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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Odemkrankheit (Edema Disease, ED) ist eine weltweit verbreitete, wirtschaftlich
bedeutsame Erkrankung der Schweine, welche bevorzugt bei Ferkeln ein bis zwei Wochen
nach ihrem Absetzen von der Mutter auftritt. Ursache der Erkrankung ist eine Darminfektion
mit Bakterien der Spezies Escherichia coli, welche durch die Bildung des Shigatoxin-Subtyps
Stx2e und der F18-Fimbrien gekennzeichnet sind (Edema Disease E. coli, EDEC). EDEC-
Stamme gehdren definitionsgemal zum Pathovar der Shigatoxin-bildenden E. coli, STEC.
Stx2e ist aufgrund seiner Zytotoxizitat (O'Loughlin und Robins-Browne 2001) als
entscheidender Virulenzfaktor verantwortlich fir das klinische Erscheinungsbild der ED
(Linggood und Thompson 1987), welches durch Odeme in verschiedenen Geweben und
neurologische Ausfélle mit Todesfolge gekennzeichnet ist (Moxley 2000). Fir einige
Shigatoxin-Subtypen ist belegt, dass ihre Gene eigentlich ein Bestandteil chromosomal
integrierter Bakteriophagengenome, sog. Prophagen, sind (Herold et al. 2004). Gene dieser
Prophagen werden teilweise auch schon im Rahmen des bakteriellen Vermehrungszyklus
transkribiert und exprimiert. Auerdem kann die Expression von Genen des Prophagen
durch exogene Faktoren stimuliert werden. Im Falle von Stx-kodierenden Prophagen kann
dies auch zu einer gesteigerten Shigatoxin-Produktion in vitro fuhren (Grif et al. 1998,
Kimmitt et al. 2000, Kéhler et al. 2000). Da diese stimulierende Wirkung auf die Stx-Bildung
auch bei EHEC-Stammen beobachtet wird, ist der Einsatz von Antibiotika bei EHEC-
Infektionen des Menschen umstritten. Aus den bisher vorliegenden Daten lasst sich ableiten,
dass sich die therapeutische Gabe von Antibiotika sowohl schiitzend, aber genauso nach-
teilig auf den Verlauf einer EHEC-Infektion auswirken kann, indem sie das Auftreten schwer-
wiegender Folgeerkrankungen wie das Hamolytisch-urémische Syndrom (HUS) fordert
(Panos et al. 2006).

Wabhrscheinlich befinden sich auch die Stx2e-Gene (stxAz, StxBy) der EDEC immer im
Genom von Prophagen und unterliegen daher einer sehr komplexen Transkriptionskontrolle.
Ob die Stx2e-Bildung im Verlauf der Infektion hochreguliert wird und erst diese Aufregulation
zum dramatischen Verlauf der Infektion fihrt, ist gegenwartig unbekannt. Eventuell
stimulieren Faktoren des betroffenen Wirtsorganismus, die Futterzusammensetzung oder
exogen zugefuhrte antimikrobielle Chemotherapeutika (,Antibiotika“) die Stx2e-Bildung in der
genannten Weise. Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb der Effekt verschiedener
physikalischer und chemischer Faktoren auf die Stx2e-Produktion an porcinen EDEC-Feld-
isolaten untersucht werden. Im Mittelpunkt dieser Untersuchungen standen zum einen Mito-
mycin C und UV-Licht, die bekanntermafen die Stx-Bildung bei STEC-Stdmmen von

Rindern oder Menschen aktivieren sowie die Antiinfektiva Amoxicillin (AMX), Colistin (COL),
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Enrofloxacin (ENR), Erythromycin (EM), Neomycin (NEO) und Tetrazyklin (TC), welche in
der Ferkelaufzucht haufig zur Therapie oder Metaphylaxe bakterieller Infektionskrankheiten

eingesetzt werden.
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2 Literaturtibersicht

2.1 Struktur, Nomenklatur, Wirkungsweise und genetische Grundlagen
von Shigatoxinen (Stx)

Shigatoxine (Stx) haben als Virulenzfaktoren in der Pathogenese von STEC-bedingten
Erkrankungen eine herausragende Bedeutung. Die Bezeichnung Shigatoxin leitet sich von
einem erstmals bei Shigella dysenteriae Typ 1 nachgewiesenen Zytotoxin ab (Conradi 1903),
welches den Stx-Prototyp darstellt. Konowalchuk et al. (1977) beschrieben 1977 die zyto-
toxische Wirkung von Kulturfiltraten mehrerer E. coli-Stamme auf Verozellen und bezeich-
neten das auslésende Agens als Verotoxin. Die Ahnlichkeit dieses Zytotoxins zu demjenigen
von S. dysenteriae wurde durch den Vergleich biologischer und struktureller Eigenschaften
(O'Brien und LaVeck 1983) und die erfolgreiche Neutralisation des unbekannten E. coli-
Toxins durch Antiserum gegen das bekannte Shigatoxin von S. dysenteriae (O'Brien et al.
1982) erkannt.

Struktur

Die Shigatoxine (Stx) sind heterohexamere Proteinmolekile, die nach dem A;Bs-Prinzip
aufgebaut sind. Das Stx-Holotoxinmolekil besteht aus einem Molekil eines katalytisch
aktiven Proteins, genannt A-Untereinheit (32 kDa) und finf identischen Molekiilen eines
kleineren Proteins, der sog. B-Untereinheit (je 7,7 kDa), welche sich zu einem Ring um die
A-Untereinheit zusammenlagern und die Bindung an Rezeptoren auf entsprechenden Ziel-
zellen vermitteln (Jackson et al. 1987a, O'Brien und Holmes 1987, Strockbine et al. 1988,
Paton und Paton 1998). Die A-Untereinheit besitzt die beiden Domé&nen A; (27 kDa) und A,
(6 kDa), die kovalent und durch eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind.

Nomenklatur

Aufgrund ihres im Grunde identischen molekularen Bauplans und ihrer gleichen molekularen
Wirkungsweise werden das Shigella-Toxin und die strukturell eng verwandten Zytotoxine aus
E. coli und anderen Bakterienarten gemafl Nomenklatur nach Calderwood et al. (1996) heute
einheitlich als Shigatoxine (Synonym Verotoxine) bezeichnet. Im Jahr 2012 schlugen
Scheutz und weitere Untersucher eine Reversion der Stx-Nomenklatur vor, um sie weiter zu
vereinheitlichen und an neue Erkenntnisse anzupassen (Scheutz et al. 2012). Grundlage
dieser Nomenklatur ist die phylogenetische Verwandtschaft zwischen den verschiedenen
Shigatoxinen untereinander, wie sie mit Methoden der Bioinformatik anhand der

Aminosauresequenzen der A- und der B-Untereinheit quantifiziert werden (Scheutz et al.
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2012). Die Aminosauresequenz des S. dysenteriae |I-Stammes ,3818T“ diente dabei als
Referenz fur die weitere Analyse von Stx bzw. Stx1, wahrend die Aminosauresequenz des
EHEC-Stammes ,EDL 933“ als Referenz fir die Analyse von Stx2 verwendet wurde.
Shigatoxine, welche von Shigella spp. gebildet werden, werden als Stx (ohne arabische
Ziffern) bezeichnet. Innerhalb der Stx-Typen Stx1 und Stx2 existieren jeweils mehrere Stx-
Subtypen, welche zusatzlich zu den arabischen Ziffern mit lateinischen Kleinbuchstaben
gekennzeichnet werden. Eine Stx-Variante bezeichnet wiederum eine Shigatoxinvariation
innerhalb eines Stx-Subtyps, welche sich von einer anderen Variante desselben Stx-Subtyps
in mindestens einer Aminosaure unterscheidet. Gegenwartig unterscheidet man innerhalb
der Familie der Shigatoxine die zwei Typen Stx1 und Stx2. Dabei umfasst der Stx1-Typ zur
Zeit vier Subtypen Stxla (Scheutz et al. 2012), Stx1lc (Zhang et al. 2002), Stx1d (Burk et al.
2003, Ohmura-Hoshino et al. 2003) und Stxle (Probert et al. 2014). Das originare Stx von
S. dysenteriae Typ 1 und Stx1 von E. coli unterscheiden sich voneinander in nur einer
Aminoséure (AS) an Position 45 der A-Untereinheit, wo bei Stx Threonin, bei Stx1 dagegen
Serin vorkommt (Strockbine et al. 1988). Die Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen
von Stx und Stxla betragt 99,2 - 99,8 %, zwischen Stxla und Stx1c betragt sie 97 - 98,3 %,
zwischen Stxlc und Stx1d sind es 95 - 96 % und zwischen Stxla und Stx1d 95,4 - 95,9 %
(Scheutz et al. 2012). Mit einer Nukleotidsequenzhomologie von 91 % und einer Uberein-
stimmung der Aminosduresequenzen zwischen Stxla und Stxld von 95,4-959 %
unterscheidet sich Stx1d am stérksten von Stxla (Birk et al. 2003, Scheutz et al. 2012).

Beim Stx2-Typ lassen sich gegenwartig mindestens 7 Subtypen (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d,
Stx2e, Stx2f, Stx2qg) differenzieren. Der Stx2-Typ ist damit vielféltiger als der Stx1-Typ. Die
Nukleotid- bzw. Aminosauresequenz von Stx2a stimmt nur zu 58 % respektive 56 % mit der
von Stxla uberein (Jackson et al. 1987a). Dementsprechend findet zwischen Stx1 und Stx2
keine Kreuzneutralisation statt (Scotland et al. 1985, Strockbine et al. 1986). Jedoch zeigen
die Stx2-Subtypen und -Varianten - abhédngig vom Grad ihrer Ubereinstimmung - unter-

einander zumindest partielle Kreuzneutralisation (Mainil 1999).

In der vorliegenden Arbeit wird, sofern moéglich, die Nomenklatur der Stx-Subtypen nach
Scheutz et al. (2012) verwendet. Aufgrund der relativ jungen Nomenklatur ist jedoch nicht fir
alle in dieser Arbeit erwdhnten bzw. untersuchten Stamme der Stx-Subtyp nach Scheutz et
al. (2012) bekannt. In diesen Fallen wird auf die Originalbezeichnung des Stx-Subtyps zu-

ruckgegriffen, die in der Regel auf der Nomenklatur von Calderwood et al. (1996) beruht.

Wirkungsweise

Trotz struktureller Unterschiede kommt die zytotoxische Wirkung bei allen Shigatoxinen in

der Hauptsache durch denselben Mechanismus zustande. So erfolgt die Stx-Bindung an die
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eukaryontischen Zielzellen Uber Glykolipide in der Zytoplasmamembran. Dabei handelt es
sich je nach Typ und Subtyp um Globotriaosyl- (Gb3), Globotetraosylceramid (Gb4) oder
Forssman-Glykosphingolipid (Forssman-GSL) (Lingwood et al. 1987, Waddell et al. 1988, De
Grandis et al. 1989, Keusch et al. 1995, Mithing et al. 2012). Unterschiede hinsichtlich der
Zielzellen und des Ausmalfies der zytotoxischen Wirkung auf Zellen in vitro und in vivo sind
einerseits durch die Rezeptorausstattung der Zellen selbst und andererseits durch
strukturelle Unterschiede in der B-Untereinheit begriindet, welche die Rezeptoraffinitat
determinieren (De Grandis et al. 1989, Samuel et al. 1990, Keusch et al. 1995). Nach
Bindung des Toxins an den Glykolipidrezeptor wird der Toxin-Rezeptor-Komplex Uber
Clathrin-ummantelte Gruben von der Zielzelle internalisiert (Sandvig und van Deurs 1996).
Die Stx-haltigen Endosomen gelangen nach Verschmelzung mit Lysosomen durch
retrograden Transport Uiber den trans-Golgi-Apparat zum endoplasmatischen Retikulum (ER)
(Sandvig 2001). Von hier wird das StxA;-Fragment in das Zytosol transloziert (Sandvig et al.
2002), was essentiell fir dessen zytotoxische Wirkung ist. Das A;-Fragment gelangt per
Diffusion zu den zellularen Ribosomen, wo es infolge seiner N-Glykosidase-Aktivitat einen
Adeninrest in Position 4.323 der 28S-rRNA im 60S-Anteil der Ribosomen abspaltet. Das
Ribosom verliert mit dieser Schadigung seine Affinitdt zum eukaryotischen Elongationsfaktor
eEF1. Damit unterbleibt die eEFl-abh&ngige Bindung von Aminoacyl-tRNA an die
Ribosomen, was gleichbedeutend mit der Blockade der Proteinbiosynthese an diesem
Ribosom ist (Obrig et al. 1987, Endo et al. 1988, Ogasawara et al. 1988, Sandvig 2001). Das
A;-Fragment ist im Stx-Holotoxin zunéchst enzymatisch inaktiv. Seine enzymatische Aktivitat,
fur die ein Glutaminsaurerest in Position 167 wesentlich verantwortlich ist (Hovde et al. 1988),
erhalt das Fragment erst in den Endosomen oder im trans-Golgi-Netzwerk, wenn es durch
die membransténdige Protease Furin vom Rest der A-Untereinheit abgespalten wird und
auch die Disulfidbriicke zwischen A; und A, durch Reduktion geldst worden ist (Garred et al.
1995a, Garred et al. 1995b). Alternativ kann die A;-Doméne auch im Zytosol durch die
Protease Kalpain abgespalten werden (Garred et al. 1995a, Sandvig et al. 2002). Die
Hemmung der Proteinbiosynthese ist irreversibel und fihrt zum Tod der Zielzellen (Paton
und Paton 1998). Bei den Stx-Zielzellen handelt es sich vor allem um Endothelzellen, die je
nach betroffener Wirtsspezies vorwiegend in den kleinen BlutgeféaRen der Nieren, von Gehirn
und Ruckenmark oder der Submukosa des Gastrointestinaltrakts lokalisiert sind (Mainil
1999).

Stx1 und Stx2 sind auch als direkte oder indirekte Ausloser des programmierten Zelltods
(Apoptose) beschrieben worden (Sandvig und van Deurs 1996, Cherla et al. 2003). Beim
indirekten Weg reduziert die Hemmung der Proteinbiosynthese die Expression von

Apoptoseinhibitoren (Chen und Zychlinsky 1994). Beim direkten Weg kann einerseits die
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Bindung von Stx an seinen zellularen Rezeptor eine Kinasekaskade anstoRen (Katagiri et al.
1999). Andererseits kann die Ribosomenschadigung zur ,Stress-Aktivierung“ von Protein-
kinasen fuhren und dies die Kaspasekaskade auslésen (lordanov et al. 1997). Welcher
Mechanismus bevorzugt in Gang gesetzt wird, ist auch vom Stx-Typ abh&ngig. So besitzt
Stx2, nicht aber Stx1, ein Aminoséuresequenzmotiv, durch das es mit dem Apoptoseinhibitor
Bcl-2 interagieren kann und schliellich Kaspase 3 aktiviert (Jones et al. 2000, Suzuki et al.
2000). Stx2e induziert vermutlich Uber die Rezeptor-vermittelte Aktivierung Apoptose in
Vero-, nicht jedoch in HEp-2-Zellen (Ching et al. 2002).

Stx2e wirkt zytotoxisch auf die porcinen Endothelzellen und Myozyten in GeféaRen des
Magen-Darm-Traktes und des Gehirns (Boyd et al. 1993, Matise et al. 2000). Daraus
resultiert eine Mikroangiopathie (Boyd et al. 1993). Anders als beim Kaninchen fuhrt Stx2e
beim Schwein nicht zu einer Flissigkeitsansammlung im Darmlumen (Gannon und Gyles
1990). Vereinzelt wird jedoch Uber eine Schadigung des Darmepithels berichtet (Boyd et al.
1993). Die Stx2e-induzierten neurologischen Ausfallserscheinungen, die fur das klinische
Bild der ED charakteristisch sind, sind vermutlich allein die Folge der Endothelschaden in
GehirngefalRen (Clugston et al. 1974, Imberechts et al. 1992, Meisen et al. 2013). Dabei
fuhren in erster Linie nekrotische Prozesse zur Zerstdrung der Arteriolen (Matise et al. 2000).
Stx1 und Stx2 binden bevorzugt an Gb3-, weniger stark an Gb4-Rezeptoren. Stx2e praferiert
dagegen Gb4 vor Gb3 (De Grandis et al. 1989, Keusch et al. 1995, Miithing et al. 2012).
Stx2e ist darliber hinaus auch in der Lage, an Forssman-GSL zu binden, wahrend Stx1 und
Stx2 an diesem Rezeptor keine Bindungsaktivitat aufweisen (Mithing et al. 2012). Gb3- und
Gb4-Rezeptoren kommen beim Schwein in verschiedenen Geweben vor (Boyd et al. 1993).
So konnten Gb3 und Gb4 in der Mikrovilimembran der Enterozyten des Jejunums und
lleums von Schweinen nachgewiesen werden (Waddell et al. 1996). Auf3erdem exprimieren
primére Endothelzellen, die aus dem Gehirn von Schweinen gewonnen wurden (sog. primary
porcine brain endothelial cells, PBCECs), sowohl Gb3 als auch Gb4 (Meisen et al. 2013).
Dagegen wurde Forssman-GSL bislang weder in den Zellen des Darmes noch in den
PBCECs von Schweinen detektiert (Waddell et al. 1996, Meisen et al. 2013). Die von
anderen Stx-Typen abweichende Rezeptorpraferenz des Stx2e wird den beiden AS GIn64
und Lys66 in der B-Untereinheit zugeschrieben (Tyrrell et al. 1992).

Genetische Grundlagen

Jedes Stx wird durch ein Operon (stxAB) kodiert, dessen prinzipieller Aufbau fur alle Stx
gleich ist. Die beiden Strukturgene stxA und stxB bestehen aus je einem offenen
Leserahmen (ORF) fur die A- und die B-Untereinheit (Sung et al. 1990). Das Gen fir die
A-Untereinheit (stxA) befindet sich immer vor dem Gen fir die B-Untereinheit (stxB).



Literaturibersicht 7

Zwischen beiden Genen befindet sich eine intergenische Sequenz, deren Nukleotidanzahl
vom Stx-Subtyp abhangig ist und bei Stx2e 15 Nukleotide betragt (Weinstein et al. 1988b).
Das Gen fir die A-Untereinheit von Stx2e (stxA,e) besteht aus 957 Nukleotiden und das fiir
die B-Untereinheit (stxB,) aus 261 Nukleotiden (Weinstein et al. 1988b). Die Nukleotid-
sequenz von stxAy ist zu 94 % homolog zu derjenigen von stxA,,, die Nukleotidsequenz von
StxBye zU 79 % zu derjenigen von stxB,,. Die entsprechenden Aminosauresequenzen sind zu
93 % bzw. nur zu 84 % homolog (Weinstein et al. 1988b). Die Nukleotidsequenzen der
beiden Stx-Subtypen Stx2e und Stx2f sind zu 70,6 % (stxA) bzw. 98 % (stxB) homolog, was
sich in AS-Sequenzhomologien von 72,4 % (A-Untereinheit) und 97,1 % (B-Untereinheit)
widerspiegelt (Gannon et al. 1990). Die prozessierte A-Untereinheit von Stx2e (StxA2e)
besteht aus 297 Aminosauren und die prozessierte B-Untereinheit von Stx2e (StxB2e)
besteht aus 68 Aminoséuren. Vor dem stxA.-Gen, an den Nukleotidpositionen 218 - 222, ist
die Sequenz fir eine mutmaflliche Ribosomenbindungsstelle (RBS) lokalisiert. Eine zweite
potenzielle RBS befindet sich in der intergenischen Region zwischen stxAj. und stxBse
(Nukleotide 1.203 - 1.207). Stromaufwarts von stxA,. befindet sich eine Promotorsequenz,
welche identisch ist zu derjenigen von Stx2a (Weinstein et al. 1988b). Die Nukleotid-
sequenzen des Promotors und der RBS von Stx2e sind zudem identisch mit den
entsprechenden Sequenzen der Promotoren und der RBS von Stx2a, Stx2d1 und Stx2d2 (lto
et al. 1990). Ein Transkriptionsterminator befindet sich stromabwérts vom Stop-Codon des
stxB,e. Jede Untereinheit von Stx2e weist eine N-terminale Signalsequenz auf, welche im
Falle von StxA2e 22 Aminosauren umfasst, wéhrend die Signalsequenz von StxB2e
19 Aminosauren lang ist (Weinstein et al. 1988b). Laut Strockbine et al. (1988) besitzen stx
und stx;, Eisen-regulierte Operatorsequenzen. Bei dieser Operatorregion handelt es sich um
eine den Promotor Uberlappende Sequenz aus 21 Nukleotiden mit Dyaden-Symmetrie,
welche eine Bindungsstelle fir das Fur-Protein darstellt (Calderwood et al. 1987,
Calderwood und Mekalanos 1987, Calderwood und Mekalanos 1988). Ansonsten beziehen
sich die Angaben zu den Operatoren des stx-Operons auf die Operatoren Stx-
konvertierender Bakteriophagen. Der Operator des Stx2a-konvertierenden Bakteriophagen
933W weist drei Operatoren-repeats in der rechten Operatorregion (Ogr) und zwei
Operatoren-repeats in der linken Operatorregion (O,) auf (Tyler et al. 2004). Der Operator
des Stxla-konvertierenden Bakteriophagen H-19B besitzt in der rechten Operatorregion (Og)
vier inverted repeats (sich gegenlaufig wiederholende Nukleotidsequenzen), bezeichnet mit
ORr0 his Og3. In der linken Operatorregion (O,) befinden sich drei inverted repeats (Shi und
Friedman 2001). Bei dem Phagen VT1-Sakai wurden in beiden Operatorregionen jeweils drei
Suboperatorsequenzen Og;, Or, und Ogs bzw. O;, O, und O, 3 hachgewiesen (Yokoyama et
al. 2000b). Der Stx2e-konvertierende Bakteriophage $P27 besitzt zwei mutmafliche Opera-

toren, O, und Og, welche das Repressorgen cl flankieren. Jeder der beiden Operatoren be-
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steht aus drei Suboperatoren: Oy, (bp 5.997 - 6.010), O, (bp 6.026 - 6.039) und O3 (bp
6.061 - 6.074) sowie Or: (bp 6.776 - 6.789), Og, (bp 6.800 - 6.813) und Ogs (bp 6.832 -
6.845).
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2.2 Lokalisation der Stx-Gene im Genom von Escherichia coli

Molekulare Analysen der stx-flankierenden DNS-Regionen in STEC-Stdmmen zeigten, dass
diese Regionen stets Prophagensequenzen enthielten. Dabei waren die Stx-Gene immer in
derjenigen Region jener Phagengene, welche erst in der spaten Phase des Phagenzyklus
transkribiert werden, lokalisiert. Daher gilt heute als gesichert, dass Stx-Gene generell im
Genom von Prophagen kodiert sind (Unkmeir und Schmidt 2000, Schmidt 2001, Herold et al.
2004).

Fur die Stx-Subtypen Stxla, Stxlc, Stx2a, Stx2c, Stx2d, Stx2e und Stx2g ist belegt, dass
deren Gene jeweils Teile des Genoms temperenter, lambdoider Bakteriophagen sind, welche
als Prophagen in das bakterielle E. coli-Chromosom integriert sind (Strockbine et al. 1986,
Huang et al. 1987, Jackson et al. 1987a, Jackson et al. 1987b, Muniesa et al. 2000, Koch et
al. 2001, Teel et al. 2002, Strauch et al. 2004, Garcia-Aljaro et al. 2006). Auch die stx-Gene
von Shigella dysenteriae (McDonough und Butterton 1999) und Shigella sonnei (Beutin et al.
1999, Strauch et al. 2001) sind im Genom von Bakteriophagen lokalisiert. Mittlerweile liegen
vollstadndige Genomsequenzdaten fiur Phagen vor, die Gene der Stx-Subtypen Stxla, Stx2a,
Stx2c und Stx2e enthalten (Makino et al. 1999, Miyamoto et al. 1999, Plunkett et al. 1999,
Muniesa et al. 2000, Yokoyama et al. 2000b, Sato et al. 2003a, Sato et al. 2003b, Strauch et
al. 2008). Alle analysierten Stx-konvertierenden Bakteriophagen besitzen demnach doppel-
strangige DNS und gehdren der Familie der Siphoviridae bzw. der Myoviridae sowie der
Podoviridae an (Schmidt 2001, Beutin et al. 2012).

Die Integration des Phagengenoms in das Genom der bakteriellen Wirtszelle erfolgt durch
die ortsspezifische Rekombination zwischen dem Erkennungssequenzmotiv des Phagen-
genoms, attP, und dem des Wirtsbakteriums, attB. Die sog. Stx-konvertierenden Bakterio-
phagen sind auf diese Weise in der Lage, ihre Stx-Gene in vitro und in vivo in das Genom
von E. coli-Empfangerstéammen unterschiedlicher Sero- und MLST-Typen und in seltenen
Fallen auch in das Genom anderer Bakterienspezies (Shigella flexneri, Shigella sonnei)
einzubringen (Acheson et al. 1998, Schmidt et al. 1999, James et al. 2001, Johansen et al.
2001, Strauch et al. 2001, Toth et al. 2003, Cornick et al. 2006, Serra-Moreno et al. 2007).
Stx-konvertierende Bakteriophagen sind deshalb fiir die Verbreitung des Virulenzfaktors Stx
und fur die Konversion von E. coli-Bakterien zu STEC sowie die Entstehung von weiteren
Stx-bildenden Bakterienstammen innerhalb der Spezies Enterobacter cloacae, Citrobac-
ter freundii und Acinetobacter haemolyticus maRgeblich (Schmidt et al. 1993, Paton und
Paton 1996, Grotiuz et al. 2006).

Im Phagengenom ist das stx-Operon in einer Region lokalisiert, in der sich alle erst spat im

Phagenreplikationszyklus transkribierten Gene befinden. Dabei liegt das stx-Operon stets
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stromabwarts des Gens flr den Antiterminator Q und stromaufwarts der Lysegene S, R und
Rz. Diese Position des stx-Operons im Phagengenom begriindet, warum die Expression des
stx-Operons bei vielen dahingehend untersuchten STEC-Stdmmen ebenfalls erst in der
spaten Phase der Phagenreplikation hochreguliert wird (siehe 2.3.1) (Karch et al. 1999,
Plunkett et al. 1999, Friedman und Court 2001, Muniesa et al. 2003).

Stx-konvertierende Bakteriophagen wurden erstmals aus humanen EHEC der Serogruppen
026 und 0157 isoliert. Der erste Stxl-kodierende Phage konnte im EHEC-Stamm H19
nachgewiesen werden (Scotland et al. 1983, Smith et al. 1983). Der Prototyp eines Stx2-
kodierenden Phagen hei3t 933W und wurde aus dem EHEC-Stamm EDL 933 isoliert
(O'Brien et al. 1984). Aus vielen STEC sind allerdings keine Stx-kodierenden Phagen zu
isolieren, weshalb man zunéchst annahm, dass das stx-Operon bei diesen STEC-Stdmmen
ein origindrer Bestandteil des Bakterienchromosoms sei, so auch bei den Stx2e-bildenden
E. coli-Stammen. Durch die fortschreitende Sequenzanalyse stx-flankierender Regionen
(Karch et al. 1999, Unkmeir und Schmidt 2000, Herold et al. 2004) gilt es heute jedoch als
gesichert, dass die Stx-Gene bei STEC-Stdmmen generell mit den Genen von Prophagen
assoziiert sind, unabhangig vom Serotyp der Stamme oder deren Herkunft aus Mensch oder
Tier. Somit sind vermutlich alle STEC-Stamme als Lysogene von Stx-konvertierenden
Phagen anzusehen. Dabei sind diese Prophagen nicht zwingend intakt und zum lytischen
Vermehrungszyklus zu stimulieren. Sie kdnnen vielmehr durch Deletionen und Insertionen in
unterschiedlichem AusmalR defekt und dadurch nicht mehr in der Lage sein, vollstandige und
infektibse Phagenpartikel hervorzubringen (Unkmeir und Schmidt 2000, Yokoyama et al.
2000b, Schmidt 2001, Wagner und Waldor 2002, Creuzburg et al. 2005). Beispielsweise ist
der Phage VT2-Sakai in dem EHEC-Stamm 0157:H7 Sakai infolge der Insertion des
Insertionselementes  1S629 replikationsdefizient (Makino et al. 1999). Wie bei
Shigella dysenteriae Typ 1 kdnnen auch mehrere IS vorhanden sein und miteinander
rekombinieren, so dass dadurch wichtige Phagengene deletiert werden (Strockbine et al.
1988, McDonough und Butterton 1999, Unkmeir und Schmidt 2000). Dabei ist das Ausmaf3
der Defizienz unterschiedlich. Es kénnen sowohl regulative Elemente des Phagengenoms -
wie Q, pr und tg (McDonough und Butterton 1999) - als auch Lysegene fehlen (Creuzburg et
al. 2005). AuRRerdem kann der Prophage durch den Funktionsverlust seiner Exzisionase-
Gene im Bakteriengenom immobilisiert sein (Creuzburg et al. 2005). Mutationen und die
damit verbundene Replikationsdefizienz liegen vermutlich dem Phanomen zugrunde, dass
mehrere, verschiedene Prophagen (bis zu 18 Stick) in ein- und demselben STEC-Stamm
koexistieren kénnen (Hayashi et al. 2001, Perna et al. 2001). Ungeachtet der Heterogenitéat
hinsichtlich der GenomgréRe und der Nukleotidsequenz der stx-flankierenden Regionen

(Mosaikstruktur) sind die Genome aller bislang untersuchten Stx-kodierenden Prophagen
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ahnlich modular aufgebaut. Mehrere Gene ahnlicher Funktion bilden als Genomabschnitt
eine (Funktions-)einheit und kdnnen als solche gegeneinander ausgetauscht werden. Daher
ist auch bei geringen Nukleotidsequenzhomologien zwischen den verschiedenen Stx-
kodierenden Phagen deren funktionelle Struktur im Prinzip identisch. Die genomische
Variabilitat der Stx-konvertierenden Prophagen, ein Resultat aus Rekombinationen und
Rearrangements, koénnte eine Erklarung dafir sein, warum die STEC-Stdmme unterschied-

liche Mengen an Stx produzieren (Muniesa et al. 2003).

Intakte, das heil3t replikationsfahige und infektionstiichtige Stx-konvertierende Bakterio-
phagen, wurden fir die Stx-Subtypen Stxla sowie Stx1c isoliert. Gleiches gilt fur die Stx2-
Subtypen Stx2a, Stx2c, Stx2d, Stx2e und Stx2g (Strockbine et al. 1986, Huang et al. 1987,
Jackson et al. 1987a, Jackson et al. 1987b, Muniesa et al. 2000, Koch et al. 2001, Teel et al.
2002, Strauch et al. 2004, Garcia-Aljaro et al. 2006). Im Fall von Stx2d liegt nur das Gen der
Variante Stx2d1-091-B2F1 im Genom eines induzierbaren Bakteriophagen. Fir die Variante
Stx2d2-091-B2F1 wird dagegen ein defekter Phage, CP-B2F1, angenommen (Teel et al.
2002, Gobius et al. 2003). Auch die Stx2d-Variante Stx2d-O6-NV206 wurde noch nicht im
Genom eines induzierbaren Bakteriophagen identifiziert. Bei Stx2f-kodierenden STEC-
Stdmmen wurde bisher nur die Existenz von Prophagensequenzen (S-Gen) unmittelbar
stromabwarts der Stx2f-Gene gezeigt (Unkmeir und Schmidt 2000).

Uber einen natirlich vorkommenden, intakten Stx2e-konvertierenden Bakteriophagen wurde
nach meiner Kenntnis bisher nur ein einziges Mal berichtet (Muniesa et al. 2000). Dieser
Phage erhielt die Bezeichnung ,$P27“ und stammte aus einem STEC-Isolat von einem
menschlichen Patienten. Dieses Isolat besaRR allerdings keine Ahnlichkeit zu typischen
EDEC-Stammen vom Schwein, da es nicht fur F18-Fimbrien kodierte und sein O-Typ dem
Serotypisierungsschema von @rskov & @rskov nicht zuzuordnen war (Muniesa et al. 2000).
Aus STEC-Stammen von Schweinen wurden Stx2e-konvertierende Phagen bislang noch
nicht isoliert. Bei einigen dieser Stamme hat man allerdings entdeckt, dass das stx,.-Operon
auch bei ihnen von Phagengenen flankiert wird. Deshalb geht man davon aus, dass dieses
Operon bereits vor langer Zeit in das Genom dieser STEC-Gruppe gelangte und die dafir
verantwortlichen Stx2e-konvertierenden Prophagen in der Folgezeit allmahlich mutierten und
dariiber ihre Replikationsfahigkeit verloren (Recktenwald und Schmidt 2002, Beutin et al.
2008).
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2.3 Regulation der Stx-Bildung

Die regulierte Expression eines Gens bezeichnet im Gegensatz zur konstitutiven (standigen)
Expression die hinsichtlich der Menge von der Zelle gesteuerte Synthese eines Genpro-
duktes. Meist ist die Regulation der Genexpression eine Reaktion der Zelle auf bestimmte
extrinsische oder intrinsische Signale. Die wenigsten bakteriellen Gene werden konstitutiv

exprimiert (Knippers 2006).

Die Stx-Produktion, d. h. die Menge an gebildetem Stx, wird zum einen auf der Ebene der
Transkription kontrolliert. Die A;Bs-Stdchiometrie im Stx-Holotoxinmolekil ist allerdings die
Folge der unterschiedlich effizienten Translation der stxA- und stxB-mRNA. Die unterschied-
lichen Mengen, in denen StxA und StxB gebildet werden, sind dabei das Resultat der ver-
schieden starken Affinitdten der Ribosomenbindungsstellen (RBS) in der stxA- und stxB-
mRNA, nicht aber einer unterschiedlich starken Transkription der beiden Gene (Weinstein et
al. 1988b, Weinstein et al. 1989, Sung et al. 1990). So waren bei STEC-Stdmmen der Stx-
Subtypen Stx2c, Stx2d und Stx2e (hier: Nomenklatur nach Calderwood et. al.) die stxA- und
stxB-mRNA-Level im jeweiligen Stamm gleich hoch (Zhang et al. 2005). Fur Stx bzw. bei
Stx1la ist experimentell belegt, dass die Translation der Gene fir die A- und die B-Unterein-
heiten an jeweils eigenen RBS beginnen und dass die RBS der stxB-mRNA effizienter ist als
diejenige der stxA-mRNA (Strockbine et al. 1988, Habib und Jackson 1993). Auch im Stx2e-
Operon agieren zwei voneinander unabhéangige RBS jeweils stromaufwarts von stxA,. und
StxBye (Weinstein et al. 1988b).

Stromaufwarts von stxA bzw stxA;, befindet sich eine identische, phagenunabhéangige,
Eisen-regulierte Promotorsequenz (Calderwood et al. 1987, Calderwood und Mekalanos
1987, De Grandis et al. 1987, Strockbine et al. 1988). Entsprechende Promotorsequenzen,
welche jedoch nicht durch den Eisengehalt im Medium beeinflusst werden, wurden auch
stromaufwarts (-35 und -10) von stxA,, und stxA, gefunden (Weinstein et al. 1988b, Sung et
al. 1990). Diese Sequenzen sind bei Stx2a und Stx2e identisch (Sung et al. 1990). In
welchem Umfang jener - nicht phagenkodierte - Promotor an der Transkription von Stx2a
bzw. Stx2e beteiligt ist, wird kontrovers diskutiert. Einerseits wird die Transkriptionseffizienz
des phagenunabhéngigen stx,./stx,.-Promotors pStx2a/Stx2e als gleichwertig beschrieben
mit derjenigen des stx/stx;,.Promotors pStx/Stxla im Eisenmangelzustand (Sung et al. 1990).
Dieser Beobachtung widerspricht jedoch eine andere Studie, in der stx, (hier: Nomenklatur
nach Calderwood et al.) aus dem EHEC-Stamm ,1:361“ nur vom noch weiter stromaufwérts
gelegenen, spaten Phagenpromotor pg transkribiert wurde. Der eigene Promotor pStx2 (hier:
Nomenklatur nach Calderwood et. al.) im Vergleich dazu war funktional nahezu unbedeutend
(Wagner et al. 2001a). Anders als pStx/Stxla besitzt der Promotor pStx2a/Stx2e keine
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Bindungsstelle fiir das Fur-Repressorprotein, weshalb seine Aktivitdt vom Eisengehalt im
Medium nicht abhangt (Sung et al. 1990).

Stromaufwarts von stxA,. befindet sich ebenfalls eine Promotorsequenz (Schmitt et al. 1991).
Oberhalb des 5-Endes von stxA,; wurde zwar ebenfalls eine Promotorsequenz gefunden, sie
war aber nur zu 38,3 % homolog zu der Sequenz des Promotors pStx2a/Stx2e (Gannon et al.
1990). Vor dem Gen der B-Untereinheit von Stx2a befindet sich kein eigener Promotor (Sung
et al. 1990). Vor den Genen der B-Untereinheiten von Stx und Stxla wurde dagegen eine
eigene Promotorsequenz identifiziert (Huang et al. 1986, De Grandis et al. 1987, Jackson et
al. 1987b, Habib und Jackson 1992). Dieser Promotor ist nicht durch Eisen reguliert und
besitzt eine 6-fach geringere Transkriptionseffizienz als der vor den stxA-Genen gelegene
Promotor pStx/Stxla (Habib und Jackson 1992). Obwohl eine eigene Promotorsequenz
stromaufwarts von stxB/stxB;, existiert, ist davon auszugehen, dass die Transkription sowohl
von stxA/stxA;, als auch von stxB/stxB;, polycistronisch vom pStx/Stxla-Promotor ausgeht
(Huang et al. 1986, De Grandis et al. 1987, Jackson et al. 1987b).

Bisher sind hautpséchlich zwei Mechanismen bekannt, Gber welche die Stx-Bildung in

STEC-Stammen stimuliert wird:

1. Induktion des jeweiligen Stx-konvertierenden-Bakteriophagen (siehe 2.3.1)
2. Induktion der Stx/Stx1-Expression durch Eisenmangel, vermittelt Gber den fur-
Lokus (siehe 2.3.2)

231 Induktion Stx-konvertierender Bakteriophagen

Da sich die Stx-Gene im Genom von Prophagen befinden, ist ihre Expression an den
Phagenreplikationszyklus und die damit verbundenen Mechanismen der Genregulation
gekoppelt (Wagner et al. 2001a). Ihre Lage stromabwérts des Phagengens Q bedingt, dass
sie wie die anderen Phagengene dieser Region reguliert und erst bei der Induktion des Pro-
phagen transkribiert werden (Wagner et al. 1999, Wagner et al. 2001a, Wagner und Waldor
2002). Die phagenabhangige Transkriptionsregulation spielt nach heutiger Ansicht die gro3te
Rolle fur die Stx-Produktion eines STEC-Stammes (Schmidt 2001, Wagner et al. 2001a). Die
Starke der Stx-Produktion ist stark korreliert mit dem Grad der Phageninduktion (Fuchs et al.
1999). Als Induktion wird der Ubertritt des Phagen von der Lysogenie in den lytischen Zyklus
verstanden (Koudelka et al. 2004). Aufgrund der Position des stx-Operons hinter dem 3’-
Ende des Antiterminators Q und vor dem 5-Ende der Lysisgene S und R kénnen stxA und
stxB vom spaten Promotor pg am Transkriptionsterminator tg vorbei abgelesen werden,
sobald der Phagenrepressor Cl seine Wirkung verliert. Dadurch nimmt zum einen die Menge
an Stx zu, und sollte das Phagengenom intakt sein, kommt es zum anderen zur Produktion

infektidbser Phagenpartikel (Muniesa et al. 2003). Das beschriebene Regulationsprinzip trifft
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bis zu einem gewissen Grad auch auf replikationsdefiziente Prophagen zu, d. h. die Stx-
Produktion kann unter dem Einfluss eines Phageninduktors auch in solchen STEC-Stammen
ansteigen, in denen parallel keine infektiosen Phagenpartikel entstehen (Muniesa et al. 2000,
Beutin et al. 2008). Deshalb wurde umgekehrt aus der Beobachtung, dass beim Induktions-
versuch mit Mitomycin C (MMC) der Anstieg der stxA- und stxB-mRNA-Konzentrationen
ausblieb, gefolgert, dass entsprechende Gene des Stx-tragenden Prophagen defekt seien
oder fehlen (Zhang et al. 2005).

Die Induktion des Bakteriophagen wird in erster Linie durch DNS-schadigende Substanzen
ausgeldst, z. B. durch MMC (Lo$ et al. 2010). MMC reagiert mit den DNS-Molekilen der
Bakterienzelle und schadigt diese, indem es durch bifunktionelle Alkylierung kovalente Bin-
dungen in und zwischen den DNS-Einzelstrangen provoziert (Verweij und Pinedo 1990). Die
DNS-Schéaden losen in der betroffenen Bakterienzelle den SOS-Reparaturmechanismus aus,
der mit der Aktivierung der zellularen Protease RecA startet. Eine &hnliche Wirkung wie
MMC haben Chinolon-Antibiotika. Diese Wirkstoffe hemmen die bakterielle Gyrase und lésen
die SOS-Antwort Uber die Akkumulation von einzelstrangiger DNS aus (Matsushiro et al.
1999, Zhang et al. 2000). Das aktivierte RecA spaltet nicht nur sein Substrat LexA, welches
als Repressor der SOS-Gene fungiert, sondern stimuliert auch die Autoproteolyse des
Phagen-Repressors Cl, der im Stadium der Lysogenie die Transkription aller anderen
Phagengene unterdriickt (Rozanov et al. 1998, Koudelka et al. 2004). Die Proteolyse des
Repressors Cl erfolgt an den Aminosauremotiven Ala-Gly und Cys-Gly, beim Phagen 933wW
jedoch an dem Motiv Leu-Gly (Koudelka et al. 2004). Die RecA-abhéngige Phageninduktion
kurbelt bei entsprechenden Prophagen auch die Stx-Produktion an. So bilden recA-defiziente
Mutanten der EHEC-Stdmme EDL 933 und 86-24 signifikant weniger Stx2a bzw. Stx2 als
ihre Elternstamme mit intaktem recA-Gen. Zusatzlich verbleibt Stx in diesen Mutanten (ber-
wiegend in der Bakterienzelle und kann, anders als bei den Ursprungsstammen, nicht mehr
im Kulturiberstand nachgewiesen werden (Muhldorfer et al. 1996, Fuchs et al. 1999). Erst
die Komplementierung mit recA rekonstituiert wieder die hohere Stx2a- bzw. Stx2-Produktion
und -Freisetzung. Intakte, Stx2-konvertierende Phagenpartikel werden ebenfalls nur in den
recA-positiven bzw. -komplementierten Stammen E. coli 86-24 bzw. E. coli C600(¢p86-24)
gebildet (Fuchs et al. 1999). Mdglicherweise spielen auch Polyamine eine Rolle bei der
RecA-vermittelten SOS-Antwort. Denn die SOS-Antwort, ausgeldst durch MMC, UV- oder y-
Strahlen, ist in Stammen, die unféhig sind, Polyamine zu synthetisieren, schwécher als wenn
diese Stamme mit Polyaminen, z. B. Putrescin oder Spermidin, supplementiert werden (Kim
und Oh 2000).

Der Anstieg der Stx-Menge nach der Phageninduktion ist durch mehrere Faktoren verursacht:
Erstens steigt die Anzahl der stx-Genkopien durch die Vervielféltigung des Phagengenoms
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an. Zusatzlich ermoglicht der Antiterminator Q die verstarkte Transkription von stx vorbei am
Terminator tg, wodurch die Anzahl stx-spezifischer mMRNA-Molekiile ansteigt (Strauch et al.
2008). Untersuchungen von Wagner et al. (1999) machten deutlich, wie stark der
Regulationsmechanismus des jeweiligen lambdoiden Prophagen die Stx-Bildung beeinflusst:
Lysogene, bei denen der lysogenisierende Phage variierte, das Wirtsbakterium jedoch stets
der gleiche E. coli-K12-Stamm MC1.000 war, waren unterschiedlich starke Stx2-Bildner. Die
Koinfektion eines E. coli-Stammes mit mehreren Stx-konvertierenden Bakteriophagen kann
zu einer insgesamt schwacheren Stx-Produktion fihren, als es bei einem Lysogen mit nur

einem einzigen stx-tragenden Prophagen der Fall ist (Serra-Moreno et al. 2008).
2.3.2 Weitere Mechanismen zur Regulation der Stx-Produktion

Eisen-abhangige Regulation des Stx/Stx1a-Operons

Der phagenunabhéngige Promotor pStx/pStxla (siehe oben) wird durch die Eisenkon-
zentration im Kulturmedium reguliert, genauer durch die Konzentration an zweiwertigen
Eisenionen. Diese Regulation ist durch den fur-Lokus (engl. fir ,ferric uptake regulation®)
vermittelt, dessen Genprodukt, das Fur-Protein, als Repressor an Operatorsequenzen im
Promotorbereich von stxA und stxA;, bindet (Calderwood et al. 1987, Calderwood und
Mekalanos 1987, De Grandis et al. 1987, Calderwood und Mekalanos 1988, Strockbine et al.
1988). Beim Fur-Operator handelt es sich um eine 21 Basen grof3e Region mit Dyaden-
Symmetrie. Die Bindung von Fur an diese Region ist aufgrund ihrer hohen Sequenz-
homologie zu den Bindungsstellen regulativer Proteine des bakteriellen Fe-Haushalts
moglich. So ist die entsprechende Region des Stxla-Operons beim Phagen H-19B zu 68 %
homolog zur Kkorrespondierenden Promotorregion des iucA-Gens, welches fur das
Siderophor Aerobactin kodiert (De Grandis et al. 1987). Das zweiwertige Eisenion fungiert
dabei als Korepressor, so dass das Fur-Protein nur dann in der Lage ist, an die DNS zu
binden, wenn es mit einem Fe?-lon beladen ist (Althaus et al. 1999). Bei Eisenmangel
kommt es zur Derepression, da der Fur-Repressor, ein Zink-Metalloprotein, von der
Operator-DNS dissoziiert, sobald er sein Eisenion abgibt. Unter diesen Umstéanden kdnnen
die stromabwarts befindlichen Gene transkribiert werden - entweder das Strukturgen fir ein
Eisen-Aufnahmesystem oder, im Fall von pStx/Stx1la, das stxA bzw. stxA;, und das stxB bzw.
stxBia (Althaus et al. 1999). Im Gegensatz zu Stx und Stxla, deren Stx-Produktion durch
Eisendepletion bei der Anzucht der betreffenden Stamme um ein Vielfaches gesteigert
werden kann (Weinstein et al. 1988a), ist das Stx2-Operon nicht Eisen-reguliert,
ebensowenig das des Subtyps Stx2e. Die Inkubation der Stamme ,412" und ,TB1(pCG6)“ in
Eisen-depletiertem Syncase-Medium vermochte deshalb die Stx2e-Menge nicht zu steigern
(MacLeod und Gyles 1989). Auch das porcine EDEC-Isolat ,S1191“ reagierte auf eine
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Eisendepletion nicht mit einem Anstieg des zellassoziierten oder extrazellularen Stx2e
(Weinstein et al. 1988b).

Seltene tRNA-Gene

Ungeklart ist bislang, ob sog. seltene tRNA-Gene einen Einfluss auf die Expression des stx-
Operons ausiiben koénnen. Stromaufwarts des stxA,-Gens wurde bei 5 von 10 EHEC-
Stammen, welche ausschlielich Stx vom Typ Stx2 produzierten, die Sequenz fir ileX
nachgewiesen, wahrend diese Gensequenz bei keinem der 11 untersuchten ausschlieBlich
Stx1-produzierenden EHEC-Stamme zu finden war (Schmidt et al. 1997). Gleichzeitig war
das Kodon AUA, welches fur die Aminoséaure Isoleucin (lle) kodiert, im stx,-Gen fast doppelt
so haufig vorhanden wie im stx;-Gen. Die durch ileX kodierte tRNA ist in der Lage, genau
diese Aminoséaure, Isoleucin, zu binden und wéahrend der Translation in das entstehende
Polypeptid einzubauen. Daher hielten die Untersucher es fur moglich, dass der Gehalt des
stx,-Operons an AUA-Kodons Einfluss auf die Expression des Operons nimmt. In einer
anderen Untersuchung wurde bei verschiedenen STEC-Stammen vor dem Operon von Stx2-
Subtypen die Gensequenz fiir eine Arginin-bindende tRNA-nachgewiesen. Deren Antikodon
erkennt ein Kodon, welches bei E. coli Ublicherweise nur selten vorkommt, bei den unter-
suchten STEC-Stammen jedoch sehr haufig in deren stxA,-Gen vertreten war (Kanjo und
Inokuchi 1999). Beutin und Kollegen stellten bei STEC-2e-Stammen dagegen fest, dass
diese sich trotz des Vorkommens identischer tRNA-Gene stromaufwarts von stxA,. erheblich
in der Hohe der von ihnen gebildeten Stx2e-Menge unterschieden (Beutin et al. 2008).
AuRerdem bildeten gerade jene 15 Stdmme, die sich genetisch in der Region stromaufwarts
von stxAj deutlich von der Region mit den konservierten tRNA-Genen des Phagen-
Prototypen ®P27 aus dem Stamm E. coli 2771/97 unterschieden, besonders grol3e Mengen
an Stx2e. Daher folgerten die Autoren, dass die nachgewiesenen tRNA-Gene nicht essentiell

flr eine effektive Stx2e-Produktion sind.

24 Einfluss exogener Faktoren auf die Stx-Bildung
und/oder -Freisetzung bei STEC

STEC-Stamme variieren in der von ihnen gebildeten und/oder freigesetzten Stx-Menge
(Paton und Paton 1998). Dabei kann die Stx-Menge, die ein Stamm in vivo bildet, den
Schweregrad und den Verlauf der STEC-Infektion beeinflussen (Paton und Paton 1998).
Allerdings sind Unterschiede in der Virulenz nicht nur abhangig von der Stx-Bildungs-
kapazitat eines Isolats, sondern auch vom Stx-Typ und -Subtyp per se. So ist das Auftreten
von Hamorrhagischer Kolitis und/oder HUS beim Menschen geh&uft mit dem Nachweis von

Stdmmen assoziiert, welche einen Stx2-Subtyp produzieren, insbesondere Stx2a, Stx2c oder
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Stx2d (Ostroff et al. 1989, Boerlin et al. 1999, Friedrich et al. 2002, Bielaszewska et al. 2006,
Orth et al. 2007, Persson et al. 2007, Kawano et al. 2008). Und auch im Mausmodell ist die
LDso von Stxla 400-fach hoher als die von Stx2a, obwohl die Affinitat fir den Rezeptor Gb3
bei Stxla starker ist als bei Stx2a (Tesh et al. 1993). Bei der Suche nach Faktoren, welche
die Stx-Bildung von STEC-Stammen beeinflussen kdnnen, standen bisher verschiedene
Parameter der kulturell-bakteriologischen Anzucht (Temperatur, pH, O,-Konzentration und
verschiedene Nahrstoffe) sowie verschiedene physikalische, biologische und chemische
GroRBen im Mittelpunkt. Wegen der groRen klinischen Bedeutung wurden antimikrobielle
Chemotherapeutika (Antiinfektiva) besonders haufig hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Stx-
Bildung von STEC- bzw. EHEC-Stdmmen untersucht.

Anzuchtbedingungen

Der Einfluss von Anzuchtbedingungen (Anzuchtdauer, Eisengehalt, Nahrmedium, Néhrstoffe,
Anzuchttemperatur, pH-Wert, Schiittelinkubation, O,-Gehalt, Vermehrungsphase) auf die
Stx2e-Bildung wurde umfassend erstmals 1989 untersucht (MacLeod und Gyles 1989).
Allerdings wurde nur ein porciner EDEC-Stamm (Stamm ,412") sowie eine E. coli-K12-
Transformante, die das stx,.-Gen von Stamm ,412“ enthielt, untersucht. Dabei wurden die
héchsten Stx2e-Mengen nach 20- bis 24-stundiger Inkubationszeit erzielt. Die Anzucht in
Syncase-Medium fiihrte zu den héchsten Stx2e-Titern. Die Depletion von Eisen hatte keinen
steigernden Effekt. Die Zugabe von Kohlenhydraten (Gluconsaure, Arabinose, Galaktose,
Saccharose und Laktose) oder der Aminosaure Glyzin hatte ebenfalls keinen Einfluss auf
den Stx2e-Titer. Auch das Angebot von 20 linksdrehenden Aminoséuren erhohte die Stx2e-
Produktion des EDEC-Stammes ,412“ nicht. Mit Glukose-Zusatz lagen die Stx2e-Titer jedoch
sowohl beim Wildtyp als auch bei der Transformante doppelt so hoch wie ohne. Die
folgenden Inkubationstemperaturen wurden ebenfalls auf inren Einfluss gepruft: 18 °C, 25 °C,
30 °C, 37 °C und 42 °C. Die signifikant hdchsten Stx2e-Titer wurden bei beiden Stdmmen bei
37 °C erreicht. Bei 30 °C waren die Stx2e-Titer hoher als bei 42 °C. Der Einfluss des pH-
Wertes wurde in Syncase-Medium bestimmt, wobei das Medium zum Zeitpunkt der
Beimpfung auf pH 7,0, 7,5, 8,0, 85 oder 9,0 eingestellt worden war. Nur bei der
Transformante wurde die Stx2e-Menge durch den pH-Wert beeinflusst und war zwischen
pH 8,0 und pH 8,5 am hdéchsten. Die aerobe Inkubation ergab im Vergleich zur anaeroben
Kultivierung geringgradig hohere Stx2e-Titer. AulRerdem war die Schiittelkultur bei beiden
Stammen der statischen Inkubation hinsichtlich der gebildeten Stx2e-Menge uberlegen. Bei
dem EHEC-Stamm O157:H7 Sakai wurde ein deutlicher Anstieg der Stxla- und Stx2a-Ex-
pression beim Ubergang von der exponentiellen in die stationdre Wachstumsphase
verzeichnet (Bergholz et al. 2007). In einer anderen Untersuchung wurde die Stx2a-Promo-



Literaturibersicht 23

toraktivitat bei E. coli-Stammen gemessen, welche zuvor mit dem Plasmid pADR-28 transfor-
miert worden waren. In diesem Plasmid waren der proximale Abschnitt des stxA,,-Gens
inklusive dessen Promotorregion mit dem phoA, dem Gen der bakteriellen alkalischen
Phosphatase, rekombiniert worden. Somit spiegelte die Aktivitdt von PhoA in diesen
Mutanten die Expression des stxA,,-Gens wider. Bei dem E. coli-Stamm CC118(pADR-28)
hatten Unterschiede in der Sauerstoffspannung (aerobe, mikroaerophile oder anaerobe
Anzucht), die Variation des pH-Wertes (pH 6,5 bis 8,5) im Medium sowie der Gehalt des
Anzuchtmediums an Azetaten (25 bis 100 mM Na-Azetat), Glukose, Saccharose, Laktose
oder Glyzin keinen Einfluss auf die Aktivitdt von PhoA und somit auf die stxA,,-Expression
(Muhldorfer et al. 1996). Die Anzuchttemperatur hatte dagegen einen Effekt, welcher jedoch
nur dann auftrat, wenn gleichzeitig das Gen hns, welches das DNS-bindende, reprimierende
Protein H-NS kodiert, fehlte. Bei dem hns-negativen Stamm E. coli HMG5(pADR-28) war
namlich die Aktivitat von PhoA bei allen gemessenen Temperaturen (30 °C, 37 °C und 42 °C)
groRer als bei dem hns-positiven Stamm E. coli MC1029(pADR-28). Bei dem hns-negativen
Stamm war die PhoA-Menge und damit die stxA,,-Expression bei 30 °C deutlich starker als
bei 37 ° oder bei 42 °C. Die Osmolaritat des Mediums hatte dagegen keinerlei Einfluss auf

die PhoA-Expression.

Medienzusétze, sonstige Behandlung

Neben der Auswirkung verschiedener Anzuchtbedingungen auf die Stx-Produktion und/oder
-Freisetzung werden zunehmend auch die Effekte anderer Stressoren Uberprift. So
verstérkte die Koinkubation des EHEC-Stammes E. coli 1:361 (0157:H7) mit H,O, oder mit
humanen neutrophilen Granulozyten, welche in der Lage sind, H,O, freizusetzen, die Stx2-
Produktion (Wagner et al. 2001b). Dabei liel3 die Zugabe von 0,25 mM H,0, zur Kultur von
E. coli 1:361 die Stx2-Konzentration im Kulturlysat ansteigen. Die Kokultivierung von E. coli
1:361 mit 10° humanen neutrophilen Granulozyten resultierte in einer ca. 4-fach héheren

Stx2-Konzentration als ohne Granulozyten.

Yamamoto et al. (2003) bestrahlten Kulturen der STEC-Stamme OB1 (O157:H7, stx,") und
1076 (O86:H-, stx,") mit dem Kobalt-Isotop ®Co. Dosen von 0,1 bis 0,3 kGy bewirkten dabei
einen Anstieg der Stx2-Konzentration im Ultraschall-Lysatiiberstand der Gesamtkultur, ver-
glichen mit der Stx2-Konzentration der nicht bestrahlten Kultur.

In der Tabelle 3 sind die Einflisse verschiedener Anzuchtbedingungen und Medienzusatze

auf die Stx-Transkription bzw. -Produktion und/oder -Freisetzung zusammengestellt.
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Antiinfektiva

Die therapeutische Gabe von antimikrobiell wirksamen Chemotherapeutika (,Antibiotika“) bei
STEC-Infektionen des Menschen fihrte haufig zur Verschlimmerung der Symptome,
schlimmstenfalls zur Entwicklung von HUS (Carter et al. 1987, Pavia et al. 1990, Wong et al.
2000). Umgekehrt sind aber auch mildere Krankheitsverlaufe nach frihzeitiger Antibiotika-
Gabe bekannt (Martin et al. 1990). Der Einsatz von Antiinfektiva zur Behandlung von STEC-
Infektionen wird deshalb kontrovers diskutiert.

Nach den Ergebnissen mehrerer wissenschaftlicher Untersuchungen reagieren die STEC-
Stamme in vitro nicht so einheitlich, dass eine allgemeingltige Aussage Uber den Effekt der
antibakteriellen Chemotherapie auf die STEC-Infektion und die Stx-Produktion von STEC-
Stammen in vivo moglich wéare. Dabei scheinen einerseits die Eigenschaften des jeweils
untersuchten Stammes, aber auch der Wirkmechanismus des eingesetzten Antiinfektivums

eine Rolle zu spielen (Ichinohe et al. 2009).

Antimikrobielle Substanzen, welche den DNS-Metabolismus des Bakteriums veréandern und
damit die bakterielle SOS-Antwort ausldsen, stimulieren besonders haufig die Stx-Produktion
(Kimmitt et al. 2000, Kohler et al. 2000, Zhang et al. 2000, McGannon et al. 2010). Dazu
zahlt auch das zytostatische Antibiotikum Mitomycin C (MMC) (Verweij und Pinedo 1990),
dessen Effekt auf die Stx-Produktion in zahlreichen Studien untersucht wurde (Kohler et al.
2000, Muniesa et al. 2000, Ritchie et al. 2003, Zhang et al. 2005, Beutin et al. 2008). Seine
stimulierende Wirkung auf die Stx-Bildung war zunéchst dadurch bekannt geworden, dass
Patienten, welche dieses Medikament im Rahmen eine Tumortherapie erhalten hatten, an
HUS erkrankten (Lesesne et al. 1989). Heute wird MMC oft als Vergleichssubstanz in
Stimulationsversuchen an STEC-Stdammen eingesetzt, da es bei stimulierbaren Stdmmen
regelmafig zum Anstieg der Stx-Konzentration in der Kultur fihrt. Ritchie et al. (2003) unter-
suchten die Stx-Produktion bei 38 stx,/stx,.-kodierenden STEC von Menschen (n = 13) und
Rindern (n = 25) sowie bei 26 stx,/stx;.-kodierenden STEC von Menschen (n = 6) und Rin-
dern (n = 20) ohne und mit MMC. Nach dreistindiger Anzucht mit MMC (f. c. 0,2 ug/ml) wa-
ren bei den stx,/stx,.-kodierenden STEC alle 13 humanen STEC sowie mindestens 18 der
25 bovinen STEC induziert worden. Bei den stx,/stx,.-kodierenden Stémmen waren 2 von 6
humanen Stdmmen durch MMC induzierbar, von den bovinen Stdmmen wurden 9 induziert.
Gemessen wurde jeweils der n-fache Anstieg des Gesamt-Stx2 bzw. -Stx1 im Kulturlysat mit
einem ELISA. Auch bei STEC-2e-Stammen kann MMC deren Stx-Produktion forcieren
(Muniesa et al. 2000, Zhang et al. 2005, Beutin et al. 2008). So berichten Beutin et al. (2008),
dass sie die Stx2e-Produktion bei 109 von insgesamt 110 untersuchten STEC-2e-Stammen,

die aus unterschiedlichen Quellen isoliert worden waren, mit dem Mediumzusatz von MMC
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(f. c. 50 ng/ml) steigern konnten. Dabei war die durch MMC angekurbelte Stx2e-Bildung bei
den Isolaten vom Menschen stets stérker als bei den Isolaten vom Schwein. Der Anstieg der
Stx2e-Konzentration in der Kultur wurde begleitet von einem Anstieg der StxAg-
Transkriptionsrate.

Bisher sind zahlreiche Wirkstoffklassen der Antiinfektiva auf ihre Auswirkungen auf die von
STEC-Stammen gebildete Stx-Menge geprift worden. Die meisten Untersuchungen wurden
dabei an humanen STEC-Stdmmen vorgenommen. Aminoglykoside fiihrten in sub-
inhibitorischer Dosis bei einigen Stdmmen zu einer Zunahme des Stx1- bzw. Stx2-Gehaltes
im Kulturiiberstand. Am haufigsten blieb der Stx-Gehalt aber unbeeinflusst oder nahm sogar
ab. So stieg die Stx1/Stx2-Konzentration nur bei insgesamt 13 von 40 STEC-Stdammen
(32,5 %), welche in 5 verschiedenen Studien untersucht worden waren, an, wahrend sie bei
den restlichen Stammen unveréndert blieb oder sogar abnahm (Yoh et al. 1997, Grif et al.
1998, Morita et al. 2004, Pedersen et al. 2008, Mohsin et al. 2010). Die Auswirkung des
Aminoglykosids Gentamicin wurde bisher scheinbar nur bei einem einzigen porcinen STEC-
2e-Stamm untersucht. Die Stx2e-Konzentration in dessen Kulturiiberstand blieb
unbeeinflusst, wenn Gentamicin in subinhibitorischer Dosis eingesetzt wurde. Die Erhéhung
der Dosis auf das 50-Fache der MHK fiihrte dagegen zu einer Abnahme des zellassoziierten
Stx2e (Uemura et al. 2004).

Der Einfluss von B-Laktam-Antibiotika auf die Stx-Konzentration von STEC-Stdmmen
humanen Ursprungs wurde anhand von Aminopenicillinen, Cephalosporinen, Penicillin G
und Piperacillin/Tazobactam gepruft, wobei diese Wirkstoffe die Stx-Menge tendenziell eher
ansteigen lieRen. In funf verschiedenen Studien wurde der Effekt des Aminopenicillins
Ampicillin auf die Stx-Konzentration von insgesamt 12 humanen STEC-Stdmmen ermittelt
(Yoh et al. 1997, Grif et al. 1998, Kimmitt et al. 2000, Morita et al. 2004, Mohsin et al. 2010).
Dabei hatte Ampicillin bei 8 Stéammen einen stimulierenden Effekt auf die Stx1- oder Stx2-
Bildung und/oder -Freisetzung, wenn subinhibitorische Dosen der Substanz eingesetzt
wurden. Der Einfluss von Ampicillin auf die Stx2e-Konzentration wurde auch bei einem
EDEC-Stamm uberprift (Uemura et al. 2004). Bei diesem Stamm fihrten sowohl sub-
inhibitorische als auch inhibitorische Dosen zu einem Anstieg des Stx2e-Gehaltes im Kultur-
Uberstand, wahrend die Menge an zellassoziiertem Stx2e abnahm. Cephalosporine
bewirkten, in Abhangigkeit vom untersuchten Stamm und der eingesetzten Substanz,
entweder einen Anstieg oder eine Abnahme des Stx1- bzw. Stx2-Gehaltes der Kulturen
(Walterspiel et al. 1992, Yoh et al. 1997, Grif et al. 1998, Kimmitt et al. 2000, Murakami et al.
2000, Ichinohe et al. 2009, Mohsin et al. 2010). So nahm die Stx1- bzw. die Stx2-Menge
unter dem Einfluss mindestens eines Cephalosporins bei 7 von insgesamt 16 Stammen, die

in 7 verschiedenen Studien untersucht worden waren, zu. Nur bei zwei STEC-Stammen
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konnte die Stx-Menge durch mehr als eines der verwendeten Cephalosporine gesteigert
werden (Grif et al. 1998, Kimmitt et al. 2000). Penicilin G und auch die Kombination
Piperacillin/Tazobactam wurden nur in jeweils einer Studie untersucht. Dabei bewirkte
Penicillin G bei 2 von 3 Stdammen einen Anstieg des Stx-Gehaltes im Kulturiiberstand. Auch
Piperacillin/Tazobactam fuhrte bei dem Stamm PK552 zur gesteigerten Expression des Stx2-
Operons (Grif et al. 1998, Kimmitt et al. 2000).

Die Auswirkung von Sulfonamiden und/oder Trimethoprim auf die Stx-Produktion wurde
besonders haufig geprift. Trimethoprim lieR als Einzelsubstanz den Stx1- und/oder Stx2-
Gehalt in der Kultur sowohl in subinhibitorischen Dosen als auch in inhibitorischen Wirkstoff-
konzentrationen ansteigen (Grif et al. 1998, Kimmitt et al. 2000). In &hnlicher Weise fuhrte
die Anzucht verschiedener STEC-Stdmme humanen Ursprungs unter dem Einfluss von
Sulfonamiden, meist in Kombination mit Trimethoprim, ebenfalls fast ausnahmslos zu einer
Steigerung der Stx-Menge (Karch et al. 1986, Walterspiel et al. 1992, Grif et al. 1998,
Kimmitt et al. 2000). Die Kombination Sulfomethoxazol/Trimethoprim wurde auch an dem
Stx2e-kodierenden E. coli-Stamm MVH 269 geprift, der von einem Schwein mit
Odemkrankheit isoliert worden war. Ein Effekt war hier jedoch weder beim zellassoziierten

noch beim freien Stx2e zu beobachten (Uemura et al. 2004).

Der Einsatz von Antibiotika als Wachstumsférderer in der Tierproduktion war bis zum
31.01.2005 in Deutschland zulassig (EU-Parlament/-Rat 2003). Koéhler et al. (2000)
untersuchten deshalb den Einfluss solcher Wachstumsférderer auf die Stx2-Produktion von
drei Stammen humanen Ursprungs, namlich durch das lonophor-Antibiotikum Monensin
sowie die Substanzen Carbadox und Olaquindox (Kohler et al. 2000). Bei allen drei
Stammen flhrte Monensin zur Reduktion der Stx2-Konzentration in den Kulturiberstanden,

wahrend Carbadox und Olaquindox dagegen einen 27- bis 124-fachen Anstieg bewirkten.

Polypeptidantibiotika wie Polymyxin B und Polymyxin E (Colistin) werden in der Human-
medizin aufgrund ihrer Nephro- und Neurotoxizitdt bevorzugt zur topischen Therapie
verwendet (Stahlmann 2001a). Daher gibt es kaum publizierte Daten Uber die Auswirkung
dieser Wirkstoffe auf die Stx-Produktion. Immerhin verursachte Polymyxin B in der einzigen
auffindbaren Studie an EHEC bei allen 3 untersuchten Stammen einen Anstieg der Stx1-
bzw. Stx2-Menge in den Kulturiiberstanden, wenn es in einer subinhibitorischen Dosis
eingesetzt wurde (Morita et al. 2004). In der Veterindrmedizin spielt Colistin noch immer eine
wichtige Rolle bei der Behandlung von Darminfektionen des Schweines. Allerdings gibt es
auch hier nur eine einzige Studie, welche den Einfluss von Colistin auf Stx2e behandelt
(Uemura et al. 2004). Darin beeinflusste Colistin die Stx2e-Bildung und/oder -Freisetzung
des EDEC-Stammes MVH 269 nicht, wenn seine Konzentration der MHK entsprach. Erst in

50-fach héherer Konzentration lie Colistin die Menge an zellassoziiertem Stx2e abnehmen.
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Folgende Tetrazykline wurden bislang hinsichtlich ihrer Effekte auf die Stx-Konzentration
untersucht: Doxyzyklin, Minozyklin und Tetrazyklin (Walterspiel et al. 1992, Yoh et al. 1997).
Die Auswirkungen von Doxyzyklin und Minozyklin wurden nur bei einem einzigen Stamm
gepriift, beide Substanzen wurden dabei in mehreren subinhibitorischen Konzentrationen
eingesetzt. Die jeweils niedrigste Dosis der beiden Antibiotika (2% bzw. 10 % MHK)
bewirkte einen Anstieg des Stx1-Gehaltes im Kulturiiberstand (Yoh et al. 1997). In einer
anderen Studie stimulierte Tetrazyklin je nach Dosis 3 oder 4 von 5 untersuchten STEC-
Stdmmen zur Bildung und/oder Freisetzung von mehr Stx1l in den Kulturibersténden
(Walterspiel et al. 1992). Untersuchungen zum Einfluss von Tetrazyklinen auf die Stx2e-

Produktion von porcinen STEC sind bisher nicht publiziert.

Die Auswirkung von Makroliden auf die Stx-Produktion von STEC-Stdammen ist besonders
gut untersucht. Bei der Anzucht verschiedener STEC-Stdmme in Anwesenheit von subinhibi-
torischen Dosen an Azithromycin, Erythromycin oder Tylosin kam es bei einzelnen Stammen
zu einem Konzentrationsanstieg des freien Stx1 und/oder Stx2 (Grif et al. 1998, Morita et al.
2004, Pedersen et al. 2008). Uberwiegend fiihrten die verwendeten Makrolide jedoch zu
einer Konzentrationsabnahme des Stx1 bzw. Stx2 im Uberstand oder beeinflussten die Stx-
Menge gar nicht (Grif et al. 1998, Koéhler et al. 2000, Murakami et al. 2000, Ohara et al. 2002,
Pedersen et al. 2008). Tylosin, ein Makrolid, welches haufig zur Behandlung bakterieller In-
fektionen des Schweines eingesetzt wird, verursachte bei allen drei STEC-Stammen, an
denen seine Auswirkung untersucht wurde, eine herabgesetzte Stx2-Konzentration im
Kulturiberstand (Kohler et al. 2000). Dabei handelte es sich allerdings nicht um Isolate von

Schweinen, sondern von Menschen.

Chinolone sind als potente Ausldser der SOS-Antwort in Bakterien ebenfalls in der Lage, die
Stx-Produktion zu steigern (McGannon et al. 2010). Der Zusatz von Chinolon-Antibiotika
wahrend der Anzucht von humanen oder bovinen STEC-Stammen fiihrte bei den meisten
der gepruften Stémme zu einer Erhdhung der Stx1- bzw. der Stx2-Konzentration. Von den
insgesamt 142 STEC-Stdmmen, die in verschiedenen Studien untersucht wurden, kam es
bei 109 Stdmmen (76,8 %) unter dem Einfluss eines Chinolons zu einem Konzentrations-
anstieg von Stx1 und/oder Stx2 (Walterspiel et al. 1992, Grif et al. 1998, Kimmitt et al. 2000,
Murakami et al. 2000, Zhang et al. 2000, Ohara et al. 2002, Ochoa et al. 2007, Maurer et al.
2008, Pedersen et al. 2008, Ichinohe et al. 2009, tos et al. 2010). Dabei wirkten sowohl sub-
inhibitorische als auch inhibitorische Dosen stimulierend. Die Untersucher beobachteten den
Konzentrationsanstieg sowohl beim freien als auch beim zellassoziierten Stx, wobei die
Auswirkung der Chinolonexposition auf das freie Stx haufiger untersucht wurde als auf das
zellassoziierte Stx. Nach 4-stindiger Inkubation mit Enrofloxacin (f. c. 0,25 pg/ml, 37 °C,
180 rpm) konnte bei 44/46 STEC-Stammen (95,7 %), davon 42/46 stx,", die von gesunden
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Rindern isoliert worden waren, Stx mit dem ELISA (Gesamt-Stx-Gehalt der bakteriellen
Kultur ohne Unterscheidung nach zellassoziiertem bzw. freiem Stx) nachgewiesen werden
(Maurer et al. 2008). Darunter waren auch zwei Stamme ohne stx,-Gen, welche womdglich
einen Stx2-Subtyp aufwiesen. Konstitutiv, d. h. ohne Zugabe von Enrofloxacin, war nur bei
19/46 Stammen (41,3 %) eine Stx-Bildung nachgewiesen worden. Die Exposition der drei
EHEC-Stamme 306-7, E-1057 und E-MCD (stx,"/stx,”) sowie der beiden STEC-Stamme
H-19 und H-30 (beide stx;") gegeniiber Ciprofloxacin in jeweils zwei verschiedenen sub-
inhibitorischen Konzentrationen fuhrte bei allen finf Stimmen zu einer Steigerung der freien
Stx1-Konzentration (Walterspiel et al. 1992). Dabei war die Erhdhung der Stx1-Menge bei
Einsatz der hoheren Ciprofloxacin-Konzentration im Mittel grofRer als bei Einsatz der
niedrigeren Ciprofloxacin-Konzentration (Zunahme von Stx1 auf 169 bis 436 % versus
Zunahme auf 115 bis 197 %). Der Stx1-Nachweis erfolgte mit einem Gb3-ELISA. Bisher
wurde die Auswirkung von Chinolonen auf die Stx-Produktion und/oder -Freisetzung nur an
einem einzigen Feldisolat von einem Schwein (MVH 269) untersucht (Uemura et al. 2004).
Bei diesem Stamm hatte Enrofloxacin keinen Einfluss auf die Stx2e-Konzentration im Kultur-
Uberstand. Beim Einsatz von Enrofloxacin in einer inhibitorischen Dosis nahm die

Konzentration des zellassoziierten Stx2e sogar ab.

Eine gesteigerte Biosynthese von Stx setzt eine Zunahme der Anzahl der stx-Genkopien
sowie eine Zunahme an stx-spezifischer mMRNA voraus (Ichinohe et al. 2009). Einige Unter-
sucher haben gezeigt, dass bestimmte Antibiotika einen Anstieg von stx;- bzw. stx,-
spezifischer mMRNA bewirken und in der Lage sind, die Anzahl an Genkopien von stx; bzw.
stx, zu steigern. So war bei einer Stimulation des Stammes Iwate M1-2 (stx;” und stx,") mit
Norfloxacin vermehrt stx;- bzw. stx,-spezifische mRNA nachweisbar und die Anzahl an stx;-
bzw. stx,-Genkopien hatte sich vervielfacht (Ichinohe et al. 2009). Allerdings war in der
genannten Untersuchung kein Bezug zur nachweisbaren Stx-Proteinmenge hergestellt
worden. Fur den Stx-Subtyp Stx2e wurde dieser Zusammenhang von Beutin et al. (2008)
aufgezeigt. An funf STEC-2e-Stammen konnte demonstriert werden, dass die Hohe der mit
einem ELISA detektierten Stx2e-Konzentration mit der Menge an stx.-spezifischer mRNA
korrelierte. Nur bei den drei Stdmmen, bei welchen unter dem Einfluss von MMC die Stx2e-
Konzentration angestiegen war, war auch ein Anstieg der stxAz.-Transkriptionsrate (10- bis
1.000-fach) beobachtet worden. Kimmitt et al. (1999) konnten zeigen, dass die Chinolone
Nalidixinsaure, Ofloxacin und Ciprofloxacin in der Lage sind, die Transkription, ausgehend
vom Stx2-Promotor, zu steigern. Dazu war bei dem Stamm RV31 das stx,-Gen durch das
lacZ-Gen ersetzt worden, sodass die Expression dieses Reportergens durch den Stx2-
Promotor gesteuert wurde. Eine Induktion des stx,-Operons resultierte bei diesem mutierten

Stamm somit in einem Anstieg der 3-Galaktosidase. Alle drei Chinolone stimulierten die B-



Literaturibersicht 33

Galaktosidase-Aktivitat dieses Stammes. Fir Ofloxacin wurde auf3erdem bestatigt, dass es
nicht nur die B-Galaktosidase-Aktivitat im mutierten Stamm ankurbelte, sondern auch die
Stx2-Expression im Wildtyp-Stamm. Unter dem Einfluss von Ofloxacin stieg Stx2 im Kultur-
Uberstand um mehr als 200-fach an.

Inwieweit Ergebnisse von in vitro-Untersuchungen auch auf die Reaktion von STEC-Stam-
men in vivo Ubertragen werden kdnnen, ist unklar. Es gibt Hinweise auf einen Zusammen-
hang zwischen dem Stx-Bildungsvermdgen bestimmter STEC-Stdmme in vitro und
demjenigen in vivo. So wurde im Mausmodell gezeigt, dass die in vitro mit Ciprofloxacin
stimulierte Stx2-Bildung auch in vivo auftritt. Die Konzentration des fékalen Stx2 war bei
Méausen, die mit dem STEC-Stamm 1:361R inokuliert worden waren und anschlieBend eine
intraperitoneale Behandlung mit Ciprofloxacin erhalten hatten, héher als bei den nicht behan-
delten Mausen. Die gesteigerte intraintestinale Stx2-Konzentration fuhrte bei einem Grof3teil
der Tiere sogar zum Tod (Zhang et al. 2000). Teel et al. (2002) untersuchten die Produktion
der Stx-Varianten Stx2dl bzw. Stx2d2 (gemaf Nomenklatur nach Scheutz etal. Stx2d1-
091-B2F1 bzw. Stx2d2-091-B2F1) unter dem Einfluss von Mitomycin C, Ciprofloxacin und
Fosfomycin in vitro sowie in vivo bei Mausen. Die Stx2d1-Produktion wurde in vitro durch
Mitomycin C und Ciprofloxacin gesteigert. Ein Anstieg war auch in vivo bei den mit
Ciprofloxacin behandelten M&ausen festzustellen, bei denen der Toxingehalt in den Fazes bis
zu doppelt so hoch war wie bei den nicht behandelten Tieren. Die Auswirkung einer
antibiotischen Behandlung von Schweinen mit Colistin auf die Entwicklung der Odemkrank-
heit wurde von einer Forschergruppe aus Tschechien untersucht (Konstantinova et al. 2008).
Die intramuskulére Applikation von Colistin ging bei Absetzferkeln, welche zuvor mit dem
EDEC-Stamm E. coli 11.313 infiziert worden waren, in 10 von 11 Fallen mit der klinischen
Manifestation der Odemkrankheit einher, wahrend bei den nicht antibiotisch behandelten
Tieren die Erkrankung nur in 5 von 10 Fallen ausbrach. Die Autoren vermuteten als Grund
fir das haufigere Auftreten der Odemkrankheit bei den behandelten Tieren allerdings nicht
eine gesteigerte Stx-Bildung der EDEC-Bakterien, sondern die von Colistin verursachte Lyse
der Bakterienzellen mit daraus resultierender vermehrter Freisetzung des Stx2e. Eine
Quantifizierung des fakalen Stx2e erfolgte nicht. Einen weiteren Hinweis darauf, dass die
Ergebnisse von in vitro-Versuchen zur Stx-Produktion auch Rickschliisse auf die Situation in
vivo ermdglichen, geben die Ergebnisse von Zhang et al. (2009). In vitro steigerte die
Anzucht verschiedener STEC-Stamme in Anwesenheit von Ciprofloxacin in subinhibi-
torischer Dosierung die Menge an nachweisbarem Stx2. Azithromycin hatte dagegen in vitro
keinen Effekt auf die Stx2-Produktion. Die Behandlung gnotobiotischer Ferkel mit Cipro-
floxacin, welche zuvor mit dem STEC-Stamm 86-24 infiziert worden waren, schitzte nicht

vor der Entwicklung schwerer neurologischer Symptome. Gleichzeitig war die Stx2-Konzen-
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tration im Darminhalt bei diesen Tieren um ein Vielfaches héher als bei Tieren der nicht
behandelten Kontrollgruppe, sofern noch Bakterienzellen nachweisbar waren. Im Zékum-
inhalt der Ferkel, die mit Azithromycin behandelt worden waren, war die Stx2-Konzentration
dagegen signifikant niedriger als bei den nicht behandelten Tieren (Zhang et al. 2009).



35

Literaturtibersicht

2118S USISyoeU Jap jne { d[jaqe | Jop Bunziasuo4

(zH:€0TO
TXS) 2LN
‘(-H:.STO
‘T +1XS) T6N
‘(LH:28TO
‘23S) 80T
1Z-0J8A ‘(LH:28TO MHIN % 05
OTN 0, .€°U8T ‘vsIT3 awyeuqy IsQ-y wi Z38) vZIN 2ITxs MHIN % 00T ulweus
-X¢g pzxIS X € pzxs
-X2Z £pzaS X 2 £pzxs
-X9 ZXIS X 9 ZXIS
-Xt azxs x v azxs
SX64+XT ZAS X 0T Zas
+X P XIS X ¥ s
(-) swyeuqy/(+) Bansuy (MH %00T)
80d D..lE'U¥Z 1Z-019A SO W sWweIS-O3LS 62 jwpre  upweuso
(MHIN % 08)
Bansuy 1snN-M Wl (LH:LSTO) £8/69.5 Z+1XS jwybr g
(MHIN % 08S)
Bansuy 1sN-M Wl (LH:LSTO) 26/vLSE AN jw/br 8
1z-Ha1 (MHIN % 0S)
869 D..lE'UVZ ‘1Z-019A Bansuy 1snN-M Wi (LH:LSTO) 68/€6TT ™S jw/bry  upweuso
MHW % 000°S
19g awyeuqy ‘MHA (MHI % 000°S)
% 00T 189 "A "0 IsN-1SN Wi Jw/Brl 52'0 x 0g
MHW % 000°S (a3 ‘s ‘'6€T0O) ‘(MHIA % 00T) apISoXiA|B
¥ON  D..EUY 1Z-018A  "MZQ % 00T 189 "A "0 ISQ-Y Wi 692 HAW azxIs lw/br gz‘o  uplweD -oulwy
ZUdl uabunbuip XIS UOA uabunylimsny (dfyoses  dAwans- sisoq OIS asse|y
-9J9Y -aqsuonl  Bunisizyy JunyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-egnyju| -nuend wweis-031s

0J1IA Ul UBWWERIS-DTLS 18q Bunziasial4- J8po/pun UuoINPOoId-X1S a1p Jne 81501SHIAN Ja[|a1qoiwiiue sSsnjjulg 7 a|[aqel



Literaturiibersicht

36

2119S UBISyoeU Jap jne { d[jaqe L Jop Bunziasuo4

(zsTO
(¢ pun Tx19 AIYOIN X TE ‘LSTO auiAwely
Hamilep) X 92) swweis auIdAw
100 us vsIn3 XIS UBIaly SBP dwyeuqy  -DFLS duewny L§ 2/txs  qw/brl 0g - 6100 uwixepy -esuy
(LH:25TO)
ue ‘n aew Kesseuab TEAY UOA Yealsqg
‘ae !0, 2V -12110day (eew) D, /€ 19q ‘(zoe):yegxis) auLrewny
00M /€ '0€ -le9-g aImos (ae) D, 0€ 199 Bansuy 285)d A MHIN 2 u120IqoAON -oulwy
(,2as) 0L
-034 ‘(,%as *,™xs)
Do L€ 20S/TXS €8-034 €¥-034 (MHW % 00T)
7ON ‘ulw 0g vidd UoA Bansuy IsN-M Wl 1ZH:ZGTO OFHI € 2TAS W/ YTz - T'6T  upAwoidens
(MHIN % 0S)
jwyBr g
ZXAS/TXIS (LH:25TO) ‘(MHIN % 0T)
I6A Do lE'U9T vidd UOA BuwiyRUqY IS-X Wi 0686050 AWIY 2ITxs jw/Br T uoAwoidans
(MHW % 0S
sjlamal)
Bansuy 1sN-M Wl (ZH:ZSTO) £8/69.5 Z+1XS Jw/br 9T
1z-Ha1 yoey-0T Bansuy isN-M Wi (LH:LSTO) 26/v.SE Zas Jw/br gg
869 0. .l£'UtZ ‘1Z-019A Jegstemyoeu 1you Isn-y wi - (LH:ZSTO) 68/€6TT s |w/bri zg  upAwoidens
(MHI % 05)
lw/br gz'T
MHIN % 0T 189 (Yoey-§'T (LH:25TO) ‘(MHIA % 0T) apISOXA|B
L6A D0 .€°Y9T Vidd  "®2) TXIS UoA Bansuy isn-y wi 0686050 ANIY 2Ixs |w/br gz‘'0  upIweeD -oulwy
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmyu| -nuend wweis-031Ss




37

Literaturtibersicht

3118S UaISyodRU Jap Jne ¢ a|jage Jap BunziasioH

(,°2xs
n-u ‘LNO) .6/TLL2 agxis
4oe}-00T Bansuy 1sn-X wi - (,2x18) (MEE6)009D
(s
Yoey-GGT Bansuy isn-y wi -H:920) 96/0Z.S
(s
009% Do LE MNN vSI3 yoe}-g9 Bansuy 1sN-M wi  ‘/H:/SGTO) S6/8€SE FAS jw/Br g'0 O uAwonn
I6ITLIT '16/S2.92 agxis
0GcH3
‘I61161Y ‘86/00€S
e '86/6625 '86/£62S
4Od- 1 UoUSOISIAINoq wNyw  80/TSY9 L6/96TvC pzxs
-3 [eal 1ayosiyizads-gxis "Mzq -yXis €0/CE0E '66/TT6Y RIALSY
50Z 'V eAemuenb uoA Bansuy 1ayoey-00T siq 16/SELE '66/60€T AL jw/Brig'o O woAwoni
(,voa1) oTnid
1w panuawsaiddns
17-018A (yoey ‘(Lzd9)TZL pun
00N Do 2ZE MINN ‘VSIT3  -00T sIq -05) Bansuy 1sn-Y wi  (Lzd$)6L susbiosA agxis jw/Brig'o O woAwonn
1Z7-019A\
00 Do 2E NN ‘vsIn3 (yoey-05) Bansuy 1sN-Y wi 16/TLL2 agxs jw/Brig'o O woAwonn
40/a3 ‘S X 6T
‘sezed ‘S X Gz
‘WX 9g
YamwNn X 12 BUNSIA
uaIWEIS 'S9ze4 ‘N X 6 18yasiels
OTT/60T 19d DN HW yonzuy Bwwels -0z yw
804 A VvI3-6-'d Ydoeu 9ZXiS UOA SIomyoeN -92-031S 0TT agxIs w/Brigo'0 O uAwonn  enolgnUY
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmijul -nuend wweis-031s




Literaturiibersicht

38

2119S UBlSyoeU Jap jne { d[jaqe | Jop Bunziasuo4

(LH:25TO)
ue ‘n aew Kesseuab TEAY UOA Yeauaqg
‘ae ‘D, Z¥ -1a10day ‘{(zoel:vexis)
00X n g ‘0g -[eo-g¢ (sew ‘ae) O, L€ 199 Bansuy 255)d Zas N
(IHW % 0S
sjiemal)
A0S Wl (LH:ZSTO) £8/69.5 2+ 1IXS jw/Bri ‘0
1Z-Ha1 Bansuy 1snN-M Wi (LH:LSTO) 26/vLS€ A jw/Br g0
869 . .lE'U¥Z ‘1Z-018A ‘ACoisn-Muwl (LH:LSTO) 68/€6TT s jwybr T uloidwy
MHIN % 000°S "MZq % 00T (MHW % 000°S)
129 swyeuqy 1sn-1sn wi Jw/Bw 8'ZT
"MHI % 000°G "Mz (a3 ‘s ‘6€T0O) ‘(MHIN % 00T)
¥ON  D..EUY 1Z-013A % 00T 129 Bansuy 1sn-y wi 692 HAW azxIs Jw/br 95z
(LH:25TO)
ue 'n aew Kesseuab TEAY UOA Teasaq
‘ae ‘D, Z¥ -1910day ‘{(zoel:vexis)
00 n.g‘0e -leo-g (sew ‘ae) O, /€ 199 Bansuy Z255)d A MHA'S awepe-g
asoN|D
W wnipay
-[ewluln Ul djo Iy
aimos wnip  samal ‘101g (dyo younp
-aN-g1 ul uI91Sa M\ «(dib yoinp 1z19519) (/H:/STO) 1219S19)
0TT  0.2€'Y9 ‘vsIn3 uoissaldx3-2xis Jep Bansuy ¥2-98 1102 '3 FAS jw/Br T O upAwonn
yoe}-09 siq -€T
Bansuy uswwels-y v 18q (4x0z‘N
‘(Buwels-y 6 ‘swwels  SNH X 9 {(9T/TXIS)
-SNH ) uswwels 9z/TT 231S X 92
199 Bansuy IT/TXIS-IWessD ‘(dxge Bunsyim
‘(Bwwels-y 8T pun swwels ‘W SNH X €T layosnels
-SNH €T 3|[e) UBWIWE)S 8E/TE ‘07 + 2/9212XS) -0z yw
€04  D.l£°Ug vSIT3  leq Bansuy : 5Z/2XiS-1esa 031S X 8¢E 2Ixs jw/Bri z'o O uPAWoNN  exnoignuy
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmijul -nuend wweis-031s




39

Literaturtibersicht

21185 UaIsydRU Jap Jne ¢ a|jage ] Jap BunziasiioH

(MHI % 05)

jw/Brl g
(yoej-2'T) (LH:25TO) ‘(MHIN % 0T)
I6A Do lE'U9T vidd TXIS UOA Bansuy 1S-M wi 0686050 AWIY 2/TXs jwybr T uljozeya
d0d-1d
-2 [eal
annemuenb VYNYW Jayosiyizads
‘40d -2Txys abua alp Jne ssnjuig
-w [eal  uIdy ‘¥Tx)s uoA uaidoxua9 Jap N ‘(ZH:25TO) (MHW % 00T)
601  0..E€‘U¥ aAmemuenb |yezUY Ip jne ssnjuIg uIdx Z-TIN avem| 2Itxs Jw/Brl 5z'0 weuoanzy
(LH:25T0)
ue ‘n sew Aesseusb TEAY UOA JeAlaqd
‘ae 1D, Z¥ -1au0day {(zoel:vexis)
00 n.g‘0e -[e9-g (sew ‘ee) O, /€ 189 Bansuy Z255)d AU MHA S weuosnzy
(,as8) 0L
-034 ‘(,%xs *,™xs)
Do LE ZXAS/TXAS €8-034 ‘ey-034 (MHW % 00T)
YON ‘ulw 0g vidd uoA Bansuy Isn-M Wi :ZH:/STO D3HIA € 2Itxs jw/br g -2 ulroidwy
(zH:€0TO
TXIS) ZLN
‘(-H:.STO
(LN ‘80T T+ 1XS) T6N
‘PZIN BWWels) MHIN % 0S ‘(LH:28TO
190 Bansuy 1sN-y wi ‘ZX1S) 80T
1Zz-01ap ‘(Bwwess 3j1e) MHIN % 00T ‘(LH:28TO MHIA % 05
OTN  0,.€°U8T ‘vsSIT3 190 aWyeuqy 1s)-X wi Z38) vZIN 2ITXs “SIHIN % 00T
(MHI % 05)
lw/br gz'T
ZXAS/TXIS (LH:25TO) ‘(MHIN % 0T)

LB6A Do lE'U9T vidyd UOA BWyBUQY ISN-M Wi 0686050 AWIY Z/ITXS Jw/Brl 5z'0 dwy  swepe-g
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM

-eqmijul -nuend wweis-031s




Literaturiibersicht

40

3118S UaISyodRU Jap Jne ¢ ajjage Jap BunziasioH

(zH:€0TO
TXIS) 2LN
‘(-H:.STO
T+ 1TXS) T6W
‘(LH:28TO
(swwels aje) ‘Z¥S) 80T
1Z-018A  MHW % 0G 8IMOS MHIN % 00T ‘(LH:28TO MHN % 0§
OTN D, .€°U8T ‘'vsSIT3 190 dwyeuqy 1sn-Y wi Z38) vZIN 2ITxs “MHIN % 00T wixel0}8d
(LH:25TO)
ue ‘n aew Kesseuab TEAY UOA Yealag
‘ae ', 2 -J1au0day {(zoe|::vZX1S)
00 n.g‘oe -[e9-g (seW ‘o) O, L€ 199 Hansuy 25SMd xS MHA S WIxelo§ad
awyeuqy 1suos ‘/G0T-3 19q
Inu TXIS UoA Bansuy 1sn- wi
T UONEluUaoU0J MO (TTH:920) 6T-H
(txas ‘(0£-H ‘AON-3 ‘(TTH:920) 0e-H XIS
UOA sIam ‘/G0T-3) uswwels /£ (LH:ZSTO) AOW-3 uonen
-yoen Jnu) 139 TXIS UOA Bansuy 1sn-y wl - ‘(ZH:2GTO) 2S0T-3 -uaouo9 Mo[*
Z6M 0. /€ 'UBT  VSITI-€UD -,UOIe1jusduod ybiy ‘(LH:LSTO) L-90€ 2Itxas aimos ,ybiy* wixyao
(MHIN % 05)
awyeuqy IsN-Y Wi (LH:/STO) £8/69.5 Z+1XS Jw/Brl §T00°0
(MHIN % 05)
Bansuy 1sn-M Wi (LH:LSTO) Z6/7.LGE FAS Jw/6r 80000
1z-Ha1 (MHI % 05)
869 0. .lE'U¥C ‘17-018A awyeuqy IsN- Wi (ZH:/STO) 68/€6TT ™S Jw/Brl §T00°0 wixyad
vidy alpizuapfeg (LH:25TO) (MHW % 000°2)
00NN Do ZE€°U9 ‘17-018pA  Jap 8bjo- sfe Bansuy isn-y wi Z18SS 03H3 2Ixs jw/Brl luipeD  swepe-g
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmijul -nuend wweis-031s




41

Literaturtibersicht

3118S UaISyodRU Jap Jne ¢ ajjage Jap BunziasioH

Bansuy 1sn- Wi (ZH:.STO) /8/69.S Z+1IXS
1z-Ha1 Bansuy 1sN-M Wi (LH:LSTO) Z6/7.LSE ZXs
869 . .lE'U¥Z ‘1Z-013A Jegsiemyoeu Yo Isn-y wi - (LH:ZSTO) 68/€6TT ™S Jw/br gzT 9 uldiuad
(LH:25TO)
ue 'n aew Kesseuab TEAY UOA YeAllag
‘se 1D, ¢¥ -1910day (a®) 0, 0€ 199 pun ‘(zo®|:vexis)
00 n /g '0€ -[e9-g (sew ‘ae) O, L€ 199 Bansuy Z5Hd FAS MHW'sS  uixsjeyds)d
(LH:25T0)
ue 'n sew Kesseuab TEAY UOA JeAlaqd
‘ae 1D, Z¥ -1au0day {(zoel:vexis)
00 n.g‘0e -[e9-g (sew ‘ee) O, /€ 189 Bansuy ZSHd FAS MHIN S WwiXoInyao
(LH:25T0)
Kesseuab TEAH UOA JeAlaqd
-1e110day ‘(zoel:vexs) (IHWN 5)
00X Do ZlE‘U¥Z -leo-g¢ Bansuy Z8S)d Zas Jw/Br G290 wixoinyad
(MHI % 03)
awyeuqy IsN- wl - (ZH:ZSTO) £8/69.5 Z+IXS Jw/Brl 50'0
(MHIN % 05)
Bansuy 1sn- wi - (LH:LSTO) Z6/7.LSE FAS Jw/Br 5200°0
1z-Ha1 (IHN
869 0. .lE'UVZ ‘1Z-018A awyeuqy IsN- Wi (LH:/STO) 68/€6TT s % 08) |w/brl g0 uoxenyad
d0d-14
-aw |eal
annemuenb VYNYW Jayosyizads
‘H4od -2txys abua|y aIp jne
-awi [eal  SSNjuIg uley ‘T3S UOA ualdoy| N ‘(ZH:25TO) (MHW % 00T)

601  D../E€‘U¥ aAemuenb -us9 Jsp |yezuy J9p uonynpay Z-TIN arem| 2xs Jw/br gzT°0 wipizeysd  swepfe-g
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM

-eqmijul -nuend wweis-031s




Literaturiibersicht

42

2119S UBlSyoeU Jap jne { d[jaqe | Jop Bunziasuo4

(TTH:920) 6T-H

(txas uswiwels g/5 ‘(TTH:920) 0g-H X1s
UOA SIBM 130 TXIS UOA Bansuy isnN-M Wi (ZH:ZSTO) AOW-3 uonen
-yoen Jnu) ,uonenuas’uod  ‘(ZH:2STO) 2S0T-3 -uaouo9 ,Mo|“
Z6M D, /€ ‘Y8T VSIT3-€a9 MO[" 8IMOS 4By ‘(LH:2STO) £-90€ CITXIS aimos by  uexoyoidiy
(MHIA % 0S)
Bansuy 1sN-M Wl (ZH:ZSTO) £8/69.5 Z+1XS lw/Br TO'0
(MHIN % 08)
awyeuqy IsN-M Wi (LH:LSTO) 26/v.SE s Jw/Br 5000
17z-Ha1 (IHW
869 0. .l£'UtZ ‘17-019A Bansuy 1sn- wi - (ZH:.STO) 68/€6TT XS % 09) lw/Bri To'0  uoexopyoidiy
uioexoyylad
‘uIoexolo
‘uloexo|JIoN
‘aines
-UIXIpIfeN
‘uinbawni4
(LH:25T0) ‘ulpexoljoiug
ue 'n sew Kesseuab TEAY UOA JeAlaqd ‘uioexojjoldin
‘oe 1D, 2V -lapoday uabunbBuipagsuoiregnyu| pun ‘(zoe):yegxis) ‘uroexoul)d
003 n /g ‘0e -[e9-g usyoISHIIA UBJ[e 199 Bansuy 2853d FAUS MHIN = :@slsAIg  Buojoulyd
d0d-1d
-2 [eal
w>_umu_ucm:c YNHW
‘40d Jayasuizads-21xis abus|y
-awi [eas 18p "Mzq ¢Tx3s UoA ualdoy N ‘(ZH:25TO) (MHI % 00T) swsauad
601  D..E€‘U¥ aAlemuenb  -us9 Jep |yezuy Jop aWyeUqY Z-TIN orem| 2ITxas lwbrigz'o  wsuadiued -equed
(LH:25TO)
ue ‘n aew Kesseuab TEAY UOA JeAlad
‘ae 1D, Z¥ -1au0day {(zoel:vexis) wejoeqoze |
00M n.g‘0e -[e9-g (eew ‘ae) O, L€ 189 Bansuy Z5SMd xS MHWNS  juiioessdid  swepje-g
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmijul -nuend wweis-031s




43

Literaturtibersicht

2118S UalsyoeU Jap jne { d[jaqe | Jap Bunziasuo4

Anebau-exis

(-LH/LH:.STO)

wdi1 08T Y/ UONED 'UBWWRIS 9Y/vi awwelspled
80N ‘0. .EU¥ VSIT3 180 ZXI1S-lweses sap Bansuy -D31S 8ulnoq 9 FAS lw/br gg‘0  uexojoiugy
usjuein|y siuslsisal
-uloexojjoiug
yane sje swwels
uawIwelS 9AITeU |YoMOoSs
UaAjeU 184 sfe JayQy X € 18 YASH
usjueINK 199 3BUBIN-ZXIS ‘6%T YASH
.:mEMH:_Z 19q pun uswwels LH:LSTO
60N Utz nzsiq vSI3 UsAleU 18q 2X3S UOA Bansuy auInog X g s |w/BripoT nzsig  upexojoiul
MHIN % 000°SG "MZq % 00T (HIN % 000°S)
199 swyeuqy IsN-1SN Wi lw/br gz'9
SIHIA % 000°S (a3 ‘s ‘6€T0) ‘(MHIN % 00T)
0N 0. .E'U¥ 1Z-018A  "MZQ % 00T 139 "A "0 ISQ-Y Wi 692 HAW ETAIS Jw/brl GzT'0  uPEXoloIUT
(LSTO-IIN) usWWels TE/ST (LSTOWIIN X TE
199 "mzq (ZGTO) Uswwels ‘/GTO X 97) swwels
100 us vsin3 9z/Sz 18q Bunziesiaid-xis  -D3JLS suewny /G 2/txs  |wybrl og - 670°'0  upexopoldio
(uominpuy
D0 L€ yoeu Y 9 ‘mMzq €) Yyoey-09 (LH:L5TO)
00Z ‘'y9nzsiq VI3 Mzq -LT Bansuy :Zxis-1wessn dT9€:T O3LS FAS Jw/brl gzo'o  uoexopoldiy
SXZHXT pzxs x g pzxs
SXTHXT £p2AS X 2 £pzXIS
M'UXZ'-XT'+X¢ ZXIS X 9 ZXIS
nuxg-xeg qzxs x v qzxs
MUXT'-XG'+Xy ZAS X 0T ZXs
MUXT-XT'+XZ XIS X ¥ s
(-) swyeuqy/(+) bansuy (MHW % 00T)
80d D..l€'U¥Z 1Z-018A IS Wl dwwels-031S 62 jw/Bri 910’0 uPexopoidid  suojoulyD
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmijul -nuend wweis-031s




Literaturiibersicht

44

3118S UaISyodRU Jap Jne ¢ ajjage Jap BunziasioH

(LH:25TO) (IHW <)
Kesseuab TEAY UOA Jealag Jw/br 10
-1ajoday {(zoel:vexis) ‘IHIN <)
00 Do lE'UW -leo-g¢ Bansuy 259Id A jw/Br 0 uroexolo
asoyn|o
Nw wnipaiN
-feWIuIN
ul 3IMOS dyo any
wnipsiy - spiemal ojg (djo yonp
-gul uisIsa «(d46 younp 1z19s19) (LH:.5TO) 1218519)
0T1 D..g'U9 ASTRE! uoissaudx3-2xs Jap Bansuy 2-98 1102 '3 zas lw/briz'o  uleXOIoN
dod-1d
-awin eas Z)1 U ¥ yoeu
annemuenb ua1syogy we Bansuy ‘yNyw
‘40d Jayasuizads-21xis abus|y
0. L€ - [eal 18p "Mz Txis UOA ualdoy N ‘(ZH:25TO) (MHW % 00T)
601 ‘uzTnzsig aApeiuenb -Ua9 Jap |yezuy 4ap Hansuy Z-TIN arem| 2IT)s lw/bri gg‘0  uroexopoN
av 1w
Z ulw 0g
200 yoeu (yoey-2TS) (-H:980)
'00A  D.lE'UT vidy 2XIS-lWesa9 sap Bansuy  9/0T WWeIS-03HI Zxs lw/Brl T'0 UIoeXOHION
av 1w
2l ulw 0g
yoeu (LH:25TO)
660N Do lE'UZT vidd Bansuy 1s0-M wi 7686050 ANIY 2Ixs jw/br T uoexojoN

00 v1dd alpizuapfeg (LH:.5TO) (MHI % 000°2)

NN D.2€°U9 ‘17-018pA  Jap 8bjo- sfe Hansuy isn-y wi ZT8SS O3HI 2ITtas jw/Br G'0  ulPeXooAdT  duojoulyD
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM

-eqmijul -nuend wweis-031s




45

Literaturtibersicht

3118S UaISyodRU Jap Jne ¢ ajjage Jap BunziasioH

(LH:25TO)
ue 'n aew Kesseuab TEAY UOA Teasaq
‘ae 1D, 2V -1a10day (ue ‘seW ‘or) {(zoel:vexis)
00 n.g‘oe -e9-g 2, L€ 'n(sw) O, 0 199 Bansuy Z8Hd ZXs MHW 2 wudoyiawi |
(LH:25TO) (IHWN 5)
Kesseuab TEAY UOA Jealag jw/brl G200 ‘"N 9‘0
-1apoday ‘(Zoe|::yexis) ‘OIHIA <)
00X Do /lE€'UVE -leo-g¢ Bansuy 285)d AN jw/br 'z 'ng'e  wudoydwuL
(IHN 5)
(LH:25TO) Jw/Bri 5200
Kesseuab TEAY UOA JeAlag pun jw/6r 90
-1e110day ‘(zoel:vexs) ‘IHA <)
00 DolEUV -leo-g¢ Bansuy 285)d Z0s Jw/Br 'z wudoyewi |
(MHI % 05)
(LH:LSTO) £8/69.5 Z+13S jwybrl g
(IHN
(LH:2STO) 26/725€ AU % 06) |w/brl z
1Z-Ha1 (yoey-0v siq -0T) UswwelS (IHW auipiwpAd
869 . .lE'U¥Z ‘1Z-013A usjie 1aq Bansuy 1sN-M Wi (ZH:ZSTO) 68/S6TT ™S % 0G) |w/brl g wudoyewil -ouiwelq
1891 (IHI <)
66 O0..E£'UG'E  -Imynyj|I8Z (yoey-002) Bansuy 1sn-H wi (LH:/STO) TENY Zas Jw/Br g0 uloexolo
(IHW <)
jw/Br 70
(LH:25T0) ‘IH <)
Kesseuab TEAY UOA JeAlad Jw/Br 0
-1auoday ‘(zoel:vexs) ‘IHIA <)
00M Do 218Utz -[e9-g (yoey-0g <) Bansuy Z5SMd xS jw/br 9'T ulexoljO  duojoulyd
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmijul -nuend wweis-031s




Literaturiibersicht

46

21185 UaIsydRU Jap Jne ¢ a|jage ] Jap BunziasiioH

av nuw 2|
200 UIW O yoeu A (-H:980)
‘00A  D.l8°Uz VidY  -lwesa9 jne Bunuimsny auley 90T Wwels-O3H3 Zas jw/Br T'0  wdAwoiynzy
-X¢g pzxIsS X € pzxs
-Xg £pZAS X 2 £pTXIS
-X9 22ZXIS X 9 XIS
-Xt azxs x v qzxs
-X8(LH:LSTOX2) +X2Z ZaS X 0T FAS
-XT(LH:LGTOX2) +X € XS X ¥ s
(-) swyeuqy/(+) Bansuy (MHI % 00T)
80d D..lE'U¥Z 1Z-019A SO W sWWeIS-O3LS 62 lw/br gg'o  urAwolynzy
(MHIN % 08)
(LH:25TO) £8/69.5 Z+1XS |w/6r 500'0
(MHIN % 0S)
(LH:2STO) 26/7.S€ s Jw/Brl 5200'0
1Z-Han uswiwels (IHIN % 0%)
869 D..l£'Ute ‘1Z-019A ua|le 19q Bansuy 1IsN-M Wi (LH:LSTO) 68/€6TT ™s jw/bri G00'0  uAwolyNzy  dpljoeN
(MHIN % S2)
lw/br gz'9
‘(IHIN %5'2T)
lw/br gtT'e
vidd y¥Tpunzt ‘0T (LH:25TO) ‘MHIN % S2'9)
00NN Do LE ‘U PT ‘1Z-013A '8 ‘9 yoeU dwyeuqy isn-y wi Z18SS O3HT 2ITXs jw/br 9g'T  wdAwepuld epiwesoaul]
(,°%xs
n-u ‘LNO) L6/TLLC Eradtsy
swiyeuqy 1SN Wi (,*x1s) (MEEB)009D
‘(s
dwyeuqY ISO-M Wl -H:9ZO) 96/02.S
‘(s (IHN % §2'9 5)

000 Do ZE "IN VSIRE! awiyeuqy IsN-M wi - ‘/H:/STO) S6/8€SE X8 Jw/br 8ZT 9jle uisusuopy  aioydouo|
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM

-eqmyu| -nuend wweis-031Ss




47

Literaturtibersicht

3118S UaISyodRU Jap Jne ¢ ajjage Jap BunziasioH

-X¢g pzxIS X € pzxs
-Xg £pZAS X 2 £pzxs
-X9 22ZXIS X 9 XIS
“Xty azxIs X v azxs
-X6 ‘(LH:LSTO) +X T 73S X 0T FAS
-XZ'(LH:LSTOX2) +X T XS X ¥ s
() swyeuqv/(+) Bansuy (MHW % 00T)
80d D..lE'U¥Z 1Z-019A SO W BWWeIS-OILS 62 jw/Bri g upAwoiynd L
(MHIN % S2)
lw/br gz'9
‘(MHIN % S'2T)
lw/br gT'e
vidd y¥Tpunzt ‘0T (LH:25TO) ‘(MHIN % S2'9) uRAw
00NN Do LE ‘U PT ‘1Z-013A '8 ‘9 ydeU dwyeuqy isn-y wi Z18SS O3HT 2ITxs lw/Br 95T -0Iynxoy
(MHIN % S2)
lw/br gz'9
‘(MHI % S'2T)
lw/br gtT'e
vidyd y¥Tpunzt ‘0T (LH:25TO) ‘MHI % S2'9)
00NN Do LE ‘U PT ‘1Z-013A '8 ‘9 ydeU dwyeuqy isn-y wi Z18SS O3HT 2ITxs lw/Br 9G'T  woAweinioy
(,%xs) 0L
-034 ‘(,%as *,™s)
% IE €8-034 ‘ey-034
ON ‘ulw 0g vidd 2XIS/TXIS UoA Bansuy  1/H:/STO OFHI € 2IT\s jw/brl gz - 8ez  upAwoIyAIg
awyeuqy IsN-Y Wi (LH:/STO) £8/69.5 Z+13S
1z-Ha1 Bansuy 1sN-M Wi (LH:LSTO) Z6/7.LSE A
869 0..£'UtT ‘17-019A awiyeuqy 1sN-M wi - (LH:/STO) 68/€6TT xS Jw/br gzT 8jle  upAwoiyikig  epljofeiN
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmyu| -nuend wweis-031Ss




Literaturiibersicht

48

2118S UalsyoeU Jap jne { d[jaqe | Jap Bunziasuo4

(,%xs) 0L
-034 ‘(,%as *,™xs)
Do L€ NSNS €8-034 €¥-034 (IHl % 00T)
YON ‘ulw og vidy uoA Bansuy IsN-M Wl 1ZH:ZGTO OFHI € 2/TXIs w/319'0-¥'0 g uxAwkjod
MHIN % 000°S
199 dwyeuqy ‘MHN % 00T (IHIN % 000°S)
189 *A "0 1SQ-ISN Wi lw/br g'gT
MIHIA % 000°S (a3 ‘s ‘6€T0) ‘(MHIN % 00T) Byio1q
0N 0. .E'U¥ 1Z-018A  "MZQ % 00T 139 "A "0 ISQ-Y Wi 692 HAW azxs lw/br gz‘0 unsiio  -huepndad
(LH:25TO)
ue 'n sew Kesseuab TEAY UOA JeAlad
‘e D, gy -ieModey (9®) O, 0€ 18q pun (zoe:vexs)
00X nLE0E -feo-d (sew 'se) O, L€ 12q Bansuy 2esMd zas MHIN'S  uopjozeiny
(LH:LSTO)
Kesseuab TEAY UOA JeAlaq (IH 5 3|[e)
-lapoday ‘(zoe|:ygxis) Jwy/brl T
00X Do ZlE‘UPZ -[e9-g Bansuy Jeresspow Z85)d FAS pung ‘v ‘g ‘9T  uopijozeind
(LH:25TO)
Kesseuab TEAH UOA JeAlad OIHIN S 9|1e)
-1auo0day ‘{(zoel:vexis) Jwy/Brl T
00X  DolE'UY¥ -leo-g¢ Bansuy Z8S)d s pung 'y ‘g ‘9T  uOplOZeIN  BUBINJONIN
. (,2xas (HIN % 08)
n-u ‘LNO) /6/TL12 azxIs Jw/br $20°'T

swyeuqy 150y wi - S) (MEEB)009D

(s
swyeuqy isn-y wi -H9ZO) 96/02.G
(,2as (IHW
000% Do ZE NN LSIRE! awyeuqy IsN-M Wi ‘LH:.STO) S6/8€SE XIS % 09) lw/brl 2TS uisoAL  apljoneiN
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmijul -nuend wweis-031s




49

Literaturtibersicht

3118S UaISyodRU Jap Jne ¢ ajjage Jap BunziasioH

swyeuqy isuos ‘250T-3 199
Inu TX1S uoA Bansuy 1sn)- wi

(TTH:920) 6T-H

7,UOIJeNUSdUGD MO ‘(TTH:920) 0g-H s
(tas ‘(250t1-3) % 6TC
uonslem  pun (QOW-3) % ZZT uayosimz  (ZH:ZSTO) AOW-3 quonen  wudoyidwuL
-yoen Jnu) TXIS UoA Bansuy 1sn- wi - ‘(ZH:/STO) 2S0T-3 -Uaouod ,MO|“  + |0Zexoylaw
Z6M O, /€'U8T VSIT3-€9D -, UCIJEI}US2U0) 4By ‘(LH:2STO) 2-90€ 2ITXxs aimos ,ybiy* -ejins
MHIN % 000°S "Mzq (IHIN % 000°G)
% 00T 189 A "0 1S-ISN Wi jw/bri gz wudoyawi |
MHIN % 000°S (@3 's ‘6€10) ‘(MHIN % 00T)  + |oZexoylew
¥ON  D. .UV 1Z-018A  "MZQ 9% 00T 139 A "0 ISQ-X Wi 692 HAN ETAS Jw/Br g0 -ejns
(LH:LSTO)
ue ‘'n aew Kesseusb TEAY UOA JeAllag
‘oe 1D, 2V -lapoday (ue ‘eeW ‘aR) ‘(zo®e|:yegxis) |ozexoyiaw
00M n /€ '0e -[e9-g D, L€ 189 Bansuy Z5Hd FAS MHIN 2 -ejns
(MHIN % 08)
awyeuqy IsN- wl - (ZH:ZSTO) £8/69.5 Z+IXS Jw/Brl ZGT
(IHW
Bansuy 1sn- wi - (LH:LSTO) Z6/7.LSE XS % 09) |w/brl ZGT
1Z-Han (MHW  j0zexoyiaw
869 D.lE'Uvz  '1Z-0lBA Bansuv isn- Wi (LH:2STO) 68/€6TT XIS % 09) lw/br gL'y -ejins
(oerT
Bansuy 1sN-M Wl (ZH:ZSTO) £8/69.5 Z+1XS |0zexoyiaw
-ejins
Bansuy 1sN-M Wi (ZH:LSTO) Z6/v.SE ASIS (MHIN % 08) Jwd
1Z-Ha1 Jw/Brl g/€'¢/eT'0 -ouyrawi )

869 D..l£'Utve ‘1Z-019A Bansuy 1sn-M wi  (LH:LSTO) 68/€6TT xS 8|le  [0ZeXowl0) BpIWeUo)NS
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM

-eqmijul -nuend wweis-031s




Literaturiibersicht

50

31I8S UaISydRU Jap Jne ¢ a|jage Jap BunziasioH

(HN
% 06) |w/bri 0T
MHIN % 0T 139 (Yoey-g'e (LH:L5TO) ‘(IHN
LI6A Do lE'U9T Vidd  "B0) TXiS UOA Bansuy isn-y wi 0686050 AWIY 2ITXs % 0T) |w/brl z ulpiAzoutiy
(MHI % 05)
Jw/brl gz
‘(IHN
% OT) |w/brl g
MHIN % ¢ (LH:25T0) ‘IHW
I6A Do lE'U9T Vidd 180 TXIS UOA Bansuy isn-y wi 0686050 ANIY 2Itxs % ¢) |w/brl T uipikzAxoq auyhzensy
(LH:25TO)
€€6 103 2ITxs
XIS (I-56€)2T
uaBah Ny ‘(9H:TTTO) 0¥2
1w x1s 1ap (TTH:920) 6T-H (T:5)
uoRIeq (TTH:920) OEH xS (ee6 103 widoyiaw
1019 uswwels usjfe 19q bansuy @091 UOAMHW X9T/T) ] + jozex
98M 0. /E‘UVZ -81U0|0Y] :uomNpoid-x1s aeleIuasAp 'S X1S MHW'S  -oyisweyns
(LH:25T0)
€6 103 2ITXs
(9H:TTTO) OVE (T:9)
‘(TTH:920) OEH ™S (se6 103 wndoyawil
AIN-pun 17 uswIWeIS ¢ udjle 1aq Bansuy TE€S UOA MHIN X 9T/T)  + [0Zexoyiaw
98 D..E°Uve  -lI9Z-eT18H X1S-1Wesa9 | sevaasAp 'S x1s MHW S -ejNs  eplweuoyns
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM
-eqmijul -nuend wweis-031s




51

Literaturtibersicht

2118S Ua)syoeU Iap Jne { 3|jaqe | Jap Bunziasuo4

MHIN % 000°S
180 awyeuqy “MHIN % 00T

(MHI % 000°S)

180 "A "0 1S-1SN Wi Jw/6r 008
SIHIA % 000°G (a3 ‘s ‘6€T0O) ‘(MHIA % 00T)
¥ON  D. .UV 1Z-018A  "MZ(q % 00T 139 “A "0 ISQ-Y Wi 692 HAW azxIs jw/bri 9T upAwezoolg abnsuos
(,°oxs
n-u ‘LNO) L6/TLLC agxis
yoe}-88 Bansuy 1sN-y wi - (,2x1s) (MEE6)009D Zas
(,2xs
yoej-yi Bansuy 1s-M wi "-H:920) 96/02.5 AN
(,2x1s (MHIN % 08)
000M Do LE HINQ vsIn3 yoe)-G8 Bansuy IsN-M wi  'LH:.STO) S6/8ESE AN jw/bri g ajie  xopuinbe|O
(s (IHW % 08)
n-u ‘LNO) /6/TLL2 azxIs jw/br g
(MHIN % 08)
yoej-2z Bansuy 1sn-y wi - (,2x1s) (MEE6)009D 23S jw/Br g0
(,2x1s (MHIN % 0S)
yoe}-gg Bansuy 1sn-M wi "-H:920) 96/02.5 AN jwyBr
(,2as (MHIN % 08) 1219pIQ)
009% Do LE MNN LSIRE! yoey-42T Bansuy 1sN-M wi  ‘LH:/STO) S6/8€SE AN jwybr T Xopeqgied -swnisyoem
awyeuqy 1suos
‘/-90€ pun ADIN-3 *£S0T-3 )
180 TXIS UOA Bansuy I1sn- wi .QHI.@NOV 6T-H
(txs 7, UOITEIJUSOUOD MO (TTH:920) 0€-H s
UOA sIam ‘0€-H logne uswweis uslre  (LH:ZSTO) ADOW-3 uonen
-4yoeN Inu)  18q TXIS UOA Bansuy isn-M wi - ‘(ZH:.STO) LS0T-3 -usdouod ,Mo[*

Z6M 0. .€'U8T VSIT3-€9D -, UCIJeI}US0U0 by ‘(LH:28TO) 2-90€ 2ITtas aimos ,ybiy* upiAzens | sulphzens |
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM

-eqmijul -nuend wweis-031s




Literaturiibersicht

52

218 USlsyoeU Jap jne { 3jaqe | Jop Bunziasuo4

(LH:25T0)
00Z 0..£°'U9 VI3 ZX1S-1Wesa9 sap swyeuqy dT9€:T O3LS Zas jw/Brig'o  upAwojsoS

(yoey
-z "eo Bansuy) 6066050 ANIY 0686050 ‘T9860S0
lagne uswuwels usje 18q ‘6066050 ‘9886050
2XIS UOA aWwyeuqy ISN-Y Wi /886050 ‘8886050

‘(s Inu)
‘(yoey 8066050 ‘0T660S0
-8€ SI0 -€) UBWIWBIS Udjle ‘1886050 ‘1686050 (MHIN % 0T)
L6A Do lE'UVT Vidd 190 TXIS UOA Bansuy isn-y wi anid 2ITXs |w/Bri 00T uroAwoysod
(IHW
% 08) |w/Brl 00G
MHIN % 0T 199 (Yyoey-2 (LH:25TO) (IHWN
L6A  D01£'U9T V1dd  "8d) TXIS UOA Bansuy isn-3 wi 0686050 AT ZTNIs % 0T) jw/Bri oot uoAwiojso
vidyd alpizuapeg (LH:25TO) (MHW % 000°2)
00NN Do ZE°U9 ‘17-018A  J19p 8bjo- sfe Hansuy isn-H wi Z18SS O3H3 2ITXs lw/bri gz uoAwoyso4
(MHIN % 0S)
awyeuqy IsN-M Wi (LH:ZSTO) £8/69.5 2+ 1IXS Jw/Brl 9T
(MHIN % 0S)
Bansuy 1sN-M Wl (ZH:LSTO) Z6/v.SE Z)S Jw/bri 8
1z-Ha1 (MHIN % 08)
869 0. .lE'UVZ ‘1Z-019A Bansuy 1sN-M Wi (LH:ZSTO) 68/€6TT ™S jw/Brig  upAwosod
MHIN % 000°S "Mzq % 00T MH % 000°S)
199 aWwyeuqy 1SN-ISN Wi Jw/6rl 008
MHIN % 000°S "Mzq (@3 's '6€10) ‘(MHIA % 00T)

YoN 0. .E€'U¥ 1Z-019A % 00T 199 Bansuy isn-y wi 692 HAW agxIs jw/Bri 9T upAwoyso4 abnsuos
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM

-eqmyu| -nuend wweis-031Ss




53

Literaturtibersicht

"(5002) 'Te 18 Bueyz 507 :(0002) Te 18 Bueyz 00Z (L66T) ‘[e 18 YOA L6A ‘(000Z) OlowewWeA 00A (Z66T) e 19 [aidsiayem

Z6M ‘(¥002) Te 18 einwan 0N (€002) Te 18 81youy £0d ‘(8002) '[e 18 udsiapad 80d :(2002) ‘e 18 Boy20 L00 (2002) ‘e 18 'reyo 200
:(0002) Te 18 1weseINN 00NN ‘(666T) ‘e 18 odiysnsieN 66 :(0T0Z) ‘e 18 UISYoN 0TI ‘(6002) "[e 18 Ja1ne 60IN (8002) ‘e 18 JaineN 80N
‘(¥002) "e 12 €O FOW *(000%) [e ¥ esauni 00N (0T0Z) ‘e 38 $07 0T1:(0002) ‘e 18 131U0X 000X (666T) ‘[ 12 WWwWIM 66X (986T)

‘e 18 youey} 983 1(0002) ‘[e 18 Wiy 00X (6002) ‘e 18 ayoulyd| 601 :(866T) ‘e 19 JUD 869 (8002) [e 18 unnag go4g :uszuslsay (r
"(966T) Te 12 poomiapled 16|10} InreUaWON-XIS 31a (€

.tcE@Q:G nw wu_mn_w uspusayjadlaq Iap ul s|jejusga @c::omv_c_m‘_m>

nz r_oovw._ uapJam ais ‘swwelsS-O3 1S Wwn Yolu yais ss jJjapuey uswwels cmuwcco_chcwv_wm uap Isg AN ‘Jauydlazaq ,uoljeljuaduod

>>O_= S[e 3pINM UOIeIIUSZUONHOISHIA 31SYIQYIBMZ B1p pun ,uoljeljuaduod r_m_r_: S|e apJnNM UOI1BIIUSZUOXHOISHIIAA 31SYIQy a1g Jelyyne
wnisysemususipjeg uls yoou wtm‘_wm UauoI1eluU3ZUoXJOISHIIAA USISYIQY IDMZ IBp SSNjjulq wap Jajun usuap 1aq _H_r_m>>®mw3.m B|nou| usplaq
3P usapINM s3 “Jsniwis uwmumco_wst_u‘_.m@q wil apJnm w_mo_uwco_w_woaxm_ ald A._” M_mv__tmn_cmamr_n_ 13SQIRBjuUl UoINPU| « umwuwumH_N_xouoSN

17 ‘1S91SIRNZIXO010IAZ-||9Z0J9 A\ 1Z-0I9A ‘puelsiagniesA-[leyasenin 1sN-1SN YN Jagn uonegnul NN :pun 'n iuixoreblys xis ‘ulemyas
S ‘uoneunn|bbexale] anissed asIanal WV 1dY ‘pury o ‘BunispueiaA auyo A "0 ‘JYdNsIaun JYoiu ‘N U IsaisuonesifeninaN 1N ‘regsiamyoeu
*MydRU ‘D UIDAWONIN DIAIIN ‘SISOd ayosuoNgiyuigns MHN S ‘sIsog ayasuolqiyul YHIN 2 'Mzg YHIN < ‘UOIRIIUSZUOYWWSH afewiuiw

MHIA Jadigynuy ajeuopjouow Yy W iydoiseosyiw aew {YISUsiN N ([BRIWSUSgaT T 1Sa1sieinzixoi0ihz-aseuabolpoysprenie] 17-HA1
‘aseuaboipAysprenie] HA JpueISIBAMININY 1SN-Y Uagebuy aulsy "V Y :I8zsuoneqnyu| ZX| N8yul3 sjeuoieusslul 3| ‘WoIpuAs
sayosiwein-yasnAjoweH SNH ‘uisloid Juaasalonyy usalb “|bus djo ‘Aesse Juagiosounwiwi pasul] swAzus |Bus yS|13 ‘Aesseunwiw]
-WwAzu3 VI3 WeyuejwapQ ‘eseasiq ewap3 a3 [ey2ind 44 ‘qoiseuR U qoise se iwnyinadessyiowsyd Jn) "uAs ‘wnynoignuy gy

:uabunuaine|ig

H¥0d-1d VYNHW
-owl} [eal J8yosiizads?ixis abusy
annemuenb  1ap 'mzqdTxis uoA uaidoquan
¥od J3p uoNpay puagalyosue

Do LE -awi [eal ‘Y T yoeu #¥xis UOA uaidoy N (ZH:L5TO) (MHIN % 00T)

601 ‘ygrnzsiq aAnemuenb -ua9 Jap |yezuy Jap Bansuy Z-TIN arem| 2/TXAS |wybr T uIoAwoyso abnsuos
ZUd1 uabunbulp X1S UOA uaBunyiimsny (dfyosss  dAwans- sisoQ JOISHIIM asse|y
-39y -agsuon  Bunisizyy J/unyJiaH) ‘dA1-xas -HOISMIIM

-eqmijul -nuend wweis-031s




54 Literaturiibersicht

25 Freisetzung von Stx aus der Bakterienzelle

Bei Gram-negativen Bakterien mussen die im Zytoplasma gebildeten Proteine drei Barrieren
passieren, um in das extrazellulare Medium zu gelangen: Die Zytoplasmamembran (innere
Membran, IM), das periplasmatische Gel (PP), in welchem das Murein eingelagert ist sowie
die auRBere Membran (OM). Bei bekapselten Bakterien bildet die mehr oder weniger rigide

Polysaccharidschicht eine weitere Schranke.

Ort der Assemblierung des Stx-Holotoxins

Die Synthese der (Pra-) Proteine StxA und StxB erfolgt im Zytoplasma an den Ribosomen
(Jackson et al. 1987a, Jackson et al. 1987b, China und Goffaux 1999, Beckwith 2013). Die
Zusammensetzung des Holotoxin-Molekiils muss im Periplasma erfolgen, wenn man von
einer Sec-abhangigen Translokation der Praproteine ins Periplasma ausgeht, wofir die N-
terminalen Signalsequenzen von StxA und StxB sprechen (Weinstein et al. 1988b, Oloomi et
al. 2006). Bei rStx2 wurde die Assemblierung des Stx2-Holotoxins im Periplasma
experimentell nachgewiesen (Tu et al. 2009). Auch andere Autoren postulieren, dass das
Holotoxinmolekil bei den bakteriellen A;Bs-Toxinen inklusive der Shigatoxine im Periplasma
der Bakterienzelle assembliert wird (McGannon et al. 2010, Kim et al. 2011). Dabei scheinen
nicht assemblierte Proteinbausteine im Periplasma rasch durch Proteasen abgebaut zu
werden. So kann Stx2A im Periplasma nur existieren, wenn es mit dem zugehorigen Stx2B-
Pentamer gekoppelt ist (Kim et al. 2011). Untersuchungen zur Translokation des hitzelabilen
Enterotoxins (LT) von E. coli, welches in einem Vibrio cholerae-Stamm exprimiert wurde,
bieten Grund zur Annahme, dass die Subunits von A;Bs-Toxinen zunachst tber die Zytoplas-
mamembran in das Periplasma transloziert werden, wo die Assemblierung des Holotoxins
erfolgt (Hirst et al. 1984, Hirst und Holmgren 1987, Shimizu et al. 2007). Im Gegensatz zu
der oben beschriebenen Vorstellung halten Pradel und Kollegen es fur méglich, dass das
komplette Holotoxin Uber das TAT (twin arginin translocation)-System in das Periplasma
transloziert wird. Das TAT-System sei namlich in der Lage, Molekdile bis zu einer GréR3e von
100 kDa zu translozieren, was eine vorherige Assemblierung des Holotoxins bereits im

Zytoplasma implizieren wiirde (Pradel et al. 2003).

Sekretion der Stx-Untereinheiten in den periplasmatischen Raum

Der Terminus ,Sekretion* bezeichnet typischerweise die komplette Freisetzung eines bakte-
riellen Proteins aus der Bakterienzelle in das umgebende Milieu (Chatzi et al. 2013). Zur ein-
deutigen Benennung wird die Ausschleusung von Proteinen vom Zytoplasma in das Peri-

plasma nachfolgend als Export bezeichnet (China und Goffaux 1999). Die meisten bak-
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teriellen Proteine werden mit dem Sec-System aus dem Zytoplasma Uber die Zytoplasma-
membran hinweg transloziert (Chatzi et al. 2013). Dieses System dient dem Export sowohl
von solchen Proteinen, welche im Periplasma gespeichert werden, als auch von Proteinen,
welche in die innere oder dufere Membran integriert werden (Beckwith 2013, Chatzi et al.
2013, Kudva et al. 2013). Darlber hinaus bildet das Sec-System bei Gram-negativen
Bakterien als Bestandteil des general secretory pathway (GSP) die erste gemeinsame Stufe

einiger mehrstufiger Sekretionssysteme, mit denen Bakterien ihre Proteine ausschleusen.

Das Sec-System besteht aus den Proteinen SecA, SecB, SecD, SecE, SecF, SecG und
SecY. Das tetramere Chaperon SecB (17 kDa) bindet ungefaltete Préproteine, welche eine
N-terminale Signalsequenz aufweisen, im Zytoplasma und hélt diese in einem exportfahigen
Zustand, da ungefaltete Proteine ohne Tertiarstruktur effektiver exportiert werden als
gefaltete (Beckwith 2013, Kudva et al. 2013). Der Komplex aus Préprotein und SecB bindet
an SecA, welches sowohl lgslich im Zytoplasma als auch gebunden an die Zytoplasmamem-
bran - in Kontakt mit SecY, SecE und SecG - vorkommt (Beckwith 2013, Chatzi et al. 2013,
Kudva et al. 2013). Das 100 kDa grofRe Motorprotein SecA interagiert sowohl mit SecB als
auch mit dem Sec-Kanal SecYEG und leitet das zum Export bestimmte Praprotein zu
SecYEG hin (Beckwith 2013, Chatzi et al. 2013, Kudva et al. 2013). SecA ist eine ATPase,
welche durch wiederholte Bindung und Hydrolyse von ATP die zur Translokation notwendige
Energie bereitstellt. Zuséatzlich wird der Translokationsprozess noch durch den Protonen-
gradienten unterstitzt (Kudva et al. 2013). SecY (48 kDa), SecE (14 kDa) und SecG (12 kDa)
bilden als trimerer Proteinkomplex in der Zytoplasmamembran die eigentliche Translokase.
Dabei stabilisieren SecE und SecG das SecY, welches die 6ffnende Pore in der Zytoplasma-
membran formt (Chatzi et al. 2013, Kudva et al. 2013). Der trimere Membranproteinkomplex
SecDFYajC kommt mit SecY assoziiert vor, ist aber fir den Proteinexport nicht essentiell.
Womdéglich handelt es sich bei SecDF um ein Chaperon, das die Proteintranslokation unter-
stutzt sowie die Freisetzung des Proteins in das Periplasma erleichtert (Beckwith 2013,
Chatzi et al. 2013, Kudva et al. 2013). Nachdem das Préaprotein das Periplasma erreicht hat,
wird seine N-terminale Signalsequenz von der an der Zytoplasmamembran lokalisierten
Signalpeptidase | abgespalten (Stathopoulos et al. 2000, Chatzi et al. 2013). Eine typische
Signalsequenz, welche durch das Sec-System erkannt wird, besteht aus 18 bis 30
Aminoséauren und weist eine positiv geladene N-Domane, einen hydrophoben helikalen Kern
(H-Doméne) sowie eine schwach polare C-Doméne auf, welche die Spaltstelle fiir die Signal-
peptidase | enthalt (Stathopoulos et al. 2000, Chatzi et al. 2013). Die A- sowie die B-Unter-
einheiten der Shigatoxine besitzen solche Signalpeptide (Scheutz et al. 2012). Das Signal-
peptid der A-Untereinheit besteht bei Stxla aus 22 Aminosauren und das der B-Untereinheit

aus 20 Aminosauren (De Grandis et al. 1987, Jackson et al. 1987b). Die A-Untereinheiten
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von Stx2a bzw. Stx2e besitzen ebenfalls ein 22 Aminosauren langes Signalpeptid, wahrend
das Signalpeptid der B-Untereinheiten von Stx2a bzw. Stx2e nur 19 Aminosauren lang ist
(Jackson et al. 1987a, Tu et al. 2009). Zwar ist die Léange der Signalpeptide von Stx2a und
Stx2e identisch, aber sie unterscheiden sich in einzelnen Aminoséauren (Weinstein et al.
1988b).

Neben dem Sec-System dient bei den Bakterien auch das TAT-System dem Export
sekretorischer Proteine durch die Zytoplasmamembran (Kudva et al. 2013). Anders als bei
der Sec-Translokase kénnen durch TAT sogar bereits gefaltete Proteine transportiert werden.
Das TAT-System besteht aus den drei Proteinen TatA, TatB und TatC, welche alle
Bestandteile der Zytoplasmamembran sind. Bei Enterobacteriaceae existiert ein viertes
Protein, TatE, das ein Paralog zu TatA darstellt und dieses funktionell ersetzen kann (Kudva
et al. 2013). Typische TAT-Substrate sind Redoxproteine. Proteine, welche uber das TAT-
System ausgeschleust werden, verfligen Uber TAT-spezifische N-terminale Signalpeptide,
die ein namensgebendes Argininpaar enthalten (Kudva et al. 2013). Entgegen der mehrheit-
lich vertretenen Ansicht, dass die Untereinheiten StxA und StxB einzeln via Sec-System in
das Periplasma exportiert werden, sprechen Pradel et al. (2003) auch dem TAT-System eine
wichtige Rolle fur die Stabilitt und die Sekretion von Stx zu. Sie beobachteten néamlich, dass
der Stx-Titer von filtrierten Kulturiiberstanden des Wildtypstammes EDL 933 (StXya', StXza') im
Verozell-Zytotoxizitatstest 1:4.096 betrug, wahrend er bei filtrierten Kulturliberstanden der
tatABC-Deletionsmutante des gleichen Stammes 8-fach niedriger war (Titer von 1:512). Im
gleichen Sinne war die StxAl-Bande der Deletionsmutante bei der Analyse der Kulturfiltrate
im Immunoblot 5-mal schwécher ausgeprégt als beim Wildtyp. Bei einem E. coli K12-Stamm,
der ein Plasmid mit dem Operon von Stx1a enthielt (pStx1AB), war die Stx-spezifische Vero-
zell-Zytotoxizitéat im Periplasma sowohl bei dem Stamm mit intaktem tatC als auch im
Periplasma der tatC-Deletionsmutante detektierbar, bei der Mutante jedoch um den
Faktor 16 geringer. Da die Sphéaroplasten beider K12-Stamme zytotoxisch fur Verozellen
waren, folgerten die Autoren, dass das Stx-Holotoxin-Molekil bereits im Zytoplasma
vorhanden ist und mdoglicherweise Uber das TAT-System exportiert wird. Die Stx-Molekdle
verfligen zwar nicht Gber eine TAT-spezifische Signalsequenz, doch sei bekannt, dass man-
che Proteine auch unabhangig von dieser Signalsequenz via TAT exportiert werden kénnen
(Pradel et al. 2003).

Freisetzung der Stx-Untereinheiten oder des Stx-Holotoxins in das umgebende Milieu

Zur Ausschleusung von Proteinen uber die &ul3ere Membran hinweg stehen Gram-negativen
Bakterien verschiedene Proteinsekretionssysteme (Typ| bis VI) zur Verfigung. Die

Sekretion erfolgt entweder in einem einzigen, Sec-unabhéngigen Schritt oder unter
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Beteiligung der Sec-Translokase in zwei Schritten mit einer periplasmatischen Zwischenstufe
(Sec-abhangig, sog. general secretory pathway, GSP) (Stathopoulos et al. 2000, Gerlach
und Hensel 2007). Zu den Sec-unabhangigen Sekretionssystemen zahlen der ABC-
Transporter (Typ I-Sekretionssystem, T1SS), das Injektisom (Typ lll-Sekretionssystem,
T3SS), das Typ IV-Sekretionssystem (T4SS) und das Typ VI-Sekretionssystem (T6SS).
Dagegen stellen das Typ lI-Sekretionssystem (T2SS), der Autotransporter (Typ V-
Sekretionssystem, T5SS) sowie das an der Sekretion von Pili beteiligte Chaperone/Usher-
System verschiedene Mechanismen fur den zweiten terminalen Schritt des GSP dar
(Stathopoulos et al. 2000, Gerlach und Hensel 2007, Silverman et al. 2012).

Aktuell gibt es jedoch keinen schliissigen Beleg dafir, dass Shigatoxine uber eines der ge-
nannten Sekretionssysteme aus der Bakterienzelle freigesetzt werden (Kim et al. 2011). Das
Vorhandensein eines Sekretionssystems fur Shigatoxine wird immer wieder kontrovers
diskutiert. Mainil erwéhnt den von der Signalsequenz vermittelten Export von Stx in das Peri-
plasma Uber ein Typ-ll-Sekretionssystem, ohne dieses jedoch genauer zu beschreiben
(Mainil 1999). Zuletzt postulierten Shimizu und Kollegen ein spezifisches Sekretionssystem
fur Stx2a, wobei ein Serinrest in der B-Untereinheit des Stx-Molekdls als Erkennunsmotiv fur
dessen Sekretion dienen soll (Shimizu et al. 2009). Der Serinrest befindet sich jeweils am
carboxyterminalen Ende der ersten drei B-Faltblattstrukturen einer jeden StxB2a-Untereinheit
(Shimizu et al. 2007). Die Untersucher wiesen in dem Stamm ,E12“ das Stx2a nach der
Transkription seiner Gene ausgehend vom Stx1-Promotor, der unabhangig vom Phagen-
zyklus durch Eisendepletion reguliert ist, intrazellular nach. Der Stamm E12 ist ein Derivat
des EHEC-Stammes EDL 933, bei dem stx;, deletiert wurde und dessen stx,,-Gen so klo-
niert wurde, dass es nur vom Stx1-Promotor ausgehend transkribiert werden kann [E(-
2) A stx1::stx2]. Wie die Stxla-Bildung beim Elternstamm so konnte auch bei dem Stamm
E12 die Stx2a-Produktion gesteigert werden, wenn dieser unter Eisenmangel angezichtet
wurde. Dabei war Stx2a dann auch im Kulturiiberstand vorhanden, obwohl keine Phagen-
vermittelte Lyse aufgetreten sein konnte. Stx2a, dessen Serinrest (Ser31) gentechnisch
durch Asparagin (Asp31) ersetzt worden war, blieb dagegen auch unter Eisenmangel aus-
schlieBlich intrazellular lokalisiert. Daraus folgerten die Autoren, dass es auBer der Stx-Frei-
setzung durch Phagen-verursachte Bakterienzelllyse noch ein spezifisches Transportsystem
fur Stx2a geben muss. Dabei handele es sich wahrscheinlich nicht um das Typ-II-Sekretions-
system, das von dem EHEC-Virulenzplasmid pO157 kodiert wird (Shimizu et al. 2009). Die
steuernde Funktion des Ser31 interpretierten die Autoren auch als Ursache fir das von ihnen
beobachtete Phanomen, dass die Uberexpression der Histidin-markierten StxB2a-Unter-
einheit in einem transformierten E. coli-Stamm die Stx2a-Sekretion inhibierte, obwohl die

Stx2a-Gesamtproduktion anstieg (Shimizu et al. 2007). Auch Watarai et al. vermuteten einen
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spezifischen Sekretionsmechanismus fur Stx2, der ihrer Auffassung nach im Chromosom
des Wirtsbakteriums kodiert ist und keine Eigenschaft des Phagen darstellt. Sie begriindeten
dies mit der Beobachtung, dass Stx2 im natirlichen E. coli-Lysogen des Phagen, also quasi
in seinem originéren bakteriellen Wirt, effizienter in den Kulturliberstand sezerniert wird als in
E. coli-C600-Lysogenen des Phagen (Watarai et al. 1998).

Als gesichert gilt, dass Shigatoxine aus dem Inneren der Bakterienzelle (Zyto- oder
Periplasma) durch eine Phagen-vermittelte Lyse des Bakteriums freigesetzt werden kénnen
(Makino et al. 1999, Wagner et al. 1999, Wagner et al. 2001a, Wagner et al. 2002, Ochoa et
al. 2007, tos et al. 2010, McGannon et al. 2010). Dieser Mechanismus wird am haufigsten
als Voraussetzung dafur postuliert, dass Stx im Kulturiiberstand nachweisbar ist. Vieles
spricht dafur, dass nicht nur die Expression der Stx-Gene vollstéandig (bei Stx2) oder
zumindest stark (bei Stx1) von Genprodukten Stx-konvertierender Prophagen reguliert wird,
sondern dass auch die Stx-Freisetzung in das umgebende Milieu von der Produktion spezifi-
scher, lytischer Phagenproteine abhangt und mit dem Freiwerden von Bakteriophagen-
partikeln korreliert ist (Wagner et al. 2001a, Wagner et al. 2002, Wagner und Waldor 2002).
So wurde bei dem E. coli-K12-Lysogen MC1000(H-19B) Stxla im Kulturiiberstand nur dann
nachgewiesen, wenn die Transkription des stx;, vom spéten Phagenpromotor pg‘' ausging.
War dagegen pStx1 der dominante Promotor, blieb Stxla fast ausschlieRlich in den Bak-
terienzellen lokalisiert Die hier beobachtete zeitliche und rdumliche Assoziation zwischen
Stxla-Freisetzung und Expression von Lysisgenen des Bakteriophagen H-19B lasst
vermuten, dass virale Lyseproteine im Freisetzungsprozess essentiell sind (Wagner et al.
2002). Die Autoren schlieRen jedoch eine Freisetzung von Stx in vivo Uber ein Typ II-
Sekretionssystem oder infolge der Zerstérung von Bakterienzellen durch das wirtsseitige
Immunsystem nicht ganz aus (Wagner et al. 2002). Aber auch Shigatoxine des Stx2-Typs
bleiben intrazellular lokalisiert, wenn bestimmte Elemente des Phagengenoms defekt sind
(Tyler et al. 2004, Shimizu et al. 2009). So setzte das E. coli-Lysogen ,K10599 welches den
intakten Wildtyp-Phagen 933W enthielt, auch ohne Stimulation mit MMC Stx2 in den Kultur-
Uberstand frei. War dessen Phagenrepressor Cl jedoch verandert und deshalb nicht mehr zu
inaktivieren (E. coli-Lysogen ,K10595“), dann war im Uberstand kein Stx2 mehr nachweisbar
(Tyler et al. 2004). In einer anderen Studie blieb Stx2 bei dem Stamm ,E (SR)" (= EDLAS-R),
bei dem die Lysisgene S und R des Stx2-Phagen 933W deletiert worden waren, intrazellular
lokalisiert (Shimizu et al. 2009). Allerdings wurde mit dem Western Blot nur das Protein der

A-Untereinheit und nicht das Holotoxin detektiert.

Ein weiterer Mechanismus, mit dem Stx in das extrazellulare Milieu gelangen kann, ist die
Abschniirung von Membranvesikeln (MV), in welche periplasmatisches Stx inkorporiert ist
(Kolling und Matthews 1999, Yokoyama et al. 2000a, Dutta et al. 2004). In MV des EHEC-
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Stammes EDL 933 konnte mittels PCR stx;- und stx,-spezifische DNS nachgewiesen werden.
In der gleichen Studie wurde in den MV-Préaparationen von acht verschiedenen Stx1- und
Stx2-produzierenden STEC-Stammen zudem mittels Immunoblot eine Stx-spezifische Bande
detektiert, welche auch nach der Behandlung intakter Vesikel mit Proteinase K nachweisbar
blieb. Daraus wurde auf die Lokalisation von Stx in diesen MV geschlossen (Kolling und
Matthews 1999). Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen Yokoyama et al. (2000a), welche die
MV von insgesamt 46 STEC-Stdmmen mit einem Immunoblot auf Stx1 und Stx2 unter-
suchten. Auch hier beeintrachtigte die Zugabe von Proteinase K zu den MV nicht die
Detektion des Stx im Immunoblot. Die Behandlung der MV mit Polymyxin B fuhrte zu einer
Freisetzung von Stx aus den MV. Da bei allen untersuchten Stammen (n = 46) eine Frei-
setzung von Stx1/Stx2 via MV stattfand, folgerten die Untersucher, dass die Abschnirung
von MV bei STEC generell einen Mechanismus zur Abgabe von Stx darstellt. Donohue-Rolfe
und Keusch (1983) nehmen an, dass Stx aufgrund seiner Lokalisation im Periplasma durch
Blaschenbildung (sog. "bleb formation*) der aulReren Membran freigesetzt werden kdnnte,
ohne dass die Bakterienzelle dabei zerstort wird. Die Forschergruppe um Karmali et al.
(1985) vermutet, dass eine zunehmende Durchlassigkeit der duf3eren Bakterienmembran,
welche ein passives Durchsickern von periplasmatischem Stx zur Folge hat, eine Ursache
fur das Auftreten von Stx im Kulturiberstand sein kdnnte. Eine aktive Sekretion von Stx aus
dem Periplasma oder eine Stx-Freisetzung infolge bakterieller Autolyse schlieRen sie aus.
Die Stx-Menge stieg namlich nicht um den gleichen Faktor im Kulturiberstand an, um den
sie in der Zelle vermindert vorlag und auch die Anzahl an vermehrungsfahigen Bakterien-

zellen nahm nicht ab (Karmali et al. 1985)

Lokalisation von Stx in der Bakterienkultur nach STEC-Anzucht unter Standardbedin-

gungen

Die laborexperimentellen Befunde zur subzellularen Lokalisation und Freisetzung von Shiga-
toxinen aus ihrer Bakterienzelle sind widerspruchlich. Nach in vitro-Anzucht von STEC unter
Standardbedingungen, d. h. ohne den Einfluss von spezifischen chemischen oder physikali-
schen Stressoren, ist es von Stamm zu Stamm verschieden, ob sich toxisch aktives Shiga-
toxin vor allem zellassoziiert, d.h. im Zytoplasma und/oder im periplasmatischen Raum, oder

vor allem im KulturGiberstand aufspiren lasst.

Bei Shigella (S.) dysenteriae ist das Stx nach Standardanzucht hauptsachlich intrazellular im
periplasmatischen Raum gespeichert (Donohue-Rolfe und Keusch 1983). Periplasma-
Extrakte kdnnen aus E. coli-Bakterien durch gezielte Ruptur der &ufReren Membran mit
Polymyxin B gewonnen werden. Bei der Isolierung von Stx aus dem S. dysenteriae Typ 1-

Stamm ,R60“ mit Polymyxin B wurde zusétzlich zu Stx das periplasmatische Enzym 5'-
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Nukleotidase (Cerny und Teuber 1971, Kndéfel 2000) nachgewiesen, wahrend der Anteil der
zytoplasmatischen Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase in diesem Extrakt nur maximal 2 %
des Gehalts im Ganzzelllysat des gleichen Stammes betrug (Donohue-Rolfe und Keusch
1983). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass die mit Polymyxin B hergestellten Ex-
trakte tatséchlich vor allem die Inhaltsstoffe aus dem periplasmatischen Raum enthalten und
auch Stx in diesem Raum angereichert ist. Die Hela-Zell-zytotoxische Aktivitat pro mg
Protein (,spezifische Zytotoxizitat*) war bei diesen Polymyxin B-Extrakten 20- bis 30-mal
gréRer als im Lysat des jeweils gleichen Stammes, das mittels French Press® durch hydro-
statischen Druckabfall hergestellt worden war (Donohue-Rolfe und Keusch 1983). Die gerin-
gere spezifische Zytotoxizitat der French Press®Lysate kann dadurch erklart werden, dass
es sich hierbei eben um Ganzzelllysate handelte, die zuséatzlich zum Stx noch weitere

Proteine enthielten.

Das Stx1 der STEC lasst sich ebenfalls bevorzugt zellassoziiert nachweisen (O'Brien et al.
1982, Karmali et al. 1985, Marques et al. 1986, Shimizu et al. 2007). Bei den E. coli-
Stammen H.30 (026:H11) und CL 40 (O157:H7) betrugen die Stx1-Titer (CDso/ml, ermittelt
auf Verozellen) von Polymyxin B-Extrakten das 4- bzw. 8-Fache der Titer in den korrespon-
dierenden Kulturiiberstanden (Karmali et al. 1985). In einer anderen Untersuchung enthielten
die Bakterienzellextrakte, die mittels French Press®Aufschluss aus 9 E. coli-Stammen
gewonnen worden waren, eine zytotoxische Aktivitdt gegeniiber Hela-Zellen, welche mit
anti-Stx-Serum zu neutralisieren war (O'Brien et al. 1982). Nur bei 2 Stammen war diese
Aktivitat auch im Kulturiiberstand nachweisbar (O'Brien et al. 1982). Shimizu und Kollegen
wiesen Stx1 bei dem EHEC-Stamm ,K24“ mit SDS-PAGE und Immunoblot ausschlief3lich
zellassoziiert im Ultraschall-Lysatuberstand nach (Shimizu et al. 2007). Zusétzlich wurden
weitere 53 EHEC-Stdmme mit einem Gb3-ELISA auf ihre Stx1- und/oder Stx2-Bildung unter-
sucht. Bei 16 von 17 Stammen, bei denen ausschlie3lich Stx1 detektiert werden konnte, war
der Stx1-Gehalt in der zellassoziierten Fraktion (Ultraschall-Lysatuberstand) hoher als im
Kulturuberstand. Auch bei allen 21 Stammen, bei denen sowohl Stxl als auch Stx2
detektierbar war, war die Menge an zellassoziiertem Stx1 groRer als die Stx1-Menge im
Kulturliberstand. Bei 3 Stammen wurde Stx1 sogar ausschlie3lich zellassoziiert detektiert
(Shimizu et al. 2007).

Anders als Stx oder Stx1 kann das Stx2 nach Standardanzucht entsprechender STEC-
Stamme h&ufiger und in gréReren Mengen im Uberstand der Kultur nachgewiesen werden
als zellassoziiert (Mainil 1999, Shimizu et al. 2007). Bei den EHEC-Stammen ,86-24“ (StXzs")
und ,EDL 933 (Stx;,", StX,s") wurde Stx2a mittels SDS-PAGE und Immunoblot ausschlieRlich
im Kulturtiberstand der beiden Stamme gefunden (Shimizu et al. 2007). Bei allen 15 EHEC-

Stammen, bei denen auschlief3lich Stx2 detektiert werden konnte, war nach den Ergebnissen
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im Gb3-ELISA deutlich mehr Stx2 im Kulturiiberstand vorhanden als im Ultraschall-Lysat-
Uberstand. Der prozentuale Anteil des im Kulturiiberstand nachgewiesenen Stx2 betrug 51 -
98 % des insgesamt gebildeten Stx2 (Shimizu et al. 2007). Unter den 21 EHEC-Stammen,
bei denen sowohl Stx1 als auch Stx2 nachgewiesen werden konnte, war bei 20 Stammen
mehr Stx2 im Kulturliberstand vorhanden als im Ultraschall-Lysatiiberstand. Der Anteil des
freien Stx2 am Gesamt-Stx2 betrug 75 - 97 %. Nur bei einem Stamm war Stx2 mehr zell-
assoziiert als frei im Nahrmedium vorhanden (37 ng/ml gegeniiber 30 ng/ml; Shimizu et al.
(2007)).

Im Gegensatz zu vielen anderen Stx2-Subtypen wird das Stx2e vorwiegend als zell-
assoziiertes Toxin beschrieben. Nach 24-stiindiger Anzucht des STEC-2e-Stammes ,412°,
der aus einem an ED erkrankten Schwein isoliert worden war, fand man 95 % des gesamten
Stx2e in der zellassoziierten Fraktion vor. Bei dem rekombinanten E. coli-Stamm
,TB1 (pCG6)*, welcher das klonierte stx.-Operon des Stammes ,412“ enthielt, waren sogar
99 % des Stx2e in der Bakterienzelle lokalisiert (MacLeod und Gyles 1989). Dabei ist von
einer periplasmatischen Lokalisation des Stx2e auszugehen, denn der Stx2e-Gehalt des
Stammes TB1 (pCG6) - gemessen in CDs, pro pg Protein - war im Polymyxin B-Extrakt ca.
20-mal so groR3 wie im Bakterien-Ganzzelllysat (MacLeod und Gyles 1990). Das Polymyxin B
wirkte in dieser Untersuchung mit 2 Stunden recht lang auf die Bakterien ein, so dass nicht
ganz ausgeschlossen werden konnte, dass dies bereits das bakterielle Zytoplasma freisetzte.
Polymyxin B greift zwar die &uere Membran von Bakterien an, aber es ist denkbar, dass bei
langerer Einwirkzeit auch die Zytoplasmamembran rupturiert (Koch 1998). Bei den drei
porcinen STEC-2e-Stammen MVH 269, MVH 886 und ATCC 23546 (klinische Isolate von
Schweinen, die an ED erkrankt waren) wurden mittels Verozell-Zytotoxizitatstest zell-
assoziiert ebenfalls hohere Stx-Mengen gefunden als im Kulturiberstand (14.950, 26.726
bzw. 711 CDsg/ml versus 129, 175 bzw. 15 CDs/ml) (Uemura et al. 2004). Marques et al.
(1987) stellten bei dem aus einem an ED erkrankten Schwein isolierten EDEC-Stamm
,31191" sogar eine 100-fach hdhere Verozell-zytotoxische Aktivitat im Ultraschall-Lysat-

Uberstand als im Kulturiiberstand fest.

Voraussetzung fur die Detektion zytotoxischer Aktivitat im Kulturiiberstand scheint eine
zumindest moderate Zytotoxizitat [10° - 10* CDso/ml] in der zellassoziierten Stx-Fraktion zu
sein, denn nur bei Stammen, die bei denen die Stx-Produktion anhand von zellassoziertem
Stx nachweisbar war, konnte Stx auch im Kulturiiberstand gefunden werden (O'Brien et al.
1982, Karmali et al. 1985, Marques et al. 1986). In diese Richtung weisen auch die von
Zhang et al. (2005) ermittelten Ergebnisse. Sie untersuchten die Kulturiberstande von 37
humanen STEC-Stammen, die jeweils ein einziges stx-Operon besalen: stx, (9 Stamme),

Stxyq (16 Stdmme) oder stxze (12 Stdmme). Bei 5 von 16 Stammen des Genotyps stx,q bzw.
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bei 1 von 12 Stammen des Genotyps stx,e war im Kulturiiberstand mittels Verozell-
Zytotoxizitatstest kein Stx2d bzw. Stx2e zu detektieren. In den Polymyxin B-Extrakten der 5
stxyg-kodierenden Stamme war dagegen Stx2d mit dem Verozell-Zytotoxizitatstest bzw.
mittels VTEC-RPLA nachweisbar, nicht jedoch im Polymyxin B-Extrakt des stx,.-kodierenden
Stammes. Die Gehalte an stxA- und stxB-mRNA lagen bei allen sechs genannten Stammen
signifikant niedriger als bei denjenigen Stammen, in deren Kulturiberstédnden Stx2c, Stx2d
oder Stx2e enthalten war. Dies liel3 insgesamt auf eine schwéchere Toxinsynthese schlieBen

und legte nahe, allein darin die Ursache fiir das Fehlen von Stx im Kulturiiberstand zu sehen.

Lokalisation von Stx in der Bakterienkultur nach STEC-Anzucht in Anwesenheit von

Stressoren

Dutta et al. (2004) stellten nach Anzucht des S. dysenteriae Typ 1-Stammes ,IBDM-1* mit
MMC einen Stx-Anstieg im Kulturuberstand, im Polymyxin B-Extrakt des Bakterienzellpellets
sowie in den Membranvesikeln (MV) fest. Dabei war der Stx-Gehalt in den MV nach 24- bzw-

48-stiindiger Inkubation signifikant hoher als in den anderen untersuchten Fraktionen.

Eine Studie aus dem Jahr 1998 uberpriifte die Effekte subinhibitorischer Dosen von 13 anti-
mikrobiellen Wirkstoffen - der B-Laktame, der Sulfonamide und Trimethoprim, der Makrolide,
der Epoxid-Antibiotika, der Aminoglykoside und der Chinolone - auf die Stx1- und/oder Stx2-
Menge in den Kulturiberstdnden von drei EHEC-Stdmmen der O-Gruppe 0157 (E. coli
1193/89, Stx1"; E. coli 3574/92, Stx2"; E. coli 5768/87, Stx1'/Stx2";(Grif et al. 1998)). Vier
Substanzen lieRen die Konzentration von Stx1 und/oder Stx2 bei allen drei untersuchten
Stdmmen ansteigen, 6 Wirkstoffe bei jeweils mindestens 2 der 3 Stdmme. Drei Wirkstoffe
fuhrten jeweils nur bei einem der drei Stdamme zum Anstieg der Stx-Konzentration. Der aus-
schlieBlich fir Stx2 kodierende EHEC-Stamm war am leichtesten stimulierbar, da er auf 12
von 13 Wirkstoffen positiv reagierte. Unter den Wirkstoffen, die bei allen drei Stammen zum
Anstieg der Stx1/Stx2-Menge im Uberstand gefiihrt hatten, war auch Sulfamethoxazol-
Trimethoprim vertreten. Bereits zuvor war die Auswirkung subinhibitorischer Dosen von
Trimethoprim-Sulfamethoxazol bei den drei STEC-Stammen E. coli 933, H30 und 240 sowie
bei dem S. dysenteriae I-Stamm S31 nach 24-stindiger Anzucht untersucht worden und
hatte sich im signifikanten Anstieg des Gesamt-Stx (Nachweis mit HeLa-Zell-Zytotoxizitats-
test und anti-Stx-Antikérpern) gegeniber einer Anzucht ohne Zugabe der Substanz belegen
lassen (Karch et al. 1986). Die von Grif et al. (1998) erhobenen Daten kdnnten somit nicht
nur auf einer verstarkten Freisetzung, sondern auch auf einer gesteigerten Stx-Biosynthese
beruhen. Auch Levofloxacin (f. c. 0,5 mg/ml), Fosfomycin (f. c. 25 mg/ml) oder Cefdinir (f. c.
4 mg/ml) kénnen bei EHEC-Stammen eine Erhéhung der Stx-Konzentration in deren Kultur-

Uberstanden bewirken. So war die Verozell-spezifische Zytotoxizitat des Kulturiiberstandes
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nach Behandlung des EHEC-Stammes E. coli SS812 (0157:H7, stx;* und stx,") mit jedem
der drei Wirkstoffe signifikant gréRer als ohne Behandlung (Murakami et al. 2000). In einer
anderen Untersuchung fiihrte die Behandlung von drei STEC-Stammen mit dem 3-Laktam-
Antibiotikum Ceftazidim (50 % MHK) jedoch nur zu einem Anstieg von Stx1 in den Kultur-
filtraten der Stamme, wahrend die Stx2-Menge abnahm (Takahashi et al. 1997).

Korrelation der Stx-Freisetzung aus der Bakterienzelle mit der Produktion von Bakte-

riophagen

Die bakterielle Shigatoxinproduktion ist bei Stx1 zu einem groRen Teil und bei verschiedenen
Stx2-Subtypen ausschlieBlich den regulativen Elementen des stx-kodierenden Bakterio-
phagengenoms unterworfen (Wagner et al. 2001a, Wagner et al. 2002). Die Phagen-
vermittelte Bakteriolyse stellt auRerdem einen wichtigen Mechanismus dar, mit dem Stx1 und
Stx2 aus der Bakterienzelle freigesetzt werden (Wagner et al. 2001a, Wagner et al. 2002).
Daher ist bei der Induktion des jeweiligen stx-konvertierenden Bakteriophagen auch eine
Steigerung der Stx-Bildung und -Freisetzung zu erwarten. Ist der betroffene Prophage intakt
und in der Lage, seinen Replikationszyklus vollstandig zu durchlaufen, dann befinden sich
zusatzlich zu hoheren Konzentrationen an freiem Stx vermehrt Bakteriophagenpartikel im

Kulturtiberstand des betreffenden STEC-Stammes.

Mehrere Forschergruppen konnten experimentell belegen, dass ein Antibiotikum in der Lage
ist, nicht nur die Stx-Konzentration im Uberstand des exponierten Stammes zu steigern,
sondern gleichzeitig auch Stx-konvertierende Phagen zu induzieren (Matsushiro et al. 1999,
Kohler et al. 2000, Muniesa et al. 2000, Ochoa et al. 2007). So pruften Kohler et al. (2000)
den Einfluss von Carbadox, Olaquindox, Monensin, Tylosin und MMC auf die Menge an
freiem Stx2 sowie auf das Auftreten von Stx2- bzw. Stx2e-konvertierenden Bakteriophagen
bei den drei STEC-Stammen E. coli 3538/95 (O157:H7, stx,"), E. coli 5720/96 (O26:H-, stx,")
und E. coli 2771/97 (ONT, stx,.'). Nach der Behandlung mit Carbadox, Olaquindox oder
MMC war die Anzahl an Stx2- bzw. Stx2e-konvertierenden Bakteriophagen in den Kultur-
Uberstanden bei allen drei Stammen gréRer als in den Anséatzen ohne Behandlung. Der
Phagentiter (PbE/ml) war dabei um den Faktor von bis zu 3,88 x 10° angestiegen. Der An-
stieg des Bakteriophagentiters wurde bei den Stx2-bildenden Stdmmen von der Zunahme
der Stx2-Menge im Kulturiiberstand begleitet. Bei dem Stamm E. coli 2771/97 wurde die Zu-
nahme des Phagentiters nicht in Bezug gesetzt zur Stx2e-Konzentration, da diese nicht be-
stimmt worden war. Muniesa et al. (2000) zeigten jedoch im gleichen Jahr, dass unter der
Einwirkung von MMC (f. c. 0,5 pg/ml) nicht nur die Stx2e-Konzentration anstieg, sondern
auch der Stx2e-konvertierende Phage ¢P27 induziert wurde. Der Stx2e-Phagentiter im
Kulturiiberstand stieg dabei von 10? PbE/ml auf 4,7 x 10° PbE/ml an. Gleichzeitig kam es
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dort zum Anstieg der Stx2e-Konzentration auf das 50-Fache (Muniesa et al. 2000). Der
E. coli-Stamm 2771/97 ist nach meiner Kenntnis der einzige Stx2e-kodierende STEC-Stamm
in der Fachliteratur, der nachweislich einen intakten, induzierbaren stxy-konvertierenden

Phagen beherbergt.

Besonders haufig wird bei den Chinolon-Antibiotika Uber einen stimulierenden Effekt auf die
Stx-Produktion sowie die Induktion von Bakteriophagen berichtet. So fuhrte bei dem EHEC-
Stamm RIMD 0509894 die Koinkubation mit Norfloxacin (f. c. bis zu 1 pg/ml) fir eine Dauer
von 30 min zur Induktion der beiden Stx-konvertierenden Bakteriophagen VT1-Sa und VT2-
Sa. Gleichzeitig stiegen die Konzentrationen von Stx1 und Stx2 im Kulturiiberstand an,
wobei Stx2 héhere Werte erreichte als Stx1 (Matsushiro et al. 1999). Ebenso ergab die An-
zucht von 57 STEC-Stammen (stx,” oder stx,” oder stx, "/stx,") unter der Einwirkung von sub-
inhibitorischen Ciprofloxacin-Konzentrationen bei allen Stammen im Enzymimmunassay sig-
nifikant hohere Mengen an extrazellularem Stx als die Anzucht ohne Ciprofloxacin (Ochoa et
al. 2007). Bei 40 Stammen (70,2 %) wurde auBerdem eine Ciprofloxacin-induzierte Bakterio-
lyse festgestellt, wobei in den filtrierten Kulturiberstanden von 34 Stdmmen (85 %) auch stx-
kodierende Bakteriophagen vorhanden waren. Im Kulturiiberstand der 40 Stamme, welche
unter dem Einfluss von Ciprofloxacin lysierten, war die Stx-Konzentration signifikant héher
als bei den 17 Stammen ohne Bakteriolyse (Ochoa et al. 2007).

Granobles Velandia et al. (2012) tUberpruften 4 stx,q-kodierende STEC-Stdmme von Rindern,
nachdem sie parallel ohne und mit MMC-Zusatz angeziichtet worden waren. Bei allen vier
Stammen war die Stx2g-Konzentration in den Kulturiiberstanden nach Anzucht mit MMC 8-
bis 16-mal so hoch wie nach Anzucht ohne MMC. Im Western Blot wurde eine Stx2-
spezifische Bande nach Induktion mit MMC bei allen vier Stdmmen detektiert. Dabei war die
Stx2-Bande bei den zwei Stdmmen mit induzierbaren Bakteriophagen starker ausgepragt als

bei den beiden Stammen, bei welchen MMC keine Bakteriophagen induzierte.

Bei dem EHEC-Stamm EDL 933 fuihrte auch der Zusatz von NaCl zum LB-Medium (f. c. 2 %)
zum Anstieg des mittels Western Blot nachgewiesenen Gehalts an Stx2A sowohl im Kultur-
Uberstand als auch im Bakterienzellpellet, wenn die Proteinmenge auf die Anzahl lebender
Bakterien normalisiert wurde (Harris et al. 2012). Gleichzeitig kam es bei der 2 %-igen NaCl-
konzentration auch zur signifikanten Induktion des Stx2-kodierenden Phagen. Die Differenz
zwischen der Hohe des im Plaquetest ermittelten Phagentiters (PbE/mI) und der Anzahl der
mittels quantitativer real-time-PCR nachgewiesenen stx,-Genkopien lie3 darauf schlieBen,
dass neben dem Stx2-kodierenden Phagen noch weitere Bakteriophagen induziert wurden
(Harris et al. 2012).
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3 Material und Methoden

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerate, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

sowie Puffer, Lésungen und Medien sind im Anhang aufgefthrt.

3.1 Bakterienstamme

3.11 Kontrollstamme

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kontrollstimme sind in der Tabelle 5 aufgefuhrt.
Zu dieser Gruppe gehorten auch die 10 stx-negativen E. coli-Stamme, die aus den Kotpro-
ben von Schweinen isoliert worden waren und zur Bestimmung der Cut-Off-Werte (Stx2e-

ELISA, Verozell-Zytotoxizitatstest) verwendet wurden.

Tabelle 5: Verwendete Kontrollstdmme
Herkunft
[Spezies Be-

ausgewabhlte & Erkran- zugs-
Stammbezeichnung IHIT-Nr. Virulenzgene Serotyp kung] quelle
E. coli 031 x-0509/02 StXap, StXac 0174:H21 M, SIDS 3
E. coli 412 X-0505/02 StX,e, fedA 0139:K82 S 3
E. coli 520 x-0510/02 Stxo,' ONT.H48 M, SIDS 3
E. coli 521 x-0511/02 SthCt ONT:H48 M, SIDS 3
E. coli 838/05 k. A. fim41A n.t S 9
E. coli 987P Xx-0282/99 fasA, estap 09:K103:H- S 4
E. coli 2403 x-0269/99 stxlt rough:H- R 10
E. coli 2771/97 x-0657/05 StXze, €Stap ONT:H- M, DI 1
E. coli 3848/03 k. A. faeG, estb, elt 0149:K91 S, DI 9
E. coli 4756/98 x-0502/02  stxyct, stxay’ O113H4 M 2%
E. coli 5720/96 x-0672/05 Stxoat 026:[H11] M 2
E. coli Abbotstown x-0237/99 estap, estb, elt, faeG, 0149:K91 S 4

fasA
E. coli ATCC 25922 x-0383/01 k. A. 06, Biotyp1 M 7
E. coli B2F1 x-0495/02 StXaqg 091:H21 M, HUS 5
E. coli B41 x-0281/99 fanA, fim41A, estap 0101:H- S 4
E. coli BgVV97/00 x-0542/02 StXof k. A. T 2*
E. coli C600 SS323 keine K12 k. A. 2
E. coli DH5a x-0556/03 keine K12 k. A. 7
E. coli E57 x-0279/99 stxf)e, fedA, estap, 0138:K81 S 4

est

Fortsetzung der Tabelle 5 auf der nachsten Seite
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Herkunft
[Spezies Be-
ausgewabhlte & Erkran- zugs-
Stammbezeichnung IHIT-Nr. Virulenzgene Serotyp kung] quelle
E. coli EDL 933 x-0671/05 StX1a, StX2a, €€, ehXxA  0157:H7 M, HUS 8
E. coli EDL 933 x-0274/99 StX1a, StXo,, €a€e, ehxA  0157:H7 M, HUS 2
E. coli EH250 x-0674/05 StXop ONT:H12 M, AK 2
E. coli EH250 x-0506/02 StXap 0118:H12 k. A. 3
E. coli E32511 x-0507/02 StXoc 0157:H- M 3
E. coli E32511/HSC x-0673/05 StXoe 0157:H- M 2
E. coli E32511/0 x-0286/99 StXza, StXac 0157:H- M 2
E. coli F107/86 x-0285/99 StXze 0139:K12: S 6
H1

E. coli Fac9/1 X-0498/02 StXoe ONT S,ED 5
E. coli Fac9/2 x-0501/02 StXze ONT S, ED 5
E. coli GO15llI x-0284/99 StXze 0141:H85 S 9
E. coliH.l.8 x-0508/02 StXo 0128:B12 M, DI 3
E. coli NV206/1 x-0500/02 StXaqg 06:H10 R 5
E. coli NV206/2 x-0496/02 StXoqg 06:H10 R 5
E. coli OX3:H11 x-0497/02 StxaT, StXoct 0174:H21 M, SIDS 5
E. coli P1766/01-1 SS8094 fedA, estb, elt 0138:K81 S, DI 9
E. coli P6180/00 SS7627 fedA, estb, elt 0147:K89 S, DI 9
E. coli P2672/04-2 SS10456 keine n t. S, DI 9
E. coli P929/01-1 SS7998 faeG, estb, elt 0149:K91 S, DI 9
E. coli P3261/04-1 k. A faeG, estb, elt 0149:K91 S, DI 9
E. coli P5670/04-3 k. A. fanA, fim41A, estap n.t S 9
E. coli P0695/01-2 SS7985 fanA, estap 0141:K85 S, DI 9
E. coli PH x-0512/02 StX1a, StXoa, Sty 0111:H- M, HUS 3
E. coli TTP-1 x-0276/99  stxi.t, stxz.', eae 0157:H- M 2
Enterococcus faecalis Xx-0549/03 k. A. k. A. M, Urin 7
ATCC 29212
Pseudomonas aerugi- x-0548/03 k. A. k. A. M, Blut- 7
nosa ATCC 27853 kultur
Staphylococcus aureus  x-0550/03 k. A. k. A. M, Wunde 7
ATCC 29213

Erlauterungen:

1 Prof. Dr. H. Schmidt, Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie, Universitat
Hohenheim; 2 Prof. Dr. Dr. h. c. H. Karch, Institut fiir Hygiene, Westfalische Wilhelms-Universitéat
Minster *Uber Dr. habil. P. Gallien, Umweltbundesamt, Dessau-Rosslau; 3 Dr. K. Ziebell, Public
Health Agency of Canada, Guelph, Kanada; 4 Wray, C., Central Veterinary Laboratoy, Addlestone,
GrofR3britannien; 5 Dr. Y. Bertin, INRA, Institut national de la recherche agronomique, Clermont,
Frankreich; 6 Dr. H. Imberechts, Veterinary and Agrochemical Research Centre, Brissel, Belgien;
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7 Leibniz-Institut DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig; 8 ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, USA; 9 IHIT; Institut fur
Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, Universitat GielRen; 10 Wieler et al. (1992);
AK Abdominale Krampfe; DI Diarrhé; ED Edema Disease, Odemkrankheit der Schweine; Fac9/1
Phanotyp mit Hamolyse; Fac9/2 Phanotyp ohne Hamolyse; HUS Hamolytisch-urémisches Syndrom;
k. A. keine Angaben; M Mensch; n.t. mit den 7 ausgesuchten Seren nicht typisierbar; NV206/1
Phanotyp mit dunklen Kolonien; NV206/2 Phanotyp mit hellen Kolonien; R Rind; S Schwein; SS
Stammsammlung; SIDS Sudden Infant Death Syndrome, poétzlicher Kindstod; T Taube.

Unterstrichene Stamme dienten der Bestimmung von Cut-Off-Werten (siehe Kap. 3.1.3, 4.2 und 4.3.2).

* Die Stx-Subtypisierung erfolgte im Nationalen Referenzlabor fiir Verotoxin-bildende Escherichia coli
(NRL VTEC) des Friedrich-Loeffler-Instituts, Jena.

3.1.2 STEC-2e-Feldstamme

Insgesamt wurden 365 porcine Stx2e-kodierende E. coli (STEC-2e)-Feldstamme auf ihr
Stx2e-Bildungsvermégen unter Standardanzuchtbedingungen untersucht. Die Stamme
waren Uber sieben Jahre (2000 bis 2006) in Schweine haltenden Betrieben im Bundesgebiet
isoliert worden. Sie stammten von Schweinen verschiedener Altersgruppen, die unter-
schiedliche Krankheitssymptome zeigten. Alle Stamme waren im Rahmen des diagnosti-
schen Dienstes am Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere (IHIT) mittels
PCR auf das Vorkommen der Gene folgender Virulenzfaktoren untersucht worden: Stx2 und
seine Subtypen inkl. Stx2e, Fimbrien F4, F5, F6, F18 und F41, E. coli-Enterotoxine ST-Ip,
ST-Il, LT-I sowie Intimin. AuBerdem waren das Hamolyseverhalten auf Schafblutagar (BA)
beurteilt und das Vorhandensein der O-Antigene 8, 138, 139, 141, 147, 149 und 157 gepruft
worden.

Der Einfluss exogener Faktoren (Antiinfektiva, Mitomycin C und Bestrahlung mit UV-Licht)
auf die basale Stx2e-Bildung von Feldstdmmen (siehe Kapitel 4.4) wurde fur eine unter den
365 ausgewahlte Gruppe von Stammen (n =30) bestimmt. Diese Stamme sind in der
Tabelle 12 aufgefuhrt. Bei der Auswahl wurde darauf geachtet, dass die bei den 365
Stammen nachweisbaren Virulenzgene und O-Typen mit ungeféhr der gleichen Haufigkeit
unter den 30 Stdmmen vertreten waren. Darunter befanden sich zehn typische EDEC-
Stamme, welche Gene fur Stx2e und F18-Fimbrien besaen. Dazu kamen 11 EDEC/ETEC-
Stamme, welche zusétzlich zu den EDEC-Virulenzgenen noch fiir mindestens ein E. coli-
Enterotoxin kodierten. Bei 9 weiteren Stammen, die in dieser Arbeit als sonstige STEC-2e
bezeichnet werden, waren von den gepriuften Virulenzgenen nur diejenigen fiir Stx2e
nachweisbar.
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3.1.3 Stdmme zur Bestimmung von Cut-Off-Werten

Zur Bestimmung von Cut-Off-Werten fir den Stx2e-ELISA und fur den Verozell-Zytotoxizi-
tatstest kamen zehn stxg-negative E. coli-Stdmme zum Einsatz (unterstrichene Stdmme in
der Tabelle 5).

3.14 Lagerung
Die Aufbewahrung der Bakterienstdmme erfolgte als Glyzerinkultur (LB-Medium mit 30 %
Glyzerin) bei -70 °C sowie in Stichagar (STA), welcher maximal dreimal subkultiviert wurde.

3.2 Zelllinien und deren Kultivierung

Bei der verwendeten Zelllinie handelte es sich um adhéarente Verozellen (ATCC # CRL-1587,
LGC-Promochem GmbH, Wesel). Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Plastik-Zellkultur-
flaschen (75 cm?) mit Filterdeckel im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, Wasserdampfsattigung).
Als Zellkulturmedium diente steriles RPMI 1640 mit L-Glutamin, dem 10 % hitzeinaktiviertes
Fotales Kalberserum (FKS) und 1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung (f. c. 100 IE/ml Penicillin
bzw. 100 pg/ml Streptomycin) zugesetzt worden waren. Zur Zellernte fiir den Einsatz in
Tests bzw. zur regelméRBigen Ausdinnung der Zellen vor der Weiterkultivierung wurden
Mediumreste durch Spilen der Flaschen mit 10 ml HEPES-Puffer entfernt. Nach Zugabe von
10 ml Trypsin-Gebrauchsldsung erfolgte eine Inkubation fir 10 min bei 37 °C. Die auf diese
Weise abgeldsten Zellen wurden in ein Polypropylenréhrchen (CELLSTAR® 50 ml) uiberfiihrt.
Nachdem die Zellkulturflasche mit 10 ml RPMI-Medium ausgespiilt worden war, wurde diese
Suspension zu der Zellsuspension im Polypropylenréhrchen hinzugefiigt und zentrifugiert
(Zentrifuge Sigma 4K15C, Rotor Nr. 11150, 202 x g, 20 °C, 7 min). Danach wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in 5 ml Medium resuspendiert. Zur Bestimmung der
Anzahl lebender Verozellen in einer Neubauer-Zéahlkammer wurde ein Aliquot (20 pl) der
Suspension 1:10 (v/v) mit Trypanblau-Losung versetzt. Die fur den jeweiligen Test
erforderliche Zelldichte wurde anschlieRend durch Zugabe der jeweils adaquaten Menge an
Medium eingestellt.

3.3 Antikdrper

Im Sandwich-ELISA zur Bestimmung der Stx2e-Konzentration in Bakterienkulturen (Stx2e-
ELISA) kamen kommerziell erhéltliche monoklonale Antikorper aus der Maus (Fa. Sifin
Diagnostics GmbH, Berlin) zum Einsatz. Sowohl der Fang-Antikérper ,SIFIN VT 136/8-
H4* (Charge 380705, kurz: VT 136/8-H4) als auch der Peroxidase-konjugierte Detektions-
antikorper ,SIFIN VT 135/6-B9“ (Chargen 250505 und 280407, kurz: VT 135/6-B9) sind laut
Herstellerangaben gegen Stx2 gerichtet, wobei der Fang-Antikorper an die B-Untereinheit
und der Detektions-Antikorper an die A-Untereinheit binden soll.
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3.4 Kontrollantigene

In jedem Stx2e-ELISA wurden zur Normalisierung der OD-Werte zwei Ldsungen mit
rekombinantem Stx2e-Antigen (rStx2e) mitgefihrt. Die verwendeten Toxinchargen waren mit
rStx2e/01/05 und rStx2e/03/05 bezeichnet und dankenswerterweise von Frau Christiane
Hoffmann (Hoffmann 2010) zur Verfigung gestellt worden. Fir die Etablierung des Stx2e-
ELISA (siehe Kapitel 3.12.1) wurde zusétzlich kommerziell erhaltliches, aufgereinigtes Stx2

(Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verwendet.

3.5 UV-Licht, Mitomycin C und Antiinfektiva

Zur Untersuchung des Einflusses exogener Faktoren auf die Stx2e-Bildung porciner STEC-
2e-Stamme in vitro wurden verschiedene Antiinfektiva ausgewahlt. Diese sechs Antiinfektiva
waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen fir die Anwendung am Schwein zugelassen. Sie
sind in der Tabelle 6 aufgefiihrt. Zusatzlich wurde das zytostatische Antibiotikum Mitomy-
cin C (f. c. 0,5 pg/ml) oder die Bestrahlung mit UV-Licht eingesetzt. Bei der Untersuchung auf

Bakteriophagen diente das Fluorchinolon Norfloxacin (f. c. 0,5 pg/ml) als Referenzwirkstoff.

Tabelle 6: Verwendete Antiinfektiva
Antiinfektivum  Indikationen beim Schwein Losungsmittel  Konzentration
(Kroker 2003, Emmerich der Stamm-
2013) 16sung?
Amoxicillin respiratorische Infektionen, Na-Phosphat- 2 mg/ml
(AMX) Magen-Darm-Infektionen puffer pH 6,0
Colistin (COL) Darminfektionen, Septikdmien  A. demin. 10 mg/ml
= Polymyxin EY  (ausgeldst durch E. coli und
Salmonellen)
Enrofloxacin Diarrhd, Septikamien (jeweils ~ A. demin. und 1 mg/ml
(ENR) ausgeldst durch E. coli) 1 N NaOH
Erythromycin respiratorische Infektionen, EtOH abs. und 20 mg/ml
(EM) bakteriell bedingte Diarrhdé und  A. demin.
Dysenterien
Neomycin? E. coli-bedingte Enteritis (nur A. demin. 100 mg/ml
(NEO) orale Applikation zugelassen)
Tetrazyklin (TC) Magen-Darm-Infektionen, A. demin. 20 mg/mi
andere lokale und systemische
Infektionen

Erlauterungen: Y bevorzugter Einsatz bei der Odemkrankheit der Schweine, ? abweichend von
diesen Angaben wurde fir die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) die Stamm-
I6sung jedes Antiinfektivums auf eine Konzentration von 1.024 pg/ml eingestellt. EtOH abs. Ethanol,
absolut (> 99 % Ethylalkohol). Losungsmittel geméaR der ,,Durchfiihrungsvorschriften fiir antimikrobielle
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Empfindlichkeitspriifungen mittels Agardiffusions- und Dilutionstests von Bakterien tierischer
Herkunft* des CLSI, Dokumente M31-A2 sowie M31-S1, 2. Ausgabe, 2002 (CLSI 2002)

3.6 Bakterienanzucht unter Standardbedingungen

Standard-Schittelkultur

Bakterienstdamme aus Glyzerinkulturen oder Stichagar wurden zunéchst auf Blutagarplatten
(BAP) angezichtet (aerob, 37 °C, 14 - 18 h). Bei Entnahme aus der Glyzerinkultur wurde
noch eine weitere Subkultivierung auf Blutagar vorgenommen. Die Standardanzucht als
Schttelkultur erfolgte in LB-Medium. Dazu wurden 3 -4 Einzelkolonien des jeweiligen
Stammes von der BAP abgenommen und in 2 ml LB-Medium inokuliert. Die Schittelinku-
bation erfolgte im Schittelbrutschrank (aerob, 180 rpm, 37 °C, 14 - 18 h).

Kultur zur Bestimmung der Stx2e-Konzentration

Ein Aliquot einer Standard-Schdttelkultur des jeweiligen Stammes wurde im Verhéltnis 1:100
(v/v) in frisches LB-Medium Uberimpft (21 pl ad 2,1 ml LB-Medium). Danach erfolgte eine Be-
britung im Schuttelbrutschrank (aerob, 180 rpm, 37 °C, 5 h). AnschlieRend wurden die
optische Dichte der Kultur bei 600 nm (ODggo) bestimmt sowie der Uberstand und die Bak-
terienzellfraktion der Kultur voneinander getrennt gewonnen (siehe Kapitel 3.10). Uberstand

und Zellfraktion wurden bis zur Bestimmung von Stx2e bei -70 °C gelagert.

3.7 Bakterienanzucht bei unterschiedlichen Bebriitungstemperaturen
und -zeiten

Um den Einfluss unterschiedlicher Bebritungstemperaturen und -zeiten auf Wachstum und
Stx2e-Bildung porciner STEC-2e-Stamme zu erfassen, wurden neun STEC-2e-Stdmme
jeweils bei 23 °C, 30 °C, 37 °C und 41 °C fur insgesamt 24 h bebrutet. Die Stimme waren
hierzu nach ihren Virulenzgenen und ihrer Herkunft aus der Grundgesamtheit der 365
Stdmme ausgesucht worden. Zuerst erfolgte die Anzucht der Keime als Standard-
Schiittelkultur (siehe Kapitel 3.6). Nach der Bestimmung der ODgp wWurde die Kultur im
Verhéaltnis 1/100 (v/v) in frisches LB-Medium tberimpft und aerob bei 180 rpm und bei der
jeweiligen Temperatur weiter inkubiert. Nach einer Inkubationsdauer von 1 h, 5h und 24 h
wurden die ODgoo gemessen und Aliquots zur Ernte von Kulturiiberstanden und Bakterien-

zellen entnommen.
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3.8 Bakterienanzucht unter dem Einfluss von UV-Licht, Mitomycin C oder
Antiinfektiva

Zur Exposition von STEC-2e-Stammen gegeniiber UV-Licht, Mitomycin C und Antiinfektiva
wurde immer zuerst ein Aliquot einer Standard-Schittelkultur des jeweiligen Stammes im
Verhaltnis 1:100 (v/v) in frisches LB-Medium tberimpft (350 pl der Schittelkultur ad 35 ml
LB-Medium). Das resultierende Kulturvolumen betrug maximal 1/5 desjenigen Volumens,
welches das Kulturgefa (Erlenmeyer-Kolben) besaR. Die Kultur wurde im Schuttelbrut-
schrank bebritet (aerob, 180 rpm, 37 °C) und in regelméaRigen Abstédnden auf ihre ODgq
gepriift. Sobald eine ODgo von 0,3 bis 0,4 erreicht war, wurde ein Aliquot der Kultur (2 ml)
abgenommen, um darin die Stx2e-Konzentration vor einer Behandlung mit UV-Licht,
Mitomycin C oder Antiinfektiva zu bestimmen (,Nullwert® von Stx2e). Dazu wurde der Kultur-
Uberstand durch Zentrifugation (Tischzentrifuge 5415C, 14.000 rpm, 10 min) gewonnen und
bis zur Bestimmung der Stx2e-Konzentration bei -70 °C gelagert. Die nach Abnahme des
Aliquots verbliebene Kultur (Testkultur) wurde in zwei Teile zu je 10 ml aufgeteilt, von denen
ein Ansatz nicht behandelt wurde, der andere Ansatz dagegen mit UV-Licht behandelt oder
mit Mitomycin C oder mit einem Antiinfektivum versetzt wurde. Unabh&ngig vom unter-
suchten Einflussfaktor wurden beide Anséatze fir weitere 5h inkubiert (aerob, 180 rpm,
37 °C). Danach wurde die ODggo erneut gemessen. Vom behandelten Ansatz sowie vom
nicht behandelten Parallelansatz wurden je ein Aliquot (2 ml) entnommen, um die Stx2e-
Konzentration im Kulturiiberstand nach 5 h zu bestimmen. Der Kulturiiberstand wurde bis zur
Quantifizierung von Stx2e bei -70 °C gelagert.

3.8.1 UV-Licht

Von den beiden Teilen der Testkultur (je 10 ml) wurde der nicht behandelte Ansatz direkt in
ein Polypropylenréhrchen (CELLSTAR® 50 ml) gegeben. Der andere Ansatz wurde in eine
Petrischale (Kunststoff, 92 x 16 mm) pipettiert und auf einem Leuchttisch (UV-Bildanalyse-
Tisch) mit 312 nm-UV-Leuchtréhren fiir 30 s bestrahlt. Der behandelte Ansatz wurde
anschlieRend in ein eigenes Polypropylenrdhrchen (CELLSTAR® 50 ml) tiberfiihrt und dieses

bis zum Ende der Inkubationszeit zum Schutz vor weiterem Lichteinfall mit Alufolie umwickelt.

3.8.2 Mitomycin C

Die beiden Teile der Testkultur (je 10 ml) wurden in je ein Polypropylenréhrchen
(CELLSTAR® 50 ml) berfiihrt. Einem der beiden Ansdtze wurde das zytostatische
Antibiotikum Mitomycin C hinzugefugt (f. c. 0,5 pg/ml). Dem nicht behandelten Parallelansatz

wurde das gleiche Volumen an LB-Medium zugesetzt.
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3.8.3 Antiinfektiva

Exposition fur 5 h

Die beiden Teile der Testkultur (je 10 ml) wurden in je ein Polypropylenréhrchen
(CELLSTAR® 50 ml) iberfiihrt. Einem der beiden Ansatze wurde das zu untersuchende
Antiinfektivum (siehe Tabelle 6) in derjenigen Dosis hinzugefugt, die der 100 %-igen minima-
len Hemmkonzentration (MHK, siehe Kapitel 3.9) des Stammes entsprach. Der zweite
Ansatz diente als nicht behandelter Parallelansatz. lhm wurde das gleiche Volumen an
Losungsmittel zugesetzt, in dem der jeweilige Wirkstoff geldst worden war (siehe Tabelle 7).
Handelte es sich bei dem Ldsungsmittel um A. demin., wurde stattdessen LB-Medium zum
nicht behandelten Ansatz gegeben. Betrug das pipettierte Volumen der antibiotischen
Losung bzw. des Lésungsmittels mehr als 1% des Kulturvolumens, dem es zugesetzt
werden sollte, so wurde zunéchst das gleiche Volumen von der Kultur abgenommen und
verworfen, das anschlieBend in Form der antibiotischen Lésung oder des Losungsmittels

wieder zugegeben wurde.

Exposition fur 30 min

Zusatzlich zur 5-stindigen Anwesenheit der gewahlten Antiinfektiva (siehe Tabelle 6)
wurden eigene Testkulturen der STEC-Stamme auch kurzfristig fur 30 min mit Norfloxacin
bzw. Enrofloxacin behandelt. Die Vorgehensweise entsprach bis zum Aufteilen der Testkultur
in zwei Ansatze zu je 10 ml derjenigen bei 5-stundiger Exposition. Die Zugabe der
Antiinfektiva (f. c. 1 pg/ml) erfolgte dann aber nur fir eine Dauer von 30 min (aerob, 180 rpm,
37 °C). Danach wurden die Kulturen sofort zentrifugiert (Zentrifuge 5804R, 4500 x g, 5 min)
und der Uberstand abgenommen. Das Bakterienpellet wurde unmittelbar in 10 ml frischem
LB-Medium resuspendiert und mit dem Vortex-Gerat durchmischt. Danach wurde diese

Suspension fir weitere 5 h (aerob, 180 rpm, 37 °C) bebrutet.
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Tabelle 7: Behandlung von Bakterien mit Antiinfektiva, Mitomycin C und Norfloxacin
bzw. mit dem jeweiligen Losungsmittel

zugesetzte Substanz

behandelter Ansatz

nicht behandelter Ansatz

Amoxicillin

Colistin
Enrofloxacin

Erythromycin

Amoxicillin geldst in Na-Phosphat-
puffer pH 6,0
Colistin geldst in A. demin.

Enrofloxacin geldst in ¥2 Volumen
A. demin., Zugabe von 100 pl 1 N

NaOH, dann Zugabe von A. demin.

ad Endvolumen

Erythromycin gelést in %2 Volumen
EtOH abs., dann Zugabe von

A. demin. ad Endvolumen

Na-Phosphatpuffer pH 6,0

LB-Medium
LB-Medium

EtOH abs. verdinnt in
A. demin. im Verhaltnis1:1
(Viv)

Mitomycin C Mitomycin C geldst in A demin. LB-Medium

Neomycin Neomycin geldst in A. demin. LB-Medium

Norfloxacin Norfloxacin geldst in Eisessig Eisessig verdunnt in LB-
Medium, Endkonzentration von
Eisessig (f. c.) wie im Ansatz
mit Norfloxacin

Tetrazyklin Tetrazyklin geldst in A. demin. LB-Medium

Erlauterungen:  EtOH abs. Ethanol, absolut (> 99 % Ethylalkohol). Losungsmittel geman

,Durchfiihrungsvorschriften fiir antimikrobielle Empfindlichkeitspriifungen mittels
Agardiffusions- und Dilutionstests von Bakterien tierischer Herkunft des CLSI,
Dokumente M31-A2 sowie M31-S1, 2. Ausgabe, 2002 (CLSI 2002)

3.9 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Antiinfektiva
und Mitomycin C

Um die Auswirkung von Antiinfektiva auf die Shigatoxin-Bildung zu untersuchen, wurde die
entsprechende Substanz in ihrer jeweils minimalen bakteriostatischen Hemmkonzentration
(MHK) eingesetzt. Dazu wurden mit Ausnahme von Norfloxacin die MHKs der verwendeten
Antiinfektiva (siehe Tabelle 6) sowie von Mitomycin C (MMC) an den 30 ausgew&hlten
STEC-2e-Stammen (siehe Tabelle 12) und an den E. coli-Kontrollstammen EDL 933,
2771/97, 987P und B41 bestimmt. Hierzu wurde die Bouillon-Mikrodilutionsmethode gemaf
den ,Durchfihrungsvorschriften fir antimikrobielle Empfindlichkeitsprifungen mittels
Agardiffusions- und Dilutionstests von Bakterien tierischer Herkunft des CLSI (Dokumente
M31-A2 sowie M31-S1, 2. Ausgabe, 2002) angewendet (CLSI 2002). Es handelt sich dabei
um einen im Mikrotiterplattenformat durchgefihrten Reihenverdiinnungstest. Der
antimikrobielle Wirkstoff liegt in unterschiedlichen Konzentrationen im Néhrmedium vor und
wird mit standardisierten Inokula des auf seine Empfindlichkeit zu prifenden Keims beimpft.

Nach erregerabhéangiger Bebritungsdauer erfolgt die visuelle Auswertung. Dabei gilt jene
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Konzentration des Wirkstoffs, bei der mit bloRem Auge gerade kein Bakterienwachstum
mehr erkennbar ist, als minimale Hemmkonzentration (Hibner NO 2007). Jeder zu testende
Stamm wurde zuerst auf Blutagar angeziichtet und dieser aerob bei 37 °C fir 18 - 24 h
bebritet. Die Stammlosung jedes Antiinfektivums wurde auf eine Konzentration von
1.024 pg/ml eingestellt. Dabei wurden die empfohlenen Lésungs- und Verdunnungsmittel
gemal CLSI benutzt (siehe Tabelle 7). Die Antibiotika-Gebrauchslésung wurde mit Mueller-
Hinton-Bouillon (MHB) auf eine Konzentration von 512 pg/ml eingestellt. Die Belegung der
Mikrotiterplatten (96-U, steril, Fa. Nunc) ist in Abbildung 1 dargestellt.

Endkonzentration des Antiinfektivums
in jeder Kavitat der Spalten 1 bis 12 [ug/ml]

256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125

1121 3|l4(5]6]7]181|91]10]11]12
A
Keim 1
B
C .
Keim 2
D
E
Keim 3
F
G n.b. MHB-AB[n.b] MHB
H w1l W2 W3 n.b.

Abbildung 1:  Belegung der 96-Loch-Mikrotiterplatten zur MHK-Bestimmung

Erlauterungen:  A-H Reihen, 1 - 12 Spalten der Mikrotiterplatte; MHB Mueller-Hinton-Bouillon;
MHB-AB Gebrauchslésung des Antiinfektivums [512 pg/ml];
n. b. nicht belegt; W1 - W3 Wachstumskontrollen der Keime Nr. 1 bis 3
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Zuerst wurden in jede Kavitét der Spalten 2 bis 12 von Reihe A bis F je 100 ul MHB vorgelegt,
ebenso in die Kavitaten der Spalten 1 bis 6 der Reihe H. In die Kavitdaten der Spalten 11 und
12 der Reihe G wurden je 200 ul MHB pipettiert, dies diente zur Kontrolle des Mediums auf
Sterilitét. In die Kavitaten der Spalten 8 und 9 der Reihe G wurden je 100 pul MHB und 100 pl
der Stammlésung des Antiinfektivums pipettiert, um die Sterilitat der Stammldsung zu
Uberprufen. AnschlieRend wurden je 100 pl der Gebrauchslésung des Antiinfektivums in die
Kavitédten der Spalten 1 und 2 der Reihen A bis F gegeben. Von Spalte 2 bis Spalte 12
wurde dann eine log,-Verdinnungsreihe des Antiinfektivums in Mueller-Hinton-Bouillon
hergestellt. Dadurch lag der Wirkstoff zunéchst in Konzentrationen von 0,25 bis 512 pg/ml
vor. Durch die Zugabe von 100 pl Bakteriensuspension (Inokulum) zu jeder dieser Kavitaten
wurden die Endkonzentrationen von 0,125 bis 256 pg/ml erzielt. Abweichend davon wurden
bei Enrofloxacin Wirkstoffkonzentrationen von 0,004 bis 8 pg/ml eingestellt, da die MHK-
Werte von Enrofloxacin bei STEC-2e-Stdmmen durch den ansonsten verwendeten Konzen-
trationsbereich nicht abgedeckt wurden. Zur Herstellung der Bakteriensuspension wurden
von dem zu prifenden STEC-2e-Stamm 3 - 5 Kolonien einer Reinkultur von Blutagar abge-
nommen und in 5ml sterile 0,89 %-ige NaCl-Lésung Uberfuhrt. Die Tribung wurde so
eingestellt, dass sie einem Wert von 0,5 der McFarland-Skala entsprach. Danach wurden
50 ul dieser Lésung mit 11 ml steriler MHB homogen gemischt. Pro Kavitat wurden 100 pl
dieser Suspension zum vorgelegten Wirkstoff-Medium-Gemisch pipettiert, beginnend bei der
niedrigsten Konzentration des Wirkstoffs aufsteigend bis zur héchsten Konzentration. Die
Kavitaten fir die Wachstumskontrolle jedes Stamms wurden zuerst belegt. Die Herstellung
der Inokula in Abhé&ngigkeit von der Bakteriengattung bzw. -spezies ist in Tabelle 8

aufgefihrt.

Tabelle 8: Herstellung von Inokula fiur die MHK-Bestimmung gemaR
,Durchfiihrungsvorschriften fur antimikrobielle Empfindlichkeitspru-
fungen mittels Agardiffusions- und Dilutionstests von Bakterien
tierischer Herkunft“ des CLSI, Dokumente M31-A2 sowie M31-S1, 2.
Ausgabe, 2002 (CLSI 2002)

Anzahl an Volumen der 0,89 %- Herstellung des
Bakterienspezies Kolonien igen NaCl-L6sung [ml] Inokulums
E. coli und 3-5 5 50 plin 11 ml MHB
Pseudomonas spp.
Staphylococcus spp. 4-5 5 100 plin 11 ml MHB
Enterococcus spp. 5-10 25 200 plin 11 ml MHB

Erlauterungen:  MHB Mueller-Hinton-Bouillon. Es wurden Kolonien mittlerer GroRe ausgewahilt.
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Die Mikrotiterplatten wurden aerob im Brutschrank bei 35 °C fur 18 - 24 h inkubiert. Danach
wurde der Test unter Zuhilfenahme eines Mikrotiterplatten-Spiegels visuell ausgewertet.
Zuerst wurden die Kavitaten mit den Sterilkontrollen von MHB und Antiinfektivum-L&sung
kontrolliert. Sie mussten klar sein, damit der Test ausgewertet werden konnte. AnschlieRend
wurde fir jeden Stamm diejenige Wirkstoffverdiinnung bestimmt, in der gerade keine
Tribung des Wirkstoff-Medium-Gemischs mehr erkennbar war. Die Wirkstoffkonzentration
dieser Spalte entsprach der MHK des betreffenden Wirkstoffs fiir den getesteten Bakterien-
stamm. Dabei wurde jeder Stamm mit seiner Wachstumskontrolle verglichen. Wichen die
Ergebnisse des Doppelansatzes voneinander ab, wurde die hdhere MHK gewertet. Die
Grundlage fur die Einstufung eines Stammes als sensibel, intermediar bzw. resistent bildeten
die Angaben (breakpoints) der AVID-Methodensammlung ,Resistenzbestimmung*, Tabelle 2,
Lieferung XI1/2000 (AVID 2000), auf3er bei Erythromycin und Tetrazyklin, bei denen die
Dokumente M31-A2 und M31-S1 des CLSI (CLSI 2002) herangezogen wurden. Zur
Bewertung der humanen E. coli-Kontrollstdamme EDL 933 und 2771/97 wurde auf die
Angaben von EUCAST (EUCAST 2013) bzw. des CLSI (2015) zuriickgegriffen (siehe auch
Tabelle 19 und Tabelle 20).

Jedes Inokulum wurde auf Reinheit und korrekte Keimdichte (Ziel: 5 x 10° KbE/ml) uberpriift.
Dazu wurden 10 pl des Inokulums auf Blutagar ausgestrichen und auRerdem weitere 10 pl in
10 ml sterile 0,89 %-ige NaCl-Losung Uberfuhrt. Nach Durchmischen dieses Ansatzes
wurden 100 pl davon auf eine frische Blutagar-Platte ausgespatelt. Die Blutagar-Platten zur
Kontrolle von Reinheit und Keimdichte wurden aerob im Brutschrank bei 35 °C fur 18 - 24 h
inkubiert. Falls eine Kontamination auftrat oder die erforderliche Keimdichte nicht erreicht

wurde, musste der Test wiederholt werden.

Bei jedem antimikrobiellen Wirkstoff wurden einmal pro Versuchswoche die Kontrollstamme
E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29123, E. faecalis ATCC 29212 und P. aeruginosa
ATCC 27853 mitgefiihrt (siehe Tabelle 5). Die MHK-Werte dieser Stimme mussten inner-
halb der in der Durchfiihrungsvorschrift vorgegebenen Grenzen liegen. War dies nicht der

Fall, mussten die in der betreffenden Woche durchgefuhrten Tests wiederholt werden.

3.10 Gewinnung von Stx2e aus Bakterienkulturen

3.10.1 Gewinnung von Kulturiberstanden

Von jeder Bakterienkultur, deren Stx2e-Konzentration bestimmt werden sollte, wurde ein
Aliquot der Kultur (2 ml) entnommen und zentrifugiert (Tischzentrifuge 5415C, 14.000 rpm,
10 min). Der dabei von den Bakterienzellen getrennte Kulturiiberstand wurde mittels Pipette
abgenommen und bei -70 °C bis zur Quantifizierung des Stx2e gelagert. Das im Kultur-

Uberstand enthaltene Stx2e stellt das freie, sezernierte Stx2e dar.
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3.10.2 Gewinnung von Stx2e durch Bakterienzellaufschluss
Die beiden nachfolgend erlauterten Lyseverfahren dienten der Gewinnung von

zellassoziiertem Stx2e. Dieses umfasst das intrazytoplasmatisch und das periplasmatisch

vorhandene Stx2e.

Ultraschall-Lyse

Das nach Abnahme des Kulturliberstands verbliebene Bakterienpellet wurde in steriler
physiologischer NaCl-Losung resuspendiert (gleiches Volumen wie der zuvor abgenommene
Kulturiberstand). Die Ultraschallbehandlung (Ultraschallgerat Branson Sonifier, Einstellung
Stufe 4 - 5) erfolgte zweimal nach folgendem Zyklus: Beschallung der Probe fur 20 s, 20 s
Pause mit Lagerung der Probe auf Eis, 20 s Beschallung, 60 s Pause mit Lagerung auf Eis.
Nach dieser Behandlung wurde das entstandene Lysat zentrifugiert (Tischzentrifuge 5415C,
14.000 rpm, 10 min), der Uberstand abgenommen (Ultraschall-Lysatiiberstand, US-Lysat-

Uberstand) und bei -70 °C bis zur Bestimmung der Stx2e-Konzentration gelagert.

Lyse mit BugBuster® Protein Extraction Reagent

Das nach Abnahme des Kulturiiberstands verbliebene Bakterienpellet wurde in 1/5 des Aus-
gangskulturvolumens BugBuster®-Gebrauchslésung (bestehend aus BugBuster® 1 x Protein
Extraction Reagent, rLysozyme™ Solution, f.c. 1kU/ml und Benzonase® Nuclease,
f. ¢. 25 U/ml) resuspendiert. Dies entsprach der Empfehlung des Herstellers. Danach erfolgte
eine Inkubation (Uber-Kopf-Schiittler, RT, 15 min) mit anschlieRender Zentrifugation (Tisch-
zentrifuge 5415C, 14.000 rpm, 20 min). Der Uberstand wurde abgenommen (BugBuster®-
Lysatliberstand, BB-Lysatiiberstand) und bei -70 °C bis zur Bestimmung der Stx2e-Kon-

zentration gelagert.

3.11 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration in wéassrigen Ldsungen wurde mit dem ,BCA Protein Assay
Reagent Kit* nach der ,Bicinchoninic-Acid (BCA)“-Methode zur kolorimetrischen Bestimmung
und Quantifizierung von Proteinen bestimmt. Die Anwendung des Kits erfolgte nach Anwei-

sung des Herstellers.
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3.12 Quantitativer Nachweis von Stx2e

Die in Kulturiiberstanden und Bakterienlysaten vorhandene Konzentration an Stx2e wurde

mit dem Stx2e-ELISA und/oder mit dem Verozell-Zytotoxizitatstest quantifiziert.
3.12.1 Stx2e-ELISA

Durchfiihrung

Nach der Beschichtung einer Mikrotiterplatte (U-96 Polysorp, Fa. Nunc) mit dem Fang-
antikérper ,SIFIN VT 136/8-H4“/100 pl/Kavitat in Coating-Puffer (Inkubation bei RT uber
14 - 16 h in der feuchten Kammer) und dem Blocken unspezifischer Bindungsstellen (100 pl
Blockpuffer 1:10 in A. demin./Kavitat, 37 °C, 1 h) wurden die entsprechenden Vertiefungen
im Einfachansatz mit dem Probenmaterial belegt und bei Bedarf gemaR einer log,-
Verdunnungsreihe verdinnt (100 pl/Kavititdt, RT, 1h). Dann erfolgte die Zugabe des
Peroxidase (POD)-markierten Detektionsantikérpers ,SIFIN VT 135/6-B9* (1:1.500 v/v in
PBS-Tween, 100 pl/Kavitat, RT, 1 h). Zwischen allen Schritten wurde jede Vertiefung der
Platte funfmal mit je 300 pl PBS-Tween gewaschen. Nach der Inkubation mit dem
Detektionsantikérper wurde jede Vertiefung sechsmal in analoger Weise gewaschen. Der
Nachweis der an Stx2e gebundenen Detektionsantikorper erfolgte durch Zugabe von POD-
Substrat (TMB-Reagenz, 100 pl/Kavitat, lichtgeschiutzt, RT, 15 min). Die Enzymreaktion
wurde durch die Zugabe von 100 pl/Kavitat 0,25 M H,SO, (Stoppldsung) beendet. Die
Bestimmung der optischen Dichte erfolgte in einem Plattenphotometer (Fa. Multiskan Ascent
Labsystems) durch Differenzmessung mit der Testwellenlange OD,so und der Referenz-
wellenldnge ODgyo (OD = ODyso - ODgy0) Als Kontrollantigene wurden auf jeder Platte jeweils
im Doppelansatz die folgenden rStx2e-Chargen mitgefiihrt: ,rStx2e/01/05* (Verdinnungen
1:8.192, 1:16.384, 1:32.768 in PBS-Tween) und ,rStx2e/03/05* (Verdinnungen 1:1.024,
1:2.048, 1:4.096 und 1:8.192 in PBS-Tween). Um die Hintergrundfarbung des jeweiligen
Tests zu ermitteln (,Substratkontrolle®), wurde eine mit dem Fangantikdrper beschichtete
Kavitat in allen Schritten ausschlief3lich mit PBS-Tween belegt. lhr wurde am Schluss nur
das Substrat TMB sowie die Stopplésung zugegeben.

Auswertung

Fir einen validen Test musste der Messwert der rekombinanten Stx2e-Charge
L,FStx2e/03/05“ in der Verdinnungsstufe 1:2.048 zwischen 0,5 und 2,0 liegen und der Mess-
wert der Substratkontrolle unter 0,075. Wurden diese Anforderungen nicht erfillt, wurde der
Test wiederholt. Bei Mehrfachanséatzen wurden die OD-Messwerte der identischen Ansétze
arithmetisch gemittelt. Die Stx2e-Konzentration wurde danach auf drei verschiedene Weisen

berechnet:
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1. Berechnung der Stx2e-Konzentration als relative optische Dichte [OD %]

Dazu wurde die gemessene OD der Probe auf die OD des Kontrollantigens rStx2e/03/05
in der Verdinnungsstufe 1:2.048 (= 100 %) normalisiert. Zuvor wurde der OD-Wert der
Substratkontrolle von den OD-Werten der Probe und des Kontrollantigens subtrahiert:

[OD (Probe) — OD (Substratkontrolle)] x 100
OD (rStx2e/03/05, 1:2.048) — OD (Substratkontrolle)

Stx2e-Konzentration [OD %] =

2. Bestimmung der Stx2e-Konzentration im logarithmischen System (log,-Stx2e-
Titer)

Die Proben (Kultur- und Lysatiberstande) wurden in einer log,-Verdiinnungsreihe im
Stx2e-ELISA eingesetzt und ihre Stx2e-Konzentration nach dem Prinzip der Endpunkt-
titration ermittelt. Zur Beurteilung einer Verdinnungsstufe als positiv bzw. negativ dienten
spezifische Cut-Off-Werte (44,70 OD % fiir Kulturiberstande bzw. 25,23 OD % fiir Lysat-
Uberstande, siehe Tabelle 15). Als log,-Stx2e-Titer wurde der reziproke Wert der
héchsten Verdunnungsstufe definiert, in welcher die betreffende Probe geméafR dieses

Cut-Offs gerade noch als positiv beurteilt wurde.

3. Bestimmung der Stx2e-Konzentration im nicht-logarithmischen System (nlog-
Stx2e-Titer)

Eine prézise Differenzierung der gebildeten Stx2e-Menge war bei Stémmen, bei denen
im Endpunkttitrationsverfahren identische log,-Stx2e-Titer ermittelt worden waren, nicht
moglich. Um die Stx2e-Bildung solcher Stamme zu vergleichen, wurde deren Stx2e-
Konzentration im nicht-logarithmischen System als nlog-Stx2e-Titer aus dem Produkt der
relativen optischen Dichte und dem log,-Stx2e-Titer nach der folgenden Formel erneut
berechnet:

nlog-Stx2e-Titer [OD %] = Stx2e-Konzentration [OD %] x log,-Stx2e-Titer

Verwendet wurden dabei derjenige log,-Stx2e-Titer und diejenige Stx2e-Konzentration der
héchsten Verdinnungsstufe, in der die jeweilige Probe gemafl Cut-Off gerade noch als
positiv beurteilt werden konnte. Bei Stammen, die einen anderen Stx2-Subtyp als Stx2e
bilden, wurde der nlog-Titer analog berechnet und in der Titerbezeichnung der Subtyp Stx2e
durch den Subtyp des jeweiligen Stammes ersetzt (Bsp.: Beim Referenzstamm EDL 933
heil3t es nlog-Stx2a-Titer).
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3.12.2 Verozell-Zytotoxizitatstest (Vero-ZT)

Prinzip und Durchfuhrung

Der Gehalt von biologisch aktivem Stx2e in Kultur- und Lysatlberstdnden von E. coli-
Kulturen wurde durch die Ermittlung der fir Verozellen zu 50 % zytotoxischen Dosis (CDso/ml)

mittels Endpunkttitration bestimmt.

Der Test wurde jeweils im Dreifachansatz in F96-Mikrotiterplatten (96-F, steril, Fa. Nunc)
durchgefihrt. Die fraglichen Proben wurden dazu in steriler NaCl-Losung (0,89 %) in l0gio-
oder log,-Verdiinnungsstufen (50 pl/Kavitat) titriert. Als Positivkontrolle diente 1 %-ige SDS-
Lésung und als Negativkontrolle sterile NaCl-Losung (jeweils 50 pl/Kavitat). Im Anschluss
wurden 4 x 10* Verozellen in 100 ul Zellkulturmedium in jede Kavitét pipettiert. Bei jedem
Test wurden die auRersten Vertiefungen der Platten mit jeweils 100 pl steriler NaCl-Lésung
als Verdunstungsschutz beschickt. Dann wurden die Platten fur 96 h inkubiert (5 % CO,-
Atmosphére, 37 °C).

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen zuerst visuell mittels Inversmikroskop auf
zytopathische Effekte kontrolliert. Dies diente der Plausibilitatskontrolle der spéter errechne-
ten zytotoxischen Aktivitat (CDso/ml). AnschlieBend wurde der kolorimetrische MTT-Test in
der Modifikation von Tada et al. (1986) durchgefiihrt. Dazu wurde der Farbstoff 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) zu jedem Reaktionsansatz
gegeben (25 pl MTT-Losung/Kavitat) und die Platten fir 4 h bei 37 °C auf einer Wippe
(136 Bewegungen/min) inkubiert, um eine gleichméaRige Verteilung des Farbstoffs zu
erzielen. Das MTT (gelb) dringt in die Zellen ein, worauf sein Tetrazoliumring durch Dehy-
drogenasen aktiver Mitochondrien aufgebrochen und zu Formazan (dunkelblau) umgesetzt
wird. Nach Ablauf der 4-stiindigen Einwirkzeit wurde 10 %-ige SDS-L6sung (100 pl) in jede
Kavitat hineingegeben und die Platte fiir weitere 18 - 20 h bei gleichen Bedingungen (136
Bewegungen/min, 37 °C) inkubiert, um die Reaktion abzustoppen sowie die gebildeten
Formazankristalle zu l6sen. Anschliel3end erfolgte die Bestimmung der optischen Dichte (OD)
jeder Kavitat mit einem Plattenphotometer (Fa. Multiskan Ascent Labsystems) durch Diffe-
renzmessung bei der Testwellenlange ODsy, und der Referenzwellenlange ODggg
(OD = ODs4p - ODggo). Die optischen Dichten der Positiv- und Negativkontrollen (ODpes bzw.

ODxeg) wWurden analog ermittelt.

Auswertung

Die Messwerte der in gleicher Weise angesetzten Ansétze (sog. Mehrfachansatze) wurden

arithmetisch gemittelt (OD.,s). Die auf jeder Platte mitgefiihrten Positiv- und Negativ-
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kontrollen dienten der Normalisierung der Messwerte von Proben. Dabei wurde die relative

optische Dichte einer Probenverdinnung (OD,) nach der folgenden Formel ermittelt:

(ODaps - ODpos) X 100

ODrel [%] = oD....- OD,
neg pos

Die so berechnete relative optische Dichte wurde dann gegen die jeweilige log-

Verdinnungsstufe der Probe (log, oder log,o) aufgetragen (siehe Abbildung 2).

relative optische Dichte, OD,¢ [%]
125

Zur Berechnung ——|
berucksichtigte Messwerte

25 e R N

0 T T T T T
10% 107 10°® 10° 104 103

10t 10°

Verdinnungsstufeder Probe

Abbildung 2:  Schematische Darstellung zur Auswahl der Werte fir die Be-
rechnung der Stx2e-Konzentration einer Probe [CDsy/ml] im
Verozell-Zytotoxizitatstest (Beispiel)

Die Berechnung der zu 50 % verozytotoxischen Dosis pro Milliliter Probe (CDso/ml) erfolgte
nach der Methode von Gentry und Dalrymple (1980). Dazu wurden die ermittelten ODgps-
Werte einer logit-log-Transformation unterzogen, um eine Linearisierung des mittleren
Kurvenabschnitts zu erreichen. Diese Berechnung wurde mit Microsoft® Excel 2003
durchgefihrt. Als Untergrenze (UG) wurde die OD der Positivkontrolle (ODy,s) eingesetzt,
sofern alle OD,-Werte der Proben =0 % lagen. Gab es OD,-Werte <0 %, so wurde der
kleinste OD,ps-Wert minus 0,001 als Untergrenze verwendet. Als Obergrenze (OG) wurde die

OD der Negativkontrolle (OD.eg) eingesetzt, sofern alle OD.-Werte der Proben < 100 % wa-
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ren, sonst wurde der grofite OD,ps-Wert plus 0,001 als Obergrenze verwendet. Die Formel

der logit-log-Transformation lautete:
logit-log-ODgps = 10910 (ODaps - UG)/(OG - ODgps)

Danach wurde derjenige Kurvenabschnitt ermittelt, bei dem die relative optische Dichte
ca. 50 % betrug. Je zwei Messwerte unterhalb sowie oberhalb dieses Abschnitts wurden zur
Berechnung der Stx2e-Konzentration in CDso/ml benutzt. Weniger Messwerte wurden nur
dann bericksichtigt, wenn der Kurvenverlauf vor Ende des oberen Plateaus abfiel oder aber
vor Ende des unteren Plateaus anstieg. Die Steigung m und der y-Achsenabschnitt b fir
diesen Kurvenabschnitt wurden dann mit Microsoft® Excel 2003 berechnet. Dazu wurden

folgende Formeln eingesetzt:

Steigung m = INDEX(RGP(A:B;C:D);1)
y-Achsenabschnitt b = INDEX(RGP(A:B;C:D);2)

A ist der kleinste gultige logit-log-transformierte OD,s-Wert, B der grote. C ist die Verdun-
nungsstufe des kleinsten gultigen logit-log-transformierten OD,,s-Werts, D die Verdunnungs-

stufe des gréRten. Die Stx2e-Menge [CDs] je Kavitat konnte mit m und b berechnet werden:

Stx2e-Menge [CDso/Kavitat] = x™

Dabei stellt x die Basis der gewahlten logarithmischen Verdiinnung dar (entsprechend 10°™

bei einer log;o-Verdinnung bzw. 2°™ bei einer log,-Verdiinnung). Durch Multiplikation der
hierbei zunachst errechneten Stx2e-Menge je Kavitdt mit dem Faktor 20 erhielt man die
Stx2e-Konzentration der Probe in CDso/ml. Die Nachweisgrenze fir biologisch aktives Stx2e
lag damit bei 20 CDso/ml.

3.13 Nachweis von induzierbaren, lytischen Bakteriophagen

Zum Nachweis von lytischen Bakteriophagen wurde ein Protokoll von Prof. H. Schmidt und
Dr. K. Creuzburg der Universitat Hohenheim verwendet (Creuzburg 2008), welches nach
einem am |Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere bereits etablierten
Protokoll zur Isolierung von Stx1- und Stx2-kodierenden Bakteriophagen zwecks Isolierung

von Stx2e-kodierenden Bakteriophagen modifiziert wurde.

3.13.1 Induktion von Bakteriophagen

Ein Aliguot einer Standard-Schittelkultur des zu untersuchenden E. coli-Stammes wurde im
Verhdltnis 1:100 (v/v) in frisches LB-Medium uberimpft. Dem Gemisch wurden dann 5 mM
MgSO,-Losung zugesetzt (f.c. 1,23 mg/ml). Danach wurde die Kultur inkubiert (aerob,
180 rpm, 37 °C), bis ihre ODgqo zwischen 0,6 und 0,8 lag. Kulturen von Stammen, deren

Bakteriophagen mit UV-Licht induziert werden sollten, wurden nur bis zu einer ODgg
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zwischen 0,3 und 0,4 inkubiert. Nach erneuter Zugabe der 5mM MgSO,-Lésung
(f. c. 2,46 mg/ml) wurde die Kultur in drei Anséatze geteilt. Einem Ansatz wurde Norfloxacin
(f. c. 0,5 pg/ml) zugesetzt. Ein zweiter Ansatz wurde mit demjenigen exogenen Faktor (UV-
Licht, Mitomycin C oder Antiinfektivum) behandelt, unter dessen Einfluss der untersuchte
Stamm im Vergleich zu anderen exogenen Faktoren die bisher hdchste Stx2e-Konzentration
erzielt hatte (siehe Kapitel 3.8). Das betreffende Antiinfektivum wurde dazu in derjenigen
Dosis zugesetzt, die seiner 100 %-igen MHK gegeniber dem fraglichen Stamm entsprach.
Ein Ansatz blieb unbehandelt. Nach der Inkubation (aerob, 180 rpm, 37 °C, 4 h) aller drei
Anséatze wurden die ODgo gemessen und anschlieBend Bakterienkulturiiberstdande gewon-
nen, die spater im Plaquetest auf Plague-erzeugende Aktivitat gegeniiber dem E. coli-Stamm
DH5a untersucht wurden. Dazu wurden von jedem Ansatz 3 ml enthommen und durch Zen-
trifugation (Tischzentrifuge 5415C, 13.000 rpm, 5 min) die Uberstiande von den Bakterienzel-
len getrennt. Zur Beseitigung restlicher Bakerien wurden die Ubersténde anschlieRend mit je
einem Spritzenfilter (Filtereinheit Whatman® Rotrand, Fa. Schleicher und Schuell GmbH,
0,2 um Porengrof3e) filtriert. Der letzte Tropfen des Filtrats wurde auf eine Blutagar-Platte
ausgestrichen (Bebritung aerob, 37 °C, 14 - 18 h), um es auf Freiheit von vermehrungs-
fahigen Bakterien zu kontrollieren. Die filtrierten und negativ auf vermehrungsféhige
Bakterien getesteten Uberstande wurden bei 4 °C gelagert und innerhalb von 48 h fiir

weitere Untersuchungen verwendet.

Tabelle 9: Behandlung von STEC-2e-Feldstammen zur Induktion lytischer
Bakteriophagen

Behandlung

mit: Bezeichnung der in dieser Weise behandelten STEC-2e-Stdmme
Amoxicillin - 2947/02-2, 3379/02, P8106/01-3, 42/02, P106/01-3, P4470/03-1, 1735/03-1
Colistin P8172/00-3

Enro- 4949/00, 2316/04-2, P8615/00-1, P4663/02, 1485/03Y, 1694/03-1,

floxacin 3465/04-2

Mitomycin C 299, P868/02, P5194/03-2, E57

Neomycin P283/01, P2164/01-2, P3450/02-1, P3753/01-2, P1921/02-3, 1912/04,
P5546/05-1

Tetrazyklin ~ 82/02, P9116/00-7
UV-Licht P5196/03-2, P5413/04-1

Erlauterungen: Die eingesetzte Dosis der Antiinfektiva war stammspezifisch und entsprach jeweils
100 % der MHK (f. c.) auR3er bei Y Hier wurde Enrofloxacin mit 1 pug/mi (f. c.) ein-
gesetzt und nach 30 min aus der Kultur entfernt. Mitomycin C wurde mit 0,5 pg/ml
(f. c.) eingesetzt. Die Bestrahlung mit UV-Licht erfolgte fir 30 s bei 312 nm.
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3.13.2 Plaquetest

Der Empfangerstamm E. coli DH5a wurde als Standard-Schittelkultur angeziichtet (aerob,
180 rpm, 37 °C, 14 - 18 h). Danach wurde er fir den Plaquetest 1:100 (v/v) in frisches LB-
Medium Uberimpft und unter den gleichen Bedingungen weiter bebriitet, bis eine ODggo VON
0,6 - 0,8 erreicht war. Wahrenddessen wurde LB-Weichagar (= Top-Agar) aufgekocht und zu
jeweils 4 ml in Réhrchen abgefillt. Diese wurden dann im Wasserbad auf eine Temperatur
von 47 °C gebracht. Nachdem der Empféangerstamm die erforderliche Kulturdichte aufwies,
wurden je 100, 400 und 800 pl der beiden pro Stamm durch Behandlung mit Norfloxacin
sowie einem Antiinfektivum, Mitomycin C oder UV-Licht gewonnenen filtrierten Uberstande
(siehe Kapitel 3.13.1 bzw. Tabelle 9) mit 100 pl der Empfangerstammkultur vermischt. Zu
dem Gemisch wurden 20 pl 1 M CaCl,-Lésung hinzugegeben. Nach Durchmischen mittels
Vortex-Gerét erfolgte eine Inkubation der Mixtur im Wasserbad (37 °C, 20 min), um das
Anheften von Phagenpartikeln an die Bakterienzellen des Empféangerstammes zu ermdg-
lichen. AnschlieBend wurde diese Phagen-Bakterien-Suspension vollstandig mit 4 ml Top-
Agar gemischt (Vortex-Gerdt) und dann als gleichmaRige Deckschicht auf LB-Agar
(= Bottom-Agar) ausgebracht. Der Top-Agar wurde unter Vermeidung von Luftblasen durch
Kreisen des Bottom-Agars auf einer ebenen Unterlage verteilt. Nach Lufttrocknung fur
15 min wurden die Platten umgedreht und bei 37 °C aerob fiir ca. 20 h bebritet. In jedem
Plaquetest wurden als Negativkontrolle 100 pl der Empféngerstammkultur und 20 pl 1 M
CaCl,-Losung mit 4 ml Top-Agar ausplattiert, wobei keinerlei filtrierter Bakterienkultur-
Uberstand zugegeben worden war. Damit sollten spontane lytische Effekte ausgeschlossen
werden. Als Positivkontrolle diente der mit Norfloxacin (f. c. 0,5 pg/ml) behandelte E. coli-
Stamm ,2771/97 (siehe Tabelle 5).

Am Tag nach dem Ausplattieren erfolgte die visuelle Auswertung des Plaquetests. Dabei
wurden die Platten auf ,Locher” (Plaques) im Bakterienzellrasen abgesucht. War dies der
Fall, wurde die Morphologie der Plaques hinsichtlich Begrenzung und Tribung dokumentiert.
Die Plaques wurden auferdem gezahlt, um die Anzahl Plaque-bildender Einheiten pro
Milliliter (PbE/ml) filtriertem Bakterienkulturiberstand berechnen zu konnen. Einzelne
Plaques wurde mit sterilen Pasteurpipetten ausgestochen und in je 500 ul SM-Puffer
Uberfuhrt. Diese Suspensionen blieben fir mindestens 30 min bei Raumtemperatur stehen,
damit vorhandene DNS aus dem Agar diffundieren konnte. AnschlieBend konnten diese
Suspensionen mittels Multiplex-PCR auf das Vorkommen stx,-spezifischer DNS untersucht
werden.

3.13.3 stx,.-Phagentest
Von jedem Stamm wurden je 100 pl des filtrierten Bakterienkulturiiberstandes mit 100 pl der

Empféangerstammkultur sowie 20 ul 1 M CacCl,-Losung vermischt. Nach Inkubation im
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Wasserbad (37 °C, 20 min) wurden 100 pl der Mixtur in 3 ml LB-Medium gegeben (Bouillon-
Kultur). Dieser Ansatz wurde bebrutet (aerob, 180 rpm, 37 °C, 14 - 18 h). Ein Aliquot dieses
Ansatzes wurde danach mittels Multiplex-PCR auf das Vorkommen stx,-spezifischer DNS

untersucht.

3.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Untersuchung von E. coli-Stdmmen, Kulturuberstanden und Plagues kamen
verschiedene PCR-Tests zum Einsatz. Einheitlich wurden zur Prifung von genomischer
DNS 3 - 4 Kolonien je Stamm in 2 ml LB-Medium tberimpft und bebritet (aerob, 180 rpm,
37 °C, 14 - 18 h). Die als Primer verwendeten Oligodesoxyribonukleotide wurden von der Fa.
MWG-Biotech AG, Ebersberg bezogen. Sie wurden mit A. demin. auf eine Konzentration von
jeweils 100 uM (Stammldsung) bzw. 20 uM (Gebrauchslosung) eingestellt und bei -20 °C
gelagert. Die PCRs wurden mit den entsprechenden Parametern im Thermocycler T1 oder
TGradient 96 durchgefiihrt.

3.14.1 Multiplex-PCR

Zur Prifung von E. coli-Stdmmen auf das Vorkommen von Genen fiir verschiedene
Adhésionsfaktoren, Enterotoxine sowie fir Stx wurde die Multiplex-PCR nach Casey und
Bosworth (2009) benutzt. Aus dem LB-Agar ausgestochene Plaques sowie filtrierte Kultur-
Uberstande wurden zwecks Prifung auf Stx2-kodierende Bakteriophagen ebenfalls mit
dieser PCR auf stx,-Sequenzen untersucht Jeder Reaktionsansatz enthielt 1 x NH;-Mix,
2mM MgCl,, 0,5uM je Oligodesoxyribonukleotid (Primer), 133 uM je Nukleotid sowie
0,03 U/ul PANScript DNA-Polymerase. Zu diesem Ansatz wurden 3 pl der zu prufenden
Suspension bzw. Lésung pipettiert. Die verwendeten Primer sind in der Tabelle 10
aufgefuhrt. Als Positivkontrollen dienten die E. coli-Stamme Abbotstown, B41, E57 und TTP-
1 (siehe Tabelle 5), als Negativkontrolle wurde LB-Medium anstelle der Bakteriensuspension
eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler nach folgendem Muster: Initiale
Denaturierung fiir 5 min bei 94 °C, anschlieBend 30 Zyklen mit je 30 s Denaturierung (94 °C),
30 s Annealing (55°C) und 1 min Extension (72 °C). Den Abschluss bildete eine finale
Extension fur 5 min bei 72 °C. Die Auswertung erfolgte mittels Elektrophorese in 3 %-igen

Agarosegelen.

3.14.2 Stx,-Typisierungs-PCRs

Um den Stx2-Subtyp der STEC-Stamme zu bestimmen, wurden pro Stamm finf
verschiedene Monoplex-PCRs (Nachweis von stX,,, Stxap [ehem. StXaq], StXaeaq [€hem. stxa],
StXze, StXz) Nach Nakao et al. (2002) durchgefiihrt, da das Primerpaar der Multiplex-PCR
(Casey und Bosworth 2009) nicht fur den Subtyp stx,. spezifisch ist. Laut Barth et al. (2003)
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detektiert die Multiplex-PCR die stx-Subtypen StXza, StXzs, StXae, Stxzg Und StXze. Der Subtyp
stxy wird dagegen nicht erkannt. Ein Reaktionsansatz der Monoplex-PCR entsprach in
seiner Zusammensetzung prinzipiell dem der Multiplex-PCR. Die Primer sind in der Tabelle
11 angegeben. Als Positivkontrollen dienten die E. coli-Stdmme EDL 933 (stxp,), E32511
(stxzc), EH250 (stxa,, ehemals gemaf Calderwood et. al. stxyg), 412 (Stxpe) und BgVV97/00
(stxzy), siehe Tabelle 5. Als Negativkontrolle wurde LB-Medium anstelle der Bakteriensus-
pension eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler nach folgendem Muster:
Initiale Denaturierung fir 5 min bei 94 °C, anschlieRend 30 Zyklen mit je 30 s Denaturierung
(94 °C), 30 s Annealing und 1 min Extension (72 °C). Die Annealingtemperatur betrug 55 °C
flr stXze, 61 °C flr stxo, 65 °C flr stx,, bzw. stx,, und 69 °C flr stx,»q. Den Abschluss bildete
eine finale Extension fur 5 min bei 72 °C. Die Analyse der Amplifikate erfolgte visuell nach

elektrophoretischer Auftrennung in 1,5 %-igen Agarosegelen.

3.14.3 Agarosegelelektrophorese und Bilddokumentation

Die Auftrennung von PCR-Amplifikaten erfolgte in horizontalen Flachbettgelen mit 1,5 bis 3 %
Agarose. Als Laufpuffer wurde Elektrophoresepuffer-Gebrauchslosung (1 x TAE) verwendet.
Es wurde eine Spannung von ca. 10 V pro cm Elektrodenabstand fur 0,5 bis 2,5 h angelegt.
Die Gele wurden vor dem GieRen mit 0,1 pg/ml (f. c.) Ethidiumbromid versetzt. Der
Probenauftrag erfolgte nach Mischen des PCR-Ansatzes im Verhaltnis von 1:6 (v/v) mit 6 x
Ladepuffer. Zur Bestimmung der molekularen Masse der Amplifikate wurde der GeneRuler™
100 bp DNA Ladder Plus (Fa. Fermentas GmbH) mitgefiihrt. Die Visualisierung erfolgte mit
UV-Licht (UV-Bildanalyse-Tisch, UVT-20 M/W, Fa. Herolab GmbH). Zur Dokumentation von
PCR-Ergebnissen wurden die Elektropherogramme abgebildet und diese Abbildungen
bildtechnisch weiterverarbeitet. Die Aufnahmen wurden mit dem Bilddokumentationssystem
des Instituts (Modell E.A.S.Y. 429K, Fa. Herolab GmbH) gemacht.
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Tabelle 10: Primer der Multiplex-PCR nach Casey und Bosworth (2009)
Amplikon GenBank-
Name  Sequenz (5 — 3’) Gen (bp) Position® Nr.
STh-1 TGCCTATGCATCTACACAAT estb 113 225 - 244 M35729
STh-2 CTCCAGCAGTACCATCTCTA 318 - 337
STaP-1 CAACTGAATCACTTGACTCTT estap 158 347 - 367 V00612
STaP-2  TTAATAACATCCAGCACAGG 485 - 504
K99-1 AATACTTGTTCAGGGAGAAA fanA 230 488 - 507 X05797
K99-2 AACTTTGTGGTTAACTTCCT 698 - 717
LT-1 GGCGTTACTATCCTCTCTAT elt 272 33-52 M15363
LT-2 TGGTCTCGGTCAGATATGT 286-304
F18-1 TGGTAACGTATCAGCAACTA fedA 313 246 - 265 M61713
F18-2 ACTTACAGTGCTATTCGACG 539 - 558
P987-1 AAGTTACTGCCAGTCTATGC fasA 410 705 - 724 uU50547
P987-2 GTAACTCCACCGTTTGTATC 1094 - 1114
F-EaeA-1 ATATCCGTTTTAATGGCTATCT eae 425 1060 - 1081 211541
F-EaeA-2 AATCTTCTGCGTACTGTGTTCA 1463 - 1484
K88-1 GTTGGTACAGGTCTTAATGG faeG 499 183 - 202 M29375
K88-2 GAATCTGTCCGAGAATATCA 662 - 681
F41-1 AGTATCTGGTTCAGTGATGG fim41A 612 299 - 318 X14354
F41-2 CCACTATAAGAGGTTGAAGC 891 - 910
Stx2e-1 AATAGTATACGGACAGCGAT Stx, 733 359 - 378 M21534
Stx2e-2 TCTGACATTCTGGTTGACTC 1072 - 1091

Erlauterung:

Y Die Positionsangaben beziehen sich auf den entsprechenden Eintrag in der
Datenbank GenBank. Die Positionen der Gegenstrangprimer sind unterstrichen.

Tabelle 11: Primer der stx,-Typisierungs-PCRs nach Nakao et al. (2002)

Amplikon GenBank-

Name Sequenz (5" — 3) Gen (bp) Position? Nr.

stx2-F AGATATCGACCCCTCTTGAA StxA, 967 372-391 X07865

stx2-R GTCAACCTTCACTGTAAATG stxB, 1319 - 1338

stx2-G1-F  TACGATGACGCCGGGAGAC StxAyc 468 829 - 847 M59432

stx2-G1-R  GGCCACTTTTACTGTGAATGTA  stxByc 1275 - 1296

stx2-G2-F  TATACGATGACACCGGAAGAAG  stxAyy 300 807 - 828 AF043627

stx2-G2-R  CCTGCGATTCAGAAAAGCAGC StxAgg 1086 - 1106

stx2-G3-F  TTTACTGTGGATTTCTCTTCGC StxAy¢ 875 326 - 347 M29153

stx2-G3-R TCAGTAAGATCCTGAGGCTTG StxAxt 1180 - 1200

stx2-G4-F  CAGGAAGTTATATTTCCGTAGG  stxAge 911 406 - 427 M36727

stx2-G4-R  GTATTCTCTTCCTGACACCTTC StxBoe 1295 - 1316

Erlauterung:

Y Die Positionsangaben beziehen sich auf den entsprechenden Eintrag in der

Datenbank GenBank. Die Positionen der Gegenstrangprimer sind unterstrichen.
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3.15 Statistische Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Microsoft® Office-Programm Excel 2003 bzw. 2007.
Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Programm ,BMDP*, Ausgabe 8.1,
durch Herrn Dr.rer. nat. Klaus Failing (AG Biomathematik und Datenverarbeitung des
Fachbereichs Veterindrmedizin, Justus-Liebig-Universitat Gie3en) vorgenommen. Zudem
wurden statistische Analysen mit dem Programm ,IBM SPSS Statistics* (Version 22) durch
Herrn Dipl.-Soz. Wolf Riepl (Social Science Research, Dresden) durchgefiihrt. Bei allen
Berechnungen wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (Signifikanzniveau a = 0,05)
festgesetzt. Die Signifikanzwerte (p-Werte) wurden wie folgt in den Abbildungen gekenn-

zeichnet:

schwach signifikant (0,01 < p < 0,05) mit *,
signifikant (0,001 < p < 0,01) mit **,
hoch signifikant (p < 0,001) mit ***,

Nicht signifikante Unterschiede wurden nicht extra gekennzeichnet.



Ergebnisse 89

4 Ergebnisse

4.1 Merkmale der 30 ausgewahlten STEC-2e-Stdamme von Schweinen

Mittels PCR wurden E. coli-Stamme, die aus dem Probenmaterial von Schweinen isoliert
worden waren, auf das Vorkommen der Gene folgender Virulenzfaktoren untersucht: Stx2
und seine Subtypen inkl. Stx2e, Fimbrien F4, F5, F6, F18 und F41, E. coli-Enterotoxine ST-
Ip, ST-II, LT-I sowie Intimin. Das Vorkommen der O-Antigene 8, 138, 139, 141, 147, 149 und
157 wurde ebenfalls geprift. Die Ergebnisse fir die 30 Stamme, bei denen die Auswirkung
exogener Faktoren auf die Stx2e-Bildung im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht wurde,

sind in der Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Virulenzgene und O-Typen ausgewahlter STEC-2e-Stamme von
Schweinen
Stamm- ' nach— Erkrankung
bezeich- Pathovar ngchgemesene gewie- des
nung Virulenzgene sener betroff_enen
O-Typ  Schweins
299 EDEC Stxge, fedA 0139 k. A.
4946/00 EDEC Stxge, fedA 0138 VE
P868/02 EDEC StXge, fedA 0139 DI, VE
82/02 EDEC Stxge, fedA 0141 DI
2947/02-2 EDEC StXge, fedA 0139 DI
3379/02 EDEC StXge, fedA 0141 ED
P5194/03-2 EDEC Stxge, fedA 0138 ED
P5196/03-2 EDEC StXge, fedA 0138 ED
P5413/04-1 EDEC Stxe, fedA, faeG 0141 DI
2316/04-2 EDEC Stxge, fedA 0139 k. A.
E57 EDEC/ETEC Stxze, fedA, estap, estb 0138 k. A.
P8615/00-1 EDEC/ETEC stxye, fedA, estb, elt 0141 DI
P283/01 EDEC/ETEC Stxze, fedA, estap, estb, elt 0147 DI
P2164/01-3 EDEC/ETEC Stxze, fedA, estap, estb, elt 0147 DI
P8106/01-3 EDEC/ETEC Stxze, fedA, estap, estb 0138 DI
P3450/02-1 EDEC/ETEC Stxze, fedA, estap, estb, elt 0147 ED
P4663/02 EDEC/ETEC StXye, fedA, estb, elt n.t. DI
42/02 EDEC/ETEC stxge, fedA, estb, elt 0141 DI, ED
P106/03-1 EDEC/ETEC stxge, fedA, estb, elt 0141 DI
P4470/03-1 EDEC/ETEC stxge, fedA, estb, elt 0141 DI
1485/03 EDEC/ETEC stxye, fedA, estb, elt 0141 DI

Fortsetzung der Tabelle 12 auf der nachsten Seite
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nach- Erkrankung

Stamm- . .

) nachgewiesene gewie- des
bezeich- Pathovar :
nun Virulenzgene sener betroffenen

9 O-Typ  Schweins
P8172/00-3 Sonst. STEC-2e  StXpe n.t. DI
P9116/00-7 Sonst. STEC-2e  stxe n.t. DI
P3753/01-4  Sonst. STEC-2e  StXye n.t. DI
P1921/02-3  Sonst. STEC-2e  StXye n.t. DI
1694/03-1 Sonst. STEC-2e  StXoe n.t VE
1735/03-1 Sonst. STEC-2e  stXpe 0139 DI
1912/04 Sonst. STEC-2e  StXpe 0147 andere
3465/04-2 Sonst. STEC-2e  stXye 0141 andere
P5546/05-1 Sonst. STEC-2e  StXye 0141 k. A.

Erlauterungen: DI Diarrhd; ED Edema Disease, Odemkrankheit der Schweine; EDEC Edema
Disease E .coli; ETEC Enterotoxische E. coli; k. A. keine Angaben; n. t. nicht
typisierbar; n. u. nicht untersucht; sonst. STEC-2e Stdmme mit stxp.-Gen, aber
ohne Gene fiir F4-, F5-, F6-, F18-, F41-Fimbrien oder E. coli-Enterotoxine;

VE Verenden

4.2 Etablierung und Validierung des Stx2e-ELISA

Zum Shigatoxin-Nachweis wurde ein eigener Antigen-ELISA etabliert, bei dem zwei mono-
klonale Antikdrper mit Spezifitat fir Stx2-Subtypen (Fa. Sifin Diagnostics GmbH, Berlin) als

Fangantikorper bzw. Detektionsantikdrper eingesetzt wurden.

Ermittlung der Fangantikdrper-Konzentration

Zur Bestimmung der optimalen Menge des Fangantikdrpers VT 136/8-H4 wurde die rekom-
binante Stx2e-Charge rStx2e/03/05 als Antigen verwendet (Abbildung 3). Als Negativ-
kontrolle diente der Ultraschall-Lysatiiberstand des stx-negativen E. coli-Stammes C600. Die
Hohe der OD-Messwerte war dabei sowohl von der Menge an eingesetztem Antigen als
auch von der Menge an Fangantikorper abhangig. Die vom Hersteller empfohlene Konzen-
tration von 1 pg/Kavitét resultierte nicht in wesentlich héheren Messwerten als die Konzen-
tration von 0,8 pg/Kavitét. Daher wurde der Fangantikdrper in einer Konzentration von
0,8 pg/Kavitat eingesetzt.

Beschichtungsdauer der Mikrotiterplatte

Es wurde gepriift, wie sich die Dauer der Plattenbeschichtung mit dem Fangantikdrper sowie

die Temperatur wahrend dieser Inkubation auf den Stx2e-Nachweis auswirkten (Abbildung
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4). Dazu wurden zwei Mikrotiterplatten mit 0,8 pg/Kavitat des Fangantikdrpers belegt. Die
eine Mikrotiterplatte wurde fur 1 h bei 37 °C bebrltet, die andere Platte fir 14 h bei Raum-
temperatur. Als Antigene wurden die rekombinante Stx2e-Charge rStx2e/03/05 sowie die
Kulturiiberstande und Ultraschall-Lysatiiberstande der beiden STEC-2e-Feldstamme
P8413/00 und P9160/00-3 mitgefuhrt. Das Antigen rStx2e/03/05 wurde in einer log,-Ver-
diinnungsreihe eingesetzt. Die Uberstande der beiden Feldstamme wurden unverdinnt
verwendet. Die OD-Messwerte der rStx2e/03/05-Verdiinnungen waren bei der Inkubations-
dauer von 14 h um 45 bis 122 % groR3er als nach nur einstiindiger Beschichtungsdauer. In
Analogie dazu waren die OD-Messwerte der Feldstamm-Uberstande um 7 bis 56 % groRer.
In der finalen Arbeitsvorschrift wurde deshalb eine Beschichtungsdauer von 14 - 16 h bei

Raumtemperatur festgelegt.

Kompetitiver Epitop-ELISA

In einer eigenen Versuchsreihe wurde gepruft, ob der Fangantikérper VT 136/8-H4 und der
Detektionsantikorper VT 135/6-B9 an gleiche oder benachbarte Epitope des Stx2e-Molekuls
binden und sich dadurch womdglich gegenseitig behindern, was die Sensitivitat des ELISA
herabsetzen wurde. Dazu wurde eine Mikrotiterplatte mit verschiedenen Konzentrationen
des Antigens rStx2e/03/05 (Gesamtproteingehalt 0,4 pug, 2 pg bzw. 4 pg pro Kavitat) sowie
alternativ mit aufgereinigtem Stx2 (0,001 pg/Kavitat, Fa. Sigma-Aldrich) beschichtet. Der
Fangantikorper VT 136/8-H4 wurde in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt (0,1 bis
1,4 pg/Kavitat), wahrend die verwendete Menge des Peroxidase-konjugierten Detektions-
antikdrpers 135/6-B9 pro Kavitat stets gleich blieb (0,1113 pg/Kavitat). Wie die Versuchs-
auswertung ergab, war die Hohe der OD-Werte nur abhéngig von der Antigenmenge, nicht
jedoch von der Menge an Fangantikdrper (Abbildung 5). Daraus kann geschlossen werden,

dass die beiden Antikorper nicht um das gleiche oder eng benachbarte Epitope konkurrierten.

Linearer Messbereich

Der lineare Messbereich des Stx2e-ELISA wurde bestimmt, indem drei voneinander
unabhangige log,-Verdinnungsreinen von rStx2e/03/05 hergestellt und im Stx2e-ELISA
getestet wurden (Abbildung 6). Im Ergebnis waren die ermittelten OD-Werte zur ein-

gesetzten Antigenmenge annéhernd proportional, wenn sie zwischen 0,5 und 2,0 lagen.

Spezifitat des Stx2e-ELISA

Die monoklonalen Antikdrper VT 136/8-H4 und VT 135/6-B9 erkennen laut Hersteller den
Stx-Typ ,Stx2“. Mit 27 E. coli-Kontrollstdmmen, die verschiedene Stx-Typen bzw. —Subtypen
kodierten, sollte die Spezifitat der Antikdrper Uberpriift und insbesondere festgestellt werden,
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ob sie in der Lage sind, auch den Subtyp ,Stx2e“ zu erkennen (Tabelle 13). Dazu wurden
von diesen Stdmmen Ultraschall-Lysat- und Kulturiiberstdnde hergestellt und im Stx2e-
ELISA getestet. Dabei reagierten diejenigen Stamme, die fiir Stx2a, Stx2c, Stx2d und Stx2e
kodierten, positiv, da bei ihnen mindestens eine der beiden getesteten Fraktionen ein
positives Signal ergab. Alle anderen Uberpriften Stamme reagierten negativ. Bei Stammen,
die fur mehr als einen Subtyp kodierten und im Stx2e-ELISA ein positives Resultat lieferten,
konnte keine eindeutige Zuordnung der positiven Reaktion zu einem Subtyp getroffen

werden.

Interassay-Varianz

Um Schwankungen zwischen den Stx2e-ELISA-Ergebnissen unterschiedlicher Versuchstage
einschéatzen zu kdnnen, wurden log,-Verdinnungsreihen der Stx-Chargen rStx2e/03/05 und
rStx2e/01/05 uber 4 bzw. 3 Stufen hergestellt. Die an 20 verschiedenen Tagen auf jeweils
einer Mikrotiterplatte fir jede Verdunnungsstufe ermittelten OD-Werte waren die Grundlage
zur Berechnung von arithmetischen Mittelwerten, Standardabweichungen und Variations-
koeffizienten (Abbildung 7). Die Variationskoeffizienten lagen dabei zwischen 9,9 % und 21 %
(arithmetischer Mittelwert 15,1 %).

Intraassay-Varianz

Um festzustellen, wie stark die Stx2e-ELISA-Ergebnisse einer Probe schwankten, wurden
logy-Verdiinnungsreihen der Stx-Charge rStx2e/03/05 herangezogen. Die Ausgangsverdin-
nung und die Verdinnungsreihe wurden dreimal hergestellt und dann jeweils im Dreifach-
ansatz an ein und demselben Tag auf einer einzigen Mikrotiterplatte getestet, so dass sich
neun Messreihen ergaben. Pro Dreifachansatz und pro Verdinnungsstufe wurden der
arithmetische Mittelwert, die Standardabweichung und der Variationskoeffizient berechnet.
Die Ergebnisse der Dreifachansatze wurden fir jede Verdinnungsstufe erneut arithmetisch
gemittelt (siehe Abbildung 8). Aus den vier resultierenden Variationskoeffizienten, die, ab-
héngig von der Verdinnungsstufe, Werte zwischen 1,2 bis 3,4 % annahmen, ergab sich im

arithmetischen Mittel ein Variationskoeffizient (Intraassay-Varianz) von 2,4 %.

Bestimmung von Cut-Off-Werten

Zur Beurteilung einer Probe als positiv bzw. negativ dienten Cut-Off-Werte, die aus den
Messwerten von zehn stx,.-negativen E. coli-Stammen ermittelt worden waren (siehe
Tabelle 14 und Tabelle 15). Der Stx2e-Nachweis war positiv, wenn die im Stx2e-ELISA
bestimmte Stx2e-Konzentration von Kulturtiberstanden 44,70 OD % uberschritt. Analog galt
fur die Lysatiiberstande das Uberschreiten von 25,23 OD % als positiver Stx2e-Nachweis.
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Abbildung 3:  Reaktion zweier E. coli-Lysate (mit/ohne Stx2e) im Stx2e-ELISA

bei Variation der Fangantikérper-Konzentration (mAk VT 136/8-H4)
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Abbildung 4:  Reaktion von Stx2e-haltigem Kulturmaterial im Stx2e-ELISA bei

Variation der Inkubationsbedingungen zur Plattenbeschichtung
mit dem Fangantikdrper VT 136/8-H4
RT Raumtemperatur

USL-Ust Ultraschall-Lysatiiberstand
K-Ust Kulturiiberstand
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Abbildung 5:  Kompetitiver Epitop-ELISA mit dem Fangantikérper VT 136/8-H4
und dem Detektionsantikorper VT 135/6-B9.

Verwendete Antigene: rStx2e/03/05 bzw. aufgereinigtes Stx2
(Fa. Sigma-Aldrich)
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Abbildung 6:  Bestimmung des linearen Messbereichs des Stx2e-ELISA mit

drei unabhéngigen Verdinnungsreihen des Antigens
rStx2e/03/05
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Tabelle 13: Ergebnisse der Spezifitatsprufung des Stx2e-ELISA
Stx2e-ELISA-Ergebnis
USL-Ust Kultur-Ust
Stamm IHIT-NI. ggtu)e)r t%r/ pStX' [OD %] fﬁﬁa [OD %] fﬁﬁé
031 x-0509/02  Stx2b, Stx2c 221,29 + 175,92 +
412 x-0505/02  Stx2e 60,70 + 11,69 +
520 x-0510/02  Stx2b* 11,97 - 9,98 -
521 x-0511/02  Stx2c* 424,26 + 49,01 +
2403 x-0269/99  Stx1* 14,07 - 13,33 -
2771/97 x-0657/05  Stx2e 223,08 + 412,70 +
4756/98 x-0502/02  Stxlct, Stx2b* 17,63 - 9,98 -
5720/96 x-0672/05  Stx2a* 79,86 + 13,30 -
B2F1 x-0495/02  Stxad 477,91 + 447,82 +
BgVV 97/00 x-0542/02  Stx2f 13,96 - 11,24 -
E57 x-0279/99  Stx2e 12,17 - 16,94 -
E32511 x-0507/02  Stx2c 201,80 + 22,14 -
E32511/0 x-0286/99  Stx2a, Stx2c 503,35 + 488,32 +
E32511/HSC x-0673/05  Stx2c 471,10 + 285,69 +
EDL 933 x-0274/99  Stxla, Stx2a 178,96 + 528,31 +
EH250 x-0674/05  Stx2b 10,68 - 9,90 -
EH250 x-0506/02  Stx2b 9,58 - 16,41 -
F107/86 x-0285/99 Stx2e 442,94 + 54,15 +
Faco/1 x-0498/02  Stx2e 24,30 - 19,66 -
Fac9/2 x-0501/02  Stx2e 31,90 + 18,60 -
GO15lI x-0284/99  Stx2e 20,23 - 52,45 +
H.1.8 x-0508/02  Stx2f 9,94 - 10,82 -
NV206/1 x-0500/02  Stx2d 324,49 + 432,47 +
NV206/2 x-0496/02  Stxad 114,91 + 152,61 +
OX3:H11 x-0497/02  Stx2b*, Stx2c* 325,41 + 192,89 +
PH x-0512/02  Stxla, Stx2a, Stx2b* 130,18 + 122,82 +
TTP-1 x-0276/99  Stxla', Stx2a* 407,53 + 506,19 +

Erlauterungen:

1

Befund Bewertung des Stx2e-ELISA-Ergebnisses auf Grundlage der Cut-Off-
Werte als positiv (+) bzw. negativ (-), Cut-Off-Werte siehe Tabelle 15; Fac9/1 Phénotyp mit Hamolyse;
Fac9/2 Phanotyp ohne Hamolyse; Kultur-Ust Kulturiiberstand; NV206/1 bildet dunkle Kolonien auf
Schafblutagar; NV206/2 bildet helle Kolonien auf Schafblutagar; USL-Ust Ultraschall-Lysatiiberstand.

Escherichia coli (NRL VTEC) des Friedrich-Loeffler-Instituts, Jena.

# Die Bezeichnung folgt der Nomenklatur nach Calderwood et al. (1996), da zu diesem Stamm
weder die Nukleotidsequenz des stx-Gens noch ein Subtypisierungsergebnis publiziert ist.

Die Stx-Subtypisierung erfolgte im Nationalen Referenzlabor fiir Verotoxin-bildende
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Abbildung 7:  Bestimmung der Interassay-Varianz im Stx2e-ELISA

Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen der an 20
verschiedenen Tagen ermittelten Messwerte. Die Zahlen Gber dem
jeweiligen Balken entsprechen den Variationskoeffizienten [%)].
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Abbildung 8:  Bestimmung der Intraassay-Varianz im Stx2e-ELISA

Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen der an
einem Tag in neun Messreihen ermittelten Messwerte. Die Zahlen
Uber dem jeweiligen Balken entsprechen den Variationskoeffizienten [%].
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Tabelle 14: Messwerte von stx,.-negativen E. coli-Stammen im Stx2e-ELISA

Kulturiberstand USL-Uberstand

Etacrﬁlrln Virulenzgene Stx2e- Stx2e-

oD Konz. oD Konz.

[OD %] [OD %]
P1766/01-1 fedA, estb, elt 0,138 11,6 0,084 7,0
P6180/00 fedA, estb, elt 0,146 14,4 0,115 11,4
P2672/04-2  neg. 0,131 18,7 0,092 13,2
838/05 fim41A 0,094 15,6 0,094 7,7
P929/01-1 faeG, estb, elt 0,152 17,1 0,107 12,0
3848/03 faeG, estb, elt 0,110 18,2 0,086 7,0
P3261/04-1 faeG, estb, elt 0,161 16,0 0,078 7,8
P5670/04-3  fanA, fim41A, estap 0,101 8,3 0,091 7,5
P0695/01-2  fanA, estap 0,158 10,5 0,101 6,7
987P fasA, estap 0,161 54,5 0,089 30,1
MW 0,135 18,5 0,094 11,0
SD 0,025 13,1 0,011 7,1

Erlauterungen:

MW arithmetischer Mittelwert; neg. keine Virulenzgene mittels Multiplex-PCR nach
Casey und Bosworth (2009) nachweisbar; OD ODys0 - 620 nm;

SD Standardabweichung; Stx2e-Konz. Stx2e-Konzentration einer Probe nach
Normalisierung auf rStx2e/03/05; USL-Uberstand Ultraschall-Lysatiiberstand

Tabelle 15: Cut-Off-Werte im Stx2e-ELISA
Cut-Off
Probenmaterial —
Definition Wert [OD %)]
Kulturiiberstand MW + 2 x SD 44,70
Lysatuberstand MW + 2 x SD 25,23

Erlauterungen:

Lysatiiberstand bezeichnet sowohl Ultraschall- als auch BugBuster®-Lysatiiber-
stand; MW arithmetischer Mittelwert der Messwerte 10 stx,e.-negativer E. coli-
Stamme; SD Standardabweichung



98 Ergebnisse

4.3 Stx2e-Bildung porciner STEC-2e-Feldstdmme unter Standardanzucht-
bedingungen

Insgesamt wurden 365 STEC-2e-Feldstamme von Schweinen auf ihre Stx2e-Bildung unter-

sucht. Alle Stamme wurden unter Standardbedingungen kultiviert und die Stx2e-Konzen-

tration in BB-Lysatlberstanden und Kulturiiberstdnden bestimmt. Die Stx2e-Quantifizierung

erfolgte sowohl mit dem Stx2e-ELISA als auch mit dem Verozell-Zytotoxizitatstest.

43.1 Stx2e-Nachweis mit dem Stx2e-ELISA

Unter Standardbedingungen war bei 128 der 365 (35,1 %) STEC-2e-Feldstamme mit dem
Stx2e-ELISA kein Stx2e nachweisbar. Bei 237 Stammen (64,9 %) war Stx2e entweder aus-
schlieBlich im BB-Lysatuberstand (158 Stamme; 43,3 %) oder nur im Kulturiiberstand (41
Stamme; 11,2 %) oder aber in beiden Fraktionen (38 Stamme; 10,4 %) detektierbar. Die
ermittelten Stx2e-Konzentrationen lagen zwischen 3 und 980 OD % (nlog-Stx2e-Titer, Lysat-
Ubersténde) bzw. zwischen 3 und 750 OD % (nlog-Stx2e-Titer, Kulturuberstande). Bei den
Stammen mit nachweisbarem Stx2e (n = 237) kam dieses bei 199 Stammen (84 %) in einer
der beiden Zellfraktionen vor, also entweder im BB-Lysatiiberstand des jeweiligen Stammes
oder in dessen Kulturiiberstand. Nur bei 38 der 237 Stx2e-positiven Stamme (16 %) war

Stx2e in beiden Fraktionen gleichzeitig nachgewiesen worden (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9:  Haufigkeitsverteilung von 365 porcinen STEC-2e-Feldstammen nach
der Stx2e-Menge in ihren Kultur- und BB-Lysatliberstanden.
(Ergebnisse des Stx2e-ELISA)

Der hochste nlog-Stx2e-Titer, bezogen auf das Gesamt-Stx2e eines porcinen STEC-2e-
Feldstammes, lag bei 1.001 OD %. Dabei wurde das Gesamt-Stx2e durch Summation aus
dem nlog-Stx2e-Titer von BB-Lysat- und Kulturiiberstand jedes Stammes berechnet.
Verglichen mit den zwei humanen STEC-Stdmmen EDL 933 und 2771/97 bildeten die
porcinen STEC-2e-Stamme nach Standardanzucht deutlich geringere Mengen an Shigatoxin.
Die beiden humanen STEC-Stdmme erzielten unter den gleichen Anzuchtbedingungen im
Kulturiberstand im Mittel (arithmetische Mittelwerte aus acht Messungen, Daten nicht
gezeigt) nlog-Stx2e-Titer von 7.332 OD % (STEC-Stamm EDL 933) bzw. 1.498 OD %
(STEC-Stamm 2771/97).
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Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung von 365 porcinen STEC-2e-Feldstammen nach
der gesamten Stx2e-Menge in der Kultur
(Ergebnisse des Stx2e-ELISA).
Die gesamte Stx2e-Menge in der Kultur eines Stammes wurde durch
Addition der nlog-Stx2e-Titer seines Kultur- und seines BB-Lysatiber-
standes berechnet.
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Die Stx2e-Konzentration in Abhé&ngigkeit von der Klassifikation der Stamme als EDEC,
EDEC/ETEC oder sonstige STEC-2e (insgesamt 353 der 365 Stamme) ist in der Abbildung
11 dargestellt. Hinsichtlich des Gesamt-Stx2e unterschieden sich die typischen Odemkrank-
heitserreger (EDEC; stx,.", fedA") nicht signifikant von sonstigen STEC-2e-Stammen, die
definitionsgemar ausschlieBlich das stx,.-Gen besaflen. Bei differenzierter Betrachtung der
Stx2e-Konzentration in BB-Lysat- bzw. Kulturiberstanden in Bezug zum Virulenzgenprofil
der Stamme fielen jedoch Unterschiede auf. EDEC-Stdmme enthielten signifikant mehr
Stx2e im BB-Lysatiiberstand (p < 0,001) als EDEC/ETEC- (stx,.", fedA®, zusétzliche Gene
fur Enterotoxine) und sonstige STEC-2e-Stamme. Umgekehrt konnten signifikant héhere
Stx2e-Konzentrationen in Kulturliberstanden solcher Stamme detektiert werden, die nicht zu
den EDEC gehdérten (p < 0,001). Auch beim Vergleich der Stx2e-Konzentrationen von F18-
kodierenden Stdmmen mit denen von F18-negativen Stdmmen wurden Unterschiede
deutlich: Der Gehalt an zellassoziiertem Stx2e war bei F18-positiven Stammen signifikant
gréRer als bei F18-negativen Stdmmen, bei denen das Stx2e eher frei im Kulturiberstand
vorlag (p < 0,001, Abbildung 13). AuBerdem enthielten Stamme von Ferkeln, welche laut
Vorbericht Anzeichen der Odemkrankheit gezeigt hatten, signifikant hohere Mengen an zell-
assoziiertem Stx2e sowie an Gesamt-Stx2e als Stamme von Tieren ohne Odemkrankheit
(jeweils p < 0,001, Abbildung 12).
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4.3.2 Stx2e-Nachweis mit dem Verozell-Zytotoxizitatstest

Zusatzlich zum Stx2e-Nachweis mittels Stx2e-ELISA wurden BB-Lysat- und Kultur-
Uberstande der E. coli-Stamme mit dem Verozell-Zytotoxizitatstest (Vero-ZT) auf das
Vorhandensein von biologisch aktivem Stx2e untersucht.

Bestimmung von Cut-Off-Werten

Fur den Verozell-Zytotoxizitatstest (Vero-ZT) wurde - analog zum Stx2e-ELISA - jeweils ein
Cut-Off fiir die Kultur- und die BB-Lysatiiberstande bestimmt. Dazu wurden die zehn stxge-
negativen E. coli-Stdmme, die bereits zur Berechnung der ELISA-Cut-Offs verwendet
worden waren (siehe 4.2 bzw.Tabelle 14), herangezogen. BB-Lysat- und Kulturiiberstande
der zehn Stamme wurden jeweils im Doppelansatz in 0,89 %-iger NaCl-Losung Uber 8 log,-
Stufen titriert, wobei jede Probe unverdunnt in die erste Titrationsstufe eingesetzt wurde. Bei
den Kulturiiberstéanden aller stx,.-negativen Stamme lag die ermittelte Zytotoxizitat unter der
Nachweisgrenze von 20 CDso/ml. Der Cut-Off fur Kulturiberstande wurde daher auf
20 CDso/ml festgesetzt.

Die mittels BugBuster® Protein Extraction Reagent aufgeschlossenen Bakterienzell-
Fraktionen (BB-Lysatuberstande) der zehn Stdmme zeigten im Vero-ZT eine unterschiedlich
hohe, unspezifische Zytotoxizitat (163,7 bis 469,1 CDso/ml).

Der Cut-Off fur BB-Lysatliberstande wurde deshalb auf 457,6 CDso/ml festgelegt. Dieser
Wert ergab sich durch Berechnung des arithmetischen Mittelwerts der zehn BB-Lysat-
Uberstéande mit anschlieRender Addition der zweifachen Standardabweichung (siehe Tabelle
16 und Tabelle 17). Somit betrug der Cut-Off fur BB-Lysatliberstdénde das mehr als 20-
Fache des Cut-Offs fir Kulturtibersténde.
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Tabelle 16:

Messwerte von stxy-negativen E. coli-Stammen im Vero-ZT

E. coli-Stamm

Zytotoxizitat [CDse/ml]

Virulenzgene

Kulturiiberstand Lysattiberstand
P1766/01-1 fedA, estb, elt <20,0 185,7
P6180/00 fedA, estb, elt < 20,0 223,9
P2672/04-2 neg. <20,0 183,0
838/05 fim41A < 20,0 167,1
P929/01-1 faeG, estb, elt <20,0 403,3
3848/03 faeG, estb, elt <200 469,1
P3261/04-1 faeG, estb, elt <20,0 264,2
P5670/04-3 fanA, fim41A, estap <20,0 222,0
P0695/01-2 fanA, estap < 20,0 214,0
987P fasA, estap <20,0 163,7
MW <20,0 249,6
SD n. b. 104,0

Erlauterungen:

Tabelle 17:

Lysatliberstand BugBuster®-LysatUberstand; MW arithmetischer Mittelwert; n. b.
nicht berechnet; neg. keine Virulenzgene mittels Multiplex-PCR nach Casey und
Bosworth (2009) nachweisbar; SD Standardabweichung

Cut-Off-Werte fir die quantitative Bestimmung von Stx2e
mittels Vero-ZT

Cut-Off
Probenmaterial
Definition Wert [CDso/ml]
Kulturiiberstand MW + 2 x SD 20,0
Lysatlberstand MW + 2 x SD 457,6

Erlauterungen:

Lysatiiberstand BugBuster®-Lysatiiberstand; MW arithmetischer Mittelwert der
Messwerte 10 stx,.-negativer E. coli-Stamme; SD Standardabweichung

Stx2e-Konzentration in Kulturiberstanden von STEC-2e-Feldstammen

Die Kulturiiberstande waren nach Anzucht der Stamme unter Standardbedingungen (siehe

Kapitel 3.6) gewonnen und bereits im Stx2e-ELISA getestet worden (siehe Kapitel 4.3.1).
Im Vero-ZT betrug ihre zytotoxische Aktivitat zwischen 23 und 8.292 CDsy/ml. Bezuglich der

Stx2e-Bildung war also eine ahnlich breite Streuung zu beobachten wie im Stx2e-ELISA.
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Aber im Gegensatz zum Stx2e-ELISA, mit welchem in den Kulturiberstéanden von 286/365
Stammen (78,4 %) kein Stx2e nachgewiesen worden war, reagierten im Vero-ZT nur acht
(2,2 %) von insgesamt 365 Stammen Stx2e-negativ. So konnte in den Kulturiiberstanden der
Stamme P8226/00-4, 2692/02-2, P6574/02-1, 4963/03-2, P203/05-1, 763/05-1, P2731/06-2
und P3982/1/06-1 kein aktives Stx2e nachgewiesen werden. Bei weiteren 238 Stammen
(65,2 %) lag die zytotoxische Aktivitat in dem niedrigen Bereich von 20 bis 500 CDso/ml. Nur
119 von 365 Stammen (32,6 %) wiesen einen Toxingehalt von lber 500 CDso/ml auf. Von
diesen 119 Stammen erzielten 45 Stamme Werte zwischen 500 und 1.000 CDs¢/ml, 68
Stamme Werte zwischen 1.000 und 4.000 CDsy/ml und lediglich sechs Stamme eine
zytotoxische Aktivitdt von Uber 4.000 CDso/ml. Die Werte der beiden positiven Kontroll-
stamme humanen Ursprungs lagen bei 4.304 CDso/ml (Stamm 2771/97; stxx') und
10.052 CDso/ml (Stamm EDL 933; stx,,'). Ein Vergleich der Ergebnisse von Stx2e-ELISA
und Vero-ZT ist in der Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Vergleich der Reaktionen von Kulturliberstanden der
STEC-2e-Feldstamme im Stx2e-ELISA und im Vero-ZT

Anzahl der Stamme

SE{SZE:rI]EIEIISnA Ergebnis im Vero-ZT
negativ positiv Zeilensumme
negativ 8 278 286
positiv 0 79 79
Spaltensumme 8 357 365
433 Korrelation zwischen den Ergebnissen aus dem Stx2e-ELISA und dem

Verozell-Zytotoxizitatstest (Vero-ZT)
Wie die Abbildung 14 zeigt, korrelierten die Messwerte, die fur die Stx2e-Konzentration in
Kulturiberstanden mit dem Stx2e-ELISA bzw. dem Vero-ZT ermittelt worden waren,
signifikant miteinander (p <0,001). Insgesamt waren bei Stammen, bei denen mit dem
Stx2e-ELISA hohere Stx2e-Konzentrationen ermittelt worden waren, auch hthere Werte der
zytotoxischen Aktivitat festzustellen. Die Zytotoxizitat aller Kulturiiberstéande, die mit dem
Stx2e-ELISA als positiv eingestuft wurden, lag tber 300 CDs¢/ml und betrug damit ca. das
15-Fache des fir den Vero-ZT glltigen Cut-Off-Wertes. Von den 286 Stammen, deren
Kulturiberstdande im Stx2e-ELISA ein negatives Resultat lieferten (nlog-Stx2e-Titer
< 44,70 OD %), betrug bei 240 Stammen (83,9 %) die zytotoxische Aktivitdt weniger als
500 CDso/ml, bei 173 dieser 240 Stamme (72,1 %) war die Zytotoxizitat sogar kleiner als
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300 CDso/ml. Unter Verwendung der Regressionsgleichung (siehe Abbildung 14) wurde fiir
den Stx2e-ELISA eine Nachweisgrenze von 622 CDso/ml ermittelt, was ca. dem 30-Fachen
der Nachweisgrenze des Vero-ZT entsprach. Von den 286 Stx2e-ELISA-negativen
Kulturiberstanden besaf’en dennoch 36 Stamme (12,6 %) eine zytotoxische Aktivitat von
mehr als 622 CDso/ml, bei 12 dieser 36 Stamme betrug die Zytotoxizitat sogar mehr als
1.000 CDs¢/ml. Bei Stammen, deren nlog-Stx2e-Titer Giber 400 OD % lag, streuten die Werte
fur die Zytotoxizitat [CDse/ml] stark.

Verozell-
Zytotoxizitat [CDgp/ml]
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L 2
*
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L 2
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1000
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Stx2e-Konzentration [OD %]

Abbildung 14: Korrelation zwischen den Messwerten in dem Stx2e-ELISA (nlog-
Stx2e-Titer) und in dem Verozell-Zytotoxizitatstest fir die Kultur-
Uberstande aus der Anzucht von 365 STEC-2e-Stammen unter
Standardbedingungen
Korrelationskoeffizient (Pearson): 0,850
BestimmheitsmaR (R%): 0,723
Regressionsgerade: y=9,2x+210,8
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4.4 Einfluss von exogenen Faktoren auf die Stx2e-Freisetzung bei
porcinen STEC-2e-Feldstdmmen

441 Einfluss der Inkubationstemperatur und -dauer

Um den Einfluss der Bebritungstemperatur und der Dauer der Bebritung auf die Stx2e-
Bildung der E. coli-Stamme zu ermitteln, wurden neun STEC-2e-Stdmme jeweils bei 23 °C,
30 °C, 37 °C sowie 41 °C im Schittelbrutschrank (aerob, 180 rpm) inkubiert. Nach 1 h, 5h
sowie nach 24 h wurde die optische Dichte der Kultur bei 600 nm (ODgy) gemessen und ein
Aliquot der Kultur enthnommen, um anschlieBend mit dem Stx2e-ELISA die Stx2e-Konzen-

tration sowohl im BB-Lysat- als auch im Kulturiiberstand zu bestimmen.

Die Ergebnisse der Inkubation bei 30 °C, 37 °C und 41 °C sind in der Abbildung 15
dargestellt. Dabei wurde auf die Ergebnisse aus der Bebritung bei 23 °C verzichtet, da bei
dieser Temperatur kaum Stx2e nachweisbar war. In der Tendenz nahm die Stx2e-
Konzentration in den BB-Lysat- bzw. Kulturiiberstinden mit steigender Bebrutungs-
temperatur und steigender Bebrutungsdauer zu. Allerdings bestanden deutliche
Unterschiede zwischen den Stdmmen. So wurde bei den Stammen P5195/01 und P5196/03-
2 bei 30 °C, 37 °C und bei 41 °C nach 24-stundiger Inkubation sowohl im BB-Lysat- als auch
im Kulturiiberstand mehr Stx2e nachgewiesen als nach 5 h. Bei den anderen 7 Stammen
war dagegen nach 24 Stunden nur dann in den Kulturiiberstanden mehr Stx2e vorhanden
als nach 5 h, wenn die Inkubation bei 30 °C oder bei 37 °C erfolgt war. Bei dem Stamm
P1921/02-3 war das meiste Stx2e nach 5-stiindiger Inkubation bei 41 °C im Kulturtiberstand
nachweisbar. In den BB-Lysatlberstéanden der Stamme P1921/02-3, P5401/04-1, P3450/02-
1, P8615/00-1, 82/02 und 1912/04 wurde nach 5-stiindiger Inkubation bei 37 °C bzw. bei
41 °C eine hohere Stx2e-Konzentration erreicht als nach 1 h oder 24 h. Bei diesen Stammen
war dann nach 24 h bei den genannten Temperaturen in den Kulturibersténden die héchste
Stx2e-Konzentration messbar. Ausnahmen bildeten die Stamme P1921/02-3 und 1912/04, in
deren Kulturiberstédnden die héchste Stx2e-Konzentration nach 5-stiindiger Bebriitung bei

41 °C erzielt wurde.
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Abbildung 15: Einfluss der Bebrutungstemperatur und -dauer auf die Stx2e-Konzen-
tration in BB-Lysat- und Kulturiiberstanden von neun Stx2e-kodieren-
den E. coli-Stammen
Die Stx2e-Konzentration wurde mit dem Stx2e-ELISA ermittelt und ist als nlog-
Stx2e-Titer abgebildet.

WeilRRe Balken: 1 h Inkubationszeit (IKZ); graue Balken: 5 h IKZ; schwarze
Balken: 24 h IKZ
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4.4.2 Einfluss von UV-Licht, Mitomycin C und Antiinfektiva

Um den Einfluss von UV-Licht, Mitomycin C oder Antiinfektiva auf die Stx2e-Bildung zu
untersuchen, wurden 30 ausgewahlte STEC-2e-Feldstamme sowohl unter Standardbedin-
gungen als auch unter Einwirkung dieser Faktoren angeziichtet. Nach der Anzucht wurde die
Stx2e-Konzentration in den Kulturiiberstanden mit dem Stx2e-ELISA bestimmt. Die unter
dem Einfluss eines Faktors gebildete Stx2e-Menge wurde aber nur dann als Zunahme
interpretiert, wenn (1) ihre Konzentration im Kulturiiberstand mehr als 110 % der nach
Standardanzucht gemessenen Stx2e-Konzentration entsprach und (2) dieser nlog-Stx2e-
Titer auch den Cut-Off des Stx2e-ELISA Uberschritt. Eine Abnahme lag vor, wenn die
fragliche Stx2e-Konzentration kleiner als 90 % der nach Standardanzucht detektierten Stx2e-
Konzentration war. Die Stx2e-Konzentration in der Kultur der mit UV-Licht, Mitomycin C oder
einem Antiinfektivum behandelten Bakterien wurde als Vielfaches (n-fach, siehe Abbildung
17 sowie Tabelle 22) der nach Standardanzucht enthaltenen Stx2e-Konzentration ausge-

druckt. Die Stx2e-Konzentration wurde dabei stets als nlog-Stx2e-Titer [OD %] angegeben.

44.2.1 Einfluss von UV-Licht

Bevor der Einfluss von UV-Licht auf die Stx2e-Bildung an den 30 reprasentativen STEC-2e-
Stdmmen untersucht wurde, wurde zundchst an dem EHEC-Stamm EDL 933 diejenige Be-
strahlungsdauer und -dosis bestimmt, bei der dieser am meisten Stx2a freisetzte. Dazu
wurde der Stamm unterschiedlich lange UV-Licht zweier verschiedener Wellenlangen aus-
gesetzt. Zum einen wurde er fir 6, 30, 60, 90, 263 sowie 525 s in einer UV-Kammer von
oben mit Licht der Wellenlange von 254 nm bestrahlt, wobei der Abstand zwischen UV-
Quelle und Kultur 20 cm betrug. Im zweiten Versuchsansatz wurde die Kultur des Stammes
auf einem UV-Leuchttisch fur 6, 15, 30, 60 und 90 s mit Licht der Wellenlange von 312 nm
von unten bestrahlt. Die Kultur befand sich dabei in einer Petrischale aus klarem Kunststoff.
Zum Vergleich wurde eine weitere Kultur des Stammes mit Mitomycin C behandelt
(f. c. 0,5 pg/ml). Parallel wurde eine dritte Kultur unter Standardanzuchtbedingungen
inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt.

Sowohl UV-Licht als auch Mitomycin C stimulierten den Stamm EDL 933 zur verstarkten
Bildung und/oder Freisetzung von Stx2a. Das UV-Licht war am starksten wirksam, wenn es
eine Wellenlange von 312 nm hatte und fur 30 s einwirkte. Hoher war der Stx2a-Titer in der
Kultur nur dann, wenn dieser Mitomycin C zugesetzt worden war. Aufgrund der mit dem
Stamm EDL 933 erzielten Ergebnisse wurden die 30 STEC-2e-Stamme ebenfalls fur 30 s
auf dem 312 nm-UV-Leuchttisch bestrahlt, um die Wirkung von UV-Licht zu bestimmen. Die
Ergebnisse sind in der Abbildung 17 sowie in der Tabelle 22 dargestellt
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Abbildung 16: Stx2a-Konzentration in Kulturiberstanden des EHEC-Stammes
EDL 933 in Abhé&ngigkeit von verschiedenen Dosen UV-Licht (Stx2e-
ELISA-Ergebnisse, nlog-Stx2a-Titer)

MMC: Eine weitere Kultur des Stammes wurde fur 5 h unter Zusatz
von Mitomycin C (f. c. 0,5 pug/ml) inkubiert
S: Eine weitere Kultur des Stammes wurde fir 5h unter

Standardanzuchtbedingungen inkubiert

254 nm, 312 nm: UV-Wellenlange des von den verwendeten Lichtquellen
emittierten UV-Lichts

Die UV-Bestrahlung induzierte bei 4 von 30 Stammen (13,3 %) einen Anstieg von Stx2e in
den Kulturiiberstanden (P5196/03-2, P5194/03-2, P868/02 und P5413/04-1). Bei dem
Stamm P868/02 war dieser Anstieg am starksten (50,8-fache Stx2e-Konzentration). Bei
2 Stammen (299 und P4470/03-1) waren die gemessene Stx2e-Konzentrationen in den
Kulturiberstanden zwar um ein Mehrfaches groRer als nach Inkubation unter Standard-
anzuchtbedingungen, die Messwerte Ubertrafen aber nicht den Stx2e-ELISA-Cut-Off. Bei 22
von 30 Stammen (73,3 %) war nach der UV-Bestrahlung weniger Stx2e im Kulturiberstand
vorhanden als unter Standardanzuchtbedingungen. Die im Kulturiiberstand nachgewiesene
Stx2e-Konzentration der Stamme 4946/00 und 1485/03 blieb unbeeinflusst. Die 4 Stamme,
deren Kulturiiberstande nach UV-Bestrahlung mehr Stx2e enthielten als ohne Behandlung,
waren aufgrund ihrer Virulenzgene als EDEC klassifiziert worden. Der Stamm P5413/04-1
besaR zusatzlich das Gen fir den Fimbrientyp F4 (faeG*, siehe Abbildung 17 sowie Tabelle
22).
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4.4.2.2 Einfluss von Mitomycin C

Um den Einfluss von Mitomycin C auf die Stx2e-Bildung bei 30 ausgewahlten STEC-2e-
Stammen zu untersuchen, wurde jeder Stamm als Schiittelkultur angeziichtet (aerob,
180 rpm, 37 °C). Sobald die ODgy der Kultur zwischen 0,3 und 0,4 lag, wurde die Kultur
aufgeteilt. Einem Ansatz wurde Mitomycin C hinzugeflgt (f. c. 0,5 pg/ml), der andere Ansatz
wurde nicht behandelt. Nach 5-stiindiger Inkubation (aerob, 180 rpm, 37 °C) wurden die
Kulturiiberstéande beider Kulturen gewonnen und darin die Stx2e-Konzentration bestimmt.

Bei 5 von 30 Stammen (16,7 %; Stamme P5194/03-2, P5196/03-2, 299, P868/02 und
4946/00) enthielten die Kulturiiberstande nach Einwirkung von Mitomycin C mehr Stx2e als
die unter Standardanzuchtbedingungen erzeugten Kulturiibersténde (Abbildung 17). Wie
beim UV-Licht reagierte der Stamm P868/02 am stérksten (47,3-fache Stx2e-Konzentration).
Alle 5 Stamme waren als EDEC klassifiziert. Auch unter der Einwirkung von Mitomycin C war
bei 2 Stdmmen (2316/04-1 und P5413/04-1) nach Exposition zwar eine grof3ere Stx2e-Kon-
zentration im Kulturberstand zu verzeichnen, jedoch ohne dass der Stx2e-ELISA-Cut-Off
Uberschritten wurde. Bei 3 weiteren Stammen blieb der Gehalt an Stx2e unbeeinflusst, wéh-
rend bei 20 von 30 Stammen (66,7 %) die Stx2e-Konzentration nach Einwirkung von Mitomy-

cin C geringer war.

Bei 25 von 30 Stammen (83,3 %) fuhrte die Behandlung mit UV-Licht und Mitomycin C zu ei-
ner gleichsinnigen Reaktion im Hinblick auf die Stx2e-Konzentration im Kulturtiberstand. Da-
bei reagierten 5 von 30 Stammen (16,7 %; Stamme P5194/03-2, P5196/03-2, 299, P868/02
und P5413/04-1) auf beide Faktoren mit der verstarkten Bildung und/oder Freisetzung von
Stx2e. Bei insgesamt 8 von 30 Stdmmen (26,7 %) wirkte damit wenigstens einer der beiden
Faktoren stimulierend. Dabei reagierte der Stamm P868/02 bei beiden Faktoren am stark-
sten (47,3-fache Stx2e-Konzentration durch Mitomycin C bzw. 50,8-fache Stx2e-Konzen-
tration durch UV-Licht). Bei 4 von 5 Stdmmen, die sowohl auf Mitomycin C als auch auf das
UV-Licht mit dem Anstieg der Stx2e-Konzentration reagierten, war das UV-Licht starker wirk-
sam als das Mitomycin C. Bei 19 von 30 Stammen (63,3 %) fuhrten sowohl Mitomycin C als
auch UV-Licht zu geringeren Stx2e-Konzentrationen im Kulturliberstand. Dagegen lieRen

beide Faktoren die Stx2e-Konzentration in der Kultur von Stamm 1485/03 unbeeinflusst.
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Stx2e-Konzentration in Kulturiiberstanden von STEC-2e-Feldstammen
unter Standardanzuchtbedingungen (A) sowie unter dem Einfluss von
Mitomycin C (B) oder UV-Licht (C)

(Stx2e-ELISA-Ergebnisse)

nlog-Stx2e-Titer (arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils 3
Messungen). Beim Stamm EDL 933 handelt es sich um den nlog-Stx2a-Titer.
Jeder Balken représentiert das n-Fache der Stx2e-Konzentration im Kultur-
Uberstand des betreffenden Stammes (Stx2a-Konzentration beim Stamm EDL 933)
nach Einwirkung von Mitomycin C (B) oder UV-Licht (C) im Vergleich zur Stx2e-
Konzentration im unter Standardanzuchtbedingungen erzeugten Kulturiiberstand.
Begriffe EDEC, EDEC/ETEC, sonstige STEC-2e siehe Tabelle 12
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4423 Einfluss von Antiinfektiva

Die Untersuchung des Einflusses von Antiinfektiva auf die Stx2e-Bildung erfolgte ebenfalls
an den 30 ausgewahlten STEC-2e-Stammen. Dazu wurde jeder dieser Stamme in einer
Schuttelkultur angeziichtet (aerob, 180 rpm, 37 °C). Sobald die ODggo der Kultur zwischen
0,3 und 0,4 lag, wurde die Kultur aufgeteilt. Wahrend einem Ansatz das zu untersuchende
Antiinfektivum hinzugefiigt wurde, diente der andere Ansatz als nicht behandelte Kontrolle.
Nach erneuter Inkubation (aerob, 180 rpm, 37 °C, 5 h) wurden die Kulturiiberstéande beider
Kulturen geerntet und darin die Stx2e-Konzentration bestimmt. Die jeweilige Antiinfektivum-
Dosis, denen die Bakterien ausgesetzt wurden, richtete sich an der MHK des Wirkstoffs
gegenuber dem jeweiligen E. coli-Stamm aus. Die MHKs wurden dazu in einer vorhergehen-

den Versuchsreihe bestimmt.

Minimale Hemmkonzentration gegeniiber den STEC-2e-Feldstammen

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) der Antiinfektiva Amoxicillin, Colistin, Enrofloxacin,
Erythromycin, Neomycin und Tetrazyklin sowie des zytostatischen Antibiotikums MMC wurde
mittels  Bouillon-Mikrodilutionsmethode gem&R den CLSI-Vorschriften bestimmt. Die
Ergebnisse der 30 ausgewéhlten STEC-2e-Stdmme sind in der Tabelle 19 aufgelistet.

Nach den ermittelten MHK-Werten waren alle getesteten STEC-2e-Stamme resistent gegen-
Uber Erythromycin, 70 % resistent gegeniiber Tetrazyklin und 50 % resistent gegeniiber
Amoxicillin. Deutlich weniger Stamme zeigten Resistenzen gegeniber Colistin (37 %) oder
Neomycin (27 %). Alle getesteten Stamme waren sensibel gegenuber Enrofloxacin, und
zwar in einem solchen Ausmalf, dass der Messbereich fiur dieses Antiinfektivum nach unten
erweitert werden musste (5 log,-Stufen), damit die MHK Uberhaupt zu bestimmen war. Bei
Amoxicillin waren die MHK-Werte der resistenten und sensiblen Stamme besonders stark
verschieden. Resistente Stamme (50 %) wiesen ausschlief3lich MHK-Werte an der Ober-
grenze des Konzentrationsbereichs oder darlber auf (> 256 pg/ml). Sensible Stamme
erzielten dagegen MHK-Werte von maximal 2 pug/ml. Bezuglich der MHK fur Enrofloxacin
stellten sich die Stamme sehr homogen dar: 25/30 Stammen (83,3 %) erzielten MHK-Werte
von 0,008 bzw. 0,015 pg/ml. Die ermittelten MHKso- bzw. MHKgo-Werte fur die Feldstamme
sind in der Tabelle 21 aufgefuihrt. Die beiden E. coli-Kontrollstamme tierischer Herkunft
waren gegeniber allen Antiinfektiva mit Ausnahme von Erythromycin sensibel. Nur
gegeniiber Colistin zeigte sich der Stamm B41 intermediar. Die E. coli-Kontrollstamme
humanen Ursprungs waren gegenuiber den Antiinfektiva, fir die breakpoints existierten, als

sensibel einzustufen (siehe Tabelle 20).
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Tabelle 19: Ergebnisse der MHK-Bestimmung bei den 30 getesteten STEC-2e-
Stammen
Minimale Hemmkonzentration (MHK) [pg/ml]
Stamm AMX COL EM ENR NEO TC MMC
P5196/03-2 > 256 8 8 0,008 256 256 0,25
P5194/03-2 > 256 16 32 0,008 256 256 0,25
P2164/01-3 > 256 16 32 0,250 64 > 256 1
P283/01 256 16 16 0,125 64 > 256 0,50
P8106/01-3 > 256 8 16 0,015 64 256 2
P868/02 256 8 32 0,008 1 128 1
P106/03-1 > 256 8 32 0,015 2 128 2
2947/02-2 256 1 64 0,015 64 256 1
P5546/05-1 256 1 16 0,015 64 256 2
82/02 256 2 32 0,015 4 64 0,50
P3753/01-4 256 2 32 0,008 1 256 0,25
P5413/04-1 > 256 1 16 0,008 4 128 2
P4663/02 256 1 16 0,015 2 64 1
3465/04-2 2 4 32 0,015 4 128 0,50
1485/03 2 4 16 0,008 2 64 1
299 1 0,5 8 0,008 2 128 0,25
1912/04 2 2 64 0,015 2 256 1
1735/03-1 4 2 8 0,008 1 256 0,50
P1921/02-3 1 2 64 0,015 2 256 4
2316/04-2 4 1 16 0,008 1 128 2
P8172/00-3 2 2 16 0,015 2 128 2
42/02 > 256 4 32 0,030 1 4 4
P9116/00-7 > 256 2 32 0,015 256 0,5 1
P4470/03-1 2 8 16 0,125 2 2 1
E57 2 1 32 0,015 1 2 0,50
P3450/02-1 2 2 16 0,060 1 2 0,25
1694/03-1 1 2 32 0,015 2 1 4
4946/00 4 2 16 0,008 1 2 2
3379/02 2 1 16 0,008 4 1 4
P8615/00-1 2 1 32 0,015 2 4 2

Erlauterungen:

AMX Amoxicillin; COL Colistin; EM Erythromycin; ENR Enrofloxacin;

MMC Mitomycin C; NEO Neomycin; TC Tetrazyklin.

rot resistente Stémme; griin intermediare Stamme; schwarz sensible Stamme

breakpoints von AVID (2000), auf3er bei Erythromycin und Tetrazyklin (breakpoints
von CLSI (2002)). Bei MMC wurde keine Einteilung in sensibel, intermediér oder
resistent vorgenommen.
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Tabelle 20: Ergebnisse der MHK-Bestimmung bei den E. coli-Kontrollstammen
Minimale Hemmkonzentration (MHK) [pug/ml]
Stamm AMX COL EM ENR NEO TC MMC
EDL 933 4 2 32 0,015 1 2 0,50
2771/97 2 2 32 0,008 1 2 1
987P 2 0,5 64 0,015 4 1 2
B41 2 2 32 0,008 2 1 0,50

Erlauterungen:

AMX Amoxicillin; COL Colistin; EM Erythromycin; ENR Enrofloxacin;
MMC Mitomycin C; NEO Neomycin; TC Tetrazyklin.

rot resistente Stéamme; grin intermediare Stimme; schwarz sensible Stamme

breakpoints fur die tierischen Isolate 987P und B41 von AVID (2000) auf3er bei
Erythromycin und Tetrazyklin, dort breakpoints von CLSI (2002). Fur die humanen
Isolate EDL 933 und 2771/97 wurden die breakpoints von EUCAST (2013)
(Amoxicillin und Colistin) bzw. von CLSI (2015) (Tetrazyklin) benutzt. Fur
Erythromycin, Enrofloxacin und Neomycin existieren keine humanmedizinischen
breakpoints. Bei MMC wurde keine Einteilung in sensibel, intermediér oder
resistent vorgenommen.

Tabelle 21: MHKso- und MHKg-Werte der sechs verwendeten Antiinfektiva und
von MMC bei den 30 getesteten STEC-2e-Stammen
Wirkstoffkonzentration [pug/ml]
AMX COL EM ENR NEO TC MMC
MHK 5o 4 2 16 0,008 2 128 1
MHKgo > 256 8 32 0,060 64 > 256 4

Erlauterungen:

Die MHKso bzw. MHKGqy ist diejenige Konzentration eines antimikrobiellen Wirkstoffs,
welche die Vermehrung von mindestens 50 % bzw. 90 % der getesteten Stémme
hemmt (Miksits 2004). AMX Amoxicillin; COL Colistin; EM Erythromycin; ENR
Enrofloxacin; MMC Mitomycin C; NEO Neomycin; TC Tetrazyklin

Geeignete Wirkstoffdosis zur Prifung der Antiinfektivawirkung auf die Stx2e-

Bildung/-Freisetzung

An 5 STEC-2e-Feldstammen sowie an den Kontrollstdmmen EDL 933 und 2771/97 wurde

untersucht, welche Dosis der Wirkstoffe Mitomycin C und Enrofloxacin am besten dazu

geeignet ist, um die Stx2e- bzw. Stx2a-Bildung und/oder -Freisetzung zu stimulieren. Dazu

wurden die Stémme parallel unter Standardbedingungen und unter dem Einfluss verschie-
dener Wirkstoffkonzentrationen (12,5 %, 25 %, 50 %, 100 % oder 200 % der MHK)
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angezichtet. Nach 1, 2, 3 und 5 h wurden die Kulturuberstande geerntet und deren Stx2e-
Konzentration (bzw. Stx2a beim Stamm EDL 933) im Stx2e-ELISA in Form von nlog-Stx2e-
Titern (bzw. nlog-Stx2a-Titern beim Stamm EDL 933) bestimmt. Die Ergebnisse sind in der
Abbildung 18 bis Abbildung 21 dargestellt. Da Stx2e bei den 5 Feldstammen weder vor
Zugabe eines Wirkstoffs noch nach 1- bzw. 2-stiindiger Bebriitung nachweisbar war (nlog-
Stx2e-Titer unterhalb des Stx2e-ELISA-Cut-Offs), beschranken sich die Darstellungen auf
die Messwerte der 3- und 5-stiindigen Bebriitung.

Bei den Kontrollstdammen EDL 933 und 2771/97 induzierte jede der eingesetzten Wirkstoff-
konzentrationen einen Anstieg der Stx2a- bzw. Stx2e-Titer Uber den Stx2e-ELISA-Cut-Off,
wobei die Toxintiter nach 5 h Inkubation héher waren als nach 3 h. Mit Mitomycin C wurden
hdhere Toxintiter erzielt als mit Enrofloxacin. Der Stamm EDL 933 zeigte unter dem Einfluss
von Mitomycin C nach 5 h bei einer Dosis von 12,5 % MHK den hdchsten Titer, die Titer von
Stamm 2771/97 waren nach 3 h sowie nach 5 h bei 100 % und 200 % der MHK ann&hernd
gleich groB (Abbildung 18).

Die 5 getesteten STEC-2e-Feldstamme reagierten auf Mitomycin C und Enrofloxacin unter-
schiedlich, wobei selbst die hochsten Stx2e-Titer in keinem Fall die hohen Titerwerte der
Kontrollstamme erreichten. Stx2e-Titer oberhalb des Cut-Offs waren bei den Feldstammen
299 und P5194/03-2 nur nach 5-stiindiger Exposition gegeniiber Mitomycin C detektierbar.
Der Stx2e-Titer war am hochsten bei 100 % (Stamm 299) bzw. bei 200 % der MHK
(Stamm P5194/03-2, Abbildung 19).

Beim Stamm P868/02 stiegen die Stx2e-Titer sowohl unter Mitomycin C- als auch unter
Enrofloxacin-Exposition Gber den Cut-Off, Mitomycin C hatte aber stets den starkeren Effekt.
Die hochsten Stx2e-Titer wurden bei 50 % (Mitomycin C) bzw. 200 % der MHK (Enrofloxacin)
erreicht. Wahrend Mitomycin C bereits nach dreistindiger Exposition in jeder der gewahlten
Wirkstoffkonzentrationen zu einem Anstieg des Stx2e-Titers Uber den Cut-Off fihrte, wurde
dies im Fall von Enrofloxacin nur bei Einsatz der Hochstdosis (200 % der MHK) beobachtet
(Abbildung 20). Bei den Feldstammen 1485/03 und 2316/04-2 bewirkte keiner der beiden

Wirkstoffe einen Anstieg der Stx2e-Konzentration uber den Cut-Off.
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Abbildung 18:

+

Wirkstoffkonzentration [% MHK]

nlog-Stx2a- bzw. nlog-Stx2e-Titer (Toxintiter) in Kulturiberstanden
der E. coli-Stamme EDL 933 und 2771/97 in Abhé&ngigkeit von ver-
schiedenen Konzentrationen an Mitomycin C (MMC) und Enrofloxacin
(ENR). (Stx2e-ELISA-Ergebnisse)

Toxintiter vor Zugabe eines Wirkstoffs

—A— bzw. —l— Toxintiter nach 3- bzw. 5-stiindiger Inkubation mit MMC
- -A-- bzw. - -[E- - Toxintiter nach 3- bzw. 5-stiindiger Inkubation mit ENR

Cut-Off des Stx2e-ELISA: 44,7 OD %
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Abbildung 19: nlog-Stx2e-Titer (Toxintiter) in Kulturiiberstanden der STEC-2e-
Stamme 299 und P5194/03-2 in Abhéngigkeit von verschiedenen
Konzentrationen an Mitomycin C (MMC) und Enrofloxacin (ENR).
(Stx2e-ELISA-Ergebnisse)

—— Toxintiter vor Zugabe eines Wirkstoffs
—aA— bzw. —l— Toxintiter nach 3- bzw. 5-stiindiger Inkubation mit MMC
- -A-- bzw. - -[E- - Toxintiter nach 3- bzw. 5-stiindiger Inkubation mit ENR
................ Cut-Off des Stx2e-ELISA: 44,7 OD %
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Abbildung 20: nlog-Stx2e-Titer (Toxintiter) im Kulturiberstand des STEC-2e-
Stammes P868/02 in Abhangigkeit von verschiedenen
Konzentrationen Mitomycin C (MMC) und Enrofloxacin (ENR).
(Stx2e-ELISA-Ergebnisse)

—— Toxintiter vor Zugabe eines Wirkstoffs

—A— bzw. —ll— Toxintiter nach 3- bzw. 5-stiindiger Inkubation mit MMC

- -A-- bzw. - -E- - Toxintiter nach 3- bzw. 5-stiindiger Inkubation mit ENR

................ Cut-Off des Stx2e-ELISA: 44,7 OD %
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Abbildung 21: nlog-Stx2e-Titer in Kulturiberstanden der STEC-2e-Stdmme 1485/03
und 2316/04-2 in Abh&ngigkeit von verschiedenen Konzentrationen
Mitomycin C (MMC) und Enrofloxacin (ENR). (Stx2e-ELISA-Ergebnisse)

—— Toxintiter vor Zugabe eines Wirkstoffs
—A— bzw. —l— Toxintiter nach 3- bzw. 5-stiindiger Inkubation mit MMC
- -A-- bzw. - -[E- - Toxintiter nach 3- bzw. 5-stiindiger Inkubation mit ENR
................ Cut-Off des Stx2e-ELISA: 44,7 OD %
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Antiinfektivawirkung auf die Stx2e-Bildung/-Freisetzung der 30 ausgew&hlten
STEC-2e-Feldstamme

Aufgrund der oben beschriebenen Resultate wurde die Wirkung der Antiinfektiva Amoxicillin,
Colistin, Enrofloxacin, Erythromycin, Neomycin oder Tetrazyklin dann bei einer Konzentration
von 100 % der jeweiligen MHK sowie einer 5-stiindigen Einwirkzeit gepruft.

Bei 15 der 30 untersuchten STEC-2e-Feldstamme (50 %) induzierte wenigstens eines dieser
Antiinfektiva einen Anstieg der im Kulturiberstand nachweisbaren Stx2e-Konzentration. Bei
7 von diesen 15 Feldstammen (insgesamt 23,3 %) lag der nlog-Stx2e-Titer sogar iber dem
Cut-Off des Stx2e-ELISA, weshalb diese Stamme als ,stimulierbar” durch das jeweilige Anti-

infektivum klassifiziert wurden.

Von den 7 stimulierbaren Stdmmen reagierten sechs Stamme auf Enrofloxacin (P868/02,
2316/04-2, 4946/00, P8615/00-1, P4663/02 und 3465/04-2), zwei auf Neomycin (P868/02
und P2164/01-3) und ein Stamm auf Amoxicillin (2316/04-2). Dabei wurde die Stx2e-Bildung
und/oder -Freisetzung bei funf Stammen entweder nur durch Enrofloxacin (4946/00,
P8615/00-1, P4663/02 und 3465/04-2) oder Neomycin (P2164/01-3) stimuliert, wahrend sie
bei zwei Stdmmen (P868/02 und 2316/04-2) durch zwei Antiinfektiva gefordert wurde
(Enrofloxacin und Neomycin bei Stamm P868/02; Enrofloxacin und Amoxicillin bei Stamm
2316/04-2). Bei zwei (28,6 %) der mit einem Antiinfektivum stimulierbaren Feldstamme war
ein Anstieg der Stx2e-Konzentration auch mit Mitomycin C und/oder UV-Licht stimuliert wor-
den (P868/02 und 4946/00). Aber auch 4 von 23 Stdmmen (17,4 %), die sich mit Antiinfekti-
va nicht stimulieren lieBen, hatten mit vermehrter Stx2e-Freisetzung auf die Einwirkung von
Mitomycin C (Stamm 299), UV-Licht (P5413/04-1) oder beide Faktoren (P5196/03-2 und
P5194/03-2) reagiert. Auf Antiinfektiva reagierten die beiden Feldstdmme P8615/00-1 (16,9-
fach, Enrofloxacin) und P4663/02 (10,5-fach, Enrofloxacin) am starksten. Hohere Werte wa-
ren bei STEC-2e-Feldstimmen nur nach Stimulation mit Mitomycin C und/oder UV-Licht
nachweisbar (P868/02 sowie P5413/04-1).

Von den getesteten Antiinfektiva hatten Erythromycin und Tetrazyklin unter den gewéhlten
Bedingungen fast ausnahmslos keine stimulierende Wirkung auf die STEC-2e-Feldstdmme.
Vielmehr war die Stx2e-Konzentration nach Einwirkung von Erythromycin genauso grof3 (7
Stamme) oder sogar geringer (22 Stamme) als ohne Behandlung. Bei Verwendung von
Tetrazyklin traf dies auf 4 bzw. 26 Stdmme zu. Unter dem Einfluss von Tetrazyklin lieR sich
die Stx2e-Bildung bzw. -Freisetzung signifikant weniger stimulieren als nach einer Behand-
lung mit den anderen 7 exogenen Faktoren (einfaktorielle ANOVA mit Student-Newman-
Keuls-Test, p < 0,05). Dagegen konnte nach einer Behandlung mit Enrofloxacin die Stx2e-
Bildung bzw. -Freisetzung der 30 Stdmme am starksten gesteigert werden. Die
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Stimulierbarkeit nach der Behandlung mit Enrofloxacin war signifikant starker als nach der
Behandlung mit Tetrazyklin, Erythromycin oder einer UV-Bestrahlung (einfaktorielle ANOVA
mit Student-Newman-Keuls-Test, p < 0,01).

Die Stx2e-Bildung bzw. -Freisetzung konnte bei STEC-2e-Stammen, die als EDEC klassifi-
ziert worden waren, signifikant haufiger (Chi-Quadrat-Test, p < 0,05, siehe Tabelle 23) mit
Antiinfektiva und/oder Mitomycin C und/oder UV-Licht stimuliert werden als bei Stammen mit
der Klassifikation EDEC/ETEC oder sonstige STEC-2e.

Drei der sieben Stamme (P868/02, 2316/04-2, 4946/00), die mit einem Antiinfektivum stimu-
lierbar waren, waren als typische Odemkrankheitserreger, EDEC (stxz.*, fedA"), eingestuft,
drei weitere Stamme (P2164/01-4, P8615/00-1, P4663/02) kodierten zusétzlich zu Stx2e und
F18-Fimbrien fur wenigstens ein E. coli-Enterotoxin. Ein stimulierbarer Stamm (3465/04-2)
besall von den gepruften Virulenzgenen nur das stxz.-Gen. Die Beschrankung stimulierbarer
Stamme auf das Pathovar EDEC, wie sie nach Exposition gegenuber Mitomycin C und UV-
Licht beobachtet werden konnte (alle 6 Stamme, die im Sinne einer Stimulation reagierten),

war bei der Reaktion auf Antiinfektiva nicht vorhanden.

Betrachtete man die gemittelten Stx2e-Konzentrationen der drei verschiedenen Pathovare
(Abbildung 22), so fiel auf, dass die Konzentration bei den EDEC-Stdmmen nach der
Exposition gegeniliber Antiinfektiva (auf3er Erythromycin und Tetrazyklin), Mitomycin C und
UV-Licht groRer war als in den unbehandelten Vergleichskulturen. Diese Zunahme von
Stx2e war jedoch nur bei Amoxicillin (p < 0,05) signifikant. Bei den EDEC/ETEC-Stdmmen
war die gemittelte Stx2e-Konzentration nur nach Neomycin- bzw. Enrofloxacin-Zugabe héher
als in der unbehandelten Kultur, allerdings nicht signifikant héher (p > 0,05). Bei den
sonstigen STEC-2e-Stammen lag die gemittelte Stx2e-Konzentration nach Exposition
gegeniber einem Antiinfektivum, MMC oder UV-Licht stets niedriger als nach Standard-

anzucht. AuRRer bei Neomycin waren diese Unterschiede signifikant (p < 0,05).
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Tabelle 22: Veranderung der Stx2e-Konzentration in Kulturuberstanden der 30 getesteten
STEC-2e-Feldstamme und E. coli-Kontrollstamme bei Anzucht unter dem Einfluss
von Antiinfektiva (100 % MHK), Mitomycin C (0,5 pg/ml) oder UV-Licht (312 nm, 30 s)
(Verhaltnisse der nlog-Stx2e-Titer aus dem Stx2e-ELISA mit/ohne Behandlung)

n-fache Stx2e-Konzentration unter dem Einfluss von

Pathovar Stamm AMX COL ENR EM NEO TC MMC uv
EDEC P5196/03-2 | 1,0 09 MD20 1,0
P5194/03-2 09 11 09
299
82/02
P868/02
2947/02-2
2316/04-2
4946/00
3379/02 0,6
P5413/04-1 08 07
EDEC/ETEC P2164/01-3 03 08 06
P283/01 0,4 0,7 [FEY
P3450/02-1 05 07 06 M)
P8106/01-3 07 08 04
E57 09 09 [P
P8615/00-1 e 169 03
42/02 04 03 04
P4663/02 el 105 o1
P106/03-1 06 06 03
1485/03 09 11 09
P4470/03-1 10 09 09
Sonstige STEC-2e 1912/04 06 05 03
3465/04-2 01 14 01
P9116/00-7 07 08 05
P5546/05-1 07 05 06
1735/03-1 07 05
P1921/02-3 06 08 03
1694/03-1 0,8
P3753/01-4 e 06 04
P8172/00-3 08 06 08 06
Kontrollstamme EDL 933 0,6 6,6 0,4
2771197 05 36 02
987P (M 09 09 OB
B41 04 [N 08

Erlauterungen:

Rot

Orange

Dunkelgrin

AMX Amoxicillin; COL Colistin; EM Erythromycin; ENR Enrofloxacin; MMC Mito-
mycin C; NEO Neomycin; TC Tetrazyklin; UV UV-Licht; Begriffe EDEC,
EDEC/ETEC und sonstige STEC-2e siehe Tabelle 12

Die Stx2e-Konzentration im Uberstand der behandelten Kultur betragt mehr als 110 %
der Konzentration im Uberstand der nicht behandelten Kultur bei gleichzeitigem

Anstieg der Stx2e-Konzentration tiber den Stx2e-ELISA-Cut-Off.

Die Stx2e-Konzentration im Uberstand der behandelten Kultur betragt mehr als 110 %
der Konzentration im Uberstand der nicht behandelten Kultur, jedoch ohne Anstieg der
Stx2e-Konzentration iber den Stx2e-ELISA-Cut-Off.

Die Stx2e-Konzentration im Uberstand der behandelten Kultur betragt 90 - 110 % der
Stx2e-Konzentration im Uberstand der nicht behandelten Kultur.

Die Stx2e-Konzentration im Uberstand der behandelten Kultur betrégt weniger als 90 %
der Stx2e-Konzentration im Uberstand der nicht behandelten Kultur.
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Tabelle 23: Stimulierbarkeit von STEC-2e-Feldstammen zur Freisetzung von Stx2e
in Abh&angigkeit von der Pathovar-Klassifikation
(Ergebnisse im Stx2e-ELISA)
Anzahl der Stamme
stimulierbar
nur durch sowohl durch Al
nur MMC u./o. als auch durch
Pathovar getestet durch Al uv MMC u./o. UV gesamt
EDEC 10 1 4 2 7 (70,0 %)*
EDEC/ETEC 11 3 0 0 3 (27,3 %)*
Sonstige STEC-2e 9 1 0 0 1 (11,1 %)*
Summe 30 5 4 2 11 (36,7 %)

Erlauterungen:

Al Antiinfektivum; MMC Mitomycin C; u./o. und/oder; UV Bestrahlung mit UV-Licht

* Die Untersuchung mit dem Chi-Quadrat-Test ergab signifikante Unterschiede in
der Haufigkeit der Stimulierbarkeit von Stammen verschiedener Pathovare
(p < 0,05).
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Stx2e-Konzentration in Kulturiberstdnden von STEC-2e-Feldstammen
ohne und mit Behandlung mit Antiinfektiva, MMC oder UV-Licht in

mit n =10 (EDEC), n = 11 (EDEC/ETEC) bzw. n = 9 Messwerten (sonstige STEC-
2e); EDEC, EDEC/ETEC, sonstige STEC-2e sieheTabelle 12.
UV-Licht Bestrahlung bei 312 nm fiir 30 s, [ ohne Behandlung, B mit Behand-

lung. Signifikante Unterschiede sind durch * (p < 0,05) bzw. ** (p < 0,01) gekenn-

zeichnet.
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Reproduzierbarkeit der Antiinfektivawirkung auf die Stx2e-Bildung

Die Untersuchung hatte ergeben, dass die STEC-Stamme mit ihrer Stx2e-Bildung und -Frei-
setzung sehr verschieden auf die Einwirkung von Antiinfektiva reagierten. Um festzustellen,
wie stark der gemessene Stx2e-Titer von Untersuchung zu Untersuchung schwankte, wurde
dieser bei drei ausgewahlten porcinen STEC-2e-Feldstimmen sowie bei dem humanen
STEC-2e-Stamm 2771/97 und dem stx,.-negativen Kontrollstamm 987P an flnf verschie-
denen Tagen in identischer Weise ermittelt. Dazu wurden die Stémme an jedem Versuchs-
tag in identischer Weise fir jeweils 5 Stunden mit und ohne Einwirkung von Enrofloxacin
inkubiert. Die Stx2e-Konzentration im Kulturiberstand wurde danach mit dem Stx2e-ELISA
gemessen. Die STEC-2e-Feldstdamme waren so ausgewahlt worden, dass je ein Stamm
vertreten war, bei dem die Einwirkung von Enrofloxacin in den Versuchen zuvor zu einem
Anstieg oder zu einer Abnahme oder zu keiner Anderung der Stx2e-Konzentrationen gefiihrt
hatte. Aus den fur die identischen Inkubationsbedingungen eines Stammes erzielten nlog-
Stx2e-Titern (n = 5) wurden die arithmetischen Mittelwerte, Standardabweichungen und die

Variationskoeffizienten (VK) berechnet (siehe Tabelle 24).

Die Messergebnisse waren fur die beiden Feldstamme P868/02 und 1912/04 sowie den
Kontrollstamm 987P unter dem Einfluss von Enrofloxacin gut reproduzierbar, da die
Variationskoeffizienten (VK) maximal 12,3 % betrugen. Dagegen differierten die am ersten
Tag fur den Stamm P283/01 ermittelten Stx2e-Titer stark von denjenigen der anderen vier
Versuchstage, weshalb der VK bei diesem Stamm mit 39,2 % einen hohen Wert annahm.
Die Stx2e-Titer des Positivkontrollstammes 2771/97 unterlagen weniger starken
Schwankungen (VK 24,9 %).
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Tabelle 24: Ergebnisse der an 5 verschiedenen Tagen wiederholten Bestimmung
der Stx2e-Konzentration in den Kulturiiberstdnden von STEC-2e-
Feldstammen sowie den E. coli-Stammen 2771/97 und 987P
(Ergebnisse im Stx2e-ELISA)
Stamm mit nlog-Stx2e-Titer [OD %)]
Inkubations- am Versuchstag Nr. VK
bedingungen 1 2 3 2 5 MW SD %]
P868/02 0 h 16 15 17 15 17 16 11 6,9
P868/02 5 h ohne ENR 21 41 44 42 47 39 10,1 25,9
P868/02 5 h mit ENR 103 121 134 129 144 126 15,5 12,3
1912/04 0h 30 26 27 23 20 25 40 159
1912/04 5 h ohne ENR 643 558 581 573 572 585 33,4 5,7
1912/04 5 h mit ENR 435 392 396 422 412 411 17,7 4,3
P283/01 Oh 22 23 25 23 24 23 1,0 4,3
P283/01 5 h ohne ENR 25 865 791 265 388 467 355,5 76,2
P283/01 5 h mit ENR 94 384 317 290 296 276 108,4 39,2
2771/97 Oh 18 16 18 21 19 19 1,9 10,2
2771/97 5hohne ENR 1.937 1556 1.173 1.489 1.090 1449 3376 23,3
2771/97 5 h mit ENR 7.281 7.797 3.972 7.700 5.832 6.516 1.625,5 24,9
987P Oh 15 14 16 15 14 15 0,9 6,0
987P 5 h ohne ENR 17 16 18 15 15 16 1,4 8,8
987P 5 h mit ENR 13 15 15 15 15 15 0,8 55

Erlauterungen:

ENR Enrofloxacin; MW arithmetischer Mittelwert (n = 5 Messungen);

SD Standardabweichung; VK Variationskoeffizient (SD/MW x 100)
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45 Vorkommen von induzierbaren, lytischen Bakteriophagen bei
porcinen STEC-2e-Feldstdmmen

Jeder der 30 ausgewahlten STEC-2e-Stamme wurde mit Norfloxacin und mit demjenigen
Faktor (ein Antiinfektivum, Mitomycin C oder UV-Licht) behandelt, der in den oben
beschrieben Versuchen auf die Stx2e-Freisetzung (nlog-Stx2e-Titer im Kulturiiberstand)
jeweils am starksten stimulierend gewirkt hatte (,optimaler exogener Faktor). Die experi-
mentelle Vorgehensweise erfolgte in Analogie zu den Versuchen zuvor. Bakteriolytische
Effekte wurden durch die photometrische Bestimmung der ODgqo der Kulturen erfasst. Nach
der Anzucht wurden die Kulturiiberstande mittels Plaguetest auf eine Plague-erzeugende
Aktivitat (Hinweis auf induzierbare, lytische Bakteriophagen) untersucht. War eine solche
Aktivitat nachweisbar, wurden einzelne Plaques mittels Multiplex-PCR auf stx,.-spezifische
DNS untersucht. In einem zweiten Schritt wurde mit dem stx,.-Phagentest geprift, ob die 30

Stamme stx,.-konvertierende Bakteriophagen beherbergen.

451 Bakteriolytische Effekte unter dem Einfluss von Norfloxacin, anderen
Antiinfektiva, Mitomycin C oder UV-Licht

Von jedem auf bakteriolytische Effekte zu prifenden Stamm wurden parallel drei Schittel-
kulturen hergestellt: Eine mit Norfloxacin (f. ¢. 0,5 pg/ml) behandelte Kultur, eine Kultur, die
mit dem optimalen exogenen Faktor behandelt worden war und eine nicht behandelte Kultur.
Nach der Bebritung (aerob, 180 rpm, 37°C, 4 h) wurde die ODgg, jeder Kultur gemessen.
ODgoo-Werte, die wahrend der Einwirkung von Norfloxacin bzw. des anderen exogenen
Faktors unter den Wert vor Beginn der Behandlung sanken, wurden als Anzeichen einer

Bakterienzelllyse interpretiert.

Bei 13 von 30 Stammen (43,3 %) trat unter der Behandlung mit Norfloxacin das gesuchte
Zeichen der Bakterienzelllyse auf. Dies traf auf 3 der 10 EDEC-Stamme (30 %), 6 der 11
EDEC/ETEC-Stamme (54,5 %) und 4 der 9 sonstigen STEC-2e-Stdmme (44,4 %) zu.
Dagegen verursachte die Behandlung mit dem jeweils optimalen exogenen Faktor eine
Bakterienzelllyse nur bei dem EDEC-Stamm P868/02 (hier: Behandlung mit Mitomycin C).
Stamme, die unter dem Einfluss von Norfloxacin lysiert wurden, unterschieden sich
hinsichtlich der Stx2e-Konzentration, welche in den vorangegangenen Versuchen in deren
Kulturiberstanden gemessen worden war, nicht signifikant von Stammen ohne Bakterienzell-
lyse (p = 0,747 im t-Test bzw. p = 0,738 im Mann-Whitney-U-Test). Dabei wurde die jeweils
hoéchste Stx2e-Konzentration beriicksichtigt (nlog-Stx2e-Titer), welche nach Behandlung mit
einem der Antiinfektiva, MMC oder UV-Licht gemessen worden war. Der Zusammenhang
zwischen der Bakterienzelllyse und der Pathovar-Klassifikation bzw. dem O-Typ der STEC-
2e-Stdmme konnte wegen der geringen Anzahl an Stammen nicht auf Signifikanz geprift

werden.
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Tabelle 25: Bakteriolytische Effekte in Kulturen von STEC-2e-Stammen unter dem
Einfluss von Norfloxacin bzw. dem optimalen exogenen Faktor

Bakteriolytische Effekte

Norfloxacin Optimaler exogener Faktor
Anderung der Anderung der
Pathovar Stamm Kulturdichte Faktor Dosis Kulturdichte
[AODé0] [AODegqo]
EDEC P5196/03-2 -0,023 uv 312nm 30s 0,434
P5194/03-2 0,157 MMC 0,5 pg/ml 0,713
299 -0,079 MMC 0,5 pg/ml 1,032
82/02 -0,047 TC 64 pg/ml 0,734
P868/02 0,096 MMC 0,5 pg/ml -0,319
2947/02-2 0,083 AMX 256 pg/ml 1,589
2316/04-2 1,507 ENR 0,008 pg/mi 2,073
4946/00 1,704 ENR 0,008 pg/mi 2,450
3379/02 0,040 AMX 2 pg/ml 1,702
P5413/04-1 0,154 uv 312nm 30s 1,587
EDEC/ETEC P2164/01-3 0,015 NEO 64 pg/ml 2,085
P283/01 -0,029 NEO 64 pg/ml 1,933
P3450/02-1 0,111 NEO 1 pg/mi 1,586
P8106/01-3 0,017 AMX 256 pg/ml 2,118
E57 -0,029 MMC 0,5 pg/ml 0,244
P8615/00-1 -0,009 ENR 0,015 pg/ml 1,882
42/02 -0,008 AMX 256 pg/ml 1,752
P4663/02 -0,021 ENR 0,015 pg/mi 1,635
P106/03-1 0,015 AMX 256 pg/ml 1,625
1485/03 -0,025 ENR* 1 pg/mi 0,264
P4470/03-1 0,024 AMX 2 pg/ml 1,690
Sonstige 1912/04 0,062 NEO 2 ug/ml 2,530
STEC-2e 3465/04-2 -0,003 ENR 0,015 pg/ml 2,057
P9116/00-7 -0,009 TC 0,5 pg/ml 1,530
P5546/05-1 -0,001 NEO 64 pg/ml 3,197
1735/03-1 -0,094 AMX 4 pg/ml 1,204
P1921/02-3 0,008 NEO 2 pg/ml 2,382
1694/03-1 0,075 ENR 0,015 pg/mi 2,501
P3753/01-4 0,015 NEO 1 pg/ml 2,536
P8172/00-3 0,012 COL 2 pg/ml 2,124
Kontroll- 2771/97 -0,024 nicht durchgefiihrt
stamm bis +0,999

Erlauterungen:  AMX Amoxicillin; COL Colistin; ENR Enrofloxacin; MMC Mitomycin C;
NEO Neomycin; TC Tetrazyklin; UV UV-Bestrahlung. Die Inkubation mit den
genannten Faktoren erfolgte fur 4 h auR3er bei * (30 min).

AODgo = (ODggo nNach 4-stiindiger Inkubation) - (ODggo bei Inkubationsbeginn)
Bei AODg < 0 liegt eine Bakterienzelllyse vor.
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45.2 Plaque-erzeugende Aktivitdt nach Behandlung der STEC-2e-Feldstdmme
mit Norfloxacin, anderen Antiinfektiva, Mitomycin C oder UV-Licht

Nach der Behandlung der 30 STEC-2e-Feldstéamme mit Norfloxacin und dem jeweils optima-
len exogenen Faktor wurden die filtrierten Kulturiiberstande dem Plaquetest unterzogen. Der
E. coli-Stamm DH5a diente dabei als Empfangerstamm fur die moglicherweise induzierten
Bakteriophagen. Die Resultate dieser Versuche sind in der Tabelle 30 zusammengefasst.

Der Kulturiberstand des mit Norfloxacin behandelten Kontrollstammes E. coli 2771/97, der
an jedem Versuchstag mitgefiihrt wurde, besal? stets eine mit dem Empfangerstamm E. coli
DH5a nachweisbare Plague-erzeugende Aktivitat. Eine derartige Aktivitdt war aber auch in
den Kulturiiberstdnden von 12 der 30 STEC-2e-Stdmme (40 %) nachweisbar. Diese trat
dabei immer sowohl bei der Norfloxacin-Exposition als auch nach der Behandlung mit dem
jeweils optimalen exogenen Faktor auf. Der Plaquetiter (Plaque-bildende Einheiten pro
Milliliter Kulturtiberstand, PbE/ml) nahm Werte zwischen 10 und 9.500 PbE/ml (Norfloxacin)
bzw. zwischen 860 und 121.200 PbE/ml (optimaler exogener Faktor) an. Dabei induzierten
die jeweils optimalen exogenen Faktoren im Mittel signifikant hdhere Plaquetiter als
Norfloxacin (p < 0,01, Mann-Whitney-U-Test). Bis auf drei Stamme sahen die Norfloxacin-
assoziierten Plagues und die mit dem optimalen Faktor assoziierten Plaques eines Stammes
morphologisch gleich aus. Die Kulturiiberstdnde des Stammes 4946/00 erzeugten auf dem
E. coli-DH5a-Zellrasen ein Gemisch aus klaren und triben Plaques (Norfloxacin) bzw.

homogen klare Plaques (Enrofloxacin).

Nach der Behandlung von 5 Stdmmen mit den Antiinfektiva Tetrazyklin (Stamm 82/02),
Enrofloxacin (Stamm 1485/03) bzw. Neomycin (Stdmme P2164/01-3, P283/01 und
P5546/05-1) sowie nach der Behandlung der beiden Stdmme P5196/03-2 bzw. P5194/03-2
mit UV-Licht bzw. mit Mitomycin C wiesen ihre Kulturiberstédnde eine Aktivitat auf, die im
Plaquetest zur vollstandigen Aufldsung des E. coli-DH5a-Zellrasens fihrte. Einzelne Plaques
waren nicht zu erkennen. Diesen Effekt hatte Norfloxacin bei keinem einzigen Stamm. In den
Kulturiberstéanden der beiden behandelten Stamme 82/02 (Tetrazyklin) und 1485/03 (Enro-
floxacin) lieR3 sich Plaque-erzeugende Aktivitdat nachweisen und quantifizieren, jedoch durften
hierzu nur geringere Mengen der Kulturiiberstande (10, 50 und 100 pl anstelle von 400 und
800 pl) im Plaquetest eingesetzt werden. Bei den 3 Stammen, die mit Neomycin behandelt
worden waren, war die Zerstorung des Zellrasens beim Stamm E. coli DH5a auch dann zu
beobachten, wenn Neomycin in der fraglichen Endkonzentration (f. c. 64 ug/ml, vorverdinnt
in LB-Medium) alleine im Plaquetest verwendet wurde. Bei den beiden Stammen P5196/03-2
und P5194/03-2 war der lytische Effekt des Kulturiiberstands auch durch Reduktion des im

Plaquetest verwendeten Volumens auf 10 pl nicht auszuverdiinnen. Die verschiedenen
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Erscheinungsbilder der Plaques sowie das Aussehen des lytischen Effekts bei den Stammen
P5196/03-2 und P5194/03-2 sind in der Abbildung 23 dargestellt.

Plaque-erzeugende Aktivitat trat bei 3 (30 %) der 10 EDEC-, 6 (54,5 %) der 11 EDEC/ETEC-
und bei 3 (30 %) der 9 sonstigen STEC-2e-Stamme auf. Das Phanomen war mit der
Pathovar-Klassifikation demnach nicht signifikant assoziiert (p = 0,460, Chi-Quadrat-Test).

Von den 30 ausgewahlten Stammen gehorten 5 Stick dem O-Typ O138 an, 5 Stamme
besaRen den O-Typ 0139, 10 Stamme den O-Typ O141 und 4 Stamme den O-Typ 0147.
Bei 6 Stammen war der O-Typ mit den gewahlten Antiseren nicht typisierbar. Von den ins-
gesamt 12 Stammen, bei denen eine Plaque-erzeugende Aktivitdt nachgewiesen worden
war, gehorten 8 Stamme dem O-Typ O141 an. Diese Haufung war signifikant (p < 0,05, Chi-
Quadrat-Test).

Bezogen auf alle 30 getesten Stdmme bestand kein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten einer Plaque-erzeugenden Aktivitdt nach einer Behandlung und einer messbaren
Bakterienzelllyse in der Kultur (Tabelle 26). Dies war unabhéngig davon, ob die Bakterien-
zelllyse durch Behandlung mit Norfloxacin (p = 0,547, Chi-Quadrat-Test) oder dem optimalen
exogenen Faktor (p = 1,000, Exakter Test nach Fisher) ausgeldst worden war. Es bestand
auch kein Zusammenhang zwischen der mittleren Stimulierbarkeit der Stx2e-Freisetzung (n-
fach) und dem Auftreten einer Plaque-erzeugenden Aktivitat (Tabelle 27, p = 0,942, t-Test
bzw. p = 0,716, Mann-Whitney-U-Test). Die mittlere Stx2e-Konzentration in den Kulturiiber-
standen von Stammen mit oder ohne Plaque-erzeugende Aktivitat unterschied sich ebenfalls
nicht signifikant (Tabelle 28, p = 0,331, t-Test bzw. p = 0,128, Mann-Whitney-U-Test).

Tabelle 26: Zusammenhang zwischen der Plaque-erzeugenden Aktivitat und der
Bakterienzelllyse in Abhéngigkeit von verschiedenen Behandlungen

Anzahl der Stamme

Plague-erzeugende Aktivitat nach mit Bakterienzell- ohne Bakterien-
Einwirkung lyse zelllyse
von Norfloxacin

ja 6 6

nein 7 11

des jeweils optimalen exogenen Faktors
ja 0 12
nein 1 17
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Tabelle 27: Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Plaque-erzeugenden
Aktivitat und einem zuvor beobachteten Anstieg der Stx2e-Konzen-
tration

n-fache Zunahme
der Stx2e-Konzentration Anzahl der
Plague-erzeugende Aktivitat MW SD Stamme
ja 6,0 12,7 12
nein 5,6 11,0 18
Erlauterungen: MW arithmetischer Mittelwert; SD Standardabweichung
Tabelle 28: Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Plaque-erzeugenden

Aktivitat und der Hohe der zuvor unter Einwirkung des optimalen
exogenen Faktors gemessenen Stx2e-Konzentration

Stx2e-Konzentration

(nlog-Stx2e-Titer [OD %)]) Anzahl der
Plaque-erzeugende Aktivitéat Mw SD Stamme
ja 255,2 333,4 12
nein 398,0 418,0 18

Erlauterungen: MW arithmetischer Mittelwert; SD Standardabweichung

Ferner wurde gepriift, ob ein positives Ergebnis im Plaquetest mit der zuvor nach einer Be-
handlung mit Norfloxacin bzw. mit dem optimalen exogenen Faktor gemessenen Stx2e-Kon-
zentration in den Kulturiberstdnden solcher Stamme korrelierte. Allerdings wurde die
Wirkung von Norfloxacin in den im Kapitel 4.4.2.3 beschriebenen Untersuchungen nicht
bestimmt, weshalb fur diesen Wirkstoff keine Messwerte der Stx2e-Konzentration vorlagen.
Deshalb wurden flr die statistische Analyse diejenigen Stx2e-Konzentrationen herangezo-
gen, die nach der Einwirkung von Enrofloxacin in den Kulturuberstanden gemessen worden

waren. Die Ergebnisse dieser Datenanalyse sind in der Tabelle 29 zusammengefasst.

Im Mittel waren die Stx2e-Konzentrationen, die unter dem Einfluss von Enrofloxacin bzw.
unter dem Einfluss des optimalen exogenen Faktors erzeugt wurden, bei Stammen mit
Plaque-erzeugender Aktivitat niedriger als bei Stammen ohne Plaque-erzeugende Aktivitat.
Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (p = 0,744 fur Enrofloxacin bzw. p = 0,331 fur
den optimalen exogenen Faktor, t-Test). Die Stx2e-Konzentrationen, welche nach einer
Behandlung mit dem optimalen exogenen Faktor gemessen worden war, waren im Mittel
stets hoher als die gemittelten Stx2e-Konzentrationen nach einer Behandlung mit
Enrofloxacin. Dabei unterschied sich die Stx2e-Konzentration nach der Behandlung mit dem
optimalen exogenen Faktor bei den Stdmmen ohne Plaque-erzeugende Aktivitat signifikant

von der Stx2e-Konzentration der Stamme nach einer Behandlung mit Enrofloxacin, unab-
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héngig davon, ob eine Plaque-erzeugende Aktivitat auftrat (p < 0,01, Mann-Whitney-U-Test)
oder nicht (p < 0,05, Mann-Whitney-U-Test).

Tabelle 29: Stx2e-Konzentrationen in  Kulturiberstanden von  STEC-2e-
Feldstdmmen in Abhé&ngigkeit von der Plaque-erzeugenden Aktivitat
dieser Stamme (Ergebnisse aus dem Stx2e-ELISA und dem Plaquetest)

Stx2e-Konzentration [OD %] unter dem Einfluss von
Optimaler exogener

Plaque- Enrofloxacin

erzeugende Anzahl der Faktor
Aktivitat Stamme MW SD MW SD
nein 18 184,1° 262,8 398,0 % 418,0
ja 12 150,9° 279,1 255,2 3334

Erlauterungen: MW arithmetischer Mittelwert; SD Standardabweichung. Mittelwerte mit
identischen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (Mann-Whitney-U-Test,
p <0,05).
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45.3 Untersuchungen auf stx,.-positive Bakteriophagen

Reagierten Kulturiberstdnde im Plaquetest positiv, dann wurden einzelne Plaques mit
sterilen Pasteurpipetten ausgestochen und in je 500 pl SM-Puffer tUberfihrt. Diese Plaque-
Suspensionen wurden mittels Multiplex-PCR auf das Vorkommen von stx,-spezifischer DNS
untersucht. Parallel dazu wurden die filtrierten Kulturiiberstdnde der beiden unterschiedlich
behandelten Ansatze (Norfloxacin sowie jeweils optimaler exogener Faktor) dieser Stamme

mit dem stx,.-Phagentest untersucht.

Die mittels Multiplex-PCR uberpriften Plaques lieferten in keinem einzigen Fall ein stxp-
spezifisches Amplifikat (Daten nicht gezeigt). Der stx,.-Phagentest (Multiplex-PCR-Unter-
suchung der Gemische aus dem filtrierten Kulturiiberstand eines behandelten STEC-2e-
Stammes und dem Empfangerstamm E. coli DH5a in LB-Medium) ergab entweder eine
schwécher ausgepragte stx,-spezifische Bande als die entsprechende Bande im puren
filtrierten Kulturuberstand desselben Stammes oder das entsprechende Amplifikat fehlte.
Anders war dies bei dem E. coli-Kontrollstamm 2771/97 (Tréger des induzierbaren, StXe-
konvertierenden Phagen ¢P27; stx,.', estap®). Hier war die aus der Bouillon-Kultur des Stxye-
Phagentests amplifizierte stx,-spezifische Bande (733 bp) stets starker ausgepragt als im
urspringlichen filtrierten Kulturiiberstand selbst, das estap-Gen (Bande bei 158 bp) war
dagegen nicht amplifiziert worden. Die Ergebnisse der Multiplex-PCR-Analyse fur diesen
STEC-Kontrollstamm sowie einige E. coli-Feldstémme sind in der Abbildung 24 dargestellt.
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(A) Ergebnis der Multiplex-PCR-Analyse von filtrierten Kulturiberstanden
ausgewahlter STEC-2e-Stamme und (B) Ergebnis des stxp.-Phagentests fir

Abbildung 24:
die entsprechenden Stdamme
Spur Bildteil A
1 E. coli 2771/97, beh. mit NFX
2 E. coli P868/02, beh. mit NFX
3 E. coli P868/02, beh. mit MMC
4 E. coli P5413/04-1, beh. mit NFX
5 E. coli P5413/04-1, beh. mit UV
6 E. coli P5194/03-2, beh. mit NFX
7 E. coli P5194/03-2, beh. mit MMC
8 E. coli Abbotstown
9 E. coli B41
10 E. coli E57
11 E. coli TTP-1
12 LB-Medium
1-7 filtrierte Kulturiberstande vor

Erlauterungen:

Einsatz im Plaguetest

Standard-Schuttelkulturen

von E. coli-Kontrollstammen
(Positivkontrollen der Multiplex-
PCR)

Spur

N o o WN R

[e¢)

10
11
12

Bildteil B

mmmmmmm

mmmmm

coli 2771/97, beh. mit NFX,
coli P868/02, beh. mit NFX
coli P868/02, beh. mit MMC
coli P5413/04-1, beh. mit NFX
coli P5413/04-1, beh. mit UV
coli P5194/03-2, beh. mit NFX
coli P5194/03-2, beh. mit MMC

coli 2771/97

. coli P868/02

. coli P5413/04-1

. coli P5194/03-2

. coli DH5a, Negativkontrolle

Bouillon-Kulturen des StXpe-
Phagentests (Gemische aus dem
filtrierten Kulturiberstand des
behandelten Stammes und E. coli
DH5a in LB-Medium)
Standard-Schuttelkulturen der
Positivkontrolle, der Feldstamme
und der Negativkontrolle

beh. behandelt; M Molekularmassenstandard; MMC Mitomycin C; NFX Norfloxacin;

UV UV-Licht (312 nm, 30 s)
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob Stx2e-kodierende E. coli-Feldstamme
von Schweinen (STEC-2e) das Stx2e auch in vitro bilden und freisetzen kénnen und ob
exogene, antibakterielle Noxen, diese Bakterien zur Freisetzung von Stx2e und stx,.-kodie-
renden Bakteriophagen stimulieren. Neben den bekanntermalRen Phagen-induzierenden
Faktoren Mitomycin C und UV-Licht lag der Schwerpunkt der Betrachtung dabei auf anti-
mikrobiellen Wirkstoffen, und zwar insbesondere auf den beim Schwein therapierelevanten
Antiinfektiva Amoxicillin (AMX), Colistin (COL), Enrofloxacin (ENR), Erythromycin (EM),
Neomycin (NEO) und Tetrazyklin (TC).

5.1 Stx2e-Nachweis mittels ELISA-Technik

Die Quantifizierung des von porcinen STEC-2e-Feldstammen bei der Anzucht in vitro
gebildeten Stx2e war die gréRte methodische Herausforderung dieser Arbeit. Es mussten so-
wohl die Stx2e-Bildung der STEC-2e-Stamme unter Standardanzuchtbedingungen als auch
gegebenenfalls héhere oder niedrigere Stx2e-Konzentrationen in der Kultur erfasst werden,
sobald die Bakterien einer Noxe ausgesetzt worden waren. Mit kommerziellen Stx-ELISA-
Systemen ist der Nachweis der Stx1- und Stx2-Subtypen méglich, jedoch werden entweder
nicht alle Stx-Subtypen erkannt oder die Sensitivitat der Tests ist fur manche Stx-Subtypen
geringer. Laut Willford et al. (2009) erkennen weder der Ridascreen® Verotoxin Immuno-
assay noch die ELISA-Systeme Premier™ EHEC von Meridian Bioscience, Inc. und
ProSpect™ Shiga Toxin E. coli Microplate von Remel den Subtyp Stx2e. Allerdings wider-
spricht das hinsichtlich des Ridascreen® Verotoxin Immunoassay den Ergebnissen anderer
Autoren, die Shigatoxin mit diesem ELISA sehr wohl auch im Kulturmaterial von Stxze-po-
sitiven Stémmen (Beutin et al. 2007) und in Stuhlproben fanden, die zuvor in der LightCycler-
PCR ein stxy.-spezifisches Signal gegeben hatten (Pulz et al. 2003). Ein weiterer Grund,
weshalb in dieser Arbeit von der Verwendung von kauflichen ELISA-Systemen zum Stx2e-
Nachweis abgertickt wurde, waren deren Kosten, die mit bis zu 4,20 € pro Reaktion sehr
hoch lagen. Stattdesssen wurde mit zwei kommerziell erhaltlichen monoklonalen Antikérpern

der Firma Sifin Diagnostics GmbH, Berlin selbst ein Stx2e-Antigen-ELISA etabliert.

Gegenulber dem Verozell-Zytotoxizitatstest (Vero-ZT), der gemaR Fachliteratur den Gold-
standard darstellt, birgt der ELISA gerade bei STEC-2e-Stdammen den Nachteil, dass er we-
niger sensitiv ist (Downes et al. 1989, Paton und Paton 1998). Der Nachweis einer nur mo-
deraten Stx-Produktion gelingt deshalb haufiger mit dem Vero-ZT als mit einem Enzym-
immunoassay (Cornick et al. 2002). Dies war auch bei der Evaluierung des kommerziellen

Ridascreen® Verotoxin-ELISA (r-biopharm AG, Darmstadt) zu beobachten, wo bei 29 von 34
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(85,3 %) stx,.-kodierenden und im Vero-ZT positiven E. coli-Isolaten mit dem ELISA Stx2e
detektiert wurde (Beutin et al. 2007). Mit dem gleichen ELISA war in einer anderen Untersu-
chung Stx2e sogar nur bei 7 von 11 stx,e- und Vero-ZT-positiven Stammen (63,6 %) nachzu-
weisen (Friedrich et al. 2002). Stdmme, die fiir die Subtypen stx,. oder stx,q kodierten und im
Vero-ZT positiv reagiert hatten, zeigten sich auch im ELISA héaufiger positiv (20 von 23
Stadmmen, 86,9 % bzw. 10 von 10 Stdmmen, 100 %). Ein ELISA bietet gegenlber dem Vero-
ZT aber den Vorteil des deutlich geringeren Labor- und Zeitaufwands (Downes et al. 1989).
Da in der Dissertation eine groRe Anzahl an Stammen, verschiedenen Zellfraktionen sowie
unterschiedlichen Bakterienkulturen auf Stx2e-Bildung untersucht werden mussten, ergab
sich ein hohes Probenaufkommen, das mit einem ELISA schneller bearbeitet werden konnte.
Die mit dem BugBuster®-Kit hergestellten Lysatiiberstande der STEC-2e-Feldstamme waren
aulRerdem wegen des darin enthaltenen Detergens und dessen Zytotoxizitat nicht dazu
geeignet, in der Zellkultur getestet zu werden. So war bei Proben mit geringer Stx2e-
Konzentration die Stx2e-spezifische Zytotoxizitdt vor dem Hintergrund der Toxizitdt des

Detergens nicht auszulesen.

Es ist logisch und in der Literatur auch mit Daten belegt, dass die Stx-bedingte zytotoxische
Aktivitat in einer STEC-Bakterienkultur mit der darin enthaltenen Menge an Stx-Antigen
zusammenhangt (O'Brien und Laveck 1982). Uber gualitativ iibereinstimmende Ergebnisse
im ELISA und im Zytotoxizitatstest berichteten schon mehrere Autoren. So wurden die Poly-
myxin-Extrakte von 67 E. coli-Stammen hinsichtlich des Vorhandenseins von Shigatoxin und
des vorhandenen Stx-Typs mit einem Stx1/Stx2-ELISA und mit dem Vero-ZT in identischer
Weise klassifiziert (Speirs und Akhtar 1991). Downes et al. (1989) erzielten mit zwei selbst
entwickelten Sandwich-ELISAs fur Stx1 und Stx2 hinsichtlich der erkannten Toxintypen die
gleichen Resultate wie mit einem Hela- und einem Verozell-Neutralisationstest. Ein Gb3-
ELISA, der fur den Nachweis von Stx und Stx1 konzipiert war, erkannte die gleichen E. coli-
Stamme als Stx- bzw. Stx1-positiv wie ein HelLa-Zell-Neutralisationstest, in welchem anti-
Stx-Antiserum eingesetzt wurde (Ashkenazi und Cleary 1990). Es konnte deshalb erwartet
werden, dass sich auch die von einem Stamm gebildete Menge an zytotoxisch aktivem
Stx2e in der im Stx2e-ELISA gemessenen Antigenkonzentration widerspiegelt. In der
vorliegenden Arbeit korrelierten tatséchlich die fur alle 365 STEC-2e-Stamme im Stx2e-
ELISA ermittelten Werte signifikant mit denjenigen im Vero-ZT (p < 0,001, siehe Abbildung
14). Nach meiner Kenntnis ist dieser guantitative Zusammenhang zumindest fir STEC-2e-
Stamme vorher noch nicht so prézise belegt worden. Die nachgewiesene Korrelation lie3 es
ebenfalls gerechtfertigt erscheinen, den Stx2e-ELISA in den Stimulationsversuchen als
Methode zur Stx2e-Quantifizierung einzusetzen. Allerdings wurde aus der Untersuchung der

Kulturibersténde auch ersichtlich, dass der ELISA offenbar wegen einer hoheren Nachweis-
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grenze solche Stamme nicht erfasste, die nur wenig Stx2e freigesetzt hatten. So reagierten
nur 79 (21,6 %) der 365 STEC-2e-Stamme im ELISA positiv, dagegen 357 (97,5 %) Stamme
im Vero-ZT. Bei STEC-Stammen, welche fur Stx1, Stx2 oder fur andere Subtypen von Stx1
bzw. Stx2 als Stx2b, Stx2e oder Stx2f kodieren, scheint diese Diskrepanz zwischen ELISA
und Vero-ZT weniger stark sein. So stellten Beutin et al. (2007) bei der Evaluierung des
Ridascreen®-ELISA fest, dass die Ergebnisse von ELISA und Vero-ZT nur bei Stammen der
Stx2-Subtypen Stx2e, Stx2f und Stx2-0118 (Stx2b) voneinander abwichen.

Nach den eigenen Befunden ist der Vero-ZT zur Detektion und Quantifizierung geringer
Stx2e-Mengen somit besser geeignet als der Stx2e-ELISA. Fur die Versuche zur Stimulation
von STEC-2e-Stdmmen mit antimikrobiellen Wirkstoffen und anderen Noxen wurde dennoch
der Stx2e-ELISA als Nachweissystem bevorzugt. In diesen Versuchen sollte inbesondere die
Zunahme der Stx2e-Freisetzung erfasst werden, die eventuell durch die Einwirkung von
Noxen auf die Bakterien provoziert wurde. Dabei sollten nur entsprechend grof3e Anstiege
der Stx2e-Konzentrationen als stimulative Effekte bewertet werden. Dies schien mit dem
Stx2e-ELISA und den angewendeten hohen Cut-Offs in hinreichendem MaflRe mdglich zu

sein.

Die Festlegung eines Cut-Offs ist ein kritischer Punkt bei der Etablierung eines ELISA. Zur
Ermittlung eines solchen Cut-Offs wéare die Verwendung eines oder mehrerer bekannter
Standards optimal. Losungen mit aufgereinigtem Stx2e in definierter Konzentration standen
jedoch nicht zur Verfiigung. Deshalb wurden zehn stx,.-negative E. coli-Stémme verwendet,
um zunachst das ,Hintergrundrauschen® im Stx2e-ELISA zu erfassen und auf dieser Daten-
grundlage dann in einem zweiten Schritt den Cut-Off festzulegen. Da die Kulturiiberstédnde
ungeféhr doppelt so hohe OD %-Werte erzielten wie die Lysatuberstande, wurde fir jeden
dieser Probentypen ein eigener Cut-Off festgelegt. Die resultierenden Cut-Off-Werte waren
relativ hoch, besonders fir die Kulturliberstéande. Diese hohen Werte wurden vor allem durch
die Messwerte des E. coli-Stammes 987P verursacht. Da es sich bei diesem Stamm aber um
ein stxpe-negatives E. coli-Isolat von einem Schwein handelte, waren &hnlich hohe Werte
auch bei stxge-positiven E. coli-Stammen mit geringer oder fehlender St2e-Bildung nicht aus-
zuschlieBen. Den Cut-Off dann an der Obergrenze des 95 %-Konfidenzintervalls
(gleichbedeutend mit der Summe aus arithmetischem Mittelwert und 2-facher Standard-
abweichung) der Messwerte von Negativkontrollen festzulegen, ist eine tbliche Methode zur
Festlegung von Cut-Off-Werten (Singh 2006). Teils wird sogar die 3-fache Standard-

abweichung zum arithmetischem Mittel hinzuaddiert (Lage et al. 1996, Pachner et al. 1997).

Zur Sicherung der diagnostischen Qualitdt mussten sich die Messwerte im Stx2e-ELISA
auch mit geringer Streubreite reproduzieren lassen, weshalb dies anhand der beiden rekom-
binanten Stx2e-Chargen ,rStx2e/01/05" und ,rStx2e/03/05" gezielt gepruft wurde. Die Inter-
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assay-Varianz ist dabei ein MaR fiir die Konstanz der Messung, auch wenn sie an unter-
schiedlichen Tagen durchgefiihrt wird. Die Intraassay-Varianz gibt Aufschluss dariber, in
welchem Ausmaf} Messwerte innerhalb desselben Testdurchlaufs streuen. GemaR Angaben
der Firma Salimetrics LLC, Carlsbad, USA, gelten Variationskoeffizienten bis 15 % (Inter-
assay-Varianz) bzw. bis 10 % (Intraassay-Varianz) als akzeptabel (Salimetrics 2014). Laut
der Richtlinie der EMA zur bioanalytischen Methodenvalidierung sollten die CV-Werte der
Intraassay- sowie der Interassay-Varianz 15 %, hochstens jedoch 20 %, nicht Uberschreiten
(EMA 2011). In den Versuchen zur Interassay-Varianz des Stx2e-ELISA betrugen die Variati-
onskoeffizienten zwischen 9,9 % und 21 % (im Mittel 15,1 %, siehe Kapitel 4.2). Fir die
Intraassay-Varianz ergaben sich, abhéangig von der Verdunnungsstufe, Variationskoeffizien-
ten zwischen 1,2 % und 3,4 % mit einem resultierenden Gesamt-Variationskoeffizienten von
2,4 %. Die Reproduzierbarkeit der Messwerte kann daher als hinreichend eingestuft werden.
Andere Arbeitsgruppen erzielten mit ihren Systemen teilweise bessere (Parma et al. 2012),

aber auch durchaus schlechtere Werte (Parma et al. 2012, Jenko et al. 2014).

Laut ,Produktliste 2015 der Firma Sifin Diagnostics GmbH (Sifin 2015) richten sich die
Antikorper SIFIN VT 136/8-H4 bzw. SIFIN VT 135/6-B9 gegen Epitope der B- bzw. der A-
Untereinheit von Stx2. Wahrend der Etablierung des Stx2e-ELISA konnte gezeigt werden,
dass STEC-Stamme, die fir die Subtypen Stx2a, Stx2c, Stx2d sowie Stx2e kodierten, im
Stx2e-ELISA ebenfalls ein positives Signal liefern (siehe Tabelle 13). Stdmme mit den
Genen fir Stx1, Stxlc, Stx2b und Stx2f erzeugten dagegen kein Signal. Dies kénnte darauf
zurtickzufiihren sein, dass entweder diese Stdmme nur wenig Toxin bildeten oder zumindest
einer der monoklonalen Antikdrper keine hinreichende Affinitat fur diese Stx-Subtypen besafi.
Da die Frage, ob die genannten monoklonalen Antikérper auch andere Stx2-Subtypen als
Stx2e erkennen konnten, die Zielrichtung der Dissertation nicht beriihrte, wurde sie nicht
weiter verfolgt. Fur die geplanten Untersuchungen bedeutete das breite Stx2-Subtypen-
Spektrum des Stx2e-ELISA keine Fehlerquelle, denn mit den von Nakao et al. (2002) ent-
wickelten PCR-Tests war zuvor festgestellt worden, dass die porcinen STEC-2e-Feldstamme
alle fur Stx2e kodierten und Gene flr StX,a, StXap, StXaezg UNd Sty in keinem Fall vorhanden

waren.

Von den 7 bei der Etablierung eingesetzten stxp.-positiven Kontrollstimmen reagierten die
beiden Stamme Fac9/1 und E57 im Stx2e-ELISA sowohl mit dem Kulturiiberstand als auch
mit dem USL-Uberstand negativ. Wahrscheinlich lag die Stx2e-Antigenkonzentration auch
bei diesen beiden Kontrollstdmmen einfach unter der Nachweisgrenze des Stx2e-ELISA. So
enthielt der Kulturiberstand von Stamm E57 nur die geringe zytotoxische Aktivitat von
154,1 CDs/ml. Ahnlich niedrige Werte an Zytotoxizitdt fanden auch schon andere Unter-

sucher bei diesem Stamm (Konowalchuk et al. 1977). In allen Stx2e-ELISA-positiven Kultur-
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Uberstanden der vorliegenden Arbeit waren aber mindestens 300 CDso/ml nachweisbar. Und
in gleicher Weise wie in den eigenen Untersuchungen reagierte der Stamm E57 bei Beutin et
al. (2007) nur im Vero-ZT positiv, nicht aber im Ridascreen® Verotoxin ELISA. Fiir den
Stamm Fac9/1 sind keine Daten Uber das Stx2e-Bildungsvermégen publiziert.

5.2 Stx2e-Bildung und -Freisetzung bei STEC-2e-Stammen vom Schwein
unter Standardanzuchtbedingungen

In der vorliegenden Dissertation bildeten fast alle 365 untersuchten STEC-2e-Feldstamme
Stx2e. Prazise waren es 357 (97,8 %) Stamme, in deren Kulturiiberstand mit dem Vero-ZT
eine zytotoxische Aktivitat nachweisbar war. Die an den betroffenen Verozellen beobach-
teten pathomorphologischen Veranderungen wie Verlust von Spindelform und Zelladharenz,
Zerstorung des konfluenten Monolayers, Abrundung und Verkleinerung der Zellen,
Schrumpfen des Zellkerns, Vakuolenbildung im Zytoplasma sowie Chromatinkondensation
deuteten auf die zytotoxische Aktivitat eines Shigatoxins hin (Carbonell et al. 1997, Salvadori
et al. 2001). Im Stx2e-ELISA reagierten zwar insgesamt nur ca. zwei Drittel der Stamme
positiv, doch dirfte die kleinere Nachweisquote in diesem System an den nur geringen
Stx2e-Mengen einerseits und der hoheren Nachweisgrenze des Stx2e-ELISA andererseits
gelegen haben. Ahnliche Unterschiede in den Stx-Nachweisquoten zwischen Zellkulturtests
und immunologischen Tests schilderten auch schon mehrere andere Autoren. So konnte
Stx2e bei 76 von 110 (69,1 %) STEC-2e-Stammen mit einem P;-Glykoproteinrezeptor-
Enzymimmunassay (P:-g-EIA) detektiert werden, wahrend mit dem Vero-ZT zuvor bei allen
110 Stdmmen eine zytotoxische Aktivitat festgestellt worden war (Beutin et al. 2008). Der
Anteil immunologisch positiver Stdmme liegt in jener Arbeit somit in demselben GréRenbe-
reich wie in dieser Dissertation. In einer friheren Studie von Beutin et al. (2007) reagierten
allerdings sogar 29 von 34 (85,3 %) Vero-ZT-positiven STEC-2e-Stdmmen auch im Rida-
screen®-ELISA positiv. Der hier héhere Anteil an ELISA-positiven Stammen kénnte der Tat-
sache geschuldet sein, dass die Stamme vor ihrem Einsatz im Ridascreen®-ELISA
obligatorisch mit dem Zusatz von Mitomycin C (f. c. 0,05 pg/ml) angeziichtet worden waren.

Stx2e-Konzentrationen in den STEC-2e-Kulturen

Es war auffallig, dass in den Kulturiiberstéanden der untersuchten STEC-2e-Feldstamme nur
wenig zytotoxische Aktivitat enthalten war. Bei 238 Stammen (65,2 %) lag die zytotoxische
Aktivitat der Kulturiiberstande nur zwischen 20 und 500 CDsy/ml. Im Vergleich dazu lagen die
Werte der beiden positiven Kontrollstamme humanen Ursprungs bei 4.304 CDs/ml (Stamm
2771/97; stxz.") und 10.052 CDsy/ml (Stamm EDL 933; stx,,") und damit um ein Vielfaches

hoher. Lediglich sechs Feldstdmme wiesen eine Aktivitdt von tber 4.000 CDso/ml auf und
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erreichten somit sogar héhere Werte als der STEC-2e-Stamm 2771/97. Auch im Stx2e-
ELISA waren die Werte der meisten STEC-2e-Feldstamme niedrig. Abgesehen davon, dass
in diesem Test Gberhaupt nur 64,9 % der Stamme positiv reagierten, lag die Mehrzahl dieser
positiven Stamme (91,1 %) im Parameter “Gesamt-Stx2e” (Summe aus zellassoziiertem
Stx2e und freiem Stx2e) unter dem Wert von 370 OD %. Dagegen erzielte der humane
STEC-2e-Kontrollstamm 2771/97 nach 5-stundiger Anzucht bei 37 °C bereits allein mit
seinem Kulturliberstand den Wert 1.498 OD % (gemittelt aus 8 Messungen).

Diese Befunde stimmen mit publizierten Beobachtungen uberein, wonach STEC-2e-Stamme
von Schweinen unabhéngig von ihrer Stimulation mit Mitomycin C signifikant weniger Stx2e
bildeten (p < 0,001) als solche Stdmme vom Menschen (Beutin et al. 2008). Auch werden
von humanen STEC-Stammen, welche fir Stx1 oder andere Stx2-Subtypen kodieren,
groRBere Stx-Mengen gebildet, als es in der vorgelegten Dissertation bei dem Grof3teil der
Stamme fir Stx2e der Fall war. So waren bei zwei von drei Stx2- und/oder Stx1-positiven
EHEC-Stammen (O157:H7) in den Kulturiiberstanden mehr als 1.000 CDso/ml nachweisbar
(Grif et al. 1998). AuRerdem enthielten die Ultraschall-Lysate verschiedener EHEC-O157:H7-
Stamme nach den Ergebnissen in einem Zytotoxizitdtstest mit HelLa-Zellen mindestens
10* CDso/ml (Karch et al. 1986).

Verschiede Autoren geben an, dass eine vergleichsweise niedrige Stx-Produktion ein Cha-
rakteristikum von STEC-Stammen ist, welche von Schweinen mit Odemkrankheit isoliert
werden (Konowalchuk et al. 1978, Smith et al. 1983, MacLeod und Gyles 1990). Manche
STEC-2e-Stamme produzieren nur 0,1 - 1 % der Stx-Menge, die von Stx1- und Stx2-bilden-
den STEC-Stammen produziert wird (MacLeod und Gyles 1989). Marques et al. (1986)
fanden unter E. coli-Isolaten mit den O-Typen 0139 und 0141, die von ED-kranken Schwei-
nen isoliert worden waren, keinen einzigen Stamm mit hoher zytotoxischer Aktivitat. Vielmehr
stellten sie bei 17 Stdmmen keine und bei 64 nur eine geringe zytotoxische Aktivitat fest.
Allerdings verwendeten die Autoren in ihren Untersuchungen HelLa-Zellen, welche weniger
empfindlich gegeniliber Stx2e sind als Verozellen (Marques et al. 1987, Gannon und Gyles
1990, Acheson 1999). In einer spéateren Untersuchung des gleichen Erstautors betrug die
Stx2e-bedingte Verozell-Zytotoxizitat der USL- und Kulturiiberstande des EDEC-Stammes
S1191 nur 0,1 % derjenigen Zytotoxizitat, die bei dem EHEC-Stamm 933 gemessen wurde
(Marques et al. 1987). Auch von bovinen STEC-Stammen ist bekannt, dass sie im Mittel sig-
nifikant weniger Stx1 bzw. Stx2 produzieren als humane EHEC-Stamme, selbst wenn man
sie mit Mitomycin C behandelt (Ritchie et al. 2003, Lowe et al. 2009, Zhang et al. 2010,
Taylor et al. 2011). Dabei korreliert die Stx-Produktion der STEC-Stamme nicht nur mit der
Herkunft von Rind oder Mensch, sondern auch mit der Zugehorigkeit des Stammes zu

bestimmten genetischen Linien. Linien mit besonders starker Stx-Bildung sind bei STEC des
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Serotyps O157:H7 die Linien LI (Stx2) und LI/Il (Stx2 und ggf. Stx2c) (Dowd und Williams
2008, Lowe et al. 2009, Zhang et al. 2010).

Die wenigen Publikationen, die es zur Stx2e-Bildung bei stx,.-positiven Stdmmen von
Schweinen gibt, verwendeten nur wenige Stdmme (Uemura et al. 2004) oder stammen aus
der Anfangsphase der STEC-Forschung, in der die verschiedenen STEC- und Stx-Subtypen
noch nicht bekannt waren. Immerhin bildeten die porcinen E. coli-Stdmme (n = 14, darunter 6
Stdmme von Schweinen mit ED) auch in der Untersuchung von Smith et al. (1988) deutlich
weniger Toxin als die vergleichsweise dort gepriften bovinen Stamme (n = 20). Getestet
wurden Kulturiibersténde im Vero-ZT. Die Toxintiter der bovinen Stdmme waren vereinzelt

1.000-fach hoher als die der porcinen Stamme.

Die hier mit dem Vero-ZT gemessenen Stx2e-Konzentrationen sind deutlich niedriger als die-
jenigen, die eine Forschergruppe bei porcinen STEC in Kanada fand (Gannon et al. 1988).
So ermittelten Gannon et al. (1988) Werte von ca. 10° bis 10’ CDsy/ml. Die Werte einiger
kanadischer Isolate Uiberstiegen somit den Maximalwert von 8,2 x 10° CDso/ml, den hier der
Uberstand von Stamm P7554/06-1 erreichte. Da jedoch weder die Anzucht der zu priifenden
STEC-Stamme noch die Durchfiihrung des Vero-ZT standardisiert sind, lassen sich die ge-
nannten Differenzen am ehesten durch methodische Unterschiede erklaren. So wurden die
untersuchten E. coli-Isolate in der Studie von Gannon et al. (1988) langer (24 h statt 5 h) und
auch in einem anderem Néhrmedium (BHI- anstatt LB-Medium) inkubiert. Zudem wurde die
fur Verozellen zu 50 % zytotoxische Dosis (CDso/ml) nicht mit dem MTT-Test bestimmt,
sondern mittels mikroskopischer Beurteilung des mit Kristallviolett gefarbten Verozell-Mono-
layers. Ohne vergleichende Untersuchung in demselben Testformat ist allerdings nicht aus-

zuschliel3en, dass in Kanada potentere STEC-2e-Stamme zirkulieren als in Deutschland.

Sekretion und periplasmatische Speicherung von Stx2e

Bei den in dieser Arbeit untersuchten STEC-2e-Stammen wurde das Stx2e bei fast 83 % der
237 Stamme, die Uberhaupt im Stx2e-ELISA positiv reagierten, zellassoziiert vorgefunden.
Bei ca. 67 % der Stamme lag Stx2e sogar nur bakterienzellassoziiert vor und nicht auch im
Kulturiberstand. Diese Befunde decken sich mit den Beobachtungen anderer Untersucher.
So beschrieben gleich mehrere Arbeitsgruppen eine bevorzugte Lokalisation von Stx2e in
der Bakterienzelle von STEC-2e-Isolaten aus ED-kranken Schweinen (Davis et al. 1961,
Clugston und Nielsen 1974, Marques et al. 1986, Marques et al. 1987, MacLeod und Gyles
1989, Uemura et al. 2004). Es ist anzunehmen, dass sich das mit dem Stx2e-ELISA detek-
tierte Stx2e uUberwiegend im bakteriellen Periplasma befand. Die Synthese der Stx2e-Sub-
units, StxA2e und StxB2e, erfolgt zunachst an den Ribosomen (Jackson et al. 1987a,
Jackson et al. 1987b, China und Goffaux 1999, Beckwith 2013). Danach werden die Unter-
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einheiten, vermutlich Sec-abhangig, Uber die Zytoplasmamembran in das Periplasma
transloziert, wo die Zusammensetzung (Assemblierung) zum Stx2e-Holotoxin erfolgt (Oloomi
et al. 2006, McGannon et al. 2010, Kim et al. 2011). Die Beobachtung, dass man die
Ausbeute an Stx erhéhen kann, wenn man Proteine aus dem periplasmatischen Raum mit
einer Polymyxin-B-Behandlung der Bakterienzellen herauslost, ist ein starker Beleg dafur,

dass auch das Stx2e-Holotoxin periplasmatisch angereichert ist (MacLeod und Gyles 1990).

Mit dem Stx2e-ELISA wurde vermutlich nur weitgehend intaktes Stx2e-Holotoxin detektiert,
da jeder der beiden verwendeten Antikorper laut Herstellerangaben nur an eine der beiden
Subunits bindet und deshalb ein positives Signal nur durch das Holotoxin zustande kommen
kann. Wenngleich Stx2e am haufigsten zellassoziiert vorlag, lie sich Stx2e nach der
Standardanzucht bei immerhin 17 % der ELISA-positiven Stamme ausschlieBlich als freies
Stx2e im Kulturiberstand nachweisen. Zum heutigen Zeitpunkt gibt es keine Uberzeugenden
Belege flr ein Stx-Sekretionssystem, durch welches Shigatoxine aus dem Periplasma nach
aulRen geschleust werden (Kim et al. 2011). Nach gegenwartigem Kenntnisstand gibt es
folgende Moglichkeiten, wie Stx2e von STEC-2e-Feldstdmmen in das umgebende Milieu
gelangt sein kann: Durch die Phagen-vermittelte Lyse des Bakteriums (Makino et al. 1999,
Wagner et al. 1999, Wagner et al. 2001a, Wagner und Waldor 2002) oder die Abschniirung
von Membranvesikeln, in welche das periplasmatische Stx eingeschlossen wird (Kolling und
Matthews 1999, Yokoyama et al. 2000a, Dutta et al. 2004). Da die Kulturiiberstande in der
vorliegenden Arbeit zur Untersuchung im Stx2e-ELISA und im Vero-ZT keinem Verfahren
unterworfen wurden, um darin enthaltene Vesikel aufzuschlieBen, scheint das in Vesikeln be-
findliche Stx2e bei den ermittelten Daten keine Rolle gespielt zu haben. Das bloRRe
,Heraussickern“ von Stx2e aus den Bakterienzellen wegen einer erhéhten Durchlassigkeit
der &uReren Membran kommt als Ursache fiir das Auftreten von Stx2e im Kulturuberstand
ebenfalls in Betracht (Donohue-Rolfe und Keusch 1983, Karmali et al. 1985). In vivo mag die
Zerstorung der STEC-Bakterienzelle durch Effektoren des Schweine-Immunsystems einen

weiteren Mechanismus der Toxinfreisetzung darstellen (Wagner und Waldor 2002).

Korrelation der Stx2e-Bildung und/oder -Freisetzung mit dem Virulenzgenprofil der
STEC-2e-Stamme

Betrachtet man die Stx2e-Bildung unter Standardanzuchtbedingungen in Abhangigkeit vom
Virulenzgenprofil der Stamme, waren beziiglich des insgesamt in der Kultur vorhandenen
Stx2e (,Gesamt-Stx2e“) keine signifikanten Unterschiede zwischen den Pathovaren EDEC
und sonstige STEC-2e vorhanden (siehe Abbildung 11). Hinsichtlich der beiden Fraktionen
,zellassoziiertes Stx2e* (Lysatliberstande) und ,freies Stx2e“ (Kulturiiberstande) traten

jedoch deutliche Unterschiede zwischen allen drei Pathovaren auf. So wiesen die typischen
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Odemkrankheitserreger (EDEC; stx,.", fedA") signifikant héhere Gehalte an zellassoziiertem
Stx2e auf als Stamme, die zusatzlich noch Enterotoxin-Gene (EDEC/ETEC; stxz", fedA®,
estap’/estb’/elt”) oder aber ausschlieRlich das Stx2e-Gen besalRen (sonstige STEC-2e;
stxze’, p jeweils < 0,001, siehe Kapitel 4.3.1). Umgekehrt enthielten die Kulturiiberstande der
EDEC die signifikant niedrigsten Stx2e-Mengen, wahrend sonstige STEC-2e das meiste freie
Stx2e aufwiesen, gefolgt von den Stammen, die Enterotoxine kodierten (p < 0,001, siehe
Kapitel 4.3.1). Ein hoherer Gehalt an zellassoziiertem Stx2e und an Gesamt-Stx2e war
zudem assoziiert mit klinischen Anzeichen der Odemkrankheit bei dem Schwein, von dem
der STEC-2e-Stamm isoliert worden war (p < 0,001). Von 178 Isolaten des Pathovars EDEC
war knapp die Halfte (48 %) mit der vorberichtlichen Angabe ,Odeme* assoziiert. Andere
Untersucher konnten hinsichtlich der in vitro gebildeten Stx-Menge im Mittel allerdings keine
Unterschiede zwischen den Isolaten von erkrankten oder perakut verstorbenen Schweinen
mit ED-Symptomen und den Isolaten von gesunden Schweinen feststellen (Gannon et al.
1988). Verglichen wurden dort jedoch ausschlie3lich die in den Kulturiberstanden nachweis-
bare Zytotoxizitat [CDse/ml], wahrend andere Bakterienzellfraktionen nicht untersucht wurden.
Im Gegensatz dazu fielen Unterschiede bezlglich der Stx2e-Menge in der vorliegenden
Dissertation aber nur bei der Betrachtung des Gesamt-Stx2e sowie des zellassoziierten
Stx2e als hoch signifikant auf. In den Kulturiberstanden waren zwar im Mittel ebenfalls
unterschiedlich groRe Stx2e-Mengen zu messen, je nachdem ob die Stamme mit Odemen
assoziiert waren oder nicht, diese Differenz war jedoch nur schwach signifikant. Zudem
stammten die Isolate der Gruppe der klinisch erkrankten Tiere bei Gannon et al. (1988) nicht
nur von Schweinen mit Odemkrankheit, sondern auch von perakut verstorbenen Tieren oder
solchen mit PWD, so dass ein Vergleich mit den hier ermittelten Daten auch aus diesem

Grund nur eingeschrankt maéglich ist.

Die Beobachtung, dass Stx2e bei EDEC bevorzugt in der zellassoziierten Fraktion lokalisiert
ist, kdnnte darauf hinweisen, dass solche Stamme das Stx2e in ihrem periplasmatischen
Spalt speichern und erst nach ihrer Anheftung an die Darmepithelzellen des Schweins
freisetzen. Diese Freisetzung kdnnte man als Antwort der Bakterien auf die Konfrontation mit
Produkten des Wirtes verstehen, z. B. mit Effektoren des lokalen Immunsystems. Cornick et
al. (2000) ziehen eine solche Aktivierung von STEC ebenfalls in Betracht. Sie zeigten, dass
fur Schweine mit einem Stx2e-Titer von mindestens 1:4.096 in den Fazes ein erhohtes Ri-
siko besteht, eine klinisch manifeste Odemkrankheit zu entwickeln. Der fakale Stx2e-Titer
spiegelte dabei anndhernd den im Darminhalt gemessenen Stx2e-Titer wider. Jedoch wiesen
die Tiere mit den hochsten absoluten Stx2e-Titern im lleum nicht auch automatisch die
hdchste Bakteriendichte auf der ilealen Darmschleimhaut auf. Daraus folgerten die Autoren,

dass mdglicherweise eine Stimulation der EDEC zur Stx2e-Produktion oder -Freisetzung in-
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folge der Anheftung der Bakterien an das Darmepithel oder der Interaktion mit enteralen

Metaboliten oder Mukus stattgefunden hat.

Bei den STEC-2e-Stammen von Schweinen mit klinischen Anzeichen der ED wurden signifi-
kant hoéhere Konzentrationen an Gesamt-Stx2e und auch an zellassoziiertem Stx2e
gemessen als bei Stdmmen von Schweinen ohne Anzeichen von ED (p < 0,001, t-Test). Dies
weist darauf hin, dass das Stx2e-Bildungsvermdgen ein wichtiges Kriterium der Virulenz der-
artiger STEC-Stamme sein konnte und dass diese mit den gewéhlten Testbedingungen in
vitro gepruft werden kann. Die Daten untermauern aber auch, dass das Stx2e nicht allein die
Pathogenese der ED bestimmt. Denn nur 4 von 46 (8,7 %) der als sonstige STEC-2e klassi-
fizierten Isolate stammten namlich von Tieren mit Odemen, dagegen waren 85 von 178
(47,8 %) EDEC-Stammen von Tieren mit Odemen isoliert worden, obwohl sich sonstige
STEC-2e- und EDEC-Stamme im Gesamt-Stx2e im Mittel nicht signifikant voneinander
unterschieden. Jedoch besaRen die Stamme der EDEC-Gruppe, im Gegensatz zu den-
jenigen der sonstigen STEC-2e, F18-Fimbrien. Wahrscheinlich tragt erst dieser Adhasions-
faktor im Wirt entscheidend dazu bei, dass EDEC an der Dinndarmschleimhaut der
infizierten Schweine hohe Keimzahlen erreichen und damit so grof3e Stx2e-Mengen in
diesem Darmabschnitt anfluten, dass es zum Ausbruch der ED kommt (Fairbrother et al.
2005). Die Kolonisationsdichte im Dinndarm, bezogen auf Darmwand und -inhalt, betragt
nach einer Infektion mit EDEC-Bakterien bis zu 10° KbE/cm (Bertschinger und Pohlenz 1983,
Bertschinger et al. 1990, Bertschinger und Gyles 1994).

Bisher sind keine differenzierten Untersuchungen zur Stx2e-Bildung bei porcinen STEC-
Stdmmen im Zusammenhang mit deren Virulenzgenprofil publiziert worden. Von Beutin et al.
(2008) wurden zwar 110 stxg.-positive Stémme auf ihre Stx2e-Bildung hin untersucht. Unter
diesen waren 44 Stdmme von Schweinen isoliert worden, 19 Stamme sogar von Schweinen,
die an ED oder Diarrhd erkrankt waren. Aus der Publikation geht aber nicht hervor, ob es
Unterschiede in Abhangigkeit vom Nachweis anderer Virulenzgene gab. Imberechts et al.
(1994) Uberpriften bei 50 stx,.-positiven Isolaten der O-Typen 0139, 0141 und O149 von 4
bis 12 Wochen alten Schweinen zwar das Vorkommen von Stx2e im Kulturiiberstand
qualitativ mit einem Verozell-Zytotoxizitatstest. Die Quantifizierung der Stx2e-Menge wurde
aber nicht vorgenommen
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5.3 Stx2e-Bildung und/oder -Freisetzung bei porcinen STEC-2e-Stdmmen
nach UV-Exposition oder unter der Einwirkung von Mitomycin C oder
therapierelevanten Antiinfektiva

Festlegen einer Wirkstoffdosis flr Antiinfektiva

Bevor die 30 ausgewdahlten STEC-2e-Feldstamme darauf geprift werden konnten, ob sie
sich durch Antiinfektiva zur Bildung von (mehr) Stx2e stimulieren lieRen, musste zunachst
die firr jeden STEC-2e-Stamm individuell geeignete Wirkstoffdosis ermittelt werden. Andere
Untersucher, die dieser Fragestellung nachgegangen waren, hatten die fraglichen Wirkstoffe
in jeweils ,subinhibitorischer Dosis* eingesetzt (Karch et al. 1986, Walterspiel et al. 1992, Grif
et al. 1998, Matsushiro et al. 1999, Kohler et al. 2000). Dabei findet man in der Literatur
durchaus unterschiedliche Angaben daruiber, welche Dosis als subinhibitorisch gilt (Grif et al.
1998, Matsushiro et al. 1999, Kdéhler et al. 2000, Uemura et al. 2004). In den eigenen Unter-
suchungen sollten diejenigen Versuchsparameter (v.a. Wirkstoffdosis und Einwirkdauer) als
geeignet gelten, die bei mdglichst vielen der 30 STEC-2e-Stamme einen messbaren Effekt
auf die Stx2e-Freisetzung erzielten. Um diese Parameter zu bestimmen, wurden zunéchst
orientierende Versuche mit verschiedenen Mengen von Mitomycin C und Enrofloxacin an
5 STEC-2e-Feldstammen sowie den zwei humanen STEC-Kontrollstammen EDL 933 und
2771/97 unternommen. Die Kulturiberstande wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Beginn der Behandlung gewonnen und deren Stx2e-Gehalt (bzw. Stx2a bei EDL 933) im
ELISA bestimmt (siehe Kapitel 4.4.2.3, Abbildung 18 bis Abbildung 21). Da bei allen funf
Stammen sowohl bei Mitomycin C als auch bei Enrofloxacin die hochsten Stx2e-Titer nach
funfstiindiger Wirkstoffexposition nachweisbar waren, wurde diese Zeitspanne einheitlich fir
alle weiteren Stimulationsversuche gewahlt. Auerdem wurde die Wirkstoffdosis fur alle
Wirkstoffe in Form der Wirkstoffendkonzentration im jeweiligen Testansatz (Endkonzen-
tration, f.c., in [ug/ml]) angegeben und an der stammspezifischen, minimalen Hemm-
konzentration (MHK) der Antiinfektiva ausgerichtet. Diese Vorgehensweise sollte fir jedes
Antiinfektivum die gleichen Versuchsbedingungen schaffen. Die MHK wurde aus diesem
Grund fur alle eingesetzten Antiinfektiva und alle 30 Stdmme mit der Bouillon-
Mikrodilutionsmethode nach CLSI-Vorschrift bestimmt. Fir die Stimulationsversuche wurde
exakt die MHK (100 %-ige MHK) als Dosis gewahlt, nachdem Mitomycin C in dieser Dosis
bei den meisten Stammen die hochsten Stx2a- bzw. Stx2e-Titer in den Kulturtiberstdnden
induzierte. Enrofloxacin induzierte in Konzentrationen, die groRer als seine MHK waren, zwar
hoéhere Stx-Titer als in derjenigen Konzentration, die genau der MHK entsprach, aber auch in
100 %-iger MHK wurde ein Stx2e-freisetzender Stamm bereits als solcher erkannt. Die
Angaben zur Endkonzentration von MMC in &hnlichen Versuchen variieren in der Literatur
zwischen 0,05 und 150 pg/ml (Koéhler et al. 2000, Muniesa et al. 2000, Ritchie et al. 2003,
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Dutta et al. 2004, Zhang et al. 2005, Beutin et al. 2008, to$ et al. 2010, Granobles Velandia
et al. 2012). AuRer bei Dutta et al. (2004) ging den eingesetzten MMC-Konzentrationen
dabei keine MHK-Bestimmung fur MMC voraus. In der genannten Untersuchung legte man
die Dosis auf 150 pg/ml fest, was der MHKs, der untersuchten Stdmme entsprach. Enro-
floxacin ist von den verschiedenen Untersuchern ebenfalls in einer recht groBen Spannbreite
an Endkonzentrationen eingesetzt worden, um seine Wirkung auf die Stx-Bildung zu unter-
suchen. Dabei wurde zwar stets eine MHK-Bestimmung durchgefiihrt, diese wurde jedoch
nicht immer als Richtwert fUr die Expositionsdosis benutzt. So bestimmten Maurer et al.
(2008) zwar die MHK von Enrofloxacin bei 46 STEC-Stammen mit dem Etest®, legten die Ex-
positionsdosis aber einheitlich bei 0,25 pg/ml (f. c.) fest, nachdem diese Dosis in den Wachs-
tumskurven von 2 Stammen subinhibitorisch gewirkt hatte (Maurer et al. 2008). In einer
weiteren Studie von Maurer et al. (2009) wurde Enrofloxacin in folgender Dosierung (f. c.) bei
zuvor selektierten, Enrofloxacin-resistenten E. coli-Mutanten verwendet: 0,13 pg/ml,
0,15 pg/ml, 0,25 pug/ml, 0,75 pg/ml, 3 ug/ml, 10 pg/ml und 100 pg/ml. Bei den drei letztge-
nannten Konzentrationen nahm man an, dass sie die MHK uberschritten. Uemura et al.
(2004) setzten den EDEC-Stamm MVH 269 versuchsweise dem Enrofloxacin in der Endkon-
zentration von 0,125 pg/ml (100 % MHK) und von 6,25 pg/ml (5.000 % MHK) aus. Der
Stamm reagierte darauf jedoch nicht mit einem Anstieg der Stx2e-Bildung oder -Freisetzung
(Uemura et al. 2004).

Die in den eigenen Versuchen zur Festlegung einer Wirkstoffdosis verwendeten Endkonzen-
trationen von MMC (0,03 bis 4 pg/ml) deckten in etwa den Bereich ab, in dem auch die von
anderen Untersuchern verwendeten Konzentrationen lagen. Lediglich Dutta et al. (2004) ver-
wendeten eine bis zu 38-fach hohere Konzentration. Die Endkonzentrationen von Enro-
floxacin (0,001 bis 0,03 pg/ml), waren dagegen geringer als in der Literatur angegeben. Dies
lag daran, dass in der Dissertation die Expositionsdosis strikt an der MHK ausgerichtet wur-

de, die Enrofloxacin-MHK bei allen Stammen aber sehr niedrig war (0,008 bis 0,25 pg/ml).

Minimale Hemmkonzentrationen gegeniiber den STEC-2e-Feldstammen vom Schwein

Die MHK-Bestimmung ergab unter anderem, dass alle 30 ausgewéahlten Stamme resistent
gegen Erythromycin waren. Dies Uberrascht nicht, da E. coli eine natirliche Resistenz
gegenliber Makroliden besitzt (Kroker 2003). Allerdings wird das Makrolid Tylosin in der
Schweineproduktion h&aufig gegen Lawsonia intracellularis, den Erreger der porcinen lleitis,
und Brachyspira hyodysenteriae, den Erreger der Schweinedysenterie, eingesetzt.
Erythromycin wurde statt Tylosin in die MHK-Bestimmung und Expositionsversuche

einbezogen, da es die vom Arbeitskreis ,Antibiotikaresistenz“ der DVG empfohlene Stell-
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vertretersubstanz der Makrolide ist und fur Erythromycin, anders als fir Tylosin, ein
breakpoint vom CLSI formuliert wurde (CLSI 2002, Luhofer et al. 2004, DVG 2006).

In der Gefligel- und Schweinehaltung kommen in Deutschland héaufig Antibiotika zum
Einsatz, wobei Tetrazykline unter den Grundsubstanzen, die an in Deutschland anséssige
Tierarzte/Tierarztinnen abgegeben werden, den groRRten Anteil einnehmen (566t im Jahr
2012, BVL et al. (2014)). Die relativ hohen Verbrauchsmengen korrelieren mit hohen
Tetrazyklin-Resistenzquoten bei mehreren bakteriellen Krankheitserregern, die bereits seit
vielen Jahren und nicht nur in Deutschland beobachtet werden (Dayao et al. 2014, de Jong
et al. 2014, Li et al. 2014, Tamang et al. 2014). Dennoch Uberrascht es zunéachst, dass in der
vorliegenden Untersuchung 70 % der 30 ausgewahlten STEC-2e-Feldisolate gegen Tetra-
zyklin resistent reagierten. Diese GroRenordnung entspricht allerdings recht gut den im
Rahmen der GERM-Vet-Studie 2004/2005 fir die Indikation ,Enteritis“ beim Schwein er-
mittelten Werten, in der 76 % der 492 untersuchten E. coli-Stamme Tetrazyklin-resistent
waren (BVL et al. 2008). Ahnliche Zahlen lieferte auch die GERM-Vet-Studie des Jahres
2010, in welcher die Resistenzquoten fir Tetrazyklin bei insgesamt 237 E. coli-Isolaten,
abhangig von der Produktionsstufe, zwischen 60 und 79 % betrugen (BVL et al. 2014). In
den USA und in Vietham ermittelte man unter E. coli-Isolaten vom Schwein sogar Tetra-
zyklin-Resistenzquoten zwischen 95,4 % und 100 % (Fratamico et al. 2008, Oanh et al.
2010).

Gunstiger stellte sich die Situation bei Enrofloxacin dar. Da es fur diesen Wirkstoff keine
schweinespezifischen CLSI-Grenzwerte gab, fanden die Grenzwerte des ,Arbeitskreises
Veterindrmedizinische Infektionsdiagnostik“ (AVID) Anwendung, um die ermittelten MHK-
Werte zu beurteilen (AVID 2000). Dabei zeigten sich alle 30 Isolate gegeniiber Enrofloxacin
als sensibel. Sowohl der MHKso- als auch der MHKg-Wert war mit 0,008 pug/ml bzw.
0,06 pg/ml sehr niedrig. Die beim GERM-Vet-Monitoring fir Enrofloxacin ermittelte MHKg,
lag in den Messzeitraumen 2004/2005, 2006/2007 und 2010 anhaltend bei ebenfalls
niedrigen 0,5 pg/ml (BVL et al. 2014). In dieses Bild passt auch der Befund, dass die
Enrofloxacin-MHK bei dem klinischen ED-Isolat MVH 269 0,125 pg/ml betrug (Uemura et al.
2004). Mit seinen niedrigen MHKso- und MHKgo-Werten hebt sich Deutschland von einigen
anderen Landern deutlich ab. So werden aus Korea, Vietnam und Spanien Enrofloxacin-Re-
sistenzquoten von 31 % bis 61 % bei porcinen enterischen E. coli-Isolaten berichtet (Mateu
und Martin 2000, Choi et al. 2002, Oanh et al. 2010). Dementsprechend wurden in der
Studie von Choi et al. (2002) MHKg,-Werte zwischen 16 und 32 pg/ml gemessen. Diese
relativ hohen Werte sind vermutlich durch den frequenten Einsatz dieses Fluorchinolons in
den genannten Landern zu erkléaren. In Deutschland betrug der Anteil von Fluorchinolonen

am Gesamt-Antibiotikaverbrauch in der Veterinarmedizin in den Jahren 2011 und 2012 im
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Mittel nur 0,5 % und ist damit in den vergangenen zehn Jahren konstant niedrig (BVL et al.
2014).

Die Haufigkeit der Amoxicillin-MHK-Werte zeigte unter den 30 gepriiften Feldstammen eine
zweigipfelige Verteilung mit einer sensibleren und einer weniger sensiblen Gruppe an
Stadmmen. Eine &hnlich weite Streuung wurde auch von Uemura et al. (2003) bei porcinen
ED-E. coli-Isolaten beobachtet, hier traten MHK-Werte zwischen 3 und tber 100 pg/ml auf
(Uemura et al. 2003). Bei porcinen STEC in Korea lag der Anteil Amoxicillin-resistenter
Isolate mit 49,8 % (Choi et al. 2002) fast genauso hoch wie bei den STEC-2e-Stdmmen in
der hier vorgelegten Arbeit (50 %). In den GERM-Vet-Studien der Jahre 2004/2005,
2006/2007 und 2010 wurde Amoxicillin nicht untersucht. Daher liegen zu diesem Wirkstoff
keine Vergleichsdaten vor. Eine mdgliche Erklarung fur die relativ hohe Quote an wenig
sensiblen E. coli-Stdmmen beim Schwein bietet der seit 2003 vermehrte Einsatz von Amoxi-
cillinpraparaten bei Tieren in Deutschland (BVL et al. 2008). Auch 2011 waren die Amino-
penicilline mit 528t nach den Tetrazyklinen die am zweithdufigsten an deutsche
Tierérzte/Tierarztinnen abgegebenen antimikrobiellen Wirkstoffe (BVL et al. 2014).

Laut BVL et al. (2008) ist bei Neomycin mit einer eingeschrankten Wirksamkeit zu rechnen,
da fir Aminoglykoside einschlieRlich Neomycin bei enterischen E. coli vom Schwein hohe
MHKgo-Werte (16 - 512 pg/ml) ermittelt wurden (BVL et al. 2008). Die MHKg-Werte der
Aminoglykoside Apramycin und Spectinomycin, die fiir solche E. coli-Isolate der Jahre
2006/2007 bzw. 2010 bestimmt wurden, waren unverandert hoch oder lagen sogar hoher (32
bis =64 pyg/ml bzw. =512 pg/ml, BVL et al. (2014)). Neomycin wurde im Rahmen von
GERM-Vet in diesen Jahren nicht mehr untersucht. Der im Rahmen der Dissertation
ermittelte MHKqo-Wert von 64 pg/ml bei Neomycin ist kongruent mit den in der GERM-Vet-
Studie erhobenen Daten (BVL et al. 2008).

Aus den Daten des GERMAP 2008-Berichtes, welche sich auf E. coli-Isolate aus der GERM-
Vet-Studie 2004/2005 stutzten, konnte bei Colistin fur die Indikation ,Enteritis* aufgrund der
niedrigen MHKg (0,5 pg/ml) noch auf eine ausreichende Wirksamkeit geschlossen werden
(BVL et al. 2008). Mittlerweile muss jedoch von einer geringeren Colistin-Empfindlichkeit
ausgegangen werden. So betrugen die MHKqo-Werte dieses Wirkstoffes bei E. coli-Stammen
von Ferkeln mit Enteritis in den Jahren 2006/2007 bzw. 2010 4 bzw. 8 ug/ml (BVL et al.
2014). Der in der hier vorgelegten Arbeit ermittelte Colistin-MHKgo-Wert von 8 pug/ml bestéatigt

diese Beobachtung.

In den Dokumenten von AVID, CLSI und EUCAST existieren keine Grenzwerte fur MMC
(AVID 2000, CLSI 2002, EUCAST 2013, CLSI 2015). Auf3erdem existieren in der Fach-
literatur keine Angaben zu MMC-MHK-Werten gegeniiber E. coli-Bakterien. Zwar ist MMC
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ein Antibiotikum, welches aus Streptomyces caespitosus gewonnen wird (Verweij und
Pinedo 1990). Aufgrund seines Einsatzes als Zytostatikum wird seine Wirksamkeit aber
durch die mittlere inhibitorische Konzentration (ICs,) bewertet, welche diejenige
Konzentration eines Inhibitors bezeichnet, bei der eine halbmaximale Wachstumsinhibition

der Tumorzellen beobachtet wird (Nevo-Koch 2010).

Reproduzierbarkeit der Messwerte im Stx2e-ELISA

Ein methodisch wichtiger Aspekt war die Festlegung von Grenzwerten, bei deren Uber-
schreitung eine Zunahme der Stx2e-Konzentration als post-expositionell gesteigerte Stx2e-
Freisetzung gewertet werden sollte. Dies wurde dadurch erschwert, dass die einzelnen
Stdmme schon beziglich der Stx2e-Freisetzung unter Standardanzuchtbedingungen ein
hohes Maf an Variabilitét zeigten. Eine solche Variabilitdt unter STEC-Stammen ist bereits
aus Versuchen bekannt, in denen die Stx-Menge zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewon-
nen wurde (Downes et al. 1989). Sie war als eine mogliche Fehlerquelle ebenso zu beriick-

sichtigen wie methodisch bedingte Variationen der Stx2e-Messwerte.

Die eigenen Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit, die an den drei STEC-2e-
Feldstimmen P868/02, 1912/04 und P283/01 und den beiden Kontrollstimmen 2771/97
sowie 987P durchgefiihrt wurden, haben fir drei der funf Stamme (P868/02, 1912/04 und
987P) eine hinreichende bis gute Reproduzierbarkeit der Messwerte ergeben, fur zwei
Stamme war diese jedoch weniger zufriedenstellend (P283/01 und 2771/97, siehe Kapitel
4.4.2.3). Bei dem Isolat P283/01 waren die hohen Variationskoeffizienten von 39 % und 76 %
auf ungewohnlich niedrige Messwerte am ersten Versuchstag zuruickzufiihren. Die Ursache
fur diese AusreiRer konnte leider nicht geklart werden. Die Variationskoeffizienten von 23 %
und 25 % bei dem Stamm 2771/97 hingen dagegen vermutlich mit den hier stets hohen
Stx2e-Konzentrationen zusammen. Die Erfahrung zeigte, dass die Messwerte in dem
etablierten Stx2e-ELISA bei Mehrfachansatzen oder wiederholten Messungen hin und
wieder um eine log,-Stufe voneinander abwichen, so wie es auch bei dem Stamm 2771/97
beobachtet wurde. Ein Unterschied von einer log,-Stufe resultiert dann in einer annédhernden

Verdoppelung bzw. Halbierung des nlog-Stx2e-Titers.

Das Auftreten groRer Variationskoeffizienten (VK) musste berticksichtigt werden, wenn ein
Stamm hinsichtlich seiner Stimulierbarkeit beurteilt werden sollte. Bei den Expositions-
versuchen wurde ein Stx2e-Anstieg Uber 110 % bzw. ein Abfall unter 90 % desjenigen Wer-
tes, der in der nicht behandelten Kultur gemessen wurde, als Zu- bzw. Abnahme interpretiert.
Die Stx2e-Menge von Stammen mit einem VK bis 10 % wirde somit nicht falschlich als ver-
mehrt oder vermindert bewertet. Allerdings kénnten bei Stammen mit einem VK uber 10 %

geringe Zu- oder Abnahmen ihrer Stx2e-Konzentration als Stimulation bzw. Hemmung der
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Stx2e-Freisetzung missdeutet werden. Die Ermittlung der VK fiir jeden einzelnen der 30
Stamme mit sowie ohne eine Behandlung wére jedoch sehr aufwandig gewesen. Daher
wurden - nach exemplarischer Bestimmung der VK fiir 3 Feld- und 2 Kontrollstamme (siehe
Tabelle 24) - die Grenzwerte zwecks Beurteilung der Zu- bzw. Abnahme der Stx2e-Konzen-
tration n&herungsweise fiir einen VK von 10 % angenommen. Eine Zu- oder Abnahme der
Stx2e-Konzentration nach einer Behandlung wurde in der Dissertation als Vielfaches der
Konzentration im Vergleichsansatz ausgedriickt. Diese Form der Angabe ist in Bezug auf
Stx-Mengen und -Konzentrationen durchaus ublich (Ritchie et al. 2003, Lejeune et al. 2004,
Mohsin et al. 2010). Teilweise wurde aber erst eine mindestens 10-fache Zunahme der Stx-
Konzentration als Induktion bewertet (Ritchie et al. 2003). Dabei ist aber zu beachten, dass
die Stx-Bildung der bovinen und humanen Stdmme in der genannten Studie von Ritchie et al.
(2003) um ein Vielfaches hoher lag als die der porcinen STEC-2e in dieser Dissertation.
Einige Untersucher nutzten lediglich die nicht weiter normalisierten Messwerte (OD-Werte)
bzw. das Verhaltnis der Messwerte von behandelten und nicht behandelten Bakterien, um
die Stimulierbarkeit bzw. Induzierbarkeit eines Stammes zu beurteilen (Lejeune et al. 2004,
Beutin et al. 2008). Im Vergleich dazu ergab in der vorliegenden Dissertation die Kombi-
nation aus dem hohen ELISA-Cut-Off, der Normalisierung der OD-Werte als nlog-Stx2e-Titer
und der Verwendung der 90 %- und 110 %-Marke ein recht vorsichtiges Bewertungssystem
hinsichtlich der Stimulierbarkeit eines STEC-2e-Stammes.

Einfluss von Mitomycin C, UV-Licht und Antiinfektiva auf die Stx2e-Bildung und/

oder -Freisetzung von porcinen STEC-2e-Stammen

Anders als bei der Untersuchung der Stx2e-Bildung unter Standardanzuchtbedingungen wur-
den bei den Versuchen, bei denen eine Behandlung mit Mitomycin C, UV-Licht oder Anti-
infektiva durchgefiihrt wurde, nur die Kulturiberstdnde, nicht aber die zellassoziierten
Fraktionen, auf ihren Stx2e-Gehalt untersucht. Dieser Vorgehensweise lag die Uberlegung
zugrunde, dass in der Pathogenese der ED hauptséchlich dasjenige Stx2e von Bedeutung
ist, das von den EDEC- und EDEC/ETEC-Bakterien in das Darmlumen des Schweines abge-
geben wird. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, dass der Anstieg
der Stx2e-Konzentration im Kulturiiberstand die Folge der gesteigerten Stx2e-Biosynthese
oder der verstarkten Freisetzung von periplasmatisch gespeichertem Stx2e sein kann oder
das Ergebnis einer Kombination aus beiden Prozessen darstellt.

Die Untersuchung der 30 ausgewahlten STEC-2e-Feldstamme ergab, dass die Stx2e-Kon-
zentration im Kulturiberstand bei einigen Stémmen nach einer Behandlung mit den klas-
sischen Phagen-induzierenden Faktoren MMC oder UV-Licht oder nach der Koinkubation mit

dem einen oder anderen gepruften Antiinfektivum tatséchlich gréRer war als ohne diese Be-
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handlung. Insgesamt unterschieden sich die Stamme in ihren Reaktionen auf die exogenen
Einflussfaktoren sehr stark voneinander. Auffallig war, dass ein gewisser Zusammenhang mit
der vorhandenen Virulenzgenkombination bzw. mit der Klassifikation als EDEC, EDEC/STEC
und sonstige STEC-2e bestand. So waren alle sechs Stamme, deren Stx2e-Konzentration im
Kulturiberstand nach Behandlung mit MMC und/oder UV-Licht angestiegen war, als EDEC
klassifiziert. Bei EDEC-Stammen war die Stx2e-Konzentration im Kulturiiberstand nach
Standardanzucht sehr niedrig gewesen und das meiste Stx2e in den Bakterienzellen
lokalisiert (siehe Abbildung 11). Daher kdnnte es sich bei dem beobachteten Anstieg der
Stx2e-Konzentration in den Kulturibersténden rein um eine durch die jeweilige Behandlung
verstarkte Abgabe des in der Bakterienzelle gespeicherten Stx2e gehandelt haben. Die
Stx2e-Konzentration [nlog-Stx2e-Titer] in den Kulturiberstanden lag jedoch bei einigen
stimulierbaren Stammen (P868/02, P5413/04-1, P8615/00-1 und P4663/02) um ein Viel-
faches hoher als diejenige, die unter Standardanzuchtbedingungen in den Bakterienzellen
des jeweiligen Stammes nachgewiesen worden war. Bei solchen Stammen kann die
Behandlung nicht nur die Freisetzung verstérkt haben, sondern muss auch die Proteinbio-

synthese von Stx2e angekurbelt haben.

Auf die Einwirkung von Antiinfektiva reagierten insgesamt nur 7 der 30 Stamme mit einem
Anstieg der Stx2e-Konzentration im Kulturiiberstand (siehe Tabelle 22). Drei von diesen
Stammen gehorten dem Pathovar EDEC/ETEC an (P2164/01-3, P8615/00-1 und P4663/02),
wobei zwei Stamme auf die Antiinfektiva Uberhaupt am starksten reagierten (10,5-facher
Anstieg der Stx2e-Konzentration bei P4663/02 und 16,9-facher Anstieg bei P8615/00-1). Da
nach Standardanzucht die Stx2e-Konzentration in der Bakterienzelle und auch die Stx2e-
Gesamtmenge bei den Stdmmen aus der EDEC/ETEC-Gruppe im Mittel am niedrigsten
waren (siehe Abbildung 11), ist auch aus diesen Daten abzuleiten, dass der Antiinfektiva-
induzierte Stx2e-Anstieg im Kulturiiberstand bei diesen Stammen nicht nur auf der vermehr-
ten Freisetzung von préformiertem Stx2e aus dem periplasmatischen Raum beruhte, son-
dern auch auf der verstéarkten Stx2e-Biosynthese. Die Untersuchungen anderer Autoren
haben bereits belegt, dass ein phanotypisch registrierter Anstieg von Stx2e von erhdhten
Spiegeln an stx,.-spezifischer mMRNA begleitet war und demnach durch die verstarkte stx,e-
Genexpression zustande kam. So konnten Beutin et al. (2008) fiir STEC-2e-Stdamme zeigen,
dass die Menge an stxAg-spezifischer mRNA in STEC-2e mit der phénotypisch im Enzym-
Assay nachgewiesenen Stx2e-Menge korrelierte (Beutin et al. 2008). Auch Zhang et al.
(2005) beschrieben signifikant hthere Level an stx,.-spezifischer mRNA in STEC-Stdmmen,
in deren Kulturliberstand Stx2e detektiert werden konnte (sog. Sezernierer) als in Stammen,

deren Kulturiiberstande auf Stx2e negativ getestet worden waren (Zhang et al. 2005).
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Das Antiinfektivum mit dem stérksten Einfluss auf die Stx2e-Konzentration im Kultur-
Uberstand der porcinen STEC-2e-Feldstamme war Enrofloxacin. Der Wirkstoff fihrte bei 6
der 30 Stamme zum Konzentrationsanstieg, zudem war die Stimulierbarkeit nach einer Be-
handlung mit Enrofloxacin signifikant stérker als nach der Behandlung mit Tetrazyklin,
Erythromycin oder einer UV-Bestrahlung (einfaktorielle ANOVA mit Student-Newman-Keuls-
Test, p <0,01). Diese Beobachtung deckt sich mit den publizierten Beobachtungen vieler
anderer Untersucher, die Chinolonantibiotika, speziell Fluorchinolone, als potente
Stimulatoren der Stx-Bildung bei STEC und hier vor allem bei EHEC beschrieben
(Walterspiel et al. 1992, Kimmitt et al. 1999, Matsushiro et al. 1999, Yoh et al. 1999, Kimmitt
et al. 2000, Zhang et al. 2000). Fluorchinolone sind als Induktoren der bakteriellen SOS-
Antwort bekannt (Kimmitt et al. 1999, Kimmitt et al. 2000). Als wesentlicher Wirk-
mechanismus wird deshalb angenommen, dass Enrofloxacin Uber die Provokation der
bakteriellen SOS-Antwort den lytischen Replikationszyklus temperenter Bakteriophagen
anstdlt und dabei auch die phagenregulierten Stx-Gene aktiviert (Kimmitt et al. 1999,
Kimmitt et al. 2000). Gezielte Untersuchungen an STEC-2e sind bisher allerdings rar. In der
einzigen Studie, welche die Auswirkung von Enrofloxacin auf die Stx2e-Bildung
und/oder -Freisetzung bei einem klinischen ED-Isolat (E. coli MVH 269) beschreibt, fiihrte
Enrofloxacin jedoch, sowohl in einer Dosis, welche der einfachen MHK entsprach, als auch
in der 50-fach héheren Dosis zur signifikanten Abnahme von Stx2e im USL-Uberstand,
wahrend die Stx2e-Konzentration im Kulturiberstand unbeeinflusst blieb (Uemura et al.
2004). Auch in der vorliegenden Dissertation blieb die Stx2e-Menge im Kulturiiberstand bei 7
von 30 untersuchten Stammen nach der Enrofloxacin-Behandlung unverandert und nahm bei
14 Stammen sogar ab. Dies zeigt zunachst, dass die Regulation der Stx2e-Genexpression
bei der Mehrzahl der STEC-2e-Stamme nicht oder nicht mehr mit der SOS-Antwort ge-
koppelt zu sein scheint. Laut Fachinformation (Stand 01.08.2007, abrufbar beim
Veterindrmedizinischen Informationsdienst fir Arzneimittelanwendung, Toxikologie und Arz-
neimittelrecht unter www.vetidata.de, Emmerich (2013)) wird fir das Handelspraparat
,Baytril® 0,5% Losung zum Eingeben fiir Schweine (Ferkel)* der Bayer Vital GmbH,
Leverkusen zur Anwendung beim Schwein eine Dosis von 1,7 mg/kg KGW empfohlen. Diese
Dosis Uberschreitet im Prinzip die Enrofloxacin-MHK der untersuchten STEC-2e-Stamme.
Da Enrofloxacin in vitro bei einer Dosis, die der MHK entsprach (100 % MHK), zu einem
Anstieg des freien Stx2e gefuhrt hatte, erscheint es moglich, dass die vorschriftsméaRige
Applikation von Enrofloxacin im Einzelfall auch in vivo die Stx2e-Freisetzung verstarkt. Die
erzielten Ergebnisse machen allerdings deutlich, dass man aus der Reaktion einzelner
STEC-Isolate keine zutreffenden Aussagen Uber die Reaktivitdt aller anderen Vertreter

dieses Pathovars ableiten kann. Folglich sind im konkreten Fall gezielte, stammspezifische
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Untersuchungen erforderlich, um das Risiko der Antiinfektiva-induzierten Stx-Bildung

und/oder -Freisetzung in vivo abschatzen zu kénnen.

AuRer Enrofloxacin fihrten auch Amoxicillin und Neomycin zum Anstieg der Stx2e-Konzen-
tration im Kulturiberstand, allerdings nur bei insgesamt 3 STEC-2e-Feldstimmen. Darunter
befand sich auch ein Stamm, der nicht durch MMC, UV-Licht oder Enrofloxacin aktiviert
worden war. Fur Amoxicillin haben bereits andere Untersucher Ergebnisse publiziert. So
stimulierte Amoxicillin in einer Dosis, die der MHK entsprach, die Stx2-Proteinbiosynthese
bei einem 0157:H7-EHEC-Stamm, wenn der Stamm bei 37 °C und (mikro-) aerob
angezichtet wurde. Bei B-Laktam-Antibiotika wie Amoxicillin vermuteten die Autoren deshalb
einen von der bakteriellen SOS-Antwort unabhangigen Induktionsmechanismus (Kimmitt et
al. 2000). Fur diese Untersuchungen war das chromosomale stxA,—Gen des Stammes mit
dem Reportergen lacZ fusioniert worden (Kimmitt et al. 2000). Nach neueren Erkenntnissen
kénnen aber auch B-Laktam-Antibiotika bei E. coli die SOS-Antwort auslésen (Miller et al.
2004). Da die Reaktionen der STEC-2e-Stamme auf Enrofloxacin, MMC und Amoxicillin
nicht deckungsgleich waren, ist zu vermuten, dass bei ihnen sowohl der SOS-Mechanismus
als auch ein noch unbekannter, weiterer Induktionsmechanismus in Betrieb ist. Auffallig war
allerdings auch, dass gerade die bakterizid wirkenden Antiinfektiva Amoxicillin und Neomycin
zu einem Anstieg von Stx2e im Kulturiberstand fiihrten. Es ist deshalb nicht auszuschlie3en,
dass dieser Stx2e-Konzentrationsanstieg allein darauf beruhte, dass zellassoziiertes Stx2e
aus den abgetoteten Bakterienzellen freigesetzt wurde. Zu einer derartigen Interpretation
gelangten jedenfalls Uemura et al. (2004), nachdem sie beobachtet hatten, dass die Stx2e-
Konzentration bei ihnrem EDEC-Isolat MVH 269 unter der Einwirkung von Ampicillin im Kultur-
Uberstand anstieg, gleichzeitig aber die Menge an zellassoziiertem Stx2e (Stx2e im USL-
Uberstand) abnahm ((Uemura et al. 2004).

Bei dem Grof3teil der hier untersuchten Stdmme (25 von 30) nahm die Stx2e-Konzentration
nach der Behandlung mit Colistin ab oder blieb unverandert. Eine dhnliche Reaktion auf die
Colistin-Exposition beschrieben auch Uemura et al. (2004). In Deutschland sind 22 Colistin-
haltige Praparate fur die Anwendung beim Schwein zugelassen und verkehrsfahig (Stand
01/2015), wovon 19 Praparate zur Applikation per os bzw. zur Herstellung von Fitterungs-
arzneimitteln vorgesehen sind (www.vetidata.de, (Emmerich 2013)). Nach den hier erzielten
Ergebnissen scheint man beim Einsatz von Colistin bei STEC-infizierten Schweinen die
Gefahr der verstarkten Stx2e-Anflutung im Darm zunéchst nicht befiirchten zu missen. Aller-
dings ist zu bedenken, dass Colistin bakterizid wirkt (Kroker 2003). Bei hohen EDEC-
Keimzahlen im Darm konnte Colistin zu einer abrupten Freisetzung von viel praformiertem
Stx2e fuihren. Eine solcher Pathomechanismus wird jedenfalls von Konstantinova et al. (2008)

postuliert. Sie beobachteten namlich eine signifikant hthere Morbiditat bei parenteral mit
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Colistin behandelten Ferkeln als bei unbehandelten Tieren, die anschlieBend mit einem
EDEC-Stamm infiziert worden waren. Es dirfte dabei vom Prinzip her unerheblich sein, ob
eine Freisetzung von Stx2e aus den EDEC-Bakterien erst in den mesenterialen
Lymphknoten erfolgt, wie es Konstantinova et al. (2008) annahmen, oder ob das Stx2e im
Darm freigesetzt wird. Colistin kann an beiden Stellen auf die Bakterien einwirken, da sowohl
die parenterale Applikation (Wirkung im Lymphknoten) als auch die orale Applikation
(Wirkung im Darm) von Colistin zuléssig sind. Die meisten Forscher sind allerdings der
Ansicht, dass im Zuge der ED-Pathogenese das Stx2e bereits im Darm frei wird (Imberechts
et al. 1992, Bertschinger und Gyles 1994, Waddell et al. 1996, Mainil 1999, Moxley 2000).

Auf die Behandlung mit Erythromycin reagierten 29 von 30 Stdmmen entweder mit einer
Abnahme von Stx2e im Kulturuberstand oder der Gehalt an Stx2e blieb unbeeinflusst. Die
Angaben in der Literatur bezuglich der Auswirkung von Erythromycin und anderen
Makroliden auf die Stx-Produktion und -Freisetzung sind widersprichlich. Einige Stamme
reagierten mit einem Anstieg von Stx1 bzw. Stx2, andere dagegen mit einer Abnahme (Grif
et al. 1998, Murakami et al. 2000, Morita et al. 2004). Unter den in der Literatur
beschriebenen Stammen war allerdings kein Stx2e-positives Isolat vertreten, so dass ein
valider Vergleich der hier erzielten Ergebnisse mit bereits bekannten Daten nicht moglich ist.
In jenen Studien waren einige Stamme ebenso resistent gegeniber Erythromycin wie die
STEC-2e-Stamme der vorliegenden Dissertation (Grif et al. 1998). Der trotz der Makrolid-
resistenz von E. coli auftretende stimulatorische Effekt von Erythromycin auf die Stx-Bildung
konnte von den Autoren nicht erklart werden. Auch bei Enrofloxacin wird von einer
verstarkten Stx2-Bildung bei Stammen berichtet, die gegenuber diesem Wirkstoff eigentlich

resistent waren (Maurer et al. 2009). So scheint dieses Ph&anomen nicht unublich zu sein.

Auch nach der Behandlung mit Tetrazyklin war die Menge an freigesetztem Stx2e bei allen
30 untersuchten STEC-2e-Stammen reduziert oder blieb unbeeinflusst. Die Stx2e-Bildung
bzw. -Freisetzung war sogar signifikant weniger stark stimulierbar als bei allen anderen Wirk-
stoffen (einfaktorielle ANOVA mit Student-Newman-Keuls-Test, p < 0,05). In der Fachliteratur
findet man nur Angaben zur Auswirkung von Tetrazyklin auf die Stx1-Bildung
und/oder -Freisetzung bei humanen EHEC-Stammen (Walterspiel et al. 1992). Dort stieg der
Stx1-Gehalt bei 4 bzw. 3 von 5 gepriften Stammen nach der Behandlung mit Tetrazyklin an,
bei den restlichen Stdmmen nahm er ab. Vermutlich sind die Bildung und die Freisetzung der
beiden Stx-Typen bzw. -Subtypen unterschiedlich reguliert. Die Abnahme von Stx2e in der
vorliegenden Untersuchung kdnnte durch den bakteriostatischen Effekt bzw. die Hemmung

der bakteriellen Proteinbiosynthese (Kroker 2003) durch Tetrazyklin bedingt sein.

Vergleicht man die Ergebnisse, die mit den klassischen Phagen-induzierenden Faktoren

MMC und UV erzielt wurden, mit den Antiinfektiva-Resultaten, dann fallt auf, dass MMC
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und/oder UV-Licht die Stx2e-Freisetzung bei &hnlich vielen Stammen ankurbelten wie
Antiinfektiva (6 Isolate versus 7 Isolate). Auffallig war jedoch, dass die MMC- und/oder UV-
Exposition deutlich stéarkere Anstiege der Stx2e-Konzentrationen induzierte als die
Einwirkung der Antiinfektiva. Ferner fallt auf, dass in 15 von 18 Testansanséatzen (83 %), bei
denen es zur Stimulation der Stx2e-Bildung und/oder -Freisetzung kam, Noxen eingesetzt
worden waren, welche bekanntermalRen DNS-schadigend wirken (vgl. Tabelle 22; Stx2e-
Konzentration im Uberstand der behandelten Kultur betragt mehr als 110 % der
Konzentration im Uberstand der nicht behandelten Kultur bei gleichzeitigem Anstieg der
Stx2e-Konzentration iber den Stx2e-ELISA-Cut-Off). So interkaliert das Alkylans MMC in die
DNS, fordert UV-Licht die Ausbildung von Pyrimidin-Dimeren und verhindern Gyrasehemmer
wie Enrofloxacin den Verschluss der eingefuihrten Einzelstrangbriiche in der bakteriellen
DNS (Lown et al. 1976, Verweij und Pinedo 1990, Drlica und Zhao 1997, Rastogi et al. 2010).
Dies deutet daraufhin, dass ahnlich wie in anderen STEC (Muhldorfer et al. 1996, Kimmitt et
al. 1999, Kimmitt et al. 2000, Zhang et al. 2000, Schmidt 2001, Ritchie et al. 2003, Herold et
al. 2004, Maurer et al. 2008) auch in vielen porcinen STEC-2e die SOS-Antwort auf DNS-
Schaden einer der wichtigsten Aktivatoren der Stx2e-Bildung und/oder —Freisetzung ist. Da
12 der oben genannten 15 Testanséatze bei den untersuchten EDEC-Stdmmen zu beobach-
ten waren, muss man annehmen, dass dieses Regulationsprinzip bei typischen EDEC
gehauft vorkommt, wenn auch selbst dort nicht bei allen Stammen.

Die im Zuge der bakteriellen SOS-Antwort gesteigerte Biosynthese und Abgabe von Stx aus
der STEC-Bakterienzelle ist eng verknlpft mit der Aktivierung von Stx-kodierenden,
lambdoiden Prophagen, da es hierbei zur Proteolyse des Phagen-Repressors Cl kommt
(Little und Mount 1982, Roca und Cox 1997, Rozanov et al. 1998, Wagner et al. 1999,
Koudelka et al. 2004, Livny und Friedman 2004, Tyler et al. 2004, Waldor und Friedman
2005). Allerdings wurde bei STEC-2e-Stammen vom Schwein bis heute kein intakter Stx2e-
konvertierender Bakteriophage gefunden. Solche Phagen wurden bislang nur bei dem
humanen E. coli-Stamm 2771/97 (Phage $P27) und aus dem Abwasser eines Schweine-
schlachtbetriebs isoliert (Muniesa et al. 2000, Imamovic et al. 2010a). Dass auch in der
vorliegenden Arbeit ein derartiger Phage nicht gefunden werden konnte (siehe auch Kapitel
5.4), schlief3t jedoch nicht aus, dass doch wenigstens funktionsfahige Teilsequenzen stx,e-
konvertierender Phagen in den hier untersuchten STEC-2e-Stdmmen von Schweinen
vorhanden und in die Regulation der stx,.-Expression involviert waren. Tatséchlich sind, in
Analogie zu STEC- bzw. EHEC-Stammen, mittlerweile aber auch bei mehreren dahingehend
untersuchten porcinen STEC-2e-Stammen Phagengene unmittelbar stromaufwérts und
stromabwarts des stx,.-Operons nachgewiesen worden, u. a. auch ¢P27-homologe Gene
(Recktenwald und Schmidt 2002, Beutin et al. 2008). In der Studie von Beutin et al. (2008)
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wurde mittels PCR mindestens eine von vier gesuchten ¢P27-spezifischen Gensequenzen
bei immerhin 109 der 110 untersuchten STEC-2e-Stamme nachgewiesen, darunter auch bei
43 von 44 in jene Untersuchung einbezogenen STEC-2e-Isolaten von Schweinen (Beutin et
al. 2008). Entgegen friherer Annahmen ist deshalb heute davon auszugehen, dass auch in
allen Stx2e-kodierenden STEC-Stammen das Shigatoxin-Operon Teil eines Prophagen ist.
Jedoch scheint dieser Stx2e-kodierende Prophage bei den porcinen STEC-2e-Stdammen
nicht mehr in einen vollstandigen Replikationszyklus eintreten und intakte, infektiose
Phagenpartikel hervorbringen zu kénnen (Recktenwald und Schmidt 2002, Beutin et al.
2008).

In der vorliegenden Studie spricht bei wenigstens vier STEC-2e-Stammen (P868/02,
P5413/04-1, P8615/00-1 und P4663/02) vieles dafir, dass die Faktor-assoziierte Erh6hung
der Stx2e-Konzentration im Kulturiiberstand nicht nur durch eine vielleicht verstéarkte
Toxinfreisetzung verursacht war, sondern (auch) durch eine mit der bakteriellen SOS-
Antwort gekoppelten Steigerung der Toxinsynthese. Die Stx2e-Konzentrationen der genann-
ten Stdmme waren nach Standardanzucht namlich sowohl im Lysat- (P5413/04-1,
P8615/00-1 und P4663/02) als auch im Kulturtiberstand (P868/02, P5413/04-1, P8615/00-1
und P4663/02) sehr niedrig. Dagegen war nach der UV-Bestrahlung bzw. nach der Enro-
floxacin- bzw. der MMC-Exposition in ihren Kulturiiberstanden soviel Stx2e vorhanden (43,6-
fache bzw. 16,9-fache und 10,5-fache bzw. 47,3-fache Konzentration), dass diese Menge
nicht einfach nur das zuvor im Periplasma gespeicherte Stx2e gewesen sein konnte. Bei
anderen Stammen der vorliegenden Arbeit deuten die Reaktionen dagegen auf die
Entkoppelung von stxz.-Regulation und SOS-Antwort hin. So trat bei vier STEC-2e-Stammen
(82/02, E57, 42/02 und 1485/03) nach der Exposition gegeniber einem exogenen Faktor
zwar Plaque-erzeugende Aktivitat und Bakteriolyse auf, wahrend in den Kulturiberstaénden
wie nach der Standardanzucht nur wenig oder kein Stx2e nachweisbar war. Dies lasst den
Schluss zu, dass in diesen Stammen zwar eine SOS-Antwort auslésbar und Coliphagen
induzierbar waren, die Aufregulation der Stx2e-Genexpression aber nicht ansprach, so dass
die Phagen-vermittelte Bakteriolyse dann auch nicht mehr Stx2e freisetzen konnte als bereits

unter Standardanzuchtbedingungen vorhanden war.

5.4 Untersuchung auf Stx2e-konvertierende Bakteriophagen bei porcinen
STEC-2e-Stammen

Um Aufschluss daruber zu erhalten, ob die Bildung und/oder Freisetzung von Stx2e bei

STEC-Stammen vom Schwein mit der Induktion von lytischen Phagen korreliert ist, wurden

die 30 ausgewahlten STEC-2e-Stamme mittels Plaquetest und Multiplex-PCR auf die Pha-

gen-Bildung untersucht. Aus 6konomischen Grinden wurden in diesen Versuchen je Stamm



Diskussion 163

nur zwei potentiell stimulierende Substanzen eingesetzt. Dabei handelte es sich zum einen
um das Fluorchinolon Norfloxacin, weil es weit weniger toxisch als MMC ist und es zahl-
reiche Hinweise in der Fachliteratur gibt, dass dieser Wirkstoff lysogene STEC-Stamme zur
Bildung von infektionstichtigen Stx-kodierenden Bakteriophagen stimulieren kann
(Matsushiro et al. 1999, tos$ et al. 2010, McDonald et al. 2010, Yan et al. 2011). Auch der
Phage ¢P27 ist durch Norfloxacin induzierbar. Aus diesem Grunde wurde sein natirlicher
Wirtsstamm E. coli 2771/97 in der vorliegenden Arbeit als Referenzstamm zur methodischen
Kontrolle eingesetzt. Als zweiter, potentieller Stimulator wurde stammspezifisch derjenige
Faktor (ein Antiinfektivum oder MMC oder UV-Licht) verwendet, der zuvor zu den gréf3ten
Stx2e-Konzentrationen (nlog-Stx2e-Titer) im Kulturuberstand gefuhrt hatte (sog. ,optimaler

exogener Faktor®).

Ein wichtiges Resultat dieser Versuche ist, dass ein Stx2e-kodierender Bakteriophage bei
keinem der STEC-2e-Stamme nachweisbar war. In diesem Ergebnis stimmt die vorliegende
Untersuchung vollstandig mit einer anderen Studie Uberein, in der ein Stx2e-kodierender
Bakteriophage bei 110 untersuchten STEC-2e-Stdmmen verschiedenen Ursprungs ebenfalls
nicht zu detektieren war (Beutin et al. 2008). Der Phage $P27 (Muniesa et al. 2000) bleibt
deshalb der bisher einzige intakte Stx2e-kodierende Phage, den man bislang in einem
STEC-2e-Feldstamm gefunden hat.

In der vorliegenden Dissertation wurden bei 12 von 30 STEC-2e-Feldstdmmen (40 %)
replikationsintakte, fir den Empfangerstamm E. coli DH5a infektiose Phagen in Form von
Plaque-erzeugender Aktivitdt nachgewiesen. Da keiner dieser Plaques ein stx,.-spezifisches
PCR-Signal abgab, wurde geschlussfolgert, dass diese nicht von stx,.-kodierenden Phagen
verursacht wurden, sondern wahrscheinlich von anderen Coliphagen, die durch MMC, UV-
Licht bzw. die Antiinfektiva Amoxicillin, Colistin, Enrofloxacin, Neomycin, Norfloxacin oder
Tetrazyklin induziert worden waren. Bei allen STEC-2e-Stammen, bei denen Plagues nach
der Behandlung mit Norfloxacin auftraten, wurde die Plague-erzeugende Aktivitat auch durch
den sog. optimalen exogenen Faktor induziert. Mit Ausnahme von 3 Stémmen waren dabei
die nach der Behandlung mit beiden Faktoren induzierten Plagues morphologisch identisch.
Dies spricht dafiir, dass beide Noxen jeweils denselben lysogenen Phagen induzierten.
Dabei war der optimale exogene Faktor aber offensichtlich stérker wirksam, da er stets
héhere Plaquetiter induzierte als Norfloxacin. Eine besondere Ausnahme bildete der Stamm
4946/00, bei dem Norfloxacin eine Aktivitat induzierte, die sowohl klare als auch tribe
Plaques verursachte, Enrofloxacin dagegen eine Aktivitat, die nur klare Plaques hinterliel3.
Dies lasst sich dahingehend deuten, dass Norfloxacin zwei verschiedene Bakteriophagen
induzierte, Enrofloxacin aber nur einen davon, obwohl es sich bei beiden Wirkstoffen um

Chinolone handelt, deren Molekul an Position 6 fluoriert ist. Der Hauptmetabolit von
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Enrofloxacin ist Ciprofloxacin, welches sich von Norfloxacin durch den Substituent an
Position 1 unterscheidet - Norfloxacin besitzt hier eine Ethylgruppe, Ciprofloxacin dagegen
einen Cyclopropylrest (Stahlmann 2001b). Dieser Cyclopropylrest erhéht die antibakterielle
Aktivitat (Stahlmann 2001b). Eventuell begriindet dies die fehlende Wirkung auf den zweiten
Prophagen, den der Stamm 4946/00 in sich tragt.

Die Plague-erzeugende Aktivitat trat bei STEC-2e-Stdmmen des O-Typs 0141 signifikant
gehéauft auf. Dies konnte bedeuten, dass diese Stamme durch denselben Phagen infiziert
sind. Da bei den 8 O141-Stammen aber mindestens funf morphologisch voneinander
abgrenzbare Erscheinungsformen der Plaques beobachtet wurden (grof3 und klar; gro3 und
trib; sehr klein; trub; klein und trub), dirfte es sich um unterschiedliche Phagen gehandelt
haben. AuRerdem war die Plaque-erzeugende Aktivitat in den filtrierten Kulturiberstanden
der beiden O141-Stamme 82/02 und 1485/03 erst bei der Verwendung erheblich geringerer
Mengen an Testsuspension zu erkennen. Diese Beobachtung deutet auf Phagen mit beson-
ders hoher Virulenz fir den Empféngerstamm E. coli DH5a hin. Da sich die Plaques bei
diesen Stammen in ihrem Aussehen ebenfalls voneinander unterschieden, waren somit ein

sechster und siebter Phagen-Phénotyp zu unterscheiden.

Wie bei den oben genannten O141-Stammen 82/02 und 1485/03 Ubten auch die filtrierten
Kulturiberstande der Stamme P5194/03-2 und P5196/03-2 einen so starken lytischen Effekt
auf den E. coli-Stamm DH5a aus, dass einzelne Plaques nicht erkennbar wurden. Im
Gegensatz zu jenen Stdmmen blieb dieses morphologische Bild aber auch dann noch be-
stehen, wenn geringere Mengen der Testsuspension verwendet wurden. Der Effekt wurde
deshalb nicht als Plaque-erzeugende Aktivitat klassifiziert. Dennoch ist es mdglich, dass
auch hier hochvirulente Phagen urséachlich waren. Bei den wenigen E. coli-DH5a-Bakterien-
kolonien, die auf jenen Agarplatten unzerstort blieben, kénnte es sich dann um neue

Lysogene gehandelt haben.

In den vorgestellten Untersuchungen bestand keine Korrelation zwischen dem Auftreten von
Plaque-erzeugender Aktivitat, der Stx2e-Konzentration im Kulturiberstand sowie der unter
dem Einfluss der exogenen Faktoren eingetretenen und photometrisch ermittelten Bakterien-
zelllyse. Insbesondere offenbarten die untersuchten STEC-2e-Stamme kein Reaktions-
muster, aus dem schllssig auf einen einzigen und einheitlichen Stx2e-Freisetzungsmecha-
nismus geschlossen werden konnte. Immerhin schied die Induktion von lysogenen Stx2e-
kodierenden Phagen mit der daran anschlieBenden, durch diesen Phagen vermittelten Bak-
terienzelllyse als Funktionsprinzip aus, da ja Uberhaupt kein stx,.-kodierender Phage nach-
gewiesen werden konnte. Dieses Resultat steht im Widerspruch zu anderen Publikationen, in
denen in der Induktion ebensolcher Phagen der einzige Mechanismus der Stx-Freisetzung
erkannt wurde (Karch et al. 1999, Schmidt 2001, Wagner et al. 2001a, Wagner und Waldor
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2002, Herold et al. 2004). Die Unterschiede zu diesen Publikationen lassen sich methodisch
nicht ohne weiteres begriinden, da in den Untersuchungen der vorliegenden Dissertation die
Ublichen Laborverfahren zum Phagennachweis eingesetzt wurden (Muniesa et al. 2000,
Johansen et al. 2001, Koch et al. 2001, Teel et al. 2002, Muniesa et al. 2004a, Muniesa et al.
2004b, Garcia-Aljaro et al. 2006, Garcia-Aljaro et al. 2009, Imamovic et al. 2010b, Granobles
Velandia et al. 2012). Allerdings wurde in den zitierten Untersuchungen, abweichend von
dem Vorgehen in der Dissertation, zur Phageninduktion stets MMC (f. ¢. 0,5 - 0,8 pg/ml) statt
Norfloxacin bzw. statt der Bestrahlung mit UV-Licht bzw. der verschiedenen Antiinfektiva
(sog. ,optimaler exogener Faktor®) verwendet. Zudem wurden die Einwirkdauer von MMC,
die Konzentration von CaCl,, das eingesetzte Volumen sowie die Dichte der Empféanger-
stammkultur von E. coli DH5a sowie die Dauer und Art der Préinkubation von filtriertem
Uberstand und Empfangerstammkultur anders gewahlt. AuRerdem setzten einige Unter-
sucher dem filtrierten Uberstand DNAse, RNAse oder Chloroform zu, so dass ein Einfluss

dieser methodischen Variationen nicht génzlich ausgeschlossen werden kann.

Wenn auch stx,.-kodierende Phagen als Erklarung ausscheiden, so ist aber nicht auszu-
schlieBen, dass das Stx2e im Zuge des lytischen Replikationszyklus anderer, das heif3t StX,-
negativer, Coliphagen aus der Bakterienzelle freigesetzt wurde. Dies kénnte in dieser Arbeit
bei denjenigen 4 STEC-2e-Stdmmen (von 11 STEC-2e-Stammen) eine Rolle gespielt haben,
bei denen unter dem Einfluss eines verwendeten Faktors die Konzentration an freiem Stx2e
anstieg und Plaque-erzeugende Aktivitdt im Kulturiiberstand nachweisbar war: 4946/00,
P5413/04-1, P8615/00-1 und 3465/04-2. Mdglicherweise trifft das unter diesen 11 Stdmmen
aber auch noch auf weitere Stdmme zu. Denn es ist gut denkbar, dass mit dem verwendeten
E. coli-Empféangerstamm DH5a nicht alle vorhandenen, infektions- und replikationstiichtigen
Coliphagen detektiert werden konnten, und die Ubersténde der 7 anderen Stamme nur aus
diesem Grund im Plaque-Test negativ reagierten. Insbesondere die Reaktionen des EDEC-
Stammes P868/02 geben Anlass, diese Mdglichkeit in Betracht zu ziehen. Dieser Stamm
reagierte auf die MMC-Exposition namlich mit einem Anstieg der Stx2e-Konzentration im
Kulturliberstand auf das 47,3-Fache (Tabelle 22). Gleichzeitig hatte MMC hier den starksten
bakteriolytischen Effekt (Tabelle 25), obwohl Plague-erzeugende Aktivitat bei diesem Stamm
nicht nachweisbar war (Tabelle 30). MMC wirkt zwar selbst bakterizid (Suzuki und Kilgore
1967, Kwan et al. 2015) und kann deshalb als Ursache der Bakteriolyse bei Stamm P868/02
nicht sicher ausgeschlossen werden. Die Beobachtung, dass drei andere STEC-2e-Stamme
auf dieselbe MMC-Dosis nicht mit Lyse reagierten, spricht jedoch gegen dieses Argument.
Auch spricht der umgekehrte Befund, dass namlich 6 Stdmme im Plaguetest positiv
reagierten (Tabelle 30), an ihnen aber kein bakteriolytischer Effekt sichtbar wurde (Tabelle

25), nicht zwingend dagegen, den vorhandenen bakteriolytischen Effekt als Indiz fur die
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Induktion eines lytischen Phagen zu interpretieren. Denn das Fehlen der Lyse gemaf des
Kriteriums, wie es fur die vorliegende Dissertation festgelegt wurde (ODgoonm der Bakterien-
suspension nimmt wahrend der 4-stiindigen Inkubationsdauer ab), kann viele Griinde gehabt
haben. Beispielsweise konnte der Phage nur einen so kleinen Teil der Bakterienkultur bis
zum zweiten Messzeitpunkt lysiert haben, dass dies messtechnisch nicht zu erfassen war.

Der E. coli-Stamm DH5a scheint von verschiedenen E. coli-K12-Abkdmmlingen sehr gut
dazu geeignet zu sein, um Coliphagen und speziell die Stx-kodierenden Coliphagen zu
detektieren (Muniesa et al. 2004a). Dennoch gibt es Coliphagen, die nicht in der Lage sind,
auf dem E. coli-Stamm DH5a zu replizieren (Garcia-Aljaro et al. 2009, Imamovic et al.
2010b). In zukunftigen Versuchen sollte deshalb ein breiteres Spektrum an verschiedenen
E. coli-Empféangerstammen eingesetzt werden, um induzierbaren Phagen bei STEC-2e-

Stammen nachzuspiren.

Die Frage, ob das Shigatoxin bei STEC-2e-Stammen neben der Phagen-vermittelten
Bakteriolyse auch noch uber andere Wege aus dem periplasmatischen Raum in das um-
gebende Milieu gelangt, kann anhand der in dieser Arbeit generierten Daten nicht beantwor-
tet werden. Auf die Existenz eines solchen Systems weist der Befund hin, dass freies Stx2e
bei immerhin 357 von 365 (97,8 %) STEC-2e-Stammen ja auch schon nach ihrer Anzucht
unter Standardbedingungen nachweisbar war. Vereinzelt berichten andere Autoren auch von
STEC-Stammen mit anderen Stx-Subtypen, dass Shigatoxin bei manchem Stamm auch
dann frei im Kulturiiberstand vorliegt, wenn kein Antibiotikum eingewirkt hat und keine
Phagen-vermittelte Bakteriolyse beobachtet worden ist (Ochoa et al. 2007). Eine Erklarung
fur dieses Phanomen fehlt bislang. Fur weitergehende Untersuchungen bieten sich aus der
vorliegenden Dissertation vor allem diejenigen 6 Stamme an, bei denen es unter dem Ein-
fluss des ,optimalen exogenen Faktors® zum Konzentrationsanstieg des freien Stx2e
gekommen war, jedoch weder Bakteriolyse noch Plaque-erzeugende Aktivitat ermittelt

werden konnte.

55 Fazit und Schlussfolgerungen

Die durchgefihrten Untersuchungen machten deutlich, dass porcine STEC-2e-Stamme
hinsichtlich ihres Stx2e-Bildungs- und Freisetzungsvermdgens auferordentlich heterogen
sind. Setzt man voraus, dass in Analogie zu anderen STEC-Typen auch in STEC-2e-
Stammen die Stx2e-Gene stets Teile eines spaten Expressionmoduls lambdoider Prophagen
sind (Karch et al. 1999, Plunkett et al. 1999, Wagner et al. 1999, Friedman und Court 2001,
Wagner et al. 2001a, Recktenwald und Schmidt 2002, Wagner und Waldor 2002, Muniesa et
al. 2003), dann lasst sich die beobachtete Reaktionsvielfalt auf exogene Signale eigentlich

nur dadurch erklaren, dass diese Phagen in unterschiedlichem Ausmafe defekt sind und
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maglicherweise sogar nur noch bruchstiickhaft, als sog. ,remnants“ vorliegen. Deshalb
besitzen Bakteriophagen bei porcinen STEC-2e-Stammen wahrscheinlich nicht die gleiche
Bedeutung fir die horizontale Verbreitung der Stx-Gene in E. coli-Populationen sowie fir die
Stx2e-Bildung in und -Freisetzung aus dem einzelnen STEC-Stamm, wie das bei humanen
oder bovinen STEC der Fall ist.



168 Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die Odemkrankheit (Edema Disease, ED) ist eine weltweit verbreitete und wirtschaftlich
bedeutsame Allgemeinerkrankung junger Schweine, die von besonderen Stdmmen der
Bakterienspezies Escherichia coli (Edema Disease E. coli, EDEC) verursacht wird. Das
Exotoxin Stx2e und F18-Fimbrien sind die charakteristischen und fir die Pathogenese der
ED maBgeblichen Virulenzfaktoren dieser Erreger. In der vorliegenden Arbeit sollte gekléart
werden, ob Stx2e-kodierende E. coli-Isolate (STEC-2e) von Schweinen das Stx2e auch
in vitro bilden und freisetzen kdnnen und ob antibakterielle Noxen wie UV-Licht, Mitomycin C
und bestimmte Antiinfektiva die Freisetzung von Stx2e und stxpe.-kodierenden

Bakteriophagen stimulieren.

Fir die Untersuchung standen insgesamt 365 STEC-2e-Stamme, die in den Jahren 2000 -
2006 von Schweinen in Deutschland isoliert worden waren, zur Verfiigung. Die Stx2e-
Bildung dieser Stamme wurde quantitativ mit dem Verozell-Zytotoxizitétstest (Vero-ZT) sowie
einem selbst etablierten Antigen-ELISA (Stx2e-ELISA) untersucht. Die Stimulationsversuche
wurden an 30 ausgewéhlten STEC-2e-Stdmmen vorgenommen. Die Wirkung von Anti-
infektiva auf die Stx2e-Freisetzung wurde mit Amoxicillin, Colistin, Enrofloxacin, Erythro-
mycin, Neomycin und Tetrazyklin gepruft, wobei diese stammspezifisch in der jeweiligen
minimalen Hemmkonzentration (MHK) zum Einsatz kamen. Im Rahmen der Stimulations-
versuche wurden zwei Parallelkulturen mit und ohne Einwirkung der jeweiligen Noxe
angesetzt und anschlieend in beiden Ansatzen das freie Stx2e mit dem Stx2e-ELISA
bestimmt. Die Anregung der 30 STEC-2e-Stamme zur Freisetzung von lytischen Bakterio-
phagen wurde mit Norfloxacin und derjenigen Noxe (Antiinfektivum, Mitomycin C oder UV-
Licht) versucht, die in den oben beschriebenen Versuchen auf die Stx2e-Freisetzung jeweils
am starksten stimulierend gewirkt hatte. Die Prifung auf Bakteriophagen erfolgte quantitativ
im Plaquetest, wobei der E. coli-Stamm DH5a als Empfanger fungierte. Zur Untersuchung
von E. coli-Stammen und Bakteriophagen-haltigen Kulturiiberstanden auf Virulenzgene

fanden verschiedene PCRs Anwendung.

Nach Anzucht unter Standardbedingungen war Stx2e bei 357 (97,8 %) der 365 untersuchten
STEC-2e-Stamme mittels Vero-ZT im Kulturiberstand nachweisbar, wenngleich meist nur in
geringen Konzentrationen. Lediglich die Proben von sechs Stammen enthielten eine zyto-
toxische Aktivitat von tiber 4.300 CDso/ml und damit sogar etwas mehr als der Uberstand von
dem humanen STEC-2e-Positivkontrollstamm 2771/97. Wegen der hoheren Nachweisgren-
ze des Stx2e-ELISA (ca. 600 CDso/ml) reagierten hier die Kulturiberstande von nur 79
Stdmmen (21,6 %) positiv. Die Messwerte aus Stx2e-ELISA und Vero-ZT Korrelierten

signifikant positiv miteinander (p < 0,001). Nach den Ergebnissen im Stx2e-ELISA war Stx2e
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bei 158 Stammen (43,3 %) ausschliel3lich zellassoziiert nachweisbar, bei 41 Stammen
(11,2 %) nur im Kulturiiberstand und bei 38 Stammen (10,4 %) in beiden Kompartimenten.
Bezuglich der subzellularen Stx2e-Lokalisation bestanden Unterschiede in Abh&angigkeit vom
Virulenzgenprofil der Stamme: Die typischen Odemkrankheitserreger (EDEC; Stx,’, fedA")
wiesen signifikant hdhere Gehalte an zellassoziiertem Stx2e auf als andere Stdmme
(p < 0,001). Umgekehrt waren bei den sonstigen STEC-2e- (stx,.") und den EDEC/ETEC-
Stammen (stxae’, fedA”, estap’/estb’/elt’) signifikant hthere Mengen an Stx2e im Kultur-
Uberstand vorhanden als bei EDEC-Stammen (p < 0,001).

Bei der MHK-Bestimmung zeigten sich von den 30 ausgewahlten STEC-2e-Stammen einige
als resistent gegen Tetrazyklin (21 Stamme; 70 %), Amoxicillin (15; 50 %), Colistin (11; 37 %)
und/oder Neomycin (8; 27 %). Alle getesteten Stamme waren Enrofloxacin-sensibel. Insge-
samt lie} sich bei 11 (36,7 %) der 30 Stamme mit wenigstens einer der nachfolgend
genannten Noxen ein Anstieg der Stx2e-Konzentration im Kulturiiberstand induzieren: UV-
Licht, Mitomycin C, Amoxicillin, Enrofloxacin und Neomycin. Am starksten nahm die Stx2e-
Konzentration (bis zu 50,8-facher Anstieg) unter dem Einfluss von Mitomycin C, UV-Licht
oder Enrofloxacin zu. Dagegen vermochte Tetrazyklin die Stx2e-Freisetzung bei keinem
einzigen Stamm zu steigern. Am haufigsten konnte die Stx2e-Freisetzung bei EDEC-Stam-

men stimuliert werden (7 von 10 Stdmmen, 70 %).

Sowohl nach der Behandlung mit Norfloxacin als auch nach der Behandlung mit der jeweils
zweiten eingesetzten Noxe war bei 12 der 30 STEC-2e-Stamme (40 %) Plaque-bildende
Aktivitat im Kulturiiberstand nachweisbar. Hinsichtlich der Menge an freigesetztem Stx2e
unterschieden sich diese Stamme im Mittel aber nicht von den im Plaguetest negativen
Stammen. Das Auftreten von Plague-bildender Aktivitat korrelierte auch nicht mit der Klassifi-
kation der Stamme in EDEC, EDEC/ETEC oder sonstige STEC-2e. Bei keinem der 30

Stdmme war ein stxg.-kodierender Bakteriophage induzierbar.

Die Ergebnisse zeigen, dass nahezu alle STEC-2e-Stdmme in vitro zur Stx2e-Bildung
und -Freisetzung fahig sind. Im Vergleich zu humanen STEC sind die von porcinen STEC-
2e-Stammen freigesetzten Mengen aber gering. Stx2e scheint bei vielen E. coli-Stammen
aus der Bakterienzelle sezerniert und nicht erst bei der von Bakteriophagen verursachten
Bakterienzelllyse freigesetzt zu werden. Stx2e-Bildung und/oder Stx2e-Freisetzung sind
offenbar stammspezifisch reguliert, weshalb die im Darm infizierter Schweine freigesetzte
Stx2e-Menge von den spezifischen Eigenschaften des jeweiligen Stammes abhéngig sein
dirfte und gegenwartig ohne gezielte Laboruntersuchungen nicht prognostiziert werden kann.
Es ist damit zu rechnen, dass die Applikation von bestimmten Antiinfektiva die Stx2e-
Freisetzung der EDEC-Stdamme auch in vivo ankurbelt und damit den Ausbruch von

Odemkrankheit oder deren Exazerbation provozieren kann.
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7 Summary

Edema disease (ED) is a severe systemic disease of young pigs that is caused by specific
strains of Escherichia coli (Edema Disease E. coli, EDEC). The disease occurs worldwide
and causes major economic losses in pig husbandry. The Shiga toxin subtype Stx2e and
F18 fimbriae are distinguishing EDEC virulence factors and are causatively involved in ED
pathogenesis. The objective of the present study was to elucidate whether Stx2e-encoding
E. coli (STEC-2e) isolates from pigs are capable of producing and releasing Stx2e in vitro
and whether antibacterial noxa like UV irradiation, mitomycin C and certain antiinfectives can

stimulate the release of Stx2e and stx,.-converting bacteriophages.

STEC-2e strains (n = 365) isolated from pigs in Germany from 2000 through 2006 were
examined. Stx2e production of these strains was quantified by the vero cell cytotoxicity assay
(Vero-CA) as well as by a self-established antigen-ELISA (Stx2e-ELISA). Stimulation
experiments were performed with 30 STEC-2e strains selected according to their virulence
genes and O types. Amoxicillin, colistin, enrofloxacin, erythromycin, neomycin and
tetracycline were used to study the effect of antiinfectives on bacterial Stx2e release.
Antiinfectives were applied at the dose equivalent to their strain-specific minimum inhibitory
concentration (MIC). During the stimulation experiments duplicate cultures of each strain
were incubated with and without the particular factor under investigation, respectively, and
the amount of free Stx2e was subsequently determined using the Stx2e-ELISA. Norfloxacin
and that particular factor (antiinfective, mitomycin C or UV irradiation) that had the strongest
positive effect on Stx2e release were chosen to provoke the release of lytic bacteriophages
from the 30 selected STEC-2e strains. The induction of bacteriophages was quantitatively
assayed by a plaque test with E. coli DH5a as the recipient strain. E. coli strains and
bacteriophage-containing bacterial supernatants were tested for several virulence genes by
PCR.

After culturing bacteria under standard conditions Stx2e was detected in culture supernatants
of 357 of 365 (97.8 %) strains by Vero-CA although concentrations were rather low. Super-
natants of only six strains contained cytotoxic activities above 4,300 CDso/ml which was
slightly more than detected in the culture supernatant of human STEC-2e positive control
strain 2771/97. Because of the higher detection limit of the Stx2e-ELISA (approx.
600 CDso/ml), supernatants of only 79 strains (21.6 %) tested positive in this assay. Values of
the Stx2e-ELISA and those of the Vero-CA correlated positively with each other (p < 0.001).
According to the Stx2e-ELISA data Stx2e was exclusively cell-associated in 158 STEC-2e
strains (43.3 %) while in 41 strains (11.2 %) it was detected only in culture supernatants. In

38 strains (10.4 %) both compartments tested positive for Stx2e. Localization of Stx2e in the



Summary 171

bacterial cell or the culture supernatant or both compartments was associated with the
virulence gene profiles of the strains. On average typical EDEC strains (Stxze', fedA")
displayed a significantly higher amount of cell-associated Stx2e than all other strains
(p <0.001). Vice versa, culture supernatants of other STEC-2e strains (Stxz’) and of
EDEC/ETEC strains (stx,.", fedA*, estap*/estb’/elt”) contained significantly higher amounts of
free Stx2e than did those of EDEC strains (p < 0.001).

MIC assessment revealed that several of the 30 selected STEC-2e strains were resistant to
tetracycline (21 strains, 70 %), amoxicillin (15; 50 %), colistin (11; 37 %) and/or neomycin (8;
27 %). All tested strains were sensitive to enrofloxacin. Exposure of the strains to at least
one of the following factors was accompanied by an increased Stx2e concentration in the
culture supernatant in 11 (36.7 %) strains: UV irradiation, mitomycin C, amoxicillin, neomycin
and enrofloxacin. The most prominent increase of Stx2e concentration was observed after
treatment with mitomycin C, UV light or enrofloxacin (up to 50.8-fold). Tetracycline did not
increase the Stx2e release in any strain tested. The proportion of strains reacting with
increased Stx2e release upon antiinfective exposure was most pronounced among EDEC
strains (7 of 10 strains, 70 %).

Plaque-forming activity was detected in the culture supernatants of 12 of 30 STEC-2e strains
(40 %) after treatment with norfloxacin or the particular second factor. However, strains with
and without plaque-forming activity did not differ from each other in the average amount of
free Stx2e. Furthermore, occurence of plaque-forming activity was not correlated with the
classification of strains as EDEC, EDEC/ETEC or other STEC-2e. A stXy.-converting

bacteriophage was not induced in any of the 30 STEC-2e strains tested.

The results show that nearly all STEC-2e strains are capable to produce and release Stx2e
during growth in vitro. However, the amounts of released Stx2e are low in porcine STEC-2e
strains compared to Stx released by human STEC. In several STEC-2e strains Stx2e seems
to be secreted by the bacterial cell rather than being released from the cell via
bacteriophage-mediated lysis. The broad spectrum of reactions to exogenous facors
suggests that regulation of Stx2e production and/or release is strain-specific. That is why the
amount of Stx2e released in the intestine of infected pigs probably depends on specific
properties of the individual strain and currently can not be predicted without aimed laboratory
investigations. It has to be considered that administration of certain antiinfectives to pigs may
stimulate intestinal EDEC strains in vivo to produce and release Stx2e at mucosal sites

which then can provoke the onset of edema disease or its exacerbation.
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9 Anhang
9.1 Verwendete Gerate, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Tabelle 31: Verwendete Gerate
Gerat/Modell Firma
Autoklav FVS/2 Fa. Federgari, Albuzzano, Italien
Autoklav Tuttnauer Systec 3870 Fa. Systec GmbH, Wettenberg
Bilddokumentationssystem E.A.S.Y. 429K Fa. Herolab Laborgerate GmbH,
Wiesloch
Brutschrank Typ BB 6220 CU Fa. Heraeus Holding GmbH, Hanau
Eismaschine Scotsman AF 80 AS Uber MAGV GmbH, Rabenau-Londorf
elektrische Pumpe, easy-load Masterflex® Fa. Millipore GmbH, Eschborn
Elektrophoresekammer fur Agarosegele Fa. HYBAID GmbH, Heidelberg
(100 ml) (Electro 4)
ELISA-Platten-Waschvorrichtung Costar® Fa. Corning Inc., NY, USA, Uber MAGV
Transtar-96 GmbH, Rabenau-Londorf
Feinwaage AE 163 Fa. Mettler-Waagen GmbH, GieRen
Feinwaage EW600-2M Fa. Kern, Albstadt
Gefrierschrank -20 °C GST2600 Fa. Bosch, Jungingen
Gefrierschrank -70 °C Herafreeze Fa. Heraeus Holding GmbH, Hanau
Cat.No. 77608225
Inkubator Typ VY 5042 EK Fa. Heraeus Holding GmbH, Hanau
Inversmikroskop LABOVERT FS Fa. Leitz, Wetzlar
Kihlschrank Fa. Bosch, Jungingen
Magnetrihrer IKA COMBIMAG RED Fa. Janke & Kunkel GmbH & Co.KG,
Staufen
Mehrkanalpipette elektrisch e300, 10 - 300 pl Fa. Biohit Deutschland GmbH, Rosbach
v. d. Héhe
Mehrkanalpipette Titertek Digital Multichannel Fa. Titertek Inc., Huntsville, U.S.A, Gber
Pipette 50 - 200 pl Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim
Mehrkanalpipette Research 2 - 200 pl Fa. Eppendorf AG, Hamburg
Mehrkanalpipette Research 30 - 300 pl Fa. Eppendorf AG, Hamburg
Microprocessor pH-Meter pH537 mit Fa. Wissenschaftlich-Technische
Elektrode SenTix 41 Werkstatten GmbH, Weilheim
Mikrotiterplattenspiegel Fa. Titertek Inc., Huntsville, U.S.A, Uber
Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim
Mikrowellengeréat Fa. Durabrand

Fortsetzung der Tabelle 31 auf der néchsten Seite
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Gerat/Modell

Firma

Multistepper 50/100/150/200 pl

Neubauer-Zahlkammer
(Tiefe 0,1000 mm; 0,0025 mm?)

Photometer Typ DU® 640

Pipetten Reference
0,5 - 10 pl/10 - 100 pl/100 - 1000 pl

Pipettierhilfe acuboy

Plattenphotometer Titertek Multiscan Ascent
354

Reinwasseranlage Seralpur PRO 90CN
Schuttelbrutschrank (Modelle 3032 und 3033)

Schittelplatte ,Assistent 348/1“

Sicherheitswerkbank Gelaire Laminar Air
Flow Class 100

Sterilbank LaminAir HB 2472 (ZKI)
Thermocycler TGradient 96
Thermocycler T1

Tischzentrifuge Mikro 20

Tischzentrifuge 5415C

Uber-Kopf-Schiittler fir ReaktionsgefaRe
REAX 104

Ultraschallgerat Branson Sonifier Cell
Disrupter & Schallkopf, ¥2-Titan-Resonator
Sonifier B15

UV-Kammer Stratalinker 1800

UV-Bildanalyse-Tisch, UVT-20 M/W, Cat.No.
2975100

Vortex-Gerat Mini-Shaker MS2
Wasserbad Typ W200

Wippe
Zentrifuge 5804R, Rotor A-4-44
Zentrifuge Sigma 4K15C, Rotor Nr. 11150

Fa. Titertek Inc., Huntsville, U.S.A, Uber
Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim

Fa. Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Fa. Beckman Instruments GmbH,
Minchen

Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Tecnomara, jetzt Integra Biosciences
GmbH, Fernwald

Fa. Titertek Inc., Huntsville, U.S.A, Uber
Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim

Fa. Seral, Ransbach-Baumbach

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel

MAGV GmbH, Rabenau-Londorf

Fa. ICN Biomedicals S. p. A., Rom,
Italien

Fa. Heraeus Holding GmbH, Hanau
Fa. Biometra GmbH, Géttingen
Fa. Biometra GmbH, Géttingen

Fa. Hettich, iber MAGV GmbH,
Rabenau-Londorf

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach

Fa. G. Heinemann Ultraschall- und
Labortechnik, Schwabisch-Gmiind

Fa. Stratagene, La Jolla, U.S.A.

Fa. Herolab GmbH Laborgeréte,
Wiesloch

Fa. IKA Werke GmbH, Staufen

Fa. Memmert GmbH und Co. KG,
Schwalbach

Eigenbau der Institutswerkstatt
Fa. Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz
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Tabelle 32: Verwendete Chemikalien

Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

Agarose Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 11404
Heidelberg

Amoxicillin Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, A8523
Taufkirchen

Bacto™-Agar Fa. Becton Dickinson GmbH, {iber 214030
Otto Nordwald GmbH, Hamburg

Bacto™-Tryptone Fa. Becton Dickinson GmbH, tiber 211705
Otto Nordwald GmbH, Hamburg

Bariumchlorid-dihydrat, Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1719

Baclz 2 H20

BCA-Protein-Assay Kit Fa. Pierce, Rockford, lllinois, USA 23225

Benzonase® Nuclease Fa. Novagen, tber VWR, Darmstadt 70664-3

Blockreagenz ,Blocking Reagent Fa. Roche Diagnostics GmbH, 11112589001

for ELISA” Mannheim

Blut-Agar (Basis) Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.10886

BugBuster® Protein Extraction Fa. Novagen, tber VWR GmbH, 70921-4

Reagent Darmstadt

Colistinsulfat Fa. Carl Roth GmbH & Co KG, CN31.3
Karlsruhe

D-Glukose-Monohydrat Fa. Merck KGaA, Darmstadt 4074

Dinatriumhydrogenphosphat- Fa. Merck KGaA, Darmstadt 6580

dihydrat, Na,HPO, * 2 H,0O

Dinatriumkarbonat, Na,CO3 Fa. Merck KGaA, Darmstadt 6392

Eisessig Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 3738.2

(Rotipuran® Essigséaure 100 %) Karlsruhe

Enrofloxacin Biochemika Fluka, Uiber Sigma- 17849
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Erythromycin Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 856193
Taufkirchen

Ethanol abs. Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.00983.1011

Ethidiumbromid 1 %-ige Losung

Ficoll 400

Fa. Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Fa. Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

21251

17.0400.01

Fortsetzung der Tabelle 32 auf der nachsten Seite
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.
Fotales Kélberserum (FKS), Fa. PAA Laboratories GmbH, Célbe  A15-101
dialysiert
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Fa. Fermentas GmbH, St. Leon-Rot = SM0322
Plus (Molekularmassenstandard)

Glyzerin Fa. Merck KGaA, Darmstadt 8.18709

Hefe-Extrakt Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.03753

HEPES Fa. Biomol Feinchemikalien GmbH, 5288
Hamburg

Kaliumchlorid, KCI Fa. Merck KGaA, Darmstadt 4936

Kaliumdihydrogenphosphat, Fa. Merck KGaA, Darmstadt 4873

KH,PO,

Kalziumchlorid-dihydrat, Fa. Merck KGaA, Darmstadt 2382

Caclz . 2H20

Magnesiumchlorid, MgCl, (50 mM) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, MB-1101000
Aidenbach

Magnesiumsulfat-heptahydrat, Fa. Merck KGaA, Darmstadt 5886

MgSO, * 7 H,O

Mitomycin C Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M0503
Taufkirchen

MTT [3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-  Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, M2128

2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid] Taufkirchen

Mueller-Hinton-Bouillon Fa. Merck KGaA, Darmstadt 1.10293

Néahrgelatine, Nutrient Gelatin Fa. Oxoid GmbH, Wesel CM0635

Natriumchlorid, NaCl Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 3957.2
Karlsruhe

Natriumdihydrogenphosphat- Fa. Merck KGaA, Darmstadt 6345

dihydrat, NaH,PO, * 2 H,0O

Na-EDTA, EDTA-Disodium Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 11280
Heidelberg

Natriumhydrogenkarbonat, Fa. Merck KGaA, Darmstadt 6329

NaHCO;

Natriumhydroxid, NaOH Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 6771.1
Karlsruhe

Neomycintrisulfat Biochemika Fluka, uber Sigma- 72137

Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Fortsetzung der Tabelle 32 auf der nachsten Seite
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.
NH,;-Mix (10 x PCR-Puffer) Fa. PAN-BIOTECH GmbH, MB-1101000

Aidenbach
Norfloxacin Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, N9890
Taufkirchen
Nukleotide, dNTP Fa. PAN-BIOTECH GmbH, PAN 739026
Aidenbach
PANScript DNA-Polymerase Fa. PAN-BIOTECH GmbH, MB-1101000
(5 U/l Aidenbach
Penicillin/Streptomycin (100 x) Fa. PAA Laboratories GmbH, Célbe  P11-010
rLysozyme™ Solution Fa. Novagen, iiber VWR, Darmstadt ~ 71110-3
RPMI 1640 Medium (mit 2 mM Fa. PAN-BIOTECH GmbH, P04-18500

stab. L-Glutamin und 2 g/l
NaHCOs3)

Salzsaure, HCI 32 %
Schafblut (defibriniert)
Schwefelsaure 95 — 97 %

SDS (Natriumdodecylsulfat)

SIFIN VT 135/6-B9 (Maus-mAk-
anti-Stx2 in Thiomersal),
Peroxidase-markiert

SIFIN VT 136/8-H4 (Maus-mAk-
anti-Stx2) in Natriumazid

Standard-I-Nahrbouillon

Stx2, aufgereinigt
Tetrazyklin-HCI
TMB-Reagenz ,Blue Star*

(3, 3, 5, 5-Tetramethylbenzidine)

Tris (Tris-Hydroxymethyl-
Aminomethan)

Trypanblau
Trypsin (2,5 %)

Tween 20°

Aidenbach

Fa. Merck KGaA, Darmstadt
Institutseigene Gewinnung
Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Fa. Sifin Diagnostics GmbH, Berlin

Fa. Sifin Diagnostics GmbH, Berlin

Fa. Merck KGaA, Darmstadt

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Fa. Diarect AG, Freiburg

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Dr. G. Grubler & Co., Leipzig

Fa. PAA Laboratories GmbH, Colbe
Fa. Merck KGaA, Darmstadt

1.00319.2511

1.00731.1000
2326.2

TS 2105

TS 2107

1.07882
V2513

T3383

DIA 91000

4855.2

L-11-001
8.22184

Fortsetzung der Tabelle 32 auf der nachsten Seite
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Reagenz Bezugsquelle Artikel-Nr.

Xylene Cyanol FF Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 38505
Heidelberg
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Tabelle 33: Verwendete Verbrauchsmaterialien
Artikel Bezugsquelle Artikel-Nr.
6-Well-Platte, steril Fa. Nunc GmbH & Co. KG, 140675
Wiesbaden
6-Well-Platte, steril Fa. Greiner Bio-One GmbH, 657185
Frickenhausen
12-Well Platte CELLSTAR® Fa. Greiner Bio-One GmbH, 665102
Suspension, steril Frickenhausen
Ausstreichspatel PS, T-Form, Fa. Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe  12.541.5101
3,5mm
Dialyseschlauch Fa. Serva Electrophoresis GmbH, 44310
MembraCellTM MWCO 3500, Heidelberg
@16 mm
Einmaldsen Fa. Greiner Bio-One GmbH, 731170
Frickenhausen
Einmalpipetten, steril 5/10/25 ml Fa. Greiner Bio-One GmbH, 606180/
Frickenhausen 607180/
760180
Einmalspritze, 2 ml Fa. Braun Melsungen AG, 4606027V
Melsungen
Einmalspritze, 50 ml BD Plastipak, tber MAGV GmbH, 300865
Rabenau-Londorf
Erlenmeyerkolben, verschiedene Fa. Brand GmbH & Co KG, -
Volumina Wertheim
Fa. Schott Duran®AG, Mainz
Filtereinheit Whatman® Rotrand Fa. Schleicher & Schuell GmbH, 10462200
FP 30/0,2 CA-S 0,2 um Uber Fisher Scientific GmbH,
Nidderau
Mikrotiterplatten, U96 Polysorp Fa. Nunc, tber Fisher Scientific 475434
GmbH, Nidderau
Mikrotiterplatten, 96-F, steril Fa. Nunc GmbH & Co. KG, 167008
Wiesbaden
Mikrotiterplatten, 96-U, steril Fa. Nunc GmbH & Co. KG, 163320
Wiesbaden
Multipipettenspitzen 5 - 200 pl Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, 8156.1
Karlsruhe
Multipipettenspitzen 0,5 - 200 pl Fa. FinnTip, Uber MAGV GmbH, 9400230

Rabenau-Londorf

Fortsetzung der Tabelle 33 auf der nachsten Seite
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Artikel Bezugsquelle Artikel-Nr
Objekttrager, geschnitten Fa. IDL GmbH & Co., Nidderau, Uber 3872872
MAGV GmbH, Rabenau-Londorf
Pasteurpipetten, 15 cm Uber MAGV GmbH, Rabenau- -
Londorf
PCR-Reaktionsgefale Fa. Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe  04.022.1100
Petrischalen, steril, 92 x 16 mm Fa. Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe  09.031.0000
Pipettenspitzen blau (100 - 1000 pl) Fa. Ratiolab GmbH, Dreieich 2100611
Pipettenspitzen gelb (10 - 100 pl) Fa. Ratiolab GmbH, Dreieich 2100601
Pipettenspitzen kristall (0,5- 10 pul)  Fa. Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe 07.812.0000
Pipettenspitzen 5 - 350 pl Fa. BioHit, Rosbach v. d. Hohe 780033
Pipettenspitzen Mehrkanal Fa. Eppendorf AG, Hamburg 0030000897
2 -200 pl, 20 - 300 pl
Plastibrand Einmal-Kivette (1,5 ml, Fa. Brand GmbH & Co. KG, 759015
halbmikro) Wertheim
Polypropylenréhrchen CELLSTAR®, Fa. Greiner Bio-One GmbH, 188271
15 ml Frickenhausen
Polypropylenréhrchen CELLSTAR®, Fa. Greiner Bio-One GmbH, 227261
50 ml Frickenhausen
Polypropylenréhrchen CELLSTAR®, Fa. Greiner Bio-One GmbH, 227280
50 ml braun, lichtgeschtzt Frickenhausen
Reagenzgléaser Fa. Schott Duran®AG, Mainz -
Medizin- und Labortechnik
E. Reinke, GielRen
Reaktionsgefalle 1,5 ml Safe Lock  Fa. Eppendorf AG, Hamburg, tUber 120.086
MAGV GmbH, Rabenau-Londorf
Reaktionsgefalle 2,0 ml Safe Lock  Fa. Eppendorf AG, Hamburg, tber 120.094
MAGV GmbH, Rabenau-Londorf
Spritzenfilter Rotilabo® 0,22 pm Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, P666.1
PVDF, steril Karlsruhe
Vorfilter Millex® GV Fa. Millipore, Uber Fisher Scientific 3422407
GmbH, Nidderau
Waschmembran fur ELISA-Platten-  Fa. Corning Inc., NY, USA, lber 7610
Waschvorrichtung MAGV GmbH, Rabenau-Londorf
Zellkulturflaschen 75 cm? Fa. Greiner Bio-One GmbH, 658175

Frickenhausen
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9.2 Verwendete Puffer, Lésungen und Medien

Blockpuffer

Blockreagenz 2749
A. demin. ad 100 ml
BugBuster® Gebrauchslésung

BugBuster® Protein Extraction Reagent 10 x 1ml
Tris-HCI, 1 M, pH 8,0 9ml
Benzonase® Nuclease 250U
rLysozyme™ Solution 10 kU
CaCly-Lésung, 1 M

CaCl, » 2 H,0 73,519
A. demin. ad 500 ml
Coating-Puffer (pH 10,33)

Losung A (0,2 M Na,CO3)

Na,CO; 2,12 g
A.demin. ad 100 ml
Loésung B (0,2 M NaHCOs)

NaHCO; 1,689
A.demin. ad 100 ml
Gebrauchslésung

Lésung A 17 ml
Lésung B 8 ml
Elektrophoresepuffer-Gebrauchslésung (1 x TAE)

Elektrophoresepuffer-Stammldsung (50 x TAE) 200 ml
A. demin. ad 10|
Elektrophoresepuffer-Stammldsung (50 x TAE)

Tris 242 g
Eisessig 57,19
Na-EDTA + 2 H,0 (0,5 M, pH 8,0) 100 ml
A. demin. ad 1.000 ml
Gelatine-Lésung, 2 %-ig

Néhrgelatine 29
A. demin. ad 100 ml
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HEPES-EDTA 0,1 %

HEPES-Puffer-Stammlésung 100 ml
Na-EDTA + 2 H,0O 1g
A. demin. ad 1.000 mi
HEPES-Puffer (1 x, pH 7,4)

HEPES-Puffer Stammldsung (10 x, pH 7,4) 100 ml
A. demin. 900 ml
HEPES-Puffer-Stammldsung (10 x, pH 7,4)

NacCl 80¢g
HEPES 23,89
KCI 39
D-Glukose 229
A. demin. ad 1.000 ml
Ladepuffer (6 x)

Xylene Cyanol FF 25mg
Ficoll 400 159
A. demin. 9,5ml
aliquotiert (1 ml), Lagerung bei -20 °C

Luria-Bertani-Agar (LB-Agar) = Bottom-Agar

Bacto™-Agar 15g
Bacto™-Tryptone 10g
Hefe-Extrakt 59
NaCl 59
A. demin. ad 1.000 ml
NaOH 1 N pH ad 8,2
Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

Bacto™-Tryptone 10g
Hefe-Extrakt 59
NaCl 59
A. demin. ad 1.000 ml
NaOH 1 N pH ad 8,2
Luria-Bertani-Weichagar = Top-Agar

Bacto™-Agar 79
Bacto™-Tryptone 10 g
Hefe-Extrakt 59
NaCl 59
A. demin. ad 1.000 ml
NaOH 1 N pH ad 8,2
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McFarland-Standard 0,5

BaCl, * 2 H,0, 1 % 0,05 ml
HzSO4, 1% 9,95 ml
MgSO,4-L6sung, 1 M

MgSO, 123,24 g
A. demin. ad 500 ml
MTT-LOsung (5 mg/ml)

MTT 059
PBS-Puffer-Gebrauchslésung 100 ml
Mueller-Hinton-Bouillon

Mueller-Hinton-Bouillon 219
A. demin. ad 1.000 ml
NaCl-Lésung (0,89 %)

NaCl 89¢g
A. demin. ad 1.000 ml
NaOH, 1 N

NaOH 40,01 g
A. demin. ad 1.000 ml
Na-Phosphatpuffer pH 6,0 nach Sambrook et al.

(1989)

0,1 M Na,HPO, * 2 H,O 12 ml
0,1 M NaH,PO, * 2 H,O 88 ml
PBS-Puffer-Gebrauchslésung (1 x, pH 7,4)

PBS Stammldsung (10 x) 100 ml
A. demin. ad 1.000 ml
PBS-Stammldsung (10 x, pH 7,4)

KCI 259
KH,PO, 259
NaCl 100 g
Na,HPQO, * 2 H,0 18¢g
A. demin. ad 1.000 ml
PBS-Tween (1 x, pH 7,2)

PBS-Tween-Konzentrat (20 X, pH 7,2) 100 ml
A. demin. ad 2.000 ml



202

Anhang

PBS-Tween-Konzentrat (20 x, pH 7,2)

Na,HPO, * 2 H,O
NaH2P04 2 HZO
NacCl

Tween 20
A.demin.

Schafblutagar (BA)
Blut-Agar (Basis)
defibriniertes Schafblut
A. demin.

SDS-L6sung (1 %-ig in NaCl)

SDS (Na-Dodecylsulfat)
NaCl-Lésung (0,89 %)

SDS-Lésung (10 %-ig, 0,01 N HCI)

SDS (Na-Dodecylsulfat)
HCI 1N
A. demin.

SM-Puffer

NaCl

MgSO, * 7 H,O

1 M Tris-HCI, pH 7,5
Gelatine-Losung, 2 %-ig
A. demin.

Stichagar
Standard-1-Nahrbouillon
Bacto™-Agar

A. demin.

Stopldsung (0,25 M H,S0,)
H,SO, (95 - 97 %)
A. demin.

Tris-HCI pH 7,5
Tris

A. demin.

HCI 32 %

Tris-HCI pH 8,0
Tris

A. demin.

HCI 32 %

209

18,8 ¢
327,29

20 ml

ad 2.000 ml

509
50 ml
ad 1.000 ml

0,59
50 ml

100g
10 ml
ad 1.000 mi

5849

29

50 mi

5ml

ad 1.000 ml

25¢
29
ad 1.000 ml

15 mil
ad 585 ml

121,14 g
ad 1.000 mi
ad pH 7,5

121,14 g
ad 1.000 ml
ad pH 8,0



Anhang 203

Trypanblau-Lésung
Trypanblau 0,29
NaCl-Losung (0,89 %) ad 1.000 ml

Trypsin-Gebrauchslésung (0,25 %)
Trypsin (2,5 %) 100 ml
HEPES-EDTA 0,1 % ad 1.000 ml

Zellkulturmedium (=RPMI 1640 + 10 % FKS + 1 % Penicillin/Streptomycin)

RPMI 1640 (mit L-Glutamin) 890 ml
FKS 100 ml
Penicillin (10.000 IE/ml)/Streptomycin (10.000 pg/ml)-Losung 10 ml
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