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[solierung und Charakterisierung von Shigatoxin-
produzierenden E. coli-Stimmen aus Stuhlproben:
Ergebnisse einer Sentinel-Studie
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Zusammenfassung

Zur Erfassung der Hiufigkeit und des Typenspektrums von
Shigatoxin-produzierenden E. coli-Stimmen (EHEC-Bakte-
rien) sowie zur Evaluierung der Praktikabilitit, Spezifitdt
und Sensitivitit eines Verfahrens zur Diagnostik von EHEC
wurde eine Sentinel-Studie im Einzugsbereich (1,1 Mio. Ein-
wohner) eines privat niedergelassenen Untersuchungslabors
durchgefithrt. Von 3835 untersuchten Durchfallstiihlen
konnten in ca. 3 % EHEC-Bakterien nachgewiesen werden,
die zu einem ungewdohnlich breiten Spektrum von Serovaren
und Klonen mit sehr verschiedenen Virulenzfaktoren gehor-
ten. So liefen sich nur ca. 10 % der isolierten EHEC-Stimme
als O157 identifizieren, aber ebenso hiufig auch 0103, O26,
O8 oder Ont-Staimme. Ein kombiniertes Verfahren von be-
stimmten kulturellen und molekularen Methoden erwies sich
als praktikabel fiir die Routinediagnostik unter den zeitlichen
und Skonomischen Anforderungen und Bedingungen von
privat niedergelassenen Laboratorien.

Summary

Isolation and characterization of shigatoxin producing
E. coli strains isolated from stool samples: results of a Sen-
tinel-study

In order to record the incidence and clonal types of shigato-
xin-producing E. coli of human origin (EHEC) and to eva-
tuate the feasibility, sensitivity and specificity of a protocol
for screening and 1solation of EHEC under conditions clini-
cal stool diagnostics a pilot study (Sentinel-study) was car-
ried out with private clinical laboratory (covering 1.1 Mio. in-
habitants). 3 % EHEC bacteria were detected among 3835
stool samples investigated from patients suffering with wa-
tery and bloody diarrhoea. These isolates belong to a broad
range of serovars and clones with a spectrum of various viru-
lence factors. Thus, about 10 % of the isolates have been iden-
tified as E. coli O157:H7/-, only, but with the same fre-
quency E. coli 0103:H2, 026:H11/-, O8:H or Ont. The pro-
tocol of combined bacterial enrichment and molecular me-
thods turned out to be valuable and feasible under conditions
and economic requests of private diagnostic laboratories co-
vering ca. 85 % of primary diagnostics.

1 Einleitung

Shigatoxin(Verotoxin)-produzierende
E. coli-Stimme (STEC), auch als ente-
rohimorrhagische E. coli (EHEC) be-
zeichnet [1], konnen ein breites Spek-
trum von Durchfillen erzeugen. Das
Vorhandensein einer Reihe zusitzlicher
Virulenzfaktoren sowie die Disposition
der Patienten sind fiir die Prognose des
Erkrankungsverlaufs wichtig, der von
asymptomatischen Bildern tber wifi-
rige bis blutige Durchfille bis zu
dem lebensbedrohlichen postinfektio-
sen Himolytisch-urimischen Syndrom
reicht [2—4]. Diese Virulenzfaktoren
wie das FaeA-Protein (Intimin), das
EHEC-Himolysin, die Katalase/Per-
oxidase oder das hitzestabile Entero-
toxin EAST-1 sowie die Shigatoxine 1
und 2 werden von mobilen genetischen
Elementen kodiert, wie die Pathoge-
nititsinsel LEE, das 60 Md grofle sog.
IncF-Virulenzplasmid oder die lamb-
doiden Bakterienphagen [5-9]. Da diese
mobilen genetischen Elemente in unter-
schiedlichen Bakterienwirten auftreten
und sich evolutionir frei kombinieren
kénnen, liegt naturgemifl eine breite

6

Palette von EHEC-Varianten vor
[10-17]. Deshalb ist nicht zu erwarten,
dafl man die Isolierung und Charakeeri-
sierung von Shigatoxin-produzierenden
E. coli-Stimmen mit kulturellen Metho-
den allein leisten konnte. Lediglich beim
»klassischen« E. coli O157:H7/H- kor-
relieren die biochemischen Eigenschaf-
ten (fehlende Siurebildung aus Sorbitol
und fehlende B-D-glucuronidase-Pro-
duktion) zu ca. 80 % mit diesem EHEC-
Serovar [18]. Diese Eigenschaften wer-
den zur Isolierung von E. coli O157 mit
Hilfe des Sorbitol-MacConkey-Agars
(SMAC) oder mit chromogenen Nihr-
medien wie z. B. dem BCM™ E. coli
0O157:H7 (+) culture medium (Biosynth
AG, Staad, Schweiz) ausgenutzt. Aber
auch mit dem sog. Enterohimolysin-
Agar konnen EHEC-Varianten ver-
schiedener Serovare (0157, 026, O111
etc.) durch ihre charakteristische Fihig-
keit zur opaken Himolyse identifiziert
werden [8]. Allerdings besteht bei diesen
E. coli-Serovaren zwischen Shigatoxin-
bildung und EHEC-Himolysinpro-
duktion nur eine Korrelation von 60 bis
80 %, bei vielen anderen Serovaren fehlt
sie dagegen vollig [8, 9, 15-17].

Die Shigatoxine wirken schon in pg-
Mengen zytotoxisch, so daf} bereits ge-
ringe Keimzahlen Durchfille auslosen
kénnen. Deshalb ist zur Isolierung der
verdichtigen EHEC-Bakterien eine
Anreicherung in oder auf geeigneten
Nihrmedien unbedingt erforderlich.
Aber nicht nur fiir die Isolierung Shiga-
toxin-produzierender E. coli-Stimme,
sondern auch fiir das Screening auf Shi-
gatoxinogenitit mit Hilfe der PCR oder
ELISA hat sich eine Voranreicherung
bzw. Anreicherung der betreffenden
Bakterien als notwendig erwiesen. Der
Direktnachweis aus dem Stuhl sowohl
mit Hilfe der PCR aufgrund eines ex-
trem hohen Anteils falsch negativer als
auch mit Hilfe der ELISA durch einen
hohen Anteil falsch positiver, aber auch
durch einige falsch negative Ergebnisse
ist ungeeignet bzw. nicht praktikabel.

Aus diesen diagnostischen Schwierig-
keiten ist gegenwirtig ein sog. Stufen-
programm zur Erfassung von Shigato-
xin bildenden E. coli-Bakterien vorge-
schlagen worden [19], in dem in der er-
sten Stufe nach Anreicherung der Stuhl-
probe das Shigatoxinbildungsvermégen
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mit Hilfe der PCR oder der ELISA ge-
priift wird und erst in einer zweiten und
dritten Stufe die relevanten Erreger iso-
liert und charakterisiert werden.

Um die Praktikabilitdt, Spezifitit und
Sensitivitit des Stufenprogramms zur
Erfassung von Shigatoxin-produzieren-
den E. coli-Stimmen zu evaluieren und
die Hiufigkeit sowie das Typenspek-
trum von EHEC-Stimmen zu erfassen,
wurde eine Sentinel-Studie im Einzugs-
bereich eines privat niedergelassenen
Untersuchungslabors durchgefiihrt. In
den hier vorgestellten Ergebnissen der
Sentinel-Studie an 3835 Durchfall-
stithlen konnten die kombinierten Ver-
fahren der kulturellen und molekularen
Methoden evaluiert und als praktikabel
fir Routinelaboratorien nachgewiesen
werden. Als Ergebnis dieser Studie er-
wiesen sich ca. 3 % der Durchfille durch

EHEC-Bakterien bedingt, die ein brei-
tes Spektrum von Serovaren und Viru-
lenzfaktoren zeigten.

2 Material und Methoden
2.1 Probenauswahl

Insgesamt wurden 3835 Durchfallstithle
(wissrige, blutig-wissrige Stiihle) von
Durchfallpatienten und solche mit der
klinischen Angabe himolytisch-urimi-
sches Syndrom oder Himorrhagische
Colitis untersucht, die aus dem FEin-
zugsbereich eines niedergelassenen La-
borarztes (Sentinel-Labor) mit ca. einer
Million Einwohnern zur Untersuchung
gelangten.

2.2 Anreicherung

Ca. 1 g Stuhlprobe wurde im Verhilenis
1:10 im EHEC-Anreicherungsmedium

mit den Antibiotika Novobiocin und
Cefsulodin (heipha) suspendiert (Vor-
tex) und sechs Std. bei 37 °C geschiittelt
(ca.150 rpm). Daraus wurden eine En-
terohimolysin-Agarplatte mit den An-
tibiotika Novobiocin und Cefsulodin
und eine viertel Platte BCM™ E. coli
0157:H7(+) culture medium fraktio-
niert betmpft und 18-20 Std. bei 36 +/
- 1 °C bebriitet. Die Impfose wurde zu-
satzlich in den Enterohidmolysin-Agar
eingestochen, um die o-Himolysinbil-
dung besser erkennen zu konnen.

2.3 Isolierung der gewachsenen
Kolonien

2.3.1 Enterohimolysin-Agar mit Anti-
biotika

Die auf Enterchimolysin-Agar mit An-
tibiotika (Novobiocin 0,01 g/l; Cefsulo-
din 0,006 g/l) gewachsenen himolyt-

Tabelle 1: PCR-Primer und PCR-Bedingungen zum Nachweis von Virulenzeigenschaften der EHEC- Bakterien

Primer  Primer-Sequenz Ziel-Sequenz PCR-Bedingungen Linge des PCR- Referent
denaturing/annealing/extension/Zyklen Produktes
KS7 5-CCC GGA TCC ATG AAA AAA stx-1B 94 °C, 30s/52 °C, 60 5/72 °C, 40s/30 285 bp [11]
ACATTATTA ATA GC-3
KS8 5-CCC GAATTCAGCTATTCT
GAGTCA ACG-3
GK3 5’ATG AAG AAG ATG TTT ATG-3 stx-2B 94 °C, 30s/52 °C, 60s/72 °C, 40s/30 260 bp H. Karch
srx-2cB (pers. Mitt.)
GK4 5-TCA GTC ATT ATT AAA CTG-3 stx-2vhaB
srx-2vhbB
SK1 5’-CCC GAATTC GGC ACA AGC-3’  eaeA 94 °C, 30s/52 °C, 60 s/72 °C, 60s/30 863 bp [32]
SK2 5-CCC GGATCC GTCTCG CCAGTA
TTC GC-3
HlyAl 5-GGT GCA GCA GCA GAA AAA chxA 94 °C, 30s/57 °C, 60 5/72 °C, 90s/30 1550 bp 8]
GTT GTAG-3
HlyA4 5-TCTCGCCTGATA GTGTIT
GGT A-3
wkat-B  5°-CTT CCT GTT CTG ATT CTIT katP 94 °C, 30s/56 °C, 60 /72 °C, 150s/30 2125 bp [33]
CTG G-¥
wkat-F 5-AACTTA TTT CTC GCATCA
TCC-3
astA-1 5-GCC ATC AAC ACA GTATAT astA 94 °C, 30s/57 °C, 60 s/72 °C, 40s/30 107 bp [17]
CCG-¥
astA-2  5-GCG AGT GAC GCCTTT GTA GT-3

Verwendete Abkiirzungen:

stx1: Gen fiir das Shigatoxin | (zur Nomenklatur vgl. [1])

stx2: Gen fiir das Shigatoxin 2

stx2v:  Gen fir das Shigatoxin 2v, Variante von Stx2 [11]

stx1B:  Genbereich fiir die Untereinheit B des Shigatoxins 1

stx2B:  Genbereich fiir die Untereinheit B des Shigatoxins 2

stx2v:  Genbereich fiir die Untereinheit B des Shigatoxins 2v, Variante von Stx2 [14])
eaeA:  Gen fiir das EAE-Protein, Teil des Typlll-Sekretionssystems
ehxA:  Gen fir das EHEC-Himolysin

katP:  Gen fiir die Katalase/Peroxidase in EHEC-Stimmen

astA:  Gen fiir das hitzestabile Enterotoxin EAST-1

bp: Basenpaare
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schen Kolonien zeigen eine typische
opake Himolyseform, manchmal erst
nach dem Entfernen der Kolonien.
a-Himolysinbildner erkennt man dage-
gen an der klaren Himolyse um die
Kolonie und durch eine klare Himolyse
im Einstich.

Die Qualitit des eingesetzten Enterohid-
molysin-Agars wurde vor dem Einsatz
mit kiinstlich und natiirlich kontami-
nierten Stuhlproben iiberpriift.

2.3.2 BCM™-E. coli O157:H7(+) cul-

ture medium

Das BCM™-E. coli O157:H7(+) culture
medium (Biosynth AG, Staad, Schweiz)
wurde nach Angaben von Biosynth AG
(allerdings nur mit 0,2 mg/l Kaliumtel-
lurit) hergestellt.

E. coli O157:H7/H-Stimme erscheinen
als blauschwarze Kolonien mit blau-
schwarzer Prizipitationszone auf pink-
farbenem Nihrboden. Non-O157 E. cols
wachsen als griine Kolonien, oft mit
briunlichem Zentrum auf gelbem Nihr-
boden. Die in den Stuhlproben gefun-
denen blauschwarzen E. coli-Kolonien
wurden mit Anti-E. coli-O157-Seren
oder mittels E. coli-O157-Latex-Tests
(Murex, Oxoid) auf ithre Zugehdrigkeit
zum Serovar O157 tiberpriift.

2.3.3 Immunoblot

Zur Isolierung shigatoxinogener E. coli-
Stimme aus der Anreicherung wurde
die Abschwemmung mit Hilfe des von
Timm et al. 1996 [20] beschriebenen Im-
munoblots angewandt. Dazu wurden
Abschwemmungen (Enterohimolysin-
platte) oder Anreicherungen auf die
Zellulose-Azetat-Membran fraktioniert
aufgebracht und tiber Nacht bebriitet.
Das weitere Vorgehen fiir die Isolierung
der Einzelkolonien erfolgte wie bereits
beschrieben [20]. Jede isolierte positive
Einzelkolonie wurde in der Shigatoxin-

PCR iiberpriift.

2.4 Charakterisierung gewachsener
Kolonien

2.4.1 PCR zum Nachweis der Gene fiir
Shigatoxine, Eae-Protein, Enterobdmo-
lysin, Katalase/Peroxidase und hitzesta-
biles Enterotoxin

Zum Nachweis shigatoxinogener Bak-
terien in der Primirkultur (Enterohi-
molysin-Agar) erfolgt eine Abschwem-
mung des gewachsenen Bakterienrasens
in 1 ml A. dest. steril. Diese Abschwem-
mung wurde 1:10 verdinnt und bei
100 °C erhitzt. Davon wurden 2,5 pl als
Template in die PCR-Reaktion (22,5 pl)
eingesetzt.

8

Stuhlproben
3835

stx-PCR-positive Proben
(Abschwemmungen)

Enterohdmolysin-positive Proben

blauschwarze
Kolonien

von Enterohdmolysin-Agar 647 auf BCM-Agar

111 & 82

l l stx-PCR
40
Y
keine
stx-positive Einzelkolonie-
Stimme isolierung O157-Isolate
mdoglich
75 (Immunabiot) 9
36

Abbildung 1: Hiufigkeit des Nachweises von

Shigatoxin-bildenden E. coli-Stimmen ent-

sprechend unterschiedlicher Diagnoseverfahren.

Der PCR-Kit (IN8080038) sowie der Kit
Gene Amp dNTP (IN8080007) der
Firma Appl. Biosystem und entspre-
chende Protokolle kamen zur Anwen-
dung.

In Tabelle 1 sind die Primer, die Reakti-
onsbedingungen und das nachzuwei-
sende PCR-Produkt mit Gréflenangabe
zusammengestellt. Fiir den Nachweis
der Shigatoxin-Gene wurden beide
Primerpaare KS 7/8 (stx-1) und GK 3/4
(stx-2) gemeinsam in den Reaktionsmix
gegeben (Multiplex-PCR). 15 pl der er-
haltenen PCR-Amplifikate wurden mit
5 pl 10 x Bromphenolblau-Lésung ver-
setzt und auf einem 1 % Agarosegel mit
0,5 x TBE Elektrodenpuffer aufgetra-
gen. Als Lingenstandard diente der Mo-
lekulargewichtsstandard der Firma Bio-
Rad, der einen Bereich von 2000 bis
50 bp umfafit. Als Positivkontrolle fiir
die PCR-Reaktionen dienten die E. coli-
Stimme EDL933 (stx-1/2, eaeA, katP,
ehxA) und RDS (stx-2, ast-1), als Nega-
tivkontrolle der E. cols C600 [10].

2.4.2 Nachweis der Shigatoxine mit
Hilfe der ELISA

Von der Abschwemmung der Enterohi-
molysin-Agarplatte wurde bei positiver
Shigatoxin-PCR oder sofort aus der
Voranreicherung eine  Shiga-Toxin-
ELISA [10] in der Modifikation nach
(21] durchgefithre. Dazu wurde ein Po-
lymyxin B-(PMB)-Aufschluff durchge-
fuhrt: das Sediment (oder die Ab-
schwemmung) des verdichtigen Stam-
mes wurden in 900 pl PBS suspendiert

und mit 100 pl Polymyxin B (PMB)-L&-
sung (52 mg Polymyxin B (SIGMA) in
2 mi bidest.) fiir 30 min bei 37 °C be-
handelt. Anschlielend wurde abzentri-
fugiert und der Uberstand zum Toxin-
test verwendet.

2.4.3 Serotypie

Die Serotypie erfolgte wie bei (18] ange-
geben.

2.4.4 Resistenzbestimmung

Fiir die Resistenzbestimmung wurden
die MHK-Werte in Mikrotiterplatten
gegen folgende Antibiotika bestimmt:
Ampicillin, Mezlocillin, Sulbactam/
Mezlocillin, Streptomycin, Tazobac-
tam/Piperacillin, Cefotiam, Cefotaxim,
Ceftazidin, Cefoxitin, Gentamicin,
Kanamycin, Amikacin, Sulfamerazin,
Trimethoprim/Sulfamerazin, Nourseo-
thricin, Chloramphenicol, Oxytetra-
cyclin, Ciprofloxacin, Imipenem. Die
verwendeteten Antibiotika-Grenzkon-
zentrationen entsprechen denen, wie sie
bei [22] angegeben sind.

3 Ergebnisse

Alle Kulturbedingungen und ange-
wandten Nihrmedien sowie die mole-
kularen Methoden wurden vor Beginn
der Sentinel-Studie auf ihre Quali-
tit, Spezifitit und Sensitivitit uber-
priift. Hierzu wurden EHEC-negative
Stuhlproben mit Shigatoxin-bildenden
E. coli-O157(EDL933)- und E. coli-non-
O157(RD8)-Stimmen kiinstlich konta-
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Tabelle 2: Serovare und Virulenzspektrum
der EHEC-Einzelisolate

ehxA

Serovar

Ot:H-
O8:H-
0O8;60:H51
08;60:H51
08;60:H51
O9%H-
O12:H-
012:H30
O15:H-
022:H38
O22:H8
023:H-
0O26:H-
O26:H-
O26:H-
026:H11
O26:H11
026:H11
O30:H-
0O35:H-
O39:H-
O60:H33
O9%:H-
096:H-
0O98:H-
O100:H-
O103:H-
O103:H-
O103:H2
0O103:H2
O103:H18
O117:K1:H7
O133:H-
O137:H-
O145:H-
O145:H28
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miniert (ca. 10°/ml) und wie in Material
und Methoden angegeben behandelt.
Die praktisch 100 %ige Wiederfin-
dungsrate der kiinstlich eingefithrten
Teststimme (Daten nicht aufgefiihrt)
liefen eine hohe Sensibilitit des Verfah-
rens erkennen.

Insgesamt kamen 3835 Durchfallstithle
unterschiedlicher Konsistenz (wifirig,
wiflrig-blutig) von Patienten verschie-
denen Alters und zufilliger Auswahl des
Geschlechtes im Zeitraum vom 15, Ja-
nuar bis 11. Dezember 1997 zur Unter-
suchung.

Aus den Abschwemmungen wurden bei
111 Proben entsprechende PCR positive
Reaktionen festgestellt (das sind 2,9 %;
Abb. 1). 75mal gelang die Isolierung re-
levanter E. coli-Stimme (Tab. 2).

Bundesgesundhbl. Sonderheft Oktober 1998

Sehr vereinzelt wurden nicht bewach-
sene BCM™ E. coli O157:H7(+) culture
medium-Platten oder Enterohimoly-
sin-Agarplatten beobachtet. In diesen
Fillen wurden die Stuhlproben in phos-
phatgepufferter Tryptic Soy Broth
(ohne Antibiotika) in gleicher Weise an-
geschiittelt und auf antibiotikafreier
Blutplatte ausgestrichen. Auch durch
dieses Vorgehen konnten in der Regel
keine E. coli-Kolonien gefunden wer-
den. Vereinzelt wurde dabei ein alleini-
ges Wachstum von Enterokokken und
anderen Kokken beobachtet.

Die Ergebnisse der Isolierung potentiel-
ler EHEC-Bakterien iiber festen Nihr-
medien sind in Abbildung 1 zusam-
mengefafit. In 82 Proben wurden blau-
schwarze Kolonien auf BCM™ E. col;
0157:H- culture medium nachgewie-
sen, die als E. coli O157 verdichtigt
wurden. Durch serologische Uber-
prifung und durch Shigatoxin-PCR
konnten davon nur neun als E. col:
0157:H7/H- bestitigt werden.

Aus 647 Stuhlproben wurden E. coli-
Kolonien mit dem typischen EHEC-
Himolysinbild festgestellt, von denen
allerdings nur in 40 Fillen eine Bestiti-
gung mit Hilfe der Shigatoxin-PCR ge-
lang.

Zur Isolierung von Einzelkolonien aus
der Abschwemmung 14fit sich deshalb
das BCM- und das Enterohimolysin-
Medium nur teilweise verwenden, so
dafl in der Regel eine Isolierung von
Einzelkolonien durch den Immunoblot
erfolgen mufite. Allerdings gelang die
Isolierung von EHEC-Einzelkolonien
nur in 75 der 111 Shigatoxin-PCR-posi-
tiven Abschwemmungen. Von diesen
75 Isolaten ergab die Analyse des Viru-
lenzspektrums und des Serovars eine

unerwartete Breite zahlreicher E. coli-
Varianten, die in Tabelle 2 zusammen-
gefaflt sind.

Dabei konnten 35 E. coli-Stimme nur
mit Stx1-, 15 Stimme mit Stx2- und 25
Stimme mit Stx1/Stx2-Bildung nachge-
wiesen werden (Tab. 2, 3). Wie aus bei-
den Tabellen zu entnehmen ist, konnten
nur 12 % der Isolate als Q157 identifi-
ziert werden, etwa ebenso hiufig lieflen
sich die O-Typen 0103 (14,6 %), 026
(10,6 %), oder O8 (11,5 %) identifizie-
ren, aber auch mit 17,3 % relativ hiufig
nicht-typisierbare Serovarianten (Ont)

finden (Tab. 2).

Die Shigatoxin-bildenden  Serovare
(Tab. 2) wiesen eine Rethe zusitzlicher
Determinanten fiir andere Virulenzfak-
toren auf (Tab. 2, 3). 28 der 75 Shigato-
xin-positiven Isolate waren in der eaeA-
PCR positiv, 39 Stimme zeigten zusitz-
lich den EHEC-Hly-Typ und 15 von 29
untersuchten Toxinbildnern ohne wei-
tere erkennbare Virulenzmerkmale er-
wiesen sich in der astA-PCR positiv.

Zusitzlich  zum  Virulenzspektrum
wurde die Resistenz der Isolate gegen
Antibiotika gepriift. Etwa die Halfte der
Isolate zeigte eine Mehrfachresistenz
gegen Antibiotika. Dies betraf vor allem
das Streptomycin, die Sulfonamide und
Tetracycline, das Ampicilin und das
Trimethoprim, 31 % der Isolate waren
gegen die gepriiften Antibiotika sensi-
bel.

Alle 75 Shigatoxin-bildenden Isolate
entstammen Durchfallpatienten mit
wiflrigen, blutig-wifirigen oder bluti-
gen Stiihlen, das klinische Bild HUS trat
nur in einem Fall (O157:H") auf. Fine
besondere Hiufung im Auftreten der
EHEC-Isolate konnte bei Patienten im
Kindesalter zwischen ein und drei Jah-

Tabelle 3: Hiufigkeitsverteilung der Virulenzeigenschaften der 75 E. coli-Isolate

Eigenschaften

Anzahl (in %) der Stimme

Shigatoxin 1-Bildung
Shigatoxin 2-Bildung
Shigatoxin 1~ und 2-Bildung
EaeA (Intimin)
EHEC-Himolysinbildung
Katalase/Peroxidase
hitzestabiles Enterotoxin East-1
O-Antigen-Gruppe O157
O-Antigen-Gruppe O103
O-Antigen-Gruppe O26
O-Antigen-Gruppe O8

keiner O-Antigen Gruppe zugehérig (Ont)

nsgesamt

35 (46,6)
15 (20)
25 (33,3)
28 (37.3)
39 (52)
22 (293)
19/29%  (65,5)%
9 (12)
1 (14,6)
8 (10,6)
9 (11,5)
13 (17,3)

75 (100 %)

* Von 29 Shigatoxin-positiven Isolaten(stx, stx2, stx1/2), die keine weiteren Virulenzfaktoren
(wie Eae, Ehx, KatP etc.) aufzeigten, waren 19 in der astA PCR positiv. Die ibrigen
Shigatoxin-Bildner wurden bisher nicht tiberpruft.
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E. coli-Sti

Anzahl von Stx-bildend

1-6 7-14
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Abbildung 2: Isolierungshiufigkeit Shigatoxin-bildender E. coli-Stimme bezogen auf das

Alter der Patienten.

ren (Abb. 2) und fir den Zeitraum Friih-
sommer bis Herbst (Abb. 3) nachgewie-
sen werden.

4 Diskussion

Die Ergebnissse dieser Sentinel-Studie
zur Erfassung und zum Vorkommen
von Shigatoxin-bildenden E. coli (als
EHEC bezeichnet) bei Durchfallpatien-
ten mit blutig-wifirigen Stithlen im de-
finierten Einzugsgebiet eines privat nie-
dergelassenen Laborarztes zeigen, dafl
gegenwirtig mit zwei kulturellen Anrei-
cherungsschritten  (Anreichungsnihr-
medium und Enterohimolysin-Agar)
und anschliefender Shigatoxin-PCR
das sicherste Suchverfahren (Verdachts-
diagnose) fiir EHEC-Bakterien vorliegt
und im Sinne der ersten Stufe des Stu-
fenprogramms [19] gentigend Sicherheit
bietet. Zwar kann alternativ im Suchver-
fahren die PCR durch eine ELISA er-
setzt werden, die zwar viel preiswerter
und einfacher in der Handhabung ist,
aber durch die hohe Falschpositiv-Rate
unbedingt eine PCR-Bestitigung oder
aber eine Bestitigung durch die Isolie-
rung und Charakterisierung von Shiga-
toxin-bildenden Einzelkolonien erfor-
dert und daher ebenso aufwendig bleibt
(vgl. weiter unten).

Die anfangs parallel durchgefiihrten
Direktbestimmungen aus der Anrei-
cherungsboullion mit verschiedenen
kommerziellen oder eigenentwickelten
ELISA oder dem Verozellzytotoxizi-
tdtstest (Daten nicht gezeigt) fihrten zu
einem Anteil von 9,5 % ELISA-positi-
ver Stuhlproben, die sich aber nur zu
ca. 35 % durch die PCR bzw. durch
die Einzelkolonie-Isolierung bestitigen
liefen.
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Ein positiver Shigatoxin-PCR-Nach-
wels gelang in 111 der Proben, was einer
Hiufigkeit von 2,9 % und einer Priva-
lenz von 13/10° Einwohner entspricht.
Da in der gleichen Sentinelstudie eine
Privalenz fir Salmonellen von 160/10°
Einwohner gefunden wurde [23], kann
man schlieflen, daf EHEC-Infektionen
im Vergleich zu Salmonellosen nur ein
Zehntel betragen, also etwa auf dber
10 000 Fille pro Jahr in der Bundesre-
publik eingeschitzt werden kdnnen
(vgl. die laut BSeuchG gemeldeten Sal-
monellosen in Deutschland im [24] oder
die fiir Niedersachsen erfafliten EHEC-
Infektionen 1997 bei [25]).

Allerdings konnten aus den 111 PCR-
positiven Abschwemmungen (Abb. 1)
nur in 75 Proben Shigatoxin-bildende
E. coli mit Hilfe der Immunoblottech-

nik bzw. der Enterohimolysin- oder
BCM-Platte isoliert werden. Diese 75

Isolate zeigen ein breites Spektrum von
O:H-Typen (Serovaren) und verschie-
denen Virulenzeigenschaften (Tab.2).
Bemerkenswert ist das relativ hohe Vor-
kommen (Tab. 2, 3) von Stx1-bildenden
Stimmen, die nicht das EaeA (Intimin),
Enterohimolysin oder die plasmidko-
dierte Kartalase/Peroxidase aufweisen,
jedoch konnten 15 dieser 20 Stimme das
hitzestabile Enterotoxin EAST-1 pro-
duzieren, was ihre klinische Bedeutung
fiir die Enteritis herausstellt. Auch die
Analysen anderer Autoren aus den letz-
ten Jahren [14, 15, 26, 27] bestitigen die
Dominanz von Stx1-Bildnern bei der
Enteritis vs Stx1/2- bzw. Stx2-Bildnern
bei HUS.

Interessant ist weiter, dafl die Hiufig-
keit des klassischen EHEC-Serovars
0157:H7/H-mit nur 12 % der Isolate in
dieser Sentinel-Studie etwa gleich grof}
ist mit der Hiufigkeit anderer Sero-
vare wie O26:H11/H- mit 10,6 %
bzw. O103:H2/H- mit 14,6 % bzw.
O8:H51/H- mit 11,5 %. Isolate dieser
Serovare waren auch diejenigen, die
meistens das Virulenzmerkmal EaeA
besafien. Bekanntlich kommt das eaeA-
Gen als Haupterkennungsfaktor fiir das
von der Pathogenititsinsel LEE ko-
dierte Sekretionssystem III bei den bis-
her beschriebenen EHEC-Serovaren,
z. B. bei 0157, O103 etc. hiufig vor,
scheint aber nicht essentiell fiir die kli-
nisch-mikrobiologische Definition von
EHEC-Infektionen zu sein, da eaecA-
negative E. coli-Stimme z. B. der Sero-
vare 018:H7; O91:H21; O113:H21 und
O117:H4 von Patienten mit blutigem
Durchfall und HUS isoliert wurden
[28]. Daim Zeitraum dieser Sentinelstu-
die nur ein HUS-Fall (durch O157:H7
stx2 eaeA ehxA) registriert werden
konnte, i8¢ sich aus dem bisher vorlie-
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Abbildung 3: Isolierungshiufigkeit Shigatoxin-bildender E. coli-Stimme entsprechend

der Jahreszeit.
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genden Material keine Korrelation zum
klinischen Schweregrad und dem Vor-
kommen des vollen Virulenzspektrums
zichen.

Alle O157:H7/H-Stimme konnten auch
direkt vom BCM™ E. col O157:H7 cul-
ture medium isoliert werden. Trotz der
hohen Zahl falsch positiver blau-
schwarzer Kolonien (nur 13,4 % davon
konnten bestitigt werden) ist das
BCM™ E. coli O157:H7(+) culture me-
dium zur schnellen Isolierung als geeig-
net einzuschitzen. Falsch-negative
E. coli 0157 wurden nicht gefunden. Da-
mit ist das BCM™- E. colz O157:H7(+)
culture medium deutlich besser als
CHROMagar® 0157, fiir den [29] bei
der Untersuchung von Kuhkot 99 %
falsch-positive  Kolonien mit E. coli
0157-Verdacht fanden.

Weniger geeignet erwies sich der En-
terohdmolysinagar zur Isolierung von
EHEC-Kolonien, da nur bei 52 % der
Shigatoxin-positiven Isolate eine En-
terohdmolysinbildung beobachtet wer-
den konnte. Andererseits war zwar der
Nachweis Enterohidmolysin-bildender
E. coli-Kolonien in 647 der insgesamt
untersuchten 3835 Stuhlproben positiv,
jedoch waren von diesen nur in 40 Pro-
ben PCR positive Isolate moglich. Das
macht den Enterohimolysin-Agar als
diagnostisches Hilfsmittel nur dann
sinnvoll, wenn parallel dazu der Shiga-
toxin-Nachweis durch die PCR (ggf.
auch eine ELISA) gefiihrt wird und man
Einzelkolonien aufgrund der EHEC-
Himolysin-Bildung auf ihre Toxinoge-
nitdt priifen kann (Abb. 1).

Die Ergebnisse der Sentinelstudie und
die Empfehlungen des Arbeitskreises
EHEC am RKI und BgVV [19] lassen
einen Stufenplan der EHEC-Diagnostik
sinnvoll und empfehlenswert erschei-
nen. Dieser sollte das Problem der se-
quenziellen Diagnostik (Voranreiche-
rung, Screening, PCR, Stammisolierung
und -typisierung), die zukiinftigen Ge-
sichtspunkte einer Meldepflicht fir
EHEC (Zeitdkonomie, rechtzeitiges
Einschalten der Gesundheitsimter) so-
wie die finanziellen und methodischen
Moglichkeiten der Primirdiagnostik
beriicksichtigen.

Da alle EHEC-Bakterien durch ihre
Shigatoxinbildung definiert sind und
diese Eigenschatt auch das klinisch
wichtigste Virulenzmerkmal darstellt,
ergibt sich gegenwirtig fiir die Primir-
diagnostik nur die Méglichkeit, EHEC-
Bakterien durch Shigatoxin-gestiitzte
Screening- und Isolierungsverfahren zu
erfassen. Hierzu empfehlen sich — nach
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,Emgang 1 Tag
(z B. 8.00 Uhr)

Stuhlprobe |

: ‘Enterohamolysm~ L

: A latte mit
Befund anschlie Aﬁ;ﬁ:m;ml ;
Enterohamolys & kev otc.’
:Platte dann PCR McConkey e ¢
*Befund am 3.Tag.

(12 00 Uhr) '

o PCR vom gewachsenen
PCR 2 Tag Bakterienrasen (vom Sediment)
12.00UhrBefund T
Meldung und hegatiy positiv. -
Ubergabe - BS :
der Probe an Stufe 2

‘ Befundung | Verdachtsmeldung an:

* Gesundheitsamt
¢ behandelnden Arzt

Ubergabe der PCR-positiven
Abschwemmung an Stufe 2
(Isolierung des Keimes)

Abbildung 4: Stufen- und Zeitplan der EHEC-Untersuchung im Rahmen der

Primirdiagnostik (erste Stufe).

Anreicherung der Stuhlprobe — zwet
prinzipielle Verfahren, nimlich der phi-
notypische Nachweis der Toxinbildung
mittels ELISA oder der Nachweis der
Shigatoxingene mittels PCR. Da die
Primdrdiagnostik zu etwa 85 % von nie-
dergelassenen Labordrzten wahrge-
nommen wird, miissen die Verfahren
zum »Screening« auf EHEC von den
z. T. aufwendigen Verfahren zur Isolie-
rung und Charakterisierung des dtiolo-
gischen Agenz aus Zeit- und Kosten-
grinden getrennt werden.

Dabher soll in der ersten Stufe (Primir-
diagnostik, Abb. 4), die im wesentlichen
in den niedergelassenen mikrobiologi-
schen Laboratorien erfolgt, nach einer
Anreicherung (z. B. EHEC-Boullion

der Firma heipha) und Subkultur (En-
terohimolysin-Agar, alternativ McCon-
key etc.) die Anwesenheit von Shigato-
xinen mittels ELISA bzw. von Shigato-
xin-produzierenden Bakterien mit Hilfe
einer Shigatoxin-spezifischen PCR (vgl.
dazu Tab. 1) untersucht werden (Zeit-
aufwand insgesamt 1 bis 1!/, Tage nach
Eingang der Probe; vgl. Abb. 4). Liegt
ein positives PCR-Signal vor, kann ein
begriindeter Verdacht gegeniiber dem
behandelnden Arzt sowie dem zustin-
digen Gesundheitsamt auf Vorliegen ei-
ner EHEC-Infektion ausgesprochen
werden. Diese Verdachtsmeldung, die
alle entsprechenden weiteren Aktivita-
ten durch den behandelnden Arzt und
das Gesundheitsamt zur Folge hat, er-
fordert aber weiter unbedingt die Isolie-

i1
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rung bzw. Identifizierung des Erregers
(Einzelkolonie), wozu sich das » Primir-
labor« an ein zustindiges »Speziallabor«
(Regionallabor) zwecks Isolierung der
Einzelkolonien (zweite Stufe) wenden
kann. Mit der Versendung der Probe an
die Stufe 2 des Stufenplans endet im Re-
gelfall die Primirdiagnostik und damit
die Titigkeit des niedergelassenen La-
borarztes.

Gegenwirtig wird aber sehr hiufig ne-
ben der PCR eine Shigatoxin-ELISA
eingesetzt, die zwar billig und schnell,
jedoch nach den in dieser Sentinelstudie
erreichten Daten einen hohen Grad
falsch-positiver Ergebnisse erbrachte.
Es wird deshalb beim Vorliegen einer
positiven ELISA in der EHEC-Primir-
diagnostik (Abb. 4) empfohlen, sehr
vorsichtig zu sein, um nicht hiufig
unnétige  Verdachtsmeldungen und
Weitergabe der Untersuchungsprobe zu
veranlassen. In jedem Fall ist eine Be-
statigung der positiven EHEC-ELISA
durch eine Shigatoxin-PCR bereits in
der Stufe der Primirdiagnostik ange-
zeigt. Da bisher eine PCR-gestiitzte
EHEC-Diagnostik nicht in allen nieder-
gelassenen Diagnostiklabors durchge-
fihrt werden kann, sollten sich mehrere
entsprechende Laboratorien zu einem
»PCR-Netzwerk« zusammenschliefen
(wie es dhnlich fiir eine Reihe von Lei-
stungen nach Abschnitt 03 der GOA ja
bereits ublich ist), um dann verlifiliche
Meldungen an das Gesundheitsamt vor-
nehmen sowie die PCR-positiven Pro-
ben an die Stufe 2 der Diagnostik wei-
terreichen zu kénnen. Allerdings ist
hierbei eine Zeitverzégerung abzuwi-

gen (Abb. 4).

Die zweite Stufe der EHEC-Diagnostik
soll von einer Rethe »Speziallaborato-
rien« wahrgenommen werden, die je
nach Grofle des betreffenden Bundes-
landes zu benennen sind und in Lan-
desuntersuchungsimtern, Universitits-
instituten oder auch in privat niederge-
lassenen Laboratorien angesiedelt sein
konnen. Diese »Speziallaboratorien«
sind fiir die z. T. zeitaufwendige Stamm-
isolierung und fiir die Bestimmung des
Virulenzspektrums des isolierten Erre-
gers, also fiir die Erfassung und Charak-
terisierung des dtiologischen Agenz zu-
stindig. Liegt der Erreger als Stammiso-
lat vor, gleichgiiltig ob er iiber die PCR,
Immunoblot oder tber die ELISA er-
faflt worden ist, dann ist er an die dritte
Stufe der EHEC-Diagnostik, an das zu-
standige Nationale Referenzzentrum
(das NRZ fiir Salmonellen und andere
Enteritis-Erreger) zur weiteren Typisie-

12

rung zu tibersenden. Diese Feintypsie-
rung der EHEC-Isolate, also die Seroty-
pie, Lysotypie, Genotypie (hier beson-
ders die Pulsfeldgelelektrophorese) und
ggf. die Elektrotypisierung, erméglicht
erst die genaue infektionsepidemiologi-
sche Zuordnung der Erregerisolate zu
Infektketten und Infektionsquellen und
stellt somit einen Abschluf§ in der Stu-
fendiagnostik fir EHEC-Bakterien dar.
Sie ermdglicht auch das schnelle Fest-
stellen von sog. sporadischen Fillen, die
aufgrund der Klonalitit der Erregeriso-
late, aber in Wirklichkeit zusammen-
hingende epidemische Geschehen dar-
stellen. Erst durch dieses Stufenpro-
gramm und durch ein gegenseitiges Be-
fund- und Informationssystem 1st eine
epidemiologische Uberwachung der
EHEC-Infektionen und -Bakterien
(Surveillance) und ein funktionierendes
epidemiologisches Netzwerk fiir die
Bundesrepublik Deutschland zu schaf-
fen [30], wie es bereits in manchen Lin-
dern tiblich ist [31].
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Vergleich von ELISA, Verozelltest, PCR und
immunmagnetischer Separation (IMS) in der
Diagnostik von enterohéimorrha%ischen

Escherichia coli (EHEC) in Stuh

proben

Von R. Kugler, U. Busch, M. Bayer, L. Gerber, G. Hellein, V. Barankay und H. Ch. Huber

Zusammenfassung

Im ersten Halbjahr 1997 wurden 414 Stuhlproben von 58
EHEC-infizierten Personen mit verschiedenen diagnosti-
schen Methoden untersucht. Zum EHEC-Toxinnachweis
wurde ein ELISA und der Verozelltest eingesetzt, Toxingene
wurden mit der PCR nachgewiesen. Mit der IMS wurden die
Stuhlproben auf E. coli der Serogruppe O157 untersucht.

Bel insgesamt 272 Proben wurde phinotypisch und/oder ge-
notypisch Shigatoxin nachgewiesen. Die Nachweisverfahren
fiir Toxin und Toxingene ergaben in 60 % der Fille ein itber-
einstimmendes positives Ergebnis, wihrend bei den restli-
chen Proben meist der ELISA und/oder der Verozelltest ne-
gativ ausfielen. Bei 61 Proben war nur mit der PCR der
Nachweis einer EHEC-Infektion méglich. Durch Untersu-
chung von mehreren E. coli-Einzelkolonien konnten bei 51
Personen EHEC-Stimme isoliert und einer Serotypisierung
zugefithrt werden. Die Stimme gehorten zu 22 verschiede-
nen O-Gruppen. EHEC der Serogruppe O157 wurden da-
bei dreimal 1soliert. Von den O157-positiven Personen wur-
den nur sieben Stuhlproben untersucht, so daf} ein aussage-
kriftiger Vergleich der IMS mit anderen Nachweisverfahren
nicht méglich war.

Summary

Comparison of ELISA, Verocelltest, PCR and Immuno-
magnetic Separation (IMS) in Detecting Enterochaemor-
rhagic Escherichia coli (EHEC) in Stool Specimens

In the first six months of 1997 414 stool specimens from 58
persons infected with enterohaemorrhagic Escherichia coli
(EHEC) were examined by different diagnostic methods.
EHEC-toxin was detected by ELISA and verocelltest, to-
xingenes by PCR and E. coli 0157 by IMS.

Shigatoxin and/or toxingenes were found in 272 stool speci-
mens. Consistent positive results by all diagnostic methods
that detect toxin or toxingenes were obtained in 60 %, in the
rest of the specimens ELISA and/or verocelltest were nega-
tive. In 61 specimens the detection of an EHEC-infection
was possible only by PCR. By analyzing several single E.
coli-colonies EHEC-strains were isolated and serotyped
from 51 persons. The strains belonged to 22 different O-
groups. EHEC of serogroup O157 was isolated three times.
From O157-positive persons only seven stool specimens
were analysed and therefore a reliable comparison of IMS
with the other detection methods was not possible.

Einleitung

Zur Diagnostik von enterohdmorrhagi-
schen E. coli (EHEC) aus Stuhlproben
werden in der Literatur verschiedene
Nachweismethoden angegeben. Phino-
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typische Eigenschaften der Keime, wie
z. B. Sorbitverwertung oder Enterohi-
molysinbildung, werden zur Unter-
scheidung von physiologischerweise
vorhandenen E. coli herangezogen.
Hierzu werden Stuhlproben, evil. nach

Voranreicherung, auf sorbithaltige Me-
dien (gegebenenfalls mit Antibiotika-
und/oder Telluritzusatz) oder auf Blut-
platten, die gewaschene Schafblut-
Erythrozyten enthalten, ausgestrichen
und iiber Nacht bebritet. Verdichtige
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