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ZUSAMMENFASSUNG 
Vorkommen und Charakterisierung von Modulinen des Zellzyklus in Shiga 

Toxin-produzierenden Escherichia coli 

Demin, Marina 

Die zu den Zellzyklus-Modulinen gehörenden „cytolethal distending toxins“ 

(CDTs) verursachen eine Blockade des Zellzyklus in der G2-Phase, eine 

Zellvergrößerung und den Zelltod. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit 

konnten mittels PCR unter Verwendung spezifischer Primer die cdt-Gene in 12 

von 181 Shiga Toxin-produzierenden E. coli (STEC) nachgewiesen werden. 

Die cdt-gentragenden STEC-Stämme gehörten zu den Serotypen O73:H18, 

O91:H21, O113:H21, O153:H18, und O157:H7. Diese Stämme wurden aus 

Stuhlproben von Patienten mit hämolytisch-urämischen Syndrom oder von 

Patienten mit Diarrhoe isoliert. Die weitere Charakterisierung zeigte, dass mit 

Ausnahme von E. coli O157:H7, allen cdt-positiven Stämmen das Intimin- 

kodierende eae-Gen fehlt. Die PCR-Analysen zum Nachweis von cdt-I, cdt-II 

und cdt-IV waren bei allen 181 E. coli-Stämmen negativ. Die 12 cdt-

gentragenden E. coli besaßen entweder cdt-III- oder cdt-V-Gene. Die 

Produktion eines biologisch aktiven CDT durch diese Stämme wurde mittels 

eines Zellkulturtests mit CHO (Chinese hamster ovary)-Zellen nachgewiesen. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurden von vier STEC-Stämmen unterschiedlicher 

Serovare (O91:H21, O113.H21, O157:H7) die kompletten cdt-V-Gene 

sequenziert. Hierbei zeigte sich in allen Fällen eine hohe Homologien (> 99%) 

zu dem cdt-V des E. coli O157:H- Stammes 493/89. Das Vorkommen von 

homologen cdt-Genen in phylogenetisch heterogenen STEC könnte darauf 

hindeuten, dass diese Virulenzgene erst in jüngster Zeit erworben wurden.  

Tag der mündlichen Prüfung: 06.02.2006 
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1. Einleitung 

 
Escherichia coli ist ein Bewohner des menschlichen und tierischen Darms. 

Diese fakultativ anaeroben Stäbchenbakterien spielen eine wichtige Rolle in 

den symbiotischen Beziehungen zwischen Wirtsorganismus und Darmflora.  

E. coli-Stämme zeichnen sich durch eine hohe Variabilität aus (49). Diese 

Tatsache könnte mit einer bereits sehr langen Periode der Koadaptation 

zwischen E. coli und Primaten zusammenhängen. Neben apathogenen E. coli 

gehören auch die fakultativ pathogenen E. coli zur Normalflora des Kolons. 

Insbesondere die fakultativ pathogenen E. coli verursachen endogene 

Infektionen (Harnwege, Wunden, Blutbahn). Allerdings kennt man bei dieser 

Bakterienspezies auch ein breites Spektrum von darmpathogenen Wirktypen: 

enterotoxinbildende E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), 

enteropathogene E. coli (EPEC), enteroaggregative E. coli (EAEC) und 

enterohämorrhagische E. coli (EHEC) (1, 38, 44, 49). Diese Stämme können 

mittels spezifischer Adhäsine, Toxine und anderer Virulenzfaktoren den Darm 

schädigen (38, 44, 49). 
 
EHEC gehören in Deutschland neben Salmonellen, Campylobacter-Spezies 

und Yersinien zu den häufigsten Erregern bakterieller Enteritiden (33, 34). Im 

Jahre 2004 wurden in Deutschland gemäß den Falldefinitionen des Robert-

Koch-Institutes insgesamt 1137 EHEC-Erkrankungen gemeldet (62). Die 

EHEC-Bakterien besitzen im Gegensatz zu Salmonellen und Shigellen keine 

invasiven Eigenschaften und werden deshalb nur extrem selten in Blutkulturen 

nachgewiesen (31). Die enterale Infektion wird durch die hohe Säureresistenz 

der EHEC begünstigt (32). Sie können beim Menschen auch extraintestinale 

Komplikationen, wie das hämolytisch–urämische Syndrom (HUS) oder 

Gerinnungsstörungen ohne Nierenbeteilung hervorrufen (31, 70). Das typische 

Vollbild eines HUS umfasst akutes Nierenversagen, intravasale Hämolyse mit 

fragmentierten Erythrozyten, die als Fragmentozyten bezeichnet werden und 

einer Thrombozytopenie (72). Zusätzlich sind neurologische Komplikationen 
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nicht selten (17). Die Behandlung der EHEC–Infektion kann nur symptomatisch 

durchgeführt werden und erfordert bei HUS Intensivtherapie und Dialyse (18, 

30, 33, 67, 68). Impfstoffe zur Prävention einer EHEC-Infektion befinden sich 

derzeit in klinischer Erprobung. Die Gabe von Antibiotika ist wegen der 

vermehrten Produktion und Freisetzung der Shiga Toxine (Stx) kontraindiziert 

(72). Neben der Infektionsmöglichkeit über kontaminierte Lebensmittel (18, 31, 

32), hat die direkte Übertragung von Mensch zu Mensch eine große 

Bedeutung (61).  

 

Neben dem am häufigsten isolierten Serotyp O157:H7 (31, 32, 47, 67) sind 

eine ganze Anzahl weiterer Serotypen identifiziert worden, die ebensolche 

Krankheitssymptome zur Folge haben können. Unter den sogenannten nicht-

O157:H7 sind O157:H-, O111:H8, O26:H11 und O103:H2 am weitesten 

verbreitet (13, 15, 17, 31). Das bislang einzig bekannte gemeinsame Merkmal 

aller EHEC ist die Bildung der Stx (31, 51). Aufgrund ihrer zytotoxischen 

Wirkung auf Verozellen (transformierte Affennierenepithelzellen) werden diese 

Toxine auch als „Verotoxine“ bezeichnet (36, 37, 39). Bei den Stx handelt es 

sich um potente inhibitoren der Proteinbiosyntese eukaryotischer Zellen. Sie 

wirken als rRNA-N-Glykosidasen und bestehen aus einer A-Untereinheit und 

fünf B-Untereinheiten. Mittels ihrer B-Untereinheiten binden diese Toxine an 

Zellen, die Glykosphingolipid-Rezeptoren exprimieren. Die A-Untereinheit stellt 

die toxisch wirksame Komponente dar, die nach ihrer Translokation in die 

eukaryotische Zelle die Proteinbiosynthese inhibiert (4, 21, 31). Bei den Stx 

lassen sich serologisch zwei Hauptgruppen unterscheiden, die als Stx1 und 

Stx2 bezeichnet werden (31). Zur Stx2–Familie zählen das klassische Stx2 

sowie die als Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f und Stx2g bezeichneten Varianten 

(16, 25, 43, 48, 60, 64). Auch Varianten des Stx1 wurden beschrieben (8, 13, 

40). EHEC Stämme können mehr als einen Toxintyp beherbergen (13, 14, 16). 

Die für Stx-kodierende Gene liegen im Genom temperenter, lambdoider 

Bakteriophagen (20). 
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Neben Stx spielen auch Adhäsionsfaktoren (7, 23, 55, 69, 74), Hämolysine 

(63) und bestimmte Proteasen (6, 65) im Pathogenitätsmechanismus von 

STEC eine Rolle.  

 

Ein weiteres Merkmal zahlreicher STEC-Stämme ist die Bildung so genannter 

„Attaching and Effacing"-Läsionen an Enterozyten (49). Hierbei verlieren die 

Epithelzellen ihren Mikrovillibesatz und bilden becherartige Ausstülpungen aus, 

auf denen die Bakterien in engem Kontakt angeheftet sind. Die gesamte 

genetische Information, die für die Bildung dieser Läsionen verantwortlich ist, 

liegt auf einer als LEE (Locus of Enterocyte Effacement) bezeichneten 

Pathogenitätsinsel im EHEC-Chromosom (29, 49). Eine für die Pathogenese 

der EHEC-Erkrankungen besondere Bedeutung hat das Intimin, ein Protein der 

äußeren Membran. Intimin wird vom eae-Gen kodiert (74), das auch im LEE 

liegt (29). 

 

Die „cytolethal distending toxins“ (CDTs) sind eine neu entdeckte Familie von 

bakteriellen Proteintoxinen mit der einzigartigen Fähigkeit in den Zellzyklus 

einzugreifen, einen irreversiblen Stillstand des Zellzyklus und folglich den Tod 

der angegriffenen Zellen zu verursachen (12, 59). Sie werden deshalb als 

Zellzyklus-Moduline bezeichnet (50). Die Interaktion derartiger Moleküle mit 

dem Zellzyklus zu interferieren, repräsentiert eine neue Strategie bakterieller 

Erreger (50). CDTs werden durch Endozytose aufgenommen und benötigen 

einen intakten Golgi-Komplex, um ihre modulierende Wirkung zu entfalten (12). 

Es zeigte sich, dass die CDT-B-Komponente eine funktionelle Homologie mit 

der Säugetier-Deoxyribonuklease I (DNase I) besitzt (41) und dass sie die 

Induktion eines Zellzyklustillstands in Säugetierzellen verursacht (12,19, 42).  

 

CDT wurde erstmals 1987 in E. coli beschrieben (26, 27). Sein Vorkommen ist 

ebenfalls in Campylobacter (28, 58) und Shigella-Spezies (52), Haemophilus 

ducreyi (11), Actinobacillus actinomycetemcomitans (46) und Helicobacter-

Spezies (9) dokumentiert. Die CDT-Holotoxine werden durch drei, in einem 
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Operon lokalisierten Gene (cdtA, cdtB, cdtC) kodiert (24, 56, 57, 66). Die CDT-

Proteine verschiedener Bakterienspezies besitzen zueinander eine 

unterschiedliche Nukleotidfolge- und Proteinhomologie. Die größte Ähnlichkeit 

wurde zwischen CDT-B-Proteinen festgestellt (24, 42, 57). CDT-A- und CDT-

C-Proteine weisen eine größere Variabilität zwischen den verschiedenen 

Bakterienspezies auf (24, 42, 57). Molekularbiologische Studien haben 

ergeben, dass die Produkte aller drei Gene in dem produzierenden Bakterium 

nötig sind, um ein zytotoxisches CDT zu erzeugen (42, 57, 73), aber die 

Funktionen der einzelnen Komponenten sind noch weitgehend unbekannt. Die 

bisher in E. coli identifizierten CDTs werden als CDT-I (66), CDT-II (57), CDT-

III (56) und CDT-IV (71) bezeichnet. Kürzlich wurde von unserer Arbeitsgruppe 

ein weiteres cdt entdeckt und als cdt-V bezeichnet (24; Abbildung 1). Wir 

konnten zeigen, dass dieses Gen in 87% der Sorbit-fermentierenden E. coli 

O157:H- vorkommt (24). Weitergehende Versuche zur biologischen Aktivität 

ergaben, dass CDT-V Endothelzellen in der G2-Phase des Zellzyklus blockiert 

(3). Zeitabhängige (1 bis 4 Tage) und CDT-Dosis abhängige (CDT-Dosis: 2, 4, 

8, 16 CD50) Untersuchungen ergaben, dass die Blockierung in der G2-Phase 

des Zellzyklus von der Menge an CDT und der Dauer der Zellstimulation 

abhängig ist. In den ersten 48 Stunden erfolgt ein exponentieller Anstieg einer 

G2-Zellzyklus Blockierung (82% der Zellen in G2-Phase). Danach (von Tag 2 

bis Tag 4) geht der Anstieg in eine stationäre Phase über. Der maximale 

Messwert der Zellen in der G2-Zellzyklus-Blockade wurde nach der Stimulation 

der Zellen mit 16 CD50 und nach drei Tagen beobachtet (3).  

 
Bisher war nicht bekannt ob CDT-Proteine auch in STEC-Bakterien 

vorkommen, die nicht zum Serotyp O157:H7 gehören. Ziel der vorliegenden 

Arbeit war es daher, die Prävalenz und Struktur von CDT-Proteinen in diesen 

Krankheitserregern zu ermitteln. Die Produktion des biologisch aktiven CDT 

durch Stämme, die cdt-Gene beherbergen, sollte mittels eines Zellkulturtests 

mit CHO-Zellen getestet werden. Des Weiteren sollte die Nukleotidsequenz 

repräsentativer cdt-Gene aus unterschiedlichen Serovaren der STEC ermittelt 

werden. 
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Abbildung 1. Struktur des cdt-V-Gens und Positionen der PCR-Primer für die cdt-V-Amplifikation 
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2. Material und Methoden 

 Material 
 
 Laboreinrichtungen und Geräte 
 
ABI Prism 377 Sequencer PE  Applied Biosystems ABI, Weiterstadt 

Thermocycler    Biometra, Göttingen 

T-Gradient-Thermoblock  Biometra, Göttingen 

Elektrophoreseapparatur  Biozym, Oldendorf 

Pipette Eppendorf   Eppendorf, Hamburg 

Spitzen für die Pipette  Sarstedt, Nümbrecht 

Sicherheitswerkbank  Heraus, Hanau 

Thermomixer    Eppendorf, Hamburg 

Tischzentrifuge 5417 R  Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5404 R   Eppendorf, Hamburg  

Video Copy Processor  Mitsubishi 

 

 Chemikalien und Verbrauchsmaterial 
 
100 bp DNA Ladder   Carl Roth, Karlsruhe 

Agarose    Carl Roth, Karlsruhe 

Aqua dest.    Fresenius, Bad Homburg 

BorSäure    Carl Roth, Karlsruhe 

dNTP      PeqLAB, Erlangen 

EDTA     Sigma, Deisenhofen 

Ethanol 96%    Carl Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid   Biometra, Göttingen  

HPLC-Wasser   Fresenius, Bad Homburg 

5 x Reaktionspuffer Y  PeqLAB, Erlangen 

Sodium acetat   Carl Roth, Karlsruhe 

PCR-Set    PeqLAB, Erlangen 
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TRIS-hydrochlorid   Carl Roth, Karlsruhe 

TBE- Puffer (Tris- HCL, EDTA) Biometra, Göttingen  

QIAquick-PCR- purification- Kit Qiagen, Hilden 

 

 Bakterienstämme 
 
Die 181 im Rahmen dieser Arbeit untersuchten E. coli-Stämme wurden im 

Zeitraum von Januar 1996 bis Juni 2002 im Institut für Hygiene und 

Mikrobiologie der Universität Würzburg, im Institut für Hygiene des 

Universitätsklinikum Münster und im Robert-Koch-Institut Wernigerode aus 

Stuhlproben von Patienten oder von asymptomatischen Ausscheidern isoliert 

(Tabelle 1). Zum Vergleich haben wir einen STEC O157:H7 Stamm (5791/99) 

analysiert. Dieser Stamm  wurde bereits in unserem Labor charakterisiert (24). 

 

Tabelle 1. Charakterisierung der verwendeten E. coli-Stämmen und deren 

Assoziation mit Krankheitsbildern 
 

Klinik 

Serotyp 

Zahl der 

untersuchten 

Stämme HUS Durchfall 
Asympto-

matisch 

O73:H18 1 0 1 0 

O75:H8/H- 2 0 0 2 

O76:H19 8 0 8 0 

O78:H- 3 0 1 2 

O91: H14/H21/H- 15 2 9 4 

O103:H2/H18/H- 20 6 14 0 

O111:H8/H- 15 8 7 0 

O113:H4/H6/H21 12 0 7 5 

O115:H10/H20 2 0 2 0 
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Fortsetzung Tabelle 1 
 

Klinik 

Serotyp 

Zahl der 

untersuchten 

Stämme HUS Durchfall 
Asympto-

matisch 

O118:H- 2 1 0 1 

O128:H2/H- 12 0 5 7 

O145:H25/H28/H- 23 16 7 0 

O146:H21/H28 9 0 6 3 

O153:H18 3 0 3 0 

O157:H7 1 1 0 0 

O174:H8/H- 8 0 4 4 

O178:H19/H- 6 0 4 2 

O181:H16 4 0 4 0 

ONT:H2/H8/H21/H- 7 0 2 5 

Orauf: 

H11/H25/HNT/H- 
10 1 3 6 

Andere 1) 18 2 6 10 
 

1) Andere:  

O8:H19/H- (2), O16:H48 (1), O25:H- (1), O62:H- (2), O77:H- (1), O84: 

H4/HNT/H- (3), O92:H33 (1), O112:H8/H- (2), O129:H- (1), O136:HNT (1), 

O152:H4 (1), O176:H- (2). 

 

HNT = H nicht typisierbar;  

ONT = O nicht typisierbar; 

Orauf = autoagglutinierende Stämme 

HUS = hämolytisch-urämisches Syndrom
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 Synthetische Oligonucleotide 
 
Die für die PCR-Analysen und Nukleotidsequenzierungen verwendeten Primer 

wurden von der Firma ARK Scientific GmbH Biosystems (Darmstadt) bezogen. 

Die verwendeten Primer sind in den Tabellen 2 und 3 dargestellt. 

 



 
 

- 10 - 

 Methoden 
 
 Anzucht der Bakterien 
 
Die Anzucht der E. coli-Stämme für die PCR-Analysen erfolgte auf Sorbitol 

MacConkey Agar. Hierzu wurde eine Einzelkolonie des zu untersuchenden 

Stammes auf einer Agarplatte ausgestrichen und für 18 Stunden bei 37° C 

bebrütet. 

 

 Extraktion chromosomaler DNA  
 
Das Verfahren diente der DNA-Gewinnung aus E. coli-Kulturen. 

Eine Bakterienkolonie von jedem Stamm wurde in 50 µl 0,9% NaCl-Lösung 

gelöst und für 10 Minuten bei 99° gelassen. 

 

 Polymerase Kettenreaktion zum Nachweis von cdtA-, cdtB-, cdtC- und 
eae-Genen 
 
 Für die PCR wurden 25 µl eines Reaktionsgemisches benötigt, das sich aus 

2,5 µl Bakteriensuspension, 12,35 µl H2O, 2,5 µl Puffer, 5 µl Enhancer, 0,75 µl 

MgCl2, 0,5 µl dNTP, 0,5 µl 30 pmol Primer und 0,4 µl verdünnte 1:5 Taq-DNA-

Polymerase zusammensetzte. 

Die zum Nachweis von cdt-Genen verwendeten PCR-Primer, Zielsequenzen 

und die Größe der Amplifikate in Basenpaaren (bp) sowie die PCR-

Bedingungen sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Angabe „f“ und ,,r“ stehen für 

,,forward “ und ,,reverse “. Als Positivkontrolle diente DNA des E. coli Stammes 

493/89 (24), als Negativkontrolle DNA des Laborstammes C600. 

Die Positionen der Primer, die für den Nachweis des cdt-V-Gens verwendet 

wurden, sind in Abbildung 1 gezeigt.  
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Tabelle 2. PCR-Primer und Bedingungen zum Nachweis von cdt–Genen 
 

PCR-Bedingungen 

Primer Sequenz (5´- 3´) Zielgen 
Denaturierung Annealing  Extension

PCR-
Produkt 
(bp) 

Positiv-
kontrolle 
(Referenz) 

cdtI-f cdtI-r TGG TGA GAA TCG GAA CTG 
GAT TCC ATC AGG TTT GTC cdt-IA 94°C, 30s 51°C, 60s 72°C, 60s 418 6468/62 

(66) 

cdtII-f 
cdtII-r 

AAT CCC TAT CCC TGA ACC 
GTT CTA TTG GCT GTG GTG cdt-IIA 94°C, 30s 52°C, 60s 72°C, 60s 542 9142/88 

(57) 

cdtIII-f 
cdtIII-r 

AAACAGGACGGTAATAATGACTAATA 
GTGATCTCCTTCCATGAAAATATAGT 

cdt-IIIA, 
B, C 94°C, 30s 54°C, 60s 72°C, 180s 2230 1404 

(56) 

CDT-IVs 
CDT-IVas 

CCTGATGGTTCAGGAGGCTGGTTC 
TTGCTCCAGAATCTATACCT cdt-IVB 94°C, 60s 55°C, 60s 72°C, 60se 350 28c 

(71) 

c338f 
c2135r 

AGC ATT AAA TAA AAG CAC GA 
TAC TTG CTG TGG TCT GCT AT cdt-VA 94°C, 30s 52°C, 60s 72°C, 60s 1329 493/89 

(24) 

c1309f 
c2166r 

AGC ACC CGC AGT ATC TTT GA 
AGC CTC TTT TAT CGT CTG GA cdt-VB 94°C, 30s 52°C, 60s 72°C, 60s 1363 493/89 

(24) 

P105 
c2767r 

GTC AAC GAA CAT TAG ATT AT 
ATG GTC ATG CTT TGT TAT AT cdt-VC 94°C, 30s 49°C, 60s 72°C, 60s 748 493/89 

(24) 
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Fortsetzung Tabelle 2 

 
 

PCR-Bedingungen 

Primer Sequenz (5´- 3´) Zielgen

Denaturierung Annealing  Extension

PCR -
Produkt 
(bp) 

Positiv-
kontrolle 
(Referenz) 

c338f 
c2767r 

AGC ATT AAA TAA AAG CAC CA 
ATG GTZ ATG CTT TGT TAT AT' 

cdt-VA, 
B, C 94°C, 30s 51°C, 60s 72°C, 180s 2449 493/89 

(24) 

SK1 
SK2 

CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC
CCC GGA TCC GTC TCG CCA GTA 
TTCG 

eae 94°C, 30s 52°C, 60s 72°C, 60s 863 EDL933 
(51) 

 
 

Für alle PCRs:  1. Schritt: Denaturierung (94°C, 5 Minuten); 

2. Schritt: 30 Zyklen (siehe Tabelle);  

3. Schritt: Finale Extension (72°C, 5 Minuten) 
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Tabelle 3. PCR- und „walking-Primer“ sowie PCR-Bedingungen zur Herstellung von PCR-Produkten für die 

Sequenzierung 

 

PCR-Bedingungen 

Primer Sequenz (5´- 3´) Zielgen 
Denaturie-
rung Annealing  Extension

Zyklen 

Lange des 
PCR -
Produktes 
(bp) 

c338f 
c2166r 

AGC ATT AAA TAA AAG CAC GA 
AGC CTC TTT TAT CGT CTG GA cdtA+cdtB 94°C, 30s 52°C, 60s 72°C, 120s 30 1848 

c1309f 
c2767r 

AGC ACC CGC AGT ATC TTT GA 
ATG GTC ATG CTT TGT TAT AT cdtB+cdtC 94°C, 30s 51°C, 60s 72°C, 120s 30 1965 

P102 TCG TAT TTG GTC TGG TTC CG cdtA+cdtB 
cdtB+cdtC 96°C, 10s 55°C, 15s 60°C, 240s 25  

P103 CTG GTG AAA ATG CCG TAG AT cdtA+cdtB 
cdtB+cdtC 96°C, 10s 53°C, 15s 60°C, 240s 25  

P104 GTG TAT TTA TTA GCC ATT AT cdtA+cdtB 96°C, 10s 45°C, 15s 60°C, 240s 25  

P105 GTC AAC GAA CAT TAG ATT AT cdtA+cdtB 
cdtB+cdtC 96°C, 10s 47°C, 15s 60°C, 240s 25  
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Fortsetzung Tabelle 3 
  

PCR-Bedingungen 

Primer Sequenz (5´- 3´) Zielgen 
Denaturie
-rung Annealing  Extension

Zyklen 

Lange des 
PCR -
Produktes 
(bp) 

c2135r TAC TTG CTG TGG TCT GCT AT cdtA+cdtB 
cdtB+cdtC 

96°C, 
10s 53°C, 15s 60°C, 240s 25  

1264r GCT GGC CTT AAT GGT TCG CT cdtA+cdtB 
cdtB+cdtC 

96°C, 
10s 57°C, 15s 60°C, 240s 25  

 

 

 Für alle PCRs   1. Schritt: Denaturierung (94°C, 5 Minuten) 

2. Schritt: 30 Zyklen oder 25 (siehe Tabelle) 

3. Schritt: Final Extension (72°C, 5 Minuten) 
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 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die PCR-Produkte wurden durch elektrophoretische Auftrennung in 

Agarosegelen analysiert. Zur Auftrennung der PCR-Amplifikate wurden 1,5%-

ige Agarosegele verwendet. 

 

 Färbung der DNA 
 

Nach dem Erreichen der gewünschten Wanderungsstrecken, die anhand 

mitwandernder Farbstoffe des Ladepuffers abgeschätzt wurden, wurde das 

Gel entnommen und für 30 Minuten in eine Färbelösung (Ethidiumbromid) 

gelegt. Überschüssiger Farbstoff wurde durch Waschen in Aqua dest. für 15 

Minuten entfernt. Anschließend wurden die entstandenen Komplexe aus 

Ethidiumbromid und DNA als fluoreszierende Banden sichtbar gemacht und 

fotografisch dokumentiert. 

 

 Aufreinigung der PCR-Produkten 
 
Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte mittels des QIAquick-PCR-Kits 

(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. 

 
 Herstellung von PCR-Produkten für die Sequenzierung 
 
Die cdtA-, cdtB- und cdtC-Gene der E. coli-Stämme 3332/99, 9282/01 (beide 

O91:H21), 5249/01 (O113:H21) und des O157:H7 Stammes 5791/99 wurden 

mit Hilfe der Primer c338f und c2166r (cdtA-/cdtB-Gene) und c1309f und 

c2767r (cdtB-/cdtC-Gene) amplifiziert (Abbildung 1). Als walking-Primer 

wurden P102, P103, P104, P105, 1264r und c2135r (cdtA-/cdtB-Gene) und 

P102, P103, P105, 1264r und c2135r (cdtB-/cdtC-Gene) verwendet. Für die 

PCR-Analysen wurden 40 µl eines Reaktionsgemisches benötigt, das sich aus 

PCR-Produkt, 1,5 µl 5 x Puffer, 1 µl Premix, 1 µl Primer und HPLC-Wasser 

zusammensetzte. Die verwendeten PCR-Primer, Zielsequenzen und die Größe 
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der Amplifikate in Basenpaaren (bp) sowie PCR-Bedingungen sind in Tabelle 3 

dargestellt.  

Für die Aufreinigung von jeweils 10 µl der PCR-Produkten wurden 40 µl eines 

Reaktionsgemisches benötigt, das sich aus 1,5 µl 3M Sodium acetat, 31.25 µl 

96%Ethanollösung und 7,25 µl HPLC-Wasser zusammensetzte. Nach der 

Zentrifugazion der Proben für 20 Minuten bei 14000 rpm/min wurde die 

Flüssigkeit von der Gegenseite komplett abgezogen und 125 µl 70% 

Ethanollösung zugegeben. Danach wurden die Proben wieder für 5 Minuten 

zentrifugiert und getrocknet. 

 

 Sequenzierung  
 
Die Sequenzanalyse wurde auf einem Sequenzgerät (ABI Prism 377) der Fa. 

Applied Biosystems durchgeführt. Die benötigen Reagenzien stammen aus 

dem Taq Prism Ready Reaction Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems). Die Methodik des weitgehend automatisierten 

Verfahrens richtete sich nach dem Herstellerangaben. 

 

 Auswertung der Sequenzdaten 
 
Die Auswertung der Sequenzdaten wurde mit Hilfe des DNASIS-Programms 

und EMBL GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 

durchgeführt. Die ermittelten Basensequenzen der cdt-Genen von Stämmen 

9282/01 (O91:H21) mit ´´accession number´´ AY365042 und 5249/01 

(O113:H21) mit ´´accession number´´ AY365043 wurden in der EMBL 

GenBank hinterlegt. 

 

 Zellkulturtest für die Überprüfung der CDT-Produktion 
 
Die Produktion des biologisch aktiven CDT durch die Stämme, die die cdt-

Gene beherbergen haben, wurde mittels einen Zellkulturtest mit CHO-Zellen 

getestet (2). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST


 
 

- 17 - 

3. Ergebnisse 

 

3.1. Vorkommen des cdt-Gens bei klinischen STEC-Isolaten 
 
Zur Ermittlung der cdt-Prävalenz wurden zunächst 181 STEC-Stämme mittels 

PCR überprüft. Hierzu wurden die in Tabelle 2 aufgeführten Primer und PCR-

Bedingungen verwendet. Insgesamt 12 STEC-Stämme waren in der PCR 

positiv (Tabelle 4). Abbildung 2 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese der 

PCR-Amplifikate von repräsentativen STEC-Stämmen. Die cdt-positiven 

Stämme gehören zu den Serotypen O73:H18, O91:H21, O113:H21, O153:H18 

und O157:H7 (Tabelle 4). Die Feintypisierung der cdt-Gene ergab, dass drei 

Stämme (Serotyp O153:H18) cdt-III- und neun Stämme (Serotypen O157:H7, 

O73:H18, O91:H21, O113:H21) cdt-V-Gene beherbergten (Tabelle 4).  

 

3.2. Untersuchungen zur biologischen Aktivität der cdt-
gentragenden STEC-Stämmen 

 

Um die Fähigkeit zur Expression von biologisch aktivem CDT zu überprüfen, 

wurden Überstände von Übernachtkulturen der cdt-positiven STEC in einem 

CHO-Assay getestet. Die CHO-Zellen wurden anschließend täglich 

mikroskopisch inspiziert um Veränderungen in der Zellmorphologie zu 

erfassen. Abbildung 3 zeigt die typische Morphologie der CHO-Zellen nach 5-

tägiger Inkubation mit Kulturüberständen cdt-positiver Stämme. Wir konnten 

zeigen, dass alle 12 cdt-gentragenden E. coli-Stämme biologisch aktive Toxine 

produzierten, die eine charakteristische Zelldistension verursachen (Tabelle 4).  
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Tabelle 4. Charakterisierung der cdt-getragenden E. coli und deren 

Assoziation mit Krankheitsbildern  
 

Stamm No. Serotyp Klinik cdt-Allele 

CDT-

Produktion 

 

eae-Gen 

5791/99 O157:H7 HUS cdt-V Positiv Positiv 

2996/90 O73:H18 Durchfall cdt-V Positiv Negativ 

3332/99 O91:H21 HUS cdt-V Positiv Negativ 

2596/02 O91:H21 HUS cdt-V Positiv Negativ 

9282/01 O91:H21 Durchfall cdt-V Positiv Negativ 

9108/01 O91:H21 Durchfall cdt-V Positiv Negativ 

4292/00 O91:H21 Durchfall cdt-V Positiv Negativ 

5249/01 O113:H21 Durchfall cdt-V Positiv Negativ 

2896/01 O113:H21 Durchfall cdt-V Positiv Negativ 

9063/02 O153:H18 Durchfall cdt-III Positiv Negativ 

7272/02 O153:H18 Durchfall cdt-III Positiv Negativ 

5107/00 O153:H18 Durchfall cdt-III Positiv Negativ 
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bp    
     
 
                      
1363  ------
1329  ------     
748  ------ 
 

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

 
 

  

Abbildung 2. Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte cdtA (Spur 1-5), 

cdtB (Spur 6-10) und cdtC (Spur 11-15). Spur 1, 6,11: Positivkontrollen; Spur 

2, 7, 12: Negativkontrollen; Spur 3, 8, 13: Stamm 5791/99 (O157:H7); Spur 4, 

9, 14: Stamm 9282/01 O91:H21; Spur 5, 10, 15: Stamm 5249/01 (O113:H21). 

M = Molekular Marker (1 kb). 
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Abbildung 3. Mikrophotos von CHO-Zellen fünf Tage nach der Toxinbeigabe 

von cdt-V-positiven STEC-Stämmen: 493/89, Positivkontrolle (A); 2996/96, 

O73:H18 (B); 9282/01, O91:H21 (C); 5249/01, O113:H21 (D); 9063/02, 

O153:H18 (E); 5791/99, O157:H7 (F). E. coli Stamm C600 (G) und Ham´s F12 

Zellkultur medium (H) gelten als Negativkontrollen. Der Maßstab: bar =200 µm 
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3.3. Assoziation der CDT-Produktion mit dem Krankheitsbild  
 

Insgesamt drei der CDT-produzierenden STEC-Stämme waren mit einem HUS 

assoziiert. Die übrigen neun CDT-positiven STEC-Stämme wurden aus 

Stuhlproben von Patienten mit Diarrhoe isoliert (Tabelle 4).  

 
3.4. Nachweis des eae-Gens bei nicht-O157 STEC-Stämmen 

 
Um zu überprüfen, wie häufig das eae-Gen bei den 181 untersuchten E. coli-

Stämmen vorkommt, wurde eine PCR mit den in Tabelle 2 aufgeführten 

Primern durchgeführt. Das eae-Gen wurde in 71 von 181 STEC-Stämmen 

nachgewiesen. Alle nicht-O157 cdt-gentragenden STEC-Stämme waren eae-

negativ (Tabelle 4). Allerdings konnte bei dem STEC O157:H7 Stamm 5791/99 

das eae-Gen nachgewiesen werden (Tabelle 4). Das fast fehlende 

Vorkommen des cdt-Gens in eae-positiven STEC-Stämmen (1 von 71; 1,4 % 

cdt-positiv) zeigte eine hohe Prävalenz des cdt-Gens in eae-negativen STEC-

Stämmen (11 von 110; 10 % cdt-positiv).  

 

3.5. Analyse der cdt-Sequenzen 
 
Von vier E. coli-Stämmen (5791/99, 3332/99, 9282/01 und 5249/01) wurden 

die Nukleotidsequenzen der cdt-Gene ermittelt. Bei allen vier Stämmen 

konnten jeweils drei getrennte 777 bp (cdtA ), 810 bp (cdtB) und 546 bp (cdtC) 

offene Leserahmen nachgewiesen werden, die eine hohe Homologie zu dem 

cdt-V des Stammes 493/879 aufwiesen (Tabelle 5). Die abgeleiteten 

Aminosäuresequenzen sind in der Abbildung 4 dargestellt. 

 Die cdt-Sequenzen der STEC O91:H21 Stämme 3332/99 und 9282/01 

(GenBank ´´accession number´´ AY365042) und des STEC O113:H21 

Stammes 5249/01 (GenBank ´´accession number´´ AY365043) waren 100% 

identisch in den Aminosäuresequenzen ihren CDT-A, CDT-B und CDT-C 

Untereinheiten (Abbildung 4). Beim Vergleich der Sequenzen CDT-A, CDT-B 
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und CDT-C von STEC O157:H7 Stamm 5791/99 mit STEC O91:H21 und 

O113:H21 ergab sich in den CDT-A und CDT-B eine Homologie von 100% und 

in CDT-C eine Homologie von 99,2% (Abbildung 4).  

 

Tabelle 5. Vergleich von Nukleotidsequenzen der cdt-V-Gene von STEC-

Stämmen der Serovare O157:H7, O91:H21 und O113:H2 mit der 

Nukleotidsequenz des cdt-V-Referenzstammes 493/89 

 

Nukleotidsequenzhomologie zu den cdt-

Genen des E. coli O157:H- Stammes 493/89 

Stamm-No. Serotyp 

cdtA cdtB cdtC 

3332/99 O91:H21 100% 99.6% 99.2% 

9282/01 O91:H21 100% 99.6% 99.2% 

5249/01 O113:H21 100% 99.6% 99.2% 

5971/99 O157:H7 100% 100% 100% 
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Abbildung 4. Vergleich der Aminosäuresequenzen zwischen O157:H7 und nicht-O157 cdt-getragenden STEC-Stämmen  
  1     30      60     90   
   5791/99   MANKYTPIFI AGILLPILLN GCSSGKNKAH LDPKVFPPQV EGGPTIPSPD EPGLPLPGAG PALPTNAPIP IPVPGTAPAV SLMNMDGSVL  
   3332/99     -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
   9282/01     -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
   5249/01    -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
  
                                            120                              150                              180 
   5791/99    TMWSRGAGSS LWAYYISDSN SFGELRNWQI MPGTRPNTIQ FRNVDVGTCM TSFPGFKGGV QLSTAPCQFG PDRFDFQPMV TRNGNYQLKS  
   3332/99   --------------------------------------------------------------------------------------------------  
   9282/01    -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
   5249/01     -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
                                            210                              240                 257 
   5791/99      LSTGLCIRAN FLERTPSSPY ATTLTMERCP SSGERNFEFM WSISEPLRPA LATIVKPEIR PFPPLPIEPDR HSAGGEQ* 
   3332/99     -------------------------------------------------------------------------------------  
   9282/01    -------------------------------------------------------------------------------------             
   5249/01     -------------------------------------------------------------------------------------   0   100.0% 
 
   CDT-B 
               1                             30                               60                               90 
   5791/99      MKKYIISLIV FLSFYAQADL TDFRVATWNL QGASATTESK WNINVRQLIS GENAVDILAV QEAGSPPSTA VDTGRVIPSP GIPVRELIWN  
   3332/99      -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
   9282/01    -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
   5249/01    -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
    
                                            120                              150                              180 
   5791/99    LSTNSRPQQV YIYFSAVDAF GGRVNLALVS NRQADEVFVL RPVRQGGRPL LGIRIGNDAF FTAHAIATRN NDAPALVEEV YSFFRDSRDP  
   3332/99     --------------------------------------------------------------------------------------------------  
   9282/01    -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
   5249/01     -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
                                            210                              240                             269 
   5791/99     VHQAINWMIL GDFNREPDDL EVNLTVPVRN ASEIIFPAAP TQTSQRTLDYA VAGNAVAFR PFPLQAGIVY GARRTQMSSD HYPVGVSRR*   
   3332/99    -------------------------------------------------------------------------------------  

9282/01    -------------------------------------------------------------------------------------                   
5249/01     -------------------------------------------------------------------------------------   0   100.0%          
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     Fortsetzung Abbildung 4 
 
   CDT-C 
                 1                             30                               60                               90 
   5791/99       MKRLIIIVTM LLISGCSSSQ EAVNNQIDEL GKENNSLFTF RNLQSGLMLH NRLDLHGREI TGWEVVPVK TPAEALVTDQ SGWIMIRTPNT  
   3332/99       -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
   9282/01       -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
   5249/01       -------------------------------------------------------------------------------------------------- 
                                              120                              150                              180 
   5791/99       DQCLGTPDGK NLLKMTCNP TDKKTLFSLIP STTGAVQIKS VLSGLCFLDS KNSGLSFETG KCIADFKKPF EVVPQSHLWM LNPLNTESPI   
   3332/99       ----------------------------------------F--------------------------------------------------------V  
   9282/01       ----------------------------------------F--------------------------------------------------------V 
   5249/01       ----------------------------------------F--------------------------------------------------------V 
 
                 181                                                                            
   5791/99       I* 
   3332/99       -*  
   9282/01       -*             
   5249/01       -*   2   99.2%         
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4. Diskussion 

STEC-Stämme können eine hämorrhagische Kolitis und das sich 

extraintestinal manifestierende HUS hervorrufen (5, 31, 35, 67). Das HUS, 

welches bei 10 - 15% der Erkrankten auftritt, ist die häufigste Ursache des 

akuten Nierenversagens im Kindesalter (30, 31). Insgesamt zeigen sich bei 

HUS-Patienten in bis zu 50% der Fälle Langzeitschäden (30, 31). Neben dem 

genannten terminalen Nierenversagen können sich Proteinurie, arterieller 

Bluthochdruck oder neurologische Ausfälle entwickeln (17, 30, 31). Dem 

pathogenetischen Geschehen liegt nach der derzeit gängigen Vorstellung eine 

Schädigung des Endothels durch die Shiga Toxine zugrunde, wobei die 

schwersten Veränderungen im renalen Gefäßendothel gefunden werden (31). 

Obwohl die Shiga Toxine im Zentrum der Untersuchungen zur Pathogenese 

der hämorrhagischen Kolitis und des HUS stehen, ist nicht geklärt, inwieweit 

auch andere Determinanten am Krankheitsgeschehen beteiligt sind.  

 

Mit den Methoden der vergleichenden Genomanalysen wurden in den letzten 

Jahren in STEC zahlreiche neue Genombereiche mit Pathogenitätsfunktion 

identifiziert (6, 23, 24, 69). Hierzu gehören auch die im Rahmen dieser Arbeit 

molekulargenetisch charakterisierten CDTs. Die toxische Wirkung der CDTs 

beruht auf einer Blockade des Zellzyklus in der G2-Phase (3, 42). Neuere 

Ergebnisse lassen vermuten, dass Zellzyklus-Moduline aus der Familie der 

CDT auch eine Rolle in der Pathogenese der durch STEC verursachten 

Erkrankungen spielen könnten. So konnten Janka et al. (24) ein neues CDT 

(CDT-V) bei 87% der hochvirulenten Sorbitol-fermentierenden STEC O157:H- 

nachgewiesen. Bielaszewska et al. (3) zeigten, dass CDT-V in Endothelzellen 

einen irreversiblen Stillstand des Zellzyklus und den Tod der angegriffenen 

Zellen verursachte.  

 

Bisher wurden die Prävalenz und die Charakteristik von CDT vor allem in 

STEC der Serogruppe O157 gezeigt (24). Über das Vermögen der STEC, die 
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nicht zur Serogruppe O157 gehören, war bisher wenig bekannt. Die hier 

vorgelegten Ergebnisse haben gezeigt, dass zwei Varianten des CDT bei 

STEC der Serotypen O91:H21, O113:H21, O153:H18 und O73:H18 

vorkommen. Die STEC-Stämme produzierten entweder CDT-III oder CDT-V 

(vgl. Tabelle 4). Von cdt-III- und cdt-V-gentragenden STEC-Stämmen wurde 

die Nukleotidsequenz der cdt-Gene ermittelt. Aus den vorliegenden Sequenzen 

ergaben sich bei jedem Stamm drei getrennte offene Leserahmen. Es ist daher 

wahrscheinlich, dass CDT auch in diesen Stämmen als Komplex aus drei 

Untereinheiten toxisch aktiv ist. 

 

Insgesamt drei der cdt-positiven STEC sind von Patienten mit einem 

enteropathischen HUS isoliert worden. Neun STEC-Stämme wurden aus 

Stuhlproben von Patienten mit Diarrhoe isoliert. Die Stämme der Serotypen 

O91:H21, O113:H21 und O73:H18 besitzen die cdt-V-Gene. Jedoch im 

Gegensatz zu cdt-V-gentragenden STEC O157, die das Intimin-kodierende 

eae-Gen tragen (24 und Tabelle 4), sind nicht-O157 E. coli-Stämme eae-Gen 

negativ. Die übrigen drei Stämme von Serotyp O153:H18 tragen cdt-III. Bisher 

wurde das häufige Vorkommen des cdt-III-Gens nur in bovinen E. coli-Isolaten 

beschrieben (10, 45). Deshalb rechtfertigt unserer Nachweis von cdt-III in 

STEC-Stämmen, die aus Stuhlproben von Patienten mit Diarrhoe isoliert 

wurden, eine weitere Nachforschung zur Ermittlung von Epidemiologie und 

pathogenetischer Bedeutung dieser Krankheitserreger. 

 

Die Assoziation der CDT-Produktion in eae-negativen STEC der Serotypen 

O91:H21 und O113:H21, die beim Menschen ein HUS verursachen können 

(vgl. Tabelle 4) oder als Ursachen von HUS in der Literatur beschrieben 

wurden (22, 27, 36, 54, 55), lässt die Vermutung zu, dass CDT zu der 

Pathogenese der durch diese Stämme verursachten Erkrankungen eine Rolle 

spielen könnte. Allerdings ist die Genausstattung dieser STEC noch 

unzureichend erforscht und deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dass 
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noch weitere Pathogenitätsdeterminanten ursächlich verantwortlich sind. 

Tierversuchen zeigen, dass CDT ein virulenter Faktor in vivo sein könnte (53).  

 

Beim Vergleich der Sequenzen von CDT-V aus phylogenetisch 

unterschiedlichen STEC ergab sich im Falle von CDT-A und CDT-B eine 

Homologie von 100% und in CDT-C eine Homologie von 99,2% (vgl. Abbildung 

4). Das Vorkommen von identischen oder nahezu identischen CDT-Toxinen in 

phylogenetisch unterschiedlichen STEC deutet darauf hin, dass die CDT-

Proteine erst in jüngster Zeit von STEC erworben wurden. Offensichtlich 

verändern STEC ihr Genom in kurzen Intervallen durch die Aufnahme von 

fremder DNA durch horizontalen Gentransfer. Bei extraintestinalen und 

intestinalen E. coli-Stämmen konnte man zeigen, dass zahlreiche Gene, deren 

Produkte für die Toxinbildung, Adhärenz oder Invasivität verantwortlich sind, 

durch einen Gentransfer erworben wurden (20). Plasmide, Pathogenitätsinseln  

und Bakteriophagen dienen als wichtige mobile Träger von Virulenz-

assoziierten Genen (7, 20, 56, 65). STEC verfügen zudem über effiziente 

Mechanismen des horizontalen Gentransfers mittels Transduktion, Konjugation 

oder Transformation (20). Diese genetische Eigenschaft führt zur Selektion von 

Varianten, häufig mit großen genomischen Insertionen, die den STEC-

Bakterien neue pathogenetische Eigenschaften verleihen. Auch das CDT-V-

Operon ist in STEC O157:H- von Phagengenen flankiert (24). Zukünftige 

Untersuchungen sollten klären, ob auch die in nicht zur Serogruppe O157 

vorhandenen cdt-Gene von Phagengenen flankiert sind. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 

 
ATP    Adenosintriphosphat 

bp    Basenpaare 

cdt   Cytolethal distending toxin-Gen 

CDT   Cytolethal distending toxin 

CHO   Chinese hamster ovary-Zellen 

DNA    Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid) 

dNTP   Desoxynukleotidtriphosphat  

eae    E. coli attaching and effacing-Gen 

EAEC   enteroaggregative E. coli 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 

EHEC   enterohämorrhagische E. coli 

EIEC    enteroinvasive E. coli 

EPEC   enteropathogene E. coli 

ETEC    enterotoxische E. coli 

GTP   Guanosintriphosphat 

HUS    hämolytisch-urämisches Syndrom 

kb   Kilobasen 

M   molar, mol/l 

NaCl    Natriumchlorid, Kochsalz 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

rpm   rotation per minute 

STEC    Shiga Toxin-produzierende E. coli 

stx    Shiga Toxin-Gen 

Stx   Shiga Toxin 

Taq-Polymerase Thermus aquaticus DNA -Polymerase  

Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

U   Unit 

UV   Ultraviolett 

(w/v)   Gewicht pro Volumen 
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