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ZUSAMMENFASSUNG

Molekularbiologischer Nachweis von Markergenen fiir die Virulenz

in Escherichia coli

Enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC) sind weltweit eine bekannte Ursache
fiir Diarrhoe und der hdufigste Grund fiir das besonders fiir Kinder gefédhrliche
hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS). Hierbei ist besonders der Serotyp O157:H7
von grofler Bedeutung. Zusitzlich sind mittlerweile bis zu 20% der HUS-assoziierten
EHEC in Deutschland durch Sorbitol-fermentierende (SF) EHEC O157:H" verursacht.
Die frithzeitige stationdre Versorgung ist fiir die Prognose der Erkrankung von grofBter
Bedeutung und in diesem Rahmen ist es wichtig, eine schnelle und spezifische
mikrobiologische Diagnostik bei vorliegen einer Infektion zu ermoglichen.

Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit werden spezifische molekularbiologische Marker fiir
die Viulenz von Escherichia coli und die Differenzierung zwischen EHEC O157:H7
und O157:H ermdoglicht. Anhand von Gendatenbanken wurden 5 spezifische Gen-
abschnitte, sogenannte O-Islands (OI 09, OI 28, OI 130, OI 154 und OI 172) ausgewéhlt
und ihr Vorhandensein in reprisentativen E. coli Stimmen untersucht.

Waihrend sich bei den OI 28 und OI 130 ein sehr variables Verteilungsbild innerhalb der
E. coli Population zeigte, erbrachten OI 09 und OI 154 ein fast ausschlieBliches
Auftreten in den Serotypen O55:H7, O157:H7 und O157:H". Der Genabschnitt OI 172
konnte vorwiegend in O157:H7 Stdmmen gefunden werden. Durch den fehlenden
Nachweis in O157:H Stimmen konnte mit OI 172 eine Unterscheidung zwischen
EHEC O157:H7 und den SF EHEC O157: H Stammen erfolgen.

Die vorliegenden Daten fiigen sich in das bekannte Evolutionsmodell von EHEC O157.
Mit Hilfe des Gensabschnitts OI 172 ldsst sich dieses Modell sogar um wichtige
genomische Ereignisse, die den Serotypen O157:H" betreffen, erweitern.

Auch im Hinblick auf die klinische Bedeutung einiger Genregionen lassen die
Ergebnisse Riickschliisse zu. Die Gene der O-Islands sind assoziiert mit schwerem
Krankheitsbild und Virulenz.

Eine Erleichterung fiir die diagnostische Differenzierung von EHEC Infektionen
erbringt das Gen der O-Island 172. Es ermdglicht eine Differenzierung zwischen
O157:H7 und dem hochpathogenen SF EHEC O157: H'.

Tag der miindlichen Priifung: 06.12.2007
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1. Einleitung

Escherichia coli gehért zu den Hauptvertretern der nicht pathogenen Keime der
menschlichen permanenten Schleimhautflora. Trotzdem haben einige der E. coli
Stimme die Féahigkeit entwickelt, das Gastrointestinal-, das Urinwegs- und sogar das
Nervensystem des Menschen zu infizieren [51]. Die darmpathogenen E. coli gehdren
somit zu den Hauptursachen fiir Morbiditdt und Mortalitdt bei Durchfallerkrankungen.
In den Entwicklungsldndern sterben jdhrlich ca. 2,5 Millionen Menschen an den
Infektionen und ihren Folgen [36]. Derzeit lassen sich die obligat pathogenen E. coli
Gruppen in mindestens sechs verschiedene Kategorien -einteilen. Diese sind
enteropathogene E. coli (EPEC), enterotoxische E. coli [14] (ETEC), enteroinvasive E.
coli (EIEC), enteroaggregative E. coli (EAEC oder EaggEC), diffus-adhirente E. coli
(DAEC), Cytolethal Distending Toxin produzierende E. coli (CDT) und
enterohdmorrhagische E. coli (EHEC) [11]. Besonders die EHEC Stimme erhalten seit
threr Entdeckung 1982 zunehmend Bedeutung [61]. Sie verursachen besonders
schwerwiegende Erkrankungen wie hdmorrhagische Kolitis und das hdmolytisch —
urdmische Syndrom (HUS) [5]. Da zurzeit noch keine kausal kurative Therapie einer
EHEC Infektion moglich ist, erlangte der Erreger vor allem in Industriestaaten eine

grof3e Bedeutung fiir die medizinische Forschung (siehe Tabelle 1, Seite 2).

1.1 Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC)

Enterohdmorrhagische Escherichia coli sind definiert als Untergruppe von Shiga Toxin
produzierende E. coli (STEC), die sowohl Durchfille, hdmorrhagische Kolitis und/oder
HUS auslésen konnen [74].

Infektionen mit EHEC, welche zumeist erst nach Auftreten eines HUS erst als solche
identifiziert werden, sind seit 4 Jahren nach § 6 und § 7 des Infektionsschutzgesetzes

(IfSG) in Deutschland meldepflichtig [1].
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Tabelle 1: Klinische und epidemiologische Fakten und Virulenzfaktoren verschiedener
pathogener E. coli Stimme nach Blaser und Musser

Pathogener E. coli Klinisches Epidemiologische Virulenzfaktoren
Stamm Erscheinungsbild Faktoren
wiissrige Durchfille betroffen sind zumeist grupp enfz;r(rilende Pili
enteropathogener E. coli und Ubelkeit mit Kinder in attaching and effacing
Erbrechen Entwicklungslandern (EAE)
kindliche Durchfille in Pili
enterotoxische E. coli wissrige Durchfille Ent wicklungslindern, hitzestabile und
héufiger Erreger der . .
Reisekrankheit -labile Enterotoxine
enteroinvasive E coli Dysenterie, wissrige Nahrungsmittel bedingte zellulére Invasion,
' Durchfille Ausbriiche intrazelluldre Motilitét
enteroaggregative E. coli | schleimige Durchfille kindliche Durchfille Pili, Cytotoxine
diffus-ahérente E. coli kaum beschrieben altere Kinder unbekannt
wissrige Durchfille, Lebensmittel und Wasser
enterohdmorrhagische hémorrhagische assoziierte Ubertragung Shigatoxine, EAE,
E. coli Kolitis, HUS assoziiert (siehe Kapitel 1.2 und (siehe Kapitel 1.6)
(siehe Kapitel 1.4) 1.3)
Typ I und P Fimbrien,
uropathogener E. coli Cystitis, Pyelonephritis sexuell aktive Frauen Héamolysin,
Pathogenititsinseln
Menigitis K1 Kapsel, S
assoziierter E. coli akute Meningitis Neugeborene Fimbrien, zelluldre
‘ Invasion

1.2 Epidemiologie

1982 wurde in den USA erstmals der E. coli Serotyp O157:H7 als Ausloser zweier
Ausbriiche von hdmorrhagischer Kolitis [84] ermittelt. Bis heute wurden weitere
Stamme (O26:H11/H", O103:H2, O111:H" etc.) als EHEC Serovare ermittelt [58], [85].
Weltweit sind eine Vielzahl von Ausbriichen mit EHEC Infektionen beschrieben:
Missouri, USA: [72], Washington State, Argentinien: [62], Schottland: [12], Schweden:
[92], Kinshasa: [37]. Der groBte bisher beschriebene Ausbruch war 1996 in Osaka,
Japan, und umfasste 12.000 Erkrankungen [24].

Auch wenn in Deutschland seit der Einfiihrung der Meldepflicht fiir EHEC Infektionen
2001 mit jahrlich 1000 gemeldeten Erkrankungen (dabei ca.100 HUS Fille) die

Inzidenz ziemlich gleich bleibend ist [64], wird die Zahl der tatsdchlichen Infektionen
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auf etwa 10.000 jahrlich eingeschitzt [57]. Das RKI berichtet ferner {iber eine verstirkte
Infektionshdufung in den Sommermonaten. Betroffen seien besonders Kinder vor dem

fiinften Lebensjahr.

1.3 Ubertragungswege

Das natiirliche Reservoir der EHEC — Bakterien sind Wiederkduer, wie Rinder, Schafe
und Ziegen. Zusétzlich wurden EHEC — Bakterien im Kot von Pferden, Hunden und
Vogeln gefunden. Die Ubertragung auf den Menschen findet dann {iber kontaminierte
Lebensmittel oder Wasser statt [93, 46]. Eine weitere Verbreitungsmoglichkeit stellt die
direkte Kontaktinfektion dar. Besonders in Kindergédrten und Altenheimen ist hier ein
erhdhtes Risiko beschrieben. Der dritte bewiesene Ubertragungsweg ist die direkte
Ubertragung von Tieren auf den Menschen [82, 55, 13]. Da die GroBzahl aller EHEC
Infektionen allerdings sporadisch ist, kann eine absolute Bestimmung des
Infektionsweges nicht gemacht werden.

Wichtig ist allerdings zu bemerken, dass die Infektionsdosis u.a. aufgrund der
Séuretoleranz [42] der EHEC — Bakterien mit weniger als 50 Keimen extrem niedrig

liegt [78, 81].

1.4 Klinik

Das klinische Erscheinungsbild von EHEC Infektionen reicht von Symptomlosigkeit bis
zu Krankheitsbildern mit Todesfolge. Wissrige Durchfille, Ubelkeit und Erbrechen
sind bei nahezu allen Erkrankten zu finden [26]. Bei vielen Patienten wird zusétzlich oft
nur kurzzeitiges Fieber angegeben. In einigen Féllen gehen die wéssrigen Durchfille
nach ein bis drei Tagen in blutige iiber. Auch wenn die meisten Infektionen nach 6 bis 9
Tagen folgenlos abklingen, kann es zu schwerwiegenden Komplikationen kommen.
Diese sind besonders die hdmorrhagische Kolitis, welche chronifizieren kann [32], und
in fiinf bis zehn Prozent der Fille das HUS. Letzteres ist mit einer Mortalitdt von zwei
bis sieben Prozent [26] besonders gefdhrlich, da es neben der Ursprungstrias
(hdmolytische Andmie, akutes Nierenversagen und Thrombozytopenie) eine Vielzahl
weiterer Komplikationen (z.B. neurologische oder pulmonale) mit sich bringen kann

[60, 90]. Fiir die Entwicklung eines HUS sind viele verschiedene Risikofaktoren wie
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Alter (jiinger als fiinf oder dlter als 65 Jahre), Medikamente und Infektionen mit
bestimmten Stimmen beschrieben [22, 4, 17]. Besonders charakteristisch fiir ein HUS

ist auBerdem, dass etwa die Hélfte der Patienten einen Folgeschaden davontrigt [75, 25,

90].

1.5 Therapie

Zurzeit ist noch keine spezifische Therapie fiir eine EHEC Infektion bekannt. Somit
beschrinken sich die Maflnahmen auf ein symptomatisches Vorgehen.

Die Antibiotikagabe ist in der Literatur hart umstritten. Wahrend einige einen nicht
negativen Effekt [29, 66] behaupten, wird die Gabe in Deutschland aufgrund eines
hoheren HUS Risikos eher abgelehnt [63]. Die wichtigste Mallnahme besteht somit in
der aggressiven Fliissigkeitssubstitution besonders zum Schutz der Niere [75]. Bei
Auftreten eines HUS ist oft eine Dialyse mit substituierender Therapie der Andmie und
Thrombozytopenie angezeigt. Die WHO bemiiht sich seit einiger Zeit einen Impfstoff
zu entwickeln [88].

Die wichtigsten MaBnahmen bestehen somit noch immer in der Prdvention der
Erkrankungen durch Hygienemafinahmen, Verordnungen zum Ausbruchsmanagement

und Umgang mit potentiellen weiteren Infektionsquellen.

1.6 Pathogenitatsfaktoren

Es gibt viele Virulenzfaktoren, die flir die Pathogenitit der EHEC — Bakterien
verantwortlich sind. Vor allem Toxine, Adhisionsfaktoren und Faktoren, die auf einem
Virulenzplasmid lokalisiert sind, spielen eine wichtige Rolle. Gemeinsam ist allen, dass

sie auf mobilen genetischen Einheiten liegen.

1.6.1 Toxine

Der wohl wichtigste Pathogenitétsfaktor ist das Shiga Toxin (Stx). Dieses gliedert sich
in 2 Untereinheiten, das Stx;, welches zu 98 % identisch mit dem Stx des Namen
gebenden Bakteriums Shigella dysenteriae ist, und das Stx,. Auler dem klassischen
Stx; existieren 2 weitere Toxinvarianten: Stx;. und Stx,4 [91]. Die Stx,-Gruppe ist mit 5

Varianten heterogener: Stxo. [70], Stxoq [56], Stxae [83], Stx2a, Stxor [69] und Stx, [41].
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Beide Toxingruppen bilden sich aus einer enzymatisch aktiven A-Untereinheit, der
rRNA-N-Glycosidase, und fiinf B-Untereinheiten.

Der Pathomechanismus funktioniert, indem das Toxin an einen membranstindigen
Glykosphingolipid-Rezeptor, dem Globotriaosylceramidrezeptor (Gb3), der sowohl in
Niere, Darm als auch dem Gehirn exprimiert wird, bindet. Anschlieend kommt es zur
Endocytose und Eindringen in den Blutkreislauf [59]. Zur Apoptose der Zielzelle kann
es durch Spaltung von Adenosinresten in der rRNA [54] und damit verbundener
Inhibierung der Proteinsynthese kommen.

Weitere Auswirkungen auf den Wirtsorganismus kommen durch eine Steigerung der
Expression vieler Zytokine, Chemokine, Zelladhdsionsmolekiile und Transkriptions-
faktoren zu stande [6, 77, 49].

Die Auswirkungen des Stx; auf die Genregulation bzw. -expression der geschiddigten
Zellen sind erheblich groBer als die des Stx;, wodurch die epidemiologischen
Erkenntnisse uber die hohe Inzidenz der schweren Krankheitsverldaufe durch stxs
produzierende EHEC bestidtigt werden [44].

Ein weiteres Toxin der EHEC Bakterien ist das Cytholethal Distending Toxin, welches
auf einem Phagen codiert ist [30]. Hierbei ist die wirkliche Pathogenitdt noch nicht
absolut gesichert.

Die phinotypisch enterohdmolytische EHEC Variante wird durch das Zytotoxin EHEC-
Héamolysin geschaffen [87].

Ein weiteres Enterotoxin der EHEC - Bakterien, welches urspriinglich in entero-
aggressiven E. coli Bakterien vorkommt, ist das EAST1. Es wird mit den anfdnglichen,

wiassrigen Durchfillen in Verbindung gebracht [52].

1.6.2 Adhasionsfaktoren

In der Literatur sind zahlreiche Faktoren beschrieben, die fiir die Adhésion der EHEC
Bakterien an das Darmepithel verantwortlich sein sollen. Besonders das Produkt des
»locus enterocyte effacement (LEE) spielt hierbei eine wichtige Rolle [45]. Es
verursacht mittels mehrerer Genprodukte ,,attaching and effacing (A/E) Lasionen‘ und
ermOglicht so eine Erregeradhdrenz [27, 48].

Weiterhin sind in der Literatur viele andere Adhésionsfaktoren beschrieben, welche

aber noch weniger gut erforscht sind. Beispiele sind ,,long polar fimbria® [16, 80], das
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»cah protein®, ein Calcium bindendes Antigenhomologon [80], Shiga Toxin (stx),
welches mit einer Aggregation an HEp-2 Zellen assoziiert ist [47], und Sfp, ein

Fimbrienfaktor kodiert auf dem Plasmid von sobitolfermentierenden EHEC Bakterien

18],

1.6.3 Plasmid kodierte Faktoren

Der Hauptvertreter der enterohdmorrhagischen E. coli der Serotyp O157:H7 besitzt zu
99% ein 93,6 kb bis 104 kb groes Virulenzplasmid. Auch in etwa 77% aller O26:H11
Serovare und insgesamt 81% der nonO157:H7 Stimme ist dieses Plasmid zu finden
[51].

Unter anderem codiert dieses Plasmid fiir den Pathogenitétsfaktor EHEC-Hémolysin (E-
Héamolysin), ein porenbildendes Zytolysin [68]. Das hierfiir codierende Gen E-hlyA
liegt auf dem Sal 1 Plasmidfragment pEO40-1 [68].

Das E-Hémolysin gehdrt zur RTX-Toxinfamilie, welches von uropathogenen Keimen
wie Pasteurella haemolytica produziert wird. Das E-hlyA Gen wiederum ist zu 60%
identisch mit dem fiir alpha Hdmolysin codierenden hlyA Gen dieser uropathogenen E.
coli [28, 51].

Im Unterschied zur Funktion der Shigatoxine ist die Rolle des E-Hédmolysins im Bezug
auf die Virulenz noch relativ unerforscht. Es ist lediglich sicher bekannt, dass aus der
Lyse der Erythrozyten eine erh6hte Konzentration an Him und Hdmoglobin gebildet
wird und somit das Wachstum der enterohdmorrhagischen E. coli verbessert wird.
Weiterhin sind fiir das alpha Himolysin und das E-Hamolysin synergetische Effekte mit
dem Shigatoxin beschrieben [71, 35]. Besonders unterstiitzt wird die klinische
Bedeutung dieser Synergie durch die Assoziierung des EHEC — Hamolysins mit einer
erhohten Interleukin B Produktion im Zielorganismus bei stx positiven HUS Patienten
[68].

Des weiteren sind auf dem Plasmid viele weitere mogliche Virulenzfaktoren lokalisiert.
Hierzu gehoren unter anderen das in Abschnitt 1.6.2 erwidhnte Sfp, eine

Katalase/Peroxidase [9] und ein C1-Esterase-Inhibitor [40, 38].
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1.7 Phylogenetische Bedeutung

Durch die starke horizontale Mobilitdt der Pathogenititsgene der EHEC Bakterien gibt
es eine Vielzahl von EHEC Serovaren, welche somit entwicklungsgeschichtlich
zusammenhéngen, aber ein sehr weites Spektrum umfassen [58, 73].

Fiir den haufigsten Serovar, den O157:H7, allerdings existiert ein weit reichendes
Evolutionsmodell. 1993 wurde erstmalig der EPEC Stamm OS55:H7 aufgrund seines
Elektrophoresemusters (MLEE) als Vorfahr des O157:H7 vermutet [86]. Feng et al
erweiterten 1998 diese Vermutung mittels weiteren MLEE und Mutationsanalysedaten
zu einem Evolutionsmodell [19]. Das Modell erkliart in einem Stufensystem die
Evolutionsschritte mit Hilfe des Verlusts bzw. Erwerbs verschiedener Eigenschaften
wie Virulenzfaktoren, Motilitdt und Sorbitolfermentierung. Bis heute wurde das Modell
durch Verlust/Erwerb weiterer Gene und Faktoren erweitert und somit verstirkt
bestitigt [39, 23]. Eine erweiterte Darstellung des Modells siehe Abbildung III im
Abschnitt 4.2.4.

1.8 Diagnostik

Lediglich fiir den meist verbreiteten EHEC Stamm O157:H7, welcher nicht
sorbitolfermentierend ist und einen Verlust der PB-Glukoronidaseaktivitit aufweist,
besteht die Moglichkeit einer direkten Diagnostik mittels eines Selektivnihrmediums
wie dem sorbitol MacConkey Aggar (SMAC) [43].

Zur Diagnostik von anderen EHEC Bakterien wird ein Drei-Stufen-Modell verwendet.
Diese bestehen aus einem Selektivmedienscreening mit Enzymimmunoassay (Stufel),
bei bestehendem Verdacht einer anschlieBenden Isolierung und Charakterisierung mit
Toxinnachweis (Stufe2) und aus epidemiologischen Griinden einer genauen
Typisierung [21].

Aufgrund der schwierigen Nachweisbarkeit von EHEC Bakterien bei progredienten
Infektionen wurden fiir die Diagnostik Verfahren wie eine Anreicherung durch

immunomagnetische Seperation [34] oder Antikdrpernachweise [33] etabliert.
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Nach wie vor ist es extrem aufwendig, einen EHEC als Erreger einer
Durchfallerkrankung zu diagnostizieren. Da das Drei-Stufen-Verfahren (siehe oben)
mehrere Tage in Anspruch nimmt, um den Durchfallerreger als EHEC zu bestimmen
und zu beschreiben, gibt es ein groes Bestreben fiir die Diagnostik einen Schnelltest zu
entwickeln. Um aber ein phinotypisches Schnellverfahren zu entwickeln, besteht der
erste Schritt darin eine genetische Grundlage zu finden und sie anschlieBend genauer

auf Sequenz und Lage im Genom zu typisieren.

Mit Hilfe dieser Arbeit soll versucht werden, eine Antwort auf die Frage, was EHEC
spezifische Gene sein konnten, zu finden. Orientierungspunkt sollen hierbei die
Unterschiede zwischen dem sequenzierten EHEC Stamm EDL 933 und dem
apathogenen Stamm C600 als Vergleich sein.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laboreinrichtungen und Geréate

Sicherheitswerkbinke:
Hera safe HS18 und HSP 18

Kiihl- und Gefrierschranke:
verschiedene Modelle

Arbeitshaube CleneCab

3

Brutschrank ,,Function Line*

Heizblocke:
Blockthermostat BT 100
Heizblock Grant QBT

Magnetriihrer mit Heizung:
MR 3001
IKAMAG RCT

Magnetrithrer MR 100
GieBstand PhorCaster Midi

Flachgelelektrophoreseeinheiten
Comphor Midi und Comphor L Midi

Vortexer:
REAX Top und REAX 2000
Vortex-Genie

Thermocycler:
TGradient und T1Thermocycler

Pipetten: verschiedene Modelle
Geldokumentationsanlage GelDoc2000

Zentrifugen:

Eppendorf Centrifuge 5810
Eppendorf Centrifuge 5415D
Mini Spin

Galaxy Mini Centrifuge
Vakuumzentrifuge
“Speedvac” Concentrator 5301

Sequencer ABI Prism 3100 Avant

Heraeus, Hamburg

Kirsch, Offenburg
Herolab, Wiesloch

Heraeus, Hamburg

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Grant Instruments, Shepreth (GB)

Heidolph, Schwabach
IKA, Staufen

Heidolph, Schwabach
Biozym, Hessisch Oldendorf

Biozym, Hessisch Oldendorf

Heidolph, Schwabach
Bendorf&Hobein AG, (Ziirich, CH)

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad-Laboratories, Segrate (I)

Eppendorf, Hamburg
Merck eurolab, Leuven (NL)

Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Weiterstadt
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Genetic Analyzer 2001
Power-Supply 2301 Macrodrive

LKB, Bromma

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Natriumchlorid 0,9%
Safe Lock Tubes (1,5ml)

Einmalimpfschlingen: 1ul und 10ul loops

Aqua ad injectabilia

dNTPs (10mM) 1000pul

BMA SeaKem LE-Agarose
Trisborat-EDTA-Puffer (TBE) 10x
Aqua bidestillata

MultiScreen 96-well Filtration Plates
96er-Mikrotiterplatten
Bromphenolblau

Molekulargewichtsstandard
1-kbp-ladder (1pg/ul)
100-bp-ladder

Ethidiumbromid 10 mg/ml

ABI Prism Big Dye™ Terminator
Reaction Cycle Sequencing Kit

Pipettenspitzen, verschiedene
GrofBen (teils gestopft)

PCR Tubes 0,2ml

Adhesive PCRFilm (sealing sheet)
Tris Ultra Qualitat

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Glycerin

HiDi Formamid

HPLC Wasser Li Chrosoly
InstaGene™ Matrix

MultiScreen Column Loader 45 pl
Salzsdure HCI 32%

Delta Pharm, Pfullingen
Eppendorf, Hamburg
Nunc, Roskilde (DN)
Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
Biozym, Hessisch Oldendorf
Roth, Karlsruhe
Eigenherstellung
Millipore, Schwallbach
AlphaPlast

Merck, Darmstadt

Invitrogen life technologies, Karlsruhe

BioRad, Herkules (CA/USA)
Applied Biosystems, Weiterstadt

Sarstedt, Niimbrecht

Biozym, Hessisch Oldendorf
ABgene House, Surrey (UK)
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Applied Biosystems, Weiterstadt
Merck, Darmstadt

Bio Rad, Herkules (CA,USA)
Millipore, Schwallbach

Merck, Darmstadt
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Sephadex G50 Superfine Kunstharz AmershamPharmaciaBiotech, Uppsala (S)
Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/ul) USB Amersham, Cleveland (OH,USA)
Exonuklease I E.coli 20000 U/ml New England Biolabs, Beverly (MA,USA)
AmpliTaq Gold DNA Polymerase Applied Biosystems, Weiterstadt

(suU/pl)

10x PCR Puffer (100mM HCI, pH Applied Biosystems, Weiterstadt

8,3/25°C, 500mM KCl, autoklaviert)
Magnesiumchlorid Pufferlosung (25mM)  Applied Biosystems, Weiterstadt

2.1.3 Gebrauchslésungen

TBE-Puffer 0,5x
TE-Puffer

Probenpuffer
(Gelelektrophorese)

Ethidiumbromidbad
ABI Puffer

2.1.4 Nahrmedien

950ml Aqua bidestillata, 50ml 10x TBE-Puffer
121,44mg Tris, 3,72mg EDTA, 100ml HPLC Wasser, 32% HCI
auf pH 7,5 (ca 80 pul)

125 mg Bromphenolblau, 17 ml Glycerin, 33 ml Aqua
bidestillata

11 Aqua bidestillata, 50ul Ethidiumbromid (10mg/ml)

400pul Stammlosung A (12,1g Tris, 80ul HPLC Wasser, 32%
HCI auf pH 9 (ca. 1,5ml), ad 100ml HPLC Wasser, autoklaviert)

10ul Stammlosung B (20,3mg MgCI2 in 100ml HPLCWasser)
590ul HPLC Wasser

Sorbit-MacConkey-Agar Institut fiir medizinische Mikrobiologie, Miinster

(SMAC)

2.1.5 Software

Pepton 15,5g, Protease Pepton 3g, d-Sorbitol 10g,
Gallensalz 1,5g, NaCl 5g, Neutralrot 0,03g, Kristallviolett
0,001g, Agar 15g, Aqua destillata 11, pH =7,2 £ 0,2

Oligonukleotidauswahl:
Primer Select Power Macintosh ~ DNA Star, Madison (WI/USA)

3.04a und Edit Seq

R. Kalendar

Fast PCR © 1998-2004 v.3.3 http://www .biocenter.helsinki.fi/bi/bare-

1 _html/fastpcr.htm
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PCR-Dokumentation:
Quantity One 1-D-Analysis
Software
Sequenzanalysesoftware:
BLAST algorithm
RidomTraceEdit-1.0

Sequence Navigator

Sequenzierungssoftware:
3100 Avant Data Collection
Software

Statistik:

OpenStat3 Vers.3.5.7

BioRad, Herkules (CA/USA)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Ridom GmbH, Wiirzburg
http://www.ridom.de

Perkin-Elmer Applied Biosystems, Weiterstadt

Perkin-Elmer Applied Biosystems, Weiterstadt

W.G. Miller

http://www.statpages.org/miller/openstat/OS3.html

2.1.6 Synthetische Oligonukleotide

Sédmtliche Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma Genosys, Steinheim, gekauft

und in TE-Puffer gelost (Konzentrationen: 30umol/l). Zur Auswahl der Primer wird auf

Fast-PCR und auf das Kapitel 2.2.3.2 verwiesen.

Tabelle 2: Primer, die den O-Islands entsprechend entworfen wurden

Primer Target Sequenz Design
OI09fwd 5’- aca agc att gtc ccg aat gc -3’
OI09rev o109 5’- atg gac tgt cgg tct gtg ac -3’ Fast-PCR
OI28fwd 5’- gct gag cct gge aac gec acac -3’
OI28rev 0128 5’- cgt tta gcg taa cgg tga gtt ¢ -3’ Fast-PCR
OI130fwd 5’- cat ccg gag tta ttc gat ggt g -3’
OI130rev 01 130 5’- gca gac caa taa cta cgg ctc ¢ -3’ e
OI1543fwd 5’- tgc aat cgc cte acc acg ggt ¢ -3’
OI1543rev Ol 154 5’- cag acc ctg ctc ccg gta tgg t -3’ Fast-PCR
Ol172fwd 5’- teg atc ccg tgg ctt tgg -3’
OI172rev 01172 5’- ctt ata gag gca atc agc ctc -3’ Fast-PCR
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2.1.7 Bakterienstamme

Die Bakterienstimme wurden der Stammsammlung von Herrn Prof. Dr. Karch, Institut
fiir Hygiene, Miinster, entnommen. Es wurden die ECOR- und DEC-Stammauswahlen
nach Thomas Whittam verwendet [86]. Weiterhin wurden 5 nicht Sorbitol
fermentierende Escherichia coli O157:H7/H™ und 5 Sorbitol fermentierende E. coli
O157:H" Stamme aus den Jahren 1988 bis 2003 ausgewéhlt, um eine Widerspiegelung
klinischer Isolate zu erhalten. Zusitzlich wurden 9 Stuhlausstriche zur Genbestimmung
bei klinischen Mischstimmen zu erhalten. Eine Tabelle der ausgewéhlten Stimme mit
den besagten Merkmalen und Ergebnissen dieser Arbeit findet sich im Anhang (Tabelle
A und Tabelle B).

2.2 Methoden

2.2.1 Genortauswahl

Auf Grundlage der von Perna et al. [S1] bestimmten O-Islands des EHEC Stamms
EDL 933, welcher zusammen mit dem Sakaistamm die einzigen komplett sequenzierten
EHEC Stimme sind, wurden Genorte ermittelt, die in keinem anderen bereits
sequenzierten Escherichia coli Stamm vorkamen. Hierzu wurde die Sequenz mittels
BLAST algorithm verglichen (Blastergebnisse siche Tabelle IV, Seite 20, und Anhang
Tabelle IIT) und die geeigneten O-Islands 09, 28, 130, 154 und 172 als Targets gewahlt.

2.2.2 Bakterienanzucht

Die Escherichia coli Stimme wurden auf Sorbitol-MacConkey Agar (SMAC) kultiviert
und alle zehn Tage durch Uberimpfen in neuen Kulturen angelegt. Bebriitet wurden die

Kulturen fiir 24h bei 36°C und dann bei 4°C gelagert.
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2.2.3 Amplifikation und Detektion

2.2.3.1 DNA Préaparation

Ein bis zwei Bakterienkolonien wurden in 50ul 0,9% Natriumchloridlosung suspendiert
und fiir 10 min bei 100°C im Blockthermostat gekocht. Pro PCR Ansatz wurden Sul

dieser Suspension verwendet.

2.2.3.2 PCR

Zur Amplifikation der jeweiligen Genabschnitte der bakteriellen DNA diente die
Polymerase-Chain-Reaction. Zur ausfiihrlichen Darstellung kann auf [50] verwiesen
werden. Entsprechend der Léngen der Primer und deren Basenzusammensetzung
wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten PCR Bedingungen bestimmt.

Bei der PCR wurden pro Reaktionsansatz Sul DNA-Suspension, 34ul Aqua ad
injectabilia, Sul 10-fach PCR-Puffer, 3ul MgCl, (25mM), 1ul dNTPs (10uM), 0,3ul
Tag-Polymerase (5U/pl) und je 1pul Primer (30 pM) verwendet. Der Escherichia coli
Stamm EDL 933 diente als Positivkontrolle fiir alle Gene. Als Negativkontolle fiir die
Genloci OI 09, OI 130, OI 154 und OI 172 diente der nicht pathogene Laborstamm E.
coli C 600 und fiir den Genlocus OI 28 der ATCC-Stamm 2578.

Tabelle 3: Verwendete PCR-Bedingungen

Primer PCR — Bedingungen Produktlange in bp
Denaturierung | Annealing ** | Elongation

0128-fwd 94°C,30s 60,7° C, 60 s 72° C, 60s 445
0128-rev

0109-fwd 94°C,30s 58,7°C, 60 s 72° C, 60s 444
0109-rev

01130-fwd 94°C,30s 58,7°C, 60 s 72° C, 60s 411
01130-rev

01154-fwd 94°C,30s 59,7°C, 60 s 72° C, 60s 341
01154-rev

o1172-fwd 94°C,30s 58,7°C, 60 s 72° C, 60s 397
O1172-rev

PCR-Bedingungen Initial Smin bei 94°C, dann 30 Zyklen, finale Elongation bei S5min 72°C
** Annealing Temperaturen wurden aus T[°C]=4 x (G + C) + 2 x (A + T) — 5 berechnet

Die Primer wurden mit Hilfe des Programms Fast PCR © 1998-2004 v.3.3 beziiglich
des spezifischen Targets (siche Tabelle 5, Seite 19) ermittelt. Bei dem Genlocus OI 154
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konnte bei den ersten Primerpaaren keine Annealing-Temperatur ermittelt werden, bei
der nicht viele unspezifische Nebenprodukte auftraten. Erst das dritte Primerpaar
lieferte verwendbare Produkte und wurde deshalb fiir den Nachweis des Genorts

verwendet (Fast PCR © 1998-2004 v.3.3).

2.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung des PCR Produkts wurde eine horizontale Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Zur Herstellung des Gels wurden 1050 mg LE-Agarose in 70ml 0,5x TBE
Puffer fiir 30s gekocht und nach fiinfminiitigem Abkiihlen in einen GieBstand mit zwei
Kammen gegossen, so dass nach 30miniitiger Polymerisationszeit ein etwa 6-7mm
dickes Gel mit zweimal 20 Taschen zur Verfiigung stand. Es wurden je 10ul eines
Ansatzes bestehend aus 4ul Probenpuffer und 20ul Amplifikationsprodukt in eine
Tasche des Gels pipettiert. Zusitzlich zu den PCR Produkten der zu untersuchenden
Stimme wurde auf jedem Gel eine Positiv- und Negativkontrolle sowie links und rechts
je Sul eines Molekulargewichtsstandards hinzugefiigt. Letzterer entstammte einem
Ansatz aus 2ul Probenpuffer, 7ul Aqua bidestillata und 3pul 100bp-
Molekulargewichtsstandard fiir den linken Rand des Gels bzw. 2pl Probenpuffer, 8ul
Aqua bidestillata und 2pl 1kbp-Molekulargewichtsstandard fiir den rechten Rand. Die
Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 110 Volt durchgefiihrt und bei einer
Laufstrecke von etwa zwei Dritteln (ca. 70min) des Gels beendet. Das Gel wurde fiir
zwanzig Minuten im Ethidiumbromidbad gefdrbt und nach 20miniitigem Waschen in

Aqua destillata mit der Quantity One 1-D-Analysis Software dokumentiert.

2.2.4 Sequenzierung der Amplifikationsprodukte

Zur Belegung der Spezifitét der jeweiligen Primer und um die exakte Basenabfolge des
PCR-Amplifikats zu bestimmen, wurde bei einer zufdlligen Auswahl der positiv
getesteten Stimme eine Sequenzierung durchgefiihrt. Die Auswahl ermittelte die
Stimme ECOR37, DEC3B und DECSE. Anschlieend wurden die Ergebnisse mit der
Sequenz des ebenfalls fiir jedes Gen sequenzierten Referenzstammes EDL 933 auf

Homologie hin verglichen. (siche Anhang Tabelle C)
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2.2.4.1 DNA-Extraktion

Die DNA wurde mit Hilfe der InstaGene™™ Matrix, einem kombiniert chemisch-
physikalischem Verfahren, extrahiert.

Die so extrahierte DNA wurde fiir die anschlieende PRC in eine 1:10 Verdiinnung (mit
TE Puffer) gebracht und bei — 20°C gelagert.

2.2.4.2 Amplifikation und Produktaufreinigung

Um die Amplifikatmenge und den Primeriiberschuss zu limitieren, wurde bei der
Amplifizierungs-PCR (siehe 2.2.3.2) HPLC Wasser statt Aqua ad injectabilia eingesetzt
und nur 10pmol Primer verwendet.

AnschlieBend reinigte man mit Hilfe zweier hydrolytischer Enzyme, Exonuclease I
(EXO I) und Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), das PCR-Produkt auf, um so
tiberschiissige dNTPs und einzelstringige Oligonukleotide zu degradieren. Hierbei
wurde zu 5ul des PCR-Produkts jeweils 1ul der beiden Enzyme (1U/ul) gegeben und
fir 30min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Enzyme fiir 15min bei 80°C

inaktiviert.

2.2.3.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach der Methode von Sanger [67] durchgefiihrt. Es werden
einem PCR Ansatz zusitzlich 2’-3’-Didesoxynukleotide zugesetzt. Diese werden
beliebig in die entstehenden Oligonukleotidketten integriert und induzieren einen
Kettenabbruch. Die so entstandenen, unterschiedlich langen Produkte werden
nachfolgend elektrophoretisch aufgetrennt und entsprechend ihrer Markierung
detektiert.

Mit dem ABI Prism Big Dye™ Terminator Reaction Cycle Sequencing Ready Reaction
Mix wurden mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierte INTPs im Rahmen
einer PCR Sequenzierung (Cycle Sequencing) verwendet. Hierbei wurden getrennte
Ansitze fiir forward und reverse Primer durchgefiihrt. Fiir einen Genamplifikatmix
nahm man 2pl aufgereinigtes PCR Produkt, 1pl Primer (10uM), 4,7 ul HPLC Wasser,
1,8ul 5x ABI-Sequenzierungspuffer und 0,5ul Big Dye™ Premix (Taq-Polymerase,
dNTPs und farbstoffmakierte ddNTPs).
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Fiir die Genloci wurden die in Tabelle 3 (Seite 14) genannten Cycler Programme
verwendet. Die Cycler Programme fiir die Sequenzierung orientierten sich an den PCR
Bedingungen (sieche Tabelle 2, Seite 11), wobei 25 mal ein Zyklus von 10s
Denaturierung bei 96°C, 5s Annealing entsprechend der Temperaturen fiir die

jeweiligen Primer und 4 min Elongation bei 60°C durchlaufen wurden.

Tabelle 4: Cycler Programme fiir die Sequenzierung

Zyklus (25x)
Genlocus
Denaturierung Annealing Elongation

0109 96°C, 10s 58,7°C, 5s 60°C, 4min
OI28 96°C, 10s 60,7°C, 5s 60°C, 4min
OI 130 96°C, 10s 58,7°C, 5s 60°C, 4min
Ol 154 96°C, 10s 59,7°C, 5s 60°C, 4min
OI172 96°C, 10s 58,7°C, 5s 60°C, 4min

Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wurde zur abschlieBenden Aufreinigung iiber
Kunstharzsédulen geleitet. Es wurden 45ul Sephadex G 50 Superfine Pulver mit 300ul
HPLC Wasser in eine MultiScreen HV Platte gegeben, fiir drei Stunden bei
Raumtemperatur quellen gelassen und das restliche Wasser abzentrifugiert (5Smin,
2300U/min). Nach einer 150ul HPLC Wassersplilung und anschlieBender
Zentrifugation (Smin, 2300U/min) wurden 10ul des Sequenzierungs-PCR-Produkts auf
die Sdule aufgetragen und durch Zentrifugation (5min, 2300U/min) in eine
Mikrotiterplatte eluiert. Diese aufgereinigte DNA wurde in einer Vakuumzentrifuge fiir
20min bei 45°C getrocknet, in 20pl Formamid geldst und zur automatischen

Sequenzierung gegeben.
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2.2.3.4 Sequenzanalyse

Die Sequenzen der Loci OI 09, OI 154 und OI 172 wurden mit RidomTraceEdit-1.0
analysiert und durch Fast PCR © 1998-2004 v.3.3 in ein einheitliches Format iiberfiihrt.
Aufgrund eines vollstdndigen Allignments konnte die Sequenz mit Hilfe der Sequence
Navigator Software analysiert werden. AbschlieBend wurde ein Homologievergleich
mit der zu erwartenden Sequenz, erstellt durch Fast-PCR, durchgefiihrt.

Ergebnisse siche Anhang Tabelle C.
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3. Ergebnisse

3.1 Ermittlung der O - Islands

Um mogliche EHEC spezifische Gensequenzen zu ermitteln, wurden unter zu
Hilfenahme der O — Island Tabelle [51] passende Genloki des EDL 933 ausgewéhlt.
Nachdem diese mittels BLAST algorithm mit anderen sequenzierten Bakterien - DNA —
Sequenzen verglichen worden waren und hierbei keine E. coli Matches gefunden
wurden, wurden O — Island 09, 28, 130, 154 und 172 fiir die Versuchsreihe ausgewéhlt
(siche Tabelle 4, Seite 17). Fiir diese DNA — Abschnitte wurden spezifische Primer
designed (siche Methodik).

Tabelle 5: Homologiepriifung der verwendeten Nukleotidsequenzen
mit sequenzierten Bakteriengenomen

Nr. | O-Island Nr. Funktion Spezifitat | Homologie
1 ol 7 RHsG + <10%
2 Ol 9 Porin-Regulator-Gen +++ 0%
3 Ol 25 Strukturproteine +++ 0%
4 Ol 28 RTX Toxin ++ <1%
5 Ol 40 Sulfatasestrukturgen ++ <1%
6 Ol 47 Adhesingen ++ <1%
7 Ol 51 CP-933C + <10%
8 Ol 62 Poringen + <10 %
9 Ol 76 CP-933T + <10%
10 Ol 95 Gene zur aromatischen Gradation + <10 %
11 0Ol 102 Phage P22 + <10%
12 0Ol 115 SPA Typ 3 Sekretionsgen + <10 %
13 Ol 130 Bakterioferritingen ++ <1%
14 Ol 154 “long polar fimbria” - Gen ++ <1%
15 Ol 167 Ribosetransportergen regulator ++ <1l%
16 Ol 172 Helicase ++ <1%

+++  keine Ubereistimmung mit anderer Bakterien DNA
++ geringe Ubereinstimmung mit nicht E. coli Bakterien
+ geringe Uberschneidung (<10 %) mit anderen E. coli Bakterien
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Abbildung I: Vergleich zwischen zwischen K — 12 chromosomaler DNA und EDL 933 chomosomaler DNA modifiziert nach Perna et al.

Die in den VergroBerungen dick dargestellten Abschnitte stellen DNA Sequenzabweichungen zwischen dem K — 12 E. coli Stamm und

dem EDL 933 EHEC Stamm dar. In der mittleren Leiste sind zusétzlich Unterschiede zum Sakai Stamm abgebildet.
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3.2 Genverteilung innerhalb der Referenzstammsammlung ECOR/DEC

Der Referenzstamm EDL 933 wurde als Positivkontrolle verwendet und somit auf alle
untersuchten Genloki PCR positiv. Der E. coli K—12 Laborstamm C600 konnte bei den
Genabschnitten OI (O-Island) 09, 130, 154 und 172 ebenso wie der ATCC Stamm 2578
bei OI 28 als Negativkontrolle bestdtigt werden.

Die wichtigsten Ergebnisse sind in Tabelle 5 und Abbildung II zum Ausdruck gebracht.

Eine genaue Ubersichtstabelle ist im Anhang I und II zu finden.

Tabelle 6: Merkmalsauspragungen der untersuchten Bakterienstimme

Ol Ol Ol
Isolate (@] H Ol09 | OI 28 130 154 172
DEC3B 157 7 + + + + +
DEC3C 157 7 + + + + +
DEC3D 157 7 + + + + +
DEC3E 157 7 - - - - -
493/89 157 nm + + + + -
DEC4A 157 7 + + + + +
DEC4B 157 7 + - + + +
DEC4C 157 7 + + + + +
DEC4D 157 7 + + + + +
DEC4E 157 7 + + + + +
EDL-933 157 7 + + + + +
DEC5SA 55 7 + + + + -
DEC5B 55 7 + + + + -
DEC5C 55 7 + + + + -
DEC5D 55 7 + + + + -
DECSE 55 7 + + + + +
ECOR-17 106 nm - - - - +
ECOR-37 nm nm + + + + -
ECOR-43 nm nm + + + - +
+ Merkmal vorhanden

- Merkmal nicht vorhanden
nm keine Mobilitét



http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3B&twnumber=TW03772
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3C&twnumber=TW02702
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3D&twnumber=TW01788
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3E&twnumber=TW02701
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=493/89&twnumber=TW06555
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4A&twnumber=TW01286
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4B&twnumber=TW01291
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4C&twnumber=TW01288
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4D&twnumber=TW01289
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4E&twnumber=TW01290
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=EDL-933&twnumber=TW02302
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5A&twnumber=TW00587
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5B&twnumber=TW02719
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5C&twnumber=TW01959
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5D&twnumber=TW00947
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5E&twnumber=TW00962
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Wie oben dargestellt waren alle Genabschnitte PCR positiv fiir die meisten O157:H7
Stimme. Lediglich der DEC3E Stamm bildete eine Ausnahme. Der Sorbitol
fermentierende O157:H- Stamm 493/98 war aufler fiir OI 172 ebenfalls auf alle Genloki
PCR positiv. Fiir die O55:H7 Stamme schlieBlich ergab sich ebenfalls ein komplett PCR
positives Bild, wobei die OI 172 lediglich im DECSE nachgewiesen wurde. Abgesehen
von der insgesamt unspezifisch in allen DEC und ECOR Stimmen verteilten OI 130
konnten die untersuchten Genloki in keinem anderen DEC Stamm nachgewiesen
werden. Bei der Untersuchung auf Pravalenz der Gene in der ECOR Serie ergab sich fiir
OI 28 und OI 130 ein unspezifisches Verteilungsmuster. Die OI 09 (ECOR-24,-31,-37
und -43), OI 154 (ECOR-37) und OI 172 (ECOR-17 und -43) hingegen wurden nur

vereinzelt gefunden.

Abbildung I1: Gelelektrophoresebilder mit PCR-Produkten jeweils eines
Primerpaars
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Bild I: OI 09 mit Primerpaar Ol09fwd  und Ol09rev
Bild II: OI 28 mit Primerpaar O128fwd  und OI28rev
Bild I1I: OI 130 mit Primerpaar OI130fwd und OI130rev
Bild I'V: OI 154 mit Primerpaar OI1543fwd und OI1543rev
Bild V: OI 172 mit Primerpaar OI172fwd und OI172rev
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3.3 Ubersichtsanalyse Klinische Stamme

Um einen Uberblick fiir die diagnostische Relevanz der untersuchten Gene fiir die
Klinik zu erhalten, wurden die klinischen Stimme und die Stuhlabschwemmungskeime
untersucht. Die Ergebnisse bestitigen (Tabelle 6, Seite 21) eine Unspezifitit des
Genlokus OI 130. Mit Hilfe der PCR-Produkte zum Nachweis der Genabschnitte von
OI 09, OI 28 und OI 154 konnten spezifisch die O157 Stimme erkannt werden. Im
Unterschied zu diesen Befunden gelang der Nachweis des OI 172 Gens lediglich bei
den OI157:H7 Stdmmen. Die sobitolfermentierenden O157: H  Stidmme waren

auBBschlielich PCR negativ.

Tabelle 7: Verteilung der O-Island Regionen in den klinischen Stimmen

SF — Stdamme O157:H" nSE Stamme O157:H7
0493/ | 221/ | 3072/ | 2584/ | 0817/ | 93-36/ | Wii365 | 439 | 1867/ | 0144
89 95 96 99 02 89 8/93 1/96 99 /03
Ol + + + + + + + + + +
09
Ol + + + + + + + + + +
28
Ol + + + + + + + + + +
130
Ol + + + + + + + + + +
154
Ol - - - - - + + + + +
172

Tabelle 8: Verteilung der O-Island Regionen in den stx negativen EHEC Stdmmen

Name Typisierung 0109 Ol 28 Ol 130 Ol 154 0Ol 172
6702/96 0157:H7 + + + + +
817-36/90 0157:H + + + T _
H629/91 O157: H + + + + -
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Tabelle 9: Verteilung der O-Island Regionen in den aus dem Stuhl isolierten Stimmen

EHEC Positiv EHEC Negativ
E40/001 | E40/ E40/ E40/ E40/ E40/ E40/ E40/ E40/
527 583 753 754 846 1041 1890 1921
Ol 09 + - B - B B + B -
Ol 28 + - - - - - + - -
Ol + + - + + + + + -
130
Ol + - - - - - + - -
154
Ol172 + - - - - - - - -
Test stx1 + | stx1+ | stxl+ | stxl+ | stx2 + | stx2+ | stx2 + | entfillt | entfillt
PCR Stx2 + eae + | eae- | stx2 + eae - eae - eae +
eae + eae -
0157 + non non non non non +
(Sorbitol
ferm.)
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4. Diskussion

Der E. coli O157:H7 reprisentiert den Prototypen der enterohdmorrhagischen E. coli
[74] und ist weltweit mit den meisten HUS — Ausbriichen assoziiert. Somit besteht
grof3es Interesse darin, seine Evolution zu kldren. Mit Hilfe ausreichender Kenntnisse
der genomischen Struktur des O157:H7 bzw. der anderen EHEC Stimme wére es dann
moglich eine phinotypische Schnelltestung zu entwickeln, die die bisher aufwendige

und zeitintensive klinische Diagnostik enorm vereinfachen wiirde.

4.1 Evolutionsspezifische Beurteilung der O-Islands

Seit der Komplettsequenzierung des EDL 933 EHEC Bakteriums durch Perna et al. [51]
ist der Sequenzvergleich mit dem C600 E. coli Stamm moglich. Die anhand der
Aminosdurenfolgeunterschiede bestimmten additiven DNA-Regionen, die O-Islands,
stellen somit sicherlich eine gute Grundlage zur Suche nach spezifischen Genen dar
(siche auch Abbildung I, Seite 20). Insgesamt existieren 177 O-Islands. Von ca. 33%
dieser Gene ist die Funktion unbekannt und bei den meisten anderen wurde eine
Funktion durch Homologie mit bekannten Virulenzfaktoren vermutet. Jedoch ist ihre
Pathogenitit nicht bewiesen.

Meine Ergebnisse ermdglichen nun durch das Screening der ECOR- und DEC- Stimme

die Erstellung eines Verteilungsmusters innerhalb des E. coli bzw. EHEC Genpools.

Das sehr unspezifische Verteilungsmuster der OI 28 und der OI 130 zeigt hierbei, dass
diese Genabschnitte in sdmtlichen E. coli Bakterien vorkommen kdnnen und somit fiir
eine klinische oder evolutionstheoretische Analyse nicht verwendet werden konnen.
Dadurch dass beide O-Islands trotz der unregelmiBigen Gesamtaufteilung innerhalb der
Bakterienstimme in allen O157:H7 und O55:H7 Stidmmen enthalten sind, kann das

junge phylogenetische Zusammenhéngen dieser Bakterien hervorgehoben werden.

Die OI 09 zeigt eine wichtige Verbindung zu bereits entwickelten Evolutionsmodellen.
Nach Fengs Stufenmodell von 1998 [19] existiert eine Evolutionsstufenreihe vom

ECOR-37 uber die EPEC Stimme O55:H7 zum O157:H7. Ebenfalls der vom O157:H7
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abstammende Sorbitol fermentierende O157: H EHEC Stamm gehort in diesen
Entwicklungsstrang. Die spezifische Verteilung der O-Island 09 untermauert diese
These.

AuBer dem DEC 4E Stamm, welcher bei keinem der PCR Léufe positiv war und dessen
Ergebnis somit durch einen eventuellen labortechnischen Fehler durchweg negativ ist,

bestétigen alle Ergebnisse die Stufenpyramide nach Feng et al.

Im Hinblick auf die Phylogenie bestitigen die Ergebnisse des Stammscreenings im
Bezug auf die O-Island 154 ebenso wie die OI 09 die Entwicklungstheorie nach Feng et
al. Eine enge Verwandtschaft zwischen dem EHEC Stamm O157:H7 und dem EPEC
Stamm O55:H7 und deren vermuteten Vorfahr ECOR37 ldsst sich annehmen.

Der O-Island 172 schlie8lich kommt eine besondere Bedeutung zu. Ihr Vorhandensein
beschrinkt sich in der DEC-Reihe auf die O157:H7 Stimme und den DEC 5 E, ein
055:H7 EPEC Bakterium. Da der in der DEC Serie enthaltene O157:H" Stamm negativ
auf dieses Target und auch alle klinischen O157:H  Stimme negativ getestet wurden,
wurde die Blind-PRC-Reihe aus den Stuhlabschwemmungen durchgefiihrt. Bei dieser
konnte erwartungsgemdf3 eine Differenzierung zwischen einem O157:H7 und einem
O157:H EHEC erfolgen.

Das Vorhandensein von OI 172 lasst somit generell die Existenz eines O157:H7
Bakteriums und das Nicht-Vorliegen eines H Stammes vermuten. Um es als Beweis
etablieren zu konnen, sind sicherlich noch weitere Untersuchungen von néten. Fiir einen
moglichen Evolutionsstammbaum der O157:H7 Bakterien ermdoglichen diese
Ergebnisse allerdings ganz neue Diskussionsansitze. Nach dem Modell von Feng et al.
und dessen Modifikationen hat sich der O157:H7 aus dem EPEC Stamm OS55:H7
entwickelt. Im Rahmen der Entstehung des O157: H™ verlor der E. coli Stamm seine
Motilitdt. Gleichzeitig fand moglicherweise auch der Verlust des genetischen Materials
der OI 172 statt. Im Hinblick auf die klinische Bedeutung der Verlustes von OI 172
(siche Abschnitt 4.2.5. Abbildung IV) verdeutlicht eine Einbeziehung dieser Ergebnisse
mit der Theorie von Feng et al.

Ein weiterer phylogenetisch interessanter Punkt ist das Vorhandensein der OI 172 in
dem EPEC Stamm OS55:H7, DEC 5E. Es sind 2 Moglichkeiten zur Erkldrung dieses

Ergebnisses moglich. Zum einen konnte der Stamm einen ,,missing link* zwischen den
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0O55:H7 Vorfahren und dem O157:H7 Vorfahren bilden. Um diese Theorie abzusichern,
miissten allerdings mehrere weitere Vergleichsuntersuchungen durchgefiihrt werden.

Zum anderen ist es moglich, dass die O-Island 172 in einer Region mit hoher Mobilitét
liegt und es somit vermehrt zu mehrzeitigen Geneintritten und -austritten kommt. Auch
zur Bestitigung dieser Theorie wére eine umfassende Genanalyse der umliegenden

Genregionen notig.

4.2 Klinische Beurteilung der O-Island Analyseergebnisse

Es existieren verschiedene Pathogenititsfaktoren der E. coli Bakterien. Eine
Erforschung dieser Faktoren auch auf genetischer Ebene wiirde nicht nur eine enorme
Erleichterung beim Verstindnis der Pathomechanismen z.B. der EHEC Bakterien

liefern, sondern auch eine klinische Testung vereinfachen und beschleunigen.

Die erste in dieser Arbeit kodierte Genregion, O-Island 09, ist verantwortlich fiir die
Bildung eines Porinregulators. Auch wenn zu diesem speziellen Genabschnitt zum
derzeitigen Punkt der Forschung noch keine weiteren Erkenntnisse vorhanden sind, ist
es allgemein akzeptiert, dass solche Regulatoren eine wichtige pathogene Bedeutung
haben konnen.

So sind zum Beispiel das Zweikomponentensystem gebildet durch die Produkte der
Genregionen OmpR (der Regulator) und EnvZ (der Sensor) wichtig fiir die
Osmolarititskontrolle der E. coli Bakterien [76, 20, 65]. Um die Bedeutung des
Produktes von O-Island 09 fiir die O55:H7 und O157:H7 Bakterien einschitzen zu

konnen, sind allerdings noch weitere Analysen notwendig.
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Abbildung III: Evolutionsmodell des EHEC Bakteriums O157:H7, modifiziert nach Feng et al. (1998), Lathem (2003) und Friedrich

(2004). Erweitert um die Theorie dieser Arbeit.

Radienpfeile zweigen den Erwerb bzw. den Verlust von Eigenschaften (gemischt geno- und phinotypisch). Die Stimme am Ende der

geraden Pfeile stellen fiir diese Gruppe reprisentative Stimme dar.

GA: B-Glucuronidaseaktivitit; SF: Sorbitol Fermentation; A1 bis A6: von Feng et al. beschriebene Urstimme
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Die O-Island 28 codiert fiir das RTX Toxin der E. coli Bakterien. Auch wenn anhand
der rein genotypischen Analyse keine Aussagen iiber die Phinotypie der einzelnen
Stimme beziiglich des RTX Toxins bestehen, kann man sehen, dass es sich hierbei
hochst wahrscheinlich nicht um ein Toxin handelt, welches ausschlieBlich in
pathogenen E. coli  Bakterien vorkommt. Um weitere Erkenntnisse iiber seine
Pathogenitit zu gewinnen, wire eine phénotypische Expressions- und Wirkungsanalyse

moglich.

Uber das Genprodukt der O-Island 130 finden sich auBer der Vermutung, dass es sich
um ein Bakterioferritin handelt, kaum Forschungsergebnisse [51]. Dass Bakterioferritin
und anderen Eisen enthaltende Proteine fiir die E. coli Funktion wichtig sind, ist
allerdings hinreichend bekannt [31], [89]. Uber eine mdgliche Pathogenitiit l4sst sich

keine Aussage machen.

Mehrere O-Islands innerhalb des EDL 933 Genoms enthalten mdgliche
Syntheseoperons flir Fimbrien. Unter anderem gibt es Regionen, denen die Kodierung
fir LPF (long polar fimria) zugeschrieben wird. Die O-Island 154 gehdrt zu diesen
Regionen. Des Weiteren werden bei dem O157:H7 Stamm als Lokalisation eines Ipf —
Gen die O-Island 141 und bei O113 Stimmen der Chromosomenlokus Ipfl113 genannt
[16, 80, 79].

Dem LPF verwandte Typ I Fimbrien wurden erstmals in Salmonella enterica serovar
Thyphimurium gefunden [2]. Diese Fimbrien bilden ausgehend von den Polen der
Bakterien 7 bis 8 nm breite und 2 -10 um lange Oberflidchenstrukturen und sind mit der
Adhésion an verschiedene Gewebe und Organe, z.B. die Payer Plagues, assoziiert [3].
Auch spielen die LPF eine wichtige Rolle bei der Erlangung von Kreuzimmunititen der
Salmonellen [53].

Im Gegensatz zu der bewiesenen Bedeutung der LPF in Salmonellen ist die
Pathogenitidt in EHEC Bakterien noch nicht geklért. Jedoch erlaubt die Verteilung des
Teils, welcher in der OI 154 verschliisselt ist, eine Vermutung auf Pathogenitét.

Hinzu kommt, dass es laut der neueren Ergebnisse von Escobar-Paramo et al. [18] eine
phylogenetische Einteilung der E. coli Bakterien in 6 Gruppen (A, B1, C, E, D und B2)

gibt. Der beschriebene Zusammenhang von Phylogenie und Virulenz bei
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extraintestinalen Infektionen [7] konnte des weiteren eine Verbindung der Gene in
Gruppe D, welche mit den akute Diarhoe auslosenden Stimmen und somit auch den stx
positiven EHEC Stidmmen in Verbindung stehen [18], mit Virulenzeigenschaften
bedeuten. In dieser Phylogenie-Virulenzkette konnte auch die O-Island 154 eine
wichtige Rolle spielen. Um allerdings genauere Aussagen hierzu machen zu konnen,
wire ein weiteres Screenig der DEC und ECOR Sammlungen auf die anderen drei LPF

Anteile und anschlieBend eine phénotypische Analyse notwendig.

Die O-Island 172 verschliisselt den Proteinaufbau einer Helicase. Die genaue
Bedeutung dieses Proteins ist zwar noch nicht geklirt, doch die Bedeutung einer
Helicase fiir das E. coli Bakterium sowohl im Hinblick auf Replikation als auch fiir die
Reparatur der Erbgutes sind hinldnglich beschrieben und Gegenstand der aktuellen
Forschung [15, 10].

Da die Ergebnisse meiner Arbeit vermuten lassen, dass es bei der Entstehung des
O157: H ein Verlust der OI 172 aufgetreten ist, muss man sich fragen, welchen Vorteil
ein Besitz des Gens fiir die Helicase bietet. Um eine Antwort auf die Frage zu finden,
wire es sinnvoll eine Expressionsanalyse beziiglich des Genproduktes durchzufiihren.
Im Hinblick auf die Diagnostik von EHEC Bakterien bieten die Ergebnisse ebenfalls
neue Moglichkeiten. Im Rahmen der in Abschnitt 1.8 beschriebenen Diagnostikreihe
nach Friedrich et al. [21] findet als dritter Schritt eine genaue Typisierung des
Bakteriums statt. Eine PCR auf das Gen der OI 172 konnte einen Platz finden, indem es
zwischen einem O157:H7 und einem O157: H  Stamm differenziert. Ein mogliches

Schema fiir die Diagnostikkette siche Abbildung I'V.
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Abbildung 1V:
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5. Zusammenfassung

Enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC) sind weltweit eine bekannte Ursache
fiir Diarrhoe und der haufigste Grund fiir das besonders fiir Kinder gefihrliche
hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS). Hierbei ist besonders der Serotyp O157:H7
von grofler Bedeutung. Zusitzlich sind mittlerweile bis zu 20% der HUS-assoziierten
EHEC in Deutschland durch Sorbitol-fermentierende (SF) EHEC O157:H" verursacht.
Die friihzeitige stationdre Versorgung ist fiir die Prognose der Erkrankung von grofBter
Bedeutung und in diesem Rahmen ist es wichtig, eine schnelle und spezifische
mikrobiologische Diagnostik bei vorliegen einer Infektion zu ermdglichen.

Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit werden spezifische molekularbiologische Marker fiir
die Viulenz von Escherichia coli und die Differenzierung zwischen EHEC O157:H7
und O157:H ermdoglicht. Anhand von Gendatenbanken wurden 5 spezifische Gen-
abschnitte, sogenannte O-Islands (OI 09, OI 28, OI 130, OI 154 und OI 172) ausgewéhlt
und ihr Vorhandensein in représentativen E. coli Stimmen untersucht.

Wiéhrend sich bei den OI 28 und OI 130 ein sehr variables Verteilungsbild innerhalb der
E. coli Population zeigte, erbrachten OI 09 und OI 154 ein fast ausschlieBliches
Auftreten in den Serotypen O55:H7, O157:H7 und O157:H". Der Genabschnitt OI 172
konnte vorwiegend in O157:H7 Stdmmen gefunden werden. Durch den fehlenden
Nachweis in O157:H Stimmen konnte mit OI 172 eine Unterscheidung zwischen
EHEC O157:H7 und den SF EHEC O157: H” Stammen erfolgen.

Die vorliegenden Daten fiigen sich in das bekannte Evolutionsmodell von EHEC O157.
Mit Hilfe des Gensabschnitts OI 172 ldsst sich dieses Modell sogar um wichtige
genomische Ereignisse, die den Serotypen O157:H" betreffen, erweitern.

Auch im Hinblick auf die klinische Bedeutung einiger Genregionen lassen die
Ergebnisse Riickschliisse zu. Die Gene der O-Islands sind assoziiert mit schwerem
Krankheitsbild und Virulenz.

Eine Erleichterung fiir die diagnostische Differenzierung von EHEC Infektionen
erbringt das Gen der O-Island 172. Es ermdglicht eine Differenzierung zwischen

O157:H7 und dem hochpathogenen SF EHEC O157: H'.
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In in the whole world the enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are a common
reason for diarrhoea and for the haemorrhagic uraemic syndrome (HUS). Because of
this it is especially dangerous for children. In causing this syndrome the O157:H7
serovar is the most important one In addition today 20% of HUS-associated EHEC in
Germany are caused by SF EHEC O157:H'". In order to improve the patients” health and
early support, it is extremely neccessary to offer a fast and detailed diagnosis of an
infection.

By the help of this work specific molecular-genetic virulance markers are found that
allow to seperate EHEC O157:H7 and O157:H". 5 possible so called O-Isalands (OI 09,
OI 28, OI 130, OI 154 and OI 172) could be chosed by means of genetical databases
and their existence was analysed in representative E. coli strains.

While the OI 28 and OI 130 showed a variable destribution in the E. coli population, the
other DNA targetregions OI 09 and OI 154 were only found in O55:H7, O157:H7 and
in O157: H serovares. OI 172’ gene could predominantely be proved in O157:H7
strains. A widened search discovered a differentiation between EHEC O157:H7 and SF
EHEC O157: H strains by the help of the OI 172 because of the non exsistance of OI
172 in SF EHEC O157: H’ strains.

The present work concerning the phylogenie could confirm the existing evolution-
scheme. By the support of the OI 172 gene, you can even expand this scheme with
important genomic changes in the evolution of the O157: H'.

It is also possible to draw conclusions from the results concerning the clinical meaning
of some gene regions. The OI gens are associated with virulance of the bacteria.

The gene of the O-island 172 could facilitate the diagnostic differentiation of EHEC
infections. This could enable a distinction between a O157:H7 strain and the SF EHEC
O157:H'.
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Anhang
Tabelle A: detailierte Stammauswahl und Ergebnisse der ECOR-Stamme
Nr. Stamm —Nr. Isolate Original | O109 | OI28 | OI1130 | Ol 154 | Ol 172
IMT
1 7857 ECOR-01 RM74A - - - - -
2 7858 ECOR-02 STMI - - - - -
3 7859 ECOR-03 WIRI1(a) - - - - -
4 7860 ECOR-04 RM39A - - - - -
5 7861 ECOR-05 RM60A - - - - -
6 7862 ECOR-06 RM66C - - - - -
7 7863 ECOR-07 RM73C - - T - -
8 7864 ECOR-03 RM77C - - - - -
9 7865 ECOR-09 FNO3 - - - - -
10 7866 ECOR-10 ANI - - - - -
1 7867 ECOR-11 Co7 - - - - -
12 7745 ECOR-11/A - - - - -
13 7868 ECOR-12 FN59 - - - - -
14 7869 ECOR-13 FN10 - - - - -
15 7870 ECOR-14 P62 - - - - -
16 7871 ECOR-15 FN3 - - - - -
17 7872 ECOR-16 RMI9IF - - - - -
B 7873 ECOR-17 RM200Q - - - - T
19 7875 ECOR-18 RM210F - - - - -
20 7874 ECOR-18 RM210J - - - - -
21 7746 ECOR-19/A - - - - -
22 7876 ECOR-20 RM2131 - - - - -
23 7877 ECOR-21 RM213K - - - - -
24 7878 ECOR-22 RM215C - - - - -
25 7879 ECOR-23 RMI83E - - - - -
26 7880 ECOR-24 FN33 T - - - -
27 7881 ECOR-25 MS1 - - - - -
28 7882 ECOR-26 LL - - - - -
29 7883 ECOR-27 RM24J - - T - -
30 7884 ECOR-28 RM52B - - T - -
31 7885 ECOR-29 RM3A - - T - -
32 7886 ECOR-30 RMI0A - - - - -
33 7887 ECOR-31 RM12 T - - - -
34 78883 ECOR-32 RM23 - - m - -
35 7747 ECOR-32/B - - m - -
36 7889 ECOR-33 RM56C - - n - -
37 7890 ECOR-34 WIR2(a) - - m - -
38 7891 ECOR-35 RM42B - - T - -
39 7892 ECOR-36 RM77B - - m - -
40 7749 ECOR-36/D - - m - -
41 7893 ECOR-37 RM44B + T m m :
4 7894 ECOR-38 RM75A - - m - -
43 7895 ECOR-39 FN104 - T m - -
44 7896 ECOR-40 P60 - m m - -
45 7897 ECOR-41 T44 - T T - -
46 7898 ECOR-42 DARI - m m - -
47 7899 ECOR-43 FN36 T T m - T
48 7900 ECOR-44 RM 891 - T m - -
49 7901 ECOR-45 RM201C - m m - -
50 7902 ECOR-46 RM202F - T - - -
51 7903 ECOR-47 RM211C - m m - -
52 7750 ECOR-48/D C90 - T - - -




Anhang 52
53 7905 ECOR-49 FN9O T - -
54 7906 ECOR-50 P97 n - -
55 7907 ECOR-51 DD } - -
56 7908 ECOR-52 RM73A ; - -
57 7751 ECOR-52/B2 : - -
58 7909 ECOR-53 RM33B m - -
59 7752 ECOR-53/B2 } - -
60 7910 ECOR-54 RM64A : - -
61 7911 ECOR-55 FN4 ; - -
62 7912 ECOR-56 P106 - - -
63 7913 ECOR-57 RM71B - - -
64 7914 ECOR-58 RMI85S - - -
65 7915 ECOR-59 SIL8 ; - -
66 7916 ECOR-60 C89 ; - -
67 7917 ECOR-61 FN83 } - -
68 7918 ECOR-62 P69 ; - -
69 7919 ECOR-63 FN21 5 - -
70 7920 ECOR-64 C70 } - -
71 7921 ECOR-65 RM2021 - - -
72 7922 ECOR-66 RM2091 : - -
73 7923 ECOR-67 RM217T m - -
74 7924 ECOR-63 RM224H T - -
75 7748 ECOR-68/B1 T - -
76 7925 ECOR-69 RM45EM T - -
77 7926 ECOR-70 RM70B ; - -
78 7927 ECOR-71 ABUS4 ; - -
79 7928 ECOR-72 P68 } - -

Tabelle B: detailierte Stammauswahl und Ergebnisse der DEC Stdmme

Nr. Isolate o} H 0l 09 Ol 28 Ol 130 Ol 154 Ol 172
1 DECla 55 6 - - + - -
2 DECIB 55 6 - - + - -
3 DECIC 55 6 - - + - -
4 F563-55 55 6 - - - - -
5 DECIE 55 6 - - + - -
6 DEC2a 55 6 - - + - -
7 DEC2B 55 6 - - + - -
8 DEC2C 55 6 - - + - -
9 DEC2D 55 6 - - + - -
10 DEC2E 55 6 - - + - -
11 DEC3A 157 7 0.A. 0.A. 0.A. 0.A. 0.A.
12 DEC3B 157 7 + + + + +
13 DEC3C 157 7 + + +
14 DEC3D 157 7 + + + +
15 DEC3E 157 7 - - + - -
16 493/89 157 - + + + -
17 DEC4A 157 7 + + + + +
18 DEC4B 157 7 + - + + +
19 DEC4C 157 7 + + + + +
20 DEC4D 157 7 + + + + +
21 DEC4E 157 7 + + + + +
22 EDL-933 157 7 + + + + +



http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC1a&twnumber=TW00588
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC1B&twnumber=TW03154
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC1C&twnumber=TW01279
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=F563-55&twnumber=TW07653
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC1E&twnumber=TW00398
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC2a&twnumber=TW00460
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC2B&twnumber=TW00197
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC2C&twnumber=TW00591
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC2D&twnumber=TW01280
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC2E&twnumber=TW00177
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3A&twnumber=TW00850
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3B&twnumber=TW03772
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3C&twnumber=TW02702
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3D&twnumber=TW01788
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC3E&twnumber=TW02701
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=493/89&twnumber=TW06555
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4A&twnumber=TW01286
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4B&twnumber=TW01291
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4C&twnumber=TW01288
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4D&twnumber=TW01289
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC4E&twnumber=TW01290
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=EDL-933&twnumber=TW02302
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23 DEC5A 55 7 + + + +
24 DEC5B 55 7 + + + +
25 DEC5C 55 7 + + + +
26 DECS5D 55 7 + + + +
27 DECSE 55 7 + + + +
28 DEC6A 111 21 - - - -
29 Cl142-54 111 12 - - - -
30 DEC6C 111 12 - - - -
31 F436-51 111 12 - - - -
32 DEC6E 111 NM - - - -
33 DEC7A 157 43 - - - -
34 DEC7B 149 NM - - - -
35 DEC7C 157 43 - - - -
36 DEC7D 157 43 - - - -
37 DEC7E 157 NM - - - -
38 DEC8A 111a NM - - + -
39 DEC8B 111 8 - - + -
40 DEC8C 111 NM - - + -
41 DEC8D 111 11 - - + -
42 DECBE 111 8 - - + -
43 DEC9A 26 11 - - + -
44 DEC9B 26 N - - + -
45 C240-52 26 N - - + -
46 DEC9D 26 11 - - + -
47 45 26 11 - - + -
48 H30 26 11 - - + -
49 DEC10B 26 11 - - + -
50 DECI10C 26 11 - - + -
51 Cl12-52 26 11 - - + -
52 DECI10E 26 11 - - + -
53 RDEC-1 15 NM - - + -
54 DEClla 128a 2 - - + -
55 DEC11B 128a 2 - - + -
56 DECI11C 45 2 - - + -
57 DEC11D 128 2 - - + -
58 DECI1E 128 2 - - + -
59 DEC12a 111 2 - - + -
60 DECI12B 111 2 - - + -
61 DECI12C 111 NM - - + -
62 DECI12D 111 2 - - + -
63 DECI2E 111 N - - + -
64 DECI3A 128 7 - - + -
65 DEC13B 128 7 - - + -
66 DEC13C 128 7 - - + -
67 DECI13D 128 7 - - + -
68 DECI3E 128 47 - - - -
69 DECI4A 128 21 - - + -
70 DEC14B 128 21 - - + -
71 DEC14C 128a 21 - - + -
72 DEC14D 128 NM - - + -
73 DECI4E 128 21 - - + -



http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5A&twnumber=TW00587
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5B&twnumber=TW02719
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5C&twnumber=TW01959
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5D&twnumber=TW00947
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC5E&twnumber=TW00962
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC6A&twnumber=TW00073
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=C142-54&twnumber=TW07617
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC6C&twnumber=TW00047
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=F436-51&twnumber=TW07654
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC6E&twnumber=TW00174
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC7A&twnumber=TW00601
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC7B&twnumber=TW02844
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC7C&twnumber=TW00248
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC7D&twnumber=TW00356
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC7E&twnumber=TW00387
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC8A&twnumber=TW00046
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC8B&twnumber=TW00186
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC8C&twnumber=TW01378
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC8D&twnumber=TW03810
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC8E&twnumber=TW03820
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC9A&twnumber=TW01206
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC9B&twnumber=TW01196
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=C240-52&twnumber=TW07622
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC9D&twnumber=TW00958
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=45&twnumber=TW07655
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=H30&twnumber=TW02291
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC10B&twnumber=TW00971
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC10C&twnumber=TW01188
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=C12-52&twnumber=TW07615
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC10E&twnumber=TW01597
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=RDEC-1&twnumber=TW02981
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC11a&twnumber=TW00664
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC11B&twnumber=TW00680
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC11C&twnumber=TW00965
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC11D&twnumber=TW02885
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC11E&twnumber=TW02362
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC12a&twnumber=TW01277
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC12B&twnumber=TW00185
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC12C&twnumber=TW00063
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC12D&twnumber=TW00206
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC12E&twnumber=TW00190
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC13A&twnumber=TW00676
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC13B&twnumber=TW00691
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC13C&twnumber=TW03970
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC13D&twnumber=TW03954
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC13E&twnumber=TW01100
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC14A&twnumber=TW03996
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC14B&twnumber=TW03981
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC14C&twnumber=TW01114
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC14D&twnumber=TW00659
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC14E&twnumber=TW03979
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74

DECI15A

111

21

75

DEC15B

111

21

76

DEC15C

111

21

77

DEC15D

111

21

78

DECI15E

111

21

Tabelle C: Sequenzierungsergebnisse und Vergleich der Ergebnisse mit EDL 933

amplifizierte bzw. analysierte Lange in bp Homologie zum

Sonde Stamm sequenzierte (Bereich auf RO f ;) ?15 farrlfm
ProdunktgrofBle in bp Referenzplasmid) clerenzs
01 09 DEC 3B 444 370 100%
Ol 09 DEC 5E 444 370 100%
0109 ECOR —-37 444 370 100%
0Ol 09 EDL 933 444 370 100%
Ol 154 DEC 3B 341 335 100%
Ol 154 DEC SE 341 335 100%
Ol 154 ECOR - 37 341 335 100%
Ol 154 EDL 933 341 335 100%
01172 DEC 3B 397 348 100%
01172 DEC 5E 397 348 100%
01172 EDL 933 397 348 100%



http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC15A&twnumber=TW00074
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC15B&twnumber=TW00065
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC15C&twnumber=TW00055
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC15D&twnumber=TW00182
http://www.shigatox.net/cgi-bin/stec/moreinfo?isolate=DEC15E&twnumber=TW00180
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