP Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
rem Umdrehungen / Minute

SDS Natriumdodecylsulfat

SMAC Sorbitol-MacConkey-Agar

Stx Shiga Toxin

Stx Shiga Toxin-Gen

T Thymidin

TAE Tris-Essigsaure-EDTA-Puffer
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TBE Tris-Borsaure-EDTA-Puffer

Tris Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan

U Unit

UNK Ubernachtkultur

uv Ultraviolettes Licht

X-Phosphat 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat 100 %

2.2 Chemikalien und sonstige Materialien

2.1.1 Einzelsubstanzen

Bezeichnung Produktname Hersteller

Agar Bacto — Agar Difco Laboratories, Augsburg

Agarose SeaKem ME Agarose Biozym Diagnostik, Oldendorf

Bromphenolblau Merck, Darmstadt

DNase | Grad |, (bovines Pankreas) = Roche Diagnostics, Mannheim

Ethidiumbromid Ethidiumbromide Sigma-Aldrich Chemie,

Deisenhofen

Hefeextrakt Yeast extract Gibco BRL, Karlsruhe

Mitomycin C Sigma-Aldrich Chemie

N-Lauroylsarcosin N-Lauroylsarcosin (Na-Salz) Sigma-Aldrich Chemie

Phenol Roti-Phenol Carl Roth, Karlsruhe

PEG 8000 Polyethylenglykol 8000 Sigma-Aldrich Chemie

Proteinase K aus Tritiachium album Merck

RNase A Ribonuclease A (bov. Serva Feinbiochemika,
Pankreas) Heidelberg

Trypton Bacto Tryptone Difco Laboratories

Xylencyanol Acid Blue Sigma-Aldrich Chemie

Anorganische und organische Standardchemikalien wurden von den Firmen

Merck, Carl Roth und Serva Feinbiochemika bezogen.
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2.1.2 Kits

DIG DNA Labeling and Detection Kit
Nucleobond AX 100 Preparation Kit

Roche Diagnostics

Macherey & Nagel, Duren

Prep-a-gene-Kit
QiaQuick Gel Extraction Kit
Sorbitol MacConkey Agar

2.1.3 GroRenstandards

A-DNA (500 pg/ml)

1 kb DNA Ladder

214 Enzyme

Ampli Taqg DNA Polymerase und Reaktionspuffer

Restriktionsenzyme

2.1.5 Sonstige Materialien

3 MM Filterpapier
Hybridization Bags
Nylonmembran Zeta Probe GT
Pipetten und —spitzen
Reaktionsgefalie:

0,5ml, 1,5ml, 2,0 ml

15 ml, 50 ml Falcon-Tubes
MicroAmp Reaktionsgefalle
Sterilfilter FP 030/3 0,2 ym

Zentrifugenbecher SS 34, 200 ml GSA

20

BioRad, Munchen
Qiagen, Hilden
Oxoid, Basingstoke, UK

Pharmacia LKB Bio-
technology, Freiburg
Gibco BRL

Perkin Elmer Applied
Biosystems, Weiterstadt
Roche Diagnostics
Gibco BRL

Whatman, Maidstone, UK
Gibco BRL

BioRad

Eppendorff, Hamburg

Eppendorff

Becton-Dickinson, Heidelberg
Perkin EImer Appl. Biosystems
Schleicher Schuell, Dassel

Du Pont, Bad Homburg



2.2 Gerate

Brutschranke
Elektrophorese-

kammern

Feinwaagen
GelCompare Software
Hybridisierungsofen
Inkubator

Klhlzentrifugen

Spektralphotometer
pH-Meter

Scanner

Sicherheitswerkbank
Spannungsquelle

Thermocycler

Videosystem

Zentrifugen

Material und Methoden

Thermicon T

Typ B 5060 E

RC-5B, RC-2B,
Rotoren SS34, GSA
Model 3K20,

Rotoren 12153,12156
U 2000

pH 530

P68E

Laminar Air Flow 100
Power Pac 300

Gene Amp 2400

Gene Amp 9600

TFX 35 M
Ultrazentrifuge TL 100,
Rotor TLA 45

Biofuge 15,

Rotor HFA 22.2
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Heraeus, Hanau

R. von Keutz Laborgerate,
Reiskirchen

BioRad

Sartorius, Géttingen

Applied Maths, Kortrijk
Hybaid Biometra, Heidelberg
Heraeus

Sorvall

Sigma-Aldrich Chemie

Hitachi, Maidenhead, UK
WTW Systems, Weilheim
Mitsubishi Electric Europe,
Ratingen

Gruppo Flow, Italien
BioRad

Perkin-Elmer

Intas Imaging Instr., Géttingen
Beckman Instruments,
Minchen

Heraeus
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2.3 Bakterienstamme

2.3.1 E. coli-Isolate

Die untersuchten E. coli O103:H2 Wildtypstamme wurden zwischen Dezember
1995 bis einschlieBlich Dezember 1996 aus Stuhlproben isoliert, welche die
Gesundheitsamter und Kliniken aus Bamberg, Freiburg, Karlstadt, Memmingen,
Minchen, Regensburg und Wirzburg zur Untersuchung auf Stx-bildende E. coli
einsandten. Zur ldentifikation dienten die institutseigenen Registrierungs-
nummern 1858, 2905, 3381, 3386, 3390, 3391, 3942, 5577, 5579, 5714/96 und
7828/95.

Die Serotypisierung der Isolate wurde jeweils von Frau Prof. Dr. S. Aleksic,
Deutsches Zentrum fur Enteritiserreger, Hamburg, durchgefuhrt.

Der E. coli O103:H2 Stamm PMK 3 wurde bereits 1988 in Frankreich isoliert
und im Rahmen einer Studie von Frau Prof. P. Mariani-Kurkdjian, Hospital
Debré, Paris, analysiert und uns freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Als
weitere Referenzstamme dienten EHEC O157:H7 EDL933, EDL933-cu
(plasmidfrei), sowie EPEC O103:H2 B10 [50, 70].

2.3.2 Laborstamme und Plasmide

Als Donor zur Herstellung der efp-Gensonden diente das Plasmid pE12, das ein
11,9 kb groldes pO157-Fragment tragt. Zur Erhéhung der Kopienanzahl wurde
dieses zuvor in den Vektor pK18 kloniert und die entstandenen rekombinanten

Plasmide in den E. coli-Laborstammen DH5a und HB101 vermehrt [83].

2.4 Nahrboéden und -lI6sungen

Allgemeines
In der Regel wurden die verwendeten Reagenzien durch Ldsen der

abgewogenen Trockensubstanzen hergestellt. Um den pH-Wert einzustellen,

wurden die Chemikalien zunachst in ca. 80 % des gewunschten
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Gesamtvolumens geldst, bevor die entsprechende Saure oder Lauge unter pH-
Meter-Kontrolle zugegeben wurde. Abweichungen von diesen Methoden

werden im jeweiligen Rezept angegeben.

LB-Medium

Bacto Trypton 1049
Hefeextract 59
NaCl 10¢g

Das Medium wurde mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt und mit Aqua bidest. auf
1000 ml aufgefullt. Zur Herstellung von festen Nahrboden wurden 16 g Agar je
1000 ml zugegeben.

Blutagarplatten

PBS-Puffer:

NaCl 10,00 g
KCI 0,25¢
KH2PO4 0,259

NagHPO4 X 2 Hzo 1,80 g

26,4 g Tryptose Blood Agar-Base wurden in 760 ml Aqua bidest. gelOst,
autoklaviert und im Wasserbad auf ca. 50 °C abgekunhlt.

In der Zwischenzeit wurden 40 ml Erythrozytenkonzentrat (humane
Erythrozyten) mit 300 rpm bei +4 °C fir 20 min. zentrifugiert, der Uberstand
anschlie3end abpipettiert und verworfen.

Das auf diese Weise erhaltene Erythrozytensediment wurde in ca. 15 ml PBS
vorsichtig suspendiert, erneut zentrifugiert (s.0.) und der Waschschritt
wiederholt, bis der Uberstand klar wurde. Dann folgte die vorsichtige

Resuspension in 15 ml PBS (s. 0.).
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Dem abgekuhlten Tryptose Blood Agar-Base wurde nun sterilfiltriertes CaCl,
(Filter Porengréf3e 0,2 um) in einer Endkonzentration von 10 mM zugesetzt,

dann die gewaschene Erythrozytensuspension vorsichtig beigemischt.

Sorbitol-MacConkey-Agar (SMAC)

Verwendet wurde die handelsubliche Trockenmischung der Firma Oxoid, in

folgender Zusammensetzung:

Pepton 20,049
NaCl 50¢g
Sorbitol 10,0 g
Gallensalzmischung 159
Neutralrot 0,003 g
Kristallviolett 0,0001 g
Agar-Agar 13,59

Es wurden jeweils 50 g der Trockenmischung in 1000 ml erhitztem Aqua bidest.
gelost und zu mindestens 3 mm starken Platten in Petrischalen gegossen und
fur 15 min bei 121 °C autoklaviert.

2.5 Elektrophoresepuffer

Die Gebrauchslosungen wurden aus den hier angegebenen Pufferkonzentraten

hergestellt.

TAE-Puffer 50-fach

Tris-Base 242209

EDTA Nag4 19,12 g

Der Puffer wurde mit konzentrierter Essigsaure auf pH 8,0 eingestellt und mit
Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefiillt.
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TBE-Puffer 10-fach

Tris-Base 108,00 g
Borsaure 55,00 g
EDTA Nay 9,30 g

Der Puffer wurde mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefulit.

DNA-Auftragspuffer

Bromphenolblau 100 pl (Stammldésung 1% wi/v)
Xylencyanol 100 pl (Stammldsung 1% w/v)
EDTA 50 ul (Stammlésung 0,5 M)
SDS 10 pl (Stammlésung 10% w/v)

Der Puffer wurde mit Glycerin (50%) auf 1000 ml aufgefulit.

2.6 Puffer und Losungen fur Hybridisierungen

Die im folgenden genannten Waschlosungen wurden nach Rezepturen des von
der Firma Boehringer zur Verfligung gestellten Manuals hergestellt, die zum
Erreichen der erforderlichen Stringenz bendtigten Konzentrationen wurden

durch Verdinnen der Stammlésung mit Aqua bidest. erzielt.

SSC-Puffer, 20-fach

NaCl 175,30 g

Na-Citrat 88,30 g

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 7,4 eingestellt und mit Aqua bidest. auf
1000 ml aufgefulit.

Denaturierungspuffer
NacCl 87,66 g
NaOH 20,00 g

Der Puffer wurde mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefulit.
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Renaturierungspuffer
Tris 121,13 g
NaCl 87,66 g

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 8,0 eingestellt und mit Aqua bidest. auf
1000 ml aufgefullt.

Prahybridisierungslosung

N-Lauroylsarcosin 0,10 ¢
SDS 0,20 g
Blocking-Reagenz 1,00 g
Der Puffer wurde mit SSC-Puffer (5-fach) auf 100 ml aufgefullt.

Hybridisierungslosung

Zugabe der Sonden-DNA (ca. 30-50 ng/ml) zur Prahybridisierungslésung

2.7 Losungen zur Farbung der DNA-Hybriden

2.7.1 Waschlosungen

Losung 1 (unspezifischer Waschschritt)
0,1 g SDS in 100 ml SSC-Puffer 2-fach

Losung 2 (spezifischer Waschschritt fiir 95 % Homologie) [52]
0,1 g SDS in 100 ml SSC-Puffer 0,03-fach

2.7.2 Pufferlosungen

Puffer 1
1M Tris/HCIpH 7,5 100 ml
1 M NaCl 150 ml

Der Puffer wurde mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefulit.
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Puffer 2
0,5 g Blocking-Reagenz in 100 ml Puffer 1 bei 50-70 °C I6sen.

Puffer 3

1M Tris / HCI pH 9,5 100 ml
1 M NaCl 100 ml
1 M MgCl, 50 mi

Der Puffer wurde mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefulit.

Konjugatldsung
Tube 8 DIG DNA Labeling and Detection Kit:
20 pl in Puffer 1 I6sen.

Farbelosung
Tube 9 und 10 DIG DNA Labeling and Detection Kit:
45 yl NBT (Tube 9)

35 ul X-Phosphat (Tube 10)

in 10 ml Puffer 3 losen.

2.8 Losungen und Puffer zur Phageninduktion

Mitomycin C
0,5 mg / ml in Aqua bidest. (bei +4°C lichtgeschutzt lagern)

DNase |
10 mg/ml in 150 mM NaCl

RNase A
10 mg/ml in 50 mM Na-Acetat pH 5,0
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SM-Puffer

NaCl 5,80¢g
MgSO4 x 7 H20 2,00 g
Gelatine 0,10g

1M Tris/HCI pH 7,5 50 ml
Der Puffer wurde mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefulit.

Proteinase K-Reaktionspuffer (2-fach)

1M Tris/HCIpH 8,0 20 ml

0,5MEDTApPHS8,0 20 ml

SDS 1049

Der Puffer wurde mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefulit.

Proteinase K

20 mg/ml in Aqua bidest.

3 M Natrium-Acetat

Na-Acetat 82.03 g

Der Puffer wurde mit Essigsaure (25%) auf pH 7,2 eingestellt und mit Aqua
bidest. auf 1000 ml aufgefullt.

2.9 Polymerase-Kettenreaktion zur Gendetektion (PCR)

Mit diesem Verfahren konnen DNA-Sequenzen durch Anlagerung spezifischer
Oligonukleotide, sog. Primer, an denaturierte, einstrangige DNA, sog.
Template- oder Matrizen-DNA, und anschlieBende Synthese der
komplementaren DNA-Fragmente durch thermostabile DNA-Polymerase (tag-
Polymerase) exponentiell vermehrt werden.

Jeder der verwendeten Primer bendtigt zur Anlagerung eine fur ihn optimale
Bindungstemperatur, die sog. Annealing-Temperatur, die nach folgender

Formel berechnet wird:
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(4°C x (C+G) + 2°C x (A+T)-Paarung zwischen Primer und Matrize) — 5°C.

Die Amplifikation der DNA verlauft nach initialer Denaturierung in 30 Zyklen
folgender Schritte: Denaturierung (Spaltung der Matrizen-DNA), Annealing
(Anlagerung der Primer) und Extension (Neusynthese des erganzenden DNA-

Strangs).

2.9.1 Reaktionsansatze

Nach Suspension je einer Bakterienkolonie einer UNK auf SMAC-Agar in 50 pl
0,9%iger NaCl-Lésung, wurden 5 pl hiervon folgendem Reaktionsansatz bei-

gegeben:

34 ul Aqua bidest., 5 yl Ampli Taq Reaktionspuffer (10-fach), 3 pl 25 mM MgCl,
Puffer, in einem 1,5 ml Eppendorfgefal® vermengt mit insgesamt 1 ul der zur
Synthese der Komplementar-DNA bendétigten Nukleotide dATP, dCTP, dGTP
und dTTP (10 mM dNTP-Stammlésung, Perkin-Elmer).

Im Anschlul® daran wurden je 1 yl Primer 1 und Primer 2 der gesuchten Ziel-
sequenz, sowie 0,4 ul (2 U) Ampli Tag DNA Polymerase zugesetzt. Einem
initialen Denaturierungsschritt bei 94 °C folgten jeweils 30 Annealing-Zyklen,
den Abschluf} bildete die Extension der Fragmente bei 72 °C.

Zur Durchfuhrung der RAPD-Analyse (random amplified polymorphic DNA)
wurden 100 ng chromosomaler DNA als Matrize verwendet, die nach der
Methode von Heuvelink et al. prapariert worden war [31]. Dem oben
beschriebenen PCR-Ansatz mussten jedoch 6 statt 3 pyl 25mM MgCl,
beigegeben werden, das Volumen wurde durch entsprechende Verringerung an
Aqua bidest. ausgeglichen. Nach dem Hotstart bei 80°C folgten nach
einminttiger Denaturierung bei 94°C 35 Annealing-Zyklen sowie die
zweiminutige Extension bei 72°C.

Die spezifischen Primer und Programme sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.
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Zielsequenz  Primer Primer-Sequenz PCR-Bedingungen Produktlange Referenz

Denaturierung  Annealing Extension

KS 7 5’-ccc gga tce atg aaa aaa aca tta tta ata gc-3’

stx 94°C, 30 s 52°C,60 s 72°C,90s 285 bp [79]
KS 8 5’-ccc gaa ttc agc tat tct gag tca acg-3’
GK3 5’-atg aag aag atg ttt atg-3’

stxs 94°C, 30 s 52°C,60s 72°C,90s 260 bp [29]
GK 4 5'-tca gtc att att aaa ctg-3’
SK 1 5’-ccc gaa ttc ggc aca agc ata age-3’

eae 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C,90 s 863 bp [78]
SK 2 5’-ccc gga tece gte teg cca gta tte g-3
356 5’-gca gga tga ccc tgt aac gaa g-3’

stx;A phage 94°C, 30 s 52°C,60 s 72°C,90s 400 bp [84]
285 5’-cct tcg cca cca cat taa ctg-3’
356 5’-gca gga tga ccc tgt aac gaa g-3’

stx,A phage 94°C, 30 s 52°C,60 s 72°C,90s 640 bp [84]
595 5’-ccg aag aaa aac cca gta aca g-3’
wkat-B 5’-ctt ctt gtt ctg att ctt ctg g-3’

katP 94°C, 30 s 56°C, 60 s 72°C, 150 s 2125 bp [7]
wkat-F 5’-aac tta ttt ctc gca tca tcc ¢-3°
hlyA 1 5’-ggt gca gca gaa aaa gtt gta g-3’

EHEC hlyA y ggtgeageag gtgag 94°C, 30 s 57°C,60s 72°C,90s 1550 bp [80]
hiyA 4 5'-tct cgc ctg ata gtg ttt ggt a-3’

. 80°C init.,
RAPD-Profil 1247 5’-aag agc ccg t-3’ 94°C. 60 40°C,60 s 72°C,120 s polymorph [31]
,60s

Tabelle 1: PCR-Primer und Programme
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2.10 Praparation von Plasmiden

Die Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde mit dem Nucleobond AX 100
Preparation Kit der Fa. Macherey und Nagel nach den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Die Arbeitsvorschrift basiert auf der Methode von Birnboim und
Doly [5], verwendet wurden die darin enthaltenen Pufferldsungen S1-3, N2, N3,
NS sowie die zugehdrigen AX 100-Kartuschen.

Zur Durchfuhrung der Plasmidpraparation wurde jeweils eine Kolonie der
entsprechenden E.coli-UNK auf SMAC-Agar abgenommen und in 100 ml LB-
Medium suspendiert, die beimpfte Nahrlosung Uber Nacht auf einem
Rotationsschuttler mit 180 rpm bei 37°C bebrtet.

Von diesen Bakterienkulturen wurden anschlie3end je 30 ml in einem SS34-
Rotor 15 min bei Raumtemperatur mit 6000 rpm zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das zellhaltige Sediment in 4 ml Puffer S1, dem RNase A in
einer Endkonzentration von 100 ug/ml zugesetzt worden war, vorsichtig
aufgenommen. Durch Zugabe von ebenfalls 4 ml Puffer S2 lysierten die
Bakterien. Um die Freisetzung chromosomaler DNA zu vermeiden, wurde der
Reaktionsansatz nur durch vorsichtiges Kippen kurz durchmischt und exakt 5
min bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach prazipitierten Zellfragmente und Partikel chromosomaler Nukleinsauren
wahrend ca. 10 min Kihlung auf Eis durch Zugabe von 4 ml Puffer S3, der
ebenfalls nur durch mehrmaliges sanftes Invertieren unter die FlUssigkeit
gemischt wurde. Es folgten 40 min Zentrifugation mit 12000 rpm bei 4 °C im
SS34-Rotor, um die geldste DNA vollstandig vom Sediment zu trennen.

Der so erhaltene klare Uberstand wurde mdglichst ohne Verunreinigungen auf
die zuvor mit Puffer N2 aquilibrierten AX 100-Kartuschen gegeben und,
nachdem die gesamte FlUssigkeit die Kartusche durchlaufen hatte, wurde
zweimal mit je 4 ml Puffer N3 gewaschen. Die Elution der Plasmide in ein
steriles Reaktionsgefal erfolgte dann durch die zweimalige Zugabe von jeweils
2 ml Puffer N5; die anschlielende Fallung der aufgereinigten DNA wurde mit
0,7 ml Isopropanol pro 1 ml Eluat durchgefihrt.

Das Flussigkeitsgemisch musste zur Prazipitation der DNA auf Eppendorf-

Gefalde verteilt und 30 min. bei 4°C mit 12000 rpm zentrifugiert werden. Dann
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konnte vorsichtig dekantiert und das Sediment mit 70%igem Ethanol
gewaschen werden.

Nach dem Trocknen der Sedimente im offenen Eppendorf-Gefald bei
Raumtemperatur wurde die Plasmid-DNA in insgesamt jeweils 30—-60 pl Aqua
bidest. aufgenommen und geldst und die jeweilige Konzentration photometrisch
bestimmt. Dazu wurde die Extinktion in einer Quarzkuivette bei 260 nm

gemessen, und der DNA-Gehalt nach folgender Relation berechnet:

E2s0 =1 = 50 ng/ul DNA

2.11 Praparation von Stx-Phagen-DNA

200 ml LB-Medium wurden mit zwei bis drei Kolonien der entsprechenden E.
coli O103-Stamme beimpft, die jeweils von einer uber Nacht bebriteten SMAC-
Agarplatte abgenommen worden waren. Die Kulturansatze wurden dann auf
einem Rotationsschuttler mit einer Frequenz von 180 rpm bei 37°C bebrtet.
Bei Erreichen einer ODs7s = 0,5 (nach ca. 2 h) erfolgte die Phageninduktion
durch Zugabe von Mitomycin C in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml.
Anschliefend wurden die Reaktionsansatze weitere 18 h bei 37°C und 180 rpm
streng vor Licht geschitzt inkubiert, in diesem Zeitraum lysierten die Kulturen.

Die dabei entstehenden Zellfragmente wurden nach Uberfiihrung der
Bakteriensuspension in sterile GSA-Becher durch 30 min Zentrifugieren mit
12000 rpm bei 4°C in einem Sorvall GSA-Rotor sedimentiert. Der erhaltene
Uberstand wurde filtriert und die darin verbliebenen bakteriellen Nukleinséduren
wurden durch Zugabe von DNase | und RNase A in einer jeweiligen
Endkonzentration von 5 ug/ml durch Inkubation bei 37°C flir 45 min eliminiert.

Die Prazipitation der letzten gelosten Zellfragmente erfolgte mit NaCl, das in
einer Endkonzentration von 5,8 g je 100 ml Kulturansatz zugesetzt wurde. Zu
diesem Zweck stellte man die Gefalle 1 h auf Eis, im Anschluss daran erfolgte
ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 12000 rpm und 4°C. Aus dem
dekantierten Uberstand konnten mittels Zugabe von 10 g/100 ml PEG 8000 und

1 h Kihlung in Eiswasser die intakten Bakteriophagen gefallt und durch erneute
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Zentrifugation mit 12500 rpm fur 30 min, ebenfalls bei 4°C, sedimentiert
werden.

Der getrocknete Niederschlag wurde in 1 ml SM-Puffer aufgenommen, um
dabei die Einwirkung von Scherkraften auf die DNA zu vermeiden, wurde hierzu
eine Automatikpipette mit gekappten grof3dlumigen Pipettenspitzen (1 ml)
verwendet. Anschlieend wurde 1 ml 2-fach konzentrierter Proteinase K-Puffer
zugegeben und die Hullproteine durch 12 pl geloste Proteinase K wahrend
einstindiger Inkubation bei 56 °C entfernt.

Die freigewordene Phagen-DNA konnte nun mittels 1:1 Phenol/Chloroform-
Gemisch extrahiert und nach Mischen mit 3 M Natrium-Acetat (pH 7,2) durch je
4 ml gekuhltes 100%iges Ethanol gefallt werden. Die Flussigkeit wurde jeweils
auf vier Eppendorf-Reaktionsgefalle verteilt und 10 min mit 13000 rpm bei 4°C
zentrifugiert. Die FlUussigkeit wurde verworfen und die Prazipitate mit 70%igem
Ethanol gewaschen. Die nach vorsichtigem Dekantieren getrockneten
Sedimente konnten in insgesamt 80-120 pl Aqua bidest. gelost und die

Konzentration photometrisch (s. 0.) bestimmt werden.

2.12 Restriktionen von Plasmid- und Phagen-DNA

Zur DNA-Restriktion mit EcoRI| wurden je Reaktionsansatz ca. 250 ng Plasmid-
DNA (s. 0.) in insgesamt 16 uyl Aqua bidest. eingesetzt, danach je 2 ul 10-fach
React Ill und 2 yl Enzym EcoRI zugegeben.

Die Restriktionen inkubierten jeweils mindestens 2 h bei 37 °C, anschlieRend
wurden nach der Zugabe von jeweils 2 pl Stop-Mix die gesamten
Reaktionsvolumina zur Elektrophorese auf Agarosegele aufgetragen.

Die Herstellung der Reaktionsansatze mit Hindlll erfolgte nach dem gleichen

Prinzip, jedoch fungierte 10-fach React Il als Puffer.
Zur Restriktion von stx,-PCR-Produkten wurden jeweils 15 pl PCR-Produkt, 2 pl

Aqua bidest., 2 pl 10-fach React Il und 1 ul Haelll zusammengegeben und

ebenfalls mindestens 2 h bei 37 °C inkubiert.
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2.13 Gelelektrophorese

2.13.1 Herstellung der Agarosegele

Zur Elektrophorese von Plasmid-DNA wurden 0,8%ige Gele aus 800 mg
Agarose in 100 ml TAE-Puffer (1-fach) bzw. TBE-Puffer (0,5-fach) hergestellt.
Die Agarose wurde dazu eingewogen, im gewunschten Puffer aufgekocht und

in einer Starke von ca. 4 mm in die entsprechenden Gelschlitten gegossen.

0,6%ige Gele zur Elektrophorese von Phagen-DNA wurden nach dem gleichen
Prinzip hergestellt, allerdings mit einer geringeren Konzentration von 600 mg
Agarose in 100 ml TAE (1-fach).

Die Bewertung von PCR-Produkten und ihrer Restriktionen erfolgte nach

Elektrophorese in 1,5%igen TBE-Agarosegelen.

2.13.2 Elektrophorese

Um eine moglichst prazise Auftrennung der Restriktionsfragmente der Plasmid-
bzw. Phagen-DNA zu erreichen, wurden die Elektrophoresen nach je 5 min.
Einlaufzeit mit 130 V fur ca. 15 h bei 30 V durchgefuhrt und die Gele nach der

Farbung in Ethidiumbromid weiterverarbeitet.

Elektrophoresen von PCR-Produkten erforderten ca. 1,5 h bei 130 V, RAPD-
Analysen wurden nach funfstindiger Auftrennung gefarbt, digitalisiert und

rechnergestutzt mittels der GelCompare Software ausgewertet.

2.14 Herstellung der Gensonden

2.14.1 Gewinnung der etp—Matrize

Zur Vermehrung des rekombinanten Plasmids pE12, welches pO157-
Fragmente aus E. coli EDL 933 beinhaltet, diente E. coli HB 101. Die
Praparation erfolgte aus 50 ml UNK mit dem Nucleobond AX 100 Kit. Die durch
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Isopropanol gefallte und mit 70%igem Ethanol gewaschene Plasmid-DNA
wurde in insgesamt 90 pl Aqua bidest. gelOst.

Nach Restriktion mit EcoRI konnten zwei DNA-Banden durch
Gelelektrophorese uber 17 h bei 30 V in 0,6 % TAE-Agarosegelen getrennt
werden. Das gesuchte 11,9 kb groRe etp-Fragment wurde ausgeschnitten und
jeweils nach Herstellerangaben mit dem QiaQuick Gel Extraction Kit gereinigt,

bzw. mit dem Labeling and Detection Kit markiert.

2.14.2 Gewinnung der katP—Matrize

Zur Herstellung der katP-Sonde wurde mit E. coli EDL933 eine PCR mit den
Primern wkat-B und wkat-F durchgefuhrt, die Produkte anschlieBend auf ein
0,6 % TAE-Agarosegel aufgetragen und nach ca. 2 h Elektrophorese mit dem
QiaQuick Gel Extraction Kit extrahiert und schlieBlich mit dem Labeling and

Detection Kit markiert.

2.14.3 Aufreinigung der DNA

Gemal} der Herstellerangaben des QiaQuick Gel Extraction Kit wurden die aus
dem Gel ausgeschnittenen, ca. 200 mg schweren Fragmente in Eppendorf-
Reaktionsgefalle gegeben und mit je 600 pl Puffer QX 1 bei 55 °C im
Warmeschrank verflussigt. Danach wurden jedem Ansatz 200 ul Isopropanol
zugesetzt und auf die im Set enthaltenen Spin Columns aufgetragen. Die vom
Hersteller empfohlene pH-Korrektur war dabei nicht erforderlich. Es folgte 1 min
Zentrifugation bei 13000 rpm, die erhaltenen Filtrate wurden verworfen. Im
Anschlufd daran konnten zum Waschen jeweils 750 ul PE-Puffer auf die Saulen
gegeben werden, die erneut 1 min mit 13000 rpm abzentrifugiert wurden. Auch
diese Filtrate wurden verworfen, die trockenen Spin Columns erneut
zentrifugiert, auf saubere Eppendorf-Gefale gesteckt und die gereinigte DNA

wurde mit je 30 pl Aqua bidest. in einem weiteren Zentrifugationsschritt eluiert.
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2.14.4 Markierung der Sonden

Sowohl die etp- als auch die katP-Gensonde wurden mit Hilfe des Dig DNA
Labeling and Detection Kit markiert: Vier Ansatze mit je 10 pl der DNA-LOsung
wurden zunachst im Wasserbad 10 min. bei 100° inkubiert, anschliefend sofort
3 min auf Eis geklUhlt. Danach erfolgte jeweils die Zugabe von 2 pl
Hexanucleotid-Mix, 2 pl dNTP-Mix, 15 pl Aqua bidest. sowie 1 pl (2 U) Klenow-
Enzym. Die Ansatze inkubierten nach kurzem Mischen und Anzentrifugieren
uber Nacht bei 37°C.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von je 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8,0) gestoppt.
Die Fallung wurde mit 2,5 yl 4 M LiCl und 75 pl 100 %igem gekihltem Ethanol
durchgefuhrt. Die Losungen inkubierten hierzu 2 h bei -80°C.

2.14.5 Herstellung der stxiB-Gensonde

Das die stx{B-Untereinheit codierende Fragment wurde mittels PCR markiert.
Dazu wurden 4 pl aufgereinigtes PCR-Produkt der Zielsequenz als Matrizen-
DNA in 34,5 ul Aqua bidest. gegeben, je 1 yl Primer KS 7 und KS 8, 1 pl
Nucleotidmix bestehend aus 10 mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP, 3,5 ul 1
mM Digoxigenin-11-dUTP, 5 pl Ampli Tag Reaktionspuffer (10-fach) sowie
2,5 U Ampli Taq Polymerase zugesetzt.

Die Ansatze wurden dann den bei der Beschreibung der stx;-PCR
angegebenen Zyklen unterworfen, die fertige Sonde zur Hybridisierung mit

Phagen-DNA verwendet.

2.15 Hybridisierungen

2.15.1 DNA-Transfer auf eine Nylonmembran mittels Southern Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Restriktionsprodukte und DNA-

spezifischer Farbung mit Ethidiumbromid wurden die Agarosegele zur
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Dokumentation sowohl photographiert als auch digital gespeichert. Wahrend
der folgenden Schritte wurden die Gele jeweils vollstandig mit den
entsprechenden Losungen bedeckt und auf einer Wippe bei Raumtemperatur
inkubiert.

Zunachst war die Denaturierung der Plasmid-DNA erforderlich, dazu wurden die
Agarosegele mit dem Puffer DNA | behandelt, wobei die Flissigkeit nach 15
min. durch frische Losung ausgetauscht und diese nochmals 45 min belassen
wurde.

Die Neutralisation der Denaturierungsreaktion erfolgte durch den
Renaturierungspuffer DNA I, auch diese Losung wurde nach Ablauf der ersten
15 min erneuert und wirkte dann weitere 45 min ein.

In der Zwischenzeit wurde ein langerer Streifen Whatman 3 MM Filterpapier,
der in der Breite genau dem vorbereiteten Gel entsprechen sollte, Uber eine
erhohte Glasplatte in eine Hybridisierungswanne mit 10-fach SSC-Puffer gelegt.
Auf diesen als Docht fungierenden Streifen folgten zwei weitere in 10-fach SSC
angefeuchtete Blatter 3 MM Papier, die die genaue Grolle des Agarosegels
aufwiesen.  Gelegentlich  entstandene Luftblasen wurden vorsichtig
ausgestrichen, um den DNA-Transfer vom Gel auf die Membran nicht zu
beeintrachtigen.

Um spater auf der Nylonmembran die gleiche Orientierung wie auf dem Gel und
somit die einwandfreie ldentifikation der Proben zu gewahrleisten, musste das
Agarosegel mit der Oberseite nach unten auf die Filterpapiere gelegt werden,
direkt darauf folgten die ebenfalls exakt zugeschnittene und in 2-fach SSC-
Puffer angefeuchtete Nylonmembran und 3 Blatter mit 2-fach SSC getranktem
Filterpapier. Auch hier wurden Luftblasen sorgfaltig entfernt.

Den Abschluss bildete ein ca. 5 cm hoher Stapel Zellstoffpapier, der mit einer
Kunststoffplatte abgedeckt, beschwert und ca. 15 h belassen wurde.

Beim Abbau des Southern Blots mul3ten die Slots des Agarosegels auf der
Nylonmembran markiert werden, dann folgten 5 min. Inkubation in 6-fach SSC-
Puffer bei Raumtemperatur. Die Membran wurde schlieRlich zwischen

Filterpapier vorgetrocknet und dann im Hybridisierungsofen 2 h bei 80 °C fixiert.
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2.15.2 Hybridisierung

Die Nylonmembranen wurden zunachst in einem Hybridisierungsbeutel mit
Prahybridisierungslosung 1 h bei 68°C im Wasserbad inkubiert. Die Sonden-
DNA wurde ca. 10 min im Wasserbad aufgekocht, dann fir 2 min auf Eis
gestellt und schlieBlich in einer Endkonzentration von mindestens 30 ng/ml mit
frischer Prahybridisierungslésung zur Nylonmembran gegeben. Die Beutel
verblieben uber Nacht bei 60°C im Wasserbad.

Nachdem die Membranen aus der Hybridisierungslosung entfernt wurden,
erfolgte erst ein unspezifischer Waschschritt von zweimal 5 min Dauer in
Lésung 1, danach wurde in zweimal 15 min der spezifische Waschschritt fur
95%ige Homologie in Losung 2 vollzogen.

Zur Farbung der Hybride muf3ten die Membranen 1 min in Puffer 1 neutralisiert
werden, um dann 30 min bei 60°C in Puffer 2 zu inkubieren. Im Anschlul® daran
folgte ein weiterer kurzer Waschschritt in Puffer 1, bevor die Membranen 30 min
bei Raumtemperatur auf einer Wippe in Konjugatlosung behandelt wurden.
Mittels 30 min Waschen in Puffer 1, der nach 15 min erneuert wurde, konnten
unspezifische Konjugate entfernt werden, die Nylonmembranen wurden danach
in ca. 20 ml Puffer 3 aquilibriert.

Zur Durchfihrung der endgultigen Farbereaktion wurden die Membranen mit 10
ml Farbeldsung in Plastikbeutel gegeben und vor Licht geschitzt. Erfolgreiche
Hybridisierungen zeigten i. d. R. nach 15-30 min positive Signale, die Farbung
konnte mit Hilfe von Leitungswasser gestoppt und die getrockneten Nylonfilter
streng lichtgeschutzt archiviert werden.

Von der fixierten Nylonmembran mussten zunachst die Markerspuren
abgetrennt werden, um mit einer entsprechenden Markersonde nach dem

gleichen Prinzip wie die Ubertragene DNA behandelt zu werden.
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3 Ergebnisse

Zunachst wurden alle Untersuchungen unter der Annahme durchgefihrt, die
isolierten EHEC O103:H2 seien klonalen Ursprungs und mdglicherweise nah
mit den bekannten Prototypen der Spezies, E. coli O157:H7, verwandt. Daher
erfolgte zunachst ein Screening auf die vorbeschriebenen Pathogenitatsgene
stx; und stx,, sowie die stx-flankierenden Phagensequenzen, EHEC-hly, a-
Hamolysin, katP und etp. Daruber hinaus wurde ein Vergleich der durch

Restriktion der isolierten Plasmide erhaltenen ,Fingerprints® durchgefihrt.

3.1 Phanotypische Untersuchungen

3.1.1 Serotypisierung

Die O-, H-Serotypisierung der vorliegenden 13 Wildtyp-Isolate wurde routine-
mafig durch das Deutsche Zentrum fur Enteritiserreger in Hamburg
durchgefuhrt. Alle Isolate waren dem Serotyp O103:H2 zugehdrig, ebenso wie
der EPEC-Kontrollstamm B10.

3.1.2 Kultur auf SMAC-Agar

Bei Ubernachtkultur auf Sorbit-MacConkey-Agar (SMAC) bildeten alle E. coli
0103:H2-Stamme rosa gefarbte Kolonien, fermentierten also Sorbitol. Zwischen
EHEC und EPEC fielen dabei keine Unterschiede auf. Der E. coli O157:H7-
Stamm EDL933 verhielt sich erwartungsgemal Sorbitol-negativ, die
entsprechenden Kolonien blieben weilllich [49].

E. coli 0103 kdonnen somit auf SMAC nicht von E. coli der physiologischen

Darmflora unterschieden werden, die in der Regel Sorbitol-positiv sind.
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3.1.3 Kultur auf Blutagar

Bei der Kultur auf Blutagar mit gewaschenen Erythrozyten zeigten die 12 EHEC
0103 bereits nach 4 h Bebritung bei 37°C klare, ausgepragte Hamolysehofe,
vergleichbar mit denen des E. coli-typischen a-Hamolysins. Das zugeharige
Hamolysingen a-hlyA war in keinem der Stdmme vorhanden, jedoch konnte
mittels PCR das O157-typische EHEC-hly nachgewiesen werden. Der parallel
kultivierte O157:H7-Stamm EDL933 wies hingegen auch nach 18 h Inkubation
die E-Hly-typischen, triben Lysehdfe mit deutlich geringerer Intensitat und
kleinerem Durchmesser auf. Bei dem EPEC-Stamm B10 konnte keinerlei

hamolytische Aktivitat abgelesen werden.

EDL933-cu

EDL933

PMK 3

2905

Abb. 3: Hamolyseverhalten bei Kultur auf Agar mit gewaschenen Erythrozyten.
Der am oberen Bildrand gezeigte E. coli O157:H7 EDL933-cu ist ein plasmidfreies
Derivat von EDL933, daher fehlt ihm die hamolytische Aktivitdt. EDL933 zeigt den
typischen enterohamolytischen Phanotyp. Die EHEC O103:H2-Isolate PMK3 und 2905
produzieren grofe, klare Hamolysehdofe.
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3.2 Genotypische Untersuchungen

3.2.1 Nachweis der stxi- und stx>-Gene

Durch PCR-Analyse konnte bei allen untersuchten Stammen bis auf den EPEC-
Stamm B10 das stx;-Gen nachgewiesen werden, der O103-Stamm 7828 sowie
0157:H7-Stamm EDL933 besallen zusatzlich stx,. Darlber hinaus ergab die
Untersuchung der stx-flankierenden 5-Region (s. Abb. 4) bei allen stx-
tragenden Isolaten auch den Nachweis eines PCR-Produkts mit DNA-

Sequenzen chromosomal integrierter Prophagen.

356 595
......... O P Tf,zl.i Sf_x;.A S‘fsz
ileX
356 285
......... O P stx A stz B

Abb. 4: Schematische Darstellung der stx-flankierenden 5’-Region [84]
Bei Stx2-produzierenden EHEC-Stammen ist regelmafRig ein tRNA-Gen ileX
stromaufwarts der stx,A-Region nachweisbar, welches Stx1-produzierenden Stammen
fehlt. Uber den Pfeilen ist die Bezeichnung des jeweils verwendeten Primers
angegeben.

3.2.2 PCR-Nachweis fiir eae, E-hlyA und katP

Die auf dem LEE-Locus liegende Intimin-codierende Gensequenz eae konnte

mittels PCR bei allen untersuchten Isolaten nachgewiesen werden.
Das plasmidkodierte Gen fur EHEC-HIyA war in der PCR bei allen Isolaten,

auller dem auch phanotypisch nicht-hamolysierenden EPEC-Referenzstamm

B10 nachweisbar.
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Neben dem O157:H7 Stamm EDL933 war bei sieben der zwdlf EHEC O103:H2
Stamme das Gen fur KatP vorhanden (s. Tabelle 2). Dies war nicht der Fall bei
finf der EHEC O103:H2 Stamme (1858, 2905, 3386, 3390, 3391) sowie dem
EPEC-Stamm B10, die katP negativ waren.

3.2.3 Plasmidanalyse

Abb. 5: A: Restriktionsfragmentanalyse der isolierten Plasmide mit EcoRlI.
B: Ergebnis der Hybridisierung mit der 12kb-etp-Sonde
Spur M: 1-kb-Leiter; 1: EDL933; 2: PMKS3; 3: 3942; 4: 7828; 5: 5577; 6: 5579; 7: 5714;
8: 1858; 9: 3381; 10: 2905; 11: 3386; 12: 3390; 13: 3391.

Aus allen untersuchten Bakterienstammen konnten Plasmide isoliert werden (s.
Abb. 5). Bei der Restriktion mit EcoRI und anschlieRender Gelelektrophorese
ergab die Auswertung der Fragmentlangen nahezu identische Bandenmuster
innerhalb der Serogruppe 0103, welche sich jedoch deutlich von denen des
EDL933-Plasmids unterschieden. Vier der Isolate (2905, 3386, 3390 und 3391)
wiesen zusatzliche Banden bei ca. 2,8 kb, 4 kb und 9,5 kb auf, bei denen nicht
sicher zwischen einem weiteren kleinen Plasmid oder einem Fragment
differenziert werden konnte und die mit keiner der verwendeten Sonden

hybridisierten.

42



Ergebnisse

Durch spezifische Southern-Blot-Hybridisierung mit der gemaR Kapitel 2.14
hergestellten 12-kb-Gensonde fur das efp-Gencluster konnten bei allen
analysierten EHEC die entsprechenden Sequenzen gefunden werden, EPEC
B10 war negativ. Vom 0157:H7-Stamm EDL 933 mit seinem kraftigen
Hybridisierungssignal bei ca. 11 kb unterschieden sich alle EHEC O103-Isolate
durch gleichférmige, charakteristische Doppelbanden bei 6,5 kb und 8 kb (s.
Abb. 5).

Die Hybridisierung mit der katP-Sonde bestatigte den PCR-gefuihrten Nachweis

des Katalase-Peroxidase-Gens bei den entsprechenden Stammen (s. 3.2.4).

3.2.4 Ergebnisse der RAPD-PCR

Die Ergebnisse der RAPD-PCR wurden in einer umfangreicheren Studie
weiterverwendet, in der relevante EHEC und EPEC phylogenetisch untersucht
wurden. Die folgende Abbildung zeigt die mittels RAPD-PCR ermittelte klonale
Ubereinstimmungsrate  fiir verschiedene Escherichia coli-Stamme  der
Serogruppen 026, 055, 0103, O111 und O157. Dabei wurden auch die in

dieser Arbeit untersuchten Isolate des Serotyps O103:H2 eingeschlossen [85].
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“__________: Q26:H ED-17
026:H  5080/97
026:H  TB 352A
026:H2 TB285A
026:H11 ED-75
026:H11 4961/97
026:H  6105/9
. 0Q26:H  3967/9%
026:H11 5236/96
4| 026:H11 SK004
026:H11 HI19
0103:H2 UTI
0O103:H2 1858/96
0103:H2 5579/96
0103:H2 5577/96
0103:H2 3381/96
0O103:H2 3942/96
| 0103:H2 5714/96
—— 0103:H2 PMK3
0103:H2 3386/96
0103:H2 3391/96
0103:H2 3390/96
0Q103:H2 2905/96
0103:H2 7828
Ol11:H° TB226A
Ol111:H  1639/77
Ol11:H ED-31
0O111:H ED-142
Ol111:H ED-82
Ol11:H ED-73
Ol11:H  78/92
O111:H" SKO003
Ol111:H HUS-2
jO55:H7 TBI156A
'055:H7 TBI182A
0157:H7 EDL933
0157:H7 ARB993CS2
0157:H7 HUSCLS8

Abb. 6: Dendrogramm der STEC zur Darstellung der RAPD-Ubereinstimmungsrate [85].
Auf der Skala am oberen Bildrand lasst sich der prozentual ausgedriickte
Klonalitatsgrad zwischen verschiedenen Serogruppen und Untergruppen ablesen.

Der Homologiegrad der untersuchten O103:H2-Stamme bei Analyse des
isolierten chromosomalen Erbgutes in der RAPD-PCR ist in Abbildung 6
dargestellt. Er war in allen Fallen grof3er als 80%. Dabei ergaben sich zwei
Subgruppen, innerhalb derer wiederum der Homologiegrad bei Uber 95% lag
und in die sich alle getesteten stxs-positiven/stx,-negativen O103-Stamme
eingliederten. Lediglich der in Frankreich isolierte Referenzstamm PMK3 sowie
der am frihesten isolierte Stamm 7828 konnten diesen Subgruppen nicht
zugeordnet werden.

Der Vergleich der RAPD-PCR-Muster von O157:H7 und O103:H2 ergab eine
Ahnlichkeit von etwa 50%.
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3.2.5 Phageninduktion

Zur Isolation des stx-Genmaterials wurde eine Phageninduktion mit Mitomycin
C und anschlieBRende Praparation der Phagen-DNA vorgenommen. Im
Anschluss erfolgte die Restriktion mit Hindlll. Hierbei zeigten die Banden der
Gelelektrophorese flr die verschiedenen Isolate zwar ebenfalls eine
Subgruppenbildung, ahnlich der bei der RAPD-PCR. So wiesen die Stamme
2905, 3386, 3390 und 3391 ein nahezu identisches Bandenmuster auf, ebenso
die beiden Stamme 5577 und 5579. Die Restriktion der Ubrigen Isolate ergab

sehr unterschiedliche Bandenmuster (s. Abb. 6).

M 1 2 3 4 5 6 ¥ 8 9 10 11 12 13 14

|

Abb. 6: Restriktionsfragmentanalyse der Phagen-DNA nach Induktion und Restriktion mit Hindlll.
Spur M: 1-kb-Leiter; 1: Phage X; 2: 3381; 3: 5577; 4. 5579; 5: 3942; 6: 7828; 7: 2905;
8: 3386; 9: 3391; 10: 3390; 11: 5714; 12: 1858; 13: PMKS; 14: EPEC B10.
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Alle differierten auch deutlich vom Restriktionsmuster des Phagen A, welcher als
Referenz mitgefuhrt wurde. Der Versuch, mittels Southern-Blot Hybridisierung
das stxs-tragende Phagenfragment zu lokalisieren, erbrachte keine verwertbaren
Ergebnisse. Mdoglicherweise wurde bei dieser Untersuchung das Genmaterial

weiterer im Bakteriengenom integrierter, nicht stx-tragender Phagen induziert.

Die Ergebnisse der phanotypischen und genotypischen Untersuchungen sind in

der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.

Isolat Serotyp Hamolyse Sorbit stx;  stx; eae e-hly katP etp
1858 0103:H2  +/a ahnlich + + %) + + %) +
2905 0103:H2  +/a ahnlich + + %) + + %) +
3386 0103:H2  +/a ahnlich + + %) + + %) +
3391 O103:H2  +/a ahnlich + + %) + + %) +
3390 0103:H2  +/a ahnlich + + %) + + %) +
3381 0103:H2  +/a ahnlich + + %) + + + +
5577 0103:H2  +/a ahnlich + + %) + + + +
5579 0103:H2  +/a ahnlich + + %) + + + +
5714 O103:H2  +/a ahnlich + + %) + + + +
3942 0103:H2  +/a ahnlich + + %) + + + +
7828 0103:H2 +/a ahnlich + + + + + + +
PMK 3 O103:H2  +/a ahnlich + + %) + + + +
B10 0103:H2 %) + %) ) + %) %) %)
EDL 933 0O157:H7 + %) + + + + + +

Tabelle 2: Phano- und genotypische Eigenschaften der untersuchten E. coli Stdmme des
Serotyps O103:H2 und der Kontrollstamme EHEC O157:H7 EDL933 und EPEC
0103:H2 B10.
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4 Diskussion

4.1 Bedeutung der Pathogenitatsfaktoren

Die bei Escherichia coli erstmals beim Serotyp O157:H7 nachgewiesenen
Shiga Toxine l6sen durch ihre systemischen Wirkungen im menschlichen
Korper ein breites Spektrum von Erkrankungen bis hin zum lebensbedrohlichen
HUS aus. Obwohl der Begriff EHEC lange Zeit mit dieser Serogruppe
gleichgesetzt wurde, zeigte sich jedoch, dass die Serotypisierung allein zur
Erfassung der Pathogenitat nicht ausreicht. Diese wird auch von anderen
Virulenzdeterminanten bestimmt und es konnen auch Angehdrige anderer
Serogruppen Shiga Toxine bilden [1, 17, 92]. Auch die hier untersuchten Wild-
typ-Isolate des Serotyps O103:H2 trugen Stx-Gene und wurden bei HUS-
Patienten isoliert.

In einer deutschen Multicenterstudie konnte bei 95 Kindern mit klinisch
manifestem HUS in 88% der Falle ein EHEC als Erreger nachgewiesen werden.
Dabei handelte es sich nur zu ca. 60% um E. coli O157:H7. Bei Kleinkindern bis
zu einem Lebensalter von drei Jahren waren Infektionen mit Nicht-O157-
Stammen mit einem Anteil von 77% sogar deutlich haufiger [100]. Auch in
zahlreichen weiteren Studien wurden Nicht-O157-Serogruppen, wie z. B. 026,
O111 oder ONT:H19, als HUS-Erreger isoliert [11, 44, 50, 55, 81, 93].

Die Screeninguntersuchungen zur Identifikation von pathogenen EHEC-
Stammen stutzen sich neben der Serotypisierung auf weitere phanotypische
Eigenschaften wie z. B. Hamolysemuster oder die fehlende Fahigkeit zur
Sorbitolfermentierung. Bei der Kultur auf SMAC-Agar erwiesen sich unsere
untersuchten EHEC O0O103:H2 aber wie apathogene E. coli als
sorbitolfermentierend und verhalten sich damit nicht wie E. coli O157:H7. Damit
bestatigte sich die Annahme, dass EHEC anderer Serovare oder
sorbitolfermentierende O157-Stamme mit dieser Methode nicht sicher erfasst

werden konnen [29, 35].
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Sowohl bei E. coli O103:H2 als auch bei O157:H7 ist die Hamolyse durch E-hly
determiniert. Dennoch zeigen 0O103-Stamme eine deutlich schnellere und
ausgepragtere Hamolyse. Offensichtlich kann die phanotypische Auspragung
des E-hly unterschiedlich stark ausfallen, bis hin zum Ausbleiben der Hamolyse
bei vorhandenem Gen bei einigen O111-Stdmmen [81]. Damit ist die
Aussagekraft phanotypischer Hamolysemuster allein fur die Routinediagnostik

nicht ausreichend [80].

Die EinfUhrung der Polymerasekettenreaktion (PCR) und weiterer molekular-
biologischer Methoden zum Nachweis von Genen anderer
Pathogenitatsfaktoren lieferte genauere Informationen Uber genetische
Varianten und Subtypen. Damit stellt sich die Frage, inwieweit diese Methoden
fur den Einsatz in der Routinediagnostik von Nutzen sein kdnnen. Dabei gilt es,
ein mdglichst breites Spektrum bakterieller HUS-Erreger zuverlassig und
schnell zu erfassen, welche die Fahigkeit zur Shiga Toxin-Produktion akquiriert
haben. Neben dem direkten Nachweis von Toxin, z. B. mittels ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay), dem chromosomalen Toxingen und dem
ebenfalls chromosomal auf dem LEE-Locus codierten eae, kommen
plasmidkodierte Pathogenitatsmerkmale wie etp, katP, espP oder E-hly als
Kriterien zur EHEC-Diagnostik in Frage [7, 8, 37, 63, 83].

Bei allen untersuchten EHEC war stx; mit den begleitenden Phagensequenzen
nachweisbar, O157:H7 EDL933 und O103:H2 7828 verfugten auch uber stx,,
erwartungsgemal war der EPEC B10 stx-frei. Bei E. coli O157 scheint die stx,-
Eigenschaft als wesentlicher Virulenzfaktor an der Entwicklung eines HUS
beteiligt zu sein, dagegen enthalten die von uns untersuchten Nicht-O157
EHEC nur selten stx,. Dennoch konnen einige das Vollbild der Erkrankung
auslosen, wie z. B der von uns charakterisierte O103:H2-Stamm 3942. Der
beide Toxinvarianten produzierende 0O103-Stamm 7828 war bei einem
Patienten mit letalem HUS isoliert worden.

Durch die wesentlich hohere zytotoxische Aktivitat von Stx2 im menschlichen

Darm- und Nierengewebe, sind stx,-tragende EHEC wesentlich haufiger fur ein
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HUS verantwortlich, als Erreger, die nur Uber stx; oder die Kombination beider
Gene verfugen. Bestimmte Untertypen des Stx2-Gens weisen dabei eine
geringere Pathogenitat auf als andere (z. B. Stx2c), einige sind fast nur bei
Erkrankungen von Tieren von Bedeutung (z. B. Stx2d, Stx2e) [3, 15, 63, 86].
Stx1 und Stx2 scheinen sich auch darin zu unterscheiden, wie die Apoptose
ausgeldst wird. So ist Stx2 zur direkten Interaktion mit dem intrazellularen
Protein Bcl-2 fahig, welches die Apoptose inhibiert [76].

Auffallig bei unseren Untersuchungen war, dass der O103-Stamm 3942 in der
PCR stxs-positiv war, jedoch bei spater durchgefuhrten Untersuchungen keine
Toxinproduktion festgestellt werden konnte. Die spatere Restriktions-
fragmentlangen-Analyse des stx;-Gens mit EcoRl zeigte ein 6,5 kb-Fragment
statt des erwarteten 5 kb-Fragments, bei der anschlieRend durchgefuhrten PCR
zur Amplifikation des gesamten stx;-Gens war das PCR-Produkt dieses
Stamms ca. 1 kb groRer als das der tbrigen O103:H2-Stdamme. Vermutlich

verhindert diese zusatzliche DNA die Expression von Stx1 [85].

Nachdem die Gensequenz fur eae bei allen untersuchten Stammen,
einschliellich des EPEC-Stammes B10, vorgefunden wurde, erscheint dieses
fur EHEC pathognomonische Protein allein zur Differenzierung von anderen
Enteritiserregern nur bedingt geeignet. Moglicherweise ergeben sich jedoch aus
der inzwischen erfolgten Differenzierung in Varianten zuklnftig neue Aspekte.
So haben Zhang et al. vier eae-Varianten aus E. coli-Isolaten menschlichen
Ursprungs identifiziert und mit bereits publizierten Intimin-Allelen verglichen.
Dabei zeigte sich eine sehr hohe genetische Varianz vor allem in der 3’-Region,
die den zellbindenden Abschnitt des Intimins codiert. Gleichzeitig lagen
Hinweise vor, das intragenische Rekombination eine wesentliche Rolle bei der
phylogenetischen Entwicklung dieses Bereichs spielt. Zur Einteilung der Intimin-
Varianten wurde eine eae-Nomenklatur vorgeschlagen und ein differenziertes
PCR-Schema zur Typisierung entwickelt [108].

Bei dem von den O103-Stammen gebildeten Intimin handelt es sich vorwiegend
um Intimin €, bei dem Fitzhenry et al. an in vitro-Kulturen menschlicher

Darmepithelien eine erhohte Affinitat zu Iymphassoziierten Geweben
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nachweisen konnten. Dies hat das Intimin € mit dem Intimin y der EHEC O157
gemeinsam, unterscheidet es jedoch vom Intimin a der humanen EPEC-
Stamme. Vermutlich resultieren die unterschiedlichen Primarlokalisationen der
Darmlasionen aus diesen Eigenschaften [21, 61, 65].

Das EHEC-Plasmid war bei allen EHEC O0103:H2 nachweisbar, die
spezifischen plasmidkodierten Eigenschaften espP und katP traten jedoch nur
inkonstant auf. Andere Untersuchungen haben diese Variabilitat bestatigt und
z.B. fur espP eine Serogruppenspezifitat festgestellt. Der EHEC-type-lI-
pathway etpD war sowohl beim Kontrollstamm EDL933, als auch bei allen
analysierten Stx-produzierenden O103:H2 nachweisbar. Schmidt et al. zeigten
jedoch, dass u. a. EHEC der Serogruppen 026, O111 und O55 dieses Gen
nicht tragen, so dass auch hier der fehlende Nachweis keine diagnostische
Sicherheit gibt [85].

Auch flr andere, in der neueren Literatur beschriebene plasmidkodierte
Proteasen wie EspA bis D, StcE sowie das dem Clostridientoxin ahnliche ToxB,

bleibt die diagnostische Relevanz noch zu klaren [39, 43, 94].

Nach dem aktuellen Stand der Forschung bleibt der direkte Nachweis des
Toxins oder seines Gens der wesentliche Schritt bei der Erregeridentifikation
und ist damit zur fruhzeitigen und zuverlassigen Erkennung einer EHEC-
Erkrankung unabdingbar.

Der Nachweis von stx; bzw. stx, durch PCR, Colony-Blot oder Southern Blot ist
neben dem direkten Toxinnachweis durch ELISA oder Zytotoxizitatstests

weiterhin der Goldstandard zur Diagnostik potentieller HUS-Erreger [63, 71, 72].

4.2 Klonalitat

Bei der Analyse des Genoms mittels RAPD-PCR zeigte sich innerhalb der E.
coli-Serogruppe 0103:H2 regelmaRig eine Ubereinstimmung von iber 80%.
Dabei konnten zwei grofdere Subgruppen identifiziert werden, innerhalb derer
die Ubereinstimmung Uber 95% betrug. Zu dem in Frankreich isolierten Stamm

PMK3 ahnelten sich die Bandenmuster zu Uber 90%, wahrend der zu Beginn
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unserer Versuchsreihe isolierte EHEC 7828 lediglich eine Ubereinstimmung mit
den beiden Untergruppen von 80% aufwies. Die Ahnlichkeit der E. coli 0103:H2
Stamme mit dem O157-Referenzstamm betrug in der RAPD-Analyse ca. 50%.

Eine ahnlich hohe Klonalitat, mit einer ausgepragteren Anordnung in Clustern
wurde bereits friher fir EHEC O157:H7 von Whittam et. al beschrieben [105].

Unsere RAPD-Ergebnisse wirden fir die These einer klonalen Entwicklung
innerhalb der Serogruppe 0O103:H2 sprechen, dies wird auch durch eine
epidemiologische Analyse von Prager et al. mit 145 O103-Isolaten mittels
molekularer Subtypisierung durch PFGE, sowie Ribo-, Phagen- und

Elektrotypisierung unterstrichen [66].

Die Analyse des grossen Plasmids der untersuchten Bakterienstamme zeigte in
den RFLP-Mustern (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus) ebenfalls eine
sehr hohe Ubereinstimmung bei E. coli der Serogruppe 0103, jedoch deutliche
Unterschiede zum untersuchten O157:H7 Referenzstamm EDL933 (s. Abb. 5).
Auch hier ergab sich eine gewisse Clusterbildung, da vier der O103:H2-
Stamme zusatzliche Signale bei ca. 9,5 kb, 4 kb und 2,8 kb zeigten. Diese
kdnnten auf das Vorhandensein weiterer kleinerer Plasmide oder zusatzlichen
Genmaterials innerhalb des grossen Plasmids hinweisen.

Die etp-Hybridisierung mit der 12 kb grolen Gensonde brachte den
Unterschied zum O157:H7 EDL933 ebenfalls zum Ausdruck, indem sich das
etp-Gencluster aller EHEC O103:H2 nach Fragmentierung des Plasmids mit
EcoRI durch das Vorhandensein typischer Doppelbanden unterschied.

Auf Grund der Vorarbeiten von Schmidt et al. [85] fuhrten wir den PCR-
Nachweis von eae mit den Primern SK1 und SK2 durch. Die PCR mit den
Primerpaaren LP1-LP2 und LP1-LP3, die eigentlich typisch fur EPEC und
EHEC-spezifische eae-Sequenzen sind, war in dieser Studie fur alle
untersuchten EHEC O103-Stamme negativ geblieben. Hier ist zu diskutieren,
ob EHEC O103:H2 den LEE-Locus mit den abweichenden Intimin-codierenden
Sequenzen entweder im Laufe ihrer Entwicklung akquiriert haben oder sich die

betreffenden Abschnitte durch Mutationen verandert haben [105].
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Auch scheint die stxs;-Genregion von Nicht-O157 STEC einer geringeren
Variabilitdt in der Basenabfolge unterworfen zu sein, als E. coli O157:H7, was
ebenfalls dafur sprechen konnte, dass diese Region erst spater integriert wurde
und einer geringerer Zahl von Rekombinationsvorgangen unterlegen hat [85].

Andererseits waren die Gene der Pathogenitatsfaktoren Stx1 (und in einem Fall
auch von Stx2) mit den begleitenden Phagensequenzen, sowie die der
plasmidcodierten Produkte EHEC-Hamolysin, Intimin und EspP bei allen
untersuchten Stammen nachweisbar, ihre chromosomale bzw.
plasmidgebundene Lokalisation im Genom der E. coli O103:H2 war auch

jeweils kongruent mit O157.

Zusammen mit den Ubrigen genotypischen und phanotypischen Eigenschaften
wlrden unsere Analysedaten die These unterstitzen, dass innerhalb von
pathogenen E. coli-Serogruppen eine lineare, klonale Abstammung sehr
wahrscheinlich ist. Der als ,Prototyp“ betrachtete Serotyp O157 stellt jedoch
nicht notwendigerweise den gemeinsamen klonalen Ursprung dar. Es wird
vermutet, dass erst bestimmte Kombinationen von Virulenzfaktoren zusammen
mit dem Vorhandensein eines stx-Gens zur enterohamorrhagischen
Pathogenitat eines E. coli fuhren. Diese Kombinationen werden dann in
einzelnen Klonreihen vererbt, wobei der grossere Pool von Virulenzfaktoren bei
EHEC O157:H7 mdglicherweise dessen weite Verbreitung als HUS-Erreger
ermoglicht hat [93, 104].

Bei der Untersuchung von Daten aus der deutschen Sentinel-Surveillance des
RKI ergab sich eine hohe Wahrscheinlichkeit fur das gleichzeitige
Vorhandensein des stx>-Gens und des Intimin-Gens bei O157:H7-Isolaten von
Gastroenteritis-Patienten unter 15 Jahren. Dies legt nahe, dass z. B. diese
Kombination beider Gene ein Grund fur die haufige Beteiligung von E. coli
0157 an HUS-Erkrankungen darstellt [71, 104]. Auch der Stamm 7828, der ein
HUS mit letalem Ausgang bei einem dreijahrigen Madchen verursacht hatte,

war mit dieser Genkombination ausgestattet.
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Die Selektion pathogener Keime wird auch durch externe Faktoren begunstigt:
Die hochvirulenten Krankheitserreger scheinen sich in Grolmastanlagen und
Tierzuchten leicht verbreiten zu konnen, so dass das Expositionsrisiko fur
Menschen durch die industrialisierte Nahrungsmittelgewinnung standig wachst.
Epidemiologische Studien in Deutschland zeigten eine Durchseuchung in
Rinderherden von 30% bis zu 80% [27].

Die Beimengung von Antibiotika in subtherapeutischer Dosierung zu
Futtermitteln zur Steigerung von GroRenwachstum und Ertrag kénnte die
Selektion hochspezialisierter und teilweise multiresistenter Keime fordern [42].

EHEC geniel3en unter den genannten Bedingungen mehrere Selektionsvorteile:
Die  Uberwiegend extrachromosomal determinierten  Virulenzfaktoren
ermdglichen Uber Transduktion und Konjugation den Austausch von Erbgut
zwischen Subgruppen einer Bakterienart und anderen Spezies der Darmflora.
Durch additive Rekombination erreichen diese eine hohe Anpassungsfahigkeit

und konnen sich so leicht innerhalb eines Tierbestandes ausbreiten.

Unter Stress wie z. B. durch den Einfluss von Chemikalien, Antibiotika, UV-Licht
oder, wie in unseren in vitro-Versuchen, durch Mitomycin C, wird die Induktion,
Bakteriolyse und Freisetzung der lambdoiden Phagen deutlich gesteigert und
im Zuge dessen die Toxinproduktion erhoht. Residente E. coli-Stamme der
Darmflora kdénnen durch Aufnahme dieser freigesetzten Phagen-DNA zum
STEC werden [102]. Mdglicherweise konnte die Phagenreproduktion durch
geeignete Substanzen, welche Promotorsequenzen der phagencodierenden
Genabschnitte blockieren, unterbunden und somit der horizontale Gentransfer

erschwert werden.

4.3 Diagnostik

Eine schnelle und zuverlassige EHEC-Diagnostik wird im wesentlichen durch

drei Faktoren erschwert:
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e Die Zahl der Shiga Toxin produzierenden Bakterienstamme nimmt durch
die Mobilitdt des genetischen Materials zu und sie kdnnen
unterschiedlichen Serogruppen angehdren [11].

e EHEC sind gegenuber der apathogenen Begleitflora in Lebensmittel- und
Stuhlproben haufig nur in geringer Konzentration vorhanden.

e Die Methoden zum spezifischen Nachweis der Toxingene und ihrer
Produkte (z. B. Zytotoxizitatstest, PCR, ELISA) stehen nicht Uberall zur
Verfligung.

Labortechniken, die auf Identifikation von Oberflachenstrukturen basieren, wie
z. B. immunmagnetische Separation, erfassen lediglich eine bestimmte E. coli-
Serogruppe, aullerdem wird die Spezifitdt durch mdgliche Kreuzreaktionen mit
anderen Enterobakterien weiter verringert. Auch die Detektion verdachtiger
Kolonien Uber Anzucht auf selektierenden Medien wie SMAC, CT-SMAC oder
Rainbow-Agar erfordern dennoch weiterfihrende Untersuchungen zur

Identifikation Shiga Toxin produzierender Stamme.

Zur mikrobiologischen Diagnostik bei mdglicher Infektion mit EHEC wurden
bindende Empfehlungen der nationalen Aufsichtsbehdrden, in Deutschland des
Robert Koch-Instituts gemeinsam mit der Deutschen Gesellschaft fur Hygiene
und Mikrobiologie, erarbeitet. Diese sehen einen Stufendiagnostikplan zum
Toxinnachweis vor. Zum Screening soll mindestens ein Verfahren zur
Erregerisolierung, sowie eines zum Stx-Direktnachweis angewandt werden.
Erhartet sich dabei der Verdacht auf eine EHEC-Infektion, bedarf dieser der
Bestatigung durch ein weiteres der im Folgenden aufgefihrten Testverfahren.

Auf die Probenvorbereitung (Stuhl, Wasser, Nahrungsmittel o. a.) durch Auf-
schwemmung oder mechanische Zerkleinerung folgt die Anreicherungskultur,
meist in flissigen N&hrmedien als Ubernachtkultur (ca. 12-18 h). Die
anschlieBende Erregerisolierung kann nach Ausstreichen auf geeigneten
Indikatornahrbéden erfolgen, parallel dazu sollte der Toxinnachweis durch
ELISA aus der Anreicherungsbouillon versucht werden. Bei entsprechendem

Verdacht kommen als Bestatigungstests in Frage:
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e PCR-Nachweis von Shiga Toxin-Genen oder

¢ Toxinnachweis mit ELISA bzw. Zytotoxizitatstest (aufwendig).

e Bei Stx-positivem Bestatigungstest folgt die Identifikation der ent-

sprechenden Kolonie durch Immuno-Blot mit stx-spezifischen Sonden.

SchlieRlich kann der so isolierte Erreger durch Serotypisierung und
Untersuchung weiterer Virulenzfaktoren zur Klarung epidemiologischer Fragen
bzw. der phylogenetischen Abstammung genauer charakterisiert werden. Dies
kann auf Grund der Kosten jedoch nicht als Empfehlung fur die
Routinediagnostik gelten. Es kommen dabei neben den von uns angewandten
Methoden u. a. die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) oder neuerdings die
Multiplex-PCR in Frage. Letztere stellt auf die gleichzeitige Detektion mehrerer
stx-spezifischer sowie eae- und E-hly-codierender Gensequenzen ab. Dabei gilt
es auch, mdglichst Varianten der stx-Gene zu erfassen und durch die
Identifikation O157-spezifischer Gensequenzen (z. B. fliC H7) eine Differen-
zierung zu erreichen [46, 60, 90].
Einzelne Arbeitsschritte sind in kommerziell erhaltlichen Kits vereinfacht und
beschleunigt, stehen aber dennoch nicht Uberall zur Verfligung. Zum direkten
Toxinnachweis wurde vor kurzem ein immun-chromatographischer Nachweis
entwickelt (Duopath®, Merck), der innerhalb von 24 h den Nachweis von stx;
und stx, direkt aus Lebensmittelproben, bzw. in modifizierter Form auch aus
Stuhlproben, erlaubt [62].
In Einzelfallen ist auch ein serologischer Antikérpernachweis, z. B. gegen
Lipopolysaccharid-Antigene, erforderlich [48, 72].
Aus den genannten Grunden und wegen der sehr niedriger Infektiondosis (ca.
10% Keime) leiden ohne initiale Anreicherung sowohl die Sensitivitat als auch
die Spezifitat der Nachweisverfahren deutlich. Die kurze Generationszeit von E.
coli (20 min. bei 33-35°C) und die daraus resultierende starke Vermehrung der

Bakterien verbessern die Detektion deutlich.
In den meisten Laboratorien kann die Routinediagnostik so bei optimalem

Ablauf in 3648 Stunden nach Erhalt der Proben erfolgen. Hinzu kommen

Zeiten zum Transport der Proben sowie zur Befundibermittlung.
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Damit erfordert eine optimale Diagnostik nach aktuellem Stand zunachst die
rasche Formulierung der Verdachtsdiagnose durch den behandelnden Arzt mit
entsprechender Probengewinnung, kurze Transportzeiten durch eine
flachendeckende Versorgung mit entsprechend ausgerusteten Laboren sowie
zeitlich optimierte Arbeitsablaufe vor Ort.

Zukunftig konnte die Diagnostik bakterieller Gastroenteritiden durch die
Weiterentwicklung der Single Multiplex-PCR zur Identifikation unterschiedlicher
Diarrhéeerreger verschiedener E. coli-Gruppierungen oder technische

Verbesserungen der PCR-Methoden beschleunigt werden [46, 67].

4.4 Therapie und Pravention - ein Ausblick

Nachdem die Behandlung von EHEC-Infektionen, einschliel3lich des
lebensbedrohlichen HUS, bisher nur symptomatisch erfolgen kann, muf® die

weitere Forschung auf kausale Therapieansatze abzielen.

Die Intensivierung der Erforschung der Pathogenitatsfaktoren kdnnte
Angriffspunkte zur Beeinflussung der bakteriellen Fahigkeiten zur Adharenz,
Invasion und Interaktion bieten [1, 68, 73, 76, 89].

Die Behandlung mit Antibiotika unterschiedlicher Substanzklassen ergab zum
Teil kontroverse Ergebnisse: Einerseits verhielten sich bei einer Untersuchung
von 137 Nicht-O157 E. coli-Isolaten etwa die Halfte resistent gegen gangige
Antibiotika. Andererseits postulierten Arbeiten anderer Autoren eine erhohte
Phageninduktion mit verstarkter Stx-Produktion unter medikamentdosem Stress
[54, 74, 88, 106, 109].

Solange kein Medikament gefunden wird, das sowohl sicher bakterizid wirkt als
auch die unter Stress einsetzende Phageninduktion vermeidet, ist der Einsatz
antibakterieller Substanzen zur Standardtherapie weiterhin nicht angezeigt. Sie
konnen die Bakterienausscheidung verlangern und die Toxinbildung
stimulieren, sowie die Selektion resistenter Keime fordern [41].

Versuche mit Stx-spezifischen Antikérpern (HuMAbs) ergaben im

Schweinemodell eine verminderte Ausbildung des Krankheitsbildes mit
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verbesserter Uberlebensrate der infizierten Tiere. Die Anwendung solcher
Antikérper im Sinn einer passiven Immunisierung bei STEC-Verdacht kénnte in
Zukunft eine Moglichkeit zur HUS-Prophylaxe liefern [4, 13, 57, 58].

Da die Leukozytenzahl sowie der Aktivierungsgrad der segmentkernigen
Granulozyten in direktem Zusammenhang mit dem Schweregrad des HUS
stehen, kdénnten Immunsuppressiva und Corticosteroide in die Aktivierung der
korpereigenen  Komplementsysteme eingreifen. Die mit reduzierten
Neutrophilenzahlen im peripheren Blut einhergehende Reduktion der
Produktion von Interleukinen und freien Radikalen mindert die Zellschadigung,
die septische Reaktion fallt weniger dramatisch aus, die Transportrate der
enteral aufgenommenen Shiga Toxine sinkt [101]. Zu prufen bleibt, ob nicht
unter einer solchen Therapie die Erregervermehrung im Darm ansteigt und die
Unterdrickung der kdrpereigenen Abwehr den klinischen Verlauf anderweitig
verschlechtert [23, 97].

Nachdem in den letzten Jahren die Zahl der EHEC-Infektionen und der
endemischen Ausbriche deutlich zugenommen hat, gleichzeitig aber
mangelnde kausale Therapiemoglichkeiten und die moégliche Schwere des
klinischen Verlaufs weiterhin Probleme aufwerfen, muss auch Uberlegt werden,
wie durch eine Verbesserung der Pravention die Bevolkerung vor diesen
Erregern geschutzt werden kann.

In vielen Fallen lassen sich Nahrungsmittel als Ausgangspunkt der Infektion
sichern, die ausgepragte Wiederstandsfahigkeit der EHEC mit der daraus
resultierenden niedrigen Infektionsdosis, die genetische Mobilitat und ihre
Anspruchslosigkeit gegenuber Umweltbedingungen machen sie zu schwer
eliminierbaren Krankheitserregern.

Der Gedanke, die entsprechenden Tierbestande als Reservoir zu sanieren,
muss verworfen werden. Im Bereich der Tierhaltung musste Uberpruft werden,
ob artgerecht und biologisch gehaltene Nutztierbestande eine geringere
Durchseuchung aufweisen. Der vermehrte Einsatz biologischer Dingemittel,
wie z. B. Stalldung, erhoht die Wahrscheinlichkeit der Kontamination auch

pflanzlicher Lebensmittel mit humanpathogenen Erregern.
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Der wesentliche Faktor zur Unterbrechung der Ubertragungsketten von Tier zu
Mensch, sowohl Uber direkte als auch indirekte Ubertragung, ist die strikte
Einhaltung von Hygienevorschriften bei Gewinnung, Verarbeitung, Lagerung,
Transport und Verkauf von Lebensmitteln. In Untersuchungen aus der
fleischverarbeitenden Industrie in den USA wurde nachgewiesen, dass die
Pravalenz von Nicht-O157 STEC erstens saisonal schwankt und zweitens auf
den Hauten und Karkassen der Schlachttiere vor der Ublichen Behandlung mit
Waschung und Kihlung eine Durchseuchung von Uber 90% vorlag. Diese wird
erst durch die genannte Intervention auf unter 20% gemindert [2]. Somit ist auf
Grund der moglichen Restkontamination die Kuhllagerung und Einhaltung
ununterbrochener Kuhlketten von grofer Bedeutung. Bei der Endverarbeitung
mussen Garzeiten und -temperaturen eingehalten werden. Besondere Vorsicht
ist bei hochbelasteten Produkten wie Hackfleisch und Rohmilch geboten.

GroReren Ausbrachen mufd durch eine schnelle Identifizierung und Eliminierung
von Infektionsquellen vorgebeugt werden, dazu ist die Einhaltung der
Meldepflicht nach IfSG sowie ggf. die Klarung epidemiologischer

Zusammenhange durch Referenzlaboratorien erforderlich.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Untersuchung konnte die Hypothese einer klonalen
Entwicklung von EHEC 0O103:H2 bestatigen. Die in Clustern angeordnete
Ubereinstimmungsrate  der ~ RAPD-Fragmentierungsmuster ~ und der
Plasmidrestriktionen zeigen diese Ahnlichkeit innerhalb der Serogruppe auf,
wahrend Gemeinsamkeiten mit dem O157-Referenzstamm sich auf das
Vorhandensein ahnlicher Virulenzfaktoren beschranken. Diese Varianz der
phanotypischen und genotypischen Eigenschaften zeigte bei der Untersuchung
hinsichtlich ihrer Bedeutung fur diagnostische, phylogenetische und
epidemiologische Fragestellungen unterschiedliche Wertigkeiten. Die standig
fortschreitende Differenzierung der Virulenzdeterminanten kann dabei nicht nur
Ansatze zur Diagnostik sondern auch zur Therapie liefern und muss daher
weiter verfolgt werden. Dennoch ist weiterhin der Nachweis des
krankheitsausldsenden Shiga Toxins in der Routinediagnostik vermuteter
EHEC-Erkrankungen erforderlich, mittels differenzierter Multiplex-PCR-
Methoden kénnen dabei auch Kombinationen relevanter Pathogenitatsfaktoren
in einem Arbeitsgang erfasst werden.

EHEC 0103 traten mehrere Jahre nach E. coli O157:H7 als HUS-Erreger in
Erscheinung und haben wahrscheinlich die dazu erforderliche Kombination von
Pathogenitatsfaktoren erst spater erworben.

EHEC-Erkrankungen weisen eine steigende Inzidenz auf, kdénnen beim
Menschen zu lebensbedrohlichen Krankheitsbildern fuhren, besitzen aber auch
in der Veterinarmedizin eine hohe Relevanz. Da bisher kausale Therapien
klinisch noch nicht verfigbar sind, muf® aktuell vor allem die Pravention durch
Infektionsprophylaxe und rasche Erkennung von Erkrankungsfallen im

Vordergrund stehen.
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