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1 EINLEITUNG

Infektionen mit enterohdmorrhagischen Escherichia coli (EHEC) galten lange Zeit
als alleiniges Problem der Industrielander, welche seit Jahren trotz intensiver
Praventionsbemihungen einen Anstieg bei den Erkrankungsfallen beobachten.
Allerdings wurde auch von Infektionen auf dem afrikanischen Kontinent berichtet,
was auf eine weltweite Verbreitung dieser Keime schliel3en lasst.

In Deutschland stehen EHEC nach Angaben des Robert Koch-Instituts an funfter
Stelle der bakteriellen Enteritiserreger beim Menschen (RKI 2008). lhre grol3e
Bedeutung kommt den Bakterien aber in erster Linie aufgrund der mdoglichen
Komplikationen zu, die nach der eigentlichen Infektion auftreten kénnen: Das
hamolytisch-uramische Syndrom (HUS), an dem meist Kleinkinder erkranken,
kann auch heute noch trotz aller Notfallmedizin tédlich verlaufen. So berichtete
das RKI im Jahr 2006 von zwei mit HUS in Verbindung stehenden Todesféllen bei
einjahrigen Kindern in Deutschland.

Ziel dieser Arbeit war es, STEC/EHEC-Isolate von Mensch, Tier, Lebensmittel und
Wasser aus Bayern hinsichtlich ihrer geno- und phanotypischen Merkmale Uber
einen Zeitraum von funf Jahren (2002 bis 2006) zu vergleichen. Daftr wurden die
dieser Studie zugrunde liegenden Daten erstmalig gesammelt und ausgewertet.
Dariber hinaus wurden in eigenen Versuchen alle Shigatoxin-2-positiven
STEC/EHEC-Isolate aus dem Jahr 2006 parallel mit zwei unterschiedlichen
Feindifferenzierungsmethoden, der PCR und der Schmelzkurvenanalyse,
subtypisiert. Somit sollte ein Einblick in Vorkommen und Verteilung vorhandener
Shigatoxin-2-Varianten bei Isolaten vom Mensch, von Nutztieren, aus
Lebensmittel und aus Wasser gewonnen werden. Nach neuesten
Forschungsergebnissen ist die Kenntnis des jeweiligen Shigatoxin-2-Subtyps von
groBer Bedeutung, da Shigatoxin-2 haufiger mit schweren Krankheitsverlaufen
beim Menschen assoziiert ist als Shigatoxin-1, sich die Subtypen von Shigatoxin-2
aber erheblich in ihrer Pathogenitat unterscheiden. Zusatzlich wurden erstmalig
STEC/EHEC-Isolate auf das Vorhandensein des kurzlich entdeckten Zytotoxins
Subtilase gepruft. Es wird derzeit vermutet, dass der Subtilase als Cofaktor zum
Shigatoxin bei der Ausbildung von klinischen Symptomen im STEC/EHEC-

Infektionsgeschehen eine Schliisselrolle zukommen kénnte.



2 LITERATUR

2.1 Taxonomie und Pathogene Bedeutung von  Escherichia coli

Die Bakterienspezies Escherichia (E.) coli wird dem Genus Escherichia und der
Familie der Enterobactericeae zugeordnet. Bei E. coli handelt es sich um ein
gramnegatives, fakultativ anaerobes, sporenloses, Oxidase-negatives und
Katalase-positives stdbchenformiges Bakterium. Seine Grof3e betragt zwischen
2,0 und 6,0 um Lange und 1,1-1,5 um Breite. Da das Wachstumsoptimum bei 37
°C liegt, handelt es sich um mesophile Bakterien (Holt et al. 1994). Der naturliche
Lebensraum von E. coli ist der Dickdarm von Mensch und von warmblitigen
Tieren, wo sie physiologische Funktionen Gbernehmen. Die Bakterien besiedeln
den Gastrointestinaltrakt bereits wenige Stunden nach der Geburt (Kaper et al.
2004). Aufgrund seines Habitats spielt E. coli als Indikatorkeim fur féakale

Verunreinigungen von Wasser und Lebensmitteln eine wichtige Rolle.

E. coli treten auch als Krankheitserreger in Erscheinung. Ursache hierflr ist das
Vorhandensein bestimmter Virulenzfaktoren, wie zum Beispiel Toxine oder
Adhasine (Muhldorfer und Hacker 1994). Die Bakterien kbénnen in drei Pathotypen
eingeteilt werden und intestinale Infektionen, Harntraktsinfektionen oder
Sepsis/Meningitis verursachen (Kaper et al. 2004).
Die intestinalen Infektionserreger werden nach ihren Virulenzfaktoren und
Pathogenitatsmechanismen verschiedenen Pathogruppen zugeordnet. Derzeit
unterscheidet man (Nataro und Kaper 1998, Kaper et al. 2004, Bettelheim 2007):

- Enteropathogene E. coli (EPEC)

- Enterotoxische E. coli (ETEC)

- Verotoxinogene E. coli (VTEC) bzw. Shigatoxin-bildende E. coli (STEC)

bzw. Enterohamorrhagische E. coli (EHEC)

- Enteroinvasive E. coli (EIEC)

- Enteroaggregative E. coli (EAggEC/EAEC)

- Diffus-adhérente E. coli (DAEC)



Als EPEC werden E. coli bezeichnet, die im Darmepithel so genannte Attaching-
and-effacing-Lasionen verursachen, aber im Gegensatz zu STEC keine
Shigatoxine bilden kénnen. Die Lasionen sind durch Mikrovilliverlust und
Anreicherung von Cytoskelettproteinen an der Anheftungsstelle der Erreger
gekennzeichnet. Die Bakterien lagern sich durch Intimin fest an die Enterocyten an
(attaching), danach folgt die Zerstérung der Mikrovilli und der Umbau des
Cytoskeletts (effacing). Sie gelten weltweit als wichtige Ursache fir
Sauglingsdiarrhd (Canadian Paediatric Society 1987, Nataro und Kaper 1998,
Keskimé&ki et al. 2001, Kaper et al. 2004, Jensen et al. 2007).

ETEC ist die Pathogruppe mit der weltweit grol3ten Bedeutung. Die Pathogenitat
der ETEC beruht auf einem hitzelabilen Enterotoxin (LT) und auf zwei
hitzestabilen Toxinen (Sta und Stb). Das hitzelabile Protein stellt ein
choleraghnliches Toxin dar. Des Weiteren kommen spezielle Fimbrien, so
genannte Kolonisationsfaktoren (CFA), zur Anheftung an die Epithelzellen des
Darms vor. Erreger dieser Gruppe l6sen Durchfélle bei Kindern in
Entwicklungslandern aus und gelten als wichtige Ursache der Reisediarrhé beim
Menschen. Auch Durchfall bei Jungtieren wird durch ETEC verursacht (Canadian
Paediatric Society 1987, Lopez-Vidal und Svennerholm 1990, Nataro und Kaper
1998, Kaper et al. 2004).

EIEC sind invasiv, kénnen also in die Kolonschleimhaut penetrieren und
geschwiirige Veranderungen verursachen. In Genetik, Pathogenitatsmechanismus
und biochemischen Verhalten sind die EIEC den Bakterien der Gattung Shigella,
den Erregern der bakteriellen Ruhr beim Menschen, sehr ahnlich (Nataro und
Kaper 1998, Stock 1999, Kaper et al. 2004).

Von den Pathogruppen EAEC/EAgQgEC und DAEC dagegen ist deutlich weniger
bekannt. Erreger ersterer Gruppe kennt man als Ausléser von chronischem
Durchfall beim Menschen. Auch bei Reisediarrhd sowie bei Durchféllen von
Sauglingen und Kleinkindern sind Erreger dieser Pathogruppe beteiligt. Ebenfalls
verantwortlich fur infantile Diarrh6 sind Keime aus der Pathogruppe DAEC (Nataro
und Kaper 1998, Keskiméki et al. 2001, Kaper et al. 2004, Zamboni et al. 2004).



2.2 Shigatoxin-bildende und enterohdmorrhagische Escherichia coli

Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC) sind eine Untergruppe der
Shigatoxin-bildenden Escherichia coli (STEC), auch als Verotoxin-bildende
Escherichia coli (VTEC) bezeichnet, die humanpathogen sind. Da noch nicht
bekannt ist, welche Eigenschaften einen STEC (VTEC) zum EHEC machen,
missen aus Sicherheitsgrinden alle STEC (VTEC) als potentielle EHEC
betrachtet werden (Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64
LFGB, L 07-18-1, 2002).

2.2.1 Shigatoxine

Das namensgebende Shigatoxin stellt den Hauptvirulenzfaktor der STEC/EHEC
dar (Nataro und Kaper 1998, Kaper et al. 2004). Es wurde von Konowalchuk et al.
(1977) durch seine zytotoxische Wirkung auf Verozellen entdeckt und
dementsprechend als Verotoxin bezeichnet. Spater fanden O’Brien et al. (1982) in
E. coli-Stammen ein Toxin mit groBer Ahnlichkeit zu Shigatoxin aus Shigella
dysenteriae Typ 1, welches sie Shiga-like-Toxin nannten. Heute werden beide
Begriffe, Shigatoxin und Verotoxin, in der Regel synonym verwendet.

Sie lassen sich in zwei grof3e Gruppen, Shigatoxin-1 (Stx1) und Shigatoxin-2
(Stx2), unterteilen (Strockbine et al. 1986, Nataro und Kaper 1998). Ein
STEC/EHEC-Stamm kann entweder nur Stx1, nur Stx2 oder beide Toxine bilden
(Strockbine et al. 1986, Nataro und Kaper 1998). Man geht davon aus, dass Stx2-
produzierende Stamme oOfter mit ernsthaften Erkrankungen beim Menschen
assoziiert sind, als Stamme, die Stx1 bilden (Bockemihl et al. 1998, Huber et al.
1998, Paton und Paton 1998, Friedrich et al. 2002, Jensen et al. 2007).
Shigatoxine bestehen aus einer enzymatisch aktiven A-Untereinheit mit einer
GroRe von 32 kDa, die sich in zwei Peptide, A1 und A,, welche Uber eine
Disulfidbriicke verbunden sind, gliedern lasst. Fur die enzymatische Wirkung ist
das A;-Peptid zustandig, das die Wirkung einer rRNA-N-Glycosidase entfaltet und
die Hemmung der Proteinbiosynthese in der Zielzelle bewirkt. A, ist fur die
Bindung an die B-Untereinheiten zustandig. Diese weisen bei einer Grol3e von 7,7

kDa eine pentamere Struktur auf und sind an der Rezeptorbindung beteiligt.
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Dieser ist fur die Shigatoxinsubtypen Stx1, Stx2 und Stx2c Globotriosylceramid
(Gbs), das auf der Oberflache von eukaryontischen Zellen vorkommt. Der Subtyp
Stx2e bindet dagegen an Globotetraosyl (Gb,). Die Rezeptoren fiir die weiteren
beschriebenen Stx-Subtypen sind nicht bekannt (DeGrandis et al. 1989, Kamali
1989, Keusch et al. 1995, Nataro und Kaper 1998, Fruth et al. 2002). Vareille et al.
(2007) entdeckten, dass die Synthese von Shigatoxinen durch Stickoxid gehemmt
wird. Die Autoren sprachen dem Stickoxid eine gro3e zuklnftige Bedeutung in der
Pravention von EHEC-Infektionen zu.

Die Gene fur Stx1 und Stx2 liegen auf temperenten, lamboiden Phagen. Deshalb
ist davon auszugehen, dass Phagen auch in vivo als Vektoren eine Rolle spielen
und so aus apathogenen E. coli-Stammen der normalen Darmflora neue STEC-
Isolate entstehen kdnnen (Herold et al. 2004). In diesem Zusammenhang zeigten
Creuzburg und Schmidt (2007), dass Bakteriophagen nicht nur Shigatoxingene,
sondern auch Typ-llI-Sekretionssystem-Effektoren exprimieren, was Phagen bei
der Entstehung neuer E. coli-Pathotypen eine grol3e Bedeutung zukommen l&sst.
EHEC-Stamme  konnen ihre  Shigatoxingene auch im Lauf des
Infektionsgeschehens verlieren (Friedrich et al. 2007).

Neben Shigatoxin-bildenden E. coli kdnnen auch einige Stamme von Citrobacter
freundii und Enterobacter spp. Shigatoxingene besitzen (Schmidt et al. 1993,
Nataro und Kaper 1998), was im Rahmen der EHEC-Diagnostik eine
biochemische Prifung der Bakterien unabdingbar macht.

2.2.2 Die Subtypen der Shigatoxine

Die Shigatoxingruppen Stx1 und Stx2 lassen sich jeweils in mehrere Subtypen
oder Varianten unterteilen. So sind vom Shigatoxin-1 die Varianten Stxl1c und
Stx1d bekannt. Der Subtyp Stx1c wurde durch PCR-Restriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismen identifiziert (Zhang et al. 2002a), nachdem dieser Subtyp bereits
unter dem Namen Stx;ox3 Im Kot von Schafen beschrieben worden war (Paton et
al. 1995). Zhang et al. (2002a) und Friedrich et al. (2003) wiesen diese Variante
bei unterschiedlichen Serotypen nach, jedoch nie bei solchen, die regelmaliig mit
schweren Erkrankungen bei Menschen assoziiert sind. Die Autoren ermittelten nur

Intimin-negative EHEC-Stamme als Stx1c-positiv. Weiterhin verhielten sich mit
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diesem Subtyp infizierte Personen asymptomatisch oder waren an leichtem
Durchfall erkrankt. Ramachandran et al. (2003) berichteten dagegen vom
Nachweis dieses Subtyps aus einem eae-positiven EHEC-Stamm des Serovars
O5:H-, der von einem HUS-Patienten stammte.

Die Variante Stx1c wurde haufig bei Schafen, dagegen nur sehr selten bei Rindern
nachgewiesen (Brett et al. 2003). Andere Autoren zeigten jedoch, dass Stxlc
durchaus auch bei Rindern verbreitet ist (Kumar et al. 2004, Mayrshofer 2005).

Ein weiterer Subtyp von Stx1, genannt Stx1d, wurde aus einem E. coli-Stamm
bovinen Ursprungs ermittelt und zeigt 92 %ige Ubereinstimmung der
Nukleotidsequenz mit der Variante Stx1c und eine Homologie von 91 % mit der
Variante Stx1 (Burk et al. 2003). Kuczius et al. (2004) konnten diese Variante auch

beim Menschen nachweisen.

Tab. 1a) und b): Ubersicht tiber die Shigatoxin-Subtypen
a) Stx1-Subtypen

Subtyp Nukleotidsequenzhomologie zu  stx1 Literatur
A-Untereinheit B-Untereinheit

Stx1 100 % 100 % Strockbine et al. 1986

Stxlc 97,1 % 96,6 % Zhang et al. 2002a

Stx1d 91 % Burk et al. 2003

b) Stx2-Subtypen

Subtyp Nukleotidsequenzhomologie zu  stx2 Literatur
A-Untereinheit B-Untereinheit
Stx2 100 % 100 % Strockbine et al. 1986
Stx2c 99,7 % 95,2 % Schmidt et al. 1991
Stx2d 94,9 % 86,6 % Pierard et al. 1998
Stx2dact Keine Angabe Kokai-Kun et al. 2000
Stx2e 94 % 79 % Weinstein et al. 1988
Stx2f 63,4 % 75,4 % Schmidt et al. 2000
Stx2g Keine Angabe Leung et al. 2003
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Das Bild der Shigatoxin-2-Gruppe ist deutlich heterogener: Hier sind die Subtypen
Stx2 und Stx2c (Schmitt et al. 1991), Stx2d (Pierard et al. 1998, Ramachandran et
al. 2001), Stx2d, (Kokai-Kun et al. 2000), Stx2e (Weinstein et al. 1988), Stx2f
(Schmidt et al. 2000) und Stx2g (Leung et al. 2003) bekannt.

Hinsichtlich ihrer Virulenz wurden betrachtliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Subtypen beschrieben: Wahrend den Subtypen Stx2 und 2c eine hohe
Virulenz zugesagt wird und immer wieder bei HUS-Fallen ermittelt werden, sind
Stx2d und Stx2e mit milden oder asymptomatischen Infektionen beim Menschen
assoziiert (Friedrich et al. 2002, Orth et al. 2007, Persson et al. 2007).

Von der Variante Stx2d unterscheidet sich Stx2d, (aktivierbar). Diese Form des
Toxins kann nach Inkubation mit Mucosazellen aus dem Darm von Mausen durch
Elatase aktiviert werden. Dem Stx2d,. wird eine hohe Virulenz zugesprochen
(Kokai-Kun et al. 2000). Es wurde bei Patienten mit blutigem Durchfall und auch
bei HUS-Fallen nachgewiesen (Bielaszweska et al. 2006). In STEC-Isolaten von
Rindern und Schafen wurde ebenfalls Stx2d,.; detektiert (Nitzsche et al. 2007).

Die Variante Stx2e nimmt eine Sonderstellung ein: Sie ist verantwortlich fur die
Odemkrankheit der Absatzferkel (Weinstein et al. 1988) und bindet an den
Rezeptor Gb, (DeGrandis et al. 1989, Keusch et al. 1995).

Der Subtyp Stx2f wurde zuerst bei Tauben beschrieben (Schmidt et al. 2000): Die
Autoren konnten bei 12,5 % gesunder Tiere diese neue stx2-Genvariante
nachweisen. Der Subtyp kann auch beim Menschen mit Durchfallerkrankung

assoziiert sein (Sonntag et al. 2005b).

Die Variante, Stx2g, wurde von Leung et al. (2003) aus einem bovinen E. coli
02:H25-Isolat entdeckt. Die Homologie dieses Subtyps mit den Varianten Stx2
und Stx2c ist hoch, eine Zytotoxizitat auf Vero- und HelLa-Zellen wurde
nachgewiesen, allerdings keine Aktivierung durch Darm-Mucus. Uber die
humanpathogene Bedeutung dieses Subtyps ist nichts bekannt.
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Reischl et al. (2002) publizierten erstmals zur Subtypisierung von Shigatoxin-1-
und -2-Genen die Methode der Schmelzkurvenanalyse. Hierbei handelt es sich um
die Mutationsanalyse eines Real-Time-PCR-Produkts durch
Hybridisierungssonden (Lyon 2001). Die Schmelztemperatur eines Sonden-
Target-Hybrids hangt sowohl von der Lange und dem GC-Gehalt der Sonde als
auch vom Homologiegrad innerhalb des Hybrids ab. So trennen sich Sonden, die
perfekt an die Target-DNA-Sequenz passen, bei einer hoheren
Schmelztemperatur ab, als Sonden, die mit dem Target Uber destabilisierende
Fehlpaarungen verbunden sind (Lyon 2001).

Reischl et al. (2002) ermittelten, dass die zur Detektion von stx1 verwendeten
Hybridisierungssonden perfekt zu stx1l passten, wahrend zu dem Subtyp stxlc
insgesamt zwei Fehlpaarungen ermittelt wurden und zu dem Subtyp stx1d funf
Fehlpaarungen. Im Bereich von stx2 besteht eine Fehlpaarung zwischen Sonden
und stx2/2c, vier Fehlpaarungen zwischen Sonden und stx2e und sechs zwischen
Sonden und stx2d. Auf diesen Mutationen grinden die in Tabelle 2 aufgeflhrten
ermittelten Schmelztemperaturen der stx-Subtypen.

Auch Kuczius et al. (2004) und Mayrshofer (2005) beschrieben
Schmelztemperaturen von stx-Subtypen. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind

ebenfalls in Tabelle 2 dargestellit.

Tab. 2: Ubersicht tiber die Schmelztemperaturen der stx-Subtypen in °C

Shigatoxintyp  Mayrshofer (2005) Kuczius et al. (2004) Reischlet al. (2002)

stx1 67 69-70 68
stxlc 63 65-66 65
stx1d 61 64 n. u.
stx2 n.u n.u 71
stx2c n. u. n. u. 71
stx2d n. u n.u 55
stx2e n. u n.u 66

Nn. U. nicht untersucht

12



2.2.3 Intimin

Bei Intimin handelt es sich um ein 94-97 kDa grol3es aul3eres Membranprotein.
Seinen Namen verdankt es der von ihm vermittelten engen Anheftung zwischen
Bakterium und Darmepithelzelle. Es wird vom ,E.coli attaching and effacing” (eae)-
Gen kodiert (Jerse und Kaper 1991). Das Gen liegt in der Pathogenitatsinsel, die
als ,locus of enterocyte effacement” (LEE) bezeichnet wird. Der LEE ist ein 35-45
kb grol3es chromosomales DNA-Fragment, das alle Gene, die nétig sind, um
Attaching and effacing (AE)-Lasionen auszulésen, codiert. Man unterscheidet drei
funktionelle Regionen: den 5-Teil des LEE, in dem Gene (esc- und sep-Gene)
lokalisiert sind, die fur ein Typ-IlI-Sekretionssystem codieren, den 3'-Teil mit esp-
Genen flur Typ-lll-sezernierte Proteine und den mittleren Bereich mit dem
Intimingen eae und dem tir-Gen, das fur die Ausbildung des Intiminrezeptors
verantwortlich ist. Andere Autoren bevorzugen die Unterteilung des LEE in funf
Operons, LEE 1 bis LEE 5 (Kenny et al. 1996, Nataro und Kaper 1998,
Donnenberg und Whittam 2001, Mainil und Daube 2005, Gyles 2007).

AE-Lasionen, wie sie von im LEE codierten Virulenzfaktoren verursacht werden,
wurden erstmals bei EPEC-Stammen beschrieben (Moon et al. 1983). Sie sind
charakterisiert durch eine enge Adhéasion der Bakterien an das Epithel
(-attaching“) und durch lokale Zerstorung der Burstensaum-Mikrovilli (,effacing®).
An der Anheftungsstelle findet man oft sockelartige Ausstilpungen der Wirtszelle.
Das Zytoskelett der Zelle wird unterhalb dieser Kontaktstellen umstrukturiert und
polymerisiertes Aktin angereichert (Nataro und Kaper 1998). Pathogene
Veranderungen solcher Art sind obligatorisch fur die Gruppe der EPEC, aber auch
bei EHEC wurden sie nachgewiesen (Donnenberg et al. 1993, Louie et al. 1993,
Bertin et al. 2004, Spears et al. 2006). Das eae-Gen ist besonders oft bei
klinischen Isolaten nachweisbar. So fanden Beutin et al. (2004) dieses Gen bei
uber 90 % der HUS-Erkrankten, aber nur bei 66,7 % der Patienten mit unblutigem
Durchfall. Auch Ethelberg et al. (2004) identifizierte die Anwesenheit von Intimin
als Risikofaktor fur die Ausbildung eines HUS.

Beutin et al. (2004) detektierten eae haufig bei den Shigatoxinvarianten Stx1, 2,

2c, selten bei Stx2e und nie bei den Varianten Stx1c und 2d.
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Mehrere Autoren berichteten von verschiedenen Subtypen von Intimin, die bei
STEC- und/oder EPEC-Stammen zu finden sind (Oswald et al. 2000, Zhang et al.
2002b, Jores et al. 2003, Blanco et al. 2003, Ramachandran et al. 2003, Blanco et
al. 2004a, Blanco et al. 2004b, Krause et al. 2005, Blanco et al. 2005, Blanco et al.
2006, Garrido et al. 2006).

Ramachandran et al. (2003) detektierten bei EPEC-Stammen, die aus Mensch
und Wiederkauer isoliert wurden, hauptsachlich B- und 6-Varianten. Bei Blanco et
al. (2005) uberwog in EPEC-Isolaten aus Rinderkot die Variante 1. Bei STEC aus
Stuhl und Kot wurden die Subtypen al, B1, vy1, y2, €1, ¢, n und 6 ermittelt
(Ramachandran et al. 2003, Beutin et al. 2004, Blanco et al. 2005). Die
hochpathogenen EHEC-Serovare 0157:H7, 0O145:H- und 0O103:H2 traten
hauptsachlich mit €1- und y1-Intimin auf (Blanco et al. 2005).

2.2.4 Enteroh@amolysin

Ein weiterer Virulenzfaktor ist das Enterohdmolysin, auch EHEC-Hamolysin (E-hly)
genannt. Es wurde erstmals aus EHEC-Stammen unterschiedlicher Serogruppen
beschrieben (Beutin et al. 1989). Manche Autoren schlagen die Bezeichnung
.enterohaemorrhagic E. coli toxin“ (Ehx) vor. Beide Begriffe werden in der Literatur
parallel verwendet (Bauer und Welch 1996, Mainil und Daube 2005).

Auf Schafblutagar bildet E-hly nach Ubernachtkultur nur schmale, triibe
Hamolysezonen aus, im Gegensatz zu a-Hamolysin, das bei extraintestinalen E.
coli zu finden ist und bereits nach wenigen Stunden eine deutliche, klare
Hamolysezone hervorruft.

Das Enterohamolysin gehdort zur Familie der RTX-Toxine (Repeats in ToXin) und
wird von vier Genen, die auf einem 60 MDa groRem Virulenzplasmid (pO157)
liegen, kodiert. Es lagert sich in die Cytoplasmamembran von eukaryontischen
Zellen ein und bewirkt dort eine Porenbildung (Bauer und Welch 1996, Nataro und
Kaper 1998, Paton und Paton 1998, Mainil und Daube 2005).

Dieser Virulenzfaktor wurde bei beinahe allen EHEC-O157:H7-Stammen und

vielen weiteren Nicht-O157-EHEC-Isolaten gefunden (Nataro und Kaper 1998).
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Weiterhin konnte Enterohamolysin bei 90 % der HUS-/HC-Isolate detektiert
werden, allerdings auch bei 93,4 % der Isolate von symptomlosen Ausscheidern
(Bulte 2001). Gyles et al. (1998) vertraten die Meinung, dass Enterohamolysin im
Vergleich zu Intimin seltener mit Virulenz einhergeht und dass der Nachweis von
E-hly alleine nur begrenzte Schlisse auf die Pathogenitat des jeweiligen EHEC-
Stammes zulasst. Die Arbeitsgruppe konnte entsprechende Gene auch bei
bovinen Nicht-STEC-Isolaten nachweisen. Die tatsachliche klinische Bedeutung

dieses Faktors ist weiterhin unklar.

2.2.5 Subtilase

Das Zytotoxin Subtilase (SubAB) wurde erstmalig bei einem EHEC-Stamm, der fur
einen HUS-Ausbruch in Australien verantwortlich gemacht wurde, von Paton et al.
(2004) beschrieben. Es handelt sich bei der Subtilase um ein ABs-Toxin mit einer
35 kDa grofRen A-Untereinheit und einem Pentamer von 13 kDa, das die B-
Untereinheit bildet. Die A-Untereinheit stellt eine ,subtilase-like serine protease”
dar, der B-Teil bindet an einen GM2-Rezeptor. Beide Untereinheiten weisen
genetische Ahnlichkeit zu Proteinen von Yersinia pestis auf.

Die Subtilasegene sind auf einem konjugativen Virulenzplasmid lokalisiert.

Da dieses Zytotoxin nach parenteraler Gabe bei Mausen Mikroangiopathie sowie
Nekrosen an Gehirn, Leber und Niere verursacht, wird ihm eine direkte Beteiligung
an durch EHEC verursachten Epithelschaden zugesprochen. So vermutet man,
dass der Subtilase als Cofaktor zum Shigatoxin bei der Ausbildung von klinischen
Symptomen eine Schlisselrolle zukommen kdnnte (Paton et al. 2004, Paton und
Paton 2005, Osek 2006, Khaitan et al. 2007, Morinaga et al. 2007).

Nach ihrer Erstbeschreibung priften mehrere Autoren den Nachweis von SubAB.
Das Toxin wurde von Osek (2006) in Polen und von Khaitan et al. (2007) in den
USA in mehreren EHEC-Isolaten nachgewiesen. Die positiven Isolate stammten
vom Mensch und Rind (Osek 2006, Khaitan et al. 2007) sowie aus Wasser
(Khaitan et al. 2007). Beide Autoren fanden ein gehauftes Auftreten von SubAB
bei Stx2-positiven und eae-negativen EHEC-Stdmmen. In Isolaten von Schweinen
mit Odemkrankheit oder Durchfall konnte die Subtilase bisher nicht nachgewiesen
werden (Barth et al. 2007).
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2.2.6 Weitere Virulenzfaktoren

Viele weitere Virulenzfaktoren kommen bei EHEC-Bakterien vor, ihre tatsachliche
Bedeutung konnte noch nicht abschlieBend geklart werden:

Bereits 1996 wurde von einem hitzestabilen Enterotoxin, genannt EAST1, das
vom astA-Gen kodiert wird, berichtet (Savarino et al. 1996). Weiterhin kennt man
bei EHEC die extrazellulare Serin-Protease (EspP), die dafur zustdndigen Gene
liegen, wie die Gene fur Enterohamolysin, auf dem Virulenzplasmid pO157 (Paton
und Paton 1998).

Paton et al. (2001) entdeckten das STEC-autoagglutinierende-Adhéasin, abgekirzt
Saa, bei eae-negativen EHEC-Isolaten von an HUS erkrankten Menschen. Es wird
auf einem Megaplasmid in LEE-negativen Stdmmen unterschiedlichen Serotyps
gebildet und besteht aus 460 bis 534 Aminosauren. Da dieser Virulenzfaktor 6fter
bei Rinderkotisolaten als bei Stuhlisolaten nachgewiesen wurde (Jenkins et al.
2003), vermutete Gyles (2007) eine mdogliche Bedeutung des Saa fur die
Ansiedelung der EHEC im Darm von Rindern. Das zustandige saa-Gen konnte
auch in Isolaten aus Meeresfrichten und in Intimin-negativen Isolaten von
Patienten mit blutigem Durchfall detektiert werden (Kumar et al. 2004).

Ein weiteres bekanntes Toxin neben den Shigatoxinen ist das Cytolethal-
Distending-Toxin (CDT), das bei eae-negativen Nicht-O157-EHEC-Stammen
gefunden wurde (Bielaszewska et al. 2004). Es soll nur bei manchen EHEC-
Serotypen (incl. 0157) vorkommen (Orth et al. 2006). Die Autoren konnten keinen
signifikanten Unterschied im Auftreten bei eae-positiven und -negativen EHEC-
Isolaten feststellen.

Friedrich et al. (2006) sahen mdgliche Virulenzfaktoren, vor allem bei eae-
positiven Nicht-O157-EHEC, in Urease (ure)-Genen.
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2.2.7 Pathogenitatsmechanismus

Eine grofRe Rolle bei der Ansiedlung der Bakterien im Darm spielt die Tatsache,
dass EHEC im sauren Milieu des Magens uberleben kdnnen. Dazu verfigen die
Bakterien Uber spezielle Saure-Adaptationssysteme. Die Sauretoleranz der EHEC
variiert mit dem Serotyp und fuhrt dazu, dass die Infektionsdosis dieser Keime
gering ist (De Jonge et al. 2003, Forster 2004, Large et al. 2005).

Nach der Magenpassage kolonisieren die Bakterien schlieRlich den hinteren
Dunn- und vor allem den Dickdarm (Paton und Paton 1998). EHEC sind nicht-
invasiv, ihre Adhasion erfolgt in Abhangigkeit von den vorhandenen
Virulenzfaktoren, wobei die Anwesenheit des LEE eine entscheidende Rolle spielt.
Im Darm angelangt, werden Shigatoxine ins Darmlumen sezerniert und kénnen
durch das Darmepithel in die Zirkulation gelangen (Paton und Paton 1998, Hurley
et al. 2001). Te Loo et al. (2000, 2001) vertraten die Auffassung, dass die Toxine
Uber eine Bindung an polymorphkernige Leukozyten in der Blutbahn transportiert
werden, wahrend Zimmerhackl (2007) einen Transport Uber Bindung an

Thrombozyten flr wahrscheinlicher hielt.

Das zellulare Rezeptorprotein ist das Globotriosylceramid (Gbgs). Gbs findet sich
hauptsachlich in renalen Endothelzellen, glomeruldaren und tubuléren
Epithelzellen, ZNS-Gewebe und in intestinalen Endothelzellen, was sich im
klinischen Bild einer EHEC-Infektion widerspiegelt (Nataro und Kaper 1998, Proulx
et al. 2001, Karch et al. 2005). Die Folge der Rezeptor-mediierten Endocytose der
Shigatoxine ist letztlich die Hemmung der Proteinbiosynthese oder die Apoptose
der Zelle (Nataro und Kaper 1998, Proulx et al. 2001).

In diesem Zusammenhang berichteten Schiller et al. (2004, 2007), dass
Shigatoxine auch in Abwesenheit des Gbs-Rezeptors Schaden am intestinalen
Epithel beim Menschen verursachen koénnen. Hierbei wird den Panethschen

Zellen in den Lieberkiihnschen Krypten eine grol3e Bedeutung zugesprochen.

Zirkulierende proinflammatorische Zytokine, vor allem TNF-a und Interleukin-13
werden durch direkte Wirkung der Shigatoxine auf die Monocyten stimuliert. Sie
verstarken die Toxinwirkung auf die Endothelzellen durch Forderung der

Ausbildung von entsprechenden Rezeptoren (Proulx et al. 2001).
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Als Ursache von mit EHEC-Infektionen einhergehenden
Entzindungserscheinungen am Darm wird in jungerer Zeit immer wieder das H-
Antigen angesprochen: Miyamato et al. (2006) fuhrten Darmentziindungen im
Zusammenhang mit EHEC des Serovars O157:H7 in erster Linie auf das H7-
Flagellin zuriick. Die Autoren sprachen dem Geil3elantigen mehr Bedeutung bei
der Produktion von Chemokinen zu als den Shigatoxinen. Auch dem H21-Antigen
wurde eine entscheidende Rolle im Virulenzgeschehen durch Versuche im
Mausmodel nachgesagt. H21 wurde von den Wissenschaftlern als nichttoxischer

accessorischer Virulenzfaktor bezeichnet (Rogers et al. 2006).

2.2.8 Bei EHEC haufig ermittelte Serotypen

Die Serotypisierung hat bei Escherichia coli eine groRe Bedeutung bei der
Charakterisierung von Isolaten. So werden O-Antigene, die einen Bestandteil des
LPS-Komplexes der Zellwand darstellen und H-Antigene, bei denen es sich um
GeilRelantigene handelt, fir die Serovarbestimmung nach der O:H-Seroformel
verwendet. Bei E. coli sind derzeit 174 O- und 53 H-Antigene bekannt (Gyles
2007). Die O-Antigene werden mit den Nummern eins bis 181 bezeichnet, wobei
Nr. 31, 41, 67, 72, 93, 94 und 122 aus dem internationalen Schema gestrichen
wurden (Gyles 2007). Viele Kolibakterien dagegen haben O- oder H-Antigene, die
nicht in diesem Schema aufgefuhrt sind und damit nicht serotypisiert werden
kénnen. Diese werden als Ont bzw. Hnt (nicht typisierbar) bezeichnet. Man findet

auch viele unbewegliche Typen. Diese werden nonmotile oder H- genannt.

Da weltweit EHEC-Isolate von schwer erkrankten Menschen (HUS) am haufigsten
dem Serovar 0O157:H7 angehdren, werden E. coli des Serotyps 0157 als
klassische Vertreter der Gruppe der EHEC angesehen (Kamali 1989, Karch et al.
2005, Tarr et al. 2005, Beutin 2006). Aus diesem Grund ist bei Shigatoxin-
bildenden E. coli eine Einteilung in zwei Hauptkategorien Ublich: solche, die zu
Serotyp 0157 gehoren und Nicht-O157-STEC (Karch et al. 2005, Gyles 2007).

Im Jahr 1988 wurden erstmals nichtbewegliche Sorbitol-fermentierende EHEC

0157 nachgewiesen (Karch et al. 1990), die mittlerweile in Deutschland
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regelmalig in Isolaten von HUS-Fallen gefunden wurden (Karch und
Bielaszewska 2001, Friedrich et al. 2002).

In letzter Zeit wurde allerdings immer wieder von der Isolierung von E. coli-O157-
Stammen aus Tieren berichtet, die keine Shigatoxine aufwiesen. Diese wurden
bei Pferden (Goll 2005) und Schweinen (Stephan et al. 2007) gefunden. Das legt
die Vermutung nahe, dass 0157 seine klassischen EHEC-Merkmale verloren hat
und auch als EPEC in Erscheinung treten kann (Stephan et al. 2007).

Friedrich et al. (2007) fanden sowohl E. coli O157-Stdmme, die sich von Beginn
der Untersuchungen an Shigatoxin-neagtiv zeigten, als auch solche, die, ehemals
stx-positiv, ihre Toxine erst im Lauf des Infektionsgeschehens verloren hatten.
Erstere wurden bei Patienten mit sporadischem, unkompliziertem Durchfall

ermittelt, letztere waren immer noch fir ernsthafte Erkrankungen verantwortlich.

Dartiber hinaus wurden EHEC bei erkrankten Menschen verstarkt als Serotypen
026, 0103, 0111, 0145, 0143, 0113 oder 0128 nachgewiesen (Brooks et al.
2005, Beutin 2006, Fairbrother und Nadeau 2006, Bettelheim 2007).

Diesen und allen anderen Nicht-O157-STEC wird weltweit eine zunehmende
Bedeutung zugesprochen (Brooks et al. 2005, Johnson et al. 2006, Bettelheim
2007). Nach Werber et al. (2006) werden in Deutschland 85 % aller EHEC-
Infektionen beim Menschen durch Nicht-O157-Stdmme verursacht. Bielaszewska
et al. (2007) berichteten von EHEC des Serotyps 026, die zunehmend von HUS-
Patienten in Deutschland isoliert wurden und die eine erhohte Virulenz aufwiesen.
Bei den Bakterien fand die Arbeitsgruppe zudem die ,High-Pathogenicicity Island*,
die zuerst in enteropathogenen Yersinia beschrieben wurde.

2.2.9 Bedeutung beim Menschen

Das Spektrum der Symptomatik einer EHEC-Infektion beim Menschen reicht von
asymptomatischen Tragern oder mildem, unkompliziertem Durchfall bis hin zu
hamorrhagischer Colitis (HC), thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP)
und dem hamolytisch-urdmischen Syndrom (HUS) (Karmali 1989). Diese
Krankheit ist charakterisiert durch hamolytische Anamie, Thrombozytopenie, und

akute Niereninsuffizienz (Karmali 1989, Zimmerhackl et al. 2002).
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Risikogruppen fur die Entwicklung solcher Komplikationen sind Kinder und altere
Personen (Taylor und Monnens 1998, Werber et al. 2006). HUS ist der haufigste
Grund fur akutes Nierenversagen in der Kindheit und wird zu Uber 90 % durch
EHEC verursacht (Mahon et al. 1997, Tarr et al. 2005). Diese infektiose Form der
Krankheit, die initial mit Durchfall einhergeht, wird ,typisches* HUS genannt. Im
Gegensatz dazu kennt die Medizin auch eine seltene ,atypische* Form des HUS,
bei der als Ursache genetische Faktoren eine Rolle spielen (Zimmerhackl et al.
2002).

Die Inzidenz fur ,typisches”, infektibses HUS betragt 0,7 bis 1,0/100.000 Kinder
unter 15 Jahren in Deutschland und Osterreich. Etwa zwei Drittel der Erkrankten
werden dialysepflichtig, die Letalitat betragt 1-3 %. Als Folgeerkrankungen treten
arterielle Hypertonie, Proteinurie und chronische Niereninsuffizienz in bis zu 40 %
der Falle zehn bis 15 Jahre nach der Erkrankung auf (Zimmerhackl et al. 2002).
Das Land mit der hochsten HUS-Inzidenz ist Argentinien: Hier wurden im Jahr
2002 12,2 Falle/100.000 Kinder unter 5 Jahren nachgewiesen (Rivas et al. 2006).
Um dieser Krankheit entgegen zu wirken entwickelten Smith et al. (2006) eine
Vaccine fir den Menschen gegen HUS, die die Bildung von neutralisierenden
Antikdrpern gegen Stx1 und 2 bewirkt. Im Mausversuch zeigte diese Vaccine eine

gute Vertraglichkeit. Praxiserfahrung liegt noch nicht vor.

Die Inkubationszeit einer EHEC-Infektion betrdgt meist 1-3 Tage, mit einer
Ansteckungsfahigkeit muss solange gerechnet werden bis keine Bakterien mehr
im Stuhl nachgewiesen werden, was in der Regel funf bis zehn (bis 20) Tage
andauert. In Einzelfallen kann die Ausscheidung auch tUber Wochen bis Monate
erfolgen (RKI 2001), was fur die betroffene Person mit erheblichen Einschnitten im
beruflichen und sozialen Umfeld verbunden ist. So findet sich in der Literatur die
Falldarstellung eines EHEC-Langzeitausscheiders, eines Metzgermeisters, bei
dem von Juli 2002 bis April 2005 durchgehend stx1 nachgewiesen wurde, was
erhebliche berufliche Einschrankungen zur Folge hatte (Oberparleiter et al. 2007).
Solche  asymptomatischen  STEC-Ausscheider stellen ein  nicht zu
unterschatzendes Problem fir die Gesellschaft dar: Die Bakterien wurden
mehrfach bei gesunden Mitarbeitern von fleischverarbeitenden Betrieben
gefunden (Gareis et al. 2000, Stephan et al. 2000), was wiederum

lebensmittelhygienische Bedeutung hat.
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Die Wege, auf denen sich der Mensch mit den Bakterien infizieren kann, sind
vielfaltig. In Frage kommen hierbei der direkte Kontakt zu Tieren, Lebensmittel
oder auch die Ubertragung von Mensch zu Mensch, die nicht unterschatzt werden
darf (RKI 2005). Huber et al. (1998) ermittelten in 36 % der untersuchten
Erkrankungsfalle Kontakte mit Durchfallpatienten als Hauptinfektionsquelle. Auch
Werber et al. (2007) sahen als Ergebnis einer Kohortenstudie zu sekundaren
Haushaltsibertragungen in einer Trennung padiatrischer EHEC-O157-Patienten
von ihren Geschwisterkindern eine Interventionsmalnahme mit hohem

Praventionspotential.

2.2.10 Bedeutung beim Tier

2.2.10.1 Wiederkauer

Wiederkauer stellen das Hauptreservoir fir STEC dar. Die Bakterien wurden
weltweit bei den Hauswiederkauern Rind, Schaf und Ziege nachgewiesen (Shere
et al. 1998, Geue et al. 2002, Blanco et al. 2003, Hussein und Sakuma 2005, Wani
et al. 2005, Cho et al. 2006, Fairbrother und Nadeau 2006, Hussein 2007, Tristao
et al. 2007). Die Rinderdichte ist statistisch signifikant positiv assoziiert mit der
STEC-Gesamtinzidenz. Pro 100 zusatzlich gehaltene Rinder pro Quadratkilometer
steigt das Risiko einer STEC-Infektion beim Menschen um 68 % (Stark et al.
2007). Untersuchungen von Rinderbestanden in Deutschland zeigten, dass bei
einem Grof3teil der klinisch gesunden adulten Tiere (29-82 %) STEC-
Ausscheidung nachzuweisen war (Geue et al. 2002, MesselhduRer 2005).
Milchklihe zeigten eine hohere Ausscheidungsrate als Mastrinder (Dean-Nystrom
et al. 1998). Haufiger als bei adulten Tieren wurden die Bakterien bei Kalbern
ermittelt, hierbei oOfter bei an Durchfall erkrankten Kalbern als bei Tieren ohne
Durchfall (Leomil et al. 2003). Die Untersuchung von 105 Mastitisisolaten auf
STEC-Charakteristika durch Multiplex-PCR verlief dagegen durchwegs negativ
(Murinda et al. 2004).
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Experimentelle Infektionen zeigten, dass STEC-0157:H7-Stamme fur Rinder, die
alter als drei Wochen sind, als nicht pathogen betrachtet werden kénnen (Dean-
Nystrom et al. 1998).

Wieler et al. (2007) ermittelten signifikante Korrelationen zwischen dem Auftreten
von Durchfall und der Ausscheidung von STEC-typischen Virulenzfaktoren bei
Kalbern unterschiedlicher Altersstufen: Ausscheidung von Enterohdmolysin in der
ersten Lebenswoche, von Intimin in Lebenswoche eins und zehn, und von

Shigatoxinen in der vierten Lebenswoche.

Wichtig im Infektionsgeschehen ist, dass sich ein Stamm innerhalb einer Herde
oder eines Betriebs Uber Monate etablieren und so zu Reinfektionen der Tiere
fuhren kann. Eine bedeutende Rolle kommt dabei der horizontalen Ubertragung
zwischen den einzelnen Herdenmitgliedern zu, aber auch abiotische und biotische
Faktoren aus der Umgebung, wie zum Beispiel Oberflachen von Stallungen,
Futtermittel oder Trankewasser, dirfen in dieser Hinsicht nicht vernachlassigt
werden (Hancock et al. 1998, Shere et al. 1998, Geue et al. 2002). In diesem
Zusammenhang testeten Hancock et al. (1998) auch Poolproben von Fliegenfallen
als positiv fur E. coli O157. Die Bedeutung von Rindern im humanpathogenen
Geschehen wird dadurch unterstrichen, dass auch eae-positive STEC-Stdmme bei
dieser Tierart gefunden wurden (Zweifel et al. 2005), umso mehr da auch Kihe
und Ziegen in einem Streichelzoo als STEC-Ausscheider ermittelt werden konnten
(DebRoy und Roberts 2006).

Aber nicht nur Rinder, auch andere Wiederkduer spielen als Reservoir fur STEC
eine wichtige Rolle: So konnten Blanco et al. (2003) bei einem Grol3teil der
untersuchten gesunden Schafe stx-Gene nachweisen, wobei stx1 gegeniber stx2
Uberwog. Auch bei Kameliden wurden die Bakterien detektiert: Aus einem an
wassrigem Durchfall erkrankten Guanaco-Kalb wurde ein STEC-026:H11-Stamm
(Stx1 positiv, Intimin positiv, Enterohdmolysin positiv) isoliert (Mercado et al.
2004).
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2.2.10.2 Schwein

Erreger der Odemkrankheit bei Absetzferkel, die charakterisiert ist durch Odeme
im Kopfbereich, zentralnervése Storungen oder auch durch perakute Todesfélle,
sind E. coli, die F18ab-Fimbrien und Shigatoxin-2e exprimieren. Aufgrund dieser
Hauptvirulenzfaktoren werden die Erreger der Pathogruppe der STEC zugeordnet.
Sie gehoren meist den Serogruppen 0138, 0139, 0141 und 0147 an (Weinstein
et al. 1988, Cheng et al. 2006, Helgerson et al. 2006).

Neben der krankmachenden Bedeutung beim Schwein selbst ist die Rolle der
Tierart als Reservoir fur den Menschen umstritten: Beutin et al. (1993) stuften
STEC beim Schwein als weniger haufig ein: bei nur 7,5 % der im Raum Berlin
gepriften Tiere konnten Shigatoxine gefunden werden (Beutin et al. 1993).
1995 wurde schlief3lich eine genetische Verwandtschaft zwischen stx2e-positiven
Escherichia coli O101-Stdmmen von Mensch und Schwein beschrieben (Franke et
al. 1995a). Seitdem wird die Bedeutung dieser Tierart im menschlichen
Infektionsgeschehen immer wieder aufgegriffen: Bauerfeind et al. (2004) stellten
eine humanpathogene Bedeutung dieser Tierart eher in Frage, da bei
Untersuchungen zwar haufig Stx2e-kodierende E. coli gefunden wurden, diese
allerdings nur Charakteristka der Odemkrankheit aufwiesen. Andere
Toxinvarianten als Stx2e oder das eae-Gen wurden nicht nachgewiesen.
Sonntag et al. (2005a) zeigten, dass in Stx2e-bildenden Isolaten aus Mensch und
Schwein Unterschiede im Virulenzprofil und in der wirtspezifischen Interaktion mit
intestinalen Epithelzellen bestehen. Es wird auch hier von den Autoren die geringe
Wahrscheinlichkeit einer krankmachenden Wirkung beim Mensch postuliert.
Zweifel et al. (2006) fanden durch PCR und Kolonieblothybridisierung in
Kotproben gesunder Schweine am Schlachthof STEC-Serovare, die auch bei
infizierten Menschen nachgewiesen wurden. Keines der Isolate besald das eae-
Gen. Die Autoren betonten, dass sie, obwohl sie schwere Erkrankungen beim
Mensch fur eher unwahrscheinlich halten, das Schwein als Reservoir fir EHEC
nicht ausschlielRen kénnen. Diese Meinung vertraten ebenfalls Barth et al. (2007).
Auch Fratamico et al. (2004) fanden in den USA bei einer Studie humanpathogene
STEC-Stdmme in Schweinen, allerdings gehorte keiner davon zum Serotyp O157.
Bei den Untersuchungen waren 70 % der getesteten Schweine positiv fir Stx1
oder Stx2.
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Die Frage welche Bedeutung das Schwein als Ubertrager fir EHEC im
menschlichen Infektionsgeschehen spielt, kann nicht endgiltig beantwortet

werden.

2.2.10.3 Geflugel

E.coli beim Gefligel werden in der Gruppe der APEC, der aviar pathogenen
E.coli, zusammengefasst. Sie verursachen vor allem bei Huhn und Pute
verschiedene Erkrankungen, weisen allerdings in aller Regel kein klassisches
STEC/EHEC-Virulenzprofil auf. Bei der Untersuchung von Broilern mit klinischen
Symptomen auf STEC-Virulenzfaktoren konnte in keinem von 50 Stadmmen
Shigatoxin oder Intimin nachgewiesen werden (Dias da Silveira et al. 2002).

Auch Parreira und Gyles (2002) beschéftigten sich mit dem Vorkommen von
Shigatoxinen bei APEC. Die Autoren untersuchten insgesamt 97 lIsolate von
Huhnern und Puten, die an tiefer Dermatitis, Septikdmie oder dem Swollen-Head-
Syndrom erkrankt waren, sowie von gesunden Huhnern und fanden bei 53 % der
Proben stx-Gensequenzen, wobei hauptsachlich stxl nachgewiesen wurde. Das
eae- oder E-hly-Gen wurden nie gefunden. Die Autoren konnten also zeigen, dass
stx-Gene in der Gruppe der APEC weit verbreitet sind, allerdings wurde keine
zytotoxische Aktivitdt auf Verozellen beobachtet. Dies liel3 die Wissenschatftler
darauf schliel3en, dass die humanklinische Bedeutung der APEC eher gering ist.
Fries et al. (2005) untersuchten untauglich beurteilte Schlachtkdrper von Puten auf
STEC. Die Tiere waren klinisch unauffallig, post mortem wurde allerdings fibrindése
Serositis festgestellt. Stamme mit STEC-typischen Merkmalen konnten nicht
isoliert werden. Auch Beutin et al. (1993) konnten im Kot gesunder Huhner keine
STEC nachweisen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Bedeutung von
Geflugel als Reservoir fur den Menschen lange fiir gering gehalten.

Andere Ergebnisse, die diese Ansicht widerlegen, prasentierten Dipineto et al.
(2006): Die Arbeitsgruppe fand bei der Untersuchung von Kloakentupfern aus
lebenden Legehennenbestanden STEC des Serovars O157:H7, welches nicht im
Zusammenhang mit gastrointestinaler Erkrankung der Tiere stand. Die Autoren
zeigten, dass in Legehennen ein neues wichtiges Reservoir fur STEC-O157:H7-

Stdmme gesehen werden muss.
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Mehr Beachtung im STEC/EHEC-Infektionsgeschehen wird schon seit langerem
den Tauben geschenkt: so wurde bei 12,5 % gesunder Tiere eine neue stx2-
Genvariante, stx2f, nachgewiesen (Schmidt et al. 2000). Sonntag und Kollegen
zeigten, dass stx2f beim Menschen mit Durchfallerkrankung assoziiert sein kann
(Sonntag et al. 2005b).

Wichtige Erkenntnisse in diesem Zusammenhang liefern auch Untersuchungen
von Kotproben von Brief-, Rasse-, und Stadttauben (GroRmann et al. 2005):
Hierbei wurden bei 66,9 % der Proben Shigatoxingene gefunden, bei 36 % stx1,
bei 9 % stx2 und bei 37% stx2f, wobei hier der Anteil der Stadttauben am gréf3ten
war. Nach Ansicht der Autoren kann stx2f als taubenspezifisch angesehen
werden, allerdings wurde hier erstmals das Vorkommen von stx1- und eae-
positiven STEC beschrieben. Die Wissenschaftler forderten deshalb die
Betrachtung von Tauben, vor allem von Rasse- und Brieftauben, unter dem

Aspekt einer méglichen Zoonose.

2.2.10.4 Hund und Katze

Bei Hund und Katze wurden regelméRig STEC nachgewiesen, allerdings seltener
als bei anderen Tierarten (Beutin et al. 1993). Ihre Bedeutung als
krankmachendes Agens bei den Tieren selbst ist unklar (Beutin 1999). Sancak et
al. (2004) detektierten die Bakterien bei Hunden mit akutem und chronischem
Durchfall, allerdings auch bei klinisch gesunden Tieren, wobei bei dieser Gruppe
der Anteil der Ausscheider deutlich geringer war. Auch Thamm (2000) hat stx-
Gene sowohl bei gesunden als auch bei durchfallkranken Hunden gefunden. Hier
waren 2,5mal haufiger Jungtiere als adulte Hunde betroffen.

Fenwick und Cowan (1998) sahen eine Verbindung von STEC zur idiopathic
cutaneous and renal glomerular vasculopathy of greyhounds (CRGV oder CRVG).
Diese Erkrankung weist klinische und pathophysiologische Gemeinsamkeiten mit
dem HUS des Menschen auf. Die Autoren konnten bei einem Grof3teil, wenn auch
nicht bei allen, an CRVG erkrankter Tiere STEC-Stdmme nachweisen.
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Die epidemiologische Rolle jedoch, die Hund und Katze bei an HUS erkrankten
Kindern spielen ist eher unbedeutend, auch wenn einige Stamme mit
humanpathogenen Merkmalen bei beiden Tierarten gefunden wurden (Bentacor et
al. 2007).

Busch et al. (2007a) berichteten von einem Fall, bei dem bei Mensch und Katze
enterohdmorrhagische Escherichia coli mit den selben Pathogenitatsgenen
gefunden wurden. Wahrend beim Menschen blutiger Durchfall und Erbrechen
auftrat, verhielt sich die Katze asymptomatisch. Die entscheidende Frage, ob hier
das Tier den Menschen oder der Mensch das Tier infiziert hat, lie3 sich nicht
eindeutig klaren. Epidemiologische Uberlegungen machten allerdings den
Infektionsweg Mensch-Katze wahrscheinlich. Dies ist ein vollig neuer Aspekt, dem
Beachtung geschenkt werden muss. Im geschilderten Fall wurde die Katze

erfolgreich mit einer eigens hergestellten Schluckvaccine behandelt.

2.2.10.5 Andere Tierarten

Auch Kaninchen stellen eine potentielle Infektionsquelle fir den Menschen dar.
Bei dieser Tierart fanden sich stx1- und eae-positive STEC-Stdmme, allerdings nie
stx2 (Garcia und Fox 2003).

Ebenso wurde von Pferden im Zusammenhang mit EHEC-Infektionen beim
Menschen berichtet (Chalmers et al. 1997). Auch Pirchner et al. (2005) isolierten
aus Pferdefaeces einen EHEC-Stamm, welcher Uber Stx2c und Enterohamolysin
verfuigte und dem Serovar O113:H2 angehorte.

Untersuchungen von Wildtieren eines Zoologischen Gartens durch PCR zeigten
bei insgesamt 50,8 % der untersuchten Kotproben Shigatoxin-Gene auf. Tiere der
Ordnung Cetariodactyla und Rodentia konnten bei diesen Untersuchungen
erstmals als EHEC-Reservoir ermittelt werden (Leotta et al. 2006). Auch bei in
freier Wildbahn lebenden Tieren wurden die Bakterien gefunden, so bei
Seemowen (Makino et al. 2000), Wildschweinen (Wabhlistrom et al. 2003) und
Hirschen (Asakura et al. 1998, Ishii et al. 2007). Bei Untersuchungen in
Deutschland konnten Lehmann et al. (2006) 51,8 % der untersuchten Kotproben

von frei lebendem Wild als stx-positiv ermitteln.
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Bei Wildtieren Uberwogen allerdings generell Keime geringer Virulenz (Intimin-
negativ), die vor allem den Subtypen Stxlc und/oder Stx2d zuzuordnen waren
(Lehmann et al. 2006, Ishii et al. 2007).

2.2.11 Mdoglichkeiten zur Unterbrechung der Infektio  nskette Tier — Mensch

Bei der groRen Bedeutung, die Tiere im humanen Infektionsgeschehen haben,
drangt sich die Frage nach Mdglichkeiten zur Senkung des vom Tier ausgehenden
Infektionsrisikos auf: Zum einen gibt es Versuche uber eine Modifizierung des
Futterungsmanagements die STEC-Ausscheidungsrate bei Wiederkduern zu
beeinflussen. Verschiedene Arbeitsgruppen kamen hierbei zu widersprichlichen
Ergebnissen. So vertraten Hovde et al. (1999) und Bllte (2004) die Meinung, dass
eine Uberwiegende Kraftfuttergabe mit einer Erhdhung der kurzkettigen Fettsauren
im Pansen und einer damit einhergehenden pH-Wert-Senkung zu einer
Reduzierung der STEC-Ausscheidung fuhrt. Alkalische pH-Werte, bedingt durch
Heufltterung, wirden dagegen eine Vermehrung der STEC und somit erhthte
Ausscheidungsraten bewirken. Da jedoch E. coli die Saurebarriere des Magens
unterlaufen kdnnen (DeJonge et al. 2003, Forster 2004, Large et al. 2005), kann
nach Bulte (2004) eine Umstellung der Fltterung nur zu einer Verminderung, nicht
zu einer Vermeidung, der STEC-Ausscheidung fihren. Allerdings kdnnte nach
Ansicht des Autors eine entsprechende Umstellung des Futters circa eine Woche
vor der Schlachtung der Tiere den Eintrag von E. coli reduzieren. In vitro
Untersuchungen von Boukhors et al. (2002) belegten, dass Kraftfuttergabe zu
einem sauren pH-Wert im Pansen flhrt, welcher sich nachteilig auf das
Bakterienwachstum, nicht aber das Uberleben der STEC auswirkt. Andere Quellen
dagegen berichten den umgekehrten Effekt: Hier konnte die STEC-Ausscheidung
durch Heuflutterung im Gegensatz zu Kraftfuttergabe gesenkt werden (Diez-
Gonzalez et al. 1998, Gregory et al. 2000).

Auch der Haltungsform der Tiere muss Beachtung geschenkt werden: Bilte
(2002) verzeichnete bei einer Mutterkuhherde einen deutlichen Anstieg der STEC-
Ausscheidung bei Weidehaltung im Vergleich zu Stallhaltung.

Eine weitere Mdglichkeit zur Senkung der STEC-Ausscheidung sah Biilte (2002)

in der gezielten Fltterung von Probiotika.

27



Mehrere Autoren berichteten hierbei von Erfolgen sowohl durch Nutzung des
Prinzips der ,competitive exclusion® als auch durch Zugabe des Bakteriums
Lactobacillus acidophilus sowohl bei adulten Wiederkauern als auch bei
Jungtieren (Zhao et al. 1998, Brashears et al. 2003, Tkalcic et al. 2003, Zhao et al.
2003, Younts-Dahl et al. 2005).

Weitere Madoglichkeiten, die diskutiert wurden, sind der Einsatz von Antibiotika,
Jonophoren, Bakteriophagen und Impfungen (Callaway et al. 2004).

Gute Ergebnisse wurden mit dem Antibiotikum Neomycin erzielt (Elder et al.
2002). Das Problem hierbei ist jedoch, wie bei jedem Antibiotikaeinsatz bei einer
Resistenzbildung zu sehen. Callaway et al. (2004) hielten Neomycin jedoch in
Anbetracht einer Wartezeit von nur 24 Stunden und einer geringen Verwendung in
der Humanmedizin fur durchaus viel versprechend zur Senkung der STEC-
Aussscheidungsraten. Hierzu ist zu beachten, dass die Gabe von Antibiotika bei
EHEC-Infektionen in der Humanmedizin als kontrainduziert angesehen wird. Sie
kann zur Verlangerung der Bakterienausscheidung und zur Stimulierung der
Toxinbildung fihren (RKI 2008).

Substanzen, die immer wieder im Zusammenhang mit der Reduzierung der
Bakterien bei Wiederkduern Erwahnung fanden, sind Chlorate. Ihr Wirkprinzip
beruht darauf, dass die bakterielle Nitratreduktase nicht zwischen Nitrat und
seinem Analogum, Chlorat, unterscheiden kann. So wird Chlorat in Chlorit,
welches fir die Bakterien todlich ist, umgewandelt (Stewart 1988, Callaway et al.
2004). Erfolge mit dieser Methode wurden sowohl in vitro als auch in vivo von
Anderson et al. (2000, 2002), Callaway et al. (2002), Callaway et al. (2003),
Edrington et al. (2003) und Anderson et al. (2005) beschrieben. Hierbei gab es
keine Berichte von nachteiligen Auswirkungen auf die Tiere.

Eine weitere Praventionsmdoglichkeit, Impfungen, werden derzeit in praxi bei keiner
Tierart angewendet, auch wenn es wissenschaftliche Uberlegungen in diese
Richtung gibt. Potter et al. (2004) berichteten von Erfolgen bei der Impfung von
Rindern mit Tir und EspA, Typ-lll-sezernierten Proteinen. Cook et al. (2005)
verzeichneten gute Resultate mit der oralen Gabe von Escherichia coli O157:H7-
IgY. Auch Dziva et al. (2006) vaccinierten Kalber gegen eine Infektion mit
0157:H7 mit EspA und konnten so ein humorale Immunantwort bei den Tieren
erzielen. Allerdings bildete sich kein Schutz gegen eine Darmbesiedelung der

Bakterien aus. Eine EHEC-ausscheidende Katze wurde jedoch mit Erfolg mit einer
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extra hergestellten Autovaccine behandelt. Hierzu wurde dem Tier an zehn
aufeinander folgenden Tagen der hitzeinaktivierte EHEC-Stamm peroral

verabreicht (Busch et al. 2007a), was zu seiner Elimination fuhrte.

2.2.12 Bedeutung beim Lebensmittel

In Anbetracht der hohen Prévalenz von STEC bei Nutztieren ist das Vorkommen
dieser Bakterien in Lebensmitteln tierischen Ursprungs nicht Gberraschend (Meng
und Doyle 1998). Die Erstbeschreibung der Pathogruppe EHEC erfolgte bei dem
nicht ausreichend erhitzten Fleischprodukt ,Hamburger® (Riley et al. 1983).
Seitdem beschrieben viele Autoren den Nachweis dieser Bakterien aus Fleisch,
Fleischwaren oder auch Rohmilchprodukten (Murinda et al. 2004, MesselhaulRer
2005, Barlow et al. 2006, Caro und Garcia-Armesto 2007, Hazarika et al. 2007,
MesselhaulRer et al. 2007, Mora et al. 2007a, Mora et al. 2007b, Perelle et al.
2007, Varela-Hernandez et al. 2007).

Die Kontamination von Lebensmitteln tierischen Urprungs erfolgt in erster Linie
durch Verunreinigung beim Schlachtvorgang (Meng und Doyle 1998, FAO/WHO
2002) oder beim Melken (FAO/WHO 2002).

Da mit Kot verunreinigtes Fleisch nach der VO (EG) 854/2004 fir
genussuntauglich zu erklaren ist, kann es sich nur um Kontamination durch
Fékalpartikel handeln. Denkbar ist auch eine Kontamination von Fleisch durch
Verletzung der Gallenblase beim Schlachtvorgang, da dieses Organ beim Rind E.
coli O157 transient oder permanent beherbergen kann (Jeong et al. 2007). Auch
ist eine Kontamination des Fleisches durch Ausscheider am Schlachthof mdglich
(Gareis et al. 2000, Stephan et al. 2000).

Das groR3te Risiko einer EHEC-Infektion durch Lebensmittel liegt somit im Verzehr
roher Fleischprodukte, vor allem vom Rind, und von Rohmilch. So fanden Mora et
al. (2007b) STEC in 12 % der untersuchten Rinderhackfleischproben, wobei 1 %
dem Serovar O157:H7 zuzurechnen war. Neben den Shigatoxinen konnten
ebenfalls Enterohdmolysin und Intimin nachgewiesen werden. Perelle et al. (2007)
konnten in 2,6 % der untersuchten Hackfleischproben und bei 4,8 % der

getesteten Rohmilchproben Shigatoxine detektieren.
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Chapmann et al. (2001) priuften das Vorkommen von EHEC des Serotyps 0157
bei Rindern und Schafen am Schlachthof und in rohen Lebensmitteln dieser
Tierarten im gleichen Zeitraum. Obwohl 12,9 % der Kotproben positiv befunden
wurden, waren nur bei 0,4 % der Rind- und Lammfleischprodukte die gesuchten
Bakterien nachzuweisen. Die Ursache hierfir sah Bulte (2004) in der hygienisch
einwandfreien schlachttechnologischen Bearbeitung der TierkOrper unter
Vermeidung einer fakalen Kontamination. Geeignete Mal3hahmen hierfir und
hygienisch kritische Punkte im Schlachtprozess sind der Verschluss der
Speiserdhre (Rodding), die Umhillung und der Verschluss der Analregion, der
Fellabzug und die Erdffnung der Bauchhohle mit dem Ausweiden des Magen-
Darm-Traktes (Bulte 2001).

Neben Rohmilch kommen auch Milchprodukte, wie zum Beispiel Weichk&ase oder
Schaf- und Ziegenkéase (Rey et al. 2006, Caro und Garcia-Armesto 2007, Mora et
al. 2007a) als Infektionsquelle in Betracht. Ebenso missen neben Fleisch auch
Wurstwaren im Infektionsgeschehen Beachtung finden: In Kanada kam es 1999
zu einem EHEC-O157:H7-Ausbruch, der auf den Verzehr von Salami
zurtckzufihren war (MacDonald et al. 2004). Oteiza et al. (2006) testeten 3 % der
untersuchten Moracillas, eine argentinische Rohwurstspezialitat, positiv auf
Shigatoxine. Streichfahige Rohwurst war auch das Lebensmittel, bei dem
MesselhdulRer et al. (2007) am haufigsten stx-positive Resultate verzeichneten.

Im Schnellwarnsystem der Européischen Union flr Lebens- und Futtermittel
(RASFF, Rapid Alert System for Food and Feed) wurden in der Rubrik
mikrobiologische Gefahren Escherichia coli des Serotyps 0103 und O157 bei den
Lebensmittelkategorien Fleisch, Obst/Gemise und Krauter/Gewilrze erfasst

(Européische Kommission 2007).

Das RKI (2005) forderte zur Pravention von EHEC-Infektionen in diesem
Zusammenhang den Verzicht auf den Genuss von rohen tierischen Lebensmitteln
und eine ausreichende Erhitzung entsprechenden Materials: So soll Rohmilch,
auch Vorzugsmilch, generell abgekocht werden, bereits eine Kurzpasteurisierung
(72 ° C fur mind. 15 Sekunden) genigt zur Eliminier ung der Bakterien. Weiterhin
wird die Bedeutung aseptischer Bedingungen beim Abfiullen in der Molkerei

betont, um eine Rekontamination zu verhindern (RKI 2005).
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Bei Fleisch wurden Kerntemperaturen von > 68 °C (F AO/WHO 2002) bzw. 70 °C
fur mindestens 10 Sekunden (RKI 2005) empfohlen um STEC sicher abzutdten.

Auch pflanzliche Lebensmittel riicken im Zusammenhang mit STEC-Infektionen
haufig in den Blickpunkt. Die Verunreinigung dieser Lebensmittelgruppe erfolgt
Uber mit STEC kontaminiertes Wasser oder Giulle (FAO/WHO 2002). In Japan
konnten mit Kot kontaminierte Rettichsprossen als Ursache flur einen der bisher
groRten EHEC-Ausbriche ermittelt werden (Iltoh et al. 1998). Im Jahr 2006
erkrankten in den USA 199 Personen durch den Verzehr von rohem Spinat (Maki
2006). Solomon et al. (2002) wiesen nach, dass E. coli O157:H7 aus Boden und
Wasser Salatpflanzen Uber das Wurzelwerk besiedeln kann. Auch Salat wurde als
Infektionsquelle ermittelt, so bei einem EHEC-Ausbruch in Schweden (Welinder-
Olsson et al. 2004): Das Personal einer Kinderklinik erkrankte nach dem Verzehr
von Salat auf einer Betriebsfeier. Eine Ubertragung von Personal auf Patienten

wurde nicht berichtet.

Ein weiteres Reservoir fir STEC stellen Schalentiere dar (Gourmelon et al. 2006).
Die Autoren wiesen in 27,8 % der getesteten Muscheln, Austern und
Herzmuscheln von der franzdsischen Kiiste unterschiedliche STEC-Serotypen und
Shiga-Toxin-Typen, darunter auch den relativ seltenen Subtyp Stx1d, nach. Es
war keine Korrelation zwischen der E. coli-Zahl und dem Vorkommen von STEC

festzustellen.

Zusammenfassend kommen nahezu alle Lebensmittel durch direkte oder indirekte
Kontamination als potentielle Infektionsquelle in Betracht. Allerdings spielt nach
Angaben des RKI (2006) die Ubertragung von EHEC durch Lebensmittel bei
Kleinkindern , die die Bevdlkerungsschicht mit der hdchsten EHEC-Inzidenz
darstellen, eine eher untergeordnete Rolle. Hier iiberwiegen die Ubertragungen
von Mensch zu Mensch. Weiterhin stellte sich heraus, dass bei Lebensmitteln in
Deutschland STEC-Serovare dominieren, die haufig bei Erwachsenen mit
Durchfall nachgewiesen wurden (Beutin 2007a).

31



2.2.13 Bedeutung beim Wasser

Wasser spielt seit jeher eine wichtige Rolle als Ubertrager verschiedener
Krankheitserreger, so auch fur STEC/EHEC. Mit den Bakterien kontaminiertes
Trink-, Schwimmbecken-, Oberflachen- oder Abwasser kann zur Erkrankung
fuhren.

Bereits in den 90er Jahren wurde in England von einem Fall berichtet, bei dem als
Ausloser fur Hamorrhagische Colitis Schwimmen in einem See ermittelt wurde
(Keene et al. 1994). Auf Trinkwasser dagegen wurde ein E. coli O157-Ausbruch in
Walkerton, Kanada, im Jahr 2000 zuriickgefihrt. Hier erkrankten insgesamt 2003
Personen an Durchfall oder HUS, 18 Personen verstarben (WHO 2000, Schindler
2004, Garg et al. 2005). In Bayern wird Trinkwasser seit 1997 auf EHEC
untersucht, wobei als erste positive Probe im Jahr 1998 Wasser aus einer

Einzelwasserversorgung ermittelt wurde (Schindler 2004).

Die Belastung des Wassers mit EHEC kommt durch gewassernahen Viehtrieb,
Weidenutzung, Gulleausbringung oder auch durch punktuelle
Abwassereinleitungen aus Klaranlagen zustande (Vernozy-Rozard et al. 2002,
Chern et al. 2004, Spano et al. 2005). Um die Bedeutung von Klaranlagen im
Infektionsgeschehen abzuklaren, wurde in den Jahren 2003 und 2004 eine Studie
mit acht bayerischen Klaranlagen durchgefuhrt (Burckhardt et al. 2005). Dabei
waren 25 % der untersuchten Proben EHEC-positiv.

In Anbetracht dieser Beobachtungen und auch im Hinblick darauf, dass E. coli
0157:H7 im Trinkwasser eine Uberlebenszeit von tiber 300 Tagen und im Wasser
aus Seen bei kihleren Temperaturen von mehreren Wochen hat (Wang et al.
1998, Warburton et al. 1998), muss Wasser als Ubertrager in epidemiologischen
Uberlegungen beriicksichtigt werden.
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2.3 Rechtliche Grundlagen

Die wichtigste Rechtsnorm im Zusammenhang mit einer EHEC-Infektion ist das
.Gesetz zur Verhitung und Bekampfung von Infektionskrankheiten beim
Menschen® (IfSG) aus dem Jahr 2001. Nach diesem Gesetz zahlen Infektionen
mit EHEC zu den meldepflichtigen Erkrankungen. So ist nach 8 6 (1) 1f des IfSG
der Krankheitsverdacht, die Erkrankung sowie der Tod an enteropathischen
hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS) namentlich zu melden. Gemeldet werden
muss also bereits der Krankheitsverdacht von HUS, was Bales et al. (2003) damit
begrindeten, dass der Erregernachweis oft erst relativ spat erfolgt oder der
Erreger nicht mehr nachweisbar ist. Die frithe Meldung ermdgliche eine schnelle
Auffindung der Infektionsquelle.

Nach § 7 (1) 12a des IfSG unterliegt weiterhin der direkte oder indirekte Nachweis
von ,Escherichia coli, enterohamorrhagische Stamme (EHEC)" der namentlichen
Meldepflicht. Die besondere Bedeutung von EHEC wird hier durch seine getrennte
Auflistung von ,Escherichia coli, sonstige darmpathogene Stamme® (IfSG §
7(1)12b)) hervorgehoben.

Nach 8 7 des IfSG sind also Nachweise bei vom Menschen stammenden
Untersuchungsmaterial zu melden. Bales et al. (2003) kommentierten an dieser
Stelle, dass Erreger in sonstigem Material, also z. B. Kot von Nutztieren oder
Lebensmittel, nicht unter die Meldepflicht fallen. Erst wenn ein direkter
Zusammenhang zwischen dem Nachweis in nicht humanen Material und einer
konkreten akuten Infektion eines Menschen bestehe, so hat nach Bales et al.

(2003) auch hier eine namentliche Meldung zu erfolgen.

Meldungen missen grundsatzlich die vom RKI vorgegebenen Falldefinitionen zur
Ubermittlung von Erkrankungs- oder Todesfallen und Nachweisen von
Krankheitserregern nach 8 4 Abs. 2 des IfSG erflllen. So ist nach der Falldefinition
Nr. 14a der Nachweis einer EHEC-Infektion erfolgt, wenn Shigatoxin durch ELISA
aus einem Isolat oder wenn Shigatoxingene aus einer Stuhlanreicherung,

Mischkultur oder aus einem Isolat nachgewiesen wurden (RKI 2007).
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Das IfSG regelt weiterhin Mal3Bnahmen fir Patienten und Kontaktpersonen: so
dirfen nach 8§ 34 Abs.1 des IfSG Personen, die an EHEC erkrankt oder auch nur
verdachtig sind in Gemeinschaftseinrichtungen keine Lehr-, Erziehungs-, Pflege-,
Aufsichts-, oder sonstige Téatigkeiten ausiiben, bei denen sie Kontakt zu den dort
Betreuten haben, bis nach arztlichem Urteil eine Weiterverbreitung der Krankheit
durch sie nicht mehr zu beflrchten ist.

Ebenso dirfen geméalR 8§ 42 des IfSG Personen, die EHEC ausscheiden, nicht
beim Herstellen, Behandeln oder in Verkehr bringen bestimmter Lebensmittel, die
in 8 42 Abs.1 des IfSG aufgefihrt sind, tatig sein oder beschéftigt werden.

Dies macht deutlich, wie weit reichend die Konsequenzen einer EHEC-Infektion
sind und wie gegebenenfalls der Alltag einer betroffenen Person eingeschrankt
werden kann. Oberparleitner et al. (2007) berichten von einem Metzger, bei dem
durchgehend Uber drei Jahre stx-Gene nachgewiesen wurden und der wéahrend

dieser Zeit nicht auf seinem urspringlichen Betéatigungsfeld arbeiten konnte.

Aus tierseuchenrechtlicher Sicht zahlen Shigatoxin-bildende Escherichia coli zu
den meldepflichtigen Erkrankungen bzw. Erregernachweisen (Verordnung uber
meldepflichtige Tierkrankheiten, Anlage zu 8 1 Nr. 28). Nach 8 1 (1) muss das
Auftreten des Erregers vom Leiter der Veterindruntersuchungsamter, der
Tiergesundheitsamter, oder sonstiger offentlicher oder privater
Untersuchungsstellen unverziglich der nach Landesrecht zustandigen Behérde
unter Angabe des Datums der Feststellung, der betroffenen Tierarten, des
betroffenen Bestandes und des Kreises oder der kreisfreien Stadt gemeldet

werden.

Nach aktuellem Lebensmittelrecht darf ein Lebensmittel keine Gefahrdung fur die
menschliche Gesundheit darstellen. Dies ist in Art.14 der VO (EG) 178/2002 und
in 8 5 des LFGB verankert: ,Es ist verboten, Lebensmittel fur andere derart
herzustellen oder zu behandeln, dass ihr Verzehr gesundheitsschéadlich ... ist”
(LFGB 8 5 (1)) bzw. ,Lebensmittel, die nicht sicher sind, durfen nicht in Verkehr
gebracht werden” (VO (EG) 178/2002 Art. 14 (1)).

Nach Art. 14 (2) a der VO (EG) 178/2002 qilt ein Lebensmittel als nicht sicher,

wenn davon auszugehen ist, dass es gesundheitsschadlich ist.



Nach einem ALTS (Arbeitskreis der auf dem Gebiet der Lebensmittelhygiene und
der vom Tier stammenden Lebensmittel tatigen Sachverstdndigen)-Beschluss
(2001) ist bezlglich STEC eine Beurteilung nach 8 8 des LMBG (jetzt Artikel 14
Abs. 2a der VO (EG) 178/2002) moglich, wenn nach positivem PCR- bzw. Real-
Time-PCR-Ergebnis auch ein kultureller Nachweis des Keims gefuhrt werden kann
(Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB, L 07-18-1,
2002) und es sich um ein verzehrsfertiges Lebensmittel handelt. Somit werden
Lebensmittel nach PCR-Nachweis von stx und anschlieender kultureller
Bestatigung als “gesundheitsschadlich® und damit ,nicht sicher* gemald Art. 14
Abs. 1 in Verbindung mit Absatz 2a der VO (EG) 178/2002 eingestuft. Werden die
Bakterien in einem Lebensmittel nachgewiesen, das vor Verzehr durcherhitzt wird,
wird es als ,gesundheitsschadlich* und damit als ,nicht sicher im rohen Zustand
gemal Art. 14 Abs. 1 in Verbindung mit Abs. 2a der VO (EG) 178/2002 eingestuft.
Da die VO (EG) 178/2002 allerdings auch die Verzehrsgewohnheiten sowie die
Information des Verbrauchers bericksichtigt (Art. 14 Abs. 3) kann dieses
Lebensmittel unter der Voraussetzung, dass es vor Verzehr durcherhitzt wird
(entsprechende Kenntlichmachung auf der Verpackung), als ,sicher® eingestuft
werden (Messelhaul3er, personliche Mitteilung, 2007).

Eine weitere Rechtsvorschrift zur Lebensmittelsicherheit ist die VO (EG)
2073/2005 uber mikrobiologische Kriterien fur Lebensmittel. Die Zielgruppe, an die
sich diese Verordnung richtet, sind die Lebensmittelunternehmer, die die
Hauptverantwortung fir die Sicherheit eines Lebensmittels tragen (VO (EG)
852/2004 Art. 1 (1) a). Nach Art. 3 (1) der VO (EG) 2073/2005 haben
Lebensmittelunternehmer sicherzustellen, dass die in Anhang | dieser
Verordnung aufgefiihrten mikrobiologischen Kriterien eingehalten werden. Die
Verordnung unterscheidet Sicherheitskriterien und Prozesshygienekriterien. So
spielt die Spezies E. coli bei den verschiedenen Lebensmittelgruppen als Indikator
fur eine Fakalkontamination eine Rolle. STEC/EHEC gesondert wurden aufgrund
einer Stellungnahme des Sub-Committee on Veterinary Public Health (SCVPH)
nicht aufgenommen (VO (EG) 2073/2005 (14)).

Nach Art. 1 Satz 2 bleibt es jedoch Recht der zustandigen Behorde, ,weitere
Probenahmen und Untersuchungen in Rahmen von Prozesskontrollen in Fallen, in
denen der Verdacht besteht, dass Lebensmittel nicht unbedenklich sind, oder im

Zusammenhang mit einer Risikoanalyse durchzufihren, um andere
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Mikroorganismen, deren Toxine oder Metaboliten nachzuweisen oder zu
messen®. Auch Kramer (2008) betont im Zusammenhang mit rechtsverbindlichen
mikrobiologischen Anforderungen an Lebensmittel besonders die
Eigenverantwortung der Unternehmen: letztlich lage die Verantwortung fir ein
Lebensmittel beim Hersteller, er habe dafir Sorge zu tragen, dass sein
Lebensmittel unbedenklich ist ebenso hinsichtlich der klassischen Erreger wie
Salmonellen wie auch im Hinblick auf Erreger, die zunehmend an Bedeutung
gewinnen, wie STEC/EHEC oder Viren.

Die Fachgruppe Lebensmittelmikrobiologie und -hygiene der Deutschen
Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) erstellte fur verschiedene
Lebensmittelgruppen mikrobiologische Richt- und Warnwerte zur Beurteilung. Die
Werte sind rechtlich nicht bindend, geben aber Anhaltspunkte hinsichtlich der
Einhaltung allgemeinener Hygieneanforderungen. Die angegebenen Richt- oder
Grenzwerte fur Escherichia coli gelten als Hygieneindikatoren. Sollte das Ziel der
Untersuchungen der Ausschluss pathogener E. coli-Species sein, sind die Richt
und Warnwerte nicht anzuwenden. Die Isolate mussen in diesem Fall hinsichtlich
des Vorkommens bestimmter Pathogenitatseigenschaften gepruft werden (Kramer
2007).

Eine &hnliche Situation findet sich auch in Rechtsvorschriften, die das Wasser
betreffen. In 8 1 der TrinkwV von 2001 wird als Zweck dieser Verordnung der
Schutz der menschlichen Gesundheit genannt. STEC/EHEC werden auch hier
nicht explizit genannt, die so genannten Kolibakterien spielen wiederum eine
wichtige Rolle als Indikatorkeime fir eine frische fakale Kontamination und dirfen
in 100 ml nicht nachweisbar sein. Gutekriterien fir Badegewasser finden sich in
der Richtlinie 2006/7/EG. Hier werden fir E. coli als Indikator fur eine fakale
Verunreinigung Werte von bis zu 1000 Bakterien/100 ml fir Binnengewasser
angegeben. Untersuchungen von Badegewdassern auf STEC/EHEC sind nicht
vorgeschrieben. Seit 1998 wurden in Bayern Proben von EG-Badegewassern mit
Koloniezahlen von Uber 200 E. coli pro 100 ml auf EHEC untersucht,
Wasserproben von Nicht-EG-Badeplatzen oder Flissen dagegen nur auf

Anordnung der jeweiligen Gesundheitsamter (Schindler et al. 2003).
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3 MATERIAL UND METHODEN

Am Bayerischen Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) in
OberschleiBheim als zentraler Fachbehdrde werden humane Stuhlproben,
Kotproben von Haus- und Nutztieren, Lebensmittel tierischen und pflanzlichen
Ursprungs, sowie Trink- und Oberflachenwasser auf das Vorliegen von
STEC/EHEC untersucht.

Die humanen Stuhlproben, die in der vorliegenden Studie analysiert wurden,
stammten entweder von Patienten mit Durchfallsymptomatik, mit HUS, Verdacht
auf HUS oder von symptomlosen Ausscheidern. Kotproben von Haus- und
Nutztieren wurden in der Regel im Rahmen von Umgebungsuntersuchungen auf
STEC/EHEC untersucht — also vielmehr zur Abklarung der Infektionsquelle des
erkrankten Menschen als zur Diagnostik von enteralen Symptomen beim Tier
selbst. Bei den auf STEC/EHEC untersuchten Lebensmitteln handelte es sich um
Proben im Rahmen des Probenplans sowie um Verdachts- oder

Beschwerdeproben, bei den Wasserproben um Verdachtsproben.

Die EHEC-Diagnostik erfolgte am LGL mit kulturtechnischen und
molekularbiologischen Methoden. Bis zum Jahr 2003 wurde der Nachweis der
Shigatoxingene stx1 und stx2 mit konventioneller PCR durchgefuhrt, wahrend ab
2004 die Real-Time-PCR in der Routinediagnostik etabliert wurde. An den
Shigatoxin-Gen-Nachweis schloss sich die Keimisolierung durch Kolonieblot-DNA-
Hybridisierung, die biochemische Prifung der Keime, der Nachweis weiterer
Pathogenitatsgene (eae und E-hly) und letztlich die Serotypisierung an, die am
Robert Koch-Institut in Wernigerode durchgefihrt wurde. Der vollstandige

Untersuchungsablauf ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb. 1: Der Datensammlung zugrunde liegender Untersuchungsablauf

Anzucht* (ENDO-Agar, 37 ° C, 24 h)
und Probenvorbereitung

Nachweis der Shigatoxin-Gene
stx1/stx2 mit Real-Time-PCR

positiv: negativ:
Uberpriifung nachgewiesener Ende der Untersuchung
stx-Gene mit erneuter
Real-Time-PCR
negativ: positiv:
Ende der Untersuchung Uberprifung von 5 Kolonien mit
Real-Time-PCR
| ]
positiv: negativ:

Nachweis von stx1/stx2 mit Real- | Kolonieblot-DNA-Hybridisierung
Time-PCR von Reinkultur

Biochemische Differenzierung

| ]
E.-coli-positiv: E.-coli-negativ:
Nachweis der Pathogenitatsgene Ende der Untersuchung
eae und E-hly mit Real-Time-PCR

Serotypisierung am RKI in
Wernigerode

* Bei Lebensmittelproben vor der
Anzucht auf ENDO-Agar Anreicherung
in modifizierter Tryptose-Soja-Bouillon
Archivierung am LGL in Cryobank (mTSB) nach der Amtlichen Sammlung
von Untersuchungsverfahren nach § 64
LFGB, L 07-18-1, 2002.
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3.1 Datenermittlung und Auswertung

Im Rahmen dieser Studie wurden Laborbicher und Befundberichte des EHEC-
Labors am LGL Oberschleil3heim aus den Jahren 2002 bis 2006 ausgewertet, alle
positiven Ergebnisse mit geno- und phanotypischen Merkmalen analysiert und
durch eigene Versuche erganzt. Jede positive Probe wurde hinsichtlich der
Pathogenitatsfaktoren Shigatoxin-1 (stx1), Shigatoxin-2 (stx2), Intimin (eae) und
Enterohamolysin (E-hly) sowie des Serovars erfasst. Bei Proben humanen
Ursprungs wurde weiterhin das Alter der stx-positiven Personen, bei Tieren die
Tierart und bei Lebensmitteln die Art des Lebensmittels aufgenommen. Proben
humanen Ursprungs auf die Bezug genommen wurde, kamen aus ganz Bayern,
wahrend Kotproben von Tieren, Lebensmittel-, und Wasserproben aus dem
sudbayerischen Raum stammten.

Zur Auswertung der ermittelten Daten wurde mit Methoden der deskriptiven

Statistik gearbeitet.

Tab. 3: Anzahl der STEC/EHEC-Untersuchungen in den Jahren 2002-2006

Jahr
Herkunft der Proben 2002 2003 2004 2005 2006 Summe
Mensch 3118 4500 3491 3505 3078 17692
Tier 428 332 163 123 104 1150
Lebensmittel 244 80 175 333 253 1085
Wasser 1150 1088 624 444 427 3733
Summe 4940 6000 4453 4405 3862 23660

3.2 Eigene praktische Untersuchungen

Alle stx2-positiven Isolate des Jahres 2006 (n = 77) wurden sowohl durch PCR mit
spezifischen Primern als auch durch Schmelzkurvenanalyse subtypisiert und die

Ergebnisse beider Methoden verglichen.
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Des Weiteren wurden insgesamt 233 stx1- und/oder stx2-positive EHEC-Isolate
(185 von Menschen, 20 von Nutztieren, 10 aus Lebensmittelproben und 18 aus
Wasserproben) mit PCR (Paton und Paton 2005) auf die Anwesenheit des subA-

Gens, das fir das Zytotoxin Subtilase kodiert, untersucht.

3.2.1 Probenvorbereitung

Die zu prufenden Isolate wurden aus der Stammsammlung des LGL entnommen,
auf ENDO-Agarplatten (Fa. Oxoid) ausgestrichen und 24 Stunden bei 37 ° C
bebritet. Das ENDO-Medium ist ein Selektivndhrboden zum Nachweis von
Escherichia coli und coliformer Keime. Es enthélt u. a. Natriumsulfit und Fuchsin
(siehe Anhang 8.1.2, S. 95), die einerseits das Wachstum grampositiver Keime
hemmen, andererseits die Kolonien rot farben. Escherichia coli-Kolonien sind
zusatzlich an einem metallenen Fuchsinglanz zu erkennen.

Nach der Inkubation und Reinheitsprifung wurde je eine Einzelkolonie mit einer
sterilen Ose in je ein ReaktionsgefaR mit 200 pl 0,9 %iger physiologischer
Kochsalzlésung eingerieben. Von dieser Suspension wurden 20 pl in 400 pl
Ampuwa® (Fa. Fresenius) Uberpipettiert und als Ansatz fiir die nachfolgenden
Untersuchungen, PCR und Real-Time-PCR, verwendet.

Die so vorbereiteten Proben wurden gemischt und bei 95 ° C fir 15 Minuten
erhitzt. Dies fuhrt zur Abtétung und Zerstérung der Zellen und gleichzeitig zur
Freisetzung der Bakterien-DNA.

Anschlieend wurden die Proben zentrifugiert (15 s bei 14000 U), um

Kreuzkontaminationen beim Offnen zu vermeiden.

3.2.2 Real-Time-PCR

Die Methode der Real-Time-PCR kam zur Ermittlung der Pathogenitatsgene stx1,
stx2, eae und E-hly zum Einsatz. Im Rahmen der Studie eingesetzte Primer und

Sondensysteme sind in den Tabellen 4 und 5 dargestellt.
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Tab. 4: Primer fur die Real-Time-PCR auf stx1/stx2 bzw. eae/E-hly

Primer Bezeichnung Sequenz Literatur
stx1 und stx2 STEC-1 5°-GA(A/G) C(A/G)A AAT AAT TTA Reischl et al.
TAT GTG-3' (2002)
STEC-2 5-TGA TGATG(A/G) CAA TTC
AGT AT-3°
eae eaeA 5-GAC CCG GCA CAA GCA TAA Reischl et al.
GC-3° (2002)
eaeAR 5°-CCA CCT GCA GCA ACA AGA
GG-3°
E-hly hlyAF 5°-GCA TCA TCA AGC GTA CGT Reischl et al.
TCC-3 (2002)
hlyAR 5°-CCA CCT GCA GCA ACA AGA
GG-3
Tab. 5: Sonden fiir die Real-Time-PCR auf stx1/stx2 bzw. eae/E-hly
Sondens ystem Bezeichnung Sequenz Literatur

stx1 STEC-I HP-1 5-TTT ACG TTT TCG GCA AAT Reischl et al.
ACA GAG GGG AT-(FL)-3" (2002)
STEC-I HP-2 5’-(Red 640)-TCG TACAAC ACT
GGATGA TCT CAG TGG G-g-Ph-
3
stx2 STEC-IIHP-1 5-TCA GGC ACT GTC TGA AAC Reischl et al.
TGC TCC TGT GTA- (FL)-3 (2002)
STEC-IIHP-2  5'-(Red 705)-TACAAC ACT GGA
TGA TCT CAG TGG G-g-Ph-3°
eae eae-HP-1 5-ACA GTT CTG AAA GCG AAA Reischl et al.
TGA TGA AGG C-(FL)-3° (2002)
eae-HP-2 5°-(Red 640)-CCT GGT CAG CAG
ATC ATT TTG CCA CT-g-Ph-3
E-hly hlyA HP-1 5-GCA TGG CTC TTG ATG AAT Reischl et al.
TGC TGA GA-(FL)-3° (2002)
hlyA HP-2 5°-(Red 705)- CCA CGG GAA GGA
GAG GAT ATA AGT CAG-g-Ph-3°
Red 640 Red 640-N-hydroxy-succinimide-ester (LightCycler-Farbstoff)
Red 705 Red 705-phosphoramidite (LightCycler-Farbstoff)
FL Fluorescein
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Die Komponenten des eingesetzten Mastermixes finden sich in Tabelle 6. Es
wurde jeweils ein 20 pl Ansatz, bestehend aus 18 pl Mastermix und 2 ul

extrahierter DNA, verwendet.

Tab. 6: Komponenten des Mastermixes fir die Real-Time-PCR (20 pl Ansatz)

Target H,O MgCl, Primer Sonde HYB MasterMIX
(25 mmol/l) (0,5 umol) (0,2 pumol)

stxl/stx2 7,6 ul 2,4 pl 1,0 ul 1,0 ul 2,0 ul

eae/E-hly 56 pul 2,4 pl 1,0 pl 1,0 ul 2,0 ul

18 ul Mastermix und 2 pl extrahierte DNA wurden in PCR-Glaskapillaren pipettiert,
abzentrifugiert und in den LightCycler® (Roche Diagnostics, Deutschland)
verbracht. Als Kontrollen dienten die Stamme TUL1 (stx1, eaeA, E-hly), TU2 (stx2)
und TU3 (ohne Virulenzfaktoren, Negativkontrolle), sowie als Positivkontrollen fur

die jeweiligen Subtypen die in Tabelle 12, S. 47, aufgefiihrten Stamme.

Das fir die Real-Time-PCR verwendete Temperatur-Zeit-Programm ist in Tabelle
7 aufgefuhrt.

Tab. 7: Temperatur-Zeit-Programm fiur die Real-Time-PCR

Programmschritt Temperatur (°C) Zeitdauer

Pra-Denaturierung 95 10 min

Amplifizierung (50 Zyklen)

Denaturierung 95 10s
Annealing 50 20 s
Extension 72 30s
Kihlung 40 30s
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3.2.3 Schmelzkurvenanalyse

Grundlage der Schmelzkurvenanalyse ist der Hyperchromie-Effekt: DNA
absorbiert ultraviolettes Licht, wobei das Maximum bei einer Wellenlange von 260
nm liegt. Die Absorption von Licht verstarkt sich mit zunehmender Denaturierung
der DNA. Bei der Schmelzkurvenanalyse werden die Wasserstoffverbindungen,
die die beiden Strédnge der DNA-Dopppelhelix zusammenhalten, durch langsame
Temperaturerhéhung von 50 °C auf 95 °C gel6st.

Die Schmelztemperatur (T,) ist diejenige Temperatur, bei der die Halfte des DNA-
Molekuls in denaturierter Form vorliegt. Mit ansteigender Temperatur kann die
Denaturierung der DNA durch kontinuierliches Messen der Absorptionszunahme

ultravioletten Lichts (260 nm) graphisch als Schmelzkurve dargestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Schmelzkurvenanalyse zur Subtypisierung
von Shigatoxin-2-Genen im Anschluss an die Real-Time-PCR im LightCycler® im
Sinne einer Mutationsanalyse mit Hybridisierungssonden durchgefihrt.

Zur Erstellung der Schmelzkurven wurde unmittelbar nach dem letzten Zyklus der
Real-Time-PCR die Temperatur in der Reaktionskammer des LightCyclers®
langsam um 0,1-0,2 °C/s von 50 °C auf 95 °C erhd ht. Wahrenddessen wurde
das Fluoreszenzsignal kontinuierlich erfasst.

Zur Visulisierung der Schmelztemperaturen (T,) wurde mathematisch die erste
negative Ableitung (-dF/dT) der Schmelzkurven berechnet und aus dem
Wendepunkt der Kurve T, abgelesen. T, ist charakteristisch fir die
Basenzusammensetzung und héngt sowohl von Lange und GC-Gehalt der
Hybridisierungssonde als auch vom Homologiegrad innerhalb des Sonden-Target-
Hybrids ab. Daher separieren Sonden, die perfekt an die Target-DNA-Sequenzen
passen, bei einer hbheren Schmelztemperatur T, als jene, die mit dem Target
Uber destabilisierende Fehlpaarungen verbunden sind.

Schmelzkurven wurden mit Hilfe der LightCycler®-Auswertungssoftware (LC
Software 3.5, Roche Diagnostics Mannheim GmbH, Deutschland) fur alle stx2-

positiven Isolate sowie flr stx2-Subtypen-Kontrollstamme erstellt und analysiert.
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3.2.4 PCR auf stx2, stx2-Subtypen ( stx2/2c, 2d, 2e) sowie auf Subtilase

Die zu untersuchenden Isolate wurden auf ENDO-Agar angeziichtet (37 °C, 24 h),
die DNA extrahiert und fur die PCR eingesetzt.

Die Komponenten des eingesetzten Mastermixes finden sich in Tabelle 8. Es
wurde jeweils ein 25 pl Ansatz, 17 pl Mastermix und 8 pl extrahierte DNA,

verwendet.

Tab. 8: Komponenten des Mastermixes fur die PCR (25 pl Ansatz)

Ziel H20 10xPuffer mit  Primer dNTP-Mix  Tag-
15 mM MgCl, (10 pmol/pl)  (je 10 mM) Polymerase
(5 U/
stx2, stx2c, 12,4pul 2,5l 1,0 ul 0,5 ul 0,1 ul
stx2d, stx2e
SubA

Es kam die DNA-Polymerase ,AmpliTag* der Firma Applied Biosystems zum
Einsatz. Die verwendeten Primer (Fa. Eurofins MWG GmbH, Deutschland) sind in
Tabelle 9 aufgefuhrt.

Insgesamt wurden somit pro Probe jeweils 25 ul zur PCR eingesetzt und in den

Thermocycler (Applied Biosystems, Deutschland) verbracht.



Tab. 9: Im Rahmen der Studie eingesetzte PCR-Primer

Primer Target Sequenz Lange Literatur
LP43 Stx2A und 5-ATC CTA TTC CCG Cebula et al.
Varianten GGA GTT TAC G-3° 584 bp  (1995)

LP44 5-GCG TCA TCG TAT
ACA CAG GAG C-3°

GK3 stx2B, stx2cB  5-ATG AAG AAG ATG Karch et al.
TTT ATG-3° 260 bp  (1997)

GK4 5-TCA GTC ATT ATT
AAA CTG-3°

VT2-cm  stx2dB 5-AAG AAG ATA TTT Pierard et al.
GTA GCG G-3° 256 bp  (1998)

VT2-f 5-TAA ACT GCA CTT
CAG CAA AT-3°

FK1 stx2eB 5-CCC GGA TCC AAG Franke et al.
AAG ATG TTT ATAG-3° 280 bp  (1995b)

FK2 5-CCC GAA TTC TCA
GTT AAACTT CAC C-3

SubHCDF subA 5-TAT GGC TTC CCT Paton und
CATTGCC-3 556 bp  Paton (2005)

SubSCDR 5-TAT AGC TGT TGC
TTC TGA CG-3°
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Der Einsatz der in der vorliegenden Studie verwendeten Primer zur Subtypisierung

von stx2 wurde von Mellmann et al. (2004) publiziert (siehe Tabelle 10).

Tab. 10: PCR-Primer und Identifizierungsstrategie fur die stx2-Genotypisierung
nach Mellmann et al. (2004)

PCR-Produkt

Primer Stx2 stx2c stx2d stx2e

LP43/LP44 + + + +
GK3/GK4 + + - -
VT2ecm/VT2-f - - + -
FK1/FK2

1

1

1
=+

+ positiv
- negativ

Die verwendeten Temperatur-Zeit-Programme sind in Tabelle 11 aufgefuhrt.

Tab. 11: Temperatur-Zeit-Programme fir stx2-, stx2-Subtypen- und Subtilase-
PCR

Pra-Denaturierung 94 °C, 5 min

30 Zyklen Denaturierung Annealing Extension

Target Primer

Stx2A LP43 94°C,30s 57°C,60s | 72°C,60s
LP44 94°C,30s 57°C,60s |72°C,60s

stx2B/2cB | GK 3 94°C,30s 57°C,60s |72°C,60s
GK4 94°C,30s 57°C,60s |72°C,60s

stx2dB VT2-cm 94°C,30s 55°C,60s |72°C,60s
VT2-f 94°C,30s 55°C,60s |72°C,60s

stx2eB FK1 94°C,30s 55°C,60s |72°C,40s
FK2 94°C,30s 55°C,60s |72°C,40s

SubA SubHCDF | 94 °C, 30 s 57°C,60s | 72°C,60s
SubSCDR |94 °C, 30 s 57°C,60s |72°C,60s

Post-Elongation 72 °C, 10 min

Post-PCR-Hold 4°C, ©
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Das PCR-Produkt wurde elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurden in eine
Mikrotiterplatte fir die entsprechende Probenanzahl je 2 ul Bromphenolblaupuffer
vorgelegt und je 15 pl des PCR-Amplifikates hinzu pipettiert.

Ein 2 %iges Agarose-Gel wurde in eine mit 1x TBE-Puffer befillte
Elektrophoresekammer gelegt. In die einzelnen Geltaschen wurde 12 pl Ansatz
sowie 10 pl DNA-Marker (pUCMix8; 50 ng/ul; Fa. Fermentas) zum spateren
Vergleich der Bandenlangen gegeben. Ebenfalls mitgefihrt wurden eine
Positivkontrolle, eine Negativkontrolle und eine MasterMix-Kontrolle als Blindwert.
Nach 40 Minuten Laufzeit in der Elektrophoresekammer (100 Volt) erfolgte die
Farbung des Gels mit Ethidiumbromid (0,05 %) und die Auswertung durch
visuellen Vergleich der Banden mit dem Langenstandard pUCMix 8 unter UV-
Licht.

Tab. 12: Verwendete KontrollstAmme fir stx2-Subtypen- und Subtilase PCR

Bezeichnung Literatur

stx2c E32511 Schmidt et al. (1996)
stx2d-Ount EH 250 Pierard et al. (1998)

stx2e E57 0138 Franke et al. (1995a)

subAB 98NK2 O113:H21  Paton und Paton (2005)
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4 ERGEBNISSE

4.1 Auswertung der STEC/EHEC-Daten 2002 bis 2006

Im Folgenden wird die Charakterisierung von STEC/EHEC-Proben Uber einen
Zeitraum von funf Jahren (2002 bis 2006) zusammengefasst dargestellt, um die
Einzelergebnisse der unterschiedlichen Jahre im zeitlichen Verlauf besser
erfassen und beurteilen zu kénnen. Die Teilresultate der einzelnen Jahre sind im

Anhang (siehe 8.2.1) zu finden.

4.1.1 Stuhlproben

In den Jahren 2002 bis 2006 wurden insgesamt 17692 Stuhlproben auf EHEC
untersucht. Hierbei konnte bei 898 Personen eine Neuinfektion mit dem Erreger
nachgewiesen werden (2002: 176; 2003: 203; 2004: 182; 2005: 183; 2006: 154).
Die Anzahl der EHEC-Neuinfektionen beim Menschen war in jedem betrachteten
Jahr anndhernd gleich: Im Durchschnitt zeigten sich 5,1 % (2002: 5,6 %; 2003: 4,5
%; 2004: 5,2 %; 2005: 5,2 %; 2006: 5,0 %) der gepruften Stuhlproben EHEC-
positiv. Die stx-positiven Stuhlproben von 884 Personen sind in der vorliegenden
Arbeit aufgeschlisselt.

Die Altersverteilung der EHEC-Infizierten veranschaulicht Abbildung 2. Daraus
geht hervor, dass der Grol3teil (42,0 %) der 884 stx-positiven Personen bis zu vier
Jahre alt war. An zweiter Stelle standen mit 23,2 % Personen mit einem Alter von
21 bis 40 Jahren, gefolgt von den 5- bis 10-Jéahrigen (12,3 %), den 41- bis 60-
Jahrigen (10,2 %) und den tber 60-Jahrigen (6,4 %). Die Altersgruppe, bei der am
seltensten stx in Stuhlproben nachgewiesen wurde, war die der 11- bis 20-
Jahrigen (5,9 %).
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Abb. 2: Altersverteilung der EHEC-infizierten Personen (n = 884)
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Abb. 3: Altersverteilung der infizierten Personen nach Jahren (n = 884)
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Wie aus Abbildung 3 ersichtlich, stellte sich der Verlauf der Altersstruktur der
infizierten Personen im direkten Vergleich der Jahre 2002 bis 2006
folgendermal3en dar: Die am starksten vertretene Altersgruppe war konstant Uber
jedes untersuchte Jahr hinweg die der Kleinkinder, wobei eine leicht fallende
Tendenz beobachtet wurde. Die Altersgruppe der 21- bis bis 40-Jahrigen stand
jedes Jahr an zweiter Stelle, allerdings zeigten sich hier deutliche Abweichungen
im jahrlichen Vergleich. Die Anzahl der EHEC-positiven Stuhlproben von Finf- bis
Zehnjahrigen war in den Jahren 2002, 2003, 2005 und 2006 &hnlich, wahrend sich
im Jahr 2004 ein deutlicher Abfall bemerkbar machte. Bei den Personen im Alter
von 41 bis 60 Jahren zeichnete sich Uber vier Jahre (2002 bis 2005) ein Anstieg
ab, wahrend die Anzahl im Jahr 2006 wieder leicht zurlickging. Bei den tber 60-
Jahrigen liel3 sich insgesamt eine leicht fallende Tendenz erkennen, wéhrend man

bei den Elf- bis 20-Jahrigen keinen klaren Trend sah.
Bei 385 (43 %) der 884 stx-positiven Mischkulturen aus Stuhlproben konnte stx1
ermittelt werden, stx2 bei 317 (36 %) und beide Shigatoxingene zusammen bei

182 (21 %), wie in Abbildung 4 dargestellt.

Abb. 4: Verteilung der Shigatoxingene in Mischkulturen aus Stuhlproben
(Ngesamt = 884) der Jahre 2002 bis 2006

stx1+2: n=182; 21 %

stx1; n = 385; 43 %

stx2; n=317; 36 %

50



Im direkten Vergleich der einzelnen Jahre dominierte in den Jahren 2002, 2003
und 2006 das Vorkommen von stx1 alleine, wahrend in den Jahren 2004 und 2005
beide Shigatoxingene fast gleichauf waren, wobei stx2 geringgradig tiberwog. Das
gleichzeitige Auftreten von stx1 und 2 zusammen wurde jedes Jahr seltener
detektiert, wobei generell eine Abnahme zu bemerken war. Dieser Verlauf ist in
Abbildung 5 dargestellt.

Abb. 5: Vorkommen von Shigatoxingenen in Mischkulturen aus Stuhlproben im

direkten jahrlichen Vergleich (n = 884).
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Aus den stx-positiven Mischkulturen aus Stuhlproben gelang bei 75 % der
Keimnachweis mittels Kolonieblot-DNA-Hybridisierung. So werden im Folgendem
661 Stuhlisolate bezuglich der weiteren Pathogenitatsgene eae und E-hly néaher
charakterisiert: 325 (49 %) der EHEC-positiven Stuhlisolate zeigten sich positiv fur
das eae-Gen, 465 (70 %) fur das E-hly-Gen. Eae und E-hly zusammen wurden in
298 (45 %) Isolaten detektiert, wahrend bei 169 (26 %) Stuhlisolaten neben den
stx keine weiteren Pathogenitatsgene ermittelbar waren.

Wie in Abbildung 6 dargestellt, zeigte das Vorkommen von eae in Stuhlisolaten
eine gewisse Altersabhangigkeit: eae wurde in 212 von 294 (72 %)
Kleinkinderstuhlisolaten nachgewiesen. Weiterhin in 44 von 87 (51 %)
Stuhlisolaten der 5- bis 10-Jahrigen, in 10 von 38 (26 %) Stuhlisolaten der 11- bis
20-Jahrigen, in 40 von 143 (28 %) Stuhlisolaten der 21- bis 40-Jahrigen und in 13
aus 61 (21 %) Stuhlisolaten der 41- bis 60-Jahrigen. Bei Personen uber 60 Jahre
wurde eae in 6 von 38 (16 %) Stuhlisolaten gefunden.

Abb. 6: Altersabhangiges Auftreten des eae-Gens in Stuhlisolaten (n = 325)
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212 (65 %) aller eae-positiven Stuhlisolate stammten von Kleinkindern bis zu vier
Jahren, wobei der Anteil der eae-positiven EHEC-Isolate bei dieser Altersgruppe
Uber die Jahre hinweg sehr homogen war: Im Durchschnitt bei 72 % (69 %-77 %)

der Kleinkinderstuhisolate wurde Intimin nachgewiesen (siehe hierzu Abbildung 7).

Abb. 7: Haufigkeit des eae-Gens in EHEC-Isolaten aus Kleinkinderstuhlproben
(n =294)
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Die Stuhlisolate konnten 162 verschiedenen Serovaren zugeordnet werden (siehe
Tabelle 16, Spalte 3, S. 67ff). Isolate aus Stuhlproben gehérten insgesamt am
haufigsten den Serovaren 026:H11 (n = 64), O103:H2 (n = 60), O145:H- (n = 43),
091:H- (n = 36), O157:H7 (n = 29) und O157:H- (n = 27) an.

Im Jahr 2002 waren die haufigsten Serovare 0O103:H2 (n = 15), 026:H11 (n = 15),
0O157:H- (n = 11), O91:H- (n = 10), O145:H- (n = 8), O157:H7 (n = 8), 0146:H21
(n =6), O2:H6 (n = 6), im Jahr 2003 Uberwogen die Serovare 0103:H2 (n = 24),
026:H11 (n = 13), 0145:H- (n = 8), 0157:H7 (n = 8), 0157:H- (n = 6), ORF:H- (n =
6), O76:H19 (n = 5), O91:H- (n = 5), O128:H2 (n = 5), im Jahr 2004 wurden die
Serovare 026:H11 (n = 11), O91:H- (n = 8), O157:H7 (n = 6), O145:H- (n = 5) am
haufigsten detektiert, im Jahr 2005 die O-H-Kombinationen O103:H2 (n = 12),
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0145:H- (n = 11), O26:H11 (n = 10), Ont:H- (n = 7), O91:H- (n = 6), O111:H- (n =
6), O157:H- (n = 6), ORF:Hnt (n =5) und im Jahr 2006 O26:H11 (n = 15), O145:H-
(n=11), O91:H- (n=7), O103:H2 (n = 6).

Die Verteilung der haufigsten Serovare beim Menschen im zeitlichen Verlauf ist in
Abbildung 8 dargestellt. Hier wird erkennbar, dass das Vorkommen aller Serovare
jahrlichen Schwankungen unterlag. Diese waren besonders stark ausgepragt beim
Serovar O103:H2. Wahrend es im Jahr 2003 stark detektiert wurde, trat es 2004
kaum auf, um im Folgejahr wieder anzusteigen ohne sein Maximum nochmals zu
erreichen. Weiterhin liel3 sich im Beobachtungszeitraum eine tendenzielle
Abnahme der Serovare O157:H- und O157:H7 erkennen.

Abb. 8: Vorkommen der beim Menschen am haufigsten detektierten Serovare im

Lauf von 5 Jahren
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Die Stuhlisolate, bei denen das eae-Gen nachgewiesen wurde, gehérten 48
verschiedenen Serovaren an. Diese sind in Abbildung 9 dargestellit.

Hierbei Uberwogen die O:H-Kombinationen O26:H- (4 %), 0O26:H11 (19 %),
0O103:H2 (18 %), O111:H- (4 %), O145:H- (13 %), O157:H- (8 %) und O157:H7 (9
%). Das Serovar O91:H-, das insgesamt 36mal detektiert wurde, wurde nur einmal

aus einer eae-positiven Stuhlprobe isoliert.

Abb. 9: Zuordnung der eae-positiven Stuhlisolate (n = 325) zu Serovaren

ORF:H11 026:H-
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* O1l:H-, O5:H-, 0O21:H25, 026:HRF, O40:HRF, O55:H7, O77:H11, O77:H18,
080:H- 084:H-, O90:H15, O91:H-, O103:H11, O109:H25, O111:H8, O112:H-,
0112:H11, O117:H-, O118:H16, 0O123:H-, 0145:H28, 0O145:Hnt, O156:H-,
0158:H-, O171:H25, O176:H-, O177:H11, Ont:H-, Ont:H11, Ont:H16, Ont:H19,
Ont:H21, Ont:H31, Ont:Hnt, ORF:H19, ORF:H21, ORF:Hnt
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4.1.2 Kotproben

In den betrachteten funf Jahren wurden insgesamt 1150 Kotproben von Haus- und
Nutztieren auf STEC/EHEC untersucht (Jahr 2002: 428; 2003: 332; 2004: 163;
2005: 123; 2006: 104).

79 % der Kotproben stammten von Rindern (n = 277), die restlichen 21 % liel3en
sich folgenden Tierarten zuordnen: Schaf (n = 49), Ziege (n = 39), Damwild (n =
36), Rotwild (n = 9), Reh (n = 2), Kamel (n = 3), Lama (n = 2), Schwein (n = 36),
Pferd (n = 34), Esel (n = 3), Katze (n = 10), Hund (n = 5), Meerschweinchen (n =
2), Kaninchen (n = 4), Chinchilla (n = 1), Biber (n = 1), Huhn (n = 4), Ente (n = 3),
Emu (n = 1), Nandu (n = 1).

Bei insgesamt 390 (34 %) Kotproben konnten STEC ermittelt werden (Jahr 2002:
121, 2003: 84, 2004: 74, 2005: 74, 2006: 37). Beim Tier schwankte der
prozentuale Anteil der positiven Kotproben stark zwischen 29 % im Jahr 2003 und
60 % im Jahr 2005.

382 dieser 390 Falle lieRen sich im Rahmen der vorliegenden Studie analysieren.
Die stx-positiven Kotproben stammten von folgenden Tierarten: Rind (277/905),
Schaf (35/49), Schwein (23/36), Ziege (18/39), Damwild (14/36), Rotwild (4/9),
Katze (4/10), Hund (2/5), Kamel (2/3), Lama (1/2), Reh (1/2), Huhn (1/4).

Wie in Abbildung 10 dargestellt, wurde in Mischkulturen aus Kotproben am
haufigsten die Kombination von stx1 und 2 zusammen (184/382) ermittelt, gefolgt
von Mischkulturen, die nur stx2 positiv (141/382) waren. Stx1 alleine stellte sich
deutlich seltener dar (57/382).
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Abb. 10: Prozentuales Auftreten von Shigatoxingenen in Mischkulturen aus
Kotproben in den Jahren 2002 bis 2006

100%

90% —

80% —

70% -

60% —

O stx1+2
50% - W stx2
m stx1

40%

30%

20% -

10%

0%
2002 2003 2004 2005 2006  gesamt
(n=121) (n=84) (n=68) (n=72) (n=37) (n=382)

105 Isolate aus Kotproben liel3en sich ndher charakterisieren. Intimin war davon in
7 (7 %) Kotisolaten zu finden, Enterohdmolysin konnte in 55 (52 %) nachgewiesen
werden. Die Intimin-positiven Kotisolate gehdrten folgenden Serovaren und
Tierarten an: O5:H- (Rind), O69:H- (Rind), O103:H2 (Katze), 0145:H- (Katze),
O177:H- (2x, Rind), Ont:H- (Rind). Die vollstandigen Charakteristika aller
Kotisolate zeigt Tabelle 13.

Am haufigsten wurden die Kotisolate dem Serovar O174:H8, gefolgt von O5:H-
zugeordnet.

Serovare, denen Isolate aus Kot zuzurechnen waren, sind im direkten Vergleich
zu Serovaren bei Isolaten aus Stuhl-, Lebensmittel- und Wasserproben in Tabelle
16, S. 67ff aufgelistet.
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Tab. 13: Herkunft und Charakteristika der STEC-Isolate aus Kotproben

Tierart Serovar stx1 stx?2 eae E-hly
Rind O1:H10 + + - +
Katze 0103:H2 + - + +
Rind 0111:H- + - + +
Schaf 0113:H4 + + - +
Rind 0118:H- + - - -
Damwild 0128:H2 + + - +
Damwild 0128:H2 + + - +
Rind 0128:H2 + + - +
Rind 0136:H16 + - - +
Ziege 0145:H- + - - +
Katze 0145:H- + + + +
Schaf 0146:H21 + + - +
Schaf 0146:H21 + + - +
Schaf 0146:H21 + + - +
Schaf 0146:H21 + + - +
Kamel 0146:H21 - + - -
Reh 0146:H28 - + - -
Rind 0153:H25 + + - +
Rind 0153:H25 + + - +
Rind 0174:H- - + - -
Rind 0174:H4 - + - -
Damwild 0174:H8 - + - -
Ziege 0174:H8 + + - -
Ziege 0174:H8 + + - -
Ziege 0174:H8 + + - -
Ziege 0174:H8 + + - -
Ziege 0174:H8 + + - -
Ziege 0174:H8 + + - -
Schaf 0174:H8 + + - -
Schaf 0174:H8 + + - -
Schaf 0174:H8 + + - -
Schaf 0174:H8 - + - -
Schaf 0174:H8 - + - -
Schaf 0174:H8 + + - -
Schaf 0174:H8 - + - -
Ziege 0174:H8 + + - -
Ziege 0174:H8 - + - -
Rind 0177:H- - + + +
Rind 0177:H21 + + - -
Rotwild 0179:H8 - + - +
Rind 0179:H8 - + - +
Rind 0179:H8 - + - +
Ziege 021:H21 + + - -
Rind 022:H8 + + - +
Rind 028:Hnt - + - -
Rind 046:H38 + + - +
Schaf O5:H- + + - +
Schaf O5:H- + - - -
Schaf O5:H- + + - +




Fortsetzung Tab. 13

Tierart Serovar stx1 stx2 eae E-hly
Schaf O5:H- + + - +
Schaf O5:H- + + - +
Schaf O5:H- + + - +
Schaf O5:H- + + - +
Rind O5:H- + - + +
Kalb O55:H31 + - - +
Rind O55:Hnt + - - -
Rind O55:Hnt + - - -
Rind O55:Hnt + - - -
Rind O55:Hnt + - - -
Rind 069:H- + - + +
Rind O74:H42 - + - +
Rind O74:H42 - + - +
Rind O74:H42 - + - +
Rind O74:H42 - + - +
Rind O74:H42 - + - +
Schaf 0O76:H19 + - - +
Schaf O76:H19 + + - +
Ziege 0O76:H19 + - - +
Schaf O76:H19 + + - +
Rind 0O8:H19 + - - -
Rind 0O8:H19 + + - +
Hund 08:H19 - + - -
Rind 084:H- + + - -
Rind 086:H- + - - -
Schaf 087:H16 + + - -
Schaf 087:H16 - + - -
Schaf 0O87:H16 - + - +
Schaf 0O87:H19 - + - -
Rind 088:H25 + + - +
Ziege 09:H31 + - - -
Rind 091:H21 + + - +
Rind 091:H21 + + - +
Rind 091:H21 + + - +
Rind 091:H21 + + - +
Rind Ont:H- - + - -
Rind Ont:H- + + - -
Rind Ont:H- + - + +
Rotwild Ont:H- - + - -
Ziege Ont:H16 + - - -
Rind Ont:H2 + - - +
Rind Ont:H2 - + - -
Rind Ont:H28 + + - +
Damwild Ont:H49 + - - -
Rind Ont:H8 - + - +
Rind Ont:H8 - + - +
Rotwild Ont:H8 - + - -
Katze Ont:Hnt - + - -
Rind Ont:Hnt + + - +
Rind Ont:H25 + + - +
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Fortsetzung Tab. 13

Tierart Serovar stx1 Stx2 eae E-hly
Rind ORF:H- - + - +
Rind ORF:H- + + - -
Rind ORF:H- + + - -
Rind ORF:H- + + - -
Damwild ORF:H7 - + - -
Schaf ORF:H8 + + - -

+ positiv

- negativ

4.1.3 Lebensmittel und Umgebungsproben

In den Jahren 2002 bis 2006 wurden 1085 Untersuchungen von
Lebensmittelproben (Proben im Rahmen des Probenplans sowie Verdachts- und
Beschwerdeproben) auf STEC erfasst (Jahr 2002: 244; 2003: 80; 2004: 175;
2005: 333; 2006: 253). Hierbei zeigten sich sich insgesamt 91 Lebensmittel stx-
positiv (2002: 4; 2003: 16; 2004: 15; 2005: 42; 2006: 14). Der Durchschnitt der
positiven Lebensmittelproben lag bei 10 %, wobei sich in den einzelnen Jahren
deutliche Schwankungen darstellten (2002: 2 %; 2003: 20 %; 2004: 9 %; 2005: 13
%; 2006: 6 %).

90 STEC-positive Lebensmittel werden im Folgenden naher charakterisiert: Vier
der 90 STEC-positiven Lebensmittelproben waren pflanzlichen Ursprungs
(zweimal vorzerkleinerter Salat und zweimal Tee), 76 tierischen Ursprungs, bei
zwei handelte es sich um Mischfutter, bei acht um Umgebungsproben aus der
Lebensmittelproduktion (Messer, Tisch, Haken).

Die Verteilung der stx-positiven Lebensmittel wird in Abbildung 11 veranschaulicht.
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Abb. 11: stx-positive Lebensmittelproben (n = 90)
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In Mischkulturen aus Lebensmittelproben dominierte stx2 (38/90), stx1 (25/90) und
stx1 und 2 zusammen (27/90) waren dagegen seltener nachweisbar (siehe
Abbildung 12).

Abb. 12: Prozentuales Auftreten von Shigatoxingenen in Mischkulturen aus
Lebensmittelproben in den Jahren 2002 bis 2006
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Die Keimisolierung gelang bei 48 % (n = 43) der stx-positiven Mischkulturen aus
Lebensmittelproben. Intimin war in 1 (2 %) von 43 Lebensmittelisolaten zu finden.
Das eae-positive Isolat stammte aus einer Milchprobe und konnte dem Serovar
0174:H8 zugeordnet werden. Enterohamolysin kam dagegen deutlich haufiger
vor. Es konnte bei 15 von 43 (35 %) Lebensmittelisolaten nachgewiesen werden.
Die vollstandigen Charakteristika der Isolate aus Lebensmittelproben sind in
Tabelle 14 aufgefiihrt. Alle Serovare, in die Lebensmittelisolate eingeteilt werden
konnten, sind im Vergleich zu Serovaren, als die sich Isolate aus anderen
Herklnften dastelllten, in Tabelle 16, S. 67ff zu sehen.
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Tab.14: Herkunft und Charakteristika von STEC-Isolaten aus Lebensmittelproben

Lebensmittel Serovar stx1 stx2 E-hly
Milch O1:Hnt + - +
Rindfleisch 0100:H- - + -
Tisch, Messer 0100:H- - + -
Milch 0105:H18 - + +
Milch 0105:H18 - + +
Salami 0113:H21 - + +
Milch 0130:H11 + - +
Milch 0154:H31 + - +
Salami 0157:H- - + -
Milch 0174:H8 + + -
Zwiebelmettwurst O2:H32 - + -
Bréat 02:H32 - + -
Zwiebelmettwurst 0O2:H32 - + -
Mettwurst 02:H32 - + -
Salami 02:H32 - + -
Schweinebauch  020:H- - + -
Hackfleisch 022:Hnt - + +
Milch O55:H12 + - -
Milch 0O55:H31 + - -
Milch 0O55:H31 + - -
Milch 0O6:H1 - + -
Milch 0O76:H19 + - +
Milch O76:H19 + - +
Hackfleisch 086:Hnt + - -
Zwiebelmettwurst O91:H- + - -
Teewurst 091:H- + - +
Hackfleisch Ont:H- - + -
Mettwurst Ont:H- - + -
Salami Ont:H- - + -
Schaffleisch Ont:H- + + +
Rindfleisch Ont:H- + + -
Kalbfleisch Ont:H- + + +
Tisch, Messer Ont:H- - + -
Mettwurst Ont:H- - + -
Zwiebelmettwurst Ont:H- - + -
Rindfleisch Ont:H11 + - -
Salami Ont:H7 - + -
Tisch, Messer Ont:H7 + - -
Kalbfleisch Ont:Hnt + + +
Hackfleisch ORF:H- + + +
Milch ORF:H12 + - +
Salami ORF:H19 - + -
Salami ORF:H19 + + -
+ positiv

- negativ
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4.1.4 Wasser

In den Jahren 2002 bis 2006 wurden insgesamt 3733 Trink- und
Oberflachenwasserproben auf STEC untersucht (Jahr 2002: 1150; 2003: 1088;
2004: 624; 2005: 444; 2006: 427). Alle diese Wasserproben stellten
Verdachtsproben dar.

Bei insgesamt 347 (9 %) wurden STEC nachgewiesen. 306 positive Proben
gehorten dem Oberflachenwasser und 41 dem Trinkwasser an.

Der prozentuale Anteil der positiven Wasserproben schwankte von Jahr zu Jahr,
und lag im Durchschnitt bei 10,5 % (2002: 3,6 %; 2003: 8,8 %; 2004: 18,6 %;
2005: 9,7 %; 2006: 12 %).

In Mischkulturen aus Wasserproben, die ndher charakterisiert wurden (n = 288),
konnte das Gen stx2 alleine am haufigsten gefunden werden (n = 141), gefolgt

von der Kombination stx1 und 2 (n = 93) und von stx1 alleine (n = 54).

Abb. 13: Prozentuales Auftreten von Shigatoxingenen in Mischkulturen aus

Wasserproben (n = 288)
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Intimin war bei 4 von 74 Wasserisolaten (5 %) zu finden. Diese Isolate lie3en sich

folgenden Serovaren und Herkinften zuordnen: O157:H- (2mal, Trinkwasser),

0103:H2 (Trinkwasser), O103:H25 (Trinkwasser).

Enterohamolysin dagegen konnte bei 33 (45 %) Wasserisolaten aufgezeigt

werden und kam somit deutlich ofter vor als Intimin. Alle Serovare, denen

Wasserisolate angehorten, sind in Tabelle 16, Spalte 6, S. 67ff aufgefuhrt, die

vollstdndigen Charakteristika der Wasserisolate finden sich in Tabelle 15.

Tab.15: Charakteristika der STEC-Isolate aus Wasserproben

Serovar

stx1

stx2

eae

E-hly

0103:H2

+

0103:H25

+

0104:H21

+

0113:H-

+ |+

0113:H4

0113:H4

0113:H4

+|+ ]

0113:H4

0113:H4

0116:H21

+ |+

015:H8

015:H8

015:H8

o e o S o o e

+|+ ]

0154:H31

0154:Hnt

4+ |

0154:Hnt

0157:H-

0157:H-

0163:H19

0165:H-

+ 4+ ]+

0168:H8

0174:H2

0174:H2

++

0174:H21

0175:H28

0175:H28

0175:H28

0175:H28

0175:H8

A IR R A E AR R AR AL

+ 4|+ ]+

0176:H-

018:H7

0O18:H9

02:H27

+ [+ ]+

O55:H12

O55:Hnt

O55:Hnt

0O74:H28

+
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Fortsetzung Tab. 15

Serovar stx1

stx2

074:H28

+

074:H28

+

O76:H-

076:H19

+ |

O77:H18

+ [+ + ]

0O8:H-

08:H19

+

0O8:H4

O8:Hnt

O8:Hnt

O8:HRF

082:H8

0O9:H-

Ont:H-

Ont:H-

Ont:H-

Ont:H-

Ont:H-

Ont:H14

Ont:H14

Ont:H2

R e e o o o o e e e A

Ont:H21

+ [+ |

Ont:H25

4+ |

Ont:H41

=+ [ 1

Ont:H48

+ [

Ont:H8

+

Ont:Hnt

Ont:Hnt

++ ]

ORF:H-

ORF:H-

+ |+

ORF:H12

ORF:H14

ORF:H21

ORF:H23

+ 4|+ ]+

ORF:H23

ORF:H51

ORF:H8

FH [+ |+

+

+ positiv
- negativ
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4.1.5 Zusammenfassende Darstellung der nachgewiese  nen Serovare

Alle STEC/EHEC-Isolate im erfassten Zeitraum gehorten 207 verschiedenen
Serovaren an. Diese sind in Tabelle 16 aufgefthrt.

Die O:H-Kombinationen unterschieden sich bezuglich ihrer Haufigkeit und den
Herkiinften, Mensch (Stuhl), Tier (Kot), Lebensmittel, Wasser, aus denen sie
isoliert wurden. Die insgesamt meist detektierten Serovare waren: 026:H11
(64mal), 0O103:H2 (62mal), O145:H- (45mal), O91:H- (38mal), Ont:H- (34mal),
0157:H- (30mal), 0157:H7 (29mal), und ORF:H- (28mal).

Tab. 16: Ermittelte Serovare, Haufigkeit und Herkunft

Serovar Anzahl Mensch | Tier | Lebensmittel | Wasser
O1:H- 2

01:H10

O1:Hnt
O2:H-
02:H4
0O2:H6

02:H27

02:H32

O5:H-
0O6:H1
06:H10
06:H31

I FN M S
ol

0O8:H-

0O8:H4

[EnN

08:H8
08:H19
O8:Hnt
O8:HRF

AW
w

R[N

0O9:H-

N

09:H31

010:H42
013:H4
0O15:H8

[EEN

018:H7

R w

018:H9

020:H-

021:H21

021:H25

FNQEN
H

022:H8

022:Hnt

023:H15

023:H16

023:H21

RRrRr AR ORRRRRORRROROONRR®R RN OO NS R RN RN

[EY
S

026:H-
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Fortsetzung

Tab. 16

Serovar

Anzahl

Mensch

Tier

Lebensmittel

Wasser

026:H11

64

026:HRF

1

028:Hnt

O40:HRF

042:H-

043:H2

A

046:H38

048:H8

048:H49

0O51:H14

O55:H6

O55:H7

RRRRRk

O55:H12

[EnN

0O55:H31

O55:Hnt

O55:HRF

NN

069:H-

O74:H-

O74:H27

074:H28

O74:H42

O74:Hnt

O75:H-

O75:H55

O76:H-

[EnN

076:H19

O77:H11

O77:H18

O77:H41

O78:H-

080:H-

INIEINIE I SIS NI

082:H8

084:H-

=

=

086:H-

086:Hnt

087:H16

087:H19

=W

088:H-

=

088:H25

090:H15

0O91:H-

091:H14

091:H21

091:H28

091:Hnt

091:HRF

096:H12

098:H8

0100:H-

0103:H-

0103:H-

PR AR RPRRRNES R R R R LR RN R LN R WR AR R RN NN R R BN R R R R R R R R RN P R

= w
PRINRRPRPRPPR LR -
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Fortsetzung Tab. 16

Serovar

Anzahl

Mensch

Tier

Lebensmittel

Wasser

0103:H2

60

1

0103:H11

1

0103:H25

1

0104:H12

0104:H21

1

0105:H18

0106:H-

0106:H18

0109:H25

O111:H-

0111:H8

0112:H-

0112:H2

0112:H4

0O112:H11

0113:H-

0113:H4

0113:H21

0113:H28

= =
PN SN Rk RN R R ke

0113:H41

0115:H-

0115:H10

0115:H18

IR

0116:H21

0117:H-

=

O117: H7

=

0118:H-

0118:H16

0119: H4

0123: H-

0128: H2

0129: H11

0130:H-

0130:H11

0136:H12

PR RR ok IN W

0136:H16

0136:Hnt

0138:H8

0143:H4

0145: H-

0145:H28

0145:Hnt

0146:H-

0146:H21

ol

0146:H28

0147:H21

0153:H19

[N I
RPlRNR B wERGREN

0153:H25

0153:Hnt

=

0O153:HRF

=

0154:H20

PR RNk ko s ok GRrRrNR RN R R ORN®R R R RREARR R WGWR R RNR G R R RN R R R RS

=
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Fortsetzung Tab. 16

Serovar

Anzahl

Mensch

Tier

Lebensmittel

Wasser

0154:H31

1

1

0154:H4

0154:Hnt

2

0155:H-

0155:H31

0156:H-

0156:H7

0157:H-

0157:H7

0158: H-

0160:H-

0163:H19

0165:H-

0168:H8

0171:H25

=

0174:H-

[EEN

0174:H2

0174:H4

0174:H8

0174:H21

0175:H4

0175:H8

0175:H28

0176:H-

[N NGy

0177:H-

O177:H11

WN|RP (PP

0O177:H21

0178:H-

[EEN

0178:H7

N

0178:H19

0179:H8

0181:H8

0181:H16

Ont:H-

Ont:H2

N |

= o

Ont:H4

Ont:H6

Ont:H7

P A ww|Grr

Ont:H8

Ont:H9

[EEN

Ont:H10

[EEN

Ont:H11

[EEN

Ont:H14

Ont:H16

Ont:H17

Ont:H18

Ont:H19

Ont:H21

Ont:H25

=

Ont:H28

Ont:H31

wWN|wwo|NR(ANN R R AW Ao R R RN R R woN N R RS R RN R R R R RE R BN R R NN R o

WP FPNOOON P W
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Fortsetzung Tab. 16

Serovar Anzahl Mensch | Tier | Lebensmittel | Wasser
Ont:H35 1 1

Ont:H41 1 1
Ont:H48 2 1 1
Ont:H49 1 1

Ont:Hnt 9 4 2 1 2
ORF:H- 28 21 4 1 2
ORF:H2 10 10

ORF:H4 3 3

ORF:H7 1 1

ORF:H8 2 1 1
ORF:H11 6 6

ORF:H12 2 1 1
ORF:H14 2 1 1
ORF:H19 5 3 2

ORF:H21 2 1 1
ORF:H23 2 2
ORF:H28 2 2

ORF:H45 2 2

ORF:H51 1 1
ORF:Hnt 5 5

ORF:HRF 1 1
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4.2 Subtypisierung der stx2-positiven Isolate

Alle stx2-positiven Isolate des Jahres 2006 wurden in der vorliegenden Studie
durch Schmelzkurvenanalyse subtypisiert sowie durch PCR mit Subtypen-
spezifischen Primern untersucht. Uberpruft wurden auf diese Art 52 Isolate
humanen Ursprungs und insgesamt 16 Isolate aus Kot-, Lebensmittel-, und

Wasserproben.

Durch die Schmelzkurvenanalyse zeigte sich bei den Stuhlisolaten 24mal der
Subtyp stx2/2c¢, 18mal 2d und 8mal 2e, in Isolaten nicht humanen Ursprungs 9mal
der Subtyp stx2/2c, 2mal 2d und 4mal 2e. Abbildung 15 veranschaulicht
exemplarisch die Schmelzkurven je eines stx2c-, 2d-, und 2e-positiven EHEC-
Stammes.

Alle auf diese Weise als stx2/2c- oder 2d-positiv ermittelten Isolate konnten durch
Subtypen-spezifische PCR bestétigt werden.

Von den als stx2e-positiv ermittelten Isolaten konnten ein Trinkwasserisolat und
ein Stuhlisolat nicht durch Subtypen-spezifische PCR als stx2e-positiv bestatigt
werden. Sie zeigten sich in der PCR wiederholt stx2e negativ und stx2/2c positiv
(siehe Abbildung 16).

Weitere drei Isolate (2 Stuhlisolate, 1 Kotisolat) lieRen sich durch
Schmelzkurvenanalyse keinem Subtyp zuordnen: ihre Schmelzpunkte / bzw. -
kurven lagen um etwa 2 ° C niedriger als die des stx2e-Kontrollstamms (siehe
Abbildung 16). Diese Isolate stellten sich in der Subtypen-PCR wiederholt stx2e
negativ und stx2/2c positiv dar.

Die Verteilung der Subtypen durch PCR brachte folgendes Ergebnis:

In Stuhlisolaten 27mal der Subtyp stx2/2c, 18mal 2d und 7mal 2e, bei den Isolaten
aus Kot-, Lebensmittel-, oder Wasserproben 11mal stx2/2c, 2mal 2d und 3mal 2e.
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Tab. 17: Ergebnisse der Subtypisierung durch Schmelzkurvenanalyse und PCR

(n = 68)

Schmelzkurvenanalyse PCR Herkunft der Isolate
nicht

stx2/2c  stx2d stx2e eindeutig | stx2/2c  stx2d stx2e

24 2 27 18 7 Mensch (Stuhl)

9 1 10 1 0 Tier (Kot)

0 0 0 0 3 Lebensmittel

0 0 1 1 0 Trinkwasser

33 3 38 20 10 gesamt

Abb. 14: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von Schmelzkurvenanalyse

und PCR

Anzahl
Isolate

45

35

30

25

20

15

10

stx2/2c

stx2d
Subtyp

stx2e

W Schmelzkurve
O PCR
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Abb. 15: Beispiel der Schmelzkurvenanalyse. Schmelzkurven der Kontrollstamme
stx2c, stx2d und stx2e (siehe Tabelle 12, S. 47).

d[F 3/Back-F1]/dT

Fluorescence

\

L T T T T R T e T T T e T S
50 52 54 56 58 E0 B2 B4 EG £ 70 72 74 7E 78 80 82 84 86
Temperature [*C)

Gelbe Kurve: Kontrollstamm stx2c

(Schmelztemperatur 71 °C; ersichtlich am Lot durch den Kurvenscheitel)
Rote Kurve: Kontrollstamm stx2e

(Schmelztemperatur 68 °C; ersichtlich am Lot durch den Kurvenscheitel)
Grine Kurve: Kontrollstamm stx2d

(Schmelztemperatur 56 °C; ersichtlich am Lot durch den Kurvenscheitel)
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Abb. 16: Schmelzkurvenanalyse. Kurven der Kontrollen stx2c und stx2e, sowie

Kurven von drei Isolaten, die durch Schmelzkurvenanalyse nicht zugeordnet

werden konnten, und Kurve eines Isolats, dessen Schmelztemperatur stx2e

entspricht, aber in der PCR stx2c-positiv getestet wurde.

A LU 27
)T

0.0018+
0.001 ?—_
0.00 B—-
0.001 5—_
0.001 4—-
0.001 3—_
0.0 2—_
0.0011 —_
0.001 —_
D.DDDS—-

0.0008

Fluorezcence -d[F3/Back-F1)/dT

0.0007 -

0.0006—

D.DDDE—-
D.DDD4—_
D.DDDB—-
D.DDD2—_
0.000m —-

0—

-0.0007

Q0002— 0y |
43 a0 52 54 15 58 &0 E2 £4 EE =t 7 72
Temperature [*C)

Rote Schmelzkurve: Kontrollstamm stx2c

Blaue Schmelzkurve: Kontrollstamm stx2e

Restliche Schmelzkurven (rosa, griin, grau, orange): in PCR mit stx2c-spezifischen

Primern positiv (GK3/4) und stx2e-negativ (FK1/2).
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Abb. 17: stx2-PCR mit LP43/44

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1, 20: Langenstandard
2, 5, 8: stx2-negative Isolate
3,4, 6, 7,9-17: stx2-positive Isolate
18: Positivkontrolle

19: Negativkontrolle

Abb. 18: stx2e-PCR mit FK1/2

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20

1, 20: Langenstandard
2, 3, 5-13, 15-17: stx2e-negative Isolate

4, 14: stx2e-positive Isolate
18: Positivkontrolle

19: Negativkontrolle
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Von den 27 in der Subtypen-spezifischen PCR stx2/2c-positiv gestesteten
Stuhlisolaten waren 20 eae- und 22 E-hly-positiv. Keines der elf stx2/2c-positiven
Isolate aus Kot und Trinkwasser zeigte sich positiv fur Intimin, sieben fir
Enterohamolysin.

Von den 18 stx2d-positiven Stuhlisolaten wurde eae in drei, E-hly in zehn
detektiert. Von den zwei stx2d-positiven Isolaten aus Kot- und Trinkwasserproben
war keines eae-, eines E-hly positiv. Weiterhin wurde eae in keinen, E-hly in einem
der sieben stx2e-positiven Stuhlisolate nachgewiesen. Keines der drei stx2e-

positiven Lebensmittelisolate besall das eae- oder das E-hly-Gen.

4.3 Untersuchung von Isolaten auf das Zytotoxin Su  btilase

Funf (3 %) der 185 untersuchten Stuhlisolate zeigten sich Subtilase-positiv.

Die vollstandigen Virulenzprofile dieser funf Isolate zeigt Tabelle 18.

Tab. 18: Subtilase-positive Stuhlisolate

Serovar stx1 stx2 eae E-hly
0171:H25 - + + -
0106:H18 + - - +
Ont:H2 + + - +
Ont:H25 - + - +
0130:H11 + - - +

+ positi\_/

- negativ

Von den zehn untersuchten Lebensmittelisolaten erwies sich eines aus der Martrix

Milch als Subtilase-positiv. Dieses liel3 sich folgendermaf3en charakterisieren:

Tab. 19: Subtilase-positives Isolat aus Milch

Serovar stx1 stx2 eae E-hly
0105:H18 - + - +

+ positiv

- negativ
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Von den 20 Stammen, die aus Kot isoliert worden waren, stellten sich zwei als

Subtilase-positiv dar.

Tab.20: Subtilase-positive Isolate aus Kot

Serovar stx1 stx2 eae E-hly Tierart
0179:H8 - + - + Rind
021:H21 + + - - Ziege
+ positi\(
- negativ

Die untersuchten Wasserisolate waren alle Subtilase-negativ.

Abb. 19: Ergebnis einer Subtilase-PCR

1, 10: Lagenstandard
2-5: Subtilase-positive Proben (Bande bei 556 bp)
6: Subtilase-negative-Probe
7: Positivkontrolle (Bande bei 556 bp)
8, 9: Negativkontrolle
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig STEC/EHEC-
Untersuchungsergebnisse von unterschiedlichem Probenmaterial wie Stuhl, Kot,
Lebensmittel und Wasser aus Bayern in einem Zeitraum von funf Jahren
analysiert. Alle ermittelten Daten stammten von Proben aus dem
Untersuchungsmaterial des LGL. Allerdings lagen keine Informationen zum
klinischen Bild der EHEC-infizierten Personen vor. Deshalb erlaubt diese Arbeit
eine Darstellung der geno- und phanotypischen Merkmale der nachgewiesenen
Bakterien, jedoch keine Aussage uber deren tatsachliche pathogene Bedeutung.
In der Regel stammte die Mehrzahl der stx-positiven Proben von symptomlosen
Ausscheidern, sowohl von Menschen als auch von Tieren, die im Rahmen von
Umgebungsuntersuchungen zur Ermittlung der Infektionsquelle erkrankter

Personen untersucht wurden (Busch, personliche Mitteilung, 2008).

5.1 Methoden und Ergebnisse

5.1.1 Real-Time-PCR

Die angewandte Real-Time-PCR ist eine sensitive Methode zum Nachweis des
stx1- bzw. stx2-Gens. Auf diesem Wege kann fur stx1 und stx2 jeweils eine Kopie
sicher nachweisen werden. Die Nachweisgrenze in der konventionellen
Blockcycler-PCR liegt sowohl fiir stx1 als auch fur stx2 bei 10 bis 100 DNA-Kopien
pro Ansatz (Busch et al. 2007b).

5.1.2 EHEC-Nachweis beim Menschen

Der Bevdlkerungsanteil, bei dem in der vorliegenden Studie in Stuhlproben am
haufigsten EHEC nachgewiesen wurden, war der der Kleinkinder. Dies stimmt mit
Angaben in der Literatur Uberein. Bei Untersuchungen von Beutin et al. (2004)
stellte diese Altersgruppe ebenfalls den grél3ten der Teil der mit EHEC-infizierten
Personen. Auch Bockemihl et al. (1997) zeigten, dass von EHEC- und HUS-

Fallen in Deutschland am haufigsten Kinder bis zehn Jahre betroffen waren.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden EHEC zu 23 % in Stuhlproben von 21- bis 40-
Jahrigen detektiert. Eine Erklarung hierfur ist, dass in diese Altersgruppe die Eltern
von erkrankten Kleinkindern fallen, die per Mensch zu Mensch Ubertragung durch
ihre  Kinder infiziert werden. Huber et al. (1998) sprachen diesem
Ubertragungsweg eine wichtige Rolle zu. Weiterhin ermittelten die Autoren, dass
bei asymptomatischen EHEC-Infektionen, die im Durchschnitt héhere Altersstufen
(3. bis 5. Lebensjahrzehnt) betrafen, Frauen starker vertreten waren. Ein Grund
hierfir konnte im intensiveren Kontakt von Mutter und Kind liegen.

Niedrig (6 %) war in der vorliegenden Studie dagegen der Anteil der EHEC-
positiven Personen uber 60 Jahre. Auch bei Untersuchungen von Beutin et al.

(2004) waren dieser Altergruppe nur 7 % der Infizierten zuzurechnen.

Darlber hinaus wurde in dieser Arbeit das eae-Gen in 49 % und das E-hly-Gen in
70 % der Stuhlisolate detektiert, 72 % der Stuhlisolate von Kindern bis zu vier
Jahren zeigten sich eae-positiv. Ebenso verwiesen Beutin et al. (2004) auf eine
enge Verbindung zwischen Patientenalter und Anwesenheit von eae: Die
Arbeitsgruppe ermittelte bei 88 % EHEC-infizierter Kinder unter 6 Jahren dieses
Virulenzmerkmal, das als Risikofaktor fur die Ausbildung eines HUS betrachtet
wird. Das gehaufte Auftreten von eae bei dieser Altersgruppe kann als mdogliche
Ursache dafur gesehen werden, dass Kleinkinder ofter und schwerer erkranken

als Personen anderen Alters (Bockemiihl et al. 1997, Ethelberg et al. 2004).

Weiterhin zeigte diese Studie, dass stx1 (43 %) in Mischkulturen aus Stuhlproben
gegeniber stx2 (36 %) und der Kombination von stx1 und stx2 zusammen (21 %)
dominierte. Dies lasst sich mit der Herkunft der Proben erklaren: der Groliteil
stammte von symptomlosen Ausscheidern oder nur leicht erkrankten Personen.
Bockemduhl et al. (1998) ermittelten, dass Shigatoxin-1 haufiger bei Personen mit
leichten  enteralen  Symptomen, Shigatoxin-2  o¢fter bei  schwereren

Krankheitsverlaufen nachgewiesen wird.
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5.1.3 STEC-Nachweis bei Tier, Lebensmittel und Was ser

In der vorliegenden Studie konnten STEC bei folgenden Tierarten ermittelt
werden: Rind (277/905), Schaf (35/49), Schwein (23/36), Ziege (18/39), Damwild
(14/36), Rotwild (4/9), Katze (4/10), Hund (2/5), Kamel (2/3), Lama (1/2), Reh
(1/2), Huhn (1/4). Die Literatur beschrieb diese Tierarten ebenfalls als Reservoir
fur die nachgewiesenen Bakterien (Beutin et al. 1993, Asakura et al. 1998, Geue
et al. 2002, Blanco et al. 2003, Mercado et al. 2004, Dipineto et al. 2006, Lehmann
et al. 2006, Stephan et al. 2007).

Lebensmittelgruppen, die sich in dieser Arbeit haufig STEC-positiv zeigten, waren
Milch- und Milchprodukte sowie Rohwirste. Bei den Milchproben handelte es sich
in der Regel um Roh- und Vorzugsmilch. Dreesmann et al. (2007) berichteten von
einem EHEC-Ausbruch mit 59 erkrankten Personen, bei dem aufgrund
epidemiologischer Ergebnisse Rohmilch aus einem landwirtschaftlichen Betrieb
mit hoher Sicherheit als Infektionsquelle angesehen werden konnte. Dies sollte in
Anbetracht des Trends zu Produkten aus der Direktvermarktung zu denken geben:
Milch, die nicht zuvor abgekocht wurde, sollte, vor allem von Kleinkindern, nicht

konsumiert werden.

Die Tatsache, dass sich Rohwiirste in der vorliegenden Studie oft STEC-positiv
darstellten, deckt sich mit Berichten von MacDonald et al. (2004), Oteiza et al.
(2006) und Messelhaulier et al. (2007). Jedoch ist die Tatsache in der Hinsicht
interessant, dass aus Fleischproben deutlich seltener STEC nachgewiesen
wurden als aus Wurstwaren. Das wirft die Frage auf, inwieweit die Keimbelastung
des Ausgangsmaterials Fleisch tatséchlich verantwortlich ist fir das Vorkommen
von STEC/EHEC in den Rohwirsten oder ob die Hauptursache in einer
Rekontamination wahrend des Herstellungsprozesses liegt.

Die Bedeutung, die hierbei der Personalhygiene zukommt, legten Gareis et al.
(2000) und Stephan et al. (2000) dar. Beide Arbeitsgruppen wiesen STEC bei
gesunden Mitarbeitern in fleischverarbeitenden Betrieben nach. Pirchner et al.
(2006) kamen bei der Untersuchung von Salamiprodukten ebenfalls zu dem
Schluss, dass STEC auf hygienische und/oder technologische Mangel bei der

Herstellung schlie3en lassen.
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In der mangelnden personellen und technologischen Hygiene kénnte somit auch
die Erklarung fur die in dieser Arbeit gefundenen stx-positiven Umgebungsproben

(Messer, Tisch, Haken) liegen.

In Mischkulturen aus Kot-, Lebensmittel- und Wasserproben wurde in der
vorliegenden Studie stx2 (44 %) oder die Kombination von stx1 und 2 (36 %)
haufiger detektiert als stx1 (20 %). Dem kommt eine grol3e Bedeutung zu, da
Shigatoxin-2-bildende STEC/EHEC o6fter mit ernsthaften Erkrankungen beim
Menschen assoziiert sind, als Erreger, die nur Shigatoxin-1 ausbilden (Bockemiunhl
et al. 1998, Huber et al. 1998, Friedrich et al. 2002). Insofern besitzt ein Grol3teil
der STEC aus Kot, Lebensmittel und Wasser pathogenes Potential fur den
Menschen. Intimin, als Risikofaktor fir die Ausbildung von HUS betrachtet
(Bockemuhl et al. 1997, Ethelberg et al. 2004), wurde in dieser Arbeit bei 7 % aller
Kotisolate und in je 5 % der Isolate aus Lebensmittel und Wasser nachgewiesen.
Ahnliche Ergebnisse ermittelten Beutin et al. (2007a): Die Arbeitsgruppe konnte
Intimin-positive STEC bei 1,8 % der untersuchten Lebensmittel detektieren, fast
die Halfte besal’ Shigatoxin-2 oder -2-Varianten, die als ein Hauptvirulenzmerkmal

fur schwere Krankheitsverlaufe gelten.

5.1.4 Ermittelte Serovare

Die STEC/EHEC-Isolate der vorliegenden Studie lie3en sich 207 verschiedenen
Serovaren zuordnen. Bei Mensch, Tier, Lebensmittel und Wasser wurden die
Serovare O76:H19, Ont:H-, Ont:Hnt und ORF:H- isoliert. Dies stellt in Anbetracht
der Fulle von insgesamt 207 unterschiedlichen O:H-Kombinationen nur eine sehr

geringe Zahl dar.

Die Isolate aus Stuhl gehérten am haufigsten den Serovaren O26:H11 (n = 64),
0103:H2 (n = 60), O145:H- (n = 43) und O91:H- (n = 36) an. Dieses Resultat
harmonisiert mit Literaturangaben. Die genannten O:H-Kombinationen wurden
weltweit haufig bei EHEC-infizierten Personen nachgewiesen (Brooks et al. 2005,
Beutin 2006, Bettelheim 2007).
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Der bei einer Langzeitstudie (1983-2002) in den USA (Brooks et al. 2005)
dominante Serotyp O111 wurde dagegen in der vorliegenden Studie seltener (n =
18) detektiert, die in den USA ebenfalls haufigen Serotypen 045 und 0126 traten
nicht auf.

Die Serotypen 091, 0103 und 0145 lieRen sich im Rahmen dieser Arbeit bei
Menschen, aber auch bei Tieren, Lebensmittel und Wasser isolieren: 091 aus
Lebensmittel- und Rinderkotproben, 0103 aus Wasser und Katzenkot und Serotyp
0145 aus Kotproben von Katze und Ziege. Dem Serotyp O91 wird jedoch im
Gegensatz zu allen anderen Serotypen ein anderes Verbreitungsmuster
zugewiesen: er wird in der Regel nicht beim Wiederkauer gefunden, als Reservoir
gelten Mensch und Lebensmittel (Stark et al. 2007). Entgegen dieser
Beobachtung konnte in der vorliegenden Studie das O91-Antigen neben Isolaten
von Mensch und Lebensmittel auch in Kotisolaten bovinen Ursprungs ermittelt
werden. Allerdings trat beim Wiederkduer O91 ausschlief3lich in Kombination mit
dem H21-Antigen auf, bei Lebensmitteln dagegen ohne H-Antigen und beim
Menschen sowohl mit H14 als auch in unbeweglicher Form (H-), nicht jedoch, wie
bei Wiederkauern, mit H21.

Der bei Tieren in dieser Studie am haufigsten detektierte Serotyp O174 wurde von

Barlow et al. (2006) sehr haufig bei Rindfleischproben ermittelt.

Alle Isolate, die in der vorliegenden Arbeit dem Serovar O157:H7 angehdrten,
waren humanen Ursprungs. Isolate dagegen, die sich O157:H- zuordnen liel3en,
stammten dartber hinaus auch aus einer Lebensmittel- und zwei
Trinkwasserproben. Karch et al. (2005) sind entgegen dieser Beobachtung der
Meinung, das O157:H- in erster Linie beim Menschen, O157:H7 dagegen in vielen
anderen Quellen zu finden ist.

Indessen waren sich die Serovare O157:H7 (29mal) und O157:H- (30mal) dieser
Studie in ihrer Haufigkeit sehr &hnlich. In Isolaten humanen Ursprungs nahmen die
O:H-Kombinationen O157:H7 (n = 29) und O157:H- (n = 27) die funfte und
sechste Stelle der am haufigsten ermittelten Serovare ein, nach O26:H11 (n = 64),
0103:H2 (n = 60), 0145:H- (n = 43) und O91:H- (n = 36).
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Die aus der vorliegenden Arbeit gewonnene Erkenntnis, dass beim Serotyp O157
generell eine abnehmende Tendenz zu beobachten ist, deckt sich mit
Beobachtungen von Brooks et al. (2005), Johnson et al. (2006) und Bettelheim
(2007) dahingehend, dass die Bedeutung der Nicht-O157-EHEC im Steigen

begriffen ist.

Bettelheim beschatftigte sich indes schon seit langerem mit der Wichtigkeit der
Nicht-O157-EHEC und verdéffentlichte (2000, 2003) im MicroBioNet den so
genannten ,VETC-Table“, eine Zusammenstellung aller bis zu diesem Zeitpunkt
beschriebenen  Nicht-O157-STEC-Serovare  mit  Herkunft, Datum und
gegebenenfalls entsprechender Klinik.

Im Rahmen dieser Studie gehdrten STEC-Isolate 59 typisierbaren O:H-
Kombinationen an, die Bettelheim nicht aufgelistet hat, so zum Beispiel O1:H10,
010:H42, O55:H31, 0104:H12, 0106:H18, O109:H25, O112:H11, O113:H41 und
0129:H11. O:H-Kombinationen mit den in der vorliegenden Arbeit detektierten
Serotypen 0155, 0158, 0176, 0177, 0178, 0179 und 0181 waren bei Bettelheim
nicht zu finden. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die letzte aktualisierende
Erganzung Bettelheims ,VETC-Table" bereits aus dem Jahr 2003 stammt, und

dass seitdem weitere STEC-Serovare in der Literatur beschrieben wurden.

Sowohl aus Bettelheims (2000, 2003) ,VTEC-Table* als auch aus der
vorliegenden Studie, die 207 unterschiedliche O:H-Kombinationen auffthrt, wird
deutlich, wie vielen unterschiedlichen Serovaren STEC/EHEC angehdren kdnnen.
Daraus, und aus Angaben in der Literatur (Blum et al. 1995, Heil3enhuber et al.
2005), geht hervor, dass E. coli nicht anhand des Serotyps einer Pathogruppe
zugeordnet werden kann.

Dies macht deutlich, dass die Diagnostik einer EHEC-Infektion nicht Gber den
Serotyp, sondern ausschlie3lich Gber den Nachweis der Shigatoxine gefihrt
werden sollte, zumal auch vom Nachweis Shigatoxin-negativer E. coli O157
berichtet wurde (Friedrich et al. 2007, Stephan et al. 2007).



5.1.5 Subtypisierung

Da Shigatoxin-2 haufiger bei ernsthaften Erkrankungen des Menschen
nachgewiesen wurde als Shigatoxin-1, sich jedoch die Subtypen von Stx2
erheblich in ihrer Pathogenitat unterscheiden, ist die Kenntnis des jeweiligen
Subtyps einer jeden stx2-positiven Probe von enormer Wichtigkeit um
prognostisch Schlisse auf den weiteren Verlauf einer EHEC-Infektion ziehen zu
konnen. Vor allem die Varianten stx2/2c sind oft mit schweren Kklinischen
Symptomen verbunden, wahrend stx2d und 2e in der Regel bei symptomlosen
Ausscheidern oder nur leicht erkrankten Personen nachgewiesen werden
(Friedrich et al. 2002, Mellmann et al. 2004, Orth et al. 2007, Persson et al. 2007).
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Subtypisierung aller stx2-
positiven Isolate eines Jahres vorgenommen, um einen Einblick in Vorhandensein
und Verteilung der stx2-Subtypen bei Isolaten von Mensch, aber auch von Tieren,
Lebensmittel und Wasser zu bekommen.

Untersucht wurde in der vorliegenden Studie auf das Vorliegen der Subtypen
stx2/2c (Strockbine et al. 1986, Schmitt et al. 1991), stx2d (Pierard al. 1998) und
stx2e (Weinstein et al. 1988). Hierzu wurden zwei unterschiedliche, unabhangige
Methoden angewandt, Schmelzkurvenanalyse und PCR mit subtypenspezifischen

Primern.

Bei Ermittlung des Subtypen stx2d lieferten beide Methoden identische
Ergebnisse, wahrend beim Nachweis der Subtypen stx2/2c und stx2e zum Tell
unterschiedliche Resultate erzielt wurden: Zwei durch Schmelzkurvenanalyse
eindeutig stx2e zuordenbare Isolate aus Trinkwasser- und Stuhlproben zeigten
sich in der subtypenspezifischen PCR stx2e-negativ und stx2/2c-positiv.

Weiterhin war es durch Schmelzkurvenanalyse nicht méglich, alle Isolate einem
Subtyp zuzuordnen: so konnten drei Isolate aus Stuhl- und Kotproben anhand
ihrer Schmelztemperatur keinem Referenzstamm zugeordnet werden. Auch diese

Isolate stellten sich in der subtypenspezifischen PCR stx2/2c-positiv dar.
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Die im Rahmen dieser Studie ermittelten Ergebnisse zeigten, dass der Subtyp
stx2/2c neben der von Reischl et al. (2002) beschriebenen Schmelztemperatur
von 71 °C auch mit einer Schmelztemperatur von etwa 64 °C, die unter der des
Subtyps stx2e (66 °C; Reischl et al. 2002) liegt, in Erschein ung treten kann. Des
Weiteren verbarg sich die Variante stx2/2c in seltenen Fallen mit einer
Schmelztemperatur von ca. 66 ° C komplett unter der Schmelzkurve von stx2e.
Die vorliegenden Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse sind durch neben den
von Reischl et al. (2002) beschriebenen Fehlpaarungen zwischen
Hybridisierungssonden und stx-Subtypen nur durch weitere Mutationen erklarbar,
da das Prinzip der Schmelzkurvenanalyse darauf beruht, dass die
Schmelztemperatur umso hoéher ist, je besser die Sonde zum Target passt, und
umso niedriger, je mehr Fehlpaarungen zwischen Sonde und Targetsequenz
vorhanden sind. Daraus ergeben sich nach Reischl et al. (2002)
Schmelztemperaturen von 71 °C fur stx2/2c (eine Fehlpaarung), von 66 ° C fur

stx2e (vier Fehlpaarungen) und von 55 °C fur stx2d (sechs Fehlpaarungen).

Interessant ist in diesem Zusammenhang der Bericht von Persson et al. (2007),
dem gemal die Variante Stx2c aus zwei verschiedenen Toxingruppen bestehe.
Die Autoren fanden Sequenzunterschiede in Untereinheit A und B bei manchen
Toxinvarianten im Vergleich zu anderen Stx2c-Varianten. Weiterhin wurden diese
nur in eae-negativen EHEC-Stammen ermittelt. Die Autoren gaben diesem neuen
Subtyp den Namen Stx2b. Jejacic et al. (2003) beschrieben dagegen die Variante
Stx2c2, die sich letztlich nur in einer einzigen Aminosaure von Stx2c
unterscheidet. Uber das Schmelzverhalten der DNA dieser beiden Subtypen ist
nichts bekannt. Inwieweit sie jedoch eine Rolle spielen konnten bei in dieser Arbeit
ermittelten abweichenden Schmelztemperaturen stx2c-positiver Isolate muss
durch weitere Versuche uberprift werden.

Auch Bischoff (2008, personliche Mitteilung) fand bei der Subtypisierung von stx2
mittels Schmelzkurvenanalyse und subtypenspezifischer PCR Isolate, die sich
durch Schmelzkurvenanlyse als stx2e, durch PCR dagegen zum Teil als stx2/2c
darstellten, und kam durch Sequenzierung zu dem Ergebnis, dass die Sequenzen
der fraglichen Stamme die hochste Ubereinstimmung mit dem Subtyp stx2g

(Leung et al. 2003) zeigten.
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Aufgrund  der  vorliegenden  Ergebnisse  kann die  Methode  der
Schmelzkurvenanalyse eingesetzt werden, um einen orientierenden Uberblick
Uber vorhandene Subtypen zu bekommen. Wegen ihrer Schnelligkeit ist sie gut als
Screeningverfahren anwendbar, da die wenig pathogene Variante stx2d anhand
ihrer Schmelzkurve in der vorliegenden Studie eindeutig identifiziert werden
konnte.

Die vorliegenden Resultate weisen jedoch klar darauf hin, dass zur Absicherung
des Nachweises der Varianten stx2/2c und stx2e immer eine Subtypen-
spezifische PCR durchgefuhrt werden muss, denn aufgrund der unterschiedlichen
Pathogenitat beider Subtypen ist eine genaue Differenzierung von grof3er
Bedeutung. Auch Friedrich et al. (2002), Mellmann et al. (2004), Beutin et al.
(2007b) und Orth et al. (2007) arbeiteten mit PCR um stx2-Varianten zu ermitteln.
Zu erwéahnen ist in diesem Zusammenhang auch, dass in der Literatur von STEC-
Stdmmen berichtet wird, bei denen durch PCR verschiedene stx2-Varianten, z. B.
stx2 und stx2d, gleichzeitig gefunden wurden (Beutin et al. 2007b). Die
Mdoglichkeit, solche Stamme durch Schmelzkurvenanalyse zu identifizieren, bleibt

abzuklaren.

In Anbetracht der Tatsache, dass, unabhangig von der Methode, alle gepriften
Subtypen (stx2/2c, 2d, 2e) beim Menschen nachgewiesen wurden, stellt sich die
Frage, ob die Subtypisierung in die Routinediagnostik aufgenommen werden
sollte, da das Untersuchungsergebnis ,stx2-positiv' ohne die Kenntnis des
jeweiligen Subtyps nicht umfassend bewertet werden kann. Auch Orth et al.
(2007) messen der Differenzierung der Subtypen in diesem Zusammenhang eine
grof3e Bedeutung bei. So ware es zum Beispiel denkbar, beim Nachweis der
Varianten stx2d und stx2e zu weniger einschneidenden MalRnahmen fir die
infizierten Personen, gerade bei Langzeitausscheidern, zu greifen, als beim

Nachweis der pathogeneren Variante stx2/2c.

Beutin et al. (2004) betrachteten den Zusammenhang von Shigatoxinsubtypen und
dem Auftreten von eae. Die Autoren ermittelten 260 (62 %) von 419 untersuchten
humanen EHEC-Stammen der Subtypen Stx2 bzw. 2c als eae-positiv. Von 14
untersuchten Stx2d positiven Stdmmen zeigte sich keiner, von 6 Stx2e-positiven

Stadmmen einer eae-positiv.
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In der vorliegenden Arbeit wurde eae in 20 (53 %) von 38 stx2/2c-positiven
STEC/EHEC-Stammem nachgewiesen, weiterhin in drei (15 %) von 20 stx2d-

positiven und in keinem von zehn stx2e-positiven Isolaten.

Das RKI (2008) spricht in aktuellen Veroffentlichungen die Empfehlung aus, bei
Langzeitausscheidern das Virulenzprofii des EHEC-Stammes (einschlie3lich
Serotyp, Toxinsubtyp und Vorhandensein des eae-Gens) in die Risikoabwagung

einzubeziehen.

Aber nicht nur beim Menschen, sondern auch bei Tieren, Lebensmitteln und
Wasser spielt die Subtypisierung von stx2 eine wichtige Rolle, um Aussagen Uber
das pathogene Potential der jeweiligen Keime fir den Menschen treffen zu
konnen. In der vorliegenden Studie wurden alle gepriften stx2-Varianten auch in
STEC-Isolaten aus Kot-, Lebensmittel-, oder Wasserproben ermittelt.

In Isolaten aus Wiederkauerkotproben wurden haufiger die als besonders
pathogen geltenden stx2-Varianten stx2/2c detektiert (n = 10), als die weniger
pathogenen Varianten stx2d (n = 1) und 2e (n = 0). Zweifel et al. (2005) konnten
bei 37 % von 24 stx2-positiven Rinderkotproben den Subtyp stx2c detektieren.
Aus den drei im Rahmen dieser Arbeit subtypisierten Lebensmittelisolaten konnte
dagegen nur die wenig pathogene Variante stx2e nachgewiesen werden. Das
fuhrt zum einen zu der Uberlegung, ob der direkte Kontakt zu Tieren, v. a.
Wiederkauer, fir den Menschen eine groRere Gefahr hinsichtlich einer EHEC-
Erkrankung birgt, als der Konsum von Lebensmitteln. Zum anderen stellt sich
somit auch die Frage, ob die Kontamination von Lebensmitteln mit den
STEC/EHEC-Bakterien hauptsachlich faecal im Rahmen des Schlachtvorgangs
oder eher durch mangelnde Personalhygiene im Sinne einer Rekontamination
zustande kommt, denn die bei Lebensmittelisolaten nachgewiesene Variante
stx2e wurde in der vorliegenden Studie beim Menschen, nicht aber beim Tier
gefunden. Allerdings ist vom Subtyp Stx2e bekannt, dass er vor allem beim
Schwein zu finden ist (Bauerfeind et al. 2004). Da in der vorliegenden Arbeit kein
Isolat porcinen Ursprungs in die Subtypisierung miteinbezogen wurde, ist es nicht
weiter Uberraschend, dass stx2e in Kotisolaten nicht detektiert werden konnte.
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Anzumerken ist jedoch, dass fur die vorliegenden Ergebnisse eine zu geringe
Anzahl an Kot-, Lebensmittel-, und Wasserproben subtypisiert wurde um eine
endgultige Aussage treffen zu kénnen, denn in der vorliegenden Arbeit ging es

vornehmlich darum, einen ersten Einblick in vorhandene Varianten zu bekommen.

Im Gegensatz zu den vorliegenden Resultaten Uber stx2-Subtypen in
Lebensmittelisolaten sehen Beutin et al. (2007b) Lebensmittel als bedeutsame
Infektionsquelle fir pathogene stx2-Varianten. Die Arbeitsgruppe konnte alle
gesuchten stx2-Varianten mit Ausnahme von stx2f in Fleisch, Rohmilch oder Kase
nachweisen. Am haufigsten wurden, vor allem in Rindfleischisolaten, die als

hochpathogen geltenden Subtypen stx2 und stx2d,. detektiert.

5.1.6 Subtilase

Das Zytotoxin Subtilase wurde im Rahmen der vorliegenden Studie auch in
Isolaten aus Bayern nachgewiesen: Es konnte bei EHEC/STEC-Isolaten humanen
(5mal) und tierischen (Rind: Kot und Milch, Ziege: Kot, insgesamt 3mal) Ursprungs
nachgewiesen werden.

Die Subtilase wurde bisher hauptsachlich in eae-negativen, stx2-positiven
Stammen gefunden (Osek 2006, Khaitan et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit
zeigte sich jedoch auch ein eae-positiver Stamm als Subtilase-positiv. Vier der
subAB-positiven EHEC-Stamme waren stx2 positiv, zwei dagegen waren positiv

fur stx1 und 2 zusammen und zwei waren positiv flr stx1.

Die klinische Bedeutung der Subtilase muss derzeit noch als ungeklart eingestuft
werden, zumal kein klinischer Bericht zu den positiven EHEC-Stammen vorlag.
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5.1.7 Infektionskette Mensch-Tier/Lebensmittel/Was  ser

In Anbetracht der Tatsache, dass die Anzahl der infizierten Menschen jedes
betrachtete Jahr annahernd gleich war, wahrend die Zahl der STEC-positiven
Tiere, Lebensmittel und Wasserproben starken Schwankungen unterlag, ist kein
direkter Zusammenhang zwischen der Zahl der infizierten Personen, Tiere,
kontaminierte Lebensmittel oder Wasser erkennbar. Dies gilt auch in Anbetracht
der Tatsache dass bei Umgebungsproben verstarkt stx2 detektiert wurde,
wahrend in Stuhlproben stx1 Uberwog. Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe,
dass fur den Menschen andere Infektionswege, wie etwa die Mensch-zu-Mensch-
Ubertragung, eine groRe Rolle spielen kdnnen. Diese Beobachtung machten auch
andere Autoren (Bockemuihl und Karch 1996), Huber at al. 1998), Werber et al.
2007).

Nichts desto trotz darf die Gefahrdung, die von Tier, Lebensmittel oder Wasser
ausgehen kann, nicht unterschétzt werden. Bei Tieren, in Lebensmitteln und
Wasser wurden STEC nachgewiesen, welche aufgrund ihrer Charakteristika (vor
allem stx2, und, wenn auch selten, Intimin) fir den Menschen pathogen
einzustufen sind.

Auch die Serotypen 091, 0103, 0145, 0157, die haufig bei schwer erkrankten
Personen vorkamen (Beutin 2006), wurden in der vorliegenden Studie in Isolaten

von Tier, Lebensmittel oder Wasser gefunden.
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5.2 Schlussfolgerung

Bei Tieren, Lebensmitteln und im Wasser sind STEC/EHEC nachweisbar,
die aufgrund ihrer Pathogenitatsgene als potentielle Krankheitserreger fir

den Menschen betrachtet werden miissen

Die Subtypisierung von stx-Genen sollte eingesetzt werden, um Prognosen
hinsichtlich des Krankheitsverlaufs zu treffen. Hierzu ist die

Schmelzkurvenanalyse als Screeningverfahren geeignet

Das seit kurzem bekannte Zytotoxin Subtilase wurde in STEC/EHEC-
Isolaten von Mensch, Tier und Lebensmittel gefunden. Weitere
Untersuchungen hinsichtlich Verbreitung und Bedeutung dieses Zytotoxins

mussen folgen
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC) sind weltweit Ursache fir
gastrointestinale Erkrankungen unterschiedlichen Schweregrades. Zum Teil treten,
vor allem bei Kleinkindern, schwere postinfektiocse Komplikationen wie das
hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) auf. Als primares Reservoir fur diese
Bakterien gelten Wiederkauer, wo sie bei Adulten zur reguldren Darmflora gehéren.
Insofern besitzen Lebensmittel — tierische, wie auch pflanzliche, bei denen eine
gewisse fakale Kontamination nicht ganzlich auszuschlielen ist — als
Infektionsquelle groBe Bedeutung. Auch die Ubertragung von Mensch zu Mensch
spielt eine entscheidende Rolle im Infektionsgeschehen. Als Hauptvirulenzfaktoren
von STEC/EHEC werden die Shigatoxine (Stx) betrachtet, die sich in zwei Typen,
Stx1 und Stx2 einteilen lassen. Innerhalb dieser beiden Gruppen sind mehrere
Subtypen bekannt, die sich in ihrer Pathogenitat unterscheiden. Vor allem die
Varianten Stx2/2c sind oft mit schweren Erkrankungsfallen beim Mensch assoziiert.
Ein weiterer, erst kirzlich beschriebener Virulenzfaktor ist das Zytotoxin Subtilase.
Es wird angenommen, dass der Subtilase als Cofaktor zum Shigatoxin bei der

Ausbildung von klinischen Symptomen eine Schlisselrolle zukommen koénnte.

Ziel dieser Studie war es zum einen, STEC/EHEC-Isolate aus verschiedenen
Habitaten, also von Mensch, Tier, Lebensmittel- und Wasserproben aus Bayern
anhand ihrer geno- und phanotypischen Charakteristika Uber einen Zeitraum von
funf Jahren (2002 bis 2006) zu vergleichen. Dartber hinaus sollten alle stx2-
positiven Isolate aus dem Jahr 2006 sowohl durch Schmelzkurvenanalyse als auch
durch PCR mit spezifischen Primern subtypisiert und STEC/EHEC-Isolate
unterschiedlicher Herkunft auf das Vorkommen des kirzlich entdeckten Zytotoxins
Subtilase Uberprift werden. Im Rahmen dieser Studie wurden STEC/EHEC, die
aufgrund ihrer Pathogenitatsgene die Fahigkeit besitzen, beim Menschen klinische
Symptome auszulésen, aus Bakterienisolaten, die von Tieren, Lebensmitteln und
Wasser stammten, nachgewiesen. Subtypen, die als besonders pathogen gelten
(stx2/2c), wurden sowohl in Stuhlisolaten als auch in Isolaten aus
Umgebungsproben gefunden, ebenso wie die weniger pathogenen Varianten stx2d
und stx2e. Das Zytotoxin Subtilase konnte in STEC/EHEC-Isolaten menschlicher

und tierischer Herkunft (Rind: Kot und Milch, Ziege: Kot) detektiert werden.
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7 SUMMARY

Genotypic and phenotypic characterization of Shigat oxin-producing and
enterohemorrhagic Escherichia coli-isolates of human, animal, food, and

water origin from Bavaria in the time period from 2 002 to 2006

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) cause gastrointestinal diseases of
different severity worldwide. Severe post infectious complications like the hemolytic-
uremic syndrome (HUS) partly appear, especially in infants. Ruminants have been
identified as the main reservoir for these bacteria, because STEC are found as a
part of the normal intestinal flora of the adult animals. So food of animal or even
vegetarian origin, by which a certain fecal contamination cant’t be entirely excluded,
bears a big meaning as source of infection. Person-to-person transmission is very
important to infection, too. Shiga toxins (Stx) are regarded to be the cardinal
virulence factors of STEH/EHEC. They can be divided into two groups, Stx1 and
Stx2. Subtypes, which differ in their pathogenicity, are known from each group.
Especially subtypes Stx2/2c are considered to be more frequently associated with
severe clinical symptoms in human. Another virulence factor is the novel subtilase
cytotoxin. Subtilase is expected to be possibly an important Shiga toxin-cofactor in

developing clinical symptoms.

The aim of this study was to compare the geno- and phenotypical characteristics of
STEC/EHEC-isolates of human, animal, food, and water origin from Bavaria over a
5-year time period (2002 to 2006). Furthermore, a subtyping of all stx2-positve
isolates of the year 2006 was carried out by melting-curve analysis and by PCR
with specific primers and STEC/EHEC-isolates of different origin were investigated
for novel subtilase cytotoxin. Within this study, STEC/EHEC, which are capable of
producing clinical symptoms in human because of their virulence gens, were
detected in isolates of animal, food and water origin. The subtypes stx2/2c, which
are presumed to be pathogenic, were found in isolates of human and environmental
origin as well as the less pathogenic subtypes stx2d and stx2e. STEC/EHEC-
isolates from human, cattle (milk and feces) and goat (feces) were tested positive
for the novel subtilase cytotoxin.
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8 ANHANG

8.1 Material und Methoden

8.1.1 Allgemeine Materialien

- Handschuhe

» Safe skin Satin Plus powder-free latex exam gloves, Size S, REF SP 2220E

(Kimberly-Clark, USA)

» Safe skin Purple Nitrile powder-free exam gloves, Size S, REF 52001M
(Kimberly-Clark, USA)

- Pipetten (Eppendorf, Deutschland)
» eppendorf reference 0, 5-10 pl

» eppendorf reference 2-10 pl

» eppendorf reference 10-100 pl

e eppendorf reference 100-1000 pl

+ eppendorf Multipette® plus

- Pipettenspitzen (Eppendorf, Deutschland)

* epT.ILP.S. filter PCR clean Nr. 0030 007.040 10 pl

« ep T.ILP.S. filter PCR clean Nr. 0030 077.067 100 pl

* epT.ILP.S. filter PCR clean Nr. 0030 077.105 1000 pl
 epT.ILP.S. filter reload Nr. 0030 073.80 2-200 pl
» eppendorf Combitips plus Nr. 0030 069.463 10 ml

e eppendorf Combitips plus Nr. 0030 069.455 50 ml
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8.1.2 Anzucht von EHEC-Isolaten

e Cryorohrchen, Nr. 791701 (MAST DIAGNOSTICA, Deutschland)

» Gefrierschrank - 80 °C, Nr. 51014463 (Kendro, Deu tschland)

e Cryoblock, Nr. 291610 (MAST DIAGNOSTICA, Deutschland)

 ENDO-Agarplatten, Nr. PO5005A (Oxoid, Deutschland)
Fleischextrakt 10,0 g; Pepton aus Fleisch 10,0 g; Natriumchlorid 5,0 g;
Laktose 10,0 g; Fuchsin 0,5 g; Natriumsulfit 2,5 g; Agar 20,0 g.

* Wattetupfer, WA1-l (Herenz, Deutschland)

* Metallosen

e Bunsenbrenner, Gasprofi 2 (WLD-TEC)

* Brutraum, 37 °C

8.1.3 PCR

8.1.3.1 Probenvorbereitung

» isotone Kochsalzlésung 0,9 % Braun, 250 ml (B. Braun Melsungen AG)
* Wasser fur Injektionszwecke, 50 ml (Grinenthal GmbH, Aachen)
» eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf, Deutschland)
» Tischzentrifuge 5417 R (Eppendorf, Deutschland)
» Sterilbank Hera Safe (Heraeus Instruments GmbH, Deutschland)
» eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf, Deutschland)
* MicroAmp Reaction tubes N 801-0838
(Perkin Elmer-Applied Biosystems, Kanada)
e MicroAmp Capes N 801-0535
(Perkin Elmer-Applied Biosystems, Kanada)
* eppendorf safe-lock-tubes, 1,5 ml, 1000 St. Nr. 0030 120.086
(Eppendorf, Deutschland)
» eppendorf safe-lock-tubes, 2,0 ml, 1000 St. Nr. 0030 120.094
(Eppendorf, Deutschland)



8.1.3.2 Real-Time-PCR und Schmelzkurvenanalyse

e Primer (Sequenzen siehe Tab. 4, S. 41)
(Eurofins MWG GmbH, Deutschland)
e Sonden (Sequenzen siehe Tab. 5, S. 41)
(Eurofins MWG GmbH, Deutschland)
» LightCycler Fast Start HybProbe DNA Master Kit, 04957199702
(Roche, Deutschland)
» Wasser zu Injektionszwecken, 2 ml (Jenapharm, Deutschland)
«  AmpuWa®, Wasser, DNAse-frei, 2 ml
(Fresenius Kabi Deutschland GmbH)
» LightCycler Capillaries 20 pul Kat. Nr. 1 909 339 (Roche, Deutschland)
» LightCycler Carousel Centrifuge (Roche, Deutschland)
» LightCycler Nr. 1403282 (Roche, Deutschland)
« Computer, HP Vectra VL, mit Auswertungssoftware LC Software Version
3.5 (Roche, Deutschland)

8.1.3.3 Subtypen- und Subtilase-PCR

* Primer (Sequenzen siehe Tab. 9, S. 45)
(Eurofins MWG GmbH, Deutschland)

* Wasser zu Injektionszwecken, 2 ml (Jenapharm, Deutschland)

« AmpuWa®, Wasser, DNAse-frei, 2 ml
(Fresenius Kabi Deutschland GmbH)

« AmpliTag® DNA Polymerase with GeneAmp® 10x PCR Puffer, N808-0152
(Applied Biosystems, Deutschland)

. GeneAmp® dNTP-Mix, N808-0007, 10 mMol dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(Applied Biosystems, Deutschland)

» Blockcycler Perkin EImer Gene Amp PCR System 9600
(Perkin Elmer-Applied Biosystems, Kanada)

e Blockcycler Gene Amp PCR System 9600
(Applied Biosystems, Deutschland)
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- Gelherstellung

peqGOLD Universal Agarose 500 g Nr. 35-1020

(peglab Biotechnologie, GmbH Deutschland)

Analysenwaage KERN EW max.1500 g, min. 0,05 g (Kern, Deutschland)
Mikrowelle (Siemens, Deutschland)

TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA), Stammlésung 5 x TBE

54,0 g Tris-Base (Trizma® Base 1 kg, T-8524)

(Sigma-Aldrich, Deutschland)

27,5 g Borsaure H3BO3 Art. Nr. 6943.1 (Roth, Deutschland)

3,72 g EDTA-Na; 250 g, Art. Nr. 8043.1 (Roth, Deutschland)

Aqua dest. ad 1000 ml

Gebrauchslosung: 1 x TBE (1 Teil Stammldsung und 4 Teile Aqua dest.)
Gelkammer (Bio-RAD, Deutschland)

Kamme 10, 15 und 20 Well (Bio-RAD, Deutschland)

- Elektrophorese

Molekulargewichtsmarker pUC 8; 0,5 mg DNA/mol SM0301
(Fermentas MBI, Deutschland)

Mikrotiterplatten (Sarstedt, Deutschland)
Elektrophorese-Kammer SUB-CELL® (Bio-RAD, Deutschland)
Stromquelle POWER PAC 300 (Bio-RAD, Deutschland)
Gel-Loading-Puffer:

62,5 mg Bromphenolblau

62,5 mg Xylencyanol

62,5 mg Ficoll (Typ 400)

Aqua dest. ad 25 ml
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- Farbung und Auswertung

e Ethidiumbromid-Lésung 10 mg/ml, Art. 2218.1 (Roth, Deutschland)
e UV-Kammer mit integrierter Kamera Gel-Doc 1000
(Bio-RAD, Deutschland)
e Computer mit Auswertungssoftware Molecular Analyst 1.5
(Bio-RAD, Deutschland)
e Drucker Mitsubishi Video Copy Processor PG 6 DE (Mitsubishi, Japan)
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8.2 Anhang Ergebnisse

8.2.1 Detalillierte Daten der einzelnen Jahre

8.2.1.1 Jahr 2002

8.2.1.1.1 Stuhlproben

Tab. 21: Ubersicht tber Anzahl und Ergebnis der EHEC-Untersuchungen von
Stuhlproben im Jahr 2002

Untersuchte Stuhlproben stx-positive Stuhlproben*

3118

176" (5,6 %)

* Erstinfektionen

** Erreger von 170 infizierten Personen wurden in der vorliegenden Studie analysiert

Abb. 20: Altersverteilung der stx-positiven Personen (n = 170) im Jahr 2002
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Abb. 21: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Stuhlproben (n = 170) im Jahr 2002

stx1+2; 20 %

stx2; 29 %

stx1; 51 %

Tab. 22: Intimin und Enterohamolysin in Stuhlisolaten (n = 143) 2002

Isolate eae-positiv E-hly-positiv eae+E-hly-positiv  kein eae/E-hly

143

70

33

Tab. 23: Serotypen beim Menschen im Jahr 2002 (Ngesamt = 143)

Serotyp n|Serotyp n |Serotyp n |Serotyp n |Serotyp n
0100 10103 15 | 0104 1| 0111 2 | 0112 1
0113 310115 2 | 0118 1]0128 0145 10
0146 6 | 0154 0156 2 | 0157 19 | O175 1
o177 1|0178 2 | 0181 1|02 6 | 022 1
023 1| 026 18 | O55 1|06 4 | O74 2
O76 1078 2 |08 1| 080 1 084 1
090 1091 14 | 096 1|098 1 | Ont 8
ORF 8
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Tab. 24: Serovare beim Menschen im Jahr 2002 (Ngesamt = 143)

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n
0100: H- 1]0103:H2 15| 0104:H12 1 | O111:H- 2| 0112:H2 1
O113:H- 1 |O0O113:H4 2| 0115:H- 1| 0118:H16 1|0115H18 1
0145:H- 8 | O145:Hnt 2|1 0146:H21 6| O154:H20 1 | O154:H4 1
O156:H7 2 | O157:H- 11 | O157:H7 8 | O177:H- 1| 0178:H- 1
O178:H19 1| O181:H16 1| O2:H6 6 | O22:H8 1| 023:H15 1
026:H- 3|1026:H11 15|0128:H2 1|0175:H8 1 | O55:Hnt 1
0O6:H1 1| O6:H10 3| 074:H28 1 |0O74:H42 1| 0O76:H19 1
O78:H- 2 | O8:H- 1| O80:H- 1| O84:H- 1| 091:H- 10
O90:H15 1 | 091:H14 1|091:H21 1|091:H28 1| 0O91:Hnt 1
096:H12 1| 098:H8 1| Ont:H- 2| Ont:H10 1| Ont:H17
Ont:H19 1|0Ont:H2 1| 0Ont:H4 1 | Ont:Hnt 1| ORF:H- 3
ORF:H2 2 | ORF:H28 1| ORF:H4 1 ORFH45 1

Tab. 25: eae-positive Serovare im Jahr 2002

Serovar N gesamt N eae-positiv | S€rovar N gesamt N eae-positiv

026:H- 3 3 0145:H- 8 8

026:H11 15 15 O145:Hnt 2 2

0O80:H- 1 1 O157:H- 11 11

0O84:H- 1 1 O157:H7 8 8

0O90:H15 1 1 O177:H- 1 1

0O103:H2 15 15 Ont:Hnt 1 1

O111:H- 2 2 ORF:H- 3 2

O118:H16 1 1 ORF:H2 2 1
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8.2.1.1.2 Kotproben

Tab. 26: Ubersicht Gber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Kotproben im Jahr 2002

Untersuchte Kotproben stx-positive Kotproben

428

121~

* Tierarten: Damwild (n = 14), Schaf (n = 26), Reh (n = 1), Huhn (n = 1),

Ziege (n=9), Rind (n = 70)

Abb. 22: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Kotproben (n = 121) im Jahr 2002

stx1+2; 48 %

Tab. 27: Serotypen bei Tieren im Jahr 2002 (Ngesamt = 51)

stx1; 12 %

stx2; 40 %

Serotyp n|Serotyp n|Serotyp n|Serotyp n |Serotyp n| Serotyp n
0113 10128 2| 0146 5| 0174 17 | O5 7| 055 1
074 5| 076 2|08 087 4 | Ont 4 | ORF 2

102



Tab. 28: Serovare bei Tieren im Jahr 2002 (Ngesamt = 51)

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n
O113:H4 1 | 0128:H2 2| 0146:H21 4 | 0O146:H28 1
O174:H- 1 |0174:H8 16 | O5:H- 7 | O55:Hnt 1
O74:H42 5| 0O76:H19 2| O8:H19 1]087:H16 3
O87:H19 1 | Ont:H16 1| Ont:H49 1| Ont:H8 2
ORF:H7 1 | ORF:H8 1

Tab. 29: Intimin und Enterohamolysin in Kotisolaten (n = 51) im Jahr 2002

Kotisolate eae-positiv E-hly-positiv

51 0

23

8.2.1.1.3 Lebensmittel

Tab. 30: Ubersicht tiber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von

Lebensmittelproben im Jahr 2002

Untersuchte Lebensmittelproben stx-positive Lebensmittelproben

244*

4** (Salat, Mettwurst, Lammfleisch)

* 240 pflanzliche und 4 tierische Lebensmittel
** alle stx2-positiv; 1mal Keimisolierung (Ont:H-)
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8.2.1.1.4 Wasser

Tab. 31: Ubersicht Gber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von

Wasserproben im Jahr 2002

Untersuchte Wasserproben

stx-positive Wasserproben

1150

davon

865 Oberflachenwasser-
und 285 Trinkwasserproben

41

davon
21 Oberflachenwasser-

und 20 Trinkwasserproben

Abb. 23: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Wasserproben (n = 41) im Jahr 2002

stx1+2; 27 %

stx1:; 10 %

stx2: 63 %

Tab. 32: Serotypen bei Wasserproben im Jahr 2002 (Ngesamt = 20)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
0104 10113 2| 0116 1] 0157 2
0163 1]0168 1| 0175 1| 074 3
08 2082 1| Ont 5
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Tab. 33: Serovare im Oberflachenwasser im Jahr 2002 (Ngesamt = 8)

Serovar n| Serovar n | Serovar n | Serovar | n

0104:H21 1| O113:H4 1| 0168:H8 1|0O74:H28 |1
O8:Hnt 1| Ont:H- 1] 0nttH21 1 |OntH41 |1

Tab. 34: Serovare im Trinkwasser im Jahr 2002 (Ngesamt = 12)

Serovar Serovar Serovar n | Serovar n

n n
0113:H41 1| 0O116:H21 1| O157:H- 2| 0O163:H19 1
O175:H8 1| 074:H28 2| 08H19 1| 0O82:H8 1
Ont:H14 1| Ont:H2 1

Tab. 35: Intimin und Enterohamolysin in Wasserisolaten (n = 20) im Jahr 2002

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

20 2 11

8.2.1.2 Jahr 2003

8.2.1.2.1 Stuhlproben

Tab. 36: Ubersicht tber Anzahl und Ergebnis der EHEC-Untersuchungen von
Stuhlproben im Jahr 2003

Untersuchte Stuhlproben stx-positive Stuhlproben*

4500 203** (4,5 %)

* Erstinfektionen
** Erreger von 201 infizierten Personen wurden in der vorliegenden Studie analysiert
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Abb. 24: Altersverteilung der stx-positiven Personen im Jahr 2003 (n = 201)
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Abb. 25: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Stuhlproben (n = 201) im Jahr 2003

stx1+2; 24 %

stx1; 43 %

stx2; 33 %
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Tab. 37: Serotypen beim Menschen im Jahr 2003 (Ngesamt = 155)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n

O1 1]0103 24 |1 0109 1]0111 4| 0112 1

0113 5| 0117 10123 10128 5| 0129 1

0145 9| 0146 6 | 0155 3| 0157 14| 0174 2

0177 30178 2| 0181 102 31021 1

023 1]026 18 | 040 1| 042 043 1

048 1| 055 1| 074 1| 076 6|08 3

080 1|088 1|09 1|091 10 | Ont 9

ORF 11

Tab. 38: Serovare beim Menschen im Jahr 2003 (Ngesam: = 155)

Serovar n | Serovar Serovar n | Serovar n | Serovar n
O1l:H- 1{0103:H2 24| 0O109:H25 1 |O111:H- 3| 0111:H8 1
Ol112:H4 1| 0113:H21 2| 0113:H4 3 |0O117:H7 1| 0123:H- 1
O128:H2 5| 0129:H11 1 |O145H- 8| 0145:H28 1| 0146:H21 4
0146:H28 2 | O155:H- 2| 0155:H31 1| 0157:H- 6 |0O157:H7 8
O174:H- 1| 0174:H2 1| 0177:H- 2| 0177:H11 1| O178:H7 2
0181:H8 1 | O2:H32 1| O2:H6 2021:H25 1 |023:H16 1
026:H- 4]026:H11 13 |0O26:HRF 1| O40:HRF 1| O42:H- 1
043:H2 1| 048:H8 1| O55:HRF 1| 074:H28 1 |O76:H- 1
O76:H19 5| 08:H19 2 | O8:Hnt 1| O80:H- 1| O88:H- 1
0O9:H- 1| 0O91:H- 5|091:H14 4| 091:HRF 1 |Ont:H- 4
Ont:H18 1 | Ont:H19 1|0Ont:H2 1| Ont:H9 1 | Ont:Hnt 1
ORF:H- 6 |ORF:H11 2 |ORFH2 2| ORFH21 1

Tab. 39: Intimin und Enterohamolysin in Stuhlisolaten (n = 155) in Jahr 2003

Isolate eae-positiv E-hly-positiv eae+E-hly-positiv kein eae/E-hly

155

83

113

75

34
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Tab. 40: eae-positive Serovare im Jahr 2003

Serovar N gesamt N eae-positiv | S€rovar N gesamt N eae-positiv
O1:H- 1 1 0123:H- 1 1
021:H25 1 1 0145:H- 8 8
026:H- 4 4 0145:H28 1 1
026:H11 13 13 0157:H- 6 6
026:HRF 1 1 O157:H7 8 8
O40:HRF 1 1 O177:H- 2 2
080:H- 1 1 O177:H11 1 1
0103:H2 24 23 Ont:H- 4 1
0109:H25 1 ORF:H2 2 2
0111:H- 3 3 ORF:H11 2 2
O111:H8 1 ORF:H21 1 1

8.2.1.2.2 Kotproben

Tab. 41: Ubersicht tber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Kotproben im Jahr 2002

Untersuchte Kotproben stx-positive Kotproben

332

84*

* Tierarten: Rind (n = 75), Schaf (n = 4), Ziege (n = 3), Hund (n = 1), Katze (n = 1)
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Abb. 26: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Kotproben (n = 84) im Jahr 2003

stx1+2; 44%

stx1; 12 %

stx2; 44 %

Tab. 42: Serotypen bei Tieren im Jahr 2003 (Ngesamt = 7)

Serotyp n

Serotyp n

Serotyp n

Serotyp n

Serotyp n

0103 1

046 1

084 1

091 3

Ont 1

Tab. 43: Serovare bei Tieren im Jahr 2003 (Ngesamt = 7)

Serovar n

Serovar

n | Serovar

n | Serovar

n | Serovar n

0103:H2 1

046:H38

1| O84:KH-

1| 091:H21 3

OntH- 1

Tab. 44: Intimin und Enterohamolysin in Kotisolaten (n = 7) im Jahr 2003

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

7 1

5
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8.2.1.2.3 Lebensmittel

Tab. 45: Ubersicht Gber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Lebensmittelproben im Jahr 2003

Untersuchte Lebensmittelproben  stx-positive Lebensmittelproben

80 16*

davon

Milch (n=7),

Rohwurst (n = 4),
Verarbeitungsfleisch (n = 3),
Rinderfett (n = 2)

* 10mal stx2, 5mal stx1+2, 1mal stx1 (0105:H18, O6:H1)

8.2.1.2.4 Wasser

Tab. 46: Ubersicht Uber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Wasserproben im Jahr 2003

Untersuchte Wasserproben stx-positive Wasserproben
1088 96*
davon

894 Oberflachenwasser-
und Trinkwasserproben,
194 Proben aus Klaranlagen

* 37 der stx-positiven Wasserproben (Oberflachenwasser) wurden in der vorliegenden
Arbeit analysiert
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Abb. 27: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Wasserproben (n = 37) im Jahr 2003

stx1+2; 22 %

stx1; 11 %

stx2; 67 %

Tab. 47: Serotypen im Wasser im Jahr 2003 (Ngesamt = 8)

Serotyp n

Serotyp n

Serotyp n

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n

0174 1

0175 1

018 1

076 1|08 2 | Ont 2

Tab. 48 : Serovare im Wasser im Jahr 2003 (ngesamt = 8)

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n
Ol174:H2 1| 0175:H28 1| 018H9 1| O76:H- 1
0O8:Hnt 1| O8:HRF 1|/0nttH- 1|0OntH25 1

Tab. 49: Intimin und Enterohamolysin in Wasserisolaten (n = 8) im Jahr 2003

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

8 0

3
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8.2.1.3 Jahr 2004

8.2.1.3.1 Stuhlproben

Tab. 50: Ubersicht Uber Anzahl und Ergebnis der EHEC-Untersuchungen von
Stuhlproben im Jahr 2004

Untersuchte Stuhlproben stx-positive Stuhlproben*

3491

182 (5,2 %)

* Erstinfektionen
** Erreger von 176 infizierten Personen wurden in der vorliegenden Studie analysiert

Abb. 28: Altersverteilung der stx-positiven Personen (n = 176) im Jahr 2004
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Abb. 29: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Stuhlproben (n = 176) im Jahr 2004

stx1+2; 23 %

stx1; 38 %

stx2; 39 %

Tab. 51: Serotypen beim Menschen im Jahr 2004 (Ngesamt = 106)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
o1 1]0103 5| 0111 2| 0112 1|0113 4| 0117 1
0118 2013 1| 0145 6 | 0146 6 | 0153 2 | 0156 1
0157 8 | 0160 1|0174 1| 0175 1] 0176 1| 0177 1
02 41022 1]|023 21026 12 | 048 1|05 1
055 1|06 1|074 1| 075 1| 076 2| 077 2
08 2|09 1|091 8 | Ont 13 | ORF 8

Tab. 52: Serovare beim Menschen im Jahr 2004 (Ngesamt = 106)

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n

O1:H- 1| O103:H- 1|0103:H11 1| 0103:H2 3| O111:H- 2
O112:H11 1| O113:H4 4| O117:H- 1| 0118:H16 2| 0O13:H4 1
0145:H- 5(0145:Hnt 1| O146:H- 1| 0146:H21 3| 0146:H28 2
O153:H19 1 | O156:H- 1| O157:H- 2 | O157:H7 6 | 0160:H- 1
O174:H2 1|0175:H28 1| 0O176:H- 1| 0177:H- 1| 0O2:H27 1
02:H32 2 | O2:H6 1| 022:H8 1| O23:H15 2| 026:H11 11

113



Fortsetzung Tab. 52

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n
048:H49 1 | O5:H- 1| O55:H6 1| 06:H10 1| O74:H42 1
O75:H- 1| O76:H19 2| O77:H18 2 | O8:H- 1| 0O8:H19 1
O9:H- 1| O91:H- 8 | Ont:H- 3| Ont:H11 1| Ont:H16 1
Ont:H19 2 | Ont:H21 1| Ont:H31 2 | Ont:H35 1| Ont:HG6 2
ORF:H- 4| ORF:H14 1| ORFH19 1| ORF:H28 1 |0O153:HRF 1
026:H- 1| ORF:H2 1

Tab. 53: Intimin und Enterohamolysin in Stuhlisolaten (n = 106) im Jahr 2004

Isolate eae-positiv E-hly-positiv eae+E-hly-positiv kein eae/E-hly

106

49

68

45

34

Tab. 54: eae-positive Serovare im Jahr 2004

Serovar N gesamt N eae-positv | S€rOVAr N gesamt N eae-positiv
O1:H- 1 1 0145:Hnt 1 1
026:H- 1 1 0156:H- 1 1
026:H11 11 11 O157:H- 2 2
O5:H- 1 1 O157:H7 6 5
O77:H18 2 2 0176:H- 1 1
091:H- 8 1 O177:H- 1 1
0103:H11 1 1 Ont:H11 1 1
0103:H2 3 3 Ont:H19 1 1
O111:H- 2 2 Ont:H21 1 1
O112:H11 1 1 ORF:H- 4 1
0O117:H- 1 1 ORF:H2 1 1
O118:H16 2 2 ORF:H19 1 1
0145:H- 5 5
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8.2.1.3.2 Kotproben

Tab. 55: Ubersicht tiber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Kotproben im Jahr 2004

Untersuchte Kotproben stx-positive Kotproben

163

74*/**

* 68 der stx-positiven Kotproben wurden in der vorliegenden Arbeit analysiert
** Tierarten: Rind (n = 43), Schwein (n = 23), Ziege (n = 1) und Katze (n = 1)

Abb. 30: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Kotproben (n = 68) im Jahr 2004

stx1+2; 46 %

stx1; 13 %

stx2: 41 %

Tab. 56: Serotypen bei Tieren im Jahr 2004 (Ngesamt = 12)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
0118 1| 0145 2 | 0153 20177 2
05 1| 069 1|08 1| Ont 2
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Tab. 57: Serovare bei Tieren im Jahr 2004 (Ngesamt = 12)

Serovar n | Serovar n | Serovar n
0118:H- 1| O145:H- 2| O153:H25 2
O177:H- 1|0177:H21 1| O5:H- 1
0O69:H- 1| O8:H19 1| Ont:H- 2

Tab. 58: Intimin und Enterohamolysin in Kotisolaten (n = 12) im Jahr 2004

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

12

5

9

8.2.1.3.3 Lebensmittel

Tab. 59: Ubersicht Gber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von

Lebensmittelproben im Jahr 2004

Untersuchte Lebensmittelproben  stx-positive Lebensmittelproben

175

15

davon

Milch (n = 2), Rohwurst (n = 9),
Hackfleisch (n = 1), Kalbfleisch (n = 1),
Schweinebauch (n = 1), Fencheltee (n = 1)
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Abb. 31: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Lebensmittelproben (n = 15) im Jahr

2004

stx1+2; 20 %

stx1; 13 %

stx2; 67 %

Tab. 60: Intimin und Enterohamolysin in Lebensmittelisolaten (n = 13) im Jahr 2004

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

13 0

4

Tab. 61: Serotypen bei Lebensmittelproben im Jahr 2004 (Ngesamt = 13)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
0105 10113 1| 0154 1,02 1022 1
06 1| 086 1091 1/|0nt 3 | ORF 2

Tab. 62: Serovare bei Lebensmittelproben im Jahr 2004 (ngesamt = 13)

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n
O91:H- 1|0105:H18 1 |O0O113:H21 1 |O154:H31 1| O20:H- 1
022:Hnt 1| O6:H1 1| O86:Hnt 1| Ont:H- 1/0ntH7 1
Ont:Hnt 1| ORF:H19 2
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8.2.1.3.4 Wasser

Tab. 63: Ubersicht Gber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Wasserproben im Jahr 2004

Untersuchte Wasserproben stx-positive Wasserproben

624 116

davon davon

579 Oberflachenwasserproben 104 Oberflachenwasserproben,
incl. 188 aus Klaranlagen, 12 Trinkwasserproben

45 Trinkwasserproben

Abb. 32: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Wasserproben (n = 116) 2004

stx1; 15%

stx1+2; 45%

stx2: 40%

Tab. 64: Serotypen bei Wasserproben im Jahr 2004 (Ngesamt= 18)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n

0103 1| 0113 1,015 1| 0154 2 | 0165 10174 2
055 1| 076 1| 077 1|08 1|09 1| Ont 4
ORF 1
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Tab. 65: Serovare bei Wasserproben im Jahr 2004 (Ngesamt = 18)

Serovar n | Serovar n|Serovar n|Serovar n|Serovar n

O103:H2 1|0113:H4 1|015H8 1|0154:Hnt 2| O165:H- 1

O174:H2 1| 0174:H21 1| 0O55H12 1| 0O76:H19 1 |O77:H18 1

O8:H- 1| O9:H- 1| Ont:H- 2|10ntH14 1 |OntHnt 1
1

ORF:H12

Tab. 66: Intimin und Enterohamolysin in Wasserisolaten (n = 18) im Jahr 2004

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

18 1 8

8.2.1.4 Jahr 2005

8.2.1.4.1 Stuhlproben

Tab. 67: Ubersicht tber Anzahl und Ergebnis der EHEC-Untersuchungen von

Stuhlproben im Jahr 2005

Untersuchte Stuhlproben stx-positive Stuhlproben*

3505

183* (5,2 %)

* Erstinfektionen

** Erreger von 176 infizierten Personen wurden in der vorliegenden Studie analysiert
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Abb. 33: Altersverteilung der stx-positiven Personen im Jahr 2005 (n = 183)
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Abb. 34: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Stuhlproben (n = 183) 2005

stx1+2; 20 %

stx1; 39 %

stx2; 41 %
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Tab. 68: Serotypen beim Menschen im Jahr 2005 (Ngesamt = 131)

Serotyp n|Serotyp n |Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
01 1| 0103 12 | 0106 2| 0111 6 | 0113 2 | 0115 4
0119 1|0130 1] 0136 20138 1]0145 11 | 0146 2
0153 1| 0154 2| 0157 10 | O175 1|0177 02 7
023 2| 026 11 | O51 1| 055 1074 3075 1
076 2| 077 1|08 3| 091 12 | Ont 13 | ORF 14
Tab. 69: Serovare beim Menschen im Jahr 2005 (Ngesam: = 131)

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n
O1:Hnt 1]0103:H2 12| 0O106:H- 1|0106:H18 1| O111:H- 6
O113:H28 1| 0O113:H4 1|0115:H- 3| 0115:H10 1| O119:H4 1
0O130:H- 1|0136:H12 1 |O0O136:Hnt 1 |O138:H8 1 |0145H- 11
0146:H21 1 |0O146:H28 1| 0153:Hnt 1| 0154:H31 2| O157:H- 6
O157:H7 4| O175:H4 1/0177:H- 1| O2:H- 1| O2:H27 2
02:H32 1| O2:H6 3| 023:H15 1|023:H21 1| 026:H- 1
026:H11 10 | O51:H14 1|055:H7 1|074:H27 2| 0O74:H28 1
O75:H55 1| O76:H- 1] 076:H19 1| 0O77:H41 1 | O8:Hnt 3
091:H- 6 | O91:H14 41 091:H21 2| Ont:H- 7 | Ont:H19 1
Ont:H2 1|0Ont:H21 1/0nt:H28 1| Ont:H4 1| Ont:H6 1
ORF:H- 4| ORF:H11 2|ORFH2 2|ORFHnt 5|ORFHRF 1

Tab. 70: Intimin und Enterohamolysin in Stuhlisolaten (n = 131) im Jahr 2005

Isolate eae-positiv E-hly-positiv eae+E-hly-positiv kein eae/E-hly

131 61

95

56

31
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Tab. 71: eae-positive Serovare im Jahr 2005

Serovar N gesamt N eae-positv | SEIOVAr N gesamt N eae-positiv
026:H- 1 1 O157:H7 4 4
026:H11 10 10 O177:H- 1 1
O55:H7 1 1 Ont:H- 7 3
0103:H2 12 12 ORF:H- 4 3
O111:H- 6 5 ORF:H11 2 2
0O145:H- 11 11 ORF:Hnt 5 2
O157:H- 6 6

8.2.1.4.2 Kotproben

Tab. 72: Ubersicht tber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Kotproben im Jahr 2005

Untersuchte Kotproben stx-positive Kotproben

123

T4%/*

*72 der stx-positiven Kotproben wurden in der vorliegenden Studie analysiert
** Tierarten: Rind (n = 58), Schaf (n = 4), Ziege (n = 3), Hund (n = 1), Katze (n = 2),

Rotwild (n = 4)
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Abb. 35: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Kotproben (n = 72) 2005

stx1+2; 53 %

stx1: 22 %

stx2: 25 %

Tab. 73: Serotypen bei Tieren im Jahr 2005 (Ngesamt = 14)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
O111 10128 10174 10179 1]055 1076 1

08 1| 086 1| Ont 4 | ORF 2

Tab. 74: Serovare bei Tieren im Jahr 2005 (Ngesamt = 14)

Serovar n | Serovar n|Serovar n|Serovar n|Serovar n|Serovar n
O111:H- 1|0128:H2 1| 0174:H4 1| 0179:H8 1| 0O55H31 1|0O76:H19 1
O8:H19 1| O86:H- 1| Ont:H- 1| Ont:H2 1| Ont:H8 1/OnttHnt 1
ORF:H- 2

Tab. 75: Intimin und Enterohamolysin in Kotisolaten im Jahr 2005 (n = 14)

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

14 1

Z
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8.2.1.4.3 Lebensmittel

Tab. 76: Ubersicht tiber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von

Lebensmittelproben im Jahr 2005

Untersuchte Lebensmittelproben stx-positive Lebensmittelproben

333

42*

davon

Milch- und Milchprodukte (n = 20),
Wurstwaren und Fleisch (n = 12),
Umgebungsproben (n = 8), Tee (n =1)

*41 der stx-positiven Lebensmittelproben wurden in der vorliegenden Studie analysiert

Abb. 36: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Lebensmittelproben (n = 41) im Jahr

2005

stx1+2; 32 %

stx1; 46 %

stx2; 22 %

Tab. 77: Serotypen bei Lebensmittelproben im Jahr 2005 (Ngesamt = 24)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
01 1| 0100 2 | 0157 10174 1|02 5
055 3076 2| 091 1| Ont 6 | ORF 2
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Tab. 78: Serovare bei Lebensmittelproben im Jahr 2005 (Ngesamt = 24)

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n
O1:Hnt 1|0100:H- 2| 0O157:H- 1 |0174:H8 1| 02:H32 5
O55:H12 1| O55:H31 2| O76:H19 2| 091:H- 1/0ntH- 4
Ont:H11 1| ORF:H- 1|ORF:H12 1| Ont:H7 1

Tab. 79: Intimin und Enterohamolysin in Lebensmittelisolaten (n = 24) im Jahr 2005

Isolate eae-positiv  E-hly-positiv

24 1 8

8.2.1.4.4 Wasser

Tab. 80: Ubersicht Gber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Wasserproben im Jahr 2004

Untersuchte Wasserproben stx-positive Wasserproben
444 43

davon davon

352 Oberflachenwasserproben 38 Oberflachenwasserproben,
92 Trinkwasserproben 5 Trinkwasserproben
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Abb. 37: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Wasserproben (n = 43) 2005

stx1+2; 28 % stx1; 26 %

stx2; 46 %

Tab. 81: Serotypen bei Wasserproben im Jahr 2005 (Ngesamt = 25)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n

0103 1| 0113 3015 210154 1| 0175 10176 1
018 1|02 1,055 2108 1| 0Ont 4 | ORF 7

Tab. 82: Serovare bei Wasserproben im Jahr 2005 (Ngesamt = 25)

Serovar n | Serovar Serovar n | Serovar Serovar

n n n
O103:H25 1| 0113:H- 1|0113:H4 2| 0O15:H8 2| 0154:H31 1
O175:H28 1| 0O176:H- 1| O18:H7 1| O2:H27 1| O55:Hnt 2
0O8:H4 1[0nt:H48 1| Ont:H8 1| Ont:H- 1 | Ont:Hnt 1
ORF:H- 2| ORF:H14 1 |ORF:H21 1| ORF:H23 2 |ORFH8 1

Tab. 83: Intimin und Enterohamolysin in Wasserisolaten (n = 25) im Jahr 2005

Isolate eae-positiv  E-hly-positiv

25 1 9
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8.2.1.5 Jahr 2006

8.2.1.5.1 Stuhlproben

Tab. 84: Ubersicht Uber Anzahl und Ergebnis der EHEC-Untersuchungen von
Stuhlproben im Jahr 2006

Untersuchte Stuhlproben stx-positive Stuhlproben*

3078

154 (5 %)

* Erstinfektionen

Abb. 38: Altersverteilung der stx-positiven Personen im Jahr 2006 (n = 154)
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Abb. 39: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Stuhlproben im Jahr 2006 (n = 154)

stx1+2; 14 %

stx1; 50 %

stx2; 36 %

Tab. 85: Serotypen beim Menschen im Jahr 2006 (Ngesam = 126)

Serotyp n|Serotyp n |Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
010 10100 10103 6| 0111 3| 0112 210113 1
0115 3| 0119 10130 1| 0136 10143 1|0145 11
0146 510147 10154 1| 0157 5| 0158 10171 1
0174 2| 0177 4|02 1022 21026 18 | O28 1
055 3|06 1074 4| 076 2| 077 1|08 1
080 1091 11 | Ont 13 | ORF 15
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Tab. 86: Serovare beim Menschen im Jahr 2006 (Ngesamt = 126)

Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n | Serovar n
0O10:H42 1 | O100:H- 1|0103:H2 6|0111:H- 3 |0O1l12:H- 2
O113:H- 1| O0O115H10 3|0119:H4 1 |0130:H11 1|0136:Hnt 1
0O143:H4 1| O145:H- 11 | O146:H- 3| 0146:H28 2 | 0147:H21 1
O154:H31 1 | O157:H7 3| O157:H- 2 | O158:H- 1]0171:H25 1
O174:H8 2 | O177:H- 2| 0177:H11 2| O2:H4 1| 022:H8 2
026:H- 3|026:H11 15| 028:Hnt 1|0O55Hnt 3| 06:H31 1
O74:H- 2| O74:H28 2 | O74:Hnt 1| O76:H- 1/076:H19 1
O77:H11 1| O8:H8 1| O80:H- 1| O91:H- 7|1 091:H14 4
Ont:H- 1| Ont:H16 2 | Ont:H18 1/|Ont:H19 1| Ont:H25 1
Ont:H31 1| Ont:H4 1| Ont:H48 1| Ont:HG6 1| Ont:H7 1
Ont:Hnt 2 | ORF:H- 4 | ORF:H19 2| ORF:H11 2|ORFH2 3
ORF:H4 2 | ORF:H45 1

Tab. 87: Intimin und Enterohamolysin in Stuhlisolaten (n = 126) im Jahr 2006

Isolate eae-positiv E-hly-positiv eae+E-hly-positiv kein eae/E-hly

126 59

82

52

37

Tab. 88: eae-positive Serovare im Jahr 2006

Serovar N gesamt N eae-positv | S€Erovar N gesamt N eae-positiv
026:H- 3 3 0158:H- 1 1
026:H11 15 15 O171:H25 1 1
O77:H11 1 1 O177:H- 2 2
O80:H- 1 1 O177:H11 2 1
0103:H2 6 5 Ont:H16 2 2
O111:H- 3 3 Ont:H31 1 1
0112:H- 2 1 Ont:Hnt 2 1
0145:H- 11 11 ORF:H2 3 3
0157:H- 2 ORF:H11 2 2
0157:H7 3 3
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8.2.1.5.2 Kotproben

Tab. 89: Ubersicht Gber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Kotproben im Jahr 2006

Untersuchte Kotproben stx-positive Kotproben

104 37+

* Tierarten: Rind (n = 31), Schaf (n = 1), Ziege (n = 2), Lama (n = 1), Kamel (n = 2)

Abb. 40: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Kotproben (n = 37) im Jahr 2006

stx1; 22 %

stx1+2; 51 %

stx2; 27 %

Tab. 90: Intimin und Enterohamolysin in Kotisolaten im Jahr 2006 (n = 21)

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

21 0 11
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Tab. 91: Serotypen bei Tieren im Jahr 2006 (Ngesamt = 21)

Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n | Serotyp n
o1 1| 0136 1| 0146 1| 0179 021 1022 1
028 1| 055 3| 076 1| 088 09 1,091 1
Ont 4 | ORF 2

Tab. 92: Serovare bei Tieren im Jahr 2006 (Ngesamt= 21)

Serovar  n | Serovar n | Serovar n
O1: H10 1]0136:H16 1|0146:H21 1
O179:H8 2| 021:H21 1 |022:H8 1
028:Hnt 1| 0O55:Hnt 3 |076:H19 1
088: H25 1 | 09: H31 1/091:H21 1
Ont: H2 1|Ont: H25 1|Ont: H28 1
Ont: Hnt 1 | ORF: H- 2

8.2.1.5.3 Lebensmittel

Tab. 93: Ubersicht tiber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von

Lebensmittelproben im Jahr 2005

Untersuchte Lebensmittelproben stx-positive Lebensmittelproben

253

14

davon

Hackfleisch (n = 5), Mettwurst (n = 4),
Milch (n = 2), Mischfutter (n = 2),
Lammfleisch (n = 1)
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Abb. 41: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Lebensmittelproben im Jahr (n = 14)
2006

stx1: 14 %

stx1+2: 43 %

stx2: 43 %

Tab. 94: Serovare bei Lebensmittelisolaten im Jahr 2006 (Ngesamt = 4)

Serovar n | Serovar n

O130:H11 1| OntH- 3

Tab. 95: Intimin und Enterohamolysin in Lebensmittelisolaten 2006 (n = 4)

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

4 0 1
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8.2.1.5.4 Wasser

Tab. 96: Ubersicht Gber Anzahl und Ergebnis der STEC-Untersuchungen von
Wasserproben im Jahr 2006

Untersuchte Wasserproben stx-positive Wasserproben
427 51

davon davon

390 Oberflachenwasserproben 47 Oberflachenwasserproben,
37 Trinkwasserproben 4 Trinkwasserproben

Abb. 42: Shigatoxingene in Mischkulturen aus Wasserproben (n = 51) im Jahr 2006

stx1+2; 18 %

stx1: 35 %

stx2: 47 %

Tab. 97: Intimin und Enterohamolysin in Wasserisolaten im Jahr 2006 (n = 3)

Isolate eae-positiv E-hly-positiv

3 0 2

Tab. 98: Serovare bei Wasserproben im Jahr 2006 (Ngesamt = 3)

Serovar n | Serovar n

O175:H28 2 | ORF:H51 1
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8.2.2 Merkmale von Humanisolaten 2002-2006

Serovar stx1 stx2 eae E-hly
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Fortsetzung 8.2.2

Serovar stx1 Stx2 eae
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8.2.3 Subtypisierungsergebnisse von  stx2
Isolat-Nummer |PCR Schmelzkurvenanalyse | eae | E- hly
LP43/44 GK3/4  VT-cm/f FK1/2 Tm°C
631 - - - - 72,0 - +
2168 + + - - 72,6 - +
2740 + + - - 72,7 + -
2981 - - - - 69,5 + +
3146 + + - - 71,8 + +
3148 + + - - 72,2 + +
3193 n. u. n. u. n.u n.u 72,1 + +
3361 + + - - 72,0 + +
5137 + + - - 71,8 + +
5138 + + - - 71,8 + +
5558 + + - - 72,0 - +
6030 + + - - 73,0 + +
6595 + + - - 71,7 + +
6597 + + - - 71,0 + +
7172 + + - - 72,7 + +
7193 + + - - 71,6 + +
9013 + + - - 72,9 - +
9910 - - - - 72,4 - -
9991 + + - - 71,6 + +
10621 + + - - 73,0 + +
10808 + + - - 71,3 + +
10809 + + - - 71,4 + +
10965 + + - - 71,8 + +
11325 + + - - 73,0 + +
12179 + + - - 71,0 + +
12356 - - - - 71,0 + +
12362 + + - - 69,8 - -
12364 + + - - 69,9 + +
vet6292 - - - - n. u. n.u.| n.u.
3570/4 - - - - n. u. n.u.| n.u.
3570/12 + + - - 71,4 - -
4011/31 + + - - 71,7 - +
4011/38 + + - - 72,3 - +
4011/54 + + - - 72,3 - +
6334/10 + + - - 71,5 - -
6334/7a + + - - 72,2 - +
6334/7b + + - - 72,2 - -
6334/9 + + - - 71,5 - -
945/4 + + - - 71,0 - +
1122 + - + - 55,8 - +
1529 + - + - 54,9 - +
1533 + - + - 54,9 - +
2380 + - + - 54,6 - -
2677 + - + - 56,0 - -
2742 + - + - 56,5 + +
4007 + - + - 56,8 - +
6032 + - + - 55,7 - -
8171 + - + - 56,2 - -
10667 + - + - 56,3 - -
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Fortsetzung 8.2.3

Isolat-Nummer |PCR Schmelzkurvenanalyse | eae |E- hly
LP43/44 GK3/4  VT-cm/f FK1/2 T,°C
11218 + - + - 56,0 - -
12026 + - + - 54,9 + +
12585 + - + - 55,5 - +
13895 + - + - 56,5 - -
13905 + + - - 71,8 + -
15314 + - + - 56,4 - -
16893 + - + - 56,0 - +
17069 + - + - 56,2 - +
18419 + - + - 56,0 - -
TW8021 + - + - 56,1 - +
vet6209 + - + - 55,2 - -
1197 + + - - 67,8 - -
1454 + + - - 68,9 - +
2221 + + - - 66,8 - -
2565 - - - - 67,7 - -
3565 - - - - 67,7 - -
5625 + - - + 68,2 - -
9367 + - - + 67,6 - -
11051 + - - + 66,0 - -
12040 + - - + 67,0 - -
12042 + - - + 69,0 - -
12161 + - - + 68,9 - -
16966 + - - + 68,8 - -
LM17654 + - - + 68,0 - -
LM26657 + - - + 68,4 - -
P15164 + - - + 68,0 - -
TW8020 + + - - 68,0 - +
vet945/1 + + - - 67,0 - +
+2C + + - - 71,7 n. u n.u
+2d + - + - 56,0 n.u. | n.u
+2e + - - + 68,0 n.u.| n.u
+ positiv
- negativ

n. u. nicht untersucht
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8.2.4 Merkmale der STEC/EHEC-Isolate, die auf Sub tilase gepruft wurden

Nummer stx 1 stx?2 eae E-hly Serovar
10167/06 + - + + 026:H11
10368/06 + - - - O55: nt
10370/06 + - + - 0145:H-
10373/06 + - + + 0145:H-
11051/06 - + - - 0O8:H8
11218/06 - + - - 0146:H28
11352/06 + + + + 026:H-
11634/06 + - - - 0136:Hnt

1197/06 + + - - 022:H8
12042/06 - + - - O74:H-
12356/06 + + + + 026:H11
12362/06 - + - - 028:Hnt
12364/06 - + + + 0157:H7
12585/06 - + - + 0147:H21
13348/06 + - - - 0112:H-
14373/05 - + - - 023:H21

1454/06 - + - + 074:H28
14768/06 + - - - O2:H4
14870/06 + - - - 010:H42

1533/06 + + - + 091:H-
15465/06 + - - - 0119:H4
16966/06 - + - - 0100:H-

188/06 + - - - 0115:H10
19167/05 - + - - 0O8:Hnt
21085/05 + - - - 0115:H10

2221/06 + + + - 022:H8

2380/06 + + - - 0174:H8

2556/06 - + + + 0157:H-

2565/06 - + - - 0143:H4

2740/06 - + + - 0171:H25

2742/06 + + - + 076:H19

2979/06 + - + + 0103:H2

2981/06 + + + + 0103:H2

3148/06 - + + + 026:H11

3361/06 - + + + 0145:H-

5191/06 + - - + 091:H14

5540/06 + - - - 0154:H31

5622/06 + - + - 0177:H-

6030/06 - + + + O111:H-

7172/06 - + + + 080:H-

8345/06 + - - + 0146:H-

8720/06 + - - - O55:Hnt

9171/06 + - + + 0O77:H11

9254/06 + - + + 026:H-

9338/06 + - - - 0174:H8

967/06 + - - + 091:H-

9735/06 + - + + 0177:H11

9861/06 + - + - 0112:H-

9910/06 - + - - 06:H31

9991/06 - + + + O111:H-

150



Fortsetzung 8.2.4

Nummer stx 1 Stx2 eae E-hly Serovar
10080/05 + - + - 0103:H2
10083/05 + + - + 091:H21
10254/05 + + + + 0145:H-
10265/05 - + + + ORF:H-
10361/05 + - - + 091:H14
10532/05 + - + + 0103:H2
10891/05 + - + + 0103:H2
10997/05 - + + + Ont:H-
11188/05 + - - + 0106:H18
11280/05 - + + + 0145:H-
11435/05 + - + + 0103:H2
11436/05 + - + + 0103:H2
11478/05 - + + + 0157:H7
11686/05 - + - - ORF:Hnt
12138/05 - + - - 0136:H12
13935/04 + - - - 013:H4
15981/05 - + + + 0157:H-
16977/05 + + - + ORF:H2
16994/05 + + + + Ont:H-
19252/05 + - - + 091:H14

4131/07THUS n. u. n. u. n. u. n. u. 0157:H7

8516/05 + + + + 026:H11
8726/05 + + - + ORF:H2
8915/05 + + + + ORF:H-
8918/05 + + + + 026:H11
9429/05 + - + + ORF:H-
9431/05 + - + + ORF:H11
9504/05 + - - - 0154:H31
9619/05 - + - - Ont:H19
9633/05 + + - + 0113:H4
9667/05 + - - - 0O51:H14
9801/05 + - + + 0O111:H-
9802/05 + + + + 0111:H-
9979/05 + + - + Ont:H2
915/06 + - - + 091:H-
631/06 - + - + Ont:H48
1121/06 + - - + ORF:H21
1122/06 + + - + 0113:H-
2168/06 - + - + Ont:H25
1529/06 + + - + ORF:H-
3146/06 - + + + 026:H11
2677/06 - + + - Ont:H31
3684/06 + - + + 0145:H-
3193/06 - + + + 026:H11
4007/06 + + - + Ont:H-
5138/06 - + + + 0145:H-
5558/06 - + - + 091:H-
5702/06 + - - - ORF:H19
5802/06 + - - + 091:H-
5393/06 + - + + 026:H11
5546/06 + - + + 026:H11

151



Fortsetzung 8.2.4

Nummer stx 1 Stx2 eae E-hly Serovar
6032/06 + + - - ORF:H-
5625/06 - + - - Ont:H19
5137/06 - + + + 0145:H-
6595/06 - + + + 0157:H-
6597/06 - + + + 0157:H-
7193/06 - + + + 0145:H-
8001/06 + - + + ORF:H2
7542/06 + - + + 026:H11
8171/06 - + - - ORF:H45
8364/06 + - + + ORF:H11
8365/06 + - + + 026:H11
8604/06 + - - + 0146:H-
8706/06 + - + + ORF:H2
9013/06 + + - + Ont:H18
9367/06 - + - - Ont:Hnt

10166/06 + - + + ORF:H2
9998/06 + - - - 0177:H11
10371/06 + - + + 0145:H-
10353/06 + - + + 026:H11
10667/06 - + - - Ont:H6
10965/06 - + + + 0145:H-
10792/06 + - + + 026:H11
10795/06 + - + + 0103:H2
10808/06 - + + + Ont:Hnt
10809/06 - + + + 0145:H-
10306/06 + - - - 091:H-
10621/06 - + + + 0145:H-
11319/06 + - + + 0111:H-
11625/06 + - + + 0103:H2
11769/06 + - - + 091:H14
11773/06 + - - + Oont:H7
11909/06 + - - + O76:H-
11927/06 + - - - Ont:H4
12026/06 - + + + 0157:H-
12040/06 - + - - O74:Hnt
11325/06 + + + + 026:H-
12179/06 + + + + 026:H-
12039/06 + - + + 026:H11
12161/06 - + - - 074:H-
11395/06 + - + + 026:H11
11851/06 + - + + ORF:H11
13895/06 + + - + ORF:H4
13905/06 - + + - 0158:H-
13338/06 + - + + 0103:H2
14770/06 + - + + 0103:H2
15252/06 + - - + ORF:H-
15314/06 - + - - 0146:H28
15325/06 + - + - 0177:H-
15917/06 + - + + 026:H11
16505/06 + - + + Ont:H16
15710/06 + - - - O55:Hnt
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Fortsetzung 8.2.4

Nummer stx 1 Stx2 eae E-hly Serovar
15535/06 + - - + ORF:H19
16893/06 + + - + ORF:H4
15199/06 + - - + 0130:H11
16510/06 + - + + Ont:H16
16877/06 + - - + 091:H14
17135/06 + - - + 091:H15
18419/06 + + - - ORF:H-

023/07 + - - - 022:H-
18401/06 + - - - 0115:H10
025/07 + - + + O111:H-
974/07 + - - - Ont:H7
1009/07 - + - - 018:H31
1345/07 + - + + 0103:H2
1524/07 + - + + 0O111:H-
1781/07 + - + + 0103:H2
1783/07 + + - + Ont:H18
1868/07 + - + + 026:H11
1897/07 - + - - Ont:H18
2520/07 + + - - 091:H-
2390/07 - + - - Ont:H45
2627/07 + - - - 020:H30
3091/07 - + - - O74:H6
021B/07 + - + + n. u.
3877/07 + + - + n. u.
3948/07 - + - - n. u.
4131/07 - + + + 0157:H-
4066/07 + + n. u. n. u. n.
3944/07 + - n. u. n. u. n.u
4821/07 + - + + n. u
4823/07 + - + + n.u
4355/07 + - + + n. u
4334/07 - + - + n. u
4820/07 + - + + n. u.
G 584 + + - + Ont:H-
G 586 + + - + Ont:H-
K 133/3 - + - + 0105:H18
K 69/ 1 + + + - 0174:H8
K 76/ 3 + - - + O1:Hnt
K 84/ 2 + - - - 055:H12
K 84/ 3 + - - - 055:H31
LM 17654 - + - - Ont:H-
LM 26657 - + - - Ont:H-
PR 15164 - + - - Ont:H-
TW 10971 + - + + 0103:H25
TW 11209 - + - + 02:H27
WA 10779/ 05 - + - - ORF:H21
WA 10781/ 05 - + - - Ont:H48
WA 8190 + + - - ORF:H23
WA 8299 + + - + ORF:H8
WA 8940 + - - - ORF:H-
WA 8946 + - - - ORF:H-
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Fortsetzung 8.2.4

Nummer stx 1 Stx2 eae E-hly Serovar
WA 8947 + - - - ORF:H23
TW 8021 - + - + 0175:H28
TW 8020 - + - + 0175:H28
TW 5598 + - - - ORF:H51

WA 11896 + - - - 0154:H31
WA 13194 - + - - Ont:H-
WA 13905 - + - - 0O8:H4
WA 13199 - + - + 0175:H28
WA 13198 - + - + ORF:H14
WA 13879 - + - + Ont:H-
6288-4 + - - - 09:H31
6293/7 - + - - 0146:H21
6334/8 + + - + Ont:Hnt
6334-10 + + - - ORF:H-
6334/7A + + - + Ont:H25
6334/7All + - - + 088:H25
6334/7B - + - - 028:Hnt
6334/9 + + - - ORF:H-
6292 + + - + 076:H19
6209 + + - - 021:H21
945/5A + - - - O55:Hnt
945/1l1 + + - + 022:H8
945/10 + - - - O55:Hnt
3570-4 + + - + 0O1:H10
3570-12,1 - + - - Oont:H2
3570-12, 2 + - - + 0136:H16
4011/54 + + - + Ont:H28
4011/31 - + - + 0O179:H8
945/4 + + - + 091:H21
945/7 + - - - O55:Hnt
+ positiv
- negativ

n. u. nicht untersucht
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