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Einleitung

1. Einleitung

Die Bedeutung der Enteroh&morrhagischen Escherichia coli (EHEC) als pathogene
Keime flr den Menschen ist seit langem bekannt. Besonders Stdmme der Serovare
0157:H7, O111:H-, O55:H7 und O26:H11 sind die haufigsten Ausl6ser bakterieller
Infektionen, die zu den schweren Krankheitsbildern des Hamolytisch-Urdmischen
Syndroms (HUS), der Hamorrhagischen Kolitis (HC) sowie der Thrombotisch-
Thrombozytopenischen Purpura (TTP) fihren (38, 49, 55). Doch nicht nur EHEC der
0.g. Serovare kdnnen fur den Menschen eine pathogene Wirkung haben. So werden
von humanen Patienten immer haufiger auch Stamme der Serogruppe O118 isoliert.
Von dieser Serogruppe weil3 man, daB sie unter den beim Rind gefundenen Isolaten in
Deutschland und Belgien die héchste Pravalenz besitzt (85, 117). Diese Shigatoxin-
bildenden E.coli (STEC) spielen jedoch als Krankheitserreger beim Rind eine
untergeordnete Rolle, da sie auch von gesunden Tieren isoliert werden (46, 71, 86).
Da das Rind jedoch als Hauptausscheider fir STEC bekannt st (49, 120) und der
Kontakt zwischen Mensch und Rind sich nicht nur auf das Lebensmittel ,Rind"
beschrankt, ist die Vermutung berechtigt, daB es sich bei den STEC um
Zoonoseerreger handelt. Der kirzlich verdffentlichte Bericht von Weber et al. (105)
von einem Kind, bei dem eine EHEC-Infektion mit einem O118:H16 Stamm
nachgewiesen wurde und das Kontakt zu einem gesunden Kalb hatte, bei dem der
gleiche Stamm gefunden wurde, bestatigt diese Vermutung. Wir nahmen diesen Fall
zum AnlaB, in der folgenden Untersuchung eine klonale Analyse bei 100 O118 E.coli-
Isolaten durchzufihren, in deren Mittelpunkt die Frage stand, ob es sich bei den beim
Rind gefundenen STEC um potentielle EHEC handelt. Dies wurde durch Analyse der
EHEC-typischen Virulenzfaktoren Shigatoxin (stx), EHEC-Hamolysin (Hlygnec) und
xattaching-and-effacing“ (eae)-Gen mit phano- und genotypischen Methoden sowie der

Makrorestriktion nachgewiesen.
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2. Schrifttum

Die bakterielle Populationsgenetik ist ein relativ junges Forschungsgebiet, das sich zur
Aufgabe gemacht hat, fundamentale Fragestellungen Uber die Entwicklungsgeschichte
von Bakterienpopulationen zu beantworten. Die Spezies E.coli stellt in vieler Hinsicht
den idealen Organismus fir solche Studien dar:

Zum Einen 1aBt sich eine umfangreiche Variation in der Virulenz zwischen den
bakteriellen Stammen feststellen. Die naturliche E.coli-Population setzt sich zusammen
aus harmlosen kommensalen Organismen, die im Darm leben, aus opportunistischen
Pathogenen, die gelegentlich normalerweise sterile Gewebe infizieren, und aus
spezialisierten Pathogenen, die spezifische Virulenzfaktoren besitzen und somit
definierte Krankheitsbilder hervorrufen.

Zum Anderen wurden in den letzten 10 Jahren groBe Fortschritte bei der Aufklarung
der molekularen Basis der Pathogenese von E.coli-Infektionen gemacht. Und
schlieBlich sind pathogene E.coli weltweit mit einem vielféltigen Spekirum von
humanen und animalen Krankheiten assoziiert.

Vor diesem Hintergrund werden von zahlreichen Molekularbiologen klonale Analysen
durchgefiihrt, um die hé&ufigsten bakteriellen Genotypen zu identifizieren und die
genetische Verwandtschaft zwischen den einzelnen E.coli-Serogruppen zu

untersuchen. Dabei tritt immer wieder eine zentrale Fragestellung auf:

Wie beinflussen bestimmte genetische Ereignisse wie Mutation,
naturliche Selektion, Rekombination und genetic drift die
genetische Variation und wie andern sich dadurch
Populationsstruktur, genomische Organisation und

Evolutionsraten?

Zur Beantwortung dieser Frage ist es sinnvoll, zunéachst die oben genannten

genetischen Ereignisse zu definieren.
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2.1. Definitionen genetischer Ereignisse (87, 119)

Allele:

Genetic drift:

Inversion:

Konjugation:

Mosaikgenom:

Mutation:

Auspragungen eines Gens, die auf homologen Chromosomen am

gleichen Genort lokalisiert sind.

Veranderungen der Genhaufigkeiten in einer Population von

Generation zu Generation infolge von Zufallsabweichungen (bes.

bei kleinen Populationen bemerkbar).

Umkehrung eines Chromosomenfragments um 180° mit mdglichen

Veranderungen im Phéanotyp.

Parasexueller Mechanismus zur Ubertragung von genetischem
Material unter Bildung einer Plasmabricke zwischen einem
Bakterium, das einen sog. Konjugationsfaktor (Plasmid) besitzt,
und einem weiteren Bakterium. Uber die Plasmabriicke (den sog.
Sexualpilus) dringt ein DNS-Strang des Konjugationsfaktors in die
Empféngerzelle ein, wodurch die kodierten Eigenschaften

ausgepragt werden kénnen.

Unterschiedliche Zusammensetzung des Genoms in Zellen eines
Individuums oder einer Zellkultur, die von einer Ursprungszelle

abstammen.

Veranderung des genetischen Materials, die ohne erkennbare
auBere Ursache (Spontanmutation) oder durch exogene Einflisse
entstehen kann. Je nach AusmalB der Verdnderungen werden
numerische und strukturelle Chromosomaberrationen, Punkt- und
Blockmutationen unterschieden. Neben dem Austausch einer
Purinbase (Transition) oder Pyrimidinbase (Transversion) kann es

sowohl zum Verlust (Deletion) als auch
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Panmixie:

Rekombination:

Selektion:

Transduktion:

zum Einfligen (Insertion) einzelner Basen bzw. Basensequenzen
oder zum Einbau von anderen Molekilen in die DNS
(Rastermutation) kommen. Das Ergebnis einer Mutation kann die
Synthese eines veranderten Genprodukts hervorrufen, was eine
Veranderung des Phanotypus bewirkt. Betrifft die Mutation jedoch
keine wesentlichen Teile der DNS oder hat sie nur eine
vernachlgssigbare Auswirkung auf die Funktion eines Gens, nennt

man sie eine stille oder neutrale Mutation.

Ein Paarungssystem in einer Population, in dem die gleiche
Wabhrscheinlichkeit  fir  jede  Partnerkombination  besteht
(panmiktische Population), d.h. in dem alle vorkommenden Gene
hinsichtlich ihrer Kombinationsméglichkeit vollig dem Zufall

unterworfen sind.

Bildung neuer Genkombination aus genetisch verschiedenen
Genomen. Die Integration erfolgt in manchen Fallen an
spezifischen Stellen, in anderen zuféllig. Bei Bakterien sind
spezifische Gene, sog. rec-Gene, bekannt, die den
Rekombinationsproze3 steuern. Durch Rekombination kommt es

zu Anderungen im Phanotyp des betroffenen Organismus.

Auslese bestimmter Genotypen oder Mutanten aus einer

Population.

Ubertragung eines Bruchstiickes des genetischen Materials des
Bakterienwirts durch Bakteriophagen. Dieses Bruchstick kann
durch Rekombination in das Genom der neuen Bakterienzelle
eingebaut werden und zum Gewinn einer neuen Eigenschaft

fOhren.
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Transformation: Ubertragung von genetischen Informationen zwischen Bakterien
durch Aufnahme von DNS-Bruchsticken (ist nur zwischen

Bakterien verwandter Spezies mdglich).

Transposition: Verlagerung von genetischem Material innerhalb eines
Chromosoms oder Ubertragung auf andere Chromosomen oder

Plasmide.

Analysen natirlich vorkommender E.coli-Stamme haben gezeigt, daB diese Bakterien
eine klonale Abstammung aufweisen. Whittam (111) hat seine

Untersuchungsergebnisse in einem klonalen Modell zusammengefal3t.

2.2 Klonales Modell von Populationsstrukturen

Aufgrund der genetischen Struktur einer Bakterienspezies wird eine Population als
eine Mischung aus asexuellen Zellinien oder Bakterienklonen definiert. Ein Klon
besteht aus einer einzigen Zelle und ihren direkten Nachkommen (111). In diesem
Sinne stellt eine klonale Linie ein geschlossenes genetisches System dar, in dem
Unterschiede durch genetische Ereignisse eintreten, die nur innerhalb einer Zelle
vorkommen kénnen wie z.B. Punktmutationen, Inversionen, Duplikationen, Deletionen
oder Transpositionen. Folglich ist es nicht zwingend notwendig, daB Mitglieder eines

Klons genetisch oder phanotypisch homogen sind.

Wahrend in der Vergangenheit die genetische ldentitdt Teil dieser Definition war,
wurde mit der raschen Entwicklung von molekularbiologischen
Untersuchungsmethoden wie der DNS-Sequenzanalyse klar, daB klassische
genetische Marker Uber das gesamte Chromosom verteilt sind und daB mutante

Formen dieser Marker in ihrer Struktur nicht gleichférmig sein missen (66).



Schrifttum

Far heutige Zwecke wird der Begriff “Klon” verwendet, um Bakterienkulturen zu
bezeichnen, die unabhangig voneinander aus unterschiedlichen Quellen, an
unterschiedlichen Orten und ggf. zu unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert wurden, die
jedoch so viele identische phanotypische und genetische Merkmale aufweisen, dafl3 die

wahrscheinlichste Erklarung fur diese ldentitat ein gemeinsamer Ursprung ist (79).

In einer klonal-strukturierten Population stellen Genotypen die Verbreitung von
Evolutionsveranderungen in einer Population dar (111). Sie kénnen Uber viele
Generationen hinweg persistieren und unterscheiden sich nur durch Mutationen und
genetische Veranderungen, die innerhalb einzelner Bakterienzellen vorkommen. Findet
keine Rekombination zwischen den Bakterienzellen statt, fihrt das Auftreten einer
vorteilhaften Mutation zum Austausch von Zellinien, einem Ph&nomen, das als
periodische Selektion bezeichnet wird. Als Folge der periodischen Selektion wird
wiederholt eine bestimmte genetische Variation, die durch Mutation und genetische

Drift angehauft wurde, eliminiert (66).

Dieses Modell, das eine asexuelle Reproduktion sowie das Ausbleiben von
Rekombination zwischen einzelnen Bakterien voraussetzt, ist in seiner strikten Form
unrealistisch, da bakterielle Populationen Mechanismen zum Austausch genetischer
Informationen zwischen Bakterien gefunden haben, wie die bereits erwahnten
Ereignisse der Transduktion, Transformation oder Konjugation. Um die Rolle der
Rekombination und ihren EinfluB auf die genetische Variation und die genomische
Divergenz in natirlich vorkommenden E.coli ndher zu untersuchen, muBten deshalb

weitere Modelle Uber Populationsstrukturen entwickelt werden.
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Klonaler Rahmen

Um Ereignisse wie den Gentransfer, die Rekombination, die periodische Selektion und
die Mutation in der Evolution von E.coli-Populationen zu bericksichtigen, entwickelten
Milkman und Bridges (65) ein Modell, in dem ein bestimmter klonaler Rahmen, d.h. ein
spezifischer chromosomaler Hintergrund, durch das Vorkommen einer vorteilhaften
Mutation an Haufigkeit zunimmt. Der Klon, der diese vorteilhafte Mutation tragt, breitet
sich in der Population aus, ersetzt teilweise bereits bestehende Klone und erhéht
insgesamt die genetische Variation der gesamten Population. Wahrend dieser
adaptierte Klon immer haufiger vorkommt und sich auch geographisch ausbreitet,
kommt es gleichzeitig zu einer Akkumulation neutraler Mutationen, in deren Zuge Teile
des Genoms durch Gentransfer ersetzt werden.

Der klonale Rahmen bezieht sich auf die Uberbleibsel der urspriinglichen DNS-
Sequenz der Griinderzelle. Seine Intaktheit hangt davon ab, wie h&ufig die Ereignisse
Gentransfer, Rekombination, periodische Selektion und Mutation auftreten. Das
Modell des klonalen Rahmens betont besonders das Auftreten einer vorteilhaften
Mutation, die die Entstehung eines neuen Klons kennzeichnet. Dabei wird davon
ausgegangen, daB die Divergenz starker ist, wenn ein adaptierter Klon expandiert als
wenn genetisches Material dem Klon von auBen zugefihrt wird, was zu
Mosaikgenomen flhrt. Die Integritéat des klonalen Rahmens kann Uber eine lange Zeit
fortbestehen, wenn die Austauschvorgange unregelmaBig stattfinden und zudem nur
kurze DNS-Segmente beteiligt sind (111).
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Nischen-spezifische Selektion

Dieses Modell einer Populationstruktur berlcksichtigt die Adaptation bakterieller
Subpopulationen an unterschiedliche Lebensrdume und bestimmte Nischen.

Ausgehend von der Tatsache, daB Proteine und Lipopolysaccharide auf der
Oberflache von E.coli hoch polymorph sind (was sich in der groBen Anzahl
verschiedener O-, H- und K-Antigene widerspiegelt), hat Reeves (88) ein Modell
entwickelt, in dem bestimmte Allele, die fur spezifische Oberflachenantigene kodieren,

in unterschiedlichen Nischen durch nattrliche Selektion beglnstigt werden.

Diese bevorzugten Allele und ihre korrespondierenden Antigene nehmen innerhalb
einer bestimmten Nische an Haufigkeit zu, da sie gegeniber anderen Klonen den
Vorteil einer besseren Eignung haben. Gentransfer von Organismen auBerhalb der
Nische hat zur Folge, daB nicht-adaptierte Allele in die Population gelangen. Ihre
Anzahl bleibt jedoch gering, wenn der Gentransfer unregelmaBig stattfindet und sie im

Zuge der Selektion wieder effektiv eliminiert werden.

Wenn eine vorteilhafte Mutation auftritt, ersetzt der Klon, der sie tragt, die anderen
Klone in diesem Lebensraum, an den er adaptiert ist. Er ersetzt jedoch nicht die
Gesamtheit aller Klone dieser Spezies. So dominieren die adaptierten klonalen
Genotypen in bakteriellen Subpopulationen bestimmter Nischen. Das AusmalB, mit
dem diese Bakterien auch geographisch in andere Lebensrdume streuen, bestimmt,
wie haufig der adaptierte Klon in der gesamten Spezies vorkommt. Zusatzlich kann die
originare beglnstigende Mutation innerhalb der Spezies durch horizontalen Transfer in

andere Klone verbreitet werden.

Zu beachten bleibt, daB sich bei hohen Gentransferraten adaptierte Mutationen schnell
Uber die Bakterienpopulation einer Nische ausbreiten kénnen, ohne mit einem
spezifischen Klon assoziiert zu sein. In diesem Fall unterscheiden sich die
Nischensubpopulationen in ihren Genhdufigkeiten jedoch nicht in ihren klonalen

Genotypen.
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Linkage Disequilibrium (Verbindungs-Ungleichgewicht)

Eine Folge eingeschrankter Rekombination in einer klonal-strukturierten Population ist
das Vorhandensein eines “Verbindungs-Ungleichgewichts” (Linkage Disequilibrium)
bzw. einer nicht-willkirlichen Verbindung von Allelen in haploiden Genotypen (39).
Multilokus-Verbindungen in Populationen bedeuten, daB bestimmte Allelkombinationen
auf unterschiedlichen Genen haufiger vorkommen als erwartet, wahrend andere
Kombinationen selten sind oder gar fehlen. Ein ausgepragtes Verbindungs-
Ungleichgewicht reflektiert die genotypische Struktur einer Population und hat zur
Folge, daB Rekombinationsereignisse eine geringere Auswirkung auf die
Zusammensetzung der Gene haben. Bei Ausbleiben von natlrlicher Selektion, bei der
bestimmte spezifische Genkombinationen favorisiert werden, fihrt jedoch haufige
Rekombination dazu, daB3 Allelkombinationen in Genotypen zufallig werden, so daB die

Genotypstruktur der Population ein Verbindungs-Gleichgewicht erreicht.

2.3. Genetische Variation und Rekombination

Eine Hauptfrage des Studiums der Evolutionsgenetik von E.coli lautet:

Welche Rolle spielt die Rekombination bei der Untersuchung der genotypischen

Unterschiede unter nattirlichen Bedingungen?

Reproduktion und chromosomaler Genaustausch stellen bei bakteriellen Spezies im
Gegensatz zu eukaryotischen Organismen voneinander unabhangige Funktionen dar.
Da die bakterielle Reproduktion ein asexueller Vorgang ist, basiert der Austausch von

Genen nicht auf wechselseitiger Rekombination.
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Die Rekombination, also der Transfer genetischen Materials von einem Stamm auf
einen anderen, wird als ein ProzeB in der Populationsgenetik angesehen, der das
Verbindungs-Ungleichgewicht unterbricht (30). Das AusmaB des genetischen
Transfers variiert von Spezies zu Spezies. So sind Rekombinationsereignisse bei
Helicobacter pylori so haufig (99), daB keine statistische Assoziation zwischen Allelen
unterschiedlicher Loci besteht, d.h. unterschiedliche Loci und Polymorphismen
innerhalb der Loci befinden sich im “Verbindungs-Gleichgewicht” (Linkage Equilibrium)
(62). Dieses Phanomen wird auch als Panmixie bezeichnet.

Die GréBe des ausgetauschten DNS-Fragments hangt davon ab, welcher der drei
bekannten Mechanismen involviert ist: Transduktions-vermittelte Rekombination
transferiert DNS-Stlicke in einer GréBenordnung von 10-100 kb, wahrend bei der
Konjugation Regionen von mehreren hundert bis mehreren tausend Kilobasen
Ubertragen werden kdnnen. Der Vorgang der Transformation ist dagegen nicht
relevant fir E.coli (30).

Bei Fehlen der chromosomalen Rekombination sind alle Individuen einer Spezies durch
klonale Abstammung verwandt, auch wenn sie sich phanotypisch durch akkumulierte
Mutation unterscheiden. Bei einer klonalen Spezies ist die Entstehung unterschiedlicher
Gene derselben Stamme gleich, d.h. Gene eines Stammes wirden mit Genen eines
anderen Stammes denselben jlingsten gemeinsamen Vorfahren teilen.

Wird jedoch die Mdglichkeit der Rekombination berlcksichtigt, so ist die Entstehung
unterschiedlicher Gene derselben Stdmme unterschiedlich, d.h. auch die gemeinsamen

Vorfahren unterschiedlicher Gene desselben Stammparchens sind unterschiedlich.

10
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Dykhuizen erlautert diesen Ansatz mit folgendem Modell (30):
A B C

Abb. 1: Auswirkungen der Rekombination auf die phylogenetische Beziehung

dreier Stamme

Ausgangspunkt seiner Betrachtung ist eine Zelle, die sich in zwei weitere Zellen teilt,
von der jede wiederum den Vorfahren einer Zellinie darstellt. Die eine Linie bringt die
Stdmme A und B hervor, wahrend die andere zu Stamm C fuhrt. Zusatzlich wird ein
Gen X von einem Vorldufer des Stammes C auf einen Vorldufer des Stammes B
Ubertragen.

Um die Verwandtschaften zwischen den drei Stammen A, B und C zu untersuchen,
wird die Primarstruktur des entsprechenden Gens eines jeden Stammes analysiert.
Die Untersuchung der meisten sequenzanalysierten Gene dieser Stdmme wirde
zeigen, daB die Stdmme A und B einander &hnlicher sind als jeder fUr sich im
Vergleich mit Stamm C. Wird jedoch Gen X sequenziert, so ergibt sich, daB Stamm B
naher mit Stamm C verwandt ist als mit Stamm A.

Dieses unterschiedliche Ergebnis resultiert aus der Tatsache, daB die Vorgange der
Rekombination die phylogenetischen Verwandtschaften der Stdmme vermischt. Wenn
man zeigen kann, daB unterschiedliche Gene derselben Stdmme statistisch
unterschiedliche Entstehungsgeschichten aufweisen - sowohl in ihrer Anordnung im
Stammbaum (wie im oberen Beispiel) als auch beziiglich des Zeitpunktes ihres letzten
gemeinsamen Vorfahrens (beurteilt anhand der relativen Rate des akkumulierten
Basenpaaraustausches) - dann zeigt das Ergebnis, daB die Rekombination ein
wichtiger Parameter in der Entstehung der beobachteten Verteilung von Genotypen in

den Spezies ist.
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Rekombinationsereignisse werden in drei Klassen eingeteilt (111). Diese Einteilung
richtet sich jedoch nicht nach dem Mechanismus des Gentransfers (Konjugation oder
Transduktion) sondern nach dem Ergebnis von Rekombinationsereignissen aus
populationsgenetischer Sicht. Ereignisse in jeder dieser Klassen schlieBen den
Transfer von genetischem Material zwischen den Bakterienzellen ein und resultieren in

der Entstehung rekombinanter Genotypen.

1. Assortative Rekombination:
Bereits existierende Allele werden zu neuen Kombinationen gemischt,

wodurch neue chromosomale Genotypen entstehen.

2. Intragenische Rekombination:
Sie beinhaltet den Austausch von Genstlicken (kleiner als Cistrons), was

zu neuen Mosaik-Allelen und damit zu neuen Genotypen flhrt.

3. Additive Rekombination:
Sie tritt auf, wenn genetische Elemente integriert werden, um einen
zusammengesetzten Genotyp zu formen, der die Summe der
rekombinierten Molekule darstellt (z.B. Aufnahme von Genen anderer

Bakterienspezies).
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Assortative Rekombination

Um das AusmaB zu beurteilen, in dem Allele in nattrlichen Bakterienpopulationen neu
gemischt werden mit der Folge, daB rekombinante chromosomale Genotypen
erschaffen werden, hat sich die Methode der Multilokus-Enzymelektrophorese (MLEE)
bewéhrt (112).

Diese Technik deckt Proteinpolymorphismen auf, indem sie Isoenzyme aufgrund ihrer
unterschiedlichen elektrophoretischen Wanderungsrate unter nicht-denaturierenden
Bedingungen separiert. Grundlage dieser Methode ist die Tatsache, daB
Mobilitatsvarianten (sog. Elektromorphe) eines Enzyms direkt mit den Allelen auf
einem einzelnen genetischen Lokus korrespondieren. Das ist dadurch bedingt, daB
Unterschiede in der Wanderungsrate von Proteinvarianten wahrend der
Elekirophorese ein direktes Resultat des Austauschs von Aminoséuren sind, was die
elektrostatische Ladung beeinfluBt. Durch Vergleich der Elekiromorphe eines Enzyms
mit Allelen auf dem korrespondierenden strukturellen Genlokus kann jeder bakterielle
Stamm durch seinen Multilokus-Genotyp charakterisiert werden. Dabei wird jede
unterschiedliche Allelkombination als ein Elektrophoretischer Typ (ET) bezeichnet.
Isolate mit identischen elekiromorphen Profilen werden als gemeinsame lineare
Abkdmmlinge einer einzelnen Vorlauferzelle betrachtet und als Mitglieder eines
einzelnen Klones angesehen (109).

Die Elekirophorese von Proteinvarianten mit bekannten Aminosaurensequenzen hat
bewiesen, daB diese Methode einen betrachtlichen Prozentsatz aller Nukleotid-
austausche aufzeigen kann, die in einem Ersatz von Aminosauren resultieren. Jedoch
kann es vorkommen, daB aufgrund von stillen Nukleotidsubstitutionen und
Aminosaureersatz, der nicht die Mobilitdt unter Standardbedingungen verandert, die
elektrophoretisch aufgedeckte allelische Variation und die totale genetische Variation

auf einem Lokus nicht Gbereinstimmen (109).
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Dennoch kann man durch das screening von Allelvarianten auf vielen Genloci auf die
Multilokus-Genotypen der Stdmme schlieBen und aus einer heterogenen Kollektion von
Bakterienisolaten genetisch homogene Gruppen herauslésen, natlrlich vorkommende
Klone innerhalb der Bakterienpopulation darstellen und Gruppen von Klonen
identifizieren, die einen jingsten gemeinsamen evolutiondren Ursprung haben.
Angewendet auf E.coli-Populationen erbrachte das Studium von
Proteinpolymorphismen den Beweis fir eine klonale Struktur. Die klonale Hypothese
stammte von friiheren Beobachtungen identischer Phanotypen - bezlglich so variabler
Eigenschaften wie Serovar und Biotyp - zwischen E.coli-Stdmmen, die aus
verschiedenen Krankheitsausbrichen isoliert wurden (79). Selander und Levin (91)
dehnten das Klonkonzept auf die gesamte E.coli-Spezies aus, basierend auf dem
wiederholten Isolieren von Stammen mit identischen Multilokus-Enzym-Genotypen.

Ein weiterer Beweis flr die klonale Populationsstruktur bei E.coli war das Auftreten
eines umfangreichen Verbindungs-Ungleichgewichtes bei vielen Enzymloci (107, 108).
Die Haufigkeiten von Multilokus-Genotypen in naturlich vorkommenden Populationen
weichen signifikant ab von denen, die man bei einem Modell von zufalliger Assoziation
erwartet (108).

Bei einer klonalen Populationsstruktur, in der assortative Rekombinationen selten sind,
sollite eine Analyse samtlicher genetischer Charakteristika, die fir das Genom
reprasentativ sind, die gleichen genetischen Verwandtschaften zwischen den Isolaten
hervorbringen.  Zahlreiche  Studien bewiesen  Ubereinstimmungen  zwischen
phylogenetischen Verwandtschaften, beruhend auf Proteinpolymorphismen, und
anderen Eigenschaften (2, 76, 78). Gleichzeitig wurden nicht Ubereinstimmende
Phylogenesen, die auf Vergleichen unterschiedlicher Gene oder unterschiedlicher
Charaktereigenschaften beruhen, als ein Beweis fur entwicklungsgeschichtlich friihere

Rekombinationsereignisse angefuhrt (10, 27, 30, 92).
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Intragenische Rekombination

Das AusmaB des Verbindungs-Ungleichgewichtes, abgeschéatzt anhand von MLEE-
Daten, er6ffnet Informationen Gber einen Rekombinationstyp bei Bakterien, néamlich
die assortative Rekombination, bei der ganze Allele transferiert werden und zur
Entstehung neuer Multilokus-Genotypen flhrt.

Die intragenische Rekombination dagegen produziert neue Mosaik-Allele, die nicht
ohne Kenntnis der Nukleotidsequenz unterschieden werden kénnen von neuen Allelen,
die durch Punktmutationen entstehen. Die Methode der MLEE basiert auf dem
Austausch von Aminosauren, der wiederum zu Veranderungen der elektrostatischen
Ladung fOhrt, gibt jedoch keinerlei Information Uber den Grad der
Sequenzunterschiede auf synonymen Loci.

Dagegen koénnen sog. stille Substitutionen, die nicht zu einer Veranderung des
kodierten Enzyms fUhren, durch direkte Nukleotid-Sequenzanalyse interner Fragmente
von “housekeeping”™-Genen erfaBt werden. Diese als Multilokus-Sequenztyping
(MLST) bezeichnete Methode deckt mehr Variation, also mehr Allele pro Lokus auf,
als es die MLEE vermag (61). Darliberhinaus kénnen die so erhaltenen Daten weltweit
in Datenbanken gespeichert werden und ermdglichen so einen reproduzierbaren

Vergleich wissenschaftlicher Ergebnisse zwischen verschiedenen Laboratorien.

Additive Rekombination

Additive Rekombination kann aus einer Vielzahl von Gentransferereignissen entstehen,
z.B. durch die Integration von Bakteriophagen und Plasmiden sowie die Translokation
von Insertionssequenzen und austauschbaren Elementen.

Es qgibt viele Beispiele des Genaustausches zwischen verschiedenen
Prokaryontenspezies, wobei auch einige sehr entfernt verwandte Organismen

involviert sind (63).
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Von den natdrlich vorkommenden E.coli-Populationen sind die darmpathogenen E.coli
am besten charakterisiert, da ihre Bedeutung als Krankheitserreger bei Mensch und

Tier eine intensive Auseinandersetzung mit diesen Keimen erforderlich machte.

2.4. Darmpathogene Escherichia coli (E.coli)

Darmpathogene E.coli-Keime werden aufgrund ihrer in den letzten Jahren
aufgedeckten Virulenzfaktoren in derzeit sieben Klassen unterteilt (54). Dabei werden
die klinische Symptomatik sowie die von den Stdmmen gebildeten Adh&sionsfaktoren
und Toxine als Einteilungskriterien verwendet. Einen Uberblick (iber die verschiedenen

Klassen vermittelt Tab. 1.

Enteropathogene Escherichia coli (EPEC)

Enteropathogene E.coli werden durch die Fahigkeit gekennzeichnet, in der
Darmschleimhaut charakteristische L&sionen, sog. “attaching-and-effacing”(AE)-
Lasionen, hervorzurufen (15, 26, 53). Diese typischen morphologischen
Veranderungen gehen mit einem Verlust der Mikrovilli sowie einer massiven
Anreicherung von Zytoskelett-Proteinen unterhalb der bakteriellen Anheftungsstelle
einher (72).

Der Pathogenese von EPEC-Infektionen liegt ein Drei-Stufen-Modell zugrunde (72):

Im ersten Schritt kommt es zu einer initialen Adh&sion der Bakterien an die
Darmepithelzellen, die durch wahrscheinlich spezifische, als Bundle-forming Pili (BFP)
bezeichnete Fimbrien vermittelt wird. Die Fahigkeit zur Anheftung wird durch das
Strukturgen bfpA erméglicht, das von einem 60-MDa groBen Plasmid kodiert wird (25,
37).

16



Schrifttum

Tab. 1: Klassifizierung darmpathogener Escherichia coli-Stamme
Klasse Virulenzfaktor Erkrankungen bei
Adhasionsfaktor Toxin Mensch Tier
Enteropathogene | BFP, nicht Sauglings- Jungtier-
E.coli (EPEC) Intimin bekannt durchfall durchfall
Enterotoxische F2, F3, ST u./o. LT |Cholera-
E.coli (ETEC) CFA/III, ahnliche
CFA/IV Erkrankung,
Reisediarrhoe
F4, F5, F6, Neugeborenen-u.
(F17), Fa1, Jungtierdiarrhoe
F18ac
Enteroinvasive Invasin Enterotoxin | wéssrige nicht bekannt
E.coli (EIEC) Diarrhoe
Shigatoxin-bildende | Intimin Stx1 u./o. 2 |HC, HUS blutiger Durchfall,
E.coli (STEC) Hlyenec Odemkrankheit
Enteroaggregative | AAF/I, AAF/II EASTA chronischer nicht bekannt
E.coli (EAQQEC) Durchfall
Diffus Adhérente | F1845 nicht Durchfall nicht bekannt
E.coli (DAEC) AIDA-I bekannt
Nekrotoxische F17-ahnlich CNF-1, nicht bekannt | fraglich
E.coli (NTEC) CNF-2,
Hlyum
AAF:  Aggregative adherence fimbriae HC:  Hamorrhagische Kolitis
AIDA: Antigen involved in diffuse adhesion Hly gnec:EHEC-Hamolysin
BFP:  Bundle-forming Pili HUS: Hamolytisch-Urdmisches-Syndrom
CFA: Colonization factor antigen LT: Hitze-labiles Enterotoxin
CNF:  Zytonekrose-Faktor Stx: Shigatoxin
EAST: Hitze-stabiles Enterotoxin der EAggEC ST: Hitze-stabiles Enterotoxin
F: Fimbrienantigen UTIl:  Urinary Tract Infection
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In einem zweiten Schritt wird das direkte Haften der Bakterien an den Enterozyten
(“attaching”) von dem Adhésionsfaktor Intimin erméglicht. Dieses auBere Membran-
Protein (OMP) mit einem Molekulargewicht von 94 kDa wird vom eae-Gen (fur E.coli
attaching-and-effacing) kodiert, welches auf einer Pathogenitétsinsel lokalisiert ist,
dem LEE (locus of enterocyte effacement) (47, 48). Der LEE ist dartber hinaus fir
die Expression verschiedener sezernierter Proteine verantwortlich, die als Folge ihrer
Wechselwirkung ~ mit  eukaryotischen = Rezeptoren  zur  Auslfésung  von
Signaltransduktionsketten und damit zu einer Umstrukturierung des Zytoskeletts mit

dem Verlust von Mikrovilli (“effacing”) fihren (52).

EPEC-Infektionen sind die haufigste Ursache infektidser Darmerkrankungen bei
Kindern in Entwicklungslandern (19) und gehen mit wéssrigen Durchféllen, Erbrechen
und Fieber einher (54). EPEC sind auch flr Tiere pathogen und verursachen beim
Kaninchen groBe Verluste in der Jungtieraufzucht (14, 67). Gelegentlich wurden EPEC
auch bei Durchfallerkrankungen von Kélbern, Ferkeln, LAmmern, Hihnern, Hunden und
Katzen isoliert (14, 33, 46, 67, 86, 100).

Enterotoxische Escherichia coli (ETEC)

Enterotoxische E.coli zeichnen sich durch die Bildung von plasmidkodierten Hitze-
labilen (LT) (42, 82, 94) und/oder Hitze-stabilen (ST) (35, 69, 70) Enterotoxinen aus.
Beide Toxingruppen werden in jeweils zwei weitere Untergruppen (LT-I und LT-1l bzw.
ST-1 und ST-Il) unterteilt, die immunologisch nicht miteinander kreuzreagieren (72).

Das Hitze-labile Enterotoxin LT-1 &hnelt in seiner Struktur und Funktionsweise dem bei
Vibrio cholerae vorkommenden Choleratoxin (CT) (72). LT-I ist ein oligomeres Toxin
und besteht aus einer 28 kDa groBen A-Untereinheit, die flr die enzymatische Aktivitat
des Toxins verantwortlich ist, und finf jeweils 11,5 kDa groBen B-Untereinheiten, die

far die Bindung an die Zellmembranen zustandig sind (72).
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Nach erfolgter Endozytose steigert das Toxin durch eine ADP-Ribosylierung den
cAMP-Gehalt der Enterozyten, was zur Stimulation von Proteinkinasen und damit zu
einem Anstieg des intrazellularen Ca'*-Spiegels fuhrt. LT-I 16st eine verstarkte Cl-
Sekretion der Krypten-Epithelzellen mit gleichzeitig einhergehender verringerter NaCl-
Absorption aus. Die Folge ist eine osmotische Diarrhoe (72).

LT-II sind in ihrer A-Untereinheit zu 55 bis 57 % identisch mit LT-l1 und CT, zeigen
jedoch beziiglich der B-Untereinheit keine Ubereinstimmung mit LT-1 und CT (72). Der
Wirkungsmechanismus dieses Toxins, das in zwei antigenen Varianten LT-lla und LT-
llb vorkommt, entspricht dem des LT-I, jedoch ist seine enzymatische Aktivitat in vitro
25-50mal schwéacher (42).

Wahrend LT-I von E.coli-Stammen exprimiert wird, die sowohl fir Menschen als auch
far Tiere pathogen sind, findet man LT-II hauptséchlich bei animalen E.coli Isolaten
und nur selten bei humanen, wobei sie bei beiden nicht mit Krankheiten assoziiert sind
(72).

Im Gegensatz zu den groBen oligomeren LTen stellen sich die Hitze-stabilen
Enterotoxine (ST) als kleine monomere Toxine dar, deren zahlreiche Cysteinreste Uber
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und damit die Hitzestabilitat dieser Toxine
sicherstellen (72). Die zwei voneinander unabhéngigen Toxinklassen (ST-1 und ST-I1)
unterscheiden sich in Struktur und Wirkungsmechanismus. Gene fir beide Klassen
finden sich vornehmlich auf Plasmiden, seltener auf Transposons (72).

Das Hapten ST-I mit einem Molekulargewicht von nur 2.000 Da bindet an ein ca. 140
kDa-groBes G-Protein, dessen intrazellulare Domane an eine Guanylat-Zyklase
gekoppelt ist (23). Die Bindung der Guanylat-Zyklase bewirkt ein Erhdhung des
intrazellularen cGMP-Spiegels sowie des Ca'*-Gehaltes und hat damit Imbalanzen im
Na“-und Cl-Haushalt zur Folge. Das auBert sich wie beim LT ebenfalls in einer

osmotischen Diarrhoe (34).

ST-1 kommt in zwei Subtypen vor, ST-la und ST-Ib. Neben den ETEC verfligen
zahlreiche andere gram-negative Keime wie Yersinia enterocolitica und Vibrio

cholerae non-O1 Gber ST-1 (72).
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ST-1l spielt vor allem beim Schwein als Durchfallerreger eine Rolle (68). Im Gegensatz
zu ST-1 induziert ST-II histologische Lasionen am intestinalen Epithel, die zum Verlust
der Mikrovilli und zu partieller Villusatrophie fihren (72). Dartberhinaus stimuliert ST-11
die Sekretion von Bikarbonat. Obwohl ST-II die intrazellularen cAMP- bzw. cGMP-
Spiegel nicht erhdht, bewirkt es einen intrazellularen Anstieg der Ca**-Konzentration

aus extrazellularen Quellen (72).

Voraussetzung fur die Anheftung der ETEC an Enterozyten ist das Vorhandensein von
spezies-spezifischen Fimbrien. Die wichtigsten Fimbrien sind in Tab. 1 aufgelistet.
ETEC-bedingte Infektionen sind eine weit verbreitete Ursache von Darmerkrankungen
bei Kleinkindern und Reisenden in Entwicklungslandern. Sie duBern sich in wéassrigen
Durchféllen, abdominalen Krampfen, Fieber und Erbrechen (54). Beim Tier sind vor
allem neugeborene Lammer, Kélber und Ferkel betroffen. ETEC kommen aber auch
bei Hund und Katze vor (11, 51, 95, 102).

Enteroinvasive E.coli (EIEC)

Enteroinvasive E.coli sind mit Ausnahme der fehlenden Shigatoxinbildung beziglich
ihrer pathogenen Eigenschaften den Shigellen sehr &hnlich (29) und verursachen beim
Menschen meist wéssrige Diarrhoe. Fir Durchfallerkrankungen vom Tier scheinen sie
keine Relevanz zu haben.

Gene, die fur die Invasivitat der EIEC verantwortlich sind, sind auf einem 140 MDa
groBen Plasmid lokalisiert. Unter den sezernierten Proteinen spielt das Invasin als
Anheftungsstruktur die Hauptrolle (72). Der Nachweis eines 63 kDa groBen sog.
Shigella Enterotoxin-Gens (sen) kodnnte eine Erklarung dafir sein, daB EIEC-

Infektionen beim Menschen lediglich zu wéassrigen Durchfallen fihren (72).
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Shigatoxin-bildende E.coli (STEC)

Shigatoxin-bildende E.coli (STEC) produzieren ein oder mehrere Shigatoxine. Sie
konnten zunachst beim Menschen, spater jedoch auch beim Nutztier isoliert werden
(28, 44, 46, 59, 71, 81, 103) und sind die einzigen Vertreter darmpathogener E.coli-
Stamme, flr die ein Zoonosecharakter nachgewiesen wurde. Hauptreservoir ist das
Rind, wobei die STEC-Ausscheidung meist nur beim Jungtier mit teilweise blutigem
Durchfall einhergeht (71).

Da STEC neben wassrigem Durchfall beim Menschen auch eine hamorrhagische
Kolitis (HC) und/oder das Hamolytisch-Urdmische-Syndrom (HUS) auslésen kdnnen
(50, 54), werden sie auch als Enterohdmorrhagische E.coli (EHEC) bezeichnet (54,
55). Diese lassen sich nach dem Vorkommen ihrer Virulenzmerkmale in zwei weitere

Gruppen unterteilen:

Typische EHEC:

Die typischen EHEC verfigen neben dem Shigatoxin Uber den LEE und ein auf
einem 60 MDa groBen Plasmid kodiertes EHEC-Hamolysin (Hlygnec). Zu diesen
zahlen vor allem EHEC der Serovare O157:H7, O111:H-, O103:H2 und O26:H11
(72).

Untypische EHEC:
Zu den untypischen EHEC zahlen die Serovare, deren einziger bekannter

virulenzassoziierter Faktor das Shigatoxin darstellt (72).

Das Hauptmerkmal der STEC, die Shigatoxinbildung, ist auf lysogenen lambdoiden
Bakteriophagen kodiert (74, 75). Shigatoxine bestehen aus einer 32 kDa groBen A
Untereinheit, verantwortlich fir die enzymatische Aktivitat, und funf identischen, 7,7
kDa groBen B-Untereinheiten, Uber die die Bindung des Toxins an einen spezifischen
Glykolipidrezeptor (Globotriaosylzeramid, Gb3) auf der Oberflache eukaryotischer

Zellen vermittelt wird.
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Nach erfolgter Endozytose und Bindung an die 60S-Ribosomen hemmt die A-
Untereinheit Uber eine N-Glykosidaseaktivitdt die Proteinbiosynthese, was den

Untergang renaler Endothelzellen und intestinaler Epithelzellen zur Folge hat (72).

Die Shigatoxin-Familie besteht aus den beiden immunologisch nicht kreuzreagierenden
Gruppen Stx1 und Stx2. Wahrend Stx1 hochkonserviert ist, existieren innerhalb der
Stx2-Gruppe Sequenzvarianten (72). Das Stx2e stellt darunter eine Besonderheit dar:
Diese Shigatoxinvariante bindet im Gegensatz zu den anderen Shigatoxinen bevorzugt
an einen Globotetraosylrezeptor (Gb4) und verursacht beim Schwein die
Odemkrankheit der Absatzferkel. Die hierfiir verantwortlichen STEC gehéren den
Serovaren 0138:K81, O139:K82 und O141:K85 an (44).

Enteroaggregative E.coli (EAggEC)

Im Gegensatz zu den EPEC bilden Enteroaggregative E.coli keine charakteristischen
Mikrokolonien auf der Enterozytenoberflache sondern lagern sich in typischer Weise
zu Aggregaten zusammen (72). EAQQEC-Infektionen wurden vor allem bei Kindern
nachgewiesen und auBern sich in wassrigen, mukoiden, oft persistierenden Durchfallen
(72). Aus Infektionsversuchen beim Ferkel ist bekannt, daB EAggEC auch flr diese
Tierart pathogen sind (104), scheinen aber darlberhinaus epidemiologisch beim
Schwein keine Bedeutung zu haben.

Verantwortlich fir die Aggregation sind zwei flexible, aggregative Adhé&renzfimbrien
(AAF/I und AAF/II), die die initiale Kolonisation erméglichen (72). Es folgt eine
verstarkte Mukusproduktion der Epithelzellen, die zu persistierender Kolonisation und
Malabsorption fUhrt. Zusatzlich werden Cytotoxine freigesetzt. Das EAST1 ist ein dem
Hitze-stabilen E.coli-Enterotoxin verwandtes Toxin, dessen Wirkungsweise noch nicht
vollstandig geklart ist. Das EAggEC-Hamolysin hat einen Anstieg des intrazellularen
Ca'"-Gehaltes zur Folge und wird erst nach Anheftung der EAggEC an Zielzellen
freigesetzt (4).
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Diffus Adharente E.coli (DAEC)

Diffus adharente E.coli wurden nach Entdeckung der EAQQEC als eine eigenstéandige
Kategorie der darmpathogen E.coli anerkannt. Die Nomenklatur richtete sich nach
ihrem diffusen Adh&sionsmuster in Adhasionsversuchen. DAEC-Infektionen wurden vor
allem bei Kindern mit wassrigen Durchfallen nachgewiesen (72).

DAEC produzieren keine Toxine, jedoch zwei unterschiedliche Adhasionsfaktoren. Das
Fimbrienantigen F1845 ist sowohl chromosomal- als auch plasmidkodiert und besteht
aus einem 95 kDa groBen Protein (8). Das plasmidkodierte Protein AIDA-I (fir
adhesin involved in diffuse adherence) spielt als Adhasionsvermittler an HelLa-Zellen

eine Rolle und weist eine GrdBe von 100 kDa auf (6).

Nekrotoxische E.coli (NTEC)

Neben den sechs international anerkannten Klassen darmpathogener E.coli gibt es
weitere Stamme, die sich durch die Bildung eines Zytonekrose-Faktors (CNF)
auszeichnen und daher nicht in die 0.g. Klassen eingeteilt werden kénnen. Sie werden
als Nekrotoxische E.coli bezeichnet und nach dem Vorkommen ihrer Zytonekrose-
Faktoren in CNF1- bzw. CNF2-bildende Stamme differenziert (22).

CNF1-bildende NTEC (NTEC-1) sind vor allem beim Menschen mit extraintestinalen
Infektionen nachgewiesen worden, wahrend CNF2-bildende NTEC (NTEC-2) beim
Kalb sowohl mit Durchfall als auch mit Septikdmien in Verbindung gebracht werden
konnten (16). Im Gegensatz zu NTEC-2 bilden NTEC-1 meist zusétzlich ein Hlyyr.
(31).
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2.5. Definierung klonaler Gruppen

Mit Durchfall assoziierte darmpathogene E.coli kénnen bestimmten O:H-Serotypen
zugeordnet werden. Diese Beobachtung brachte Whittam et al. (110) dazu, 1300
E.coli-Stamme, die weltweit von Patienten mit Durchfall oder anderen intestinalen
Krankheiten isoliert worden waren, mit der Multilokus-Enzymelektrophorese (MLEE)
auf ihre genetische Variation hin zu untersuchen. Anhand der Analyse der
Proteinpolymorphismen innerhalb der 1300 Isolate konnten 23 distinkte Klone
unterschieden werden. Von diesen wurden 15 Klone, die unter den untersuchten
Stdmmen die gréBte Verbreitung besitzen, zur Erstellung eines phylogenetischen
Stammbaumes herangezogen (Abb. 2). Diese Klone bezeichnete Whittam (110) als
Diarrheagenic E.coli (DEC). Zu den haufigsten DEC-Klonen gehéren Stdmme der
Serogruppen 026, 055, O111, O128 und O157. Untersuchungen der Allelprofile
ergaben, daB zwischen DEC-Klonen verschiedener Serotypen und Krankheitsbildern
enge genetische Verwandtschaften bestehen (110). So unterschieden sich
beispielsweise die Gruppen DEC 3 und DEC 4, die die O157:H7 Klone enthielten, nur
in einem Allel vom Multilokus-Genotyp der DEC 5 Gruppe, dem Hauptklon von
O55:H7. Klone dieser Gruppen waren nicht nur untereinander eng verwandt, sondern
sie unterschieden sich auch deutlich von Klonen anderer Gruppen wie DEC 6, in der
vor allem die Serovar O111:H12 eingeordnet wurde. Da die untersuchten Stamme, die
einen identischen Enzymtyp aufwiesen, zu unterschiedlichen Zeitpunkten von Patienten
in geographisch getrennten Gebieten isoliert worden waren, stellte Whittam die
Vermutung auf, daB diese Multilokus-Genotypen pathogene Klone mit einer groBen
geographischen Verbreitung darstellen. Im Gegensatz zu panmiktischen Spezies wie
z.B. Helicobacter, die eine freie genetische Rekombination aufweisen (99), kann man
anhand der klonalen Verbreitung von E.coli-Keimen die Entwicklungsgeschichte
einzelner Klone nachvollziehen. Das Aufdecken klonaler Verwandtschaften zwischen
E.coli-Stammen wird jedoch dadurch erschwert, daB innerhalb einer einzigen
Generation durch horizontalen Gentransfer neue, bislang in der Population nicht

vorhandene genetische Informationen eingefihrt werden kénnen.
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So kdnnen z.B. pathogene Eigenschaften durch den Erwerb einer Pathogenitétsinsel
wie den LEE entscheidend verandert werden. Solche LEE-positiven DEC-Klone
wurden aufgrund ihrer zentralen Bedeutung als Krankheitserreger zum Gegenstand

weiterer Untersuchungen.

LEE-positive DEC-Klone

Pathogenitétsinseln sind haufig mit tRNS-Genen assoziiert. So ist z.B. die LEE-
Insertionsstelle im 1995 von McDaniel (64) verdffentlichten EPEC-Stamm E2348/69
(O127:H6) im tRNS-Lokus selC bei min. 82 des E.coli-Chromosoms lokalisiert.

Bei weiteren Analysen der DEC-Klone im Hinblick auf die Insertionsstelle des LEE fiel
auf, daB neun DEC einen LEE aufwiesen. Nur bei finf der neun LEE-positiven DEC-
Klone war der LEE jedoch in selC inseriert. Darunter befanden sich die derzeit
epidemiologisch wichtigsten Stdmme der Serovar O157:H7. Da der selC-Lokus in den
anderen untersuchten LEE-positiven DEC-Stdmmen jedoch intakt war, lag die
Vermutung nahe, der LEE kdnne im Laufe der Entwicklungsgeschichte dieser klonalen
Linien in einem anderen Ort des Chromosoms inseriert sein (116). Benkel et al. (5)
konnten nachweisen, daB der LEE des STEC-Stammes 413/89-1 (026:H-) im tRNS-
Lokus pheU bei min. 94 des E.coli-Chromosoms inseriert ist. In PCR-Untersuchungen
konnte jedoch gezeigt weren, daB der LEE bei einigen Stdmmen, so z.B. beim
0103:H2, weder im selC noch im pheU lokalisiert ist, so daB mindestens ein weiterer
LEE-Insertionslokus im Chromosom existieren muB (5, 116). Diese Aussage |aBt
vermuten, daB ein Rekombinationsereignis stattgefunden haben muB, das dem Modell

der additiven Rekombination entspricht.
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Evolution von E.coli O157:H7 und anderen STEC

Die klonale Entwicklungsgeschichte LEE-positiver E.coli-Stamme wurde am
ausfuhrlichsten flur die Serovar O157:H7 erforscht. Whittam hat in zahlreichen MLEE
Untersuchungen gezeigt, daB der O157:H7 Klon genetisch einem EPEC-Stamm der
Serovar O55:H7 naher verwandt ist als anderen O157-Stdmmen, die von
durchfallkranken Tieren isoliert wurden (113). Dieser O55:H7 Klon ist mit Durchfall bei
Kleinkindern assoziiert und produziert kein Shigatoxin (113). Whittams Modell basiert
auf der Annahme, daB im Zuge der Entwicklung eines Klones der Funktionsverlust
metabolischer Gene wahrscheinlicher ist als der Funktionsgewinn und daB ein
Funktionsgewinn normalerweise via lateralem Gentransfer stattfindet. Es folgt damit
den Grundzigen des Klonalen-Rahmen-Modells. Die einzelnen Evolutionsschritte des
O157:H7 Klones sind in Abb. 3 aufgezeichnet.

Ausgegangen wird von einem EPEC-ahnlichen Vorlauferstamm, von dem der O55:H7
Klon abstammt und bei dem die Pathogenitatsinsel LEE in selC inseriert ist. Der
zweite Schritt ist charakterisiert durch die Transduktion mit einem Toxin-
konvertierenden Bakteriophagen und resultiert in der Entwicklung eines Shigatoxin-2-
produzierenden O55:H7-Stammes. Durch Genaustausch von O55 zu O157 entsteht
ein hypothetischer stx2-produzierender O157:H7 Vorlaufer, der zusatzlich vermutlich
ein EHEC-Plasmid tragt (101). Bilge et al. (9) vermuten, daB der Ubergang vom O55-
zum O157-Antigen Ergebnis von lateralem Transfer und Rekombination einer rfb-
Region ist, die fur ein rfbE-Gen kodiert, das einer Perosamin-Synthetase von Vibrio
cholerae homolog ist. Aus diesem O157:H7 Vorlaufer entstanden zum einen durch
Mobilitatsverlust der O157:NM Klon und zum anderen vermutlich durch Phagen-
Konversion der nun stx7-und stx2-produzierende O157:H7 Klon. Dieser streute dann

weltweit (113).
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Abb. 3. Stufenweise Entstehung von EHEC 0157:H7 (modifiziert nach Whittam, 1998) (113)
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Innerhalb der STEC nehmen die Klone der Serogruppen O55 und O157 eine
besondere Stellung ein. Die Heterogenitat der E.coli-Stdmme, die Shigatoxin-Gene
tragen, ist enorm. Klonale Analysen von Whittam et al. (113) zeigten, daB sich die

untersuchten stx-positiven Stdmme in vier groBe Gruppen unterteilen lieBen (Abb. 4):

Der Klonkomplex EHEC 1 umfaBt die meisten mit humanen Krankheiten assoziierten
stx*-Klone. Darunter befinden sich die E.coli-Serovare O157:H7, O157:H sowie die

nicht-zytotoxischen O55:H7 Stamme.

Der Gruppe EHEC 2 werden die meisten nicht-O157-Stdmme, die Shigatoxin
produzieren, zugeordnet. Dazu gehéren die Serovare O111:H8, O111:H11, O111:H-
sowie 026:H11. EHEC-Mitglieder dieser Gruppe sind eae’, stx1* und produzieren ein
Enterohdmolysin. Neben humanpathogenen Stammen finden sich hier auch
tierpathogene Isolate, wie z.B. O111:H, ein flr gnotobiotische Schweine hoch
virulenter Stamm, und der fir Kaninchen pathogene E.coli-Keim RDEC-1 (fiir Rabbit

Diarrheagenic E.coli), ein O15:H-.

Die dritte Gruppe wird als STEC 1 bezeichnet und beinhaltet viele unterschiedliche O-
Serogruppen, die haufig mit dem H21 Antigen assoziiert sind. Dazu gehdren
0O113:H21, OX3:H21 und O91:H21. Mitglieder dieser Gruppe exprimieren kein Intimin
und verfligen nicht Gber den LEE. Die groBe Heterogenitat dieser Gruppe hinsichtlich
der Serovare deutet darauf hin, daB sich ihre antigenen Eigenschaften sehr schnell
durch Mutation oder Rekombination verandert haben. Viele ihrer Stdmme produzieren

eine stx2-Variante.

Zu der vierten Gruppe, STEC 2, gehéren die Serovare O103:H2, O103:H6 und
045:H2. Uber die Virulenz dieser Stamme ist nicht viel bekannt, klonale Analysen
zeigten jedoch, daB ihr chromosomaler Hintergrund stark von dem anderer STEC-

Gruppen abweicht.
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Interessant an diesem Modell ist die Verteilung der verschiedenen H-Antigene, die die
Mobilitétsfahigkeit der Bakterien charakterisieren. So kénnen bestimmte HAntigene
(z.B. H21) bestimmten Gruppen (z.B. STEC 1) zugeordnet werden, die wiederum Gber
charakteristische Virulenzfaktoren verfigen. Die Unterteilung der STEC in diese vier
Gruppen weist jedoch noch zahlreiche Licken auf, da Whittams Evolutionsmodell auf
Stdmmen basiert, die vor allem in den USA isoliet wurden und dort schwere
Krankheitsausbriiche hervorgerufen haben. Serovare, die in Westeuropa eine groBe
Rolle spielen, wurden nicht berticksichtigt. Daher sind weitere Untersuchungen auf

diesem Gebiet unerlaBlich.

STEC der Serogruppe 0118

Die Untersuchungen der Entwicklungsgeschichte verschiedener Bakterienpopulationen
haben gezeigt, daB3 es viele unterschiedliche Evolutionsmodelle gibt. Sie wurden durch
die Analyse der pathogenen Keime erstellt, die fir bestimmte, meist rdumlich
begrenzte Krankheitsausbriche verantwortlich waren. Da sich jedoch die
Bakterienpopulationen  verschiedener L&nder hinsichtlich ihrer Pravalenz und
Pathogenitat unterscheiden, weisen die aufgeflihrten Modelle zahlreiche Licken auf.
Stamme, die in Westeuropa weit verbreitet sind, spielen in den USA beispielsweise
nur eine untergeordnete Rolle. Durch detaillierte  Untersuchungen der
Bakterienpopulationen in verschiedenen Regionen kénnen die vorhandenen Llcken
geschlossen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit widmeten wir uns den STEC der Serogruppe O118 beim
Rind. Die Erreger sind in Deutschland in der Rinderpopulation weit verbreitet, werden
jedoch beim adulten Rind nur selten mit Erkrankungen in Zusammenhang gebracht.
Unter den kéalberpathogenen Stammen dagegen hat die Serogruppe O118 die héchste
Pravalenz (85, 117).

Da STEC als Krankheitserreger fur den Menschen eine groBe Bedeutung haben und
ein Kontakt zwischen Mensch und Rind haufig zustande kommt, sollte die Serogruppe
0118 hinsichtlich ihres Zoonosepotentials sowie des Vorhandenseins wirtsadaptierter

Klone untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Herkunft der Teststamme

Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Feld- und Referenzstdmme sind in Tab. 2a, b
und c¢ aufgelistet. Sie wurden entweder in Form von Glycerinkulturen bei -80°C
tiefgefroren gelagert oder auf Blut- bzw. Waschblutagarplatten ausgestrichen im
Kihlschrank  (4°C) aufbewahrt. Die Serotypisierung der Isolate wurde

freundlicherweise vom Robert-Koch-Institut in Berlin durchgefihrt.

Das Untersuchungsgut umfaBte insgesamt 100 E.coli-O118-Isolate, darunter 65
Stdmme vom Rind, 29 Stdmme vom Menschen, finf Stdmme vom Schwein sowie
einen Stamm von einer Ziege. Als Referenzstdmme flr die Serogruppe wurden
zusatzlich vom Menschen ein O157:H7 (EDL 933) sowie ein 0O26:H11 (H19) und vom
Rind ein O26:H- (413/89-1) Stamm in die Untersuchungen miteinbezogen.

Unter den Isolaten boviner Herkunft stammten die meisten von kranken Kalbern aus
verschiedenen Landern der BRD und wurden in den Jahren 1983 bis 1997 isoliert.
Insgesamt waren es 53 Kalber, die zum Zeitpunkt der Untersuchung jinger als 12
Wochen waren. Unter den 53 Kalbern befanden sich zehn gesunde und 40
durchfallkranke Tiere, sowie zwei Tiere mit unbekanntem Gesundheitszustand. Der
Stamm 31W/Orskov wurde von einem Kalb mit Septik&dmie in Schweden isoliert und
als O118-Referenzstamm in die Untersuchungen miteinbezogen. Zwei Stamme wurden
aus Kalbfleisch isoliert, das zumindest in einem Fall von einem durchfallkranken Tier
stammte. Vom adulten Rind konnten 10 Stdmme isoliert werden, darunter finf von
gesunden und flnf von durchfallkranken Tieren.

Unter den 25 STEC-Isolaten humaner Herkunft wurden vier bei HUS-Patienten (ltalien,
Kanada, BRD) nachgewiesen, wahrend der GroBteil der Ubrigen Isolate (18) von
Durchfallpatienten stammte. Bei drei Patienten wurden eine Gastroenteritits bzw.
abdominale Schmerzen und Erbrechen festgestellt. Bei einem Patienten war der

Gesundheitszustand unbekannt.
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Bei den vier Stdmmen aus Peru handelte es sich um Enterotoxische E.coli (ETEC), die
von durchfallkranken Kindern isoliert wurden und als Vergleich fir die Serogruppe mit
untersucht wurden.

Die funf O118-Isolate vom Schwein stammten von 2-8-Wochen alten Tieren aus
Kanada, die mit Ausnahme zweier Tiere unterschiedliche Erkrankungen aufwiesen
(siehe Tab. 2a).

Der einzige hier untersuchte Stamm von einer Ziege wurde bei einem durchfallkranken

Tier aus der Schweiz isoliert.

Ich méchte mich im folgenden bei den Kooperationspartnern bedanken, die mir

freundlicherweise einen Teil der 0.g. Isolate zur Verfligung gestellt haben:

S. Aleksic Hygiene Institut Hamburg, BRD

F. Allerberger Institut fir Hygiene, Innsbruck, Osterreich

L. Beutin Robert-Koch-Institut, Berlin, BRD

J. Blanco Laboratorio de Referencia de E.coli (LREC), Lugo, Spanien

M. Bulte Institut flr Tierarztliche Nahrungsmittelkunde, JLU GieBen,
BRD

A. Capirioli Laboratorio di Medicina Veterinaria, Rom, Italien

L. Corboz Institut fir Veterinér-Bakteriologie, Universitat Zirich, Schweiz

J. Fairbrother Faculté de Médecine vétérinaire, Université de Montréal,

Québec, Kanada

R. Johnson Health of Animals Laboratory, Guelph, Kanada

H. Karch Institut fur Hygiene und Mikrobiologie, JMU Wirzburg, BRD
D. Pierard Academisch Ziekenhuis, Vrije Universiteit, Brissel, Belgien

P. Pohl Institut National de Recherches Vétérinaires, Brissel, Belgien
H. Smith Central Public Health Lab Service, London, UK

H. Steinrlck Robert-Koch-Institut, Berlin, BRD

H. Tschape Referenzzentrum flr Enterobacteriaceae, Wernigerode, BRD
A. Weber LUA fir das Gesundheitswesen Nordbayern, Nirnberg, BRD
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Tab. 2a: Herkunft der E.coli-O118-Stamme vom Tier

Serovar Stamm Isoliert aus Klinischer
Altersgruppe Land Status
O118:H16 RW 2303** Kalb D/Hessen Durchfall
RW 2126** Kalb D/Hessen Durchfall
RW 0203 Kalb D/NRW Durchfall
GS 1181-1 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 2199 Kalb D/Hessen Durchfall
666/89 Kalb D/Bayern Durchfall
RW 2022 Kalb D/Rhl.-Pflz Durchfall
RW 1306*** Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1912 Kalb D/NRW Durchfall
RW 1362 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1303**** Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1366 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1319 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1305 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1817 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1307*** Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1318 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1299 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 1304**** Kalb D/Hessen Durchfall
RW 2017 Kalb D/Rhl.-Pflz Durchfall
RW 1365 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 2039 Kuh D/Hessen Durchfall
RW 2173 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 2266 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 2125 Kalb D/Hessen Durchfall
340 Kalb Belgien Durchfall
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Fortsetzung Tab. 2a: Herkunft der E.coli-O118-Stamme vom Tier

Serovar Stamm Isoliert aus Klinischer
Altersgruppe Land Status

O118:H16 RW 0136 Kalb Schweiz Durchfall
RW 2116 Kuh D/Hessen Durchfall
RW 2136 Kuh D/Hessen Durchfall
RW 2297 Kuh D/Hessen Durchfall
RW 1911 Kalb D/Rhl.-Pflz Durchfall
340 S89 Kalb Belgien Durchfall
341 S89 Kalb Belgien Durchfall
342 S89 Kalb Belgien Durchfall
347 S89 Kalb Belgien Durchfall
363 S89 Kalb Belgien Durchfall
364 S89 Kalb Belgien Durchfall
365 S89 Kalb Belgien Durchfall
366 S89 Kalb Belgien Durchfall
367 S89 Kalb Belgien Durchfall
WK 100-1/88 Kalb Schweiz Durchfall
EC 910155 Kalb Kanada Unbekannt
EC 910224 Kalb Kanada Unbekannt
GS 1236-1* Kalb D/Hessen 0.b.B.
GS 1232-1 Kalb D/Hessen 0.b.B.
GS 1161-1* Kalb D/Hessen 0.b.B.
GS 1180-1 Kalb D/Hessen 0.b.B.
GS 1205-1 Kalb D/Hessen 0.b.B.
D 1154/10 Kalb D/Bayern 0.b.B.
VTB 110 Kuh Spanien 0.b.B.
VTB 113 Kalb Spanien 0.b.B.
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Fortsetzung Tab. 2a: Herkunft der E.coli-O118-Stamme vom Tier

Serovar Stamm Isoliert aus Klinischer
Altersgruppe Land Status
0O118:H16 EC 920379 Kalb Kanada 0.b.B.
EC 920433 Kalb Kanada 0.b.B.
EC910017 Kalbfleisch Kanada Durchfall
VTF 205 Kalbfleisch | Spanien Unbekannt
O118:NM 557/89 Kalb D/Bayern Durchfall
RW 2311 Kuh D/Hessen Durchfall
RW 1302 Kalb D/Hessen Durchfall
RW 2030 Kalb D/Hessen Durchfall
31W/Orskov Kalb Danemark Septikémie
173a103531-1 Kuh D/Bayern 0.b.B.
173a103531-7 Kuh D/Bayern 0.b.B.
173a433917-1 Kuh D/Bayern 0.b.B.
173a433917-2 Kuh D/Bayern 0.b.B.
EC 920287 Kalb Kanada 0.b.B.
Zg 56-1/90 Ziege Schweiz Durchfall
P 86-82C Schwein Kanada Durchfall
0118:H9 P 85-285 Schwein Kanada Rhinitis
P 85-347A Schwein Kanada Unbekannt
P85-1219A1 Schwein Kanada Unbekannt
P85-2112 Schwein Kanada Polyarthritis
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Tab. 2b: Herkunft der E.coli-O118-Stamme vom Menschen

Serovar Stamm Isoliert aus Klinischer
Altersgruppe Land Status

0O118:H16 CB 5482***** | Erwachsener |D/NRW Durchfall, HIV, HUS
CB 5483***** | Erwachsener |D/NRW Durchfall, HIV, HUS
CB 6175 Kind D/Bayern Durchfall
CB 6236 Erwachsener |Unbekannt Durchfall
CB 6365****** | Erwachsener |D/NSA Durchfall
CB 6366****** | Erwachsener |D/NSA Durchfall
EH 78 Kind Belgien Durchfall
E-D 143 Kind ltalien HUS
T 17968 Erwachsener |Osterreich Durchfall
VTH 28 Kind Spanien Erbr., abd. Schmerz
VTH 62 Erwachsener |Spanien Durchfall, Erbrechen
EC 970130 Kind Schweiz Durchfall
98-08665 Erwachsener |D/Bayern Durchfall
98-10617-1 Erwachsener |D/Schlesw.-H. | Gastroenteritis
98-12039 Erwachsener |D/NSA Unbekannt

O118:H12 CB 6069 Erwachsener |D/NRW Durchfall
EH 101 Erwachsener |Belgien Durchfall
E 25702/0 Erwachsener |UK Durchfall
E 29558/0 Erwachsener |UK blutiger Durchfall
E 40829/0 Kind UK blutiger Durchfall
E 40841/0 Erwachsener |UK Durchfall
489-36/84 Kind Peru Durchfall
488-36/84 Kind Peru Durchfall
490-36/84 Kind Peru Durchfall
492-36/84 Kind Peru Durchfall
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Fortsetzung Tab. 2b: Herkunft der E.coli-O118-Stamme vom Menschen

Serovar Stamm Isoliert aus Klinischer
Altersgruppe Land Status
0118:H30 E-D 27 Unbekannt Kanada HUS
E 355 Unbekannt Kanada Durchfall
EC 930540 |Erwachsener Kanada Durchfall
O118:NM 98-08935 Kind D/Schlesw.-H. HUS
Tab. 2c: Herkunft der E.coli-Referenzstamme
Serovar Stamm Isoliert aus Klinischer | Referenz
Altersgruppe Land Status
O157:H7 EDL933 Mensch USA HC 73
026:H11 H19 Kind UK Durchfall 90
026:H- 413/89-1 Kalb D Durchfall 114

*: Stdmme, die von demselben Patienten isoliert wurden, tragen die gleiche Anzahl von

Sternchen

Abkurzungen:

HC:

HUS:

NRW:

NSA:
Rhl.-Pflz:
Schlesw.-H.:

Hamorrhagische Kolitis
Hamolytisch-Urdmisches-Syndrom
Nordrhein-Westfalen
Niedersachsen

Rheinland-Ptalz
Schleswig-Holstein
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3.2 Angewandte Untersuchungsmethoden

3.2.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in der PCR verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech
GmbH (Ebersberg, D) synthetisiert und anschlieBend auf eine Konzentration von 10
ng/pl verdinnt.

Flr die Herstellung der Templates wurden die E.coli-Stdmme Uber Nacht bei 37°C in
LB-Medium angezichtet. 50 ul dieser Bakteriensuspension wurden mit 100 ul Aqua
bidest gemischt und fir 10 min. im Wasserbad hitzelysiert. Von diesem Ansatz wurden

anschlieBend 5 pl als Matrize in die PCR eingesetzt.

Die Reaktionsansatze (25 pl) bestanden aus folgenden Reagenzien:

20 x Tfl-Puffer (Biozym, Hess. Oldendorf, D) 1,25 ul
Oligonukleotide (10 ng/ul, MWG, Ebersberg, D) je 1,25 ul
Desoxynukleotide (4 mM, Sigma, Steinheim, D) 0,3125 ul
Tfl-Polymerase (1,0 U, Biozym, Hess. Oldendorf, D) 0,25 ul
DNS 5,0 ul
Aqua bidest 15,6875

Die Ansatze wurden jeweils mit 20 pl Mineraldl (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D)
Uberschichtet, kurz zentrifugiert und anschlieBend in einen DNS-Cycler (Eppendorf,

Hamburg, D) verbracht.

Die Cyclerprogramme fur die PCR’s sind in Tab. 3a aufgelistet. Bei jeder PCR wurde
als Positivkontolle flir das stx-, das eae- und das fliC-Gen der O157:H7

Referenzstamm EDL 933 und als Negativkontrolle Aqua bidest eingesetzt.

Tab. 3b gibt AufschluB Uber die verwendeten Primerpaare.
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Tab. 3a: Reaktionsbedingungen der Polymerasekettenreaktion

Nachgewiesenes | Oligonukleotid- | Anzahl der| DNS- Primer- DNS-
Gen Primer Zyklen Denaturierung | Anlagerung Amplifizierung
eae ECW1/ECW2 1 94 °C, 300 sec.
30 94 °C, 60 sec. |64 °C,90sec |72 °C, 90 sec.
1 72 °C, 300 sec.
st SK1/SK2 1 94 °C, 300 sec.
30 94 °C, 60 sec. |50 °C, 90 sec. |72 °C, 90 sec.
1 72 °C, 300 sec.
six2 SK3/SK4 1 94 °C, 300 sec.
30 94 °C, 60 sec. |54 °C, 90 sec. |72 °C, 90 sec.
1 72 °C, 300 sec.
flic F-FLIC1/ 1 94°C, 300 sec.
R-FLIC2 30 94°C, 60 sec. |53°C, 120 sec. |72°C, 180 sec.
1 72°C, 300 sec.
Die  Amplifikate  der fliC-PCR  wurden anschlieBend einer  Phenol-

Chloroform/Isoamylalkohol-Féllung unterzogen und mit der Restriktionsendonuklease

Rsal Uber Nacht bei 37 °C verdaut. Der Versuchsansatz (20 pl) fir den Verdau

beeinhaltete pro Probe:

PCR-Amplifikat

10 x Puffer (One-Phor-All-buffer Plus, Pharmacia, Freiburg, D)
Rsal (10 U, Pharmacia, Freiburg, D)

Aqua bidest

2 u
2 u
1,6

14,4

AnschlieBend wurden jeweils abwechselnd 20 pl der Restriktion neben 2 pl der PCR-

Amplifikate auf

ein 3,0

Bandenmuster ausgewertet.

%iges Agarosegel
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Tab. 3b: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotid-Primer

Gen |Primer- Sequenz (5°-3") Lage des

Bezeichnung Amplifikats’
(Ref.)

eae ECW1/sense TGC GGC ACA ACA GGC GGC GA 495-1123
ECW2/antisense |CGG TCG CCG CAC CAG GAT TC (41)

six1 SK1/sense GAC TAC TTC TTA TCT GGA TTT 470-1224
SK2/antisense AAC GAA AAA TAA CTT CGC TG (21)

six2 SK3/sense CCG GGC GTT TAC GAT AGA CTT 65-908
SK4/antisense TGC AGC TGT ATT ACT TTC CC (45)

espP | pssA1l/sense TTG CGA AAA ATG GCG GAA CTC 1417-2373
pssA3/antisense |CGG AGT CGT CAG TCA GTA GA (60)

flic F-FLIC1/sense ATG GCA CAA GTC ATT AAT ACC CAA C |1-1495
R-FLIC2/antisense |CTA ACC CTG CAG CAG AGA CA 3)

' Die Positionen wurden entsprechend der Lage im jeweiligen offenen Leserahmen

angegeben.

Das Gen espP wurde nicht in der PCR sondern nur durch DNS-DNS-Hybridisierung

nachgewiesen.
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3.2.1.1. Agarosegelelektrophorese

Zum Nachweis spezifisch amplifizieter DNS-Fragmente wurden Gele mit einer
Konzentration von 1,5 % Agarose verwendet. Die entsprechende Menge Agarose
wurde in TAE-Puffer aufgekocht und dem Gemisch wurde 1 pg/ul Ethidiumbromid
zugeftgt. 10 pl der zu kontrollierenden Ansatze wurden mit 1,5 pl DNS-Probenpuffer
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte unter Mitfihrung
eines MolekllgréBenstandards bei einer Spannung von 5 V/cm, bis die
Bromphenolblau-Bande ca. % des Geles durchlaufen hatte. AnschlieBend wurde das

Gel unter dem UV-llluminator ausgewertet.

3.2.2. Hamolyse

Die Produktion von Hlygnec wurde phéanotypisch auf Waschblutagarplatten tberprift,
indem die zu untersuchenden Isolate auf den Nahrbéden ausgestrichen und Gber Nacht
bei 37 °C inkubiert wurden.

3.2.3. DNS-DNS-Hybridisierungsverfahren

3.2.3.1. Herstellung von Gensonden

Die Markierung aller verwendeten Sonden erfolgte durch den Einbau von Digoxigenin-
11-dUTP an Stelle von 2°,5°-dTTP in der Polymerase-Kettenreaktion. Tab. 4 zeigt die
einzelnen Bestandteile des Reaktionsansatzes. Die Ubrigen Reaktionsbedingungen
entsprachen denen der jeweiligen PCR. Nach der PCR-Amplifizierung konnte der
Erfolg der Markierungsreaktion sowohl anhand des veranderten Laufverhaltens im
Agarosegel-Elektropherogramm als auch durch Dot-Blot-Hybridisierung nachgewiesen

werden.
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Tab. 4: Arbeitsprotokoll zur Synthese von Dig-11-dUTP markierten PCR-
Amplifikaten far SK1/2, SK3/4, ECW1/2 bzw. pssA1/pssA3

Reaktionsansatz (50 pl) Volumen (ul)
Aqgua bidest 25,75
20 x Tfl-Puffer (Biozym, Hess. Oldendorf, D) 2,5
2 Primer (MWG, Ebersberg, D) je25
Tfl-Polymerase (Biozym, Hess. Oldendorf, D) 0,5
dATP (10 mM, AGS, Heidelberg, D) 1,0
dCTP (10 mM, AGS, Heidelberg, D) 1,0
dGTP (10 mM, AGS, Heidelberg, D) 1,0
dTTP (10 mM, AGS, Heidelberg, D) 0,75
dig-UTP (Boehringer, Mannheim, D) 2,5
DNS 10,0

3.2.3.2. Dot-Blot

FOr die Herstellung eines Dot-Blots wurde eine positiv geladene Nylonmembran
zunachst in Aqua bidest und dann in 2 x SSC getaucht und anschlieBend auf ein mit
Aqua bidest angefeuchtetes Filterpapier in den Dot-Blot-Apparat eingelegt. Das Gerat
wurde an den Seiten luftdicht mit Parafilm verschlossen. Von den (ber Nacht in LB-
Medium angezlchteten Proben wurden 50 pl mit 100 ul Aqua bidest gemischt und far
10 min. im kochenden Wasserbad hitzelysiert. AnschlieBend wurden die Proben auf
die Nylonmembran aufpipettiert und mittels einer Wasserstrahlpumpe auf die Membran
gesaugt. Nach Entnahme der Membran wurde die DNS durch 30-minltiges Backen bei

80 °C denaturiert und anschlieBend durch UV-Licht-Exposition in einem Crosslinker auf

der Membran fixiert.
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3.2.3.3. DNS-DNS-Hybridisierung

Die Nylonmembran wurde zunachst mit 10 ml Hybridisierungslésung in einem
verschraubbaren Glasréhrchen und unter standigem Drehen fir 1 h bei 45 °C
prahybridisiert. Die markierte DNS-Sonde wurde fir 10 min. im Wasserbad gekocht
und anschlieBend mit 10 ml Hybridisierungslésung vermischt. Die LOsung im
Glasréhrchen wurde gegen diese Hybridisierungslésung ausgetauscht und die
Nylonmembran tber Nacht unter standigem Drehen bei 45 °C hybridisiert.

Die Membran wurde am nachsten Tag aus dem Glasréhrchen herausgenommen und
in einer verschlieBbaren Plastikschale erst zweimal 5 min. bei RT in Waschlésung |,
dann zweimal 15 min. bei 55 °C in Waschlésung Il gewaschen, um unspezifisch
gebundene Sondenmolekiile zu entfernen.

Die folgenden Schritte wurden unter gleichmaBigem Schwenken bei RT durchgefihrt:
Die Membran wurde 5 min. im Waschpuffer gewaschen und dann 45 min. in Puffer 2
geblockt. Nach dem Blockieren wurde die Membran flr weitere 45 min. mit dem Anti-
Dig-AP-Fab-Fragment in einer Verdinnung von 1:10000 in Puffer 2 inkubiert. Die
Antikdrperlésung wurde in zwei finfzehnminttigen Waschschritten im Waschpuffer von
der Membran abgewaschen. Nach einer kurzen Aquilibrierung in Puffer 3 wurde der
Membran zur Detektion 10 ml Lumigen PPD/CSPD in einer Verdinnung von 1:100 in
Puffer 3 zugesetzt.

AnschlieBend wurde die Membran in einen Hybridisierungsbeutel eingeschwei3t und
far 10 min. bei 37 °C inkubiert.

Der eingeschweifBlte Blot wurde dann fiir eine Expositionszeit von 1 h zusammen mit
einem Rontgenfilm in eine Roéntgenkassette gelegt. AnschlieBend wurde der
Rontgenfilm 5 min. in Entwickler geschwenkt, kurz mit Wasser abgespalt und fur
weitere 5 min. in Fixierlésung fixiert. Hatte eine DNS-DNS-Hybridbildung stattgefunden,
so konnte diese anhand der Chemolumineszenz-Reaktion und der dadurch bewirkten

Schwaérzung des Rdntgenfilms nachgewiesen werden.
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3.2.4. Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)
(Methode nach B. Liebisch und S. Schwarz), (56)

1. Tag

Die zu untersuchenden Stdmme wurden durch Beimpfen von jeweils 5 ml LB-Medium

dber Nacht bei 37 °C und 180 U/min im Schuttelinkubator angezichtet.

2. Tag

Zur photometrischen Bestimmung der Optischen Dichte (OD) wurde zunédchst der
Leerwert zweier mit sterilem LB-Medium (LBM) geflllten Kivetten auf eine OD von
0,0 bei 578 nm eingestellt. AnschlieBend wurde die Extinktion der Ubernachtkultur
gemessen und durch Verdinnung mit LB-Medium auf eine Ziel-OD von 0,3 in 5 ml
LBM eingestellt

Die so erhaltene Bakteriensuspension wurde in einer Zentrifuge bei 4 °C und 4000 rpm
(3291 g) fiir 15 min. zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurde das Pellet in
5 ml kaltem Pett IV-Puffer resuspendiert, die Probe gevortext und der beschriebene
Zentrifugationsschritt wiederholt. Der Uberstand wurde durch sorgfaltiges Absaugen
mit einer Pipette erneut abgenommen und verworfen. Das so erhaltene Pellet wurde
vollstandig in 0,5 ml Pett IV-Puffer resuspendiert und zundchst auf Eis gekuhlt.

Zum GieBen der Agarosebldéckchen wurde eine mit Aqua Bidest hergestellte 1,5 %ige
Agaroselésung verwendet, die nach dem Aufkochen durch Aufbewahrung in einem 56
°C warmen Wasserbad flissig gehalten wurde. Die Bakteriensuspension wurde durch
kurzes Schwenken im 56 °C-Wasserbad aufgewarmt, mit 0,5 ml warmer Agarose
vermischt und anschlieBend mit einer 1 ml-Pipette luftblasenfrei in die gereinigten
GieBférmchen dberfihrt. Die Férmchen wurden zum AbkUhlen fir 10 min. in den

Kuhlschrank gestellt.

45



Material und Methoden

Die erstarrten Agarosebldckchen wurden in ein 10 ml Plastikréhrchen mit 3 ml
Lyselésung gegeben und fir 2 h bei 37 °C in Schraglage (zur Verbesserung der
Diffusion) ohne Schitteln inkubiert.

Nach der Inkubation wurde durch vorsichtiges AbgieBen die Lyselésung verworfen und
durch 3 ml ESP-L&sung ersetzt. Die Inkubation der Bléckchen erfolgte Uber Nacht bei
56 °C im Wasserbad.

3. Tag

Nach AbgieBen des ESP-Puffers wurden die Bléckchen mit 3 ml Aqua bidest
gewaschen und anschlieBend fir 15 min. bei Raumtemperatur sanft geschwenkt (57
U/min).

Zur Vorbereitung des TE-PMSF-Puffers wurden pro Probe jeweils 30 pl 100 mM
PMSF in zwei Eppendorf-Cups Uberfihrt und eins davon in den Kihlschrank
zurtickgelegt. Kurz vor Verwendung des o.g. Puffers wurde das zweite PMSF-Cup 2-4
min. bei 56 °C erwarmt, bevor es zu je 2 ml TE pro Probe gegeben wurde
(Zielkonzentration: 15 pg/ml TE).

Nach dem AbgieBen des Aqua bidest wurden 2 ml des TE-PMSF-Gemisches in jedes
Probenrdhrchen Uberfihrt und dieses waagerecht sanft fir 30 min. bei
Raumtemperatur geschwenki.

Dieser Waschschritt wurde mit dem ersten PMSF-Cup aus dem Kihlschrank
wiederholt und die Probe abermals fir 30 min. bei Raumtemperatur geschwenkt.

Nach erneutem AbgieBen des TE-PMSF-Puffers wurde dieser durch 3 ml Aqua bidest
ersetzt und die Proben fur weitere 15 min. bei Raumtemperatur geschwenkt. Nach
Entfernen des Aqua bidest, wurden erneut 3 ml TE hinzugeflgt und die Bléckchen fir
30 min. bei RT geschwenkt. Nach Wiederholung dieses Vorgangs wurden 5 ml TE
zupipettiert, und die Probe dber Nacht bei 4 °C im Kuihlschrank gelagert.
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4. Tag

Nach Beschriftung aweier neuer Eppendorf-Cups pro Probe wurden in das erste Cup
225 pl Aqua bidest und 25 pl 10 x Puffer (enzymspezifisch) gefullt und diese
Aquilibrierungslésung sorgféltig gevortext. In das zweite Cup wurden 900 pl TE
pipettiert.

Nach Abkippen des TE-Puffers wurde ein Blockchen mit einer umgebogenen
Pasteurpipette auf einen Objekttrager Uberfihrt. Von diesem Bléckchen wurden mit
einem Skalpell zwei ca. 2 x 5 mm groBe Stlickchen abgeschnitten, mittels
Pasteurpipette in die Aquilibrierungslésung Gberfilhrt und 1 h bei RT inkubiert.

Die Ubrigen Bléckchen wurden im TE-geflllten Cup bei 4 °C aufbewahrt.

Restriktionsansatz: Bini Xbal
10 x Puffer S5ul 5ul
Enzymmenge 1 pl 2 ul
Agua bidest 44 ul 43 pl

Der Aquilibrierungspuffer wurde vorsichtig mit einer Eppendorf-Pipette abgesaugt und
durch 50 pl Enzymlésung ersetzt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation des Verdaus
fr 4 h bei 37 °C.

Vorbereitung der PFGE-Kammer und des Gels:

Kamm und Geltrager wurden mit Ethanol gereinigt. Die PFGE-Kammer wurde mit 2,5 |
0,5 x TBE gefiillt, das bei 14 ° C gekUhlt wurde. Es wurde ein 1 %iges Gel gegossen,
indem 2,0 g Agarose mit 200 ml 0,5 x TBE- Puffer vermischt wurden.

Nach Ablauf des Verdaus wurde das Bldckchenstick mit einer umgebogenen
Pasteurpipette auf eine Skalpellklinge gebracht und an der Vorderwand des Slots
positioniert. AnschlieBend wurde ein MolekulgréBenstandard aufgetragen, und die

Slots wurden mit flissiger Agarose verschlossen.
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Tab.5: Programm: Chef-DR I

Binl Xbal
Block 1 Run time: 11 h Run time: 11 h
State 1 Initial time: 7 sec Initial time: 7 sec

Final time: 12 sec
5,5 V/ecm

60 °

State 2 Initial time: 7 sec

Final time: 12 sec

Final time: 12 sec
5,5 V/em

60 °

Initial time: 7 sec

Final time: 12 sec

5,5 V/cm 5,5 V/cm
-60 ° -60 °
Block 2 Run time: 11 h Run time: 13 h
State 1 Initial time: 20 sec Initial time: 20 sec

Final time: 65 sec
5,5 V/cm

60 °

State 2 Initial time: 20 sec
Final time: 65 sec
5,5 V/cm

-60 °

Final time: 40 sec
5,5 V/cm

60 °

Initial time: 20 sec
Final time: 40 sec
5,5 V/cm

-60 °

Nach Ablauf der Laufzeit wurde das Gel 4 min. im Ethidiumbromidbad geférbt
(Stocklésung: 10 mg/ml, Zielkonzentration: 100 ul/l Wasser) und anschlieBend fir 15

min. in Leitungswasser entfarbt.

Die Auswertung der Gele erfolgte computergestiitzt mit dem Programm GelCompar®
der Firma Applied Maths (Kortrijk, Belgien).
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3.3. Verwendete Materialien

3.3.1. Nahrmedien zur Anzucht von Bakterien

Luria-Bertani- Natriumchlorid (NaCl) 509 Merck GmbH,

Bouillon Darmstadt, D
Hefe-Extrakt 509 Difco, Augsburg, D
Bacto-Trypton 10,09 Difco, Augsburg, D
Natriumhydroxid (NaOH) 4,0 ml Merck GmbH,
1M Darmstadt, D
Aqua bidest ad 1000 ml

Schafblut-Agar  Blut-Agar (Basis), Merck GmbH,
defibriniertes Schafblut 10 % Darmstadt, D

Waschblut-Agar Tryptose-Blut-Agar (Basis), Oxoid GmbH, Wesel, D
defibriniertes und dreimal in1
x PBS gewaschenes 10 %
Schafblut

3.3.2. Reagenzien fiir DNS-Methoden

DNS-Fallung:

Phenol Rotiphenol® Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, D

Choroform A.C.S. Reagenz 99,8 % Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen, D

Isoamylalkohol pro analysi Merck GmbH,
Darmstadt, D

Ethanol absolut pro analysi Merck GmbH,

Darmstadt, D
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Agarosegelelektrophorese:

TAE-Puffer Tris-Base 48,50 g/l Carl Roth GmbH &
(10-fach) Co., Karlsruhe, D
Natriumacetat 72,20 g/l Merck GmbH,
Darmstadt, D
Na-EDTA 0,38 g/l Serva
pH 8,0 Feinbiochemica
GmbH & Co. KG,
Heidelberg, D
Agarose NEEO Ultra Qualitat Carl Roth GmbH &
Co., Karlsruhe, D
Ethidium- aqueus solution 1 % wiv Serva
bromid Feinbiochemica
GmbH & Co. KG,
Heidelberg, D
6 x Gel loading Bromphenolblau Na-salz 25 % Serva
buffer Feinbiochemica
GmbH & Co. KG,
Heidelberg, D
Ficoll 15 % Pharmacia Life
Science, Freiburg, D
1 kb Ladder Gibco BRL Life
Technologies
GmbH, Eggenstein,
D
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Losungen und Materialien flir die DNS-DNS-Hybridisierung:

Hybridisierungs- 50 % (v/v) Formamid

I6sung

Waschlésung |

Waschlésung I

Waschpuffer

Puffer |

Puffer Il

Puffer Il

25 % (v/v) 20 x SSC:
0,3 M tri-Natriumcitrat-Dihydrat
3 M NaCl (pH 7,0)

2 % (v/v) Blockierungsreagenz

0,1 % (w/v) N-Lauroylsarkosin

0,02 % (w/v) Sodiumdodecylsulfat (SDS)

2 x SSC
0,1 % (w/v) SDS

0,1 x SSC
0,1 % (w/v) SDS

0,3% (v/v) Tween® 20 in Puffer |
0,1 M Maleinséaure

0,15 M NaCl pH 7,5

1 % (w/v) Blockierungsreagenz in
Puffer |

0,1 M Tris-HCI

0,1 M NaCl

50 mM Magnesiumchlorid (MgCly)
pH 9,5
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, D

Merck GmbH, Darmstadt, D
Merck GmbH, Darmstadt, D
Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe D

Merck GmbH, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe D

Merck GmbH, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe D
Merck-Schuchardt,
Hohenbrunn, D
Merck-Schuchardt,
Hohenbrunn, D

Merck, Darmstadt, D
Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, D

Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, D

Merck GmbH, Darmstadt, D
Merck GmbH, Darmstadt, D
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Fortsetzung: Losungen und Materialien flr die DNS-DNS-Hybridisierung:

Digoxigenin-11- Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,

dUTP D

Anti-Digoxigenin- Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,

AP-Fa,-Fragmente D

CSPD® Chemi- Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,

luminescence D

Substrate

Nylon Membranes positively charged Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
D

Hyperfilm-ECL RPN 3114, 8x10” Amersham Buchler GmbH & Co. KG,

Braunschweig, D
Entwickler Variospeed W Tetanal Photowerk GmbH & Co.,
Norderstedt, D

Fixierer Acidofix Schnellfixiersalz Agfa-Gevaert AG, Leverkusen, D

Agarose fur die Pulsfeldgelelektrophorese:

Molecular Biology Certified Agarose Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

(Ultra Pure Grade Agarose 100 g) D

Agarose Chromosomal Grade Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
D

Lambda Ladder PFG Marker New England Biolabs GmbH,

Schwalbach/Taunus, D
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Losungen fur die Pulsfeldgelelektrophorese:

Pett IV Puffer

Lysepuffer

ESP-Puffer

1 M NaCl
10 mM Tris pH 8,0

10 mM Di-Na-EDTA

1 M NaCl
10 mM Tris pH 8,0

200 mM Di-Na-EDTA

0,5 % N-Lauroylsarkosin

0,2 % Desoxycholséure

10 mg/ml RNAse (Zielkonzentration 2
pl/ml)

50 mg/ml Lysozym (Zielkonzentration
1 mg/ml)

0,5 M Di-Na-EDTA

pH 9,0

1 % N-Lauroylsarkosin

20 mg/ml Proteinase K (Zielkonzentration

0,65 mg/ml, kurz vor Gebrauch zufligen)
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Merck GmbH, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, D

Serva Feinbiochemica GmbH &
Co. KG, Heidelberg, D

Merck GmbH, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
D

Serva Feinbiochemica GmbH &
Co. KG, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Fluka AG, Buchs, Schweiz
Serva Feinbiochemica GmbH &
Co. KG, Heidelberg, D
Sigma-Alldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Serva Feinbiochemica GmbH &
Co. KG, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Carl Roth GmbH & Co.,

Karlsruhe, D
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Fortsetzung: Losungen fir die Pulsfeldgelelektrophorese:

TE 10 mM Tris pH 8,0

1 mM Di-Na-EDTA

Phenylmethyl- 100 mM
sulfonylfluoride (PMSF) (Zielkonzentration 1,5 mM in TE)
10 x TBE 0,9 M Tris pH 8,0

0,9 M Borsaure

20 mM EDTA (Na-frei)

Enzyme:

Binl 8 U/l
Xbal 10 U/ul
Rsal 6 U/l
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Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, D

Serva Feinbiochemica GmbH
& Co. KG, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D
Sigma-Alldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, D

Amersham Buchler GmbH &
Co. KG, Braunschweig, D
Gibco BRL Life Technologies
GmbH, Karlsruhe, D
Pharmacia Life Science,

Freiburg, D
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3.3.3. Verwendete Gerate

Bio-Dot Apparatus®

Bio-Rad Chef Mapper Chef-DR® Il
Eppendorf Mastercycler 5330

Eppendorf Zentrifuge 5415C

Glasréhrchen

Herolab E.A.S.Y. RH UVT-20M/W Enhanced
Analysis System

Hettich Zentrifuge Universal 30 RF

Hybaid Maxi Oven
Schittelinkubator GFL 3032

UV Stratalinker 1800
Uvikon® 810 Photometer
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Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Eppendorf GmbH, Hamburg, D
Eppendorf GmbH, Hamburg, D

Kalensee GmbH, GieBen, D

Herolab GmbH Laborgerate Wiesloch, D

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
D

Hybaid GmbH, Heidelberg, D

Gesellschaft fir Labortechnik mbH,
Burgwedel, D

Stratagene, Heidelberg, D

Kontron AG, Zlrich, Schweiz
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4. Ergebnisse
4.1. Charakterisierung Shigatoxin-bildender E.coli-Feldstamme der Sero-
gruppe 0118

4.1.1. Nachweis der Shigatoxin-Gene (six1, stx2)

Die Identifizierung der 100 Stdmme als Shigatoxin-bildende E.coli (STEC) erfolgte
durch den Nachweis des Shigatoxin-Gens (stx) sowohl mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) als auch anhand von Desoxyribonukleotid- (DNS-) Sonden in
der Dot-Blot-Hybridisierung. Die Verwendung spezifischer DNS-Sonden (SK1/2 fir
stx1 und SK3/4 flur stx2) ermdglichte die Differenzierung der beiden Shigatoxin-

Varianten stx7 und stx2.

So konnten anhand dieser Untersuchungen 89 stx-positive Stdmme (89 %) identi-
fiziert werden, darunter 63 (70,8 %) vom Rind, 25 (28,1%) vom Menschen und einer

(1,1 %) von einer Ziege.

Mit Ausnahme von vier Stammen, die zusatzlich das stx2-Gen aufwiesen, besaBen
alle Ubrigen 59 (93,7 %) Isolate vom Rind das stx1. Die Isolate RW 1299 und RW
2199 haben im Laufe ihrer Kultivierung das stx7, Stamm RW 2297 das six2 verloren.
Zwei Stdmme waren stx-negativ.

Von den 25 six-positiven Isolaten humaner Herkunft verfigten 16 (64,0 %) Uber das
stx1 und neun (36,0 %) Uber das stx2. Bei den vier aufgeflihrten six-negativen
Isolaten handelte es sich um die ETEC-Stamme aus Peru.

Die funf Stamme vom Schwein waren stx-negativ, und der Stamm der untersuchten

Ziege stx1-positiv.

In Tab. 6 sind die stx-Genotypen der untersuchten Spezies aufgefihrt.
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Tab. 6: Nachweis der stx-Genotypen bei E.coli-O118-Stammen verschiedener

Spezies
Spezies Anzahl der Stamme mit dem Genotyp
stx1 % stx2 % stx1/2| % |keinstx| %
Mensch (n=29)| 16 55,2 9 31,0 - - 4 13,8
Rind (n=65)| 59 90,8 - - 4 6,2 2 3,1
Schwein (n=5) - - - - - - 5 100,0
Ziege (n=1) 1 100,0 - - - - - -

Abb. 5a und 5b zeigen Elekiropherogramme, auf denen die PCR-Amplifikate fiir das
stx1- bzw. das stx2-Gen sichtbar werden. Als Positivkontrolle wurde der O157:H7
Referenzstamm EDL 933 verwendet, als Negativkontrolle diente Aqua bidest. Die
erwartete GréBe der Amplifikate betrug beim stx7-Gen 654 bp und beim stx2-Gen
843 bp. Zur GrdBenbestimmung wurde ein Molekulargewichtsstandard (1 kb Ladder,
Gibco, Eggenstein, D) herangezogen.

1 2 345 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18

m— .
—'—-_——E“—w

Abb. 5a: Elektropherogramm von PCR-Amplifikaten zum Nachweis des
stx1-Gens bei E.coli-O118-Isolaten (1,5 %iges Agarosegel, 100V)
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Spur (1) und (18) 1kb-Ladder; (2) EC910017; (3) P86-82C; (4) EC910224; (5)
EC920287; (6) E29558/0; (7) P85-347/A; (8) EC930540; (9) EC970130; (10)
VTB110; (11) VTB113; (12) VTH28; (13) VTH62; (14) VTF205; (15) E40841/0; (16)
H19; (17) EDL 933; (18) Aqua bidest

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abb. 5b: Elektropherogramm von PCR-Amplifikaten zum Nachweis des
stx2-Gens bei E.coli-O118-Isolaten (1,5 %iges Agarosegel, 100V)

Spur (1) und (15) 1kb-Ladder; (2) EC910155; (3) EC920379; (4) EC920433; (5)

EC930540; (6) P86-82C; (7) H19; (8) E40829/0; (9) E25702/0; (10) E29558/0; (11)
CB5482; (12) CB5483; (13) Aqua bidest; (14) EDL 933
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4.1.2. Nachweis des EHEC-Hamolysins (Hlygec)

Durch Ausstreichen der Stdmme auf Schafblutagarplatten, die gewaschene
Erythrozyten enthielten (Waschblutagar), konnte bei der Mehrzahl der untersuchten
Stdmme die  Produktion des EHEC-Hamolysins (Hlyenec)  phanotypisch
nachgewiesen werden. Stamme, die das Hlygnec besitzen, bilden, im Gegensatz zur
klaren, vollstandigen Alpha-Hamolyse lediglich eine schmale Zone vollstandiger
Hamolyse um die Kolonien aus, an den sich ein breiter Saum unvollsténdiger
Hamolyse anschlieBt.

Insgesamt war das Hlygnec bei 77 (77 %) Isolaten nachweisbar (Tab. 7), darunter
waren 60 (77,9 %) Isolate vom Rind, 16 (20,8 %) Isolate vom Menschen und ein (1,3

%) Stamm von einer Ziege.

Tab. 7: Nachweis der Bildung des EHEC-Hamolysins (Hlygyec) auf
Waschblutagarplatten

Anzahl der Stamme mit dem Genotyp
Hlygyec-Phanotyp six1 stx2 six1/2 kein stx
n (%) n (%) n (%) n (%)
Mensch | positiv 16 55,2 - - - - - -
n=29 negativ - - 9 31,0 - - 4 13,8
Rind positiv 55 84,6 - - 4 6,2 1 1,5
n=65 negativ 4 6,2 - - - - 1 1,5
Schwein | positiv - - - - - - - -
n=5 negativ - - - - - - 5 100,0
Ziege positiv 1 100,0 - - - - - -
n=1 negativ - - - - - - - -
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4.1.3. Nachweis des E.coli “attaching and effacing”-Gens (eae)

Die Stamme wurden unter Verwendung des Oligonukleotidpaares ECW1/2 in der
PCR auf das Vorhandensein des “attaching and effacing”-Gens (eae) untersucht. Die
entstandenen PCR-Amplifikate wiesen eine GréBe von 629 bp auf. Als
Positivkontrolle diente der 0O157:H7 Referenzstamm EDL 933 wund als
Negativkontrolle Aqua bidest.

Von den untersuchten 100 Stdmmen verfigten 84 (84 %) Uber das flr die
Ausbildung der A/E-Lé&sion verantwortliche eae-Gen (Tab. 8). 64 (76,2 %) dieser
Isolate stammten vom Rind, 19 (22,6 %) vom Menschen und eines (1,2 %) von einer
Ziege.

Tab. 8: Nachweis des E.coli “attaching and effacing”’-Gens (eae) bei E.coli-
0118-Stammen

Anzahl der Stamme mit dem Genotyp

eae-Genotyp stx1 stx2 stx1/2 kein stx
n (%) n (%) n (%) n (%)
Mensch | positiv 16 55,2 3 10,3 - - - -
n=29 negativ - - 6 20,7 - - 4 13,8
Rind positiv 59 90,8 - - 4 6,2 1 1,5
n=65 negativ - - - - - - 1 1,5
Schwein | positiv - - - - - - - -
n=5 negativ - - - - - - 5 100,0
Ziege positiv 1 100,0 - - - - - -
n=1 negativ - - - - - - - -

Abb. 6 zeigt ein Elektropherogramm mit den entsprechenden eae-PCR-Amplifikaten.
Auch hier wurde als MolekulargroBenstandard der 1 kb Ladder der Firma Gibco,
Eggenstein, D verwendet.
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1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 1415 16 17 18

v — e e

1636 bp
1018 bp

Abb. 6: Elektropherogramm von PCR-Amplifikaten zum Nachweis des
eae-Gens bei E.coli-O118-Isolaten (1,5 %iges Agarosegel, 100V)

Spur (1) und (18) 1kb-Ladder; (2) EC910017; (3) EC910155; (4) EC910224; (5)
EC920287; (6) P86-82C; (7) EC920433; (8) EC930540; (9) EC970130; (10) VTB110;
(11) E29558/0; (12) VTH28; (13) VTH62; (14) VTF205; (15) E40841/0; (16) EDL 933;
(17) Aqua bidest

4.1.4. Nachweis der sezernierten Protease (EspP)

Die Stamme wurden zusétzlich durch einen DNS-DNS-Hybridisierungsversuch mit
der DNS-Sonde pssA1/A3 auf das Vorkommen der sezernierten Protease EspP
untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, daB 74 Stdmme (74 %) Uber diese
Protease verflgten (Tab. 9). Darunter waren 57 (77,0 %) Isolate vom Rind, 16 (21,6
%) vom Menschen und eines (1,4 %) von einer Ziege.
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Tab. 9: Nachweis der Protease EspP bei E.coli-O118-Stammen
(DNS-DNS-Hybridisierung mit der Sonde pssA1/A3)
Anzahl der Stamme mit dem Genotyp
EspP six1 stx2 six1/2 kein six
n (%) n (%) n (%) n (%)

Mensch | positiv 16 55,2 - - - - - -
n=29 negativ - - 9 31,0 - - 4 13,8
Rind positiv 52 80,0 - - 3 4,6 3,1
n=65 negativ 7 10,8 - - 1 1,5 - -
Schwein | positiv - - - - - - - -
n=5 negativ - - - - - - 5 100,0
Ziege positiv 1 100,0 - - - - - -
n=1 negativ - - - - - - - -

Abb. 7 zeigt ein Dot-Blot-Autoluminogramm nach DNS-DNS-Hybridisierung mit der

Sonde pssA1/pssA3. Die positiven Stdmme waren durch die Schwérzung des

Rdntgenfilmes deutlich von den negativen Stdmmen unterscheidbar.

Abb. 7:

1 ®»

13 5 »

2 S0P

12
24
36

Dot-Blot-Autoluminogramm zum Nachweis des Serinproteasegens

espP
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Spur (1) CB5482; (2) CB5483; (3) CB6069; (4) CB 6175; (5) CB6236; (6) CB6365;
(7) CB6366; (8) D1154/10; (9) 173a433917-1; (10) 173a433917-2; (11) 173a103531-
1: (12) 173a103531-7; (13) 31W/Orskov; (14) 340; (15) 488-36/84; (16) 490-36/84;
(17) 492-36/84; (18) 666/89; (19) E-D143; (20) E-D27; (21) E355; (22) EH101; (23)
EH78; (24) GS1161-1; (25) GS1180-1; (26) GS1181-1; (27) GS1205-1; (28)
GS1232-1; (29) GS1236-1; (30) 340S89; (31) 341589; (32) 342S89; (33) 347S89;
(34) 363S89; (35) EDL 933; (36) Aqua bidest

4.1.5. Uberpriiffung der Sensitivitit der angewandten PCR durch DNS-
DNS-Hybridisierung

Zur Uberpriifung der Sensitivitat der Polymerase-Kettenreaktion wurden die Proben
zusatzlich mit der Methode der DNS-DNS-Hybridisierung auf das Vorhandensein von
stx- bzw. eae-Genen untersucht.

Die Markierung der SK1/2-, SK3/4- sowie ECW1/2- Amplifikate erfolgte wahrend der
PCR durch den Einbau von Digoxigenin-11-dUTP. Als Matritze fir die zu
synthetisierenden DNS-Sonden diente DNS des O157:H7 Referenzstammes EDL
933. Die Ergebnisse, die durch die PCR erzielt wurden, konnten fir alle Stamme
auch in der DNS-DNS-Hybridisierung bestatigt werden.

Eine statistische Berechnung der Haufigkeitsverteilungen bzw. Signifikanzen
zwischen den Merkmalen six-eae, stx-Hlygyec und six-EspP konnte nicht erfolgen, da

die Grundgesamtheit der untersuchten Stdmme nicht alle Voraussetzungen fur den

Einsatz des y>-Vierfeldertests erfiillte.

4.1.6. Zusammenfassende Darstellung der Virulenztypisierung

Da ein Ziel der hier unternommenen Untersuchungen die Klarung der Frage war, ob
es sich bei den beim Rind gefundenen STEC-Isolaten um potentielle EHEC handelt,

wurde besonderes Augenmerk auf das gleichzeitige Vorkommen aller drei EHEC-
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typischen virulenzassoziierten Faktoren (stx, Hlyenec, eae) gerichtet. Tab. 10 gibt
AufschluB Gber die bei den verschiedenen Spezies gefundenen virulenzassoziierten
Faktoren sowie den Gesundheitsstatus der untersuchten Patienten. In Tab. 11 sind
alle Kombinationsmdglichkeiten der Virulenzmerkmale stx, eae, Hlygpec und EspP
aufgelistet. Hier wurden alle Spezies im Vergleich untersucht, wobei die Zeichen “+”
far ein vorhandenes und “-” fir ein fehlendes Merkmal stehen. Eine ausfihrliche
Stdmme, ihrer Serovare, Anamnesen sowie

Auflistung aller untersuchten

gefundenen Virulenzfaktoren vermitteln Tab. 12a, b, c.

Tab. 10: Nachweis EHEC-typischer virulenzassoziierter Faktoren bei E.coli-
0118-Stammen verschiedener Spezies

Herkunft der Stamme Anzahl der Stdmme
untersucht positiv
Spezies Status stx1 stx2 | stx1/2 eae | Hlyenec
Mensch gesund - - - - - -
(n= 29) krank 27 14 9 - 17 14
unbekannt 2 - -
Rind gesund 15 12 - 2 15 14
(n= 65) krank 47 44 - 2 46 43
unbekannt 3 3 - - 3 3
Schwein | gesund - - - - - -
(n=15) krank - - - - -
unbekannt - - - - -
Ziege gesund - - - - - -
(n=1) krank 1 1 - - 1 1
unbekannt - - - - - -
Gesamt 100 76 9 4 84 77
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Hieraus ergab sich, daB bei 76 (76 %) der 100 untersuchten Stamme alle drei EHEC-
typischen virulenzassoziierten Faktoren gefunden werden konnten. Die Mehrzahl
dieser Patienten war krank. Betrachtete man nur die Stdmme vom Rind (n=65), so
verfligten 59 (90,8 %) Isolate Uber das six-Gen, das Hlygpec und das eae-Gen.

Interessante Ergebnisse erbrachte auch die Untersuchung der Kombinationen
verschiedener Virulenzmerkmale (Tab. 11). So konnte festgestellt werden, daB der
weitaus gréBte Teil aller Rinder (54/65, 83,1%) die Merkmalskombinationen stx+.
eae+, Hlygpec+ und EspP+ besaBen, wahrend diese Kombination beim Menschen
nur in 16 von 29 Fallen (55,2%) gefunden wurde. Alle Ubrigen Kombinationen wiesen
viel geringere Haufigkeiten auf. Die flnf Isolate vom Schwein verflgten Uber keine
der untersuchten Merkmale, wahrend der eine Ziegenstamm alle Virulenzfaktoren

aufwies.

Tab. 11: Vorkommen der Kombinationen verschiedener Virulenzmerkmale
bei E.coli-O118-Stammen

Merkmalskombinationen Anzahl positiver Stamme
Stx eae Hly erec EspP Gesamt | Mensch Rind Schwein Ziege

+ - 6 6 0 0 0
+ + - 7 3 4 0 0
+ + + 4 0 4 0 0
+ + + + 71 16 54 0 1
- - 8 3 0 5 0
- + - 0 0 0 0 0
- + + 0 0 0 0 0
- + + + 1 0 1 0 0
+ + 0 0 0 0 0
+ + + 0 0 0 0 0
+ - + 0 0 0 0 0
+ + - + 1 0 1 0 0
- + - + 0 0 0 0 0
- + + 0 0 0 0 0
- - + 2 1 1 0 0
- + 0 0 0 0 0

Gesamt 100 29 65 5 1
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Tab. 12a: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von bovinen E. coli Stammen der

Serogruppe 0118 (n=65)

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen eae-Gen  Hlyghec espP
Altersgruppe Land
0O118:H16 RwW2303** Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW2126** Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW0203 Kalb D/NRW Durchfall stx1 + + +
GS1181-1 Kalb D/Hessen Durchfall Stx1 + + +
RW2199' Kalb D/Hessen Durchfall stx1’ + + +
666/89 Kalb D/Bayern Durchfall stx1 + + +
RW2022 Kalb D/RhlPflz Durchfall stx1 + + +
RW1306*** Kalb D/Hessen Durchfall Stx1 + + +
RW1912 Kalb D/NRW Durchfall stx1 + + +
RW1362 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW1303**** Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW1366 Kalb D/Hessen Durchfall Stx1 + + +
RW1319 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW1305 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
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Fortsetzung Tab.12a: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von bovinen E. coli

Stammen der Serogruppe 0118 (n=65)

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen eae-Gen  Hlygnec espP
Altersgruppe Land
0O118:H16 RW1817 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW1307*** Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW1318 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW1299' Kalb D/Hessen Durchfall stx1' + + +
RW1304**** Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW2017 Kalb D/RhIPflz Durchfall stx1 + + +
RW1365 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW2039 Kuh D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW2173 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW2266 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + -
RW2125 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + - +
340 Kalb Belgien Durchfall stx1 + + +
RWO0136 Kalb Schweiz Durchfall stx1 + + +
RW2116 Kuh D/Hessen Durchfall stx1 + + -
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Fortsetzung Tab.12a: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von bovinen E. coli
Stammen der Serogruppe 0118 (n=65)

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen eae-Gen  Hlygnec espP
Altersgruppe Land
0O118:H16 RW2136 Kuh D/Hessen Durchfall stx1 + + +
RW22972 Kuh D/Hessen Durchfall stx1/Z + + -
RW1911 Kalb D/RhIPflz Durchfall stx1/2 + + +
0O118:H16 GS1236-1*° Kalb D/Hessen 0.b.B. stx1 + + +
GS1232-1 Kalb D/Hessen 0.b.B. stx1 + + +
GS1161-1* Kalb D/Hessen 0.b.B. stx1 + + +
GS1180-1 Kalb D/Hessen 0.b.B. stx1 + + +
GS1205-1 Kalb D/Hessen 0.b.B. stx1 + + +
D1154/10 Kalb D/Bayern 0.b.B. stx1 + + +
EC910155 Kalb Kanada unbekannt stx1 + + +
EC910224 Kalb Kanada unbekannt stx1 + + +
EC920379 Kalb Kanada 0.b.B. stx1 + + +
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Fortsetzung Tab.12a: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von bovinen E. coli
Stammen der Serogruppe 0118 (n=65)

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen eae-Gen  Hlygnec espP
Altersgruppe Land
O118:H16 340S89 Kalb Belgien Durchfall stx1 + + +
341589 Kalb Belgien Durchfall stx1 + + +
342589 Kalb Belgien Durchfall stx1 + + +
347589 Kalb Belgien Durchfall stx1 + + +
363589 Kalb Belgien Durchfall stx1 + + +
364589 Kalb Belgien Durchfall stx1 + + +
367589 Kalb Belgien Durchfall stx1 + + -
365589 Kalb Belgien Durchfall stx1 + - -
366589 Kalb Belgien Durchfall stx1 + - -
EC920433 Kalb Kanada 0.b.B. stx1 + - -
EC910017 Kalb (Fleisch) Kanada Durchfall stx1 + - -
O118:NM 557/89 Kalb D/Bayern Durchfall stx1 + + +
RW2311 Kuh D/Hessen Durchfall stx1 + + +
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Fortsetzung Tab.12a: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von bovinen E. coli
Stammen der Serogruppe 0118 (n=65)

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen eae-Gen  Hlyghec espP
Altersgruppe Land

O118:NM RW1302 Kalb D/Hessen Durchfall Stx1 + + +
RW2030 Kalb D/Hessen Durchfall stx1 + + +
173a103531-1 Kuh D/Bayern 0.b.B. stx1 + + +
173a103531-7 Kuh D/Bayern 0.b.B. stx1 + + +
173a433917-1 Kuh D/Bayern 0.b.B. stx1/2 + + +
173a433917-2 Kuh D/Bayern 0.b.B. stx1/2 + + +
EC920287 Kalb Kanada 0.b.B. stx1 + + +

0O118:H-  31W/Orskov* Kalb Schweden Septikamie - - - +

O118:H16 WK100-1/88 Kalb Schweiz Durchfall stx1 + + +
VTB113 Kalb Spanien 0.b.B. Stx1 + + +
VTB110 Kuh Spanien 0.b.B. - + + +
VTF205 Kalb (Fleisch) Spanien unbekannt stx1 + + +

70



Ergebnisse

Tab. 12b: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von einem caprinen und fiinf

porcinen E. coli Stammen der Serogruppe 0118

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen  eae-Gen  Hlygpec espP
Altersgruppe Land
O118:NM  Zg56-1/90 Ziege Schweiz Durchfall stx1 + + +
O118:H9 P85-285 Schwein Kanada Rhinitis, - - - -
Gastroenteritis
P85-347A Schwein Kanada unbekannt - - - -
P85-1219A1 Schwein Kanada unbekannt - - - -
P85-2112 Schwein Kanada Polyarthritis - - - -
O118:NM P86-82C Schwein Kanada Durchfall - - - -

': Stamm hat stx7 wahrend der Kultivierung verloren.

2: Stamm hat stx2 wahrend der Kultivierung verloren.

3. Stamme, die von demselben Patienten isoliert wurden, tragen die gleiche Anzahl von Sternchen

4. 0118 Serotyp Referenzstamm

5: Stamme sind ETEC
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Tab. 12c: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von humanen E. coli Stammen der

Serogruppe 0118 (n=29)

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen eae-Gen Hlyenec espP
Altersgruppe Land
0O118:H16 CB5482***** Erwachsener D/NRW Durchfall stx1 + + +
CB5483***** Erwachsener D/NRW Durchfall stx1 + + +
CB6175 Kind D/Bayern Durchfall stx1 + + +
CB6236 Erwachsener unbekannt Durchfall Stx1 + + +
CB6365******  Erwachsener D/NSA Durchfall stx1 + + +
CB6366******  Erwachsener D/NSA Durchfall stx1 + + +
EH78 Kind Belgien unbekannt stx1 + + +
E-D143 Kind ltalien HUS stx1 + + +
T17968 Erwachsener Osterreich Durchfall stx1 + + +
VTH28 Kind Spanien Erbrechen stx1 + + +
VTH62 Erwachsener Spanien Durchfall, stx1 + + +
Erbrechen
EC970130 Kind Schweiz Durchfall stx1 + + +
98-08665 Erwachsener D/Bayern Durchfall stx1 + + +
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Fortsetzung Tab.12c: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von humanen E. coli
Stammen der Serogruppe 0118 (n=29)

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen  eae-Gen Hlyenec espP
Altersgruppe Land
0O118:H16 98-10617-1 Erwachsener D/Schlesw.-H. Gastroenteritis  stx1 + + +
98-12039 Erwachsener D/NRW unbekannt stx1 + + +
O118:NM 98-08935 Kind D/Schlesw.-H. HUS stx1 + + +
0118:H12 CB6069 Erwachsener D/NRW Durchfall stx2 - - -
EH101 Erwachsener Belgien Durchfall Stx2 - - -
E25702/0 Erwachsener UK Durchfall stx2 - - -
E29558/0 Erwachsener UK blutiger stx2 - - -
Durchfall
E40841/0 Erwachsener UK Durchfall Stx2 - - -
E40829/0 Kind UK blutiger stx2 - - -
Durchfall
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Fortsetzung Tab.12c: Serovare, Shigatoxin-Genotypen, eae-Gene und hamolysierende Eigenschaften von humanen E. coli
Stammen der Serogruppe 0118 (n=29)

Serovar Stamm Isoliert von Anamnese stx-Gen  eae-Gen  Hlygpec espP
Altersgruppe Land
O118:H12 489-36/84° Kind Peru Durchfall - - - +
488-36/84° Kind Peru Durchfall - - - -
490-36/84° Kind Peru Durchfall - - - -
492-36/84° Kind Peru Durchfall - - - -
0O118:H30 E-D27 unbekannt Kanada HUS stx2 + - -
E355 unbekannt Kanada Durchfall stx2 + - -
EC930540 Erwachsener Kanada Durchfall stx2 + - -
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4.2. Untersuchungen zur klonalen Verwandtschaft von E.coli-Stammen
der Serovar O118

Die bisher erzielten Ergebnisse lassen auf eine nahe Verwandtischaft der
untersuchten O118-Stdmme verschiedener Spezies schlieBen. Diese Vermutung

sollte durch eine Analyse der Klonalitat dieser Isolate bestatigt werden.

Zu diesem Zweck wurde die Methode der Makrorestriktion angewandt:

Die DNS der 100 STEC-Stamme wurde mit den beiden Restriktionsendonukleasen
Binl und Xbal Uber einen Zeitraum von vier Stunden verdaut und anschlieBend
mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (CHEF-PAGE) der GrdBe nach aufgetrennt. Die
Zahl der nach Binl-Verdau erhaltenen DNS-Fragmente betrug zwischen 12 und 15,
die nach Xbal-Verdau 15 bis 21.

Abb. 8 und 9 zeigen beispielhaft zwei Elekiropherogramme nach Makrorestriktion mit
den Restriktionsendonukleasen Binl und Xbal. Es wurden jeweils 20 verschiedene
Stdmme sowie drei Konkatamere eines Lambda-Phagen aufgetragen. Auf jedem Gel

wurde als Referenzstamm der O157:H7 (EDL 933) Stamm mitlaufen gelassen.

Die entstandenen Bandenmuster wurden unter Verwendung des Jaccard-
Koeffizienten (UPGMA) mit dem Computerprogramm Gel Compar® der Firma
Applied Maths (Kortrijk, Belgien) ausgewertet. In den so erstellten Dendrogrammen
sind neben den untersuchten Stammen jeweils als Referenzstamme ein O157:H7
(EDL 933), ein O26:H11 (H19) und ein O26:H (413/89-1) enthalten.
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i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1018,5 kb '
48,5 kb

Abb. 8: Elektropherogramm nach Makrorestriktion mit B/nl (20 Stamme)
Spur (1), (12) und (23): Lambda-Ladder; (2) RW 2311; (3) RW 2266; (4) RW 2125; (5) RW 1365; (6) 340; (7) RW 0136, (8) RW 2136;

(9) RW 2030; (10) RW 2199; (11) RW 1299; (13) CB 5482; (14) CB 5483; (15) CB 6069; (16) CB 6175; (17) D1154/10; (18) CB 6236;
(19) CB 6365; (20) CB 6366; (21) 413/89-1; (22) EDL 933
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i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1018,5 kb

-

48,5 kb

Abb. 9: Elektropherogramm nach Makrorestriktion mit Xbal (20 Stamme)

Spur (1), (10) und (23): Lambda-Ladder; (2) 2198-77; (3) 367S89; (4) CB6069; (5) CB6236; (6) CB6365; (7) CB6366, (8) CB6175; (9)
D1154/10; (11) GS1161-1; (12) GS1180-1; (13) GS1181-1; (14) GS1205-1; (15) GS1232-1; (16) GS1236-1; (17) 488-36/84; (18) 489-
36/84; (19) 490-36/84; (20) 492-36/84; (21) 413/89-1; (22) EDL 933
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4.2.1. Klonale Analyse der E.coli-O118-Stamme vom Tier

Nach Makrorestriktion aller E.coli-O118-Stdmme vom Tier mit der Endonuklease Binl
entstand ein Dendrogramm (Abb. 10), das in drei weitere Gruppen, die im folgenden
als Cluster Ager), Br, Ctr bezeichnet werden, unterteilt werden konnte:

Cluster A; stellte mit 66 Stdmmen die gréBte Gruppe dar und enthielt mit Ausnahme
des Ziegenisolates und des 026:H11 Referenzstammes H19 (Mensch)
ausschlieBlich Stdmme vom Rind. 54 der 66 Isolate gehdrten zur Serovar O118:H16,
10 Stamme waren O118:NM und zwei Isolate (Referenzstamme) gehoérten zur
Serogruppe 026. Innerhalb dieser Gruppe waren die Isolate weitestgehend geman
ihrer geographischen Herkunft angeordnet. So bildeten die Isolate aus Hessen,
Bayern, Belgien, der Schweiz und Kanada eigene kleine Untergruppen, in denen in
39 Fallen eine 100 %ige Ubereinstimmung des Bandenmusters nachgewiesen
werden konnte. Hervorzuheben ist der Stamm VTF 205 aus Spanien, der mit sechs
hessischen Isolaten identisch war.

Cluster Bt setzte sich zusammen aus vier O118:H9:K- Stdmmen aus Kanada, die
von Schweinen isoliert worden waren, sowie dem O118:H- Referenzstamm
31W/Orskov aus Schweden. In diesem Cluster konnte keine 100 %ige
Ubereinstimmung des Bandenmusters gefunden werden, jedoch zeigten die vier
porcinen Isolate Ubereinstimmungen zwischen 47 % und 87 %.

Das dritte Cluster C; wurde von drei Stammen gebildet: einem kanadischen Isolat
vom Schwein, einem belgischen Stamm vom Kalb und dem amerikanischen
0O157:H7 Referenzstamm EDL 933 vom Menschen. Die beiden letzteren wiesen eine
100 %ige Ubereinstimmung ihres Bandenmusters auf.

Die Makrorestriktion mit der Endonuklease Xbal zeigte eine &hnliche endemische

Verteilung der untersuchten Isolate vom Tier (Abb. 11). Hier konnten drei Cluster
D+, Et, Fr unterschieden werden.
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Cluster D; umfaBte 65 STEC-Stdmme vom Rind, einen Stamm von einer Ziege
sowie den Referenzstamm EDL 933 vom Menschen. Wie nach dem Verdau mit Binl
konnten auch hier die untersuchten Stdmme gemaB ihrer geographischen Herkunft
in weitere Untergruppen eingeteilt werden. 29 Isolate zeigten eine 100 %ige
Ubereintimmung ihres Bandenmusters. Darunter befand sich neben dem spanischen
Stamm VTF 205 auch der aus demselben Land isolierte Stamm VTB 113, die beide
mit hessischen Isolaten identisch waren.

Cluster Er wurde von den vier porcinen O118:H9:K- Stdmmen aus Kanada gebildet,
von denen zwei Isolate eine 100 %ige Ubereinstimmung ihres Bandenmusters
aufwiesen.

Zum Cluster Fr wurden der O118:H Stamm 31W/Orskov aus Schweden (Kalb)
sowie der O118:NM Stamm P86-82C aus Kanada (Schwein) zusammengefaBt, die
Uber eine Ahnlichkeit von 62 % verfiigten. Der O118:H16 Stamm 340, der nach Binl-
Verdau zum Cluster C gezahlt wurde, wich in seiner klonalen Verwandtschaft
deutlich von den Ubrigen untersuchten Isolaten ab und wurde deshalb keinem

Cluster zugeordnet.
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Abb. 10: Dendrogramm nach Makrorestriktion mit B/nl (alle O118-Stamme vom

Tier)

80



Ergebnisse

Land Serovar Stamm Anamnese Cluster

50 60 70 80 90 100

Kanada 0O118:H9:K- P 85-285 Schw, Rhin —
,_: Kanada 0O118:H9:K- P 85-2112 Schw, Poly E
| | Kanada 0118:H9:K- P 85-347 A Schw T
L Kanada 0O118:H9:K- P 85-1219 A1 Schw —
Kanada 0O118:NM P 86-82C Schw, D
Schweden 0118:H- 31-W/Orskov Kalb,Septik. : FT
Hessen O118:H16 RW 1366 Kalb, D —
Hessen O118:H16 RW 1303 Kalb, D
Hessen O118:H16 RW 1304 Kalb, D
Hessen 0118:H16 RW 1306 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 2039 Kuh, D
Hessen 0O118:H16 RW 2303 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 2126 Kalb, D
Hessen 0O118:NM RW 2311 Kuh, D
Spanien O118:H16 VTB 113 Kalb, G
Spanien 0O118:H16 VTF 205 Kalbfleisch
Spanien 0O118:H16 VTB 110 Kuh, G
. Hessen 0O118:H16 RW 1307 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 2136 Kuh, D
Hessen 0O118:H16 RW 1365 Kalb, D
Hessen O118:H16 RW 2116 Kuh, D
Bayern 0O118:H16 D1154/10 Kalb, G
Hessen O118:H16 RW 2173 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 2266 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 2125 Kalb, D
NRW 0O118:H16 RW 0203 Kalb, D
RhIPflz O118:H16 RW 2017 Kalb, D
RhIPflz 0O118:H16 RW 2022 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 GS 1161-1 Kalb, G
Hessen 0O118:H16 GS 1180-1 Kalb, G
Hessen 0O118:H16 GS 1205-1 Kalb, G
Hessen 0O118:H16 GS 1232-1 Kalb, G
Hessen 0O118:H16 GS 1236-1 Kalb, G
Hessen O118:H16 GS 1181-1 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 1305 Kalb, D
Hessen 0118:H16 RW 2297 Kuh, D
Bayern 0O118:H16 666/89 Kalb, D
: Kanada 0O118:NM EC 920287 Kalb, G DT
Hessen 0O118:H16 RW 1318 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 1319 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 1362 Kalb, D
Hessen 0O118:H16 RW 1817 Kalb, D
Hessen 0O118:NM RW 2030 Kalb, D
Schweiz 0O118:H16 RW 0136 Kalb, D
| RhIPflz 0O118:H16 RW 1911 Kalb, D
NRW 0O118:H16 RW 1912 Kalb, D
Bayern 0118:NM 557/89 Kalb, D
Kanada O118:H16 EC 910155 Kalb
Belgien O118:H16 367 S89 Kalb, D
Kanada 0O118:H16 EC 910017 Kalbfleisch
Kanada 0O118:H16 EC 920379 Kalb, G
_| |: Kanada 0O118:H16 EC 920433 Kalb, G
USA 0O157:H7 EDL 933 Mensch, HC
_|: Belgien 0O118:H16 340 S89 Kalb, D
Belgien O118:H16 347 S89 Kalb, D
Belgien O118:H16 364 S89 Kalb, D
Belgien O118:H16 363 S89 Kalb, D
Belgien 0O118:H16 365 S89 Kalb, D
Belgien 0O118:H16 366 S89 Kalb, D
_: Belgien O118:H16 341 889 Kalb, D
Belgien 0O118:H16 342 S89 Kalb, D
L Kanada 0118:H16 EC 910224 Kalb
UK 026:H11 H 19 Kind, D
Bayern 026:H- 413/89-1 Kalb, bl. D
Bayern 0O118:NM 173a103531-1 Kuh, G
m Bayern O118:NM 173a103531-7 Kuh, G
| Bayern 0118:NM 173a2433917-1 Kuh, G
1 Bayern 0O118:NM 173a433917-2 Kuh, G
Schweiz 0O118:NM Zg 56-1/90 Ziege, D
{ Schweiz 0O118:H16 WK 100-1/88 Kalb, D
——  Hessen 0O118:H16 RW 1299 Kalb, D
L—  Hessen 0O118:H16 RW 2199 Kalb, D
Hessen 0O118:NM RW 1302 Kalb, D —
Belgien O118:H16 340 Kalb, D

Abb. 11: Dendrogramm nach Makrorestriktion mit Xbal (alle O118-Stamme

vom Tier)

81



Ergebnisse

4.2.2. Klonale Analyse der E.coli-O118-Stamme vom Menschen

Betrachtete man die klonale Verwandtschaft der E.coli-O118-lsolate vom Menschen,
so konnte nach Makrorestriktion mit Binl ein Dendrogramm (Abb. 12) erstellt werden,
das aus den drei Clustern Awensch), Bu, Cu bestand:

Cluster Ay umfaBte 18 Stamme, darunter 11 Isolate aus Deutschland (10 vom
Menschen und ein Referenzstamm vom Kalb), zwei Stdmme aus Spanien sowie
jeweils ein Isolat aus Belgien, Osterreich, ltalien, England und der Schweiz. 15 der
18 lIsolate gehoérten zur Serovar O118:H16, ein Stamm zur Serovar O118:NM und
zwei Isolate zur Serogruppe 026. Die Stdmme CB 6366 aus Niedersachsen sowie
VTH 62 aus Spanien zeigten eine 100 %ige Ubereinstimmung ihres Bandenmusters.
Die Ubrigen Stdmme dieses Clusters variierten in ihrem Verwandtschaftsgrad
zwischen 52 % und 92 %.

Cluster By wurde ausschlieBlich von Stdmmen der Serovar O118:H12 gebildet.
Darunter befanden sich vier ETEC Stamme aus Peru, vier Isolate aus England und
jeweils ein Stamm aus Deutschland und Belgien. Die Isolate aus Peru gehérten wie
auch die englischen Isolate einer eigenen Untergruppe an.

Das Cluster Cy setzte sich aus drei kanadischen O118:H30 Isolaten sowie dem
O157:H7 Referenzstamm EDL 933 zusammen, die keine 100 9%igen
Verwandtschaften aufwiesen, jedoch eine engere Verwandtschaft der O118:H30

Isolate zueinander zeigten.

Das nach Verdau mit der Endonuklease Xbal erstellte Dendrogramm ergab ein
ahnliches Ergebnis (Abb. 13):

Das Cluster Dy wurde von denselben Isolaten gebildet wie Cluster A nach Binl

Verdau. Zusatzlich wurde in diese Gruppe der Referenzstamm EDL 933 eingeordnet.
Die Stamme CB 6365 und CB 6366 waren zu 100 % identisch.
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Cluster Ey umfaBte ebenfalls die bereits nach Binl Verdau genannten O118:H12

Isolate aus England, Peru, Deutschland und Belgien. Hier war die Bildung der
Untergruppen jedoch nicht so stark ausgepragt wie nach Binl-Verdau. Zwei der vier

peruanischen Stamme (489-36/84 und 492-36/84) waren zu 100 % identisch.
Cluster Fy setzte sich aus drei kanadischen O118:H30 Isolaten zusammen. Diese

zeigten Verwandtschaftsgrade zwischen 61 % und 88 %.
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Abb. 12: Dendrogramm nach Makrorestriktion mit Binl (alle O118-

Stamme vom Menschen)
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Land Serovar Stamm Anamnese Cluster

50 60 70 80 90 100
Ll brrnrbrra b |

— Kanada  O118:H30 E 355 Mensch, D~ ]
L Kanada  O118:H30 E-D27 Mensch, HUS | Fp
Kanada 0118:H30 EC 930540 Erw., D . |
UK 026:H11 H19 Kind, D =1
Schles.-H. 0O118:H16 98-10617-1  Erw., D
Spanien 0O118:H16 VTH 62 Erw., D
Schweiz ~ O118:H16 EC 970130  Kind, D
_|: NSA 0118:H16 98-12039 Mensch
| Spanien 0O118:H16 VTH 28 Kind, Vomitus
{ Bayen  O118:H16  98-08665 Erw., D
i USA O157:H7 EDL 933 Mensch, HC
Osterreich O118:H16 T 17968 Erw., D
—: Schles-H. O118:NM 98-08935 Kind, HUS D
BRD 0118:H16 CB 6236 Erw., D M
| Bayern 0O118:H16 CB 6175 Kind, D
— NRW 0118:H16 CB 5482 Erw., D
L NRW 0118:H16 CB 5483 Erw., D
| | NSA O118:H16 CB 6365 Erw., D
] | NSA O118:H16  CB 6366 Erw., D
Bayern 026:H- 413/89-1 Kalb, bl. D
Belgien O118:H16 EH 78 Kind, D
ltalien O118:H16 E-D 143 Kind, HUS ___
UK O118:H12 E 29558/0 Erw.,bl.D =1
—|: Peru O118:H12 488-36/84 Kind, D, ETEC
Peru O118:H12 489-36/84 Kind, D, ETEC
—_| Peru O118:H12 492-36/84  Kind, D, ETEC
NRW O118:H12 CB 6069 Erw., D
UK O118H12  E257020  Erw.D Ewm
_: UK O118:H12 E 40829/0 Kind, bl.D
UK O118:H12 E 40841/0 Erw., D
Peru O118:H12 490-36/84 Kind, D, ETEC
Belgien O118:H12 EH 101 Erw., D

Abb. 13: Dendrogramm nach Makrorestriktion mit Xbal (alle O118-
Stamme vom Menschen)
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4.2.3. Vergleichende klonale Analyse der E.coli-O118-Stamme von Mensch
und Rind

Da die Untersuchungen auf das Vorkommen der typischen EHEC-
Virulenzeigenschaften (stx1, stx2, eae und Hlygyec) der E.coli-O118-Isolate von
Mensch und Rind eine groBe Ahnlichkeit zwischen diesen Stammen erbrachte, sollte
eine vergleichende klonale Analyse AufschluB Uber den Verwandtschaftsgrad der
Isolate menschlicher und tierischer Herkunft geben. Um die Zahl der analysierten
Stamme einzugrenzen, wurde jeweils ein Stamm aus jedem der hier untersuchten
Lander (in der BRD Bundeslédnder) und der unterschiedlichen Serovare in die
Berechnung der folgenden Dendrogramme (Abb. 14 und 15) einbezogen. Dabei
wurden die Stdamme (17 Isolate vom Menschen, 13 Stamme vom Rind und drei
Referenzstdmme) willklrlich ausgewahilt.

Nach Makrorestriktion mit der Endonuklease Binl entstand ein Dendrogramm (Abb.
14), das in zwei weitere Gruppen, Cluster Ayensch)+ring) UNd Cluster By,g, unterteilt

werden konnte:

In Cluster Ay,g waren 23 0118-Stdmme enthalten, die unterschiedliche
Verwandtschaftsgrade aufwiesen. Darunter befanden sich 12/13 Stamme vom Rind
sowie 11/17 vom Menschen. Die Mehrzahl der Stdmme (17/23) gehdrte der Serovar
O118:H16 an. Vier Isolate waren O118:NM, und bei zwei Stdmmen handelte es sich
um die beiden O26-Referenzstdmme. Bei sechs Stdmmen konnte eine 100 %ige
Ubereinstimmung des Bandenmusters gefunden werden; darunter stammten drei
Isolate vom Menschen. Eines der drei Isolate (Stamm CB6175) war zu 100 %
identisch mit einem Stamm (Isolat D1154/10) boviner Herkunft, wahrend es sich bei
den Ubrigen 100 % identischen Isolaten jeweils um zwei bovine bzw. zwei humane
Stdmme handelte. Die Ubrigen Isolate variierten in ihrem Verwandtschaftsgrad
zwischen 50 % und 92 %. Aufféllig war, daB die Humanisolate gleichmaBig zwischen

den Stammen boviner Herkunft verteilt waren.
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Cluster By,r wurde gebildet von vier O118:H12 Stdmmen, die eine eigene
Untergruppe darstellten, sowie einem O118:H30 Isolat und dem Referenzstamm
EDL 933 (0O157:H7). Alle Isolate stammten vom Menschen. Auch einer der ETEC
Stdmme von einem durchfallkranken Kind aus Peru konnte in diese Gruppe ein-
geordnet werden. Die klonale Verwandtschaft der Stdmme variierte zwischen 40 %
und 72 %.

Der O118:H- Stamm 31W/Orskov eines septikdmischen Kalbes aus Schweden, der
sich sowohl in seinen Virulenzeigenschaften (s.0.) als auch in seiner klonalen
Verwandtschaft deutlich von allen anderen untersuchten Isolaten unterschied, konnte

keinem der beiden Cluster zugeordnet werden.

Die Makrorestriktion mit der Endonuklease Xbal erbrachte ein &hnliches Ergebnis,
das zur Erstellung des Dendrogramms in der Abb. 15 flhrte. Wie nach dem Verdau

mit Bl/nl konnten auch hier zwei Cluster Cy.gr und Dy.r unterschieden werden:

Cluster Cy.r setzte sich zusammen aus 24 O118 Isolaten, von denen die meisten
(17/24) dem Serovar O118:H16 zuzuordnen waren. Vier Stamme gehérten der
Serovar O118:NM an. Zusatzlich waren in diesem Cluster die drei Referenzstamme
EDL 933 (O157:H7), 413/89-1 (O26:H-) und H19 (0O26:H11) vertreten. In Cluster A
befanden sich mit einer Ausnahme (31W/Orskov) alle Isolate vom Rind (12/13) sowie
12 Stdmme vom Menschen. Vier Stdmme dieses Clusters (drei vom Rind und einer
vom Menschen) zeigten eine 100 %ige Ubereinstimmung des Bandenmusters. Der
Rinderstamm VTF205 aus Spanien, der nach Binl-Verdau zunachst mit Stamm
RW1303 (Hessen) identisch war, zeigte nach Restriktion mit Xbal ein 100 %
identisches Bandenmuster mit einem anderen hessischen Isolat vom Rind
(RW2311). Stamm CB6175 war dagegen auch nach Xbal-Verdau mit dem
bayrischen Isolat D1154/10 identisch. Diese beiden Stamme hatten bereits nach
Verdau mit BInl das gleiche Ergebnis gezeigt. Es handelte sich bei diesen beiden
Isolaten um Stdmme aus einer kirzlich verdffentlichten (105) EHEC-Infektion eines
Kindes, das Kontakt zu einem gesunden Kalb hatte. Die bei beiden gefundenen
0O118:H16 Isolate waren die einzigen in dieser Arbeit verwendeten Stamme, deren

Herkunft auf eine mégliche Kontaktinfektion hinwies.
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Cluster Dy,r war in der Zusammensetzung seiner Stdmme identisch mit dem
Cluster By,r, das nach Restriktion mit BInl definiert werden konnte. Es handelte sich
auch hier um vier O118:H12 Isolate (darunter der ETEC Stamm aus Peru) sowie den
0O118:H30 Stamm aus Belgien. Anstelle des O157:H7 Referenzstammes EDL 933
fand sich in diesem Cluster der O118:H Stamm 31-W/Orskov. Die Verwandt-
schaftsgrade variierten zwischen 48 % und 76 %.

Da die beiden bayrischen Isolate CB6175 vom Menschen und D1154/10 vom Rind
die einzigen Stdmme waren, die nach Makrorestriktion mit beiden verwendeten
Enzymen eine 100 %ige Ubereinstimmung ihres Bandenmusters zeigten, und es sich
zudem um zwei veréffentlichte Isolate (105) einer tatsachlich stattgefundenen EHEC-
Infektion handelte, sollten im folgenden alle Humanisolate mit den Rinderstdmmen

aus Bayern verglichen werden.
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Land Serovar Stamm Anamnese Cluster

40 50 60 70 80 90 100
ceccdbn b ] bern b bl

NRW 0118:H12 CB 6069 Erw., D
Belgien O118:H12 EH 101 Erw., D
UK 0O118:H12 E 40841/0 Erw., D
Peru 0O118:H12 488-36/84 Kind, D, ETEC BM+R
USA 0157:H7 EDL 933 Mensch, HC
Kanada 0118:H30 E-D 27 Mensch, HUS_
Spanien  O118:H16 VTF 205 Kalbfleisch =
Hessen O118:H16 RW 1303 Kalb, D
NRW O118:H16 CB 5482 Erw., D
Hessen 0O118:NM RW 2311 Kuh, D
Osterreich O118:H16 T 17968 Erw., D

— RhIPflz 0118:H16 RW 2017 Kalb, D

e Schles.-H. O118:H16 98-10617-1 Erw., D

Bayern 0O118:H16 CB 6175 Kind, D
| Bayern 0O118:H16 D 1154/10 Kalb, G
B l NSA 0118:H16 CB 6366 Erw., D
Spanien  O118:H16 VTH 62 Erw., D Awm.r
— Schweiz ~ O118:H16 RW 0136 Kalb, D
] Belgien O118:H16 340 S89 Kalb, D
Belgien O118:H16 EH 78 Kind
Schles.-H. O118:NM 98-08935 Kind, HUS
| Kanada O118:NM EC 920287 Kalb
|| ltalien 0118:H16 E-D 143 Kind, HUS
NRW O118:H16 RW 1912 Kalb, D
Bayern O118:NM 173a433917-2 Kuh, G
Kanada  O118:H16 EC 910155 Kalb
Schweiz ~ O118:H16 EC 970130 Kind, D
UK 026:H11 H19 Kind, D
Bayern 026:H- 413/89-1 Kalb, bl. D I |
Schweden O118:H- 31-W/Orskov  Kalb,Septik.

Abb. 14: Dendrogramm der vergleichenden klonalen Analyse ausgewahlter
0118-Stamme von Mensch und Rind nach Makrorestriktion mit Binl
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Land

50 60 70 80 90 100
b b b b o braaald

NRW

Peru

Belgien

UK

Kanada

Schweden

USA

Schweiz

Kanada
UK

Schweiz

Spanien
Spanien

Hessen

Hessen

Bayern

Bayern

Schles.-H.

ltalien

RhiPflz

NSA

NRW

Osterreich

NRW

Kanada

Schles.-H.

Belgien

Belgien

Bayern

Bayern

Serovar

O118:H12
O118:H12
O118:H12
O118:H12
0118:H30
0118:H-
0O157:H7
0O118:H16
0O118:H16
026:H11
O118:H16
O118:H16
0O118:H16
0O118:NM
0O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
0O118:H16
0O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
0O118:H16
0O118:NM
O118:NM
O118:H16
O118:H16
0O118:NM
026:H-

Stamm Anamnese Cluster

CB 6069
488-36/84
EH 101

E 40841/0
E-D 27
31-W/Orskov
EDL 933
EC 970130
EC 910155
H19

RW 0136
VTH 62
VTF 205
RW 2311
RW 1303
CB 6175
D1154/10
98-10617-1
E-D 143
RW 2017
CB 6366
CB 5482

T 17968
RW 1912
EC 920287
98-08935
EH 78

340 S89
173a433917-2
413/89-1

Erw., D

Kind, D, ETEC
Erw., D

Erw., D
Mensch, HUS
Kalb,Septik. -
Mensch, HC ™ |
Kind, D
Kalb

Kind, D
Kalb, D
Erw., D
Kalbfleisch
Kuh, D
Kalb, D
Kind, D
Kalb, G
Erw., D
Kind, HUS
Kalb, D
Erw., D
Erw., D
Erw., D
Kalb, D
Kalb, G
Kind, HUS
Kind, D
Kalb, D
Kuh, G

Kalb, bl. D

DM+R

CM+F§

Abb. 15: Dendrogramm der vergleichenden klonalen Analyse ausgewahlter

0118-Stamme von Mensch und Rind nach Makrorestriktion mit Xbal
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4.2.4. Klonale Analyse der E.coli-O118-Stamme vom Rind (Bayern) und

vom Menschen

Der bereits erwahnte kirzlich veréffentlichte Bericht von Weber et al. (105) Uber ein
Kind in Bayern, bei dem eine EHEC-Infektion mit einem O118:H16 Stamm
festgestellt wurde und das nachweislich Kontakt zu einem gesunden Kalb hatte,
veranlaBte uns, die Stdmme humaner Herkunft hinsichtlich ihrer klonalen
Verwandtschaft mit denen boviner Herkunft aus Bayern zu untersuchen. Die 29
Isolate von Humanpatienten wurden mit insgesamt sieben Isolaten vom Rind
verglichen.

Nach Makrorestriktion mit BInl konnten die Stdmme in drei Gruppen (Abb. 16)
unterteilt werden, denen jeweils bestimmte HAntigene zugeordnet werden konnten.
Die meisten Stdmme (23) gehoérten zur Serovar O118:H16 und verflgten Uber die
EHEC-typischen Virulenzmerkmale six1, eae, Hlygpec und EspP (Gruppe 1). In
dieser Gruppe befanden sich auch sieben der acht Isolate vom Rind, von denen zwei
zusatzlich positiv flr stx2 waren. Dagegen wurden in Gruppe 2 zehn Stamme
humaner Herkunft (vier davon waren ETEC) der Serovar O118:H12 gefunden, die
mit Ausnahme der ETEC lediglich das stx2 besaBen. Gruppe 3 setzte sich aus drei
Stdmmen vom Menschen zusammen, die der Serovar O118:H30 angehérten und
neben dem stx2 Uber das eae-Gen verflgten.

Mit Ausnahme eines Stammes (31-W/Orskov) konnten alle O118:NM Isolate der
Gruppe 1 zugeordnet werden. Da diese Isolate die gleichen Virulenzmerkmale wie
die Stdmme der Serovar O118:H16 besaBen und sich nur in ihrer Mobilitatsfahigkeit
von diesen unterschieden, untersuchten wir sie auf das Vorhandensein des
Strukturgens fir das GeiBelschaftprotein fliC.
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A0, .50, .60, 70,

80, . .90, ., 190

_|—|

BN

—
——

Stamm

E-D 27

E 355

EC 930540
EDL 933
98-10617-1
CB 5483
98-08665

T 17968

E-D 143

CB 5482
VTH 28

CB 6236

CB 6175

D 1154/10
CB 6366
VTH 62

CB 6365
98-12039
666/89
98-08935

EH 78
557/89
173a103531-1
173a103531-7
173a433917-1
173a433917-2
EC 970130
H19

413/89-1
488-36/84
492-36/84
489-36/84
490-36/84
CB 6069

EH 101

E 40841/0

E 25702/0

E 29558/0

E 40829/0

31 W/Orskov

Serotyp

0O118:H30
0O118:H30
0O118:H30
O157:H7
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:H16
O118:NM
O118:H16
0O118:NM
0O118:NM
O118:NM
O118:NM
O118:NM
O118:H16
026:H11
026:H-
O118:H12
O118:H12
O118:H12
O118:H12
O118:H12
O118:H12
O118:H12
O118:HI2
O118:H12
O118:H12
O118:H-

stx eae HIlygyec espP

stx2
stx2
stx2
stx1/2
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stxl
stx1/2
stx1/2
stxl
stxl
stxl

stx2
stx2
stx2
stx2
stx2
stx2
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+

Anamnese

Msch., HUS
Msch., D
Msch., D
Msch., HC
Msch., D
Msch., D, HUS, HIV
Msch., D
Msch., D
Msch., HUS
Msch., D, HUS, HIV
Msch., Erbrechen
Msch., D
Msch., D

Kalb, gesund
Msch., D
Msch., D
Msch., D

Msch.

Kalb, D

Msch., HUS
Msch.

Kalb, D

Rind, gesund
Rind, gesund
Rind, gesund
Rind, gesund
Msch., D
Msch., D

Kalb, bl. D
Msch., D
Msch., D
Msch., D
Msch., D
Msch., D
Msch., D
Msch., D
Msch., D
Msch., bl. D
Msch., bl. D
Kalb, Septikimie

Land

Kanada
Kanada
Kanada
U.S.A.
Schl.-Hol.
NRW
Bayern
Osterreich
Italien

NRW
Spanien
BRD
Bayern
Bayern

NSA
Spanien
NSA

NRW
Bayern
Schl.-Hol.
Belgien
Bayern
Bayern
Bayern
Bayern
Bayern
Kanada

UK

Bayern

Peru (ETEC)
Peru (ETEC)
Peru (ETEC)
Peru (ETEC)
NRW
Belgien

Schweden

Abb. 16: Dendrogramm zur klonalen Verwandtschaft boviner und humaner E.coli-O118 Isolate nach Makrorestriktion

mit Binl
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4.2.5. Nachweis des Strukturgens fiir das GeiBelschaftprotein fliC

Einer Veréffentlichung von Fields et al. folgend (32), konnten nach erfolgter fliC-PCR
und anschlieBender Restriktion der PCR-Amplifikate mit der Endonuklease Rsal bei
allen O118:NM Stammen Banden sichtbar gemacht werden (Abb. 17a und b), die in
ihrer GroBe mit denen der O118:H16 Ubereinstimmten, sich aber deutlich von denen
der Serovare O118:H12, 0O118:H30, O157:H7 und 0O26:H- unterschieden. Die
einzige Ausnahme bildete der O118:H Stamm 31-W/Orskov, der auch in seinen
Virulenzmerkmalen keiner der drei 0.g. Gruppen zugeordnet werden konnte.

Da die O118:H16 und sechs der sieben O118:NM Stdmme Uber dieselben
Virulenzmerkmale und das gleiche Bandenmuster verfigten und alle Vertreter der
Gruppe 1 waren, stellte sich die Frage, ob die unbeweglichen O118:NM lIsolate nicht
Uber eine unvollstédndig ausgebildete GeiBel verflgten, die der GeiBel der O118:H16
ahnelte. Die daraufhin durchgeflihrte elektronenmikroskopische Untersuchung dieser
Stamme ergab, daB sowohl die O118:H16 Isolate als auch die O118:NM Stadmme
Uber GeiBeln verflgten, die im Gegensatz zu denen der O118:H30 und O118:H12
Stdmme deutlich kirzer waren. Wir bezeichneten diese GeiBeln als StummelgeiBeln.
Die Beweglichkeitspriifung im Hitchens Agar zeigte, daB die Stdmme der Serovar
0O118:H30 vollstandig in den Agar diffundierten, die Isolate der Serovar O118:H16
jedoch nur teilweise und die der Serovar O118:NM gar nicht diffundierten. Die
Beobachtung, daB sich die Vertreter der Serovar O118:H16 zumindest eingeschrénkt
bewegen koénnen (Abb. 18), die O118:NM Stdmme jedoch nicht, muB auf
umfangreichere Mutationen im gesamten GeiBelapparat der Bakterien zurlickgefuhrt
werden. Weitergehende Untersuchungen bezlglich dieser Mutationen wurden von
uns jedoch nicht durchgefihrt.
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1 2 34 567 8 910 1112 131415 161718 19

506 bp

Abb. 17a: Elektropherogramm von PCR-Amplifikaten zum Nachweis des fliC-
Gens bei E.coli-O118-Isolaten vor und nach Restriktion mit Rsal
(1,5 %wiges Agarosegel, 100V)

gerade Zahlen: ungeschnittenes PCR-Amplifikat
ungerade Zahlen:  mit Rsal geschnittenes PCR-Amplifikat

Spur (1) und (19) 1kb-Ladder; (2, 3) 98-08935 (O118:NM); (4, 5) 557/89 (O118:NM);
(6, 7) 173a103531-1 (O118:NM); (8, 9) 173a103531-7 (O118:NM); (10, 11)
173a433917-1 (O118:NM); (12, 13) 173a433917-2 (O118:NM); (14, 15) 31W/Orskov
(O118:H-); (16, 17) CB 6175 (O118:H16); (18) Aqua bidest
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i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1636 bp
1018 bp

506 bp

Abb. 17b: Elektropherogramm von PCR-Amplifikaten zum Nachweis des fliC-
Gens bei E.coli-O118-Isolaten vor und nach Restriktion mit Rsal
(1,5 %iges Agarosegel, 100V)

gerade Zahlen: ungeschnittenes PCR-Amplifikat
ungerade Zahlen:  mit Rsal geschnittenes PCR-Amplifikat

Spur (1) und (13) 1kb-Ladder; (2, 3) E-D27 (O118:H30); (4, 5) CB 6069 (O118:H12);

(6, 7) RW 1911 (O118:H16); (8, 9) EDL 933 (O157:H7); (10, 11) 413/89-1 (0O26:H-);
(12) Aqua bidest
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Abb. 18: Beweglichkeitspriifung dreier O118-Stamme im Hitchens-Agar
0O118:H16: CB6175, eingeschrankt beweglich

O118:NM: 98-08935, unbeweglich
0118:H30: E-D27, beweglich
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5. Diskussion

Unter den Shigatoxin-bildenden Escherichia coli (STEC) haben die Enterohamorrhagi-
schen E.coli (EHEC) einen besonderen Stellenwert, da sie beim Menschen verant-
wortlich sind fir die Auslésung des Hamolytisch-Uramischen-Syndroms (HUS) sowie
der Hamorrhagischen Kolitis (HC). Diese Krankheiten beruhen auf der Auspragung der
bekannten Virulenzfaktoren: Shigatoxin (stx), EHEC-Hamolysin (Hlygnec) und Intimin,
dem Produkt des eae-Gens (72). Fir das Rind dagegen ist bekannt, daB3 diese
Virulenzmerkmale keine der beim Menschen belegte vergleichbare Rolle spielen. Die
Serovar O157:H7, die beim Menschen fir die meisten Krankheitsausbriche
verantwortlich ist (54, 55), wurde zwar auch beim Rind isoliert, spielt jedoch als
Krankheitserreger bei diesen Tieren nur eine untergeordnete Rolle (20, 38). Hingegen
weisen neuere Untersuchungen darauf hin, daB STEC der Serogruppe O118 eine
atiologische Bedeutung im Rahmen des Kaélberdurchfalls besitzen. So zeigen O118-
Stamme unter den bovinen STEC- Isolaten von Kélbern in Deutschland und Belgien die
héchste Pravalenz (86, 118), und diese Stdmme weisen Virulenzmerkmale auf, die in
der Pathogenese des Kalberdurchfalls eine groBe Rolle spielen (18, 98). Erst kirzlich
verdffentlichte Ergebnisse Uber Infektionsversuche an neugeborenen Kélbern mit
einem O118:H16 Stamm zeigten, daB diese Tiere innerhalb von 24 Stunden starken
Durchfall entwickelten, der mit den typischen A/E-Lasionen in der Darmschleimhaut
einhergeht (98). Untersuchungen zur Subtypisierung des fir die A/E-Lasion
verantwortlichen eae-Gens ergaben, daB3 dieses bei bovinen und humanen EPEC- und
EHEC-Stammen der Serogruppe 026, O111 und O157 sehr &hnlich ist. So konnten in
DNS-Koloniehybridisierungsversuchen von China et al. (18) 73 % der untersuchten
EPEC- und EHEC-Stamme kranker Kalber bzw. 82 % gesunder Schlachttiere mit
einer aus einem humanen O157:H7-Isolat hergestellten Sonde erkannt werden.
Umgekehrt reagierten neun humane EHEC der Serogruppe 026 und sieben der

Serogruppe O111 positiv mit einer bovinen O26:H- Sonde.
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Das heiBt, fur die Serogruppen 026 und O111 konnten bei Mensch und Rind
identische Subtypen des eae-Gens festgestellt werden. Die von China et al. (18)
dartberhinaus getesteten Serogruppen 05, 015, 018, 020 und O118 ergaben etwas
variablere Ergebnisse. Die beta-Variante des eae-Gens war hdufiger mit dem
Auftreten klinischer Symptome assoziiert, wahrend bei einem Drittel der EPEC
durchfallkranker Kélber andere als die alpha-, beta- oder gamma-Varianten des eae-
Gens vorkamen. Die Differenzierung zwischen bovinen und humanen EHEC's, die zur
selben O-Serogruppe gehérten, konnte jedoch mit diesen Gensonden nicht erfolgen
(18).

Die Ahnlichkeit zwischen bovinen und humanen EHEC’s sowie die zunehmende
Isolierung von Stdmmen der Serogruppe O118 auch vom Menschen (17, 83, 84, 105)
gab AnlaB zu der vorliegenden Untersuchung, in deren Mittelpunkt die Frage stand, ob
es sich bei den beim Rind gefundenen STEC mdglicherweise um typische EHEC
handelt, die somit als Zoonoseerreger eine Bedeutung fir den Menschen spielen

kbnnen.

Die Untersuchung der E.coli-O118-Isolate auf die typischen EHEC-Virulenzmerkmale
ergab, daB 90,8 % der Rinder das Shigatoxin, das EHEC-Hamolysin sowie das eae-
Gen aufwiesen. Damit konnte gezeigt werden, daB sie den vom Menschen isolierten
Stdmmen in ihren Eigenschaften sehr &hnlich waren. Dies sollte durch Untersuchung
der Klonalitét der Isolate naher charakterisiert werden. Die dabei herausgefundenen
Verwandtschaftsgrade erreichten bei mehreren Stdmmen 100 %.

Das hervorstechendste Beispiel war der von Weber et al. (105) verdéffentlichte Fall
eines an Durchfall erkrankten Kindes, bei dem eine EHEC-Infektion nachgewiesen
wurde. Dabei deutete der Vorbericht auf eine mdégliche Kontaktinfektion hin, da das
Kind mit einem gesunden Kalb Kontakt hatte. In der vorliegenden Arbeit konnte belegt
werden, daB ein vom Kalb isolierter O118-STEC-Stamm mit allen untersuchten

Methoden identisch war mit jenem Stamm, der vom erkrankten Kind isoliert wurde.
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Die Makrorestriktionsanalyse mit den beiden Restriktionsenzymen Binl und Xbal
konnte durch eine Ubereinstimmung des Bandenmusters eine 100 %ige Identitat der
Stdmme beweisen.

Innerhalb der Rinderstdmme machte die klonale Analyse eine endemische Verteilung
geman ihrer geographischen Herkunft sichtbar, was darauf hinweist, daB die Stamme
schon lange in der Rinderpopulation vorhanden sein mussen. Gleichzeitig kann man
daraus folgern, daB die in den jeweiligen Regionen vertretenen Klone im Zuge ihrer
Evolution eine Virulenz fir Kélber entwickelt haben.

Damit ist auch die Ansteckungsgefahr flir den Menschen durch Kontakt mit
Ausscheidertieren erhéht. Die endemische Verteilung zeigte sich darin, daB Stdmme
aus verschiedenen Regionen der Bundesrepublik aber auch aus Belgien, Kanada und
der Schweiz eigene, ndher miteinander verwandte Untergruppen bildeten. Zusatzlich
konnte eine Gruppenbildung gemaB der unterschiedlichen Serovare beobachtet
werden. Ahnliches galt fir die klonale Verwandtschaft der Humanisolate
untereinander. Auch dort konnten je nach geographischer Herkunft und untersuchter
Serovare Untergruppen gebildet werden. Auffallend war, daB sowohl bei den Rinder-
als auch bei den Humanisolaten Stamme aus Spanien und der BRD teilweise eine bis
zu 100 %ige Ubereinstmmung des Bandenmusters aufwiesen. Beim klonalen
Vergleich der Rinder- und Humanstdmme gegeneinander fielen weitere Isolate auf, die
eine 100 %ige Ubereinstimmung ihres Bandenmusters aufwiesen. Darunter waren
sowohl Stdmme von Rindern und Menschen, die innerhalb ihrer Wirtsspezies identisch
waren, als auch solche, die speziestbergreifend zu 100 % Ubereinstimmten. Auffallig
war, daB die Isolate vom Menschen gleichméaBig zwischen den Rinderstdmmen verteilt
waren. Dieses Ergebnis zeigt, daB bei Mensch und Rind die gleichen Isolate
vorkommen und Rinder grundsatzlich als Erregerreservoir fir STEC angesehen
werden mussen.

Die bisher fast ausschlieBlich vertretene Annahme, dafB eine Infektion des Menschen
nur Uber den Verzehr kontaminierter Lebensmittel erfolgt (12, 49, 119), muB ebenfalls
dahingehend Kkorrigiert werden, daB auch eine Infektion Uber Kontakt mit Rindern

maoglich ist.
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Die ebenfalls analysierten funf O118-Isolate vom Schwein wiesen keine der hier
untersuchten EHEC-typischen Virulenzmerkmale auf und konnten in der klonalen
Analyse einem eigenen Cluster zugeordnet. Das bedeutet, daB Stamme dieser
Serovar keinerlei Verwandtschaft zu Humanisolaten zeigen und daher hinsichtlich ihrer
Virulenz fir den Menschen eine untergeordnete Rolle spielen. Auch aus der Literatur
ist bekannt, daB STEC beim Schwein im Vergleich zum Rind eher seltener gefunden
werden. Sie stehen dann im Zusammenhang mit blutigem Durchfall bwz. der
Odemkrankheit beim Ferkel (7, 36, 57). Dagegen kommen STEC beim Schaf und bei
der Ziege haufiger vor (7).

Der hier analysierte O118:NM-Stamm einer Ziege aus der Schweiz verflgte Gber alle
EHEC-typischen Virulenzmerkmale und zeigte auch in der klonalen Analyse eine groBe
Verwandtschaft (90 % nach BInl-Verdau) zu bovinen Stammen aus der Schweiz, was

AnlaB zu der Vermutung gibt, daB STEC beim Wiederkauer sehr ahnlich sind.

Die hier untersuchte Serogruppe O118 wies hinsichtlich ihrer GeiBelantigene eine
groBe Variabilitat auf, die in dieser Form in der Literatur noch nicht bekannt war.
Neben den nicht klassifizierbaren unbeweglichen O118:NM-Stdmmen gab es solche,
die mit den H-Antigenen H16, H30, H12 und H9 ausgestattet waren, wobei die
Mehrzahl der Isolate das Antigen H16 aufwies. Aus der Literatur ist fur die
Serogruppe 0118 weiterhin das GeiBelantigen H2 bekannt (40), das erst kirzlich bei
einer EHEC-Epidemie in einer japanischen Schule gefunden wurde, so daB man
momentan bei dieser Serogruppe funf H-Antigene nachweisen kann.

Die klonale Analyse ergab, daB sich je nach gewahltem Enzym Cluster bildeten, denen
bestimmte H-Antigene zugeordnet werden konnten. Diese H-Antigenspezifischen
Gruppen wiederum verflgten Uber ganz bestimmte Virulenzmerkmale und wurden
jeweils bei bestimmten Spezies gefunden. Isolate der Serovar O118:H9:K- traten nur

beim Schwein auf und besaBen keine der hier untersuchten Virulenzfaktoren.
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Die Isolate humaner Herkunft waren mit Ausnahme eines O118:NM Stammes drei
Serovaren zuzuordnen: Stdmme der Serovar O118:H16 verflgten Uber das stx1, das
eae-Gen, die Serinprotease EspP sowie das Hlygpec. Stdmme der Serovar O118:H30
besaBen stx2 und das eae-Gen, wahrend Stdmme der Serovar O118:H12 lediglich
stx2 aufwiesen.

Vier der 29 O118-Isolate vom Menschen stammten von Patienten mit HUS. Die
Stdmme sind somit als hochvirulent einzuschatzen. Die Ausbildung dieses
Krankheitsbildes war jedoch nicht begrenzt auf stx2-positive Stdmme, da zwei der drei
Isolate sitx1 bildeten. Damit unterscheidet sich die O118-Serogruppe von den bisher
am intensivsten untersuchten O157:H7-Stdmmen, von denen bekannt ist, daB stx2-
positive Stdamme haufiger HUS verursachen als andere (80). Die Definition der Rolle
spezifischer Virulenzfaktoren in unterschiedlichen Serotypen bekommt somit ebenfalls
eine neue Bedeutung und macht klar, daB z.B. Uber die Rolle wirtsspezifischer
Faktoren noch kaum Wissen vorhanden ist.

Beim Rind wurden neben der Serovar O118:NM ausschlieBlich Stdmme der Serovar
0O118:H16 gefunden, nicht jedoch solche der beim Menschen isolierten Serovare
0118:H2, O118:H12 und O118:H30. Damit kann die Aussage, daBB bovine STEC der
Serogruppe O118 als potentielle Zoonoseerreger von EHEC-Infektionen beim
Menschen angesehen werden mussen, nur fir Stamme der Serovare O118:H16 und
O118:NM aufrecht erhalten werden. Dies wirft die interessante Frage auf, wo das
Reservoir der Gbrigen STEC-Pathogene der Serogruppe O118 liegt. Jedenfalls wird
deutlich, daB neben dem Rind, welches weltweit als wichtigstes STEC-Reservoir
angesehen wird (49, 120), offensichtlich andere Ansteckungsquellen bzw. evt. sogar
Reservoire existieren, die uns derzeit noch nicht bekannt sind. Daher sollte unserer
Ansicht nach in der routinemaBigen Diagnostik der Nachweis von EHEC nicht nur die
Serovar O157:H7 beeinhalten sondern auch auf die Serovar O118 ausgedehnt
werden. Neben der spezifischen Serotypisierung kdnnte der Antikérpernachweis in der
Objekttrageragglutination gegen das Intimin eae-positiver Stdmme ein gutes
Diagnostikum fir die Serovar O118 darstellen, da diese Stdmme als Pathogene eine

gréBere Bedeutung besitzen.
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Ein weiterer interessanter Aspekt dieser Arbeit war die Feststellung, daB mit
Ausnahme eines Stammes alle O118:NM Isolate Uber die gleichen Virulenzfaktoren
wie die O118:H16 Stdmme verflgten und nach den klonalen Analysen in einer Gruppe
clusterten. Die Beobachtung, daB sich diese Stdmme lediglich durch ihre
GeiBelantigene unterschieden, veranlaBte uns dazu, die H-Antigene genauer zu
analysieren.

Das H-Antigen von Escherichia coli ist durch eine einzelne strukturelle Untereinheit,
das Flagellin, gekennzeichnet, die durch das f/iC-Gen kodiert wird (58, 89). Zur Zeit
sind 53 antigene HTypen bekannt (58), die in Kombination mit dem O-Antigen haufig
mit bestimmten Bakterienklonen assoziiert sind, die spezifische Krankheitsbilder
hervorrufen (1, 78, 92).

In Anlehnung an Arbeiten von Fields et al. (32), die eine PCR-Analyse zur
Differenzierung des fliC-Gens von O157:H7 und O157:NM beschrieben, konnten wir
das fir das GeiBelantigen kodierende fliC-Gen nachweisen. Mit Ausnahme des
unbeweglichen O118:H Stammes 31W/Orskov zeigten nach Restriktion mit der
Endonuklease Rsal alle O118:NM-Stdmme DNS-Banden, die in ihrer GroBe mit denen
der O118:H16 Ubereinstimmten, sich jedoch von denen der Serovare O118:H12,
0118:H30, O157:H7 und O26:H- deutlich unterschieden. An dieser Stelle méchten wir
darauf hinweisen, daB3 die Bezeichnung "H-” fir den Stamm 31W/Orskov (77) unserer
Ansicht nach nicht korrekt ist, da dieses Isolat zwar unbeweglich ist, jedoch eindeutig
Uber ein H-Antigen verflgt (genotypischer Nachweis mittels PCR). Wir bevorzugen
daher als Bezeichnung flir unbewegliche Stdmme den englischen Ausdruck “Non
Motile” (NM).

Die elektronenmikroskopisch dargestellten GeiBeln der O118:H16- und O118:NM-
Stamme, die eine deutlich geringere Lange als die GeiBeln der Ubrigen Serovaren
aufwiesen, waren morphologisch nicht voneinander zu unterscheiden. Auch dies weist
auf eine groBe Verwandtschaft von Stdmmen dieser beiden Serovare hin. Hier stellt
sich die Frage, ob im Laufe der Evolution manche O118:H16-Stdmme durch Mutation
im fliC-Gen ihre Fahigkeit zur Bewegung verloren haben und daraus die O118:NM
entstanden sind oder ob unbewegliche O118:NM-Isolate eine GeiBel ausbildeten und
dadurch virulenter wurden.
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Da die GeiBel als Oberflachenantigen einem groBen Selektionsdruck unterliegt,
erscheint die Mdglichkeit einer stattgefundenen Mutation mit anschlieBender klonaler
Verbreitung dieser Stdmme als sehr wahrscheinlich. Fir dieses Szenario spricht auch
die Tatsache, daB die O118:NM-Stdmme in den erstellten Dendrogrammen innerhalb
der O118:H16-Stdmme willkurlich verteilt waren.

Vergleichende Analysen der Aminosauresequenz des Flagellins verschiedener
Bakterienspezies haben gezeigt, daB das C- und N-terminale Ende des Molekls, das
far Sekretion und Polymerisation verantwortlich ist, zwischen den Spezies konserviert
ist, wahrend die zentrale Region, die den Oberflachen-exponierten antigenen Teil des
Flagellinfilamentes darstellt, sowohl innerhalb als auch zwischen den Spezies hoch
variabel ist (58). Studien an Salmonella enterica-Stdmmen bezlglich der Variabilitat
der zentralen Region im Flagellinmolekil haben zur Aufstellung zweier Hypothesen
gefuhrt: die erste Hypothese vertritt die Ansicht, daB diese Region durch die schnelle
Fixation neutraler Mutationen als Folge genetischer Drift eine Art "ungezwungene
Evolution” durchlauft (106). Die zweite wahrscheinlichere (93) Hypothese besagt, daf
lateraler Gentransfer und die Rekombination fremder DNS die Hauptvariationsquellen
far die Entstehung neuer fliC-Allele und damit antigener Vielfalt darstellen (96, 97). In
beiden Fallen spielt die natlrlich Selektion eine groBe Rolle: sie fungiert in einigen
Teilen des Molekils als konservative Kraft gegen den Aminosaurenaustausch und
kann andererseits eine diversifizierende Rolle einnehmen, indem sie den
Proteinpolymorphismus und damit die schnelle Evolution vorantreibt.

Um die molekulare Basis der antigenen Variation pathogener E.coli-Stamme zu
untersuchen, miBte das fliC-Gen samtlicher HAntigenvarianten sequenziert und die
entstehenden Nucleotidmuster computerbasiert miteinander verglichen werden. Nur so
kénnen friher stattgefundene Rekombinationsereignisse, die Segmente des
Flagellingens betreffen, aufgedeckt bzw. Vorgénge von natirlicher Selektion beurteilt

werden.
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Die erzielten Ergebnisse reflektieren die klonale Verbreitung von pathogenen E. coli
und geben weitere Einblicke in das Verstandnis bakterieller Evolution und
Pathogenese. Dabei wurden Stdmme, die in ihrem Bandenmuster zu mehr als 95 %
Ubereinstimmten, als zu einem Klon gehérig definiert. Stdmme  mit
Verwandtschaftsgraden unter 50 % wurden als entfernt verwandt eingestuft, wahrend
Stdmme mit 100 % Ubereinstimmendem Bandenmusters als identisch betrachtet
wurden.

Die unterschiedlichen Cluster, die anhand der verschiedenen Makrorestriktionsmuster
berechnet werden konnten, zeigen eine enge Verwandtschaft zwischen den
pathogenen Stdmmen der jeweiligen Serovare O118:H16, O118:H30, O118:H12
sowie O118:H9. Das bedeutet, daB sich bestimmte Klone dieser Serovare im Laufe
der Evolution gegentber anderen Klonen durchsetzen konnten. Innerhalb der Cluster
zeigen die Stdmme eine teilweise bis zu 100 %ige Ubereinstimmung ihres
Bandenmusters und ihrer Virulenzmerkmale, wahrend sie mit Stdmmen der jeweiligen
anderen Cluster in einem viel geringeren AusmalB verwandt sind. Je variabler die
Stdmme in den Clustern verteilt sind, umso langer sind sie schon in der Population
vorhanden.

Diese Ergebnisse untermauern die von Whittam (111) aufgestellte Theorie, daB
pathogene E.coli eine klonale Populationsstruktur aufweisen, die durch ein breites
Wirtsspekirum und eine groBe geographische Verteilung gekennzeichnet ist. Die
Mehrzahl der Stdmme, die in einem bestimmten Land isoliert wurden, fanden sich auch
in einer gemeinsamen Gruppe wieder. Es konnten jedoch auch Verwandtschaften
zwischen Isolaten festgestellt werden, die aus geographisch weit voneinander
entfernten Gebieten isoliert worden waren. So waren Stamme aus Spanien zu 100 %
identisch in ihrem Bandenmuster mit Isolaten aus Hessen bzw. Niedersachsen oder
Stdmme aus Kanada zu Uber 75 % verwandt mit Isolaten aus Nordrhein-Westfalen.
Diese Beobachtung 1aBt vermuten, daB sich bestimmte Klone weltweit starker
verbreitet haben als andere und dabei auch gréBere geographische Entfernungen

Uberwunden haben muissen.
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Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Position des O118:H Stammes 31-
W/Orskov, der 1948 von einem an Septikdmie erkrankten Kalb in Schweden isoliert
wurde (77). Dieser Stamm bildet ein eigenes Cluster und unterscheidet sich von den
dbrigen O118-Isolaten dadurch, daB er als einziges Virulenzmerkmal das espP-Gen
aufweist. Dieses Gen, das flr eine Serinprotease kodiert, war bisher nur bei EHEC-
Stammen (13, 24) bekannt. Bei diesen Stdmmen ist das espP-Gen auf einem groBen
Virulenzplasmid  lokalisiert, umgeben von  Uberbleibseln  unterschiedlicher
Insertionssequenzen. Es ist verantwortlich fir die Spaltung des humanen
Gerinnungsfaktors V (13, 24). DNS-Analysen der Regionen in unmittelbarer
Nachbarschaft zum espP kénnten weitere Informationen Uber die Evolution dieses

Gens liefern.

Im Hinblick auf die Eignung der in der Makrorestriktion eingesetzten Endonukleasen
Binl und Xbal konnte festgestellt werden, daB Xbal so viele Banden erbrachte, daB
sich eine Analyse der Verwandtschaften als schwierig erwies. Ergebnisse, die mit Binl
erzielt wurden, konnten dagegen aufgrund der geringeren Bandenanzahl problemlos
ausgewertet werden, so daB der Verwendung des Binl in Studien wie der
vorliegenden in Zukunft der Vorrang gegeben werden sollte. Nach unseren

Untersuchungen waren die Analysen mit Xbal zu diskriminativ.

Die Untersuchung und Charakterisierung von Virulenzfaktoren, Uber die bestimmte
pathogene E.coli verfigen missen, um definierte Krankheiten hervorrufen zu kénnen,
wird nach wie vor ein wichtiges Anliegen bleiben, um die Evolutionsvorgédnge und
Wirtsadaptationen dieser hochvariablen Pathogene zu begreifen. Wir hoffen, mit

dieser Arbeit dem Verstandnis ein wenig naher gekommen zu sein.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden 89 Shigatoxin-bildende Escherichia coli (STEC)-,
vier Enterotoxische Escherichia coli (ETEC)- und sieben nicht-STEC/nicht-ETEC-
Stdamme der Serogruppe 0118 phano- und genotypisch auf den Grad ihrer
Verwandtschaft untersucht. Von den 100 Stdmmen waren 29 von Menschen, 65 von
Rindern, fiinf von Schweinen und ein Isolat von einer Ziege isoliert worden. Alle
Stamme wurden serotypisiert und mittels DNS-DNS-Hybridisierung sowie Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) auf die Virulenzmerkmale stx (Shigatoxin-Allele), eae (Intimin-
Gen) und espP (Gen fur die Serinprotease EspP) untersucht. Der Nachweis des
Hamolysins Hlygnec erfolgte im modifizierten Kulturverfahren unter Verwendung von
Waschblutagar. Die genomische DNS der Stamme wurde einer Makrorestriktions-
analyse mit den beiden Restriktionsendonukleasen Binl und Xbal unterzogen. Die
Ahnlichkeit der erzeugten Bandenmuster wurde mit Hilfe der “unweighted pair group

method analysis ” (UPGMA) mit arithmetischen Mitteln quantifiziert. DarGberhinaus
wurden ausgewahlte Stdmme mit den Methoden der PCR, der Anzucht in Hitchens-
Agar sowie der Elektronenmikroskopie auf das Vorhandensein des Strukturgens fur
das GeiBelschaftprotein fliC bzw. die Expression und Funktion der BakteriengeiBel
untersucht.

Wie die Untersuchungen ergab, lieBen sich die O118-Stdmme anhand von ihren H-
Antigentypen (9, 12, 16, 30, NM) funf verschiedenen Serovaren zuordnen. 90,8 %
(59/65) aller Rinderstamme verflgten wenigstens Uber die drei Virulenzmerkmale stx,
Hlyeyec und eae. Die Kombination aller vier untersuchten Virulenzmerkmale (stx,
Hlyenec, €ae und espP) kam aber deutlich haufiger bei den bovinen (54/63; 85,7 %)
als bei den humanen (16/25; 64,0 %) STEC-Stdmmen vor. In den durch
Makrorestriktion erzeugten Bandenmustern stimmten die verschiedenen O118-
Stamme zwischen 40 und 100 % (berein. Aufgrund der Ahnlichkeit ihrer
Makrorestriktionsprofile lieBen sich sowohl die Stdmme von Tieren als auch die
Stamme von Menschen in drei Cluster einteilen (BInl: Ay, By, Cr bzw. Ay, Bu, Gy,

Xbal: DT, ET, FT bzw. D|\/|, E|\/|, FM)

106



Zusammenfassung

Diese Gruppierung war weitestgehend deckungsgleich mit der Gruppierung anhand
der H-Antigentypen und korrelierte mit dem Vorhandensein eines stx-Gens, der
Wirtsspezies sowie dem Herkunftsland der Stdmme. O118-Stdmme mit den H-
Antigenen 30 und 12 bildeten jeweils eine eigene, abgrenzbare Gruppe, besaBen ein
Stx-Gen und stammten ausschlieBlich von Menschen. Eine weitere Gruppe umfaBte
alle O118-Stamme mit dem H-Antigen 9. Diese besaBen kein Toxingen und stammten
alle von Schweinen. Stdmme der Serovare O118:H16 und O118:NM bildeten eine
groBe, genetisch heterogene STEC-Gruppe, innerhalb der der Verwandtschaftsgrad
der Makrorestriktionsprofile weder mit dem H-Antigentyp noch der Wirtsspezies
(Mensch, Rind, Ziege) oder der geographischen Herkunft korrelierte. Besonders
hervorzuheben war der Fall eines 2-jahrigen Jungen in Bayern, der infolge einer
Infektion mit einem EHEC-O118:H16-Stamm erkrankt war und der nachweislich
Kontakt zu einem gesunden Kalb hatte, bei dem ebenfalls ein O118:H16 Stamm
isoliert werden konnte. Die beiden Stdmme waren in allen getesteten Merkmalen véllig
identisch.

Bei der ndheren Untersuchung von ausgewahlten O118:H16- und O118:NM-Stdmmen
(n= 9) konnte das Gen fir das GeiBelprotein f/iC bei allen Vertretern der beiden
Serovare nachgewiesen werden. Ferner waren elektronenmikroskopisch bei all diesen
Stammen GeiBeln sichtbar, die im Gegensatz zu denen der Serovare O118:H30 und
O118:H12 deutlich kirzer waren. Im Hitchens-Agar waren aber nur die O118:NM-

Stdmme unbeweglich.

Die Ergebnisse legen den SchluB nahe, daB E.coli mit der O-Antigendeterminante 118
eine heterogene Gruppe genetisch verwandter Erreger darstellen. Es lassen sich
mindestens drei verschiedene klonale STEC-Linien erkennen, deren divergente
Entwicklung mit Mutationen in Genen der GeiBelbildung und/oder -funktion einherging,
wenn sie nicht sogar dadurch mit verursacht wurde. Die Ahnlichkeit der
Makrorestriktionsprofile 1&Bt einen gemeinsamen Vorfahren fir die Stdmme der beiden

Serovare O118:H16 und O118:NM in der jingeren Vergangenheit vermuten.
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Andererseits spricht die bei diesen Stdmmen mangelnde Korrelation zwischen den
Makrorestriktionsprofilen und den HTypen gegen die These, daB beide Serovare sich
in einem einfachen bidirektional-divergenten Prozef3 voneinander fortentwickelt hatten.
Eine Reservoirfunktion des Rindes konnte bislang nur fir STEC der Serovare
0118:H16 und O118:NM nachgewiesen werden. Die vollige Ubereinstimmung der
beiden O118:H16-Isolate von einem Kind und einem Kalb auf demselben Bauernhof
laBt auf eine Erregeribertragung zwischen dem Kalb und dem Kind schlieBen und

weist auf die besonders groBe Bedeutung dieses Serovars als Zoonoseerreger hin.
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Summary

In the present study clonal relationships were investigated in a worldwide collection of
100 Escherichia coli strains of serogroup O118 comprising 89 strains of Shigatoxin-
producing E.coli (STEC), 4 strains of enterotoxigenic E.coli (ETEC), and 7 non-
STEC/non-ETEC strains . A total of 29 strains from humans, 65 strains from cattle, 5
strains from pigs and one strain from a goat were compared by serotyping, virulence
typing and macrorestriction analysis. All strains were tested for virulence-associated
genes stx (Shigatoxin alleles), eae (Intimin gene), and espP (Serinprotease EspP
gene) by DNA-DNA-hybridization and polymerase chain reaction (PCR). Hlyguec was
detected by bacterial culture on agar containing washed sheep erythrocytes.
Macrorestriction analysis was performed utilizing a pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) technique for the separation of genomic DNA restriction fragments generated
with endonucleases BInl and Xbal. The similarities between PFGE banding patterns
were quantitated by the “unweighted pair group method analysis” (UPGMA) with
arithmetic means. Selected strains were examined for the presence of the fliC gene
(major structural protein of the flagella filament), the expression of the flagella, and the
motility of the bacterial cells by PCR, bacterial culture in Hitchens agar and electron

microscopy, respectively.

The study revealed that E.coli strains of serogroup O118 belonged to five different
serovars according to their H antigen determinants (9, 12, 16, 30, NM). 90,8 %
(59/65) of all cattle strains exhibited at least the three virulence traits stx, Hlygnec and
eae. However, the combination of stx, Hlygenec, eae, and espP was detected
considerably more frequently in bovine strains (54/63; 85,7 %) than in human STEC
strains (16/25; 64,0 %). The similarities of the PFGE banding patterns ranged
between 40 and 100 %. Based on these similarities both the animal strains and the
human strains clustered into three groups each (BInl: A, Br, Cr bzw. Ay, By, Cu,
Xbal: Dy, Et, Fr bzw. Dy, En, Fu, respectively).
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This clustering was almost identical with the classification of strains by their H
antigens. Furthermore, the clustering also correlated well with the carriage of a stx
gene and the source (host species, country) of the strains. O118 strains expressing
the H30 antigen as well as those strains expressing H12 formed a distinct group each,
harboured a stx allele and had been isolated from humans only. Another group
consisted of O118:H9 non-STEC/non-ETEC strains only and all of these were porcine
strains. Based on their macrorestriction profiles the O118:H16 and O118:NM strains
clustered into a distinct, large, but genetically heterogeneous STEC group of strains
from humans, cattle, and goat. However, within this group macrorestricion profile
typing, serotyping and the host (human, cattle, goat) or geographical origins did not
correlate. The case of a two-year-old boy in Bavaria, Germany, was of particular
interest, because he suffered from diarrhea and proved infected with a O118:H16
EHEC strain. He lived on a farm and had had contact to a healthy calf from which an
0O118:H16 strain had been isolated as well. Both isolates were completely identical in
all tests applied.

The examination of selected strains of serovars O118:H16 and O116:NM (n= 9)
revealed that the fliC gene was constantly present in both serovars. Furthermore,
flagella-like structures were detected in both serovars by electron microscopy.
However, these structures were markedly shorter than those observed in strains of
0O118:H12 and O118:H30. In contrast to all other strains tested, strains of O116:NM

were generally non motile.

These results suggest that E.coli carrying the O118 determinant represent a
heterogeneous but related group of pathogens whose divergent evolution has been
accompanied if not been causatively driven by mutations in genes responsible for
flagella expression and/or function. This group includes at least three distinct clonal
lineages of STEC represented by O118:H12, O118:H30, and O118:H16/NM strains.
The similarities between their macrorestriction profiles suggest that strains of serovars
0O118:H16 and O118:NM have a common ancestor.
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However, these profiles also contradict the hypothesis that both serovars have
separated in a simple bidirectional-divergent process. In the present study, bovins
have been identified as reservoires for STECS of serovars O118:H16 and O118:NM
only. The finding of two completely identical O118:H16 STEC strains in a child and a
calf on the same farm supports the idea that this STEC serovar is an important

zoonotic pathogen.
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