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KAPITEL 1 EINLEITUNG

1. Einleitung

Erkrankungen durch Enteroh@dmorrhagisétseherichia coli (EHEC) sind seit dem ersten
gro3en lebensmittelbedingten Ausbruch in den USAJahr 1982 weltweit ein aktuelles
Thema. Im September 2006 machte ein Ausbruch ntir mks 200 erkrankten Personen aus
26 amerikanischen Staaten Schlagzeilen, bei welchepinat als Infektionsquelle
angenommen wurde. In der Europdischen Union wurflendas Jahr 2006 aus 22
Mitgliedsstaaten 4916 Falle von EHEC-Infektionemb&lenschen gemeldet. Die Inzidenz
fur Bayern betrug 1,8 Erkrankungen pro 100.000 Bimwer. Bayern hat mit der Einfihrung
einer Meldepflicht fur EHEC-Ausscheider im Jahr @9@nd der Schaffung eines
umfassenden Sentinel-Systems eine entscheidendereitéanlle in  Deutschland
eingenommen und mit dazu beigetragen, die EHEC&diik in den Blickpunkt des

offentlichen Gesundheitswesens zu riicken.

Als Reservoir fur Shigatoxinbildendescherichia coli (STEC) dienen vor allem Wiederkauer,
die Infektion erfolgt Uber fakal kontaminierte Leisenittel, direkten Kontakt zu

Wiederkduern sowie auch als Schmierinfektion vonnd&¢d zu Mensch. Besonders
gefahrdete Personengruppen sind Kleinkinder, altetbkwangere und immunsupprimierte
Menschen. Die Symptome einer Erkrankung reichen Baonchschmerzen, Durchfall und
Erbrechen bis zu Fieber. Bei etwa 5 % der Erkemkommt es zu einer postinfektibsen
Komplikation, dem enteropathischen Hamolytisch-Usiimen Syndrom (HUS), welches

unter Umstanden tddlich verlaufen kann.

Nach derzeitigem wissenschaftlichen Kenntnisstattteiat ein Zusammenhang zwischen
dem Schweregrad einer Erkrankung und den jeweil®jggatoxintypen zu bestehen. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es deshalb, mit der Methdde Schmelzkurvenanalytik von PCR-
Produkten einen Uberblick tiber die Verteilung dezelnen Shigatoxintypen in Isolaten aus
Oberflachenwasser, Trinkwasser, Lebensmitteln uritce§ zu erlangen, um néhere
Erkenntnisse Uber das spezifische Gefahrdungspatemz gewinnen. Als Basis fur die
Erhebung wurden EHEC/STEC-Isolate des Bayerischemdésamtes fur Gesundheit und

Lebensmittelsicherheit gewahlt.
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2. Literatur

2.1 Bakterium Escherichia coli

Das StabchenbakteriuEscherichia (E.) coli wurde im Jahre 1885 von dem Pé&diater Theodor
fracnew: Escimacs Escherich (siehe Bild 1, geboren 1857 in Ansbach,
gestorben 1911 in Wien) im Stuhl von Sauglingen
entdeckt. Die urspringliche Bezeichnurigacterium
coli commune” wurde 1919 inEscherichia coli
geandert.  Escherich, ein  Wegbereiter der
Bakteriologie, sah bereits damals in seinem Werk
"Monographie Uber die Darmbakterien des Sauglings
und ihre Beziehung zur Physiologie der Verdauung"
einen  Zusammenhang  zwischen  Durchfall-
erkrankungen und bestimmterk.-coli-Stdmmen
(Hadorn, 1997).

E. coli sind gerade Stabchen mit einer Lange von 2,0
bis 6,0um und einer Breite von 1,1 bis Iyh,
unbeweglich oder durch peritriche Begeil3elung
beweglich, Gram-negativ und fakultativ anaerob. Sie
bilden haufig eine Kapsel und gehéren mit einem
Bild 1: Theodor Escherich , ,
Wachstumsoptimum von 37 °C zu den mesophilen
Bakterien; die Generationszeit betragt etwa 20 (Bicheutz und Strockbine, 200%). coli
sind bei Saugern meist Bestandteil der Normalfttes Dickdarms und gehéren hier mif 10
bis 10 KbE/g Fazes zur Begleitflora. Als ErstbesiedlemeieE. coli auch als Wegbereiter
fur die Ansiedelung obligater Anaerobier. Sie Ulegme wichtige Funktion in der gesunden

Verdauung aus (N. N., 2000a; Sonnenborn und Gréd)i891).

Aufgrund ihres natirlichen Habitats im Darm halgeiwoli zusatzlich eine Indikatorfunktion

fur fakale Kontaminationen im Lebensmittelbereictuéng et al., 1997).



KAPITEL 2 LITERATUR

2.2 PathogeneE. coli

Neben den fur die Darmflora wichtigen intestinalkammensalisch lebenden, apathogenen
E. coli haben sich im Laufe der Evolution auch pathogEneoli entwickelt, welche ein
weites Spektrum unterschiedlicher intestinaler sowktraintestinaler Erkrankungen bei
Mensch und Tier hervorrufen kdnnen (Law, 2000; Petpal., 1997).

Zu den enterovirulenteic.-coli-Pathovaren gehéren (Bilte und Goll, 2006; Natard un
Kaper, 1998):

= EnterohdmorrhagiscHe coli

= EnteropathogenE. coli

= Enterotoxisché. coli

= EnteroinvasiveE. coli

= EnteroaggregativE. coli

= Diffus-adharentds. coli

Diese oben aufgefuhrten sind als darmpathodermli nach 8 7 Infektionsschutzgesetz
(2001) meldepflichtig. EHEC kommen unter diesemgathogenelk. coli dabei als Erreger
mit zoonotischem Potenzial eine besondere Bedewuri§Gonraths et al., 2004).

Zu den extraintestinal pathogenencoli zahlen (Levine, 1987; Tschéape und Fruth, 2000):
= Uropathogené&. coli
= Nephropathogenk. coli

= Septisch-meningitale pathogeBecali

Die Charakterisierung voB.-coli-Isolaten erfolgt aufgrund antigener Oberflacherdtiren
durch die Einteilung in Serotyp und Serovar. Dedemiologisch bedeutsamste Serotyp ist
0157, es wurden jedoch zusatzlich eine Vielzahlessrd Serotypen identifiziert (N.N.,
2006a), darunter werden mehr als 60 in Verbindunigmanschlichen Erkrankungen gebracht
(Acheson und Keusch, 1999; Paton und Paton, 1988).den am haufigsten isolierten
Serotypen gehdren dabei O157, 0146, 0145, 0128102103, 091 und 026 (Hartung,
2008, N.N., 2008a).
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2.3 ShigatoxinbildendeE. coli

Konowalchuk et al. berichteten 1977 Uber ein bisidainbekanntes Zytotoxin a@s-coli-
Stammen, welches einen toxischen Effekt auf Veleagjedoch nicht auf Y-1-Zellen oder
CHO-Zellen ausubte. Dieses Toxin unterschied siamit deutlich von den bis dahin
bekannten hitzestabilen bzw. hitzelabilen Entenotex der Enterotoxischek. coli. Die
Benennung erfolgte aufgrund dessen als Verotoxin),(die dazugehérigek.-coli-Stamme

wurden als Verotoxinbildende. coli (VTEC) bezeichnet.

Etwa zeitgleich konnten O"Brien et al. (1977) eanmdShigatoxin vorghigella dysenteriae
Typ 1 é&hnliches Toxin InE.-coli-Stammen nachweisen. Die Autoren wahlten die
Bezeichnung Shiga-like-Toxin (SLT). Unter den ustehten Stammen befand sich auch ein
von Konowalchuk et al. (1977) charakterisiertern8ta (O Brien et al., 1977; 1982; 1983a).
O’Brien und La Veck (1983b) fuhrten den Nachwessles sich bei SLT und VT um das

gleiche Toxin handelt.

Die Termini VT (Verotoxin) und Stx (Shigatoxin) bzWTEC (VerotoxinbildendeE. coli)
sowie STEC (Shigatoxinbildende E. coli) werden synonym verwendet. Die
Kursivschreibweise mit kleinem Anfangsbuchstalstx) pezeichnet das kodierende Gen, das
Genprodukt wird dagegen grof3 und nicht kursiv gesbkn (Stx). Nach Bockemuhl und
Karch (1996) werden alle diejenigdn coli als EHEC (Enterohdmorrhagiscie coli)
bezeichnet, die beim Menschen unter Bildung voro@yinen zur Auslésung von klinischen
Erkrankungen befahigt sind. Das Robert Koch-Instierwendet die Begriffe STEC/EHEC
und VTEC bedeutungsgleich (N.N., 2004).

Ein Zusammenhang zwischen der humanen Erkrankuaghtittisch-Urdmisches Syndrom”
(HUS) und einer Infektion mit STEC wurde bereit83%on Karmali et al. geschlussfolgert.
Die Identifizierung der EHEC als Pathovar erfolgiufgrund zweier Ausbriiche
hamorrhagischer Colitis in den USA. Riley et aB{R) isolierten dabei einen vorher relativ
seltenen Serotyfk. coli O157:H7. Dieses Bakterium lie3 sich sowohl im kongrten
Rinderhack als auch in Stuhlproben der nach denze¥erdes Hackfleisches erkrankten

Personen nachweisen.
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Klinisch-veterinarmedizinische Bedeutung kommt &FEC vor allem als Enteritiserreger
bei Kalbern in den ersten Lebenswochen zu. Hieselassich, ahnlich dem menschlichen
Erkrankungsbild, eine Atrophie der Mikrovilli, digéchadigung von Epithelzellen und eine
diffuse Infiltration neutrophiler Granulozyten iraimina propria und Darmlumen nachweisen
(Naylor et al., 2005). Eine wassrige, zuweilen ailnthtige Diarrhd tritt ebenfalls beim
Kaninchen auf (Garcia et al., 2002). Sancak et(2004) lieferten Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen einer Infektion mit STEC Dodchfallerkrankungen beim Hund.
Eine wichtige Rolle in der Veterinarmedizin spiaitch die Odemkrankheit der Absatzferkel
mit teils letalem Ausgang und wirtschaftlichen Feoigfiir die Schweineproduktion (Barman
et al., 2008).

Wichtigster Virulenzfaktor und namensgebendes Gdaratikum aller STEC ist die
Fahigkeit, Shigatoxin zu produzieren. Stx gehotheme Botulinumtoxin zu den potentesten
bakteriellen Giften (Karmali, 1989). Der Name Shigdet sich von dem Japaner Kiyoshi
Shiga ab, welcher 1898 nach einer epidemischerebakén Dysenterie in Japan eine genaue

Beschreibung voshigella dysenteriae Serotyp 1 lieferte.

Der grundsatzliche Aufbau des Shigatoxins wird maft& 2 dargestellt. Es handelt sich um
Holotoxine, welche aus einer enzymatisch aktiven uld funf identischen, ringformig
angeordneten B-Untereinheiten (jeweils 7,7 kDajdbe=n. Die A-Untereinheit besteht aus A
mit einer GrofR3e von 28 kDa und, Anit 4 kDa. A und A sind Uber eine Disulfidbriicke
verbunden. Die AUntereinheit stellt das enzymatisch aktive Zentman, wohingegen die
A,-Untereinheit fur die Bindung an die B-Untereinkaitzustandig ist (Lacy und Stevens,
1998; Lingwood et al., 1987).
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Grafik 2: Shigatoxin schematisch, modifiziert nd&drell (2005)

Als Hauptrezeptor im Organismus dient Globotriosydenid (Ghb), ein Glykolipid-Rezeptor,
welcher sich auf der Oberflache eukaryotischer ezelbefindet, daneben wurde auch
Globotetraosylceramid (G als Rezeptor nachgewiesen (Lingwood, 1996; Natamd
Kaper, 1998). Zu den Gleichen Geweben zahlen intestinale, renale undilldagp
Endothelzellen, glomerulare und tubuléare Epithédrelsowie ZNS-Gewebe (Proulx et al.,
2001). Wie in Grafik 3 dargestellt, wird das Toxiach der Bindung an den Rezeptor per
Endozytose aufgenommen und retrograd Uber den -@glgarat zum endoplasmatischen
Retikulum (ER) und dem Nucleus transportiert (Auatol Lingwood, 1998; Sandvig und van
Deurs, 2000).

Die A-Untereinheit wird in das Zytoplasma verlag&itahrend dieser Phase entstehen durch
Spaltung einer Schwefelbindung ein katalytischvaddiA- und ein A-Fragment. Die A
Untereinheit spaltet die N-glykosidische Bindung der 28S rRNA der 60S ribosomalen

-6 -
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Untereinheit, was zu einer Hemmung der Bindung Aerinoacyl-tRNA an die 60S-
Untereinheit des Ribosoms fihrt und somit die \fegtung der Peptidkette verhindert. Die
irreversible Hemmung der Proteinbiosynthese fiétztlich zum Tod der Zelle (Friedrich,
2002a; Karmali, 1989).

Stx

it
Stx A subun Receptor (Gb3)

S B subunit

’\ r Endocytosis

Golgl apparatus

Lysosome

N-glycosidation g ]
of 285 rRNA

v

Inhibition of
protein synthesis

.

Cell Death

Rough endoplasmic reticulum

Grafik 3: Modell der Toxinaufnahme und des Toxingports, modifiziert nach
Nakao und Takeda (2000)

Die Shigatoxingene sind auf temperenten, lambdoidkagen lokalisiert (Scotland et al.,
1985). Phagen sind Viren, welche sich in Baktenermehren. Lambdoide Phagen zeigen
typischerweise eine Kopf-Schwanz-Struktur und sustwandt mit dem Phagen Als

temperent werden Phagen bezeichnet, die sich aeif&men in einem Bakterium vermehren
kénnen. Hierbei unterscheidet man zwischen densdlyén, mit dem Tod der Wirtszelle
endenden Vermehrungszyklus und dem lysogenen Zykiuselchem virale Genome ohne

die Zerstoérung des Wirtes entstehen. Der lysogesdug ist ein Merkmal der Stx-Phagen

-7-
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und wurde am Beispiel des Phagen Lambda beschrieben Phage bindet an die
Zelloberflache und injiziert die DNA in das Bakiam. Im Wirt baut sich das Phagengenom
an einer spezifischen Stelle in das Bakterienchemmo ein und wird dann als Prophage
bezeichnet. Bei jeder darauffolgenden Zellteilungdvdie Phagen-DNA zusammen mit der
DNA des Bakteriums repliziert und so an die Toctelen weitergegeben. Innerhalb kurzer
Zeit entsteht eine grol3e Bakterienpopulation, welghsatzlich die genetische Information
des Phagen enthélt. Der lytische Zyklus wird watireles lysogenen Zyklus durch ein
Repressorprotein verhindert. Durch eine Inaktivigrades Repressorproteins, welche in vitro
durch Umwelteinfliisse (Strahlung, Antibiotika) aekgst werden kann, verlasst das virale
Genom das bakterielle Chromosom und es folgt de3kription und Translation der viralen
Gene. Die Freisetzung der vom Wirt produzierten gehpartikel erfolgt durch die
enzymatische Auflosung der Zellwand durch Lysozydabei nimmt die geschadigte
Zellwand osmotisch Wasser auf und platzt. Nun kdénrtke in der Bakterienzelle
hergestellten Phagenpartikel umliegende Zellezieden (Campbell, 1994; 1997, Plunkett et
al., 1999).

Grafik 4 zeigt die Karte einetx-kodierenden Prophagen. Die Strukturgene werdeniigw
und B genannt{xA, stxB). Sie sind immer in der gleichen Region des Phggeoms
lokalisiert und liegen tandemartig hintereinand@wischen den Strukturgenen liegt eine
nichtkodierende Sequenz von 12 bis 15 bp (Jackisah, 4987; Karch et al., 1999).

Eatly . Late ! .
Antitermiration Replication Antitermination Tozin Lysis
Cens Genes Cene Genes Genes
Wl W A A
et
H--100 2 R R B
= = = =
Tertrinator Protnotor Transcript
Grafik 4: Karte eines integrierten Bakteriophageodifiziert nach Wagner und Waldor,
2002)

Die stx-Gene sind dabei etwa 8 kb vom Replikationsurspr@gne o und p) des
Bakteriophagen entfernt. Flankiert werden sie vanere als "N-independent-growth"-
bezeichneten Region und dem Antiterminator Q (gmbwarts) sowie der Lysekasette des
Phagen, bestehend aus den Genen S und R (stradga)f{iDatz et al., 1996; Karch et al.,
1999; Neely und Friedmann, 1998).
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Innerhalb der Shigatoxine dEr coli werden zwei serologisch unterschiedliche Toxingaip
unterschieden, die nach Strockbine et al. (1988) lalund 2 bezeichnet werden. Auf
Nukleotidebene isttx1 nahezu identisch mit dem Shigatoxin v@ngella dysenteriae Typ 1,
wohingegen zutg2 lediglich eine Nukleotidsequenzhomologie von 56vadiegt (Jackson et
al., 1987).

Die Differenzierung innerhalb einer Gruppe erfatgich O"Brien et al. (1994) aufgrund von
Unterschieden in der serologischen Reaktivitat, Rlexeptorbindung oder der biologischen
Aktivitat in einzelne Toxintypen, welche auch alsb8pen bzw. Varianten bezeichnet

werden (siehe Tabelle 1).

Paton et al. (1995) konnten aus einem lIsolat vohafSeinen neuen Shigatoxintyp isolieren,
der durch weitere Untersuchungen von Zhang et 2004) auch in humanen Proben
nachgewiesen wurde und aitlc bezeichnet wird. Zu dem Prototygixl (Phage 933J)

konnte eine Aminosaurensequenzidentitat von 9Ad B8,6 % zur A- bzw. B-Untereinheit

festgestellt werden.

Birk et al. (2003) entdeckten einen weiteren Shigatyp $x1d, isoliert aus bovinen Fazes,
welcher eine Nukleotidsequenzhomologie zum Toxistyph aus dem Phagen 933J von 91 %
aufweist. Auf Aminosaurenebene konnte ein Austausmh 27 Aminosauren nachgewiesen
werden, wovon 20 Aminoséauren in der A-Untereinldeis Toxins ausgetauscht wurden und
sieben in der B-Untereinheit. Zum  Shigatoxintystxlc wies man eine
Nukleotidsequenzhomologie von 92 % nach. Beim \&h der Shigatoxintypestx1, stxlc
und stx1d wurden 123 unterschiedliche Nukleotide detektigevon konnte in 28 Positionen
eine Nukleotidsequenziibereinstimmung zwisckedc und stxld festgestellt werden und
zwolf-mal zwischerstxl und stx1d. Ein Sequenzunterschied zu den beiden Shigatgenty
stx1 undstxlc wurde 83mal zu Shigatoxintygixld detektiert.

Die Shigatoxingruppe 2 besteht ebenfalls aus mehrdioxintypen. Den Toxintyptec
fanden Schmitt et al. (1991) in einem humageiwoli-0157-Isolat, welches sowohix® als
auch den neuen ShigatoxintypxZ enthielt. Im Vergleich zustx2 wurden vier
unterschiedliche Basen im Gen fur die A-Untereihhgidoch ohne Auswirkung auf die
Aminosaurensequenz und elf unterschiedliche Baseder B-Untereinheit, welche drei

Aminosaurenunterschiede bewirkten, entdeckt.

-9-
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Eine Nukleotidsequenzhomologie von 94,9 % zur Addginheit vonstx2 und 86,6 % zur
B-Untereinheit konnten Pierard et al. (1998) fun &higatoxintypmstx2d EH250 (nachfolgend
als stx2d bezeichnet) nachweisen. Melton-Celsa et al. (198@jittelten einen vom
Shigatoxintyp Stx2d differenzierten Shigatoxintypx®Lcivatanie Welcher sich durch eine
10 bis 1000fach gesteigerte Zytotoxizitdt gegenub&rozellen vom Toxintyp Stx2d
unterscheidet und auch in Rindern und Schafen madlegen werden konnte (Kokai-Kun et
al., 2000; Nitzsche et al., 2007; Tasara et aD820

Weinstein et al. (1988) isolierten den spater &d®edbenannten Shigatoxintyp aus Schweinen
mit Odemkrankheit. Im Gegensatz zu Stx2 wirkt Stkéiglich auf Vero-, jedoch nicht auf
HelLa-Zellen toxisch. Auf Nukleinsdurebasis zeigthsieine Homologie von 94 % zur

A-Untereinheit vorstx2 und von 79 % zur B-Untereinheit.

Aus Taubenfazes isolierten Schmidt et al. (2000) Sleigatoxintyp Stx2f mit einer Pravalenz
von 12,5 %. Eine Ubereinstimmung zur Nukleotidseguvonstx2 findet sich in der A-
Untereinheit zu 63,4 % und in der B-Untereinheit 75,4 %. Aufgrund einer hohen
Homologie zu einem von Gannon et al. (1990) istdierToxintyp VT2va aus einem
Patientenisolat aus Kanada schlugen Schmidt €2@00) eine Umbenennung ebenfalls in
Stx2f vor. Dies war der einzige Fall, bei dem St@her in Verbindung mit einem Nachweis

beim Menschen gebracht werden konnte.

Den zytotoxisch auf Vero- und HelLa-Zellen wirkendgimgatoxintyp Stx2g konnten Leung
et al. (2003) aus Rinderfazes mit einer Pravalemz &,7 % isolieren. Untersuchungen auf
stx2g in porzinen oder humanen VTEC-Stammen verliefegatie, bisher wurde dieser

Shigatoxintyp nicht in Verbindung mit humanen Erkangen gebracht.

-10 -
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Toxintyp Referenzstamm Quelle
Stx1 H19 C600 (933J) Scotland et al., 1985;
Strockbine et al., 1988
Stx1c 3115/97 + 4756/98 + 295/00 Zhang et al., 2002
Stx1d MHI 813 Burk et al., 2003
Stx2 C600 (933W) Strockbine et al., 1988
Stx2c E32511 Schmitt et al., 1991
Stx2d EH250 Pierard et al., 1998
Stx2dctivatable B2F1 Melton-Celsa et al., 1996
Stx2e S1191 Weinstein et al., 1988
Stx2f T4/97 Schmidt et al., 2000
Stx2g v Leung et al., 2003
Variante ECB-217 De Baets et al., 2004
Variante 3615-99 Reischl et al., 2002
Tabelle 1.  E.-coli-Shigatoxintypen mit Referenzstammen

Verschiedene Studien zeigten, dass sich den uhtedéichen Shigatoxintypen auch eine
unterschiedlich ausgepragte Virulenz zuordnen [@staszewska et al., 2006; Boerlin et al.,
1999, Friedrich et al., 2002b, 2003; Mellmann et 2004; Nataro und Kaper, 1998; Persson
et al., 2007; Zhang et al., 2005). So konnten Matimet al. (2004) in einer Untersuchung
von 622 humanen STEC-Isolaten bei 58,7 ProzenHtks-Erkrankterstx2 detektieren, bei
weiteren 23,9 Prozent die Kombinatistn2/2c. Die restlichen 17,4 Prozent verteilten sich auf
stx1 (3,9 Prozent)stx2c (3,6 Prozent)stxl + stx2 (8,5 Prozent)stxl + stx2c (6 Prozent)
sowie mit 0,3 Prozent auf die Kombinatietxl + stx2/2c. Der Shigatoxintypstx2dactivatable
wurde von Bielaszewska et al. (2006) als signifikart einem schwerwiegenden Verlauf der
Erkrankung bis zur Entwicklung von HUS assoziiereilK Zusammenhang mit HUS und
Diarrh6é konnte sowohl fur die Shigatoxintypstild, stx2d, stx2e und stx2f als auch fur die
Kombinationenstxl + stx2d sowie stxlc + stx2d nachgewiesen werden. Friedrich et al.
(2002b) fanden in einer Untersuchung von asymptisctegn Ausscheidern bei 46,8 Prozent
stx1l. Die Kombinationstxl + stx2d konnte in 11,5 Prozent der Falk2d bei 10,4 Prozent
der asymptomatischen Ausscheider nachgewiesen weridesammenfassend lasst sich
sagen, dass als initiale Risikofaktoren fur dieviicklung eines HUS die Infektion m#tx2,
stx2c, stx2dagivatanle 0Oderstxl angesehen werden muss, wahremdd, stx2d, stx2e, stx2f und
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stx2g zu Diarrhé oder asymptomatischem Ausscheidertunrefiibbzw. bisher nicht bei
Menschen nachgewiesen wurden. Zu ahnlichen Ergsdmigelangten auch Boerlin et al.
(1999) und Zhang et al. (2005).

Als wichtigsten Faktor in der Entwicklung eines HW48hen auch Ethelberg et al. (2004)
neben dem Alter eine Infektion mit ShigatoxintyxZStDie mogliche Ursache hierfur konnte
in der von Louise und Obrig (1995) beschriebenedOifrh erhohten zytotoxischen Potenz
gegenuber humanen mikrovaskuléren Nierenendothatzebn Stx2 im Vergleich zu Stx1
liegen. Erstaunlich ist, dass die Nierenendothidmel dabei eine 10fach hohere
Bindungskapazitat fur Stx1 aufwiesen als flir Sté8ben dieser ex vivo Zytotoxizitatsstudie
wurden die Beobachtungen der differenzierten Vimmlauch durch Maus-Modell-Versuche
bestétigt (Tesh et al., 1993). Weitere experim&ntdhtersuchungen zum Zusammenhang
zwischen einer Infektion mit Stx2 und dem Auftretemmes Hamolytisch-Uramischen
Syndroms wurden von Siegler et al. (2003) in einermmatenmodell durchgefiihrt. Die
intravenose Injektion von Stx2 fuhrte zum klinisch&ild von HUS, wohingegen die
Injektion von Stx1 keine klinischen, labordiagnsstien oder histologischen Anzeichen von
HUS zur Folge hatte.

Die Verbreitung der einzelnen Shigatoxintypen diffi¢ stark. Stx1c wurde haufiger vom
Schaf isoliert als vom Rind, wohingegen in bovitgslaten Gberwiegend Stx1 nachgewiesen
wurde (Brett et al., 2003). Zu Stx1d liegen nur igenDaten vor, von Mayrshofer (2005)
wurdestx1d in gleicher Pravalenz wigxdc beim Rind nachgewiesen und auch aus humanen
Proben isoliert (Kuczius et al., 2004). Uber eirsolierung dieses Shigatoxintyps aus

Meeresfriichten berichteten Gourmelon et al. (2006).

Stx2 wurde neben den humanen Isolaten auch in Isetnéeln und beim Rind gefunden und
haufig zusammen mit Stx2c isoliert (Bulte, 2001ngeet al., 2005a; Schmitt et al., 1991).
Ramachandran et al. (2001) konnten zeigen, daszd Sierhalb der Shigatoxingruppe 2
beim Schaf eine fiihrende Rolle tGbernimmt. Bei Whehungen an Wildwiederkauern
konnten Lehmann et al. (2006) den Shigatoxintyp2&tkei 85,3 % der STEC-positiven
Isolate detektieren. Von Bllte (2001) untersuchébdnsmittel enthielten zu 4,1 % Stx2e.
Stx2f wurde bis auf einen menschlichen Erkrankuasdg$isher nur aus Taubenfazes isoliert
(Friedrich et al., 2002b; Schmidt et al., 2000).r D#higatoxintyp Stx2g konnte in einer
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Untersuchung an vietnamesischen Wiederkauern in %,9der Isolate aus der
Shigatoxin-2-Gruppe isoliert werden (Vu-Khac undi@ck, 2008)

2.4 Epidemiologie der STEC

2.4.1 Tiere als Reservoir

Eine weite Verbreitung in der Umwelt erreichten gagltoxinbildendeE. coli aufgrund ihrer
Fahigkeit den Darm von Wiederkdauern zu kolonisieterd etablierten sich damit als
Zoonoseerreger (Bulte, 1997; Wang et al., 1996pR&rund kleine Wiederkauer gelten
gemeinhin als Reservoir fur STEGhne selbst daran zu erkranken (Bilte, 2002; Chmtio
al., 2005; Naylor et al., 2005; Roldgaard et aDQ4). In einer von Mayrshofer et al. (2004)
durchgefihrten Studie an deutschen Schlachtrindeamen 47,5 % der untersuchten
Kotproben STEC-positiv, dhnliche Werte wurden awom MesselhduRer (2005) in einer
Verlaufsuntersuchung an Almkihen erzielt. Interessst, dass in einer Gesamtbetrachtung
des Untersuchungszeitraums von mehreren Monatefo 7dller Tiere mindestens einmal
positiv getestet wurden (Messelhauf3er, 2005). Bletedh man die Nachweisrate auf
Bestandsebene, so wiesen Blanco et al. (1992) ife9%er spanischen Bestande STEC nach,
wobei jedoch europaweit deutliche Unterschiede @mn Bréavalenz von STEC auftreten
(Muffling et al., 2007).

Im Kolostrum wiesen Pirro et al. (1995) bei 84 9 % der untersuchten Kuihe
neutralisierende Antikdrper gegen Shigatoxin nadiei Kalbern konnten sowohl
Shigatoxintypen der Gruppe 1 als auch 2 nachgewieszden (Frohlich et al., 2007). Im
Gegensatz zur Kolostralmilch konnten STEC Beicoli-Mastitiden selten (Stephan und
Kuhn, 1999) bzw. nicht (Cullor, 1997) detektiert rden. Der Erreger scheint fur
ausgewachsene Rinder apathogen zu sein und es kmumemem symptomlosen Tragertum
(Naylor et al, 2005). Eine nachgewiesene Verbregitiimerhalb der Herde erfolgt unter
anderem uber kontaminiertes Trinkwasser (Sheré,et38). Nicht nur die Pravalenz, auch
die Menge der ausgeschiedenen STEC variiert von ZtieTier. So konnten Ogden et al.
(2004) individuelle und jahreszeitliche Schwankungketektieren. In den warmen Monaten
wurden mehtE. coli 0157 pro g Fazes ausgeschieden als in der restlidhhreszeit. Die
Ausscheidungsrate bei einzelnen Tieren betrug dab&KbE/g Féazes (Omisakin et al.,
2003). Die Pravalenz war im Gegensatz dazu jedoaen kalten Monaten hoher als in den
warmen (MesselhdauRer, 2005; Ogden et al, 2004)ingidn et al. (2006) fuhren diese
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Schwankungen nicht auf die Temperatur zuriick, sondef die Tageslichtlange und die

davon abhangig gesteuerte Produktion des Hormohestdhn.

Eine Ubertragung zwischen den verschiedenen Speassesondere zwischen Mensch und
Rind, wurde aufgrund infektionsepidemiologischexdstn belegt (Murinda et al., 2004). Das
Risiko einer humanen EHEC-Infektion steigt dabetm&ntersuchungen von Stark et al.
(2007) pro 100 zusétzlich gehaltenen Rindern anérelFlache von einem Quadratkilometer
um 68 %. Die Infektion des Menschen ist unter ammlelber direkten Kontakt zu Tieren
maoglich, z. B. Uber den Besuch von Streichelzoas, kandwirtschaftlichen Betrieben oder
Uber Ferien auf dem Bauernhof und z&hlt bei Kindemer drei Jahren zum grof3ten
Risikofaktor fiir die Ubertragung von EHEC (Conragtsal., 2004; Crump et al., 2002;
Werber et al., 2007a). Fur Schafe konnte eine Bugnathung mit STEC von 20 bis zu 67 %
des Bestandes nachgewiesen werden (Beutin eBaB; Gallien et al., 1994). Schafe werden
vor allem als Reservoir fur Stx2d und Sf¥aavie angesehen (Ramachandran et al., 2001,
Tasara et al., 2008), jedoch wurden asgti2c- und stxlc-tragende Stamme aus Schafen
isoliert (Burk et al., 2007; Espie et al., 2006)ie 5chafe selbst zeigten dabei keinerlei

Krankheitsanzeichen (Blanco et al., 2003).

Auch bei Ziegen verlief der STEC-Nachweis im Kotspio, so berichteten Zschock et al.
(2000) von einer Durchseuchung von 75 % der untbten Ziegen, auf Bestandsebene
wurden in einer Untersuchung von Vu-Khac und Cdnign 100 % der
zentralviethamesischen Ziegenbestdnde STEC nachgewi Demgegentber stehen
Untersuchungen in Deutschland aus dem Jahr 200@elohen lediglich bei 8,3 % der
untersuchten Einzeltiere VTEC nachgewiesen wurdet(iig, 2008).

Neben den Haus- stellen jedoch auch die Wildwiegilegk eine potenzielle STEC-Quelle dar.
Nach einer Untersuchung von Lehmann et al. (208¢)bei Reh-, Rot- und Damwild die
Nachweisrate im Kot bei 52 %. Damit sind die Naelsnaten bei den Wildwiederkauern
vergleichbar mit denen der Hauswiederkauer. Eine ®@bveira et al. (2007) durchgefihrte
Studie zum STEC-Vorkommen in brasilianischen Wds#éin ergab Pravalenzraten von
0 bis 64 %, abhangig vom Bestand. Oliveira et(2007) fuhrten die unterschiedliche
Pravalenz dabei auf das jeweilige Betriebsmanagemetick. Bemerkenswert ist, dass bei
Kamelen bisher kein Nachweis von STEC gefuhrt werklennte (El-Sayed et al., 2007;
Moore et al., 2002).
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In einer von Goll (2005) durchgefihrten Untersuadhwan Pferden konnte bei 61 % der
untersuchten Tier&. coli O157 nachgewiesen werden. Bei Schweinen erfofg&ner von
Bauerfeind et al. (2004) durchgefihrten Untersughbai 12 % der Tiere und 14 % der
Bestdnde ein Nachweis von STEC. Alle 225 Isola&Bdhn sich dem Shigatoxintyp Stx2e und
damit den "Edema DiseasE. coli" zuordnen, den Erregern der Odemkrankheit der
Absatzferkel. Schierack et al. (2006) zeigten imeei Verlaufsuntersuchung an einer
Zuchtschweinepopulation, dass virulenzgentrageladeoli-Stamme als Teil der normalen
Darmflora beim Schwein gesehen werden kénnen uokt motwendigerweise mit einem

Pathogenitatsgeschehen einhergehen.

Neben den oben genannten Tieren wurden STEC umderem auch bei Wirtschaftsgefligel,
Vogeln und Kaninchen nachgewiesen (Garcia et @D22Schouten et al., 2005; Wallace et
al., 1997). Aus Taubenfazes konnte Shigatoxirdgi2f isoliert werden, welcher sich bei

humanen Erkrankungen bisher nicht eruieren liefedFfch et al., 2002b; Morabito et al.,

2001; Schmidt et al., 2000).

Als mogliche Quellen fur menschliche Erkrankundgsfaberden auch Haustiere gesehen. So
konnte bei Hunden und Katzen STEC nachgewiesenendilusch et al., 2007a; Effenberger
et al., 2007; Krause et al., 2005; Schranner ¢2@07; Trevena et al., 1996) und es ist ebenso
auch eine Infektion der Haustiere tGber STEC-ausdehde Menschen denkbar (Busch et al.,
2007a).

Sasaki et al. (2000) konntda coli O157:H7 bei Fliegen und auch eine Vermehrung der
Keime im Verdauungstrakt der Insekten nachweisea.Bxkretion der Keime dauerte noch
drei Tage nach Aufnahme an. Hausfliegen stellenitsoicht nur mechanische Vektoren fur
STEC dar, die anhaltende Ausscheidung der Keime eigsy die potenziellen
Kontaminationsmdglichkeiten fur Lebensmittel durdsekten wesentlich. Untersuchungen
von Ahmad et al. (2007) zeigten, dass Hausfliegechafir die Verbreitung der STEC
innerhalb der Rinderbestéande eine wichtige Rolielsp. So konnte bereits am Tag 1 nach
Exposition mitE.- coli-O157:H7-tragenden Fliegen STEC in den Fazes déyeKand im

Trankewasser nachgewiesen werden.
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2.4.2 Oberflachengewdasser

Oberflachengewésser stellen eine weitere Infekgjoelle fir EHEC-Erkrankungen dar
(Ackman et al., 1997; Olsen et al., 2002) und siach einer bayerischen Fall-Kontroll-Studie
vor allem fur Kinder im Alter von drei bis neun Jdah als Risikofaktoren zu sehen
(HeilRenhuber et al., 2004). Als Ursprung des Inéeldgpotenzials wird der Eintrag von
Fakalien in Badegewasser - insbesondere durch Rioi@déschwemmungen von Tierweiden
sowie durch ausscheidende Badegaste - diskutiesbriglers gefahrdet sind hier Kleinkinder,
welche um ein Vielfaches mehr Wasser beim Badenetwmien als Adulte. So wurde die
EHEC-Infektion von 21 Kindern in Oregon (USA) aufch®vimmen in einem fakal

kontaminierten Badesee zuriickgefuhrt (Keene e1994).

Ein infektionsepidemiologischer Zusammenhang bestaoch zwischen einem EHEC-
Ausbruch in einem englischen Ferienort und einetrEnioli kontaminierten FlieRgewasser.
Der Eintrag vonE. coli 0157 wurde hier auf eine oberhalb der Badestetlesende
Rinderherde zuruckgefiuihrt, deren Fakalien durchrketaRegenfalle in das Gewasser
eingebracht wurden (Ihekweazu et al., 2006). Eie#tare Moglichkeit der Kontamination
von Oberflachengewéassern mit STEC stellt der Egntharch Klaranlagen dar, da nur 44 %
der im Zulauf vorhandenen STEC-Bakterien in der#&téage eliminiert werden (Burckhardt
et al., 2005). Unguinstig wirkt sich hier die larigieerlebensfahigkeit in der Umwelt aus: Bei
niedrigen Temperaturen konntEncoli bis zu mehreren Wochen in Gewassern nachgewiesen
werden (Maule, 2000), fUE. coli 0157 wurde ein Uberleben von mehr als zehn Monaten
beschrieben (Varma et al., 2003).

2.4.3 Lebensmittel

Fur das Jahr 2007 wurden in Deutschland funf lelétedbedingte EHEC-Ausbriiche durch
das Robert Koch-Institut erfasst, davon lieRen selei auf Milch bzw. Milchprodukte

zuruckfuhren, fir drei konnte eine Mahlzeit, jedoéiein bestimmtes Lebensmittel
eingegrenzt werden. Die Belastung der NahrungshmitieSTEC erfolgt Gber eine Vielzahl
von Mdglichkeiten: Die Kontamination kann hierbédeii eine fakale Verunreinigung der
Schlachtkorper beim Schlachtprozess, zum Beisp@mbAbzug des Fells oder beim
Entfernen des Gastro-Intestinal-Trakts wie auchr i@ee Kontamination von Vegetabilien

durch ausgebrachten tierischen Diunger oder einerisgung von EHEC-Keimen durch
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infizierte Personen in das Lebensmittel erfolgend€Elet al., 2000; Gareis et al., 2000;
McEvoy et al., 2003).

Die direkte Ubertragung von EHEC uber Lebensmittéhsbesondere der Verzehr von
streichfahigen Rohwirsten (Teewurst, ZwiebelmetstyuBtreichmettwurst) und Lammfleisch
- erwies sich in einer von Werber et al. (2007ajcdgefuhrten Studie als hauptsachlicher
Risikofaktor fir Personen alter als zehn Jahre.ddlbdgiulier et al. (2007) konnten im Rahmen
der amtlichen Untersuchung von Rohwirsten bei %@,5der Rohwiirste einen positiven
STEC-Nachweis fuhren. Eine Infektion Uber Rindekflacsch spielt mit 41 % der
lebensmittelbedingteri.-coli-O157-Ausbriche vor allem in den USA eine grof3eleRol
(Rangel et al., 2005). Rindswurst wurde ebenfdauelle fir einen Ausbruch im Jahr 2007
in Danemark vermutet und Schafsalami war UrsacieseiAusbruchs im Jahr 2006 in
Norwegen (Ethelberg et al.,, 2007; Schimmer et 2008). Auch der grof3te européaische
E. coli-O157:H7-Ausbruch in Zentralschottland im Jahr 1986 mehr als 500 Erkrankten
wurde durch kontaminiertes Fleisch verursacht ([sret al., 2001).

Die EG-Verordnung Nr. 2073/2005 Uber mikrobiolopscKriterien fur Lebensmittel flhrt
folgende Lebensmittelkategorien als besonders defidhn Bezug auf VTEC auf: ,rohes
oder nicht durcherhitztes Rindfleisch und mdglieteise auch Fleisch anderer Wiederkauer,
Hackfleisch/Faschiertes und gereiftes Rindfleisciwis daraus hergestellte Erzeugnisse,
Rohmilch und Rohmilcherzeugnisse, Frischerzeugniésmv. Rohkost, insbesondere
Keimlinge und nicht pasteurisierte Obst- bzw. Gessa#te”. Mit Bezug auf das Scientific
Committee on Veterinary Measures Relating to Pubé&ealth wird in der oben genannten EG-
Verordnung auf die Bedeutung mikrobiologischer lig#gn zur Verringerung der

Fakalkontamination flr eine gleichzeitige Verringsg des VTEC-Risikos hingewiesen.

Der Verzehr von Rohmilch wurde von Werber et al2007) als einziger, mit Lebensmitteln
assoziierter Risikofaktor fur Kinder unter drei d&h nachgewiesen. Rangel et al. (2005)
konnten 4 % der US-amerikanischen O157:H7 Auslaiioch Zeitraum von 1982 bis 2002
auf den Verzehr von Rohmilch und Rohmilchprodukgmtickfiihren. Die Pravalenz fur
VTEC lag dabei nach Klie et al. (1997) bei 3,9 ®#&Riohmilch und 2,1 % in Vorzugsmilch.
Eine bei 59 Kindern nach Besuch eines Ferienlagéf6 in Niedersachsen aufgetretene
EHEC-Infektion lie sich nach epidemiologischen Hchen mit dem Verzehr von

Rohmilch als wahrscheinlicher Ursache assoziieBredsman et al., 2007; N.N., 2008a). In
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Zentralfrankreich konnte von Deschenes et al. (19896&h Rohmilchkdse als auslosende
Ursache von HUS-Erkrankungen nachgewiesen werdén. Rohmilchkdse wurde von
Zweifel et al. (2007) eine STEC-Pravalenz von %p5festgestellt; dies entspricht somit in
etwa der von Klie et al. (2007) festgestellten Blénz von STEC in Rohmilch. Die
Einbringung der STEC-Bakterien in die Milch erfolgir allem lber fakale Kontamination
wahrend des Melkens. Diese Gefahrdung kann, wiginar taiwanesischen Studie gezeigt,
durch verbesserte Prozesshygiene reduziert bawingdirt werden (Chiueh et al., 2002).

Durch Kreuzkontamination kommt es auch bei warmabdhblter Milch zu EHEC-

Erkrankungen. So lie3 sich die EHEC-Infektion vambid Kindern mit aus pasteurisierter
Milch hergestellter Eiscreme in Belgien auf eineetzkontamination durch Aushilfspersonal
wahrend der Herstellung der Eiscreme zurtckfUhber. zusatzlich eingesetzte Mitarbeiter
arbeitete aushilfsweise ohne Fachkenntnisse beHdestellung der Eiscreme mit und hatte
Kontakt mit den Tieren des Hofes (De Schrijverlet2008). Eine in Grol3britannien von der
SuRwarenindustrie in Auftrag gegebene Studie zunerleben von STEC in kiinstlich

kontaminierter Schokolade konnte STEC bei eine ttaggeratur von 10 °C noch nach

366 Tagen nachweisen (Baylis et al., 2004).

Die Kontamination von Lebensmitteln mit STEC durBbsscheider im Personalbereich
fuhrte insbesondere im Bereich Fleischwaren zu grudelegten Rickrufaktionen (Busch et
al., 2005; Finke et al., 2006; Stolle, 2005). Dalbeirde von Busch et al. (2005) eine
Keimbelastung von bis zu 1 x 1BbE E. coli/g in verzehrfertigen Rohwiirsten nachgewiesen.
Durch Gareis et al. (2000) erfolgte der NachweiseeiSTEC-Ausscheidungsdauer von
annahernd zehn Monaten bei einem Mitarbeiter eifieischverarbeitenden Betriebes,
Oberparleiter et al. (2007) konnten sogar eine éhumislungsdauer von mehreren Jahren
belegen. Damit wurde belegt, dass das verarbeiteldsonal eine wichtige

Kontaminationsquelle darstellt und entsprechendesigbtsmal3inahmen getroffen werden

mussen.

Ebenfalls wichtig im Bereich der Lebensmittelkontaation mit STEC ist die

Kreuzkontamination durch Bedarfsgegenstande, wia &ntaminierte Edelstahloberflachen
oder Plastik (Rivas et al., 2007, Wachtel et aD03. Das Abspulen der mit STEC
kontaminierten Bedarfsgegenstdnde mit 38 bis 48v&@nem Seifenwasser zeigte in einer

Untersuchung von Mattick et al. (2003) keinen Egfdlach dem Reinigungsprozess wurde
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bei allen Geschirrteilen weiterhin eine STEC-Kont@tion nachgewiesen und zusatzlich
waren die Spul- und Trockenutensilien mit STEC liteh&inen Uberblick tiber den STEC-
Nachweis in Lebensmittelplanproben der letztenelgibt die Tabelle 2.

STEC-positivin % (Zahlen gerundet)
Lebensmittelplanproben

2006 2005 2004 2003

Fleisch ohne Geflugel, gesamt 5,2 6,7 12,6 3,6
(n = 499) (n = 535) (n=349) (n=614)

Rindfleisch 4,5 1,3 2,1 3,1
(n=177) (n = 155) (n = 140) (n=197)

Schweinefleisch 0,7 2,2 3,5 0,0
(n =148) (n =46) (n=29) (n=80)

Schaffleisch 11,1 0,0 6,7 12,5
(n=36) (n=33) (n=15) (n=8)

Wildfleisch 9,9 14,8 25,3 14,8
(n=121) (n=162) (n = 154) (n=81)

Rohfleisch, zerkleinert 2,3 13,6 7,4 3,8
(n=129) (n = 88) (n =108) (n =80)

Rohfleisch u. -erzeugnisse 5,2 5,2 3,2 2,2
(n =692) (n=732) (n=729) (n=1382)

anders, als durch Hitze 1.8 0,7 0,0 2,2
stabilisierte Fleischerzeugnisse (n = 1006) (n = 399) (n = 182) (n = 494)
Rohmilch ab Hof 0,6 1,9 2,4 0,1
(n=324) (n=2681) (n=205) (n=818)

Rohmilch-Weichk&se 0,0 2,3 2,0 15,8

(n =69) (n=43) (n=51) (n=19)

Tabelle 2: STEC-Nachweis bei Lebensmittelplanprafptartung, 2005; 2006; 2007a,;
2007b, 2008)

Aber auch pflanzliche Lebensmittel - wie nicht pasisierter Apfelsaft, Sprossen, Salat oder
anderes Gemdise - kdnnen als Infektionsquelle di@déhino et al., 1999; Solomon et al.;
2002, Watanabe et al., 1996). So lieRen sich Imde&h durch Apfelsaft auf ungewaschen
verarbeitetes Fallobst zurlckfiihren, welches durfékal verunreinigtes Abwasser,
Oberflachenwasser oder die Ausbringung tierischengthlichen Dingers kontaminiert
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wurde (Besser et al., 1993). Zwei Ausbriiche in &&8A im Jahr 2006 lieRen sich auf
Gemiuse, unter anderem Spinat, als Infektionsquaeitéckfihren (Grant et al., 2008; N.N.,
2006b; Maki, 2006). Mindestens 70 Personen (N.ND72) betraf eine Erkrankungswelle
verursacht durch Kopfsalat kurze Zeit spater ebsnf]m den USA. In Skandinavien
erkrankten in den Jahren 2005 sowie 2007 mindedighsowie 36 Personen ebenfalls durch
den Verzehr von Kopfsalat (Séderstrom et al., 2@¥#gjerstrom et al., 2008; Friesema et al.,
2007). Die Kontamination des Salats mit STEC etéoldurch die in Schweden ubliche
Verwendung von Giel3wasser aus FlieRgewassern. fihelung fur den Eintrag von STEC
ist in diesem Fall auch deutlich von der STEC-Pena innerhalb der lokalen
Rinderpopulation und der Witterung abhangig (Sddéms et al., 2008). Ein besonderes
Gefahrenpotenzial stellt die Fahigkeit der Einlager von STEC-Bakterien in pflanzliches
Gewebe nach der Aufnahme Uber Wasser bzw. den &edbalar, da allgemeine
Hygienemalinahmen, wie das Waschen von Rohkostemar\¢erzehr, in diesem Fall nicht
greifen (Grant et al., 2008; Itoh et al., 1998;ddabn et al., 2002).

244 Trinkwasser

Untersuchungen am Bayerischen Landesamt fir Gesuindind Lebensmittelsicherheit

ergaben fur den Zeitraum 1998 bis 2002 bei Trinle@agerdachtsproben mit einem

Vorbefund von mind. 200 KbEE. coli/100 ml bei 72 (5,9 %) von 1220 Proben einen
positiven STEC-Befund und zeigten damit, dass Twedser als Infektionsquelle fur EHEC-

Infektionen epidemiologisch bedeutsam sein kannrids& et al., 2004). Eine indische

Studie zur Pravalenz von STEC in Trinkwasser etiieaden Nachweis von STEC in 2,7 %
der untersuchten und in 8,8 % der mitcoli vorbelasteten Proben (Ramteke und Tewari,
2007). Die Uberlebensdauer voB. coli O157:H7 in Trinkwasser betragt dabei nach
Warburton et al. (1998) fast ein Jahr. Rangel .et28l05) konnten in einer epidemiologischen
Untersuchung in 15 % der EHEC-Erkrankungen Trirdsea als Infektionsursache

nachweisen. Uber einen der bisher groRten Ausbrirmh&ereich Trinkwasser berichtete

Holme (2003): Uber 2300 Personen erkrankten im 2800 in Walkerton, Kanada, durch mit

Fakalien kontaminiertes Trinkwasser als Infektiaredtg.

2.4.5 Mensch-zu-Mensch-Ubertragungen

Die Ubertragung von Mensch zu Mensch stellt gerlagieKindern unter drei Jahren eine
wichtige Infektionsquelle dar (Huber et al., 1998erber et al., 2004). Besonders bedeutend

ist hier die fakal-orale Ubertragung durch durdefirankte oder STEC-ausscheidende
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symptomlose Familienmitglieder (Doorduyn et al.0@0Heil3enhuber et al., 2004; Ludwig et
al., 2002; Orth et al., 2006). Fur Patienten miarthd oder hadmorrhagischer Colitis wurde
eine durchschnittliche Ausscheidungsdauer von Ifig2 bis 62) nachgewiesen (Karch et
al., 1995). Werber et al. (2007b) konnten in eirkkohortentudie zu sekundaren
Haushaltsibertragungen in 21 % der untersuchtarsitdte weitere EHEC-Erkrankungen
belegen, davon zu 56 % Geschwisterkinder. Kareth. 1995) konnten in einer Studie 13 %
der E.-coli-O157-ausscheidenden Kinder als Langzeitausscheietektieren. Dabei verlief
die Infektion gegen Ende der Ausscheidungsdauerpsymios. Ein Ausbruch in einer
Kindertagesstatte in Norddeutschland mit 41 Erkiemkind einem Todesfall liel3 sich unter
anderem auf asymptomatische Ausscheider innerhadls &ersonals zurtckfihren
(Reida et al., 1994).

2.5 Klinisches Bild einer EHEC-Infektion

Eine Infektion mit EHEC-Bakterien kann zu lokaledeo systemischer Erkrankung flhren
(Karmali, 1989), jedoch verlauft ein groRer Teihgaohne klinische Auffalligkeit und bleibt
daher unerkannt (N.N., 2008a). Wesentlichen Eisflusf den Verlauf einer EHEC-Infektion
haben Alter des Patienten, Immunstatus, Toxinvegjagenetische Faktoren, Infektionsdosis
und weitere Virulenzfaktoren (Griffin und Tauxe,919 Honda, 1999). Mit tber 50 % der
Erkrankten sind vor allem Kleinkinder im Alter vemem bis zu funf Jahren betroffen (Frank
und Werber, 2007). Bei einer Inkubationszeit vamea bis zu drei Tagen (teilweise bis zu
acht Tagen) beginnt die Erkrankung mit wassrigerrcbidllen, die zunehmend blutig
erscheinen konnen. Weitere Symptome konnen UbelkEitbrechen, krampfartige
Bauchschmerzen und in seltenen Féllen Fieber deiretwa 80 % der Falle heilt die
Erkrankung ohne Komplikationen in einer Woche aWi®. bis 20 % der Erkrankten
entwickeln eine hamorrhagische Colitits mit den rakgeristischen Symptomen wie
Leibschmerzen und blutigem Stuhl, teilweise auchFiaber. Bei 5 bis 10 % der Erkrankten,
insbesondere bei Kleinkindern, kommt es zu extestntalen Komplikationen (Zimmerhackl
et al., 2002). Das enteropathische Hamolytisch-Uséne Syndrom (HUS) als postinfektiose
Komplikation der EHEC-Erkrankung stellt die haufey$Jrsache des akuten Nierenversagens
im Kindesalter dar. Es ist durch einen biphasiscfiertauf gekennzeichnet. Dabei folgt nach
einem kurzen Intervall, unabhangig von der Schweee vorausgegangenen enteralen
Symptomatik, eine Verschlechterung des Allgemeitanges mit Vomitus, Schmerzen im
Abdominalbereich, lkterus und Petechien. Das Bdd HUS besteht aus der Symptomentrias

Thrombozytopenie, hamolytische Anamie und akutemrétiversagen (Johnson und Taylor,

-21 -



KAPITEL 2 LITERATUR

2008; Wong et al, 2000). Die arztliche Diagnosedwim Schnitt 6,3 Tage nach primarem
Erkrankungsbeginn gestellt (HeiRenhuber et al.,720B bis zu 5 % der Falle verlauft die
Erkrankung tddlich (N.N., 2008a). Als Langzeitfalgéreten bei bis zu 50 % der HUS-
Patienten bleibende oder Spatschaden, wie arteri¢ylpertonie, neurologische Ausfalle,
chronische Pankreatitis oder Niereninsuffizienz @aérg et al., 2003; Karch et al., 1996;
Karch et al., 2000). Die Therapie besteht aus geptomatischen Behandlung, vor allem
ausreichender Rehydratation, die Anwendung vonbdatika ist kontraindiziert (lijima et al.,
2008; Wong et al., 2000).

2.6 Labordiagnostischer Nachweis

In mehr als 90 % aller humanen Stuhlproben werBecoli nachgewiesen, bei EHEC-
Ausscheidern kénnen dabei auf ein ausgeschiedend&xCH4dkterium ca. 200 bis 300
apathogené.-coli-Bakterien kommen (Karch et al., 1996). Die EHEGdpiostik ist daher
auf den Nachweis des gemeinsamen Merkmals allerEHier Fahigkeit zur Bildung von
Shigatoxinen, ausgerichtet. Dies geschieht durcim d8nsatz molekularbiologischer
Methoden wie Polymerasekettenreaktion (PCR) und oiieblot-Hybridisierung oder
phanotypisch tGber den Nachweis des Shigatoxinshddrnzymimmunoassays (Fruth et al.,
2000; Sharma, 2002). Ein Vergleich der Nachweisodgh ELISA, Verozelltest, PCR und
immunomagnetische Separation durch Kugler et &9§) zeigte die PCR als sensitivstes
System. Bis zur Ausbildung des HUS kann jedochAdisscheidung der Bakterien im Stuhl
bereits gering oder beendet sein, so dass der Ngglowr EHEC dann unter Umstanden nicht
mehr mdglich ist (Friedrich, 2002a, Friedrich et, &2002c). In diesen Fallen stehen
serologische Untersuchungen, beispielsweise gebildatikbrper, zur Aufklarung der
Infektion im Vordergrund (Friedrich et al., 2002c).

Zur einheitlichen Diagnostik wurde vom gemeinsanfabeitskreis "EHEC" des Robert
Koch-Instituts und des Bundesinstituts fur gesuittitleen Verbraucherschutz und
Veterinarmedizin (jetzt Bundesinstitut flr RisikeEtung) mit Unterstitzung der
Fachgruppe "Gastrointestinale Infektionen" der Beluén Gesellschaft fir Hygiene und
Mikrobiologie ein Stufenplan fir die Untersuchungntaner Stuhlproben entwickelt. Die
Kosten fur die Laboruntersuchung werden in diesamammenhang, da es sich um eine
Erkrankung mit gesetzlicher Meldepflicht handelt,onv der Berechnung des

Wirtschaftlichkeitsbonus des Arztes ausgenommeN.(N2O0Ob).
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Ziel der Diagnostik ist ein schnelles und sichddegersuchungsergebnis, welches es dem
Labor ermdglicht, dem behandelnden Mediziner una éesundheitsamt den Verdacht auf
eine EHEC-Infektion innerhalb von eineinhalb Tageach Eingang der Stuhlprobe zu
melden. Zum Screening auf Shigatoxinbildner dieat Machweis mittels ELISA (Erste
Stufe). Die weitere Bestatigung des Befundes mitRIER und eine Isolierung des Erregers
erfolgt in der Regel durch Speziallaboratorien (E&vé&tufe). Abschliel3end wird das Isolat
durch das nationale Referenzzentrum mittels Lysetyenotypie, Serotypie und der
Bestimmung weiterer Pathogenitatsfaktoren feinigpis (Dritte Stufe). Dieser Schritt
ermoglicht spater die epidemiologische Auswerturg Daten und eine Aufklarung der
Infektketten (Fruth et al., 2000). Eine EHEC-Infektgilt nach den Falldefinitionen des RKI
dabei durch den labordiagnostischen Gen-Nachwsidedtatigt, unabhangig davon, ob der
Nachweis aus der Stuhlanreicherung, der Mischkubier aus dem Isolat erfolgte. Die
Erregerisolierung aus dem Stuhl gilt nur in Verhind mit dem Toxinnachweis mittels

ELISA aus deE.-coli-Kultur als labordiagnostisch nachgewiesen.

Die labordiagnostische Vorgehensweise zu Nachweaid Usolation der VTEC aus
Lebensmitteln wird durch die Amtliche Sammlung Mdntersuchungsverfahren nach § 64
des Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuches bt L 07.18-1) geregelt. Die Probe
wird wie folgt vorbereitet: Probenmaterial wird mitodifizierter Tryptose-Soja-Bouillon mit
Novobiocinzusatz im Stomacher zerkleinert. Auf di¥obenvorbereitung folgt eine
Voranreicherung als Schuttelkultur mit anschlief@ndhnreicherung in modifizierter
Tryptose-Soja-Bouillon im Inkubationsschuttler. Fidie Untersuchung werden die Proben
mittels Nukleinsaureextraktion aufbereitet, in @R die gesuchten Nukleinsauresequenzen
amplifziert und die erhaltenen Amplifikate anscBead detektiert. Mittels Kolonieblot-DNA-
Hybridisierung werden die VTEC identifiziert. Digdebnisse werden uber die Bestatigung
des stx-Nachweises mittels PCR verifiziert. Eine weitergiethe Charakerisierung, wie
Subtypisierung und Nachweis der Virulenzfaktomme und hly, erfolgt ebenfalls mittels
PCR. Zur Aufklarung von Infektketten, unter anderéber die Bestimmung des Serovars,

werden die Isolate weitergehend gepruft (Gallieal €22001).

2.7 Rechtlicher Hintergrund

Zur Beurteilung des Nachweises von STEC in Lebettsimj basierend auf dem
Toxinnachweis bzw. Gennachweis in Verbindung mitkatur, wurde vom Arbeitskreis der
auf dem Gebiet der Lebensmittelhygiene tatigen Baskéndigen (ALTS) eine Empfehlung
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erarbeitet (Braunig, 2001). Unter der Pramissesdadle VTEC als potentielle EHEC
anzusehen sind", ist eine Beurteilung nach ArtikelAbsatz 1 in Verbindung mit Absatz 2a
der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 als "gesundhditégdlich” fir verzehrsfertige Produkte
mdglich. Des Weiteren ist die Uberprufung der Changch Artikel 14 Absatz 6 Verordnung
(EG) Nr. 178/2002 sowie gegebenenfalls die Riuckrealdier betroffenen Charge aus dem
Markt nach Artikel 19 Absatz 1 Verordnung (EG) N78/2002 und die Veranlassung einer
EU-Schnellwarnung nach Artikel 50 der Verordnung YB®. 178/2002 zu prufen (Bulte,
2000; Diepolder, 2007; Pastari, 2007; Renz, 2008072 Stolle, 2005). Hierbei ist
insbesondere auch die Gefahr von Kreuzkontaminatiom Haushalt zu beachten (Weyland
und Stiebing, 2007).

Der direkte oder indirekte Nachweis von EHEC bei rsBeen ist nach
8§ 7 Infektionsschutzgesetz (IfSG, 2001) meldepfizhGemafld den Falldefinitionen des RKI
umfasst dies die Kklinisch-epidemiologisch bestéatigtErkrankung, die klinisch-
labordiagnostisch bestétigte Erkrankung sowie al@idiagnostisch nachgewiesene Infektion
mit nicht erfulltem klinischen Krankheitsbild bzwnbekanntem klinischen Bild. Damit sind
auch asymptomatische Infektionen namentlich melaépiy. Der epidemiologisch bestatigte
Nachweis wird definiert als Ubertragung Mensch-zergch, Baden in kontaminiertem
Gewasser, Kontakt mit STEC-ausscheidenden Tieram Nzrzehr der von diesem Tier
stammenden Lebensmittel oder Verzehr mit STEC-komi@rter Lebensmittel jeweils mit
labordiagnostischem Gen-Nachweis und unter Berdlligung der Inkubationszeit (N.N.,
2007b).

Ebenso besteht nach 8§ 6 IfSG (2001) Meldepflicintdén Krankheitsverdacht, definiert als
.Klinisches Bild einer EHEC-Erkrankung mit alleirign Shigatoxin-Nachweis in der
Stuhlanreicherungskultur bei negativem kulturell&lachweis und ohne epidemiologische
Bestatigung“ (N.N., 2007b).

Nach 8 29 IfSG (2001) konnen Kranke, Krankheitséiehdige, Ansteckungsverdachtige und
Ausscheider einer behordlichen Beobachtung untéemound dieser Personengruppe die
Ausibung bestimmter beruflicher Tatigkeiten, inslelere in Gemeinschaftseinrichtungen
und beim Umgang mit Lebensmitteln, untersagt werd2es betrifft vor allem folgende

Lebensmittel: "Fleisch, Gefligelfleisch und Erzeisge daraus, Milch und Erzeugnisse auf

Milchbasis, Fische, Krebse oder Weichtiere und &gpésse daraus, Eiprodukte, Sauglings-
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und Kleinkindernahrung, Speiseeis und Speiseeishadhignisse, Backwaren mit nicht
durchgebackener oder durcherhitzter Fullung oderflafye@, Feinkost-, Rohkost- und
Kartoffelsalate, Marinaden, Mayonnaisen, andere Igienie SofRen und Nahrungshefen”
[88 31, 34, 42 IfSG (2001)]. Der dadurch entsteleend&/erdienstausfall wird nach
8§ 56 IfSG (2001) entschadigt.

Die Erfassung der Daten Uber das ,Auftreten vonnosen und Zoonoseerregern“ sowie die
~epidemiologische Untersuchung lebensmittelbedingkrankheitsausbriche” wird auf
europaischer Ebene durch die Zoonosen-Uberwachuahtighe 2003/99 geregelt und die
erhobenen Daten werden durch das "European CeantBisease Prevention and Control”

ausgewertet.
2.8 Molekularbiologische Nachweismethoden
281 Polymerasekettenreaktion

Kary Banks Mullis hatte 1983 die Idee, DNA mit Hilfdes Enzyms DNA-Polymerase
kunstlich zu vervielféltigen. Die Polymerasekettaktion (PCR) besteht aus drei Schritten:
Denaturierung, Annealing und Elongation. Wahrendenaturierung bei 95 °C trennen sich
die beiden Strdnge der als Vorlage dienenden DNArchdu Aufbrechen der
Wasserstoffbrickenbindungen in Einzelstrange. Inmchfdgenden Schritt wird die
Temperatur auf die Annealingtemperatur der spehiéa Primer gesenkt, so dass sich diese
an die komplementaren Sequenzen der einzelnen D@ anlagern kénnen. Die
Annealingtemperatur ist abhangig von der Basenzosarsetzung der gewdahlten Primer.
AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch auf 72 tiizty das Temperaturoptimum desig-
Polymerase. Die Polymerase verlangert in der Elomgsphase die Primer in der
5" - 3’-Richtung, wobei die Sequenz durch die alstrM dienende einzelstrangige DNA
vorgegeben ist. Aus ursprunglich einer doppelsigerg DNA entstehen so zwei neue
doppelstrangige DNAs. Durch die Wiederholung deklus verdoppelt sich die Menge der
DNA-Abschnitte, so dass es im Laufe der Untersughzun einer exponenziellen Zunahme
des Amplifikates kommt (Muhlhardt, 2003; Saiki €t 4988). Als Ausgangsmaterial werden
die zu vervielfaltigende DNA, Primer, hitzebest@gggdDNA-Polymerase, dNTP-Mix, Mgl
Reaktionspuffer und $D benétigt. Die PCR wird mittels sogenannter Therycter
durchgefuhrt, welche den PCR-Reaktionsansatz grazitdie jeweilige Temperatur erhitzen

und kihlen. Im Anschluss an die Vervielfaltigungdwlas erhaltene PCR-Produkt durch eine
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Agarosegelelektrophorese mit darauffolgender Htindiromidfarbung unter Ultraviolett-
Licht sichtbar gemacht. Die Auftrennung der eineelmMmplifikate im elektrischen Feld
erfolgt dabei der GrofRe nach. Ethidiumbromid, eirgaaischer Farbstoff, interkaliert
aufgrund seiner planaren Struktur in die dsDNA,alabmmt die Fluoreszenzemission zu
(Brown, 2002; Fallert-Mller, 1999).

2.8.2 Real-Time-PCR und Schmelzkurvenanalyse mit detrightcycler®

Die Real-Time-PCR ist eine Echtzeit-PCR, die Datekder PCR-Produkte findet hier im
Gegensatz zur konventionellen PCR nicht nach, sarnukereits wahrend der Vervielfaltigung
statt (Gingeras et al., 2005; Higuchi et al., 1999293). Der in dieser Arbeit verwendete
LightCyler®, ein Thermocycler mit integriertem Fluorometeméglicht die Darstellung des
Fluoreszenzsignals in Echtzeit. Das dem Prozessumdgliegende Prinzip wird als
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) beazeic(De Silva et al., 1998). Dieser
1948 erstmals von dem Physiker Theodor Forsterhbbebene Vorgang beruht auf der
Tatsache, dass die Energie eines angeregten Ddmmephors durch Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen strahlungslos tber eine Entfernurap 10 bis 100 A auf einen
fluoreszierenden Akzeptor Ubertragen wird. Voratzs®y hierfir ist, dass sich Emissions-
und Absorptionsspektren von Donor und Akzeptor lidpgen und sich die beiden Molekile
in rdumlicher Nahe befinden, da die Effizienz desefgietransfers mit zunehmender
Entfernung stark abnimmt (Cardullo et al., 1988;skér, 1948; Kubista et al., 2006).

Zur Erzeugung sequenzspezifischer Fluoreszenzsigmalden zwei Sonden eingesetzt. Dies
sind fluorophormarkierte Oligonukleotide, welchenkdementar zur Zielsequenz sind. Die
Upstream-Hybridisierungssonde ist am 3"-Ende mihemi Donorfluorochrom, die
Downstream-Sonde am 5°-Ende mit einem Akzeptorflalorom versehen (siehe Grafik 5a).
Die beiden Sonden lagern sich an den komplementBfA-Strang an und werden so
gewahlt, dass sie in einem Abstand von wenigen éatklen zueinander hybridisieren. In der
Annealingphase hybridisieren zuerst Sonden und Bainmer Sonden mit der Zielsequenz des
zuvor gebildeten PCR-Produkts. Der Donor wird mitht einer bestimmten Wellenlange
angeregt (siehe Grafik 5b), die dadurch Ubertragénergie wird vom Donor an den
benachbarten Akzeptor mittels FRET weitergeleitéhe Grafik 5¢). Die vom Akzeptor
empfangene Energie wird als Fluoreszenzsignal espeeifischen Wellenlange abgegeben
(siehe Grafik 5d) und durch das Fluorometer am Geder Annealingphase erfasst.
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Fluoreszenzemission ist nur nachweisbar, wenn b®atalen an die Zielsequenz gebunden
sind. Dabei verhéalt sich das FRET-Signal propogiaur Menge des fur die Hybridisierung
verfugbaren PCR-Produkts, sodass das Signal ndemj&yklus ansteigt.

Wahrend der Elongation verdrangt diag-Polymerase die Hybridisierungssonden, die intakt
bleiben und fur die nachste Annealingphase wiederVerfigung stehen (Gingeras et al.,
2005; Livak et al., 1995; Wittwer et al., 1997).

Downstreamsonde
Upstreamsonde (D mit Akzeptor
. tnit Donor |
Primer WW% I

(a) ol | l

E
D
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(b) MM M @ M TP
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gl A M
[ 720N
(¢) ‘ e P
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D—: 5:—
T 70N
(d) M e TP

Grafik 5: Erzeugung der Fluoreszenzsignale mit ktlfbierungssonden (N.N., 2008b)

Als Schmelzpunkt () wird diejenige Temperatur bezeichnet, bei dee eloppelstrangige
DNA zu 50 % in Einzelstrange aufgetrennt wird. Diennung des Doppelstranges erfolgt
durch die Trennung der Wasserstoffbriickenbindurayaschen den einzelnen Basenpaaren.
Zwischen Guanin und Cytosin werden drei und zwischeenin und Thymin zwei
Wasserstoffbriickenbindungen gebildet, daraus fdlgs sich der Guanin-Cytosin-Gehalt der

DNA und die T, in einer linearen Beziehung zueinander befindes $ilva, 1998).
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Die Schmelzkurvenanalyse wird im Anschluss an d@i&RJntersuchung durchgefuhrt, dabei
wird nach der Amplifikation die Temperatur in deedktionskammer des Thermocyclers
langsam erhoht (0,1 - 0,2 °C/sec) und kontinuibrkitas Fluoreszenzsignal gemessen. Sind
beide Sonden gebunden, wird Fluoreszenz emitbertErreichen des Schmelzpunktes l6sen
sich die Sonden ab und die Fluoreszenz féllt abrapt Dieser Punkt wird als
Schmelztemperatur bezeichnet und stellt mathenmatiss Maximum der ersten negativen
Ableitung (-dF/dT) der Schmelzkurve dar (Kubistalet 2006).

Unterschiedliche Schmelztemperaturen ermdglichea BDifferenzierung der einzelnen
Shigatoxintypen (Reischl et al., 2002). Mit der ®eliekurvenanalyse ist auch die Analyse
von Mutationen innerhalb der Hybridisierungsbereicder Sonden maoglich, da die
Schmelztemperatur neben der Lange wund dem GuaGgsosin-Gehalt der
Hybridisierungssonde auch vom Homologiegrad desridgbabhangig ist (Aoshima et al.,
2000; Gingeras et al., 2005; Lipsky et al., 2001).

2.8.3 Sequenzierung nach Sanger (Didesoxynukleotidtimode)

Die DNA-Sequenzierung nach Sanger funktioniert emymatischer Basis und &hnelt im
Prinzip der Polymerasekettenreaktion: Die zu amalgade DNA wird in Einzelstrdnge
denaturiert, mit einem Primer hybridisiert und dudie Polymerase verlangert. Zusatzlich zu
den Desoxynukleotiden (dNTPs) enthalt der Sequesrzsatz auch Didesoxynukleotide
(ddNTPs). DieTag-Polymerase akzeptiert dabei sowohl die dNTPs @it aie ddNTPs zur
Elongation. Den ddNTPs fehlt jedoch die Hydroxyjgwe zur Verbindung mit dem néchsten
Nukleotid, sodass ein Kettenabbruch erfolgt. Defafig eines neusynthetisierten Stranges
wird vom dNTP gebildet und das Ende vom ddNTP. Aliese Weise entstehen
unterschiedlich lange DNA-Strange mit einem ddNTiP jaweiligen 3"-Ende (Sanger et al.,
1977). Fur die maschinelle Auslesung der Sequenzlemefluoreszenzfarbstoffmarkierte
ddNTPs verwendet. Die Fluoreszenzfarbstoffe werdeérend der elektropohoretischen
Auftrennung in einem Polymer durch einen Laserstzaim Fluoreszieren angeregt und mit
einer CCD-Kamera detektiert. Jedes ddNTP ist miemiranderen spezifischen Farbstoff
markiert und die so erhaltene Sequenz wird alsfargiges Chromatogramm dargestellt
(Meckelein und Frey, 2003; Hutchison, 2007).
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3. Material und Methoden

3.1 Ziele und Vorgehensweise

Ziel dieser Arbeit war es, eine Ubersicht (ber dierteilung der verschiedenen
Shigatoxintypen in Lebensmitteln, Oberflachenwgs$enkwasser und tierischen Fazes zu
erhalten. Daftur wurden STEC-Isolate des Bayerischandesamtes fir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit (LGL) mit der Methode Reah@&-PCR untersucht und die
Shigatoxingene den jeweiligen mituntersuchten Ref2iShigatoxintypen durch
Schmelzkurvenanalyse zugeordnet. Die Ergebnisse Stdmmelzkurvenanalyse wurden
stichprobenweise mit der konventionellen PCR UhligtpiEinige der Isolate, welche sich
nicht den mituntersuchten Referenzen zuordnendief8erden exemplarisch sequenziert. Die

Vorgehensweise wird in nachfolgender Grafik 6 dis&diagramm dargestellt:

Anzucht auf ENDO-Medium

|

Untersuchung mittels PCR und
Schmelzkurvenanalyse

Zuordnung
zu einem
Referenz-Shigatoxin
moglich?

nein

Sequenzierung

Tbereinstimmung
mit Referenzstimmen aus
PubMed NCBI
Gendatenbank?

Neue
Shigatoxingenvariante

Auswertung der Ergebnisse Auswertung der Ergebnisse

Grafik 6: Vorgehensweise in der vorliegenden Studie
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3.2 Untersuchungsmaterialien

Die untersuchten 349 Isolate stammen aus Oberfté@cheser, Trinkwasser, tierischen Féazes
und verschiedenen Lebensmitteln. Zusatzlich wurtkoiate aus humanen Stuhlproben
aufbauend auf den Ergebnissen der Real-Time-PCRSuhthelzkurvenanalyse von G. Lang
untersucht (eine Ubersicht zeigt Tabelle 3). Diewendeten Verbrauchsmaterialien,

Chemikalien und Geréte sind im Anhang gelistet.

Anzahl Matrix
157 Tierische Fazesr
109 Oberflachenwasser

57 Trinkwasser

21 Lebensmittel

5 Humane Stuhlproben

Tabelle 3: Untersuchte Isolate
3.3 PCR-Untersuchung und Schmelzkurvenanalyse
3.3.1 Vorbereitung

FUr die Untersuchungen wurden Isolate der Stammsangndes Bayerischen Landesamtes
fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit aus deyobBank unter sterilen Kautelen
entnommen und auf ENDO-Medium (Fa. Oxoid, D) UbexciN bei 37 °C bebrutet. Die
Bakterien wurden koloniemorphologisch auf Reinhéfierprift und anschlieRend eine
Kolonie in 200 pl 0,9 %ige sterile Kochsalzlosungsendiert. Von dieser Bakterien-
suspension wurden 20 pl in 400 pl Aqua dest. pgoetDie Proben wurden gemischt und bei
95 °C im Thermomixer (Fa. Eppendorf, D) fur 15 rarhitzt, um die Bakterien abzutéten und
die DNA freizusetzen. Anschlielend wurde der DNArBkt fur 10s bei
1400 Umdrehungen/min in der Zentrifuge (Fa. Eppeihdd) zentrifugiert, um
Kreuzkontaminationen durch KondenswasserbildungDatkel zu vermeiden und stérende

Zellreste am Boden zu sammeln.

In jedem PCR-Untersuchungsgang wurden Positiv- dNedativkontrollen mituntersucht.

Eine Ubersicht (iber die verwendeten Kontrollstanzeigt die Tabelle 4.
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Bezeichnung Accession-Nr. Grole (bp) Literatur

stx1 933J AB015056 1238 Strockbine et al., 1986
stxlc 6592/02 736901 1434 Paton et al., 1995
stxld MHI 813 AY170851 1271 Burk et al., 2003
stx2 O157:H7 EDL 933 AEOO5174 1241 Perna et al., 2001
stx2c E32511 M59432 1499 Schmidt et al., 1996
stx2d-Ount EH250 AF043627 1470 Pierard et al., 1998
stx2e E57 0138 X81416 1236 Franke et al., 1995
E. coli ATCC 11775 Negativkontrolle

Tabelle 4: Kontrollstdmme

3.3.2 Real-Time-PCR und Schmelzkurvenanalyse mit defrightcycler®

Vom DNA-Extrakt wurden 2 pl zu 18 pl des Masterrsixe Glaskapillaren pipettiert, 10 s
zentrifugiert (Fa. Roche, D) und im LightCydlefFa. Roche, D) amplifiziert. Der Mastermix
ist in Tabelle 5 aufgelistet. Das Protokoll der RG&Rersuchung ist in Tabelle 20 dargestellt,

die Sequenzen der Sonden und Primer in Tabellel72.9n

Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (20-uI-Ansatz)

H.0 fir PCR-Zwecke 7,6

FastStart DNA Master HybProbe 2,0

MgCl,-Losung 25 mM 2,4 3,0 mM

Primer STEC-1 10 uM 1,0 0,5uM

Primer STEC-2 10 uM 1,0 0,5uM

Sonde STEC-1 HP1 4 pmol/ul 1,0 0,2 uM

Sonde STEC-I HP2 4 pmol/ul 1,0 0,2 uM

Sonde STEC-Il HP1 4 pmol/ul 1,0 0,2 uM

Sonde STEC-Il HP2 4 pmol/ul 1,0 0,2 uM

Tabelle 5: Mastermix fur die Real-Time-PCR

Die Primer STEC-1 und STEC-2 binden sowohl die &tmigingruppe 1x1, stxlc, stxld)
als auch die Shigatoxingruppe Xtx@, stx2c, stx2d, stx2e). Die Erfassung der
Shigatoxingruppe 1 erfolgte mit den Sonden STE@LHzw. STEC-I HP2, die Detektion
der Shigatoxingruppe 2 erfolgte mit den Sonden STIH{R1 bzw. STEC-Il HP2.
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Die Detektion der einzelnen Shigatoxintypen eriIgim Anschluss an die PCR-
Amplifikation mit der Schmelzkurvenanalyse (Protblsiehe Tabelle 6). Die Isolate lie3en
sich durch mit den Referenzstammen Ubereinstimnre8dbmelztemperaturen den einzelnen
Shigatoxintypen zuordnen. Isolate mit abweichen8elnmelztemperaturen deuteten auf eine
abweichende Nukleotidsequenz zum jeweiligen Refstamm innerhalb  des

Hybridisierungsbereiches der Sonden und konntetesektiert werden.

Temperaturveranderung (°C/s)  Zieltemperatur (°C) Hdtezeit (s)
20,0 95,0 0
20,0 45,0 40
0,2 95,0 0
Tabelle 6: Protokoll der Schmelzkurvenanalyse

Die beiden Sondenpaare STEC-1 HP1/2 und STEC-II/2iedlauben die Detektion vaatx1,
stxlc, stx2/2c, stx2d und stx2e (Reischl et al., 2002) sowistxld (Kuczius et al., 2004,
Mayrshofer, 2005). Die Differenzierung vaix2 und stx2c ist aufgrund der identischen

Schmelzkurven in einem Untersuchungsgang nicht ictig|

Name Accession-Nr. Sequenz

STEC-IHP1 AB015056 TTT ACg TTT TCg gCA AAT ACA gAGGG AT-[FL]

STEC-IHP2 AB015056 Hed 649-TCg TAC AAC ACT ggA TgA TCT CAg Tgg g-
[Ph]

STEC-Il HP1 Z37725 TCA ggC ACT gTC TgA AAC TgC TC@T gTA-[FL]

STEC-Il HP2 Z37725 Hed 703-ACC Atg ACg CCg ggA gAC gTg gAC CT-[Ph]

Tabelle 7: Hybridisierungssonden

Die Lage der Primer und Sonden wird in Grafik 7 flie Shigatoxingruppe 1 bildlich
dargestellt. Die Hybridisierungsbereiche der Soniderdie Referenzstammsixl, stxlc und
stxld werden in Grafik 8 dargestellt. Fir die Shigatgxuppe 2 zeigt Grafik 9 die Lage der
Primer und Sonden in der Ubersicht. Die Hybridisigsbereiche der Sonden werden fir die
Referenzstammsix2, stx2c, stx2d undstx2e in Grafik 10 aufgezeigt.

-32-



KAPITEL 3 MATERIAL UND METHODEN

200 400 500 800 1000 1200 1400

Co\,’erage —
Contig 1 I :
ABO15056_stxl .seq(1>1238) | >
36901 _stxlc.seg(l>1434) | >
AY170851_stxld.seq(l>1271) I >
STEC-1.s5eg(1>21) =

STEC-T HP1.seq(l>29) =

STEC-I HPZ.seq(l»28) =

STEC-2_.seq(1>20) €

Grafik 7: Lage der Primer und Sonden (siehe Pféillephigatoxingruppe 1
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GCTTTACGTTTTCGGCAAAT ACAGAGGGGATT TCGTACARCACTEGATGAT CTCAGTGGECGT TC TTATGTAL

T80 770
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ABO15056_stxl.seg(l1>1238)
Z236901_stxlc.seq(l>=1434)
AY170851_stxld.seqg{l>1271)
STEC-I HPFl.seq{l=29)
STEC-I HEZ2.seq(l=28)

gotttacgttttoggoaaatacagaggggatttogtacaacact ggatgatctcagtgggogt tottatgtaa

gotttacgttttoggoaaat toagaggggatttogtacaacact tgatgat ctcagtgggogt tottatgtaa

gotttgogttttogocaaatocagaggggatttogtacaacact tgatgat ctcagtggacgt tottatgtaa
tttacgttttoggoaaat acagaggggat

togtacaacactggatgatoctcagtggg

Ll

Grafik 8: Hybridierungsbereiche der Sonden STEQRLHINd STEC-I HP2 fiir Shigatoxingruppestk®, stxl1c, stx1d)

Die Sequenz der Sonden STEC-I HP1 und STEC-I HRBbimolog zur Gensequenz des Referenzstasiwhszur Sequenz des Referenstanaméc
existieren zwei unterschiedliche Nukleotide beiiftms 743 bp und 767 bp (Grafik 8). Zum Referenastastxld lassen sich bei Position 728, 737,
743, 767 und 782 bp Unterschiede in der Nukleotjdeaz nachweisen (Grafik 8).
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Grafik 9: Lage der Primer und Sonden (siehe Pféllefshigatoxingruppe 2
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CETCWGGCACTGTCTGARAC TGC TCCT GTE TATACGATGACGCC GEGRAGAC GTGGACCTCACT

840 850 860
e 'E P |

nurstx2_AR005174.seq{l1>1241)
M59432_stx2c.5eg({1>1499)
AF043627_stx2d.seqg(l>1470)
X81416_stxl2e.seq{l=1236)
STEC-II HPl.seqg{l=30)
STEC-II HPZ.seqg(l=26)

cgtcaggoactgtoctgaaactgotoctgtgtatacgatgacgoogggagacgtggacoct cact
cgtcaggoactgtoctgaaactgotoctgtgtatacgatgacgoogggagacgtggacoct cact
cgtoctggractgtoctgaaactgotoct gt tatacgatgacacoggaagaagtggacctcaca
cgtoctggractgtoctgaaactgotoctgtt tatacgatgacgooggaagacgtggacoct cact
TCAGGCACTETCTGARRAC TGO TCCTGTGTA
ACCATGACGCCGEEAGACGTGGEACCT

Ll

Grafik 10: Hybridisierungsbereiche der Sonden STEHAP1 und STEC-II HP2 in Shigatoxingruppesx@, stx2c, stx2d, stx2e)

Grafik 10 zeigt im Hybridisierungsbereich der Samdeir Sequenz der Referenzstamst® und stx2c jeweils ein unterschiedliches Nukleotid auf
Position 833 bp. Zum Referenzstamix2d exisitieren sechs Nukleotidunterschiede auf Rosi@02, 827, 833, 839, 844 und 848 bp. Die Genseqjue
der Referenatx2e unterscheidet sich auf Position 802, 827, 833 ultt® von der Sondensequenz STEC-II HP1 und STHERA.
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3.3.3 Konventionelle PCR

Zur Uberprufung der Ergebnisse der Schmelzkurvdga@aund fiir die Sequenzierung
wurden mit den Primerpaaren LP43/44, BIF/BIR, GK3¥A2cm/f, KS7/8, VT1AvarF/R,
stx1c-1/2 und Lin-up/dxs konventionelle PCR-Untersuchungen durchgefiihrtrwéadet
wurden folgende Thermocycler: Blockcycler Primugl96 (Fa. MWG, D), Mastercycler
(Fa. Eppendorf, D) und Blockcycler Gene Amp PCRt&ws9600 (Fa. Perkin Elmer, USA).
Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 19 geliste PCR-Protokolle finden sich in
Tabelle 20.

Fur die Primer LP43/44, BIF/BIR, FK1/2, GK3/4, Va4~ und KS7/8 wurden 15 pl des,
wie in Punkt 3.3.1 beschrieben, hergestellten DNé&dktes zu 35 pl des Mastermixes
pipettiert, welcher sich, wie in Tabelle 8 bis 18gestellt, zusammensetzte:

Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-u I-Ansatz)
H,O fur PCR-Zwecke 24,8
Pufferlosung (10x) inkl. MgGl 25 mM 5,0 2,5 mM
dNTP-Mix 10 mM je dNTP 1,0 0,2 mM je dNTP
Primer LP43 10 uM 2,0 0,4 uM
Primer LP44 10 uM 2,0 0,4 pM
AmpliTag-Polymerase 5 1U/ul 0,2 0,02 1U/ul

Tabelle 8: Mastermix fur PCR mit Primerpaar LP43/44

Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-uI-Ansatz)
H,0O fur PCR-Zwecke 23,6
Pufferlosung (10x) inkl. MgGl 25 mM 5,0 2,5 mM
dNTP-Mix 10 mM je dNTP 2,0 0,4 mM je dNTP
Primer BIF 10 uM 2,0 0,4 uM
Primer BIR 10 uM 2,0 0,4 uM
Tag-Polymerase 5 1U/ul 0,4 0,04 1U/ul

Tabelle 9: Mastermix fur PCR mit Primerpaar BIF/BIR
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Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-uI-Ansatz)
H,O fur PCR-Zwecke 27,3
Pufferlésung (10x) mit MgGl 25 mM 5,0 2,5 mM
dNTP-Mix 10 mM je dNTP 1,0 0,2 mM je dNTP
Primer FK1 10 uM 0,8 0,16 uM
Primer FK2 10 uM 0,7 0,14 uM
Tag-Polymerase 5 1U/ul 0,2 0,02 1U/ul

Tabelle 10:  Mastermix fur PCR mit Primerpaar FK1/2

Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-pu I-Ansatz)
H,0 fur PCR-Zwecke 25,6
Pufferlosung (10x) inkl. MgGl 25 mM 5,0 2,5mM
dNTP-Mix 10 mM je dNTP 1,0 0,2 mM je dNTP
Primer GK3 10 uM 15 0,3 uM
Primer GK4 10 uM 15 0,3 uM
AmpliTag-Polymerase 5 1U/ul 0,4 0,04 1U/ul

Tabelle 11:  Mastermix fur PCR mit Primerpaar GK3/4

Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-u I-Ansatz)
H,O fur PCR-Zwecke 24,8
Pufferlosung (10x) inkl. MgGl 25 mM 5,0 2,5 mM
dNTP-Mix 10 mM je dNTP 1,0 0,2 mM je dNTP
Primer VT2cm 10 uM 2,0 0,4 uM
Primer VT2f 10 uM 2,0 0,4 uM
AmpliTag-Polymerase 5 1U/ul 0,2 0,02 1U/ul

Tabelle 12:  Mastermix fir PCR mit Primerpaar VT 2¢im2f
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Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-u I-Ansatz)
H,O fur PCR-Zwecke 24,8
Pufferlosung (10x) inkl. MgGl 25 mM 5,0 2,5 mM
dNTP-Mix 10 mM je dNTP 1,0 0,2 mM je dNTP
Primer KS7 10 uM 2,0 0,4 uM
Primer KS8 10 uM 2,0 0,4 uM
AmpliTag-Polymerase 5 1U/ul 0,2 0,02 1U/ul

Tabelle 13:  Mastermix fur PCR mit Primerpaar KS7/8

Fur die konventionelle PCR mit den Primern VT1AV&Fstxlc-1/2 sowie Lin-upfks
wurde ein 50 pl Ansatz hergestellt, bestehend auk 2NA-Extrakt und 48 pul Mastermix
(siehe Tabelle 14, 15, 16):

Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-uI-Ansatz)

H,O fur PCR-Zwecke 31,75

Pufferlésung 10x 5,0 1x

MgCl 25 mM 5,0 2,5 mM

dNTP-Mix 10 mM je dNTP 1,0 0,2 mM je dNTP

Primer VT1AvarF 10 uM 2,5 0,5uM

Primer VT1AvarR 10 uM 2,5 0,5uM

AmpliTag-Polymerase 5 1U/ul 0,25 0,025 1U/ul

Tabelle 14:  Mastermix fur PCR mit Primerpaar VT 1A¥&/T1AvarR

Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-pu |I-Ansatz)

H,O fur PCR-Zwecke 31,75

Pufferlésung 10x 5,0 1x

MgCl 25 mM 5,0 2,5 mM

dNTP-Mix 10 mM je dNTP 1,0 0,2 mM je dNTP

Primer stx1c-1 10 uM 2,5 0,5uM

Primer stx1c-2 10 uM 2,5 0,5uM

AmpliTag-Polymerase 5 1U/ul 0,25 0,025 1U/ul

Tabelle 15:  Mastermix fir PCR mit Primerpaar sti12-
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Komponente Konzentration Menge Endkonzentration
(ul/Ansatz) (50-u I-Ansatz)

H,O fur PCR-Zwecke 31,5

Pufferlésung 10x 5,0 1x

MgCl, 25 mM 5,0 2,5mM

dNTP-Mix 10 mM je dNTP 1,0 0,2 mM

Primer Lin-up 10 uM 2,5 0,5uM

Primer bxs 10 uM 2,5 0,5 uM

AmpliTag-Polymerase 5 1U/ul 0,5 0,05 1U/ul

Tabelle 16:  Mastermix fur PCR mit Primerpaar Linflpxs

Im Anschluss an die konventionelle PCR wurden diempAkons durch
Agarosegelektrophorese (2%iges Gel) in einer mit TBE-Puffer beschickten
Elektrophoresekammer (40 min bei 100 Volt, 40 mAjgatrennt und die Banden mit einer
anschlieenden 20 minatigen Ethidumbromidfarbun@5@6) am UV-Transilluminator (Fa.
Bio-RAD, D) mit integrierter Kamera sichtbar gemaamd mittels PC ausgewertet. Als

Langenstandard wurde der MolekulargewichtsmarkeZ®(Fa. Fermentas) verwendet.

3.4 Sequenzanalyse

3.4.1 PCR-Reaktion und Aufreinigung des PCR-Produld

Zur Sequenzierung der Shigatoxingene fanden dmeidPsysteme Verwendung: STEC-1 und
STEC-2, LP43 und LP44 sowie die fur diese Arbeitghkstellten Primer BIF und BIR
(Sequenzen der Primer siehe Tabelle 19, PCR-Prtgdolsiehe Tabelle 20, Mastermix-
Protokolle siehe Tabellen 5, 8, 9). Die Auswahl Eemer BIF/BIR erfolgte mit der Software
DNASTAR Lasergene der Fa. GATC Biotech, D.

Die Aufreinigung der zur Sequenzierung eingeset®€R-Produkte erfolgte nach Angaben
des Herstellers mit Hilfe des "QlAquick PCR Pudfion Kit" (Fa. Qiagen, D), aufbauend
auf dem Prinzip der Anionenaustauschersaulen. Eliexdbsorbierte die DNA unter Hochsalz-
Bedingungen durch Zugabe eines Puffers an eine Silikamembran ausgestattete
Zentrifugationssaule. Vorhandene Verunreinigungamden durch Zugabe eines zweiten
Puffers ausgewaschen und die DNA anschliel3end dhéslirigsalz-Bedingungen mit Hilfe

eines dritten Puffers eluiert. Zwischen den eirzelnSchritten folgte jeweils ein
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Zentrifugationsschritt. Die Uberprifung des Aufigimgsprozesses erfolgte durch eine
anschlieende Agarosegelektrophorese. Hierflr vmuBdg| aufgereinigtes PCR-Produkt zu
2 ul Bromphenolblaupuffer in eine Mikrotiterplagigoettiert und daraus je untersuchter Probe
10 pl in eine Geltasche eines 2%igen Agarosegg@lsttmrt. Als Langenstandard wurden
10 pl pUCB8 (Fa. Fermentas) verwendet. Die Gelagkiorese (40 min bei 100 Volt, 40 mA)
erfolgte in einer mit 1XTBE-Puffer beflllten Eletgphoresekammer (Fa. Bio-Rad, D). Das
Gel wurde nach 20 min Ethidiumbromidfarbung (0,09 #b einer UV-Lichtkammer mit
integrierter Kamera (Fa. Bio-RAD, D) und angesctdoeem PC ausgewertet.

3.4.2 Sequenzierreaktion

Der Ansatz fur die Sequenzierreaktion erfolgte jsvéir Forward- und Reverse-Primer
getrennt. Hierfir wurden 2 ul aufgereinigtes PCBdRkt (5 - 10 ng DNA/ul) zu 18 ul
Master-Mix pipettiert, welcher sich, wie in Tabellé dargestellt, zusammensetzte:

Komponente Menge (U I/Ansatz)
Forward-Primer bzw. Reverse-Primer 2,0
5fach-Pufferldsung (BigDye Terminator) 2,0
ReadyReactionMix (BigDye Terminator) 4,0
HPLC-grade HO 10,0

Tabelle 17:  Ansatz fur Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktionen erfolgten im Blockcyclemias 96plus (Fa. MWG Biotech, D),
Protokoll siehe Tabelle 18.

Primerpaar initiale Denaturierung  Annealing Elongation Zyklen
Denaturierung
°C Zeit °C  Zeit °C Zeit °C Zeit
STEC-1/2 96,0 1 min 96,0 10s 50,0 5s 60,0 4min 0 3
LP 43/44 96,0 1 min 96,0 10s 530 5s 60,0 4 min 30
BIF/BIR 96,0 1min 96,0 10s 50,0 5s 60,0 4 min 30

Tabelle 18:  Protokoll Sequenzierreaktionen
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Die Sequenzierprodukte wurden mittels Ethanol-EDON#@rium-Acetat gereinigt, daflr
wurden die Sequenzierprodukte durch Natrium-Acetad den Alkohol gefallt und durch
Zentrifugieren am Boden des Reaktionsgefal3es gesdimiéu 20 pul Sequenzierprodukt
wurden 2 ul EDTA (125 mM), 2 pl Natrium-Acetat (3) Mowie 50 pl Ethanol (96 %)
gegeben, gemischt und das Produkt dann in einelzEiitiifuge (Fa. Eppendorf, D) bei 4 °C
und 3000 g fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstamarde dekantiert und das Template mit
60 ul 70 %igem Ethanol tberschichtet und 15 min 1850 g und 4 °C zentrifugiert, um
Salze zu entfernen. Nach Abpipettieren des Ubellstanurde das Pellet fur eine Stunde bei

50 °C getrocknet (Sterilisator Fa. Memmert, D).

Das Auftrennen der DNA erfolgte iiber das automhéd€apillarsequenziergerat ABI Pri§m
310 Genetic Analyzer (Fa. Applied Biosystems, Die DNA wurde dafur in 20 ul HPLC-
grade HO resuspendiert, anschlielend wurden 6 pl dertgel®@NA mit 10 pul HPLC-grade
H,O in ein Sequenziergefald pipettiert und verschinsBee Kapillarelektrophorese wurde
mit Hilfe der elektrokinetischen Injektion durchgbft (Spannung 12,2 kV, Temperatur
50 °C, Zeit 120 min). Hierfur tauchten Kapillare duriclektrode gleichzeitig in das zu
untersuchende Probenmaterial ein. Nach AnlegenSgannung bewegten sich die negativ
geladenen DNA-Fragmente elektrophoretisch in daskapillare zur Anode hin und wurden
dann Uber ein Detektionsfenster mittels Laser zdoorEszieren angeregt und Uber eine
CCD-Kamera erfasst. Die Signalverarbeitung erfolgteer die ABI Prism® Collection
Software und fihrte zu einem vierfarbigen Elekteqplgramm. Die Farbe der Peaks der

Rohdaten wurde den einzelnen Nukleotiden zugeondmétso die Gensequenz dargestellt.

3.5 Auswertung der Sequenzierergebnisse

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der "Data |€dlion Software" (Fa. Applied
Biosystems, D) sowie mit der Software DNASTAR Lassre (Fa. GATC Biotech, D). Eine
Uberpriifung der sequenzierten Isolate erfolgte itber Gendatenbank PubMed mit dem
Programm des "National Centre for Biotechnology otnfation® (NCBI) BLAST

(www.ncbi.nim.nih.gov).
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Primer DNA-Sequenz Produkt (bp) Literatur Hersteller

STEC-1  5-GA(AQ)C(AQ)A AAT AAT TTA TAT GTG-3 . .

STEC-2 5-TGA TgA Tg(Ag) CAA TTC AGT AT-3' 520 Reischl et al., 2002  Fa. Metabion, D

LP43 5-ATC CTA TTC CCG GGA GTT TAC G-3 Cebula et al., 1995;

LP44 5-GCG TCA TCG TAT ACA CAG GAG C-3' 584 O'BrienundLla  Fa. MWG, D
Veck, 1983b

BIF 5-ATC ACA TAC CGC CAT TAG-3 . |

BIR o OTT ACC CAG ATA COA COA AT 1537 diese Arbeit Fa. TIB MOLBIOL, D

FK1 5-ATG AAG AAG ATG TTT ATG-3'

FK2 5 -TCA GTC ATT ATT AAA CTG-3 280 Franke et al., 1995b Fa. MWG, D

GK3 5-ATG AAG AAG ATG TTT ATG-3'

oKa o TCA OTO ATT ATT AAA CTG.3 260 Karch etal., 1997  Fa. TIB MOLBIOL, D

Lin-up  5-GAA CGA AAT AAT TTA TAT GT-3

o o OO AT AGE TAC AAT TOT.3 555 Kochetal, 2001  Fa.MWG, D

VT1AvarF  5-CTT TTC AGT TAA TGC GAT TGC T-3' )

VT1AVarR 5'-AAC CCC ATG ATA TCG ACT GC-3 192 Blrketal. 2003 Fa. MWG, D

VT2-cm  5-AAA AAG ATA TTT GTA GCG G-3’ .

VT2-f 5-TAA ACT GCA CTT CAG CAA AT-3 256 Plerard et al. 1998 Fa. MWG, D

KS7 5-CCC GGA TCC ATG AAA AAA ACA TTA TTA ATA GC-3 .

KS8 5'-CCC GAA TTC AGC TAT TCT GAG TCA ACG-3’ 282 Schmidtetal, 1994 Fa. MWG, D

stxlc-1  5-TTT TCA CAT GTT ACC TTT CCT-3'

stxlc-2 5'-CAT AGA AGG AAA CTC ATT AGG-3' 498 Zhang etal., 2002 Fa. MWG, D

Tabelle 19:  Verwendete Primer
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Primerpaar Initiale Denaturierung  Denaturierung Ann ealing Elongation Finale Elongation Zyklen
°C Zeit °C Zeit °C Zeit °C Zeit °C Zeit

STEC-1/2 95,0 10 min 950 10s 50,0 20s 720 30s -- 50
LP43/44 94,0 5 min 940 30s 57,0 1min 72,0 1 min 72,0 10 min 30
BIF/BIR 95,0 15 min 95,0 30s 53,0 45s 72,03 min 72,0 4 min 40
FK1/2 94,0 5 min 940 30s 450 50s 72,0 30s 72,0 5min 30
GK3/4 95,0 2 min 940 30s 52,0 1 min 72,0 40s 72,0 7 min 30
Lin-up/loxs 94,0 1 min 48,1 90s 72,0 90s 72,0 5 min 30
VT1AvarF/R 94,0 1 min 62,0 1min 72,0 1 min

94,0 1 min 58,0 1mn 72,0  1min

94,0 1 min 540 1min 720  1min 20
VT2cm/f 94,0 5 min 940 30s 55,0 1min 72,0 40s 72,0 10 min 30
KS7/8 94,0 5 min 940 30s 57,0 1min 72,0 1 min 72,0 10 min 30
stx1c-1/2 94,0 5 min 940 30s 57,0 1min 72,0 1min 72,0 10 min 30
Tabelle 20: PCR-Protokolle
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4. Ergebnisse

4.1 Uberblick

Insgesamt wurden 349 STEC-Isolate aus den Jahré8 b# 2005 untersucht. Davon
stammten 157 Isolate aus tierischen Fazes (Ubeswiegon Haus- und Wildwiederkauern),
166 aus Wasser, verteilt auf 109 Isolate aus Gldréinwasser, 57 Isolate aus Trinkwasser
und 21 Isolate aus Lebensmitteln (1 x Zwiebelmetsiyul x Schweinebauch, 5 x Salametti,
1 x Cervelatwurst, 8 x Rohmilch, 1 x Molke, 1 x IK#eisch vom Kalb, 2 x Kalbfleisch, 1 x
Musaka). Aus humanen Stuhlproben stammten flunf SiEBlate der Jahre 2003 und 2004.
Die Wasserisolate waren aus den Jahren 1998 by 2@ Fazesisolate wurden im Zeitraum
1999 bis 2005 gewonnen, die Lebensmittelisolat@stizzn aus dem Zeitraum 2003 bis 2005.

Von 349 STEC-Isolaten konnten 307 Isolate den ntsnichten Referenz-Shigatoxintypen
zugeordnet werden (siehe Tabelle 31 im Anhang),Isbbate hatten ihre Shigatoxingene
verloren und konnten deswegen nicht weiter typisi@rden. Eine von den Referenzstammen
differierende Schmelzkurve zeigten 27 STEC-Isolaf@0 Fazes-, 1 Lebensmittel-,

1 Trinkwasser-, 10 Oberflachenwasserisolate unsolate aus humanem Stuhl), 23 davon

wurden sequenziert (siehe Tabelle 30).
Die Ergebnisse der Feintypisierung mittels Schmelzénanalyse wurden mit der

konventionellen PCR auszugsweise Uberpriuft, abwedé Ergebnissen wurden teilweise

mittels DNA-Segenzierung weitergehend untersucht.
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4.2 Ergebnisse der Real-Time-PCR

Mit der Untersuchungsmethode Real-Time-PCR wurdeie @&higatoxingene der

Shigatoxingruppen 1 und 2 nachgewiesen:

Insgesamt betrachtet enthielten 49 % der STECiksdaasschliel3lich Shigatoxingene der
Toxingruppe 2 ¢x2, stx2c, stx2d, stx2e), 30 % der Isolate wiesen beide Toxingruppen auf
und 21 % nur Toxingruppe $tx1, stxlc, stx1d) (siehe Grafik 11).

Bei den Lebensmitteln ergab sich eine anndherntthgleHaufigkeitsverteilung fur den
Nachweis der Toxingruppe 1 mit 45 % und Toxingru@oenit 44 %, lediglich 11 % der
STEC-Isolate enthielten beide ShigatoxingruppeshsiGrafik 11).

Die STEC-Isolate aus tierischen Fazes zeigten mileras Bild. Hier stellte die Kombination
Shigatoxingruppe 1 und 2 den grof3ten Anteil mi®4338 % enthielten nur Toxingruppe 2
und 19 % nur Toxingruppe 1 (siehe Grafik 11).

Eine einander ahnliche Verteilung zeigten die ST&®late aus Wasser unabhangig davon,
ob Oberflachen- oder Trinkwasser. Beide Male hdigealleinige Shigatoxingruppe 2 einen
Anteil von ca. 60 % (Wasser gesamt 60 %, Oberflastasser 61 %, Trinkwasser 60 %). Die
anderen beiden Toxingruppen verteilten sich auf derbleibenden Anteil gleichmalig,
wobei beim Oberflachenwasser die Shigatoxingruppenil 23 % Uberwog und beim
Trinkwasser die Kombination Toxingruppe 1 und 2 &4t%, die Shigatoxingruppe 1 alleine
konnte hier in 16 % der STEC-Isolate nachgewieserdan. Eine Ubersicht dazu wird in
Grafik 11 dargestellt.
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Wasser (n = 149) Fazes (n=140)

19%

43%

60%

Oberflachenwasser (n = 94) Lebensmittel (n = 18)

23% 16%

61%

Trinkwasser (n = 55) gesamt (n = 307)

16%

60% 49%

B nur shigatoxingruppe 1 [ nur Shigatoxingruppe 2 | | beide Shigatoxingruppen

Grafik 11: Verteilung der Shigatoxingruppen 1 unieh 2en Untersuchungsmatrizes

-45 -



KAPITEL 4 ERGEBNISSE

4.3 Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse

Die beiden Grafiken 12 und 13 zeigen die Schmelsnmnalyse am Lightcyc/@rfir die
Shigatoxintypen der Toxingruppen 1 und 2. Die Sdatamperatur lasst sich durch ein durch
das Maximum der Kurve gefélltes Lot auf der Tempeskala der X-Achse ablesen.
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Grafik 12: Feintypisierung der STEC-Isolate: Shigatgruppe 1 ¢x1, stxlc, stx1d)
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Grafik 13: Feintypisierung der STEC-Isolate: Shagatgruppe 2
(stx2/2c, stx2d, stx2e)
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4.3.1 Schmelztemperaturen der Shigatoxintypen

Tabelle 21 zeigt die in der Schmelzkurvenanalyseiteglten Schmelztemperaturen der als
Referenzstamme verwendeten Shigatoxintypen in aldiegenden Arbeit und die Anzahl der

jeweiligen Fehlpaarungen im Hybridisierungsberedér Sonden STEC-I HP1/2 und

STEC-II HP1/2. Die Sequenzvergleiche dazu sindrnafi& 8 fir die Shigatoxingruppe 1 und

in Grafik 10 fur Shigatoxingruppe 2 im Kapitel Mat und Methoden dargestellt.

Sonden STEC-1 HP1/2 Sonden STEC-II HP1/2
tsyg'gatox'”' stx1 stxlc stxid Stx2 stx2c stx2d stx2e
f’e‘i:]‘”fr;ur 68,1 648 62,1 71,4 71,4 55,5 67,7
[oc]p +20 +1,8 +1,8 +1,8 +1,8 +14 +19
Fehl-
paarungen O 1 2 0 0 1 1
A-T (n)

Fehl-
paarungen O 1 3 1 1 5 3
G-C (n)

Tabelle 21:  Schmelztemperaturen der Referenzstamitn@nzahl der Fehlpaarungen im

Hybridisierungsbereich der Sonden

4.3.2 Nachweis der Shigatoxintypen einzeln und indnbination

Am haufigsten wurde der Shigatoxintgxl alleine in STEC-Isolaten aus Lebensmitteln
detektiert (38,9 %), in 17 % der Isolate aus Obelfenwasser und in 14,5 % der Isolate aus
Trinkwasser. Bezogen auf Wasser gesamt wandein 16,1 % der STEC-Isolate gefunden.
In Fazes konntetx1 alleine in 10 % der STEC-Isolate nachgewiesen amertdezogen auf die

gesamten Untersuchungsmatrizes in 14,7 % (siehell€d12).

Mit 9,3 % wurde der Shigatoxintygixlc alleine am haufigsten in STEC-Isolaten aus Fazes
nachgewiesen, in Lebensmitteln kam der Shigatogimy5,6 % und im Oberflachenwasser

in 4,3 % der Isolate vor. In Trinkwasser kondbelc alleine nicht nachgewiesen werden, die

Detektionsrate fur Wasser gesamt betragt aufgrasdeh 2,7 %. In der Gesamtbetrachtung
tratstxlc in 5,9 % der untersuchten STEC-Isolate auf (siEdizelle 22).
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Der Shigatoxintyp tx1d alleine wurde in 2,1 % der STEC-Isolate aus Oberflachensvasasd

in 1,8 % der STEC-Isolate aus Trinkwasser nachgemie Fur die Betrachtung Wasser
gesamt ergab sich ein Anteil von 2 %. Weder in bsbdtteln noch in Fazes konnsxld
detektiert werden. Insgesamt konrst®ld alleine in 1 % der Isolate dokumentiert werden
(siehe Tabelle 22).

Eine Zuordnung der Isolate mit Shigatoxintgx2 und/oder stx2c zu den einzelnen
Shigatoxintypen war anhand der Schmelztemperatudem Sonden STEC-IIl HP1/2 in einem
PCR-Untersuchungsgang nicht mdglich, da beide igi@etische Schmelztemperatur haben.
In dieser Studie kann daher nur von dem Detektigmmstx2/2c gesprochen werden, nicht
selektiv vonstx2 oder stx2c. Am haufigsten konntetx2/2c alleine mit 25,5 % in STEC-
Isolaten aus Trinkwasser detektiert werden, gefolgt Oberflachenwasser mit 18,1 %.
Daraus ergab sich fur Wasser gesamt eine Nachwigkéit von 20,8 %. Innerhalb der
STEC-Isolate aus Fazes erwiesen sich 2&x@42c positiv und aus Lebensmitteln 22,2 % der
STEC-Isolate. Die Betrachtung aller Untersuchundemes ergab eine Nachweisrate von
22,8 % furstx2/2c (siehe Tabelle 22).

Der Shigatoxintypstx2d alleine wurde mit 6,4 % am haufigsten in den STEC-Isolaas
Oberflachenwasser nachgewiesen. In 3,6 % der SEB@Et¢ aus Trinkwasser tratx2d
singular auf, bezogen auf Wasser gesamt ergabesiehNachweisrate von 5,4 %. Bei den
STEC-Isolaten aus Fazes konnte in 3,6 % der BiiPel detektiert werden, jedoch in keinem
Isolat aus Lebensmitteln. Innerhalb der gesamteterdachungsmatrizes ergab sich eine

Nachweisrate von 4,2 % (siehe Tabelle 22).

In 30,9 % der STEC-Isolate aus Trinkwasser fant dier Shigatoxintypts2e alleine sowie

in 36,2 % der STEC-Isolate aus Oberflachenwasssird® Betrachtung von Wasser gesamt
wurde stx2e alleine in 34,2 % der Félle nachgewiesen. Im Bérdiebensmittel waren
22,2 °% der STEC-Isolat#x2e positiv, bei den Fazes 7,9 %. In der Gesamtbetaghérgab
sich eine Nachweisrate von 21,5 % (siehe GrafikilBAnhang und Tabelle 22).

Die Kombination stx1 + stx2/2c wurde in 18,2 % der STEC-Isolate aus Trinkwasse in
9,6 % der Isolate aus Oberflachenwasser detekfént. Wasser gesamt ergab sich eine
Nachweisrate von 12,8 %. In den STEC-Isolaten @re$ stellte sich diese Kombination in
13,6 % dar, kein einziges Mal jedoch in Lebensnmttthsgesamt wurdesxl + stx2/2c in
12,4 % der Isolate detektiert (siehe Tabelle 22).
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Nur in Lebensmitteln (5,6 %) und in Fazes (0,7 %irde $x1 in Kombination mit stx2d
nachgewiesen. Daraus ergab sich eine Detektiongostd,7 %, bezogen auf die gesamten

Untersuchungsmatrizes (siehe Tabelle 22).

In 1,8 % der STEC-Isolate aus Trinkwasser wurde Sl@gatoxintyp &1 zusammenmit
stx2e detektiert, jedoch in keinem Isolat aus Oberflagimsser. Die Detektionsrate flr
Wasser gesamt lag bei 0,7 %. In den STEC-Isolaien Fézes konnte in 1,4 %ix1
zusammen mitstx2e nachgewiesen werden, diese Kombination wurde imneke
Lebensmittelisolat detektiert. Bezogen auf die gegea Untersuchungsmatrizes konnte ein
Nachweis vonstxl in Verbindung mitstx2e in 1 % der STEC-Isolate erbracht werden
(siehe Tabelle 22).

Die Kombination Shigatoxintytxlc mit stx2d wurde in 27,9 % aller STEC-Isolate aus
Fazes nachgewiesen. Im Oberflachenwasser konnse #iembination in 6,4 % der Falle
dargestellt werden, im Trinkwasser in 3,6 % der GHlgolate. Insgesamt ergab sich fur
Wasser eine Detektionsrate von 5,4 %. Im Lebenemittirdestxlc mit stx2d in 5,6 % der
Falle nachgewiesen. Fiur die Gesamtbetrachtung @feFrsuchungsmatrizes ergab sich eine
Haufigkeit von 15,6 % (siehe Tabelle 22).

In einem STEC-Isolat aus tierischen Fazes (0,7 énte dieKombination stx2/2c + stx2d
nachgewiesen werden. Damit wurde diese Kombinatidh3 % aller Untersuchungsmatrizes
detektiert (siehe Tabelle 22).
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: stx1 + stx1 + stx2/2c +

Matrix stx1 stxlc  stxld  stx2d  stx2e  stx2/2c x2/2C <x2d stx1 + stx2e stx1c + stx2d x2d

Wasser gesamt 16,1 27 2,0 54 342 20,8 12,8 0,0 0,7 5,4 0,0

(n = 149)

'(rr:izk;\gsser 14,5 0,0 1,8 3,6 30,9 25,5 18,2 0,0 1,8 3,6 0,0

ooay eSS 170 43 21 64 362 181 96 0,0 0,0 6.4 0,0

Fazes

(1 < 140) 10,0 9,3 0,0 36 79 250 13,6 0,7 1,4 27,9 0,7

I(_r(]et;e:::]g)mlttel 38.9 5.6 0,0 0,0 22,2 22,2 0,0 5,6 0,0 5,6 0,0

?ﬁiaé“& 147 59 1,0 42 215 228 12,4 0,7 1.0 15,6 0.3

Tabelle 22:  Durch Schmelzkurvenanalyse ermitteliefigkeit der Shigatoxintypen und deren Kombinatioijalle Angaben in %)
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4.3.3 Verteilung der Shigatoxintypen in verschiedegn Matrizes

Betrachtet man die Feintypisierung der STEC-Isolamétels Schmelzkurvenanalyse
unabhangig von der Herkunft der Isolate, scstis?/2c mit 109 Nachweisen in 307 Isolaten
(109/307) der am haufigsten auftretende Shigatggimdhm zweithaufigsten wurdgx1 in 88
von 307 Isolaten detektiersix2e (69/307),stx1c (66/307) undstx2d (64/307) sind &hnlich
haufig vertreten. Selten gefunden wurde der Shigaityp stxld (3/307). Die Ergebnisse

werden in nachfolgender Tabelle 23 zusammengefasst.

stx1 stx1c stx1d stx2/2¢ stx2d stx2e

Haufigkeit (n) 88 66 3 109 64 69

Tabelle 23:  Verteilung der Shigatoxintypen ermittelt Schmelzkurvenanalyse (n = 307)

Wie aus Tabelle 24 ersichtlich ist, lasst sich Hudie Schmelzkurvenanalyse bei den
Lebensmittelisolaten am haufigstsei®l in 8 von 18 Isolaten nachweisen, gefolgt woi®/2c
(4/18) und dem ebenso oft nachgewiesenen Shigaypxsix2e (4/18). Der Shigatoxintyp
stx1d trat nicht auf, in zwei von 18 Isolaten konnsexic undstxld detektiert werden.

stx1 stx1c stx1d stx2/2c stx2d stx2e

Haufigkeit (n) 8 2 0 4 2 4

Tabelle 24:  Verteilung der Shigatoxintypen in Isefaaus Lebensmitteln ermittelt durch

Schmelzkurvenanalyse (n = 18)

Tabelle 25 zeigt, dass in der in der Untersuchueg SITEC-Isolate aus tierischen Fazes
stx2/2c mi 55 Nachweisen in 140 Isolaten am haufigsteeldigtrt wurden, gefolgt von den
Shigatoxintyperstxlc (52/140) undstx2d (46/140). In 36 von 140 STEC-Isolaten konnte der
Toxintyp stx1 nachgewiesen werden, am seltensten der ShigagpxdmPe (13/140).

stx1 stx1c stx1d stx2/2¢ stx2d stx2e

Haufigkeit (n) 36 52 0 55 46 13

Tabelle 25:  Verteilung der Shigatoxintypen in Isefaaus Fazes ermittelt durch

Schmelzkurvenanalyse (n = 140)
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Die Betrachtung der STEC-Isolate aus Wasser (Tumkt Oberflachenwasser) zegiit2e als
am haufigsten detektierten Shigatoxintyp (52/14@lich haufig konnte tx2/2¢ mit 50 von
149 STEC-Isolaten nachgewiesen werden. An drittelleS stand stx1 (44/149). Der
Shigatoxintypstx2d trat in 16 von 149 Isolaten awstxlc in zwolf von 149. Der Shigatoxintyp
stx1d konnte lediglich in drei von 149 STEC-Isolatendgtlwerden, siehe dazu Tabelle 26

stx1 stx1c stx1d stx2/2¢ stx2d stx2e

Haufigkeit () 44 12 3 50 16 52

Tabelle 26:  Verteilung der Shigatoxintypen in Isefaaus Wasser ermittelt durch

Schmelzkurvenanalyse (n = 149)

Im Oberflachenwasser wurde der Shigatoxingi2e (34/94) am héaufigsten nachgewiesen,
die Kombinationstx2/2c (26/94) und der Shigatoxintygix1l (25/94) wurden annahernd gleich
haufig nachgewiesestx2d (12/94),stx1c (10/94) undstx1ld (2/94) kamen eher selten vor. Die

Ergebnisse werden in Tabelle 27 dargestellt.

stx1 stx1c stx1d stx2/2c stx2d stx2e

Haufigkeit (n) 25 10 2 26 12 34

Tabelle 27:  Verteilung der Shigatoxintypen in Isefaaus Oberflachenwasser ermittelt

durch Schmelzkurvenanalyse (n = 94)

Die Feintypisierung der Shigatoxintypen im Trinke@s dargestellt in Tabelle 28, zeigt
stx2/2c (24/55) am haufigsten vertreten, gefolgt wbrl (19/55). In 18 von 55 STEC-Isolaten
wurde der Shigatoxintyptx2e nachgewiesen, die Shigatoxintypsir2d (4/55), stx1c (2/55)
undstxld (1/55) wurden, ahnlich wie im Oberflachenwasskereelten detektiert.

stx1 stx1c stx1d stx2/2c stx2d stx2e

Haufigkeit (n) 19 2 1 24 4 18

Tabelle 28:  Verteilung der Shigatoxintypen in Isefaaus Trinkwasser ermittelt durch

Schmelzkurvenanalyse (n = 55)
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434 Abweichende Isolate

Isolate, welche sich in der Schmelzkurvenanalysehtnden Schmelztemperaturen der
Referenzstamme zuordnen liel3en, wurden in der @ixiggruppe 2 detektiert, jedoch nicht
in der Shigatoxingruppe 1. Die Grafik 14 zeigt @iehmelzkurvenanalyse am Lightcy€ler
fur die Shigatoxingruppe 2 mit den Referenzstammsigd, stx2c, stx2d und stx2e und die
abweichende Schmelzkurve eines Isolats. Deutlich erkennen ist, dass die
Schmelztemperatur des untersuchten STEC-Isolatd m@& den Schmelztemperaturen der
Referenz-Shigatoxinstamme  (bereinstimmt. Eine Ubstienmung der Schmelz-
temperaturen wirde ein Bild ahnlich den Schmelzénrgder Referenzstamnsex2 und stx2c

ergeben.

B 0.0038:
] |

Stx

00036 —
0 0034;
i1 0032: 1

i1 003:

0.0028—

-

0.0026—
0.0024—
0.0022—

nonz—

d(F3/Back-F1)/dT

00ms—

tx 2
X2C

000ME—

Fluorescence

0004—
0.om 2—_

0o ;
0 DDDS—_

DDDDB—-
DDDD4—- /
nnnnz—_ /

o ]
-0.0002: /
'0'0004:I‘\'I‘\'I'I‘I'I‘I'I‘ L I S R A |

o Lo
43 50 52 54 56 53 &0 B2 £ EE B8 70 72 74 76 78 80 a2 84
Temperature [C]

NP

Grafik 14: Schmelzkurven der Referenzstdmme (1,8nd eines in der Schmelz-

temperatur von den Referenzstammen abweichende@-$idtats (2)

Die von den Schmelztemperaturen der Referenzen ielhevalen Isolate lieRen sich

anschlieBend aufgrund der Gensequenzanalyse iru@p@&nm einteilen: eine Gruppe mit 22

-B3 -



KAPITEL 4 ERGEBNISSE

Isolaten mit einer Schmelztemperatur von 65,%°Zund eine weitere, bestehend aus einem

Isolat mit einer Schmelztemperatur von 63,3t°C,3.

Gruppe stx2/2c stx2d stx2e
65,9 °C 54+0,6 10,6+ 0,8 1,9+ 0,8
63,3 °C 7,8£0,1 8,1+ 0,2 4,1+ 0,3

Tabelle 29: Temperaturdifferenzen der abweichensigate zu den Referenzstdmmen
[° C]

Die Tabelle 29 zeigt die Schmelztemperaturdiffeeenz zwischen den in der
Schmelztemperatur abweichenden STEC-Isolaten und Beferenzstammen. Diese
Temperaturdifferenzen schwankten dabei in der Grupp,9 °C um= 0,6 °C zu den
Referenzstammestx2 und stx2c bis £ 0,8 °C zur Schmelztemperatur des Referenzstamms
stx2e. Die Temperaturunterschiede der Schmelztemperafopgr 63,3 °C zu den
Referenzstammen bewegten sich im Bereich wod,1 °C zur Schmelztemperatur der
Referenzstammetx2 und stx2c bis = 0,3 °C zur Schmelztemperatur des Referenzstamms

stx2e.

4.4 Ergebnisse der Sequenzierung

Die Gruppe mit der Schmelztemperatur 65,9 °C (siefabelle 29) wies mit drei
Sequenzunterschieden auf einer Lange von 680 lepheihe Homologie zur Gensequenz des
Referenzstammstx2 (99,6 % auf 680 bp, siehe Grafik 19 im Anhang) &ié Homologien

zu den anderen Referenzenstdmmen betrugen 99,4 %ensequenz vorstx2c (siehe
Grafik 20 im Anhang), 95,7 % zur Gensequenz si@d (siehe Grafik 21 im Anhang) und
93,7 % zur Referenzsequesix?e (siehe Grafik 22 im Anhang) sowie 95,3 % gn2g

(32 Basenunterschiede auf einer Lange von 680 bp)
Im Hybridisierungsbereich der Sonden wiesen disskatle zwei Fehlpaarungen bei den G-C-

Bindungen auf. Im Vergleich zum Sondenhybridisiggbrereich des Referenzstamstg?
zeigte sich fur diese Gruppe ein unterschiedli®@esenpaar (Position 651 in Grafik 15).
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5?0 | 6?0 | 6+U | 6%0 | 6?0 | 6110 | 6?0 | G?D | 6?0 ‘ 6?0 | 6?[
P Translate P Consensus ATACAGAGAGAATTTCGTCAGGLACTGTC TEARLCTGCTCCTGTRTATACGATGACGCL GOGAGACGTOGACCTCACTCTGALCTGGEGGCCAATCAGCALTGTG
mrstx2 AR005174, seq(lx1241) = | atacagagagastttogtoaggcac bytotyaaac tyctootytytatacatdacJocyTdayacytilacctoactotyaat LyTgyc faatoayoaataty
4139, seq(1=694) | ATACAGAGAGAATTTCRTCAGGCACTETC TrARL TRCTCCTRTGTATACGATRAC L GHGAGATTGRACCTCACTCTFAAC TEGGGAC FAATCARCAATGTH)
3TEC-2 HPL.sgeq(l=30) — I TCAGGEACTGTCTGARACTGCTCCTETSTAP
3TEC-2 HPZ.geq(l=26) — | A CCATEACGCCGEGABACETGEACCTY S

Grafik 15: Hybridisierungsbereich der Sondendi® und die Gensequenz des STEC-
Isolats 4139 aus der Schmelztemperaturgruppe €5ith Vergleich

Die Gruppe mit Schmelztemperatur 63,3 °C (siehe ell@al29) wies mit zwei
Sequenzunterschieden auf einer Lange von 682 bpdtibste Homologie zur Gensequenz
des Referenzstamnst2e (99,7 %, siehe Grafik 26 im Anhang) auf. Die Hoagpén zu den
anderen Referenzenstammen betrugen 93,8 % mit g@e8eunterschieden auf einer Lange
von 682 bp zur Gensequenz veiR2 (siehe Grafik 23 im Anhang), 94,1 % zur Gensequenz
des Referenzstamnsx2c (siehe Grafik 24 im Anhang) und 93,8 % zum Refestaimm
stx2d  (siehe Grafik 25 im Anhang), sowie 94,7% zur @euenz stx2g

(36 Basenunterschiede auf einer Lange von 682 bp).

Verglichen mit der Gensequenz destx2e-Referenzstamms zeigte sich im
Hybridisierungsbereich der Sonden ebenfalls eiengohiedliches Basenpaar (Position 657 in
Grafik 16). Damit wies die Gensequenz im Hybridisiggsbereich der Sonden eine

Fehlpaaarung bei den A-T-Bindungen auf und zwelgagtungen bei den G-C-Bindungen.

S?U | 5?0 | 6?0 | 6]|.U | 6%0 | 6?0 | 6?0 | 6?0 | 6?0 | STU | E?U | 6?0

P Translate P Consensus CAGGCARLTACAGAGAGAATTTCETCTGRCACT FTCTGARLCTGCTCCTETTTATAC GAT FAC GCC GEALGAC GTGEACCTCACTCTCARCTGHEGRAGAATC AGCARTGT

X81416 2e.seq(l¥1236) | caggoasatacagagaraattioytotydcactyte taaac Lyt too i At AtyacyCC Iy actIyacc toAc oLIAac L TITayaatcagcaa tyty
2315, 30| lx082) — | caggcasatacagagagaatttogtotyycactytotyasactyotoctytbtatacqatyacyocoyyaagacytyyate toactotyaac tyygyyayaatoaycaatyty
3TEC-Z HPL.zeq(l=30) — I TCAGGCACTGTC TEARACTGCTCCTETGTAY

STEC-2 HPZ,seq(l»26) — | A CCATGACGCCGR0AGACGTERACCTY

Grafik 16: Hybridisierungsbereich der Sondendi®e und die Gensequenz des STEC-

Isolats 2315 aus der Schmelztemperaturgruppe®€3,3

Bei der Uberprifung in der NCBI Gensequenzdatentiafllen sich beide Gruppen (Gruppe
mit Schmelztemperatur 65,9 °C und Schmelztempeagaippe 63,3 °C) zwei bereits in der

Literatur beschriebenen Shigatoxinvarianten zuandne

Die Gruppe 65,9 °C, welche eine hohe HomologieGeinsequenz des Referenzstansxd

zeigte, lieR sich mit 100 % Ubereinstimmung augeiminge von 1135 bp einer von De Baets
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et al. (2004) beschriebenen Shigatoxinvariantan8t&CB-217, mit der Accession-Nummer
AY443054 zuordnen (siehe Grafik 27 im Anhang). iimee mit stx2/2c-spezifischen Primern
(GK3/GK4) durchgefiihrten konventionellen PCR wadén STEC-Isolate aus dieser Gruppe

positiv.

Die zweite Gruppe (63,3 °C), mit einer hohen Hormg@ozur Gensequenz des Standards
stx2e, liel? sich ebenfalls mit 100 % Ubereinstimmung einkr Lange von 682 bp einem von
Reischl et al. (2002) beschriebenen Stamm 3615#@%en Accession-Nummer AJ313016
zuordnen (siehe Grafik 28 im Anhang). Auch hiegieieine mitstx2e-spezifischen Primern
(FK1/2) durchgefiihrte konventionelle PCR ein posti Ergebnis.

Schmelztemperatur-

gruppe (°C) Isolat Matrix Serotyp
65,9 L 193-1 stx2 LM O22:HNT
65,9 WA 1013/01 ow ONT:H18
65,9 WA 4139/99 ow 0113:H4
65,9 WA 5320/00 ow 06:H10
65,9 WA 5857/00 ow O22:HNT
65,9 WA (TW) 5860/00 ow 0113:H31
65,9 WA 7030/99 ow 091:H14
65,9 WA 8947/01 stx1+2 ow 0113:H4
65,9 WA 16077 ow 0116:H21
65,9 12126 Stuhl 0OX181:H8
65,9 14546 Stuhl 0113:H4
65,9 14765 Stuhl 0113:H21
65,9 14767 Stuhl 0113:H21
65,9 WA (TW) 9660/00 stx2 TW 0113:H4
65,9 180a 84-19 Fazes 022:H8
65,9 180a 84-16 Fazes 022:H8
65,9 180a 84-15 Fazes ONT:H2
65,9 180a 84-12 stx2 Fazes ONT:HNT
65,9 180a 99-19 Féazes O113:H17
65,9 180-12 Fazes 0116:H21
65,9 180a 180-7 Fazes 022:H21
65,9 173a 1877-22 Fazes 022:H8
63,3 WA 2315/00 ow ONT:H10

Tabelle 30: Sequenzierte Isolate (LM = Lebensmi@¥V = Oberflachenwasser,

TW = Trinkwasser)
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4.5 Ergebnisse der konventionellen PCR und weiterfirtender
Untersuchungen

Die Ergebnisse der in der Schmelzkurvenanalysetels stx1c, stxld sowie alsstx2/2c und
stx2d identifizierten Shigatoxingene lieRen sich in ddretpriifung durch die konventionelle
PCR mit den Primern KS7/8 (Shigtoxingruppe 1), umidyys (stxlc) stxlc-1/2 étxlc),
VT1AvarF/R @txdd), LP43/44 (Shigatoxingruppe 2), GK3/4tx/2c), VT2cml/f (stx2d)

bestatigen.

Von den 69 in der Schmelzkurvenanalysesbt®e identifizierten Isolaten wurden 31 in der
konventionellen PCR mit den fur stx2e-spezifisciReimern FK1/2 als Shigatoxintygix2e

bestétigt, 32 konnten nicht akix2e bestéatigt werden. Davon entfielen 15 Isolate auf

Trinkwasser [WA (TW) 14850, 12168/01, 13169, 1948/99, 7410/061%00, 13716,

13878/00, 14580, 15662, 16262/99, 10874/00, 1372B880/00 STX2, 8066/9p) acht
Isolate auf Oberflachenwasser (WA 10012/99, 10635M1148/00, 11659/99, 12238/00,
15158-98, 4141-99, 4202-99) und zehn auf tieridedes (180a 12411 Pos. 28, 180a 191-2,
180a 191-3, 180a 191-30, 180a 191-7, 180a 99-1a 98018, 180a 99-5, 180a 99-9, 180a
101-8). Sechs Isolate hatten ihre Shigatoxingemdorem bzw. konnten nicht Uberpruft

werden.

Eine Untersuchung der mit den Primern FK1/2 nidbtsax2e bestétigten Isolate ergab ein
positives Ergebnis in der konventionellen PCR neitndfir stx2/2c-spezifischen Primerpaar
GK3/4. Von diesen Isolaten wurden beispielhaft dseiate[WA 10645, WA 11148, WA

(TW) 10874 zur Aufklarung sequenziert. Die Sequenzierung etiteafolgendes Ergebnis:
Die Gensequenz der Isolate zeigte bei der Uberpgifoit der Gendatenbank PubMed NCBI
BLAST eine 99,6 bzw. 99,8 %ige Ubereinstimmung @ukr Strecke von 497 Basenpaaren
mit der Gensequenz des Shigatoxinstanste®y (Accession-Nr. AJ966783Per Vergleich
des Shigatoxinstammstx2g mit den Primern GK3/4 ergab eine Konformitat vddO 26.
Anschaulich wird dies durch Grafik 17 dargesteBtafik 18 zeigt die Ubereinstimmung im
Bereich der Sonden STEC-Il HP1 und STEC-II HP2diérbeiden Shigatoxintypestx2e und
stx2g.
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1360 1370 1380 1380 1400 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480

gtgaatgaaaggagt taagoATGAAGAAGATGTTTATGgoggttttatt tgeattggt ttotgttaat goaat ggoggoggattgtgot aaaggtaaaattgagtt ttocaaat ataatggggataac

AJI966T783_stxulg.seq(l>1650)
GE3.seqg(l=>18)

—
—

gtgaatgaaaggagttaagoatgaagaagatgtttatggoggttttatttgeattggtttotgttaatgoaatggoggeggattgtgotaaaggtaaaattgagttttocaaatataatggggataac
ATGARAGARAGATGTTTATG

1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1550 1570 1580 1550 1600 1610

acatttactgtaaaggttgacgggaaagaatactggactaaccggtggaat ttgragoogt tgttacaaagtgracagtt aacaggaat gacogtaacaatcaaatccaat acctgtgaat caggeto

BJGE6T83 _stxrl2g.seqg(l=1650)

—

acatttactgtaaaggttgacgggaaagaatactggactaaccggtggaat ttgeagoogt tgttacaaagtgracagtt aacaggaat gacocgtaacaatcaaatccaatacctgtgaat caggeto

tggatttgotgaagtgCAGT TTAATAATGACTGA

AJY66TE3_stxlg.seq(l>1650)
GE4d.seqg(l1>18)

—

tggatttgotgaagtgoagtttaataatgactga
CAGTTTAATAATGACTGA

Grafik 17: Bindung der Primer GK3/4 am Referenzstestx2g

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

GAGAATTTCGTCTGGCACTGTC TGAAACT GCTCCTGT TTAT ACGAT GACGLCGLAAGACGT GHACCTCACTCTGAACTGEG

AJ9667T83_stxlg.seq(l=1650)

¥B1416_stxle.seq(l»1236)
STEC-II HPl.seq{lx30)
STEC-II HP2.seq{l>26)

=  gagaatttcgtctggeactgtetgaaactgotootgtttatacgatgacgeeggaagacgtggaceteactet gaactggg
=  gagaatttcgtctggeactgtetgaaactgotoctgtttatacgatgacgooggaagacgtggaceteactetgaactggg
- TCAGGCACTGTC TGAAACTGCTCCTETGTA

—

ACCATGACGCGGEAGACET GLACCT

Grafik 18: Sequenzvergleidix2g undstx2e im Hybridisierungsbereich der Sonden STEC-II HP1/2
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Fur die Uberpriifung des Schmelzkurvenergebnisstgs wurden 19 Isolate mit der
konventionellen PCR bestatitvA (TW) 9979/99, WA (TW) 9980/99, WA (TW) 5374/00,
WA (TW) 13880/00, WA 17019, WA 5040, WA 7947/00, 08 669K, 180as 3378-1,
180a 66E, 180a 36S1/01, 180a 191-17 STX1,2; 180&429 180a 190-38 STX1,2;
180a 190-20, 180a 190-29, 180az 798-25, 180a BB 1¢in Isolat konnte aufgrund des
Verlusts des Shigatoxingens nicht bestétigt wetléA 3205-99).

Das Schmelzkurvenergebraxlc wurde fiir 23 Isolate bestatiptvA 8872/01, WA 8949/01,
WA 7696/00, WA 2198/01, WA (TW) 5113, WA (TW) 5114VA 4711, WA 4628,
180az 5491/1, 180az 5491/4, 180a 88-1, 180a 10A.&da 106 1/5, 180a 106 I/7, 180a 106
/8, 180a 138/4, 180a 138/5, 180a 106 I/7, 180ali)6.80a 138/4, 180a 138/5, 180a 138/7,
180a 138/ ein Isolat konnte aufgrund des Verlusts des Shiglagens nicht bestétigt
werden (180az 5491/3).

Fur den Shigatoxintymtxld wurden drei von drei untersuchten Isolaten begtdtivA
4908/98, WA 13183/98, WA (TW) 8523/R9

Bei der Uberprufung der Schmelzkurvenergebnis®/'2c konnte fur folgende Isolate das
Ergebnis bestatigt werden: WA (TW) 9979-99, WA (T®930-99, WA 7947/00, WA 5040,
WA (TW) 5374/00, WA 3205-99, WA 1609, 180az 669K80hz 3378-1, 180a 66E,
180a 36-S1/01, 180a 190-38 STX2, 180a 190-42, 18020, 180a 190-29, 180a 180-5,
180az 798-25. Ein Isolat konnte aufgrund des Vehisles Shigatoxingens nicht bestatigt
werden (WA 17019).

Der Shigatoxintyp stx2d konnte bei allen 20 untersuchten Isolaten (WA 88X2
WA 8949/01, WA 7696/00, WA 2198/01, WA (TW) 5113 ANTW) 5114, WA 4711, WA
4628, 180az 5491/1, 180az 5491/3, 180az 5491/4a 8801, 180a 106 I/4, 180a 106 /5,
180a 106 I/7, 180a 106 /8, 180a 138/4, 180a 138#Ma 138/7, 180a 138/8) bestatigt

werden.
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit der Reah&-PCR und der Schmelzkurvenanalyse
eine Ubersicht tiber die Verteilung einzelner Shugitypen in verschiedenen Matrizes, wie
Oberflachenwasser, Trinkwasser, tierische FazesLabgénsmitteln zu erstellen und damit
gegebenenfalls Hinweise auf spezifische Gefahrdaotgaziale abzuleiten. Die STEC-Isolate
wurden ebenso wie alle Kontrollstamme aus der Stsammmlung des Bayerischen
Landesamtes fir Gesundheit und Lebensmittelsicliezhe Verfligung gestellt. Auffallige

STEC-Isolate, welche sich in der Schmelzkurvena®aliteinem Referenz-Shigatoxintyp
zuordnen lieBen, wurden exemplarisch  sequenziertie DErgebnisse der

Schmelzkurvenanalyse wurden mit der konventiongl@R Uberprift, abweichende Isolate

exemplarisch mittels Sequenzanalyse weitergehetetaucht.

5.1 Methoden und Ergebnisse

5.1.1 Methodenbetrachtung Real-Time-PCR

Die zur Detektion der Shigatoxingruppen 1 und 2megrdete Untersuchungsmethode Real-
Time-PCR mit dem Lightcycl&r weist im Vergleich mit der konventionellen PCR eein
hohere Sensitivitdt und auch eine hohere SpezditétDabei lagen die Nachweisgrenzen in
der Real-Time-PCR fur die Shigatoxingruppen 1 unideR 3,2 bzw. einer DNA-Kopie und
damit deutlich unter der Nachweisgrenze der konwgeatlen PCR mit 80 DNA-Kopien
(Busch et al., 2007c; Lang et al., 2005). Weitet®le der Real-Time-PCR liegen in der
verkirzten Untersuchungsdauer, dem Wegfallen dst-PGR-Arbeitsschritte mit den damit
verbundenen Gefahren der Kontamination und demrigeéio des Anfarbens der Amplifikate
mit der mutagenen Substanz Ethidiumbromid (Bus6ByB; Busch et al., 2007c).

5.1.2 Methodenbetrachtung Schmelzkurvenanalyse

Die Methodik der Schmelzkurvenanalyse mit dem ldgble® erméglichte in einem
Untersuchungsgang die Zuordnung zu den einzelneiga®iintypen anhand der
Schmelztemperaturen der Kontrollstamme. Verwendairden Kontrollstamme der
Shigatoxintyperstxl, stxlc, stxld, stx2, stx2c, stx2d undstx2e. Die von Reischl et al. (2002)
entwickelten Sonden STEC-I HP1, STEC-I HP2, STEEH1 und STEC-II HP2 erlaubten
die Detektion und Differenzierung der verschiede8bigatoxintyperstxl, stxlc, stxld sowie
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stx2d innerhalb eines Untersuchungsgangs. Ermoéglicht evdrels durch die Lage der Sonden
in einer hypervariablen Region. Eine Differenzigyumvischen den Shigatoxintypeix2 und
stx2c in einem Untersuchungsgang war aufgrund identrs8ulmelztemperaturen mit der
Schmelzkurvenanalytik nicht moglich, sodass in @iesrbeit von der Detektion vosix2/2c

berichtet wird.

Die Uberpriifung der Ergebnisse der Schmelzkurvdgs@diir den Shigatoxintyptx2e mit
der konventionellen PCR zeigte Probleme der Sclkuelenanalyse auf. Die
Sequenzanalyse von drei der 32 nicht bestatigigPe-Isolate wies im anschlielRenden
Gendatenbankvergleich eine 99,6 bzw. 99,8 %ige éibsimmung mit dem durch Leung et
al. (2003) beschriebenen Shigatoxintgx2g auf. Damit lie3 sich zeigen, dass der
Shigatoxintypstx2g eine zustx2e identische Schmelztemperatur hat. Erklaren |dsbtdies
dadurch, dass die Gensequenz des Shigatoxindiy@e im Hybridisierungsbereich der
Sonden STEC-II HP1 und STEC-Il HP2 identisch zung&guenz des Shigatoxintysig2g
ist. So werden aufgrund der alleinigen ErgebnisseSthmelzkurvenanalysx2g-positive
Proben alstx2e interpretiert. Zur Abklarung dieser Ergebnisse 8elnmelzkurvenanalyse ist

zusatzlich eine konventionelle PCR mit typspezifest Primern notwendig.

Bei der Untersuchung mittels konventioneller PCRlltst sich zudem heraus, dass
stx2g-positive Proben bei detx2/2c-Untersuchung mit den Primern GK3/4 ebenfalls posit
nachgewiesen werden. Damit war der Shigatoxistypg in der Schmelzkurvenanalyse mit
den Sonden STEC-II HP1 und STEC-II HP2 mit dem &togintypstx2e identisch und in der
Untersuchung mittels konventioneller PCR mit denmern GK3/4 identisch mit den
Shigatoxintyperstx2 und stx2c. Dadurch sind Untersuchungsergebnisse zur Typisieron
Shigatoxinen, welche aufgrund der konventionell@RFmit den Primern GK3/4 fistx2/2c
erzielt wurden, ohne weitere Verifizierung - wiedmelsweise der Schmelzkurvenanalyse -

ebenfalls nicht eindeutig.

Die Bestimmung des Shigatoxintyps anhand der Schiemperatur ist nur in direktem
Vergleich mit dem Referenzstamm moglich, dies zeigach die teilweise differierenden
Schmelztemperaturangaben anderer Autoren wie Ksicziwal. (2004), Mayrshofer (2005)
und Reischl et al. (2002). So wurde in dieser Ardér den Shigatoxintypstxlc eine
Schmelztemperatur von 64,8 %C1,8 °C ermittelt. Die Angaben in der Literatur ddiegen
bei 63 °C (Mayrshofer, 2005), 65 °C (Reisch et 2002) und 65 °C - 66 °C (Kuczius et al.,
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2004). Ahnlich unterschiedlich liegen die Angabander Literatur zu Shigatoxintygix1d:
Mayrshofer (2005) detektierte eine Schmelztempenata 61 °C und Kuczius et al. (2004)
64 °C. Die in dieser Arbeit ermittelte Schmelztenaper fir den Shigatoxintypixld betrug
62,1 °C+ 1,8 °C. Eine Beeinflussung der Schmelztemperatrzim Beispiel durch die
Salzkkonzentration wie etwa Magnesiumdichlorid imaRtionsansatz moglich. Eine hdhere
Konzentration an MgGlfuhrt dabei zu einer Erhohung der Schmelztemper&ienso ist
eine Beeinflussung der Interaktionen der Hybridigigssonden untereinander bzw. mit den
Zielgensequenzen durch geringfiigige Anderungen @akRonsansatz denkbar (Reischl et
al., 2002).

5.1.3 Verlust des Shigatoxingens

Von den mit der Real-Time-PCR untersuchten 349 ST6Gten aus der Stammsammlung
des LGL hatten 15 Isolate ihre Shigatoxingene verloDer Verlust der toxingentragenden
Phagen bekscherichia coli ist ein bekanntes Phanomen. So berichteten béfartsh et al.
1992 von toxinproduzierendda coli, welche nach Subkultivierung keine Toxingene mehr
aufwiesen. Dieses Phanomen trat sowohl bei Sublariing auf flissigen als auch auf festen
Nahrmedien auf. Auswirkungen hat dieser Befund alam auf den molekularbiologischen
Nachweis einer Infektion. Es besteht die Méglichkelass ein STEC nicht als EHEC
identifiziert wird, sondern als EPEC. Dies kannhsmachteilig auf die Behandlung des
Patienten auswirken, da ein friher Nachweis von El¢Eg mit einer guten nephrologischen
Prognose verbunden ist (Tarr et al., 2005). EHE&&&n, welche die Fahigkeit verloren
haben, Shigatoxin zu expremieren (EHEC-LST), wurideginer Studie von Bielaszewska et
al. (2007) in 5,5% der untersuchten 787 HUS-Ptiemachgewiesen. Demgegeniber
standen 55 % der 787 HUS-Patienten mit EHEC-Nachwif der Grundlage dieser Daten
kommt auf zehn HUS-Patienten mit positivem EHEC4Neaeis, basierend auf dem Nachweis
der Shigatoxinproduktion bzw. des Shigatoxingens,n eHUS-Patient mit
EHEC-LST.

514 Detektion von Toxinvarianten

Uber die Detektion von Polymorphismen bzw. Genseguariationen innerhalb der
Shigatoxingene durch die Schmelzkurvenanalyse wwaoe Reischl et al. (2002) im
Zusammenhang mit der Typisierung berichtet. Die Wuaczius et al. (2004) dabei
beschriebene grollere Heterogenitdt der Shigataypgr2 im Vergleich zur
Shigatoxingruppe 1 wird auch in der vorliegendenbelr durch das Auftreten von
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Schmelztemperaturdifferenzen bei 27 Isolaten inmbrtler Shigatoxingruppe 2 bestatigt. Die
DNA-Sequenzierung von 23 der Shigatoxingene delatisodieser Arbeit, welche in der
Schmelztemperatur von den untersuchten Referenzstamabwichen, fihrte zu zwel

nachfolgend beschriebenen Varianten von ShigatdgirdenE. coli.

Eine Gruppe von 22 STEC-Isolaten mit &hnlichen Sahtemperaturen wies in der
Sequenzanalyse eine hohe Ahnlichkeit zur GenseqdeszReferenzstammax2 auf Die
Ergebnisse der exemplarischen Sequenzierung dgatSkingene dieser Isolate zeigten sich
nach Uberprifung in der PubMed NCBI Gendatenbamkdiog zu einer von De Baets et al.
(2004) veroffentlichten Variante mit der BezeichgubBC-217 aus einem humanen STEC-
Isolat. In den STEC-Isolaten dieser Studie lief siese Variante sowohl aus Stuhl als auch
aus Trinkwasser, Oberflachenwasser, Lebensmittethtierischen Fazes nachweisen. Diese
Ergebnisse weisen auf eine weite Verbreitung inUiewelt hin. Weitere Untersuchungen

sind erforderlich, datx2 zu den am haufigsten mit HUS assoziierten Shigatgpxen zahlt.

Die zweite Gruppe, bestehend aus einem Isolat chim®lztemperatur 63,3 “€1,3 °C, wies

in der Sequenzanalyse die hichste Ubereinstimmunhglem Shigatoxintystx2e auf. Die
Recherche in der PubMed NCBI Gendatenbank zeigtes dieses Isolat homolog zu einer
von Reischl et al. (2002) detektierten Variante 3369 ist. Die ermittelte Schmelztemperatur
stimmt mit der von Reischl et al. (2002) erhalterigrerein. Diese Variante wurde in der
vorliegenden Studie erstmals in einem Isolat ausrfldfthenwasser nachgewiesen, die erste
Isolierung von Reischl et al. (2002) erfolgte aws tatrix Stuhl. Uber weiterfiihrende
Untersuchungen zu diesem Stamm wurde bisher nerfdhiet.

Die Untersuchung der beiden detektierten Varianeih stx2- bzw. stx2e-spezifischen

Primern in der konventionellen PCR ergab keine Ablmengen zu den untersuchten
Kontrollstdmmen. Die Schmelzkurvenanalyse zeigtmitjadass sie das Potenzial besitzt,
Uber die Routinediagnostik hinaus auch neue Varardu detektieren, welche durch die

Untersuchungsmethode konventionelle PCR nicht alsavite erfasst werden.

5.1.5 Ergebnisbetrachtung bezogen auf Shigatoxintypnd Matrizes

Uber das Vorkommen der Variangex1d wurde bisher nur in bovinen Fazes (Birk et al.,
2003; Mayrshofer et al., 2005; Ohmura-Hoshino gt24103), Meeresfrichten (Gourmelon et
al., 2006) und humanem Stuhl (Kuczius et al., 20@=jchtet. In der vorliegenden Arbeit
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konntestxld sowohl in 2 % der STEC-Isolate aus Trinkwasseraalsh in 2,1 % der Isolate
aus Oberflachenwasser nachgewiesen werden. Denidacim Trinkwasser lasst auf eine
fakale Verunreinigung schlie3en. Epidemiologisclaed liegen von Mayrshofer (2005) vor.
Der Autor konnte den Shigatoxintygix1d in 12,9 % der bovinen STEC-Isolate nachweisen,
dabei in 2,4 % in Kombination mit einem weiterengakoxintyp &tx1 bzw. stx1c). In dieser

Studie wurdestx1d als alleiniges Shigatoxingen nachgewiesen.

In Bayern werden Oberflachengewasserproben mit nein€ehalt von mehr als
200 KbEE. coli/100 ml seit 1998 auf STEC untersucht. Dabei kamimel,2 bis 3,5 % der in
den Jahren 1998 bis 2000 auf STEC untersuchtenadketsproberstx-Gene nachgewiesen
werden. Betrachtet man die Gesamtzahl der von 8idgniet al. (2003) untersuchten Proben -
entnommen auch aus Seen und Flissen, die zum Baelemzt werden - so waren
0,1 bis 2,9 % STEC-positiv. Beim Vergleich der \dung der Isolate aus
Oberflachengewéssern und tierischen Fazes zeigtesic deutlicher Unterschied zwischen
den beiden Matrizes. Die 140 STEC-Isolate ausstiben Fazes der vorliegenden Studie
enthielten zu anndhernd gleichen Teilen Toxingesre Shigatoxingruppe 2 (38 %) und die
Shigatoxingruppen 1 und 2 kombiniert (43 %). Eireldier Eintrag aus tierischen Fakalien
wirde eine &ahnliche Verteilung im Oberflachenwasssvarten lassen. In den 94 STEC-
Isolaten aus Oberflachenwasser lberwiegt jedochigil der Shigatoxingruppe 2 mit 61 %
und ist damit um mehr als 20 % hoher als in den GTdblaten aus tierischen Fazes. Die
beiden Shigatoxingruppen in Kombination wurden itbe@achenwasser lediglich in 16 %
der STEC-Isolate (Fazes 43 %) nachgewiesen.

Fur diese differierende Verteilung gibt es folgema&gliche Erklarungen. Zum einen kénnte
durch den Eintrag vodax-transduzierenden Phagen Uber Exkremente andecht,inidieser
Studie erfasster Tierarten eine Verschiebung std@h. Eine andere Ursache fir diese
Differenz kdnnte ein selektiver und im Vergleicht mher Shigatoxingruppe 2 erhdhter Verlust
desstx-Gens der Shigatoxingruppe 1 deicoli mit urspringlich zwei Shigatoxingenen im
Umgebungsmedium Wasser sein. Wahrscheinlicher ye@lech ein Eintrag dber humane
Fazes durch Klaranlagen, da 56 % der STEC-Bakteneillaranlagen nicht eliminiert
werden und eine von Roldgaard et al. (2004) durtingee Studie zur Haufigkeit vostx2 in
VTEC-0157-Isolaten aus humanen Stuhlproben gix®Nachweisrate von 55 % zeigte.

Im Bereich Lebensmittel unterscheiden sich die imhmRen dieser Studie vorgelegten

Ergebnisse zur Verteilung der Shigatoxingruppen den Ergebnissen von Biilte (2001).
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Zuruckzufuhren ist diese Differenz mdglicherweisé die voneinander abweichende Anzahl
der untersuchten Proben. Bulte (2001) fand bei #6der untersuchten 459 STEC-Isolate die
Kombination der Shigatoxingruppen 1 und 2, wahréediglich 11,8 % ausschliel3lich die
Shigatoxingruppe 1 enthielten. In der vorliegend&tudie zeigte sich dagegen bei den
untersuchten 18 STEC-Isolaten eine annahernd glei@rteilung der Shigatoxingruppe 1
(45 %) und der Shigatoxingruppe 2 (44 %). Den ggstien Anteil (11 %) machte die Gruppe
der STEC-Isolate aus, bei welcher eine Kombinados den Shigatoxingruppen 1 und 2
detektiert wurde. Neben der abweichenden Anzahhi@rine weitere mdgliche Ursache flr
die unterschiedlichen Ergebnisse in beiden Arbeitwmch in einer abweichenden

Zusammensetzung der Lebensmittelproben liegen.

5.1.6 Ergebnisbetrachtung hinsichtlich der Virulenz

Aufgrund ihrer Virulenz lassen sich die verschiegterShigatoxintypen in zwei Gruppen
einteilen: Eine, die mit HUS und Diarrhd assoziistt(stx1, stx2, stx2c, stx2dacivatalie allein
oder in Kombination) und eine zweite, mit Diarrhdduasymptomatischem Ausscheidertum
assoziierte Gruppestklc, stx2d, stx2e, stxl + stx2d, stxlc + stx2d, stx2g, stx2f), welche
jedoch bisher nicht im Zusammenhang mit HUS besblken wurde (Bielaszewska et al.,
2006; Boerlin et al., 1999, Friedrich et al., 2002B03; Mellmann et al., 2004; Nataro und
Kaper, 1998; Persson et al., 2007; Zhang et ad5R0

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen auf@rundlage dieser Einteilung eine
spezifische Gefahrdung fur die Entwicklung eindsasgrwiegenden Verlaufs der Erkrankung
im Falle einer Infektion mit STEC Uber Lebensmitield Trinkwasser. In den STEC-Isolaten
aus beiden Matrizes sind die mit HUS und Diarrhgoaserten Shigatoxintypen mit einem
Anteil von zwei Dritteln vertreten (Trinkwasser 886 und Lebensmittel 61,1 %). Bei den
STEC-Isolaten aus tierischen Fazes lag der Antilrdit HUS- und Diarrh6-assoziierten
Shigatoxintypen bei 48,6 %, ein &hnliches Ergelzeigite sich bei den STEC-Isolaten aus
Oberflachenwasser mit 44,7 % HUS- und Diarrho-agsten Shigatoxintypen.

Die Resultate dieser Untersuchungen zeigen denwidgend mit HUS assoziierten
Shigatoxintypstx2/2c mit einem Anteil von 36,2 % vor allem in STEC-Idela aus

Oberflachenwasser. Er kam mit einem Anteil von Hscbnittlich 27 % jedoch in allen
Untersuchungsmaterialien sehr oft vor und ist aacter der am haufigsten vertretenen

Shigatoxintypen. Oberflachenwasser stellt auch raofty der mdglichen Verwendung als
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GielBwasser fur pflanzliche Lebensmittel eine Geféahgsquelle dar. Anfordungen an Wasser
zum Giel3en von Gemise wurden nach eirieroli-O157-Ausbruch 2005 in Schweden
formuliert. Hier wurde gefordert, dass Giel3wassemindest den Anforderungen an

Badewasser genigen sollte (Séderstréom et al., 2008)

Der gleichfalls bei Patienten mit HUS detektiertdigatoxintypstxl wurde in der
vorliegenden Arbeit mit einem Anteil von 38,9 % tleegend in Lebensmitteln gefunden.
Die Verteilung in den STEC-Isolaten aus Wasser kdzkes liegt bei 17 % und 10 %. Dieser
Befund ist bedeutend hinsichtlich der Risikobewegtu da - im Unterschied zu
Oberflachenwasser oder Fazes - von mit STEC-komianen Lebensmitteln fur den
Verbraucher ein hohes direktes Gefahrenpotenzratiigi Entwicklung eines HUS ausgeht.
Dies wird bestatigt durch Untersuchungen von Saachet al. (2006) zu den
Infektionsursachen voR. coli 0157 Infektionen in Schottland. Bezogen auf dasichliche
Agens wurden nur 46 % der Ausbriche durch Lebetsimigrursacht, betrachtet man jedoch
die Anzahl der Erkrankten wurde fur 83 % der Peesohebensmittel als Infektionsursache

nachgewiesen.

Zur Reduktion des Risikos einer Infektion durch STE@taminierte Lebensmittel wurden
vielfach Methoden, sowohl physikalischer, chemischls auch biologischer Art getestet.
Keine der einzelnen Mallnahmen wie Hitze, KaltecKinoing, ionisierende Strahlung, UV-
Licht, Fermentation sowie die Behandlung mit Oxitlam erwies sich als Universalrezept zur
Verringerung der STEC-Kontamination der Lebensmiférickson und Doyle, 2007).

Aussichtsreich erscheint die Kombination mehrererf&hren in einem Hirdenkonzept. Dies
ermoglicht die Anpassung an die jeweilige Textur s dd_ebensmittels, den

Ausgangskeimgehalt, die Lagerbedingungen und dizeliesgewohnheiten der Verbraucher.

Die Kombinationstx1 + stx2/2c, welche ebenfalls im Zusammenhang mit HUS nachgenies
wurde, konnte mit einem Anteil von 18,2 % am hastig in STEC-Isolaten aus Trinkwasser
detektiert werden. STEC-Isolate aus Oberflachernsvassd Fézes wiesen jeweils einen
Anteil von 9,6 % (Oberflachenwasser) und 13,6 %z€@Sa an dieser Kombination auf. In

Lebensmitteln konntstx1 in Verbindung mitstx2/2c nicht detektiert werden.

Keine Angaben (ber eine Detektion im Zusammenhang HUS, Diarrhé bzw.

symptomlosem Ausscheidertum liegen zum Shigatogistiyid sowie zu den Kombinationen
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stx1 + stx2e undstx2/2c + stx2d vor. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Grupp2,7 %
der STEC-Isolate aus Wasser nachgewiesen, davéhn Bgrogen auf Trinkwasser und 2,1 %
auf Oberflachenwasser. Die KombinatigiRl + stx2e flr sich betrachtet wurde in 1 % aller
STEC-Isolate detektiergix2/2c + stx2d in 0,3 %.

Friedrich et al. (2002b) warfen die Frage auf, ab 8higatoxintypenstx2d und stx2e

Uberhaupt als atiologische Durchfallerreger in Bestung treten. Mdglicherweise, so die
Autoren, ist ein Nachweis im Zusammenhang mit adreSymptom eher zufalliger Natur und
die Diarrh6 ist auf eine andere Ursache zurlickzefiih Ausschlaggebend war die
Beobachtung, dass ein vergleichbarer Anteil deg&bkintypenstx2d und stx2e sowohl aus

Stuhlproben diarrhderkrankter Patienten als augimptomatischer Ausscheider detektiert
werden konnte. Stephan und Hoelzle (2000) konmteginer Schweizer Studie gar 65 % der

von asymptomatischen Ausscheidern isolierten EH&@ 8higatoxintygstx2d zuordnen.

5.2 Schlussfolgerung

Die Differenzierung der Shigatoxine stellt ein wiges Instrument im Rahmen der
EHEC/STEC-Diagnostik dar. Dem klinisch tatigen Akainn mit diesen Daten eine wichtige
Entscheidungshilfe an die Hand gegeben werden,heettidem von der Berechnung des
Wirtschaftlichkeitsbonus des Arztes ausgenommerEiste prognostische Abschatzung des
maoglichen Infektionsverlaufs wird erleichtert undrdPatient kann bereits in einem frihen
Stadium der Erkrankung intensiv Uberwacht werdeahZeitig eingeleitete Mal3hahmen, wie
zum Beispiel eine stationdre Aufnahme und Flissigkeerapie beim Nachweis vastxl,

stx2, stx2c und stx2d.civatanle KONNeN dazu beitragen, die Entwicklung einer pdsktiosen

HUS-Erkrankung zu verhindern bzw. die Prognoselautu verbessern.

Eine differenzierte Herangehensweise durch die Sigping der einzelnen Shigatoxine ware
auch bei Personen, die unter Verdacht stehen, &CEkrankt zu sein oder bereits erkrankt
sind sowie Ausscheider und Personen, in deren Washagpschaft eine EHEC-Erkrankung
oder ein Verdachtsfall aufgetreten sind, eine Hife dirfen diese Personengruppen laut § 34
Infektionsschutzgesetz (2001) Gemeinschaftseinmafgn, in denen Uberwiegend Sauglinge,
Kinder oder Jugendliche betreut werden, bis zumsahisiss einer Weiterverbreitung der
Krankheit nicht bzw. nur unter Beachtung von Scmanahmen betreten. Hier kann die
Unterscheidung zwischen einer Infektion mit Shigattypen, welche mit Diarrhé oder

schwerwiegenden Verlaufen assoziiert sind, undhsolc die nicht als humanpathogene
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Erreger in Erscheinung treten, dem Gesundheitseigiezichtetere MalRnahmen erméglichen
und den Betroffenen gegebenenfalls eine friherdl@ne am normalen Tagesgeschéft, wie
die Ruckkehr in Betreuungseinrichtungen, etc. &dau Eine ahnliche Vorgehensweise ist

auch fur Personen, die in der Lebensmittelherstigltétig sind, denkbar.

Angesichts der abgebildeten Verteilung der Shigatggen im Lebensmittel mit einem 2/3-
Anteil der mit HUS und Diarrhé assoziierten Shigattypen waren effektive Mal3hahmen
zur Verringerung des Gefahrdungspotenzials Uberehetittel, z. B. tUber mehrstufige
Hurdenkonzepte angepasst an das jeweilige Nahruttigemund die weiteren

Verarbeitungsschritte im Haushalt ein wichtiger i@tiseitens der Lebensmittelhersteller zur

Senkung des Infektionsrisikos des Verbrauchers.
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6. Zusammenfassung

In das Zentrum veterindrmedizinischen Interessektein Shigatoxinbildend&scherichia
coli durch das Reservoir im Tierreich und die moglidnéektion Uber Lebensmittel.
Besonders hervorzuheben ist der Aspekt, dass desthiedenen Shigatoxintypen eine
unterschiedliche Virulenz zugesprochen wird. Dalerden vor allem die Shigatoxintypen
stxl, stx2, stx2c und stx2dacivatanie @l Risikofaktoren fir die Entwicklung von posékfiosen
Komplikationen angesehen. Ziel der vorliegenden efrbwar die Untersuchung der
Verteilung der Shigatoxintypen in unterschiedlichdatrizes. Hierzu wurden STEC-Isolate
der Stammsammiung des Bayerischen Landesamtes fuesun@heit und
Lebensmittelsicherheit mit der Real-Time-PCR und 8ehmelzkurvenanalyse untersucht
und den einzelnen Shigatoxintypen zugeordnet. SiEB{@ate, welche sich nicht den
Referenz-Shigatoxintypen zuordnen lie3en, wurdeamgtarisch sequenziert. Insgesamt
wurden 349 Isolate untersucht, bestehend aus tiatds aus tierischen Fazes, 109 Isolaten
aus Oberflachenwasser, 57 Isolaten aus Trinkwa®%eys Lebensmitteln und 5 Isolaten aus
humanen Stuhlproben. Von diesen Isolaten hatteihréSShigatoxingene verloren und diese
konnten deswegen nicht weiter typisiert werden. Exigebnisse der Real-Time-PCR zeigten
folgende Verteilung: 49 % der Isolate enthieltem Shigatoxintypen der Gruppe &x2/2c,
stx2d, stx2e), 21 % der Isolate enthielten nur Shigatoxintymksr Gruppe 1x1, stxlc,
stx1d), beide Toxingruppen waren in 30 % der Isolatehateén. Die Betrachtung der
einzelnen Matrizes ergab fur die STEC-Isolate aelsebhsmitteln als am h&ufigsten mit der
Schmelzkurvenanalyse detektierten Shigatoxirgi4d, in den tierischen Fazes wurde am
haufigstenstx2/2c detektiert, ebenso in Trinkwasser. Dagegen enmtlddlerflachenwasser
Uberwiegend den Shigatoxintystx2e. Eine von den Referenz-Shigatoxinstammen
abweichende Schmelztemperatur wiesen 27 STEC-¢sodaif, von diesen wurden 23
sequenziert. Die sequenzierten Isolate liel3en isicewei Gruppen einteilen, welche sich
bereits in der Literatur beschriebenen Shigatoxiawéen zuordnen lieBen. Die Uberprifung
der Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse mit dergadionellen PCR zeigte Differenzen in
der Typisierung von Shigatoxintygix2e. Die Sequenzanalyse einzelner dieser differierende
Isolate ergab den Shigatoxintgx2g. Die Schmelzkurvenanalyse mit den Sonden STEC-I
HP1/2 und STEC-II HP1/2 stellt damit eine wichtiged sehr sensitive Methode dar, um
zusatzlich zur Typisierung der Shigatoxingene aumie Varianten zu detektieren, weist aber

Probleme bei der Bestimmung und Abgrenzung vongstgntypstx2e zu stx2g auf.

- 69-



KAPITEL 7 SUMMARY

1. Summary

Molecularbiological Finetyping of Shiga Toxingenotpes ofEscherichia coli in Water,

Feces and Food

Shiga toxin-producingEscherichia coli became a focus for veterinarians due to their
reservoirfunction in animals and possible foodbas#dctions. Of major interest is the
different virulence proposed for the Shiga toxinggpes. Especially the Shiga
toxingenotypestxl, stx2, stx2c and stx2dacivatanie SEEM tO represent risk factors for developing
post-infectious complications. This study was at#id to analyze the distribution of the
Shiga toxingenotypes in different matrices. Theestigated isolates derived from the
Bavarian Health and Food Safety Authority. Isolatesre analyzed by Real-Time-
Polymerase-Chain-Reaction and and finally typedr®ting curve analysis. Non typeable
isolates, based on melting curve analysis in coatlin with Reference-Shiga-
toxingenotypes were also sequenced for furtherrnmétion. A total of 349 isolates were
characterized: 157 originated from animal fece® fdm environmental water, 57 from
drinking water, 21 from food, and 5 from human origout of these isolates 15 had lost their
Shiga toxingenes and these were therefore exclimeturther analysis. Summarizing the
results of Real-Time-PCR illustrates the followidgstribution of Shiga toxingenogroups:
49 % of the isolates showed Shiga toxingenotypesm®@ &tx2, stx2c, stx2d, stx2e), 21 % of
the isolates showed Shiga toxingenotypes grouptxl, (stxlc, stxld) and 30 % contained
both groups of Shiga toxingenotypes. Detailed aialgf the different results of the melting
curve analysis for each matrix demonstrated thajeSioxingenotypestxl was the one most
frequently found in foodstx2/2c was mostly found in animal feces and in drinkingtev.
Environmently water contained mostly Shiga toxirggpe stx2e. A total of 27 isolates
demonstrated a melting temperature different fromreference group. Of these isolates 23
were sequenced for further information. Sequenseldtes could be divided into two groups,
both similar to variants already described in itexdture. Further investigations of the results
from the melting curve analysis with the BlockcyeRCR showed differences in typing of
Shiga toxingenotype stx2e. Sequenceanalysis of some of these isolates showed
Shiga toxingenotypetx2g. Melting curve analysis with probes STEC-I1 HP1/2l STEC-II
HP1/2 represents an important and sensitive mefimotiping Shiga toxingenotypes as for
the detection of new variants. Problems exist fdre tdifferentiation between

Shiga toxingenotypestx2e andstx2g with melting curve analysis.
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8. Anhang
8.1 Anhang zu "Material und Methoden"
8.1.1 Zubehor und Verbrauchsmaterialien

Kapillare 2—61 cm x 50 um
ABI Prism® Collection Software
Sample Tubes

Deckel

Rack

Gelkammer B2 12-14 cm
Kamm 20 Well
Kamm 15 Well
Kamm 10 Well

Messzylinder 100 ml

Pipette Eppendorf Reference  0,5-10 pl
Pipetten Eppendorf Reference  2—-20 ul
Pipette Eppendorf Reference 10-100 pl
Pipette Eppendorf Reference 100-1000 pl

Eppendorf Multipett® plus

Transferpipett® 5-50 pl

Pipettenspitzen ep T.I.P.S. filter PCR clean 10 pl
Pipettenspitzen ep T.I.P.S. filter PCR clean 100 pl
Pipettenspitzen ep T.I.P.S. filter PCR clean 1000 p
Pipettenspitzen ep T.I.P.S. filter reload 2—200 ul
Pipettenspitzen Eppendorf Combitips plus 10 ul
Pipettenspitzen Eppendorf Combitips plus 50 ul
Eppendorf safe-lock-tubes 2 mi

Eppendorf safelock-tubes 1,5 ml

Pinzette Hauptner 86

Wattetupfer

Messzylinder 500 ml

Handschuhe Safeskin Purple Nitrile powder-free

Handschuhe Safeskin Satin Plus powder-free latex
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(Fa. Appl Biosystein)
(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Bio-RAD, D)
(Fa. Bio-RAD, D)
(Fa. Bio-RAD, D)
(Fa. Bio-RAD, D)
(Fa. Brand Eterna, D)
(Fa. Eppé&nD)
(Fa. Eppénd)
(Fa. Eqhqré, D)
(Faeiqgbarf, D)
(Fa. Eppendorf, D)
(Fa. Eppendorf, D)
(Fa. Eppendorf, D)
(Fa. Eppendorf, D)
(Fa. Eppendorf, D)
(Fa. Eppendorf, D)
. Bpgpendorf, D)
. Bppendorf, D)
(Fa. Eppendoyf
(Fa. Eppendf
(Fa. Hauptner, D)
(Fa. Herenz, D)
(Fa. Hirschmann, D)
Fa. Kimberly-Clark, USA)
(Fa. Kimberly-Clark, USA)
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Acrylstander 96 Platze (1,5 ml/2,0 ml)
Acrylstander 48 Platze (1,5 ml/2,0 ml)
Reversible Rack

Iso Freeze PCR-Rack

Software DNA-Star

Cryordhrchen

Cryoblock

ENDO-Agarplatten

MicroAmp Reaction Tubes

MicroAmp Capes

LightCyclef® Capillaries 20 pl
LightCycle® Sample Carousel
Mikrotiterplatten

8.1.2 Chemikalien

POP-8" Gel

Puffer 10% mit EDTA

AmpliTag® DNA-Polymerase
GeneAmp® dNTPs

GeneAmp 10x PCR-Puffer

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Molekulargewichtsmarker pUC 8
AmpuW&’, Wasser, DNAse-frei,
isotonische Kochsalzlésung

Wasser fur Injektionszwecke (50 ml)
Wasser zu Injektionszwecken (2 ml)
Reinstwasser, HPLC-Qualitat
peqGOLD Universal Agarose
QIAquick PCR Purification Kit

LightCyclef® Fast Start DNA Master Hybridization Probes

Ethidiumbromid-Lésung 10 mg/ml
EDTA 125 mM
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(Fa. KskD)

(Fa. KiskD)

(Fa. Kisker, D)

(Fa. Kisker, D)
(Fa. Lasergene, D)
(Fa. Mast Diagnostica, D)
(Fa. Mast Diagnostica, D)
(Fa. Oxoid, D)

(Fa. Perkin Elmer AYS
(Fa. Perkin Elmer, USA)
(Fa. Roche, D)

(Fa. Roche, D)

(Fa. Sarstedt, D)

(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Appl. Biosystems, D)

(Fa. Appb$y/stems, D)
(Fa. Fermentad NIB
(Fa. Fresenius Kabi, D)
(Fa. Freseniud,H2)b
(Fa. GruhahtD)
(Fa. JenaphBy)
(Fa. LGC Promochejn,
(Fa. peglab, D)
(Fa. Qiagen, D)
(Factrn D)
(Fa. Roth, D)
(Fa. Roth, D)
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TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA), Stammlésung 5 x TBE
s 27,5 g Borsaure $BO;
% 3,729 EDTA-Na
% 54,0 g Tris-Base (TriznfaBase)
¢ Aqua dest. ad 1000 ml

(Fa. Roth, D)
(Fa. Roth, D)
(Fa. Sigma-Aldrich, D)

Gebrauchslosung: 1x TBE (1 Teil Stammldsung undie Pejua dest.)

Natrium-Acetat 3M

Ethanol absolut

8.1.3 Gerate

ABI Prism® 310 Genetic Analyzer
Elektrophorese-Kammer SUB-CEFL

Stromquelle POWER PAC 300

UV-Kammer mit integrierter Kamera Gel-Doc 1000
Computer mit Auswertungssoftware Molecular Anally&t
Kuhlschrank Bosch economic cooler

Eppendorf Thermomixer comfort

MasterCycler

Tischzentrifuge 5417 R

Tischzentrifuge Micro 7

Sterilbank Hera Safe

Gefrierschrank - 80 °C

Analysenwaage KERN 474

Sterilisator Typ S10

Drucker Mitsubishi Video Copy Processor PG 6 DE
Mikrowelle Micro-Chef FM B935

Blockcycler Primus 96plus

Tischzentrifuge Cost&r

(Fa. Sigma-Aldrich, D)
(Fa. Sigma-Aldrich, D)

(Fa. Appl. Biosystems, D)
(Fa. Bio-RAD, D)
(Fa. Bio-RAD, D)
a(Bio-RAD, D)
(Fa. Bio-RAD, D)
(Fa. Bosch, D)
(Fa. Eppendolf, D
(Fa. Eppendorf, D)
(Fa. Eppendorf, D)
(Fa. Fisher Scianjif
(Fa. Heraeus GmbH, D)
(Fa. Kendro, D)
(Fa. Kern, D)
(Fa. Memmert, D)
Fa. (Mitsubishi, Japan)
(Fa. Moulinex, D)
(Fa. MWG, D)
(Fa. neoLdh D)

Blockcycler Perkin EImer Gene Amp PCR System 9600 (Fa. Perkin Elmer, USA)

LightCycle®
PC HP Vectra VL mit LC Software Version 3.5
LightCyclef® Carousel Centrifuge
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(Fa. Roche, D)
(Raxche, D)
(Fa. Roche, D)
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8.2

Tabelle 31:

Anhang zu "Ergebnisse"
Isolatbezeichnung Matrix | Shigatoxingruppe 1| Shigatomgruppe 2
G 108/2 LM stx1
G 36/1 LM stx2e
G 468/1 LM stx2e
G 468/2 LM stx2e
G 500 1a LM stx2/2¢c
G 500 2/1 LM stx2e
G 511/4 LM stx1 stx2d
K 121/2 LM stx2/2c
K 133/3 LM stx2/2¢c
K 38/2 LM stx1
L193STX1 LM stx1
L 194 STX 1 LM stx1
L 194-1 STX 2 LM stx2/2c
K 69/1 LM stx1c stx2d
K 76/2 LM stx1
K 69 LM stx1
K 76/1 LM stx1
M 27 LM stxlc
173a 1877-29 Fazes stx2/2c
180a 190-29 Fazes stx1 stx2/2c
180a 106 I/1 Fazes stx1 stx2d
180a 106 1/2 Fazes stxlc stx2d
180a 106 1/3 Fazes stxlc
180a 106 1/4 Fazes stxlc stx2d
180a 106 1/5 Fazes stxlc stx2d
180a 106 1/7 Fazes stxlc stx2d
180a 106 1/8 Fazes stxlc stx2d
180a 106 11/13 Fazes stxlc stx2d
180a 106 1l/16 Fazes stxlc stx2d
180a 106 11/18 Fazes stxlc stx2d
180a 106 1l/26 Fazes stxlc stx2d
180a 106 l1/4 Fazes stxlc stx2d
180a 106 II/5 Fazes stxlc stx2d
180a 106 II/7 Fazes stxlc stx2d
180a 106 11/8 Fazes stxlc stx2d
180a 106 1l1l/15 Fazes stxlc stx2d
180a 106 l1lI/6 Fazes stxlc stx2d
180a 106 IV/1 Fazed stx2d

Shigatoxintypen

Isolate mit Herkunft und per Schmelzkmanalyse detektierten

(OW = Oberflachenwasser, TW = Trinkwasser, LM = &edmittel)
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Isolatbezeichnung Matrix | Shigatoxingruppe 1| Shigatogruppe 2
180a 115-1 Fazes stx2/2c
180a 115-2 Fazes stx2/2c
180a 115-3 Fazes stxlc stx2d
180a 115-5 Fazes stxlc stx2d
180a 124 1 Pos.26 Fazes stx1

180a 124 1l Pos. 28 Fazes stx2/2c
180a 124 lli Fazeg stx2e
180a 125/1 Fazes stx1

180a 125/21 Fazes stx1

180a 129/2 Fazes stx2/2c
180a 129/7 Fazes stx2/2c
180a 129/8 Fazes stx2/2c
180a 138/1 Fazes stxlc

180a 138/2 Fazes stxlc stx2d
180a 138/3 Fazes stxlc stx2d
180a 138/4 Fazes stxlc stx2d
180a 138/5 Fazes stxlc stx2d
180a 138/7 Fazes stxlc stx2d
180a 138/8 Fazes stxlc stx2d
180a 142-2 Fazes stx1 stx2/2c
180a 142-41 Fazes stx1

180a 142-47 Fazes stx2/2c
180a 142-48 Fazes stxlc stx2d
180a 142-50 Fazes stx2/2c
180a 142-7 Fazes stx1 stx2/2c
180a 143/1 Fazes stx2d
180a 146/1 Fazes stx2d
180a 146/2 Fazes stxlc stx2d
180a 156 Z4 Fazes stx2/2c
180a 156 Z6 Fazes stxlc

180a 172-4 STX 1 Fazes stx1

180a 180-1 Fazes stx2/2c
180a 180-10 Fazes stx2/2c
180a 180-2 Fazes stx2/2c
180a 180-3 Fazes stx2/2c
180a 180-5 Fazes stx1 stx2/2c
180a 190-10 Fazes stx1

180a 190-20 Fazes stx1 stx2/2c
180a 190-35 Fazes stx2d, stx2/2c
180a 190-38 STX 1, 2 Fazegs stx1 stx2/2c
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Isolatbezeichnung Matrix | Shigatoxingruppe 1| Shigatomgruppe 2
180a 190-38 STX 2 Fazes stx2/2c
180a 190-42 Fazes stx1 stx2/2¢c
180a 191-15 Fazes stx2/2c
180a 191-16 Fazes stx2/2¢c
180a 191-17 Fazes stx2/2c
180a 191-17 STX 1, 2 Fazgs stx1 stx2e
180a 191-18 Fazes stx2/2c
180a 191-19 Fazes stx1 stx2/2¢c
180a 191-2 Fazes stx2e
180a 191-20 Fazes stx2/2¢c
180a 191-24 Fazes stx2/2¢c
180a 191-3 Fazes stx2e
180a 191-30 Fazes stx2e
180a 191-7 Fazes stx2e
180a 83-25 Fazes stx2/2¢c
180a 84-11 Fazes stx1 stx2/2c
180a 84-12 STX 2 Fazep stx2/2¢c
180a 84-3 Fazes stx2/2c
180a 84-5 Fazes stx2/2¢c
180a 90 Fazes stx2/2c
180a 99-1 Fazes stx2e
180a 99-18 Fazes stx2e
180a 99-4 Fazes stx1 stx2e
180a99-4 STX 1 Fazesg stx1

180a 99-5 Fazes stx2e
180a 99-8 Fazes stx1

180a 99-9 Fazes stx2e
180a 100-1 Fazes stxlc stx2d
180a 100-7 Fazes stx1

180a 101-11 Fazes stxlc stx2d
180a 101-5 Fazes stxlc stx2d
180a 101-8 Fazes stx2e
180a 27-22 Fazes stx2/2¢c
180a 27-26 Fazes stx2/2c
180a 27-27 Fazes stx2/2¢
180a 27-30 Fazes stx2/2c
180a 27-5 Fazes stx2/2¢c
180a 36 K&/01 Fazes stx1

180a 36 -S2/01 Fazes stx1

180a 36-S1/01 Fazep stx1 stx2/2c
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Isolatbezeichnung Matrix | Shigatoxingruppe 1| Shigatomgruppe 2
180a 54-1 Fazes stxlc stx2d
180a 54-2 Fazes stx2d
180a 54-3 Fazes stxlc stx2d
180a 54-4 Fazes stxlc stx2d
180a 54-6 Fazes stxlc stx2d
180a 54-7 Fazes stxlc stx2d
180a 66E Fazes stx1 stx2/2c
180a 88-1 Fazes stxlc stx2d
180a 88-3 Fazes stx2d
180a 88-4 Fazes stxlc stx2d
180a 88-5 Fazes stxlc

180a 88-7 Fazes stxlc

180a 88-8 Fazes stxlc

180a 89-1 Fazes stxlc

180a 89-2 Fazes stxlc

180a 89-3 Fazes stxlc stx2d
180a-z-2339-41-1 Fazes stx2/2¢c
180a-z-2339-91-1 Fazes stx1 stx2/2c
180a-z-3378/1 Fazes stx1 stx2/2¢
180a-z-3378/17 Fazep stx1 stx2/2c
180a-z-3378/18 Fazep stx1 stx2/2c
180a-z-4649 20-1 Fazes stx2/2¢c
180a-z-4649 21-3 Fazes stx1

180a-z-6586-18 Fazep stx2/2¢c
180a-z-798/25 Fazes stx1 stx2/2c
180a-z-798/31 Fazes stx1

180a-z-800 Fazes stxlc

210b 61-15 Fazes stxlc

210b 61-17 Fazes stxlc

210b 61-3 Fazes stxlc

5129-25 Fazes stx1

L376Blot Fazes stx2e
180a-z-5280 stx2 Fazes stx2/2¢c
180a-z-669-2 Fazes stx1 stx2/2c
180a-z-2436 Fazes stxlc

180a-z-669 Fazes stx1 stx2/2c
180a-z-5491/1 Fazes stxlc stx2d
180a-z-5491/3 Fazes stxlc stx2d
180a-z-5491/4 Fazes stxlc stx2d
180a-z-5280 Fazes stx1 stx2/2c
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Isolatbezeichnung Matrix | Shigatoxingruppe 1| Shigatomgruppe 2
WA 1032 ow stx2e
WA 1410 ow stx2e
WA 1418 ow stx2e
WA 1693-1/1 oW stx1

WA (TW) 4358/01 TW stx2/2c
WA 4628 ow stxlc stx2d
WA 4704 ow stx2/2c
WA 4711 ow stxlc stx2d
WA 6095 ow stx1

WA 6863 ow stx2e
WA (TW) 8265 TW stx1 stx2/2¢
WA (TW) 9446 TW stx1

TW 9453 TW stx1

WA 10388 oW stx2e
WA (TW) 14850 TW stx2e
WA 14912/1 ow stx2e
WA 3383 I/2 oW stx2/2¢
TW 7708 I/1 T™W stx2/2c
WA (TW) 6894 TW stx2/2¢
WA (TW) 11967/00 TW stx1 stx2/2c
WA (TW) 12168/01 TW stx2e
WA (TW) 13169 TW stx2e
WA (TW) 1364/00 TW stx2d
WA (TW) 14582 TW stx1 stx2/2¢
WA (TW) 15797 TW stx2/2c
WA (TW) 1667/00 TW stx2/2¢
WA (TW) 1668/00 TW stx2/2¢
WA (TW) 1948/99 TW stx2e
WA (TW) 4515/00 TW stx1 stx2/2c
WA (TW) 5113 TW stxlc stx2d
WA (TW) 5114 TW stxlc stx2d
WA (TW) 5124 TW stx1 stx2/2¢
WA (TW) 5313/01 TW stx1

WA (TW) 5751/01 TW stx2d
WA (TW) 6884 TW stx1 stx2/2¢
WA (TW) 7307 TW stx2/2c
WA (TW) 7410/00 TW stx2e
WA (TW) 8237/01 TW stx2/2c
WA (TW) 8619/00 TW stx2e
WA (TW) 8983/01 TW stx1
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Isolatbezeichnung Matrix | Shigatoxingruppe 1| Shigatoxigruppe 2
WA (TW) 9387/01 TW stx1 stx2/2c
WA (TW) 9660 STX 1 TW stx1
WA (TW)1133/01 TW stx2e
WA (TW)12033 A TW stx1
WA (TW)13716 TW stx2e
WA (TW)13878/00 TW stx2e
WA (TW)13880/00 STX 1 TW stx1 stx2e
WA (TW)14580 TW stx2e
WA (TW)14749/00 TW stx2/2¢
WA (TW)14750/00 TW stx2/2c
WA (TW)14960 TW stx1
WA (TW)15662 TW stx2e
WA (TW)16262/99 TW stx2e
WA (TW)16530/99 TW stx2/2¢
WA (TW)16532/99 TW stx1
WA 10012/99 Oow stx2e
WA 10457-1 oW stx2e
WA 10542/00 Oow stx2d
WA 10645/00 oW stx2e
WA 10697/01 ow stx1
WA (TW) 10874/00 TW stx2e
WA 11028-1 oW stxlc
WA 11148/00 ow stx2e
WA 11659/99 oW stx2e
WA 12135 ow stx2e
WA 12224/00 oW stx2d
WA 12228/00 ow stx2e
WA 12229/00 oW stx1
WA 12238/00 Oow stx2e
WA 12315/00 oW stx2/2¢
WA 12533/00 ow stx1
WA 12735/99 oW stx1
WA 13056-98 oW stx1
WA 13183-98 oW stx1d
WA 13229/00 GN oW stx2e
WA 13434 ow stx1
WA 13527 oW stx2e
WA 13531/00 Oow stx1 stx2/2¢c
WA (TW) 13714 TW stx2e
WA 1379 -1 ow stx1 stx2/2c
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Isolatbezeichnung Matrix | Shigatoxingruppe 1| Shigatoxagruppe 2
WA (TW) 13880/00 STX 2 TW stx2e
WA (TW) 14752/00 TW stx2/2¢
WA 14921/00 ow stx2/2¢
WA 15064-98 oW stx2e
WA 15158-98 ow stx2e
WA 15615-98 oW stx2e
WA 15971/99 ow stx1
WA 1609 oW stx1 stx2/2¢
WA 16546/99 oW stx1
WA 17015 ow stx2/2c
WA 17017 oW stx2/2¢
WA 17017 STX 1 ow stxlc
WA 17018 oW stx2/2¢
WA 17019 ow stx1 stx2/2c
WA 17020 oW stx2/2¢
WA 17121/99 ow stx2e
WA 2068-99 ow stx2d
WA 2167 ow stx1
WA 2198/01 ow stxlc stx2d
WA 2210/01 ow stx2e
WA 2446/01 ow stx2/2c
WA 2483/99 ow stxlc
WA 2789/00 ow stx2e
WA 3205/99 ow stx1 stx2/2¢
WA 3254/99 ow stx1 stx2/2¢c
WA 3526/99 ow stx1 stx2/2¢
WA 4141-99 ow stx2e
WA 4202 oW stx2e
WA 5040 oW stx1 stx2/2¢
WA (TW) 5374/00 TW stx1 stx2/2¢
WA 5413/99 ow stx2d
WA 5784-98 ow stx2e
WA 5791-98 ow stx2e
WA 5840-1-98 ow stx1
WA 5840-2-98 oW stx1
WA 5840-3-98 ow stx1
WA 5851/00 ow stx2e
WA 6766-99 ow stx1
WA 677 oW stx2e
WA 6773-98 ow stx2e
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Isolatbezeichnung Matrix | Shigatoxingruppe 1] Shigatoxagruppe 2
WA 6780-98 ow stx2e
WA 6827/00 ow stx2/2c
WA 7307/00 ow stx2/2c
WA 7408 ow stx2/2c
WA 7696/00 ow stx1c stx2d
WA 7811 ow stxlc

WA 7947/00 ow stx1 stx2/2c
WA (TW) 8066/99 TW stx2e
WA 8365/99 ow stx2/2c
WA (TW) 8523/99 TW stx1d

WA 8577/99 ow stx2d
WA 8872/01 ow stxlc stx2d
WA 8947/01 STX 2 ow stx2d
WA 8949/01 ow stxlc stx2d
WA 8951/01 ow stx2e
WA (TW) 9083/99 TW stx2/2c
WA 9316/99 ow stx2e
WA 9373/01 ow stx2/2c
WA 9401/00 ow stx2/2c
WA 9614/99 ow stx2/2c
WA 9652/99 ow stx1

WA 9798-4 ow stx2/2c
WA 9838-98 ow stx2e
WA 9840-98 ow stx2e
WA(TW) 9979/99 TW stx1 stx2/2c
WA (TW) 9980/99 TW stx1 stx2/2c
WA 4908-98 ow stx1d

WA (TW) 9854/00 STX 2 TW stx2/2c
WA (TW) 4515/00 -53- TW stx2e
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100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
S I TN TN T T P T FTE TS FEET PR FET T FETE PR FETEl FET ST P el FreTl FFE Tl Fra el FE T FErel Feres Frere §

agTTATGTCTC TTCGTTARATAGTATACGGACAGACATATCCAC COCTC TTGARCATATAT CT CAGGGGACCACATCGGTCTC TG TTATTARCCACACCC CACCOOCCAGTTAT TTTGC TGTEGAT

nurstxZ AE0G5174.s5eg{l>1241) —* agttatgteotottogttasatagtatacggacagagatatogacoocotottgaacatatat ot caggggaccacatoggtgtotgttattaaccacacoocacogggoagttat tttgotgtggat
4139, 52g{1=680) - TTATGTCTCTTCGTTARR TAGTATACGGACAGAGATATCGACCCC TC TTGAACATATATCT CAGGGGAC CACATCGETGTC TGTTATTARCCACACCC CACCGEECAGTTAT TTTGC TGTGGAT

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
R T T I T T AT PR T PR T T PEET PEET PRETE PErT PETT FEETd P P PEEe FETT Sre P e e

ATACGAGGGCT TGAT GTC TATCAGGCGUGT TTTGACCAT CTTCGTCT GATTAT TGAGCAAA AT AAT TTATA TG TGGLCGEGTTCGTTAAT ACGEC ARCARRTACTTTCTACCGT TTTTCAGATTTT

nurstx2_AF005174.seqg(1>1241) —* atacgagggcttgatgtotatcaggogogttttgaccatcttogtotgattattgagoamaataatttatatgtggoogggttogttaatacggoaacaaatactttoctacogtttttcagatttt
4139.s8eg(1>680) - ATACGAGGGCT TGATGTCTATCAGGCGUGT TTTGACCAT CTTCGTCTGATTATT GAGCARRAT AAT TTATATETCGGCCGEETTCGTTAATACGECAACAAATACTTTCTACCGT TTTTCAGATTTT

360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470
I NN N TN T T T N T T N T T T N T NN TN F T ST T T ST T I SRR T PN TS RNl FE TN P P

ACACATATATCAGTGCCCCETGTCACARCCGT TTCCATGACAAC GEACAGCAGT TATACCACT CTOCAACC TG TCGrACCGCT GEAACGT TCCOCAATCC AR AT CAGTC CTCACTCACTGETTTCA

nurstxZ AE0G5174.s5eg{l>1241) —*  acacatatatcagtgococggtgtgacaacggtticcatgacaacggacagoagt tataccact ctgoaacgtgtogoagoget ggaacgt tocggaatgoaaat cagtogtcactcact ggtttoa
4139, 52g{1=680) - ACACATATATCAGTGCCCGGTCT GACAACGGET TTCCATGACAAC GEACAGCAGT TATACCACT CTGCAACGTECTCGCAGCGCT GGARCGT TCCEGAA TCC AR ATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCA

480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
AT NITTTHI TETEI TN FETEI FTE T FETE FEE T ST FEE Tl FEET P FETTl FETTE FETT FETE T FETEl FTTTS FErel FErTS Frewd FErrS Freed Fres

TCATATCTGECGT TAATGGAGTTCAGT GETAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGOGTTT TG TCACT GTCACAGCAGERAGC CTTACGET TCAGGCAGA TACAGAGAGA AT TTCGT

nurstx2_AF005174.seqg(1>1241) —*  tcatatctggegttaatggagttoagtggtaatacaatgaccagagatgoatocagageagttotgegttttgteactgtcacageagaagocttacgotteaggcagatacagagagaat ttagt
4135 .5eqi{l>680) . TCATATCTGGECGT TAATGEAGTTCAGT GETAATACAAT GACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTT CTGCGTTT TGTCACT GTCACAGCAGAAGCCTTACGCT TCAGGCAGATACAGAGAGAAT TTCGT

610 620 630 640 650 660 670 680 630 700 710 720
BN AT T T T T FETT FETTE P FETE PR FETE P FEET P FTe Tl FT T FEA Tl FTS T RN Tl FE TS PR FE el FEE T Frrel Frre s

CAGGCACTCTC TGARACT U TCC TG TCTATACGAT CACGUUCGGAGAYCTGCACCT CAC TC TGARC TOEEGEC GRATC AGCAA TG TCCTTCC CCAGT ATC GGOGACAGGATGGT CTCAGAGTEGEE

nurstx2_AE005174. 5eg{1=1241) b caggeactgtctgaaactgotoctgtgtatacgat gacgocgggagacgtggacct cactotgaactgggggegaatcagraatgtget tcoggagt atcggggagaggatggt gt cagagtgggg
4139.8eg{1>680) R CAGGCACTGTC TGAAACT GUTCC TETETAT ACGAT GACGUOGGEAGATGTGEACCT CAC TC TCAR TGEEEECCAATC AGCAR TETGCTTCCGEAGT ATC GEEGEAGAGEATGET GT CAGAGTGEGY

730 740 750 TE0 770 780 750 BOO

AGAATATCCTT TAATAATATATCAGCGATACTGRGEACTGTGGCCGTTATACtgaat tgocat cat caggyg

nurstxZ AE0G5174.s5eqg{l>1241) —* agaatatcctttaataatatatcagegatactggggactgtggocgttatactgaattgecatcatcaggg
4135 .5eqi{l>680) . AGAATATCCTTTAATAATATATCAGCGATACTGAGTACTGTGGCCGETTATAT

Grafik 19: Vergleich der Gensequenz des STEC4sda39 aus Schmelztemperaturgruppe 65,9 °C mitdasequenz des Referenzstamms
stx2: 3 Sequenzunterschiede auf einer Lange von 6§0%p % Sequenzhomologie)
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280 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
[ WY I I T P T T P P PR PR P T SRR T T T P PR P P P TR PR P e B

caacaaad TATGTMTCTTCGT TAAAT AGTATACGGACAGAGATAT CGACCCCTCT TGAACAT ATATC TCAGGGEACCACAT CGGTGTCTGT TATTAACCACACCCCACCGGECAGTTAT T TTGC TGT GGA

M59432_stxlc.seq(1>1499) - caacaaagttatgtatettogttaaatagtatacggacagagat at cgaccoctot tgaacatat ateteaggggaccacat cggtgtotgt tattaacoacaconcaccgggoagttatt ttgotgt gga
4139.52g{1l=680) . TTATGTCTCTTCGT TAAATAGTATACGEACAGAGATATCCGACCCCTCTTGRACATATATC TCAGGGGACCACATCGGTGTC TGT TATTAACCACACCCCACCGGECAGTTATT TTGC TGT GGA

430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
_— el e b L b b b e b s b b b b b b s b b s b e b b e e b 1

TATACGAGGGCT TEATGTCTAT CAGGCGUGTT TTGACCATC TTCGT CTGAT TAT TGAG AR TARTT TATATGT GECCGHEGTTCET TRAATACGGCAAC AR ATACT TTC TACCGTTTTTCAGATT TTACAC

M58432_stxZ2c.seq(1=1499)
4139 . seqg{l=680)

tatacgagggottgatgtetatcaggogogttttgaccatottogtctgat tattgagocaaaataatttatatgtggoogggttogt taatacggocaacaaatact ttotacogtt tt tcagatt ttacac
TATACGAGGGCT TGATGTCTAT CAGGCGCGTT T TGACCATC TTCGT CTGAT TATTGAGCA LA L TA RTTTATATGTGGCCGGEETTCET TAATACGGCARC AL A TACTTTC TACCGTTTTTCAGATT TTACAT

L1

560 570 580 530 500 510 620 630 540 650 B850 570 580

ATATATCAGT GLCCGETGTGACAACGETT TCCAT GACAA LGEAC AGUAGTTATACCAC TC TEC ARCGT T CGrAGCGCTGEAACGTTCC HRAAT GCARA TC AGT CETCACT CACTGGET TTCATCATATCTG

M59432_stx2c.seq(1>1499) . atatatcagtgoocggtgtgacaacggtttecatgacaacggacageagttataccactotgeaacgt gt cgcagogotggaacgtt coggaat graaatcagtogtocact cactggt tteat catatetg
4139 .52q{1>680) b ATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGETTTCCATGACAACGGACAGCAGTTAT ACCACTC TGC AR CGT GTCGCAGCGUTGEAACGTTCCGEAAT GCARATC AGTCGTCACTCACTGGT TTCATCATATCTG

530 T00 710 720 730 740 750 TE0 770 780 750 800 810
NN MmN INTT FTTTI FTET FTE T FET Tl P T FETT PR P FETel FET T FETEl FErl STl FTE T FreTl FT TS FEA Tl P T FETel FETTe P Fees

GUGTTAATGGAGTTCAGTGETAATACAAT GACCAGAGAT GCATCCAGAGCAGT TCTGLGTTTT GTCAC TG TCACAGC AGAAGCC TTACGCTTCAGGC AGAT ACAGAGRAGARTT TCGTCAGGCACT GTC TGA

M39432_stx2c.seqg(1>1499) —  gogttaatggagttoagtggtaatacaatgaccagagatgoatccagageaghtotgogttttgtcactgtoacagoagaagocttacgottoaggoagat acagagagaatt togtoaggeact ghotga
4139.s8eg(1>680) - GCGTTAATGEAGTTCAGTGETAATACART GACCAGAGAT GLATC CAGAGCAGT TCTGLGT TTT GT CAC TG TCACAGC AGAAGCC TTACGCTT CAGGCAGAT ACAGAGAGAR TTTCGTCAGGCACTGTC TGA

820 230 840 850 860 270 880 880 900 910 920 930 940
NN NI T AT NTH T FETT FETE PR TEI FETT PR FEET P FTT Tl FTE TS Pl FETT S P PR TR FET T FETEl PR FET T P el Fre Tl Pl FTA el FEETS

AACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGEGAGAY GTGGACCTCACT CTGAACT GGEGEEGAAT CAGCAAT GTGET TCCGGAG TATOGGEEAGAGGAT GETCTCAGAGTGGEEAGAATATCCTTTAATAATA

M58432_stxlo.seq(l>1493) . aactgotoctgtgtatacgatgacgoegggagacgt ggacotcact ot gaact gggggegaat cageaat gt got tooggagtatoggggagaggat ggtgtcagagtggggagaatatoett taataata
4139.82q{l>680) . BACTGECTCCTGTGTATACGA TGAC GOC GEEAGAT GTGEACC TCACT CT GRACT GEEGECEAATCAGCA AT GT GCT TCCGEAGTA TUGEEEAGAGGAT BTG TCAGAGTGEGgAGRATATCC TTTARTAATA
950 950 970 980 990
| I PR PR TE BT P FETEE PR P Feed |
TATCAGCGATACTGRGEACT GTGECCGTTATACt gaattgooatca
M5%432_stxZc.seg(1>1499) —*  tatcageogatactggggactgtggoogttatactgaattgocatca
4139 . seqg{l=680) ) TATCAGCGATACTGAGTACT GTGECCGTTATAC

Grafik 20: Vergleich der Gensequenz des STEC-Is@aB9 aus Schmelztemperaturgruppe 65,9 °C mitdasequenz des Referenzstamms

stx2c: 4 Sequenzunterschiede auf einer Lange von 6§0%4 % Sequenzhomologie)
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90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 120 200 210 220
S NN TN T I NI T FETT FET T FETE FETE FETT P T P ST Tl ST T PR Tl FEE TS FEE T FETl FETT FErel FETES Ferrs Frred

gactceaacaaag TTATGTMT CT TCGTTAAATAGT AT ACGEACAGMGAT ATC GACCCCT CT TGAACATATATC TCAGGGRRCY ACATCGETRT CY GTTAT TAAY CAY ACMCCACCRGEMAGT TATWTTRCY G

¥81416_stxle.seq(l>1236) = gactcaacaaagttatgtatcttogttaaatagtatacggacagogatatecgaccoctottgaacatatatoteagggaget acateggtatoogttat taatcat acaccaccaggaagt tatatttoog
4139.5eq{1»680) TTATGTCTCTTCGTTARATAGT AT ACGEACAGAGATATC GACCCCTCT TGAACATATATC TCAGGGEACCACATCGETGT CTGTTAT TRACCACACC CCACCGEGCAGT TATTTTGETG

|

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
R ST T § FET T FETTE PR PR ST P FEET ST FTE T ST SRR FETT FEETE P PR FETE P FTTE FET T FTE Tl FEETl FEET FEET FEET FEeT

TRGRTAT ACGAGE . TTGAT GT Y TATCAGEGCGTT TTGACCAT CT TCGTC TGAT TAT TGARCRARATAATTTAT AT GT G YGERT TY GTTAATACGRCAACAAA TACTTYC TACMGWTI T TTCAGATTTT

¥81416_stxZe.seq(l>1236) "  taggtatacgagggottgatghtttatcaggageogttttgaccatottogtotgattattgaacgaaataatttatatgtggetggatttgttaatacgacaacaaatacttoctacagatttteagatttt
4139.s5eg(1>680) - TGGATATACGAGGECTTGAT GTCTATCAGGCGCGTTTTGACCAT CT TCGTC TGATTAT TGAGC AR AAT AL TTTATAT GTGGCCGGET TCGTTAATAC GECAACARA TACTT TCTACCGTTT TTCAGATTTT

360 370 380 380 400 410 420 430 440 450 460 470 480
IS N I T T T T T T NN P T T N TN T F T N T PN AT ST SR PR TN PR PR T PR PR TN ST FETEl PN IS

RCACATATATCARTGCCCGGTGTGACAACKRT TTCCATGAC ARC GEAC AGC AGTTATACCACT CTGCAACGT GTCGCAGCGC TEEAACGTTCCGGAA TGUALATCAGTC GTCACTCACTGGTTTCATCATA

HE81416_stule.geg{l=1238) ) geacatatatcattgocoggtgtgacaactat ttocatgacaacggacageagttatacecact ot goaacgt gtegoagoegetggaacgttoeggaatgoaaat cagtogt cactcactggtt teatcata
4139.52eqgi{l>680) b ACARCATATATCAGTGOCCGETETEACA AT CET TTCCATGAC AAC GGAC AGC AGTTATACCACTCT GCA A GT GTCGCAGCGC TGEAR CGTTCCECAA TECA A A TCAGTCGTCACTCAC TGS TTTCATCATA
490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 540 600 610

NN MmN INTT FTTTI FTET FTE T FET Tl P T FETT PR P FETel FET T FETEl FErl STl FTE T FreTl FT TS FEA Tl P T FETel FETTe P Fees
TCTGGCETTAAT GEAGT TCAGT GEGTAATACAA TGACCAGAGATGCATCMAGAGCAGTTCTGOGTT TTGTCACTGT CACAGCAGAAGCCT TACGES TTCAGGC ARATACAGAGAGAAT TTCGT CWGEGCACTGT

X81416_stxle.seqg(1l>1236) —  tctggegttaatggagttcagtggtaatacaatgaccagagatgoatocaagagoagttotgogttttgtoactgtcacageagaagect tacggttoaggeaaatacagagagaat ttegt et ggeactgt
4135 . seqi{l>680) N TCTGGCETTAATGEAGT TCAGT GEGTAATACAA T GACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGOGTT TTGTCACTGT CACAGCAGAAGCCT TACGC TTCAGGC AGA TACAGAGAGAAT TTCGT CAGGCACTGT

620 630 540 650 560 670 580 630 700 710 720 730 740
NN NI T AT NTH T FETT FETE PR TEI FETT PR FEET P FTT Tl FTE TS Pl FETT S P PR TR FET T FETEl PR FET T P el Fre Tl Pl FTA el FEETS

CTGARACTGCTCCTGTE TATACGATGACGCCGGERAGAY GTGEACCT CACTC TGARC TGEEGEEM GAATC AGCAATGTGCTTCC GEAGT AT CEGGEAGAGGMT GGTGT CAGAGTGEEGAGAATAT CCTTTART

X81416_stxle.seqg(l>1236) . ctgaaactgotectgtttatacgatgacgocggaagacgtggacet cactctgaactgggggagaatcagoaatgtgot t ccggagt at cggggagaggot ggt gt cagagtggggagaat at cotttaat
4139.85eqg{1>680) - CTGAAAC TGO TCCTETGTAT ACGATGACGCCGEEAGATCTGEACCT CACTC TGAAC TEEEEEC GAATC AGCARTETGCTT COGGAGT AT CEGEEACGAGEAT GET GTCAGAGTGEEgAGAATAT CCTTTART

750 760 770 780 790

AATATATCAGCGATACTERGTACT GTGGCCGTTATACEgaattgeo

X81416_stx2e.s5eq(l>1236)

e/ aatatatcagogatacttggtactgtggoogttatactgaattgoo
4139.5eqi{l>680) —

AATATATCAGCGATACT GAGTACTGTGGCCGTTATAC

Grafik 21.: Vergleich der Gensequenz des STEC-sda39 aus Schmelztemperaturgruppe 65,9 °C miGdasequenz des Referenzstamms
stx2d: 29 Sequenzunterschiede auf einer Lange von 6893)p % Sequenzhomologie)
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90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
S NN TN T I NI T FETT FET T FETE FETE FETT P T P ST Tl ST T PR Tl FEE TS FEE T FETl FETT FErel FETES Ferrs Frred

gactceaacaaag TTATGTMT CT TCGTTAAATAGT AT ACGEACAGMGAT ATC GACCCCT CT TGAACATATATC TCAGGGRRCY ACATCGETRT CY GTTAT TAAY CAY ACMCCACCRGEMAGT TATWTTRCY G

X81416_stxle.seq(l>1236) = gactcaacaaagttatgtatcttoghttaaatagtatacggacagogatategacooctottgaacatatatoteagggagotacateggtatocogttat taatcat acaccaccaggaagttatatttoog
4139.s8eg(1>680) TTATGTCTCTTCGTTARATAGT AT ACGEACAGAGATATC GACCCCTCT TGAACATATATC TCAGGGEACCACATCGETGT CTGTTAT TRACCACACCCCACCGEGCAGT TATTTTGCTG

l

230 240 250 260 270 280 220 300 310 320 330 340 350
R ST T § FET T FETTE PR PR ST P FEET ST FTE T ST SRR FETT FEETE P PR FETE P FTTE FET T FTE Tl FEETl FEET FEET FEET FEeT

TRGRTAT ACGAGGEE.TTGAT GT Y TATCAGEMGUGTT TTEACCAT CT TCGTC TGAT TAT TGARCRARATAA TTTAT AT GT GG Y GGERT TY GTTAATACGRCAACAAA TAC TTYC TACMGWTI TTTCAGATTTT

HB81416_stx=le.seq(l>1236) —  taggtatacgagggottgatgtttatcaggagogttttgaccatottogtotgattattgasacgasataatttatatgtggetggatttgttaatacgacaacaaatacttoctacagattttoagatttt

4139.s8eg(1>680) - TGEEATATACGAGGGC TTGAT GTCTATCAGGCGCGTTTTGACCAT CT TCGTC TGATTAT TGAGC AR AR TAATT TATAT GTGGC CGGETTC GTTAATACGLECAACARATACTT TC TACCGTTTTTCAGATTTT
360 370 380 380 400 410 420 430 440 450 460 470 480

AT NEERI FEEEE IR R RN NN R R PR RN SRR NI ENE NI AR NI R AR SR ERE RE RN NEETE F R FRE R AN TR P NN PN N FNENE ENENE AR AN ANEN AN NS AN

RCACATATATCARTGCCCGETGTGACAACKRT TTCCATGAC AR GEACAGCAGTTATACCACT CT GCAAC GT GTCGCAGC GU TGEARCGT TG GAA TGCARAT CAGTCGTCACTCACTGETT TCATCATA

X81416_stxle.seqg(l>1236) ) gracatatatcattgocoggtgtgacaactat ttocatgacaacggacageagttataccact ot geaacgt ghogeagegetggaacgt tocggaatgoaaat cagtogt cactcactggtt teatcata

4139 .52eq{l>680) b ACACATATATCAGTGOCCGETETGACARMC GET TTOCATGACAAC GEACAGCAGTTATACCACT CTGCAAC GTGTCGCAGC G TEEAACGTTCOGEAATGCA AR TCAGTCGTCACTCAC TGETTTCATCATA

430 500 510 520 530 540 550 560 570 580 550 500 610
NN MmN INTT FTTTI FTET FTE T FET Tl P T FETT PR P FETel FET T FETEl FErl STl FTE T FreTl FT TS FEA Tl P T FETel FETTe P Fees

TCTGGCGTTAAT GAGT TCAGT GETAATACAA TGAC CAGAGATGCATCMAGAGCAGTT CTGUGTT TTGTCAC TGT CACAGCAGRAGC CT TACGS TTCAGGC ARA TACAGAGAGAAT TTCGT CWGGCAC TGT

H81416_stxle.seq(l>1236) —  totggogttaatggagtteagtggtaatacaatgaccagagatgoatoaagagoagttotgogttttgtoartgt cacagoagaagoct tacggttoaggoaaatacagagagaat ttogt ot ggoactgt
4139.s8eg(1>680) - TCTGECETTAAT GEAGT TCAGT GETAATACAR L GACCAGAGATGCATC CAGAGCAGTTCTGCGTT TTGTCAC TGT CACAGCAGAAGCCT TACGC TTCAGGC AGATACAGAGAGAAT TTCGT CAGGCACTGT

620 630 640 650 660 670 680 680 700 710 720 730 740
NN NI T AT NTH T FETT FETE PR TEI FETT PR FEET P FTT Tl FTE TS Pl FETT S P PR TR FET T FETEl PR FET T P el Fre Tl Pl FTA el FEETS

CTGAAACTGCTCCTGTETATACGATGACGCCGERAGAYGTGGAC CT CACTC TGAAC TELGEEMGAATC AGCAATGTGCTT CCGGAGT AT CoEGEAGAGEMT GGT GT CAGAGTGGEGAGAATATCCTTTART

H81416_stx2e._seq(l=1236)
4139.5eq{1>680)

ctgaaactgotoctgtttatacgatgacgoocggzagacgtggacet cactotgaactgggggagaatcageaatgtget t coggagt at cggggagaggot ggt gt cagagtggggagaatatcotttaat
CTGARACTGCTCCTGTCTATACGATGACGCCGEEAGATGTGGAC CTCACTC TGAAC TCGGEGEC GAATC AGCAATETCCTT CC GEAGTAT COGGGAGAGGAT GEGTGT CAGAGTGGEgAGARTATCCTTTAAT

—
—

750 760 770 780 790

AATATATCAGCGATACTERGTACTGTGGLCGT TATACt gaattgoo

¥81416_stxZe.seq(l»1236) —* aatatatcagogatacttggtactghbggoogttatactgaattgoo
4139 .s5aq{1>680) - AATATATCAGCGATACT GAGTACT GTGECCET TATAC

Grafik 22: Vergleich der Gensequenz des STEC-sda39 aus Schmelztemperaturgruppe 65,9 °C miGdasequenz des Referenzstamms

stx2e: 43 Sequenzunterschiede auf einer Lange von 6893)p ¥ Seugenzhomologie)
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60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
S I TN TN T T P T FTE TS FEET PR FET T FETE PR FETEl FET ST P el FreTl FFE Tl Fra el FE T FErel Feres Frere §

ctattolCRGGAGTTTACGATAGAC TT TTC GACY CAACA ARG TTATGTMTC TTCGT TARAT AGTAT AC GEACAGMGAT ATCGACCCC TCT TGARC AT ATATC TCAGGGRRCY ACAT CGGTRTCY GT

nurstxZ AE0G5174.s5eg{l>1241) —* ctattecoocgggagtitacgatagacttitogacccaacaaagttatgtotottogttaaat agtat acggacagagat at cgacocotot tgaacat atatotocaggggaccacat oggtgtot gt
2315.52qgi{l1>682) coaggagtttacgatagacttttogactcaacaaagttatgtatottogttaaatagtatacggacagogat atcgacooctot tgaacat atatotcagggagetacat cggtatoogt

!

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
R T T I T T AT PR T PR T T PEET PEET PRETE PErT PETT FEETd P P PEEe FETT Sre P e e

TATTAAYCAYACMCCACCRGEIAGT TATWT TECY GTRGRTAT AC GAGGGC T TGATGTY TAT CAGEGC GT T TTGACCATC TTCGTCT GAT TATTGARCRARATAATT TATAT GT GGLYGERTTY GT

nurstx2_AF005174.seqg{1>1241) —* tattaaccacaccocaccgggoagttattttgotgtggatatacgagggottgatgtotatcaggogogttttgacocatettogtotgattattgageanaataatttatatgbggecggottagt
2315.seg(1>682) - tattaatecatacaccaccaggaagttatatttecgtaggtatacgagggettgatgtttatcaggagogttttgaccatettegtoctgattattgaacgaaataatttatatgtggetggatttgt

320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430
I NN N TN T T T N T T N T T T N T NN TN F T ST T T ST T I SRR T PN TS RNl FE TN P P

TAATACGRCAACARATACTTTCTACMGWT TTTCAGAT TTTRCACATATATCARTCCCCGOTGT CACAACKRTT TCCAT GACAACGCACAGCACTTAT ACCAC TC TOC ARCCT GT COCAGCGUTRGRA

nurstxZ_ AE005174.seqg{l>1241) —*  taatacggcaacaaatactttcotaccgtttttcoagattttacacatatatcagtgocoggtgtgacaacggtttocatgacaacggacageagttataccactotgoaacgt gbogoagogotgga
2315.85eq{1>682) b taatacgacaacaaatactttotacagattttocagattttgoacatatatecattgoceggtgt gacaactatt tocat gacaacggacageagttat accactotgoaacgt gt cgoagegotgga

440 450 460 470 480 440 500 510 520 530 540 550 560
NSRRI I N AT I I T T IR P T T IR I A I I I T I N T T

ACGTTCCGGAATGCARAT CAGTCGT CACTCACTGETT TCATCAT ATCTGGLGTTAATGEAGTTCAGTGGTAAT ACAAT GACCAGAGATGC AT CMAGAGCAGT TCTGCGT TTTGT CACTGTCACAGT

nurstx2_ AR005174.seqg{1>1241) —*  acgttcoggaatgeaaatcagtogtcoactcactggtttoatoatatotggegttaatggagttcagtggtaat acaatgaccagagatgeoat ccagageagt totgogttttgtcactgtoacage
2315.5eqi{l>682) - acgttocoggaatgoaaatcagtogtcactcactggttteateatatoetggegttaatggagttcagtggtaat acaat gaccagagatgeat caagagoagt totgeogt tttgt cactgtocacage

570 580 590 600 510 620 630 640 650 560 670 £80
BN AT T T T T FETT FETTE P FETE PR FETE P FEET P FTe Tl FT T FEA Tl FTS T RN Tl FE TS PR FE el FEE T Frrel Frre s

ACGAAGCCTTACGETTCAGGCARATACACACAGAATTT COTCWGGCAC T TC TCARACTGCTCC TETRTATACGAT GACGCCGGRACACGTGGAY CTCACT CTCAAC T GEGEGMGAA TCAGC AATCT

nurstx2_AE005174.s5eqg{1>1241) —*  agaageottacgottcaggeagatacagagagaatttogtoaggeactgtotgaaactgotcotgtgtatacgat gacgocgggagacgt ggacoteact ot gaact gggggogaatoagoaat gt
2315.8eg(1>682) - agaagccocttacggttocaggoaaatacagagagaat ttogtotggeactgtotgaaactgot cotgt ttatacgat gacgooggaagacgtggatcteact ct gaact gggggagaatcagoaat gt

590 700 710 T20 730 740 750 TE0

GCTTCCGGAGT AT CGGGEEAGAGEMT GEGTGT CAGAGTGGEEAGAATATCCTTTAATAATAatatcagogatac

nurstxZ AE0G5174.seqg{l>1241) —* geottecggagtateggggagaggatggtgtoagagtggggagaatatoctttaataatatatcagogatac
2315.82q{1>682) —* gottecggagtatoggggagaggoet ggtgtoagagtggggagaatatcotttaataat

Grafik 23: Vergleich der Gensequenz des STEC-s@3a15 der Schmelztemperaturgruppe 63,3 °C miGagesequenz des Referenzstamms
stx2: 42 Sequenzunterschiede auf einer Lange von 68288(% Sequenzhomologie)
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250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
S NN TN T I NI T FETT FET T FETE FETE FETT P T P ST Tl ST T PR Tl FEE TS FEE T FETl FETT FErel FETES Ferrs Frred

ggtatcotat toCCRGGART TTACGATAGACT TT TCGACTCARC AR MG TTATGTATCT TCGTTAARTAGT AT ACGGACAGMGAT ATCGACCCCTCTT GAACATATATCT CAGGGRREY ACATCGETRTCY G

M55432_stx2c.seq(1>1459) b ggtatcctattecococgggaat ttacgatagact tttogactcaacaaagttatgtat ot tegttaaatagtatacggacagagat atcgaccoct cttgaacatatatot caggggacrcacateggtgtetg
2315.8eg(1>682) - ccaggagtttacgatagacttttogacteaacaaagttatgtatcttogttaaatagtatacggacagegat ategaccoct cttgaacatatatect cagggaget acatoggtatcog
390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 450 500 510

—l—l—l—l@
TTATTARYCAYACHMCCACCRGGMAGT TATWI TR YO TRGRTATACGAGGEC TTGATGT Y TATC AGEMGCETT TTGAC CAT CT TC GTC TGATTAT TGARCRA R AT AR TTTATAT GTGGC YGORT TY GTTART

M539432_stx2c.seqg(l1>1499) = f{tattaacrcacaccoccaccgggoaghtatttbgotghggatatacgagggottgatgtotatecaggogogttttgaccatcttoegtotgattattgagoaaaataatttatatghggoogggttoghtaat
2315.52q{l>682) - ttattaatcatacaccaccaggaagttatatttoogtaggtatacgagggettgatgtttatcaggagegttttgaccat et togtoetgattat tgaacgaaataatttatatgtggotggatttgttaat

520 530 540 550 560 570 580 590 600 510 620 6530 640
IS N I T T T T T T NN P T T N TN T F T N T PN AT ST SR PR TN PR PR T PR PR TN ST FETEl PN IS

ACGRCAACARATACTTTCTACMGW T TT TCACATT TTRCACATATAT CAKTCCCCOG TG TGACAACKRT TTCCATGAC AACCCAC AGC ACTTATACCACTCTGCARCGTCTC GO AGCCC TOGAACG TTCCGE

M58432_stxlo.seq(l>1499) ) acggoaacaaatactttotacogttttteagattttacacatatat cagtgeocoggtgtgacaacggt tt ccatgacaacggacageagt tataccact ot goaacgtgtogeagogoetggaacgttocgg
2315.8eqi{l>682) b acgacaacaaatactttctacagattttocagattttgeacatatatcattgoocoggtgtgacaactat ttcocatgacaacggacagoagttataccact ctgraacgtgtogoageogotggaacgttoogg
650 660 670 680 690 T00 T10 T20 T30 740 750 760 770

NN MmN INTT FTTTI FTET FTE T FET Tl P T FETT PR P FETel FET T FETEl FErl STl FTE T FreTl FT TS FEA Tl P T FETel FETTe P Fees
AATGCARATCAGTCGTCACTCACT GGT TTCAT CATATCT GGCGT TAAT GEGAGT TCAGT GGTAATACAATGACCAGAGATGCATCMAGAGCAGTTCTGCGTT TTGTCACT GTCACAGCAGARAGCCTTACGET

M5%432_stx2c.seqg(1>1499) - aatgoaaatcagtogteact cactggtttoatcatatoctggogt taatggagt teagtggtaatacaatgaccagagatgeatocagagoagttoctgegtt ttgtoact gt cacagoagaagoct tacgot
2315.8=eg{l>682) N aatgoaaatcagtogtoactocactggtttocatcatatotggogttaatggagt toagtggtaatacaatgaccagagatgoatcaagageagttotgegttttgtocact gt cacagragaagoct tacggt

780 750 BOO 810 B20 830 B840 850 860 870 880 830 300
NN NI T AT NTH T FETT FETE PR TEI FETT PR FEET P FTT Tl FTE TS Pl FETT S P PR TR FET T FETEl PR FET T P el Fre Tl Pl FTA el FEETS

TCAGGCARATACAGAGAGAATT TCGTCWGGCACT GTCTGAAACT GC TCCTGTE TAT AC GATGACGUCGGERAGACGTGEAY CTCACTC TGARAC TEGEEEMGAATC AGCAA TEGTGCTT CCGEAGT AT CGGEEA

M5%432_stxlc.s5eqg(1>145%) . toaggragat acagagagaatt tegtcaggeact gt ctgaaact gotoctgtgtat acgatgacgoogggagacgtggacct cactotgaactgguggogaatcagcaatgtgot t coggagt at cgggga
2315.8eg({1>682) - tcaggcaaatacagagagaatttoegtotggoactgtctgaaactgotoctgtttatacgatgacgooggaagacgtggat ctcactotgaactgggggagaatcageaatgtgottcoggagtatcgggga

910 920 930 940 950

GAGEMTGETGTCAGAGT GGEGAGARATATCCTTTARTAATat atcag

M53432_stx2c.seqg(1>1459) — gaggatggtgtcagagtggggagaatatoctttaataatatatceag
2315.8eqgil>682) b gaggotggtgteagagt ggggagaatatectt taataat

Grafik 24: Vergleich der Gensequenz des STEC-is@a15 der Schmelztemperaturgruppe 63,3 °C miGaeisequenz des Referenzstamms
stx2c: 40 Sequenzunterschiede auf einer Lange von 6824p ¥ Sequenzhomologie)
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230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
S NN EIMTnTT TN T ST FETT FEET FET T FETl FET T FETT PR ST FTEl Freel STl FErel FTETS PR FEETl FrE TS FErel FEre Feres ey

teggtatcotatt cCCRGGARTTTACGATAGACT TTTCGACTCARCARAGT TATGTMT CTTCGTTAAA TWGTATACGGACAGMEATATCGACCCCWC TTGRACATATAT CTCAGGGRREYACATCGET

AF043627_stx2d.seqg(1>1470) = tcggtatcctattooogggaztttacgatagacttttogactcaacaaagttatgtoctottogttaaattgtatacggacagasatatogaccocacttgaacatatatctcaggggaccacatoggt
2315.8=eg{lr682) N coaggagtttacgatagacttttogactocaacaaagttatgtatocttogttaaatagtatacggacagegatatogacooctottgaacatatat ct cagggagotacatoggt
360 370 380 350 400 410 420 430 440 450 450 470 4830
i T T PP T P P T T T P P PETEE PEET PR P PP P PR T FT ST MTE PR PEETE P |
ATCYGTTATTARY CAYACMICACCRGEMAGT TATWI TRC Y GTRGRTATACGAGGEC TTGAT GT Y TATC AGEGCSTT TTGACCAT CTTCGTC TGATTAT TCARCRARATAA TTTAT AT GTGGC YGGAT
AF043627_stx2d.seqil>1470) - atctgttattaaccacaccoccacogyggoagttattttgetgtggatatacgagggettgatgtctatcaggogegtt ttgaccat ct tegtoctgattat tgagoaaaat aatttat at gtggeoggat
2315.82qi{lr682) —

atocogttattaatcatacaccaccaggaagttatatttoocgtaggtatacgagggettgatgtttateaggagegttttgaccat et tegtotgattat tgaacgaaataatttatat gtggotggat

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 510
ST T T N T T TN T T T TR F T T PN F T T P FE T P PR P TN N T SR TN AT AT FTE T N AT FRE T T

TYGTTAATACGRCAARCALATACTTTCTACAGATTTTCAGAT TTTGCACATATATCARTGLCCGET GTGACAACTRTT TCCAT GACARCGGACAGCAGTTATACCACTCTGCARCGT GTCGCAGLGCTG

AF043627_stx2d.seqg(1>1470) — tcgttaatacggoaacaaatactttctacagattttoagattttgeacatatatcagtgocoggtgtgacaactgtttocat gacaacggacagecagttataccactot goaacgt gt ogoagogoty
2315.88g(1>682) - ttgttaatacgacaacaaatactttctacagattttocagattttgracatatatcattgoococggtgtgacaactatt tocat gacaacggacageagttataccactot goaacgt gt cgocagogetg
620 630 640 650 560 670 580 630 700 710 720 730 740

M T T P T P PR P P P T T T T P PR PETTE P P P P P T T T e i

GRACGTTCOGGEAATGCARAT CAGTCGT CACTCACTGGTT TCATCAT AT C TGGLGTTAATGGAGT T YAGTGEWAAT RCMAT GACCAGAGATGC AT CHMAGAGCAGT TCTGCGT TTTGT CACTG TCACAGT

AF043627_stx2d.seqil>1470) - gaacgttoccggaatgoaaatcagtogtcactocactggttteatecatatotggogttaatggagtt tagtggaaat goccat gaccagagatgoat ccagagoagt totgogt tttgt cactgtecacage
2315.8eg({1>682) - gaacgttooggaatgoaaatcagtogtcactocactggtttoateatatotggogttaatggagttcagtggtaat acaat gaccagagatgeoat caagageagt totgogt tttgt cactgteacage

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 BE0

AGARRAGCCT TACGGTT CAGGCARATACAGAGAGAATTTCGTCTGGCACTGTC TGARACT GCT CCTGTTTATACGAT GACRC COGAAGAMG TGGAY CTCACWC T GAACTGGEEEAGAATCAGC AR TGT GO

AF043627_stx2d.seq({l>1470) —*  agaagccttacggtteocaggoaaatacagagagaatttegtotggeactgtotgaaactgetcotgtttatacgat gacaccggaagaagtggacctoacact gaactgggggagaatcageaatgt go
2315.52q{l»682) - agaagccttacggttcaggoasatacagagagaatttogtotggocactgtetgaaactgotoctgtttatacgat gacgocggaagacgtggat ctocactot gaactgggggagaatcagoaatgtge

870 880 890 900 910 920 930

TTCCGEAGTWTCGEHFEAGAGES TEETGTCAGAGT GEGEMGAATATCCTTTAATAATat 2t

AF043627_stxZd.seg(l»>1470) — ttooggagtttoggggagaggotggtgteoagagtggggogaatatoctttaataatatate
2315.8eg({1>682) —  ttcocoggagtatoggggagaggotggtgtoagagtggggagaatatectttaataat

Grafik 25:  Vergleich der Gensequenz des STEC-Isolats 2315ad®nelztemperaturgruppe 63,3 °C mit der GenseqilesReferenzstamms
stx2d: 42 Sequenzunterschiede auf einer Lange von 6§33/ % Sequenzhomologie)
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470 480 480 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590
S NN T T T FTTTI FTE T P T FETT FET T FETT FE TS P FETEl ST T Tl FEETl Pl FTeTl FFE TS FEATl PP TS e FETel FET S Fered s

tLoCCRGGARTTTACGATAGACTTT TCGACTCAACARAGTTATGTATC T TCGT TAAAT AGT AT ACGGACAGMRAT AT CRACCCCTCT TGARC AT ATATC TCAGGGRGUTACATCGGTATCY GTTATTA

RISGETEI _stxlg.seq(l=1650] —  ttecogggastttacgatagacttttogactcaacaaagttatgtatottogttazatagtatacggacagazatatogaccoctottgageatatatetoagggggot acatoggtatotgttatta
2315.s5eqgi{l>682) - coaggagtttacgatagacttttogactocaacaaagttatgtatettogttaaatagtat acggacagogatatcgaccoctoct tgaacatatatoctcagggagotacatoggtatoogt tat ta

600 610 6520 630 640 650 660 670 680 690 700 710 Te0
FEEEEEEEEEECCSNNmmmmomsscssssssrsery ey T I T P PR P TR PR PR TR PETEE FPEEE PETEE PEEE FEEE PTEE SR FEET Sreel Pl FrET T Ferd PEees §

ATCATACWCCACCRGEWAGT TATATTTCY GTRGRTATMC GAGGECT TGATRTY TAT SAGEMGEGT TTTGACCATCTTCGTCTGAT TATTGARCRARATAATTTATATGTGGUYGGRTT YGT TAATACG

AJZE678B3_stxZg.seq(l>1650) —* atcatactccaccgggtagttatatttotgtggatatcogagggettgatatotatgaggegegttttgaccatottegtotgattattgagocaaaataatttatatgtggecgggttogttaatacg

2315.5eq{l>682) - atcatacaccaccaggaagttatattteogtaggtatacgagggottgatgtttatcaggagogttttgaccatettegtctgat tatt gaacgaaataatttatatgtggetggatt tgt taatacy
730 740 750 760 770 T80 T80 800 810 820 830 840 850

AT FEENA N R RN R AN RN TR NN AR ARE NI ERENI ERERE RN FAERE FEENE AR AT FR AT FE AN FN AN RN AR RN AR NI AN R RN FEETE FE NN F RN TS PN

RCMACARATACTT TCTACHMGWT TTTCAGATTT TRCACATATATCAR TGCCCGETGTGACAACTRT TTCCATGACAAC GEACAGCAGT TATACCACKC TGCAACGTCTCGCAGCGITGEAACGT TCCGS

AJ9667T83_stx2g.seqg(1>1650) —* gocacaaatactttctaccgtttttcagattttacacatatatcagtgocoggtgtgacaactgtttocatgacaacggacageagttataccacgetgoaacgtgtogoageget ggaacgttoogg

2315.8eqil>682) b acaacaaatactttotacagattttoagattttgoacatatatecat tgocoggtgtgacaact at ttocatgacaacggacageoagt tataccact ctgoaacgtgtogoagegot ggaacgt toogg

860 870 880 8490 900 910 920 930 940 950 960 970 980
Ny N NMTHI NTETITETTI PR FETT FETE PR T P ST el ST FEr Tl FEE T P AT FETTl FETTS FETTl FETEl FTE FETel FEres Frewd Freed Frees iy

AATGCAMTCAGT CGTCACT CACTGGT TTCAT CATAT CTGGCET TAATGGAGT TCAGT GGT AATACAA TGACC AGAGATGCATCMAGAGCAGTTCTGCG TTT TG TCACT GT YACAGCAGALGC CTTAC

AJUEETB3 _stulg.seq(l>1650) —*  aatgcasatcagtcogtoactcactggttteatcatatcotggegttaatggagtteagtggtaatacaatgaccagagatgeatecagageagttctgogttttgtcact gt tacageagaagoct t ac
2315.52qg{1>682) . aatgoaaatcagtogtoactcactggtttocatcatatctggogt taatggagt tcagt ggtaatacaatgaccagagatgoatcaagagoagttctgogttttgtcact gt cacagragaagoot tac
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1080 1100

GGTTCAGGCAART ACAGAGAGAATTTCGTCTGECACT GTCTGARAC TGC TCCTGT T TATAC GATGACGLC GEAAGAC GTGEAYCTCACT CTGAACTGGEGEAGAAT CAGCAATGTGCT TCCGGAGT AT

AJ966783_stxl2g.seq(l>1650) —_ ggttcaggraaatacagagagaatt tegtctggeoactgtctgaaactgotooctgtttatacgatgacgooggaagacgtggacctcact ctgaactgggggagaat cagecaatgtget tecggagtat
2315.88g{1>682) - ggttoaggocaaatacagagagaatttogtoctggoact gt et gaaactgotoctgtttatacgatgacgooggaagacgtggatctcact ctgaactgggggagaat cagocaatgtgot teoggagt at
1110 1120 1130 1140 1150 1180

COGEGACAGGMTRGTGT CAGAGTGOOCACARTATCCTTTAATAATatatca

AJ966783_stx2g.s5eq(l>1650) — cggggagaggatagtgtcagagtggggagaatatoctttaataatatatea
2315. seg(l>»682) —* cggggagaggcotggtgteagagtggggagaatatectttaatast

Grafik 26: Vergleich der Gensequenz des STEC-Is@atl5 der Schmelztemperaturgruppe 63,3 °C mit des&@juenz des Referenzstamms
stx2e: 2 Sequenzunterschiede auf einer Lange von 6§2%@ % Sequenzhomologie)
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Grafik 27:

10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100
1 L L L L L L 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 L
consensus TGTTAGCTCAGCCGGACAGAGCAAT TGCCTTCTAAGCAATCGGTCACTGGTTCGAATCCAGTACAACGCGCCACACTTATTTTCCCGGGCTCGCTTTTGCGE
L193 stx2.seq(l>1300) —  TGTTAGCTCAGUCGGACAGAGCAATTGCCTTCTAAGCAATCGGTCACTGETTCGAATCCAGTACAACGCGCCACACTTATTTITCCCGGECTCGCTTT TGLGE
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

I I T S T S TN T T T T T T T [N T N [ T N T T T T N T T N T T T T T T N N T N T T T T T O U T T S M T U M O U S TI J N H H JO T T TH  TO
consensus GCCTTTTTTATATCTGCGCCGGGTCTGGTGCTGAT TACTTCAGCCARAAGGAACACCTGTATATGRAAGTGTATATTATTTAAATGGGTACTGTGCCTGTTAC
L193 stx2.s5eq(1>1300) —™ GCCTTTTTTATATCTGCGCCGGGTCTGGTGCTGAT TACTTCAGCCARAAGGAACACCTGTATATGAAGTGTATATTATTTAAATGGGTACTGTGCCTGT TAC
AY443054_v_deBasts.seq(l>1241) S atgaagtgtatattatttaaatgggtactgtgcctgttac

210 220 230 240 250 260 270 280 280 300

| T S T U N T T T T T T T N T T T [ T T N N T T N T O T TN N M T T T T T T T N T M M T T T T T T T O T I T T T T T T T T S O T NI T M T T T T [N T
consensus TGGGTTTTTCTTCGGTATCCTATTCCCGGGAGTTTACGATAGACT TTTCGACCCAACAAAGTTATGTCTCTTCGTTARATAGTATACGGACAGAGATATCGA
L193 stx2.s5eq(1>1300) —* TGGGTTTTTCTTCGGTATCCTATTCCCGGGAGTTTACGATAGACT TTTCGACCCAACAAAGTTATGTCTCTTICGTTRAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
AY443054_v_deBaets.seq(l>1241) —* tgggtttttcttcggtatcctattccecgggagtttacgatagacttttegacccaacaaagttatgtcteottecgttaaatagtatacggacagagatatega
1013.seg(1>686) —' TCCCGGGAGTTITACGATAGACT TTTCGACCCAACAAAGTTATGTICTCTTCGTTAAATAGTATACGCGACAGAGATATCGA
5860.s5eq(1>727) — AGTTTACGATAGACT TTTCGACCCAACAARGTTATGTCTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
84-16.5eq(1>520) — GATAGACTTTTCGACCCAACAAAGTTATGTCTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
84-1%.3eg(1>520) — CCCAACAAAGTTATGTCTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
99-1%._seqg(1>512) —_ AACAAAGTTATGTICTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
14765.s5eqg(1>6530) — AGTTATGTCTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
9660.5eq(1>6l6) — GTTATGTCTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
7030.seq(1>5386) b TTATGTCTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
4139.s5eq(1>694) — TTATGTCTCTTCGTTRARATAGTATACGGACAGAGATATCGA
84-15.5eq(1>495) S TATGTCTCTTCGTTRAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
14546.52g(1>485) —_ TATGTCTCTTCGTTAAATAGTATACCGACAGAGATATCGA
5857.seq(l>689) —_ GTCTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGA
83947.s5eq(1>523) — TTCGTTAAATAGCTATACCGACAGAGATATCGA
1212-6.s5eq(1>450) s AGTATACGGACAGAGATATCGA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

PO T N T T N T T T O T N T T T N T T N T N A N N T T T T O T O T U O T U N IV W N O T T O T T T T O O T N T [ BN 1
consensus CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTIGTCTGTTAT TAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTITGCTGTGGATATACGAGGGCT TGATGTCT
L193 stx2.s5eq(1>1300) — CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCT
AY443054_v_deBaets.seq(1>1241) —+ cccctcttgaacatatatctcaggggaccacatcggtgtctgttattaaccacaccccaccgggcagttattttgeotgtggatatacgagggcttgatgtet
1013.seq(1>688) — CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGETGTCTGTTATTAACCACAC CCCACCGEGGECAGTTATTITTGCTGTGGATATACGAGEGCTTGATGTCT
5860.s5eq(1>727) — CCCCTCTTGRACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCT
84-16.seq(1»520) “— CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGECAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCT TGATGTCT
84-1%.5eg(1>520) *— CCCCTCTTGARACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACAC CCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCT TGATGTCT
99-19.seq(1>512) — CCOCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACAC CCCACCEGGECAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGEGCTTGATGTCT
14765.seq(1>690) — CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCT
9600.seq(1>6l06) —* CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTITTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCT
7030.5eq(1>5386) — CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTETCTGTTATTAACCACAC CCCACCEGECAGTTATTTTGCTGTGCATATACGAGEGCTTGATGTOT
4139.s5eq(1>694) —" CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTOT
84-15_seq(1»455) —+ CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACAC CCCACCGEGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGEGCT TGATGTCT
14546.5eq(1>495) —* CCCCTCTTGRACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTARAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCT
5857.seq(1>689) —* CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGIGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGEGCAGTTATTIITGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCT
8947.5eq(1>523) —+ CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTITTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCT
1212-6.s5eq(1>490) — CCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCT
180-7.s5eq(1>398) — CCCTCTTGRACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTAT TAACCACAC CCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCT TGATGTCT
16077.seq(1>5%0) —_ CGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCT TGATGTCT
5320.seq(1>724) — CAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCT TGATGTCT

—

180-12.seq(1>640)

GATGTCT

al. (2004); Accession-Nr. AY443054
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410 420 430 440 450 460 470 480 450 500 510

consensus

ATCAGGCGCGEI TTTGACCATCTTCGICIGATTATTGAGCARAATAATTTATATGTGGCCGEEITCGTTAATACGGCAACAAATACTTTCTACCGTTTTTCAG

L193 stx2.seq(1>1300)
AY443054_v_deBaets.seq(1>1241)
1013.seg (1>686)
5860.seqg(1>727)
84-16.52q(1>520)
84-19.5eq(1>520)
99-19.seq(1>512)
14765.352q(1>690)
9660.seg(l1>616)
7030.s5eg(1>536)
4139.seg(l>€94)
84-15.s5eq (1>493)
14546.s5eq(1>495)
5857.3eg(1>689)
B947.s5eq(1>523)
1212-6.s5eq(1>49%0)
180-7.seq(1>398)
16077.seq(1>590)
5320.seg{(1>724)
180-12.s5eqg(1>640)

LEITLELELer el

ATCAGGUCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCAAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTTCAG
atcaggcgcgttttgaccatcttecgtctgattattgagcaaaataatttatatgtggcecgggttecgttaatacggcaacaaatactttectaccgtttttcag
ATCAGGECGCEI I TTGACCATCTICGTCIGAT TAT I GAGCARAATAATTTATATGTGGCCEEGETTCETTAATACGGCAACAAATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTAT TGAGCARARRTAATTTATATGTGGCCGGGTITCGTTAATACGGCRAACARATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCARAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACADATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCEI T TTGACCATCTICGTCTIGAT TAT I GAGCARAATAATTTATATGTGGCCGEETTCGTTAATACGGCAACAAATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCAAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTTCAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTAT TGAGCAAARTAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTITTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCAAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTTCAG
ATCAGGUCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCAAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTTCAG
ATCAGGCGCGTITTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCARAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACAAATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCEI I TTGACCATCTTCGTCTIGAT TAT I GAGCARAATAATTTATATGTGGCCGEGETTCGTTAATACGGCAACAAATACTTTCTACCGTTTTTCAG
ATCRAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCARRRTAATTTATATGTGGCCGGGTITCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCARAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCAARRTAATTTATATGTGGCCGGGTITCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCRAARRTAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCRAACARATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCAAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACAAATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCAAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTT CAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCARAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACARATACTTTCTACCGTTTTTCAG
ATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCARAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACAAATACTTTCTACCGTTTTT CAG

520 530 540 550 560 570 580 280 %00 610

consensus

ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAR

L193 stx2.seq(1>1300)
AY443054 v deBaets.seg(1>1241)
1013.5eg(1>686)
5860.5eq(1>727)
84-16.s5eq(1>520)
84-19.5=2q(1>520)
99-19.5eq(1>512)
14765_seq(1>690)
9660.s5eqg(1>616)
7030.seg(1>536)
4139.5eqg(1>694)
84-15.5=2q(1>493)
14546.5eq(1>495)
5857 .seqg(1>689)
8947.5eq(1l>523)
1212-6.seq (1>490)
180-7.s5eq(1>398)
16077.5=2g(1>590)
5320.seqg(1>724)
180-12.seq(1>640)
84-12.5=2q(1>481)

PELETELIELERLLeTrii

ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
attttacacatatatcagtgccocggtgtgacaacggtttccatgacaacggacagecagttataccacteotgeaacgtgteogocagegetggaacgtteeggaa
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAR
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAR
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTIGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCRAACGTGTCGCAGCGCTGGRAACGTTCCGGAR
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAR
ATTTTACACATIATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAR
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATIATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA
ATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAACGGTTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA

ATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAA

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710

consensus

TGCAAATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG

L193 stx2.s58q(1>1300)

AY443054 v deBaets.seq(l1>1241)
1013.s5eq(1>686)
S860.seq(1>727)
84-16.s5eq(1>520)
84-19%.seq(1>»520)
99-19.seq(1>512)

Fortsetzung Grafik 27

ITTilll

TGCAAATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
tgcaaatcagtcgtcactcactggttitcatcatatctggecgttaatggagttcagtggtaatacaatgaccagagatgcateccagageagttetgegttttg
TGCRARATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATAT CTGGCGTTARTGGAGT TCAGTGGTARTACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCAAATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCARATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCARATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTARTGGAGT TCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCAAATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
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620 630 640 650 660 670 680 680 700 710

consensus

TGCAAATCAGTCGTICACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG

14765.5eq (1>690)
9660.seqg(1>616)
7030.5eq(1l>5306)
4139.5eq(1>694)
84-15.seq(1>»495)
14546.52q(1>493)
5857.seq(1>689)
8947 .seq(1>523)
1212-6.s5eq(1>49%0)
180-7.s5eq(1>398)
16077.seq (1>590)
5320.3eq(1>724)
180-12.seq(1>640)
84-12.seq(1>481)
1877-22.s5eq(1>424)

PELLLTLLLLELLL]

TGCAAAT CAGTCGTCACTCACTGGTTTCAT CATATCTIGGCCTI TAATGEAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTITTG
TGCAAATCAGTCGTICACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCAAATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACARALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCAAATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTIGGCGTI TAATGGAGT TCAGTGGTAATACAALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCARATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGT TAATGGAGTTCAGTGGETAATACAALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCARATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCAAATCAGTCGTI CACTCACTGGTTTCATCATATCTIGGCET TAATGGAGT TCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTITTG
TGCARAATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCRRATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTRATACARATLGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCAAAT CAGTCGTCACTCACTGGTTICATCATATCTIGGCGTI TAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTC
TGCARATCAGTCGICACTCACTGGTTTCATCATATCTIGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCARATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACRALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCAARATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TGCARATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAALGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTG
TCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATCTGGCGTTAATGGAGT TCAGTGGTAATACARATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTITTTG

720 730 740 750 760 770 780 790 800 810

consensus

TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGRATTTICGTCAGGCACTGTCTGAARCTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG

L193 stx2.s5eq(1>1300)
AY443054_v_deBaets.seq(1>1241)
1013.seq(1>686)
5860.s5eq(1>727)
84-16.5eq(1>520)
84-19%.s5eq(1>520)
95-19.seq(1>»512)
14765.5eqg(1>690)
9660.seq(1>616)
7030.s5eq(1>536)
4138.5egq(1>c094)
84-15.5eq(1>495)
14546.seq(1»495)
5857.5eq(1>689)
8947.seq(1>523)
1212-6.s5eq(1>450)
16077.5eq(1>590)
5320.s5eq(1>724)
180-12.5eq(1>640)
84-12.s5eq(1>481)
1877-22.seq(1>424)

LLELLELLEErrbeerrl il

TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG
tcactgtcacagrcagaagccttacgecttcaggecagatacagagagaatttcgtecaggecactgtectgaaactgectecctgtgtatacgatgacgeccgggagatyg
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGG CAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGRAATTTCGTCAGGCACTGTCTGRAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGARA
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACT
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGC CTTACGC T TCAGG CAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCEGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGA
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAR

TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAR
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGARATTTCGTCAGGCACTGTCTGRAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTAT
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCAC
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGRAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCEGGAGATG
TCACTGTCRACAGCAGRAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGRATTTCGTCAGGCACTGTCTGRAACTGCTCCTCGTGTATACGATCGACGCCGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGARTTTCGTCAGGCACTGTCTGRARACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG
TCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTGTATACGATGACGCCGGGAGATG

820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

consensus

TGGACCTCACTCTGAACTGGGGGCGAATCAGCRAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGGAGAATATCCTTTAATAATATATCAG

L1593 stx2.s8eq(l>1300)
AY443054 v deBaets.seq(l1>13241)
1013.seq(1>686)
9860.3eq(1>727)
14765.seq (1>690)
9660.seq(1>616)
4138.5egq(1l>c94)
5857.seq(1>689)
16077.seq(1>550)
5320.seq(1>724)
180-12.seq(1>640)
84-12.seq(1>481)

Fortsetzung Grafik 27

LLLELLTLLTL

TGGACCTCACTCTGAACTGGGGGCCGAATCAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGCGATGCTGTCAGASTGGGgAGAATATCCTTTAATAATATATCAG
tggacctecacteotgaactgggggcgaatcagcaatgtgettecggagtatcggggagaggatggtgrecagagtggggagaatatcetttaataatatateag
TGGACCTCACTCTGAACTGGGGGCGAAT CAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGGAGAATATCCTT TAATARTAT
TGGACCTCACTCTGAACTGGGGGCGAAT CAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGgAGAATATCCTTTAATAATATATCAG
TGGACCTCACTCTGAACTGGGGGCGAAT CAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGGAGAATATCCTT TAATAATATATCAG
TGGACCTCACTCTGAACTGGGEGGCGAATCAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGE

TGGACCTCACTCTGAACTGGGGGCGAAT CAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGgAGAATATCCTTTAATAATATATCAG
TEGACCTCACTCIGAACTGEGGECEAAT CAGCAATGTGCTICCGGAGTATCGEGCAGAGGATGETGTCAGAGTGGEYAGAATATCCTTTAATAATATATCAG
TGGACCTCACTCTGAACTGGGGGCGAAT CAGCRAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGYQAGAATATCCTT TAATAATATATCAG
TGGACCTCACTCTGRAACTGGGGGCGAATCAGCRAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGgAGAATATCCTTTAATAATATATCAG
TGEGACCTCACTCIGAACTGGGEGGCEAAT CAGCAATGTGC T ICCGGAGTATCGGEGEAGAGGATGE TG TCAGAGTGGGYAGAATATCCTTTAATAATATATCAG
TGGACCTCACTCTGRAACTGGGGGCGAATCAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGYAGAATATCCTTTAATAATATATCAG
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AY443054 v deBaets.seg(l>1241)

Fortsetzung Grafik 27

KAPITEL 8 ANHANG
820 830 840 850 8c0 870 880 890 500 810

PRI W T S SN T N N SN U TN T T W S T W WA U U T U NN TN T T T TN TN S [N U T U W W T W U ST S W WO TN SN [N S T ST U ST T WO U ST T T N UNNUN SO T U TN S T N SNUNT SN NS T ST N RN
consensus TGGACCTCACTCTGRAACTGGGGGCGAAT CAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGGAGAATATCCTTTAATAATATATCAG
1877-22.5eqg(1>424) —  TGGACCTCACTCTGAACTGGGGGCGAATCAGCAATGTGCT TCCGGAGTATCGGGGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGGAGARTATCCTTTAATAATATATCAG

920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020

S IR IR | IR | IR | i I | IR | I Wit | IR ARl I | | I | I (| I Nt | P |
consensus CGATRCTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGRAATTGCCATCATCAGGGGGCGCGTTCTGTTCGCGCCGTGARATGAAGAGAGTCARCCRAGRAATGTCAGATRAACTG
L133 stx2.seq(1>1300) —  CGATACTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCATCATCAGGGGGCGCGTTCTGTTCECGCCGTGAATGARMGAGAGTCAACCAGAATGTCAGATAACTG
AY443054 v deBaets.seq(l>1241) ) cgatactgagtactgtggccgttatactgaattgccatcatcagggggeogegttectgttcgeocgeocgtgaatgaagagagtcaaccagaatgtcagataactg
5860.s5eq(1>727) —  CCGATACTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCATCATCA
14765.5eq(1>690) . CGATACTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGC
4139.5eg(l>694) _ CGATACTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCcATCAT
5857.s5eq(1>689) —  CGATACTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCATCA
1€077.5eq(1>590) ) CGATACTGAGTACTIGTGGCCGTTATACTGAATTGCCAT
5320.s5eq(1>724) —  CGATACTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCATCATCAGGGGGCGCGTTCTGTTCECGCCGTGAATGARMGAGAGTCAACCAGAATGTCAGATAACTG
180-12.5eq(1>640) ) CGATACTGAGTRACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCATCATCAGGGGGCGCGTTCTGTTCGCGCCGTGARTGARGAGAGTCAACCAGRAATGTCAGATRACTG
84-12.s5eq(1>481) —  CGATACTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCATCATCAGGGGGCGCGTTCTGTTCEGCCGCCEGTGAATGARGAGAGTCAACCAGAATGTCACGATARCTG
1877-22.5eq(1>424) — CGATACTGAGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCcATCATCAGGGGGCGCGTTCTGTTCGCGCCGTGAATGARGAGAGTCAACCAGAATGTCAGATRAACTG

1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
consensus GCGACRAGGCCCGTTATAAAMATARACAATACATTATGGGAARGTAATACAGCAGCAGCGTTTCTGAACAGAAAGTCACAGTTTTTATATACANCGGGTAMAT
L193 stx2.s5eq(1>1300) ) GCGACRGGCCCGTTATARARAATARAACAATACATTATGGGAARGTAATACAGCAGCAGCGTITTCTGAACAGAAAGTCACAGTTTTTATATACRACGGGTABAT
AY443054_v_deBaets.seq(1>1241) ) gcgacaggccegttataaaaataaacaatacattatgggaaagtaatacagcageagegtttcetgaacagaaagtcacagtttttatatacaacgggtaaat
5320.5eg(1>724) b GCGACAGGCCCGTTATARAARATAAACAATACATTATGGGAAAGTAATACAGCAGCAGCGTITTCTGAACAGAAAG
180-12.5eg(1>640) - GCGACAGGCCCGTTATARRRA
84-12. Eeq (1>481) - GCGACAGGCCCGTTATARAARATAAACAATAC
1877-22.5eq (1>424) —  GCGACAGGCCCGTTATAARAAT
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220

PO R T T T [N AT W N T T TN W N T T TN T N T O N T O T A N O W T W N O TN VAT W T T N T W T O N T T T T N T T N O Y W T U WO WO N NN O W TN W N WO WO T T W N O W TN N A WO AN T W AN N BN
consensus AAAGGAGTTAACTATGAAGAAGATGTTTATGGCGGTTTTATTTGCATTGGTTTCTGT TAATGCAATGGCGGCGGATTGTGCTARAGGTAARATTGAGTTTTC
L1883 stx2.seq(1>1300) - AAAGGAGTTAAGTATGAAGAAGATGTTTATGGCGGTTTTATTTGCATTGGTTTCTGTTAATGCAATGGCGGCGGATTGTGCTARAAGGTAAAATTGAGTTTTC
AY443054_v_deBaets.seq(1>1241) — aaaggagttaagtatgaagaagatgtttatggecggttttatttgoattggtttetgttaatgcaatggeggecggattgtgetaaaggtaaaattgagtttte

1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320

| IR T T T [N T T T [ N TN M N T T T N T T TN N T N N W [T W W T N T T TN N N TN N TN N [N T N T T W T T T T T T T T T [N T T T T T T T T N T N O T N T T T N T T T T AN S Y N (O O SO O '
CONSensus CAAGTATAATGAGGATGACACATTTACAGTGAAGGT TGACGGGAAAGAATACTGGACCAGTCGCTGGAATCTGCAACCgttactygcaaagtgetcagetygac
L193 stx2.seg(1>1300) —  CAAGTATAATGAGGATGACACATTTACAGTGAAGGTTGACGGGABAGAATACTGGACCAGTCGCTGGAATCTGCAA
AY443054_v_deBaets.seq(1>1241) — caagtataatgaggatgacacatttacagtgaaggttgacgggaaagaatactggaccagtcgotggaatctgcaacegttactgcaaagtgetcagetgac

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

PRI T T SN T T T N N T T T T T T T I T N T N WO T T N T T T VN T T N N T T T N T T T W O T T T [ T T T N T T T T T T W O T B M A |

consensus aggaatgactgtcacaatcaaateccagtacctgtgaatcaggetecggatttgetgaagtgecagtttaataatgactga
—

aggaatgactgtcacaatcaaatccagtacctgtgaatcaggetocggatttgotgaagtgocagtttaataatgactga
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Grafik 28:

10 20 30 40 50 e0 70 80 so 100
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
consensus ataacagggttgttggtgcggggttcgagtecctggatggcggtecattatctgecatcatgegttgrtagetcagteggacagagcaattgeettctaagecaa
AJ313016 V Reischl.seq(1>1509) — ataacagggttgttggtgeggggttegagtecctggatggeggtecattatetgecatecatgegttgttagetecagteggacagagcaattgecttetaagecaa
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
L 1 1 L 1 1 1 1 L 1 1 L 1 1 1 1 L 1 1 L
consensus tcggtcactggttegaatacagtacaacgegecacacttattttecctggoctaegettetgegggecttttttgtatctgegeegggtotggtactgattacet
AJ313016 V Reischl.seq(1>1509) —_ tcggtcactggttegaateccagtacaacgegeoccacacttatttteoectggetegettetgegggettttttgtatetgegecgggtetggtactgattacet
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
[EEETE R TR FEEEE FNEEE FEEEE FE T PEEEE FREEE PR TE AEEEE FEEEE SN EE FEETE T R EE S RS NS NN TS N |
consensus tagccaaaaggaatatatgtatatgaagtgtatattgttaaagtggatactgtgcctgttactgggtttttecttecggtatcctattcCCAGGAGTTTACGAT
AJ213016 V Reischl.seq(1>1509) — tagccaaaaggaatatatgtatatgaagtgtatattgttaaagtggatactgtgeoctgttactgggtttttottoggtatectattocccaggagtttacgat
2315.seqg(1>682) — ccaggagtttacgat
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
1 1 1 I 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
consensus AGACTTITCGACT CARACAAAGTTATGTATCTITCGT TAAATAGTATACGGACAGCGATATCGACCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGAGCTACATCGGTATC
AJ313016 V Reischl.seq(1>1509) - agacttttcgactcaacaaagttatgtatcttcgttaaatagtatacggacagegatatocgaccooctottgaacatatatoctocagggagetacatoggtate
2315.seg(1>682) — agacttttcgactcaacaaagttatgtatcttcgttaaatagtatacggacagcgatatcgacccctcttgaacatatatctcagggagctacatcggtate
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510
TR FEEEE AEEEE FEE Tl AR FE R AT RN EEE NN R T AT NN NN TS NS RN E S T R AN TR NN
consensus CGTTATIAATCATACACCACCAGGAAGT TAT AT TTCCGTAGGTATACGAGGGECTIGATGTTTATCAGGAGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTIATTGAACG
AJ313016_V Reischl.seq(1>1509) — cgttattaatcatacaccaccaggaagttatatttccgtaggtatacgagggocttgatgtttatcaggagogttttgaccatcttegtotgattattgaacyg
2315.seg(1>682) — cgttattaatcatacaccaccaggaagttatatttccgtaggtatacgagggcocttgatgtttatcaggagecgbtttgaccatcttcgtctgattattgaacy
520 530 5440 550 560 570 580 580 600 610
PO T [N T T T T T T T T T M T T T T A T T T T T T N N [ T T T T T N T U M T T T T N T T T T T U N B B T T T A B B Y
consensus ARATAATTTATATGTGGCTGGATTITGTTAATACGACAACAAATACTTTCTACAGATTTTCAGATTTTGCACATATATCATTGCCCGGTGTGACAACTATTTC
AJ313016_V_Rei5chl.5eq(1>1509) — aaataatttatatgtggctggatttgttaatacgacaacaaatactttctacagattttcagattttgcacatatatcattgeocccggtgtgacaactattte
2315.seq(1>682) - aaataatttatatgtggctggatttgttaatacgacaacaaatactttctacagattttcagattttgcacatatatcattgcccggtgtgacaactattte
620 630 640 650 660 670 680 690 700 710
cal il bl aaa b il v v wabvvaa bvana o ba v b bvnnn buwna bvnwa b v nv v bn v bvnna e w i a bawna laaas
consensus CATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTCGCAGCGCTGGAACGTTCCGGAATGCARATCAGTCGTCACTCACTGEGTTTCATCATATCTGGEC
AJ313016 V Reischl.seq(1>1509) — catgacaacggacagcagttataccactctgcaacgtgtcgecagecgctggaacgttceggaatgcaaatcagtcgtecactcactggtttcatecatatetgge
2315.seq(1>682) — catgacaacggacagcagttataccactetgraacgtgtogoagegotggaacgttocggaatgocaaatcagtogteactocactggttitecateatatetgge
720 730 740 750 760 170 780 790 800 810
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 L 1 1
consensus GTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCAAGAGCAGTTCTGCGTTTTGTCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGGTTCAGGCARATACA
RJ313016_V_Reischl.seq(1>1509) — gttaatggagttcagtggtaatacaatgaccagagatgcatcaagagcagttotgeogttttgtcactgtcacagocagaagecttacggttcaggcaaataca
2315.seg(l>682) — Jgttaatggagttcagtggtaatacaatgaccagagatgcatcaagageagttetgogttttgtcactgtecacagecagaageettacggttecaggecaaataca
820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1 1 1 ] 1 1 ] 1 1 ] 1 1 1 1 ] 1 1 1 1
consensus GAGAGAATTTCGTCTGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTTITATACGATGACGCCGGAAGACGTGGATCTCACTCTGAACTGGGGGAGAATCAGCAATGTGCT
2;%%3016TY_§§%fChl-Seq(1>1509) - gagagaatttcgtctggcactgtctgaaactgctoctgtttatacgatgacgoccggaagacgtggatctcactectgaactgggggagaatcagcaatgtgct
.seg{l> —

gagagaatttcgtctggcactgtctgaaactgotoctgtttatacgatgacgoccggaagacgtggatctcactctgaactgggggagaatcagcaatgrget

Reischl et al. (2002); Accession-Nr.: AJ313016
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920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020
T i lees sl M N N B A I BT B AP IR I AP BN I

TCCGGAGTATCGGGGAGAGGCTGGTGTCAGAGTGGGGAGAATATCCTTTAATAATatatcagcgatacttggtactgtggcecgttatactgaattgccatca

consensus

AJ313016_V_Reischl.seq(1>1509) — tccggagtatcggggagaggctggtgtcagagtggggagaatatcctttaataatatatcagcgatacttggtactgtggeccgttatactgaattgeccatca
2315.seq(1>682) — tccggagtatcggggagaggctggtgtcagagtggggagaatatcctttaataat

Fortsetzung Grafik 28
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9. Abkurzungsverzeichnis

A Adenosin

AGEV Akademie fir Gesundheit, Ern&dhrung und Verbheuschutz

ALTS Arbeitskreis der auf dem Gebiet der Lebensthiitgiene tatigen
Sachverstandigen

bp Basenpaar

C Cytosin

CHO-Zellen Ovarzellen des chinesischen Hamsters

Da Dalton

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

dsDNA doppelstrangige DNA

dTTP Desoxythymidintriphosphat

DVG Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft

E Energie

E. coli Escherichia coli

eae E. coli attaching and effacing-Gen

EG Européische Gemeinschaft

EHEC Enterohamorrhagisclischericha coli

ELISA Enzyme-linked-immunosorbent-Assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

FL Fluoreszein

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

G Guanin

Ghs Globotriosylceramid

Ghy Globotetraosylceramid

HelLa-Zellen  Zellkulturlinie gewonnen aus ZervixkarzinomzellererdPatientin Frau
Henrietta Lacks

HEp-2-Zellen Mit HelLa-Zellen kontaminierte Zelllinie, die ursprglich auf eine aus
einem humanen Larynxkarzinom gewonnene Linie zwgéfikhrt wurde

HUS Hamolytisch-Uramisches Syndrom

IfSG Infektionsschutzgesetz

- 96 -



KAPITEL 9

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

kb

KbE
LC
LGL
LM

n.b.
NCBI
NRZ
NTEC
ow
PCR
Ph

Red 640
Red 705
RKI
RNA
rRNA
S

SLT
SLTEC
STEC
Stx (stx)
T

Tab
Taq

Tm
tRNS
TW

uv

VT
VTEC
WA
Y-1-Zellen
ZNS

Kilobasen
Koloniebildende Einheiten
Lightcyclef®
Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsichiér
Lebensmittel
nicht bekannt
National Centre for Biotechnology Information
Nationales Referenzzentrum
Nekrotoxisché. coli
Oberflachenwasser
Polymerasekettenreaktion
Phosphat
Rot 640-N-Hydroxy-Succinimid-Ester
Rot 705-Phosphoramidit
Robert Koch-Institut
Ribonukleinsaure
ribosomale Ribonukleinsaure
Seite
Shigalike-Toxin
Shigalike-ToxinbildendE. coli
Shigatoxinbildendg. coli
Shigatoxin (kursiv: Genbezeichnung)
Thymidin
Tabelle
Thermus aquaticus
Schmelztemperatur
transfer-Ribonukleinsaure
Trinkwasser
Ultraviolett
Verotoxin
Verotoxinbildendd=scherichia coli
Wasser
adrenale Mauszelllinie

Zentrales Nervensystem
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10.

Bild 1
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
Grafik
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Grafik 9
Grafik 10

Grafik 11

Grafik 12

Grafik 13

Grafik 14

Grafik 15

Grafik 16

Grafik 17
Grafik 18

Grafik 19

Abbildungsverzeichnis

Theodor Escherich aus www.wikipediaalggerufen am 29.06.2008

Shigatoxin schematisch

Modell der Toxinaufnahme und des Toxintransports

Karte eines integrierten Bakteriophagen

Erzeugung der Fluoreszenzsignale mit Hybridisiessngden
Vorgehensweise in der vorliegenden Studie

Lage der Primer und Sonden fiir Shigatoxingruppe 1
Hybridierungsbereiche der Sonden STEC-I HP1 uAd&GIl HP2 fur
Shigatoxingruppe 1s(x1, stx1c, stx1d)

Lage der Primer und Sonden fir Shigatoxingruppe 2
Hybridisierungsbereiche der Sonden STEEHP1 und STEC-II HP2 in
Shigatoxingruppe (x2, stx2c, stx2d, stx2e)

Verteilung der beiden Toxingruppen in démtersuchungsmatrizes
Feintypisierung der STEC-Isolate: Shigatgruppe 1(stx1, stxlc, stx1d)
Feintypisierung der STEC-Isolate: Shigaigruppe 2 (stx2, stx2c, stx2d,
stx2e)

Schmelzkurven der Referenzstamme undsemder Schmelztemperatur von
den Referenzstammen abweichenden STEC-Isolats
Hybridisierungsbereich der Sonden &ix2/2c und die Gensequenz des
STEC-Isolats 4139 aus der Schmelztemperaturgrup@®
Hybridisierungsbereich der Sondendix®e und die Gensequenz des STEC-
Isolats 2315 aus der Schmelztemperaturgruppe &€3,3 °

Bindung der Primer GK3/4 am Referenzstasti2g
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