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Plasmid kodierte Determinanten als molekularbicoge Marker bei Sorbitol
fermentierenden EHEC O157:H

Kuhl, Kai Maarten

Sorbitol fermentierende (SF) enterohdmorrhagigeseherichia coliEHEC) des Serotyps
0157:H sind besonders in Deutschland als Ausléser vomriitne und dem hamolytisch-
uramischen Syndrom (HUS) von Bedeutung, wobei ealtle Virulenzfaktoren auf
mobilen genetischen Elementen wie zum Beispiel &magler Plasmiden kodiert sind. In
dieser Arbeit wurde die Verbreitung der Plasmidikadn GenesfpA wabB stcE etpD,
E-hlyA undtraM bei 41 SF O157:Huntersucht und mit dem Vorkommen bei 44 nicht
Sorbitol fermentierenden (NSF) O157:H7Arglichen. Die Bakterienstamme stammten
aus klinischem Material der Jahre 1988-2003 vonieR@n mit unterschiedlichem
klinischem Verlauf aus Deutschland und der Tsclsati@n Republik. Nur in 32 (78%) der
41 SF 0157:Hkonnten samtliche Gene nachgewiesen werden. Ah5%) Stammen
fehlten die GenavabB stcE etpD, und EhlyA; bei einem (2,5%) Stamm war keines der
Gene nachweisbar. Die NSF O157:H7#digten mit dem Fehlen vaipAundtraM und
Nachweis der Ubrigen Gene bei 41 (93%) der 44 Stram einheitlicheres Bild. Die
vorliegenden Daten zeigen, dass nicht nur die bipbstulierten Unterschiede zwischen
den Plasmiden von SF O157:thd NSF 157:H7/Hbestehen, sondern sich auch innerhalb
des Serotyps SF O157:Eine Variabilitat findet. Dabei lassen sich die@F7:H anhand
der Gendistribution Plasmid kodierter Determinantenzwei Gruppen einteilen: Die
Stamme der Gruppe 1 verfigen Uber alle untersucBGteme, wahrend bei Gruppe 2
Stammen nusfpAundtraM vorliegen. Es lasst sich vermuten, dass die Gr@pp&imme
durch einen Verlust eines Teils des Virulenzplasmals den Gruppe 1 Stdmmen

hervorgegangen sind und so eine klonale Grupperhild

Tag der mindlichen Prifung: 05.04.2007
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Durchfallserkrankungen sind eine der HauptursadtiemMorbiditat und Mortalitat in
der heutigen Zeit und ein grof3er Anteil dieser wdtdch darmpathogergscherichia
coli (E. col)) verursacht. In Entwicklungslandern sterben j&hrletwa 2,5 Millionen
Menschen an den Folgen einer Durchfallserkrank&dg, [wobei enteropathogerie
coli (EPEC), enteroinvasivé&. coli (EIEC) und besonders enterotoxiscie coli
(ETEC), als Vertreter der darmpathogefercoli mit 630 Millionen Erkrankungen und
knapp 800.000 Todesfalle pro Jahr fur einen erblebéh Anteil verantwortlich sind
[23]. Derzeit werden je nach Autor bis zu sieberigalb darmpathogends. coli
Gruppen unterschieden [21, 69]. Zusatzlich zu den eben erwahnten sind dieses:
enteroaggregativé&. coli (EAEC oder EAgQEC), diffus-adharenke coli (DAEC),
Cytolethal-distending-Toxin (CDT) produzierenBecoli und enterohamorrhagiscke
coli (EHEC). Letztere sind besonders in Industriestaatsn Bedeutung, in denen sie
nicht zuletzt durch zahlreiche Ausbriiche seit ihEstbeschreibung 1982 [80]
zunehmend isoliert werden. Aufgrund der durch EHBGsgelésten besonders
gravierenden Erkrankungen wie hamorrhagischer i€plihdmolytisch-urdmischem
Syndrom (HUS) und daraus resultierenden lethalesgAngen sowie der Tatsache, dass
derzeit noch keine kausale Therapie zur Verfuguteits ist dieser Erreger von

herausragender Bedeutung fur die medizinische Rorgg

1.1 Enterohdmorrhagische Escherichia coli (EHEC)

EHEC sind als diejenigeR. coli definiert, die unter Bildung von Shiga-Toxin (steh
unten) zur Ausbildung einer h&morrhagischen Colitred/oder eines HUS flhren
kénnen und stellen damit eine Untergruppe der Shagan produzierenderk. coli
(STEC) dar, die unabhéangig vom klinischen Bild miurch das Vorhandensein des
Toxins definiert werden [99]. STEC kénnen somittanacht humanpathogene Stamme
darstellen. Die historisch bedingten Begriffe V@mxin produzierendé&. coli (VTEC)
und Shiga-like-Toxin produzierendg. coli (SLTEC) sind synonym zu STEC zu
verwenden [11]. EHEC und das durch sie verursadt8 sind nach 88 6 und 7 des
Infektionsschutzgesetzes (IfSG) seit 2001 in Ddugs meldepflichtig [4].
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1.2 Epidemiologie und Ubertragungswege

Die erste Identifizierung von EHEC als humanes &g¢h fand 1982 mit der
Beschreibung des Serovars 0O157:H7 als Ausloser exwelusbriiche von
hamorrhagischer Colitis in den USA statt [80, 106¢ither sind zahlreiche weitere
Serovare wie 026:H11/HO103:H2, O111:H 0O91:H14, O145:H28 und O157:F80]
als EHEC in Erscheinung getreten, wobei O157:H7twmest das wichtigste Serovar
bleibt. Aufgrund der Mobilitat vieler Virulenzeigechaften durch horizontalen
Gentransfer ist von einer stetigen Entstehung newelenter Erregertypen und damit
Ausweitung des Typenspektrums auszugehen [13]. ¥Yahlreichen Ausbriichen
weltweit [6, 19, 22, 55, 93, 113] war der in Osaldapan, 1996 mit tber 12.000
Erkrankten der bisher grofdte [32].

Mit jahrlich um die 1000 gemeldeten EHEC-Infektionend etwa 100 HUS-Fallen ist
die Inzidenz in Deutschland seit Einfihrung desGIf8001 recht stabil [82]. Die
tatséchliche Haufigkeit wird nach Sentinel-Studayer mit etwa 10.000 Infektionen
jahrlich weitaus hoher eingeschatzt [77]. EHEC-&Bnkungen treten dabei gehauft in
den Sommermonaten auf und betreffen zu einem Gréleler unter funf Jahren [82].
Als natirliches Reservoir fir EHEC gelten asymptische Wiederkauer,
insbesondere Rinder, Schafe und Ziegen, aus decgnsi€ haufig isoliert werden
kénnen [114]. Aber auch andere Tiere wie Pferdeyddy Vogel und Fliegen sind als
Trager von EHEC identifiziert worden [63]. Derzgitlten drei Ubertragungswege als
gesichert, wobei zwischen sporadischen (> 90%)Augbruch assoziierten Infektionen
unterschieden werden muss. Kontaminierte Lebensmittd Wasser sind als Vehikel
bei einer Vielzahl von Ausbrichen identifiziert wlen [105] und stellen flr Personen
ab zehn Jahren den Hauptinfektionsweg bei spotaeisinfektionen dar [84]. Auch
Kontaktinfektionen von Mensch zu Mensch, so zumspiei in Kindergéarten und
Altenheimen, und direkte Tierkontakte (berufsbetlioder in Streichelzoos) sind im
Rahmen von Ausbrichen in Erscheinung getreten [D4g. beiden letztgenannten
Infektionswege stehen besonders bei sporadischeBCHHfektionen von Kindern
unter drei Jahren im Vordergrund [84], welches imb&tracht der aul3erordentlichen
Gefahrdung dieser Altersgruppe fur Praventionsehipfgen von Wichtigkeit ist. Alle

diese Ubertragungswege werden durch eine sehriggelfektionsdosis von teilweise
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unter 50 Keimen [102], die durch die hochgradigar&@leranz von EHEC-Stammen
(besonders des Serovars 0157) [60] bedingt ist)glraint.

1.3 Klinik und Therapie

Infektionen durch EHEC konnen asymptomatisch véelauoder durch ein weites
Klinisches Spektrum von wassrigen und blutigen Bis#dten Uber HUS bis hin zum
Tod in Erscheinung treten.

Nach einer Inkubationszeit von etwa drei (1-8) Taggeten bei etwa 90% der Patienten
wassrige Durchfélle auf [34], die von starken kaftigen Bauchschmerzen,
kurzzeitigem Fieber, Ubelkeit und Erbrechen beeteitverden konnen. Diese
Begleitsymptome kdnnen auch schon vor dem Eintrd&nDiarrhoe die Erkrankung
ankiindigen. Nach zwei bis drei Tagen kdnnen diecBfétle zunehmend blutig
erscheinen. Zu diesem Zeitpunkt, an dem in viek#ie® erst ein Arzt konsultiert wird,
ist ein vorher eventuell vorhandenes Fieber meksjeklungen, so dass afibrile
Patienten geradezu charakteristisch fiur EHEC-Iideknh sind. Die meisten
Erkrankungen heilen nach einer Woche folgenlos Aisintestinale Komplikationen
besonders im Falle einer hamorrhagischen Colitisnkd jedoch ein lleus nach
Darminvagination oder eine nekrotisierende Colitisd daraus resultierend eine
operationspflichtige Darmgangréan auftreten. Bei &tlmsenen kann die Colitis
chronisch persistieren und muss dann gegen eingisQalcerosa abgegrenzt werden
[45].

Die haufigste und schwerwiegendste extraintestial@aplikation, die sich bei finf bis
zehn Prozent der manifest erkrankten Kinder nacha eeiner Krankheitswoche
entwickelt, ist das HUS, welches durch die Triasmablgtische Anéamie,
Thrombozytopenie und akutes Nierenversagen geketme ist. Symptome wie
Blasse, Inappetenz, Irritabilitdt oder Lethargied ugine beginnende Oligurie treten
dabei recht plétzlich nach zunachst scheinbareoliny von der Durchfallserkrankung
auf. Pathologische Laborparameter wie eine erh@bliindmie mit LDH-Erhdhung,
Haptoglobinverbrauch und Nachweis fragmentierteytttozyten im Blutausstrich,
Thrombozytopenie und ansteigende Retentionsparar(téaenstoff, Creatinin) fiihren

letztendlich zur Diagnose [5, 34]. Auch inkompletterlaufsformen des HUS so zum
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Beispiel mit isolierter Anamie sind beschrieben aer. Bei etwa einem Viertel der
Patienten treten weitere zentralnervose Komplikatio auf, die sich in Krampfen,
Koma, (Hemi-)Paresen oder gar einem akuten Hirnddein lethalem Ausgang
manifestieren konnen. Hier zeigt sich die kliniscierwandtschaft des HUS zur
thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP¥ pidoch eine vollig andere
Pathogenese hat und bei der die zentralnervosenfddetionen im Vordergrund
stehen [79]. Weitere akute Komplikationen sind effankreatitis oder auch kardiale
und pulmonale Beteiligungen, die jedoch seltenéreten.

Als Risikofaktoren fur das Auftreten der beschriedr® Komplikationen insbesondere
des HUS nach EHEC-Infektionen gelten die Symptomkitige Diarrhoe,
persistierendes Fieber und Erbrechen, ein Altezrumbder Uber 65 Jahre, die Gabe von
Motilititshemmern oder Antibiotika, eine Infektialurch Stx2 produzierende Stamme
und eine starke Leukozytose [7, 20, 24, 28].

Die Mortalitat in der Akutphase des HUS betragt izbis sechs Prozent [5, 34]. In
beinah der Halfte der Gberlebenden Patienten ekélvicsich jedoch Folgeschaden. Als
intestinale Komplikationen treten dabei besondeng €holezystolithiasis durch die
hohe Pigmentlast im Zuge der Hamolyse und Coldisten auf. Seltener werden
Glucose- oder Disaccharidintoleranzen, ein irrilebeColon, chronische Pankreatitis
oder Diabetes mellitus beschrieben. EntsprechenBatdophysiologie des HUS stehen
aber mit definitiven renalen und teils auch neuwg@ohen Schaden die extraintestinalen
Folgen im Vordergrund. So entwickelt sich eine teate Niereninsuffizienz bei etwa
5% der Falle und persistieren leichtere SchadeotdfPwurie, Hypertonie) bei einem
Viertel der Patienten [33, 63, 98]. Eine Synopser diurch EHEC verursachten
Erkrankungen und Folgeschéden wird in Abb. 1.1 bege

Da bisher noch keine spezifischen Therapieoptiobestehen, beschrankt sich die
Therapie von EHEC-Erkrankungen auf ein symptomlagisdVlanagement. Auch wenn
von manchen Wissenschaftlern ein gunstiger oderirmest nicht negativer Effekt
einer antibiotischen Therapie beschrieben wird,[86]wird von den meisten Klinikern
und Institutionen so auch in Deutschland eine solelegen des erhdhten Risikos, ein
HUS zu entwickeln, abgelehnt [35, 66, 83, 98, 1089]. Auch motilitatshemmende
Medikamente sollen aufgrund der prolongierten Bagadolonisation und -

ausscheidung und des damit verbundenen erhohten-Riéil®s nicht eingesetzt
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werden. Wegen der Gefahr einer Verminderung deslearBlutflusses wird von dem

Gebrauch nichtsteroidaler Antiphlogistika abgerd ).

Ausheilung

3 -2-10 1 2 345 6 7

~60%
Inkubations-  waéssrige blutige
zeit Diarrhoe Diarrhoe
~30% / \
leichtere Folgen: ~5% ~5%
= Proteinurie schwere Folgen: Tod
= arterielle Hypertonie = chron. Niereninsuffizienz
= chron. Pankreatitis = Dialysepflicht
m Diabetes mellitus ® Transplantation
= Colonstrikturen = neurologische Ausfalle

= Cholezystolithiasis
= Disaccharidintoleranz
= jrritabeles Colon

Abb. 1.1 Synopsis der Klinik von EHEC-Infektionen. ZeitskataTagen.

Als wichtigste supportive MalRnahme wird eine aggkes Fllssigkeitssubstitution
angeraten. Dies ist besonders in Anbetracht desedden HUS essentiell, um eine
Organperfusion besonders der Niere zu erhalten. [Biffe im Verlauf entstehende
Niereninsuffizienz macht bei etwa 60% der HUS-Raéie eine Dialyse notwendig.
Eine transfusionspflichtige Anamie trat in 75%,eeitu behandelnde Thrombozytopenie
in 16% der Patienten einer deutsch-Osterreichisghespektiven Studie auf [34]. Die
Effektivitat einer besonders bei schweren neuraldgegn Komplikationen angewandten
Plasmapherese ist noch nicht belegt.

Zahlreiche neue Therapieoptionen, die meist aué enterale Bindung und damit
Elimination der Shiga-Toxine durch unterschiedlihéstanzen wie GkAnaloga oder
spezifische Antikorper abzielen, werden derzeibrsdht. Jedoch konnte noch keines

der Praparate in einer klinischen Studie einen tiygers Effekt zeigen [51]. Auch
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hinsichtlich der Entwicklung einer Impfung werdeahireiche Strategien verfolgt,
jedoch steht in absehbarer Zeit keine solche zuitigeng [110].

Aus diesen Einschrankungen hinsichtlich der Therapon EHEC assoziierten
Erkrankungen geht die Wichtigkeit der Praventiorrvbe Hier sind besonders
Hygienemalinahmen in der Lebensmittelindustrie umd Streichelzoos oder
Bauernhotfen, Richtlinien zum Umgang mit Patientemw.b Ausscheidern als

potentiellen Infektionsquellen und ein Ausbruchsagement von Belang [83, 85].

1.4 Pathogenitatsfaktoren

Die Pathogenitat der EHEC wird durch zahlreicheuMinzfaktoren bestimmt, die alle
auf mobilen genetischen Elementen kodiert sind. edelden Toxinen scheinen

besonders Adhasionsfaktoren und Plasmid kodiek&Fen von Bedeutung zu sein.

1.4.1 Toxine

Der wichtigste Pathogenitatsfaktor der EHEC ist dassprechend der ausgepragten
Homologie zum Toxin vorShigella dysenteriiTyp 1 benannte Shiga-Toxin (Stx),
wobei die beiden Hauptgruppen Stx1 (98% homolo&tzuvonS. dysenterjiund Stx2
(55% homolog zu Stx1) unterschieden werden. DiakBirgene der Shiga-Toxine sind
auf temperenten lamdoiden Phagen innerhalb deeBakthromosoms kodiert [73].
Das Holotoxin besteht aus einer enzymatisch aktifeldntereinheit und funf die
Bindung vermittelnden B-Untereinheiten und gelangiglicherweise an Leukozyten
gebunden zu seinen Zielzellen [101]. Als Rezeptorgfert dort in erster Linie das
Globotriaosylzeramid (Gb3) mit seinem terminalemsdecharid (gail-4gapl-4glu).
Die A-Untereinheit terminiert mit ihrer N-Glykosigea-Aktivitat die Proteinsynthese,
indem sie einen spezifischen Adenylrest der rib@dem 28S Untereinheit von 60S
Ribosomen hydrolisiert und somit die Elongation&tba abhangige Bindung von
aminoacyl-tRNA verhindert [72].

Zusatzlich zu Stx sind auch weitere Toxine so zussdel das Phagen kodierte
Cytholethal-distending-Toxin (CDT) [39] und kurzliein neues Plasmid gebundenes
ABs-Toxin (Subtilase Cytotoxin bei O113) [75] in EHHs@schrieben worden, deren
Funktion in der Pathogenese von Erkrankungen beimndehen besonders in
Anbetracht nicht Stx bildender EHEC [1, 91] nochterer Forschung bedarf. Auch das
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hitzestabile Enterotoxin enteroaggregati\ter coli (EAST1) konnte in zahlreichen
EHEC-Stammen nachgewiesen werden und ist méglichsewur die initiale wassrige
Diarrhoe vieler Patienten verantwortlich [69]. Baeiteres Plasmid kodiertes Toxin
stellt das Poren bildende Zytotoxin EHEC-Hamoly@iiHly) dar, welches fir den

enterohamolytischen Phanotyp verantwortlich is{.[88

1.4.2 Adhéasionsfaktoren

Zahlreiche Gene von EHEC sind beschrieben, derevduRte die Adhéarenz an
Darmepithel vermitteln kdnnen. Am besten charagier und bei fast allen EHEC
vorhanden ist die fir die Ausbildung von ,Attachiagd Effacing* (A/E) Lasionen
verantwortliche Pathogenitatsinsel LEE (locus dkeescyt effacement). Das durelae
kodierte Protein Intimin ist dabei zusammen mit detarch ein Typ |l
Sekretionssystem in die Wirtszelle eingeschleuiereptor Tir (translocated intimin
receptor) fur eine feste Erregeradharenz veraniiclof62].

Als weitere potentielle Adhasionsfaktoren wurdea (lrgA homologue adhesin) [94],
Efal (EHEC factor for adherence) [40, 70], ToxBx{toB) [100], Lpf (long polar
fimbria) [103], OmpA (outer membrane protein A) #lQund Sfp (sorbitol-fermenting
EHEC 0157 fimbriae, plasmid-encoded) [14] bescleb deren tatsachliche
Wertigkeit bei der Adhasion jedoch noch unzureichbakannt ist und die teils nur in

bestimmten Serotypen zu finden sind.

1.4.3 Virulenzplasmid

Fast alle EHEC besitzen ein grof3es Plasmid, auf deta putative Virulenzfaktoren
lokalisiert sind, die zum Teil an anderer Stellast erwéhnt wurden (E-HIyA, ToxB,
SfpA). Auf dem Plasmid pO157 von O157:H7 sind ureiederem eine den humanen
Gerinnungsfaktor V spaltende Serinprotease (EspPj], [ eine bifunktionale
Katalase/Peroxidase (KatP) [16], ein Typ Il Sekmessystem (Etp) [89] und eine den
C1l-Esterase-Inhibitor spaltende MetalloproteaseHSi58] charakterisiert worden. Die
pathogene Wirkung des letztgenannten Proteins kdtunich die Rekrutierung von C1-
Esterase-Inhibitor an Zelloberflachen entsteherdunch eine Komplement vermittelte
Lyse der Zelle (Bakterium oder Wirtszelle) und eimflammatorische Reaktion
verhindert oder zumindest verzdgert werden konfbéh Des Weiteren scheint StcE
durch die Spaltung von Glycoproteinen an der Zaliaenz beteiligt zu sein [36].
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1.5 Sorbitol fermentierende O157:H

Als epidemiologische Besonderheit werden in Deudthals zweithaufigstes Serovar
bei HUS-Patienten Sorbitol fermentierende (SF) Od5Vorgefunden [28, 34], welche
zum ersten Mal in einem Ausbruch 1988 in Bayerikischeinung getreten sind [50]
und spater fur weitere Ausbriiche verantwortlich emaf3, 81]. War dieser Serotyp
zunéchst fur einige Jahre auf Deutschland beschriaker sich mittlerweile nicht nur
in angrenzende Staaten wie Tschechien und Oster[&jc10] ausgebreitet, sondern
wurde auch in Finnland [52], Schotland [92] undhimstralien [8] jedoch bisher nicht in
den USA [41, 53] isoliert.

Tab. 1.1 Unterschiede zwischen SF EHEC O157Hd NSF EHEC O157:H7/Hmodifiziert nach
Karch et al. [44]).

SF 0157:H NSF O157:H7/H
© regionale Distribution eher kontinentales Europa [twest
'g” saisonales Vorkommen Wintermonate Sommermonate
-g Reservoir nicht bekannt (wie O157:H77?) Rinder undeae Tiere
S Ubertragunaswede evtl. wie O157:H7 jedoch nicht Lebensmittel, Mensch zu
o gungsweg bewiesen Mensch, Tierkontakt
Infektionsdosis nicht bekannt < 50 Organismen
a SF* + -
>
IS] GA** + -
S
i E-HI - +
g y
Telluritresistenz - +
§ stx nur sty stx, Ste, Sbec
o
§ TAPM - +
o ©  Phagentyp 88, 23 viele, jedoch nie 88 oder 23
)
5 katP - +
&
O - espP - +
2 toxB - +
o
sfp + -
E-hly + +

*Sorbitolfermentation
** 3-Glucuronidaseaktivitat
***tellurit resistance and adherence conferingslaunter anderem Iha (siehe 1.4.2)

Auf die Eigenstandigkeit des SF O157#lons wurde schon 1993 durch Karch et al.
[46] nach PFGE-Analysen hingewiesen. Weitere Untdrsngen zur Evolution vo.
coli O157:H7/H zeigten eine Divergenz von einem gemeinsamen WoefazukE. coli
K-12 vor etwa 4,5 Millionen Jahren und einen Erwevon wesentlichen
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Pathogenitatsfaktoren durch horizontalen Gentrangfiel Rekombination [78]. Nach
Multilocus-Enzym-Elektrophorese und Mutationsanafyswird eine stufenweise
Entstehung des 0157 Komplexes aus einem EPEC O5%oH#hren vermutet, wobei
der SF O157:HKlon sich aus einer frihen Abspaltung vom O157Ki@n-Komplex
entwickelt habe [25]. Epidemiologische, phanotypescand genotypische Unterschiede
zu O157:H7 sind Folge der phylogenetischen Untezgehbzw. spiegeln diese wider
(Tab. 1.1) [44]. Das grol3e Virulenzplasmid pSFOXbim Beispiel ist um fast ein
Drittel grof3er als pO157 und unterscheidet sich diesem durch das Fehlen vkaiP,
espPundtoxB und demgegenitber dem Vorhandenseinsfprund grof3en Teilen einer

F-Plasmid Transfer-Region [12].

1.6 Diagnostik

Der einzige Serotyp fur den Selektivndhrmedien .(€B-SMAC) zum Screening zur
Verfugung stehen ist O157:H7, dessen metabolisasoiilerheiten der Unfahigkeit
zur Sorbitolfermentation und der Verlust ¢eGlucoronidaseaktivitat dabei ausgenutzt
werden. Aufgrund des hohen Anteils anderer EHE®@i{$pen, die alle auf diese Weise
nicht von kommensaler Flora zu unterscheiden sund, in Deutschland ein Stufenplan
zur Diagnostik von EHEC empfohlen. Dieser siehtder ersten Stufe zusatzlich zu
Selektivndhrmedien ein Screening auf Shiga-Toxihamem Enzymimmunoassay aus
einer Anreicherungskultur vor. Ein positiver Befugdt als Verdachtsdiagnose, die
einer Bestatigung durch Isolierung und Charakiemisig des Erregers einschlief3lich
eines erneuten Toxinnachweises (PCR) bedarf. In digten Stufe erfolgt eine
Feintypisierung der Isolate zu epidemiologischen e@ven im Nationalen
Referenzlabor [27, 31]. Da die Ausscheidung von EHEINd damit die
Nachweisbarkeit im Stuhl schnell abnimmt [96], Bsonders in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien (z.B. HUS) ein selektives Anrercimgsverfahren mittels IMS
(Immunmagnetischer Separation) oder auch ein gsgsgloer Nachweis von LPS-

Antikdrpern von Bedeutung [48, 43].
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Zusatzlich zum schon langer vollstandig sequerenieXirulenzplasmid von O157:H7,
pO157, des Stammes EDL933 [18] wurde kirzlich deguenz des als pSFO157
designierten Plasmids des Sorbitol fermentierend@@tb7:H Stammes 3072/96
veroOffentlicht [12]. Zwischen diesen beiden Plassnidund auch denen anderer
Serotypen, besonders des EHEC 2 Komplexes, bestihutiche Unterschiede, wobei
auch innerhalb von Serogruppen Varianzen gefundendem [14, 15]. Auf die
Relevanz des Serotyps SF O157ddeziell fur Deutschland aber wegen seiner hohen
Pathogenitat und Ausbreitung auch dartiber hinaugevschon hingewiesen. Uber die
mogliche Variabilitatt des Plasmids von SF 0O157:Hegen bisher wenige
Untersuchungen vor. So wurde nur von vereinzelteriaviten hinsichtlich der
Gendistribution berichtet, bei denen die phylogescee Beziehung zu den
europaischen Stammen jedoch noch nicht néher uctera/urde [8].

Das Ziel dieser Arbeit ist es das VorhandenseiereAuswahl an Plasmid kodierten
Determinanten Sorbitol fermentierender O157t+aM, sfpA wabB stcE etpDund E-
hlyA) bei einer reprasentativen Gruppe klinischer ksolaon SF O157:H und
vergleichend NSF O157:H7/ ku Uberprifen, um so zunéchst die Gendistribution
untersuchten Kollektiv festzustellen. So sollen gagen zur Plasmidvariabilitat
gemacht werden. Durch potentielle Unterschiede @én @enausstattung konnten im
Folgenden phylogentische Zusammenhange beschrigbeten und Korrelationen zu
klinischen Verlaufen und damit die Relevanz der &ander Ausbildung eines HUS

untersucht werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laboreinrichtungen und Gerate

Arbeitshaube CleneCab
Brutschrank ,Function Line“

Flachgelelektrophoreseeinheiten
Comphor Midi und Comphor L Midi

Geldokumentationsanlage GelDoc2000
Giel3stand PhorCaster Midi

Heizblocke:
Blockthermostat BT 100
Heizblock Grant QBT

Kuhl- und Gefrierschranke:
verschiedene Modelle

Magnetrihrer mit Heizung:
MR 3001
IKAMAG RCT

Magnetrihrer MR 100
Pipetten: verschiedene Modelle
Power-Supply 2301 Macrodrive

Sequencer ABI Prism 3100 Avant
Genetic Analyzer 2001

Sicherheitswerkbéanke:
HerasafeHS18 und HSP 18

Thermocycler:
TGradient und T1Thermocycler

Vakuumzentrifuge
“Speedvac” Concentrator 5301

Vortexer:
REAX Top und REAX 2000
Vortex-Genie

Zentrifugen:

Eppendorf Centrifuge 5810
Eppendorf Centrifuge 5415D
Mini Spin

Herolab, Wiesloch
Heraeus, Hamburg

Biozym, Hessisch Oldendorf
Bio-Rad-LabaestpSegrate (1)
Biozym, Hessisch Oldendor

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Grant Instruments, Shepreth (GB)

Kirsch, Offenburg
Heidolph, Schwabach
IKA, Staufen

Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Hamburg
LKB Bromma, Stockhd@®

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

Heraeus, Hamburg

Biometra GmbH, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

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

Eppendorf, Hamburg
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Galaxy Mini Centrifuge

Merck eurolab, Leuven (NL)

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

10x NEBuffer 1

10x PCR Puffer (100 mM HCI, pH
8,3/25°C, 500 mM KClI, autoklaviert)

96er-Mikrotiterplatten

ABI Prism Big Dye™ Terminator
Reaction Cycle Sequencing Kit

Adhesive PCRFilm (sealing sheet)

AmpliTaq Gold DNA Polymerase (5 Wl

Aqua ad injectabilia

Aqua bidestillata

BMA SeaKem LE-Agarose
Bromphenolblau

dNTPs (10 mM) 100@l

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Einmalimpfschlingen: 1 pl und 10 pl loops

Ethidiumbromid 10 mg/ml
Exonuklease E. coli20.000 U/ml
Glycerin

HiDi Formamid

HPLC Wasser Li Chrosoly
InstaGene™ Matrix

Magnesiumchlorid Pufferldsung (25 mM)

Molekulargewichtsstandard

New England Biolabs, Frankfurt

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Greiner, Frickenhausen

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
ABgene House eSU&EB)

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Braun, Melsungen
Eigenherstellung
Biozym, Hessisch Oldendorf
Merck, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg
Sigma Aldrich, Deikofen

Nunc, Rioe (DN)
BioRad, Herkules (CA, USA)

New England Biolabs, Frankfurt

Merck, Darmstadt

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Merck, Darmstadt
BioRad, Herkules (CA, USA)

PE Applied8jstems, Weiterstadt

1-kbp-ladder und 100-bp-ladder (1 pg/ul) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

MultiScreen 96-well Filtration Plates
MultiScreen Column Loader 45 pl
Natriumchlorid 0,9%

PCR Tubes 0,2 ml

Pipettenspitzen, verschiedene
GrolR3en (teils gestopft)

Rsal (10.000 U/ml)

Millipore, Beallbach
Millipore, Schwailtitn
Delta Pharm, Pfullingen
Biozym, Hessisch Oldendorf

Sarstedt, NUmbrecht

New England Biolabs, Frankfurt
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Safe Lock Tubes (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg

Salzsaure 32% Merck, Darmstadt

Sephadex G50 Superfine Kunstharz AmershamPharmatéaB, Uppsala (S)
Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/ul) USB Amersh@mayeland (OH, USA)
Tris Ultra Qualitat Roth, Karlsruhe

Trisborat-EDTA-Puffer (TBE) 10x Roth, Karlsruhe

2.1.3 Gebrauchslosungen

ABI Puffer 400 pl Stammlosung A (12,1 g Tris, @HPLC Wasser, 32%
HCl auf pH 9 (ca. 1,5 ml), ad 100 ml HPLC Wasser,
autoklaviert)

10 pl Stammlésung B (20,3 mg Mg@h 100 ml HPLC Wasser)
590 pl HPLC Wasser

Ethidiumbromidbad 1| Aqua bidestillata, 50 pl Eiaimbromid (10 mg/ml)

Probenpuffer 125 mg Bromphenolblau, 17 ml Glycerin, 33 ml Aqua
(Gelelektrophorese) bidestillata

TBE-Puffer 0,5x 950 ml Aqua bidestillata, 50 ml IDRE-Puffer

TE-Puffer 121,44 mg Tris, 3,72 mg EDTA, 100 ml HPWa&sser, 32%

HCI auf pH 7,5 (ca. 80 pul)

2.1.4 Software

Oligonukleotidauswahl:

Primer Select Power Macintosh

3.04a und Edit Seq DNA Star, Madison (WI, USA)

Fast PCR © 1998-2004 v.3.3 R. Kalendar
http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-
1 html/fastpcr.htm

PCR-Dokumentation:
Quantity One 1-D-Analysis BioRad, Herkules (CA, USA)

Software

Sequenzanalyse:

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

REBsites (REBASE tool) http://tools.neb.com/REBsites/
RidomTraceEdit-1.0 Ridom GmbH, Wurzburg, http://www.ridom.de
Sequence Navigator 1.0.1 PE Applied Biosystems, Weiterstadt

Sequenzierung:



2 Materialien und Methoden 14

3100 Avant Data Collection
Software

Statistik:

OpenStat3 Vers.3.5.7

PE Applied Biosystems, Weiterstadt

W.G. Miller
http://www.statpages.org/miller/openstat/OS3.html

2.1.5 Synthetische Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Ark Sttt GmbH, Darmstadt, (O157-
F und O157-R) oder Sigma Genosys, Steinheim, (dltegen) bezogen (Tab. 2.1) und
in TE-Puffer gelost (Konzentrationen: 30 pmol/lurAuswahl der Primer wird auf die

angegebenen Referenzen und auf das Kapitel 2\2R2esen.

Tab. 2.1 In dieser Arbeit verwendete Primer.

Primer Target Sequenz Referenz
sfpA-U a5 AGC CAA GGC CAA GGG ATT ATT A-3' [14]
SfpA-L P 5 TTA GCA ACA GCA GTG AAG TCT C -3
hlyA1 Enva 5~ GGT GCA GCA GAA AAA GTT GTAG -3' (28]
hlyA4 y 5- TCT CGC CTG ATAGTG TTT GGT A -3’

D1 etop O~ COT CAG GAG GAT GTT CAG -3 [89]

D13R P 5'- CGA CTG CAC CTG TTC CTG ATT A -3’

rfoU-fwd wabB  5-AGC CTT CAC CTT CCT TCC -3’ Hgnghﬁgmig;

foU-rev  frihertbU 5~ CTG TTG CAT TTC CCC TTAG -3 Korespondens)

traM-fwd 5-GTT GCT TGA GTT AGG ATT GC -3’ Prof. Schmidt,
traM , , Hohenheim(pers.

traM-rev 5- ACATGA GGG CTAAGAGACTC -3 Korrespondenz)

StcE-fwd1 sce 2" TCAGTG ATG CCA GCG GGAGTT -3 diese Arbeitt

stcE-revl 5'- CCC GGG GAG TGG TCA ACA TC -3’

0157-F b 5- AAC GGT TGC TCT TCATTT AG -3’ [68]

0157-R O137 5. GAG ACC ATC CAA TAA GTG TG -3’

F-flic1 fic 5- ATG GCA CAA GTC ATT AAT ACC CAAC -3’ [26]

R-fliC2 5'- CTA ACC CTG CAG CAG AGA CA -3’

* Primer entsprechend der Plasmidsequenz von p@Q4&Z. No. AF074613) [18] ausgewahilt.

2.1.6 Nahrmedien

Sorbitol-MacConkey-Agar Difco laboratories, Detroit, MI, USA

(SMAC)
Nahragar (Stich)

Eigenherstellung:

Nahr-Broth Mast DM 180 (Mast Diagnostica GmbH,

Reinfeld), 15 g Sobigel Agar Mast RM 11 (Mast
Diagnostica GmbH, Reinfeld), 1 | Aqua destillata
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Roéhrchen zu 2 ml
Columbia-Blutagar heipha Dr. Mller GmbH, Eppelheim
Enterohdmolysin-Agar SIFIN, Berlin

2.1.7 Bakterienstamme

Die Bakterienstamme wurden der Stammsammlung vamH&of. Dr. Karch, Institut
fur Hygiene, Minster, enthommen. Es wurden 44 niSlerbitol fermentierende
Escherichia coliO157:H7/H und 41 Sorbitol fermentierende coli O157:H Stdmme
aus den Jahren 1988 bis 2003 ausgewahlt, die wgg@tesnd aus klinischem Material
von Patienten im Rahmen der Routinediagnostik steammDabei wurde auf eine
Diversitat der Merkmale Jahr der Isolation, Erknamdx undstxGenotyp geachtet. Eine
Tabelle der ausgewahlten Stamme mit den besagteknMéen und Ergebnissen dieser
Arbeit findet sich im Anhang (Tab. A).

2.2 Methoden

2.2.1 Bakterienanzucht

Die Escherichia coli Stamme wurden auf Sorbitol-MacConkey-Agar (SMAC)
kultiviert, wobei etwa alle zehn Tage durch Uberiemp neue Kulturen angelegt

wurden. Diese wurden fur 24 h bei 36°C bebritet dadn bei 4°C gelagert. Zur

langfristigen Lagerung wurden die Stamme auf N&régtich) tberimpft, fir 24 h bei

36°C bebrutet und schlief3lich bei 4°C gelagert.

2.2.2 Amplifikation und Detektion

2.2.2.1 DNA-Preparation

Ein bis zwei Bakterienkolonien wurden in 50 pl 0,9%triumchlorid suspendiert und
fur 10 min bei 100°C im Blockthermostat inkubiestul dieser Suspension wurden fir

den PCR-Ansatz verwendet.
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2.2.2.2PCR

Zur Amplifikation der jeweiligen Genabschnitte dbaekteriellen DNA diente die
Polymerasekettenreaktion (PCR). Fir eine ausfifeliDarstellung dieser wird auf
weiterfihrende Literatur verwiesen [67]. Entsprexheder Primerlangen und -
zusammensetzungen sowie der erwarteten Produktgréfeden die in Tab. 2.2
aufgefihrten PCR-Bedingungen eingesetzt. Fur dieR P®urde jeweils ein
Reaktionsansatz bestehend aus 5 pl DNA-Susperion| Aqua ad injectabilia, 5 pl
10x PCR-Puffer, 3 pl MgGIl(25 mM), 1 pul dNTPs (10 uM), 0,3 ul Tag-Polymerése
U/ul) und je 1 pl Primer (30 uM) verwendet. Descherichia coliStamm 3072/96,
klinisches Isolat aus Deutschland [12], dientePadsitivkontrolle fir die GensfpAund
traM, der Stamm EDL933, der 1982 in den USA aus Handrargsoliert wurde [71],
fur die Ubrigen Gene. Als Negativkontrolle fur aflenloci wurde der nicht pathogene

LaborstamnE. coli C600 eingesetzt.

Tab. 2.2 In dieser Arbeit verwendete PCR-Bedingungen.

] PCR-Bedingungen* Produkt-
Primer - _ - x Referenz
Denaturierung Annealing Elongation  lange (bp)
StpA-U 94°C, 30's 59°C, 60 s 72°C, 60's 440 [14]
sfpA-L
hlyAl o o o
hiyAd 94°C, 30 s 57°C, 60 s 72°C,90 s 1551 [88]
D1 94°C, 30s 56°C, 60 s 72°C,70s 1062 [89]
D13R ' ' '
~ Prof. Schmidt,
rfbU-fwd 94°C, 30 s 51°C, 60 s 72°C,60 s 917 Hohenheim(pers.
rfoU-rev Korrespondenz)
) Prof. Schmidt,
traM-fwd 94°C, 30 s 53°C, 60 s 72°C,30s 159 Hohenheim(pers.
traM-rev Korrespondenz)
stcE-fwd1 94°C, 30 s 60°C, 60 s 72°C, 30's 450 diese Arbeit
StcE-revl
0157-F o ° °
O157-R 94°C, 30s 57°C,60s 72°C,90s 678 [68]
F-flic1 o o °
R-fliC2 94°C, 30s 60°C, 60 s 72°C, 120 s 1758 [26]

*Initial 5 min bei 94°C, dann 30 (F-fliC1/R-fliCA5) zZyklen, finale Elongation fir 5 min 72°C
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Die PCR-Produkte wurden auf einem 1,5% Agaroselgétrephoretisch aufgetrennt,
durch Ethidiumbromid farberisch sichtbar gemackd anschlieRend mittels Computer
dokumentiert.

Die Primer zur Amplifikation der GensfpA E-hlyA, etpD, rfbois7 und fliC wurden
gemal der in Tab. 2.2 genannten Referenzen ausigeld@hOligonukleotidsequenzen
rfoU-fwd, rfbU-rev, traM-fwd und traM-rev wurden dundlicherweise durch Herrn
Prof. Schmidt, Hohenheim, (perstnliche Korrespoayleur Verfigung gestellt. Mit
stcE-fwd1l und stcE-revl wurde ein neues Primer@adrand der Plasmidsequenz
pO157 (Acc. No. AF074613) [18] ausgewahlt, wobee ddptimale Annealing
Temperatur der zur Auswahl eingesetzten Computdtw8e@ entnommen wurde

(Primer Select Power Macintosh 3.04a und Edit Seq).

2.2.3 Sequenzierung der Amplifikationsprodukte

Um die Spezifitat der PCR mit den jeweiligen Primeu belegen und die Stabilitat der
Gensequenzen zu ermitteln wurden bei sechs Bak&tfimmen die Gene ansequenziert
und anschlieBend mit der Sequenz des jeweiligererBetstammes (EDL933 fir E-
hlyA, etpD, wabBundstcE 3072/96 fursfpAund traM) auf Homologie hin verglichen.
Zur Auswahl dieser sechs Stdamme wurden die niclibi®b fermentierenden und
Sorbitol fermentierenden Stdmme der Stammauswaldilge nach Jahrgangen in drei
Pools klassifiziert (Pool A bis 1994, Pool B 1998000, Pool C 2001 - 2003), wobei
die Stamme mit Genausféllen (siehe Tab. A im Anhafigniniert wurden. Aus jedem
Pool wurde dann zufallig ein Stamm fur die Sequemmg ausgewahlt, so dass zur
Amplifikation und Sequenzierung die DNA-Extraktelgender Stamme verwendet
wurden: 93-36/89, 4391/96, 0144/03, Wi4991/92, #Band 0023/03.

2.2.3.1 DNA-Extraktion

Die DNA wurde mit Hilfe der InstaGef¢ Matrix extrahiert. Es wurden drei
Bakterienkolonien von fur 24 h bei 36°C inkubiert8NMAC-Platten in 500 pul HPLC
Wasser suspendiert und fur eine Minute bei 1200@itJ/zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 100 pl InstaGeM& Matrix geldst, fiir 20 min bei 56°C und dann fiméh bei

100°C inkubiert, bevor eine dreiminitige Zentriftiga bei 12000 U/min folgte. Der



2 Materialien und Methoden 18

aus geloster DNA bestehende Uberstand (etwa 8Gijeseine 1:10 und 1:100
Verdinnung (TE-Puffer) von diesem wurden bei -2@&lagert und konnten flr die

PCR verwendet werden.

2.2.3.2 Amplifikation und Produktaufreinigung

Die Amplifikation der Gene aus der extrahierten DiNArde wie in 2.2.2.2 beschrieben
durchgefluhrt, wobei statt Aqua ad injectabilia HPWW@sser eingesetzt wurde, um eine
Kontamination mit Farbstoffen auszuschliel3en, uadejls nur 10 pmol Primer
verwendet wurden, um die Amplifikatmenge und demPBriberschuss zu limitieren.
Entsprechend der Produktmenge wurden die 1:10 bd€0 Verdinnungen der DNA
Extrakte eingesetzt, um die Effizienz der nachfobign Aufreinigung zu erhéhen.

Das so erhaltene PCR-Produkt wurde mit Hilfe zwemdrolytischer Enzyme,
Exonuclease | (EXO 1) und Shrimp Alkaline PhospbkatdSAP), aufgereinigt, um
Uberschissige dNTPs und einzelstrangige Oligontilke@u degradieren, die mit der
anschlieenden Sequenzierung hatten interferieéemen. Hierzu wurden 5 pl des
PCR-Produkts mit jeweils 1 ul der beiden EnzymeJ(ful) versetzt, fir 30 min bei
37°C inkubiert und anschlieRend die Enzyme fur 1b Imei 80°C inaktiviert.

2.2.3.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach der Methode von Sd8Férdurchgefihrt. Mit dem
ABI Prism Big Dye™ Terminator Reaction Cycle Seqtieg Ready Reaction Mix
kamen mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstofiearkierte ddNTPs im Rahmen
einer PCR-Sequenzierung (cycle sequenzing) zuma&nwaobei getrennte Anséatze fur
forward- und reverse-Primer erstellt wurden. EinaR®nsansatz bestand aus 2 ul
aufgereinigtem PCR-Produkt, 1 pl Primer (10 uMY, 4] HPLC Wasser, 1,8 pl 5x
ABI-Sequenzierungspuffer und 0,5 pl Big Dye™ PreifTiag-Polymerase, dNTPs und
Farbstoff markierte ddNTPs). Fur die Genloci wurdenin Tab. 2.3 genannten Cycler-
Programme verwendet.

Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wurde zur abBehiden Aufreinigung Uber
Kunstharzsaulen geleitet. Hierzu wurden 45 pl Seekh& 50 Superfine Pulver mit 300
pul HPLC Wasser in die Kavitéat einer MultiScreen IMatte gegeben, flr drei Stunden
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bei Raumtemperatur quellen gelassen und das testidasser abzentrifugiert (5 min,
2300 U/min). Nach einem zusatzlichen Waschschritt 180 pl HPLC Wasser und
anschlieBender Zentrifugation (5 min, 2300 U/minjden 10 pl des Sequenzierungs-
PCR-Produkts auf die Saule aufgetragen und medstsmaliger Zentrifugation (5 min,
2300 U/min) in eine Mikrotiterplatte eluiert. Dies@ifgereinigte DNA wurde in einer
Vakuumzentrifuge fur 20 min bei 45°C getrocknet2 pul Formamid gel6st und zur

automatischen Sequenzierung in eine entsprechdatie &es Herstellers Uberfihrt.

Tab. 2.3 Cycler-Programme fur die Sequenzierung.

Zyklus (25x)

Genlocus

Denaturierung Annealing Elongation

sfpA 96°C, 10 s 59°C,5s 60°C, 4 min
E-hlyA 96°C, 10 s 57°C,5s 60°C, 4 min
etpD 96°C, 10 s 56°C,5s 60°C, 4 min
wabB 96°C, 10 s 51°C,5s 60°C, 4 min
traM 96°C, 10 s 53°C,5s 60°C, 4 min
StcE 96°C, 10 s 60°C,5s 60°C, 4 min

2.2.3.4 Sequenzanalyse

Die Sequenzen der Lo@tpD, E-HlyA und wabB wurden mit RidomTraceEdit-1.0
analysiert und durch Fast PCR © 1998-2004 v.3dnreinheitliches Format Uberfihrt,
so dass die im Anhang (Tab. B) angegebenen Sequelene Plus-Strang entsprechen.
Soweit die Lange der sequenzierten Bereiche didéslZuwurden diese aneinander
ausgerichtet (Fast PCR), um eine durchgehende Beqiestellen zu kénnen. Die
Lange der amplifizierten Bereiche der Ubrigen di@i (stcE sfpAundtraM) machte
ein nahezu vollstdndiges Alignement moglich, sosddsse Sequenzen mit der
Sequence Navigator 1.0.1 Software analysiert wurden

Die so erhaltenen Sequenzen wurden auf Homolgie rhih den publizierten
Plasmidsequenzen der EHEC Stdmme EDL933 (Acc. W0.7A613) furetpD, E-hlyA,
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wabBundstcEbzw. 3072/96 (Acc. No. AF401292) fir die GesipAundtraM mittels
des BLAST Algorithmus [2] verglichen.

2.2.4 Phanotypische Hamolyse

Zur ldentifizierung des hamolytischen Phanotypsdeuarséamtliche SF O157:Howie
als Referenz der Stamm EDL933 auf Columbia-Blutagaa Enterohdmolysin-Agar
Uberimpft, flr 24 h bei 36°C bebritet und anscldref3beurteilt.

2.2.5fliC RFLP

Bei allen neun SF O157:Hinit unvollstandigem Genprofil wurde d8&C Gen wie in
2.2.2.2 beschrieben amplifiziert. DieC RFLP-Untersuchung wurde gemal Fields et
al. [26] aber mit folgenden Anderungen durchgefiibst ul des PCR-Produkts wurden
mit 0,5 pl Rsal (10.000 U/ml), 2 ul 10x NEBuffeuhd 2,5 pul HPLC Wasser flr eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Die Restriktionsfragneenturden auf 3% Agarosegel
aufgetrennt, durch Ethidiumbromid farberisch sientlgemacht und anschliel3end

mittels Computer dokumentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Gendistribution von sfpA, wabB, stcE, etpDhyA und traM

Um der Pravalenz der GersfpA wabB stcE etpD, E-HlyA und traM bei NSF
0157:H7/H und SF O157:Hnachzugehen, wurden fir die LagabB stcE undtraM
jeweils spezifische Primerpaare fir eine PCR desigfur die tbrigen Genloci wurden
etablierte PCR-Protokolle verwendet (siehe Tab). Die Lokalisation der Gene und
amplifizierten Bereiche auf den Plasmiden der Refestamme EDL933 (pO157) und
3072/96 (pSFO157) ist in Abb. 3.1 dargestellt.

A
sip
pSFO157
bB
121239 bp @
trall P StcE
27959 29062 32841 35537 36710 38467
B 7% wahh? " stoE | " epD "
——
3, 917 |8 §E450bpq§ 5, 10620p ¥
foU-fwd |~ stcE-fwd1 D1 -
rfoU-rev stcE-rev1 D13R

| |
10kb 20kb 30kb 40kb 50kb 60kb 70kb 80kb 90kb 100kb 110kb 120 kb
1 S 121230

pSFO157 || I
sfpA-U sfpA-L hlyA1 hlyA4 traM-fwd  traM-rev
P 440bp % % 1551bp § < 15%bp b
1k >
[sfpAl \ E-hlyA \ [traM|
10091 10615 50867 53863 88910 89293

Abb. 3.1 Lokalisation der untersuchten Gene bzw. Genclusiéden Plasmiden pSFO157 und pO157.
A) Rot dargestellt sind pSFO157 spezifische Gembwarze Pfeile entsprechen Genen, die beide
Plasmide tragen. B) pSFO157 (Acc. No. 401292): $dad die durch die jeweilige PCR amplifizierten
Bereiche dargestellt. Vertikal orientierte Zahlesbgn die Angriffspunkte der entsprechenden Primer
innerhalb des Gens an. Uber den DoppelpfeileniésPdoduktlange angegeben.

Der NSF O157:H7 Referenzstamm EDL933 war erwartgagsi3 nur PCR-positiv fur
die GenewabB stcE etpD, und EhlyA, wéahrend im SF O157:HReferenzstamm
3072/96 alle untersuchten Gene mittels PCR naclggeniwerden konnten. DEr coli

K-12 Laborstamm C600 wurde durch das Fehlen alleneGals Negativkontrolle

bestatigt.
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41 (93%) der 44 untersuchten NSF O157:H7Zeigten mit dem Fehlen vasipAund
traM ein dem EDL933 identisches Genprofil (Tab. 3.10r k drei Stdmmen konnten
ein oder mehr fur pO157 typische Gene mittels P@Rtmachgewiesen werden. Der
Stamm 6702/94 war negativ fur detpD Gen, wahrend in den Stammen H671/89 und
4660/95 nur das BiyA Fragment amplifiziert werden konnte, die Gbrigesn& jedoch

nicht nachweisbar waren.

Tab. 3.1 Genmuster der untersuchten SF O157mtl NSF O157:H7/H

Serotyp traM  sfpA  wabB  stcE  etpD E-hlyA Anzahl ASnetregt)?s;
i - + + + + 41 93,2%
NSF O157:H7/H - ) . ) £5%

i + + + 1 2,3%
"""""""""""""" L T e
SF 0157:H + + ; ; - - 8 19,5%**

- - - 1 2,5%

*SF O157:H der Gruppe 1
*SF O157:H der Gruppe 2

Bei den SF O157:Hzeigten mit 32 von 41 Stammen nur 78% dasselbg@Géhwie

ihr Referenzstamm 3072/96 (Tab. 3.1). Hier konrd@mtliche Gene nachgewiesen
werden. In knapp zwanzig Prozent der SF O157adght Stamme) konnten nur die
beiden GenefpAundtraM gefunden werden, wahrend die PCRs fiur die GesleB
stcE etpD, und EhlyA negativ ausfielen. Der Stamm 0410/01 trug alsigérzkeines
der untersuchten Gene. In friheren Untersuchungemserem Labor konnten jedoch
zumindest die GensfpA und EhlyA bei diesem Stamm mittels PCR nachgewiesen
werden. Eine Tabelle aller Ergebnisse findet sictAnhang (Tab. A).

Zur statistischen Analyse wurden die NSF O157:Huftl SF O157:Hhinsichtlich des
Genprofils in je zwei Gruppen Kklassifiziert. Dabeiurden die zum jeweiligen
Referenzstamm identischen Stdmmen von denen mitlesiens einem Genverlust
unterschieden. Ein Unterschied im Genprofil im \Veidh zum jeweiligen
Referenzstamm fand sich damit bei SF O15%&ignifikant haufiger als bei NSF
0157:H7/H (4°=4,009; df=1; p<0,05).
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Vom Stamm 0410/01 abgesehen lassen sich die SFE@l&thand der Gendistribution
Plasmid kodierter Determinanten in zwei Gruppenedien: Die Stamme der Gruppe 1
verfigen Uber alle untersuchten Gene, wahrend bgpge 2 Stammen nusfpA und
traM vorliegen, die GeneabB stcE etpD, und EhlyA also fehlen (Abb. 3.1, Tab. 3.1).
Fir alle sechs untersuchten Genloci sind die PGReiirisse von jeweils zehn SF
O157:H beispielhaft in Abb. 3.2 dargestellt.

06'79 0
087 2 0
0552/ 0
o, %% )2
00y 1/ 03
00?3/0 3
0055/0 3

3

)
S
g
S

0700/0

h3a3
S s
g &

M

A

500
300

100

Abb. 3.2 PCR-Produkte von je zehn SF O157(Hpur 3-12) sowie Positiv- und Negativkontrollgp(s

1 und 2), M=Molekulargewichtsstandard (A-D, 1 kbp:F, 100 bp) A) Amplifikation eineetpD
Fragments mit dem Primerpaar D1 und D13R. B) Arigifon eines HEilyA Fragments mit dem
Primerpaar hlyAl und hlyA4. C) Amplifikation eina$pA Fragments mit dem Primerpaar sfpA-U und
sfpA-L. D) Amplifikation eineswabB Fragments mit dem Primerpaar rfbU-fwd und rfbU:ré&)
Amplifikation einesstcE Fragments mit dem Primerpaar stcE-fwd1 und stef-rE) Amplifikation eines
traM Fragments mit dem Primerpaar traM-fwd und traM-rev
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3.2 Korrelation von Genprofil und Klinik

Von den 32 Gruppe 1 SF O157:8tdmmen wurden 87,5% von Patienten isoliert, die
ein HUS entwickelten, zwei Isolate entstammten gggmatischen Patienten und einer
einem Patienten mit Diarrhoe. Fir einen der Grupf€& O157:Hlagen keine Angaben
zur Klinik vor. Bei zur Gruppe 2 gehorigen Isolatergab sich mit sieben (87,5%)
HUS-Patienten und einem mit Diarrhoe ein fast idehtes Bild. Ein Unterschied in der
durch SF O157:Hnhervorgerufenen Klinik zwischen Gruppe 1 und GrigpStammen
konnte somit nicht vorgefunden werden.

3.3 Sequenzanalyse reprasentativer Stamme

Von je drei reprasentativen NSF O157:H7/thd SF O157:Hwurden die PCR-
Produkte ansequenziert (Tab. B im Anhang). Samglid@equenzen zeigten eine
mindestens 99% Homologie zum jeweiligen Referemasta Somit konnte die
Spezifitat aller PCR-Protokolle und damit die Azgainkte der Primerpaare (Abb. 3.1)

bestétigt werden.

3.4 Hamolytischer Phanotyp

Auf Enterohamolysin-Agar war nach 24 h Inkubatian die EDL933 Kolonien ein
etwa 1 mm breiter hamolytischer Hof als Ausdruckmlginotypischen Enterohamolyse
zu sehen. Samtliche SF O1571khd C600 waren phanotypisch negativ (Abb. 3.3¥. Au
Columbia-Blutagar zeigten alle untersuchten Staramey-Hamolyse.

Abb. 3.3 Enteroh@amolyseverhalten von SF O1573éwie Positiv- und Negativkontrolle. Hamoly-
tischer Hof um die EDL933 Kolonien, keine Hamolydarch C600 und die drei exemplarisch
dargestellten SF O157:H
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3.5 Sicherung der Serotypie (rés; PCR und fliC PCR-RFLP)

Zur Sicherung der dokumentierten Daten zur Seretypurden bei den Gruppe 2
Stammen und bei 0410/01 mittels PCR das VorliegeeseO157 1fbois7) und H7 {liC
RFLP) Genotyps untersucht. Die genannten Stammenafar rfbo;s7 positiv, wodurch
die Zugehdrigkeit zum 0157 Komplex erwartungsgem@schert werden konnte. Das
RFLP-Muster defliC Produkte entsprach bei allen Stammen dem desdRef@ammes
EDL933, wahrend der Stamm C600 andere Fragmergeez&ieses RFLP-Muster war
dabei mit dem durch das Internettool REBsites Wereien und mit dem durch Fields et

al. [26] publizierten Muster identisch.
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4 Diskussion

Durch unterschiedliche teils sich &ndernde Umwelitigungen ist es fir Bakterien von
Vorteil sich durch den Zugewinn oder Verlust vogdfischaften adaptieren zu kénnen.
Diese genomische Flexibilitat wird durch untersdheghe Mechanismen wie
Punktmutationen, Rekombinationsereignisse und deamsfer mobiler genetischer
Elemente vermittelt [112]. Unter derartigen mobiElementen finden sich im Genom
von EHEC zum Beispiel Phagen, PathogenitatsingaiinRlasmide.

Schon frih nach der Erstbeschreibung von EHEC w@mddsonderen Bedeutung von
Stx fur die Pathogenese des HUS wurde auf das Rlagom O157:H7 als Trager
weiterer potentieller Virulenzfaktoren hingewiespt¥]. Dessen Erforschung zeigte
immer wieder neue potentielle Virulenzfaktoren éiéhe 1.4.3) und mundete 1998 in
der Veroffentlichung der Sequenz des als pO157 gdesien Plasmids des
Referenzstamms EDL933 [18]. Das regional untersiticiee Kodonvorkommen und
das Vorhandensein zahlreicher Insertionssequen3gz€igten eine Mosaikstruktur an
und deuteten damit auf die Plastizitdt des Plasrhids Das kirzlich sequenzierte
Virulenzplasmid pSFO157 des Sorbitol fermentierend®.57:H Stammes 3072/96
spiegelt diese Plastizitat unter anderem durch anp0157 differente Genlokalisation
und -ausstattung wider [12]. Schon 1999 wiesen @euret al. auf die Variabilitat des
Virulenzplasmids von EHEC verschiedener Serotypen [h5]. Dabei zeigten die
Serotypen 026, 0103, 0111 und O157Minterschiede in der Genausstattung
hinsichtlich der GenlodkatP, espPund EhlyAim Vergleich zu O157:H7 Isolaten. Eine
deutliche Varianz im Genprofil innerhalb eines $gve war aber nur bei den Serotypen
026, 0103 und O111 zu beobachten, welche gem&fBudeln Reid et al. nach Multi-
Locus-Sequenzierung vorgenommen Klassifikation &tiEC 2 Komplex zugerechnet
werden [78]. Diese intraserotypischen Unterschlegsgen sich fast ausschlie3lich auf
Kombinationen der GenespP und katP. Bei zwei Stammen des Serotyps O157:H7
konnten eine Insertion in bzw. eine Deletion eifasls desespP Gens entdeckt
werden. Ansonsten war das Genprofil der 0157 Stardese EHEC 1 Komplexes
innerhalb der NSF und SF Gruppe einheitlich.
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4.1 Variabilitét des Virulenzplasmids beim EHEC IoKiplex
NSF O157:H7/H: Meine Ergebnisse zum Genprofil der O157:H7 Starhimsichtlich

der LociwabB stcE etpD und EhlyA sind konform mit den Ergebnissen von Brunder
et al. [15] in der Hinsicht, dass es nur eine ldedmzahl an Stamme gibt, die sich vom
Referenzstamm EDL933 unterscheiden. Da es haufitdéicim die Untersuchung der
Variabilitdt des Plasmids der Sorbitol fermentielem O157:H gehen sollte, wurden
die drei Stamme mit PCR-negativen Genen nicht nahe&rsucht, so dass an dieser
Stelle nicht gesagt werden kann, ob es sich daleeb& Brunder et al. beschrieben um
Deletionen von Teilbereichen oder minimale Sequanationen handelt. In Anbetracht
der Tatsache, dass bei einem der drei Stamme sw@tpla nicht nachgewiesen werden
konnte, alle anderen Gene jedoch vorhanden war@enwveitere Untersuchungen aber
durchaus sinnvoll, um die Ursache der PCR-Negéativi finden.

Die beiden Stamme (H671/89 und 4660/95), bei deleaufeinander folgenden Gene
wabB stcE und etpD nicht mittels PCR nachgewiesen werden konnten,ntaim
dieselbe Deletion aufweisen, welches auf eine koAagehorigkeit hindeuten wirde.
Eine Deletion des gesamten Bereichs ist auch destrahkbar, weil er durch IS
Elemente flankiert wird [18, 57, 61]. Diese Theasigd durch Ergebnisse von Lathem
et al. unterstitzt. Alle durch sie asfcE und etpD getesteten pathogendn coli,
darunter die DEC-Kollektion [107] trugen entwederde oder keines der beiden Gene,
welches eine Kopplung vermuten lie3. Eine solchie asch aus funktionellen
Gesichtspunkten verstéandlich, da StcE durchetia3yp 1l Sekretionssystem sekretiert
wird [58]. Innerhalb der ersten O55:H7 Gruppe n&@mg et al. (Al) [25] gab es
sowohl Stamme distcEundetpD positiv waren (DEC 5A, 5C, 5E) als auch welche die
fur beide Gene negativ waren (DEC 5B, 5D), wahretsl phylogenetisch alter
angesehene Stdmme die Gene trugen (ECOR37). Degshatte der nachtrégliche
Verlust beider Gene bei der negativen DEC-Subgruppgenommen. Ein Verlust
dieses Genclusters (inklusive dem benachbasaoB durch die zwei hier genannten
0157:H7 Stamme wirde also diesem Ereignis entsprech

SF 0O157:H: Die Sorbitol fermentierenden O157:Heigten eine signifikante
Variabilitdt im Genprofil des Plasmids. Anhand d@snprofils lassen sich die SF
0O157:H Stamme wie bei den Ergebnissen beschrieben inp&rdpund Gruppe 2

Stamme unterscheiden. Aufgrund der negativen PQeHdnisse fur vier aufeinander
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folgende Gene des Plasmids scheiden minimale Segaationen im
Bindungsbereich der Primer als Ursache der Negeftiviale praktisch aus und es muss
von einer grof3eren Deletion ausgegangen werden.tSmruht die hier gezeigte
Variabilitat des Plasmids vermutlich nicht auf d®sletion von bzw. der Mutation in
einzelnen Genen [15], sondern auf dem Fehlen eneSen Teils des Plasmids des
Referenzstammes 3072/96. Dieser Verlust ist umédiger als der fir die beiden oben
genannten O157:H7 Stamme, da zusatzlicwaioB stcEundetpD auch EhlyA fehlt.

In dieser Arbeit wurde darauf verzichtet, die Gemeeise an isolierten Plasmiden
durchzufiihren, weshalb nicht auszuschlieBen isgs ddie nachgewiesenen Gene
vereinzelt auch chromosomal vorlagen. Im vollstgnsiequenzierten Referenzstamm
EDL933 [18, 76], der auch bei der Charakterisierdeg jeweiligen Gene verwendet
wurde [42, 58, 88, 89], und im SF O157:8tamm 3072/96, dessen Plasmidsequenz

publiziert wurde [12], liegen die Gene jedoch euntggePlasmid gebunden vor.

4.2 Phylogenie von SF O157:Hler Gruppe 1 und Gruppe 2

Entstehungshypothesen der Gruppe 1 und Gruppe 2 Raide Betrachtet man die
beiden unterschiedlichen Plasmide der SF O157%t¢llt sich die Frage wie diese
entstanden sind. Die in der Gruppe 2 fehlenden Geaded stcE etpD und EhlyA
liegen hintereinander auf dem Plasmid pSFO157 (®t&072/96) auf einem etwa 30
kbp langen Abschnitt zwischesfpA und traM (Abb. 3.1). Der Bereich vosfpA bis
traM ist inklusive dieses 30 kbp Abschnitts etwa 75 Kgbp3. Der GroRenunterschied
zwischen Plasmiden der Gruppe 1 und denen der @r2pplisste demnach minimal 30
kbp und maximal 75 kbp betragen. Der zur Gruppeldgge Referenzstamm 3072/96
besitzt ein etwa 120 kbp grofRes Plasmid, womit @eup Plasmide 45 kbp bis 90 kbp
groR sein missten. Zur Uberprifung dieser Hypothéseten Plasmidprofile von
Gruppe 2 Stammen angefertigt werden.

Der in Gruppe 2 Stammen fehlende Genbereich wifdlao Plasmid pSFO157 durch
Replikationsurspringe (RepFIB) flanki¢ii?], welches auf die Entstehung der beiden
unterschiedlichen Plasmide hindeutet. So kénnteokbdas Gruppe 2 Plasmid als auch
das Gruppe 1 Plasmid der Vorganger des jeweilsrandgewesen sein. Im Folgenden

sollen diese beiden Hypothesen gegentibergestetiiewe
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Bei der Entstehung des kleineren Gruppe 2 Plasenidsddem ~120 kbp grol3en Gruppe
1 Plasmid ware der Verlust dewabB stcE etpD und EhlyA tragenden
Plasmidbereiches der zu Grunde liegende MechanigAhls 4.1 A). Der Beginn der
Replikation des grof3en Plasmids im Bereich desemAbbildung links dargestellten
ReplIB mit einem frihzeitigen Abbruch zwisch&fipA undwabB kdnnte eine derartige
Deletion hervorgerufen haben. Auf diese Weise wigideetwa 40 kbp grol3er Bereich

deletiert und ein etwa 80 kbp groRRes Plasmid zunlédbken, welches von seiner

Genausstattung und Grof3e dem Gruppe 2 Plasmid &citep
A

Gruppe 2
Gruppe 1
traM

pSFO157
121239 bp

Gruppe 1

pSFO157
121239 bp

Abb. 4.1 Hypothesen zur Entstehung der zwei PlasmidgruppenSF O157:H A) 121 kbp Plasmid
als Ursprung, bei dem durch Verlust eines Abschmitit EhlyA, etpD, stcE und wabB das Gruppe 2
Plasmid mit nur den Makergen&aM undsfpAentstanden ist. B) Das 121 kbp grofRe Gruppe Infidas
ist aus einer Fusion des Gruppe 2 Plasmiddvl, sfpA mit einem zweiten Plasmid entstanden. Grau
unterlegt sind die hypothetischen Gruppe 1 und @eup Plasmide, deren Genstruktur in der Arbeit
nachgewiesen wurde.

In der zweiten Hypothese (Abb. 4.1 B) kénnte dasppBe 1 Plasmid aus der Fusion
zweier Replicons entstanden sein, wobei eines rdikeplicons das Gruppe 2 Plasmid
ware und das zweite die GewabB stcE etpD und EhlyA tragen wirde. Jedoch wird

ein frihzeitiger Erwerb destcEetpD-Clusters in Vorfahren der EHEC 1 Stamme

angenommen, wahrend dashl-vermutlich erst zu einem spateren Zeitpunkt in das
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Plasmid integriert wurde [57], welches gegen dieimvHypothese spricht. An dieser
Stelle wird deshalb die in Abb. 4.1 A dargestditgothese favorisiert.

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob die Gruppggt@&nme wirklich einer klonalen
Gruppe angehdren. In diesem Fall ware zunachsS®imm entstanden, aus dem die
anderen hervorgegangen sind. Zum jetzigen Zeitplktdhmt auch noch eine
mehrzeitige Entstehung in Betracht. Eine solchadeiedoch ein und dieselbe Deletion
im Sinne der eben dargestellten Hypothese zu viedehen Zeitpunkten nétig machen.
Diese ware aber aus phylogenetischen Betrachtungen durch einen immer
wiederkehrenden Mechanismus erklarbar, fur denggsebkein beschriebenes Korrelat
gibt. So ist die Betrachtung der hier beschriebe@Gemppe 2 SF O157:Hls klonale
Gruppe begrindet.

Die hier vorgenommene Unterteilung unterscheidgt son der durch Liesegang et al.
[59] beschriebenen, die SF O157:Hnhand von Elektrophoresetyp, P Gen Profil
(genomische Position des Lambda Phagen anhand @&en® und PFGE-Muster in
zwei klonale Typen differenzierten. Dabei trugedoeh alle SF O157:Hunabhéangig
vom klonalen Typ das BlyA Gen, welches in der von mir beschriebenen Gruppe 2
fehlt. Weitere genomische Untersuchungen der Grupp&tdmme (zum Beispiel
entsprechend der eben genannten durch Liesegaral. etrwendeten Methoden)
kobnnten zur weitergehenden Charakterisierung di€d&mme sinnvoll sein, um
gegebenenfalls zusétzliche gemeinsame Unterschiede Gruppe 1 Stadmmen
aufzuzeigen und so die Klonalitat zu untermaueliieriy¢i ist zu beachten, dass bei SF
0O157:H und O157:H7 eine Variabilitat des PFGE-Musters hn&ubkultivierung
beschrieben wurde, welche durch Verdnderungenrigel@omischen Position vatx
bzw. Rekombinationsereignissen zwischen Prophagemen bedingt waren [9, 38].
Diese Variabilitdt muss dementsprechend bei degrpnétation von PFGE-Mustern
beachtet werden.

Position von Gruppe 2 SF 0157:Him Evolutionsmodell des EHEC 1 Komplexes:
Unter der Annahme einer Entstehung der Gruppe thi8& als klonale Gruppe aus
einem Gruppe 1 Klon, lasst sich die Gruppe 2 intdfesaden Evolutionsmodell nach
Feng et al. [25] positionieren. Nachdem seit 19898clkd MLEE-Analysen [107] die
Entwicklung des O157:H7 Komplexes aus einem OS55udrfahren vermutet wird,

schlugen Feng et al. 1998 [25] darauf aufbauend mitdzusatzlichen MLEE- und
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Mutationsanalyse-Daten ein Stufenmodell bezigligsat Evolution vor. In diesem
Modell wird der Erwerb und Verlust von Virulenzfakén und phanotypischen
Charakteristika wie Motilitdt und Sorbitolfermentat in definierten evolutorischen
Schritten postuliert, die zur Entwicklung verscl@edr Varianten innerhalb des
0157:H7 Komplexes gefihrt haben. Dieses Modell k®nmurch zahlreiche
Untersuchungen untermauert und erweitert werdemhenmn der Erwerb oder Verlust
einzelner im urspringlichen Modell nicht berlcksigter Gene [29, 57] oder
Mutationen [65] mit integriert wurde.

EDL933

stcE, etpD, E-hlyA,
EPEC espP /v espP, kclzytP ”
dhnlicher LI EHEC, Plasmid
Vorlaufer k%x: \J:
GA A6 FDA 413
stxl
stcE

{etPD rfb / CDC G5101
E- h?th Motllltat stcE, etpD, E-hlyA
/v
A3 f o “%58/06
y :WI:W nabB stc]: etpD  sfpA, traMl
N}:yz—l
Ad 493/89
sfpA, traM, wabB, stcE, etpD, E-hlyA

Al

USDA 5905
stcE, etpD

DEC 5B
DEC 5A

stck, etpD

stcE, etpD

Abb. 4.2 Evolutionsmodell des O157:H7 Komplexes modifizieaith Feng et al. [25] und erweitert um
die Ergebnisse von Lathem et al. [57], Friedriclale{29] und dieser Arbeit (rot). Geschwungeneilfe
markieren den Erwerb oder Verlust von Genen bzvénptypischen Charakteristika, wobei Plasmid
kodierte Gene fett hervorgehoben sind. Rechts pmeils reprasentative Stamme mit ihrem Profil
Plasmid kodierter Gene aufgelistet. GA&lucoranidaseaktivitat; SF=Sorbitolfermentationit M1-A6
sind die Ahnen entsprechend der Beschreibung vaig [E¢ al. bezeichnet. Grau unterlegt und mit A8
gekennzeichnet ist der in dieser Arbeit beschrieli@ruppe 2 Klon Sorbitol fermentierender O157:H

In Abb. 4.2 wird dieses Evolutionsmodell um meingdbnisse erweitert mit dem
besonderen Fokus auf Plasmid kodierte Determinabhtghem et al. schlugen dabei die
Aquirierung desstcEetpD-Clusters vor dem O55:H7 Ahnen Al, den Erwerb des E
hlyA von A2 nach A3 und vokatP undespPdurch A6 vor [57]. Nach Friedrich et al.
[29] wird die Integration desfpAGens in den Genpool der EHEC bei der Abspaltung
des SF O157:HKlons von der O157:H7 Linie vermutet. Meine Ergisbe legen einen
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gleichzeitigen Erwerb desaM nahe. Die acht beschriebenen Stamme mit Gruppe 2
Plasmiden entsprechen dem als A8 bezeichneten raud umterlegten Klon, flr den
stellvertretend der Stamm 258/98 aufgefihrt ise &hd vermutlich aus einem das
komplette Plasmid tragende Gruppe 1 Stamm (A4)digegangen und haben dabei die
GenewabB stcE etpDund EhlyAverloren.

4.3 Klinische und diagnostische Wertigkeit der Phasigene

Erkrankungen durch Gruppe 1 oder Gruppe 2 SF Ol5térschieden sich nicht in
der Haufigkeit des Auftretens eines HUS. Da in @Gmppe 2 Stammen jedoch die
GenewabB stcE etpD und EhlyA fehlen, sind diese sicherlich nicht essentielldig
Pathogenese schwerer Krankheitsverlaufe. Der sieh im Genverlust zeigenden
Mobilitdt genetischer Elemente muss jedoch eine emtishe Bedeutung in der
Anpassungsfahigkeit und damit Virulenz von EHEC espyochen werden. Die
Relevanz derartiger mobiler Elemente zeigt sich Rmispiel in der Hochregulation
von Phagen kodierten und an Rekombination beterligenen als Reaktion auf
subinhibitorische Antibiotikakonzentrationen [37,1].

Das Genprodukt vowabBhat eine Funktion in der Synthese des Kern-Oligdsarids
des 0157 LPS. Die durch das Enzym vorgenommene fdadion der Seitenkette
(Transfer eines N-Acetylglucosamins auf eine Heptom inneren Kernbereich des
Oligosaccharids) findet aber nicht an allen LPS-@kdlen eines Bakteriums statt und
ist auch nicht bei allen 0157 Stdmmen nachweisd@j. [Aus den vorliegenden
Ergebnissen wird dieses ungeachtet potentielleendahiede in der Expremierung des
Proteins verstandlich, da einige Stamme schon gpisoh negativ fur das kodierende
Gen sind (zwei 0O157:H7 und acht SF O15).:.HHudem zeigen alle in dieser Arbeit
sequenzierten Stamme mit der Deletion eines eiamelihymins innerhalb vowabB
eine Frame-shift-Mutation gegentber der publizire@equenz von EDL933.
Hinsichtlich der Diagnostik von SF O157:Kvird das von Friedrich et al. [29]
vorgestellte Protokoll zur Identifizierung diesesr@yps unterstrichen. Durch das
Fehlen einiger Virulenzgene in den Gruppe 2 Stamnmsiesondere desli#yA, sind
Screening- oder Nachweisverfahren, die auf den Warshdes Hamolysin Phano- oder
Genotyps abzielen, hier nicht ausreichend. Durdimfdt et al. [90] wurde schon bei
Charakterisierung des Iy Genclusters auf das mangelnde phanotypische aorrel
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einiger genotypisch positiver Stamme hingewiesendieser Arbeit konnte dieses
Phanomen fur alle untersuchten Sorbitol fermentdea O157:H nachgewiesen
werden, welches konsistent mit Ergebnissen ausresitStudien zu SF O157:18t, in

denen zwischen 0% und 12% der untersuchten Is@sien enterohamolytischen

Phanotyp trotz eines positiven Genotyps zeigted(§344].

4.4 Plasmidverlust in vitro

Der SF 0O157:H Stamm 0410/01 war fiur alle untersuchten Gene P&ftiv, in
friheren Untersuchungen in unserem Labor jedochirmest fur sfpA und EhlyA
positiv. Diese widersprtchlichen Ergebnisse dewaeheinen Plasmidverlust in vitro
hin. Ein ahnliches Ereignis wurde auch fur den NGBS 7:NM Stamm FDA 413 (siehe
Abb. 4.2) vermutet, dem alle finf durch Lathemlef%¥/] getesteten Plasmid kodierten
Virulenzfaktoren fehlten. Fir diesen Stamm lagedogd keine Berichte Uber die
Prasenz Plasmid kodierter Gene zu einem friherépufét vor, so dass auch ein
Plasmidverlust in vivo diskutiert wurde. Beim StanG410/01 ist aber von einem
Plasmidverlust unter experimentellen Bedingungeazagehen. Da es sich meines
Wissens um die erste Beschreibung eines solcheBHIEC handelt, ist die Haufigkeit
eines derartigen Ereignisses weitaus geringer zmwen als zum Beispiel fur die
Phagen kodierten Shiga-Toxine, fur die bei einemtt&reines untersuchten Kollektivs
ein Toxinverlust nach Subkultivierung nachgewiegemde [49]. In vivo konnte flistx
kirzlich der Verlust des Gens bei etwa 5% von zsigpositiven Stammen aus dem
Stuhl von HUS-Patienten nachgewiesen werden [64].

Fur die vorgeschlagene ldentifikation von SF O157bkr die Bestimmung dedpA
[29] hat diese Beobachtung in so fern keine Koneeguals dass der Stamm zum
Zeitpunkt der IsolatiorsfpA positiv war und somit als SF O157:Hatte identifiziert
werden kdnnen. Jedoch lasst der Verlust des Plasmidtro die Frage entstehen, wie
stabil dieses in vivo ist. Ein frihzeitiger Plassedust konnte namlich ein
diagnostisches Kriterium zu Nichte machen. In sotamem Fall ware ein Plasmid
unabhangiger Nachweis notig.
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4.5 Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in diebeit Aiber eine Variabilitat bei SF
0O157:H des EHEC 1 Komplexes berichtet wird, die sich én Abwesenheit Plasmid
kodierter Virulenzgene bei einigen hier als Grug@peefinierten Isolaten im Vergleich
zum bisher beschriebenen Virulenzprofil zeigt. Bre&nterschied ist durch einen
Verlust eines Genabschnitts des Plasmids erkladBare endgiltige Aussage zur
Klonalitdt dieser neuen Gruppe an SF 0O157Kdann Uber weitere genomische

Untersuchungen (wie in 4.2 vorgeschlagen) erreicrden.
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Tab. A Stammauswahl und Synopsis der Ergebnisse

Stamm Nr./

Janrder | Seroyp | Tyt | e | PER| BRI BCR | PCR T ECR | s | Gonatyp

Isolation
NSF O157:H7/H Stamme
512-36/87 0157:H7| HC - - + + + + | sty+ Stx
H631/88 O157:H7| D - - - + + + + | St¥e
H671/89 O157:H | HUS - - - - - - + S+ StXoe
93-36/89 O157:H7 | D - - - + + + + | sty
W3268/90| O157:H7| HUS - - + + + + | Ssty+stx,
H257/91 O157:H | D - - - + + + + Stet Stioc
H416/91 O157:H7| D - - - + + + + | stt+ Stxe
5288/91 O157:H7| HUS - - + + + + | stx+ stx
6983/91 0157:H7| HUS - - + + + + | st
H903-36/92 | O157:H7 | HUS - - - + + + + | stx
9-36/92 O157:H7| n.b. - - + + + + | stk
H1194/93 O157:H7| asymp. + + 4 +| stx
W3658/93 | 0157:H7| HUS - - + + + + | Sty
6702/94 O157:H | n.b. - - - + + - + | ster. stx-
4605/95 0157:H7| HUS - - + + + + | stx
4660/95 O157:H7| HUS - - - - - + | Stet Stxe
2723/95 0157:H7| HUS - - + + + + | Stet Stx.
3232/96 0157:H7| HUS - - + + + + | Stet St
4366/96 O157:H7| HUS - - + + + + | st+ Shec
4391/96 0157:H7 | HUS - - - + + + + | stxq+ sty
4597/96 O157:H7| D - - - + + + + | st+ Shec
6334/96 O157:H7| HUS - - + + + + | stk
6831/96 O157:H7| D - - - + + + + | st+ Shec
4598/97 O157:H7| HUS - - + + + + | st+ Shec
6468/97 O157:H7| HUS - - + + + + | st+sto.
2085/98 O157:H7| HUS - - + + + + | st+ Shec
2857/98 0157:H7| HUS - - + + + + | Stet St
3205/98 0157:H7| HUS - - + + + + | stx
0865/99 O157:H7| D - - - + + + + | Stet St
1867/99 0157:H7| HUS - - + + + + | Stet St
4544/99 O157:H7| D - - - + + + + | stx+ St
2483/00 0157:H7| HUS - - + + + + | stx
4734/00 O157:H7| D - - - + + + + | stx
0025/01 0O157:H7| LM - - - + + + + | sty
0205/01 O157:H7| HUS - - + + + + | st+ Shec
0279/02 0157:H7| HUS - - + + + + | st
W4444/92| 0O157:H7| HUS - - + + + + | Stet St
0846/02 O157:H7| HUS - - + + + + | Sttt St
0093/03 0157:H7| HUS - - + + + + | st
0095/03 0157:H7| HUS - - + + + + | st
0144/03 O157:H7 | HUS - - - + + + + | st+ Shece
0171/03 0157:H7| HUS - - + + + + | stx
0187/03 0157:H7| HUS - - + + + + | Stet St
0261/03 0157:H7| HUS - - + + + + | Stet St
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Stamm Nr./ Erkran- PCR| PCR| PCR| PCR | PCR| PCR X
Iii?gtﬁ)ir Serotyp kunag SF tre?M stpA st%E We?bB et(p:JD E-lﬁyA Gesntotyp
SE O157:H Stadmme
0493/89 O157H [HUS | + [ + [ + [ + + T + | ste
H210/89 0O157:H | HUS + + + - - - - | stx-
H629/91 0O157:H | HUS + + + + + + + | stx
Wi4991/92 | O157:H | HUS + + + + + + + | ste
4756/93Kist| O157:H | n.b. + + + + + + + | ste
Wi3112/93| 0O157:H | HUS + + + + + + + | ste
3355/93 O157H [HUS | + | + [ + [ + + T + | st
4162/94 O157:H | D + + + + + + + | sty
221/95 0157:H | HUS + + + - - - - st
0296/96 0157:H | HUS + + + + + + + | st
1533/96 0157:H | HUS + + + + + + + | st
2471/96 0157:H | HUS + + + - - - - st
3072/96 0157:H | HUS + + + + + + + | st
5869/96 0157:H | HUS + + + + + + + | st
15998/96 0157:H | HUS + + + + + + + | st
340/97 0157:H | HUS + + + + + + + | st
4180/97 0157:H | HUS + + + + + + + | st
1528/97 0157:H | HUS + + + + + + + | st
3573/98 0157:H | HUS + + + + + + + | st
4368/98 0157:H | HUS + + + + + + + | st
258/98SM1| O157:H | HUS + + + - - - - st
269/98B3 0O157:H | D + + + - - - - | stw
2584/99 0157:H | HUS + + + + + + + | st
5376/99 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0301/00 0157:H | HUS + + + + + + + | st
2518/00 O157:H | asymp.| + + + + + + + | st
0145/01 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0164/01 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0410/01 0157:H | HUS + - - - - - - | ste
2841/01 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0679/02 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0817/02 0157:H | HUS + + + - - - - st
0852/02 0157:H | HUS + + + + + + + | st
02/E149 0157:H | HUS + + + - - - - st
0001/03 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0023/03 0157:H | asymp.| + + + + + + + | st
0088/03 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0094/03 0157:H | HUS + + + - - - - | ste
0100/03 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0198/03 0157:H | HUS + + + + + + + | st
0200/03 0157:H | HUS + + + + + + + | st
Kontrollstdémme
EDL933 O157:H7| LM - - + + + + | stx+ st
C600 (K-) ND + - - - - - - Stx
3072/96 O157H |[HUS | + | + [ + [ + + T + | ste

Bei den fettgedruckten Stammen wurden die Genajapseiert.
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Tab. B Sequenzierungsergebnisse und Vergleich mit OE933 bzw.

3072/96
amplifizierte bzw. analysierte Lange in b .
Sonde Stamm sF:aquenzierte y(Bereich agf P ';Z;g?é?g:t;;n%
Produktgrof3e in bp Referenzplasmid)
etpD 0023/03 1062 950 (27510-28459) 100%*
etpD 0144/03 1062 945 (27515-28459) 100%*
etpD 4180/97 1062 945 (27515-28459) 100%*
etpD 4391/96 1062 945 (27515-28459) 100%*
etpD 4991/92 1062 946 (27514-28459) 100%*
etpD 93-36/89 1062 955 (27514-28461) 100%*
wabB 99%*

(= rfbU) 0023/03 917 816 (18386-19202) Deletion (19186/7)
wabB 99%*

(= rfbU) 0144/03 917 818 (18384-19202) Deletion (19186/7)
wabB 99%*

(= rfbU) 4180/97 917 809 (18384-19193) Deletion (19186/7)
wabB 99%*

(= rfbU) 4391/96 917 816 (18384-19200) Deletion (19186/7)
wabB 99%*

(= rfbU) 4991/92 917 816 (18384-19200) Deletion (19186/7)
wabB 99%*

(= rfbU) 93-36/89 917 816 (18384-19200) Deletion (19186/7)
stcE 0023/03 449 387 (23551-23937) 100%*
stcE 0144/03 449 379 (23559-23937) 100%*
stcE 4180/97 449 387 (23551-23937) 100%*
stcE 4391/96 449 388 (23550-23937) 100%*
stcE 4991/92 449 389 (23550-23938) 100%*
stcE 93-36/89 449 389 (23550-23938) 100%*

E-hlyA fwd 0023/03 586 511 (40149-40659) 100%*
E-hlyArev 0023/03 606 492 (41054-41545) 100%*
E-hlyA fwd 0144/03 616 554 (40140-40693) 100%*
E-hlyArev 0144/03 606 522 (41024-41545) 100%*
E-hlyA fwd 4180/97 601 497 (40146-40642) 100%*
E-hlyArev 4180/97 618 504 (41042-41545) 100%*
E-hlyA fwd 4391/96 871 515 (40146-40660) 100%*
E-hlyArev 4391/96 609 482 (41064-41545) 100%*
E-hlyA fwd 4991/92 560 469 (40146-40614) 100%*
E-hlyArev 4991/92 594 445 (41103-41547) 100%*
E-hlyA fwd 93-36/89 872 512 (40149-40660) 100%*
E-hlyArev 93-36/89 623 474 (41064-41537) 100%*
sfpA 0023/03 440 427 (10154-10580) 100%**
sfpA 4180/97 440 428 (10154-10581) 100%**
sfpA 4991/92 440 430 (10154-10583) 100%**
traM 0023/03 159 159 (89032-89190) 100%**
traM 4180/97 159 147 (89032-89178) 100%**
traM 4991/92 159 156 (89032-89187) 100%**

*Escherichia coli0O157:H7 EDL933, Plasmid pO157, Acc. No. AF074613

** Escherichia coliO157:H 3072/96, Plasmid pSFO157, Acc. No. AF401292




